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ÖZET 

 

 

TRANSFERRĠN SAFLAġTIRILMASI ĠÇĠN MANYETĠK 

ĠMMÜNOAFĠNĠTE MĠKROKÜRELERĠN HAZIRLANMASI 

 

Dilara SAÇLIGĠL 

 

Yüksek Lisans, Kimya Bölümü 

 

Tez DanıĢmanları:  

Prof. Dr. Serap ġENEL 

Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGÖZ 

 

Ağustos 2014,  90 sayfa 

 

Hücresel demir dengesini korumak amacıyla neredeyse tüm organizmalarda hücre 

içi demir alımını, saklanmasını ve taĢınmasını sağlayan transferrin adı verilen 

taĢıyıcılar bulunmaktadır. Transferrin protein ailesi, 670-700 aminoasitten oluĢan 

tek polipeptid zincirli ve 80 kDa molekül ağırlığına sahip monomerik bir 

glikoproteindir. Kötü huylu tümörler yüksek oranda transferrin reseptörü 

içerdiğinden anti-kanser ilaçlar, proteinler ve genler için hedef ligand olarak 

transferrin kullanımı oldukça yaygındır. Transferrinin proteinlerle, ilaçlarla, 

makromolekül içeren hibrid sistemlerle konjugasyonu bu durumu mümkün 

kılmaktadır.  
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Transferrinin anti-kanser ilaçlarla konjugasyonu ile seçicilik ve toksisite üzerinde 

olumlu geliĢmeler sağlanmıĢ ve ilaç direncini düĢürmesinden dolayı daha etkin bir 

tedavi yöntemi oluĢturulmuĢtur. Bu özelliklerinden dolayı transferrin saflaĢtırma 

çalıĢmaları önem kazanmıĢtır.  

Manyetik ayırma, biyoayırma alanında kullanılmak üzere geliĢtirilmiĢ oldukça yeni 

bir tekniktir. Bu yöntemin prensibi bir ligand yardımıyla hedef moleküle bağlanan 

manyetik partikülün yığın çözeltiden manyetik alan gradyenti uygulanarak 

ayrılmasıdır. Geleneksel ayırma ile karĢılaĢtırıldığında, hız, kesinlik ve basitliği 

önemli avantajlarındandır. Bu tez çalıĢmasında dispersiyon polimerizasyonu 

tekniği ile Fe3O4 nanoparçacık varlığında sentezlenmiĢ eĢ boyutlu manyetik poli-

glisidil metakrilat (m-PGMA) mikrokürelere anti-transferrin antibadi immobilize 

edilerek transferrin adsorpsiyonu için yeni bir yaklaĢım geliĢtirilmiĢtir. Elde edilen 

mikroküreler Fourier dönüĢümlü infrared spektroskopisi (FTIR-ATR), taramalı 

elektron mikroskobu (SEM), elektron spin rezonans (ESR), termogravimetrik analiz 

(TGA-DTA) ve zeta boyut analizi ile karakterize edilmiĢtir. Kürelerin ĢiĢme 

özellikleri incelenmiĢ ve maksimum ĢiĢme oranları %52 olarak hesaplanmıĢtır. 

Yoğunluk ölçümü ile mikroküre yoğunluğu  1.08 g/cm3 „tür. Destek maddesi olarak 

sentezlenen m-PGMA mikrokürelere anti-transferrin immobilizasyonu, GMA epoksi 

gruplarına anti-transferrin amino gruplarının nükleofilik saldırısı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġmmobilze olan optimum anti-transferrin  miktarını bulmak 

amacıyla deriĢim taraması yapılmıĢ ve optimum immobilize anti-transferrin miktarı 

2 mg/g olarak bulunmuĢtur. Transferrin adsorpsiyonu optimum Ģartların 

belirlenmesi için pH, deriĢim, sıcaklık ve zaman taramaları yapılmıĢtır.  Maksimum 

transferrin adsorpsiyon kapasitesi pH 6‟da 1.65 mg/g olarak bulunmuĢtur. 

Adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü tekrarlanarak m-PGMA mikrokürelerin tekrar 

kullanılabilir oldukları bulunmuĢtur. Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu 

manyetik ortamda incelenmiĢtir ve adsorpsiyon kapasitesi 0.12 mg/g bulunmuĢtur.  
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Desorpsiyon iĢleminin transferrinin yapısında herhangi bir denatürasyona neden 

olmadığını ve elüe edilen transferrinin saflığını göstermek üzere SDS-PAGE 

çalıĢmaları yapılmıĢtır.  

 

 

Anahtar sözcükler: Glisidil metakrilat, transferrin saflaĢtırma, manyetik ayırma, 

manyetik mikroküre, immünoafinite kromatografisi. 
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ABSTRACT 

 

PREPARATION OF MAGNETIC IMMUNOAFFINITY MICROBEADS  

FOR TRANSFERRIN PURIFICATION 

 

Dilara SAÇLIGĠL 

 

Master of Science, Department of Chemistry 

 

Supervisors: 

Prof. Dr. Serap ġENEL 

Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGÖZ 

 

August 2014, 90 pages 

 

In order to maintain cellular iron homeostasis, nearly all organisms have the iron 

transporters called transferrin that provide cellular iron uptake, storage and 

transportation. The transferrin protein family is 80kDA monomeric glycoprotein of 

670-700 aminoacids with single polipeptid chain. As cancer cells include lots of 

transferrin receptor on their surface, transferrin is widely used as target ligand for 

anti-cancer drugs, proteins and genes. The conjugation of transferrin with proteins, 

drugs and hybrid systems containing macromolecule makes this situation possible. 

Positive developments on selectivity and toxicity are provided by conjugation of 

transferrin with anti-cancer drugs. Because of these properties, transferrin 

purification studies are imported. Magnetic seperation is a novel method 

developed for using in bioseperaiton field.  
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The main principle of this method is seperation of magnetic particule bonded to 

target molcule from bulk solution by magnetic field gradient. Compared to 

conventional seperation, rapidity, precision and easiness are the main 

advantages. In this study, a new approach is developed for transferrin adsorption 

by immobilizing anti-transferrin antibody on monosize magnetic poli-glycidyl 

methacrylate microspheres with Fe3O4 nanopowder by dispersion polymerization. 

Synthesized micropspheres are characterized by  Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy, scanning electron microscope (SEM), electron spin resonance 

(ESR), thermogravimetric analysis (TGA-DTA), zeta sizer analysis. Swelling ratio 

of microspheres is investigated and calculated as %52. Microsphere density is 

calculated as 1.08 g/cm3 by density analysis. Immobilization of anti-transferrin 

antibody on m-PGMA microspheres as a matrix is done by nucleofilic attack on 

amino groups of anti-transferrin. Effect of concentration is investigated for 

determining the optimum immobilized anti-transferrin amount and is found as 2 

mg/g. Effect of pH, concentration and temperature is investigated for determining 

the optimum conditions for transferrin adsorption. Maximum adsorption capacity is 

found as 1.65 mg/g at pH 6.0. m-PGMA microspheres are found to be reusable by 

repeating adsorption-desorption cycle. Transferrin adsorption from artificial plasma 

is studied in magnetic environment and adsorption capacity is calculated as 0.12 

mg/g. In order to show that the desorption studies made no denaturation and to 

determine the purity of eluated transferrin, SDS-PAGE studies are performed. 

 

 

Key words: Glycidyl methacrylate, transferrin purification, magnetic seperation, 

magnetic microspheres, immunoaffinity chromatography. 
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1. GĠRĠġ 

Demir; neredeyse tüm organizmalar için oksijen taĢınması, depolanması, 

aktivasyonu, enerji üretimi, hücre çoğalması ve bazı katalik prosesler gibi çeĢitli 

biyolojik fonksiyonlar açısından oldukça büyük bir öneme sahiptir. Fakat yüksek 

miktarda demirin oksijenle tepkimeye girmesi halinde hücre zarına, proteinlere ve 

DNA‟ya zarar verecek serbest radikaller oluĢmaktadır. Bundan dolayı 

organizmaların vücut içi sıvılarında demir konsantrasyonunu her zaman kontrol 

altında tutan çeĢitli sistemler ve yapılar vardır. YetiĢkin bir insan vücudunda 25-35 

mg/kg demir bulunmaktadır ve bunun dörtte üçü kırmızı kan hücrelerindeki 

hemoglobinin yapısına katılmıĢtır.  

Vücuda demir alımı ve kullanımında sorunlar olması halinde demir eksikliği 

anemisi; karaciğer, kalp, pankreas gibi organlarda demir birikimine yol açan 

genetik bir rahatsızlık olan Hereditary hemokromatosiz ve Halleroden Spartze 

Sendromu, Parkinson, Alzheimer, Huntington gibi nörodejeneratif hastalıklar 

ortaya çıkmaktadır [1].   

Gıdayla alınan ve geri kazanılan demir, Fe2+ halindedir. Serum içerisinde demir 

taĢıyıcı bir protein olan transferrine bağlanıp Fe3+‟e yükseltgenir ve bu Ģekilde 

taĢınır. TaĢınım boyunca her iki durumda da (Fe2+ ve Fe3+) demir, toksik etkiler 

doğurabilecek Ģekilde biyolojik hiçbir etkileĢime girmez [2]. Demir haricinde, 

terapötik ve diagnostik özellikteki diğer metal iyonları da transferrine, demir taĢıyan 

bölgeleri üzerinden bağlanabilir. Bu transferrin kompleksleri birçok hücre 

tarafından tanınmaktadır. Kötü huylu tümörler yüksek oranda transferrin reseptörü 

içerdiğinden anti-kanser ilaçlar, proteinler ve genler için hedef ligand olarak 

transferrin kullanımı oldukça yaygındır. Transferrinin proteinlerle, ilaçlarla, 

makromolekül içeren hibrid sistemlerle konjugasyonu bu durumu mümkün 

kılmaktadır. Transferrinin anti-kanser ilaçlarla konjugasyonu ile seçicilik ve 

toksisite üzerinde olumlu geliĢmeler sağlanmıĢ ve ilaç direncini düĢürmesinden 

dolayı daha etkin bir tedavi yöntemi oluĢturulmuĢtur. Ayrıca poli-lizin ya da 

katyonik lipozom gibi bir polikatyon aracılığıyla transferrinin DNA ile eĢlenmesi, 

kötü huylu hücrelerdeki DNA hedeflenmesini ve transferini mümkün kılmaktadır 

[1]. 
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Transferrin protein ailesi; serum transferrin (TF), laktoferrin (LF), melanotransferrin 

(mTF) ve ovotransferrinden (oTF) oluĢur [3]. Serum transferrin, demir 

metabolizmasından sorumludur ve serbest demirin hücrelere zarar verebilecek 

radikaller oluĢturmasını önler. Demir haricinde terapötik metal iyonları, 

radyodiagnostik metal iyonları ve diğer bazı metal iyonları da transferrin tarafından 

taĢınır.  

Ovotransferrin ve laktoferrin antimikrobiyal etkiye sahiptir [1]. Melanotransferrin ise 

demir taĢınması, anjiyojenez ve plazminojen aktivasyonu, hücre çoğalması, 

tümörojenez gibi sistemlerde görev alır. Melanoma tümörlerinin yüzeyinde oldukça 

yüksek oranda melanotransferrine rastlanmaktadır [4]. Kromatografik protein 

saflaĢtırma iĢlemi yüksek ayırım gücüne sahip bir tekniktir. Fakat koloidal yapılar 

içeren örnekler, dolgulu yatak içeren kolonları tıkayabilmektedir. Manyetik küreler 

ise santrifüj, filtrasyon ya da membran ayırma gibi ön iĢlemlere gerek duymaksızın 

ham hücre ekstratlarından veya hücre yoğunluğunca zengin diğer örneklerden 

hızlı ve verimli saflaĢtırma sağlar. Biyolojik bilimlerde manyetik taĢıyıcıların 

oldukça geniĢ kullanım alanları vardır [5]. Özellikle son 10 yıl içerisinde, manyetik 

kürelerin sentezi ve çeĢitli sistemlerde kullanımı üzerine oldukça fazla çalıĢma 

yapılmıĢtır. Manyetik küreler, manyetik parçacıklar ve polimerden oluĢan bir 

yapıdır. DıĢsal bir manyetik alan varlığında kürelerin içerdiği manyetik  parçacıklar 

oldukça hızlı ve kolay bir ayırım sağlar. Bunun yanında manyetik küreler, 

relaksasyon prosesi ve histerizis kaybı ile  manyetik enerjiyi ısı enerjisine çevirerek 

ısı jeneratörleri olarak da kullanılabilir. Kürelerin içerdiği polimer, manyetik 

parçacıkları stabilize etmenin yanında kürelere ĢiĢme özelliği ve esneklik 

kazandırır. Ayrıca kürelerin kullanılacağı uygulamalar için gerekli fonksiyonel grup 

içeren yapılar oluĢturur. Örneğin kürelerin yüzeyini belli ligandlar ile aktive ederek 

immunoassay teknikleri, nükleik asit dizilerinin izolasyonu, hücre ve 

mikroorganizma çalıĢmaları gerçekleĢtirilebilir. Kürelere manyetik özellik 

kazandırmak için oksidasyona karĢı daha kararlı olmaları sebebiyle Fe, Co ve Ni 

gibi saf metallerin metal oksitleri tercih edilir. Metal oksitlerin manyetik özellikleri 

kimyasal bileĢimlerine, Ģekillerine, büyüklüklerine, kristal yapılarına ve kristalinite 

derecelerine göre değiĢmektedir [6]. Manyetik ayırma teknikleri biyolojik bilimlerin 

farklı alanlarında uygulanmaktadır.  



3 

 

Son zamanlarda biyomolekül eĢleĢtirme, protein ve nükleik asit saflaĢtırma 

çalıĢmalarında manyetik taĢıyıcılar kullanılması oldukça yaygınlaĢmıĢtır [7]. 

Manyetik malzemeler genellikle sabit veya akıĢkan yataklarda kullanılır [5]. En iyi 

bilinen teknik, manyetik stabilize akıĢkan yataklardır  [8]. Bu sistem, manyetik 

küreleri içeren bir akıĢkan yatağa belli bir eksen doğrultusunda manyetik alan 

uygulanması ile elde edilir. Meydana gelen çekici ve itici kuvvetler, sıvı faz ve 

manyetik stabilize kürelerin yüzeyi arasında oldukça iyi bir kütle aktarımı oluĢturur 

[9]. Bu sistemler hem sabit hem de akıĢkan yatakların tüm avantajlarını bir araya 

getirmektedir.  

Bunların baĢlıcaları; yüksek kütle transfer özellikleri, partikül karıĢımlarının 

ayrılabilmesi, basınç kaybının az olması, katı fazın sisteme yüksek akıĢlı 

beslenebilmesi, sıvı-katı etkileĢiminin iyi olması ve tıkanma olasılığının 

olmamasıdır.  

Bu teknikle ayrılacak olan biyomolekül, yüzeyine ligand immobilize kürelere direkt 

olarak uygulanır. Özellikle kan gibi yüksek viskoziteye sahip yapılar ile manyetik 

stabilize akıĢkan yatak içerisindeki manyetik adsorbentin etkileĢimi,  hemoliz gibi 

hiçbir hücre hasarı olmadan yüksek kütle taĢınımı göstermesi açısından oldukça 

dikkat çekicidir [8].  

