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OZET

LEKTIN AFINITE KROMATOGRAFISI iLE ANTIKOR SAFLASTIRILMASI

Birnur AKKAYA
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dal1
Danismanlari: Prof. Dr. Ferda CANDAN- Prof. Dr. Adil DENIZLI
2009, 109 sayfa

Bu c¢aligmada, Konkanavalin A (Con A) immobilize es boyutlu manyetik poli-
glisidil metakrilat (GMA) mikropartikiiller kullanilarak, kesikli ve MSFB (Manyetik
olarak kararlhilastirilmis akiskan yatak) sistemde sulu ¢6zeltiden ve insan serumundan
IgG (Immiinoglobulin G) saflastirilmas:t ¢alisildi.  M-poli(GMA) es boyutlu
mikrokpartikiiller, Fe;O4 nanopartikiil varliginda dispersiyon polimerizasyon ydntemi
ile sentezlendi. FT-IR, 'H NMR, SEM, ESR, VSM analizleri m-poli(GMA)’nin
karakterizasyonu i¢in kullanildu.

Manyetik es boyutlu poli(GMA) mikropartikiillerdeki epoksi halkalar1 alkali
kosullarda acgilarak Con A hidroksil uzantilarindan mikropartikiile kovalent olarak
baglandi. Maksimum Con A immobilizasyon degeri pH 7.4 (0,1 M fosfat tamponu)’de
4 °C’de 12.5 mg g olarak bulundu. M-poly(GMA)-Con A mikrokiirelere kesikli ve
MSFB sistemde maksimum IgG adsorpsiyon kapasiteleri sirastyla 35.5 ve 37.7 mg g™,
olarak saptandi. Her iki sistemde de maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi pH 6.0’da
(0.1 M fosfat tamponu) saptandi. MSFB sistemde, akis hiz1 ve manyetik alan ¢alismalari
da yapildi. Adsorpsiyon kapasitesi, akis hiz1 1.0°den 4.0 mL dak™ ya yiikseldikge
37.7°den 10.9 mg g’ degerine diismektedir. Manyetik alan artirildiginda ise, artan
manyetik alan neticesinde adsorplanan IgG degeri 37.7’den 18.0 mg g degerine
diismiistiir. Her iki sistemde polimerik mikropartikiile adsorplanan IgG’nin
desorpsiyonu i¢in etilen glikol + glukoz kullanilarak gerceklestirildi. Aym partikiil
kullanilarak yapilan on tekrarli adsorpsiyon- desorpsiyon dongiisii sonucunda partikiiliin
adsorpsiyon veriminde anlamli degisme olmadig1 goriildii.

M-poli(GMA)-Con A kullanilarak insan serumundan yapilan IgG adsorpsiyon

¢alismalar1 sonucu gram partikiil basma maksimum adsorpsiyon 48 mg g’ olarak



bulundu. 2.0 M NaCl insan serumundan saflastirma calismalarinda partikiile
adsorplanan IgG’nin desorplanmasinda desorplayici ajan olarak kullanildi. Saflastirilan
IgG’nin saflik kontrolii ise SDS-PAGE yontemi ile yapildi. Kan caligmalart ve
desorpsiyon c¢aligmalari sonucunda Olgiimlerin hepsi ELISA yontemi kullanilarak
yapildi. Adsorpsiyon ve desorpsiyon calismalari siiresince IgG molekiiliiniin yapisinda
degisme olup olmadig1 spektroflorimetrik ¢aligmalar ile aragtirildi.

Caligmalarin son kismini olusturan SPR (Yiizey Plazmon Rezonans) c¢aligmalar
ise Con A ve IgG arasindaki etkilesimin kinetik agidan incelendigi asamadir. Bu amag
dogrultusunda SPR ¢ipe immobilize edilen Con A ile dnce plazmon agisi saptandiktan
sonra kinetik caligmalar yapildi. Kinetik ve baglanma sabitlerinin bulunabilmesi i¢in
kinetik veriye ii¢ farkli izoterm (Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich)

uygulandi. Sonuglardan en uygun grafigin Langmuir oldugu anlasildi.

Anahtar  Kelimeler:  m-poli(GMA), ConA immobilizasyon, dispersiyon

polimerizasyon, lektin afinite kromatografisi, IgG saflastirma.
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SUMMARY

LECTIN AFFINITY CHROMATOGRAPHY FOR ANTIBODY PURIFICATION

Birnur AKKAYA
Ph. Dr. Thesis, Biochemistry Division
Supervisors: Prof. Dr. Ferda CANDAN- Prof. Dr. Adil DENIZLI
2009, 109 pages

In this study, purification of human immunoglobulin-G (IgG) from aqueous
solutions and human serum were studied by using Con A immobilized m-poly-glycidyl
methacrylate (GMA) monosize microbeads. M-poly(GMA) monosizes microbeads were
prepared by dispersion polymerization in the presence of Fe;O4 nanopowder. FT-IR, 'H
NMR, SEM, ESR, VSM were used for characterization of the m-poly(GMA)
microbeads.

The epoxy ring of m-poly(GMA) microbeads were opened in alkali conditions.
Con A was immobilized by covalent binding onto epoxy ring opened m-poly(GMA)
beads via hidroxyl groups. Maximum Con A immobilization value was 12.5 mg g at
pH 7.4 (0,1 M phosphate buffer), at 4 °C. The maximum IgG adsorption capacity on m-
poly(GMA)-Con A beads in batch system and MSFB system were 35.5 and 37.7 mg g,
respectively. Maximum adsorption of IgG was observed at pH 6.0 (0.1 M phosphate
buffer). In MSFB system, flow rate and magnetic field effect was also studied. The
adsorption capacity decreased drastically from 37.7 to 10.9 mg g with the increase of
the flow rate from 1.0 to 4.0 mL min™'. When magnetic field was increased, adsorbed
IgG was decreased from 37.7 to 18.0 mg g”'. In both system, desorption of adsorbed
IgG on polymeric microbeads and reusability of microbeads were investigated by using
ethylene glycole + glucose as desorption agent.

The maximum IgG adsorption capacity on m-poly(GMA)-Con A beads from

human serum was found 48 mg g”'. 2.0 M NaCl was used for desorption of adsorbed
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IgG on m-poly(GMA)-Con A microbeads from human serum. The purity of 1gG was
investigated by SDS-PAGE. All the measurements were performed by using ELISA
techniques. Spectroflourimetric studies were done for investigating structural change of
IgG at the course of adsorption and desorption studies.

Last part of this study include of SPR (Surface Plasmon Resonance) kinetic
studies between Con A and IgG molecules. For this aim, Con A was immobilized on
SPR chip followed by detecting of plasmone angle and finally kinetic studies were
done. In order to determine the kinetic and binding constant three different isotherms,
Langmuir, Freundlich and Langmuir-Freundlich, were applied to kinetic data. As seen

from the results Langmuir isotherm has high correlation constant.

Key Words: m-poly(GMA), Con A immobilization, dispersion polymerization, lectin

affinity chromatography, 1gG purification.

viii



TESEKKUR

Oncelikle bu tezin her asamasinda biiyiik ilgi ve anlayis gostererek beni
destekleyen ve yol gosterici niteligi ile her zaman bana 151k tutan degerli hocam Sayin

Prof. Dr. Ferda CANDAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica tez c¢aligmalarim siiresince madden ve manen c¢ok degerleri katkilarini,
destegini benden esirgemeyen, laboratuvar imkanlarmi1 bana sunan, Hacettepe
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi ayni zamanda tez

danismanim Saygideger Hocam Prof. Dr. Adil DENIZLIye tesekkiirii bir borg bilirim.

Biitiin deneysel c¢alismalarim boyunca yardimlarini eksik etmeyen Hacettepe
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boéliimii Biyokimya laboratuvarindaki tiim
arkadaslarima ve ELISA 6lciimlerinde bana yardimci olan Cumhuriyet Universitesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Omer Poyraz’a ve yine
bana laboratuvarmi agan Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya

Béliimii Biyokimya Ogretim Uyesi Dog. Dr. Yusuf TUTAR’a ¢ok tesekkiir ederim.
Madden ve manen beni destekleyip, her an yanimda bulunan sevgideger esim

Recep AKKAYA’ya ve canim oglum Ali Efe AKKAYA’ya sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

X



ICINDEKILER
OZET
ABSTRACT
TESEKKUR
SEKILLER DiZiNi
CIZELGELER DIZIiNi
KISALTMALAR DIZiNi

1 GIRIS

2 GENEL BILGILER
2.1 Biyoafinite Kromatografisi
2.2 Lektin Afinite Kromatografisi
2.2.1 Lektinler
2.2.2 Lektin Se¢imi
2.2.3 Matrikse Baglanma

2.2.4 Glikoproteinlerin Saflastirilmasinda Kullanilan Lektin

Afinite Kromatografisindeki Kisitlamalar
2.3 Immiinoglobulinler
2.3.1 immiinoglobulinlerin Ozellikleri
2.3.1.1 immiinoglobulin G
2.3.1.2 immiinoglobulin M
2.3.1.3 immiinoglobulin A
2.3.1.4 Immiinoglobulin D
2.3.1.4 Immiinoglobulin E
2.4 Polimerizasyon Y ontemleri
2.4.1 Y1gin Polimerizasyonu
2.4.2 Cozelti Polimerizasyonu
2.4.3 Emiilsiyon Polimerizasyonu
2.4.4 Stispansiyon Polimerizasyonu
2.4.5 Coktlirme Polimerizasyonu
2.4.6 Disperisyon Polimerizasyonu
2.5 Manyetik Partikdiller
2.5.1 Manyetik Ayirma Teknikleri
2.6 Protein Nicel Analizi
2.6.1 Immiinolojik Y®éntemler
2.6.2 ELISA
2.7 Yiizey Plazmon Rezonans Immiinanalizi
2.7.1 Immiinanaliz
2.7.2 Yiizey Plazmon Rezonans
2.7.3 Yiizey Plazmon Rezonans Biyosensorleri
2.7.4 Yiizey Plazmon Rezonans Teorisi

3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.2 Kullanilan Cihazlar
3.3 Manyetik poli(GMA) Mikropartikiillerin Sentezlenmesi
3.4 Manyetik poli(GMA) Mikropartikiillerin Karakterizasyonu
3.4.1 Yiizey Alami Olgiimii
3.4.2 Sisme Testi

vii
X
xiii
XV
XVl



3.4.3 Yiizey Morfolojisi
3.4.4 Epoksi Grup Analizi
3.4.5 "H NMR Analizi
3.4.6 FTIR Analizi
3.4.7 Manyetik Ozellikler
3.5 Konkanavalin A ile ilgili Calismalar
3.5.1 Konkanavalin A Optimizasyonu
3.5.2 Konkanavalin A Immobilizasyonu
3.5.3 Konkanavalin A immobilizasyonu igin Adsorpsiyon izotermleri
3.6 Kesikli Sistemde Insan IgG Adsorpsiyon-Desorpsiyon Caligmalar
3.6.1 pH Taramasi
3.6.2 Baslangi¢ Derisim Taramasi
3.6.3 Zaman Etkisi
3.6.4 Iyonik Siddet Etkisi
3.6.5 Sicaklik Taramas1
3.6.6 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik
3.7 Siirekli Sistemde Insan IgG Adsorpsiyon-Desorpsiyon Caligmalar
3.7.2 Akis Hiz1 Etkisi
3.7.2 pH Taramasi
3.7.3 Basglangi¢ Derisim Taramasi
3.7.4 Zaman Etkisi
3.7.5 Iyonik Siddet Etkisi.
3.7.6 Manyetik Alan Etkisi
3.7.7 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik
3.8 Insan Serumundan IgG Adsorpsiyonu
3.9 Insan Serumundan IgG Desorpsiyon ve Partikiiliin Tekrar Kullamlabilirligi
3.10 Saklama Kararlilig
3.11 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS/PAGE)
3.11.1 Elektroforezin Hazirlanmasi
3.12 Yiizey Plazmon Rezonans CiplerininYiizey Modifikasyonu
3.12.1 Altin Yiizeyin Aktivasyonu
3.12.2 Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Olgiimleri
3.12.3 SPR Ciplerle Kinetik Analizler
3.12.3. Denge izoterm Modelleri
3.13 Spektroflorimetrik Olgiim

4 BULGULAR

4.1 M-poli (GMA) esboyutlu mikrokiirelerin Karakterizasyonu
4.1.1 Yiizey Alant
4.1.2 Sigme Testi
4.1.3 Yiizey Morfolojisi
4.1.4 Epoksi Grup Analizi
4.1.5 "H NMR Analizi
4.1.6 FTIR Analizi.
4.1.7 Manyetik Ozellikler

4.2 Konkanavalin A Optimizasyonu
4.2.1 Ligand Derisiminin Etkisi
4.2.2 pH Etkisi
4.2.3 Sicaklik Etkisi
4.2 .4 Iyonik Siddet Etkisi

X1

32
32
32
33
33
33
33
34
35
37
37
37
37
38
38
38
38
38
39
39
40
40
40
40
40
41
42
42
42
43
43
44
44
47
47

48
48
48
48
48
49
49
49
50
52
52
52
53
53



4.2.5 Adsorpsiyon Izotermleri.

4.3 Kesikli Sistemde Adsorpsiyon/Desorpsiyon Caligmalari

4.3.1 pH Etkisi

4.3.2 1gG Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi

4.3.3 Adsorpsiyon Kapasitesine Zamanin Etkisi
4.3.4 Iyonik Siddet Etkisi

4.3.5 Sicaklik Etksi

4.3.6 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

4.4 MSFB Sisteminde Adsorpsiyon/Desorpsiyon Calismalari

4.4.1 Akis Hiz

4.4.2 pH Etkisi

4.4.3 1gG Baslangi¢ Derigsiminin Etkisi

4.4.4 Zamanin Etkisi

4.4.5 Iyonik Siddet Etkisi

4.4.6 Manyetik Alan Etkisi

4.1.7 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

4.5 Kesikli ve MSFB Sistemlerinde Izoterm Modelleri
4.6 Insan Kan Serumundan IgG Adsorpsiyon/Desorpsiyon Caligmalar1

4.6.1 Adsorpsiyon Caligsmalari
4.6.2 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik
4.6.3 Saklama Kararlilig1

4.7 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel (SDS-PAGE)
4.8 Spektroflorimetre

5 SPR KINETIK CALISMALAR

6
7
8

5.1 SPR Cip Yiizey Karakterizasyonu

5.2 SPR Cip Plazmon Olgiimleri

5.3 SPR Kinetik Calismalar

SONUCLARIN LITERATURLE KARSILASTIRILMASI
TARTISMA VE SONUCLAR

KAYNAKLAR

OZGECMIS

EKLER

EK-1 Standart Egriler

EK-2 ELISA 4LP Standart Egri

Xii

54
56
56
57
58
58
59
60
60
60
61
62
62
63
64
64
65
66
66
67
68
68
69

70
70
71
72
84
85
94
107

108
109



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Biyoafinite kromatografisinin alt bagliklar

Sekil 2.2 Kan Proteinleri

Sekil 2.3 iImmiinoglobulinin A) {i¢ boyutlu B) sematik yapisi

Sekil 2.4 ELISA Calisma Prensibi

Sekil 3.1 M-poli(GMA) mikropartikiillerin sentezlenmesinde kullanilan
polimerizasyon sistemi

Sekil 3.2 Konkanavalin A immobilizasyonu kimyasal tepkimesi
m-poli(GMA)’ya Con A’nin baglanmast

Sekil 3.3 Siirekli Sistem (MSFB)

Sekil 4.1 Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiiliin SEM analizi

Sekil 4.2 Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin '"H-NMR analizi
Sekil 4.3 Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin FTIR analizi

Sekil 4.4 Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin ESRspektrumu
Sekil 4.5 Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin manyetik davranisi
Sekil 4.6 Con A’nin m-poli(GMA) es boyutlu mikropartikiillere
adsorpsiyon Izotermi

Sekil 4.7 Con A adsopsiyonuna pH etkisi

Sekil 4.8 Con A adsorpsiyonuna sicakligin etkisi

Sekil 4.9 Con A adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi

Sekil 4.10 Manyetik poli(GMA) ve epoksi halkas1 agilmis manyetik
poli(GMA) mikrokiirelerin a) Langmuir ve b) Freudlich adsorpsiyon izotermi
Sekil 4.11 Dubinin-Radushkevich adsorbsiyon izotermi

Sekil 4.12 IgG adsorpsiyonuna pH etkisi

Sekil 4.13 IgG adsorpsiyonuna baslangic derisim etkisi

Sekil 4.14 IgG adsorpsiyonuna zaman etkisi

Sekil 4.15 M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin IgG
adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi

Sekil 4.16 M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin adsorpsiyonuna
sicaklik etkisi

Sekil 4.17 M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin tekrar
kullanilabilirligi

Sekil 4.18 MSFB sisteminde IgG adsorpsiyonuna akis hiz1 etkisi

Sekil 4.19 Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere IgG
adsorpsiyonuna pH etkisi

Sekil 4.20 Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere IgG
adsorpsiyonuna baslangi¢ derisim etkisi

Sekil 4.21 Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere zaman etkisi
Sekil 4.22 Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere Iyonik siddet
etkisi

Sekil 4.23 Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere manyetik
alan etkisi

Sekil 4.24 MSFB sisteminde m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerinin
tekrar kullanim sayis1

Sekil 4.25 Langmuir Izotermi

Sekil4.26 Freundlich izotermi

Sekil 4.27 m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin kanda tekrar
kullanilabilirligi

xiii

13
14
25

31

34
39
48
49
50
51
51

52
52
53
53
54
55
57
57
58
59
59

60
61

61

62
63

63
64
65
65
66

67



Sekil 4.28 Saklama kararlilig1

Sekil 4.29 SDS-PAGE

Sekil 4.30 Floresans emisyon spektrumu
Sekil 5.1 Elipsometri Grafikleri

Sekil 5.2 Plazmon Olgiimleri

Sekil 5.3 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri.

Derisim 0.1 mg mL™!

Sekil 5.4 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri.

Derisim 0.2 mg mL™.
Sekil 5.5 Kinetik Analizler. A) Reflektivite B) Delta Reflektivite Grafikleri.
Derisim 0.4 mg mL"'

Sekil 5.6 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri.

Derisim 0.8 mg mL™!

Sekil 5.7 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri.

Derisim 1.0 mg mL™!

Sekil 5.8 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri.

Derisim 1.5 mg mL™

Sekil 5.9 Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri
(Hepsi Birlikte)

Sekil 5.10 Derisim-Reflektivite kaymas1 arasindaki iliski

Sekil 5.11 Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi

Sekil 5.12 Adsorpsiyon modelleri

X1iv

68
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80
82



CIZELGELER DIZIiNi

Cizelge 2.1 Biyoafinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler 4
Cizelge 2.2 Glikan spesifik afinite kromatografi tekniklerinin kiyaslanmasi 8
Cizelge 2.3 Baz ticari lektinlerin biyokimyasal karakteristikleri ve Ozgiilliikleri 9
Cizelge 4.1 Konkanavalin A i¢in Langmuir, Freundlich ve

Dubinin- Radushkevich Sabitleri 56
Cizelge 4.2 Langmuir ve Freundlich sabitleri 66
Cizelge 4.3 Insan Kan Serumundan IgG Adsorpsiyonu 67
Cizelge 5.1 Kinetik hiz sabitleri 81
Cizelge 5.2 Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri 83
Cizelge 6.1 Sonuglarin Literatiirle Karsilastirilmast 84

XV



Con A
ELISA
IgG

Ig

GMA
SPR

1H NMR
FT-IR
ESR
VSM
AAS
SDS-PAGE
SEM
MSFB
UV-VIS
AK

IgA

IgDh

IgE

IgM
BSA
T™MB
TEMED
BME
BFB
CBB
PBS
EMU
PDI
HPLC

KISALTMALAR DIZINi

Concanavalin A

Enzim Bagli Immiinanaliz
Immiinoglobulin G

Immiinoglobulin

Glisidil Metakrilat

Yiizey Plazmon Rezonans

Proton Nukleer Manyetik Rezonans
Forier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi
Elektron Spin Rezonans

Titresimli Ornek Magnetometresi

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Taramali Elektron Mikroskopu

Manyetik olarak kararlastirilmis akigkan yatakli sistem
Ultraviyole-Goriiniir Bolge

Afinite Kromatografisi

Immiinoglobulin A

Immiinoglobulin D

Immiinoglobulin E

Immiinoglobulin M

Bovin Serum Albiimin

Tetrametil Benzidin
N,N,N,N'-Tetrametilendiamin
Betamerkaptoetanol

Bromofenol Mavisi

Commassi Brillant Mavisi

Fosfat Buffer Salin

Elektromanyetik unite

Heterojenlik indisi

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

Xvi



1. GIRIS

Adsorpsiyon ve kromatografik ayirma islemleri biyolojik, analitik ve c¢evresel
uygulamalarda &nemli rol oynamaktadir. Ozellikle biyomolekiillerin ayrilmasi igin
adsorpsiyon tekniklerinin gelistirilmesinin, son otuz yilda biyoteknoloji endiistrisinin
gelisiminde 6nemli bir yeri vardir (Liapis,1989; Narayanan, 1994; Hirabayashi ve
Kasai, 2006). Ancak bu alandaki 6nemli ilerlemelere ragmen, 6zellikle niikleik asit ve
virlis gibi biiyiik mol kiitleli biyomolekiillerin tiretildikleri ortamdan ayrilmalar1 halen
onemli bir aragtirma konusudur.

Protein saflastirmada kullanilan yiiksek ylizey alanli biyoafinite adsorbentlerin,
hizli baglanma kinetigiyle yiliksek baglanma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (
Ma ve ark., 2005 (a, b); Ma ve Ark., 2006; Tuncel ve ark., 1993). Dolayisiyla, yiizey
alanin1 artirmak ic¢in ya oldukc¢a goézenekli partikiiller ya da gdzeneksiz es boyutlu
partikiiller kullanilmaktadir. Bundan dolay1 biyomolekiillerin ayrilmasinda es boyutlu
mikropartikiiller tercih edilir ve bu partikiillerin 6nemli bir avantaji olan partikiil i¢i
diflizyon direncinin olmamast proteinlerin analizlerini hizli yapmaktadir (Takafuji ve
ark., 2004). Es boyutlu mikropartikiiller biyoteknoloji, kolloid bilimi ve tipta siklikla
kullanilir (Kouassi ve ark., 2005; Safarik ve Safarikova, 1999; Safarik ve Safarikova,
2004; Saiyed ve ark., 2003; Yavuz ve ark., 2004). Gozenekli adsorbentlere dayanan
geleneksel uygun polimerlerin yiizey alan1 200-500 m* g veya daha biiyiiktiir. Bununla
birlikte bu tip adsorbentlerin Onemli dezavantajlar1 da vardir. Bunlardan birisi
adsorbsiyon hizinin, goézenek direncinden dolay1 c¢ok diisiik olmasidir. Diger bir
dezavantaj1 ise gozeneklerden dolay1 adsorbentlerin sahip oldugu yiiksek aktif yiizey
alaniin, ¢6ziinen biiyiik molekiillere uygun olmamasidir. Diger bir deyisle, biiyiik
molekiiller bu gozeneklere niifuz edemez ve biiyiik molekiiller i¢in diisiik adsorbsiyon
kapasitesi anlamima gelen yilizey alanini kullanamaz. Protein yiikleme kapasitesini
artirmak i¢in, partikiil boyutu 0.1-1.0 um’ye diisiiriiliir, fakat bu tiir partikiiller ytliksek
basingli ekipmanlar gerektirir. Bu sebepten dolayi, mikron boyutlu gézeneksiz afinite
sorbentler 1980’lerin ortasindan beri HPLC (yiiksek basingli sivi kromatografisi) i¢in
oldukca dikkat c¢ekmistir. Sonu¢ olarak es boyutlu manyetik poli(GMA)
mikropartikiiller proteinlerin saflagtiritlmasinda kullanilabilir.

Manyetik ayirma, biyoayirma alaninda kullanilmak tizere gelistirilmis oldukca
yeni bir tekniktir. Bu teknigin prensibi bir ligand yardimiyla hedef molekiile baglanan
manyetik partikiiliin y18in ¢ozeltiden manyetik alan gradyenti uygulanarak ayrilmasidir.

Manyetik karakter bir manyete cevap vermesini saglar ve Ornekle etkilesimini



kolaylastirir fakat manyetik alan uzaklastirildiginda manyetizasyon kaybolur. Manyetik
tastyicilar akiskan yatak ve sabit yatagin en iyi Ozelliklerini birlestirir (Bohm ve
Pitterman, 2000). Yontem, enzim immobilizasyonu, hiicre ayrilmasi, protein
adsorpsiyonu ve saflastirilmasi, niikleik asit ayrilmasi ve ilag salimi gibi alanlarda
uygulamalara sahiptir. Geleneksel ayirma ile karsilastirildiginda, hiz, kesinlik ve
basitlik 6nemli avantajlarindandir (Odabas1 ve ark., 2004).

