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Serum proteinleri hastaliklarin  teshisini saglayan biyolojik belirteglerin
belirlenmesi i¢in kullanilir. Kan serumunda albumin ve immunoglobulin G (IgG)
oldukca yiiksek derisimde oldugundan, bu proteinler diisiik derisimde olan
biyolojik belirteclerin tayinini engeller. Bu nedenle; serumun yaklagik olarak
% 80’inini olusturan albumin ve IgG’nin serumdan uzaklastirilmast Onem
kazanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, oncelikle {i¢ farkli nanopartikiil sistemi ile
kan serumundan albumin ve IgG’nin uzaklastirilmasi gerceklestirilmistir. Bu
amagla, Fe,Os3 nanopartikiillerine ilkinde Protein A (Pro A), ikincisinde Cibacron
Blue F3GA (CB) ve {giincii olarak da ayn1 anda hem Pro A hem de CB
baglanmasiyla ti¢ farkli kati faz sistemi hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller
karakterize edilerek, sulu ¢ozeltiden ve serumdan albumin ve IgG uzaklastirilmasi
gerceklestirilmistir. Hazirlanan kati-faz sistemlerinin albumin ve 1gG’yi etkili ve
hizli bir sekilde uzaklastirabildigi gézlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise,
yumurtalik kanseri teshisinde biyolojik belirte¢ olarak kullanilan kanser antijen
(CA 125) ve lizofosfatidik asit (LPA) tayini i¢in kati-faz sistemleri hazirlanmigtir.
Molekiiler baskilama yontemi kullanilarak karbon nanotiip (CNT) ve Fe,O;
nanopartikiilii kat1 destegine fosfoserin ve LPA baskilanmasiyla CA 125 ve
LPA’y1 taniyabilen nanosensorler sentezlenmis, karakterize edilmis ve
nanosensorlerin tayin limitleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Albumin Uzaklastirilmasi, IgG Uzaklastirilmasi, Afinite
Kromatografisi, Molekiiler Baskilanmis Polimerler, Fe,O;
Nanopartikiilii, CNT, Biyolojik Belirte¢
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Serum proteins are used for the determination of biomarkers which provide the
diagnosis of diseases. Because albumin and immunoglobulin G (IgG)
concentration in blood serum is very high, serum proteins prevent the
determination of biomarkers which are at low concentrations. Therefore; the
proteins depletion of albumin and IgG which comprises approximately 80 % of
the serum, becomes important. In this thesis, primarily, the depletion of albumin
and IgG have been carried out with nanoparticle systems. For this purpose; three
different nanoparticles with the binding of Protein A (Pro A), Cibacron Blue
F3GA (CB) and both Pro A and CB to Fe,O3; nanoparticles have been prepared.
These nanoparticles have characterized and depletion of albumin and IgG have
been carried out from aqueous solutions and serum. It has observed that the solid-
phase systems are able to deplete of albumin and IgG effectively and in a short
time. In the second stage of the study, the solid phase systems have prepared for
the determination of cancer antigen (CA 125) and lysophosphatidic acid (LPA)
which are used as biomarkers for ovarian cancer. The nanosensors which have
prepared via imprinting of phosphoserine and LPA onto carbon nanotube (CNT)
and Fe,O3 nanoparticle have synthesized, characterized and detection limits of CA
125 and LPA have determined.

Keywords: Depletion of albumin, Depletion of IgG, Affinity chromatography,

Molecular imprinted polymers, Fe;Os nanoparticle, CNT, Biomarker
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1.GIRIS

Insan viicudu ile ilgili sorulari anlamak amaciyla bilim adamlari insan
gen dizilimini belirlemek i¢in uzun zamandir ¢alismaktadir. Genetik bilimi 1865
yilinda kaliimla ilgili temel kanunlari Oneren Mendel’in Onciiliigiinde
kurulmustur. Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda deoksiriboniikleik asidin
(DNA) ¢ift heliks yapisinin kesfiyle kalitimin molekiiler temeli anlagilmistir. Bu
zamandan sonra teknolojinin de gelismiyle genomik c¢aligmalar tahmin
edilemeyecek boyutlarda degismistir (Denizli 2007).

1990 yilinda baslayan Insan Genom Projesinin (HGP) tamamlanmasiyla
proteomik ¢aligmalarinin hastalik mekanizmalarinin tanimlanmasinda daha etkili
rol oynadig1 gdzlendikten sonra Insan Proteom Projesine (HPP) baslanmistir. Son
zamanlarda, protein Orgiisiiniin analizine dayanan proteomik yaklagimlarin teshis
amaci i¢in protein profillerinin degerlendirilmesinde daha etkili oldugu ortaya
cikmistir. Proteomik, bir oganizmanin genomu tarafindan sentezlenen biitiin
proteinleri sentez, gdrev ve etkilesim bakimindan inceleyen c¢alisma alanidir.
Hiicrenin, dokunun ya da organizmanin dinamik durumunun daha dogru
yansitilmasindan dolayr hastalik belirteclerinin belirlenmesi ve tedavi igin
proteomik c¢alismalar daha ¢ok Onem kazanmaktadir. Proteomik c¢alismalarinin
sonucunda biyolojik belirte¢lerin tanimlanmasi, hastalik ilerleyisinin izlenmesi,
proteinlerin yapilari, yerlesimleri, miktarlar1 ve diger makromolekiillerle
etkilesimi  aydinlatilabilir. ~ Yiiksek  verimli  proteomik  teknolojilerine
biyoinformatigin de destegi ile hastalik belirte¢lerinin erken teshisi miimkiin
olabilmektedir (Srinivas ve ark. 2002, Hoffman ve ark. 2007, Fang ve Zhang
2008, Cirakoglu ve ark. 2001, Hodgson 2009, Anonim 2006 ve Anonim 2011).
Proteomik ¢aligmalarda bir boyutlu poliakrilamit jel elektroforez (1D-PAGE), iki
boyutlu poliakrilamit jel elektroforez (2D-PAGE), yiizey arttirilmig lazer
desorpsiyon iyonizasyon (SELDI), matriks yardimcili lazer desorpsiyon
iyonizasyon (MALDI), sivi kromatografi (LC) ve kapiler elektroforez (CE)
siklikla kullanilmaktadir (Sriyam ve ark. 2007, Xiao ve ark. 2005, Wu ve ark.
2002). 2D-PAGE ve ayrilan proteinlerin belirlenmesi i¢in kiitle spektroskopisi
(MS) en yaygin kullanilan deneysel tekniklerdir. Bununla birlikte afinite
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kromatografisi protein ayirimi i¢in oldukga giiclii ve oncelikli bir tekniktir. MS
analizinin potansiyel ayirim giiciine ve tayin duyarlhiligina ulasabilmesi i¢in giiclii
ayirim siireglerinin gelistirilmesine gereksinim vardir (Fang ve Zhang 2008, Lee
ve Lee 2004, Sriyam ve ark. 2007, Xiao ve ark. 2005).

Kan, serum, plazma, idrar, tiikiiriik, seresponiyal sivi ve sinoviyal sivi
proteom calismalarinda kullanilan 6rneklerdendir. Plazma, serum ve idrar kolay
elde edilebildiginden ve tekrar Orneklerinin alinmasit kolay oldugundan
proteinlerin tayini ic¢in rutin olarak kullanilan &rneklerdir. Insan serumu
enfeksiyon, inflammasyon, kanser, diyabet, yetersiz beslenme, kardiyovaskiiler
hastaliklar, Alzheimer ve diger otoimmun hastaliklardaki belirteclerin belirlenmesi
igin essiz ve zengin bir kaynaktir. Serum ve plazmada oldukca fazla tiirde ve
yiliksek miktarda protein bulunmaktadir. Bu proteinler, tiim plazmanin % 99’unu
olustururken; biyolojik belirtecler plazmanin % 1’ini olusturur. Yiiksek derisimde
(mgmL™") yer alan bu proteinler biyolojik belirteglerle girisim yapmakta ve diisiik
derisimde  (ngmL'-pgmL™) bulunan proteinlerin  hastahigin  teshisinde
tanimlanmasin1  engellemektedir. Biyolojik belirtecin  zenginlesmesini  ve
belirlenmesini saglamak icin tiim plazmanin yaklasik olarak % 80’nini olusturan
albumin ve IgG gibi proteinlerin uzaklastirilmas: oldukca onemlidir (Sekil 1.1)
(Bodzon-Kulakowska ve ark. 2007, Altintag ve Denizli 2006, Linke ve ark. 2007,
Ahmed ve ark. 2003, Bereli ve ark. 2010, Jmeian ve Rassi 2007, Karatas ve ark.
2007, Akgol ve ark. 2007, Govorukhina ve ark. 2006, Sahab ve ark. 2007a,
Greenough ve ark. 2004, Fang ve Zhang 2008). Sekil 1.1°de de goriildiigii gibi
yiiksek bolluklu proteinlerin (HAP) uzaklastirilmast i¢in boya, Protein A,
Seppro®, MARS, ProteoPrep®20, Sepro®Supermix gibi c¢esitli firmalara ait
kolonlar ve kitler bulunmaktadir. Bunun yaninda diisiik bolluklu proteinlerin
zenginlestirilmesi i¢in de Seppro® SuperErich, lektinler (M-LAC) ya da hidrazit
kiirecikleri, ProteoMiner kit, metal ya da inorganik ligandlar iceren sistemler
gelistirilmektedir. Ayirma teknolojileri daha spesifik fonksiyonel alana sahip iken
zenginlestirme ve tayin yaklasimlari proteomun tiim alanini kapsar. Bu nedenle;
biyolojik belirtecin belirlenmesi i¢in iyi bir ayirma yonteminin yaninda uygun

zenginlestirme sisteminin gelistirilmesi de dnemlidir.
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Sekil 1.1. Plazma proteomu igerigindeki afinite ayirimi ve zenginlestirme teknolojileri (HAP:
yiiksek bolluklu protein, MAP: orta bolluklu protein, LAP: diisiik bolluklu protein,
M-LAC: ¢oklu lektin afinite kromatgrafi)

Yiiksek miktarda bulunan proteinlerin viicut sivilarindan spesifik olarak
uzaklastirilmasi i¢in kimyasal temelli ekstraksiyon, elektroforetik fraksiyonlama
ve farkli kromatografi metotlar1 gibi ¢esitli uzaklastirma metotlar1 gelistirilmistir.
Ornekten immiinoglobulin G (IgG) ve albumin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan en
yaygin teknik kromatografidir. Boya afinite ve protein A kromatografisi serumda
fazla proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan tekniklerdendir. Kromatografik
metotlar, biyolojik bilesiklerin laboratuvar 6l¢eginde ayirimi igin temel aragtir. Bu
metotlar maddelerin biyolojik o6zelliklerini koruyarak yeterli saflikta, yiiksek
spesifiklik ve secicilikle ayrilmasini saglar. Iyon-degisim kromatografisine oranla
biyoafinite kromatografisi daha yaygin kullanilmaktadir ve daha secici oldugu
gozlenmistir. Biyoafinite kromatografisi, adsorpsiyon kromatografi modelidir ve
biyomolekiillerin ayrilmasi, saflastirilmas1 ve tanimlanmalar1 i¢in oldukga etkili

bir ayirma yontemidir. Bu yontemde spesifik tanimay1 saglayan ligand, bir destek
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materyaline immobilize edilir. Ligand olarak; enzimler, koenzimler, kofaktorler,
antikorlar, aminoasitler, oligopeptitler, oligoniikleik asitler ve niikleik asitlerin de
bulundugu c¢ok sayida biyofonksiyonel molekiiller kullanilabilir. Ligandin
kovalent olarak baglandig1 kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz olarak
kullanilir. Ligand olarak kullanilan monoklonal antikorlar yiiksek spesifiklik
saglamasina ragmen hedef protein tiirlerinin tiim formlarin1 tanimayabilir ve
baglamayabilir. Buna karsilik poliklonal antikorlar genellikle proteinin ¢oklu
boliimlerini taniyabilir ve baglayabilir. Poliklonal antikor kullaniminin ticari
versiyonu ¢oklu afinite uzaklastirma sistemi (MARS) dir ve son zamanlarda bu
amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (Echan ve ark. 2005). Son zamanlarda fazla
plazma proteinlerinin uzaklagtirilmasi i¢in immunoafinite kolon yapiminda
immiinoglobulin yolk (IgY) antikorlarin kullanimi da s6z konusudur (Linke ve
ark. 2007).

Albumin uzaklastirilmas1 Cibacron Blue F3GA (CB) ve tiirevleri gibi
boya-ligandlar1 ya da spesifik antikorlarin kullanimi ile gergeklestirilebilmektedir.
Albumin uzaklastirilmasi i¢in boya afinite reginelerinin kullanimi antikor tabanl
sistemlerin kullannmina gore yiiksek ylikleme kapasitesinden dolay1r avantaj
saglarken; spesifiklik bakimindan eksik kalmaktadir. Boya-ligand afinite
kromatografisi laboratuvar ve biiyiik dl¢ekli protein saflastirma uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Boyalar, farkl: tiirdeki proteinlere farkli afinite ve
spesifiklik seviyeleri gostererek baglanabilir. Baglanan boya, proteinler igin
iyonik, hidrofobik, aromatik ya da sterik olarak aktif baglama bdliimii
fonksiyonuna sahiptir. Boyalar, matrikse ozellikle hidroksil gruplartyla kolayca
immobilize edilebilirler. CB, {i¢ asidik siilfonat grubu ve dort bazik primer ve
sekonder amino grubu igeren monoklorotriazine boyadir. Onemli &lgiide
spesifiklik ve afinite gostererek enzimlere ve proteinlere baglanabilmektedir. Boya
immobilizasyonu kimyasal olarak modifiye edilebilir grup igeren inert, hidrofilik
destek gerektirir. Yaygin olarak kullanilan matriksler dekstran, agaroz ve seliiloz
gibi polisakkarit polimerlerdir. Bununla birlikte bu materyaller biyolojik yikima
ugrayabilirler. CB immobilizasyonu polimerin hidroksil gruplar: ve CB’nin triazin
halkas1 arasindaki kovalent baglanmay1r baglatmak icin bazik c¢ozeltide

gergeklestirilir (Denizli ve Piskin 2001, Ahmed ve ark. 2003, Sahab ve ark. 2007b,
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Yavuz ve ark. 2006, Bodzon-Kulakowska ve ark. 2007, Leatherbarrowand ve
Dean 1980).

Gozenekli  partikiillere, monolitik sabit fazlara, membranlara,
nanopartikiiller gibi farkli matrikslere Protein A ve G biyoafinite ligandlarinin
immobilize edilmesiyle immunoglobulinin (IgG) segici olarak uzaklastirilmasi
gergeklestirilebilir. Protein A ve G staphylococci ve streptococci gibi
mikroorganizmalarin yiizeyinde ekspres edilir. Protein A/G afinite sorbentleri
IgG’nin Fc boliimiinii baglar. Protein G, IgG’nin 4 alt grubunu baglama 6zelligine
sahip iken Protein A IgG3’l baglayamaz. Biyoligandlarin yiiksek spesifikligi cok
yiiksek secicilik saglamasinin yaninda Protein A/G ya da antikor tasiyici sistemler
baz1 dezavantaja sahiptirler. Bunlar; materyallerin maliyetinin yiiksek olmasi,
uygun oryantasyonda immobilizasyonun zor olmasi ve matriksten antikorun
sizabilmesidir (Karatag ve ark. 2007, Akgol ve ark. 2007, Fang ve Zhang 2008,
Urbas ve ark. 2009, Denizli ve Arica 2000, Garipcan ve Denizli 2002, Altintas ve
Denizlli 2006, Bodzon-Kulakowska ve ark. 2007).

Molekiiler baskilama yontemiyle secici molekiiler tanima 6zelliklerine
sahip olan olduk¢a kararli sentetik polimerler hazirlanmaktadir. Molekiiler
baskilamada; hedef molekiil, cevresi ile etkilesen bir kalip olarak davranir.
Fonksiyonel monomer ile etkilestirilen hedef molekiil baglatici ve c¢apraz
baglayict varliginda polimerlestirilir. Polimerizasyondan sonra hedef molekiil
uzaklastirildiktan sonra olusan baglanma bolgeleri hedef molekiile biiytikliik, sekil
ve fonksiyonel gruplarm yerlesimi olarak tamamlayicidir. islem sonrasinda hedef
molekiiliin uzaklastirilmasi ile yapida hedef molekiile 6zgii bolgeler olugmakta,
ayirma, sensor, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in ideal bir malzeme elde
edilmektedir (Shea ve Doughertly 1986, Wulft ve Poll 1987, Sellergren ve Shea
1994, Mosbach ve Ramstrom 1996, Andersson ve ark. 1996). Hedef molekiil
olarak polipeptitler, proteinler, iyonlar kullanilabilmektedir. Bu yontemde, hedef
molekiil ve fonksiyonel monomerler arasinda kovalent (Wulff ve Poll 1987, Shea
ve Doughertly 1986, Sellergren ve ve Shea 1994, Whitcombe ve ark. 1995),
kovalent olmayan (Arshady ve Mosbach 1981; Ramstrom ve ark. 1993; Spivak ve
ve Shea 1998) veya metal-selat etkilesimleri (Kuchen ve Shram 1988, Dhal ve
Arnhold 1992, Say ve ark. 2003a, Say ve ark. 2003b) s6z konusudur. Metal-gelat
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etkilesimleri, baglanma giicii, seciciligi ve yonlenme acisindan sulu ¢ozeltilerdeki
elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglariyla kiyaslandiginda kovalent
etkilesimlere daha ¢ok benzemektedir. Bununla birlikte hedef molekiiliin yapidan
uzaklastirilmasi kovalent baskilamada oldugu kadar giic degildir (Dhal ve
Arnhold 1992). Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) dogal reseptorlere yakin
Ol¢iide secicilik ve afiniteye sahiptir. Dogal molekiillere gore kararlhiliklariin
yiiksek, hazirlanmalarinin ve bircok farkli uygulamada kullaniminin kolay ve
ucuz olmasi nedeniyle MIP’in kullanimi1 avantaj saglar. MIP adsorbentler ilaglarin
kat1 faz ekstraksiyonunda (Kempe 1996), proteinlerin, amino asitlerin, DNA ve
RNA’nin, peptidlerin,  hormonlarin  ayrilmast  ve  saflagtirllmasinda
kullanilmaktadir (Vlatakis ve ark. 1993). MIP’lerin bir diger potansiyel kullanim
alan1 bazi temel arastirmalar, ila¢ tasarimi ve kiral bilesiklerin ayrilmasidir
(Ramstrom ve ark. 1996, Haupt ve ark. 1998, Shi ve ark. 1999).

Nano boyutlu malzemeler, son yillarda boyutlarina bagli optik,
elektriksel, fiziksel ve kimyasal ozellikleri nedeniyle olduk¢a biiylk ilgi
uyandirmaktadirlar (Hodak ve ark. 2000). Bu malzemeler, gelecekte daha ucuz,
kiiciik, hizli ve akilli olmas1 beklenilen nanoelektronik cihazlar i¢in potansiyel
pargalar olarak dizayn edilmektedir (Rao ve ark 2001). Nanopartikiiller,
biyomedikal, optik ve elektronik alandaki genis uygulama alan1 nedeniyle ve
yigin malzemeler ile atomik ya da molekiilar yapilar arasinda bir kopri
olustururlar. MIP ve nanopartikiillerin kombinasyonu ile molekiillerin secici
tanimlanmasina yonelik ¢alismalar son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Diltemiz ve ark. 2008, Lin ve ark. 2004, Mattoussi ve ark. 2004, Cai ve ark.
2010, Kan ve ark. 2009).

Bu tez ¢alismasinin birinci asamasinda; kanda yiiksek oranda bulunan
albumin ve immunoglobulin G (IgG) proteinlerini uzaklastiracak kati-faz sistemi
hazirlanmistir. Sulu ¢6zeltiden ve serumdan albumin ve IgG uzaklastirilmasi
hazirlanan 3 farkli kati destekle gerceklestirilmigtir. CB baglanmis Fe,O;
nanopartikiilii ile albumin, Protein A baglanmis Fe,O; nanopartikiilii ile
immunoglobulin G uzaklastirilmig, CB/Protein A baglanmis Fe,O3; nanopartikiilii
ile es zamanli albumin ve IgG uzaklastirilmas: gergeklestirilmistir. Calismanin

ikinci agamasinda ise; yumurtalik kanserinde biyolojik belirte¢ olarak kullanilan
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kanser antijen 125 (CA 125) ve lizofosfatidik asidi (LPA) tayin edebilecek kati
faz sistemi sentezlenmistir. Burada hedef molekiil olarak fosfoserin (PS) ve LPA
kullanilmastyla karbon nanotlip ve Fe,O3; nanopartikiilleri yilizeyinde molekiiler
baskilama gerceklestirilerek yumurtalik kanseri biyolojik belirteclerini taniyan

farkl kati-faz sistemleri sentezlenmistir.

1.1. Proteomik

Genomik ¢aligmalarin tek basina proteinlerin yapisini ve dinamik
Ozelliklerini belirlemede yetersiz kalmast proteomik c¢alismalarin1 ortaya
cikarmistir. Proteom kelimesi ilk kez 1994 yilinda, Siena’da iki yonlii elektroforez
toplantisinda Marc Wilkins tarafindan onerilmis ve kabul goérmiistiir. Proteom;
genom (doku, hiicre vb.) tarafindan ifade edilen proteinlerin tiimiinii kapsar.
PROTEin ve genOM kelimelerinin birlestirilmesiyle olusur. Bir organizmanin bir
genomu ama bir¢ok proteomu vardir. Bu sebeple proteom analizi genom analizine
gore daha karmasiktir. Proteomik; daha dinamik bir terimdir ve farkli kosullarda
hiicre, doku veya viicut sivilarindaki proteinlerin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesini ve islevlerinin aydinlatilmasini saglar. Proteomik en genel anlamda
gen ve hiicre fonksiyonlarinin dogrudan protein diizeyinde belirlenmesi ile ilgili
olan bilim dalidir. Bu nedenle genlerin regiilasyon aglarinin analizinden,
proteinlerin nitelik, nicelik, modifikasyon durumu, birbirleri ile etkilesimlerinin
analizine kadar genis bir alanda ¢alisilmaktadir. Proteom, bir hiicre, doku ya da
organizma olarak bir genom {izerinde kodlanmis bilgiden olusan protein
gruplarinin timiini ifade eder. Proteom, zamana ve hiicreye spesifiktir. Genom
duragandir ve zaman iginde degismez. Genomun duragan yapisinin aksine
proteomun dinamik yapist proteomu organizmada gergeklesen olaylarin gergek
zamanli belirteci yapar. Genom bir organizma i¢in ¢ok iyi tanimlanabilirken,
proteom i¢ ve dis uyaranlara yanit olarak siirekli degisim halindedir. Diger
proteinlerle etkilesime girerler, seker, yag ya da fosfat gibi gruplar kazanarak
degisime ugrayabilirler. Proteinler ve/veya modifiye (degismis) proteinler, hiicre
tipine ya da farkli hastalik asamalarina gore, hatta ayni hiicrede farkli etkilerle

farklilagabilirler. Proteinlerin miktarlar1 da degiskendir. Genomda bulunan
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genlerin sayist ile proteomikteki post-translasyonel degisiklikler de dikkate
alindiginda ne kadar ¢ok sayida protein bulundugu aciktir. Proteomigin diger
amaglar1 arasinda protein-protein ekilesimine gore hiicre i¢i sinyal iletim yollarin
belirleme, hiicrenin regiilasyonunun anlasilmasi, hastalik tedavisinde kullanilacak
yeni tedaviler i¢in protein yapilarinin aydinlatilmasi vardir (Veenstra ve ark. 2004,
Wulfkuhle ve ark. 2003, Zhu 2006, Yilmaz ve ark. 2010). “Genom hangi
proteinleri kodlamaktadir? Bu proteinler nerede, ne zaman bulunurlar? Bu
proteinler ne yapar? Her bir proteinin ne kadar1 bulunmaktadir? Bu proteinlerin ti¢
boyutlu yapilar1 nasildir? Hangi hizla yapilir ve yikilirlar? Biyokimyasal
aktiviteleri nelerdir? Hangi proteinler birbirleriyle etkilesirler? Translasyon
sonras1t hangi modifikasyonlara ugrarlar? Fizyolojik ve patolojik kosullarda
protein ekspresyonlarinda nasil bir degisiklik olur? Bu proteinler sinyal yolunda
nasil birlikte ¢alisir? Organizmanin Sliimiinde, aksaklikta, onarimda, gelisiminde
olusan aktivite ve protein ekspresyon farkliliklari nedir?” gibi sorular proteomik
caligmalarinin  cevap aradigi sorulardir. Onkoloji alaninda bu sorularin
cevaplanmasi ile proteomik c¢aligsmalar kanserde genin fonksiyonu hakkindaki
bilgilerimize katki saglar ve klinik uygulamalarda kullanimin1 destekler.
Proteomik caligmalar enfeksiyonel hastaliklar, Alzheimer, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi klinik ¢aligmalarda olduk¢a yaygin kullanilmaktadir
(Wu ve ark. 2002).

Proteom analiziyle ¢alisan uzmanlar, bu analizi “DNA’nin analiziyle
karsilastirilamayacak kadar zor” olarak ifade etmektedirler. DNA sadece dort yapi
tasindan olusurken dogal proteinler 20 farkli aminoasitten olugmakta ve
proteinlerin li¢ boyutlu yapisi da proteinin islevini etkilemektedir. 2003 yilinda
Insan Genom Projesinin tamamlanmasiyla 120000 gibi diisiiniilen insan gen
sayisinin - 20000-26000 civarinda oldugu anlasilmistir. Fakat bu genlerin
islevlerinin anlasilabilmesi i¢in bilim diinyas: dikkatini bu genlerin kodladig1
proteinlere yonlendirmistir. Ciinkii; bu molekiiller canli organizmada gergeklesen
kimyasal tepkimelerin diizenlenmesi, hiicre i¢inde ve hiicreler arasindaki
iletisimin saglanmasi, hiicre yapisinin ve cesitliliginin belirlenmesi gibi birgok
onemli olayda gorev alarak canlilifin temelini olusturur. Ayrica proteinler,

kosullarin degistirilmesine bagli olarak hiicredeki yerlerini degistirebilir, pargalara
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ayrilabilir ya da baska molekiillere baglanabilir. Bir protein, birden fazla siirecin
ger¢eklesmesinde rol alabilir ya da tersine, birka¢ farkli protein benzer islevleri
gergeklestirebilir. Tiim bu bilgiler protein ¢oziimlemelerinin daha zor olacagini ve
daha ¢ok zaman alacagini gostermektedir. Genomik ¢alismalarda fizyolojik siire¢
ile ilgili genler tanimlanmaya calisilir. Hastaligin farkli agsamalarinda bazi genlerin
ekspresyonunun artacagi ya da azalacagi diisiincesiyle bu genlerden olusan
mRNA diizeyleri ile hastaligin ilerleyisi arasinda bir iliski kurulmaya c¢aligilir.
Fakat; insan dokularinda mRNA’larin ekspresyon diizeyleri ile bu mRNA’lardan
kodlanan proteinlerin miktarlar1 arasindaki iligki ile ilgili siipheler bulunur. Bunun
yaninda bir gen bir¢ok biyolojik isleve sahip farkli proteinler kodlamakta ve bu
proteinler translasyon sonrasi modifikasyonlara ugramaktadir. Cogu durumda
translasyon sonrasi modifikasyonlar da gen islevinden bagimsizdir. Bu
nedenlerden dolay1 ¢ok fazla miktarda bilimsel veri olmasia karsin genomik
caligsmalara dayanan teshis yaklasimlart klinik kullanim i¢in pratik degildir. Sekil
1.2 ve Sekil 1.3’de genomik, proteomik ve diger “-omik” caligmalar arasindaki
iligki sematize edilmistir. (Denizli 2007, Basaran ve ark. 2010, Kurban ve
Mehmetoglu 2010, Kvalheim 2010, Yilmaz ve ark. 2010, Ozen Karatayli ve
Bozday1 2008, Rappsilber ve Mann 2002, Hebestreit 2001, Liebler 2002).

PROTEIN

Modifiye Proteinler

ﬂ < Metabolomik
Metabolitler

Sekil 1.2. “Omik” bilimlerinin sematik gdsterimi
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Sekil 1.3. Genom ve proteom arasindaki iliski (Denizli 2007)

Proteom analizi kendi i¢inde de ekspresyon proteomik, yapisal
proteomik, fonksiyonel proteomik, proteom haritalama, post-translasyonal
modifikasyon, protein-protein etkilesimlerini inceleyen boliimlere ayrilir.

Proteomik analiz tiirleri ve bunlarin uygulamalar1 Sekil 1.4’de verilmektedir.

Medikal mikrobiyoloji
Hastalik mekanizmasi
flag Kesfi Sinyal aktarimt Glikozisasyon
Tanimlama/validasyon [ Fosforilasyon
Diferansiyel goriiniim Ekspresyon Proteoliz
| proteomik T
Proteom Post-translasyonal
haritalama modifikasyon
Proteomik
Fonksiyonel Protein-Protein
proteomik Yapisal Etkilesimleri
proteomik
Maya genomik Maya ikili hibrit
Afinite saflagtirilmis | |
protein kompleksleri Organel kompozisyonu Faz goriintiilleme
Subproteom izolasyonu Birlikte ¢c6kme
Protein kompleksleri

Sekil 1.4. Proteomik tiirleri ve uygulama alanlar1 (Graves ve Haystead 2002)



@) ANADOLU UNIVERSITESI

11

Ekspresyon proteomikte normal veya patolojik hiicre veya dokudan
ekspre edilen proteinler belirlenir. Boylece bir hastaliga neden olan proteinler
tanimlanir. Bu yaklasimla belirli bir hastalik i¢in yeni biyolojik belirteclerin
tanimlanmasi saglanir. Burada erken teshis ve tayin onemli olmakla birlikte
tedavinin etkinliginin izlenmesi ve ilerde yeni tedavilerin tasarlanmasi da
onemlidir. Yapisal proteomik ise hiicresel ya da organellerde bulunan farkl
proteinlerin ya da protein karisimlarinin belirlenmesi ve {i¢ boyutlu yapilarinin
belirlenmesi ile ilgilenir. Fonksiyonel proteomikte bilinmeyen proteinlerin
biyolojik fonksiyonlar1 arastirilir. Bu da hiicresel mekanizmalarla ve molekiiler
seviyedeki etkilesimlerle agiklanir. Fonksiyonel proteomik, kanser hiicrelerinin
biyolojik silirecindeki bilgimizi arttirirken kanser ilaglarmin gelistirilmesinde
bliyiik etkisi vardir. Protein temelli ve hastaliga 6zgii hedeflerin tespit edilmesinin
gelistirilmesini  saglar. Proteom analizinin en Onemli uygulama alani ise
hastaliklara 6zgii proteinlerin belirlenmesidir. Bunun yani sira; hiicre biyolojisi,
gen iglevi, metabolik yollar gibi genel, yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde,
teshis ve tedaviye yonelik c¢aligmalar gibi genis bir uygulama alania sahiptir.
Kiyaslamali proteomik, iki durum arasindaki (normal ve hastalik, yasli ve geng)
ekspresyondaki farkliliklar1 tanimlar. Bir proteomu dogru bir sekilde analiz etmek
icin farkli kompleks teknolojilerin gelistirilerek birlestirilmesine gereksinim
vardir (Graves ve Haystead 2002, Bonini 2008, Denizli 2007, Yilmaz ve ark.
2010, Wu ve ark. 2002, Marko-Varga 2004, Veenstra 2007, Zhu 2006).

Teknolojinin gelisimi biyolojik sistemlerin analizine yon vermistir. Genel
olarak kullanilan teknikler tek ve iki boyutlu elektroforez, kapiler elektroforez,
kromatografi sistemleri, ultrafiltrasyon ve kiitle spektrometreleridir. Cogu analitik
proteomik problemler protein karisimi ile baglar. Bu protein karigimi, farkl
fizikokimyasal Ozelliklerdeki proteinlerden (hidrofilik, hidrofobik, amfilik,
yiiksek yiiklii veya membran bagli olmasi, ¢oziiniirliik farki), farkli modifikasyona
ugramis ve farkli molekiiler kiitledeki proteinlerden olusur. Proteomik
caligmalarda akis semasi yaygin olarak Ornek hazirlama ya da ekstraksiyon,
protein ayirimi ya da on-fraksiyonlama, protein ekspresyonlarinin karsilastirmali
profillendirilmesi, proteolitik par¢alama ve kiitle analizi, veri taban1 eslestirilmesi

ile protein tespiti ve son olarak protein validasyonu ile biyokimyasal
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karakterizasyondan olusur (Sekil 1.5). Proteomik c¢alismalarda en Onemli
asamalardan biri karmasik protein karigimlarindan tekrar elde edilebilir
ekstraksiyon ve ayirma elde edebilmektir (Andrecht ve Hagen 2008, Zhu 2006,
Hodgson 2009).

Viicut Stvilari Dokular/Hiicreler Bitkiler Maya/Mantar Mikroorganizmalar

{

Ornek Hazirlama

Yiiksek Bolluklu Ekstraksiyon& Organel Spesifik Spesifik
Proteinler On- izolasyon zenginlestirme Isaretleme
fraksiyonlama

!

Ayirma
1D/2D Jel Sivi Ince Tabaka Serbest Akis
Elektroforez Kromatografi Kromatografi Elektroforezi

!

Karakterizasyon/Fonksiyonel Validasyon

Kristallografi Kiitle Protein Goriintilleme NMR
Spektrometri & Miktar Tayini
Enzim Protein-Protein Protein
Analizleri Etkilesimleri Analizleri
Biyoinformatik

Sekil 1.5. Proteomik akis semas1 (Andrecht ve Hagen 2008)

Proteom analizinde asagidan yukariya, yukaridan asagiya ve shotgun
olmak {izere {i¢ farkli yaklasim s6z konusudur (Sekil 1.6). Asagidan yukariya
proteomik yaklasiminda; proteinler proteolitik kimyasal ajanlarla ya da enzimlerle
(tripsin ve pepsin gibi) peptidlere boliiniir. Bu enzimler spesifik olarak polipeptit
zincirini parcalar. Kiitle spektrometri teknikleri ile analiz edildiginde ise peptit
haritas1 diger bir deyisle peptit kiitle parmak izi (PMF) elde edilir ve ideal olarak
tim dizilimlerini kapsar. Asagidan yukariya protein tanimlanmasi icin MALDI-

TOF’da yaygin olarak kullanilan PMF ve kaynaktan sonra parcalanma (post
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source decay-PSD) analiziyle parcalanan proteinler analiz edilir. Sekil 1.6 A’da
gosterilen asagidan yukariya yaklasiminda iki farkli strateji uygulanabilir. 1.
Strateji proteinler saflastirilir ve her bir protein proteaz enzimi ile pargalanarak
olusan peptit parcaciklar1 kiitle spektroskopisi ile analiz edilir. 2. Stratejide ise
tiim proteinleri iceren karigim proteaz enzimi ile peptitlere pargalanir ve ardindan
ayirma islemi uygulanarak kiitle spektroskopisi ile proteinler tayin edilir. Sekil 1.6
B’de goriillen yukaridan asagiya yaklagiminda ise Ornekteki proteinler uygun
yontemlerle ayrilir, daha sonra her bir protein kiitle spektroskopisi ile analiz edilir.
Yukaridan asagiya proteomik yaklasiminda; tam protein yiiksek coziiniirliiklii
ardisik kiitle spektrometrik analizine tabi tutulur. Dogrudan MS/MS analizi ile
olusan pargalanmig iyonlar veri tabanindan protein tanimlanmasini saglar.
Yukaridan asagiya proteomik yaklasimi proteinin bollugu hakkinda bilgi verirken,
tim protein diziliminin elde edilmesini; post-translasyonal modifikasyonlarin
karakterize edilmesini ve belirlenmesini saglar. Bununla birlikte; ¢ok yonli bu
yontemin  kullanimi  ¢ok yiiklii ana iyonlarindan dolayr spektrumun
yorumlanmasinda karmasa yaratmaktadir. Bu engel; gaz faz1 iyon-iyon
etkilesimleri yoluyla yiik durumu manipiilasyonu ve yiiksek kiitle o6lgiim
dogruluklu (MMA) cihazlarin kullanimi ile giderilebilir. MS donanimindaki
gelismeler yukaridan asagiya proteomik yaklagiminin gelismesini saglamaktadir.
Yukaridan asagiya yaklasim asagidan yukariya yaklagimi ile (% 5-70)
kiyaslandiginda; protein dizilimi genellikle % 100 kapsama alani ile sonuglanir.
Bununla birlikte proteinin ayirma isleminden sonra pargalanma islemini
gerceklestirmek daha yaygin kullanilan yaklasimdir. Protein ve peptit ayirimi
kromatografik ve jel tabanli ayirma ile gergeklestirilebilir (Denizli 2007, Hodgson
2009, Wall 2010, Liebler 2002, Conn 2003, Wilkins ve ark. 2007, Eidhammer ve
ark. 2007, Yilmaz ve ark. 2010).
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Sekil 1.6. Proteomikte asagidan-yukariya ve yukaridan-asagiya yaklasimin sematik gosterimi

(Denizli 2007)

1.1.1.Klinik proteomik ve biyolojik belirtecler

Kanser proteomu; kanser hiicreleri ve kanser doku mikrogevresinde
gecen tim biyolojik siiregle ilgili bilgi tasir. Kanser teshisi, hastaligin
ilerlemesinin izlenmesi ve tedavi hedeflerinin belirlenmesi siireclerinde biyolojik
belirtecleri belirlemek proteomik teknolojileri icin biiyiik bir potansiyeldir.
Proteom sadece hiicrenin esas genetik bilgisini igermez, ayn1 zamanda hiicrelerin
yakin c¢evresine etkisini de igerir. Saglikli hiicrenin neoplastik hiicreye doniisiimii
degisen ekspresyonel profiline, diferansiyel protein modifikasyonu ve
aktivitelerine neden olur ve buradaki degisim de hiicresel fonksiyonu etkileyebilir.
Bu nedenle, kanser proteom arastirmalarinin baglangi¢ noktasit biyolojik
belirteclerin belirlenmesidir (Cheng 2009).

Proteomik arastirmalar dogrudan klinik teshis, tedavinin izlenmesi ve
kontrolii ve ilaglarin tasarimini amaglar. Klinik proteomigin temel amaci;
patolojik-biyolojik mekanizmanin anlasilmasi, teshise, prognostik ya da tedaviye

yonelik biyolojik belirteclerin aragtirilmasi ve erken teshis icin hastaliklarda
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degisen proteinleri (yapi, fonksiyon, etkilesim ya da ekspresyon) ve biyolojik
belirtecleri bulmaktir. En yaygin kullanilan proteomik ¢aligmalari farkli durumlar
altinda (6rnegin belirli bir hastalik) hiicrelerde, dokularda veya biyolojik
stvilardaki proteinlerin tespitidir. Hastaliklarin gelisim siirecini kapsayan birgok
biyolojik olayda proteinlerin yapisal, islevsel, etkilesim ya da ekspresyonel
cesitliligi arasinda iliski kurularak, saglikli ve hastalikli durumda farklilagsan
proteinler belirlenebilmektedir. (Silberring ve Ciborowski 2010, Engwegen ve
ark. 2006, Ozen Karatayli ve Bozdayr 2008, Kvalheim 2010, Sahab ve ark.
2007a).

Genomik ve proteomik teknolojilerinin gelismesi yeni potansiyel
belirteglerin kesfini kolaylastirmaktadir. Klinik kanser yonetiminin gelecegi
kanserin teshis ve tahminine dayali biyolojik belirteclere baglidir. Yeni tedavilerin
gelistirilmesi  belirteglere gereksinimi arttirir.  Belirtecler, sonucun tahmin
edilmesini ve dogrudan hangi tedavi opsiyonunun daha ¢ok etkili oldugunu veya
olacagini anlamamizi saglar (Chatterjee ve Zetter. 2005). Genetik temelli
biyolojik belirteglerin  bazi1 avantajlarina  karsin  bazi  sinirlamalar  da
bulunmaktadir. Genetik temelli belirteg, Ornekte yeterli oranda bulunsa bile
dokudan, salg1 ya da kandan DNA’ya erisebilirlik sinirlidir. Genomik analizler
proteoliz, glikozlanma, fosforilasyon ve asetilasyon gibi post-translasyonal
modifikasyonlar1 tanimaya elverigli degildir. Proteomik temelli biyolojik
belirtegler iltihaplanma ya da anormal tiimor c¢evresiyle olusan protein
parg¢alanmalarini kapsayan proteinleri igerir (Paci ve ark. 2010). Cizelge 1.1°de
farkli “-omik™ teknolojilerinde biyolojik belirtecin kesfi icin kullanilan

teknolojiler, 6rnek kaynagi ve uygulama alanlar1 verilmektedir.
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Cizelge 1.1. Biyolojik belirteglerin kesfi i¢in kullanilan “-omik™ teknolojileri (Jain 2010)

Analiz Doku kaynag Teknolojiler Uygulama
seviyesi
Genomik Cekirdekli hiicreler Pozisyonel Hastaligin lokiis haritas,
Patolojik olarak | kopyalama, Hastalik geninin belirlenmesi,
etkilenmis hiicreler SNP genotipleme, Bozulmus genlerin
Ekspresyon dizilisleri | belirlenmesi
Proteomik Etkilenmis dokular 2D jel elektroforez, Protein biyolojik

Vicut sivilari:

idrar,

Sivi  kromatografi-

belirteglerinin belirlenmesi

kan, salya kiitle spektrometri,
ICAT-MS
Metabolomik | Viicut sivilart: idrar, | Niikleer manyetik | Kiiciik molekiillerin
kan, salya rezonans (NMR), MS | belirlenmesi
Glikomik Viicut sivilari: idrar, | NMR, oligosakkarit | Karbonhidratlarin

kan, salya

diziligleri

belirlenmesi, glikoproteinlerin

belirlenmesi

Amerikan Gida ve Ilag Idaresi’ne (FDA) gore; biyolojik belirteg, normal
biyolojik siirecler, patalojik siirecler ya da terapotik miidaheleye farmakolojik
cevaplarin gostergesi olan, objektif bir sekilde dl¢iilen ve degerlendirilen 6zellige
sahip olarak tanimlanir. Hiicrenin DNA, RNA, metabolit ya da protein
seviyesindeki herhangi belirli molekiiler degisiklik molekiiler biyolojik belirteci
isaret eder. Biyolojik belirte¢ laboratuar denemelerinde kullanilabilecek kadar
basit, genlerin ya da proteinlerin bir modeli gibi karmasik olmalidir. Biyolojik
belirteclerin siniflandirilmasi i¢in bir¢ok yol bulunmaktadir. Biyolojik belirtegler,
lipitler, steroitler, karbonhidratlar (6rnegin glukoz), metabolitler gibi basit
molekiiller olabilir. Daha basitleri insulin, hemoglobin A ve C, prostat spesifik
antijen ve C-reaktif protein gibi peptit ve proteinlerdir. Daha kompleks biyolojik
belirtecler ise otoantikorlar ve trombositler ya da T hiicreleri gibi hiicrelerdir.
Pratik bakis acgisiyla, biyolojik belirte¢ hastaligin durumunu yansitacak kadar
spesifiklikte ve duyarlilikta olmali, teshis i¢in kullanilmasimnin yaninda tedavi
siiresince ve sonrasinda hastaliin izlenmesini saglamalidir. Negatif biyolojik
belirte¢ hastalikta belirtecin olmadigini veya yetersiz oldugunu ifade eder (Sahab
ve ark. 2007a, Paci ve ark. 2010, Jain 2010).
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FDA’ya gore ideal biyolojik belirtec kanserli hiicreler tarafindan
olusturulmali ya da sadece onlara cevap vermeli, saglikli dokuda ya da iyi huylu
hastalikta bulunmamali, tiimor alt klinik fazdayken ve ulasilabilen biyolojik
maddeden kolayca tayin edilebilmeli ve tiimdoriin biiyiikk kismiyla, prognoz,
hastaligin tedaviye cevap vermesinde ve hastalifin tekrarinda dogrudan iliskili
olmali ve uyarlanabilmelidir. Belirli hastalik ya da hastalik durumu ile ilgili
olmasimin yaninda benzer fizyolojik sartlardan ayirt edilebilmelidir. Duyarl,
spesifik, hizli, basit ve uygun maliyetli olmalidir. Biyolojik belirteglerin
belirlenmesi i¢in serum ve idrar gibi standart biyolojik kaynaklarin kullanilmasi
arzu edilir. Cogu ¢alisma her bir biyolojik belirtecin duyarliligini ve spesifikligini
belirtmektedir. Bu parametreler ters orantili olarak iligkilidir ve degerleri kabul
edilen kesme degerine ek olarak negatif ve pozitif tahmin degerine (NPV ve PPV)
gore ayrilir. Biyolojik belirtecin dogrulugu spesifiklik ve duyarhilik ile baglantili
olan ve egrinin altinda kalan alanin hesaplanmasiyla gerceklestirilen alic1 igletim
karakteristik egrisi (receiver operating characteristics, ROC) olarak adlandirilan
ROC egrisi ile en iyi sekilde aciklanir. ROC egrisi, duyarlilik ve segicilik
degerleri arasindaki iliskiyi grafiksel olarak gosterir ve yanlis pozitif orana karsin
(1-secicilik) dogru pozitif oran (duyarlilik) degerleri grafige gegcirilir (Paci ve ark.
2010, Jain 2010). Biyolojik belirteglerin klinik sonuglari yansitma derecesi
biyolojik belirtecin etkililigi konusunda karar vermemezi saglar. Biyolojik
belirtegler farkl 6zelliklere sahip oldugundan, klinik olaylardaki sonuglar ya da
hastaligin ilerlemesinin degerlendirilmesiyle biyolojik belirteglerin kullanimin
degerlendiren istatiksel gereksinimler olmalidir. Bu istatiksel gereksinimler,
istatiksel dagilim, hedef popiilasyonu iizerinde detayli bilgi ve biyolojik belirtecin
spesifikligini icermelidir. Genellikle ideal biyolojik belirtecin belirli hastaligin asil
Ozelligini ortaya cikarmasi, belirli hastalik olaylar1 tarafindan dogrulanmasi ve
gegerli kilinmasi, kesin olmasi, bu 6zgiil hastaligin erken evresinde bulunabilmesi,
diger benzer hastalik olaylarindan ya da bu hastaligin aile {iyelerinden
ayrilabilmesi, uygulamanin basit ve giivenilir olmasi ve miimkiinse ucuz olmasi
beklenmektedir (Sahab ve ark. 2007a).

Standardize protokollerinin eksikligi, laboratuarlar arasinda azalan tekrar

tiretilebilirlik, epidemolojik gecerlilik ya da istatiksel giic bakimindan eksiklik
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nedeniyle bilinen biyolojik belirte¢lerin ¢cogunun klinik kullanimi halen sinirlidir.
Diizenli standartlarin uygulanmasi yeni bulunan biyolojik belirteglerin klinik
kullanimin1 kolaylastirir. Son zamanlarda Amerika Ulusal Kanser Enstitiisiiniin
(NCI-ABD) kurdugu Erken Teshis Arastirma A& (EDRN) sayesinde biyolojik
belirte¢ arastirma laboratuarlar1 arasindaki koordinasyon gelistirilmektedir. Ideal
olarak biyolojik belirtegler beklenen benzerlikle farkli kurumlar arasinda
caprazlama yapilarak bir¢ok hastanin iyi kontrol edilen klinik caligmalariyla ve
siirecteki tiim adimlar i¢in onaylanmis standartlarla valide edilmelidir. Bu
adimlar, 6rnek toplanmasi, saflastirma, amplifikasyon, hibridizasyon ya da ligand
baglama, veri alma, normalizasyon, istatiksel analiz ve skorlama gibi islemleri
igerir. Belirtecin gelisiminde rehber olabilecek resmi 5 faz smiflandirmasi
onerilmistir. Biyolojik belirte¢ gelisim siirecinin yapis1 Cizelge 1.2°de sematize
edilmistir. Baslangic kesif fazinda, plazmada proteinlerin farkli bolluklari
belirlenir ve siniflandirilir. Daha sonra, iimit verici olanlar siniflnadirilir ve gegerli
kilinir. Gegerli kilinmis potansiyel biyolojik belirtecler yiliksek verimli analizlerle
spesifik olarak gelistirilir. Biyolojik belirtecin belirlenmesi ve validasyonunda
veri analizi de Onemlidir. Belirtecin belirlenmesinde c¢ok yonlii istatiksel
algoritmalar kullanilir (Chatterjee ve Zetter 2005, Schiess 2008, Ludwing ve
Weinstein 2005, Kvalheim 2010).

