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OZET

MIKROKRIYOJELLER ILE TRANSFERRIN
SAFLASTIRILMASI

Kemal CETIN
Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Adil DENIZLI
Temmuz 2018, 137 sayfa

Sunulan tez kapsaminda, plazmadan transferrin saflastiriimasi amaciyla afinite
kromatografisini temel alan, immunoafinite ve molekuler baskilanmis olmak tzere 2
farkli mikrokriyojel hazirlandi. imminoafinite mikrokriyojel igin poli(2-hidroksietil
metakrilat-glisidil metakrilat) P(HEMA-GMA) tasiyici matris olarak secildi ve
mikrokriyojel yapisindaki epoksi gruplari sayesinde herhangi bir aktivasyon ajani
kullanimina ihtiya¢ olmadan anti-transferrin (anti-Tf) antibadiler ¢esitli baglangi¢
derisimlerinde  mikrokriyojellere immobilize edildi. Molekuler baskilanmig
mikrokriyojel igin ise poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan)
P(HEMA-MATTrp) matris olarak secildi. Bunun i¢in hidrofobik ligand olarak kullanilan
L-triptofan amino asidinin polimerlesebilen turevi olan N-metakriloil-L-triptofan
(MATrp) monomeri sentezlendi. Sentezlenen monomer nukleer manyetik rezonans,
Fourier donusumlu kizilétesi (FTIR) spektroskopisi, Raman spektroskopi galismalari
ile karakterize edildi. Ardindan [P(HEMA-MATrp)] mikrokriyojeller 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) ve MATrp monomerlerinin N,N'-metilenbis(akrilamid) capraz
baglayici ile insan serum transferrin (hsTf) varliginda (baskilanmis mikrokriyojel) ve
yoklugunda  (baskilanmamig  mikrokriyojel) -16°C’da  serbest  radikal
polimerizasyonu ile Uretildi. Mikrokriyojeller sigsme testleri, Brunauer—Emmett—Teller
yontemi ile ylzey alani oOlgumleri, FTIR spektroskopisi, Raman Spektroskopi,



helyum piknometre, optik mikroskop ve taramali elektron mikroskobu ile karakterize
edildi. Ardindan mikrokriyojellerin optimum ¢alisma kosullarini saptamak amaciyla
optimizasyon g¢aligmalari yurataldu. Bu ¢alismalar sonucunda her iki mikrokriyojel
icin en uygun pH degerinin 6.0 oldugu saptandi ve immunoafinite ve baskilanmis
mikrokriyojel i¢cin bu pH degerinde maksimum adsorpsiyon kapasitesi sirasiyla 9.82
mg/g ve 2.11 mg/g olarak bulundu. Hem immunoafinite hem de baskilanmis
mikrokriyojeller icin Langmuir adsorpsiyon izotermi ve pseudo-ikinci-derece kinetik
modelinin adsorpsiyon sureci ile uyumlu oldugu goézlendi, bu adsorpsiyonun tek
tabakali ve kimyasal kontrolli oldugu anlamina gelmektedir. Baskilanmamig
mikrokriyojel ile kiyaslandiginda baskilanmis mikrokriyojelin segiciliginin insan
serum albumin (HSA) ve miyoglobin (MYB) igin sirasiyla 2.10 ve 2.24 kat daha fazla
oldugu bulundu. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel ve baskilanmig
P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel ile ayri ayri yapay plazmadan saflastirilan hsTfin
safligi sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
incelendi. Mikrokriyojellerin tekrar kullanilabilirliklerinin incelendigi ¢alisma sonucu
ayni mikrokriyojelin onuncu kullanimindan sonra, maksimum hsTf adsorpsiyon
kapasitelerinin immunoafinite mikrokriyojel ve baskilanmig mikrokriyojel icin

sirasiyla yaklasik %20 ve %10 azaldigi hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Afinite kromatografisi, immiinoafinite, Mikrokriyojel, Molekdiler

Baskilama, Transferrin.



ABSTRACT

PURIFICATION OF TRANSFERRIN
BY MICROCRYOGELS

Kemal CETIN
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENiZLi
July 2018, 137 pages

Within the scope of the thesis, two different, immunoaffinity and molecularly
imprinted, microcryogels based on affinity chromatography in order to purify
transferrin from plasma were prepared. Poly(2-hydroxyethyl methacrylate-glycidyl
methacrylate) [P(HEMA-GMA)] was selected as a matrix for immunoaffinity
microcryogel, and anti-transferrin (anti-Tf) antibodies were immobilized to
microcryogels at various initial concentrations through the epoxy groups in the
microcryogel structure without the need for any activating agents. For the
molecularly  imprinted  microcryogel, poly(2-hydroxyethyl methacrylate-N-
methacryloyl-(L)-tryptophan) [P(HEMA-MATrp)] was chosen as a matrix. The N-
methacryloyl-L-tryptophan (MATrp) monomer, the polymerizable derivative of the L-
tryptophan amino acid used as a hydrophobic ligand, was synthesized. The
synthesized monomer was characterized by nuclear magnetic resonance, Fourier-
transform infrared (FTIR) spectroscopy, Raman spectroscopy studies.
Subsequently, P(HEMA-MATrp) microcryogels were produced by free radical
polymerization of 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and MATrp monomers at
-16°C in the presence (imprinted microcryogel) and absence (non-imprinted
microcryogel) of human  serum  transferrin  (hsTf) using  N,N-



methylenebis(acrylamide) as a cross-linker. Microcryogels were characterized with
swelling tests, surface area measurements with Brunauer—-Emmett-Teller method,
FTIR, Raman spectroscopy, helium pycnometer, optical microscope and scanning
electron microscope. Optimization studies were then carried out to determine the
optimal adsorption conditions of microcryogels. As a result of these studies, it was
found that the optimum pH value for both microcryogels was 6.0 and the maximum
adsorption capacities at this pH value for immunoaffinity and imprinted
microcryogels were found to be 9.82 mg/g and 2.11 mg/g, respectively. Langmuir
adsorption isotherms and pseudo-second-order kinetic models for both
immunoaffinity and imprinted microcryogels are consistent with the adsorption
process, which means that the favorable adsorption is monolayer and chemically
controlled. The selectivity of imprinted microcryogel was found to be 2.10 and 2.24-
fold higher for human serum albumin and myoglobin, respectively, when compared
to non-imprinted microcryogel. The purities of hSTf purified from the artificial plasma
with the immunoaffinity P(HEMA-GMA) microcryogel and the imprinted P(HEMA-
MATrp) microcryogel were examined by Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). According to the results of reusability studies of the
microcryogels, after the tenth use of the same microcryogel, the maximum hsTf
adsorption capacities of immunoaffinity microcryogel and imprinted microcryogel
have been calculated a decrease about 20% and 10%, respectively.

Keywords: Affinity chromatography, Immunoaffinity, Microcryogel, Molecular

imprinting, Transferrin.
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1. GIRIS
Gunluk demir ihtiyaci kigiden kisiye ve kisinin bulundugu doneme goére degiskenlik
gosterir. Ornegin blyume dénemindeki ¢ocuklarda demir ihtiyaci daha fazladir.
Ayrica menstriasyon doneminde kadinlarin demir ihtiyaci artmakla birlikte hamilelik
doneminde ise demir ihtiyaci menstriasyon donemine oranla 3 kat daha yuksektir
[1]. Demir kirmizi kan hicresinde oksijenin taginmasinda goreve sahip 6nemli bir
elementtir. Ayrica DNA replikasyonunda gorevli enzimlerden biri olan ribonukleotid
reduktaz’'in kofaktori olarak da gorev yapar [2]. Vlcuttaki demir tasinmasinda
onemli bir role sahip olan proteinlerden biri transferrin protein ailesidir. Transferrin
protein ailesi molekul agirhgi yaklasik 80 kDa olan homolog monomerik bilobal
glikoproteinlerdir. Transferrinler demiri baglayarak hucre igi demir ihtiyacinin
kargilanmasini ve serbest demirin toksik etkilerinin en aza indirilmesini saglar. Ote
yandan transferrin reseptoru (TfR) neoplastik hicrelerin yuzeyinde normal hicrelere
oranla asir miktarda bulundugu igin transferrin antineoplastik ilaglarin kanser

hlcrelerine segici olarak taginmasinda da kullanilabilir [3].

Afinite kromatografisi, hidrojen bagi, iyonik etkilesim, hidrofobik etkilesim, disulfid
kopruler vb. etkilesimlerin kullanilarak bir karigim igerisindeki belirli bir molekulun
veya bir grup molekulun ayrilmasi, uzaklastirimasi ve saflastiriimasi yontemidir.
Antibadiler, enzimler, hormonlar, DNA, reseptorler ve vitaminler gibi bir¢ok
biyomolekulun ayriimasi ve saflastirimasinda basvurulan afinite kromatografisi
klinik tahlillerde ve biyokimyasal ve biyoteknolojik streclerin incelenmesinde siklikla
kullanilir. Afinite kromatografisinin bir alt dali olan immunoafinite kromatografisi
fonksiyonel proteinleri ayirmak ve saflastirmak igin yuksek 6zgulluge sahip antijen
ve antibadi etkilegimlerinden faydalanan bir yontemdir. Bu yontemde, hedef antijene
O0zgul antibadi kati destege immobilize edilir ve biyolojik drnekler gegcirilerek hedef
antijien immobilize antibadi tarafindan yakalanir. Yikama ve desorpsiyon

basamaklari ardindan hedef antijen karisimdan ayrilmig olur.

Son zamanlarda, kromatografik sistemlerin maliyetini azaltmak, kullanim ve
depolama Omrunu artirmak ve saflastirilabilecek biyomolekullerin  gesidini
artirabilmek amaciyla biyolojik molekullerin isleyis mekanizmasinda bulunan
molekller tanimayi taklit edebilen “molekiiler baskilanmig polimerler’ olarak
adlandirilan sentetik ve yari-sentetik polimerler gelistiriimektedir. Molekuler
baskilama teknolojisi kullanilarak hazirlanan bu polimerler hedef analit molekulinu



taniyabilen 6zgul belleklere sahiptir. Bu bellekler sayesinde amino asitler, nukleotid
turevleri ve proteinler gibi biyolojik molekullerin saflagtirilmasindan ilaglar, fenolik
bilesikler ve agir metaller gibi gcevresel kirleticilerin uzaklastirilmasina kadar genis
bir alanda kullanilabilmeyi vaat etmektedir.

Kromatografik sistemlerde ligandin tutunacagi kati destek malzemeleri fiziksel ve
kimyasal agidan genig bir aran gesitliligine sahiptir. Bu malzemelerden birisi olan
kriyojeller ¢bzicunlin donma noktasinin altindaki sicakliklarda sentezlenen
hidrojeller olarak adlandirilabilir. Gozenek yapici olarak buz kristallerinin kullanildigi
kriyojeller geleneksel hidrojellerin aksine, buyuk gozenek boyutuna, kisa difizyon
yoluna, iyi biyouyumluluga ve yuksek mekanik ve fiziksel kararliiga sahiptir [4].
Dusuk geri basing sergileme, adsorpsiyon ve elusyon basamaklarinda ¢ok kisa
alikonma surelerine sahip olma gibi Ustun 6zellikleri sayesinde kriyojeller geleneksel
kromatografi destek malzemelerine iyi bir alternatif olabilirler [5].

Sunulan galismada, transferrinin saflagtiriimasi amaciyla afinite kromatografisini
temel alan, immunoafinite ve molekuler baskilanmis olmak Uzere 2 farkl
mikrokriyojel hazirlandi. Bu mikrokriyojellerin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri
karakterize edildi ve adsorpsiyon kapasiteleri, kinetik analizleri incelenerek

birbirlerine olan Ustunlukleri arastirildi.



2. GENEL BILGILER

21. Genomik ve Proteomik

Genom ve proteom kelimelerindeki Yunanca —om (-ome) son eki kelimeye butunluk,
tumluk anlami vermektedir; yani “‘genom”un tim genleri ve “proteom”un belli bir yer
ve zamandaki tiim proteinleri belirttikleri séylenebilir [6]. ilk kez 1920 yilinda Alman
botanikgi Hans Winkler tarafindan tanimlanan genom, kromozomlardaki genetik
sifrelerin tamamini temsil eder [7]. O tarihten ¢ok sonra ise genetik¢i Thomas
Roderick tarafindan 1986 yilinda, “genomik”, genomun haritalanmasi,

sekanslanmasi ve karsilastiriimasini iceren bir terim olarak onerilmigtir [8].

Genomik calismalar ile hastalik gibi herhangi bir fizyolojik degisime neden olan gen
saptanmaya ve bu durumun sebebi tanimlanmaya calisilir. Ancak bir gen gesitli
biyolojik islevlere sahip birden fazla protein kodlayabilir ve bu proteinler cogunlukla
sentez sonrasi genden bagimsiz olarak degisime ugrayabilirler. Bu sebeple
hastaligin ve diger degisimlerin takip edilebilmesi i¢in genlerden ziyade genom

tarafindan sentezlenen proteinleri ve bu proteinlerin islevlerini incelemek gerekir.

Proteomik, genlerin bir Grind olan proteinlerin yapilarini ve iglevlerini inceler.
Proteomik calismalar, post-translasyonel modifikasyonlar, protein-protein
etkilesimleri, hastalik ve toksik etki gibi dis etmenler sonucu protein yapisi ve islevi
uzerindeki degisimler ve bagil protein bollugu hakkinda aydinlatici bilgiler verebilir
[9]. Proteom analizinde en 6nemli basamaklardan biri proteinlerin istenilen seviyede

ayrilabilmesi ve saflastirilabilmesidir.

2.2. Protein Saflagtiriimasi

Proteinler vucutta gok kritik rollere sahip biyolojik makromolekullerdir. Genel olarak
hicresel boyutta goreve sahip olan proteinler vicudun doku ve organlarinin yapisi
ve iglevlerinin duzenlenmesinde dnemli gorevlere sahiptirler. Proteinlerin vucuttaki

iglevlerine drnekler Cizelge 2.1’de verilmistir.



Cizelge 2.1. Proteinlerin vicuttaki islevleri.

Tiir islev Ornekler

Enzim Hucrelerde gerceklesen biyokimyasal Pepsin, laktaz,
tepkimelerde katalizor gorevi gorurler.

Antibadi Viicudun yabanci olarak goérdiigi, bakteriler, immunoglobulin G
virusler ve kandaki yabanci maddeler gibi (IgG)
maddelere Dbirleserek vicudu korumayi
amagclarlar.

Hormon Hiicreler, dokular ve organlar arasindaki gesitli  insiilin, oksitosin,
biyokimyasal surecleri koordine etmede gorevli buyume hormonu

haberci proteinlerdir. (GH)
Yapisal Lifli yapilari sayesinde vicudun g¢esitli  Keratin, kolajen,
bilesen kisimlarina destek saglarlar. Ayrica vucudun elastin, aktin

hareketinde de gorevlidirler.
Depo Vucudun daha sonra kullanacagi amino asitleri Ferritin
proteinleri depolarlar.
Tasima Molekulleri vuacudun bir yerinden digerine Hemoglobin

proteinleri tasiyan proteinlerdir.

Proteinlerin dogal olarak vicutta gorevleri olmasiyla birlikte sanayi ve ilag
sektériinde de kullaniimaktadirlar. Ornegin, biyoaktif peptitler yiiksek biyolojik
aktiviteleri ve hedefe 6zgullukleri yani sira dusuk toksisite seviyeleri gibi avantajlara
sahip olmalari, onlari geleneksel kuguk moleklle sahip ilaglara karsi ustlin
kilmaktadir [10]. Tedavide kullanilan peptit ve proteinler transgenik, rekombinant
veya sentetik yontemlerle uretilebildikleri gibi bitki, hayvan ve mantar gibi canli

organizmalardan saflagtirilarak da elde edilebilir.

Proteinlerin cesitli derecelerde saf halde elde edilmeleri olduk¢ca 6nemlidir.
Proteinlerin amino asit dizilimini ve yapisini tayin etmek, islevi hakkinda bilgi sahibi
olmak, endustriyel ve farmasotik uygulamalar icin proteinler saflastiriimaktadir.
Proteinleri ayirma ve saflastirmada proteinlerin yudkleri, molekdl agirliklari,
hidrofobiklikleri, ¢gozunurlukleri ve kararhliklari gibi kendilerine 6zgu 6zelliklerinden

faydalanilir.



Ozellikle son yillarda biyoteknolojideki gelismeler sayesinde proteinler gibi biyolojik
makromolekullerin adsorpsiyonu ve saflastirimasinda kullanilan malzemelerde ve
yontemlerde de onemli gelismeler saglandi. Gerek bilgisayar programlarinin
kullanimi gerekse in vivo galigmalarin artmasi proteinlerin ayrilmalarini daha
ongorulebilir ve kontrol edilebilir hale getirdi. Ancak halen her gesit protein igin
kullanilabilecek tek ve basit bir saflagtirma yontemi mevcut degildir. Bir proteinin
saflastirilmasi i¢in kullanilan sartlar ve islemler diger bir proteinin aktivitesini
kaybetmesine neden olabilir. Saflagtirma yontemi segilirken hedef proteinin nerede
kullanilacagi da dikkate alinmalidir. Ornegin, deterjan olarak kullanilacak bir enzim
icin temizligi engellemeyecek derecede safsizliklar kabul edilebilirken tedavi amagh
kullanilacak bir enzim ise son derece saf olmalidir. Proteinin saflastirilmasinda

kullanilacak yontemi secerken sunlar goz 6nunde bulundurulmalidir:

ihtiyag duyulan saf protein miktari

Proteinin biyolojik aktivitesinin korunmasinin gerekli olup olmadigi

ihtiyag duyulan saflik derecesi

Kullanilan protein kaynagi

Saflagtirma yontemleri sadece safsizliklari ortamdan uzaklastirmak igin degil,
istenen proteinin derigimini artirmak i¢in de kullanilir. Biyomolekullerin ham
Ozutlerden veya diger karisimlarindan ayrilmasi, saflastiriimasi ve tanimlanmasi
elektroforez, ¢oktirme, santrifuj gibi tekniklerle birlikte boyut dislama, jel filtrasyon,
ters faz, iyon degisim ve afinite kromatografisi gibi gesitli kromatografik yontemlerle

saglanabilir [11].

2.3. Afinite Kromatografisi

Protein gibi biyolojik molekuller genellikle diger biyolojik molekullerle etkilesime
girebilirler. Ornegin bir protein inhibitér veya substrat gibi molekiillerle etkilesime
girebilecegi gibi baska bir proteinle de etkilesime girebilir. Bu iki biyomolekdl
arasindaki etkilesim elektrostatik etkilegsimler, hidrojen bagi, van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi molekuller arasi kovalent olmayan baglarla
gerceklesecegi gibi bir metal iyonu araciligiyla koordine kovalent bag ile de
gerceklesebilir. Afinite kromatografisi de bu etkilesimleri temel alan bir kromatografi
yontemidir. Bu yontemde matrise bagli ligand ile hedef molekll arasindaki gesitli
Ozgul afiniteler sayesinde hedef molekulun adsorpsiyonu ve saflastiriimasi saglanir.
Afinite kromatografisi genel olarak su basamaklardan olusur:

5



- Hedef molekule 6zgul ligand matrise kovalent olarak baglanir.

- Saflastirlmak istenilen oOrnek, liganda o6zgu ve tersinir baglanmayi
destekleyen optimum kosullar altinda o6zgul ligandi iceren matris ile
uygulanir.

- Hedef maddeye 06zgul ligand sayesinde afinite matrisi tarafindan hedef
madde tutulur.

- Deneysel kosullar degistirilerek hedef molekul-ligand etkilesimi bozulur ve
boylece hedef molekllin destek maddesinden ayrilmasi saglanir.

40¢
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Sekil 2.1. Afinite kromatografisinin genel semasi.



Afinite ligandlari kromatografide 100 yili askin sire once, Emil Starkenstein
tarafindan kullaniimistir. Starkenstein, 1910 yilinda nigasta iceren kolonun amilaz
enzimini baglamasini incelemistir [12]. 1951 yilinda anti-albumin antibadilerinin
ayrilmasini saglamak amaciyla serum albimin immobilize edilmis seltloz kullanildi
[13]. Ancak modern afinite kromatografisinin asil temeli 1960'lara dayanmaktadir.
Bu yillarda, kromatografi destek malzemesi olarak seluloz yerine agaroz kureler
kullanildi [14]. Ayrica, gunumuzde de halen siklikla kullanilan bir ydontem olan peptit
ve proteinlerin destek malzemesine siyanojen bromdar ile immobilize edilmesi bu

yillarda gergeklestirilmigtir [15].

Afinite kromatografisi biyomolekullerin ayrimi ve saflastiriimasinda, klinik tahlillerde,
biyokimyasal ve biyoteknolojik sureclerin incelenmesinde siklikla basvurulan bir
yontemdir [16-20]. Afinite kromatografisi, antibadiler, enzimler, hormonlar, DNA,
reseptorler ve vitaminler gibi birgok biyomolekulun ayriimasi ve saflastirilmasi igin
kullanilabilir [21-23].

Afinite kromatografisinde destek malzemesi olarak kullanilacak matrisin gesitli
kriterleri saglamasi gerekmektedir. Oncelikle destek malzemesi kolondan gegen
malzemelere karsgl kimyasal olarak inert olmali. Bodylelikle o6zgul olmayan
etkilesimler sebebiyle olusacak istenmeyen adsorpsiyonun onune gegilmis olunur.
Ote yandan, birgok afinite kromatografisi genel olarak sulu ortamda meydana geldigi
icin destek malzemesinin hidrofilik 6zellikte olmasi tercih edilir. Matrisin gozenekliligi
de afinite kromatografisinde onemli bir parametredir. Destek malzemesi ayrica
yuksek basing gibi etkilere karsi yeterli miktarda mekanik kararliliga sahip olmalidir
[24]. Afinite kromatografisinde ligandin immobilize edilecegi destek malzemesi
olarak agaroz, silika, cam, polistiren gibi ¢ok gesitli malzemeler kullaniimakla birlikte
bu malzemeler fiziksel olarak kire, membran, monolitik kolon gibi gesitli yapilarda
hazirlanabilmektedir [5, 25-33].

Afinite  kromatografisi ile biyomolekal ayriminin ve saflagtirnimasinin
gerceklesmesini saglayan en onemli noktalardan birisi de destek malzemesine
immobilize edilen ligandlardir. Bu ligandlarin gogu biyolojik kokenli olmalari yani sira
biyolojik olmayan dogal ve sentetik ligandlar da kullaniimaktadir [34]. Afinite
kromatografisinde kullanilan ligandlar Sekil 2.2’de  belirtilmigtir. ~ Afinite
kromatografisi ile saflastirmanin derecesi ligandlarin biyoozgullikleri ile dogrudan
iligkilidir. Ligandlar son derece segici 0Ozellikte olmali, sadece bir veya birkag
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biyomolekule baglanabilecek nitelikte olmahldir. Antibadiler, protein reseptorleri,
bazi enzim kofaktorleri ve inhibitorleri yiksek o6zgullige sahip ligandlara ornek
olarak verilebilir. Ote yandan protein A ve protein G gibi ligandlar ise grup segici
ligandlardir ve benzer kimyasal o6zelliklere sahip yakindan iligkili bilesik grubuna
baglanir [35, 36].

Kullanilan ligandda aranan bir diger 6zellik de hedef protein ile tersinir etkilesimler
sayesinde kompleksler olusturabilmektir [37]. Ligand ile hedef protein arasinda
kurulan tersinir etkilesim karigsim gegcirilirken ve baglanmasi istenilmeyen diger
biyomolekuller uzaklastirilirken kopmayacak kadar; ve ligandin ve hedef proteinin
bozulmadan elusyon basamaginda liganddan ayrilmasini saglayacak kuvvette
olmalidir [38].
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Afinite Ligandlari

Sekil 2.2. Biyomolekdllerin ayriminda kullanilan afinite ligand tarleri




Afinite kromatografisi kullanilan ligand, destek malzemesi veya uygulanan yontem
gibi ¢esitler temel alinarak farkli alt dallara ayriimigtir. Sekil 2.3’'te bu alt dallardan

bir kismi gosterilmistir.