Bu çalıĢmada ticari olarak önemli kullanım alanlarına sahip bir protein olan 

transferrinin saflaĢtırılması için anti-transferrin antibadi ligand bağlı manyetik poli-

glisidil metakrilat (PGMA) bazlı mikron boyutlarında manyetik mikroküreler 

dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenmiĢtir. Kürelerin yüzeyindeki epoksi 

grupları aktive edildikten sonra anti-transferrin antibadi kovalent bağlı olarak 

immobilize edilmiĢtir. Anti-transferrin antibadi immobilize PGMA mikroküreler ile 

transferrin çözeltilerinden ve kandan, ilk aĢamada kesikli sistemde, ikinci aĢamada 

ise manyetik ayırıcıda transferrin adsorpsiyonu incelenmiĢtir. Sentezlenen 

manyetik PGMA (m-PGMA) mikrokürelerin karakterizasyonu için FTIR, SEM, 

TGA-DTA, ESR, Zeta boyut dağılımı ve ĢiĢme testi verileri kullanılmıĢtır. Anti-

transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelerin kesikli sistemde transferrin 

adsorpsiyon kapasitesine pH, deriĢim, sıcaklık ve zaman faktörlerinin etkisi 

ayrıntılı olarak incelenmiĢtir ve optimum Ģartlar belirlendikten sonra yapay 

plazmadan transferrin adsorpsiyonu incelenmiĢtir.  
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Bunun ardından desorpsiyon iĢlemi ve mikroküreler için tekrar kullanılabilirlik 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. Son aĢamada ise anti-transferrin antibadi immobilize m-

PGMA mikroküreler ile manyetik ayırıcı içerisinde transferrin adsorpsiyonu 

incelenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1.  Transferrin Protein Ailesi 

Demir, tüm ökaryotik organizmalar ve çoğu mikroorganizmalar tarafından 

solunumda, DNA sentezinde ve çeĢitli metabolik sistemlerde kofaktör olarak  

kullanılan oldukça önemli bir elementtir.  Hücresel demir  homeostazını korumak 

amacıyla neredeyse tüm organizmalarda hücre içi demir alımını, saklanmasını ve 

taĢınmasını sağlayan transferrin adı verilen taĢıyıcılar bulunmaktadır [3]. 

Transferrin protein ailesi, 670-700 aminoasitten oluĢan tek polipeptid zincirli ve 80 

kDa molekül ağırlığına sahip monomerik bir glikoproteindir. Bu ailenin en iyi bilinen 

türleri; kanda ve memelilerdeki amniyotik sıvı, safra, serebrospinal sıvı, lenf, 

kolostrum ve sütte bulunan  serum transferrin (TF); memelilerin süt, gözyaĢı, 

tükrük, mukus, pankreas sıvısı gibi hücre dıĢı salgılarında ve beyaz kan 

hücrelerinde bulunan laktoferrin (LF); melanositlerin yüzeyinde, karaciğerde, 

bağırsak epitelinde bulunan melanotransferrin (mTF) ve yumurta akı ile kuĢların ve 

timsah, kaplumbağa gibi bazı sürüngenlerin yumurtalık salgılarında bulunan 

ovotransferrin (oTF) ve transferrin benzeri proteinlerdir [1,3].  

 

Çizelge 2.1. Transferrin türleri ve özellikleri [10] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Protein Dokular Taksonomik Gruplar 
Transferrin Karaciğer, serum, beyin, kemik iliği Memeliler 

Ovotransferrin Serum,  yumurta akı KuĢlar, sürüngenler 

Laktoferrin Süt, tükrük, gözyaĢı, safra suyu Memeliler 

Melanotransferrin Melanoma, tükrük, ter, karaciğer, bağırsak Omurgalılar 

Karbonikanhidraz inhibitörü Serum (karaciğerde) Memeliler 

Saksifilin Serum Rana (iri kurbağa) 

Topozom Sindirim sistemi ve yumurtalıklar Deniz kestanesi 

Ciona transferrin (mono) Plazma Ürokordatlar 

Böcek transferrin Hemolenf (yağlı dokuda), yumurtalık Böcekler 

Üç katlı transferrin Plazma membranı Halotolerant alg 

Otolit matrix protein 1 Otolit organ Balıklar 

Pasifastin Hepatopankreas ve hemositler Kabuklular 
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Transferrin türlerinin tümü demir miktarını kontrol altında tutabilse de hücre içine 

demir taĢınımını yapabilen tek türünün serum transferrin olduğu bilinmektedir [3]. 

Ġnsan serumunda transferrin konsantrasyonu, %30 demir bağlı olarak 2.5 mg/ml 

(35 µM)‟dir [1]. Laktoferrin hariç diğer transferrin türleri asidiktir ve izoelektrik 

noktaları (pI) 5.6-5.8 arasındadır. Laktoferrin için ise bu değer 8.7‟dir. Bu 

izoelektrik nokta, laktoferrinin diğer proteinlere ve hücre yüzeylerine 

bağlanabilmesini sağlamaktadır. Üç çeĢit transferrin de yapısal olarak, demir 

bağlayıcı bölgeleri bulunan ve homolog olan N ve C lobunu içerir. Bu homolog 

loblar eĢ boyutlu iki domaine ayrılır. N lobundakiler domain N1 ve domain N2, C 

lobundakiler ise domain C1 ve domain C2 olarak adlandırılır ve demir bağlayıcı 

bölgenin bulunduğu derin bir yarık ile ayrılır. [3,11]. Ġki lob da yapısal olarak çok 

benzer olsalar da demir bağlama ve salınımı açısından farklılıklar göstermektedir. 

Bu farklılık, yapıdaki karbonhidrat zincirlerinin uzunluklarından ve pozisyonlarından 

kaynaklanmaktadır. Transferrinin metallere ve reseptörlere bağlanması açısından 

zincirler arasında bulunan disülfit bağları da oldukça önemlidir [12].  

 

ġekil 2.1 Holo-transferrin yapısı ve domain N1,  N2, C1, C2 gösterimi [11] 
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Transferrinin demir bağlayıcı bölgelerini; iki tirozin molekülünün iki fenolü, aspartat 

molekülünün karboksilatı, histidinin imidazolü ve arjinine komĢu olan birbirine bağlı 

iki karbonat oluĢturur. Transferrine demir bağlanmamıĢ yani apo formda iken loblar 

birbirinden uzakta olacak Ģekilde açık konformasyondadır. Demir bağlı yani holo 

formda ise, iki lob da koordinasyon metalini kapsayacak Ģekilde kapalı 

konformasyona geçer [2]. 

 

ġekil 2.2. Ovotransferrin N lobunun holo ve apo formları [11] 
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ġekil 2.3. Ovotransferrin C lobunun holo ve apo formları [11] 

 

2.1.1. Serum Transferrin  

1944 yılında Schade ve Caroline‟in yaptığı bir çalıĢmada yumurta akındaki bir 

bileĢenin demir bağlama yeteneği olduğu ve mikroorganizmaların geliĢimini 

engellediği tespit edilmiĢtir. Bundan iki yıl sonra aynı grup tarafından bu yapının 

insan kanında da olup olmadığı araĢtırılmıĢ ve kan serumunda da benzer özellikte 

bir proteine rastlanmıĢtır. O zamanki ismiyle bu protein “Siderofilin” olarak 

literatüre geçmiĢtir [10].  
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Transferrin ferrik demir taĢınması için oldukça önemli bir serum proteinidir [13]. 

Karaciğerden salgılanarak kana karıĢan transferrin miktarı, serumda yaklaĢık 37 

µM civarındadır [10,13]. Yapısında 630 civarında aminoasit bulunduran, 80 kDa 

molekül ağırlığında bir glikoprotein olan serum transferrin, N ve C olmak üzere iki 

özdeĢ lobdan oluĢur.  Demir atomu, iki tirozin kalıntısının fenolat oksijenleri, 

histidin kalıntısının imidazol azotu, aspartik asit kalıntısının karboksilat oksijeni ile 

olmak üzere dört protein ligandı ile koordine edilmektedir. Demirin etrafındaki cis 

pozisyonundaki altı adet oktahedral bağlanma bölgesinin dördü, bu protein 

ligandları tarafından kullanılır [14].  Her lob  tersinir olarak Fe3+ bağlamanın 

yanında Bi3+, Ga3+, In3+, Al3+, Cu3+, Mn3+, Zn3+, Ni3+, Ru3+ gibi metal iyonlarını da 

bağlayabilir. Normal bir serumda, transferrinin  toplam demir bağlama bölgelerinin 

%30‟u demir içermektedir [13].  

 

 

 

ġekil 2.4. (A) Serum transferinin X-ıĢınları yapısı (apo formda N lobu ve holo 

formda C lobu) (B) Transferrinin N lobunun demir bağlama bölgeleri [1] 
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ġekil 2.5. Serum transferrin yapısı [15] 

 

Hücresel demir alımı ve taĢınması TF/TF reseptör varlığında endositotik proses ile 

gerçekleĢir [3]. Transferrin reseptörü, 180 kDa molekül ağırlığında bir 

transmembran glikoprotein homodimeridir. Alt ünitelerinin her biri 90 kDa molekül 

ağırlığındadır ve birer transferrin molekülü bağlayabilmektedirler [14]. Transferrin 

kombinasyonlarının derecesi, hücre yüzeyindeki transferrin reseptörleri ve 

transferrin arasındaki afiniteyi etkilemektedir. Transferrin reseptörü ve holo-

transferrrin arasındaki moleküler kuvvet, apo-transferrin ile arasındaki kuvvetten 

onlarca kat büyüktür. Transferrin ve transferrin reseptörünün iki formunun 

arasındaki afinite farkı, proteinin fonksiyonlarını da etkilemektedir [16].  



11 

 

 

ġekil 2.6. Transferrin-transferrin reseptörü kompleksi [11] 

 

Demir, nötral sıvılarda çeĢitli demir hidroksitler oluĢturur ve oluĢan bu yapılar 

çözünmez. Fakat düĢük molekül ağırlıklı Ģelatlar ve proteinler veya 

makromoleküllerle yaptığı kompleksler ile çözünebilir hale getirilebilir [2]. Apo 

formda iken her bir transferrin lobunun iki domaini de su dolu bir yarık oluĢturacak 

Ģekilde birbirinden ayrık pozisyondadır. Ekstraselüler ortamda  pH 7.4‟te apo-

transferrin bir demir iyonu bağlayarak monoferrik forma, iki demir iyonu bağlayarak 

diferrik (holo-transferrin) formuna dönüĢür. Ardından diferrik transferrin, hücre 

yüzeyindeki transferrin reseptörüne bağlanır.  Diferrik transferrinin C lobu, dimerik 

transferrin reseptörü ektodomainin helikal domainine bağlanırken N lobu, 

transferrin reseptörünün tamamı ve hücre zarı arasında (sandviç pozisyonu) 

konumlanır. OluĢan bu kompleks, pH 5.5 olan endozoma taĢınır. Ortamın asidik 

olması, protonasyon ve birbirine bağlı anyonların histidin ve tirozin ligandlarının 

protonasyonunu takiben ayrıĢmaları nedeniyle transferrin-transferrin reseptörü 

kompleksinde konformasyonel değiĢiklikler meydana getirir ve yapıdaki demir, 

kompleksten ayrılır. Böylece hücre içine demir salınımı gerçekleĢmiĢ olur.  
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Apo-transferrin-transferrin reseptörü  kompleksi tekrar hücre yüzeyine çıkar ve bu 

ekstrasellüler ortamdaki nötral pH‟dan dolayı dissosiye olarak transferrin serbest 

kalır ve yeni bir döngü için kullanıma hazır hale gelir  [2].   

 

 

ġekil 2.7. Reseptör varlığında endositosiz yoluyla demir taĢınmasının ve 

salınımının Ģematik gösterimi [14] 
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2.1.2. Ovotransferrin 

Ovotranferrin, 686 aminoasit içeren 77.7 kDa molekül ağırlığında monomerik bir 

glikoproteindir [17]. Ġzoelektrik noktası 6.0 olan ovotransferrin kuĢların ve 

sürüngenlerin yumurta akının yaklaĢık % 12-13‟ünü oluĢturmaktadır. Ġlk kez 

Schade ve Caroline tarafından 1944 yılında keĢfedilmiĢ ve „konalbumin‟ olarak 

adlandırılmıĢtır. Ardından 1968 yılında Williams tarafından demir bağlayabildiği ve 

transferrin ailesine ait bir protein olduğu keĢfedilerek ismi „ovotransferrin‟ olarak 

değiĢtirilmiĢtir. Ovotransferrin, dokuz aminoasit kalıntısının oluĢturduğu bir zincirle 

birbirine bağlı iki globuler lobdan (N ve C) oluĢmaktadır. Her lob ikiĢer adet alt 

domaine (N1, N2, C1, C2) ayrılmaktadır. Bu iki lobun içerisindeki boĢluklar demir 

bağlayan bölgeleri oluĢturmaktadır. Bu bölgelerde demir bağlanması, serum 

transferrindeki aynı ligandlar (iki tirozin, bir aspartik asit, bir histidin, iki oksijen 

kalıntısı) ile gerçekleĢmektedir [18].  

 

ġekil 2.8. Tavuk holo-ovotransferrin yapısı [11] 
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Tavuk ovotransferrin güçlü bir antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ovotransferrin demir 

bağlayan bir protein olduğundan mikroorganizmaların geliĢmesi için gerekli olan 

demiri tutarak geliĢimlerini inhibe eder. Ovotransferrinin çok çeĢitli bakteri türleri 

üzerinde etkili olduğu bilinmektedir.  

Bunlar içinden ovotransferrine en duyarlı olanları, Pseudomonas sp, E. Coli ve S. 

Mutans türleridir; en dirençli olanları ise S. Aureus, Proteus sp ve Klebsiella‟dır 

[18]. Ovotransferrin bu özelliğinden dolayı günümüzde gitgide önem kazanan 

doğal gıda koruyucu ajan olarak kullanılabilmektedir [19]. Bunun yanında Candida 

spp ve ovotransferrinin direkt etkileĢimleri, antifungal etki yaparak aktivite 

inhibisyonunu gerçekleĢtirmektedir. Fakat Candida spp içerisinde bir tür olan C. 

krusei‟nin ovotransferrine dirençli olduğu bulunmuĢtur [17]. Tüm bunların yanında 

ovotransferrrinin antikanser, antioksidan ve bağıĢıklık sistemi düzenleyici 

fonksiyonları da büyük önem taĢımaktadır [18].  

2.1.3. Laktoferrin 

Laktoferrin, birçok memelinin sütünde, dıĢ salgılarında ve mukozalarında bulunan, 

yaklaĢık 80 kDa molekül ağırlığına sahip demir bağlayan bir glikoproteindir [20,21]. 

Laktoferrin iki demir iyonu bağlayabilir. Bu demir bağlama kapasitesinden dolayı 

antibakteriyel, antioksidan, antitümöral ve immün düzenleyici fonksiyonları 

bulunmaktadır. Ġnsan beynindeki mikrovasküler endotial hücrelerinde bulunan 

laktoferrin reseptörleri, reseptör varlığında transitosiz ile laktoferrin endositosizine 

ve laktoferrinin kan beyin bariyerini geçmesine katkıda bulunur. Bunun yanında 

Parkinson ve Alzheimer hastalıklarında, nöronlardaki laktoferrin reseptörleri 

laktoferrin taĢınımına katkı sağlayarak iyileĢme sağlayabilir [22]. 

Neredeyse tüm bakterilerin geliĢimi için demire gereksinimleri vardır ve 

laktoferrinin demir bağlama özelliği birçok Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere 

karĢı antibakteriyal etki göstermektedir. Laktoferrinin demir bağlamasının dıĢında 

mikrobiyal karbonhidrat metabolizmasını bozması yada bakterilerin hücre 

duvarlarının yıkımı ile de antibakteriyal etkilerini gösterdikleri bulunmuĢtur [20]. 

1995 yılında McIntosh ve arkadaĢları sığır sütündeki laktoferrinin sıçanlarda mide 

ve bağırsak kanserine karĢı koruyucu etki gösterdiğini bulmuĢlardır [21].   
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ġekil 2.9. Laktoferrin yapısı [11] 

  

2.1.4. Melanotransferrin 

Melanotransferrin ilk olarak 1980 yılında Woodbury ve arkadaĢları tarafından 

melanoma için hücre yüzey iĢaretleyicisi olarak keĢfedilmiĢtir ve melanoma tümör 

antijen p97 olarak adlandırılmıĢtır. Ardından 1996 yılında Rothenberger ve 

arakadaĢları tarafından karaciğerde, ince bağırsakta, göbek kordonunda, 

plasentada, ter bezlerinde olduğu keĢfedilmiĢ ve 2005 yılında Sekyere ve 

arkadaĢları tarafından insan beyin zarında da bulunduğu saptanmıĢtır.  