Monoklonal antikorlar (immiinoglobulinler), biyoteknolojide olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadirlar (Duffy ve ark., 1989). Cesitli hastaliklarin tedavisinde ila¢ ve tani ajani
olarak kullanilmalarinin yani sira diger bircok farmasotik 6neme sahip proteinlerin
saflagtirilmasi i¢in afinite ligand1 olarak da kullanilmaktadirlar. Cok sayida farkli antijen
baglama ozgiilliigline sahip potansiyel permutasyonlar arasindan belirli antikorlarin
secilmesi ve lretilmesi i¢in son zamanlarda gelistirilen in-vitro yontemlerin de pratik
uygulamalarin artiginda 6nemli pay1 vardir (Mislovicova ve ark., 1995; Saleemuddin ve
Husain, 1991; Turkova, 1999).

Lektin biyoafinite kromatografisi glikoprotein saflastirilmasinda oldukga ¢ok
kullanilmaktadir. Etkilesim bir glikoprotein olan Immiinoglobulin G’deki (IgG)
karbohidrat uzantilar1 ile Konkanavalin A (Con A) molekiiliindeki seker baglayan
gruplar arasinda gerceklesir (Mislovicova ve ark., 1995). Karbohidratlarla lektinler
arasinda olusan baglar kovalent Ozellikte olmayip, zayif nitelikli hidrojen kopriisii
baglaridir (Lis, H., Sharon, N., 1977 ; Rini, J.M., 1995; Riidiger, H. 1997 ).

Lektin afinite kromatografisinin en 6nemli avantaji iliml (pH: 7.0) kosullarda
protein  saflastirmasina izin  vermesidir. Dolayisiyla  glikoproteinlerin =~ ve
glikokonjugatlarin  fraksiyonlanmasinda, immobilizasyonunda veya izolasyonunda
kullanilmaktadir (Roque ve ark., 2007).

Bu ¢aligmanin amaci, poli-glisidil metakrilat (GMA) bazli es boyutlu (1 pum)
manyetik partikiillerin dispersiyon polimerizasyonu ile hazirlanmas1 ve hazirlanan bu
partikiillerin Konkanavalin A takilarak insan kanindan IgG saflastirilmasinda
kullanilmasidir.

Elde edilen es boyutlu mikropartikiillerin karakterizasyonu ic¢in Fourier
Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR),
Taramali Elektron Mikroskopu (SEM), yiizey alani 6l¢limleri, Elektron Spin Rezonans
(ESR) ve Titresimli Ornek Magnetometresi (VSM) kullanilmustir.

Elde edilen bu es boyutlu mikropartikiiller gerek Konkanavalin A baglanmasinda
gerekse 1gG adsorpsiyonunda UV-VIS spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Insan



serumundan saflastirilan IgG miktar1 ise Enzim Bagli Immiinosorbent Analizi (ELISA)
yontemiyle saptanmistir. Insan kam1 Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinden saglanmis olup, ELISA deneyleri Cumhuriyet Universitesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarinda ELISA kiti kullanilarak yapilmistir. Adsorbentin IgG’ye
olan ilgisi pH, baslangi¢c derisimi, sicaklik, akis hizi, manyetik alan ve zamana bagh
degisimler ile incelenmis, adsorbent Gzelliginin tekrarlanabilirligi ise ayni partikiil
desorplanip tekrar adsorpsiyonda kullanilarak denetlenmistir. Ayrica desorpsiyon
yiizdesine de bakilmis olup, Konkanavalin A ile IgG arasindaki etkilesim daha ayrintili
incelemek icin Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) deneyleri de yapilmistir. SPR
deneylerinin tiim asamalar1 Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Prof.

Dr. Adil DENIZLi’nin arastirma laboratuvarinda yapilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Biyoafinite Kromatografisi
Biyoafinite kromatografisi, biyolojik olarak aktif maddelerin tamamlayici bilesenlerini ¢ok
segici ve tersinir olarak baglama yeteneklerine dayal1 bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisidir.
Proteinler biiytikliik ve sekil, toplam yiik, yiizeyde bulunan hidrofobik gruplar,
kullanilan duragan faz ile baglanma kapasitesi gibi farkli Ozelliklere sahip
olduklarindan, bu karakteristik 06zelliklerden biri temel alinarak gergeklestirilen
kromatografik yontemlerle saflastirilabilirler. Iyon degisim kromatografisi protein
yiikiine dayanir. Jel gecirgenlik kromatografisi veya molekiiler elek kromatografisi adi
ile de bilinen ancak genelde jel filtrasyonu terimi kullanilan kromatografi tekniginde ise
proteinleri ayirmak i¢in proteinlerin sekil ve boyutlari 6nemlidir. Hidrofobik uzantilar
gibi protein ylizey 6zellikleri, hidrofobik etkilesim kromatografisinin temelini olusturur.
Afinite kromatografik aymrma da proteinlerin ylizey oOzelliklerine baghdir. Afinite
kromatografi bir biyolojik ligand ya da onun sentetik bir analogu ile protein molekiilii
iizerindeki komplementer baglanma bolgesi arasinda olan 6zgiin etkilesimi esas alan
giiclii bir protein saflagtirma yontemidir. Afinite kromatografinde kullanilan biyolojik

etkilesimler Cizelge 2.1’ de verilmistir (Janson ve Ryden, 1997).

Cizelge 2.1. Biyoafinite kromatografisinde kullanilan biyolojik etkilesimler (Janson ve
Ryden, 1997).

Ligand Ligandla Etkilesen Protein

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya kofaktor cesitleridir)

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre yiizey reseptorleri, zar proteini,
hiicre

Niikleik asit Niikleik aside bagli protein (enzim veya histon)

Hormon, Reseptor, Tastyici protein

Vitamin

Seker Lektin, enzim veya diger seker bagli proteinler




Afinitenin genis alanda degisik uygulamalar1 nedeniyle alt afinite teknikleri ortaya

cikmis ve bazilari kendilerine 6zel isimler almislardir. Sekil 2.1’de bu tekniklerden

bazilar1 verilmistir.
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Sekil 2.1. Biyoafinite Kromatografisinin alt bagliklar1 (Janson ve Ryden, 1997).

Biyoafinite kromatografisinde ligandin kovalent olarak baglandigi kat1 destek,

kromatografik kolonda sabit faz olarak kullanilir. Ayrilacak olan biyomolekiilii iceren ham

karigim kolondan gegirilir, belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan afinite ligand: ile

etkilesime girecek uygun gruplart bulunmayan molekiiller kolondan alikonmadan ¢ikarlar,

afinitesi olanlar ise kolonda adsorplanirlar. Daha sonra adsorplanan biyomolekiil ortam

kosullar degistirilerek (pH, iyonik siddet, sicaklik degisimi veya iire, guanidin gibi ayristirict

ajanlar ile) veya ligandin ¢ozeltisi kullanmilarak kolondan ayrilirlar. Ligand ile saflagtirilan

biyomolekiil arasinda kompleks olusumu iyonik etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London

dispersiyon kuvveti, dipol dipol etkilesimi veya yiik-transfer etkilesimleri gibi genel



molekiiler kuvvetler ile gergeklesir. Bu kuvvetlerden birkaginin ayn1 zamanda gerceklesmesi

biyospesifik bagin segiciligi ve etkinligini olusturan en temel etmendir.

Saf glikoproteinlere yapisal ve fonksiyonel c¢aligmalarda ihtiyag vardir.
Glikoproteinlerin yapisal heterojenligi, ¢aligmalarda gerekli olan kisimdir. Heterojen
karisimlarda her bilesenin farkli 6zellik gostermesi, yapr aktivite iliskisi fonksiyonunun
dogru hesaplanmasini zorlastirir  (Farach-Carson and Carson, 1989). Sonucta,

glikoproteinlerin homojen sekilde saflastirilmasi ¢alismalarda ¢ok 6nem tagimaktadir.

Biyoafinite Kromatografisi tekniklerinden olan ve ayni zamanda glikoproteinlerin
saflagtirilmasinda kullanilan bir ¢ok teknik vardir. Glikoprotein saflastirilmasinda
kullanilan yontemler iki ana baglikta toplanabilir: ¢oktiirme ve kromatografik
yontemler. Antikorlarin etanol c¢oktiirmesi ile fraksiyonlanmasi yillardan beri
yapilmaktadir. Plazma fraksiyonlanmasinda ¢oktiirme hala secilen bir yontemdir. Cohn
fraksiyonlanmasinda, immiinoglobulinler II + III fraksiyonunda (%25 etanol, pH: 6.8,
T: -5 °C) c¢oktirtlirler (Curling, 1980). Cohn tarafindan gelistirilen soguk etanol
fraksiyonlanmasi yontemi {i¢ protein fraksiyonu elde etmede kullanilir (Josi¢ ve Lim,
2001). Alblimin ek saflagtirma basamagma gerek olmayan fraksiyona sahiptir. Fakat

diger fraksiyonlardaki proteinler ek saflastirma prosediirleriyle izole edilmelidir.

Amonyum siilfat gibi tuz ile veya polietilen glikol gibi organik c¢oziicii ile
coktiirme de coktiirme metodlar1 arasinda yer aliyor. Kromatografik yontemler ise
afinite ve afinite olmayan olmak iizere ikiye ayrilir. Antikor uygulamasina bagl olarak
saflik ve tekrar kazanim saflastirmanin stratejisini belirler (Josi¢ ve Lim, 2001).

Afinite olmayan kromatografik yontemler: biiytikliik, yiik, hidrofobiklik farkina ve
hidroksiapatit gibi 6zgiil ortamla etkilesime dayanir.

Immiinoglobulinlerin afinite teknikleriyle saflastirilmasi yapilarindan dolay1 iki
avantaja sahiptir. Bunlardan birisi antijen baglayan 6zgiil bolgeye sahip olmasi digeri
ise yapisindaki Fc sabit bolgeye sahip olmasidir. Bu sabit bolgeyle etkilesen bir ¢ok
ligand vardir. Afinite kromatografisi ile saflagtirma yontemleri: Antijen kullanilarak
antikor saflastirilmasi, anti-antikor kullanilarak antikor saflastirilmasi, bakteriyel Fc
reseptorleri, protein A mimetik ligand, histidin ligand afinite kromatografisi, metal
afinite kromatografisi, tiyofilik etkilesim, sentetik ligandlarla afinite kromatografisi,
boronat afinite kromatografisi, korumali boronat afinite kromatografisi, lektin afinite
kromatografisi olarak siralanabilir. Bu c¢alismada bu tekniklerden birisi olan lektin

afinite kromatografisi kullanilmistir.



2.2. Lektin Afinite Kromatografisi

Geleneksel saflagtirma yontemleri kullanilarak tam olarak ¢oziimlenemeyen
problemlerden birisi, normal gelisim siirecinde veya patolojik durumlarda hiicresel
adaptasyon ve sinyal iletiminde ¢ok dnemli rolleri olan hiicre yiizey glikokonjugatlarin
yeterli miktarlarda elde edilememesidir. Lektin afinite kromatografisinin gelistirilmesi
sadece yeterli miktarda hiicre yiizey glikokonjugatin saflagtirilmasina olanak
saglamakla kalmamis, ayn1 zamanda geleneksel yontemlerin ¢cok &tesinde glikoprotein
karisgimlariin (sekerlerinde mikroheterojenlik gosteren) tek bir bilesen seviyesine kadar
fraksiyonlanip ¢oziimlenmesine olanak saglamistir.

Immiinoglobulinler glikoprotein smifindandir ve immobilize lektin afinitesine
dayanan afinite kromatografisi ile saflastirilabilirler (Robertson ve Kennedy, 1996).
Kopek serumundaki immiinoglobulin G, A, M, ve E’nin Konkanavalin A’ya baglanmasi
ornek olarak verilebilir (Peng ve ark, 1993). IgE ve IgM’in hepsi IgG’nin 60%’1 ve
IgA’nin 58%’1 Konkanavalin A-sefaroza baglanir. Farkli tamponlarla bir dizi siiziintii
ile antikor saflagtirilmasi gergeklestirilmis olur. IgE mannoz, metilglukoz ve
metilmannozid ile siiziilebilir. IgG glukoz, mannoz, metilglukoz ve metilmannozid ile
elue edilir. IgA ve IgM sadece metilmannozid ile siiziiliir.

Prensip olarak lektin afinite kromatografisi diger afinite kromatografisi tiirlerine
benzemektedir. Heterojen glikoprotein karigimi belirli bir lektinin immobilize oldugu
matriks iizerinden gegirilir. Spesifik seker dizisine sahip olan glikoprotein matrikse
adsorplanirken diger glikoproteinler tamponla yikanarak uzaklastirilir ve ¢ikis akimi
olarak toplanir. Yikama islemine, kolonda protein kalmayana kadar ilgili dalgaboyunda
spektroskopik olarak izlenerek devam edilir. Adsorbe olan glikoprotein komplementer
yapida bir seker kullanilarak kolonda siiziiliir. Elde edilen proteinin safligi jel
elektroforezi gibi yontemlerle kontrol edilir (Satish ve Surolia, 2001).

Konkanavalin A, mercimek lektin, bugday lektini ve hint bezelye lektin
kromatografik destege immobilize edilebilirler, bdylece lektin afinite kromatografisi
olusur. Lektin Afinite Kromatografisi (LAC), glikoprotein, glikolipid ve
polisakkaritlerin saflastirilmasinda ve karakterizasyonunda kullanilan bir tekniktir (Lis
ve Sharon, 1986). LAC ile basarili ayirma saglanmasi su sartlara baghdir: oncelikle
ilgili glikoprotein icin ligand olarak segcilen lektinin 6zgiilliigli yiiksek olmalidir. Ayrica

immobilize glikoproteinin miktar1 ve c¢alisgma kosullar1 (pH ve iyonik siddet gibi)



onemlidir ( Farach-Carson ve Carson 1989; Robertson ve Kenedy, 1996; Cummings,
1997).

Glikoproteinlerin saflagtirllmasinda seri halde birka¢ lektinin kullanilmasi
durumunda teknik seri lektin afinite kromatografisi olarak adlandirilir (Cumming ve
Kornfeld, 1982b). Bu yaklasim daha yiiksek etkinlikle ayirma saglar ve N- ve O-
glikanlarin her ikisi i¢in de kullanilir (Cummings, 1997). Cizelge 2.2°de glikan 6zgiil

afinite kromatografisi tekniklerinin kiyaslanmasi verilmistir.

Cizelge 2.2. Glikan 6zgiil afinite kromatografi tekniklerinin kiyaslanmasi1 (West ve
Goldring,1994).

Immiinoafinite ~ Lektin Afinite Sentetik Ligand  Ortiilii Afinite
Kromatografisi Kromatografisi Afinite Kroma. Kroma.
Ozgiilliik Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta
Kapasite Orta Orta Yiiksek Orta
Kararhhk Diisiik Diisiik Yiksek Yiiksek/orta
Maliyet Yiiksek Orta Diisiik Diisiik
Teknik Zorluklar Yiiksek/orta Orta Yiiksek Diisiik/orta

2.2.1. Lektinler

Lektinler, karbohidrat ya da karbohidrat grubuna kars1 secici afinitesi olan proteinlerdir
(West ve Goldring, 1994). Lektin kelimesi Latinceden alinmis olup “se¢mek” anlamina
gelmektedir. Lektinler bitki ve hayvanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir (Cumming,
1997). Farkl1 karbohidratlara 6zgiilliigii olan, ¢ok sayida elde edilebilir lektin olmasi, bu
proteinlerin medikal ve biyolojik alanda kullanimini artirir.

Konkanavalin A , a-D-glukopiranosil veya a-D-mannopiranosil i¢eren bilesenlere
kars1 spesifiktir (Becker ve ark., 1976). Baz1 durumlarda lektinler tek karbohidrata karsi
ozgiillik gostermezler ve farkli glikoproteinle etkilesebilirler. Konkanavalin A’nin
Ozgilliigii onun serum glikoproteinleri, lizozomal hidrolazlar ve polisakkaritlerle
etkilesimini saglar (Becker ve ark., 1976; West ve Goldring, 1994). immobilize lektinin
miktar1 ve kalitesi arasindaki fark glikoproteinlerin baglanmasin1 etkileyebilir

(Robertson ve Kennedy, 1996).



Lektinler ¢ogunlukla tetramer olan bir veya daha fazla alt birimden olusmustur.
Eger alt birimler esdegerse, lektin tek bir spesifik sakkariti taniyan ¢oklu baglanma
bolgesine sahiptir. Ancak fonksiyonel olarak farkli iki alt birim varsa lektin iki farkl
sakkarit icin mono veya multivalent olarak baglanma yetenegine sahip olabilir.
Multimerik lektinlerde, bu alt birimlerin farkli oranlarda yer almasi, lektinin farkli
fonksiyonlar i¢in 6zellesmesinde etkili ve onemlidir. En genel birkag¢ lektin i¢in bazi
yapisal krakteristikler Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Bazi ticari lektinlerin biyokimyasal karakteristikleri ve Ozgiilliikleri
(Montrouil ve ark., 1994).

Lektin Mol Alt Birim  Basit Seker Gerekli Metal
(kisaltma) Kiitlesi Iyonu
Konkanavalin A 55000 2 a -D-Man> a-D-Glc> a-DGlcNac Ca®", Mn*"
(Con A) 4

Mercimek lektin 49 000 2 o -D-Man> a-D-Glc> a-D-GlcNac

(LCA)

Soyafasiilyesi lektin 110-120 000 4 a-D-GalNac>B-D-GalNac>o -D-Gal Ca** Mn*"
(SBA)

Yerfistig1 120 000 4 B-D-Gal-(1-3)-GalNAc> D-GalNH2 = a -D-Gal
agglutinin

(PNA)

Bugday tohumu 36 000 2 (B-D-GlcNac);>(B-D-GleNAc), Ca>* ,Mn*",
Agglutinin Zn*"
(WGA)

Jacalin 40 000 4 a-D-Glc

Diger bir¢cok kullanimin yani sira, lektinler, saldirgan organizmalara karsi
savunmada, azot sabitleyici bakteri ve bitki kokleri arasinda simbiyotik birlesme,
viriislerin konakg1 hiicreyi tanimalarinda (Suguna ve ark., 1999), hiicresel yapigsmada
(Moore ve ark., 1991), hiicresel tanimada (McEver ve ark., 1995) hiicre biiylimesi ve
farklilagmasinda (Vijayan ve Candra, 1999), hiicre yiizeyindeki seker gruplarinin
histokimyasal tayininde, elektroforetik olarak ayrilan zar glikokonjugatlarin
isaretlenmesi ve yapisinin belirlenmesinde, immiinosit alt birimlerinin ve degisik
farklilagma asamalarindaki hiicrenin ayrilmasmnda da kullanilmaktadirlar. Biyolojik
tanimada Onemli bir rol oynayan hiicre yiizey karbohidratlarma 6zgiil olarak
baglanabilme yetenekleri nedeniyle, lektinler son zamanlarda hiicrelerin ayirt edilmesi-

kan gruplarinin belirlenmesi gibi, kanser tanis1 ve gelisiminin izlenmesi, hiicre ylizey



karbohidratlarinin ~ yapisinin  ve  dinamiginin  agiklanmasi,  glikokonjugatlarin
saflagtirillmas1 ve yapisal karakterizasyonu gibi oldukca genis alanlarda uygulama
bulmustur. Lektinlerin bu kadar cok sayida ve genis spektrumda uygulamada yer
almalarinin nedenleri, dogada dagilimmin ve miktarinin ¢ok fazla olmasi ve bunun
yaninda kolaylikla yiiksek homojenlikte saflastirilabilmeleri ve karbohidrat baglama
kapasitelerinin genisligidir. Bu nedenle lektinlerin, biyoloji ve tip alanlarinda ¢ok sayida
uygulamada yer almalar sasirtict degildir (Donaldson ve Shuler, 1999).

Hiicre yiizey glikokonjugatlar: hiicresel iletim ve hiicreler arasi sinyal iletimi gibi
olaylarda hiicre-ligand ve hiicre-hiicre etkilesimlerini belirleyen ve kontrol eden yiizey
isaretleridir. Bu islemlerin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasi yoniinde yapilan
caligmalar i¢in dncelikle membran glikokonjugatlarin yapilar1 belirlenmelidir. Bu amag
icin yeterli miktarda glikokonjugatin saflagtirilmasi gerekmektedir; bunlarin geleneksel
yontemlerle saflastirilmalar1 oldukca zordur ve igerdikleri mikroheterojenlik nedeniyle
oldukca karmasiktir (Osawa ve Tsuji, 1987) .

Sekerlerin lektinlere olan afinitesinin (10 -10® M) karbohidrat spesifik antikorlar
(107-10® M) kadar yiiksek olmamas: saflastirma stratejilerinin gelistirilmesinde pratik
olarak olduk¢a Onemlidir. Afinite ligand olarak karbohidrat 6zgiil antikorlarin
kullanilmast durumunda, son basamakta glikokonjugati adsorbe oldugu matriksten
uzaklagtirmak i¢in fizyolojik olmayan kuvvetli kosullar gerekecektir; bu kosullarda
saflagtirilan proteinin biyolojik aktivitesi ¢cogunlukla korunamamaktadir. Bu durumun
aksine, lektinler, immobilize edilerek afinite ligand olarak kullanildiklarinda ilgilenilen
proteinin desorpsiyonu oldukc¢a 1limli kosullarda gerceklestirilebilmektedir. Ayrica,
dogal bulunabilirlikleri ve bolluklar1 nedeniyle de saflastiriimalar1 karbohidrat 6zgiil
monoklonal antikorlar kadar gii¢c degildir.

Tim bu faktorler g6z Oniline alindiginda lektin afinite kromatografisi
glikokonjugat tiirlerinin yeterli miktarlarda saflastirilabilmeleri i¢in oldukca etkili ve

onemli bir yontemdir.

2.2.2. Lektinin Segimi

Lektinlerin spesifik karbohidrat gruplarma olan afiniteleri onlar1 farkli glikoprotein
gruplarinin saflastirilmas igin énemli yapmaktadir. Ornegin; birgok reseptdr bugday
tohumu agglutinin’e (WGA) baglanirken sitokinler ve diger biiylime faktorleri

konkanavalin A veya mercimek lektin’e tercihli olarak baglanmaktadir. Bir
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glikoproteini saflastirmak iizere gerekli olan lektinin se¢iminde iki faktdér goz oniinde
bulundurulmalidir;
a) Lektinlerin bulunabilirligi: Lektinlerin saflastirma isleminde kullanilabilmeleri i¢in
glikoproteinlerle 6zgiil olarak baglanabilecek sekilde kati bir destege immobilize
edilebilmeleri ve uygun eliisyon sartlarinda bu baglanmanin tersine g¢evrilebilmesi
gereklidir. Saflastirma igleminin Olgegine gore gerekli olan lektin miktar1 miligramdan
gram seviyelerine degisiklik gdsterebilir. Bu durum kullanilacak lektin kaynaginin
secimini O6nemli derecede etkiler; genellikle legume bitkilerinin tohumlari;
bulunabilirliklerinin yiiksek olmasi ve tohumdaki toplam proteinin %3’linii lektinlerin
olusturmas1 nedeniyle ¢ogunlukla tercih edilir. Ticari olarak da ¢ok sayida lektin
mevcuttur (Sigma, BDH, Pharmacia-LKB, Pierce, Biolnvent gibi). Daha genel lektinler
ise dogal kaynaklarindan 6zel afinite yontemleri ile saflastirilabilirler. ilgilenilen lektin
saf olarak elde edildikten sonra aktive edilmis kat1 destege immobilize edilebilir.
b) Lektin kromatografisinde oligosakkarit yapisimin énemi: Glikoproteinler dkaryotik
hiicrelerce ¢ok sayida farkli fonksiyonu yerine getirmek iizere sentezlenirler. Lektin
kromatografisi sadece dogal ortamlarindan degil, rekombinant tekniklerle {iretilen
glikoproteinlerin saflagtirilmasinda da kullanilabilmektedir. Maya veya memeli hiicre
dizilerince salgilanan bazi proteinler dogal formlarinda olmayan oligosakkarit kisimlari
icerebilirler. Protein, gerek dogal gerekse klonlanmig, oldukc¢a karmasik olmakla
birlikte oligosakkarit yapilar1 iki gruba ayrilabilir. Her bir grubun karakteristigi lektinin
baglanmasin1 6nemli derecede etkiler ve kromatografi i¢in lektinin se¢ilmesinde
olduk¢a O6nemli bir parametredir. Seker kismi proteine iki temel baglanma tiiriinden
birisi ile baghdir;
1)O-glikozilasyon baglanmasi, L-serin veya L-treonine kovalent bagli N-
asetilgalaktozamin i¢in baskin olan formdur. Ser/Thr bagh seker zincirleri tipik olarak
mucinlerde bulunur. Genel lektinlerden galaktoz, seker 6zgiilliigline sahip yer fistigi
agglutinin tercihli olarak mucin-tipi zincirlere baglanir.
2)N-asetilglukozamin ve asparajin arasindaki N-glikozilasyon baglanmasi, bu grup
oligosakkarit bilesimi ve karmagiklig1 temeline gore yiiksek-mannoz-tipi, kompleks-tip
ve hibrid tip olmak iizere alt gruplara ayrilabilir. Sik kullanilan lektinlerin ¢ogu N-bagh
seker zincirlerine baglanir. Ornegin castor bean agglutinin, galaktoz baglayici lektin,
oncelikle kompleks-tip ve hibrid-tip oligosakkaritlere baglanir.

