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OZET

UROKINAZ SAFLASTIRILMASI iCIN MANYETIK
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Sinem EVLI

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2017, 64 sayfa

Bu tezde, manyetik poli(2-hidroksietil metakrilat) [p(HEMA)] nanopartikiiller
stirfaktansiz emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir. Manyetik
p(HEMA) nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA kovalent olarak baglanmis ve
boya molekiilleri Cu®* iyonlari ile selatlastinlmistir. Urokinazin Cu®* ile
selatlagtirilmis Cibacron Blue bagli manyetik poli(HEMA) nanopartikiillere
adsorpsiyonu gergeklestirilmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin 80 nm
boyutunda, kiiresel yapida ve manyetik 6zellikte oldugu gozlenmistir. Manyetik
nanopartikiillere baglanan Cibacron Blue F3GA miktar1 28.125 pmol/g polimer

+

olarak bulunmustur. Yapiya katilan Cu®" miktar1 10.229 pmol/g polimer olarak
hesaplanmustir. Sentezlenen Cu®" ile selatlastirilmus Cibacron Blue bagli manyetik
poli(HEMA) nanopartikiillere farkli ortam kosullar1 (pH, baslangi¢ iirokinaz
derisimi, iyonik siddet ve sicaklik) altinda {irokinaz adsorpsiyonu
gerceklestirildiginde maksimum adsorpsiyon kapasitesi 630.43 mg/g polimer
olarak bulunmustur. Langmuir adsorpsiyon izoterminin bu adsorpsiyon islemine
uygulanabilir oldugu gézlenmistir. Adsorplanan iirokinazin desorpsiyonu 1.0 M
NaCl ile gergeklestirilmis ve desorpsiyon orani % 96 olarak bulunmustur. Bes kez
tekrar edilen adsorpsiyon-desorpsiyon isleminden sonra adsorplanan iirokinaz
miktarinda 6nemli bir azalma goézlenmemistir. Bu ¢alisma, yeni sentezlenen bu
destek materyalinin  biyolojik kaynaklardan iirokinaz saflastirilmasi igin
kullanilabilecegini vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Urokinaz, manyetik nanopartikiiller, Cibacron Blue F3GA,
IMAK, boya ligand






ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF MAGNETIC
NANOPARTICLES FOR
UROKINASE PURIFICATION

Sinem EVLI

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Deniz AKTAS UYGUN
2017, 64 pages

In this thesis, magnetic poly(2-hydroxyethyl methacrylate) [p(HEMA)]
nanoparticles were synthesized by surfactant free emulsion polymerization
technique. Cibacron Blue F3GA was covalently attached to the magnetic
p(HEMA) nanoparticles and Cu?" ions were then chelated to dye molecules.
Urokinase was adsorbed onto Cu®-Cibacron Blue F3GA derived magnetic
p(HEMA) nanoparticles. Synthesized magnetic nanoparticles was about 80 nm in
diameter, spherical and carried magnetic character. Incorporation rate of Cibacron
Blue for magnetic nanoparticles was found to be 28.125 umol/g polymer. The
Cu?" ions loaded was calculated to be 10.229 umol/g polymer. This Cu®**-Cibacron
Blue F3GA derived magnetic p(HEMA) nanoparticles were used for urokinase
adsorption under different conditions (i.e. pH, enzyme initial concentration, ionic
strength, temperature). Maximum adsorption capacity was found to be 630.43
mg/g polymer for Cu®*-Cibacron Blue F3GA derived magnetic p(HEMA)
nanoparticles. It was observed that Langmuir adsorption isotherm was applicable
in this adsorption process. The urokinase adsorbed Cu*-Cibacron Blue F3GA
derived magnetic p(HEMA) nanoparticles was desorbed with 1.0 M NaCl and
desorption rate was found to be 96 %. It was also analyzed that adsorption
capacity did not changed significantly after five adsorption/desorption cycles. This
study promised that synthesized support material could be used for urokinase
purification from biological samples.

Key Words: Urokinase, magnetic nanoparticles, Cibacron Blue F3GA, IMAC,
dye ligand






Xi
ONSOzZ

Bu c¢alismada, manyetik nanopartikiiller sentezlenmis ve sentezlenen manyetik
nanopartikiillerin ~ karakterizasyon deneyleri gergeklestirilmistir. Hazirlanan
manyetik  nanopartikiillere ~ iirokinaz ~ adsorpsiyonu  kesikli  sistemde
gerceklestirilmistir. Calisma Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

Bagta yiiksek lisans egitimim boyunca tez c¢alismamin planlanmasi ve
tamamlanmasinda benden maddi ve manevi higbir destegi, giiler yiizlini,
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bilgilerini benimle paylasan, kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle
bana faydali olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan ve danisman hoca
statiisiinii hakkiyla yerine getiren sevgili danisman hocam sayin Prof. Dr. Deniz
AKTAS UYGUN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtirmalarim siiresince sahip oldugu engin bilgi ve tecriibelerini benimle
paylasan ve gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden
faydalanacagimi diisiindiigim degerli hocam sayin Prof. Dr. A. Alev
KARAGOZLER e tesekkiirii borg bilirim.

Laboratuvar ¢aligmalarim ve tez yazimim sirasinda biiyiik bir sabirla benden higbir
zaman yardimlarini esirgemeyen, bilgilerinden ve tecriibelerinden yararlandigim,
Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya
Arastirma Laboratuvarindaki 6grencilere ve dgretim iiyelerine her zaman 151k olan

degerli hocam Dog. Dr. Murat UYGUN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda tecriibelerini benimle paylagmaktan ¢ekinmeyen degerli Ars. Gor.
Rukiye YAVASER TOMAY ’a, calisma ortamimu giizellestiren Doktora Ogrencisi
Cagdas SUNNA’ya ve Yiiksek Lisans Ogrencileri Hande ORHAN, Melis
BAYRAKTAROGLU, Bernis GIRGIN ve Onur KORKMAZ’a; bu calismay1
FEF-13020 No’lu arastirma projesi olarak destekleyen Adnan Menderes

Universitesi Rektorliigii’ne tesekkiirlerimi sunarim.
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her kararimda arkamda olan, desteklerini bir an olsun diisiinmeden sunan annem
Aysen EVLI, babam Mehmet EVLI, kardeslerim Sinan EVLI ve Siileyman Atalay
EVLI’ye tiim kalbimle tesekkiir ederim.
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KISALTMALAR DiZINI

t-PA : Doku tipi plazminojen aktivatorii
u-PA : Idrar tipi plazminojen aktivatdrii
UK : Urokinaz

PAI : Plazminojen aktivator inhibitorleri
SMC : Yumusak kas hiicreleri

CTA : Trombolitik Ajanlar Komitesi
u-PAR : Urokinaz tipi plazminojen aktivator reseptorii
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PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitorii-1
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1. GIRIS
1.1. Plazma-Fibrinolitik Sistemi

1.1.1. Fibrinoliz

Tiim memeli tiirlerinin kaninda bulunan bir enzim sistemi ile fibrin kan pihtisinin
¢oziinmesine fibrinoliz denir. Fibrinolitik sistem, plazma zimojen proteini olan
plazminojeni, onun aktiflestirilmis Girinii proteolitik enzim plazmini, plazminojen
aktivatdrlerini, inhibitdrleri, hem plazmin hem de plazminojen aktivatdrlerinin
inhibitorlerini, fibrinojen ve fibrini igerir. Plazma fibrinolitik sisteminin temel
reaksiyonu farkli plazminojen aktivatorler aracilign ile smirli bir proteolitik
bolinmeyle bir plazminojenin, aktif proteolitik enzim olan plazmine
donistiiriilmesidir. Plazminojen aktivatorler endotel hiicrelerden ve diger
dokulardan sentezlenir ve salinir. Plazmin, fibrin ve fibrinojen de dahil olmak
tizere ¢esitli plazma koagiilasyon proteinlerini hidroliz etme kapasitesine sahiptir.
Fibrinolitik sistemin aktivitesi, hem plazminojen aktivatdrleri hem de plazminin
proteolitik etkisini inhibe eden inhibitdrler ile ayarlanir. Fibrinolitik sistemin ana
bilesenleri plazminojenin kendisi, serin proteaz benzeri bir tripsinin zimojeni, iki
plazminojen aktivatorii ve iic proteaz inhibitoriidiir. Kan dolasgiminda olusan
baslica iki aktivator sunlardir: doku tipi plasminojen aktivatorii (t-PA) ve tirokinaz
(UK) olarak da adlandirilan idrar tipi plazminojen aktivatorii (u-PA) (Kunamneni
vd., 2008a).

1.1.2. Fibrinolitikler

Kan pihtilasmasi terapdtik miidahale gerektiren ve asirt reaksiyon olusturabilen
savunma mekanizmasinin bir érnegidir. Su an normal dokularda kan koagiilasyonu
(pihtilagsma) ile fibrinoliz (pihtilagmis kanin ¢6ziilmesi) arasinda sabit bir dinamik
denge oldugu bilinmektedir. Bu durumda uygun dengelenmenin korunmasi son
derece Onemlidir. Eger fibrinoliz patolojik bir sebeple artarsa asir1 kanamaya
neden olur. Diger yandan, fibrinoliz zayiflarsa, tromboz (kan damarlarinda olusan
ve kan damarlarinda kalan pihtilar) ve embolizm (dolasimdaki piht1 pargalarindan
kaynaklanan ani kan damar tikanikliklar1) adi verilen pihtt olusumunun tercih
edildigi kosullar meydana gelir. Bunlar yasam i¢in tehdit edici olabilirler. Kronik
durumlarda, kolestrol ve diger yagli maddeler kan damarlarindaki pihtilagmis
tortular etrafinda toplanabilir. Bu patolojik durum iyi belirlendiginde, buna



ateroskleroz, arterlerin sertlesmesi denir. Diizeltici cerrahi teknikler yaninda
kimyasal antikoagiilanlar (heparin gibi) mevcut olmasina ragmen, akut tromboz ve
emboliler (akut tromboembolik vaskiiler hastaliklar olarak bir araya toplanmis
olan) Bat1 Diinyasi'min orta yash ve yasl popililasyonlarinda halen en biiyiik
hastalik ve 6liim nedenidir. Piht1 olusumu ve ¢6ziinme arasindaki denge kontrolii
icin viicut tarafindan kullanilan mekanizma bir seri proenzimleri, enzimleri,
proaktivatorleri ve aktivatorleri igeren bir komplekstir.

Bu kritik dengeyi korumada tipki doganin enzimleri kullandigi gibi insan da
dengesini kaybettikten sonra dengeyi eski haline getirmek ic¢in enzimlerin nasil
kullanilacagimi  ogrenir. Klinik ¢alismalar, terapotik tromboliz  (pihtilarin
¢oziinmesi) i¢in en iyi yaklasimin, pihtiy1 ¢6zen, plazminojeni plazmine
donistiirtilebilen bir enzimin damar igi enjeksiyonu oldugunu gostermistir. Bu tiir
tedavi, trombolitik veya fibrinolitik tedavi olarak bilinmektedir. Bunun i¢in en sik
kullanilan enzimler streptokinaz (bakterilerden) ve tirokinazdir (insan bobrek
hiicrelerinden). Son yirmi yilda goriilen terapétik olarak kullanilan ¢ "yeni"
trombolitik enzim Arvin (Malezya ¢ingirakli yilanindan), reptilaz (Giiney Amerika
yilanindan) ve brinazdir (Aspergillus oryzae'den) (Kunamneni vd., 2008a).

1.1.3. Plazminojen-Plazmin Sistem

Plazminojen karacigerde sentezlenen, 90 kDa molekiill agirligina sahip bir
glikoproteindir. Plazminojen aktivatorler tarafindan enzimatik olarak fibrinolitik
enzim plazmine doniistiiriiliir. Kan pihtisinin oldukca genis ag yapisi, plazminin
polimerize fibrin molekiilleri arasina serbest¢e girmesini saglar boylece pihtinin
¢Oziinmesini kolaylastirir. Fibrinlerin ii¢lii sarmal kisimlarin1 pargalayan plazma
serin proteazt olan plazmin, zimojen plazminojenin proteolitik boliinmesiyle

olusur.

Plazminojen aktivatdrler dokuda (t-PA), plazmada ve idrarda (UK) bulunur. t-PA
kilcal damar ve pulmoner arterlerin vaskiiler endotelinde ve hiicrelerin
mikrozomal fraksiyonunda bulunur. t-PA, bolgesel anemi, damar biiziip agan
ilaclar ve egzersiz dahil olmak iizere bir takim uyaricilara yanit olarak kan
dolasgimma salinir. Kan dolagimina salinan t-PA, doku plazminojen aktivator
inhibitorleri ile (PAI'ler) kompleks olusturarak kan dolasiminda hizla inaktive
edilir ve yar1 émrii yaklasik bes dakikadir. Idrardaki aktivatér, irokinaz, yapisal
olarak doku plazminojen aktivatoriinden farklidir ve 6ncelikle bobreklerde tretilir.



