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OZET

Aldehit Fonksiyonelitesine Sahip Polimerik Yiizeye Antikorlarin Kovalent Olarak

Immobilizasyonu

Prostat kanseri, erkeklerde en sik tani konan kanser tiiriidiir. Erken tani konan prostat
hastasinin iyilesme orani oldukega yiiksektir. Giinlimiizde prostat kanserine yonelik genel kabul
gormiis biyobelirtec kan serumundaki Prostat Spesifik Antijen (PSA) diizeyinin
belirlenmesidir. Prostat kanseri i¢in bir serum belirleyicisi olarak klinik yarar1 acik bir sekilde
kanitlanmig olan PSA, hassas ve 0zgiil olmasina ragmen miikemmel bir tarama testi degildir.
Prostat kanserinin varligini kesin olarak belirleme 6zgiilliigii ve duyarlilig: diisiiktir HOX-
genlerinin kanser durumunda Engrailed-2 ekspresyonu iizerinde galismalar yapilmis ve bu
genin {rlinli olan proteinin sadece prostat kanseri hiicreleri tarafindan salgilandigi
gosterilmistir. Bu bulgular 1s1ginda yapilan g¢alismalarin ilk sonuglari idrarda EN2 protein
varliginin prostat kanseri i¢in tanisal bir biyobelirte¢ olabilecegini gdstermektedir. idrardaki
EN2 miktarinin prostat kanserine yiiksek oranda bagli oldugu %88,2 spesifiklik ve %66

oraninda duyarlilik ile prostat kanserini belirledigi rapor edilmistir.

Tez calismasinda tiyol-en silispansiyon fotopolimerizasyon yoluyla amin fonksiyonelitesine
sahip manyetik nano boyutlu pargaciklari (MNP) sentezlendi. Sentezlenen MNP’lerin bir
kismi glutaraldehit ile aktive edilerek aldehit fonksiyonelitesine sahip parcaciklar elde edildi.
Amin ve aldehit fonksiyonelitesine sahip MNP’lerin yapisal 6zellikleri ve yiizey morfolojileri
taramal1 elektron mikroskop, taramali gegirimli elektron mikroskop, termogravimetrik analiz,
zayiflatilmis toplam yansima fourier dontistimii kizilotesi spektroskopisi ile incelendi. Tiyol-en
slispansiyon fotopolimerizasyondan sonra, diizglin manyetit nanoparcaciklarinin ortalama
capinin ~ 15 nm'den ~ 32 nm'ye yiikseldigi goriildii. Amin ve aldehit fonksiyonelitesine sahip
MNP’lere, prostat kanseri teshisinde {Ustiinliikleriyle 6ne c¢ikan EN2 proteinin tayin
edilmesinde kullanilmak {izere EN2’nin antikoru immobilize edildi. Hazirlanan yapay
cozeltilerdeki biyobelirteg seviyesi enzim bagli immiinosorbent yontemi ile saptandi.
Calismamizda fiziksel immobilizasyonda baglanma 0,54 mg antikor/g MNP, kovalent
immobilizasyonda baglanma 1,775 mg antikor/g MNP olarak hesaplandi. Bu sekilde tez
calismamizda farkli 6zelliklerde polimerik destekler kullanarak elde edilen EN2 sonuglar

tartigilarak olasi biyobelirte¢ yapiminda uygun destek ortami tayin etmeye calisildi.
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ABSTRACT

Covalent Immobilization of Antibodies on Aldehyde-Functionalized Polymeric Surface

Prostate cancer is the most common type of cancer diagnosed in men. The rate of healing of
early diagnosed prostate is very high. The currently accepted biomarker for prostate cancer is
the determination of the level of prostate specific antigen (PSA) in the blood serum. PSA,
which has been clinically proven as a serum marker for cancer, is not a perfect screening test,
although it is sensitive and specific. It has been shown that the expression of HOX-genes in
cancer (EN2) expression is specific and the sensitivity of the prostate cancer is precisely
determined and the protein of this gene product is secreted only by the prostate cancer cells.
The first results of studies on these findings indicate that the EN2 protein presence in the
urine is diagnostic for prostate cancer. It has been reported that EN2 in the urine is highly

associated with prostate cancer, with 88.2% specificity and 66% sensitivity to prostate cancer.

In the thesis study, magnetic nano-sized particles (MNP) with amine functionality were
synthesized through thiol-ene suspension photopolymerization. Some of the synthesized
magnetic nano-sized particles were activated with glutaraldehyde to obtain aldehyde
functionalized particles. Structural properties and surface morphologies of amine and
aldehyde functionalized MNPs were investigated by scanning electron microscopy, scanning
transmission electron microscopy, thermogravimetric analysis, attenuated total reflection
fourier transform infrared spectroscopy. After thiol-ene suspension photopolymerization, the
average diameter of the neat magnetite nanoparticles increased from ~15 nm to ~32 nm. The
MNPs with amine and aldehyde functionality were immobilized to the EN2 antibody for use
in determining the EN2 protein, which was distinguished by their superiority in diagnosing
prostate cancer. The biomarker level in the artificial solutions prepared was determined by
enzyme-linked immunosorbent assay. In our study, binding in physical immobilization was
calculated as 0,54 mg antibody/g MNP, binding in covalent immobilization 1,775 mg
antibody/g MNP. In this way, we tried to determine the appropriate support medium for
possible biomarkers by discussing EN2 results obtained using polymeric supports in different

aspects of our thesis study.
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1.GIRIS

Kanser, bir organ ya da dokudaki hiicrelerin diizensiz olarak boliiniip ¢cogalmasi ile olusan
hastaliktir. Erken tani ile zamaninda tedavi edilmez ise ciddi rahatsizliklara ve 6liime neden
olmaktadir. Prostat kanseri, erkeklerde en sik tani1 konan kanser tiiriidiir. Kansere bagl
oliimlerde ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alir. Bir erkekte 0-39 yas arasinda
prostat kanseri gelismesi olasiligt %0,01; 40-59 yas arasinda %2,58; 60-79 yas arasinda %14,7
ve yasam boyu bir erkekte klinik 6dnemi olan prostat kanseri gelisme olasiligi %17,8 gibi
yiiksek oranlardadir (Polat ve ark., 2009). Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi erken teshis
prostat kanseri icin de ¢ok Onemlidir. Erken tani konan prostat hastasinin iyilesme orani

oldukga yiiksektir.

Giliniimiizde prostat kanserine yonelik genel kabul gdérmiis biyobelirte¢ kan serumundaki
Prostat Spesifik Antijen (PSA) diizeyinin belirlenmesidir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan 1994 yilindan itibaren erkeklerde parmakla rektal muayene ile birlikte PSA
taramalarmin kullanimi1 yayginlasmis ve erken tami sayesinde prostat kanseri mortalitesi

yaklagik 1/3 oraninda azalmigtir (Jemal ve ark., 2007).

PSA, androjen-diizenleyici serin proteaz fonksiyonuna sahip normal ve malignant prostat epitel
hiicreleri tarafindan salinan kallikrein ailesine ait bir glikoproteindir (Rebelo ve ark., 2016).
Prostat kanser i¢in bir serum belirleyicisi olarak klinik yarar1 agik bir sekilde kanitlanmis olan
PSA, hassas ve 6zgiil olmasina ragmen miikemmel bir tarama testi degildir. Prostat kanserinin
varhigini kesin olarak belirleme 6zgiilliigli ve duyarliligr diisliktiir. Ciinkii iyi huylu prostat
bliylimesi gibi diger prostat ile ilgili hastaliklarda da prostat kanserinde goriilen iirolojik
belirtiler gozlenmekte ve PSA seviyesi serumda artmaktadir (Murthy ve ark., 2016). Serbest
PSA’nin total PSA’ya olan oram1 (/T PSA), klinik prostatin selim biiylimesi ile prostat
kanserinin ayirt edilmesi iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Ancak serbest PSA’nin oda
sicaklifinda ve 4°C’da stabil olmayan bir molekiil olmasi degerlendirme zorluklarin
beraberinde getirmektedir (Stephan ve ark., 2000).Yapilan arastirmalarin sonucunda, Avrupa
Uroloji Birligi rehberlerinde rektal muayenesi negatif bulgu veren ve PSA oran1 4-10 ng/mL

olan hastalarda f/T PSA orani kullanilmasi 6nerilmektedir (Heidenreich ve ark., 2012).

PSA ve tiirevlerinin kandaki diizeyleri biyobelirte¢ olarak anlamlidir; fakat kan numunelerinin
aliminda ve saklanmasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle daha kolay elde edilebilecek

numuneler arastirilmaktadir. Bu agidan en ¢ok ¢alisilan numune idrar 6rnegidir. Idrar iizerinde



calismak biyobelirteclerin daha rahat test edilmesi ve kolay sonug elde edilmesi agisindan

yararhdir.

Genetik alanindaki gelismelerin sonucunda, erken embriyolojik gelisim sirasinda gorev alan
ve kanserlerde tekrar eksprese olduklari saptanan birgok gen tespit edilmistir. Bu genlerden
bir grubunu igeren HOX-genlerinin disregililasyonunun bir¢cok kanserde meydana geldigi
gosterilmistir. Son olarak bu gruba ait olan Engrailed-2 (EN2) ekspresyonu {izerinde
caligmalar yapilmis ve bu genin iriinii olan proteinin sadece prostat kanseri hiicreleri
tarafindan salgilandig1 gosterilmistir (Bose ve ark., 2008). Bu bulgular 1s1ginda yapilan
caligmalarin ilk sonuglar1 idrarda EN2 protein varliginin prostat kanseri i¢in tanisal bir
biyobelirteg olabilecegini gostermektedir (Bose ve ark., 2008; Morgan ve ark., 2011). Morgan
ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir c¢alismanin sonuglarina dayanilarak, EN2 diizeyi
kontroliiniin rektal muayeneye duyulan ihtiyacit ortadan kaldirabilecegi ileri siirlilmiistiir.
Yapilan bagka c¢aligmalarda ise, idrardaki EN2 miktarimim prostat kanserine yiiksek oranda
bagli oldugu; %88,2 spesifiklik ve %66 duyarlilik ile prostat kanserini belirledigi rapor
edilmistir (Pin ve ark., 2013). Morgan ve ark., (2011) idrarda EN2 proteininin 42,5 ng/L
seviyesinin lizerinde olmasmin yiiksek oranda prostat kanserine isaret ettiini ortaya
koymustur. Prostat kanseri teshisinde kullanilmak tizere, EN2 belirlenmesine yonelik, yiikksek
duyarlilikta, elektrokimyasal bir biyosensoriin tasarlandigi ¢alismalar da vardir (Lee ve ark.,
2015). Son yillarda prostat kanserinin teshisine yonelik klinik c¢aligmalarin  biiylik
cogunlugunda EN2 proteini standart bir biyobelirte¢ olarak bulunmaktadir (Morgan ve ark.,
2011; Pandha ve ark., 2012; Pin ve ark., 2013). Bunun yaninda literatiirde idrardaki EN2
proteini diizeyinin timor biiyiikliigi ile orantili oldugu sonucunun elde edildigi ¢alismalar da

mevcuttur (Pandha ve ark., 2012).

Yapilan klinik ¢alismalar idrardaki EN2 derisiminin prostat kanseri erken tanisi i¢in f/t PSA
oranindan daha etkin bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir ve bu konu arastirmacilarin

ilgisini ¢eken arastirma alanlarindan biri olmaya devam etmektedir.

Tez c¢alismasinda tiyol-en siispansiyon fotopolimerizasyon (TESP) yoluyla amin
fonksiyonelitesine sahip manyetik nano boyutlu parcaciklart (MNP) sentezlendi. Sentezlenen
MNP’lerin bir kismi glutaraldehit (GA) ile aktive edilerek aldehit fonksiyonelitesine sahip
parcaciklar elde edildi. Amin ve aldehit fonksiyonelitesine sahip MNP lerin yapisal 6zellikleri
ve ylizey morfolojileri taramali elektron mikroskop (SEM), taramali gegirimli elektron
mikroskop (STEM), termogravimetrik analiz (TGA), zayiflatilmis toplam yansima fourier
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dontisimii  kizilotesi  (ATR-FTIR) spektroskopisi ile incelendi. Amin ve aldehit
fonksiyonelitesine sahip MNP’lere prostat kanseri teshisinde iistiinliikleriyle 6ne ¢ikan EN2
proteinin tayin edilmesinde kullanilmak iizere EN2’nin antikoru immobilize edildi.
Hazirlanan yapay c¢ozeltilerdeki biyobelirteg seviyesi (EN2) enzim bagli immiinosorbent
yontemi (ELISA) ile saptandi. Bu sekilde tez ¢alismamizda, farkli 6zelliklerde polimerik
destekler kullanarak elde edilen EN2 sonuglari tartisilarak olasi biyobelirte¢ yapiminda uygun

destek ortami tayin edilmeye ¢aligildi.

1.1 Prostat ve Islevi

Prostat erkek iireme sistemine ait, fibromuskiiler glandiiler bir organdir. Ters ¢evrilmis bir
piramit seklinde olup idrar torbasi ve pelvik taban arasina yerlesmistir. Bezin bir taban1 ve bir
tepesi, anterior, posterior ve inferolateral yiizeyleri vardir. Taban, preprostatik idrar yoluna ve
mesane boynuna bitisik {ist yiizeydir; kor tepe ise en algak kisimdir. Arka alt yiizey rektumun
oniine uzanir. Agirligi ortalama 20 g’dir. Tabani ¢apraz olarak 4 cm, 6n-arka cap1 2 cm, dikey
cap1 ise 3 cm’dir. Prostat, serozaalt1 bag dokudan iiretilen ince fakat saglam bir fibroz kapsiil

tarafindan sarilmistir. (Nickel, 1999; Hafez ve ark., 2003).

Glandiiler prostat histolojik olarak ii¢ ana boliime ayrilir: 1. Prostatin glandiiler boliimiiniin
yaklasik %70'ini temsil eden periferik bolge; organin lateral ve posterior boliimiinii olusturur.
Prostatin tepe noktasini distal olarak olusturan ve merkez bélgenin distal bdliimiinii
karsilamak i¢in agilan bir huni olarak kabul edilebilir. Periferal bolgenin kanallari distal
prostatik iiretranin i¢ine agilir. 2. Glandiiler prostatin %25'ini olusturan merkezi bolge; kama
bigimli olup, ejekiilator kanallar1 cevreler. Boylece, merkezi bolge en azindan distal
parcasinda ¢evresel bolge ile ¢evrelenmistir ve kanallari, bosalma kanallarina ¢ok yakin olan
prostatik lretra i¢ine acilmistir. Merkezi bolge de periferik bolge gibi iiretranin proksimal
boliimiinii barindiracak sekilde huni sekline sahiptir. 3. En kiigiik glandiiler kisim olan
transizyonel bolge; prostatin yalnizca %5-10'unu kapsar ve ge¢is bolgesi olarak adlandirilir.
Gegcis bolgesinin ana kanallari, sfinkterin distal sinir1 boyunca lateral olarak uzanir ve yanal

olarak yayilir (Nickel, 1999).