Transferrin protein ailesine ait olan melanotransferrin, çeĢitli omurgalı ve 

omurgasızlarda bulunan demir bağlayan bir proteindir [23]. Glikozil fosfatidilinositol 

tarafından hücre zarına bağlı olarak bulunur. Transferrin ailesinin diğer üyeleri olan 

serum transferrin, ovotransferrin ve laktoferrin ile dizilim açısından yaklaĢık % 37-

39 oranında homolog proteinlerdir.  
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Melanotransferrin ve serum transferrin, kromozom 3‟te bulunmaları, aynı disülfit 

bağlarına sahip olmaları ve N terminallerinde özdeĢ demir bağlama bölgeleri 

bulundurmaları gibi önemli benzerlikler göstermektedirler. 

Melanotransferrin, kan-beyin bariyerinden demir taĢınması, melanoma hücrelerinin 

çoğalması ve tümörleĢmesi, Alzheimer hastalığı, özonofil farklılaĢması, kıkırdak 

oluĢumu ve artrit gibi durumlarda fizyolojik ve patolojik olarak oldukça önemli rol 

oynar [24].  

Melanotransferrinin çözünür formu hücre kültürlerinin süpernatantında ve 

melanoma, Alzheimer, artrit gibi hastaların kan serumunda bulunur. Son 

çalıĢmalar göstermektedir ki melanotransferrin, serum transferrinin homolog 

proteini olmasına rağmen hücrelerden demir alımında transferrin reseptörü 1‟e ya 

da herhangi baĢka bir reseptöre yüksek afinite göstermemektedir. Çözünür 

melanotransferrin de hücre zarına bağlı melanotransferrin gibi 80 kDa molekül 

ağırlığına sahiptir [25].  

2.1.5. Transferrin Benzeri  Diğer Proteinler 

Transferrin ailesindeki proteinler ile homolog primer yapıya sahip bazı proteinler 

bulunmaktadır. Bu proteinler, domuzlarda bulunan karboksianhidraz inhibitörü, 

kurbağalarda bulunan saksifilin, balıklarda denge taĢı (otolit) olarak bilinen 

yapıdaki OMP ve ilkel deniz hayvanlarında bulunan nicaTf‟dir. Bu proteinler, 

primer yapıları açısından transferine benzese de demir bağlama özellikleri ya çok 

zayıftır ya da yoktur ve yapıları henüz aydınlatılamamıĢtır. Böceklerde bulunan 

transferrin de omurgalılardaki serum transferrin gibi iki loba sahip olsa da bir lobun 

demir bağlama özelliği olmadığı bulunmuĢtur [4].  

2.2. Manyetik Mikroküreler 

Boyutları 1-20 µm arasında değiĢen polimer mikroküreler biyoloji ve tıpta; ilaç 

taĢıma sistemleri, sensörler, tanı koyma ve hücre saflaĢtırma gibi oldukça geniĢ bir 

uygulama alanına sahiptirler. Bu kürelerden hem iyon değiĢim kromatografisi gibi 

eski tekniklerde hem de afinite kromatogtafisi gibi geliĢmiĢ tekniklerde 

yararlanılmaktadır.  
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Oldukça küçük partikül boyut dağılımına ve düzgün bir küresel Ģekle sahip 

olmaları her bir kürenin aynı fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellikte olmasını 

sağlamaktadır. Aynı zamanda küresel olmaları akıĢ özelliklerinin iyi olmasına, 

yüzey enerjisinin azalıp yüzey alanının artmasına da katkıda bulunmaktadır.  

Tüm bunların yanında mikrokürelerin optimum konsantrasyonda istenilen molekülü 

bağlayabilmesi açısından ulaĢılabilir ve istenmeyen etkileĢimler yapmayan reaktif 

gruplar içermesi gerekmektedir.  

Mükrokürelerin sentezinde süperparamanyetik nanopartiküller kullanılarak 

manyetik özellik de kazandırılabilir [26]. Manyetik mikroküreler genellikle Fe, Co, 

Cu, Mn tuzlarının çöktürülmesiyle elde edilen ferritler veya Fe3O4 (magnetit), Fe2O3 

(maghemit) gibi demir oksitler kullanılarak sentezlenir [27].  

 

ġekil 2.10. Manyetik mikroküreler [28] 

 

Metal oksit nanopartiküller (özellikle magnetit ve maghemit) ferrik ya da ferro 

tuzların çöktürülmesiyle elde edilir [6]:  

 

FeCl2.4H2O + 2FeCl3.6H2O + 8NH4OH = Fe3O4 + 8NH4Cl + 20H2O     [6] 

 

Mikroküre sentezinde birçok farklı yöntem kullanılabilir. Ġlk kez mikroküre sentezi 

yapıldığında süspansiyon polimerizasyonu kullanılmıĢtır. Bu yöntemle elde edilen 

mikrokürelerin boyutu mikrometre ve milimetre arasında olup geniĢ boyut 

dağılımına sahiplerdir.  
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Ġyon değiĢtirici, su arıtımı için sorbent ya da adsorbent olarak kullanılan 

polivinilklorür, polimetilmetakrilat, ĢiĢebilen polistren, polistren-akrilonitril 

kopolimerlerinin ticari üretimi için süspansiyon polimerizasyonu kullanılmaktadır.  

Çöktürme ya da dispersiyon polimerizasyonu ile çapı 1-8 µm arasında değiĢen 

küreler elde edilmektedir.  

Çöktürme ile elde edilen küreler dispersiyon yöntemi ile elde edilenden daha 

büyük ve daha düzensiz partiküller oluĢturmaktadır. Boyutları 100-600 nm 

arasında değiĢen partüküller elde etmek için en çok kullanılan yöntem emülsyon 

polimerizasyonudur [29].  

Manyetik mikroküre sentezinde ise polimer matrikste mikro ya da nano boyutta 

manyetik partiküller bulunur. Manyetik mikroküre sentezi üç genel yöntem ile 

gerçekleĢtirilir:  

 Manyetik partiküllerin polimer matriksin içinde sentezlenmesi 

 Manyetik partikül varlığında polimer sentezi 

 Önceden hazırlanmıĢ polimer ve manyetik partikül ile küre sentezi 

Bunlara ek olarak çekirdek-kabuk yapısındaki partiküllerin polimer matrikste 

homojen dağıldığı karıĢık sistemler de bulunmaktadır.  

Manyetik küreler; polistren, poliakrilamid, triblok polimer olan poli-izopropen-blok-

poli(2-sinamoiletil metakrilat)-blok-poli(tert-bütil akrilat), dekstran, aljinat, 

polivinilalkol, asetoasetoksietil metakrilat kopolimerleri, N-vinilkaprolaktam, N-

izopropilakrilamid kopolimerleri de glisidilmetakrilat gibi polimerler kullanılarak 

sentezlenebilir.  

2.2.1.   Polimer Çekirdek – Manyetik Kabuk Yapısındaki Küreler 

Bu yapıdaki küreler Pickering emülsiyonunda stabilize olarak bulunan monomer 

damlacıklarının polimerize olmasıyla elde edilir. Katı partiküller, sıvı-sıvı yüzeyinde 

kendiliğinden bir araya gelerek polimerizasyon süresince stabilizatör gibi 

davranırlar. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra bu partiküller, oluĢan kürelerin 

dıĢ yüzeyini kaplayarak kabuk kısmını oluĢturur.  
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ġekil 2.11. Polimer çekirdek – manyetik kabuk yapısı [6] 

 

2.2.2. Manyetik Çekirdek – Polimer Kabuk Yapısındaki Küreler 

Bu küreler, manyetik partiküllerin yüzeyinde bir çapraz bağlayıcı ile monomerin üç 

boyutlu polimerleĢmesi yada blok polimer miseller içerisinde manyetik partiküllerin 

enkapsülasyonu sonucu elde edilirler. Yeni bir yaklaĢım olarak yüzey-baĢlatıcılı 

polimerizasyon ile bu küreler sentezlenebilmektedir. Bu yöntemde yüzey graftlı 

baĢlatıcı ile polimer oluĢumuna dayanır ve manyetik çekirdeğe kovalent bağlı 

olarak polimerik bir kabuk oluĢumu ile sonuçlanır.  

 

ġekil 2.12. Manyetik Çekirdek – Polimer Kabuk Yapısı [6] 
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ġekil 2.13. Manyetik çekirdek – polimer kabuk TEM görüntüsü [6] 

 

Bu yapıdaki küreler biyouyumlu olmaları, yüksek bağlama kapasitesine sahip 

olmaları ve tekrar kullanılabilir olmalarından dolayı oldukça fazla kullanım alanına 

sahiptirler. Kolay hazırlanabildiklerinden ve modifikasyona elveriĢli olduklarından 

çekirdeği oluĢturacak inorganik madde olarak demir oksit partiküller tercih 

edilmektedir. 

2.2.3. Homojen DağılmıĢ Manyetik Partiküller  Ġçeren Manyetik Küreler 

Bu yapıdaki kürelerin sentezinde emülsiyon polimerizasyonu, süspansiyon 

polimerizasyonu, dispersiyon polimerizasyonu, mikroemülsiyon polimerizasyonu, 

miniemülsiyon polimerizasyonu kullanılır [6, 30-36]. 

 

ġekil 2.14. Polimerik küre içerisinde homojen dağılmıĢ manyetik partiküller [6] 
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2.2.3.1. Emülsiyon Polimerizasyonu 

Polimerizasyon, emülsifiye edici maddelerin oluĢturduğu miseller içerisinde 

gerçekleĢir. Monomer molekülleri dağıtma fazından misel içerisine difüze olur. 

Bunu takiben dağıtma fazında çözünmüĢ halde bulunan ve sıcaklığın artmasıyla 

misel içine giren baĢlatıcı moleküllerin etkisiyle polimerleĢme baĢlar. Tüm 

monomerler polimerleĢene kadar devam eder. Elde edilen polimer, emülsiyon 

oluĢturucu reaktifler tarafından yüzdürülen bir polimer lateksidir. Bu yöntem 

kullanılarak elde edilen kürelerin boy ve boyut dağılımı; emülsiyon oluĢturucu 

reaktif türü, deriĢimi ve ortama veriliĢ biçimi, uygulanan sıcaklık, monomer/su 

oranı, katkı maddelerinin türü ve miktarı, baĢlatıcı türü ve deriĢimi gibi 

parametreler ile yakından iliĢkilidir [37]. 

2.2.3.2. Süspansiyon Polimerizasyonu 

Suda çözünmeyen bir monomerin uygun bir dağıtma ortamında (genellikle su) 

karıĢtırılarak sıvı damlacıklar haline getirilerek dağıtılmıĢ katı faz olarak polimerik 

partiküller elde edilmesine dayanan bir tekniktir. Sonunda bu dağıtılmıĢ 

damlacıkların boyut spektrumunda dinamik bir dengeye ulaĢılması halinde kararlı 

bir ortalama damlacık boyutu oluĢur [38]. Polimerik yapı bu damlacıkların 

içerisinde oluĢmaktadır [39].  

Bu yöntemle 10 µm - 10 mm boyut aralığında mikroküreler sentezlenebilir. 

Yöntemin en önemli avantajı mükemmel boyut kontrolüne olanak sağlamadır [37]. 

Partikül boyutu polimerizasyon reaktörünün Ģekli, karıĢtırma hızı gibi 

parametrelerden etkilenebilir [39].  

Süspansiyon polimerizasyonu üç adımda gerçekleĢir. Ġlk adım sıvı-sıvı dispersiyon 

oluĢumu, ikinci adım damlacıkların polimeri partikülü oluĢturacak Ģekilde bir araya 

gelmesini sağlayan reaksiyonlar ve son adım da partikül boyutunda bir değiĢim 

olmaksızın  %80-90 arasında bir dönüĢüm oluĢmasıdır [40]. Bu yöntemle 

polivinilklorür, polimetilmetakrilat ve polistren gibi polimerlerin ticari üretimleri 

yapılmaktadır [39].  
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2.2.3.3. Dispersiyon Polimerizasyonu  

Dispersiyon polimerizasyonu, mikron büyüklüğünde ve dar bir boyut dağılım 

aralığında mikroküre oluĢturan tek basamaklı bir yöntemdir [41]. Emülsiyon veya 

mikroemülsiyon polimerizasyonu gibi heterojen polimerizasyon teknikleri ile bu 

partikül boyutlarına inilememektedir.  

Dispersiyon polimerizasyonunda baĢlangıç fazında monomer, baĢlatıcı, 

stabilizatör ve çözücü homojen bir halde bulunmaktadır. OluĢan polimer polar veya 

apolar olup çözünmeyen bir yapıdadır  [42].  

Sentez esnasında polimerizasyon karıĢımının ısıtılmasıyla baĢlatıcı, oligomer 

radikalleri oluĢturacak  Ģekilde bozunur. Bu oligomerik zincirler ortamda çözünmüĢ 

halde kalamazlar, kritik zincir uzunluğuna ulaĢtıklarında çökerler. Bu çökeltiler, 

polimer çekirdeğini oluĢturacak yapılardır ve aynı zamanda stabilizatörü 

adsorplayarak manyetik çekirdeğe sahip ilk partiküllerin oluĢmasını sağlarlar. Yeni 

çekirdek oluĢumu olmadığı sürece partiküller olgunlaĢır ve eĢ boyuta ulaĢırlar. 

[41].  

Bu yöntemde her ne kadar eĢ boyut dağılımına ulaĢılabilinse de boyut kontrolü 

oldukça zordur. Monomer, baĢlatıcı, stabilizatör konsantrasyonu, ortamın 

polaritesi, sıcaklık, karıĢtırma hızı gibi faktörler partikül boyutunu doğrudan 

etkilemektedir [42].   

Monomer konsantrasyonu; oligomer zincirlerinin çözünürlüğünü etkileyerek, 

polimerizasyon hızını yani çekirdek oluĢumumu etkileyerek ya da stabilizatörün 

çözücülük gücünü etkileyerek partikül boyutunu belirler.  

BaĢlatıcı konsantrasyonunun artması radikal konsantrasyonunu artırır, bu da 

çöken oligomer zinciri konsantrasyonunu artırır.  

Bu durumda düĢük molekül ağırlığına sahip partiküller polimerizasyonun erken 

basamaklarında oluĢur ve böylece büyük boyutlu partiküllerin oluĢumuna fazla 

rastlanmaz. BaĢlatıcı konsantrasyonu, stabilizatörün adsorpsiyon hızını ve devamlı 

fazın viskozitesini de etkiler. Bunun yanında düĢük baĢlatıcı konsantrasyonu ve 

yüksek stabilizatör konsantrasyonu kombinasyonu da geniĢ boyut dağılımına 

sebep olur. Tüm bunlar göstermektedir ki eĢ boyutlu küreler oluĢması için baĢlatıcı 

ve stabilizatör dengesi oldukça önemlidir [43].   
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Stabilizatör konsantrasyonu oldukça önemlidir. Çünkü bu madde, küre kararlılığını 

ve çözelti viskozitesini belirler. Artan stabilizatör konsantrasyonu ve molekül 

ağırlığı viskoziteyi de artırır. Bu da patikül boyutu ile doğrudan bağlantılıdır. 

Poliglisidilmetakrilat manyetik mikroküre sentezinde stabilizatör olarak kullanılan 

polivinilpirolidonun (PVP) üç çeĢidi de farklı sonuçlar vermektedir. PVP-K15 

(molekül ağırlığı 15 kDa) kullanıldığında en küçük, PVP-K90 kullanıldığında ise en 

büyük mikroküreler sentezlenmektedir. 

Uygun polarite, baĢlangıç bileĢenlerinin çözünür halde kalıp sadece polimerleĢen 

maddelerin çökmesini sağlar. 

Oligomer zincirlerinin çözünürlüğü, kritik zincir uzunluğu, çöken zincirlerin 

konsantrasyonu, kürelerin oluĢum hızı sıcaklık ile artmakta ve devamlı fazın 

viskozitesi ise azalmaktadır. Bunların sonucu olarak artan sıcaklıkla küre boyutu 

artmaktadır [44].  