Uriner sistem potansiyelini korumaya yardimci olan idrara salmr. Endotel
iirokinaz, muhtemelen plazma aktivator aktivitesinin kii¢iik bir boliimiine katkida
bulunur.

P1ht1 olustugunda, az miktarda plazminojen fibrin ip¢iklerinde sikisir. Plazminojen
aktivatorler, vaskiiler endotelden veya hasarli dokulardan boélgesel olarak salinir,
trombiisiin fibrinine baglanir ve plazminojeni plazmine doniistiiriir. Kendi
yiizeyinden fibrine baglanir ve bu konformasyonda oldukga etkili olan antiplazmin
«, inhibitoriinden kendini korur. Fibrin daha sonra sindirilir (Kunamneni vd.,
2008a).

1.2. Urokinaz

Tromboz, kan damarlarinda trombiisiin olustugu ciddi bir klinik durumdur.
Trombolitik tedavi, esasen trombolitikler araciligiyla trombiisii ¢6zen 6nemli bir
tedavi yontemidir (Feng Bi vd., 2009). Trombozun ¢esitli tipleri her yil ¢ok sayida
Olime sebep olmaktadir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde pulmoner
akciger embolinin veya akcigerlerde pithti olusumunun yilda 1 milyon hastay:
etkiledigi disiiniilmektedir. Bu durum, plazminojen aktivatorlerini igeren ajanlara
olan gereksinimin artmast ile sonucglanmistir. Plazminojen aktivatorleri,
plazminojenin plazmine doniisiimiinii katalize ederler. Plazmin kan damarlarindaki
fibrin pihtilari1  ¢6zdiigiinden, plazminojen aktivatorler tromboembolik
hastaliklarin tedavisinde intravendz olarak uygulanir. Sonug olarak 2005 yilinda
plazminojen aktivatorlerinin diinyadaki pazari 1,5 milyar dolara ulagmistir. Bu
durum plazminojen aktivatorlerinin iretilmesinde yeni ve ucuz yodntemlerin
gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Kullanimdaki temel plazminojen
aktivatorleri streptokinaz, iirokinaz ve doku plazminojen aktivatoriidiir. Bunlarin
icerisinde lirokinaz doku plazminojen aktivatoriine gore daha iistiin 6zelliklere
sahiptir ve streptokinazin aksine insan orijinli oldugundan antijenik degildir. Bu
bilgiler degerlendirildiginde temel olarak idrardan elde edilen iirokinaz ¢ok
popiiler bir kardiyovaskiiler ajandir. Bununla birlikte insan idrarmdaki ¢ok diisiik
diizeyleri nedeniyle in vitro olarak kiiltiire edilmis insan hiicreleri iirokinazin
iiretimi ve saflastiritlmasi igin 6nemli bir alternatif olmustur (Bansal vd., 2006a).

Urokinazin ilk ana kaynagi 1951°de Williams tarafindan da belirtildigi gibi insan
idraridir (Williams, 1951). Daha sonra iirokinaz insan embriyonik bdbrek

hiicrelerinin kiiltiirlerinden hazirlanmustir.



Urokinaz, birgok fizyolojik islemde yer alan endojen bir maddedir. Kan
pihtilariin  ¢oziinmesini gerektiren birgok hastaligin tedavisinde kullanilan

terapotik olarak 6nemli, hayat kurtarici bir fibrinolitik enzimdir (Kunamneni vd.,
2008b).

1.2.1. Urokinazin Olas1 Kaynaklar

Urokinaz ilk olarak insan idrarinda kesfedilmistir ve buradan izole edilmistir.
Daha ileri aragtirmalar, iirokinazin vaskiiler endotelyal, yumusak kas hiicreleri
(SMC), epitel hiicreler, fibroblastlar, monositler/makrofajlar ve ayn1 zamanda
farkli kaynakli kotii huylu timdr hiicreleri tarafindan salgilandigini agiga
cikarmugtir. Hiicre kiiltiirlerinin (50-100 ng/mL), idrarda bulunana (10-15 ng/mL)
kiyasla daha biiyiik miktarda iirokinaz iirettigi bildirilmistir. insan plazmasi da en
az 10 pg/L iirokinaz-reaktif madde igermektedir (Bansal vd., 2006a). Urokinazin
baslica kaynagi olan idrardan saflastirilmasi mesakkatli ve uzun bir islemdir ve de
oldukca pahalidir. Ayrica elde edilen verim 6 CTA (Trombolitik Ajanlar
Komitesi)’nin bildirdigi {inite/L idrardan daha az bir seviyededir. Bu deger, bu
enzimin bir klinik dozunu iiretmek i¢in [7500-8000 CTA {inite] en az 1500 L idrar
gerektigini gostermektedir. Buna karsilik iirokinaz, insan bobrek hiicrelerinin
konfluent kiiltiirlerinden 800 CTA birim/mL'lik derisimlerde toplanabilir. Son
yillarda iirokinaz {retimi ve izolasyonu igin insan Thiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Gilintimiizde tirokinaz iiretimi ve izolasyonu i¢in kullanilan hiicre

kisimlarinin listesi asagida verilmistir:
e Insan embriyo bobrek hiicreleri.
e Insan akciger adenokarsinom hiicre hatti.
¢ Normal insan umbilikal ven endotel hiicreleri.
e Insan fibroblastlari.
e Insan miyelom hiicreleri.
e BHK-21/N hiicreleri (Kunamneni vd., 2008a).

Farkli kaynaklardan elde edilen farkli formlardaki iirokinazin Cizelge 1.1°de
molekiil agirliklart verilmigtir (Bansal vd., 2006a).



Cizelge 1.1. Urokinazin Farkli Kaynaklari (Bansal vd., 2006a).

Kaynak Moleller Aktivite Referans
Agirlik (kDa)
HT1080 hiicreleri 64-55 Aktif Bansal vd., 2006a
HUVEC 95 Inaktif Booyse vd., 1988a
HUVEC 53 Aktif Booyse vd., 1988b
CALU-3, ATCC, HTB-55 53 Aktif Stump vd., 1987
Idrar 95-100 Aktif Hayashi vd., 1985
HEp-3 hiicreleri 53 Inaktif Wun vd., 1982a
Insan bobrek hiicreleri 53 Oldukga aktif ~ Hiroyuki vd., 1982
Insan hiicreleri 53 Aktif Vetterlein vd.,1980
Ticari tirokinaz 100 Aktif Burges vd., 1965
[drar 54 Aktif Sobel vd., 1952

HT1080: Insan epitel hiicre kiiltiirii

HUVEC: Insan umbilikal ven endotel hiicreleri

CALU-3 (ATCC, HTB-55): insan akciger adenokarsinom hiicre hatt:
HEp-3: insan akciger epitel hiicreleri

1.1.2. Urokinazin Yapisi

In vivo ortamda molekiil kiitlesi 55 kDa olan tek bir polipeptit zinciri olarak
sentezlenmistir ve bu protein 411 amino asit igerir. Urokinaz yapis1 3 domain
bulundurur:

e N-terminal epidermal biiyiime faktorii benzeri domain,
e kringle domain ve
e C-terminal katalitik domain.

Urokinazin u-PAR ile etkilesiminden "biiyiime faktdrii benzeri domain" (GFD)
sorumludur. Urokinazin proteaz bdlgesi serin proteazlar i¢in spesifik bir amino asit
ticllisii Hisyg4, ASpass Ve Sersse ile temsil edilen enzimin aktif bolgesini igerir.
Urokinazin kringle domaini spesifik inhibitér PAI-1 (plazminojen aktivatdr
inhibit6rii-1) ile etkilesen bir sekansi igerir. Proteinin her domaini i¢ disiilfid
baglar1 tarafindan desteklenen sert bir yapiya sahiptir. Bunlardan iici GFD’de
bulunur, i¢ii kringle ve alti bag prdloteolitik domainde bulunmaktadir. Site-



spesific mutajenik caligmalar, katalitik alanda disiilfid kopriilerin, plazminojen
aktivatoriiniin amidolitik ve fibrinolitik aktivitelerinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli
oldugunu gostermistir (Kunamnen, vd., 2008).

Plazmin, tek zincirli tirokinazi tamamen aktif olan iki zincirli forma doniistiiriir.
Sekil 1.1°de gosterildigi gibi iki zincirli iirokinaz plazminojenin aktivitesini artirir.
Urokinazdaki bir dizi bag hiicre yiizeyinde proteinin gesitli varyasyonlarinin
olusumu ile proteolitik boliinmeye ugrarlar (Sekil 1.2, Cizelge 1.2). Urokinazin bu
coklu formlar1 molekiil agirliklari, substrat spesifiteleri ve katalitik aktiviteleri
acisindan birbirlerinden farklidir (Cizelge 1.3) (Bansal vd., 2006a).

K Boliinme p A zinciri {
(w«-‘ 1 {‘“ vu\
m: : ) \O” \ j
\_{ s i P
NG
G ' { M
|
RANMYAYI Y \J
B zinciri
Tek zincirli iirokinaz Cift zincirli iirokinaz

Sekil 1.1. Hiicre ylizeyinde firokinazin proteolitik bolinmesiyle olusan iirokinaz
fragmentleri. G, biiylime faktorii benzeri domain; K, kringle domain; P,
proteaz domain (Bansal vd., 2006a).
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Sekil 1.2. Tek zincirli ve iki zincirli iirokinaz formlari. G, biiyiime faktorii benzeri alan; K,

kringle alani; P, proteaz alani (Bansal vd., 2006a).



Cizelge 1.2. Urokinazin Proteolitik Islemi (Bansal vd., 2006a).

Substrat/ Olusturulan
Aktivator (boliinme iirokinaz Aktivite Referans
konumu) formu
Triptaz, plazmin, Tek zincirli )
o ] HMW cift . Stack vd.,
kallikrein, tirokinaz/ o Aktif
zincirli 1994
kan pihtilagma faktorii Lysisglle s
XllIa, katesin B
Tek zincirli HMW cift . . .
. L Inaktif Ichinose vd.,
Trombin iirokinaz/ zincirli
1986
Argi¢gPhe;s;
Cift zincirli LMW cift .
. ) L Aktif Stump vd.,
Plazmin tirokinaz/ zincirli
1986
Lys135LyS;36
Lys: Losin
lle: IzolGsin
Arg: Arjinin

Phe: Fenilalanin
HMW: Yiiksek molekiiler agirlikli
LMW: Diisiik molekiiler agirlikl



Cizelge 1.3. Farkli Urokinaz Formlarinin Karsilastirilmas: (Bansal vd., 2006a).

Urokinaz Molekiiler Trombolitik Fibrin Referans
© agirlik (kDa)  aktivite dzgiilliigii
Cift zincirli (HMW) . - Soberano
(idrar) 53 Yiiksek Diisiik vd., 1976
Cift zincirli (LMW) - - Samama
(idrar) 32 Dasuk Dasik 4 1979
Tek zincirli hiicresel . - Stump vd.,
(LMW) 32 Yiksek Diisiik 1986
R . Wun vd.,
Tek zincirli (HEp-3) 53 Sifir Yiiksek 1982b
L . . Hayashi
Tek zincirli (idrar) 95-100 Yiksek Yiksek vd.. 1985
Tek zincirli (CALU-3) 54 Diisiik Yiiksek fgg;‘p vd.,
Tek zincirli (ticari - . Stump vd.,
preperat) 53 Diisiik Yiiksek 1987
Tek zincirli (hiicresel) 53 Diisiik Yiiksek fgg;‘p vd.,

HMW: Yiiksek molekiiler agirlikli

LMW: Diisiik molekiiler agirlikli

HEp-3: insan akciger epitel hiicre kiiltiirii
CALU-3: Insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1

1.2.3. Urokinazin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Urokinaz renksiz bir proteindir, genis bir pH ve sicaklik araliginda yiiksek bir
kararlihk derecesine sahiptir. Urokinazin amino terminal kismi (ATF) 130 amino
asit dizisi uzunlugundadir. 2-a-heliks ve iki anti-paralel B-plakadan olugur. Amino
terminal kismi bir bitylime faktorii domain ve bir kringle domain olmak tizere iki
domain igerir. Fukozu (magenta) ligand olarak baglar. Fukoz bir deoksi-sekerdir,
bir veya daha fazla hidroksil (-OH) grubunun bir hidrojen (-H) ile yer degistirdigi
bir monosakarittir. Fukozun kimyasal formiilii Cg¢H;,05’dir. Amino terminal kismi
ayrica Cys;1-Cysig, Cysi3-Cyszq, Cysz3-Cyssz, Cysso-Cysizi, Cys71-Cysizs, Ve
Cys102-Cysq26 disiilfit baglarini igerir.