Ancak, ¢ogunlukla, ikinci parametre belirgin degildir. Dolayisiyla, glikoprotein

icin uygun lektinin bulunabilmesi i¢in bir seri lektinin taranmasi gerekir. Baslangi¢
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olarak immobilize mercimek lektin, bugday tohumu agglutinin ve soyafasiilyesi

agglutinin kullanilarak mevcut oligosakkarit tipi hakkinda ipucu elde edilebilir.

2.2.3. Matrikse Baglanma

Lektinlerin immobilizasyonunda kullanilan bir ¢ok yontem vardir. En popiiler olani,
lektinlerin direkt olarak CNBr aktive edilmis agaroza baglanmasidir. Bununla birlikte
immobilize lektinler agaroz, sefaroz 4B, Ultrajel kullanilarak da rahatca hazirlanabilir.
Immobilizasyon ve immobilize lektinlerin kullanimi bazi kurallara baglidir.

1. Baglanma tepkimesi siiresince, lektin baglanma bolgesi hapten seker denen, lektinin
spesifik monosakkariti eklenerek korunmalidir.

2. Baz1 durumlarda, glikoproteinlerin immobilize lektinlere karst 6zgiil olmayan
(hidrofobik veya iyonik) adsorpsiyonlar1 goriilmektedir. Bundan kaginmak igin, yeni
immobilizasyon matriksi gelistirildi. Ornegin, poliakrilik-hidrazido-agaroza lektinler
gluteraldehitle baglanabilirler: kararli, sizmayan, hidrofilik absorbenttir.

3. Immobilize lektinler uzun yillar aktivite kaybi olmasini énlemek igin, 4 °C’de, 0.02%
sodyum azid (bakteriyostatik ajan) iceren tamponda saklanmalidir.

4. Baz lektinler metal baglama bdlgesine sahiptirler ve ortamdaki metal iyonlarin
varhigr lektinlerin karbohidrat baglanmasi icin gerekli konformasyonu saglayacaktir.
Mesela, Konkanavalin A tam aktivite gostermesi i¢in Mn*" ve Ca®" iyonlarmna ihtiyaci
vardir bu ylizden bu lektin afinite kromatografisinde kullanilacagi zaman tamponda
MnCl, ve CaCl; (1 mM) olmalidir.

5. Glikoprotein ile immobilize lektin arasindaki iyonik etkilesim gibi spesifik olmayan
etkilesimleri gidermek i¢in tampon belirli iyonik siddette olmalidir (0,1-1 M NaCl)

( Montreuil ve arkadaslari, 1994).

2.2.4.Glikoproteinlerin Saflastirnlmasinda Kullanmilan Lektin Afinite
Kromatografisindeki Kisitlamalar

Genelde, lektin afinite kromatografisi, lektin reseptorii olarak bilinen, immobilize lektin
tarafindan taninan benzer karbohidrat wuzantilarina sahip, farkli heterojenlikte
glikoproteinlerin zenginlestirilmesinde kullanilir. Farkli lektinler, ayn1 glikana ait farkli
sakkaridik uzantilar1 tanidigi icin ve bu glikanlar bir ¢ok glikoproteinde ortak oldugu
icin, farkli lektinler genis spektrumlu glikoproteinleri taniyabilirler. Ayrica,
glikoproteinler ile lektinler arasindaki spesifik olmayan etkilesimler bu kromatografinin

kullanimint sinirlamaktadir (Montreuil ve ark., 1994).
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2.3. Immiinoglobulinler (Antikorlar)

Immiinoglobulinler, antikor aktivitesi gdsteren ve kendilerinin olusmasma neden olan
antijenlerle 06zgiil olarak birlesebilme, tepkimelere yol agabilme o6zelliginde olan
glikoprotein yapisinda molekiillerdir. Immiinoglobulinler toplam plazma proteinlerinin
% 20'sini olustururlar. Az miktarda dokularda, hiicreler arasi sivilarda bulunurlar. Kan
veya plazma pihtilagirsa serumda yer alirlar. Sekil 2.2°de kan proteinlerinin bulunma

orani pasta dilimi ile verilmistir.

| Tratsferin I Fibrinoien |

ta.tnakroglobulin ]

3 . antitringin |
/| Haptosglobulin

ey agit glikoprotein

Apolipoprotein A-]
Apolipoprotein A-I1

Sekil 2.2. Kan Proteinleri (Radhakrishna ve ark., 2003).

Immiinoglobulinler serum proteinlerinin elektroforezinde, baslica gamma globulin
kisminda yer alirlar. Ayrica biraz beta globulin, ¢ok az da a-globulin kisminda
toplanmalar olur. Bu nedenle antikor aktivitesi gdsteren ve proteinlerin globulinler
kisminda yer alan ve immiinolojik etkinlikleri olan bu maddelere Diinya Saglik
Orgiitii'niin de &nerisi ile iImmiinoglobulinler ad1 verilmistir ve Ig seklinde sembolize
edilmiglerdir.

Immiinoglobulinler (Antikorlar) antijenik uyarim sonucu B-lenfositlerin degisimi
ile olusan plazma hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Antikorlar kimyasal, fiziksel ve
immiinolojik olarak incelendiklerinde aralarinda ©nemli farkliliklar bulundugu

saptanmistir. Bu farkliliklar antikor molekiillerinin karbohidrat miktarlari, elektroforez
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hizlari, mol kiitleleri, amino asit yapilari, tasidiklart H (agir) polipeptit zinciri tipi gibi
ozelliklere dayanmaktadir. Buna gore de birbirinden farkli bes ayri 0Ozellikte
immiinoglobulin grubu ayrilmis ve Immiinoglobulin G (IgG), Immiinoglobulin A (IgA),
Immiinoglobulin M (IgM), Immiinoglobulin D (IgD), immiinoglobulin E (IgE) olarak
adlandirilmislardir.

Immiinoglobulinler glikoprotein yapisindadirlar ve yaklasik %901 polipeptit,
%10'u karbohidrattir. Immiinoglobulinler temelde benzer yapi gosterirler ve bir Ig
molekiilii "monomer" adi da verilen en az bir temel birimden olugmustur. Ig'lerin
molekiiler yapisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, iizerinde en ¢ok calisilmig, incelenmis
ve monomer bir yapt gosteren IgG molekiiliiniin yapist 6rnek olarak anlatilacaktir.
Diger Ig cesitlerinin farkli 6zellikleri yeri geldikce belirtilecektir. Ig yapist sekil 2.3

incelenerek aciklanabilir.

Sekil 2.3. Immiinoglobulinin A) ii¢ boyutlu(WWW.google.com.tr), B) sematik yapist.
(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unitel 1.pdf).

Bir Ig molekiilii elektron mikroskobunda incelendiginde Y harfi seklinde goriiliir.
Ig'ler globulin yapisinda protein olduklarina gore, polipeptid zincirlerinden meydana
gelmislerdir. Monomerden olusan IgG molekiiliinde iki ¢esit polipeptid zinciri vardir ve
her bir ¢esitten ikiser adet bulunmaktadir. Bir kisinin kaninda bulunan antikorlar bir
karisimdir. Cesitli antijenlerin ¢esitli epitoplarina karst olugsmuslardir. Ig yapisini
incelemek i¢in kimyasal yapist ayni, 6zdes olan Ig'lere gereksinim vardir. Antikor

sentezleme ile gorevli olan plazma hiicreleri tiimorlesirse (bu hiicrelerin ¢ogalma
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yetenegi olmadigi halde, tiimorlesip, kontrolsiiz bir sekilde g¢ogalmaya baslarsa)
Multiple-Myeloma denen bir hastalik meydana gelir. Myeloma hastaliginda tek bir
plazma hiicresinden gelisen, genetik yapilart ayni plazma hiicre kolonileri meydana
gelir. Bunlarim sentezledigi immiinoglobulinler de ayni, 6zdes kimyasal yapiya
sahiptirler.  Myeloma  hiicrelerince  sentezlenen = homojen  yapidaki  bu
immiinoglobulinlerin arastirilmasiyla Ig yapist hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir.

Hafif zincir = L zinciri (L = Light = Hafif) : Mol kiitlesi daha az olan kisa
zincirlerdir. K (kappa) ve 1 (lambda) olmak iizere iki tipi vardir. Her iki tip L zinciri de
tiim Ig cesitlerinde bulunabilir. Ancak bir Ig molekiiliindeki iki kisa zincirin tipi aynidir
ve birbirine 6zdestir, biri digerinden farkli olmaz. Bir antikor molekiiliinde her iki tip L
zinciri beraber bulunmaz.

Agir zincir = H zinciri (H = Heavy = Agir) : Mol kiitlesi fazla olan, uzun
zincirlerdir. Bes Ig ¢esidinin de H zincirleri birbirinden farkli yapidadir. Bunlar sirastyla
sOyle isimlendirilir: IgG g (gamma) H zinciri, I[gM p (mii) H zinciri, IgA a (alfa) H
zinciri, IgD d (delta) H zinciri, IgE e (epsilon) H zinciri.

Ig molekiiliinde hafif zincirler Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda, agir
zincirler ise hem kol, hem de gévde kisminda bulunurlar. Kollarda hafif ve agir zincir
arasinda, govdede ise iki agir zincir arasinda bulunan disiilfid baglari, polipeptit
zincirleri bir arada tutarak Ig molekiiliinii olustururlar. H ve L zincirlerinde her
polipeptid zincirinde oldugu gibi NH; ile sonlanan bir amino terminal u¢ ve COOH ile
sonlanan karboksi terminal u¢ bulunur. Ig molekiilinde Y harfinin iki kolunun ug
kisimlari amino terminal uglardir ve antijenler bu kisimlara baglanir (Fab). H ve L
zincirlerinin aminoterminal uca yakin olan kisimlarindaki aminoasitlerin dizilig sirasi
degisebilir ozellikte oldugundan bu bdlgelere V Bolgesi (= Variable = degisken) adi
verilir. Bu degisken kisimlar Ig molekiiliiniin (yani antikorun) olusumuna neden olan
antijen molekiiliine uyacak Ozellikte sentezlenirler. Polipeptit zincirlerinin geri kalan
kisimlarinda degiskenlik goriilmediginden bu kisimlara C bélgesi (= Constant =
Degismez) ad1 verilir (Fc).

m [g molekiilii tiniteleri : Ig molekiiliinii olusturan polipeptit zincirlerinde ilmik
seklinde katlanmayla olusan ve yine disiilfid baglarinca tutulan kivrim veya kangal
seklinde yapilar vardir. Bunlara domen (= kangal = Domain) adi verilir. Ig'lerin bir¢ok
fonksiyonu bu domenlerle iligkilidir. Degisken bolgedekiler V domenleri (Hafif
zincirdekine VL, Agir zincirdekine VH), degismez bolgedekiler ise C domenleri (yine
hafif zincirdekine CL, agir zincirdekine, sayilar1 birden fazla oldugundan CHI1, CH2,
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CH3) olarak adlandirilirlar. Boylece hafif zincirlerde 2, agir zincirlede ise 4 adetiinite
bulunur. IgM ve IgE'de ise 5 adet (ek olarak CHy) {inite vardir
(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unitel 1.pdf)..

2.3.1 immiinoglobulinlerin Ozellikleri

Antikorun esas fonksiyonu antijenle baglanmasidir. Boylece Antijen-Antikor bilesigi
(Immiinokompleks) olusturarak bunlarin fagositozla dolasimdan kaldiriimalarini
saglarlar. Antikorlar enfeksiyon etkenlerine baglanarak onlar1 hareketsiz hale getirir,
agliitine eder (biraraya toplar) ve fagositozunu kolaylastirir (opsonizasyon). Antikorlar
baglandiklar1 toksin molekiillerini ve viriisleri notralize eder, etkisiz hale getirirler. IgG
ve IgM smifi antikorlar kompleman: klasik yoldan aktive ederler. Kompleman viicut
savunmasinda ¢ok Onemli bir faktordiir. Antikorlar, mikroplarin mukozalara
tutunmasin1  ve  yerlesmesini  engellerler. Canliya zarar verebilecek bazi
makromolekiillerin bagirsaktan emilimine engel olurlar. Antikora bagimli hiicresel
sitotoksisitede rol alirlar. (IgG ile kapli hedef hiicreler bu antikorlarin Fc ucundan
sitotoksik hiicrelere baglanmasiyla lizise ugrarlar). Immiinoglobulin molekiili B

lenfositlerde antijen reseptorii olarak gorev yapar.

2.3.1.1 immiinoglobulin G (IgG)

IgG, normal insan serumundaki immiinoglobulinlerin % 75'ini olusturur. Yukarida da
yapisindan genis olarak soziinii ettigimiz IgG molekiillii Y harfi seklinde, monomer
yapida ve 150.000 mol kiitlesindedir. Eriskinde 100 mL serumda 1000 mg IgG bulunur.
IgG molekiiliinde bulunan 2 tane Fab parc¢asina iki antijen baglanabilir. Bu nedenle IgG
iki degerlidir. IgG'min kan ve dokulardaki yogunlugu esittir. IgG plasenta yoluyla
anneden fetlise gegebilen tek Ig'dir. Hamileligin 3. ve 4. ayinda IgG'ler anneden bebege
gecmeye baglar ve bu gecis doguma kadar giderek artan oranlarda devam eder. Yeni
dogan bir bebegin kaninda anneden gecen IgG'ler dolasir. Boylece intrauterin hayatta
anneden bebege gegen IgG smifi 6zgiil antikorlar dogumdan sonraki ilk aylarda bebegi,
annenin direngli oldugu cesitli infeksiyonlara karst korumus olur. Bebegin kendi IgG
sentezi ise dogumdan itibaren baslar ve iki yasinda eriskin diizeye ulasir. 40 yasindan
sonra IgG diizeyinin tekrar azalmaya basladigi goriilir. Kanda bulunan IgG,
transiidasyon (s1izma) ile external (dis) sivilara da gegebilir. Annelerin ilk emzirdigi siit
olan kolostrumda serumdan sizan IgG'ler vardir ve bebegin bagirsak mukozasindan

gecerek, yenidogan bebegin bagisikligini giiclendirirler. IgG molekiillerinde antijenik
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ve mentese golgesinde iki agir zincir arasindaki disiilfid baginin sayis1 agisindan
farklilik gdsteren dort alt grup saptanmustir. IgG 1'de 2, IgG 2'de 4, 1gG 3'de 15 ve IgG
4'te 2 distilfid bagi bulunur. Tim IgG'lerin %65'1 IgG 1'dir. 1IgG 2 %23'"lind, IgG 3
%38'ini, 1gG 4 ise %4'lini olusturur. IgG, klasik yoldan komplemani aktive eden iki
Ig'den biridir (digeri IgM). IgG uzun Omiirlii bir antikor olup, 6zellikle ikincil bagisik
yanitta ¢ok yiiksek miktarlara ulasir. Bir¢ok hiicrede (6zellikle fagositik hiicrelerde)
IgG'yi Fc kismindan baglayan yiizey reseptor bulunur
(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unitel 1.pdf)..

2.3.1.2. Immiinoglobulin M (IgM)

IgM, normal insan serumundaki immiinoglobulinlerin %10'unu olusturur. En biiyiik
Ig'dir ve makroglobulin de denir. Mol kiitlesi 900.000 olan ve 5 temel birimden olusan
bir pentamerdir. Sekil olarak IgG molekiiliine benzeyen 5 tane monomerin disiilfid
baglariyla baglanmasindan olusan yildiz seklinde bir Ig'dir. IgM molekiiliinde ayrica,
bes tane monomeri Dbirbirine baglayan J baglayicti polipeptidi  bulunur

(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unitel 1.pdf)..

2.3.1.3. Immiinoglobulin - A (IgA)

Genel olarak yapist IgG'e benzer. Ancak IgA molekiilleri hem IgG gibi monomer halde
(bir temel birim), hem de iki veya daha fazla monomerin J baglayic1 polipeptid zinciri
ile baglanmasi1 sonucu dimer (iki temel birimli) veya trimer (ii¢ temel birimli) halde
bulunabilmektedir. Mol kiitlesi monomer i¢in 160.000, dimer i¢in 400.000 dir. IgA,
insan serumundaki Ig'lerin %15'ini olusturur. IgA sinifi antikorlar mukozal bagisiklikta
onemli rol oynar. (Sindirim, solunum ve genitoliriner sistem mukozalart siirekli
disaridan giren mikroorganizmalarla savasir) .
(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unite11.pdf).

2.3.1.4. Immiinoglobulin - D (IgD)

Mol kiitlesi 180.000 olan, monomer yapida bir immiinoglobulindir. Serumdaki
immiinoglobulinlerin % 0.2 kadarini olusturur. Eriskinde 100 ml serumda 3 mg bulunur.
Sicaklik ve proteolitik enzimlerle kolayca pargalanir ve kisa émiirliidiir. I[gD'nin antikor
aktivitesi oldugu kanitlanamamistir ve asil islevinin ne oldugu da tam anlasgilamamaigtir.
IgD, IgM ile birlikte, B lenfositlerin ylizeylerinde bulunur. IgD muhtemelen B-

lenfositlerin farklilagmasinda rol oynar.
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2.3.1.5. Immiinoglobulin -E (IgE)

Mol kiitlesi 190.000 olan monomer yapida bir Ig'dir. Normalde serumda ¢ok az bulunur
ve Ig'lerin %0.004"linii olusturur. Erigskinde 100 ml serumdaki miktar1 0.05 mg'dir. IgE,
Fc parcast ile mast hiicresi ve bazofil lokositlere baglanabilme o6zelligindedir ve
baglandig1 zaman bu hiicreleri duyarli hale getirirler. IgE, helmint dedigimiz parazitlere
kars1 aktif bagisiklikla, astim, saman nezlesi, iirtiker gibi ¢abuk tipteki asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda 6nemlidir. Hiicrelere bagl haldeki IgE'nin 6émrii, serbest IgE'ye gore
daha uzundur ve proteolitik enzimlere de daha dayaniklidir. IgE komplemani aktive
etmez. Diger Ig'lere gore 1siya daha duyarhdir. IgE sentezleyen plazma hiicreleri daha
cok salgisal yiizeylerde (solunum, sindirim vb.) bulunur

(WWW.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unitel 1.pdf).

2.4. Polimerizasyon Yontemleri
2.4.1.Y1g1n Polimerizasyonu
Bu polimerizasyon yoOnteminde, sistem sadece monomer ve polimer bilesenlerinden
olusur. Bu teknik genellikle katalizor varliginda fonksiyonel gruplardan dolay1
performans gosteren polimerizasyonda kullanilir (Saunders, 1988). Bu yontemde
monomer veya monomer karisimi dogrudan isitilir. Sistemde sicakligin yeteri kadar
yiiksek tutulmasi gerekmektedir.

Yigin polimerizasyonu genellikle 1limli ekzotermik tepkimelerde kullanilir.
Tepkimelerin ¢ogu, karisimin viskositesinin karismaya, 1s1 transferine ve kabarcik
eliminasyonuna izin verecek en az gerekli miktarda oldugunda gergeklesir. Bu tiir

polimerizasyonun kontrolii digerlerine kiyasla kolay olur (Saunders, 1988).

2.4.2. Cozelti Polimerizasyonu

Monomerler uygun ¢ozeltide ¢oziiniirler (Nicholson, 1991). Sicaklik ¢6zelti halinde ¢ok
kolay kontrol edilebilir. Bu sekilde 1s1 ve viskozite problemlerinin {istesinden
gelinebilir.

(Cozelti polimerizasyonu genellikle gaz fazda ¢dzlinmiis vinil monomerlerinin
iyonik polimerizasyonunda kullanilir. Cozlicli monomer ve baslaticinin etkilesmesini
artirir ve ekzotermik tepkimenin 1s1 kontroliine yardim eder. Bununla birlikte, tepkime
sicakligi tepkime hizini siirlayan, ¢oziicliniin kaynama noktasiyla smrlidir. Ayni

zamanda, tiriinden ¢o6ziicii kalintilarint uzaklastirmak zordur (Saunders, 1988).
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2.4.3. Emilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon, emiilsifiyerle bagka bir sivida tutulan ve dagilan kararli kolloidal
siispansiyondur. Emiilsiyon polimerizasyonunda, siirekli ve siireksiz faz vardir.
Baslatici  siirekli fazda bulunurken, monomer/polimer siireksiz fazda bulunur
(Billmeyer, 1984).

Emiilsiyon polimerizasyonu ile yaklagik 50 nm den lpum’nin altina kadar ¢ok
diisiik boyut araliklarinda mikropartikiil sentezlenir. Monomer ortamda kismen ¢dziiniir
veya c¢Oziinmez fakat emiilsifikasyonun olmast i¢in ortama siirfaktan eklenir.
Monomerin kullanilmadigi ortamda baglatici ¢oziiniir. Monomer ortamda nanometre
boyutunda miseller olarak, damlacik veya siirfaktanin her ikisi seklinde de bulunabilir.
Baglatilan oligomerler kararli ¢ekirdekler olusturur ve polimerizasyonun en onemli
kismini olusturur. Orjinal micel boyutu iiretilen mikropartikiil boyutunu vermez ¢iinkii
baslatict monomerde ¢dziiniir degildir. Uriin, radikal davranan oligomerler igeren kararli

misellerle olusur ve diisiik heterojenlik olusmasi i¢in ayni boyutta biiylimesini saglar.

2.4.4. Suspansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu sulu sistemdeki monomer faz ve dagitici fazdan olusan
bir polimerizasyon yontemidir. Emiilsiyon polimerizasyonundan baglatic1 yerlesimi ve
tepkime kinetigi ile ayrilir. Siispansiyon polimerizasyonunda, baslatict monomer fazda
¢ozlinilirken, tepkime kinetigi y1gin polimerizasyonu ile aynidir (Billmeyer, 1984).

Bu yontem ¢ozelti polimerizasyonu ile ¢ok benzerdir fakat inert ¢dziiciide
cozlinmez, c¢oziiciide asili kalir. Mekanik karigtirma ve asiltt ajanlari, slispansiyon
ortaminda monomer damlaciklarmin kararliliginin saglanmasi i¢in gereklidir (Arshady,
1999).

Dispersiyon ortami mekanik karigtirma ve kararlastiricilarla saglanir. Monomer
damlaciklarinin topaklagmasini 6nlemek amaciyla ¢ok c¢esitli kararlastirict kullanilir. Bu
kararlastiricilar, jelatin, poli(vinil alkol), elektrolitler gibi suda ¢oziinlir organik
maddeler olabilecegi gibi kaolin, magnezyum silikat ve aliiminyum hidroksit gibi suda

¢oziinmeyen inorganik bilesikler de olabilir (Odion, 1970).

2.4.5. Cokturme Polimerizasyonu
Coktiirme polimerizasyonunda, tepkime karisiminin baslangic hali  dispersiyon
polimerizasyonundaki  gibi  homojen ¢dOzeltidir. Bununla  birlikte, birincil

mikropartikiiller tepkime ortaminda sismezler. Bu kosullar altinda, baslama ve
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polimerizasyon homojen ortamda meydana gelir. Devam eden ¢ekirdek olusumu bu
cekirdeklerin birlesip gittikge bliylimesi ile mikropartikiilin biiyiimesini saglar.
Dolayisiyla, ¢oktiirme polimerizasyonu ile diizensiz sekillerde, heterojen dagilimda

mikropartikiil olusur (Odion, 1970).

2.4.6. Dispersiyon Polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu es boyutlu mikropartikiillerin sentezlenmesinde kullanilan
olduk¢a Onemli bir yOntemdir. Partikiil boyutu ve mikropartikiil boyut dagilimi
(heterojenlik indisi) uygulamalarda 6nemli olan iki parametredir.

Monomer ve monomerin derisimi, baglatici derigimi, tepkime sicakligi,
kararlastiric1 varligi ve derigimi, ¢Oziicii polaritesi gibi faktorleri igeren caligmalar
yapilmustir. Dispersiyon polimerizasyonu homojen ¢o6zeltide gerceklestirildigi igin
idealdir. Tepkime bilesenlerinin ¢oziiniirligli 6nemlidir, ¢iinkli polarite baslangi¢
bilesenlerini ¢oziiniir tutar fakat polimerik mikropartikiilleri ¢oktiirerek ayirir.

Dispersiyon polimerizasyonu es boyutlu mikropartikiillerin sentezlenmesinde
kullanilan tek basamakli bir yontemdir.