Insan prostatinda farkli anatomik ve histolojik loblarin veya bdlgelerin belirlenmesi, prostat
hastalig1 ile bezin farkli kisimlar1 arasindaki iligskinin ortaya ¢ikarilmasina ve bolgelerin

hormonal olarak baskilanabilmesine olanak vermistir. Iyi huylu prostatik hiperplazi, biiyiik



oranda preprostatik glandiiler dokuda ve preprostatik liretrada ortaya c¢ikmaktadir. Prostat

kanserine ise en sik olarak periferik bolgede rastlanmistir (Nickel, 1999).

Insan prostatinin sekresyonlarinin biyokimyasal yapisi ve salgi fonksiyonunun diizenlenmesi,
prostat hastaliklarinin teshisi i¢in uygun belirteglerin arastirilmasi ve adli tiptaki uygulamalari
nedeniyle son 60 yil i¢inde yogun bir arastirmanin konusu olmustur. Buna ragmen, erkek
ireme fizyolojisinin bir parcast olarak prostatik sekresyonlarin kesin biyolojik rolleri
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Mevcut bilgiler 15181nda, erkek fertilitesi/infertilite durumu
ve erkek kontrasepsiyonunda kullanilabilen molekiillerin arastirilmast ile ilgili olarak seminal
plazma parametrelerinin korelatif bir degerlendirmesinden c¢ok sey c¢ikarilmaktadir. Bu
nedenle, mevcut bulus, islevsel Oneme sahip oldugu diisiiniilen normal insan prostat
sekresyonunun yonlerine odaklanmaktadir. Prostat; kalsiyum, sitrat iyonlari, fosfat iyonlart,
pihtilasma enzimi ve profibrinolizin igeren ince, siitiimsii bir siviy1 salgilar (Hafez ve ark.,
2003). Salgi hem ¢oziiniir hem de partikiiler madde formundadir. Coziiniir boliim; protein,
karbohidrat, elektrolit, poliamin, hormonlar, lipitler ve biiyiime faktorleri igerir. Saglikli
erkeklerin prostat sivisindaki ortalama protein miktar1 42,6 mg/mL olup, 52,2 mg/mL seminal
plazmadan biraz diisiiktiir. Iki boyutlu elekroforez analiz sonucunda, 27°si serum proteini
olmayan (muhtemelen prostata 6zgii) 57 protein ana grubu belirlenmistir. Prostata 6zgii
baslica proteinler hem pubertalde hem de eriskin insan prostatlarinda eksprese olan prostatik
asit fosfataz (PAP), PSA ve prostatik baglayici proteindir (PBP) (Nickel, 1999). Bosalma
esnasinda, prostatik kapsiil, vaz deferensdeki birikmeyle eszamanli olarak daralir; bdylece
prostat salgis1 semene daha cok katilabilir. Prostatik sivinin hafif alkali 6zelligi, basarili
dollenme i¢in onemli olabilir, ¢iinkii vaz deferens sivist sitrik asit ve spermlerin metabolik
nihai trilinlerinin varlig1 dolayisiyla nispeten asidiktir; bu da spermlerin délleme yetenegini
diistirtir. Ayrica disinin vajinal sekresyonlar asidiktir (pH 3,5-4,5). Cevre sivilarinin pH’s1
6,0-6,5’¢ ulagincaya kadar sperm optimal bir sekilde hareket edemez. Hafif alkali prostatik
sivi, bosalma sirasinda diger sperm sivilarmin asiditesini nétralize ederek sperm
hareketliligini ve dollenme sansini arttirir. Prostat sivisindaki pihtilagma enzimi, seminal
vezikiil sivisinin fibrinojeninin servikste vajinanin daha derin bolgelerinde spermi tutan zayif
bir fibrin koagulumu olusturmasina neden olur. Koagulum daha sonra fibrinolizin ile
parcalanmasi nedeniyle 15-30 dakikada erir. Piht1 giderilirken, sperm olduk¢a hareketli hale
gelir ve yumurta kanalindaki folikiil sivisina ulastiginda yumurta penetrasyonu ve
fertilizasyonu i¢in gerekli bir motilite kalib1 olan “hiperaktivasyon™ a ugrar (Hafez ve ark.,

2003).



Prostatin normal glandiiler aktivitesinin androjenler tarafindan kontrol edildigi
diisiiniilmektedir (Snell, 2008). Fetal gelismede androjenler farklilagsmayi diizenler, ancak
neonatal gelisme siirecinde androjenler prostatik biliylime ve baskida iglev goriir. Ergenlik
déneminde, androjenler viicudu ve cinsel olgunlasmayi tetikler ve hayat boyunca aksesuar
cinsel bezlerini korur. Androjenler, prostat biiylimesini diizenlemek i¢in hem aktif hem de
mecburi olarak islev goriirler, bu nedenle prostat kanseri tedavisi ile ilgili arastirma hedefi

olamamaktadirlar (Hafez ve ark., 2003).

1.2 Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostatta 6liimciil olabilen habis kanserli hiicrelerin agresif bir biiylimesidir.
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki erkeklerde akciger ve kolon kanserinden sonra en sik
goriilen kanser tiiriidiir (Cramer ve ark.,2007). 2015 Saglik Istatistikleri Yilligina goére
iilkemizdeki erkeklerin yaklasik %60°inda trakea, akciger ve brons kanser tipine rastlanirken,

%32,9’luk bir oranla prostat kanseri ikinci sirada yer almaktadir.

Prostat kansenin cesitli risk faktorleri vardir. Ilerleyen yas, prostat kanserinde baslica risk
faktoriidiir. 2005-2009 yillart arasinda tanilarin ortalama yasi 67 olup teshislerin yaklasik
%90°1 55 yas tistii hastalara konulmustur. Bunun yaninda prostat kanseri insidansi ve mortalite
oranlari, farkli etnik gruplar arasinda biiyilik farkliliklar gostermektedir. Prostat kanserinin hem
insidans1 hem de bu hastaliktan 6liim oranlar1 Iskandinav iilkelerinde yiiksek ve Dogu Asya
tilkelerinde disgiiktiir. Bununla birlikte, Japon-Amerikalilar Japonya'daki 6liim oranlarina
kiyasla daha yiiksek 6liim oranlarina sahiptir. Prostat kanseri riski, ¢evreden etkilenir ve gog ile
birlikte kiiltiirel degisiklikler riski degistirebilir. Aile gegmisi de en giiclii risk faktorlerinden
biridir. Prostat kanserli hastalarin erkek akrabalarinda prostat kanseri insidansi artar. Klinik
acidan Onemli prostat kanseri insidansinin yliksek oldugu aileler, ortak cevresel faktorlere
maruz kalma veya benzer bir genetik yapiyla birlikte daha yiiksek risk altinda olabilir. Prostat
kanseri riski, birinci dereceden prostat kanseri olan akrabaya sahip bir erkek i¢in iki katina
cikar. Birden fazla akrabasi prostat kanseri olan erkekler i¢in risk daha da artar. Birinci derece
akrabalarindaki prostat kanseri baslangi¢ yast da 6nemlidir, ¢ilinkii baslangi¢ yasinin daha geng
olmasi riskin artmasiyla da iliskilidir. Beslenmenin prostat kanserine etkisi arastirildiginda
ilging veriler elde edilmistir. Japon erkeklerinin diyetleri hayvan yagi ve lif igerigi bakimindan
zengindir. Bu diyet, Dogu Asya’da bati iilkelerine nazaran daha diisiikk olan insidans ve
mortalite ile iligkilidir. Geleneksel Asya diyeti fasulye, soya fasulyesi, mercimek ve nohut gibi

yiiksek bir bakla igerigine sahiptir. Bu sebzeler lifin ana kaynagi1 olarak kabul edilir. Japon
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diyetinin yag igerigi batili seviyelere dogru arttik¢a, Japonya'daki prostat kanseri insidansinin
yiikselmeye basladig1 saptanmistir. Prostat kanserinin genetik faktorleri incelendiginde ise tek-
niikleotid polimorfizmleri ile BRCAI/BRCA2 mutasyonlar1 goze carpar. BRCA1 (17q21)
veya BRCA2 (13g12) mutasyonu varsa prostat kanseri gelisme riski artar. BRCAI
mutasyonlar1 prostat kanseri riskini ortalama iki katina ¢ikarir. BRCA2 mutasyon tasiyicilar
riskin 5-7 kat artmasina, erken baslangigli hastaliga yol agar. Hormonlarin da prostat kanseri
riskine etkisi arastirilmistir. Androjenler prostat bezinin normal gelisimi i¢in onemlidir ve
prostat kanseri olusumunda da muhtemelen 6nemlidir. Prostat kanseri 6nleme g¢aligmasinin
sonuglari, bir So-rediiktaz inhibitorii olan finasterid ile testosteronun dihidrotestosterona
doniistiiriilmesi inhibe edildiginde prostat kanseri insidansinin o6nemli o6l¢iide azaldigini
gostermistir. Ancak, 18 c¢aligmanin meta-analizi, serum androjen diizeylerindeki normal
degisikliklerin, prostat kanseri gelisme riski ile iligkili olmadigin1 géstermistir (Hafez ve ark.,
2003; Tewari ve ark., 2013). Genellikle erken prostat kanseri ile iliskili herhangi bir belirti
yoktur ve iyi huylu prostat biiyiimesi de (BPH) ayn1 semptomlari verir. Idrara ¢ikarken zorluk
veya agri, idrara daha sik ¢ikma ihtiyaci, idrar akist oncesinde uzun siire bekleme, idrar
gecisinde artan ziyaretler nedeniyle uyku boliinmeleri, mesanenin tamamen bosalmadigi hissi
baslica belirtilerdir. Hastaligin ileri safhasinda ise idrarda kan, pelvis agris1 veya spermdeki
kan kayiklari, genel kemik agrisi, kilo kaybi1 gibi daha ciddi sikayetler olusabilmektedir
(Mason ve Moffat, 2010). Prostat kanseri teshisinin kesin olarak koyulabilmesi igin dijital
rektal muayene (DRE), serum PSA 6l¢iimii ve transrektal ultrason (TRUS) rehberli sistematik
biyopsi gibi daha sofistike tani teknikleri kullanilmaktadir. 1990’larin baslarina kadar, prostat
kanseri tipik olarak semptomatik metastazlarin bir sonucu olarak veya iiriner sikayetler ile
basvuran bir hastada DRE sirasinda tespit edilirdi. Ayrica biyobelirte¢ “prostatik asit fosfataz”
kemik metastazlarinda artardi. Bununla birlikte, Kuriyama ve ark. (1980) tarafindan 1980’lerde
gelistirilen PSA kan testinin ortaya ¢ikisi prostat kanseri i¢in tan1 konseptini degistirmis ve
PSA modern tipta en ¢ok kullanilan biyobelirteglerden biri olmustur (Tewari ve ark., 2013).

PSA, prostat bezinin sekresor epitelinde tretilen 33 kDa’lik, 240 aminoasitten olusan tek
zincirli bir glikoprotein olup, prostat tarafindan semen igine salinan ve seminal koagulumun
parcalanmasina neden olan serin proteazdir. Kanserli doku igerisinde PSA fiiretimi arttig1 igin
prostat kanserli erkeklerde PSA artar ve ayrica prostat bezi liimeni ile kilcal damar arasindaki
doku engelleri bozulur ve serum igine daha fazla PSA salinir. Prostat kanserinin erken teshisi
ve evrelendirilmesinin yaninda cerrahi, hormonal ve radyasyon tedavisine yanit1 izlemek icin

serum PSA kullanilir (Hafez ve ark., 2003; Tewari ve ark., 2013).



Anormal bir PSA seviyesi i¢in geleneksel simir 4,0 ng/mL olarak kabul edilir. Bir teshis
testinin performansini gézden gegirirken birkag parametrenin degerlendirilmesi gerekir. Bunlar
arasinda duyarlilik (gergek pozitiflerin belirlenme olasiligi), 6zgiillik (gercek negatiflerin
saptanma olasiligl) ve pozitif/negatif prediktif degerler sayilabilir. Amerikan Kanser
Dernegi’ne gore, 4,0 ng/mL'lik bir PSA smiriin tahmini duyarlili§i herhangi bir prostat
kanseri tespiti i¢in %21 ve yiiksek dereceli kanserlerin tespiti i¢in %51°dir. 3,0 ng/mL’lik bir
sinir kullanmak duyarliliklar1 sirasiyla %32 ve %68’e yiikseltir. Tahmini o6zgillik, 4,0
ng/mL’lik bir PSA sinirt igin %91 ve 3,0 ng/mL’lik bir smir igin %85’dir. Bununla birlikte,
PSA testi, semptomatik BPH’li erkeklerde daha kotii ayirma kabiliyetine sahiptir. Genel
olarak, >4,0 ng/mL PSA diizeyi i¢in pozitif prediktif deger, yaklasik %30’dur. Bu deger
yiikselmis PSA’l1 {i¢ erkekten birinde en az birinin biyopsi sonucuna gore prostat kanseri
olabilecegi anlamina gelir. 4,0 ve 10,0 ng/mL arasindaki PSA diizeyleri igin, pozitif prediktif
degeri yaklasik %25°tir ve bu, PSA seviyeleri >10 ng/mL igin %42-64’¢ yiikselir. Olgiilen
serum PSA diizeyini etkileyen BPH, DRE, fiziksel egzersiz, ejakiilasyon, prostatit, teshis
muayeneleri gibi faktdrlerin PSA kan testinin 6zgiilliigiinii etkiledigi bildirilmistir. Ayrica PSA
diizeylerinin, prostat hacmi ve hastanin yasiyla korele oldugu gosterilmistir (Tewari ve ark.,
2013).

1.2.1 Prostat Kanseri Teshisinde PSA’nin Yetersizlikleri

Prostat kanseri gelisimi diyet ve yasam bigimiyle iligkilendirilmistir; ancak bu faktorlerden
hi¢biri (veya birkagt bir arada) heniiz belirli bir miidahaleyi dnermek i¢in yeterli prediktif
giice sahip degildir. Pozitif bir aile dykiisii ve tek-niikleotid polimorfizmlerin (SNP) varlig
artan prostat kanseri riskine isaret eder. Yine, DNA tamirinde rol alan genler olan BRCA1 ve
BRCAZ2'deki mutasyonlar daha erken yasta ve daha agresif bir hastaliga sahip olma riskini
ciddi oranda arttirir. Bu bilgi sadece daha fazla PSA 6l¢iimii yapilmasina yol acar; baska bir
yaklasim saglayamaz (Kote-Jarai ve ark., 2011; McGrath ve ark., 2013).