Urokinazin birgok molekiiler boyutta bulunabilecegi bilinmekteydi. iki ana bigim
oldugu goriilmiistiir: diigitk molekiiler agirlik (LMW, 33-kDa) formu ve yiiksek
molekiiler agirlik (HMW, 57-kDa) formu. Idrardan izole edilen iirokinazin genelde
LMW formunda bulundugu tespit edildi. HMW formunun dogal yapi oldugu ve
hiicresel proteazlarla LMW formuna doniistiiriildiigii ileri siriilmiistiir. Ancak,
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belirli kosullar altinda, standart enzim kinetigi yontemleriyle denendiginde HMW
formunun daha aktif oldugu bulunmustur.

Enzim orta derecede kararlidir. Liyofilize formda yillar boyunca veya 1 mg/mL
veya daha yiiksek derisimlerde steril ¢ozeltilerde bozdolabi sicakliklarinda aylarca
aktivitesini korur. Cok diistik tuz derisimlerinde ¢okmenin meydana gelmesiyle
aktivite kayb1 olur. Fibrinolitik deneyde yiizey denatlirasyonunu onlemek igin
insan serum albumin fraksiyonu V veya jelatin gibi bir protein ilave edilmesi
Onerilir (Kunamneni vd., 2008a).

1.2.4. Urokinazin Etki Mekanizmasi

Urokinaz [EC 3.4.99.26], proenzim/zimojen plazminojeni spesifik olarak
parcalayarak aktif enzim plazmin olusturan kuvvetli bir plazminojen aktivatoridiir
(Sekil 1.2). L-lizin ve L-arginin esterlerini hidroliz edebilen bir tripsin benzeri
enzimdir. Plazminojendeki Arg-Val bagmin birinci dereceden kinetik olarak
boliinmesini spesifik olarak katalize eder. Aktif plazmin daha sonra kan
pihtilarinin  fibrin polimerlerini pargalayabilir. Bell vd. iirokinaz tarafindan
gerceklestirilen fibrinolizin indiiksiyon mekanizmasini incelemisler ve iirokinazi,
plazminojeni ve fibrinojeni igeren sistemlerde bir plazminojen-fibrinojen
kompleksi olusana kadar iirokinazin plazminojeni etkili bir sekilde aktive
etmeyebilecegini 6ne stirmiislerdir (Bell vd., 1974).
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Urokinaz
Plazminojen
Aktivator
Inhibitér-1
(PAL-1)

<Plazmin0j er} >

az-antiplazmin

Fibrin Pihtilar:

(¢cOziiniir)

Sekil 1.3. Urokinaz ile fibrinolitik sistemin sematik gosterimi (Kunamneni vd., 2008b).
1.3. immobilize Metal iyonu Afinite Kromatografisi

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAK) kavramu ilk olarak Porath vd.
(1975) tarafindan ifade edilmis ve uygulanabilirligi gosterilmistir. Sulu
cozeltilerde histidin ve sisteine Zn (II), Cu (II), Ni (II) ve Co (II) gibi gecis metal
iyonlarimin  bilinen afinitesine dayanmaktadir ve protein ¢ozeltilerini
franksiyonlamak igin bir destege “giiclii bir sekilde sabitlenmis" metal iyonlarim
kullanma fikrine kadar uzanmistir (Hearon vd., 1948). Porath’in, metali agaroza
sabitlemek icin kullandigi selatlayici ligand iminodiasetik asit (IDA), bugiin
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bircok ticari IMAK reginesinde halen kullanilmaktadir. Porath, 1975 yilinda

immobilize metallerin histidin igeren proteinlere olan afinitesini belirtmistir
(Porath vd., 1975).

Porath’in yayinlarindan sonraki yillarda yeni IMAK teknolojisi Sulkowski (1985)
tarafindan yapilan ilk IMAK incelemesinde cesitli proteinlerin ve peptidlerin
saflastirilmasiyla basariyla degerlendirilmis ve oOzetlenmistir. Bu gelisme,
1970"erin sonundaki rekombinant tekniklerin ve modern molekiiler biyolojinin
hizla olgunlagmasiyla ve 1980’lerde gelistirilmis bir selatlayici ligand olan
nitrilotriasetik asitin (NTA) kesfi ile hizlanmistir (Hochuli vd, 1987). Bu arada,
NTA bazl destekler kullanilarak rekombinant proteinlerin saflastirilmas: IMAK'in
en Onemli uygulamasini temsil etmektedir (Hochuli vd, 1988). Bir His-
etiketlenmis proteininin immobilize metal iyonuyla etkilesiminin baglica
mekanizmasi Sekil 1.3'de sunulmustur (Block vd., 2009).

IMAK, c¢esitli proteinler i¢in afinite ligandlar1 olan, metal iyonlarini tutuklamak
icin kat1 kromatografik destekler iizerine kovalent bagli selatlayici bilesiklerin
kullanildig1 bir saflagtirma teknigidir (Porath vd., 1975). Afinite kromatografisinin
diger formlarinda oldugu gibi IMAK, hizli saflagtirma ve {iriiniin 6nemli Ol¢iide
safliginin gerekli oldugu durumlarda kullanilir; diger afinite ayirma teknolojileri
ile kiyaslandiginda yiiksek derecede spesifik olarak siniflandirilamaz ancak orta
derecede spesifiktir. Endiistriyel uygulamalar i¢in biiyilk ol¢ekli saflagtirma
prosediirleri gelistirilirken IMAK-ligand kararliginin, yiiksek miktarda protein
yiiklemenin, 1liml1 eliisyon kosullarinin, basit rejenerasyonun ve diisiik maliyetin
faydalar1 6n plana ¢ikmaktadir (Gaberc-Porekar, 2001).
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Ni-NTA

Sekil 1.4. (A)Tri-(IDA), (B) tetra-(NTA) IMAK ligandlarindaki His etiketindeki birimler

ve metal iyonlar1 arasindaki etkilesimin sematik gosterimi (Block vd., 2009).

1.3.1. immobilize Metal iyonu Afinite Kromatografisinin Mekanizmasi,
Teknikleri, Destekleri, Selatlayici Ligandlari, Metal iyonlar:

IMAK’de proteinlerin adsorpsiyonu immobilize bir metal iyonu ve protein
yiizeyindeki elektron verici gruplar arasindaki koordinasyona dayanmaktadir. En
yaygin olarak kullanilan, elektron ¢ifti alicilart olan ve Lewis asitleri olarak
diisiiniilebilen gecis metali iyonlar1 Cu (II), Ni (II), Zn (II), Co (II), Fe (III)’diir.
Kromatografik destege bagli olan selatlayici bilesiklerde bulunan, elektron verici
atomlar (N, S, O), metal iyonlarini koordine etme ve isgal edilen koordinasyon
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baglarmin sayisina bagli olarak iki disli, li¢ digli vb. metal selatlar1 olusturma
yetenegine sahiptir. Geriye kalan metal koordinasyon bolgeleri su molekiilleri
tarafindan isgal edilir ve proteindeki uygun elektron verici gruplar ile yer
degistirebilirler. Ayrica amino terminal uglarin yani sira, bazi amino asitler yan
zincirlerindeki elektron verici atomlar nedeniyle baglanma i¢in uygundur. Glu,
Asp, Tyr, Cys, Arg, Lys ve Met gibi bircok amino asit birimleri baglanmaya
katilmasma ragmen IMAK’deki asil protein baglanmasi esas olarak histidin
birimlerinin varligina dayanir. Selat metal iyonlarmna baglanmaya katkida
bulunabilen serbest sisteinler nadiren uygun, indirgenmis durumda bulunurlar.
Bununla birlikte, Trp, Phe ve Tyr’in aromatik yan zincirleri erisilebilir histidin
birimlerinin yakinindaysa, baglanmaya katkida bulunabilir (Cheung vd., 2012).

IMAK destegine bir proteinin adsorpsiyonu, histidin birimlerindeki imidazol
azotlarinin protonsuz formda oldugu bir pH'da, genellikle nétr veya hafif bazik
ortamda gerceklestirilir. Genellikle spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
azaltmak icin oldukg¢a yiiksek iyonik giice sahip tamponlar (0.1 - 1.0 M NaCl
iceren) kullanilirken tamponun kendisi selatlanmis metal iyonuna koordineli
olarak baglanmamalidir. Hedef proteinin eliisyonu; protonasyon, ligand degisimi
veya metal iyonunun EDTA gibi daha kuvvetli bir selatlayici maddeyle
ekstraksiyonu ile saglanir. Daha diisiik pH veya daha diisiik pH gradiyentleri olan
eliisyon tamponlar1 hedef proteinin eliisyonu i¢in yaygin olarak kullanilir. Bununla
birlikte, bir proteinin IMAK destegine adsorpsiyonu histidin birimlerinde imidazol
azotlarinin protonsuz bulundugu bir pH'da gergeklestirilir. Bu durumda, IMAK
kolonlart imidazol proton pompasi etkisinden kaynaklanan pH disiisiinden
kag¢inmak i¢in kromatografik ayrimdan 6nce imidazol ile doymus ve dengelenmis
olmalidir (Gaberc-Porekar vd., 2001).

Protein saflastirmada segicilik, metal ligandin se¢imi, selatlayic1 bilesigin
yapisinin  degisimi, afinite kollarinin degisimi, ligand yogunlugu, tuzlarin
konsantrasyonu ve yarismali ajanlar gibi ¢esitli yaklasimlarla gergeklestirilebilir.
Ornegin, insan biiyiime hormonu sz konusu oldugunda selatlayici destekte ligand
olarak kullanilan IDA-Cu (II) yogunlugunun azaltilmasi daha yiiksek protein
saflig1 ve artan verimle sonuglanmustir (Liesiene vd., 1997). Bir proteinin bir metal
selatlayiciya afinitesi, koordinasyona katilan metal iyonuna baglidir. Selatlayici
olarak iminodiasetik asit (IDA) kullanildiginda metallerin proteinlere afinitesi
asagida siralandig gibidir:



15

Cu (1) > Ni (I1) > Zn (II) > Co (1)

Al (IlT), Ca (II), Fe (III), Yb (III) gibi giiclii Lewis asidi olan metal iyonlari,
oksijen acgisindan zengin aspartik ve glutamik asit gruplarim1 veya fosfat gruplarim
tercih ederler ve bu durum glutamik veya aspartik asit bakimindan zengin afiniteye
sahip yeni afinite desteklerininin elde edilmesine olanak saglar.

IDA bugiine kadar en ¢ok kullanilan selatlayici bilesiktir. Bir¢ok firmadan ticari
olarak temin edilebilir. Son birkag yil i¢inde bircok selatlayici bilesik
immobilizasyon ve saflastirma i¢in kullanilmaktadir (Cizelge 1.4). Genel olarak,
NTA ve TALON (karboksimetillenmis aspartik asit ticari ismi: CM-Asp) gibi bes
disli (tetradentat) ligandlar, metal iyonlart i¢in ii¢ disli (tridentat) selatlayici
IDA’dan daha yiiksek afiniteye sahiptirler; ancak bir koordinasyon bolgesinin
kaybi nedeniyle daha diisiik protein baglanmasi sergilerler. Bu, pentadentat TED
selatlayic1 ligandinda daha belirgindir. Bu durumda iki degerlikli metal iyonu
cevresindeki oktahedral diizenlemede protein baglanmasi igin yalnizca bir
koordinasyon bdlgesi kalmigtir.

Klasik sabit fazlar, agaroz veya c¢apraz bagli dekstran gibi yumusak jel
matrisleridir. Polisakkaritler biyolojik olarak uyumludur ve kolayca aktive
edilirken, disik mekanik dayaniklilik ve biiyiikk basing diistisii sergilemeleri
sanayide kullanimlarin1 sinirlamaktadir. Diger yandan, silika gibi inorganik
destekler mitkemmel mekanik ozelliklere sahiptirtirler; ancak proteinler igin geri
doniistimsiiz nonspesifik adsorpsiyon sergilemektedirler (Cheung vd., 2012).
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Cizelge 1.4. IMAK'da kullanilan baz1 selatlayici bilesikler (Gaberc-Porekar vd., 2001).