Cizelge 1.2. Biyolojik belirtecglerin gelisim fazlar1 (Chatterjee ve Zetter 2005).

Hastalik belirtilerinin | Faz 1 Umit verici yonde teshis saglar

goriilmeden once tani

konulmasi

Klinik deney ve validasyon Faz 2 Onaylanan hastaligin klinik analizini tespit eder
Geriye doniik boylam Faz 3 Klinik ve izleme pozitif kurali tanimlanmadan

once erkenden hastalik biyolojik belirteci tespit

eder

Beklenen izleme Faz 4 Hastaligin ozellikleri ve kapsami test yoluyla
tespit edilir

Kanser kontrolii Faz 5 Populasyonda hastaligin  agirhigmmi  azaltma

etkisinin izlenmesiyle sayisallagtirilir
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Daha fazla potansiyel biyolojik belirtecler bulunduk¢a, bu yeni
belirteclerin  klinik kullanimi  ve kesif fazindaki smirlandirmalar azalir,
belirteclerin validasyonu artar ve klinik uygulama hizlanir. Kanseri tayin eden,
kanser sonucunu Ongoéren ve tedavi se¢imini etkileyen biyolojik belirtegler
(Sekil 1.7), klinik kanser yonetiminde maliyet etkinliginin belirlenmesinde 6nemli
rol oynar. Metotlar basit, ucuz, saglam ve giivenilir olmalidir. Hastaligin sonucu
ve tedavi kararlarinin belirlenmesi i¢in tek biyolojik belirte¢ kullanmak olasi
degildir. Kanser prognozunun gelecegi 6-10 belirtecin sonucuna baglidir. Bunlar;
metastatik ilginin olasiligini ve hizli sistemik tedavi i¢in gerekliligini gosterecek
dogru molekiiler tedaviye yon vermelidir. Uretilen teknoloji platformlarmnin
gelismesi belirli bir hastalik i¢in es zamanl, ¢oklu yeni biyolojik belirteglerin
kesfine yardimer olur. Basit teshis kitlerinin gelistirilmesiyle dogru ve giivenilir
bir sekilde kanser oldugu tahmin edilebilecek ve klinik olarak kullanimi

saglanabilecektir (Chatterjee ve Zetter 2005).

Tedaviyada
yénetim
baglangy; teshis {} P lledeme
i esik -
e 4 Karark hastalis
. teshis igin
b cevap yineleme esigi
T yineleme ,( y
Siirec Risk [zleme Smiflandirma, faz, derece, Yineleme i¢in
Degerlendirme biyolojik belirteg ekspresyon izleme
Kanser Erken Lokal tedavi rehberi ya da Erken
Amag engelleme teshis sistemik tedavi se¢imi ve cevabi miidahele
Ongorme

Sekil 1.7. Kanserin klinik degerlendirilmesinde farkli durumlardaki biyolojik belirteclerin
kullanim1 (Ludwig ve Weinstein 2005)

Tiimor belirteglerinin  farkli tiirlerde tanimlanmasi bulunmaktadir.

Hastaliga yatkinlik belirteci, 6rnegin genetik faktorler gibi hastalifa egiliminin
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belirlenmesi ve teshis ile ilgili belirte¢ (screening, izleme) kanserli hastaliin
tespiti igin kullanilir. izleme belirtegleri hastaliga ugrayanlari teshis etmek icin
kullanilir. Prognostik belirte¢ (monitoring, kontrol etme) tedavi sonrasi hastaligin
tekrar olusum riskinin Olgiilmesi i¢in kullanilir. Hastaligin ilerleme durumunu
belirlemek i¢in tedaviye yon verici belirtegler ve hastaligin tekrarini belirlemek
icin ise tekrar kontrol etme belirtecleri kullanilir. Tahmine dayali (predictive)
belirteg, verilen terapiye hastanin cevabini bildirir. Konumlandirma belirteci
cerrahi miidaheleyi hazirlamak i¢in konumlandirma ve sitotoksik ajanlarin
hedeflendirilmesi amaciyla kullanilir. Tiim belirteclerin hastanin sonucunu ve
yasamimin kalitesini gelistirmesi ya da bakimin maliyetini azaltmasi
gerekmektedir (Wiesner 2004, Jain 2010).

Kanser biyolojik belirteclerin belirlenmesi klinik teshisin en hizli gelisen
alanidir. Erken teshis ya da tedavinin basarili bir sekilde izlenmesi icin klinik
olarak onaylanmig bazi biyolojik belirtegler Cizelge 1.3’de verilmistir (Cheng
2009, Ludwig ve Weinstein 2005, Chatterjee ve Zetter 2005). Kanser proteomik
calismalarindan beklenen; erken kanser teshisi icin hastalikla ilgili biyolojik
belirtecin tespiti, tedavinin etkinliginin ve toksikligi i¢in yeni biyolojik belirtecin
tespiti ve ayni zamanda en uygun antikanser ila¢ kombinasyonlar1 i¢in rehber
olmasidir. Go6giis kanseri i¢in mamografi, kolorektal kanseri i¢in kolonoskopi,
prostat kanseri i¢in prostat spesifik antijen testi (PSA), serviks kanseri i¢in pap
smear ve yumurtalik kanseri i¢in transvajinal sonografi ve kanser antijen (CA
125) testi kanserin erken teshisi i¢in onaylanmis izleme (screening, tarama)
gerecleridir. Bununla birlikte Cizelge 1.3’de verilen biyolojik belirte¢lerden hig
biri hastaligin tahmini ve belirlenmesi i¢in yeterli duyarlilik, spesifiklik ve izleme
populasyonuna sahip degildir. Ornegin PSA en yaygm kullanilan biyolojik
belirte¢ olmasina ragmen, prostat kanserini belirlemede sinirli spesfiklige sahiptir.
PSA normal prostat hiicreleri tarafindan diisiik miktarda {retilir. Serumda
PSA’nin miktarinin fazla olmasi prostat kanseri bulunmasi ile iliskili olabilir.
Prostat kanserinin yani sira kanser kaynakli olmayan prostat salgi bezi i¢gindeki
enfeksiyonlar ve etkilenen alanin iritasyonu sonucunda da PSA miktar1 artis
gosterir. CA 125 yumurtalik kanseri riski igin biyolojik belirteg olarak

kullanilmasiin yaninda, bu biyolojik belirtecin seviyesi pankreatit, karaciger ya
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da bobrek hastalarinda da artmaktadir. Insan kronik gonadotropin-8 yumurtalik
kanseri icin biyolojik belirte¢ olarak tanimlanmistir ve kanser fazinin
belirlenmesinde klinik olarak kullanilmaktadir. Epidermal biiylime faktorii
reseptorii kolorektal kanseri ve akciger kanseri icin biyolojik belirte¢ olarak
tanimlanmis ve uygun tedavinin belirlenmesini yardim etmede kullanilmaktadir.
Karsinoembriyonojik antijen (CEA) kolorektal kanseri, pankreas kanseri, akciger
kanseri ve goglis kanseri biyolojik belirteci olarak tanimlanmistir. Bazi biyolojik
belirteclerin hedefi 6liim oranim1 azaltma ve hayatta kalimda artisa katkida

bulunmaktir (Cheng 2009, Schiess 2008).

Cizelge 1.3. Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA) tarafindan onaylanan kanser biyolojik
belirtegleri (Cheng 2009, Ludwig ve Weinstein 2005, Chatterjee ve Zetter 2005)

Biyolojik Belirte¢ | Tipi Kaynag Kanser tipi Klinik Kullanim

a-Fetoprotein Glikoprotein Serum Nonseminomatous | Koti huylu

(AFP) testis ile ilgili timorlerin
tedavisine yon

vermek (staging)

Insan koryonik | Glikoprotein Serum Testis ile ilgili Koti huylu
gonadotropin-f tiimorlerin
tedavisine yon

vermek (staging)

CA 19-9 Karbonhidrat | Serum Pankreatik Kontrol etme
Pap smear Servikal simir | Serviks Boyunla ilgili Izleme
(boyun) (Screening)
CA 125 Glikoprotein Serum Yumurtalik Teshis, tedavinin

kontrol edilmesi,
tekrar olusumu

tahmin etme

CA 15-3 Glikoprotein Serum Gogiis Kontrol etme
CA 27-29 Glikoprotein Serum Gogiis Kontrol etme
Sitokeratin Protein Gogiis kanseri | Gogiis Prognoz
Ostrojen  reseptdr | Protein Gogiis kanseri | Gogiis Hormonal

ve progesteron tedavinin se¢imi
reseptor
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Cizelge 1.3. (Devam) Amerikan gida ve ilag dairesi (FDA) tarafindan onaylanan kanser biyolojik
belirtegleri (Cheng 2009, Ludwig ve Weinstein 2005, Chatterjee ve Zetter 2005)

CEA Protein Serum Kolon Kontrol etme
(tekrar  olusumu

belirleme, tedavi

etkinliginin
kontrolii)
KIT Protein Gastrointestinal | GIST Teshis ve
timor tedavinin se¢imi
Epidermal biiylime | Protein Kolon Kolon Tedavinin se¢imi
faktorii reseptorii
Thyroglobulin Protein Serum Tiroit Kontrol etme
PSA Protein Serum Prostat Teshis, izleme ve
kontrol etme
(screening and
monitoring)
Her2/Neu Protein/DNA | Serum/Goglis Gogiis Kontrol
timoru etme/prognoz  ve

tedavinin se¢imi

NMP22 Protein Idrar Mesane Teshis, izleme ve

kontrol etme

Fibrin/FDP Protein Idrar Mesane Kontrol etme
BTA (mesane | Protein Idrar Mesane Teshis ve tekrar
timord ile ilintili olusumu  tahmin
antijen) etme

Yiiksek  molekiil | Protein Idrar Mesane Kontrol etme

agirhkli CEA  ve

musin

Gen array teknolojisi, 2D-jel elektroforezi ve yeni kiitle spektrometrik
tekniklerinin biyoinformatik araclarindaki gelismelerle birlesmesiyle genomik ve
proteomik teknolojilerindeki yeni gelismeler, duyarli ve spesifik yeni biyolojik
belirteglerin  farkliligini  kesfetme talebini karsilamada umut vericidir.
Immiinohistokimya (IHC), enzim baghi immunosorbent analizi (ELISA) ve
protein ¢ip teknolojisi gibi bazi teknikler biyolojik belirte¢ analizinde siklikla
kullanilirlar (Chatterjee ve Zetter 2005).
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Proteinlerin goriintiilenmesi ve ayirimi i¢in bir boyutlu poliakrilamit jel
elektroforez (1D-PAGE) ve ilgili proteinlerin ayirimi ve zenginlestirilmesi i¢in
kolon kromatografi sisteminin bazi tiirleri biyomedikal laboratuari i¢in gereklidir.
PAGE teknolojisi sadece daha bol proteinlerin kesfine izin verirken, daha diisiik
derisimdeki proteinler jelde nadiren gozlenir. Kolon kromatografi icin de benzer
sonug gecerlidir ve giinde birkag yiiz karsilastirmali analiz i¢in uygun degildir. Iki
boyutlu (2D-PAGE) yaklasiminda proteinler oncelikle izoelektrik noktalarina
gore, daha sonra molekiiler kiitlelerine gore ayrilir. 2D-PAGE kompleks protein
karisimlarinin analizinin giiclinli arttirmak i¢in gelistirilmistir. 2D jellerinin artan
coziinilirliilligii verilen ornekte proteinlerin genis cesitliligini anlamamizda biiytik
katki saglasa da; 1D-PAGE metodunundaki gibi bol miktardaki proteinlere
oncelik vermesi dezavantajin devam etmesine neden olur. Yiiksek hidrofobisite ya
da son derece yliksek izoelektrik noktalardaki proteinler genellikle ihmal edilir, bu
da potansiyel olarak ilgilenilen proteinlerin kaybi ile sonuglanir. 2D-PAGE
yaklagimi zaman alic1 ve standardize edilmesi zor oldugundan fazla sayidaki
orneklerin izlenmesi i¢in uygun degildir (Wiesner 2004).

Diferansiyel jel elektroforezi (DIGE) ve c¢ok boyutlu protein tespit
teknolojisi (MudPIT) gibi teknolojiler proteinin mikrogram miktarinda yiiksek
verimle profillendirilmesi i¢in kullanilabilir. Ters faz mikroarray ve yiizey
arttirllmis  lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamanli kiitle spektrometri
(SELDI-TOF-MS) gibi diger yiiksek verimli teknolojiler, daha duyarhdir (femto
molar araliginda) ve serum protein ekspresyon diizeylerinin 12 kattan daha fazla
biiyiikliik araligim kapsayabilir. immuno-PCR, alan etki transistor (FET)-temelli
protein tayini ve kuvantum noktaciklar1 gibi gelisen nanoteknoloji, protein
belirteglerinin duyarliliginin arttirilmasi i¢in umut vaat etmektedir (Ludwing ve
Weinstein 2005).

Proteomikte simdiki gelismeler ¢ogunlukla kiitle spektrometrideki
gelismelerden kaynaklanir. Matriks yardimcili lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus
zamanlh kiitle spektrometri (MALDI-TOF-MS), vyiizey yardimcili lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanlt kiitle spektrometri (SALDI-TOF-MS) ve
stvi kromatografi kiitle spektrometri (LC-MS) gibi bir ¢ok kiitle spektrometri

teknolojisi proteomik ¢alismalarda kullanilmaktadir Mikroarray ve kiitle
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spektrometri analizleri kisa zamanda binlerce Ol¢limiin gerceklestirilmesini
saglamaktadir (Cheng 2009).

Son zamanlarda izotop kodlu afinite isaretleyici prosediiriiniin
gelisimiyle protein Olgiimiindeki zorluklarin {istesinden gelinmektedir. Bu
yontemde, iki protein Ornekleri sistein artiklarindan farkli olarak isaretlenir ki,
burada isaretleme molekiilleri farkli izotoplar igerir. Sonradan proteinler
proteolitik olarak ayrilir, HPLC ayirim1 yapilir ve son olarak kiitle spektrometri ile
farkli isaretlenmis peptitler kiitledeki belirli kayma ile taninabilirler. Deneyim
gerektiren yaklasim olmasina ragmen, tamamlanmayan isaretleme nedeniyle bazi
pratik sakincalar1 bulunmaktadir. Son zamanlarda isaret gerektirmeyen
ekstraksiyon-tutunma kromatografi metotlar1 gelistirilmis ve daha umut verici
alternatif bir yontem olmustur (Wiesner 2004).

Ekspresyonel proteomikte iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi (2D-
PAGE), ardisik MS sistemi ile birlestirilen sivi kromatografi (LC-MS-MS) ve
protein profillerinin belirlenmesi icin MALDI-TOF-MS ve protein ¢ipleri (SELDI
protein ¢ip sistemi), daha ¢ok kantitatif yontem olan izotop kodlu afinite etiketler
(ICAT) ve rolatif ve tam Ol¢iim icin izotop kodlar (iTRAQ) kullanilir.
Fonksiyonel proteomikte ise fonksiyonel protein komplekslerinin dogrudan
analizi i¢in immuno ¢oktiirme, protein ¢ipleri, array temelli yaklagimlar ile maya
iki hibrit sistemi ve post-translasyonal modifikasyonlar (PTM) kullanilir (Wu ve
ark. 2002, Engwegen ve ark. 2006). Iyi bir ayirim yontemi ile yeni MS
sistemlerinin birlikte kullanilmas1 sonucunda hizli ve giivenilir bir sekilde diisiik
seviyedeki proteinlerin tespiti gerceklestirilebilir. Cizelge 1.4’de protein
profillerinin ¢ikarilmasi igin kullanilan bazi proteomik teknolojilerinin prensipleri,

avantajlar1 ve dezavantajlar1 verilmektedir.
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Cizelge 1.4. Protein profillerinin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan bazi proteomik teknolojilerinin

avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Engwegen ve ark. 2006)
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Teknoloji | Prensip Avantajlar Dezavantajlar
2D-PAGE | Yiike ve kiitleye bagli olarak | Yiiksek ayirim (jel | Diisiik iiretim (jel basma
iki boyutta 6rnekteki protein | bagina binlerce | bir 6rnek); otomasyon zor;
iceriginin jelde ayrilmasi, jel | protein), PTM elde | jeller arasi tekrar elde
boyanir ve Ornekteki spot | etme edilebilirlik  zor; asidik
siddetleri farkll jeller veya bazik proteinler ile
arasinda karsilagtirtlir. yiiksek kiitleli proteinler
icin diistik ayirim;
dogrudan protein teshisi
yok; diger tekniklerle
kiyaslandiginda baslangig
materyalinin miktarinin
fazla olmasi (50-100 pg
protein)
DIGE Jel basina ii¢ Ornegin 2D- | Bir jelde Orneklerin | Diigiik {iretim (jel basina ii¢
PAGE olgiimii, her biri | dogrudan ornek)
farkli floresans boya ile | kiyaslanmasi, bdylece
isaretlenir ve isaretlenen | daha iyi tekrar elde
maddeye spesifik | edilebilirlik
dalgaboyunda her  bir
ornekteki  her  bir jel
spotunun siddeti 6l¢iiliir.
Protein fleri mikroarrayde | fleri array basina | Cok farkli problarn sentezi
microarray | spotlanmig  probda  bir | problarin sayisia | gereklidir; hedefli
ornekteki hedeflenen | dayanarak yiiksek | proteinlerin kimligi ya da
proteinin baglanmasi; bunun | verim ya da ters array | sinifi bilinmelidir;
tersine ters mikroarrayde | basina orneklerin | problarin capraz
spotlanmig orneklerdeki | sayisina  dayanarak | reaktivitesi; PTM  ile
hedefli proteinlere spesifik | yiiksek verim; | proteinlerin baglanmasinda
problarin baglanmasi; | biyolojik belirteg | azalma olasi
dogrudan isaretlemeyle | kimligi ya da kolayca
(floresan) ya da isaretlenmis | bilinen sinif
ikincil antikorlarla baglanan
proteinlerin tespiti




IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 1.4.

(Devam) Protein profillerinin ¢ikarilmasi

26

icin kullanilan baz1 proteomik

teknolojilerinin avantajlar1 ve dezavantajlari (Engwegen ve ark. 2006)

LC-MS-MS | Bir, iki ya da {i¢ boyutlu | Peptitlerin MS-MS ile | Diisiik verim  (¢alisma
LC ile peptit | ornek basina birkag | basimna tek Ornek); zaman
karigimlarinin  ayrilmasi | yiizden  1000’e (3 | alic; MS-MS ile tespit
(tripsin ~ ile  protein | boyutlu i¢in) kadar | cogu zaman  kapsamli
par¢alanmasindan proteinin dogrudan | degil, bu nedenle farkli
olusan) ve MS-MS ile | tespiti; PTM elde etme | orneklerin  kiyaslanmasi
peptit kiitlelerinin karmasik
Olglimii

ICAT Agir ya da hafif kararli | Peptitlerin MS-MS ile | Diisik verim (¢aligma
izotopik isaretle sistein | biyolojik belirteclerin | basma iki Ornek); sadece
kalintilarindan dogrudan belirlenmesi; | sistein igeren peptitlerin
proteinlerin kimyasal | bagil miktar tayini; | isaretlenmesi (olast PTM
isaretlenmesi (iki farkli | iTRAQ’dan daha az | kagirilir)
ornek i¢in), | drnek karisikligy;
isaretlemeden sonra | sadece farkli acilardan
ornekler karistirilir, | eksprese edilen
proteinler  tripsin  ile | proteinlerin ~ MS-MS
parcalanir ve isaretlenen | analizi
peptitler afinite
kromatografisi ile
ayirilir; her iki  Ornek
birlikte LC-MS-MS ile
analiz edilir.

MALDI- Altin tabakaya protein | Yiksek verim; PTM | Kompleks orneklerden

TOF-MS karisimimnin uygulanmasi; | elde etme ornek fraksiyonu gerekir;

lazer enerjisiyle
tabakadan  proteinlerin
desorpsiyonu ve ugus
zamantyla protein
kiitlelerinin ve kiitlelerin
pik siddetlerinin Sl¢limii;
¢oklu Ornekler arasida
pik siddetlerinin

kiyaslanmast

ornek fraksiyonu i¢in daha
fazla baglama materyali
gerekir; yiiksek molekiiler
kiitleli  proteinler  igin

uygun degil (> 100 kDa)
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icin kullanilan baz1 proteomik

teknolojilerinin avantajlar1 ve dezavantajlari (Engwegen ve ark. 2006)

iTRAQ Aynmi kiitleli (izobarik) | Peptitlerin MS-MS | Diisiik  verim  (calisma
kararlt izotopik | analizi ile biyolojik | basina dort ornek); imza
isaretlerle amin | belirteglerin dogrudan | iyonun  olusumu  i¢in
gruplarindan proteinlerin | belirlenmesi; izobarik | ornekteki tim MS-MS
kimyasal isaretlenmesi; | isaretlerden dolay1 ayni | analizi gereklidir (zaman
dort farkli 6rnek igin dort | tek MS calismasinda | alici ve yogun 6rnek); PTM
farkli isaretler | dort Ornegin hepsinde | izobarik degildir boylece
kullanilabilir; ayn1 peptidin MS-MS | aym1 tek MS ¢alismasinda
isaretlemeden sonra | analizi i¢in se¢imi; | se¢ilmez (ana proteinin
ornekler karigtirilir, | kitteki isaretlerden biri | azalmasi ile olas1 yanlis
proteinler  tripsin  ile | ile isaretlenen referans | dayandirma); yiliksek 6rnek
pargalanir ve LC-MS- | peptidin miktar1 | kompleksligi ve LC’nin
MS ile birlikte analiz | bilindiginde kesin | sinirli aywrma giicii (¢
edilir; MS-MS | miktar tayini boyutluda bile); izobarik
parcalanmasi  siiresince peptitlerin birlikte
miktar tayini igin eliisyonuyla karigtirmak
kullanilan her bir 6rnek
i¢in 0zglin imza
degerinde iyonlar elde
edilir.

SELDI- MALDI-TOF-MS’in Yiksek verim; tim | Yiiksek molekiiler kiitleli

TOF-MS degisik bicimi, belirli | Srnegi dogrudan | proteinler i¢in uygun degil
kromatografik  yiizeye | uygulama (¢ip | > 100 kDa); baglanan
protein karigimmin | yiizeyinde ornek | proteinlerin tayini sinirly

secilen boliimi baglanir
ve kalanlar yikanarak

uzaklastirilir.

temizleme hizli); PTM
elde etme; baglangic
materyalinden az

miktar

ornegin MALDI-TOF’a
gore daha az kiitle ayirim

giicii ve kiitle dogrulugu

1.1.2. Viicut sivilarinin proteomik analizde kullanim
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Hastaligin teshisi ve buna takiben tedavi siiresince insan viicut sivilarinin
analizi 6nemli bilgiler verir. Insan viicut sivilari, organizmanin durumu ile ilgili

bilgiyi tasir. Viicut sivilar1 patolojik semptomlar heniiz ortaya c¢ikmadiginda
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fizyolojik dengesizliklerin taninmasinda yardimci olur. Devam eden hastalik
stireci ve dogal degisim nedeniyle ortaya ¢ikan bilesimdeki degiskenlik arasindaki
ayirimi yapmak zordur. Viicut sivilarinin bilesimi endojendz, belki de patojenik
siireclerden ve diyet, yasam tarzi, metabolizma ve detoksifikasyon gibi ¢ogu
cevresel etkilerden dolay1 degisebilmektedir. Bu degisim farkl kisilerin 6rnekleri
analiz edildiginde veya belli bir zaman periyodu sonrasi ayn1 kisinin drneklerinin
analiz edilmesiyle anlasilir. Herhangi bir oranda, viicut sivilarinin bilesimindeki
hastalik kaynakli degisimlerin tespiti hastalardan ve kontrollerden alinan belli
sayidaki orneklerin calisilmasini gerektirir ve sonuglarin istatiksel yorumlamasi
dikkatle yapilmalidir (Govorukhina ve Bischoff 2007).

Viicut sivilart hiicreleri, proteinleri, peptitleri ve ¢ogu metabolitleri igeren
oldukca kompleks biyolojik oOrneklerdir. Bilesenlerin miktarlar1 belirlenmeden
once viicut sivilarinin hazirlanmasi zorunludur. Ornege uygulanan 6n islemler ve
tiim diger adimlar son analitik sonucu etkileyecektir. Bu nedenle tiim adimlarin
dikkatle kontrol edilmesi ve gegerli kilinmasi gereklidir. Proteom ¢aligmalarinda
beyin, kalp, karaciger, akciger, kas, pankreas, dalak, testis gibi insan dokularinin
yani sira beyin sivisi, idrar, tiikiiriik, hiicreler arasi sivi, amniyotik sivi, folikiiler
s1v1, kan plazmasi ve serum gibi biyolojik sivilar kullanilabilir. Viicut sivilarinin
kullanimimin yaninda doku orneklerinin kullanimi da patolojik degisimi
yansitmaktadir. Bununla birlikte en ¢ok calisilan biyolojik sivi kan plazmasi ve
serumdur (Govorukhina ve Bischoff 2007, Yilmaz ve ark. 2010).

Viicut sivilarinin proteomlart intraseliilar ya da dokudan elde edilmis
proteomlardan 6nemli &lgiide farklidir. Idrar viicut sivist kana gore daha
seyreltiktir. Idrarin bilesimi bobregin durumundan biiyiik oranda etkilenir. idrar,
bobrek disinda hastaliklar icin biyolojik belirteclerin arastirilmasinda (6rnegin
koroner arter hastalifi) ve bobrek patolojilerinin teshisi i¢in de oldukca
kullanighdir. Idrar, bakteriyel proteinler icerebilir ve yiiksek oranda tuz igerir.
Proteolitik aktiviteden dolay1 idrar proteomunun ilerleyen degradasyonu sadece 2
saate varan depolamayla proteaz inhibitoriin eklenmesi ile Onlenebilir.
Serebrospinal sivi (CSF) beyin-omurilik sivis1 kafatasi i¢inde beyni koruyarak
destekler ve kan plazmasi ile benzer protein igerigine sahiptir. En 6nemli fark,

CSF’de daha diisiik derisimde protein (10-100 kat) bulunur. CSF beyin ile direk
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temas halinde oldugundan sinir sistemindeki biyokimyasal degisimler siviya
yansir. Bu nedenle; CSF analizi potansiyel teshis araci olur. Noropeptitleri ve sinir
tagiyicilart caligsmalari i¢in oldukga kullanislidir. Tiikiiriikte ise glikoprotein igerigi
yuksektir ve kanuna aykiri ilaglarin tespit edilmesine uygundur. Tiikiiriik protein
bilesimi, giinliik ritim, diyet, yas, cinsiyet ve fizyolojik durumla degisir. Yemek
yeme proteoliz aktivitesini arttirdifindan 6gleden once 6rnek toplanimi tavsiye
edilir. Proteaz inhibitor eklenmesi proteoliz etkisini azaltsa da tamamen gidermez.
Bir kat1 doku biyopsi 6rnegi patolojinin ¢esitli asamalarindan hiicreler igerebilir.
Homojenlik yoniinden eksik oldugu i¢in biyolojik belirte¢ belirlenmesinde
zorluklara neden olur (Silberring ve Ciborowski 2010, Bock ve ark. 2010,
Kvalheim 2010).

Kan gibi sistemik viicut sivilar1 belirli bir zamanda organizmanin
fizyolojik durumunun gostergesidir. Diger viicut sivilarindan hicbiri kan gibi
viicutla yakin iliskili degildir, bu nedenle kan viicudun patolojik ve fizyolojik
yapistyla ilgili olduk¢a zengin bilgiye sahiptir. Kan; hiicreler ve plazmadan olusan
viskoz bir sividir. Kanin hiicresel elemanlar1 kabaca alyuvarlar (eritrositler), beyaz
kiireler (l16kositler ve lenfositler) ve trombositler olarak ii¢ gruba ayirilir (Sekil
1.8). Kan farkli organlar ve dokular ile temasla bazi proteinlerin ayrilmasina ve
var olan proteinlerin modifikasyonuna neden olur. Bu proteinlerin spesifik bir
fizyolojik ya da patolojik durumda degisime ugramasi gergeklesebilir (Silberring
ve Ciborowski 2010, Bock ve ark. 2010, Kvalheim 2010).
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Sekil 1.8. Kan ve bilesenleri (Uzun ve Denizli 2010)

Hastadan kan 6rnegi alindiktan sonra yapilacak ilk adim daha sonraki
analiz i¢in uygun koruma isleminin yapilmasidir. En yaygin baslangic adim,
ornegin disiik hizli santrifiigasyonla ¢dziinebilir bilesenlerden kan hiicrelerinin
ayrilmasidir. Ornek alma ve santrifiigasyon siiresince, hiicrelerin aktivasyonundan
ya da parcalanmasindan ka¢inmak ¢ok Onemlidir, oOzellikle kirmizi kan
hiicrelerinin hemolizi (list fazin renginin turuncudan kirmiziya donmesi ile
gdzlenir) ve trombositlerin aktivasyonu degraniilasyona neden olabilir. Toplama
ve islem siiresince kirmizi kan hiicreleri pargalanirsa, hemoglobin bol miktarda
bulunacak ve profil ¢ikarmada girisime neden olacaktir. Arta kalan {ist faz, kan
plazmasi, toplama siiresince kan pihtilagmasini 6nlemek icin antikoagiilantlar
eklenerek depolanabilir. Alternatif olarak, kan pihtilasmasi plazmanin oda
sicakliginda birkag saat birakilmasiyla baslatilabilir. Plazmanin hazirlanmasi
kolay olsa da, uzun siireli kararlilik i¢in etkili antikoagiilantlarin bulunmasi
gereklidir. Koagiilasyon bilesenleri, fibrinolitik ve tamamlayici sistemlerinin

hepsi plastik kap, cam ya da enjeksiyon ignesi gibi dogal olmayan ylizeylerle
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etkilesime duyarhdir. Kromatografi ya da kati-faz ekstraksiyon gibi islem
adimlarinin bu sistemleri aktive etme riski vardir. Cogu hastane ve laboratuarda
koagiilasyon kanin oda sicakliginda 1-4 saat bekletilmesiyle gerceklestirilir. Bu
siire boyunca endojen koagiilasyon sisteminin hareket ettirilmesiyle, kademeli
proteolitik olaylara neden olur. Bu da genellikle santrifiigasyonla uzaklastirilan
fibrin iceren kan pihtisinin olusumu ile sonuglanir. Proteolitik siirecin olusmasiyla
koagiilasyon biiyiik proteinlerden peptit parcalari olusturur bu da o&zellikle
peptidomun bilesimini etkiler. Bununla birlikte, koagiilasyonla ilgili proteolitik
olaylar, bazi proteazlarin (trombin, faktér Xa) dizilim spesifikligiyle ve
koagiilasyon yolagindaki yerin iyi tamimlanmasiyla biiylik oranda kontrol
edilebilir. Koagiilasyon zamaninin, proteomun son bilesimini dnemli oSlglide
etkileyip etkilemedigi belirli degildir, fakat peptidom olarak adlandirilan diisiik
molekiil agirlikli kismin degistigine dair belirtiler vardir (Govorukhina ve
Bischoff 2007).

Insan plazma proteinleri {izerine yapilan galismalar sonucunda viicutta
yer alan ana protein kategorilerinin biiyiik ¢ogunlugunun kan plazmasinda yer
aldigim1 gostermektedir. Plazma ekstraselliiler sivinin bir boliimiinii olusturur.
Plazma i¢inde su, kan proteinleri, tuzlar (elektrolitler), glukoz, hormonlar, ¢esitli
metabolizma artiklari, lipitler bulunur. Plazma tiim kanin % 55-60’1n1 olusturur
(Sekil 1.8). Kan plazmasindaki ¢éziinmiis katt maddelerin biiylik ¢ogunlugunu
proteinler (albumin, globiilinler, fibrinojen) olusturmaktadir. Protein derisimi 60-
80 mg.mL"dir. IgG, IgM, IgA, haptoglobulin, albumin, transferrin, o;-anti
tripsin, fibrinojen, a-makroglobulin, lipoprotein ve tamamlayic1 C; gibi miktari
fazla olan 22 protein toplam plazma proteinlerinin % 99’una karsilik gelir (Sekil
1.9). Kan antikoagiilan ilave edilmeden bir tiipe alinip pihtilasmaya terk edildigi
zaman, olusan pihtt yumagindan sar1 renkte bir sivinin ayrildigi gézlenir. Bu
stviya serum adi verilir. Plazma ile serum bir 6nemli fark disinda, yapi olarak
aynidir. Aralarindaki en 6nemli fark; serumda kanin pithtilasmasinda gorev alan
bazi pihtilasma faktorleri veya proteinlerin, 6zellikle fibrinojen ve trombin
bulunmamasidir. Bu nedenle seruma fibrinojensiz plazma da denir (Sekil 1.8).
Fibrinojenin uzaklastirilmasindan dolay1 serumun protein derisimi plazmaya gore

daha disiiktiir. Plazmanin hazirlanmasi etilen diamin tetra asetik asit (EDTA),
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sitrat ya da heparin gibi antikoagiilantlarin eklenmesini gerektirir. Oysa serum
ekstra katki icermez. EDTA, sitrat ya da heparin ile olusturulan plazma, serumla
karsilastirildiginda protein bilesimi degisim gosterir. Bunun yaninda plazma elde
etmek i¢in eklenen antikoagiilant dikkatle se¢ilmelidir, 6rnegin EDTA eklemesi
immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) protein baglanmasinda girisime
neden olabilir. Plazma seruma goére daha hizli hazirlanir ve daha fazla hacimdedir.
Seruma gore plazmanin SELDI-TOF spektrumu daha az sayida ve siddette pikten
olusur (Govorukhina ve Bischoff 2007, Yilmaz ve ark. 2010, Kabir 2009, Bock ve
ark. 2010, Anderson ve Anderson 2002).

Transferrin
Fibrinojen
Toplam Igh
a-2-Maloroglobulin
Toplam IghM

- 1-Antitripsin
C3 Complement
.| Haptoglobin

C4 Complement

Complement Faktar B
Prealbumin
C9 Complement

Toplam IgG Clg Complement

. Apolipoprotein A
Albumin Apolipoprotein B

Sekil 1.9. Plazmadaki proteinlerin bagil katkis1 (Kabir 2009)

Serum albumini, insan ve diger memeli hayvanlarin kan plazmasinda
bulunan en yaygin proteindir. Kanda bulunan proteinlerin % 60’1n1 olusturur ve
molekiil agirligi 67.000 Da’dur. Insan kaninda yaklasik olarak 30-50 mg.mL™
derisiminde albumin bulunur. Yag asitleri ve c¢esitli baska maddeleri kanda
tagimasinin yani sira en Onemli islevi, kan ile doku sivilari arasinda suyun
dengelenmesini saglamaktir. Albumin, suda c¢oziiniirlikkleri diisiik olan yag
asitlerinin kandaki baglica tasiyicisidir. Bunun yani sira, oksijen serbest
radikallerine baglanarak bunlar1 kontrol altina alir. Ayrica, bilirubin gibi suda
coziinmeyen bazi toksik metabolizma iiriinlerine baglanarak onlar1 zararsiz kilar.

Albumin, bir kismi yiiksek derisimde zehirli olabilecek olan ¢inko, bakar,
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kadmiyum, civa, altin, glimiis, nikel, kalsiyum ve magnezyum dahil olmak {izere
cesitli iyonlar1 baglayabilir. Pek ¢ok fizyolojik siiregte yer alan azot oksidin (NO)
baslica tastyicist da yine albumindir. Bu maddelere baglanmasi sayesinde albumin
hem bu maddelerin kandaki derisimlerini diisiik ve zararsiz diizeylerde tutar, hem
de onlarin ihtiya¢ duyulduklar yerlere ulagsmalarini saglar. Albuminde uzun yag
asidi molekiillerinin (oleik, linoleik, linolenik, arasidonik, palmitik ve miristik asit
gibi) baglanabildigi, ikisi siki, dordii gevsek olmak flizere alti baglanma yeri
vardir. Yag asitlerinin baglandiklar1 yerlerden farkli olarak ayrica kiiciik organik
iyonlarin da baglanabildigi iki yer vardir. Bunlardan biri kiigiikk aromatik
karboksilik asitleri tercih eder, digeri negatif yiik iceren ¢ok halkali bilesikleri
tercih eder. Bu yerlerde tiroid hormonu ve diger steroid hormonlar ve bilirubin
tagiabilir. Tedavi amagla viicuda aliman ¢ogu ilag da bir 6l¢iide buralarda
albumine baglanirlar (Uzun ve Denizli 2002, Yavuz ve ark. 20002, Uzun ve ark.
2004a, Avcibast ve ark. 2010).

Plazmada bol miktarda bulunan diger protein ise immunoglobulin G’dir.
Immiinoglobulinler, antikor aktivitesi gdsteren ve kendilerinin olusmasina neden
olan antijenlerle 6zgiil olarak birlesebilme, reaksiyonlara yol agabilme 6zelliginde
olan glikoprotein yapisinda molekiillerdir. Immiinoglobulinler (=antikorlar)
antijenik uyarim sonucu B-lenfositlerin degisimi ile olusan plazma hiicreleri
tarafindan sentezlenirler. Antikorlar kimyasal, fiziksel ve immiinolojik olarak
incelendiklerinde aralarinda onemli farkliliklar bulundugu saptanmistir. Bu
farkliliklar; antikor molekiillerinin karbonhidrat miktarlari, elektroforez hizlari,
molekiil agirliklari, aminoasit yapilari, tasidiklart H (=agir) polipeptid zinciri tipi
gibi Ozelliklere dayanmaktadir. Bu hafif (L) ve agir (H) zincirler birbirleriyle
kovalent baglarla baglanmistir. Hafif zincir iki bdlgeden olusur. Bir amino ug
kismi, ki bu bdlge amino asit siralanmasinda antikordan antikora ¢ok degismeler
gosterir. Bu bolgeye “degisken bolge” (Variable Light Chain) Vi denir. Diger
karboksi ucu ise allotip ve izotip degisikliklerin disinda fazla degisiklik gostermez
ve bu bolgeye “degismeyen bolge” (Constant Light Chain) Cp denir. Birbirinden
farkli bes ayr1 Ozellikte immiinoglobulin grubu ayrilmig ve immiinoglobulin G
(IgG), immiinoglobulin A (IgA), immiinoglobulin M (IgM), immiinoglobulin D
(IgD), imminoglobulin E (IgE) olarak adlandirilmiglardir. IgG normal insan
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serumunda bulunan immiinoglobulinlerin % 70-75’ini olusturur ve monomeriktir
(Sekil 1.10.). Molekiil agirligi 150.000 Da’dur ve insan kan serumunda yaklasik

olarak 15 mg.mL™" derisiminde bulunur.

Disiilfit bag

Agr zincir

Sekil 1.10. IgG yapis1

IgG molekiiliinde bulunan Fab parcasina iki antijen baglanabilir. Bu
nedenle IgG iki degerlidir. IgG molekiillerinde antijenik ve mentese golgesinde
iki agir zincir arasindaki disiilfid baginin sayisi agisindan farklilik gosteren dort
alt grup saptanmistir. IgG,'de 2, IgG,'de 4, 1gGs'de 15 ve 1gGy'te 2 disiilfid bagi
bulunur. Tiim IgG'lerin % 65'1 1gG,'dir. IgG, % 23'ini, 1gG; % 8'ini, 1gG4 ise %
4'int olusturur.

Serum veya plazmadan bakteriyel enfeksiyonlar, kanser ve Alzheimer
hastalig1 gibi hastaliklarda 6zel fizyolojik hallere tepki olarak beliren ve kan
akimma karisan proteinlerin ve biyolojik belirteglerin hastaliklarin  erken
teshisinde, hastaligin ilerleyisinde ve tedavi sirasinda izlenmesi 6nemlidir. Fakat;
plazma proteomu, yapisinda yer alan proteinlerin genis derisim araliginda
bulunmasi  nedeniyle olduk¢a karmagsiktir. Ornegin kanda  albumin
(35-50 mg.mL™") ve immiinoglobulin (5-18 mg.mL") derisimi mg.mL" iken,
hastaliga 6zgii proteinler ng.mL'-pg.mL"" diizeyindedir (Sekil 1.11). Sekil 1.9’da
da gorildiigli gibi 22 protein, plazmanin % 99’unu olustururken biyolojik
belirtecler plazmada % 1 oraninda bulunur. Albumin ve IgG ise plazmanin
% 80’ini olusturur ve bu proteinler derisimi az olan diger proteinlerin tayinini

maskelerler. Ornegin, iki boyutlu jel elektroforezinden once bu proteinler
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uzaklastirllmazsa jelde hastaliklara 6zgii proteinlere ait noktalari tespit etmek
neredeyse imkansizdir. MS temelli proteomik analizlerde de serum ve plazmada
yer alan yliksek derigsimdeki proteinler biyolojik belirteclerin belirlenmesini
engeller. Bu nedenle; baslangicta bu iki proteinin uzaklastirilmasi proteom
analizinde ¢ok onemlidir (Denizli 2007, Diamandis 2004, Fountoulakis ve ark.
2004). Uzaklastirma diisiik bolluklu proteinlerden elde edilen peptitlerin tayin
kapasitesinde artis1 da saglar. Bununla birlikte, yiiksek bolluklu proteinlerin
uzaklastirilmas1 bazi1 diisiik molekiiler kiitleli proteinlerin ya da peptitlerin
kaybina neden olmaz. Biyolojik belirte¢lerin belirlenmesi i¢in albumininin
uzaklastirllmasinin yaninda ila¢ endiistrisinde biyoteknolojik yontemlerle elde
edilen albiiminin ekonomik ve verimli yontemlerle izole edilmesi gerekir.
Endiistride kullanilan en eski yontem Cohn yontemidir. Cesitli pH, iyonik siddet
ve sicaklik araliklarinda proteinlerin ¢oktiiriilmesine dayanan bu yontemin
ayiricihiginin - diisiik  olmasmin yaninda islem sirasinda proteinler denatiire
olabilirler. Bu nedenle, albumin i¢in uygun ayirma yontemlerinin gelistirilmesi
endiistri agisindan onemlidir. Cibacron Blue boyasi albumin uzaklastirilmast igin
oldukca yiiksek afinite gosterir. Hedefli yaklasimlarla hastalikta rol oynayan farkli
tirdeki proteinlerle ilgili zenginlestirme icin bu proteinlerin uzaklastirilmasi
kromatografik yontemlerin kullanilmas: ile gerceklestirilebilir (Kassab ve ark.
2000, Uzun ve Denizli 2002, Yavuz ve ark. 2002, Yavuz ve ark. 2003, Yavuz ve
Denizli 2004, Uzun ve ark. 2004b, Odabasi ve Denizli 2004, Demiryas ve ark.
2007, Karakog ve ark. 2009, Avcibasi ve ark. 2010).

Medikal uygulamalar i¢in spesifik immunoglobulinler baslica ¢oktlirme,
molekiiler elekleme gibi fizikokimyasal metotlarla birlikte iyon degisim,
hidrofobik etkilesim, tiyofilik, immobilize metal-selat afinite, pseudospesifik ve
boya-afinite gibi kromatografik tekniklerin kombinasyonu ile saflastirilabilirler.
Endiistriyel olgekte insan plazmasindan IgG saflastirilmasi ig¢in en c¢ok etanol
coktiirme ile fraksiyonlama kullanilir (27 ton/yil). Fakat; bu teknik spesifik
degildir ve kismen denatiire olmus proteinleri de verir (Denizli 2006). Insan kan
serumundan IgG’lerin uzaklastirilmasi i¢in Protein A ve Protein G yaygin olarak
kullanilmaktadir. Protein A ve Protein G afinite sorbentleri IgG’nin Fc bdlgesini

baglar. Biyoligandlarin yiiksek spesifikligi oldukga iyi segicilik saglar. Protein A,
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IgG’yi IgGs harig yiiksek afinite ile baglar, IgGs ise zayif olarak baglanir. Protein
A’nin IgG baglamadaki yliksek seciciliginin yanisira matriksten sizma, fiyatinin
yiiksek olmast ve dogru oryantasyonda immobilizasyonun zor olmasi gibi bazi
dezavantajlar1 vardir (Denizli ve Arica 2000, Denizli 2002, 2007; Garipcan ve
Denizli 2002, Gupalova ve ark. 2002, Uzun ve ark. 2005, Yavuz ve ark. 2006,
Bereli ve ark. 2006, Petric ve ark. 2007, Akgél ve ark. 2007, Oztiirk ve ark. 2007,
Alkan ve ark. 2009, Urbas 2009).

0 Albumin
1010 P
Transfermn
o-2-makroglobulin
S _ : - .
10 @ o-l-asif gikoprotein 1 mg.ml .
. ) Apolipoprotemn C-1II
10° \_J_Lpn]ip oprotein C-1
i Tamamlayict bilegen 7
10 | Tetranektin
EGF reseptor &y Hoagilasyon faktir X B zincir
Vitamin K bagh protein C
D oypf b Kallikrein 11 - pg.ﬂ:lL'l
g Fibronektin 1
- Vitroneltin
210k Sitokeratin §
B Kromogramin A _
= . Klasik plazma proteinleri g-Fetoprotein by, roLktin
E Herl'nen Inhihin
A Ko (52 g e L 2R alf
ein 3 (P5: CEA Ihj,-‘mgllabu.]m . ng.mL'l
. Doku sizdima tiriinlern VEGE
10 F
Koloni uyancs faktdr 1 S amatostatin
0 Kortikotropin-lipotropin
Kalsitonin
10° _ ' pg.mL
Interlékinler, sitolanler .
10!

Plazma proteinler

Sekil 1.11. 70 plazma proteinin derisim aralig1 (Schiess 2008 ve 2009, Anderson and Anderson
2002)
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1.1.3. Protein uzaklastirma stratejileri

Biyoteknolojide  karsilasilan en  Onemli  sorunlardan  birisi
biyomolekiillerin (protein, enzim, hiicre vb.) spesifik olarak bulunduklari
ortamdan kazanilmasi veya ayrilmasidir. Bu amagla bir¢ok yontem
gelistirilmektedir. Gilinlimiizde endistriyel veya laboratuvar boyutlarindaki
protein ayirma yaklagimlarinda, birden fazla ayirma islemi ard arda
kullanilabilmektedir. Cizelge 1.5°de geleneksel ve proteomik ayirma yontemleri

verilmektedir.

