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Sunulan bu g¢alismanin amaci; insan serum albiminini (HSA) plazmadan etkin bir
sekilde ayirabilmek ig¢in nanobiyoteknolojik bir yaklagim geligtiriimesidir. Bu
kapsamda Afinite Kromatografisi yontemleri arasinda, son yillarda yogun bir
uygulama alani bulan, Boya-Ligand Afinite Kromatografisi kullaniimistir. Cunku
boya-ligandlari oldukga ylksek derecede bir secicilikle proteinleri baglama
kapasitesine sahiptirler. Ayni zamanda ticari olarak kolay temin edinebilme,
ucuzluk ve ozellikle hidroksil grubu tagiyan matrikslere kolay immobilize edilebilme
gibi cok dnemli avantajlari vardir. Kisaca albumin diye de bilinen serum albdmini,
insan ve diger memeli hayvanlarin kan plazmasinda bulunan en yaygin proteindir.
Ozelikle tagimadan sorumludur ve kanda bulunan toplam proteinin yaklasik %
80’ini olusturdugundan teghis ve tedavide de buyuk rol oynamaktadir. Manyetit
(FesO4) ya da onun oksitlenmis hali olan maghemit (y-Fe,O3) gibi demir oksit
partikilleri son zamanlarda biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Manyetik partikullerin vazgegilmez 6zelligi manyetik kuvvete kargi
gosterdikleri  tepkidir. ~ Biyomedikal = uygulamalarda oda  sicakliginda
superparamanyetik davranig gosteren manyetik partiktller tercih edilir. Cunku
manyetik alan ortamdan uzaklastirildiginda manyetizma alanini muhafaza
etmezler. Buna ilaveten manyetitlerin sahip olduklari yuksek manyetik doygunluk,
biyouyumluluk ve yuzeylerdeki etkilesimli fonksiyon gosterebilme gibi ozellikleri
manyetik nanokureler kullaniimasinin dnemli avantajlarindandir. Calismanin birinci
bdlimuinde mikroemdulsiyon polimerizasyonu uygulanmistir. Manyetit varliginda 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin polimerizasyonu ile ortalama 98.9 nm
boyutunda polidispersite indeksi (PDI) 0.156 olan manyetik poli(hidroksietil-
metakrilat) (m-PHEMA) nanokulreler elde edilmigti. m-PHEMA nanokureleri;
HEMA fonksiyonel monomerinin Etilen Glikol Dimetakrilat (EGDMA) c¢apraz
baglayicisiyla Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ve Poli(vinil alkol) (PVA) karisimindan
olusan sulu dagitma ortaminda baglatici olarak Amonyum Per Sulfat (APS)



kullaniimasiyla sentezlenmistir. Nanokure “ylzey alani/kutle” orani oldukga yuksek
oldugundan dolayi sentezlenen polimerin spesifik yiizey alani da 1302 m?%g olarak
bulunmustur. Daha sonra sentezlenen m-PHEMA nanokurelere bir mono triazin
boya olan Cibacron Blue F3GA (CBF3GA) boya afinite ligandi olarak baglanmistir.
Calismanin ikinci bélimunde sentezlenen CBF3GA bagli m-PHEMA (CBF3GA/m-
PHEMA) nanokurelerin boyut, boyut dagilimi (PDI); Zeta Sizer ile, yuzey yuku
Ozellikleri; Zeta Potansiyeli ile, morfolojik 6zellikleri; AFM ve SEM ile, kimyasal
yapisl; elemental analiz, FTIR, DSC, TGA, DTG, DTA ile ve manyetik 6zellikleri
ise; ESR ve VSM ile karakterize edilmistir. Elde edilen karakterizasyon sonuglari
formulasyonun basariyla kullanilabilecedini desteklemistir. Calismanin tguncu ve
dordincu bolumlerinde ise sentezlenen nanokurelerin sulu ¢dzelti ortamindan ve
plazmadan secimli olarak albimin adsorplama performanslari incelenmistir.
CBF3GA/m-PHEMA  nanokurelerle  sulu ortamdan HSA  adsorpsiyonu
davraniglarina; pH, protein derisimi, etkilesim suresi, tuz derisimi ve sicaklik
parametrelerinin etkileri incelenmistir. Nanokulrelerin albimin adsorpsiyonunda
optimum kosullar; adsorpsiyon ortam pH’1 5.0, baslangi¢ protein derigimi 4.0
mg/ml HSA, etkilesim siUresi 300 dakika, baslangi¢ tuz derisimi 0.01 M ve
adsorpsiyon sicakligi ise 25°C olarak tespit edilmigtir. CBF3GA/m-PHEMA
nanokurelerin optimum albimin adsorpsiyon kapasitesi 598 mg HSA/g polimer
olarak bulunmustur. Calismanin dordincli asamasi kapsaminda CBF3GA/m-
PHEMA nanokureler in-vitro kosullarda kan plazmasi ile de etkilestirilmistir.
Yapilan bu deneyler sonucunda; gelistirilen bu manyetik afinite nanokurelerin
insan serum albUmininin plazmadan tek adimda % 42.35 verimle ayriimasini
sagladigi belirlenmigtir. Gergeklestirilien desorpsiyon deneyleri sonucunda da
yuksek performans saglanmis ve polimerin tekrar kullanilabilirliligini destekleyici

sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanokiireler, insan Serum Albiimini, Mikroemulsiyon,

Nanobiyoteknoloji.

Danigsman: Prof. Dr. Adil Denizli. Hacettepe Universitesi, Kimya Bolimi,
Biyokimya ABD, Beytepe, ANKARA



DYE-ATTACHED MAGNETIC POLY(HYDROXYETHYL-METHACRYLATE)
BASED NANOSPHERES FOR ALBUMIN DEPLETION OUT OF HUMAN
PLASMA

OZNUR SAKA

ABSTRACT

The aim of this study is to develop a nanobiotechnological approach in order to
deplete human serum albumin (HSA) from plasma effectively. The advantage of
Dye-Ligand Affinity Chromatography which is widespreadly used among the
chromatographic techniques in recent years was taken in this content. Because
dye-ligands are able to bind most types of proteins, in some cases in a remarkably
specific manner. They are commercially available, inexpensive, and can easily be
immobilized especially on matrixes bearing hydroxyl groups. Human serum
albumin, which is called as “albumin” shortly, is known as the most abundant
protein appearing both in blood plasma of human beings and other mammals.
Transport function of albumin is almost above all other functions. Since albumin
forms approximately 80 % of the existing total blood proteins, it figures large both
in diagnosis and therapeutics. Iron oxide particles such as magnetite (Fe3O4) or its
oxidized form maghemite (y-Fe»O3) are by far the most commonly employed in
biomedical applications. The unique feature of magnetic particles is their response
to magnetic force. For biomedical applications, magnetic particles exhibiting
superparamagnetic behavior at room temperature are preferred because they do
not retain any magnetism after removal of the magnetic field. Furthermore, the
particles must have combined properties of high magnetic saturation,
biocompatibility and interactive functions at the surfaces. In the first step of the
submitted study microemulsion polymerization was applied. In this context
magnetic poly(hydroxyethyl-methacrylate) (m-PHEMA) nanospheres (with an
average size of 98.9 nm having a polidispersion (PDI) index of 0.156) were
obtained by the polymerization of 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) monomers
in the presence of magnetite. m-PHEMA nanospheres were synthesized in
aqueous dispersion medium of HEMA functional monomers composed of EGDMA

cross-linker, SDS and PVA mixture and APS initiator. Hence the “surface



area/mass” ratio of nanospheres appears extremely high, specific surface area of
the magnetic nanospheres was found to be 1302 m?%/g. Afterwards Cibacron Blue
F3GA mono triazin dye was attached to the synthesized m-PHEMA nanospheres
as a dye affinity ligand. In the second step of the study synthesized CBF3GA/m-
PHEMA nanospheres were characterized in respect of a) size and size distribution
(PDI) by Zeta Sizer; b) surface charge properties by Zeta Potential; c)
morphological properties by AFM and SEM; d) chemical structure by elemental
analysis, FTIR, DSC and TGA, DTG, DTA; e) magnetic properties by ESR and
VSM. The obtained characterization results supported that the formulation could
be used successfully. In the third and the fourth steps of the study it was aimed to
detect the selective albumin adsorption performance of the synthesized
nanospheres from the aqueous dissolving medium and plasma reciprocally. For
this reason the effects of the required parameters over albumin adsorption of
CBF3GA/m-PHEMA nanospheres from the aqueous dissolving medium were
investigated. The investigated parameters were pH, protein concentration, salt
concentration, reaction time and temperature. The optimum albumin adsorption
conditions of nanospheres were determined as follows: pH of adsorption medium;
5.0, initial protein concentration; 4.0 mg/ml HSA, adsorption time; 300 minutes,
initial salt concentration; 0.01 M and adsorption temperature; 25°C. Optimum
albumin adsorption of CBF3GA/m-PHEMA nanospheres was detected as 598 mg
HSA/g polymer. In the fourth and the last step of the study CBF3GA/m-PHEMA
nanospheres were also treated to adsorb albumin from blood plasma with in-vitro
experiments. As a conclusion it was proved that these developed magnetic affinity
nanospheres are able to deplete human serum albumin from plasma in single step
with 42.35 % efficiency. As a result of the desorption experiments high

performance was achieved supporting the reusability of the synthesized polymer.

Keywords: Nanospheres, Human Serum Albumin, Microemulsion,

Nanobiotechnology.

Advisor: Prof. Dr. Adil Denizli. Hacettepe University, Chemistry Department,
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1. GiRi$ VE ARASTIRMANIN AMACI

Proteom, bir organizma ya da dokunun genomu tarafindan ifade edilen proteinlere
verilen addir. Proteomik olarak tanimlanan protein analizi, proteinlerin yapisal
Ozelliklerinin  belirlenmesini ve iglevlerinin aydinlatiimasini kapsar. Proteom
calismalarinda en ¢ok caligilan biyolojik sivi, kan plazmasi ve serumdur. Kan
plazmasi, insan vucudunda yer alan ana protein kategorilerinin buyuk
cogunlugunu icermesi nedeniyle hastaliklara 6zglu proteinlerin belirlenmesi igin
ideal bir kaynaktir. insan plazmasinda tahmini 10%dan daha fazla sayida farkli
protein molekullerinin varligi bilinmektedir. Bu proteinler arasinda en bol
bulunanlardan 30 tanesi de toplam protein kitlesinin yaklasik % 99unu
olusturmaktadir (Anderson, 2002, 2005). iki-boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi
(2D-PAGE) ya da LC-MS/MS gibi geleneksel proteomik ydntemlerin; ylksek
derigimlerdeki proteinlerin maskelemelerinden ve MS elektrospreydeki iyon
baskilamalarindan kaynaklanan, az bulunan proteinlerin saptanmasindaki kayda
deger sinirlandirmalara engel olamadiklari bilinmektedir. Oysa esas biyoisaretgiler
plazma ya da serumda ng/ml oraninda yer tutan disuk bulunurluk oranina sahip
proteinlerdir. Albumin ve immunoglobulinler ise plazma proteinlerinin % 80’ini
olustururlar ve az miktardaki diger proteinleri maskelerler. Dolayisiyla bu
proteinlerin ortamdan uzaklastirimasi sayica daha az olan hastalik isaretgi

proteinlerinin belirlenmesini kolaylagtiracaktir.

Nanokureler yuksek yuzey alani/hacim oranlari nedeniyle biyomolekullerin
adsorpsiyonunda 6zellikle tercih edilirler. Sunulan bu ¢alismada ise, ortalama 98.9
nm boyutunda ve polidispersitesi (PDI) 0.156 olan nanokdreler Fe;O4 varliginda

mikroemulsiyon polimerizasyon yontemi ile sentezlenmistir.

Metal oksit nanokurelerinin kullaniimasi; ilgili literatlrde de vurgulandigi gibi; ylizey
graftamasiyla fonksiyonelligi artirmaktadir. Literatirde maghemit (y-Fe203)
varhginda PHEMA'nin renkli hibrit kaplama c¢alismasiyla yapiya kuvvetli bir
saglamlastirma katmasinin; polimer zincirleri ve nanokurelerin yuzey hidroksil
gruplar arasinda kuvvetli etkilesim olusturan partikillerin homojen dagihmindan
kaynaklandigi ispatlanmistir. Bu c¢alismada hidrojen baglarina ek olarak, yluzey

demir katyonu ve polimer arasindaki i¢ koordinasyon komplekslerinin,



nanokurelerin yuzeyine graft edilen PHEMA zincirlerindeki ester fonksiyonel
gruplarinin karboksilat gruplarina hidrolizi sonucu ortaya ¢iktigi belirtiimistir (Jolivet
ve ark., 2010).

Temel hedefi “insan serum albiiminini plazmadan etkin bir sekilde ayirabilmek igin
nanobiyoteknolojik bir yaklagim gelistirmek” olarak sunulan bu arastirmada;
sentezlenen manyetik PHEMA nanokirelerin yiizey alani 1302 m?%g olarak
Olcllmustlr. Protein adsorplayici ligand Cibacron Blue F3GA tekstil boyasinin
kovalent olarak m-PHEMA nanokurelerin ylUzeyine baglanmistir. m-PHEMA
nanokurelerin yuzey morfolojileri ve kimyasal 6zellikleri boyut dagihmi (PDI); Zeta
Sizer, Zeta Potansiyeli, AFM, SEM, elemental analiz, FTIR, DSC, TGA, DTG,
DTA, ESR ve VSM ile karakterize edilmistir. Cibacron Blue F3GA baglanmis m-
PHEMA (CBF3GA/m-PHEMA) nanokurelerle insan serum albimini adsorpsiyon-
desorpsiyon davranisi izlenmigtir. Sulu ¢ozeltilerden albumin adsorpsiyonuna etki
eden faktorler incelenerek optimum kosullar belirlenmistir. Son asamasinda ise;

insan plazmasindan segici albimin azaltiimasi ¢caligiimistir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Proteomiks

Genom; DNA'nin tasidi§i genetik bilgiyi ifade eder. Bu bilginin ortaya ¢ikariimasi
ile ilgili tim c¢alismalar ise genomik olarak adlandiriimaktadir. Genomik
calismalarda hastalik ya da fizyolojik sureclerle ilgili genler tanimlanmaya caligilir
(Denizli, 2007).

Fakat genomik caligmalar, organizmanin tanimlanan bu genleri hangi oranda
kullandigi hakkinda bilgi vermez. Ayrica, bir gen, birgok biyolojik igleve sahip farkl
proteinler kodlamakta ve bu proteinler sentez sonrasi degisimlere ugramaktadir.
Codu durumda, sentez sonrasi degisimler de gen iglevinden bagimsizdir. Bu
nedenlerden dolayi, ¢ok fazla miktarda bilimsel veri olmasina karsin genomik
calismalara dayanan teshis yaklagimlari klinik kullanim igin yeterli degildir (Arthur,
2003). Gen urunut mRNA'larin ifade duzeyleriyle bu mRNA’lardan kodlanan
proteinlerin miktarlari arasinda da zayif bir dogrusal iliski oldugu gdsterilmistir
(Anderson ve ark., 1997). Gen durunlerinin sentez sonrasi degisimleri, hicrede
bulunduklari yerler ve goreceli miktarlarinin anlasiimasi igin genomik sonrasi
bilgilere ihtiya¢ vardir. Bu noktada proteom ve proteomik teknolojisi karsimiza

cikmaktadir.

Proteom kelimesi ilk kez 1994 yilinda, Marc Wilkins tarafindan 6nerilmig ve kabul
goérmastur. Proteom genom tarafindan kodlanan proteinleri tanimlar. Bir hidcrenin,
organin veya organizmanin belirli bir zaman ve mekanda sahip oldugu (izoformlar,
polimorfizimler ve sentez sonrasi degisimler de dahil olmak Uzere) tim proteinlerin
bir toplamidir. Bir organizma vucudunun farkli bolgelerinde, hicre dongusunun
farkh evrelerinde ve farkh c¢evre kosullarinda farkh protein ekspresyonlarina
sahiptir (Arthur, 2003). Sabit bir yapi olan ve bir organizma igin ¢ok iyi
tanimlanabilen genomun aksine, proteom, hlicreden hicreye farklilik gosterir ve i¢
ve dis uyaranlara yanit olarak biyokimyasal etkilesimler araciligi ile surekli bir
degdisim halindedir (Denizli, 2007).



Proteomik ise belli sartlar altinda belli bir dokuda genom tarafindan sentezlenen
tum proteinlerin analiz edilmesi, yani proteomun tanimlanmasi iglemidir.
Proteomik, spesifik hastaliklar, toksik ajanlar veya enfeksiyonlar gibi pek ¢ok dis
faktor uyarisi sonucu olusan proteinlerin seviyeleri ve vyapisal 0Ozelliklerinin
belirlenmesi, islevlerinin aydinlatiimasi ve etkilesimleri Uzerinde c¢alisan ve
multidisipliner, teknoloji gerektiren bir bilimdir. Hucrelerin fonksiyonlari genler ve
mRNA’lardan ziyade direk olarak proteinler ile duzenlenir (Arthur, 2003).
Proteinlerin fonksiyonlarinda ise hicredeki lokalizasyonlari, fizyolojik uyaran
sonucu lokalizasyonlarinda meydana gelen degisiklikler ve posttranslasyonel
modifikasyonlari énemlidir. Bu da ancak proteomik c¢alismalari ile belirlenebilir
(Graham ve ark., 2005).

2.1.1. Proteomik Teknolojisi

Protein 6rnegdinin hazirlanmasi

(Protein ekstraksiyonu, ¢ozunurlestiriimesi, DNA érneginin uzaklastiriimasi vb.)

! !
Elektroforeze dayali tekniklerin Kromatografiye dayali tekniklerin
kullaniimasi kullaniimasi
(En ¢ok kullanilan: 2-DE ve 2D-DIGE) (En ¢ok kullanilan: 1D-LC ve 2-LC)
! !

Katle Spektrometresi (MS)
(MALDI-TOF MS, SELDI-TOF MS, ESI-TOF MS, vb.)

l

Proteinlerin Tanimlanmasi, degisikliklerin belirlenmesi

Veri deposu

Sekil 2.1. Proteomiksin genel ¢alisma akisinin semasi.



Proteomik teknolojisi, 6nce ornekteki proteinlerin ayirimi ve sonra bu proteinlerin
tanimlanmasi prensibine dayanmaktadir. ilk asamada 6rnekte bulunan proteinler
yukarida belirtilen ayirma yodntemlerine tatbik edilebilir hale getirilir. Sonra
proteinlerin bu ayirma yontemlerine tatbik edilmesinden elde edilen veriler gerekli
yazihimlar kullanilarak degerlendirilir ve proteinler belirlenir. Son asamada ise kutle
spektrometresi (MS) yontemi ile bu proteinlerin kutleleri saptanir ve kesin ve dogru

olarak proteinlerin tek tek tanimlanmasi saglanir (Graham ve ark., 2005).

2.1.1.1. Ornek Hazirhg:

Hucre ve doku ornekleri; farkli tekniklerle parcalandiktan sonra proteinleri ¢ozinur
hale getirilir. Membran proteinlerinin veya diger hidrofobik proteinlerin
hazirlanmasinda farkli deterjanlar ve indirgeme ajanlarinin  kullaniimasi
gerekmektedir. Ayrica nukleik asitlerin drnek preparatlarinda bulunmasi, izoelektrik
odaklama (IEF) elektroforezinde proteinlerin ayrilmasinda problemlere neden
olabileceginden ortamdan uzaklastirilmalari 6nerilmektedir. Bunun igin nukleik
asitler ya tasiyici amfolitlere baglandiktan sonra ultra santrifij yolu ile veya
endonukleazlarla enzimatik olarak pargalandiktan sonra uzaklastirilir (Chen ve
ark., 2008).

Serum, diger vicut sivilari, hicre ve doku ekstraktlarindan proteinlerin
hazirlanmasi igin analizlenecek ornege ve hedefe gore ornek hazirhgr yapiimasi iyi
bir ayirma ve dogru bir protein tanimlamasi igin gereklidir (Guo ve ark., 2007).
Vucutta yer alan proteinlerin pek gogu serumda bulundugundan, serum ¢ok sayida

protein igerir.

Bu yuzden hastaliklara 6zgu proteinlerin belirlenmesi i¢in serum iyi bir kaynaktir.
Fakat albumin ve immunoglobulinler serumda bulunan proteinlerinin yaklasik %
80-90'1n1 olusturdugundan serumda az miktarda bulunan diger proteinlerin saglikli
bir bicimde belirlenebilmesi icin 6nce bu proteinlerin uzaklastiriimasi
gerekmektedir (Denizli, 2007).



2.1.1.2. Ornek Hazirhginda En Cok Kullanilan Sivi; Kan

En cok calisilan biyolojik sivi, kan plazmasi ve serumdur. Kan santrifijlendikten
sonra ustte kalan sari renkli kisim plazma olarak adlandirilir ve kanin % 55’lik
kismini olusturur. Plazma pihtilagsma proteinlerini de igerir ve bu proteinlerin

ayrilmasindan sonra geriye kalan kisim serumdur (Denizli, 2007).

Hastalik teghisinde de kullanilan temel malzemedir kan. Mililitrede 60-80 mg
protein, yani yuksek derisimde protein icerir. Kanin farkli organlar ve dokularla
temasta bazi proteinlerinin ayirilmasina ve var olan proteinlerin degisimine yol
acar. Bu proteinlerin belirli bir fizyolojik durum ya da hastalik durumunda degisime
ugramasi olasidir. insan plazma proteinleri (izerine yapilan son degerlendirmeler,
vlcutta yer alan ana protein kategorilerinin buyuk ¢gogunlugunun kan plazmasinda
yer aldigini da gostermigtir. Yani ¢ok sayida protein icermesi nedeniyle plazma,
hastaliklara 6zgu proteinlerin belirlenmesi igin ideal bir kaynaktir. Ancak plazma
proteomu, yapisinda yer alan proteinlerin genis derisim araligi (10'°) nedeniyle
oldukga karmasiktir da. Ornegin kanda albimin derisimi 30-50 mg/ml gibi yiksek
bir degerdedir. Hastaliklara 6zgu proteinler; 6rnegin sitokinler ve prostat spesifik
antijen (PSA) ise pg/ml (yani mililitrede bir pikogram; ki, bu da gramin trilyonda biri
demektir) duzeyindedir. Tium plazma proteinlerinin % 90’in1 10 protein, % 9’unu ise
12 protein olusturur ve hastaliklara 6zgl proteinler geriye kalan % 1’lik kisimda yer
alir (Denizli, 2007).

Cizelge 2.1.deki oranlarda da goruldigu gibi; albimin ve immuno-globulinler
plazma proteinlerinin % 80’ini olustururlar ve az miktardaki diger proteinleri
maskelerler. Ornegin, iki boyutlu jel elektroforezinden 6nce bu proteinler
uzaklastirlmazsa, jelde hastaliklara 6zgu proteinlere ait noktalari tespit etmek
neredeyse olanaksizdir. Dolayisiyla bu proteinlerin uzaklastiriimasi, Sekil 2.2.’den

de anlasilacagi gibi proteom analizinde biyuk énem tasir (Denizli, 2007).



Cizelge 2.1. Kan plazmasindaki proteinlerin bulunurluk oranlari (Denizli, 2007).

Plazma Proteinleri %

Albimin 54.0
IgG 17.0
Apolipoproteinler 4.0
a1-Antitripsin 3.8
a2-Makroglobulin 3.6
IgA 3.5
Transferrin 3.3
Haptoglobulin 3.0
IgM 2.0
a1-Asit Glikoprotein 1.3
Diger 4.5

mElA gEl B

Sekil 2.2. Albumin ve IgG uzaklasgtiriimadan once ve sonra (Denizli, 2007).



2.1.1.3. Kandan Protein Uzaklastirilmasi ile ilgili Literattir

Son yillarda plazma protein igeriginin  belirlenmesinde albumin  ve
immunoglobulinlerin uzaklastirilmasi igin birgok ticari Gran geligtiriimigtir. Bu
aranlerin  bircogunda kullanilan temel yaklasim; albumine ¢ekilmeye yuksek
yatkinlhk gosteren bir tekstil boyasi olan “Cibacron blue”, immunoglobulinler igin ise
“Protein A/G” kullanmaktir.

Literatirde az bulunan proteinlerin tayini i¢in yapiimis en son calismalar arsinda;
HPLC-Cip LC/MS/MS c¢ok-boyutlu ayirma yaklagimi ile maskeleyici 14 protein
¢esidinin insan serumu ve plazmasindan ayrigtiriimasi (Zolotarjova ve ark., 2008),
afinite ve psodo-afinite kromatografisi kullanilarak se¢imli HSA ve IgG ayristirmasi
icin optimum kosullarin saptanmasi (Urbas ve ark., 2009), recine bazl
immunoafinite yaklagimlarindan farkl bir ydontem olan indirgeyici-ajan araciligi ile
albumin ve transferrin gibi disulfitce zengin yuksek derigimli proteinlerin serum ve
plazmadan ¢okturilmesi (Warder ve ark., 2009) ve proteomik analiz igin hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile plazmadan a-1-antitripsin ve albimin uzaklastiriimasi
(Mahn ve ark., 2010) 6ne ¢ikmaktadir.

2.1.2. Protein Ayirma Metodlari

Cok cesitli protein ayirma metodlari bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan yéntemler
ise; iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE), iki boyutlu diferansiyel jel elektroforezi (2D-
DIGE) ve tek ve iki boyutlu sivi kromatografisi (1D-LC ve 2D-LC) olarak kargimiza
¢ikar (Kurban ve ark., 2010).

2.1.2.1. iki Boyutlu Elektroforez

Elektroforez; proteinlerin elektriksel bir alan icerisinde buyukluklerine, molekdl
agirliklarina, sekillerine, yuklerine bagli olarak elektrik akiminin tesiri ile hareket
etmeleri esasina dayanir. Proteomik analizi ve protein ayristirmasinda ise 2-DE
metodunun gelismesi bir donim noktasi olmustur. 2-DE, kompleks protein
karigimlarinin ayrilmasinda kullanilan en énemli tekniklerden birisidir. 2-DE’de iki

ayirma teknigi kullanilarak binlerce proteinin tek adimda ayrilmasi saglanir. Birinci



yonde |IEF elektroforezi ile pH gradientinde yuk bagimh ayirma ve ikinci yonde
sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekul
agirhigina bagimh ayirma metodlari uygulanir. Her bir teknik kendi basina 100
proteini ayirma kapasitesine sahipken, birlestiklerinde 1000-3000 polipeptidi
ayirabilirler. Ayrica, uygun bir boyama ile ornekteki 1 ng kadar kiguk proteinler

saptanabilmektedir (Guo ve ark., 2007).

