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PROSTAT KANSERINE 0ZGUL GLIKOPROTEINLERIN
TANIMLANMASI iGiN LEKTIN AFINITE SORBENTLERIN
HAZIRLANMASI

NESLIHAN iDiL
Doktora, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ
Mart 2015, 98 Sayfa

Prostat kanserinin (PCa) tanisi ve izleminde biyoisaret olarak kullanilan
glikoprotein yapisindaki prostat spesifik antijenin (PSA) hastalik sirecinde degisen
glikozillenme 06zelligi, patogenezin anlagilabilmesi icin yeni ve onemli bir bakis
acisi kazandirmistir. Bu galismada, Konkanavalin A (Con A) immobilize manyetik
poli(glisidilmetakrilat) (mPGMA) mikrokdreler hazirlandi ve lektin-glikoprotein
etkilesimlerinden yararlanilarak bu mikrokurelerin PCa ve benign prostat
hiperplazideki (BPH) PSA baglama kapasiteleri karsilastirildi. S6z konusu
mikroklrelere manyetik 06zellik kazandirmak amaciyla demir oksit (FesOa)
nanopartukuller sentezlendi. Bu nanopartikiller kullanilarak dispersiyon
polimerizasyonu yontemi ile mPGMA mikrokureler hazirlandi. Karakterizasyon
calismalari, taramali  elektron  mikroskobu, elektron spin  rezonans,
termogravimetrik analiz, yluzey alani analizi, fourier donusimli kizildtesi
spektroskopisi ve titrestirici 6rnek manyetometresi ile gercgeklestirildi. MPGMA
mikrokurelerin PSA baglama kapasitesine uzatici kolun etkisinin arastiriimasi
amaciyla 1,6 diaminohekzan (HDMA) kullanildi. Uzatici kol takilan mPGMA

mikrokureler glutaraldehit ile aktive edildikten sonra kovalent baglama ile Con A



immobilizasyonu gergeklestirildi. Adsorpsiyon calismalari oncesinde, serumda
yuksek derisimde bulunan albimin ve immunoglobulin-G, sirasiyla Cibacron
mavisi-F3GA immobilize poli(hidroksietil metakrilat) (PHEMA) kriyojel diskler ve
HiTrap rProtein A FF kolonu ile uzaklastirildi. PCa’li ve BPH’li bireylerden alinan
serum orneklerinde uzatici kol takilan ve takilmayan mPGMA mikrokurelerin PSA
baglama kapasiteleri karsilastirildi. Serum o6rneklerindeki PSA miktarlari CLIA
(Kemiliminesans immunassay) ile olg¢uldi. Uzatici kol takiih Con A immobilize
MPGMA (mMPGMA-HDMA-Con A) mikrokurelerin total PSA (tPSA) ve serbest PSA
(fPSA) baglama kapasitesi, uzatici kol takili olmayan Con A immobilize mPGMA
(mPGMA-Con A) mikrokureler ile karsilagtirildiginda daha ylksek bulundu. S6z
konusu mikrokurelerin PSA baglama kapasitesi sicaklik, baglangic serum derigimi,
ligand ylkleme miktari ve zaman parametreleri agisindan incelendi. Elde edilen
verilere adsorpsiyon modelleri ve kinetikleri uygulandi. Elisyon ajani olarak 0.1 M
mannoz kullanildi ve yaklasik %85 oraninda desorpsiyon gergeklestigi belirlendi.
mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerin baglanma kapasitesinde énemli derecede bir
kayip olmaksizin ardisik kullanilabilecegi gosterildi. Serum fraksiyonlari SDS-

PAGE (Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile analiz edildi.

Calismamizda hazirlanan mPGMA-HDMA-ConA mikrokirelerin  serum  gibi
karmasik bir ortamdan PSA gibi bir PCa biyoisaretini baglama kapasitesine sahip
oldugu gosterilmigtir. S6z konusu mikrokurelerin ticari kitlerin gelistirimesinde
yararli araglar olarak kullanilabilecigi dustunulmektedir. Lektin immobilize mPGMA
mikrokurelerin hentz kesfedilmemis diger glikoprotein yapisindaki biyoisaretler icin

model bir sistem olabilecegi gortusune variimigtir.

Anahtar Kelimeler: lektin, manyetik mikrokureler, prostat spesifik antijen,

glikoprotein, prostat kanseri.



ABSTRACT

PREPARATION OF LECTIN AFFINITY SORBENTS FOR
IDENTIFICATION OF SPESIFIC GLYCOPROTEINS IN PROSTATE
CANCER

NESLIHAN iDiL
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. NILUFER AKSOZ
MARCH 2015, 98 pages

Prostate specific antigen (PSA) is a glycoprotein and has been used as a
biomarker in the prognosis and diagnosis of prostate cancer (PCa). The alterations
in the glycosylation feature of PSA during disease processes have brought a new
and important perspective in order to understand the pathogenesis. In this study,
Concanavalin A (Con A) immobilized magnetic poly(glycidyl methacrylate)
(mPGMA) beads were prepared and PSA binding capacities of these beads were
compared in PCa and BPH using lectin-glycoprotein interactions. For generating a
magnetic property, iron oxide nanoparticles were synthesized. Then, mPGMA
beads were prepared by dispersion polymerization using these iron oxide
nanoparticles. Characterization studies were performed with scanning electron
microscopy, electron spin resonance, thermogravimetric analysis, surface area
analysis, fourier transform infrared spectroscopy and vibrating sample
magnetometer. Before adsorption studies, high abundant proteins in the serum
such as albumin and immunoglobulin G were depleted with Cibacron blue-F3GA
immobilized poly(hydroxyethyl methacrylate) (PHEMA) cryogel discs and HiTrap

rProtein A FF column, respectively. In order to investigate the effect of spacer-arm



attachment to the PSA binding capacity of the beads, a spacer arm (1,6
diaminohexane-HDMA) was used. Following the spacer-arm attachment, mMPGMA
beads were activated with glutaraldehyde, then Con A immobilization was carried
out by covalent binding. The PSA binding capacities of plain and spacer-arm
attached mPGMA beads were compared in the serum samples of patients with
PCa and BPH. The PSA concentrations in the serum samples were measured by
CLIA (Chemiluminescent immunoassay). The total PSA (tPSA) and free PSA
(fPSA) binding capacities of mMPGMA-HDMA-Con A beads were found to be higher
than that of mPGMA-Con A beads. PSA binding onto the mPGMA-HDMA-ConA
beads was investigated in terms of temperature, initial serum concentration, ligand
loading and time parameters. Adsorption models and kinetics were applied to the
obtained data. Up to 85% of the bound PSA was eluted using 0.1 M mannose as
an elution agent. It was observed that the mPGMA-HDMA-Con A beads could be
appropriate for sequential use without a remarkable reduction in the binding
capacities. Serum fractions are analyzed with SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis).

In our study, mMPGMA-HDMA-ConA beads were shown to be capable of binding
PCa biomarkers such as PSA from a complex media like serum. It is considered
that these beads could be regarded as promising tools in the development of
commercial kits. It can be suggested that lectin immobilized mPGMA-HDMA-ConA
beads were expected to be a model system for other glycoprotein biomarkers

which have not been discovered yet.

Keywords: lectin, magnetic beads, prostate specific antigen, glycoprotein,

prostate cancer.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

K1 pseudo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk?)

k2 pseudo-ikinci derece hiz sabiti (gng*dk?)

Oeq Denge zamaninda adsorplanan miktar (ng/qg)

oft t aninda adsorplanan miktar (ng/g)

Q Mikrokurenin birim kutlesi basina adsorbe olan PSA
miktari (ng/g)

Co Baslangi¢ ¢ozeltisindeki PSA derigsimi (ng/mL)

C Sonug ¢ozeltisindeki PSA derigimi (ng/mL)

°C Santigrat Derece

A Angstrém

ML Mikrolitre

mL Mililitre

g Gram

mg Miligram

ng Nanogram

mM Milimolar

M Molar

mm Milimetre

um Mikrometre

nm Nanometre

m? Metrekare

cm Santimetre

cm? Santimetreklp

dk Dakika

% Yuzde

rpm Dakikadaki devir sayisi (rotation per minute)

kDa Kilodalton

Da Dalton

MA Molekul agirhgi



Mkuru Mikrokurenin kuru agirligi

\% Volt

mA Miliamper

A2g0 280 nm’deki absorbans

pl Izoelektrik nokta

HCI Hidroklorik asit

Kisaltmalar

WHO Dunya Saglik Orguti

FDA Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ilac idaresi
(US Food and Drug Administration-FDA)

CLIA Kemiliminesans immunassay

GMA Glisidil metakrilat

PVP Polivinilpirolidon

AIBN Azobisizobatironitril

PHEMA poli(hidroksietil metakrilat)

HEMA Hidroksi etil metakrilat

MBAA N,N'- metilenbisakrilamid

TEMED N,N,N’,N'-tetrametilen diamin

APS Amonyum persulfat

SEM Taramali elektron mikroskobu

BET Brunauer—-Emmett-Teller

FTIR Forier Dontsimld infrared Spektroskopisi

ESR Elektron Spin Rezonans

VSM Titresimli Ornek Magnetometresi

TGA Termogravimetrik analiz

Con A Konkanavalin A

DMF Dimetil formamid

DMSO Dimetil sulfoksit

DTT Ditiotreitol

[m-poly(EGDMA-MAH)] Manyetik poli(etieln glikol dimetakrilat-N-metakriloil-
(L)-histidin metilester
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PCa
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Prostat Spesifik Antijen
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Total PSA

Prostat Kanseri
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IsI sok proteini
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1,6 diaminohekzan
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1. GIRIS
Kanser, tani yontemleri ve tedavideki yeniliklere ragmen gunimuizin en énemli
halk sagligi sorunlarindan birisi olarak gérulmeye devam etmektedir. Kanser
gorulme sikliginin gun gegctikge artmasi ve yuksek 0lum orani gibi gesitli nedenler
kanserin gunumuzdeki 6nemini daha da arttirmaktadir [1]. Hastalik sirecindeki
kontrolin saglanmasi igin yapilan arastirmalar hiz kazanmis ve Ozellikle son
yillarda proteomiks alanindaki calismalar yaygin bir uygulama alani bulmustur.
Klinik proteomiks calismalari, hasta ve saglikli bireylerde farkl sekilde ifade olan
proteinlerin belirlenmesi, arastiriimasi ve tanimlanmasi i¢in ¢ok genis bir firsat
sunmaktadir. S6z konusu calismalar sayesinde daha iyi diagnostik ve prognostik

isaretleyicilerin gelistiriimesi ile yeni tedavi hedeflerinin kesfi mimkuin olacaktir [2].

Prostat kanseri (PCa) dinyada en yaygin besinci, erkeklerde ise kanser ile iligkili
dlimlerde ikinci sirada yer almaktadir [3, 4]. Ozellikle 1980'li yillarin ortalarindan
baslayarak PCa’nin tani ve tedavisinde blyuk ilerlemeler saglanmistir. Serumda
bulunan prostat spesifik antijen (PSA), PCa’nin erken tanisinda ¢igir agmis olup,
en oOnemli Kklinik biyokimyasal biyoisaret olarak karsimiza c¢ikmaktadir [5].
Biyoisaretler, hastalik surecinde teshis, tani, tedavi, diagnoz ve prognoz igin
onemli faktorler arasinda yer alan, bu slrecte meydana gelen fizyolojik durum ve
degisiklikleri gosteren biyolojik molekullerdir. Biyoisaretler, hastaligin erken teshis

edilmesine ve ilerlemesinin izlenmesine yardimci olan olgulebilir faktorlerdir [2].

Guncel tani stratejileri arasinda yerini koruyan PSA, sadece PCa’da degil, prostat
ile iligkili diger hastaliklarda da yukselebilmektedir. PSA’y1 PCa’ya 6zel bir tani
yontemi haline getirmek igin yapilan girisimler sonucunda PSA velositesi, PSA
dansitesi, yasa gore dedisen PSA referans araliklari ve PSA formlari ortaya
cikmigtir [2]. PSA ile iligkili kisitlamalar nedeniyle PCa’nin tanisi i¢in daha etkili
biyoisaretlerin kesfi gindeme gelmigstir. Kanser biyoisaretlerinin belirlenmesinde
kullanilan lektinler, son yillarda yuzyilin 6nemli buluglarindan biri olarak dikkat
cekmektedir [6]. Lektin afinite adsorpsiyonu, ornek igindeki bilegenlerin
ayrilmasinda lektinlerin ligand olarak kullanildigi bir afinite adsorpsiyonu tipidir.
Lektinler, karbonhidratlara 6zgullik gostermeleri nedeniyle kompleks ortamlardan
glikoproteinleri ayirmada yaygin olarak kullanilirlar ve hastalik durumu ile iligkili
yeni biyoisaretlerin kesfine olanak saglarlar. Kanser tanisinda oldukga énemli olan



glikoproteinler ve hastallk surecinde meydana gelen glikozilasyonlarin
kesfedilmesi gunumuzde klinik proteomikse iliskin calismalarin en 6nemli ilgi
alanlarindan birisidir. Malign hucrelerin kaybettikleri hucre oOzelliklerinin  ve
kazandiklari yeni 6zelliklerin birgogunun hiicre membranindaki ¢esitli degisikliklere
bagli oldugu gerge@i, tumor Dbelirteci c¢alismalarini  plazma membran
komponentlerine, dolayisiyla glikoprotein ve glikolipidlere yoneltmigtir [7]. Ayrica,
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ilag idaresi (US Food and Drug
Administration-FDA) tarafindan onaylanan tum kanser biyoisaretlerinin de
glikoprotein yapida oldugu dikkat cekmektedir [4]. Glikoprotein yapisindaki kanser
biyoisaretlerinin tanimlanmasi ve glikozilasyon degisimlerinin belirlenmesine
yonelik gerceklestiriien arastirmalarda lektin-glikoprotein  etkilesimlerinden
yararlanildigini gosteren kanitlar mevcuttur. Basta PCa olmak Uzere, karaciger,
meme, mesane, pankreas ve kalin bagirsak kanseri ile ilgili calismalarda cesitli
lektinlerin  kullanildig1  gosterilmistir [8]. Son yillarda, serum veya plazma
glikoproteomunun calisiilmasinda glikoproteinlerin adsorpsiyonu amaciyla lektin
immobilize polimerlerin  kromatografik aracglar olarak kullaniimasina yonelik
calismalar 6nem kazanmistir [9]. Bu calismalarda kullanilan ylksek yuzey alanl
biyoafinite adsorbentlerin, hizli baglanma kinetigiyle yUksek baglanma
kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir [10-13]. Bu baglamda, biyomolekdllerin
ayrilmasinda yuzey alanini artirmak igin hazirlanan es boyutlu partikillerin
kullanilmasi partikdl difuzyon direncinin olmamasi nedeniyle tercih edilmektedir
[14]. Manyetik ozellik tasiyan partikiller, hucreler, nukleik asit ve proteinler gibi
biyomolekdller igin tasiyici olarak kullaniimaktadir. Manyetik tasiyicilarin biyolojik
ortamdan filtrasyon veya santriflijleme basamaklarina gerek duyulmadan hizli bir
sekilde ayrilmasi bu partikulleri 6zellikle kullanisli hale getirmektedir. Ayrica,
manyetik ayirma yontemleri, yikama sirasinda ornekte seyrelme ve tasiyici kaybi
olmamasi, kolay yonlendirme, otomasyon ve minyaturizasyon gibi avantajlar da
saglamaktadir. [15]. Bu galigmada, PCa ve kontrol grubuna ait serum 6rneklerinde
glikoprotein yapisinda olan PSA'nin baglanma kapasitesinin saptanmasi ve
optimum PSA adsorpsiyon kosullarininin belirlenmesi igin lektin immobilize
manyetik  poli(glisidilmetakrilat) (mMPGMA)  mikrokurelerin  hazirlanmasi
amaglanmistir. Lektin immobilize mPGMA mikroklrelerin prostat ve diger kanser
turlerine 6zgu glikoprotein yapisindaki yeni biyoisaretlerin kesfi igin model bir

sistem olabilecegi 6ngorulmastir.



2. GENEL BILGiI
2.1. Genomik ve Proteomik

Genom, DNA’nin tasidigi genetik bilgiyi ifade eder. Bu bilginin ortaya g¢ikariimasi
ile ilgili tum galismalar genomik olarak adlandirilir. Bu ¢aligmalarda hastalik ya da
farkh fizyolojik suregler ile ilgili genler tanimlanmaya calisiimaktadir. Ancak, bu
tanimlanan genleri organizmanin hangi oranda kullandigi hakkinda bilgi
edinilememektedir. Genler, cgesitli biyolojik islevlere sahip degisik proteinler
kodlarlar ve bu proteinler ise sentezlendikten sonra degisimlere ugrarlar. Birgok
durumda da sentez sonrasi degisimler gen islevinden bagimsiz olarak
gerceklesmektedir. Bu nedenlerden dolayr genomik calismalara dayanan teshis
yaklagimlari klinik uygulamalar igin yeterli olmamaktadir. Gen urunlerinin sentez
sonrasi degisimlerin anlagilabilmesi i¢cin genomik sonrasi Dbilgiye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu noktada proteomik kargsimiza c¢ikmaktadir. Proteom, bir
hdcrenin, organin ya da organizmanin belirli bir zamanda ve yerde sahip oldugu
ve ifade ettigi tim proteinlerin toplamidir. Proteom, i¢ ve dig uyaranlara yanit
olarak biyokimyasal etkilesimler araciligi ile surekli degisim halindedir. Bunun
sebebi, protein ekspresyonlarinin vicudun farkli bdlgelerinde, hiicre déngusinin
farkli evrelerinde ve farkli gevre kosullarinda degiskenlik gostermesidir. Proteomik
ise belirli bir zamanda ve yerde bulunan tim proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini,
miktarlarini, translasyon sonrasi modifikasyonlarini, doku ve hucredeki islevlerini,
diger proteinlerle ve makromolekullerle olan iligkilerini aydinlatir. Proteomik,
spesifik hastaliklar, enfeksiyonlar ve toksik ajanlar gibi dig faktor uyarilari ile
olusan proteinlerin seviyelerinin ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi, iglevlerinin

aydinlatiimasi ve etkilesimlerinin saptanmasi bakimindan oldukga énemlidir [16].

Genomik ve proteomik, hastaliklara 6zgu proteinlerin belirlenmesini amaclayan iki
onemli biyomolekuler disiplin olarak karsimiza cikmaktadir [17]. Son yillarda
yapilan calismalar, biyokimyada devrim sayilabilecek gelismelerin daha iyi
izlenebilmesi i¢in yeni yaklagimlari da beraberinde getirmektedir. Tum
organizmalarda kompleks fonksiyonlar ve metabolik reaksiyonlarin gogu proteinler
tarafindan gergeklestiriimektedir. Bu baglamda, farkl dinamik kosullar altinda tim
proteomun protein ifadesi modelini ¢alismak ve bu kosullar altinda degisen 6zgul

proteinleri tanimlamak gerekmektedir.



2.2. Proteom Teknolojisi

Tim organizmalarda kompleks fonksiyonlar ve metabolik reaksiyonlarin g¢ogu
proteinler tarafindan gergeklestiriimektedir. Bu proteinlerin sayisi ise fonksiyonlarin
kompleksligi ile orantilidir. Bu nedenle kompleks sistemlerde yuksek ayirim gucu
olan yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Yapilan protein kimyasi ¢aligmalarinda
kullanilan birgok teknik proteom analizlerini de mumkun kilmaktadir. Ancak
proteom teknolojisi yeni bir bakis agisiyla temelde, fraksiyonlama, genis skalada
proteinlerin ayrilmasi ve translasyon sonrasi modifikasyonlarin analizini de
kapsayan protein tanimlamasina dayanmaktadir ve daha gelismis tekniklerin

kullanimini gerektirmektedir [18].

Proteomik, fenotipin saptanmasinda en dogru ve glvenilir yol olarak karsimiza
citkmaktadir. Tip alaninda; hastaliklarin tani ve takibi, terépatik uygulamalarin
etkilerinin izlenmesi ve patojen mikroorganizmalara karsi etkin ilag ve asi
gelistiriimesinde kullanilabilecek 6zgun proteinlerin yani biyoisaretlerin belirlenmesi
gibi 6nemli uygulama alanlari bulunmaktadir [19]. Proteom teknolojisi araciligiyla
kanser tanisi igin yeni biyoisaretlerin tanimlanmasi ve bu molekullerin analiz
edilmesi ile erken kanser tanisinda o6nemli adimlar atilmistir [6]. Hucresel
proteinlerin hasta ve normal bireylerdeki ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi
hastalik surecinin destekleyici faktorlerini ortaya c¢ikarmaya yardimci olmaktadir.
Proteinlerin proteomik analizleri ile birlikte post-translasyonel modifikasyonlar da
hastalikla ilgili yapilan c¢alismalar bakimindan oldukga 6nemlidir. Asetilasyon,
ubiquitinasyon, fosforilasyon ve glikozilasyonu igeren pek ¢ok post-translasyonel
modifikasyon bulunmaktadir. Her bir post-translasyonel modifikasyon protein
fonksiyonunu etkilemektedir [20]. Yapilan arastirmalarda memeli hicrelerinin %

80’inde post-translasyonel modifikasyon bulundugu gosterilmigtir [21].

2.2.1. Proteom Analizinde Kullanilan Ornekler

Proteom calismalarinda beyin, kalp, karaciger, akciger, kas, pankreas, dalak,
testis gibi insan dokularinin yani sira beyin sivisi, idrar, tukrak, hicreler arasi sivi,
amniyotik sivi, plazma ve serum gibi biyolojik sivilar kullaniimaktadir. En g¢ok
calisilan biyolojik sivi plazma ve serumdur [17]. Hastaliklara 6zgul protein

biyoigaretlerinin plazma ya da serumda belirlenmesi, hem tani hem de hastahgin



ilerleyiginin izlenmesi bakimindan tercih edilmektedir. Boylece tedaviye yonelik

yeni stratejilerin gelisgtiriimesi mimkun olabilmektedir.

En cok calisilan biyolojik sivi olan ve hastalik teshisinde kullanilan kan, yuksek
derisimde protein (60-80 mg/mL) icermektedir. Farkli organ ve dokular ile temasta
olmasi nedeniyle spesifik bir fizyolojik ve patolojik durumda degisime ugrayan
proteinlerin modifikasyonlarinin tanimlanmasina olanak saglar. insan plazma
proteinleri ile ilgili olarak yapilan son ¢alismalar ana protein kategorilerinin buyuk
kisminin plazmada yer aldigini gostermektedir. Cok sayida protein iceren plazma,
hastaliklara 6zgu proteinlerin belirlenmesi icin ideal bir kaynak olarak karsimiza
ctkmaktadir [17].

2.2.2. On Ayirma Yontemleri

Protein agisindan zengin olan plazma ve serumun tanisal araglar olarak
yuzyillardir kullanilmasina ragmen, hala az sayida protein tanimlanmig olup, bu
proteinlerin ise ¢ok az bir kisminin tanisal potansiyeli oldugu gosterilmigtir [1, 22,
23]. Albumin, immunoglobulin-G (IgG), transferrin, antitripsin ve haptoglobin gibi
plazma proteinleri total plazma proteinlerinin %85’ini olusturmaktadir [24].
Plazmada yer alan bu proteinlerin genis derisim araligina sahip olmasi plazma
proteomunu karmasik hale getirmektedir. Serum veya plazmanin proteomik
analizi, yuksek derisimdeki proteinlerin varlhg tarafindan o6nemli derecede
engellenmektedir. Ornegin, kandaki albiimin 30-50 mg/mL gibi oldukca yiiksek bir
derisim degerinde iken, PSA gibi hastaliklara 6zgu proteinler ng/mL dizeyinde
bulunmaktadir. Albumin ve IgG gibi plazmada fazla miktarda bulunan proteinlerin
derisimi az olan diger proteinleri maskelemeleri nedeniyle kromatografik

calismalardan dnce uzaklastiriimalari gerekmektedir [17].