S ' )
— Biyoafinite Kromatografisi
— immnoafinite Kromatografisi
— Boya-Ligand ve Biyomimetik Afinite Kromatografisi
—[ DNA Afinite Kromatografisi
u Lektin Afinite Kromatografisi |
— immobilize Metal iyon Afinite Kromatografisi
— Hidrofobik Afinite Kromatografisi
- —[ Tiyofilik Afinite Kromatografisi
= 1
g» B Boranat Afinite Kromatografisi
% . \
g Kovalent Afinite Kromatografisi
x [ g
S — Afinite Elektroforez ve Afinite Kapiler Elektroforez
< —[ Yuksek Performans Afinite Kromatografisi
— Membran Temelli Afinite Kromatografisi
— Afinite Coktlirme
- Avitin-Biyotin immobilize Sistem
— Perflizyon Afinite Kromatografisi
— Reseptor Afinite Kromatografisi
{ Molekuler Baskilama Afinite Kromatografisi
—[ Katuphane Tarevli Afinite Ligandlari
— J

Sekil 2.3. Afinite kromatografisinin alt dallari.
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2.3.1. immiinoafinite Kromatografisi

imminoafinite kromatografisi, fonksiyonel proteinleri ayirmak ve saflastirmak igin
yuksek Ozgullukteki antijen ve antibadi etkilesimlerini kullanan bir afinite
kromatografisi yontemidir. Bu etkilesimler, iyonik etkilesimler, hidrojen baglari, van
der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler gibi molekuller arasi kovalent
olmayan etkilesimlerdir [39, 40]. imminoafinite kromatografisinde, hedef antijene
0zgul antibadi kati destege immobilize edilir ve biyolojik numuneler gegirilerek hedef
antijen immobilize antibadi tarafindan yakalanir. Ozgil olmayan proteinler ve
peptitler yikanir ve daha sonra antijen uygun elisyon ajaniyla toplanir.
imminoafinite kromatografisi antibadileri saflastirmak veya zenginlestirmek icin de
kullanilabilir. Bu durumda, bu kez hedef antibadiye 60zgul antijen destek
malzemesine immobilize edilir ve ilgili antibadiyi iceren ¢ozelti veya serum kolondan
gegirilir. Yine benzer sekilde 6zgul olmayan biyomolekduller yikanir ve hedef antibadi
elusyon ¢ozeltisi yardimiyla toplanir.

imminoafinite kromatografisinin kullanimi yaklasik yiiz yil dncesine dayanmaktadir.
1935 yilinda d’Allesandro ve Sofia, sifiliz ve tuberkuloz ile iligkili antibadileri ayirmak
icin kaolin ve komur Uzerine immobilize ettikleri antijenleri kullandilar [41]. Bu
calismadan bir yil sonra ise Landsteiner ve van der Scheer tavuk eritrosit
stromasina immobilize edilmis haptenleri kullanarak antibadileri izole ettiler [42].
imminoafinite kromatografisinin uygulamalarina bir diger érnek olarak da Campbell
ve arkadaslarinin 1951 yilinda antibadi saflastiriimasi amaciyla serum albumini, p-
aminobenzilseliloz'a immobilize ettikleri ¢alisma gosterilebilir [13]. O yillardan
gunumuze kadar proteinlerin ve diger biyomolekullerin ayrimi ve saflastiriimasi igin

cok gesitli immunoafinite kromatografisi yontemleri gelistiriimistir [43-53].

2.3.1.1. Antibadilerin Yapilari ve Ozellikleri

Bir antibadi olan 1gG disulfur baglariyla baglanan iki 6zdes agir zincir ve iki 6zdes
hafif zincir olmak Uzere (sirasiyla her biri 50 kDa ve 25 kDa) dort polipeptit
zincirinden olugur ve Y seklinde bir yapiya sahiptir (Sekil 2.4). Antibadinin alt kismi
Fc bolgesi olarak, ust kismindaki kollari ise Fa bolgeleri olarak adlandirilir. Fap
bolgelerindeki amino asit sekanslari, tek bir tipte antibadi icinde 6zdes olmasina
ragmen farkli antibadiler arasinda oldukc¢a degiskendir. Bu degiskenlik sayesinde
antibadiler ¢ok ¢esitli antijenlere baglanabilmektedir.
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Sekil 2.4. immiinoglobulin G'nin genel yapisi.

Agir zincirin sabit bolgesi esas alinarak yapilan siniflandirmaya gore 1gG, IgA, IgD,
IgE ve IgM olmak Uzere bes immunoglobulin sinifi bulunmaktadir. Antibadilerin IgA,
IgM, IgD ve IgE gibi diger siniflarin yapilari IgG'nin yapisi ile temel olarak aynidir
(Sekil 2.5). 1gG, IgA ve IgD'nin sabit bélgesi ug Ig alanina ve esneklik saglamak igin
bir baglanti (mentese) bolgesine sahipken IgE ve IgM'nin sabit bdlgeleri dort Ig
alanina sahiptir. IgG dort izotipe (IgG1, IgG2, IgG3 ve 1gG4); IgA ise 2 izotipe (IgA1
ve IgA2) sahiptir [54].

IgG diger immunoglobdlinlere kargi gesitli Ustunluklerinden dolayi analiz geligtirme
ve antibadi temelli tedavilerde en yaygin olarak kullanilan immunoglobalindir. 1gG
en bol miktarda bulunan memeli immunoglobulin sinifi ve insan serumundaki en bol
bulunan proteinlerden birisidir (plazma proteinin %10-20’si) [55, 56]. Ayrica diger
immunoglobulin siniflariyla kargilastirildiginda, IgG daha kuguk, sentez hizi daha

yuksek olup yarilanma émru de daha uzundur [57].
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Sekil 2.5. immiinoglobulinin siniflari.

Genel olarak virusler, bakteriler ve bir bagisiklik tepkisi uretebilen hayvan ve
bitkilerden gelen yabanci proteinler vicutta antibadi Uretimine neden olabilirler.
Antibadi Uretimine neden olan bu yabanci maddelere antijen adi verilir. Belirli bir
antibadinin baglanabildigi antijen Uzerindeki her bir yere, epitop veya antijenik
determinant; epitopun baglandigi antibadi Uzerindeki bolgeye ise paratop denir. Bir

antijenin birden fazla epitop bolgesi olabilir.

2.3.1.2. Antibadi Uretimi
imminoafinite kromatografisinde kati destege immobilize edilerek ligand olarak
kullanilacak antibadiler gesitli yontemler ile Uretilir. Antibadi Gretimi genel olarak dort

gruba ayrilabilir:

- Poliklonal antibadiler

- Monoklonal antibadiler

- Otoantibadiler

- Anti-idiyotipik antibadiler
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+ Bagisiklik kazandiriimig
hayvanlardakidalak hiicrelerinin

» Hayvanlara saflastiriimis antijenler miyeloma hiicre gizgileriile

ve hucrelerle bagisiklik flizyonuyla tretilir.

kazandirilarak uretilir. + Buyontem ile ortaya ¢ikan
+ Elde edilen antibadiler hayvanin antibadiler monoklonaldir (yani, tek

reaktif immunoglobulin bir hiicre klonundan

repertuarinin hepsini temsil eder. kaynaklanmaktadir) ve bu nedenle
tek bir 6zglllik ve mukavemete

Poliklonal Monoklonal o
sahiptirler.

antibadiler antibadiler

Otoantibadiler | Anti-idiyotipik
antibadiler

+ Hucre reseptorleri igin antijenler,
hormonlar veya substratlari taklit
edebilen 6zellestirilmis antibadiler.

» Bu antibadiler dogada poliklonal
veya monoklonal olabilir.

« Otoimmun hastaliklari olan
hastalarin serumundan elde edilen
poliklonal antibadilerdir.

Sekil 2.6. immiinoafinite kromatografisinde kullanilan antibadi tirleri.

Poliklonal antibadiler, ayni antijendeki ¢esitli epitoplara yonelik Uretilmis heterojen
bir antibadi karisimidir. Poliklonal antibadiler hayvanin (fare, tavsan, kegi veya
koyun) farkli B-hucresi klonlari tarafindan dretilir ve farkh 6zgullukler ve afinitelere
sahip olup sonug olarak immunokimyasal yonden birbirlerinden farkhdirlar.

Antibadilerin gergekten 6zgul olarak hedefi yakalama kapasiteleri ilk kez Kohler ve
Milstein'in 1975'te yaptiklari c¢alisma ile monoklonal antibadileri Uretmeleri
sayesinde ortaya ¢ikmistir [58]. Monklonal antibadiler antibadi Ureten fare dalak
hdcrelerinin uzun émurla fare miyelom hicre dizisi ile kaynastirilmasiyla uretildi ve
boylece bir hibridoma olarak bilinen ve bir antijende belirli bir epitop i¢in 6zgulligu
olan tek bir antibadiyi ifade eden uzun 6murlii hiicre gizgisi olusturuldu. Uretilen
hibridomalar, buyuk miktarlarda monoklonal antibadinin nispeten kolay
saflastirilmasina izin vererek in vitro ortamda kulturlenebilmesini saglar. Poliklonal

antibadi ile monoklonal antibadinin arasindaki genel fark Sekil 2.7°de gorulebilir.
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poliklonal antibadi monoklonal antibadi

Sekil 2.7. Poliklonal antibadiler ayni antijende farkli epitoplara baglanirken,
monoklonal antibadiler ayni antijende ayni epitopa baglanirlar.

Diger bir antibadi ¢esidi ise otoantibadilerdir. Otoantibadiler, vicudun viris veya
bakteri gibi yabanci organizmalara kargi degdil, bizzat kendi hucrelerine karsi
gelistirdigi antibadilerdir. Bu antibadiler klinik hastaliklarda biyobelirteg olarak
kullanilabilir [59-62].

Anti-idiyotipik antibadi, baska bir antibadinin antijen baglama bdlgesine
baglanabilen antibadi cesididir. Anti-idiyotipik antibadiler dort farkh yolla elde
edilebilir [63]:

1. Orijinal idiyotiple asilama

2. Orijinal idiyotipi Ureten sabit hlcrelere baglanma

3. idiyotip ve romatoid faktorii igeren bagisiklik kompleksleri ile agilama
4. Uzun bir sure tekrar tekrar asilanmis konaklarin serumunun taranmasi

Anti-idiyotipik antibadiler genel olarak farmakokinetik testlerde veya bagigiklik
tepkisi analizlerinde kullanildigi gibi hem anti-idiyotipik antibadiler hem de idiyotipler
immunoafinite kromatografisinde ligand olarak kullanilabilmektedir [64-67].

2.3.1.3. Antibadi immobilizasyon Yéntemleri

imminoafinite kromatografisinde 6nemli adimlardan birisi ligand olarak kullanilacak
antibadinin destek malzemesine immobilizasyonudur. Bunun igin gesitli yontemler
mevcuttur. Antibadi immobilizasyonu ic¢in kullanilan en yaygin yontemlerden biri
antibadinin Uzerindeki serbest amin gruplariyla destek malzemesine dogrudan

kovalent olarak baglanmasidir. Bunun i¢in indirgeyici aminleme yontemi (Schiff baz
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yontemi) kullanilabilece@i gibi, destek malzemeleri siyonejen bromur, N,N-
karbonildiimidazol, N-hidroksisuksinimit, tresil klorur/tosil klorir gibi reaktiflerle
aktive edildikten sonra antibadiler bu reaktifler araciligi ile destek malzemesine
kovalent olarak immobilize edilir [68-72]. Ayrica antibadilerin amin gruplari ile destek
malzemesinin yuzeyindeki aldehit ve epoksi gruplari arasinda kovalent bag

olusturularak da antibadiler immobilize edilebilir [72, 73].

Bu yontemlerin yani sira antibadiler daha bolge-segici yontemler kullanilarak da
immobilize edilebilir. Ornegin, antibadilerin Fa, kisimlarinin sentezi esnasinda
olusan serbest sulfhidril gruplan ile destek malzemesindeki tiyol gruplari ile
tepkimeye sokularak antibadi immobilizasyonu gerceklestirilebilir. Antibadiler ayrica
Fc bolgelerindeki karbohidrat kalintilar ile de destek malzemesine immobilize
edilebilir. Bunun igin karbohidrat kalintilari 6ncelikle hafif oksidasyona ugrarlar ve
ardindan destek malzemesinin amin ya da hidrazit igeren kisimlari ile tepkimeye

girerek destek malzemesine baglanmis olurlar [74, 75].

Antibadilerin destek malzemesine segici olarak immobilizasyonunda kovalent
olmayan etkilesimler de kullanilabilir. Bakteriyel proteinlerin antibadilere kargi
yuksek afiniteye sahip olmalari, onlari antibadilerin tespiti ve saflastiriimasinda
kullanilabilecek gugclu araclar haline getirmigtir. Bakteri hucre duvarlarindan izole
edilen stafilokok protein A ve streptokok protein G antibadilerin saflagtiriimasi igin
en sik kullanilan ligandlardandir. Protein A ve protein G birgok antibadi sinifinin F¢
bolgesine baglanabilen proteinlerdir [76-78]. Bu proteinler destek malzemesine
baglanabilir ve ardindan ligand olarak kullanilacak antibadi F. bdlgesinden bu
proteinlere tutturulur. Bu baglanma fizyolojik kosullar altinda olduk¢a gugludur,
ancak ortamin pH deg@erini digurerek bu baglanma bozulabilir. Antibadileri destek
malzemesine immobilize etmek i¢in kullanilabilecek ligandlardan bir digeri de avidin
veya streptavidindir. Bu ligandlar biyotin etiketi baglanmig antibadilere baglanarak

onlarin destek maddesine immobilizasyonunu saglarlar [79, 80].

2.3.1.4. Adsorpsiyon ve Elusyon Kosullar

imminoafinite kromatografisi icin adsorpsiyon kosullari, analitin immobilize antibadi
ligandlarina hizli ve etkili bir gsekilde baglanmasini kolaylastiracak sekilde segilir. Bu
hareketli faz genellikle antibadinin dogal ¢gevresini taklit edecek sekilde (fizyolojik pH
ve iyonik gsiddete sahip bir tampon gibi) ayarlanir. Antibadi ve antijen arasindaki

etkilesimi tegvik etmek icin yavas akig hizi kullanilabilir ve ¢ozelti kolondan birkag
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kez gecirilebilir. Adsorpsiyon basamagindan sonra uygulanacak yikama
basamaginda 6zgul olarak baglanmamig biyomolokulleri uzaklastirmak amaciyla
Tween 80 veya Triton X-100 (%0.05 (v/v)) yikama c¢ozeltisine eklenebilir. Bu
islemden sonra elusyon basamagindan once tampon ¢ozeltisi ile yikama yapilir.
Adsorpsiyon icin segilen kogullar altinda antibadi-antijen etkilesimleri icin baglanma
denge sabitleri genellikle 106-10'> M-! araligindadir [81]. Bu durum adsorpsiyon
uygulamasi esnasinda analit ve immunoafinite kolonu arasinda son derece guglu

bir bag olusturur.

Antibadi-antijen arasindaki etkilesim bu denli guglu oldugu icin antibadi tarafindan
tutulan hedef biyomolekulu toplamak igin sert elisyon kosullarinin uygulanmasi
gerekebilir. Hedef biyomolekulun elisyonu i¢in genellikle 0.1 M glisin-HCI, pH 2.8
gibi bir asitli tampon (pH 1-3) veya sodyum tiosiyanat gibi kaotropik ajan igeren bir
¢Ozelti kullanilir [82]. Elusyon basamagl esnasinda toplanan, hedef biyomolekulu
iceren ¢ozeltiye az miktarda 1.0 M Tris, pH 8.5 gibi derigik tampon eklenilerek hedef
proteinin dusuk pH tamponunda harcadigi sure ve danattrasyon en aza indirilebilir.
Ote vyandan, elisyon basamaginin hemen ardindan destek malzemesine
immobilize antibadi ligandinin denatirasyonunu onlemeye yardimci olmak igin

kolon hizli bir gsekilde notr bir pH tamponu igerisinde yikanmaldir.

ElUsyon ¢ozeltisi olarak 2 M NaCl gibi tuz iceren 1 M NH4OH veya 50 mM dietilamin
gibi yuksek pH degerine sahip tamponlar da kullanilabilir. Ayrica bu tamponlara
deterjan (0.1-1% (w/v) SDS), kaotropik tuzlar (6rn., 3.5 M MgCl2, 3 M NaSCN veya
3 M KSCN) da eklenebilir [83].

2.4. Molekuler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama teknolojisi belirli bir analit igin segicilik ve 6zgullige sahip
yapay reseptorler tasarlamak icin kullanilan bir yontemdir [84]. Bu teknoloji
kullanilarak Uretilen polimerik matrisler olan “molekiler baskilanmigs polimerler’
antibadi-antijen etkilesimleri, sinyal iletimi, enzimatik kataliz, protein sentezi, DNA
replikasyonu ve biyolojik reseptorlerin isleyis mekanizmasinda bulunan dogal
tanimayi taklit edebilen sentetik veya yari-sentetik molekuler tanima elemanlaridir
[85, 86]. Molekuler baskilama teknolojisi ile amino asitler ve proteinler, nukleotid
turevleri, ilaglar, fenolik bilesikler ve agir metaller gibi cevresel kirleticiler ve gida gibi
biyolojik ve kimyasal molekulleri taniyabilen malzemeler Uretilerek biyoteknoloji,
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cevre, gida, kromatografi, sensor, katalizor, ilag tasima, sentetik antibadi ve

reseptorler gibi alanlarda kullanilabilir [87-96].

Dogal sistemleri taklit eden molekuler baskilanmis polimerlerin dogal sistemlere
karsi ustunlukleri de bulunmaktadir. Bunlar daha yuksek fiziksel ve mekanik
saglamlik, kimyasal kararlilk, yuksek sicaklik ve basinca karsi goOsterilen daha
yuksek dayanma gucu olarak siralanabilir [97]. Ayrica molekuler baskilamada
kullanilacak fonksiyonel monomer ve diger bilesenler igin biyolojik veya sentetik
olarak Uretilen maddeler kullanilabilecegi icin biyolojik sistemlere gore daha genig
skalada, hedefe ve uygulama alanina uygun malzemeler (retilebilir. Ote yandan
uretilmeleri biyolojik sistemlere kiyasla daha ucuz olup saklama sartlari daha rahat

ve raf dmurleri de daha uzundur [97].

Molekuler baskilama teknolojisi analiti (kalip/hedef molekull) c¢evreleyen
fonksiyonel monomerler ile kalip molekilun 3-boyutlu etkilegsimlerini ve fonksiyonel
monomerlerin ve c¢apraz baglayicilarin kopolimerizasyonunu igeren bir suregtir.

Molekuler baskilama Ug¢ genel basamaktan olugur:

1) On-komplekslesme: Kalip molekiliin fonksiyonel gruplarini fonksiyonel
monomerlerin fonksiyonel gruplari ile istenilen boyut ve bdlgelerde bir araya
getirmek icin kalip molekul ile fonksiyonel monomerler arasinda etkilesimler

olugmasina izin verilir.

2) Polimerlesme: Fonksiyonel monomerlerin kalip molekul varliginda belli bir
dizilime ve oryantasyona gore sabitlenmis yapisi gapraz baglayicilar ve baslaticilar
varhiginda foto-, termal- veya elektro-polimerizasyon gibi bir polimerlesme

yontemleri kullanilarak sabitlenir.

3) Elusyon: Kalip molekul polimer matristen gesitli ¢ozeltiler kullanilarak
uzaklastirihr ve ortaya kalip molekulin sekil, boyut ve kimyasal islevselligini
tamamlayici 6zel tanima bolgelerine (yani oyuklara) sahip baskilanmis polimer

uretilmis olur.
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2.4.1. Molekuler Baskilamanin Tarihi Geligimi

Her ne kadar molekuler baskilama son zamanlarin ilgi ¢ekici aragtirma konularindan
biri olsa da bu yontemin tarihsel kokeni 20. yuzyilin baslarina kadar uzamaktadir.
Molekuler baskilamanin ilk 6rnegi 1930'larin baslarinda, kromatografide kullaniimak
uzere silika Uzerinde bir dizi arastirma yapmig olan Sovyet kimyaci M. V. Polyakov
tarafindan gozlenmigtir [98]. Bu galismada, sodyum silikat polimerlestirildi ve daha
sonrasinda katki maddeleri (benzen, tolien veya ksilen) ilave edildi. Ardindan silika
20-30 gun kurumaya birakildi ve sonrasinda katki maddesi sicak suda yogun
yikama ile uzaklastinldi. Sonrasinda yapilan adsorpsiyon ¢alismalarinda silikanin
polimerlesmede eklenen katki maddelerini daha yuksek kapasitede adsorbe ettigi
gozlemlendi. Linus Pauling 1940'ta antijenin antibadi polipeptit zincirlerinin yeniden
dizenlenmesinde bir kalip olarak kullanilmasina dayanan antibadi olusumu Uzerine
teorisini tanitti [99]. Pauling'in teorisi bir antibadinin belirli bir antijene 6zgullugunun
yapisal tamamlayicihiga bagh oldugu kavramina dayanir. Bu teori bir antijen kalip

molekulu etrafinda antibadi polipeptit zincirinin GU¢ boyutlu bir yapisini olusturma
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fikrine ilham kaynagdi olmustur. Pauling ve Campbell daha sonraki calismalarda
antibadilerin sentetik analoglarinin hedef molekull segici olarak taniyabilen antibadi
ve antijen arasindaki etkilesim noktalarina dayanarak hazirlanmasini arastirdi [100,
101]. Pauling'in 6grencisi Frank Dickey tarafindan 1949 yilinda dort farkli boya
(metil, etil, n-propil ve n-butil oranj) varliginda sodyum silikatin polimerlesmesi
bildirildi [102, 103]. Dickey, “kalip” boyasinin uzaklastirimasindan sonra silikanin
diger boyalarin varliginda ayni boyay! yeniden bagladigini gézlemledi. Kullanilan
yontem Polyakov'un yontemine benzemesine ragmen en buyuk fark bu yontemde
kalip molekul tepkimenin baglangicindan beri mevcuttu. Dickey'in bu c¢alismasi
gunumuzdeki molekuler baskilama metodolojisine benzemektedir ve hatta bu silika

malzeme ilk baskilanmis malzeme olarak kabul edilebilir.

1950’lerde ve 1960’larda molekuler baskilanmis gesitli silika malzemeler literatirde
yerini aldi. Curti ve ark. 1950'lerin baginda, mandelik asit ve kamforsulfonik asit
enantiyomerleri igin kiral segicilik kolon kromatografisinde sabit faz olarak
baskilanmis silikalarin  kullaniimasini bildirdi [104-106]. Patrikeev ve ark.
baskilamanin birlestiriimis kolon formatinda yan Urin uzaklastiriimasinda
kullanilmasina yonelik arastirmalar yapti [107]. Klabunovskii ve ark. da kolon
kromatografisinde butanolu kullanarak yaptiklari enantiyomerlerle ilgili galigmalarini
bildirdi [108]. Baskilanmis silika, kolon kromatografisi diginda ince tabaka
kromatografisinde de c¢aligildi [109, 110].

