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Rejeneratif tibbin gelismesine paralel olarak kdk hlcre kullanilan tedavilere ilgi
hizla artmaktadir. Diger kok hucrelerin sahip olduklari 6zelliklerin yaninda, ek
olarak trans-farklilagsma kapasiteleri nedeniyle mezenkimal kok hticreler digerlerine
gore ¢ok daha fazla ilgi cekmektedir. Kemik iligi, kordon kani, ¢cevre kani gibi hucre
kaynaklarinda mezenkimal hucre miktari duguktir, ancak bunlar uygun yontemler
ile izole edilebilir; sayilarinin artirlmasi i¢in hucre kaltur ortamlarinda in vitro
kltarleri yapilabilir; kemik, kikirdak, vb. gibi c¢esitli dokularin onariminda
kullaniimak tzere farkhlagsmalari saglanabilir. KOk hicre ayrilmasi ve hucre kultara
icin gesitli protokoller uygulanmaktadir, ki bunlarin birgopgunda manyetik yUklu
spesifik sorbentler yer almaktadir. Hem mikron hem de nanometre boyutlarinda
manyetik partikiller ticari olarak mevcuttur. Yapilan g¢alismada hicre
suspansiyonlarin mezenkimal kdk hicreleri saflastirmak amaciyla manyetik yUkli
polimerik nanosorbentlerin Uretimi amaglanmistir. Bu amagla ilk dnce manyetit
Fes04 partikuller 70-500nm araliginda ikili ¢goktirme yontemi ile sentezlenmistir.
Sentezlenen manyetit nanopartikuller kullanilarak daha sonra mikroemulsiyon
polimerizasyonu ile MMA/AAc kapli nanopartikuller, ylzey aktif madde icermeyen
emulsiyon polimerizasyonu ile PEG/MA kapli nanopartikuller 150-500nm boy
araliginda sentezlenmigtir. Sentezlenen nanopartikillerin hlcre Uzerindeki
sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmigtir. Sentezelenen nanopartikillerin
karakterizyonu Zeta Sizer, XRD, DSC ile yapilmig VSM ile manyetik 6zellikleri
belirlenmistir. Sentezlenen karboksilik asit (-COOH) fonksiyonel ug¢ tasiyan
MMA/AAc nanopartiklllere, optimizasyon galismalari sonucunda elde edilen
veriler i1siginda mezenkimal kdk hicre 6zgun CD 105 ve CD 73 antibadileri
kovalent olarak baglanarak mezenkimal kok hucreleri uygun kaynaklardan
saflastinimasini saglayacak nanosorbentler elde edilmistir. Hem Uretilen
nanosorbentler hem de ticari 6rnek (MACS CD 105 Microbeads) ile hem akisli

manyetik ayirici sistemlerde hem de kesikli goktirmeli manyetik ayirici sistemlerde



hicre stspansiyonundan saflastirma islemi gercgeklestiriimistir. Sonuclar akisli

hdcre dlger ile analiz edilmigtir.

Sonug olarak tez kapsaminda cesitli kaynaklarda mezenkimal kok hucrelerin
saflastiriimasini saglayacak, ticari ile rekabet edebilecek, hem kesikli-coktlirmeli
hem de akigh manyetik ayirma sistemlerinde kullanilabilen manyetik yuklu
PMMAJ/AAc bazli nanosorbentler tretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Manyetik nanosorbentler, polimerizasyon, saflastirma,
mezenkimal kok hicre.

Danigsman: Prof.Dr. Erhan PiSKIiN, Hacettepe Universitesi, Kimya Miihendisligi
BolUma.



PRODUCTION OF MAGNETICALLY LOADED NANOSORBENTS FOR
ISOLATION OF MESENCHYMAL STEM CELL

Sedat Odabas
ABSTRACT

As the use of regenerative medicine rapidly increases, mesenchymal stem cells
are attracting much attention, more than other stem cells due to their rapid
availability and transdifferentiation capacity. The number of mesenchymal cells are
few in the cord blood, bone marrow and peripheral blood however, they may be
isolated accordingly; cell-cultured in vitro to increase their number; and
differentiated to different cells to apply in the repair/reconstruction of several
tissues including bone and cartilage. There are several isolation and cell-culturing
protocols in which mainly magnetically loaded sorbents are used for specific
separation of stem cells. There are commercially available magnetic beads are
used today both in micron and nanometer size ranges. This study aims to develop
alternative magnetically loaded nanoparticles carrying specific ligands (CD105 ve
CD73 antibadies) for separation of mesenchymal stem cells from cell
suspensions. In the first part, superparamagnetic magnetite (Fe304)
nanoparticles, between 70-500 nm in range, are produced by co-precipitation
method. MMA/AAc coated nanoparticles were synthesized by microemulsion
polymerization, and PEG/MA coated nanoparticles were synthesized by emulsifier
free emulsion polymerization with the range of 150-500 nm. Cytotoxic effects of
the nanoparticles both PEG/MA and MMA/AAc coated, were determined by MTT
assay. Nanoparticles that syntehesized were characterized by FTIR, DSC, XRD
and VSM. Magnetically loaded nanosorbents for isolation of Mesenchymal stem
cells from cell sources, were prepared by covalent bonding of CD 105 and CD 73
mesenchymal stem cell spesific antibadies to the synthesized nanoparticles that
carries functional group (-COOH) on their surfaces according to optimization
outcomes. Both produced nanosorbents and commercial microbeads
(MACS/Miltenyi CD 105 Microbeads) were used in flow-through and batch
magnetic separators for isolation of mesenchymal stem cell from cell suspension

and the results were analyzed by Flow Cytometry.



With this study, magnetically loaded PMMA/AAc nanosorbents for isolation of
mesenchymal stem cell from cell suspensions, and can be use in both flow-

through and batch magnetic separators, were produced.

Key Words: Magnetic nanosorbents, polymerization, isolation, mesenchymal
stem cell.

Advisor: Prof. Dr. Erhan PISKIN, Hacettepe University, Chemical Engineering
Department.
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1. GIRiS VE ARASTIRMANIN AMACI

Vicudumuz kok hucrelerinin farkhlasmasi ile olusan bir organizmadir. Dolayisiyla
kok hucrelerin Ustun rejenerasyon ve farklilagabilme yeteneklerinin ¢egitli nedenler
ve hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan birgok organ, doku ve hlicre kaybinda; kaybin
giderilmesi, dokunun yeniden olusturulmasi ve hastaligin ortadan kaldiriimasi icin
kullanilabilecegi gercegdi birgcok arastiricinin/uygulayicinin ilgisini hizla ¢ekmis ve
Ozellikle kemik iligi nakilleri ile baslayan, farkh kék hicre kaynaklarini kullanan,
artan hizla devam eden yogun arastirma ve uygulamalar ortaya ¢ikmis, “rejenaratif

tip” kavrami gelismistir (Keller, 2002).

Son yillarda yetigkin kok hicre galismalarinda mezenkimal kdk hucreler 6ne
citkmigtir. Bu hucreler kemik iliginde heterojen yapi gosteren stroma hucreleridir.
Mezenkimal kok hicreler kemik iligi, gdbek kordonu, gevre kani, amniyotik sivi gibi
bircok kaynaktan elde edilebilmektedir (Javazon, Tsai, 2004) Bu hucreler yuksek
farklilasma kapasitesine sahiptir ve hem kaynak aldiklari dokudaki hucrelere
(normal farkhilasma) hemde kokenleri disindaki hucre gruplarina

farklilasabilmektedirler.

Kok hucrelerin tedavi amagli kullaniimasi i¢in temel kriter, hastanin agirhgi ile
orantili olarak yeterli sayida hucre olmasidir. Kok hucrelerin gerekli sayida eldesi
icin yuksek verimle calisan ayirma sistemlerine ve hucre kultir ortamlarinda
Ozellikleri degistiriimeden sayilarinin gogaltiimasina (Uretimine) gereksinim vardir.
Her iki adim i¢in de uygulanan protokoller vardir, ancak yeterli degildir ve yogun bir
sekilde alternatifleri aranmakta ve mevcutlar gelistirimeye calisiimaktadir (Baksh,
2004).

Manyetik yuklu sorbentlerin hicre ayirmasinda kullanimi 6zellikle son 10-15 yilda
yogun bir sekilde uygulanmaya baglamistir. Bunun en 6nemli nedeni bu manyetik
partikillerin uygulanmasinin kolay/hizli olmasi, ve kan, doku homojenatlari, kultir
ortamlari, vb. gibi hiicre, mikroorganizma ve diger biyolojik molekullerin bulundugu
ortamlardan dogrudan ayrilmay!r saglamasidir (Lea, 1988; Keller, 2002).

Manyetotaktik bakteriler ve eritrositlerde oldugu gibi manyetik partikuller, (Grnegin
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magnetit, Fes04) dogrudan bakteri ve hicre ile etkilestirilip ayrilabilmektedir.
Ancak, sunulan arastirmada da oldugu gibi, birgok ornekte uygulanan yontemde
esas olarak manyetik yUkli ylzeylerinde hucreleri (hlcrelerin yuzeylerindeki
reseptorleri) 6zgun olarak tanima yetenegine sahip genellikle monoklonal antibadi
iceren polimerik partiktller kullaniimaktadir. Bu partikuller ayrilacak hucrelerin
bulundugu ortamla inkibe edilmekte ve olusan kompleksler genellikle manyetik
alan yaratilabilen bir akigkan yataktan gecirilerek tutulmakta, ¢esitli kereler yikama
yapildiktan sonra, degisik teknikler kullanilarak hicreler manyetik partikillerden

ayrilmaktadir.

Hucrelerin manyetik esasl sistemler ile ayrilmasinda/saflastiriimasinda manyetik
sorbentlerin gogu polistiren esasli, mikron ve nano boyutludur. Cok basit ve ucuz
laboratuar boyutlu sistemlerden ¢ok daha karmasik ancak kullanimi zor ve pahali
sistemler ticari olarak temin etmek mimkutndur (Safarik, 1997). Genellikle kesikli
ve akigl sistemler kullaniimaktadir. Ancak 6zet olarak kesikli sistemlerin laboratuar
¢alismalari icin uygun oldugu, teknolojik boyutlarda ylksek kapasiteler ile Uretim

s0z konusu oldugunda akigh sistemlerin tercih edildigi gorulmektedir.

Ylzeylerinde tasidiklari aktive edilebilen gruplar ¢cogunlukla -COOH, -NH; ve -OH
dir. Cesitli biyoligandlar (antibadilar, strepdavidin, avidin, Protein A, Protein G,
biyotin, vb.) immobilize formlarini da satin almak mimkindir. Ureticilerin
cogunlugu ABD kaynaklidir. Hicre ayirmasinda kullanilacak ideal bir manyetik
partikllin su 6zellikleri tagsimasi beklenir: hicreleri spesifik olmayan sekilde
baglamiyor; ligand Uzerinden spesifik baglanma olusuyor; hicreleri hizli ve etkin
bagliyor, fagosite edilmiyor; depolamada ve uygulamada biyolojik ligand sizmasi
az/yok; kimyasal olarak kararli; manyetik alan uygulandiktan sonra manyetik
remenasansi duslk; ortamda yigin olusturmuyor; hicrelerden ayrilmasi kolay.
Ticari urunler karsilastirildiginda bu 6zellikler yoninden avantajli ve dezavantajli
yonleri oldugu, ancak ¢ogunun bu kriterleri yerine getirdigi sdylenebilir. Genig
yluzey alanlari nedeniyle nanopartikullerin daha basarili oldugu rapor edilmektedir.
Ayrica uygulanmasi gereken manyetik alan siddeti de ¢ok daha az oldugu igin

manyetik ayirma sistemleri daha basit ve ucuzdur.
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Sunulan c¢alismada, hilicre suUspansiyonlarindan mezenkimal kdk hucrelerinin
dogrudan ayrilmasini saglayacak, ticari orneklere alternatif 50-1000nm araliginda
manyetik yukli o6zel monoklonal antikorlar tasiyan nanosorbentlerin tretimi ve
bunlarin ayrilmasinda kullanilacak manyetik ayirma sistemlerinin tasarim/uretimi
ve bu yaklasimla mezenkimal kok hicresi ayirimini saglayacak protokollerin
olusturulmasi amaglanmistir. Bu amagcla oOncelikle farklh boylarda manyetit
nanopartiktller sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiller MMA/AAc ve
PEG/MA ile kaplanarak degisik boyutlarda polimerik nanopartikiller elde edilmigtir.
Elde edilen polimerik nanopartiklller karakterize edilmistir ve daha sonra
yuzeylerine sahip olduklari fonksiyonel gruplar tGzerinden mezenkimal kék hicre
6zgun CD 105 ve CD 73 monoklonal antibadiler immobilize edilmistir. Calisma
kapsaminda bu immobilzasyon igin optimum kosullar incelenmistir. Calismanin
son agsamasinda iki farkli manyetik ayirma sistemi kullanilarak mezenkimal kok
hlcreler, hicre stspansiyonlarindan saflastiriimistir. Elde edilen sonuglar ticari

ornekler ile kargilagtiriimigtir.
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2. TEMEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre Tanimi

Her ne kadar bugin kok hdcre tanimi yapilmasinda bilim dinyasinda cgesitli
karmasikliklar olsada Uzerinde uzlagsmaya varilan bir kag terimi tez kapsaminda
aciklamak gerekmektedir. Bir kdk hucre, kaynagi ister embriyo, ister fetus, ister
yetiskin olsun belirli sartlar altinda organizmanin yagsami boyunca kendi kendine
cogalarak, embriyonik kok hucrelerde oldugu gibi, organlari ve dokulari meydana
getiren ya da yetigkin kok hucrelerde oldugu gibi, bu organ ve dokulardaki
hasarlarin tamirinde rol oynayan hucrelerdir. Bu hucrelerin 6zellikle laboratuar
calismalari ile elde edilen sonuglara gore sinirsiz olarak bdlunebildikleri
saptanmistir.

Kok hucrelerin sahip olduklari bazi 6zellikler agagidaki gibi siralanabilir.

2.1.1. Kendi-Kendini Yenileme

Kendi kendini yenileme terimi hicrenin Greme faaliyetleri ile ilgili olup, kék hicreler
bu faaliyetleri bakimindan 6limsuiz, surekli ve limitsiz bolinme yeteneklerine sahip
olarak degerlendirilebilirler. Houck ve arkadaslarinin yaptigi in-vitro ¢calismalarda
(Houck, 1971) cesitli somatik hucrelerin en fazla 80 ikilenme gosterdigi, daha
sonra Uremenin yaslanma ve replikatif kisitlamalar sonucunda sinirlandigi
gOsterilmistir. Bu nedenlerle sinirsiz kendini yenileme yetenegine sahip olan bir
kok hicrenin onkojenik transformasyon olmadan en az 160 ikilenme goéstermesi

gerekmektedir.

2.1.2 Klonlagma

Klonlagma bir kok hucrenin sahip olmasi gereken dnemli 6zelliklerden birisi olarak
degerlendirilmektedir. Klonlasma bir hicrenin ayni yapida birden fazla hicreyi
uretme kapasitesi olarak adlandirimaktadir. Klonlagsma 6zelligi ile hucreler
homojen formda hucre gruplari olusturabilmektedir. Bu 6zellik bir hucre hatti

olusumunda kritik parametredir (Handbook of Stem Cells, Volume 2).
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2.1.3 Farklilagma

Kok huacreler kendi kendini yenileme ve doku ve organ yapilarini olusturabilecek
yeni hucrelere farliklasabilme yetisine sahip hlcreler olarak tanimlanabilmeleri
yonunde kullanilan bu basit ama yaygin tanim, embriyonik ve fetus kaynakl kok
hicreler icin surekli olarak gegerli olabilmektedir fakat sinirli farklilasma ve kendini
yenileme kapasitesine sahip olan yetigkin kok hucreler icin yeterli olmamaktadir.
Bu nedenle kdk hucreleri tanimlarken goz 6nunde bulunmasi gereken diger bir
terim potensiyeldir. Yani bir kok hicrenin farklilasma potensiyelidir. Bu 6zellige

bagdli olarak kok hicreler gesitli siniflandirmalara ayrilirlar.

2.1.3.1 Totipotent hiicreler

Embriyonun ddllenmeden sonraki 4. gunune kadar olugsan hucrelere “totipotent
hicreler” adi verilmektedir. Esasen spermin yumurtayi dollemesi ile olugan tek
hucreli embriyo ilk totipotent hucre olarak kabul edilmektedir. Bu hucreler tim
organizmanin yapilarini ve ayrica plasenta gibi ekstraembriyonik yapilari

olusturabilecek yetenege sahiptirler.

2.1.3.2 Pluripotent kok hiicreler

Bir pluripotent kOk hucre embriyonun U¢ germ tabakasi olan endoderm, mezoderm
ve ektoderme ait hucrelere farklilagabilme yetenegindeki hucrelerdir. Bu hucreler
sahip olduklari 6zellikle bir canliyi timden olusturabilecekleri kabul edilmektedir.
Bu hucreler ekstraembriyonik tabakalari olusturamazlar ve bu Ozellikleri ile
totipotent hucrelerden ayrilirlar. Yapilan galismalarda erken dénem insan
embriyolarindan alinan hucreler ile fetus dokusunda gonad kékenli hicrelerin

pluripotent kok hucre olduklari gdsterilmistir.

2.1.3.3 Multipotent kok hucreler

Bir multipotent kdk hicre kendi kdkeninde bulunan hucre ve doku gruplarina

farklilasabilme 6zelligi gésteren hiicrelerdir. Ornek vermek gerekirse kan kokenli
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kék hicreler sadece kan hucrelerine farklilagsma gostermektedirler. Bu hicreler
sinirli farklilagabilme kapasitesine sahip olmalarina ragmen ¢ok sayida hucre

tirtne farklilasabilmektedirler.

2.1.3.4 Unipotent hiicreler

Bu hucreler yalniz bir ¢esit hucre grubuna farklilagabilen hicrelerdir. Deri kok

hdcreleri unipotent hiicre grubuna ornek verilebilir.

Kok hicrelerin sahip oldugu 6zellikler kaynak aldiklar yerler ile iligkilidir. Ozellikler
son yillarda yapilan g¢alismalarla birlikte organizmanin gesitli gelisim evrelerinden
ve ¢ok sayida organ ve dokudan kok hucre izole edilmesi basariimigtir. Kok
hicreler kdken aldiklari kaynaga gore temelde 2 gruba ayrilmaktadirlar. Bu iki

gruptaki kok hicrelerin temel 6zellikleri birbirinden farklillk gésterebilmektedir.