2.2.3.4. Miniemülsiyon Polimerizasyonu 

Miniemülsiyonlar, damlacık boyotu 50-500 nm arasında olan kararlı yağ 

damlacıklarının akıĢkan dispersiyonlarıdır. Hidrofobisiteleri çok yüksek 

monomerlerin polimerleĢtirilmesi için oldukça uygun bir yöntemdir. Yağ, su, 

sürfaktant ve suda çözünmeyen bir hidrofob içerirler. Bu hidrofob ko-stabilizatör 

olarak adlandırılır ve küçük damlacıklardan büyük damlacıklara kadar monomerin 

degradasyonunu önlerler. Ko-stabilizatörler genellikle düĢük molekül ağırlığına 

sahiptir, sıklıkla setil alkol veya hekzadekan tercih edilir [45,46]. 

2.3. Manyetik Poli-Glisidil Metakrilat Mikroküreler  

Glisidil metakrilat (GMA), diğer akrilik monomerlere kıyasla düĢük toksisiteye ve 

maliyete sahip  hidrofilik bir vinil monomerdir. Yapısında epoksi ve akrilik olmak 

üzere iki önemli fonksiyonel grup bulundurur [47,48].  

Epoksi grubu, GMA‟nın aminler, karboksilik asitler, anhidritler ve hidroksil içeren 

yapılar ile çapraz bağlanma reaksiyonları vermesini sağlarken; akrilik grubu, diğer 

vinil monomerlerle sulu ya da susuz sistemlerde kopolimerizasyonunu 

sağlamaktadır [49]. 
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ġekil 2.15. GMA kimyasal yapısı [50] 

 

Horak ve arkadaĢları tarafından, polimeraz zincir reaksiyonlarında (PCR), 

immünomanyetik ayırmalarda, Salmonella hücrelerinin saptabmasında, DNA 

diyagnostiklerinde ve genomik DNA izolasyonunda kullanılmak üzere dispersiyon 

polimerizasyonu ile manyetik poliglisidil metakrilat  mikroküreler hazırlanmıĢtır [51].  

 

ġekil 2.16. GMA mikroküre yapısı [52] 

  

GMA mikroküreler çeĢitli maddelerle doğrudan reaksiyona girebilirler veya 

modifiye edilerek farklı uygulamalarda kullanılabilirler [53]. GMA‟da bulunan epoksi 

grupları; amin, tiyol ve fenolik gruplarla kolayca reaksiyona girerek kararlı kovalent 

bağlar oluĢturur. GMA polimerize olduğu zaman reaktif oksiran halkası ve aldehit 

grubu sayesinde, proteinler veya enzimlerle doğrudan bağ oluĢturabilir [51].  
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2.4. Manyetik Mikrokürelerin Kullanım Alanları 

Manyetik polimerler genellikle iyi kütle aktarımı ve seçici ayırma gibi baĢlıca iki 

özellikten dolayı tercih edilmektedir [54]. Son yıllarda biyoteknoloji ve biyomedikal 

alanlarda manyetik mikrokürelerin kullanımında önemli bir artıĢ olmuĢtur [55].  

Bu kapsamda medikal teĢhis ve tedavi, kanser tedavisinde hedefli ilaç taĢınımı, 

basit moleküllerden hücrelere, antibadilere, nükleik asitlere, polimeraz zincir 

reaksiyonlarındaki reaktiflere, proteinlere, HIV-1 proteaz enzimine, hormonlara ve 

antijenlere  kadar uzanan geniĢ bir yelpazede hedef molekülü ayırma, analiz ve 

teĢhisi, immunoassayler, manyetik hipertermi, tümörlerin manyetik rezonans 

görüntülenmesinde kullanılan kontrast ajanlar, yüzeylerine antibadi immobilize 

edilerek gıda veya benzeri maddelerdeki mikroorganizma kontaminasyonlarının 

belirlenmesi sayılabilir [55-57].  

Manyetik mikrokürelere, ilgili reseptöre karĢı protein veya monoklonal antibadi ile 

kaplayarak DNA fragmentlerini, hedef enzimleri, spesifik kanser hücrelerini, T- ve 

B- lenfositleri, granülositleri, lökositleri, monositleri, dendritik hücreleri, vücut 

sıvılarındaki (kemik iliği, dalak ve idrar) doğal koruyucu yapıları tutma ya da 

ayırma özellikleri kazandırılabilir [57].  

Bu ve bunlara benzer uygulamalarda kullanılacak manyetik mikroküreler kararlı, 

süperparamanyetik, eĢ boyutlu, dar boyut dağılım aralığına, eĢit oranda manyetit 

içeriğine ve yüzeylerinde uygun fonksiyonel gruplara sahip olmalıdır [51].  

Manyetik mikroküreler, gözenekli ve gözeneksiz olabildikleri gibi inorganik 

maddeler veya çeĢitli sentetik ve doğal polimerler kullanılarak sentezlenebilir. 

Ġnorganik maddeler ile sentezlenen kürelerin çözünmemeleri, yüksek mekanik  

kararlılığa sahip olmaları ve uzun süre bozunmadan saklanabilmeleri baĢlıca 

avantajları iken, ligand immobilizasyonu için kısıtlı fonksiyonel gruplar içermeleri 

ise önemli bir dezavantajdır. Polimer kullanılarak poli(hidroksietil metakrilat), 

poli(vinil alkol), poliakrilamid, poli(vinil bütiral), poli(metil metakrilat), poli(glisidil 

metakrilat), süperparamanyetik poli(vinil asetat-divinil benzen), agaroz, metakriloil-

amidohistidin içeren poli(etilenglikol dimetakrilat), poli(stren-divinilbenzen) ve 

aljinat mikroküreler elde edilir. Bu mikrokürelerin çapları 50-300 µm aralığındadır 

[48].  
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2.5. Manyetik Ayırma Teknikleri 

Manyetik maddeler (magnetler), milattan önce altıncı yüzyılın baĢlarında 

keĢfedilmiĢtir. Fakat on sekizinci yüzyılın sonlarına kadar magnetlerin diğer bazı 

maddeler üzerinde etkili olabildikleri bilinememiĢtir. Gauss, Helmholtz ve diğerleri 

tarafından elektrik, manyetizma ve magnetlerin diğer maddeler üzerindeki etkileri 

ile ilgili bir çalıĢma hazırlanmıĢ ve „mıknatıs taĢı‟ keĢfedilmiĢtir. Bu malzeme 

geliĢmekte olan kimya ve maden endüstrisinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 1792‟de 

William Fullarton tarafından bir magnet ile demir minerallerini ayırma iĢleminin 

patenti alınmıĢtır ve bu ilk manyetik ayırma yöntemi olarak literatüre geçmiĢtir [58]. 

Biyoteknolojideki uygulamalar ise daha yakın zamana rastlamaktadır. 1940‟ların 

baĢında atık sularda çözünmüĢ ve kolloidal halde bulunan biyolojik maddelerin 

arıtılması için saf manyetik demir oksitler kullanılmıĢtır.  

1950‟lerde ise daha büyük ölçekte manyetik ayırma yöntemleri tasarlanmıĢ ve 

manyetik partiküllerin biyoteknolojide kullanılması gündeme gelmeye baĢlamıĢtır. 

Fakat 1970‟lere kadar manyetik partiküller ile kaydadeğer herhangi bir biyomolekül 

ayırma iĢlemi yapılmamıĢtır [59-60].  

Günümüzde biyoteknoloji ve tıp alanında çeĢitli hücre, virüs ve virüs benzeri 

yapıların ayrımı, protein, DNA, RNA saflaĢtırma veya iĢaretleme, gıda analizleri, 

ilaç taĢınımı, biyokataliz ve teĢhis amaçlı çalıĢmalarda manyetik ayırma 

yöntemlerinden faydalanılmaktadır [58, 61]. 

Manyetik ayırma oldukça basit bir iĢlemdir. Hedef moleküle afinite gösteren bir 

ligand immobilize edilmiĢ mikroküreler analit çözeltisi ile doğrudan karıĢtırılır. 

Bekleme süresi içerisinde hedef molekül, kürelere bağlanır. Bu manyetik 

kompleks, uygun bir manyetik ayırıcı kullanılarak kolay ve hızlı bir Ģekilde ayrılır. 

Kirleticiler yıkandıktan sonra hedef molekül kürelerden desorbe edilir.  

Manyetik ayırma iĢleminin kromatografi veya  santrifüj gibi diğer tekniklere kıyasla 

birçok avantajı vardır. Bunlardan baĢlıcaları; kolay, hızlı ve kan, kemik iliği, doku 

homojenizatı, kültür ortamı, su, gıda, toprak gibi örneklere hiçbir ön iĢleme gerek 

duyulmadan doğrudan uygulanabilmesidir. Tüm saflaĢtırma iĢlemi için tek bir 

analiz ekipmanı (örneğin deney tüpü) yeterli olmaktadır. Sıvı kromatografisi, 

santrifüj veya diğer yöntemlere kıyasla maliyeti oldukça düĢüktür. [61-63].  
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2.5.1. Manyetik Ayırmada Kullanılan Sistemler 

2.5.1.1. Kesikli Sistemler 

Kesikli ayırma oldukça basit bir yöntemdir. Ġmmobilize afinite veya hidrofobik 

liganda sahip bir manyetik taĢıyıcının, iyon-değiĢtirici grubun veya tek bir yapıya 

afinite gösteren manyetik biyopolimer partiküller, direkt olarak hedef molekülü 

içeren çözelti ile karıĢtırılır. Örnekler, genellikle ham hücre lizatları, tüm kan, 

plazma, süt, idrar, kültür ortamı, fermantasyon veya gıda endüstrisinin atıkları 

olabilir. Hedef molekül ve  manyetik partiküler etkileĢime girip manyetik bir 

kompleks oluĢtururlar. Bu kompleks uygun bir manyetik ayırıcı kullanılarak hızlı ve 

kolay bir Ģekilde örnekten ayrılabilir.   

 

 

ġekil 2.17. Proteinleri ve peptidleri ayırmada kullanılan kesikli manyetik sistemler 

[63] 
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2.5.1.2. Sürekli Sistemler 

Bu sistemler, bir sıvı ve ayırma sisteminde bulunan hedef molekülleri içerir. Kesikli  

sistemlere kıyasla daha yüksek maliyetli ve karmaĢıktır. Manyetik paslanmaz çelik 

yünü veya küçük çelik küreler ile doldurulmuĢ küçük kolonlar, magnetlerin arasına 

yerleĢtirilir. Hedef molekülü içeren çözelti kolona verildiğinde manyetik matris 

hedef molekülleri tutar. Magnetler kaldırılır ve tutulan hedef moleküller akıĢ ile 

veya hafif titreĢim verilerek sökülür.  

Ferrografi, bir cam kesiti üzerinde dıĢasal manyetik alan ve serbest akıĢlı açık bir 

sistemdeki partüküllerin manyetik momentleri arasındaki etkileĢime dayanan bir 

tekniktir [62,64]. 

2.5.1.3. Sabit Yataklar 

DüĢük akıĢ hızlarında verilen analit çözeltisi, durgun parçacıkların arasındaki 

boĢluklardan geçer. Bu sistemde kolon, dolgu maddesiyle doldurulmuĢtur. AkıĢ 

hızının artması ile kolondaki partiküller biraz hareket ederler ve bir titreĢim görülür. 

Daha az madde aĢınması, iki malzeme arasında iyi bir temas sağlanabilmesi ve 

sıvı fazın tıpa akıĢlı olması gibi avantajları varken; sınırlı sıcaklık kontrolü 

yapılması, kanallaĢma olasılığı, basınç farkını düĢürmek için büyük partikül 

gerekliliği gibi dezavantajları vardır. 

2.5.1.4. AkıĢkan Yataklar 

AkıĢkan yatak terimi, manyetik partiküllerin sıvı içerisinde asılı durma halini 

tanımlamak için kullanılır.  Bu sistemler; kan, idrar gibi fizyolojik sıvılardan özgül 

moleküllerin ayrılması, tanınması ve saflaĢtırılmasında, petrokimya endüstrisinde, 

atık arıtımında, çimento sanayide kullanılmaktadır.  

Büyük ölçekteki iĢlemler için uygun olması, akıĢkan ve partikül arasındaki ısı ve 

kütle aktarımının yüksek olması gibi avantajlarının yanında kabarcık oluĢumu ve 

katı geri alınması gibi problemlerle de karĢılaĢılabilir [54]. 

2.5.1.5. Manyetik Stabilize AkıĢkan Yataklar 

AkıĢkan yataklar uzun yıllardır kimyasal çalıĢmalarda kullanılmaktadır. 

AkıĢkanlığın temelinde partikül yatağından sıvı geçtiği sırada ortaya çıkan 

kuvvetlerin (partiküllerde yerçekimine zıt oluĢan direnç kuvveti) dengesi vardır [65].  
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Manyetik partiküller içeren bu akıĢkan yatağa manyetik alan uygulandığında, bu 

partiküller etkilenecek ve yatağın hidrodinamik özellikleri, uygulanan manyetik alan 

Ģiddetine ve partiküllerin özelliklerine bağlı olarak değiĢecektir [66]. Bu esnada 

akıĢkan yatağın manyetik stabilizasyonu katı fazdaki hareketlerin baskısı 

sonucunda oluĢmaktadır [67]. 

Manyetik stabilize akıĢkan yataklar, sabit dolgulu kolonlar ve akıĢkan yatakların 

avantajlarını bir araya getiren sistemlerdir [68]. Bunlardan baĢlıcaları; partikül 

karıĢması, iyi katı-sıvı teması, yüksek kütle transfer hızı, yatak boyunca düĢük 

oranda basınç kaybı ve katı iletiminin kolaylığıdır [54,69]. Özellikle bu sistemde 

atık sular gibi yüksek viskoziteye sahip karıĢımlarla çalıĢıldığında herhangi bir 

tıkanma meydana gelmeden yüksek taĢınım değerlerine ulaĢılabilmektedir [70]. 

Manyetik akıĢkan yatakların sürekli sistemde çalıĢmaları diğerlerine göre daha 

kolaydır. Düzgün bir manyetik alan elde edebilmek için doğru akım kullanan, 

düĢük voltajlı, kolon etrafına yerleĢtirilen bir sarım kullanılır. Analit çözeltisi 

peristaltik pompa veye hidrolik taĢıma sistemi ile kolon içine gönderilir [54].  

 

ġekil 2.18. Manyetik stabilize akıĢkan yatak Ģeması [54] 
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Bu sistemde kullanılan partiküllerin manyetik özelliklerinin fazla olmaması 

gerekmektedir. Aksi takdirde partiküller birbirlerine yapıĢıp kümeleĢebilirler. Böyle 

bir durumda kolon çevresindeki sarımdan geçen akım miktarı ayarlanarak, 

manyetik alan Ģiddeti değiĢtirilebilir ve kümeleĢme önlenebilir.  

Son zamanlarda manyetik stabilize akıĢkan yataklardan biyoteknolji ve tıp 

alanında oldukça fazla kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları, protein ve peptid 

saflaĢtırma, DNA/RNA izolasyonu, immünkitler, ilaç taĢınımı ve ilaç hedeflemedir 

[54, 71, 72] 

2.6. Ġmmünoafinite Kromatografisi 

Ġmmünoafinite kromatografisi, protein saflaĢtırmada kullanılan en önemli 

tekniklerden biridir [73]. Günümüzde; antikorların, hormonların, peptidlerin, 

enzimlerin, rekombinant proteinlerin, reseptörlerin, virüslerin ve hücre içi 

bileĢenlerin izolasyonu için geliĢtirilmiĢ binlerce immünoafinite kromatografisi 

yöntemi mevcuttur [74]. Bu yöntemin temelini, antibadi ve antijen arasındaki 

spesifik etkileĢimler oluĢturur [75]. Antibadiler, vücutta yabancı bir ajan olarak 

algılanan antijenlere (bakteriler, viral partiküller ve yabancı proteinler yani 

hayvanlardan, bitkilerden veya yiyeceklerden gelen ve alerjik yanıt oluĢturan 

proteinler) karĢı oluĢturulan glikoprotein yapılı proteinlerdir. Antijenler üzerinde 

antibadiye bağlanan bölgelere epitop adı verilir. Tipik bir antibadi (immunoglobulin 

G –  Ig G)  disülfit bağıyla bağlanmıĢ dört polipeptid zincirinden (iki özdeĢ ağır 

zincir ve iki özdeĢ hafif zincir) oluĢmaktadır. Bu polipeptid zincirleri Y veya T 

Ģeklindedir. Alt kısımdaki sap bölgesinin aminoasit içeriği, aynı gruptaki 

antibadilerde farklılık göstermez. Antibadinin iki üst noktasında eĢdeğer iki antijen-

bağlama bölgesi bulunur. Bu bağlama bölgelerinin içindeki ya da yakınlarındaki 

aminoasit içeriği anitibadiler arasında çeĢitlilik gösterir. Bu çeĢitlilik vücuda giren 

yabancı ajanlara karĢı farklı spesifikliğe sahip antikorların üretilmesini sağlar [74]. 
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ġekil 2.19. Antibadi yapısı [74] 

 

Antibadi-antijen etkileĢimlerinde rol oynayan etkileĢim vardır. Bunlar; iyonik 

etkileĢimler, hidrojen bağları, hidrofobik etkileĢimler ve van der Waals kuvvetleridir. 