On ayirma yontemleri, daha fazla proteini tanimlamak amaciyla proteomu daha
kliguk alt gruplara ayirmak icin kullaniimaktadir. Bdylece dustk derisimdeki
hastalik biyoisaretlerinin belirlenmesi mumkudn olabilmektedir [1, 25, 26]. Serum
ve plazma analizinde genellikle ilk basamak, ¢ok miktarda bulunan proteinlerin
mumkuin oldugunca uzaklastiriimasidir. Biyoigaretlerin tanimlanmasinda da
yuksek miktardaki proteinlerin uzaklastiriimasi igin bircok 6n ayirma yodntemi
gelistiriimistir [1]. immobilize Cibacron mavisi-F3GA boyali kolonlarin kullanildig

uygulamalar [27], immuno-afinite tabanh teknikler [28], kati faz fraksiyonlamasi
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[29], sivi kromatografisi [18], dusuk molekul agirlikh fraksiyon zenginlestirme [30,
31] s6z konusu yontemler arasinda sayilabilir. YirmikDa’dan kuguk molekal
agilikli analitlerin hizli ve tek basamakta konsantre edilmesinde, umut vadeden bir
yontem olarak N-izopropilakrilamid (NIPA) nanoparttkillerin - kullanilabilirligi

arastirma konusudur [32, 33].

Klasik albumin uzaklastirma yonteminde, albUmin icin ylksek afinite gosteren
klorotriazin bir boya olan hidrofobik Cibacron mavisi boyasi kullaniimaktadir [34,
35, 36]. Bu albimin uzaklastirma yodntemi, goreceli olarak daha ucuz bir yontem
olmasi nedeniyle, proteomik analizlerinde gunumuzde hala uygulanmaktadir [37,
38, 39]. Yuksek miktardaki proteinlerin uzaklastiriimasi igin kullanilan bir baska
yontem ise immunoglobinlerin uzaklastiriimasinda kullanilan Protein A/G
kolonlaridir [40, 41]. Albimin [38], 1gG [42] ve hem albimin hem de IgG [43]
uzaklastirimasi amaciyla kullanilan sistemlere sirasiyla manyetik poli(etieln glikol
dimetakrilat-N-metakriloil-(L)-histidin metilester mikroktre [m-poly(EGDMA-MAH)],
poli(hidroksietil metakrilat) (PHEMA) kryojel kolon ve Cibacron mavisi-F3GA ve
Protein A bagli kriyojel kolon (CB-nanoProA) ornek olarak verilebilir. Buna ek
olarak, yuksek derisimli  proteinlerin serumdan uzaklastirilmasi igin
uygulanabilecek ydontemlerin sayisinin artmasiyla birlikte ticari kitler gelistiriimeye
baslanmistir. Bu durum, serum analizlerini daha rutin bir islem haline getirmektedir
[44, 45].

2.2.3. Proteom Analizinde Kullanilan Yaklagimlar ve Teknikler

Genom analizi ile karsilasgtirildiginda daha karmasik olmasi nedeniyle proteom
analizinde daha guclu tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Tek ve iki boyutlu
elektroforez, kapiller elektroforez, kromatografi (iyon degisimi, afinite vb.) ve
ultrafiltrasyon proteom analizinde kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir.
Proteom analizi ile hastaliklarin gelisim sureclerini de kapsayan birgok biyolojik
olay ile proteinlerin yapisal ve iglevsel gesitliligi arasinda iliski kurulmasi, hasta ve
saglikh bireylerde farklilasan proteinlerin belirlenmesine olanak saglamaktadir.
Boylece, kanser, kalp-damar hastaliklari ve hemofili gibi birgok hastaliga 6zgu
proteinlerin belirlenmesi ile daha iyi sonug¢ veren teshis yontemleri ve tedavi edici
ilaglarin gelistiriimesi mumkun olacaktir [17].
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2.3. Biyoafinite Kromatografisi

Proteomikte siklikla kullanilan deneysel yontemler; proteinlerin ayrimini saglayan
sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE), iki boyutlu jel
elektroforezi (2-DE) ve proteinlerin tanimlanmasini saglayan kutle spektrometresi
(MS) dir. Geleneksel 2-DE-MS sisteminin bir pargasi olarak kullanilabilen
biyoafinite kromatografisi, proteomikte olduk¢ga énemli rol oynar [46]. Biyoafinite
kromatografisi, biyolojik olarak aktif maddelerin komplementer bilesenlerini ¢ok
secici ve tersinir olarak baglama yeteneklerine dayali bir g¢esit adsorpsiyon
kromatografisidir. Biyolojik ligand ya da sentetik analogu ile molekul UGzerindeki
komplementer baglanma bdlgesi arasinda meydana gelen 6zgin etkilesimi esas

alan bir yontemdir [17].

Ligandin kovalent olarak baglandigi kati destek, kromatografik kolonda sabit faz
olarak kullanilir. Ayrilacak olan biyomolekull igeren karisim kolondan gegirilir,
belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan afinite ligandi ile etkilesime girecek
uygun gruplari bulunmayan molekiller kolondan c¢ikarlar, afinitesi olanlar ise
kolonda adsorplanirlar. Adsorplanan biyomolekul ortam kogullari (pH, iyonik
siddet, sicakllk ya da Ure ve guanidin gibi ayristirici ajanlarin eklenmesi)
degistirilerek veya yarismaci ajan kullanilarak kolondan ayrilirlar. Ligand ile
biyomolekll arasinda gerceklesen kompleks olusumu, iyonik ve hidrofobik
etkilesimler, dipol dipol-etkilesimi, yuk aktarim etkilesimleri gibi molekuler kuvvetler
ile gergeklesir. Bu kuvvetlerin birkaginin ayni zamanda gergeklesmesi biyospesifik
badin seciciligini ve etkinligini belirleyen en temel etmendir [17]. Sekil 2.1’de afinite

kromatografisinin prensibi gosterilmektedir.

Bu yontem hemen hemen bitln biyomolekillerin biyolojik fonksiyonlari veya 6zel
kimyasal vyapilari esasina dayanarak saflastinimalarini  saglar. Enzimlerin
inhibitorleri, substratlari, kofaktorleri veya efektorleriyle, antikorlarin antijen veya
haptenlerle, lektinlerin karbonhidratlar ile yaptigi kompleksler, nukleik asitlerin
nukleotidlerle, hormon ve toksinlerin reseptorlerle olusturdugu kompleksler,
tasiyici proteinlerin vitaminler ve sekerlerle kurduklari kompleksler afinite
kromatografisine oOrnek olarak g0sterilebilir [17]. Afinite kromatografisindeki

biyolojik iligkilere ait drnekler Cizelge 2.1’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Afinite kromatografisinin prensibi.

Cizelge 2.1. Afinite kromatografisindeki biyolojik iliskilere ait érnekler [47].

Ligand Ligand ile etkilesen molekiil

Antikor Antijen, virts, hlcre

inhibitér Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor analogu)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, huicre ylzeyi reseptoérii, membran
proteini, hiicre

Nukleik asit Nukleik asit baglayan protein (enzim veya histon)

Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein

Seker Lektin, enzim veya diger seker baglayan proteinler

Biyoafinite adsorpsiyonunda istenilen 6zellige sahip kati destek malzemelerin
gelistiriimesi 6nemli etkiye sahiptir. Bu ayirma yonteminde, kullanilacak kati destek
malzemelerin dogru segilmesi, matriks ve ligand arasinda kurulacak olan kovalent
bag Uzerindeki etkisi nedeniyle en dnemli basamaktir. Bu malzemeler, immobilize

edilen ligand ve adsorplanacak biyomolekulun kararliligini da etkilemektedir [17].

Farkli tirde ¢ok sayida destek malzemesi, bu malzemelerin aktive edilmis sekilleri
ve kullanima hazir hale getirilmis ticari adsorbentler bulunmaktadir. S6z konusu
adsorbentler amaca uygun olarak secilip ¢esitli uygulamalarda kullaniimaktadir
[17]. Biyoafinite kromatografisinde kullanilan bazi kati destek malzemeleri Cizelge

2.2’de verilmistir.



Cizelge 2.2. Biyoafinite kromatografisinde kullanilan bazi kati destek malzemeleri

[17].
Tiir Kimyasal Yapi
Biyopolimerler Agaroz, dekstran, seliiloz
Yapay polimerler Poliakrilamid, poli(hidroksietil metakrilat), polistren
inorganik malzemeler Gozenekli cam

Biyopolimer/Yapay polimer  Agaroz/ Poliakrilamid
kompoziti

inorganik malzeme/Polimer  Silika/Hidrofilik polimerler

Biyoafinite kromatografisinde kullanilan kati destek malzemelerinin sahip olmasi

gereken oOzellikler agagida verilmistir:

» Cozunmemelidir.

Uygun gegirgenlige ve buylk i¢ ylizey alanina sahip olmalidir.
Uygun partikll sekline sahip olmalidir.

Ozgiil olmayan adsorpsiyon diisiik olmalidir.

Ligandin baglanmasi igin fonksiyonel gruplar igermelidir.

YV V VYV V V

Ligand immobilizasyonu, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon

kosullarina kargi kimyasal olarak kararli olmalidir.

A\

Mikrobiyal ve enzimatik ataklara karsi kararl olmalidir.
» Hidrofilik karakterde olmahdir [17].

Biyomolekullerin aktif bolgeleri genellikle molekulun i¢ kisimlarinda yer almaktadir.
Bu nedenle, enzim kofaktorleri gibi kiglk ligandlarin dogrudan matrikse
baglanmasi ile hazirlanan adsorbentler, matriks ile liganda baglanacak olan
makromolekll arasindaki yapisal (sterik) engellemeler nedeniyle disik ayirma
kapasitesi gosterebilmektedir. Bu gibi durumlarda ligandin makromolekulu etkili bir
sekilde baglanmasini kolaylastirmak amaciyla ligandin matrikse baglanmasi
sirasinda, ligand ile matriks arasina uzatici kol konulmasi avantajli olmaktadir
(Sekil 2.2). ilk basamakta taglyici matriks segilir ve aktive edilir. Eger gerekiyorsa,
tasiyicinin aktif bolgelerinden sterik engellemelerin gideriimesi amaciyla uzatici kol
takihr. Uzatici kollar, genellikle dusuk molekdl agirlikh ligandlarin kullanildigi
durumlarda (MA<5000) tasiyiciya kovalent olarak baglanan bilesiklerdir. Ligand

adsorbent ile uzatici kol Uzerinden tepkimeye girer. Bazi durumlarda ligand-uzatici



kol kombinasyonu ilk basamakta sentezlenir ve daha sonra tasiyiciya tek
basamakta immobilize edilir [17].

Uzatici kollarin uzunluklari oldukga onemlidir. Uzatici kolun uzunlugu ¢ok kisa ise,
ligand 6rnek icerisindeki 6zgul makromolekulini baglayamayacaktir. S6z konusu
kolun uzunlugu c¢ok fazla ise, ligand ile makromolekuller arasinda 6zgul-olmayan
etkilesimler meydana gelmektedir. Bu durum da ayristirmanin segiciligini
dustrmektedir. Siklikla kullanilmakta olan uzatici kollara verilebilecek bazi
ornekler; 1,6—diaminohekzan, 6-—aminohekzanoik asit ve 1,4-bis—(2,3—
epoksipropoksi) butan’dir. Bu kollar, ligandin baglanabilecedi ikinci bir fonksiyonel

gruba sahip olmak zorundadirlar [17].

Hedef molekdl ile destek Uzatici kol: Ligand ile molekiiliin
yiizeyinin cakismasi ligand ile etkin baglanmasini

molekdlin etkin baglanmasini kolaylastirmaktadir.
engellemektedir. )

Hedef molekl

Ligand

Destek materyal

Sekil 2.2. Uzatici kollarin prensibi (a) Ligand, dogrudan dodruya matrikse
baglanmistir (b) Ligand, bir uzatici kol araciligi ile matrikse baglanmistir.

Afinite adsorpsiyonu, jel elektroforezi calismalarindan &nce, segici olarak,
orneklerin konsantre edilmesinde kullanilabilir. Uygulamalar, jel elektroforezinin
ayristirma kapasitesine engel olabilecek bir proteinin veya bir grup proteinin
uzaklastiriimasi, proteinlerin daha ileri agamalardaki analizleri i¢in bir veya daha
fazla gruba ayriimasi seklindedir. Afinite saflastirma uygulamalarinin gogunda
kompleks karigimlardan kigilik bir grup protein uzaklastirimaktadir. Ornegin;
ligand olarak Artocarpus integer bitkisine ait lektin-M kullanilarak insan
serumundan N-bagl oligosakkaritler ayristiriimistir [48]. Bagka bir ¢calismada ise,
monomerik aktin, ligand olarak kullanilarak insan iskelet kasindan G-aktin

baglayici proteinler elde edilmigtir [49].
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Afinite kromatografisi i¢in ligandin segilmesinde baslica iki faktor etkili olmaktadir:

» Kullanillacak ligand saflastirilacak olan molekule o6zgul ve tersinir
baglanma 6zelligine sahip olmalidir.
» Ligandin kati destek malzemeye immobilize olabilmesi igin kimyasal

olarak modifiye edilebilir bazi gruplar igermelidir [49].

Afinite saflastirma tekniklerinin liganda gore siniflandiriimasi $ekil 2.3'de

gOsterilmisgtir.

Afinite Ayirma

Sekil 2.3. Afinite saflastirma tekniklerinin liganda goére siniflandiriimasi [49].
2.3.1. Lektin Afinite Adsorpsiyonu

Lektin afinite adsorpsiyonu, ornek icindeki bilesenlerin ayriimasinda lektinlerin

ligand olarak kullanildigi bir afinite adsorpsiyonu tipidir. Lektin afinite
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adsorpsiyonunu kullanarak glikoproteinleri elde etmek proteom c¢alismalarina

blayuk katki saglayan bir yaklagim olarak kargimiza ¢ikmaktadir [50].

Geleneksel saflastirma ydntemleri kullanilarak tam olarak ¢6zimlenemeyen
problemlerden birisi, normal gelisim strecinde veya patolojik durumlarda hicresel
adaptasyon ve sinyal iletiminde c¢ok o6nemli rolleri olan hicre yuzey
glikokonjugatlarin  yeterli miktarlarda elde edilememesidir. Lektin afinite
kromotografisinin gelistiriimesi yeterli miktarda hicre ylzey glikokonjugatinin
saflastirimasina olanak saglamis ve geleneksel yontemlerin ¢ok Otesinde
glikoprotein karigimlarinin tek bir bilesen seviyesine kadar ayrilip ¢ézimlenmesini
de mumkun kilmistir [51]. Ayrica hucre farklilasmasindan kansere kadar birgok
patolojik ve fizyolojik slrecgte hlicre ylzeyinde meydana gelen degisikliklerin
arastinimasinda da lektinlerin kullanilabilecegi gdsterilmistir [52]. immobilize
formdaki lektinler karbonhidratlarin, glikokonjugatlarin, enzimlerin,
immunoglobulinlerin,  hucrelerin  ayriimasi  ve  saflagtinlmasi  amaciyla
kullaniimaktadir [53]. Bu ydntem hem ylksek derisimde bulunan proteinlerin
uzaklastirimasi hem de hastalik biyoisaretlerinin kesfi icin bir arada
kullanilabilmektedir [54].

Glikoproteinlerin immobilize lektinler ile saflastirlmasinda yer alan basamaklar

asagida verilmigtir:

» Uygun secicilik 6zelligi olan lektin belirlendikten sonra, secilen lektin
kullanima hazir hale getirilir.

» Lektin kati destek malzemelere kovalent olarak baglandiktan sonra,
heterojen glikoprotein karisimi lektinin immobilize oldugu matriks Uzerinden
gegirilir.

» Glikoproteinin lektine baglanmasi icin optimum kosullar belirlenir. Lektine
O0zgu seker yapisina sahip olan glikoprotein matrikse adsorplanir. Diger
glikoproteinler ise tamponla yikanarak uzaklastirilir.

» Yikama islemine, kolonda protein kalmayana kadar ilgili dalga boyunda
spektroskopik olarak izlenerek devam edilir. Adsorbe olan glikoprotein
komplementer yapida bir seker kullanilarak kolonda stzulGr.

> Elde edilen proteinin safligi jel elektroforezi gibi yontemlerle kontrol edilir
[51].
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2.3.1.1. Lektinler

Lektin, Latince “legere” kelimesinden gelir ve “secmek” anlamini tasir [55].
Lektinler, karbonhidratlara 6zgullik gosteren protein ya da glikoprotein yapisindaki
biyomolekullerdir. Molekul 6zellikleri bakimindan farkhlik géstermeleri nedeniyle
heterojen bir protein sinifini olustururlar. Molekdl agirliklari 8500-400000 Da
arasinda degismektedir [17]. Dogada virUslerden bakterilere ve bitkilerden
hayvanlara kadar birgok kaynakta bulunurlar [54]. Karbonhidratlarla non-kovalent
olarak  etkilesimde  bulunan lektinler, glikokonjugatlarin  mono- ve
oligosakkaritlerine geridonugumlu olarak baglanirlar [52]. Lektin molekulleri iki
veya daha fazla karbonhidrat baglayici bdlge igerebilmektedir. Bu molekuller
eritrosit gibi htcrelerle reaksiyona girdiklerinde hilcre ylzeyindeki sekerlere
badlanirlar. Ayni zamanda hicrelerin de gapraz baglanarak ¢okmelerine neden
olurlar. Aglutinasyon olarak adlandirilan bu olay, hucre yuzeyinde bulunan
sekerlerin lektin molekulleri Uzerinde yer alan gseker baglayici bdlgelerle
etkilesiminin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar. S6z konusu etkilesimler, Van der
waals ve hidrofobik etkilesimler ile hidrojen baglarini kapsar. Non-kovalent olan bu
etkilesimler, enzim-inhibitor ya da antijen-antikor arasindaki iligskiye benzer gekilde

geri donasumludur [17].

1888 yilinda Peter Hermann Stillmark tarafindan yapilan g¢alismada, Ricinus
communis tohumlarindan elde edilen ekstraktin eritrositeri aglutine ettigi
kesfedilmistir. Eritrositlerin UGzerindeki monosakkaritleri spesifik olarak taniyip
baglanabilen ve yuksek bir toksik etkiye sahip olan bu protein ‘Ricin’ olarak
adlandiriimigtir [53].

1919 yilinda James Sumner tarafindan izole edilen ve 1936 yilinda mannoz ve
glukoza 6zgul oldugu gosterilen Konkanavalin A (Con A), Canavalia ensiformis
bitkisinden ekstrakte edilmistir [56]. Con A’nin eritrositleri aglutine ettigi gosterilmis
ve gergeklesen hemaglitinasyonun lektinlerle kirmizi kan hicrelerinin ylzeyinde
bulunan karbonhidratlarin etkilesiminin bir sonucu olabilecegi 6ngoérulmugtur.
Baklagil lektinlerin ilk 6ornegi olan Con A, tetramerik bir metalloprotein olup, a—D—
mannopiranozil, a—D—glukopiranozil ve yapisal olarak benzer kalintilari tagiyan
molekulleri baglamaktadir [57]. Con A’ya baglanacak olan seker molekullerinin, bu
molekile baglanabilmesi icin C3, C4 ve C5 pozisyonlarinda —OH gruplarini
bulundurmasi gerekmektedir [58].
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Baklagil lektinleri, seker baglayan proteinlerin en genis ve en ¢ok ¢alisilan ailesidir.
Tipik olarak bu protein ailesi iki veya dort alt birimden olusur. Her bir alt birim, ayni
seker 6zgulligune sahip, tek, kiguk bir karbonhidrat baglama bolgesine sahiptir.
Ayrica bu alt birim, karbonhidrat baglanmasi igin gerekli kalsiyum (Ca*?) ve
mangan (Mn*2) iyonlarini igerir [57]. Baklagil lektinlerin birgogu karbonhidrat
baglayici bolgelerine ek olarak hidrofobik bdlgelere de sahiptirler. Bu hidrofobik

bdlgeler adenin ve indol-asetik asit gibi nonpolar bilesikleri baglarlar [56].

1960l yillar takiben, pek c¢ok proteinin eritrositler digindaki htcre tiplerini de
aglutine edebildigi ve bu proteinlerin bircogunun gekerlere 6zgullik gosterdigi
saptanmaya baglamistir. Lektinler ilk olarak ‘aglitininler’ olarak tanimlanmalarina
ragmen, bugun htcreleri aglitine edici 6zelliklerinden c¢ok afinite 6zellikleri daha
on planda oldugundan ‘seker baglama proteinleri’ olarak tanimlanmaktadirlar [17].
Lektinlerle ilgili galigmalar, hicre yuzey karbonhidratlarindaki degisikliklerin tumor
olusumu ile iligkili olduklarinin gosterilmesiyle birlikte ivme kazanmaya baglamistir.
Daha sonra lektinlerin, kompleks karbonhidratlarin, 6zellikle glikoproteinlerin
yapisal ve fonksiyonel incelemelerinde olduk¢a Onemli araglar olduklari
gOsterilmigtir  [56]. Bodylece lektinlerin hicre yuzeyindeki glikoproteinlerin

saflastirimasinda ve karakterizasyonunda kullanilabilirligi kanitlanmistir.

Lektinler, glikobiyoloji alanindaki caligmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Lektinlerin karbonhidratlari secici olarak baglama o6zelliklerinden yararlanilarak
lektinlerle isaretleme ve izleme ydntemleri uygulanmaktadir. Lektinlerin bazilar
secicilik 6zelligi bakimindan zayif iken, bazilar ise bir tek sekeri hatta bu sekerin
bagini bile segebilecek kadar o0zgul davranabilmektedir. Bu Ozelliklerinden
yararlanilarak lektinler, oligosakkaritlerde monosakkarit bilesiminin, sira analizinin
ve baglanma 6zelliginin belirlenmesi amaciyla elektron mikroskobu calismalarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Kolloidal altin taneciklerinin lektinleri de igeren
cesitli geleneksel biyolojik problara baglanabilme 6zellikleri gorintileme kolayhgi
saglamaktadir. Bu oOzellikleri nedeniyle, altin partikilleri baglanmis lektinler

elektron mikroskobu ¢alismalarinda genis bir uygulama alani bulmustur [59].

Lektinler, hucrelerin bilinmezlerle dolu bir kara kutu gibi duran glikozilasyon
makinesinin nasil ¢alistiginin anlasilmasinda ve glikozilasyon ile meydana gelen
degisikliklerin  biyolojik ve fizyopatolojik sonuglarinin incelenmesinde umut

vadeden araglar olarak gorulmektedir [59].
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Glikobiyoloji caligmalarinda lektinler, sekerleri 6zgul olarak baglama ozelliklerinden
yararlanilarak miktar tayini ve fenotipin saptanmasi amaciyla kullaniimaktadir.
Monomerik birimler, glikoprotein miktarlarinin, hucrelerin fenotiplerinin, 6zel bir
hicrenin farkl islevsel ve metabolik durumunun ve farkli hicre populasyonlarinin

fenotipik dzelliklerinin belirlenmesine olanak saglarlar [59].