Poli(vinilpirolidon), mikropartikiillerin dar boyut dagilimlarini kontrol etmek i¢in
kullanilan yardimci kararlastiricidir. Emiilsiyon ve siispansiyon polimerizasyonundan
farkl1 olarak dispersiyon polimerizasyonunun tek basamakli yontemi monomerin siirekli
fazda olusturdugu homojen ¢ozeltidir. Tseng ve ark.(1986) ve Lok ve Ober (1985)
dispersiyon polimerizasyonuyla mikropartikiiliin olusumu ve biliylimesi ile ilgili
mekanizmay1 tartismislardir. Gerekli sicaklikta baslatici pargalanir ve serbest radikaller
¢ozlici monomerler ile oligomerik radikalleri olustururlar. Kritik zincir uzunluguna
gelindiginde oligomerler homojen ¢ozeltiden ¢oker ve kararsiz ¢ekirdek olusturur ve
kararli olmak icin kararlastirictyr adsorblar. Dispersiyon polimerizasyonun anahtar
ozelligi, olusan bu ¢ekirdegin homojen ¢ozelti ile karismamasi ve ¢dkerek yeni faz
olusturmasidir. Yeteri kadar mikropartikiil olustugunda, yani ortamda tepkimeye
girecek radikal ve ¢ekirdek kalmadiginda, yeni mikropartikiil olusmaz ve mikropartikiil
olusumu tamamlanmis olur (Horak ve Shapoval, 2000). Her fazdaki bagil miktar ortam
kosullart  degistirilerek  belirlenir. Cao ve ark.’a (2000) gore dispersiyon
polimerizasyonunun anahtar Ozelliklerinden birisi, kopolimer kararlastiricisidir,
poli(vinil pirolidon) ¢6zeltide siirekli fazda olusur. Partikiiller olusurken flokulasyon ve
agregasyon saglar. Yani bu yontem polimerizasyonun erken sathalarinda polimerlesen

tiirlerin agregasyonunun baglamasina baglidir: mikropartikiil sayist biiyiiyen c¢ekirdekle
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hesaplanir. Monodispersiteye ulasmak i¢in yardimc1 kararlastiricinin - rolii,
mikropartikiillerin daha fazla biiyiimesine izin vermemesidir. ~ Partikiillerin biiyiimeye
devam etmesi ortamda farkli ¢apta mikropartikiillerin olmasina neden olur. Kararl
mikropartikiil olusma basamagi daha da kisalir, sonug itibariyle ¢ekirdeklesme zamani
azalir ve bu da dar boyut dagilimli 6rnekler olusturur.

Sistem ¢oziiciisiiniin ilk gorevi, baglatict monomer ve stabilizoriin karigmamasini
saglamaktir. Coziicii ortaminin polaritesi Horak ve Shavopa’a (2000) gore
mikropartikiiliin boyut ve dagiliminda anahtar rol oynar ¢ilinkii polimer ¢okiintiistiniin

tizerindeki kritik mol kiitlesinin kontroliinii saglar.

2.5. Manyetik Partikiiller

Manyetik partikiiller; asilti katilar1 iceren sivilardan secgici olarak uzaklastirilmasi,
manyetik ayirma ile kolay toplanilmasi ve gozeneksiz olduklarindan az kirlilik, iyi kiitle
transferi ve az aginma gostermesi gibi bir ¢ok avantaja sahiptir. Bu sekilde maliyetten
de kar saglar.

L-asparajinaz  ve [(-galaktozidaz enzimlerinin Escherichia coli hiicre
protoplazmasindan saflagtirilmasinda (Dunnill ve Lilly, 1974) ve karacigerden alkol
dehidrogenaz enziminin kazanimi i¢in bu tiir manyetik partikiiller kullanilmistir
(Mosbach ve Andersson, 1977). Kiiglik dlgekli uygulamalarda kullanilan manyetik
mikropartikiiller, katalizin geri kazanimi i¢in hem hizli hem de kolay kazanim
saglamaktadir. Diger tasiyict partikiiller i¢in islem bir ¢ok basamak gerektirdiginden
genis Ol¢ekli endiistriyel uygulamalarda enerji ve verimlilik agisindan manyetik ayirma
tercih edilebilir. Munro ve ark., (1977), gdzeneksiz manyetik partikiillerin ortama
aktardig: kirliligi aragtirmak icin nikel-kimotripsin partikiillerini soguk siit ortaminda 48
saat tutarak aktivite tayini yapmuslardir. Sonugta ciddi bir kirlilik olusturan seliiloz
desteklere gore aktivite de ¢ok az bir diisiis gozlenmistir. Ayrica c¢alisma ferrit-laktaz
katalizi kullanilarak tekrarlanmigs ve ayni sekilde aktivitede c¢ok az bir diisiis

kaydedilmistir.

2.5.1. Manyetik Ayirma Teknikleri
Biyomolekiillerin ve hiicrelerin manyetik ayrilmasi manyetik mikropartikiillere dayanir.
Biyoafinite tepkimelerine uygulanmasi; secicilik, basitlik ve hizli olmasi agisindan

avantajlidir. Bu teknik analitiksel ve biyoteknoloji uygulamalarinda 6zellikle su anda,
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biyokimyasal analizlerde; hiicre, protein ve niikleik asit gibi hedef molekiillerin
izolasyonunda kullanilmaktadir.

Bagli/serbest fraksiyonun birbirinden ayrilmasi, partikiile bagli maddenin
manyetik alan uygulanarak manyetik olmayan serbest fraksiyondan ayrilmasi ile biiyiik
ol¢lide kolaylastirildi. Fen ilminde immiinolojik ve biyospesifik afinite tepkimelerinde
ayirma isleminde kiigiik manyetik mikropartikiillerin kullanim1 ¢ok iyi bilinmektedir.
Kiigiik manyetik mikropartikiiller genelde iki kategoriye ayrilirlar. Ilk kategoride kalict
manyetiklige sahip mikropartikiil varken ikinci kategoride ise sadece manyetik alana
tabi tutuldugunda manyetik olan mikropartikiil vardir. ikinci kategorideki paramanyetik
ve siiperparamanyetik mikropartikiil olarak bilinir ve kalict manyetik mikropartikiile
gore daha c¢ok tercih edilir.

Manyetik alanda uygulanan bir ¢ok ayirma teknigi vardir (O'Brien ve ark., 1996;
Tsai ve ark., 2002; Meszarosova ve ark., 2003). En ¢ok bilinen teknik ise manyetik kararli
akigkan yatakli (MSFB) sistemdir. MSFB, igerisinde asilti kati faz bulunan siirekli akis
saglanan kolon ayirma sistemidir. MSFB, manyetik alan ile kararli hale getirilmis
mikropartikiil iceren akigkan bir yataktir. Manyetik kararli akigkan yatakli sistem, sabit ve
akigskan yatagin en iyi Ozelliklerini bir arada tasir. Bunlar, etkin sivi-kat1 kiitle transfer
ozellikleri, partikiil karigiminin eliminasyonu, iyi sivi-kati etkilesimi, kirlenmenin
onlenmesi, diisiik basing diismesi ve siirekli ters akim operasyonudur (Bilkova ve ark.,
2002). Manyetik adsorbentlerle etkilesim halinde olan yiiksek viskos ortamlara
deginildiginde, yiiksek konvektif transport hizindan dolay1 manyetik olarak kararl akigkan
yatakli sistem elveriglidir. Son zamanlarda, biyomolekiil baglamada ve niikleik asit
saflagtirmada manyetik adsorbentlerin kullanimina biiyiik ilgi vardir (O’Brien ve ark.,

1996; Tong ve ark., 2001).

Son yillarda, manyetik tastyic1 alanindaki gelismelere katki olarak onemli isler
yapilmistir. Mikrometre ¢apindaki mikropartikiile manyetik metal veya oksitleri
baglandiginda, olusan mikropartikiil manyetik alana cevap vererek, bir ¢ok uygulama
alanlarina yol agmistir. Yiizeyinde amin veya karboksil gibi fonksiyonel gruba sahip
mikropartikiiller, tam1 alaninda, enzim immobilizasyonu ve immiinoanalizinde,
kemoterapétik ilaclarin saliniminda, atik sulardaki metal iyonlarin uzaklastirilmasinda,
DNA igeren proteinlerin sentezlenmesi ve ayrilmasinda, hiicre ayirma gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadir (Bergemann ve ark., 1999). Silika veya gozenekli cam gibi
inorganik destek maddelerinin en Onemli dezavantaji segici baglanmayr saglayan

fonksiyonel gruplarinin  olmayisidir.  Dolayisiyla, secici amagla  kullanilan
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mikropartikiillerde fonksiyonel gruplarin varligi olduk¢a Onemlidir. Polistiren ve
poli(metil metakrilat) manyetik mikropartikiiller arasinda siklikla kullanilanlardandir
(Ding ve ark., 1999). Bunlara ilaveten biyobozunur polisakkaritler, dekstran, albiimin,
seliiloz, polilaktik asit ve poli(alkilsiyanoakrilat) da kullanilmaktadir (Vettese-Dadey,
1999). Manyetik ayirma manyetik mikropartikiil tizerindeki reaktif gruba bagli oldugu
icin, baz1 modifikasyonlarla reaktif grubun ortaya c¢ikarilmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla, bu durum modifikasyonu kolay, 6zel reaktif tasiyicilarin aranmasina yol
acmistir. Ornegin, poli(GMA), en biiyiik avantaji oksiran grubuna sahip olmasidir
(May, 1988; Lee ve Neville, 1967). Dogrudan etkilesebilecekleri gibi, basit
modifikasyonlarla da degisik uygulama alanlarina sahiptir. Kimyasal modifikasyonlar
ve poli(GMA)nin kullanilir hale getirilmesi epoksi halkasinin agilarak hidroksi
grubunun elde edilmesi ile olur ve sahip oldugu epoksi grubunun yiiksek tepkime
kabiliyetinden dolayi, kolayca birlesme tepkimesi verirler (Paul ve Ranby , 1976).
Glisidil metakrilat polimeri, amin, aminopiridin, propansulton ve fenol ile tepkimeye

girer (Azanova ve ark., 1990; Sinclair B., 1998).

Manyetik mikropartikiiller farkli yontemlerle hazirlanabilirler, bunlarin arasinda
afinite ligandin baglanmasinda kolaylik saglayan, ¢oziicii uzaklastirma yoOntemi ile
sentetik polimerli siliperparamanyetik mikropartikiil giydirme yontemi vardir. Diger bir
secenek ise, geleneksel destekler manyetik ferrosivilarla etkilestirilirler veya manyetik
partikiiller polimerik matriks i¢inde ¢oktiiriilerek hazirlanirlar. Bunlarin diginda, manyetit,
partikiil igerisine emiilsiyon polimerizasyonu ile konur (Wang ve Pan, 2000). Muhtemelen
en iyi bilinen yontem ise manyetik es boyutlu partikiiliin, cok basamakli bir yontemle
sentezlenmesidir (Ugelstad ve ark., 1983). Mikrometre araliginda es boyutlu
mikropartikiiliin tek basamakta sentezlenmesini saglayan dispersiyon polimerizasyonu,

cok basamakli sistemin basitlestirilmis 6rnegidir.

2.6. Protein Nicel Analizi
Protein nicel analizinde genelde spektroskopik yontemler, Bitiret, Lowry, Bradford gibi

kimyasal yontemler ile immiinojenik yontemler kullanilmaktadir.

2.6.1. Immiinolojik Yontemler
Antikorlar protein derisiminin hesaplanmasinda kullanilan yaygin ve 6zgiil araglardir.
Bazi antikorlar hedef proteinin ¢okmesine neden olarak tiirbidite olustururlar, bu sekilde

tirbidite ve nefelometrik yontemlerle hedef proteinin 6l¢iilmesini saglarlar. Ayrica
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antikor miktar1 radyoimmiinoanaliz (RIA), floresans polarizasyon immiinoanaliz (FPI),
immiinomikroskopik yontem, enzim bagli immunosorbent analizi (ELISA) gibi

yontemlerle de miktari tayin edilebilir.

2.6.2. ELISA
Tepkime bilesenlerinden birisi kati faz yliziine absorblanir, kati faz yiizeyi
mikrokuyucuk olabilir. Bu baglanma islemi bagli ve serbest etiketli reaktantlarin
ayrilmasini kolaylastirir. Bir yiizeye tutturulan antikorlarin bulundugu ortama 6rnek
konur ve kat1 faz yiiziindeki antikorlara baglanmasi saglanir. Yikamadan sonra enzim
etiketli antikor eklenir ve sandvi¢ gibi kompleks olusur. Fazladan, baglanmadan kalan
antijenler yikanarak uzaklagtirilir ve enzim substrati eklenir. Yani enzim etiketli olan bu
sistemde amag, enzimin substrati iiriine ¢evirmesidir, yani tepkimeyi katalizlemesidir,
iiriin miktar1 6rnekteki antijen miktariyla orantilidir, tam tersi islemle antikor miktar1 da
tayin edilebilir. Substratla birlesen enzim renkli iiriin olusturarak gozle goriiliir yorum
yapmamizi da saglar. ELISA ile 1.0 ng mL" kadar antijen saptamak miimkiindir.
ELISA iki grupda simiflandirilir:
I- Kat1 Faz immunoanaliz

a-Sandvi¢ ELISA

b-Iindirekt ELISA

c-Yakalamali ELISA
II- Membrana Bagli Kat: Faz Immiinoanalizi (Rubenstein KE ve ark., 1972).

Calismada kullanilan ELISA yontemi sandvic ELISA yontemi oldugu igin

asagida Sekil 2.4°de ELISA sandvi¢ yonteminin ¢aligma prensibi sematize edilmistir.
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2.7. Yiizey Plazmon Rezonans iImmiinoanalizi

2.7.1. Immiinoanaliz

Immiinoanaliz, 6rnek bilesenlerin hesaplanmasinda antikorlara uygulanan analitik
metotdur. Antikorlar 6nemli molekiillerdir ve molekiiler tanimada ¢ok is goriir.
Antijenlere kars1 6zgiil baglanmalarindan dolay1 bu bilesenler, kan, idrar, plazma gibi
kompleks biyolojik ortamlarda direkt kullanilabilen ve olduk¢a spesifik olan
immiinoanaliz yontemlerin gelistirilmesinde kullanilmistir.  Bir ¢ok sayidaki
immiinoanalizin her biri 6rnek ¢esidi, analizin dogasi, analiz kosullar1 gibi bir takim
kriterlere gore smiflandirilirlar. Bir ¢ok immunoanaliz yOntemi antijen-antikor
etkilesimini belirlemek i¢in enzim etiketi, 151k sagilmasi, liiminesans veya floresans
kullanilmasin1 gerektirir. Bununla birlikte, etiketleme iglemi ve sonug¢ analizi zaman
alicidir ve bazi durumlarda, etiketlemenin kendisi analitin yapisin1 ve aktivitesini

degistirir ve buna bagli olarak baglanma 6zelliklerini de degistirir.
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Yani sonug olarak, etiketsiz antikorlar ve immunanaliz i¢in gelistirilmis formatlar
iizerinde  Onemle  durulmaktadir. Baglanma olaym: direk  belirleyebilen
immiinosensorlerin gelismesi iimit verici olmustur. Immiinosensérler spesifik antikor
baglanmalarini, transdisor ylizeyine immunokimyasal tepkimeler baglanarak yapilabilir.
Transdisor, baglanma olaymi elektronik sinyale doniistiiren bir bdoliimdiir. Bunu

kullanan metodlardan birisi de ylizey plazmon rezonansdir.

2.7.2. Yizey Plazmon Rezonans
Yiizey plazmon rezonans (SPR), Wood (1902) tarafindan gdzlenmesinden beri ¢ok
bliylik ilerleme gosterdi. Baslangicta c¢ok c¢esitli  spektroskopik ve fizksel
karakterizasyonla agiklanmis olup bunlar; artirllmils holografi (Cowan, 1972), yiizey
artirllmis Raman sagilmasi (SERS) veya Koherent anti- Stokes Raman sagilmasi
(CARS) (Schneider, 1982) ve yiizey plazmon mikroskopu (SPM)dur (Rothenbausler ve
Knoll, 1988; Hickel ve Knoll, 1989).

SPR, ince metal film yiizeyindeki ¢ok yakin komsular arasindaki refraktif indeks
(1) degisimleri kullanilarak 6l¢tim alinan basit ve duyarli bir yontemdir (Otto, 1968). Bu
teknikte genellikle altin veya giimiis olan ince metal film, optik sensor yiizey olarak
islev goriir. Bu iletkenler refraktif indeksi farkli olan (cam prizma ve 6rnek ¢ozelti) iki
seffaf ortam arasindadir. Kritik aginin {istiinde, diizlem polarize 15181 daha yiiksek
refraktif indekse sahip (cam prizma) ortama girer ve toplam i¢ refraksiyonu gegirir. Bu
kosullar altinda, evanescent dalgaboyu olarak adlandirilan 15181n elektromanyetik alan
bilesenleri altin filme niifuzeder. Buna yiizey plazmon rezonans denir ve sadece
rezonans agist (Or) denen spesifik agcida meydana gelir. Bu SPR agisi, altin film
yiizeyine analitin eklenmesiyle modifiye edilir, baglanma olay1 monitorlanarak izlenir.
SPR tamamiyla 6zgiil degildir. Farkli kimyasal degisikliklerin arasini ayiramaz.
Kisitlama gibi gériinmesine ragmen, gii¢lii bir ayirmadir.

Secicilik, birbiriyle 6zgiil etkilesen iki molekiile bagldir. Birisi detektor digeri ise
hedef analittir. Bu ¢iftlerden herhangi birisi SPR’ye uydurulabilir. Bu antijen ve antikor,

enzim ve substrati, selatlayici ajan ve metal iyonu, lektin ile glikoprotein olabilir.
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2.7.3. Yuzey Plazmon Rezonans Biyosensorleri

SPR’nin optik biyosensdr amach kullanimi Liedberg ve ark.’nin (1983) IgG antikorunu
altin duyarli filme adsorblaylp bir dizi secici baglanma ve IgG saptanmasi ile
sonuclandirmalariyla anlasilmigtir (Nylander ve ark., 1982; Liedberg ve ark., 1983).
Kisa siiren antikor-antijen baglanma ve ayrisma calismalarma dayanan
immunokimyasal arastirmalar (Stoecklein ve ark., 1997; Median, 1997; Ohlson ve ark.,
1997; Loomans ve ark., 1997, Adamczyk ve ark., 1997; Rauffer-Bruyere ve ark.,1997;
Myszka ve ark., 1997; Median ve ark. 1997; Adamczyk ve ark., 1998) yapild1 ve
SPR’nin prensipleri yayinlandi (Lundstrom, 1994; Liedberg ve ark., 1995; Morgan ve
ark., 1996, Tapuchi ve ark., 1996; Sasaki ve ark., 1998). Genelde, SPR biyosensdrleri,
yanstyan 1sik siddetindeki direk degisimlerle, kiitle veya derisimdeki degismeleri ile
karsilikl etkilesim igerisindedir. Bu analitik sinyal ¢ozeltideki ligandin altin yiizeydeki
immobilize reseptdre baglanmasi ile dogru orantilidir.

SPR temelli biyosensorler herhangi bir isaretlemeye gerek olmaksizin
biyomolekiillerin etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilabilmektedir. Bu 6zellikleri
molekiiler etkilesimlerin karakterize edilebilmesi i¢in SPR sensdrlere essiz bir analitik
alet konumu kazandirmaktadir. Gergek zamanda etkilesimlerin dogrudan ol¢iilebilmesi,
kantitatif olarak kinetik, termodinamik ve derisim parametrelerin belirlenmesini veya
kalitatif olarak ligand ve analit arasindaki iligkinin karakterize edilmesini saglamaktadir.
Enzim ve radyoisaretleme gibi diger teknolojilerle karsilastirildiginda SPR temelli
biyosensorler hizli cevap ve yiiksek segicilik 6zelliklerine bagl olarak, protein-protein,
antikor-antijen ve reseptor-ligand etkilesimleri gibi ¢ok genis biyomolekiiler
etkilesimlerin incelenmesinde kullanilmaktadir (Hu ve ark., 2006).

Daha once de belirtildigi gibi optik SPR biyosensorlerin en 6nemli avantaji,
kompleks olusumunu gercek zamanda Olgebilmesidir. Bu 6zellik kompleks olusumu
esnasinda birlesme ve ayrilma islemlerini iceren baglanma etkilesimleri hakkinda
kantitatif bilgiler sunmaktadir (Cherif ve ark., 2006). Baglanma etkilesimleri
incelenirken en yaygin olarak kullanilan yontem basit iki molekiil etkilesim sistemidir.
Iki molekiil bir kompleks olusturmak igin birlesmektedir. Bu yontem basitce A + B’ nin

AB kompleksini olugturmasi seklinde gosterilmektedir.

Ka
A+B < AB [2.1]
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Burada; k, kompleks olusum hiz sabiti, k, kompleks bozunma hiz1 sabitidir. Bu
kinetik bilgiler molekiillerin baglanma mekanizmalarini yansitmakta ve yapi ve
fonksiyon arasindaki bilgileri gostermektedir.

SPR biyosensorleri, normal analitik tekniklere gore bir ¢ok avantaja sahiptir. En
onemlisi, antikor-antijen etkilesmelerinde biyomolekiillerin floresans ve radyoizotop
etiketlenmesine gerek olmadan izlenmesindeki ¢ok yonliiliik ve kolayliktir. Ornek
uygulamasidan sonu¢ alinmasina kadar gegen siire degisir fakat oldukga kisadir. Cogu
durumda, 6rnegin sensore gosterilmesinden 6nce 6n hazirliga gerek yoktur. Tekli sensor
format1 (biiyiiklik, depolama ve kullanilan protokol, okuyucu v.b.), icerisinde
immunolojik, niikleik asit baglanmasi, enzimatik, kimyasal ve gaz adsorpsiyonu
bulunan bir ¢ok kimyaci tarafindan kullanilabilir. Bu da bireysel olarak biyomolekiil
etkilesimerinin baglanma 06zgilliigii, kinetik sabiti ve derisiminin ger¢ek zamanli
hesaplanmas1 konusunda iimit vaat ediyor. Antikor-antijen etkilesimi, peptit/protein-
protein etkilesimi, DNA hibridizasyon kosullari, polimerlerin biyouyumluluk
caligmalari, biyomolekiil-hiicre reseptor etkilesimi, ve DNA reseptor-ligand etkilesimi

analiz edilebilir (Pathak ve Savelkoul, 1997).

2.7.4. Yizey Plazmon Rezonans Teorisi
Kuantum optikal elektronik temeline dayanan SPR’de 151g1n fotonlar1 tarafindan taginan
enerji metaldeki elektronlara transfer edilebilir. Enerji transferinin oldugu 151gm agist
metale ve metalin ¢evresine gore degisir. Metal ylizeyindeki elektronlar ile 151k foton
enerjisi arasinda rezonans oldugunda enerji transferi meydana gelir. Transfer, metal
filmin alt yiizeyinden yansiyan 1518 miktar1 Olgiilerek gozlenebilir. Isigin biiyiik
kisminin adsorblandig1 rezonans agis1 disindaki diger cogu aginin tiim 15181 yansir.
SPR’de siklikla uygulanan geometri, Kretschmann prizma ayarlamasidir. Bu
konfigiirasyon, film yiizeyinde yiik yogunlugu salinimini uyaran yiizey i¢i dalgaboyunu
takiben, toplam i¢ yansimalar tarafindan meydana getirilen evanescent dalgaboyunu
kullanir. Bu elektron salinimi genlikle yiizey plazmon olarak tanimlanir. Evanescent
alanin niifuzetme derinligi; 15181in dalgaboyuna, refraktif indeks oranina ve foton
siddetine baglidir. Alan enerjisi ylizeyden uzaklastikga bozunur ve niifuzetme derinligi

hizlica bozunur.
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Prizmanin varligi yiiksek refraktif indeks degerinden dolay1 gereklidir ¢ilinkii
direkt gelen 15181n havadaki yayilmasi ile ylizey plazmonunun iiretilmesi imkansizdir.
Gelen 15181n ve yiizey plazmon alaninin her ikisinin de dalgaboyu vektorii SPR

siiresince esit olmalidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Insan immiinoglobulin G (IgG, liyofilize), Konkanavalin A (Concanavalin A, Type III,

M: 27 kDa) ve Manyetik nanopartikiil (Fe;O4 20-50 nm ¢apinda) Sigma’dan saglandi.
Glisidil Metakrilat (GMA, Fluka A.G., Buchs, Switzerland) vakum distilasyonu ile

saflagtirildt ve kullanilincaya kadar buzdolabinda saklandi. Azobisizobutironitril

(AIBN) ve poli(vinilpirolidon)(M:30000,BDH  Chemicals Ltd., Poole, Ingiltere)

sirastyla baslatict ve sterik kararlastirici olarak kullanildi. AIBN metanolden tekrar

kristallendirildi. Etanol (Merck, Almanya) seyreltici olarak kullanildi. ELISA 6l¢timleri
icin IgG ELISA kiti (K6510-070802, immiinodiagnostik) kullanildi. SPR deneylerinde

50 nm altin kapli SF11 prizmali GenOptics SPR ¢ip kullanildi. Kullanilan tiim diger

kimyasallar analitik safliktadir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Taramali elektron mikroskopu (SEM): JSM 5600 .

FTIR Spektrometresi: Shimadzu FTIR 8000 Series.

UV-Vis Spektrofotometresi: UV-2101 PC, UV-Vis.

Peristaltik pompa: mini pump variable flow, USA.

Elektron Spin Rezonans (ESR) Spektroskopisi: EL 9, Varian.

