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Hucresel demir dengesini korumak amaciyla neredeyse tim organizmalarda hticre
ici demir alimini, saklanmasini ve tasinmasini saglayan transferrin adi verilen
tasiyicilar bulunmaktadir. Transferrin protein ailesi, 670-700 aminoasitten olusan
tek polipeptid zincirli ve 80 kDa molekll agirhigina sahip monomerik bir
glikoproteindir. Koéti  huylu timorler ylksek oranda transferrin  reseptori
icerdiginden anti-kanser ilaclar, proteinler ve genler igin hedef ligand olarak
transferrin  kullanimi  oldukga yaygindir. Transferrinin proteinlerle, ilaglarla,
makromolekul iceren hibrid sistemlerle konjugasyonu bu durumu mumkun
kilmaktadir.



Transferrinin anti-kanser ilaglarla konjugasyonu ile segicilik ve toksisite Uzerinde
olumlu gelismeler saglanmis ve ila¢ direncini dustirmesinden dolay! daha etkin bir
tedavi yontemi olusturulmustur. Bu Ozelliklerinden dolayi transferrin saflagtirma
calismalari Gnem kazanmistir.

Manyetik ayirma, biyoayirma alaninda kullaniimak tzere gelistiriimis olduk¢a yeni
bir tekniktir. Bu yontemin prensibi bir ligand yardimiyla hedef molekule baglanan
manyetik partikilin yigin ¢ozeltiden manyetik alan gradyenti uygulanarak
ayriimasidir. Geleneksel ayirma ile karsilastirildiginda, hiz, kesinlik ve basitligi
onemli avantajlarindandir. Bu tez c¢alismasinda dispersiyon polimerizasyonu
teknigi ile FesO4 nanopargacik varliginda sentezlenmis es boyutlu manyetik poli-
glisidil metakrilat (m-PGMA) mikrokurelere anti-transferrin antibadi immobilize
edilerek transferrin adsorpsiyonu igin yeni bir yaklasim gelistiriimistir. Elde edilen
mikrokureler Fourier dénusumlli infrared spektroskopisi (FTIR-ATR), taramali
elektron mikroskobu (SEM), elektron spin rezonans (ESR), termogravimetrik analiz
(TGA-DTA) ve zeta boyut analizi ile karakterize edilmistir. Kirelerin sisme
Ozellikleri incelenmis ve maksimum sisme oranlari %52 olarak hesaplanmistir.
Yogunluk 8lglimii ile mikrokiire yogunlugu 1.08 g/cm? ‘tiir. Destek maddesi olarak
sentezlenen m-PGMA mikrokurelere anti-transferrin immobilizasyonu, GMA epoksi
gruplarina  anti-transferrin  amino  gruplarinin  nukleofilik  saldinisi  ile
gerceklestirilmistir. immobilze olan optimum anti-transferrin  miktarini bulmak
amacilyla derisim taramasi yapilmis ve optimum immobilize anti-transferrin miktari
2 mg/g olarak bulunmustur. Transferrin adsorpsiyonu optimum sartlarin
belirlenmesi i¢in pH, derigim, sicaklik ve zaman taramalari yapiimigtir. Maksimum
transferrin adsorpsiyon kapasitesi pH 6'da 1.65 mg/g olarak bulunmustur.
Adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu tekrarlanarak m-PGMA mikrokurelerin tekrar
kullanilabilir olduklari bulunmustur. Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu

manyetik ortamda incelenmistir ve adsorpsiyon kapasitesi 0.12 mg/g bulunmustur.



Desorpsiyon isleminin transferrinin yapisinda herhangi bir denatirasyona neden

olmadigini ve elue edilen transferrinin safligini gostermek Uzere SDS-PAGE

calismalar yapilmistir.

Anahtar sozcukler: Glisidil metakrilat, transferrin saflastirma, manyetik ayirma,

manyetik mikrokure, immunoafinite kromatografisi.
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In order to maintain cellular iron homeostasis, nearly all organisms have the iron
transporters called transferrin that provide cellular iron uptake, storage and
transportation. The transferrin protein family is 80kDA monomeric glycoprotein of
670-700 aminoacids with single polipeptid chain. As cancer cells include lots of
transferrin receptor on their surface, transferrin is widely used as target ligand for
anti-cancer drugs, proteins and genes. The conjugation of transferrin with proteins,
drugs and hybrid systems containing macromolecule makes this situation possible.
Positive developments on selectivity and toxicity are provided by conjugation of
transferrin with anti-cancer drugs. Because of these properties, transferrin
purification studies are imported. Magnetic seperation is a novel method

developed for using in bioseperaiton field.



The main principle of this method is seperation of magnetic particule bonded to
target molcule from bulk solution by magnetic field gradient. Compared to
conventional seperation, rapidity, precision and easiness are the main
advantages. In this study, a new approach is developed for transferrin adsorption
by immobilizing anti-transferrin antibody on monosize magnetic poli-glycidyl
methacrylate microspheres with FezO4 nanopowder by dispersion polymerization.
Synthesized micropspheres are characterized by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, scanning electron microscope (SEM), electron spin resonance
(ESR), thermogravimetric analysis (TGA-DTA), zeta sizer analysis. Swelling ratio
of microspheres is investigated and calculated as %52. Microsphere density is
calculated as 1.08 g/cm® by density analysis. Immobilization of anti-transferrin
antibody on m-PGMA microspheres as a matrix is done by nucleofilic attack on
amino groups of anti-transferrin. Effect of concentration is investigated for
determining the optimum immobilized anti-transferrin amount and is found as 2
mg/g. Effect of pH, concentration and temperature is investigated for determining
the optimum conditions for transferrin adsorption. Maximum adsorption capacity is
found as 1.65 mg/g at pH 6.0. m-PGMA microspheres are found to be reusable by
repeating adsorption-desorption cycle. Transferrin adsorption from artificial plasma
is studied in magnetic environment and adsorption capacity is calculated as 0.12
mg/g. In order to show that the desorption studies made no denaturation and to

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

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

magnetic microspheres, immunoaffinity chromatography.
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1. GIRIS
Demir; neredeyse tum organizmalar igin oksijen tasinmasi, depolanmasi,
aktivasyonu, enerji Uretimi, hicre gogalmasi ve bazi katalik prosesler gibi cesitli
biyolojik fonksiyonlar agisindan olduk¢a buyuk bir dneme sahiptir. Fakat ylksek
miktarda demirin oksijenle tepkimeye girmesi halinde hlcre zarina, proteinlere ve
DNA'ya zarar verecek serbest radikaller olugmaktadir. Bundan dolayi
organizmalarin vucut igi sivilarinda demir konsantrasyonunu her zaman kontrol
altinda tutan gesitli sistemler ve yapilar vardir. Yetigkin bir insan vicudunda 25-35
mg/kg demir bulunmaktadir ve bunun dortte Ug¢l kirmizi kan hdcrelerindeki

hemoglobinin yapisina katilmigtir.

Vicuda demir alimi ve kullaniminda sorunlar olmasi halinde demir eksikligi
anemisi; karaciger, kalp, pankreas gibi organlarda demir birikimine yol acan
genetik bir rahatsizlik olan Hereditary hemokromatosiz ve Halleroden Spartze
Sendromu, Parkinson, Alzheimer, Huntington gibi noérodejeneratif hastaliklar
ortaya ¢cikmaktadir [1].

Gidayla alinan ve geri kazanilan demir, Fe?* halindedir. Serum icerisinde demir

tasiyici bir protein olan transferrine baglanip Fe3"”

e yukseltgenir ve bu sekilde
tasinir. Tasinim boyunca her iki durumda da (Fe?* ve Fe®") demir, toksik etkiler
dogurabilecek sekilde biyolojik hicbir etkilesime girmez [2]. Demir haricinde,
terapotik ve diagnostik 6zellikteki diger metal iyonlari da transferrine, demir tasiyan
bolgeleri Uzerinden baglanabilir. Bu transferrin kompleksleri bir¢ok hicre
tarafindan taninmaktadir. Kétl huylu timorler yliksek oranda transferrin reseptoru
icerdiginden anti-kanser ilaglar, proteinler ve genler igin hedef ligand olarak
transferrin  kullanimi  oldukga yaygindir. Transferrinin proteinlerle, ilaglarla,
makromolekul igceren hibrid sistemlerle konjugasyonu bu durumu mumkun
kilmaktadir. Transferrinin anti-kanser ilaglarla konjugasyonu ile secicilik ve
toksisite Uzerinde olumlu gelismeler saglanmis ve ilag direncini dusurmesinden
dolayr daha etkin bir tedavi yontemi olusturulmustur. Ayrica poli-lizin ya da
katyonik lipozom gibi bir polikatyon araciligiyla transferrinin DNA ile eslenmesi,

kotl huylu hicrelerdeki DNA hedeflenmesini ve transferini mimkian kilmaktadir

[1].



Transferrin protein ailesi; serum transferrin (TF), laktoferrin (LF), melanotransferrin
(mTF) ve ovotransferrinden (oTF) olugsur [3]. Serum transferrin, demir
metabolizmasindan sorumludur ve serbest demirin hlcrelere zarar verebilecek
radikaller olugturmasini onler. Demir haricinde terapotik metal iyonlari,
radyodiagnostik metal iyonlari ve diger bazi metal iyonlari da transferrin tarafindan

tasinir.

Ovotransferrin ve laktoferrin antimikrobiyal etkiye sahiptir [1]. Melanotransferrin ise
demir tasinmasi, anjiyojenez ve plazminojen aktivasyonu, hicre g¢ogalmasi,
tumaorojenez gibi sistemlerde gorev alir. Melanoma tumoarlerinin yizeyinde oldukca
yuksek oranda melanotransferrine rastlanmaktadir [4]. Kromatografik protein
saflastirma iglemi ylksek ayirim guctne sahip bir tekniktir. Fakat koloidal yapilar
iceren drnekler, dolgulu yatak iceren kolonlari tikayabilmektedir. Manyetik kureler
ise santrifuj, filtrasyon ya da membran ayirma gibi 6n islemlere gerek duymaksizin
ham hicre ekstratlarindan veya hicre yogunlugunca zengin diger orneklerden
hizli ve verimli saflagtirma saglar. Biyolojik bilimlerde manyetik tasiyicilarin
oldukca genis kullanim alanlari vardir [5]. Ozellikle son 10 yil icerisinde, manyetik
kirelerin sentezi ve cesitli sistemlerde kullanimi Uzerine oldukca fazla galisma
yapilmistir. Manyetik kureler, manyetik parcaciklar ve polimerden olusan bir
yapidir. Dissal bir manyetik alan varliginda kurelerin icerdigi manyetik pargaciklar
oldukga hizli ve kolay bir ayirim saglar. Bunun yaninda manyetik kureler,
relaksasyon prosesi ve histerizis kaybi ile manyetik enerjiyi 1sI enerjisine gevirerek
Isl jeneratorleri olarak da kullanilabilir. Kuarelerin icerdigi polimer, manyetik
parcaciklarl stabilize etmenin yaninda kirelere sisme 0zelligi ve esneklik
kazandirir. Ayrica kurelerin kullanilacadi uygulamalar igin gerekli fonksiyonel grup
iceren yaplilar olusturur. Ornegin kurelerin yuzeyini belli ligandlar ile aktive ederek
immunoassay teknikleri, nudkleik asit dizilerinin izolasyonu, hiicre ve
mikroorganizma c¢alismalari  gerceklestirilebilir.  Kurelere manyetik  6zellik
kazandirmak icin oksidasyona karsi daha kararli olmalari sebebiyle Fe, Co ve Ni
gibi saf metallerin metal oksitleri tercih edilir. Metal oksitlerin manyetik 6zellikleri
kimyasal bilesimlerine, sekillerine, buyukluklerine, kristal yapilarina ve kristalinite
derecelerine gore degismektedir [6]. Manyetik ayirma teknikleri biyolojik bilimlerin

farkl alanlarinda uygulanmaktadir.



Son zamanlarda biyomolekul eglestirme, protein ve nukleik asit saflagtirma
calismalarinda manyetik tasiyicilar kullaniimasi oldukga yayginlasmigtir [7].
Manyetik malzemeler genellikle sabit veya akiskan yataklarda kullanilir [5]. En iyi
bilinen teknik, manyetik stabilize akiskan yataklardir [8]. Bu sistem, manyetik
kureleri iceren bir akigkan yataga belli bir eksen dogrultusunda manyetik alan
uygulanmasi ile elde edilir. Meydana gelen c¢ekici ve itici kuvvetler, sivi faz ve
manyetik stabilize kdrelerin ylzeyi arasinda oldukga iyi bir kutle aktarimi olusturur
[9]. Bu sistemler hem sabit hem de akiskan yataklarin tUm avantajlarini bir araya

getirmektedir.

Bunlarin baslicalari; yuksek kutle transfer oOzellikleri, partikil karigimlarinin
ayrilabilmesi, basing kaybinin az olmasi, kati fazin sisteme yuksek akisli
beslenebilmesi, sivi-kati etkilegiminin iyi olmasi ve tikanma olasiliginin

olmamasidir.

Bu teknikle ayrilacak olan biyomolekul, yuzeyine ligand immobilize kirelere direkt
olarak uygulanir. Ozellikle kan gibi yiksek viskoziteye sahip yapilar ile manyetik
stabilize akiskan yatak igerisindeki manyetik adsorbentin etkilesimi, hemoliz gibi
higbir hiicre hasari olmadan ylksek kutle tasinimi géstermesi agisindan oldukca
dikkat c¢ekicidir [8].