Patrikeev ve ark. bir bakteri turind kurutma iglemi altinda selatlanmis silika ile
inkiibe edip kuruyana kadar isittilar. Bu baskilanmis silikanin, kalip bakteri tirlerinin
cogunun farkh referans silikalardan daha iyi gelismesini destekledigini gozlemlediler
[111]. Patrikeev ve ark. diger bir calismalarinda ise bakteri baskilanmis silikanin
enantiyosegicilik sergiledigini belirttiler [112]. Bu grup ayni zamanda sentetik enzim
baskilanmisg bir polimeri de rapor etti [113]. Bu ¢galismada, sirasiyla bir tripeptid veya
diketopiperazin ile baskilanmis silikanin, baskilanmis turlerin olusumunu
desteklemek icin amino asitlerin polikondensasyonu sirasinda urin olusumunu
yonlendirdigi goruldi. Bu yillarda molekuler baskilamanin ticari drdnlerde de
kullaniimasini amaglayan girisimler oldu. Ornegin, nikotin baskilanmis silika igeren
bir nikotin filtresi patentlendirildi [114]. Bu nikotin baskilanmis silika, baskilanmamis
silikadan %10.7 daha fazla nikotin adsorplayabiliyordu.
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Silika molekuler baskilamada bircok galismada kullaniimig olsa da kararlilik ve
tekrarlanabilirlik gibi konularda kisitlamalara sahip olmasi 1960’larin sonlarina
dogru silikaya olan ilginin azalmasina neden oldu. 1970’lerde molekuler
baskilamada kullanilabilecek c¢esitli organik polimerler Uzerinde arastirmalar
basladi. 1972 yilinda Wulff ve ark. ile Klotz ve ark. birbirlerinden bagimsiz olarak
molekuler baskilanmig organik polimerleri bildirerek gunumuzdeki anlamiyla bilinen
molekuller baskilamanin da ilk 6rneklerini sunmus oldular [115, 116]. Klotz ve ark.
polietilenimin ve bunun agcil turevlerin tiobutirolakton ile tiyolatladilar ve disulfid
kopruleri ile sirasiyla metil oranj varliginda ve yoklugunda capraz bagladilar.
Polimerlerin ¢capraz baglanmasindan sonra, baglh metil oranji uzaklastirdilar ve
ortaya c¢ikan iki tur capraz baglanmis polimerin metil oranji tekrar baglama
yeteneklerini incelediler. Metil oranj varliginda c¢apraz baglanan polimer, metil
oranjin yoklugunda gapraz baglanan polimerden daha fazla baglanma alani ve daha
glgli baglanma gdsterdigini rapor ettiler. Ote yandan, Wulff ve ark. polimere
kovalent olarak baglanan ve daha sonra hidrolize edilen D-gliserik asit-p(vinillanilid)-
2,3-O-p(vinilfenilboronat) varliginda hazirlanan bir divinilbenzen polimerinin D-
gliserik asidi kiral olarak taniyabildigini bildirdiler [117]. Wulf ve ark. tarafindan
yapilan bu ¢alisma, molekuler baskilamada tanima igin temel olarak geri dontusumlu
kovalent baglarin kullanildidi ilk ornek olarak bilinir. Bu galigmanin sonrasinda
1970'lerde ve 1980'lerin baglarinda yogun olmak Uzere kovalent baglari temel alan
birgok molekuler baskilanmis sistem literatire kazandirildi. Ancak kovalent baglarin
molekuler baskilamada getirdigi cesitli kisitlamalar sebebiyle kovalent olmayan
etkilesimlerin baskilamada kullanilima fikri ortaya ¢ikti. Literatlirde kovalent olmayan
(non-kovalent) etkilesimleri molekuler baskilamada ilk kullananlar Arshady ve
Mosbach’tir [118]. 1981 yilinda yayinladiklari ¢alismada, kalip molekul olarak
rodanil mavisi (rhodanile blue) ve safranin O ile fonksiyonel monomerler olarak ise
N,N'-fenilendiakrilamid ve 3,5-bis(akrilomelamido) benzoik asidi sedtiler.
Polimerlesmeden once su/dimetilformamid (DMF) icerisinde kalip molekul ve
fonksiyonel monomerler arasinda elektrostatik etkilesimler olusturdular. Ardindan
polimerlesme ¢ozeltisi olarak asetonitril, gapraz baglayici olarak ise etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) kullanarak polimerlesmeyi gercgeklestirdiler. Yine ilk olarak
1980’lerde baskilama yontemi olarak metal iyon koordinasyonunu kullanan
calismalar da yayinlanmaya basladi [119-122]. Whitcombe ve ark. 1995 yilinda yari-
kovalent baskilama yontemini gelistirdiler [123]. Bu yontem kovalent ve kovalent
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olmayan baskilama yontemlerinin melez bir sekli olarak ifade edilebilir. Clnku
polimer hazirlama surecinde kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasinda
kovalent bag olusturulurken, kalip molekulun hidroliz ile uzaklagtiriimasi sonrasinda
kalip (hedef) molekllin yeniden baglanmasi kovalent olmayan etkilesimler
sayesinde gergeklesir.

2.4.2. Molekuler Baskilamanin Temel Bilesenleri
Kalip molekultn niteligi, polimerlesmede kullanilan fonksiyonel monomerler, gapraz
bagdlayicilar, baslaticilar ve ¢ozuculer gibi gesitli bilesenler baskilanmig polimerin

verimi ve performansi Uzerinde etkilidir.

2.4.2.1. Kalip Molekul

Molekuler baskilama teknolojisinde amino asitler, karbohidratlar, aminler, ilaglar,
metal iyonlari, vitaminler, proteinler, hormonlar, hatta hucreler gibi ¢ok sayida
madde kalip olarak kullanilabilir [124]. Genellikle, kalip molekuller fonksiyonel
monomerler ile kararli kompleksler olusturmalarini uygun hale getiren karboksil ve
amino gibi yuksek polar gruplar igerir [125]. Kalip molekul polimerlesme esnasinda
kimyasal olarak inert olmali, polimerlesme esnasinda uygulanan sicaklik ve basing
gibi sartlara kargi da yeterli miktarda fiziksel ve mekanik kararliliga sahip olmalidir
[126].

2.4.2.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerler molekuler baskilanmis polimerlerin hedef molekule 6zgul
ve segici bolgelerini olugturmaktan sorumludur. Kovalent olmayan etkilesimleri
iceren baskilama modelinde fonksiyonel monomer ile kalip molekul arasindaki
etkilesimi artirmak igin fazla miktarda fonksiyonel monomer kullanilir (genellikle
kalip molekul ile fonksiyonel monomer molar orani 1:4 olarak segilir) [97]. Ancak
fonksiyonel monomerin gerektiginden ¢ok fazla miktarda kullaniimasi, kalip molekdul
ile tepkimeye girmesine ve segici olmayan baglanma bdlgelerinin olugsmasina yol
acabilir. Kromatografi ve sensor uygulamalarinda en yaygin kullanilan polimerler,
poliakrilamit, poliakrilat, polimetakrilat, polimetilmetakrilat, siloksanlar ve
poliuretandir.

2.4.2.3. Capraz Baglayicilar

Molekuller baskilamanin bir diger bileseni de capraz baglayicilardir. Capraz
baglayicilarin gorevi, dogrusal molekulleri kararli bir aj matrisine baglayarak
polimer zinciri tepkimesini desteklemek ve duzenlemektir. Dolayisiyla, gerekli
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olandan daha dusuk miktarda ¢apraz baglayici kullaniimasi, molekuler baskilanmig
polimerlerin tanima yetenegi ve kararlihgi ile dogrudan iligkili olan ¢apraz baglanma
alanlarinin yetersiz ve verimsiz olmasina yol agabilir. Ote yandan, capraz
baglayicinin asirt miktari birim kutledeki fonksiyonel monomer sayisini azaltarak
tanima bolgelerinin sayisinin azalmasina neden olur. Ayrica elisyon basamaginda

kalip molekulin oyuklardan sokulmesi de zorlasabilir.

2.4.2.4. GCoziculer

Molekuller baskilanmig polimerlerin hazirlanmasinda kullanilacak tum maddeler
kanigtirlhir ve kalip molekdl ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi
destekleyen bir ¢ozucu igerisinde ¢ozunur. Cozuculerin bir iglevi de baskilanmis
polimerlerin gézenekli yapida olmasini saglamak oldugu icin “porojen” olarak da
adlandinlirlar. Cozucu kalip molekulun uzaklastiriimasina ve yeniden baglanmasina
kolayca izin verebilecek derecede gozenekli bir matris inga edilmesini saglayacak
duzeyde olmalidir. Genellikle polar ¢ozuculer, kalip molekul ile fonksiyonel
molekullerin kompleks olugturmasini saglayacak hidrojen bagi gibi etkilegsimleri
bozarak baskilanmig polimerlerin verimini dagurebilir. Bu nedenle, toluen, benzen,
kloroform, ksilen ve metilen klorur gibi dusuk yuzey gerilimine sahip ¢ozuculer

molekuler baskilamada yaygin olarak kullaniimaktadir.

2.4.2.5. Baslaticilar

Baglaticilar polimerlesmenin  baslamasini saglayan kimyasal maddelerdir.
Baslaticilar monomerlere oranla ¢ok daha az miktarlarda (%1 civarinda) kullanilirlar.
Baglatici seciminde polimerlesme tart ile kalip molekulin ve fonksiyonel
monomerlerin kimyasal yapisina dikkat edilmelidir.

2.4.3. Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Hazirlanma Yontemleri
Kalip molekulu ile fonksiyonel monomerin fonksiyonel gruplari arasindaki etkilesim
turGne bagh olarak molekller baskilanmig polimerler c¢esitli yontemlerle

hazirlanabilir:

2.4.3.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama yontemi Wulff ve arkadaglari tarafindan 1970'lerin basinda
tanimlanmistir [115]. Kalip molekdl ile fonksiyonel monomer borat esterleri, Schiff
bazlari ya da imin asetal turevlerini olusturmak Uzere kovalent olarak tepkimeye
girer ve ardindan polimerlesme sonucu gapraz baglanmis polimerler sentezlenir

[127]. Daha sonra tanima bdlgelerini elde etmek icin kalip molekul eluent varliginda
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kovalent baglar kirillarak uzaklastirilir. Fonksiyonel monomer olarak daha ¢ok kaguk
molekulli bilegikler kullanilir. Kovalent baskilama yodnteminde yaygin olarak
kullanilan fonksiyonel monomerler, etilen iceren borik asit ve dioller ile borik asit
esteri gibi esterler iceren silan karisimlaridir. Bununla birlikte, bu yontem kimyasal

tepkime segiminin kisitli olmasi nedeniyle nadiren kullanilir.

2.4.3.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Molekuler baskilanmig polimerlerin geligtiriimesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
kovalent olmayan baskilama yontemi, 1980'lerin baginda Mosbach ve Arshady
tarafindan onerildi [118]. Kovalent olmayan baskilama yonteminde hidrojen bag,
yuk aktarimi, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesim, iyon-dipol ve dipol-dipol
gibi elektrostatik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimler fonksiyonel
monomerleri kalip molekul etrafinda duzenlemek igin kullanilir. Kalip molekal uygun
¢cozuculerle polimerden uzaklastirildiktan sonra, polimer matrisi, kovalent baskilama
yonteminin aksine, herhangi bir bag kirilmasi olmadan korunur ve 6zgul tanima
bolgelerine yeniden baglanma ayni kovalent olmayan etkilesimler yoluyla
gergeklesir.

2.4.3.3. Yari-Kovalent Baskilama

Yari-kovalent baskilama yontemi, kovalent baskilama ile kovalent olmayan
baskilama yontemlerinin hibrit bir versiyonu olarak dagunulebilir. Bu yontemde, kalip
molekdul ile fonksiyonel monomer kovalent olarak baglanir ve polimerlesme sonrasi
bu bag kirilarak kalip molekul uzaklagtirilir. Ardindan kalip (hedef) molekulun 6zgul
tanima bolgelerine tekrar baglanmasi kovalent olarak degil kovalent olmayan
etkilesimler araciligi ile olur [128]. Yari-kovalent baskilama igin iki farkli yontem
mevcuttur [123, 129]:

1. Kalip molekul ve fonksiyonel monomerin amit veya ester bagi ile dogrudan

baglanmasi

2. Kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasina kalip molekulle birlikte

ortamdan uzaklasan araci gruplar eklenmesi

2.4.3.4. Metal iyon Koordinasyonu ile Baskilama
Bu baskilama yonteminde, metal iyonlari ile ligandlar arasinda kurulan koordine
kovalent baglar 3-boyutlu bir matris yapisi olusturur. Birgok biyolojik reseptor hem

yapisal hem de katalitik islevlere ve dolayisiyla reaktif merkezin saptanmasina
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yardimci olan metal iyonlan igerir. Dogadaki en bilinen 6rneklerden birisi olarak

hemoglobinin oksijen atomlarini Fe?* iyonu araciligiyla baglamasi gosterilebilir.

Bu yontemde polimerlesme Oncesi koordine kovalent baglar sayesinde kalip
molekul-metal iyonu-fonksiyonel monomer kompleksi olusturulur. Metal iyonlarinin
fonksiyonel gruplara gésterdikleri afinite degiskendir. Ornegin, Ni?* ve Zn?* iyonlar
fosforil gruplarina afinite gosterirken, Cu?* ve Fe?* iyonlari imidazol gruplarina
yuksek afinite gosterir [130]. Boylece bu yontemde asiri miktarda fonksiyonel
monomer kullanmaya gerek kalmadigi i¢in 6zgul olmayan baglanma riski duser.
Ayrica koordine kovalent baglar sayesinde tanima bdlgelerinin G¢ boyutlu
oryantasyonu optimize edilmig olur. Bu sayede hedef molekll disindaki molekullerin
bu baglanma bdlgelerine baglanmasi zorlastigi i¢cin metal iyon koordinasyonu ile
baskilamada segicilik de yuksek seviyede olur.

2.4.4. Molekuler Baskilama Turleri
Molekuller baskilama teknolojisinin tarleri yigin baskilama, ylzey baskilama ve
epitop baskillama olarak U¢ ana kategoride siniflandirlabilir. Sekil 2.9°da bu

baskilama turlerinin hazirlanma basamaklari gosterilmektedir.

a
l

l

r

Yigin Yuzey Epitop
baskilama baskilama baskilama

Sekil 2.9. Molekuler baskilama turleri.



2.4.41. Y)\gin Baskilama

Yigin baskilamada kalip molekul polimer matrisi tarafindan tamamen kaplanacak
sekilde baskilanir ve fonksiyonel monomerler tarafindan bir butin molekul olarak
taninir ve baglanir [131]. Kiguk molekul agirhgina sahip kalip molekuller i¢in ¢ok
basarili standart bir ydontem olan yigin baskilama, protein gibi makromolekdller igin
belli bagli dezavantajlara sahip en basit yaklasimdir. Ornegin, kalip molekiil olarak
nispeten kuguk bir protein bile kullanilsa polimer matris ile baglanma 6zgullugunu
azaltabilen 0zgul olmayan etkilesimler olugabilir. Molekuler baskilamada
polimerlesme basamagindan sonra kalip molekulin matristen uzaklastiriimasi ve
hedef molekulin baskilanan tanima bolgelerine erigmesini saglamak onemlidir.
Molekuler baskilamada kalip molekul uzaklastirildiktan sonra olusan oyuklara tekrar
baglama polimer matristeki gozeneklerle difiizyon yoluyla gerceklesir. Ancak
baskilanan molekulin boyutu arttikga polimer matrisin igerisindeki oyuklara ulagsmak
zorlagir [132]. Bu sorunu en aza indirmek icin polimerdeki gozenek boyutunu ve
saglamhgi etkileyen gapraz baglamanin derecesi en uygun sekilde ayarlanmalidir.
Ancak capraz baglanma ve matris yogunlugu dustiukce, genel olarak baskilanmis
polimerlerinin ~ kararlihginda da  azalma  gozlenir. = Makromolekullerin
baskilanmasinda yigin baskilama yonteminin bu tir dezavantajlarindan dolayi bilim
insanlar tarafindan farkli baskilama tarleri arastirilmis olup, yuzey baskilama ve
epitop baskilama yigin baskilamaya kargi iki bayuk alternatiftir.

2.4.4.2. Yiizey Baskilama

Yuzey baskilamada kalip molekul polimer matrisinin igine kismen baskilanir,
boylece tanima ve baglanma bolgeleri polimerin ylzeyine veya yuzeye yakin
bolgesine yerlestirilir [131, 133]. Tanima bdlgeleri baskilanmig polimerin yuzeyinde
oldugu igin hedef molekulun oyuklara ulagimi difuzyon kisitlamasindan bagimsizdir
[134]. Boylece elusyon ve tekrar baglanma basamaklarinda bu bélgelere ulagsim
yigin baskilama esnasinda icte kalan tanima bdlgelerine ulasima gore ¢ok daha
kolaydir. Bu avantajindan dolayr yuzey baskilama oOzellikle protein gibi
makromolekiillerin baskilanmasinda sik basvurulan bir yéntem olmustur. Ote
yandan, bu yontemde kalip molekill sadece ylzeye baskilandigi icin, yigin
baskilamaya oranla ¢ok daha az miktarda kalip molekdl kullanilir. Bu sebeple,
baskilanmig polimerdeki tanima bolge orani yuzey baskilamada daha az oldugu igin

saflagstirma esnasinda polimer daha ¢abuk doygunluga ulasabilir.
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2.4.4.3. Epitop Baskilama

Epitop baskilamada baskilanacak molekulin sadece kuguk bir epitop kismi kalip
olarak baskilanir, Uretilen molekuler baskilanmig polimer bu epitop kisim sayesinde
tum proteini taniyabilir [135, 136]. Bu yontemde hedef molekulin terminal
zincirlerinden biri ile ayni sekansa sahip bir bolge kalip olarak kullaniimaktadir.
Nishino ve arkadasglari, hedef proteinin tanima bolgelerine 6zgul olarak baglanma
olasiligin artirmak igin benzersiz bir sekansin en az 9 amino asit kalintisi igeren bir
epitop gerektirdigini ve C-ucu temsil eden bir sekansin N-ucu igeren sekanstan daha
cok tercih edildigini bildirdiler [135]. Epitop seg¢imi, tum hedef proteini 6zgul olarak
niteleyen amino asit sekansinin benzersizligine baghdir ve hedef proteinlere ve
amagclanan uygulamalarin karmasikligina bagh olarak epitop boyutu 15-16'dan 35
amino aside kadar gidebilir. Epitop baskilamada, makromolekulin kuguk bir pargasi
kullanildigr icin 6zgul olmayan etkilesimler en aza iner ve bdylece 6zgulluk daha
yuksek olur [137-140]. Birgok proteinin fiyati dugunuldigunde kalip olarak pahall
protein yerine kiguk amino asit dizisi kullanildigi epitop baskilama sayesinde daha
dusuk maliyetle baskilanmig polimer uretilebilir.

2.5. Kiriyojel

Kriyojeller ¢Ozucunun donma noktasinin altindaki sicakliklarda sentezlenen
hidrojeller olarak adlandirlabilir. "Kriyojel" terimi dondurulmus ortamda olusan
polimerik jelleri tanimlamak amaciyla ilk olarak 1980'lerin baginda Vladimir I.
Lozinsky tarafindan kullaniimistir [141]. Kriyojel kelimesi "kriyo" [don veya buz
anlamina gelen Yunanca “kpioo (kryos)’] ve "jel" kelimelerinin birlegtiriimesiyle
turetilmis olup bu polimerik jellerin nasil olusturulduguna vurgu yapiimaktadir [142].
Literatirde dondurulmus sistemler ile olusturulan jeller igin kriyokoagulatlar
(cryocoagulates), kriyokoaservatlar (cryocoacervates), kriyo-deristiriimis jel ve
donma-¢ozulme jelleri gibi gesitli terimler kullaniimasina ragmen bunlarin arasinda

kriyojel terimi en bilindik ve tutulan terimdir [143].

Kriyojellerde gb6zenek yapici (porojen) olarak buz kristalleri kullanilir. Donma
noktasinin altindaki sicakliklarda gergeklesen polimerlesmenin ardindan kriyojeller
oda sicakligina getirildiginde buzlar erir ve birbirine bagli makrog6zenekler
meydana gelir. Geleneksel hidrojellerin aksine, kriyojeller buylk gézenek boyutuna,
kisa difuzyon yoluna, iyi biyouyumluluga ve yliksek mekanik ve fiziksel kararliliga

sahiptir [4]. Monolitik kolon, membran-disk, kure sekillerinde uUretilebilen kriyojeller
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biyosensorlerde, kromatografide destek malzemesi, doku mihendisliginde doku
iskelesi, ilag ve protein gibi terapotik ajan tagima sistemi ve kontrollu salim sistemi
olarak kullanilabilmektedir. Kriyojeller yalitim, ¢evre, gida, saglik ve biyoteknoloji
alanlarini kapsayan genis bir uygulama alanina sahiptir. Kriyojeller monolitik olarak
kullanilabilecekleri gibi mikro veya nanokureler kriyojel matrisine gdmulerek ylzey
alanini artirma gibi avantajlar saglayan kompozit malzemeler de uretilebilir.
Kriyojellerin Ozellikleri arasinda makromolekuler ¢ozeltilerin ve hucrelerin etkin bir
sekilde tasinmasi, yuksek biyouyumluluk, gug¢li mekanik Ozellikler ve dokuya
benzeyen su tutma sayilabilir. Kriyojeller makrogdzenekler, kisa difiizyon yolu,
disik basing dismesi (dusik geri basing) ve adsorpsiyon ve ellsyon
basamaklarinda cok kisa allkonma sureleri sayesinde geleneksel kromatografi
destek malzemelerine iyi bir alternatif olabilirler [5]. Ayrica kriyojel Gretiminin sifirin
altindaki sicakliklarda gergeklesmesi proteinleri konformasyonel degisimlerden
korurken; gozenek yapici olarak zararl organik ¢ozuculer yerine dogal buz kristalleri
kullanildigi icin gida ve terapétik ajanlarin saflagtirlmasinda ve tasinmasinda

olusabilecek sagliga zarar veren durumlar en aza indirgenir.

Sismis Kriyojel (%100)

Makrogdzeneklerdeki su
B (Mekanik olarak atilabilen su)
(%72-74)

I Mikrogézeneklerdeki su
(%15-18)

Polimere baglanan su
(%4-5)

B Kuru polimer
(%3-4)

Sekil 2.10. Kriyojellerin su tutma kapasitesi ve gézenekliligi.

2.5.1. Kriyojellerin Hazirlanisi

Kriyojeller ¢dzicunun (genel olarak su) donma noktasi altindaki sicaklklardaki
ortamda, su donup buz kristalleri olustururken bu esnada monomerler/polimer
Onculleri ve c¢apraz bagdlayicilarin kimyasal veya radyasyon ile baglatilan
polimerlesmesi ile olugur. Bu slrece “kriyotropik jellesme” veya “kriyojellesme” adi
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verilir [144-146]. Kriyojel uretiminde basvurulan kriyotropik jellesmenin genel hatlari
Sekil 2.11°de verilmistir. Kriyojeller hazirlanirken monomerler, polimer onculleri,
proteinler, polisakkaritler kullanilarak gesitli capraz baglayicilar yardimiyla polimer

agi olusturulur. Genel olarak kriyojel Uretiminde izlenen yontemler sunlardir:

Besleme sisteminin hazirlanmasi

Monomerler/polimer énculleri
baslaticilar ve ¢dzlcu

Besleme sisteminin dondurulmasi

Buz kristallerin olusumu
Polimerlesmenin baglamasi

Donmus sistemin inkibasyonu

Buz kristalleri ve polimer jel

Donmus sistemin ¢cozUnmesi

Super makrogdzeneklere
sahip kriyojel

Sekil 2.11. Kriyojel Uretiminin genel basamaklari.
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Monomerik oncullerin ¢ozeltileri: En sik kullanilan kriyojel iretme yontemlerinden
birisidir. Bu yontemde monomer ¢ozeltileri, gapraz baglayicilar ve baslatici-aktive
ediciler sulu ¢ozeltiye eklenir. Ardindan ¢ozelti ¢goztcunin donma noktasi altindaki
sicakliklardaki ortama konur. Boylece kismen donmus ¢ozelti ortaminda kimyasal
veya radyasyonla baslatilan polimerlesme meydana gelir. Bir taraftan sulu ¢ozelti
buz kristalleri olustururken diger taraftan monomerler ve c¢apraz baglayicilarla
birlikte polimerik jel olusur. Polimerlesme sonunda olusan jel oda sicakligina getirilir,
buzlar erir ve yerlerini makrogozeneklere birakir. Olusan polimer sungerimsi bir

yapiya sahip olan kovalent olarak ¢apraz baglanmis kriyojellerdir [147, 148].