Lektinlerin tip alaninda tedavi amacl kullanilabileceklerine iligkin aragtirmalar ilgi
odagi olmustur. Lektinlerin kanser tedavisinde kullaniimasina yodnelik
arastirmalarda dne surllen fikir, antikanser etkisi olan ilaglarin timorli dokularda
yogunlugunun ve etki zamaninin artirlmasi yonundedir. GUnUmuzde hala
kullanilmakta olan bu ilaglarin normal hicreler Uzerinde de ¢ok fazla yan etkileri
bulunmaktadir. Hicreler igin toksik olan bu ilaglarin timorlt dokular igin 6zgul bir
karbonhidrat Unitesi ile baglandiktan sonra vicuda verilmesi, toksik maddenin
tumor hdcrelerinde lokalize olmasini ve normal somatik hicrelerdeki etkinin

minimuma indirilmesini saglamaktadir [59].

Lektinler, hicresel tanima olaylarinin incelenmesinde [59], hiicre yuzeylerinin
seker gruplarinda meydana gelen degisiklerin  gdsteriimesinde [60]
kullanilmaktadirlar. Ayrica, mikroorganizmalara karsi savunmada, azot fikse
eden bakteri ve bitki kOkleri arasinda gergeklesen simbiyotik iligskide, viruslerin
konakgi hucreyi tanimalarinda [61], hiicre bluyumesi ve farkhlagsmasinda da
lektinlerin roll buyUktar [62]. Biyolojik tanimada oldukga énemli olan rol oynayan
hicre yuzey karbohidratlarina kargi 6zgullik gostermeleri nedeniyle, lektinler
son zamanlarda hucrelerin ayirt edilmesi, kan gruplarinin belirlenmesi, kanser
tanisi konulmasi, hucre yuzey karbohidratlarinin yapisinin  ve dinamiginin
aciklanmasi, glikokonjugatlarin saflastirimasi ve yapisal karakterizasyonu gibi
oldukgca genis uygulama alani bulmuslardir. Lektinlerin bu kadar ¢ok sayida ve
farkli uygulama alanlarinda kullanilabilmelerinin nedenleri, dogada dagihimlarinin
ve miktarlarinin  ¢ok fazla olmasi, kolaylikla yiksek homojenlikte

saflagtirilabilmeleri ve karbohidrat baglama kapasitelerinin genis olmasidir [17].

Sonug olarak, lektinler cesitli biyolojik sistemlerde yasamin surekliligi igin
vazgecilmez olan hdcre-molekil ve hicre-hucre etkilesimlerinde tanima
molekulleri olarak anahtar rol oynarlar. Bu nedenle biyolojik olaylarin sekillenmesi
agisindan buyuk onem tasiyan lektinlerin, biyoloji ve tip alanlarinda genis bir
yelpazede pek ¢ok uygulamada yer almalari sasirtici degildir [63].
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2.3.1.2. Lektin-Glikoprotein Etkilesimleri

Glikoproteinler, polipeptid iskeletlerine kovalent bagl glikan zincirlerini igceren ve
karbonhidratlara baglanabilen proteinlerdir [64]. Kompleks karbonhidratlar,
glikoproteinler, proteoglikanlar ve glikolipidler olmak Uzere U¢ siniftan olusur ve
genellikle “Glikokonjugat® olarak adlandirilirlar. Biyolojik olarak aktif dogal
molekullerin pek ¢ogu glikokonjugatlardir. Bu molekullerdeki sekerler, s6z konusu
molekllin sentezlenmesi, parcalanmasi, kararlihgr ve aktiflesmesi Uzerinde

oldukga dnemli etkilere sahiptir [7].

Glikoproteinlerde yer alan monosakkaritlerin farkli siralama ve bag yapilari ile
birlesmesi sonucunda bircok karbonhidrat zincir yapisi ortaya c¢ikar.
Glikoproteinlerin karbonhidrat kisminda bulunan 7 cesit monosakkarit; glikoz,
galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetil glikozamin, N-asetil galaktozamin, N-
asetilndéraminik asittir. Bunlardan bagka daha az siklikla arabinoz ve ksiloz
sekerlere de rastlanir. Oligosakkarit zincirleri glikoproteinlerin peptid omurgasina
asparajin, serin, treonin, hidroksilizin veya hidroksipirolin olmak tzere 5 farkl
aminoasitten biri Gzerinden baglanirlar [7]. Glikoproteinlerdeki glikanlar peptitlere
N-bagh ve O-bagli olmak uUzere iki farkh sekilde konjuge olurlar. Asparajin
uzerinden N-tipi, serin ve treonin Uzerinden ise O-tipi glikozilenme meydana
gelmektedir [64].

Bakteriden insana kadar bircok canlida bulunan ve farkli iglevlere sahip olan
glikoproteinler kullanilan  6zgul lektin ile etkilesime girerler. Lektinler,
monosakkaritlere olan o6zgullukleri temel alinarak, yuksek afinite gosterdikleri
gruplara gbére; mannoz, galaktoz/N-asetilgalaktozamin  (GalNAc), N-
asetilglukozamin (GIcNAc), fukoz, and N-asetilmuramikasit olmak Uzere bes farkl
sekilde siniflandirilirlar [56]. Ancak, bazi lektinler sadece oligosakkaritleri
baglayabilirler. Bazi bitkisel kaynakli lektinlerin karakteristik ozellikleri Cizelge

2.3’'de gosterilmigtir.

Hucre ylzey membranlarinda farkli bircok karbonhidrat bulunmasi, s6z konusu
hacre ile 6zgul ve segici olarak etkilesime giren bir lektin kullanilarak ayirma
yapmaya olanak saglamaktadir. Bu etkilesim sirasinda hicre yapisinda herhangi
bir degisiklige neden olmadan, lektinlerin ligand olarak kullanildigi tastyicilar hicre

saflagtirlmasi igin son derece uygun malzemelerdir [17].
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Cizelge 2.3. Bazi bitkisel kaynakli lektinlerin karakteristik 6zellikleri [17].

Lektin Adi Kaynak

Mannoz/Glukoz Spesifik

Konkanavalin A Canavalia
(Con A) ensiformis
Pisum
Bezelye (PSL) i
sativum
Galanthus
Kardelen o
nivalis

GIcNACc Spesifik

Bugday tohumu  Triticum

aglitinin (WGA) vulgare
Soya fasulyesi Glycine
(SBA) max
Arachis
Yerfistigi (PNA)
hypogaea
- . Ricinus
R'C'..ngs. communis - s mmunis
Aglitinin (RCA) agglutinin
L-fukoz Spesifik
Ulex europaeus Ulex
lektin europaeus
Sialik asit Spesifik
Sambucus nigra Sambucus
(SNA) nigra
Oligosakkarit Spesifik
L-PHA Phase_olus
vulgaris
Solanum
Patates tuberosum

Monosakkarit

Mannoz

Mannoz

MannozP®

N-asetil
glukozamin
N-asetil

galaktozamin

Galaktoz®

Galaktoz®

Fukoz

Galaktozd

Oligosakkarit

Mana1,6(Mana1,3) Man

Glca1,2Glc

Mana1,6(Mana1,3)
Man a-O-Methyl

(GIcNACcB1,4)

GalNAca1,3Gal
B1,6Glc
Galp1,3GalNAc

Galp1,4Glc

L-Fuca1,2GalB1,4
GIcNAcB1,6R

Neu5Aca2,6Gal

Galp1,4GIcNAcB1,6
GalB1,4GIcNAcB1,2

(GIcNACB1,4)2-5

aq ya da B glikozid ile reaksiyona girme yetenegi. ° Bu kategorideki diger lektinlerden farkli olarak
GNA lektin Glc ya da GIcNAc ’e baglanmaz. ¢ GalNAc’e baglanmaz. ¢ Serbest Neu5Ac’e

baglanmaz, zayif olarak galaktoza baglanir.

Ligand-biyomolekul etkilesiminin benzersiz 6zgulligunun glikoproteinler gibi 6zgul

protein siniflarini ayirmak amaciyla kullaniimasi afinite kromatografisinin en 6nemli

uygulamalarindan biri olarak kabul edilmektedir. Belirli glikoprotein siniflarini hedef

alan ligand 6zgullugu, glikozilasyonda meydana gelen degisimin belirlenmesine

olanak saglar. Hem S-LAC (Serial Lectin Affinity Chromatography-Seri Lektin

Afinite Kromatografisi) hem de M-LAC (Multi Lectin Affinity Chromatography-
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Coklu Lektin Afinite Kromatografisi) glikozilasyonda meydana gelen degisimin

arastirimasinda kullanilan araglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir [54].

S-LAC yonteminde, heterojen glikoprotein karisimlari fraksiyonlanirken, s6z
konusu karisim lektin immobilize bir kolondan gecirildikten sonra, bu kolondan
ctkan karisim ikinci bir lektin immobilize kolona uygulanir. Farkli lektinler ile bu
islemin tekrarlanmasi, karisimdaki glikoproteinler icin safliga ulagiimasini ve
homojen bir glikoproteinin  karbonhidrat kismindaki mikroheterojenitenin
belirlenmesini saglar [17]. Ornegdin; S-LAC y6ntemi kullanilarak PCa surecinde N-

bagl seker zincirlerinde meydana gelen degisiklikler tanimlanmistir [8].

Yang ve ark. [65] insan serumundan glikoproteinleri elde etmek amaciyla M-LAC
yontemini gelistirerek, bu yontemin oldukga verimli ve tekrar kullanilabilir oldugunu
goOstermiglerdir. S6z konusu c¢alismada, meme kanseri hastalarinin serumlarindan
yuksek derisimde bulunan proteinler bu yodntem ile basarli bir sekilde
uzaklastiriimis ve ng/mL gibi disuk derisimlerde bulunan proteinler tanimlanmigtir.
M-LAC’da, farkh glikan 6zgullikleri géstermeleri nedeniyle birden ¢ok immobilize
lektin birarada kullanilir. ‘Glikozit kimelesme etkisi’ temeline dayanan bu yaklagim,
hem lektin baglanma bdlgelerinin hem de doku ve hucre ylzeyindeki karbonhidrat
tanima Unitelerinin  kUmelesmesi sonucunda baglanma afinitesinin  dnemli

derecede artmasi seklinde aciklanabilir [8].

Post-translasyonel modifikasyonlar arasinda en yaygin olani glikozilasyondur ve
Okaryotlarda bulunan proteinlerde % 50’nin Gzerinde bulundugu saptanmistir [54,
66]. Bu nedenle glikozilasyonla olusan post-translasyonel modifikasyonlarin
calisilmasi icin proteomik yontemlerin gelistiriimesi artan bir dneme sahiptir.
Glikozilasyon ile proteinlere eklenen glikanlar, proteinlerin tanimlanmasi,
hedeflenmesi, katlanmasi, hicre bluyume ve farklilasmasi, hiicre adezyonu,
immunolojik cevabin degdisimi gibi ¢ok sayida hucresel ve biyolojik fonksiyon
uzerinde etkili olmaktadir [54]. Glikozilasyon mekanizmasindaki degisiklikler, cesitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ve gelisiminde rol oynamaktadir. Bu baglamda,
glikozillenme ile meydana gelen translasyon sonrasi modifikasyonlarin ¢aligiimasi
icin proteomik ydntemlerinin gelistiriimesi gittikge daha da énem kazanmaktadir
[67]. Kompleks karbonhidrat zincirlerine ait yapisal anormalliklerin arastiriimasi
insan hastaliklarinin etiyolojisini ve patogenezinin anlagilabilmesi i¢in yeni ve

onemli bir bakig agisi kazandirmistir.
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N-tipi ve O-tipi glikozillenmenin tum proteinlerin % 50’sinden daha fazlasinda
goOrulmesi, glikozilasyon Uzerinde yapilan c¢alismalarin artan bir 6neme sahip
olduguna isaret etmektedir [68]. Cok sayida glikan yapisinin bulunmasi ve
glikozillenmedeki hatalarin farkli boélgelerde olabilmesi glikoproteomigi daha da
karmasik hale getirmektedir [69]. Yapilan arastirmalarda, Alzheimer hastaligi [70],
bazi kalp hastaligi tipleri [71], solunum sistemi rahatsizliklar [72], diyabet [73],
stres [74], kistik fibrozis [75], bazi renal bozukluklar [76], artritis [77], kanser [72] ile

ilgili hastaliklarin glikozillenmedeki hatalar ile iligkili oldugu saptanmistir [78].
2.4. Kanser Tanisinda Glikoproteinlerin Onemi

Serumda bulunan glikoproteinlerin seker zincirlerinin, kan dolagsiminda cgesitli
fonksiyonlari etkileyen sinyallerden sorumlu olduklarinin kesfedilmesi bilim
dunyasinda buyuk yanki uyandirmigtir. Artik sekerler, anlagiimasi gu¢ ancak ince
bir segicilik ile bilgi tasiyan molekulller olarak benimsenmis ve son yillarda
arastirmacilarin ilgi odagi olmusglardir. 1969 yilinda Robbins ve ark. tarafindan
yapilan c¢alismada, glikozilasyonun kanserle iligskilendirilebilecegi ilk kez
g6zlenmistir. Radyoaktif bir belirleyici ile isaretlenen monosakkaritlerin varliginda
kaltart yapilan kanser hacrelerinde, normal hacreler ile kiyaslandiginda ¢ok daha
buyuk molekullu seker zincirlerinin bulundugu gosterilmistir. 1960’h yillarin son
ceyreginde, normal hoécre ylzeylerinden farkli olarak, kanser hucrelerinin
yuzeyinde glikokonjugat seker zincirlerinin bulundugunu goOsteren calismalar

yayinlanmaya baslamistir [60].

Gunumuzde kanser hastalarinin sayisi hizla artmaktadir. Yapilan arastirmalarda
ABD’de kanser sonucu olumler tim olimlerin % 25'ni olusturmaktadir. Yapilan
tahmini hesaplamalar, her yil dogan dort erkekten ve bes kadindan birisinin kanser
ve bu hastaliga bagh gelisen komplikasyonlardan dlecegini gostermektedir [79].
Kanser tedavisinin basarili olmasinda temel ilke erken tanidir. Kanser tanisinda
glikoproteinlerin 6neminin farkina variimasindan bu yana, hastalik tani ve tedavisi
icin kullanilan glikoprotein yapisindaki biyoisaretlerin kesfi dnemli bir arastirma
konusu olmustur [54]. Pek ¢ok malignitede, hicre yuzeyinde, tumor dokusunda ve
serumda glikoprotein fraksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler bildirilmigtir [79-
81]. Glikoprotein fonksiyonlarinda belirleyici ve yardimci rol oynayan oligosakkarit

yan zincirlerinde yer alan c¢esitli monosakkaritler arastirilmig, 6zellikle zincir
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sonlarinda yer alan fukozun ve sialik asitin pek ¢ok malignitede serumda artmig

oldugu tespit edilmistir.

Gunumuzde bazi istisnalari disinda en yaygin kullanilan ve Uzerinde yogun
caligsmalar surdurulen yontemler immunolojik ve biyokimyasal yontemlerdir. Malign
hicrelerin kaybettikleri matur hicre 6zelliklerinin ve kazandiklari yeni 6zelliklerin
pek c¢ogunun hicre membranindaki cesitli degigikliklere bagli oldugu gercegi,
tumor belirteci c¢alismalarini plazma membran komponentlerine, dolayisiyla
glikoprotein ve glikolipidlere yoneltmistir [7]. FDA tarafindan onaylanan bazi

glikoprotein kanser biyoigaretleri Cizelge 2.4’de verilmistir.

S0z konusu kanser biyoisaretlerinin tUmunin glikoprotein yapida oldugu dikkat
cekmektedir. GUnimUzin en yaygin hastaliklarindan biri olan kanserin tani ve
tedavisindeki Gneminden dolayi, glikoprotein yapidaki kanser biyoisaretlerinin kesfi

uzerinde daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Cizelge 2.4. FDA tarafindan onaylanan bazi glikoprotein kanser biyoisaretleri [82].

Biyoisaret Glikozilasyon Kaynak Hastalik

CA15.3 + Serum Meme

CA27-29 + Serum Meme kanseri

HER2/NEU + Serum Meme kanseri

Fibrin/FDP + idrar Mesane kanseri

CEA + Serum Kolon, gégus, akciger, pankreas
EGFR + Doku Kolon kanseri

CA19-9 + Serum Gastrointestinal

KIT + Doku Gastrointestinal timor
AFP + Serum Karaciger ve testis kanseri
hCG-3 + Serum Testis kanseri

Tiroglobulin + Serum Troid kanseri

CA125 + Serum Ovaryum

PSA 4+ Serum Prostat kanseri

CA: Kanser antijeni, HER2/NEU: insan epidermal biyime faktdrli reseptérii-2, FDP:
Fibrin/Fibrinojen yikim Urinleri, CEA: Karsino embriyonik antijen, EGFR: Epidermal buyume faktor
reseptérii, KIT: Gastrointestinal stromal timér, AFP: a-fetoprotein, hCG-B: insan koryonik
gonadotropin, PSA: Prostat spesifik antijen.
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2.5. PCa

PCa, prostat bezinde ¢cogunlukla adenokarsinoma olarak ortaya ¢ikan, heterojen
ve genellikle gok odakh seyreden hastaliktir. Avrupa’da ve Amerika’da erkeklerde
en yaygin gorulen kanser tipi olup, tim dinyada erkeklerde kansere bagl 6lim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Amerika’da her yil ortalama
200.000 erkege PCa teshisi konulmakta ve yilda PCa sebebiyle 30.000 6lum
gerceklesmektedir [83]. Avrupa’da ise 2012 yilinda, erkeklerde 410.000’den fazla
yeni PCa tanisi konulmus ve 92.000’den fazla éliim meydana gelmistir. insidansin
surekli artmasina ragmen, PSA’nin klinik uygulamaya girmesiyle birlikte 6lum

oranlari hemen hemen ayni kalmigtir [84].

Gelismis ulkelerde en 6nemli risk faktorleri irk, yas, aile dykusu, diyet ve kansere
maruz kalma iken, az gelismis Ulkerlerde taninin dogru konulmamasi olumlerin
esas nedenidir [84]. PCa’yi diger Uro-onkolojik hastaliklardan farkl kilan en énemli
Ozellik, 1980’li yillarin ikinci yarisinda PSA’nin bir tumar belirteci olarak tanimlanip
kullanima girmesi ile birlikte bu hastaligin biyokimyasal olarak taranabilir ve tanisi
cok erken evrelerde konulabilir bir hastalik durumuna gelmis olmasidir [85].
Gunumuzde tarama testi olarak kabul goéren ve erken tumor tespiti igin kullanilan
tani yontemleri, serumda PSA duzeyinin belirlenmesi ve dijital rektal incelemedir
[84].

2.5.1. PSA

PSA, 28.4 kDa agirhginda, 237 aminoasitten olusan, % 8 oraninda karbohidrat (N-
badli oligosakkarit yan zincir) igeren tek zincirli bir glikopeptid olup, kallikrein (3)

gen ailesinden olan bir serin proteazdir [86].

PSA, ilk kez prostatta 1970 yilinda [87], seminal plazmada ise 1971 yilinda [88]
tanimlanmistir.  Prostat dokusunda PSA saflastirimasi ise 1979da
gerceklestiriimistir [89]. Serumda PSA dlgumu 1980°de yapilmis [90] ve 1986’da

ise PCa izleminde kullaniimasi igin FDA onayini almigtir.

PSA ilk kez 1980’lerin sonunda PCa tanisinda kullaniimaya baglamistir [91, 92].
1990l yillarin basinda PCa tanisi igin 4 ng/mL sinir deger olarak kabul gérmeye
bagslamigtir [93]. Catalona ve ark. [94] tarafindan yapilan ¢alismada, PSA degeri 4
ng/ml alindigi zaman biyopsi sonucu kanser tespit edilen hastalarda yas gruplari

arasinda fark saptanmamisg, yasli hastalarda Benign Prostat Hiperplazi (BPH) ve
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yasa baglh bir etki gorUlmemistir. Bu nedenle butin yas gruplarinda biyopsi
endikasyonu ve kanser saptanmasi agisindan 4 ng/mL esik de@er olarak kabul
edilmistir. Daha sonraki yillarda da PSA modifikasyonlari olarak tanimlanan, yasa
0zgu PSA degerleri (yasa bagli prostat buylimesi ve okult prostatik hastaligin
ayrimi igin), PSA velositesi (zamana bagh PSA degisiklikleri), PSA dansitesi
(prostat buyuklugune bagh seviyelerin standardizasyonu), PSA formlari (PSA'nin
serbest ve proteine bagh formlari) gibi birgok kavram ortaya atiimistir. Bu
parametreler de PCa’nin tanisinda ve biyopsi endikasyonunun konulmasinda

yardimci parametreler olarak yillardir kullaniimaktadir [95-97].

Biopside kanser teshis edildikten sonra, biopsi 6rneklerindeki kanser hicrelerinin
gorunumd, igindeki ¢cekirdeklerin buyuklugu ve sekline bakarak ureme, yayilim hizi
hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglayan ve Gleason skoru olarak belirlenen bir
derecelendirmeye tabii tutulur. Bu skor iki rakamin toplami ile ifade edilir ve bu
deger 10’a ne kadar yakin ise kanser o kadar saldirgan demektir; genellikle 7 ve
Uzeri ¢ok daha tehlikelidir [98]. Ornegin; 3+3=6, 4+3=7, 4+5=9 gibi ifadelerle
kargilasilir; ilk yazilan rakam da ayri bir énem tasir, nitekim 3+4=7 c¢ikmig bir

kanserden 4+3=7 ¢ikan bir kanser tipi daha saldirgan ve tehlikelidir.

PSA, kan dolasiminda serbest PSA (fPSA) ve total PSA (tPSA) olmak uzere iki
farkh sekilde bulunur. fPSA, kan dolasiminda proteinlere bagh olmadan serbest
olarak dolasir, tPSA ise proteinaz inhibitorleri ile kompleks olusturur. Yakin tarihe
kadar tPSA igin Ust sinir olarak 4.0 ng/mL benimsenmis olmasina ragmen,
Amerikan Kanser Cemiyeti tPSA Ust sinirinin 2.5 ng/mL olarak kabul edildigini
rapor etmistir. Yapilan arastirmalarda tPSA seviyesi 2.5 ile 4.0 ng/mL olan
vakalarin %25’inde PCa bulundugu saptanmigstir [99]. tPSA degeri 2.5 ng/mL’nin
Uzerinde oldugu durumlarda, fPSA olcllerek elde edilen fPSA/tPSA orani PCa
tanisi konulmasina yardimci olmaktadir. Bu oran, PCa ve BPH ayriminda
kullaniimakta ve fPSA/tPSA orani 0.20’den duslik olanlarda PCa ihtimali
artmaktadir [98].