Bu calismada ticari olarak 6nemli kullanim alanlarina sahip bir protein olan
transferrinin saflastinimasi icin anti-transferrin antibadi ligand bagli manyetik poli-
glisidil metakrilat (PGMA) bazli mikron boyutlarinda manyetik mikrokureler
dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Kirelerin ylUzeyindeki epoksi
gruplari aktive edildikten sonra anti-transferrin antibadi kovalent bagli olarak
immobilize edilmistir. Anti-transferrin antibadi immobilize PGMA mikrokureler ile
transferrin ¢ozeltilerinden ve kandan, ilk asamada kesikli sistemde, ikinci asamada
ise manyetik ayiricida transferrin adsorpsiyonu incelenmistir. Sentezlenen
manyetik PGMA (m-PGMA) mikrokurelerin karakterizasyonu i¢in FTIR, SEM,
TGA-DTA, ESR, Zeta boyut dagilimi ve sisme testi verileri kullanilmigtir. Anti-
transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokurelerin kesikli sistemde transferrin
adsorpsiyon kapasitesine pH, derisim, sicaklik ve zaman faktorlerinin etkisi
ayrintili olarak incelenmistir ve optimum sartlar belirlendikten sonra yapay

plazmadan transferrin adsorpsiyonu incelenmistir.
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Bunun ardindan desorpsiyon iglemi ve mikrokureler icin tekrar kullanilabilirlik
calismalari yapilmigtir. Son asamada ise anti-transferrin antibadi immobilize m-
PGMA mikrokureler ile manyetik ayirici igerisinde transferrin adsorpsiyonu

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Transferrin Protein Ailesi

Demir, tum Okaryotik organizmalar ve c¢odgu mikroorganizmalar tarafindan
solunumda, DNA sentezinde ve cesitli metabolik sistemlerde kofaktor olarak
kullanilan oldukga 6nemli bir elementtir. Hucresel demir homeostazini korumak
amacilyla neredeyse tum organizmalarda hucre i¢i demir alimini, saklanmasini ve
tasinmasini saglayan transferrin adi verilen tasiyicilar bulunmaktadir [3].
Transferrin protein ailesi, 670-700 aminoasitten olusan tek polipeptid zincirli ve 80
kDa molekul agirhigina sahip monomerik bir glikoproteindir. Bu ailenin en iyi bilinen
turleri; kanda ve memelilerdeki amniyotik sivi, safra, serebrospinal sivi, lenf,
kolostrum ve sutte bulunan serum transferrin (TF); memelilerin sut, gozyasi,
tukrik, mukus, pankreas sivisi gibi hucre disi salgilarinda ve beyaz kan
hdcrelerinde bulunan laktoferrin (LF); melanositlerin ylzeyinde, karacigerde,
bagirsak epitelinde bulunan melanotransferrin (mTF) ve yumurta aki ile kuslarin ve
timsah, kaplumbaga gibi bazi sudringenlerin yumurtalik salgilarinda bulunan

ovotransferrin (0TF) ve transferrin benzeri proteinlerdir [1,3].

Cizelge 2.1. Transferrin turleri ve 6zellikleri [10]

Protein Dokular Taksonomik Gruplar
Transferrin Karaciger, serum, beyin, kemik iligi Memeliler
Ovotransferrin Serum, yumurta aki Kuslar, sirtingenler
Laktoferrin Sut, tikrik, gozyasi, safra suyu Memeliler
Melanotransferrin Melanoma, tlikrik, ter, karaciger, bagirsak Omurgalilar
Karbonikanhidraz inhibitéri Serum (karacigerde) Memeliler

Saksifilin Serum Rana (iri kurbaga)
Topozom Sindirim sistemi ve yumurtaliklar Deniz kestanesi
Ciona transferrin (mono) Plazma Urokordatlar

Bocek transferrin Hemolenf (yaglh dokuda), yumurtalk Bocekler

Ug katli transferrin Plazma membrani Halotolerant alg
Otolit matrix protein 1 Otolit organ Baliklar

Pasifastin Hepatopankreas ve hemositler Kabuklular




Transferrin turlerinin timd demir miktarini kontrol altinda tutabilse de hucre igine
demir taginimini yapabilen tek turandn serum transferrin oldugu bilinmektedir [3].
Insan serumunda transferrin konsantrasyonu, %30 demir bagli olarak 2.5 mg/ml
(35 pMY)dir [1]. Laktoferrin hari¢ diger transferrin tlrleri asidiktir ve izoelektrik
noktalari (pl) 5.6-5.8 arasindadir. Laktoferrin igin ise bu deger 8.7'dir. Bu
izoelektrik nokta, laktoferrinin diger proteinlere ve hicre yuzeylerine
baglanabilmesini saglamaktadir. Ug cesit transferrin de yapisal olarak, demir
baglayici bolgeleri bulunan ve homolog olan N ve C lobunu igerir. Bu homolog
loblar es boyutlu iki domaine ayrilir. N lobundakiler domain N1 ve domain N2, C
lobundakiler ise domain C1 ve domain C2 olarak adlandirilir ve demir baglayici
bdlgenin bulundugu derin bir yarik ile ayrilir. [3,11]. iki lob da yapisal olarak ¢ok
benzer olsalar da demir baglama ve salinimi agisindan farklliklar gostermektedir.
Bu farklilik, yapidaki karbonhidrat zincirlerinin uzunluklarindan ve pozisyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Transferrinin metallere ve reseptorlere baglanmasi agisindan

zincirler arasinda bulunan disulfit baglari da oldukga énemlidir [12].

N lobu
.»’\

Sekil 2.1 Holo-transferrin yapisi ve domain N1, N2, C1, C2 gdsterimi [11]



Transferrinin demir baglayici bélgelerini; iki tirozin molekilindn iki fenoll, aspartat
molekulundn karboksilati, histidinin imidazollu ve arjinine komgu olan birbirine bagli
iki karbonat olusturur. Transferrine demir baglanmamis yani apo formda iken loblar
birbirinden uzakta olacak sekilde acik konformasyondadir. Demir bagh yani holo
formda ise, iki lob da koordinasyon metalini kapsayacak sekilde kapali

konformasyona gecer [2].

Sekil 2.2. Ovotransferrin N lobunun holo ve apo formlari [11]



Sekil 2.3. Ovotransferrin C lobunun holo ve apo formlari [11]

2.1.1. Serum Transferrin

1944 yilinda Schade ve Caroline’in yaptigi bir calismada yumurta akindaki bir
bilesenin demir baglama yetenegi oldugu ve mikroorganizmalarin geligimini
engelledigi tespit edilmistir. Bundan iki yil sonra ayni grup tarafindan bu yapinin
insan kaninda da olup olmadigi arastiriimis ve kan serumunda da benzer 6zellikte
bir proteine rastlanmigtir. O zamanki ismiyle bu protein “Siderofilin” olarak

literattire gegmistir [10].



Transferrin ferrik demir tagsinmasi igin oldukga 6nemli bir serum proteinidir [13].
Karacigerden salgilanarak kana karigsan transferrin miktari, serumda yaklasik 37
MM civarindadir [10,13]. Yapisinda 630 civarinda aminoasit bulunduran, 80 kDa
molekul agirliginda bir glikoprotein olan serum transferrin, N ve C olmak Uzere iki
0zdes lobdan olusur. Demir atomu, iki tirozin kalintisinin fenolat oksijenleri,
histidin kalintisinin imidazol azotu, aspartik asit kalintisinin karboksilat oksijeni ile
olmak Uzere dort protein ligandi ile koordine edilmektedir. Demirin etrafindaki cis
pozisyonundaki alti adet oktahedral baglanma bdlgesinin dordl, bu protein
ligandlari tarafindan kullanilir [14]. Her lob tersinir olarak Fe** baglamanin

yaninda Bi**, Ga*, In*, AI**, cu®, Mn**, zn®*", Ni**, Ru®*" gibi metal iyonlarini da

baglayabilir. Normal bir serumda, transferrinin toplam demir baglama bolgelerinin
%30’u demir icermektedir [13].

His585 (249)
Asp392 (63)
@ Fe*
. CO,*
Tyr517 (188)
Tyrd26 (95)
B

Sekil 2.4. (A) Serum transferinin X-isinlari yapisi (apo formda N lobu ve holo

formda C lobu) (B) Transferrinin N lobunun demir baglama bdlgeleri [1]



Sekil 2.5. Serum transferrin yapisi [15]

Hucresel demir alimi ve tasinmasi TF/TF reseptor varliginda endositotik proses ile
gerceklesir [3]. Transferrin reseptorid, 180 kDa molekll agirliginda bir
transmembran glikoprotein homodimeridir. Alt Gnitelerinin her biri 90 kDa molekdl
agirhigindadir ve birer transferrin molekuli baglayabilmektedirler [14]. Transferrin
kombinasyonlarinin derecesi, hlcre yuzeyindeki transferrin reseptorleri ve
transferrin arasindaki afiniteyi etkilemektedir. Transferrin reseptéri ve holo-
transferrrin arasindaki molekuler kuvvet, apo-transferrin ile arasindaki kuvvetten
onlarca kat buUyuktlr. Transferrin ve transferrin reseptorinin iki formunun

arasindaki afinite farki, proteinin fonksiyonlarini da etkilemektedir [16].
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plazma membram

Sekil 2.6. Transferrin-transferrin reseptoru kompleksi [11]

Demir, noétral sivilarda cesitli demir hidroksitler olusturur ve olusan bu yapilar
¢ozinmez. Fakat dusik molekdl agirhkh selatlar ve proteinler veya
makromolekullerle yaptigi kompleksler ile ¢dzinebilir hale getirilebilir [2]. Apo
formda iken her bir transferrin lobunun iki domaini de su dolu bir yarik olusturacak
sekilde birbirinden ayrik pozisyondadir. Ekstraseliler ortamda pH 7.4’te apo-
transferrin bir demir iyonu baglayarak monoferrik forma, iki demir iyonu baglayarak
diferrik (holo-transferrin) formuna dénudsur. Ardindan diferrik transferrin, hicre
yuzeyindeki transferrin reseptorine baglanir. Diferrik transferrinin C lobu, dimerik
transferrin  reseptéri  ektodomainin helikal domainine baglanirken N lobu,
transferrin reseptériinin tamami ve hicre zari arasinda (sandvi¢ pozisyonu)
konumlanir. Olusan bu kompleks, pH 5.5 olan endozoma tasinir. Ortamin asidik
olmasi, protonasyon ve birbirine bagli anyonlarin histidin ve tirozin ligandlarinin
protonasyonunu takiben ayrismalari nedeniyle transferrin-transferrin reseptoéri
kompleksinde konformasyonel degisiklikler meydana getirir ve yapidaki demir,

kompleksten ayrilir. Bdylece hucre igine demir salinimi gergeklesmis olur.

11



Apo-transferrin-transferrin reseptori  kompleksi tekrar hicre yuzeyine ¢ikar ve bu
ekstrasellller ortamdaki noétral pH'dan dolayi dissosiye olarak transferrin serbest

kalir ve yeni bir dongu i¢in kullanima hazir hale gelir [2].

Ekstraselluler Intraselliiler

Klatrin kapl kuyucuklar
® /

o
.
Reseptor varhginda
’ endositosiz

E H* Protein pompasi
f

I3'-:‘:e:'Fe
3} Transferrin
}: & resepton
p}
Diferrik

transferrin

Ekzositosiz

—~0-<@ K

T

Apo
transferrin

Sekil 2.7. Reseptoér varliginda endositosiz yoluyla demir taginmasinin ve

saliniminin sematik gosterimi [14]
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2.1.2. Ovotransferrin

Ovotranferrin, 686 aminoasit iceren 77.7 kDa molekul agiriginda monomerik bir
glikoproteindir [17]. lIzoelektrik noktasi 6.0 olan ovotransferrin kuslarin ve
suriingenlerin yumurta akinin yaklasik % 12-13’GnU olusturmaktadir. ik kez
Schade ve Caroline tarafindan 1944 yilinda kesfedilmis ve ‘konalbumin’ olarak
adlandiriimigtir. Ardindan 1968 yilinda Williams tarafindan demir baglayabildigi ve
transferrin ailesine ait bir protein oldugu kesfedilerek ismi ‘ovotransferrin’ olarak
degistirilmistir. Ovotransferrin, dokuz aminoasit kalintisinin olusturdugu bir zincirle
birbirine bagh iki globuler lobdan (N ve C) olusmaktadir. Her lob ikiser adet alt
domaine (N1, N2, C1, C2) ayrilmaktadir. Bu iki lobun igerisindeki bosluklar demir
baglayan bdlgeleri olusturmaktadir. Bu bolgelerde demir baglanmasi, serum
transferrindeki ayni ligandlar (iki tirozin, bir aspartik asit, bir histidin, iki oksijen

kalintisi) ile gerceklesmektedir [18].

Sekil 2.8. Tavuk holo-ovotransferrin yapisi [11]
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Tavuk ovotransferrin gugli bir antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ovotransferrin demir
baglayan bir protein oldugundan mikroorganizmalarin gelismesi igin gerekli olan
demiri tutarak gelisimlerini inhibe eder. Ovotransferrinin ¢ok ¢esitli bakteri tlrleri

uzerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Bunlar icinden ovotransferrine en duyarli olanlari, Pseudomonas sp, E. Coli ve S.
Mutans turleridir; en direncli olanlari ise S. Aureus, Proteus sp ve Klebsiella'dir
[18]. Ovotransferrin bu 06zelliginden dolayr gunumuizde gitgide 6nem kazanan
dogal gida koruyucu ajan olarak kullanilabilmektedir [19]. Bunun yaninda Candida
spp ve ovotransferrinin direkt etkilesimleri, antifungal etki yaparak aktivite
inhibisyonunu gergeklestirmektedir. Fakat Candida spp igerisinde bir tr olan C.
krusei'nin ovotransferrine direncli oldugu bulunmustur [17]. Tim bunlarin yaninda
ovotransferrrinin  antikanser, antioksidan ve bagisiklik sistemi duzenleyici

fonksiyonlari da baylik énem tagimaktadir [18].

2.1.3. Laktoferrin

Laktoferrin, birgok memelinin sitlinde, dis salgilarinda ve mukozalarinda bulunan,
yaklasik 80 kDa molekul agirligina sahip demir baglayan bir glikoproteindir [20,21].
Laktoferrin iki demir iyonu baglayabilir. Bu demir baglama kapasitesinden dolayi
antibakteriyel, antioksidan, antitiméral ve immun dulzenleyici fonksiyonlari
bulunmaktadir. insan beynindeki mikrovaskiiler endotial hiicrelerinde bulunan
laktoferrin reseptorleri, reseptor varliginda transitosiz ile laktoferrin endositosizine
ve laktoferrinin kan beyin bariyerini gegmesine katkida bulunur. Bunun yaninda
Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda, néronlardaki laktoferrin reseptorleri

laktoferrin taginimina katki saglayarak iyilesme saglayabilir [22].

Neredeyse tum bakterilerin gelisimi icin demire gereksinimleri vardir ve
laktoferrinin demir baglama 6zelligi birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
kargi antibakteriyal etki gostermektedir. Laktoferrinin demir baglamasinin disinda
mikrobiyal karbonhidrat metabolizmasini bozmasi yada bakterilerin hucre
duvarlarinin yikimi ile de antibakteriyal etkilerini gosterdikleri bulunmustur [20].
1995 yilinda MclIntosh ve arkadaslar sigir sttlindeki laktoferrinin sigcanlarda mide

ve bagirsak kanserine karsi koruyucu etki gosterdigini bulmuslardir [21].
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Sekil 2.9. Laktoferrin yapisi [11]

2.1.4. Melanotransferrin

Melanotransferrin ilk olarak 1980 yilinda Woodbury ve arkadaslari tarafindan
melanoma igin hicre yuzey isaretleyicisi olarak kesfedilmistir ve melanoma timér
antien p97 olarak adlandinimistir. Ardindan 1996 yilinda Rothenberger ve
arakadaslari tarafindan karacigerde, ince bagirsakta, gobek kordonunda,
plasentada, ter bezlerinde oldugu kesfediimis ve 2005 yilinda Sekyere ve

arkadaslari tarafindan insan beyin zarinda da bulundugu saptanmistir.