PSA, 1986'da FDA tarafindan prostat kanseri tedavisi sonrasi gézleme araci olarak onaylanmis
serum esasl1 bir biyobelirtectir. Bilindigi gibi, klinik dykii ve muayene ile birlikte 20 yil1 agkin
bir siiredir de prostat kanseri tanist i¢in kullanilmistir. Duyarlilik, yani gergek pozitif oran,
dogru olarak tespit edilen gercek pozitiflerin oranim dlger. Ozgiilliik, diger bir deyisle, gercek
negatif oran, dogru olarak tanimlanan gercek negatiflerin oranim1 6lger. Birkag ilgi ¢ekici
caligmaya ragmen, PSA’nin diisiik duyarliligr ve 6zgilliigli nedeniyle bir tarama biyobelirteci

olarak kullanilmasi 6nerilmez. Yanlis pozitiflik, anormal yliksek PSA’nin histolojik muayene
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ile teyit edilmemesiyle ortaya ¢ikar. Artmis PSA, benign prostat hiperplazisi, enfeksiyon ve
enflamasyon gibi benign kosullarla iligkili olabilir. Yalanci pozitif oran genel olarak test
hassasiyetini diistiriir. Tersine, baz1 agresif prostat kanserleri PSA {iretmez. Optimal PSA sinir
hakkinda devam etmekte olan bir tartisma vardir. Maalesef; diisiik riski ytliksek riskten, diistik
dereceli hastaligi ileri dereceli hastaliktan etkin sekilde ayirabilecek bir deger yoktur. Prostatin
yasla iliskili biiylimesinden dolay1, yash erkeklerde gereksiz prostat biyopsilerini azaltmak i¢in
PSA smirlarmin diizeltilmesi onerilmistir (McGrath ve ark., 2013). Fakat; prostat kanseri
Onleme c¢aligmasi sonuglar1 0,5 ng/mL’den kii¢ciik PSA konsantrasyonlarinda kanser oraninin
%6,6; 0,6-1,0 ng/mL PSA konsantrasyonu araliginda kanser oraninin  %10,1; 1,1-2,0 ng/mL
PSA konsantrasyonu araliginda kanser oranmin %17,0; 2,1-3,0 ng/mL PSA konsantrasyonu
araliginda kanser oraninin %23,9 ve 3,1-4,0 ng/mL PSA konsantrasyonu araliginda ise kanser
oranmnin  %26,9 oldugunu ve ¢ok diisiik PSA konsantrasyonlarinda bile kanser gelisimine

rastlanabilecegini gostermistir (Thompson ve ark., 2004; Shariat ve ark., 2011).

Prostat kanseri tanisi ve izlenmesi i¢in yeni biyolojik belirteclere yogun ilgi vardir. Bircok
potansiyel biyobelirteg dnerilmis olsa da bunlarin ¢ogu PSA’nin tamamlayicilaridir. Bunlara
tek isaretleyiciler ve paneller, farkli 6rnek tiirleri (serum ve idrar), protein, RNA ve DNA gibi
cesitli hedefler de dahildir. PSA haricinde, prostat kanseri tanisi ve izlenmesi i¢in rutin olarak
kullanilan bir test yoktur, ancak ilgi ¢oktur. Agrisiz prostat kanseri olan pek ¢ok hastada hemen
tedaviye baslanmamakta; ancak hastalar PSA izleme ve prostat biyopsisini iceren “aktif
gézetim” programina almmaktadir. Birgok kurum bu yaklasimi desteklemektedir; ¢iinkii
taniyla birlikte hemen tedaviye baglamanin bir getirisi olmadigini gosteren kanitlar vardir. Bu
nedenle, bilim camiasinin zor gorevi prostat kanserini hem saptayan hem de hastaligin “kayda

deger” oldugunu gosteren biyobelirtegleri kesfetmektir (McGrath ve ark., 2013).
1.3 Engrailed 2 (EN2) Biyolojisi

Homeobox genler adi verilen bir grup gen, embriyonik gelismede hayati onem tasiyan
transkripsiyon faktorlerini kodlar (Bonhomme ve ark., 2003) Bu genler iizerlerinde
‘homeobox’ olarak isimlendirilmis, 183 baz ciftlik bir DNA dizisine sahiptir. Bu dizi,
transkripsiyon faktoriiniin DNA motifine baglandig1 bolge olan ‘homeodomaini’ kodlar (Cillo
ve ark., 2001). Homeobox transkripsiyon faktorleri bu bolgeden DNA’ya baglanarak gen

ekspresyonunu diizenler ve gelisimi koordine eder (Choi ve ark., 2011).



Homeobox genleri, HOX geni, PAX gen ve Engrailed (En) gen aileleri gibi bireysel gruplara
ayrilmistir. Su anda, homeobox genlerinin tim omurgali genomunun % 0,1-0,2’sini temsil
ettigi disiiniilmektedir (Stein ve ark., 1996). Omurgali embriyonik gelisiminde homeobox
bolgesi iceren genlerin rolii incelenmis ve bu genlerin hiicre kimligi, hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasi, hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dis1 matriks etkilesimleriyle ilgili oldugu
belirlenmistir. Memelilerde bu, merkezi sinir sistemi, iskelet ve uzuv gelisiminin yani sira
organogenezi de kapsar. Birgok genetik bozukluk, bu nedenle homeobox genlerinin
disregiilasyonuyla iliskilendirilmistir (Manak ve Scott, 1994; McGrath ve ark., 2013).

En, homeobox gen ailesinin bir baska iiyesidir. Halkali solucanlar, yumusakcalar, bocekler,
derisidikenlilerde, kordalilarda ve omurgalilarda tanimlanmistir. Omurgalilarda, islevi biraz
farkli olan iki En geni kesfedilmistir. EN1, kromozom 2’de (2q14.2) ve EN2, kromozom 7°de
(7936.3) bulunur. EN2 proteini insan fetuslariin gelismekte olan beyninde, 6zellikle
mezensefalit dopaminerjik néronlarin hayatta kalmasinda etkide bulundugu orta beyin-arka
beyin smir bolgesinin dorsal hiicrelerinde belirlenmistir. EN2 ekspresyonuna omurilik
soganmin ventral yiizeyinde bulunan ve Kkardiyoventilatuar aktivite ve kan basmcinin
kontroliinde rol alan kavisli ¢ekirdegin icinde de rastlanmistir. Yiiksek ENZ2 ifadesi dogumdan
kisa bir siire sonra bu anatomik alanlarin bir¢cogunda halen belirgindir; ancak diizeyler

sonrasinda ¢arpici bir sekilde azalmaktadir (McGrath ve ark., 2013).

Glinlimiizde, normal yetiskin EN2 ekspresyonunun bilinen tek yeri, serebellumdaki purkinje
ndronlarinin ¢ekirdegi ve bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinin sitoplazmasidir. Genin neden bu
bolgede kalmayi siirdiirdiigi veya amacinin ne oldugu agik degildir (Sillitoe ve ark., 2008;
Guan ve ark., 2014).

1.3.1 EN2’nin Prostat Kanseri Teshisinde Kullanin

Belirli gen profillerinin doku 6zgiilligiine sahip olmasi, karsinojenezin ilk evresi ve koti
prognozla sonuglanan tedaviye direncli hastalikla iligkisi sebebiyle bir¢ok calisma grubu
homeobox genlerini tanisal ve dngdriicii biyobelirtecler olarak rapor etmistir. Bu ¢aligmalarin

cogu HOX gen ailesiyle gergeklestirilmistir (McGrath ve ark., 2013).

EN2 ve prostat kanseriyle ilgili ilk g¢alismalar normal prostat epitel hiicrelerinde EN2
ekspresyonu olmazken kanserli prostat hiicrelerinde EN2 ekpresyonu oldugunu gostermistir

(Bose ve ark., 2008). Normal prostatta ve kanser disi prostat bozukluklarma karsi prostat



kanseri dokusunda seg¢ici EN2 protein ekspresyonunun teyidi ise 2011°de yapilmistir (Morgan
ve ark., 2011).

Morgan ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢caligmada prostatik adonokarsinomda EN2 belirlemislerdir.
Buna karsin normal prostat dokusunda, kansere komsu saglikli dokuda, iyi huylu prostat
biiyiimesinde, yliksek derece prostatik intraepitelyal neoplazide veya premalign lezyonda
EN2’ye rastlamamiglardir. Hastalarin tiimdr biyopsilerinin immiinohistokimyasal boyamasi
sonucunda EN2 protein ekspresyonunun timoriin duktal yapilarinda en yogun oldugunu,
sitoplazma ve bazal zarda da EN2 bulundugunu; fakat g¢ekirdekte EN2 ekspresyonunun
yapilmadigin1 gostermislerdir. Yine aynmi c¢alismada prostat kanseri oldugu biyopsi ile
kesinlestirilmis 82 prostat kanseri hastasindan olusan bir kohortla, EN2’nin muhtemel bir
timor-spesifik idrar biyobelirteg olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Prostat kanserini énleme
calismas1 giincel standartlar olarak PSA’nin duyarhiligini %24, 6zgiilliigiini ise %93 olarak
agiklamistir. Biyopsi gerekliligini azaltmak igin PSA ile EN2’nin birlikte kullanilabilecegi
belirtilmistir (McGrath ve ark., 2013).

EN2’nin bir biyobelirteg olarak potansiyelinin arastirildigi calismalar yapilmaya devam
edilmektedir. Pandha ve ark. (2012), radikal prostatektomi gegirmis 125 hastanin ameliyattan
once alinmis idrar drneklerinde EN2 aramislardir. Calismanin amaci idrardaki EN2 miktariyla
kanser hacmi arasindaki baglantinin saptanmasidir. idrar EN2 seviyesiyle kanser hacmi
arasinda lineer regresyon analizi araciligtyla gii¢lii bir iligki oldugu gosterilmistir. Ancak PSA
seviyesinin hem tiimor evresiyle hem de kanser hacmiyle korele olmadigi belirlenmistir.
Ayrica serum PSA seviyesiyle idrar EN2 seviyeleri arasinda da istatistiksel bir baglanti
bulunamamistir. Bu bulgular benzer bir ¢alismayla giiclendirilmistir. 57 radikal prostatektomi
hastasiyla yiiriitiilen bu ¢alismada idrardaki EN2 seviyesinin timor evresi ve hacmi ile korele
oldugu gosterilmis, prostatik masaj yapilmadan alinan idrar 6rnekleri ELISA ile 42,5 pg/L
sinir1 noktast kullanilarak analiz edilmistir. Prostatektomili hastalarin %85'inde saptanabilir
idrar EN2 bulunmus ve bu EN2 degerlerinin artmis tiimor evresi ve hacmi ile korele oldugu
dogrusal regresyon analizi ile gosterilmistir. Onemli hastalig1 belirlemek i¢in 0,5, 1,3 ve 2,5
mL’lik timor hacimleri kullanildiginda, her seviye i¢in EN2’nin arttig1 gozlemlenmistir. Bu
caligmada da PSA, timor veya prostat hacmi ile korelasyon gostermemistir (Pandha ve ark.,
2013). Bu iki ¢alisma EN2’nin prostat kanserini teshis etme ve hastaligin durumunu timor
hacmine gore degerlendirmede potansiyel yararin1 vurgulamaktadir (McGrath ve ark., 2013).
Prostat masaj1 gerekmemesi nedeniyle toplama kolayligi, diisiik maliyetli ve dayanikli bir
analiz yontemiyle belirlenebilmesinden o6tiirii EN2’nin, yalnizca hangi hastalarin prostat
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kanseri  oldugunun saptanmasinda degil; tiim6r hacimlerini  saptayarak  risk
kademelendirilmesine olanak saglayacak yararli bir biyobelirte¢ olabilecegi belirlenmistir

(Morgan ve ark., 2011).

1.4 Antijenler

Cevredeki ¢ok sayida organizma ve molekiil insan viicuduna saldirmak iizere hazir
bulunmaktadir. Saldirganlar viicuda disardan girebildigi gibi (viriis, bakteri, mantar, toksin,
portozoa, parazitik kurtlar, kimyasal maddeler vb.) viicut i¢inde olusan zararli degisimler
sonucunda da (normal hiicrelerin habislesmesi ile kanser hiicresine doniisiimii) olusabilir.
Bagisiklik sisteminin (immiin sistemin) tanidigi ve savastigi bu tiir organizma, molekiil veya
molekiil pargalari “antijen (immiinojen)” olarak adlandirilir. Bagisiklik sisteminin gorevi
izolasyon, engelleme veya sindirme ile ya da bunlarin kombinasyonlar1 ile tehdit edici

unsurlar1 ortadan kaldirmaktir (Bereli, 2010; Doan ve ark., 2012).

Viicutta dogal ve edinsel bagisiklik olmak iizere iki tiir bagisiklik vardir. Dogal bagisiklik,
hiicresel ve biyokimyasal bilesenleriyle savunmanin ilk hattin1 olusturur. ileri asamada edinsel
bagisiklik devreye girer. Edinsel bagisikligin cevabi humoral ve hiicresel bagisiklik olmak
iizere ikiye ayrilir. Humoral (stvisal) bagisiklik, mukozal salgilarda ve kanda, B lenfositleri
tarafindan tretilmis antikor adi1 verilen molekiillerce gerceklestirilir. Hiicresel bagisiklik ise T
lenfositler tarafindan gerceklestirilir. Sitotoksik ve fagositik mekanizmalar kullanilir (Abbas ve
ark., 2014; Bereli, 2010).

Organizmada reaktif immiin cevap olusturabilen maddelere genel olarak “immiinojen” denir.
Boyle bir immiin cevap sonucu kendilerine kars1 olusmus spesifik antikorlar ile veya hiicresel
bagisikligin aktive olmus hiicresel bilesenleriyle reaksiyona giren molekiiller de antijen olarak
tanimlanir. Buradan her antijenin immiinojen olmadig1 sonucu ¢ikmaktadir. Aralarinda boyle
bir fark olmasina ragmen iki terim siklikla birbirleri yerine kullanmilir (Kiligturgay, 2003;
Shetty, 2005). Farki daha iyi anlamak i¢in haptenler rnek verilebilir. Haptenler antijenik olan
(yani uygun kosullarda kendilerine karsi olusmus spesifik antikorlarla birlesebilen) fakat
immiinojenik olmayan (kendilerine karsi dogrudan immiin cevap olusturulmayan) kimyasal
gruplardir. Bir hapteni immiinojenik yapmak ic¢in, immiinojenik bir tasiyict molekiile
baglamak gerekmektedir. Teknik olarak hatali olsa da immiinojen ve antijen sozciikleri es

anlamlilarmis gibi kullanilirlar (Kiligturgay, 2003; Doan ve ark., 2012).
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Bir antijen molekiiliinde molekiiliin tiimii, antikorla gerceklestirilen spesifik birlesmeden
sorumlu degildir. Molekiil antikorla belirli yerleri aracilifiyla baglant1 kurar. Bu bolgeler
epitop (antijenik determinant) olarak adlandirilir (Kiligturgay, 2003). Epitoplar, antijenin
iizerindeki antikora veya lenfosit lizerindeki antijen-spesifik membran reseptoriine baglanmay1
saglayan bolgelerdir. Bir epitopun biiyiikliigii protein antijenlerinde genellikle 6-8 aminoasit;
polisakkarit antijenlerinde ise genellikle 6-8 monosakkarit birimi arasinda degisir. Epitop
boyutlar1 bu aralikta sinirlidir; ¢linkii daha biiyiik epitoplar antikor iizerindeki antijen-baglayici
bolgelere sigmazlar (Khan, 2009). Bir antijenin tasidig1 epitop sayisi ise antijenin biiyiikliigiine
ve kompleksligine baglidir (Kiligturgay, 2003). Antijen olarak davranan makromolekiillerin
yiizeylerinde tipik olarak birden fazla antijenik determinant bulunur. Ayni antijenik
determinant siklikla tekrarlanabilir (polisakkaritlerde oldugu gibi) veya determinantlarin
birkac1 birbirinden farkli (proteinde oldugu gibi) olabilir. Antijenik determinantlar normalde
uzaysal olarak iyi ayrilir ve iki ayr1 antikor molekiilii digerinin baglanmasini etkilemeksizin
ayn1 antijen molekiiliine baglanabilir. Bu tiir determinantlara ortlismeyen determinantlar denir.
Bazen de iki determinant o kadar yakindir ki bir antikorun baglanmasi diger antikorun

baglanmasini sterik olarak engeller. Bu gibi durumlarda determinantlarin cakistigi sdylenir

(Khan, 2009).