Cizelge 1.5. Geleneksel ve proteomik ayirimda kullanilan teknikler (Roy ve ark. 2007)

Geleneksel ayirma

1) On-ayirma islemleri:

Kati-s1v1 ayirimi a) Siizme b) Santrifiijleme

Coktiirme a) Tuz b) Organik ¢oziicii ¢) Polimer d) Deterjan

2) Kromatografik islemler:

Afinite kromatografisi, Hidrofobik etkilesim kromatografisi, Iyon degisim
kromatografisi, Jel filtrasyon kromatografisi, Perflizyon kromatografisi,
Yerdegistirme kromatograifisi

3) Kromatografik olmayan islemler:

Sulu iki faz ekstraksiyon, Uglii faz boliimleme (TPP), Ters miseller ekstraksiyon,

Capraz akigli ultra filtrasyon, Elektroforez

Proteomik ayirma

1) On-ayirma islemleri:

Herhangi bir ayirma tekniginin kullanimiyla protein fraksiyonlama ya da protein
uzaklastirma

Tanimlama islemleri:

2-boyutlu jel elektroforezi, Kiitle spektrometri (LC-MS), Ortogonal
kromatografi, 2-boyutlu kromatografi, biiylik protein komplekslerinin dogrudan
analizi (DALPC), gozenekli olmayan ters faz HPLC kullanilmasiyla izoelektrik
odaklama (IEF-NP RP HPLC), Biyogoriintiileme, mikroarray profilleme
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Protein izolasyonu, ayirma ve saflastirilmasinda geleneksel teknolojiler
ve metotlar son 30 yil icerisinde Onemli gelisme gdstermislerdir. Proteomik
caligsmalarin baslangi¢ zamanlarinda geleneksel metotlar biiylik miktardaki protein
ve peptidin MS analizi i¢in dogrudan On-fraksiyonlama geregleri ile adapte
edilirdi. Bir ya da iki boyutlu elektroforez (1DE ya da 2DE), izoelektrik odaklama
IEF), iyon degisim kromatografi (IEC), hizli protein sivi kromatografi (FPLC),
yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC), kolon kromatografi, jel fitrasyon
kromatografi ve kapiler elektroforez nisbeten gelismistir ve kolayca uygulanabilir.
MS analizi i¢in ayirim giicli potansiyeline ve tayin sinirina ulagmak i¢in daha
giiclii protein ayirim siireglerine ihtiyag vardir. Ayirim islemi kompleks protein
karigimlart i¢in giiglii, spesifik, tekrarlanabilir ve uyumlu olmalidir. Online ya da
off-line (¢cok boyutlu) ve se¢ici ayirim (afinite baglanma ve isaretleme) gibi 2-3
siirecin kombinasyonunu kullanan metotlar gelistirilmektedir. 2DE’ye ek olarak
HPLC-HPLC, HPLC-CE, giiglii katyon degisiminin (SCX) RPLC ile eslesmesi,
IEF’nin RPLC ile eslesmesi gibi diger metotlarda da basar1 elde edilmistir.
Bununla birlikte bu metotlar proteomik 6rnegin kompleksligini azaltmada ve
diisiik yogunluklu proteomik 6rneklerde ayirim giiciine ulagsmada yeterli degildir.
Bu nedenle; geleneksel metotlar ¢cok boyutta olsa da MS temelli proteomik
analizlerinin gerekliliklerini karsilamada basarisiz olur. Bu nedenle afinite
ayirmminda ve zenginlestirme teknolojilerinde ve metotlarinda gelisme ve
uygulama yiiksek Oncelikte olmalidir. Tiim ¢oziilmesi gereken sorunlar yiliksek
bolluklu proteinlerin (HAP) ayirimu, diisiik bolluklu proteinlerin zenginlestirilmesi
(LAP) ve biyolojik belirtecin kesfini ve validasyonunu saglamak i¢in hedef
protein Orneginin tayinidir. Kompleks protein karisimindan ayirim ya da belirli
gruplardaki proteinlerin zenginlestirilmesi i¢in kullanilan metotlar asagidaki
ozelliklere sahip olmalidir:

a) Yiiksek spesifiklik ve dogruluk,

b) Hedef olmayan proteinlere diisiik capraz reaktivite (diisiikk spesifik
olmayan baglanma),

c) Yiiksek afinite ve avidite (¢oklu baglanma giicii),

d) Analiz i¢in baglanan proteinlerin geri kazanim (fraksiyonlama ya da

kisimlara ayirma igin iyi),
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e) Yiiksek kapasite (Yiikleme bagina biiyiik hacimli islemek icin),

f) Capraz tiirlere uygulama (farkl: tlirlerdeki 6rnekler i¢cn uygulama),
g) Kullanish kullanim (basit ve kolay uygulama),

h) Otomasyona ya da diizene uygun (diger cihazlarla on-line),

1) Yiiksek tekrarlanabilirlik (varyasyon katsayisi kabul edilebilir),

j) Tekrar kullanilabilirlik (rejenerasyon sonrasi kullanilabilir),

k) Dogal sartlarda minimal bozunma,

1) Kabul edilebilir maliyet (hesapli).

Protein ayirimi ve zenginlestirmeye dayali yaklasimlar molekiiler kiitle,
yogunluk, hidrofobisite, yiizey yiikii, izoelektrik nokta, {i¢iinciil yap1 ve aminoasit
dizilimi (epitop) gibi biyokimyasal ve biyofiziksel ozelliklere bagli olarak
gelistirilirler. Proteomik analizde spesifiklik en Onemli etmendir. Hedef
proteinlerin ayiriminda ve zenginlestirilmesinde spesifik olmayan baglanma
potansiyeli Onemlidir. Spesifik olmayan baglanmay1 engellemek ve hedef
proteinin dogru yakalanmasi i¢in afinite reaktifleri bu uygulama icin
gelistirilmelidir. Afinite ayirimi ve zenginlestirme siirecleri hedef proteinler igin
spesifik olmalidir. Antikorlar, proteinler, peptitler, niikleotitler bu amaglar i¢in
kullanilan biyomolekiillerdir (Fang ve ark. 2004, Fang ve Zhang 2008).

Albumin ve immunoglobinlerin uzaklastiriimas ile ilgili tek bir problem
vardir. Bu proteinler diisiik bolluklu proteinleri tasima gorevini yerine getirir.
Diisiik molekiiler kiitleli proteinlerin ¢ogu kanserin gelisimi ile iligkilidir ve bu
nedenle Onemli biyolojik belirtectirler. Yiiksek bolluklu proteinlere diisiik
molekiiler kiitleli proteinlerin baglanmasi1 iki asamada kullanilabilir. Yiiksek
bolluklu tastyici proteinler Oncelikle spesifik olarak ilgili afinite kolonuna
baglanir, daha sonra diisiik molekiiler kiitleli tasinan protein gradiyent eliisyonu
gercgeklestirilebilir (Govorukhina ve Bischoff 2007, Zhou ve ark. 2004).

Albumin uzaklastirilmast i¢in boya ligandlarin ya da antikorlarin,
immunoglobinlerin uzaklastirilmasi i¢in ise Protein A ya da G’nin ligand olarak
kullanildig1 afinite kolonlar1 bulunmaktadir. Teknik olarak basit bir yaklasimla
albumin ve IgG baglama spin kolonlar1 ya da filtreler kullanilarak ¢oklu 6rnek
islemleri gerceklestirilebilir. Albumin baglanmasi i¢in genellikle CB ve bunlarin

tiirevleri olan boya ligandlar1 ve albumine karsi spesifik antikorlar1 bulunan iki tiir
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sabit faz kullanilmaktadir. Afinite tuzaklarina immobilize edilmis faz tiirevli
peptitlerin kullanilmasiyla albumin basarili bir sekilde uzaklastirilabilmistir (Sato
ve ark. 2002). Protein G’den tiirevlendirilmis sentetik peptit plazmadan albuminin
uzaklastirilmasinda kullanilmistir. Peptidin kararliligi sayesinde kolon bazik
cozelti ile oldukca spesifik ve yiiksek kapasitede kolaylikla rejenere
edilebilmektedir (Govorukhina ve Bischoff 2007).

Kimyasal afinite zenginlestirme proteomik analizlerde yaygin olarak
kullanilir. Bu metotlarin bazilarinda geleneksel biyokimyasal afinite reaktifleri
olan boya ligandlar1 kullanilmaktadir. Atomlar ve molekiiller arasindaki cekici
etkilesimlerdeki spesifik giic kimyasal bagdir. Kimyasal bilesikler ve hedef
molekiiller arasindaki baglanma spesifik birlesmeye ve kararliliga dayanir.
Proteinlere kimyasal afinite, baglanmasi kimyasal reaktiflerle hedef proteinler
arasindaki kovalent olmayan ya da kovalent baglanma gibi cesitli yollarla
gerceklesen kimyasal baglanmaya dayanir (Fang ve Zhang 2008).

Yiiksek bolluklu proteinlerin, seliiloz filtreleri ile ultrafiltrasyonla
uzaklagtirllmasinda 30 kDa kesmesi nedeni ile daha az basarilidir. Diigiik
molekiiler kiitleli ¢ogu bilinen proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezinde
kayiplar olusur. Bununla birlikte ultrafiltrasyon, proteomun diisiik molekiiler kiitle
fraksiyonlarini deristirdigi i¢cin avantajlidir. Giiglii katyon degistirme, HPLC ile
onfraksiyonlandiktan sonra LC-MS ile diisiik molekiiler kiitleli proteinlerin analizi
icin kullanighdir. Diisilk molekiiler kiitleli proteinlerin; 6zellikle albumin gibi
serum tastyicilarina baglanmasini engellemek icin % 20’lik asetonitril kullanilir.
Olusan fraksiyonlarda Johnson ve arkadaslar1 diger metotlarla uzaklastirma
olmaksizin tayini olduk¢a zor olan diisiikk bolluklu proteinler olan sitokinleri,
bliylime faktorlerini ve transkripsiyon faktorlerini igeren 314 proteini
tamimlamislardir. Bu metotla 10 kDa’da kesilerek oOrnek hazirlama islemi
yumurtalik kanseri hastalarindan aliman serumun diisiik molekiiler kiitle
fraksiyonlarin1 nanoLC elektrosprey iyonizason-fourier transform iyon siklotron
rezonans (ESI-FT-ICR) MS’de analiz etmek i¢in kullanilmistir (Govorukhina ve
ark., 2006, Govorukhina ve Bischoff 2007, Bjorhall ve ark. 2005).

Kompleks ornekleri fraksiyonlamak ve yiiksek bolluklu proteinleri diisiik

bolluklu proteinlerden ayirmak i¢in farki metotlardaki elektroforetik yaklasimlar
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kullanilabilir. Temel prensip; ¢ozeltide hazirlayict izoelektrik odaklama ve/veya
serbest akish elektroforeze dayanir. Ham 6rnek, farkli elektroforetik hareketler ya
da proteinlerin izoelektrik noktalarina baglh olarak 6zellikle tasarlanan bdlmede
Onfraksiyonlanir. Albumin bakimindan zengin olan kistm ayrilir ve diger
fraksiyonlar ayrica analiz edilir. Bu metot, 10 yildan 6nce kullanilmasina ragmen
hala smurlt kullanima sahiptir. Elektroforetik on fraksiyonlama icin Weber ve
Invitrogen tarafindan iiretilen Zoom IEF fraksiyonlayici gibi ticari iirlinler
bulunmaktadir (Rothemund ve ark. 2003, Govorukhina ve Bischoff 2007).

Poliklonal IgG ve IgY antikorlari immunoafinite ayirim i¢in baglica
bilesenlerdir. Immobilize IgG ve/veya IgY antikorlar1 ayirma iiriinii gelistirmek
icin kullanilabilirler ve her ikisi belli bazi1 ortak noktalar icermesine ragmen farkli
Ozelliklere de sahiptirler. Proteomik 6rnek hazirligr i¢in uygun sistemin segimi
onemlidir. Uriiniin formu, &zellikleri ve spesifikasyonlari, deneysel basarisi, drnek
tiirli, boyutu ve sayis1 kadar metotlarin ve sonraki iglemlerin uyumluluguna dikkat
edilmelidir. Poliklonal IgG kullanimi1 olgunlagsmasina ragmen IgY kullanimi
nisbeten daha yenidir. Poliklonal IgG kaynagi serumdur ve memeliler igin
kullanilir. Poliklonal IgY kaynagi ise yumurta sarisidir ve kuslar, siiriingenler ve
amfibi hayvanlar i¢in kullanilir. Poliklonal IgG’nin afinitesi secici bir sekilde
yiiksek iken poliklonal IgY’nin genellikle yiiksektir. Poliklonal IgG, pH 3-9
araliginda 70 °C’ye kadar kararli iken poliklonal IgY pH 4-9 araliginda 65 °C’ye
kadar kararlidir. Poliklonal IgG poliklonal IgY’e gore daha az hidrofobiktir.
Poliklonal IgG’de Protein A ya da G, Fc kismina ¢apraz baglanirken, poliklonal
IgY’de Fc kismindaki karbonhidrat gruplarmma capraz baglanma hidrazit
konjugasyon metodu ile gerceklestirilir (Fang ve Zhang.2008).

Dogal ya da rekombinant proteinlerinden tiiretilen iirtinler belirli hedef
proteinlere spesifik tanima ve baglamaya sahiptir. Bakteriyel proteinler (protein A
ya da G) immunoglobinler i¢in ideal ligandlardir. Bu bakteriyel iiriinler, IgG’nin
Fc boliimiine spesifik olarak baglanir. Lektinler seker baglayan proteinlerdir ve
seker parcalari i¢in oldukcga yiiksek spesifiklige sahiptirler. Lektin temelli afinite
kolonlar1 spesifik olarak glikoproteinleri yakalamak, zenginlestirmek ve ayirmak

icin gelistirilirler (Fang ve Zhang 2008).
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Antikor ya da tek zincirli antikorlardan farkli olarak peptitler daha
kiigliktiir ve proteomik zenginlestirmede essiz avantaj saglarlar. Bausasant ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, peptit temelli afinite ortaminda albumin igin
etkili baglama kapasitesi elde edilmistir. Jelin albumin baglama kapasitesi
14 mgmL'dir ve NaOH ile rejenarasyondan sonra 100 kez tekrar
kullanilabilmektedirler. Kombinasyonal peptit teknigi immunoafinite ayirim
teknigine alternatif olarak umut verici ve giiclii bir tekniktir. Malzeme g¢esitli
ornekler ve tiirler i¢cin kullanilabilir. Yiksek kapasitesi sayesinde daha fazla
protein tayin edilebilir. Az sayidaki 6rneklerle proteom analizinde daha derinlere
gitmek i¢in idealdir (Fang ve Zhang 2008).

Son yillarda plazmadan albumin ve immunoglobulinlerin uzaklagtiriimasi
i¢cin polimer destekli bir¢ok ticari iiriin kullanilmaktadir. “Aurum Serum Protein
Minikit” (Bio-Rad), “Vivapure® Anti-HSA/IgG Kit” (Sartorius Stedim Biotech),
“Calbiochem®  ProteoExtract’™ Removal Kits” (EMD  Biosciences),
“ProteoExtract Albumin/IgG Removal Kit” (Merck), “Multiple Affinity Removal
Column” (Agilent Technologies), POROS Affinity Depletion Cartridges (Applied
Biosystems), “Albumin-IgG Removal Kit” (Amersham Biosciences), “ Pierce®
Antibody-Based Albumin/IgG Removal Kit”, “Pierce ProteoSeek™ Albumin/IgG
Removal Kits” , Dye/Protein A-Based Kit, ProteoPrep® Blue Albumin (Thermo
Scientific), ve IgG Depletion Kit ve ProteoPrep® 20 Plasma Immunodepletion LC
Column (Sigma-Aldrich) bunlardan bazilaridir. Albumin ve immunoglobulinlerin
uzaklastirilmasinda ticari iirlinlerin bircogunda albumine karsi afinitesi yiiksek bir
tekstil boyasi olan Cibacron Blue F3GA, immunoglobulinler i¢in ise Protein A/G
kullanilmaktadir.

Agilent firmasi 2004 yilinda coklu affnite uzaklagtirma sistemiyle
(MARS) serum/plazmadan albumin, IgG, IgA, transferrin, haptoglobin ve alfa-1-
antitripsin  gibi olduk¢a yiiksek bollukta bulunan proteinlerin immuno
deplesyonunu gerceklestirirken, 2007 yilinda MARS Human 14 {iriiniiyle bu
proteinlere ilaveten fibrinojen, alfa2-makroglobulin, alfalasit glikoprotein, IgM,
Apolipoprotein Al, Apolipoprotein All, tamamlayict C3 ve transthyretini
uzaklastiran LC kolon ve spin tiip formatindaki iiriinleri hazirlamistir. Uriiniin

formuna ve kolon biiyiikliigiine bagli olarak bir islemde 8-160 uL serum veya
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plazma kullanilabilir. MARS sistemi 200 kez ve daha fazla kullanilabilmektedir.
Hedef proteinlerin uzaklastiriima etkinligi % 95-99’dur. Farede albumin, IgG ve
transferin uzaklagtirllmasinda kullanilmistir. MARS sisteminin yiiksek basing
toleransi ve daha fazla kullanim avantaji vardir. Sigma-Aldrich firmasinin benzer
tirtinii olan ProteoPrep® 20 plasma immunodepletion kiti ile albumin, IgG, IgA,
IgM, IgD, transferrin, alfa2-makroglobin, alfal-antripsin, haptoglobin, alfal-asit
glikoprotein,  seruloplazmin, apolipoprotein ~ A-I, apolipoprotein  A-II,
apolipoprotein B, complement Clq, complement C3, complement C4,
plazminojen ve prealbumin proteinleri uzaklagtirilmistir. ProteoPrep® 20 spin
kolon kiti ve LC kolon seklinde iiretilebilmektedir. Uriiniin tiiriine bagl olarak bir
islemde 8 puL ve 100 pL kapasitesinde serum veya plazma kullanilabilmektedir.
ProteoPrep® 20 spin kolon kiti proteinlerin ayirmmi i¢in 100 kez
kullanilabilmektedir. ProteoPrep® 20’nin averaj etkinligi % 98 olmakla birlikte
albumin ve IgG i¢in etkinligi > % 99 ve diger kalan 18 protein i¢in etkinligi ise
> % 85°dir. Tek bir iiriinde daha fazla hedef proteinin uzaklagtirilmasi, tekrar
kullanilabilirligi ve diisiik basing toleransi bulunmaktadir. Her iki firmanin yiiksek
bolluklu proteinleri uzaklastirma etkinligi Sekil 1.12°de goriilmektedir. GenWay
Biotech {iriinii olan Seppro® IgY mikrokiireciklerinin hedef proteinleri albumin,
IgG, IgM, IgA, transferrin, a2-makroglobin, al-antripsin, haptoglobin, al-asit
glikoprotein, apolipoprotein A-II, apolipoprotein B ve complement C3 proteinleri
uzaklagtirilmistir. LC kolonlari, spin kolon kitleri, SepproTip sistemi ve
mikrokiirecik sistemleri bulunur. Uriiniin formuna bagli olarak bir islemde 20-500
uL serum/plazma kullanilabilmektedir. Seppro® IgY mikrokiirecikleri 100’den
daha fazla kullanilabilir ve hedef proteinleri uzaklastirma etkinligi % 95-99.5
arasindadir. Bu iirliniin ¢ok yonlii tiirleri bulunmasi, yliksek kapasitesi, tekrar
kullanilabilirligi, orta derecede basinca dayanikliligi, hayvanlar i¢in dogrudan

kullanim1 avantajlar1 arasindadir.
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Sekil 1.12. Farkli uzaklagtirma kolonlarinin kiyaslanmasi, 50 pL insan plazmasindan Agilent
firmasinin Multiple Affinity Removal System HPC kolonu (Top 6, 4.6 mmx100 mm)
ile uzaklagtirma yapilmigtir. Bu kolonun kullanilmasi ile albumin, IgG, transferin,
IgA, alfal-antitripsin ve haptoglobinin etkili bir sekilde uzaklastirilmasi oklarla
gosterilmistir. Bununla birlikte diger yiiksek bolluklu proteinler 6rnegin yiiklenmesini
ve diisiik bolluklu proteinlerin tayinini sinirlamaktadir. Benzer deney 100 pL insan
plazmasindan Sigma ProteoPrep-20 immunodepletion spin kolonunun kullanilmas: ile
gerceklestirilmistir (en fazla 20 uzaklastirma). Ornekler % 12 bis-tris 1D jel ile

ayirilmig ve kolloidal Comassie blue ile boyanmistir (Hoffman ve ark. 2007).

Sekil 1.13°de boya temelli afinite, immunoafinite albumin/IgG
uzaklastirma kiti ve c¢oklu afinite uzaklastirma sisteminin uzaklastirma
yapilmamis plazmanin ve farkli miktarlardaki plazmadan uzaklastirma sonrasi
2D-jel goriintiileri goriilmektedir. Boya afinite metodunun kullanilmasindan 6nce
ve sonra insan plazmasindan uzaklagtirma fraksiyonlarindaki (ortadaki siitun)
albumin (okla gosterilen) ve IgG (elips ile gosterilen) wuzaklastirilmasi
tamamlanmamistir. Ayn1 Ornekle iki yoOnlii uzaklagtirma (orta satir) kitiyle

albumin ve IgG ayirimi yapildiginda uzaklastirma daha iyi goriilmektedir. En alt
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satirda ise MARS HPLC kolonundan ayirim goriilmektedir. Albumin okla
gosterilirken, proteolitik iiriinler ve agregatlar1 igeren 5 diger onemli protein
elipsle gosterilmigtir. MARS sistemi ile toplam protein igeriginin yaklagik olarak
% 85’1 etkili sekilde uzaklagtirilmistir (BCA analiz sonuglarina gore). Burada 10-
20 kat fazla protein yiiklemesine izin verilirken bu noktada diger yiiksek bolluklu

proteinlerinler problem olur.

Boya Temelli Afinite
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Sekil 1.13. 2D-jellerinde yiiksek bolluklu proteinlerin uzaklastirilmasinin degerlendirilmesi
(Echan ve ark. 2005)
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Tiim bu calismalara ragmen coklu protein uzaklastirma stratejilerinde
astlacak bazi teknik problemler vardir. Kiigiik kolonlar i¢in toplam plazma hacmi
15-25 pL iken daha biiyiik kolonlarda 30-40 pL’dir. Bu nedenle ¢ok sinirli
ylkleme kapasitesi vardir. Takip eden analizler i¢in yeterli 6rnek olusturmak igin
bir 6rnek i¢in ¢oklu uzaklastirma adimlar1 yapilmasi gereklidir. 1 mL plazmada
uzaklagtirma gerceklestirmek i¢cin 20-40 HPLC islemi gerceklestirilmelidir. Her
bir kolonun émriiniin 100-200 islemden olustugu disiiniildiigiinde, ¢ok sinirlayici
oldugu goriilmektedir. Her bir kolonun maliyeti de ¢ok fazladir. Buna ragmen
diisiik bolluklu proteinlerin tayininde ilerleme saglanmasi icin daha fazla

proteomik uygulamalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

1.2.  Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi (Sekil 1.14), bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi
olup, ayrilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kat1 destek materyaline
kovalent olarak immobilize edilmis bir tamamlayic1 baglanma bilesigine (ligand)
spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir. Kullanilacak ligandin ayrilacak madde
icin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Ligand olarak enzimler,
koenzimler, kofaktorler, antikorlar, aminoasitler, oligopeptidler,
oligoniikleikasitler ve niikleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu ¢ok sayida
biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir. Bu sistemde sadece istenilen molekiil
kolondaki liganda baglanir. Ligand ile etkilesime girecek uygun gruplari olmayan
diger molekiiller baglanmadan ayrilir. Daha sonra adsorplanan biyomolekiil pH,
iyonik siddet, sicaklik, iire veya guanidin kloriir gibi ayristirict ajanlarin ilavesi
gibi ortam kosullarinin degistirilmesiyle veya ligandin kendi c¢ozeltisi ile
yikanmasi sonucu kolondan ayrilir. Ligand ile ayrilan biyomolekiil arasindaki
kompleks olusumu iyon etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London dagilma kuvveti,
dipol-dipol etkilesimi veya yiik-aktarim etkilesimleri gibi genel molekiiler
kuvvetlerle gerceklesir. Afinite kromatografi yontemi c¢ok giiclii ve yiiksek
secicilige sahip bir yontemdir. Buradaki se¢iciligi ve etkinligi belirleyen en temel
etken bu kuvvetlerden bir kacinin ayni anda gerceklesmesidir (Denizli ve Pigkin

1995, Uzun ve Denizli 2010, Ghadge 2000).
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Sekil 1.14. Afinite kromatografisinin sematik gdsterimi
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1.2.1. Matriks secimi

Afinite sisteminde en Onemli olaylardan biri de destek matriksin
secimidir. Matriks, biyospesifik ligandin iizerine kovalent olarak baglandig
materyaldir. Matriks se¢iminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin
fiziksel ve kimyasal olarak kararli olmasidir. Spesitik olmayan adsorpsiyon diisiik
olmalidir. Ciinkii; afinitenin adsorpsiyon giicii immobilize ligand ve hedef
molekiiliin adsorbsiyon ortaminda spesifik etkilesimine dayanir. Matriks, uygun
gecirgenlige ve bliylik i¢ yilizey alanina sahip olmalidir. Bu genis yapt hedef
molekiiliin ayirma siireci boyunca kolayca diflize olmasina, hizli adsorpsiyona ve
eliisyona olanak saglar. Boylece yiiksek adsorpsiyon kapasitesi hedeflenir.
Matriksin yiiksek akis hizlarinda rijit olmasi gerekir. Matriks, ligandin
immobilizasyonu ve tiirevlendirilebilmesi i¢in fonksiyonel gruplar igermelidir,
hidrofilik karakterde olmalidir, mikrobiyal ve enzimatik olaylara kars1 dayanikli
olmalidir. Ayrica; matriks ucuz olmali ve tekrar kullanilabilmelidir. Kat1 destek
bazi durumlarda lektinlerin saflastirilmasinda polisakkaritlerin kullanilmasi gibi
ligandin kendisi de olabilmektedir. Destek materyali olarak agaroz, dekstran,

seliiloz, poliakrilamit gibi sentetik polimerler, demir oksit, silika ve farkli organik
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polimerler kullanilabilir. Ticari olarak ¢ok sayida farkl: tiirde destek malzemeleri
mevcuttur. Yiizey alanlari oldukca biiyiilk olmasindan dolay1r son zamanlarda

nanopartikiiller matriks malzemesi olarak kullanilmaktadir.

1.2.2. Afinite ligandimin se¢imi

Ligand (Sekil 1.15), matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya
saflagtirilmasi istenen biyomolekiile 6zel, se¢imli afinite gosteren ve onu spesifik
olarak tanmiyip baglayan maddelerdir. Proteinler gibi yiiksek molekiil agirlikli
molekiillerin yaninda daha diisiik molekiil agirlikli bilesikler de afinite ligandi
olarak kullanilabilir. Ayrica herhangi bir biyolojik islevi olmayan basit

molekiillerin kullanimi da miimkiindiir.

DOGAL PARTNERLER « TIYOFILIK - DIZAYN EDILMIS BOYALAR

+ LEKTINLER & SEKERLER +HIDROFOBIK « dle novo DIZAYN EDILMIS LIGANDLAR
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Sekil 1.15. Afinite ligandlar1 (Roque ve Lowe 2006)

Biyomolekiillerin  ayrilmasinda  birgok  ligand  kullanilmaktadir.
Immobilize edilmis lektin birgok glikoproteinin ayrilmasinda, reseptorler
hormonlarin, hormonlar da reseptorlerin ayrilmasinda ve immiinoafinite ile
antikorlar antijenlerin ayrilmasinda kullanilir. Afinite kromatografisinde
kullanilacak ligandin se¢iminin yani sira destek matriksinin se¢imi ve
uygulanacak kimyasal yontemin se¢imi de énemlidir.

Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta
ligandin proteine karsi spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri

doniisiimlii olmasidir (Cizelge 1.6). Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal
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islemlere kars1 ligandin kararli olmasi da gerekir. Bir¢ok biyomolekiiliin ligand

olarak kullanilmasi diisiiniilse de ¢ok pahali olmalar1 ve kararliliklarinin diisiik

olmas1 sebebi ile tercih edilmezler. Pseudo-spesifik ligandlarin gelistirilmesi ile

bu tip dezavantajlar biiyiik 6l¢iide giderilmistir.

Cizelge 1.6. Grup spesifik ligandlar ve spesifiklik 6zellikleri

Grup spesifik ligand

Spesifiklik

Protein A

IgG’nin Fc bolgesi

Protein G

IgG’nin Fc bolgesi

Conconavalin A

Glukopiranozil ve mannopiranozil gruplar

Cibacron blue

Genis araliktaki enzimler ve Serum albumin

Procion Red

NADP+ bagli enzimler

Lizin Plazmonijen, ribozomal RNA

Arjinin Serin proteaz

Benzamidine Serin proteaz

Heparin Koagiilasyon  faktorleri,  lipoproteinler, lipazlar,

hormonlar, steroid reseptorleri, protein sentez faktorleri,

niikleik asit baglama enzimleri

Gecis metal iyonlar1

Ulasilabilir histidin i¢eren proteinler ve peptitler

Dar bir secicilik araligina sahip ligand veya monospesifik bir ligandin

kullanilmast yiiksek etkinlik ve saflikta tek bir bilesigin ayrilmasini saglar. Bu da

ayrilacak her madde icin 6zel bir ligand-matriks birlesimi gerektireceginden

dezavantajdir. Bu nedenle; grup spesifik ligandlar tek matriks ile ¢ok cesitli

maddelerin ayrilmasini sagladigindan daha ¢ok onemlidir.

Ligand ve hedef protein arasindaki etkilesim asagidaki denklemdeki gibi

tersinirdir. Baglanma sabiti (Ka) 1.1°deki ve ayrisma sabiti (Kp) 1.2°deki (Sekil
1.16) denklemlerle bulunabilir.

Ligand + Hedef proteing———>  Ligand---Hedef protein
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K= [Ligand-Hedef protein]/[Ligand][Hedef protein], M (1.1)
Kp= [Ligand][Hedef protein]/[Ligand-Hedef protein], M (1.2)
Ko (M)
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102 10= 410~ 10= 105 107 10= 10= 10-19 10-11 40-12

lektinler Secgici kiclk biyotin-avidin

ligandlar

Sekil 1.16. Ligandlarin ayrigma sabitlerinin sematik gosterimi

Immobilize ligandin derisimi afinite matriksinin performansini
etkilemektedir. Optimum ligand yogunlugunun se¢imi biyomolekiillerin etkili
ayirimini saglar. Ligand molekiillerinin yogunlugu oldukg¢a diisiik ise afinite
matriksi ile etkilesim zayif olur. Ligand derisiminin fazla olmasi spesifik olmayan
etkilesimleri ve bag kuvvetini arttirir ve bu da hedef molekiillerinin eliisyonu igin
sartlart zorlastirir. Ellisyon siklikla bu durumda denatiire edici sartlarda
gerceklestirilir. Yiiksek ligand yogunlugu gozenekliligi azaltmasi nedeni ile
yiikleme kapasitesini etkileyebilir. Kii¢lik ligandlarin yiiksek derisimleri matriksin

aktif boliimlerini bloklayabilir, bu da baglanma etkinligini azaltir.

1.2.3. Ara kollar

Ara kollar, ligandla matriks arasindaki karbon zincirleridir. Biyolojik
maddelerin aktif bolgelerinin molekiiliin derin kisimlarinda olmast durumlarinda
destek matriksiyle liganda tutunan maddeler arasindaki istenmeyen etkilesimleri
onlemek amaciyla matriksle ligand arasina bir kol yerlestirilir. Bu arakolun
uzunlugu eger cok kisa olursa beklenen etkiyi gosteremez ve ligand Ornek
icindeki hedef maddeleri baglayamaz. Eger ara kol ¢ok uzun olursa ayirma
isleminin segiciligi azalir ve ara kol ile 6rnekteki maddeler hidrofobik etkilesime

girerler.
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1.2.4. Ligand immobilizasyonu

Ligand1 matrikse baglamak icin genelde kimyasal immobilizasyon
yontemleri kullanilir. Ligandin destek materyaline immobilizasyonu sonucunda
ligand molekiillerinin aktif bolgeleri giivence altina alinmalidir. Ligand
molekiillerinin aktif bolgeleri korunmazsa ligandin hedef molekiille etkilesimi
azalir. Biyolojik molekiillerin aktif bolgeleri molekiiliin {i¢ boyutlu yapisinda
siklikla i¢ kisimlarda yerlesmistir. Burada iki yaklasimla ligand immobilize
edilebilir. {1k yaklasimda matriks aktive edildikten sonra matriks ile ligand arasina
hedef molekiiliin baglanabilecegi bir uzaklikta kisa alkil zincirleri baglanir. Diger
yaklagimda ise ligand ile uzatma kolu dncellikle konjuge edilir, daha sonra tasiyict
matrikse baglanir. Birgok reaktif boya ise matriks iizerine matriks {lizerindeki
coklu —OH gruplar ve triazin gruplar1 arasindaki direkt etkilesim ile immobilize
edilir. Reaktif boyanin matriksle direkt eslesmesi basit, ucuz ve giivenli bir
metottur. Eslesme bazik sartlarda boya molekiilii iizerindeki CI' ve OH" lerin
niikleofilik siibstitiisyonu ile gergeklesir. Niikleofiller, yiiksek pH’larda olusur.
pH > 12°de sulu ortamda klorotriazin hidroliz olabilir. Bu sebeple; cok yiiksek
pH’lardan kaginilmasi gerekir. Matriksteki —OH ile reaktif boyay1 eslestirmek i¢in
matriks i¢ine % 2’lik NaCl ilave edilir, boylece hidroliz ve immobilizasyon
gergeklesir. Kullanma 6ncesi 6 M iire, 0.5 M NaOH ¢ozeltisi ile muamele edilerek
zayif baglanmis boya artiklar1 adsorbandan c¢ikarilmalidir. Reaktif olmayan
boyalar matriksle aktivasyon prosediirii yapilarak eslesebilir (Denizli ve Piskin,
2001).

Ligand ile baglanan proteini ortamdan uzaklagtirmak ig¢in ise eliisyon
tamponunun kompozisyonu degistirilir ve proteinin immobilize liganda olan
afinitesi azaltilir. Bir¢ok durumda kullanilan tamponun pH ya da iyonik giicii,
bazi durumlarda ise etilen glikol benzeri kimyasallar1 kullanarak c¢ozeltinin

polaritesi degistirilir ve protein boylece malzemeden uzaklastirilir.
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1.3. Afinite Kromatografisi Tiirleri

1.3.1. Boya-ligand afinite kromatografisi

Boya-ligand afinite kromatografisi, afinite ligandlar1 olarak boya
molekiillerinin kullanildig1 pseudo-afinite kromatografi yontemlerinden biridir.
Immobilize triazin boyalar, biyolojik makromolekiillerin saflastiriimasinda afinite
ligandlar1 olarak kullanilmaktadir. Triazin boyalar ile proteinlerin etkilesimi ilk
olarak 1968’de incelenmis ve Cibacron Blue F3GA boyasinin bazi enzimlere
baglandigi  gozlenmistir. Boyalarin  grup  spesifik dogasi  sayesinde
dehidrogenazlar, kinazlar, albumin, interferonlar saflastirilabilir. Immobilize
boyalar 6zellikle oksidorediiktaz, fosfokinaz, hidrolazlar, transferazlar, oligo ve
poliniikleotit bagli enzimler, hidroksilazlar, glikolitik enzimler ve kan
proteinlerinin saflastirilmasi icin etkili adsorbanlardir.

Triazin boyalar, proteinlerle etkilesime girecek aromatik halkalara,
negatif ve pozitif yiik iceren gruplara sahip kompleks molekiillerdir. Boya-afinite
sistemlerindeki ¢ogu boyalarda kromofor grup (azo boyalari, antrokinon ya da
fitolosiyanin) reaktif grupla (mono ya da diklorotriazin halkasi) baglanir.
Klorotriazin grubu kat1 destege boyanin kovalent baglanmasini saglar. Boyalar
sulu ortamda molekiiliin ¢ozlnirligiini saglayan siilfonik asit gruplarina da
sahiptirler. Baz1 boyalar karboksil, amino, kloriir ya da metal komplekslestirici
gruplar igerir. Sekil 1.17°de yaygin olarak kullanilan boyalarin yapilar
goriilmektedir (Labrou ve ark.lar1 2006).
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Sekil 1.17. Baz triazin boyalarinin yapilari
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verecek derecede yiiksek reaktivitede oldugu i¢in biyolojik ligandlarla
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karsilastirildiginda polimerik destek materyal {izerine immobilize edilmeleri daha
kolaydir. Kompleks bir karisimdan hedef molekiiliin yiiksek saflikta elde edilmesi
hazirlanan destek materyalin spesifikligi ile yakindan iligkilidir. Boya ligandlar
bircok proteine, ayni biyomolekiillerde oldugu gibi spesifik olarak
baglanabilmektedir. Uzaklagtirma sistemlerinde boyalarin uygulanabilirligi,
maliyet, boyanin destek materyel yiizeyine kolay tutunup, kalic1 olmasi (kiigiik
molekiiller) ve tekrar kullanilabilir olmalarindan dolay1 da tercih edilen bir
yontemdir. Boya yerine enzim gibi protein yapili biyolojik molekiillerin
baglanmas1 hem daha zor bir teknigi hem de maliyeti beraberinde getirir. Bunun
yaninda; protein tabanli bu tip maddelerin iglem siiresince bozunma riski de
yiiksektir. Bununla birlikte; pseudospesifik ligandlarin  afinite sabitleri
(10°-10° M) diisiiktiir ve zayif afinite ligand ailesine aittirler. Buna ragmen
elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri gibi
etkilesimlerin toplam etkileri secici ve kuvvetli bir etkilesime neden olmaktadir.
Pseudo-spesifik ligandlarin (6rnegin aminoasit bazlilar) uygulama esnasinda
matriksten sizma durumunda herhangi bir immiin cevaba neden olmamalari
biyoligandlara gore dnemli avantajlar saglamaktadir (Huang ve Carbonell 1999;
Baumbach ve Hammond 1992). Ayrica bu ligandlar, biyoligandlara gére daha
kararli olup yliksek miktarlarda ve diisiik maliyette iiretilebilmektedirler. Bu
nedenle boya-ligand afinite kromatagrafisi kullanigli ve verimli bir uygulamaya
sahiptir (Denizli ve Pigkin 1995, Demiryas ve ark. 2007, Denizli ve Pigkin 2001).
Klorotriazin boyalar1 agoroz, Sephadex, metal oksitler, poliakrilamit,
agaroz-poliakrilamit gibi destek  materyallerine kovalent olarak
baglanabilmektedir. Boya immobilizasyonu tuz ve alkali ortamda gergeklestirilir.
Tuz adimi reaksiyonu hizlandirdigr icin 6nemlidir ve alkali sartlarda boya ile
destek arasinda eter bagi olusumunu kolaylastirir. Triazin halkasindaki kloriir
atomunun niikleofilik yer degistirmesiyle eter bagi olusur. Matrikse baglanma
siyonojen bromiir metoduyla ya da destegin periyodat oksidasyonuyla boyanin
direk kovalent baglanmasiyla gergeklestirilebilir. Baglanma, her iki durumda da
boya molekiiliiniin antrokinon halkasindaki -NH, grubu {iizerinden gergeklesir.
Boya immobilizasyonundan sonra kovalent olmayan baglanmayla baglanan

boyay1 uzaklastirmak i¢in destekler once su ile daha sonra 1-2 M tuz, 6 M iire
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(0.5 M NaOH’de), 8 M iire, dimetilsiilfoksit, etilen glikol ya da % 20 etanol
¢ozeltilerinden biri ile yikanir. Immobilize adsorbanlar pH 8-9 seyreltik tampon
¢ozeltisinde saklanir (% 25 etanol ve % 0.02 sodyum azit). Immobilize boya farkl
proteinleri baglayabilir. Boya ligand saflagtirilmasinin  gelisiminde ve
optimizasyonunda immobilize ligandin derisimi, hareketli faz pH’1, iyonik siddet,
bilesim, sicaklik, érnek miktart dnemli parametrelerdir. Bu parametreler boya-
ligand kolonuna hedef proteinlerin adsorpsiyonunu ve eliisyonunu etkiler. pH ve
iyonik siddet etkisi boya ligandlarinin katyon-degistirici (boyalardaki negatif
yikli stilfonik gruplarin varlifindan) karakterinden ortaya c¢ikar. Proteinin
elisyonu spesifik (ligand eklenmesi) ve spesik olmayan (pH, iyonik gii¢)
yontemlerle gergeklestirilebilir. Spesifik olmayan eliisyon, hareketli fazin pH
(glisin-HCI pH 2.8) ya da iyonik siddetinin degistirilmesi ile gergeklesir. Hareketli
fazin iyonik siddeti genellikle KCl1 ya da NaCl gibi tuzlarin eklenmesi ile arttirilir.
Etilen glikol ya da diger organik coziiciilerin eklenmesi ile hareketli fazin
polaritesi degistirilerek eliisyon arttirilir. Spesifik olmayan eliisyon ekonomik
olmasina ragmen baglanan proteinlerin de deformasyonuna neden olur (Labrou ve
ark. 2006, Denizli ve Pigkin 2001).

Denizli ve arkadaglarinin calismasinda (2000), poliEDMA-HEMA)
mikrokiireciklerine CB boyas1 baglanmis ve insan plazmasindan bilirubin
uzaklastirilmasinda kullamlmistir. Aym mikrokiirecikler, baska bir calismada A’
ve Fe’" iyonlarinin uzaklastirilmasinda da kullanilmustir (Denizli ve ark. 1997,
1998, Denizli ve Piskin 2001). Yavuz ve arkadaglarinin c¢alismasinda
poli(hidroksil metakrilat) jel kiireciklerine Reactive Green HE kimyasal olarak
baglanmis ve bu kiireciklerin IgG alt tiirlerini baglama etkinligi incelenmistir

(Yavuz ve ark. 2006).

1.3.2. Protein A afinite kromatografisi

1970’den once Protein A ligandi, IgG ve alt tiirlerinin ayirimi i¢in hizli
ve basit bir yaklasim sunmasi nedeni ile oldukca ilgi gormiistiir. Protein A
kromatografisi biiyiik Ol¢iide antikor saflagtirilmasi i¢in en yaygin tekniktir.

Protein A Staphylococcus aureusun bakteriyel hiicre duvarma kovalent olarak
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baglanir. Tiim bakteri bu ligand i¢in kat1 faz matriksi olarak kullanilabilmektedir.
Afinite ligand1 olarak kullaniminda saf halinin kullanimi daha uygundur. Protein
A’nin molekiiler kiitlesi 42000 Da’dur, tekli polipeptit zinciri icerir ve onemli
miktarda karbonhidrat icermez. Cesitli kaynaklardaki IgG’nin Fc kismina afinite
gosterir. Insan, tavsan ve domuz IgG’sine yiiksek afinite gdsterirken, at ve inek
IgG’sine afinitesi daha diisiiktiir ve fare IgG’sine oldukc¢a zayif baglanir. Cizelge
1.7°de dogal olarak IgG baglayan proteinler verilmektedir.

Cizelge 1.7. Bakterilerdeki IgG baglayan proteinler

Protein Kaynak Baglanma

Protein A Staphylococcus aureus Kuvvetli, Fc bolgesi

Protein G Grup C ve G streptococci | Kuvvetli, Fc bolgesi

Protein L Peptococcus magnus K hafif zincirlerini baglar

Protein P Closridium perfringens k hafif zincirlerini baglar

Protein D Branhamella catarrhalis | 1gG, az miktarda IgG
baglar

Protein P Grup A streptococci IgA, IgG zayif baglar

Etkilesim, hidrofobik etkilesimlerle birlikte hidrojen baglar1 ile
karakterize edilebilir. Protein A birbirine benzer bes IgG baglama alani igerir.
Protein A’nin ii¢ boyutlu yapist hidrofobik dolgu ile stabilize olur. Protein A molii
basina iki mol IgG baglar. IgG’ye oldukea yiiksek spesifiklik sergiledigi i¢in tek
adimda IgG saflagtirilmasi i¢in kullanilabilir. Protein A’nin baglica dezavantaji
protein ligandin diisiik derecede sizmasidir. Bu nedenle terapdtik uygulamalar i¢in
ek saflastirma adimi gereklidir. Buna ilaveten protein A tasiyicilar1 pahalidir ve
sterilize edilmesi ve korunmasi zordur. Protein A ligandinin IgG baglamadaki
artan kapasitesine ek olarak; protein A ligandinin temizleme ajanlarina kararlilig
da onemlidir. Protein A’daki asparajin artiklar1 islemden gegirildiginde bazik
sartlarda deaminasyonu azaltilabilir. Destegin rejenerasyonu i¢in daha etkili bir

protokoliin gelistirilmesi destegin kararliligini arttirir.




@» ANADOLU UNIVERSITESI

57

Denizli ve Arica’min c¢alismasinda (2000) protein A igeren
mikrogdzenekli membran kullanilmasi ile insan plazmasindan yaklasik olarak
500 pg IgG uzaklastirilmigtir. Protein A yiiksek performans immunoafinite
kromatografi kati1 desteklerine antikorlarin baglanmasi i¢in ikincil ligand olarak
kullanilabilmektedir. Kat1 faz protein A IgG alt tiirlerini ya da Fc pargalarini
ayirmak i¢in kesikli teknikler de kullanilabilmektedir. Protein A kolonlarindan
adsorplanan antikorlarin geri kazanimi yumusak asit sartlarinda (pH 3.1)
gerceklestirilebilir. Bununla birlikte protein A kolonunun pH 7.0 ve 7.4 fosfat
tamponlariyla uzun siire muamele edilmesi sonucunda IgG; elue edilebilmistir.
Asit-tuz gradiyentinin kullanilmasi ile de (pH 7’den 3’e) 1gGi, 1gGaa, 1gGay ve
IgG; elue edilebilmistir. 0-3 M sodyum tiyosiyanat gradiyentinin kullanilmasi
daha iyi sonug¢ vermistir.

Protein G protein A’dan daha fazla baglama araligina sahip oldugu icin
antikor saflagtirmasi i¢in daha ¢ok yonli reaktiftir. Protein G, IgG baglamasinin
yaninda farkli boliimlerde olusan baglama olaylar ile IgG Fab ve Fc pargalarini
da baglar. Protein G farkl: tlirlerden IgG baglama yetenegine sahiptir.

Protein L, Peptococcus magnus’dan elde edilen bakteriyel duvar
proteinidir ve insan immunoglobin hafif zincirlerine afinite gdsterir. Baglanma
oldukca birbirine benzer bes alan aracilifiyla gerceklesir. Baglanma mekanizmasi
calismalar1 sonucunda oOzellikle tirozin-53’tin fenol grubunun etkili oldugu
goriilmiistiir. Protein L, insan IgG, IgA, IgM ve IgE’ye oldukga giiclii olarak
baglanmaktadir. Protein L’nin diger tlirlerdeki immunoglobulinlere de baglandigi
goriilmiistiir. Protein L, poliklonal ve monoklonal antikorlarin liretimi i¢in yaygin

olarak kullanilir (Phillips 2006, Denizli 2011).

1.4. Elektroforetik Yontemler

1.4.1. Elektroforez

Elektroforez; boyut, elektrik yiikii ve diger fiziksel ozelliklerine bagl

olarak niikleik asitler ve proteinler gibi makromolekiilleri ayiran metottur. Yiikli

molekiillerin ayirimi uygulanan elektrik alanindaki goglerine dayanir. Bu elektrik
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alan altinda pozitif yiik tasiyan proteinler katoda, negatif yiik tasiyan proteinler
anoda dogru go¢ ederler. Bu elektrik alaninda go¢ etme olayina elektroforez denir.
Yikli bir par¢acigin elektriksel bir alanda gocii, elektriksel hareketlilik formiilii

ile verilir.

u=v/E (1.3)
w=q/f (1.4)

Burada; v: gé¢ hizi (cm s1), B: elektrik alani (volt cm™), q: molekiiliin yiikii
(coulomb), f: molekiiliin kiitle ve sekline bagl siirtiinme katsayisi, p: elektriksel
hareketliligi (cm®v’'s™") gosterir.