2.1.4. Embriyonik kok hiicreler

Embriyonik kok hlcreler 5-6 gunlik erken donem embriyo formu olan blastositin i¢
hdcre kitlesinden elde edilmektedirler. Bu i¢ hucre kitlesinde yaklasik olarak 200
hicre bulunabilmektedir. (National Academy Press,ISBN 0-309-07630-7,2001) .
Bu hicrelerin temel karakteristik 6zellikleri arasinda kendi kendini yenileme, in vivo
ve in vitro kosullarda ¢ok yonla farklilasma, normal karyotipte klon olusturabilme,
iyi hazirlanmig kultar kosullarinda ¢ok iyi buyume gostermeleri sayilabilir. Bu
Ozellikler in vivo hayvan deneyleri ile tayin edilmistir ve bu htcrelerin embriyonun 3
germ tabakasini ve germ hatti kimerik yapilar olusturdugu saptanmistir. Bu
hlcrelerim embriyoid yapilar ve teratoma olusturma potensiyelleri ¢ok yuUksektir.
Bu nedenle in vivo insan ¢alismalari yapilamadigindan ilgili 6zelliklerin insan
embriyonik kok hucreleri ile birebir ortugtuguinu soylemek icin invitro
caligsmalardan elde edilen molekuler isaret sonuglarini karsilastirmak
gerekmektedir. Brivanlou ve ark. yaptigi molekuler isaretlerin tayini ¢alismasi ile
insan embriyonik kdk hucrelerin ézellikleri belirlenmistir. (Brivanlou, 2003) Sekil
2.1’de Embiyonik kok hulcre izolasyonunu ve kultirind sematik olarak

gOstermektedir.
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2.1.5. Yetiskin kok hucreler

Yetigkin kok hucreler embriyonik kok hucrelerden farkl olarak multipotent
Ozellikle, kisith farklilagma 6zelligine sahip bunu yaninda kok hicre kriterleri olan
farklilasma , kendi kendini yenileme ve klonlasma 6zellikleri gésteren hucrelerdir.
Ozellikle yetigkin kdk hiicreler viicutta bulunduklari bélgede onarim ve yenileme
gorevindeki hucrelerdir. Kemik iligi nakilleri ile baglayan kdk hicre galismlarinda
en ¢ok caligilan kok hucre grubu hematopoietik kok hucrelerdir. Bunun yaninda
kemik iligi stromasindan kaynakli mezenkimal kok hucreler, noral kok hucreler,
epitelial kdok hucreler gibi gesitli kaynaklar elde edilen yetigkin kok hucrelerde

mevcuttur.

Her ne kadar yetigkin kok hucrelerin genel olarak kendi kokenlerindeki
hicrelere farklilasma egiliminde olduklari duslUnulsede son yillarda yapilan
calismalarda belirli kok hucrelerin hem kendi kokenlerindeki kok hucreler (normal
farklilasma) hem de kendi kdkenleri digindaki hulcrelere (trans farklilasma)
farklilasabildikleri gosterilmistir. Kok hicrelerin farklilagsma kapasitelerinin kisith
olmayip esnek ve geri dontisimli oldugu bu farklilagsma olgusuna “plastisite” adi
verilemektedir. Ozellikle kemik iligi kdkenli kok hicreler ile yapilan calismalarda,
bu hucrelerin miyoblastlara (Ferrari, 1998), endotel hucrelerine (Rafii,1994;
Asahara, 1997; Lin, 2000), karaciger ve akciger hucrelerine (Petersen, 1999;
Theise ve Lagasse 2000) ve hatta sinir dokusuna (Mezey, 2000; Krause, 2001)
farklilasabildigi gosterilmistir.

Son yillarda hematopoietik kdk hicreler ile yapilan galismalarin yaninda
esasen kemik iliginde heterojen yapi gosteren stroma hucreleri olan mezenkimal
kok hucreler de 6n plana gikmiglardir. Mezenkimal kdk hicreler kemik iligi, gobek
kordonu, ¢evre kani, amniyotik sivi gibi birgok kaynaktan elde edilebilmektedir.
(Javazon ve Tsai 2004). Bu hucreler yuksek farklilagsma kapasitesine yaninda,
hem kaynak aldiklari dokudaki hicrelere (normal farklilagsma) hem de kdkenleri
digindaki hucrelere farklilagabilmektedirler (“plasticity”) (Keller, 2002). Dominici ve
ark. yaptiklari c¢alismalarda mezenkimal kok hdcrelerin uygun  bir
hidroksiapatit/trikalsiyumfosfat matriks Uzerinde Uretildiginde kaynak aldiklari

kemik hucreleri olan osteoblastlara ya da kikirdak hicreleri olan kondrositlere
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farklilagsmaktadirlar (Dominici, 2001). Lee ve ark. ve Javazon ve ark degisik
zamanlarda yaptiksarol galismalarda mezenkimal kok hucrelerinin kalp kasi, sinir
hucresi, karaciger dokulari gibi embriyonik gelismede ayni tabakadan koken
almayan hucre ve doku gruplarina da farkllagabildikleri de gdsterilmigtir.
Mezenkimal kdk hicrelerin sahip olduklari bu farklilasma o6zellikleri Sekil 2.2.’de

sematik olarak gosterilmektedir.

Klinik galismalar gostermektedirki asil olarak kemik iligi kokenli bu hucreleri kemik
iligi aspirasyonu ile elde etmek mumkundur ve kemik iligindeki toplam c¢ekirdekli
hicre sayisinin yaklasik %0,001’ni olustururlar. Standart hicre kuilturlerinde in-
vitro olarak ¢ogaltilabilmektedirler (Pittenger., 1999). Mezenkimal kdk hucreleri,
hucre populasyonlarinda tanimlayabilmek i¢cin ¢ok ¢esitli monoklonal antibadiler
bulunmaktadir. Bu hicreler genel olarak TGF- Uzerindeki epitop bdlgesi olan CD
105 ile 6zgun olarak baglanan SH2 pozitif hicrelerdir. Bu 6zellik kullanilarak
hdcrelerin immunomanyetik ayirimi saglanabilmektedir (Cheifetz., 1992) . Ayni
zamanda bu hidcreler membrana bagli ekto-5-nukleotidaz epitopuna (CD 73)
0zgun olarak baglanan SH-3 ve SH-4 pozitif hiicrelerdir (Barry, 2001). Bu 6zgun
yuzey 6zellikleri disinda mezenkimal kok hucreler CD 10, CD 14, CD 31, CD 34,
CD 45, CD 133 ve MHC Sinif 1l negatif CD 29, CD 44, CD 90, CD146, CD 166 ve
MHC Sinif | pozitif yuzey ozellikleri ile de karakterize edilirler. (Baksh, Javazon,
Tsai, Wang, 2004)

Mezenkimal kék hlcrelerin dnemli bir 6zelligi, “immune privilege” hlcreler
olmalaridir. Bu nedenlein vivo veya invitro kosullarda immun yanit
olusturmadiklari, dolayisiyla klinik olarak immun baskilayicilara gerek kalmadan

kullanilabilecekleri 6nemle not edilen bir husustur.
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2.2. Kiigluik Partikiiller ve Manyetizma

2.2.1. Tek Domainli Partikiller

Partikuller domain adi verilen manyetik birimler igeren kuguk bolgeler igerirler. Bir
domain boyu yaklasik 0.05 ile 0.5 ym arasinda ve her bir maddenin kendine 6zgu
Ozelliklerine baghdir. Tek tek domainler arasi manyetik momentinin dénme yénini
iceren birbirine komsu iki domain arasindaki sinir, domain duvari olarak
adlandirihr. Bir domain duvari yaklagik birkag angstrom (A°) kalinligindadir. Bir
partikilin boyu kuguldukge partikul bagina dugsen manyetik domainlerin sayisi bir
domain duvari olusturmak igin uygun olmayan limitlere kadar dusmektedir (Ozaki.,
2000).

Cizelge 2.1 Kuresel partikullerin maksimum tek domain boyu

Materyaller Ds(nm)
Fe 14

Co 70

Ni 55
Fes04 128
y-Fe20s 166

1930’da Frenkel ve Dorfman ilk olarak kritik ¢apin altindaki boyda bulunan
partikillerin tek domain yapisini g6z o©onunde bulunduran teorileri
formullestirmislerdir. Bu kritik boy araligindaki nanopartikuller tek domain
maddelerdir. (Cizelge 2.1). Bir manyetik alan uygulandiginda spinler yénlenir ve
sonraki manyetik doygunluk benzer yigin materyallerine goére daha dusuk
manyetik alanlarda elde edilir. Manyetik alan azaldiginda, miknatislhigi giderme
spinlerin duzenli donmelerine baghdir ve buyuk bir zorlayici gu¢ (Hc) gerekir. Tek
domainli partikullerdeki bu zorlayici gucun buyuk olmasi kuresel olmayan

partikuller igin sekil anizotropisinden ve manyetokristallinden kaynaklanmaktadir.
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2.2.2. Superparamanyetizma

Tek domain bir partikul deneysel sicakliklarda miknatislik dengesine ¢ok kisa
surede geliyorsa bu partikuller superparamanyetik olarak adlandirilirlar (Ozaki, M.,
2000). Disanidan bir manyetik alan uygulandiginda bu partikillerin manyetik
momentleri partikul hareket ve donmesiyle uygulanan alan yonunde dizilirler. Alan
uzaklastirildiginda ise bu yonlenmis olan manyetik momentlerin rastgele dizilimleri
(gevseme zamani) yaklasik 100 saniyedir. Partikullerin gevseme zamani 100
saniyeden buyuk oldugunda ya da Cizelge 2.1 ‘de verilen kritik degerlerden boyu
daha buyuk oldugunda partikil bloke olmus denir. Maddenin bloke oldugu
sicakliga “bloking” sicakhdi (Tg) denir. Tg sicakliginin altindaki sicakliklarda
partikll anziotropisi momentin serbest hareketini bloke eder. Tgsicakliginin
Ustunde ise uygulanan manyetik alanda moment serbest olarak dizilir ve

superparamanyetiklik gdzlenir.

Nanopartikullerin siperparamanyetik yapisi, uygulanan alan uzaklastirildiginda
Brownian hareketi ve Neel ddénmesiyle yonetilen dizilmis spinlerin rastgele
diziliminden ortaya ¢ikmaktadir. Brownian hareketi ve Néel donmesi, partikil ve
spin donmesi nedeniyle manyetik gevseme mekanizmasidir. Néel donmesi

partikuldeki miknatislik momenti yada vektorinun yonelmesiyle olugsmaktadir.

Bir partikil tek eksenel anziotropisiyle sifir zorlayici gug¢ gosterdiginde
superparamanyetizim durumu gozlenir yani superparamanyetik partikuller

histerisis egrisi gostermezler (Sorensen, 2001).

2.2.3. Ferrosivilar

Bir tasiyici sivi igcinde dagitilmis sUperparamanyetik partikiller ferrosivilar
(ferrofluid) olarak adlandiriimaktadir. Kararli bir ferrosivi superparamanyetik
partikuller, bir tagiyici sivi ve bir ylzey aktif madde igermektedir. Ferrosivilar dogal

olarak bulunmazlar ve ilk olarak 1960 yilinda tanimlanmiglardir.
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2.2.4. Manyetik Nanopartikiiller

Bir sivi icersinde superparamanyetik dispersiyonlar olusturan manyetik partiktller
1’7den 100 nm boyuna kadar degisen skalada metal ve metal oksitlerden
olusmaktadir. Bu metal ve metal oksitler Ni, Co, Fe, FesOs ve Fe;03’den

olusmaktadir.

Cizelge 2.2. Gegis metalleri ve metal oksitlerin manyetik 6zellikleri

Maddeler Doygunluk Miknatishigi Curie Sicakhgi (K)

(Ms) (emu/cm) 298 K

Ni 485 631
Co (Kubik) 1400-1422 1404
Fe (Kubik) 1700-1714 1043
M-Fex03 394 820-986
FeO.Fe 03 480-500 858
MnO. Fe 03 410 573
Co0. Fe03 400 793
NiO. Fe203 270 858
CuO. Fex03 135 728

Bu gecis metalleri oldukga toksik ve oksitlenmeye c¢ok duyarlidir. Ni, Co ve Fe
atmosfer kosullari altinda antiferromanyetik 6zellik gosteren NiO, CoO ve FeO
alasimlarina oksitlenmektedir. Neredeyse nanopartikullerin buyik yuzey alani
nedeniyle 6nemli bir problem olan oksidasyon mekanizmasini onlemek igin
sentetik vel/veya fiziksel bir metot yoktur. Demir oksitler, dusuk doygunluk
miknatisligi degerlerine sahip olmalarina ragmen, diger metallere gore daha az

okside olmaktadir (Sorensen ,2001).
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2.2.4.1. Demir oksitler

Demir oksitler farkhh manyetik oOzellikler ile degisik kimyasal bilesenlerden
olugsmaktadir. Ferrimanyetizma gosteren bu ilging materyaller y-Fe;O3 , Fe30y4,
MO.Fe;O3 (M=Co, Mn, Ni veya Cu) gibi demir oksitlerdir. Ferrimanyetik demir
oksitler gecis metalleri gibi ferromanyetik metallerden daha kuguk bir manyetik
cevap 0zelligi gosterirler. Fakat, demir oksitler oksidasyona daha az duyarli ve bu

nedenle kararli manyetik etkilerini korumaktadirlar.

Cizelge 2.3. Demir oksihidroksit ve demir oksit turleri

Mineral Formiil Manyetik Ozellik
Goethite a-FeOOH Antiferromanyetik
Akaganéite B-FeOOH Antiferromanyetik
Lepidocrocite y- FeOOH Antiferromanyetik
Feroksayt 0- FeOOH Ferrimanyetik
Ferrihidrit FesHOg.4H,0 Antiferromanyetik
Hematit a-Fe03 Zayf ferrimanyetik
Maghemit y-Fe203 Ferrimanyetik
Manyetit Fes04 Ferrimanyetik

Manyetit (FesO4 ) ve maghemit (y-Fe2O3 ) en genel ve en ¢ok arastirilan demir
oksitlerdir. MO. Fe>O3 metal karigimi ferritler, gesitli fiziksel ve manyetik 6zelliklere
sahiptirler ve partikul sekli ve tek domain yapisi nedeniyle elektronik uygulamalar

icin gelistirilmigtir.

Manyetit ve maghemit ayni fiziksel 6zelliklere ve kristal yapisina sahiptir (Cizelge
2.4.). Her ikiside ferrimanyetik Ozellik gOsterir. Fakat maghemit daha dusuk
doygunluk miknatisligina sahiptir. Bunlarin manyetik cevaplari alt drgu etkilesimleri
nedeniyle degismektedir. Maghemit (y-Fe,Osz ) sadece Fe**iyonlarindan
olusmaktadir. Kristal yapisinda Fe3* iyonlarinin yarisi tetrahedral diger yarisida

oktahedral diizenlenmistir. Manyetit ise (FeO.Fe,03), 1:2 molar oraninda Fe** ve
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Fe?* iyonlarindan olusmaktadir. Fe** iyonlarinin yarisi tetrahedral diger yarisi

oktahedral ve Fe?* iyonlarinin hepsi oktahedral olarak diizenlenmistir.

Cizelge 2.4. Manyetit ve maghemitin fiziksel 6zellikleri

Kristal Hucre Renk Doygunluk Curie
yapisi  boyutu (nm) miknatishgi sicakligi
Manyetit Kubik a0=0.839 Siyah 90-98 850
Maghemit Kubik ao=0.834 Kirmizi 76-81 820-986
tetragonal kahve

Her ikisininde curie sicakhgi (Tc) oldukga ylksek olmasi nedeniyle farkl
manyetikge cevap uygulamalarinda kullanilabilirler. Fakat maghemitin 713 K'in
Uzerindeki sicakliklarda Hematite donusmesi nedeniyle curie sicakliginin (Tc)
Olgimu zordur. Her iki demir oksit yapisi ferrimanyetik olmasi ve ayni mekanizma
ile bir sivi icersinde stabilize edilmesi nedeniyle literaturde esit gdsteriimektedir
(Cornell, R., 1996).

2.2.4.2. Manyetit

Manyetit kristal yapisi

Manyetit (Fes3O4), oksijen iyonlarinin her U¢ eksen boyunca birbirine karsi gelen
pozisyonlarda kup igersinde duzenli yerlestigi kiibik birim hiicre merkezi sekil ile bir
ters spinel kristal yapisina sahiptir. Birim hiicre, 32 0% anyonu 16 Fe*" katyonu ve
8 Fe®" katyonlari olmak lizere 56 atomdan olusmaktadir. Manyetitin kimyasal
formiilli Fe30,, fakat FeO.Fe O3 olarak tanimlanmaktadir. Ters spinel yapi Fe**
iyonlarinin yarisi tetrahedral, geri kalan Fe®" iyonlari ve Fe?* iyonlarinin hepsi
oktahedral olarak dizenlenmistir (Cornell, R., 1996; Brabers ,V., 1995).
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2.2.5 Manyetit Nanopartikiilleri Sentezleme Metotlari

Manyetit ve maghemit nanopartikullerin sentetik metotlarla olusturulmasiigin
literaturde farkh birgok yontem bulunmaktadir. Manyetit, boyut kiictiltme ve sulu
¢oktirme olmak Uzere sentetik olarak iki sekilde sentezlenmektedir. Manyetitin
¢coktirme yontemiyle sentezlenmesi genel olarak demir iki ve Ug¢ hidrat tuzlarinin

gucll bir bazla ¢okturilmesi temeline dayanmaktadir.

2.2.5.1. Boyut kugtlltme prosesi

1960’ yillarda Papel tarafindan geligtirilen kire 6gutme degirmeni (ball mill
grinding), mikron boyutundaki manyetit partikilleri yaklasik 10 nm c¢apinda
partikullere donusturalmesinde kullanilan ilk metottur. Bu yontemle nanopartikuller
olusturmak icin 500-1000 saat gibi uzun bir 6gutme periyodu gerektigi icin sulu

cOkturme metotlari bu yontemin yerini almigtir.

2.2.5.2. ikili goktiirme yéntemiyle manyetit sentezi

1990 ‘Il yillardan beri manyetit, Fe?* ve Fe3* tuzlarinin bir baz ile ¢oktirilmesiyle
olusturulmaktadir. Manyetit olusumu bu kadar eski tarihlerden beri bilinmesine
ragmen kesin olusum mekanizmasi halen bilinmemektedir. Olusum mekanizmasi
ile ilgili bir genel teori, Fe?* tuzunun Fe(OH)y’e hidroliz olup manyetit olusturmak

icin hidroksitlerle reaksiyona girdigini ileri sirmektedir (Blesa,1989; Tamavra,
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1989). Hidratli Fe?* ve Fe® iyonlari arasindaki reaksiyonlarin belirsizligine ragmen
birgok arastirmaci kubik ters spinel kristal yapinin elde edilmesinde ¢ekirdeklenme
ve kristal gelistirme mekanizmalarinin etkilerini aragtirmiglardir. Birinci basamagin
ardindan kristal gelistirmeyle monodispers partikuller olusturmak igin ¢ozelti icinde
iyonlarin ¢ekirdeklenmesinde tedbirli olunmasi gerektigini bildirmislerdir. Deneysel
cozelti kogullarinin kristal gelistirme basamagi surecini etkiledigi belirtimektedir
(Cornell, 1991; Gribanov, 1990).

2.2.6. Manyetik Yukli Polimerik Partikuller

Mikron ve mikronalti manyetik yuklu polimerik partikuller, polimerizasyon sirasinda
polimer partikullerin i¢cine demir oksit partikillerin katilmasi ve polimer partikul
yuzeylerine demir oksit nanopartikullerinin adsoplanmasi olmak Uzere iki sekilde
olusturulmaktadir. Bu sistemlerde manyetik yUkli yada polimerle kapl partiktlerin

toplam partiktl boyu buyuktar.