"H-NMR: JEOL GX-400 instrument (300 MHz).

Spektroflorimetre: RI-5301 PC Spectrofluorophotometer SHIMADZU.

VSM: Princeton Applied Research, Model 150A, USA).

ELISA: EL 312, Bio-Tek Instruments Inc. Microplate, Bio-Kinetics Reader.
Elektroforez: Power Station 300-220 V, V10-SCDC, BioRad Mini jel.

SPR ( Yiizey Plazmon Rezonans): GenOptics, Orsay, Fransa.

AAS (Atomik Absorpsiyon Spektrometresi): SEA, Carl Zeiss Technology, Zeiss
Analytical Systems, Germany.

BET (Brunnauer-Emmett-Teller): Mikrometrik ASAP 2000 Sorptometre, USA.
Ultrasonik su banyosu (Bransonic 220, Ingiltere).

Deneylerde kullanilan su deiyonize su olup yliksek akis seliiloz asetat membranl

(Barnstead D2731) ters osmos {initesi olan Barnstead (Dubuque.IA) RO pure LP® ve
takiben Barnstead 3804 NANOPURE" organik kolloid uzaklastiriimasi ve iyon degisim

dolgu yatak sistemiyle elde edildi.
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3.3. Manyetik Poli(GMA) Mikropartikiillerin Sentezlenmesi

Dispersiyon polimerizasyonu, sicaklik kontrolli 500 mL’lik hacme sahip
polimerizasyon reaktoriinde gergeklestirildi. Monomer faz, 40 mL GMA ve 1.0 g
manyetit (FesO4 20-50 nm) partikiillerinden olusmaktadir. Bu ortama 250 mg AIBN
(baslatic1) eklendi ve ultrasonik su banyosunda AIBN ¢dziiniinceye kadar 5 dakika 200
W’da tutuldu. 4.0 g Poli(vinil pirolidon) % 50 (v/v) etanol su ¢ozeltisinde ¢oziildiikten
sonra polimerizasyon reaktoriine kondu. Uzerine monomer faz eklenirken 500 rpm’de 5
dk. karistirild1 ve daha sonra sicaklik baglatildi. Daha sonra reaktor azot kabarciginda 5
dk. bekletildi. Daha sonra reaktdr oda sicakliginda galkalayict su banyosuna kondu.
Reaktor sicaklign 65 °C’a ¢iktiginda polimerizasyonun baglama zamani tutuldu. Bundan
sonra polimerizasyona azot atmosferinde 65 °C’ta 500 rpm’de 4 saat devam edildi
(Sekil 3.1). Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, reaktor oda sicakligina sogutuldu ve
dispersiyon ortaminin uzaklastirilmasi i¢in 5000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendi. Manyetik
polil(GMA) 10 mL etanol’de 3 defa yikandi1 ve aymi sekilde santrifiijlendi. Boylece
baglanmayan monomerler ve diger bilesenler uzaklastirilmis oldu. Son olarak su ile
yikandu.

M-poli(GMA)’dan sizan manyetiti hesaplamak i¢in 250 mg partikiill 10 mL
sizdirma ortamina kondu ve calkalayicida 24 saat calkalandi. Ortama sizan manyetit
miktar1 Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinden hesaplandi. Ug gesit
sizdirma ortamu segildi: % 50 asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.0), 50 mM fosfat tamponu (pH
7.0) ve 50 mM Sodyum Sitrat / NaOH tampon ¢ozeltisi (pH 12.0).

Mekanik Karnistirici

Azot gazn

Silikon Conta

Sabit Sicakhk
—p Banyosu

Sicakhk Kontrol

= Sistemi

Sekil 3.1. M-poli(GMA) mikropartikiillerin ~ sentezlenmesinde  kullanilan

polimerizasyon sistemi.

31



3.4. Manyetik poli(GMA) Mikropartikiillerin Karakterizasyonu

3.4.1.Yiizey Alam Ol¢iimii

Mikropartikiillerin spesifik yilizey alani Brunnauer-Emmett-Teller (BET) aleti ile
olgiildii. Polimer mikrokiireler vakum altinda 100 °C’de bir gece kurutuldu ve sonra

Ol¢tim alind.

3.4.2. Sisme Testi

M-poli(GMA) mikropartikiillerin sisme oraninin bulunmasi i¢in 6nce kuru partikiil
tartildi daha sonra distile su ilave edilerek izotermal su banyosunda (25 + 0.5 °C) iki
saat bekletildi. Daha sonra mikropartikiiller sudan alinarak, filtre kagidiyla kurulandi ve

tartildi. Mikropartikiillerin su igerigi asagidaki esitlikle hesaplandi.

Sisme oran1 = [(Ws-W,) / W,] x 100 [3.1]
W,, W; sirastyla suya konmadan Onceki ve suya konduktan sonraki partikiil

kitleleridir.

3.4.3.Yiizey Morfolojisi

Partikiillerin morfolojisi ve biiyiikliigii taramali elektron mikroskopu ile dlgiildii . M-
poli(GMA) kiireler oda sicakliginda kurutuldu ve 100 A° civarinda ince altin tabaka ile
vakumland1 ve x1000 o6lcekle elektron mikroskopunda fotograflandi. Partikiil boyutu

SEM’de alinan en az 100 mikropartikiillerin 6l¢iilmesiyle hesaplandi.

3.4.4. Epoksi Grup Analiz

Sentezlenen manyetik poli(GMA) mikropartikiillerin epoksi grup icerigi perklorik asit
titrasyon yontemiyle hesaplandi. M-poli(GMA) mikropartikiiller 0.1 mol L™ asetik
asitte ve tetraetil amonyum bromiirde ¢6ziildii ve 0.1 mol L™ perklorik asit ¢ozeltisiyle

kristal viyole indikatdriiniin rengi mavi yesile doniinceye kadar titre edildi.

3.4.5. '"HNMR Analizi

M-poli(GMA) mikropartikiillerin "H-NMR spektrumunda, déteryumsuz CHCl; ¢ozeltisi
i¢c referans olarak kullanildi. Kimyasal kayma CHCls’e bagl olarak ppm (8) olarak
kaydedildi.

32



3.4.6. FTIR Analizi
Fourier Déniigiimlii Infrared (FTIR) 6l¢iimleri, m-p(GMA) mikropartikiil vakum altinda
KBr kullanilarak pelet haline getirilerek normal transmisyon dedektdriinde 4000-400

cm™ araliginda, 2 cm™ rezolusyonda ortalama 64 tarama tizerinden yapild:.

3.4.7. Manyetik Ozellikler
M-poli(GMA) mikropartikiillerin manyetit igerisindeki hacim fraksiyonu asagidaki

esitlikten hesaplanir:

D= pe-pmipc-pa [3:2]

pc, pm ve pa sirastyla manyetik olmayan poli(GMA) nin, Fe;O4 nanopartikiil
manyetitin ve m-poli(GMA) nin yogunluklaridir.

Polimerik yapidaki manyetik partikiillerin varligma elektron spin rezonans
spektrofotometresi  ile  bakildi.  Ornegin  manyetizasyonu titresimli  Srnek

manyetizasyonu ile 6l¢iildii. g faktorii ise asagidaki esitlik yardimi ile bulundu.

g = hv/pBH; [3.3]

h; Planck sabiti (6.626.10'27 erg.s), P; evrensel sabit 9.274 102! erg/Gs), v;
frekans (9.707 10° Hz), H;; manyetik alan rezonansi (Gs).

3.5. Konkanavalin A ile ilgili Calhismalar

3.5.1. Konkanavalin A Optimizasyonu

Farkli derisimlerde (0-5.0 mg mL™) 5.0 mL konkanavalin A ¢zeltileri daha 6nceden
4.0 M NaOH cozeltisinde 4 saat etkilestirilerek epoksi grubu acilip bu ortamdan
uzaklagtirilip dengeye getirildikten sonra farkli sicaklik araliklarinda (4, 20, 37 °C),
farkli pH fosfat (7.0-9.0) tampon araliklarinda ve farkli tuz derisimlerinde (0.1-1.0 M
NaCl) uygun ortamda ( 100 uM CaCl,, 100 uM MnCl, ve %?2’lik glukoz igeren) kesikli
sitemde 24 saat manyetik karistiricida dondiiriildii. Baslangic Konkanavalin A miktari
ve inkiibasyon sonrast Konkanavalin A miktar1 280 nm’de U.V spektrofotometresinde

bakildi. Kalibrasyon egrisi derisimi bilinen BSA ¢ozeltisi ile yapild.
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3.5.2. Konkanavalin A immobilizasyonu

Yaklasik 1.0 g hazirlanan partikiill 4 saat 4.0 M NaOH c¢ozeltisi ile manyetik

karigtiricida dondiiriilerek epoksi gruplari agildi. Partikiil dengeye getirildikten sonra

santrifujlenen partikiil 4 °C’de 25 mL 100 uM CaCl,, 100 pM MnCl, ve % 2’lik glukoz

iceren, pH: 7.4 fosfat tamponunda 24 saat manyetik karistiricida dondiirtildii. Etkilesim

Konkanavalin A molekiiliindeki serbest amin gruplart ile partikiildeki hidroksil gruplari

arasinda gerceklesmektedir (Sekil 3.2).

(a)
]
- - H-CH
HO: \—/_,.. HO é C—0O — = HO
0 L
H H
(b)
H
N — o
wor CHy— G NH;-Con A s CHy —C wiwne
- o L

OCH; —CH—CH,

OH OH

I—0>—T

T—O—T

OCHZ_C:|H _$H2

OH

OH NH-ConA

Sekil 3.2. Konkanavalin A immobilizasyonu kimyasal tepkimesi a) Epoksi halkasinin

acilma tepkimesi, b) Epoksi halkasi a¢ilmis m-polil(GMA)’ya Konkanavalin A’nin

baglanmas1 (Solomons, 1996).
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Baslangi¢c Konkanavalin A miktar1 ve inkiibasyon sonras1 Konkanavalin A miktari
280 nm’de UV spektrofotometresinde bakildi. Kalibrasyon egrisi derisimi bilinen BSA
¢ozeltisi ile yapildi. Inkiibasyon dncesi ve sonrasi arasindaki derisim farki, ortam hacmi
ile carpilip ortamdaki partikiile boliinmesi ile baglanan Konkanavalin A miktar1
hesapland: (Esitlik 3.4). Inkiibasyondan sonras1 Konkanavalin A bagli mikropartikiiller
stiziildii ve distile su ile yikandi. Fiziksel olarak baglanan Konkanavalin A molekiillerini
uzaklastirmak icin fosfat tamponu ile birka¢ defa yikandi. Siiziintiideki miktarlar tekrar

Ol¢tim alinarak onceki Ol¢timlerden ¢ikarildi.

Q=[(Ci-CH*xV]/ m [3.4]

Q: adsorblanan Con A (mg mL™), m: ortamdaki partikiil miktar1 (g), Ci: partikiil
konmadan 6nceki Con A derisimi (mg mL™), Cf: inkiibasyon sonrasi Con A derisimi
(mg mL™), V: sulu fazin hacmi (mL).

Mikropartikiillerden ligand sizmasi olup olmadigina fosfat tamponu ile 24 saat

etkilestirilerek UV Spektrofotometresi ile 280 nm’de dl¢tildii.

3.5.3. Konkanavalin A immobilizasyonu i¢cin Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi protein molekiiliiniin adsorbentle etkilesimini karakterize etmek
icin kullanildi. Bu, iki faz dengedeyken, protein derisimi ile destek arasindaki iliskiyi
gosterir.

Langmuir adsorpsiyon modeli molekiillerin sabit sayidaki, her biri sadece bir
molekiil tutabilen, belirli bolgelere adsorblandigini farzeder. Bu bolgeler ayn1 zamanda
enerjice esit ve her biri digerine esit sayilir, bdylece komsu bolgelerce adsorblanan
molekiiller arasinda etkilesim yok sayilir.

Kesikli sistem ve siirekli sistem caligmalar1 siiresince, adsorpsiyon izotermleri
adsorpsiyon ozelliklerini gérmek i¢in kullanildi. Langmuir adsorpsiyon izotermi Esitlik

3.5 ile agiklandt:

Q = Qmax-btcden/(l_i_bcden) [35]
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Q; adsorbente bagli Con A derisimi (mg g'l), Caen; cOzeltide denge Con A derisimi
(mg mL™), b; langmuir sabiti (mL mg") ve Qumay; maksimum adsorpsiyon kapasitesi

(mg g). Bu denklem dogrusallastirild: ve su formiil elde edildi:

1/q = [(1/Qmax-b)][1/Cen]H[1/Qmax] [3.6]

1/Cyen’ye karst 1/Q uygulanirsa, grafikten kesim 1/Qmax ve egim 1/Qmax.b
degerlerini verir.

Diger iyi bilinen izoterm ise, adsorpsiyonu aciklamada siklikla kullanilan
Freundlich izotermidir. Bu izoterm heterojen yiizeylerin adsorpsiyonunu agiklayan
Langmuir izoterminin diger seklidir. Adsorplanan protein miktari, biitiin baglanma
bolgelerine olan adsorpsiyonun toplamidir. Freundlich izotermi, tersinir adsorpsiyonu

tanimlar ve tek tabaka olusumuyla sinirlanmaz. Bunun basit ifadesi su sekildedir:

Qden = I<F(Cden)l/n [37]

Kr ve n Freundlich sabitleridir. n egimden bulunurken, Ky kesimin anti In
degerine esittir.

Dubinin-Radushkevich (DR), adsorpsiyonun yiizey gozenekliligi ve godzenek
hacmi ile ilgili oldugu varsayimini esas alan bir modeldir. Bu model, adsorpsiyonu

enerjetik agidan da degerlendirir. Adsorplanan miktar (Q; mol kg™);
Q = Xpre *pr &” [3.8]
Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Xpr; mol kg™), ortalama adsorpsiyon enerjisi
(E) ile ilgili aktivite katsayisi (Kpr ; mol* J*) ve Polanyi potansiyelinin (¢)
fonksiyonudur. Polanyi potansiyeli ise;
e=RTIn(1+1/Cq ) [3.9]
denkliginden hesaplandi; R, ideal gaz sabiti (8.314 J mol’ K™) ve T ise mutlak

sicakliktir. Modelin deneysel verilere uygulanmasi ile ¢izilen (Q - &%) grafiginden elde

edilen Kpr degeri kullanilarak, bir mol iyonun sonsuz uzakliktan kati yiizeyine
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getirebilmek icin gerekli olan enerji olarak tanimlanan ortalama adsorpsiyon enerjisi
(E);

E=(2K" [3.10]
esitliginden hesapland1 (Krishna ve ark., 2000 ; Cestari ve ark., 2006).

3.6. Kesikli Sistem Insan-IgG Adsorbsiyon-Desorpsiyon Calismalari

3.6.1. pH Taramasi

M-p(GMA)-Con A mikropartikiillerin IgG adsorbsiyonu farkli pH tamponlarinda
bakildi. pH 4.5, 5.0, 5.5 asetat tamponu ile 6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 fosfat tamponlari
kullanilarak 0.5 mg mL" IgG derisimleri hazirlandi ve 25 °C’de 2 saat manyetik
karistiricida karistirildi. Olgiimler 280 nm UV spektrometresi kullanilarak alindi.
Adsorblanan IgG miktar1 (Adsorpsiyon kapasitesi) ise Esitlik 3.11 kullanilarak
hesaplandi.

Q= [(Ci-CH*V]/m [3.11]

Q: adsorblanan IgG (mg mL™), m: ortamdaki partikiil miktar1 (g), Ci: partikiil
konmadan 6nceki IgG derisimi (mg mL™), Cf: inkiibasyon sonrasi IgG derisimi (mg
mL™), V: sulu fazin hacmi (mL).

3.6.2. Baslangic Derisim Taramasi

M-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin maksimum adsorbsiyon kapasitelerini bulmak
icin baslangic IgG derisim araligi (0.1-2.0 mg mL™) olarak kullanildi. pH 6.0
tamponunda 25 °C’de 2 saat manyetik karistiricida dondiiriildii. Inkiibasyon éncesi ve

sonrast alinan dl¢iimler ile adsorbsiyon kapasitesi Esitlik 3.11 yardimu ile hesaplandi.

3.6.3. Zaman Etkisi

M-p(GMA)-Con A mikropartikiillerin zaman etkisini incelemek i¢in baslangic IgG
derisim aralig1 0.1-2.0 mg mL™"' olarak alind: ve pH 6.0 fosfat tamponunda 25 °C’de (0,
5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 dk.) zaman araliklarinda manyetik karistiricida
dondiiriildii. Inkiibasyon &ncesi ve sonrasi alinan &lgiimler ile Esitlik 3.11 kullanilarak

partikiiliin adsorpsiyon kapasitesi hesaplandi.
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3.6.4. iyonik Siddet Etkisi

0.5 mg mL" IgG ¢ozeltilerine 0.01-0.1 M araliginda degisen derisimlerde NaCl
eklenerek 25 °C’de 2 saat manyetik karistiricida déndiiriildii. inkiibasyon oncesi ve
sonrast alinan Ol¢iimler ile Esitlik 3.11 kullanilarak partikiiliin adsorbsiyon kapasitesi

bulundu.

3.6.5. Sicaklik Taramasi
0.5 mg mL™ IgG ¢ozeltileri 4, 15, 25, 35, 45, 55 °C’de 2 saat ¢alkalayici su banyosunda
calkaland:. Inkiibasyon &ncesi ve sonrasi alman &lgiimler ile Esitlik 3.11 kullamlarak

partikiiliin adsorbsiyon kapasitesi bulundu.

3.6.6 . Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

IgG desorpsiyon calismalar1 %50 etilen glikol + glukoz igeren tampon ¢ozeltide
gerceklestirildi. IgG adsorblanmis manyetik poli(GMA) mikropartikiiller desorpsiyon
ortamina konuldu ve 100 rpm’de 25 °C’de 1 saat karigtirildi. Desorpsiyon ortamindaki
son IgG derisimi spektrofotometreyle hesaplandi. Desorpsiyon orani mikropartikiile

adsorblanan ve desorplanan IgG miktarindan hesaplandi.

Desorpsiyon ortamina salinan IgG
% Desorpsiyon= x 100 [3.12]
Adsorblanan IgG

Con A immobilize manyetik poli(GMA) mikropartikiillerin  tekrar
kullanilabilirligini kontrol etmek i¢in, IgG adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii ayni

adsorbent kullanilarak 10 defa tekrar edildi.

3.7. Siirekli sistemde (MSFB) insan-IgG Adsorbsiyon-Desorpsiyon Calismalari
3.7.1. Akis Hiz1 Etkisi

1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 mL dk" gibi degisik akis hizlarinda, Biorad ekonomik kolonlar
(uzunluk: 6cm, ¢ap:lcm)’in kullanildigr manyetik kararli akiskan yatakli sistemlerde
(MSFB) calisilmistir (Sekil 3.3). Bu sistem bir kolon, peristaltik pompa ve manyetik
alan kullanilarak olusturulmustur. Insan IgG molekiillerinin manyetik poli(GMA)
mikropartikiillerine adsopsiyonu ¢alismalarinda pH 7.4’de 25 °C’de 0.5 mg mL"' IgG

cozeltisi kullanilmistir. Ayn1 zamanda protein ¢ozeltisi ile manyetik mikropartikiil,
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manyetik karistirictyla 200 rpm’de karistirilmistir. IgG’nin akisi peristaltik pompa ile
saglannugtir. Olgiimler 280 nm UV spektrometresi kullanilarak alinmistir. Adsorplanan

IgG miktart ise Esitlik 3.11 kullanilarak hesaplanmstir.

Sekil 3.3. Siirekli Sistem (MSFB)

3.7.2. pH Taramasi

M-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin IgG adsorbsiyonu farklt pH tamponlarinda
bakildi. pH 4.5, 5.0, 5.5 asetat tamponlar1 6.0, 6.5, 7.0, 7.4, 8.0 fosfat tamponlari
kullanilarak 0.5 mg mL™' IgG derisimleri hazirlandi ve 25 °C’de 2 saat MSFB
sisteminde partikiil ile etkilestirildi. Ol¢iimler 280 nm UV spektrometresi kullanilarak
alindi. Adsorblanan IgG miktar1 ise Esitlik 3.11 kullanilarak hesaplandi.

3.7.3. Baslangi¢ Derisim Taramasi

M-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin maksimum adsorbsiyon kapasitelerini bulmak
icin baslangi¢ IgG derisim aralig1 0.1-2.0 mg mL™" olarak alind1. pH 6.0 tamponunda 25
° C’de MSFB sisteminde mikropartikiil ile etkilestirildi. inkiibasyon dncesi ve sonrasi
aliman Ol¢timler ile Esitlik 3.11 kullanilarak mikropartikiiliin adsorbsiyon kapasitesi

hesaplandi.
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3.7.4. Zaman Etkisi

M-p(GMA)-Con A mikropartikiillerin zaman etkisini incelemek i¢in baslangic IgG
derisim araligi 0.1-2.0 mg mL™" olarak alind1 ve pH 6.0 fosfat tamponunda 25 °C’de
farkli zaman araliklarinda MSFB sisteminde partikiil ile etkilestirildi. inkiibasyon
oncesi ve sonrasi alman Olc¢iimler kullanilarak Esitlik 3.10 yardimi ile adsorbsiyon

kapasitesi hesaplandi.

3.7.5. iyonik Siddet EtKisi
0.5 mg mL" IgG ¢ozeltilerine 0.01-0.1 M araliginda degisen tuz derisimleri eklenerek
25 °C’de MSFB sisteminde partikiil ile etkilestirildi. Inkiibasyon &ncesi ve sonrasi

alinan Sl¢timler ile Esitlik 3.11 yardim1 ile adsorbsiyon kapasitesi bulundu.

3.7.6. Manyetik Alan Etkisi
0.5 mg mL" IgG ¢ozeltilerine 6.0, 13.0, 20.0 mT manyetik alan degerleri MSFB
sisteminde uygulanip manyetik alan etkisinin IgG adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir.

Adsorplanan IgG miktar Esitlik 3.11 kullanilarak hesaplanmistir.

3.7.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

IgG desorpsiyon ¢alismalart %50 etilen glikol + glukoz igeren tampon ¢ozeltide yapildi.

IgG adsorblanmig manyetik poli(GMA) mikropartikiiller desorpsiyon ortamina konuldu

ve 100 rpm’de 25 °C’de bir saat karigtirildi. Desorpsiyon ortamindaki son IgG derigimi

spektrofotometreyle hesaplandi. Desorpsiyon orani Esitlik 3.12 kullanlarak bulundu.
Con A immobilize manyetik poli(GMA) mikropartikiillerin  tekrar

kullanilabilirligini kontrol etmek i¢in, IgG adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii ayni

adsorbent kullanilarak 10 defa tekrar edildi.

3.8. Insan Serumundan IgG Adsorpsiyonu

Insan serumundan m-poli(GMA) ile IgG saflastiriimasi kesikli sistemde ¢alisildi. Bunun
icin saglikli taze insan kani temiz bir tiipe alinarak 30 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra 1500 devirde 5 dk santrifiijlendi. Ustte kalan serum alinarak calismaya devam
edildi. Kesikli sistemde; seyreltilmemis ve 1:2, 1:4, 1:10 oranlarinda 0.1 M NaCl (pH:
7.4) 25 mM fosfat tamponu ile seyreltilmis kan, 2 saat mikropartikiil ile 20 °C’de
etkilestirildi. Mikropartikiile adsorblanan IgG miktar1 ELISA kiti kullanilarak ELISA
yontemi ile tayin edildi. ilk inkiibasyon basamaginda mikro kuyucuklara immobilize

olan ve ortamda asiris1 bulunan poliklonal tavsan antikorlarina IgG 6rnekleri baglandi.
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Baglanmayan 6rnekler uzaklastirildiktan sonra Peroksidaz etiketli anti-immiinoglobulin
G antikoru eklendi. Ikinci yikama isleminden sonra substrat gorevi goren
tetrametilbenzidin (TMB) ile inkiibe edildi. Daha sonra olusan mavi renk asidik
durdurma ¢ozeltisi eklenerek sartya dondiiriildi. Olusan sar1 rengin siddeti ortamdaki
IgG ile dogru orantilidir. Belli derisim araligindaki kalibratorler kullanilarak olusturulan
4 PL lineer olmayan standart egri ile 6l¢iilen absorbans degerleri hesaplandi. Deneyin

yapilisi agikca asagidaki gibidir:

1) Tepkimelerin gerceklesecegi mikro kuyucuklar 5 kere yikama tamponu ile yikandi.
2) Her kuyucuga 200 pl 0.9% NaCl eklendi.

3) Uzerine 10’ar pl standart (0.0, 0.32, 0.8, 2.0, 5.0 mg L'l), kontrol ve 1:10.000
seyreltilen 6rnekler eklendi.

4) Oda sicakliginda 1 saat yatay calkalayicida inkiibe edildi.

5) Mikrokuyucuklar 5 defa yikama tamponu ile yikandi.

6) 200 pl 1:1000 oraninda seyreltilmis konjugat (peroksidaz etiketli anti-IgG) eklendi.
7) Oda sicakliginda 1 saat yatay calkalayicida inkiibe edildi.