Transferrin protein ailesine ait olan melanotransferrin, ¢esitli omurgali ve
omurgasizlarda bulunan demir baglayan bir proteindir [23]. Glikozil fosfatidilinositol
tarafindan hicre zarina bagl olarak bulunur. Transferrin ailesinin diger Uyeleri olan
serum transferrin, ovotransferrin ve laktoferrin ile dizilim agisindan yaklasik % 37-

39 oraninda homolog proteinlerdir.
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Melanotransferrin ve serum transferrin, kromozom 3’te bulunmalari, ayni disulfit
baglarina sahip olmalar ve N terminallerinde 6zdes demir baglama bdlgeleri

bulundurmalari gibi 6nemli benzerlikler gostermektedirler.

Melanotransferrin, kan-beyin bariyerinden demir taginmasi, melanoma hucrelerinin
¢ogalmasi ve tumodrlesmesi, Alzheimer hastahigi, 6zonofil farklilasmasi, kikirdak
olugsumu ve artrit gibi durumlarda fizyolojik ve patolojik olarak olduk¢a 6nemli rol

oynar [24].

Melanotransferrinin - ¢ézindr formu hicre Kkulturlerinin  sUpernatantinda ve
melanoma, Alzheimer, artrit gibi hastalarin kan serumunda bulunur. Son
calismalar gostermektedir ki melanotransferrin, serum transferrinin homolog
proteini olmasina ragmen huicrelerden demir aliminda transferrin reseptort 1’e ya
da herhangi baska bir reseptore yuksek afinite gdstermemektedir. Cozinur
melanotransferrin de hlcre zarina bagli melanotransferrin gibi 80 kDa molekul

agirhgina sahiptir [25].

2.1.5. Transferrin Benzeri Diger Proteinler

Transferrin ailesindeki proteinler ile homolog primer yapiya sahip bazi proteinler
bulunmaktadir. Bu proteinler, domuzlarda bulunan karboksianhidraz inhibitord,
kurbagalarda bulunan saksifilin, baliklarda denge tasi (otolit) olarak bilinen
yapidaki OMP ve ilkel deniz hayvanlarinda bulunan nicaTf'dir. Bu proteinler,
primer yapilari agisindan transferine benzese de demir baglama 6zellikleri ya ¢ok
zayiftir ya da yoktur ve yapilari hentz aydinlatilamamigtir. Bdceklerde bulunan
transferrin de omurgalilardaki serum transferrin gibi iki loba sahip olsa da bir lobun

demir baglama 6zelligi olmadigi bulunmustur [4].

2.2. Manyetik Mikrokireler

Boyutlari 1-20 ym arasinda degisen polimer mikrokureler biyoloji ve tipta; ilag
tasima sistemleri, sensoérler, tani koyma ve hiicre saflastirma gibi oldukg¢a genis bir
uygulama alanina sahiptirler. Bu kirelerden hem iyon degdisim kromatografisi gibi
eski tekniklerde hem de afinite kromatogtafisi gibi gelismis tekniklerde

yararlaniimaktadir.
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Oldukga kuguk partikil boyut dagihimina ve duzgun bir kiuresel sekle sahip
olmalari her bir kdrenin ayni fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikte olmasini
saglamaktadir. Ayni zamanda kuresel olmalar akig o6zelliklerinin iyi olmasina,

ylzey enerjisinin azalip ylzey alaninin artmasina da katkida bulunmaktadir.

Tdm bunlarin yaninda mikrokdrelerin optimum konsantrasyonda istenilen molekuli
baglayabilmesi agisindan ulasilabilir ve istenmeyen etkilesimler yapmayan reaktif

gruplar icermesi gerekmektedir.

Mukrokurelerin  sentezinde sUperparamanyetik nanopartikiller  kullanilarak
manyetik 6zellik de kazandirilabilir [26]. Manyetik mikrokureler genellikle Fe, Co,
Cu, Mn tuzlarinin ¢okturilmesiyle elde edilen ferritler veya Fe;O,4 (magnetit), Fe,O3

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

Sekil 2.10. Manyetik mikrokureler [28]

Metal oksit nanopartiklller (6zellikle magnetit ve maghemit) ferrik ya da ferro

tuzlarin ¢oktlriimesiyle elde edilir [6]:

FeCl;.4H,0 + 2FeCl;.6H,0 + 8NH,OH = Fe30,4 + 8NH4Cl + 20H,O  [6]

Mikrokiire sentezinde bircok farkli ydntem kullanilabilir. ilk kez mikrokiire sentezi
yapildiginda suspansiyon polimerizasyonu kullaniimigtir. Bu yontemle elde edilen
mikroklrelerin boyutu mikrometre ve milimetre arasinda olup genis boyut

dagilimina sahiplerdir.
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lyon degistirici, su aritimi igin sorbent ya da adsorbent olarak kullanilan
polivinilklorr,  polimetilmetakrilat, sisebilen  polistren,  polistren-akrilonitril

kopolimerlerinin ticari Uretimi i¢in sispansiyon polimerizasyonu kullaniimaktadir.

Coktirme ya da dispersiyon polimerizasyonu ile ¢apl 1-8 ym arasinda degisen

kureler elde edilmektedir.

Cokturme ile elde edilen kureler dispersiyon yontemi ile elde edilenden daha
bliyluk ve daha duzensiz partikiller olusturmaktadir. Boyutlari 100-600 nm
arasinda degisen partukuller elde etmek igin en ¢ok kullanilan yontem emulsyon

polimerizasyonudur [29].

Manyetik mikrokure sentezinde ise polimer matrikste mikro ya da nano boyutta
manyetik partiktller bulunur. Manyetik mikroklre sentezi U¢ genel yontem ile

gergeklestirilir:

. Manyetik partikullerin polimer matriksin iginde sentezlenmesi
. Manyetik partikil varliginda polimer sentezi
° Onceden hazirlanmis polimer ve manyetik partikiil ile kiire sentezi

Bunlara ek olarak c¢ekirdek-kabuk yapisindaki partikillerin polimer matrikste

homojen dagildigi karisik sistemler de bulunmaktadir.

Manyetik kureler; polistren, poliakrilamid, triblok polimer olan poli-izopropen-blok-
poli(2-sinamoiletil  metakrilat)-blok-poli(tert-btil  akrilat), dekstran, aljinat,
polivinilalkol, asetoasetoksietil metakrilat kopolimerleri, N-vinilkaprolaktam, N-
izopropilakrilamid kopolimerleri de glisidilmetakrilat gibi polimerler kullanilarak

sentezlenehilir.

2.2.1. Polimer Cekirdek — Manyetik Kabuk Yapisindaki Kiireler

Bu yapidaki kureler Pickering emulsiyonunda stabilize olarak bulunan monomer
damlaciklarinin polimerize olmasiyla elde edilir. Kati partikuller, sivi-sivi yuzeyinde
kendiliginden bir araya gelerek polimerizasyon suresince stabilizator gibi
davranirlar. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra bu partikuller, olugan kurelerin

dis yuzeyini kaplayarak kabuk kismini olusturur.
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Sekil 2.11. Polimer ¢ekirdek — manyetik kabuk yapisi [6]

2.2.2. Manyetik Cekirdek — Polimer Kabuk Yapisindaki Kiireler

Bu kureler, manyetik partikillerin yUzeyinde bir capraz baglayici ile monomerin Ug¢
boyutlu polimerlesmesi yada blok polimer miseller icerisinde manyetik partiktllerin
enkapsulasyonu sonucu elde edilirler. Yeni bir yaklasim olarak yuzey-baslaticili
polimerizasyon ile bu kureler sentezlenebilmektedir. Bu ydntemde ylzey grafth
baslatici ile polimer olusumuna dayanir ve manyetik ¢ekirdege kovalent bagh

olarak polimerik bir kabuk olugsumu ile sonuglanir.

Sekil 2.12. Manyetik Cekirdek — Polimer Kabuk Yapisi [6]
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Sekil 2.13. Manyetik ¢ekirdek — polimer kabuk TEM goéruntusu [6]

Bu yapidaki kureler biyouyumlu olmalari, yuksek baglama kapasitesine sahip
olmalari ve tekrar kullanilabilir olmalarindan dolayi oldukga fazla kullanim alanina
sahiptirler. Kolay hazirlanabildiklerinden ve modifikasyona elverigli olduklarindan
cekirdegi olusturacak inorganik madde olarak demir oksit partiklller tercih

edilmektedir.
2.2.3. Homojen Dagilmis Manyetik Partikiiller iceren Manyetik Kiireler

Bu yapidaki kurelerin sentezinde emulsiyon polimerizasyonu, suspansiyon
polimerizasyonu, dispersiyon polimerizasyonu, mikroemulsiyon polimerizasyonu,

miniemulsiyon polimerizasyonu kullanilir [6, 30-36].

Sekil 2.14. Polimerik kure igerisinde homojen dagilmis manyetik partikdller [6]
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2.2.3.1. Emulsiyon Polimerizasyonu

Polimerizasyon, emdllsifiye edici maddelerin olugturdugu miseller igerisinde
gerceklesir. Monomer molekulleri dagitma fazindan misel igerisine difuze olur.
Bunu takiben dagitma fazinda ¢6zinmus halde bulunan ve sicakligin artmasiyla
misel icine giren baslatici molekullerin etkisiyle polimerlesme baslar. Tum
monomerler polimerlesene kadar devam eder. Elde edilen polimer, emulsiyon
olusturucu reaktifler tarafindan ylzduartlen bir polimer lateksidir. Bu yontem
kullanilarak elde edilen kurelerin boy ve boyut dagilimi; emulsiyon olusturucu
reaktif tard, derisimi ve ortama verilis bicimi, uygulanan sicaklik, monomer/su
orani, katki maddelerinin tarlG ve miktar, baglatici tard ve derigimi gibi

parametreler ile yakindan iligkilidir [37].

2.2.3.2. Suispansiyon Polimerizasyonu

Suda ¢dzinmeyen bir monomerin uygun bir dagitma ortaminda (genellikle su)
karistirilarak sivi damlaciklar haline getirilerek dagitilmis kati faz olarak polimerik
partiktller elde edilmesine dayanan bir tekniktir. Sonunda bu dagitiimis
damlaciklarin boyut spektrumunda dinamik bir dengeye ulasiimasi halinde kararl
bir ortalama damlacik boyutu olusur [38]. Polimerik yapi bu damlaciklarin

icerisinde olugsmaktadir [39].

Bu yontemle 10 ym - 10 mm boyut araliginda mikroklreler sentezlenebilir.
Yontemin en onemli avantaji mukemmel boyut kontroline olanak saglamadir [37].
Partikll boyutu polimerizasyon reaktorunun sekli, karigtirma hizi  gibi

parametrelerden etkilenebilir [39].

Siispansiyon polimerizasyonu {i¢ adimda gerceklesir. ilk adim sivi-sivi dispersiyon
olugsumu, ikinci adim damlaciklarin polimeri partikllu olusturacak sekilde bir araya
gelmesini saglayan reaksiyonlar ve son adim da partikil boyutunda bir degisim
olmaksizin  %80-90 arasinda bir donusum olusmasidir [40]. Bu yontemle
polivinilklorur, polimetilmetakrilat ve polistren gibi polimerlerin ticari Uretimleri

yapilmaktadir [39].
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2.2.3.3. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu, mikron buyukliginde ve dar bir boyut dagilim
araliginda mikrokure olusturan tek basamakli bir yontemdir [41]. Emulsiyon veya
mikroemulsiyon polimerizasyonu gibi heterojen polimerizasyon teknikleri ile bu

partikul boyutlarina inilememektedir.

Dispersiyon polimerizasyonunda baslangic fazinda monomer, basglatici,
stabilizator ve ¢dzict homojen bir halde bulunmaktadir. Olusan polimer polar veya

apolar olup ¢cézunmeyen bir yapidadir [42].

Sentez esnasinda polimerizasyon karisiminin isitimasiyla baslatici, oligomer
radikalleri olusturacak sekilde bozunur. Bu oligomerik zincirler ortamda ¢ézunmus
halde kalamazlar, kritik zincir uzunluguna ulastiklarinda ¢okerler. Bu ¢okeltiler,
polimer c¢ekirdegini olusturacak yapilardir ve ayni zamanda stabilizatorl
adsorplayarak manyetik ¢ekirdege sahip ilk partikullerin olugsmasini saglarlar. Yeni
cekirdek olusumu olmadigi surece partikuller olgunlasir ve es boyuta ulasirlar.
[41].

Bu yontemde her ne kadar es boyut dagiimina ulasilabilinse de boyut kontrolu
oldukga zordur. Monomer, baslatici, stabilizatér konsantrasyonu, ortamin
polaritesi, sicaklik, karistirma hizi gibi faktoérler partikil boyutunu dogrudan
etkilemektedir [42].

Monomer konsantrasyonu; oligomer zincirlerinin ¢ézunurliguna etkileyerek,
polimerizasyon hizini yani gekirdek olusumumu etkileyerek ya da stabilizatoriin

¢ozuculuk gucunu etkileyerek partikul boyutunu belirler.

Baglatici konsantrasyonunun artmasi radikal konsantrasyonunu artirir, bu da

¢oken oligomer zinciri konsantrasyonunu artirir.

Bu durumda dusuk molekul agirligina sahip partiklller polimerizasyonun erken
basamaklarinda olusur ve bdylece blylk boyutlu partikillerin olusumuna fazla
rastlanmaz. Baslatici konsantrasyonu, stabilizatériin adsorpsiyon hizini ve devamli
fazin viskozitesini de etkiler. Bunun yaninda dusuk baslatici konsantrasyonu ve
yuksek stabilizator konsantrasyonu kombinasyonu da genis boyut dagilimina
sebep olur. Tum bunlar gostermektedir ki es boyutlu kureler olugsmasi igin baslatici

ve stabilizatér dengesi oldukga dnemlidir [43].
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Stabilizator konsantrasyonu oldukga 6nemlidir. Cunkt bu madde, kiure kararhilhigini
ve ¢Ozelti viskozitesini belirler. Artan stabilizatér konsantrasyonu ve molekdl
agirlhigr viskoziteyi de artirir. Bu da patikil boyutu ile dogrudan baglantilidir.
Poliglisidilmetakrilat manyetik mikroklre sentezinde stabilizator olarak kullanilan
polivinilpirolidonun (PVP) U¢ c¢esidi de farkli sonuglar vermektedir. PVP-K15
(molekdl agirligr 15 kDa) kullanildiginda en kuagik, PVP-K90 kullanildiginda ise en

blyuk mikrokureler sentezlenmektedir.

Uygun polarite, baslangi¢ bilesenlerinin ¢d6zinUr halde kalip sadece polimerlesen

maddelerin ¢okmesini saglar.