2.2.6.1. Polimer partikillerin ylizeyine manyetit partikullerin adsorpsiyonu

Polimer kurelerinin yuzeyine manyetit nanopartikullerinin adsorpsiyonuyla
manyetik kompozit sistemler elde edilmektedir. Bu sistemler literatirde bulunan
manyetik mikrokurelerin bir tipidir. Sitratla stabilize edilmis manyetitin polistiren
(PS), polistiren/poli(izopropilakrilamid)  (p(S/NIPAM) ¢ekirdek/kabuk) ve
poli(izopropilakrilamid) p(NIPAM) kureleri Gzerine adsorpsiyonu ile olusan
partiktller manyetik polimer kompozitlerine birer érnektir. Bu metot, Furuzawa
tarafindan yapilmig 6n galismaya dayanmakta ve 1) anyonik demir oksit ve
katyonik lateks partikullerin sentezlenmesi 2) polimer c¢ekirdek partikullerinin
yuzeyine anyonik demir oksit partikllerinin adsorpsiyonu 3) c¢ekirdek latekslerinin

Uzerine manyetik kapli partikullerinin kapsule edilmesini icermektedir.

2.2.6.2. Manyetit partikillerinin polimerle kaplanmasi

Polimerizasyon sirasinda manyetitin polimer partikillerinin igcine katiimasi
genellikle manyetik kompozit olarak adlandirilir. Literatirde bu sekilde hazirlanan

manyetik yuklu polimer partikullerine birgok ornekler bulunmaktadir.
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Manyetik nanopartiktllerin polimerle kaplanmasinda en ¢ok kullanilan yontem
manyetik partikullerin etrafinda monomerlerin suspansiyon, miniemulsiyon,
dispersiyon, ters mikroemulsiyon ve mikroemulsiyon polimerizasyonu gibi ¢esitli
yontemlerle polimerlestiriimesine dayanmaktadir. Dispersiyon, suspansiyon
polimerizasyonlariyla mikron boyutunda partikiller elde edilirken mikroemulsiyon
polimerizasyonu ile nano boyutta manyetik yUklu polimerik partikiller elde
edilmigtir.

2.2.6.3. Mikroemiulsiyon Polimerizasyonu

Emulsiyon, miniemulsiyon ve mikroemulsiyon polimerizasyon yontemleri, sulu
veya organik fazda dispers durumda polimerik partiktllerin (10-1000nm)
bulundugu latekslerin Uretiminde kullanilan polimerizasyon ydntemleridir (Piirma
ve ark., 1982). Mikroemulsiyon polimerizasyonunda genellikle 50 nm den daha
kicguk partikiller (“nanopartiktller”) iceren lateksler elde edilir. Bu yontemde hizli
polimerizasyon reaksiyonlariyla yuksek molekul agirliklarina (birkag milyon
mertebesinde) ulasilir. Partikil boyu nedeniyle mikroemiulsiyon lateksleri,
emulsiyon ve miniemulsiyonun tersine seffaf ve uguk mavimsi renktedir. Bu
latekslerin kontrolli c¢apraz baglama yontemleri ile gdzenekli katllara da
donudstirdlmesi mimkuindur (Candau, 1987; 1992).

Mikroemulsiyon lateksleri termodinamik¢e kararli, optik olarak gegirgen
dispersiyonlardir ve polimerik partikiller, dagitma ortami (6rneg@in su) ve yuzey
aktif maddeler icerirler. Elde edilen kararlilik, ¢cok dusuk araylzey geriliminden
kaynaklanir. Cogu kez, dusuk ara yuzey gerilimini saglamak igin bir yardimci
yuzey aktif madde (6rnegin alkoller) eklenmesi gerekir. Bu husus aslinda
mikroemulsiyonun dezavantaji olarak kabul edilir. Burada, emulsiyona gore ¢ok

daha fazla yuzey aktif madde kullanilir ki bu da ara yuzeyin kirlenmesine yol acgar.

Mikroemulsiyon polimerizasyonunda genelde suda ¢dézlinmeyen veya az ¢bézinen
monomerler su ortaminda dagitilir. Suda ¢6zinen monomerler igin bunun tersi
yani monomerin bir apolar organik fazda dagitilmasi s6z konusudur. Burada yuzey
aktif maddenin tirl ve miktari énemlidir. Monomer tlrine goére cesitli yuzey aktif
maddeler karistirilarak, termodinamik olarak kararli mikroemulsiyonlar kolaylikla

olusturmak ve bunlara uygun baslaticilar (suda veya organik fazda, monomerde
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¢dzunen) kullanilarak nanopartikil lateksleri Gretmek mimkindur (Friberg ve
Bothorel,1986).

2.2.6.4. Monomer/ Su mikroemiilsiyonlari

ilk olarak monomer/su mikroemiilsiyonuyla metil metakrilat (MMA) ve metil akrilati
MA) polimerlestirmek 1980 yilinda denenmigtir (Stoffer ve Bone, 1980). Fakat
polimerizasyon sirasinda faz ayrimi nedeniyle basari saglanamamistir. Daha
sonra ¢ok az miktarda stireni (%1.9), %1.9 setilmetil amonyum bromur (CTAB) ve
yaklasik %1 hekzanol ile stabilize etmigler ve monomer /su mikroemdulsiyonu ile
polimerlestirme gergeklestiriimistir (Atik ve Thomas, 1981). DusuUk stiren icerigi
daha sonra, agirlikga %6-10 sodyum dodesil sulfat (SDS) ve ¢ok az miktarda 1-
pentanol kullanilarak agirlikga %3-6’ya ¢ikarilmistir. Ayrica stiren ve/veya MMA
mikroemulsiyon polimerizasyonu, UV laser baslatici, foto-redoks polimerizasyonu
ve Raman spektroskopisi kullanilarak incelenmistir (Holderoff, 1990; Feng ve ark.,
1990).

Bu sistemlerde kararli polistiren (PS) mikrolateksler Gretmek icin yuzey aktif stiren
icerikli monomer/su mikroemdulsiyonlarda faz ayrimi veya polimerin ¢okmesi
gorualmustir. Sonug lateksin kararlihgi, polimer ve yardimci ylzey aktif madde
uyusmazhigi olarak yorumlanmigtir (Gan ve ark., 1983). Mikroemulsiyon
recetelerinde yardimci ylzey aktif madde olarak kullanilan alkoller polimeri

¢cdzmezken, monomer icin ¢dzucu olduklari not edilmelidir.

Monomer/su mikroemdulsiyon polimerizasyonunu yardimci yuzey aktif madde
kullanilmayan sistemde calismak daha az karisiktir. Son yillarda calisilan birgok
MMA veya stiren mikroemdlsiyonlarinda dodesiltrimetilamonyum bromur (DTAB),
setilmetilamonyum bromur (CTAB), setiltrimetilamonyum klorir (STAC) ve
oksidesiltrimetilamonyum klorir (OTAC) gibi katyonik ylzey aktif maddeler

kullaniimigtir.
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2.2.6.5. Mikroemiilsiyon polimerizasyonu mekanizmasi

Mikroemulsiyon polimerizasyonundaki mekanizmayl daha iyi anlamak igin,
emulsiyona gore kullanilan monomer konsantrasyonunun ¢ok az ve yuzey aktif
madde konsantrasyonunun ¢ok yuksek oldugu hatirlanmalidir. Monomer/ yizey
aktif madde agirlik orani, klasik emulsiyonda olan 30-60 degerlerine karsilik

mikroemulsiyonda yaklagik 0.3-1.0 civarindadir.

iki fark, baslangi¢ sistemlerinin yapisindan kaynaklanir. Klasik emilsiyonda,
monomer blylk monomer damlaciklari i¢cinde (d=1-10 pm) ve kiglk miseller
icinde (d=5-10 um) vyerlesmis ve surekli fazda kismen ¢6zUnmustar.
Mikroemdulsiyon polimerizasyonunda ise, monomer sismis miseller (d=5-10 nm)
icinde ¢ozunur. Mikroemulsiyon dinamik karakterine ilave edilen bu 6zellikler,
emdulsiyon ile olan farkini ortaya ¢ikarir.

Birinci basamakta polimerizasyon, baglatici radikallerinin mikroemulsiyon
damlacikinin i¢ine girmesiyle veya homonukleasyonla baslatilir. Daha sonra
polimerik partikullerin buyimesi, partikiller arasinda garpigsmalar veya surekli faza
monomer transferi ile devam eder. Son basamakta partikdl i¢i zincir uzamasinin
sonlanmasiyla polimerizasyon biter. Sonug lateks ortami, polimerik partikillerden

(d=40 nm) ve kuguk bos miseller (d=3nm)’den ibarettir.

Partikul buyumesinin ve yuksek miktarda yuzey aktif madde kullaniimasi sonucu,
reaksiyon karisiminda ayni boyutta kuaglUk miseller her zaman mevcuttur.
Cekirdeklenmis polimerik partikillere gére bu miseller yiksek toplam ara ylzey
alanlari sunu kanitlar ki, miseller surekli fazda uretilen radikaller tercihen
yakalamaktadir. Bundan dolayi, tek bir basamakta olugan herbir partikul, strekli
partikil cekirdeklenmesi prosesine uyar. Bu mekanizma, TEM deneyleriyle
kanitlanmigtir. Bu davranig, klasik emulsiyon polimerizasyonunda gozlenenden
farklidir. Cunku klasik emulsiyon polimerizasyonunda ilk nikleasyon basamagini

(I. aralik), sabit partikul sayisinda partikul buytimesi (Il. Aralik) takip eder.
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2.3. Hiicre izolasyonunda Manyetik Ayirim Teknikleri

Hucresel kaynakl tedavi sistemlerinin gelismesine paralel olarak, bu tedavilerde
kullanilmasi planlanan hicre sayisida artmaktadir. Esasen bireyin agirlik, yas gibi
fiziksel 6zellklerine bagh olan toplam hicre gereksinimi, tedavisi dusunulen
hastalik icin degisiklik goOsterebilmektedir. Manyetizma uzun yillardir hucre
izolasyon c¢alismalarinda énemli rol almistir. Manyetizma c¢alismalari ile manyetik

orneklerin manyetik olmayanlardan ayrilmasi saglanabilmektedir.

ilk uygulamalar 1970 yillarda kisitli olanaklar ile baslamis ve dzellikle son yillarda
yeni manyetik partikll sentez tekniklerinin gelistiriimesi ile geliserek ¢ok cesitli
ayinm tekniklerinin ortaya c¢ikmasi saglanmigtir. Hucre ayirnminda manyetik
tekniklerinin kullaniimasinin diger teknikler ile kiyaslandiginda c¢ok cesitli
avantajlari vardir. Bu teknik ile hedef hicrelerin kan, kemik iligi, doku homojenati,
digki, su ve gida gibi 6rneklerden dogrudan ayrimi, kromotografik ve elekroforik
go¢ yontemleri ile kiyaslandiginda hizli ve kolay bir sekilde yapilabilmektedir.
Manyetik partikul ile manyetik olmayan partikullerin, manyetik alan etkisindeki
davraniglar temelde yuksek secicilik ile ayirirma izin vermektedir. Santriflj ve
filtrasyon yontemleri ile ayirma islemlerine kiyasla, baglanma ve sokme
esnasindaki gerinim kuvvetlerinin az olmasi manyetik teknikler ile ayinmin daha
kolay olmasini saglamaktadir. Ayrica manyetik tekniklerde kullanilan tampon
sistemlerinin kolay olmasi ve yikama iglemlerinin basitligi ve azligi nedeni ile iglem
suresi oldukga kisalmaktadir. Geleneksel akigli hicre dlger (Flow cytometry)
metodlarina kiyasla ilgili hicrenin secimi ve saflastirimasinda o6lgek buyutmek
mumkUindir. Hem lab dlcedi hem de orta Olgekli otomatik manyetik ayirma
sistemlerinde elde edilen hicreler degisiklige ugramamis, saf ve canli hicrelerdir.
islemin strdirilebilmesi agisindan karisik protokollere ve pahall yan ekipmanlara

gereksinim duyulmamaktadir.

Manyetik hucre ayirma sistemleri konusunda literatirde cok cesitli caligmalar
bulunabilmektedir. Safarik ve ark. ve Olsvik ve ark. yaptiklari ¢alismalarda bu
teknigin mikrobiyoloji alaninda uygulamalari gdsterilmistir. (Safarik, 1995; Olsvik,
1995) Lea ve ark. ticari Dynabeads manyetik partikullerini kullanarak lenfositlerin

fonksiyonlarini arastirmistir(Lea, 1988) Rye ve ark. karbohidrat kapli manyetik
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partikuller ile karbohidrat baglanma molekulleri eksprese eden hucreleri ortamdan
izole etmeyi basarmigtir. Olsvik ve Schmid polimerik manyetik partikulleri

kullanarak immuno affinite sistemi ile hiicre ayristirmasi gergeklestirmistir.

2.3.1. Manyetik Ayirim Sistemlerinin Temeli

Genel olarak hucre ayirminda kullanilan manyetik ayirma sistemleri iki tiptedir.
Birinci tipte hlcreler igsel manyetik hareketler gosterdikleri i¢in ayirnrmda herhangi
bir midahaleye gereksinim duyulmamaktadir. Dogada bu o6zellikte sadece iki
hucre tipi bulunmaktadir. Bunlar yuksek konsantrasyonda paramanyetk
hemaglobin iceren eritrositler (kirmizi kan hucreleri) ve iclerinde kuguk manyetik
partikiiller bulunduran manyetotaktik bakterilerdir. ikinci tip ayirma sistemlerinde
bir ya da daha fazla manyetik olmayan bilesen igeren karisim manyetik etiketler ile
isaretlenir. Boylece isaretlenen bilesenin ortam arasinda manyetik fark yaratilarak
ayrilmasi saglanir. Manyetik etiketlemede dogada cok gesitli bulunan afinite
ligandlari hucre yluzeyinde bulunan hedef molekdller ile etkilesir. Genel olarak

hlcre yuzeyindeki antijen bolgelerine 6zgun antikorlar kullaniimaktadir.

Manyetik ayirim prosesi ise gesitli formlarda tasarlanmis manyetik ayiricilar ile
gerceklestiriimektedir. Hucrelerin bu ayirici sistemlerde bulunduklari ortamlardan

saflastiririimasi 3 temel adimda uygulanmaktadir.

1) istenen hiicreyi iceren drnek siispansiyonu manyetik etiketler ile karistirilir.
Bu asamada manyetik etiketler ile hedef hucreler arasinda etkilesim ve
baglanma icin 30-60 dakika arasinda bir inkibasyon zamani beklenir. Daha
sonra manyetik kompleksi iceren ortam manyetik ayirici kullanilarak
ortamdan ayrilir ve stupernatant uygun yontemler kullanilarak ortamdan
uzaklagtirilir.

2) Manyetik kompleks ortamdaki istenmeyen unsurlarin uzaklastirimasi igin
bir iki kez uygun tamponlar kullanilarak yikanir. Bu asamadan sonra
hucreler istenilen amaca uygun olarak kullanilabilir.

3) Secilen uygulamanin amacina uygun olarak manyetik etiketin hedef hilicre
saflastirilmasi gergeklestikten sonra hedef hilcreden ayrilmasi da

gergeklestirilebilmektedir.
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Literaturdeki calismalarda gostermektedirki manyetik ayirici olarak kullanilan
sistemler genellikle kesikli sistemlerdir ve hedef hicre ¢aligmalarinda
kromotografik ve elektroforik gé¢ metodlari 6ncesi 6n ayirma sureci olarak
degerlendirilebilirler. Fakat daha karmasik olan manyetik kararli akiskan yataklar

saflastirmada kromotografik ve elektroforik go¢ yontemlerden Gstin yontemlerdir.

2.3.2 Hiicrelerin Manyetik Ayirimini igin Gerekli Donanimlar

Hucrelerin manyetik yontemler kullanilarak bulunduklari ortamdan izolasyonu ve
saflastiriimasi icin manyetik ayirim sistemlerinde gesitli elemanlara gereksinim

duyulmaktadir. Bu elemanlar asagida sirasi ile verilmektedir.

2.3.2.1 Manyetik etiketleme ajani

Manyetotaktik bakteriler ve eritrositler diginda tum hucrelerin ortamdan
ayirabilmek igin hedef hucreler ile ortam arasinda hedef hiicre lehinde bir manyetik
fark yaratilmasi gerekmektedir. Bu baglamda hucre tipi ve sonrasinda ortaya
clkacak sureg igin cesitli ayirma stratejileri segilebilir. Manyetik isaretleme
manyetik ve sUperparamenyetik paritkuller, manyetik kolloyidler,
manyetolipozomlar veya molekiler manyetik etiketler ile gerceklestirilebilir.
Literatirdeki calismalarda etiketin manyetik 6zelligi kigik manyetit (Fes04) veya
maghemit ( -Fe2O3) partikuller ile bazi durumlarda ise ferrit partikiller veya krom

dioksit partikller ile saglanmigtir (Zborowski, 1995).

Bu ayirim igsleminde kullanilan partikillerin buyuklikleri konusunda slregelen bir
fikir catismasi bulunmaktadir. Genellikle gapi 1 um Uzerindeki partikiller blyuk,
¢api 50-200nm arasinda olan partiklller ise kiguk manyetik partikiller olarak
kabul edilmektedirler. Partikil buyuklugu, partikilun davranisini ve partikul
Uzerinde yapilabilecek kismi  mudahaleleri belirlemektedir. Hucrelerin
etiketlenmesindekikinetik davranisi dikkate alirsak, ferrosivilar etkilesimde
digerlerine gore oldukga Ustundur ve etiketleme sirasinda karistirmaya gereksinim
duyulmamaktadir. istenen hiicrenin ortamdan ayriimasi esasina dayanan pozitif
secimde buyuk manyetik partikiller istenen hucre etrafinda bir kafes

olusturmaktadir. Uygulama amacina bagh olarak bu manyetik partikillerin
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baglandiklari hiicreden de sdkilmesi gerekebilmektedir. Goreceli olarak buylk ve
yogun partiktller ¢okme davranigi goOsterdiklerinden bunlarla yapilan
uygulamalarda ilave bir karigtirmaya gereksinim yoktur. Kolloyidlerin veya
molekuler igaretlerlerde izolasyon sirasinda meydana gelen affinite reaksiyonlar
basit difuzyon kurallarina uymaktadir. Ayrica bir molekuller isaret birden fazla
hicre reseptoru ile etkilesebilmektedir. Buyuk partikuller ile yapilan hucre
ayirminda basit ve ucuz miknatislar ise yararken; kolloyid ve kiuguk boyutlu
manyetik molekuler isaretler ile yapilan ayirrmin yuksek dereceli manyetik

ayiricilar kullaniimaktadir.

2.3.2.2. Manyetik ve suiperparamanyetik partikuller

Hidcre ayirmasinda kullanilacak ideal bir manyetik partikilin su ozellikleri
tasimasi beklenir: hicreleri spesifik olmayan sekilde baglamamali, ligand
Uzerinden spesifik baglanma olusturmali, hucreleri hizli ve etkin baglamali,
fagosite edilmemeli; depolamada ve uygulamada biyolojik ligand sizmasi ¢ok az
ya da olmamali, kimyasal olarak kararl olmali, manyetik alan uygulandiktan sonra
manyetik remenasansi dusuk olmali, ortamda yigin olusturmamali ve hicrelerden

ayrilmasi kolay olmahdir (Ugelstad, 1993).