Yuksek molekul agirlikli oncullerin ¢ozeltileri: Bu yontemde polivinil alkol gibi
makromolekuller kismen donmus ortamda kimyasal ajanlar ve radyasyon ile
baslatilan tepkime araciligi ile capraz baglanarak kriyojeller Uretilir. Kriyojellerin
gozenekliligi, esnekligi gibi ozellikleri kullanilan polimer 6nculleri, polimerlesme
esnasinda donma derecesi, ¢ozucu ve gozenek yapici gibi parametrelere baglidir
[149, 150].

Kolloidal dispersiyonlar: Bu yontemde kriyojeller kolloid sistemlerin donma-
¢ozlulme yontemi ile jellesmesi sayesinde Uretilir. Kolloid sistemlerde donma sonucu
tanecikler arasi mesafe kisalir ve hatta tanecikler birbirine siki sikiya temas eder.
Bu temas kohezyon kuvvetleri veya tanecikler arasi kimyasal baglantilar
olusturularak dengelenir [151].

Bu yontemlerden bagka kendiliginden jellesen polimerlerin ¢ozeltileri ve polielektrolit

cOzeltiler kullanilarak da kriyojeller hazirlanabilir.

2.5.2. Kriyojellerin Yapisini Etkileyen Parametreler

Kriyojellerin genel yapisinin olusumunda ¢ok cesitli parametreler rol oynar.
Monomer, polimer onculleri, ¢apraz-baglayici, ¢ozucu miktari, ¢ozeltinin iyonik
siddeti ve pH'si, ortami sogutma orani ve hizindaki degisim kriyojellerin gozenek
boyutu ve gézenek duvari kalinigi dagilimindaki farkhliklara neden olur [152].

Donma esnasinda suyun kristallesmesi icim c¢ekirdeklenmeye ihtiya¢ duyulur.
Olusan buz kristallerinin boyutu, kriyojellesme icin secgilen donma sicakligina ve isi
aktariminin hizina baglidir. Yavas sogutma ile az sayida buyluk buz kristaller
olugsurken hizli sogutma ile olugsan buz kristalleri ¢ok sayida olup daha kuguk
boyuttadir (Sekil 2.12) [153].
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Sekil 2.12. Kriyotropik jellesmede olusan buz kristallerinin sayisi ve boyutu sogutma
hizina baghdir.

Kriyojel hazirlanacak ¢ozeltiye NaCl veya CaCl. eklenmesi kriyojellerin daha dugsuk
gbzenek hacmine sahip olmasina neden olur. Bunun sebebi ¢b6zinen madde
eklenmesinin donmamis fazi artirmasidir. Bu tuzlarin eklenmesi ayrica gézenek
duvarlarinin daha kalin olmasina neden olur. Metanol veya aseton eklendiginde ise

duvarlar goézenekli bir yapiya sahip olur [152].

2.6. Transferrin

Demir canli vicudu i¢in 6nemli rollere sahip bir metaldir. Hucresel demir eksikligi
sebebiyle hucre c¢ogalmasinin durdugu ve sonug¢ olarak da hicre o6lumunin
gerceklestigi bilinmektedir [154]. Demirin vicut igin 6nemi nedeniyle, yasamsal
faaliyetler icin gerekli olan miktari saglanirken, ayni zamanda toksik etkisinin de en
aza indirgenmesi igin organizmalar gelismis mekanizmalara sahiptirler. Bu

mekanizmalarda 6nemli rollere sahip bir biyomolekul de transferrin glikoproteinidir.

Transferrinler molekul agirhgr yaklasik 80 kDa olan homolog monomerik bilobal
glikoproteinlerin bir ailesidir. Diger adi "demir seven" anlaminda siderofilin olan
transferrin (Tf) demiri tersinir olarak baglayabilen ve biyolojik sivilarda bulunan

proteinlerdir. Transferrin protein ailesinin bir Uyesi olan ovotransferinin ilk izolasyonu
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1900 yilinda Osborne ve Campbell tarafindan yapiimigtir [155]. Ancak iglevi bundan
tam 44 yil sonra Schade ve Caroline tarafindan acgiklanmistir [156]. Schade ve
Caroline bu proteinin insan kaninda varligini arastirmiglar ve 1946 vyilinda
gunumuzde serum transferrin (sTf) olarak bilinen biyomolekuli bulmuslar ve
“siderofilin” olarak adlandirmislardir [157]. Transferrinin Uretimi basta karaciger
hepatositlerinde olur, ancak transferrin turine gore diger bodlgeler de vyerel

transferrin Uretir.

2.6.1. Transferrin Turleri

Transferrin protein ailesinin dort ana uyeden olugtugu bilinmektedir. Bunlar:

Serum transferrin (sTf): Demiri absorpsiyon bolgesinden kullanma veya
depolanma bdlgesine tasir. Kanda bulunan serum transferrin demiri vicut
dokularinin goguna iletmesine ragmen demiri plazmanin kisitlandigi bolgelere
tasiyan diger transferrin sekilleri de mevcuttur. Bunlardan bazilari mukozal
transferrin (serum transferrinin safra salgilarindan taretilir), testikuler transferrin ve

merkezi sinir sistemindeki transferrindir [158].

Laktoferrin (Lf): Antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan laktoferrin sutte ve kolostrum,
gOzyasl, pankreatik sivi ve gastrointestinal salgilar gibi diger hucre digi salgilarda
bulunur [159]. Serum transferrinden farkli olarak, laktoferrin eritrositlere demir
katkisi olusturmaz ve retikulo-endotel sistemi ile temizlenir [160]. Demirin bir
bakteriyostatik ajan gibi davranmasini saglayan ve sizmasini engelleyen bir demir
selat ajani olarak davranir [161].

Ovotransferrin (conalbumin, oTf): Yumurta akinin demir baglama ve
antibakteriyel ozellikleri, yumurta aki icin dnemli bir protein olan ovotransferrin
sayesinde olur [162]. Ayrica kus ve surungen yumurta kanali salgilarinda da bulunur
[163].

Melanotransferrin (p97, mTf): Serum transferrin homologu olan melanotransferrin
hdcre yluzeyi glikoproteini ve malign melanom ile iligkili bir antijendir [164]. Demirin
transferrin reseptoriine 6zgul hicresel alimiyla ilgisi yoktur denilebilir [165]. Hatta
onceki calismalarda melanotransferrinin normal dokularda ya az bulundugu ya da
hi¢ bulunmadigi; neoplastik hucrelerde (6zellikle malign melanom hucrelerde) ve
fetal dokularda ise bol miktarda bulundugu belirtiimigti. Ancak daha sonraki
calismalarda melanotransferrinin g¢esitli normal dokularda da bulunabildigi rapor
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edilmistir [165, 166]. Melanotransferrin demiri ortaliktan kaldirma ile lipid
peroksidasyonunun oOnlenmesi ve hizli hucre gogalmasinda etkin rol oynadigi
dusunulmektedir [166].

2.6.2. Transferrinin Yapisi ve islevi

insan serum transferrinin molekiil agirhg1 79570 Da olarak hesaplanmasina ragmen
genellikle 80 kDa olarak belirtilir [167]. Transferrin ailesinin butin tyelerinin molekul
agirliklart 77-82 kDa arasinda degismektedir [168]. Yaklasik 670 amino asit
uzunlugunda olan transferrin, 336 amino asite sahip amino ucu lobu (N-lobu) ve 336
amino asite sahip karboksi ucu lobu (C-lobu) adinda yuksek benzerlik seviyelerine
sahip iki globiiler lob igine katlanmis sekildedir [169]. insan serum transferrinin iki
lobu %48 benzerdir [170]. Domuz ve tavsan serum transferrinleri icin bu degerler
sirasiyla %45.5 ve %42.9'dur [171]. Bu yUksek benzerlik derecesi, her iki lobun da
bir gen gogaltma siirecinden kaynaklandigi teorisiyle tutariidir [172]. iki demir
baglama bolgesi iceren transferrin, tek bir demir baglama bdlgesine sahip olan ve
yaklagik 340 amino asit kalintisi igeren bir atadan geldigi dustnilmektedir. Ote
yandan, bu iki bolge ilging farkhliklar da gostermektedir. Bu farkhliklara 6rnek olarak
COOH-ucu bdlgesinde 413 ve 610 konumlarinda N-bagli glikan parcalarinin varhgi
ve COOH-ucu bolgesinde daha fazla disulfur baginin bulunmasi (8'e kargi 11)
olarak gosterilebilir [173]. Demir tagiyan Ug transferrin sekli vardir [174]:

- Diferrik Tf (Holo-transferrin, Holo-Tf): Her iki baglama bolgesi de Fe ile
dolmustur.

- Monoferrik A Tf (C-ucu Tf): Bir tane demir atomu C-lobundaki bodlgeye
baglanmigtir.

- Monoferrik B Tf (N-ucu Tf): Bir tane demir atomu N-lobundaki bolgeye
baglanmigtir.

- Transferrinin her iki baglama bdlgesinin de bos oldugu durumda ise
apotransferrin (apo-Tf) olarak bilinir.

N-lobu N1(1-92, 247-331) ve N2 (93-246); C-lobu ise C1 (339-425, 573-679) ve C2
(426-572) olmak Uzere a-sarmal ve 3-tabaka yapilarindan olusan ikiger alt bolgeye
daha ayrilir (Sekil 2.13). Loblar, birbirine kisa bir dogrusal peptit bolgesi ile baglanir
(insan transferrindeki kalintilar 323-338) [175]. Loblar arasinda gevsek, cogunlukla
hidrofobik bir araylz vardir. Buna ek olarak, C1 alt bolgesi ve N-lobu arasinda tuz
kopruleri bulunmaktadir (Sekil 2.14). Bu tuz kopruleri sayesinde N1 alt bolgesindeki
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Arg308 amino asidi ile C1 alt bélgesindeki Asp376 amino asidi; N2 alt bolgesindeki
Asp240 amino asidi ile ise C1 alt bolgesindeki Arg678 amino asidi etkilesimdedir
[175].

N1-alt bolgesi Y ‘ C1-alt bolgesi

Sekil 2.14. insan apotransferrinin iki lobu arasindaki arayiiz loblar arasi temaslari
gOstermektedir [175].
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2.6.2.1. Demir Baglanma Bolgeleri

Gunlik demir intiyaci bireyden bireye degismekte olup, bliyume donemindeki
cocuklarda ve menstruasyon donemindeki kadinlarda daha fazladir. Ayrica hamile
kadinlarin demir ihtiyaci menstrGasyon donemindeki kadinlardan 3 kat daha fazladir
[1]. Toplam vucut demirinin %60-70'i dolagimdaki eritrositlerdeki hemoglobinde,
%10'u miyoglobin, sitokromlar ve demir igeren enzimlerde bulunurken kalan %20-
30'u ferritinler ve hemosiderinler'de depolanmaktadir [176-178]. Demir kirmizi kan
hicresinde oksijenin taginmasini saglayan hem grubu i¢in hayati elementtir. Demir
ayrica DNA replikasyonunda da 6nemli goreve sahiptir. Replikasyonda gorevli
enzimlerden biri olan ribonukleotid reduktaz’in kofaktori olarak gorev yapar [2].
Ancak serbest demir gesitli toksik etkilere de sahiptir. Ornegin, serbest radikal

olusumunu artirarak oksidatif stresi yukseltip dokulara zarar verebilir [179].

Vucutta demir taginmasinda en buyuk rol transferrine baglanarak tagima oldugu icin
ortamdaki serbest demir transferrin tarafindan tutularak serbest demirin toksik
etkileri de en aza indirilmig olur. Demir hucre ¢ogalmasinda ihtiya¢g duyuldugu igin
hizli gogalmaya yatkin olan neoplastik hucrelerin yuzeyinde transferrin reseptoru
(TfR) asir miktarda uretilir [180]. BOylece transferrin antineoplastik ilaglarin kanser
hlcrelerine segici olarak taginmasinda da kullanilabilir.

Vicutta ferrik demir (Fe®*) ferr6z demire (Fe?*) baskindir ve demir transferrine Fe*
formunda baglanir. Transferrin nétral pH'da Fe3" e ¢ok yliksek afiniteyle (ayrisma
sabiti, Kg ~ 102° M) baglanabilir [181]. Demirin transferrine verimli baglanabilmesi
icin bikarbonat anyonu gereklidir [182]. Vlcutta demir emilimi temelde duodenumda
ve proksimal jejunumda olur [183]. Demirin depolanmasi ferritin proteinleri ile

olurken tasinmasi genel olarak transferrin proteinleri ile saglanir.

Transferrin her lobda bir ferrik iyonu olmak Uzere iki ferrik iyonunu tersinir olarak
baglayabilme 6zelligine sahiptir. Baker ve ¢alisma arkadaslari insan laktoferrinin X-
Isin1  kristalografisi ile 3-boyutlu yapisini incelediklerinde demir baglanma
bdlgelerinin her bir lob igin yariklardaki protein yuzeyinden oldukga derin bir sekilde
(10 A) gémilmis oldugu sonucuna vardilar [184]. Bunun Fe-Tf komplesinin gigli
kararliliginda pay sahibi oldugu diisiinilimektedir. Fe®* iyonu 3d orbitalinde bes tane
eslesmemis elektron ve bos bir 4s orbitaline sahiptir ve bdylece alti ligand ile
baglanarak oktahedral bir yapi olugturabilir. Transferinin her iki lobundaki demir
baglama bodlgeleri birbirine gok benzemekte ve dort protein ligandi ve iki disli
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sinerjistik karbonat anyonu igeren carpik (distorted) bir oktahedral yapisi
olugsmaktadir [171]. Fe®*, transferrin ile baglandiginda, yari bos olan 3d ve bos olan
4s orbitalleri bir karboksilat oksijenden (aspartat) gelen bir elektron, iki fenolat
oksijenin her birinden bir elektron (iki tirozin), imidazol azotundan (histidin) gelen bir
elektron ve karbonat anyonundaki iki oksijenin her birinden bir elektron ile doldugu
ongorilmektedir (Sekil 2.15). Bununla birlikte Fe3*'lin (¢ pozitif yliki aspartatin ve
iki tirozinin 3 negatif yuku ile esleserek yuk dengesi saglanir. Ayrica, anyon
uzerindeki yuk, pozitif yukllu arginin yan zinciri ve bir a-sarmalinin N-ucunda pozitif

yuk ile dengelenir [185].

(b)
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Sekil 2.15. insan laktoferrinin N-lobu baglanma bélgesi [186] (a) tavuk serum
transferrininin N-lobundaki metal-ligand koordinasyonu ve etrafindaki hidrojen
baglari [187] (b). Fe3* iyonu Tyr92, Tyr192, His253 ve Asp60'in yan zincirleri ve iki
disli CO3?% iyonuna baglidir. CO3? iyonunu ile Arg121 ve a-sarmalinin N-ucundaki
NH gruplari arasinda H-baglari vardir.

In vitro olarak transferrinin Fe3* yiklenmesi igin pH 7.4'te baglanma sabitleri
sirasiyla C-lobu ve N-lobu igin Kcobu = 4.7 x 102 M ve Ki:iobu = 2.4 x 10'° M- "dir.
Goruldagu Gzere, Fe?* iyonunun C-lobuna baglanmasi, N-lobuna baglanmasindan
yaklasik 20 kat daha gigludur [188]. Bu degerlerle uyumlu olarak, Fe®* ilk 6nce C-
lobuna, ardindan N-lobuna baglanir [189]. Baglanma bdlgesine metal
baglandiginda ilgili lob, agiktan kapaliya bir konformasyon degisimi gegirir [190].
Transferrin her iki lobu da kapali konformasyonda iken hicre yuzeylerinde bulunan
transferrin reseptoriine (TfR) baglanma icgin en yuksek afiniteye sahiptir. Reseptor
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baglandiktan sonra Tf-demir kompleksi, reseptor aracili endositoz ile hicre igine
alinir [191].

Normal kosullar altinda, transferrindeki potansiyel Fe®* baglanma alanlarinin
sadece yaklasik %30'u doludur ve potansiyel olarak diger metal iyonlarini baglamak
igin C-lobu veya N-lobunda bosta kalan baglanma yerleri vardir [192]. Ozellikle 3+
degerlikli metallerin birgogunu baglama yetenegine sahiptir. Transferrinin
baglayabildigi metaller Sekil 2.16'da gosterilmektedir. Cr3*, ve Ni?* iyonlari da
Fe3*unun baglandigi bolgelere baglanabilir ancak bu iki metal iyonunun baglanma
katsayilari Fe®* ile kiyaslandiginda oldukga distktir (Cr3* igin Kcaobu = 1.41 x 1010
M-" ve Kn-iobu = 2.04 x 10° M- ve Ni?* igin Kc-obu = 1.70 X 103 M ve Kiiobu = 1.26 X
10* M) (Sekil 2.17) [189, 193, 194]. Diger metallerin transferrine baglanmasi gesitli
tibbi arastirmalarda kullaniimaktadir. Ornegin, '"'In metabolik slregleri izlemede,
67Ga’un ise timor goriintileme ajani olarak kullanilabilirligi incelenmistir [195, 196].

1 9

H He

Hydrogen Hebum
1.00794 4.003
3 4 5 6 7 8 9 10
Li Be B C N [0 F Ne
Lathiom Bory llm Boron Carbon Nitrogen Oxypen Fleonae Neoa
6941 9012182 10811 120107 14.00674 15.9994 189984032 20.1797
11 12 13 14 15 16 17 18
Na | Mg Al Si P S Cl Ar
Sodiwm Magncsiem Alummum Silicon Phosphorus Salfur Chlorine Argon
22.989770| 24 3050 26981538 | 28.0855 |30.973761| 32.066 35.4527 39948
19 20 21 22 23 24 25 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
K Ca | Sc Ti A\ Cr | Mn Co | Ni | Cu | Zn | Ga | Ge | As Se Br | Kr
Potsswm | Cokoum | Scandiom | Tumvem | Vensdive | Chromism | Mamgancse Cobalt Nickel Copper Zime Gt || Germanium | Anenic Scloninm Bromine Kryplon
390983 | 40078 [44.955910| 47.867 | 509415 | 51991 |54.938049 58933200| 586934 | 63546 | 6539 | 9723 | 7261 | 7492160 | 7896 | 79904 | 8380

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb | Sr Y Zr | Nb | Mo | Tc | Ru | Rh | Pd | Ag | Cd | In Sn | Sb | Te I Xe
Cadmism

Rebidism | Stroatium Vurum | Ziconwm | Nobum | Mohybdonum | Tochectiom | Rethemiwm | Rhodiem | Palladim Sihver Indman Tin Astimony Tellurvem lodc Xeson
854678 87.62 8890585 | 91.224 | 9290638 95.94 (98) 101.07 |102.90550| 10642 | 107.8682 | 112411 114818 | 118710 | 121.760 127.60 |126.90447] 131.29

55 56 57 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Cs | Ba | La | Hf | Ta | W | Re | Os Ir Pt | Au [ Hg | TI | Pb | Bi | Po | At | Rn

Cosum Banem Lanthanem Hafnum Tantabum Tungsicn Rhcorum Ovnram Indmem Platinam Gold Mercury Thallium Lead Bismuth Polonium Astatine Radon
132.90545| 137.327 | 1389055 | 17849 | 1809479 | 18384 | 186207 | 19023 | 192217 | 195078 |196.96655| 200.59 | 2043833 | 207.2 [20898038| (209) (210) (222)

87 88 89 104 105 106 107 108 109 110 11 112 113 114
Fr | Ra | Ac | Rf | Db | Sg | Bh | Hs | Mt

Francrem Radrum Actiwum  |Rutherfordium | Dubomum | Scsborgmm | Bobrum Hassiom | Meitnerium
(223) (226) 227) (261) 262) (263) (262) (265) (266) (269) 2712) 217

58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
Ce | Pr | Nd ([Pm | Sm | Eu ([ Gd | Tb | Dy | Ho | Er | Tm | Yb | Lu
Samarium

Corium Noodymism | Promcthium Earoprem | Gadolimium | Terbium Holmwm Erbium Thulm Yiscrbim Lutctiom
140.116 _|140.90765| 14424 (145) 15036 | 151964 | 15725 |15892534| 16250 [164.93032| 16726 |16893421| 17304 | 174967

91 | 92 | 93 | 94 | 95 [ 96 | 97 | 98 [ 99 [ 100 | 101 | 102 | 103
Th | Pa | U | Np [ Pu |Am ([Cm | Bk | Cf | Es | Fm | Md | No | Lr
Cunum.

Thorim | Protactisium U ransum Neptunum | Plotosium | Amcncwmm Bedclum | Californiem | Einstomiom Fomim | Mondelcvium | Nobelum | Lawroncam
232.0381 |231.03588 | 2380289 (237) (244) (243) (247) (247) (251) (252) (257) (258) (259) (262)

Sekil 2.16. Periyodik tabloda, transferrinlerin metal baglama bolgelerinden birine
veya her ikisine baglanan elementler koyu renkle belirtimektedir [197].
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Sekil 2.17. Fe®**, Cr®* ve Ni?* iyonlarinin transferrine potansiyel baglanma bolgeleri
[194].

2.6.2.2. Transferrin/Transferrin Reseptoru (Tf/TfR) Sistemi ve Demir Salimi

Transferrin duodenal enterositten emilen demiri veya yaslanmig eritrositleri tiketen
makrofajlardaki demiri alir. Bu demir baslangigta ferréz (Fe?*) formundadir.
Enterosit proteini hephaestin ve plazma proteini seruloplasmin, demirin ferrik
formuna (Fe®*) ylkseltgenmesini sadlar ve bdylece demir transferrine baglanabilir
[198, 199]. Serum transferrin, iki lobunun her birine demiri tersinir olarak baglar ve
reseptor aracili, pH'ya bagh bir igslemle hucrelere tasir. Demirin baglanmasi ve
salinmasi her lobdaki iki alt bolgenin bir mentese etrafinda sert bir bukim hareketi

ile kapanmasi veya acilmasi seklinde genis bir konformasyonel degisiklige neden
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olur Tf/TfR kompleksinin atomik modeli Sekil 2.18’de verilmistir. Her bir demir
molekult transferrine baglandiginda kademeli olarak ortaya ¢ikan bu
konformasyonel degisiklik, transferrinin transferrin reseptoriane baglanma afinitesini
etkiler. Holo-Tf transferrin reseptorine mono-transferrine (mono-Tf'ye) ve apo-Tfye
kiyasla daha yuksek afiniteyle baglanir [200, 201]. Demirin transferrin molekuline
baglanmasi ayni zamanda transferrin molekulinun kararliigini da arttirir. Yani holo-
Tf, apo-Tf'ye gore termal ve proteolitik bozunmaya karsi daha yuksek bir direng
sergiler [202, 203]. Fizyolojik pH (~7.4) altinda, holo-Tf, hlcre yuzeyi Uzerindeki
transferrin reseptorine baglanabilir ve Tf/TfR kompleksi daha sonra, klatrin-aracili
endositoz ile hacre igine alinir. Tf/TfR kompleksi daha sonra pH duzeyi 5.5 olan
endozoma tasinir. Endozomdaki asidik ortam, holo-Tfnin konformasyonel
degisimini indukler ve bu da demirin salinmasina neden olur [204]. Demir
salimindan sonra apo-Tf/TfR kompleksi hucre zarina ulagir ve apo-Tfnin TfR'ye
karsi hucre disi pH'daki dusuk afinitesi, apo-Tfnin TfR'den serbest birakilmasina
neden olur [205-207]. Boylece apo-Tf, serbest demir elde etmek i¢in disari salinmis
olur ve TfR aracili endositoz dongusu devam eder (Sekil 2.19) [208]. Bu dongu
sayesinde hucre i¢i gerekli demir alimi saglanirken Tf molekulunin miktari da
korunmus olur [209]. Bir Tf molekulunin bu dongu islemine yaklagik 100 kez
katilabilecegi tahmin edilmektedir [210]. Demirin transferrine baglanmasi igin
ortamda bikarbonat anyonlarinin olmasi gerekli oldugu gibi, bikarbonat anyonlari
transferrinin demiri dizgun bir sekilde salma yetenegini de artirir [206, 211].
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Plazma Membrani

Sekil 2.18. Tf/TfR kompleksinin atomik modeli [212].