Oligomer zincirlerinin ¢ozunurlugu, kritik zincir uzunlugu, ¢oken zincirlerin
konsantrasyonu, kurelerin olusum hizi sicaklik ile artmakta ve devamli fazin
viskozitesi ise azalmaktadir. Bunlarin sonucu olarak artan sicaklikla kire boyutu
artmaktadir [44].

2.2.3.4. Miniemilsiyon Polimerizasyonu

Miniemulsiyonlar, damlacik boyotu 50-500 nm arasinda olan kararli yag
damlaciklarinin  akigkan dispersiyonlaridir.  Hidrofobisiteleri ¢ok  ylksek
monomerlerin polimerlestiriimesi i¢in oldukga uygun bir yontemdir. Yag, su,
surfaktant ve suda ¢6zinmeyen bir hidrofob igerirler. Bu hidrofob ko-stabilizatdr
olarak adlandirilir ve kiguk damlaciklardan biyluk damlaciklara kadar monomerin
degradasyonunu oOnlerler. Ko-stabilizatorler genellikle dusuk molekul agirhigina

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

2.3. Manyetik Poli-Glisidil Metakrilat Mikrokiireler
Glisidil metakrilat (GMA), diger akrilik monomerlere kiyasla disuk toksisiteye ve
maliyete sahip hidrofilik bir vinil monomerdir. Yapisinda epoksi ve akrilik olmak

Uzere iki 6Gnemli fonksiyonel grup bulundurur [47,48].

Epoksi grubu, GMA’nin aminler, karboksilik asitler, anhidritler ve hidroksil iceren
yapllar ile capraz baglanma reaksiyonlari vermesini saglarken; akrilik grubu, diger
vinil monomerlerle sulu ya da susuz sistemlerde kopolimerizasyonunu

saglamaktadir [49].
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Sekil 2.15. GMA kimyasal yapisi [50]

Horak ve arkadaglari tarafindan, polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR),
immunomanyetik ayirmalarda, Salmonella hucrelerinin saptabmasinda, DNA
diyagnostiklerinde ve genomik DNA izolasyonunda kullaniimak Uzere dispersiyon

polimerizasyonu ile manyetik poliglisidil metakrilat mikrokureler hazirlanmistir [51].

07 7

0

Sekil 2.16. GMA mikrokure yapisi [52]

GMA mikrokureler cesitli maddelerle dogrudan reaksiyona girebilirler veya
modifiye edilerek farkli uygulamalarda kullanilabilirler [53]. GMA’da bulunan epoksi
gruplari; amin, tiyol ve fenolik gruplarla kolayca reaksiyona girerek kararli kovalent
baglar olusturur. GMA polimerize oldugu zaman reaktif oksiran halkasi ve aldehit

grubu sayesinde, proteinler veya enzimlerle dogrudan bag olusturabilir [51].
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2.4. Manyetik Mikrokiirelerin Kullanim Alanlari

Manyetik polimerler genellikle iyi kutle aktarimi ve segici ayirma gibi baslica iki
Ozellikten dolayi tercih edilmektedir [54]. Son yillarda biyoteknoloji ve biyomedikal

alanlarda manyetik mikrokurelerin kullaniminda énemli bir artis olmustur [55].

Bu kapsamda medikal teshis ve tedavi, kanser tedavisinde hedefli ilag taginimi,
basit molekulllerden hucrelere, antibadilere, nukleik asitlere, polimeraz zincir
reaksiyonlarindaki reaktiflere, proteinlere, HIV-1 proteaz enzimine, hormonlara ve
antijenlere kadar uzanan genis bir yelpazede hedef molekuli ayirma, analiz ve
teshisi, immunoassayler, manyetik hipertermi, timorlerin manyetik rezonans
goruntulenmesinde kullanilan kontrast ajanlar, yuzeylerine antibadi immobilize
edilerek gida veya benzeri maddelerdeki mikroorganizma kontaminasyonlarinin

belirlenmesi sayilabilir [55-57].

Manyetik mikrokurelere, ilgili reseptore karsi protein veya monoklonal antibadi ile
kaplayarak DNA fragmentlerini, hedef enzimleri, spesifik kanser hicrelerini, T- ve
B- lenfositleri, granulositleri, I6kositleri, monositleri, dendritik hucreleri, vucut
sivilarindaki (kemik iligi, dalak ve idrar) dodal koruyucu yapilari tutma ya da

ayirma Ozellikleri kazandirilabilir [57].

Bu ve bunlara benzer uygulamalarda kullanilacak manyetik mikroktreler kararli,
superparamanyetik, es boyutlu, dar boyut dagihm araligina, esit oranda manyetit

icerigine ve yuzeylerinde uygun fonksiyonel gruplara sahip olmalidir [51].

Manyetik mikrokureler, gozenekli ve gozeneksiz olabildikleri gibi inorganik
maddeler veya cesitli sentetik ve dogal polimerler kullanilarak sentezlenebilir.
inorganik maddeler ile sentezlenen kiirelerin ¢déziinmemeleri, yiilksek mekanik
kararliliga sahip olmalari ve uzun sure bozunmadan saklanabilmeleri baslica
avantajlari iken, ligand immobilizasyonu igin kisith fonksiyonel gruplar icermeleri
ise 6nemli bir dezavantajdir. Polimer kullanilarak poli(hidroksietil metakrilat),
poli(vinil alkol), poliakrilamid, poli(vinil butiral), poli(metil metakrilat), poli(glisidil
metakrilat), siperparamanyetik poli(vinil asetat-divinil benzen), agaroz, metakriloil-
amidohistidin iceren poli(etilenglikol dimetakrilat), poli(stren-divinilbenzen) ve
aljinat mikrokureler elde edilir. Bu mikroktrelerin ¢aplari 50-300 ym araligindadir
[48].
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2.5. Manyetik Ayirma Teknikleri

Manyetik maddeler (magnetler), milattan O6nce altinci ylzyilin basglarinda
kesfedilmistir. Fakat on sekizinci yuzyilin sonlarina kadar magnetlerin diger bazi
maddeler Uzerinde etkili olabildikleri bilinememistir. Gauss, Helmholtz ve digerleri
tarafindan elektrik, manyetizma ve magnetlerin diger maddeler Uzerindeki etkileri
ile ilgili bir calisma hazirlanmis ve ‘miknatis tas’’ kesfedilmistir. Bu malzeme
gelismekte olan kimya ve maden endustrisinde kullaniimaya baslanmistir. 1792°de
William Fullarton tarafindan bir magnet ile demir minerallerini ayirma igleminin
patenti alinmistir ve bu ilk manyetik ayirma yontemi olarak literatlre gegmistir [58].
Biyoteknolojideki uygulamalar ise daha yakin zamana rastlamaktadir. 1940’larin
basinda atik sularda ¢dézinmus ve kolloidal halde bulunan biyolojik maddelerin

aritilmasi icin saf manyetik demir oksitler kullaniimistir.

1950’lerde ise daha buyluk Olgekte manyetik ayirma yontemleri tasarlanmis ve
manyetik partikullerin biyoteknolojide kullaniimasi gindeme gelmeye baslamistir.
Fakat 1970’lere kadar manyetik partikuller ile kaydadeger herhangi bir biyomolekdl
ayirma islemi yapiimamistir [59-60].

Gunumuzde biyoteknoloji ve tip alaninda cesitli hlicre, virls ve viris benzeri
yapilarin ayrimi, protein, DNA, RNA saflastirma veya isaretleme, gida analizleri,
ilag tasinimi, biyokataliz ve teshis amacgh c¢alismalarda manyetik ayirma

yontemlerinden faydalaniimaktadir [58, 61].

Manyetik ayirma oldukga basit bir islemdir. Hedef molekile afinite gosteren bir
ligand immobilize edilmis mikrokureler analit ¢ozeltisi ile dogrudan karistirilir.
Bekleme suresi igcerisinde hedef molekill, kirelere baglanir. Bu manyetik
kompleks, uygun bir manyetik ayirici kullanilarak kolay ve hizl bir sekilde ayrilir.

Kirleticiler yikandiktan sonra hedef molekul kirelerden desorbe edilir.

Manyetik ayirma isleminin kromatografi veya santriflij gibi diger tekniklere kiyasla
bircok avantaji vardir. Bunlardan baslicalari; kolay, hizli ve kan, kemik iligi, doku
homojenizati, kultir ortami, su, gida, toprak gibi érneklere higbir on isleme gerek
duyulmadan dogrudan uygulanabilmesidir. Tim saflastirma islemi igin tek bir
analiz ekipmani (6rnedin deney tupul) yeterli olmaktadir. Sivi kromatografisi,

santrifij veya diger yontemlere kiyasla maliyeti oldukg¢a dusuktir. [61-63].
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2.5.1. Manyetik Ayirmada Kullanilan Sistemler
2.5.1.1. Kesikli Sistemler

Kesikli ayirma olduk¢a basit bir yontemdir. immobilize afinite veya hidrofobik
liganda sahip bir manyetik tasiyicinin, iyon-degistirici grubun veya tek bir yapiya
afinite gosteren manyetik biyopolimer partikuller, direkt olarak hedef molekulu
iceren ¢ozelti ile karistirilir. Ornekler, genellikle ham hiicre lizatlari, tim kan,
plazma, sut, idrar, kaltir ortami, fermantasyon veya gida endustrisinin atiklari
olabilir. Hedef moleklul ve manyetik partikiler etkilesime girip manyetik bir
kompleks olustururlar. Bu kompleks uygun bir manyetik ayirici kullanilarak hizli ve

kolay bir sekilde drnekten ayrilabilir.
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Sekil 2.17. Proteinleri ve peptidleri ayirmada kullanilan kesikli manyetik sistemler
[63]
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2.5.1.2. Surekli Sistemler

Bu sistemler, bir sivi ve ayirma sisteminde bulunan hedef molekdulleri igerir. Kesikli
sistemlere kiyasla daha ylksek maliyetli ve karmasiktir. Manyetik paslanmaz celik
yund veya kuguk celik kireler ile doldurulmus kiguk kolonlar, magnetlerin arasina
yerlestirilir. Hedef molekull iceren ¢ozelti kolona verildiginde manyetik matris
hedef molekulleri tutar. Magnetler kaldiriir ve tutulan hedef molekuller akis ile

veya hafif titregim verilerek sokulur.

Ferrografi, bir cam kesiti Uzerinde disasal manyetik alan ve serbest akigl acik bir
sistemdeki partukullerin manyetik momentleri arasindaki etkilesime dayanan bir
tekniktir [62,64].

2.5.1.3. Sabit Yataklar

DuslUk akis hizlarinda verilen analit ¢ozeltisi, durgun pargaciklarin arasindaki
bosluklardan gecer. Bu sistemde kolon, dolgu maddesiyle doldurulmustur. Akis
hizinin artmasi ile kolondaki partikuller biraz hareket ederler ve bir titresim goralur.
Daha az madde asinmasi, iki malzeme arasinda iyi bir temas saglanabilmesi ve
sivi fazin tipa akigli olmasi gibi avantajlari varken; sinirli sicaklik kontroll
yapilmasi, kanallasma olasihigi, basing farkini disurmek icin buylk partikil

gerekliligi gibi dezavantajlari vardir.
2.5.1.4. Akigkan Yataklar

Akiskan yatak terimi, manyetik partikullerin sivi igerisinde asili durma halini
tanimlamak icin kullanilir. Bu sistemler; kan, idrar gibi fizyolojik sivilardan 6zgl
molekullerin ayrilmasi, taninmasi ve saflastiriimasinda, petrokimya endustrisinde,

atik aritiminda, ¢imento sanayide kullaniimaktadir.

Buyuk Olgekteki islemler icin uygun olmasi, akigkan ve partikil arasindaki 1si ve
kitle aktariminin yiksek olmasi gibi avantajlarinin yaninda kabarcik olusumu ve

kati geri alinmasi gibi problemlerle de kargilasilabilir [54].
2.5.1.5. Manyetik Stabilize Akigkan Yataklar

Akiskan yataklar uzun yillardir kimyasal c¢aligmalarda kullaniimaktadir.
Akiskanligin temelinde partikil yatagindan sivi gegtigi sirada ortaya c¢ikan

kuvvetlerin (partiktllerde yergekimine zit olusan direng kuvveti) dengesi vardir [65].
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Manyetik partikuller iceren bu akigkan yataga manyetik alan uygulandiginda, bu
partikuller etkilenecek ve yatagin hidrodinamik 6zellikleri, uygulanan manyetik alan
siddetine ve partikullerin 6zelliklerine bagli olarak degisecektir [66]. Bu esnada
akiskan yatagin manyetik stabilizasyonu kati fazdaki hareketlerin baskisi

sonucunda olugmaktadir [67].

Manyetik stabilize akiskan yataklar, sabit dolgulu kolonlar ve akiskan yataklarin
avantajlarini bir araya getiren sistemlerdir [68]. Bunlardan baslicalari; partikil
karigmasi, iyi kati-sivi temasi, yuksek kutle transfer hizi, yatak boyunca disuk
oranda basing kaybi ve kati iletiminin kolayh@idir [54,69]. Ozellikle bu sistemde
atik sular gibi yuksek viskoziteye sahip karisimlarla calisildiginda herhangi bir

tikanma meydana gelmeden yuksek tasinim degerlerine ulagilabilmektedir [70].

Manyetik akiskan yataklarin surekli sistemde calismalari digerlerine gbre daha
kolaydir. DUzgun bir manyetik alan elde edebilmek igin dogru akim kullanan,
dusuk voltajli, kolon etrafina yerlestirilen bir sarim kullanilir. Analit ¢ozeltisi

peristaltik pompa veye hidrolik tagima sistemi ile kolon igine gonderilir [54].
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Bu sistemde kullanilan partikdllerin manyetik 06zelliklerinin fazla olmamasi
gerekmektedir. Aksi takdirde partikuller birbirlerine yapisip kimelesebilirler. Boyle
bir durumda kolon cevresindeki sarimdan gegen akim miktari ayarlanarak,

manyetik alan siddeti degistirilebilir ve kimelesme dnlenebilir.