Antibadi ve antijen yakın temasa geçtiğinde bu zayıf kuvvetlerin hepsi 

etkinleĢtiğinden aralarında güçlü bir çekim oluĢturur [74]. 

Ġmmünoafinite kromatagrafisinin genel uygulama prensibi, antibadi immobilize 

edilmiĢ destek maddesini bulunduran bir kolondan analit çözeltisi geçirildiğinde, 

immobilize antibadilerin spesifik olarak hedef molekülü tutmasına dayanır. 

Antibadiye bağlanmayan ya da zayıf olarak bağlanan maddeler ise uygun bir 

çözelti ile yıkanarak uzaklaĢtırılır. Ardından uygun bir desorpsiyon ajanı ile 

antibadi-antijen arasındaki bağ koparılarak antijen saflaĢtırılır [75]. Bu sistemdeki 

en önemli nokta durgun faz olarak kullanılacak antibadilerin hazırlanmasıdır [76]. 

En yaygın olarak poliklonal ve monoklonal antibadiler kullanılmaktadır. Bunların 

yanında oto-antibadiler ve anti-idiyotipik antibadiler de tercih edilebilmektedir [74]. 
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2.6.1. Poliklonal Antibadiler 

Bu tür antibadiler, test ajanının fare, tavĢan, koyun yada keçi gibi bir deney 

hayvanına enjekte edilmesiyle elde edilir [74,76].  Bu hayvanların kan örnekleri 

enjeksiyondan birkaç hafta veya ay sonra alınır. Enjekte edilen ajana karĢı 

oluĢturulmuĢ tüm antibadiler serumdan alınır. Bu antibadiler birkaç farklı hücre 

kanalı tarafından üretildikleri için poliklonal antibadi olarak bilinirler [76]. 

Enjeksiyon yapılan deney hayvanlarında ilk olarak üretilen antibadiler 

immunoglobulin M (Ig M) sınıfı antibadilerdir. Daha uzun süre test ajanına maruz 

kaldıklarında immunoglobulin-G (Ig G) sınıfı antibadiler üretilmeye baĢlanır. 

OluĢan bu Ig G‟ler afinite ve diğer özellikleri açısından immünoafinite 

kromatografisi için daha kullanıĢlı antibadilerin üretilmesini sağlar. 

Sadece saf antijene ve birkaç deney hayvanına ihtiyaç duyularak üretilmesinin 

kolaylığı, monoklonale oranla daha fazla antijenik yapıya karĢı üretilmiĢ 

antibadilerin toplanabilmesi önemli avantajları olmasına rağmen immünoafinite 

kromatografisi uygulamalarında çeĢitli dezavantajları bulunmaktadır. Bunlardan 

bazıları; bağlanma özellikleri ve epitop spesifitesi olarak heterojen özellik 

göstermeleridir. Bu durum ilgili proteinin farklı formlarıyla da  (aktif veya inaktif) 

etkileĢime girmelerine neden olabilir [74].  

2.6.2. Monoklonal Antibadiler 

Son yirmi sene içerisinde, tek çeĢit antibadi üreten hücrelerin izolasyonunu ve 

bunların uzun süreli antibadi üretiminde kullanımının daha kolay olduğu hücre 

kanalları oluĢturması için kanser hücreleriyle kombinasyonunu sağlayan teknikler 

geliĢtirilmiĢtir. Antibadi üreten–uzun ömürlü hücre kanalları “hibridoma” olarak 

bilinir ve bu hibridomaların ürettiği antibadilere monoklonal antibadi denir [76].  

Monoklonal antibadiler; spesifik membran proteinlerinin (özellikle adrenerjik 

reseptörlerin), viral reseptörlerin ve kompleman reseptörlerinin immunoafinite 

yöntemleri ile izolasyonu için kullanılmaktadır. Ġmmonoafinite kromatografisi için 

hazırlanacak kolonlarda  monoklonal antibadiler nonspesifiteleri nedeniyle  

oldukça kullanıĢlıdır. Sınırlı seçicilik ve bu antibadilerin klonal özellikleri poliklonal 

antibadi hazırlamak için gerekli olan fazladan temizleme prosedürlerine duyulan 

ihtiyacı ortadan kaldırmaktadır [74]. 
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2.6.3. Otoantibadiler ve Anti-idiyotipik Antibadiler 

Konağın kendi vücut bileĢenlerine karĢı ürettiği antibadilere otoantibadi denir. 

Birçok durumda, bu antibadiler klinik hastalıklar için biyoiĢaretçiler olarak 

kullanılmaktadır. Otoantibadilerin poliklonal ve monoklonal antibadilere kıyasla 

daha fazla avantajı vardır. Bunun nedeni ise diğer iki yöntemdeki gibi yapay olarak 

izole edilmiĢ antijenlerin değil, konakçı tarafından seçilmiĢ reaktif ve otoimmun 

hastalıkta bulunan gerçek antijenlerin kullanılmasıdır. Dezavantajları ise 

ulaĢılabilirliklerinin, izolasyonunun ve saflaĢtırılmasının zorluğudur.  Örneğin, 

spesifik bir otoantibadinin elde edilmesi için organizmanın belirli bir hastalığa sahip 

olması ve bu hastalığın bir kere aĢılmıĢ olması gerekmektedir. Bu özellikleri 

taĢıyan hasta plazmalarına veya serumlarına ulaĢmak oldukça zordur. 

En önemli otoantibadiler, insan hücrelerinden reseptörlerin izolasyonu için 

kullanılabilecek olan hücre membran reseptörlerine karĢı üretilenlerdir.  

Reseptör substratlarını taklit ederek membran reseptörlerine bağlanabilen 

antibadilere  anti-idiyotipik antibadi (anti-id) denir. Anti-id'ler immunoafinite 

kromatografisinde dokudan reseptörlerin izolasyonunda kullanılmaktadır.  

Anti-id antikorları dört farklı yollarla elde edilebilir. Bunlar; orjinal idiyotipin 

immunizasyonu, orjinal idiyotip üreten sabit hücrelerle immunizasyonu, idiyotip ve 

romatoid faktör 12 içeren immun komplekslerle immunizasyonu ve art arda uzun 

bir süre boyunca aĢılanmıĢ konağın serum taramasıdır.  

Hedef immunoglobulin üzerinde bulunan tanımlanmıĢ epitoplar için eĢsiz 

özgüllüğünün olması ve immun yanıtları iĢleyebilecek yeteneklerinin olması anti-

idlerin en önemli avantajlarındandır. Ancak antijenlerin antibadi bağlama 

bölgelerindeki epitopların eĢleĢtirilmesinde veya idiyotipik antibadilerle reaktif 

epitopların incelenmesinde kullanılmadığı sürece bu metod afinite kromatografide 

kullanıĢlı değildir. Bu nedenle bu antibadiler membran reseptörlerinin ve 

etiketlenmiĢ antibadilerin izolasyonu gibi özel durumlar haricinde immnuoafinite 

kromatografisinde çok sınırlı bir uygulama alanına sahiptir [74]. 
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2.6.4. Ġmmunoafinite Kromatografisinde Kullanılan Destek Malzemeleri ve 

Antibadi Ġmmobilizasyonu 

Ġmmunoafinite kromatografisinde genellike selüloz, agaroz gibi karbonhidrat yapılı 

destek malzemeleri veya akrilamid polimerler, kopolimer ve türevleri, polimetakrilat 

türevleri ve polietersülfon gibi sentetik organik destek malzemeleri tercih edilir. 

Affinica Agarose/Polymeric Supports (Schleicher and Schuell), AvidGel 

(BioProbe), Bio- Gel/Affi-Gel (BioRad), Fractogel (EM Separations), HEMA-AFC 

(Alltech), Reacti-Gel (Pierce), Sepharose/Superose/Sephacryl (Pharmacia), 

Trisacryl/Ultrogel (IBF) ve TSK Gel Toyopearl (TosoHaas) gibi ticari destek 

malzemeleri de bulunmaktadır. Bu malzemerlerin en büyük dezavantajları düĢük 

kütle transfer özellikleri ve yüksek akıĢ hızında ve basınçta kararsız olmalarıdır.  

DüĢük ve yüksek performanslı desteklere uygulanan çok sayıda antibadi 

immobilizasyonu yöntemi vardır. En sık kullanılan, antibadilerin direkt kovalent 

bağlanmasıdır. Bu yöntemin genel prensibi; N,N’-karbonil diimidazol, siyanojen 

bromür, N-hidroksisüksinimit, tresil klorür/tosil klorür veya destek maddesinin 

yüzeyinde aktif epoksi veya aldehit grubu oluĢturabilecek baĢka herhangi bir ajan 

ile aktive edilmiĢ destek malzemesi ile antibadinin serbest amin grubu arasındaki 

etkileĢimlere dayanır.  

Bu yöntemin dıĢında, antibadiler bölge seçimli olarak da immobilize edilebilirler 

[76]. Fab bölgesinin üretimi sırasında oluĢan serbest sülfidril grupları, antibadilerin 

desteklere bağlanması için kullanılabilir. Bunun için divinilsülfon, epoksi, 

iyodoasetil/bromoasetil, maleimid, TNB tiyol ve tresil klorür/tosil klorür gibi 

metotları içeren çeĢitli teknikler kullanılır.  

Bölge seçimli immobilizasyon için bir diğer yöntem ise antibadilerin karbohidrat 

kalıntıları vasıtasıyla bağlanmasıdır. Bu aldehit kalıntılarını üretmek için periyodat 

ya da enzimatik sistemlerle ılıman koĢullarda oksidasyon gerçekleĢtirilir. Bu aldehit 

grupları antibadi immobilizasyonu için hidrazid ya da amin içeren destekle 

reaksiyona sokulabilir [74]. 
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2.6.5. Ġmmunoafinite Kromatografisinde Elüsyon KoĢulları 

Ġmmunoafinite kromatografisinin analitik uygulamalarında uygun elüsyon 

tamponunun ve elüsyon koĢullarının seçilmesi oldukça önemlidir. Çünkü  analitin 

mümkün olan en kısa sürede elüe edilmesi ve immobilize antibadinin dönüĢümsüz 

bir hasar almasını önlemek gerekmektedir. En sık baĢvurulan yöntemler pH 

değiĢimi ile elüsyon ve kaotropik ajanlarla elüsyondur.  

Ġmmunoafinite kromatografisi nötralden asidik pH‟a kadar bir aralıkta 

gerçekleĢtirilir. Elüsyon için genellikle pH 1 – 2.5 kullanılmaktadır. Sıklıkla 

kullanılan elüsyon ajanları fosfat, sitrik, formik yada asetik asittir. Bunların yanında 

tris ve HCl de etkili ajanlardır. Alkali elüsyon koĢulları düĢük performanslı 

immünoafinite kromatografisinde iyi sonuçlar verebilmektedir. Fakat yüksek pH 

proteinleri denatüre edebilir.  

Denatürasyona rastlanmamasından dolayı kaotropik ajanlarla elüsyon 

immünoafinite kromatografisinde tercih sebebidir. Bu yöntemde iyodür (I-), klorür 

(Cl-), tiyosiyanat  (SCN-), trifloroasetat (CF3COO-) ve perklorat (ClO4-) içeren 

tuzlar, kaotropik özellik gösteren tuzlar kullanılmaktadır. Bu tuzlar analit veya 

antibadinin etrafındaki suyun yapısını değiĢtirip hidrofobik etkileĢimleri azaltarak 

elüsyonu gerçekleĢtirir.  

 

2.6.6. Ġmmunoafinite Kromatografisinde Dedeksiyon Yöntemleri 

2.6.6.1. Direkt Dedeksiyon 

Test çözeltisi, antibadi immobilize kolona direkt olarak uygulanır. Kolonda 

tutulmayan bileĢenler uzaklaĢtırıldıktan sonra, elüsyon ajanı kolondan geçirilir ve 

analitin antibadiyle kurduğu bağlar koparılır. Özellikle HPLC sisteminin bir parçası 

olarak gerçekleĢtirildiğinde bu yaklaĢımın hızlı ve basit olması avantaj 

sağlamaktadır [74,76]. 
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ġekil 2.20. Direkt dedeksiyon Ģematik gösterimi [76] 

 

Bu yöntem vücut sıvıları, hücre ve doku ekstraktları gibi örneklerle çalıĢmak için 

oldukça uygundur [76].  

2.6.6.2.   Dolaylı Dedeksiyon  

Bu yöntem kromatografik immunoassay olarak bilinmektedir. Ġmmünoafinite 

kromatografisinin immunoassay çalıĢmalarında kullanımı, sinyalleri kolayca tespit 

edilemeyen iz elementlerin belirlenmesinde oldukça önemlidir. Bu problem 

kromatografik etiketlenmiĢ antibadinin ya da dolaylı analit dedeksiyonu için 

kullanılan etiketlenmiĢ analit analoglarının immunoassaylerde kullanımı ile 

aĢılabilir.  
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Bu gibi çalıĢmalarda kullanılabilecek etiketleme haricinde baĢvurulabilecek birkaç 

yöntem mevcuttur. YarıĢmalı-bağlanma immunoassay, tabakalı immunoassay ve 

tek bölgeli immunometrik testler bu yöntemlere örneklerdir. 

YarıĢmalı bağlanma immunoassayin temel prensibi; hem doğal analite hem de 

etiketlenmiĢ türlere bağlanan sınırlı miktarda antibadinin, belirli bir miktarda 

etiketlenmiĢ analit ile örnekteki analitin inkübasyonunu içermektedir. Ortamda çok 

az miktarda antibadi olduğu için örnek ve etiketlenmiĢ analit molekülleri bu 

antibadilerin bağlanma bölgeleri için yarıĢırlar. Bu yarıĢmadan sonra, çözeltide 

serbest kalmıĢ etiketli analog moleküllerinin yanı sıra etiketlenmiĢ analog bağlı 

antibadiler de analitten ayrılır.  

Tabakalı immunoassay yada iki-bölgeli immunometrik assay ise ilgilenilen analiti 

bağlayan iki farklı antibadi türünün kullanıldığı çalıĢmalardır. Bu iki antibadinin ilki 

durgun faz desteğine bağlanır ve analitin örnekten ayrılmasında kullanılır. Daha 

sonra ayrıĢtırmadan önce yada sonra kolay ölçülebilir bir etiketi (bir enzimi yada 

fluoresent etiketi) içeren ikinci antibadi analit çözeltisine eklenir. Bu ikinci antibadi, 

analit üzerindeki etiketin yerleĢmesine olanak tanır böylece immunoafinite destek 

üzerindeki analit miktarı belirlenebilir. Tabakalı immunoassaylerin en önemli 

avantajı, analitin miktarı ile orantılı etiketler için sinyal üretmeleridir. Bu teknikte iki 

tür antibadi kullanılması, tekniğe yarıĢmalı-bağlanma immunoassaylerden daha 

yüksek bir seçicilik kazandırır.  