Hucre ayiriminda kullanilan partiktllerin ¢aplari genellikle 1-5 ym arasinda olup
hdcre ¢api ile uyumludur. Kullanilan birgok partikul stperparamanyetik 6zelliktedir
yani ancak bir manyetik etki ¢evrede oldugu zaman manyetik 6zellik gosteren
partiktllerdir. Bu tip partikuller sahip olduklari 6zellik sayesinde bulunduklari
ortamdan basit manyetik ayiricilar kullanilarak ayrilabilirler (Lea,1988). Kullanilan
manyetik partikuller tipik olarak polimer ile kaplanmig, iginde iyi dagiltiimis demir
oksit taneleri icermektedir (cogu durumda homojen dagilimhdirlar). Manyetik
partikullerin yuzeylerinin polimer ile kaplanmasi demir partikallerinin hicrede
olusturabilecek olasi toksik etkilerini ortadan kaldirir. Ayni zamanda sahip olduklari
yuzey Ozellikleri ile degisik baglama metodlari kullanilarak, farkh fonksiyonel

gruplar Uzerinden degisik uygulamalarda kullanilabilmektedirler.

Manyetik isaretlemede kullanilanmak Uzere ticari ornekler mevcuttur. Ticari olarak

Dynabeads (Dynal, Oslo, Norveg) manyetik partiktlleri mikron boyutludur ve bir
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¢ok degisik uygulamada kullanilabilmektedir. Dynabeads partikulleri homojen

olarak dagitilmig ferrimanyetik materyalin makrogozenekli polistiren ile kaplanmasi

ile olusturulmaktadir. Genel olarak 2-8um (Dynabeads M-280) 4,5um (Dynabeads

M-450) ve 5um (Dynabeads M-500) sayilabilir. Mikron boyutlu ticari ornekleri ve

uygulamlar Cizelge 2.5’de gorulmektedir.

Cizelge 2.5. Mikron boyutlu manyetik partikillere ticari 6rnekler.

isim

BioMag

Dynabeads

Estapor

lobeads

M 100,104,108

MagaBeads

Magne-Sphere

Magnetic beads

Magnetic
Microparticles

Magnetic Particles

Magnetic Particles

MPG

Sera-Mag

SPHERO
Magnetic
Particles

XM200
Microspheres

Cap (um)

~1

2-5

~1

<1

0.8

1-2

1-5

3.5

Polimer/Fonksiyonel
Grup

Silanize demiroksit/-
COOH; -NH,

Polistiren/Tosil
aktive

Polistiren/-COOH; -
NH,

Selliloz/-OH

Polistiren/-COOH; -
NH,

Latex

Polistiren/-COOH; -
NH,

Polistiren

Por6z cam/hidrazid,
gliseril, -NH;

Polistiren/-COOH;

Polistiren/-COOH; -
NH,

Polistiren/-COOH;

immobilize Ligand

Antibadiler,

Protein A, Protein

G, strepdavidin,
biotin
Antibadiler,
sterptavidin

Antibadiler, avidin

Antibadiler,

Protein A Protein

G, strepdavidin

strepdavidin

Protein A, Protein

G, strepdavidin
Protein A

Antibadiler,
sterptavidin

Sterptavidin,
avidin

Sterptavidin

Sterptavidin, biotin

Antibadiler,
Protein A

Uretici

PerSeptive,

Dynal, Norveg
Prolabo, Fransa
Immunotech

Scigen, ingiltere

Cortex Biochem

Promega, ABD

ProZyme, ABD

Polyscience, ABD

Boehringer

Bang Labs., ABD

CPG, ABD

Seradyn, ABD

Spherotech, ABD

Advanced Biotech
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2.3.2.3. Kolloyidal manyetik etiketler

Kolloyidal manyetik etiketler genellikler 50- 200nm ¢apinda manyetit ya da demir
oksit kristali iceren polimer kapli partikullerdir. Polimer kaplama olarak genellikle
ticari orneklerde dekstran, nisasta kullaniimaktadir. Degisik sentez mekanizmalari
bulunmaktadir. Molday ve Mackenzie, dekstran kapli superparamanyetik
partikulleri polisakkarit ortaminda ¢okelti formunda elde ettiklerini rapor etmigslerdir
(Molday, 1982). Daha ¢ok kullanilan bir ydntemde ise nanopartikiller, ferrik ve
ferr6z tuzlarin NaOH ortaminda ¢okturtlmesi ile elde edilmektedir. Literatirde
polisakkarit ve sentetik polimer kapli 6rnekler mevcuttur. (Gruttner,1997;
Sayar,2005) Genellikle bu tar kicuk manyetik partikullerin ayirrminda yuksek
dereceli manyetik ayiricilardan yararlaniimaktadir. Cizelge 2.6’da nano boyutlu
kolloyidal manyetik partikullere ait ticari 6rnekler gorulebilmektedir. Ayni zamanda
manyetotaktik bakterilerden elde edilen partiktllerde (50-100nm ¢apinda)

immobilizasyon uygulamalarinda bagari ile kullanilabilmektedirler.

Cizelge 2.6. Nano boyutlu koloidal manyetik partikillere ticari érnekler.

Polimer/Fonksiyonel Uretici

Isim Cap (um) Grup Immobilize Ligand
Modifiye hidrofilik Antibadiler,
. 135,175 protein Protein A, Immunocon, ABD
Ferrofluid -COOH; -NH, strepdavidin
MACS Antibadiler, Miltenyi Biotec.,
Microbeads 50 Dekstran/-OH streptavidin, Almanya
biyotin
Magnetic Nigas?a, dekstran Protein. A .
Nanoparticles 90-600 kitosan/ streptavidin, Micro-caps,
-COOH; -OH biyotin Almanya
Antibadiler,
MagNIM 50,250,500 -COOH; -NHz Protein A, Cardinal , ABD

strepdavidin

2.3.2.4. Manyetolipozomlar
Manyetolipozomlar siradan lipozom yapilarinin manyetik olarak yonlendiriimesi ile

elde edilmig lipid kaph kolloyidal manyetik partikullerdir. Manyetolipozomlar

genellikle ilag tagsima sistemlerin (Viroonchatapan,1997) ve membrana bagli enzim
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sistemi uygulamalarinda (De Cuyper, 1983) kullaniimaktadirlar.
Manyetolipozomlar yuzeylerine 6zgun antibadiler baglanarak hicre ayirrminda da
kullanilabilmektedirler (Margolis, 1983; M. Shinkai, 1995)

2.3.2.5. Molekiler manyetik etiketler

Lantatitler 6zellikle erbium [erbium klortr formu (ErCl2)] gesitli htcrelerin manyetik
isaretlenmesinde kullaniimaktadir. Erbium iyonlari hicre yuzeyine karsi yuksek
affinitesi bulunmaktadir ve birgok degisik kimyasal formda sahip oldugu yuksek
atomik manyetik dipol momentini (9.3 Bohr magnetom) koruyabilmektedir
(Zborowski,1991). Er** iyonlarinin hiicre yiizeyine baglanmasi genellikle iyonik
kuvvetlerin etkisi ile olmaktadir. Bu iyonlar bircok farkli baglanma bdlgesi ile,
ornegdin glikoproteinler igin karboksil gruplarindan, etkilesme 6zelligine sahiptirler.
Hucrelerde diger ¢ok bilinen lanthanit baglanma bdlgeleri ise hlicre duvarindaki

Ca"" reseptor bolgeleridir (Zborowski,1991)

Ferritin, memelilerde demir depolamak igin sentezlenen ¢ozunebilen bir proteindir.
13nm g¢apinda oyuk bir protein kilifa sahiptir ve oyuktaki boslugun capi yaklasik 7
nm’dir. Demir hidréz ferrikoksit formunda (5Fe203.9H,0) 0 dan 4500’e kadar

Fe(lll) atomu bu oyukta depolanmaktadir.

Ferritinin  manyetik turevlerinden manyetoferritin sentezlenebilmektedir. At
dalagindan elde edilen ferritinden, kontrolli yeniden olusturma kosullar altinda
manyetik mineraller sentezlenmektedir. Gegirmeli Elektron Mikroskobu (TEM) ve
elektron kirlnim analizleri sonuglari, Mdssbauer spectroskopik analiz sonuglari ile
birlestirildiginde bu minerallerin 6-7 nanometre ¢apinda tek kristal ferrimanyetik
demir oksit maghemit (y-Fe;Os3) yapida oldugu ve superparamanyetik 6zellik

gosterdikleri sonucuna varilmigtir (Safarik, Meldrum, 1997)
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2.3.3. Manyetik Ayiricilar

Gunumuzde c¢ok basit tek tup sistemlerinden c¢cok karmasik otomatik ¢oklu
sistemlere kadar ¢cok sayida degisik kullanim amacina yonelik ticari manyetik
ayiricilar bulunmaktadir. Cogu durumda 6zellikle buyuk etiketler ile ¢ahsildigi
durumlarda gok basit ve ucuz manyetik ayiricilar rahatlhkla kullanilabilmektedir.
Laboratuar 6lgekli manyetik ayiricilar yapilarina, ve igleme 6zelliklerine gore temel

olarak ikiye ayrilirlar.

2.3.3.1. Kesikli manyetik ayiricilar

Kesikli manyetik ayiricilar gogu durum igin en ¢ok kullanilan ayirici sistemlerdir.
Ayirma sistemi genellikle kalici dogal miknatistan yapiimaktadir. Miknatis sistemi
uzerinde bulunan askilar bir veya daha fazla sayida tlpu alabilecek sekilde dizayn
edilmiglerdir. Bazi manyetik ayiricilarda yikama igleminin kolay yapilabilmesi icin
miknatisin yerlestirildigi ve sonradan ¢ikarilabildigi 6zel bir bolme bulunmaktadir.
Kesikli tipte manyetik ayiricilarda test tUpunde kullanilan manyetik partikil miktari
5 ul ile 50 ml arasinda degisebilmektedir. Bazi kesikli sistemlerde mikro kuyucuklar
ile calismakta mumkundur. 50-1000 ml arasinda yuksek hacimli ayirma isteniyorsa
bu igslem kesikli olarak diz manyetik ayiricilarda gerceklestiriimektedir. Ticari
olarak mevcut bazi kesikli manyetik ayirici sistemler Cizelge 2.7'de

gorulebilmektedir.

2.3.3.2. Kesintisiz akighh manyetik ayiricilar

Kesintisiz akisli manyetik ayiricilar, hucre suspansiyonunu uyguntampon
sistemleri ile birlikte surekli olarak sistemden geciren ayiricilardir. Kesikli sistemler
ile karsilagtirildiginda bu ayirici sistemler daha pahali ve daha karmasik
yapilidirlar. Bu yuksek olcekli manyetik ayiricilari 6zellikle laboratuar dlgeginden
endustri Olcegine kadar genis Olgekte araliginda kullanma imkani bulunmaktadir.
Genellikle gelik yunu ile dolu kiguk bir kolon igerisine, kaliteli paslanmaz c¢elik
manyetik taneciklerin gevsek bir sekilde diziimesi ile olugan sistem, kalici bir

miknatisigine yerlestirimektedir ve hlcre suspansiyonunun tampon igersinde
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kolon icerisinden gecmesi saglanmaktadir. Gegis sirasinda manyetik etiketli

htcreler kolonda kalirken,

Cizelge 2.7. Kesikli manyetik ayirici sistemlerden ticari ornekler

Firma

Advanced Biotechnologies,
Epsom, UK

Biometra Biomedizinische
Analytik,
Gottingen, Almanya

Boehringer,
Mannheim, Almanya

CPG, Lincoln
Park, NJ, ABD

Dynal,
Oslo, Norveg

Immunicon, Huntingdon
Valley, PA, ABD

Immunotech,
Marsilya, Fransa

Promega, Madison,
WI, ABD

Quantum Magnetics,
Madison, CT, ABD

Sigris Research,
Brea, CA, ABD

Ayiricl ismi Tanim
10 veya 20 adet 1,5ml’lik tip igin
Temel ayirici ayiricl

10/20 yerlik ayirici 15ml 2 tip veya 50 ml tek tip igin
yuksek olgekli ayirici

10 adet 1,5ml reaksiyon tupu i¢in

veya 2 adet 15 ml ve 1 adet 50

Manyetik ayirici
ml’lik tlp icin ayakli sistem

1,5ml’lik 4 adet reaskiyon tlpu igin

Manyetik ayirici
ayiricl

8 adet 1,5 ml'lik reaksiyon tupu 1
adet 15 ml’lik,bir adet 50ml’lik tlp
igin ayirici

3 6zelligi bir arada bulunduran
manyetik partikdl ayirici sistemi

1,2 ve 6 test tlpu igin 1, 6, ve 10
adet ependorf tipi mikrosantrifuj
tipd icin ayirici sistem

MPC-1, MPC-2, MPC-6
MPC-E-1, MPC-E-6, MPC-M

Mikrotitre kuyucuklarindan ve
benzer kanallardan hiicre ayiririmi
XS4200 y L wie »
PS4100 saglamak igin ‘igne uclu” ayirici
sitem

Dort uclu manyetik ayirici

1 tdp igin manyetik tutucu 1ve 4 tlp igin ayiricilar

4 tap igin manyetik tutucu

2 ve 12 test tipu igin farkli

MagneSphere manyetik ayirici  g¢aplarda manyetik ayirici ayaklar

ayaklar

Ayirict aynianda cok sayida
degisik boyutlardaki tlplerde

Cok yolu ayirici
ayirim saglayabilmektedir

Manyetik partiktlleri karigtiriken

MixSep ayrimi sadlayan cihaz

manyetik etiketli olmayanlar kolondan akis ile uzaklagsmaktadirlar. Etiketli hucreler
ise kolonun miknatistan ayrilmasindan sonra tekrar akis ile toplanir. Ticari olarak
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en gelismis ornekler Miltenyi Biotech/Almanya firmasinin gelistirdigi “MACS Cell
Sorter” sistemlerdir. Sekil 2.5’de Miltenyi Biotech/Almanya firmasinin Urettigi
laboratuar olgekte calisilabilen MidiMacs ve hastaneler igin daha buyuk dlcekte

calismayi saglayan AutoMacs sistemleri gértilmektedir (Miltenyi, 1990)

(A) (B)

Sekil 2.4. Kesikli manyetik ¢oktirmeli sistemler
(A) EasySep (Stem Cell Tech.) (B) Sigris Research

Hartig ve ark. yaptiklari c¢alismalar sonucunda karsi-akiskli (counter flow)
elektoforez sistemine dayanan kargi immunomanyetik ayirma sistemi
gelistirmiglerdir (Hartig, 1995). Bu sistemde manyetik etiketli ve etiketsiz hlcreler
tampon icerisinde surekli bir akista homojen olmayan meyilli bir
elektomaiknatistan yavas akimda gegmektedirler. Manyetik alan etkisinde olusan
manyetik momentler manyetik etiketli hucrelerin akis esnasinda hareketlerini

saptirarak manyetik etiketsiz hucrelerden ayrilmalarini saglamaktadirlar.

Chalmers ve ark. yaptiklari galismalar sonucunda dort uglu manyetik ayirici
sistemi gelistirmiglerdir (Chalmers, 1998). Bu manyetik ayirici sistemde silindirik
alanda olugsan manyetik alanin merkezine odakli 4 adet manyetik delik
bulunmaktadir. Dért uglu manyetik ayiricidan huacreler tek bir giristen girdikten
sonra manyetik etiketli ve etiketsiz hucreler iki farkh c¢ikistan sistemi terk
etmektedir. Cizelge 2.8'de ticari olarak satilan kesintisiz akigli manyetik ayiricilar

verilmektedir.
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2.3.3.3. Manyetik kararl akigkan yataklar

Bu cihazlar genellikle uygun bir dolgu malzemesi [nikel kireler (Terranova,1991),

manyetik poliakrilamid tanecikler (Cocker,1997) doldurulmus kolonun manyetik

alanayerlestiriimesi ile olusturulmaktadirlar. Bu alan tipik olarak sarmal bobin

tarafindan gevrelenen hareketli fazla es dogrusal olarak uygulanmaktadir. Sarmal

bobin kuulanimi arastiriciya farkl akimlarda, dolayisi ile farkh gucte manyetik

alanlarda galisma imkani vermektedir. Bu cihazda meydana gelen manyetik alan

dolgu malzemesini eksensel hareketini kisitlayarak yatagin genlesmesini azaltarak

akiskan yatakli manyetik ayiricinin performansini arttirmakta ve daha az basing ile

islemin gergeklestirimesini saglamaktadir (Lochmduller, 1988).

Cizelge 2.8. Kesintisiz akisli manyetik ayirici sistemlerden ticari 6rnekler

Firma

Baxter Healthcare, ABD

Dr. Weber, Almanya

Immunicon,ABD

Miltenyi Biotech, Almanya

Quantum Magnetics, ABD

Ayirict ismi

Isolex 300i

Sirekli imminomanyetik ayirici
CIMSII

HG4100

Degisik tipte MACS ayiricilar

Akan hticre ayirici

Tanim

CD34+ hlcre ayiricimi igin otomatik
sistem

Moduler sirekli ayirim

Yuksek dereceli manyetik ayirici

Yiksek dereceli manyetik ayirici

Dikdoértgen akis hicresi veya sabit
tipte ayinm saglayan nadir
miktanistan yapilmis ayirici sistem
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Sekil 2.5. Akish manyetik ayirma sistemleri
(A) Midimacs (B) Automacs

2.3.4. Hicrelerde Manyetik Ayinmda Uygulanan Yontemler

Manyetik teknikler ile hicre ayirirminini uygulama agsamasinda ¢ok gesitli

uygulama yontemleri tercih edilebilir. Bu yontemlere asagida kisaca deginilmistir.

2.3.4.1. Dogrudan ve dolayhl ayirnm metodlari

Dogrudan ayirrm metodunda ortamdan izole edilemesi istenen hucreye 6zgun
primer ligand tasiyan manyetik etiketler ile igaretlenir. Belirli sure inkubasyondan
sonra manyetik partikillere bagli primer ligand spesifik hicre reseptoru ile etkilesir

ve etkilesim kompleksi bir miknatis kullanilarak ortamdan ayrilir.

Dolayli ayirrm metodunda ise ortamdan izole edilemsi istenen hlcre uygun bir
primer affinite ligandi ile isaretlenir. Bu primer liganda 6zgln sekonder affinite
ligandi tasiyan manyetik partikll inkilbasyon suresince primer ligand ile birlesir ve

manyetik ayirici yardimi ile istenilen hicrenin ortamdan izole edilemesini saglar.
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2.3.4.1.1. Pozitif ve negatif se¢cim metodlari

Pozitif ve negatif segim metodlari ortamda hangi hlcrenin dnce segilecegi esasina
dayanmaktadir. Negatif segimde izolasyonu istenmeyen hucreler manyetik
isaretlenir,bdylece miknatis altinda istenmeyen hucreler tutunurken, izolasyonu
istenen hucreler manyetik isaretlenmedikleri icin yikama islemleri ile birlikte sistemi
terk ederler. Hem dogrudan hem de dolayli ayirirm metodlari negatif se¢im metodu
ile kullanilabilmektedir. Negatif sec¢imin kendi iginde birtakim kisitlamalari
bulunmaktadir. Eger izolasyonu istenen hlcre ortamda oldukga az bulunuyorsa,
negetif secim metodu izolasyonda yabanci hiicre kontaminasyonuna ve dolayisi

ile disuk verime neden olabilmektedir.