Bu gogiin hiz1 ¢esitli faktorlerden etkilenir;

a- Yiikiin buiytikliigii: Net yiik arttik¢a proteinlerin go¢ hizlar1 da artar.

b- Molekiil biiyiikliigii: Proteinin biytkligii arttikca goc hizi azalir. Burada
proteinin molekdl agirlig1 6nemli oldugu kadar molekiiliin sekli de 6nemlidir.

c- Destek ortamimin o6zelligi: Destek ortamindaki gozeneklerin  boyutu
kiiciildiikge, proteinin gé¢ hizi azalir.

d- Elektrik alanin biiyiikliigii: Voltaj arttik¢a go¢ hizi da artar.

e- Tamponun iyonik giicii: Iyonik kuvvet azaldik¢a proteinlerin hareketliligi
azalmaktadir. Tamponlar, protein molekiillerinin jeldeki hareketini saglayan itici
giicii olusturmaktadir.

f- Sicaklik: Sicaklik arttik¢a go¢ hizi artar.

g- Elektroforez sirasinda akim diisiik tutulursa siire uzayacaktir. Siirenin uzun
tutulmasi proteinlerin daha iyi ayrilmasini saglayabilir; ancak bazen ¢ok uzun siire
jelde kalan proteinler stabilitesini kaybedebilir.

Elektroforezin kullanim amaglari; saflastirma, saflik kontrolii, molekiil
agirhigr saptanmasi, kalitsal ya da kalitsal olmayan bir hastaligin tanisi, bir
enzimin izomerlerinin saptanmasi, immiinoloji ve molekiiler biyoloji
calismalaridir (Ozer ve Ogiis 2000).

Elektroforezde bir hareketli bir de hareketsiz faz vardir. Sabit faz olarak
asetat, seliilloz, poliakrilamid, agaroz gibi dolgu maddeleri kullanilir. Sabit

ortamdaki en dnemli 6zellik molekiillerin porlardan kolaylikla gegmesine dayanur.
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Hareketli faz olarak genellikle tamponlar kullanilir. Elektroforezin diger
yontemlerden farki; bir elektriksel alan yaratilmasidir. Protein ¢ozeltisi bu
elektriksel alanda farkli hizlarla bir elektrottan digerine hareket ederek molekiil
agirliklarina ve tasidiklar elektrik yiiklerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Daha
sonra boyama yapilarak protein bantlar1 goriiniir hale gelir.

Glinlimiizde proteinlerin analitik tayinleri i¢in en ¢ok kullanilan
yontemlerden biri poliakrilamid jel elektroforezidir. Bu yontemde destek maddesi
olarak poliakrilamid polimerinden yararlanilir. Poliakrilamid jel uzun polimer
zincirleri olusturan, aktive edilmis akrilamid molekiillerinin reaksiyonu ile olusur.
Cozeltide bu zincirler tek baslarina birlesemezler. Jelin olusumunda zincirlerin
capraz baglanmasi i¢in N,N'-metilenbisakrilamid kullanilir. PAGE, jelin bigimine,
konumuna, bilesimine, gozenek dagilimina, tiirtine gore farkli sekillerde
siiflandirilabilir.

Dogal sartlarda PAGE: Ayirma analizlenen proteinin yiik ve boyutuna
gore yapilir. Genellikle alkali (pH 8-9) tampon sistemleri kullanilir. Proteinler
denatiire olmadan yiiriitiildiikleri i¢in elektroforez sonunda proteinler aktivitelerini
kaybetmezler ve geri kazanilabilirler.

Denatiire edici sartlar altinda SDS-PAGE: SDS anyonik bir deterjandir.
Negatif yiikli SDS molekiilleri protein molekiiliinii kaplar ve proteinlerin net
yiikiinii maskeler. Tim proteinler negatif yiikle kaplanmis olduklarindan ayirma

ylike gore degil sadece molekiil boyutuna baghdir.

1.4.2. izoelektrik odaklama (IEF)

Bu metotta dnce tasiyicit materyal {izerinde bir pH gradiyenti olusturulur;
daha sonra protein karigimi uygulanir. Bu durumda her protein izoelektrik pH’sina
karsilik gelen pH gradiyentindeki yerine go¢ eder ve orada odaklanir. Bu metodla
ayirim daha iyidir. Insan kan plazmasmn proteinleri, 40 veya daha fazla bant
olustururlar.

Bu yontemde; yiiksek hareketlilige sahip sentetik poliamino-
polikarboksilik asitlerin karisimlart olan amfoterik bilesikleri igeren jel

polimerlestirilir. pH gradiyenti olusturmak i¢in sisteme akim verilir ve amfolitler
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izoelektrik noktalarina gore jelde diizenlenirler. En asidik olan anoda, en bazik
olanda katoda dogru ilerler. Daha sonra ornek proteinler jele uygulanir ve
yiiklerine gore anoda ve katoda dogru hareket ederler. Proteinler jel {izerinde net
yuklerinin sifir oldugu pH degerine (pl) kadar gb¢ ederler ve bu noktada
hareketsiz kalarak dururlar. En son asamada protein bantlarinin gézlenmesi i¢in
boyama yapilir.

Proteinin izoelektrik noktasinda hareket etmemesine dayanilarak
izoelektrik odaklama bir saflastirma ve analiz yontemi olarak gelistirilmistir.
[zoelektrik noktalar1 0.02 pH iinitesi fark olan iki proteini bu yontemle ayirmak
olasidir. Birgok bagka yontemde tek band veren saflagtirilmis 6rnek bu yontemle
birgok banda ayrilabilir. Bu yontem yiik izomerlerini, konformasyon izomerlerini,
prostetik grup icerigi farkli ayni proteinleri, primer yapilarinda ¢ok kiiciik
farkliliklar1 olan proteinleri, proteinlerin dogal ve denatiire formlarin1 ayirmada

kullanilabilir.

1.4.3. iki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE)

Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi kompleks protein
karigimlarinin ayrilmasi ve karakterizasyonunda kullanilan en 6nemli tekniklerden
biridir. Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler izoelektrik
odaklama (IEF) ve SDS-PAGE yontemleri kullanilarak ayrilirlar. Bu yontemlerin
her biri jel basina 100 bileseni ayirma giiciine sahipken, birlestiklerinde yaklasik
10000 bilesenin ayrilmasini saglarlar. IEF yonteminde, pH gradyani olusturan
cesitli amfolitler kullanilarak proteinler dnce izoelektrik noktalarina gore ayrilir.
IEF sonrasi tiiplerden ¢ikarilan jeller dengeleme tamponu igerisinde bekletildikten
sonra ikinci yonde SDS jel sisteminin ayirma jeli lizerine yerlestirilir ve agaroz ile
fikse edilir. Elektroforez baglatildiginda SDS bagli proteinler molekiil
biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. 2D-PAGE ayirma giicii en iyi tekniklerden biri

olmakla birlikte, tekrarlanabilirlik problemdir.
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1.5. Kiitle Spektrometri Yontemleri

1.5.1.Matriks yardimh lazer desorpsiyon/iyonlastirma yontemi (MALDI)

1988 yilinda Karas ve Hillenkamp’in ¢alisma grubu tarafindan yiiksek
kiitle ayirim giiciiyle makromolekiiler analitlerin molekiiler kiitlesinin dogru
olarak tayin edilmesi i¢in gelistirilmis hizli bir analiz yontemidir. Farkli tiirdeki
lazerlerin matriks i¢ine dop edilmis makromolekiiler analitlerle etkilesmesi
sonucunda matriksin etkisiyle daha az parcalanmaya ugrayan analit iyonlarinin
iyonlagmasimi saglayan bir yontemdir. Bu yontem ile proteinler, peptitler,
glikoproteinler, oligosakkaritler, oligoniikleotitler ve polimerler gibi yiiksek
molekiiler kiitleye sahip malzemelerin analizi gergeklestirilebilir. Ayrica MALDI
yontemi ile biiyiik molekiillerin molekiiler kiitlesinin belirlenmesinin yaninda;
PSD (kaynaktan sonra parcalanma) yontemi ile dizilimin belirlenmesiyle
molekiillerin yapisal bilgisi hizli, kesin ve duyarl bir sekilde tanimlanabilir.

MALDI kaynagindaki siire¢ iki adimda gerceklestirilir (Sekil 1.18.).
Analiz edilecek bilesik, matriks maddesi ile karistirllmadan 6nce uygun ugucu
¢oziicli ile coziiliir, eger pozitif iyonlasgtirma gergeklestirilecek ise eser oranda
trifloroasetik asit eklenir. Ilk adimda, uygun ¢éziiciide ¢oziilen analiz edilecek
bilesik kiiclik organik bilesikleri igeren matriks adi1 verilen ¢ozelti ile karistirlir.
Analiz edilecek bilesik matriks maddesine gore cok az oranda bulunur. Bu
karisim, farkl 6rnek hazirlama teknikleri uygulanarak analizin gerceklestirilecegi
orneklendirme birimine uygulanir. Orneklendirme biriminde analit molekiilleri
bastan basa matriks maddesi ile sarilmistir ve tamamen birbirinden ayri olarak yer
alirlar. ikinci adim, kiitle spektrometrenin iyon kaynagmn iginde belli bir vakum
altinda gerceklesir. Bu adimda, kati ¢dzeltinin hacimli kisminin kisa zamanli
yogun lazer pulslariyla asindirilmast gerceklesir. Lazer ile asindirma
gerceklestirildiginde matriks molekiillerinin uyarilmasiyla yogun fazda biiytlik
miktardaki enerjinin birikmesi sonucu kristaller hizla 1sinir. Hizli 1sinma matriks
kristallerinin siiblimlesmesine, kristal yiizeyinin belli bir béliimiiniin aginmasina
ve matriksin gaz fazina yayilarak genisleyen matriks buharinda analitin

parcalanmadan desorpsiyonuna neden olur. MALDI siirecinin mekanizmasi
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tamamen agiklanamamakla birlikte kimyasal ve fiziksel iyonlagsma yollari
arasinda MALDI i¢in gaz-faz1 fotoiyonlagma, uyarilmis hal proton transferi, iyon-
molekiil reaksiyonlar1 ve olusan iyonlarin desorpsiyonu &nerilir. Iyon olusum
mekanizmas1 arasinda en ¢ok kabul edilen; desorpsiyondan Once kati fazdan
proton transferi ya da fotoiyonlasmis matriks molekiillerinden gaz-fazi proton

transferidir. Ornek molekiilleri matriks iyonlarindan proton transferi ile asagidaki

gibi iyonlasir.
M-H" +S ——> M+ (S-H)" (pozitif iyonlasma) (1.5)
M-H+S —® M+ (S-H) (negatif iyonlagsma) (1.6)

Burada M-H', M-H™ matriks maddesini, S ise analiti ifade etmektedir.
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Sekil 1.18. MALDI iyonlastirma kaynagi

Matriks molekiillerinin sayis1 analit molekiillerine gore ¢ok fazladir,
boylece analit molekiilleri kolayca ayrilir ve molekiiler iyon olusumunu
engelleyen 6rnek kiimelenmelerinin olusumu 6nlenir. Matriks ayn1 zamanda lazer
pulsundan gelen enerjinin bilyiik kismini absorplamasiyla 6rnegin bozunmasini en
aza indirir ve lazerden analite enerji transferinin verimli olmasini saglar. Boylece
duyarlilik bliyiik 6l¢iide artar. Lazer atisin1 (puls) absorplayan matriks oldugu i¢in
her bir analit i¢in absorpsiyon frekansi ile eslesen dalgaboyunu ayarlamaya gerek
yoktur. Gaz fazindaki iyonlar elektrostatik alanla kiitle analizoriine dogru
hizlandirlirlar. Kiitle duyarliligi kiitle spektrometrenin analizoriiniin performasina
ve tliriine gore degisim gostermektedir. MALDI kaynaginin pulslu dogasi ugus

zamanh kiitle analizorii (TOF) ile iyi uyum saglar. MALDI ile olusturulan protein
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ve polimerler gibi yiiksek kiitleli iyonlar, TOF analizoriiniin genis kiitle araliginda
calisilabilmesi avantajiyla MALDI-TOF olarak anilan birlestirilmis bir sistemle
kolaylikla analiz edilebilirler.

Degisik kiitleli iyonlarin, bilinen bir mesafede ayn1 gerilimle
hizlandirildiginda; aymi1 siirede degisik hizlar kazanmalar1 6zelliginden
yararlamlarak birbirinden ayrilmasi saglanabilir. Iyonlar m/z degerlerine gore
farkli siirelerde dedektorde toplanirlar. Biiyiik kiitleli iyonlar daha diigiik hiza
sahip olacak ve ucgus siiresi de uzun olacaktir (ucus zamam kiitle ile dogru
orantilidir). Tiim iyonlar ayni kinetik enerjide oldugundan hizlar kiitleleri ile ters

orantili olarak degisecektir (v a 1/m).

m
(2KE)z

t=x

(1.7)

Burada x ugus tiipiiniin uzunlugudur.

fyon kaynagindan cikan iyonlar, bir gerilim farki (10°-10* V) ile
hizlandirilarak 1-2 m uzunluktaki ugus tiipline yollanir. Bir iyonun ugus siiresi 1-
30 us arasinda degisir. Ugus zamanli analizorler, 6zellikle yliksek molekiil kiitleli
biyomolekiillerin analizi i¢in uygun olup MALDI ve ESI iyon kaynaklarindan biri
ile birlestirilerek kullanilabilir. Sekil 1.19°da ugus zamanli bir kiitle ayiricinin

seklini goriilmektedir.

turlandsma
alarm
[ RfsItce)
Ivon
! —
Eaynas | D_b{::._p — -3
k| X —
reflebror dedelnie Imesr dedektior

Sekil 1.19. Ucus zamanl kiitle ayirici



@) ANADOLU UNIVERSITESI

64

1.5.2. Yiizey arttirilmis lazer desorpsiyon iyonizasyon (SELDI)

SELDI, protein zenginlestirme igin kullanish yontemdir. Ornek
hazirlama prosediirii protein karisimlarinin yiizeyde fraksiyonlanmasini igerir.
SELDI sisteminde makromolekiillerin 6rnek ekstraksiyonu kolaydir ve biyolojik
belirte¢ aragtirmalarini etkili bir sekilde kolaylastirir. Bu protein analiz platformu,
ornek hazirlamayi ¢ip iizerinde baglanmayla ve tayinle birlestirmektedir. MALDI
hedef yiizeylerinden farkli olarak SELDI sistemi (Sekil 1.20) kompleks
karisimdan spesifik Ozelliklerine gore proteinlerin tutulmasi igin gelistirilen
protein ¢ip kromatografik yiizeyleridir. Her bir ylizey, proteinlerin genel ve
spesifik fizikokimyasal oOzelliklerine bagli olarak tasarlanmigtir. Kimyasal
ylzeyler klasik kromatografik ayirim hareketlerine gore tiirevlendirilirler. MALDI
hedef yiizeylerinin tiirevlendirilmesiyle hedef yiizey iizerinde saflastirma ve
biyolojik belirteclerin belirlenmesi gergeklestirilebilir. Bu teknikte, 6rneklendirme
birimindeki ylizey, analit iyonlarinin hidrofobik veya elektrostatik etkilesimler
gibi etkilesimlerle baglanmasi ic¢in aktif rol oynarken, yiizeye baglanmayan
iyonlar uzaklastirilir. Daha sonra, az oranda matriks maddesi eklenerek MALDI
analizi gergeklestirilir. Bu teknikle idrar veya plazmada bulunan 6zel antikorlar
veya antijenler ylizeyde yakalanarak hastaliklarin teshisi gerceklestirilebilir.
Bunlar protein profili ve biyolojik belirte¢ belirlenmesinde kullanilabilirler. Tiim
ornegin direkt uygulanmasi en Onemli avantajidir. Yiiksek molekiil agirlikli
proteinler i¢cin uygun degildir, baglanmis proteinlerin tayini ile sirhidir ve
¢oziiniirliik ile kiitle dogrulugu MALDI sitemine gore daha azdir (Ahmed 2003,
Hortin 2006) .
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Sekil 1.20. SELDI sisteminde ayirma amagl hazirlanan yiizeylerin sematik gosterimi

1.5.3. Yiizey yardimcih lazer desorpsiyon iyonizasyon

Kiitle spektrometri, analitik teknikler arasinda en onemlilerinden biridir
ve nanopartikiillerle birlesimi sonucunda tayin duyarliligi, kesinligi ve
esnekliginde gelismeler olmustur. Nanopartikiil destekli LDI-MS ilk olarak, yiizey
yardimc1 lazer desorpsiyon/iyonizasyon (SALDI-MS) ile, Tanaka ve grubu
tarafindan 30 nm ince kobalt tozlarmin kullanimiyla gergeklestirilmistir. Fulleren,
karbon nanotiipler ve okside olmus karbon nanotiipler beyin dokularindan ve
standart peptid karisimlarindan peptid ve lipid iyonlarmin tayini i¢cin SALDI-MS
substrati olarak degerlendirilebilir. Tam enerji transfer yolu tamamen
aydmlatilamamistir, bu da desorpsiyon ve iyonizasyon etkilesimini etkileyen
coklu faktorlerin kismen kompleks olmasindan kaynaklanmaktadir. SALDI-
MS’in en 6nemli yOniiniin yiizey Ozelliklerinin termal, elektronik ve kimyasal

ozelliklerine bagli olduguna inanilmaktadir.
1.6. Kanser
Kanser 6nemi giderek artan saglik ve yasam sorunu durumundadir. Olim

nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan gelmektedir (Sekil

1.21). Bat1 toplumlarinda her y1l 250-350 kisiden biri kansere yakalanmaktadir.
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Sekil 1.21. 1950-2001 dliim oranlarinin degisim nedenleri

Viicudumuzda milyonlarca hiicre bulunur. Normal viicut hiicreleri
diizenli bir gekilde biiyiir, boliinliir ve oOlir. Kisinin hayatinin erken evresi
siiresince normal hiicreler hizla boliiniirler. Yetigskin oldugunda ise ¢ogu hiicreler
sadece eski ya da dlen hiicrelerin ya da yaralarin iyilestirilmesinde yer degistirerek
boliiniir. Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore boliinerek
cogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6liim ya da "apoptoz" denen olay ile
yok olurken, diger taraftan da biiytime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir. Birgok
kanser tiiri bulunmakla birlikte, kanser viicudun bir boliimiindeki anormal
hiicrelerin kontrol dis1 biiylimesi ile baslar. Kontrol dis1 biiyiime ve diger dokulara
istila hiicreyi kanser hiicresi yapar. Kanserli hiicre normal hiicre biiylimesinden
farkli olarak, biiylimeye devam eder ve yeni anormal hiicreler olusur. Normal
hiicrede DNA hasar gordiigiinde; hiicre hasar1 iyilestirir ya da oliir. Kanserli
hiicrelerde, DNA hasart iyilestirilmez fakat normal hiicrelerde oldugu gibi 6lmez.
Bunun yaninda, bu hiicre viicudun ihtiyact olmayan yeni hiicrelerin olusumuna
neden olur. Eger kanser hiicreleri olustuklar1 tiimorden ayrilirsa, kan ya da lenf
dolasimi araciligr ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde
timor kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde
viicudun diger boélgelerine yayilmasi olayma “metastaz” adi verilir. Kanser
yayildig1 bdlgeden ziyade her zaman basladig1 yere gore isimlendirilir. Ornegin,
gogls kanseri karacigere yayilsa da gogiis kanseri olarak isimlendirilir. Farkli

kanser tiirleri farkli bliylime hizina sahiptir. Kanser tedavisi ve tanis1 bir¢cok
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uzmanlik dalinin igbirligini gerektirmektedir. Basarili bir tedavi i¢in erken teshis
cok onemlidir. Bu nedenle; erken evre hastalik biyolojik belirteclerine acil ihtiyag
duyulmaktadir. Cerrahi ve radyoterapi lokal tedavi yontemleri olup, ardindan
kemoterapi ve immiinoterapi gibi sistemik tedaviler uygulanmaktadir. Kemoterapi
sitotoksik ilaclarla yapildig: i¢in 6zel bir ihtisas konusudur. Etkili dozlarda, fakat

hastay1 yan tesirlerden koruyarak yapilmasi gereklidir (Anonim 2012).

1.6.1. Yumurtalk kanseri

Cinsiyete 6zgii kanser tiirleri rahim, uterin sarkom, yumurtalik kanseri ve
prostat kanseridir. Yumurtalik kanseri bayanlarda tiim kanser tiirleri arasinda % 5
oraninda gdzlenen 5. en yaygin kanserdir ve diinya ¢apinda en onemli 6ldiirticti
jinekolojik malignitelerden biridir. Hormon ve yumurta liretiminden sorumlu olan
yumurtaliklarda ortaya c¢ikar. Diger kanser tiirleri gibi mutasyona ugrayan
hiicrenin klon se¢imi ile ortaya ciktigina inanilmaktadir. Bayanlarda pelvisdeki
uterusun her bir yaninda olmak iizere iki yumurtalik bulunur. Yumurta
olusumunun ve bayanlarda Ostrojen ve progestron hormonlarinin ana kaynagi
yumurtaliklardir. Yumurtaliklar {i¢ tiir doku igerir: Yumurtali§i kaplayan
epitelyum hiicreleri, yumurtaligin i¢inde yumurtanin yapildigr germ hiicreleri ve
yumurtaligin birlikte tutuldugu ve ¢ogu hormonun yapildigi doku olan stromal
hiicreleri. Yumurtaliklarda bir¢ok tiirde tiimor olusabilir. Bazilar1 kanser degildir
ve yumurtalia yayilmaz. Bu tiirden tiimore sahip olanlar yumurtaligin ya da
timorlii bolimiin alinmasiyla tedavi edilebilir. Diger tiir tiimorler kanserlidir ve
viicudun diger boliimlerine yayilabilir. Yumurtalik kisti yumurtalikta biriken
stvidir. Bu kistlerin ¢ogu zararsizdir. Tiimor orijinindeki hiicre tipine bagh olarak
isimlendirilen {i¢ tiir yumurtalik kanseri bulunmaktadir (Sekil 1.22). En yaygim
yumurtalik yiizey epitelyumunda ortaya ¢ikan epitelyum kanseridir (% 90).
Epitelyum kanseri yumurtali§in dis ylizeyini saran hiicrelerde baslayan timdrdiir.
Germ hiicre kanseri yumurtay1 olusturan hiicrelerde baglar. Stromal kanseri ise
yumurtaligi bir arada tutan ve bayan hormonlarini olusturan hiicrelerde baslar

(Anonim 2012, Helleman 2006).
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Sekil 1.22. Ovarium ve yumurtalik kanserinin meydana geldigi hiicre tiirleri

Yumurtalik  kanseri  nedenlerinin  yaklastk  olarak % 901
belirlenememistir. Bununla birlikte aile ge¢misi yumurtalik kanserinde onemlidir.
Goglis-yumurtalik kanseri sendromu, kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser
sendromu, yeri belli yumurtalik kanseri sendromu, Li-Fraumeni sendromu ve
Cowden sendromu bazi kalitsal sendromlarla ilintilidir. G6glis-yumurtalik kanseri
sendromu, BRCA1 genindeki (kromozom 17q) kalitsal mutasyonuyla karakterize
edilir. Bu mutasyon bayanlarin % 40’1inda yumurtalik kanserinin gelisimine neden
olur. BRCA?2 genindeki (kromozom 13q) mutasyonu daha diisiik derecede (% 10)
yumurtalik kanseri riskini arttirir. Bu genlerdeki nokta mutasyonu, gen
amplifikasyon ve kromozomal yer degistirme gibi mutasyonlar sonucunda timor
baskilama yeteneklerinin fonksiyonlarinda azalma olusur. Bunun yumurtalik
kanserinin gelisimine neden olan ilk somatik genetik durum oldugu
diistiniilmektedir. Kalitsal yumurtalik kanseri Lynch Sendromu (kalitsal polipoz
olmayan kolorektal kanser HNPCC) ile de ilintilidir. Bu MLH1, MSH2, MSH6 ve
PSM2 genleri gibi onarma genlerindeki yanlis eslesmeden (MMR) kaynaklanir.

Yumurtalik kanserini arttiran diger faktér 50 yasindan daha biiyiik
olmaktir. Tim yumurtalik kanserlerinin % 50’si 63 yasindan sonra ortaya
cikmigtir. Cocuk dogurmama ya da kisirlik tedavi ilaglarini kullanma yumurtalik
kanserinin gelisim riskine katkida bulunur. Klomifen sitrat dogurganlik ilaglarinin
Ozellikle hamilelik olmaksizin uzun siire kullanimi yumurtalik kanseri riskini
arttirtr. Bunun yaninda ovulasyon yumurtalik kanserinin olusumunu engeller.
Hayvansal yag ve kirmizi etin asirt tiiketiminin epitelyum yumurtalik kanseri
riskini arttirdig1 gozlenirken, balik ve sebze rejiminin uygulanmasinin koruyucu

role sahip oldugu ileri siiriilmiistir. Menopoz olan bayanlarda Ostrojen
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yerdegistirme tedavisinin kullaniminin yumurtalik kanserini arttiracagini gésteren
calisma mevcut olmakla birlikte bazi calismalar da ilintili olmadiginm
gostermektedir. Folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinik hormon (LH)
menopozal donemde en yiiksek seviyededir. Bu gonadotropinlerle birlikte
Ostrojen, progestron ve androjen gibi diger steroidler yumurtalik kanserinde
ilgilidir. Gonadotropinler her ovulasyonu baslatir ve menopoz sonrasinda da
bulunur. Bu hormonlar, ovulasyon benzeri siireci uyarmakla birlikte yiizey
epitelyuma sitokinleri ve proteolitik enzimleri eksprese eder. Siklin DI,
kalikreinler ve katepsin-D gibi 0Ostrojenle ayarlanan proteinler yumurtalik
kanserinin ¢oklu kanserojenik siireglerinde kullanilmaktadir. Asbestoz ve talk
kullanimi, endometriyoz ve pelvik inflamatuar hastalik da diger risk faktorleridir.
Bu risk faktorleri dogrudan ovulasyon ile ilgili olmasa da lokal pelvik
iltthaplanmaya neden olur. Ovulasyonla ilintili olmayan diger faktorler tiibel
baglanma ya da rahmin alinmasidir. Bu faktorlerle ilgili risklerin azaltilmasi
yumurtaliklarin ¢evresel baslaticilarla iltihaplanmasini azaltir. Proliferasyon
(iireme-cogalma), gonadotropinler tarafindan tesvik edilen ya da ovulasyon
siiresince saliman Ostrojen tarafindan ve olasi inflamatuvar yanit tarafindan
uyarilir. Artan proliferasyon yaninda tahris ediciler (talk, asbestos), ovulasyon ve
inflamasyon DNA hasarmma neden olur. Bu nedenle; bir ya da birkag risk
faktoriiniin kombinasyonu proliferasyonu ve DNA hasarini tetikler ve yumurtalik
yiizey epitelinin kanser doniisiimii egilimine neden olabilir. Inflamatuvar belirteg
olan devridaim C-reaktif proteininin (CRP) bayanlarda oldukga yiiksek derisimde
olmasi ile yumurtalik kanseri riskinin arttigi goézlenmistir. Diger bilinen risk
faktorlerine ragmen hamileligi 6nleyici haplarin kullanimi yumurtalik kanserine
kars1 korur. Gelismis lilkelerde yasayan bayanlarda, gelismekte olan iilkelerde
yasayan bayanlara gére yumurtalik kanseri olusum derecesi daha fazladir. Bu
farktaki kesin mekanizma bilinmemekle birlikte ¢evresel ya da diyet faktori ile
ilintili olabildigi diistiniilmektedir. Bunun yanisira yumurtalik kanseri Yahudi
soyundaki bayanlarda ¢ok yaygindir. Cizelge 1.8’de epitelyal yumurtalik kanseri
risk faktorleri Ozetlenmektedir (Anonim 2012, Toriola 2010, Kabir 2009,
Changqing 2008, Chu ve Rubin 2006, Helleman 2006, Gubbles 2010, DeRycke
2010, Horvath 2006).
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Cizelge 1.8. Epitelyal yumurtalik kanserinin risk faktorlerin olusumu

Risk faktoriiniin tipi Spesifik risk faktorii

Ailesel egilim Kalitsal gogiis ve yumurtalik kanser sendromu BRCA1, BRCA2
mutasyonu, Lynch sendromu (kalitsal polipoz olmayan kolerektal

kanser sendromu), DNA yanlis eslesme gen mutasyonunu onarmak

Yas > 50 yas

Demografik Beyaz ya da Avrupali soya sahip
Endiistriyel iilkelerde oturan (Japonya harig)

Cogalma faktorleri Erken ergenlik, ge¢ menopoz, kisirlik, dogum yapmamis olmak

(emzirmek ve dogum kontrol hap1 koruyucu olarak kullanilir)

Diyet Yag orani yiiksek beslenme ve kahve, lif ve vitamin A azlig1

Cevresel maruz kalma Perineal bolgede pudra kullanimi, asbest, radyasyon, viral

enfeksiyon (kizamikgik, kabakulak)

Tim yumurtalik kanserleri 1985°de Uluslararas: Jinekoloji ve Obstetrik
Fedarasyonu tarafindan gelistirilen satha semasma (FIGO) (Cizelge 1.9) gore
siiflandirilmaktadir.  Timoér  sathasi, yumurtaliklarda timoriin @ nerede
basladigindan nereye kadar yayildigin1 tamimlar. Histolojik dereceleme de
yumurtalik kanseri i¢in 6nemli prognostik faktordiir. 1, 2, 3 dereceleme sirasi ile
1yi, 1liml ve zayif ayrimi gosterir. Derece 1, epitel yumurtalik kanserinde normal
yumurtalik  dokusuna daha benzerdir. Yumurtalikk kanseri bir kez
sathalandirildiginda, kanser tekrarlasa ya da viicutta diger boliimlere metastaz
oldugunda dahi simiflandirma degismez. Kanser Amerikan Birlesik Kurul
tarafindan da (AJCC, TNM sistemi) olas1 prognozu gostermek ve tedavinin
tanimlanmasi i¢in siniflandirma sistemi gelistirilmistir. Prognoz i¢in diisiik satha

daha avantajhdir.
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Cizelge 1.9. Yumurtalik kanserinin FIGO saflandirma sistemi

Safha Tanimi1
I I Timdr yumurtaliklarda smirlanir (Yumurtaliklarin - yiizeyinde
bulunabilir)

IA Tek yumurtalik igerir, tam kapsiil, yumurtalik yiizeyinde timor
yok, karin s1visinda kotii huylu hiicre yoktur.

IB Iki yumurtalikta igerir, tam kapsiil, yumurtalik yiizeyinde timér
yok, karin sivisinda kotii huylu hiicre yoktur.

IC Bir ya da iki yumurtalik igerir, dagilan kapsiil ya da yumurtalik
ylizeyinde tiimor ya da karin sivisinda ya da pelvisteki sivida kot
huylu hiicre bulunur.

II II Pelvik yayilma (bir ya da iki yumurtalikta, yumurtalik disinda,
uterus ya da fallopi tliplerine ve pelvik dokularina yayilma olur)

ITA | Uterus ve/ya da tiiplere pelvik yayilma, karin sivisinda kotii huylu
hiicre yoktur.

IIB Diger pelvik organlarina pelvik yayilma, karin sivisinda koti
huylu hiicre yoktur.

IIC Faz 1IA ya da IIB tiimoriiniin her biri fakat bir ya da iki
yumurtalik yilizeyinde timér ya da dagilan kapsiil ya da
yumurtalik yilizeyinde tiimor ya da karin sivisinda ya da pelvisteki
stvida kotii huylu hiicre bulunur.

11 III Pelvis dis tarafinda peritoneal metastaz, karinsal organlara
yayilma ve/ya da bolgesel lenf nodiilleri metastazi

IITA | Mikroskobik peritoneal metastaz, nodiiller yoktur.

IIIB | 2 cm’i agmayan mikroskobik peritoneal metastaz, nodiiller yoktur.

IIIC | 2 cm capmi asan mikroskobik peritoneal metastaz, bolgesel lenf
nodiilleri pozitiftir.

v |1V Peritoneal boslugunun oOtesinde uzakta metastaz; karinsal

boslugun disinda yayilir; karaciger, parankimal ya da plevral alam

igerir.
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FIGO sathas1 I’den IIA’ya hastaligin erken evresi olarak goriiliirken, 11B
sathasindan IV’e ilerlemis satha olarak goriiliir. Teshiste FIGO safhasi en 6nemli
klinik veridir. 5 y1l yasama orani erken sathadan ge¢ safthaya dogru azalmaktadir.
Yumurtalik kanseri gogiis kanserine gore daha az oranda gozlenmesine ragmen
gbgiis kanserinde hayatta kalma oram1 daha yiiksektir. Yumurtalik kanserinde bu
oran % 42 iken gogiis kanserinde % 82’dir. Her iki kanser tiirlinde teshis erken
tan1 ile iyilestirilebilir. Yumurtalik kanserinde erken teshis belirti vermeyebilir. I
ve Il asamadaki hastalarda 5 yil yasama orani sirasi ile % 80 ve % 55’dir.
Ilerlemis III ve IV asamalarda ise bu oran % 12’dir. Hastaligin erken safha
semptomlarinin olmamasi nedeni ile ¢ogu hastada ilerlemis sathada teshis edilir
ve 5 yil yasama orani da sadece % 30’dur.

Yumurtaliklarin anatomik konumu nedeniyle; yumurtaliklar 6nemli
Olciide biiyliyene kadar ya da metastatik hastalik izlenene kadar ¢evresel yapi ile
yumurtaliklar karigmaz. Bunun yaninda hastalifin erken evresinde spesifik
semptomlarin olmamasi ve yumurtalik kanserinin anlasilmasindaki siirlar erken
evrede tayini zorlastirir. Semptomlar olustugunda, bunlar spesifik olmadigindan
genellikle c¢oklu arastirma istenir. Hastalarda belirsiz agri, abdominal siskinlik,
azalan istah, devamli mide bulantis1 ya da hazimsizlik, agiklanamayan ishal ya da
kabizlik, vajinal kanama ve gastrointestinal rahatsizliklar gibi sikayetler bulunur.
Fiziksel tespitler ise elle muayenede yumurtalik kitlesi olabilirken; bu karin
sivisindan dolay1 da kaynaklanabilir. Bazen hataligin erken evresinde yumurtalik
biikiilmesinden pelvik agr1i gozlenir. Bununla birlikte ¢ogu hastada belirti
olusmaz. Yumurtalik kanseri olan veya yumurtalik kanseri olma riski yiiksek
kadinlarda, transvajinal ultrasonografi ve kan testlerinin taranmasi gergeklestirilir.
Yumurtalik kanseri ile ilgili kan testleri arasinda CA 125 diizey 6l¢limii bulunur.
Yumurtalik kanseri olan kadinlarda bu proteinin kandaki diizeyi yiikselir. Bu test
yiiksek bulundugunda, ileri tetkikler yapilarak (goriintiileme yontemleri), karin
boslugu icinde sivi tespit edilirse bu sividan 6rnek alinip incelenerek veya
dogrudan yumurtaliklardan parca Ornegi alinarak kanserin var olup olmadigi
aragtirtlmalidir. Ultrasonografi iyi huylu timdrden kotii huylu tiimdriin ayriminda
kullanilabilmektedir. Kotii huylu yumurtalik timorleri genellikle ¢oklu bolgede

yer alir ve kalin septal kat1 alanlar1 daha fazladir. Ultrason degerlendirilmesiyle
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ascites ve metastaz malignite kolaylikla belirlenebilir. Erken evre yumurtalik
kanserleri ile yumurtalik kistini ayirmak icin greyscale ultrason ve renkli Doppler
ozellikleri kullanilir. Ultrason ve CA 125 derisiminin kombinasyonu ile malignite
indeks riskini skorlayan sistemler gelistirilmistir. Bu metotla yumurtalik kitlesinin
kot huylu olup olmadigi anlasilir. Transvajinal ultrasonografi ve CA 125 testi
kesin giivenilir olmamakla birlikte, ailesinde yumurtalik kanseri olan yiiksek riskli
kadinlarda yapilmasi onerilir. Kesin tani i¢in ise biyopsi olarak isimlendirilen,
siipheli dokudan alinan 6rneklerin mikroskop altinda incelenmesi ile belirlenen
patolojik inceleme gereklidir. Bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans,
ultrasonografi, renkli dopler akimi gibi goriintiileme yontemleri kasiklarda bir
kitle olup olmadigini saptamada kullanilan radyolojik tetkiklerdir (Anonim 2012,
Kabir 2009, Changqing 2008, Chu ve Rubin 2006, Helleman 2006).

Yumurtalik kanseri tedavisi i¢in kanserli dokunun uzaklastirilmasinda
ameliyat, kanser hiicrelerinin yikilmasinda kemoterapi ve yiiksek enerjili
radyasyon kullanilir. Tedavinin basaris1 faz, hastaligin derecesi, histopatolojik
tiirli, hastanin yasi ve tim saghgi gibi c¢esitli faktorlere baglidir. Yumurtalik
kanserinin su anki tedavisi ameliyat ile kemoterapinin birlikte uygulanmasidir.
Hastaligin erken evresindeki bayanlarda dogurganligin korunmasi igin belirli
tiimoriin uzaklastirilmas1 gerceklestirilebilir. Ameliyat sonrasinda hastalar platin
(karboplatin, cisplatin) ve taxane (paclitaxel) temelli ajanlar igeren kemoterapi
alirlar. Cogunlukla tekrar olusum CA 125 seviyesi ile takip edilir. (Horvath 2006,
DeRycke 2010, Helleman 2006)

1.6.2. Yumurtalik kanseri biyolojik belirtecleri

Yumurtalik kanseri i¢in genetik biyolojik  belirtegler; genetik
mutasyonlar, heterizigosite kaybi, DNA metillenmesi ve gen ekspresyonlarindaki
degisimlerdir. Kanser genetik anormallik olarak siniflandirilmasina ragmen
fonksiyonel olarak proteomik hastaliktir. Genetik mutasyonlar protein sinyal
yolaklarin1 modifiye edebilir. Boylece inhibitor sinyallerin baskilanmasiyla kanser
hiicreleri i¢in yasamsal avantaj saglar. Proteomik teknoloji ise post-translasyonal

modifikasyon ve protein-protein etkilesimi igeren ek kalitatif bilgi saglar. Kist
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stvisindaki protein belirtecleri calgranulinler, biiyiime faktorleri ve sitokinler,
¢ozilinebilir hiicre-hiicre adhezyon molekiilleri, gonadotropinler, proteolitik
enzimler, doku polipeptit spesifik antijen (TPS) ve kanser antijenleridir.
Periferiyal kandaki protein belirtecleri ise; CA 125 ve kanser antijenleri (alfa-
fetoprotein, karsinoembriyonik antijen (CEA), CA 19-9, CA-153, CA 72-4 gibi),
lizofosfatidik asit (LPA), prostasin, osteopontin, biiyiime faktorleri ve sitokinler
(vaskiiler epidermal biliytime faktorii (VEGF), inhibin, TNF-o ve makrofaj koloni
uyarici1 faktor (MCSF) gibi diger epitel yumurtalik kanseri ile ilintili
molekiillerdir.

Birgok caligmada yumurtalik kanserinin belirlenmesi i¢cin CA 125
biyolojik belirteci kullanilmakla birlikte Cizelge 1.10°da yumurtalik kanseri i¢in
kullanilan biyolojik belirtecler verilmektedir. CA 125 yumurtalik kanseri igin
bilinen en iyi belirte¢ olmakla birlikte endometrium kanseri, fallop tiip kanseri,
akciger kanseri, pankreatik kanser, gogiis kanseri ve gastrointestinal sistem gibi
baska kanserler de bulunup yumurtaliga spesifik degildir. CA 125 molekiiliiniin
yumurtalik kanseri diginda diger yiikselme nedenleri ise menstiirasyon, hamilelik,
endometriozis, perikardit, pelvis enflamasyonu, pankreatit, kronik karaciger
hastalig, siroz plevral, peritoneyal ve perikardiyal siv1 birikmesi, akciger kanseri,
pankreas kanseri, mide kanseri ve kolorektal kanseridir. Ileri evredeki yumurtalik
kanseri hastalarinin yaklasik olarak % 80’inde CA 125 seviyesi dnemli Ol¢ilide

artarken, birinci fazdaki hastalarin % 50’sinde CA 125 seviyesi artar.
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Inhibin CA 125 CA 195 CA 19-9
CA 54-61 CAT72-4 CA 15-3 CA 50
Prostasin Alfa-I-antitripsin Hepcidin BHCG
Cathepsin L Osteopontin Ceruloplasmin CRP
Galaktoziltransferaz IL-2 reseptor IL-6 IL-8
IL-10 Kallekrein-6 Kallekrein-10 Lizofosfatidik asit
OVXI Tetranektin MCSF Mezotelin
Transferrin (TFR) Sialil TN Transhyretin (TTR) Apoliprotein Al
Karsinoembroyinik Matriks Coziinebilir Fas Miisin benzeri
antijen metaloproteinaz 2 ligand kasinoma antijen

Plasental alkaline

Yumurtalik serum

Tiimor ile ilgili tripsin

Idrar gonadotropin

fosfotaz antijeni inhibitori peptit
Haptoglobin alfa Tlimor nekrozis faktér | Haptoglobin-B-zinciri P110 epidermal
fragman reseptorii biiytime faktori
reseptoru
N terminal kesilmis Sialik asit ile ilgili Inter-alfa (globulin) CTAPIII (connective

transhyretin

lipid (lipid-associated

sialic acid)

inhibitor H4 (ITIH4)

tisue-activating

peptide)

CA 125 yiiksek molekiiler kiitleli (>200 kDa) miisin benzeri bir
glikoproteindir ve 1981°de Bast tarafindan farelerin OC 125 monoklonal
antikorununun kullanilmasi ile tanimlanmistir. Hiicrelerin yiizeyinde olusur ve
kan dolasimina karigir. CA 125, rutin olarak monoklonal antikor OC 125 ile
belirlenir ve tedaviden sonra hastaligin tekrarlanmasi izlenir. CA 125 yumurtalik
kanserinin teshisinde ve yonetiminde baslica 3 role sahiptir. Bunlar; yumurtalik
kanseri teshisi yapilan hastalarda terapotik etkinligin degerlendirilmesi, ameliyati
takiben tedavinin izlenmesi ve tedavi sonrasi gézetim siiresince hastaligin tekrar
olusumunun belirlenmesidir. CA 125 testi yumurtalik kanseri erken tanisinda
Onerilen bir testtir. CA 125 epitelyal yumurtalik kanserlerinin % 80-90’ninda
yiiksek oranda saptanir. Evre I olgularin sadece % 40-50’sinde yiiksektir. Yiiksek
molekiiler kiitleli miisinin (MUCI16) ardi ardina tekrarlayan bdliimiinde epitop
bulunur. Bu miisin biiyiikk dl¢iide yumurtalik timor hiicrelerinde salgilanmakla

birlikte biyolojik fonksiyonu biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Miisinler, biiyiik,
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multifonksiyonel glikoproteinlerdir ve siklikla biiylik sayida O-bagli ve N-bagl
oligosakkarit zincirleri eksprese ederler. MUC16’nin salgilanma mekanizmasi
bilinmemekle birlikte proteolitik kirinima takiben sitoplazmik fosforilasyona bagli
oldugu ileri siiriilmiistiir. MUC16 geni tarafindan CA 125 proteini kodlanir ve CA
125 MUC 16 miisin ailesi glikoproteinlerinden biridir. MUC16 genindeki degisim
CA 125 proteininde degisimlere neden olur. MUC16 molekiilii 3 farklt birim
icerir: Amino terminal birim, degisken sayidaki tekrarlayan birim ve kisa
sitoplazmik uclu transmembran ¢apay1 igeren karboksi terminal birim. Amino
terminal birim; Serin/treonin yoniinden zengindir, olduk¢a fazla N-glikozlanma
ve O-glikozlanma béliimleri bulunur ve CA 125 epitopu yoktur. Tekrarlayan
birim de; 9-60 kez tekrarlanan ve her bir tekrarlayan domain 156 aminoasitten
olusur. Tekrarlayan birim bircok CA 125 epitoplar igerir. Anti-CA 125 antikorlar
icin epitoplar (M11 ve OC 125) bu tekrarlayan birimlerin her birinin i¢inde yer
alir. 156 aminoasidin her biri 19 aminoasitte bir disiilfit kopriisii ile baglanir.
Karboksi terminal birim de intraseliiller sitoplazmik u¢ ve transmembran
bolimiinden olusur. Sitoplazmik u¢ serin/tirozin fosforlanma bdliimii ve
potansiyel proteolik kirnim boliimii igerir. Sitoplazmik zincir ise nispeten kisadir,
256 aminoasitten olusur ve fosforlanmis boliime sahiptir. Salgilanmadan 6nce CA
125 protein omurgasinda serin ve treoninin her ikisi fosforilizasyona ugrar. Daha
sonra bu molekiil defosforilizasyona ugrar. MUC16 SEA (sea urchin, enterokinaz,
agrin) modiillerini de igerir. Bu da MUCI16’nin diger miisinlerden ayrilmasini
saglar. Molekiil N-bagl seker zincirlerini i¢eren karbonhidratlarin % 28’ini igerir.
Oligosakkarit birimleri galaktoz, N-asetilglikozamin, N-asetilagalaktoz amin,
mannoz, sialik asit ve fiikkoz yoniinden zengin farkli karbonhidrat birimlerinden
olusur. Sekil 1.23°de MUC16 gen iiriiniin sematik gosterimi verilmektedir. Serum
seviyesi > 35 U.mL" iizerinde olmasi anormalligi gostermekle birlikte bir¢ok ileri
safhadaki yumurtahk kanseri hastalarmin serumunda 100-1000 U.mL™
seviyelerinde bulunur. Peritoneal sivi degerleri 20000-100000 U.mL’

araligindadir.
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CA 125 dnerilen vapisi

tekrarlayvan
birimden biri

40 KDa'luk 60 {

Elcstraseliiler Birim
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Sekil 1.23. MUC16 gen iirliniiniin sematik gosterimi (O Brien 2001)

Yumurtalik kanseri biyolojik belirteglerinden biri olan lizofosfatidik asit
(LPA) 6nemli ekstraseliiler biyoaktif lipit ve duyarli biyolojik belirtectir. Evre I
yumurtalik kanseri olgularinda da saptanabildigi i¢in yumurtalik kanserinde yeni
bir belirtectir. Serum tiimor belirteclerinin ¢ogu protein veya karbonhidrat
yapisinda olduklarindan lizofosfatidik asit gibi lipid belirteglerin gelecekte dnem
kazanacagi diisliniilmektedir. LPA ve metabolitleri lipit temelli sinyal
molekiilleridir. Fosfat grubu reseptor aktivitasyonu i¢in 6dnemli olurken, lipofilik
uc biyolojik aktiviteden sorumludur. Bunun yaninda LPA’da bir de baglayici
boliim bulunur (Sekil 1.24). LPA’nin 6nemli ekstraseliiler aktiviteleri G-protein

bagh reseptorlerine baglanmasiyla diizenlenir. LPA; DNA sentezinde, hiicrenin
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kontrolsiiz ~ biliylimesinin ~ diizenlenmesinde,  hiicre  iskeletinin  tekrar
organizasyonunda, hiicrenin yasamini siirdiirmesinde, ila¢ direncinde, hiicre
adhezyonunda, yer degistirimde (hiicreler aras1 gog), sitokin iiretiminde ve iyon
tasiniminda rol oynar. Mitojenik ve biiylime faktoriine benzer etkisiyle yumurtalik
tiimdrlerinin bilylimesini uyarir. Yumurtalik kanseri hastalarinin karin sivilarinda
bol miktarda bulunur. Peritonal boslukta yumurtalik kanseri hiicrelerinin sayist
artar ve yumurtalik kanseri hiicreleri mezotel hiicreleriyle LPA {iretimini uyarir.
Yumurtalik kanseri olgularinin % 90’nimin plazmasinda lizofosfatidik asidin
yiikseldigi saptanmistir. Ayni c¢alismada; hastalarin % 59’unda CA 125 pozitif
olarak bulunmustur. Serumda < 100 nM’dan diisiikk derisimde bulunur,
inflamasyon, yara iyilesimi ve tiimdrlesme durumunda derigimi > 1000 nM artar
(Budnik ve Mukhopadhyay 2002, Chun ve ark. 2002, Mills ve Moolenaar 2003,
Schot 2010).