Selatlayici bilesik Koordinasyon =~ Metal iyonlari Referans
L L o Ramadan ve
Aminohidroksamik asit iki disli Fe (111)
Porath, 1985
Salisilaldehit iki disli Cu (11) Leibler vd., 1996
. o o Al (I11), Fe (Ill), Zachariou vd.,
8-Hidroksi-kinolin (8-HQ) iki disli
Yb (1) 1996
C . Cu (II), Zn (1),
Iminodiasetik asit (IDA) i disli . Porath vd., 1975
Ni (11), Co (I1)
Dipikolilamin (DPA) i disli Zn (1), Ni (I1) Porath vd., 1992

Fe (I11), Al (111), Zachariou vd.,

Orto-fosfoserin (OPS) tig disli
Ca (), Yb (1) 1993

N-(2-piridilmetil) amino

g disli Cu (I Chaouk vd., 1999
asetat
2,6-Diaminometil piridin tc disli Cu (I Chaouk vd., 1999
Nitrilotriasetik asit (NTA) dort disli Ni (I1) Hochuli vd., 1987
Karboksimetilat aspartik asit o

dort digli Ca (I1), Co (1) Porath vd., 1992
(CM-Asp)

N,N,N'-tris(karboksimetil)

o bes disli Cu (I1), Zn (I1) Porath vd., 1992
etilendiamin (TED)

1.4. Boya Ligand Afinite Kromatografisi

Boya ligand kromatografisi, proteinleri saflastirmak igin immobilize tekstil
boyalarmni  kullanan bir afinite kromatografisi teknigidir. Boya ligand
adsorbentleri, son 30 yilda protein saflastirilmasindaki en 6nemli gelismelerden
birini temsil eder. Boya ligandlart proteinleri spesifik veya bir dizi spesifik
olmayan etkilesimlerle baglayabilmektedirler. Boya-ligand ve proteinler
arasindaki etkilesim, elektrostatik, hidrofobik ve hidrojen baglarinin kompleks
kombinasyonu ile saglanmaktadir. Cesitli boya ligand destekleri substratlarin,
kofaktorlerin veya baglayict ajanlarin  konfigiirasyonunu taklit edebilme
yeteneginden dolayr dehidrogenazlar, kinazlar, plazma proteinleri ve cesitli
proteinlerin izolasyonu icin kullanilmistir. Cibacron Blue F3GA Procion blue gibi
boya ligandlarinin adenilil igeren kofaktorleri gerektiren enzimlere yiiksek afinite
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sergiledigi gosterilmistir [6rnegin NAD(H), NADP(H)] (Chronopoulou ve Labrou,
2014).

Boya ligandlar sentetik olmalarina ragmen kolay immobilizasyon, yiiksek
kimyasal ve biyolojik kararlilik, yiliksek baglanma kapasitesi ve diisiik maliyet
nedeniyle spesifik biyolojik ligandlara kiyasla bazi avantajlara sahiptir (Cizelge
1.5).

Cizelge 1.5. Boya-ligand afinite desteklerinin avantajlari1 (Labrou ve Chronopoulou, 2014).

Boya-ligand afinite desteklerinin avantajlar

Diisiik maliyet

Toplu miktarlarda kolaylikla temin edilebilebilir

Farkli pH’lardaki eliisyon tamponlarinda aktivite kaybinin olmamasi
Reaktif gruplar vasitasiyla destege kolayca baglanma

Genis bir protein yelpazesi i¢in yiiksek baglanma kapasitesine sahip olma

Triazin boyalarin, bir amino kopriisii ile birlestirilen iki yapisal olarak farkl
birimden olusmaktadir. Kromofor birim (azo, antrakinon veya ftalosiyanin) renk
verir ve reaktif birim, ¢ziinmeyen destege kovalent baglanma alani saglar. Boya
kimyasinda arastirilan ilk ve en basarili reaktif birim, siyaniirik klorir (1,3,5-sim-

triklorotriazin)’diir.

Bir boya-ligand kromatografik basamagin basarili bir sekilde ¢alismasina birgok
faktor katkida bulunur. Bunlar, matris tiirii ve ligand konsantrasyonu, adsorpsiyon
ve ellisyon kosullari, akis hiz1 ve kolon geometrisi gibi destek 6zelliklerini igerir.
Bunlarin arasinda adsorpsiyon ve eliisyon adimlar1 basarili bir ayirma igin 6zenle

optimize edilmeli veya tasarlanmalidir (Chronopoulou ve Labrou, 2014).

Farmasotik proteinlerin saflastirilmasinda boya-ligand afinite kromatografisinin
genis capli uygulamasi bulunmaktadir. Son zamanlardaki bazi 6rnekler faktor B,
faktor C2, faktor 11, faktor IX, tripsin, kimotripsin ve proteinazin saflastirilmasini
icermektedir. Ayrica, insan rekombinant a-interferonu, bir mimetik boya-ligand
desteginde tek asamali bir islem kullanilarak saflagtirilmigtir. Diger ornekler
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folikiil uyaric1 hormon, hipofiz gonadotropinler, risin A zinciri ve insan serum

albiiminini igerir.

Farmasotiklerin afinite kromatografisinde genis ¢apli ve basarili bir sekilde
uygulanmasina ragmen, sizintist ve toksisitesi lizerine endigeler biyofarmasdtik
imalatta kullanimlarin1 smirlamistir. Bu yontemler kullanilarak saflastirilan
proteinler, analitik ve teknik kullanimlar i¢in uygundur. Biiyiik 6l¢ekli proteinlerin
ve enzimlerin saflastirilmasinda boya ligand afinite kromatografisinin uygulama
ornekleri Cizelge 1.6’da verilmistir (Labrou, 2003).

Cizelge 1.6. Boya ligand afinite kromatografisinin protein ve enzim saflastirilmasi

uygulamalarina 6rnekler (Labrou, 2003).

Saflastirilmig .
. . Kaynak Ligand Referans
enzim/protein
Fosfotransferaz ) . Ito wvd.,
Sigir kalbi Cibacron Blue F3GA
ATP: AMP 1980
o o . Denizli vd.,
Lizozim Sigir serum albiimini ~ Cibacron Blue F3GA 1998
Alkol . . Kaya vd.,
. Saccharomyces cerevisiae Reactive Green 19
dehidrogenaz 2013
. } o Urtasun vd.,
Laktoperoksidaz Peyniralt1 suyu Triazin boyalar 2017
. R Wang vd.,
Alkalin fosfataz Buzag1 bagirsagi Biyomimetik boyalar 2008
. . . . L Mazitsos
Galaktoz oksidaz Dactylium dendroides  Biyomimetik boyalar
vd., 2002
o Reactive Blue 4 ve Arica  vd.,
Lizozim Yumurta ak1 .
Reactive Red 120 2005
Alkol . Shibusawa
) Sigir karacigeri Procion Red
dehidrogenaz vd., 2004

1.5. Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiiller, manyetik sivilar, kataliz, biyoteknoloji/biyotip,
manyetik rezonans goriintiileme, veri depolama ve cevresel iyilestirme de dahil
olmak iizere genis bir disiplin alanindaki arastirmacilar igin biiyiik ilgi
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gormektedir. Cesitli bilesimlere sahip manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in bir
takim uygun yontemler gelistirilmekle birlikte, bu tiir manyetik nanopartikiillerin
yukarida listelenen alanlara basarili bir sekilde uygulanmasi farkli kosullar
altindaki partikiillerin kararliligina oldukga bagimlidir. Ongériilen uygulamalarin
cogunda kritik bir degerin altinda oldugunda (genellikle 10-20 nm civarinda),
partikiiller en iyi performansi gosterir. Nanopartikiiller biiyiik bir sabit manyetik
momente sahiptirler ve goz ardi edilebilir bir artitk miknatislanma (artik
manyetizma) ve koersivite (manyetizasyonu sifira getirmek igin gereken alan) ile
uygulanan manyetik alanlara verdikleri hizli tepkiler ile dev bir paramanyetik
atom gibi davranirlar (Schiith vd., 2007). Cesitli teknolojik uygulamalar, birgok
arastirmanin odak noktast olmakla birlikte manyetik nanopartikiiller ayrica
malzeme mithendisligi, fizik, kimya, jeoloji, biyoloji ve tip alanlarinda arastirma
araclari olarak da kullanilmaktadir (Kodama, 1999).

Manyetik nanopartikiillerden olusan malzemelerin 6zellikleri, parcaciklarin hem
igsel Ozelliklerinin hem de pargaciklar arasindaki etkilesimlerin bir sonucudur.
Bununla birlikte, bu boyut araligindaki pargaciklarla iligkili kac¢inilmasi zor bir
sorun, uzun siireler boyunca igsel kararsizliklaridir. Bu tiir kiiciik partikiiller
yiiksek ylizey alani/hacim orani ile iligkili enerjiyi azaltmak icin agregatlagsmaya
egilimlidirler. Dahasi, yalin metalik nanopartikiiller kimyasal olarak oldukca
aktiftirler ve havada kolayca okside olurlar. Bu durum genellikle dispersitenin ve
manyetizmanin Kaybedilmesine ile sonuglanir. Birgok uygulama igin, yalin
manyetik nanopartikiillerin sentez sirasinda veya sonrasinda bozunmaya karsi
kimyasal olarak stabilize edilmesine yonelik koruma stratejilerinin gelistirilmesi
cok onemlidir. Bu stratejiler, organik tiirlerle asilama veya kaplanmasini, yiizey
aktif maddeler veya polimerler ya da silis veya karbon gibi inorganik bir tabaka ile
kaplanmasini igerir. Birgok durumda, koruyucu kabuklar nanopartikiilleri yalnizca
stabilize etmekle kalmaz, ayn1 zamanda istenen uygulamaya bagl olarak diger
nanopartikiiller veya cesitli ligandlarla daha ileri fonksiyonellestirilmesi igin de
kullanilabilir. Fonksiyonellestirilmis nanopartikiiller, kataliz, biyolojik isaretleme
ve biyolojik ayirma uygulamalari i¢in olduk¢a umut vericidir (Schiith vd., 2007).

1.5.1. Enzim Saflastirilmasinda Manyetik Nanopartikiiller

Nanobiyoteknolojinin ortaya cikisi, bircok saglik ve ¢evre sorununu ¢ézmek igin
yeni tekniklerin gelistirilmesine biyiikk katkida bulunmustur. Nanometre
boyutundaki manyetik nanopartikiiller, son derece kiigiikk boyutlar1 ve biiyiik
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spesifik yiizey alani, essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi
gormiistiir. Manyetik nanopartikiiller veri depolama aygitlarindan cilt bakim
tirlinlerine kadar bircok uygulamada kullanilmaktadir. Son yillarda manyetik
nanopartikiiller ilag salim sistemleri, biyosensorler, su aritma sistemleri ve
biyomolekiiler ayirma/saflastirma uygulamalarinda toksik olmadigindan ve gii¢li
manyetik Ozelliklerinden &tiiri hem tip hem de biyoloji alanlarinda
kullanilmaktadir.

Protein saflagtirma, biyoteknolojide yapilan ilerlemelerde temel bir gereklilik
haline gelmistir. Biyoteknolojide, antikor bazli ayirma veya hedef proteini
baglamak icin spesifik etiketler i¢eren bir matriks kullanilarak afinite proteininin
saflastirilmas1 yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Manyetik nanopartikiiller,
kiigiik bir numune hacmi i¢in bile diger katilarin varliginda, segilen hedef
biyomolekiilleri etkili bir sekilde yakalamak i¢in basit ve hizli bir yontem olarak
kullanilabilir.  Proteinler/peptidler gibi biyomolekiillerin saflastirilmasi  ve
immobilizasyonu i¢in siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiilleri gibi
manyetik nanopartikiillerin kullanilmas1 asagidaki avantajlara sahiptir:

¢ Biiyiik miktarda protein 6rnegini baglamak icin yiiksek spesifik yiizey
alanina sahiptirler.

e Istenen yiizey 6zelliklerine sahip biyomolekiiller segici olarak hedeflenir
ve reaksiyon karigimindan manyetik alan uygulanmasiyla kolaylikla

ayrilirlar.

o Saflastirma isleminde santrifiijleme, siizme, vb. gibi birkag adimi ortadan
kaldirilabilir.