Prostat biyopsilerini degerlendirmede rutinde yardimci olarak kullanilan biyoigaret
PSA'dir. PCa’nin hem tani hem de prognozunu tahmin etmede kullanilan
PSA’'nin, prostatik asit fosfataz (PAP) ile karsilastirildiginda daha hassas ve
spesifik oldugu gdsterilmistir [85]. PSA, PCa’nin erken tanisinda, evrelemesinde

ve tedavi sonrasi izleminde yaygin olarak kullanilan en énemli timor belirleyicisi
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olarak karsimiza c¢ikmaktadir. PSA testi ve PSA modifikasyonlari, PCa
taramalarinda “altin standard” olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu testler dusuk
duyarlihk ve 6zgullik goéstermeleri nedeniyle, élumcul formlari iyi huylu (6rnegin;
prostatit ya da BPH) ya da latent asemptomatik kanserden ayirmada yetersiz
kalmaktadir. PSA her ne kadar prostat organina 6zgu olsa da, PCa'ya 6zgu
degildir. Malign transformasyon sirasinda meydana gelen PSA glikozilasyonu ya

da PSA seker zincir yapisi deg@isimleri ile iligkili ¢esitli calismalar yapilmistir [93].

Serum PSA dlzeyi PCa disinda diger prostatik hastaliklarda da ylkselebilmektedir
[84]. Bu nedenle PSA ile iligkili s6z konusu kisitlamalar nedeniyle, PCa taramasi
icin hucresel ve genetik biyoisaretleri iceren PCA3 (prostat kanseri protein-3)
[100], AMACR (a-metil agil KoA rasemaz) [101], spesifik metaloproteinazlar [102]

ve glikan profilleri [103] gibi yeni biyomolekuller 6nerilmektedir.
2.5.2. PCa Biyoisaretleri

PCa’nin tani ve takibinde sinirl role sahip olan PAP’In tarama testi olarak PCa igin
duyarhihgr ve o6zgullugu oldukga dusuktir. Daha onceki yillarda, PCa’da klinik
biyoisaret olarak PAP kullaniirken [104-107], gUnumuzde yerini PSA’ya
birakmistir [107-109]. Literatlirde diger biyoisaretler rutin klinik uygulamalar igin
Onerilmek Uzere yeterli derecede desteklenememistir [108]. BPH ve prostat
infeksiyonlarinda da serum PSA duzeylerinin yukselebilmesi nedeniyle, PCa ile

ilgili yeni biomarkerlarin bulunmasi ve gecerliliklerinin kanittanmasi gerekmektedir.

Literatlrde, PCa’da tarama ve biyoisaretler konusunda tartismalar ve arastirmalar
blylk bir hizla devam etmektedir. PSA’nin 1979’daki ilk yayinlarini ve hizla klinik
uygulamaya girmesini takip eden yillarda, biyoisaretler ile ilgili yayinlarin sayisi da

artmaktadir. Bu durum da, konunun ilgi gekiciligini agikga kanitlamaktadir.

PCa igin serum biyoisaretlerinin tanimlanmasi pek ¢ok arastirmanin konusu
olmustur. Yapilan bir galismada, kaspazla kirilmis sitokeratin 18 (CK18-Asp396)
invivo kosullarda tumor apoptozisinin degerlendiriimesinde kullaniimistir [110].
Baska bir calismada, prostat spesifik protein-94 ileri derecede PCa’li hastalarin
tanimlanmasi amaciyla kullanilmigtir [111]. Buna ek olarak, serum hepatosit
blylme faktor aktivatori ileri derecede PCa’li hastalarin belirlenmesini bir Ust
seviyeye cikarmigtir, ancak klinik degeri agisindan dogrulanmasi i¢in ek galismalar

gerekmektedir [112]. insilin Benzeri Bluyime Faktdr Baglayici Protein-1 ve 3
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prostat kanserinde hicre buyUmesinin regulasyonunda onemli bir role sahiptir.
Inslin Benzeri Bllyiime Faktér Baglayici Protein-3/PSA orani ileri derecede PCalll
hastalarda kullanilabilir bir prognostik isaret olarak énerilmektedir [113]. Diger bir
calismada ise, 80 kDa'luk e-kaderin fragmentinin PCa’nin ilerlemesini tespit etmek
uzere kullanilabilecegi gosterilmistir [114]. Yapilan uygulamalarda a-metil agil KoA
rasemaza kargl olusan immun cevap PCa’li hastalarin tanimlanmasinda PSA igin
tamamlayici olarak oneriimektedir [115]. Cizelge 2.5’'de Dinya Saglik Orgiitii

onayl ve potansiyel PCa biyoisaretleri verilmistir.

Cizelge 2.5. Diinya Saglk Orgiti (WHO) onayli ve potansiyel PCa biyoisaretleri.

Hastalik WHO Onayli Potansiyel Biyoigaretler
Biyoisaretler

Prostatik asit fosfataz, kaspazla kirilmis sitokeratin
18 (CK18-Asp396), prostat spesifik protein-94,

PCa PSA hepatosit biiyiime faktor aktivatorii, insiilin Benzeri
Blyume Faktor Baglayici Protein-1 ve 3, e-
kaderin, a-metil acil KoA rasemaz

2.5.3. PCaiile ilgili Proteomik Caligmalari

PCa’nin ylksek siklikta gorilmesi, bu kanser tlrinin erken donemde tespiti igin
yeni tani yontemlerinin gelistiriimesine neden olmustur. PCa erken evrelerinde ¢ok
az belirti gosterdiginden, genellikle ileri agsamalarinda teshis edilir. PSA’nin PCa ve
BPH’y1 ayirmada yetersiz olmasi nedeniyle biyoisaretlerin kesfine yonelik
¢alismalara artan bir ilgi s6z konusudur. Arastirmacilar yeni biyoisaretlerin
kesfinde proteomik calismalarindan yararlanmaktadir. Geleneksel 2-D jel
elektroforezi teknigi, PCa’li hastalardan alinan plazma, idrar, prostatik sivi, nikleer
matriks, hdcre lizatlarn gibi 6rneklere uygulanmistir. Prostatik sivinin izoelektrik
noktasi (pl) 4, molekul agirlhigi ise 22 kDa olarak tespit edilen ve ‘protein D’ olarak
adlandirilan bir bilesen igerdigi saptanmistir. Buna ek olarak, bu bilesenin PCa’li
hastalarda yaygin sekilde bulundugu gosterilmistir. Baska bir calismada ise,
idrarin klinikte potansiyel olarak kullanilabilecek birgok biyoisaret icerdigi rapor
edilmistir. Bu biyoisaretlerden bazilarinin PCa’li hastalarda baskilandigi,
bazilarinin ise fazla ifade oldugu goésterilmistir [116]. PCa’nin erken tanisina
yonelik pek cok proteomik galismalari bulunmaktadir. Ornegin; yapilan bir

calismada BPH'li ve PCa’li dokularindan elde edilen nikleer matriks proteinlerinde
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miktar acgisindan farkhlik gosteren 14 farkli proteinin yer aldigi gosterilmistir.
Ancak, bu calismada MS tekniklerinin kullanilmamasi bu proteinlerin
tanimlanmasini engellemigtir [117]. Alaiya ve ark. [118] tarafindan yapilan
calismada, PCa’li dokulardan alinan &rneklerde proliferasyon hicre nukleer
antijeni (PCNA), kalretikulin, 1s1 sok proteini (HSP) 90, HSP 60, onkoprotein 18(v),
uzama faktora 2, glutatyon-S-transferaz pi (GST-pi), superoksit dismutaz ve trioz
fosfat izomeraz protein seviyelerinde belirgin bir artis oldugu goésterilmistir. 2-D
temelli analizler kullanilarak gergeklestirilen bu calismada ayrica, tropomiyozin 1
ve 2 ve sitokeratin 18'in BPH'ya gore PCa’'da daha yuksek oranda bulundugu

saptanmigtir [118].

Son zamanlarda, jel temelli olmayan yaklasimlar yeni biyoisaretlerin
arastirlmasinda buyudk ilgi gormektedirler. Bu yaklagimlardan biri olan SELDI-
TOF-MS (Yuzey etkisi arttinimis lazer desorpsiyon/iyonizasyon kutle
spektrometresi) teknolojisi, biyogip Uzerinde kimyasal olarak modifiye edilmis
ylzeye, secici olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin afinite temeline dayanarak
kitle spektrometrik yontemle analiz edilmesidir. Bu teknoloji, yiksek islem hacmi
ile duyarli ve verimli bir sekilde calisiimasina olanak saglar. Kapsamli analiz
imkani sunan bu teknoloji, kompleks biyolojik orneklerin protein profillerine
ulasilmasini muimkdn kilar. Xiao ve ark. [119] yaptiklari g¢alismada, PCa’nin
tanimlanmasini saglayan veri toplamiglardir. S6z konusu galismada, iyi ve kotu
huylu prostat hastaliklarinin ayirt edilmesi amaciyla prostat-spesifik membran

antijeni (PSMA) ProteinChip immunoassay ile tayin edilmigstir [119].

Basu ve ark. [85] yaptiklari calismada, PCa ve BPH arasindaki farki gézlemek
amaciyla karbonhidrat ve Con A etkilesimini incelemislerdir. PCa’li hastada PSA-

Con A etkilesiminin daha zayif oldugunu gézlemislerdir.

PCa’li hasta serumundan elde edilen serum orneklerinin, SDS-PAGE, 2-D jel
elektroforezi ve MS gibi ileri analizler 6ncesinde, lektinler aracihdi ile glikozillenme
Ozelliklerinin belirlenmesi suphesiz ki proteom analizlerine katki saglayacaktir.
Bdylece, PCa’ nin seyri sirasinda serum proteinlerinin glikozillenme profilleri

aydinlatilabilecek ve hastaligin seyri ile iligkilendirilebilecektir.
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2.6. Polimerler

‘Poli’ Latince bir sdzcuk olup ¢ok sayida anlamina gelir. ‘Monomer’ adi verilen
birimlerin bir araya gelmesiyle olusan polimerlerin varhgi ilk kez 1920’li yillarda
Herrman Staudinger tarafindan gosterilmistir. Gegen yillar icinde de polimerler
kendine genis bir uygulama alani bulmustur. Biyoteknoloji, biyomUhendislik, tip,
eczacllk, tarim, veterinerlik, ¢cevre, gida endustrisi gibi alanlarda polimerik yapilar
yaygin olarak kullaniimaktadir. Saglik alaninda, denetimli salinim ve enzim
immobilizasyon sistemlerinde polimerik malzemelerden yararlaniimaktadir. Ayrica
sOz konusu malzemeler, kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan malzeme,
yapay organ, kontakt lens, yapay kornea ve yapay kikirdak yapiminda da

biyomalzeme olarak kullaniimaktadir [17].

Polimerler, ¢ok sayida ayni ya da farkh atomik gruplarin kimyasal baglar ile az ya
da cok duzenli bir sekilde baglanmasi ile meydana gelen uzun zincirli, yliksek
molekdl agirlikh bilegiklerdir. Tek bir polimer zincirinde ¢ok sayida monomer
bulunur. Polimer zincirini meydana getiren monomerlerin ozellikleri ve zincirlerin
birbirleri ile olan etkilegimleri polimerin 06zelligi Uzerinde belirleyici bir etkiye
sahiptir. Polimer zincirleri dogrusal ya da dallanmis olabilir. Ana zincirden ayrilan
yan dallarin baska ana zincirlere baglanmasi sonucunda ‘gapraz bagh polimerler’

olusur [17].

Polimer destek malzemeleri inorganik ya da organik olabilir. inorganik destek
malzemelerinin (silika ve gobzenekli cam) dezevantaji, segici baglanma igin
fonksiyonel grup icermemeleridir. Bu nedenle, ¢ok cesitli fonksiyonel gruplar

iceren, secici 6zellige sahip kureler Uretiimektedir [120].

Bir tek monomerden olusan polimerlere homopolimer, birden fazla monomerden
olugan polimerlere ise kopolimer adi verilir. Monomer birimlerinden baslayarak
polimer molekullerinin elde edilmesine kadar olan reaksiyonlara polimerizasyon
reaksiyonlari denir. Polimerizasyon reaksiyonlari laboratuar olglsinde ya da
endustriyel amacli olarak bayuk Olceklerde cesitli kosullarda
gerceklestirilebilmektedir [120]. Polimerler kullanim amacina goére, farkh sekil ve
boy dagihmlarina sahip olarak Uretilebilmektedirler. Bunlara 6rnek olarak

mikrokureler, membranlar, nano yapilar, monolitler ve kriyojeller verilebilir [17].
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2.6.1. Mikrokireler ve Kullanim Alanlari

Birka¢ mikrondan milimetre boyutlarina kadar degisik cap ve boy dagilimlarinda,
g6zenekli ya da gbézeneksiz, farkl ylzey ve yigin yapilarinda hazirlanabilen
malzemelerdir. Ayirma islemlerinde, biyolojik etkinlige sahip maddelerin
immobilizasyonunda, biyoafinite kromatografisinde tasiyici olarak, kolon
kromatografisinde ise kolon dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir [121, 122].
Afinite kromatografisinde ylksek adsorpsiyon kapasitesi elde etmek igin afinite
sorbentlerinin ylzey alaninin biylk olmasi avantaj saglar. Bu baglamda, yuzey
alanini artirmak igin yuksek gozeneklilige sahip malzemeler ya da mikron

boyutundaki kureler kullaniimaktadir [123].
2.6.2. Manyetik Partikuller ve Polimerler

Manyetik partikuller, nano boyuttan mikron boyutuna kadar sentezlenebilmektedir.
Endustri alaninda uzun yillardir kullanilan bu partikiller biyotipta da yaygin olarak
kullanilmaktadir [17]. Manyetik partikuller, hicreler, nukleik asit ve proteinler gibi
biyomolekuller igin tasiyici olarak goérev yaparlar. Manyetik tasiyicilarin 6zgul
uygulamalarda kullanilmak Uzere farkli ylzey fonksiyonel gruplarina sahip
polimerler ile sentezlenmesi olduk¢a yaygindir. Bu amagcla literatirde farkh
uygulamalar i¢in poli(hidroksietil metakrilat) [124], poli(vinil alkol) [125],
poliakrilamid [126], poli(vinil batiral) [127], poli(metil metakrilat) [128], poli(stiren-

divinilbenzen) [129] gibi tasiyici materyaller hazirlanmistir.

Manyetik polimerler, manyetik cekirdek (inorganik nanopatikuller) ve polimer
kabugu (organik polimer matriksi) kisimlarindan olusur [121]. Cekirdek kabuk
morfolojisi kirelerin modifikasyonuna olanak saglamakla kalmaz, ayni zamanda
spesifik olmayan baglanmalari ve yigin olusumunu da engeller. Polimerin kabuk
kismi ortama demirin sizmasini Onleyerek toksisiteyi elimine eder. Ayrica, biyolojik
olarak bilesiklerin baglanmasi igin gerekli kimyasal modifikasyonlara imkan saglar.
Yuzey ozellikleri ve boyutlari ise in-vivo ¢alismalarda olduk¢a énemlidir. Manyetik
yakalama oOzelliginin esit olabilmesi i¢in kire boyutlarinin ayni olmasi
gerekmektedir [122].

Manyetik ayirma teknikleri, manyetizmanin kullanildigi essiz bir yontemdir.
Manyetik partikullerin hicre izolasyonu [130], enzim saflagtirma [131] ve enzim

immobilizasyonu [132, 133] gesitli kromatografi yontemleri [134], immunolojik tani
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ve test kitleri [135], ilag hedefleme ve kontrolli salinim sistemleri [136], molekuler
biyoloji [124] ve protein saflastirma [137, 138] calismalari gibi uygulama alanlari
bulunmaktadir. S6z konusu partikillerin uygulanan manyetik alana cevap vererek
istenilen sekilde hareket ettirilebilmeleri birgok uygulamada avantaj saglamaktadir.
Manyetik tagiyicilar, akiskan yataklarin (dusuk basing dugmesi, yuksek besleme
akimi) ve dolgulu kolonlarin (karigtirmaya gerek olmamasi, yuksek kutle transfer
hizi, sivi-katt temas imkani saglamasi) ©onemli karakteristik o6zelliklerini

birlestirmektedir.

Yikama basamaginda oOrnekte seyrelme ve tasiyici kaybi olmamasi, kolay
yonlendirme, otomasyon ve minyaturizasyon ig¢in uygun ve Olgeklendirilebilir
olmasi manyetik ayirmanin avantajlari arasinda yer alir. Manyetik ayirma
sistemlerinin zararli kimyasal ve fiziksel etmenlere (santriflijleme, kromatografi
membrani gibi) maruz kalmadan mininum mekanik stres kosullar altinda
calismaya imkan saglamasi s6z konusu sistemi 06zellikle kullanigh hale
getirmektedir. Manyetik tasiyicilarin  biyolojik ortamdan filtrasyon veya
santrifijleme gerekmeksizin basit, etkin ve hizli bir sekilde ayrilmasini saglayan

ekonomik bir yontemdir [15].
2.6.3. Demir Oksit Nanopartikuller

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler, nanopartikillerin sentezine,
karakterizasyonuna ve fonksiyonel hale getiriimesine imkan saglar. Nano boyutlu
demir oksit partikilleri yaklagik 40 yildir in vitro tani amacgh c¢alismalarda
kullaniimaktadir. Demir oksit nanopartiklller en ¢ok tercih edilen manyetik
partikiller arasindadir. Basta maghemit ve manyetit olmak Uzere bir¢cok demir
oksit partikili gunumuzde farkl c¢alismalarda kullaniimaktadir. Nano boyuttaki
manyetik partiklllerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin anlasiimasi ile ilgili yapilan
calismalarda nano boyutta bu partikillerin manyetik 6zelliginin degistigi ve
superparamagnetik karakter kazandigi saptanmistir. Bu durum her bir manyetik

partikilin kendi basina manyetik birim olugsturmasindan kaynaklanmaktadir [17].
2.6.4. Glisidil Metakrilat (GMA)

GMA, pekgok endustri alaninda genis bir kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle
ticari olarak ilgi géren bir monomerdir. Bu monomer homojen ve heterojen polimer

ag yapllarinin hazirlanmasinda kullanilir. Polimer kimyasi ve teknolojide onemli rol
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oynan GMA bazli polimer destek materyallerin en buyuk avantaji kolaylikla
donustarulebilir oksiran gruplarina sahip olmasidir. Son zamanlarda yapilan
calismalar bu polimerlerin ilag ve biyomolekul baglama gibi 6zel uygulamalardaki

ustlin performansindan dolayi oldukga fazla ilgi cektigini gdstermektedir [139].

GMA polimerleri, yuzeyinde bulunan epoksi gruplari ile hazirlanan desteklere yeni
fonksiyonellikler kazandirmasi nedeniyle ilgi gekici olmaktadir. Epoksi gruplarinin
reaktif karakteri ve ¢ok sayida reaksiyona girme yetenegi, poli(GMA) kureleri
uzerine ligand baglanmasini kolaylastirmaktadir. Boylece birgok biyolojik
uygulamada kolaylikla modifiye edilerek kullanilabilmektedir. S6z konusu kureler
suspansiyon ve dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenebilmektedir. Ayrica son
yillarda vyapilan c¢alismalar hazirlanan mikrokurelere manyetik o6zellikler
kazandiriimasi ile  protein  saflastirlmasi  gibi  6énemli  uygulamalarin
gerceklestirilebilecegini gostermektedir [131]. Sekil 2.4’de glisidil metakrilatin

yapisi gosterilmigtir.

CH-

CH-

Sekil 2.4. Glisidil metakrilatin yapisi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Ferrik klorur-FeCl3.6H20, Con A, N,N'-metilen-bis(akrilamid) (MBAA), akrilamid,
amonyum persulfat (APS), poli(vinil pirolidon) (PVP K-30), glutaraldehit ¢ozeltisi
(%25’lik sulu ¢dzelti) Sigma (St Louis, ABD) firmasindan saglanmistir. Ferréz
klorir-FeCl2.4H20 ve GMA Aldrich (ABD), 2,2’-azobisizobutironitril (AIBN), 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA) ve N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED) Fluka AG
(isvicre) firmalarindan temin edilmistir. Kullanilan diger kimyasal maddeler ise
analitik saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir.
Deneylerde kullanilan su, yuksek akigl sellloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, I1A) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun

(deiyonize su) iletkenligi 18 MQ/cm’dir.
3.2. Calismada Kullanilan Kan Ornekleri

Bu calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Uroloji Anabilim Dalr’na
basvuran, yaslari 50-70 arasinda degisen erkek bireylerin kan ornekleri danhil
edildi. Hasta ve kontrol grubu olmak Gzere toplam 20 kisinin kan 6rnegi toplandi ve
s6z konusu ornekler 3000 rpm'de 5 dk santrifij edildikten sonra serumlari ayrilarak
-20°C’de saklandi. Toplanan kan o&rneklerinin fPSA ve tPSA degerleri CLIA
(Kemiliminesans immunassay) ile ol¢uldi (UniCel Dxl 600 Access Immunoassay

System, Beckman Coulter, USA).
3.3. Demir Oksit Partikillerin Sentezi

SlUperparamagnetik demir oksit (FesO4) nanopartikillerinin sentezi ikili ¢coktirme
yontemi ile gerceklestirildi [136, 140]. Amonyak ¢ozeltisi (0.7 M, 500 mL) igerisine
Fe*3tuzu (40 mL distile su, 4.093 g FeCls.6H20) ve Fe*? tuzu (10 mL distile su,
2.595 g FeCl2.4H20, 2 M HCI) sulu ¢ozeltileri eklendi. Mekanik karistirma sistemi
ile 2 saat slire boyunca karigtirildi (25°C’de 400 rpm) ve olusan Fe3Os4 miknatis
yardimiyla ¢ozeltiden izole edildi. Manyetit, su ile yikandiktan sonra etanol

icerisine alindi. Demir oksit sentezinin sematik gosterimi Sekil 3.1°de verilmigtir.
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Sekil 3.1. Demir oksit sentezinin sematik gosterimi.
3.4. mPGMA Mikrokiirelerin Sentezlenmesi

MPGMA mikrokurelerin sentezi dispersiyon polimerizasyon yontemi ile sicaklik
kontrol sistemi ile donatiimis balon reaktdorde gergeklestirildi [122]. Onceden
sentezlenmis olan 0.05 g demir oksit nanopartikilleri etanol ¢ozeltisi (% 96)
icerisine eklendi ve ultrasonik su banyosunda 30 dk sonike edildi (Bandelin
Sonorex, Almanya). Magnetit-etanol ¢ozeltisinde 2.4 g PVP ¢o6zuldi. 12 g GMA
icerisine 0.24 g AIBN eklendikten sonra reaktore bosaltildi. Daha sonra reaktérden
10 dk boyunca azot gazi gecirildi. Polimerizasyon 70°C’de, 550 rpm’de, 24 saat
boyunca surdurildd (Sekil 3.2). Polimerizasyon zamaninin tamamlanmasindan
sonra, reaktor icerigi oda sicakligina sogutuldu ve dagitma ortaminin
uzaklastiriimasi icin 5000 rpm’de 10 dk santrifij edildi. mMPGMA mikroklreler 10
mL etanol icinde tekrar dagitildi ve benzer kosullarda tekrar santrifij edildi.
Reaksiyona girmemis monomerlerin  ve diger bilegenlerin tamamen
uzaklastirlmasi icin etanol-su ile yikama islemi 20 kez tekrarlandi [136].
Dispersiyon polimerizasyonu igin kullanilan regete ve polimerizasyon kosullari

Cizelge 3.1’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1. mMPGMA mikrokurelerin sentezi igin kullanilan recete ve
polimerizasyon kosullari.

Dagitma Fazi Monomer Fazi

68.0 g Etanol 12.0 g GMA

2.4 g PVP 0.24 g AIBN
0.05 g Fe3O4

Reaktér Hacmi: 500 mL
Polimerizasyon Kosullari  Karistirma Hizi: 550 rpm
Sicaklik ve Zaman: 70 °C, 24 saat

Karistirici

Azot Gazi

Sabit sicaklik
banyosu

Sicaklik kontrol
unitesi

Sekil 3.2. MPGMA mikrokurelerin sentezinde kullanilan polimerizasyon sisteminin
sematik goruntusu.