Fosfatidik asit Lirofosfatidik a=sit Lizofosfatidilkolin
(PA) (LPA) (LPC)

ATX/lysoPLD Kolin
@ . LR o

__f/-’l- — |I'- () . :I-: . |
- | - = I-_ = I —
sPLAZ) Sn1Sn2 |
/ . 5n-3
. A b ]

[ Fosfat grubu
[ Gliserol temeli
[ Yag agil zincirlen

Sekil 1.24. LPA molekiilii ve metabolik olusumu a) ¢oziiniir fosfolipaz A2 (sPLA?2) ile fosfatidik
asidin hidrolizi ya da fosfolipaz Al (PLAIl) ile hidroliz b) ATX/lizoPLD ile
lizofosfotidil kolinin hidrolizi (kolin hidrofilik grubu serbest kalir, Mills ve Moolenaar

2003)
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1.7. Molekiiler Baskilama

Molekiiler etkilesim kavrami olduk¢a eski bir kavram olup ilk kez
1894°de Fischer’in enzim-substrat etkilesimini ortaya koyan iinlii “anahtar-kilit”
modelini ortaya atmasiyla birlikte konuyla ilgili modern fikirler ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Bu tanima gore; enzim molekiiliiniin ylizeyinde substrat molekiiliiniin
seklini tamamlayan ve bu sekle uygun yapilar bulunmaktadir. Boylece substrat bir
anahtar gibi enzimin aktif bolgeleriyle etkilesir. Molekiiler etkilesim kavraminin
en yeni ve biiyiik ¢apta ilgi géren uygulamalarindan biri de molekiiler baskilama
yontemidir. Molekiiler baskilama yontemi ¢ok yonlii reseptorleri verimli, hizli ve
ekonomik olarak iiretmek igin gelistirilmigtir. Molekiiler baskilama yontemi,
farkl1 matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve biyomolekiillerin seciciligi
yiiksek olarak ayrilmasi i¢in akilli polimer elde edilmesi ve bunun farkh
uygulamalarda kullanilmasini yayginlagtiran yeni bir malzeme gelistirme
yontemidir. Bu yontemde, baskilanmis molekiiller veya iyonlar, fonksiyonel ve
capraz baglayici monomerlerin hedef ligand varliginda polimerizasyonu ile
polimer yiizeyinde baskilanirlar. Baskilanacak molekiil veya iyon bir veya daha
fazla fonksiyonel monomer ile kovalent, kovalent olmayan etkilesimler ve metal-
selat etkilesimlerine dayanan On-kompleks olusturur ve polimerizasyon islemi
sonunda kati polimer i¢inde veya yiizeyinde sabitlesir. Baskilanmis iyon veya
molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ile bir ¢ozelti icindeki hedef molekiil veya
iyonun secici olarak tekrar polimere baglanmasin1 saglayacak sekilde antijen-
antikor etkilesimiyle yarigabilecek segicilikte yuvalar olugur. Bu yontemin temeli

Sekil 1.25°de sematize edilmistir (Biiyliktiryaki 2005, Diltemiz Emir 2006).
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Sekil 1.25. Kovalent ve non-kovalent molekiiler baskilama yonteminin sematik goriiniimi

Baskilanan molekiiliin polimerden uzaklastirilmasi sonucunda polimerde
baskilanan molekiile kimyasal, biiyiiklik, sekil ve ii¢ boyutlu olarak segici
bellekler elde edilir. Bir karisimda baskilanan molekiil polimere segici olarak
tekrar baglanabilir.

Dogadaki molekiilleri tanimlama, ¢ogu bilim adamlarin1 onlar1 taklit
etmeye tesvik etmektedir. Yapay reseptorlerin en onemli avantajlarindan biri
molekiiler tasarimin serbest ve dogal olusmasidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
molekiiler tanimlama i¢in asagidaki faktorlerin uygun olmasi gerektigi
belirlenmistir:

e Reseptdr ve hedef molekiiliin fonksiyonel gruplari birbirini tamamlayici
olmalidir.

e Her iki bilesimlerin konformasyonal serbestligi minimize edilmelidir.

¢ Kimyasal kosullar uygun bir sekilde ayarlanmalidir (Biiyiiktiryaki 2005).

Hedef molekiiliiniin kii¢lik olmasi halinde reseptorler basarili bir sekilde
sentezlenebilir. Endiistride, reseptorler reaksiyon karisimindan hedef molekiilleri
ekonomik olarak ayirmak i¢in ve atik sudan tehlikeli kimyasallar1 uzaklagtirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Uriinlerin ayrilmas1 ve saflastirilmasi bunlarimn iiretim
ticretlerinin toplaminin yarisindan fazlasina karsilik gelmektedir. Bununla birlikte,
endiistriyel ve giinlik yasamimizdaki pratik uygulamalara bakis acisiyla bu

reseptorler bazi sakincalara sahiptir. Bunlar; daha az elde edilebilirlik ve
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endiistriyel uygulamalar icin daha pahali olmalaridir. ikinci olarak, biiyiik konuk
molekiiller icin reseptdrlerin tasarimi tamamen zordur. Ugiincii olarak, kesin
molekiiler tanimlama i¢in bu sentetik reseptorlerle uygun reaksiyon ortamini
saglamak zordur (Biiyiiktiryaki 2005).

Molekiiler baskilama yontemi bu problemlere en iyi sekilde cevap
verebilir. Hedef molekiil varliginda uygun fonksiyonel monomerlerin basitge
polimerlestirilmesiyle, arzu edilen reseptdrler ucuz bir sekilde ve fazla miktarda
hazirlanabilir. Uygun monomerlerin, ¢apraz baglayici ajanlarin birlesmesiyle
hedef baglanma bolgelerindeki kimyasal sartlar kolayca diizenlenebilir. Boylece
hedef molekiile uygun reseptdr kolayca elde edilebilir. Bu 6zellikler molekiiler
baskilama yoOntemini en cazip yOntemlerden birisi yapmaktadir. Molekiil
baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerin en Onemli iki 6zelligine yani;
tanima yetenegi ve spesifik hedef molekiilleri baglama yetenegine sahiptirler.
Fakat; molekiil baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerden su acilardan

farklidirlar.

e Molekiil baskilanmis polimerler ¢ok biiyiiktiir, katidir ve ¢ézlinmezler.
e Buna karsin bunlarin dogal karsiliklar1 daha kiigiiktiir, esnektir ve ¢cogu
durumlarda ¢oziintirdiirler.
e Biiyiikliiklerine bagli olarak molekiil baskilanmig polimerler binlerce veya
milyonlarca baglanma bdlgesine sahiptirler.
e Buna karsin biyolojik reseptorler cok az veya sadece bir tane baglanma
bolgesine sahiptirler.
e Buna ek olarak molekiil baskilanmis polimerlerdeki baglama bolgelerinin
popiilasyonu heterojendir (Diltemiz Emir 2006, Ozcan Atilir 2007).
Molekiill baskilanmis polimerler kati faz ekstraksiyonu, sivi
kromatografisi, kapiler elektroforez, kapiler elektrokromatografi, kimyasal sensor
gelistirilmesi  alanlarinda  kullanilmaktadirlar.  Son  zamanlarda molekiil
baskilanmis polimerler kimyasal sensor sistemlerinde molekiil tanima membrani

veya tabakasi olarak kullanilmaktadirlar.
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1.8. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, nanometre Olgegindeki malzemelerin tasarimi, tretimi,
montaji, karakterizasyonu ve bu malzemelerden elde edilmis minyatiir
fonksiyonel sistemlerin uygulamalarini inceleyen ve hizla gelisen disiplinlerarasi
aragtirma gelistirme faaliyetlerinin tiimiinii temsil etmektedir. Nanoteknoloji 1-
100 nanometre boyutlarindaki maddelerin anlagilmasi, kontrol edilmesi ve
atomsal seviyede degistirilip, islevsel hale getirilmesidir.

Nanopartikiillerin yliksek performansa sahip olmasi kiiciik boyutta
olmalarinin yaninda diizenli boyut dagilimi gostermesi ile de ilintilidir.
Monodispers nanopartikiil {iretimi i¢in asir1 doygun ¢ozeltiden nanokristallerin
cekirdeklesmesini yavas biiylime fazi takip eder (Cui ve ark. 2009). Tim
nanokristaller es zamanli olarak c¢ekirdeklesmisse hepsi benzer biiylime hizina
sahip olacaklardir ve olusan nanokristallerin popiilasyonu dar biiyiiklik dagilimi
gosterecektir. Nanokristallerin biiytlikliigli biiyiime fazinin siiresine bagli olarak
degisir. Cekirdeklesme olay1 basladiginda biiyiime baslar ve derisim
cekirdeklesme esiginin altina diiser. Cekirdeklesme fazi boyunca ¢ok az biiylime

gerceklesirse biiyiikliik dagilim orani az olur ve monodispers nanokristaller elde

edilir (Sekil 1.26).

homojen Gncii keritike agregasyomn biiyiime
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Sekil 1.26. Nanopartikiil olusum asamalari

Partikiil biiyiikliigiinii etkileyen etmenler; dogal olmayan partikiillerin
varlig1 (partikiillerin biiylimesine neden olur), elektrostatik enerji bariyeri
(kolloidal partikiiller yiiklii olabilir, benzer yiiklii partikiillerin birbirini itmesi ile

koagiilasyon oOnlenebilir) ve sterik itmedir (surfaktan eklenmesi ile kolloidler
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stabilize edilebilir, nanopartikiiller i¢in tercih edilen bir yontemdir ve
nanopartikiillerin optoelektronik 6zelliklerini etkiler). Nanopartikiil olusum
dinamigi tiirlerin ¢oziliciide ¢ozlinmesine dayali olarak ¢oziicliniin dielektrik
sabitine, sicaklik ve c¢ozeltilerin derisimine baghdir. Seyreltik ¢ozeltiler
kullanildiginda partikiiller arasi ¢arpisma azalacagindan aglomerasyon ve ¢okelme

gerceklesmez (He ve ark. 2007, Park ve ark. 2007).

Nanopartikiillerin biiyiikliikk dagilimini gelistirmek i¢in (Sekil 1.27);

= Hizl ¢ekirdeklesmeyi yavas biiylime takip etmelidir,

. Belirli bir reaksiyon ortami saglanmalidir (sicaklik egilimi, reaksiyon

ortamindaki kimyasal bilesim degisimi ayarlanarak),

. Homojen reaksiyon ortami elde etmek i¢in reaktiflerin hizli karistirilmasi
gerekir,

. Karigtirma reaksiyon siiresinden daha kisa zamanda olmalidir ve

. Reaksiyon sigesinde termal homojenlik saglanmalidir.

Doyunilmus  Céziinmez .
gozelti Monomerler Manopartikiiller Cekirdeklenme
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Sekil 1.27. Zaman ve derisime bagl olarak ¢ekirdeklesme, biiylime ve agregerasyon
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Son yillarda nanometre aralifinda manyetik nanopartikiillerin
hazirlanmast i¢in bir ka¢ metot Onerilmis ve gelistirilmistir. Manyetik
nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal yontemlerle hazirlanabilir. Manyetik
nanopartikiiller lazer buharlastirma, termal buharlastirma, ark bosalim ve plazma
buharlastirma gibi kondenzasyon metotlarin kullanilmasi ile fiziksel yontemlerle
hazirlanabilir. Burada ¢esitli  yollarla olusturulan metal buharlariyla
nanopartikiiller hazirlanir. Cozeltilerden kimyasal sentez ise nanopartikiillerin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal sentez; partikiil
boyutu, morfoloji, dagilim ve yapinin yanisira manyetik 6zellikleri agisindan da
avantajlar saglar. Naopartikiiller, sulu ya da organik ¢ozeltilerde kararli kolloidal
stispansiyonlar1 olarak hazirlanabilirler. Bu yontemlerin kullanimiyla Fe;Oq4
(magnetit), y-Fe,Os (maghemite), Fe ve Co gibi saf metaller, MgFe;O4, MnFe;04
ve CoFe,O4 gibi spinel tiirli ferromagnet, CoPt; ve FePt gibi alagimlar farkli
bilesimler ~ve  fazlardan  farkli  tiirdeki  manyetik  nanopartikiiller
sentezlenebilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in ¢oktiirme,
sol-jel, hidrotermal, mikroemiilsiyon ve organik onciilerin termal bozunmasi gibi
bazi kimyasal yaklagimlar kullanilabilmektedir. Sulu fazda, birlikte ¢cokme siireci
ile sentezlenen ve kaplama tabakasi ile kaplanan Fe;O4 ve Fe,Os nanopartikiilleri
son zamanlarda klinik arastirmalarda manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
kontrast ajanlar1 olarak kullanilmaktadir. Bu hidrolitik silire¢ metal-iyonlari
cozeltilerinin pH’mnin arttirilmast ile istenen bilesimdeki nanopartikiillerin
cokmesi ile sonuglanan siirectir. Manyetik nanopartikiillerinin boyut, biiyiikliik ve
bilesimi kullanilan tuzun tirii (kloriirler, stilfatlar, nitratlar), Fe?'/Fe* orani,
reaksiyon sicakligi, pH degeri ve ortamin iyonik kuvvetinden ¢ok fazla etkilenir.
Co, Zn ve Mn’1 igeren ferrit yapilarindaki diger manyetik nanopartikiiller de bu
metot ile hazirlanabilirler. Son zamanlarda, farkli boyutlardaki monodispers
manyetik nanopartikiillerin  hazirlanmasinda  polivinil alkol (PVA) ve
tetrametilamonyum hidroksit (TMAOH) gibi stabilizasyon ya da indirgeme
ajanlan olarak organik katkilarinin kullanilmasi 6nemli gelisme saglamistir. Bu
metotla, nanometre araligindaki boyutta fakat biiylik boyut dagiliminda kiiresel

nanopartikiiller elde edilebilir. Bu teknik, tek adimda maliyeti az olarak biiytik
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miktarda nanopartikiillerin hazirlanmasin1 saglar (Fornara 2008, Indira ve
Lakshmi 2010, Frey ve ark 2009, Gubin ve ark. 2005).

Manyetik nanopartikiillerin 6zellikle oksitlerinin hazirlanmasi igin bir
diger yol sol-jel metodudur. Bu metot, saf, stokiyometrik ve monodispers oksit
nanopartikiillerin sentezi icin ¢ozelti kimyasina dayanan bir tekniktir. Metal
Onciilerinin yavas hidrolizi ile baslar ve polikondenzasyon reaksiyonlar1 sol adi
verilen kolloidal sistemi olusturur. Bu metotla, sol jel ad1 verilen siv1 faz1 igeren
agin olusumu saglanir. 10-100 nanometre araliginda nispeten dar boyut
dagiliminda ve biiylik boyuttaki nanopartikiiller elde edilebilir ve sentez diisiik
sicakliklarda gergeklestirilebilir (Fornara 2008).

Nanomateryallerin hazirlanmasi i¢in tgiincii kimyasal yol hidrotermal
metodudur ve yiiksek sicaklikta gergeklestirilir. Esas olarak ferrit
nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Bu strateji, yiiksek sicaklik ve
basingta sulu ya da organik sistemlerdeki sentez sliresince olusan sivi, kat1 ve
cozelti fazlarinin ara ylizeyinde olusan genel faz transferi ve ayrim
mekanizmasina dayanir. Monodispers nanopartikiiller hazirlamak icin metal
tuzlari, etilen glikol, sodyum asetat ve polietilen glikol kullanilmasiyla
hidrotermal sartlar altinda gerceklestirilir. Tipik olarak reaksiyon karigimi berrak
cozelti olusturmak icin karigtirilir, daha sonra Teflon kapli paslanmaz celik
otoklava koyulur ve 72 saat 200-300 °C kadar yiiksek sicaklikta tutulur. Boyut,
dagilim ve nanopartikiiliin olusumunun kontrolii i¢in uygun ¢oziiciilerin
karisiminin secimiyle, sicaklik, basing ve reaksiyon zamani gibi parametrelerin
degistirilmesiyle elde edilebilir. Bu siire¢ yiiksek basing ve zaman periyodu igin
yiiksek sicaklik gerektirir. Bu nedenle verimi yiikseltmek kolay degildir (Fornara
2008, Indira ve Lakshmi 2010, Frey ve ark. 2009, Gubin ve ark. 2005, Lu ve ark.
2007).

Nanopartikiil hazirlamak i¢in bir diger yol mikroemiilsiyon sisteminde
reaksiyonun gergeklestirilmesidir. Mikroemiilsiyon iki karigsmayan sivinin
termodinamik olarak kararli izotropik dispersiyonudur. Burada sivilarin her
birinin ya da her ikisinin mikrodinamigi surfaktan molekiillerin arayiiz filmiyle
stabilize edilir. Bagil derisimlere bagli olarak, ¢oziiclii karisiminda surfaktan

molekiilleri misel, bilayer ya da kesecik gibi farkli yapilara kendiginden toplanir.
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Nanopartikiil sentezinde en yaygin olarak ters (yagda su) ya da normal (suda yag)
yapidaki misellerin her biri kullanilir. Her iki durumda da, dispers faz 2-100 nm
boyut araligindaki monodispers damlalardan olusur. Dispers faz sentez ve
nanopartikiillerin olusumu i¢in smirh ¢evre saglar. Mikroemiilsiyon tekniginin
kullanilmastyla metalik Co, Co/Pt alagimlari, altin kapli Co/Pt nanopartikiilleri ve
spinel ferritler sentezlenebilmektedir. Nanopartikiil sentezinin gerceklestigi
nanoreaktorlere CTAB, SDS ve polietoksilatlar (Tween) gibi bazi surfaktanlar
eklenmektedir. Emiilsiyon metodunun baglica avantaji misellerin boyutunun
degistirilmesiyle ve nanoreaktdrlerin birbirinden ayrilmasiyla partikiil biiylimesi
siirlandirilmasi ve partikiil boyutunun kolayca kontrol edilebilmesidir.

Yiiksek kalite yari iletken nanokristaller ve oksitlerin sentezi igin
kullanilan manyetik nanopartikiiller termal bozunma metodu ile de
sentezlenebilir. Bu siireg, yiiksek sicakliklarda sulu olmayan ortamda gerceklesir.
Farkli boyut ve sekildeki farkli manyetik nanopartikiiller sentezlenebilir. Kiigiik
boyutlu monodispers manyetik nanokristaller baglica stabilize edici surfaktanlari
iceren yiiksek kaynama noktali organik coziiciilerde organometalik bilesiklerin
termal bozunmasiyla sentezlenebilirler. Organometalik bilesikleri olarak metal
asetilasetonatlar [M(acac),] (M=Fe, Mn, Co, Ni, Cr, n=2 ya da 3,
acac=asetilasetonat), metal kupferronatlar [MyCupx] (M= metal iyonu, Cup= N-
nitrozfenilhidroksilamin, CcHsN(NO)O") ya da karboniller kullanilabilmektedir.
Yag asitleri, oleik asit, olilamin ve hekzadesilamin yaygin olarak kullanilan
surfaktanlardir. Organometalik bilesikler, surfaktan ve ¢Oziiciiyii igeren baslama
reaktiflerinin oranlar1 bu metotla hazirlanan manyetik nanopartikiillerin
morfolojisini ve bllylikliigiinii kontrol i¢in nihai parametredir. Reaksiyon sicakligi,
reaksiyon zamani, bunun yaninda olgunlagsma periyodu boyut ve morfolojinin
kesin kontrolii i¢in daha 6nemlidir (Fornara 2008).

Manyetik  naopartikiiller, yiliksek yiizey/hacim oranina sahip
olduklarindan yiiksek yiizey enerjilerine sahiptirler. Bu nedenle, yiizey enerjilerini
azaltmak icin agrege olma egilimindedirler. Manyetik nanopartikiiller, havaya
maruz kaldiginda kolaylikla okside olur. Bu da manyetik ve dispers olma
ozelliklerinin kaybolmasina neden olur. Manyetik nanopartikiillerin kararliligini

saglamak ve devam ettirmek icin uygun yiizey kaplama islemi
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gergeklestirilmelidir. Kiigiik organik molekiiller, surfaktanlar, polimerler ve
biyomolekiiller gibi organik molekiillerle ya da silika, metal ya da metal oksit (ya
da metal siilfiir) gibi inorganik tabaka ile kaplanabilirler. Fonksiyonel molekiiller,
partikiiller veya polimerlerle nanopartikiillerin  ylizey  modifikasyonu
gerceklestirilmesi ile ¢ozeltide nanopartikiiller stabilize edilir. Daha sonraki
uygulamalar i¢in yiizeyde fonksiyonel gruplar saglanir (Dios ve Diaz-Garcia
2010, Varanda ve ark. 2011).

Bu tez calismasinda kullanilan bir diger nanopartikiil karbonun
allotroplarindan biri olan CNT’tiir. Karbon, yapabildigi bilesiklerin sayis1 ve
cesitliligi yoniinden, diger elementlerden farkli ve 6zgiin bir yapidadir. Grafit,
elmas ve fulleren karbonun allotroplaridir. Bir grafit katmaninda her bir karbon
atomu diger 3 karbon atomuna sp” hibritlesmesi ile baglanir. Grafit tabakalari da
iki boyutlu diizlemde birbirlerine baglanir. Cok kararli, giiclii ve esnek bir yapida
olan her bir grafit katmani kendi basina da kararliligin1 koruyabildiginden, komsu
katmanlara ¢ok zayif baglarla baglanir. Bu nedenle tabakalar birbiri iizerinde
kolayca kayabilirler ve grafitin iyi bir yaglayict olma o6zelligi buradan
kaynaklanmaktadir. Elmasta ise bir karbon atomu diger 4 karbon atomuna sp’
hibritlesmesi yaparak baglanir. Karbon atomlar1 arasindaki bu baglarin ¢ok
kuvvetli olmasi nedeniyle elmas ¢ok sert ve kararli bir yapiya sahiptir ve 1sil
iletkenligi ¢ok yliksektir. Son yillarda gerceklesen gelismelerle karbonun 6nemi
daha da artmistir. Bu gelismelerin en 6nemlisi 1985 yilinda Kroto ve arkadaglari
tarafindan 60 karbon atomunun simetrik bicimde siralanmasiyla elde edilen futbol
topu seklindeki “buckminister fullerene” molekiiliiniin kesfidir (Sekil 1.28). 1 nm
biiytikliigiindeki bu molekiiller ¢elikten daha giiglii, plastikten daha hafiftir ve 1s1
ve elektrigi iletirler (Bozkaya 2008).
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Sekil 1.28. Karbonun allotroplar a) grafit, b) elmas, c) fulleren

Diger bir 6nemli gelisme de 1991 yilinda Japon bilim adami Sumio
[ijima tarafindan fulleren molekiiliiniin esnetilmis bir sekli olan ve fullerenlerden
daha {stiin Ozellikler gosteren ¢ok duvarlt karbon nanotiiplerin (MWNT)
kesfedilmesidir (Sekil 1.29 a). Tek duvarli nanotiipler (SWNT) ise 1993 yilinda
dretilmistir (Sekil 1.29 b). SWNT’lerin ¢aplar1 1-5 nm arasinda degisirken,
MWNT lerin dis ¢aplar1 genellikle > 30-40 nm ve duvarlar arasindaki mesafe de
0,34 nm’dir (Bozkaya 2008).
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Sekil 1.29. a) Cok duvarli nanotiip (MWNT), b) Tek duvarli nanotiip (SWNT)

Karbon nanotiip (CNT), grafitin bal petegini andiran atom diizleminin bir
silindir iizerine hi¢bir kusur olusturmadan kesiksiz olarak sarilmis bir sekli olarak
diisiiniilebilir. Nanotiipler bilinen en giiclii fiberlerdir. Tek bir nanotiip, birim

alanda tastyabildigi yiik gbz oniine alindiginda, gelikten kat kat daha giigliidiir.
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Karbon nanotiipler genellikle ark bosaltma, lazer asindirma ve kimyasal buhar
cokeltme yontemleri ile sentezlenebilir.

Son zamanlarda CNT, MALDI analizinde matriks olarak
kullanilmaktadir (Ren ve Guo 2005, Chen ve ark. 2004). CNT, lazer 15181 altinda
analite enerji transfer eder; boylelikle analit kolayca desorbe olur ve iyonlasir.
Ayrica; matriks iyonlarinin girisimi ve analitin par¢alanmasinin giderilmesiyle iyi
bir duyarlilik ve tekrarlanabilirlik elde edilir. Calismanin biyolojik belirteg
belirlenmesi kisminda CNT kat1 destek olarak kullanilmigtir. CNT {in yami sira
MALDI c¢aligmalarinda Au, Si, Ag, QD (kuantum noktaciklar1) gibi
nanopartikiiller de kullanilmaktadir (Pan ve ark. 2005, Bailes ve ark. 2009, Taira
ve ark. 2008, Jagtap ve Ambre 2005).

MIP ve nanopartikiillerin kombinasyonu ile molekiillerin segici
tanimlanmasina yonelik ¢alismalar son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Diltemiz ve ark. 2008; Lin ve ark. 2004; Cai ve ark. 2010, Kan ve ark. 2009).
Ansell ve Mosbach (1998) molekiil baskilanmis polimer-magnetik demir oksit
kompozit materyalininin kullanimu ile (S)-propranol ligandinin baglanma analizini
gerceklestirmislerdir. Ji ve arkadaslar1 (2009) hedef molekiil olarak bisfenol A
(BPA), fonksiyonel monomer olarak vinilpridin (VP) ve capraz baglayici olarak
etilenglikol metakrilat (EDMA) kullanarak miniemiilsiyon polimerizasyonu
sonucunda manyetik molekiil baskilanmis polimer sentezlemislerdir. Daha sonra,
hazirlanan malzemeyle c¢evresel sudan ve siit oOrneginden BPA’nin
ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. Su O6rnegi i¢cin BPA’nin tayin limiti
14 ngL™" olarak bulunurken, siit rneginde 0.16 pgL™" olarak bulunmustur. Linke
ve arkadaglar1 (2004) CdSe/ZnS ¢ekirdek kabuk nanopartikiillerini tiirevlendirerek
metakrilik asit (MAA), 4-vinilpridin (VP) ve EDMA kullanarak molekiil
baskilanmis polimer hazirlamiglar ve urasil ve kafein molekiillerin baglanmasini
calismiglardir. Cai ve arkadaglarinin calismasinda (2010) CNT kullanarak
elektropolimerizasyon ile molekiil baskilanmig polimer hazirlamislar ve insan
ferritin ve papillomavirus tiirevlendirilmis E7 proteinleri i¢in spesifik sensor
hazirlamislardir. Kan ve arkadaslarinin g¢alismasinda ise (2009) Fe;O4
nanopartikiillerinin ylizeyinde aspirin hedef molekiiliinii kullanarak MAA,

trimetilpropan trimetakrilatin (TRIM) kopolimerizasyonuyla molekiil baskilanmig
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polimer hazirlamislar, hazirlanan baskilanmis nanopartikiiliin aspirine segiciligi ve
aspirinin kontrollii salinimi ¢alisilmistir.

Proteomik ¢aligmalarinda nanoteknoloji uygulamasi icin iki yaklagim
bulunmaktadir. ilk yaklasimda proteinlerin ayrimi i¢in nanosistemlerin
hazirlanmasidir. Burada amag¢ bu proteinlerin belirlenmesi ve tanimlanmasidir.
Nanoelektroforetik sistemler, LC i¢in nanokolonlar ve manyetik kiirecikler gibi
sistemler baglanan materyalin geri kazanimini ve saflastirilmasini kolaylagtirir.
Kompleks karisimlardan proteinler es zamanli deristirilir ve ayrilir. ikinci
yaklagim ise bireysel molekiilleri ve bunlarin komplekslerini sayan molekiiler
dedektorlerin  uygulamasidir. Bunlar taramali atomik mikroskopi, optik
mikroskoplar ve kroyokiitle dedektorleridir. Elektroforetik ve kromatografik
ayirim prosediirlerinde nanoteknolojinin uygulanmasi sonucunda nanohacimler ya
da nanoakis hizinin kullanilmasi ile Ornekten daha az miktar kullanimi
mimkiindiir. Analiz daha kisa silirede gergeklesir. Nanokromatografik
kolonlarinin MS’in nanoelektrosprey iyon kaynagi ile kombinasyonu sonucunda
kullanimiyla nano miktardaki proteinlerin belirlenmesi miimkiindiir. Coziicii akis
hiz1 olarak dakikada birka¢ nanolitre kullanilmasi ¢oziicii kullanimini azaltir ve
duyarlilikta 100 kat artisa neden olmaktadir (Ivanov ve ark. 2006, Johnson ve ark.
2008).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Sunulan ¢alisma kapsaminda yapilan deneysel calismalari asagidaki

basliklar altinda toplamak miimk{indiir:

1.  Metakriloamidotriptofan (MATrp), foto duyarli aminoasit monomeri [Bis(2-
2’-bipiridil)bis(MATrp)-Rutenyum(Il); (MATrp),-Ru-(bpy).], foto duyarh selat
dop edilen silika nanopartikiili ve siiperparamanyetik silika nanopartikiiliin
sentezi ve karakterizasyonu,

2. Albumin ve immunoglobulin G (IgG) uzaklastirilmasi i¢in Cibacron Blue
F3GA (CB), Protein A ve hem CB hem de Protein A bagli Fe,Os nanopartikiillerin
hazirlanmasi ve karakterizasyonu,

3. Hazirlanan her ii¢ kati faz sistemi ile sulu ¢ozeltiden ve kan serumundan
albumin ve IgG uzaklastirilmasi,

4. Ticari uzaklagtirma sistemi ile kan serumundan albumin ve IgG
uzaklastirilmasi,

5. (MAAP),-Tb(IlTl) ve (MAAP),-Eu(Ill) metal-selat monomerlerinin
hazirlanmasi, CNT ve Fe;Os nanopartikiillerinin fonksiyonellendirilmesi ve
karakterizasyonu,

6. Hazirlanan kat1 destekler kullanilarak fosfoserin ve lizofosfatidik asit
baskilama,

7.  Hazirlanan kat1 desteklerin (nanosensdr) kullanilmasiyla CA 125 ve LPA

tayin limitlerinin belirlenmesi.

2.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Azobisizobutironitril  (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA),
europiyum nitrat pentahidrat (Eu(NO3);.5H,0), fosfoserin (PS), Cibacron blue
F3GA (CB), protein A, immunoglobulin G (IgG), trimetoksisillilpropil metakrilat
(TMSPM), a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA) ve sinapinik asit (SA) Fluka
AG (Buchs, Switzerland) firmasindan alinmistir. EDMA hidrokinonin inhibitorii
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ile vakum altinda distile edilerek kullanilmadan 6nce 4 °C’da saklanmuistir.
Yumurtalik tiimér antijeni (kanser antijen 125; CA 125), oleoil-L-a-lizofosfatidik
asit sodyum tuzu (LPA), Triton X-100, serum albumin, Tb(NO;);.5H,O ve
tetraetilortosilikat (TEOS) Sigma Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan
almmugtir. Diger biitiin kimyasallar ve biyokimyasallar analitik saflikta olup,
Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmaistir.

Deneylerde kullanilan su; yiiksek akisli selilloz membranli Barnstead
(Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra

Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi ve Human UP 900 kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf

suyun iletkenligi 18 megaohm.cm™dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

FT-IR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum 100 ve 2000 FT-IR
Spectrometre cihazlar ile alinmistir. pH 6lgtimleri WTW Series InoLab pH730
model pH metre ile yapilmstir. 'H ve >C NMR spektrumlar1 Bruker 500 MHz
NMR cihaziyla, Gegirimli Emisyon Mikroskobu (TEM) goriintiileri FEI-Tecnai

G2 Sprit mikroskobu ile (20-120 kV) ve metal-selat monomerlerinin
karakterizasyonu i¢cin MALDI-TOF-MS spektrumlar1 Applied Biosystems
Voyager STR ile elde edilmistir. Kesikli sistemde albumin ve immunoglobulin G
adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri Shimadzu 2401 PC UV-Goriiniir Bolge
Taramali Spektrofotometresi ile elde edilmistir. PS ve LPA baskili CNT
nanopartikiillerin uyarilma ve emisyon dalgaboylar1 arasindaki ayirim igin
floresans Olclimleri Varian Cary Eclipse marka spektroflorimetre kullanilarak
gergeklestirilmistir.  AFM  goriintiileri  standart silikon uglu (kuvvet sabiti
~40 Nm™', rezonans frekans1 ~ 137 kHz) Q-Scope 250 (Quesant) cihazi ile 4 Hz
tarama hizinda temassiz durumda (non-contact moda) alinmistir. Zeta boyutu ve
boyut dagilimi dlglimleri ZEN 3600 Model Zetasizer Nano-ZS (Malvern Inst.
Ltd., UK) zetametre cihazi ile yapilmistir. Optik aygit 5 mW’luk He-Ne (638 nm)
lazer igermektedir. Manyetik nanopartikiillerin ESR spektrumu Varian E-Line 9

spektrometresi ile alinmistir.
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2.2. Fotoduyarh Selat Dop [Edilen Silika Nanopartikiili ve

Siiperparamanyetik Silika Nanopartikiiliin Hazirlanmasi

Metakriloamidotriptofan (MATrp) monomeri sentezlenmesi sonrasinda
fotoduyarli aminoasit monomeri sentezlenmistir. Fotoduyarli aminoasit monomeri;
fotoduyarli selat dop edilen silika nanopartikiilii ve siiperparamanyetik silika
nanopartikiiliin sentezinde kullanilmistir. Fotoduyarli aminoasit monomeri daha
sonra 2.3.2 boliimiinde verilen trimetoksi sillil propil metakrilat (TMSPM) ile
fonksiyonellendirilen Fe,Os nanopartikiiliine Protein A ve Cibacron Blue F3GA
baglanmas1 amaciyla kullanilmistir. Monomerlerin, fotoduyarli selat dop edilen
silika nanopartikiilii ve stiperparamanyetik silika nanopartikiiliin sentezi asagidaki

bolimlerde verilmektedir.

2.2.1. Metakriloamidotriptofan (MATrp) monomerinin sentezi

2-Metakriloamidotriptofan =~ monomerinin  sentezi i¢in  uygulanan
yontemde; triptofan (1 eq) aminoasidi 1 M NaOH c¢ozletisi ile ¢oOziilmiistiir.
Metakriloilbenzotriazol (MA-Bt) (1 eq) 25 mL 1,4-diokzanda ¢oziildiikten sonra
yavag¢a aminoasit ¢ozeltisine eklenmistir. Reaksiyon karigimi 10-20 dakika oda
sicakliginda karistirilmistir. Reaksiyonun tamamlandigi TLC ile gozlenmistir ve
reaksiyon tamamlandiktan sonra 1,4-diokzan vakum altinda buharlastirilmistir.
Arta kalan tortu su ile seyreltildikten sonra 1H-benzotriazolii uzaklastirmak icin
etil asetat (3x 50 mL) ile ekstrakte edilmistir. Toplanan su faz1 % 10’luk HCI
cozeltisinin kullanilmasi ile pH=6-7"ye noétralize edilmistir (metakroil grubunun
asidik ortamda olas1 polimerizasyonunu engellemek i¢in pH 6-7 civarinda
tutulmalidir). Su doner buharlastiricida buharlastirildiktan  sonra  MATrp
monomeri (Sekil 2.1) % 85 verimle elde edilmistir (Hiir ve ark. 2007, Say 2009).
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Sekil 2.1. Metakriloamidotriptofan (MATrp) monomerinin sentezi

2.2.2. Bis(2-2’-bipiridil)bis(MATrp)-Rutenyum(II) sentezi

RuCly(bipyr), (1eq) suda ¢oziilmiis ve ¢ozelti 0 °C’ye sogutularak trietil
amin (NEt;) eklenmistir. Hazirlanan bu ¢oézeltiye MATrp (2 eq) sulu ¢ozeltisi
damla damla eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca karistirilmistir.
Daha sonra karisim 80 °C’de 24 saat refluks edilmistir. Olusan kahve renkli
kompleks (Sekil 2.2) siiziilmiis, eterle yikanmis ve vakumda kurutulmustur (Say

2009).

+ 2 —_—

OH
Diklorobis(2-2'"-bipiridil)rutenyum(II) MATrp Bis(2-2"-bipiridil) bis(tMATrp)-rutenyum(II)

Sekil 2.2. Bis(2-2’-bipyridyl) bis(MATrp)-rutenyum(II) foto duyarl selatin sentezi
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2.2.3. Fotoduyarh selat dop edilen silika nanopartikiiliin sentezi ve yiizey

modifikasyonu

W/O mikroemiilsiyonu, 1.77 mL Triton X-100, 7.5 mL siklohekzan,
1.8 mL n-hekzanol ve 340 pL deiyonize su eklenmesi ile hazirlanmistir. Foto
duyarli selat cozeltisinden ((MATrp),-Ru-(bpy),) 1 mL alinarak 17.7 mL
deiyonize su eklenmesiyle W/O oran1 10 olacak sekilde ayarlanmistir (Santra ve
ark. 2001). Daha sonra 100 uL tetraetilortosilikat (TEOS) ile 60 pL NHj;
eklenerek polimerizasyon reaksiyonu 24 saatte gerceklestirilmistir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra 50 mL aseton ilave edilerek nanopartikiiller ayrilmis, daha
sonra santrifiijleme yapilarak nanopartikiillerin etanol ve deiyonize su ile
yikanmasiyla surfaktan molekiilleri uzaklastirilmistir.

Nanopartikiiller 5 mL aseton ile dispers edilerek alindiktan sonra 0.5 mL
3-(trimetoksi sillil) propil metakrilat (TMSPM) eklenmis ve 24 saat
karigtirtlmigtir.  TMSPM  eklenmesiyle ylizeyde sillilleme gergeklestirilerek
monomerin baglanabilecegi metakrilat grubu olusturulmustur. Daha sonra

nanopartikiiller santrifiijlenerek 5 mL aseton ile dispers edilmistir.

2.24. Foto duyarh selat dop edilen siiperparamanyetik silika

nanopartikiillerin sentezi

0.2 mL manyetik demir oksit nanopartikiilleri 5 mL aseton ile birkag¢ kez
yikanmistir ve daha sonra demir oksit nanopartikiilleri toluen igerisinde dispers
edilmistir. Toluen silispansiyonuna 40 mL izopropanol, 7 mL deiyonize su ve
I mL NHj iceren ¢ozelti eklenerek N, atmosferinde 10 dakika ve daha sonra foto
duyarh selat ¢ozeltisi eklenerek 1 saat karistirilmistir. 0.125 mL TEOS eklenip 1
dakika daha karistirilmis ve 12 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Manyetik

silika nanopartikiilleri santrifiij edilerek etanolle yikanmistir (Zou ve ark. 2008).
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2.3. Albumin ve IgG Uzaklastirma Sistemlerinin Hazirlanmasi

Albumin ve IgG uzaklastirilmasi i¢in Cibacron Blue F3GA (CB), Protein
A (Pro A) ve hem CB hem de Pro A bagl Fe,O3 nanopartikiilleri (CB SPN, Pro A
SPN ve Pro A/CB SPN) olmak tizere li¢ farkli kat1 faz destegi hazirlanmistir.

2.3.1. Fe;O3; nanopartikiillerinin fonksiyonellendirilmesi

0.6 g Fe,O3 nanopartikiillerine 3 mL TMSPM ve 15 mL toluen eklenip 1
giin boyunca karistirilmasiyla Fe,Os; nanopartikiillerinin  ylizeyi modifiye
edilmistir (Kegili ve ark. 2011). Fe,O; nanopartikiillerine baglanmadan kalan
TMSPM toluen ile yikanarak uzaklastirilmistir. TMSPM ile fonksiyonellendirilen
Fe,O3 nanopartikiillerin yapist Sekil 2.3°de goriilmektedir. Daha sonra Fe;Os
nanopartikiileri 2 mgmL™" derisimindeki (MATrp),-Ru-(bpy), fotoduyarh selat ile
4 saat etkilestirilmistir. Fe;O; nanopartikiiline baglanmadan kalan fotoduyarl
selat uzaklagtirildiktan sonra, bu nanopartikiiller iige ayrilarak albumin ve IgG

ayirimu gerceklestirmek amaciyla nanopartikiillere Pro A ve CB baglanmustir.

OH
R
HO OH |2
. .
HO Sic~or,
OH RO \
OR,
HO
OH RIZ-CH3
OH

R,= (CH,);-0O-COC(CH,)(CHj3)

Sekil 2.3. Manyetik nanopartikiilin TMSPM ile fonksiyonellendirilmesi

2.3.2. Protein A (Pro A), Cibacron Blue F3GA (CB) ve Pro A/CB baglanms

Fe,03 nanopartikiilerin hazirlanmasi

Pro A baghh Fe,O; nanopartikiili (Pro A SPN) IgG ayriminda
kullanilmak {izere hazirlanmistir. Bunun i¢in ylizeyi modifiye edilen 0.2 g Fe,0O;

nanopartikiilii énce pH 7 PBS tamponunda hazirlanan 1 mgmL™" derisimindeki
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Pro A c¢ozeltisi ile 30 dakika etkilestirilmistir. Daha sonra 300 uL. APS ve 300 pL
EDMA eklenmis ve giin 15181inda polimerizasyonun gerceklestirilmesiyle ¢apraz
bagli Pro A SPN hazirlanmistir (Sekil 2.4).

Albumin ayiriminda kullanilmak tlizere CB bagli Fe,O; nanopartikiilii
(CB SPN) ise asagidaki gibi hazirlanmistir. Yiizeyi modifiye edilen 0.4 g Fe,O;
nanopartikiilii 50 mL deiyonize su ve 5 mg mL™ derisiminde CB eklenerek
60 °C’de 30 dakika 1sitilmistir. Daha sonra nanopartikiillerin yilizeyine boyanin
baglanmasin1 saglamak icin 7 g NaCl eklenmis ve 30 dakika aymi sicaklikta
isitilmigtir. Son  asamada; boya ile nanopartikiil arasindaki reaksiyonu
hizlandirmak i¢in 1 g Na,CO; eklenmis ve sicaklik 80 °C’ye yiikseltilerek 2 saat
karigtirilmistir.  Daha sonra spesifik olmayan baglanmayla baglanan boya
molekiillerinin uzaklastirilmast i¢cin CB SPN, metanol ve deiyonize su ile
yikanmistir (Kassab ve ark. 2000, Uzun ve Denizli 2002, Yavuz ve ark. 2003). CB
SPN mikrobiyal kirlenmeyi onlemek amaciyla % 0.02 sodyum azitte toplanarak
4 °C’de saklanmustir. Baglanan CB miktar1 630 nm’de UV absorbansindaki
azalma ile 6l¢iilmiistiir. Kullanilan adsorpsiyon/desorpsiyon ortaminda CB bagl
Fe,Os nanopartikiillerinden CB sizmast 630 nm’de spektrofotometrik olarak
kontrol edilmistir.

Elde edilen CB SPN ikiye ayrilarak birincisi, sadece albumin
adsorpsiyonunda, digeri ise hem albumin hem de IgG adsorpsiyonunda
kullanilmak tizere Pro A SPN sentezinde de gerceklestirildigi gibi Pro A ile
baglanmustir. 0.2 g CB SPN’ye 1 mgmL™ derisimindeki Pro A ¢ozeltisi, 300 pL
APS ve 300 pL EDMA ceklenerek giin 1s18inda  polimerizasyon
gergeklestirilmistir.  Sekil 2.4’de albumin ve IgG uzaklagtirmak amaciyla
kullanilan nanopartikiillerin hazirlanmalar1 sematize edilmistir. Nanopartikiillere
baglanan Pro A miktar1 730 nm’deki UV absorbansindaki azalma ile

belirlenmistir.
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0.6 g Fe nano S 2 mg/ml (MATrp)2-Ru-(bpy)a
15 ml tohen fotoduyarh selat ile 4 saat rxn.

Y |
J

|
e 1 mg/ml Pro A
_ 1 ml pH 7 PBS
300 pl APS ve 300 yl EDMA {\
] umsendepolmeriasyon 0z
50miDI su S0mlDI su
ﬂ 5 mg/ml 50 ml CB F3GA 5 mg/ml 50 ml CB F3GA
60 °C'de 30 dak. 60 °C'de 30 dak. v
S 7 g NaCl
7 g NaCl - Ne
E 1 mg/ml Pro A
1 g Na:COs, 1 mlpH 7 PBS 1 g NaxCOs,
80°C 4 saat 300 pl APS ve 300 ul EDMA 80 °C 4 saat
Giin isiginda polimerizasyon

——  50mIDLsu e — 50ml DI su W
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Sekil 2.4. Albumin ve IgG uzaklastirmak amacryla kullanilan nanopartikiillerin hazirlanmalar1

2.3.3. Fe;O3; nanopartikiilii ve hazirlanan kat1 desteklerin karakterizasyonu

Fe,O3 nanopartikiiliiniin fonksiyonellendirilip fonksiyonellendirilmedigi
hakkinda bilgi edinmek icin TMSPM ile fonksiyonellendirilen nanopartikiiliin FT-
IR spektumu alinmig ve Fe,O; nanopartikiiliiniin FT-IR spektrumu ile
kiyaslanmustir. Her iki nanopartikiiliin FT-IR karakterizasyonu 4000-450 cm '
dalga sayis1 araliginda Perkin Elmer 100 FT-IR spektrometresinin kullanilmasi ile
gergeklestirilmistir.  Kuru nanopartikiiller (1 mg), KBr (0.1 g) ile iyice
kanistirildiktan  sonra preslenerek tablet hale getirilmis ve spektrumlar
kaydedilmistir.

Yiizey alaninin belirlenmesine asagidaki denklem (3.1) kullanilmistir.

N=6x10""S/mp,d’ (2.1
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Burada N ml basmna nanopartikiil sayisi, S katiin %’si, ps
nanopartikiillerin yogunlugu (gml™) ve d nanopartikiillerin capidir (nm). ml
stispansiyondaki nanopartikiillerin sayis1 nanopartikiillerin kiitle-hacim grafiginin
kullanilmasi ile belirlenir. Bu verilerden nanopartikiillerin spesifik yiizey alani; N
ile bir nanopartikiiliin yiizey alanmin ¢arpilmasi ile hesaplanir (Oztiirk ve ark.
2008).

Fe,O; nanopartikiiliiniin sekil ve boyutu AFM cihaz1 kullanilarak
belirlenmistir. Deiyonize suda dispers edilen Fe,O3; nanopartikiilleri lam yiizeyine
damlatilmis ve lam ylizeyi kuruduktan sonra AFM cihaz ile temassiz (non-
contact) modda 4 Hz tarama hizinda goriintiilenmistir.

Fe,O; nanopartikiilinin, TMSPM ile fonksiyonellendirilen Fe,O3
nanopartikiiliiniin, CB SPN, Pro A SPN ve ProA/CB SPN’nin sekil ve boyutlari
TEM cihaz ile Olgiilmiistiir. TEM goriintiilerinin alinmasi i¢in nanopartikiiller
deiyonize suda dispers edildikten sonra 30 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur.
Nanopartikiiller karbon kapli bakir gridlere damlatilmis ve gridler kuruduktan
sonra FEI-Tecnai™ G* Sprit marka TEM cihazinda goriintiilenmistir. CB SPN,
Pro A SPN ve ProA/CB SPN’nin boyutlar1 Zetasizer cihazi ile de 6l¢lilmiistiir.
Zeta boyut analizi i¢in de CB SPN, Pro A SPN ve ProA/CB SPN nanopartikiilleri
deiyonize suda dispers edilmis ve 30 dakika ultrasonik cihazinda bekletilmistir.
Nanopartikiillerin boyutlar1 30 Ol¢iimiin ortalamasidir ve boyut dagilimi
tekrarlayan Ol¢timlerin donanim tarafindan otomatik olarak kaydedilmesiyle
belirlenmistir.