Neredeyse tiim Onemli makromolekiiler maddeler (tiim proteinler, polisakkaritler ve
niikleoprotienler) bir bagisiklik tepkisi uyandirma yetenegine sahiptir. Fakat ¢ok ilging bir
sekildle DNA ve RNA antijenik degildir ya da ¢ok zayif antijeniktir. Bunun sebebi; bes
niikleotitlik bir niikleotit serisinin meydana getirebilecegi sadece 625 olasi seri kombinasyonu
olusturabilmesidir. Ciinkii bes niikleotit, bir antikor iizerinde antijen baglanma yerine sigabilir.
20 farkli aminoasit igeren proteinlerde ise sadece yedi kalintidan olusan milyonlarca olasi
kombinasyon vardir. Cok fazla alternatifi bulunmasi sayesinde bir¢ok kombinasyon canlinin
kendi dokularinda goriilmez; yabanci maddelerde goriildiigiinde de epitop olarak taninabilir

(Khan, 2009).

Herhangi bir molekiiliin bir immiinojen olarak nitelendirilmesi igin birinci ve temel gereklilik,
maddenin genetik olarak konaga yabanci olmasidir. Ancak otoimmiin hastaliklarda viicut
kendi bilesenlerini yabanci olarak degerlendirilir. Normalde beden kendinden olanla olmayani
aywrir. Baz1 parcaciklar bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikarmazlar sadece fagositoza ugrarlar.
Molekiiler biiyiikliik, bir dereceye kadar immiinojenikligi belirler. Genel kural, 10 kDa’dan
daha diistik bir molekiil agirligina sahip olan pargaciklarin zayif sekilde immiinojenik veya hi¢
immiinojenik olmadigidir. En gii¢lii immiinojenler molekiil agirligi 10 kDa’dan daha fazla olan
12



makromolekiiler proteinlerdir (Shetty, 2005). Bir immiinojenik molekiiliin organizma ile
uygun biyolojik iliski kurabilmesi i¢in belirli bir derecede kimyasal karmasikliga da sahip
olmasi gerekir. Kesin bir esik olusturmak zordur; ancak genel kural gecerlidir. Yalnizca saf
lipidler immiinojenik degildir. Monomerik proteinler aslinda toleransi indiikleyebilir, ancak
polimerik durumda olduk¢a immiinojeniktirler. Saf formda bir bagisiklik tepkisi olusturmayan
bircok immiinojen, daha biiylik bir pargacigin pargasi oldugunda bunu yapar. Bu nedenle,
immiinojenikligi arttirmak i¢in adjuvanlar kullanilir (Kiligturgay, 2003; Shetty, 2005).
Deneyler, bir molekiiliin konformasyonunun antijenite ac¢isindan Onemli olabilecegini
gdstermistir. Ornegin, lizozim molekiilii, bir disiilfit bag1 yardimiyla bir halkaya katlanmis
birka¢ aminoasitten olusan dogal formunda iyi bir antijendir. Disiilfit bagi bozulmus, boylece
halka konformasyonu artik mevcut degilse, molekiiliin antijenikligi ciddi oranda azalacaktir
(Shetty, 2005). lyi bir antijen olabilmek igin molekiil elektrik yiikii de tasimalidir. Elektrik
yiiklii gruplar molekiile sulu ortamda c¢oziiniirliikk kazandirarak c¢evre ile daha iyi temas
etmelerini saglarlar. Boylece molekiil immiin sistem hiicrelerine rahatlikla girebilir
(Kiligturgay, 2003). Calismalar, aminoasit sekansinin antijen i¢in 6nem tasidigini gostermistir.
Yapisinda belirgin bir karmasikliga sahip olmayan belirli molekiiller, kisa, fakat onemli
aminoasit araliklarinin dagilmamis bir sekilde mevcut olmast kosuluyla antijen olarak gérev
yapabilir. Ayrica, kiiresel yiizeyden belirgin sekilde ¢ikint1 yapan peptit zincirlerinin pargalari
yiiksek epitop yogunluguna sahip yerler olma egilimindedir. Bu nedenle, bu yiiksek epitop
yogunluk alanlarmin tanima sistemine erigebilirligi bagisiklik tepkisinin sonucunu belirler

(Shetty, 2005).

1.5 Antikorlar

Antikorlar, antijenler olarak bilinen yabanci yapilara maruz kalmaya yanit olarak
omurgalilarda iretilen dolasgimdaki proteinlerdir. Antikorlar, humoral bagisikligin aracilaridir;
yabanct molekiiler yapilar1 tanima konusunda inanilmaz derecede cesitlilik gosterir ve
spesifiktirler. Bu proteinler, difteri toksinine karsi koruma saglayan serum molekiilleri olarak
kesfedildiginden baslangigta antitoksin olarak adlandirilmistir. Benzer proteinlerin sadece
mikrobik toksinlere degil bircok maddeye kars: iiretilebilecegi kesfedilince bu molekiillere
genel olarak antikor ismi verilmistir. Antikorun iiretimine yol agan veya antikor tarafindan
taninan madde daha sonra antijen olarak adlandirilmistir. Antikorlar, major histokompatibilite
kompleksi (MHC) molekiilleri ve T hiicre antijeni reseptorleri, adaptif bagisiklik sisteminin

antijenleri baglamak i¢in kullandig1 iic molekiil sinifidir. Bu ii¢ siniftan antikorlar ilk
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kesfedilen smiftir. Antijenler arasinda ayrim yapma yetenegi ve antijenleri baglama kuvveti

bu sinifta en yiiksektir (Abbas ve ark., 2014).

Antikorlar organizmada membrana bagh veya salgilanmis sekilde bulunur. Membran-bagl
antikor, B lenfositlerinin yiizeyinde bulunur ve antijen reseptorii olarak gorev yapar. Salgilanan
antikorlar, toksinleri notralize eder, patojenlerin girmesini ve yayilmasini 6nler ve mikroplari
yok ederler. Salgilanmis antikorlar plazma hiicreleri tarafindan firetilir. Membrana bagl
antikorlar tarafindan antijenin taninmasi lenfositleri aktive eder ve humoral bir bagisiklik
cevabi baglatilir. Aktive edilen B hiicreleri, antijen reseptorii ile ayni1 6zgiilliikkteki antikorlar
salgilayan plazma hiicrelerine farklilagir. Antikorlarin salinmis formlari, kan plazmasinda,
mukozal sekresyonlarda ve interstisyel sivida bulunur. Humoral bagisikligin efektor fazinda,
bu salgilanmis antikorlar antijenlere baglanir ve antijenleri ortadan kaldiracak cesitli efektor

mekanizmalarini tetikler (Coico ve Sunshine, 2009; Abbas ve ark., 2014).

Kan veya plazma bir pitht1 olusturdugunda, antikorlar serum denilen artik sivida kalir. Serum
pihtilagsma faktorlerinden yoksundur; ancak plazmada bulunan diger tim proteinleri igerir.
Plazma veya serum proteinleri elektroforezle ayrildiginda ¢ogu antikor gama globulinler adi
verilen, globulinlerin ii¢lincii en hizli go¢ eden grubunda yer alir. Antikor i¢in kullanilan diger
bir isim olan immiinoglobiilin (Ig), gama globulin fraksiyonun bagisiklik kazandirma
bolimiine atifta bulunan bir adlandirmadir. Ig ve antikor terimleri birbirlerinin yerine
kullanilirlar. Saglikli, 70 kg eriskin bir insan, her giin yaklasik 2-3 g immiinoglobiilin iretir.
Bunun neredeyse tigte ikisi, gastrointestinal ve solunum yollarinin duvarlarindaki aktive B
hiicreleri ve plazma hiicreleri tarafindan tretilen IgA adi verilen bir antikor olup epitel
hiicreleri tizerinden bu yollarin liimenlerine aktif olarak tasinmaktadir. Bu organlarin yiizey

alanlarinin biiyiikligii IgA miktarinin fazla olusunu agiklar (Abbas ve ark., 2014).

Antikorlar, tiyeleri onemli yapisal ve islevsel 6zellikleri paylasan bir glikoprotein familyasidir.
Islevsel olarak, hem antijenlere hem de bagisiklik sisteminin 6zel hiicrelerine veya
proteinlerine baglanma yetenekleri ile karakterize edilebilirler. Yapisal olarak antikorlar, Y
sekli olarak goriilebilen karakteristik birimin bir veya daha fazla kopyasindan olusur. Her Y
dort polipeptid icerir; agir zincir (H) olarak bilinen bir polipeptitin iki 6zdes kopyasi ve hafif
zincir (L) adi verilen bir polipeptitin iki 6zdes kopyasi vardir (Harlow ve Lane, 1988).
Monomerik iinite, zincirlerin kollarda hafif ve agir zincir arasinda, godvdede iki agir zincir
arasinda (ki govde zaten sadece agir zincirlerden meydana gelir) olusan disiilfit baglariyla

birbirine baglanmasiyla olusur. Hafif zincirler k (kappa) veya A (lambda) olmak {iizere
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sirastyla 2. ve 22. kromozomlar {izerinden kodlanmaktadir. Agir zincirin, timi 14.
kromozomda kodlanan p (mii), 6 (delta), y (gama), € (epsilon) ve a (alfa) olarak adlandirilan 5
tipi vardir (Bereli, 2010; Doan ve ark., 2012). Antikorlar, icerdikleri agir zincir polipeptit
tirtine bagl olarak bes sinifa; IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD’ye ayrilir (Harlow ve Lane, 1988).

Hafif ve agir zincirler degisken bolge (Vh,VL) ve sabit bolgeye (CH,CL) ayrilirlar. Bir
antikorun kollarinda bulunan L ve H zincirlerinin bir uglart -NH> ile (amin uglari) bir uglart
-COOH ile (karboksil uglar) sonlanir. Her polipeptit zincirinin amin uca yakin kisimlar
aminoasit sirast agisindan zincirin kalan kismima gore degiskenlik gosterir; degisken bolge
adin1 almalarinin sebebi budur. Ig molekiiliiniin {ic boyutlu yapist molekiiliin diimdiiz
olmadigin1 gostermektedir. Her zincir iizerinde disiilfit baglariyla ilmiklenmek suretiyle
olusturulan bolgeler bulunur. Bu bolgeler domain (biiklim) olarak adlandirilir. Hafif zincir
domainleri Vi ve Cr; agir zincir domainleri ise VH ve birleserek Cn ad1 verilen sabit bolgeyi
olusturan Cn1,Cx2, Cx3’tiir. IgM ve IgE globiilinlerinde Ch4 domaini de bulunur. Her domain

yaklasik 110 aminoasitten meydana gelmistir (Bereli, 2010).

Hafif ve agir zincirdeki degisken biiklimler birlikte Ig’nin antijen baglanma bdlgesini
meydana getirirler. 2 hafif ve 2 agir zincir es oldugundan, Ig’de bulunan iki antijen baglanma
bolgesi de estir. Degisken bolgelerin aminoasit dizilerindeki ¢esitlilik, bir B hiicresinden
digerine olusan agir ve hafif zincirin rastgele eslesmesi ile birlikte ¢cok sayida farkli epitoplari

taniyabilen bir baglanma bolgesi havuzu olusturur (Doan ve ark., 2012).

Antikorlarm 6nemli yapisal 6zelliklerinin bir¢ogunu, yalnizca bir yapisal Y birimi igeren ve
ayn1 zamanda serumda en bol olan IgG antikorlarin1 géz Oniine alarak tartismak kolaydir
(Harlow ve Lane, 1988). 1gG molekiilii, papain enzimi ile proteolitik olarak kesildiginde kesim
Y’nin kollarmin goévdeye birlestigi yerden olur ve yaklasik olarak esit boyuttaki ii¢ parcaya
boliniir (Fap, Fan, Fc). Bu ii¢ pargadan ikisi Fap (antijen baglayan parca) olarak adlandirilan ve
antikorun antijene spesifik olarak baglanma yetenegini tagiyan bolgedir. Fap, parca olarak tek
baslarma ¢6zeltiden antijen baglayamaz; sadece biitiin bir antikor molekiiliinde islevseldir.
Ugiincii fragman F¢ (kristalize olabilen parca) antijen baglayamaz; antikor molekiiliiniin Fap
boliimiine baglanma gergeklestikten sonra molekiiliin biyolojik islevlerinden sorumludur. Fap
parcalarinda hem H hem de L polipeptit zincirleri bulunurken F¢ parcasinda yalniz H bulunur
(Coico ve Sunshine, 2009; Bereli, 2010; Doan ve ark., 2012).
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Pepsin enzimi ise Ig molekiiliinii kollarin hemen altinda bulunan mentese adi verilen ve ¢ok
esnek olan bir bolgeden keser. Kesim sonucunda olusan iki koldan ve kiigiik bir govde
parcasindan olusan dimerik yap1 Fpy olarak adlandirilir (Sekil 1.1) (Coico ve Sunshine, 2009;
Bereli, 2010; Doan ve ark., 2012).
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Sekil 1.1. IgG molekiiliiniin sematik gosterimi (Bereli, 2010)

1.5.1 Antijen-Antikor Etkilesimi

Bir antijenin bir antikora kovalent olmayan baglarla baglanma kabiliyeti antijenite olarak
isimlendirilir. Antikor, makromolekiiler bir antijene baglandiginda antijenin molekiiler
yiizeyinin yalnizca bir kismiyla dogrudan bag kurar. Antikorun veya T-hiicresi reseptoriiniin
antijenle bag kuran kismi antijen baglanma bolgesi (paratop) olarak adlandirilir. Karsilik
olarak paratop ile bag kuran antijen bolgesine ise epitop (antijenik determinant) denir (Rich,

ve ark., 2012).

Antijen ile antikor arasindaki bimolekiiler iligki, enzim substrat etkilesimindekine benzerdir;
ancak bu etkilesim dogada tersinirdir yani antikor veya antijende geri dondiiriilemez bir
kimyasal degisiklige yol agmaz. Antijen-antikor etkilesimi kovalent degildir; iyonik bag,
hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim ve Van der Waals etkilesimleri ile olusturulur. Biitiin bu
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etkilesimler bir kovalent bagdan zayif oldugundan, cok kiiciik bir mesafe (1x10”" mm) iginde
etkilidirler. Bu nedenle giiclii bir antijen-antikor etkilesimi, antijen ve antikor arasindaki
yakinliga baglidir. Antijen-antikor etkilesimlerinin tersinir olmasinin sebebi de kovalent

olmayan baglar sonucunda meydana gelmeleridir (Bhattacharya, 2006).