/ Apo-Tf
‘ Hiicre disi
Holo-Tf g — Hiicre igi TR
TfITFR @
kompleksi %\ .\o'v
(<) 2
¢, 2°
% &

Proton
pompasi

\

Demir

Sekil 2.19. Hucre igine TfR aracili demir alim déngust. Tf molekill bagina iki Fe3*
iyonu baglar. Demir yukli Tf daha sonra TfR ile baglanir ve Tf/TfR kompleksi, klatrin
kapl cukurlarla hicre igine alinir. Demir asidik endozomal ortamda Tf'den salinir ve
Tf/ITfR, plazma membranina geri doner. Tf, TfR'den salinarak déngi tamamlanir.
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2.6.3. Transferrinin Tedavi Amagh Kullanimi

Bazi tumor hicre turlerinde normal hicrelere kiyasla transferrin reseptorunin agiri
uretildigi  bilindiginden, kanser tedavisi igin aktif hedeflemede transferrinin
kullanildig1 birgcok c¢alisma mevcuttur. Aktif hedefleme igin transferrin ilaglar,
proteinler ve genlerle konjuge edilmektedir (birlestiriimektedir) [213]. Transferrin
konjuge proteinler icin orneklerden biri difteri toksinidir [214]. Bu konjuge, Tf-
CRM107 olarak bilinir ve beyin tumoru ¢eken hastaya intra-tumoral olarak uygulanir.
Faz | ve Faz Il klinik calismalarda malign beyin timorune karsi T--CRM107'nin
olumlu etkisinin kanitlanmasi cesaret verici sonuglar vermigtir. Malign beyin tumaoru
olan hastalara T-CRM107 intra-tumoral olarak verildiginde hastalarin %60'indan
fazlasinda tumor hacminde bir azalma gozlendi [215]. Ayrica, HepG2 tumor katlesi
tagiyan bagisikligi yetersiz farelere (immune-deficient mice) doksorubisin (DOX)
iceren Tf-konjuge lipozomun intravendz olarak verilmesiyle tumor kiutlesinde daha

yuksek ilag birikimi goruldu ve bdylece tumor buyumesi azaldi [216].

ilgi ceken bir diger konjuge sistem ise transferrin konjuge nanopartikiillerdir. Meme
kanserine karsi etkinligini 6lgmek icin olusturulan bir ¢galismada paklitaksel (PTX)
yuklu ve transferrin konjuge nanopartikullerin (NP'lerin) etkinligi Uzerinde galisildi.
Tf-konjuge NP'ler, ilacin doz bazinda ve zamana bagl ¢galismalarinda normal (MCF-
7) ve ilaca direngli (MCF-7/Adr) meme kanseri hucrelerinde ¢ozelti icindeki veya
konjuge olmayan NP'ler ile karsilastirildiginda ilacin daha buylk ve devamh
antiproliferatif aktivite gostermesini sagladi [3]. Beyin glioma tedavisi igin DOX ve
PTX ile yuklu transferrin-konjuge manyetik silika-poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) nanopartikuller (NP'ler) Uretilmistir [217]. Hem hucre kultu ¢alismalari hem
de in vivo olarak fareler Uzerinde yapilan ¢alismalar sayesinde beyin gliomasinin
etkin tedavisi igin ikili ilaglarin verilmesinde manyetik alanl silika-PLGA-Tf NP'lerin
tasiyici olarak kullanimda umut verici sonuglara ulasildi. Transferrin konjuge
nanopartikiller ayrica goriintilemede de kullaniimaktadir. Ornegin bir calismada,
altin nanopartikiller meme kanseri hucrelerinin (Hs578T, ATCC) hedeflenmesi,
goruntilenmesi ve tedavisi i¢in transferrin molekulleri ile konjuge edildi [218].
Sonuglar, altin NP’lerin Tf/TfR aracili hicresel aliminin, konjuge olmayan
NP’lerinkinden alti kat daha fazla oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak, kanser
hdcrelerinin foto-termal tedavisinde etkili olan lazer gucu, iki basamak daha duguk
olan degerlere dusuruldu. Segcici olarak kanser hucrelerini hedefleyen konjuge altin
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NP’lerin verimliligini gostermek igin, kanserli hucreler (3T3, ATCC) ile altin NP’lerin
hicresel alimi da arastirildi. Normal hadcrelerin  hucresel alimi, kanserli
hucrelerinkinin sadece dortte biri olmasi, altin NP’lerin hucresel alimi kontrollinde
Tf/TR etkilegsiminin 6nemli bir rol oynadigina isaret etmektedir. Transferrin
reseptori ayni zamanda kan-beyin bariyeri ylizeyinde yaygin olarak uretilir. Bu
nedenle, transferrin veya transferrin reseptoru antibadisi ile konjuge terapotik
maddeler, noronal hastaliklar tedavi etmek icin kan-beyin bariyerini gecebilir. TfR
antibadisi ile konjuge olan ve lipofilik ilag tasiyan lipozomlar, TfR antibadisi
barindirmayan, lipofilik ila¢ tagiyan lipozomlarla kiyaslandiginda intravendz olarak
vucuda verildikten sonra lipofilik ilag derisiminin beyinde birikmesinin saglandigi
rapor edildi [219].

Transferrin  konjuge birgok terapotik madde gelistiriimis olmasina ragmen
transferrinin hicre igerisinde nispeten kisa kalig suresi ve hizli dongusu tedavi
verimini artirmada buyuk bir sorundur. Bu sorunu agsmak igin de gesitli calismalar
yapilmaktadir. Bunlardan birisi de transferrinin oligomer formunu hazirlamaktir. Bir
anti-kanser ilaci olan ve hucre i¢i olarak aktive edilmesi gereken metotreksat,
transferrin oligomeriyle konjuge edilmistir. Bu konjugasyonun kanser hucrelerinin
oldurulmesinde transferrin monomeriyle konjuge metotreksat'tan daha etkili oldugu
bildirildi. Bunun sebebinin transferrinin oligomer formu sayesinde ilacin daha uzun

sure igeride kalabilmesinden kaynaklandigi dusunulmektedir [220].

42



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

hsTf, kegi anti-Tf, HEMA, GMA, EGDMA, MBAAm, TEMED, APS, L-triptofan,
metakriloil klorir Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir.
Deneylerde kullanilan tim su Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® ters ozmoz
unitesi kullanilarak saflagtiriimigtir. Tampon ve numune ¢ozeltileri 0.2-um membran
(Sartorius, Gottingen, Almanya) ile kullanmadan once filtrelenmistir. TUm cam

egyalar kullanimdan 6nce seyreltik nitrik asitle yikanmistir.

3.2. immiinoafinite Mikrokriyojellerin (iM) Uretimi

3.2.1. P(HEMA-GMA) Mikrokriyojellerin Uretimi

700 yL HEMA ve 185 uL GMA, 1.1 mL deiyonize su igerisinde ¢6zindu. Bu arada,
0.4 mL EGDMA ve 0.167 g sodyum lauril sulfat (SLS), 4.6 mL deiyonize suya
eklendi. ikinci ¢dzelti bir dnceki ¢dzeltiyle karistirildi. Daha sonra karisim manyetik
karigtiricida karigtirildi ve bir buz banyosu i¢inde 15 dakika sogutuldu. 5 mg APS ve
20 pL TEMED ilave edildikten sonra karigim, 600 ym capinda ve 500 pm
kalinhgindaki mikrooyuklara sahip kalip Uzerine aktarildi. Karigim, mikrooyuklari
doldurmak igin lam yardimi ile kalip Uzerine yayildi ve kalip iki cam levha ile
kaplanarak kriyotropik jellesmenin olugacagi ortama kondu. Kriyojellesme -16°C'da
24 saat surduruldd. Daha sonra cam tabakalar gikarildi ve kalip bir liyofilizasyon
unitesine (Christ Freeze Dryer - Alpha 1-2 LD, Maryland, ABD) yerlestirildi ve 2 saat
sureyle 0.0010 mbar ve -52°C'da iglem gordu. Ardindan mikrokriyojeller toplandi.
3.22 P(HEMA-GMA) Mikrokriyojellere Anti-Tf Antibadisinin Kovalent
Immobilizasyonu

P(HEMA-GMA) mikrokriyojellere antibadi baglanmasinda daha onceki ¢calismadan
faydalanildi [221]. Fonksiyonel epoksi gruplarina sahip mikrokriyojeller 5nce NaOH
¢Ozeltisi (1.0 M, 1 mL) ile 6 saat sureyle gecirildi ve daha sonra fosfat tamponu (50
mM, pH 8.0) iginde 2 saat boyunca dengeye getirildi. Mikrokriyojeller, fosfat
tamponu (50 mM, pH 8.0) iginde 0.1-1.0 mg/mL arasinda ¢esitli derisimlerde 1.0 mL
anti-Tf ¢Ozeltisine aktarildi ve belirli bir sure boyunca oda sicakliginda rotatérde
hafifce karistirildi. immobilizasyondan sonra, mikrokriyojeller, fiziksel olarak bagli
anti-Tf molekullerini uzaklastirmak igin dengeleme tamponu ile yikandi.
Mikrokriyojellere anti-Tf bagl olmayan epoksi gruplarinin deaktivasyonu igin
etanolamin (10 M) ile muamele edildi ve ardindan mikrokriyojeller deiyonize su ile
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yikandi. Boylelikle imminoafinite mikrokriyojeller (iM) hazirlanmis  oldu.
Mikrokriyojeller Gzerinde immobilize edilen anti-Tf antibadisinin miktari, UV-vis
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Tokyo, Japonya) kullanilarak Bradford
yontemi ile 595 nm'de immobilizasyon dncesi ve sonrasinda anti-TF derigsimindeki
disusiin 6lgtilmesi ile tespit edildi [222]. Ozglil olarak adsorbe edilmemis anti-TF
molekiilleri de gdz éniine alindi. immobilize edilen anti-Tf miktari su esitlik ile
hesaplandi:

_ (Co=O)V (3.1)

m

Burada Q, mikrokriyojelin birim kutlesi Uzerine immobilize edilen anti-Tf'nin miktar
(mg/g); Co ve C sirasiyla baslangi¢ ¢ozeltisindeki ve belirli bir slre sonrasi sulu
fazdaki anti-Tf derigimleri (mg/mL); V sulu fazin hacmi (mL); ve m kullanilan
mikrokriyojel kutlesidir (g).

3.3. Molekiiler Baskilanmig Mikrokriyojellerin Uretimi

3.3.1. N-Metakriloil-L-Triptofan (MATrp) Sentezi

Hidrofobik amino asidin polimerize olabilen bir turevi olan MATrp, polimerik yapiya
hidrofobiklik eklemek igin su sekilde sentezlendi [5]: L-triptofan (5.0 g) ve
hidrokuinon (0.2 g), 100 mL CH:Cl> ¢ozeltisinde ¢ozuldu ve bu g¢ozelti 0°C'a
sogutuldu. Cozeltiye trietilamin (12.74 g) eklendi. Metakriloil klortr (5.0 mL) azot
atmosferi altinda bu ¢ozeltiye yavasga ilave edildi ve daha sonra bu ¢ozelti oda
sicakhginda 2 saat manyetik karigtiricida karigtirildi. Bu kimyasal tepkime suresinin
sonunda tepkimeye girmemis metakriloil klortr %10'luk NaOH ile uzaklastirildi. Sulu
faz bir doner buharlastirici kullanilarak buharlastirildiktan sonra, Gran, MATrp,
etanol icerisinde de tekrar kristallestirilerek elde edildi.

3.3.2 Transferrin Baskilanmig P(HEMA-MATrp) Mikrokriyojellerin Uretimi

insan serum transferrini (hsTf) (0.2 mmol) ve MaTrp (2 mmol), 2 mL 10 mM fosfat
tamponu (pH 6.0) iginde ¢ozulmus ve elde edilen ¢ozeltinin, MaTrp ve hsTfin
organizasyonu (yani MaTrp-BSA kompleksi olusmasi) igin 3 saat boyunca
karigtirildi. Belirli miktarlarda MaTrp-BSA kompleksi bir behere alindi ve bu behere
(0.9 mL) HEMA eklendi. Daha sonra (0.16 g) MBAAmM deiyonize su iginde ¢ozullp
onceki ¢ozelti ile karigtirildi ve toplam deiyonize su hacmi 8.0 mL'de sabitlendi. 5
mg APS ve 20 yL TEMED ilave edildikten sonra karigim, 600 ym g¢apinda ve 500

um kalinhdindaki mikrooyuklara sahip kalip Uzerine aktarildi. Karigsim, mikrooyuklari
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doldurmak igin lam yardimi ile kalip Uzerine yayildi ve kalip iki cam levha ile
kaplanarak kriyotropik jellesmenin olugacagi ortama kondu. Kriyojellesme -16°C'da
24 saat surduruldu. Daha sonra cam tabakalar ¢ikarildi ve kalip bir liyofilizasyon
unitesine (Christ Freeze Dryer - Alpha 1-2 LD, Maryland, ABD) yerlesgtirildi ve 2 saat
sureyle 0.0010 mbar ve -52°C'da iglem gordu. Ardindan baskilanmis P(HEMA-
MATrp) mikrokriyojeller toplandi. Baskilanmamig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller
de ayni prosedurle Uretildi, ancak bunlara kalip molekul olan hsTf eklenmedi.

3.4. Karakterizasyon Calismalari
3.4.1. Jellesme Verimleri

Mikrokriyojellerin jellesme verimi (G) su sekilde belirlendi: Sismis mikrokriyojel
numunesi 60°C'da etlve konularak kurutuldu. Sabit agirliga kadar kurutulduktan

sonra numunenin kutlesi belirlendi (Wk) ve jellesme verimi su esgitlikle hesaplandi:
G (%) = X x 100 (3.2)
Wt

Burada Wr, besleme karisimindaki monomerlerin toplam kutlesini ifade etmektedir.
3.4.2. Sisme Davraniglari

Mikrokriyojel numunelerinin denge sisme derecesi (S) asagidaki sekilde incelendi:
Her numune sabit agirhga (Wo, g) kadar kurutuldu ve daha sonra deiyonize su
iceren behere konulup 25+0.5°C'da 2 saat sureyle bekletildi. Sisen mikrokriyojel
numuneleri beherden alindi ve tartildi (Ws, g). Mikrokriyojellerin denge sisme

dereceleri asagidaki esitlik ile belirlendi:

g = WamWo (33)

Wy

Mikrokriyojellerin sahip oldugu makrogozeneklilik (M) su sekilde incelendi: 20 mL
deiyonize su igeren bir beherde denge sisme oranina ulagan mikrokriyojeller tartildi
(Ws, g). Ardindan sismis mikrokriyojeller hassas bir sekilde sikilarak
mikrokriyojellerin makrogozeneklerinde bulunan su uzaklagtirilarak mikrokriyojeller
tekrar tartildi (W2, g). Sismis mikrokriyojel matristeki makrogozeneklilik asagidaki

esitlik ile hesaplandi:

M (%) = =2 x 100 (3.4)
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3.4.3. 'TH-NMR, FTIR ve Raman ile Yapi Analizi

MATrp monomerinin 'H-NMR ve C-NMR spektrumlari, JEOL GX-400 300 MHz
(Japonya) NMR cihazi kullanilarak elde edildi ve kimyasal kaymalar (&) ppm

cinsinden ¢iktl alind1.

MATrp monomerin ve mikrokriyojellerin FTIR spektrumlari bir FTIR-ATR
spektrofotometre (Nicolet iS5 ATR-FTIR, Thermo Scientific, Madison, WI, ABD
kullanilarak elde edildi. Liyofilizasyon islemi ile kurutulan numuneler ATR probuna
kondu ve daha sonra FTIR spektrumu kaydedildi.

MATrp monomerinin ve mikrokriyojellerin spektrumlarini elde etmek igin DXR
mikroskobu Raman spektrometresi (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
ABD) kullanildi. 780 nm lazer kaynadi, 10x mikroskop objektifi kullanilarak elde
edilen 6lgiimler 200 x 2400 cm! saptama araliginda alindi.

3.4.4. Yogunluk Olgiimleri

Yogunluk (g/cm?) degerleri bir helyum piknometre (Micromeritics AccuPyc Il 1340)
kullanilarak olguldd. Liyofilizator kullanilarak kurutulan mikrokriyojel numuneleri
tartildiktan sonra test kabina yerlestirildi ve ardindan 10 kez pompalama ve helyum

bosaltimi degerleri 10 kez alind..
3.4.5. Yiizey Alani Olgiimleri

Mikrokriyojel numuneleri oncelikle tartilip azot ortaminda 100°C’da gazi alindi ve
tekrar tartihp Ornek haznesine yerlestiriildi. Daha sonra numunelerin gaz
adsorpsiyonu -210°C’da ve desorpsiyonu oda sicakliginda yuzey alani dlgum cihazi
(Quantachrome NOVA 2000, ABD) kullanilarak gergeklesmistir. Desorpsiyon

basamaginda elde edilen sonuglar 6zgul yuzey alani hesaplamalarinda kullanildi.
3.4.6. Yuzey Morfolojisi

Mikrokriyojellerin genel sekli ve boyutu optik mikroskop (Olympus CH40, Japonya)
kullanilarak goruntulendi. Mikrokriyojellerin  morfolojisi ise taramal elektron
mikroskobu (SEM) (Jeol Ltd., JSM 5600, Tokyo, Japonya) kullanilarak incelendi.
Dondurulmug mikrokriyojel numuneleri once liyofilize edildi (Liyofilizator, Christ
Alpha 1-2 LD plus, Almanya). Ardindan SEM numune tutacagi Uzerine tutturuldu ve
2 dakika boyunca molekuler altin tabakasiyla kaplandi. Mikrokriyojellerin duvar
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morfolojisini gozlemlemek i¢cin numunelerin yuzeyleri istenilen buyutmelerde

tarandi.
3.4.6. Mikro bilgisayarli tomografi (uCT) Analizi

Mikrokriyojel numuneleri 6nce donduruldu ve liyofilize edildi (Liyofilizator, Christ
Alpha 1-2 LD plus, Alimanya). Ardindan mikrokriyojellerin sahip oldugu gézenekleri,
bu g6zeneklerin dagilimini ve akis kanallarini goruntilemek igin mikro bilgisayarh
tomografi (micro-computed tomography, pCT) (Skyscan 1172, ABD) cihazi

kullanilarak incelendi.

3.5. Sulu Cozeltilerden hsTf Adsorpsiyon Caligsmalari

Adsorpsiyon suresinin, ortam pH'sinin ve baslangic hsTf derigiminin hsTf'in
mikrokriyojellere adsorpsiyonu uzerindeki etkileri kesikli sistem ile incelendi.
Adsorpsiyon calismalari oda sicakliginda 2 saat boyunca rotator (Stuart rotator
SB3, ingiltere) ile gergeklestirildi. Mikrokriyojellerin adsorpsiyon kapasitesi
uzerindeki pH etkisini incelemek icin pH 4.0 ve 5.0 i¢cin 20 mM asetat tampon
cozeltileri; pH 6.0, 7.0 ve 8.0 icin ise 20 mM fosfat tampon ¢ozeltileri kullanildi. hsTf
derigimi ise 0.05-1.0 mg/mL araliginda degistirildi. Mikrokriyojeller Uzerindeki hsTf
adsorpsiyon miktart 595 nm’de Bradford yontemi ile UV-VIS spektrofotometre (UV-
mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya) kullanilarak adsorpsiyon oncesi ve
sonrasinda hsTf derigsimindeki digusun Olgulmesi ile bulundu. Adsorbe edilen hsTf
miktari su esitlik ile hesaplandi:

0 = GOV (3.5)

m

Burada Q, mikrokriyojelin birim kutlesi Uzerine adsorbe edilen hsTfin miktari (mg/g);
Co ve C sirasiyla baglangi¢ ¢ozeltisindeki ve belirli bir stre sonrasi sulu fazdaki hsTf
derigimleri (mg/mL); V sulu fazin hacmi (mL); ve m, kullanilan mikrokriyojel kutlesidir

(9)-

3.6. hsTf Baskilanmig P(HEMA-MATrp) Mikrokriyojeller igin Segicilik
Calismalar

Sulu c¢ozeltilerdeki adsorpsiyon caligmalarinin optimizasyonu sonrasinda hsTf
baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin segicilik performanslari incelendi.
Bunun igin, HSA (Ma: 67.0 kDa, pl: 4.9) ve MYB (Ma: 17.0 kDa, pl: 6.8-7.2) yarigmaci
proteinler olarak segildi. Secilen proteinlerin 1.5 mg/ml derisimlerine sahip sulu
cOzeltileri ayri ayri hazirlandi ve kesikli sistemde 2 saat boyunca 15 rpm hizda hsTf
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baskilanmis ve baskilanmamigs P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerle etkilestirildi.
Adsorplanan protein miktarlari 595 nm’de Bradford yontemi ile UV-VIS
spektrofotometre (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya) kullanilarak Esitlik 3.5

ile hesaplandi.

HSA ve MYB igin hsTf'e gore dagihm katsayilari (Kq) agagidaki esitlik ile hesaplandi:

K, = % x L (3.6)

burada Ky proteinin dagilim katsayisini (mL/g); Ci ve Cr sirasiyla proteinlerin
baslangi¢ ve sonug derigimlerini (mg/mL); V, ¢Ozeltinin hacmini (mL) ve m,

mikrokriyojel agirhigini (g) ifade eder.

Yarigmaci turler varliginda hsTfin baglanmasi icin segicilik katsayisi (k) asagidaki

esitlige gore belirlendi:

K .
k = d (kalip protein) (37)

Kq (yarismact protein)

burada kalip proteininin (hsTf) dagihm katsayisi Kqg (kaip proteiny V€ Yyarigmaci

proteinlerin dagihm katsayisi ise Kq (yarismac protein) dir.
Baskilamanin protein segiciligine etkisi hakkinda fikir yurutmek icin kullanilan bagil
secicilik katsayisi (k') agagidaki esitlikle tanimlanabilir:

kl — kbasktlanmzs (38)

kbasktlanmamzs

3.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik Caligsmalar

Mikrokriyojellere adsorbe olan hsTfin desorpsiyonu kesikli sistem ile incelendi.
imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojellerden hsTf desorpsiyonu 0,1 M glisin-
HCI (pH 2.8) ¢ozeltisi ile rotatorde gergeklestirildi. hsTf adsorbe edilmis baskilanmis
P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller, %10 etilen glikol (pH 4.0) ¢ozeltisi iceren 0.1 M
asetat tamponu ile desorbe edildi. Her iki mikrokriyojel igcin desorpsiyon oda
sicakhginda 2 saat boyunca gercgeklestirildi.

Salinan hsTf miktari
(3.9)

Desorpsiyon orant (%) = x 100
psty (/0) Adsorplanan hsTf miktari

3.8. Yapay Plazmadan hsTf Saflagtirma Calismalari ve SDS-PAGE
Goruntiileme

Bu calismada yapay plazma olarak kan proteinlerini iceren liyofilize Coagulation
Control Il Plasma (Tokra Medikal, Ankara, Turkiye) kullanildi. Bu plazmanin
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icerisine 1:5 oraninda 1.0 mg/mL standart hsTf ¢ozeltisinden eklendi. Plazma
cOzeltisi 2 saat sure ile immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojeller ve
baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller ile etkilestirildi. Ardindan desorpsiyon
cOzeltisi ile etkilestirildi ve ilk, son ve desorpsiyon ¢oOzeltileri jel elektroforez igin
kullanildr.