ProA/CB SPN ve Fe;O; nanopartikiiliiniin manyetik 6zelligi ESR

spektrumlarinin alinmasi ile belirlenmistir.

2.3.4. Sulu ¢ozeltiden Albumin uzaklastirilmasi

Pro A/CB SPN ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonu kesikli sistemde
calisilmigtir. Bu caligmalarda her iki SPN ile albumin adsorpsiyonuna pH,
derigim, tuz, sicaklik ve tekrar kullanilabilirligin etkisi incelenmistir. Derigim
calismast her bir nanopartikiilden 5 mg almarak 0.25-10 mgmL™ albumin

derisiminde pH 7.4 PBS tamponunda 3 saat etkilestirilmesiyle gerceklestirilmistir.



@) ANADOLU UNIVERSITESI

100

Daha sonra, Pro A/CB SPN ve CB SPN uzaklastirilarak ¢o6zeltideki albumin
derisimi 280 nm’de absorpsiyonun Ol¢lilmesiyle belirlenmistir. Adsorplanan

albumin miktar1 asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
Q=[(Co-C)V])/m (2.2)

Bu formiildeki Q Pro A/CB SPN ve CB SPN’ye adsorbe olan albumin
miktarmi (mgg™”), Co ve C sirasi ile baslangi¢ albumin derisimini ve adsorpsiyon
sonrasi sulu fazdaki albumin derisimini (mgmL'l), V sulu fazin hacmini (mL) ve
m kullanilan Pro A/CB SPN ve CB SPN miktarini (g) gosterir.

pH calismast 6 mgmL™' albumin derisiminde pH 4.5-8.0 PBS
tamponunda yaklastk 5 mg Pro A/CB SPN ve CB SPN kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Adsorpsiyon sonrasti Pro A/CB SPN ve CB SPN
uzaklastirilarak ¢ozeltideki adsorplanmadan kalan albumin derisimi 280 nm’de
UV absorpsiyonun 6lgiilmesiyle belirlenmistir.

Albumin adsorpsiyonuna sicakligin etkisini incelemek i¢in, adsorpsiyon
calismalar1 4-45 °C sicaklik araliginda 1 mgmL™ albumin derisiminde pH 7.4 PBS
tamponunda gerceklestirilmistir.

Iyonik kuvvetin etkisini gdzlemlemek igin; adsorpsiyon deneyleri farkli
NaCl derisimlerinde 1 mgmL™" albumin derisiminde pH 7.4 PBS tamponunda
gerceklestirilmistir.

Albumin desorpsiyonu % 10’luk etilen glikol ¢ozeltisi iceren 0.1 M
asetat tamponunda (pH 4.0) 2 saat oda sicaklifinda gerceklestirilmistir.
Desorpsiyon ortamindaki albumin derisimi 280 nm’de absorpsiyonun
Olclilmesiyle belirlenmistir. Albumin desorpsiyon orani1 Esitlik 2.3’e gore
belirlenmistir. SPN’lerin tekrar kullanilabilirligini incelemek icin adsorpsiyon-

desorpsiyon deneyleri 10 defa tekrarlanmastir.

. Nasorha adilan allnmin mildam
Desorpsiyon oram (%) = — dsorolanan albumin miden 120 .
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2.3.5. Sulu ¢ozeltiden IgG uzaklastirilmasi

Pro A/CB SPN ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonu da kesikli sistemde
calistlmistir. Bu ¢alismalarda; her iki SPN ile IgG adsorpsiyonuna pH, derisim,
tuz, sicaklik ve tekrar kullanilabilirligin etkisi incelenmistir. Derisim ¢aligsmasi her
bir nanopartikiilden 5 mg almarak 0.25-10 mgmL™" IgG derisiminde pH 7.4 PBS
tamponunda 3 saat etkilestirilmesiyle gerceklestirilmistir. Daha sonra Pro A/CB
SPN ve Pro A SPN uzaklastirllarak ¢6zeltideki IgG derisimi 280 nm’de
absorpsiyonun dl¢iilmesiyle belirlenmistir.

pH calismasi, 6 mgmL™" IgG derisiminde pH 4.5-8.0 PBS tamponunda
yaklagik 5 mg Pro A/CB SPN ve Pro A SPN kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Ayni sekilde Pro A/CB SPN ve Pro A SPN uzaklastirilarak ¢ozeltideki 1gG
derisimi 280 nm’de absorpsiyonun Ol¢iilmesiyle belirlenmistir. Adsorplanan IgG
miktar1 Esgitlik 2.3°de verilen formiile gore hesaplanmustir.

IgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisini incelemek ig¢in, adsorpsiyon
calismalar1 4-45 °C sicaklik araliginda 1 mgmL™ IgG derisiminde pH 7.4 PBS
tamponunda gergeklestirilmistir.

Iyonik kuvvetin etkisini gézlemlemek icin; adsorpsiyon deneyleri NaCl
iceren ¢ozeltilerde 1 mgmL"' IgG derisiminde pH 7.4 PBS tamponunda
gergeklestirilmistir.

IgG desorpsiyonu, % 10’luk etilen glikol ¢ozeltisi iceren 0.1 M asetat
tamponunda (pH 4.0) 2 saat oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Desorpsiyon
ortamindaki IgG derigimi 280 nm’de absorpsiyonun Olciilmesiyle belirlenmistir.
IgG desorpsiyon oran1 da Esitlik 2.3’e gore belirlenmistir. SPN’lerin tekrar
kullanilabilirligini incelemek i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri 10 defa

tekrarlanmustir.
2.3.6. Kan serumundan IgG ve Albumin uzaklastiriimasi
Serum ornekleri Anadolu Universitesi Hastanesinden temin edilmis ve

herhangi bir koruyucu madde eklenmeden % 0.9 NaCl igeren pH 7.4 PBS

tamponuyla 1/2 ve 1/5 oraninda seyreltilmistir. Seyreltilmemis serum, 1/2 ve 1/5



@» ANADOLU UNIVERSITESI

102

oraninda seyreltilen serum, hazirlanan ProA/CB SPN, Pro A SPN ve CB SPN ile
caprazlama yapilarak 1 saat etkilestirilmis ve kesikli sistemde ayni anda hem IgG
ve hem de albumin uzaklastirilmasi gerceklestirilmistir. Sekil 2.5’de verilen akim
semasinda IgG ve albumin uzaklastirmasi gosterilmistir. Tiim islem adimlarinda
baslangic ve uzaklastirma sonrasinda serumdaki toplam protein ve albumin
miktar1 Olgiilerek kat1 desteklerin albumin ve IgG adsorpsiyon kapasiteleri
belirlenmistir. Baslangi¢ serum 6rnekleri ve kati desteklerle uzaklastirma sonrast,
serum Ornekleri icin SDS-PAGE ve 2D-PAGE yapilarak albumin ve IgG

uzaklastirilmasi gozlenmistir.

.

-

v

CB SPN CB SPN

CB SPN
SDS-PAGE/2D-PAGE [ SDS-PAGE

Sekil 2.5. Serum 6rneklerinin farklt SPN’lerle etkilesim akim semast

Elektroforez, protein ve niikleik asitler gibi yiiklii taneciklerin belirli bir
pH’da elektriksel bir alanda ve iyonize ortamda molekiil biyiikligi veya yiik
farklarina gore ayrilmasi ve saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Elektrik alan altinda pozitif yiik tasiyan proteinler katoda, negatif yiik
tagiyan proteinler anoda dogru go¢ ederler. Bu gdcilin hizi, yiikiin biiytikligi,
molekil blytkligi, destek ortaminin o6zelligi, elektrik alanin biytkligi,
tamponun iyonik giicli ve sicaklik gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir. Molekiiller
elektrik alaninda yiik, sekil ve biiyiikliiklerine bagli hizla hareket ettiklerinden

molekiiler ayirma icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
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SDS-PAGE, % 10 akrilamit ayirma jelinde ve % 10 sodyum dodesil
siilfat (SDS) igeren jelde yliriitme tamponu olarak 1.5 M Tris (pH 8.3)
kullanilmasi ile gergeklestirilmistir. Jel, % 30’luk akrilamit-bisakrilamit karigim,
% 10’luk amonyum persiilfat baslaticis1i ve TEMED capraz baglayicist varliginda
% 10’luk SDS ¢ozeltisi ve 1.5 M Tris tamponu (pH 8.3) kullanilarak
polimerlestirilmistir. Jele yiiklenen toplam protein miktar1 20 pg olacak sekilde,
serum Ornekleri izotonik ¢ozelti ile seyreltilmistir. Daha sonra, serum 6rnekleri %
0.1 bromtimol mavisi igeren boya ¢ozeltisi (% 0.5 merkapto etanol ve % 10’luk
gliserin igceren bromtimol mavisi) ile boyanmis ve daha 6nce hazirlanmis jel
kuyucuklarma yiiklenmistir. Ornekler % 0.1 SDS igeren pH 8.3 tris-glisin
ylirlitme tamponunda yiiritiilmistiir. Elektroforez islemi 26.7 mA akiminda 5
saatte gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda jeller Comassie Blue G-
250 boya cozeltisinde 1 giin boyunca bekletilmistir. Daha sonra boya ¢ozeltisi
etanol-su ¢ozeltisi ile yikanmustir.

2D-PAGE, proteinlerin izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina
gbre ayirimina olanak saglayan protein profillemesi metodudur. Birinci boyutta
yike bagh IEF (izoelektrik odaklama) gergeklestirilir. IEF, proteinlerin bir pH
gradiyentinde izoelektrik noktalarina gore ayrilmasi prensibine dayanir. IEF icin
pH 4-7 araligindaki (24 cm, Biorad) immobilize pH gradiyent (IPG) serit
kullanilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin IPG seride protein girisini
arttirmak amaciyla, seride aktif rehidrasyon islemi gergeklestirilmistir (12 saat
stireyle 50 V, 20 °C). Rehidrasyon Tamponu olarak; 7 M fire, 2 M tiyoiire, % 0,5
amfolit, % 4 CHAPS ve 20 mM DTT kullanilmistir. Protein derisimi 300 pg/serit
olacak sekilde ornekler uygulanmistir. IEF islemi, 1 saat 500 V, 1 saat 1000 V, 3
saat 10000 V ve 4 saat 10000 V’da gercgeklestirilmistir (Protean IEFCell, Biorad).
Proteinlerin izoelektrik noktalarina gore ayirimi tamamlandiktan sonra, seritler —
80 °C’de bekletilmistir. IEF sonrasi seritler dengeleme tamponu igerisinde
bekletilmig sonra ikinci yonde SDS jel sisteminin ayirma jeli {izerine
yerlestirilmistir. Seritler 6nce indirgeme islemi i¢in; 6 M iire, 50 mM Tris HCI
(pH 8.,8), % 30 (h/h) gliserol, % 2 SDS, eser miktarda bromofenol mavisi ve % 1
DTT dengeleme tamponunda 15 dakika orbital calkalayicida bekletilmis; daha
sonra alkilleme basamagi icin 6 M iire, 50 mM Tris HCI (pH 8,8), % 30 (h/h)
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gliserol, % 2 SDS, eser miktarda bromofenol mavisi ve iodoasetamid (% 2.5)
iceren ikinci dengeleme tamponunda 15 dakika orbital ¢alkalayicida
bekletilmistir. Ikinci boyutta ayirma icin SDS-PAGE islemindeki gibi % 10’luk
poliakrilamid jeller hazirlanmistir. IPG seritler, SDS-poliakrilamid jel iizerine
yerlestirilip, agaroz ¢ozeltisi (% 0.5) ile sabitlenmistir. Jeller; taze hazirlanmig 25
mM Tris baz, 192 mM glisin ve % 0,1 SDS (pH 8.3) igeren yliriitme tamponunda
20 °C’de 1,5 saat jel bagina 10 mA’de yiiriitiillmiis, daha sonra jel basina 20
mA’de yiirime tamamlanmistir. Jel boyama i¢in Coomassie kullanilmistir.
Fiksatif ¢ozeltisi olarak % 40 metanol, % 10 asetik asit kullanilmis ve 40 dakika
siireyle orbital calkalayicida isleme tabi tutulmustur. 3 kez ultrasaf suyla yikanan
jeller tizerine, 250 mL/jel hacimde boya eklenerek gece boyunca orbital
calkalayicida birakilmistir. Boyanin fazlasinin uzaklastirilmast amaciyla 3 kez
ultrasaf suyla yikanmis ve jeller Image Quant 350 goriintiileme sistemi ile

goriintiilenmistir.

2.3.7. Ticari albumin ve IgG uzaklastirma jeli ile albumin ve IgG

uzaklastirilmasi

Hazirlanan nanopartikiillerin serumdan albumin ve IgG uzaklastirma
etkinligini karsilastirmak amaciyla Thermo Scientific firmasmin Pierce®
Albumin/IgG uzaklastirma ticari kiti kullanilmistir. Albumin ve IgG
uzaklastirilmast icin; Thermo Scientific firmasina ait immobilize Cibacron
Blue/Protein A jeli ve immobilize anti-Albumin/anti-IgG jeli olmak iizere iki tiir
kit bulunmaktadir. Uzaklastirma etkinligi hazirlanan nanopartikiillere benzer
yapida olan Pierce® Albumin/IgG uzaklastirma ticari kiti ile karsilastirlmistir. Bu
kit, antikor temelli olan diger kite gore daha ucuzdur. Serumda albumin ve IgG
derisimi ¢ok fazla oldugundan firmanin prosediiriine gére 170 pL jel 10 pL
serumla etkilestirilebilmektedir. 170 pL jel spin kolonuna eklenmis ve 10000 g’de
1 dakika santrifiijlenerek depolama tamponu uzaklastirilmigtir. 10 pLL seruma 65
uL  baglanma/yikama tamponu eklenmistir. Jelin bulundugu kolonun ucu

kapatilarak baglanma tamponu ile seyreltilen serum spin kolonuna eklenmistir.

Spin kolondaki jelle seyreltilen serumun etkilesmesi ig¢in spin kolon once
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vortekslenmis, daha sonra oda sicaklifinda 10 dakika orbital calkalayicida
karistirilmistir. Kolonun ucu agilarak mikrosantrifiij tlipline yerlestirilmis ve
10000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifij sonrasi serum mikrosantrifiij
tiiptinde toplanmustir. Mikrosantrifiij tiiplinde toplanan serum tekrar kolondaki
jelle ayn1 sekilde 10 dakika etkilestirilmistir. Ikinci etkilestirme isleminden sonra
kolon mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek tekrar 10000 g’de 1 dakika
santrifiijlenmis ve albumin ve IgG uzaklastirilmis serum mikrosantrifiij tiiptinde
toplanmistir. Spin kolonunda kalan jele, 75 pL baglanma/yikama tamponu
eklenmis ve 10000 g’de 1 dakika santrifiijlenerek uzaklastirma yapilarak serumun
bulundugu mikrosantrifiij tiiptinde toplanmistir (Sekil 2.6). Uzaklastirma
islemlerindeki serumlar birlestirilerek uzaklastirma sonrasi ve oncesi toplam

protein miktar1 ve albumin miktar1 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 2.6. Ticari albumin ve IgG uzaklastirma jeli ile albumin ve IgG uzaklastirma islemi
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2.4. Biyolojik Belirteclerin Tayinini Saglayan Kat1 Desteklerin Hazirlanmasi

2.4.1. Metakriloamidoantiprin (MAAP) monomerinin sentezi

Metakriloamidoantiprin (MAAP) monomeri Erséz ve arkadas  larinin
daha 6nceki calismalarina gore sentezlenmistir (Ersoz ve ark. 2004, Kegili ve ark.
2006). 4-aminoantipirin (0.5 g; 2.463 mmol), 0.2 mL (2.46 mmol) piridin ve
100 mL kuru CHCI; igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0 °C’ye sogutulmus, daha
sonra metakriloil kloriir (0.26 mL; 2.46 mmol) yavasca bu ¢ozeltiye eklenmis ve 2
saat oda sicakliginda azot atmosferi altinda karistirilmistir. Bu kimyasal reaksiyon
periyodu sonrasinda, ¢ozelti seyreltik 50’ser mL HCI ve NaOH c¢ozeltileri ile
yikanmig ve organik faz, doner buharlastiricida buharlastirilmistir. Kalan kisim
(MAAP) (Sekil 2.7), petrolbenzeni ve etil asetatta kristallendirilerek
saflastirilmistir (Verim: 70 %).

CH
HZCQC/ s
HsC
NH; /C—NH CHs
— HL O O/
e e —
N
/
H3C \ 0 + \ —_— N
N P © ~TCH;
ZZN N
o cl
Aminoantipirin Metakroil kloriir Metakrilo amidoantipirin

Sekil 2.7. Metakrilo amidoantipirin (MAAP) monomerinin sentez reaksiyonu

2.4.2. Metal-Selat monomerlerinin sentezi

(MAAP),-Tb(III) metal-selat monomeri (Sekil 2.8.); MAAP (0.1 mmol)
monomeri ve Tb(NO3)3.5H,0’1n (0.05 mmol) 5’er mL DMSO’da c¢oziilerek 24
saat karigtirllmas1 ile sentezlenmistir. Olusan metal-selat monomeri
kristallendirilerek  saflastirilmistir.  FT-IR  ve MALDI  spektrumu ile
gerceklestirilen karakterizasyon calismalari, MAAP ve (MAAP),-Tb (III)

monomerlerinin sentezlendigini gostermistir.
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(MAAP),-Eu(Ill) metal-selat monomeri, (MAAP),-Tb(III) metal-selat
monomerinin  sentezlendigi gibi MAAP (0.1 mmol) monomeri ve
Eu(NO;);.5H,0’mn (0.05 mmol) 5’er mL etanolde ¢oziilerek 24 saat karistirilmasi

ile sentezlenmistir.

CHg
H3C\ H2C
N——N
H,Q  PH2 =
X o N/ _.-O NH
TR ="
H3C bl
’//’ AN \~\\\ CH3
TN -
HN O H,O OH, o X
N—N\

Sekil 2.8. (MAAP),-Tb(III) metal-gelat monomeri

2.4.3. Karboksillenmis CNT sentezi ve nanopartikiilin metal-selat

monomerleri ile etkilestirilmesi

Karbon nanotiip (CNT, 0.02 g), 20 mL 1:3 derisik HNO;3; ve H,SO4’in 4
saat ultrasonikte karistirilmasiyla karboksillenmistir (Najam-ul-Haq 2006).
Santrifiijleme isleminden sonra geriye kalan kati, FT-IR ile karakterize edilmistir.

Daha sonra karboksillenmis CNT (Sekil 2.9), 5’er mL 0.05 mmol
(MAAP),-Tb(IIT) ve (MAAP),-Eu(IIl) metal-selat monomerleri ile etkilestirilerek
kat1 destegin yiizeyinde fosfoserin (PS) ve lizofosfatidik asit (LPA) baskilamanin

yapilmasi i¢in fonksiyonellendirme islemi gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.9. Karboksillenmis CNT sentezi

2.4.4. PS baskili CNT ve Fe,03; nanopartikiillerin sentezi

CNT-(MAAP),—Tb(III) nanopartikiili, 5 mL 20 mM PS ¢ozeltisi ile 3
saat etkilestirilmistir. Daha sonra, CNT nanopartikiilii 0.4 mL EDMA ve 0.4 mL
2,2-dimetoksi-2-asetofenon ¢ozeltisi (1:1 ACN/H,0O) eklenmesi ile 4 saat UV
1s1ginda polimerlestirilmistir (Lee ve Lee 2007). PS desorpsiyonu (3/1, v/v)
metanolik fosforik asit ve KOH ile gerceklestirilmistir. Sekil 2.10°da (MAAP),-
Tb(III) metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskilt CNT sentezi

verilmektedir.
CNT
ﬂ A
- karboksillenmis CNT
U (F-CNT)
B

b (F-CNT)-(MAAPYITb (I
ﬂ (' Polimerizasyon
LY.

U D Desorpsiyon

ORRAEMERERE] ot

CNT

2.10. PS baskili CNT sentezi

PS baskili CNT sentezine benzer yaklasimla; PS baskili Fe;Os
nanopartikiilii de hazirlanmistir. Bunun i¢in, Fe,O3 nanopartikiilleri daha dnce de
gergeklestirildigi gibi TMSPM ile sillillenmistir. Bu amagla; 0.2 g Fe,O;
nanopartikiilinin 1 mL TMSPM ve 5 mL toluen ile 1 giin boyunca
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etkilestirilmesiyle Fe,Os nanopartikiillerinin yilizeyi modifiye edilmistir. Elde
edilen Fe;O; nanopartikiilii; 5 mL (0.05 mmol) MAAP,-Tb(IlI) metal-gelat
monomeri ile 1 giin boyunca ve daha sonra da 20 mM PS c¢ozeltisi ile 3 saat
etkilestirilmistir. PS ile 6n-organizasyonu gergeklestirilen Fe,O3; nanopartikiilii 0.4
mL EDMA ve 0.4 mL 2,2-dimetoksi-2-asetofenon c¢ozeltisi (1:1 ACN/H,0)
eklenmesi ile 4 saat UV 1s181nda polimerlestirilmistir. Metanolik fosforik asit (3/1,
v/v) ¢ozeltisi ile gergeklestirilen PS desorpsiyonu sonucunda PS baskili Fe,O;

nanoyapi hazirlanmistir.

0 0O
Ho—Ff——o/\HLOH
COH NH,

Sekil 2.11. PS molekiilii

2.4.5. PS baskili CNT ve Fe;O3 nanopartikiilleri ile liilminesans ol¢iimleri

Desorbe edilen nanopartikiillerden PS baskili CNT, 107'°-10” M arasinda
degisen farkli derisimlerdeki 5 mL PS c¢ozeltisi ile 600 rpm’de 5 dakika
etkilestirilmistir. PS baskilanmis CNT, ayn1 sekilde 10 M serin ¢ozeltisi ve 3.25-
200 UmL™" arasinda degisen farkli derisimlerdeki CA 125 ile de 600 rpm’de 5
dakika etkilestirilmistir.

(MAAP),-Tb(IIl) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili Fe,O3 nanosensorii ise sadece 3.125-125 UmL™ arasinda degisen farkli
derisimlerdeki CA 125 ile 600 rpm’de 5 dakika etkilestirilmistir.

Etkilesim sonrasi PS baskili CNT ve Fe,Os ayrilarak, nanosensorlerin PS
ve CA 125 ile etkilesimi floresans spektrofotometresi ile incelenmistir. CNT ve
Fe,O; nansosensorlerinin  uyarilma daldaboyu 350 nm olarak belirlenirken,

emisyon dalgaboyu 701.2 nm’de gozlenmistir.
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2.4.6. LPA baskili CNT ve Fe,O3 nanopartikiillerin sentezi

LPA baskili CNT sentezi i¢in; karboksilenmis CNT 6nce (MAAP),-
Tb(IIl) ve (MAAP),-Eu(Ill) metal-selat monomerleri ile etkilestirilmistir. Daha
sonra, PS baskili CNT hazirlanmasina benzer yaklasimla; (MAAP),-Tb(IIl) ve
(MAAP),-Eu(Ill) metal-gselat monomerleri ile fonksiyonellendirilen CNT’ler; 20
mM LPA ¢ozeltisi ile 3 saat etkilestirilmistir. On-organizasyon isleminden sonra
her i1ki CNT’de EDMA ve 2,2-dimetoksi-2-asetofenon  varliginda
polimerlestirilmistir. LPA desorpsiyonu metanolik fosforik (3/1, v/v) asit ile
gergeklestirilmistir

LPA baskili Fe,O3 nanopartikiilleri sadece (MAAP),-Tb(III) metal-selat
monomerinin kullanilmasiyla hazirlanmistir. Bunun i¢in Fe;Os nanopartikiilleri
once TMSPM ile fonksiyonellendirilmis, polimerizasyon reaksiyonu sonrasinda

desorpsiyon gerceklestirilmistir.
2.4.7. LPA baskih CNT ve Fe;O3 nanopartikiilleri ile lilminesans ol¢iimleri

Iki farkli metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilmis LPA baskili
CNT, 5.10°- 4.10° M arasinda degisen farkli derisimlerdeki 5 mL LPA ¢dzeltisi
ile 600 rpm’de 5 dakika etkilestirilmistir.

LPA baskilanmis Fe,O; nanopartikiilii de 5.10°-4.10° M arasinda
degisen farkli derisimlerdeki 5 mL LPA c¢ozeltisi ile ayn1 sekilde 600 rpm’de 5
dakika etkilestirilmistir.

Etkilesim sonrasi LPA baskili CNT ve Fe,Os ayirilarak, nanosensdrlerin
LPA ile etkilesimi floresans spektrofotometresi ile incelenmistir. CNT ve Fe,O;
nansosensorlerinin uyarilma daldaboyu 350 nm olarak belirlenirken, emisyon

dalgaboyu 701.2 nm’de gozlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MATrp Monomeri ve Fotoduyarh Selat Dop Edilen Silika ve

Siiperparamanyetik Silika Nanopartikiiliin Karakterizasyonu

MATrp monomeri, 'H-NMR ve “C-NMR, fotoduyarl selat 'H-NMR,
elementel analiz ve MALDI, fotoduyarl selat dop edilen silika nanopartikiilleri
ise TEM ile asagida verildigi gibi karakterize edilmistir.

3.1.1. MATrp monomerinin karakterizasyonu

Sekil 3.1°de acik yapist verilen MATrp monomerinin karakterizasyonu

icin belirlenmesinde "H-NMR ve *C-NMR kullanilmustir.

NH
=
0 CH,
HO HN
o)
MATrp

Sekil 3.1.Metakrilamidotriptofan (MATrp) monomerinin molekiil formiili

MATrp monomerinin 'H-NMR ve “C-NMR spektrumunda MATrp'de
bulunan gruplara ait karakteristik pikler goriilmektedir. Bu karakteristik pikler: 'H
NMR (500 MHz, DMSO- d6), 6 (ppm): 10.7 (s, 1H, N-H), 7.45 (d, 1H, N-H),
7.22-7.38 (m, 2H, Ar-H), 6.96-7.1 (m, 2H, Ar-H), 6.87 (t, 1H, , Ar-H), 5.48 (s,
1H,_CH,=C(CH3)-), 5.21 (s, 1H, CH,=C(CHz)), 4.05 (dd, 1H, 1H,HOCH,-CH-
NH), 3.28 (dd, 1H, HOCH,-CH-NH), 3.09 (dd, 1H, HOCH,-CH-NH), 1.78 (s,
3H, CH;); °C (125 MHz, DMSO0-d6), & (ppm): 19.0, 27.5, 55.5, 111.5, 112.0,
118.5, 119.0, 119.5, 121.0, 124.0, 129.0, 136.0, 141.0, 166.0, 173.5 olarak

bulunmustur.
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3.1.2. Bis(2-2’-bipiridil)bis(MATrp)- rutenyum(II) karakterizasyonu

Bis(2-2’-bipyridyl) bis(MATrp)-Ru(Il) fotoduyarli selatin yapisinin
belirlenmesinde 'H-NMR, elementel analiz ve MALDI-TOF-MS kullanilmustir.
'H-NMR  spektrumunda  bis(2-2’-bipyridyl) bis(MATrp)-Ru(Il)'da  bulunan
gruplara ait karakteristik pikler goriilmektedir. Bu karakteristik pikler: '"H NMR
(500 MHz, CDCl3), & (ppm): 10.74 (d, 2H, J=14.9 Hz), 9.76 (s, 1H), 7.99 (d, 1H,
J=7.68 Hz), 7.91 (d, 1H, J=7.57 Hz), 7.54 (d, 2H, J=7.94 Hz), 7.46 (d, 1H, J=8.2
Hz), 7.31 (t, 4H, J=6.76 Hz), 7.16 (s, 1H), 7.1 (d, 2H, J=11.7 Hz), 7.07-7.00 (q,
5H, J=8.0 Hz), 5.6(d, 2H, J=6.6 Hz), 5.3 (s, 2H), 4.57 (m, 1H), 4.39 (m, 2H), 1.24
(s, 3H) olarak bulunmustur.

Elementel analiz sonuglarina gore ise (CsoH4sNgOgRu); C % 61.9, H %
4.3, N % 10.8 olarak bulunmustur. Teorik hesaplama sonucu (C % 62.82, H %
4.85, N % 11.72) bulunan degerlere gore de fotoduyarli selatin sentezlendigi
gozlenmektedir. Ayrica Sekil 3.2°de verilen MALDI-TOF-MS spektrumu da
fotoduyarli selatin sentezlendigini desteklemektedir. Fotoduyarli selatin
karakterizasyonu i¢in kullanilan MALDI-TOF-MS analizlerinin karakteristik
pikleri ise soyledir: m/z 101°de gozlenen iyon piki Ru’a, m/z 79, 128 ve 155
bipridil’e, m/z 413 ve m/z 448’deki iyon pikleri sirasi ile Ru(bpy), ve Ru(bpy),Cl
komplekslerine, m/z 272’deki iyon piki MATrp monomerine, m/z 373’deki iyon
piki Ru-MATrp kompleksine, 529’daki iyon piki Ru(bpy)-MATrp kompleksine
ve m/z 685°deki iyon piki Ru(bpy), MATrp’ye aittir.
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Sekil 3.2. Bis(2-2’-bipyridyl) bis(tMATrp)-Ru(Il) fotoduyarl selatin MALDI-TOF-MS spektrumu

3.1.3. Fotoduyarh selat dop edilen silika ve siipermanyetik silika

nanopartikiillerin TEM goriintiileri

Fotoduyarli selat dop edilmis silika nanopartikiillerin (Sekil 3.3)
biiylikliikleri 45-50 nm arasindadir. Fotoduyarli selat dop edilmis
stiperparamanyetik silika nanopartikiillerin (Sekil 3.4) biiyiikliigii ise yaklagik 150
nm’dir. Sentez siiresince karistirma uygulandiginda Fe,Os; nanopartikiilleri
tizerinde silisyum cekirdeklesmeye baslar ve kiiresel partikiiller biiyiir. Karigtirma
olmadiginda ise silisyum partikiilleri ¢oker, partikiil agregasyonu es zamanl
olarak olusur ve kiiresel olmayan partikiiller olusur. Yiizey alaninin artmasi ile
birlikte kiiresel olmayan nanopartikiiller kiiresel nanopartikiillere gore i¢ kisimda
daha fazla Fe,Os igerir, bu nedenle de manyetik 6zelligi daha fazladir. Fotoduyarh
selat dop edilen silika nanopartikiil ve siiperparamanyetik silika nanopartikiilleri
cok az miktarda, biiyiik boyutta sentezlendigi i¢in ve ayrica nanopartikiillerin
ayirimi zor oldugu i¢in daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere foto duyarli
selat dop edilen silika nanopartikiillerinin yerine Fe,O3 ve CNT nanopartikiilleri

ile calisilmistr.

602 32E+4
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Sekil 3.4. Fotoduyarli selat dop edilen siiperparamanyetik silika nanopartikiillerin TEM

goriintiileri

3.2. Albumin ve IgG Uzaklastirma Sistemleri

Siiperparamanyetik Fe,O3; nanopartikiilleri, manyetik alanin uygulanmasi
ile matriksden kolaylikla ayrilabilmesi nedeniyle analitik nanoteknoloji
uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Manyetik alan kaldirildiginda
manyetik  Ozelliklerini  korurlar ve aglomerasyon go6zlenmez. Fe;Os
nanopartikiilleri, yiiksek yiizey alana sahiptir ve biyouyumlulugu ytksektir.
Manyetik nanopartikiiller deristirme, ayirma, saflagtirma gibi islemlerde ve
molekiillerin ve spesifik hiicrelerin  belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Manyetik nanopartikiiller fonksiyonellendirilmediginde bazi sinirlandirmalara

bagh kalir:
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e Biiyiik ylizey/hacim oranina ve bu nedenle yiiksek yiizey enerjilerine sahip
olmalar1 nedeni ile ylizey enerjilerini azaltmak amaciyla agregasyona
egilimlidirler.

e Fe,O; nanopartikiillerinin kimyasal aktivitesi yiiksektir ve havaya maruz
kaldiginda kolaylikla okside olur. Bu da manyetik ve dispers olma
ozelliklerinin kaybolmasina neden olur.

e Biyodegradasyona ugrayabilirler (daha sonra manyetik O6zelliklerinde
degisim olur).

Bu nedenlerden dolayr manyetik Fe,O3; nanopartikiillerin kararliligin
saglamak ve devam ettirmek i¢cin uygun yiizey kaplama islemi
gergeklestirilmelidir. Kiigiik organik molekiiller, surfaktanlar, polimerler ve
biyomolekiiller gibi organik molekiillerle ya da silika, metal ya da metal oksit (ya
da metal siilfiir) gibi inorganik tabaka ile kaplanabilirler. Nanopartikiillerin
ylizeyini kaplamada silika siklikla  kullanilir.  Silika, nanopartikiiliin
dispersiyonunu saglar. Yiiksek yiizey silanol derisimi ¢esitli yilizey reaksiyonlarini
ve antijenler, antikorlar, peptiler, proteinler, niikleik asitler, enzimler gibi
biyomolekiillerin, metaller ve polimerlerin baglanmasini kolaylastirir. Fe,Os
nanopartikiillerin yilizeyindeki hidroksi gruplar1 silan molekiillerindeki alkoksi
gruplar ile reaksiyona girer ve Si-O baglarinin olusumunu saglar. Ayrica; diger
molekiillerin immobilizasyonu i¢in fonksiyonel gruplar bulunur. Silika ile
kaplanmis manyetik nanopartikiillerin tutumu silika tabakalarmin ayri ayri
kalmhg ile ilintilidir. Ince silika tabakasi, partikiil aras1 etkilesimi azaltir ve
sliperparamanyetizm korunur. Doygunluk manyetizasyon (M) degerindeki
azalma silanlanmis nanopartikiil 6rnegindeki manyetik bilesimin yogunlugunun
azalmasindan kaynaklanir. Ornegin; Fe;O,; nanopartikiiline 15 nm silika
kaplanmasi doygunluk manyetizasyon degerinin 81.2 emug'’den 49.7 emug’
degerine diismesine neden olmustur. 3-aminopropiltrietoksisilan (APTEOS), p-
aminofeniltrimetoksisilan (APTS) ve 3-trimetoksisillilpropil metakrilat siklikla
kullanilan (TMSPM) reaktiflerdir (Iijima ve Kamiya 2009; Dios ve Diaz-Garcia
2010; Varanda ve ark. 2011, Frey ve ark. 2009; Gubin ve ark. 2005; Corr ve ark.
2008; Lu ve ark. 2007).
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Fonksiyonel molekiiller, partikiiller veya polimerlerle nanopartikiillerin
ylizey modifikasyonu gerceklestirilmesi ile ¢ozeltide nanopartikiiller stabilize
edilir. Daha sonraki uygulamalar i¢in yiizeyde fonksiyonel gruplar saglanir.
Cesitli coziiciilerle  nanopartikiillerin ~ ¢oziinilirliiglinlin ~ arttirilmasiyla
nanopartikiillerin uygulamalardaki yetenekleri genisletilir. Kaplama tabakasi,
partikiillerin elektronik, optik, spektroskopik ve kimyasal 6zelliklerini modifiye
edebilir. Nanopartikiillerin, spesifik islemlerle fonksiyonellendirilmesiyle istenen
kimyasal, fiziksel ya da biyolojik ¢evre saglanir. Oksidasyondan koruma gibi
nanopartikiil yiizeyinin kimyasal ve mekanik performansi gelistirilir ve bazi
durumlarda da toksisitesi azaltilabilmektedir (Dios ve Diaz-Garcia 2010, Varanda

ve ark. 2011).

3.2.1. Fe;O3 ve TMSPM ile fonksiyonellendirilmis Fe,O; nanopartikiillerin

karakterizasyonu

Fe,0; nanopartikiillerin yiizeyinin TMSPM ile fonksiyonellendirilmesi
FT-IR (Sekil 3.5.) ve TEM (Sekil 3.6) ile karakterize edilmistir. Sekil 3.5’de
Fe,O; nanopartikiillerin  FT-IR  spektrumu incelendiginde (KBr, cm);
3439 cm™"’de Fe,O3 nanopartikiiliine adsorplanan su molekiiliiniin -OH gerilimine,
2924 c¢m™’de -CH; ve -CH,’deki -CH simetrik gerilme titresimine, 2852 cm’de
ise O’e baglh -CH, grubundaki —CH gerilimine, 1718 c¢cm’de C=O grubunun
gerilimine, 1637 cm™’de sudaki ~OH grubunun deformasyonuna ait bandlar
goriilmektedir. 1168 cm™ ve 1091 cm™ deki bandlar ise Si-O-C ve Si-O-Si gerilme
titresimlerine ait olup TMSPM yapisina ait karakteristik piklerdir. TMSPM
yapisindaki CH gerilme titresimlerinin de gdzlenmesi Fe,O; nanopartikiiliine
TMSPM’nin baglandigin1 destekler. Yamaura ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
(2004) manyetik nanopartikiillerin varhginda Fe-O bagina karsilik gelen 570 cm™
dalga sayisindaki bandin yarilmast sonucu 632 ve 585 cm™ dalga sayisi civarinda
iki giliclii absorpsiyon bandi gézlenmistir. Silika ag1 manyetik yiizeye Fe-O-Si
baglari ile adsorbe olur. FT-IR spektrumunda, Fe-O-Si baglar1 nedeni ile olusan
adsorpsiyon bandi, 585 cm™ de gozlenen Fe-O titresimi ile drtiismesi nedeni ile

gozlenememektedir. Manyetik nanopartikiillerin  ylizeyine silika aginin
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baglanmasi, 1168 cm™ ve 1091 cm” dalga sayisindaki Si-O-H ve Si-O-Si
gruplariin bandlan ile dogrulanmaktadir (Yamaura ve ark. 2004, Guo ve ark.

2008, Cakic ve ark. 2002).
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Sekil 3.5. a) Fe,O5 nanopartikiillerin FT-IR spektrumu b) TMSPM ile modifiye edilmis Fe,O4

nanopartikiillerin FT-IR spektrumu

Sekil 3.6 A’daki Fe;Os; nanopartikiillerinin TEM goriintiisiinden
nanopartikiillerin kiiresel yapida oldugu gozlenmistir. Fe,O3; nanopartikiillerinin
boyutu yaklasik olarak 10-15 nm civarindadir. Sekil 3.6 B’deki TEM goriintiisii
ise sillilenmis Fe,O3 nanopartikiillerine aittir ve boyutu yaklasik olarak 22 nm’dir.
Sillillenmis Fe,Os3 nanopartikiillerin homojen bir yapida oldugu goéziikmektedir.
TEM gorintiilerindeki nanopartikiilin boyut artist Fe,Os; nanopartikiillerin
sillillendigini desteklemektedir.
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Sekil 3.6. A) Fe,0; nanopartikiillerin TEM goriintiisii b) TMSPM ile fonksiyonellendirilmis Fe,O;
nanopartikiillerin TEM goriintiisi

Sekil 3.7°de Fe;O; nanopartikiillerinin AFM  goriintiisiinden  de
goriildiigi gibi Fe,Os3 nanopartikiillerinin boyutu 16 nm olmakla birlikte daha
diisik  boyuttaki  Fe,Os; nanopartikiilleri de  bulunmaktadir.  Fe,O;
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nanopartikiillerinin AFM goriintiisii Sekil 3.6 A’ da verilen TEM goriintiisiindeki
boyut ve sekli desteklemektedir.

16.0
10.0
L 140
8.0 L-12.0
10.0
6.0
8.0
'6.0
40
40
20 20
0.0
z (nm)

0 20 40 =y (m) g 8.0 100
Sekil 3.7. Fe,O5 nanopartikiillerin AFM goriintiisi
3.2.2. Pro A, CB ve Pro A/CB SPN karakterizasyonu

Sekil 3.8’de verilen TEM goriintiilerinde, Pro A/CB SPN 37.16 nm, CB
SPN 29.25 nm ve Pro A SPN 30 nm boyutunda kiiresel nanopartikiiller
bulunmaktadir. Sillilenmis Fe>O; nanopartikiillerine gore boyuttaki artis
sillilenmis  Fe,Os nanopartikiillerine protein A ve CB baglanmasin
desteklemektedir. Kiiclik boyuttaki nanopartikiiller, albumin ve IgG
baglanabilmesi i¢in daha fazla yiizey alanmna sahip oldugundan kullanimi

avantajhdir.
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Sekil 3.8. A) Pro A/CB SPN TEM goriintiisii B) CB SPN TEM goriintiisiit C) Pro A SPN TEM

goruntisu

Zeta boyut analizinde goriildiigii gibi Pro A/CB SPN 43.82 nm, CB SPN
32.67 nm ve Pro A SPN 37.84 nm boyutundadir (Sekil 3.9). Yaklasik olarak 22
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nm olan sillillenmis Fe,O3; nanopartikiillerin boyutundaki artis sillilenmis Fe,O;
nanopartikiillerine protein A ve CB baglanmasin1  desteklemektedir.
Nanopartikiillerin zeta boyut analizinden elde edilen sonuglar TEM

goriintiilerinden elde edilen boyutlarla yaklasik olarak uyumludur.

Size Distrbufion by Infensiy
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Sekil 3.9. A) Pro A/CB SPN zeta boyut grafigi B) CB SPN zeta boyut grafigi C) Pro A SPN zeta
boyut grafigi
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Size Distribution by Intens ity
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Sekil 3.9. (Devam) A) Pro A/CB SPN zeta boyut grafigi B) CB SPN zeta boyut grafigi C) Pro A
SPN zeta boyut grafigi

Manyetik nanopartikiillerin varlig1 elektron spin rezonans (ESR) ile
dogrulanmistir. ESR, elektromanyetik spektrumun mikrodalga bolgesini kullanan,
ciftlenmemis elektrona sahip kuantum sistemlerini tanimamiza yardimci olan
spektroskopik bir tekniktir. ESR’nin temelinde manyetik rezonans kavrami yatar.
Sabit bir manyetik alan uygulandiginda manyetik momentlerin her biri birer
miknatis gibi davranir ve elektronlarin sahip olduklari spin degerlerine gore
miimkiin olan enerji seviyelerine yarilma gozlenir. Bu seviyeler arasindaki enerji
farki Larmor frekansiyla orantilidir. Mikrodalga frekansi, Larmor frekansina esit
oldugunda rezonans gergeklesir ve enerjisi sogurularak enerji seviyeleri arasinda
gecis meydana gelir. Bu durumdaki frekansa ‘rezonans frekansi’” ve buna karsilik
gelen sabit manyetik alana da ‘rezonans alan1’ denir. Ornege dis manyetik alanin
uygulanmas1 6rnekte i¢ manyetik alan olusturur. Elektronik manyetik moment ile
olusturulan bolgesel manyetik alanin (Hjoka) vektorel olarak dis manyetik alanla

(Hext) toplanmasi etkili alan1 (Hegr) verir (Esitlik 3.1).

Heff: Hext + Hlokal (3 1)

ESR’de genellikle mikrodalga frekansi sabit tutulup, manyetik alan
degistirilir. Manyetik alanla etkilesme sonucunda elde edilen ESR sinyali sogurma
siddetinin birinci tiirevidir. Rezonans durumunda maximum enerji soguruldugu

icin sogurma siddeti grafiginin maximum noktasina karsilik gelen manyetik alan;
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rezonans alani olarak tanimlanir. Nanopartikiillerin manyetik alana (gauss) karsi
manyetik pik siddeti Sekil 3.10°da goriilmektedir. Fe,O3; nanopartikiilii uygulanan
manyetik alan 1974 Gauss oldugunda 4518 civarinda maksimum sinyal siddeti
vermistir. Fe;O3 nanopartikiiliine Pro A ve CB baglandiginda manyetik Pro A/CB
SPN’nin bagil siddetinde azalma (fark 596 birim) gozlenmistir. Ayn1 zamanda;
siddetin maksimum oldugu noktadaki manyetik alan degeri 3922 Gauss’a
kaymuistir.

g faktor (spektroskopik yarilma c¢arpani), eslesmemis elektronlar
bulunan molekiillerin 6zelligi olarak kabul edilir ve Esitlik 3.2’den hesaplanabilir.
Bilinmeyen sinyalin g degerinin ol¢glimii sinyalin kokeninin belirlenmesinde
faydali olur. Literatiirde, diisiik spin Fe’" kompleksleri i¢in g faktorii 1.4-3.1;
yiiksek spin Fe'" kompleksleri i¢in ise 2.0-9.7 olarak belirlenmistir (Oztiirk ve
ark. 2007, Oztiirk ve ark. 2010).

g= hvu/bH, (3.2)

Burada; h Planck sabitini (6.626 10-27 erg.s™), b Bohr manyetonu,
(9.274 10! erg.g'l), v rezonans frekansi (9.707 10° Hz) ve H; rezonans manyetik
alan1 gosterir. Esitlik 3.2’den Fe,O3; nanopartikiiliiniin g faktorii 2.87, Pro A/CB
SPN’nin ise 2.74 olarak bulunmustur. Fe,O3 nanopartikiiliiniin rezonans manyetik
alan1 2386 Gauss, Pro A/CB SPN’nin rezonans manyetik alani ise 2549 Gauss
olarak bulunmustur. Rezonansa gelinen manyetik alandaki artis ve g faktoriindeki
diisme nanopartikiilin manyetik 06zelliginde azalmayir gostermekle birlikte

nanopartikiillerin manyetik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.10. Nanopartikiillerin ESR spektrumu A) Fe,Os nanopartikiilii B) Pro A/CB SPN

3.2.3. Pro A/ CB ve CB SPN’ler ile sulu ¢ozeltide albumin adsorpsiyonu

CB triazin halkasindaki kloriir ile Fe,Os nanopartikiiliin yiizeyindeki
hidroksil gruplar1 arasindaki niikleofilik yer degistirme reaksiyonu yoluyla Fe,O;
nanopartikiillerine kovalent olarak baglanir. Biyomimetik boya ligandlarinin

ekonomik, immobilizasyonunun kolay olmasi, kararli ve adsorpsiyon
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kapasitelerinin yiliksek olmasindan dolay1 biyolojik ligandlara goére avantajlari
vardir. CB, albuminin spesifik baglanmasi i¢in kullanilan biyomimetik boya
ligandidir (Sekil 3.11). SOsH, NH, ve NH gibi olas1 aktif boliimler proteinlerle
baglandigindan CB boya ligand1 ¢ogu tiirdeki proteinlere baglanabilir. Boya
ligand1 ve proteinler arasindaki etkilesim elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen
baglanmanin kombinasyonu olabilir. Arastirmalara gére CB’nun biyokimyasal
sistemlerde herhangi bir yan etkisine rastlanmamistir (Yavuz ve ark. 2003, Uzun
ve ark. 2004a, Odabas1 ve Denizli 2004). Nanopartikiile baglanan CB miktari
980,95 mgg" SPN (13,31 mmolg™ SPN), Pro A miktar1 ise 3,759 mg Pro A g’
SPN (0,089 umol Pro A g SPN) olarak bulunmustur. CB ve ProA/CB baglanmus

SPN ile ¢alisilan ortamlarda boya ve Pro A sizmasi gozlenmemistir.

Sekil 3.11. Cibacron Blue F3GA

Yapilan tiim adsorpsiyon islemlerinde adsorplanan madde miktarlari

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir:

Q=[(C)-C) V]/m (3.3)

Burada, Q mikrokiirelerin birim miktar1 basina adsorplanan madde
miktaridir (mgg'); Co ve C, albumin c¢ozeltisinin sirasiyla, baslangic ve
adsorpsiyon sonucu siiziintiide kalan derisimleridir (mgmL™); V sulu faz hacmi
(mL) ve m de kullanilan SPN agirligidir (g).