Jellerin Degerlendiriimesi

Proteinlerin dogru olarak belirlenebilmesi igin iki boyutlu elektroforez jellerinin
goruntt analizinde ¢ok fazla sayida protein jelinin karsilastirimasi gerekmektedir.
Fakat jellerin gorintlisu tam olarak 6rtismediginden jeller arasindaki farkliliklar
goruntu karsilastirmasinin degerlendirmesini guglestirmektedir. Ayrica, bir jelde
cok fazla sayida protein bulundugundan protein belirlenmesinin dogru olarak

yapilabilmesi igin gelismis bilgisayar programlarina ihtiya¢ duyulur.

iki boyutlu elektroforez jellerinden proteinlerin tanimlanmasi ile elde edilen biyik
miktardaki veri protein 2-DE veri tabanlarinda depolanmaktadir. Ayni proteinler
jelde ayni pozisyona sahip oldugundan, iki yonlu elektroforez jellerinin goruntuleri
veri tabanlarinda karakterize edilmis goruntiler ile kargilastirilarak proteinler

tanimlanir (Graham ve ark., 2005).

2-DE teknolojisi protein ayiriminda standart olmakla birlikte proteinlerin kitle ve
¢6zunurlugu ile sinirhidir. 2D-DIGE ise 2-DE teknolojisinden gelistiriimis ve kisa
sure once kullaniimaya baslanmis bir teknolojidir. 2D-DIGE metodunda jel
elektroforezinden Once degisik hastalik veya caligmalara ait proteinler farkli iki
floresan boyasi ile isaretlenir. Farkl kutle ve dalgaboyuna sahip boyalar ile isaretli
bu proteinler daha sonra 2-DE yapilarak elde edilen jelin farkli dalga boylarinda

taranarak kontroller ile karsilastiriimasi ile tanimlanir (Eggeling ve ark., 2001).

2.1.2.2. Tek ve iki Boyutlu Sivi Kromatografisi

Kromatografi, herhangi bir karisimdaki maddelerin biri hareketli ve digeri sabit olan
iki faz yardimiyla birbirinden ayrilmasi islemidir. Bilesenlerine ayrilacak karisim,

sabit fazin baslangi¢ bolgesine konur ve hareketli fazin ileriye dogru ilerletiimesi



sirasinda ¢6zdugu karigimdaki maddeleri de sabit faz Uzerinde degisik hizlarda
ilerletir. Bilesenler, fizikokimyasal 6zelliklerine gore sabit fazin farkli bolgelerinde
tutularak birbirlerinden ayrilirlar. Kromatografinin dayandidi fizikokimyasal olaya
gb6re veya sabit ve hareketli fazlarin yapilarina gore cesitli kromatografi teknikleri

vardir.

1D-LC proteinleri izoelektrik noktalari, kutleleri veya hidrofobikliklerine gore ayirir.
En cok kullanilan 1D-LC, proteinleri hidrofobikliklerine gore ayiran ters faz sivi
kromatografisidir. 2D-LC’de proteinler once izoelektrik noktalarina, ikinci olarak
hidrofobikliklerine gore ayrilir. Standart strateji 2D-LC fraksiyonlarinda ¢ok fazla
saylida protein oldugundan Ornekteki proteinlerin tanimlanmasi ve Ornekler
arasindaki farkliliklarin  belirlenmesi i¢cin gelismis bilgisayar programlarinin
kullanimidir. Fakat hala 2-DE’de kullanilanlara benzer gelismis programlarin
yapilanmasina ihtiya¢ vardir (Sheng ve ark., 2006).

2.1.2.3. Kutle Spektrometresi (MS)

Proteomikteki gelismeler ve proteomike dayali biyoigaretgilerin kesfi MS’deki
gelismelerle yakindan iligkilidir. MS manyetik veya elektriksel bir alanda hareket
eden yuklu partikalleri kutle/ylk (m/z) oranlarina gore diger yukla partiktllerden
ayirt ederek analizleme esasina gore calismaktadir. MS ile proteinlerin ve
peptidlerin tanimlanmasi, molekuler kutle ve 0Ozellikle posttranslasyonel
modifikasyonlarin belirlenmesi saglanmaktadir. Bu amacla en yaygin olarak
kullanilan sistemler Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight
(MALDI-TOF), Elektro Spray lonization Time of Flight (ESI-TOF) ve Surface
Enhanced Laser Desorption lonization (SELDITOF) olarak siralanabilirler (Hilario
ve ark., 2006).

Ayirma yontemleri ile tanimlanan proteinlerin MS ile dogrulanmasi gerekmektedir.
Proteinlerin MS ile tanimlanmasi i¢in iki temel yaklagim vardir: Birinci yaklasimda
ornekteki proteinler enzimatik olarak pargalandiktan sonra proteini olusturan peptid
parcalarinin (bir ayirma metodu ile belirlendikten sonra) katleleri MS ile belirlenir.
Daha sonra karisimdaki bireysel peptidlerin olgulen kutleleri, bir proteinde

bulundugu dusunulen teorikge turetilmis peptid katleleri ile kiyaslanarak protein
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tanimlanir. Bu vyaklagim, baslangigtaki oOrnekten c¢ok fazla sayida peptid
tirediginden proteomikin karmasikhgini artirmaktadir. ikinci yaklasimda ise énce
protein MS ile belirlenir ve sonra eger gerekli ise peptidler tanimlanir (Nedelkov ve
ark., 2006). Yeni kanser biyoisaretcilerin ¢odu ikinci yaklagsimin modifikasyonu ile
geligtirilen SELDI-TOF teknolojisi kullanilarak yapilmigtir. MALDI-TOF ise dusuk
konsantrasyon ve dusuk molekal agirhkh proteinlerin  ylUksek ozgullik ve

duyarhlikta ayirimini ve tayinini mimkun kilmaktadir (Kurban ve ark., 2010).

2.1.2.4. Protein Mikrogip Teknolojisi

Protein mikroarray (mikrogip) teknolojisi proteinlerin kiiglk bir alanda yakalanarak
sabitlenmesi ve sonra bu proteinlerin analiz edilmesi prensibine dayanmaktadir.
Temel olarak analitik ve fonksiyonel olmak Uzere iki tip protein mikroarray vardir:
Analitik mikrogipte proteinlere baglanabilme &zelligine sahip olan spesifik
molekuller kuguk bir cam yuzey uzerine yerlegtirilmistir. Bu 6zel cam yuzey
secilirken amacg proteinlerin ylzey Uzerinde sabitlenmesi ve maksimum
baglanmanin gerceklestiriimesidir. SollUsyonundaki proteinler bu molekiillere
baglanir ve ylkamadan sonra belirlenirler. Antikor mikrogip en ¢ok kullanilan
analitik mikrogiptir. Bu tip mikrogipler genellikle klinik tanida, saglikli ve hastalikli
dokudaki protein farkliliklarini ve hastalik durumunda proteinlerde meydana gelen
degisiklikleri tanimlamak icin kullaniimaktadirlar. Fonksiyonel protein mikrogip ise
analitik mikrogipten tum fonksiyonel proteinlerin tanimlanmasi ile ayrilir. Bu
Olcimde protein cipler protein-protein, protein-DNA, protein-RNA ve protein-
fosfolipid gibi pek ¢ok protein etkilesimlerini calismak igin kullanilirlar (Hail ve ark.,
2007).

Protein c¢ip Uzerindeki reaktif proteinler floresan, fotokimyasal veya radyoizotop
yontemlerle isaretlendikten sonra belirlenirler. En c¢ok floresan isaretleme
kullaniimaktadir. Protein mikrogip teknolojisi ile MS’nin birlikte ¢alistigi sistemlerde
ciplere bagh proteinler MS ile belirlenmektedir. SELDI-TOF MS dayali protein
mikroarraylar MALDI-TOF MS’nin varyanti olmakla birlikte ayni anda fazla sayida
ornedin ve Ozellikle kiguk molekuler agirlikl proteinlerin analizini saglamalari

acisindan avantajhdirlar (Guo ve ark., 2007).
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2.1.2.5. Proteomik Teknolojisinin Sinirhiliklan

GunUumuzde kullanilan protein ekstraksiyon protokolleri tum biyolojik 6rneklerin
hepsine uygulanamamaktadir. Hidrofobik proteinler kolaylikla ekstrakte edilemez
ve iki yonlu elektroforez jelleri lUzerinde gosterilemez. Bir proteomdan beklenen
proteinlerin ¢ogunun hidrofobik olmasi ise bu sorunun artmasina sebep
olmaktadir. Ayrica, ekstrakte edilmis olan proteomdaki proteinlerin gosterilebilmesi
anlaminda da sinirhliklari vardir. Proteomik analizi icin kullanilan kiguk hacimlerde
(~10-300 pl) bulunan proteinler tanimlanabilmeleri icin yeterli miktarda olmayabilir
veya dusuk konsantrasyondaki bu proteinler total proteinlerin analizi suresince

belirlenmeyebilirler (Guo ve ark., 2007).

2.1.3.Tipta Proteomik

Proteomik fenotip belirlemenin en dogru ve guvenilir yolu olarak ortaya ¢ikmigtir.
Tipta, hastaliklarin tani ve takibinde, terapoétik uygulamalarin etkilerinin izlenmesi
ve patojenik mikroorganizmalara kargi etkin ilag ve agi gelistirmede
kullanilabilecek hastaliga 6zgun proteinlerin yani yeni belirleyicilerin belirlenmesi
gibi cok 6nemli uygulamalara sahiptir. Ornek igerisinde az miktarda bulunan ama
belirleyici olabilecek proteinlerin ayrimi igin ¢ok hassas bir g¢alisma ve iyi bir
g6zlem gerekmektedir. Bu proteinlerin tanimlanmasi, hastaligin gelisimi ile ilgisi ve
bu verilerin bilgi bankalarinda toplanarak degerlendiriimesi ile normal biyolojik
sureclerin ve hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin tanimlanmasi
amaclanmaktadir. Normal-hastalik veya yasli-gen¢ vb. iki farkli durum arasindaki
ekspresyon farkliliklarinin tanimlanmasi baslica onkolojide olmak Uzere noéroloji,
kardiyoloji, nefroloji ve enfeksiyon hastaliklari gibi pek ¢ok dalda tani ve tedavide

onemli gelismeler saglamaktadir (Han ve ark., 2008).

2.1.3.1. Erken Kanser Tanisinda Proteomik

Proteom teknolojisi ile kanser tanisi i¢in yeni biyobelirleyicilerin tanimlanmasi ve
bu biyobelirleyici molekullerin analizi ile erken kanser tanisinda onemli adimlar
atilmistir (Nedelkov ve ark., 2006).
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Gunumuzde tek biyobelirleyici analizleri ile yapilan kanser tanisinin 6zgulluk ve
hassasiyeti yeterli degildir. Proteomik teknolojisi kullanilarak tek biyobelirleyici
analizinde kargilasilan bu problem c¢oklu biyobelirleyici analizi ile ortadan
kaldiriimakta, yuksek ozgulluk ve duyarlilikta erken donemde kanser tanisi
mumkun olmaktadir. Cunku proteomik teknolojisi ile birden fazla biyobelirleyici
molekulin ekspresyon degdisimleri olduk¢a yuksek bir 6zgullik ve duyarlilikla
degerlendirilebilmektedir. Bu amagla kanser ve normal doku proteinleri
kargilastirilarak farkh olan proteinler belirlendikten sonra bu proteinlerden
belirleyici olarak prediktif degeri en iyi olanlari bulunur ve saflastirmasi yapilir
(Kuramitsu ve ark., 2006).

2.1.4. Toplumsal Proteomik

Toplumsal proteomik toplumun kendi icinde ve toplumlar arasinda insan
proteinlerinin belirlenmesi, farkhliklarinin tanimlanmasi ve hastaliga spesifik
proteinlerin kesfi icin yapilan genis olgekli ¢alismalarin timUinu kapsar. Standart
immunolojik tayini ile yuzlerce proteinin derisimi belirlenebilmekle beraber yapisal
degisimleri ve saglikli ve hasta grubunda dagilimi ile ilgili ok az bilgi saglanir.
Toplumsal proteomikin amaci ilk olarak proteinlerin genel populasyondaki
frekansini ve yapisal farkhliklarini belirlemek ve sonra bu farkliliklarla spesifik

hastaliklar arasindaki iligkiyi ortaya koymaktir (Nedelkov ve ark., 2008).

Bu konudaki ilk calisma 96 saglikli erigkinin plazmasinda orta veya fazla miktarda

bulunan 25 plazma proteininin arastirildigi calismadir (Nedelkov ve ark., 2005).

insan proteomunun karmasikhigindan dolayi heniiz toplumsal proteomik alaninda
yeterli ilerleme saglanamamistir ve bu konuda yapilacak genis olgekli calismalara

ihtiyag vardir.

Sonug olarak hastaliklar, toksik ajanlar veya enfeksiyonlar gibi faktorler sonucu
olusan proteinlerin seviyeleri ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi ve iglevlerinin
aydinlatiimasini amagclayan proteomik ¢aligsmalarinda basariya ulasildigi takdirde,
Ozellikle erken kanser tanisi olmak Uzere pek ¢ok hastaligin tani ve tam hedefe

yonelik tedavisi saglanabilecektir. Proteomik teknolojisi 6zellikle kanser tanisi igin
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dogru ve guvenilir belirleyicilerin belirlenmesinde 6nemli avantajlar saglamakla
birlikte gunumuzde yaygin olarak aragtirma laboratuarlarinda kullaniimasina
ragmen henuz klinik laboratuvarlarda yaygin kullanilir hale gelmemistir. Proteomik
teknolojisinin yaygin olarak kullaniimasinda metotlarin standardizasyonu ve olgim
sistemlerindeki teknolojik ilerlemeler onemli rol oynayacak ve proteomik
teknolojileri ve biyobelirleyiciler klinik laboratuvarlarda yakin zamanda yerini
alacaktir. Toplumsal proteomik calismalari ile toplumlarin protein haritalarinin
clkarilmasi ve bodylece proteinlerin genel populasyondaki dagilimi yapisal
farkhliklarin belirlenmesi ve sonra bu farkliklilarla spesifik hastaliklar arasindaki

iliskinin ortaya konmasi planlanmaktadir (Kurban ve ark., 2010).

2.2. Nanoteknoloji

Nanobiyosistemlerin bilim ve muhendisligi, nanoteknolojinin en hizli gelisen
sektorlerinden biridir. Tek atom ve molekulleri incelemek icin yeni teknikler
geligtirilirken nanometre boyutlarindaki atomik ve molekiller dizenin maddenin
Ozellikleri ile nasil bagdastiginin kesfine yarayan cihazlar da bulunmustur. Bu
buluslar, yaygin uygulama alani bulan birgok malzeme ve gerecin elde edilme
yontemini tamamen degistirmiglerdir. Nano Olgekte maddelerin ve yapilarin
kontroll, muhendislik yaklagimlari ile mimkidn olur. Nanobilim ve nanoteknolojinin,
biyoloji ve tip arastirmalarini da tamamen degistirecegine bilim dunyasinin énemli

bir boélumu inanmaktadir (Vogel ve ark., 2003).

Nanoteknolojinin Amacglari

e Nanometre Olgekli yapilarin analizi,

¢ Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlagiimasi,

e Algilandan farklhh ve Ustun malzeme 0&zellikleri/Uretim sdreclerinin  elde
edilmesi,

e Daha dayanikli, daha hafif, daha hizl yaplilar,

e Daha az malzeme ve enerji kullanimidir.

Nanoteknolojinin Avantajlari
e Saglam

e Kaliteli
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e Uzun dmurlu

e Ucuz

e Hafif

e Kuguk cihazlar
e Fonksiyon

e Kullanimda kolaylik.

2.2.1. Nanoolgek Nedir?

1-500 nanometre blyuklik araligina nano dlgek denir (Biggs, 2003).

NANOSKOPIK EBATLAR  Hierese

Mikrobik

Atomik Molekller  MNanoskopik Viriis

- )

Sekil 2.3. Nanoskobik ebatlarin gésterimleri (Karakus, 2006).

Nano, kelime anlami ile herhangi bir fiziksel buyudkliguan bir milyarda biri demektir.
Nano yapilar uzunluk olarak bakildiginda yaklasik 10-100 atomluk sistemlere (10
metre) karsilik gelmektedirler. Nano o6lgek seviyesinde malzemelerin 6zellikleri
makroskopik olgekten tamamen farkli olup nano dlgege yaklastikga birgok 6zel ve
yararll olay ve yeni 6zellikler ortaya cikmaktadir. Ornegin, iletim 6zellikleri
(momentum, enerji ve kuitle) artik sdrekli olarak degil ancak kesikli olarak
tanimlanmaktadir. Benzer olarak, optik, elektronik, manyetik ve kimyasal
davranislar klasik degil kuantum olarak tanimlanmaktadir (TUBITAK, Nanobilim ve
Nanoteknoloji Stratejileri, 2004).
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2.2.2. Nanoteknolojide Yeni Geligmeler

Biyologlar tarafindan geligtirilen optik mikroskopi, canli hucreler ve
organizmalardaki dinamik olaylarin dizenlenmesini ve anlasiimasini saglayan bir
tekniktir. In vivo kosullarda organ ve organ fonksiyonlarinin izlenmesi, manyetik
rezonans izlenimi (NMI), Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) ve ultrases ile
mumkundur ama bu teknolojilerin higbiri dogru nanometre uzaysal ¢oézunuarlige
sahip degildir. PET ve NMI molekuler segicilik saglar. Teknolojilerin izlenimindeki
en buyuk aralik, ¢ok buyuk biyolojik supramolekullerin incelenmesi veya ayirma
teknikleri veya nukleer manyetik rezonans (NMR) ile bozulmalaridir. Ginumuzde
optik mikroskopi icin bunlar g¢ok kiglktir. Ornek olarak, transkripsiyon faktor
kompleksleri, baglanan kompleksler, ribozomlar, plazma membranlari, ekzo ve
endo sistemler iceren protein ve membranca zengin kompleksler, multienzim
islemleri verilebilir. PET ve NMI secilen bilesenlerin izolasyonu ve derigimlerinin
belirlenmesi ve sistemde reaksiyon oranlarinin bulunmasini saglayabilir (Vogel ve
ark., 2003).

Pek c¢ok yeni teknoloji, nanoteknoloji ve hucre biyolojisi arasindaki iligkiyi
aciklamaya basglamistir. Yukarida da aciklandidi gibi, optik izlenim teknolojisi
proteinlerin dagilimini GU¢ boyutlu olarak nanodlgekte ve daha kisa slrede
izleyebilmektedir. Canli hiicrelerdeki fiziksel baglamlar iginde molekuler karisimlar
hakkindaki sorularin artmasi, yeni arastirmalar yapilmasini saglamistir.
Nanoteknolojideki gelismeler, cesitli fiziksel buyUklUklerin dlgultp, tercime
edilmesine yonelik mikronalti hlcresel bdlgelere ve hicresel cevaplarina izin
vermesiyle baslamigtir. Bu nedenlerden dolaylr biyomedikal uygulamalar,
mikro/nanouretim, sentetik nanosistemler ve diger yaklagimlar gelismeye

baslamistir (Vogel ve ark., 2003).

2.2.3. In Vivo Nanoproblar

Nanoproblar, proteinlerin fonksiyonel bdlgelerinin degerlendiriimesini ve canh
hicrelerdeki diger biyomolekullerdeki yapisal degismelerin tespitini belirleyen,
optik olarak kombine edilmis problardir. Ornegin tekli-Yesil Floresan Protein

(GFP)-esasli indikatérler pH’a cevap vermek igin, serbest Ca** veya redoks
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potansiyelleri, molekul i¢i Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET)-esash
indikatorler hiicre ici Ca?*, siklik Guanozin Tri Fosfat (GTP), GTPaz ve kinaz
aktivitesini biyomolekullerdeki gugcler kadar iyi ydnetebilmek igin geligtiriimigtir.
Protein-protein iligkileri, Adenozin Mono Fosfat (AMP) dinamikleri, membran
bolgelerinin demetleri de ayni zamanda molekul i¢ci FRET-esasl problar ile
arastirimaktadir. Elektrokimyasal surecgler, membran gegis gerilimleri, iyon akimi

ve diger hlcresel suregler de bu problarla arastirilabilir (Vogel ve ark., 2003).

2.2.4. Nanosistemler

Nanosistemler, biyolojik hucrelerdeki pek ¢ok farkli 6zelliklerin belirlenmesi igin
gelistirimiglerdir. Ornegin, genetik olarak kodlanmis nanokireler, ic veya dis
reseptorlerin spesifik olarak belirlenmesine yardimci olur. EGer bunlar floresans
Ozellikte veya yuksek elektron yogunluguna sahip olurlarsa, bu reseptorlerin optik
izlenim ve elektron mikroskopu ile ylUksek uzaysal ¢ozunurlikte tespitleri de
muamkin olur. Nanokurelerin bagka bir tipi ise, molekller gruplarin hicre
sinyallerini ve metabolik yollari nasil kontrol ettigini aciklayabilen ¢ok yonlu
ligandlarin kimyasal sentezidir. Bu biyomimetrik malzemeler pek ¢ok yodnden
uygundur. ilk olarak, biyomimetrik organellerdeki protein fonksiyonlarinin test
edilmesinde kullanilabilir. ikinci olarak ise, hiicre organelleri ve bélgeleri arasindaki
iliskiyi agiklamak icin kosullarin belirlenmesinde kullanilabilir (Vogel ve ark., 2003).
Hucre fonksiyonlarinin nanoteknoloji esasli in vivo analizi, hicre duzenlenmesinde
Ozellikle kornea/tendonlardaki kollajen belirlenmesi ve membran organizasyonu
gibi alanlarda faydalidir. Ornek olarak, endoplazmik retikulum membranlarinin
kristal yapida kendiliginden organizasyonu verilebilir. Bu sureg, kararli bir yapi igin,

dusuk afinite iligskilerine gereksinim duyar (Vogel ve ark., 2003).

2.2.5. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar

Nanoteknolojinin gelismekte olan pekg¢ok potansiyel uygulama alani mevcuttur.
Bunlar arasinda; kuguk, hizli, akilli ve ¢oklu analiz yapabilen sensoérler; kuguk,
yuksek yogunluklu ve hizli ozelliklere sahip elektronikler ve optikler; daha iyi
kontrol ve daha iyi salinim yapabilen ila¢ salim sistemleri; ylksek dayanikhlik,

kararhlik ve optik 6zelliklerinden dolay1 kompozit ve film yapimi; elektrik, yuksek
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yogunluk depolamasi gibi 6zelliklerinden dolay! enerji; yumusak iyilestirme filmleri,
oto-lens gibi sistemlerde kullanilabilen akilli sistemler; istenen Urin Uzerinde
calisan nanofabrikalar sayilabilir. Bu potansiyel uygulama alanlarina sahip
nanoteknolojinin alt dallar ise; Nanomateryaller, Nanoelektronikler,

Nanobiyoteknoloji, Nanomakinalar olarak sayilabilir (Biggs, 2003).

2.2.5.1. Nanobiyoteknolojinin Tanimi

Nanobiyoteknolojinin tanimi, calismalar sirasinda ortaya c¢ikan bir konunun
geligsimi ile bulunmustur. Nanobiyoteknoloji, nanoteknolojinin tip ve biyoloji ile

birlesiminin baslangi¢ noktasi olarak tanimlanabilir (Vogel ve ark., 2003).

Gunumuzde modern biyoteknoloji, tipta tani ve tedavi igin, tarim, hayvancilik,
endustriyel, gida vb. birgcok dalda genetik tureviendirmeler ile Grin tarind,
verimliligini artirmak ve ekonomik dretim olanagi saglamak yoninde
kullanilmaktadir. Bunlarin dogru yapilmasi, risklerinin belirlenmesi ve ortadan
kaldiriimasi icin de hem genetik degigsimlerin hem de bunlarin Urlnlerinin son
derece duyarli ve hizli olarak taninmasi ve miktarlarinin belirlenmesine gereksinim
vardir (TUBITAK, Nanobilim ve Nanoteknoloji Stratejileri, 2004).

Biyolojik olaylari kontrol eden biyolojik molekillerin (basta proteinler olmak Uzere)
varlklarinin, fonksiyonlarinin ve aralarindaki iligkilerin tanimlanmasi gelismis
molekiler analiz ydntemleri gerektirir (TUBITAK, Nanobilim ve Nanoteknoloji
Stratejileri, 2004).

Bugun yeteri kadar hizli, ¢cok sayida ornegi ayni anda degerlendiren, gok dugsuk
derigsimlerde Olgim olanagi veren cihazlar yoktur. Biyogip teknolojisi bu yonde
geligtirilen en 6nemli teknoloji olarak goézikse de, henlz istenilen olgumleri
tanimlanan hizda, nitel/nicel sekilde yapan ve yaygin kullanima olanak verecek
sekilde ekonomik olmaktan ¢ok uzaktir. Gelecekte mutlaka molekuler dizeyde
Olcum yapan, nanoteknolojinin simdilik ¢ogu bilinmeyen veya Urune
donusturilemeyen avantajlarini kullanan yeni yaklasimlara gereksinim olacaktir
(TUBITAK, Nanobilim ve Nanoteknoloji Stratejileri, 2004).
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2.2.5.2. Nanobiyoteknolojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji nanometre boyutlarindaki nesnelere dayali bir teknolojidir.
Nanoteknolojinin malzemeler, aletler ve sistemler gibi pek ¢ok dalda gelismesi
beklenmektedir. GUnimuizde nanomalzemeler hem bilimsel alanda hem de ticari
uygulamalarda kullaniimaktadir. 10 yil 6ncesine kadar, boyuta bagh kimyasal ve
fiziksel Ozelliklerinden dolayr nanokureler c¢alisilmaktaydi. Gunumuzde ise,
nanokureler ticari uygulamalarda da kullanilmaya baglanmigtir (Salata, 2004).

Canli organizmalar yaklasik 10 ym boyutlara sahip hicrelerden olusmaktadirlar.
Fakat hicre bolumleri daha kuaguktur ve mikron alti boyutlardadirlar. Proteinler ise
5 nm boyutlarindaki partikillerdir, bu sayede sentetik klg¢lk nanoyapilar ile
kargilastirilabilirler. Asagida, nanoyapilarin tip ve biyolojide kullanilan bazi

uygulama alanlari verilmektedir:

a) Floresan biyolojik etiketler (Bruchez ve ark., 1998; Wang ve ark., 2002).

b) llag ve gen salinimi (Mah ve ark., 2000; Panatarotto ve ark., 2003).

)
)
c) Patojenlerin biyotanimasi (Edelstein ve ark., 2000).
d) Protein analizi (Nam ve ark., 2003).

e) DNA yapilarinin saptanmasi (Mahtab ve ark., 1995).

f) Doku muhendisligi (Ma ve ark., 2003; De la Isla ve ark., 2003).

g) Isi ile timor parcalanmasi (Yoshida ve ark., 1999).

h) Biyolojik molekullerin ve hucrelerin saflastiriimasi (Molday ve ark., 1982).

i) Fagokinetik ¢caligmalar (Parak ve ark., 2002).