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) %12 akrilamid jeli (1.5 M Tris-HCI
pH 8.8 iginde) ile hazirlandi. ilk, son ve desorbe edilen numuneler (20 uL) alindi ve
20 pL bromofenol (%1 sulu metaminoetanol iceren %50 sulu gliserol iginde %0.002
bromofenol mavisi) ile karigtirildi. Her bir kuyucuga 10’ar yL hazirlanan ¢ozeltilerden
yuklendi. Protein standardi olarak, genis spektrumlu Prestained protein marker (10-
170 kDa) kullanildi. Elektroforez jeli % 0.1 SDS igceren yurutme tamponu (Tris-glisin,
pH 8.3) varliginda yaklasik 2 saat boyunca 120 V gu¢ uygulanarak yurutulda.
Yurutme igleminin ardindan Coomassie Blue G-250 igeren c¢ozeltiye (%0.2
Coomassie Blue G-250, %4 metanol ve %10 asetik asit) alinarak bu c¢ozelli
icerisinde 6 saat bekletildi. Jeldeki fazla boya, 1:4 etanol:su iceren ¢ozelti ile, her 20
dakikada bir ¢ozelti degistirilerek, 6 saat boyunca yikanarak ortamdan uzaklastirildi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Arastirma grubumuzda kromatografi, biyosensor ve ilag tasiyici sistemler dahil
olmak Uzere genis bir yelpazede kullanilabilen molekuler baskilanmig polimerlerin
Ozgullugunu ve segiciligini arttirmak igin  amino asit temelli monomerler
sentezlenmekte ve 2-hidroksietil metakrilat ile kopolimerlestiriimektedir [5, 21, 22,
38]. Bu monomerlerden biri olan N-metakriloil-L-triptofan (MATrp), hsTfin sulu
¢Ozeltilerden adsorpsiyonunu ve plazmadan saflastiriimasini saglamak amaciyla

hsTf ile etkilesecek fonksiyonel bir ligand olarak sentezlendi.

HN

HN

o N\

H,C \ OH

cl + —_—
OH
CH, HN °
C—=0
HoN 0

H,C

CH,

Metakriloil klorir (L)-Triptofan N-Metakriloil-(L)-Triptofan

(MATrp)

Sekil 4.1. MATrp monomerinin sentez tepkimesi.

MATrp’In sentezlenmesinde gergeklesen tepkime mekanizmasi Sekil 4.2'de
gosterilmigtir. Buna gore, tepkime trietilaminin (NEts) metakriloil klorure
saldirmasiyla baslar. NEts, tepkime esnasinda olugan hidroklorik asidin (HCI),
triptofan ile amin tuzu olusturmasinin da onune ge¢mis olur. NEt3'in diger bir

avantajl ise tepkime suresince bazik pH kosulu saglamasidir.
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MATrp’in yapisini belirlemek igin 'TH-NMR yontemi kullanildi. Sekil 4.3'te "TH-NMR

spektrumu MATrp’in gruplarina 6zgul pikleri gostermektedir.

|
_cl:H
_CH3
H
H
"
H \ /H
c=¢C
ARY
_O_CH3
_CH2

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Sekil 4.3. MATrp’in "H-NMR spektrumu (D20 iginde).

Sekil 4.4'te MATrp monomerine ait '*C-NMR spektrumu verilmistir. Buna gore, C
(vinil) 111.7 ppm; CH, 55.5 ppm; CHz, 26.3 ppm; CHs, 55.7 ppm; CH (indol), 111.9
ppm; CH (benzen halkasi), 118.5 ppm; CH (benzen halkasi), 121.1 ppm; C (indol),
127.1 ppm; C=0 (amit), 170.6 ppm; CH (benzen halkasi), 118.7 ppm; CH (benzen
halkasi), 138.6 ppm; CH2 (vinil), 121.6 ppm; C=0 (asit), 174.5 ppm ve C (benzen
halkasti), 135.8 ppm seklindedir.
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Sekil 4.4. MATrp’in "*C-NMR spektrumu (D20 iginde).
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Sekil 4.5'de MATrp monomerine ait FTIR spektrumunu gostermektedir. 3404.10 cm-

' deki bant N-H gerilmeye ait, 3055.55 cm""deki bant ise aromatik C-H gerilmeye
aittir. C=C gerilme bandi 1651.55 cm™"de, N-H egilme bandi 1514.69 cm™""de, C-N
aromatik gerilme bandi 1456.02 cm™""de gériimektedir. 1229.09 cm"deki bant ise

asidin C=0 grubunun egilme bandina aittir.
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Sekil 4.5. MATrp’in FTIR spektrumu.

Kati MATrp'in Raman spektrumu Sekil 4.6'da gosterilmistir. MATrp spektrumunda

759.51 cm™ ve 1012.13 cm™'de yiksek pik siddetine sahip olan bantlar indol
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halkasinin ice ve digsa dogru hareketleriyle olusan nefes alma (breathing)
titresimlerine dayanir. 849.72, 878.58 ve 948.90 cm"'deki bantlar sirasiyla pirol
halkasindaki H-egilmeye (bending), indol halkasindaki H-makaslamasina
(scissoring) ve benzen halkasi Uuzerindeki H-egilmeye (bending) karsilik
gelmektedir. Benzer sekilde, 1359.99 cm™! ve 1458.21 cm™""deki bantlar, CHz ile ilgili
titresimler ile iligkiliyken, 1423.87 ve 1551.18 cm™'deki bantlar, indol halkasinin
gerilmesinden (stretching) kaynaklanmaktadir. 1077.40, 1128.92, 1254.81 ve
1342.11 cmdeki nispeten zayif bantlar, pirolin H-makaslamasi, benzenin H-
makaslamasi, benzenin H-duzlem ici sallanmasi (rocking) ve C-H-egilmesidir.
759.51 cm™'nin altindaki spektral bolgede, zayif bantlarin gogu, benzen halkasinin
deformasyonlari gibi, dusuk dalga boyundaki titresimlere aittir [223]. Alifatik CH> ve
CH igin 2926 cm™' frekans civarinda ve aromatik CH grubu igin ise 3060.98 cm™
frekansinda birkag C-H gerilme titregimi gorulmektedir [224].
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Sekil 4.6. Kati MATrp’in Raman spektrumu.

4.2. Mikrokriyojellerin Karakterizasyon GCaligmalari

Mikrokriyojeller donma noktasi altindaki sicaklarda jellesme ile, yani kriyotropik
jellesme (kriyojellesme) yontemi ile uretildiler. Kriyotropik jellesmede monomer
¢Ozeltisinde porojen olarak davranan buz kristalleri buydrken, polimerlesme
¢Ozeltinin donmamig veya orta derecede donmus sulu fazinda ilerler. Bu tezde,
transferrinin  saflastirlmasi amaciyla afinite kromatografisini temel alan,

immunoafinite ve molekuler baskilanmis olmak Uzere 2 farkl tur mikrokriyojel
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hazirlandi. ilk mikrokriyojel HEMA ve GMA monomerlerinin EGDMA ¢apraz
baglayici varliginda -16°C’da serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlendi.
Ardindan gesitli derisimlerde bu mikrokriyojellere anti-Tf baglanarak immunoafinite
mikrokriyojel elde edildi. ikinci tir mikrokriyojel ise HEMA ve MATrp monomerlerinin
MBAAmM capraz baglayici ile hsTf varliginda (baskilanmig mikrokriyojel), MIP, ve
yoklugunda (baskilanmamigs mikrokriyojel), NIP, -16°C’da serbest radikal
polimerizasyonu ile dretildi. Bu mikrokriyojeller sisme testleri, BET yontemi ile yizey
alani olgumleri, FTIR, RAMAN, helyum piknometre, optik mikroskop ve SEM ile
karakterize edildi. Mikrokriyojellerin jellesme verimi yuzdelerine ait veriler ve helyum

piknometre ile 6lgulen yogunluklari Cizelge 4.1’de belirtildi.

Cizelge 4.1. Mikrokriyojellerin jellesme verimi yluzdeleri ve yogunluk degerleri.

Mikrokriyojel Jellesme verimi (%) Yogunluk (g/cm?)
P(HEMA-GMA) (PM) 89.12 £+ 0.68 2.04 £0.04
MIP 95.22 + 0.86 1.79 £ 0.04
NIP 95.16 £ 0.76 1.79 £ 0.05
P(HEMA) 96.28 + 0.69 1.78 £ 0.05

4.2.1. FTIR ve Raman ile Yapi1 Analizi

PM ve iM’in FTIR spektrumlari Sekil 4.7'de verilmistir. FTIR spektrumlarinda
goéruldagu uzere her iki mikrokriyojel de hemen hemen ayni spektruma sahiptir.
Ortak ilgili bantlar, sirasiyla 3200-3400 cm, 1710 cm™' ve 2980 cm-"'de atanan -OH,
C=0 ve C-H (alifatik) gerilme bantlaridir. Bu bantlara ek olarak, immunoafinite
P(HEMA-GMA) mikrokriyojel, anti-Tf'nin sahip oldugu sirasiyla amit | ve amit Il

baglarindan kaynaklanan 1636 cm™' ve 1539 cm"de ekstra bantlara sahiptir.

55



(a)
\ N I W T ) A~
- \ N 2 8 S \ \
—_— [ s 3 g 2 | Al i
E ", & ios Ay
. TR
8 g | € g ||
& V&b
| [
‘ ] g \I |
[ 1 |
If T
I |
(b) ||
B @
N\ P S \
\ e\ T N | |
\\\ ‘I/m é # |
\ z H 3
/ 3 1 g |
\ J z
\'\\ // © \ [
\ 24 g |
A\ 8 & \ / \
\ g \ \ {’\ f ’]1 . |
\ U\ A / [z
\/ A N AV
\” | f 1] #2 \]“’\ [y \ '
g T N o
§ Y gln g B
\ [\ yg &
\ Y: ‘\] \ IT <
[ & (TR
T 2l (s
\ |8
5 Y
8 \/
2 ['
JG:JU . IJEbU o .3560 o .1160 o -32.00 o .30.00 ’ .23230 o .2560 o .ZJbO o .ZZ.DO o .ZD.EIU ’ .\H‘JB o .‘560 o .1160 o .12.00 o "D.UO ’ .80.0 ’ .605 .
‘Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.7. PM (a) ve iM’in (b) FTIR spektrumlari.

Proteinlerin Raman spektrumu incelendiginde genel olarak U¢ adet amit bandi
verirler. Bunlar 1650 cm™! civarinda C=0 gerilmeden kaynakli amit | bandi, 1550
cm™' civarinda N-H egilme ve C-N gerilmeden kaynakli amit Il bandi ve 1300 cm™’
civarinda C-N gerilme ve N-H egilmeden kaynakli amit lll bandidir. Sekil 4.8'de iM
ve PM’in Raman spektrumlari incelendiginde iM’in spektrumunda 1668.53 cm™"’de

amit | ve 1525.24’te ise amit Il bantlari gozukmektedir. Bu durum anti-Tf'in P(HEMA-
GMA) mikrokriyojele immobilize oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.8. PM (a) ve iM’in (b) RAMAN spektrumlari.

P(HEMA) ve P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin FTIR spektrumlari Sekil 4.9'da
verilmistir. P(HEMA) (a), P(HEMA-MATrp) (b) mikrokriyojeller i¢in sirasiyla O-H
gerilme pikleri 3300 cm™ civarinda, alifatik C-H gerilme 2946 cm™' ve 2950 cm™
civarlarinda, asit (C=0) geriime 1715 cm™ ve 1707 cm™"de, C=C gerilmesi (1659
cm-1), asimetrik CHz bikiilmesi 1532 cm™' ve 1539 cm™"de, CHs bukllmesi 1450
cm' ve 1452 cm""de, diizlem i¢i C-H blkilmesi 1387 cm-1'de, eter (COC) asimetrik
gerilme 1243 ile 1152 cm™ ve 1247 ile 1158 cm™ ve dizlem digi C-H bikilmesi
1073 cm™ ve 1022 cm"de goriiimektedir.

57



@ SR

2161,11
2040,90"
1979,27“\

{

2881,59

sm@

747‘577/
T

.08 s

96644 946,08
e
849,88

3351,07
294663
165647 T —
1532,24 >
1450‘41%
138711

124384

1715,59
s T ——
1022,6
897,60

Transmitt
G J
(=2
=
/
! 2322‘947
115288
107351
596,

//
295047
2357,11

3363‘87‘(
1651,55
127764
el
124727
[——

170742
R —
1074,68
1022,96
966,17 ;
aes‘as\j
849,50
/2

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.9. P(HEMA) (a), P(HEMA-MATrp) (b) mikrokriyojellerin FTIR spektrumlari.

P(HEMA) ve P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin Raman spektrumlari MATrp
monomerinin RAMAN spektrumu ile karsilastirmali olarak Sekil 4.10°da verilmistir.
P(HEMA)'nin spektrumu ile karsilagtirdigimiz zaman P(HEMA-MATrp)'nin
spektrumunda MATrp monomerine ait gesitli karakteristik pikler gozukmektedir.
Ornegin 759.72 cm™' ve 1012.47 cm™"deki pikler MATrp’nin indol halkasina ait ige
ve disa dogru nefes alma (breathing) titresimlerine aittir. 1551.18’deki bant ise yine
MATrp’nin indol halkasinin gerilmesinden (stretching) kaynaklanmaktadir. Sekilden
goruldagu uzere, P(HEMA)'da bulunmayan ancak P(HEMA-MATrp)'de g6zlenen bu
MATrp’ye ait 6zgul pikler MATrp’nin polimer yapisina katildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.10. P(HEMA) (a), P(HEMA-MATrp) (b) mikrokriyojellerin ve MATrp
monomerinin (c) RAMAN spektrumlari.

4.2.2. Sisme Ozellikleri

P(HEMA-GMA) ve P(HEMA-MATrp) ve P(HEMA) temelli mikrokriyojellerin sisme
dereceleri ve makrogdzeneklilik degerleri Cizelge 4.2'de verilmigtir. Oncelikle
P(HEMA-GMA) temelli polimerler kendi aralarinda karsilastinidiginda anti-Tf
immobilize edilmis mikrokriyojelin, yani immiinoafinite mikrokriyojelin (iM), hem

sisme derecesi hem de makrogozeneklilik derecesi anti-Tf immobilize edilmemis,
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bos mikrokriyojele (PM) gére daha yiiksektir. imminoafinite mikrokriyojelin sisme
ve makrogozeneklilik oranlarindaki hafif artig, immobilize edilen biyomolekulin su
uyumluluguna bagli oldugunu géstermektedir [221]. Ote yandan P(HEMA-MATrp)
mikrokriyojeller P(HEMA) mikrokriyojel ile karsilastiriidiginda yapiya MATrp girmesi
ile sisme derecesinin ve makrogozeneklilik yuzdesinin azaldigi gozlenmektedir.
Bunun nedeni P(HEMA-MATrp) yapisindaki triptofanin hidrofobik yapida bir amino
asit olmasidir [5]. Ayrica baskilanmis mikrokriyojelin (MIP) sisme derecesi ve
makrogozeneklilik orani baskilanmamis mikrokriyojelden (NIP) daha yuksek oldugu
bulundu. Bunun nedeni su sekilde agiklanabilir: Baskilanmig mikrokriyojelin
yapisinda molekuler oyuklarin (kavitelerin) olusumu polimer zincirine daha fazla
hidrodinamik hacim kazandirir, bdylece polimer matrisine daha fazla su molekulu
adsorbe edilir [225].

Cizelge 4.2. Mikrokriyojellerin sisme dereceleri ve makrogozeneklilik degerleri.
Mikrokriyojel Sisme derecesi Makrogo6zeneklilik (%)

(g H20/g mikrokriyojel)

P(HEMA-GMA) (PM) 6.28+0.13 60.26 + 0.56
iM 6.54 +0.11 62.48 +0.78
MIP 8.46 + 0.14 73.28 +0.45
NIP 8.07+0.17 70.12 +0.63
P(HEMA) 9.18 +0.16 78.75 +0.72

4.2.3. Yiizey Alani Olgiimleri

Cizelge 4.3’te goruldugu uzere baskilama islemi 6zgul yluzey alaninda artisa neden
oldu. Bu durumun ana nedeni kriyojellesme esnasinda ortamda hsTf molekullerinin
bulunmasidir. Baskilanmis mikrokriyojel matrisinde hsTF'ye 6zgul kavitelerin varligi
ylzey alaninda artisa neden olmaktadir. Ote yandan P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin
yuzey alani en yuksek olarak bulundu. Bunun ana nedeninin kullanilan ¢apraz
baglayicidan kaynakladigi dugsunulmektedir. EGDMA’'nin  suda ¢ozunurlugu
duguktur (bu sebeple SLS kullanildi). Mikrokriyojellerin ytuzey morfolojisinin
incelendigi bélumde gorulebilecegi uzere, SEM goruntulerine gore, P(HEMA-GMA)
mikrokriyojelin polimerik duvari granuller tarafindan yapilmis gibi gorunmektedir.
Polimerizasyon esnasinda EGDMA'nin bir kismi kendi bagina polimerlesmis olabilir.
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Bu islem sonucunda, P(HEMA-GMA) mikrokriyojellerin ylzey alani, capraz
baglayici olarak MBAAm kullanilan mikrokriyojellerinkinden daha yuksektir [226].

Cizelge 4.3. Mikrokriyojellerin yuzey alani degerleri.

Mikrokriyojel Yiizey alani (m?/g)
P(HEMA-GMA) (PM) 16.8 + 0.86
MIP 14.2+£0.72
NIP 12.6 £ 0.48
P(HEMA) 11.45+£0.26

4.2.4. Yiizey Morfolojisi

P(HEMA-GMA) ve P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin optik mikroskop ve SEM
goruntuleri sirasi ile Sekil 4.11, 412 413 ve Sekil 4.14’de verilmigtir. Optik
mikroskop goruntuleri incelendiginde mikrokriyojellerin en uzun boyutu yaklagik
olarak 400 - 500 pym olan silindir seklinde bir yapiya sahip oldugu gézukmektedir.
Yine optik goruntulerden goruldagu uzere her iki mikrokriyojel tura de “es boyutlu”
yapidadir. SEM ve pCT goruntulerinden de goruldugu Uzere gozenek gaplari ¢ok
genis ve 2-20 ym araligindadir. Mikrokriyojel yapinin mimarisi, hsTf'nin boyutundan
¢ok daha buyuk olan akis kanallari iglevi goren makrogdzeneklere sahiptir.
Boylelikle, hsTf gibi makromolekuller mikrokriyojelin gozeneklerinden herhangi bir
tikanmaya sebebiyet vermeden rahatga gegebilirler. Bunun yani sira, hidrojellerde
mobil fazin akisi esas olarak difuzyon yoluyla iken kriyojellerde akis konvektif tagima
ile saglanir. Boylece kutle aktarim direnci neredeyse g6z ardi edilebilecek
seviyededir [148].
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Sekil 4.11. P(HEMA-GMA) mikrokriyojellerin optik mikroskop goruntuleri.

| — EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 150 X Sample ID = EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 252X Sample ID =

10 pm*
—————— EHT=1500kV

—i EHT=1500kV__ Signal A=SE1__ Mag= 690X Sample ID = Signal A=SE1___ Mag= 6.00KX  SamplelD=
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Sekil 4.12. P(HEMA-GMA) mikrokriyojellerin SEM goéruntuleri.

@ ®

500 uym

Sekil 4.13. P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin optik mikroskop (a) ve uCT (b)
goruntuleri.

1 mm | [200 pm*
F————i EHT=1500k/__ Signal A=SE1 _ Mag= 49X Sample ID = K1 | |E=—=————1__EHT=1500k/__ SignalA=SE1__ Mag= 250X

Sample 1D = K1

20 ym"
————{ EHT=1500kV Signal A = SE1 Mag= 277 KX

Sample ID = K2 J | —| EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Mag = 370KX Sample ID = K2

Sekil 4.14. P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin SEM gdruntuleri.
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4.3. P(HEMA-GMA) Mikrokriyojellere Anti-Tf Antibadi immobilizasyonu

hsTf molekullerinin immunoafinite tanima igin bir biyo-ligand olarak kullanilan anti-
Tf antibadi molekulleri, mikrokriyojellere immobilize edildi. immobilizasyon iglemi
antibadi molekdllerinin amin grubu ile P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin epoksi
fonksiyonel gruplari arasindaki tepkime yoluyla gerceklesti. Sekil 4.15 P(HEMA-
GMA) mikrokriyojellere  anti-Tfnin  ¢esitli  derisimlerinde P(HEMA-GMA)
mikrokriyojellere immobilize olan anti-Tf antibadi miktarini goéstermektedir. 1.0
mg/mL anti-Tf baslangi¢ derisiminde baglanan antibadi miktari 3.18 mg/g olarak
bulundu ve calismanin bundan sonraki asamalarinda bu immunoafinite

mikrokriyojelleri kullanildr.

3.5

3.0

= N N
o o )

Immobilize Anti-Tf, mg/g

-
o

0.5

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Anti-Tf Derisimi, mg/mL

Sekil 4.15. P(HEMA-GMA) mikrokriyojellere  anti-transferrin  antibadi
immobilizasyonu igin derigim taramasi. Mikrokriyojel miktari: 50 mg (kuru agirlk),
pH 8.0 fosfat tamponu igerisinde immobilizasyon suresi: 2 saat, T: 25°C.
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4.4. immiinoafinite P(HEMA-GMA) Mikrokriyojeller
4.41. Iimmiinoafinite P(HEMA-GMA) Mikrokriyojellerin  Adsorpsiyon
Calismalari

4.4.1.1. Sulu Cozeltilerden Adsorpsiyon Calismalari

4.4.1.1.1. pH Etkisi

pH'nin  immudnoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojele hsTfin adsorpsiyonu
uzerindeki etkisi Sekil 4.16’te gosterilmektedir. Apotransferrinin izoelektrik noktasi
5.9 iken kegci IgG’lerin izoelektrik noktasi ise 6.3'tur [227, 228]. hsTf'in maksimum
adsorpsiyonu, hsTfin izoelektrik noktasina yakin deger olan pH 6.0'da gézlenmistir.
hsTf adsorpsiyon kapasitesi, pH 6.0'nin Ustinde ve altinda azalmistir. hsTf
adsorpsiyon kapasitesindeki azalma, ayni yuklu gruplar arasindaki elektrostatik itme
etkilerinden dolayi oldugu sdylenebilir. izoelektrik noktada, proteinlerin net yiikleri
yoktur ve bu nedenle sulu ¢ozeltiden maksimum protein adsorpsiyonu genellikle bu
noktada gozlenir [229]. Ayrica anti-Tf bagl oimayan P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin
hsTf adsorpsiyonun pH etkisi de incelenmistir. Sonuglardan goraldugu tzere, 6zgul
olmayan adsorpsiyonun pH'dan bagimsiz oldugu ve tim pH degerlerinde ayni
oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.16. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
pH'nin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, T: 25°C, hsTf derigimi: 2.0
mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 MQ.

4.4.1.1.2. Adsorpsiyon Suresinin Etkisi

Adsorpsiyon suresinin  immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin  hsTf
adsorpsiyon degerlerinin Uzerindeki etkisi onemli bir parametredir, c¢unku
adsorpsiyon hizi tepkime kinetigi duzenini kontrol eder [230]. Sekil 4.17,
immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojellere hsTF'in adsorpsiyonunun zamana
bagli degisimini gostermektedir. Sekilde goéruldugu Uzere, ilk 20 dakika iginde
adsorpsiyon hizi yuksek iken 20 dakikadan sonra adsorpsiyon yavasladi ve
ardindan 60 dakikasinda doygunluga ulasti. Adsorpsiyon hizinin zamanla azalmasi
beklenen bir durumdur. CuUnklu zamanla ¢ozeltideki hsTf derigsiminin azalmasi
nedeniyle adsorpsiyon hizi da azalir. Ayrica hsTf molekullerinin mikrokriyojel
matrisindeki baglanabilecedi tUm aktif anti-Tf ligandlara baglanmasi nedeniyle
doygunluk degerlerine ulagilmig olur. Mikrokriyojellere hsTf adsorpsiyonunun hizli
bir sekilde gerceklesmis olmasi antijen-antibadi arasinda yuksek afinite ile

mikrokriyojellerin buylk gozenekleri sayesinde difuzyon sorununun olmadigini ve
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agirhikh olarak konveksiyon yoluyla elde edilen kitle tasinimini gostermektedir
[221].
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Sekil 4.17. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
surenin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T: 25°C, hsTf
derisimi: 2.0 mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 MQ.