Pozitif se¢im yonteminde ortamdan izole edilmesi istenen hicre manyetik olarak
isaretlenir ve bdylelikle miknatis altinda tutulabilmektedirler. Yikama iglemleri
sonucunda istenmeyen hucreler ortamdan uzaklastirilir. Sistemden en son ¢ikan
izole edilmesi istenen 6zgun hicredir. Bu se¢im yonteminde de hem dogrudan

hem de dolayli ayirim yontemleri ile birlikte kullanilabilmektedir.

2.3.5. immiinomanyetik Ayirim

immiinomanyetik ayirim (IMS), hem 6karyotlar hiicrelerde hem de prokaryot
hicrelerde spesifik hicreye 6zgu antibadi bagh manyetik partikillerin ya da
manyetik kolloyidlerin kullanildigi ayirim sistemi olarak tanimlanabilir. Bu sistemde
yuzeyinde ilgili hucreye Ozgun antibadi tasiyan manyetik partikuller huce
stispansiyonlari ile belirli siire inkiibasyona birakilirlar. inkiibasyondan sonra
manyetik partikillere baglanan hucreler ve ortamda fazla kalan manyetik
partiktller manyetik ayirici ile ayirilabilirler. Kullanilan yénteme gbére monoklonal
(MADb) ya da poliklonal antibadiler kullanilabilir. Sistemin dizgin islemesi, antijen
antibadi eslesmesinin gerceklesebilmesi, ayirim tam ve dogru yapilabilmesi igin
Antibadi Fc kismindan manyetik partikile baglanmali ve 6zgin Fab kisimlar
disartya dogru bakmalidir.  Antibadi  kullanilarak  yapilan  dogrudan

immunomanyetik ayirrm yontemlerinden bazilarina asagida ornekler verilmistir.
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. Streptavidin immobilize edilmis manyetik tasiyicilara biyotin baglanmasi
(Lea, 1988)

. IgG saflastiriimasi igin Protein A ve Protein G immobilize edilmis manyetik
partikuller (Widjojoatmodjo,1993).

° istenilen antibadi yapisinin tosilenmis, karboksil, amino, hidroksil
fonksiyonel gruplar tasiyan manyetik partikillere kovalent baglamasi
(Dynal Booklet, 1996)

. Boronik asit tirevleri immobilize edilmis manyetik tasiyicilari antibadinin Fc
kismindaki karbohidrat birimlerine geri donusumlu olarak baglanmasi
(Halbreich, 1997)

. Escherichia coli DNA(lac operon bdlgesi)'si iceren manyetik tasiyicilarin

flzyon proteinlerine baglanmasi (Ljungquist, 1993)

immiinomanyetik ayirrmda dogrudan ayirim metodlarinin yaninda dolayli ayirim
metodlarida kullanilabilmektedir. Dolayli ayirrm metodunda istenen hucre bir
primer antibadi ile isaretlenir. Belirli bir inkibasyondan sonra yuzeyine bagli,
primer antibadiye 6zgln sekonder antibadi tasiyan manyetik partikiller ile hicre
suspansiyonu etkilestirilir. Belirli bir inkibasyondan sonra baglanmayan fazla
antibadi ve manyetik partikil yikama ile uzaklastirilir ve izolasyonu istenen hicre

ortamdan miknatis yardimi ile toplanir.

Cogu monoklonal antibadi hlcre slUspansiyonu igerisinde 6zgun hicrenin
aytilmasi i¢in ¢ok etkin bir baglanma gostermektedir. Dolayli ayirim yontemi ise
hucrenin dusuk yuzey antijen yogunlugu varsa tercih edilmelidir. Dogrudan ve
dolayli ayinm yontemleri kargilastirildiginda dogrudan ayirim dolayli ayirima gére
daha kisa surmektedir ve dogrudan ayirimda yuzeydeki diger antijen yuzeyleri

kapatilmamaktadir.

immiinomanyetik ayirim teknigininde kullanilan ticari érneklerde negatif ve pozitif
secimde hucre canhligi %95-99, saflik ise %60-90 arasindadir. Saflik orani
calisilan hucrenin hucre suspansiyonundaki orani ile degisebilmektedir.
Suspansiyon igindeki konsantrasyonu dusuk hdcrelerin ayirrminda ayirim

veriminin dusuk olmasi beklenmektedir. Bazi durumlarda elde edilen manyetik
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partikll bagli hucrelerden, bu manyetik partikulin ¢ikarilmasi gerekmektedir.
Cikarma iglemi cgesitli yollardan yapilabilmektedir. Asagida bazi yontemlerden

ornekler verilmigtir.

Manyetik partikil bagh CD34 hematopoietik hiicrelerden manyetik partiktller

trypsin gibi proteolitik enzimler kullanilarak ayrilabilirler.

e Ticari olarak Dynal firmasinin Urettigi “DETACHaBEAD” Grinl antijen-antibadi
baglanma bdlgesini direk olarak ayirarak partikilin hucreden ayrilmasini
saglamaktadir .

o DNA-Ab kompleks yapisi DNA linker ayirici enzim (Dnase) ile parcalanabilir.
Boylelikle DNA bagh manyetik partikul ile 6zgun hucre birbirinden ayrilabilir.

e Cryptosporidium oositleri immunomanyetik ayinmdan sonra ortamin pH’sinin
dusurulmesi ile manyetik partikulden ayrilirlar.

e Transferrin reseptora (CD71) igeren hlcreler ortama yeterli miktarda otolog

plazma ilavesi ile manyetik partikulden ayrilirlar. Plazmadaki ¢ozUnmus haldeki

transferrin transferrin reseptorine bagli Ab-manyetik partikil kompleksi ile

rekabete girerek kompleksi hiicreden ayirir.

2.4. Akigh Hiicre Olger ve Hiicre Ozelliklerinin Belirlenmesi

Akish Hucre Olger (Flow Cytometry) hiicrelerin biyUkIigl, vizkositesi,
granulositesi, yluzey 6Ozellikleri ve DNA igerikleri gibi biyokimyasal ve fiziksel
Ozelliklerininin tek hlcre seviyesinde arastiriimasina olanak saglayan bir analiz
sistemidir. Modern akigli hicre Olger bilgisayar teknolojisi, optik ve elektronik
alandaki gelismeler, monoklonal antibadilerin Uretimi, sitokimyasal boyamalar ve
florokrom kimyasindaki gelismelerin birarada uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikmigstir
(Norman 1980).

Akigl hicre Olger genel kullanim amagclarini agsagida genel olarak 6zetlenmistir
(Muirhead, 1987).

o Kantitatif, tek hucre seviyesinde hizli, ¢cok parametreli analiz imkani

saglamaktadir.
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e Hicre alt gruplarinin  sayisal ve yapisal farklilagsmasinda
kullanilabilmektedir.

e Hucrelerin fonksiyonel, biyokimyasal, morfojik veya sitogenetik
karakterizasyonuna ek olarak, hicre alt gruplarinin “sorting islemi ile

ayrilmasina olanak saglamaktadir.

Bir hucrenin akigl hiucre olger ile analizi hucrelerin suspansiyon haline getiriimesi

ve monoklonal antibadiler ile isaretlenmesi gerekmektedir.

Hucrelerin izolasyonu ve saf olarak eldesinden sonra bir veya daha fazla floresan
bagli monoklonal antikor veya daha kromoforlar hicre ile konjuge edilir. Bu
floresans bagli monoklonal antikorlar ve kromoforlara “prop” adi verilmektedir.

Problar genellikle hicrenin ylzey antijenlerine 6zgundurler.

Hucrelerin akish hicre olgerde isaretlenmesinde iki farkli immunfloresans teknik
kullaniimaktadir. Dogrudan isaretleme metodunda antikor ile konjuge olmus
florokrom madde kullanilir. Bu florokrom maddeler FITC
(fluoresceinisothiocyanate), Rhodamin, Fikoeritrin (PE) vb’dir. Bu sistemin
avantaji, kullanilan antikorun mono-spesifik olmasi nedeni ile, 6zgin olmayan
baglanmanin ihmal edilecek kadar az olmasidir. Cok dusuk yogunluklara sahip
yuzey antijenlerinin gOsterilememesi ise dezavantajidir. Dolayli isaretleme
metodunda ise; suspansiyon halindeki hicrelere ilk olarak isaretsiz monoklonal
antikor baglanir. isaretsiz monoklonal antikorla birlesmis bu hiicrelerin aletle
analizi igin ikinci bir isaretli monoklonal antikora ihtiyaci vardir. Bu ikinci antikor,
hiucre ile bagh durumda olan birinci antikora baglanir. Bu metodun avantaji, ¢ok
dusuk yogunluga sahip yuzey antijenlerinin gosterilebilmesi, dezavantaji ise 6zgun
olmayan baglanmanin dogrudan metoda gore daha yuksek oranda
gorulebilmesidir (Riley, 1989).

Akisli hicre dlgerde yapilan analiz birgok sistemin birlesmesinden olugsmustur.
Bunlar drnek toplayici ve tasiyici sistem, akis sistemi, lazer 1sik kaynagi, sferik ve
capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektoérleri (optik ve elektrik
sinyal), bilgisayar (veri toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve analizi) ve ayirma

mekanizmasidir.
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Suspansiyon halindeki hucreleri cihaza vermeden once cihaz polistiren kapli
partiktller ile kalibre edilir ve cihazin lazer ayari yapilir. Standart ve kontrol
grubunun cihaza verilmesi ile 6rnegin kalibrasyonu yapilir ve 6rnek cihazdan
gegirilir. Hucreler hava basinci ile akis sisteminden gegirilir. Buradaki sivinin akisi
¢ok hizli oldugundan yuksek bir basing olusturur ve bu basing ile hicreler cam ve
kuarzdan yapilmis akis odasina gelirler. Bu odanin geometrik sekli ve sivinin
laminar akigi, hucrelerin tek bir sira halinde gegmesini saglar. Tek sira halinde
gecen hucreler lazer 15191 icinden gegerek gorunur hale gelirler. Lazer kaynagi
olarak, argon iyonu, kripton, helyum-kadmiyum, helyum-neon veya daha yuksek
yogunluktaki 1sik kaynaklari kullanilir. isaretlemede kullanilan problar lazer
kaynagi ile aktive olduklarindan 1sima yaparlar ve bu sayede tespit edilebilirler.
Genellikle lazer kaynagi olarak argon iyonu kullanilir ve FITC, PI (Propidium
iodide), Ethidium Bromid, Akridin oranj, Fikoeritrin (PE)in 488 nm’de
aktivasyonunu saglanir. Bu problarin emisyonlari farkhdir. Hucreye bagh
florokrom, lazer 151g1 ile aktiflenir ve bu enerjiyle 1sima yapar. Bu yayilan isinin
yogunluguna gére hucre boyutu, i¢ yapisi, yizey morfolojisi ve hucrelerin canlilgi
hakkinda bilgi edinilir. Aktiflenme sonucunda agiga ¢ikan floresans fotodiodlarla
toplanir. Fotomultiplayer tapler (PMT) ile elektirik sinyaline ¢evrilerek amplifiye

edilir ve sonuclar bilgisayara iletilir (Fuller, 1980).

Akigl hiicre dlgerde 4 fotodedektor vardir: Onden sagilimi gésteren FALS (forward
angle light scatter), yandan sacilimi gésteren RALS (right angle light scatter), yesil
ve kirmizi floresans dedektorleri. FALS 6nden sagilimi saglar ve hucre boyutunu
gosterir. RALS yandan sacilimi saglayarak hicrenin i¢ yapisi yani granulositesini
gosterir. FALS/RALS histogrami ile hicre suspansiyonunda kapilama o6zelligi
(gating) kullanilarak farkli populasyonlar segilebilir. Multiparametrik analizler
yapilacaksa 2 veya daha fazla renkli immunfloresans boya kullanilir. Genellikle
yesil floresans veren FITC ve kirmizi floresans veren PE kullaniimaktadir (Deniz;
2004). Bu ozelliklerden yararlanilarak akigh hicre élger ile hiicrenin hem boyut ve
granulositesi hakkinda bilgi edinilirken hemde farklh immunfloresans boyalar
kullanilarak htcrelerin yuzey o6zellikleri ve immunfenotipleri hakkinda bilgi

edinilebilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda ilk boluminde nano boyutta ve manyetik 6zellikte
inorganik cekirdek materyalinin sentezlenmesi gergeklestirilmistir. Bu sentez
galismasi icin galisma grubumuzda bulunan Filiz Sayar'in Hacettepe Univesitesi
Kimya Muhendisligi Yuksek lisans tezinde uyguladigi yontem temel alinmistir
(Sayar, 2004). Bunun igin ikili ¢coktirme yontemiyle superparamanyetik 6zellik
goOsteren “manyetit” (FesO4) nanopartikiller Gretilmigtir. Sentezlenen 70-500nm

boyutlu manyetit nanopartikuller polimer ile kaplama asamalarinda kullaniimistir.

Sentezlenen manyetit partikiller mikroemulsiyon polimerizasyonu ile MMA/AAc ve
yuzey aktif madde icermeyen emdulsiyon polimerizasyonu ile PEG/MA
kaplanmistir. Elde edilen polimerik manyetik partikillerin hicre Uzerindeki
sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Nanopartiktller FTIR, DSC, XRD ve
ZETA sizer analizleri karakterize edilmigs ve oOnceki c¢alismalarla uygunlugu

arastiniimigtir.

Karakterizasyon calismalarini takiben sentezlenen polimerik nanopartikullere
mezenkimal 6zgin CD 105 ve CD 73 antibadilerinin baglanmasi ve ilgili

optimizasyon galigmalari gergeklestirilmigtir.

Elde edilen nanosorbentleri ile hem akigh manyetik ayirici sistemde hem de
¢okturmeli manyetik ayirici sistemde hucre suspansiyonundan mezenkimal kok
hdcrelerin ayrima gergeklestiriimigtir. Ticari ornek ile yapilan saflastirma iglemleri

ile karsilastiriimigtir.

Bu calismalar ile ilgili deneysel yontemler asagida ayrintili olarak ayri bolumler

halinde sunulmustur.

3.1. Manyetit Nanopartikiil Uretimi

Manyetit nanopartiklllerin Uretiminde Sigma (ABD) dan temin edilen FeCl,.4H,0
ve FeCl3.6H,0 reaktif tuzlar ve NaOH ¢oktiirme ajani olarak kullanilmistir. Fe?*
tuzlar kararsiz oldugu ve havada renk degisimi ile gézlenen “akaganeite” (-
FeOOH) vyapisina oksitlendigi bilinmektedir. Reaktiflerin safligi manyetit
olusumunda 6nemli bir parametre oldugu igin reaktifler azot altinda depolanmis,

hazirlanmis ¢ozeltilerin kullanilmadan once bu kararsizliklarini dnlemek igin
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cozeltiler calisma oncesi 15 dakika azot ortaminda bekletilerek oksijeni
giderilmistir. Fe?* ve Fe®" tuzlarinin oksidasyonunu ve yanreaksiyonlarin

olusumunu 6nlemek icin reaksiyonlar da N, atmosferinde gergeklestirilmigtir.

Sekil 3.1°de gsematik olarak verilen deney dizeneginde nanopartikullerin Gretimi
icin izlenen yontem soyledir: Reaksiyonlar dort boyunlu bir reaktdérde geri
sogutucu altinda, mekanik karigtirici ve su banyosu kullanilarak, N> atmosferinde
gercgeklestirilmistir. Tipik bir reaksiyonda, 80°C’deki 160 ml deionize su igine
yuksek karistirma hizinda 120 ml 1.25 M Fe?* ve Fe®* tuz ¢cozeltisi ile 120 ml 5M
NaOH cozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyonun hemen basinda siyah bir ¢okelek
olusumu go6zlenmistir. Bu ¢ozelti 80°C’de 2 saat ¢ok ylksek karistirma hizinda

karistirilmigtir.

ST q

N2 - 6
d 8
Wl LW
3 4 o “
2

Sekil 3.1. Deney diuzenegi. (1) Vana, (2) Su Banyosu, (3) Demir Cozeltisi, (4) NaOH
Cozeltisi, (5) Termometre, (6) Reaktoér, (7) Mekanik Karistirici, (8) Geri Sodutucu ve (9)
Elektrikli Isitict.

Manyetik ayirici (MCB 1200 Biomagnetic Processing Platform, Sigris, ingiltere)
yardimiyla manyetik olan partikullerle olmayan partikuller birbirinden ayrildiktan
sonra birka¢ defa su ile yikama islemi uygulanmigtir. Manyetit nanopartikulleri
manyetik ¢gekim kuvvetleri nedeniyle topaklanmaktadir. Bunun 6nine gecilmek
uzere 1M’lik tetrametilamonyum hidroksit (TMAOH, Sigma, ABD) ¢ozeltisinden 10

ml ilave edilerek, pozitif yukli N(CHs)s" iyonlari ile manyetit nanopartikillerinin

stabilizasyonu gercgeklestiriimistir. Sentez asamasinda 6n denemelerde belirlenen
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su kosullarda calisiimistir: Fe*/Fe** mol orani 0.5, pH 12, sicaklik 80°C’ ve NaOH

konsantrasyonu 5M olarak belirlenmigtir.

Tez kapsaminda temel alinan protokolde yalnizca karistirma hizi 500-2000rpm

arasinda degistirilerek partikul boyu ayarlanmistir.

3.2. Manyetik Yiiklii Polimerik Nanopartikiillerin Uretimi

Fonksiyonel gruplu manyetik yuklu polimerik nanopartikullerin Uretilebilmesi igin
sentezlenen 70 nm boyutlarinda manyetit (Fe3O4) nanopartikilleri kullaniimistir.
Bu partikullerin polimer ile kaplanmasi igin su iki polimerizasyon sistemi secilmigtir:
(a) metil metakrilat/akrilik asit (MMA/Aac) komonomeri kullanilarak mikroemulsiyon
polimerizsyonu ve (b) polietilenglikol-metakrilat (PEG-MA) komonomeri

kullanilarak yuzey aktif madde igermeyen emulsiyon polimerizasyonu denenmisgtir.

3.2.1. Manyetik Yiikli Polimerik Nanopartikiillerin Mikroemiilsiyon

Polimerizasyonu ile Uretimi
3.2.1. 1. Kullanilan maddeler

Ana monomer olan metil metakrilat (MMA, Fluka, isvigre) icindeki inhibitori
uzaklastirmak igin %10’luk sulu sodyum hidroksit (NaOH) (Aldrich, ABD) ¢ozeltisi
ile ekstrakte edilmigtir. Komonomerler, akrilik asit (AAc) (Fluka, ABD), yuzey aktif
madde olarak sodyum dodesil sulfat (SDS, Aldrich, ABD), suda ¢6zlinen baslatici
potasyum persulfat (KPS, Aldrich, ABD) satin alinma yolu ile temin edilmis,
herhangi bir saflastirma islemine tabi tutulmadan kullaniimistir. Batin deneylerde

deiyonize su kullaniimistir.