Nanokureler es boyutlu olduklari igin biyoetiketleme uygulamalarina uygundurlar.
Fakat boyut nanokurelerin karakteristik Ozelliklerinden sadece bir tanesidir.
Biyolojik etiketleme, biyolojik veya molekuler kaplama, biyoinorganik yluzeye sahip
tabaka olusturma nanokirelere bagh olarak yapiimaldir. Biyolojik kaplama,
antibadileri, kollajen gibi biyopolimerleri, kiguk molekullerin monotabakalarini
icermektedir. Sonug olarak, optik tespit teknikleri gibi nanokureler ya isima
yapmall ya da optik Ozelliklerini degistirebilmelidir. Nanobiyomalzemelerin

yapiminda kullanilan yaklasimlar Sekil 2.4.’de gdsterilmistir (Salata, 2004).
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Sekil 2.4. Tibbi ve biyolojik problemlerde nanobiyomalzemelerden yararlanilan
uygulamalar (Salata, 2004).

2.2.5.2.1. Doku Mihendisligi

Dogal kemigin yuzeyi, yaklasik 100 nm partikuller icerir. Eger yapay kemik,
dimduz ise vucut bunu reddeder. Cunku yuzey, implantin yuzeyini kaplayan lifli
doku yapisini olusturmak zorundadir. Bu tabaka, kemik-implant iligkisini azaltir ve
bu yuzden implant kaybina neden olabilir. Eger kalga ve diz protezlerinde yuzeyde
nano boyut Ozelligi saglanirsa reddetme riski, osteoblast olusumunu uyararak
azalir. Osteoblastlar, kemik matriksinin bdyUmesinden sorumlu hucrelerdir ve
gelismekte olan kemigin ylzeyinde bulunur. Bu uygulamanin etkinligi, polimerik,
seramik ve son zamanlarda metal malzemeler ile kanitlanmaktadir. insan kemik

hacrelerinin % 90’dan fazlasi nanoyapili metal malzemeler yapisabilir ama
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bunlarin sadece % 50’si kontrol 6rnegindedir. Bu sonuglara dayali olarak daha
dayanikli ve uzun sudre kullanilabilen diz ve kalga protezleri tasarimi yapilabilir
(Gutwein ve ark., 2003).

Titanyum, ortopedi ve dis hekimligi alanlarinda sik¢a kullanilan bir onarim
malzemesidir. Catlamalara kargi yluksek direng, yumusaklik gibi 6zelliklere sahiptir.
Fakat hicre yapismasina ve gelisimine katkida bulunamaz ve biyoaktivitesini
kaybeder. Apatit kaplamalar biyoaktif olarak bilinirler ve kemige baglanabilirler. Bu
yuzden, titanyum Uzerine apatit kaplama ¢alismalari ge¢gmiste ¢ok fazla yapilmigtir
(Salata, 2004).

Fakat bu kaplamalar, esboyutlu bir incelige sahip degillerdi. Zayif yapisma
Ozelliginde olup mekanik gugleri ise ¢gok duguktlu. Sonug olarak, hucre geligimi igin
kararlh gb6zenekli bir yapiya ihtiyag duyulmustur. Tabaka Uzerinde 60 nm
boyutlarinda kristaller olmali, kararli ve nanogdzenekli bir yapida olmali ve
biyoaktif olmalidir (Ma ve ark., 2003).

Gercek kemik bir nanokompozit malzemedir. Organik matriks icinde genellikle
kollajenden olusan hidroksiapatit kristalleri vardir. Mekanik olarak gugli ayni
zamanda da esnektir. Gelistirilen nanodlcek mekanizmasi bu 6zelliklerin uygun

kombinasyonundan olugur (Salata, 2004).

Yapay bir melez malzeme, 15-18 nm seramik nanoklrelerinden ve
poli(metilmetakrilat) kopolimerinden hazirlanir. Viskoelastik davranis gésteren

insan digleri yapilabilir (De la Isla ve ark., 2003).

2.2.5.2.2. Kanser Tedavisi

Fotodinamik kanser terapisi, atomik oksijen ile Uretilen lazer tarafindan, kanser
hucrelerinin yikimina dayanir. Atomik oksijen Uretilirken kullanilan 6zel bir boyanin
bayuk miktari, saglikli hlicreye oranla kanser hlcresinde daha ¢ok etki yaratir. Bu
yuzden, sadece kanser hucreleri pargalanir. Maalesef, boya molekdlleri cilde ve
gOzlere go¢ eder ve bu da hastayl gunes 1sigina bile ¢ok duyarli hale getirir. Bu
etki alti hafta kadar surebilir (Salata, 2004).
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Bu etkiden kaginmak igin boya molekulu hidrofobik olarak uyarlanir ve gézenekli
bir nanokure igine konulur. Boya sadece nanokure iginde kalir ve bdylece vicudun
diger bolgelerine yayllmaz. Ayni zamanda, oksijen uretme yetenegi etkilenmez ve
yaklasik 1 nm civarindaki gézenek boyutu oksijenin disari difizlenmesine olanak

saglar (Roy ve ark., 2003).

2.2.5.2.3. Biyolojik Analizlerde Cok Renkli Optik Kodlama

Yariiletken ve bilesiklerin hazirlanabilen kuantum noktalari, gesitli biyoetiketleme
uygulamalarinda organik boyalarin yerine basariyla kullaniimaktadir. Bu, farkh
floresans Ozelliklerine sahip kuantum noktalarinda polimerik mikrokurelerle
karistirilarak tek basamakta uygulanmistir. Kuantum noktalarinin kontroli tam
olarak saglanmistir. Bu deneylerde nanokire kullaniimasi 6 farkli renk
olusturmustur. Bu da 1 milyonun Gzerinde karigimlarin kodlanabilmesi demektir.
Partikullerin esboyutlulugu ve tekrar kullanilabilirligi partikll karakterizasyonuna

olanak saglar (Han ve ark., 2001; Parak ve ark., 2003).

2.2.5.2.4. Hiicre ve Biyomolekiillerin iglenmesi

Fonksiyonel manyetik nanoklreler, hucre saflastirimasi gibi pek ¢ok
uygulamalarda rol almaktadir. Pek ¢ok manyetik partikil kiresel oldugu igin
nanokurelerin ¢ok fonksiyonel 6zelliklerini sinirlandirir. Alternatif olarak silindirik
nanokureler, nanog6zenekli aluminyum kaliplar iginde metal elektrohareketlilik ile
olusturulabilir. Kalibin 6zelliklerine gére, nanosilindir yarigapi 5-500 nm arasinda
secilebilir, uzunluklari ise 60 ym kadardir. Farkh incelikteki metallerin harekete
gecmesiyle, silindirik nanoyapilarin manyetik ozellikleri ve yapilar degistirilebilir
(Reich ve ark., 2003).

Metal yuzeylerin fonksiyonellidi igin, farkli bolimlere baglanacak ligandlar da farkh
secilebilir. Ornegin, tiol veya karboksil bagli porfirinler altin veya nikel bélimlere
kendiliklerinden baglanirlar. Bu sayede, Floresans bolimleri bulunan manyetik

nanoteller Uretilebilir (Salata, 2004).
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2.2.5.2.5. Protein Analizi

Cizelge 2.2. Biyolojik ve tibbi alanlarda kullaniimak Uzere nanomalzemeleri

gelistiren girketler (Salata, 2004).

Sirket Aktivite Alani Teknoloji

Advectus Life Sciences | ila¢ Salinimi Antitimoér  ilag  tasiyan  polimerik
Inc. nanokdure dretimi

Alnis Biosciences, Inc. Biyo-farmakotikal | ilag salinimi igin  biyobozunabilir

polimerik nanokulreler

Argonide Membran Endatoksin filtrasyonu, ortopedik ve
filtrasyonu dental protezler, DNA ve protein

saflastiriimasi  icin  nanogozenekii
seramik malzemeler

BASF Dis parlaticisi Dis ylzeyini gelistirmek icin
hidroksiapatit nanokireler

Biophan Technologies, | MRI koruma Tibbi aletleri RF alanlarindan korumak

Inc. icin  nanomanyetik/karbon kompozit
malzemeler

Capsulution NanoScience | ilag  ¢6zunirligl | Tabaka tabaka polielektrolit

AG Dynal Biotech igin farmakotik | kaplamalar, 8-50 nm manyetik kireler
kaplamalar
Eiffel Technologies llag salinimi flag partikillerinin boyutlarini 8-50 nm’

ye dislirmek

EnviroSystems, Inc.

Yizey dezenfekte
ediciler

Nanoemdlsiyonlar

Evident Technologies Luminisan Yuzeyinde karboksil ve amin gruplari
biyoetiketleri iceren yariiletken kuantum noktalari

Immunicon Farkli hicre | Hlcre tespiti icin antibadi ile kapli
tiplerinin polimerik bir tabaka ile ¢evrili manyetik

saflastiriimasi

cekirdek

NanoBio Cortporation

Farmakotikal

Anti-mikrobik nano-emuilsiyonlar

NanoCarrier Co., Ltd ilag salinimi ilag, DNA ve protein enkapsilasyonu
icin misel nanokireler

Nanoplex Technologies, | Biyoanalizler igin | Karakterizasyon amagli her nanoproba

Inc biyobarkodlar takili DNA barkodlari

NanoMed ilag salinimi ilag salinimi igin nanokdireler

Pharmaceutical, Inc.

Oxonica Ltd Gunesten Zararli UV ginlari absorplayip Islya
koruyucular donustlren nanokireler

PSiVida Ltd Doku Nanoyaplli g6zenekli silikonun
muhendisligi, Ozelliklerini tagsiyan malzemeler

protez, ilag ve gen

salinimi, biyo-
filtrasyon
Smith & Nephew Bandajlar Nanokristal gimis patojenlere karsi
zehirlidir
QuantumDot Corporation | Luminisens Birlesik yariiletken kuantum noktalari
Biyoetiketleri
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Proteinler hiicrelerin  énemli bir bélimini olustururlar. insan viicudu igin
proteinlerin  fonksiyonelliklerinin  anlasiimasi  6nemlidir.  Altin  nanokureler,
immunohistosimide, protein-protein iligkilerini aciklamak icin ¢cok kullanilirlar. Fakat
bu teknigin ¢ok fazla protein iceren Orneklerde uygulanmasi zordur. Raman
sacilim spektroskopisi tek boya molekullerinin tespiti ve karakterizasyonu igin iyi
bir yontemdir. Tek bir nanokure probu iginde bu iki yontemi birlestirerek protein

karigimlarinin analizi saglanabilir (Cao ve ark., 2000).

2.3. Afinite Kromatografisi

Tum biyolojik surecler molekuller arasi 6zgul iliskilere dayahdir. Bu iligkiler bir
protein ile disuk mol kutleli bir madde (substrat ve enzim gibi) arasinda
gerceklesebilir. Fakat, biyodzgull iliskiler iki veya daha fazla biyopolimer ve
proteinler arasinda gerceklesebilir. Afinite ligandi ile biyomolekul arasindaki iligki

tamamlayici gruplarin derecesi ile artar (Oncel, 2004).

Cizelge 2.3. Afinite kromatografisindeki biyolojik iligkilere érnekler (Oncel, 2004).

Ligand Saflastirilan molekiil
Antibadi Antijen, virus, hiucre
inhibitér Enzim (ligandlar genellikle substrat

analogu veya kofaktor analogudurlar)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hlcre yuzeyi

reseptdrl, membran proteini, hucre

Nukleik asit Nukleik asit baglayan protein (enzim

veya histon)

Hormon, vitamin Reseptor, tasiyici protein

Seker Lektin, enzim, veya diger seker baglayan

proteinler

Sekil 2.5.’de afinite kromatografisinin prensipleri gésteriimektedir. ik basamakta

tasiyici matriks segcilir ve aktive edilir. EJer gerekiyorsa, tasiyicinin aktif
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bolgelerinden kovalent olarak uzatici kol takilir. Ligand adsorban ile uzatici kol
uzerinden tepkimeye girer. Bazi durumlarda ligand-uzatici kol kombinasyonu ilk
basamakta sentezlenir ve daha sonra tasiyiciya tek basamakta immobilize edilir.
Elde edilen afinite adsorbenti karisik ortamlardan ilgilenilen molekulin, tek
basamakli saflagtiriimasinda kullanilabilir. Adsorbent Uzerine baglanan analit
molekulleri, yarismaci molekul ve/veya etkilesim bozucu bir tampon kullanilarak

elte edilir.

Matriks
Adsorpsiyon
N\ >
%_7\\ +
Ligand w
Desorpsiyon

. Yarismal ligand v

; N
o N .
\

Sekil 2.5. Afinite kromatografisindeki temel basamaklarin sematik gosterimi
(Oncel, 2004).
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Deforme eden tampon

2.3.1. Afinite Kromatografi Sureci

Batun protein saflastirma siregleri iyi optimize edilmelidir. CUnkl hi¢bir genel kural
protein saflastirmasinin faktérlerini ve parametrelerini énceden belirleyemez.

Fakat afinite kromatografisi surecini etkileyen bazi genel faktorler ve bunlarin
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saflastirma surecine baglantilari iyi bilinmektedir. Bu faktorler genellikle istenilen
Uriiniin dogasi ve miktari ile tespit edilerek kullanilir (Oncel, 2004; Sadana ve ark.,
1994; Narayanan, 1994).

Afinite Kromatografisinin basarisini etkileyen faktorlerden bazilari asagida

verilmistir: Ligand sec¢imi; Geri kazanim; Tekrarlanabilirlik; Kararlilik vemaliyettir.

Ligand secimi en énemli parametrelerden biridir. Geri kazanim surecin sonunda
elie edilen biyolojik aktif protein miktari ile belirlenir. Tekrarlanabilirlik surecin
gecerliliginin bir dlgusudur. Ligand kararlihdr da kullanilan kolonun dayanikhhigini

ve siirecin maliyetini belirleyen énemli bir faktérdir (Oncel, 2004).

2.3.1.1. Afinite iligkileri

Biyolojik etkilesimlerin kimyasi, genellikle reseptorun reaktif gruplari ve ligand
arasindaki kovalent olmayan iliskiye dayanir. Biyolojik molekuller arasindaki afinite
tepkimeleri bu molekillerin konfigirasyon, yik ve hidrofobisite gibi bazi
Ozelliklerine bagli olan farkl tipteki etkilesimler ile dizenlenirler. Bu degisik gugler
tamamlayici olabilir, toplamlari ayrisma sabitini (Kq) veya baglanma afinitesini
verir.

Kq=[A][BJ/[AB] (2.1.)

Burada o6rnegin A bir antibadiyi, B bir antijeni, AB ise aralarinda olusturduklari
bilesigi simgeler. Baglanma afinitesi ayni zamanda kati destegin 6zelliklerinden ve
protein baglayan kati fazin fonksiyonel yetenegiyle aktivitesinden de etkilenir
(Nisnevitch ve ark., 2001). Ornegin; afinite kromatografisi igin K4 degeri 10°-107 M
arasinda degisir (Mohr ve ark., 1985). Bu durumda kati fazin hem kimyasal hem
de mekanik ozellikleri énemlidir. Kati faz ile ligand arasindaki 6zgul olmayan
etkilegsimler tutarsizdirlar ve oOnceden kestirilemezler, bu yuzden ellUsyon

basamagini zorlastirirlar (Fleminger ve ark., 1990).
Diger taraftan kati faz polimerinin fiziksel yapisi yliksek K4 degerlerinde serbest
ligand ile protein arasindaki etkilesimde sterik engel yaratabilir. Bu problemlerin

her ikisi de hareketsiz bir uzatici kol kullaniimasiyla azaltilabilir (Soltys ve ark.,
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2000; Scouten, 1981). Partikuller biyolojik etkilesim igin K4 sadece uygun elisyon

sisteminin gelistiriimesinde kullanilir (Cochet ve ark., 1994).

Elisyon tamponu ¢ok uygun olmalidir. Bu bdlgesel denatirasyona ve hedef
protein saliniminda aktivite kaybina yol acabilir (Yarden ve ark., 1985). Alternatif
olarak, zayif etkilesimler baglanmanin spesifitesindeki azlik ve dusik saflagtirma

faktorleri ile sonuclanabilir (Oncel, 2004).

2.3.1.2. Matriks se¢imi

Afinite Kromatografisinde kullanilacak olan tagiyici matrikste aranan 6zellikler:

e Genis mol kutleli proteinler ve ligandlarin kolayca etkilesebilmeleri igin
makrogozenekli yapida olmaldir.

e Proteinlerin non-spesifik etkilesimlerinden kendisini korumak igin hidrofilik ve
notral karakterde olmalidir.

e Cesitli kimyasal reaksiyonlarla turevienerek fonksiyonel gruplar icermelidir.

e Turevlenme, rejenerasyon ve bakim sirasinda sert kosullara kargi kimyasal
olarak kararl olmalidir.

e Kolon uygulamalarinda karsilasilan hidrodinamik etkilere,
adsorpsiyon/desorpsiyon ve sterilizasyon kosullarina karsi fiziksel olarak
kararli olmalidir.

e Endustriyel uygulamalar igin ekonomik olmahdir (Oztiirk, 2006).

2.3.1.3. Ligandlarin siniflandiriimasi

Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar, genellikle monospesifik ve grup

spesifik olarak siniflandirilirlar:

2.3.1.3.1. Monospesifik Dusiik Mol Kutleli Ligandlar

Bu grup, steroid hormonlari, vitaminler ve belli enzim inhibitorleri gibi ligandlari
icerirler. Monospesifiklik, bir hicre ekstraktindan veya vicut sivisindan tek veya
¢ok az proteinin bu ligandlara baglanmasini tanimlar. Yuksek spesifiteye ragmen,

non-spesifik baglanmalar gergeklesebilir. Bunun sebebi immobilizasyon veya
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uzatici koldan ligand veya ligand gruplari ile iligki olabilir. Bu problemle basa
cikmanin bir yolu ligandin sadece kendisini iceren ikinci bir adsorban kullanmak ve
desorplanan proteinin uygun kosullarda ligand iceren adsorbandan ge¢gmesine izin
vermektir (Oncel, 2004).

2.3.1.3.2. Grup-Spesifik Dusiik Mol Kutleli Ligandlar

Cesitli enzim, kofaktor ve bunlarin analoglarini igeren en genis ligand grubudur. Bu
grup ayni zamanda, biyomimetik boyalari, boronik asit turevlerini, ¢ok sayida

aminoasit ve vitaminleri de igerir.

Cok sayida cesitli fonksiyonel grup iceren ylksek mol kutleli ligandlar (proteinler
gibi) yapiyi veya fonksiyonu etkilemeden normalde kolayca immobilize edilebilirler.
Dusuk mol katleli ligandlar ise molekulde degisikliklere yol acar. Afinite
etkilesimleri azalirsa, ligand fonksiyonel bir grupla turevlendirilebilir. Kullanilan
fonksiyonel grup kovalent bagla baglanmis olmalidir bu sayede ligand matriksten
kopamaz. Bu, genellikle tek noktadan baglanan kuguk ligandlar igin onemlidir.
Proteinler igin ise ligand ve matriks arasinda pek ¢ok bodlgeden baglanma s6z
konusudur. Ayrica ligand immobilizasyon islemi sirasinda kararliigini da korumak
zorundadir (Oncel, 2004).

2.3.1.4. Ligand seg¢imi

lyi bir afinite ligandinda olmasi gereken 6zellikler agagida siralanmistir:

e Ligand protein ile izole edilmek Uzere tersinir kompleksler olugturmaldir.

e Planlanan uygulama igin spesifite veya baglanma afinitesi uygun olmalidir.

e Kararli komplekslerin olusumu icin kompleks sabiti yeterince ylksek olmalidir.

e izole edilen protein veya ligandi etkilemeden, ortamdaki basit bir degisimle
kompleks kolayca ayrilabilmelidir.

e Matrikse kolayca immobilize edilebilmek igin birtakim kimyasal o6zelliklere
sahip olmalidir (Oncel, 2004).
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2.3.1.5. Uzatici Kol Se¢imi

Genellikle, afinite adsorbani sterik engellemelerden dolayi ligand ile zayif etkilesim
gosterirler. Buna yuksek mol kuatleli ligandlarda ¢ok nadir rastlanirken disuk mol

kitleli ligandlarda sikga rastlanir (Oncel, 2004).

Uzatici kol kullanimi pek ¢ok durumda bu problemi ¢ozer. Genellikle kullanilan
uzatici kollar alifatik, iki ucunda da fonksiyonel grup bulunduran dogrusal
hidrokarbon zincirleridir. Gruplardan biri (genellikle primer amin, -NH,) matrikse
baglanir, diger ugtaki grup ise liganda baglanmak uUzere segcilir. U¢ grup olarak
adlandirilan grup karboksil (-COQ) veya amino (-NH3) grubudur. En ¢ok kullanilan
uzatici kollar, 6-aminohekzonik asit [HoN-(CH,)-COOH], hekzaetilen diamin [H2N-
(CH2)-NH;] ve 1,7-diamino-4-azoheptan’dir (3,3-diamino dipropilamin) (Oncel,
2004).

Uzatici kolun kimyasal yapisi, istenilen uygulamaya goére secilmelidir. Hidrofobik
kollar kolayca bulunabilirler ve basit bilesiklerdir. Fakat non-spesifik etkilesimler
gerceklestirebilirler. En ¢ok kullanilan hidrofilik uzatici kollar ise sentetik
polipeptitlerdir. Ancak bunlar da non-spesifik iyonik etkilesimlere yol acabilirler
(Oncel, 2004).

Uzatici kol kullanmaktaki en 6nemli neden bu kollarin immobilize ligand ile
saflagtirilacak Urun arasinda sterik uygunlugu arttirmalaridir. Bu ylUzden uzatici
kolun uzunlugu énemli bir parametredir. Kisa uzatici kollar sterik etkileri sistematik
olarak elemezlerse, hidrofobik karakterdeki uzun uzatici kollar non-spesifik

adsorpsiyonlara neden olabilirler (Oncel, 2004).

2.3.1.6. Ligandin Destek Matriksine Baglanmasi

Ligand molekullerinin destek matriks Uzerine baglanabilmesi igin i1limli basamaklar

iceren gesitli yontemler vardir (Matejtschuk, 1997). Bu sure¢ 3 basamaktan olusur;

1) Ligandin fonksiyonel gruplari ile etkilesebilmesi icin matriksin aktivasyonu,

2) Ligandin baglanmasi,
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3) Etanolamin gibi dusuk mol kutleli uygun maddeler ile bazi aktif gruplarin

deaktivasyonu veya bloke edilmesi.

Baglama yonteminin ve kosullarin dogru secilmesi matriks ve liganda baglidir.
Oncelikle ligand ile hedef molekll arasindaki 6zgiil etkilesimi etkileyebilecek
girisimleri onleyebilmek icin ligandin matrikse baglanmasi aktif bolge disinda bir
bolgeden yapilir (Oztiirk, 2006). Aktivasyonda elektrofilik bir matriks, liganddaki -
NH2 (amino), -SH (tiyol), ve OH (hidroksil) gibi ntkleofilik gruplarla tepkimeye girer.
Alternatif olarak, nukleofilik gruplar tasiyan bir matriks Uzerine elektrofilik gruplar
tasiyan bir ligand immobilize edilebilir. Bazi durumlarda baglama iglemi

aktivasyonun hemen arkasindan gergeklesgtirilir.

En sik kullanilan yontem, siyonat esterlerine yuksek reaktiflik gosteren agarozun
(ticari olarak kullanilabilen aktive edilmis recine) siyanojen bromur ile
aktivasyonudur. Bu yontemin popdularitesi olmasina ragmen, ligand baglari
saflastirma islemi sirasinda non-spesifik baglanmalar ve ligand baglarinin

kararsizli§i gibi problemler yaratabilirler (Oncel, 2004).

Afinite kromatografisinin ilk dénemlerinde, N-hidroksil-suksinimid (NHS) esterleri
gibi aktif esterler de ligand immobilizasyonunda kullaniimaktaydi. Aktif esterlerin
hazirlanmasi igin karboksilik gruplar igeren matrikse ihtiya¢ vardir. Bu matriksler,
agarozun siyanojen bromur, aktive edilmis karbonatlar gibi hidroksil gruplari iceren
farkh ajanlarla aktive edilerek kolayca hazirlanabilirler. Uzatici kol uzunluguna
dayal farkli m-amino asitlerle basarili bir tepkime saglanabilir. NHS esterleri daha
sonra karboksilik matriksin disikloheksilkarbodiimid ve NHS ile karistiriimasiyla
hazirlanir. Kararlilik problemi yiztinden, N,N,N’,N’-tetrametil (siksinimid) uranyum

tetrafloroborat’a dayali yeni bir yéntem gelistirilmistir (Oncel, 2004).

Polisakkaritlerin aktivasyonu icin diger bir ydntem, hidroksil gruplari iceren
polimerlerle yuksek reaktiflikte karbonat tlrevleri olusturan N’N-distksi-nimidil
karbonat (DSC) kullanimidir. Bu turevler ihml, fizyolojik kosullarda (pH: 7.4)
nukleofillerle tepkimeye girer ve iglem tasiyiciya bagh kararli karbamat baglar ile

sonugclanir.
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Bazi durumlarda yuksek derecedeki yer degistirmenin non-spesifik baglanmalara

yol agabilecegi unutulmamalidir. Antijen molekuliunin pek c¢ok noktadan

baglanmasi antijen ve antibadinin aktif bolgesi arasindaki etkilesimi zayiflatarak

konformasyonu degistirebilir (Oncel, 2004).

Sekil 2.6. Ligandlarin aktive edilmis tasiyicilara immobilizasyonlari: (A) siyanojen

bromur ile aktive edilmis siyonat esteri

(B) Amit tlrev

i olusturan N-

hidroksisuksinimidesteri (C) ve (D) karbamat tlrevleri olusturan p-nitro

fenilkloroformat veya DSC ile aktive edilmis p-nitro-fenil ve N-hidroksisuksinimit
karbonat (Wilchek ve Miron, 1999).
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Afinite bir rin molekulundn bir immobilize ligand ile adsorpsiyonunu igerdigi icin,
matriks adsorpsiyon kapasitesinde mol Kkatlelerinin  orani  ¢ok dnemlidir.
immobilizasyon derecesi, ligand boyutu, ligand spesifitesi ve matriks gézenekliligi

iyi optimize edilmelidir.

2.3.2. Boya-Ligand Afinite Kromatografisi

ilk uygulamasindan giniimiize kadar afinite kromatografisi inanilmaz bir hizla
gelismistir. Son zamanlarda kendi isimleriyle anilan afinite alt sinirlari ortaya

cikmigtir. Cizelge 2.4.’de ise bu alt siniflarin bazilari 6zetlenmeye calisiimigtir.