8) Arta kalanlar bosaltild1 ve mikro kuyucuklar 5 defa yikama ¢ozeltisi ile yikandi.

9) 200 pl substrat (TMS) her kuyucuga eklendi.

10) Oda sicakliginda 10-15 dk. inkiibe edildi.

11) Tepkimeyi durdurmak igin 50 pl asit ¢ozeltisi eklendi.

12) Ornekler 450 nm’de ELISA okuyucusu ile okundu.

3.9. Insan Serumundan IgG Desorpsiyon ve Partikiiliin Tekrar kullanilabilirligi
IgG’nin desorpsiyonu 2.0 M NaCl ile kesikli sistemde caligildi. IgG adsorplanmis m-
poli(GMA) mikropartikiiller bu desorpsiyon ortamma kondu ve 2 saat 20 °C’de
karigtirildi. Desorpsiyon ortamindaki IgG miktar1 yukarida anlatildigi gibi ELISA
yontemi ile hesaplandi. Serumdaki toplam IgG miktar1 ise 280 nm UV spektrofotometre
kullanilarak bulundu. Desorpsiyon orani adsorblanan IgG’nin desorpsiyon ortamindaki
IgG miktarina oranmin alinmasi ile bulundu. Partikiiliin kan caligsmalarindaki tekrar
kullanilabilirligi ayni partikiil kullanilarak, adsorpsiyon-desorpsiyon islemi 5 defa tekrar
edilerek yapildi.
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3.10. Saklama Kararhhg
M-poli(GMA)-Con A partikiilii 30 giin boyunca 4 °C’de sodyum azid igeren pH: 7.4
tamponunda bekletildi ve 5 giin araliklarla adsorpsiyon kapasitesinde diisme olup

olmadigina bakildi.

3.11. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS/PAGE)

3.11.1. Elektroforezin Hazirlanmasi

I- Cam plakalar etanol ve su ile temizlenip kurutulduktan sonra arasina 0.75 mm
kalinliginda spacer adi verilen bosluk olusturucular konuldu ve plakalar dik bir
vaziyette plaka tutucuya yerlestirildi.

2- Plaka tutucusu igerisine kilitlenen jelsiz cam plaka sistemi jellerin dokiilecegi tutucu
izerine dikkatle oturtuldu.

3- Bir erlen igerisinde %8’lik ayirma jeli; 2.5 mL 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 4.6 mL
D.Su, 0.1 mL %10 SDS, 2.7 mL %30 Akrilamid, 0.005 mL TEMED (N,N,N,N'-
tetrametilendiamin)  karistirllarak hazirlandi. Karisim vakumlandiktan sonra, jel
plakalara dokiilmeden hemen 6nce TEMED eklendi.

1 mL’lik Hamilton siringas1 araciligt ile jel karisimi cam plakalar arasina
yukaridan 2 cm bosluk birakacak sekilde dokiildii. Jelin iist kisminin diiz olmasi i¢in jel
daha polimerize olmadan iizerine su ile doyrulmus biitanol ilave edildi ve jel en az 30
dk kadar oda sicakliginda polimerize olmasi i¢in birakildi. Jel polimerize olunca
iizerindeki butanol tabakasi su ile yikanarak temizlendi ve jel yapiminda ikinci adim
olan yiikleme jel yapimina gegcildi.

4- %S5 lik yiikleme jeli hazirlamak i¢in; 1.25 mL 0.5 M Tris.HCI (pH 6.8), 6.8 mL
Deiyonize Su, 0.1 mL %10 SDS, 1.7 mL %30 Akrilamid, 0.01 mL TEMED kullanildi.
Karigimm gazi almarak en son TEMED eklendikten sonra jel beklenmeden ayirma
jelinin tizerine dokiildi ve kuyucuklart olusturmak icin jelin {izerine tarak takildi
(Laemmli, 1970; Hames ve Rickwood, 1990). Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in bir
gece bekletildi.

5- Orneklerinin Hazirlanmasi: Protein &rnekleri 4x ‘lik bir yiikleme tamponu ile
karigtirtlarak ve 95 °C’de 4 dk isitilarak hazirlandilar. Bu 4x’lik yiikleme tamponu
icerisinde asagidaki bilesenler bulunmaktadir: 1.0 mL 0.5 M Tris.HCI (pH 6.8), 4.0 mL
D.Su, 1.6 mL %10 SDS, 0.80 mL Gliserol, 0.4 mL BME (Beta merkaptoetanol), 0.2
mL BFB (bromofenol mavisi).
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Ornekler 1sitildiktan hemen sonra buz iizerine alindi ve deney siiresince buz
tizerinde tutuldu. Standart olarak insan IgG’si kullanildi. Hazirlanan standart IgG

derisimi 1 mg mL™" olarak alind1 (IgG derisimin A: 1.36 verisi kullamilarak hazirlandr).

6- Jelin Yiiriitiilmesi: Cam tabakalar igerisinde polimerize olmus jel tank icerisine
ozenle yerlestirildi. Jeli iceren tank yaklasik 3 cm yiikseklige kadar yiirlitme tamponu
ile dolduruldu. Yiiriitme tamponu (pH 8.3) ¢ozeltisi; 12.0 g Tris, 57.6 g Glisin, 2.0 g
SDS c¢oziilerek hacmi deiyonize su ile 2.0 L’ye tamamlanarak hazirlandi. Jel, 120 ile

150 volt arasinda bir voltaj secilerek yiiriitiildii.

7- Proteinlerin Jel Uzerinde Goriiniir Hale Getirilmesi-Jelin Boyanmasi: Protein
elektroforezi bittikten sonra jel sistemden alindi. Jel tizerindeki proteinler boyanmadan
once jel tlizerine sabitlendi (fiksasyon). Bunun i¢in jel, en az 30 dk kadar fiksatif
icerisinde tutuldu (%40 metanol , %10 asetik asit iceren bir ¢ozelti). Fiksatiften

gegirilen jel, az miktarda distile su ile yikandiktan sonra boyama islemine alindi.

8- Coomassie Brilliant Blue (CBB) ile boyama: CBB’nin % 0.25’lik ¢ozeltisi fiksatif
icerisinde hazirlandi. Bir gece boya icerisinde bekletildi. Boya jelin yilizeyini tamamen
boyadig1 i¢in protein olmayan bdlgelerden uzaklastirilmas: gerekti, bu amacla jel birkag

kez 9%7’lik asetik asit ¢ozeltisi ile yikandi.

3.12. Yiizey Plazmon Rezonans Ciplerinin Yiizey Modifikasyonu

3.12.1. Altin yiizeyin aktivasyonu

Altin yiizeyin temizlenmesi ve hidroksillenmesi: Altin kapli (50 nm kalinliginda) SPR
¢ip (25 x 12.5 mm), modifikasyonundan 6nce deiyonize su ve alkol ile 3 kere yikandi,
vakum etiiviinde 40 °C’de 200 mmHg’da azot atmosferinde kurutuldu. SPR ¢ipin altin
ylizeyi 20 mL bazik pirana ¢dzeltisi (3:1 Amonyak, hidrojen peroksit) ile 10 dk yikandi.
Daha sonra SPR ¢ip su ve etanolle 3 kere yikanarak vakum etiiviinde 40 °C’de 200
mmHg’da azot atmosferinde kurutuldu.

Con A (0.2 mg mL", pH: 7.4 fosfat), ¢ozeltisi igerisine, oligopeptit iizerinde
bulunan serbest karboksil gruplarinin aktivasyonu i¢in N-etil-N'-(dimetilaminopropil)
karbodiimid (0.1 mg mL™) eklendi ve 20 °C’de 5 saat bekletildi. Aktivasyon siiresinden
sonra, Con A ¢ozeltisi, OH" ile kaplanmis altin ylizeye dokiildii ve 24 saat bekletilerek

karboksil ucundan yilizeye immobilizasyon gerceklestirildi.
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3.12.2. Ylzey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Olgtmleri

SPR c¢iplerin karakterizasyonu i¢in ylizey plazmon egrileri ylizey plazmon rezonans
sistemi SPRiLab ile alindi. Plazmon egrilerinin alinmasi sirasinda SPRview yazilimi
kullanildi. Goriintii alinmasi sirasinda 1518in SPR ¢ipe ulasma agis1 degistirilerek (48.7-
60.7°) 1518 % kirilma degerleri alindi. Elde edilen degerler SPR1001 yazilimi
kullanilarak incelendi ve yiizey plazmon egrileri 15181n gelis acisina karst % kirilma

miktar1 ve egimi grafige gecirildi.

3.12.3. SPR Ciplerle Kinetik Analizler

GenOptics SPRiLab sistemi analiz ¢alismalarinda kullanildi. Sistem, lazer kaynagi,
ayna sistemi, CCD kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan olugsmaktadir.
Con A immobilize film halinde hazirlanan SPR ¢ip, kinetik analiz ¢alismalarinda
kullanildi. Bu baglik altinda uygulanan deneysel islem su sekildedir: SPR ¢ip yiizeyi
6nce 50 mM NaOH ¢ozeltisi (50 mL, 1 mL dk™ akis hizinda) ile yikandi. Daha sonra,
50 mL deiyonize su ile tekrar yikandi. Sistemden su gegerken ylizey plazmon egrileri
alind1 ve rezonans kirinma acist belirlendi. Cihaz bu kirinma agisina ayarlandi ve
kinetik caligmalar bu ag¢1 degerinde gergeklestirildi. Kinetik analiz calismalarinda
SPRview yazilimmin kinetik goriintiileme programi kullanildi. Bu program, dakikada
yaklagik 150 % kirilma miktar1 degerini 6lgmekte ve anlik olarak % kirilma miktar
degisimini gézlenmesini saglamaktadir. Plazmon egrileri alinmasi ve aynanin rezonans
acis1 degerine ayarlanmasmin ardindan, SPR sisteminden 5 dakika siireyle su
gecirilmeye devam edildi. Bu dengeleme basamagmndan sonra, 0.1-1.0 mg mL’
derisimlerde IgG ¢ozeltisi (25 mL, 1.5 mL dk akis hizi) sisteme verildi. Rezonans
frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlendi ve denge durumuna geldiginde
(yaklasik 30 dakika) sisteme 1.0 M etilen glikol ¢ozeltisi (25 mL, 1.5 mL dk™ akis hiz1)
verilerek desorpsiyon gerceklestirildi. Desorpsiyon isleminden sonra, SPR ¢ip su ile
yikandi. Farkli seyreltmelerdeki ornekler verilmeden Once adsorpsiyon-desorpsiyon-
temizleme asamalar1 tekrarlandi. Elde edilen kinetik verileri, SPR1001 yazilim
kullanilarak analiz edildi.

SPR biyosensdrlerde, rezonans sinyalindeki degisimler % kirinma, AR, Rezonans
birimi (RU) gibi farkli sekillerde ifade edilebilir. Bu degisimler zaman fonksiyonu
olarak izlenir ve sensogramlarda gosterilir. Bu verilerden, ¢ip ile analit arasindaki
baglanma kinetik sabitleri hesaplanabilir. Analit (A) ve SPR ¢ip (B) arasinda akis

hiicresinde olusan AB kompleksinin olusumu basit olarak su sekilde gosterilebilir;
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Ka

Km
Agézelti > Ayﬁzey +B E) AB [313]
Km

Burada; k., analitin yiizeye ve tekrar analite kiitle tasinim hiz sabiti (her iki yonde

de aynidir); k, ve kq kompleks olusum hiz sabitleridir.

Ideal kosullar altinda, ne analitin sensdr yiizeyine tasinimi ne de yiizeyden
cozeltiye tasinimi baglanma kinetigini etkilemektedir. Bu durum, tasinimin baglanmaya
gore daha hizli gerceklestigi durumlarda gergeklesmektedir. Boylelikle analit derigimi
cozeltide sabit kalmakta ve ayrica baslangi¢ derisimi ([B],) etkilenmemektedir (Glaser,

1993). Bu kosullar altinda kompleks olusum hiz1 su sekilde tanimlanir:
d[AB]/dt = k,[A]([B]o-[AB])— kd[AB] [3.14]

Burada; [AB] baglanan analit miktari; [A] serbest analit miktart; [B], sensoriin
toplam ligand yogunlugudur. Ileri ve geri yondeki hiz sabitleri asagida anlatilan iki

farkli yaklagimla hesaplanmaktadir.

a) Denge Analizi

Toplam ligand miktar1 ([B],), ylizeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tiim derigim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. Boylelikle
kiitlenin derisime doniistiiriilme igleminin yapilmasma gerek kalmayacaktir. Serbest
analit derisiminin akig hiicresinde sabit kaldig1 psddo-birinci derece kosullar1 altinda

baglanma, Esitlik 3.14 ile ifade edildi:
dAR /dt = k,C (ARmax -AR)-k4AR [3.15]

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Ruyaxs baglanma ile 6lgiilen ve
maksimum sinyal; C analit derisimi (mg mL™), k, baglanma hiz sabiti (mL (mg.s)") ve
kg, ayrilma hiz sabiti (1 s’l)’dir. Baglanma sabiti K, (mL mg’l), k. ve ky sabitlerinin
oranindan hesaplandi (Ka=k,/kgq). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilirse:
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Alkdenge /C = KAAR max — Ka Alzdenge [3 16]

Bundan dolay1, baglanma sabiti K, ARgenge/C’ye karst ARgenge grafiginden
hesaplandi. Ayrilma sabiti Kp, ise; 1/K, esitligi ile hesaplanabilir.

b) Baglanma Kinetik Analizi
Esitlik 3.15 tekrar diizenlendiginde;

esitligi elde edildi.

Buradan, etkilesim kontrollii kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt’ye kars1 AR grafiginin,
egimi —(k,C + kq) olan bir dogru verdigi goriilmektedir. Baglangi¢ baglanma hiz1 analit
derisimiyle dogrusal bir iliski igerisindedir ve kantitatif olarak derisim belirlenmesinde
kullanilir. Eger Rmax degeri biliniyorsa, tek bir sensogram kullanilarak k, ve kq degerleri
hesaplanabilir. Yiizeyi tamamen doygunluga eristirmek icin ¢ok yiiksek analit
derisimlerine gerekli oldugu i¢in Ryax’un deneysel olarak belirlenmesi zordur. Tercih
edilen yaklasim, bir ¢ok farkli analit derisimlerinde baglanma sensogramlarinin
alinmasidir. Ileri ve geri yondeki hizlarin analizi icin cizilen dAR/dt’ye karsi AR

grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:
S =k, +ky [3.18]
S’ye kars1 C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kq degerini vermektedir. Fakat, k,C >> k4 oldugu durumlarda kg hesaplamasi
icin bu yontem ¢ok giivenilir degildir. Daha giivenilir yontem, ayrilma kinetiginin
incelenmesidir.
In(AR, / ARy) =kq (t —to) [3.19]
Burada; AR, ve ARy, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir

(Lin ve ark., 2005).
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3.12.3.1. Denge izoterm Modelleri
Con A immobilize SPR ¢ip ile IgG arasindaki etkilesim modelini belirlemek amaciyla
¢ farkli izoterm modeli uygulanmigtir: Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich

(LF) modelleri.

Langmuir AR={ARpnax[A]/Kp+[A]} [3.20]
Freundlich AR=AR,,[A]"" [3.21]
Langmuir-Freundlich AR={ARmax[A]""/Kp+[A]"™ [3.22]

Burada; ARpax, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge; denge halindeki SPR
sinyal kaymasi; [A], analit derisimi; Ka, baglanma denge sabiti; Kp, ayrilma denge

sabiti; 1/n, Freundlich ylizey heterojenite indeksidir.

3.13. Spektroflorimetrik Ol¢iim

Adsorbsiyon desorpsiyon ¢aligmalarinda desoplanan IgG’nin  konformasyonel
degisikliginin olup olmadigina, denature IgG, dogal IgG ve desorblanan IgG kullanarak
spektroflorimetre ile bakildi. Olgiimlerde; Uyarilma Dalgaboyu= 280 nm, Emisyon
Dalgaboyu araligi= 300-400 nm, Bant araligi= 5Snm olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. M-poli(GMA) esboyutlu mikropartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Yiizey Alani

M-poli(GMA) mikropartikiillerin spesifik yiizey alam1 3.2 m* g”' olarak hesaplandi.

4.1.2. Sisme Testi

Maksimum sisme orant %52 olarak bulundu.

4.1.3. Yiizey Morfolojisi
Olusan mikropartikiillerin morfolojisi ve yapis1t SEM fotografi ile alind1 ve Sekil 4.1°de

sunuldu.

ZOkUR @X2,5688 168um BEEE 1S/0CT/BS8

Sekil 4.1. Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin Taramali Elektron Mikrografi
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4.1.4. Epoksi Grup Analizi

Teorik olarak hesaplanan epoksi grubu (ortamdaki GMA’ya gore hesaplanan) 4.2 mmol
g’dir. M-poli(GMA) mikropartikiillerin yiizeyindeki epoksi grubu ise perklorik asit
titrasyonu ile hesaplanmis olup teorik miktardan farkli olarak 3.46 mmol g

bulunmustur.

4.1.5. '"HNMR Analizi

Sekil 4.2°de goriildiigii lizere -CH,- fonksiyonel grubunun kimyasal kayma degeri 0.6-
1.2 ppm, epoksi halkasinin kimyasal kayma degeri 2.5-3.4 ppm, -OCH, fonksiyonel
grubununki ise 3.5-4.5 ppm degerlerinde pik vermektedir.

\% R R R AN 72

ol

T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4 5 4 0 3 5 3 ] 2 5 2 1] 1. 5 1. .5 0.0 ppm

e lsNe e T sl

Sekil 4. 2. Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin 'H-NMR analizi

4.1.6. FTIR Analizi

Sekil 4.3’te m-poli(GMA)'nin FTIR spektrumu sunulmustur. 907 cm™’de epoksi
grubunun titresim bandi goriinmektedir. Bu band mikropartikiildeki oksiran grubunun
varligim kamtlamaktadir. 1740 cm™ C=O (ester) gerilme titresimi, 1244 cm™ epoksi
halkasindaki simetrik halka gerilme titresimi, 760 cm™ epoksi halkasindaki C-H egilme

titresimini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin FTIR spektrumu

4.1.7. Manyetik Ozellikler

M-poli(GMA) mikropartikiillerin sulu yogunlugu 25 °C’de 1.14 g cm™ olarak 6lgiildii.
Aymi islemle, Fe;0y partikiillerinin manyetik yogunlugu 25 °C’de 1.97 g cm™ olarak
bulundu. Manyetik olmayan partikiillerin yogunlugu ise 1.08 g cm™ olarak bulundu.

Dolayisiyla yogunluk verileri Esitlik 3.2°de yerine yazildiginda manyetik
mikropartikiiller icerisinde m-poli(GMA)’nin jel hacim fraksiyonu 0.955 olarak
bulundu. Diger bir ifade ile, nanopartikiil manyetitin m-poli(GMA)’daki hacim
fraksiyonu 0.045 dir.

Manyetik alana karsi1 (Gauss) manyetik pik yogunlugu Sekil 4.4’de goriilmektedir.
Manyetik ~ mikropartikiillerin ~ pratik ~ uygulamalardaki  6nemli  parametresi
manyetizasyondur. Polimer yapida varolan manyetik nanopartikiil varligt ESR ile
anlasilmaktadir. Uygulanan dis manyetik alan 6rnekte i¢ manyetik alan olusmasina
neden olmustur, bu da dis manyetik alana eklenir ya da ¢ikarilir. Elektronik manyetik
moment tarafindan iiretilen bolgesel manyetik alan dig manyetik alana eklenerek etkin

alan bulunur.

Hetkinsz1$+ Hbélgesel [4 1 ]
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Sekil 4.4. Esboyutlu m-poli (GMA) mikropartikiillerin ESR spektrumu

Sekil 4.5’de ise polimerik yapinin manyetik 6zellikleri elektromanyetik iinite
kullanilarak (EMU) gosterildi. Manyetik mikropartikiillerin manyetik alandaki
davranislarini gostermek i¢in titresimli magnetometre kullanildi ve H, dig manyetik alan

rezonansi olarak tanimlandi.
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Sekil 4.5. Es boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiillerin manyetik davranisi
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4.2. Konkanavalin A Optimizasyonu

4.2.1. Ligand Derisiminin Etkisi

Sekil 4.6’dan goriildiigii gibi ilk basta derisimin artmasiyla artan adsorpsiyon,
Konkanavalin A molekiiliiniin artik baglanma merkezlerinin dolmasiyla birlikte
doygunluga ulasmaktadir. Maksimumum 4.0 mg mL" Con A derisiminde, adsorpsiyon
gram partikiil bagma 12.5 mg degerinde platoya ulasmaktadir.

14

R
N
N

1

-
o
L

® m-poli(BMA)
—#— epokshalkasagiims m-poli(®1A)

Adsorblanan Con Amgg

Con A derisimi mg mL"!

Sekil 4.6. Con A’nin m-poli(GMA) es boyutlu mikropartikiillere adsorpsiyon izotermi.
pH: 7.4; T: 4 °C ve inkiibasyon siiresi 24 saat.

4.2.2. pH Etkisi

Sekil 4.7°de pH’in Con A adsorbsiyonuna etkisini gosteren grafik sunulmaktadir.

Maksimum Con A adsorbsiyonu 3.2 mg g olarak pH: 7.4’de belirlendi.

3,57
3,04 —&— m-poli(®1A)
—8— epokshalkasacgilms m-poli(®1A)
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< 2,0
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©
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©
o 1,09
=
o
1]
2 o.51
./.\I -
0,04
6,5 7,0 7.5 8,0 8,5 9,0 9,5

pH

Sekil 4.7. Con A adsopsiyonuna pH etkisi . Con A derisimi: 1.0 mg mL™; T: 4°C.
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4.2.3. Sicaklik Etkisi
Sekil 4.8°de goriildigii gibi 4 °C’de adsorpsiyon 3.2 mg g iken sicaklik arttik¢a bu

deger 1.8 mg g degerine diismektedir.

3,5 q
B  m-poli(®&MA)
3,0 —8&— epokshalkasacilms m-poli(®1A)
§ 2,5
<
5§ 2.09
O
&
c 1,54
©
=
}8 1,0
0,5
- L i
0,0 T T T d
0 10 20 30 40
Sicaklik’C

Sekil 4.8. Con A adsorpsiyonuna sicakhigin etkisi. pH: 7.4; Con A derisimi:1.0 mg L™
4.2.4. iyonik Siddet EtKisi

Sekil 4.9°da sunuldugu gibi diisiik tuz derisimleri maksimum adsorpsiyon 2.4 mg g’
iken tuz derisiminin 1.0 M oldugu noktada adsorpsiyon kapasitesi 0.1 mg g degerine

diismiistiir.

W m-poli(®1A)
—®— epokshalkasaciims m-poli(®A)

-1

Adsorplanan Con Amg g

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
iyonik Siddet (M NaCl)

Sekil 4.9. Con A adsorpsiyonuna iyonik siddet etkisi. T: 4 °C; Con A derisimi: 1.0 mg
mL™'; pH: 7.4.
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4.2.5. Adsorpsiyon izotermleri
Sekil 4.10 a ve b grafiklerinde Con A’nin adsorpsiyon izoterm modelleri goriilmektedir.
Sekil 4.11°de ise Dubinin- Radushkevich grafigi ¢izilerek baglanmanin kimyasal olup

olmadig1 arastirilmistir.

Langmuir

o 2
o ® m-poli(GM)epoksgrubuacilms
= ¥ m-poli(GM)
1 e
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
1/ Cden(mLmg™)
a)
Freurdlich
3_
[ ]
[ ]
2_
1 4 ® m-poli(GM)epokshalkasacgilms
v m-poli(GM)
g
£
0_
-1 -———————v— "
-2 T T T T T d
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
b) InCden

Sekil 4.10. Manyetik poli(GMA) ve epoksi halkasi acilmis manyetik poli(GMA)

mikropartikiillerin a) Langmuir ve b) Freudlich adsorpsiyon izotermi.
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Sekil 4.11. Dubinin-Radushkevich Adsorbsiyon Izotermi.

Freundlich sabitleri olan n , Ky ve korelasyon sabitleri Esitlik 3.7 kullanilarak;
Langmuir sabitleri olan Qmax, b ve korelasyon sabitleri ise Esitlik 3.4 kullanilarak
hesaplandi; Dubinin-Radushkevich sabitleri olan Xpg, -Kprx10° ve Epr (kJ mol™) ve

R® degerleri de Esitlik 3.10 yardimyla hesaplanarak Cizelge 4.1°de sunuldu.
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Cizelge 4.1. Con A adsorpsiyonu i¢in Langmuir, Freundlich ve Dubinin- Radushkevich

Sabitleri
Adsorpsiyon Izoterm m-poli(GMA) epoksi acillmis m-poli(GMA)
Sabitleri
Langmuir
Quax(mg g™) 0.35 115
b (mL mg") 3.57 0.043
R’ 0.966 0.978
Freundlich
K (mg g™) 0.27 4.8
n 0.1278 0.878
R’ 0.978 0.966
Dubinin-
Radushkevich
Xpr 7.645
-Kprx10’ 5.982
Epr (kJ mol™) 9.0
R’ 0.950

4.3. Kesikli Sistemde IgG Adsorpsiyon-Desopsiyon Calismalari

4.3.1. pH Etkisi

Sekil 4.12°de sunulan grafik pH’in IgG adsorbsiyonuna etkisini gostermektedir.
Sekilden goriildiigii gibi Con A bagli mikropartikiile adsorplanan IgG, pH: 6.0°da
maksimum degere ulagmaktadir. Bu pH’da maksimum IgG adsorpsiyonu Esitlik 3.11
kullanilarak gram partikiil basina 33.5 mg olarak bulundu .