3.2.1.2 Mikroemiilsiyon Polimerizasyonu

Mikroemdulsiyon polimerizasyonu c¢alismalari 100 ml hacminde sizdirmaz cam
reaktorlerde yurutulmustur. 70 nm’lik manyetit nanopartikuller deionize suda bir

sonikator (Bransonic 221, ABD) yardimiyla sispanse edilmistir. Yuzey aktif madde
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(SDS) deionize suda suUspanse edilmis olan manyetit nanopartikillerine ilave
edilerek sonikator yardimiyla miseller olusturulmustur. Monomer ve/veya
komonomer karigimlari oda sicakliginda hazirlanmigtir.  Kullanilan AAc
komonomerinin miktari MMA’ya gore agirlikga %10’dur. Monomer karigimi
polimerizasyon reaktori igindeki sulu faz (izerine eklenmistir. ilave edilen toplam
monomer miktari yapilan 6n ¢alismalarda belirlenmistir., Ortamdaki monomer
konsantrasyonu agirlikga %6.34 olacak sekilde olup, tim calismalarda bu deger
kullaniimistir. Daha sonra ortama baslatici su temelinde 1.5 mM olacak sekilde
suda ¢6zunen KPS eklenmigtir. Polimerizasyon oncesi reaktorden su fazindaki
¢d6zunmus oksijeni uzaklastirmak amaciyla 1 dk streyle ortamdan saf azot gazi
gecirilmigtir. Mikroemdilsiyon polimerizasyonlari 60°C’de, sicaklik kontrollu
calkalayici su banyosunda (Kéttermann Laborteknik, Almanya) 70 vuru/dk hizda

calkalanan reaktorlerde gergeklestiriimistir. Polimerizasyon suresi 24 saattir.

Polimerizasyon sonrasi elde edilen lateks ortamda fazla miktarda bulunan yuzey
aktif maddeden uzaklastirmak igin sirasiyla metanol ve su ile yikanmigtir. 20 000
devir/dk’da galistirilan santrifij yardimiyla ¢okturilen manyetik yukli polimerik
nanopartikuller manyetik ayirici yardimiyla manyetik yUkli olmayanlardan
ayrilmistir. Bu igslem birka¢ defa tekrarlanmigtir. Daha sonra polimerle
kaplanmamis olan manyetit nanopartikulleri ile kaplanmis olanlari ayirmakigin
0.01 N’deki H2SO4 ¢ozeltisi ile karigtirilarak 48 saat bekletiimistir. Manyetit
nanopartiktlleri 0.01N’deki H,SO4 ¢ozeltisinde ¢dzunlrken polimerle kapli olan
nanopartikullerde hig¢bir degisiklik olmamistir. Stpernatant kisminda ¢ézunmaus
manyetit nanopartikullerin olmasi nedeniyle ¢oken kisimdan ayrilarak polimerle
kapli manyetik nanopartikiller tekrar su ile yilkama islemine tabii tutulmustur.
Ortamda bulunabilecek poliakrilik asit (PAAc) homopolimerlerde su ile yilkama

islemiyle suda ¢ozunerek uzaklagtiriimigtir.
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3.2.2. Manyetik Yiikli Polimerik Nanopartikillerin Yiuzey Aktif Madde

icermeyen Emiilsiyon Polimerizasyonu ile Uretimi

3.2.2.1. Kullanilan maddeler

Ana monomer olan polietilen glikol (Sigma, ABD) ve komonomer metilakrilat
(Sigma, ABD) ve 2-Dimethylamino-2-methylpropanol (DMAPM) (Sigma-Aldrich,
ABD) satin alindigi gibi dogrudan kullaniimistir. PEG-MA icerdigi hidroksil
gruplariyla daha sonraki uygulamalarda kullaniimak Uzere partikule fonksiyonel
grup saglamistir. Satin alinan stiren (Aldrich, ABD) distile edilerek inhibitori
uzaklagtirlmistir. Suda ¢o6zunen baglatici V50 (Aldrich, ABD) herhangi bir
saflastirma islemine tabi tutulmadan kullaniimistir. Batin deneylerde deiyonize su

kullaniimistir.

3.2.2.2. Yizey aktif madde icermeyen emiilsiyon polimerizasyonu

Tez kapsaminda ylzey aktif madde igcermeyen emdulsiyon polimerizasyonu
uygulama yoéntemi soOyledir: 100 ml hacminde sizdirmaz cam reaktdr iginde
karisim bir sonikator (Bransonic 221, ABD) yardimiyla iyice dagitilmistir. Ortam
pH’'s1 0.1 N’lik standart hidroklorik asit ¢ozeltisi yardimiyla 2.5-3’e ayarlanmistir.
Polimerizasyon 6ncesi reaktérden su fazindaki ¢ézinmis oksijeni uzaklastirmak
amaciyla 1 dk sureyle saf azot gazi gegirilmistir. Polimerizasyonlari 65°C’de,
sicaklik kontrolli calkalayici su banyosunda (Kéttermann Laborteknik, Almanya)
70 vuru/dk hizda galkalanan reaktorlerde gerceklestiriimigtir. Polimerizasyon suresi

yaklasik 24 saattir.

Polimerizasyon sonrasi elde edilen lateks ortamda bulunan reaksiyona girmemis
monomerlerden uzaklastirmak igin sirasiyla metanol ve su ile yikanmigtir. 20 000
devir/dk’da galistirilan santriflj yardimiyla ¢oktralmustur. Bu yikama iglemi en az

uc kez tekrarlanmistir.

3.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan manyetit nanopartikillerinin boy ve boy dagilimlarini belirlemek igin bir

Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir. Cihaz 6lglim
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yontemi olarak Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) kullanmaktadir. Dinamik i1sik
saciimasi, mikro saniyenin onda biri ile mili saniye zaman arahdinda, o6rnek
¢oOzeltinin kuguk bir Kismindan sagilan 1s1gin zamanla degisiminin olgulmesidir.
Sentez sonrasi yikanip, santrifijlenen partikiller distile-deionize su kullanilarak
seyreltimis ve yaklasik 3 ml hacimli érnek ¢ozeltisi polistiren klveticersine
konulmustur. Deneyler, sicaklik kontrollt bir bélme igersine yerlestirilen polistiren
klvetin igersindeki ¢ozeltiden 633 nm’lik kirmizi lazer 1s1dinin gegiriimesi ile
gergeklestirilmistir. Ornek igersinden gegirilen lazer 1s1§indan sagilan 11k 90° 'ye
yerlestirilen detektor tarafindan olgulmustiur. Dedektorde olgulen 1sik siddeti,
elektronik sinyallere donusturuliup korelatore gelmektedir. Korelatorde kuguk
zaman araliklarinda sagilan 1sik siddeti degerleri karsilastirilir ve 1s1k siddetinin
degisim hizi belirlenmektedir. Sacilan 1s1din siddetindeki degisimler, calisilan
bolgenin icinde ve disindaki molekullerin difuzyon hiziyla ilgilidir (Brownian
hareketi) ve analiz edilen veriler direkt olarak isik sagilmasina neden olan
partikullerin difuzyon katsayilarini vermektedir. Difuzyon ile partikul buayuklugu
arasindaki iligki, kiresel partikiller icin Einstein tarafindan gelistirilen ve Brownian
hareketi ile agiklanan teorik denklikle agiklanmaktadir. Bu denklikten, kuresel
partikillere ait difizyon katsayilari fonksiyonlastirilip, hidrodinamik ¢ap

hesaplanmaktadir.

Partikul boy ve boy dagiliminin 6lgiimesinde kullanilan cihaz, partikilerin zeta
potensiyallerini de vermektedir. Partikul yuzeyinden belli bir uzakhkta bulunan
iyonlar hareket eden partikul ile birlikte striklenmemektedir. Bu uzakliga kayma
duzlemi denilmekte bu aralikta olgulen elektrik potensiyali zeta potensiyali olarak
tanimlanmaktadir. Cihaz mikroelektroforez teknigini kullanarak zeta potensiyali
Olcmektedir. Bu teknik bir elektrik alani igindeki yUklt partikilin hizinin élguimesi

esasina dayanmaktadir.

Nanopartikullerinin kimyasal yapisi Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi
(FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenmis
olan partikuller vakum etlvinde kurutulduktan sonra KBr ile (agirlikga %1 olacak
sekilde) karistirilarak disk haline getiriimis ve FTIR spekturumlari oda sicakliginda

cekilmistir. Elde edilen sonugclarin dnceki calismalar ile uygunlugu saptanmistir.
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Uretilen manyetit (Fe3O4) partikillerinin karakterizasyonu ve kristal yapisinin
belirlenebilmesi i¢in X-isini kirinim difraktometresi (Rigaku RU-200, Japonya)
kullaniimistir. 0.5 mm Pyrex kapilerde hazirlanan o6rneklerin (50Kvx150Ma)
gucunde, 60 dakika dlgumlerle, 20-100° 26 agisinda spektrumlari gekilmistir.

Nanopartikullerin 1sil 6zelliklerinin belilenmesi amaciyla bir Diferansiyel Taramali
Kalorimetre (DSC, Schimadzu DSC-50, Japonya) kullanimigtir. Olgiim igin
yaklasik 8-10 mg manyetit aluminyum kapsule konarak preslenmigtir. DSC
termogramlari 10°C/dakisitma hiziyla 20 -500°C sicaklik araliginda ve 100ml/dk

akis hiziyla beslenen azot atmosferinde ¢ekilmistir.

Nanopartikullerin manyetik 6zelliklerinin bulunmasinda bir Titregimli Manyetometre
(Vibrating Sample Magnetometer, Fieldial Mark Il Varian, Almanya) cihazi
kullaniimistir. Vakum etivinde kurutulmus olan érneklerin O ile 1.5 Tesla’lik bir
manyetik alandaki miknatislik degerleri, oda sicakliginda olgulmustur. Manyetik
alan igindeki partikullerin manyetik 6zellikleri birim kitle basina manyetik moment
(emu) seklinde ifade edilmigtir. Bu dlgum tekniginde kurutulmusg olan 6rnege sabit
frekansta manyetik alan uygulanmaktadir. Eger 6rnek manyetik 6zellige sahipse
bir miknatis gibi davranir ve gecici bir manyetik akis nedeniyle iletken gubugun
icinde potansiyel farki olusur. Titresimli manyetometre bu potansiyel farki dlgerek

ornegin manyetik 6zelligini belirlemektedir.

3.4. Manyetik Yiiklii Polimerik Partikiillerin Hiicre Canlihg: Uzerindeki

Etkisinin Arastiriimasi

Mezenkimal kék hucrelere 6zgun CD 105 ve CD 73 antibadileri tasiyan polimerik
nanosorbent Uretimine gegmeden Once daha oOnce iki farkl polimerizasyon
yontemi ile sentezlenen manyetik yukli polimerik partikillerin hicre canlilhigi
Uzerindeki etkisi MTT testi ile belirlenmistir. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-
difeniltetrazolium) (Sigma, ABD) ‘den temin edilmistir. Yapilan galismada MTT,
sentezlenen manyetik yukla iki farkli polimerik nanopartiktllerin (PMMA/AAc ve
PEG/MA) farkh konsantrasyonlari ile etkinlestiriimis hudcrelerin canlliklari ve

polimerin hucreler Uzerindeki toksik etkisi incelenmistir.
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MTT testi 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestiriimistir. Bu plaklarin satirinda 12
kuyucuk, sitununda ise 8 kuyucuk bulunur. ilk stituna yalniz hiicre ekilmis ve
hicbir aktif madde ile etkilestiriimemistir. Bu sttun pozitif kontrol olarak kullaniimis

ve en yuksek absorbans bu sutunda elde edilmistir.

Calismada 4 farkli konsantrasyonda nanoparikul kullaniimig ve sitotoksisite
arastirmasi yapilmistir.Bu konsantasyonlar her iki polimer turu i¢in sirasi ile hucre
basina 1ng, 10ng, 50ng ve 100ng’dir. Her bir konsantrasyon i¢in 4 kuyucuk
kullaniimistir. Yuzde canliik hesaplanirken bu 4 kuyucuktan alinan absorbans
degerleri degerlendirilmigtir. Manyetik yukli polimerik nanopartiktllerin 24 ve 48

saat sure sonucunda olusan sitotoksisiteleri belirlenmistir.

3.5. Mezenkimal Koék Hiicreye Ozgiin Manyetik Yiiklii Polimerik

Nanopartikiillerin Modifikasyonu

Mezenkimal kok hicrelerin uygun kaynaktan saflastirilmasini saglayacak manyetik
yukli polimerik nanosorbentler, fonksiyonel uglu, manyetik 6zellik tasiyan
polimerik nanopartikillere mezenkimal kdk hicrelere 6zgin olan CD 105 ve CD73
antibadilerinin kovalent olarak baglayarak elde edilmistir. CD 105 ve CD 73

antibadileri saf olarak BD Pharmingen, ABD firmasindan temin edilmistir.

Nanosorbentlerin Uretiminde daha once ayrintisi ile anlatilan yontem ile
sentezlenen ve daha sonra MMA/AAc kopolimeri ile kaplanan superparamanyetik
manyetit nanopartikuller kullaniimistir. Bu partikiller kopolimer olan akrilik asitten
(AAc) gelen karboksil (-COOH) fonksiyonel u¢ tagimaktadir. Kovalent baglanma

nanopartikilin karboksil (-COOH) ucu ile bir protein olan antibadinin amino (NH2)
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terminali arasinda olmaktadir. Nanopartikul yuzeylerine antibadi molekullerinin

kovalent baglanma mekanizmasi Sekil 3.2."de sematik olarak verilmistir.

;HMHH _(i:"HT.-"\

GML EDAC o-acylizounza Ligand with Ligand bound wia
imarmedizia available aming amide bond

Sekil 3.2. Nanopartikllere antibadi baglanmasinin sematik gosterimi

Nanopartikulleri aktive etmek amaciyla 5 mg MMA/AAc kapli manyetik
nanopartikil 3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yikanmigs ve ayni hacimde slUspanse
edilmistir. Aktive nanopartikuller ile 8 mg/ml EDAC 30 dk. oda sicakliginda uygun
hizli donen karistiricida karigtiriimis ve boylelikle yapida, antibadideki amine
O0zgun aktif ara formun olugmasi saglanmistir. Ortamdaki fazla EDAC, partikullerin
3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yikanmasi ile uzaklastirilmigtir. Partiktller ayni
hacimde MES tamponu ile tekrar suspanse hale getirilmistir. 500 g/ml antibadi
suspasiyonu MES tamponunda hazirlanmigtir ve baglanmanin tespitini saglamak
amacliyla sonradan yapilacak oOlgumler icin antibadi suspansiyonundan 50 |

alinarak 1950 | MES tamponunda ¢ézulmus ve “baglanma oncesi 6rnek” elde
edilmigtir. Kalan antibadi suspansiyonu ile aktive nanopartikiller 24 saat oda
sicakliginda sabit hizda karistiriimigtir. 24 saat sonunda partiktller bir miknatis
yardimi ile ayrilmistir. Ayrilan sivi faz “baglanma sonrasi 6rnek” olarak teste
alinmistir. 280nm dalga boyunda UV-Vis Spektrofotometrede (Jasco V-500), her

iki 6rnek arasinda dlgulen absorbans farkindan ytuzde baglanma hesaplanmistir.
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Partikdller 1 kez pH 5.2 MES tamponu ile yikanip miknatis ile ayrilmigtir. Daha
sonra devam eden reaksiyonu durdurmak amaciyla ortama fazla amin kaynagi
olarak pH 8.0 1M Glisin ¢ozeltisi eklenmis ve partikuller 30dk. oda sicakliginda
sabit hizda donen karigtiricida karigtirimigtir. Karistirma sonunda partikuller
miknatis ile ayirihp pH 7.4 fosfat tamponu ile 3 defa yikanmis ve 2 ml fosfat
tomponunda suUspanse edilmigtir. Boylelikle mezenkimal kok hucreler 6zgun
yuzeylerinde CD105 ve CD73 antibadilerini tagiyan nanosorbentler elde edilmistir.
Bu elde edilen modifiye nanopartikiller, kullanimlari 6ncesi +4C'de

saklanmiglardir.

3.6 Mezenkimal Kok Hiicre Saflastirilmasi igin Modifiye Nanopartikiillerin

Pratikte Uygulamasi ve Ticari Ornekler ile Karsilastiriimasi

Mezenkimal kok hicre saflastiriimasi igin yuzeylerinde (Mouse Anti Human)-CD
105 ve CD 73 6zgun antibadi tasiyan modifiye nanopartikiller elde edildikten
sonra pratikte uygulamasina gecilmistir. Bunun igin gevre kani ile kemikiliginden
izole hucrelerinden olugsan hicre suspansiyonundan kirmizi kan hacreleri
(eritrositler) amonyum klorir ¢dzeltisi kullanilarak uzaklastiriimistir. Beyaz kan
hicreleri (I6kositler) suspansiyon halinde elde edilmigtir. Saflastirma igleminde
ticari olarak satilan Milyenyi Biotech, Almanya firmasinin “CD 105 Microbeads
(130-051-201)” Gruntnune ait saflagtirma protokolu izlenmistir. Saflastirma islemi
hem CD 105 tasiyan hem de CD 73 tasiyan nanosorbentler ile yapilmistir.
Saflastirma igleminde iki farkl ayirma sistemi izlenmistir. Birinci sistemde kesintisiz
akigli manyetik kolon olarak Miltenyi firmasina ait “LS ayirma kolonlar”
kullanilmigtir. ikinci sistemde manyetik nanosorbentlerin sahip olduklari manyetik
Ozelliklerden yola ¢ikarak olusturulan ¢dkme esasli, ticari olarak Stem Cell
Technologies, Kanada firmasinin EasySep udrinine benzer formda tasarlanan
yuksek gucte miknatis iceren kesikli sistem olan ¢oktirmeli manyetik ayirici
kullaniimigtir. Her iki sistemde de ortaya ¢ikan sonuglar akigh hicre olger ile analiz

edilmis ve ticari ornekler ile karsilastirimigtir.
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3.7. Akish Hiicre Olger (Flow Cytometry) Analizi

Saflastirma veriminin saptanabilmesi igin saflastima oncesi ve sonrasi hicre
sUispansiyonu 6rnekleri Akigli Hiicre Olger (Becton Dickinson, ABD) ile analiz
edilmistir. Bunun igi 6rnekler sispansiyon haline getirildikten sonra, saflagtirma
oncesi hucre ylzey Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla toplam hicre
sispansiyonun (25x107 hiicre) bir kismi (2x10° hiicre) 20 | CD 105-PE ve CD 73-
PE ile boyanmistir. Saflastirma sonrasi hucrelerin ytzey 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla akisli hucre olgerde yapilacak analiz oncesi literaturde de belirtildigi gibi
hicreler 10 | Goat Anti Mouse-FITC ile boyanmistir (MACS kullanici el kitabi,
Almanya). 10 dakika karanlikta ve oda isisinda inkibasyondan sonra drnekler
analiz edilmistir. Akigl hicre dlger analizi ile saflagtirma dncesi ve sonrasi CD 105

ve CD 73 % hucre degerleri elde edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISILMASI

Sunulan tezin amaci daha once belirtildigi gibi mezenkimal kok hucreleri gesgitli
kaynaklardan saflastirmayi saglayacak, ylzeylerinde mezenkimal kdk hicre 6zgun
antibadiler (CD 105 ve CD 73) tasiyan nanosorbentler Uretmektir. Yapilan
calismalarin sonuglari asadida ¢ bdlimde sunulmustur. ilk bélimde manyetik
yUkli nanopartikiillerin Uretim ve karakterizasyonu verilmistir. ikinci bélimde
sentezlenen nanopartikullerin polimer ile kaplama ¢alismalari, hicre Uzerindeki
sitotoksik etkileri ve karakterizasyon ile ilgili calismalarin sonuglari verilmistir. Son
bolimde ise mezenkimal kdk hlcre 6zgun antibadi tagiyan polimerik nanosorbent

ile yapilan optimizasyon ve saflastirma calismalarinin sonuglari verilmistir.
4.1. Manyetit Nanopartikiiller

Manyetik 0zellik tagiyan nanopartikullerin Uretiminde daha 6nce bolum bunyesinde
gerceklestirilen galismalar sonucunda ortaya ¢gikan manyetit nanopartiktl tretim
protokolU izlenmistir. Farkli boylarda manyetit nanopartiktl Gretimi igin ilgili
protokolde sadece karistirma hizi degistirilmistir. Karigtirma hizinin artisini bagh
olarak manyetit partikil c¢apinda kidgulme olmaktadir. Cizelge 4.1’de farkh

karigtirma hizlarinda elde edilen partikul caplari gorulebilmektedir.