Cizelge 2.4. Afinite kromatografisinin alt dallari.
/ Hidrofobik Afinite Kromatografisi

immiinoafinite Kromatografisi

Kovalent Afinite Kromatografi

Metal-Selat Afinite Kromatografisi

Molekuler Baskilama Afinite Kromatografi

Membran-Temelli Afinite Kromatografi

Afinite Kuyruk Kromatografi

Lektin Afinite Kromatografisi

Boya Ligand Afinite Kromatografisi

Reseptor Afinite Kromatografisi

Perfuzyon Afinite Kromatografisi

Tiyofilik Afinite Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

Yuksek Performans Afinite Kromatografisi

immobilize Metal Afinite Kromatografisi

Katiphane Turevli Afinite Kromatografi
Afinite Coktlirme

Afinite Elektroforez

Afinite Kapiler Elektroforez

Santriflij Afinite Kromatografisi
\ Afinite itme Kromatografisi
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Triazin turevi boyalar, tekstil sektorunde yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Bu
boyalarin proteinlerle segici etkilesim Ozellikleri, bu kimyasallarin ligand olarak
kullanimlarina olanak saglamistir. Boyalarin ligand olarak kullanildigi, afinite
kromatografisi alt dali ise; Boya Ligand Afinite Kromatografisi olarak

adlandiriimaya baslanmigtir.

2.3.2.1. Afinite Ligandi Olarak Boyalar

Enzimler, koenzimler, kofaktérler, antibadiler, aminoasitler, oligopeptitler,
proteinler, nukleik asitler ve oligonukleotidler gibi ¢esitli fonksiyonel molekuller yeni
sorbentlerin tasariminda ligand olarak kullanilabilir (Lilehoj ve Malik, 1982; Chase,
1988; Denizli ve Pigkin, 1995; Denizli ve ark.,1995). Bu ligandlar birgok
uygulamada onemli derecede spesifiktirler. Ancak Uretim ve/veya saflastirma
maliyetlerinden dolayi pahalidirlar. Spesifik sorbentlerin hazirlanmasinda biyolojik

kayiplardan dolayi, matrikse immobilize edilmeleri zordur.

Boya-ligandlar, yukarida bahsedilen dezavantajlari ortadan kaldirarak afinite
kromatografisi igin Onemli alternatiflerden biri olarak dusunulmektedir. Boya-
ligandlar, 6zellikle enzimler olmak Uzere birgok proteini baglayabilirler; kolay elde
edilebilir ve ucuzdurlar. Ayrica 6zellikle hidroksil grubu iceren matrikslere kolayca
immobilize edilebilirler. Boyalar dogada sentetik olmalarina karsin substrat,
kofaktor ya da proteinlerin baglanma bolgelerini taklit ederek bir¢ok proteinin aktif

bdlgesiyle etkilestiklerinden afinite ligandi sinifina dahil edilirler.

2.3.2.2. Kisa tarihge

Boya afinite kromatografisi Blue-Dekstran ile c¢esitli kinazlarin beklenmedik
etkilesimlerinin gozlenmesiyle fark edildi (Dean ve Johnson, 1985). Onceki
calismalarda, bazi proteinler (eritrosit piruvat kinaz, fosfofruktokinaz, glutatiyon
rediktaz ve cesitli pihtilasma faktorleri) blue dekstran ile boyut dislamal
kromatografisi yontemiyle saflagtiriimigtir (Kopperschlager ve ark., 1968; Bohme
ve ark., 1972). Bu calismalar reaktif boya Cibacron Blue F3GA’nin proteinlerle
etkilesebilecegini géstermistir. ilk kez Roschlau ve Hess, Cibacron Blue F3GA'yi

kovalent olarak Sephadex G-200’e dogrudan immobilize ederek maya piruvat
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kinazi saflagtirmistir (Roschlau ve Hess, 1972). Daha sonra bu yontem, Cibacron
Blue F3GA'yi tasiyan farkh matrikslerle farkh proteinlerin saflastirimasinda

uygulanmigtir (Lowe ve ark., 1981).

2.3.2.3. Boya Ligandlarin Kimyasal Yapisi

Reaktif boyalar olarak bilinen tekstil boyalari, gesitli proteinlere segici ve tersinir
sekilde baglanabildiginden boya ligand afinite sistemlerinde protein saflastiriimasi
amaciyla siklikla kullaniimaktadirlar. Boya afinite sistemlerinde kullanilan birgok
reaktif boya, bir kromofor bir de reaktif grup; ayrica sulu ortamda molekulin
istenen ¢dzunurlUkte olabilmesi icin sulfonik asit grubu icermektedir. Tum pH’larda
negatif yuakludarler. Bazilarinin yapisinda karboksil, amino, klorir ya da metal

kompleks gruplari bulunmaktadir.

Gunumuzde protein saflastirimasinda siklikla kullanilan triazinil bazli boyalar,
amino kopruleri yardimi ile birbirine bagh 2 ayri birimden olusur. Genellikle
kromofor birimi yapiya rengini verirken diger reaktif kisim destek malzemesiyle
kovalent bagi yapan kisimdir. Kromofor, reaktif birimin baglanabilecegi amino
grubu ve sulu ortamda ¢dzunurligu saglamak igin sulfonik asit gruplari igermelidir
(Stead, 1987). Triazinil boyalarin sentezinde kullanilan temel madde siyanurik
klortrdlr (1,3,5-trikoloro-simtriazin). Elektronegatif atomlarin varligi, 3 karbon
atomunu ileri derecede pozitif yapar ve boylece molekul nukleofilik saldirilara karsi
hassaslasir. Kromofor molekdulleri diklorotriazinil boyalari olugturmak Gzere kolayca
bu molekuile badglanir. Procion MX serisi bu tip boyalara tipik 6rnektir. Bu
molekullerin diger nukleofilik stbstitlientlerle ileri tepkimeleri ile monoklorotriazinil
boyalar sentezlenir. Cibacron Blue F3GA ve Procion H bunlara érnektir. iki adet
diklorotriazinil molekul, bifonksiyonel triazinil boya olusturmak igin bifonksiyonel
molekule badlanir. Triazinil boyalara diger 6rnekler monoflorotriazinil (Cibacron,
Ciba-Geigy), triklorotriazinil (Drimarene, Sandoz) ve diflorokloroprimidimil (Lavafix,
Bayer ve Drimarene, Sandoz) Sekil 2.7'de verilmektedir. Dikkat edilecek bir husus
da triazinil halkasindaki klorlr atomlarinin diger gruplarla yer degistirmesi
durumunda boyanin reaktivitesinin énemli dlgiide azalmasidir. Boya molekdilleri,
fazla sayida klorir ya da florir atomu igererek ligand immobilizasyon

basamaginda matriksteki nufleofilik gruplarla kolaylikla etkilesebilmektedir.
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Sekil 2.7. Reaktif boyalara érnekler, (a) Siyanurik klortr; (b) Procion MX serileri
(ICI); (c) Cibacron (Ciba-Geigy) ve Procion H (ICl); (d) Procion H-E (ICl); (e)
Monoflorotriazinil, Cibacron, Ciba-Geigy; (f) Trikloroprimidinil, Drimarene, Sandoz;
(g) Dikflorokloro-primidinil, Levafix, Bayer ve Drimarene, Sandoz; (h) Sulfatoetil

sulfon, Remazol, Hoechst.
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Tekstil boyalarin hedef proteinlerle olan spesifitesinin gelistiriimesi amaciyla boya
yapisinin tasarimi 6nemli bir stratejidir. Bu yeni tip liganda ‘biyomimetik boya’ adi
verilir. Bunlar hem daha spesifiktirler hem de modifiye edilmemis boyanin tim
avantajlarina sahiptirler. Bu fikir 1980’lerde ilk defa Lowe tarafindan uygulanmakla
birlikte; sonralari enzimlerin spesifik olarak uzaklastiriimasi igin de kullaniimigtir
(Lowe ve ark., 1981; Clonis ve ark., 2000).

ilk biyomimetik boya, diaminometilbenzen grubu kullanilarak reaktif klorotriazin
halkasina benzamidin baglayarak hazirlanmistir ve kimotripsinden tripsinin
saflagtirilmasi  igin  kullanilimistir (Bode ve Schwager, 1975). Afinite
kromatografisinde siklikla kullanilan boyalar cesitli reaktif klorotriazin boyalardir
(Clonis, 2000). Birgcok proteinle etkilesiminden dolayi immobilize Cibacron Blue
3GA ya da F3GA afinite kromatografisinde genis kullanim alani bulmustur (Clonis,
2000).

2.3.2.4. Boya-Ligand Protein Etkilesimleri

Proteinin baglanma bdlgesi, u¢ boyutlu yapisi igindeki iyonik, polar ve hidrofobik
gruplarin stereokimyasal duzenlenmesidir. Bu bdlge, polipeptit zincirlerinin en
muhtemel esneklie sahip bolgesidir. Boya ligand molekdilleri proteinle siki ve
spesifik baglanabilmek icin kovalent olmayan etkilesimlere katilirlar. Birgok kinetik
calismada gosterilmistir ki; triazinil boyalar analit enzimin dogal ligandiyla
yarismall olarak enzimin baglanma bdlgesiyle etkilesmistir (Lowe ve ark., 1981;
Wilson, 1976; Clonis ve Lowe, 1981). Yarismali, yarismali olmayan ve karisik
inhibisyon olmak Uzere inhibisyonun birgok sekli bu etkilesimlerde gozlemlenmistir.
Proteinlerin Cibacron Blue F3GA immobilize olmus kolona baglanmasi nukleotid
spesifik, iyonik ve hidrofobik olarak karakterize edilmektedir. Bir anlamda,
Cibacron Blue F3GA icin yukaridaki etkilesimlerden biri ya da hepsinin olmasi
olasidir. Bu durum, caligilan ortam kosullarina, destek malzemesinin karakteri gibi

parametrelere baglidir.
Aromatik triazin boyanin yapisi, nikotinamid adenin dintkleotid (NAD) yapisina
benzemektedir ve bu boyalarin proteinlerin dinukleotid bodlgesinden etkilestigi

rapor edilmigtir (Thompson ve ark., 1975). Bircok dehidrojenaz ve kinaz, Cibacron
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Blue immobilize olmus kolona nukleotid baglanma bdlgeleri Gzerinden baglanirlar
ve uygun nukleotidlerin disuk derisimlerinde kolondan siyrilirlar (Thompson ve
ark., 1975). Bu biyospesifik baglanma ve ayriimadir. Ancak, desorpsiyon
karakterinden adsorpsiyon mekanizmasini ¢ikarmak dogru degildir. Bu yuzden
Cibacron Blue immobilize olmug kolondan dehidrojenazlarin nukleotidlerle

desorpsiyonu, adsorpsiyon surecinin biyospesifitesini gostermez.

Mavi kromofor, amino ve stlfonat gruplarini birlikte igcerdiginden non-spesifik iyon
degisim etkileri beklenebilir. Albumin ve hemoglobin gibi gesitli proteinlerin, dusuk
iyonik siddette Blue Sefaroz kolonda spesifik olmayan baglanma gergeklestirdigi
gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanma hidrofobik, iyonik ya da ikisinin birlikte
oldugu durumlarda gerceklesebilir. Genellikle hidrofobik baglanma kaotropik
tuzlarin vb. yuksek derisimleriyle ortadan kaldirilabilirken amonyum ya da sodyum
sulfat vb. nin yuksek derigimlerinde artar. Spesifik olmayan baglanma iyonik bir
karaktere sahipse; proteinin destek malzemesinden sokilmesi yuksek tuz
derisimleriyle ya da pH’In degistiriimesiyle gergeklestirilebilir. Birgok protein,
Cibacron Blue immobilize edilmis kolona izoelektrik noktalarinin altinda baglanir
ve daha ustindeki pH’da sokulur. Bu genel bir yaklagim olmakla birlikte yuklu
gruplarin lokasyonlari gibi faktérler bu durumdan farklihda neden olabilir
(Subramanian, 1984).

Boya-protein etkilegsimlerinde ayrintili bilgi veren ilk x-1sini kristal yapisi, at
karaciger dehidrojenaz ile Cibacron Blue 3GA kompleksi igin elde edilmistir
(Biellmann, 1979). Daha sonralari Cibacron Blue 3GA-NAD(P)H: kuinon reduktaz
kompleksi ile Cibacron Blue 3GA-glutatiyon S-transferaz kompleksi igin de x-1sini
kristal yapisi olusturulmustur (Oakley ve ark., 1999). Cibacron Blue
3GANAD(P)H:kuinon redliktaz kompleksi i¢in sonuglar, AMP baglanmasini taklit
eden Cibacron Blue 3GA’'nin 3 halka sisteminin varligiyla boya-ligand Cibacron
Blue 3GA ve NADP+'In AMP birimi, enzim ile benzer gekilde etkilestiklerini
gostermektedir. Cibacron Blue 3GA-glutatiyon S-transferaz kompleksi igin boyanin
antrakuinon kromoforu her enzim alt biriminin H-bdlgesiyle etkilesir ve amino
asitlerle, Phe-8, Val-10, lle—104, Tyr-108 ve Gly—-205, van der Waals etkilesimi
yapmaktadir. Ayrica, Tyr-7'nin hidroksil gruplari ile Cibacron Blue 3GA'nin
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antrakuinon halkasinin karbonil grubu ve Arg-13’4n guanidil grubu ile Cibacron

Blue 3GA’nIn silfonik asit grubu arasinda hidrojen bagi olugsmasi olasidir.

Yakin  gegmiste, matriks-yardimli  lazer  desorpsiyon/iyonlasma  kiitle
spektrometresi (matriks-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry;
MALDI-MS) boya protein etkilesimleri ¢alismalarina da uygulanmigtir (Salih ve
Zenobi, 1998). Bu yaklasim, Cibacron Blue 3GA’nin sulfonik asit gruplarinin
sadece arjininin yan zincirlerine baglandigini gdstermektedir. Bu spesifik
etkilesimin boya-protein baglanmasindaki surtcu gug¢ oldugu dusunulmektedir. Bu
durumda, tum amino asitler iginde arjininin en fazla gaz-faz alkanite ve pKa
degerine sahip olmasi ile agiklama getiriimektedir (guanidino grubu igin pKa=

12.48). Bu, arjinin igin sulfonat grubunun seciciliginin nedeni olabilir.

2.3.2.5. CBF3GA’nIn Boya-Ligand Olarak Kullanimi

Protein saflastirmasinda; Cl Reaktif Blue 2’'nin bir orto-izomeri olan Cibacron Blue
3GA ya da F3GA (CB3GA) bilinen farkli reaktif boya ligandlarin arasinda en ¢ok
ragbet goren ligandlardandir. Literaturde de belirtildigi gibi daha 6nce benzer bir

c¢alisma manyetik mikrokureler ile yapiimistir (Odabasi ve Denizli, 2004).

O  NH,
SOsH Cl
N SO, H
O NH NH \NJ—NH
SO4H

Sekil 2.8. Cibacron Blue F3GA'nin Kimyasal Yapisi (Altintag ve Denizli, 2006).

S6z konusu bu calismada; destek matriksi olarak manyetik poli(hidroksietil-
metakrilat) (m-PHEMA) (Sekil 2.8.) kullanilarak boya afinite manyetik mikrokureler
hazirlanmistir.  Bir boya ligandi olan Cibacron Blue F3GA'nin manyetik

mikrokurelere; reaktif boyanin klorlr gruplari ile (m-PHEMA) mikrokurelerin
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hidroksil gruplari arasindaki baglar vasitasiyla kovalent olarak baglandig: ortaya

cikartilmistir. Bu calismada; farkli pH, iyonik gu¢c ve HSA baslangi¢c derigimleri

degerlerindeki HSA adsorpsiyonlariyla, albumine karsi Cibacron Blue F3GA bagli

(m-PHEMA) mikrokurelerin yiksek seciciligi ve afinitesi gosterilmistir.

) CHs CHa |
S P
b= b=o
(!}CHE—CHE—C}H ClJCHg—CHg—OH
mPHEMA

Sekil 2.9. (m-PHEMA)’nin molekuler yapisi (Odabasi ve Denizli, 2004).

2.4. Manyetik Alan Etkisiyle Ayirma ve Saflagtirma

2.4.1. Manyetik Tasiyici Teknolojisi

Cizelge 2.5. Manyetik alan iglemleri.

Manyetik Alan islemleri

Manyetik toplama

Manyetik flokllasyon

Manyetik sedimentasyon

Manyetik yuzdurme

Manyetik anizotropik tasnif

Manyetik stabilizasyon

Manyetik tagsinim

Manyetik etiketleme teknolojisi

Manyetik tasiyici teknolojisi
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* Manyetik parcaciklar  Dp: Tagsiyici ¢apr  dp: Manyetik malzeme ¢ap1

Sekil 2.10. Manyetik tasiyici teknolojisi (Denkbas, 2003).

Geleneksel ayirma ve saflastirma yontemlerinde yasanilan olumsuzluklar; segimli
ayirma zorluklari, tam ¢okelmeme, kimyasal kararsizlik, maliyet olarak kargimiza
cikar. Ayrica biyolojik molekullerin dekompoze olmasi, inaktif hale gelmesi,
deforme olmasi Onemli dezavantajlardir. Bu olumsuzluklari yenmek uzere
manyetik alan etkisi ile ayirma ve saflastirma islemleri gindeme gelmistir. Cizelge
2.5.’de biyoteknolojide kullanilan Manyetik Alan islemleri veriimistir. Sekil 2.10. ise

manyetik tasiyici teknolojisinin genel prensiplerini sembolize etmektedir.

2.4.2. Manyetik Tasiyici Olarak PHEMA Kullaniimasi

Manyetik malzemelerin kullanimi pratikte onlarin manyetiklik, morfoloji, sekil,
boyut, polidispersite gibi 6zelliklerine baglidir. Eger en iyi hidrodinamik (akig)
Ozelliklerine gereksinim varsa; ¢cubuk, tel, tip, membran, levha ve dizensiz formlu
gibi pek ¢ok makul sekilleri olmasina karsin bilye formlari kullanima daha
uygundur. Gerek kesikli gerekse surekli ayirma islemlerinde kolay kullanim
acgisindan pratik avantajlar saglarlar. Dlzensiz formda olanlar klresel olanlara

gbre mekanik asinmaya ve parcalanmaya karsi daha hassastirlar. Buyuk partikal
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boy dagilimina sahip geleneksel partikillerin tersine, es boyutlu mikrokureler (ya
da en azindan kug¢uk boy dagilimina sahip olanlar) bayuk avantaj saglarlar. Cunku
es boyutlu mikrokUreler dizgun fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptirler ve boyut
dagilimina sahip partikaller gibi sivilarda kumelenme olusturmazlar. Buyuk
partikuller fonksiyonel gruplarin baglanmasi ya da biyomolekullerin (enzimleri de
kapsayan) immobilizasyonu igin klUgUk spesifik ylzey alanina sahip olma
dezavantajini barindirirlar. Mikrokareler (mikrometre ve daha da klguk boyutta
olanlar) ise buylk spesifik ylzey alanina sahip olduklarindan dolay! reaktif
gruplarin, enzimlerin ve diger biyolojik aktif bilesiklerin immobilizasyonu igin
uygundurlar ve faz transferi reaksiyonlarinda da katalitik aktiviteyi desteklerler.
Fakat bununla beraber c¢ok kuglk partikillerle manyetik duyarliigi sekteye
ugratma riski de vardir. Manyetik mikrokurelerin manyetik duyarliliklarinin
olabildigince yuksek olmasi gerekir. Bu durumda da aktif yuzey ve manyetik

Ozellikler arasinda bir uyum saglanmalidir.

Piyasada manyetik ayirma amacl partikuller sentetik veya dogal polimerlerle ya da
inorganik malzemelerle kaplanir. Poli(stiren) (PS) ve polimetilmetakrilat (PMMA)
manyetik mikropartikuller igin bastan beri en sik kullanilan matriksler olmuslardir.
Yaygin kullanimlarina karsin hidrofobisiteleriyle ilgili bazi dezavantajlari ¢ogu
zaman sorun teskil etmistir. Ornegin immunolojik tayinlerde PS 6zgiil olmayan
protein adsorpsiyonu Ozelliginden dolayi istenmeyen bir geri plan sinyali Uretebilir.
PS’nin ayni zamanda 6zgul ligandlara ya da tanima gruplarina kimyasal modifiye
olmasi da zordur. Ustelik PS’nin hidrofobik dogasi su ve alkol gibi polar
¢ozlculerde sismeyi de engeller. Bu durum manyetik poli(hidroksietil-metakrilat)
(PHEMA) bazhh  mikrokurelerin  Uzerine arastirmalarin  yogunlastirilmasini
dogurmustur. Biyomedikal alanda 6nemli yer teskil eden biyouyumluluk ve dusuk
nonspesifik adsorpsiyon avantajlari sayesinde PHEMA hidrofilik (hidrojel) destek
olarak secilmis ve kullaniimaya baglanmigtir. PHEMA'nin biyoyarigsmali, nontoksik
ve mekanik olarak kararli olmasindan ve bununla beraber minimize edilmis
nonspesifik protein adsorpsiyonu gostermesinden dolayi hidrofobik matrikslere
kiyasla; uzun bir kullanim ge¢misi vardir. Ancak hidroksi grubunun reaktivitesi
dusuk oldugundan dolayi; gogu zaman matrikse amino, polietilenimin, tosil grubu
gibi fonksiyonel gruplarin takilmasi farkli ligandlarin baglanmasi ya da

immobilizasyonu saglamak i¢in gerekli olmaktadir (Horak ve ark., 2007).

41



2.4.3. Manyetik Nanokurelerin Hazirlanmasi

Manyetik mikrokureler; analiti metal oksitle (cogu zaman demir oksit) dogrudan
kirlenmeden koruyan bir polimer kabuk igerisine gdmulmis ve genellikle
superparamanyetik olan gekirdeklerden (dolgulardan) meydana gelirler. Manyetik
dolgulari ¢evreleyen polimer kabuk avantaji yuzey fonksiyonellesmesi ve bir hedef

biyomolekulin immobilizasyonu iginde uyumludur.

Manyetik kolloid (ferroakigkan) nano ya da mikrokurelerin hazirlanmasinda énemli
bir baslangi¢ bilesenidir. Nano ya da mikrokurelerin sentezinde farkli yontem ve
malzemeler kullanilmigtir. Tasiyici tipi (kimyasal bilesimi, partikil boyutu,
g6zeneklilik, hidrofilik ya da hidrofobik karakteri, manyetik 6zelligi ve minimal
nonspesifik analit adsorpsiyonu) ve immobilizasyon islemi de c¢esitlilik
gostermektedir. Mikrokurelerin manyetik 6zellikleri genellikle manyetik malzemenin
secimi, agirhk derisimi ve polimer partikuller igerisindeki dagihmi ile belirlenir
(Horak ve ark., 2007).

2.4.3.1. Manyetik Dolgular

2.4.3.1.1. Manyetik Karakteristikleri

Malzemenin manyetik 6zelliklerini tanimlayabilmek i¢in; manyetiklik M (manyetik
polarizasyon) ve maddelerin icindeki manyetik alan H arasindaki bagintinin
belirlenmesi gerekir. Manyetik alandaki malzemenin davranigina gore maddeler
(suprailetkenler harig) iki gruba ayrilabilirler. Birinci grup zayif manyetik davranigh
malzemeleri igerir. Onlarin manyetikligi sadece kuglk degerlerde kalir. Ancak
ikinci gruptaki yuksek manyetik davraniglh malzemeler hayli buyuk degerlerde
manyetiklige ulagirlar. Zayif manyetik davranigli malzemeler paramanyetik ve
diyamanyetik olanlar seklinde ikiye ayrilirlar ve alan siddetine ve manyetiklige
karg! dogrusal bir bagimlilik gosterirler (Sekil 2.11.a). Bu dogrusalligin denklemi

asagida gosterilmistir.

M) = VmHi) (2.2)
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Vmn manyetik duyarliik kavramini ifade eder. Diyamagnetler i¢in kuglik negatif
degerlere (107°) ve paramanyetler icin ise kiiciik pozitif degerlere (0-0.01) sahiptir.
Manyetik duyarlihgin sicakhk bagdimlihgl ise asagida verilen Curie Kanunu ile

tanimlanir.
Vin=CIT (2.3.)

T mutlak sicakhgi (K) ve C ise her madde icin karakteristik olan Curie sabitini ifade
eder. Her iki grubun maddeleri de ayirma ve tasinimi igin ortam tasarlamaya

elverigli degildir.

Gucli manyetik davranigh malzemelerin bu davranislarinin sebebi; manyetik etki
alanlarindaki atomlarin dizenlenmemis manyetik momentlerinin kendiliginden
siralanmasidir.  Yuksek manyetik davranigh malzemeleri; ferromanyetler,
ferrimanyetler, antiferromanyetler ve digerleri seklinde siniflandirmak mimkundar.
Bunlarin para/diyamanyetlerden farki sadece yuksek manyetiklik ve duyarhlik
(0.01-10°) degil, ayni zamanda histerezis egrisi diye adlandirilan alan siddetinin
manyetikliginin kompleks bir bagimhligidir (Sekil 2.11.b).

Manyetik siralanma daima belirli bir kritik sicakligin altinda ortaya ¢ikar. Bu kritik
sicaklik ferromanyetler igin Curie Sicakhgi T, ferrimanyetler ve antiferromanyetler
icin ise T, olarak adlandirilir. Kritik sicakhidin altinda ferromanyetik maddelere
uygulanan artan alan, doygunluk manyetikligi Ms’e kadar manyetikligi artirir (Sekil
2.11.b). Mg degeri herhangi bir manyetik malzeme igin ¢cok édnemli bir 6zelliktir ve
sicakliga baghdir. T, ve T, sicakliklarinin altindaki degerlerde Ms degeri artan
sicaklikla azalir. Diger bir 6nemli 6zellik de sifir uygulanan alana denk gelen ve
kalici manyetiklik M, diye adlandirilan manyetiklik degeridir. Sifir M, degeri zit
yonlerde manyetik alan uygulayarak (zorlayici alan H;) ya da T, ve T,
sicakliklarinin Ustinde bir sicaklik artisiyla kaydedilebilir. Malzemeler T, ve T,
sicakliklarinin Gstinde manyetik ozelliklerini kaybedebilirler ya da paramanyetik
olabilirler. Bu durumda malzemenin genel manyetiklik davranigini da etkileyen
manyetiklik gecmisini kaybettigi sOylenebilir. Bu sebeplerden dolayr T, ve T,

sicakliklari gok dnemli 6zelliklerdir.
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Superparamanyetik davranigs paramanyetik ve ferromanyetik davraniglarin bir
bilesimi seklinde tanimlanabilir. SUperparamanyetik malzemeler paramanyetiklerin
de yaptigi gibi; T, ve T, sicakliklarinin altinda alan siddeti Uzerinde genellikle
dogrusal bir manyetik bagimliik gosterirler. Fakat Mg degerine ulastiktan sonra
manyetiklik hemen hemen sabit kalir (Sekil 2.11.a). Manyetik duyarllik ise

ferromanyetik ve paramanyetik malzemelerin arasinda bir yerdedir.