Antijen-antikor birlesmesinde kilit ve anahtar modeli gegerlidir. Antijen-antikor etkilesiminin
X-1s1m1 kristalografisi analizi, antijenik determinantin antikorda antijen baglama bdlgesi
tarafindan iiretilen bir yariga yerlestigini gostermistir. Yariga 4-7 aminoasit veya seker kalintisi
sigabilir (Bhattacharya, 2006). Antijen baglama bolgesi antikorda agir ve hafif zincirdeki
degisken bolgeler tarafindan olusturulur. iki degisken bolge yakindan iliskilidir ve birbirleriyle
kovalent olmayan etkilesim icindedirler. Agir ve hafif zincirlerin geri kalaninin olusturdugu
diger bolgeler antijen baglanmasma katilmaz. Antijen baglanma bolgesini olusturan
aminoasitler, hem agir hem hafif zincirlerin hiperdegisken bdlgelerinin aminoasitleridir.
Hiperdegisken bolgeler, tamamlayicilik belirleme bolgeleri (CDR’ler) olarak bilinir (Harlow
ve Lane, 1988; Bhattacharya, 2006).

Antijen-antikor baglanmasini tanimlamak i¢in afinite ve avidite seklinde iki kavramdan daha
bahsetmek gerekir. Afinite, bir antikor iizerindeki tek bir antijen baglama yeri (paratop) ile tek
bir epitop arasindaki baglanmanin giictidiir. Yiiksek afiniteye sahip antikorlar, antijeni daha
sik1 baglarlar ve antijenle ayrismazlarken diisiik afiniteli antikor antijene zayif bir sekilde
baglanir ve kolayca ayrisir. Avidite, ¢ok sayida antijenik determinanta sahip antijenlerle
multivalan antikorlar arasindaki baglanmanin toplam giiclidiir. Hem antijenin hem antikorun
valani aviditeyi etkiler. Avidite, bireysel afinitelerin toplamindan daha biyiiktiir (Harlow ve
Lane, 1988)

1.6 Antikor immobilizasyonu

Immiinoassayler, antikorlarmn ve antijenlerin molekiiler taninmasina dayanan; proteinler,
hormonlar ve ilaglar gibi biyomolekiillerin yan1 sira mikroorganizmalarin da hassas sekilde
algilanmasini saglayan uygulamalardir. Son yillarda bu yontemlerin uygulama pratikliklerinde
ve Ozgiilliiklerinde gelismeler kaydedilmistir. Simdilerde optik analizler tahrip edici olmayan
calisma metotlari, hizli sinyal {iretimi ve okunmasi ve optik sinyaller kullanmanin basitligi
nedeniyle biyoanaliz i¢in en popiiler protokollerden biridir. Enzim bagli immunosorbent assay
(ELISA), kemiliiminesans immiinoassay (CIA), floresan immiinoassay (FIA), yilizey plasmon

rezonans tabanli immiinoassay (SPR) ve elektrokemiliiminesans immiinoassay (ECL) yaygin
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olarak kullanilan optik immiinoassaylardir. Optik immiinoassaylar, glivenilirligi, duyarhiligi,
seciciligi ve optik sinyaller kullanmanin basitligi nedeniyle klinik immiinoloji, gida endiistrisi
ve ¢evresel analiz alanlarinda kullanilmaktadir. FIA, ELISA ve floresans polarizasyon
immunoassay gibi etiketli yaklasimlarda sinyaler kromoforlar ve floroforlar gibi sinyal

olusturan molekiillerden iiretilir (Yu ve ark., 2015).

Antikorun  saglam bir destek {izerine immobilizasyonu optik immiinoassaylarin
uygulanmasinda ¢ok Onemli bir adimdir. Tam islevsellige ulasmak i¢in, immobilizasyon
sirasinda antikorlarin konformasyonlar1 degistirilmemelidir ve aktif bolgeleri kapanmamalidir.
Immobilizasyonda kuvars, cam, altin, demir oksit, silika ve polimetler gibi destek materyalleri
kullanilmaktadir. Bu materyallerin ylizeyleri genellikle antikorlarin dogrudan baglanabilecegi
yeterli aktif gruptan yoksundur. Bu yiizden, immobilizasyonu kolaylastirmak i¢in ylizeyde,
antikorun Fap veya Fe¢ kismindaki spesifik kisimlarla reaksiyona girebilen organik baglayici
noktalar olusturmak gerekir. Antikor immobilizasyonunda en Onemli noktalardan biri,
antikorlarin ~ baglanma  bélgelerinin  numune  sollisyonuyla  etkilesecek  sekilde
yonlendirilmesidir. Bu nedenle, antikor immobilizasyonundaki en hassas nokta antikorlari ii¢
boyutlu yapilarini, islevlerini ve baglanma yerlerini koruyarak immobilize etmektir (Yu ve
ark., 2015).

1.6.1 immobilizasyon Yontemleri

Antikor immobilizasyon teknikleri, erken adsorpsiyon prosesleri, daha iyi kontrol edilen
kovalent baglanma, biyoafinite immobilizasyonu ve yeni potansiyel metotlar olmak iizere
cesitlilik gostermektedir. Bir destek iizerindeki antikorlarin oryantasyonu ve aktivitesi, bircok
immiinoassay ve biyosensOor uygulamasi i¢in 6zel bir Onem tagimaktadir. Antikor
immobilizasyonu ¢aligmalarinda 6nemli olan, destek yiizeyinde yiiksek yogunlukta aktif
antikorlarin bulunmasini saglamaktir (Yu ve ark., 2015). Tez calismamizda fiziksel ve

kovalent antikor immobilizasyon teknikleri kullanildi.

1.6.1.1 Kovalent immobilizasyon

Kovalent baglanma, bir antikordaki aminoasitlerin erisilebilir iglevsel gruplari tarafindan bir
ylizeye tutturulmasidir. Geri dondiiriilemez baglama ve yiiksek oranlarda yilizey kaplamasi
sagladigindan tercih edilen bir yontemdir. Destek materyalinde veya antikorda ya da her
ikisinde bulunan fonksiyonel gruplar, s6z konusu bilesenleri daha reaktif bir forma

doniistiiriilebilen bir kimyasal islemle olusturulur. Aldehit-, epoksi- ve amin- modifiye
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edilmis cam plakalar gibi 6nceden hazirlanmis yiizeyler ticari olarak mevcuttur (Yu ve ark.,
2015). Antikorlarin kovalent immobilizasyonu ilk olarak Bhatia ve ark. (1989) tarafaindan

gerceklestirilmistir.
1.6.1.2 Fiziksel Immobilizasyon

Kat1 bir ylizeye antikor adsorpsiyonu, antikorlarin immobilizasyonu i¢in en kolay yontemdir.
Antikorlar ile hedef kat1 destek materyali arasindaki hidrofilik, hidrofobik veya her iki tiir
etkilesim sonucunda olusur. Kullanilan kat1 destekler arasinda plastik yiizeyler (polistiren ve
silikon), membranlar (nitroseliiloz ve naylon) ve ¢esitli metalik yiizeyler bulunur. Bununla
birlikte, adsorbe edilmis antikorlar rastgele yonlendirilir ve denatiirasyon ile antijen baglama
yeteneklerini kaybedebilir. Bir drnekte, pasif adsorpsiyonu takiben baglanmis antikorlarin
%10’dan azinin antijen baglanmasi i¢in aktif kalabildigi belirlenmistir. Dahasi, ylizeyler
cogunlukla herhangi bir proteini yakalamak icin tasarlandigindan, arka plan sinyalleri
genellikle yiksektir. Antikor adsorpsiyonu bu dezavantajlarina ragmen, basit prosediirii ve
yiiksek antikor baglama kapasitesi nedeniyle, ELISA (enzim baglantili immunosorbent assay),
immiino-sensorler ve daha birgok uygulamada kullanilmaktadir. Son zamanlarda, birgok
calisma i¢in daha yiiksek oryantasyonlu immobilizasyon saglayan yiizeyler 6nerilmektedir.
Kaliksaren tiirevleri ile kapl kat1 yiizeylerin antikorlar1 uygun oryantasyonla yakaladigi
gosterilmistir. Hedef proteine bagli olarak, 1-10 fg/mL kadar diisiik konsantrasyondaki bir
analit proteini standart bir sandvi¢ floresan yontem kullanilarak bu kaliksaren yiizeylerinde
tespit edilebilir. Kati destekler {izerindeki antikor adsorpsiyonu i¢in g¢esitli metal kompleksleri
de Onerilmistir. Bununla birlikte, bu yOntemlerin kismen yonlendirilmis antikor

adsorpsiyonunu nasil sagladigi agik degildir (Jung ve ark., 2008).

1.6.2 ELISA Yontemi

Immunoassay, klinik tan1 ve yasam bilimi arastirmalarinda yaygim olarak kullanilmaktadir.
ELISA, en yaygin olarak kullanilan immunoassay bi¢imidir. Bu immiinoassay grubu,
immiino-reaktiflerin (antijen veya antikor) birinin immobilizasyonu ve enzim belirteglerinin
kullanim1 iizerine kurulmustur. Farkli kati destekler kullanilabilir; en yaygin olanlar1 96
kuyucuklu polistren plakalar, plastik tiipler ve manyetik pargaciklardir. Format tasarimi ile
ilgili olarak su adimlar1 takip ederek bir ELISA gerceklestirilir: ik olarak reaktif (antijen veya
antikor) bir destege (rijit polimer, membran, pargacik vb.) sabitlenir. Daha sonra hareketsiz

reaktif, tamamlayicisi ile (antikor veya antijen i¢eren numune karigimi) inkiibe edilir. Son
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olarak, reaksiyonun derecesi dogrudan veya ikinci asamada enzim izleyici ve substrati ile
gosterilir.  Calisma desteginin yiizeyinde bir antijenin veya antikorun immobilizasyonu,
genellikle 96-kuyucuklu bir polistiren mikroplakasina dogrudan adsorpsiyon (kaplama) ile
gerceklestirilir. Bununla birlikte, kovalent baglama, anti-antikor, protein A veya avidin-
biyotin etkilesimi yakalama gibi diger yontemler de kullanilmaktadir. Cogu durumda, bu
islemler adsorpsiyona dayali olanlardan daha iyi bir performans (hassasiyet, secicilik, daha

diisiik spesifik olmayan adsorpsiyon) gosterir (Sun, 2008).

Analit, ELISA’nin algilamasi ve ¢ogu zaman da miktarmin belirlemesi gereken hedeftir.
Yaygin analitler proteinler (antikorlar dahil), steroit hormonlar1 gibi dogal kiiciik maddeler,
ilaglar ve diger sentetik bilesiklerdir. Analitin Ozelliklerini ELISA yontemi gelistirme
baglaminda anlamak 6zellikle onemlidir. Analitlerin 6zellikleri literatiir ve patent incelemeleri
yoluyla bulunabilir. Bu bilgiler yapiyi, molekiiler agirliklari, izoelektrik nokta (pI) degerini,
antijenite, c¢oziinlirlik ve termal kararliligi icerir. ELISA i¢in iki 6nemli husus, analitin
immiinojenitesi (bir antikor olusumunu tetikleme kabiliyeti) ve antijenitedir (antikora
baglanma kabiliyeti). Bunlar iki farkli ancak birbirleri ile ilgili 6zelliktir. Bu, uygun antikorlar
edinmenin veya liretmenin ne kadar zor olacagina isaret eder. Analit {izerindeki epitoplarin
(antijenik belirleyicilerin) boyutunu ve uzamsal iligkisini anlamak, antikorlarin se¢iminde ¢ok
yararlidir ve tahlil performansimi biiylik Olciide etkileyebilir. Dogrusal epitoplar, protein
analitlerinde aminoasitlerin siirekli bir diziliminden olusur ve aminoasitlerin siireksiz kesitleri
bir antijenik determinant olusturdugunda konformasyonel epitoplar meydana gelir. Epitoplarin
dagilimi ve degiskenligi, ELISA reaktif formiilasyonu i¢in de bilgilendirici niteliktedir.
ELISA’larin spesifik antikorlar1 algilamasi gerekiyorsa, olgiilecek antikorun smifini veya alt
tiplerini tanimlamak gerekir. Bazen toplam antikorlar1 6l¢gmek icin ELISA kullanilmaktadir

(Wild, 2013).

Analit-antikor baglanmasinin boyutunu 6lgmek i¢in kullanilan yardimci sisteme bagh olarak,
ELISA’lar yarismali veya yarismasiz olabilir. Yarigmali konseptte analit ile anolojik benzer bir
molekiil arasinda antikorun baglanma yerleri i¢in rekabet gerceklesir. Bu konsept de
uygulamadaki farkliliga gore direk ve indirekt olarak ikiye ayrilir. Direkt ELISA’da hem analit
hem de etiketli hapten veya antijen ¢dzeltidedir ve antikora baglanmak icin yarisirlar. indirekt
formda, antijen veya hapten immobilizedir; analit ve antikor ¢ozeltidedir. Saptayici olarak

enzim isaretli ikinci bir antikor kullanilir (Sun, 2008).
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Yarigsmasiz formatlarda, asir1 antikor kullanilir ve baglanan bdlgelerinin 6lgiimii yapilir.
Antijene son derece spesifik olan birincil antikor kati destege immobilize edilir. Analit ihtiva
eden numuneler daha sonra eklenir, ardindan bir enzime konjuge edilmis saptama antikoru
ilave edilir. Sonu¢ olarak, analit iki antikor arasinda “sandvi¢” edilir. Testin son asamasinda,
iretilen sinyal numunede bulunan hedef analitin miktar1 ile orantilidir. Diger formatlarla
karsilastirildiginda bu hassas ve saglamdir; sasirtict olmayan bir sekilde en yaygin kullanilan
yontemdir. Bununla birlikte, bu format yalnizca hedef analit iki veya daha fazla farkli antijenik
determinanta sahip oldugunda gerceklestirilebilir. Analit molekiiliiniin iki ayr1 antijenik

bolgeye sahip olmasi igin yeterince genis olmasi ( >6000 Da) gerekir (Sun, 2008; Wild, 2013).

Yaban turpu peroksidaz (HRP), ELISA’da antikorlara konjuge edilen ve en yaygin kullanilan
enzimdir. Hedef molekiile konjugasyon igin dort lizin kalintisi igeren, 44 kDa agirliginda bir
glikoproteindir. Uygun substrat ile inkiibe edildiginde renkli triinler verir. Ayrica, nispeten
kisa bir siirede giiclii sinyaller iiretilmesini saglayan yiiksek bir turnover sayisina sahiptir.
HRP, substratina gére genis bir pH araliginda (pH 4,0-8,0) aktiftir. HRP sitrat tamponunda
fosfat tamponunda oldugundan daha kararlidir. Yiiksek molariteli fosfat tamponlar1 diisiik
pH’da HRP'ye Ozellikle zarar verici olabilir. Noniyonik deterjanlar enzimin kararliligim
etkileyebilir. 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB), 3,3'-diaminobenzidin (DAB) ve 2,2'-azino-
bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) siklikla kullanilan HRP substratlaridir (Wild,
2013).