Son zamanlarda manyetik stabilize akiskan yataklardan biyoteknolji ve tip
alaninda oldukga fazla kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari, protein ve peptid
saflastirma, DNA/RNA izolasyonu, immunkitler, ilag taginimi ve ila¢g hedeflemedir
[54, 71, 72]

2.6. immiinoafinite Kromatografisi

imminoafinite kromatografisi, protein saflagtirmada kullanilan en 6nemli
tekniklerden biridir [73]. GuUnUmulzde; antikorlarin, hormonlarin, peptidlerin,
enzimlerin, rekombinant proteinlerin, reseptoérlerin, virGslerin ve hicre igi
bilesenlerin izolasyonu igin geligtiriimis binlerce immunoafinite kromatografisi
yontemi mevcuttur [74]. Bu ydntemin temelini, antibadi ve antijen arasindaki
spesifik etkilesimler olusturur [75]. Antibadiler, vlicutta yabanci bir ajan olarak
algilanan antijenlere (bakteriler, viral partikiller ve yabanci proteinler yani
hayvanlardan, bitkilerden veya yiyeceklerden gelen ve alerjik yanit olusturan
proteinler) karsi olusturulan glikoprotein yapili proteinlerdir. Antijenler Uzerinde
antibadiye baglanan bdlgelere epitop adi verilir. Tipik bir antibadi (immunoglobulin
G — Ig G) disdlfit bagiyla baglanmis dort polipeptid zincirinden (iki 6zdes agir
zincir ve iki 6zdes hafif zincir) olusmaktadir. Bu polipeptid zincirleri Y veya T
seklindedir. Alt kisimdaki sap bolgesinin aminoasit igerigi, ayni gruptaki
antibadilerde farklik gostermez. Antibadinin iki Ust noktasinda esdeger iki antijen-
baglama bolgesi bulunur. Bu baglama balgelerinin icindeki ya da yakinlarindaki
aminoasit icerigi anitibadiler arasinda c¢esitlilik gosterir. Bu c¢esitlilik vicuda giren

yabanci ajanlara karsi farkli spesifiklige sahip antikorlarin Uretilmesini saglar [74].
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Antibadi-antijen etkilesimlerinde rol oynayan etkilesim vardir. Bunlar; iyonik
etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve van der Waals kuvvetleridir.
Antibadi ve antijen yakin temasa gectiginde bu zayif kuvvetlerin hepsi

etkinlestiginden aralarinda gugclu bir gekim olusturur [74].

immiinoafinite kromatagrafisinin genel uygulama prensibi, antibadi immobilize
edilmig destek maddesini bulunduran bir kolondan analit ¢ozeltisi gegirildiginde,
immobilize antibadilerin spesifik olarak hedef moleklli tutmasina dayanir.
Antibadiye baglanmayan ya da zayif olarak baglanan maddeler ise uygun bir
¢ozelti ile yikanarak uzaklastirilir. Ardindan uygun bir desorpsiyon ajani ile
antibadi-antijen arasindaki bad koparilarak antijen saflastirilir [75]. Bu sistemdeki
en 6nemli nokta durgun faz olarak kullanilacak antibadilerin hazirlanmasidir [76].
En yaygin olarak poliklonal ve monoklonal antibadiler kullaniimaktadir. Bunlarin

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

Bu tlr antibadiler, test ajaninin fare, tavsan, koyun yada kegi gibi bir deney
hayvanina enjekte edilmesiyle elde edilir [74,76]. Bu hayvanlarin kan oOrnekleri
enjeksiyondan birka¢ hafta veya ay sonra alinir. Enjekte edilen ajana karsi
olusturulmus tum antibadiler serumdan alinir. Bu antibadiler birka¢ farkli hicre

kanali tarafindan uretildikleri icin poliklonal antibadi olarak bilinirler [76].

Enjeksiyon yapilan deney hayvanlarinda ilk olarak Uretilen antibadiler
immunoglobulin M (Ig M) sinifi antibadilerdir. Daha uzun sure test ajanina maruz
kaldiklarinda immunoglobulin-G (Ig G) sinifi antibadiler Uretilmeye baslanir.
Olugan bu Ig G’ler afinite ve diger Ozellikleri acgisindan immunoafinite

kromatografisi igin daha kullanisli antibadilerin Uretilmesini saglar.

Sadece saf antijene ve birka¢g deney hayvanina ihtiya¢ duyularak uretilmesinin
kolayhidi, monoklonale oranla daha fazla antijenik yapiya kargi Uuretilmis
antibadilerin toplanabilmesi onemli avantajlari olmasina ragmen immunoafinite
kromatografisi uygulamalarinda c¢esitli dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari; baglanma o&zellikleri ve epitop spesifitesi olarak heterojen 6zellik
goOstermeleridir. Bu durum ilgili proteinin farkli formlariyla da (aktif veya inaktif)

etkilesime girmelerine neden olabilir [74].
2.6.2. Monoklonal Antibadiler

Son yirmi sene igerisinde, tek cesit antibadi Ureten hucrelerin izolasyonunu ve
bunlarin uzun sureli antibadi Uretiminde kullaniminin daha kolay oldugu hucre
kanallari olugturmasi icin kanser hucreleriyle kombinasyonunu saglayan teknikler
gelistirilmigtir. Antibadi Ureten—uzun 6mdurli hicre kanallar “hibridoma” olarak
bilinir ve bu hibridomalarin Urettigi antibadilere monoklonal antibadi denir [76].
Monoklonal antibadiler; spesifik membran proteinlerinin (6zellikle adrenerjik
reseptorlerin), viral reseptorlerin ve kompleman reseptoérlerinin  immunoafinite
yontemleri ile izolasyonu igin kullaniimaktadir. immonoafinite kromatografisi igin
hazirlanacak kolonlarda monoklonal antibadiler nonspesifiteleri nedeniyle
oldukga kullanighdir. Sinirli segicilik ve bu antibadilerin klonal ézellikleri poliklonal
antibadi hazirlamak icin gerekli olan fazladan temizleme prosedurlerine duyulan

ihtiyaci ortadan kaldirmaktadir [74].
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2.6.3. Otoantibadiler ve Anti-idiyotipik Antibadiler

Konagin kendi viacut bilesenlerine karsi urettigi antibadilere otoantibadi denir.
Birgok durumda, bu antibadiler klinik hastaliklar igin biyoisaretgiler olarak
kullaniimaktadir. Otoantibadilerin poliklonal ve monoklonal antibadilere kiyasla
daha fazla avantajl vardir. Bunun nedeni ise diger iki yontemdeki gibi yapay olarak
izole edilmis antijenlerin degil, konak¢! tarafindan secilmis reaktif ve otoimmun
hastalikta bulunan gercek antijenlerin kullanilimasidir. Dezavantajlari ise
ulasilabilirliklerinin, izolasyonunun ve saflagtirimasinin zorlugudur.  Ornegin,
spesifik bir otoantibadinin elde edilmesi i¢cin organizmanin belirli bir hastaliga sahip
olmasi ve bu hastaligin bir kere asiimis olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikleri

tasiyan hasta plazmalarina veya serumlarina ulasmak oldukga zordur.

En oOnemli otoantibadiler, insan hucrelerinden reseptorlerin izolasyonu igin

kullanilabilecek olan hiicre membran reseptorlerine karsi Uretilenlerdir.

Reseptor substratlarini  taklit ederek membran reseptorlerine baglanabilen
antibadilere  anti-idiyotipik antibadi (anti-id) denir. Anti-id'ler immunoafinite

kromatografisinde dokudan reseptdrlerin izolasyonunda kullaniimaktadir.

Anti-id antikorlari doért farkh yollarla elde edilebilir. Bunlar; orjinal idiyotipin
immunizasyonu, orjinal idiyotip Ureten sabit hlcrelerle immunizasyonu, idiyotip ve
romatoid faktor 12 igceren immun komplekslerle immunizasyonu ve art arda uzun

bir sure boyunca asilanmig konagin serum taramasidir.

Hedef immunoglobulin Uzerinde bulunan tanimlanmis epitoplar icin essiz
Oozgulligunun olmasi ve immun yanitlari isleyebilecek yeteneklerinin olmasi anti-
idlerin en onemli avantajlarindandir. Ancak antijenlerin antibadi baglama
bdlgelerindeki epitoplarin eglestirimesinde veya idiyotipik antibadilerle reaktif
epitoplarin incelenmesinde kullaniimadigi slirece bu metod afinite kromatografide
kullanigh degildir. Bu nedenle bu antibadiler membran reseptorlerinin ve
etiketlenmis antibadilerin izolasyonu gibi 6zel durumlar haricinde immnuoafinite

kromatografisinde ¢ok sinirli bir uygulama alanina sahiptir [74].
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2.6.4. immunoafinite Kromatografisinde Kullanilan Destek Malzemeleri ve

Antibadi immobilizasyonu

Immunoafinite kromatografisinde genellike seliiloz, agaroz gibi karbonhidrat yapili
destek malzemeleri veya akrilamid polimerler, kopolimer ve turevleri, polimetakrilat
turevleri ve polietersulfon gibi sentetik organik destek malzemeleri tercih edilir.
Affinica Agarose/Polymeric  Supports (Schleicher and Schuell), AvidGel
(BioProbe), Bio- Gel/Affi-Gel (BioRad), Fractogel (EM Separations), HEMA-AFC
(Alltech), Reacti-Gel (Pierce), Sepharose/Superose/Sephacryl (Pharmacia),
Trisacryl/Ultrogel (IBF) ve TSK Gel Toyopearl (TosoHaas) gibi ticari destek
malzemeleri de bulunmaktadir. Bu malzemerlerin en blyuk dezavantajlari dusuk

kutle transfer 6zellikleri ve yuksek akis hizinda ve basingta kararsiz olmalaridir.

Dusik ve ylksek performansli desteklere uygulanan ¢ok sayida antibadi
immobilizasyonu yontemi vardir. En sik kullanilan, antibadilerin direkt kovalent
baglanmasidir. Bu yontemin genel prensibi; N,N-karbonil diimidazol, siyanojen
bromdr, N-hidroksisuksinimit, tresil klorUr/tosil klorir veya destek maddesinin
yuzeyinde aktif epoksi veya aldehit grubu olusturabilecek baska herhangi bir ajan
ile aktive edilmig destek malzemesi ile antibadinin serbest amin grubu arasindaki

etkilesimlere dayanir.

Bu yoéntemin disinda, antibadiler bolge sec¢imli olarak da immobilize edilebilirler
[76]. Fab bdlgesinin Uretimi sirasinda olusan serbest sulfidril gruplari, antibadilerin
desteklere baglanmasi igin kullanilabilir. Bunun ig¢in divinilstlfon, epoksi,
iyodoasetil/bromoasetil, maleimid, TNB tiyol ve tresil klorur/tosil klorir gibi

metotlari iceren cesitli teknikler kullanilir.

Bolge secimli immobilizasyon igin bir diger yontem ise antibadilerin karbohidrat
kalintilar vasitasiyla baglanmasidir. Bu aldehit kalintilarini Gretmek igin periyodat
ya da enzimatik sistemlerle iliman kosullarda oksidasyon gerceklestirilir. Bu aldehit
gruplari antibadi immobilizasyonu igin hidrazid ya da amin igeren destekle

reaksiyona sokulabilir [74].
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2.6.5. immunoafinite Kromatografisinde Eliisyon Kosullari

Immunoafinite  kromatografisinin analitk uygulamalarinda uygun ellisyon
tamponunun ve elisyon kosullarinin segilmesi olduk¢a onemlidir. Cunki analitin
mumkun olan en kisa surede elue edilmesi ve immobilize antibadinin donlisimsuz
bir hasar almasini 6nlemek gerekmektedir. En sik basvurulan yontemler pH

degisimi ile elusyon ve kaotropik ajanlarla elusyondur.

Immunoafinite  kromatografisi nétralden asidik pHa kadar bir aralikta
gerceklestirilir. Elisyon igin genellikle pH 1 — 2.5 kullaniimaktadir. Siklikla
kullanilan elusyon ajanlari fosfat, sitrik, formik yada asetik asittir. Bunlarin yaninda
tris ve HCI de etkili ajanlardir. Alkali elusyon kosullari dusuk performansli
immunoafinite kromatografisinde iyi sonuglar verebilmektedir. Fakat yuksek pH

proteinleri denature edebilir.

Denaturasyona rastlanmamasindan dolayr kaotropik ajanlarla ellisyon
immunoafinite kromatografisinde tercih sebebidir. Bu yéntemde iyodur (1), klortr
(CI"), tiyosiyanat (SCN), trifloroasetat (CFsCOQO’) ve perklorat (CIO*) iceren
tuzlar, kaotropik 6Ozellik gdsteren tuzlar kullaniimaktadir. Bu tuzlar analit veya
antibadinin etrafindaki suyun yapisini degistirip hidrofobik etkilesimleri azaltarak

elisyonu gergeklestirir.

2.6.6. immunoafinite Kromatografisinde Dedeksiyon Yéntemleri
2.6.6.1. Direkt Dedeksiyon

Test c¢ozeltisi, antibadi immobilize kolona direkt olarak uygulanir. Kolonda
tutulmayan bilesenler uzaklastirildiktan sonra, eliusyon ajani kolondan gegirilir ve
analitin antibadiyle kurdugu baglar koparilir. Ozellikle HPLC sisteminin bir parcasi
olarak gerceklestirildiginde bu yaklasimin hizli ve basit olmasi avantaj
saglamaktadir [74,76].

35



EE cm ©
QO El{:' =
N S-eg Om
; s =]
= Uygulama o o
—_— 2]
e - {C‘ = =
=
§-< &{O
A
Yik
Rejenerasyon ama
e O
F"i <o
;\-{ _..Elljsyun N ~<5
»
-, ™
= Npta!

Q0 -
-

oy}

E =
B
B @

Analit molekilleri

00

Sekil 2.20. Direkt dedeksiyon sematik gosterimi [76]

Bu yontem vicut sivilari, hicre ve doku ekstraktlari gibi drneklerle ¢aligmak igin

oldukga uygundur [76].
2.6.6.2. Dolayh Dedeksiyon

Bu ydéntem kromatografik immunoassay olarak bilinmektedir. immiinoafinite
kromatografisinin immunoassay c¢alismalarinda kullanimi, sinyalleri kolayca tespit
edilemeyen iz elementlerin belirlenmesinde oldukgca Onemlidir. Bu problem
kromatografik etiketlenmis antibadinin ya da dolayli analit dedeksiyonu igin
kullanilan etiketlenmis analit analoglarinin immunoassaylerde kullanimi ile

asllabilir.
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Bu gibi ¢alismalarda kullanilabilecek etiketleme haricinde basvurulabilecek birkag
yontem mevcuttur. Yarigmali-baglanma immunoassay, tabakali immunoassay ve

tek bolgeli immunometrik testler bu yontemlere 6rneklerdir.

Yarismali baglanma immunoassayin temel prensibi; hem dogal analite hem de
etiketlenmig turlere baglanan sinirli miktarda antibadinin, belirli bir miktarda
etiketlenmis analit ile 6rnekteki analitin inkiibasyonunu igermektedir. Ortamda ¢ok
az miktarda antibadi oldugu icin o6rnek ve etiketlenmis analit molekulleri bu
antibadilerin baglanma bdlgeleri icin yarisirlar. Bu yarismadan sonra, ¢ozeltide
serbest kalmig etiketli analog molekullerinin yani sira etiketlenmis analog bagl

antibadiler de analitten ayrilir.