Superparamanyetiklik; yigin halde ferro/ferrimanyetik olan, malzemenin ¢ok kuguk
kristalleriyle (1-30 nm) ortaya ¢ikarilir. Bu durum demiroksitler, ferritler ve
alasimlar (Fe-C, Fe-Co) gibi farkli malzemeler icin gozlenmistir. Kompleks
superparamanyetik davranigs sadece malzeme bilesimine, kristal boyutuna ve
sicakliga bagimli degildir. Ayni zamanda komsu partikullerden ve onlarin yluzey

karakterlerinden de etkilenirler.

Nanometrik partiktl boyutundan dolayi her partikll sahip olduklari manyetik alan
tarafindan komsu partiktllerin manyetik davranisini da etkiler. YUzeyin karakteri ve
bilesimi hacim (yigin) Ozelliklerinin aksine partikil malzemenin davranisinda
onemli oranda etkilidir. YUzeye bagli surfaktanlarin (yuzey aktif maddeler) ve
partikil hazirlanmasindan (¢oken) arta kalan bilesiklerin manyetik o6zellikler

uzerindeki etkileri bayuktar.

44



Sekil 2.11. (a) Sifir remanansa sahip bir paramanyetik (1) ve bir
superparamanyetik (2) malzemenin manyetiklik egrisi. SUperparamanyetik
malzeme (2) hem manyetikik M hem de doygun manyetiklik Ms degerleri
agisindan daha yuksek degerlere ulasir. (b) Bir ferromanyetin histerezis egrisi. O-
P egrisine gore; baslangic durumunda manyetiklestirimeyen bir 6rnegin
manyetikligi M, alan siddetindeki H artisla beraber artis gosterir. Egrinin egimi
duyarhilik degerini verir. Manyetiklik alan siddetindeki takip eden azalmayla
beraber azalir- oklara bakiniz. Alan siddetindeki tekrarlanan siklik degisiklikler,
oklarla da goruldigu gibi manyetikligin siklik degisikligine yol agarlar. Eger 6rnek
manyetiklik doygunluguna Ms ulasmazsa, manyetiklik egrisi benzer olur (Horak ve
ark., 2007).
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2.4.3.1.2. Polimer Dolgusu Olarak inorganik Nanokiireler

inorganik manyetik dolgu maddelerinde olmasi beklenen en énemli dzellikler

sunlardir:

Uygulanan dig manyetik alana iyi tepki vermelidir. Tepki ne kadar iyi olursa,
uygulanan alanin gerekli siddeti o kadar az olur ve islem dinamigi o kadar iyi olur.

Remanansi ¢ok dusuk olmalidir. Remanans ne kadar dusuk olursa, dis manyetik
alani kapattiktan sonra partikil dagihmi o kadar iyi olur. Sifir remanans dig
manyetik alani kapatildiktan sonra partikuller arasinda hi¢bir manyetik etkilesime

(agregasyon) yol agmazlar.

Boyutu (¢cap) kuguk olmahdir. Ayirma/taginma igslemlerinin cogunlugu heterojendir.
PartikUller ne kadar kuguk olursa, potansiyel etkilesim igin uygun olan ylzey o

kadar buyuk olur.

Farkli pH ve redoks kosullarinda iyi kimyasal kararhlik gostermelidirler. Ekonomik
olmalidirlar. Kolay Uretilebilmelidirler. Distuk Curie sicakligina (100 °C’ye kadar)
sahip superparamanyetik ya da paramanyetik partikuller gereksinimleri yerine
getirirler. DUguk Curie sicakhgi (siralanmig feri-/ferromanyetiklikten paramanyetik
hale kadar gecis sicakhdi) manyetizmayi kontrol edebilmek igin bir 6n kosuldur.

SlUperparamanyetik partiklllerin  ¢api nanometre boyutundadir. Superpara-
manyetik partikiller ayni zamanda uygulanan manyetik alana gerekli tepkiyi

verirler ve neredeyse sifir remanansa sahiptirler.

Manyetik nanopartiktllerin  sudaki ya da apolar ¢ozuculerdeki kolloid
dispersiyonlari (manyetit ya da maghemit tipik olanlaridir) manyetik akiskanlar ya
da ferroakiskanlar diye adlandirilirlar ve son zamanlarda pek ¢ok makalede ve

monograflarda yeniden gézden gegirilmiglerdir (Horak ve ark., 2007).
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2.4.3.1.3. Demir Oksitler/Feritler

Demir oksitler farkli manyetik Ozellikler ile degisik kimyasal bilegenlerden
olusmaktadir. Ferrimanyetizma goOsteren bu ilging malzemeler y-Fe;Os, FezOy,
MO.Fe;O3 (M=Co, Mn, Ni veya Cu) gibi demir oksitlerdir. Ferrimanyetik demir
oksitler gegis metalleri gibi ferromanyetik metallerden daha kiglk bir manyetik
cevap Ozelligi gosterirler. Fakat, demir oksitler yukseltgenmeye daha az duyarli ve

bu nedenle kararli manyetik etkilerini korumaktadirlar (Guven, 2005).

“‘Demir oksitler” terimi Fe,OyH, (genellikle z=0 olur) formillyle simgelenen ¢ok
sayida bilesigi icerir. Ferritlerin kimyasal formuli genellikle MO-Fe>O3 bigimindedir.

Ferrit yapisindaki M atomlari Mn, Co, Zn, Cu ve Ni gibi tipik gegis metalleridir.

Manyetit (M=Fe) diye adlandirlan malzeme de ferrit ailesindendir. Bu
malzemelerden manyetit ve maghemitin en yuksek manyetik doygunluga (80-100
A-mzlkg) sahip olmalari itibari ile istisnai dnemleri vardir. Bu manyetik doygunluk
diger demir oksitlere gore iki sira daha buyuktur. Onlarin kristalleriyle 30 nm’den
daha dusuUk superparamanyetik davranig gozlenmistir. Bu tur kristalitler icin yaygin
olarak superparamanyetik demir oksit nanokureleri (SPION) kavrami
kullaniimaktadir. SPION’larin doygunluk manyetiklikleri cogu zaman yigin halinden
% 20-50 daha dusuktur. SPION’larin biyoyarisirliklari yakin zamanda gdzden
gegcirilmigtir. Her iki sUperparamanyetik malzeme de uygun fiyatidir ve
hazirlanmasi kolaydir. Demir oksit bazl ferroakigkanlar siklikla maghemit ve

manyetit materyallerinin bir karisimi olarak da karsimiza ¢gikmaktadirlar.

Manyetit Fe304 (FeO- Fe2O3) hem Fe(ll) hem de Fe(lll) iyonlarini iceren ters spinal
yaplya sahip siyah bir ferrimanyetik oksittir. Siklikla maghemit i¢in dncu olarak
kullanilir. Manyetitin mikrometre boyutundaki kristalleri (Sekil 2.12.a ve b); yuksek
Ms degerlerinden dolayi manyetik seritlerin Gretiminde ve daha pek ¢ok endustriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Ancak mikrometre boyutundaki
manyetitin sifir remanansa sahip oldugu da unutulmamalidir. TUm bu sebeplerden
otura SPION partikdlleri ayirma/taginim iglemleri icin dolgu malzemeleri olarak

digerlerine gore ustunliklerini korumaktadirlar.
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Sekil 2.12. (a) igne modeli ve (b) kiibik model manyetit igin taramali elektron

mikrografi (c) CoOkelmeyle birlikte elde edilen sitrik asitle stabilize edilmis

maghemitin transmisyon elektron mikrografi (Horak ve ark., 2007).

Cizelge 2.6. Manyetit ve maghemitin fiziksel 6zellikleri.

Kristal Hiicre Renk Doygunluk | Curie
yapisi Boyutu manyetikligi | sicakhgi
(nm)
Manyetit Kubik a0=0.839 Siyah 90-98 850
Maghemit | Kibik a0=0.834 Kirmizi 76-81 820-986
tetragonal kahve

Cizelge 2.7. Demir oksihidroksit ve demir oksit turleri.

Mineral Formul Manyetik Ozellik
Goethit o-FeOOH Antiferromanyetik
Akaganeit B-FeOOH Antiferromanyetik
Lepidocrocit y-FeOOH Antiferromanyetik
Feroksayt c-FeOOH Ferrimanyetik
Ferrihidrit FesHOg.4H,0 Antiferromanyetik
Hematit o- Fex0Os3 Zay|f ferrimanyetik
Maghemit y- Fex03 Ferrimanyetik
Manyetit Fes04 Ferrimanyetik

Manyetit (Fe;O4) ve maghemit (y-Fe>O3) en genel ve en ¢ok arastirilan demir

oksitlerdir. MO. Manyetit ve maghemit ayni fiziksel 6zelliklere ve kristal yapisina

sahiptir (Cizelge 2.6.). Her ikisi de ferrimanyetik Ozellik gosterir (Cizelge 2.7.).
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Fakat maghemit daha duguk doygunluk manyetikligine sahiptir. Bunlarin manyetik
cevaplari alt 6rgu etkilesimleri nedeniyle degdismektedir. Maghemit (y-Fe;Os)
sadece Fe* iyonlarindan olusmaktadir. Kristal yapisinda Fe®* iyonlarinin yarisi
dizgun dort yuzli diger yarisi da dizgun sekiz yuzli duzenlenmistir (Glven,
2005).

2.4.3.1.4. Manyetit Kristal Yapisi ve Manyetik Ozellikleri

Manyetit (FeO- Fe,03), 1:2 molar oraninda Fe** ve Fe?* iyonlarindan olusmaktadir.
Fe®" iyonlarinin yarisi diizgiin dért yiizli diger yarisi diizgiin sekiz yiizlii ve Fe*
iyonlarinin hepsi duzgin sekiz yuzlu olarak duzenlenmistir (Sekil 2.13.) (Guven,
2005).

) o
Q /

S O ..
0 . Oktahedral B

Cr
/ )
o

Sekil 2.13. Manyetitin ters spinal kristal yapisi.

. Tetrahedral A

O Oksijen iyonlari

Manyetit (FesOs), oksijen iyonlarinin her ¢ eksen boyunca birbirine kargi gelen
pozisyonlarda kup igerisinde duzenli yerlestigi kibik birim hicre merkezi sekil ile
bir ters spinel kristal yapisina sahiptir. Birim hiicre, 32 adet O* anyonu 16 adet
Fe* katyonu ve 8 adet Fe?* katyonlari olmak (izere toplam 56 atomdan
olusmaktadir. Manyetitin kimyasal formuli Fe3O4, fakat FeO-Fep,Os; olarak
tanimlanmaktadir. Ters spinel yapi Fe* iyonlarinin yarisi diizgiin dért yiizIii, geri
kalan Fe*' iyonlari ve Fe®" iyonlarinin hepsi dizgin sekiz yiizli olarak
dizenlenmigtir (Cornell, 1996; Brabers, 1995).
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2.4.3.2. Manyetik Polimerlerin Hazirlanmasi

Manyetik polimerler, inorganik ve organik malzemelerin bir bilegkesidirler. Bunlarin
hazirlanmasi igin ¢ok gesitli yontemler mevcuttur. Ancak her ydntemin partiktllerin
icine hapsedilen manyetik malzeme miktari, partikil boyutu ve polidispersite
indeksi bakimindan sinirlamalarit da vardir. Higbir yontem polimerlerin
kullanimindan beklenen butin gereksinimlerin (biyoyarisir bir yuzeyle boyutu
kontrol ederek manyetik dolgulari tamamen hapsetmis, fonksiyonellestiriimis es
boyutlu kiresel partiklller Gretebilmek gibi) hepsini yerine getiremez. Bir polimerin
ya da monomerin bir manyetik dolgu maddesine kargi istenen afinitesi genellikle
fonksiyonel gruplarla (OH, COOH, PO(OH),, NH;), uygun segcilmis ¢evreyle ya da
elektrostatik etkilesimlerle saglanir. Morfolojik yapi bakimindan farkhlik gdsteren
(Sekil 2.14. (a-d)) manyetik polimerlerin Uretimini gerceklestirebilecek cesitli
hazirlama yoOntemleri mevcuttur. Manyetik polimer mikrokurelerin  morfolojik
yapilari; manyetik dolgu-polimer kabugu (Sekil 2.14.a), polimer matriksin igine
homojen olarak dagitiimis manyetik c¢oklu dolgular (Sekil 2.14.b), bir polimer
dolgunun yilzeyine yerlestiriimis manyetik nanokureler (cilek morfolojisi) (Sekil
2.14.c) ve firga (sag) modeli (polimer zincirleri manyetik dolguya tutunurlar) (Sekil

2.14.d) olarak dort grupta incelenebilirler.

Sekil 2.14. Kompozit manyetik polimerlerin farkli morfolojik yapilari. (a) tek-dolgu,
(b) coklu-dolgu, (c) cilek ve (d) firga (sa¢) modeli.

Nanokompozit polimerler ve manyetik c¢ekirdeklerden (faz-ayirma, ¢ozlcu
buharlastiriimasi, tabaka yaninda tabaka islemi) uretilebilirler. Alternatif yontem
olarak da kimyasal metal oksit goktirmesi (tortulanma) gibi polimer i¢inde/uUstlinde
yani yerinde ¢oktirme ydntemi kullanilabilir. Bu ydntemler igerisinde manyetik
nanokure varliginda heterojen polimerizasyon yontemleri en ¢ok tercih edilenlerdir
(Horak ve ark., 2007).

50



2.4.4. Ayirma Tekniklerinde Manyetik Polimerlerin Kullaniimasi

Manyetik polimerler bir sispansiyon igerisinde askida bulunan diger kati maddeler
varhginda secilmis hedef tlrlerin manipllasyonuna ve in-vitro ayirimina imkan
saglarlar. izole edilecek ya da saflastirilacak baslica tiirler arasinda; antibadiler,
peptitler, nukleik asitler, enzimler, proteinler, hucreler, bakteriler ve virtsler gibi
bazi basit inorganik bilesikler ve biyomolekulleri drnek gosterebiliriz. Dolayisiyla
bunlari dogrudan fermantasyon bakteri besi ortami, hicre pargaciklari, kan,
plazma, dokular, gida maddeleri, kesilmis sit suyu, toprak ya da farkli kaynaklarin
sulari gibi kompleks biyolojik karigimlardan ve iglem c¢ozeltilerinden ayirmak
mumkuandur. Manyetik ayirma teknikleri santrifij ya da filtrasyon gibi on iglemleri
elemeyi saglarlar. Bu teknikler hizli, ilimh ve Olgeklendirilebilir tekniklerdir. Ayrica
diger tekniklerin uygulanmasinin pratik olmadigi ya da imkansiz oldugu

durumlarda kolaylikla kullanilabilirler. Bu teknikleri iki grupta inceleyebiliriz:

1) iyon-degisimi Ayirma Teknikleri

2) Afinite Etkilesimine Dayanan Ayirma Teknikleri
a) Nukleik Asitlerin Ayrilmasi
b) Hucre Ayrimi ve Saptamasi

c) Enzimlerin ve Diger Proteinlerin izolasyonu

2.4.41. Afinite Etkilesimine Dayanan Ayirma Teknikleri

Afinite kromatografisi iki tamamlayici bilesenin biyolojik etkilesimi esasina dayanan
biyokimyasal karisimlarin secimli ayrilmasi i¢in bir yéntemidir. Bu iki tamamlayici
bilesen antibadi ve antijen/viris/hicre; lektin ve plisakkarit/glikoprotein/hicre
yuzey reseptoru/hicre; nukleik asit ve tamamlayici baz dizilimi/histon/nukleik asit
polimerazi; biyotin ve avidin/streptavidin gibi degisik turlerde olabilir. Afinite kolon
kromatografisi igin tanimlanan pek ¢ok uygulama yodntemleri arasinda en énemli

etkilesimler manyetik desteklerde gerceklesmigtir.

51



2.4.4.2. Enzimlerin ve Diger Proteinlerin izolasyonu

Yakin zamanlarda manyetik polimerler Uzerinden proteinlerin ve peptitlerin afinite
ayristirlmalari ve saflastiriimalari tekrar incelenmistir. Kisaca bu c¢alismalar
manyetik boya-ligand kromatografisini, gecis metallerinin selatlariyla manyetik
destekleri ve tamamlayici maddelerin izolasyonu i¢in afinite ligandlari kapsayan
calismalardir. Literatirden 6rnek olarak; lizozimin, albuminin, alkol dehidrojenazin
ve laktat dehidrojenazin izolasyonu ve saflastiriimasi icin CBF3GA’nin ya da
Procion Red 120'nin grup secici ligandlar olarak kullanildigi c¢aligmalari

gosterebiliriz (Horak ve ark., 2007).
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

insan serum albiimini (HSA) Fluka (Biochemika, isvicre) firmasindan temin edilmis
ve 4°C’de muhafaza edilmigtir. Boya ligand olarak kullanilan Cibacron Blue-F3GA
Sigma (St. Louis, MO, ABD) firmasindan alinmig ve herhangi bir saflastirma
islemine tabi tutulmaksizin kullaniimistir. Kullanilan 2-hidroksietil metakrilat
monomerleri (HEMA, % 97) Sigma (Aldrich, Alimanya) ve etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA, % 98) Merck (Schuchardt, Almanya) firmalarindan temin edilmis ve
kullanilmadan o6nce dusuk basing altinda damitilarak polimerizasyon
inhibitérlerinden  arindirilmigtir.  Monomerler  kullanilincaya kadar 4°C'de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Sodyum bikarbonat (NaHCO3, % 99.7-100.3),
sodyum bisulfit (NaHSO3, minimum % 99) ve amonyum persulfat (APS, % 98)
Sigma (Aldrich, Almanya) ve Poli(vinil alkol) (PVAL; MW: 16.000, % 98 hidroliz
edilmis) Acros (Organics, ABD) firmalarindan temin edilmistir. Nano boyutlu
manyetit demir tozu (Fes3O4, ortalama capi= 20-50 nm) Sigma firmasindan satin
alinmigtir. Asetik asit ve kullanilan diger kimyasallar Merck (Darmstadt, Aimanya)
firmasindan temin edilmistir ve analitik safliktadir. Deneylerde kullanilan su,
yuksek akisli sellloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmos
Barnstead Ropure LP® birimi ile ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure
organik/kolloid uzaklagtirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi

kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. Deneysel Caligmalar

Sunulan aragtirma kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalari dort ana grup altinda

toplamak mumkundur. Bu ana gruplar:

e Manyetik poli(hidroksietil-metakrilat) (m-PHEMA) nanokurelerin sentezlenmesi
ve Cibacron Blue F3GA (CBF3GA) baglanmasi,

e Cibacron Blue F3GA bagli m-PHEMA (CBF3GA/m-PHEMA) nanokurelerin

karakterizasyonu,
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e CBF3GA/m-PHEMA nanokurelerle HSA adsorpsiyonu/desorpsiyonu,

e Insan plazmasindan secici albiimin azaltiimasidir.

3.2.1.1. m-PHEMA Nanokiirelerin Sentezlenmesi

FesOs (manyetit) varliginda 2-hidroksietii metakrilat (HEMA) monomerlerin
polimerizasyonu icin modifiye edilmis mikroemdulsiyon polimerizasyonu yontemi
uygulanmigtir. Polimerizasyon yontemi su sekildedir: Sulu fazi olusturmak igin;
0.375 g stabilizor PVA, 57.7 mg surfaktan SDS ve 46.9 mg NaHCO;, 20 ml
deiyonize (DI) suda c¢ozulmustir. Ardindan 0.8 ml HEMA ve 4.2 ml capraz
baglayicit EGDMA organik fazi olusturmak lzere karistiriimistir. 0.2 g manyetit
(FesO4) bu organik faza eklenmigtir. Daha sonra organik faz su fazina yavasca
eklenerek reaksiyona takviye edilmis ve ardindan mikroemulsiyon olusturmak
uzere manyetik karistiricida 200 rpm karistirma hizinda 15 dakika karistirilarak
son karisimin homojenizasyonu saglanmistir. Daha sonra; manyetitli
mikroemulsiyon, manyetik karigtiricida 200 rpm karistirma hizinda 30 dakika
karistinimis olan ikinci sulu faza (dagitma ortamina) karistirilarak eklenmistir. Elde
edilen son karisim 250 mllik G¢ boyunlu cam balona aktarilarak, 500 rpm
karistirma hizinda yavasca karistirilarak isitilmistir. Polimerlesme Oncesi karisim
40°C’ye ulastiktan sonra, reaksiyon ortami 15 dakika boyunca oksijen ile
yerdegistirmesi i¢in azot gazina tabi tutulmustur. Son olarak da 0.230 g NaHSO3
ve 0.252 g APS baglaticisi reaksiyon ortamina eklenerek, 24 saat polimerizasyona

devam edilmisgtir.
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[(HEMA, EGDMA, Fes0,)+ ( PVA, SDS, NaHCO3), Fe;0,] + NaHSO; + APS

Karistirici

Azot Gazi

Vida L/
S/

Silikon tipa

Sabit Sicaklik Banyosu
—T» (40°C)

—
g §|cakllk Kontrol
o Unitesi

Sekil 3.1. m-PHEMA nanokdirelerin hazirlanmasinda kullanilan mikroemdilsiyon

polimerizasyonun sematik gosterimi.

Cizelge 3.1. 98.9 nm (Polidispersite: 0.156) boyutundaki nanokurelerin hazirlanma

regetesi.
SDS | PVA | NaHCO; | Fe3O4 | HEMA | EGDMA | NaHSO; | APS | DI su
(mg) | (9) (mg) (9) (ml) | (ml) (9) (9) (ml)
Sulu faz 57.7 | 0.375 | 46.9 - - - - - 200
Yag fazi - - - 0.2 0.8 4.2 - - -
Polimerizasyon | - - - - - - 0.230 0.252 | -

Cizelge 3.2. 98.9 nm nanokurelerin

polimerizasyon kosullari.

(Polidispersite: 0.156) boyutundaki

Polimerizasyon | Reaktor Karigtirma Zaman Sicaklik
Kosullari hacmi Hiz
250 mi 500 rpm 24 saat 40°C

Reaktorin sogutma isleminden sonra, sentezlenen nanokureler 30.000 rpm hizla
santrifijlenip ¢okturtlerek ortamdan alinmistir. Sirasiyla etanol ve su ile yikanarak
¢ozunur bilesenler yapidan tamamen uzaklastiriimigtir. 98.9 nm boyutundaki
(Polidispersite: 0.156) nanokurelerin hazirlanma regetesi Cizelge 3.1.’de ve

polimerizasyon kosullari ise Cizelge 3.2.’de detaylandiriimistir. Polimerizasyon
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tepkimesi tamamlandiktan sonra, ¢oézunur bilesenler, polimerin su ve etanol ile
yikanmasiyla yapidan uzaklastirilmistir. Uretilen polimerler; kullaniimadiklari
zaman, mikrobiyal kirlenmeyi dnlemek igin % 0.02°lik NaN3 ¢ozeltisi igerisinde

buzdolabinda saklanmigtir.

3.2.1.1.1. Nanokirelerin Gokturulmesi

Gerek yikama iglemlerinin gerceklestiriimesi, gerekse adsorpsiyon deneylerinde
nanokurelerin ¢okturilmesi gerekmektedir. Bu amagla ultrasantriflij (Beckman
Coulter, Allegra 64R, ABD) kullaniimistir. Suspansiyon halindeki nanokureler
ependorf tuplerine konularak, 30.000 rpm hizda 1 saat sureyle santrifljlenerek
¢OktUralmustlir. Adsorpsiyon deneylerinde HSA derisimleri; santrifljleme islemi

sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerden spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

3.2.1.2. m-PHEMA Nanokiirelere Cibacron Blue F3GA Baglanmasi

Sentezlenen m-PHEMA nanokurelere Cibacron Blue F3GA (CBF3GA) triazin
tekstil boyasi ligand olarak immobilize edilmistir. Reaksiyonda HCI molekulu
cikmaktadir. immobilizasyon reaksiyonunda, m-PHEMA’larin yiizeyindeki -OH
gruplari ile triazin halkasindaki -Cl gruplar nukleofilik yer degistirme
gerceklesmektedir. Sekil 3.2.’de Cibacron Blue F3GA'nin m-PHEMA'’ya

baglanmasi verilmektedir.

Uygulanan yontem kisaca su sekildedir: 0.10 g m-PHEMA nanokire 4.0 g NaOH
iceren 100 ml Cibacron Blue F3GA sulu ¢ozeltisiyle kapali bir reaktorde 80°C sabit
sicaklikta manyetik karistiricida 400 rpm karistirma hizinda 4 saat karistirilarak
reaksiyona tabi tutulmustur. Cibacron Blue F3GA’nin reaksiyon ortamindaki
baslangic derisimi 1.0 mg/ml'dir. inkiibasyondan sonra Cibacron Blue F3GA bagli
nanokureler; fiziksel olarak adsorblanmis olan tum Cibacron Blue F3GA
molekullerini ortamdan uzaklastirmak igin; ¢okturilmis ve ardindan distile su ve
etanol ile defalarca yikanmigtir. Modifiye edilmis nanokureler mikrobiyal kirlenmeyi
Onlemek icin % 0.02'lik NaNs; cozeltisi icerisinde buzdolabinda saklanmistir

(Basar, Uzun, Guner ve ark., 2007). Nanokurelere baglanan Cibacron Blue F3GA
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miktar1 elemental analiz cihaziyla azot ve kukurt sitokiyometrisinin olgumu

yontemiyle saptanmigtir.

O NH,
SO SR
N)}, SO:H
0 NH—QNH—'\\NJ—NHO
SO;H
) + _
s
TCHZC
£=0
L OCH,CHOHJ,
l-HCI
e
CHz-(|3-C|-|2
0 C=O
“O 803HOCHZCH20 n
IN SO;H
NH \)—NH@
SOH

Sekil 3.2. Cibacron Blue F3GA'nin m-PHEMA’ya baglanmasi (Basar ve ark.,
2007).
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3.2.2. CBF3GA/m-PHEMA Nanokirelerin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Zeta Sizer ile Boyut Analizi

Sentezlenen m-PHEMA nanokdurelerin boyut analizi, Nano Zeta Sizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile analiz edilmistir. Zeta boyut dlgiim
cihazinin hadcresi icine 1 ml suspansiyon halindeki m-PHEMA nanokureleri
konulup, kapagi kapatilarak dlgiime hazir hale getirilmis ve analiz sonrasi sonuglar

degerlendirilmistir.

3.2.2.2. Zeta Potansiyel ile Yuzey Yuku Analizi

Sentezlenen m-PHEMA nanokurelerin zeta potansiyelleri, Nano Zeta sizer
(NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile analiz edilmistir. Bu amagla
zeta potansiyel olgum cihazinin 6rnek haznesine 1 ml suspansiyon halindeki

nanokure ¢ozeltisi enjekte edilmis ve yuzey yuku olgumleri gergeklestiriimigstir.

3.2.2.3. Yiizey Alani Analizi

m-PHEMA nanokurelerin ylUzey alani hesabinda 1 ml suspansiyondaki partikul
sayisini veren esitlik (3.1.)’den yararlaniimistir (Bangs, 1987).
N=6x10""xS/1mxpsxd° (3.1.)