3.5. m-PGMA Mikrokurelerin Karakterizasyonu

MPGMA mikrokurelerin yuzey ve yidin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
ile incelendi (JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya). SEM o6ncesi mPGMA
mikrokureler 50°C’de etiv iginde kurutulduktan sonra SEM fotograflar alindi. Bu
amagla, s6z konusu mikrokureler iletken bir yapistirici ile SEM 6rnek plakasi
Uzerine tutturuldu. Daha sonra ornek ylizeyi vakum altinda 200 A kalinhiginda
metalik altin ile kaplanarak yuzey iletken hale getirildi. Son olarak, SEM 6rnek
yuvasina Yyerlestirlen mPGMA mikrokurelerin gesitli buyutme oranlarinda
fotograflari ¢ekildi [141].
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MPGMA mikrokurelerin spesifik yuzey alani Brunnauer-Emmett-Teller (BET)
yontemi ile Ol¢uldu. S6z konusu mikrokdreler vakum altinda 100°C’de bir gece
kurutulduktan sonra Olgim alindi [63]. mMPGMA mikrokirelerin ylzey alani
hesabinda 1 mL suspansiyondaki partikll sayisi bulunarak spesifik ylzey alani,

m?2/g biriminde hesaplandi (NOVA 2200e, Quantachrome Instruments, ABD).

MPGMA mikrokurelerin kimyasal yapisi ve kompozisyonlari FTIR (Fourier
donusumll kizildtesi spektroskopisi) analizi ile belirlendi (FTIR, 8000 Series,
Shimadzu, Japonya). S6z konusu mikrokureler vakum altinda KBr kullanilarak
pelet haline getirildi ve normal transmisyon dedektérinde 4000-400 cm
arahginda tarama yapildi [123].

Polimerik yapidaki manyetik partiktllerin  varhgr elektron spin rezonans
spektrofotometresi (ESR) ile arastirildi (Bruker, EMX 113, X-BAND, Almanya).
Elektron spin rezonans ile cifttesmemis elektronlara sahip olan molekul ya da
molekul pargalari analiz edilmektedir. Ciftlesmemis elektronlara sahip molekullerin
manyetik 0Ozellik gdstermeleri nedeniyle bu ydntem ile maddelerin manyetik

Ozellikte olup olmadigi belirlenebilmektedir [142].

MmPGMA mikrokurelerin  VSM (Vibrating Sample Magnetometer) analizinde,
manyetiklik derecesi titrestirici ornek manyetometresi (Quantum Design, Physical
Properties Measurement System (PPMS), ABD) kullanilarak manyetik alanda
Olguldi [142].

MPGMA mikrokurelerin manyetit icerigini saptamak amaciyla termogravimetrik
analiz cihazi (TGA 2950, Almanya) kullanildi. Termogravimetrik analiz 50 cm?3/dk
hava akis hizi ve 10°C/dk i1sitma hiziyla 0°C’den 500°C’ye isitilarak gerceklesen
agirlik kayiplari incelendi [143].

3.6. Mikrokurelerin Aktivasyonu

mPGMA mikrokreler ligand immobilizasyonundan énce aktive edildi. ilk asamada,
uzatici kolun PSA adsorbsiyonuna etkisinin arastirimasi amaciyla, hazirlanan
mikrokirelere uzatici kol takilarak aktivasyon gerceklestirildi. ikinci asamada ise
uzatici kol takilmayan mPGMA mikrokurelerin aktivasyonu gergeklestirildi. Uzatici
kol takilan mPGMA (mPGMA-HDMA) ve uzatici kol takiimayan mPGMA (mPGMA)

mikrokuler Con A immobilizasyonunun ardindan PSA adsorpsiyonu igin kullanildi.
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Mikrokurelerin aktivasyonu, ligand immobilizasyonu ve PSA adsorpsiyon-
desorpsiyonu calismalarinda mPGMA mikrokurelerin  ortamdan ayriimasi
amaciyla, manyetik seperatér (DynaMag™.-Spin, Life Technologies AS, ingiltere)

kullanilarak santrifij basamaklari elimine edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. MPGMA mikrokurelerin manyetik seperatdr kullanilarak ortamdan

ayriimasi.
3.6.1. mPGMA-HMDA Mikrokiurelerin Aktivasyonu

mPGMA mikrokurelerin epoksi gruplari uzatici kol olarak 0.5 M 1,6-diaminohekzan
(HMDA) ile amino gruplarina donuastiraldi (65°C, 6 saat). Reaksiyon sonrasi
mikrokureler distile su ile yikandi. mMPGMA-HMDA mikrokureler 2 saat boyunca
fosfat tamponu (10 mM, pH 7.4) ile dengeye getirildi. Kati destek malzemesi olarak
hazirlanan bu mikroklrelerin yuzey modifikasyonu igin aktivasyon ajani olarak
glutaraldehit (50 mL, % 0.25 v/v) kullanildi. Aktivasyon 25°C’de 18 saat boyunca
gerceklestirildi ve sonrasinda fazla glutaraldehit sirasiyla distile su ve fosfat

tamponu ile yikanarak uzaklastirildi [131].
3.6.2. mMPGMA Mikrokirelerin Aktivasyonu

MPGMA mikrokurelerin epoksi gruplart pH 10 karbonat tamponu ile acildi.
Reaksiyon mikrokurelerin rotatorde 25°C’de 18 saat boyunca calkalanmasi ile
gerceklestirildi [144].
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3.7. mPGMA ve mPGMA-HMDA Mikrokiirelere Ligand Baglanmasi

Calismanin bu kisminda sentezlenip aktive edilen mPGMA ve mPGMA-HMDA
mikroklrelerin yuzeyine ligand (Con A) immobilizasyonu kovalent baglama
yontemiyle gerceklestirildi. iki farkli sekilde aktive edilen mikrokiireler 4 saat fosfat
tamponunda (10 mM, pH 7.4) dengeye getirildi. S6z konusu mikrokureler 100 mM
CaClz, 100 mM MnCl2 ve % 2 glukoz iceren Con A ¢Ozeltisine transfer edildi [144].
immobilizasyon 25°C’de 18 saat boyunca hazirlanan o6rneklerin rotatérde
dondurilmesi ile gergeklestirildi. Polimerik yapiya baglanan optimum ligand (Con
A) miktarini belirlemek Uzere ligand derisimi 0.25-2.5 mg/mL arasinda degistirildi.
Baglanan ligand miktarinin belirlenmesi i¢in baslangic Con A ve inkubasyon

sonrasi Con A miktari spektrofotometrede Azso’de olguldi.

Kalibrasyon egrisi derisimi bilinen Con A ¢ozeltisi ile yapildi. Baglanan Con A
miktari, baslangic ve inklibasyon sonrasi ¢ozeltilerdeki Con A derigimlerinin

farkindan yararlanilarak Es. 3.1’e gore hesaplandi.
Q=[(Co—-C)V]/m (Es. 3.1)

Bu formilde Q, mPGMA ve mPGMA-HMDA mikrokurelerin birim kutlesi basina
immobilize olan Con A miktarint (mg/g); Co ve C, sirasi ile baglangi¢c ve
inkibasyon sonrasi ¢oOzeltilerdeki Con A derigimlerini (mg/mL); V, ¢ozeltinin
hacmini ve m, mPGMA ve mPGMA-HMDA mikroklrelerin kuru agirlhigini ifade

eder.

Inklibasyondan sonra Con A immobilize mikrokdreler distile su ile yikandi. Fiziksel
olarak baglanan Con A molekullerini uzaklastirmak icin fosfat tamponu ile birkag
defa yikandi. Suzintideki miktarlar tekrar 6lcim alinarak onceki oOlgimlerden

cikarildi.
3.8. Serumdan Yuksek Derisimde Bulunan Proteinlerin Uzaklastiriimasi
3.8.1. Serumdan Albumin Uzaklastirilmasi

Serumdan albimin uzaklastiriimasi igin Cibacron mavisi-F3GA bagh PHEMA
kriyojel kullanildi. PHEMA kriyojel, monomer olarak HEMA ve capraz baglayici
olarak MBAA kullanilarak en son monomer derisimi %10 olacak sekilde hazirlandi
[141] (Sekil 3.4a). Kullanilan HEMA ve MBAA miktarlari Cizelge 3.2’de verilmigtir.
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Cizelge 3.2. PHEMA kriyojelin hazirlanma kosullari.

HEMA = 1.07x102 mol

PHEMA MBAA = 0.183x102 mol
Monomer (mol)/capraz baglayici (mol) = 6
Monomer derisimi (%) = 10

PHEMA kriyojel disklerin hazirlanmasinda asagida verilen yontem uygulandi:

» Cizelge 3.2’de verilen miktarlara gére; HEMA 10 mL, MBAA ise 5 mL saf

suda buz banyosu igerisinde manyetik karisgtiricida ¢ézuldikten sonra bu iki

¢Ozelti karigtirildi.

» Polimerizasyonda, baslatici olarak TEMED (25 pL) ve APS (0.02 g) cifti

kullanildi.

» Polimer surubu hazirlandiktan sonra 1.5 mm kalinlktaki spacer kullanilarak

iki cam plaka arasina dokuldu. Hemen ardindan polimerizasyonun

gerceklesmesi icin -18°C’deki dondurucuda 24 saat bekletildi.

» Kriyojeller dondurucudan c¢ikartilip oda sicakligina getirildikten sonra 1.5 cm

capinda dairesel pargalar seklinde kesildi. (Oda sicakliginda kriyojellerin

icerisinde donmus olarak bulunan su erir ve boylece kriyojellerin yapisinda

birbiriyle baglantili gézenekler olusur.)

» Kriyojeller, yapiya girmeyen monomerlerin ortamdan uzaklastiriimasi

amaciyla 6nce etanol/su (50/50 v/v) karisimi ve daha sonra saf su ile

defalarca yikandi.

» Yapiya girmeyen monomerlerin tamamen uzaklastirildigindan emin olmak

icin yikama ¢odzeltisinin 280 nm’de verdigi absorbans sifir olana kadar

yilkama iglemine devam edildi [141].

Hazirlanan PHEMA kriyojel disklere Cibacron mavisi-F3GA baglanmasi:

» Hazirlanan PHEMA kriyojeller 500 mL distile su ile yikandi. 100 g Cibacron
mavisi F3GA 30 mL suda ¢ézlindiikten sonra PHEMA kriyojeller ile 60°C’de

30 dk inkube edildi.
» Daha sonra 1.5 g NaCl eklenerek 60°C’de 1 saat inkube edildi.

» Sicaklik 70°C’ye getirilerek 0.15 g Na2COs eklendikten sonra 1 saat

karigtirildi.
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» Membranlar renk vermeyene kadar yikama yapildi. Kriyojeller kullanilincaya
kadar +4°C’de %0.02 sodyum azid ¢ozeltisi i¢erisinde saklandi [145].

Hazirlanan PHEMA kriyojel disklere Cibacron mavisi-F3GA badlandiktan sonra

kartus icine yerlestirildi. Albimin uzaklastirma islemi peristaltik pompa yardimiyla

surekli sistemde 2 saat boyunca gergeklestirildi (Sekil 3.4b-c).

(@) (b) ()

Sekil 3.4. (a) Cibacron mavisi-F3GA bagli PHEMA kriyojel diskler (b) Cibacron
mavisi-F3GA bagl PHEMA kriyojel diskin kartus icine yerlestiriimesi (c) Serumdan
albumin uzaklastirilmasinda kullanilan deney duzenedgi.

3.8.2. Serumdan IgG Uzaklastiriimasi

Serumdan IgG uzaklastiriimasi i¢cin GE Healthcare firmasindan temin edilen Hitrap
Protein A Fast Flow (FF) kolonu kullanildi (Sekil 3.5a). Bu kolon ligand olarak
rekombinant Escherichia coli Protein A iceren 90 um ¢apinda ¢apraz bagli agaroz
kirelerden olusmaktadir. Kolonun baglama kapasitesi 50 mg IgG/mL’dir. 1gG
uzaklastirma iglemi peristaltik pompa yardimiyla surekli sistemde 2 saat boyunca
gerceklestirildi (Sekil 3.5b).

3.9. Adsorpsiyon Galigsmalari

Adsorpsiyon galigmalari, Con A baglanmis mPGMA (mPGMA-ConA) ve Con A
baglanmis mPGMA-HMDA (mMPGMA-HMDA-ConA) olmak uzere iki farkh sekilde

ligand baglanan mikrokureler ile gerceklestirildi.

37



Sekil 3.5. (a) Hitrap rProtein A Sepharose ™ FF kolonu (b) Serumdan Ig G
uzaklastiriimasinda kullanilan deney duzenegi.

3.9.1. mPGMA-ConA ve mPGMA-HMDA-ConA Mikrokturelere PSA
Adsorpsiyonu

MPGMA-ConA ve mPGMA-HMDA-ConA mikrokurelere fPSA ve tPSA adsorpsiyon
kapasitesi kesikli sistemde incelendi (Sekil 3.6). Bu asamada, 0.25-2.5 mg/mL
arasinda degisen konsantrasyonlarda Con A iceren mPGMA-ConA ve mPGMA-
HMDA-ConA mikroklrelere serumdan PSA adsorpsiyonu gergeklestirildi. Bu
amagla, serum ornekleri 1/20 oraninda 0.1 M pH 7.4 fosfat tamponu ile seyreltildi.
Adsorpsiyon, 10 mg mPGMA-ConA ve mPGMA-HMDA-ConA mikrokire

kullanilarak rotatdrde 2 saat sure ile gergeklestirildi.

Sekil 3.6. PSA adsorpsiyonunun gergeklestirildigi kesikli sistem deney dizenegi.
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Serum orneklerindeki fPSA ve tPSA miktarlarinin belirlenmesi i¢in CLIA kullanildi.
Olgimler Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Merkez Laboratuar’'nda
gerceklestirildi. Kuru polimer basina adsorplanan PSA miktari baslangi¢ ve
inkiibasyon sonrasi ¢ozeltilerdeki PSA derisimlerinin farkindan yararlanilarak Es.

3.1’ e gore hesaplanmistir.
Q=[(Co—-C)V]/m

Bu formulde bu kere Q, mPGMA-ConA ve mPGMA-HMDA-ConA mikrokurelerin
birim kltlesi basina adsorbe olan PSA miktarini (ng/g); Co ve C, sirasi ile
baglangic ve inkubasyon sonrasi ¢oOzeltilerdeki PSA derigimlerini (ng/mL); V,
¢ozeltinin hacmini ve m, mPGMA-ConA ve mPGMA-HMDA-ConA mikrokurelerin

kuru agirhgini ifade etmektedir.
3.9.2. Sicakhigin Etkisi

MPGMA-HMDA-ConA mikrokurelerin fPSA ve tPSA adsorpsiyon kapasitesine
sicakhgin etkisi deney sisteminin bulundugu ortam sicakhgr 4, 25 ve 37°C’ye
ayarlanarak belirlendi. Serum 6rnekleri 0.1 M pH 7.4 fosfat tamponu ile 1/20
oraninda seyreltildi. Adsorpsiyon, 10 mg mMPGMA-HMDA-ConA mikrokulre

kullanilarak rotatorde 2 saat sure ile gerceklestirildi.
3.9.3. Baslangi¢ Serum Derigiminin Etkisi

MPGMA-HMDA-ConA mikrokurelerin fPSA ve tPSA adsorpsiyon kapasitesine
baslangi¢c serum derisiminin etkisi 0.1 M pH 7.4 fosfat tamponu ile 1/5, 1/10 ve
1/20 oraninda seyreltilen serum ornekleri kullanilarak belirlendi. Adsorpsiyon, 10
mg mMPGMA-HMDA-ConA mikrokure kullanilarak rotatérde 2 saat sure ile

gerceklestirildi.
3.9.4. Adsorpsiyon Zamani

fPSA ve tPSA’nin mMPGMA-HMDA-ConA mikrokurelere adsorpsiyonunun zamana
bagli dedisimi de incelenen parametreler arasindadir. Adsorpsiyon ortamindan 2
saat boyunca dizenli aralikla érnekler alinarak PSA’nin mPGMA-HMDA-ConA

mikrokurelere adsorpsiyonunun zamana bagli degisimi incelendi.
3.9.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

PSA adsorplanmis mPGMA-HMDA-ConA mikroklrelerden desorpsiyon, kesikli
sistemde 0.1 M mannoz, 0.5 M NaCl, 1 M NaCl ve 0.5 M NaCl i¢ceren pH 8 fosfat
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tamponu ile 25°C’de rotatdorde 2 saat boyunca gergeklestirildi. Desorpsiyon
ortamindaki PSA miktari CLIA yontemi ile Oolgulerek hesaplandl. PSA igin

desorpsiyon orani asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Es. 3.2).

(Desorbe olan PSA (ng))
% desorbsiyon = (Es. 3.2)
(Adsorbe olan PSA (ng)) x 100

MPGMA-HMDA-ConA mikrokurelerin tekrar kullanilabilirligini géstermek amaciyla
adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu 5 kez tekrar edildi. S6z konusu mikrokureler

rejenerasyon amaciyla 50 mM NaOH ¢ozeltisi ile yikand1.

3.10. SDS-PAGE

Serumdan Cibacron mavisi-F3GA bagh kriyojel diskler ile uzaklastirilan albliminin,
ticari Protein A kolonu ile uzaklastirilan IgG’nin ve mPGMA-HMDA-ConA
mikroklrelere adsorbe olan PSA’'nin molekll agirliklarina goére belirlenmesi
amaciyla SDS-PAGE yodntemi uygulandi. SDS-PAGE, protein molekullerini
molekul agirliklarina gore ayiran bir yontemdir. SDS-PAGE’de kullanilan SDS,
anyonik bir deterjan olup iki amino asitte bir peptid zincirine baglanarak protein
yapisindaki hidrofobik etkilesimleri ¢bzer ve polipeptit zincirlerinin agilmasina
neden olmaktadir. Ayrica (-) yuk tasimasi nedeniyle etrafini sardidi protein
molekuline de ylUksek oranda (-) yuk kazandirmaktadir. Bu yuk normalde
proteinler Uzerinde bulunan yukleri maskeler ve proteinler jel tzerinde yuklerine
gbre degil molekal agirliklarina gére ayrilirlar. Ayrica disulfid kopruleri 2-
merkaptoetanol veya DTT (ditiotreitol) ile kirilarak proteinlerin alt birimlerine
ayrilmalar saglanmaktadir. Boylece lineer yapi kazanan proteinler elektriksel

ortamda sadece buyukliklerine gore ayirt edilirler [146].

SDS-PAGE, dikey elektroforez sisteminde (BioRad MiniProtean II) gerceklestirildi.
6x8 cm boyutlarinda %12’lik jel kullanildi. Serum 6rnekleri 3:1 (v/v) oraninda
yukleme tamponu ile seyreltilerek 95°C’de 5 dk boyunca merkaptoetanol
varhiginda denature edildi. Daha sonra jele yuklenen ornekler 200V gerilim altinda
(maksimum 80 mA) 1 saat yurGtuldi. Elektroforez jeli gimus nitrat yontemi [147]
ile boyandiktan sonra fotografi ¢ekildi (Image Quant 300, GE Healthcare, ABD).
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4, SONUCLAR VE TARTISMA

Gunumuzde biyolojik malzemelerin Uretiminde o6nemli teknolojik ilerlemeler
kaydedilmektedir. Bu baglamda, tanisal ve terapotik proteinlerin de iginde
bulundugu cesitli hedef molekillerin baglanma ve saflastirma asamalar tekrar
tekrar gosterilmistir. Ancak genellikle karsilasilan c¢esitli zorluklar ve ihtiyag
duyulan pahali ekipmanlar bu asamalari olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
zorluklara karsi, son zamanlarda kromatografik destek malzemeleri tasarimi
alaninda bir dizi yenilik ileri stiralmustur. Bu yeniliklerden biri de, hizh baglanma
kinetigiyle yuksek baglanma kapasitesine sahip yuksek yuzey alanh biyoafinite
adsorbentlerin  kullaniimasidir. Yizey alanini 100 m?/g diizeyinde arttirmak
amaciyla blydk gobzenekli malzemeler veya mikron boyutlu kireler
sentezlenmektedir. Es boyutlu partikillerin kullanilmasinin en 6nemli avantajl
partiktl difizyon direncinin olmamasidir. Buna ek olarak, polimerlerin manyetik
karakterli olmasi, s6z konusu malzemelere manyetizmaya karsi bir tepki 6zelligi
kazandirarak ornekleme ve toplama basmaklarinin daha kolay ve hizli olmasini
saglamaktadir [123]. Sunulan tezde mMPGMA afinite adsorbentler hazirlanmig ve
s6z konusu destek malzemenin serumdan PSA adsorpsiyonunda kullanilabilirligi

arastirnlmistir.

4.1. Galigmada Kullanilan Kan Ornekleri

Daha onceki bolumde belirtildigi gibi, fPSA/tPSA oranlari BPH gobzlenen
hastalarda 0.20’nin Ustinde, PCa gobzlenen hastalarda ise 0.20’nin altinda
olmaktadir. Calismada kullanilan serum &rneklerine ait fPSA/tPSA oranlari
incelendiginde, BPH grubuna dahil olan érneklerde bu oranlarin 0.20’nin Ustinde,
PK grubuna dahil olan érneklerde ise 0.20’nin altinda oldugu bulundu. Bu veriler
toplanan kan o6rneklerinin bu calisma igin uygun oldugunu gdstermektedir. Kan
orneklerinin Gleason skorlari incelenerek farkli kanser derecelerine sahip érnekler
kullanildi. Bu ¢alisma kapsamina dahil edilen érneklere ait fPSA, tPSA, fPSA/tPSA

ve Gleason skoru degerleri (GS) Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Calisma kapsamina dahil edilen érneklere ait fPSA, tPSA, fPSA/

tPSA ve Gleason skoru degerleri.

Ornek No  Yas fPSA tPSA fPSA /tPSA Gleason Skor
BPH1 56 5.09 10.92 0.47 _
BPH2 51 2.28 8.32 0.27 _
BPH3 54 6.66 12.39 0.53 _
BPH4 67 1.53 7.2 0.21 _
BPH5 65 1.2 5.12 0.23 _
BPH6 68 1.33 6.19 0.21 _
BPH7 53 0.1 0.17 0.58 _
BPH8 63 0.97 4.16 0.23 _
BPH9 54 1.63 4.59 0.35 _
BPH10 69 0.71 2.74 0.26 _

PK1 66 2.26 12.59 0.17 3+3
PK2 65 0.68 4.69 0.14 4+4
PK3 70 0.49 4.38 0.11 6+3
PK4 61 0.44 2.88 0.15 4+4
PK5 68 0.48 5.41 0.08 3+3
PK6 61 6.66 34.32 0.19 5+5
PK7 64 1.88 10.8 0.17 3+3
PK8 70 1.75 9 0.19 3+3
PK9 72 0.77 8.29 0.09 4+4
PK10 63 0.74 6.8 0.10 3+3

4.2. Demir Oksit Partikiillerin Sentezi

Bu calismada, demir oksit nanopartikullerin sentezi icin kimyasal ikili ¢oktirme
yontemi tercih edildi. Fe?* ve Fe®* tuz g¢ozeltilerinin birlikte ¢oktlrlilmesi esasina
dayanan bu yontem, hem basit uygulanabilir olmasi hem de fazla hacimde
caligilabilmesi nedeniyle manyetit nanopartikil sentezinde yaygin olarak
kullaniimaktadir [148]. Genel olarak, demir oksit nanopartikilleri ortama 1:2

oraninda Fe?* and Fe3* klorlr iceren ¢ozeltiye baz eklenmesi ile hazirlanir ve
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¢cOken nanopartikuller siyah renktedir. FesOa4 sentezinde meydana gelen reaksiyon
Es. 4.1°de verilmigtir.