Manyetik ayirmayr kullanmak yumusak ve hizli bir alternatif sunmaktadir;
hedefler istenen manyetik parcacik yilizeyinde yakalanir ve harici bir manyetik
alan kullanilarak 6rnekten hizli bir ayrilma saglanir (Okoli vd., 2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Trombozun ¢esitli tipleri her yil ¢ok sayida oliime sebep olmaktadir. Sadece
Amerika Birlesik Devletleri’nde pulmoner akciger embolinin veya akcigerlerde
piht1 olusumunun yilda 1 milyon hastay1 etkiledigi diistiniilmektedir. Bu durum,
plazminojen aktivatorlerini iceren ajanlara olan gereksinimin artmasina neden
olmaktadir. Plazminojen aktivatorleri plazminojenin plazmine doniigimiini
katalizlerler. Urokinaz, plazmin olusmasimn bir sonucu olarak tromboembolik
hastaliklarin tedavisinde damar i¢inden uygulanarak kan damarlarindaki fibrin
pihtisinin ¢dziinmesini saglar. Sonug olarak plazminojen aktivatorlerine olan ilgi
giderek artmis ve 2005 yilinda plazminojen aktivatdrlerinin diinyadaki pazari 1,5
milyar dolara ulasmistir. Bu durum plazminojen aktivatorlerinin elde edilmesi igin
yeni ve ucuz yontemlerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir. Kullanimdaki
temel plazminojen aktivatorleri streptokinaz, iirokinaz ve doku plazminojen
aktivatoriidiir. Bunlarin igerisinde iirokinaz doku plazminojen aktivatoriine gore
daha iistiin 6zelliklere sahiptir ve streptokinazin aksine insan kaynakli oldugundan
antijenik degildir. Bu bilgiler degerlendirildiginde temel olarak idrardan elde
edilen iirokinaz c¢ok popiiler bir kardiyovaskiiler ajandir. Bununla birlikte insan
idrarindaki ¢ok disiik diizeyleri nedeniyle in vitro olarak kiiltiire edilmis insan
hiicreleri tirokinazin {iretimi ve saflastirilmasi i¢in énemli bir alternatif olmustur
(Bansal ve Roychoudhury, 2006). Bu calismada da iirokinaz saflastirilmasinda
kullanilabilecek nano boyutta yeni bir destek materyalinin sentezlenmesi ve

iirokinaz adsorpsiyonu ve desorpsiyonu kosullarinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Literatiirde iirokinaz saflastirilmasi ile ilgili birgcok ¢aligma bulunmaktadir. Bu

calismalara o6rnekler soyledir:

Hou ve Zaniewski (1990), kopiik flatasyonu ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yoluyla iglenmis insan idrarindan ham iirokinazi SP kartusu ile saflagtirmiglardir.
SP kartusu kullanildiginda enzimin spesifik aktivitesinde alti1 kattan daha fazla
artis ve ardindan ¢inko selatlanmis afinite kartusu kullanildiginda spesifik
aktivitede on sekiz kattan daha fazla artig oldugunu gérmiislerdir.

Clonis ve Lowe (1991) monodispers sentetik makrogdzenekli kiireleri iceren
afinite desteklerinin diisiik islem basinglarinda proteinlerin yiiksek kapasitede ve
yiikksek rezoliisyon ile ayrilmasinda kullanilabilecegini gostermislerdir. Bu
arastiricilar maksatli olarak dizayn edilmis biyomimetik boyalarini Dynospheres
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XP-3507 kiirelerine kovalent olarak baglamiglar ve buzagi ince bagirsag: alkalin
fosfataz ve insan idrar1 {irokinazini ham ecktraktlardan saflastirmak i¢in
kullanmiglardir. Arastiricilar bu galigsma ile spesifik olarak dizayn edilmis afinite
ligandlar1 ile es boyutlu destek materyallerinin kombinasyonunun, yiiksek
performans afinite kromatografisinde proteinlerin saflagtirllmmasi igin giiglii bir
yaklagim oldugunu rapor etmislerdir.

Takahashi vd. (2000), hidrofobik bolgeye sahip bir destek materyalini kullanarak
hidrofobik etkilesim kromatografisi ile insan idrarindan {irokinaz enzimini
saflagtirmiglardir. Bu hidrofobik afinite matriksini, Sepharoz CL-6B iizerine 6-
aminokaproik asidi immobilize ederek ve ardindan destegin hidrofobik bdlgesinin
bir kismina p-aminobenzomidin baglayarak hazirlamislardir. Bu destek matriksi
ile insan idrarindan diisiik ve yiiksek molekiil kiitlesine sahip lirokinaz enzimlerini
yiiksek verimle saflagtirmislardir.

Fahey vd. (2000), rekombinant iirokinaz plazminojen aktivatorii fragmentini E.
coli’de ekspresse ederek, iic asamal1 bir islem ile saflastirmislardir. ilk adimda
Triton X-100 ve iire ile yikama ve santrifiijleme yapmislar ve daha sonra denatiire
proteinler tampon degisimi ile renatiire etmislerdir. Ardindan biiyiikliikk diglama
ortami kullanarak 6rnegi franksiyonlamislar ve renatiire iirokinazi iyon degisim

kromatografisi ile deristirmiglerdir.

Gao vd. (2002), tek zincirli tirokinaz ile ¢ift zincirli tirokinaz arasindaki temel
yapisal farkliligin Lys;sg-Ile 5o arasindaki tek bir bagin pargalanmasi oldugunu
gostermislerdir. Tek zincirli iirokinaz i¢in monolitik spesifik bir antibadi farelerde
tiretilerek saflastirilmig, ardindan immunoafinite kromatografisi igin ligand olarak
kullanilmigtir. Urokinaz plazminojen aktivitesi rekombinant CHO hiicrelerinden
yaklasik 50 kat ve % 96.3 verimle saflastirilmistir.

Bansal vd. (2006b), insan bobrek hiicreleri HT080 nin hiicre kiiltiirii ortamindan
iirokinaz saflastirmak ic¢in bir entegre iiriin kazanim sistemi gelistirmislerdir. Cu
(IN-immunodiasetik asit (IDA)-poliakrilamid kriyojel kolonu, HT1080 hiicre
kiiltiirii i¢in jelatin bagli pAAm-Kriyojel biyoreaktdrii ile entegre edilerek iirokinaz
tutuklamak igin kullanilmistir. Urokinazin tutuklandig: kolon entegre sistemden
uzaklastirildiktan sonra baglanan {irokinaz eliie edilmistir. Metal afinite
kromatografisi ile 4.5 kat saflastirma saglanmis ve enzimin spesifik aktivitesi 1300
Plough iinitesi/mg protein olarak bulunmustur. Cu (II)-IDA-pAAmM Kriyojel



23

kolonundan elde edilen enzim benzamidin-Sepharoz afinite kolonu ile ileri
saflastirmaya tabii tutulmustur. Bu iki adimli saflastirma sonunda iirokinaz 45.5
kat saflagtirillmig ve spesifik aktivitesi 13 550 Plough iinitesi/mg protein olarak
bulunmustur.

Kumar vd. (2006), yeni siiper makrogézenekli Cu (II) bagli epoksi aktiviteli
poliakrilamid kriyojel afinite destegi hazirlayarak insan fibrosarkoma hiicre hatti
HT1080’den iirokinaz enziminin saflastirilmasini gergeklestirmislerdir. Ayrica bu
yeni kriyojel matriksi ile entegre biyoreaktor sisteminde iirokinazin siirekli ayirimi
icin kullanilan geleneksel Sepharoz bazli afinite desteginin performansin
karsilastirmiglardir. Arastiricilar tirokinaz saflagtirilmasinda kriyojel bazli IMAK
destegininin seciciliginin Cu (II)-IDA-Sepharoz kolonundan daha yiiksek

oldugunu gostermislerdir.

Bansal vd. (2007), insan bobrek hiicre kiiltliriinden tirokinaz saflagtirmak igin tek
adimli bir saflastirma iglemi gelistirmislerdir. Bu amagla stilfo-propil-Sepharoz
iyon degisim kolonunu hazirlamiglar ve insan bdbrek hiicre kiiltiir ortamindan
(HT1080) yiiksek ve diigitk molekiil agirligina sahip iirokinaz tipi plazminojen
aktivatoriinii saflagtirmislardir.

Literatiirde iirokinaz immobilizasyonu i¢in yapilan birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Bunlara 6rnekler:

Konig vd. (1999), iirokinaz enziminin immobilizasyonu i¢in politetra floroetilen
(PTFE) {iizerinde fonksiyonel yilizey gruplarmin olugmasini saglamiglardir. Daha
sonra enzimi fonksiyonel yiizey gruplart vasitasiyla NHS ve EDC kimyasini
kullanarak poli(akrilik asit) asilanmig PTFE iizerine kovalent olarak immobilize
etmiglerdir. Alt1 giinliik saklama siiresi sonunda enzimin aktivitesinde herhangi bir

diisiis olmadigimi gérmiislerdir.

Choi vd. (2001), polipropilen (PP) film {izerine GMA monomerini radyasyon
baslaticili olarak asilamislar ve L-Phe; D,L-Phe; L-Cys; D,L-Tyr amino asitleri ile
modifiye etmislerdir. Daha sonra bu destek materyaline iirokinaz enzimini
adsorpsiyon yoluyla immobilize etmislerdir. Arastiricilar dort farkli amino asit ile
modifiye edilmis PP film {izerine {irokinaz adsorpsiyonu degerlerini L-Phe > D,L-
Phe > D,L-Tyr > L-Cys seklinde bulmuslardir.
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Suh vd. (2003), ¢cok noktali amin baglamasi vasitasiyla aktive edilmis Sepharoz
6B-CL2’ye iirokinaz enzimini kovalent olarak baglamiglardir. Ayrica immobilize
iirokinazin artan pH ve sicaklik stabilitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Yang vd. (2003), iki diatomit tiirli iizerine {irokinaz enziminin adsorpsiyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu arastiricilar diatomitlerin partikiil boyutu, yiizey yapisi,
elektrik potansiyeli ve izoelektrik noktasi arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir.
Ayrica adsorplanan iirokinaz miktar1 ve izoelektrik nokta arasindaki iliskiyi
tartismiglardir.

Lai vd. (2005), poliiiretan tiipleri 3 ay siire ile tavsan kasina yerlestirmisler ve
implante edilen tiiplerin inflamatuar yanit1 lizerinde iirokinaz immobilizasyonunun
etkisini 1 hafta, 1 ay ve 3 aylik siireler icin arastirmuslardir. Implante edilen
poliiiretan tiipler etrafinda mononiikleer WBC toplanmasi gerceklesmis ve bir ay
sonra doruga ulasmig fakat bu iirokinaz immobilizasyonu ile Onemli oranda

azaltilabilmistir.

Totani vd. (2008), bir plazminojen aktivatorii olan iirokinazi alkil zincirleri ve
tiyol gruplar tasiyan PVA ile tiirevlendirilmis Langerhans adaciklar1 yiizeyine
immobilize etmislerdir. Arastiricilar iirokinaz immobilize edilmis adaciklarin, kan
pihtisinin adacik yiizeyinde kontrol edilebildigini gosteren fibrinolitik 6zellikler
sergiledigini rapor etmislerdir. Insiilin salmimini azaltan bu adacik iizerine
tirokinaz immobilizasyonu ¢alismasinin intraportal adacik transplantasyonu

sonrasi erken doku kaybini azaltmada umut verici oldugunu bildirmiglerdir.

Bi vd. (2009), iirokinaz ve dekstran kapli manyetik nanopartikiillerin kovalent
biyokonjugasyonunu gerceklestirmisler ve karakterize etmislerdir. Daha sonra bu
iirokinaz bagli manyetik nanopartikiilleri, manyetik alan altinda fare arteriovendz
sont trombozu modelinde basarili bir sekilde kullanmiglardir. Onlar tromboliz
tedavisinin bu sekilde bir manyetik alan ile istenen bdlgeye dogrudan
uygulanabilecegini vurgulamislardir.

Chen vd. (2011), fibrinolitik enzim olan iirokinazin ve antikoagulant enzim olan
trombomodulin, fosfolipid konjuge poli(etilen glikol) ile adacik yiizeyine
koimmobilizasyonunu  gerceklestirmislerdir.  Urokinazi ve trombomoduli
tiyol/maleimid  kullanarak maleimid-poli(etilen glikol)-fosfolipid konjugat

yardimiyla adacik yiizeyine immobilize etmislerdir. Urokinaz ve trombomodulin
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aktiviteleri adacik yiizeyinde korunmustur. Ayrica yiizey modifikasyonlar
adaciklarin morfolojisini veya glukoz derisimindeki degisimlere cevapta insiilin
salim kabiliyetini etkilememistir.



26

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kimyasal ve Cihazlar

Deneylerde Vestel (White FR 540) buzdolabi, Beko (7216DF) dondurucu, Clifton
calkalamali su banyosu, Memmert (Beschicung-Loading Modell 100-800) etiiv,
Radwag (AS220 C/2) analitik terazi, Sigma (3-30 KS) santrifiij cihazi, Hanna (pH
211) pH metre, Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, Wisd (WB-22) sogutmali
su banyosu, Daihan (MSH-20D) sicaklik ayarli karistirici, Ultrasonic (LC30)
ultrasonik banyo, Velp (Multistirrer 15) c¢oklu manyetik karistirici, Heidolph
(Promax 202) calkalayici, GFL (2001/4) saf su cihazi, Isolab (CAPP) otomatik
pipetler, milipore (Simplicity UV,18,2 mQ cm) ultra saf su cihazi kullanildu.