56



40 A

m  m-poli(®1A)
—&— m-poli(BA)-CoA

30

R

20 A

Adsorplanan IgG mg g

10

pH

Sekil 4.12. IgG adsopsiyonuna pH etkisi. Con A yiikleme. 12.5 mg g'; IgG derisimi:
0.5mg mL™; T:20 °C.

4.3.2. IgG Baslangic derisiminin Etkisi

Sekil 4.13°de goriildiigii gibi konkanavalin A bagli olmayan mikropartikiile spesifik
olmayan IgG etkilesimi oldukga azdir (0.2 mg g'), beklenen aktif bolgelerin
doygunluguna ise 2.0 mg mL’ baslangic derisiminde ulasiliyor. Bu derisimde
maksimum IgG adsorpsiyonu ise 59 mg g™ partikiil degerine kadar yiikseliyor.

70 7
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R

50 1

407 m  m-poli(®MA)

o m-poli(&A)-Con A

30 1

Adsorplanan IgG mg g

20

10 A

- - - -
0 1 2

w4

1gG derisimi mg mL"

Sekil 4.13. IgG adsopsiyonuna baslangi¢ derisim etkisi. Con A yiikleme: 12.5 mg g';
pH: 6.0 ; T: 20 °C.
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4.3.3. Adsorpsiyon Kapasitesine Zamanin Etkisi
Sekil 4.14’de goriildigi gibi, farkli IgG derisimlerinde farkli zaman araliklarinda
yapilan calismalarda maksimum adsorpsiyona, her bir derisim i¢in 60. dakikada

ulagildig1 goriilmektedir.

60 T

0,1 mg mL-1
0,2 mg mL!
0,3 mg mL!
0,5 mg mL!
0,8 mg mL!
1,0 mg mL!
1,5 mg mL!
2,0 mg mL?

PO S®OGOAnm

Adsorplanan IgG mg g'1

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman(dk)

Sekil 4.14. IgG adsorpsiyonuna zaman etkisi. Con A yiikleme: 12.5 mg g'; pH: 6.0; T:
20°C

4.3.4. iyonik Siddet Etkisi

Sekil 4.15’den goriildiigli tizere NaCl tuzu eklenerek ayarlanan iyonik siddet arttikca,
adsorblanan IgG miktar1 30.9 mg g degerinden 5.1 mg g degerine diismiistiir.
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Sekil 4.15. M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin IgG adsorpsiyonuna

iyonik siddet
T: 20 °C.

4.3.5. Sicakh

etkisi . Con A yiikleme: 12.5 mg g™'; IgG derisimi: 0.5 mg mL™"; pH:6.0;

k Etkisi

M-p(GMA)-Con A ve m-p-(GMA) mikropartikiillerinin IgG adsorbsiyonunun sicaklikla

degisimi Sekil 4.16°da goriilmektedir. Maksimum IgG adsorpsiyonu 4 °C’de 40.3 mg g

! partikiil olarak bulunmusken 55 °C’de bu deger 5.1 mg g a kadar diismiistiir.
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Sekil 4.16. M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin adsorpsiyonuna sicaklik
etkisi . Con A yiikleme: 12.5 mg g”', IgG derisimi: 0.5 mg mL™", pH:6.0 .
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4.3.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

IgG adsorplanmis mikropartikiiller 1 saat oda sicakliginda desorplayici ajan olarak
kullanilan etilen glikol + glukoz ile manyetik karigtiricida  karistirilarak
etkilestirildiginde %95 oraninda desorpsiyon meydana gelmistir. Sekil 4.17°de
gosterildigi gibi ayn1 adsorbent ile onuncu kez tekrar kullanimda bile hala %98.5
etkinlikte adsorpsiyon meydana gelmektedir. Desorpsiyon orami ise Esitlik 3.12

kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.17. M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillerin tekrar kullanilabilirligi

4.4. MSFB Sisteminde IgG Adsorpsiyon-Desopsiyon Calismalari

4.4.1. Akis Hiza

Sekil 4.18°de gosterildigi gibi 1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 mL dk™ akis hizlarindaki adsorpsiyon
kapasitesi (mikropartikiil basma adsorplanan IgG miktar1) Esitlik 3.11 kullanilarak
hesapland1 (Olgiimler 280 nm UV spektrofotometresinden alindi). Akis hiz1 arttik¢a
adsorpsiyon kapasitesi 37.7 mg g degerinden 11.1 mg g™’ degerine diistii.
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Sekil 4.18. MSFB sisteminde IgG adsorpsiyonuna akis hizi etkisi. pH: 6.0 (fosfat
tamponu); T: 20 °C; Con A yiikleme:12.5 mg g”'; IgG derisimi: 0.5 mg mL™; ®=1.0.

4.4.2. pH Etkisi
Sekil 4.19°da IgG adsorbsiyonuna pH’in etkisi gosterilmektedir. Konkanavalin A takil

partikiile adsorplanan IgG, pH 6.0’da maksimum 37.7 mg g degerine ulasmaktadir
(IgG’nin izoelektrik noktas1 6.2).
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Sekil 4.19. Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere IgG adsorpsiyonuna pH
etkisi. Con A yiikleme: 12.5 mg g'; IgG derisimi: 0.5 mg mL"; Akis hiz1:1.0 mL dk.™;
®=1.0.
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4.4.3. IgG Baslangi¢ Derisiminin Etkisi
Sekil 4.20°ye bakildiginda, siirekli sistemin baglangic derisim taramasimin kesikli
sisitemdeki gibi 2.0 mg mL™ degerinde doygunluga erdikleri goriiliiyor. Egri 66 mg g™

degerinde platoya ulagsmaktadir.
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Sekil 4.20. Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin IgG adsorpsiyonuna
Baslangig derisim etkisi. Con A yiikleme: 12.5 mg g"'; Akis hizt: 1.0 mL dk™'; @=1.0.

4.4.4. Zaman EtKisi

Farkli derisimlerde ve farkli zaman araliklarinda yapilan denge ¢alismalarinin sonucu
Sekil 4.21°de gortilmektedir. Her derisim i¢in denge adsorpsiyon degerine 60. dakikada

ulagilmaktadir.
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Sekil 4.21. Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere zaman etkisi. Con A
yiikleme: 12.5 mg g™'; Akis huzi: 1.0 mL dk™'; T: 20 °C; pH: 6.0, ®= 1.0.

4.4.5. iyonik Siddet EtKisi
Sekil 4.22°den de goriildiigii gibi 0.01-0.1 M derisim araliginda ortama NaCl eklendikge

IgG adsorpsiyonu % 28 oraninda azalmustir.
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Sekil 4.22. Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikroparatikiillere Iyonik siddet etkisi.

Con A yiikleme: 12.5 mg g'; IgG derisimi: 0,5 mg mL™; Akig hizt: 1.0 mL dk™'; T: 20
°C; pH: 6.0; @:1.0.
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4.4.6. Manyetik Alan Etkisi
Sekil 4.23’de de sunuldugu gibi manyetik alan arttikga ayni1 akis hizinda adsorplanan
IgG derisimi 37,7 mg g *den 18 mg g"'’a kadar azalmaktadr.
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Sekil 4.23. Es boyutlu m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillere Manyetik Alan etkisi.
IgG derisimi: 0,5 mg mL™"; T: 20 °C; pH:6.0.

4.4.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

MSFB sisteminde IgG adsorplanmis m-poli(GMA)-Con A mikropartikiiller 1 saat oda
sicakliginda etilen glikol + glukoz ile manyetik karistiricida karistirildiginda, Esitlik
3.12’ye gore yapilan hesaplama sonucu %95 oraninda desorpsiyon meydana gelmistir.
Sekil 4.24’den de goriildiigii gibi ayn1 mikroparatikiil onuncu dongiide bile hala %99
etkinlikte adsorpsiyon yapabilmistir.
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Sekil 4.24. MSFB sisteminde m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerinin tekrar

kullanim sayisi.

4.5. Kesikli ve MSFB Sistemlerinde Izoterm Modelleri
Sekil 4.25 ve 4.26°da kesikli ve siirekli sistemin adsorpsiyon modelleri olan Langmuir

ve Freundlich sirasiyla sunulmustur.
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Sekil 4.25. Langmuir Izotermi.
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Sekil 4.26. Freundlich Izotermi.

Cizelge 4.2°de ise Sekil 4.25 ve 4.26°da sunulan adsorpsiyon izotermlerinden elde

edilen sabitler yer almaktadir.

Cizelge 4.2. Langmuir ve Freundlich sabitleri

Langmuir Freundlich
Qmax b ll2 Kf n l{2
(mgg')  (mgmL") (mg g™
Kesikli sistem 55,9 8,1 0,985 52,9 0,415 0,937
Siirekli sistem 57,2 18,5 0,980 60,5 0,356 0,941

4.6. Insan Kan Serumundan IgG Adsorbsiyon-Desopsiyon Calismalari

4.6.1. Adsorpsiyon Calismalari

Cizelge 4.3 kan orneklerindeki IgG adsoropsiyon kapasitelerini gdstermektedir. PBS
(fosfat buffer saline) ile seyreltilmis serum orneklerinin daha az adsorpsiyon verirken
seyreltilmemis 6rnekte ise Con A bagli olmayan m-poli(GMA)’ya sadece 1.1 mg mL"
adsorpsiyon gozlenmis olup bu deger Con A immobilize 6rnek i¢in 48 mg g'’e

ylikselmektedir.
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Cizelge 4.3. insan Kan Serumundan IgG Adsorpsiyonu

Serum Ornekleri Adsorplanan IgG (mg g™)
Serum 48

1:2 serum 23

1:5 serum 14

1:10 serum 7

4.6.2. Desopsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik
M-poli(GMA)-Con A es boyutlu mikropartikiillere kan serumundan IgG adsoropsiyonu
kesikli sistemde c¢alisildig1 gibi desorpsiyonu da kesikli sistemde c¢alisildi. Adsorplanan
biyomolekiiliin % 85’1 tekrar desorplandi. Desorplanan IgG miktar1 ELISA 6l¢iimleri ile
belirlendi. Desopsiyon ortam1 2.0 M NaCl olarak segildi.

Con A immobilize m-poli(GMA) es boyutlu mikropartikiillerin kanda tekrar
kullanilabilirligini gostermek icin ayni partikiile adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5

defa uygulandi (Sekil 4.27).

| & m-polifGha)-Can A)

Adsorblanan IgG {mg g-1)
)
m
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Tekrar kullanim sayisi

Sekil 4.27. m-poli(GMA)-Con A mikropartikiillerin kanda tekrar kullanilabilirligi.
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4.6.3. Saklama Kararhhg:
Con A bagl m-poli(GMA) partikiiller 4 °C’de sodyum azid igeren pH: 7.4 fosfat
tamponunda bekletilmistir. 30 glin boyunca adsorpsiyon veriminde higbir degisiklik

olmadig1 Sekil 4.28’den goriilmektedir.

1201

100+ PY Py PY PY PY Py PY

80 1
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% Adsorpsiyon

® m-poli(GM)

40 A

20 1

Giun

Sekil 4.28. Saklama kararlilig1.

4.7. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Sekil 4.29°da desorplanan proteinin saflik kontrolii elektroforez yontemi olan SDS-
PAGE kullanilarak yapildi.

Miyozin 200

A

Beta Galaktozidaz 116

ool

Ovalbumin 45

Lizozim 14

Sekil 4.29. SDS-PAGE ; 1- Marker, 2- Adsorpsiyon Oncesi serum, 3- Adsorpsiyon

sonras1 serum, 4- Standart Insan IgG, 5- Desorplanan IgG.
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4.8. Spektroflorimetre

Adsorpsiyon ve desorpsiyon siiresince IgG molekiiliiniin yapisal degisme gegirip
gecirmedigini anlamak i¢in floresans ol¢iimleri kullanilmistir. Sekil 4.30’a bakildiginda
dogal (A) ve desorplanan (B) proteinin dalgaboyunun her ikisi de 333 nm oldugu ancak

denature (C) proteinin dalga boyunun 343 nm’ye kaydig1 ve ayni zamanda emisyon

siddetinde azalma oldugu goriilmektedir.

250,000

A A: Dogal 1gG
B: Desorblanan
IgG
B C: Denature IgG
z
C

00,0 3a0,0 400,0
Wavelength (nm)

Sekil 4.30. Floresans emisyon spektrumu; (A) dogal, (B) desorblanan, (C) denature IgG
(1.0 mg mL™).
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5. SPR KINETIiK CALISMALAR
5.1. SPR Cip Yiizey Karakterizasyonu

Sekil 5.1°de SPR ¢ipin Con A baglanmis halinin ylizey goriintimleri ile ii¢ boyutlu
goriiniimleri goriilmektedir. Alinan dl¢limlerin ortalama sonucu olarak kalinlik 14.7334

nm olarak bulunmustur.

B

Sekil 5.1. Elipsometri Grafikleri A) Yiizey Goriiniimii B) 3 Boyutlu Goriliniimii
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5.2. SPR Cip Plazmon Ol¢iimleri

Plazmon egrilerinin alinmasi sirasinda SPRview yazilimi kullanilarak 1518 SPR ¢ipe
ulasma acist 48.7-60.7° araliginda degistirilmistir. Elde edilen degerler SPR1001
yazilimi kullanilarak incelenmis ve ylizey plazmon egrileri 15181n gelis agisina karsi
kirllma acis1 ve egimi grafige gecirilmistir. Sekil 5.2°de elde edilen grafiklerden

goriilecegi gibi plazmon agis1 51° olarak bulunmustur.

B
Sekil 5.2. Plazmon Olgiimleri. A) Reflektivite B) Egim Grafikleri.
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5.3. SPR Kinetik Calismalar

Sekil 5.3’te Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 0.1 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar1 goriilmektedir.

B
Sekil 5.3. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derisim
0.1 mgmL".

Sekil 5.4’te Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 0.2 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar1 goriilmektedir.
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Sekil 5.4. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derisim
0.2 mgmL".

Sekil 5.5’te Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 0.4 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar1 goriilmektedir.
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B
Sekil 5.5. Kinetik Analizler. A) Reflektivite B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derigim
0.4 mgmL™".

Sekil 5.6°da Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 0.8 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar goriilmektedir.
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Sekil 5.6. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derisim
0.8 mg mL™".
Sekil 5.7°de Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 1.0 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar1 goriilmektedir.
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Sekil 5.7. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derigim
1.0 mg mL™.
Sekil 5.8°de Con A ve IgG etkilesiminin kinetik analizinde 1.5 mg mL™" derisimi

icin reflektivite ve delta reflektivite calismalar1 goriilmektedir.
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B
Sekil 5.8. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri. Derigim
1.5mgmL".

Sekil 5.9’un A grafiginde 0.1-1.5 mg mL™" arasindaki derisimlerin SPR kinetik
calismalar1 toplu halde sunulmustur. Grafikten goriildiigii gibi 1.0 ve 1.5 mg mL"
degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve artik bu degerlerde egrilerin doygunluga
geldigi goriilmektedir.
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Sekil 5.9’un B grafiginde sunulan; zaman-AR sensogramlarinin egrileri, zaman-%
kirlma miktar1 egrileri ile aynidir. Fakat egriler bir arada incelendiginde;

degerlendirilmesi agisindan daha duyarli sonuglar oldugu goriilmektedir.

sty cormmumilaries
! i

Sekil 5.9. Kinetik Analizler. A) Reflektivite; B) Delta Reflektivite Grafikleri (Hepsi
Birlikte). Spot 1: 0.1 mg mL™"; Spot 2: 0.2 mg mL™"; Spot 3: 0.4 mg mL™; Spot 4: 0.8
mg mL™"; Spot 5: 1.0 mg mL™"; Spot 6: 1.5 mg mL™.
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Sekil 5.10°da Derisim-Reflektivite kaymasi arasindaki iliski sunulmustur.

20
18
16

14 1

124 y=55452np) + 12,919
1_
% 17 R’ = 0,9711

v = 10,335 + 1,7351
R’ = 0,904

] T T T T T T T
1] 02 0,4 0,6 03 1 1,2 1,4 1,6

Derigim mg mL™"

16

14

v= 14,174 + 0,2126
R® = 0,9849

12 1

o 032 o4 05 08 1 1,2

Derigim mg mL™"
Derisim mg mL"™"
Sekil 5.10. Derisim-Reflektivite kaymas: arasindaki iliski. (A) 0-1.5 mg mL™" derisim

araligi; (B) 0-1 mg mL™" aralig1.
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Sekil 5.11°de denge analizi ve baglanma kinetik analizi i¢in ¢izilen dogrular
verilmistir. Bu dogrulara ait denge analizi i¢in Esitlik 3.16 ve baglanma kinetik analizi
icin Esitlik 3.17 ve 3.18 kullanilarak hesaplanan ARy, ka, k4, Ka ve Kp degerleri
Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.

20

15 4 ¥=0,9397x + 11,327
R* = 09848

14 4

ARDerigim, mglL mg-1

12 1

v=-0,8838x + 24,697

107 R’ = 0,8256

&

DR

v = 3,402x + 0,1191 *
R’ = 0,9518

Egimy, 1/Dakika

0 0,2 0,4 0,5 0,5 1 1,2 1,4 1,6

1/ Derisim (mLmg™")

Sekil 5.11. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi (Scatchard);
(b) Baglanma kinetik yaklagimi
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Cizelge 5.1. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi

ARgenge /C = KAAR ot — Ka AR genge dAR/dt = kyCARmax — (kaC + kg)AR
S =k,C +kqg

AR nax 12.054 Ko, mL (mg.dk.)” 3.4021

Ka, mL mg” -0.9397 kq, 1 dk™. 0.1191

Kp, mg mL™ -1.0642 K, mL mg™ 28.565

R’ 0.9848 Kp, mg mL" 0.0035
R’ 0.9518

AR nax 27.944

Ka, mL mg” 0.8838

Kp, mg mL™ 1.1315

R’ 0.8526

Sekil 5.12°de adsorpsiyon izoterm modelleri goriilmektedir.

0,9
0,8 -
V= 0,0782 + 0,0138
07 1 R’ = 0,9024

0,6 -

0,5

1.aR

0,4
0,3
0,24

0,1 -

1/ Derisim (mLmg™")
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V=0.95231+ 25729

In[aR ]

I:I T T T T T T
-25 -2 -1.5 -1 -05 0 05 1

In[Derisim]

04
v = 0,0881x + 0,0253

0,5 -
: R = 0,9904 -4

07 A
06

0,5

1/AR

04 4

0,3 -

1t

Sekil 5.12. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c¢) Langmuir-
Freundlich.

Cizelge 5.2°de, Sekil 5.12°deki grafik dogrular1 ve Esitlik 3.19, 3.20 ve 3.21

kullanilarak bulunan parametreler sunulmustur.
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Cizelge 5.2. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
AR={AR nax[AJ/Kp+[A]} AR=AR 1, [A]"" AR={ARma[A]""/KpHA]"™}
AR nax 72.464 AR nax 13.104  ARpax 39.526
ARpma, mg mL™” 5.0975 ARy, mg mL™! 0.9095 ARay, mg mL™" 2.7736
Kp, mL mg™ 5.6667 1/n 0.9523 1/n 0.9523
Kp, mL mg” 0.1765 R’ 0.9652 Kp, mL mg” 3.4822
R’ 0.9924 Ka, mg mL™ 0.2872

R’ 0.9904
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6.SONUCLARIN LITERATURLE KARSILASTIRILMASI

Cizelge 6.1. Sonuglarin Literatiirle Kargilagtirilmasi

Polimer Ligand Maksimum adsorpsiyon Kaynaklar
(mg g™

Eupergit Affigel Protein A 20.1 Fiiglistaller, 1989
Polyethylene Phenylalanine 50.0 Kim ve ark., 1991
Sepharose 4B L —Histidine 0.23 Miiller-Schulte ve ark., 1991
Sartobind Protein A 0.51 Langlotz ve ark., 1992
PHEMA Protein A 24.0 Denizli ve ark., 1995
Poly(ethylene vinyl alcohol)L-Histidine 77.7 Bueno, 1995
Polysulfone Protein A 8.8 Charcosset ve ark., 1995
Polycaprolactam Protein A 28.3 Klein ve ark., 1997
Poly(methyl methacrylate) Protein A/G 6.6 Dancette ve ark, 1999
Sepharose 4B Biomimetic ligand 25.0 Teng ve ark., 1999
Poly(vinyl alcohol) Protein A 13.2 Castilho ve ark., 2000
PoliMMA) 3-Aminophenol 52.0 Teng ve ark., 2000
PHEMA L-Histidine 44.8 Ozkara ve ark., 2002
PHEMA Methacryloylamidohistidine 73.8 Garipcan ve Denizli, 2002
Poli(methyl methacrylate) Cu®* 54.3 Denizli ve ark., 2003
PHEMA Cu*', Ni*', Zn*'ve Co®™" 79.6 Ozkara ve ark., 2003
PHEMA Con A 69.4 Bereli ve ark., 2004
Poli(EGDMA-MAH) MAH 262 Ozkara ve ark., 2004
Poli(AAm-AGE) Con A 25.6 Babacan ve ark., 2006
m-poli(EGDMA-MAH)  Cu®* 97.5 Karatas ve ark., 2007

Ben-His 89.6 Oztiirk ve ark., 2007
Bu Calismada
m-poli(GMA) Con A 48 Birnur Akkaya Doktora Tezi
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7. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada, IgG saflastiriimasinda kullanilmak iizere tek basamakli dispersiyon
polimerizasyonu ile manyetik poli(GMA) mikropartikiiller hazirlandi. Dispersiyon
polimerizasyonuna 1{i¢ modifikasyon uygulandi. Bunlardan birincisi polimer
damlaciklarin {iniform olmalarin1 saglamak amaciyla polimerizasyonun gergeklestigi
polimerizasyon reaktoriine dort kiirekli karistirict eklenmesidir. Ikincisi, tepkime
sicakliginin artirilarak damlaciklarin viskositesinin azaltilmasidir. Prosesin sicaklik
kontrolii oldukega kritik bir basamaktir ¢iinkii, sicaklik kontrolii ile damlacik dagilimi ve
damlacik olusumu saglanir, aksi taktirde biiyilk damlaciklar olusur. Ugiinciisii,
kararlastirict olarak kullanilan poli(vinilpirolidon)’un yiiksek oranda (monomerin
agirlikca %10’un iizerinde) eklenmesidir, nedeni ise ¢ok dar boyut dagiliminda kararl
es boyutlu mikropartikiiller olugturmaktir.

M-poli(GMA) mikropartikiillerin spesifik yiizey alani 3.2 m’ g’ olarak
hesaplandi. Oldukga hidrofilik yapiya sahip olan m-poli(GMA) mikropartikiiller iki saat
stiresince farkli zaman araliklarinda denge sisme oranlari calisildi ve hizlica siserek
sadece 15 dk’da maksimum gisme orani olan % 52 degerine ulastilar.

Olusan mikropartikiillerin morfolojisi ve yapist Sekil 4.1’de gorildigi gibi
iiniform ve gézeneksizdir. Partikiiliin g6zeneksiz olmasi partikiil i¢i direnci azaltir bu da
diflizyonu kolaylastirirken adsorbsiyon kapasitesini artirir. Partikiil boyutu 1.6-1.7 um
araliginda bulunmustur. M-poli(GMA) nin PDI (poli dispersite indeksi) 1.008 civarinda
bulundu. PDI degeri 1.05’ten kiigiik olan partikiiller monodispers olarak kabul edilir
(Chen ve ark., 1999). Dolayisiyla, bu deger, es boyutlu mikropartikiillerin
sentezlendigini gostermektedir.

Teorik olarak hesaplanan epoksi grubu (ortamdaki GMA’ya gore hesaplanan) 4.2
mmol g™’ dir. M-poli(GMA) mikropartikiillerin yiizeyindeki epoksi grubu ise perklorik
asit titrasyonu ile hesaplanmis olup teorik miktardan farkli olarak 3.46 mmol g
bulunmustur. Bunun nedeni de bazi epoksi gruplari mikropartikiiliin icerisinde olup
titrasyona cevap vermemis olmasindan dolayidir.

Sekil 4.2°deki 'H-NMR, -CH,- fonksiyonel grubunun kimyasal kayma degeri 0.6-
1.2 ppm, epoksi halkasinin kimyasal kayma degeri 2.5-3.4 ppm, -OCH, fonksiyonel
grubunun ki ise 3.5-4.5 ppm degerlerinde pik vermektedir.