Tabakall immunoassay yada iki-bdlgeli immunometrik assay ise ilgilenilen analiti
baglayan iki farkh antibadi tGrandn kullanildidi ¢alismalardir. Bu iki antibadinin ilki
durgun faz destegine baglanir ve analitin drnekten ayrilmasinda kullanilir. Daha
sonra ayristirmadan dnce yada sonra kolay olgulebilir bir etiketi (bir enzimi yada
fluoresent etiketi) igeren ikinci antibadi analit ¢dzeltisine eklenir. Bu ikinci antibadi,
analit Gzerindeki etiketin yerlesmesine olanak tanir boylece immunoafinite destek
Uzerindeki analit miktari belirlenebilir. Tabakall immunoassaylerin en Onemli
avantajl, analitin miktari ile orantili etiketler icin sinyal GUretmeleridir. Bu teknikte iki
tir antibadi kullaniimasi, teknige yarismali-baglanma immunoassaylerden daha

yuksek bir secicilik kazandirir.

Kullanilan bir diger yéntem ise tek-boélgeli immunometrik assay'dir. Bu yontemde
ilk olarak ornekler etiketlenmis antibadi ile ya da ilgili analit icin spesifik Fab
fragmentleri ile inkiibe edilir. Ornek analit ve antibadiler arasindaki baglanmalar
gerceklestikten sonra karisim, analit immobilize kolona uygulanir. Bu kolon,
ornekteki baglanmamis tim antibadilerin ya da Fab fragmentlerinin ayrilmasi igin
kullanilir. Bu arada analit icerisinde bulunan antibadiler yada Fab fragmentleri
kolondan dogrudan gecer ve bagli olmayan bdlgelerde pik verir. Yarigmali-
baglanma immunoassayler gibi bu yontemde de hem az hem de ¢ok miktardaki
¢ozunenlerin tespit edilmesi mumkundur. Ayrica tabakall immunoassayde oldugu
gibi bu yontemde de orjinal 6rnekteki analitin miktariyla orantili bagh etiketlenmis

fraksiyonlar icin sinyal elde edilmektedir [74].
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2.7. Literatur Calismalar

e Zhang ve ark. tarafindan transferrin saflastirimasi ig¢in hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve anyon degisim kromatografisi kullanilmigtir. Hidrofobik etkilesim
kromatografisinde Phenyl Sepharose 6 FF kolonu ve anyon degisim
kromatografisinde Q (kuarter amin) ve DEAE (dietil amino etan) Sepharose FF
kolon kullanarak saflagtirma yapmislardir. Tek basamakta gerceklestirdikleri anyon
degisim kromatografisinde %95, hidrofobik etkilesim kromatografisi ile % 90

saflikta transferrin elde edilmigtir. [3]

e Szwed ve ark. tarafindan serum transferrin, ila¢ tasiyici bir protein olarak
kullanilmig ve |6semi tedavisi igin doksorubisin ile konjuge edilmigtir. Doksorubisin
tek basina kullanildiginda kanserli hucrelerin yaninda saglikh hucrelerde de yikim
meydana getirirken, transferrin-doksorubisin konjugatinin sadece kanserli

hlcrelere yuksek afinite gésterdigi bulunmustur [80].

e Barroso ve ark. tarafindan iki farkli kolon hazirlanarak immunoafinite
kromatografisi ile serum transferrin saflagtiriimasi yapilmistir. ilk ydntemde, silika
kolon, hidrazid gruplariyla tureviendirilerek silika-hidrazid kolon hazirlanmistir.
ikinci yontemde ise sefaroz jel, siyanojen bromir gruplariyla tiireviendirilerek
Sefaroz-CNBr kolon hazirlanmistir. Hazirlanan bu iki kolona da anti-transferrin
antibadi immobilize edilerek insan serum orneklerinden transferrin saflastiriimistir.
Bu calismada adsorpsiyon kapasiteleri Sefaroz-CNBr kolon ile 51 mg/L ve silika-

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

e Awade ve ark. tarafindan yumurta akindan ovotransferrin saflastirma icin jel
filtrasyon—hizli protein sivi kromatografisi, ters faz-yuksek performansli sivi
kromatografisi ve anyon degisim yiuksek performansli sivi kromatografisi teknikleri
karsilastirimistir. Kolon olarak; jel filtrasyon—hizli protein sivi kromatografisinde
Superose 12 HR 10/30, ters-faz ylksek performansli sivi kromatografisinde
Supelcosil LC-304 ve anyon degisim ylksek performansli sivi kromatografisinde
Mono Q HR 5/5 kolonu kullaniimistir. En iyi sonug ters faz-ylksek performansli

sivi kromatografisinde alinmistir [82].
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e Van Gelder ve ark. tarafindan Bio-Gel A (agaroz jel) destek materyalinin Gzerine
Cibacron Blue 3GA reaktif boyasini immobilize ederek serum transferrin
saflastirma islemi icin boya afinite kromatografisini kullanmiglardir. Yaklasik %99

saflikta transferrin elde edilmistir [83].

e Horak ve ark. tarafindan ¢ok adimli sisme polimerizasyonu yontemi ile
hazirlanan ve ortalama partikul boyutu 4.2 ym olan makrog6zenekli manyetik poli-
glisidil metakrilat mikrokurelere insan anti-CD133 antibadisi immobilize edilmistir.
CD133; beyin, kolon ve karaciger kanserleri igin bir biyoisaretcidir. Manyetik
mikrokureler, hucre suspansiyonu ile etkilestirildikien sonra ortamdaki CD133
hdcrelerinin %54.55'inin antibadi immobilize mikrokureler tarafinda adsorbe oldugu

gorulmustar [84].

e Cakmak ve ark. tarafindan dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile es boyutlu
manyetik poli-glisidil metakrilat mikrokureler sentezlenmistir. Bu mikrokurelere
Protein A kovalent olarak immobilize edilmis ve L929 fare fibroblast hicreleri ile
etkilestirilmistir. Ortamdaki hucrelerin %84’G0 mikrokureler tarafindan adsorbe
edilmistir [51].

e Altintag ve ark. tarafindan dispersiyon polimerizasyonu ydntemi ile es boyutlu
manyetik poli-glisidil metakrilat mikrokureler sentezlenmistir. Bu mikrokurelere L-
triptofan immobilize edilmistir ve lizozim saflastirmak icin hidrofobik etkilesim
kromatografisi  kullanilmistir.  L-triptofan immobilize  poli-glisidil  metakrilat

mikrokurelerin lizozim igin adsorpsiyon kapasitesi 259.6 mg/g bulunmustur [85].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

insan serum transferrin, tavuk serum anti-transferrin antibadi, poli(vinilpirolidon)
(PVP K-30), Fe (IL,Ill) oksit nanotoz, etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), L-sistein
hidroklorir anhidrit, glisin-hidroklorik asit Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis,
ABD); glisidil metakrilat (GMA), a,a’-azobisizobutironitril (AIBN), toluen Fluka A.G.
(Buchs, lIsvigre) firmalarindan saglanmistir. Kullanilan diger kimyasallar analitik

safliktadir ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmislerdir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akigh selliloz 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 deiyonize

suyun iletkenligi 18.2 MQ/cm’dir.

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

Manyetik poli(glisidil metakrilat) (m-PGMA) mikroklrelerin sentezi igin 9.5 mL
glisidilmetakrilat (GMA), 0.1 mL etilen etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), 9.0 mL
toluen karisimi monomer fazi olarak hazirlanmigtir. 4.0 g PVP K-30, 84 mL etanol
icinde c¢ozllerek sulu faz hazirlanmistir. Bu iki faz birbirine eklenerek yavasca
karistinimis, iyice karistiktan sonra 0.2 g AIBN eklenmigtir. Tamamen ¢ozundukten
sonra 50 mg Fe (Il,1ll) oksit nanotoz eklenerek 20 dakika boyunca homojenize
edilmistir. Bu karisim cam polimerizasyon reaktorine alinmistir. Calkalamali su
banyosunda sicaklik 70°C olarak ayarlanarak 4 saat boyunca sabit hizda
karistirma ile polimerizasyon gercgeklestirilmistir. Elde edilen manyetik mikrokureler

sulu etanol ¢ozeltisi ile toluenden arinana kadar yikanmistir.

3.3. Manyetik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

M-PGMA kdrelerin hidrate yodunlugu manyetik partikiller etanol igerisinde

dagitilarak 25 mL piknometre ile dlgulmugtar.

Epoksi grup miktari perklorik asit titrasyon yontemi ile belirlenmigtir.
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M-PGMA kureler asetik asit ¢ozeltisinde 0.1 M tetraetiamonyum bromurde
dagitilmis ve kristal-mor renk, mavi-yesile donusene kadar 0.1 M perklorik asit

¢Ozeltisi ile titre edilmistir.

3.3.1. FTIR Spektrofotometre Analizi

M-PGMA  mikrokurelerin  FTIR  spektrumlarinin  alinmasi igin FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet 1S10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmigtir. Spektrum Sekil 4.1.’de verilmigtir.

3.3.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Morfolojisi

Sentezlenen m-PGMA mikrokurelerin yuzey yapisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenmistir (LEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya). Oda sicakliginda
kurutulan mikrokureler, aliminyumdan yapilmis SEM numune plakasi Uzerine
iletken bir yapistiriciyla tutturulmustur. Daha sonra 6rnek yluzeyleri vakum altinda
iken 200 A kalinliginda metalik altin ile kaplanarak yiizey iletken hale getirilmistir.
Ardindan hazirlanan numunelerin  x10000 buylutme oraninda fotograflar

cekilmistir.

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

Belirli miktarda manyetit iceren m-PGMA mikrokurelerin termogravimetrik ve
diferansiyel termal analizi (TGA-DTA) Shimadzu DTG-60H cihazi ile azot atmosferi
altinda (sicaklik artigi: 20°C/dak) gergeklestirilmistir. Orneklerin 0-1000°C sicaklik
araligindaki termal bozunma ve kutle kaybi degerleri termogravimetri (TG),
ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar sonucu meydana gelen sicaklik

degisimleri diferansiyel termal analiz (DTA) ile tespit edilmistir.

3.3.4. Elektron Spin Rezonans (ESR) ile Manyetizma Olgiimii
Polimer yapidaki magnetit varligi elektron spin rezonans spektrofotometresi (ESR)
ile gosterilmistir (EL9, Varian, ABD).

3.3.5. Sisme Testi

M-PGMA mikrokirelerin sisme Ozellikleri saf su icerisinde incelenmistir. Kuru
haldeki mikrokureler istenen miktarda tartilarak 50 mL saf su igeren vial igerisine
konulmustur. Bu vial, 25 °C = 0.5 sicakha ayarlanmis su banyosunda 2 saat

bekletilmigtir.
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Ardindan kureler vial igerisinden alinarak stzge¢ kagidi ile stuzulmis ve islak
agirhiklar tartilmigtir.  Esitlik 3.1 kullanilarak kurelerin denge sisme orani

bulunustur.

Sisme orani = [(Ws — Wo0) / Wo] % 100 (Esitlik 3.1)

Esitlikte Wy ve Wskirelerin sirasiyla sismeden dnceki ve sonraki agirliklaridir.
3.3.6. Zeta Boyut Analizi

Zeta potansiyeli (), sUspansiyon halindeki bir ¢ozeltide bulunan taneler arasindaki
itme veya ¢ekme degeri Olcimudur. Sentezlenen m-PGMA mikrokurelerin boyut
ve yuzey yuk analizi Nano Zeta sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra,
ingiltere) cihazi ile gerceklestirilmistir. Zeta boyut élgtimleri icin cihazin hiicresine
1.5 mL suspansiyon halindeki m-PGMA mikrokureler konulmus ve elde edilen

veriler degerlendirilmigtir.
3.4. m-PGMA Mikrokirelere Anti-Transferrin Antibadi Baglanmasi

M-PGMA mikrokureler epoksi gruplarinin agilmasi i¢in 0.1 M Na,COg3 ¢ozeltisi ile
(pH 9.0) 24 saat oda sicaklhiginda rotatorde (22) etkilestirilmistir.

Daha sonra mikrokurelerin Gzerine belirli derisimlerde (0.1-1.0 mg/mL) pH 6.5
sitrat tamponu igerisinde hazirlanmis anti-transferrin antibadi ¢ozeltisi eklenip

rotatorde 2 saat karistirilarak kovalent baglanma gergeklestiriimistir.

Bag yapmayan epoksi gruplarinin inaktiflestiriimesi icin 50 mM L-sistein hidroklortr
anhidrit ¢oOzeltisi antibadi bagli mikrokurelerin Uzerine eklenmis ve 30 dakika

boyunca rotatorde tutulmustur.

Ardindan saf su ile ylkama yapilmistir. immobilizasyon tamamlandiktan sonra
karisim, 9000 rpm hizinda (25°C, 20 dakika) santrifijlenmistir. Baglanan anti-
transferrin antibadi miktari baslangi¢ ve sonug derisimleri arasindaki farktan Esitlik
3.2 kullanilarak hesaplanmistir. Protein derisimleri 595 nm’de Bradford yontemiyle
UV-VIS spektrofotometresi (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya)

kullanilarak oOlgulmus ve baglanan protein miktari Esitlik 3.2 ile hesaplanmistir.
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Q=[(CoC)V]/m (Esitlik 3.2)

Bu esitlikte; Q, mikroklrelerin birim katlesi bagina immobilize antibadi miktari
(mg/g); C, ve C, adsorpsiyon dncesi ve sonrasi anti-transferrin ¢dzeltisinin derigimi

(mg/mL); V ¢ozelti hacmi (mL) ve m ise kullanilan mikrokurenin agirhgidir (g).
3.5. Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Calismalari

3.5.1. Anti-Transferrin Antibadi immobilize m-PGMA Mikrokiirelere Sulu
Cozeltilerden Transferrin Adsorpsiyonu

M-PGMA mikrokUrelere sulu ¢ozeltilerden transferrin  adsorpsiyonu kesikli
sistemde gergeklestirilmistir. Anti-transferrin immobilize m-PGMA mikrokureler iki
defa saf su ile 15 dakika sartlandiriimistir. SantrifUjlenip sUpernatant dekante
edildikten sonra adsorpsiyon tamponu ile 30 dakika boyunca sartlanmigtir. Karisim
tekrar santrifUjlenip sUpernatant dekante edildikten sonra anti-transferrin
immobilize m-PGMA mikrokurelere farkli pH (4.0 — 8.0), transferrin derisimi (0.05 —
0.75) ve sicaklik (4 - 37°C) kosullarinda hazirlanan transferrin ¢ozeltileri eklenmis

ve 2 saat boyunca 250 rpm dénus hizinda rotatorde karigtiriimistir.

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokuUrelere transferrin adsorpsiyon
isleminin tamamlanmasinin ardindan m-PGMA mikroklreler manyetik ayirici
(Dynal MPC-L, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norveg) kullanilarak ¢oktlriimustar.
Transferrin ¢ozeltisi igerisindeki kireler ependorflar igerisinde manyetik ayiricidaki

bolmelere konulmus ve ¢cokme islemi yaklasik 1 dakika icerisinde gerceklesmistir.