1.7 Manyetik Nano Boyutlu Parcaciklarin (MNP’lerin) Sentezi

Son yillarda nanoteknoloji, biyomedikal uygulamalarda ve teshis i¢in nanopargaciklara
islevsel Ozelliklerin kazandirilmasi ve pargaciklarin karakterize edilmesi gibi konularda
oldukca gelismistir ve gelismeye devam etmektedir. Molekiiler ve kati haller arasindaki ara
maddeler olarak, anorganik nano parcaciklarin ¢ozeltideki kimyasal erisilebilirligi, yigmn
fazinin fiziksel Gzellikleri bakimindan nano yapili materyallerin yapimi igin ayarlanabilir
fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip ideal araglardir. In vitro teshiste kiiciik demir oksit
parcaciklarinin kullanilmasi yaklasik 40 yildir uygulanmaktadir. Son on yilda, MNP’lerle
(¢ogunlukla tek pargacik ¢api 5-20 nm) yiiriitiilen ¢alismalarin ¢ogunda demir oksit ¢esitleri
olan magnetit (FesOs) ve magemit (y-Fe2O3) kullanmilmistir (Gupta ve Gupta, 2005). Bu
malzemeler, manyetik olarak kontrollii ilag salinimi, hiicre etiketleme, kontrast ajan olarak

manyetik rezonans goriintiileme, doku onarimi ve biyolojik sivilarin detoksifikasyonu gibi
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biyomedikal uygulamalarin yami sira potansiyel bir biyomateryal 6zellik de sunmaktadir

(Rahman ve ark., 2011).

Son yillarda, demir oksit nano boyutlu parcacik sentezi i¢in birgok arastirma yapilmaktadir.
Sekil kontrollii, kararli, biyouyumlu ve tek dagilimli demir oksit nano pargaciklar tiretmek igin
birlikte ¢oktiirme, termal dekompozisyon, hidrotermal sentez, mikroemiilsiyon, sonokimyasal
sentez gibi yontemler kullanilmaktadir. Ayrica elektrokimyasal sentez, lazer piroliz teknikleri,
mikroorganizma veya bakteriyel sentez (6zellikle magnetotaktik bakteriler ve demir indirgeyen

bakteriler) gibi diger yontemlerle de ¢alismalar yapilmaktadir (Wu ve ark., 2008).

Birlikte ¢oktiirme, oda sicaklifinda veya yiiksek sicaklikta inert bir atmosfer altinda bir baz
ilavesi ile sulu Fe?/Fe** tuz soliisyonlarindan demir oksitleri (FesOs veya 7y-Fe20s)
sentezlemek i¢in kolay ve kullanislt bir yoldur. MNP’lerin boyutu, sekli ve bilesimi, kullanilan
tuzlarin tipine (6rn., kloriirler, siilfatlar, nitratlar), Fe**/Fe3" oranina, tepkime sicakligma, pH
degerine ve ortamin iyonik mukavemetine baglhidir. Bu sentez yolu ile kosullar optimize

edildiginde ayni1 kalitede MNP’ler elde edildigi saptanmistir (Lu ve ark., 2007).

Genellikle, iyonik konfigilirasyonlarda herhangi bir degisiklik meydana gelmemesi kosuluyla,
nano yapili malzemelerde bulunan doymus miknatislanma (MS) degerleri genellikle ilgili y18in
fazindan daha kiiciiktiir. Buna gore, manyetik demir oksit nano pargaciklarindaki MS i¢in
deneysel deger, yigin manyetik degeri 100 emu/g’den diisiik, 30-80 emu/g araliginda
belirlenmistir. Buna ek olarak, FesO4 nano parcaciklar ¢cok kararli degildir ve kolayca Fe,O3’e
oksitlenirler veya asidik bir ortamda ¢oziiniirler. Havadaki muhtemel oksidasyonu onlemek

i¢in, Fe3O4 nano pargaciklarin sentezi anaerobik kosullarda yapilmaktadir (Wu ve ark., 2008).

1.7.1 MNP’lerin Yiizey Modifikasyonu ve islevlestirilmesi

Protein, polipeptit, antikor, biyotin ve avidin gibi ¢esitli biyolojik molekiiller uygun bir
yiizeyle modifiye edilmis demir oksit nano pargaciklarin yiizeyine dogrudan veya fonksiyonel
u¢ gruplar vasitasiyla kimyasal baglarla dolayli olarak baglanabilirler. Boylece nano
parcaciklar hedef-spesifik hale getirilir (Wu ve ark., 2008). Fonksiyonel 6zellik kazanan nano
parcaciklar hiicresel ve doku goriintiilemede, hedef ila¢ tasimmasinda ve terapotik

uygulamalarda kullanilmaktadir (Mahmoudi ve ark., 2011).

Uygun yiizey kaplamasiyla kaplanan manyetik demir nano parcaciklar uygun bir ¢oziiciide

disperse edildiginde ferro akiskan adini alirlar. Ferro akigkanlar, genellikle organik bir solvent
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veya su olan bir tasiyici sivi iginde siispanse edilmis nano 6lgekli manyetik pargaciklardir.
Manyetik demir oksit nano pargaciklar biiyiik bir ylizey/hacim oranina sahiptir ve bu nedenle
yiizey enerjileri yiiksektir. Sonug olarak, yiizey enerjilerini en aza indirgemek i¢in bir araya
toplanma egilimindedirler. Ustelik ¢iplak demir oksitler yiiksek kimyasal aktiviteye sahiptirler
ve havada (6zellikle manyetit) kolayca oksitlenirler ve bu durum manyetizma ve dispersibilite
kaybina neden olur. Bu nedenle, uygun yiizey kaplama saglanmasi ve manyetik demir oksit
nano pargaciklarin stabilitesinin saglanmast gerekmektedir. Demir oksit pargaciklarinin
stabilizasyonu hem biyolojik bir ortamda hem de manyetik alanda aglomerasyona karsi1 kararli
manyetik kolloidal ferro akiskanlarin elde edilmesi igin ¢ok onemlidir (Gupta ve ark. 2007;
Laurent ve ark., 2008). Manyetik nano pargaciklarin modifiye edilmesi; siirfaktanlar,
polimerler gibi organik molekiillerin asilanmasi veya ylizeyin bunlardan biriyle kaplanmasi ve
ylizeyin silis, metal, ametal olmayan madde, metal oksit veya metal siilflir gibi anorganik bir
tabaka ile kaplanmasini kapsar. Pratik olarak, bir¢cok durumda koruyucu kovanlar sadece
manyetik demir oksit nano pargaciklari stabilize etmekle kalmaz ayni zamanda yukarida
bahsedildigi gibi modifiye edilmis pargaciklara antikor, protein gibi molekiillerin
tutturulmasiyla ileri islevsellik kazanmasi i¢in de kullanilir. Giliniimiizde polimer-
fonksiyonellestirilmis demir oksit nano parcaciklari, polimerlerin manyetik ve Van der Waals
kuvvetlerini dengeleyecek ve itici kuvvetleri arttiracak 6zellikte olmasi sebebiyle daha fazla
ilgi gébrmektedir. Dahasi, polimer fonksiyonellestirilmis demir oksit nano parcaciklari, essiz
fiziksel veya kimyasal ozelliklere sahiptir. Bu materyallerin uygulamalarda kullanilabilmesi
icin kimyasal modifikasyonlarla 6zellikleri ayarlanabilen, iyi tamimlanmis nano parcacik
numunelerine erisim gereklidir. Baz1 durumlarda, pasiflestirici ve aktive edici polimerlerin
ve/veya reaksiyon kosullarinin dikkatle secilmesiyle, uyarlanmis ve arzu edilen ozelliklere

sahip nano parcaciklar iiretilebilecegi gosterilmistir (Wu ve ark., 2008).

Polimerlerle stabilizasyon i¢in yerinde (in situ) kaplamalar ve sentez sonrasi kaplamalar da
dahil olmak tizere gesitli yaklasimlar vardir. Birinci yaklagimda, nano pargaciklar sentez
sirasinda kaplanir. Sentez sonrasi kaplama yontemi, sentezlenen manyetik pargaciklar iizerine
polimeri  asilamaktan  ibarettir.  Literatiirde en  yaygin  kaplamalar  dekstran,
karboksimetilatlanmis dekstran, karboksi dekstran, nisasta, arabinogalaktan,
glikozaminoglikan, siilfonatlanmis stiren-divinilbenzen, polietilen glikol (PEG), polivinil alkol
(PVA), poloksamerler ve polioksaminlerdir. Polimetakrilik asit, poli (etilenoksit)-b-poli
(metakrilik asit), polivinilpirrolidon (PVP), poli (akrilasit) (PAA), polialkilsilanoakrilat, poli

(laktik asit), etilseliiloz, poli (e-kaprolakton) da siklikla kullanilan diger polimerlerdir.
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Arabinogalaktan kapli demir oksit nano pargaciklari, normal hepatositlerde bulunan
asialoglikoprotein reseptorleri tarafindan taninmaktadir. PAA kaplamalari, parcaciklarin
stabilitesini ve biyouyumluluk derecesini arttirir ve ayn1 zamanda biyo yapismada da yardimci
olur (Laurent ve ark., 2008). Antikorlar yiiksek afiniteleri sebebiyle siklikla hedefleme ajanlari
olarak kullanilmaktadirlar. Monoklonal antikorlar demir oksit nano partikiillere baglanarak
immiin0 nano pargaciklar denilen yapilari meydana getirirler. Bu yapilarin  biyo-
bozunurluklari, uzun sirkiilasyon zamanlari, biyo-uygunluklari gibi ozellikleri sonucu
hedeflenen dokuya ila¢ tasinmasinda nano tasiyici olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir
(Pathak ve Benita, 2012). Antikorlar, proteinler, hedefleme ligandlar1 gibi ¢esitli biyolojik
molekiiller nano parcaciklar lizerindeki polimer kaplamaya amit veya ester baglari araciligiyla

kimyasal olarak baglanarak spesifik hale getirilebilirler (Gupta ve Gupta, 2005).

1.7.2 Su Bazh Tiyol-en Siispansiyon Fotopolimerizasyonu

Tiyol-en stispansiyon fotopolimerizasyonu (TESP), mikron ya da nano boyutlu polimer
boncuklarin sentezi i¢in 6nerilmis, TESP’in (Step-growth) polimerizasyon mekanizmasiyla su

bazli stispansiyon fotopolimerizasyonunu birlestiren gérece yeni bir yontemdir.

1900’1arin basindan beri bilinen ve tiyollerin reaktif -C=C- ¢ift baglarina katildig: tiyol-en klik
reaksiyonlar1 gerek polimerlerin sentezi, gerekse de cesitli malzemelerin modifikasyonu igin
oldukc¢a uygundur. Kolay ve ¢ok yonlii olmasi, yontemi arastirmacilar icin 6zellikle cazip hale
getirmektedir. Tiyollerin en’lerle reaksiyonu, radikal mekanizma ile veya anyonik bir zincirle
ilerleyebilmektedir. Radikal reaksiyon sistemi genellikle fotokimyasal olarak indiklenir; bu
kosullar altinda baglama, ilerleme ve sonlanma adimlariyla bir zincir mekanizmasi gelisir.
Niikleofiller, asitler veya bazlar tarafindan aracilik edilen katalitik islemler vasitasiyla
gerceklesen radikal bir yol da dahil olmak iizere ¢esitli kosullar altinda yiiriitiilebilmektedirler.
Su veya dimetilformamid gibi son derece polar ¢oziiciilerde ilave bir katalizore gerek

duyulmaz (Perale ve Hilborn, 2016).

Tiyol-en polimerlesme mekanizmasi, radikal ara maddeleri kullanmasina ragmen, molekiil
agirhigr gelisimi basamakli mekanizma izler. Bu, zincir (chain-growth) polimerizasyonlarindan
elde edilenden daha homojen ag yapilarina ve dolayisiyla daha iyi tanimlanmig termomekanik

ozelliklere neden olmaktadir (Hoyle ve ark., 2004).

Durham ve ark. (2012), tiyol-en polimerizasyonunu su bazli siispansiyon fotopolimerizasyon

ile gerceklestirdikleri bu yeni yontemde su bazli siispansiyon polimerizasyonu ile tiyol-en
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reaksiyonlarinin basamakli mekanizmasini birlestirmisler ve tiyol-en fotopolimerizasyonu ile
cesitli monomerler i¢in %100 doniisiim verebilen nano ya da mikron boyutta polimer

pargaciklarin sentezlenebilecegini gostermislerdir (Durham ve ark., 2012).

1.8 Tlgili Literatiir Isiginda Calismanin Onemi

Prostat kanseri erkeklerde en sik tan1 konan kanser tiirtidiir ve Saglik Bakanlig1 verilerine gore
kansere bagli 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Erken teshis edilebilirse hastalarin
iyilesme orani yiiksektir. PSA prostat kanserinin tanisinda, evrelendirilmesinde ve hastalarin
izlenmesinde biiyiikk kolaylik saglamistir. PSA tam olarak prostat kanserine 0Ozel bir
biyobelirte¢ olmamasina karsin tan1 biyopsisinin PSA diizeyi 6l¢lim sonucuna gore yapilmasi
standart bir uygulamadir. Bununla beraber prostat kanseri i¢in daha spesifik biyobelirteg
tespitine yonelik calismalar devam etmektedir. Son arastirmalara gdre rektal muayeneye
ihtiyag birakmayacak bir biyobelirteg olarak idrardaki EN2 proteini diizeyi umut vaat
etmektedir.

Genetik alanindaki gelismelerin sonucunda, erken embriyolojik gelisim sirasinda gorev alan ve
kanserlerde tekrar eksprese olduklar1 saptanan bircok gen tespit edilmistir. Bu genlerden bir
grubunu iceren HOX-genlerinin disregiilasyonunun birgok kanserde meydana geldigi
gosterilmistir. Son olarak bu gruba ait olan EN2 ekspresyonu iizerinde ¢aligmalar yapilmis ve
bu genin {irlinii olan proteinin sadece prostat kanseri hiicreleri tarafindan salgilandigi
gosterilmistir (Bose ve ark., 2008). Bu bulgular 1s1¢inda yapilan ¢alismalarin ilk sonuglar
idrarda EN2 protein varliginin prostat kanseri i¢in tanisal bir biyobelirte¢ olabilecegini
gostermektedir (Bose ve ark., 2008; Morgan ve ark., 2011). Oyle ki Morgan ve ark. (2011)
tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglari, EN2 diizeyi kontroliiniin rektal muayeneye olan
ihtiyaci ortadan kaldirabilecegini gostermistir. Pin ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada
idrardaki EN2 miktarinin prostat kanserine yiiksek oranda bagli oldugu, prostat kanserinin
idrardaki EN2 miktar1 aracilifiyla %388,2 spesifiklik ve %66 duyarlilik ile belirlenebildigi
rapor edilmistir. Morgan ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada idrarda EN2 proteininin
42 pg/L seviyesinin iizerinde olmasmin yliksek oranda prostat kanserine igaret ettigini ortaya
koyulmustur. Son yillarda prostat kanserinin teshisine yonelik klinik ¢alismalarin biiyiik
cogunlugunda EN2 proteini standart bir biyobelirteg olarak bulunmaktadir (Morgan ve ark.
2011; Pandha ve ark., 2012; Pin ve ark., 2013; Truong ve ark., 2013). Bunun yaninda idrardaki
EN2 proteini diizeyinin tiimdr biiyiikliigi ile orantili oldugu sonucunun elde edildigi ¢calismalar

da mevcuttur (Pandha ve ark., 2012).
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Bir baska c¢alismada, EN2 i¢in homeodomain-spesifik DNA problar ile arasindaki etkilesime
dayanan hassas bir impedimetrik biyosensor tasarlanmig, DNA problarinin hedef proteinlere
olan giiclii afinitesi, elektroforetik hareket kayma deneyleri (EMSA), yiizey plazmon rezonansi
(SPR) ve kantitatif floresan deneyleri ile tayin edildi ( Lee ve ark., 2015).