4.4.1.1.3. Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

hsTfin baglangic derigiminin immudnoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin
adsorpsiyon kapasitesi Uzerindeki etkisi Sekil 4.18'te gosterilmektedir. Adsorbe
edilen hsTf miktarinin hsTf derisiminin artmasiyla arttigi gorulmektedir. Bunun
sebebi yuksek hsTf derisiminde, sivi (yani, protein ¢ozeltisi) ile kati (yani
mikrokriyojel matrisi) fazlari arasindaki derisim farki yiksek oldugu igin yuksek
surucu kuvvet olusur. Sekilde doymusluk degeri 2.0 mg/mL hsTf derisiminde elde
edildigi gorulmektedir. Yani bu degerde immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel
uzerindeki anti-Tf ligandlarinin ulasilabilir baglanma bdolgelerinin doygunluga
ulagtigi séylenebilir. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel igin maksimum

adsorpsiyon kapasitesi 9.82 mg/g polimer olarak bulundu.
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Sekil 4.18. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
baglangi¢ derisiminin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T:
25°C, Mkuru mikrokriyojel: 40 Mg.

4.4.1.1.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri, adsorbe edilen analitin her bir molekulinin adsorban ile
etkilesimini incelemek ve belirlemek igin kullaniimaktadir. Adsorpsiyon izotermleri
sayesinde analit derigimi ve fazlar dengedeyken kati faz tarafindan adsorplanan
analit miktar1 arasindaki iliski karakterize edilebilmektedir. En yaygin kullanilan

izotermlerden ikisi Langmuir izotermi ve Freundlich izotermidir.

Langmuir izotermi, tek katmanli adsorpsiyonun ve esdeger yuzey baglama
bdlgelerinin varsayildigi homojen bolgedeki adsorpsiyona dayanir. Ylzey kimyasi
ile ilgili calismalari nedeniyle 1932'de Nobel Kimya Odiili'ne layik gérilen Irving
Langmuir, 1916 yilinda molekullerin basit ylzeylere adsorpsiyonu hakkinda bilgi
vermesi i¢cin bu modeli d6ngérmustur [231]. Langmuir izotermi modelinde homojen

bir ylzey varsayildigi ve adsorplanan komsu molekullerle olan etkilesimin ihmal

68



edildigi icin enerji dagihmi sabittir [231, 232]. Langmuir adsorpsiyon modeli
asagidaki verilen esitlige gore tanimlanir:

Q, = Qmax K1 Ce (4.1)

1+ Kj, Ce

Bu esitlikte, Qe, mikrokriyojeller tarafindan adsorplanan hsTf miktari (mg/g); Ce,
denge hsTf derisimi (mg/L); K, Langmuir sabiti (mL/mg); Qmax ise maksimum HsTf
adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)’dir. Bu esitlik dogrusallastirildiginda su sekli alir:

=gt — (4.2)

Qe Qmax Qmax KL

Ce'ye karsi (Ce/Qe) grafigi gizildiginde dogrunun egimi 1/Qmax degerini; dogrunun y
ekseninin kesim noktasi ise 1/(Qmax.Ki) degerini verir.
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Sekil 4.19. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel igin Langmuir adsorpsiyon
izotermleri.

Bir adsorpsiyon sisteminin “elverigli” veya “elverissiz’ oldugunu tahmin etmede

izoterm seklinin etkisinin oldugu bildirilmistir [229]. Bir Langmuir izoterminin temel
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Ozellikleri boyutsuz bir sabit ayirma faktoru veya denge parametresi, R, cinsinden
ifade edilebilir [233, 234]:

R, =— (4.3)

T 1+K..Co

Bu esitlikte Co, baslangi¢c hsTf derigimini (mg/mL) ve K., Langmuir adsorpsiyon
denge sabitini (mL/mg) ifade eder. R. degerleri elverigsiz (unfavorable) (R. > 1),
dogrusal (R. = 1), elverisli (favorable) (0 < R. < 1) ve tersinmez (R, = 0) durumlara

gore izoterm seklini gosterir [229, 234].

Adsorpsiyon davranigini tanimlamak igin siklikla kullanilan diger iyi bilinen model
ise Freundlich adsorpsiyon modelidir. Bu adsorpsiyon modeli heterojen ylzey
enerjileri icin 6zel bir durumu ifade eder [235]. Tek katman olusumuyla sinirli
olmayan Freundlich izotermine gore analit molekulleri adsorbanin yuzeyine
adsorplanmalarinin sonrasinda kimeleme (kondenzasyon) etkisi ile kuvvetli
¢ozunen-gozunen etkilesimi gosterirler [236, 237]. Freundlich adsorpsiyon modeli
su esitlikle tanimlanir:

Q. =K C/" (4.4)

Bu esitlikte, Kr, kabaca adsorpsiyon kapasitesinin bir gostergesidir; 1/n, sistemin
heterojenligini temsil eden Freundlich Ussudur. Spesifik olarak, K- degeri arttikca
daha yuksek bir adsorpsiyon kapasitesine isaret eder ve daha dusuk bir 1/n degeri
ise daha guglu adsorpsiyon mukavemeti anlamina gelir [238]. Bu esitlik
dogrusallastirildiginda su sekli alir:

InQ. = InKy + ~InC, (4.5)

In Cé'ye karsi InQe grafigi cizildiginde dogrunun egimi 1/n degerini; dogrunun y

ekseninin kesim noktasi ise InKr deg@erini verir.
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Sekil 4.20. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel icin Freundlich adsorpsiyon
izotermleri.

Grafiklerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.4'te verilmistir. Regresyon analizi
belirlenen degerlerin standart sapmalarinin olduk¢a dugsuk oldugu gorulmektedir.
Regresyon katsayilari incelendiginde, adsorpsiyon sisteminin Langmuir modeline
Freundlich modelinden daha fazla uydugunu gorunmektedir. Ayrica Langmuir
izoterminden hesaplanan teorik maksimum adsorpsiyon kapasitesi degeri deneysel
olarak bulunan maksimum adsorpsiyon degerine hemen hemen yakindir. Rp
degerleri, hsTfin immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel Uzerinde "elverigli"
adsorpsiyonunun gergeklestigini gostermektedir; bu nedenle immunoafinite
P(HEMA-GMA) mikrokriyojel, elverigli bir adsorbandir [229].
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Cizelge 4.4. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel igin Langmuir ve
Freundlich izoterm degerleri.

Deneysel Langmuir Freundlich
Qe Qmax KL RC* R? Kr n R?2
(mg/g) | (mg/g) (mL/mg)
9.82 11.27 2.65 0.16 0.992 7.64 2.30 0.833
*Co = 2.0 mg/mL degeri igin.

4.4.1.1.5. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon, analit molekullerinin sulu fazdan adsorbanin kati parcaciklarinin
yuzeyine tagsinmasini ve ardindan bu analit molekullerinin gézeneklerin i¢ kismina
difizyonunu iceren ¢ok asamal bir surectir [239]. Adsorpsiyon kinetiginin
anlagilmasi sayesinde etkin analit-adsorban etkilesiminin suresi belirlenebilir.
Etkilesim suresi, adsorpsiyon surecinin hizini etkileyen adsorpsiyon adimlarinin
anlasilmasi agisindan onemli bir veridir. Adsorpsiyondaki u¢ ardisik adim sunlardir
[240]:

(i) Adsorbat iyonlarinin adsorbanin dig yuzeyine dogru hareket ettigi film
difuzyonu.

(i) Adsorbat iyonlarinin, adsorbanin dig yuzeyinde meydana gelen az
miktarda adsorpsiyon harig, adsorban gézenekleri icinde hareket ettigi
parcacik difuzyonu.

(i)  Adsorbat iyonlarinin adsorbanin i¢ yuzeyine adsorpsiyonu.

Yukaridaki ugtincu adimin ¢ok hizl oldugu duasunulir ve bu nedenle hiz sinirlama

adimi olarak ele alinamaz. Diger iki su bilgileri saglar [241]:

- Dis tagima > i¢ tasima ise, hiz pargacik difizyonuna baghdir.

- Dis tagsima < i¢ tasima ise, hiz film difGzyonuna baghdir.

- Dis tasima = i¢ tagima ise, adsorbat iyonlarin sinirlara taginmasi, 6nemli bir
oranda mumkun olmayabilir; bdylece, adsorban pargaciklarini gevreleyen bir
sivi film olugsumu uygun derigim gradyani boyunca gergeklesir [240, 241]

Katle aktariminin difUzyon ya da kimyasal tepkime yoluyla yurudugunun
belirlenmesi ve adsorpsiyon surecini kontrol eden mekanizmalarin saptanmasi
amaciyla pseudo (yalanci) birinci dereceden kinetik model, pseudo (yalanci) ikinci
dereceden kinetik model ve pargacik i¢i difuzyon modelinden faydalaniimistir. Bu
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kinetik modeller Olculen derisimlerin adsorbanin yuzey derigsimine esit oldugu
varsayimina dayanmaktadir. Lagergren'in birinci dereceden hiz esitligi, bir sivi
¢cOzeltiden ¢6zinen maddenin adsorpsiyonu igin en yaygin kullanilan modellerden
biridir. Bu esitlik su sekilde ifade edilir:

d
% =k1(qe — q¢)

(4.6)

Bu esitlikte, k1, pseudo -birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti (dk™); ge ve g: sirasiyla
denge zamaninda ve herhangi bir t aninda adsorplanan HsTf miktaridir (mg/g). Sinir
kosullarda integral alinmasiyla (t = 0 aninda gt = 0 ve t = t aninda qt= qt) asagidaki
esitlik elde edilir:

Qe _ Fat
logﬁ T 2303 (4.7)
Esitlik dogrusal sekle donusturulmek igin tekrar dizenlendiginde su sekilde ifade
edilir:

kit

log(ge — q) =1log(qe) — 3 (4.8)

tye karsi log(qe-q:) grafigi ¢gizildiginde elde edilen dogrunun egimi k+/2.303 degerini;
y ekseninin kesim noktasi ise log(qe) degerini verir.

Adsorpsiyon denge kapasitesine dayanan pseudo-ikinci dereceden esitlik su sekilde

ifade edilebilir:

d
% = k,(qe — qt)z

(4.9)
Bu esitlikte, k2, pseudo-ikinci derece hiz sabitini (g.mg'.dk!) ifade eder. Sinir

kosullarda integral alinmasiyla (t = 0 aninda q:= 0 ve t =t aninda q:= qt) asagidaki

esitlik elde edilir:

L1
—— = tot (4.10)

Esitlik dogrusal sekle donusturulmek igin tekrar dizenlendiginde su sekilde ifade
edilir:
t 1 t

3 (4.11)

qt k2q3  qe

fye karsl t/q: grafigi cizildiginde elde edilen dogrunun egimi 1/qe degerini; y
ekseninin kesim noktasi ise 1/[ko(qe)?] de@erini verir.
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Herhangi bir adsorpsiyon calismasinda en uygun kinetik model su durumlar
degerlendirilerek belirlenir: Model kullanilarak bulunan ge degeri deneysel ge ile
makul olarak eslesmelidir ve regresyon katsayisi (R?) maksimum degerde olmalidir
[242]. Buna gore, Cizelge 4.5 incelendiginde immunoafinite P(HEMA-GMA)
mikrokriyojelin  hsTf adsorpsiyonu pseudo-ikinci derece modele uydugu
gorulmektedir. Cunku ikinci derece kinetik modelin regresyon katsayisi, birinci
derece kinetik modelinkinden ¢ok daha yuksektir. Ayrica, ikinci derece kinetik

modelin ge hesaplanmis ge degeri, ge'nin deneysel degeri ile ortismektedir.
Parcacik ici difizyon modeli ise su sekilde tanimlanir:
qe = kyt** +C (4.12)

Bu esitlikte, kp pargacik ici difzyon hiz sabiti ve C, dig sivi filmdeki kitle transferine
karsi direnci temsil eden y eksenini kesen noktadir. t"?e karsi q; grafigi gizildiginde
elde edilen dogrunun egimi k, degerini; y ekseninin kesim noktasi ise C sabitini verir.
Bu modelde, adsorpsiyon surecinde pargacik igi difuzyon dahil edilirse, grafik
dogrusal olmalidir. Eger pargacik ici difizyon meydana gelirse, t"?e karsi g; grafigi
dogrusal olacaktir ve eger dogru orijinden gecerse hiz sinirlayici iglem sadece
parcacik igi difuzyonundan kaynaklaniyor demektir. Aksi halde, pargacik igi
difuzyonu ile birlikte bagka bir mekanizma da s6z konusudur [240]. Bu tur durumda
grafik iki ya da daha fazla adimin gergeklestigini belirten, goklu-dogrusalliga sahip
olabilir. ilk, daha keskin bélim, dis ylizey adsorpsiyonu veya anlik adsorpsiyon
asamasidir. ikinci bélim, parcacik ici difiizyonunun hiz kontrollii oldugu kademeli
adsorpsiyon agsamasidir. Bazi durumlarda Ggtncu bolim de bulunur ve bu bolum
cOzeltideki asiri dusuk derisimler nedeniyle pargacik igi difuzyonun yavaglamaya

basladigl son denge asamasidir [243].

Sekil 4.23'den goruldugu Uzere, immunoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin
adsorpsiyonunun pargacik i¢i difuzyon modeline ait grafik adsorpsiyon iglemi
sirasinda U¢ bolimun (fazin) meydana geldigini gosteren ¢oklu dogrusal bir
korelasyon géstermektedir. ilk keskin kisim, hsTf molekillerinin yigin ¢dzeltiden
(bulk solution) adsorbanin dis yuzeyine sinir tabaka boyunca difizyon yoluyla
tasinmasidir (film difiizyonu). Ikinci bolim, hsTf molekillerinin dis yiizeyden

adsorbanin gézeneklerine difiizyonudur. Uglincli bélim ise hsTf molekullerinin
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gozeneklerin i¢ yuzeyindeki aktif bolgelere adsorbe edildigi ve ¢ozelti icinde analit
derisiminin gittikce dismesine bagli olarak parcacik i¢i difizyonun yavaslamaya
basladigl son denge asamasidir [239].
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Sekil 4.21. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun pseudo-
birinci dereceden kinetigi.
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Sekil 4.22. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun
pseudo-ikinci dereceden kinetigi.
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Sekil 4.23. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun parcacik
ici diflzyon modeli.
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Cizelge 4.5. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin adsorpsiyonunda
pseudo-birinci ve pseudo-ikinci derece kinetik sabitleri.

Baslangi¢ | Deneysel  Pseudo Birinci-Derece Pseudo ikinci-Derece
HsTf Kinetik Modeli Kinetik Modeli
Derisimi Qe K1 Qe R? k2 Qe R?2
(mg/mL) | (mg/g) (dk")  (mg/mL) (g/mg.dk) (mg/mL)
20 9.82 0.061 3.93 0.978 0.034 10.15  0.999

Cizelge 4.6. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin adsorpsiyonunda
parcacik i¢i diflzyon kinetik modelinin sabitleri.

Baslangi¢ HsTf Derigimi (mg/mL) 2.0

Kot (Mg/g.dk'?2) 1.240
C1(mg/g) 3.777
(R1)? 0.997
ko2 (Mg/g.dk'?) 0.318
C2 (mg/g) 7.400
(R2)? 0.999
ko3 (Mg/g.dk'?2) 0.019
Cs (mg/g) 9.676
(Ra)? 0.980

44.2. Yapay Plazmadan hsTf Saflagtirma Calismalan ve SDS-PAGE

Goruntiileme

Elektroforez ile bir karisima elekitrik alani uygulanarak yuklu molekullerin ¢ozelti
icerisinde yuklerine, sekillerine ve boyutlarina bagh bir hiz ile hareket etmeleri,
dolayisiyla birbirlerinden ayrilmalari saglanir. SDS-PAGE yurutme sonrasi
Coomasie Brillant Blue G-250 boyasi ile muamele edildi. Bu boyadaki —SO3sH grubu
asidik ortamda proteinlerin serbest amino grubuna baglanarak proteinlerin
bantlarinin gériinir olmasini sagladi. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojeller
ile yapay plazmadan saflagtirilan hsTfin molekul agirligi ve safligi SDS-PAGE ile
kontrol edildi (Sekil 4.24). Sekilden goruldigu uzere, hsTf bandinin siddeti,
adsorpsiyon igleminden sonra 6nemli olgude azaldi. Desorpsiyondan sonra elde
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edilen bantta ise hsTf'e ait yodun bant bariz bir sekilde gériinmektedir. Ancak bu
bandin yani sira daha dusuk molekul agirliklarinda tipik bant seklinden de belli
oldugu Uzere albimine ait bant da gdézikmektedir. Bu durumun sebebi olarak HSA
ve hsTf proteinlerinin plazma derisimleri arasindaki ylUksek fark gosterilebilir.
Bilindigi tzere HSA’nin plazma derisimi %50'den daha yuksektir.

1 2 3 45

~70 kDa

Sekil 4.24. imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel ile muamele éncesi ve
sonrasli yapay plazmanin SDS-PAGE analizi. Sira 1. Biomarker (Fermentas), Sira
2. Standart hsTf ¢gozeltisi, Sira 3. hsTf saflastirimadan énceki plazma, Sira 4. hsTf
saflagtirildiktan sonraki plazma, Sira 5. desorpsiyon edilen érnek.

4.4.3. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik ¢alismalari, Uretilen adsorbanin kararlihgini
kanitlamak ve tasarlanan surecin maliyetini kontrol etmek agisindan énemli bir role
sahiptir. Desorpsiyon adimi kisa surede gercgeklesebilmeli ve analit mumkin
oldugunca yuksek miktarda desorbe edilebilmelidir. 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-
desorpsiyon ddngusu ile desorpsiyon verimliligi ve immunoafinite P(HEMA-GMA)
mikrokriyojelin tekrar kullanilabilirligi incelendi. Desorpsiyon verimliligi, her dongu
icin  %88'den fazla bulundu. Ayni immunoafinite mikrokriyojelin onuncu

kullanimindan sonra, maksimum hsTf adsorpsiyon kapasitesi yaklasik %20 azaldi.
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Bu sonug, immunoafinite mikrokriyojelin belli bir kararliliga sahip oldugunu gosterir

ve afinite adsorbani olarak bir igslem birka¢ kez kullanilabilir.
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Sekil 4.25. immiinoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojelin tekrar kullanilabilirligi. hsTf
derigimi: 2.0 mg/mL; adsorpsiyon pH: 6.0; desorpsiyon ajani: 0,1 M glisin-HCI (pH
2.8); T: 25°C.

4.5. hsTf Baskilanmig P(HEMA-MATrp) Mikrokriyojeller
4.5.1. hsTf Baskilanmig P(HEMA-MATrp) Mikrokriyojellerin Adsorpsiyon

Calismalarn

4.5.1.1. Sulu Cozeltilerden Adsorpsiyon Calismalari

4.5.1.1.1. pH Etkisi

Sekil 4.26, farkli pH degerlerinde fosfat tamponundaki hsTf adsorpsiyonunu
gOstermektedir. Bu pH araliginda, maksimum adsorpsiyon miktari pH 6.0'da 2.11
mg hsTf/g kuru mikrokriyojel olarak gozlenmistir. Maksimum adsorpsiyon
kapasitesi, daha asidik ve daha alkalin pH degerlerinde 6nemli dlgude azalmistir.
Bu davranisin muhtemel nedeni, mikrokriyojel dretiminde kullanilan MATrp-hsTf
kompleksinin sahip oldugu pH bellegidir. Molekuler baskilama islemi igin kalip
molekul hsTf ile fonksiyonel monomer MATrp’in 6n komplekslesmesi pH 6.0 fosfat
tamponunda gergeklestiriimistir. Ote yandan pH 6.0 hem MATrp monomerinin
(MATrp izoelektrik noktasi (pl) 5.88) hem de hsTf'in (apotransferrin igin pl 5.9) pl
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degerlerine yakindir [228]. Dolayisiyla, hsTf'in pH 6’daki molekuler konformasyonu
hsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller tarafindan daha iyi taninmakta
ve boylece hsTf mikrokriyojellere daha yuksek afinite ile baglanmaktadir. Bu
verilerden yola ¢ikarak diger caligma sartlari incelenirken ortam pH’si pH 6.0 fosfat
tamponu olarak segilmistir.
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Sekil 4.26. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
pH'nin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, T: 37°C, hsTf derigimi: 1.5
mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 MQ.

4.5.1.1.2. Adsorpsiyon Suresinin Etkisi

Sekil 4.27, hsTf baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellere hsTF'in adsorpsiyon
degerlerinin zamana bagimliigini gostermektedir. Adsorpsiyon baslangicinda daha
yuksek adsorpsiyon hizi gozlemlendi ve zamanla ¢ozeltideki hsTf derisiminin
azalmasi nedeniyle azaldi. Yaklasik 90 dakika i¢inde hsTf molekullerinin
mikrokriyojel matrisindeki baglanabilecegdi tum aktif bolgelere baglanmasi nedeniyle
doygunluk degerlerine ulasildi. Beklendigi gibi, mobil fazdaki (yani, protein ¢ozeltisi)
hsTf derigsimi dustikge durgun fazda artisa (yani, mikrokriyojel matrisi) karsilik
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geldiginden, itici glc¢ (yani, iki faz arasindaki derigsim farki) azalir ve bu da
adsorpsiyon hizinda duiguse neden olur [244].
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Sekil 4.27. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
surenin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T: 37°C, hsTf
derisimi: 1.5 mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 MQ.

4.5.1.1.3. Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

hsTf'in denge adsorpsiyonu, tampon ¢ozeltideki hsTf derisiminin artmasiyla artti ve
sistem 1.5 mg/mL'nin Uzerindeki hsTf derisim degerlerinde doygunluga ulasti. hsTf
baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin maksimum hsTf adsorpsiyon
kapasitesi ortalama olarak 2.11 mg/g polimer olarak bulunmustur (Sekil 4.28). Bu
derisim degerinden sonra adsorpsiyon kapasitesinde Onemli bir artig
gozlenmemigtir. Bu deger P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin aktif baglanma yerlerinin
doymuslugunu temsil etmektedir. Ayni sartlarda, hsTf baskilanmamis P(HEMA-
MATrp) mikrokriyojel Uzerindeki hsTf adsorpsiyonunun baskilanmig mikrokriyojele
oranla 1.74 kat daha duguk oldugu gorulmektedir (1.21 mg/g). hsTf baskilanmamig
P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel Uzerindeki reaktif baglayici gruplar, hsTf molekulleri

ile 6zgul olmayan etkilesimler sayesinde etkilesime girebilir. hsTf baskilanmis
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P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel igin, kriyotropik jellesme Oncesi fonksiyonel
monomer olan MATrp ve kalip molekil olan hsTf arasindaki 6n organizasyon ve
kompleks olusumu sayesinde polimerlesme ve hsTfin uzaklastirlmasindan sonra
coklu noktasal etkilesimlere sahip tamamlayici oyuklar (kaviteler) olugur. Oysaki,
baskilanmamigs mikrokriyojeller kalip molekul eklenmeden uretilmiglerdir ve kalip
molekll ile fonksiyonel monomer arasinda ©On organizasyon ve kompleks
olusmadigi icin MATrp'deki fonksiyonel gruplar polimer aginda rastgele dagilir ve
birbirlerinden ayri kalir. Bu yuzden baskilanmamis polimerde c¢oklu nokta
etkilesimleri cok daha az olur ve hsTf adsorpsiyonu da azalir. P(HEMA) mikrokriyojel
uzerindeki hsTf adsorpsiyonunun ¢ok daha dusuk oldugu gorulmektedir (0.13
mg/g). Bu mikrokriyojelde fonksiyonel monomer olarak kullanilan MATrp
bulunmamakta ve hsTf'in polimer matrisi ile etkilesimi dugsmektedir.
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Sekil 4.28. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
baslangi¢ derisiminin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T:
25°C, Mkuru mikrokriyojel: 40 Mg.
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Sekil 4.29. Baskilanmig P(HEMA-MATrp), baskilanmamis P(HEMA-MATrp) ve
P(HEMA) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyon kapasiteleri. Calisma tamponu: 50 mM
fosfat tamponu, pH 6.0, T: 25°C, hsTf derisimi: 1.5 mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 mMQg.