Cizelge 4.1. Farkh karistirma hizlarinda elde edilen partikul 6zellikleri

Karistirma hizi (rpm) Partikil Capi (nm) Pl (boy dagilimi)
1200 rpm 575 nm 0,593
1500 rpm 215nm 0,293
2000 rpm 75nm 0,215

Ortaya ¢ikan davranis karistirma hizinin artmasiyla ¢ok sayida g¢ekirdeklenme
noktasi olusturuldugu ve homojen dagilim saglandigi bununda hem partukullerin

daha kuguk hem de boy dagiliminin dar olmasina yol actigi seklinde
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yorumlanabilir. Elde edilen sonuglar literatir ile benzerdir. (Morais ve ark, 2001,
Sayar, 2004). Tez kapsaminda 70-500nm c¢apta farkhi boylarda manyetiti
nanopartikil dretimi gergeklestiriimistir. Sentezlenen nanopartikiller FITR, Zeta-
Sizer, DSC, XRD, VSM kullanilarak karakterize edilmistir.

4.1.1. Manyetit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1.1. FTIR analizi

Manyetit nanopartikillerin kurutma sonrasi FTIR spektrumlari ¢ekilmigtir. Sekil
4.1°de tipik bir FTIR spektrumu verilmistir. Spektrumdaki manyetiti temsil eden
karakteristik pikler ise Cizelge 4.2'de sunulmustur.

Sekil 4.1°de goéruldugu gibi Fe-O gerilme titresimi ile ilgili karakteristik pik gruplari
673 ve 408 cm™' dalga sayisinda gdzlenmistir. Bu pikler manyetitin oktahedral ve
tetrahedral bolgelerdeki Fe-O gerilimini gdsteren manyetitin karakteristik pikleridir.
3350 cm ""deki pik serbest su molekiillerine aittir. FTIR spektrumunda elde edilen

karakteristik pikler literaturde rapor edilenlerle uyum igindedir.

Cizelge 4.2. Manyetit nanopartikullerinin FTIR spektrumunda gorilen karakteristik

pikler

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik Pik

3350 OH" piki

673 Fe-O gerilme titresim modu
408 Fe-O gerilme titregsim modu
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Sekil 4.1. Manyetit nanopartikilinin FTIR spektrumuna ait bir 6rnek

4.1.1.2. X-Isini kirllmasi analizi

Sentezlenen manyetit nanopartikullerinin kristal yapilarinin belirlenmesi igin X-
isinlari kirilmasi (XRD) analizi yapilmis ve ilgili spekturumlar elde edilmigtir. Tipik

bir spektrum Sekil 4.2’de sunulmustur.

ASTM Kkartlarinda demir oksit kristalleri icin “d”(atomlar arasi uzaklik, A°) degerleri
tanimlanmistir (Deng ve ark., 2002). Bu referansta demir oksitlerin kristal formlari
kart numaralariyla anilmaktadir ve sdyledir: Kibik manyetit (FesO4) (kart no: 74-
0748), kubik maghemit (Fe203) (kart no: 75-1550), hekzagonal hematit (Fe20s3)
(kart no:72-0469) ve rombohedral hematit (Fe,O3) (kart no:73-2234).

Cizelge 4.3’de farkli 206 degerlerine karsilik deneysel olarak bulunan “d” degerleri

ve kubik manyetit igin ilgili karttan alinan degerler verilmistir. Bu degerler
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karsilastinldiginda, yukarida belirtilen optimum kosullarda tarafimizca sentezlenen

demir oksit nanopartikullerin kuibik manyetit (Fe304) oldugu sonucuna varilmigtir.

Cizelge 4.3. XRD spektrumundaki “d” degerleri ile kibik manyetit icin ASTM
kartindaki “d” degerleri.

20 “d” (deneysel) “d” (literatdir)
(deneysel)
17.460 5.07 4.852
30.200 2.96 2.967
35.40 2.5335 2.532
43.120 2.0961 2.0993
56.720 1.6216 1.6158
62.500 1.4848 1.4845
311
500
400 -
=
S
o 300
©
=
& 200 ~
100 - w
0 | | | |

L L L L |
20 40 60 80 100

Sekil 4.2. Manyetit nanopartikillerinin tipik bir XRD spekturumu.
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4.1.1.3. DSC analizi

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetit nanopartikullerin 1sil 6zellikleri DSC ile
belirlenmistir. Sekil 4.3.’de tipik bir DSC termogrami verilmigstir. Burada ilk olarak
71.5°C sicaklikta fiziksel olarak adsorplanmis su yapidan ayrilmaktadir.
193.87°C’deki ekzotermik pik manyetitin (FesO4) maghemite (y-Fe20s3) gegisini
gOstermektedir. 300°C uzerindeki sicakliklarda maghemitin (y-Fe2O3) hematite (a-
Fe203) oksitlendigi rapor edilmistir (Lauer ve ark., 2000). Dolayisiyla 308.7°C’deki

ikinci ekzotermik pik de maghemitin hematite oksidasyonunu gostermektedir.

DSC
mwW
0.00

-1.00

-2.00

-3.00

-4.00

-5'00 1 1 i | L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00

SICAKLIK [oC]

Sekil 4.3. Manyetit nanopartikillerinin tipik bir DSC termogrami
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4.1.1.4. Manyetometre ile manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetit nanopartikullerinin manyetik 6zellikleri
titresimli manyetometre cihazi ile belirlenmigtir. Bir manyetik alan igindeki
partiktllerin manyetik Ozellikleri birim kutle basina manyetik moment (emu)
seklinde ifade edilmigstir. Sekil 4.4’de farkh boydaki manyetit nanopartiktllerinin

manyetik alana karsi doygunluk miknatisligi egrisi gosterilmektedir.

90 nm Fle::m4

0,5 1,0 1,5
Manyetik Alan (Tesla)

Sekil 4.4. Manyetit partikallerinin miknatishk egrisi

Bir manyetik partiktildeki manyetik momentlerin hepsi uygulanan alan yénunde
yonlendiginde Olgulen toplam manyetik moment sabit kalir. Bu noktaya doygunluk,
bu noktada olgulen manyetik momente doygunluk miknatisligi, doygunluga
ulasildigindaki alan doygunluk manyetik alani olarak tanimlanmaktadir (Bruce, M.,
2001). Sekil 4.4'de goruldugu gibi 90 nm partikil boyundaki manyetit
nanopartikill 1.315 tesla manyetik alanda 11.68 emu/g (Ms) doygunluk
miknatishgi gostermigtir. Elde edilen bulgular ilgili literaturdekiler ile uyumludur.
(Liu ve ark., 2002, Sayar, 2004).
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Ayrica nanopartikulde histerisis egrisi olusturmadigindan superparamanyetik

davranis gosterdigi dustunulmektedir.

4.2. Manyetit Yliklii Polimerik Nanopartikiller

Manyetik ozellik tagiyan polimerik partikulleri ¢ok gesitli alanlarda kullaniimak
Uzere Uretmek ve bunlar ticari olarak bulmak mumkuindur. Sentetik polimer bazli
manyetik partikuller, manyetik hucre ayrilmasi ve saflastiriimasi, ilag salimi,
manyetik hedefleme (ilaglar ve radyofarmosetikler), immunotestler, molekuler
biyoloji, RNA-DNA saflastirlmasi, manyetik rezonans gorintlileme ajani ve
diagnostik kitler gibi c¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullaniimaktadir
(Chatterjee, J., 2002). Bu amagla literatlrde birgok ¢alisma yapilmistir. Ramirez ve
arkadaslari miniemulsiyon yontemi ile yiksek manyetit igerikli manyetik polistiren
nanopartikllleri sentezlemis ve karakterize etmislerdir (Ramirez ve ark., 2003).
Kondo ve arkadaslari, emulsiyon polimerizasyonu ile sicaklik duyarli manyetik
poli(St/NIPAM/MAA) terpolimerini sentezleyip bunlarin  biyoproseslerdeki
uygulamalarini incelemislerdir (Kondo ve ark., 1999). Arias ve arkadaslari, ilag
saliminda kullanilmak Uzere manyetik bir ¢ekirdek ve biyobozunur PE-2-CA
kabuktan olusan polimerik nanopartiklller sentezlemiglerdir (Arias ve ark., 2001).
Dresco ve arkadaglari mikroemdulsiyon polimerizasyonuyla manyetit-MAA/HEMA
kopolimerini sentezleyip manyetik ozelliklerini incelemiglerdir. Ayrica monomer
konsantrasyonunun ve su/ylzey aktif madde oraninin partikil boyuna etkisini

arastirmiglardir (Dresco ve ark., 1999).

Manyetik ozellik tagtyan polimerik partikuller ile hicre saflastirmasi ¢galismalari
1980’li yillara kadar dayanmaktadir (Miltenyi.,1989). Ozellikle saf hiicre ihtiyacinin
gereksinimi nedeniyle birgok farkli teknik gelistiriimistir. Bu tekniklerin ayrintilari

literatlrde ayrintisi ile verilmektedir (Safarik ve ark. 1999).

Sunulan ¢alismada 6nceki bolumde sentezi ayrintili olarak agiklanan, sunulan tez
kapsaminda duretilen, ortalama partikil boyu 70-150 nm olan manyetit
nanopartiktller c¢ekirdek olarak kullanilarak, bunlari tasiyan polimerik
nanopartikuller Uretilmistir. Mikroemdulsiyon polimerizasyonu ile Uretilen bu

nanopartikillerde ana monomer MMA ve PEG'’dir. Partikullere fonksiyonel grup
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kazandirmak Uzere, komonomer olarak sirasi ile AAc ve MA kullaniimigtir.
Agirlikca 90/10 oranlarinda ana monomer/komonomerler kullanilarak
gerceklestirilen  mikroemulsiyon polimerizasyonlariyla hem manyetik yuklu
olmayan (manyetit kullaniimadan gergeklestirilen) hem de manyetik yukli MMA-
AAc ve PEG-MA nanopartikilleri Gretilmistir. Farkl boylarda manyetik polimerik
partikuller elde edebilmek i¢in farkli gaplarda manyetit partikuller kullaniimigtir.
Sentezlenen partikullerin partiktl buyutklukleri ve dagilimlart Zeta Sizer (Malvern
3000 HSA, ingiltere) ile belirlenmistir. ilgili Zeta Sizer sonuglari Sekil 4.5.'de
gorulebilmektedir. Cizelge 4.4.’de sentezlenen farkll boylarda partikullerin boy ve

boy dagilimlari ile zeta potensiyelleri gorulebilmektedir.

Cizelge 4.4. Sentezlenen manyetik yuklu polimerik nanopartikullerin 6zellikleri

Kaplama
Fe;0, sonrasi Zeta Boy
manyetit nanopartikiil  Potensiyeli Dagilhimi
¢api (nm) ¢api (nm) (mV) (PI)
MMA/AAc kapl manyetik
nanopartikiil 75 153 -42,72 0,229
156 250 -41,05 0,478
183 489 -54,6 0,484
PEG/MA kapl manyetik
nanopartikiil 75 210 22,8 0,112

4.2.1 Manyetik Yiikli Polimerik Nanopartikullerin Sitotoksisitesi

Tez kapsaminda mezenkimal kok hucre saflastiriimasi igin kullanilacak
nanosorbent Uretimini gerceklestirmeden dnce dnceki bdliumlerde ayrintisi ile
anlatilan polimerizasyon teknikleri ile manyetik yukli 90/10 monomer/komonomer
oraninda fonksiyonel ug¢ olarak karboksil grubu (-COOH) tasiyan MMA/AAc ve
hidroksil grubu (-OH) tasiyan PEG/MA polimerik nanopartikilleri sentezlenmis ve
bu partikullerin hucre ile etkilesimleri gergeklestirilerek hlcre canlihdi Gzerindeki

etkileri arastiriimistir.
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Sekil 4.5. Sentezlenen manyetik 6zellikte polimerik partikilerin Zeta sonuglari
(A) Manyetit nanopartiktl (B) MMA/AAc kapli manyetit nanopartikil (C)
PEG/MA kapli manyetit nanopartikul

(B)

Hucre canhiliginin arastiriimasi igin kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kdk
hiicreler (Genkord Saglik Hizmetleri, istanbul) hiicre kaynag: olarak kullanilimistir
ve sitotoksisite arastirmasinda MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium)
testi uygulanmustir. MTT testi 96 kuyucuklu plaklarda gergeklestirilmistir. ik siituna
sadece hucre ekilerek ve hicbir aktif madde ile etkilestiriimemigtir. Bu sutun pozitif

kontrol olarak kullaniimis ve en yuksek absorbans bu sutunda elde edilmigtir.

Calismada 4 farkli konsantrasyonda sitotoksisite saptanmasi yapiimigstir.Bu
konsantasyonlar her iki polimer turd icin sirasi ile hucre basina 1ng, 10ng, 50ng ve
100ng’dir. Her bir konsantrasyon icin 4 kuyucuk kullaniimigtir. Ytuzde canliligin
hesaplanirken bu 4 kuyucuktan alinan absorbans degerleri degerlendirilir.
Manyetik yuklu polimerik  nanopartikullerin sitotoksisitesinin belirlenmesi

¢alismasinda hem 24 hem de 48 saat sonugclari alinip degerlendirilmigtir.

73



100 +—
90 +

80 +—
70 ]

@ 1ng

50 L m 10ng

40 +
30 +—
20 +—
10 —r»
0 |
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
PEG/MA MMA/Aac

@ 1ng 97,8 86,6 76,5 86,9
m 10ng 37,9 42,5 63,7 60,6
0 50ng 34,9 24,8 35,2 32,6
0 100ng 32,7 7,54 37,4 13,14

0 50ng
0 100ng

Canlilik (%)

Polimer tiirii - zaman

Sekil 4.6. Sentezlenen polimerik nanopartikullerin mezenkimal kok hlcreler

uzerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasi igin yapilan MTT testi sonucu

Sekil 4.6.’da goéruldugu gibi MTT testi sonucunda hticre basina 1ng duzeyinde
manyetik Ozellik tasiyan polimerik partikil kullanildiginda hem PEG/MAile
etkilestirilen hiucrelerde hem de MMA/AAc ile etkilestirilen hucrelerde %75’in
uzerinde canlilik belirlenmigtir. Hucre bagina 1ng kullanildiginde elde edilen 48
saat sonuglarida her iki polimer bakimindan birbirine yakin ve %85’in Gzerindedir.
Dikkat edilecedi gibi manyetik 6zellik tasiyan polimerik partikil miktari arttiginda
hem 24 saat hem de 48 saat sonuglarinda hucre canlihgr azalmaktadir. Hicre
canliligindaki bu azalma PEG/MA partiklllerinde daha belirgin olarak
gorulmektedir. Elde edilen sonuglarin 1siginda MMA/AAc kapli manyetik ozellik
tasiyan polimerik nanopartikillerin hicre canhligi bakimindan daha uygun
olduguna karar verilmigtir ve tez ¢alismasinin kalan kismindaki ¢alismalara 90/10
monomer /komonomer orani olan manyetik yUukli karboksil uglu fonksiyonel grup
tasiyan (—COOH) MMA/AAc polimerik nanopartikiller kullaniimistir.
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4.2.2. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Tez calismalar sirasinda sentezlenen 150-500nm arasindaki manyetik yuklu
PMMA/AAc-90/10 partikdlleri ile mezenkimal koék hicre saflastirimasinda
kullanillacak nanosorbent Uretimine gegmeden 0Once karakterizasyonlari
yapilmistir. Elde edilen sonuglarin literatur ile karsilastirimasi gergeklestirilmistir.
Manyetik ve manyetik yukli olmayan PMMA/AAc-90/10 nanopartikulleri birlikte

karakterize edilmig ve sonuglar asagida sunulmustur.

4.2.2.1. FTIR Analizi

Arastirma kapsaminda sentezlenen manyetik ve manyetik yukli olmayan
PMMA/AAc-90/10 kopolimerlerinin FTIR spektrumlari c¢ekilmistir. PMMA/AAc-
90/10 kopolimeri ile manyetik yukli PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin FTIR
spektrumlari sirasiyla Sekil 4.7. A ve B de verilmistir. Kopolimerlerin FTIR

spektrumlarinda gorulen karakteristik pikleri Cizelge 4.5 ve 4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.5. PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin FTIR spektrumunda goérllen
karakteristik pikler

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik pik

3550 OH gerilimi

2922-2853 -C-H gerilimi

1736 -C=0 gerilimi

1466 -CHz grup bukalimu
1392 - CH3 grup bukulimu
1223 -C-O gerilimi

1149 Asimetrik -C-O-C- gerilimi
1080 Simetrik -C-O-C- gerilimi
991 -C-C- gerilimi

835 -C-H- deformasyon
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Cizelge 4.5'de goruldigu gibi, PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin  FTIR
spektrumunda, akrilik asitten gelen karboksil gruplari frekansi, spektrumda 3500
cm™' civarinda aciga ¢ikmaktadir. 1736 cm™ dalga sayisinda gériilen keskin pik
asit gruplarindaki karakteristik —-C=0 karbonilindeki gerilimdir. Ayrica 1250-1080
cm™ dalga sayilarinda ester gruplarina ait—C-O gerilimin piki gdzlenmektedir.
Kopolimer iizerinde bulunan hidrokarbonlara ait gériilen pikler 2922-2853 cm™""de
—C-H gerilimi, 1466-1392 cm "de —CHj3 grup biikilimiidiir. Gézlenen spektrumlara

ait yorumlar literatir ile tamamen uyusmaktadir (Ozer, 2001, Sayar, 2004).

Cizelge 4.6. Manyetik yukli PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin FTIR spektrumunda

gorulen karakteristik pikleri.

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik pik
3466 OH gerilimi
2957-2853 -C-H gerilimi

1732 -C=0 gerilimi
1468-1388 -CH3 grup bukualimu
1248 -C-O gerilimi
1149-1080 -C-0O-C- gerilimi
991 -C-C- gerilimi

835 -C-H- deformasyon
671 Fe-O gerilimi

Birinci gruptaki deneylerde sentezlenen manyetitin FTIR spektrumunda 673 cm’
dalga sayisinda Fe-O gerilim piki gozlenirken Sekil 4.7 A’da goéruldugu gibi
PMMA/AAC-90/10 kopolimerinin FTIR spektrumunda 673 cm™' dalga sayisinda pik
gorulmemektedir. Fakat manyetik yuklt PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin FTIR
spektrumunda 671 cm™ dalga sayisinda kiiglik bir pik gériilmektedir. Bu da
manyetitin 673 cm’”’ dalga sayisindaki Fe-O geriliminden kaynaklanmaktadir.