Sekil 3.12’de Pro A/CB ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna pH
etkisi goriilmektedir. Her iki SPN’de de albuminin maksimum adsorpsiyonu
izoelektrik noktast olan pH 5’de gozlenmistir. pH artisi ile albumin adsorpsiyonu

azalmaktadir. Albumin adsorpsiyonundaki diisiis benzer yiiklii gruplar arasindaki
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elektrostatik itmenin etkisiyle yorumlanabilir. izoelektrik noktasinda proteinler
net yiikke sahip degildir ve bu nedenle genellikle sulu ¢dzeltiden maksimum
adsorpsiyon bu noktada gozlenir. Buna ek olarak, boya ve protein molekiilleri
arasindaki bu etkilesimler ligandlarin ve albumin yapisindaki aminoasit yan
zincirindeki bazi gruplarin iyonlasma hallerinden ve bu pH’da albuminin
konformasyonal durumundan kaynaklanabilir. pH 5’de maksimum albumin
adsorpsiyon kapasitesi CB SPN icin 973.19 mgg™' ve Pro A/CB SPN igin ise
1100.69 mgg™ olarak elde edilmistir.

Kassab ve arkadaslar1 (2000) CB poliamid membrani ile pH 5’de
maksimum albumin adsorpsiyon kapasitesini 150 mgHSAg™, Altintas ve Denizli
(2006) CB poli(GMA) kiirecikleri ile pH 5’de maksimum albumin adsorpsiyon
kapasitesini 120 mg HSAg"' ve Tamahkar ve arkadaslari (2010) CB bagh
bakteriyel seliiloz nanofiber ile pH 5’de maksimum albumin adsorpsiyon

kapasitesini 600 mg HSAg™ olarak bulmuslardr.

1200 - Q(mgg?)

1000 -

800 -

600 - —+—CB SPN ile BSA

=—Pro A/CB SPN ile BSA
400 -

200 -
pH

Sekil 3.12. Pro A/CB ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna pH etkisi (Albumin derisimi:

6 mgmL™", Vypumin: S ML, M pro A/ ve cp spx: 5 mg, T: 25 °C)
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Sekil 3.13’de Pro A/CB ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna derisim
etkisini goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi; her iki SPN’de adsorpsiyon,
albuminin baglangi¢c derisiminin artmasiyla artmig ve 10 mgmL'1 albumin
derisiminde doygunluga ulasilmistir. Albumin baglama kapasitesindeki bu artis;
CB’nun asidik gruplar1 ve aromatik yapisiyla ve albumin molekiillerinde bulunan
aminoasitlerdeki yan zincirlerdeki gruplarin arasindaki hidrofobik, elektrostatik ve
hidrojen bag1 gibi farkli etkilesim mekanizmalarinin toplam etkisinden
kaynaklanmaktadir. pH 7.4’de maksimum adsorplanan albumin miktar1 ise CB
SPN igin 763.62 mgg" (11.40 pmolg™) ve Pro A/CB SPN igin ise 1149 mgg
(17.16 umolg™) olarak bulunmustur.

1400 - 0 (mgg?)
1200 -
1000

800
=—4=—(B SPN ile BSA

600 =fl—Pro A/CB SPN ile BSA

400

200
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12

Sekil 3.13. Pro A/CB ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna derigimin etkisi (pH 7.4 PBS,

V(;ézelti: 5 mL, M po a/cB ve caspn: 5 mg, T: 25 OC)

Literatiirde farkli sorbentlerle albumin adsorpsiyonu ig¢in farkh
adsorpsiyon kapasiteleri elde edilmistir. Denizli ve arkadaslar1 (1997) PVA
partikiillerine CB baglanmasiyla 35 mg BSAg' adsorpsiyon kapasitesi elde
etmistir. Zeng ve Ruckenstein (1996) kitosan sorbentlerine polietersiilfon
desteklemesi ile ve CB baglanmastyla adsorpsiyon kapasitesini 10.2 mg HSAg™
olarak bulmuslardir. Denizli ve arkadaslar1 (1999) poli(EDMA-HEMA) polimerik
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mikrokiireciklere CB baglanmasiyla 57.3 mg BSAg™ adsorpsiyon kapasitesi elde
etmistir. Kassab ve ark.ar1 (2000) mikrogozenekli poliamit fiber afinite
membranlarin1 CB ile tiirevlendirerek kullandiginda ise adsorpsiyon kapasitesini
147 mg HSA g' olarak elde etmistir. Odabasi ve Denizli (2004) manyetik
p(HEMA) kiireciklerine CB baglanmasiyla adsorpsiyon kapasitesini 94.5 mg
HSAg"' olarak elde ederken, Uzun ve ark.lari (2004b) poli(stiren-HEMA)
monodispers  mikrokiireciklerine Reactive green HE-4BD Dboyast ile
bagladiklarinda adsorpsiyon kapasitesini 221 mgg" olarak bulmustur. Unsal ve
arkadaslar1 (2005) p(HEMA-co-EDM) kiireciklerine CB bagladiklarinda 60 mg
BSAg', Qu ve arkadaslari (2009) CB bagli mag PMMA nanopartikiilleri ile
121.98 mg BSAg', Karako¢ ve arkadaslari (2009) PHEMA-IMEO —Cu®
nanopartikiilleri ile 600 mg HSAg", Tamahkar ve arkadaslar1 (2010) CB bagli
bakteriyel seliiloz nanofiber ile pH 5’de 1800 mg HSA.g" adsorpsiyon kapasitesi
elde etmislerdir.

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan madde miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda
iliski kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalmiz bir
molekiilii tutmaya elverisli belirli sayidaki tanimlanmis bdliimlere molekiillerin
adsorbe oldugunu varsayar. Bu boliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir adsorpsiyon izotermi

asagidaki denklemle ifade edilir.

Q= QumaxbCeq / (1+bCeq) (3.4)

Bu denklemde Q: adsorbana baglanan albumin miktarmi (mgg™), Ceq:
¢ozeltideki denge albumin derisimini (mgmL™), b: tek tabakali baglanmayi
yansitan Langmuir sabitini (mLmg"), Qmsx: maksimum adsorpsiyon kapasitesi

(mgg™) ni gosterir. Bu deklem lineerize edildiginde asagidaki denklem elde edilir.

1/Q = [1/(Qmaxb) I[1/Ceq] + [1/Qmax] (3.5)
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1/Ceq’ya 1/Q grafigi cizildiginde kesim 1/Qmax, €gim ise 1/Qmaxb’dir.
Sekil 3.14 ve 3.15’de albumin adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon modelinin
grafigi verilmigtir. Deneysel verilerden albumin adsorpsiyonu i¢in maksimum
kapasite (Qmax) elde edilir. Her iki SPN i¢in denge verileri denklemde
déniistiriildiiginde lineer bir grafik elde edilmistir. R* degerinin 0.9946 ve 0.9954
olmast bu afinite adsorbanlarmin Langmuir adsorpsiyon modeline
uygulanabilecegini gostermistir (Sekil 3.14 ve 3.15). Pro A/CB SPN igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi 1250 mgg™', Langmuir sabiti ise 0.101 mLmg™
(6784.81 M) ve CB SPN igin ise maksimum adsorpsiyon kapasitesi
833.33 mgg', Langmuir sabiti ise 0.104 mLmg"' (6991.3 M) olarak

bulunmustur.

0,045 -
’ 1/Q(gmg?)
y =0,0079x - 0,0008
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0,035 -
0,03 -
0,025 -
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Sekil 3.14. Pro A/CB SPN ile albumin adsorpsiyonu i¢in Langmuir izotermi

Lagercrantz ve Larson (1983) calismasinda Blue sefaroza albumin
baglanma sabiti 2.4 x 10* M oldugu belirtilmistir. Zhang ve arkadaslarinin
calismasinda (2001) CB ve BSA arasindaki baglanma sabiti 1.18 10° M olarak
bulunmustur. Demiryas ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2007) CB baghh P(AAM-
AGE) kriyojel ile BSA arasindaki baglanma sabiti 4.22 10° M, maksimum

adsorpsiyon kapasitesi 43.9 mgg” olarak bulunmustur. Qu ve arkadaslarmin



@) ANADOLU UNIVERSITESI

130

calismasinda (2009) CB-mag PMMA nanopartikiilii ile BSA arasindaki baglanma
sabiti 5.85 10* M"' maksimum adsorpsiyon kapasitesi ise 121.98 mgg™ olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.15. CB SPN ile albumin adsorpsiyonu i¢in Langmuir izotermi

Ngah ve arkadaslar1 (2002) adsorpsiyon sisteminin adsorplanan madde
icin uygulanabilir olup olmadigini tahminde bulunmak amaciyla izoterm seklinin
etkisini incelemistir. Langmuir izoterminin temel 6zelligi; sabit ayirma faktorii ya
da denge parametresi (Rp) ile ifade edilmektedir. R; asagidaki denklemle

tanimlanmaktadir.

Ri= 1/ (1+bCy) (3.6)

Burada Co baslangic albumin derigimi (mgmL™) ve b ise Langmuir
adsorpsiyon denge sabitidir (mLmg™).
Ry > 1 ise adsorpsiyonun uygun olmadigin,
R;= 1 ise adsorpsiyonun dogrusal oldugunu;

0< Ry <1 ise adsorpsiyonun uygun oldugunu;



@) ANADOLU UNIVERSITESI

131

Rr= 0 olmasi ise adsorpsiyonun tersinmez oldugunu gosterir (Ngah ve ark. 2002,
Ayar ve ark. 2008).

Cizelge 3.1°de her iki SPN’ye farkli baslangi¢ albumin derigimi i¢in Ry
degerleri hesaplanmistir. Ry degerleri iki SPN’de albumin adsorpsiyonunun uygun

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.1. Langmuir denklemine dayanan R; degerleri

Baslangic albumin derisimi | Ry (Pro A/CB SPN) Ry (CB SPN)
(mgmL™)

0.25 0.9753 0.9747

0.5 0.9518 0.9506

1.0 0.9080 0.9058

2.0 0.8315 0.8278

4.0 0.7116 0.7062

6.0 0.6220 0.6157

8.0 0.5524 0.5458

10.0 0.4968 0.4902

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich
izotermidir. Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kati
ylzeylerdeki adsorpsiyonlar i¢in Alman fizikokimyaci Herbert Max Finlay
Freundlich tarafindan deneysel ¢aligmalara bagli olarak tiiretilmistir (Sarikaya

1993). Freundlich izotermi asagidaki denklemle ifade edilir.

InQe= 1/n(InCeq)+InKr 3.7

Burada Kr Freundlich sabiti olup adsorpsiyon kapasitesinin gostergesi, n
ise adsorpsiyon siddeti ile ilgili sabittir. 1/n sistemin heterojenligini gosterir.
Freundlich izotermi tersinir adsorpsiyonu tanimlar ve adsorpsiyonu tek tabaka
olusumuyla siirlamaz. n degeri 0’a yaklasiyorsa sistem daha fazla heterojendir.
In Ceq’ya karst In Q. grafige gecirildiginde kesimden Ky ve egimden de n sabitleri
bulunabilir. Sekil 3.16 ve 3.17°de albumin adsorpsiyonu i¢in Freundlich
adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir. Pro A/CB SPN ile albumin




132

adsorpsiyonuna Freundlich izotermi uygulandiginda n 0.98 ve Ky ise 157.62
olarak bulunmugtur. CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna Freundlich izotermi

uygulandiginda n 0.96, Ky ise 114 olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.16. Pro A/CB SPN ile albumin adsorpsiyonu i¢in Freundlich izotermi
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Sekil 3.17. CB SPN ile albumin adsorpsiyonu i¢in Freundlich izotermi
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Albumin adsorpsiyon verileri sirasiyla Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermlerine uygulandiginda her iki SPN i¢in albumin
adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Elde edilen
grafiklerin regresyon sabitlerine (R?) bakildiginda; Pro A/CB SPN’de Langmuir
icin hesaplanan deger (0.9946), Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0.9765)
daha yiiksek ¢cikmistir. Ayni sekilde CB SPN i¢in her iki izotermden elde edilen
regresyon sabitlerine bakildiginda; Langmuir i¢in hesaplanan deger (0.9954),
Freundlich igin hesaplanan degerden (0.9452) daha vyiiksek cikmustir. Iki
izotermin kiyaslanmasiyla; sinirli sayida baglanma bdlgesi iceren bir yiizey
tizerine tek tabakali bir adsorpsiyonun gerceklestigi sOylenebilir. Ayrica Cizelge
3.1’den elde edilen Ry degeri Langmuir adsorpsiyonunu desteklemektedir.
Langmuir adsorpsiyon izotermi ile elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi
(Qmax) de deneysel olarak elde edilen adsorpsiyon kapasitesi ile uyumludur. Bu

izotermler ile ilgili elde edilen tiim sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. SPN’lere albumin adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

modellerinin karsilagtirilmast

Deneysel Langmuir Freundlich

SPN Q(mgg") | Qum(mgg") | b(mLmg" R’ Ky n | R

Pro A/CB | 1149 1250 0.1013 (6784 M) | 0.9946 | 157.62 | 0.98 | 0.9765
SPN

CB SPN 763.62 833.33 0,104 (6991 M) | 0.9954 | 114 0.96 | 0.9452

Sekil 3.18’de CB SPN ve Pro A/CB SPN ile albumin adsorpsiyon
kapasitesi lizerine sicakligin etkisi goriilmektedir. Sicakligin artmasi ile her iki
SPN’nin albumin adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir. Maksimum albumin
adsorpsiyonu 45 °C’de CB SPN igin 152.90 mgg™, Pro A/CB SPN igin ise 194.3
mgg" olarak elde edilmistir. CB’nun aromatik gruplari protein molekiilleri ile
hidrofobik etkilesimlerle etkilesmektedir. Sicaklik arttik¢a albuminin hidrofobik
gruplar1 CB’nun antrokinon gruplariyla etkilesmektedir. Hidrofobik etkilesim,
entropi ile yiiriitiilmektedir. Entalpi degisimi, kiiciik degerde pozitif veya negatif

degerde oldugundan, serbest enerji degisimi pozitif entropi degisimiyle kontrol
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edilir ve sicaklikla artar. Serbest enerji degisimindeki negatif deger hidrofobik
protein-ligand etkilesiminin termodinamik olarak istenen bir olay oldugunu
gosterir. Bunun yaninda hidrofobik etkilesimleri c¢alistiran Van der waals
etkilesim kuvvetleri sicaklik artistyla artmaktadir (Builder 1993, Querioz ve ark.
2001, Ozkara 2010).

200
50 Q(mg/g)
160 -
140
120 -
100 - ==g==CB 5PN

80 - —l—Pro A/CB SPN
60 -
40

20 T(°C)

Sekil 3.18. Pro A/CB ve CB SPN ile albumin adsorpsiyonuna sicakligimn etkisi (Albumin derigimi:
1 mgmL", Vesgeri: 3 ML, M pro archve i sen: 5 mg, pH: 7.4 PBS)

Iyonik etkilesimler tanima ve baglanma siireclerinin anlasilmasini saglar.
Pro A/CB SPN ve CB SPN’ye albumin baglanmasina NaCl derisiminin etkisi
Sekil 3.19°da verilmektedir. Iyonik siddetin artisi her iki SPN’nin albumin
adsorpsiyon kapasitesinde artmaya neden olmaktadir. NaCl derisiminin artmastyla
albumin adsorpsiyon kapasitesi CB SPN’de 122 mgg"’ye, Pro A/CB SPN’de ise
175 mgg’ye artis gostermistir. Eklenen tuz, su molekiilleri ile etkileserek
albumin ve CB’nin etkilesmesi i¢in sliriicii kuvvet olusturmaktadir. Ortama

eklenen tuzun iyonik giicti, proteinlerin ¢oziiniirligiinii etkilemektedir.
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Sekil 3.19. Pro A/CB ve CB SPN’ye albumin adsorpsiyonuna NaCl derisiminin etkisi (Albumin

derigimi: 1 mgmL'l, Veozettic 3 ML, M pro a/cB ve cB sen: 4 mg, pH: 7.4 PBS)

Kat1 desteklerin rejenerasyonu ve tekrar kullanimi (Sekil 3.20) laboratuar

ve ticari uygulamalarda maliyet agisindan Onemlidir. Pro A/CB SPN’nin

desorpsiyon orant % 93 olarak bulunurken; CB SPN’nin desorpsiyon orant % 95

olarak

bulunmustur ve

adsorpsiyon kapasitelerinde 6nemli bir degisim goriilmemistir.

10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasinda
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Sekil 3.20. Albumin desorpsiyonu ve tekrar kullamlabilirlik (Albumin derigimi: 0.5 mgmL™”,

Vatbumin: 3 ML, M py a/cB ve B spn: 5 mg, pH: 7.4 PBS, Desorpsiyon tamponu: % 10

Etilen glikol igeren 0.1 M asetat tamponu pH4.0)
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3.2.4. Pro A/ CB ve Pro A SPN’ler ile sulu ¢ozeltide IgG Adsorpsiyonu

Pro A’nin IgG’ye karsi afinitesi oldukca yiiksektir. IgG Pro A’ya Fc
boliimiinden baglanir. Etkilesim hidrofobik etkilesim ile birlikte hidrojen bagi ile
karakterize edilebilir. Pro A bes benzer IgG baglama boliimleri igerir. Pro A daki
bes boliimden her biri a-heliks y1gina anti paralel olarak yerlesir ve {i¢ boyutlu
yapt hidrofobik merkezle stabilize olur. Protein A maliyeti olduk¢a yiiksek
olmakla birlikte dogru oryantasyonda baglanmasi olduk¢a Onemlidir. Pro A
kovalent baglanmas1 bagka bir calismada pH 9.5’da gerceklestirilmis ve
3.12 mgg™ baglanma elde edilmistir (Cakmak ve ark. 2009, Alkan ve ark. 2009).
Nanopartikiile baglanan CB miktar1 980,95 mgg' SPN (13,31 mmolg' SPN)
olarak bulunmustur. SPN’lere baglanan Pro A miktar1 ise 3.759 mg Pro A g”' SPN
(0,089 umol Pro A g' SPN) olarak elde edilmistir. Adsorpsiyon caligmalari
stiresince nanopartikiillerden CB ve Pro A sizmasi gézllenmemistir. Sekil 3.21°de

Pro A baglanmis kat1 destege IgG baglanmasi sematik olarak gosterilmistir.

Protein A)

0>

Sekil 3.21. Pro A bagli SPN’ye 1gG baglanmasi

Sekil 3.22, Pro A/CB ve Pro A SPN’ye IgG adsorpsiyonuna pH etkisini
gostermektedir. pH 7°de maksimum adsorpsiyon gozlenmistir, bu nedenle derisim
calismas1 da bu pH’daki PBS tamponunda gerceklestirilmistir. pH 7°de
maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi Pro A/CB SPN i¢in 825.9 mgg™ ve Pro A
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SPN igin ise 762.75 mgg' olarak elde edilmistir. IgG’nin izoelektrik noktas:
6.2’dir ve maksimum adsorpsiyonun pH 7.0’de gozlenmesi IgG’nin her iki
SPN’ye baglanmasinda hidrofobik etkilesimlerle birlikte diger etkilesimlerin rol
oynadigim gostermistir. Izoelektrik noktasinda proteinlerin net yiikii sifirdir.
Aminoasit bilesimine bagli olarak izoelektrik noktasinda protein bazi yiiklii

gruplar icerebilir.
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Sekil 3.22. Pro A/CB ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonuna pH etkisi (IgG derisimi: 6 mgmL_l,

. . . 0,
VIgG cozeltisi- SmL, Mp A/cB ve Pro a spn: 5 mg, T: 25 C)

Akerstrom ve Bjorck’iin acligmasinda (1986) Sefaroz ProA’ya IgG
baglanmas1 pH 8’de maksimum olarak bulunmustur. Yavuz ve arkadaslarinin
calismasinda (2006) P(HEMA-Reaactive Green) partikiillerine IgG baglanmasi
pH 7’de maksimum olarak gozlenmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi
20 mgg™" olarak bulunmustur. Tiirkmen ve arkadaslarinin (2008) calismasinda ise
P(HEMA-MAPA) nanokiirecikleri ile IgG baglanmas1 pH7’de maksimum olarak
gbzlenmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi 800 mgg™' olarak bulunmustur.

Sekil 3.23, Pro A/CB ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonuna derisim
etkisini gostermektedir. Her iki kat1 destege adsorplanan IgG miktar1 (Q) Esitlik
3.3’e gore hesaplanmistir. Sekil 3.23’de de goriildiigii gibi her iki SPN’de
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adsorpsiyon IgG baslangic derigiminin artmasiyla artmis ve 10 mgmL™ IgG
derisimde doygunluga ulasilmistir. pH 7.4’de maksimum adsorplanan IgG miktari
Pro A SPN igin 1102 mgg™ (7.35 pmolg™) ve Pro A/CB SPN igin ise 1175 mgg
(7.83 pmolg™) olarak bulunmustur.

1400

Q (mgg?)

1200
1000

800
=== Pro ASPN ile IgG

600 ~— ProA/CB SPN ile 1gG

400

200

Sekil 3.23. Pro A/CB ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonuna derisimin etkisi (IgG derisimi: 6

-1
mgmL *, VieG cozetisi: 5 ML, M pro A/CB ve Pro a sen: S Mg, pH 7.4)

Literatiirde farkli sorbentlerle IgG adsorpsiyonu i¢in farkli adsorpsiyon
kapasiteleri elde edilmistir. Fiiglistaller (1989) Affi-gel, Eupergit, Ultragel ve
Sepharose serileri gibi farkli ticari Pro A afinite kromatografi matrikslerinin
IgG’yi dinamik baglama kapasitelerini 0.7-20 mg IgGs g olarak belirlemistir.
Klein ve arkadaglar1 (1994) mikrogozenekli poli(kaprolaktam) oyuk fiberlerine
Pro A spesifik biyolojik ligandini bagladiginda IgG adsorpsiyon kapasitesini 12.4-

28.3 mgem™

olarak elde etmislerdir. Denizli ve arkadaslarinin g¢aligmasinda
(1995b) PHEMA mikrokiirelerine Pro A immobilize edilmesiyle IgG adsorpsiyon
kapasitesini 24 mgg™' olarak elde etmistir. Garipcan ve Denizli (2002) P(HEMA-
MAH) kiireciklerinin kullanmasiyla 73.7 mg IgGg' adsorpsiyon kapasitesine
ulasmis, Yavuz ve arkadaslari (2006) ise Reactive Green HE 4BD boyasini
P(HPMA) jel kiireciklerine bagladiklarinda IgG adsorpsiyon kapasitesini 71 mgg™

olarak bulmuslardir. Akg6l ve arkadaslart (2007), poli(EDMA-MAH)
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pseudospesifik manyetik afinite kiireciklerinin IgG adsorpsiyon kapasitesini sulu
¢ozeltide 46.8 mgg™" olarak bulmuslar, insan serumunda ise adsorpsiyon degeri
85.7 mgg'’a yiikselmistir. Tirkmen ve arkadaslari (2008), P(HEMA-MAPA)
nanokiireciklerini IgG aymm icin kullandiklarnda 780 mgg” adsorpsiyon
kapasitesi elde etmislerdir. Oztiirk ve arkadaslarmin (2008) calismasinda
p(HEMA-IMEO) nanokiirecikleri kullanildiginda plazmada maksimum IgG
adsorpsiyon kapasitesi 843 mgg”, Alkan ve arkadaslarinm (2009) ¢alismasinda
p(HEMA)-Protein A kriyojellerine IgG baglanmasi maksimum olarak pH 7.4’de
ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi ise 60 mgg™ bulunmustur.

IgG adsorpsiyon verileri, Langmuir adsorpsiyon denkleminde (Esitlik
3.5) donistiirtildiigiinde lineer bir grafik elde edilmis ve bu sistemin Langmuir
adsorpsiyon izotermine uydugu gozlenmistir (Sekil 3.24 ve 3.25). R? degerinin
0.9951 ve 0.9975 olmasi bu afinite adsorbanlarinin Langmuir adsorpsiyon
modeline uygulanabilecegini gostermistir. Pro A/CB SPN i¢in IgG maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 1111 mgg™', Langmuir sabiti ise 0.086 mLmg" (12857.14
M™) ve Pro A SPN igin IgG maksimum adsorpsiyon kapasitesi 1666.67 mgg™,
Langmuir sabiti ise 0.043 mLmg™' (6521.74 M) olarak bulunmustur.

0,06 -

1/Q(gmg?)
y =0,0105x- 00,0009
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Sekil 3.24. Pro A/CB SPN ile IgG adsorpsiyonu i¢in Langmuir izotermi
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Sekil 3.25. Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonu i¢in Langmuir izotermi

Esitlik 3.6’dan Ngah ve arkadaglarinin (2002) adsorpsiyon sisteminin
uygulanabilir olup olmadigimi tahmin etmek icin kullandiklar1 sabit ayirma
faktorii ya da denge parametresi (Ry) farkli baglangic IgG derisimlerinde Pro A ve
Pro A/CB SPN’ler icin de hesaplanmustir. Cizelge 3.3de, Ry, degerleri iki SPN’de

de IgG adsorpsiyonunun tercih edildigini gostermektedir.

Cizelge 3.3. Langmuir denklemine dayanan R degerleri

Baslangig IgG derisimi | Ry (Pro A/CB SPN) Ry (Pro A SPN)
(mgmL")

0.25 0.9790 0.9893

0.5 0.9589 0.9787

1.0 0.9210 0.9583

2.0 0.8537 0.92

4.0 0.7447 0.8518

6.0 0.6604 0.7931

8.0 0.5932 0.7419

10.0 0.5385 0.6970

Esitlik 3.7°den de elde edilen degerlere gore Sekil 3.26 ve 3.27°de IgG

adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir. In C.q’ya
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karst In Q. grafige gecirildiginde kesimden Ky ve efimden de n sabitleri
bulunabilir. K¢ Freundlich sabiti olup adsorpsiyon kapasitesinin gostergesi, n ise
adsorpsiyon siddeti ile ilgili sabittir. 1/n, sistemin heterojenligini gosterir. Pro
A/CB SPN ile IgG adsorpsiyonuna Freundlich izotermi uygulandiginda n degeri
0.871, Kr ise 120.25 olarak bulunmugstur. Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonu igin
Freundlich izotermi uygulandiginda ise n degeri 0.845, Ky ise 83.11 olarak

bulunmustur.

InQ.

7 1 e

_® 7 y=1,1476x+4,7896
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Sekil 3.26. Pro A/CB SPN ile IgG adsorpsiyonu i¢in Freundlich izotermi
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Sekil 3.27. Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonu i¢in Freundlich izotermi
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IgG adsorpsiyon verileri sirasiyla Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon
izotermlerine uygulandiginda her iki SPN i¢in IgG adsorpsiyonunun Langmuir
izotermine uydugu bulunmustur. Elde edilen grafiklerin regresyon sabitlerine (R?)
bakildiginda; Pro A/CB SPN’de Langmuir icin hesaplanan deger (0.9951),
Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0.993) daha yiiksek ¢ikmistir. Ayni sekilde
Pro A SPN i¢in her iki izotermden elde edilen regresyon sabitlerine bakildiginda;
Langmuir i¢in hesaplanan deger (0.9975), Freundlich icin hesaplanan degerden
(0.9737) daha yiiksek ¢ikmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda sinirli sayida
baglanma bdlgesi igeren bir yiizey Tlizerine tek tabakali bir adsorpsiyonun
gergeklestigi sOylenebilir. Ayrica Cizelge 3.3’den elde edilen Ry degeri Langmuir
adsorpsiyonunu desteklemektedir. Bu izotermler ile ilgili elde edilen tiim sonuglar

Cizelge 3.4’de toplu olarak verilmistir.

Cizelge 3.4. SPN’lere IgG adsorpsiyonu i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon modellerinin

karsilagtirilmasi
Deneysel Langmuir Freundlich
SPN Q Qn b R’ Kr n R’
(mgg") | (mgg") | (mLmg")
Pro A/CB | 1175 1111.11 0.0857 0.9951 | 120.25 0.871 | 0.993
SPN (12857 M™)
Pro A | 1102 1666.67 0.0435 0.9975 | 83.11 0.845 | 0.9737
SPN (6521 M™)

Sekil 3.28’de Pro A SPN ve Pro A/CB SPN ile IgG adsorpsiyon
kapasitesine sicakligin etkisi goriilmektedir. Sicakligin artmasi ile her iki SPN’nin
IgG adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir. Bu artis; SPN’lere IgG baglanma
etkilesimlerinin hidrofobik etkilesimlerle olmasindan kaynaklanmaktadir. Pro A-
IgG etkilesimlerinde hidrofobik kuvvetler baskindir. Sicaklik artigi daha kuvvetli
hidrofobik etkilesimlere neden oldugundan protein adsorpsiyonunu arttirir.
Sicakligin artisi, dengeyi diizenli su formundan serbest su formuna kaydirr,
bdylece suya maruz kalan hidrofobik yiizeyler azaltilir. Hidrofobik adsorbanlara

baglanma entropi ile yiritiiliir. Hidrofobik etkilesimleri ¢alistiran Van der waals
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etkilesim kuvvetleri sicaklik artistyla artmaktadir (Builder 1993, Querioz ve ark.
2001, Oncel ve ark 2005, Tiirkmen ve ark. 2008, Y1ilmaz ve ark. 2009). Altintas
ve arkadaglart (2007), IgG uzaklastirmak amaciyla p(GMA) metal-selat
kiirecikleri hazirlamiglar ve sicakligin artmasiyla bu kiireciklere IgG
adsorpsiyonunun da arttigin1  gozlemlemislerdir. Alkan ve arkadaglarinin
calismalarinda (2009) da Pro A bagli PHEMA kriyojeline IgG adsorpsiyonu

sicaklikla artmistir.
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Sekil 3.28. Pro A/CB ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonuna sicakligin etkisi (IgG derisimi: 1
mgmL™, Vozerit 3 ML, M pry a/cB ve Pro 4 spn: 5 Mg, pH: 7.4 PBS)

Pro A/CB SPN ve Pro A SPN ile IgG baglanmasina tuz derisiminin etkisi
Sekil 3.29°da verilmektedir. Tuz derisiminin artmasiyla IgG adsorpsiyon
kapasitesi Pro A/CB SPN ve Pro A SPN’de artmaktadir. Eklenen tuz, su
molekiilleri ile etkileserek IgG ve protein A’nin etkilesmesi i¢in siiriicii kuvvet
olusturmaktadir. Ortama eklenen tuzun iyonik giicli, proteinlerin ¢oziiniirligiini
etkiler. Iyonik giicii, tuzu olusturan katyon ve anyonlarin yiik sayis1 ve derisimi
belirler. “Salting-out”, yiiksek tuz derisimlerinde proteinlerin ¢oktiiriilmesidir.
Yiiksek derisimlerde eklenen tuz kendi hidratasyonu i¢in ortamdaki suyu tutarak,
proteinlerin ¢Oziinlirliigiinii azaltir. Salting-out etkisi ile ¢oktiiriilen proteinler,

dogal yapilarimi koruduklarindan, denatiire olmaksizin tekrar c¢oziinlir hale
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gelebilirler. “Salting-in” ise; tampondaki tuz derisiminin azaltilmasi (iyonik giiciin
diisiiriilmesi) ile proteinlerin ¢oziiniirliiglinlin arttirilmasidir. Proteinler iizerindeki
yiik etkilesimleri korunur ve diisiik tuz derisimi proteinlerin agregasyonunu ve
¢Okmesini oOnler. Hidrofobik etkilesim kromatografide (HIC) tuzlarin etkileri,
proteinlerin ¢oktiiriilmesi veya bunlarin suyun molal yiizey gerilimini artirici
olumlu etkileri Hofmeister serileri ile agiklanabilir. Bu etkiler, hidrofobik
etkilegsmeyi baglatan kozmotropik tuzlara (6rnegin amonyum siilfat) ve hidrofobik

etkilesmeyi azaltan kaotropik tuzlara baghdir.

- Coktirme (salting-out) etkinin artis:

Anyon: POS3, 80,3, CH;COO, CL B, NOy-, ClOg F, SCN-
Katvon: NH,*, Rb*, K*, Nat, (g%, Lit, Mgt Ca'?, Ba'2

kaotropik (salting-in) etkinin artisi

v

Etkilesimleri artirma kabiliyetlerine gore sirasiyla hidrofobik etkilesimleri artiran

tuzlar asagida verilmistir (Ozkara 2010).

Na,SO4> KrSO4 > (NH4)ZSO4 > Na,HPO,> NaCl > LiCl > KSCN
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Sekil 3.29. Pro A/CB ve Pro A SPN ile IgG adsorpsiyonuna NaCl derisiminin etkisi (IgG derigimi:

1 mgmL'l, Vozeni: 3 ML, M pro a/cB ve Pro 4 spn: 4 mg, pH: 7.4 PBS)
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Kati desteklerin rejenerasyonu ve tekrar kullanimi laboratuar ve ticari
uygulamalarda maliyet agisindan 6nemlidir. Pro A/CB SPN’nin desorpsiyon orani
% 95 olarak bulunurken; Pro A SPN’nin desorpsiyon oram1 % 90 olarak
bulunmustur ve 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasinda adsorpsiyon

kapasitelerinde dnemli bir degisim gdriilmemistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. [gG Desorpsiyonu ve tekrar kullanilabilirlik (IgG derisimi: 0.5 mgmL'l, Vozeni: 3 mL,
M pro A/CB ve Pro A spN: O Mg, pH: 7.4 PBS, Desorpsiyon tamponu: % 10’luk etilen glikol
cozeltisi iceren 0.1 M asetat tamponunda pH 4.0)

3.2.5. Pro A/CB, CB ve Pro A SPN’lerin kullanilmasi ile kan serumundan

IgG ve Albumin uzaklastirilmasi

Serumda albumin derisimi, yaklasik olarak 50 mgmL™ iken; IgG derisimi
15 mgml ™" dir. Serum proteinlerinin analizi i¢in bol miktarda bulunan proteinlerin
uzaklastirilmas: 6nem kazanmaktadir. Hazirlanan SPN’lerin adsorpsiyon etkinligi
kesikli sistemde sulu ¢ozeltide incelenmesinin yaninda serum orneklerinde de
incelenmistir. Sulu ¢dzeltide, Pro A/CB SPN’nin kullanilmasi ile albumin
adsorpsiyon kapasitesi 1149 mgg” olarak elde edilirken, IgG adsorpsiyon
kapasitesi 1102 mgg™ olarak elde edilmistir. Sulu ¢ézeltide CB SPN’nin albumin
adsorpsiyon kapasitesi 763 mgg™ iken, Pro A SPN’nin IgG adsorpsiyon kapasitesi
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1175 mgg "tir. Serum &rnekleri ile ¢alisildiginda, Pro A/CB SPN’nin kullanilmast
ile sulu ¢ozeltiye gore albumin adsorpsiyon kapasitesi 3 kat artarken, IgG
adsorpsiyon kapasitesi 2 kat artmistir. Cizelge 3.5°de gorildiigii gibi; serum
ornegi once Pro A SPN ile etkilestirildiginde hem albumin hem de IgG
uzaklastirilmast meydana gelmistir. Pro A SPN’den sonra CB SPN ile
etkilestirilen serum 6rneginde, sulu ¢ozeltiye gore albumin adsorpsiyon kapasitesi
yaklasik olarak 6 kat artmistir. Serum 6rnegi dnce CB SPN ile etkilestirildiginde
ise hem albumin hem de IgG uzaklastirilmis olup, CB SPN’nin albumin
adsorpsiyon kapasitesi daha yiiksektir. Once CB SPN daha sonra Pro A SPN’nin
kullanildig1 sistemde sulu ¢ozeltiye gore I1gG adsorpsiyon kapasitesi de 2.5 kat
artmustir. Sulu ¢ozeltiye gore serumda adsorpsiyon kapasitelerinde gozlenen bu
artlg; albumin ve IgG’nin konformasyonal yapisinin kendi dogal ortaminda Pro
A/CB, CB ve Pro A SPN’ler ile daha uygun spesifik etkilesmesiyle agiklanabilir.
Serum  Orneklerinin  seyreltilmesiyle hazirlanan  SPN’lerin  adsorpsiyon
kapasitesinde azalma goriilmiistiir. Pro A SPN 1/5 oraninda seyreltilen serum
ornegi ile etkilestirildiginde, Pro A SPN secicilik ozelligi gostererek IgG
uzaklastirmasinin ve CB SPN ile etkilestirildiginde ise albumin uzaklagsmasinin
daha fazla oldugu gozlenmistir. Cizelge 3.5’de de goriildiigii gibi sulu ¢ozeltide
iki farkli derisimde IgG ve albumin karisimlar1 hazirlanmis ve Pro A/CB SPN

kullanilarak ayni anda hem IgG hem de albumin uzaklagtirilmistir.
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Cizelge 3.5. Serum &rneginde farkli SPN’lerin kullanilmasi ile IgG ve Albumin adsorpsiyon

kapasiteleri

Madde Q Albumin (mgg™") | Q IgG (mgg™)
Pro  A/CB | 346154 2307.69
SPN

Serum ProASPN | 2068.97 1034.48
CB SPN 2647.06 2647.06
CB SPN 3000 1500
ProASPN | 2500 1500
ProA/CB SPN | 612.25 612.25
ProASPN | 93.75 843.75

1/5 Serum CB SPN 88235 88235
CB SPN 1588.23 176.47
ProASPN | 90.90 363.63

/2 Serum ProA/CB SPN | 923.08 923.08

1 mgmL" 1gG+3 mgmL " Albumin ProA/CB SPN | 576.92 576.92

S mgmL” 1gG+ 15 meml” Albumin ProA/CB SPN | 1132.07 566.04
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Albumin ve IgG uzaklagtirmasinin gerceklestigi SDS-PAGE ile de
dogrulanmistir (Sekil 3.31). Sulu ¢6zeltideki albumin ve IgG karisimindan, 1/2 ve
1/5 oraninda seyreltilen serum Orneklerinden IgG ve albumin uzaklagtirilmasi
SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 3.32 ve 3.33). Tim SDS-PAGE
goriintiilerinde serumda ve seyreltilmis serum oOrneklerinde bulunan IgG ve
albumin derisimlerinin SPN’lerle etkilestirildikten sonra azaldig1 goriilmektedir.
Desorpsiyon drneklerinde de IgG ve albumine ait bantlar goriildiiglinden etkili bir

desorpsiyonun gerceklestigi belirlenmistir.
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Pro A/CB Pro A SPN CB SPN
Serum ¢ Desorp. matk  CBSPN  Desorp. pro A SPN' Desorp.

LTl L e LT

Sekil 3.31. Pro A/CB, CB ve Pro A SPN’lerin kullanilmasi ile serumdan albumin ve IgG

uzaklagtirilmasi sonrasinda SDS-PAGE goriintiisii

Pro A/CB . Pro A/CB
Desorp. SPN Smeml 12G+  marlar Desorp. SPN 1/2 Serum

Il Tl L L

IVERSITESI

Sekil 3.32. Pro A/CB SPN’nin kullanilmasi ile 2 serumdan ve sulu ¢ozeltideki karisimdan

albumin ve IgG uzaklastirilmasi sonrasinda SDS-PAGE goriintiisi

@) ANADOLU UN
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CB SPN+ Pro A SPN+ Pro A/CB

Desorp.  ProASPN  Desorp.  CBSPN Marlar Desorp. phis 1/5 Seram

A

Sekil 3.33. Pro A/CB, CB ve Pro A SPN’lerin kullanilmasi ile 1/5 serumdan albumin ve IgG

uzaklastirilmasi sonrasinda SDS-PAGE goriintiisii

Hazirlanan her ¢ destekle albumin ve IgG uzaklastirmasinin
gergeklestigi 2D-PAGE ile de dogrulanmustir (Sekil 3.34). Sekil 3.34°de S1 kodlu
ornek uzaklastirma yapilmamis serumu, oval sekil albumini, albumin yakinindaki
diktortgen agir zincir IgG’yi ve daha disiik kiitledeki dikdortgen sekli ise IgG
hafif zinciri gostermektedir. IgG agir zincirine ait bandlar daha ytliksek pH’larda
da devam ettiginden IgG agir zincirindeki uzaklagtirma gézlenememektedir. Sekil
3.34°deki S4 kodlu 2D-PAGE goriintiisii serumun Pro A/CB SPN ile albumin ve
IgG uzaklastirllmasina aittir. S1 ile S4 karsilastirildiginda; albumin bandinda
azalma gozlendiginden uzaklastirmanin gergeklestigi anlasilmaktadir. S6 kodlu
ornekte, once Pro A SPN IgG uzaklastirilmasi, daha sonra CB SPN ile de albumin
uzaklastirilmasi1 gerceklestirilmistir. S1 ile S4 ve S6 kodlu 6rneklerin 2D-PAGE
goriintiileri karsilastirildiginda; S6 kodlu 6rnekte albumin uzaklastirilmasi daha
net olarak gozlenmistir. S6 kodlu ornekte IgG agir zinciri i¢in de uzaklastirma
gergeklesmistir. S8 kodlu ornekte ise o6nce CB SPN ile albumin uzaklastirilmasi

daha sonra Pro A SPN ile de IgG uzaklastirilmasi gergeklestirilmistir. Tiim 2D-
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PAGE goriintiileri karsilastirildiginda; en fazla miktarda albumin ve IgG
uzaklastirilmast S8 kodlu oOrnekte gozlenmistir. Elde edilen 2D-PAGE
goriintiilerindeki albumin ve IgG uzaklastirma goriintiisii Cizelge 3.5’de verilen
albumin ve IgG adsorpsiyon miktarlariyla da ortiigmektedir. Serumda albumin

miktar1 ¢ok fazla oldugundan 6nce albumin uzaklastirilmasinin, daha sonra ise

IgG uzaklastirllmasinin gerceklestirilmesi daha iyi sonu¢ vermistir.

Sekil 3.34. Uzaklastirma yapilmamis serum, albumin ve IgG uzaklastirilmis serum drneklerine ait
2D-PAGE goriintiisit (S1: Uzaklastirma yapilmamis serum, S4: Pro A/CB SPN ile
aym anda albumin ve IgG uzaklastirilmis serum, S6: Once Pro A SPN ile IgG
uzaklastirilmasi, daha sonra CB SPN ile de albumin uzaklastirilmasi yapilmis serum,
S8: Once CB SPN ile de albumin uzaklastirilmasi, daha sonra Pro A SPN ile IgG

uzaklastirilmasi yapilmig serum)
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3.2.6. Ticari albumin ve IgG uzaklastirma jeli ile albumin ve IgG

uzaklastirma sonucu

Thermo Scientific firmasina ait immobilize Cibacron Blue/Protein A jeli
ile toplam protein igerigi 600 pg olan 25 drnek calisilabilmektedir. Sekil 3.35°de
bu iirlinle gerceklestirilmis albiimin ve IgG uzaklastirilmasina ait 2D-PAGE
goriintiisii verilmektedir. Sekil 3.35 A’daki 2D-PAGE goriintiisii seyreltilmemis
seruma, Sekil 3.35 B’de ise 2D-PAGE goriintlisiinde serumdan uzaklasmadan
kalan alblimin ve IgG’ye ait bandlar goriilmektedir. Bu iirliniin diisiikk 6rnek
yiikleme kapasitesinden dolayr firmanin prosediiriine gore, serum 15 kez
seyreltilmektedir. Seyreltilen serumdan albumin ve IgG uzaklastirilmast 6 farkl
spin kolonunda gerceklestirilip uzaklastirma 6ncesi ve sonrasi toplam protein ve
albiimin derisimi bellirlenmistir 15 kez seyreltilen serumda albiimin igin
uzaklagtima orant % 62 bulunurken, IgG icin uzaklastirma orant % 70 olarak
bulunmustur. Firmanin prosediiriine gore albiimin ve IgG uzaklastirilmas: 50
dakikada (150 pl serumla etkilestirilmis) gerceklestirilmektedir. Pro A SPN, CB
SPN ve Pro A/CB SPN’lerle albiimin ve IgG uzaklastirmasi 60 dakikada
gergeklestirilmis (5 ml serumla etkilestirilmis) olup, hazirlanan nanopartikiillerle
ayirim nanopartikiillerin manyetik 6zelliginden dolay1 daha kolay olmaktadir.
CB/Pro A jelinin diisiik serum yiikleme kapasitesi ve serumun seyreltilmesi,
uzaklastirma sonrasi diisiik miktardaki biyolojik belirteclerin analizleri i¢in sorun
olusturmaktadir. Pro A SPN, CB SPN ve Pro A/CB SPN’lerle serumdan albiimin
ve IgG uzaklastirilmasi, bir defada daha fazla serumun yiiklenebilmesi agisindan
avantajlidir. Pro A SPN, CB SPN ve Pro A/CB SPN daha az miktarda malzeme
ile tek etkilesimle oldukga yiiksek adsorpsiyon kapasitesi (6rnegin 5 mg Pro A/CB
SPN 5 ml seyreltilmemis serumla etkilestirildiginde albumin i¢in Qmax: 3461.54
mgg”, IgG igin ise Qmax: 2307.69 mgg" olarak bulunmustur. 5 mg Pro A/CB
SPN 5 kez seyreltilmis serumla etkilestirildiginde ise albumin i¢in Qmax: 612.25
mgg”, IgG icin ise Qmax: 612.25 mgg" olarak bulunmustur. Ticari uzaklatirma
sistemi ile daha ¢ok miktarda malzeme ile (170 pl ticari destek yaklasik olarak
33.6 mg’dir) diisiik adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir.
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Sekil 3.35. Pierce® Albumin/IgG uzaklastirma ticari kiti ile 2D-PAGE A) uzaklastirma 6ncesi

B) uzaklastirma sonrasi

3.3. Biyolojik Belirteclerin Tayinini Saglayan Nanosensorler

3.3.1. MAAP ve Metal-Selat monomerlerinin karakterizasyonu

MAAP monomeri, NMR ve FT-IR ile (MAAP),-Tb(Ill) ve
(MAAP),;-Eu(Ill) metal-selat monomerleri ise MALDI-TOF-MS ve FT-IR ile
karakterize edilmistir. MAAP monomerinin '"H-NMR spektrumu alindiginda elde
edilen karakteristik pikler sunlardir (Sekil 3.36): 2.05 ppm 3H singlet (-C=C-CHj,
vinil metil), 3.0 ppm 3H singlet (-C-CH3), 3.35 ppm 3H singlet (-N-CH3), 5.5
ppm 1H singlet (-CH,=C-), 5.8 ppm 1H singlet (-CHy=C-), 7.25-8.80 ppm 4H
multiplet (aromatik, 7.3 ppm’de CDCl; pikide aromatik pikler i¢ine karismis
durumdadir), 8.80 ppm 1H singlet (aromatik), 9.1 ppm 1H singlet (N-H) (Sekil
3.36).