Insan bébrek hiicrelerinden saflastirilmis iirokinaz ve plazmin substrati Gly-Arg p-
nitroanilid-HCI, poli (vinil alkol) [PVA], potasyum persiilfat (KPS), etil alkol,
metil alkol, Cibacron Blue F3GA Sigma’dan temin edildi; magnetit (Fe;0,),
etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) Alridch’den temin edildi; 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) Merck-Schuchardt’dan temin edildi; NaOH, CuSO,
Riedel’den temin edildi.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonunu gergeklestirmek ig¢in Manisa
Celal Bayar Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’'nde bulunan
FTIR spektrofometresi (BX Perkin Elmer), Izmir Ileri Teknoloji Enstitiisii
Arastirma Merkezi’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (Phillips XL-30S
FEG), Atomik Kuvvet Mikroskobu (Digital Instruments-MMSPM Nanoscape 1V)
ve Enerji Dagiliml1 X-151n1 analiz cihazi (LEO, EVO 40 Carl Zeiss NTS, Peabody,
Massachusetts) ve Selcuk Universitesi ileri Teknoloji Arastirma-Uygulama
Merkezi’nde bulunan Elektron Spin Rezonans Spektrometresi (JEOL JES-FA300)
cihazi kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Bu tezde kullanilan manyetik nanopartikiiller emiilsiyon polimerizasyonu teknigi
ile  2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin magnetit varliginda
polimerlestirilmesi ile hazirlandi. Bu amagla 0.01 mg/mL derisiminde 45 mL
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hazirlanan PVA ¢ozeltisinden 100 mL hacimli cam reaktore 25 mL PVA ¢ozeltisi
(d: 1.269 g/mL), 0.6 mL HEMA (d: 1,074 g/mL) ve 0.3 mL EGDMA (d:1,051
g/mL) alinarak 30 saniye mekanik olarak calkalandi ve {izerine 0.2 g magnetit
(Fe30,) ilave edildi. Daha sonra polimerizasyon ortamina baslatici olarak 45 mL
KPS (1,6 mM) eklenerek 70°C’deki ¢alkalamali su banyosunda polimerizasyon
gerceklestirildi ve polimerizasyonun tamamlandigi renk degisimi ile izlendi.
Polimerizasyona katilmayan manyetik partikiilleri uzaklastirmak i¢in 10 dakika
boyunca diisiik hizda santrifiijleme yapildi. Olusan poli(HEMA) manyetik
nanopartikiiller ise 18000 g’de 15 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii ve sirasiyla
etanol, etanol/su (1:1), su ile yikandi. Coktiirme ile manyetik nanopartikiiller
polimerizasyon hacmi kadar (yaklastk 71 mL) saf su igerisine alinarak
ultrasonikatérde emiilsiyon olusturmalart saglandi. Mikrobiyal biiyiimenin
olmamasi i¢in manyetik nanopartikiillere derisimi % 0.002 olacak sekilde NaN3
¢ozeltisi ilave edildi ve manyetik nanopartikiiller + 4°C’de saklandi.

0.6 mL HEMA 0.2 g magnetit (Fe;0,)

-\ f_ ¢(>
—— —
/

30 saniye mekanik ¢alkalama

Polimerizasyon I i ’

Sekil 3.1. Manyetik nanopartikiillerin hazirlanmasi
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Manyetik
nanopartikiiller

g Etanol
@ Etanol/su (1:1)

g Su

Sekil 3.2. Polimerizasyona katilmayan nanopartikiillerin uzaklastirilmasi i¢in ¢oktiiriilmesi

ve olusan p(HEMA) manyetik nanopartikiillerin yitkanmasi islemi
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3.2.2. Manyetik Nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA’nmin Baglanmasi

Sentezlenen poli(HEMA) manyetik nanopartikiillerine Cibacron Blue F3GA
niikleofilik yer degistirme reaksiyonu ile baglandi. Bu amagla manyetik
nanopartikiiller (0.1 g/100 mL) 80°C’de sodyum hidroksit igeren (4 g) 100 mL
Cibacron Blue F3GA (2.0 mg/mL) ile 4 saat boyunca karistirildi ve daha sonra
reaksiyona katilmamig boya molekiillerinin uzaklastirilmasi i¢in sirastyla manyetik
nanopartikiiller saf su, metanol ve tekrar saf su ile yikand.

Manyetik nanopartikiiller 4 g NaOH Cibacron Blue F3GA

Sekil 3.3. Manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA’nin baglanmasi

3.2.3. Cibacron Blue F3GA Bagh Manyetik Nanopartikiillerin Cu®* ile
Selatlastirilmasi

Cibacron Blue F3GA baghi manyetik nanopartikiillerin Cu** iyonlar: ile
selatlastirilmasi i¢in 0.1 M pH 4.0°deki asetat tamponunda hazirlanmig 30 ppm
CuS0, ¢ozeltisi manyetik nanopartikiil ile 1 saat boyunca karistirildi ve bu siirenin
sonunda manyetik nanopartikiiller ¢oktiiriilerek saf su ile yikandi. Cu** iyonlari ile
selatlastirllmis boya bagli manyetik nanopartikiiller +4°C’de % 0.002 NaNj
¢Ozeltisi i¢inde saklandi.
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0.1 M pH 4.0°deki asetat Cibacron Blue F3GA baglh
tamponunda hazirlanmis 30 ppm manyetik nanopartikiiller
CuSO,

Sekil 3.4. Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin Cu®* ile selatlastirilmasi

3.3. Cu* ile Selatlastirlnis Boya Baglh Manyetik Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Olciimleri

Manyetik poli(HEMA) nanopartikiillerinin ve Cu®* selatlastirilmig Cibacron Blue
F3GA bagli poli(HEMA) nanopartikiillerinin FTIR spektrumu, BX Perkin Elmer
FTIR cihaz1 kullanilarak elde edildi. Bu amagla 6rnekler 0.1 g KBr pelet haline
getirildi ve FTIR spektrumu alindi.

3.3.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimleri

Sentezlenen poli(HEMA) nanopartikiillerin yapisina manyetik partikiillerin
katildigimi gostermek icin kurutulan 6rnegin oda sicakliginda ESR spektrumlar

alindi.
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3.3.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin partikiil boyutu, sekil ve yiizey 6zellikleri
SEM analizleri ile incelendi.

3.3.4. EDX (Enerji Dagihmh X-151n1) Analizi

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin yapisina katilan Cibacron Blue F3GA ve
Cu*" miktar1, EDX analizi kullanilarak hesaplandi.

3.4. Cu* ile Selatlastirnlmis Boya Bagh Manyetik Nanopartikiillere
Urokinaz Adsorpsiyonu Kosullarinin Incelenmesi

Cu®* ile selatlastinlmis boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu i¢in nanopartikiiller kesikli sistemde tirokinaz ¢ozeltisi ile 2 saat
boyunca muamele edildi. Adsorpsiyona pH’in, iirokinaz baslangi¢ derisiminin,
iyonik siddetin ve sicakligin etkisi incelendi.

3.4.1. Urokinaz Adsorpsiyonuna pH’in Etkisinin Incelenmesi

Cu* ile selatlastinlmis boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu farkli pH’lardaki tampon ¢6zelti ortamlarinda incelendi. Bu amagla
adsorpsiyon ¢aligmalari 0.1 M derisimlerinde hazirlanan asetat (pH 4.0-5.0), fosfat
(pH 6.0-7.0-8.0) ve karbonat (pH 9.0-10.0) tampon ¢ozeltilerinde gerceklestirildi.
Bu tampon ortamlarinda hazirlanan 0.1 mg/mL derisimindeki 3’er mL’lik
iirokinaz ¢ozeltilerinden 1’er mL alinarak 280 nm’de absorbanslari okundu. Kalan
2’ser mL’lik enzim ¢ozeltilerine 1’er mL manyetik nanopartikiillerden eklenerek
25°C’de 2 saat boyunca manyetik karistiricida (100 rpm hizla) karistirildi ve bu
stirenin sonunda alinan 1 mL’lik 6rnek 18000 g’de 15 dakika santrifiijlenerek
stipernatanin 280 nm’de absorbansi okundu. Baslangi¢ ve denge arasindaki protein
miktarlari kullanilarak farkli pH’larda manyetik nanopartikiillere adsorplanan
iirokinaz miktarlari hesaplandi.
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1’er mL baslangi¢ ¢ozeltilerinin 280 nm’de absorbanslarinin okunmasu
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0.1 mg/mL derisiminde 3’er mL’lik iirokinaz cozeltileri
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sanoparitier || | T
TV

Siipernatanin
280 nm’de
absorbansinin
okundu
Y:
250C°de 2 saat boyunca karistirma 18000 g’de 15 dk santrifiij

Sekil 3.5. Urokinaz adsorpsiyonuna pH’1n etkisinin incelenmesi
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3.4.2. Urokinaz Adsorpsiyonuna Urokinaz Baslangic Derisiminin Etkisinin

Incelenmesi

Cu* ile selatlastirilnus boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu 0.1 M derisiminde hazirlanan karbonat (pH 9.0) tampon
cozeltisindeki farkli lirokinaz derisimlerinde gergeklestirildi. Bu tampon ortaminda
hazirlanan 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5; 0.75; 1.0 mg/mL derisimlerinde 3’er mL’lik
iirokinaz ¢ozeltilerinden 1’er mL alinarak 280 nm’de absorbanslari okundu. Kalan
2’ser mL’lik enzim ¢Ozeltilerine 1’er mL manyetik nanopartikiillerden eklenerek
25°C’de 2 saat boyunca manyetik karistiricida (100 rpm hizla) karistirildi ve bu
sirenin sonunda alman 1 mL’lik 6rnek 18000 g’de 15 dakika santrifiijlenerek
stipernatanin 280 nm’de absorbansi okundu. Baslangi¢ ve denge arasindaki protein
miktarlar1 kullanilarak farkli iirokinaz derisimlerinde manyetik nanopartikiillere
adsorplanan tirokinaz miktarlart hesaplandi.

g {280 nm’de absorbansinin okunmasi

A

R/ VA VA VR T v
[EpEpERERERE.

0.1 mg/mL 2 mg/mL 03mgmL 0.4 mgmL 0.5 mg/mL 0.75mg/mL 1.0 mg/mL

K@\ 1’er mL baslangi¢ ¢ozeltilerinin

IIIiIIIHI
ili’l\llll
iIi'IHIII

0.1 mg/mL derisiminde 3’er mL’lik iirokinaz cozeltileri

39 l/ S Np—
\[/ %gx\ 1’er mL manyetik _r| Te
N

nanopartikiiller [ 7 1] i)

s

'-_jr:__n Siipernatanin
oo 280 nm’de
¢ ¥ absorbansinin

\ ‘>0kunmas1

18000 g’de
15 dk santrifiij

250C’de 2 saat
boyunca
kanistirma

Sekil 3.6. Urokinaz adsorpsiyonuna iirokinaz baslangi¢ derisiminin etkisinin incelenmesi
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3.4.3. Urokinaz Adsorpsiyonuna Iyonik Siddetin Etkisinin Incelenmesi

Cu* ile selatlastirilmus boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu 0.1 M derisiminde hazirlanan karbonat (pH 9.0) tampon ¢ozeltisinde
farkll iyonik siddet ortamlarinda gergeklestirildi. Bu tampon ortaminda hazirlanan
0.1 mg/mL derisiminde 3’er mL’lik {irokinaz ¢6zeltilerine derisimleri 0; 0.01; 0.1;
0.2; 0.5; 1.0 M olan NaCl eklendi. 3’er mL’lik iirokinaz ¢odzeltilerinden 1’er mL
almarak 280 nm’de absorbanslar1 okundu. Kalan 2’ser mL’lik enzim ¢ozeltilerine
1’er mL manyetik nanopartikiillerden eklenerek 25°C’de 2 saat boyunca manyetik
karigtiricida (100 rpm hizla) karistirildi ve bu siirenin sonunda alinan 1 mL’lik
ornek 18000 g’de 15 dakika santrifiijlenerek siipernatanin 280 nm’de absorbansi
okundu. Baglangi¢ ve denge arasindaki protein miktarlar1 kullanilarak farkli iyonik
siddet degerine gore manyetik nanopartikiillere absorplanan iirokinaz miktarlart

hesaplandi.
&S > 1’er mL baslangi¢ ¢ozeltilerinin
N A 280 nm’de absorbansinin okunmasi
0 M NaCl 0.01 M NaCl 0.1 M NaCl 0.2 M NaCl 0.5 M NaCl 1.0 M NaCl
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0.1 mg/mL derisiminde 3’er mL’lik iirokinaz cozeltileri

R

S .

;-\ I’er mL manyetik Siipernatanin
“* nanopartikiiller 280 nm’de

absorbansinin
Kunmasi

250C’de 2 saat _
boyunca =

18000 g’de
15 dk santrifiij

karlstlrma ; w
s

Sekil 3.7. Urokinaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisinin incelenmesi
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3.4.4. Urokinaz Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisinin incelenmesi

Cu* ile selatlastirilmus boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu 0.1 M derisiminde hazirlanan karbonat (pH 9.0) tampon ¢ozeltisinde
farkli sicakliklarda gergeklestirildi. Bu amagla, 0.1 mg/mL derisimindeki 3’er
mL’lik iirokinaz ¢ozeltileri 5; 15; 25; 35; 40°C’deki sicakliklarda hazirlandi. Bu
sicakliklardaki ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak 280 nm’de absorbanslar1 okundu.
Kalan 2’ser mL’lik enzim c¢ozeltilerine 1’er mL manyetik nanopartikiillerden
eklenerek 2 saat boyunca belirtilen sicakliklarda manyetik karigtiricida (100 rpm
hizla) karigtirildi ve bu siirenin sonunda alinan 1 mL’lik 6rnek 18000 g’de 15
dakika santrifiijlenerek siipernatanin 280 nm’de absorbansi okundu. Baglangi¢ ve
denge arasindaki protein miktarlar1 kullanilarak farkli sicakliklarda manyetik
nanopartikiillere adsorplanan iirokinaz miktarlar1 hesaplandi.