Fe?* + 2Fe3* + 8OH ——» Fe304 + 4H20 (Es. 4.1)

Bu reaksiyonun termodinamigine goére, Fe?*: Fe®* orani (1:2) korunarak pH:9-
pH:14 arasinda demir oksit ¢okelmesinin tamamlandidi rapor edilmistir [149]. Bu
bilgiler dogrultusunda, ikili ¢Okturme iglemi ig¢in kuguk partikuller olusturmak
amaciyla baz olarak amonyak c¢ozeltisi kullanildi [148, 150]. Demir oksit
nanopartikiller sentezlenirken ikili ¢oktirme isleminde klguk partikillerin
olusabilmesi i¢in disUk sicaklik gerektiginden sicaklik uygulamasi yapiimadi [151].
Sentez 0.7 M amonyak ¢ozeltisine oda sicakliinda Fe?* ve Fe3* tuz ¢ozeltilerinin
eklenmesiyle tamamlandi (Sekil 4.1). Sekil 4.1’'den de gortldigu gibi Fe®*
tuzlarinin berrak amonyak ¢ozeltisine eklenmesiyle ¢ozeltinin rengi kahverengine
dénmistiir. Kahverengi ¢ozeltiye Fe?* tuzlarinin da ilave edilmesi sonucu hemen
demir oksit nanopartikullerin gokmesi baslamistir. S6z konusu partikiller uygun bir
miktanis yardimiyla ¢okturuldikten sonra distile su ile bircok kez yikanmig ve oda

sicakliginda kurutulmustur.

(@) (b) (€)

Sekil 4.1. Demir oksit nanopartikullerin sentezi. (a) 0.7 M amonyak ¢ozeltisi. (b)
Fe3* tuzlarinin amonyak ¢ozeltisine eklenmesi. (c) Fe?* tuzlarinin ilave edilmesi
sonucu demir oksit nanopartikullerin gokmesi.

4.3. mPGMA Mikrokiirelerin Sentezlenmesi

MPGMA mikrokUrelerin sentezi dispersiyon polimerizasyon yodntemi ile sicaklik

kontrol sistemi ile donatiimig balon reaktorde gergeklestirildi [152]. Dispersiyon
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polimerizasyonu, geleneksel polimerizasyon yontemleri ile karsilastirildiginda,
uygun kosullar altinda, 0.1-15 ym g¢apinda siklikla esboyutlu polimer partikdl
sentezine tek basamakta olanak saglamasi nedeniyle tercih edildi. Bu yontemin
Ozelligi, monomer fazin dagitma fazinda ¢éztinmesi, buna karsin polimerizasyon
islemi sonucunda olugsan polimerin ise ¢ozinmemesidir. Cozucu, polimerizasyona
giren monomer, stabilizér ve baslatici i¢in iyi bir ¢ézucu iken, olugturulan polimer
icin ¢dzlcu degildir. Boylece, olusan polimer partikilleri kararli halde reaksiyon

ortaminda bulunur [148].

Dispersiyon polimerizasyonunun ilk basamaginda, tum bilegsenler reaksiyon
baslangicinda ¢6zinmus durumdadir. Bu homojen reaksiyon karisimi isitildiginda
baslatici bozularak serbest radikaller olusmasina neden olur. Olusan serbest
radikaller, monomerler ile oligomerik radikalleri olustururlar. Kritik zincir
uzunluguna gelindiginde oligomerler homojen ¢ozeltiden ¢oker ve kararsiz
cekirdek olusturur. Ancak kararl hale gelmek icin olusan partikillerin yuzeyine bir
kararlastirici adsorplanir ve bdylece partikiller kararli hale gelir. Dispersiyon
polimerizasyonun en onemli 6zelligi, olusan bu g¢ekirdegin homojen ¢ozelti ile
karismamasi ve ¢okerek yeni faz olusturmasidir. Yeteri kadar mikropartikil
olustugunda, yani ortamda tepkimeye girecek radikal ve gekirdek kalmadiginda,
yeni mikropartiklil olusmaz ve mikropartikil olusumu tamamlanmis olur [153].
Dispersiyon polimerizasyonunun anahtar 6zelliklerinden birisi de kopolimer
kararlastiricisidir. Kararlastirici, partikiller olugurken flokulasyon ve agregasyon
saglar. Es boy dagiimina ulasmak icin kullanilan yardimci Kkararlastirici,
mikropartikillerin daha fazla blyumesine izin vermez. Oysa partikillerin
blylimeye devam etmesi ortamda farkli gapta mikropartikillerin olmasina neden
olur. Kararli mikropartikil olusma basamagi daha da kisalir, bdylece

cekirdeklesme zamani azalir ve bu da farkh boy dagilimli érnekler olusturur [148].

Sistem ¢ozlcusu ise, basglatici, monomer ve kararlastiricinin karismamasini
saglar. GCo6zlclu ortaminin  polaritesi Horak ve Shavopa’a [153] gore,
mikropartikulin boyut ve dagiliminda polimer ¢ozucusunun Uzerindeki kritik mol

katlesinin kontrolinu saglayarak anahtar rol oynar.

Dispersiyon polimerizasyonu genellikle alkol, siklohekzan gibi organik ¢dzlculer ya
da 2-butanol-toluen, DMF-toluen, DMF-metanol, etanol-DMSO gibi ¢o6zicUl
karigimlar icinde gerceklestirilir. Horak ve ark. [154] yaptiklarn ¢aligmada 0.8-2.3
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um capinda es boy dagilim 6zelligine sahip poli(GMA) mikrokureleri dagitici ortam
olarak etanol kullanarak elde etmiglerdir. Bu nedenle, bu calismada da dispersiyon

polimerizasyonunda dagitici ortam olarak etanol kullanilmasi tercih edilmigtir.

Dusuk molekal agirhkh PVP (MA<10,000), 6zelikle dustk derigsimlerde partikal
yuzeyini etkin bir sekilde kaplayamaz. Yuksek molekul agirhikh PVP’nin
(MA~360,000) polimerizasyon ortaminda ¢6ztinmesi zordur ve bu PVP’nin
kullaniimasi partikal bayUklik araliginin genis olmasina neden olur. Bu nedenle,
PVP’nin (MA = 40,000) kullaniimasi tercih edilmistir [148].

MPGMA mikrokurelerin manyetik alana dogru hareketi ve mikroskobik gorunutusu
(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japonya) sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’ de

verilmistir.

Sekil 4.2. mPGMA mikroklrelerin manyetik alana dogru hareketi.

Sekil 4.3. mMPGMA mikrokurelerin optik gorintisu.

45



4.4. mPGMA Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

4.4.1. mPGMA Mikrokiurelerin SEM Analizi

Sekil 4.4de mPGMA mikrokurelerin SEM fotograflari gorulmektedir. mPGMA
mikroklreler 1.6 ym c¢apindadir. Daha Once yapilan galigmalarda sentezlenen
MmPGMA mikrokUrelerin ¢api sirasiyla 1.7 um [63], 2 uym [148], 1.6 uym [123],

olarak bulunmustur.

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag = 100.00 KX Sample ID =

Sekil 4.4. mPGMA mikrokurelerin SEM goruntisu.

4.4.2. mPGMA Mikrokiirelerin Yiizey Alani Analizi

MPGMA mikrokurelerin 6zgul ylzey alanlari (Brunauer-Emmett-Teller) (BET)
yontemi ile belirlendi. BET teorisi kati bir yuzeye gaz molekullerinin fiziksel
adsorbsiyonunu aciklar ve malzemelerin yuzey alaninin dlgilimesinde kullanilan
onemli bir analiz teknigidir. Yuzey alani hesabinda 1 mL suspansiyondaki partikul
sayisl| bulunarak spesifik ylizey alani, m?/g biriminde hesaplandi (NOVA 2200e,
Quantachrome Instruments, ABD). mPGMA mikrokurelerin spesifik ylizey alani 5
m2/g olarak bulundu. Birnur ve ark. [63] yaptiklar c¢alismada mMPGMA

mikrokurelerin spesifik ylizey alanini 3.2 m?/g olarak bulmusglardir.
4.4.3. mPGMA Mikrokiirelerin FTIR Analizi

FTIR analizinde Sekil 4.5’de goruldugu gibi karakteristik pikler elde edilmigtir. 846

ve 905 cmY'de gosterilen ayri pikler m-PGMA mikrokiirelerdeki epoksi gruplarinin
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varligini dogrulamaktadir [155]. Ester gruplarinin (-COO-) varligini gosteren 1729
cm’de —C=0 gerilmesi ve 1148 cm*de —C-0 — gerilmesi gosterilmigtir [156]. 700
cm? altindaki dalga boylarinda elde edilen pikler ise demir oksitteki Fe-O

baglarindan kaynaklanmaktadir.

Daha once yapilan bir ¢calismada yigin seklinde bulunan demir oksitteki Fe-O
baglarinin 375 ve 570 cmY'de goriildigi rapor edilmistir [157]. Bununla birlikte,
demir oksit nanopartikillerin  boyutu nano 0&lgekli boyutlara getirilerek,
nanopartikillerin son boyutunun etkisiyle ylzey bag kuvveti sabiti artar. Cok
sayida bagin kirilmasi partikil yuzeyinde lokalize olmayan elektronlarin yeniden
dizenlenmesi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle, Fe-O baginin karakteristik
absorpsiyon bandi 432.1 ve 563.3 cm™ arali§ina kaymistir. Sekil 4.5'de 594, 538
ve 452 cm dalga boylarinda gosterilen pikler demir oksit nanopartikiillerinden
kaynaklanmaktadir. Literatlrde rapor edilen demir oksit FTIR spektrumlari Cizelge

4.2’de verilmistir.

T

Rl

Dalga boyu crm

Sekil 4.5. Sentezlenen (m-PGMA) mikrokurelerin FTIR spektrumu.

Cizelge 4.2. Literatirde rapor edilen demir oksit FTIR spektrumlari.

Karakteristik pikler Dalga Boylar (cm™) Referanslar
Fe-O 628.27, 584.8, 440.87 [158]
Fe-O 575, 580 [159]
Fe-O 580, 434 [160]
Fe-O 574, 447.5 [161]
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Cizelge 4.2’den de goruldugu gibi, calismamizda gosterilen demir oksit FTIR

spektrumu literatirde elde edilen bulgular ile uyumluluk gostermektedir.
4.4.4. mPGMA Mikrokurelerin ESR Analizi

Manyetik partiktllerin pratik uygulamalardaki onemli parametresi
magnetizasyondur. Sekil 4.6’'da manyetik alana (Gauss) karsi manyetit pikinin
siddeti gorulmektedir. Elektron spin rezonans ile manyetik mikrokurelerin genis ve
asimetrik bir rezonans egrisine sahip oldugu belirlenmis ve polimerik yapi igcinde

manyetit partikillerin varligi gdézlenmistir.

Hr:3191G

Siddet

-1 002 000 5000

Manyetik Alan (Gauss, G)

Sekil 4.6 mPGMA mikrokurelerin ESR spektrumu

Sekil 4.6'da verilen Hr degeri ortaklanmamis elektronlari iceren molekullerin
kantitatif karakteristigi olarak ele alinabilir. Bilinmeyen bir sinyal igin g faktorinin
hesaplanmasi sinyalin kaynaginin belirlenmesi bakimindan énemlidir. Literaturde
Fe3* icin (dusUk ve yiiksek spin kompleksleri) g faktorli degerleri sirasiyla 1.4-3.1
ve 2.0-9.7 araliklarinda belirlenmigtir [162]. Bu calismada asagidaki esitlik
kullanilarak mPGMA mikrokureler i¢in g faktori 2.17 olarak hesaplanmistir (Es.
4.2).

g=h. v /B.Hr (Es. 4.2)

Bu esitlikte, h; Planck sabiti (6.626 x 10?7 erg.s™); B; evrensel sabit (9.274 x 10-%1
erg/G); v ; frekans (9.707 x 109 Hz) ve Hr manyetik alan rezonansidir (G).
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4.45. mPGMA Mikrokiirelerin VSM Analizi

MmPGMA mikrokurelerin manyetiklik derecesi, titrestirici 6rnek manyetometresi
(Quantum Design, Physical Properties Measurement System (PPMS), ABD)
kullanilarak manyetik alanda Olguldl. Polimerik yapinin manyetik ozellikleri
elektromanyetik Unite kullanilarak (EMU) gosterildi. Sekil 4.77de VSM ile elde

edilen manyetizma egrisi gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. MPGMA mikrokUrelerin manyetizma egrisi.

Manyetik histerezis egrisinin ‘S’ seklinde olmasi, sentezlenen mMPGMA
mikrokulrelerin superparamanyetik 6zellik gdsterdigini acgiklamaktadir. Manyetik
ayirma proteinleri ya da diger biyomolekulleri yakalamak igin kullanilan hizli ve
basit bir ydontemdir. Bu islem i¢in superparamanyetik partiktller kullaniimasi tercih
edilmektedir. CunkU partikiller dis manyetik alan uygulandiginda hemen
miknatislanirlar ve manyetik alan kaldirildidinda hemen tekrar dispers olabilirler.
Literatlrde yer alan birgok g¢alismada manyetik partiktller hazirlanmistir. Yapilan
bir calismada, silika kapli nanopartikuller hazirlanmis ve doyum magnetizasyon
degeri 2 emu/g olarak bulunmustur [163]. Diger bir calismada, m-PGMA partikuller
icin doyum magnetizasyon degeri 13 emu/g olarak rapor edilmistir [L64]. Manyetik
polimerik kompozit partikiller icin doyum magnetizasyon dederi 2.47 emu/g olarak
belirlenmistir [165]. Bao ve ark. [166] tarafindan yapilan ¢alismada mPGMA
nanopartikuller sentezlenmis ve doyum magnetizasyon degeri 1.19 emu/g olarak

bulunmustur. Calismamizda sentezlenen mPGMA mikroklrelerin - doyum
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magnetizasyon degeri ise 3.65 emu/g olarak bulunmustur. Bu deger, literatirde

yapilan diger galigmalar ile uygunluk gostermektedir.

Elde edilen mPGMA mikrokurelerin karakterizasyon sonuglari incelendiginde,

calismanin amacina uygun 6zellikte mikroklreler elde edildigi gértilmektedir.
4.4.6. mPGMA Mikrokurelerin Termogravimetrik Analizi (TGA)

Sekil 4.8'de gorunen degerler, mMPGMA mikrokurelerin yapilarinda inorganik
manyetit varhidini kanitlamaktadir. Termogravimetrik analiz 50 cm3®dk hava akig
hizi ve 10°C/dk isitma hiziyla 0°C’den 500°C’ye isitilarak gergeklestiriimis ve

agirlik kayiplari incelenmigtir.

File Name: m(gma).ta [Temp Progran

Detector: DTG-60F —— m(gma).tai DTA Temp RateHold TempHold Tim
Acquisition Datel2/04/2¢ — m(gma).tar TGA [C/min] [ C ] [ min
Acquisition Timé0:17:24(+020C 10.00 500.0 0

ample Name: m(gma
Sample Weight:4.492[mc¢
Annotation:

TGA DTA
% uVv
100.00- Weight Los L0.64€mg
m\-u.ss]% 1 20.00
B Weight Lot -3.364n]
-75.00(
41 0.00
50.00-
41 -20.00
0.00. 4 -40.00
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. mPGMA mikrokurelerin TGA ve DTA grafikleri.

Sekildeki siyah egri termogravimetrik analiz (TGA) grafigi olup sicaklik degisimine
bagh agirhk kaybini verir, kirmizi egri ise diferansiyel termal analiz grafigi olup
(DTA) endotermik veya ekzotermik reaksiyonlarin izlenmesini saglar. Burada ilk
olarak fiziksel olarak adsorplanmig su yapidan ayrilir. Daha sonra polimer erimeye
baglar ve sicaklik artisi ile birlikte polimer artik termal bozunmaya ugramis
durumdadir. Yapidan geriye sadece yuksek sicakliklara dayanabilen inorganik bir
madde turd olan manyetit kalmistir. Sekil 4.8'de mPGMA mikroklrelerin
yapilarinda % 25 oraninda inorganik manyetit oldugunu géstermektedir. Polimerik
partiktllerin yiksek manyetit igerigi, bir dig manyetik alan igerisinde kuvvetli bir
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manyetik duyarhliga sahip olduklarinin kanitidir. Boylece manyetik polimerler disg
manyetik alana dogru ¢ok hizli bir sekilde hareket edip, ¢ok kisa bir sirede de
sudan tamamen ayristirilabilirler [167]. Sonu¢ olarak sentezlenen mMPGMA
mikrokurelerin manyetizma o6zelliklerinin manyetik ayirma iglemleri igin yeterince

kuvvetli oldugu tespit edilmistir.
4.5. mPGMA Mikrokiurelerin Aktivasyonu

GMA, fonksiyonel gruplari kolaylikla modifiye edilebilen bir monomerdir. GMA
polimerize oldugunda epoksi gruplari, aminler, alkoller, fosforik asitler, proteinler
gibi gruplarin yapiya sokulmasi igin elverigli hale gelmektedir. Epoksit ara
maddeler Uzerinden afinite desteklerin hazirlanmasinda ilgi ceken faktorler
arasinda reaksiyon o6zgullugu, aktive edilen destek materyalin depolama kararlligi
ve badlarin kararlligi sayilabilir. PGMA’'nin kimyasal modifikasyonu genellikle
epoksi halkasinin agilmasi yoluyla B-karbon atomundaki hidroksil grubu olugsmasi
ile gerceklesmektedir [148]. Ligand immobilizasyonundan &énce, mPGMA
mikrokurelerin epoksi gruplarinin aktivasyonu igin alkali hidroliz yontemi
uygulanmaktadir [144]. Literatlirde epoksi halkasinin agilmasi i¢in pH 10 karbonat
tamponu veya 4 M NaOH kullanildigi gortlmektedir. Bu amacgla ¢alismamizda da
Con A immobilizasyonu o6ncesinde, mPGMA mikrokureler pH 10 karbonat

tamponu ile muamele edilmistir.

Glutaraldehit, biyofonksiyonel ¢apraz baglayici 6zelligine sahip, bes karbonlu bir
alifatik dialdehittir. Reaktif oksiran halkasi ve aldehit grubu destek materyal
ylzeyine enzim ve proteinlerin baglanmasina olanak sadlar. Glutaraldehit
aktivasyonu ile amino grubu iceren destek materyallere enzim immobilizasyonu ve
protein saflastirimasi kolaylikla gerceklestirilebilmektedir [148]. Bu amagla
literatirde daha once yapilan galismalarda ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit

kullanildigi gorulmektedir.

Altintas ve ark. [131] tarafindan yapilan c¢alismada, kesikli sistemde lizozim
saflastinimasi icin mPGMA mikroklreler sentezlenmistir. Buna ek olarak,
calismamiz ile benzer olarak uzatici kol olarak HDMA kullaniimis ve glutaraldehit
aktivasyonu gerceklestirilmistir. Yapilan bagka calismalarda ise invertaz [169] ve
indlinaz [170] enzimlerinin immobilizasyonu i¢in Con A immobilize poly(EGDMA)

(etilen glikol dimetakrilat) kriyojel hazirlanmis ve glutaraldehit ile aktive edilmigtir.
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4.6. mPGMA Mikrokiirelere Ligand immobilizasyonu

Calismamizda mPGMA ve mPGMA-HDMA mikrokirelere adsorpsiyon 6ncesinde
Con A immobilizasyonu gercgeklestiriimistir. Sekil 4.9’da goéruldugu Gzere ortamda
ligand derigiminin artmasi ile baglanan ligand miktari baslangigta dogrusal olarak
artmistir. mPGMA ve mMPGMA-HDMA mikrokureler i¢in 2 mg/mL ligand
derisiminden sonra baglanan ligand miktarinda kayda deger bir artis olmadigi
gorulmektedir. Bu durum polimer yuzeyinde, GMA monomerince yaplya
kazandirilan epoksi gruplarinin ligand molekullerince sterik engellemelerin s6z

konusu olmayacagi noktaya kadar tamamen dolduruldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.9. MPGMAve mPGMA-HDMA mikrokurelere ligand immobilizasyonuna
ortamdaki ligand derigiminin etkisi.

Bu calismada, 2 mg/mL Con A derisiminde, gram mPGMA mikrokure basina 32.4
mg ligand baglandigi ve maksimum 2.5 mg/mL Con A derigiminde,
immobilizasyonun gram partikil basina 33.1 mg degerinde platoya ulastig
gorulmustur. Ayrica mikrokurelere takilan uzatici kolun ligand baglanmasi Uzerine
etkisi de arastinimistir. Bunun sonucunda, 2 mg/mL Con A derisiminde, gram
MPGMA-HDMA mikrokure basina 41.5 mg ligand baglandidi ve maksimum 2.5
mg/mL Con A derigsiminde, immobilizasyonun gram partikil basina 42.6 mg
degerinde platoya ulastigi goralmustar. Birnur ve ark. [168] yaptiklari galismada 2

52



mg/mL Con A derisiminde, gram mMPGMA mikroklire basina 6 mg ligand
baglandigi ve maksimum 4.0 mg/mL Con A derisiminde, immobilizasyonun gram
partikil basina 12.5 mg degerinde platoya ulastigi goériimustir. Diger bir
calismada invertaz adsorpsiyonu amaciyla hazirlanan PHEMA mikrokureler igin
maksimum Con A immobilizasyonu 10 mg/g olarak bulunmustur. Literatirde daha
once vyapilan g¢aligsmalar ile karsilagstinldiginda, bu c¢alismada mPGMA
mikroklrelere Con A immobilizasyonunun oldukga basarii bir sekilde

gerceklestirildigi saptanmigtir.

MPGMA mikrokurelerin epoksi gruplari pH 10 karbonat tamponu ile agildiktan
sonra ligand baglanmistir. mPGMA-HDMA mikrokurelere ise uzatici kol takildiktan
sonra, c¢apraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilarak ligand baglanmasi
gerceklestiriimistir. Ligand baglanmasi, Con A molekllindeki serbest amin
gruplari ile mPGMA mikrokurelerdeki hidroksil gruplari arasinda meydana gelen

etkilesim ile mumkun olmaktadir (Sekil 4.10).
4.7. Serumdan Yiiksek Derisimde Bulunan Proteinlerin Uzaklastirilmasi

Hastaliklara 6zgu biyoisaretlerin tanimlanmasi i¢in serum olduk¢a zengin bir
kaynak olmasi nedeniyle proteom calismalari agisindan ¢ok énemlidir. Bununla
beraber, serumda bulunan proteinlerin esit oranda bulunmamalari analizleri
karmasik hale getirmektedir. YUksek derisimde bulunan proteinler duguk derigimde
bulunan proteinleri maskelemektedir. Ozellikle insan plazmasinda bulunan toplam
proteinlerin yaklasik % 60'in1 olusturan albimin, serum proteomu g¢alismalarinda
engel teskil etmektedir. Hastaliklara 6zgu proteinlerin analizlerini kolaylastirmak
amaciyla yuksek derisimde bulunan serum proteinlerinin uzaklastiriimasi
gerekmektedir [145]. Son yillarda, yeni nesil polimerik sistemler olarak kriyojeller
kolay hazirlanabilmeleri ve mukemmel akis 6zellikleri nedeniyle biyomolekdillerin
ayrilmasinda kullaniimaktadirlar. Kriyojellerin genis gdzeneklere sahip olmasi ve
kolonda yuksek basing olusmamasi, kan gibi viskoz ortamlarda calisildiginda ¢ok
buyuk kolaylik saglamaktadir. PHEMA temelli makrogozenekli polimerik kriyojeller
vucut sivisi, hucre ve proteinleriyle biyouyumluluk gostermekle beraber, fizyolojik
kosullarda da oldukg¢a kararhdirlar [131]. Serumdan yuksek derisimde bulunan

proteinlerin uzaklastiriimasi igin gesitli ticari kitler gelistirilmistir [45].
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Sekil 4.10. a) mPGMA mikrokurelere Con A immobilizasyonu b) mPGMA-HDMA-
mikrokurelere Con A immobilizasyonu.