Sekil 4.3’deki FTIR grafiginden, 907 cm™’de epoksi grubunun titresim bandi

goriilmektedir. Bu da mikropartikiildeki epoksi grubunun varligini kanitlamaktadir.
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1740 cm™ C=O0 (ester) gerilme titresimi, 1244 cm™ epoksi halkasindaki simetrik halka
gerilme titresimi, 760 cm™ epoksi halkasindaki C-H egilme titresimini gostermektedir.

M-poli(GMA) mikropartikiillerin sulu yogunlugu 25 °C’de 1.14 g cm” olarak
olgtilmiigtiir. Ayni islemle, Fe;O4 partikiillerinin manyetik yogunlugu 25 °C’de 1.97 g
cm” olarak bulundu. Manyetik olmayan mikropartikiillerin yogunlugu ise 1.08 g cm™
olarak bulundu. Manyetit (Fe;Os4 nanopartikiil) biyouyumlu siiperparamanyetik
materyaldir. Diislik toksisite ve yliksek manyetik 6zelliklere sahiptir (Huang ve ark.,
2003). Manyetitin sizmasi li¢ farkli ortamda ¢aligildi.

1) Asetik asit ¢ozeltisi (%50, v/v, pH 2.0)

2) Fosfat tamponu (pH 7.0)

3) Sodyum sitrat / NaOH tamponu (pH 12.0). Her {igiinde de anlamli sizma
olmadig1 goriildii.

Di1s manyetik alanin varligimin biiytik l¢lide aksiyal karisimi azalttigi sdylenebilir.
Sonucta, bu adsorbentler manyetik sivi kararlastirilmis akigskan yatakta kullanilabilir
(Guo ve Sun, 2004).

Sekil 4.4°de goriildiigii gibi m-poli(GMA) mikropartikiillerin bagil yogunlugu 125
olarak bulundu. Bu deger polimerik yapida varolan manyetitten dolayr bolgesel
manyetik alan oldugunu gosterir. Sekil 4.4’de verilen g faktorii, molekiilde varolan
eslesmemis elektronlarin varligini gosteren nicel bir 6zelliktir denebilir ve Esitlik 3.3
kullanilarak 2.28 olarak bulundu. Bilinmeyen sinyalin g faktoriiniin bulunmasi, sinyalin
belirlenmesi i¢in dnemlidir. Literatiirde g faktort, Fe™ icin 1.4-3.1 disiik spin i¢in ve
2.0-9.7 yiiksek spinli kompleksler icin gegmektedir (Swartz ve ark., 1972).

Sekil 4.5’teki EMU spektrumundan ve H; degerinden 2055 Gs manyetik alanin 1.0
g m-poli(GMA) drnegindeki varolan biitiin manyetik dipolii uyarmak i¢in yeterli oldugu
goriildii. Bu deger manyetik akiskan yatak veya manyetik filtrasyonun tasarlanmasinda
olduk¢a 6nemli bir parametredir. Bu manyetik alan degeri akis hizinin, mikropartikiil
boyutunun ve uzaklastirilan katilarin manyetik yatkinliginin fonksiyonudur. Literatiirde
bu deger 8 kGs ile 20 kGs arasinda degisik uygulamalar icin degismektedir. Bu
calismada kullanilan manyetik partikiillerin sistemde daha az manyetik yogunluga
ihtiyact oldugunu gosterir (Odabas1 ve ark., 2005; Ozkara ve ark., 2004; Uzun ve
Denizli, 2006; Yavuz ve ark., 2006).

Elde edilen m-poli(GMA) mikropartikiillerin karakterizasyon sonuglarina
bakildiginda ise amaca yonelik IgG saflagtirllmasinda kullanilabilecek 6zellikte

mikropartikiil elde edildigi goriilmektedir.
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Immobilize afinite ligandin kromatografik performansi, matriksin &zellikleri,
ligandin Ozellikleri ve ligandin baglanma sekline gore degisiklik gosterir.
Immobilizasyon yiizeyi ve immobilizasyon yonteminin daha etkin oldugu
bilinmektedir. Hidrofobiklik, yiik ve materyal yiizeyinin kimyasal 06zellikleri,
immobilize  ligandin  oryantasyonunu ve kararliligmmi  etkiler.  Lektinlerin
immobilizasyonunda aktive edilmis epoksi destek materyalleri hem laboratuvar hem de
endiistri 6lcekli kullanilmaktadir. Daha 6nce deginildigi gibi bu materyalin epoksi grubu
acilarak tepkimeye hazir hale getirilerek lektindeki amino grubu ile bu hidroksil grubu
arasinda kovalent bag olusturarak kararl tastyici saglanmis olmaktadir. Bu tasiyici notr
sulu ortamda depo siiresince oldukca kararlidir (Mateo ve ark., 2007).

Sekil 4.6°da 4.0 mg mL™ Con A derisiminde maksimumum adsorpsiyon 12.5 mg
g degerine ulagmaktadir. Bu ligand derisiminde, ligand immobilizasyonu dengeye
gelmektedir. Daha yiiksek ligand derisimleri glikopeptit veya serbest glikanlarin
baglanmasinda daha ¢ok gereklidir ancak daha diisiik ligand derisimi glikoproteinlerle
etkilesimde yeterlidir (Becker ve ark., 1976; Cummings, 1997).

Sekil 4.7°de 1.0 mg mL™" derisiminde maksimum Con A adsorbsiyonu pH:
7.4°de 3.2 mg g olarak belirlendi. Con A mikropartikiile daha 6nce belirtildigi tizere
ilmli kosullarda baglanmaktadir. Bu etkilesim hidroksil grubu ile lektindeki amin
gruplart arasinda olmaktadir. Alkali kosullarda acgilmadan, yani epoksi halkasi iceren
mikropartikiil ile yapilan ¢aligmalar, Sekil 4.7°deki grafik ¢cok az miktarda adsorpsiyon
oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.8°de sunulan grafikte 1.0 mg mL” Con A derisiminde maksimum
adsorbsiyonun 4 °C’de 3.2 mg g oldugu goriilmektedir. Sicakligin artmasi bir protein
olan lektinin yapisini ve aktivitesini degistirmis olup mikropartikiile baglanmasin1 da
zorlagtirmigtir. Buna ragmen, viicut sicakligi olan 37 °C’de de adsorpsiyon oldugu
goriilmektedir.

Sekil 4.9°da sunulan grafige bakilirsa, 1.0 mg mL" Con A derisiminde 0.1 M
NaCl tuzu eklenerek ayarlanan iyonik siddette adsorblanan Con A miktarinin gram
partikiill basma 2.4 mg olarak bulundugu goriiliir. Iyonik siddetin artmasi ile
adsorplanan IgG miktar1 azalmaktadir.

Grafik 4.10 a ve b dogrular1 kullanilarak olusturulan ve Cizelge 4.1°de yer alan Kr
ve n degerleri, manyetik afinite mikropartikiillerin yiiksek adsopsiyon kapasitesiyle
IgG’nin sulu ¢ozeltiden adsorpsiyonunun kolay oldugunu gosterir. Ayrica langmuir

korelasyon sabitinin 0,997 ¢ikmasi1 adsorpsiyonun bu grafige iyi uydugunu yani tek
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tabakali adsorpsiyon oldugunu ve komsular arasindaki etkilesmenin yok sayildigi
konusunda da bizi aydinlatmaktadir. Con A’nin denge verilerinin ilgili transformasyonu
lineer olarak artar, bu da Langmuir modelinin bu sisteme uygulanabilecegini gosterir.

Con A molekiillerinin m-poli(GMA) mikropartikiillere baglanmasinin kimyasal
oldugu ise Dubinin-Radushkevich adsorpsiyon grafigi ile arastirildi. Konuyla ilgili son
yillardaki tartismalara gore Epgr = 8 kj mol™ degeri bir adsorpsiyon olaymmn fiziksel
veya kimyasal nitelikte olmasin1 ayrimlayan esik deger olarak tanimlanmaktadir; Epgr <8
kj mol™ ise siire¢ fiziksel ve Epg >8 kj mol ise kimyasaldir (Krishna ve ark., 2000 ve
Cestari ve ark., 2006). Bu yaklagima gore, Cizelge 4.1°de Dubinin-Radushkevich
adsorpsiyon grafiginden elde edilen Egr degerinin 9,0 kj mol' cikmasiyla bu
baglanmanin kimyasal oldugu sdylenebilir.

Sekil 4.12°’de sunulan grafik pH’in IgG adsorbsiyonuna etkisini gdstermektedir.
Sekilden goriildiigii gibi Con A takili mikropartikiile baglanan IgG adsorpsiyonu pH:
6.0’da maksimum deger gosteriyor. Bu pH’da maksimum IgG adsorpsiyonu 33.5 mg g™
olarak bulundu.

Sekil 4.13’de goriildiigii gibi Con A bagli olmayan partikiile spesifik olmayan IgG
etkilesimi oldukga azdir (0.2 mg g"), beklenen aktif bolgelerin doygunluguna ise 2.0
mg mL™" baslangi¢ derisiminde ulasiliyor. Bu derisimde maksimum IgG adsorpsiyonu
ise 59 mg g’ partikiil degerine kadar ¢ikiyor. Ayrica sekilden de goriildiigii gibi
baslangi¢ derisimi arttik¢a, ayni inkiibasyon ortaminda adsorblanan IgG miktar1 da
artmaktadir.

Sekil 4.15’den goriildiigii gibi NaCl tuzu eklenerek ayarlanan iyonik siddet
arttikga, adsorblanan IgG miktar1 30.9 mg g'’den 5.1 mg g' degerine diismektedir.
Diisiik tuz derisimi spesifik olmayan etkilesmeleri engellemektedir, ancak tuz derisimi
arttikca ortamdaki IgG molekiilleri bir araya toplanacagi i¢in adsorpsiyon azalacaktir.
Iyonik siddet arttik¢a adsorbsiyon kapasitesindeki azalma m-poli(GMA)-Con A ile IgG
arasindaki itici elektrostatik etkilesmelerden kaynaklanmis olabilir. Adsorbsiyon
ortamindaki tuz derisimi arttifinda, immobilize Con A molekiillerinin kendi
aralarindaki hidrofobik etkilesmeler artan tuz derisiminden dolay1 kuvvetlenir. Sonug
olarak IgG molekiiliine ulagabilecek Con A molekiiliiniin sayis1 azalir ve immobilize
Con A’ya IgG molekiiliiniin adsorbsiyonu zorlasir.

Sekil 4.16’da maksimum IgG adsorpsiyonu 4 °C’de 40.3 mg g partikiil olarak
bulunmusken 55 °C’de bu deger 5.1 mg g'’a kadar diismiistir. Tim sicakliklarda

IgG’nin Van der Waals kuvvetlerinden dogan spesifik olmayan etkilesimleri oldukca
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diistiktiir. Bununla birlikte m-poli(GMA)-Con A mikropartikiiliine IgG adsorpsiyonu
artan sicaklikla azalmaktadir. Sicaklik arttik¢a adsorpsiyon kapasitesindeki azalma Con
A molekiiliiniin konformasyonunda, dolayisiyla etkilesim saglanan bdlgede meydana
gelen degisikliklerden kaynaklaniyor olabilir. Bir ¢ok immobilize lektin 20 °C ve 4 °C
sicaklik degerlerine kiyasla 37 °C’de daha az etkindir (Montreuil ve ark., 1994).

Sekil 4.17°de gosterildigi gibi ayn1 mikropartikiil, onuncu kez tekrar kullanimda
bile hala % 98.5 etkinlikte adsorpsiyon meydana getirmektedir. Immobilize lektine
baglanan IgG’nin desorpsiyonu i¢in ortama haptenik seker olan glukoz ve kuvvetli
desorplayict ajan olan etilen glikol eklenmistir. Glukoz ile glikoproteinin
yerdegistirmesi tersinirdir ve denge tamponunun asirist ile yikandiktan sonra
immobilize lektin ayni etkinlikte kullanilabilir. Desorpsiyonu kolaylastirmak i¢in ise
oda sicaklig1 se¢ilmistir, ¢iinkii adsorpsiyonun sicaklik etkisinde deginildigi gibi yiiksek
sicaklikta adsorpsiyon zayif ve dolayisiyla desorpsiyon daha iyi olacaktir.

Sekil 4.18°de akis hiz1 etkisi grafiginde gosterildigi gibi 1.0 mL dk™', 2.0 mL dk ™,
3 mL dk’, 4.0 mL dk' akis hizlarindaki adsorpsiyon kapasitesi akis hizi arttikca
azalmaktadir. Kolonda IgG molekiillerinin alikonma zaman akis hizinin artmasiyla
azalir, ¢linkii akis hizinin artmasi protein molekiillerinin mikropartikiil yiizeyindeki
lektinin amino gruplariyla etkilesmesine yeterli zaman tanimaz. Ayrica es boyutlu
mikropartikiiller yiliksek akis hizinda hizla siiriiklenecegi i¢in de ¢ozelti ile etkilesmesi
zor olacaktir.

Sekil 4.19 pH’in IgG adsorbsiyonuna etkisini gostermektedir. Maksimum IgG
adsorbsiyonu 37.7 mg g olarak pH: 6.0 fosfat tamponunda belirlendi.

Sekil 4.20°de de goriildiigii gibi konkanavalin A bagli olmayan partikiile spesifik
olmayan IgG etkilesimi oldukga azdir (0.2 mg g™), buna ragmen konkanavalin A bagh
olan partikiil ile IgG arasindaki spesifik etkilesim ise 37.7 mg g partikiil degerine
kadar ¢ikmaktadir.

Farkli derisimlerde ve zaman araliklarinda yapilan kinetik ¢aligmalar sonucu Sekil
4.21°de goriilmektedir. Her derisim i¢in adsorpsiyon kapasitesi 60. dakikada dengeye
gelmektedir. Bu artis elbette Con A bagli mikropartikiil ile IgG arasindaki spesifik
etkilesim nedeniyledir. Spesifik baglanma noktalar1 doygunluga geldiginde ise artik
grafikten de goriildiigii gibi maksimum Q degerine ulasiliyor.

Esitlik 4.22°de 0.1-1.0 M derisim araliginda ortama eklenen NaCl sonucu IgG
adsorpsiyonu %28 azaldi. Azalma protein ile ligand arasindaki itici elektrostatik

etkilesmelerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.23’de sunuldugu iizere manyetik alan arttikca ayni akis hizinda
adsorplanan IgG 37.7 mg g'’den 18 mg g”' degerine azalmaktadir. Bunun nedeni ise
artan manyetik alan ile manyetik mikropartikiiller arasinda kuvvetli topaklagsma
meydana gelmesi ve mikropartikiillerin akiskanlagsmasinin zorlagmasidir ya da baska bir
ifade ile bir araya toplanan mikropartikiil ile IgG etkilesiminin azalmasidir.

Stirekli sistemde tekrar kullanilabilirlik Sekil 4.24’te sunuldugu tlizere % 99
etkinliktedir. Partikiilin tekrar kullanim asamasinda ayni partikiil kullanilarak
tekrarlanan on adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonucunda adsorpsiyon kapasitesinin
sadece % 1°ni kaybettigi goriilmektedir.

Kesikli ve siirekli sistemin pH taramasi kiyaslandiginda stirekli sistemin ayni1 pH
degerlerinde adsorpsiyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu goriilityor. Kesikli sistemde
maksimum adsorpsiyon 35.5 mg g iken siirekli sistemde bu deger 37.7 mg g™ degerine
kadar ¢ikiyor.

Kesikli ve siirekli sistemin baglangi¢ derisim taramasinda iki sistemde de 2.0 mg
mL" degerinde doygunluga erdikleri goriiliiyor. Fakat kesikli sistemde maksimum
adsorpsiyon 59 mg g iken siirekli sistemde bu deger 66 mg g”' degerine yiikseliyor.

MSFB ve kesikli sistem c¢aligmalarinda kosullar ve m-poli(GMA) mikropartikiiller
ayn1 oldugu halde, MSFB sisteminde adsorpsiyon kapasitesi kesikli sistemde fazladir.
Manyetik kararlilik kazandirilmis akigskan yatakli sistemin daha 6nce deginildigi gibi
etkin sivi (IgG ¢ozeltisi) — kat1 (mikropartikiil) kiitle transferi iistiinliikleri neticesinde
bu adsorpsiyon artis1 gerceklesmis olabilir. Ayrica, manyetik alan altindaki kolonda
stirekli taze protein c¢ozeltisi etkilesiyor. Dolayisiyla kolondaki mikropartikiil ile
etkilesen ¢ozelti derisimi kismen sabit kaliyor. Kesikli sistemde ise derisim adsorpsiyon
devam ettik¢e azalir bu da mikropartikiiliin verimini azaltiyor olabilir.

Con A immobilize 6rnek i¢in kan serumundan IgG adsorpsiyonu 48 mg g™'’e
yiikselmektedir. Adsorplanan biyomolekiiliin % 85’1 tekrar desorplandi.

Con A immobilize m-poli(GMA) es boyutlu mikropartikiillerin kanda tekrar
kullanilabilirligini gostermek amaciyla yapilan kan ¢aligmalarinin sonucu, sulu
cozeltiden adsopsiyona kiyasla daha diisiik c¢cikmistir. Sulu ¢6zeltiden adsorbsiyon
calismalar1 pH: 6.0°da fosfat tamponu ile yapilmisken kan ortami pH: 7.4 oldugundan
adsorpsiyon i¢in dogru yonlenmenin olmamis olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Serumda bulunan diger protein olan albiiminin partikiile olan adsopsiyon
kapasitesi 2.0 mg g olarak bulundu. Toplam protein adsopasiyonu 50 mg g’ ve

sonuglardan da goriildiigii gibi IgG adsorpsiyonu da 48 mg g dir. Dolayisiyla bu da

90



bize Con A immobilize mikropartikiiliin IgG’ye 6zgiilliigiinii gostermektedir. Ortamda
bulunan albiimin ve diger ¢ok az miktarda bulunan apo-lipoprotein A1, sero-transferrin,
haptoglobulin ve al-antitripsin gibi proteinlerin adsorpsiyonu ihmal edilecek
derecededir. Con A’nin bu proteinlere olan adsorpsiyonun diisiik olmasinin nedeni bu
mikropartikiiliin IgG molekiiline karsi 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasindan dolayidir.
Ayni mikropartikiile adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 defa uygulandi. Besinci
dongiiniin sonunda mikropartikiil hala % 94 etkinlikte ¢alistyordu. Partikiiliin veriminde
kaydadeger bir azalma olmadig: elde edilen sonuglarla goriildii. Bu sonug¢ bize ayni
zamanda dogru desorpsiyon ajani ile ¢aligildigin1 gosterdi.

Sekil 4.28’de sunulan grafik bizlere mikropartikiiliin kararliligin1 géstermektedir.
Uzun siire sonunda dahi mikropartikiiliin etkinliginde kaydadeger bir degisme olmadi.

Sekil 4.29°da SDS-PAGE’e bakildiginda adsorpsiyon Oncesi ve sonrasi serum
ornegi arasmdaki farki desorplanan rneginin kapattign goriilmektedir. insan IgG ve
marker ile kiyaslandiginda desorplanan &rnegin Insan IgG oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Sekil 4.30’a bakildiginda desorplanan ve dogal proteinin dalgaboyunun her
ikisinin de 333 nm oldugu goriilmektedir. Fakat denature proteine bakildiginda emisyon
siddetinde azalma ile birlikte dalgaboyu da 343 nm’ye kaymustir. Bunun nedeni ise
immunoglobulin molekiiliindeki 280 nm de pik veren aromatik halkanin ¢evresindeki
degisiklik olabilir. Saflagtirma i¢in ¢ok Onemli olan saflagtirma sonrast protein
yapisinda bir degisiklik olmamasidir. Florimetrik ¢calisma sonuglart saflagtirma oncesi
ve sonrasi glikoproteinin yapisinda bir bozulma olmadan elde edildigini gostermektedir.

Sekil 5.1 incelendiginde Con A immobilize ¢ipin yiizeyinin kalinlig1r ortalama
olarak yaklasik 15 nm olarak bulunmustur. Bir tek Con A tetrametinin boyutunun 6.7
nm X 11.3 nm x 12.2 nm olugu diisiiniiliirse, 15 nm kalinliktaki tabakanin bir veya iki
Con A igerdigi sOylenebilir (Bouckact ve ark., 1996; Lebed ve ark., 2005). Yani bu bilgi
bize SPR ¢ipin yiizeyine immobilize Con A oldugunu kanitlar.

SPR ¢ipe immobilize Con A ve analit olarak 0.1-1.5 mg mL™' derisim araliginda
hazirlanan IgG ¢ozeltileri arasindaki kinetik ¢aigmalar sonucunda her derisim icin ayri
ayrt SPRwiev yazilimi kullanilarak kinetik veriler alinmis olup elde edilen sensogramlar
Sekil 5.9°da toplu halde sunulmustur. Sensogramlara bakildiginda 1.0 ve 1.5 mg mL"
degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu ancak c¢ok az bir fark oldugu ve artik bu
degerlerde egrilerin doygunluga geldigi goriilmektedir. Sekil 5.10’da sunulan
grafiklerde ise derisime karsi AR degerleri ¢izilmis olup 0.1-1.0 mg mL™" degerleri
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arasindaki grafikte dogru goriiliirken 0.1-1.5 mg mL™ derisim araliginda bu dogrunun
hiperbole dondiigii goriilmektedir.

SPR c¢iplerden elde edilen % kirilma degerleri, verilerin degerlendirilmesinde
onemli bilgiler sunmaktadir. Ancak, daha duyarli veri degerlendirilmesi, anlik %
kirilma degeri ile baslangi¢ % kirilma degeri arasindaki farki gosteren AR verileri ile
yapilmaktadir (Kugimiya ve Takeuchi, 2001; Guedon ve ark., 2000; Meyer, Hartmann
ve Keusgen, 2006; Riboh ve ark., 2003; Haes ve Van Duyne, 2003; Grosjean ve ark.,
2006; Cherif ve ark., 2006). Bu yontemle, SPR c¢ipin anlik hatalari1 Onlemek
miimkiindiir. Sekil 5.9°da goriildiigli gibi zaman-AR sensogramlarinin egrileri, zaman-
% kirilma miktar1 egrileri ile aymidir. Fakat egriler bir arada incelendiginde;
degerlendirilmesi agisindan daha duyarli sonuglar oldugu goriilmektedir.

Kinetik analiz calismalarinin sonuglari1 incelendiginde, denge kinetik analizine
nazaran baglanma kinetik analizinin R* degerinin daha yiiksek oldugu dolayisiyla bu
yonetemle hesaplanan degerlerin daha uygun oldugu soOylenebilir. Buradaki Kp
degerine bakildiginda, glikoprotein ile Con A arasindaki etkilesimin ger¢ek zamanli ve
kinetik olarak olctilebildigi sonucu ¢ikmaktadir (Okazaki ve ark., 1995).

Langmuir adsorpsiyon modeli Homojen baglanma boélgeleri olan ve Freundlich
adsorpsiyon modeli heterojen baglanma bdolgeleri olan tek tabakali adsorpsiyonu ifade
eden bir modeldir (Aksu ve Kutsal, 1991; Aksu ve Tezer, 2004). Langmuir-Freundlich
modeli (LF), doygunluga kadar genis derisim araliginda heterojenite ile ilgili bilgi
saglamakta ve adsorpsiyon davranigi daha tutarli tanimlamaktadir. Sekil 5.12°de
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler verilmistir. Bu
grafiklerin ¢izilmesinde daha once belirtildigi gibi kiitle-derisim doniisiimlerini dnlemek
amaciyla bazi parametre degisimleri yapilmistir (Qmax=ARmax, Q=AR gibi). Cizelge
5.2’de ise bulunan degerler 6zetlenmistir.

Cizelge 5.2 incelendiginde SPR ¢ip ile IgG arasindaki etkilesime en uygun model
Langmuir izoterm modelidir (R?=0,9924).

SPR c¢ip ile yapilan adsorpsiyon izoterm modelleri ile sulu ¢6zeltide Con A ile IgG
arasindaki etkilesim sonucu elde edilen adsorpsiyon izotermleri kiyaslandiginda,
ikisinde de en uygun izoterm modelinin Langmuir oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda dispersiyon polimerizasyon yontemi ile hazirlanan es
boyutlu m-poli(GMA) mikropartikiiller sentezlenmis olup amaca yonelik olarak
oncelikle lektin immobilize edildi. Daha sonra IgG kesikli ve siirekli sistem

caligmalarinda kullanildi. Olumlu sonug alindiktan sonra kanda IgG saflastirilmasinda
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kullanildi. SDS-PAGE ile saflagtirilan IgG’nin saflik kontrolii yapildi. Hazirlanan

mikropartikiil ¢cok defa ayni etkinlikte kullanilabilmektedir. Ger¢ek zamanli olarak

etkilesimi gosteren SPR ¢alismalar1 sonucu ise yapilan ¢alismay1 desteklemistir.
Sonuglar literatiirle karsilastirildiginda ise 6zellikle ligand olarak Con A kullanilan

calisma sonuglaria gore ortalama bir deger gostermektedir.
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