Prostat spesifik membran antijeni (PSMA), agirlikli olarak tiimorlerin neovaskiiler sisteminde
ve prostat hiicrelerinin ylizeyinde eksprese olur ve androjen yoksunlugu tedavisini takiben
ekspresyon artar. Serda ve ark. (2007), biyotinlenmis anti-PSMA antikorunu, streptavidin
etiketli demir oksit nanopartikiillerine konjuge etmisler ve LNCaP prostat kanseri hiicreleri
kullanilarak manyetik rezonans (MR) goriintiileme ve konfokal lazer tarama mikroskop
goriintiileme caligmalarinda kullanmiglardir. Boylece PSMA  iizerinden prostat kanseri
hiicrelerini hedeflemenin MR goériintiilerini zenginlestirmek igin 6zel ve duyarli bir teknik

sundugunu gostermislerdir.

Xu ve ark. (2011) tarafindan kandaki tiimor hiicrelerinin demir oksit manyetik nano pargacik
tabanli immiino manyetik ayrimini kullanarak oldukga etkili bir proses gelistirilmistir. 30 nm
boyutundaki polimer kapli nano pargaciklar, kanserli hiicrede asir1 eksprese olan hiicre zar
proteini epidermal biiytime faktorii reseptorii 2’ye (HER2) karsi anti-HER2 ile modifiye
edilmis, model hiicre olarak anti-HER2’ye tepki veren meme kanseri hiicre hatti1 olan SK-BR3
kullanilmigtir. Yapilan denemeler sonucunda antikorla modifiye edilmis MNP’lerin kanserli
hiicrelerin  yiizeyine saglikli hiicrelere gére ¢ok daha yiiksek oranlarda baglanmasindan
yararlanilarak ~ manyetik  alanda  kanserli  hiicrelerin  tercihli ~ yakalanmasinin

gerceklestirilebilecegi gosterilmistir.
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MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Demir oksit nano pargaciklarin sentezlenmesi ve su bazli tiyol-en siispansiyon
fotopolimerizasyonu ile kaplanmasi i¢in kullanilan kimyasallar; pentaeritritol tetrakis (3-
merkaptopropionat) (4SH); 1,3,5-trialil-1,3,5-triazin-2,4,6(1H,3H,5H)-trion (TTT); amonyum
hidroksit (% 25); etil alkol; kloroform; sodyum dodesil siilfat (SDS); FeCl..4H20 ve
FeCls.6H20O Sigma Aldrich Chemical Co.’dan (St., Louis, ABD), fotobaslatict 1-
hidroksisikloheksil fenil keton (IRGACURE 184) ise Ciba Specialty Chemicals’dan (Basel,

Isvigre) satin almmustir.

Antikor immobilizasyonu ve ELISA i¢in kullanilan kimyasallar; anti-EN2 birincil antikoru;
EN2 peptidi; ke¢i anti-insan IgG H & L (HRP); 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) ELISA
substratt Abcam'dan (Cambridge, MA), sigir serum albumini (BSA) ve yaban turpu
(horseradish) peroksidaz ise Sigma Aldrich Chemical Co.’dan (St., Louis, ABD) temin

edilmistir.

Kullanilan diger biitlin kimyasal maddeler analitik saflikta olup ileri bir saflastirma yapilmadan

kullanilmastir.

2.2 Arastirma Araglari

Fourier Dontigimlii Infrared Spektrometre: Perkin Elmer Spektrum 100ATR-FTIR
Spektrometre (A.B.D)

Taramali Elektron Mikroskop (SEM) cihazi: Philips, XL30SEM FEG (Hollanda)
Santrifiij: Sigma, 3K 30 Yiiksek devirli, sogutmali (A.B.D.)

Spektrofotometre: TermoScientific, Helioszeta UV-VIS (A.B.D.)

Hassas Terazi: Sartorious Analytic, A200S +0,0001(Almanya)

-80 °C Derin Dondurucu: ThermoElectronCorp., Forma (A.B.D.)

Buzdolabi: Regal (Tiirkiye)

Su Banyosu: Wasserbad WB Serisi (Almanya)
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Vorteks Karistirict: Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)
Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)
Manyetik Karistirict: VelpScientifica, ARE (ltalya)
Etiiv: Genlab, midi/2/AL (0-100) (Ingiltere)

pH metre: Mettler Toledo (Isvigre)

Orbital Karistiric1: IKA-Werke, OS 10 B(Almanya)

Termogravimetrik Analizor: Perkin-Elmer, Pyris 1 TGA (A.B.D)
2.3 Deneysel Yontemler

2.3.1 Amin Fonksiyonelitesine Sahip MNP’lerin Hazirlanmasi

2.3.1.1 MNP’lerin Sentezi

MNP’ler, daha 6nce yayinlanmis birgok ¢aligmaya benzer sekilde birlikte ¢oktiirme metodu
kullanilarak sentezlendi (Roque ve ark., 2009; Petcharoen ve Sirivat, 2012; Rana ve ark.,
2016). 1,9881 g FeCl2.4H20 ve 5,406 g FeCls.6H20 (1:2) 100 mL distile suda ¢oziildii.
Coziinmiis oksijenin giderilmesi i¢in reaksiyondan once distile sudan 15 dakika boyunca azot
gazi gegirildi. Bu sulu karigim 90°C’ye 1sitilarak yine azot gazi varhiginda 30 dakika boyunca
karistirildi. 30 dakika sonunda Fe?*/Fe3* ¢ozeltisine 25 mL %25°lik NH4OH ¢ozeltisi eklendi
ve ¢ozelti renginin aniden siyaha dondiigli gozlendi. 2 saatlik bir karigtirmanin ardindan
MNP’ler manyetik olarak (miknatis yardimiyla) dekante edildi. Su ve etanolle defalarca
yikanan parcgaciklar 80°C’de vakum etiiviinde kurutuldu. Boylece kaplamaya hazir Fe3Oq

formiiliine sahip manyetik nano pargaciklar elde edilmis oldu.

2.3.1.2 MNP’lere Amin Fonksiyonelitesi Kazandirilmasi

MNP’lerin amin gruplart ile kaplanmasi, tiyol-en siispansiyon fotopolimerizasyonu (TESP) ile
gerceklestirildi. TESP daha Once yayimlanmis c¢aligmalara benzer sekilde gergeklestirildi
(Amato ve ark., 2015; Durham ve Shipp, 2015). Aliminyum folyoya sarilmis bir beher
icerisinde 2,4333 g 4SH; 1,2464 g TTT; 0,2854 g allilamin ve 0,5 g hekzadekan tartildi.
Fotobaslatic1 olarak 1-hidroksisikloheksil fenil keton (IRGACURE 184) eklendi. Karigim 10

28



mL kloroformda ¢6ziildii. Boylelikle tiyol:en sitokiyometrik molar oraninin 1:1 oldugu organik
faz elde edilmis oldu. Beher folyoyla sarildi ve 1sik almamasina dikkat edilerek manyetik

karigtiricida karismaya birakildi.

Ayri bir beherde siirfaktan olarak 0,3 g SDS 5 mL distile suda ¢6ziildii. 0,6 g MNP siirfaktan
¢ozeltisine eklendi ve beher nano pargaciklarin disperse olmasi i¢in 30 dakika boyunca
ultrasonik banyoda bekletildi. MNP’lerin bu sulu dispersiyonuna yukarda anlatildig1 sekilde
hazirlanan organik faz eklendi. Elde edilen siispansiyon 5 dakika boyunca karistirildi.
Ultrasonik banyo buzla dolduruldu ve siispansiyon 15 dakika boyunca yine ultrasonik banyoda
bekletildi. Daha sonra ultrasonik banyoda bulunan siispansiyon 10 dakika boyunca UV
isinlarma (OSRAM 300 W, Amax=365 nm) maruz birakildi. Islem sonunda kaplanmis
MNP’ler manyetik olarak dekante edildi ve MNP’ler vakum etiiviinde 50°C’de kurutuldu.
MNP varliginda TESP metodu, monomerlerin ve reaktiflerin kimyasal yapilariyla birlikte

Sekil 2.1'de gosterildi. Monomer ve reaktif miktarlari ise Tablo 2.1°de 6zetlendi.

ﬁ- .j\. CH; » '\J\J ::i/‘ \
v:j\ CN ne? N W:X:W

m Allilamin MPTMS

0

Hye CHy OH
Hekzadekan m

‘ \ CHChL Fotobaslatict )

( 2 Ky . \
HCANANANAAAL - - .
Y

SU Magnetit
K nanopartikiilleri J

ORGANIK
FAZ

SU FAZI

Sekil 2.1. MNP varliginda TESP metodu ve monomer ile reaktiflerin kimyasal yapisi
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Tablo 2.1. TESP i¢in monomer ve reaktif miktarlar

Bilesen Ad1 Kiitle (g)

4SH 2,4433 (5 mmol)

‘ TTT 1,2464 (5 mmol)

‘ Allilamin 0,2854 (5 mmol)
‘ Organik Faz IRGACURE 184 0,04
‘ Hekzadekan 0,5
‘ Kloroform 10,0
‘ SDS 0,3
Sulu Faz Fes04 0,6
Su 5,0

2.3.2 MNP’lerin Karakterizasyonu

Kaplamadan onceki ve sonraki MNP’lerin yapisal 6zellikleri ve yiizey morfolojileri taramali
elektron mikroskop (SEM), taramali gecirimli elektron mikroskop (STEM), termogravimetrik
analiz (TGA), zayiflatilmis toplam yansima fourier doniisimi kizilotesi (ATR-FTIR)
spektroskopisi ile incelendi. Infrared spektrumu, Perkin-Elmer Spectrum 100 ATR-FTIR'de
400-4000 cm™ araliginda kaydedildi. MNP'lerin termogravimetrik analizleri (TGA), Pyris 1
TGA modeli Perkin-Elmer Termogravimetrik analizér kullanilarak gergeklestirildi.
Numuneler azot atmosferi altinda 10°C/dk’lik 1sitma hizi ile 30 °C’den 750°C’ye 1sitildu.
MNP'lerin SEM ve STEM goriintiileri Philips XL30 ESEM-FEG / EDAX ile alindu.

2.3.3 MNP’lerde Amin Miktarmin Ninhidrin Testiyle Saptanmasi

MNP’lerin nano pargaciklarinin amino grup icerigi ninhidrin yontemi ile belirlendi (Kaiser ve
ark., 1970). %0,5’lik glisin ve %0,2°lik ninhidrin ¢6zeltileri distile su kullanilarak hazirlandu.
4 ayn tiipe %0,2’lik ninhidrin ¢ozeltisinden 0,1 mL; 0,25 mL; 0,5 mL; 0,75 mL alind1.
Uzerlerine son hacim 1 mL olacak sekilde distile su eklendi. Her tiipe %0,5°lik glisin
cozeltisinden 1 mL ilave edildikten sonra tiipler vortekste karistirildi ve 100°C’lik su
banyosunda 15 dakika 1sit1ldi. Islem sonunda tiipler sogutuldu. 570 nm’de 1:1 seyreltilmis
%0,5’lik glisin ¢ozeltisine kars1 absorbans dl¢timii yapildi. Ninhidrin konsantrasyonuna karst

absorbans grafigi cizildi ve standart grafigi olarak kullanildi. MNP’lerde amin miktar1 tayini
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icin 10 mg MNP 1,5 mL su i¢ine dagitild1 ve daha sonra 0,5 mL % 0.2’lik ninhidrin ¢6zeltisi
ilave edildi. Karistm 100 °C’lik su banyosunda 15 dakika 1sitildi ve daha sonra oda
sicakligina sogutuldu. MNP’ler manyetik dekantasyon ile ayrildi ve siipernatantin absorbansi

spektrofotometrik olarak 570 nm’de olgiildii.

2.3.4 Protein Tayini

MNP’lerin fiziksel ve kovalent olarak immobilize ettikleri EN2 birincil antikor miktarlar
Bradford metoduna goére hesaplandi (Bradford, 1976). Standart olarak 0,1 mg/mL
konsantrasyonunda ovalbumin ¢o6zeltisi kullanildi. Tiplere degisen hacimlerde (20-80 uL)
ovalbumin ¢ozeltileri otomatik pipet yardimiyla konuldu. Son hacimleri distile su ile 800
uL’ye tamamlandi. Her bir tiipe 200 pL Bradford reaktifi eklendi ve tiipler vorteks ile
kuvvetlice karistirildi. 15 dakikalik beklemenin sonunda 595 nm’de referans ¢6zeltisine (800
pL distile su +200 pL Bradford reaktifi) karsi absorbansi olctildii. Absorbansa karsi

ovalbumin konsantrasyon grafigi ¢izildi.
2.3.5 Antikorlarin Fiziksel Olarak Immobilizasyonu

2.3.5.1 Aym Konsantrasyonda anti-EN2 Antikor Immobilizasyonu

5 mg MNP {izerine 30 pg/mL’lik anti-EN2 birincil antikor ¢6zeltiden 50 pL (1,5ug) eklendi ve
37°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Antikor bagli MNP’ler manyetik dekantasyon ile
ayrildi ve MNP’ler ii¢ kez 10 mM'lik fosfat tamponu (PBS) (pH 7,4) ile yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Baglanan antikor miktar1 Bradford protein tayin
yontemine gore tayin edildi (Bradford, 1976). Antikor modifiye edilmis MNP'ler, spesifik
olmayan baglanma etkilesimini gidermek ve kalan bolgeleri bloke etmek i¢in oda sicakliginda
1 saat boyunca 10 puL %0,1’lik BSA ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Islem sonunda MNP’ler
manyetik dekantasyonla ayrilarak 3 kez fosfat tamponu (10 mM, pH 7,4) ile yikandi. Antikor
bagli MNP’ler tizerine 50 pL farkli diliisyonlarda (3, 5, 7, 9 ve 12 ug) EN2 peptidi eklendi ve
37°C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi. Islem sonunda MNP’ler manyetik dekantasyon ile ayrildi
ve 10 mM’lik fosfat tamponu (pH 7,4) ile yikandi. Modifiye MNP'lere 10 pL kegi anti-insan
IgG H & L (HRP) eklendi ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. MNP’ler manyetik dekantasyon ile
ayrildi ve distile su ile yikandi.