4.5.1.1.4. iyonik Siddetin Etkisi

hsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin hsTf adsorpsiyonuna iyonik
siddetin etkisi; farkli derigimlerde (0-1.0 M araliginda) sodyum klorar (NaCl) igeren
50 mM pH 6.0 fosfat tamponunda hazirlanan hsTf ¢cozeltileri ile incelendi. Proteinin
serbest enerijisi, tuz eklenmesi ile artar ve bu olumsuz (unfovaroable) serbest enerij,
¢ozlUcuyle muhatap olduklari ylzey alanlarin daha kuguk olmasi nedeniyle
adsorbana baglanan proteinler i¢cin daha kuguktir. Bu yUzden proteinlerin
adsorbana bagli olmalari serbest olmalarindan termodinamik olarak daha kararlidir
[5]. Ayrica analitin ve adsorbanin apolar gruplari etrafindaki su molekullerinin
yonelimleri tuz iyonlari tarafindan bozulur ve bdylece apolar gruplarin tercihen

etkilesime girmesine izin verilmig olur [245].
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Sekil 4.30. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
iyonik siddetin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T: 37°C,
hsTf derigimi: 1.5 mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 mMg.

4.5.1.1.5. Sicakhgin Etkisi

Sicakligin P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonu uUzerine etkisi 4.0-
37°C arahginda incelenmigtir. Sicaklik 4°C'dan 37°C'a yukseltildiginde hsTf
adsorpsiyonu da 1.62 mg/g polimerden 2.11 mg/g polimere yukseldi (Sekil 4.X).
Goruldugu uzere, P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyon kapasitesi
sicakhk arttikgca belirgin sekilde artti. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde,
sicakhgin artirimasi, proteinin alikonmasini arttirir ve sicakhgin duasurdlmesi
genellikle protein elisyonunu tesvik eder. Aslinda, hidrofobik etkilesim
kromatografisi entropi odakli bir suregtir. AH (entalpi degisimi) kiguk bir pozitif veya
negatif deger olabileceginden, AG (serbest enerji degisimi) pozitif bir entropi
degisikligi ile kontrol edilir ve bu nedenle sicaklik ile artar. Hidrofobik etkilegimlerde
calisan Van der Waals gekim kuvvetleri sicaklik arttik¢a artar [5].
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Sekil 4.31. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonuna
sicakhgin etkisi. Calisma tamponu: 50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, hsTf derigimi:
1.5 mg/mL, Mkuru mikrokriyojel: 40 Mg.

4.5.1.1.6. Adsorpsiyon izotermleri

Baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel tarafindan adsorplanan hsTf miktari
arasindaki iligkiyi karakterize edebilmek igin Langmuir izotermi ve Freundlich
izoterminden faydalanildi. Grafiklerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.7'de
verilmektedir. Regresyon analizi belirlenen degerlerin standart sapmalarinin
oldukga dusuk oldugu gorulmektedir. Regresyon katsayilari incelendiginde,
adsorpsiyon sisteminin Langmuir modeline Freundlich modelinden daha c¢ok
uydugu gorunmektedir. Ayrica Langmuir izoterminden hesaplanan teorik
maksimum adsorpsiyon kapasitesi degeri deneysel olarak bulunan maksimum
adsorpsiyon degerine hemen hemen yakindir. Ry degerleri, hsTfin immunoafinite
P(HEMA-GMA) mikrokriyojel Uzerinde "elverigli" adsorpsiyonunun gergeklestigini
gostermektedir; bu nedenle baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel, elverisli bir
adsorbandir [229].
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Sekil 4.32. HsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller igin Langmuir
adsorpsiyon izotermleri.
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Sekil 4.33. hsTf baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller igin Freundlich
adsorpsiyon izotermleri.
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Cizelge 4.7. hsTf baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller igin Langmuir ve
Freundlich izotermleri.

Deneysel Langmuir Feundlich
Qe Qmax KL R.* R?2 Kr n R2
(mg/g) | (mg/g) (mL/mg) (mg/g)
2.1 2.26 6.39 0.09 0.999 1.87 5.39 0.930

*Co = 1.5 mg/mL degeri igin.

4.5.1.1.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonunda kutle
aktariminin difuzyon ya da kimyasal tepkime yoluyla yaradugunun belirlenmesi ve
adsorpsiyon surecini kontrol eden mekanizmalarin saptanmasi amaciyla pseudo
(yalanci) birinci dereceden kinetik model, pseudo (yalanci) ikinci dereceden kinetik
model ve parcacik ic¢i difuzyon modelinden faydalaniimistir. Cizelge 4.8
incelendiginde baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyonu
pseudo-ikinci derece modele uydugu gorulmektedir. Clnkd ikinci derece kinetik
modelin regresyon katsayisi, birinci derece kinetik modelinkinden ¢ok daha
yuksektir. Ayrica, ikinci derece kinetik modelin ge hesaplanmis ge degeri, ge¢'nin
deneysel degeri ile ortugsmektedir.

Parcacik i¢i difuzyon modeline ait veriler Cizelge 4.9’da verilmigtir. Sekil 4.36’dan
goéruldagu uzere, baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun
parcacik i¢i difuzyon modeline ait grafik adsorpsiyon iglemi sirasinda tu¢ bolumun
meydana geldigini gdsteren ¢oklu dogrusal bir korelasyon bulunmaktadir. ilk keskin
bolim, hsTf molekullerinin yigin gozeltiden (bulk solution) adsorbanin dig ylzeyine
sinir tabaka boyunca difiizyon yoluyla taginmasidir (film difiizyonu). ikinci bélim,
hsTf molekullerinin dig ylizeyden adsorbanin gézeneklerine difiizyonudur. Ugtinci
bolim ise hsTf molekullerinin gozeneklerin i¢ yuzeyindeki aktif bolgelere adsorbe
edildigi ve ¢oOzelti icinde analit derigsiminin gittikge dismesine bagli olarak pargacik
ici difizyonun yavaglamaya bagsladigi son denge agsamasidir [239].
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Sekil 4.34. hsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun
pseudo-birinci dereceden kinetigi.
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Sekil 4.35. hsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun
pseudo-ikinci dereceden kinetigi.
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Sekil 4.36. hsTf baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunun
parcacik i¢i difizyon modeli.

Cizelge 4.8. hsTf baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunda
pseudo-birinci ve pseudo-ikinci derece kinetik sabitleri.

Basglangi¢ Pseudo Birinci-Derece Pseudo ikinci-Derece
HsTf Deneysel Kinetik Modeli Kinetik Modeli
Derisimi Qe K1 Qe R? k2 Qe R?2
(mg/mL) (mg/g) (dk')  (mg/mL) (g/mg.dk) (mg/mL)
1.5 2.1 0.041 1.15 0.988 0.071 2.23 0.999
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Cizelge 4.9. hsTf baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin adsorpsiyonunda
parcacik i¢i diflzyon kinetik modelinin sabitleri.

Baslangi¢ HsTf Derigimi (mg/mL) 1.5

ko1 (mg/g.dk'2) 0.254
C1(mg/g) 0.534
(R1)? 0.997
ko2 (Mg/g.dk'?) 0.079
C2 (mg/g) 1.396
(R2)? 0.999
ko3 (Mg/g.dk'2) 0.007
Cs (mg/g) 2.041
(Ra)? 0.998

4.5.2. Segicilik Caligmalari

Molekuler tanima seciciligi, molekuler baskilanmis polimerlerin
karakterizasyonunda en onemli parametrelerden biridir. Cunku molekuler tanima,
baskilanmis polimerlerin en temel karakteristik 6zelligidir. Baskilanmis P(HEMA-
MATrp) mikrokriyojelin hsTf baglanmasina yonelik segiciligi, fosfat tamponunda (50
mM, pH 6.0) yarismaci olarak HSA ve MYB kullanilarak incelendi. Yarismacilarin
ayri ayri uygulandigi ¢alismada c¢ozeltilerin derigimleri UV spektrofotometre ile
Olculdu. HSA ve MYB boyutlari ve yuk 6zelliklerinden dolay1 yarismaci olarak segildi.
HSA molekal agirligi (Ma: 67.0 kDa) ile hsTf'e yakin iken MYB’in ise izoelektrik
noktasi (pl: 6.8-7.2) hsTfin izoelektrik noktasina yakindir. Cizelge 4.10, hsTf'e gore
HSA ve MYB icin Ky, k ve k' degerlerini Ozetlemektedir. Baskilanmig ve
baskilanmamig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller icin Ka  degerleri
kargilastirildiginda, baskilanmig mikrokriyojelin kalip protein i¢in Kq degeri daha
yuksek iken yarismaci proteinler igin daha dusik olarak bulundu. hsTf'in segicilik
katsayisi (k) yarigmaci proteinlerinki ile karsilastirildiginda, baskilanmis
mikrokriyojelin segiciligi hakkinda onemli bilgilere ulasilabilir. Cunku secicilik
katsayisi baskilanmis mikrokriyojelin tanima bdlgelerinin - 6zgullugunan  bir
gostergesidir. Baskilanmig mikrokriyojel tarafindan hsTf'in benzer molekul agirligina
sahip HSA ile kargilastirildiginda baglanma tercihi, baskilanmamig mikrokriyojelden
2.10 kat daha fazladir. Ote yandan benzer pl degerine sahip MYB ile
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karsilastirildiginda ise baskilanmis mikrokriyojelin baskilanmamisa gore bagil
secicilik katsayisi 2.24’tur. hsTfin molekul agirhgr (67.0 kDa) MYB'den (17.0 kDa)
daha buyuktlr. Kugik molekullerin, baskilanmis kavitelerin igine daha kolay
erismesi  beklenirken, hsTf segici olarak baskilanmig P(HEMA-MATrp)
mikrokriyojele adsorplandi. Buradan segiciligin baskilanmis kavitelerin sekline ve

boyutuna bagli oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.37. hsTf baskilanmis ve baskilanmamis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojellerin
kalip (hsTf) ve yarigmaci (HSA ve MYB) proteinleri adsorpsiyonu. Calisma tamponu:
50 mM fosfat tamponu, pH 6.0, T: 37°C, protein derigimleri: 1.5 mg/mL, mkuru
mikrokriyojel- 40 mg.

Cizelge 4.10. hsTf'e gore HSA ve MYB icin Kg, k ve k' degerleri.

MIP NIP
Protein Kd (mL/g) Kk Kda (mL/g) Kk K'
hsTf 1.49 - 0.83 - -
HSA 0.81 1.84 0.96 0.87 210
MYB 0.59 2.54 0.73 1.14 2.24

91



4.5.3. Yapay Plazmadan hsTf Saflastrma GCalismalani ve SDS-PAGE

Goriintiileme

Baskilanmigs P(HEMA-MATrp) mikrokriyojeller ile yapay plazmadan saflastirilan
hsTfin molekul agirhgi ve safligi SDS-PAGE ile analiz edildi Sekil 4.38'de hsTf
bandinin  siddeti, adsorpsiyon surecinden sonra buyuk Olgude azaldig
goérulmektedir. Desorpsiyondan sonra elde edilen bantta ise hsTf'e ait yogun bant
bariz bir sekilde gorinmektedir. Ancak bu bandin yani sira daha dusik molekul
agirliklarinda tipik bant seklinden de belli oldugu Uzere albumine ait bant da
g6zukmektedir. Bu durumun sebebi olarak HSA ve hsTf proteinlerinin plazma
derisimleri arasindaki yuksek fark gdsterilebilir. Bilindigi Uzere HSA’nin plazma
derisimi %50'den daha yuksektir. Ayrica baskilanmig mikrokriyojel ile immunoafinite
mikrokriyojelin SDS-PAGE gérintiileri  kiyaslandiginda iM’in  MIP’ye gére
desorpsiyon sonrasi hsTf pikinin daha siddetli oldugu da gériinmektedir. Bu durum
her iki tir mikrokriyojelin sulu ¢ozeltilerden hsTf adsorpsiyon kapasiteleri ile de
desteklenmektedir. IM’in adsorpsiyon kapasitesi MIP’ye gére yaklasik 4.5 kat daha
yuksektir.

1 2 3 4 5

~70 kDa

Sekil 4.38. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel ile muamele Oncesi ve
sonrasli yapay plazmanin SDS-PAGE analizi. Sira 1. Biomarker (Fermentas), Sira
2. Standart hsTf ¢gozeltisi, Sira 3. hsTf saflastirlmadan énceki plazma, Sira 4. hsTf
saflagtirildiktan sonraki plazma, Sira 5. desorpsiyon edilen érnek.

92



4.5.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Genel olarak, adsorbanlarin rejenerasyon verimliliginin artirlmasi bu adsorbanlarin
gerek laboratuvar calismalari gerekse ticari uygulamalar i¢in daha uygun hale
getiriimesi i¢in gok dnemli bir adimdir. Baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel
ile %96’a kadar yuksek desorpsiyon oranlari elde edildi ve 10 adsorpsiyon-
desorpsiyon dongusu sonrasinda baskilanmig mikrokriyojel baslangigtaki baglama
kapasitesinin yaklasik %89'unu korudu. Bu deger immunoafinite mikrokriyojel ile
kiyaslandiginda daha yiiksektir. immiinoafinite mikrokriyojelin hsTf adsorpsiyon
kapasitesi baskilanmig mikrokriyojele kiyasla ¢ok daha fazla olmasina ragmen
tekrar kullanilabilirlik de baskilanmis mikrokriyojeller daha yuksek performans
gosterdi. Ayrica baskilanmig mikrokriyojeller maliyet yonunden de daha verimlidir.
Bu avantajlari sayesinde baskilanmig mikrokriyojel hsTf igin immunoafiniteye
alternatif bir plastik antibadi olarak kullanilabilir.
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Sekil 4.39. Baskilanmigs P(HEMA-MATrp) mikrokriyojelin tekrar kullanilabilirligi. hsTf
derisimi: 1.5 mg/mL; adsorpsiyon pH: 6.0; desorpsiyon ajani: %10 etilen glikol (pH
4.0) ¢ozeltisi iceren 0.1 M asetat tamponu; T: 37°C.

4.6. Literatur Karsilagtirmasi
Literatirde transferrin saflastirimasi igin gelistirilen sistemlerin sayisi albumin ve

diger bilindik proteinler igin geligtirilen sistemlerin sayisiyla kiyaslandiginda oldukga
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azdir. Transferrin hem nispeten pahali hem de kanser tedavisinde 6zgul tedavide
kullanilma potansiyeli ile 6nemli bir proteindir. Ornegin Szwed ve ark. Idseminin
tedavisinde kullaniima potansiyeline sahip ilag tagima sistemleri geligtirdiler [246].
Bu amagla doksorubisin ile transferrini konjuge ettiler ve tek basina doksorubisin ile
transferrin-doksorubisin egleniginin (konjuge) insan |0semi hucreleri Uzerine
sitotoksisitelerini, hucresel alimlarini ve tagsinma kinetiklerini aragtirdilar. Konjuge
doksorubisinin |6semi hucrelerine serbest doksorubisine oranla daha sitotoksik
oldugunu buldular. Ayrica normal hicrelerin  serbest doksorubisinle

kargilastirildiginda konjugeye daha direngli oldugunu bildirdiler.

Barroso ve ark. ¢calismalarinda kitle spektrometresine bagli kapiler elektroforez ve
kapiler sivi kromatografisini, (CE-TOF-MS ve yLC-TOF-MS), triptik sindirim ile elde
edilen insan transferrin glikopeptid glikoformlarini tespit etmek ve tanimlamak igin
kullandi [247]. Bunun igin ayni antibadinin (transferrin igin kegi poliklonal antibadi)
farkli baglanma yontemi kullanilarak baglandigi iki farkl immunoafinite kolonu (silika
hidrazid ve siyonejen bromur bagh sefaroz, sefaroz-CNBr, kolonlari) kullandilar.
Transferrin geri kazanimlarini degerlendirmek icin, her iki kolondan 1.5 mg/mL
transferrin standart ¢ozeltisi gegirildi ve elle transferrin sindirildi, ardindan pLC-
TOF-MS ile analiz edildi. immiinoafinite silika hidrazid kolonu ve imminoafinite
sefaroz-CNBr kolonu sirasiyla %13 ve %34 geri kazanim sergilediler. Rivat ve ark.
ticari DEAE-Spherodex kolonu kullanarak insan serum transferrini saflastirmak igin
yontem geligtirdiler [248]. Bu ¢alismalari sonucunda %97 safliktaki transferrini %75
verimle elde ettiler. Skinner ve ark. si¢can sertoli hucreleri tarafindan sentezlenen
testikuler transferini saflastirip ve karakterize ettiler ve serum transferrin ile
karsilastirdilar [249]. Her iki transferrin de Once fenil-sefaroz hidrofobik
kromatografi, ardindan transferrin immunoafinite kromatografisi kullanilarak
saflastirildi. immiinoafinite kolonu tavsan anti-(sigan transferrin) IgG’in, siyonejen
bromur ile aktive edilmis sefaroz 4B'ye baglanmasi ile elde edildi. 4 mL antisera ile
yapilan 10 mL immunoadsorbentin baglanma kapasitesi 2 mg transferrin olarak
bulundu. Afinite kolonunun baglanma kapasitesinin NaSCN ile elisyon sonrasi her
seferinde %25 azaldig belirtildi. Nynca ve ark. gokkusag! alabaligi transferrinin
saflastiriimasi igin hidrofobik etkilesim kromatografisi, jel filtrasyonu ve preparatif
elektroforezden olusan U¢ asamali izolasyon proseduru geligtirdiler [250]. Zhang ve
ark. piringten rekombinant insan transferrin ekspresyon sonrasinda saflastirip
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karakterize ettiler [251]. Transferrinin saflastiriimasi, sirasiyla hidrofobik etkilesim
kromatografisi orta fenil sefaroz 6FF, anyon degisim kromatografisi ortami Q (dortlu
amin) ve DEAE sefaroz FF (GE, Piscataway, NJ) kullanilarak test edildi. Transferrini
hidrofobik etkilesim kromatografisi ile %90'lik, anyon degisim kromatografisi ile ise
%95’ten daha fazla bir saflikta elde etmeyi basardilar. Gelder ve ark. domuz serum
transferrin saflastirmada boya ligand afinite kromatografisinden faydalandilar [252].
On islemler sonrasinda Cibacron Blue 3GA reaktif boyasini Bio-Gel A 1.5 M (Bio-
Rad, Hollanda) immobilize ederek saflagtirmada kullandilar ve transferrini %99’dan
yuksek saflikta elde ettiler. Winzerling ve ark. transferrini immobilize metal iyon
afinite kromatografisinden faydalanarak saflastirdilar [253]. Bunun i¢in Novarose-
SE1000/40 destek malzemesine dipikolilamin (DPA) ligandi baglandi ve nikel ile

selatlandi. Transferrinin geri eldesinin %52 degerinde bulundugunu bildirdiler.
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5. YORUM
Bu tezde transferrinin saflagtiriimasi amaciyla afinite kromatografisini temel
alan, immunoafinite ve molekuler baskilanmis olmak uUzere 2 farkli
mikrokriyojel hazirlandi. Bu mikrokriyojellerin karakteristik 6zellikleri,
adsorpsiyon kapasiteleri ve kinetik analizleri incelendi.
ilk mikrokriyojel HEMA ve GMA monomerlerinin EGDMA cgapraz baglayici
varliginda -16°C’da serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlendi.
Ardindan cesitli derisimlerde bu mikrokriyojellere anti-Tf baglanarak
immunoafinite mikrokriyojel elde edildi. Mikrokriyojelin yapisindaki epoksi
gruplari sayesinde herhangi bir aktivasyon ajani kullanimina ihtiyag olmadan
anti-TF antibadiler mikrokriyojellere immobilize edilebildi.
Bir diger mikrokriyojel olan baskilanmis mikrokriyojelde fonksiyonel monomer
olarak kullanilmak Uzere MATrp, L-triptofan ile metakriloil klorlar ile
tepkimesiyle sentezlendi. Sentezlenen monomer NMR, FTIR, Raman
spektrometreleri ile karakterize edildi. Ardindan mikrokriyojel HEMA ve
MATrp monomerlerinin MBAAm c¢apraz baglayici ile hsTf varhiginda
(baskilanmig mikrokriyojel) ve yoklugunda (baskilanmamis mikrokriyojel) -
16°C’da serbest radikal polimerizasyonu ile Uretildi.
Mikrokriyojellerin maksimum hsTf adsorpsiyon kapasitelerini elde etmek igin
optimum sartlarin belirlenebilmesi i¢in ¢esitli ortam kosullarinda sulu
cOzeltilerden hsTf adsorpsiyon ¢aligsmalari yuratulda. Buna gore pH 6.0'da
maksimum hsTf adsorpsiyon kapasitesi immunoafinite mikrokriyojel ve
baskilanmig mikrokriyojel i¢in sirasiyla 9.82 ve 2.11 olarak bulundu. Bu
deg@erlerden goruldigu uzere immunoafinite mikrokriyojelin adsorpsiyon
kapasitesi baskilanmis mikrokriyojele gore yaklasik 4.5 kat daha yuksektir.
Mikrokriyojeller ile adsorplanan hsTf miktari arasindaki iligkiyi karakterize
edebilmek icin Langmuir izotermi ve Freundlich izoterminden faydalanildi.
Regresyon katsayilari incelendiginde hem immunoafinite P(HEMA-GMA)
mikrokriyojel icin hem de baskilanmig P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel igin
uygun bir model oldugu gozlendi. Ayrica Langmuir izoterminden hesaplanan
teorik maksimum adsorpsiyon kapasitesi degerleri deneysel olarak elde
edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi degerlerine hemen hemen yakin

olarak bulundu.
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Secicilik calismalari baskilanmis P(HEMA-MATrp) mikrokriyojel kullanilarak
fosfat tamponunda (pH 6.0) kesikli sistem ile gergeklestirildi. Yarigmaci
protein olarak HSA ve MYB segildi. hsTfin segcicilik katsayisi (k) yarismacilar
ile kargilastirildiginda k degeri BSA'dan 1.84, MYB'den ise 2.54 kat daha
yuksek adsorbe ettigi bulundu. Ayrica baskilanmigs mikrokriyojel,
baskilanmamis mikrokriyojel ile kiyaslandiginda bagil segicilik katsayisi (k')
HSA icin 2.10, MYB icin ise 2.24 kat olarak hesaplandi. Bu degerler
baskilamanin verimli bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.
imminoafinite P(HEMA-GMA) mikrokriyojel ve baskilanmis P(HEMA-
MATrp) mikrokriyojel ile ayri ayri yapay plazmadan saflastirilan hsTfin
molekdl agirhgr ve safligi SDS-PAGE incelendi. Bantlarin siddeti
incelendiginde immunoafinite  mikrokriyojele ait bandin  siddetinin
baskilanmis mikrokriyojele oranla daha yuksek oldugu gozlendi.

Hem immunoafinite hem de baskilanmis mikrokriyojeller i¢cin desorpsiyon ve
tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalari yuarutuldd. Ayni mikrokriyojelin onuncu
kullanimindan sonra, maksimum hsTf adsorpsiyon kapasitesi immunoafinite
mikrokriyojel ve baskilanmig mikrokriyojel igin sirasiyla yaklagik %20 ve %10
azaldi. Bu sonug, baskilanmig mikrokriyojelin daha dusik adsorpsiyon
kapasitesine ragmen daha kararl ve tekrar kullanilabilirliginin daha yuksek
oldugunu gosterdi. Boylelikle hem Uretimde hem de tekrar kullanilabilirlik
verimiyle immunoafiniteye alternatif plastik antibadi olarak kullanilabilecek

olan baskilanmis mikrokriyojel maliyeti de dusurmektedir.
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