Kullanılan bir diğer yöntem ise tek-bölgeli immunometrik assay'dir. Bu yöntemde 

ilk olarak örnekler etiketlenmiĢ antibadi ile ya da ilgili analit için spesifik Fab 

fragmentleri ile inkübe edilir. Örnek analit ve antibadiler arasındaki bağlanmalar 

gerçekleĢtikten sonra karıĢım, analit immobilize kolona uygulanır. Bu kolon, 

örnekteki bağlanmamıĢ tüm antibadilerin ya da Fab fragmentlerinin ayrılması için 

kullanılır. Bu arada analit içerisinde bulunan antibadiler yada Fab fragmentleri 

kolondan doğrudan geçer ve bağlı olmayan bölgelerde pik verir. YarıĢmalı-

bağlanma immunoassayler gibi bu yöntemde de hem az hem de çok miktardaki 

çözünenlerin tespit edilmesi mümkündür. Ayrıca tabakalı immunoassayde olduğu 

gibi bu yöntemde de orjinal örnekteki analitin miktarıyla orantılı bağlı etiketlenmiĢ 

fraksiyonlar için sinyal elde edilmektedir [74]. 
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2.7. Literatür ÇalıĢmaları 

 Zhang ve ark. tarafından transferrin saflaĢtırılması için hidrofobik etkileĢim 

kromatografisi ve anyon değiĢim kromatografisi kullanılmıĢtır. Hidrofobik etkileĢim 

kromatografisinde Phenyl Sepharose 6 FF kolonu ve anyon değiĢim 

kromatografisinde Q (kuarter amin) ve DEAE (dietil amino etan) Sepharose FF 

kolon kullanarak saflaĢtırma yapmıĢlardır. Tek basamakta gerçekleĢtirdikleri anyon 

değiĢim kromatografisinde %95, hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile % 90 

saflıkta transferrin elde edilmiĢtir. [3] 

 Szwed ve ark. tarafından serum transferrin, ilaç taĢıyıcı bir protein olarak 

kullanılmıĢ ve lösemi tedavisi için doksorubisin ile konjuge edilmiĢtir. Doksorubisin 

tek baĢına kullanıldığında kanserli hücrelerin yanında sağlıklı hücrelerde de yıkım 

meydana getirirken, transferrin-doksorubisin konjugatının sadece kanserli 

hücrelere yüksek afinite gösterdiği bulunmuĢtur [80]. 

 Barroso ve ark. tarafından iki farklı kolon hazırlanarak immünoafinite 

kromatografisi ile serum transferrin saflaĢtırılması yapılmıĢtır. Ġlk yöntemde, silika 

kolon, hidrazid gruplarıyla türevlendirilerek silika-hidrazid kolon hazırlanmıĢtır. 

Ġkinci yöntemde ise sefaroz jel, siyanojen bromür gruplarıyla türevlendirilerek 

Sefaroz-CNBr kolon hazırlanmıĢtır. Hazırlanan bu iki kolona da anti-transferrin 

antibadi immobilize edilerek insan serum örneklerinden transferrin saflaĢtırılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada adsorpsiyon kapasiteleri Sefaroz-CNBr kolon ile 51 mg/L ve silika-

hidrazid kolon ile 19 mg/L olarak saptanmıĢtır [81]. 

 Awade ve ark. tarafından yumurta akından ovotransferrin saflaĢtırma için jel 

filtrasyon–hızlı protein sıvı kromatografisi, ters faz-yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi ve anyon değiĢim yüksek performanslı sıvı kromatografisi teknikleri 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Kolon olarak; jel filtrasyon–hızlı protein sıvı kromatografisinde 

Superose 12 HR 10/30, ters-faz yüksek performanslı sıvı kromatografisinde 

Supelcosil LC-304 ve anyon değiĢim yüksek performanslı sıvı kromatografisinde 

Mono Q HR 5/5 kolonu kullanılmıĢtır. En iyi sonuç ters faz-yüksek performanslı 

sıvı kromatografisinde alınmıĢtır [82]. 
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 Van Gelder ve ark. tarafından Bio-Gel A (agaroz jel) destek materyalinin üzerine 

Cibacron Blue 3GA reaktif boyasını immobilize ederek serum transferrin 

saflaĢtırma iĢlemi için boya afinite kromatografisini kullanmıĢlardır. YaklaĢık %99 

saflıkta transferrin elde edilmiĢtir [83]. 

 Horak ve ark. tarafından çok adımlı ĢiĢme polimerizasyonu yöntemi ile 

hazırlanan ve  ortalama partikül boyutu 4.2 µm olan makrogözenekli manyetik poli-

glisidil metakrilat mikrokürelere insan anti-CD133 antibadisi immobilize edilmiĢtir. 

CD133; beyin, kolon ve karaciğer kanserleri için bir biyoiĢaretçidir. Manyetik 

mikroküreler, hücre süspansiyonu ile etkileĢtirildikten sonra ortamdaki CD133 

hücrelerinin %54.55‟inin antibadi immobilize mikroküreler tarafında adsorbe olduğu 

görülmüĢtür [84]. 

 Çakmak ve ark. tarafından dispersiyon polimerizasyonu yöntemi ile eĢ boyutlu 

manyetik poli-glisidil metakrilat mikroküreler sentezlenmiĢtir. Bu mikrokürelere 

Protein A kovalent olarak immobilize edilmiĢ ve L929 fare fibroblast hücreleri ile 

etkileĢtirilmiĢtir. Ortamdaki hücrelerin %84‟ü mikroküreler tarafından adsorbe 

edilmiĢtir [51]. 

 AltıntaĢ ve ark. tarafından dispersiyon polimerizasyonu yöntemi ile eĢ boyutlu 

manyetik poli-glisidil metakrilat mikroküreler sentezlenmiĢtir. Bu mikrokürelere L-

triptofan immobilize edilmiĢtir ve lizozim saflaĢtırmak için hidrofobik etkileĢim 

kromatografisi kullanılmıĢtır. L-triptofan immobilize poli-glisidil metakrilat  

mikrokürelerin lizozim için adsorpsiyon kapasitesi 259.6 mg/g bulunmuĢtur [85]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasal Maddeler  

Ġnsan serum transferrin, tavuk serum anti-transferrin antibadi, poli(vinilpirolidon) 

(PVP   K-30), Fe (II,III) oksit nanotoz, etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), L-sistein 

hidroklorür anhidrit, glisin-hidroklorik asit Sigma-Aldrich firmasından (St. Louis, 

ABD); glisidil metakrilat (GMA), α,α′-azobisizobütironitril (AIBN), toluen Fluka A.G. 

(Buchs, Ġsviçre) firmalarından sağlanmıĢtır. Kullanılan diğer kimyasallar analitik 

saflıktadır ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmasından temin edilmiĢlerdir.  

Deneylerde kullanılan su, yüksek akıĢlı selüloz asetat membran (Barnstead 

D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardından 

Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklaĢtırma birimi ve iyon 

değiĢtirici dolgulu kolon sistemi kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. Elde edilen deiyonize 

suyun iletkenliği 18.2 MΩ/cm‟dir. 

3.2. Manyetik Poli(Glisidil Metakrilat) (m-PGMA) Mikrokürelerin Sentezi 

Manyetik poli(glisidil metakrilat) (m-PGMA) mikrokürelerin sentezi için 9.5 mL 

glisidilmetakrilat (GMA), 0.1 mL etilen etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), 9.0 mL 

toluen karıĢımı monomer fazı olarak hazırlanmıĢtır. 4.0 g PVP K-30, 84 mL etanol 

içinde çözülerek sulu faz hazırlanmıĢtır. Bu iki faz birbirine eklenerek yavaĢça 

karıĢtırılmıĢ, iyice karıĢtıktan sonra 0.2 g AIBN eklenmiĢtir. Tamamen çözündükten 

sonra 50 mg Fe (II,III) oksit nanotoz eklenerek 20 dakika boyunca homojenize 

edilmiĢtir. Bu karıĢım cam polimerizasyon reaktörüne alınmıĢtır. Çalkalamalı su 

banyosunda sıcaklık 70°C olarak ayarlanarak 4 saat boyunca sabit hızda 

karıĢtırma ile polimerizasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen manyetik mikroküreler 

sulu etanol çözeltisi ile toluenden arınana kadar yıkanmıĢtır.  

3.3. Manyetik Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

M-PGMA kürelerin hidrate yoğunluğu manyetik partiküller etanol içerisinde 

dağıtılarak 25 mL piknometre ile ölçülmüĢtür.  

Epoksi grup miktarı perklorik asit titrasyon yöntemi ile belirlenmiĢtir.  
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M-PGMA küreler asetik asit çözeltisinde 0.1 M tetraetilamonyum bromürde 

dağıtılmıĢ ve kristal-mor renk, mavi-yeĢile dönüĢene kadar 0.1 M perklorik asit 

çözeltisi ile titre edilmiĢtir.  

3.3.1. FTIR Spektrofotometre Analizi 

M-PGMA mikrokürelerin FTIR spektrumlarının alınması için FTIR-ATR 

spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet IS10, Waltham, MA, ABD) 

kullanılmıĢtır. Spektrum ġekil 4.1.‟de verilmiĢtir. 

3.3.2. Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yüzey Morfolojisi 

Sentezlenen m-PGMA mikrokürelerin yüzey yapısı taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) ile incelenmiĢtir (LEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya). Oda sıcaklığında 

kurutulan mikroküreler, alüminyumdan yapılmıĢ SEM numune plakası üzerine 

iletken bir yapıĢtırıcıyla tutturulmuĢtur. Daha sonra örnek yüzeyleri vakum altında 

iken 200 Å kalınlığında metalik altın ile kaplanarak yüzey iletken hale getirilmiĢtir. 

Ardından hazırlanan numunelerin x10000 büyütme oranında fotoğrafları 

çekilmiĢtir.  

3.3.3. Termogravimetrik Analiz-Diferansiyel Termal Analiz (TGA-DTA) 

Belirli miktarda manyetit içeren m-PGMA mikrokürelerin termogravimetrik ve 

diferansiyel termal analizi (TGA-DTA) Shimadzu DTG-60H cihazı ile azot atmosferi 

altında (sıcaklık artıĢı: 20°C/dak) gerçekleĢtirilmiĢtir. Örneklerin 0-1000oC sıcaklık 

aralığındaki termal bozunma ve kütle kaybı değerleri termogravimetri (TG), 

ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar sonucu  meydana gelen sıcaklık 

değiĢimleri diferansiyel termal analiz (DTA) ile tespit edilmiĢtir.  

3.3.4. Elektron Spin Rezonans (ESR) ile Manyetizma Ölçümü 

Polimer yapıdaki magnetit varlığı elektron spin rezonans spektrofotometresi (ESR) 

ile gösterilmiĢtir (EL9, Varian, ABD). 

3.3.5. ġiĢme Testi 

M-PGMA mikrokürelerin ĢiĢme özellikleri saf su içerisinde incelenmiĢtir. Kuru 

haldeki mikroküreler istenen miktarda tartılarak 50 mL saf su içeren vial içerisine 

konulmuĢtur. Bu vial, 25 °C ± 0.5 sıcaklığa ayarlanmıĢ su banyosunda 2 saat 

bekletilmiĢtir.  
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Ardından küreler vial içerisinden alınarak süzgeç kağıdı ile süzülmüĢ ve ıslak 

ağırlıkları tartılmıĢtır. EĢitlik 3.1 kullanılarak kürelerin denge ĢiĢme oranı 

bulunuĢtur. 

 

ġiĢme oranı = [(Ws – Wo) / Wo]  100                                                 (EĢitlik 3.1)           

                                              

EĢitlikte W0 ve Ws kürelerin sırasıyla ĢiĢmeden önceki ve sonraki ağırlıklarıdır.  

3.3.6. Zeta Boyut Analizi 

Zeta potansiyeli (ζ), süspansiyon halindeki bir çözeltide bulunan taneler arasındaki 

itme veya çekme değeri ölçümüdür. Sentezlenen m-PGMA mikrokürelerin boyut 

ve yüzey yük analizi Nano Zeta sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, 

Ġngiltere) cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Zeta boyut ölçümleri için cihazın hücresine 

1.5 mL süspansiyon halindeki m-PGMA mikroküreler konulmuĢ ve elde edilen 

veriler değerlendirilmiĢtir. 

3.4. m-PGMA Mikrokürelere Anti-Transferrin Antibadi Bağlanması 

M-PGMA mikroküreler epoksi gruplarının açılması için 0.1 M Na2CO3 çözeltisi ile 

(pH 9.0) 24 saat oda sıcaklığında rotatörde (22) etkileĢtirilmiĢtir.  

Daha sonra mikrokürelerin üzerine belirli deriĢimlerde (0.1-1.0 mg/mL) pH 6.5 

sitrat tamponu içerisinde hazırlanmıĢ anti-transferrin antibadi çözeltisi eklenip 

rotatörde 2 saat karıĢtırılarak kovalent bağlanma gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Bağ yapmayan epoksi gruplarının inaktifleĢtirilmesi için 50 mM L-sistein hidroklorür 

anhidrit çözeltisi antibadi bağlı mikrokürelerin üzerine eklenmiĢ ve 30 dakika 

boyunca rotatörde tutulmuĢtur.  

Ardından saf su ile yıkama yapılmıĢtır. Ġmmobilizasyon tamamlandıktan sonra 

karıĢım, 9000 rpm hızında (25oC, 20 dakika) santrifüjlenmiĢtir. Bağlanan anti-

transferrin antibadi miktarı baĢlangıç ve sonuç deriĢimleri arasındaki farktan EĢitlik 

3.2 kullanılarak hesaplanmıĢtır. Protein deriĢimleri 595 nm‟de Bradford yöntemiyle 

UV-VIS spektrofotometresi (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya) 

kullanılarak  ölçülmüĢ ve bağlanan protein miktarı EĢitlik 3.2 ile hesaplanmıĢtır.  
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Q = [ (Co-C) V] / m                                                                         (EĢitlik 3.2) 

 

Bu eĢitlikte; Q, mikrokürelerin birim kütlesi baĢına immobilize antibadi miktarı 

(mg/g); Co ve C, adsorpsiyon öncesi ve sonrası anti-transferrin çözeltisinin deriĢimi 

(mg/mL); V çözelti hacmi (mL) ve m ise kullanılan mikrokürenin ağırlığıdır (g).  

3.5. Adsorpsiyon ve Desorpsiyon ÇalıĢmaları 

3.5.1. Anti-Transferrin Antibadi Ġmmobilize m-PGMA Mikrokürelere Sulu 

Çözeltilerden Transferrin Adsorpsiyonu 

M-PGMA mikrokürelere sulu çözeltilerden transferrin adsorpsiyonu kesikli 

sistemde gerçekleĢtirilmiĢtir. Anti-transferrin immobilize m-PGMA mikroküreler iki 

defa saf su ile 15 dakika ĢartlandırılmıĢtır. Santrifüjlenip süpernatant dekante 

edildikten sonra adsorpsiyon tamponu ile 30 dakika boyunca ĢartlanmıĢtır. KarıĢım 

tekrar santrifüjlenip süpernatant dekante edildikten sonra anti-transferrin 

immobilize m-PGMA mikrokürelere farklı pH (4.0 – 8.0), transferrin deriĢimi (0.05 – 

0.75) ve sıcaklık (4 - 37oC) koĢullarında hazırlanan transferrin çözeltileri eklenmiĢ 

ve 2 saat boyunca 250 rpm dönüĢ hızında rotatörde karıĢtırılmıĢtır.  

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere transferrin adsorpsiyon 

iĢleminin tamamlanmasının ardından m-PGMA mikroküreler manyetik ayırıcı 

(Dynal MPC-L, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norveç) kullanılarak çöktürülmüĢtür. 

Transferrin çözeltisi içerisindeki küreler ependorflar içerisinde manyetik ayırıcıdaki 

bölmelere konulmuĢ ve çökme iĢlemi yaklaĢık 1 dakika içerisinde gerçekleĢmiĢtir. 