Burada N, 1 ml suspansiyondaki nanopartikil sayisi; S % kati; d ¢ap (um); ps
polimer yogunlugunu gdstermektedir. Esitlik (3.2)’'den ise nanokurelerin spesifik

ylizey alani m%g biriminde hesaplanmistir.

Kiirenin ylizey alani=4 x 1 x r? (3.2.)

3.2.2.4. Morfolojik Analiz

3.2.2.4.1. AFM Calismalari

Calismanin bu asamasinda Cibacron Blue F3GA bagli m-PHEMA nanokdirelerin
(CBF3GA/m-PHEMA) ylzeylerinin  topografik goruntuleri atomik  kuvvet

mikroskobu kullanilarak elde edilmistir (Nanomagnetics Instruments, Oxford,
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ingiltere). Yikanmis &rnekler mika saydamlar (izerine damlatilarak azot
atmosferinde ve oda sicakliginda kurutulmustur. Mika saydamlar 45° agiya
ayarlanip partikillerin onlara farkli siddetlerde tutunmalari saglanmigtir. Mika
saydamlar Uzerindeki orneklerin “Yari degen” modda taramalari yapilarak, AFM

goruntileri elde edilmistir.

3.2.2.4.2. SEM Caligmalari

Manyetik nanoklrelerin ylzey morfolojisi i¢in kullanilan yéntemlerden biri de
taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazidir. Ornekler analiz ediimeden dnce,
baslangicta 25°C’de havada kurutma islemine tabi tutulmustur. Bu kurutulmus
ornek SEM analizi igin ornek disklerinin Uzerine yayilarak oda sicakliginda sivi
fazin buharlagsmasi saglanmistir. Daha sonra vakum altinda 100A° kalinliginda
altin ile kaplanarak SEM cihazinda (SEM, Phillips, XL-30S FEG, Almanya) farkli

bayutme orani ile fotograflanmigtir.

3.2.2.5. Elemental Analiz

Sentezlenen m-PHEMA nanokurelere baglanan Cibacron Blue F3GA igeriginin
belirlenmesi igin, elemental analiz cihazi kullaniimistir. Elemental analizlerin
belirlenmesinde asagida verilen ydntem izlenmistir. Polimerik nanokureler (1,0 mg)
elemental analiz cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) aliminyum 6rnek hlcresine
yerlestirilerek + 0,0001 g hassaslikla tartiimistir. Polimerik nanokureler cihaza

konularak yakma iglemi sonucunda % kukurt (S) analizi yapilmigtir.
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3.2.2.6. FTIR caligmalari

m-PHEMA'nin y1gin yapisini incelemek amaciyla toplam yansima bilesimine sahip
Fourier Dontsumlu Infrared FTIR (FTIR cihazi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet
iIS10, Waltham, MA, ABD)) kullaniimistir. Analizden 6nce nanokureler vakum
etivinde 24 saat kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla 0,1g
polimer 6rnegi, 0,1g KBr (IR Grade, Merck, Almanya) ile karistirilarak havanda
doviilmiis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta 10 dakika bekletilerek ince bir
tablet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4600—400 cm™ dalga sayisi

araliginda spektrumu alinmigtir.

3.2.2.7. Manyetik Analiz

3.2.2.7.1. ESR GCaligmalari

m-PHEMA nanokurelerin polimerik yapisindaki manyetik partiktllerin varhigi
elektron spin rezonans (ESR) spektrofotometresi ile arastiriimistir (EL 9,Varian,
ABD).

3.2.2.7.2. VSM Caligmalari

m-PHEMA nanokdurelerin manyetiklik derecesi, titrestirici ornek manyetometresi
(VSM) (Princeton Applied Research, Model 150 A, ABD) kullanilarak manyetik

alanda olgulmastur.

3.2.2.8. Termal Analiz

3.2.2.8.1. DSC Galigmalari

Manyetik analiz calismalarina ek olarak manyetit (FesO4) katiiminin polimer
yapisina etkisini belirlemek ve nanokurelerin kararlihgindaki degisimi gozlemek
icin DSC kullaniimigtir. DSC verileri; Mettler 03 data arayuzli TC10 TA islemciye
sahip DSC baglanti pargasiyla donanmis bir Mettler TA 3000 sistemi kullanilarak
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kaydedilmistir. Sicaklik Pt 100 sicaklik sensoriiyle Slgtilmastir. Ornekler (5 mg)
10°C/dk 1sitma hiziyla dinamik azot ortaminda 500°C’ye kadar isitilmigtir.

3.2.2.8.2. TGA, DTG ve DTA Galismalari

Cibacron Blue F3GA bagl polimerik m-PHEMA nanokdirelerin inorganik faz
(manyetit) icerigini saptamak amaciyla termogravimetrik analiz cihazi (TGA 2950)
kullaniimistir. Termogravimetrik analiz 50 cm®/dk hava akis hiziyla ve 10°C/dk
Isitma hiziyla 0°C’den 900°C’ye isitilarak gerceklestiriimis ve agirhik kayiplari

incelenmisgtir.

3.2.3. CBF3GA/m-PHEMA Nanokurelerle HSA Adsorpsiyonu

3.2.3.1. Sulu Cozeltilerden HSA Adsorpsiyonu

Cibacron Blue F3GA bagh m-PHEMA nanokirelere (CBF3GA/m-PHEMA) HSA
adsorpsiyonu deneyleri kesikli sistemde incelenmigtir. Adsorpsiyon deneylerinde;
ortam pH’inin, baslangi¢ protein derigiminin, adsorpsiyon suresinin, tuz derisiminin
ve ortam sicakhginin HSA adsorpsiyonuna etkileri arastiriimistir. Adsorpsiyon
ortaminin pH’1 farkh tampon sistemleri (pH 4.0-6.0 aralidi i¢in; 0.1 M CH3;COONa-
CH3COOH, pH 6.0-8.0 igin 0.1 M K;HPO4,~KH,;PO4) kullanilarak 4.0-8,0
arali§inda degistiriimistir (Gdkay ve Ayhan, 2005). insan serum albimini baslangic
derisimi 1,0-8,0 mg/ml araliginda incelenmistir. Cibacron Blue F3GA bagli
polimerik m-PHEMA nanokurelerine HSA adsorpsiyonunda etkin olan 6nemli
degiskenlerden biri de adsorpsiyon suresidir. Bu amagla sure olarak 15, 30, 60,
120, 180, 240 ve 300 dakikalik periyotlar kullanilarak deneyler gerceklestiriimigstir.
Adsorpsiyon ortami tuz derisiminin (iyonik siddetin) etkisi ise; ise 0.01-0.15 M
derisim araliginda NaCl iceren ortamda incelenmigtir. Adsorpsiyon ortam
sicakhginin HSA adsorpsiyonuna etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
deneylerde de ortam sicakhgi (4, 25 ve 40 + 1°C olmak Uzere) (Gokay ve Ayhan,
2005) ug farkh sicakliga ayarlanarak galisiimistir. Tipik bir adsorpsiyon deneyinde;
once HSA 4 ml tampon ¢dzeltide ¢ozulmus, ardindan 2.34 mg/ml sUspansiyon

halindeki nanokurelerden 1 ml eklenmistir. Manyetik nanokire eklenmis ve
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adsorpsiyon deneyleri boyunca (2 saat) 130 rpm hizda 25°C’de manyetik olarak

karigtirilmistir.

Bu denge periyodunun sonunda, (CBF3GA/m-PHEMA) nanokureler tarafindan
adsorplanan HSA miktari; Bradford protein analizi yontemiyle (Bradford, 1976)
Coomassie Brillant Mavisi kullanilarak adsorpsiyon ortamindaki baslangi¢ ve son
protein derisimlerinin Olgulmesiyle tayin edilmistir (EK 1). Cozeltilerdeki HSA
derisimi 595 nm’deki spektrofotometrik OlcUmlerle saptanmistir. Polimerik
nanokurelerin HSA adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi icin ise Esitlik 3.3.

kullanilimistir.

= [(Co-C)VIim (3.3.)

Burada q, birim nanokiire Uzerine adsorplanan HSA kitlesini (mg/g); C, ve C
siraslyla, nanokureler ile insan serum albumininin etkilestiriimelerinden onceki ve
sonraki derigsimlerini (mg/ml); V, hacmi (ml); m, deneylerde kullanilan nanokure

kitlesini (g) gostermektedir.

3.2.3.2. insan Plazmasindan Segici Albiimin Azaltilmasi

Cibacron Blue F3GA baglh polimerik m-PHEMA nanokurelerine insan serumundan
HSA adsorpsiyonu igin saglikli bir donérden alinan insan serumu ile ¢galismalar in-
vitro ortamda yapilmistir. insan plazmasinin normal HSA derisimi 37.8 mg/ml’dir.
Adsorpsiyon deneyleri 25°C’de 130 rpm karistirma hizinda gerceklestirilmigtir.
Cibacron Blue F3GA bagh polimerik m-PHEMA nanokureler tarafindan
adsorplanan HSA miktari; plazmadaki baglangic ve son protein derigimlerinin
Olcllmesiyle tayin edilmistir. Plazmanin seyreltiimesi igin fosfat tampon tuzu (PBS)
(pH:7.4 NaCl, % 0.9) kullaniimistir.

3.2.3.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

HSA desorpsiyonu igin oda sicakliginda 1.0 M NaCl iceren pH 7.0 fosfat tampon
kullaniimistir. Desorpsiyon deneyleri, adsorpsiyon amaciyla da kullanilan kesikli

sistemde incelenmistir. HSA adsorplanmis polimerik nanokureler, desorpsiyon
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ortaminda 25°C’de, 1 saat 130 rpm hizda surekli karistiriimistir. Desorpsiyon
ortamindaki HSA miktari Bradford protein analizi ydontemine (Bradford, 1976) gore
595 nm’de spektrofotometrik yontem ile Coomassie Brillant Mavisi kullanilarak

belirlenmistir (EK 1). Desorpsiyon orani Esitlik 3.4. kullanilarak hesaplanmistir.

% Desorpsiyon = (Desorplanan HSA / Adsorplanan HSA) x 100 (3.4,

m-PHEMA nanokureler tekrar kullanilabilirliginin  belirlenebilmesi icin ayni
nanokurelerle adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu 10 kez tekrarlanmigtir. Her
desorpsiyon iglemi sonrasinda, m-PHEMA nanokureler, rejenerasyon ve

sterilizasyon i¢cin 50 mM NaOH ile yikanmistir.

3.2.3.4. SDS-PAGE Analizi

CBF3GA/m-PHEMA nanokdirelere, sulu c¢o6zeltiden ve insan plazmasindan
adsorplanan HSA ve desorplanan HSA'nin safligini kontrol etmek amaciyla
sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullaniimistir.
Elektroforezde izlenen yontem, asagidaki bdlimlerde ayrintilariyla birlikte

verilmistir:

Poliakrilamid jel, dizgun bir yuzey olusmasi amaciyla iki elektroforez caminin
arasina dokulmastir. Jel iki cam arasina doékilmeden Once camlar iyice
temizlenmis ve etanol ile silinmistir.  Jelin  hazirlanigi  sirasinda
N,N,N’,N’;tetrametiletilendiamin TEMED ve amonyum persulfat (APS) hari¢ diger
maddeler behere alinmigtir. Bu karisimin havasinin alinmasi amaciyla 10 dakika
sonikatorde muamele edilmigtir. Jel karisimina en son TEMED ve APS eklenmis
ve jel hizlica camlarin arasina dokulmustur. Jelde orneklerin yuklenebilecegi
bosluklar yaratmak amaciyla, tarak yerlestirilmigtir. Jel polimerlestikten sonra tarak
dikkatlice ¢ikarilmig ve iki cam arasindaki jel elektroforez tankina yerlestirilmigtir.
Sulu HSA c¢ozeltisi (2 mg/ml) ve insan plazmasinin Cibacron Blue F3GA boya
takil m-PHEMA nanokurelerle 3 saatlik inklUbasyon suresi ve desorpsiyonun
ardindan toplanan ornekler yukleme ¢ozeltisi ile uygun oranlarda karistiriimistir.
Hazirlanan ornekler denatlire edilmek Uzere 65°C’de 5 dakika tutulmus, ardindan

ornekler buza alinarak jele yuklenmigtir. Cihaz 200 V’'da 2.5 saat boyunca

63



yurimeye birakilmistir. Bu stre sonunda jel boyama oncesi uygun ¢ozeltiye (% 5

asetik asit, % 50 metanol) alinmigtir.

Elde edilen SDS jelinin gorintilenmesi icin gimus nitrat ile boyama yontemi
poliakrilamid jeldeki proteinlerin boyanmasi i¢in uygulanan en hassas
yontemlerden biridir. Blum ve arkadaslarinin (1987) ¢alismalarinda verilen gumus
nitrat boyama yoéntemi uygulanmistir. Yontem su basamaklari icermektedir:
Yurtutme isleminden sonra jel metanol: asetik asit: su (50:5:45) karisiminda en az
bir saat bekletilmigtir. Bu agsamada proteinlerin jele sabitlenmesi saglanmigtir.
Sabitleme isleminden sonra jel iki kez ikiser dakika deiyonize su ile ylkanmis ve en
az bir saat deiyonize su i¢inde bekletilmistir. Jel deiyonize sudan alindiktan sonra
bir ya da iki dakika % 0.02’lik sodyum tiyosulfat ¢ozeltisi igine alinmistir. Daha
sonra iki kez 10’ar saniye olmak Uzere deiyonize su ile yikanmigtir. Yikama
isleminden sonra jel % 0.1’lik gumus nitrat ¢dzeltisine alinmis ve ¢ozelti iginde
+4°C’de 30 dakika bekletilmistir. GUmus nitrat ¢ozeltisinden alinan jel deiyonize su
ile iki kez 30’ar saniye yikanmistir. Jel, daha sonra % 2 sodyum karbonat ve %
0.04 formaldehit igerigine sahip banyo ¢oOzeltisine alinmigtir. Jelde kararma
gerceklesince reaksiyon % 1’lik asetik asit ¢ozeltisi ile durdurulmus ve jel % 1’lik
asetik asit ¢ozeltisinde saklanmistir. Boyama islemlerinin ardindan jeller, Image

Quant (Amerhsam, ingiltere) cihazinda géruintiilenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. CBF3GA/m-PHEMA Nanokiurelerin Karakterizasyonu

Calismanin bu béliminde modifiye mikroemdilsiyon polimerizasyonu yontemiyle
hazirlanan nanokurelerin karakterizasyon sonugclari verilmistir. FesO4 (manyetit)
varliginda 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin polimerizasyonu ile
hazirlanan m-PHEMA nanokireler 98.9 nm boyutunda ve 0.156 polidispersite
indeksine  (PDI) sahiptirler. m-PHEMA nanokureler; HEMA fonksiyonel
monomerinin EGDMA c¢apraz baglayicisiyla SDS ve PVA karisimindan olusan
sulu dagitma ortaminda baglatici olarak APS kullaniimasiyla sentezlenmigtir.
Nanokure “ylzey alani/kitle” orani oldukga ylUksek hesaplanmistir. Sentezlenen
polimerin spesifik yilizey alani 1302 m?g olarak bulunmustur. Sunulan
arastirmanin bu asamasinda sentezlenen m-PHEMA nanokirelere Cibacron Blue
F3GA triazin boya ligandi kovalent olarak baglanmistir. Cibacron Blue F3GA'nin
biyokimyasal sistemler Uzerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi daha 6nce
rapor edilmistir (Weber, 1979). Calismanin ikinci boluminde sentezlenen Cibacron
Blue F3GA bagh m-PHEMA (CBF3GA/m-PHEMA) nanokurelerin boyut, boyut
dagilimi (PDI), zeta sizer ile; ylzey yuku oOzellikleri, zeta potansiyeli ile; morfolojik
Ozellikleri, AFM ve SEM ile; kimyasal yapisi, elemental analiz, FTIR, DSC, TGA,
DTG, DTA ile ve manyetik 6zellikleri ise, ESR ve VSM ile karakterize edilmistir.
Gergeklestirilen karakterizasyon calismalari basliklar halinde tartisilarak rapor

edilmistir.

4.2.1. Zeta Sizer ile Boyut Analizi

Sentezlenen m-PHEMA nanokdireler boyut analizi, Nano Zeta Sizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile analiz edilmistir. Yaklagik 98.9 nm
boyuttaki nanokurelerin polidispersitesi 0,156 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1.).
Sekilden de goéruldigu gibi; es boyutlu, dar boyut dagilimina sahip manyetik

nanokureler bagariyla hazirlanmistir.
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Sekil 4.1. Sentezlenen manyetik 6zellikte polimerik nanoktrelerin Zeta Sizer

grafigi.

4.2.2. Zeta Potansiyel ile Yiuzey Yiikiu Analizi

Zeta potansiyel degeri, kararli bir partikil olusumunu etkileyen (partikullerin
birbirine yapismalari (mukoadezyon) gibi) dénemli bir partikal karakteristigidir.
Teorik olarak pozitif ya da negatif dederdeki zeta potansiyel degerleri, kararli
partikll sUspansiyonunun olusmasina eslik eder (Kumar ve ark., 2004). Ayni
elektrik yukune sahip partikuller arasindaki elektriksel itme kuvvetleri sispansiyon
halindeki kurelerin kimelesmesini (agregatlagsmasini) onler (Feng ve ark., 2001).
Diger taraftan partikullerin birbirleriyle yapismasi (mukoadezyon) pozitif zeta
potansiyel degerleri ile desteklenebilir (Bayems ve ark., 1997). Sonug¢ olarak,
partikullerdeki pozitif yuklt gruplar varhginda mukus ve partikil arasindaki
elektriksel yuk etkilesimleri s6z konusu olabilir (Kumar ve ark., 2004).
Mikroemulsiyon polimerizasyonu teknigi ile 98.9 nm boyutunda hazirlanan m-
PHEMA nanokdurelerin pozitif zeta potansiyel dederi pH: 5.0'de 3.0 mV olarak
bulunmustur. Ayrica pH: 4.0'de 20.7 mV, pH: 7.0'de 2.1 mV ve pH: 8.0’de 10.5 mV
olarak kaydedilen pozitif zeta potansiyel degerleri de, sentezlenen nanokire

suspansiyonunun kararli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. Sentezlenen manyetik 06zellikte polimerik nanokurelerin farkli pH
degerlerindeki Zeta Potansiyel grafigi.
4.2.3. Yiuzey Alani Analizi

CBF3GA/m-PHEMA nanokiirelerin spesifik yiizey alani 1302 m?%g olarak
bulunmustur. Bulunan bu genis yuzey alani, duguk kutle transfer sinirlamalari
olusturdugundan dolayi; nanokurelerin olduk¢a yuksek adsorpsiyon kapasitelerine

ulasabilmelerini saglayabilmektedir.

4.2.4. Morfolojik Analiz

4.2.4.1. AFM Caligmalari

Cibacron Blue F3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin yizey morfolojisi yari degen
modda AFM ile karakterize edilmistir. Modifiye edilmis m-PHEMA nanokdirelerin
maksimum partikul boyutu yaklagik 141.45 nm olarak saptanmigtir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. CBF3GA/m-PHEMA nanokurelerin AFM goruntuleri. (A) Yuzey
Goruntusu (B) 3B Gorluntusu (Zeta Sizer ile olgllen partikul boyutu 98.9 nm).

Sekil 4.3."de goruldigu gibi nanokureler kuresel ve es boyutludur. Nanokurelerin

dar boyut dagilimi adsorpsiyon dinamiklerini etkileyen énemli bir parametredir. Es

boyutlu yapi tekrarlanabilir adsorpsiyon iglemlerine olanak saglamaktadir.

68



4.2.4.2. SEM Galigmalari

CBF3GA bagh m-PHEMA (CBF3GA/m-PHEMA) nanokurelerin ylizey morfolojisi
taramali elektron fotograflariyla incelenmigtir.  Kuru haldeki m-PHEMA
nanokurelerle ¢ekilen bu SEM fotograflarindan; nanokuirelerin kiresel sekilde ve
es boyutlu (Sekil 4.4.) olduklari gérilmektedir. SEM goérintilerinden nanokdrelerin

ortalama boyutlarinin 100 nm civarinda oldugu rahatlikla goérulmektedir.

SEI 15.0kV  X55000 100nm WD 9.7mm

e 73.6nm
g

SANAEM SEI 150kV  X55000 100nm WD 9.7mm

Sekil 4.4. CBF3GA/m-PHEMA nanokdurelerin SEM goéruntuleri.
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4.2.5. Elemental Analiz

Elemental analiz ile kukurt sitokiyometrisinden faydalanilarak CBF3GA bagh m-
PHEMA nanokdirelerin yapisina katilan boya-ligand Cibacron Blue F3GA miktari
0.80 mmol/g olarak belirlenmistir. m-PHEMA nanokureler kikurt icermediginden
elemental analizle belirlenen kukart miktari nanokurelerin  yapisina katilan
Cibacron Blue F3GA'ya aittir.

4.2.6. FTIR ¢caligmalari

Arastirma kapsaminda sentezlenen manyetik PHEMA’nin, kullanilan CBF3GA
triazin tekstil boyasinin ve sentezlenen CBF3GA/m-PHEMA nanokurelerin FTIR
spektrumlari  ¢ekilmis ve Sekil 4.5’de verilmistir. Nanokurelerin  FTIR

spektrumlarinda goérilen karakteristik pikleri ise Cizelge 4.1.’de sunulmustur.
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Sekil 4.5. Manyetik PHEMA, CBF3GA ve CBF3GA/m-PHEMA nanokurelere ait

FTIR spektrumlari.

Cizelge 4.1. FTIR spektrumlarindan elde edilen bazi karakteristik titresim bantlari.

Dalga Sayisi (cm™)

Karakteristik pik

m-PHEMA 757 Fe-O gerilme
1162, 1265 C-O gerilme
1635+ 15 C=CH,
1732 C=0 gerilme
3443 + 200 O-H gerilme

CBF3GA 500-700 & 1084 C-Cl gerilme
1025 S-O gerilme
1221 £ 25 S=0 gerilme
1506, 1568 C=C gerilme
1619 C=N gerilme
1732 C=0 gerilme
3443 + 50 N-H gerilme

CBF3GA/m-PHEMA 752 Fe-O gerilme
1161, 1263 C-O gerilme
1728 C=0 gerilme
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m-PHEMA nanokirelerin 3443-200 cm™ de tespit edilen genis keskin pik ozellikle
Hidrojen bagina katilmis ve katilmamis O-H gerilme titresimini karakterize
etmektedir. Hidroksil gruplarinin kendi arasinda olugsan hidrojen baglarina ilaveten
ayni zamanda Fe®" iyonu ve OH gruplari arasinda da meydana gelen elektrostatik
etkilesimler de vardir. Bundan dolayi; Fe® varhginda gekilen spektrumda gorulen

OH piki cok genis dedgildir.

m-PHEMA her bir polimer yan zincirinde bir hidroksil grubu ve bir karbonil grubuna
sahip oldugundan; bu fonksiyonel gruplar da OH---O=C ve OH---OH seklindeki
hidrojen baglarina katkida bulunabilirler. PHEMA’da makromolekuller ic¢i, i¢c yan
zincirler arasi, komsu yan zincirler arasi ve makromolekuller arasi etkilesimlerden
dolayr karmasik hidrojen bagi vyapilari beklenmesine ragmen; literaturde
PHEMA’nin hidrojen baglari ile ilgili yapilmis pek fazla ¢alisma yoktur. Morita ve
arkadaslari, PHEMA’nin kati haliyle yapmis oldugu IR spektrumu arastirmasinda;
PHEMA yan zincir terminalleri Gzerindeki OH gruplarinin % 47.3’Gnun OH---O=C
tipi hidrojen bagi yaparken, geri kalan OH gruplarinin ise OH---OH tipi hidrojen

baglarina katkida bulundugunu rapor etmistir (Morita ve ark., 2009).

1732 cm™ frekansinda goriilen keskin pik m-PHEMA polimerinin C=0 gerilme
titresimini karakterize eder. 1635 + 15 cm™ degerlerinde ortaya ¢ikan zayif bandin
ise EGDMA c¢apraz baglayicisinin C=CH; u¢ gruplarindan kaynaklandigi
dustintimektedir. 1265 ve 1162 cm™ degerlerinde beliren genis pikler de O-H
gerilme titregimlerini karakterize etmektedir. 757 cm™' frekansinda karsilasilan pik
ise Fe3zO4 molekilinin Fe-O gerilme titresimini isaret ederek m-PHEMA

nanokurelerin manyetikligini desteklemektedir.

Yine Sekil 4.5."de sunulan CBF3GA'nin FTIR spektrumunda; boyanin N-H geriime
titresim piki 3443 + 50 frekans arahiginda c¢oklu pikler olarak verilmistir. Boyanin
farkli amin gruplari serbest ve H-bagli olmaya meyilli oldugundan spektral durum
duizenlidir. 1732 cm™ deki orta siddetli bant, 1619 cm™'deki omuz ve 1568 ile 1506
cm™"deki keskin pikler yapinin C=0, C=N ve C=C gerilme titresimlerini karakterize
eden spektral kanitlardir. 1221 cm™deki pik ve bu frekansin yaklasik 25 cm™
altinda ve Ustundeki genis bant da S=O gerilme titresimini karakterize eder. 1084

cm™'de acikga gériinen pik ise C-Cl gerilmesine aittir. S-O gerilme titresimi 1025
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cm™ frekansi gibi diisiik dalgaboyunda da spektrumda gériiliir. Ek olarak boyanin
C-Cl gerilim titresimlerini 500-700 cm™ frekans araliginda farkli dalgaboylarinda

gbérmek mumkuindur.

Sekil  4.5'de  CBF3GA/m-PHEMA  nanokdurelerin IR spektrumununu
gostermektedir. C=0O bandi keskin bir pik olarak 1728 cm™ frekansinda
godzlenmektedir. Bu 1650 cm™ frekansindaki pik bandin kuvvetinin zayif oldugunu
ifade etmektedir. 1263 ile 1161 cm™deki pikler C-O gerilme titresimlerini
karakterize ederler. Orijinal Cibacron Blue F3GA’nin 1084 cm™deki gerilim
titresiminin 1081 cm™deki IR piklerinde; zayif bir destek haline déniisimii
godzlenmektedir. Buna ilaveten 500-700 cm™' frekans araligindaki CBF3GA C-Cl

gerilim titresimlerinin siddetinde de 6nemli dlgude bir azalma vardir.

4.2.7. Manyetik Analiz

4.2.7.1. ESR Galigsmalari

Sekil 4.6'da manyetik alana (Gauss) karsi manyetit pikinin  siddeti
g6zlemlenmektedir. Ornede dis bir manyetik alanin uygulanmasi; dis alana
eklenecek ya da dig alandan azaltilacak bir i¢ manyetik alan yaratabilir. Elektronik
manyetik moment tarafindan Uretilen boélgesel manyetik alan etkin alani (Hein)

olusturabilmek icin, dis manyetik alana (Has) vektorel olarak eklenmelidir.
Hetkin = Hais + Hbosigese 4.1,

Sekil 4.6’'dan saptanan bagil sinyal siddeti degeri 50’dir. Bu deger polimerik
yapinin icersindeki manyetitden dolayr bolgesel bir manyetik alana sahip

oldugunun bir kanitidir.