33
&
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1’er mL baslangi¢ ¢ozeltilerinin
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Sekil 3.8. Urokinaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisinin incelenmesi
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3.45. Cu® ile Selatlastrimis Cibacron Blue F3GA Bagh Mag-Nano-
p(HEMA) Polimerinden Urokinaz Desorpsiyonu ve Nanopartikiillerin
Tekrar Kullamlabilirliginin incelenmesi

Cu* ile selatlastirilnug Cibacron Blue F3GA baglh mag-nano-p(HEMA)
polimerinin tekrar kullanilabilirligini aragtirmak i¢in iirokinaz adsorpsiyonu ve
ardindan desorpsiyonu deneyleri gerceklestirildi. Desorpsiyon ajani olarak 1.0 M
NaCl kullanildi. 25°C’de pH 9.0 karbonat tamponunda hazirlanan 0.1 mg/mL
derisimindeki iirokinazin nanopartikiillere adsorpsiyonu Boliim 3.4.1°de anlatildig:
gibi gergeklestirildi. Daha sonra enzim bagli nanopartikiiller santrifiij yardimiyla
adsorpsiyon ortamindan ayrilarak desorpsiyon ¢ozeltisi ile 25°C’de 100 rpm’lik
bir hizda, 2 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi. 3.0 mL’lik 6rnekten
1.0 mL alinarak 18000 g’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi ve siipernatanin 280
nm’de absorbansi okundu. Okunan absorbans degerlerinden iirokinaz derigimleri
hesaplanarak % desorpsiyon orani bulundu.

Desorpsiyon isleminden sonra Cu®" ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagh
mag-nano-p(HEMA) polimeri pH 9.0 karbonat tamponu ile yikanarak tekrar
iirokinaz adsorpsiyonu i¢in kullanildi. Adsorpsiyon-desorpsiyon islemleri 5 kez
tekrar edilerek adsorplanan iirokinaz miktari, dongii sayisina karst grafige
gegirildi.

3.4.6. Urokinaz Aktivitesi Tayini

Urokinaz aktivitesi tayini Tait vd. (1995) tarafindan Onerilen metod ile
gergeklestirildi. Bu amagla kor kiivetine 850 upL pyro-Glu-Gly—Arg—p-
nitroanilid-HC1 ve 50 pL pH 9.0 karbonat tamponu, 6rnek kiivetine kromojenir bir
substrat olan 850 uL pyro—Glu-Gly—Arg—p-nitroanilid-HCI ve 50 pL {iirokinaz
enzimi alinarak, 405 nm’deki absorbans artis1 takip edildi. Bir tinite iirokinaz,
37°C’de ve pH 9.0’da, dakikada 1 pumol substratin {iriine doniistiiriilmesi icin
kullanilan enzim miktar1 olarak tanimlandi ve iinite hesabi Esitlik 3.1’e¢ gore
yapildi.

AA XV

=————xsf itlik 3.
e dx AL S (Esitlik 3.1)
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Burada V, spektrofotometrik kiivetteki son hacim (mL); €, p-nitroanilinin molar
absorbsiyon katsayis1 (9.62 mL/umol.cm); d, 151k yolu (1,0 cm); sf, seyreltme
faktorii, AA absorbans degisimidir.

Biiyiik Britanya’da tirokinazin aktivitesi Plough birimi seklinde ifade edilir. CTA
birimi ise Amerika Birlesik Devletleri’nde iirokinaz aktivitesi i¢in kullanilan
ifadedir. Ploug birimleri ile IU arasinda resmi bir sayisal iliski olmasa da 1.5 IU ile
1 Ploug biriminin esdeger oldugu kabul edilmistir. 1 CTA iinitenin 1U ile ayn:
oldugu varsayilmistir (Philo vd., 1981).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Cu* ile Selatlastirilmis Boya Bagh Manyetik Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

Bu tezde HEMA monomeri kullanilarak manyetik nano poli(HEMA)
sentezlenmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA
kovalent olarak baglanmus daha sonra nanopartikiiller Cu®* ile selatlastirilmustir.
Sekil 4.1 manyetik nano poliHEMA)’ya Cibacron Blue F3GA’nin baglanmasini
gostermektedir.

O MHg
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N/ |N SOMH Cibacron Blue F3GA
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Sekil 4.1. Manyetik nano poli(HEMA) nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA’nin

baglanmasi.
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Elde edilen manyetik nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in FTIR, ESR, SEM ve
EDX analizleri gerceklestirilmistir.

4.1.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) Ol¢iimleri

Boya igermeyen manyetik poli(HEMA) nanopartikiillerin FTIR spektrumu Sekil
42°de, Cu* ile selatlagtinlms Cibacron Blue F3GA bagli manyetik
nanopartikiillerin FTIR spektrumu ise Sekil 4.3’de goriilmektedir. Bu
spektrumlarda, 1260 cm™ ve 1160 cm™ civarinda C-O gerilme bantlar1 ve 1450 cm’
! civarinda C-H esneme bantlar1, 1730 cm™ civarinda giiglii C=0 gerilmeleri, 2900
cm? civarinda C-H gerilmeleri, 3400-3500 arasinda ise N-H ve O-H gerilmeleri
goriilmektedir.

Boyanin polimere baglandigini gésteren bantlar Sekil 4.3de goriildiigii iizere 1078
cm? civarinda S-O gerilme ve 1390 cm™ civarinda gozlenen giiglii S=O gerilme
bantlaridir. Ayrica, 960 cm™ C=C esneme bandi, 1630-1610 cm™ civarmda C=C

esneme bantlar1 gozlenmektedir. C=C yapis1 polimerik yapiya boyanin baglanmasi
ile girmistir (Dogan vd., 2012).
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Sekil 4.2. Manyetik poli(HEMA) nanopartikiillerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.3. Cu*" ile selatlagtirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin
FTIR spektrumu.

4.1.2. ESR (Elektron Spin Rezonans) Ol¢iimii

Sentezlenen polimerik yapinin manyetik o6zellik kazanip kazanmadigi ESR
spektrumu ¢ekilerek degerlendirilmis ve elde edilen spektrum Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillere artan dis bir manyetik alan
uygulandiginda baslangigta yerel manyetik alan siddeti artmakta ancak artisin
devaminda vektorel olarak ters yonde manyetik alan siddeti azalarak sifira
diismektedir. Dis manyetik alan artisi ile yerel manyetik alan siddeti artarak siniis
egrilerine benzer bir grafik gostermektedir. Bu spektrumda elde edilen H, degeri
(manyetik alan rezonansi) kullanilarak g faktori 2.28 olarak hesaplanmistir.
Literatiirde Fe** icin g faktorii degerleri 1.4-3.1 (diisiik spin kompleksleri) ve 2.0-
9.7 (yiiksek spin kompleksleri) olarak bildirilmistir (Kaya vd, 2013). Bu degerlerle
karsilastirildiginda sentezlenen nanopartikiillerin manyetik 6zellik kazandigi
goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Manyetik nanopartikiillerin ESR spektrumu.

4.1.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Olciimleri

Sentezlenen Cu®* ile selatlastirlmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik
nanopartikiillerin SEM  fotograflar1  Sekil 4.5’de  gosterilmistir. SEM
fotograflarindan manyetik nanopartikiillerin 80 nm boyutta ve kiiresel yapida
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Cu®" ile selatlastirilnug manyetik nanopartikiillerin SEM goriintiileri.

4.1.4. EDX (Enerji Dagihimh X-151m) Analizi

Cu* ile selatlastirilmus Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin
EDX analizine iliskin elde edilen degerler sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Sentezlenen manyetik nanopartikiillere Cibacron Blue F3GA’nin
katildigr S stokiyometrisi kullanilarak hesaplanmig ve 28.125 pumol/g polimer
olarak bulunmustur. Bu polimerik yapidaki boya molekiilleri ile selatlasan Cu?*
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miktart ise yine stokiyometrik hesapla 10.229 pmol/g polimer olarak
hesaplanmistir.
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Sekil 4.6. Cu? ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin

EDX spektrumu.

Sekil 4.7. Cu*" ile selatlagtirilnug Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin
EDX spektrumlarinin alindig: bélgeler.
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Cizelge 4.1. Cu*" ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin

EDX analizine iligkin elde edilen degerler

Spectrum %C % N % O %S % Cu

Objects 2 58.17 3.75 37.15 0.27 0.65

4.2. Cu® ile Selatlagtirilmis Boya Bagh Manyetik Nanopartikiillere
Urokinaz  Adsorpsiyonu ve Desorpsiyonu Kosullarinin
Incelenmesi

4.2.1. Urokinaz Adsorpsiyonuna pH Etkisinin Incelenmesi

Cu* ile selatlastirilmus boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonu pH 4.0 ile pH 10.0 arasinda incelenmistir (Sekil 4.8). Maksimum
iirokinaz adsorpsiyonu pH 9.0’da gergeklestigi gdzlenmistir. Insan bobrek hiicre
kiiltiirlinden izole edilen iirokinaz i¢in literatiirde rapor edilen izoelektrik nokta
degeri 8.66°dir. Proteinler izoelektrik noktalarinda negatif ve pozitif yiiklere sahip
olup toplam yiikleri sifirdir. Proteinlerin maksimum adsorpsiyonlarinin genellikle
izoelektrik nokta civarinda oldugu yapilan bircok calismada gosterilmistir. Bu
calismada da iirokinazin izoelektrik noktasi olan 8.6 degerine yakin deger olan pH
9.0’da maksimum adsorpsiyon gozlenmistir. Bu da iirokinaz ve Cibacron Blue
F3GA arasinda hidrofobik, elektrostatik ve hidrojen bag1 gibi etkilesimlerin olas1
oldugunu gostermektedir (Witt ve Roskoski, 1980). Ilaveten IMAK’de protein
iizerindeki histidin, sistein ve triptofan amino asitleri ile metal iyonlariin
koordinasyona katilmasi olasidir. Ozellikle pH 9.0’da negatif yiiklii olan histidin
birimlerinin Cu (II) iyonlar ile etkilesmesinin proteinin adsorpsiyonunu &nemli
miktarda artirdign diisiiniilmektedir (Tekiner vd., 2015). Urokinazin p(HEMA)
manyetik nanopartikiillere non-spesifik adsorpsiyonu ise 9.15 mg/g olarak
bulunmustur. Urokinazin Cibacron Blue F3GA bagli p(HEMA) manyetik
nanopartikiillere adsorpsiyonu ise 189.05 mg/g olarak bulunmustur. Ayrica
p(HEMA) manyetik nanopartikiillere ve Cibacron Blue F3GA bagh p(HEMA)
manyetik nanopartikiillere tirokinazin adsorpsiyonu daha once anlatilan yontemde
pH 9.0 karbonat tamponunda gerceklestirilmisti. p(HEMA) manyetik
nanopartikiillere tirokinaz adsorpsiyonu 9.20 mg/g olarak bulunmustur. ve
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Cibacron Blue F3GA baghh p(HEMA) manyetik nanopartikiillere ise iirokinaz
adsorpsiyonu 189.05 mg/g polimer olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8. Cu?* ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
irokinaz adsorpsiyonuna pH’in etkisi. Baslangi¢ irokinaz derigimi: 0.1

mg/mL; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C

4.2.2. Urokinaz Adsorpsiyonuna Urokinaz Baslangic Derisiminin Etkisinin
Incelenmesi

Cu®* ile selatlastinlmis boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz
adsorpsiyonuna, tirokinaz baglangi¢ derisiminin etkisi 0.1-1.0 mg/mL iirokinaz
derisiminde incelenmistir. Sekil 4.9°da da goriildiigii izere 0.75 mg/mL iirokinaz
derisimine kadar adsorplanan iirokinaz derisimi hizli bir sekilde artmus; 1 mg/mL
derisiminde ise doygunluga ulagmistir. Adsorpsiyon kapasitesindeki bu hizl artig
Cu? ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA gruplar ile iirokinaz arasindaki
yiiksek afiniteyi gostermektedir. Sekil 4.13’den goriildiigii tizere 1.0 mg/mL
iirokinaz derisiminde maksimum iirokinaz adsorpsiyonu 630.43 mg/g polimer
olarak bulunmustur. Bu deger literatiir ile karsilagtirildiginda oldukea yiiksek bir
degerdir. Choi vd. GMA asilanmig polipropilen filmini L-Phe ile modifiye
etmisler ve bu destek {izerine iirokinaz adsorpsiyonunu yaklasik 14 mg/g olarak
bulmuslardir (Choi vd., 2001).
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Sekil 4.9. Cu?* ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
iirokinaz adsorpsiyonuna iirokinaz baslangi¢c derisiminin etkisi. pH: 9.0;

inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C

4.2.3. Urokinaz Adsorpsiyonuna iyonik Siddetin Etkisinin Incelenmesi

Cu® ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
iirokinaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi 0.1-1.0 M NaCl kullanilarak
incelenmistir. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi iyonik siddetin artigina bagli olarak
adsorpsiyon kapasitesi azalmig ve 1.0 M NaCl derisiminde ise sifira yakin bir
degerde iirokinaz adsorpsiyonu gdzlenmistir. Iyonik siddet artis1 ile adsorpsiyon
kapasitesindeki bu azalma Cu? ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA baglh
manyetik nanopartikiiller ve iirokinaz arasindaki -elektrostatik etkilesimlerin

azalmasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4.10. Cu?* ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
iirokinaz adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. Baslangi¢ tirokinaz derisimi:

0.1 mg/mL; pH: 9.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C

4.2.4. Urokinaz Adsorpsiyonuna Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

Cu® ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
iirokinaz adsorpsiyonu 4-40 °C arasinda incelenmis ve Sekil 4.11°de gdsterilmistir.
En yiiksek adsorpsiyon kapasitesi 0.1 mg/mL iirokinaz derisiminde 25°C’de
330,17 mg/g polimer olarak bulunmustur. Sicakligin 4°C’den 25°C’ye artmasi ise
Cu® ile selatlastirilmis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiiller ve
iirokinaz arasindaki hidrofobik etkilesimlerin artisna baghdir. Ancak 25°C’den
sonra adsorpsiyon kapasitesindeki azalma elektrostatik etkilesimler, metal
koordinasyon baglar1 ve hidrojen baglarinin zayiflamasi ve proteinin ii¢ boyutlu
yapisinin degigsmesi ile agiklanabilir (Demirci, 2017).
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Sekil 4.11. Cu*" ile selatlastirilmus Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
tirokinaz adsorpsiyonuna sicakligin etkisi. Baslangi¢ iirokinaz derisimi: 0.1

mg/mL; pH: 9.0; inkiibasyon siiresi: 2 saat.

4.2.5. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon tipleri temel olarak adsorpsiyon izotermleri kullanilarak tanimlanir.
Bir proteinin adsorpsiyonunda adsorplanan protein derisimine karsi denge protein
derisimi grafigi kullanilarak adsorpsiyon izotermleri ¢ikarilmaktadir. Adsorpsiyon
isleminin tipini anlamak i¢in en ¢ok kullanilan adsorpsiyon izotermleri Langmuir
ve Freundlich izotermleridir.

Langmuir modeli, adsorpsiyon islemi i¢in esit enerjili iyi tanimlanmis baglanma
bolgelerinin  oldugunu, tiim baglanma bdlgelerinin  birbirinden uzakta
bulundugunu, bu baglanma bdlgeleri arasinda herhangi bir etkilesim olmadigimi ve
her birinin yalmzca bir molekiilii baglayabildigini varsayar. Bu 6zellikleri
nedeniyle enerji ve entalpileri esdegerdir ve Langmuir modeli asagidaki esitlik ile
ifade edilebilir (Esitlik 4.1):
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__ dm-Ka.Ce

= Esitlik 4.1

Bu esitlik Esitlik 4.2°deki gibi lineerlestirilebilir:

C C 1
(—e) = (—e) + ( ) Esitlik 4.2
de Om dm-Ka

Burada K, adsorpsiyon denge sabiti (mg/mL); C,, baglanmayan iirokinaz derisimi
(mg/mL); e, adsorplanan iirokinaz derigsimi (mg/mL) ve q, destegin birim

kiitlesi basina adsorplanan maksimum iirokinaz miktari (mg/g).

Bir diger adsorpsiyon tipi Freundlich izotermidir. Bu esitlik, adsorban yiizeyinde
adsorplanan adsorbent miktarinin iistel bir fonksiyon oldugu esitliktir. Langmuir
modelinin aksine Freundlich modeli ¢ok tabakali adsorpsiyonu ifade eder.

1/n

de= Kt Ce Esitlik 4.4

1
Inqe=InK¢ + - In C, Esitlik 4.5

Burada q., adsorplanan iirokinaz derigimi (mg/mL); C., baglanmayan {irokinaz
derisimi (mg/mL); Ky, destegin bagil adsorpsiyon kapasitesini (mg/g); n ise
adsorpsiyonun siddetini ifade eder.

Cu® ile selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
tirokinaz derigimine iliskin Langmuir ve Freundlich izotermleri sirasiyla Sekil 4.12
ve Sekil 4.13’de, bu izotermlerden elde edilen kinetik sabitler Cizelge 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.12. Cu*" ile selatlastirilmus Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere
irokinaz adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermi. pH: 9.0;
inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C
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Sekil 4.13. Cu?" ile selatlagtirlmus Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillere

irokinaz adsorpsiyonunun Freundlich adsorpsiyon izotermi. pH: 9.0 tamponu;

inkiibasyon siiresi: 2 saat; sicaklik: 25°C
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Cizelge 4.2. Langmuir ve Freundlich izotermlerinin kinetik sabitleri

Langmuir adsorpsiyon izotermi Freundlich adsorpsiyon izotermi
Om = 454.54 mg/g K =713.84 mg/g

b =19.13 mL/mg 1/n =0.5818

R*=0.961 R*=0.9271

Cizelge 4.2°deki korelasyon katsayilar1 (0.961; 0,9271) karsilastirldiginda Cu®*
selatlastirilmis boya bagli manyetik nanopartikiillere iirokinaz adsorpsiyonunun
Langmiur adsorpsiyon izotermine daha uygun oldugu goriilmektedir.

4.2.6. Cu* ile Selatlasrilmis Cibacron Blue F3GA Bagh Manyetik
Nanopartikiillerden Urokinaz Desorpsiyonu ve Nanopartikiillerin
Tekrar Kullamlabilirliginin incelenmesi

Sentezlenen Cu?* ile selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagli manyetik
nanopartikiillerin tekrar kullanilabilirligini gdstermek i¢in bu destek materyaline
iirokinaz enzimi adsorbe edilmis ve ardindan desorpsiyonu gergeklestirilmistir.
Desorpsiyon oram1 % 96 olarak bulunmustur. Adsorpsiyon ve ardindan
desorpsiyon islemi 5 kez denenmis ve adsorpsiyon kapasitesinde onemli bir
azalma goriilmemistir.
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Sekil 4.14. Cu®* ile Selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerin
tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi
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4.2.7. Urokinaz Aktivitesi Tayini

Cizelge 4.3. Serbest, adsorbe ve desorbe irokinaz aktivitelerinin Unite, Plough ve CTA

birimleri
Spesifik A Spesifik Spesifik
Aktivite  Akivite ﬁrk'l:siotg“k Aktivite  Aktivite  Aktivite
(Unite) (Unite/mg (Plough) (PU/mg (CTA) (CTA/mg
protein) g protein) protein)
Serbest 5000 044 0.0033 1657 00022  0.44
Urokinaz
Adsorbe 0051 .42 0.0031 1663.98 0.0021  0.42
Urokinaz
Desorbe 4 5018 0.36 0.0027 145161 0.0018  0.36
Urokinaz

Bu ¢alismada kullanilan serbest iirokinaz, adsorbe iirokinaz ve desorbe edilmis

tirokinazin aktivitesine iliskin veriler Cizelge 4.3’de gdsterilmistir. Aktivite Unite,

Plough ve CTA birimleri ile verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde

adsorbe ve desorbe iirokinazin, serbest enzimin aktivitesine yakin aktivite

sonuclart gosterdigi goriilmektedir. Kumar vd. (2006) iirokinaz saflagtirilmasina

iliskin yaptigi c¢alismada Plough aktivite birimini kullanarak saflastirdig:

tirokinazin aktivitesini 814.2 PU/mg protein olarak rapor etmislerdir. Bu tezde

kullanilan tirokinaz ticari olarak saf halde satin alinmistir ve aktivitesinin yiiksek
olmasi beklenen bir durumdur.
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5. SONUC

Bu calismada, yeni bir destek materyali olan Cu®* ile selatlagtirilmis Cibacron
Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiiller —hazirlanmigtir.  Manyetik
nanopartikiillerin karakterizasyon deneyleri yapilmis, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri incelenmistir. Sentezlenen nanopartikiillere {irokinaz adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu deneyleri ile bu destek materyalinin iirokinaz saflastirilmasinda
kullanilabilirligi arastirtlmistir.

FTIR analizi ile Cibacron Blue F3GA boyasinin manyetik nanopartikiillere
kovalent olarak baglandigi goriilmiistiir. Daha sonra bu boya molekiilleri Cu®* ile
selatlastirilmigtir. Polimerik yapiya katilan Cibacron Blue F3GA miktart 28.125
umol/g polimer; Cu?* miktar1 ise 10.229 pmol/g polimer olarak bulunmustur.

SEM fotograflari sentezlenen manyetik nanopartikiillerin morfolojisi hakkinda
bilgi vermis, nanopartikiillerin kiiresel yapida ve 80 nm boyutunda oldugu
gbzlenmistir.

ESR ol¢limleri nanopartikiillerin manyetik 6zellik kazandigini1 gostermistir.

Cu® ile selatlastirilmug Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
tirokinaz adsorpsiyonu farkli tampon ¢ozeltilerinde (pH 4.0-5.0 asetat tamponu;
6.0-8.0 fosfat tamponu; 9.0-10.0 karbonat tamponu; 0.1 M) denenmistir ve
nanopartikiillere maksimum iirokinaz adsorpsiyonu 0.1 mg/mL {irokinaz
derisiminde pH 9.0 karbonat tamponunda 350,61 mg/g polimer olarak

bulunmustur.

Cu® ile selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
iirokinaz adsropsiyonunda iyonik siddet etkisinin incelenmesinde farkli
derigimlerdeki (0; 0.01; 0.1; 0.2; 0.5; 1.0 M NaCl) tuz ¢ozeltileri eklenmis ve
iyonik siddetin artirtlmasiyla iirokinaz adsorpsiyonundaki kapasitenin azaldig

gozlenmistir.

Cu* ile selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
tirokinaz adsropsiyonunda sicakligin etkisinin incelenmesinde, sicakligin 4 °C’den
25°C’ye kadar artmasi ile adsorplanan iirokinaz miktar1 artmis daha sonra
sicakligin 40°C’ye kadar arttirilmasi ile adsorplanan iirokinaz miktari sifira kadar

diismiistiir.
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Cu* ile selatlastirilmig Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
tirokinaz  adsorpsiyonuna iliskin Langmuir ve Freundlich izotermleri
degerlendirildiginde korelasyon katsayilarinin karsilastirilmasiyla nanopartikiillere
iirokinaz adsorpsiyonunun Langmiur adsorpsiyon izotermine daha uygun oldugu
gorilmiigtiir.

Cu* ile selatlagtiriimis Cibacron Blue F3GA bagli manyetik nanopartikiillerden
iirokinazin desorpsiyonu, desorpsiyon ajani olarak 1,0 M’lik NaCl ¢ozeltisi
kullanilarak arastirilmistir. Desorpsiyon orant % 96 olarak hesaplanmis ve 5 kez
tekrar edilen adsorpsiyon-desorpsiyon isleminden sonra adsorplanan iirokinaz

miktarinda 6nemli bir azalma gézlenmemistir.

Cu? ile selatlagtirilmis Cibacron Blue F3GA bagh manyetik nanopartikiillere
adsorpsiyonu gercgeklestirilen iirokinazin, serbest iirokinazin ve hazirlanan
nanopartikiillerden =~ desorbe  edilmis  {irokinazin  aktivite  deneyleri
gerceklestirilmistir. Urokinaz aktivitesi, plazmin ve iirokinaz substrat1 olan pyro-
Gly-Arg-p-nitroanilid-HCI tizerindeki etkisi ile tespit edilmistir.

Yapilan bu ¢aligmanin sonuglar1 bu tezde sentezlenen yeni destek materyalinin
basarili bir sekilde iirokinaz adsorpsiyonu ve desorpsiyonunda kullanilabilecegini
gostermistir. Bu ¢alisma bu destek materyalinin biyolojik bir kaynaktan iirokinaz
saflastirilmasinda kullanilabilecegini vadetmektedir. Ayrica bu destek materyaline
adsorpsiyon yoluyla yapilan bu immobilizasyon islemi immobilize enzimlere
giizel bir 6rnektir ve tibbi uygulamalarda kullanim bulmasi olasidir.
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