Ancak, pek cok medikal uygulamada kullanilan bu kitlerin satis fiyatlar oldukga
yuksektir. Protein ¢aligsmalarinda hem uygulanabilirligi kolay olan hem de zaman-

maliyet agisindan ekonomik ¢alisma imkani sunan yontemler ve malzemeler tercih
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edilmektedir. Bu galismada kullanilan PHEMA kriyojel bu 06zelliklere sahip bir

sistemdir.

Boya afinite kromatografisi, plazmadan albimin uzaklastirmak amaciyla
kullaniimaktadir. Bu yontemin dikkat cekici yani dogal molekullerin alternatifi
olarak ligand olarak boya kullaniimasidir. Boya ligandlar birgok proteine, dogal
molekullerde oldugu gibi 6zgul olarak baglanabilmektedir. S6z konusu ligandlar,
kolay uygulanabilirigi ve dusuk maliyetli olmasi nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Kullanilan boyalar tekstil boyasi olarak bilinen olduk¢a ucuz ve uygun
calisma imkani saglayan malzemelerdir [17]. Literatirde albimin uzaklastirmak
amaciyla pek ¢ok galisma yapilimis ve ligand olarak Cibacron mavisi-F3GA bagli
farkh destek malzemeleri kullanilmistir. Zhang ve ark. [172] Cibacron mavisi-
F3GA bagh aminli kitosan mikroklreler ile yaptiklari g¢alismada 108.7 mg/g
albumin adsorpsiyon kapasitesine ulasmiglardir. Gu ve ark. [173] Cibacron mavisi-
F3GA baglh mikrogdzenekli politetrafloroetilien kapiler membran c¢alismasi
yapmislar ve 198.5 mg/g albiimin adsorpsiyon kapasitesine ulasmiglardir. Oznur
ve ark. [174] Cibacron mavisi-F3GA/m-PHEMA nanokureler ile insan serum
albumininin plazmadan tek adimda % 42.35 verimle ayrildigini gostermiglerdir.
Yapilan baska bir calismada ise, Cibacron mavisi-F3GA-PGMA mikrokureler ile
albimin etkin bir sekilde uzaklastiriimis ve % 99.3 oraninda verim elde edilmistir
[175]. Cibacron mavisi-F3GA'nin ligand olarak kullanildigi Aurum Serum Protein
Minikit (Bio-Rad, ABD) icin de albumin uzaklastirma orani % 96.3 olarak
bildiriimistir. Bu baglamda, ¢alismamizda hasta ve saglikli bireylerin serumlarindan
albimin uzaklastiriimasi amaciyla Cibacron mavisi-F3GA bagli PHEMA kriyojel

kullaniimasi tercih edilmigtir.

Literatirde 1gG adsorpsiyonuna iliskin yapilan c¢alismalarda yuksek afinite ve
Ozgullik gostermeleri nedeniyle [176] Ozellikle protein A ya da protein G
immobilize kolonlarin kullanildigi gérulmektedir [177]. Uzun ve ark. [43] nanoProA
goémulmas kriyojel ile IgG uzaklastirmada % 99.3 oraninda verim elde etmigslerdir.
Bu nedenle c¢alismamizda, serumdan I1gG uzaklastiriimasi amaciyla GE
Healthcare firmasindan temin edilen Hitrap Protein A FF kolonu kullaniimistir.

Sekil 4.34’de serumdan uzaklagtirilan albumin ve 1gG gosterilmigtir.
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4.8. Adsorpsiyon Caligmalari

4.8.1. mPGMA-ConA ve mMPGMA-HDMA-ConA Mikrokiirelere PSA

Adsorpsiyonu

MPGMA-ConA ve mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere serumdan PSA
adsorpsiyonu kesikli sistemde caligildi. YUklenen ligand miktarinin fPSA ve tPSA
adsorpsiyonuna etkisi mPGMA-ConA mikrokureler igin Sekil 4.11'de, mPGMA-
HDMA-ConA mikrokureler icin Sekil 4.12'de verilmigtir.

Sekil 4.11’de goruldugu gibi, mMPGMA-ConA mikrokdreler icin maksimum tPSA
adsorpsiyonu 68 ng/g ve fPSA adsorpsiyonu 31.6 ng/g, Sekil 4.12°de goruldugu
gibi mMPGMA-HDMA-ConA mikrokureler icin ise tPSA adsorpsiyonu 91.2 ng/g ve
fPSA adsorpsiyonu 53.9 ng/g olarak bulundu. Elde edilen bulgular incelendiginde,
MPGMA-HDMA-ConA mikrokureler kullanilarak gerceklestiriien fPSA ve tPSA
adsorpsiyonunun mPGMA-ConA mikrokurelere gore daha fazla oldugu belirlendi.
Bu nedenle tPSA adsorpsiyonu igin bulunan deger (91.2 ng/g) g6z o6ninde
bulunduruldugunda ¢alismanin devaminda 37.3 mg/g ligand yukli mPGMA-HDMA

mikrokurelerin (10 mg) kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.11. Yuklenen ligand miktarinin mPGMA-ConA mikrokurelere PSA
adsorpsiyonuna etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, 6rnek hacmi: 1 mL
serum (1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C.
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Sekil 4.12. Yiklenen ligand miktarinin mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere PSA
adsorpsiyonuna etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, 6rnek hacmi: 1 mL
serum (1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C.

4.8.2. Sicakhgin etkisi

MPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorpsiyon kapasitesindeki
sicakhga bagl degdisim sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir. Bu grup
deneylerde ug¢ farkh sicakhgin (4, 25, 37°C) etkisi incelendi. PSA’nin yuksek
sicakliklarda konformasyonel yapisi bozulabileceginden bu ¢alismada insan vucut
sicakhginin (37°C) Gzerine c¢ikilmadi. Goéruldugu gibi sicakhgin artmasi ile birlikte
adsorpsiyon kapasitesi artmis ve en ylksek tPSA ve fPSA adsorpsiyonu sirasiyla
170.5 ng/g - 42 ng/g olarak 37°C’de go6zlendi. PSA adsorpsiyonunun 37 °C’de
daha yuksek olmasi bu sicaklikta hem Con A hem de PSA’ nin birbirleri ile en iyi
sekilde etkilesebilecek uygun konformasyonlarda olduklarini gdstermektedir.
Ayrica sicakhigin 4°C’den 37°C’ye c¢ikmasi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesinin
artmasi PSA'nin Con A’ya baglanmasinda hidrofobik etkilesimlerin de var
oldugunu gostermektedir. Sicakligin artmasi dengeyi duzenli su formundan
serbest su formuna kaydirmakta, bdylece suya maruz kalan hidrofobik ylzeyler
azalmaktadir. Bu durum hidrofobik ylzeylerin biraraya gelerek daha kolay
etkilesmelerini saglamaktadir [178]. Bodylece hidrofobik etkilesimler PSA

adsorpsiyonunda etkili olmaktadir. Ayrica sicakligin artmasi ile birlikte van der
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Waals ¢ekim kuvvetleri de artmaktadir [179]. Bu durum calismamizda sicakligin
artmasi ile birlikte PSA adsorpsiyon kapasitesinin de artmasini agiklamaktadir.
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Sekil 4.13. Sicakhgin mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA adsorpsiyonuna
etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, 6rnek hacmi: 1 mL serum (1/20),

Mkuru: 10 mg.
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Sekil 4.14. Sicakhgin mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere fPSA adsorpsiyonuna
etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, érnek hacmi: 1 ml serum (1/20),
Mkuru: 10 MQ.
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4.8.3. Baslangi¢c Serum Derisiminin Etkisi

MPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorpsiyon kapasitesine

baslangi¢c serum derigsiminin etkisi sirasiyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.15. Baslangi¢ serum derisiminin mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere
tPSA adsorpsiyonuna etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, 6érnek hacmi: 1
mL serum, mkuru: 10 mg, T: 25°C.
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Sekil 4.16. Baglangi¢ serum derisiminin mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere
fPSA adsorpsiyonuna etkisi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, 6érnek hacmi: 1
mL serum, mkuru 10 mg, T: 25°C.
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Sekil 4.15 ve 4.16'da goruldugu gibi, baslangi¢c serum derisiminin azalmasi ile
birlikte tPSA ve fPSA adsorpsiyonu da azalmistir. Elde edilen sonuglar Con A’nin

ligand olarak islevini etkin bir sekilde yerine getirdigini gostermektedir.
4.8.4. Adsorpsiyon Zamani

Sekil 4.17 ve 4.18de sirasiyla fPSA ve tPSA'nin mPGMA-HDMA-ConA
mikroklrelere adsorpsiyonunun zamana bagli degisimi veriimektedir. tPSA
adsorpsiyonu ilk 5 dakikada oldukga hizli bir sekilde gerceklesmis, 60. dakikadan
sonra platoya erigsmigtir. 1/20 oraninda seyreltimis serum ile ¢alisiimis ve 1 g kuru
polimer basina adsorplanan PSA miktari 228 ng olarak bulunmustur. fPSA
adsorpsiyonu ise yine ilk 5 dakikada oldukg¢a hizli bir sekilde gergeklesmis, 15.
dakikadan sonra platoya erigsmistir. 1/20 oraninda seyreltimis serum ile calisiimis
ve 1 g kuru polimer basina adsorblanan PSA miktari 78.6 ng olarak bulunmustur.
Sekil 4.17 ve 4.18'den de goruldugu gibi, ik 5 dakikada hem tPSA hem de fPSA
adsorpsiyonun hizl bir sekilde gergeklesmesi, mMPGMA mikrokurelere immobilize
olmus Con A ile PSA arasindaki birbirini tamamlayan sekil uyumu ve ikincil

etkilesimlerle saglanan baglanma ile ilgili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.17. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA adsorpsiyonunun zamana
bagli degisimi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, érnek hacmi: 1 mLserum
(1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C, caligilan 6rnek no:PK®6.
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Sekil 4.18. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere fPSA adsorpsiyonunun zamana
bagli degisimi. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu, érnek hacmi: 1 mL serum
(1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C, ¢aligilan 6érnek no:PKE6.

4.9. Adsorpsiyon Kinetigi

Katle aktarimi ve kimyasal reaksiyon gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden
mekanizmalarin belirlenmesi icin deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik
modeller uygulanmistir. Olgllen derisimlerin adsorbentin ylizey derisimine esit
oldugu varsayilmistir. Lagergren’in birinci derece hiz esitligi (Es. 4.3) sivi

¢Ozeltiden ¢dzinenin adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan esitliktir [180].
dgv/di=k1(geq-qt) (Es. 4.3)

Esitlikte k1 pseudo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk?), geq Ve gt sirasiyla
denge zamaninda ve t aninda adsorblanan miktari (ng/g) gostermektedir. t = 0’'da

gt = 0 ve t =t aninda qt = q: sinir kosullarin uygulanip integralinin alinmasi;
log[Qeq/(Qeq-qt)]= (k1t)/2.303 (Es. 4.4)
esitligini vermektedir. Es. 4.4 tekrar dlizenlenerek dogrusallastirilabilir:

l0g(Qeq-qt)= l0g(Qeq) - (k1t)/2.303 (Es. 4.5)
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log(geq)’e  karsi t grafiginin  dogrusalligi  kinetik modelin uygulanabilirligini
gOstermektedir. Gergek birinci-derece islemde log(geq), t'ye karsi log(Qeq-Qr)

grafiginin kesim noktasina esit olmalidir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali pseudo-ikinci derece esitlik asagidaki

sekilde verilebilir:
dqt/dt =ke (Qeq-Qt)2 (E$ 46)

Esitlikte k2 pseudo-ikinci derece hiz sabitidir (gng*dk?). 4.4 esitligine t = 0 da qt =

0 ve t = t'de qt = qt sinir kosullarinin uygulanmasi ile;

1/(Qeq-qt)] = (1/0eq) + kot (Es. 4.7)
esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali:

(t/gr)= (1/k20eq?) + (1/Qeq) t (Es. 4.8)

ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi igin t/q: ye karsi t grafiginin dogrusal
olmasi gereklidir. Hiz sabiti (k2) ve denge adsorpsiyonu (Qeq) sirasiyla kesim

noktasi ve egimden elde edilebilir.

MPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere tPSA ve fPSA adsorpsiyonu igin birinci ve
ikinci derece kinetik verileri Sekil 4.19-22’de gdsterilmistir.

Birinci ve ikinci derece kinetik verileri karsilastirildiginda, ikinci derece kinetik
verilerden elde edilen Qeq degerlerinin (tPSA icin Q=228 ng/g; fPSA icin Q=78,6
ng/g) deneysel verilere oldukga yakin oldugu ve korelasyon katsayisinin daha
yuksek oldugu gorulmektedir. Elde edilen sonuglar bu deneysel sistemin ikinci
derece kinetik model ile aciklanabilecegini gostermektedir. Buna goére PSA’nin
mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere adsorpsiyonunda difuzyon kisitlamalari ihmal
edilebilir dizeydedir. Sonug olarak PSA ile Con A arasinda gergeklesen baglanma

reaksiyonunun kinetik davranigi kontrol ettigi gosterilmistir.
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Sekil 4.19. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokUrelere tPSA adsorpsiyonu igin pseudo-
birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.20. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA adsorpsiyonu igin pseudo-
ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.21. mPGMA-HDMA-ConA mikrokUlrelere fPSA adsorpsiyonu igin pseudo-
birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.22. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere fPSA adsorpsiyonu igin pseudo-
ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.

Cizelge 4.3° de mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorbsiyonu

icin birinci ve ikinci derece kinetik verileri 6zetlenmisgtir.
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Cizelge 4.3. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorpsiyonu igin
birinci ve ikinci derece kinetik verileri.

Birinci derece kinetik verileri ikinci derece kinetik verileri

tPSA fPSA tPSA fPSA
ki =0.047 1/dk ki =0.069 1/dk k2 = 0.00033 g/ng.dk k2 =0.010874 g/ng.dk
Jeq = 203 ng/g Oeq = 22.074 ng/g Oeq = 250 ng/g Oeq = 79.365 ng/g
R2=0.97 R2=0.74 R2=0.99 R2=0.99

4.10. Esit Miktarda tPSA Derisimine Sahip Olan PCa’lh ve BPH’lI Serum
Orneklerinden PSA Adsorpsiyonu

PCa’li ve BPHI serum oérneklerinden gergeklestirien PSA adsorpsiyonu
calismalarindan elde edilen sonuglar, BPH’lI o6rneklerde daha fazla PSA
adsorpsiyonu oldugunu gostermektedir. Ancak, kullanilan serum orneklerindeki
PSA degerlerinin BPH'da PCa ile karsilastirldiginda daha yiksek oldugu
gorulmektedir. BPH'da gbzlenen yliksek PSA adsorpsiyon kapasitesinin ortamda
baslangicta bulunan PSA miktari ya da kansere bagli degisen glikozilasyondan
kaynaklanabilecegi  dusunulmustir. Bu amagla, esit miktarda tPSA
konsantrasyonuna sahip olan PCa’li (PK1, tPSA:12.59) ve BPH'l (BPHS3,
tPSA:12.39) serum ornekleri kullanilarak mPGMA-HDMA-ConA PSA adsorpsiyonu
kesikli sistemde incelenmigtir. BPH’li hasta serumundan gercgeklestirilen calismada
adsorpsiyon kapasitesinin daha fazla oldugu gérilimuastir. PCa’lh ve BPH’lI hasta
serumlarindan MPGMA-HDMA-ConA  mikrokurelere  tPSA ve  fPSA
adsorpsiyonunun zamana bagli degisimi Sekil 4.23 ve 4.24’de gorUlmektedir.
MPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere PCa’li ve BPH’li serum drneklerinden tPSA
ve fPSA adsorpsiyonu igin adsorpsiyon kapasiteleri Cizelge 4.4’de, pseudo-birinci
ve ikinci derece adsorbsiyon kinetik verileri ise Sekil 4.25-32’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. PCa’li ve BPH'li hasta serumlarindan mPGMA-HDMA-ConA
mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorpsiyonu i¢in adsorpsiyon kapasiteleri.

PCa BPH
tPSA fPSA tPSA fPSA
Adsorbsiyon Kapasitesi (Q) 162 ng/g 61 ng/g 220 ng/g 82 ng/g
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Sekil 4.23. mMPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere BPH’li ve PCa’li serum
orneklerinden tPSA adsorpsiyonunun zamana bagl degisimi. Hareketli faz: pH 7.4
fosfat tamponu, érnek hacmi: 1 mL serum (1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C.

100 +
90 -
3
1
G
g —4
<
n
&
c
@®©
o
s
CBL ——BPH
35 —=—PCa
<
100 150

Zaman (dk)

Sekil 4.24. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere BPH’ I ve PCa’li serum
orneklerinden fPSA adsorpsiyonunun zamana baglh degisimi. Hareketli faz: pH 7.4
fosfat tamponu, 6érnek hacmi: 1 mL serum (1/20), mkuru: 10 mg, T: 25°C.
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Sekil 4.25. mMPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere PCa’li serum érneginden tPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.26. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere PCa’li serum drneginden tPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.27. mMPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere PCa’li serum érneginden fPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.28. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere PCa’li serum drneginden fPSA
adsorpsiyonu i¢in pseudo-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.29. mMPGMA-HDMA-ConA mikroklrelere BPH’li serum érneginden tPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.30. MPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere BPH’li serum érneginden tPSA
adsorpsiyonu i¢in pseudo-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.31. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere BPH’li serum érneginden fPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.32. MPGMA-HDMA-ConA mikroktrelere BPH’li serum érneginden fPSA
adsorpsiyonu igin pseudo-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.

70



Cizelge 4.5 ve 4.6’da sirasiyla PCa’h ve BPH’li serum orneklerinden mPGMA-
HDMA-ConA mikrokurelere tPSA ve fPSA adsorpsiyonu igin birinci ve ikinci

derece kinetik verileri 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. nPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere PCa’li serum 6rneginden tPSA
ve fPSA adsorpsiyonu igin birinci ve ikinci derece kinetik verileri.

Birinci derece kinetik verileri ikinci derece kinetik verileri

tPSA fPSA tPSA fPSA
ki =0.016 1/dk ki =0.0184 1/dk k2=0.0011 g/ng.dk k2 =0.0021 g/ng.dk
Jeq = 158 ng/g Oeq = 56.23 ng/g Oeq = 169 ng/g Jeq = 64.50 ng/g
R?2=0.76 R?2=0.75 R?=0.99 R? =0.99

Cizelge 4.6. n"PGMA-HDMA-ConA mikrokurelere BPH’li serum 6rneginden tPSA
ve fPSA adsorpsiyonu igin birinci ve ikinci derece kinetik verileri.

Birinci derece kinetik verileri ikinci derece kinetik verileri

tPSA fPSA tPSA fPSA
ki =0.045 1/dk ki =0.45 1/dk k2 = 0.00039 g/ng.dk k2 = 0.0023 g/ng.dk
Oeq = 173 ngl/g Oeq = 47.86 ng/g Oeq = 250 ng/g Oeq = 85.47 ng/g
R2=0.98 R%=0.88 R?=0.99 R2 =0.99

Birinci ve ikinci derece kinetik verileri karsilastirildiginda, hem PCa hem de BPH
icin ikinci derece kinetik verilerden elde edilen Qeq degerlerinin (PCa; tPSA igin
Q=162 ng/g, fPSA icin Q=61 ng/g) (BPH; tPSA icin Q=220 ng/g, fPSA icin Q=82
ng/g) deneysel verilere oldukg¢a yakin oldugu ve korelasyon katsayisinin daha
yuksek oldugu gorulmektedir. Elde edilen sonuglar bu deneysel sistemin ikinci

derece kinetik model ile agiklanabileceg@ini gostermektedir.

Lektinlerin glikoproteinlere afinite gostermeleri nedeniyle PCa ve BPH ayriminda
lektin-PSA etkilesimlerinin arastinldigi ¢alismalar buyuk ilgi gormektedir. PCa ve
BPH ayrimi igcin PSA-Con A etkilesimlerine odaklanan bir ka¢ ¢alisma mevcuttur.
Basu ve ark. [85] PCa ve BPH arasindaki farki gézlemek amaciyla serum PSA ve
Con A etkilesimini hem PCa’da hem de BPH’da incelemislerdir. PCa’li hastada
PSA-Con A etkilesiminin daha zayif oldugunu goézlemiglerdir. Bu c¢alisma ile
benzer olarak presipitasyon yontemiyle karbohidrat igeriginin belirlenmesi esasina
dayanan bir diger ¢alismada serum PSA-Con A etkilesimlerinin PCa’da BPH’ye

gore daha diusuk oldugu belirlenmistir [181]. Calismamizda ise hazirlanan
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MPGMA-HDMA-ConA mikrokurelere PSA adsorpsiyonu gerceklestiriimis ve soz
konusu oOnceki galismalar ile uyumlu olarak PSA-Con A etkilesimlerinin PCa’da

BPH’ya gore daha dusuk oldugu gosterilmigtir.

Yapilan bir bagka c¢alismada, PCa'lhi ve BPH’lI hasta serumlarindaki PSA
glikozilasyonu Con A'ya afinite agisindan kargilastirildiginda farkli PSA-Con A
baglanma oranlari rapor edilmistir [182]. Benzer metodoloji ile diger arastiricilar
benign ve malign prostat hastalarinda PSA glikozilasyon paternleri arasinda
farkhlik tespit etmemiglerdir ve PSA-Con A baglanma oraninin ayirt edici bir 6zellik
olmadigini belirtmiglerdir [183, 184]. Yapilan diger bir calismada ise, PCa'li ve
BPH’ll hasta serumlarindaki fPSA’nin MAA (Maackia amurensis agglutinin) lektine
baglanma oranlarinda farklik gézlenmesi ile lektinlerin PCa tanisina potansiyel bir

yaklasim olabilecegi dnerilmigstir [185].