Baslangi¢ c¢oOzeltisi ve sUparnatanttaki transferrin derisimi 595 nm’de Bradford
yontemiyle UV-VIS spektrofotometresi (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya)
kullanilarak  belirlenmistir.  Anti-transferrin ~ antibadi  immobilize m-PGMA
mikroklrelere baglanan transferrin miktari, transferrinin baslangic ve sonug

derisimleri farkindan, Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmistir.
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3.5.2. Anti-Transferrin immobilize m-PGMA Mikrokiirelere Yapay Plazmadan

Transferrin Adsorpsiyonu

Caligmanin bu asamasinda transferrin kaynagi olarak yapay olarak hazirlanmig
liyofilize kan proteinlerini igeren ve koagulasyon zamanini 6lgme amagli kullanilan
Coagulation Control Plasma (Tokra Medikal, Ankara, Turkiye) kullanilmigtir. 1.5
mL serum fizyolojik i¢erisinde ¢ozllen plazma 6rnegi 2 saat sure ile anti-transferrin

antibadi immobilize m-PGMA mikrokurelerle etkilestirilmistir.

Baslangi¢ ve sonug orneklerindeki transferrin miktari immunokimyasal yontemle

turbidimetrik olarak tayin edilerek baglanan transferrin miktari hesaplanmistir.

Plazmadan ayrilan transferrinin safligi %10 ayirma jeli (9 cm x 7.5 cm) ve %6
yukleme jeli kullanilan sodyum dodesil sulfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
izlenmigtir. Jeller asetik asit-metanol-su ¢ozeltisinde (1:5:5, v/viv) %0.25 (w/v)
Coomassie Brillant R 250 ile boyanmig ve etanol-asetik asit-su (1:4:6, v/v/v)

karisiminda yikanmistir. Elektroforez islemi 110 V’da 4 saat surdurGimustar.

3.5.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik Caligmalari
Manyetik PGMA mikrokurelerden transferrin desorpsiyonu 0,1 M glisin-HCI (pH
2.8) ¢Ozeltisi ile oda sicakliginda 2 saat boyunca rotatérde etkilestirilerek yapilmig

ve asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.

Salinan transferrin miktari % 100

Desorpsiyon orani (%) =
Adsorplanan transferrin miktari

Hazirlanan mikrokurelerin tekrar kullanilabilirligini saptamak amaciyla ayni

mikrokureler kullanilarak 5 kez adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu tekrarlanmistir.
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4. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME
4.1. M-PGMA Mikrokurelerin Karakterizasyonu

Bu calismada sentezlenen m-PGMA mikrokUreler Altintag ve arkadaslarinin
(2007) rapor ettikleri yonteme goére hazirlanmigtir [48]. Duazenli monomer
damlaciklarinin olusumu icin calkalama hizi optimize edilmistir. Reaksiyon
sicakhginin artinimasi ile damlaciklarin viskozitesi azalmaktadir. Kuiguk
damlaciklarin olusmasi igin islem sicakliginin kontrol altinda tutulmasi kritik Gneme
sahiptir. Dar bir boy dagilimi araligina sahip kararli damlaciklarin olugsumu igin
ortama yuksek miktarda stabilizor PVP (monomer oraninin kutlece %10’'undan

fazla) eklenmistir. Karakterizasyon ¢alismalarina ait sonuclar asagida verilmistir.
4.1.1. FTIR-ATR ile Yapi Analizi

M-PGMA mikrokurelerin yigin yapisi FTIR spektroskopisi ile incelenmistir (Sekil
4.2). PGMA'nin karakteristik piklerinden birisi 3000 cm™ civarinda gézlenen
metilen grubu igin, 1723 cm™’de gdzlenen pik ise GMA’nin ester konfiglirasyonuna
aittir. Epoksi halkasina ait 844 ve 906 cm™de gdzlenen pikler, m-PGMA
mikrokurelerdeki oksiran gruplarinin varhdini gdstermektedir. Perklorik asit
titrasyonu ile m-PGMA kuirelerin epoksi grup icerigi 3.46 mmol/g olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.1 m-PGMA mikrokurlere ait FTIR-ATR spektrumu

4.1.2. SEM ile Yiizey Morfolojisi Analizi

M-PGMA mikrokurelerin yuzey morfolojisi taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
incelenmistir. Sekil 4.2’de kirelerin es boyutlu, gézeneksiz ve ortalama 2 pum
blayukligunde olduklar goérulmektedir. Goézeneksiz mikrokirelerin en buyuk
avantajl partikdl ici difizyon direncinin olmamasidir. Bu durum adsorpsiyon

kapasitesinin yuksek olmasina katki saglamaktadir.
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Mag= 9.65K X

EHT =15.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID =2

Sekil 4.2. m-PGMA mikrokulrelerin SEM gorintuleri

4.1.3. Mikrokiirelerin Sisme Ozelliklerinin incelenmesi
M-PGMA kureler oldukga hidrofilik bir yapiya sahiptir. Su icerisinde sisme oldukca
hizli gerceklesmis ve yaklagik 15 dakika igerisinde denge sisme degerine

ulasiimistir. Maksimum sisme orani yaklasik %52’dir.
4.1.4. Zeta Boyut Analizi

Dispersiyon polimerizasyonu iglemi ile dar bir boyut araligina sahip (R.S.D < 1%,
2.0 ym capinda) m-PGMA kireler elde edilmistir. Polidispersite indeksi (PDI)
0.999 olarak hesaplanmistir

4.1.5. Mikrokiirelerin Yogunlugunun Belirlenmesi

M-PGMA kiirelerin 25°C’de hidrate yodunlugu 1.14 g/cm®>tir. Ayni ydntemle
manyetik Fes04 nanotozun yodunlugu 25°C’de 1.97 g/cm® olarak bulunmustur.
Manyetik olmayan PGMA mikrokiirelerin yogunlugu 1.08 g/cm®tir. m-PGMA

mikrokurelerdeki magnetit nanotoz fraksiyonu Esitlik 4.1’e gore hesaplanmistir.
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¢ = (pc-pm) / (Pc — pa) (Esitlik 4.1)

Esitlikte pa, pc ve pwm sirasiyla manyetik olmayan PGMA, magnetit FesO4 ve m-

PGMA mikrokurelerin yogunluklandir.

Dolayisiyla bu verilere gore m-PGMA mikrokurelerdeki jel hacim fraksiyonu 0.955,

diger bir deyisle magnetit nanotoz fraksiyonu 0.045 olarak saptanmistir.

Magnetit (FesO,4) duslk toksisite ve ylksek manyetik 6zelliklere sahip biyouyumlu
bir sUperparamanyetik malzemedir [77]. Mikrokurelerden magnetit sizmasinin
gerceklesip gerceklesmedigi asetik asit ¢ozeltisi (%50 v/v, pH 2.0), fosfat tampon
¢ozeltisi (pH 7.0) ve sodyum sitrat/NaOH tamponundan (pH 12.0) olusan Ug farkh
ortamda test edilmistir. Bu deneyler sonucunda yapidan o&lgulebilir bir magnetit

sizmasi gozlenmemistir.
4.1.6. Elektron Spin Rezonans (ESR) ile Manyetizma Olgiimii

Manyetik kareler igin diger bir énemli parametre kirelerin magnetizasyonudur.
Polimer yapidaki magnetit nanotoz varligi ESR ile dogrulanmigtir. Manyetik alana
(Gauss) karsi magnetit pik siddeti Sekil 4.3’te gosterilmigtir. Magnetit piki ESR
spektrumunda goérilmektedir. Manyetik olmayan PGMA mikroklreler bu
spektrumda pik vermemektedir. Digs manyetik alan uygulamasi 6rnekte dis
manyetik alana ek veya eksi yonde bir i¢ manyetik alan olugturur. Elektronik
manyetik momentle olusan boélgesel manyetik alan, vektérel olarak dis manyetik

alana (Hex) eklenerek etkin alan (He) elde edilir.

Heft = Hext + Hiocal (Esitlik 4.2)

Dissal manyetik alan varligi, eksensel karisimi biyuk dlglide azaltmistir. Bundan
dolayr kurelerin manyetik ayirma iglemlerinde kullaniminin  uygun oldugu

soylenebilir.

Sekil 4.3’te goruldugu gibi m-PGMA mukrokulrelerin bagil siddeti 125’tir. Bu deger
polimerik yapinin icerdigi magnetitten dolay! lokal bir manyetik alana sahip

oldugunu gostermektedir.
48



Sekilde verilen g faktort eslesmemis elektronlarin bulundugu molekullerin sayisal

bir karakteristigi olarak degerlendirilebilir ve asagidaki esitlikten hesaplanir:

g= hv/BH; (Esitlik 4.3)

Esitlikte h Planck sabiti (6.626 x 102" erg.s), B evrensel sabit (9.274 x 102
erg/Gs); v frekans (9.707 x 10° Hz) ve Hr manyetik alan rezonansidir (Gs).
Literatiirde Fe*" icin g faktérii diisiik spin icin 1.4-3.1, yiiksek spin kompleksler icin
2.0-9.7 olarak rapor edilmektedir [78]. Bu ¢alismada m-PGMA igin g faktoru Esitlik

4.3. kullanilarak 2.28 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. Manyetik PGMA mikrokurelerin ESR spektrumu
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4.1.7. Termogravimetrik Analiz Galigmalar (TGA-DTA)

FesOs manyetit iceren m-PGMA mikrokdrelerin  termogravimetrik analizleri
(Diferansiyel Termal Analiz (DTA)-Termogravimetrik analiz (TGA)) Shimadzu
DTG-60H cihazi ile (sicakhk artisi: 20°C/dk) azot atmosferi altinda
gerceklestirilmistir. Ornegin 0-1000°C sicaklik araliginda termal bozunma ve kiitle
kaybi degerleri termogravimetri (TG), ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar
sonucu meydana gelen sicaklik degisimleri diferansiyel termal analiz (DTA) cihazi

ile tespit edilmistir.

FesO, iceren m-PGMA mikrokiurelere ait TGA termogramlari Sekil 4.4.te

verilmektedir.

m-PGMA mikrokurelerin TGA’s1 10-1000°C sicaklik araliginda gergeklestirilmis ve
demir oksidasyonu ile meydana gelebilecek kitle artisini azaltmak igin azot
atmosferi altinda gergeklestiriien TGA ile mPGMA mikrokurelerin FeszO,4 igerigi

belirlenmistir.

Polimerler 450°C’in Uzerindeki sicakliklarda tamamen bozunmustur. 0.050 gram
Fe(ll,Ill) oksit nano toz ile hazirlanan m-PGMA mikrokulrelerin sirasiyla manyetit

icerigi toplam kutlenin % 3.5’i olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4. m-PGMA mikrokurelerin TGA-DTA egrisi

M-PGMA mikrokulrelere ait termogram incelendiginde 4 tane endotermik pik
gorulmektedir (Sekil 4.4). Bu piklerde dusik sicaklikta goérilen pik yapida
absorplanmis nemin uzaklagsmasina, daha yuksek sicaklikta gorulen pikler ise

yapida olugsan bozunmalari gostermektedir.

4.2. m-PGMA Mikrokiirelere Anti-Transferrin Antibadi Baglanmasi

M-PGMA mikroklrelere immobilize olan anti-transferrin antibadi miktarinin
belirlenmesi igin immobilizasyon iglemi oncesinde ve sonrasinda alinan protein
orneklerinin derisimi Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Antibadi baglanmasina
anti-transferrin antibadi derisiminin etkisini belirlemek Gzere 0.1 — 1 mg/ml
araliginda farkh derisimlerde anti-transferrin antibadi ¢ozeltileri kullaniimis ve en
fazla immobilizasyonun 1 mg/ml antibadi ¢ozeltisi ile gercgeklestigi gozlenmistir
(Sekil 4.5).

Bu baslangi¢c derisiminde baglanan antibadi miktari 2.0 mg/g’dir ve ¢alismanin

bundan sonraki asamalarinda bu mikrokureler kullaniimistir.
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Sekil 4.5. Anti-transferrin antibadi immobilizasyonu igin derisim taramasi grafigi
Polimer miktari: 0.1 g (kuru agirlik), pH:6.0 fosfat tamponu icerisinde

immobilizasyon siiresi: 2 saat, Sicaklik: 25°C

4.3. Sulu Cozeltilerden Transferrin Adsorpsiyon Caligmalari

M-PGMA mikrokurelere anti-transferrin antibadilerin kovalent olarak baglanmasi ile
hazirlanan immunoafinite adsorbente transferrin adsorpsiyonu farkli pH, transferrin
derisimi, etkilesim suresi ve sicaklik kosullarinda gercgeklestirilerek baglanma

kosullari optimize edilmistir. Manyetik mikrokUrelerin transferrin ¢ozeltilerinden
ayrilmasi manyetik ayirici ile saglanmigtir.

Sekil 4.6’da goéruldugu gibi ependorf tlpleri icerisinde manyetik ayiriciya
yerlestirilen adsorpsiyon ortamindan kisa bir sure icerisinde kureler manyetik alan
etkisi ile ¢okerek ayriimistir. Adsorpsiyon deneylerinde elde edilen sonuglar

asagida rapor edilmistir.
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Sekil 4.6. m-PGMA mikrokurelerin manyetik alanda adsorpsiyon ortamindan

ayriimasi

4.3.1. pH Etkisi

Anti-transferrin ~ antibadi  immobilize m-PGMA  mikrokurelere transferrin
adsorpsiyonuna ortam pH’inin etkisi pH 4.0-8.0 arasinda incelenmis ve Sekil
4.7’de goruldugu gibi en yuksek adsorpsiyon pH 6.0'da gbzlenmistir. Bu pH’dan
daha yuksek ve daha dusuk pH degerlerinde adsorpsiyonda belirgin bir dusus

olmaktadir.

Transferrin, izoelektrik noktasi 5.8 olan, 80 kDa molekll agirligina sahip bir

proteindir.

Bu pH dederindeki transferrinin konformasyonel yapisindan dolayi anti-transferrin
ile arasindaki hidrofobik, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglar
adsorpsiyonun yuksek olmasini saglamistir. pH 6.0 degeri optimum pH olarak
kabul edilmis ve bundan sonraki ¢alismalarda bu pH degerinde calisiimistir.
Calisilan diger pH degerlerinde m-PGMA vylzeyine kayda deger transferrin

adsorpsiyonu olmamistir.
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Sekil 4.7. Transferrin adsorpsiyonuna pH etkisi
Polimer miktari: 0.1 g (kuru agirlik), Transferrin derigimi: 0.5 mg/ml,

Adsorpsiyon suresi: 2 saat, Sicaklik: 25°C

4.3.2. Transferrin Derigsiminin Adsorpsiyona Etkisi

Baslangi¢ transferrin derisiminin transferrin adsorpsiyonuna etkisi 0.05-0.75
mg/mL derisim araliginda incelenmis ve sonuclar Sekil 4.8'de gdsterilmistir.
Adsorpsiyon kapasitesi, baslangi¢ transferrin derisiminin artmasina paralel olarak

artmaktadir.