@) ANADOLU UNIVERSITESI

153

a2

O M CHS = d &
-lz M [
31
' @)

Sekil 3.36. MAAP monomerinin 'H-NMR spektrumu

Sekil 3.37°de MAAP monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan FT-
IR analizinin karakteristik pikleri verilmistir: FT-IR (KBr, cm'): 3259 cm™' N-H
gerilme bandindan, 2973 cm ™' aromatik C-H gerilme bandi, 2927 cm ' alifatik
gruplardaki C-H band: simetrik ve antisimetrik gerilmeden, 1670 cm ' ve 1635
cm | amid karbonil bandi, 1496 cm de keskin band benzen halkasindaki halka
titresiminden, 1457 cm 'deki band CH, makaslama titresiminden ve CHj
antisimetrik deformasyonundan, 1060 cm'deki band C-N geriliminden,
933 c¢m 'deki band CH; diizlem dis1 sallanmadan, 763 cm 'deki band
monosubstitiiye benzen halkasindan ve 439 cm ' deki band C-N-C egilmesinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.37. MAAP monomerinin FT-IR spektrumu

Sekil 3.38 ve 3.39°daki (MAAP),-Tb (III) ve (MAAP),-Eu (III) metal-
selat monomerlerinin FT-IR (KBr, cm ') spektrumlar1 incelendiginde; MAAP
monomerinde bulunan aromatik C-H gerilme bandi ve alifatik gruplardaki
simetrik ve antisimetrik gerilmeden olusan C-H bandi sirast ile 2979 cm™ ve 2930
cm™de goriilmektedir. 1670 cm™ ve 1635 cm ' 'de gelen amid karbonil bandinin
1628 cm™ ve 1622 cm™’e kaymasi metallerle etkilesiminden kaynaklanmaktadir.
1494 c¢cm 'deki band benzen halkasindaki halka titresiminden, 1458 cm ' deki
band CH, makaslama titresiminden ve CH; antisimetrik deformasyonundan,
1384 cm™'deki band alifatik boliimlerdeki CH; simetrik deformasyonundan
kaynaklanmaktadir. MAAP monomerinde 1060 cm ''de olusan C-N gerilimi
metal-selat monomerlerinde 1030 c¢cm e kaymistir. 937 cm ' deki band CH,
diizlem dis1 sallanmay1, 768 cm ' deki band monosubstitilye benzen halkasini ve
503 cm 'deki band halka deformasyon bantlarim gostermektedir. Yang ve
arkadaglar1 (2005) ve Qin (2003) ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmalarda
lantanit-oksijen titresim bandinin 416-420 cm'de gozlendigi belirtilmistir.
MAAP monomerinde 416-420 cm™' de gozlenen benzen halkasindaki diizlem igi

ve diizlem dis1 halka deformasyonlar1 nedeniyle metal-selat monomerlerinin FT-



@) ANADOLU UNIVERSITESI

155

IR spektrumlarinda bu band ayirt edici degildir. Calinescu ve arkadaglarinin
(2011)  sentezledikleri maddeye ait lantanit-oksijen titresim bandinin
647-636 cm’de oldugu belirtilmistir. Bu titresim bandi ise MAAP

monomerindeki =CH, biikiilme titresim band ile ¢akisir.

L
¥, ]

4000 3000 2000 1000
Dalga sayist (cm™)

Sekil 3.38. (MAAP),-Tb (I1I) metal-selat monomerinin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.39. (MAAP),-Eu (IIT) metal-selat monomerinin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.40’da, (MAAP),-Tb(III) metal-selat monomerinin
karakterizasyonu i¢in MALDI-TOF-MS analizi sonucu elde edilen karakteristik
pikler soyledir: m/z 172, 190 ve 378’de gozlenen iyon pikleri matriks olarak
kullanilan CHCA’ya ait piklerdir. m/z 434’da g6zlenen iyon piki MAAP-Tb(III)
kompleksine, m/z 561°deki iyon piki 2(MAAP)-H™ dimerine, m/z 726 daki iyon
piki (MAAP),-Tb(IIT) kompleksine, m/z 875 deki iyon piki ise (MAAP),-Tb(III)
kompleksine koordine olan DMSO’ya aittir.

% Intensity
100 404.8 (AMLAAP)2TH(TI) 3.2E+4
an 19008 3789
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80 272.10
L 204
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40
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Sekil 3.40. (MAAP),-Tb (IIT) metal-selat monomerinin MALDI-TOF-MS spektrumu

'H-NMR spektrumu ve FT-IR spektrumu MAAP monomerinin, FT-IR
spektrumu ve MALDI-TOF-MS spektrumlar1 ise metal-selat monomerlerinin

sentezlendigini desteklemektedir.

33.2. LPA ve PS Baskih CNT ve Fe;O; nanopartikiillerinin

karakterizasyonu

Karboksillenmis CNT, FT-IR spektrofotometresiyle karakterize
edilmistir. Sekil 3.41°deki FT-IR (KBr, cm') spektrumu incelendiginde

1700 cm_l'de karboksilik asit karbonil bandi, 2922 cm_l'de karboksilik asitteki OH
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gerilme titresim band1 ve 1129 cm_l'de C-O gerilme titresim band1 goriilmektedir.
Karboksillenmis CNT’iin FT-IR spektrumunda karboksilik aside ait titresim

bandlarinin bulunmasi1 CNT e karboksilik asidin baglandigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.41. CNT ve karboksillenmis CNT’{in FT-IR spektrumu

Sekil 3.42 ve 3.43’de (MAAP),Tb (III) metal-selat monomerinin LPA ve

PS ile 6norganizasyonu sonrasi kati desteklere baglanmasi FT-IR (KBr, cm ') ile

karakterize edilmistir. FT-IR spektrumlar1 incelendiginde; 3440 cm-1'de
(MAAP),-Tb(III) metal-selat monomerinin yapisinda bulunan NH gerilme bandi,

2958 cm1'de alifatik bilesiklerdeki CH anti simetrik ve simetrik gerilme bandi,
1728 cm~l'de C=0 gerilme bandi, 1455 cm-1'de alifatik bilesiklerde CH, makas
titresim bandi, 1258 cm-l'de P=O gerilim bandi gériilmektedir. Her iki
spektrumda da P=0O gerilme titresim bandi ve (MAAP),-Tb(Ill) metal-selat

monomerine ait titresim bandlarinin goriilmesi, PS ve LPA bagli metal-selat

monomerinin CNT e baglandigin1 géstermektedir.
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Sekil 3.42. CNT-(MAAP),-Tb-LPA polimerinin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.43. CNT-(MAAP),Tb(III)-PS polimerinin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.44 ve 3.45°de (MAAP),Tb (III) metal-selat monomerinin LPA ve

PS ile Onorganizasyonu sonrasi fonksiyonellendirilmis Fe,Os; nanopartikiiliine
baglanmast1 FT-IR (KBr, cm') ile karakterize edilmistir. Sekil 3.44’de;
3424 cm” (MAAP),-Tb(IlI) metal-selat monomerinin yapisinda bulunan NH

gerimle bandim1 ve 1384 cm” CH; grubunun simetrik deformasyonunu ve
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1029 e¢m” LPA’min yapisinda bulunan P-O-C antisimetrik gerilme bandim
gdstermektedir. Fe-O titresim bandi 575 cm™ de, P=0 gerilim titresim bandi 1258
cm” de gdzlenmistir. Her iki spektrumda da P=O gerilme titresim band,
(MAAP),-Tb(IlII) metal-selat monomerine ait titresim bandlarinin ve Fe-O
titresim bandinin goriilmesi, Fe,O3 nanopartikiiliine PS ve LPA bagli metal-selat

monomerinin baglandigini géstermektedir.
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Sekil 3.44. Fe,0;-TMSPM-(MAAP),-Tb(III)-LPA FT-IR spektrumu
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Sekil 3.45. Fe,0;-TMSPM-(MAAP),Tb-PS FT-IR spektrumu
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Sekil 3.46’da CNT, PS ve LPA baskili CNT’lerin TEM goriintiileri
verilmektedir. TEM goriintiistinde CNT’iin boyutu 10 nm olarak 6l¢iiliirken PS ve
LPA baskilanmig CNT’lerin boyutu yaklasik olarak 30 nm olarak Ol¢iilmiistiir.
Naopartikiillerin boyutundaki artig, PS ve LPA baglh metal-selat monomerlerinin
CNT’e baglandigin1 desteklemektedir. Sekil 3.47°de verilen PS baskili CNT’iin
AFM goriintlisti de nanopartikiiliin boyutunun yaklasik olarak 30 nm oldugunu

desteklemektedir.

Sekil 3.46. CNT TEM goriintiileri A) CNT B) PS baskil1 CNT C) LPA Baskili CNT
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Sekil 3.47. PS baskilt CNT AFM goriintiisii

Sekil 3.48’de ise PS ve LPA baskili Fe,O; nanopartikiillerinin TEM
goriintiileri verilmektedir. Sekil 3.6’da verilen Fe,O; nanopartikiillerinin TEM
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goriintiisiine gdére Fe,O; nanopartikiillerinin boyutu yaklasik olarak 15 nm’dir.
Sekil 3.7°deki AFM gorilintiisii de Fe,Os; nanopartikiillerinin - boyutunu
desteklemektedir. Sekil 3.45°deki PS ve LPA baskili Fe;O; nanopartikiillerinin
TEM goriintlisii naopartikiillerin boyutunun 23 nm oldugunu gdstermektedir.
Fe,O; nanopartikiillerin boyutundaki artis Fe,O; nanopartikiillerine PS ve LPA

bagli metal-selat monomerlerinin baglandigini desteklemektedir.

Sekil 3.48. A) PS baskili Fe,O; nanopartikiiliiniin TEM goriintiisii B) LPA baskili Fe,04

nanopartikiiliiniin TEM goriintiisii
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3.3.3. LPA ve PS baskilanmis CNT ve Fe,O3 nanopartikiilleri ile liiminesans

calismalan

Lantanit kompleksleri liiminesans Ozellikleri nedeni ile kimyasal ve
biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle Tb (III) ve Eu
(IIT) iyonlar1 4f enerji seviyeleri arasindaki elektronik gecislerinden dolay1 essiz
liiminesans 6zellik gosterirler. Tb (III) ve Eu (III) iyonlar1 yayilan uyarilmig hal
ile temel hal arasinda uygun enerji araligina ve emisyonu biiyiik Stokes kaymaya
sahiptir. Biiyiik Stokes kaymasina sahip olmalar1 sayesinde emisyon bandlari ile
absorpsiyon banlar1 6rtlismez. Fakat, bu iyonlarin goriiniir ve ultraviyole bolgede
absorpsiyon katsayilar1 ¢ok kiigliktiir. Bu eksiklik lantanit iyonlarinin ligandlarla
selat olusturulmasiyla giderilir. Bunun sonucunda lantanit kompleksleri yogun
absorpsiyon bandlar1 olustururlar. Organik ligandlarin gii¢lii absorpsiyonu ve
ligandlarin triplet halden merkez nadir toprak iyonlarina etkili enerji transferi ile
lantanitlerin fotoreaktif nadir toprak organik kompleksleri yogun liiminesans
ozellik gosterir (Lianshe ve ark. 2000, Calinescu ve ark. 2011, Yang ve ark.
2005).

(MAAP),-Tb(Ill) ve (MAAP),-Eu(IlIl) metal-selat monomerleri ve bu
monomerlerle  fonksiyonellendirilen, LPA ve PS baskilanmig CNT
nanopartikiilleri 350 nm’de uyarildiginda 701.2 nm’de emisyon vermistir.
Emisyon dalga boyu ve absorpsiyon dalga boyu yiiksek Stokes kaymasina
sahiptir. Liiminesans Ol¢limlerinin herbiri en az {i¢ kez yapilmistir. Sekil 3.49°da
verilen liiminesans spektrumlarinda da goriildiigii gibi metal-selat monomerinin
liiminesans siddeti CNT nanopartikiilii ile etkilestiginde artmaktadir. En yiiksek
emisyon siddetine ise metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen CNT’{in PS
veya LPA etkilesimi sonrasinda ulasilmistir. Tiim polimerizasyon islemleri
sonrasinda liiminesans siddetinde bir miktar diislis gézlenmistir. Polimerlerden
LPA ve PS uzaklastirilmast sonrasinda ise liiminesans siddetinde azalma
gozlenmistir. Liiminesans siddetlerindeki bu degisimler PS ve LPA baskili Fe,O3

nanopartikiillerinde de ayni sekilde gozlenmistir.
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Sekil 3.49. A) (MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS Baskili CNT
icin liiminesans siddetlerin degisimi B) (MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile
fonksiyonellendirilen LPA Baskili CNT i¢in liiminesans siddetlerin degisimi C)
(MAAP),-Eu(Ill) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA Baskili CNT

icin liminesans siddetlerin degisimi
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3.3.4. PS baskilanmis CNT ve Fe;O3 nanosensorler ile PS ve CA 125 tayini

(MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili nanopartikiil, 10"°-10° M derisim araliginda hazirlanan PS ¢ozeltisi ve
3.25 UmL"'-200 UmL™" derisim araligindaki CA 125 molekiilii ile etkilestirilmis
ve liiminesans siddetleri ol¢tilmiistiir. Sekil 3.50 ve 3.51°de de goriildiigii gibi PS
ve CA 125 derisimi arttikga CNT nanosensorle PS ve CA 125 arasinda

baglanmanin gergeklesmesi ile liiminesans siddetinde de artma goriilmiistiir.

300 - Siddet (a.u)

250 -
200

150 -
100 -

50 -
Co (M)

O T T T T T
0,00E+00  2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,060E-03 1,20E-03

Sekil 3.50. (MAAP),-Tb(Ill) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili CNT ile

farkli derigimlerdeki PS baglanmasi sonucu liiminesans siddetindeki degisim
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Sekil 3.51. (MAAP),-Tb(Ill) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili CNT ile

farkli derigimlerdeki CA 125 baglanmasi sonucu liiminesans siddetindeki degisim



@) ANADOLU UNIVERSITESI

166

Sekil 3.50 ve 3.51°de de goriildiigii gibi (MAAP),-Tb(III) metal selat
monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili CNT nanosensorii genis derisim
araliginda PS ve CA 125 baglama 6zelligine sahiptir.

(MAAP),-Tb(IlI) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili CNT nanosensorii icin daha diisiik derisim araligindaki 10"°-10° M
arasinda degisen PS derisimine bagli olarak CNT nanosensdriiniin liiminesans
kalibrasyon grafiginden (Sekil 3.52, R?=0.9842) yararlanilarak PS icin tayin sinir1
bulunmustur. Ayni CNT sensdriiyle 3.125-150 UmL™" arasinda degisen CA 125
derisimine bagli olarak CNT nanosensoriiniin liiminesans kalibrasyon grafigi
¢izilmistir (R*=0.922). Bu kalibrasyon egrisinden yararlanilarak da CNT
nanosensoriiniin CA 125 tayin sinir1 bulunmustur. (MAAP),-Tb(III) metal selat
monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili Fe,O; nanosensorii i¢in 3.125-125
UmL™" arasinda degisen CA 125 derisimine bagli olarak nanosensoriin liiminesans
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (R>=0.9712). Bu kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak da Fe,O3; nanosensoriiniin CA 125 tayin sinir1 bulunmustur.

172
171 | siddet(a.u) y = 9E+090x + 162,5;,?
R®=0,9842 -
170 | o
169 - //.
168 //
167 - //
/
166 /’
165 | -
1G4 //
163 - g
C (M)
162 ; ; ; ; ; .
0 2E-10 4E-10 6E-10 8E-10 1E-09 1,2E-09

Sekil 3.52. (MAAP),-Tb(Ill) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskilt CNT

nanosensori ile PS kalibrasyon egrisi

Teshis smiri; analit sinyalinin goézlenebildigi fakat kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlikte analit tayin sinirlart igerisine girmeyen en diisiik
derigimdir. Tayin sinir1 ise; analitin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak

miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirinin en alt derisimini olusturan
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derisimdir. Teshis sinir1 kor ¢ozeltisinin standart sapmasinin (SS) kalibrasyon
egrisinin egimine oraninin 3,3 kati iken, tayin sinir1 bu oranin 10 katidir (Esitlik
3.8). Belirli sayidaki verinin kesinliginin bir 6l¢iisii olan numune standart sapmast

da Esitlik 3.9 yardimui ile hesaplanir (Kilig 1998).

Tayin smir1: 10xSS/m (3.9)

5 I55f
2 =

S5 =
-1
(3.9

(MAAP),-Tb(IlI) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili CNT nanosensoriiniin CA 125 icin teshis smir1 0.4922 UmL™, tayin sinir1
ise 1.4914 UmL™ olarak bulunmustur. Bu CNT nanosensériiniin PS icin teshis
st 1.76 107 M, tayin st ise 5.33 107" M olarak bulunmustur. (MAAP),-
Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili Fe,Os
nanosensériiniin CA 125 icin teshis smir1 2.0506 UmL™, tayin simnir1 ise 6.2140
UmL™" olarak bulunmustur. Yumurtahik kanseri hastalarmmn kan serumunda CA
125 derisimi > 35 UmL" olarak bulunmaktadir. Hazirlanan bu nanosensérlerle
daha diistik derisimlerdeki CA 125 tayin edilebilmektedir.

(MAAP),-Tb(IIT) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili CNT ve Fe;Os; nanosensoriinin PS ve CA 125 baglanma afinitesi
Langmuir adsorpsiyon izotermi ile incelenmistir. Langmuir izotermi lineerize
edilmis ve derisimin fonksiyonuna karsilik derigim/liiminesans siddetleri grafige

gecirilmistir (Diltemiz ve ark. 2008). Bu analiz i¢n Esitlik 3.10 kullanilmistir.

Co/T=1/Iax b + Co/ax (3.10)

Burada; I floresans siddetini (a.u), I maksimum floresans siddetini
(a.u), Co nanopartikiille etkilestirilen maddenin derisimini (M ya da Uml™) ve b
(K,) ise baglanma sabitini (Langmuir sabiti, M) vermektedir. Elde edilen

denklemden kesim 1/1;,,xb’y1 ve egim ise 1/I,’1 verir. Langmuir izotermiyle PS
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ve CA 125 ile baskilanmis nanopartikiil arasindaki spesifik etkilesim K, ve Inax
degerlerinin hesaplanmasiyla belirlenmistir. Sekil 3.53 ve 3.54’de (MAAP),-
Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili CNT

nanosensoriiniin PS ve CA 125 i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi verilmistir.

4,00E-06 - C.J1 (M.a.u)

y=0,0037x+ 2Ey
3,50E-06 - R2 = (,9992
3,00E-06 -
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2.00E-06 /
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0,00E+00 : : : . . .

0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03

Sekil 3.53. (MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili CNT

nanosensoriiniin fosfoserin Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Sekil 3.54. (MAAP),-Tb(Ill) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskilt CNT

nanosensoriiniin CA 125 Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Elde edilen grafigin (Sekil 3.53) regresyon sabitine bakildiginda
(R*: 0.9992); CNT nanosensériine PS adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon
izotermine uydugu gorilmektedir. Fosfoserin igin I, 270.27 a.u., K, ise
1.85 10° M olarak bulunmustur. PS baskilanmis CNT nanosensériiniin CA 125
icin Langmuir izoterminden Iy 322.58 a.u., K, ise 0.0135 mLU"! olarak

bulunmustur (Sekil 3.54).

0,6 -
Cy/I (UmLta.u) b

0(5 - /
0.4 7 y=0,0017x+0,2199
R?=0,9947

0,3 - L o
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Sekil 3.55. (MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili Fe,Os

nanosensoriiniin CA 125 i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

(MAAP),-Tb(IIT) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili Fe,O3 nanosensoriiniin CA 125 baglanma afinitesi Langmuir adsorpsiyon
izotermi ile incelendiginde (Sekil 3.55); Imax 588.23 a.u., K, ise 7.73 107 mLU
olarak bulunmustur. Iki nanosensériin Langmuir adsorpsiyon izotermlerinden

bulunan afinite sabitleri ve tayin siirlar1 Cizelge 3.6’da karsilagtirilmistir.
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Cizelge 3.6. Fosfoserin baskili CNT ve Fe,O; nanosensorlerinin Langmuir analizlerinin ve tayin

sinirlarinin karsilastirilmasi

Langmuir Langmuir Langmur Tayin sinir1 | Kalibrasyon
Ka Inax (au) | grafiginin R? grafiginin R?
PS Baskilanmis | 1.8510°M™ 270.27 0.9992 53310"M 0.9842
CNT-PS
PS Baskilanmis | 0.0135 mLU” 322.58 0.9718 1.4914 0.922
CNT-CAI125 UmL™"
PS Baskilanns 7.73 107 588.23 0.9947 6.2140 0.9712
Fe,0;-CA125 mLU" UmL

Cizelge 3.6’da da goriildiigii gibi; PS baskilanmis CNT nanosensoriine
PS adsorpsiyonu Langmuir izotermine uyarken, CA 125 adsorpsiyonu Langmuir
izotermine uymamaktadir (R* degerinde azalma). Bu da PS baskilanmis CNT
nanosensoriine CA 125 baglanmasinin tek tabakali olmadigini ve PS baskilt CNT
nanosensOriiniin yakin boliimlerine adsorbe olan CA 125 molekiilleri arasinda
etkilesim oldugunu gostermektedir. PS baskilanmis Fe,O; nanosensoriinde ise;
ayn1 miktardaki nanosensorle CA 125 etkilesimi daha yiiksek liiminesans siddeti
vermis ve CA 125 adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermine uydugu
gozlenmistir. Langmuir izoterminden hesaplanan baglanma sabitlerinden PS
baskilanmis CNT nanosensoriiniin CA 125 baglama afinitesi daha yiiksek elde
edilmistir. Bununla birlikte, PS baskilanmig CNT nanosensoriiniin CA 125 tayin
limiti 1.49 UmL'l, PS baskilanmis Fe,O3; nanosensoriiniin ise 6.214 UmL™"! olarak
bulunmustur. PS baskilanmis CNT ile PS tayin smir ise; 0.53 nM olarak
bulunmustur.

Sok ve arkadaglarinin (2009) c¢alismalarinda fluoresans immunoanaliz
yontemi gelistirirerek CA 125 tayinini gerceklestirmislerdir. Bu c¢alismada;
kuyucuklar 2 saat poli(metilmetakrilat) (PMMA) ile baglandiktan sonra, 4 °C’de 1
giin boyunca Protein G ile kaplanmistir. Daha sonra kuyucuklardaki reaksiyon
sonlandirilarak fare monoklonal OC 15 antikoru ile 4 °C’de 1 giin boyunca
etkilestirilmistir. Ardindan kuyucuklar CA 125 atijeni ile 2 saat etkilestirilmis ve
renk degisiminin gdzlenmesi amaciyla floresan izotiyosiyanatla etiketlenmis anti-

CA 125 ile 1 saat oda sicakliginda etkilestirildikten sonra floresans siddetindeki
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degisimler Olcililmiistiir. Bu calismada ticari CA 125 ELISA kiti kullanildiginda
CA 125 tayin limiti 15 UmL™" bulunurken, gelistirilen immunoanaliz yéntemi ile
1.5 UmL" bulunmustur. Chang ve arkadaslar1 (2011) InO; nanotel temelli
biyoalgilayici sistemine anti-CA 125 baglamis, CA 125 tayin simrint 0.1 UmL™
ve langmuir adsorpsiyon izoterminden ayrisma sabitini ise 35.7 UmL’
bulmuslardir. CA 125 tayini i¢in hazirlanan her iki nanosensorle literatiirde
kapsamli caligma bulunmamakla birlikte, yapilan c¢alismayla literatiirdeki
degerlere yakin olarak tayin gerceklestirilirken, bu nanosensorlerin kullanilmasi

ile daha hizli sonu¢ alinmaktadir.

3.3.5. PS baskilanmis CNT nanosensoriiniin serin ile etkilesimi

PS baskili CNT nanosensorinde PS ic¢in secici bir oyuk
olusturulmaktadir. PS baskili CNT’iin 10° M PS ile etkilesimi sonucu floresans
siddeti 855.013 a.u. iken, 10 M serin ile etkilesimi sonucunda floresans siddeti
552.117 a’ya dismiistiir. PS baskilit CNT’ilin fosfoserin ve serin ile etkilesimi
sonucu floresans siddetinde gozlenen degisim PS ile etkilesiminin serine gore

daha fazla oldugunu gdstermektedir.

3.3.6. LPA baskilanmis CNT ve Fe,O3 nanosensorler ile LPA tayini

LPA baskili CNT ve Fe,O; nanopartikiilleri artan derisimlerdeki
4.0 10824 107 M) LPA ile etkilestiginde nanosensorlerin liiminesans
siddetlerinde artis goOzlenmistir. Liiminesans siddetindeki artis baskil

nanosensorlere LPA baglanmasini destekler (Sekil 3.56).
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Sekil 3.56. (MAAP),-Tb(IIl) metal selat monomeri ve (MAAP),-Eu (III) metal-gelat monomeri ile
fonksiyonellendirilen LPA baskili nanosensorlere LPA baglanmasi sonucu liiminesans

siddetindeki degisim

Metal selat monomerleri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT ve
Fe,;O3 nanosensorii i¢in 4.0 108-2.4 107 M arasinda degisen LPA derisimine bagh
olarak nanosensoriin liiminesans kalibrasyon grafiginden yararlanilarak her bir
nanosensOr i¢in LPA tayin sinir1 bulunmustur (Esitlik 3.8). (MAAP),-Tb(III)
metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT nanosensoriiniin
LPA i¢in teshis smir1 1.023 10® M, tayin smr1 ise 3.1 10 M olarak bulunmustur.
(MAAP),-Tb(IIT) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskil
Fe,O; nanosensoriiniin LPA i¢in teshis siir1 3.6 10® M, tayin sinir1 ise 1.21 107
M olarak bulunmustur. (MAAP),-Eu (III) metal selat monomeri ile
fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT nanosensoriiniin LPA i¢in teshis siniri
2.23 10 M, tayin smrt ise 6.75 10™ M olarak bulunmustur.

LPA baskilamada kullanilan nanosensorlerin baglanma sabitlerinin
degerlendirilmesi ve nanosensorlerin adsorpsiyon oOzelliklerini degerlendirmek
amaciyla Langmuir adsorpsiyon izotermi uygulanmigstir. Sekil 3.57 ve 3.58’de
(MAAP),Tb (III) metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA

baskilanmis CNT ve Fe,O3; nanosensorlerin LPA adsorpsiyonu i¢in Langmuir
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adsorpsiyon izotermi verilmistir. Sekil 3.59°da ise (MAAP),Eu (III) metal-selat
monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskilanmis CNT nanosensoriiniin LPA
adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi verilmistir. Langmuir
adsorpsiyon izoterminden elde edilen LPA baglanma sabiti ve nanosensdrlerin

LPA tayin smirlar1 Cizelge 3.8’de verilmektedir.

1,6E-09 - 1
CO/I (Ma.u) y = 0,0056x + 1E-10

1,4C-09 RZ = 0,996
1,2E-09 - / /
1E-09 - /

8E-10 - /

6E-10 - =
4E-10 /

]
2E-10
C (M
0 T T T T T 0 ( ) 1
0,E+00 5,E-08 1,E-07 2,E-07 2,E-07 3,E-07 3,E-07

Sekil 3.57. (MAAP),Tb (III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskilt CNT

nanosensoriiniin LPA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Sekil 3.58. (MAAP),Tb (III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili Fe,O;

nanosensoriiniin LPA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Sekil 3.59. (MAAP),Eu (III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT

nanosensoriiniin LPA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

Cizelge 3.7. LPA baskili CNT ve Fe,O; nanosensorlerinin Langmuir analizlerinin ve tayin

siirlarinin karsilagtiritlmasi

Langmuir Langmuir Tayin sinir1

KA Imax (a~u)

(MAAP),Tb (IIT) metal-selat 5.610'M" 178.57 3.110°M
monomeri ile
fonksiyonellendirilen CNT

nanosensor

(MAAP),Tb (III) metal-selat 5.67 10° M 196.08 1.2110"M
monomeri ile
fonksiyonellendirilen Fe,O3

nanosensor

(MAAP),Eu (IIT) metal-selat 2.12510' M 117.65 6.7510° M
monomeri ile
fonksiyonellendirilen CNT

nanosensor

Elde edilen grafiklerin (Sekil 3.57-59) regresyon sabitlerine bakildiginda
her ii¢ nanosensor i¢in LPA adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermine
uydugu goriilmektedir. Buna gore nanosensorlerde yiizey enerji olarak esdegerdir

ve bu boliimlerin yakin bdliimlerde adsorbe olan LPA molekiilleri arasinda
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etkilesim olmadigin1 gosterir. Cizelge 3.7°den de goriildiigii gibi; (MAAP),Tb
(IIT) metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen Fe,O; nanosensoriiniin LPA
baglama afinitesi daha yiliksek olmakla birlikte, (MAAP),Eu (III) metal-selat
monomeri ile fonksiyonellendirilen CNT nanosensoriiniin kullanilmasi ile daha
diisiik derisimdeki LPA tayin edilebilmektedir. Hazirlanan her ii¢ nanosensoriin
baglanma sabitlerinin yiiksek olmasi nanosensorlerle LPA etkilesiminin gii¢lii
oldugunu gostermektedir.

Serum normal sartlar altinda 2-20 uM LPA igermektedir. LPA
yumurtalik tiimorlerinin gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda etkili olmakta ve
yumurtalik kanserli hastalarin plazmasinda 80 pM gibi yiiksek seviyelerde
bulunmaktadir. Tomar ve arkadaglarinin (2009) calismasinda LPA’nin vilin
proteinle baglanmasi floresans siddetindeki degisim ile belirlenmistir. Bu
calismada ayrisma sabiti 22 puM (baglanma sabiti 4.54 10* M™) olarak
bulunmustur. Hazirlanan nanosensorlerle daha diisiik derisimlerde LPA tayini

gergeklestirilebilmektedir.
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4. SONUCLAR

Serum ve plazma, hastalik durumunu yansitma derecesi ve orneklerin
kolay alinmasi nedeni ile hastalik biyolojik belirteclerinin belirlenmesi icin
siklikla kullanilan kaynaklardandir. Insan serum proteinleri % 80 oraminda
albumin ve immunoglobulin G (IgG) icermekle birlikte oldukca diisiik oranda da
enfeksiyon, kanser, kardiyovaskiiler ve Alzheimer hastaliklarinin belirlenmesini
saglayan biyoloijk belirtecleri icerir. Yiiksek derisimde (mgmL™) yer alan bu
proteinler, biyolojik belirteglerle girisim yapmakta ve diisiik derisimde (ngmL™'-
pgmL")  bulunan  proteinlerin  hastaligm  teshisinde  tammlanmasim
engellemektedir. Biyolojik belirtecin zenginlesmesini ve belirlenmesini saglamak
icin albumin ve IgG proteinlerinin uzaklastirilmasi oldukga &nemlidir. Insan
serumundan bu proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in gelistirilen yontemler arasinda
bulunan afinite kromatografisi segici ve tek basamakta ayirim saglamasi agisindan
avantajlidir. Afinite ligandi olarak CB ligandinin ve Pro A’nin kullanilmasi sirasi
ile albumin ve IgG igin yiiksek secicilik saglar. Ayrica; bu afinite ligandlarinin
nanopartikiil yiizeyine immobilizasyonu bu proteinler i¢in oldukg¢a yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine ulasilmasini saglamaktadir.

Fe,0O3 nanopartikiillerin ylizeyinin TMSPM ile fonksiyonellendirilmesiyle
nanopartikiillerin aggregasyonu Onlenmis ve nanopartikiillerin dispersiyonu
saglanmistir. Fe;O3 nanopartikiillerin fonksiyonellendirilmesi FT-IR ve TEM ile
karakterize edilmistir. Daha sonra; Fe,Os nanopartikiillerine Pro A afinite ligand1
ile CB boyasmin baglanmasiyla ti¢ farkli albumin ve IgG uzaklastirma kati
destegi hazirlanmistir (Sekil 4.1). Hazirlanan kati desteklere Pro A ve CB
baglanmasi, ¢ozeltide adsorplanmadan kalan Pro A ve CB miktarinin UV ile
Olciilmesi sonucu belirlenmistir. Pro A ve CB baglanmasiyla Fe,O;
nanopartikiillerinin boyutundaki artis, TEM ve zeta boyut analizi ile
desteklenmistir. Fe,O3 nanopartikiillerinin Pro A ve CB baglanmastyla manyetik

Ozelliklerini korudugu ESR ile karakterize edilmistir.
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CB SPN Pro A/CB SPN Pro A SPN ]
Albumin IgG
Uzaklastirilmast Uzaklastirilmast

Sekil 4.1. Albumin ve IgG uzaklastirilmasinda kullanilan kat1 destekler

CB SPN ile sadece albumin uzaklastirilmasi, Pro A SPN ile IgG
uzaklastirilmas1 ve Pro A/CB SPN ile ayni anda hem albumin hem de IgG
uzaklastirllmas1 kesikli sistemde gerceklestirilmistir. CB boyasi, albumin
uzaklagtirnllmasinda ~ ekonomik, = immobilizasyonu  kolay,  adsorpsiyon
kapasitelerinin yliksek ve kararli olmasi nedeni ile avantajlidir. CB SPN ve Pro A
SPN’ye maksimum albumin adsorpsiyonu albuminin izoelektrik noktas1 olan pH
5°de gdzlenmistir. Izoelektrik noktasinda proteinler net yiike sahip degildir ve bu
nedenle sulu ¢ozeltide maksimum adsorpsiyon bu noktada gdzlenmektedir. CB
SPN ve Pro A SPN’nin sulu ¢dzeltide albumin adsorpsiyonu incelendiginde; CB
SPN’nin maksimum adsorpsiyon kapasitesi 763.62 mgg™', Pro A/CB SPN’nin
maksimum adsorpsiyon kapasitesi ise 1149 mgg™ olarak bulunmustur. Pro A/CB
SPN’nin albumin adsorpsiyon kapasitesindeki artis Pro A afinite ligandina
albuminin de baglandigin1 gdstermistir. Her iki SPN de de albumin derigsminin
artmasi ile adsorpsiyon miktar1 artmis ve 8 mgmL’ albumin derisiminde
adsorpsiyon doygunluga ulasmistir. Bu asamada elde edilen C.4 (dengedeki
derisim) ve Q (adsorpsiyon miktar1) degerleri kullanilarak her iki kati faz igin
Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri olusturulmustur. Albumin
adsorpsiyonu bu izotermlere uygulandiginda; elde edilen grafiklerin R* degerleri
daha yiiksek oldugundan albumin adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon
izotermine uydugu bulunmustur. Buna gore; belirli sayida baglanma bdolgesi
igeren yiizey iizerine tek tabakali bir adsorpsiyon gerceklestigi ve bu boliimlerin
birbiri ile etkilesmeyecek kadar birbirinden uzak oldugu sdylenebilir. Langmuir
adsorpsiyon izotermi grafiginden elde edilen egim ve kesim degerlerinden

baglanma sabiti ve maksimum adsorpsiyon kapasitesi bulunmustur. Langmuir
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adsorpsiyon izotermi grafiginden elde edilen maksimum adsorpsiyon kapasitesi
deneysel olarak elde edilen adsorpsiyon kapasitesi ile de uyum gostermektedir.
Langmuir adsorpsiyon izoterminden elde edilen baglanma sabiti degerleri, CB
SPN icin 6991 M ve Pro A SPN icin 6784 M olarak bulunmustur. Her iki
SPN’de albumin adsorpsiyonu i¢in elde edilen Ry degerleri de albumin
adsorpsiyonun uygun oldugunu gdstermistir. Sicaklik artist her iki SPN’nin
adsorpsiyon kapasitesinde artisa neden olmustur. Sicaklik arttikca albuminin
hidrofobik gruplar1 ile CB ve Protein A’nin hidrofobik gruplan etkilesmektedir.
Albumin adsorpsiyonunda ortama eklenen NaCl derisiminin artmasi, adsorpsiyon
miktarini artirmistir. Eklenen tuz, su molekiilleri ile etkileserek albuminin CB ve
Pro A ile etkilesmesi i¢in siiriicii kuvvet olusturmustur. Desorpsiyon tamponu
olarak % 10 etilen glikol igeren 0.1 M asetat tamponu (pH 4.0) kullanilmistir. Pro
A/CB SPN’nin albumin desorpsiyon orant % 93 olarak bulunurken; CB SPN’nin
albumin desorpsiyon oram1 % 95 olarak bulunmustur ve 10 adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii sonrasinda adsorpsiyon kapasitelerinde énemli bir degisim
goriilmemistir.

Pro A’nin IgG’ye kars1 afinitesi oldukca yiiksek olmakla birlikte Pro
A’nin maliyeti olduk¢a yiiksektir ve dogru oryantasyonda baglanmasi oldukca
onemlidir. Pro A ligandinin kati destege baglanmasi1 pH 7.0 PBS tamponunda
fotoduyarli metal-selat monomeri yardim ile gerceklestirilmistir. Pro A/CB ve
Pro A SPN’ye IgG adsorpsiyonu pH 7°de maksimum olarak goézlenmistir. pH
7.0’de maksimum IgG adsorpsiyon kapasitesi Pro A/CB SPN i¢in 825.9 mgg™ ve
Pro A SPN igin ise 762.75 mgg' olarak elde edilmistir. Her iki SPN’de de
adsorpsiyon, IgG baslangic derisiminin artmasiyla artmis ve 10 mgmL™’ IgG
derisimde doygunluga ulagilmistir. pH 7.4’de maksimum adsorplanan IgG miktari
Pro A SPN igin 1102 mgg' ve Pro A/CB SPN icin ise 1175 mgg’ olarak
bulunmugtur. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm denklemlerinden
yararlanilarak adsorpsiyonun hangi izoterme uydugu belirlenmistir. Elde edilen
grafiklerin R? degerlerinden IgG adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon
izotermine uydugu bulunmustur. Pro A/CB SPN i¢in IgG maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 1111 mgg™', Langmuir sabiti ise 12857.14 M ve Pro A SPN i¢in IgG

maksimum adsorpsiyon kapasitesi 1666.67 mgg', Langmuir sabiti ise
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6521.74 M olarak elde edilmistir. Her iki SPN’de IgG adsorpsiyonu igin elde
edilen Ry degerleri de IgG adsorpsiyonunun uygun oldugunu gostermistir.
Sicakligin artmasi ile her iki SPN’nin IgG adsorpsiyon kapasitesi de artmaktadir.
Pro A-IgG etkilesimlerinde hidrofobik kuvvetler baskindir. Sicakligin artisi ile
suya maruz kalan hidrofobik yiizeyler azaltilir ve IgG ile destek arasinda daha
kuvvetli hidrofobik etkilesimlere neden oldugundan protein adsorpsiyonunu
artmaktadir. NaCl derisiminin artmasi ile her iki SPN’de de IgG adsorpsiyon
miktar1 artmistir. IgG desorpsiyon tamponu olarak % 10 etilen glikol iceren 0.1 M
asetat tamponu (pH 4.0) kullanilmistir. Pro A/CB SPN’den IgG desorpsiyon orani
% 95 olarak bulunurken; CB SPN’den IgG desorpsiyon orant % 90 olarak
bulunmustur. Hazirlanan SPN’lerin 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii
sonrasinda adsorpsiyon kapasitelerinde 6nemli bir degisim goriilmemistir.
Hazirlanan SPN’lerden albumin ve IgG wuzaklagtirilmasi serum
orneklerinde de incelenmistir. Sulu ¢ozeltide, Pro A/CB SPN’nin kullanilmasi ile
albumin adsorpsiyon kapasitesi 1149 mgg™' olarak elde edilirken, IgG adsorpsiyon
kapasitesi 1102 mgg™" olarak elde edilmistir. Serum 6rnegi ile ¢ahisildiginda, Pro
A/CB SPN albumin adsorpsiyon kapasitesi 3461 mgg" iken, IgG adsorpsiyon
kapasitesi 2307 mgg™ olarak elde edilmistir. Sulu ¢ézeltide CB SPN’nin albumin
adsorpsiyon kapasitesi 763 mgg™ iken, Pro A SPN’nin IgG adsorpsiyon kapasitesi
1175 mgg "tir. Serum 6rnegi dnce Pro A SPN ile etkilestirildiginde albumin
adsorpsiyon kapasitesi 2068 mgg™ olarak bulunurken, IgG adsorpsiyon kapasitesi
1034 mgg' olarak bulunmustur. Serum Ornegi, once CB SPN ile
etkilestirildiginde albumin adsorpsiyon kapasitesi 3000 mgg™ olarak bulunurken,
IgG adsorpsiyon kapasitesi 1500 mgg" olarak bulunmustur. Serum ornekleri
seyreltiginde hazirlanan kati desteklerin albumin ve IgG adsorpsiyon
kapasitelerinde azalma gozlenmistir. Serumda kati desteklerin adsorpsiyon
kapasitelerinde gozlenen artig; albumin ve IgG’nin konformasyonal yapisinin
kendi dogal ortaminda Pro A/CB, CB ve Pro A SPN’ler ile daha uygun spesifik
etkilesmesiyle agiklanabilir. Pro A SPN 1/5 oraninda seyreltilen serum 6rnegi ile
etkilestirildiginde, Pro A SPN daha fazla miktarda IgG uzaklastirmistir. Ayni
sekilde; 1/5 oraninda seyreltilen serum 6nce CB SPN ile etkilestirildiginde de

albumin uzaklagsmasi daha fazla miktarda gergeklesmistir. Serum ve uzaklastirma
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gerceklestirilen serum Orneklerinin SDS-PAGE goriintiilerine bakildiginda; IgG
ve albumin proteinlerine ait bandlarin miktarinin azalmasi uzaklastirmanin
gergeklestigini gostermektedir. Desorpsiyon orneklerinde de IgG ve albumine ait
bantlar gozlendiginden albumin ve IgG desorpsiyonu gerceklestirilmistir.
Hazirlanan her ii¢ destekle albumin ve IgG uzaklastirmasinin gergeklestigi 2D-
PAGE ile de dogrulanmistir. 2D-PAGE goriintiilerinden énce CB SPN’nin daha
sonra Pro A SPN’nin kullanilmasinin albumin uzaklastiriimasinda daha etkili
oldugu gozlenmistir.

Hazirlanan kati destekler ile Thermo Scientific firmasina ait immobilize
Cibacron Blue/Protein A jelinin albumin ve IgG uzaklastirma etkinligi
karsilastirlmistir. Uriiniin protein uzaklastirma prosediiriine gore; serum 6rnekleri
15 kez seyreltildiginde albiimin i¢in uzaklastima oran1 % 62 olarak bulunurken,
IgG icin uzaklastirma orant % 70 olarak bulunmustur. Serumun seyreltilmesi
diisiik miktarda olan biyolojik belirteclerin de seyrelmesine neden olacagi igin
biyolojik belirte¢ analizlerinde sorun olusturacaktir. Ticari lriinle daha az
hacimde serum etkilestirilirken, hazirladigimiz kat1 desteklerle daha fazla hacimde
serum etkilestirilebilmektedir. Diisiik hacimde serumla etkilestirme islemlerinde,
daha sonra biyolojik belirte¢ analizi yapilacaksa Ornek miktar1 yeterli
olmayacagindan i¢in uzaklastirma islemlerinin tekrarlanmasi1 gerekecektir. Bu
durum ise ilave zaman ve is giicline neden olacaktir. Ticari iiriinle albumin ve IgG
uzaklastirma 50 dakikada gergeklestirilirken, hazirladigimiz kati1 desteklerle 60
dakikada gerceklestirilmektedir. Ancak; kati desteklerimiz serumun ayirimini
daha kolay saglarken, ticari 6rneklerde santrifiijleme iglemi gerekmektedir.

Calismanin son asamasinda ise; yumurtalik kanseri biyolojik belirtegleri
olan CA 125 ve LPA biyolojik belirteglerinin belirlenmesini saglayan
nanosensorler hazirlanmistir. Bunun icin 6nce Fe,Os; ve CNT nanoyapilarinin
ylizeyi metal selat monomerleri ile fonksiyonellendirilmistir. MAAP monomeri
NMR ile karakterize edilirken, (MAAP),-Eu (III) metal-selat monomeri FT-IR ile
ve (MAAP),-Tb (III) metal-selat monomeri ise MALDI-TOF-MS ve FT-IR ile
karakterize edilmistir. Molekiiler baskilama yontemi kullanilarak nanopartikiillere
LPA ve PS baskilanmigtir. Baskilanmis nanopartikiiller, FT-IR ve TEM ile
karakterize edilmistir. (MAAP),-Tb(Ill) ve (MAAP),-Eu(Ill) metal-selat
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monomerleri ile fonksiyonellendirilen, LPA ve PS baskilanmis CNT ve Fe,0;
nanopartikiilleri 350 nm’de uyarildiginda 701.2 nm’de emisyon vermistir.

(MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen PS
baskili CNT nanosensérii 107°-10° M derigim araligindaki PS ile etkilestirilmis
ve liiminesns degerleri dl¢iilmiistiir. PS icin teshis sinir1 1.76 10" M, tayin sinir1
ise 5.33 10" M olarak bulunmustur. Ayn1 CNT nanosensorii 3.125-150 UmL"™"
arasinda degisen derisimlerdeki CA 125 ile etkilestirilmis ve liiminesans degerleri
Olctilmiistiir. Ayn1 CNT nanosensoriiniin CA 125 igin teshis sinir1 0.4922 UmL™,
tayin sinir1 ise 1.4914 UmL™" olarak bulunmustur. (MAAP),-Tb(IIl) metal selat
monomeri ile fonksiyonellendirilen PS baskili Fe,O3 nanosensori i¢in 3.125-125
UmL™" arasinda degisen CA 125 ile etkilestirilmis ve Fe,O3 nanosensdriiniin CA
125 igin teshis smir1 2.0506 UmL, tayin sinir1 ise 6.2140 UmL"' olarak
bulunmustur. Yumurtalik kanseri hastalarinin kan serumunda CA 125 derisimi >
35 UmL" olarak bulunmaktadir. Hazirlanan bu nanosensérlerle daha diisiik
derisimlerdeki CA 125 tayini gerceklestirilebilmektedir.

LPA baskili CNT ve Fe,O3; nanoyapilar, 4.0 10824 107 M derisim
araligindaki LPA ile etkilestirildiginde nanosensorlerin liiminesans siddetlerindeki
artis baskili nanosensorlere LPA baglanmasin1 desteklemektedir. (MAAP),-
Tb(II) metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT
nanosensoriiniin LPA igin teshis s 1.023 10° M, tayin s ise 3.1 10° M
olarak  bulunmustur. (MAAP),-Tb(Ill) metal selat monomeri ile
fonksiyonellendirilen LPA baskili Fe,O3; nanosensoriiniin LPA i¢in teshis siniri
3.6 10° M, tayin simr1 ise 1.21 107 M olarak bulunmustur. (MAAP),-Eu(III)
metal selat monomeri ile fonksiyonellendirilen LPA baskili CNT nanosensoriiniin
LPA igin teshis smir1 2.23 10 M, tayin sinir1 ise 6.75 10® M olarak bulunmustur.
(MAAP);Eu(Ill) metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen ~CNT
nanosensoOriiniin ~ kullanilmas1 ile daha diisiik derisimdeki LPA tayin
edilebilmektedir. Tarafimizdan hazirlanan her {ii¢ nanosensoriin baglanma
sabitlerinin yiiksek olmasi nanosensodrlerle LPA etkilesiminin giiclii oldugunu
gostermektedir. Yumurtalik kanserli hastalarin plazmasinda LPA 80 uM gibi
yiiksek seviyelerde bulunmaktadir. Tarafimizdan hazirlanan nanosensorlerle daha

diistik derisimlerde LPA tayini gerceklestirilebilmektedir.
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Ozetle, proteomik galismalarda hizli, tekrar kullamlabilir ve adsorpsiyon
kapasitesi  yiikksek ve ticari Orneklerle yarisabilir  siiperparamanyetik
nanopartikiiller, ilk defa bu ¢alismada uygulanan fotosensitif biyokonjugasyon
yoluyla tiretilmistir. Ayrica Pro A denatiirasyonu onlenmis, CB konjugasyonu da
gergeklestirilmis ve bu yontemle proteomik kati desteklerin hazirlanmasina yeni
bir yaklagim getirilmistir. Diger taraftan, ucuz ve kararli paramanyetik
nanopartikiiller ve CNT sensorler gelistirmek amaciyla yumurtalik kanseri
biyolojik belirteclerinden CA 125 ve LPA yapilarin1 tanmiyacak LPA ve PS
baskilanmis yiizeyler, yine ilk defa bu tezde diisiiniilmiis ve hazirlanmistir. Her iki

nanosensoriin kullanilabilirlikleri analitik kimya agisindan degerlendirilmistir.
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