ESR ile cifttesmemis elektronlara sahip molekul yada molekil parcalari analiz
edilmektedir. Ciftlesmemis elektronlara sahip molekullerin manyetik ozellik
goOstermeleri nedeniyle bu yontemle maddelerin manyetik 6zellikte olup olmadigi
belirlenebilmektedir. Sekil 4.6’da goruldugu gibi manyetit yakli nanokurelerin genis

ve asimetrik tek ¢izgili bir rezonans egrisine sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla
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polimerin kendisi herhangi bir manyetik 6zellige sahip degilken yapi igcine manyetik
Ozellik tagiyan manyetit gekirdegin girmesiyle manyetik yuklid PHEMA nanokureler
elde edilmektedir. Elektron spin rezonansla polimerik yapi icinde manyetit

partikullerin varligi gozlenmistir.

Ciftlesmemis elektron iceren bir maddeye uygulanan dis manyetik alan, manyetik
momentlerle baglantili AE kadar enerji farki olan enerji dlzeyleri yaratir. Bu enerji
dizeyleri arasindaki fark, AE=g.8.H kadardir. Bu eneriji farki mikro dalga enerjisine
esit oldugundaki manyetik alan rezonans alani (H;) olarak tanimlanmaktadir.
Rezonans alani ESR spektrumunda sinyal siddetinin sifir oldugundaki yani
maksimum mikrodalga enerjisi sogurdugundaki manyetik alan degeridir. g ise
spektroskopik yarilma carpani olup her maddenin kendine 6zgu karakteristik bir

Ozelligidir ve demir i¢in bu deger 1.94 ve kobalt igin 1.87°dir (Edwards, 1996).

Sekil 4.6’da gosterilen g faktorl; eslesmemis elektron ciftlerinin  yerlestigi
molekullerin karakteristik bir miktari olarak da tanimlanabilir. Bilinmeyen bir
sinyalin kaynaginin tanimlanabilmesi igin; g faktoranun belirlenmesi onemli bir
destek olabilir. Literatiirde Fe ** iyonu icin g faktérii diisiik spin kompleksi icin 1.4-
3.1 ve yuksek spin kompleksi icin 2.0-9.7 araliginda belirtiimektedir (Swartz ve
ark., 1972). m-PHEMA nanokdreler icin g faktori asagidaki esitlige gore “2.3”

olarak bulunmustur.
g=hu / BHr (4.2))

Burada h; Planck sabiti (6.626 x 10?" erg x s), u; frekans (9.707 x 10° Hz), B;

evrensel sabit (9.274 x 102! erg/G) ve H; ; manyetik alan rezonansi (G) dir.

Manyetik PHEMA nanokdirelerin sahip oldugu g faktéri degerinin, hem dusuk
spinli hem de ylUksek spinli Fe* kompleksleri icin belirtilen araliga qirdigi

bulunmustur.

Ayrica 3050 Gauss degerindeki manyetik alan degerinin de 1.0 g m-PHEMA
orneginde bulunan tim dipol momentleri uyarmak icin yeterli oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. CBF3GA/m-PHEMA nanokdrelerin ESR spektrumu.

4.2.7.2. VSM Calismalari

Sekil 4.7°de VSM ile elde edilen manyetizma egrileri; Cizelge 4.2."de de doygunluk
manyetikligi (Ms), gram oOrnek bagina reziduel manyetiklik (M;), bagil doygunluk
remanans! (arta kalan manyetiklik) (m, = M,/Ms) ve zorlayici alan (H.) degerleri
verilmigtir. Sentezlenen Cibacron Blue F3GA bagli m-PHEMA nanokulreler oda
sicakliginda bir histerezis egrisi gostermeksizin tipik bir superparamanyetik
davranis sergilemiglerdir. Dusuk M/Ms orani ve sifir H; degeri de

superparamanyetik davranigsin kaniti olmustur.
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Manyetik  nanokurelerin  doygunluk  manyetikliginin ~ yigin  malzemenin
manyetizmasindan daha az oldugu tespit edilmistir. Buradaki manyetiklik kaybinin
nedeni; islem boyunca gergeklesen yukseltgenmelerin ve polimerizasyon boyunca
oksitleyici baslatici fragmanlarinin varliginin, bazi manyetik olmayan demir oksit

molekullerinin (Fe2O3) olusumuna meydan vermeleri olabilir.
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Sekil 4.7. CBF3GA/m-PHEMA nanokurelerin manyetizma egrisi.

Cizelge 4.2. CBF3GA/m-PHEMA nanokurelerin manyetizma degerleri.

Doygunluk manyetikligi (Ms) (emu/g manyetit) 1.5
Gram ornek basina rezidiiel manyetiklik (M) (emu/g manyetit) 0.2
Bagil doygunluk remanansi (m, = M,/Ms) 0.133
Zorlayici alan (H;) (Oe) 0
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4.2.8. Termal Analiz

4.2.8.1. DSC Galigmalarn

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetik yUkli nanokurelerin camsi gegis
sicakhgr ve erime sicakhdi gibi iki dnemli isil 6zelligi DSC ile belirlenmistir. Sekil
4.8.de CBF3GA bagli manyetik PHEMA nanokurelerin DSC termogramlari
verilmektedir. Cizelge 4.3.’de ise bu nanokurelere ait Isil gegigler topluca

sunulmustur.

Sekil 4.8."de goruldugu gibi CBF3GA baglh manyetik PHEMA nanokurelerin DSC
termogramindan camsi gegis sicakhgr (Tg) 83.15°C, erime sicakligr (Tm)
287.09°C’dir. Manyetit icermeyen PHEMA igin literatlrde tespit edilen camsi gegis
sicakligi (Tg) 79.2°C olarak rapor edilmigtir (Ferreira ve ark., 2000). Manyetit iceren
ayni polimerin camsi gecis sicakliginin arttigi gorilmektedir. Bu da yapi igindeki
manyetit nanokurelerinin isil  kararhligi  artirdigini  gostermektedir. DSC
termogramlarina bakildiginda manyetit iceren polimerin bozunma sicakliklari
421.2°C ve 450.95°C’de godzlenmektedir. Bu da polimer icindeki manyetitin 1sil
kararhligi artirdigini géstermektedir. Literatirde de benzer sonuglar mevcuttur.

Ayrica DSC grafiginde yaklasik 190°C’deki ekzotermik pik manyetitin maghemite
gegcisini gostermektedir. 300°C Uzerindeki sicakliklarda maghemitin hematite
oksitlendigi rapor edilmigtir (Lauer ve ark., 2000). Dolayisiyla yaklagik 422°C’deki

ikinci ekzotermik pik de maghemitin hematite yukseltgenmesini gostermektedir.
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Sekil 4.8. CBF3GA/m-PHEMA nanokdirelerin DSC grafigi.

Cizelge 4.3. CBF3GA/m-PHEMA nanokdirelerin camsi gegis (Tg) , erime (Tr) ve

bozunma (T4) sicakliklari.

Polimer Tq (°C) Tm (°C) Ta (°C)
CBF3GA bagii
m-PHEMA 83.15 287.09 421.2- 450.95

4.2.8.2. TGA, DTG ve DTA Calismalan

Sekil 4.9.°da CBF3GA bagli manyetik PHEMA nanokurelerin termal analizi sonucu
elde edilen grafikte; mavi egri termogravimetrik analiz (TGA) grafigi olup sicaklk
degisimine bagh agirlik kaybini verir, pembe egri TGA edrisinin turevi (DTG) olup
maksimum agirlik kayiplarinin hangi sicakliklarda gergeklestigini gosterir ve
kirmizi egri ise diferansiyel termal analiz grafigi olup (DTA) endotermik veya

ekzotermik reaksiyonlarin izlenmesini saglar.
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Sekil 4.9. CBF3GA/m-PHEMA nanokdurelerin TGA, DTG ve DTA grafikleri.

DTA grafigi dort farkh sicaklikta endotermik reaksiyonlarin gergeklestigine isaret
etmektedir. DTG egrisi ise maksimum agirlik kayiplarinin gercgeklestigi Ug
endotermik reaksiyonun meydana gelmis oldugu sicakliklarin; 57.13°C, 270.26°C
ve 413.70°C oldugunu agikga gostermektedir. Burada ilk olarak 57.13°C sicaklikta
fiziksel olarak adsorplanmis su yapidan ayrilmaktadir. Daha sonra 270.26°C
sicaklikta polimer erimeye baglamaktadir ve 413.70°C sicaklikta ise polimer artik

bozunmaya ugramis durumdadir. Yapidan geriye sadece yuksek

inorganik bir madde turd olan manyetit kalmistir.

termal

sicakliklara dayanabilen
Manyetitin de bir kisminin maghemit ve hematite ekzotermik olarak déonusmus

oldugu g6z 6nunde bulundurulmalidir.

TGA Olgumleri 4-basamakli bir bozunma gdstermistir: 1.bozunma 50-105°C
arasinda yaklasik % 4.119 kitle kaybiyla, 2.bozunma 105-315°C arasinda
yaklagik % 7.059 kutle kaybiyla, 3.bozunma 315-625 °C arasinda yaklasik %
79.135 kutle kaybiyla ve 4.bozunma ise 625-900°C arasinda yaklagik % 2.593
kitle kaybiyla gerceklesmistir. Sekil 4.9.’da agikga gorunen bu degerler Cibacron
Blue F3GA baglh m-PHEMA nanokdurelerin yapilarinda % 7.094 oraninda inorganik
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manyetit icerdiklerini ortaya ¢ikarmistir. Polimerik nanokurelerin yuksek manyetit
icerigi; bir dis manyetik alan icerisinde kuvvetli bir manyetik duyarliiga sahip
olduklarinin kanitidir. Boylece manyetik polimer nanokureler dis manyetik alana
dogru cok hizli bir sekilde hareket ederler ve ¢ok kisa bir slirede de sudan
tamamen ayrigtinlabilirler. Sonug¢ olarak manyetik polimer nanokurelerin
manyetizma 6zelliklerinin manyetik ayirma islemleri icin yeterince kuvvetli oldugu
tespit edilmistir (Zheng, 2005).

4.3. CBF3GA/m-PHEMA Nanokiirelerle HSA Adsorpsiyonu

4.3.1. Sulu Gozeltilerden HSA Adsorpsiyonu

HSA adsorpsiyonu yukli HSA molekilleri ve immobilize edilmis CBF3GA

arasindaki elektrostatik ve/veya hidrofobik etkilesimleri barindirir.

4.3.1.1. pH Etkisi

CBF3GA/m-PHEMA nanokurelere HSA adsorpsiyonuna pH’in etkisi pH: 4.0-8.0
araliginda incelenmistir (Sekil 4.10.). Sulu HSA ¢dzeltilerinin tamponlanmasi igin
0.1 M asetat (pH:5, pH: 6) ve 0.1 M fosfat (pH:6, pH: 8) tamponlari kullaniimistir.

700
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400

300

200

Adsorplanan HSA miktari (mg/g polimer)

100

pH

Sekil 4.10. pH’In adsorpsiyona etkisi.
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Adsorpsiyona pH'in etkisi incelenirken; HSA’nin biyoaktivitesinin pH:8 degerinin
uzerindeki pH degerlerinde yok edilecegi g6z onunde bulundurulmustur.
Arastirilan tim parametrelerde maksimum HSA adsorpsiyonu pH:5'de 598 mg/g
polimer olarak ortaya ¢ikmistir. pH:5 degeri HSA proteininin izoelektrik noktasidir.
Bu pH:5 degerinin altindaki daha asidik ve Ustindeki daha bazik degerlerde
adsorpsiyon kapasitesinin azaldidi agikga goruilmektedir. Bu azalma benzer yuklu
gruplar arasindaki elektrostatik itme gugcleri ile izah edilebilir. Proteinler izoelektrik
noktalarinda net yuUke sahip olmadiklarindan ve sulu ortamdaki protein
¢OzUunurlugu azaldigindan sulu gozeltilerden maksimum adsorpsiyonlari genellikle
bu noktalar civarinda olur. izoelektrik noktanin altinda ve Ustiindeki asidik ve bazik

ortamlar ise proteinlerin pozitif ya da negatif yUklli olmalarina neden olurlar.

izoelektrik noktanin altindaki pH degerlerinde; protein ¢ozeltisinin pH'1 artarken,
aminoasit yan gruplarinin protonlanma derecesi azalir ve Cibacron Blue F3GA’nin
negatif yiki artar. izoelektrik noktanin Ustiinde ise; pH artarken, HSA adsorpsiyon
kapasitesinin azalmasinin sebebi de HSA ve ligand molekilleri arasindaki
elektrostatik itme etkileri olabilir. Boylece de proteinin sulu ortamdaki ¢ozunurlugu
artar ve adsorpsiyon daha az gergeklesir. Cibacron Blue F3GA bir
monoklorotriazin boyasidir ve yapisinda u¢ asidik silfonik grup icerir. Buradaki
Ozel etkilesim; Cibacron Blue F3GA Uzerindeki bu gruplardan, ligandda ve insan
serum albuminindeki aminoasit yan zincirlerinde var olan c¢esitli gruplarin
iyonlasma hallerinden ve HSA molekdllerinin bu pH’daki konformasyonel halinden
kaynaklaniyor olabilir. Ozgil olmayan adsorpsiyonun pH’dan bagimsiz oldugu ve

calisilan tum pH degerlerinde esit miktarda oldugu da degerlendirmeye alinmistir.

4.3.1.2. HSA Baslangi¢ Derigiminin Etkisi

CBF3GA/m-PHEMA nanokdurelerin sulu ¢ozeltiden HSA adsorpsiyonuna, HSA
baglangi¢ derigiminin etkisi incelenmigtir. Bu amacla optimum pH degeri olan
pH:5’de farkh derigimlere sahip HSA ¢ozeltileri hazirlanmis ve CBF3GA/m-PHEMA
nanokurelerle  etkilestiriimigtir. CBF3GA/m-PHEMA  nanokurelere ~ HSA

adsorpsiyonuna HSA derisimi faktérinun etkisi Sekil 4.11.’de verilmistir.
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Sekil 4.11. HSA derisiminin adsorpsiyona etkisi.

Sekilden de anlasilacagi Uzere; nanokurelerin birim kitlesi basina adsorplanan
HSA miktari, ¢ozeltide artan HSA derisimi ile beraber 4.0 mg/ml degerine kadar
artis gosterip bu noktadan sonra doygunluga erismektedir. Cibacron Blue F3GA
immobilizasyonun sulu ¢ozeltiden HSA adsorpsiyonunu 2560 mg/g HSA degerine
kadar onemli olgude artirdidi acikca gorulmektedir. HSA adsorpsiyonu
kapasitesindeki bu artis Cibacron Blue F3GA ve HSA molekdlleri arasindaki 6zgull
etkilesimlerin albumin adsorpsiyonunu destekleyici etkisinden kaynaklanmaktadir.
4.0 mg/ml degerinden sonraki artiglar, adsorpsiyon kapasitesini artirmamaktadir.
Bu durum nanokurelerin yuzeyine immobilize edilen ve aktif etkilesim grubu olan

boya molekdllerinin doygunluga ulagsmasi ile agiklanabilir.

Cibacron Blue F3GA ve HSA molekulleri arasindaki bu igbirlik¢i etki; Cibacron
Blue F3GA’nin asidik gruplari ile aromatik yapilarinin ve HSA molekullerinin
aminoasit yan zincirleri Gzerindeki gruplarin sebep oldugu hidrofobik, elektrostatik

ve hidrojen baglar gibi farkli etkilesim mekanizmalarinin sonucu olabilir.
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4.3.1.3. Etkilesim Suresinin Etkisi

CBF3GA/m-PHEMA nanokurelere HSA adsorpsiyonuna etkilesim suresinin etkisi
incelenmistir. Bu amacgla CBF3GA/m-PHEMA nanokureler farkli zaman
araliklarinda HSA c¢ozeltileriyle etkilestiriimistir. CBF3GA/m-PHEMA nanokurelere

HSA adsorpsiyonuna etkilesim slresinin etkisi Sekil 4.12.’de verilmistir.
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Sekil 4.12. Adsorpsiyon suresinin adsorpsiyona etkisi.

Sekil 4.12.’den de goruldugu Uzere adsorpsiyon prosesin baglarinda sure artigiyla
beraber HSA adsorpsiyonunda oldukga hizli bir artis kaydedilmis, ardindan 240.
dakika civarindaki 597.3 mg/g polimer parametresine denk gelen adsorpsiyon
dengesine dogru adsorpsiyon artisinin hizinda azalma olmus ve 300. dakikadan
itibaren de 598 mg/g polimer parametresine tekabul eden adsorpsiyon dengesine
ulasiimig ve adsorpsiyon durmustur. Adsorpsiyon artisinin hizindaki bu azalmanin
nedeni zamanla meydana gelen adsorpsiyondan dolayi HSA derigiminin
azalmasidir. Hareketli fazdaki (protein ¢ozeltisi) HSA derigsimi azaldikg¢a, itici gug

(sulu ¢ozelti ve afinite (sabit faz) arasindaki derisim farki) de azalir.
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4.3.1.4. iyonik Siddetin Etkisi

Sekil 4.13. ise Cibacron Blue F3GA bagh m-PHEMA nanokirelerden HSA

adsorpsiyonuna iyonik gu¢ (NaCl ile ayarlanan) faktdrinun etkisini gdstermektedir.
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Sekil 4.13. iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi.

Baglayici tamponun (asetat tamponu: pH: 5) artan iyonik glclyle HSA
adsorpsiyonun kapasitesinde azalma gozlemlenmektedir. NaCl derigsimi 0.01
M’dan 0.15 M degerine arttirildidinda, HSA adsorpsiyonun 598 mg/g polimer
degerinden 440 mg/g polimer degerine duserek; % 26.4 oranda azaldigi tespit
edilmistir. HSA adsorpsiyonu kapasitesindeki bu azalma boya takii m-PHEMA
nanokureler ve protein molekulleri arasindaki itici elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklanmaktadir. Adsorpsiyon ortamindaki tuz derisiminin artiriimasi; boyanin
proton kaybina ugramis sulfonik asit gruplarinin, tuzun sodyum iyonlari arasindaki
koordinasyonuyla sonuglanabilir ve bu da protein adsorpsiyonunun duagusune yol
acabilir. YUksek iyonik siddet seviyelerinde duguk protein adsorpsiyonunun bir

diger sebebi de; mevcut tuz koprilerinin tuz varhigindaki deformasyonu olabilir.

Ayrica bu durum vyuksek iyonik guclerde albumin molekulllerinde daha siki

yapilarin olusumuyla da aciklanabilir. Ayrica yuksek iyonik guglerde alblimin
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molekullerine daha fazla iyon baglanmasi protein molekullerinin ekstra
stabilizasyonuna yol agmis ve bdylece protein molekulleri daha yuksek bir
¢6zUnUrlige sahip olarak diusuk adsorpsiyona sebep olmus olabilir (Gu ve ark.,
2008).

Artan iyonik gucle Debye perdeleme etkisinden o6turu iyonik etkilesimlerin de

azaldigi g6z énlnde bulundurulmahdir.

Bunlara ek olarak iyonik gucu artirmak ayni zamanda immobilize olmus boya
molekullerinin kendi aralarindaki hidrofobik etkilesimleri guglendirerek serbest
CBF3GA molekdllerinin yiginlasmasina neden olur. Bu durumda da iyonik gucln
artirlmasiyla, HSA igin serbest sekilde bulunan bagh boya molekdllerinin sayisi
azalir ve HSA'nin immobilize boya liganda adsorpsiyonu iyice guglesir (Altintas,
2006).

4.3.1.5. Sicakhgin Etkisi

Sicakligin HSA adsorpsiyonuna etkisini belirlemek igin adsorpsiyon ¢alismalari 3
farkh sicakhkta (4°C, 25°C ve 40 + 1°C) gerceklestirilmistir. Sekil 4.14’de HSA
adsorpsiyonuna sicaklik etkisi verilmistir. Sekil 4.14.’de goruldugu gibi artan
sicaklikla birlikte HSA adsorpsiyonunun arttigi ve 25°C’de HSA adsorpsiyonunun
598 mg/g polimer optimum degerine ulastigi goértulmektedir. Sicaklik artisiyla
adsorpsiyon kapasitesinin artmasi, Cibacron Blue F3GA’nin asidik gruplari ve
aromatik yapisi ile albumin molekulinin aminoasit zincirlerindeki gruplar
arasindaki hidrofobik, elektrostatik ve H-baglari gibi farkli mekanizmalarin birlikte
etkisinin bir sonucudur. Cibacron Blue F3GA, ¢ok hidrofobik bir yapi olmamakla
birlikte protein molekullindeki hidrofobik gruplarla etkilesebilecek dizlemsel
aromatik ylzeylere sahiptir. Genellikle, sicaklik artigiyla adsorpsiyon kapasitesinin
artmasi hidrofobik etkilesimlerin etkin oldugunun isaretgisidir. Protein ve baglanmig
ligand arasindaki etkilesimde hidrofobik etkilesimler daha etkin ise, protein ve
ligandin temas ylzeyi sicaklikla artar. Genel anlamda sicaklik artisinin protein
adsorpsiyonun arttirdigi ve sicakhk dususunun protein uzaklastiriimasini arttirdigi
bilinir. Ayrica hidrofobik etkilesimleri saglayan van der waals kuvvetleri de

sicaklikla artar.
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Sekil 4.14. Sicakligin adsorpsiyona etkisi.

4.3.1.6. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, ¢ozeltideki protein derisimi ile afinite sorbente adsorplanmis
protein arasindaki iliskiyi aciklamakla birlikte proteinin matriksle etkilegsimini
karakterize etmek igin kullanilir. Adsorpsiyon ozelliklerinin degerlendirilmesi igin
sulu c¢ozeltiden HSA adsorpsiyonu calismalarinda, bu proteinlerin matriksle
iligkisini agiklamak amaciyla kesikli sistem deneyleri sirasinda elde edilen
deneysel degerlerin, teorik adsorpsiyon izoterm modellerine uygunlugu

arastinimistir.

Molekullerin adsorbentle etkilesimini karakterize etmek i¢in Langmuir ve

Freundlich adsorpsiyon modelleri uygulanmigtir.
Langmuir adsorpsiyon modeli molekullerin belirli sayida, her biri yalnizca tek

molekul baglayabilen bolgelere baglandigini varsayar. Bu noktalarin eneriji

bakimindan da esdeger oldugu ve komsu bolgelerle adsorplanan molekuller
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arasinda etkilesim olmadigi kabul edilir. Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik 4.3.
ile tanimlanir. Denge verilerinin esitlige uygulanmasiyla dogrusal bir grafik elde
edilmesi, asagidaki egitlikle tanimlanan Langmuir modelinin bu sistemlere

uygulanabilecegini gostermektedir:

Ceq/Q = 1/(Qmaks. b) + Ceq/Qmaks (43)

Bu esitlikte Q adsorbente baglanan HSA miktari (mg/g), Ceq ¢Ozeltideki denge
HSA derisimi (mg/ml), b Langmuir sabiti (ml/mg) ve Qmaks adsorpsiyon kapasitesini
(mg/g) gostermektedir. HSA adsorpsiyonu igin deneysel verilerin yari-resiprokal

grafigi Sekil 4.15°de verilmigtir.

0,003
0,0025 -
0,002 -

g
S 0,0015

y = 0,0003x + 0,0003

0,001 -
R = 0,9937

0,0005 |

Sekil 4.15. CBF3GA/m-PHEMA nanokdurelerin Langmuir adsorpsiyon izotermi.

Freundlich izotermi adsorpsiyon dengesini tanimlayan esitliklerdendir. Deneysel

esitlik ise asagidaki sekildedir;

Qeq = Ks Ceq n (4.4.)
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Bu esitlikte Q.q adsorpsiyon miktari (mg/g), Ceq ¢Ozeltideki adsorbent derigimi

" sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini

(mg/l) dir. Kt ve
goOsteren Freundlich sabitleridir. Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak daha

kullanigl hale getirilebilir:
INQeq = INKs+ 1/n INCgq (4.5.)

Deneysel verilerin Freundlich modeline uygunlugu da incelenmistir. Bu amagla
INCeq'nin INQeq’ye karsi grafigi gizilmistir (Sekil 4.16.). Grafigin dogrusal ¢ikmasi
Freundlich adsorpsiyon izoterminin uygulanabilirligini gosterir. Adsorpsiyon
sabitleri kesim noktasi ve egimden hesaplanabilir. K¢ ve n gesitli gevresel faktorlere

bagli olarak degisen deneysel sabitlerdir ve n birden buyuktar.

Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmaks) deneysel verilerden CBF3GA bagh m-
PHEMA nanokdureleri igcin 2560 mg/g olarak bulunmustur. Teorik adsorpsiyon
kapasitesi 3333 mg/g; Langmuir sabiti 1.0 ml/mg ve korelasyon katsayisi (R?) ise
0.9937'dir (Cizelge 4.4.). Korelasyon katsayilari Langmuir adsorpsiyon modelinin

bu sisteme uygun oldugunu gostermektedir.
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"//“’/?,’——M

6 {

o 5 |
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£ 4

y = 0,4213x + 7,2439
3 R®=09416
2 {
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Sekil 4.16. CBF3GA/m-PHEMA nanokdrelerin Freundlich adsorpsiyon izotermi.
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Langmuir ve Freundlich izotermleri igcin hesaplanan degerler Cizelge 4.4.’de

verilmigtir.

Korelasyon katsayilarindan adsorpsiyon igleminin Langmuir modeli ile
tanimlanabilecegi gorulmektedir. Langmuir sabiti degeri (Qmaks) deneysel
verilerle uyusmaktadir. Diger taraftan K: ve n degerleri sulu ortamdan HSA
proteininin kolayca ayrilabildigini ve dolayisiyla tercihli adsorpsiyonu gosterir. K
dederi adsorbentin adsorpsiyon kapasitesinin bir gostergesidir; egim, 1/n,
adsorpsiyon kapasitesine derigsimin etkisini gostermektedir ve adsorpsiyon
siddetini ifade eder. Cizelgeden goérildugu Uzere n degerleri adsorpsiyon iglemi

igin yeterince yuksektir.

Cizelge 4.4. CBF3GA/m-PHEMA nanokureler icin Langmuir ve Freundlich

izotermleri.