Manyetik PGMA kureler Uzerindeki aktif bolgelerin transferrin adsorpsiyonu
nedeniyle doygunluga erismesinden oturu adsorpsiyon kapasitesi belli bir degerde
(0.50 mg/mL) sabit kalmistir ve baglanan transferrin miktari 1.65 mg/g olarak

hesaplanmigtir.
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Optimum transferrin derisimi 0.5 mg/mL olarak kabul edilmis ve sonraki deneyler

bu protein derisiminde galisiimigtir.
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Sekil 4.8. Transferrin adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkisi
Polimer miktari: 0.1 g (kuru agirlik), pH:6.0 fosfat tamponu icerisinde,

Adsorpsiyon suresi: 2 saat, Sicaklik: 25°C

4.3.3. Sicakhgin Adsorpsiyona Etkisi

Anti-transferrin ~ andibadi  immobilize m-PGMA  mikrokurelere transferrin
baglanmasina ortam sicakhginin etkisi 4-37°C araliginda incelenmis ve sonuglar
Sekil 4.9'da verilmistir. Sekilde goruldigu gibi sicakhik arttikgca immunoafinite
mikrokurelerin transferrin adsorpsiyon kapasitesinde artis goézlenmekte, 25°C’nin

Uzerinde ise azalma gozlenmektedir.
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Bilindigi gibi antijen ve antibadilerin baglanma bolgeleri arasinda molekuler
seviyede gerceklesen hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, van der Waals
etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerin olusturdugu bir segici baglanma s6z

konusudur.

Etkilesime girecek bolgeler birbirlerine birkag nanometre mertebesinde
yaklastiklarinda iyonik ve hidrofobik etkilesimler gibi uzun mesafelerde etkili olan
kuvvetler tarafindan cekilirler. Bu mertebede van der Waals kuvvetleri etkisiz hale
gelirken iyonik gruplar hala énemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira tim
baglanma isleminin kuvveti, iki ylzey arasindaki uyuma ve etkilestikleri bolgenin
toplam temas alanina baghdir. Hidrojen baglari olusumu ile Is1 enerjisi ortaya

cikar.

Dolayisiyla baglanma serbest enerji degisimi esitliginde hidrojen baglari entalpi
faktord ile iligkilidir. Hidrofobik etkilesimler ise endotermiktir ve entropi faktora ile
baglantihdir [79]. Dolayisiyla Sekil 4.9'da gozlenen davranig, transferrin ve anti
transferrin antibadileri arasinda gergeklesen etkilesimlerin hidrojen baglari,
elektrostatik  etkilesimler ve hidrofobik etkilesimlerin ortak etkisinden
kaynaklandigini ve 25°C’de gruplarin birbiri ile etkilesmek ic¢in en uygun

konformasyonda olduklarini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Transferrin adsorpsiyonuna sicakligin etkisi
Polimer miktari: 0.1 g (kuru agirlik), Transferrin konsantrasyonu: 0.5 mg/ml,

pH:6.0 fosfat tamponu icerisinde, Adsorpsiyon suresi: 2 saat

4.3.4. Adsorpsiyon Zamani

Adsorpsiyon zamanini belirlemek lGzere manyetik immunoafinite mikrokureler ile
etkilestirilen transferrin ¢ozeltisisinden 0-120 dakika igerisinde belirli araliklarda
ornekler alinmis ve baglanan protein miktari hesaplanmigtir. Buna goére
mikrokurelere transferrin adsorpsiyonunun ilk yarim saat igerisinde hizli bir sekilde
gerceklestigi ve bir saatin sonunda hemen hemen dengeye ulastigi goralmustur
(Sekil 4.10).

Bu sonucglar antijen andibadi arasindaki ylksek afinitenin gostergesi oldugu gibi

mikrokurelere diflizyon sorunu olmadigini da gostermektedir.
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Sekil 4.10.Transferrin Adsorpsiyon Zamani
Polimer miktari: 0.1 g (kuru agirlik), Transferrin konsantrasyonu: 0.5 mg/ml,

pH:6.0 fosfat tamponu igerisinde

4.4. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetiginin anlasiimasi ile etkin adsorbent-adsorban temas suresi yani
alilkonma suresi bulunur. Adsorpsiyon isleminin hizina etki eden adsorpsiyon
basamaklarinin anlasiimasi igin énemli bir adimdir. Kitle transferi ve kimyasal
reaksiyon gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden mekanizmalarin belirlenmesi igin
deneysel verilere pseudo birinci ve ikinci derece kinetik modeller uygulanmistir.

Olgtilen derisimlerin adsorbentin ylizey derisimine esit oldugu varsayilmistir.

Lagergren’in birinci derece hiz esitligi sivi ¢ozeltiden ¢dzlinenin adsorpsiyonunda

en ¢ok kullanilan esitliktir ve su sekilde ifade edilir;

dd,/di=K,(deq-aly) (Esitlik 4.4)
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Esitlikte k; pseudo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™), Jeq VE Q: SIrasiyla
denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan miktari (mg/g)
gostermektedir. t = 0'/da q:= 0 ve t = t aninda q: = q: sinir kosullarin uygulanip

integralinin alinmasi;

Iog[qeq/(qeq'Qt)]: (klt)/2-303 (E§it|ik 45)

esitligini vermektedir. Esitlik 4.5 tekrar dlzenlenerek dogrusallastirilabilir:

l0g(deq-a)= 109(de,) - (K;1)/2.303 (Esitlik 4.6)

log(geq)’e karsi t grafiginin  dogrusalligi kinetik modelin uygulanabilirligini
gostermektedir. Gergek birinci-derece islemde log(geq), t'ye kargi log(Qeq-0r)

grafiginin kesim noktasina esit olmalidir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali pseudo-ikinci derece esitlik asagidaki

sekilde verilebilir:

da/dt= K, (g0’ (Esitlik 4.7)

Esitlikte k, pseudo-ikinci derece hiz sabitidir (g.mg™*.dak™). Esitlik 4.7 ye t = 0 da

g= 0 ve t = 'de q; = g; sinir kogullarinin uygulanmasi ile;

1/(Qeq-0p]=(1/0eg) Kot (Esitlik 4.8)
esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali:

(V9)=(1/Ky0eq?)+(1/geo)t (Esitlik 4.9)

ile verilir.
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Ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi igin t/q; ye karsi t grafiginin dogrusal
olmasi gereklidir. Hiz sabiti (ko) ve denge adsorpsiyonu (geq) sirasiyla kesim

noktasi ve egimden elde edilebilir.

Anti-transferrin ~ antibadi  immobilize m-PGMA  mikrokurelere  transferrin
adsorpsiyonu icin deneysel verilere uygulanan pseudo birinci ve ikinci derece
kinetik sonuclari Sekil 4.11 ve Sekil 4.12'de verilmigtir. Deneysel ve kinetik
verilerin kargilastirilmasi Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Korelasyon katsayilari
karsilastirildiginda adsorpsiyonun ikinci derece kinetik modele uydugu
gorulmektedir. Gozeneksiz esboyutlu mikrokurelerden beklendigi gibi difizyon

kisittamalari olmaksizin adsorpsiyon iglemi kimyasal olarak kontrol edilmektedir.

0,4
]; y=-0,0106x+0,1309
02 - R*=10,8688

0

100
-0,2 4

10g(qeq-q0)

-0,6

-0,8 -

Zaman (dakika)

Sekil 4.11 Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokureler i¢in pseudo-

birinci derece adsorpsiyon kinetigi.
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Sekil 4.12. Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokUreler i¢in pseudo-

ikinci derece adsorpsiyon kinetigi

Cizelge 4.1. Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokirelere transferin

adsorpsiyonu igin pseudo-birinci ve ikinci derece kinetik verileri.

[Tf] (mg/mL) | Deneysel | Pseudo 1° Pseudo 2°
Qeq (MQ/g) | k1 Qeq R? k2 Qeq R’
0.5 1.92 0.024 |1.352 |0.869 |1,54 1.01 0.999

4.5. Yapay Plazmadan Transferrin Adsorpsiyonu

Anti-transferrin antibadi immobilize m-PGMA mikrokirelere yapay plazmadan
transferrin adsorpsiyonu 0.12 mg/g olarak saptanmistir. Kullanilan yapay
plazmadaki transferrin derisimi yaklasik 2.30 mg/dL’dir. Adsorpsiyon miktarinin
disuk olmasi kullanilan yapay plazmadaki transferrin derisiminin disuk
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bilindigi gibi derisim adsorpsiyon igin surucu
kuvvettir ve normal plasma transferrin derisiminde (yaklasik 300 mg/dL)

calisiimasi durumunda adsorpsiyon kapasitesinde artig beklenen bir durumdur.

61




Desorpsiyon isleminin transferrinin yapisinda herhangi bir denatiirasyona neden
olmadigini ve elle edilen transferrinin safligini goéstermek Uzere SDS-PAGE
calismalarn yapilmistir. Standart transferrin ¢ozeltisi (Bant 2) ve elie edilen
transferrin (Bant 3) jel elektroforezinde, referans protein karisimi ile (Bant 1)
yuratalmastur ve jelin gorantisu Sekil 4.13’de verilmistir. Sekilden goruldugu gibi
elusyon ¢Ozeltisi standart transferrin ¢ozeltisi ile ayni yerde tek bant icermektedir.
Bu da ellie edilen transferrinin safligini ve herhangi bir denatirasyonun sé6z

konusu olmadigini gostermektedir.

66 kDa

Sekil 4.13. Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu igin SDS-PAGE goéruntusa.
Bant 1: Referans protein karisimi, Bant 2: Standart transferrin ¢dzeltisi,

Bant 3: ElUe edilen transferrin ¢ozelltisi.
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4.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Adsorbent gelistirme stratejisini  belirlerken hazirlanan adsorbentin tekrar
kullanilabilirlik Ozelliklerinin iyi olmasi islemin toplam maliyeti agisindan buyuk
onem tasimaktadir. Hem baglanan transferrin molekullerinin yapidan denattre
edilmeksizin yuksek geri kazanimla desorbe edilmesini, hem de polimer yapida
immobilize anti transferrin antibadi ligandin baglama etkinliginin korunmasini
saglayacak desorpsiyon ajaninin belirlenmesi sonrasinda ayni mikrokureler
kullanilarak  adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri 5 kez tekrar edilmistir.
Mikrokurelerin desorpsiyonu igin 0.1 M glisin-HCI ¢ozeltisi (pH 2.8) kullaniimistir.
Desorpsiyon isleminden sonra alinan Orneklerde protein miktari saptanmistir.
Desorpsiyon ajani kullanilarak yapilan igslemde adsorplanan proteinin %86’sinin
desorbe edilebildigi goériimustur. Bu desorpsiyon oranindan anlasiimaktadir ki
surekli kullanimda transferrin adsorpsiyon kapasitesinde ciddi bir azalma
gorulmemektedir (Sekil 4.14).

1,5 1

3,5

2,5 1

1,5 v

Adsorplanan Transferrin Miktari (mg/g)

1,5 -

0 1 2 3 4 5 6
Ddngi sayisi

Sekil 4.14. Adsorbentin tekrar kullanilabilirligi.
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5. YORUMLAR

Bu calismada transferrin safastirimasi amaciyla anti-transferrin antibadilerin
ligand olarak kullanildigi manyetik PGMA mikrokureler hazirlanarak transferrin
baglama oOzellikleri sulu ¢Ozeltlerde mikrogevre kosullari  degistirilerek

incelenmigtir. Daha sonra yapay plazmadan transferrin adsorpsiyonu incelenmistir.

Hazirlanan manyetik PGMA mikrokireler yaklasik 2 um c¢apinda, esboyutlu ve

g6zeneksizdir.
Mikrokurelerin sulu ortamda sisme orani %52’dir.

Yapidaki epoksi gruplarinin varligi FTIR-ATR ile gosterilmistir. Epoksi gruplari
aktivasyon ajani kullaniimasi gereksinimini ortadan kaldirarak anti-transferrin
antibadilerin dogrudan yapiya kovalent olarak baglanmasina olanak vermektedir.
Perklorik asit titrasyonu ile yapidaki epoksi grup igerigi 3.46 mmol/g olarak

belirlenmistir.

m-PGMA mikrokiirelerin hidrate yogunlugu 1.14 g/cm?®, polimer yapidaki nanotoz
fraksiyonu 0.045'dir. Hazirlanan manyetik PGMA yapisindan magnetit sizmasinin

olmadigi gosterilmistir.

ESR spektrumu yapidaki nanotoz magnetit varligini dogrulamaktadir. M-PGMA

mikrokurelerin g faktora 2.28 olarak bulunmustur.

DSC ve TGA calismalarindan m-PGMA mikrokurelerin manyetit iceriginin toplam

katlenin %3.5'i oldugu belirlenmistir.

Manyetik mikroklrelere anti transferrin antibadi baglanmasi farkh antibadi
derisimlerinde incelenmis ve 1 mg/mL antibadi derisiminde baglanan antibadi

miktarinin 2.0 mg/g oldugu belirlenmistir.

Sulu c¢Ozeltide yapilan calismalardan transferrin adsorpsiyonunun en yuksek
izlendigi pH degeri 6.0 olarak belirlenmistir. Adsorpsiyon islemi yaklasik 0.5 mg/g
transferrin baslangi¢ derisiminde dengeye ulasmaktadir. Adsorpsiyon islemleri en
yuksek baglanmanin goézlendigi 25°C’de gercgeklestirilmistir. Bu kosullarda antibadi
immobilize edilmemis m-PGMA ylzeyine transferrin adsorpsiyonu ihmal

edilebilecek duzeydedir.
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Kinetik modellerin uygulanmasi sonucu adsorpsiyon isleminin pseodu-ikinci

derece kinetik modele uydugu belirlenmigtir.

Yapay plazmadan transferrin adsorpsiyon kapasitesi 0.12 mg/g olarak

saptanmigtir ve elue edilen transferrinin safligi SDS-PAGE ile gosterilmistir.

Arka arkaya tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalari manyetik
mikrokurelerin transferrin baglama kapasitesinde 6nemli bir azalma olmaksizin

defalarca kullanilabilecegini gostermigtir.

Sonug olarak hazirlanan adsorbentin protein karisimlarindan tek basamakta ve
spesifik olarak transferrin ayrilmasini saglayabildigi, manyetik o6zelliklerinin
manyetik ayiricida kullanima olanak verdigi ve sonrasinda manyetik akiskan
yataklarda transferrin saflastirma konusunda umut verdigi, islemin ekonomisi

acisindan tekrar kullanima uygun oldugu séylenebilir.
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