BaĢlangıç çözeltisi ve süparnatanttaki transferrin deriĢimi 595 nm‟de Bradford 

yöntemiyle UV-VIS spektrofotometresi (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya) 

kullanılarak belirlenmiĢtir. Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA 

mikrokürelere bağlanan transferrin miktarı, transferrinin baĢlangıç ve sonuç 

deriĢimleri farkından, EĢitlik 3.2 kullanılarak hesaplanmıĢtır.  
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3.5.2. Anti-Transferrin Ġmmobilize m-PGMA Mikrokürelere Yapay Plazmadan 

Transferrin Adsorpsiyonu 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında transferrin kaynağı olarak yapay olarak hazırlanmıĢ 

liyofilize kan proteinlerini içeren ve koagülasyon zamanını ölçme amaçlı kullanılan 

Coagulation Control Plasma (Tokra Medikal, Ankara, Türkiye) kullanılmıĢtır. 1.5 

mL serum fizyolojik içerisinde çözülen plazma örneği 2 saat süre ile anti-transferrin 

antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelerle etkileĢtirilmiĢtir.  

BaĢlangıç ve sonuç örneklerindeki transferrin miktarı immünokimyasal yöntemle 

türbidimetrik olarak tayin edilerek bağlanan transferrin miktarı hesaplanmıĢtır.  

Plazmadan ayrılan transferrinin saflığı %10 ayırma jeli (9 cm x 7.5 cm) ve %6 

yükleme jeli kullanılan sodyum dodesil sülfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

izlenmiĢtir. Jeller asetik asit-metanol-su çözeltisinde (1:5:5, v/v/v) %0.25 (w/v) 

Coomassie Brillant R 250 ile boyanmıĢ ve etanol-asetik asit-su (1:4:6, v/v/v) 

karıĢımında yıkanmıĢtır. Elektroforez iĢlemi 110 V‟da 4 saat sürdürülmüĢtür.  

3.5.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanılabilirlik ÇalıĢmaları 

Manyetik PGMA mikrokürelerden transferrin desorpsiyonu 0,1 M glisin-HCl (pH 

2.8) çözeltisi ile oda sıcaklığında 2 saat boyunca rotatörde etkileĢtirilerek yapılmıĢ 

ve aĢağıdaki eĢitlik kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

          Desorpsiyon oranı (%) =  

 

 

Hazırlanan mikrokürelerin tekrar kullanılabilirliğini saptamak amacıyla aynı 

mikroküreler kullanılarak 5 kez adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü tekrarlanmıĢtır. 

 

 

Salınan transferrin miktarı 

Adsorplanan transferrin miktarı 

100 
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4. SONUÇLAR VE DEĞERLENDĠRME 

4.1. M-PGMA Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

Bu çalıĢmada sentezlenen m-PGMA mikroküreler AltıntaĢ ve arkadaĢlarının 

(2007) rapor ettikleri yönteme göre hazırlanmıĢtır [48]. Düzenli monomer 

damlacıklarının oluĢumu için çalkalama hızı optimize edilmiĢtir. Reaksiyon 

sıcaklığının artırılması ile damlacıkların viskozitesi azalmaktadır. Küçük 

damlacıkların oluĢması için iĢlem sıcaklığının kontrol altında tutulması kritik öneme 

sahiptir. Dar bir boy dağılımı aralığına sahip kararlı damlacıkların oluĢumu için 

ortama yüksek miktarda stabilizör PVP (monomer oranının kütlece %10‟undan 

fazla) eklenmiĢtir. Karakterizasyon çalıĢmalarına ait sonuçlar aĢağıda verilmiĢtir.  

4.1.1. FTIR-ATR ile Yapı Analizi 

M-PGMA mikrokürelerin yığın yapısı FTIR spektroskopisi ile incelenmiĢtir (ġekil 

4.2). PGMA‟nın karakteristik piklerinden birisi 3000 cm-1 civarında gözlenen 

metilen grubu için, 1723 cm-1‟de gözlenen pik ise GMA‟nın ester konfigürasyonuna 

aittir. Epoksi halkasına ait 844 ve 906 cm-1‟de gözlenen pikler, m-PGMA 

mikrokürelerdeki oksiran gruplarının varlığını göstermektedir. Perklorik asit 

titrasyonu ile m-PGMA kürelerin epoksi grup içeriği 3.46 mmol/g olarak 

belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.1 m-PGMA mikrokürlere ait FTIR-ATR spektrumu 

 

4.1.2. SEM ile Yüzey Morfolojisi Analizi 

M-PGMA mikrokürelerin yüzey morfolojisi taramalı elektron mikroskopu (SEM) ile 

incelenmiĢtir. ġekil 4.2‟de kürelerin eĢ boyutlu, gözeneksiz ve ortalama 2 µm 

büyüklüğünde oldukları görülmektedir. Gözeneksiz mikrokürelerin en büyük 

avantajı partikül içi difüzyon direncinin olmamasıdır. Bu durum adsorpsiyon 

kapasitesinin yüksek olmasına katkı sağlamaktadır. 
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ġekil 4.2. m-PGMA mikrokürelerin  SEM görüntüleri 

 

4.1.3. Mikrokürelerin ġiĢme Özelliklerinin Ġncelenmesi 

M-PGMA küreler oldukça hidrofilik bir yapıya sahiptir. Su içerisinde ĢiĢme oldukça 

hızlı gerçekleĢmiĢ ve yaklaĢık 15 dakika içerisinde denge ĢiĢme değerine 

ulaĢılmıĢtır. Maksimum ĢiĢme oranı yaklaĢık %52‟dir.  

4.1.4. Zeta Boyut Analizi 

Dispersiyon polimerizasyonu iĢlemi ile dar bir boyut aralığına sahip (R.S.D < 1%, 

2.0 μm çapında) m-PGMA küreler elde edilmiĢtir. Polidispersite indeksi (PDI) 

0.999 olarak hesaplanmıĢtır 

4.1.5. Mikrokürelerin Yoğunluğunun Belirlenmesi 

M-PGMA kürelerin 25°C‟de hidrate yoğunluğu 1.14 g/cm3‟tür. Aynı yöntemle 

manyetik Fe3O4 nanotozun yoğunluğu 25°C‟de 1.97 g/cm3 olarak bulunmuĢtur. 

Manyetik olmayan PGMA mikrokürelerin yoğunluğu 1.08 g/cm3‟tür. m-PGMA 

mikrokürelerdeki magnetit nanotoz fraksiyonu EĢitlik 4.1‟e göre hesaplanmıĢtır.  
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ϕ = (ρC-ρM) / (ρC – ρA)                                                              (EĢitlik 4.1) 

 

EĢitlikte ρA, ρC ve ρM sırasıyla manyetik olmayan PGMA, magnetit Fe3O4 ve m-

PGMA mikrokürelerin yoğunluklarıdır.  

Dolayısıyla bu verilere göre m-PGMA mikrokürelerdeki jel hacim fraksiyonu 0.955, 

diğer bir deyiĢle magnetit nanotoz fraksiyonu 0.045 olarak saptanmıĢtır. 

Magnetit (Fe3O4) düĢük toksisite ve yüksek manyetik özelliklere sahip biyouyumlu 

bir süperparamanyetik malzemedir [77]. Mikrokürelerden magnetit sızmasının 

gerçekleĢip gerçekleĢmediği asetik asit çözeltisi (%50 v/v, pH 2.0), fosfat tampon 

çözeltisi (pH 7.0) ve sodyum sitrat/NaOH tamponundan (pH 12.0) oluĢan üç farklı 

ortamda test edilmiĢtir. Bu deneyler sonucunda yapıdan ölçülebilir bir magnetit 

sızması gözlenmemiĢtir. 

4.1.6. Elektron Spin Rezonans (ESR) ile Manyetizma Ölçümü 

Manyetik küreler için diğer bir önemli parametre kürelerin magnetizasyonudur. 

Polimer yapıdaki magnetit nanotoz varlığı ESR ile doğrulanmıĢtır. Manyetik alana 

(Gauss) karĢı magnetit pik Ģiddeti  ġekil 4.3‟te gösterilmiĢtir. Magnetit piki ESR 

spektrumunda görülmektedir. Manyetik olmayan PGMA mikroküreler bu 

spektrumda pik vermemektedir. DıĢ manyetik alan uygulaması örnekte dıĢ 

manyetik alana ek veya eksi yönde bir iç manyetik alan oluĢturur. Elektronik 

manyetik momentle oluĢan bölgesel manyetik alan, vektörel olarak dıĢ manyetik 

alana (Hext) eklenerek etkin alan (Heff) elde edilir.  

 

Heff = Hext + Hlocal                                                                          (EĢitlik 4.2) 

 

DıĢsal manyetik alan varlığı, eksensel karıĢımı büyük ölçüde azaltmıĢtır. Bundan 

dolayı kürelerin manyetik ayırma iĢlemlerinde kullanımının uygun olduğu 

söylenebilir. 

ġekil 4.3‟te görüldüğü gibi m-PGMA mükrokürelerin bağıl Ģiddeti 125‟tir. Bu değer 

polimerik yapının içerdiği magnetitten dolayı lokal bir manyetik alana sahip 

olduğunu göstermektedir.  
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ġekilde verilen g faktörü eĢleĢmemiĢ elektronların bulunduğu moleküllerin sayısal 

bir karakteristiği olarak değerlendirilebilir ve aĢağıdaki eĢitlikten hesaplanır:  

 

g= hν/βHr                                                                                    (EĢitlik 4.3) 

                                                                                 

EĢitlikte h Planck sabiti (6.626 x 10-27 erg.s), β evrensel sabit (9.274 x 10-21 

erg/Gs); ν frekans (9.707 x 109 Hz) ve Hr manyetik alan rezonansıdır (Gs). 

Literatürde Fe3+ için g faktörü düĢük spin için 1.4-3.1, yüksek spin kompleksler için 

2.0-9.7 olarak rapor edilmektedir [78]. Bu çalıĢmada m-PGMA için g faktörü EĢitlik 

4.3. kullanılarak 2.28 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

ġekil 4.3. Manyetik PGMA mikrokürelerin ESR spektrumu 

 

 

Manyetik alan (Gauss)  
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4.1.7. Termogravimetrik Analiz ÇalıĢmaları (TGA-DTA) 

Fe3O4 manyetit içeren m-PGMA mikrokürelerin termogravimetrik analizleri 

(Diferansiyel Termal Analiz (DTA)-Termogravimetrik analiz (TGA)) Shimadzu  

DTG-60H cihazı ile (sıcaklık artıĢı: 20°C/dk) azot atmosferi altında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Örneğin 0-1000oC sıcaklık aralığında termal bozunma ve kütle 

kaybı değerleri termogravimetri (TG), ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar 

sonucu meydana gelen sıcaklık değiĢimleri diferansiyel termal analiz (DTA) cihazı 

ile tespit edilmiĢtir. 

Fe3O4 içeren m-PGMA mikrokürelere ait TGA termogramları ġekil 4.4.‟te 

verilmektedir.  

m-PGMA mikrokürelerin TGA‟sı 10-1000°C sıcaklık aralığında gerçekleĢtirilmiĢ ve 

demir oksidasyonu ile meydana gelebilecek kütle artıĢını azaltmak için azot 

atmosferi altında gerçekleĢtirilen TGA ile mPGMA mikrokürelerin Fe3O4 içeriği 

belirlenmiĢtir.  

Polimerler 450°C‟ın üzerindeki sıcaklıklarda tamamen bozunmuĢtur. 0.050 gram 

Fe(II,III) oksit nano toz ile hazırlanan m-PGMA mikrokürelerin sırasıyla manyetit 

içeriği toplam kütlenin % 3.5‟i olarak bulunmuĢtur. 
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ġekil 4.4. m-PGMA mikrokürelerin TGA-DTA eğrisi 

 

M-PGMA mikrokürelere ait termogram incelendiğinde 4 tane endotermik pik 

görülmektedir (ġekil 4.4). Bu piklerde düĢük sıcaklıkta görülen pik yapıda 

absorplanmıĢ nemin uzaklaĢmasına, daha yüksek sıcaklıkta görülen pikler ise 

yapıda oluĢan bozunmaları göstermektedir. 

4.2. m-PGMA Mikrokürelere Anti-Transferrin Antibadi Bağlanması  

M-PGMA mikrokürelere immobilize olan anti-transferrin antibadi miktarının 

belirlenmesi için immobilizasyon iĢlemi öncesinde ve sonrasında alınan protein 

örneklerinin deriĢimi Bradford yöntemi ile tayin edilmiĢtir. Antibadi bağlanmasına 

anti-transferrin antibadi deriĢiminin etkisini belirlemek üzere 0.1 – 1 mg/ml 

aralığında farklı deriĢimlerde anti-transferrin antibadi çözeltileri kullanılmıĢ ve en 

fazla immobilizasyonun 1 mg/ml antibadi çözeltisi ile gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir 

(ġekil 4.5).  

Bu baĢlangıç deriĢiminde bağlanan antibadi miktarı 2.0 mg/g‟dır ve çalıĢmanın 

bundan sonraki aĢamalarında bu mikroküreler kullanılmıĢtır.  
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ġekil 4.5. Anti-transferrin antibadi immobilizasyonu için deriĢim taraması grafiği 

Polimer miktarı: 0.1 g (kuru ağırlık), pH:6.0 fosfat tamponu içerisinde 

Ġmmobilizasyon süresi: 2 saat, Sıcaklık: 25°C 

 

4.3. Sulu Çözeltilerden Transferrin Adsorpsiyon ÇalıĢmaları 

M-PGMA mikrokürelere anti-transferrin antibadilerin kovalent olarak bağlanması ile 

hazırlanan immünoafinite adsorbente transferrin adsorpsiyonu farklı pH, transferrin 

deriĢimi, etkileĢim süresi ve sıcaklık koĢullarında gerçekleĢtirilerek bağlanma 

koĢulları optimize edilmiĢtir. Manyetik mikrokürelerin transferrin çözeltilerinden 

ayrılması manyetik ayırıcı ile sağlanmıĢtır.  

ġekil 4.6‟da görüldüğü gibi ependorf tüpleri içerisinde manyetik ayırıcıya 

yerleĢtirilen adsorpsiyon ortamından kısa bir süre içerisinde küreler manyetik alan 

etkisi ile çökerek ayrılmıĢtır. Adsorpsiyon deneylerinde elde edilen sonuçlar 

aĢağıda rapor edilmiĢtir.  

 Anti-tf Konsantrasyonu (mg/mL)  
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ġekil 4.6. m-PGMA mikrokürelerin manyetik alanda adsorpsiyon ortamından 

ayrılması 

 

4.3.1. pH Etkisi 

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere transferrin 

adsorpsiyonuna ortam pH‟ının etkisi pH 4.0-8.0 arasında incelenmiĢ ve ġekil 

4.7‟de görüldüğü gibi en yüksek adsorpsiyon pH 6.0‟da gözlenmiĢtir. Bu pH‟dan 

daha yüksek ve daha düĢük pH değerlerinde adsorpsiyonda belirgin bir düĢüĢ 

olmaktadır. 

Transferrin, izoelektrik noktası 5.8 olan, 80 kDa molekül ağırlığına sahip bir 

proteindir.  

Bu pH değerindeki transferrinin konformasyonel yapısından dolayı anti-transferrin 

ile arasındaki hidrofobik, elektrostatik etkileĢimler ve hidrojen bağları 

adsorpsiyonun yüksek olmasını sağlamıĢtır. pH 6.0 değeri optimum pH olarak 

kabul edilmiĢ ve bundan sonraki çalıĢmalarda bu pH değerinde çalıĢılmıĢtır. 

ÇalıĢılan diğer pH değerlerinde m-PGMA yüzeyine kayda değer transferrin 

adsorpsiyonu olmamıĢtır.  
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ġekil 4.7. Transferrin adsorpsiyonuna pH etkisi 

Polimer miktarı: 0.1 g (kuru ağırlık), Transferrin deriĢimi: 0.5 mg/ml,  

Adsorpsiyon  süresi: 2 saat, Sıcaklık: 25°C 

 

4.3.2. Transferrin DeriĢiminin Adsorpsiyona Etkisi 

BaĢlangıç transferrin deriĢiminin transferrin adsorpsiyonuna etkisi 0.05-0.75 

mg/mL deriĢim aralığında incelenmiĢ ve sonuçlar ġekil 4.8‟de gösterilmiĢtir. 