Polimer | Deneysel | Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Q (mg/g) | Qmaks | b R? Ks n R?
(mglqg)
2560 3333 1 0.9937 | 1399 2.37 0.9416

4.3.1.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Kltle transferi ve kimyasal reaksiyon gibi adsorpsiyon islemini kontrol eden
mekanizmalarin belirlenmesi i¢cin deneysel verilere birinci ve ikinci derece kinetik
modeller uygulanmistir. Olgllen derigimlerin adsorbentin yilizey derigimine esit
oldugu varsayilmistir. Lagergren’in birinci derece hiz esitligi ¢ozeltiden ¢ézinenin
adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan esitliktir (Cheung ve ark., 2001). Asagidaki

esitlikle gosterilir;

dqt/dt=k1(Qeq'qt) (46)

Esitlikte ks psddo-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (1/dk), Qeq Ve q: sirasiyla

denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan miktari (mg/g)
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goOstermektedir. t = 0'da q; = 0 ve t = t aninda q; = q; sinir kosullarin uygulanip

integralinin alinmasi;

l0g[Qeq/(Qeq-at)]= (k1t)/2.303 4.7.)
esitligini vermektedir. Esitlik 4.7. tekrar duzenlenerek dogrusallastirilabilir:
l0og(Qeq-0t)= 109(Qeq) - (k1t)/2.303 (4.8.)
log(Qeq)'e karst t grafiginin  dogrusalligr kinetik modelin  uygulanabilirligini
gostermektedir. Gercek birinci-derece islemde log(Qeq), t'ye karsi log(Qeq-qt)

grafiginin kesim noktasina esit olmalidir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayali psddo-ikinci derece esitlik asagidaki

sekilde verilebilir:
day/dt = ka (Qeq-a)? (4.9

Esitlikte ko, psoddo-ikinci derece hiz sabitidir (g/mg.dk). Esitlik 4.9at=0daq:=0

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

1/(Qeq-at)] = (1/Qeq) + kot (4.10.)
esitligi elde edilir. Bu esitligin dogrusal hali:

(t/qy)= (17k2Qeq?) + (1/Qeg)t (4.11))
ikinci derece kinetigin uygulanabilir olmasi icin t/qiye karsi t grafiginin dogrusal

olmasi gereklidir. Hiz sabiti (ko) ve denge adsorpsiyonu (Qeq) Sirasiyla kesim

noktasi ve egimden elde edilebilir.
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y =-0,0089x + 2,1029
R? = 0,8231

1,5

log(Qeq-qt)

=
3}
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R® =0,9999

y = 0,0017x + 0,0038
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Sekil 4.17. CBF3GA/m-PHEMA nanokdureler i¢in psédo-birinci derece adsorpsiyon

kinetigi ve psodo-ikinci derece adsorpsiyon kinetigi.

CBF3GA baghh m-PHEMA nanokureler igin birinci ve ikinci derece kinetik verileri

Cizelge 4.5.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. CBF3GA/m-PHEMA nanokureler igin birinci ve ikinci derece kinetik

verileri.

Polimer | Deneysel | ps6do-birinci derece psodo-ikinci derece
Qeq Qe | ki R? Qg | ke R?
(mg/g) (mg/g) | (1/dk) (mg/g) | (g/mg. dk)
598 126.73 | 0.0205 | 0.8231 | 588.23 | 0.000761 | 0.9999

Cizelgedeki korelasyon katsayilari incelendiginde CBF3GA bagh m-PHEMA
nanokureler igcin psoddo-ikinci derece kinetik modelin daha uygun oldugu
gorulmektedir. Ayrica psoddo-ikinci derece kinetik modelde elde edilen teorik Qeq
degeri deneysel degere oldukga yakindir. Bu sonuglar CBF3GA baglih m-PHEMA

nanokureler i¢in adsorpsiyonun kimyasal kontrolli gergeklestigini gostermektedir.

4.3.2. insan Plazmasindan Segici Albiimin Azaltiimasi

Cibacron Blue F3GA bagh polimerik m-PHEMA nanokirelere insan serumundan
HSA adsorpsiyonu i¢in saglikli bir dondrden alinan insan serumu ile g¢alismalar
kesikli sistemde yapilmis ve ham sonuglar Cizelge 4.6.‘da godsterilmistir. Sulu
¢cozeltiden HSA adsorpsiyonu ile saglikli vericiden alinan insan plazmasindan HSA

adsorpsiyonu oranlarinin karsilastirmasi ise Cizelge 4.7.‘de verilmigtir.

Cizelge 4.6. insan plazmasindan HSA adsorpsiyonu.

HSA HSA Toplam Protein Toplam Protein
bst (Mg/l) bts(Ma/l) bst (Mg/dl) bts(Ma/dl)
222.2 117.41 34 19.6

Cizelge 4.7. Sulu ¢ozeltiden HSA adsorpsiyonu ile saglikli vericiden alinan insan

plazmasindan HSA adsorpsiyonu oranlarinin karsilastiriimasi.

Sulu gézeltiden insan
HSA Plazmasindan
adsorpsiyonu HSA
Adsorpsiyonu
HSA derigimi (mg/ml) 6 0.33
Uzaklastirnlan HSA miktari (%) 19.2 42.35
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insan plazmasiyla yapilan ¢alismalardan elde edilen Cibacron Blue F3GA bagli
polimerik m-PHEMA nanokurelere HSA adsorpsiyonu degerlerinin; sulu ¢ozeltilerle
yapilan arastirmalardaki degerlerden daha fazla oldugu matematiksel olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Cinki HSA molekillerinin konformasyonel yapisi insan
plazmasindaki dogal gevresi dahilinde; nanokurelere takili Cibacron Blue F3GA
molekdlleriyle 6zgil etkilesime girebilmek icin ¢ok daha uygundur. Insan
plazmasindan HSA adsorpsiyonunda yuksek verim elde edilmesine; sulu ve kati
fazlar arasindaki buyuk itici glcten kaynaklanan yuksek miktardaki HSA

derisiminin de katkisi olmasi muhtemeldir.

Ayrica albUminler anyon baglayici olarak bilinirler. Triazin boyalari igerisinde de en
fazla negatif yukli olan Cibacron Blue F3GA’dir. Bundan dolayidir ki; diger higbir
triazin boyasi albumine Cibacron Blue F3GA’nin baglanabildigi kadar baglanmaz.

Cibacron Blue F3GA’nin albiminlerle olan etkilesimleri 2 sekilde olur:

Birinci tur etkilesim tum albuminlerle olan ortak etkilesimidir ve tum albUminlerin
hidrofobik anyon (uzun zincirli yag asitleri) baglayici bolgeleri ile Cibacron Blue

F3GA arasinda gergeklesir.

ikinci tiir etkilesim ise daha giiclii olan ve sadece insan serum albiimininin bilirubin
baglayici bolgeleri ile Cibacron Blue F3GA arasinda gergeklesen etkilesimdir.
Cibacron Blue F3GA ile bilirubinin genel olarak yapisal benzerlikleri so6z
konusudur. Her iki molekul de dizlemsel aromatik halka gruplarina ve negatif

yukll gruplara sahiptir ki bu gruplar benzesen pozisyonlarda Ust Uste gakisirlar.

ikinci tiir etkilesim albiminin yag asiti icerigine baglh olmadigindan; Cibacron Blue
F3GA kullanildiginda plazmadan insan serum albimini adsorpsiyonu, diger
herhangi bir albiminin adsorpsiyonundan c¢ok daha fazla olur (Leatherbarrow,
1980).

4.3.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Protein saflastirimasinda kullanilacak olan adsorbentlerde tekrar kullanilabilirlik

onemli bir parametredir. Cunku, tekrar kullanim birim adsorbent basina dusen
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maliyeti dusuirmektedir. Bu amagla, CBF3GA bagli nanokurelerden; adsorplanan
HSA molekullerinin desorpsiyonu ve nanokurelerin tekrar kullanilabilirlikleri

incelenmistir.

HSA desorpsiyonu igin oda sicakliginda 1.0 M NaCl iceren 0.05 M fosfat
kullaniimistir. Desorpsiyon igin pH: 8de ve kesikli sistemde ¢alisiimistir. HSA
adsorplanmis nanokureler desorpsiyon ¢ozeltisine (15 ml) konulmus; 20 rpm’de
oda sicakhginda, 1 saat boyunca etkilestirilmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisindeki HSA
derisimi 595 nm’de vyapilan spektrofotometrik Olgimlerle belirlenmigtir.
Nanokurelerin tekrar kullanilabilirliklerinin belirlenmesi igin ayni nanokureler 10 kez

adsorpsiyon desorpsiyon dongustne tabi tutulmuslardir.

800 -

Adsorplanan HSA (mg/qg)
S S
o o

0 I I I I I I I I 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tekrar Kullanim Sayisi

Sekil 4.18. Tekrar kullanilabilirlik.

Tekrarlanan 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu sonunda nanokurelerin HSA
adsorpsiyon kapasitesinin sadece % 7 oraninda azaldigi belirlenmistir (Sekil
4.18.). Bu sonuclara gére 1 M NaCl c¢o6zeltisinin uygun bir desorpsiyon ajani
oldugu ve hazirlanan nanokurelerin adsorpsiyon kapasitesinde énemli bir azalma

olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilecekleri sGylenebilir.
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Bu gobzlemler; daha 6nce de bahsedilen NaCl eklenmesiyle artan iyonik gucun,
elektrostatik ¢cekim guclnU azaltmasina ve dolayisiyla da HSA desorpsiyonunu
tesvik etmesine dayandirilarak; proteinin pozitif yukli bdlgeleri ve Cibacron Blue
F3GA'nin negatif yikli —SOg3 gruplari arasinda olusan elektrostatik ¢cekim glcutnun
zayiflamasi ile izah edilebilir. Elde edilen desorpsiyon sonuglari protein ayirma
teknigi kapsaminda HSA’nin tekrar kullanilabilirliligi imkanini desteklediginden

oturd; onem arz etmektedir.

4.3.4. SDS-PAGE Analizi

insan plazmasindan uzaklastirilan albiminin molekiler agirhgr ve safligi SDS-
PAGE ile kontrol edilmigstir. Jele ait goruntuler Sekil 4.19.’da gorulmektedir. Sekil
4.19.’da verilen jel Gimus Nitrat ile boyanmigtir. Molekuler agirlik kontroll igin 1.
ve 2. kolon, sirasiyla standard HSA (1 mg/ml) ve Sigma Belirleyici'yi

gOstermektedir.

Sulu c¢oézeltilerin  desorpsiyonu albimin bandinin gerisinde go6zikmektedir.

Desorpsiyon ¢ozeltisinin jelde yurumesi engellenmistir.

Sekilde gorildugu gibi 3. kolonda islem gormemis serumda yuksek yogunluktaki
albimin (66000 Da), 4. kolonda CBF3GA nanokdurelerle islem gordikten sonra
azalmistir. 5. kolon CBF3GA nanokurelerden desorbe edilen ¢ozeltinin sadece

albumin oldugunu gostermektedir.
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180000 Da—
116000 Da—=
97400 Da—
66000 Da —=

48500 Da —=

29000 Da—

Sekil 4.19. CBF3GA/m-PHEMA nanokurelere insan serum adsorpsiyonunun SDS-
PAGE analizi. [(% 5-12) SDS-PAGE; 1.Hat: Standard BSA (1 mg/ml, Sigma),
2.Hat: Sigma Belirleyici (Molekller Agirlik, Da, Uriin kodu: M6539, Sigma), 3.Hat:
islem gérmemis insan serumu, 4.Hat: CB bagli nanokurelerle islem gérmus insan

serumu ve 5.Hat: desorpsiyon].
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4.4. Literatur Karsilagtirmasi

Cizelge 4.8. Literatur karsilastirmasi.

Yapilan Calisma

Elde Edilen ilgili Sonug

Caligsma Y1l

Bereli ve arkadaslari;
albuminin psodo 6zgul
uzaklastiriimasi igcin, PGM
kareleri gémulu kriyojelleri

kullanmiglardir.

AlbUmin adsorpsiyon
kapasitesi olarak; 342 mg/g
ve insan serumundan
albumin uzaklagtirma miktari
olarak da % 89.4 degerlerine

ulasmislardir

(Bereli, 2010)

Andag; insan Serumundan
Albiimin Uzaklastiriimasi igin
Makrogozenekli
Poli(hidroksietil-metakrilat)
Kriyojeller calismasini

tamamlamistir.

HSA baskili PHEMAPA
kriyojelin, HSA molekullerine
karsi yuksek afinite gostermis
oldugu fakat % 35
degerinden oturu yeterli verim
kaydedilemedigi rapor

edilmigtir.

(Andag, 2009)

Corchero ve arkadaslari
tarafindan; uzaktan kontrollt
manyetik partikullerin
biyomedikal uygulamalari

calismasi tamamlanmistir.

HSA ile etkilesebilen
ligandlarin tanimlanabilmesi
ve seciciligi icin manyetik
partiktllerin basarili bir
sekilde kullanilabildigi rapor

edilmigtir.

(Corchero,
2009)

Uygun ve arkadaslari; lizozim
ayristirimasi manyetik
hidrofobik afinite

nanokurelerini kullanmiglardir.

Kaydedilen m-P(HEMA-
MAPA) nanokdirelerin boyutu
386 nm ve yuzey alani 580

m?/g olarak rapor edilmistir.

(Uygun, 2009)
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Yapilan Calisma

Elde Edilen ilgili Sonug

Calisma Y1l

Akdogan; Cibacron Blue F3GA
takili manyetik P(HEMA) mikro
kureleri kazein

saflastirmasinda kullanmistir.

Mikro kareler; HEMA
monomeri kullanilarak
suspansiyon polimerizasyonu
ile hazirlanmis, CBF3GA,
manyetik poli(HEMA)
kirelerine alkali kosullarda
triazin halkasindaki klorur ve
HEMA molekulundeki
hidroksil gruplari arasindaki
nakleofilik substitlisyon
reaksiyonu ile kovalent olarak
immobilize edilmis ve boya
takili manyetik poli(HEMA)
kareleri, FTIR, taramali
elektron mikroskobu,
elemental analiz

ve sisme testi ile
karakterizasyon yapilimistir.
Manyetik mikro kirelerin,
68.3 mikromol CBF3GA/g
icerdikleri rapor edilmigtir.

(Akdogan,
2008)

Gu ve ekibi; CBF3GA takil
mikrogozenekli
politetrafloroetilen kapiler
membran ¢alismasi

yapmislardir.

198.5 mg/g alblmin
adsorpsiyon kapasitesine

ulasmiglardir.

(Gu, 2007)
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Yapilan Calisma

Elde Edilen ilgili Sonug

Calisma Yil

Soskic ve ekibi;
hegzadekandioikasit
immobilize edilmis Sefaroz 4B

sistemini hazirlamigtir.

% 41.9 albumin
uzaklastirmasi yapabilmeyi

basarmislardir.

(Soskic, 2006)

Zhang ve ekibi; CBF3GA G destek materyali basina (Zhang,2006)

takili, aminli kitosan maks. 108.7 mg albimin

mikrokureler ile galismalar adsorpsiyon kapasitesine

yapmislardir. ulagsmiglardir.

Chromy ve ekibi; serumdan 2D-PAGE yontemiyle; protein | (Chromy,

bol bulunurluklu proteinlerin tayini saptamasinda % 76 2004)

uzaklastirmasi icin, antibadi artis elde etmeyi

bazli recineler hazirlamiglardir. | basarmiglardir.

Greenough ve ekibi; insan % 98 albumin uzaklastirmasi | (Greenough,

plazmasindan albimin ve IgG | yapabilmeyi basarmiglardir. 2004)

agir zincirlerini uzaklastirma 2 Boyutlu elektroforez

calismalari yapmiglardir. calismasiyla da saptamalarini
desteklemiglerdir.

Nash ve Chase; PVA ile Albumin uzaklastirmasi icin; (Nash and

modifiye edilmis
poli(stirendivinilbenzen)
kurelerini boya ligandi olarak

kullanmisglardir.

11.7-27 mg HSA/g
degerinde bir verimlilik elde

etmislerdir.

Chase, 1997)

Li ve Spencer; CBF3GA takil
polietilenimin kapl titan
sistemi ¢aligsmalarini rapor

etmislerdir.

Albumin uzaklastirmasi igin;
4.4 mg HSA/g degerinde bir

verimlilik elde etmiglerdir.

(Li and
Spencer,
1994)
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5. SONUCLAR

Temeli klasik kromatografi tekniklerinin bir kombinasyonunun kullanimina
dayandirilan geleneksel adsorpsiyon yontemleri zaman kaybina yol agmaktadir.
Bu calismada kullanilan manyetik tagiyici teknolojisi ise; hizli ve segici ayirma igin
manyetik proses kullanimina imkan vermigtir. Geleneksel yaklagimlara kiyasla
manyetik ayirmanin pek ¢ok potansiyel avantaji vardir. Bu teknikte 1s1 dongusu ile
ayrilmak istenen biyomolekuller; nanokurelerin ylzeyine baglanmis liganda direk
olarak nakledilebilir. Bu durumda da hizli bir sekilde ¢cok daha yUksek verimler elde
edilebilir (Odabasi, 2004).

Son zamanlarda manyetik polimer partikuller; biyoteknoloji ve biyotip alanlarinin
protein saflastirmasi, enzim immobilizasyonu, hicre ayristirmasi, immunolojik
tayinler, NMR ve hipertermi gibi pek ¢ok konularinda siklkla kullaniimaya
bagslanmigtir. Bu alanlarda verimli bir sekilde kullanilabilmeleri igin sahip olmalari
gereken baglica nitelikler sunlardir; sedimantasyon olmamalidir, nano boyuta
yakin bir boy dagilimina ve yuksek, muntazam sUperparamanyetik igerige sahip

olmalidirlar, demir sizintisi olmamalidir ve nontoksik olmalidirlar (Zheng, 2005).

Gergeklestirilen gcalisma kapsaminda tim bu kriterler saglanmistir.

Manyetik polimer partikulleri sentezlemek igin yaygin yontem; bir polimerizasyon
formulasyonunun sivi fazina manyetit partikilleri direk olarak dagitip; manyetit
partiktller varliginda monomer polimerizasyonunu gergeklestirerek manyetik
polimer partikuller olusturmaktir. Bu amacla pek ¢ok proses geligtiriimistir. En
yaygin kullanilanlar; emulsiyon polimerizasyonu, dispersiyon polimerizasyonu,
suspansiyon polimerizasyonu, miniemulsiyon polimerizasyonu ve mikroemdulsiyon

polimerizasyonudur (Zheng, 2005).

Sunulan bu aragtirma kapsaminda da mikroemulsiyon polimerizasyonu yontemi

kullaniimistir.

Polimerler ve demir oksit partikulleri arasindaki etkilesimler Uzerine c¢aligmalar

yapildigini literatirde gorulmektedir. Ayrintiya girmek gerekirse demir oksit
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partikullerinin  polimer matrikslerle etkilegimlerinin; hidrojen bagi, iyonik
etkilesimler, komplekslesme reaksiyonlari ya da bu farkl tirlerin bir kombinasyonu

seklinde gergeklestigi cesitli calismalarda rapor edilmistir (Chemin ve ark., 2008).

Calismada PHEMA/demiroksit kombinasyonunun secilmesini; hem “Chimie
Douce” sentezi tarafindan da onerilen demir oksit nanokurelerinin kontrolli boyut
ve sekil eldesi hem de demir oksit ve PHEMA'nin birbirleriyle etkilesebilme
kabiliyetleri desteklemektedir. Literatirde daha Once vyapilan c¢aligmalar
gostermigtir ki; PHEMA metal oksit ylzeylerindeki hidroksil fonksiyonel gruplariyla
ya da karboksil gruplarinin metal ylzeyi atomlarina koordinasyonu ile hidrojen
bagi etkilesimleri olusturmaya yatkindir. Bu etkilesimler aslinda polimer-demir oksit
nanoyapilarinin mekanik 6zelliklerini belirleyen anahtar parametrelerdir (Chemin
ve ark., 2008).

Bu calismada sentezlenen manyetik PHEMA nanokureler de; manyetik bir demir
oksit tlrl olan Fe3zO4 molekilleri varliginda HEMA monomerinin mikroemdulsiyon
polimerizasyonu yontemiyle elde edilmis ve daha sonra elde edilen bu manyetik
nanokureler, Cibacron Blue F3GA tekstil boyasinin kovalent olarak baglanmasiyla

insan serum albdmininin afinite adsorpsiyonu igin gelistirilmistir.

Sunulan bu arastirmada; Cibacron Blue F3GA bagh manyetik PHEMA
nanokurelerin secilmesini destekleyen bir bagska parametre de: c¢apraz bagh
PHEMA hidrojellerin; Ug¢ boyutlu yapilarini koruyan ve suda ¢dziinmez kalmayi
basararan, buylk miktarda su emme kapasitesine sahip hidrofilik polimer
orguleridir. Yapiya suyun katilmasi hidrojellerin igersindeki ikincil baglari zayiflatir.
Bu durum polimer zincirleri arasindaki uzakhigi artirir (Chemin ve ark., 2008).
Cibacron Blue F3GA'nin biyokimyasal sistemler Uzerinde herhangi bir olumsuz

etkisi olmadigi ise daha dnce rapor edilmistir (Weber, 1979).

Sentezlenen Cibacron Blue F3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin kimyasal yapisi;
FTIR, DSC, TGA, DTG, DTA ve elemental analiz ile morfolojik 6zellikleri; AFM ve
SEM ile, manyetik 6zellikleri; ESR ve VSM ile, boyut, boyut dagilimi (PDI) Zeta
Sizer ile ve ylzey yuku oOzellikleri ise Zeta Potansiyeli ile karakterize edilmistir.
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Elde edilen karakterizasyon sonuglari formulasyonun basariyla kullanilabilecegini

desteklemistir.

m-PHEMA polimerinin IR spektrumunda; C=0 gerilme titresimini karakterize eden
ve 1732 cm™' frekansinda gorillen keskin pik bulgusu; literatiirdeki:” IR
spektrumunda 1716 cm™ frekansinda gézlemlenen absorpsiyon piki PHEMA'nin
karbonil bandini simgeleyerek, FezO4 nanokurelerin ytzeyine Cibacron Blue F3GA
bagli m-PHEMA nanokurelerin basariyla sentezlenmis oldugunu kanitlamaktadir”

yorumuyla benzesmektedir (Yuan ve ark., 2010).

Sulu ¢dzeltilerden HSA adsorpsiyonu galismalari kapsaminda; Farkh pH, protein
baglangi¢ derigimi, iyonik gug, etkilesim suresi ve sicaklik kosullari altinda
gerceklestirilen optimizasyon deneyleri sonucunda; Cibacron Blue F3GA takili m-
PHEMA nanokurelerin HSA'ya karsi ylksek segicilik ve afinite gosterdigini ortaya
clkmistir.

Buna ilaveten sentezlenen polimerik manyetik nanokureleri bir HSA adsorpsiyon-

desorpsiyon dongusunde kullanabilmenin mimkun oldugu goralmustar.

Tum calismanin matematiksel sonuclarinin genel bir 6zeti Cizelge 5.1.de

verilmektedir.

Boya takili manyetik poli(hidroksietil-metakrilat) nanokureler ile kandan albimin
azaltimasi amaciyla kullanilan bu sentezleme metodu; gelistirilip, farkli tar
inorganik/organik  hibrit nanokurelerin hazirlanmasinda kullanilarak artan

fonksiyonlara imkan saglayabilir.
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Cizelge 5.1. “Boya Takili Manyetik Poli(hidroksietil-metakrilat) Nanokiireler ile

Kandan Albumin Azaltilmasi” igin genel sonuglar.

CBF3GA baglh m-PHEMA nanokirelerin boyutu 98.9 nm

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin PDI degeri 0.156

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokiirelerin spesifik | 1302 m“/g

yuzey alani

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin HSA | pH: 5'de; 598 mg/g
adsorpsiyonunda optimum pH polimer

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin HSA |40 mg/ml HSA'da;
adsorpsiyonunda optimum baslangi¢ protein derisimi | 2560 mg/g polimer
CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin HSA | 300.dk’da; 598 mg/g
adsorpsiyonunda optimum adsorpsiyon suresi polimer

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin HSA | 0.01 M’da; 598 mg/g
adsorpsiyonunda optimum iyonik siddet polimer

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokurelerin HSA | 25°C’de; 598 mg/g
adsorpsiyonunda optimum adsorpsiyon sicakligi polimer

CBF3GA bagh m-PHEMA nanokirelerin; sulu | insan plazmasindan
¢cOzeltiden HSA adsorpsiyonu ile saglikli vericiden | HSA adsorpsiyonu
alinan insan plazmasindan HSA adsorpsiyonu | % 42.35;

oranlarinin karsilastiriimasi sulu c¢ozeltiden HSA

adsorpsiyonu %19.2.
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EKLER

EK 1

BRADFORD YONTEMI

Tum basamaklarda protein orneklerinin nicel tayini Bradford yontemi kullanilarak

gerceklestiriimistir (Bradford, 1976).

Protein galismalarinin pek ¢ok alaninda protein derigsimi tespiti igin hizli ve dogru
bir yontem gerekliligi dogar. 1976 yilinda Bradford tarafindan tanimlanan Bradford
protein analizi yontemi bugin pek ¢ok laboratuvarda proteinlerin nicel analizi igin
kullanilmaktadir. Bu teknik Lowry yonteminden daha basit, daha hizli ve daha
hassastir. Ayrica Lowry yontemine kiyasla biyolojik orneklerin protein olmayan
bilesenlerinden kaynaklanan girisimlere Bradford yonteminde daha az rastlanir.
Bradford ydntemi Coomassie Blue G 250 boyasinin proteine baglanmasi esasina
dayanir. Arastirmalar serbest boyanin doért farkh iyonik formda ortaya
cikabilecegini gostermigtir. Asidik ¢ozeltide baskinligini gésteren ve boyanin daha
katyonik olan kirmizi ve yesil halleri karsilikli olarak 470 ve 650 nm degerlerinde

maksimum absorbans gosterirler.

Bunun tam tersi olarak da boyanin daha anyonik olan ve proteine baglanan mavi
formu; 590 nm degerinde maksimum absorbans gosterir. Bdylece de protein
miktari; mavi iyonik haldeki boyanin miktarini saptayarak ortaya cikartilir. Bu
saptama c¢ogunlukla ¢ozeltinin 595 nm’deki absorbans degeri Olgulerek yapilir.
Boyanin genellikle proteinlerin arjinil and lizil kalintilarina baglandigi fakat serbest
aminoasitlere baglanmadigi daha once yapilan literatir c¢alismalarinda tespit

edilmistir (Campton and Jones, 1985; Congdon, 1993).

Bradford ¢ozeltisi hazirlanirken, 50 mg Coomasie Brillant Blue G-250 boyasi 100
ml etil alkol iginde ¢6zulmuUs ve bu karisimin Uzerine 50 ml fosforik asit (H3PO4)
eklenmistir. Hazirlanan stok Bradford ¢ozeltisi, kullanilacagi zaman 5 kez distile su

ile seyreltiimis ve kaba filtre kagidindan bir kez stzulmustar.
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Protein miktarinin belirlenmesi igin, 0.2 pl protein 6rnegi ve 2 ml Bradford ¢ozeltisi

bir deney tupune alinarak vortekslenmistir. Karisim 10 dakika bekletildikten sonra

spektrofotometrede 595 nm’de absorbans degeri okunmustur.
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