HRP aktivite dl¢timleri, Iype ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismaya gore, substrat olarak 3,3, 5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) kullanilarak yapildi. MNP’ler iizerine 740 pL 10 mM PBS tamponu
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(pH 7,4), 5 uL %3’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi ve % 0,075°lik TMB stok ¢6zeltisinden 50
pL ilave edildi. Karisim iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 15 dakika
boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon 200 pL 0,6 N H2SOs eklenerek durduruldu, olusan sari
rengin siddeti 450 nm’de substrat icermeyen referans ¢ozeltisine karsi Olgiildi. Farkli

konsantrasyonlarda hazirlanan TMB ¢ozeltilerinden elde edilen standart grafige gore iirlin

hesab1 yapildi.
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Sekil 2.2. TMB ile HRP arasinda olusan reaksiyon (Li ve ark., 2009)

2.3.5.2 Farkh Konsantrasyonlarda anti-EN2 Antikor immobilizasyonu

Tiiplere 5 mg MNP konuldu, iizerlerine 50 pL ¢ozeltide 0,01 pg-1,5 pg araliginda degisen
konsantrasyonlarda anti-EN2 birincil antikor eklendi. Anti-EN2 birincil antikor tizerine EN2

32



peptidi eklenme basamagina kadar 2.3.5.1’de anlatilan islemler uygulandi. Antikor bagh
MNP’ler iizerine 2 pg/50 pL olacak sekilde ayni konsantrasyonda EN2 peptidi eklendi ve
37°C’de 2 saat siireyle inkiibe edildi ve sonrasinda 2.3.5.1°de anlatildig1 sekilde denemeye

devam edildi.

2.3.6 Antikorlarin Kovalent Olarak immobilizasyonu

Bu boliimde Sekil 2.3’te gosterildigi gibi MNP’ler oncelikle GA ile aktive edildi ve daha

sonra antikor immobilizasyonu gergeklestirildi.
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Sekil 2.3. MNP’lerin GA ile aktivasyonu ve anti-EN2 birincil antikor kovalent baglanmasi

2.3.6.1 Aym Konsantrasyonda anti-EN2 Antikor Immobilizasyonu

Yaklasik 100 mg MNP 50 mL GA (%25) iginde siispanse edildi. Karisim, oda sicakliginda 2
saat karigtirlldi. GA ile modifiye edilmis MNP'ler manyetik dekantasyon ile ayrildi ve distile
su ile iyice yikandi. Olusan nihai {irtin kurutuldu. Antikor immobilizasyonu ve HRP aktivitesi,
2.3.5.1°de anlatildig: sekilde yapildi.

2.3.6.2 Farkh Konsantrasyonlarda anti-EN2 Antikor immobilizasyonu

GA ile aktiflestirilmis MNP’lerden 5 mg konulan tiiplere 0,01 pg-1,5 pg araliginda degisen
konsantrasyonlarda anti-EN2 birincil antikor eklendi ve 37°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe

edildi. Daha sonraki islemler 2.3.5.1’de anlatildig1 gibi yapildu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 MNP Karakterizasyonu

MNP’lerin modifikasyon Oncesi ve sonrast SEM ve STEM goriintiileri Sekil 3.1 ve Sekil
3.2°de sirasiyla gosterilmistir. Goriintiiler incelendiginde sentezlenen Fe3Os pargaciklarin
ortalama ¢apmin 15 £ 3 nm olan tek tip kiiresel sekilde oldugu bulunmustur.
Modifikasyondan sonra ortalama pargacik ¢api SEM goriintiilerinde kanitlandig: sekilde 35 +
4 nm’ye ¢ikmistir. Bu, kaplamanin basarili oldugunu gostermektedir. SEM bulgularini
desteklemek i¢in yapilan STEM analizinde MNP’lerin bazi bdlgelerde kiimelestigi de

gbzlemlenmistir.

: ,%V $pot Mot Dt WO M 200 po#
WY TP e 5L Y :

Sekil 3.1. Ciplak (a,b) ve modifiye edilmis (c,d) MNP’lerin SEM goriintiileri
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Sekil 3.2. Ciplak (a,b) ve modifiye edilmis (c,d) MNP’lerin STEM goriintiileri

MNP’leri kaplamak i¢in emiilsiyon, siispansiyon veya miniemiilsiyon polimerizasyon
tekniklerinin kullanildig1 ¢alismalar vardir (Zaitsev ve ark., 1999; Ramirez ve Landfester,
2003; Horak ve ark., 2003; Boguslavsky ve Margel, 2008; Wang ve ark., 2012). Ornegin,
Ramirez ve Landfester (2003) miniemiilsiyon yontemi ile 60 nm parcacik boyutuna sahip
polistiren kapli manyetik nano pargaciklar1 elde etmistir. Horak ve ark. (2003), toluen
icerisinde hidroksietil metakrilatin dispersiyon polimerizasyonu yoluyla MNP’leri kaplayarak
mikro parcaciklar hazirlamiglardir. MNP'lerin ¢aplart 10 = 5 nm iken, kaplama {izerine
cekirdek-kabuk yapili pargaciklarin boyutunun 0,3-4 pm’ye yiikseldigini tayin etmislerdir.
Benzer sekilde Zaitsev ve ark. (1999), termal olarak baglatilan serbest radikal
polimerizasyonu ile manyetik pargaciklarimin varliinda metakrilik asit ve hidroksietil

metakrilat polimerize ederek polimer manyetik pargaciklar hazirlamiglardir.

MNP’lerin yapisal karakterizasyonu ise FTIR analiziyle gerceklestirilmistir. Ciplak ve
modifiye edilmis MNP’lerin FTIR spektrumlari Sekil 3.3’te verilmistir. Ciplak MNP’lerin
spektrumunda 580 cm civarindaki giiclii bant, Fe-O gerilme titresimine aittir (Petcharoen ve
Sirivat, 2012). Kaplanmis MNP’lerin spektrumunda TTT ve 4SH bilesiklerinin karbonil
gruplarmin gerilme titresimleri sirasiyla 1674 cm ™ ve 1731 cm Y’de gériilmektedir (Cakmakgi
ve ark., 2017). Sirasiyla allil ve —SH gruplarina karsilik gelen 1644 cm™ ve 2571 cm Y deki
bantlarin gézlenmemesi ¢apraz baglanmanin tamamlandigina dair bir delildir. Ek olarak, 2960

cm* ve 2850 cm arasindaki bantlar da alifatik ~CH baglarinin gerilme titresimlerine aittir.
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FTIR spektrumundaki bu bantlarin varligt MNP’lerin basariyla kaplandigini kamitlar. Amin
gruplarma ait piklerin gézlenememesi diisiik allilamin miktariyla ve gorece zayif absorpsiyon
bantlar1 vermeleriyle aciklanabilir. Karakteristik Fe-O bandi modifikasyondan sonra magnetit

ile organik matriks arasindaki etkilesimler sonucunda 553 cm™’e kaymustir.

b)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 380

em”

Sekil 3.3. a) Ciplak b)Modifiye edilmis MNP’lerin FTIR spektrumlari

Modifiye edilmis MNP’lerdeki organik icerik miktar1 ise TGA ile belirlenmistir. Sekil 3.4’de
verilen termogramdan da goriilecegi gibi azot altinda, 750 °C’de ¢iplak nano pargaciklarin
toplam agirlhiginda %5’lik bir kayip olmustur. Bu kayip absorbe edilmis fakat artan sicaklikla
uzaklasan neme karsilik gelmektedir. Modifiye edilmis MNP lerde ise ayni1 kosullarda %357’lik
bir agirlik kaybi gerceklesmistir. Buradan modifiye edilmis MNP ’lerdeki magnetit yiizdesinin
yaklasik olarak %40 oldugu saptanmuistir.
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Sekil 3.4. a)Ciplak b) Modifiye edilmis MNP’lerin TGA spektrumlari

3.2 MNP’lerdeki Amin Miktarinin Ninhidrin Testiyle Saptanmasi

MNP’lerdeki amin miktar1 2.3.3’te anlatildigi gibi ninhidrin testiyle belirlenmistir. Sekil
3.5’te verilen ninhidrin standart grafigine goére 0.0354 mmol NH2/g MNP olarak

hesaplanmustir.
2,5
E 27 =
o y =1,3283x-0,0289
n 1,5 - R?=0,9845
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@
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Sekil 3.5. MNP’lerdeki amin miktarinin hesaplanmasinda kullanilan ninhidrin kalibrasyon

grafigi
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3.3 MNP Uzerine Fiziksel ve Kovalent Olarak anti-EN2 Antikor Immobilizasyonu

Modifiye edilmis MNP ler iizerine anti-EN2 birincil antikoru fiziksel ve kovalent olarak 2.3.5
ve 2.3.6’de anlatildig1 gibi immobilize edilmistir. Iyonik baglar, hidrofobik ve polar
etkilesimler gibi molekiiller aras1 kuvvetler antikorlarin kat1 yiizeylere adsorbe edilmesine yol
acarlar. Fiziksel olarak baglanma antikor immobilizasyonu icin kullanilan en basit ticari
islemdir. Fakat bu yontemle antikor baglanmasinin heterojen ve gelisiglizel oldugu
bildirilmistir. Yikamalar sirasinda kayiplar oldugu ve antikorlarmn stabilitelerini de
kaybettikleri ve denaturasyona ugradiklar1 gosterilmistir (Yu ve ark., 2015). Tez ¢alismamizda
fiziksel immobilizasyon sonucunda baglanmanin 0,54 mg antikor/g MNP oldugu Sekil 3.6’da
verilen, Bradford yontemine gore hazirlanan protein standart grafigi kullanilarak

hesaplanmustir.

Kovalent baglanmanin, bir antikordaki aminoasitlerin erisilebilir islevsel gruplar tarafindan bir
yiizeye geri doniisiimsiiz baglanmasi ve yiiksek oranda yiizey kaplamasi sagladigindan tercih
edilen bir yontem oldugu bildirilmistir (Yu ve ark., 2015). Tez calisgmamizda kovalent
immobilizasyon neticesinde baglanma 1,775 mg antikor/g MNP olarak hesaplanmistir.

Kovalent immobilizasyon yontemiyle, ayn1 miktar MNP {izerine fiziksel immobilizasyona gore
daha fazla antikorun immobilize oldugu bulunmustur. Bunun nedeni olarak fiziksel

immobilizasyonda antikor ve MNP arasindaki zayif etkilesimler gosterilebilir.

0,3 -
£ 0,25 -
[ =
v 02 y =0,0298x + 0,0175
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= 0,15 -
e}
5 01 -
[72]
0
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Sekil 3.6. Bradford yontemine gore hazirlanan protein standart grafigi
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3.4 Aym Konsantrasyonda anti-EN2 Antikor Fiziksel ve Kovalent immobilizasyonu

2.3.5.1 ve 2.3.6.1°de anlatildig1 gibi, ayn1 miktardaki MNP {iizerine ayn1 konsantrasyonda anti-
EN2 birincil antikor immobilize edilmis ve farkli diliisyonlarda EN2 peptidi eklendiginde elde
edilen sonuglar Sekil 3.7°de verilen HRP-TMB standart grafigi kullanilarak iirin miktarlar
hesaplanmistir. Boylece dolayli yoldan EN2 konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Sekil
3.8’de goriildiigli tizere EN2 peptidinin konsantrasyonu arttikga antijen-antikor arasindaki

etkilesim artmis ve doygunluga ulastiktan sonra sabit kalmistir.
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Sekil 3.7. HRP-TMB standart grafigi

[00]
o
)

D
o
I

Uriin konsantrasyonu (pg)

40 - —o—GA aktif MNP
MNP
20 -
v/ -
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

EN2 Konsantrasyonu (pg/50uL)

Sekil 3.8. EN2 konsantrasyonu etkisi

39



3.5 Farkh Konsantrasyonlarda anti-EN2 Antikor Fiziksel ve Kovalent immobilizasyonu

2.3.5.2 ve 2.3.6.2°de anlatildig1 gibi ayn1 miktardaki MNP tizerine farkli konsantrasyonlarda
anti-EN2 birincil antikor immobilize edilmis ve aymi konsantrasyonda EN2 peptidi
eklendiginde elde edilen sonuglar Sekil 3.7°de verilen HRP-TMB standart grafigi kullanilarak
uriin miktarlart hesaplanmak suretiyle dolayli yoldan antikor konsantrasyonunun etkisi
incelenmistir. Sekil 3.9°da goriildiigii tizere anti-EN2 antikor konsantrasyonu arttik¢a antijen-
antikor arasindaki etkilesim konsantrasyonla birlikte artarken belli bir degerden sonra
azalmaya basladig1 goriilmiistiir. Genel olarak, antikor konsantrasyonu arttik¢a antijen ile
verdigi reaksiyon da artarak devam eder ve belli bir platoya ulastiktan sonra (doyum noktast)
antijen-antikor arasinda etkilesimin azaldigi goriiliir (Jacobs ve ark., 2015). Bu durum iist iiste
sikisik baglanmalar olmasi nedeni ile antijen-antikor etkilesiminin sterik olarak etkilenmis

olabilecegi seklinde agiklanabilir.
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Sekil 3.9. Antikor konsantrasyonu etkisi

40



4.SONUCLAR

Tez calismamizda birlikte ¢Oktiirme metoduyla MNP sentezlenmis, MNP’ler TESP
metoduyla polimer kaplanarak parcaciklara amin fonksiyonelitesi kazandirilmistir. Kaplanan
MNP’lerin bir kismi glutaraldehit ile aktive edilerek aldehit fonksiyonalitesine sahip
parcaciklar elde edilmistir. Amin ve aldehit fonksiyonalitesine sahip MNP’lerin yapisal
ozellikleri SEM, STEM, TGA ve ATR-FTIR spektroskopisi ile incelenmistir.

Amin ve aldehit fonksiyonelitesine sahip MNP’lere, prostat kanseri teshisinde tstlinliikleriyle
one ¢ikan EN2 proteinin tayin edilmesinde kullanilmak tizere EN2’nin antikoru fiziksel ve
kovalent olarak immobilize edilmistir. Calismamizda fiziksel immobilizasyonda baglanma
0,54 mg antikor/g MNP, kovalent immobilizasyonda baglanma 1,775 mg antikor/g MNP

olarak hesaplanmustir.

Ayni miktardaki MNP iizerine ayn1 konsantrasyonda anti-EN2 birincil antikor immobilize
edilmis ve farkli diliisyonlarda EN2 peptidi eklendikten sonra antijen-antikor arasindaki
etkilesim ELISA metoduna gore incelenmistir. EN2 peptidi konsantrasyonu arttik¢a antijen-
antikor arasindaki etkilesimin de arttigi ve doygunluga ulagtiktan sonra etkilesimin sabit

kaldig1 bulunmustur.

Ayni miktardaki MNP iizerine farkli konsantrasyonlarda anti-EN2 birincil antikor immobilize
edilmis ve aymi konsantrasyonda EN2 peptidi eklendigindeki antijen-antikor etkilesimi
incelenmistir. Anti-EN2 antikor konsantrasyonu arttik¢a antijen-antikor arasindaki etkilesimin

konsantrasyonla birlikte arttig1 ve belli bir degerden sonra azalmaya bagsladig1 goriilmiistiir.
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