Literatirde PCa ve BPH ayriminda lektin-serum PSA etkilesimini gostermek
amaciyla ligand olarak Con A diginda farkl lektinlerin de kullanildigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu amagcla Ulex europaeus (UEA-1) ile gergeklestirilen bir
calismada, PCa’li bireylerde bulunan fPSA’da BPH’li bireylere kiyasla artan
oranda fukozilasyon rapor edilmigtir [186]. Diger ¢alismalarda ise PCa’li ve BPH’li
hasta serumlarinda bulunan PSA’ya karsi farkh baglanma kapasitesi gosteren
Maackia amurensis (MAL) lektin, PCa tanisinda kullanilabilecek muhtemel bir arag
olarak onerilmektedir [3, 185]. Fukushima ve ark. [187] yaptiklari c¢alismada,
Trichosanthes japonica agglutinin-lIl (TJA-II) ile serum PSA baglanma oraninin
PCa icin ayirt edici oldugu gosterilmistir. Ancak yine bu ¢alismada PCa’li ve BPH’li
hasta serumlarinda bulunan PSA ile Aleuria aurantia agglutinin (AAA) ve Lens
culinaris lektinleri etkilesimi ile olugan lektin-PSA fraksiyonlarinda énemli derecede
bir fark olmadigi belirtiimigtir [185].

Son bulgular lektin kolonlar Uzerindeki bazi davraniglarin sadece dedisen N-glikan
yapisi ile iligkili olmadigini, ayni zamanda PSA’nin primer yapisindaki farkhliklarin
da 6nemli oldugunu goéstermektedir. PSA’nin kanser olan ve kanser olmayan
kaynaklarda glikozillenmis ya da glikozillenmemig bir gekilde bulunabilecegi
gOsterilmistir [188]. Bu durum alternatif splicing ile Uretilen PSA transkriptinin

glikozilasyon bdlgesinden yoksun olmasi ile agiklanmaktadir [189].
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4.11. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Afinite adsorpsiyonunda son basamak, bagli olan proteinlerin elisyonudur. En
kisa surede ve en yuksek miktarda elusyonun saglanmasi bu yontemin onemli
noktalarindan birisidir.  Ayrica her donguden sonra destek malzemelerinin

rejenerasyon etkinliginin belirlenmesi gereklidir.

MPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerin tPSA ve fPSA adsorpsiyonu icin tekrar
kullanilabilirligi adsorpsiyon-desorpsiyon dongusunun 5 kez tekrarlanmasiyla test
edildi. tPSA ve fPSA desorpsiyonu 0.1 M mannoz ile gercgeklegtirildi ve %85
oraninda desorpsiyon saglandi. Kromatografide kullanilan destek malzemelerinin
kapasitesinde duslUs olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilmesi ekonomik agidan
onemli bir Ozelliktir. Bodylece hedef molekillerin ¢cok daha ucuza ayriimalari
mumkun olmaktadir. Sekil 4.33'de mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerin tekrar
kullanilabilirligi ve % desorpsiyon oranlari gosterilmistir. S6z konusu destek
malzemesinin adsorpsiyon kapasitesinde dikkate deger bir azalma olmadan

yeniden kullanilabileceginin mimkuin oldugu gértlmektedir.
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Sekil 4.33. MPGMA-HDMA-Con A mikrokurelerin tekrar kullanilabilirligi ve %
desorpsiyon oranlari. Hareketli faz: pH 7.4 fosfat tamponu 6rnek hacmi: 1 mL
serum (1/20), mkuru: 10 mg, Con A yukleme: 37.3 mg/g, T: 25°C.
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4.12. SDS-PAGE

Serumdan albimin ve IgG uzaklastirimasi ile birlikte tPSA ve fPSA
adsorpsiyonunu gostermek amaciyla SDS-PAGE yontemi uygulanmistir. SDS-
PAGE analizi ile elde edilen serum fraksiyonlarn Sekil 4.34’de gosterilmistir.
MPGMA-HDMA-ConA mikrokureler tPSA ve fPSA adsorpsiyonu igin kullanidi. 1.
kuyucukta adsorpsiyon oncesi 1/10 oraninda seyreltiimis serum Ornegi yer
almaktadir. 2. ve 3. kuyucuklarda albimin ve IgG uzaklastiriimasi sonrasi serum

ornekleri bulunmaktadir.

Bant yogunluklari karsilastirildiginda, Cibacron mavisi-F3GA baglhh PHEMA kriyojel
diskler ve Hitrap Protein A FF kolon ile albumin ve IgG’nin gogunun uzaklagtirildigi
gorulmektedir. Buna ek olarak, 6. kuyucukta albimin ve IgG’'nin desorpsiyon
fraksiyonu uzaklastirma isleminin basarili bir sekilde gergeklestirildigini

gOstermektedir.

PSA, 28.4 kDa agirliginda, 237 aminoasitten olusan, % 8 oraninda karbohidrat
iceren bir glikoproteindir. Kanda proteinlere bagli olmadan serbest halde bulunan
fPSA’nin molekul agirhdr 28.4 kDa, ai—antikimotripsin ya da o.— makroglobulin ile
kompleks olusturan tPSA’'nin molekdl agirlhidr ise 80-90 kDa’'dur [26, 37]. Yedinci
kuyucukta mPGMA-HDMA-ConA mikroklrelerden desorpsiyon sonrasinda elde
edilen bantlar gortulmektedir. Bu kuyucukta oklar ile gosterilen bantlardan 28 kDa
civarindaki bantin fPSA’ya ve 80-90 kDa civarindaki bantin ise tPSA’ya ait oldugu
dusunulmektedir. Ayrica yine bu kuyucukta IgG’ye ait iki bant (50 kDa-agir zincir
ve 25 kDa-hafif zincir) ve albimine ait bant (66 kDa) da goriulmektedir. Elde edilen
sonuglara gore, fPSA ve tPSA bir miktar IgG ve albimin ile birlikte desorbe
edilmigtir. mMPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerden farkh desorpsiyon ajanlari
kullanilarak desorbe edilen diger fraksiyonlarda PSA bantlari gézlenmemisgtir.
Burada mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerin PSA adsorbsiyonu igin uygun
malzemeler oldugu ve s6z konusu mikrokurelerden 0.1 M mannoz kullaniimasi ile

basarili sekilde PSA desorpsiyonu gergeklestirildigi gdsterilmistir.

74



€ 260 kDa
€= 140 kDa

€ 100 kDa
€ 70 kDa

€= 50 kDa
€= 40 kDa
<€ 35kDa

€= 25KkDa

Sekil 4.34. SDS-PAGE ile analiz edilen serum fraksiyonlari. 1. Baglangi¢ serum
ornegi (1/10 seyreltiimig); 2 ve 3. mPGMA-HDMA-ConA mikrokirelere PSA
adsorpsiyonu sonrasi serum 6rnegi; 4. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerden 1 M
NaCl ile elde edilen desorpsiyon fraksiyonu; 5. mPGMA-HDMA-ConA
mikrokurelerden 0.5 M NaCl ile elde edilen desorpsiyon fraksiyonu; 6. Cibacron
mavisi F3GA bagh PHEMA kriyojel diskler ve Hitrap Protein A FF kolondan
desorbe edilen fraksiyon. 7. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerden 0.1 M mannoz
ile elde edilen desorpsiyon fraksiyonu; 8. mPGMA-HDMA-ConA mikrokurelerden
0.5 M NaCl iceren fosfat tamponu (pH 8.0) ile elde edilen desorpsiyon fraksiyonu;
M. Protein marker (10-260 kDa).

Lektin afinite adsorpsiyonu daha oénceki bolimlerde de acgiklandigi Gzere, cesitli
kombinasyonlar ile birlikte uygulandiginda glikokonjugatlari saflagtirmak ve
karakterize etmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. S6z konusu yontem, hem N-
hem de O-bagh glikoproteinleri iceren pekgok glikoprotein tipini hedef alacak
sekilde wuyarlanabilir. Bu Ozellikleri glikoproteomik c¢aligmalarda uygulama
acisindan esneklik saglar. Lektinlerin, lektin microarray, lektin temelli
immunosorbent assay, lektin immobilize kolonlarin kullanildigi sistemler, tek bir
lektin ile hazirlanan kromatografik destek malzemelerinin kullanildigi sistemler, S-
LAC ve M-LAC gibi cesitli kombinasyonlari bulunur. Literatirde glikoproteinlerin
arastinimasi amaciyla lektinlerin kullanildigi kanser hastaligi ile iligkili pekgok
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calisma mevcuttur. Cesitli kanser tipleri igin glikoprotein yapidaki biyoisaretlerin ve
glikozilasyon degisikliklerinin tanimlanmasi i¢in lektinlerin kullanildigi bazi

calismalar Cizelge 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6. Literatirde lektinlerin kullanildidi bazi ¢alismalar

Lektin Kanser Gozlem Referanslar
Hepatoseluler HCC ile siroz kiyaslandiginda serum
LCA karsinoma (HCC) glikoproteinlerinde artan fukozilasyon (191]
SNA, AAL, insan melanoma hiicrelerinde  a-3p-1
PHA-L, MAA, Melanoma integrinde degisen glikozilasyon profili [192]
GNA, DSA
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda kanserli
SNA, MAL, Prostat kanseri hasta serumlarindaki total glikoproteinlerden [86]
AAL, ECL salinan glikanlarda sialil Lewis-X oraninin
artmasi
Con A, WGA, _ HER-2 gibi dustuk derisimde bulunan
JAC Meme Kanseri biyoisaretin zenginlestiriimesi (193]
WGA, Con A,
SNA, PNA, Pankreas Kanseri  Artan sialilasyon ve fukozilasyon [194]
MAL, AAL
. Mesane Kanserinin onayli ve potansiyel
Con A Mesane Kanseri biyoisaretinin tanimlanmasi [195]
Con A, SNA, Kompleman C3, kininojen-1 ve histidince
PNA, MAL, Kolorektal Kanser zengin glikoproteinlerde artan sialilasyon ve [196]
AAL fukozilasyon
Lektin Hepatoseltler _
Mikroarray karsinoma (HCC) Artan fukozilasyon [197]

AAL: Aleuria aurantia lektin, Con A: Konkanavalin A, DSA: Daturia stramonium aglutinin, ECL:
Erithrina cristagalli lektin, GNA: Galanthus nivalis aglatinin, JAC: Jakalin, LCA: Lens culinaris
aglutinin, MAL: Maackia amurensis lektin, PHA: Fitohemaglatinin, PNA: Yer fistigi aglutinin, SNA:
Sambucus nigra aglitinin, WGA: Bugday tohumu aglitinin.

Hedef glikoproteinlerin zenginlestiriimesi amaciyla lektinlerin kullaniimasi gittikce
onem kazanmakta ve son yillarda arastirmacilar tarafindan kabul gérmektedir.
Gunumuzde glikoproteom analizi igin lektin-afinite temelli yontemlerin MS ile
birlikte uygulanmasi geleneksel biyokimyasal ayirma yodntemleri ve enzimatik
prosedurler ile yer degistirmistir. Literaturde yapilan galismalar incelendiginde,
lektin-afinite temelli ydontemlerin hastalik ile iliskili glikozilasyon profilini agikca
ortaya koyan, hastaligin tanimlanmasi ve hasta bireyler i¢cin uygun tedavi
yonteminin belirlenmesi i¢cin umut vadeden bir teknoloji oldugu acgikca

gOrulmektedir.
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5. YORUM
Gunumuzde tani ve tedavi amagh protein biyoisaretlerinin kesfedilmesi klinik

proteomikse iligkin klinik calismalarin en dnemli ilgi alanlarindan birisidir. Ozellikle
patolojik suregte dogru ve hizli tani konulmasi uygun tedavi yonteminin segimini
etkileyen faktorler arasindadir. Tani amagh kullanilacak olan bir biyon, normal
biyolojik veya hastalik surecinde objektif olarak olgulebilen ve degerlendirilen bir
isaretleyicidir. Biyoisaretleyicilerin patolojik duruma bagh olarak degisimleri
g6zlenebilmektedir. Klinikte kullanilacak ideal bir biyoisaretleyicinin genel olarak

sahip olmasi beklenen ozellikler su sekilde siralanabilir:

» Belirli bir hastalik icin ileri derecede 6zgul olmahdir.
» Yuksek hassasiyete sahip olmali ve standart sonug vermelidir.
» Kullanimi ve tekrari kolay olmalidir.

» Kullanilacak érnek mimkin oldugunca kolay elde edilmelidir.

Teorik olarak her bir hastalik, kendine 6zgu biyoisaretleyici ile belirlenebilir ve
tanimlanabilir olmahdir. Fakat gogu hastalik durumu icin biyoisaretleyiciler, artan
ya da azalan proteinlere bakilarak veya degisen translasyon sonrasi

modifikasyonlarin 6zellikleri arastirilarak bulunmaya calisiimaktadir [190].

PSA, erkeklerde bulunan prostatin epitel hicrelerinde mevcut olan bir
glikoproteindir. GUnumuzde PCa izleminde ve taramasinda yaygin olarak
kullanilan bir biyoisarettir. PSA, proteinlere bagli olmadan serbest halde (fPSA)
bulunabilecedi gibi, ai—antikimotripsin ya da oz.—makroglobulin gibi proteaz
inhibitorlerine bagl olarak (tPSA) serumda iki kararli kompleks de olusturabilir.
PSA’'nin ou—antikimotripsin ile olusturdugu kompleks baskin olan fraksiyonudur.
Serum igindeki PSA’nin kuguk bir kismi (toplam serum PSA’sinin % 10-30'u
kadar) proteaz inhibitorleri ile iligkili degildir. Bu molekuler farkhlilar tPSA ve fPSA
ayrimini acgiklar. fPSA, PCa’li bireylerde BPH'lI bireylere gore anlaml derecede
daha dusiktir. Bu nedenle, PCa’da ortalama fPSA/tPSA orani da BPH’ya gore
daha dusuktar ve bu deger ozellikle gri zonda (tPSA:4-10 ng/ml) PCa ve BPH
ayriminin saglanmasi bakimindan oldukga 6nemlidir. PCa’li hastalarda tPSA’nin
yukselme sebebi tam olarak bilinmese de, ou—antikimotripsinin baglanmasi igin
malign prostat dokusu tarafindan enzimatik olarak aktive PSA salinmasi

gereksinimi ile acgiklanabilir. Malign transformasyonlar sirasinda meydana gelen
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degisimlerden bir digeri ise PSA glikozilasyonudur [93]. Glikozilasyon 6zelligi, bir
hastaligin varligi gibi pek ¢ok fizyolojik degisiklikten etkilenmektedir. Bu baglamda,
glikozilasyon patern degisiklikleri 6zellikle kanser ve diger birgcok hastalalik sureci
ile iliskilendirilebilmektedir. Bdylece degisen glikoform yapisi bu dedisime sebep
olan hastaligin tanisinda bir arag olarak kullanilabilir. PCa’da da erken evrede tani
konulmasi amaciyla PSA glikozillenmesindeki degisimden yararlanilabilir. Ancak
literatlrde PCa sirasinda olusan PSA glikozilasyon paternleri ile ilgili bazi

anlasmazliklar bulunmaktadir [85].

Plazma ve serum glikoproteinlerinin ayrilmasi ve saflastirilmasi igin iyi karakterize
edilmis lektin-afinite destek malzemelerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Polimerik destek
malzemeleri yuksek protein korunumlu ve dusuk reaktivite ile kararli ylzey
saglayarak iyi bir alternatif sunmaktadir [54]. Bu ¢alisma kapsaminda da model bir
glikoprotein olarak secilen PSA’nin adsorpsiyonuna yonelik mPGMA-HDMA-ConA
mikrokureler hazirlanmistir.  Bu amacla gerceklestirilen diger calismalar
incelendiginde, ticari destek malzemeleri diginda PSA adsorpsiyonu i¢in polimerik

sistemlerin hazirlandigi buna benzer bir galismanin olmadidi gorulmektedir.

Silika ve gozenekli cam gibi inorganik destek malzemelerinin temel dezavantaji,
secici olarak baglanmayi saglayan fonksiyonel gruplara sahip olmamalaridir. Bu
nedenle, yuksek secicilik gosteren cesitli fonksiyonel gruplar igceren polimerik
destek  malzemelerinin  sentezlenmesi  gerekmektedir. PGMA  kolay
fonksiyonlanabilir reaktif bir polimer olup, sahip oldugu epoksi gruplarinin halka
acillma reaksiyonu ile kolaylikla modifiye edilebilmesi bu polimerlerin en carpici
Ozelligidir [123]. Bu baglamda, epoksi grubunun ylksek reaksiyon kabiliyetinden

dolayl galismamizda mPGMA mikrokureler kullaniimigtir.

Lektin afinite adsopsiyonu, ligand olarak lektinlerin kullanildi§i bir yontemdir. Bu
yontem, lektinlerin ylksek oOzgulluk gostermeleri nedeniyle glikan yapilarindaki
degisiklikleri belirlemek amaciyla tercih edilmektedir. Canavalia ensiformis
aglutinin (Con A), Triticum vulgaris agglutinin (WGA) and Phaseolus vulgaris
eritroaglutinin (PHA-E), Ulex europaeus (UEA), Aleuria aurantia lektin (AAL),
Maackia amurensis lokoaglutinin (MAL), Maackia amurensis hemaglutinin (MAH)
gibi lektinler kromatografik destek malzemelere immobilize edilerek lektin afinite

kromatografisinde ligand olarak kullanilabilirler [17].
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Lektin afinite adsorpsiyonu glikoprotein zenginlestiriimesi amaciyla kullanilan
yontemler arasinda yer alir. Bu yontemin klinik uygulamalarda glikoprotein
zenginlestiriimesinde tercih edilmesinin nedeni, hicre, timoérli doku, serum ya da
plazma gibi pekcok biyolojik kaynak ile calisiimasina imkan saglamasidir.
Uzaklagtirma ve MS teknolojilerinin birarada kullaniimasi, lektin afinite
adsorpsiyonunu kanser de dahil olmak Uzere birgok hastalik biyoisaretinin

kesfinde siklikla uygulanan bir ydntem haline getirmistir [8].

Son yillarda, hastalik profillerinin belirlenmesinde ¢ok umut verici araglar
olmalarindan dolayi glikoprotein zenginlestiriimesine karsi artan bir ilgi s6z
konusudur [198]. Glikoproteinlere artan ilgi sonucunda etkili ayirma ve saflastirma
teknikleri daha da gerekli hale gelmistir. Bu gereksinimler dogrultusunda,
glikoprotein zenginlestiriimesi icin lektinlerin manyetik destek malzemelerine
immobilizasyonu, yuksek verimli ve otomatize bir sistem gelistiriimesi bakimindan
avantajli bir uygulama sekli sunmaktadir. Manyetik 6zellik tagiyan malzemeler

yuksek performansli malzemeler olarak dikkat cekmektedirler.

Glikoprotein zenginlestirme c¢alismalarinda lektin afinite adsorpsiyonu disinda
antikor temelli yaklasimlar da ilgi gormektedir. Hedef molekilu yakalama
prensibine dayanan bu yaklasimlar, kompleks ortamdan glikoprotein
zenginlestiriimesi icin iyi bir alternatif sunarlar. Bu strateji, farkli hastaliklarda
gozlenen glikan zincirlerinde meydana gelen degisikliklerin ve normal olmayan
glikan immunojenitesinin anlasiimasini mumkin kilar. Boylece, hastalik ile iligkili
glikoprotein biyoisaretlerinin izolasyonuna ve tanimlanmasina olanak saglar [8].
Ancak antikor temelli yontemlerin pahali olmalarinin yanisira, genellikle post-
translasyonel modifikasyonlara 6zgul olmamalari ve ardisik kullanilamamalari gibi
dezavantajlari da bulunmaktadir. Lektinlerin dogada dagilimlarinin ve miktarlarinin
cok fazla olmasi, lektin temelli ydntemlerin antikor temelli ydntemlerin aksine son
derece ucuz sistemler oldugunu gostermektedir. Sekerlerin lektinlere olan
afinitesinin (10%-10% MY) karbonhidrat spesifik antikorlar (10%-108 M) kadar ylksek
olmamasi saflastirma stratejilerinin gelistiriimesinde pratik agidan biylk 6nem
tasimaktadir. Afinite ligand olarak karbonhidrat spesifik antikorlarin kullaniimasi
durumunda son basamakta glikokonjugati adsorbe oldugu matriksten
uzaklastirmak icin fizyolojik olmayan siddetli kosullar gerekmektedir. Bu kosullarda

saflastirilan proteinin biyolojik aktivitesi c¢ogunlukla korunamamaktadir. S6z
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konusu durumun aksine, afinite ligand olarak lektinlerin kullaniimasi durumunda
ise protein desorpsiyonu oldukg¢a ilimh kosullarda gerceklestirilebilmektedir. Tum
bu 6zellikleri nedeniyle, lektin afinite adsorpsiyonu glikokonjugat tarlerinin yeterli
miktarda elde edilmesinde etkili yontemler olarak olduk¢a genis skalada
kullaniimaktadirlar [8, 17].

Calismamizda, uzatici kol takili lektin immobilize mMPGMA mikrokurelerin PSA
baglanmasinda etkin araclar oldugu gosterilmistir. PSA’'nin seker zincir yapisinda
malign transformasyonlar sirasinda degisiklik meydana gelmesi nedeniyle PSA-
lektin etkilesimlerinin aydinlatiimasina ydnelik c¢alismalar halen guncelligini
korumaktadir. S6z konusu Ozellik dikkate alindiginda, bu malzemelerin
hazirlanmasi PSA baglanmasini temel alan ticari kitlerin geligtiriimesi
calismalarina da katki saglayacaktir. Buna ek olarak, WHO tarafindan onaylanan
tim kanser Dbiyoigaretlerinin glikoprotein yapisinda oldugu g6z o6nunde
bulunduruldugunda, hazirlanan malzemeler sadece PCa igin degil, diger kanser
tipleri icin de biyoisaret kesfine imkan saglayabilecek model bir sistem olarak
Onerilmektedir. Bu baglamda, klinik uygulamalarda hastaliklar igin diger tani
sistemlerine alternatif olarak lektin-glikoprotein etkilesimlerinden yararlanilabilecegi

gOsterilmigtir.

Bu galismada mPGMA mikrokurelerin PSA baglama kapasitesi, sicaklik, baslangi¢
serum derisimi, ligand yukleme miktari ve zaman parametreleri agisindan
incelenmis ve bdylece galismanin PSA-Con A etkilesimlerinin anlasiimasina katki
saglamasi amaclanmistir. Elde edilen bulgulardan PSA'nin  Con Aya
baglanmasinda hidrofobik ve van der Waals etkilesimlerinin rol aldi§i sonucuna
varilabilir. PSA-Con A etkilesimlerinin anlasiimasi prostat sagliginin Kklinik olarak

degerlendiriimesi acisindan yarar saglayacaktir.

Serumda yuksek derisimde bulunan proteinlerinden albuminin ve 1gG’nin sirasiyla
Cibacron mavisi F3GA baglh PHEMA kriyojel diskler ve Hitrap Protein A FF kolon
kullanilarak uzaklastirimasi saglanmigtir. Serum fraksiyonlarini goéstermek
amaciyla gergeklestirilien SDS-PAGE analizi, uygulanan her iki sistemin de basarili
oldugunu ve wuzaklastirma isleminde etkin olarak kullanilabileceklerini

kanitlamaktadir.
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Sonug olarak, PCa’li hasta serumundan elde edilen serum o6rneklerinin, SDS-
PAGE, iki boyutlu jel elektroforezi ve kitle spektrometresi gibi analizler 6ncesinde,
lektinler araciligi ile glikozillenme oOzelliklerinin belirlenmesi suphesiz ki proteom
analizlerine blyuk katki saglayacaktir. Béylece, PCa’nin seyri sirasinda serum
proteinlerinin glikozillenme profilleri aydinlatilabilecek ve hastaligin seyri ile

iliskilendirilebilecektir.
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