Adsorpsiyon kapasitesi, baĢlangıç transferrin deriĢiminin artmasına paralel olarak 

artmaktadır.  

Manyetik PGMA küreler üzerindeki aktif bölgelerin transferrin adsorpsiyonu 

nedeniyle doygunluğa eriĢmesinden ötürü adsorpsiyon kapasitesi belli bir değerde 

(0.50 mg/mL) sabit kalmıĢtır ve bağlanan transferrin miktarı 1.65 mg/g olarak 

hesaplanmıĢtır.  
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Optimum transferrin deriĢimi 0.5 mg/mL olarak kabul edilmiĢ ve sonraki deneyler 

bu protein deriĢiminde çalıĢılmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.8. Transferrin adsorpsiyonuna baĢlangıç deriĢiminin etkisi  

Polimer miktarı: 0.1 g (kuru ağırlık), pH:6.0 fosfat tamponu içerisinde,  

Adsorpsiyon  süresi: 2 saat, Sıcaklık: 25°C 

 

4.3.3. Sıcaklığın Adsorpsiyona Etkisi 

Anti-transferrin andibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere transferrin 

bağlanmasına ortam sıcaklığının etkisi 4-37°C aralığında incelenmiĢ ve sonuçlar 

ġekil 4.9‟da verilmiĢtir. ġekilde görüldüğü gibi sıcaklık arttıkça immünoafinite 

mikrokürelerin transferrin adsorpsiyon kapasitesinde artıĢ gözlenmekte, 25°C‟nin 

üzerinde ise azalma gözlenmektedir.  
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Bilindiği gibi antijen ve antibadilerin bağlanma bölgeleri arasında moleküler 

seviyede gerçekleĢen hidrojen bağları, elektrostatik etkileĢimler, van der Waals 

etkileĢimleri ve hidrofobik etkileĢimlerin oluĢturduğu bir seçici bağlanma söz 

konusudur.  

EtkileĢime girecek bölgeler birbirlerine birkaç nanometre mertebesinde 

yaklaĢtıklarında iyonik ve hidrofobik etkileĢimler gibi uzun mesafelerde etkili olan 

kuvvetler tarafından çekilirler. Bu mertebede van der Waals kuvvetleri etkisiz hale 

gelirken iyonik gruplar hala önemli rol oynamaktadır. Bunun yanı sıra tüm 

bağlanma iĢleminin kuvveti, iki yüzey arasındaki uyuma ve etkileĢtikleri bölgenin 

toplam temas alanına bağlıdır. Hidrojen bağları oluĢumu ile ısı enerjisi ortaya 

çıkar.  

Dolayısıyla bağlanma serbest enerji değiĢimi eĢitliğinde hidrojen bağları entalpi 

faktörü ile iliĢkilidir. Hidrofobik etkileĢimler ise endotermiktir ve entropi faktörü ile 

bağlantılıdır [79]. Dolayısıyla ġekil 4.9‟da gözlenen davranıĢ, transferrin ve anti 

transferrin antibadileri arasında gerçekleĢen etkileĢimlerin hidrojen bağları, 

elektrostatik etkileĢimler ve hidrofobik etkileĢimlerin ortak etkisinden 

kaynaklandığını ve 25°C‟de grupların birbiri ile etkileĢmek için en uygun 

konformasyonda olduklarını göstermektedir.  
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ġekil 4.9. Transferrin adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisi 

Polimer miktarı: 0.1 g (kuru ağırlık), Transferrin konsantrasyonu: 0.5 mg/ml,  

pH:6.0 fosfat tamponu içerisinde, Adsorpsiyon süresi: 2 saat 

 

4.3.4. Adsorpsiyon Zamanı 

Adsorpsiyon zamanını belirlemek üzere manyetik immünoafinite mikroküreler ile 

etkileĢtirilen transferrin çözeltisisinden 0-120 dakika içerisinde belirli aralıklarda 

örnekler alınmıĢ ve bağlanan protein miktarı hesaplanmıĢtır. Buna göre 

mikrokürelere transferrin adsorpsiyonunun ilk yarım saat içerisinde hızlı bir Ģekilde 

gerçekleĢtiği ve bir saatin sonunda hemen hemen dengeye ulaĢtığı görülmüĢtür 

(ġekil 4.10).  

Bu sonuçlar antijen andibadi arasındaki yüksek afinitenin göstergesi olduğu gibi 

mikrokürelere difüzyon sorunu olmadığını da göstermektedir.  
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ġekil 4.10.Transferrin Adsorpsiyon Zamanı 

Polimer miktarı: 0.1 g (kuru ağırlık), Transferrin konsantrasyonu: 0.5 mg/ml,  

pH:6.0 fosfat tamponu içerisinde 

 

4.4.  Adsorpsiyon Kinetiği 

Adsorpsiyon kinetiğinin anlaĢılması ile etkin adsorbent-adsorban temas süresi yani 

alıkonma süresi bulunur. Adsorpsiyon iĢleminin hızına etki eden adsorpsiyon 

basamaklarının anlaĢılması için önemli bir adımdır. Kütle transferi ve kimyasal 

reaksiyon gibi adsorpsiyon iĢlemini kontrol eden mekanizmaların belirlenmesi için 

deneysel verilere pseudo birinci ve ikinci derece kinetik modeller uygulanmıĢtır. 

Ölçülen deriĢimlerin adsorbentin yüzey deriĢimine eĢit olduğu varsayılmıĢtır.  

Lagergren‟in birinci derece hız eĢitliği sıvı çözeltiden çözünenin adsorpsiyonunda 

en çok kullanılan eĢitliktir ve Ģu Ģekilde ifade edilir;   

 

dqt/dt=k1(qeq-qt)                                                                         (EĢitlik 4.4) 
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EĢitlikte k1 pseudo-birinci derece adsorpsiyon hız sabiti (dk-1), qeq ve qt sırasıyla 

denge zamanında ve herhangi bir t anında adsorplanan miktarı (mg/g) 

göstermektedir. t = 0‟da    qt = 0 ve t = t anında qt = qt sınır koĢulların uygulanıp 

integralinin alınması;  

 

log[qeq/(qeq-qt)]= (k1t)/2.303                                    (EĢitlik 4.5) 

 

eĢitliğini vermektedir. EĢitlik 4.5 tekrar düzenlenerek doğrusallaĢtırılabilir:  

 

log(qeq-qt)= log(qeq) - (k1t)/2.303                        (EĢitlik 4.6) 

 

log(qeq)‟e karĢı t grafiğinin doğrusallığı kinetik modelin uygulanabilirliğini 

göstermektedir. Gerçek birinci-derece iĢlemde log(qeq), t‟ye karĢı log(qeq-qt) 

grafiğinin kesim noktasına eĢit olmalıdır.  

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayalı pseudo-ikinci derece eĢitlik aĢağıdaki 

Ģekilde verilebilir:  

dqt/dt= k2 (qeq-qt)
2                                                                                     (EĢitlik 4.7) 

 

EĢitlikte k2 pseudo-ikinci derece hız sabitidir (g.mg-1.dak-1). EĢitlik 4.7 ye t = 0 da 

qt= 0 ve t = t‟de qt = qt sınır koĢullarının uygulanması ile; 

 

1/(qeq-qt)]=(1/qeq)+k2t                                                                                (EĢitlik 4.8) 

 

eĢitliği elde edilir. Bu eĢitliğin doğrusal hali:  

 

(t/qt)=(1/k2qeq
2)+(1/qeq)t                                                                             (EĢitlik 4.9) 

ile verilir. 
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Ġkinci derece kinetiğin uygulanabilir olması için t/qt ye karĢı t grafiğinin doğrusal 

olması gereklidir. Hız sabiti (k2) ve denge adsorpsiyonu (qeq) sırasıyla kesim 

noktası ve eğimden elde edilebilir.   

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere transferrin 

adsorpsiyonu için deneysel verilere uygulanan pseudo birinci ve ikinci derece 

kinetik sonuçları ġekil 4.11 ve ġekil 4.12‟de verilmiĢtir. Deneysel ve kinetik 

verilerin karĢılaĢtırılması Çizelge 4.1‟de gösterilmiĢtir. Korelasyon katsayıları 

karĢılaĢtırıldığında adsorpsiyonun ikinci derece kinetik modele uyduğu 

görülmektedir. Gözeneksiz eĢboyutlu mikrokürelerden beklendiği gibi difüzyon 

kısıtlamaları olmaksızın adsorpsiyon iĢlemi kimyasal olarak kontrol edilmektedir.  

 

 

ġekil 4.11 Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikroküreler için pseudo-

birinci derece adsorpsiyon kinetiği. 
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ġekil 4.12. Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikroküreler için pseudo-

ikinci derece adsorpsiyon kinetiği 

 

Çizelge 4.1. Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere transferin 

adsorpsiyonu için pseudo-birinci ve ikinci derece kinetik verileri.  

[Tf] (mg/mL) Deneysel Pseudo 1° Pseudo 2° 

 Qeq (mg/g) k1 qeq R2 k2 qeq R2 

0.5 1.92 0.024 1.352 0.869 1,54 1.01 0.999 

 

4.5. Yapay Plazmadan Transferrin Adsorpsiyonu 

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokürelere yapay plazmadan 

transferrin adsorpsiyonu 0.12 mg/g olarak saptanmıĢtır. Kullanılan yapay 

plazmadaki transferrin deriĢimi yaklaĢık 2.30 mg/dL‟dir. Adsorpsiyon miktarının 

düĢük olması kullanılan yapay plazmadaki transferrin deriĢiminin düĢük 

olmasından kaynaklanmaktadır. Bilindiği gibi deriĢim adsorpsiyon için sürücü 

kuvvettir ve normal plasma transferrin deriĢiminde (yaklaĢık 300 mg/dL) 

çalıĢılması durumunda adsorpsiyon kapasitesinde artıĢ beklenen bir durumdur.   
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Desorpsiyon iĢleminin transferrinin yapısında herhangi bir denatürasyona neden 

olmadığını ve elüe edilen transferrinin saflığını göstermek üzere SDS-PAGE 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. Standart transferrin çözeltisi (Bant 2) ve elüe edilen 

transferrin (Bant 3) jel elektroforezinde, referans protein karıĢımı ile (Bant 1) 

yürütülmüĢtür ve jelin görüntüsü ġekil 4.13‟de verilmiĢtir. ġekilden görüldüğü gibi 

elüsyon çözeltisi standart transferrin çözeltisi ile aynı yerde tek bant içermektedir. 

Bu da elüe edilen transferrinin saflığını ve herhangi bir denatürasyonun söz 

konusu olmadığını göstermektedir.  

 

ġekil 4.13. Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu için SDS-PAGE görüntüsü. 

Bant 1: Referans protein karıĢımı, Bant 2: Standart transferrin çözeltisi,  

Bant 3: Elüe edilen transferrin çözelltisi. 
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4.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanılabilirlik 

Adsorbent geliĢtirme stratejisini belirlerken hazırlanan adsorbentin tekrar 

kullanılabilirlik özelliklerinin iyi olması iĢlemin toplam maliyeti açısından büyük 

önem taĢımaktadır. Hem bağlanan transferrin moleküllerinin yapıdan denatüre 

edilmeksizin yüksek geri kazanımla desorbe edilmesini, hem de polimer yapıda 

immobilize anti transferrin antibadi ligandın bağlama etkinliğinin korunmasını 

sağlayacak desorpsiyon ajanının belirlenmesi sonrasında aynı mikroküreler 

kullanılarak adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri 5 kez tekrar edilmiĢtir. 

Mikrokürelerin desorpsiyonu için 0.1 M glisin-HCl çözeltisi (pH 2.8) kullanılmıĢtır. 

Desorpsiyon iĢleminden sonra alınan örneklerde protein miktarı saptanmıĢtır. 

Desorpsiyon ajanı kullanılarak yapılan iĢlemde adsorplanan proteinin %86‟sının 

desorbe edilebildiği görülmüĢtür. Bu desorpsiyon oranından anlaĢılmaktadır ki 

sürekli kullanımda transferrin adsorpsiyon kapasitesinde ciddi bir azalma 

görülmemektedir (ġekil 4.14). 

 

 

ġekil 4.14. Adsorbentin tekrar kullanılabilirliği. 
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5.  YORUMLAR 

Bu çalıĢmada transferrin safaĢtırılması amacıyla anti-transferrin antibadilerin 

ligand olarak kullanıldığı manyetik PGMA mikroküreler hazırlanarak transferrin 

bağlama özellikleri sulu çözeltilerde mikroçevre koĢulları değiĢtirilerek 

incelenmiĢtir. Daha sonra yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu incelenmiĢtir.  

Hazırlanan manyetik PGMA mikroküreler yaklaĢık 2 µm çapında, eĢboyutlu ve 

gözeneksizdir.  

Mikrokürelerin sulu ortamda ĢiĢme oranı %52‟dir.  

Yapıdaki epoksi gruplarının varlığı FTIR-ATR ile gösterilmiĢtir. Epoksi grupları 

aktivasyon ajanı kullanılması gereksinimini ortadan kaldırarak anti-transferrin 

antibadilerin doğrudan yapıya kovalent olarak bağlanmasına olanak vermektedir. 

Perklorik asit titrasyonu ile yapıdaki epoksi grup içeriği 3.46 mmol/g olarak 

belirlenmiĢtir.  

m-PGMA mikrokürelerin hidrate yoğunluğu  1.14 g/cm3, polimer yapıdaki nanotoz 

fraksiyonu 0.045‟dir. Hazırlanan manyetik PGMA yapısından magnetit sızmasının 

olmadığı gösterilmiĢtir.  

ESR spektrumu yapıdaki nanotoz magnetit varlığını doğrulamaktadır. M-PGMA 

mikrokürelerin g faktörü 2.28 olarak bulunmuĢtur.  

DSC ve TGA çalıĢmalarından m-PGMA mikrokürelerin manyetit içeriğinin toplam 

kütlenin %3.5‟i olduğu belirlenmiĢtir.  

Manyetik mikrokürelere anti transferrin antibadi bağlanması farklı antibadi 

deriĢimlerinde incelenmiĢ ve 1 mg/mL antibadi deriĢiminde bağlanan antibadi 

miktarının 2.0 mg/g olduğu belirlenmiĢtir.  

Sulu çözeltide yapılan çalıĢmalardan transferrin adsorpsiyonunun en yüksek 

izlendiği pH değeri 6.0 olarak belirlenmiĢtir. Adsorpsiyon iĢlemi yaklaĢık 0.5 mg/g 

transferrin baĢlangıç deriĢiminde dengeye ulaĢmaktadır. Adsorpsiyon iĢlemleri en 

yüksek bağlanmanın gözlendiği 25°C‟de gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu koĢullarda antibadi 

immobilize edilmemiĢ m-PGMA yüzeyine transferrin adsorpsiyonu ihmal 

edilebilecek düzeydedir.  
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Kinetik modellerin uygulanması sonucu adsorpsiyon iĢleminin pseodu-ikinci 

derece kinetik modele uyduğu belirlenmiĢtir.  

Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyon kapasitesi 0.12 mg/g olarak 

saptanmıĢtır ve elüe edilen transferrinin saflığı SDS-PAGE ile gösterilmiĢtir.  

Arka arkaya tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon çalıĢmaları manyetik 

mikrokürelerin transferrin bağlama kapasitesinde önemli bir azalma olmaksızın 

defalarca kullanılabileceğini göstermiĢtir.  

Sonuç olarak hazırlanan adsorbentin protein karıĢımlarından tek basamakta ve 

spesifik olarak transferrin ayrılmasını sağlayabildiği, manyetik özelliklerinin 

manyetik ayırıcıda kullanıma olanak verdiği ve sonrasında manyetik akıĢkan 

yataklarda transferrin saflaĢtırma konusunda umut verdiği, iĢlemin ekonomisi 

açısından tekrar kullanıma uygun olduğu söylenebilir.     
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