Dolayisiyla FTIR spekturumuna dayanarak manyetit nanopartiktllerinin
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PMMA/AAc-90/10 kopolimeri ile kaplandigi séylenebilir. Ayrica manyetik yUklu
PMMA/AACc-90/10 kopolimeri ile manyetit icermeyen ayni kopolimerinin FTIR

spektrumundaki karakteristik piklerinin ayni oldugu gorulmektedir.

89.05
80.00
60.00
9
=
T 40.00
2
S
[0}
O
20.000
4.76 I I I 1 I I I I I
4600.0 4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 400.0
Dalga Sayisi (cm™)
78.45
(
80.00 A /_—\
9
~  60.00
E g
(] g -
(o) 9 =
O |
]
O
40.00 ! J
20.00 | : : , , . | . l
4600.0 4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 400.0

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.7. Ornek FTIR spekturumlari: (A) PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin; B)
Manyetik yukli PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin
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4.2.2.2. DSC Analizi

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetik yukli olmayan nanopartikiller ile
manyetik yuklu nanopartikullerinin camsi gegis sicakligi ve erime sicakligi gibi iki
onemli 1sil ozelligi DSC ile belirlenmigtir. Sekil 4.8. A ve B’ de manyetik ve
manyetik yukli olmayan PMMA/AAc-90/10 nanopartiklllerinin DSC termogramlari
verilmektedir. Cizelge 4.6.da bu nanopartikillere ait 1sil gegisler topluca

sunulmustur.

Sekil 4.8.A’da goéralduga gibi  PMMA/AAc-90/10  kopolimerinin  DSC
termogramindan camsi gecis sicakhgi (Tg) 94.04°C, erime sicakligr (Tm)
117.73°C’dir. Sekil 4.8.B’'de manyetit yukli PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin ise
camsi gegcis sicakhgl 126. 87°C ve erime sicakligi 208.71°C’dir. Manyetit iceren
ayni kopolimerin camsi gegis ve erime sicakliginin arttigr gortulmektedir. Bu da
yap! icindeki manyetit nanopartikllerinin 1sil  kararlihginin  artirdigini
gOstermektedir. Ayrica yapiya manyetit girmesi nedeniyle yapinin daha kati oldugu
bunun sonucunda erimenin zorlasgtigi ve erime sicakliginin arttigi soylenebilir.
DSC termogramlarina bakildiginda PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin bozunma
sicakliklari 195°C ve 210°C iken manyetit iceren ayni kopolimerin bozunma
sicakliklari 300°C ve 375°C’de go6zlenmektedir. Bu da kopolimer igindeki
manyetitin 1sil kararlih@ artirdigini gostermektedir. Literatirde de benzer sonuglar

bulunmustur (Morris ve ark., 1991; Lauer ve ark., 2000; Lauer ve ark 2003).

Cizelge 4.7. PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin ve manyetit yukli PMMA/AAc -90/10

kopolimerinin camsi gegis (Tg) , erime (Tm) ve bozunma (Tq) sicakliklar

Polimer Tg (°C) Tm (°C) Ta (°C)
PMMA/AAc -90/10 94.04 117.73 195-210
Manyetik yaklia PMMA/AAc —90/10 126.87 208.71 300-375
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Sekil 4.8. Ornek DSC termogramlari: (A) PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin; (B)
manyetik yuklt PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin
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4.2.2.3. Manyetometre ile Manyetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetit nanopartiktllerinin ve manyetik yuklu
PMMA/AACc-90/10 kopolimerinin manyetik 6zellikleri titresimli manyetometre cihazi
ile belirlenmigtir. Partikullerin bir manyetik alan igindeki manyetik Ozellikleri kitle
basina manyetik moment olarak ifade edilmistir (emu). Sekil 4.9 'da manyetit
(FesO4) nanopartikult ile manyetik yukli PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin manyetik

alana kargi doygunluk miknatishigi egrisi birlikte gosterilmistir.

M (emulig)

0,5 1,0 1,5
Manyetik Alan (Tesla)

Sekil 4.9. Ornek miknatislik egrileri: A) manyetit (Fes04) nanopartikiliiniin; B)
manyetik yuklt PMMA/AAc- 90/10 kopolimerinin

Sekil 4.9’da goruldigu gibi manyetit nanopartiktli 1.237 tesla manyetik alanda
6.601 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi gosterirken manyetik yukla PMMA/AAc-
90/10 kopolimerinin 1.345 tesla manyetik doygunluk miknatisligi alanda 3.190
emu/g (Ms). Dolayisiyla manyetit nanopartikullerinin polimer ile kaplanmasi
sonucu doygunluk miknatisliginin azaldigi gértlmustur. Benze olarak Zhang ve

arkadaslari da sentezledikleri manyetit nanopartikullerinin yliksek doygunluk
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miknatisli§i gosterirken bu partiklllerin polianilin (PANI) ile kaplanmasindan sonra
daha kuguk bir doygunluk miknatisligi gosterdigini belirtmiglerdir (Zhang ve ark.,
2003).

Manyetit nanopartiktll, manyetik alana kargi miknatislik egrisinde histerisis egrisi
olusturmadigindan superparamanyetik davranig gosterdigi dustunudlmektedir.
Ayrica bu nanopartikallin polimer ile kaplanmasi sonucunda elde edilen manyetik
kopolimerininde histerisis egrisi gosterdigi dolayisi ile superparamanyetik 6zellik

tasidigi soylenebilir.

4.3. Nanosorbentler ile Mezenkimal Kok Huicre Saflasgtiriimasi

Tez kapsaminda sentezlenen manyetik 6zellik tasiyan polimerik MMA/AAc
nanopartikullerin karakterizasyon c¢alismalarindan sonra mezenkimal kdk hucre
saflastirmasi igin ylzeylerinde spesifik antibadi (CD105 ve CD73, BD Pharmingen,
ABD) tasiyan nanosorbent tretim ¢alismalarina gegcilmistir. Bu ¢alismalarda en
uygun baglanma kosullarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda érnek antibadi

olarak Human IgG (Sigma, ABD) kullaniimistir.

4.3.1. Reaksiyon Siiresinin Baglanma Uzerindeki Etkisi

Kovalent baglanmada reaksiyon suresinin etkisini arastirmak amaciyla ilgili
literatirde ayrintisi ile verilmis olan protokol Uzerinden reaksiyon slresinin
baglanma Uzerindeki etkisi incelenmistir. 150nm MMA/AAc kapli manyetik
nanopartikuller ile antibadi baglanmasi belirli zamanlarda gergeklestirilerek
baglanma yltzdeleri hesaplanmistir. Sekil 4.10’da baglanma ylzdesinin zamana
bagh grafigi verilmistir. Ortalama sayilsal degerlerde ayni grafikte sunulmustur.
Reaksiyon oda isisinda gergeklestiriimistir. Sekilde goruldugu gibi ilk bir saatlik
boulimde baglanma yuzdesi ¢ok dusuk kalmistir. Gegen zamana bagl olarak
baglanma ylzdeside artmaktadir. 24 ve 48 saatlik sonugclar birbirine ¢ok yakindir.
Bu nedenle reaksiyonun 24 saatte dengeye ulastigi varsayiimigtir. Bundan sonraki
optimizasyon calismalarinda ilgili bu bulgu Uzerinden gidilerek 24 saat reaksiyon

suresi temel alinmigtir.
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Sekil 4.10. Reaksiyon suresinin baglanma Uzerindeki etkisi

4.3.2. Nanopartikiil Biiyiikliigiiniin Baglanma Uzerindeki Etkisi

Partikal buyUkluginan baglanma Gzerindeki etkisini arastirmak amaci ile daha
once mikroemdlsiyon polimerizasyonu ile sentezlenen degisik boyutlarda (150,
250 ve 500nm) manyetik 6zellik tasiyan PMMA/AAc partikulleri kullaniimistir.
Baglanma yontemi olarak daha oOnceki bolumde ayrintisi ile verilen recete
kullanilmisg, yalnizca partikal buyUklugu degistiriimis, diger parametreler sabit
tutulmustur. Calismada 150, 250 ve 500 nm boyutlarinda PMMA/AAc partikllleri
kullaniimistir. Sekil 4.11. ‘de 3 farkli ¢apta PMMA/AAc partiktllin baglanma

Uzerindeki etkisi ylzde (%) olarak verilmigtir.

82



(=23
o

[$]
o
|

8,94

40 -
33,04

Baglanma (%)
w
o

10 8,91

150 250 500
Partikiil boyu (nm)

Sekil 4.11. Nanopartikul blyukliginin baglanma tGzerindeki etkisi

Sekilde goéraldagu gibi partikil bayudkligu arttikca antibadi baglanma ylzdesi
dusmektedir. Partikll gapi azaldikga yuzey alani artmaktadir ve artan yuzey alani
baglanma igin varolan alani arttirmakta ve daha c¢ok antibadi molekulu
baglanabilmektedir. Bu nedenle kiguk ¢apli partiktllerde baglanma verimi daha

yuksek olmaktadir.

4.3.3. Nanopartikiil Konsantrasyonunun Baglanma Uzerindeki Etkisi

Nanopartikll konsantrasyonu ile baglanma verimi arasindaki iligkiyi incelemek
amaciyla daha once literaturde belirtilen (Polysciences, Teknik Notlar 618, 2005)
konsantrasyonlardan farkl olarak 3 farkli konsantrasyonda (5mg/ml, 10mg/ml ve
20mg/ml) baglanma yuzdesi incelenmistir. Bu c¢alismada daha ©nceki
incelemelerde en iyi baglanma yuzdesine sahip partikul ¢api olarak 150 nm ¢apli
PMMA/AAc partukulleri kullaniimigtir. Kullanilan nanopartikdl
konsantrasyonlarinda fonksiyonel grup olarak yapiya karboksilik u¢ (—COOH)
kazandiran ve boylelikle antibadi baglanmasini daha olanakli kilan akrilik asit
komonomerinin agirligi temel alinmistir (90/10 monomer/ko-monomer oranindan).

Partikll konsantrasyonun baglanma Uzerindeki etkisi Sekil 4.12°de verilmigtir.
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Sekil 4.12. Nanopartikil konsantrasyonunun baglanma Uzerindeki etkisi

Sekilde goruldigu gibi partiklil konsantrasyonu arttikga baglanma yuzdesi
azalmaktadir. En iyi baglanma %32,40 ile 5 mg/ml akrilik asit (AAc)
konsantrasyonunda gergeklesmistir. Partikil konsantrasyonun artmasi manyetik
Ozellik tagiyan bu partikullerin deney sirasinda yigiimalara (¢g6kmeye) yol agtigi not
edilmelidir. Partikillerde gorulen yigilma, partikil yuzeylerindeki akrilik asit
gruplarinin diger manyetik partikiller tarafindan kapanmasina neden oldugundan,
ylUzeylerine antibadi baglanmasini engellemektedir. Bu nedenle yuksek partikul

konsantrasyonunda baglanma yuzdesi goreceli olarak duguk kalmaktadir.

4.3.4. Antibadi Konsantrasyonun Baglanma Uzerindeki Etkisi

Antibadi konsantrasyonun baglanma tzerindeki etkisini arastirmak amaciyla 125-
1000 pug/ml arasinda degisik konsantrasyonlarda antibadi kullaniimistir. Daha 6nce
yapilan calismalarda nanopartikil miktari 500ug antibadi/smg partiktl olarak

belirlenmistir. Antibadi konsantrasyonun baglanma verimi ile olan iligkisini
aclklamak amaciyla oOlgulen absorbsiyon degerlerinden elde edilen degerler

kullanitimigtir.  Gram nanopartikil bagina baglanan mg antbadi miktarini

84



bulabilmek amaciyla asagidaki esitlik kullaniimistir ve elde edilen degerler Sekil

4.13’de verilmigtir.

Q=[(Co—C)V]/m (4.1)

Burada Q, birim nanopartikile baglanan antibadi konsatrasyonu (mg/g), Co ve C
sirasiyla baglanma oncesi ve sonrasi antibadi konsantrasyonlari (mg/ml), V sivi

fazin hacmi (ml), ve m, kullanilan nanopartikul miktarini (g) temsil etmektedir.
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Sekil 4.13. Antibadi konsantrasyon baglanma Uzerindeki etkisi

150nm c¢aph PMMA/AAc partikulleri ile yapilan c¢alismada antibad
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak birim gram nanopartikil basina
baglanan antibadi miktarida artmaktadir. Bu artis 750 ug/ml antibadi
konsantrasyonuna kadar belirgin sekilde artmis, 875ug/mlantibadi
konsatrasyonunda platoya ulagmistir. Derisimin artmasi ile baglanma igin suricu
kuvvet olan derisim farki (AC) da artmaktadir. Surtict kuvvetin artmasina bagl

olarak baglanma kapasitesi de artmaktadir. Bu davranis beklenen bir durumdur.
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Yapilan c¢alismada maksimum baglanma kapasitesi 48 mg antibadi /g

nanopartikul olarak bulunmustur.

4.4. Mezenkimal Kok Hiicre Saflastirilmasi igin Nanosorbentlerin Uretimi

Onceki bélimlerde belirlenen en uygun kosullarda, HIgG yerine CD 105 ve CD 73
monoklonal antibadileri kullanilarak MMA/AAc kapli superparamanyetik
nanosorbentlerin Uretimi gergeklestiriimistir. Bu kosullar soyledir: Partikul ¢api:
150nm (70nm manyetit c¢ap), partikil konsantrasyonu 5mg/ml; antibadi
konsantrasyonu 500 pug/mlvr reaksiyon suresi 24 saat’tir. MMA/AAc kaph
nanopartkuillerin Gzerine CD 105 ve CD 73 antibadilerinin yizeye kovalent olarak
immobilizasyonu gergeklestiriimistir. Her ne kadar birim nanopartikil basina
baglanan antibadi degerinde tepe noktasi 875 ug/ml olarak bulunsada mevcut
antibadilerin olduk¢ca pahali olmalari nedeniyle baglama calismalarinda

kullanilabilir en uygun deger olan 500 ug/ml konsatrasyon segilmistir.

Baglama islemi dncesi ve sonrasi antibadi konsantrasyonlari Gzerinden dlgulen
280nm absorbans degerlenrinden % baglanma degerleri hesaglanmistir. Bu
degerler CD 73 ve CD 105 i¢in sirasi ile %79,85 ve %77,98 olarak olgilmustur.
Elde edilen sonuglar 1s1ginda gram nanopartikil basina baglanan CD 73 degeri
55.5 mg ve CD 105 degeri 53,5 mg olarak bulunmustur. Yapilan bu galismanin
onceki boélimlerde en uygun kosullarin aranmasinda kullanilan HIgG ile benzer

oldugu gorulmektedir.

Elde edilen nanosorbentler PBS icinde suUspanse edilerek kullanilana kadar
+4°C’de saklanmistir.

4.5. Nanosorbentler ile Mezenkimal Kok Hiicre Saflastiriimasi

Yuzeylerinde CD 105 ve CD 73 mezenkimal kdk hlicre 6zgun antibadi tasiyan
manyetik yuklu polimerik nanosorbentlerin Uretimi gerceklestirkten sonra, elde
edilen bu nanosorbentler ile uygun hucre suspansiyonundan mezenkimal kok
hiacre saflastirma galigmalarina gecilmistir. Hlcre suspansiyonundan saflagtirma

islemi hem Miltenyi firmasina ait akigh sistem oldan LS kolonlari hem de blok
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miknatis kullanilarak yapilan ¢oktirmeli sistem ile gergeklestiriimigtir. Hucre
suspansiyonundan mezenkimal kok hicrelerin saflasgtiriimasi isleminde ticari 6rnek
ile kiyaslama yapabilmek amaciyla ticari 6rnegin uyguladigi protokol aynen

izlenmistir.
4.5.1. Saflagtirma Oncesi Hiicre Yiizey Ozelliklerinin Belirlenmesi

Saflastirma iglemleri dncesi ve sonrasi hucre yuzey ozelliklerinin analizi akigh
hicre Olger (Flow Cytometry) ile gergeklestiriimistir. Tum analizler 10000 hucre
uzerinden yapilmistir ve debris gibi analizi olumsuz etkileyecek veriler disarida
tutulmustur. Analiz tim |6kosit gruplari Gzerinden yapilmis olup bu sonuglarda R1
kapisi olarak yer almaktadir. Sekil 4.14’de saflastirma 6ncesi tium htcrelerin genel

gorunumleri verilmistir.

Regior Ewents % Gatsc % Tota X Mean Y Mean
R1 B244 8o 44 BB 44 4EDEE EDEDE

Sekil 4.14. Saflagtirma dncesi hucre 6zelliklerinin analizi

Sekilden gorulebildigi gibi ¢ikti Gzerinde Sekil 4.14’de kapilama islemi ile alinan R1
kapisi ile analizi gergeklestiriimek istenen hucreler olan 16kosit gruplari segilmigtir.
Bu sekilde X ekseni hucrelerin boy dagilimini, Y ekseni ise granulluluk
Ozelliklerinin gostermektedir. Ciktida verilen “Region” degeri segilen R1 kapisini,
“‘Events” kapi icerisindeki hucre sayisini, “% Gated” kapi igerisindeki hlcrelerin
yuzde oranini, “% Total” kapi igerisindeki hucrelerin toplam hlcre sayisina oranini,
“X' mean” ortalama boy uzunlugunu ve “Y mean” ortalama granulligu
belirtmektedir.

Saflastirma islemlerine gegcmeden dnce suspansiyon halinceki hicrelerin ylizey

ozellikleri akigh hiucre Olger yardimiyla belirlenmistir. Bunun igin hicreler analiz
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oncesi CD 73-PE ve CD 105-PE antibadisi (BD, ABD) ile isaretlenmigstir ve
analizde floresans 1sik siddetine bagll olarak CD 105 ve CD 73 pozitif hucre

oranlari saptanmistir. Elde edilen analiz sonucu Sekil 4.15.A ve Sekil 4.15.B’de ve
Cizelge 4.8'de verilmigtir.

OETOFLAM HUCREODE 72 TOPLAM HUCRE 004

1611

1201

LA

Savim

Floresans Isik Siddeu
{A) B

Sekil 4.15. Saflastirma dncesi hiicre slispansiyonunda

(A) CD 105 analizi sonucu (B) CD 73 analizi sonucu

Cizelge 4.8. Saflastirma 6ncesi CD 105 (+) ve CD 73 (+) hucre degerleri

Saflastirma 6éncesi toplam hiicre Saflastirma dncesi toplam hiicre
uzerinden CD 105 (+) hicre (%) Uzerinden CD 73 (+) hicre (%)
5,86 6,56
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10000 htcre baz alinarak yapilan CD 105 analiz sonucu toplam I6kosit grubu
uzerinden yapilan analiz sonucunda CD 105 (+) ve CD 73 (+) hucre orani
saflastirma 6ncesi sirasiyla yaklasik % 6 ve % 7 seviyelerindedir. Analiz

sonucunun orjinal ¢iktilari Ek:1’de verilmigtir.

4.5.2. Akigh Manyetik Ayirma Sistemi ile Saflagtirma islemi

Her iki dederde elde edildikten sonra stpansiyon halindeki hicreler ilk olarak akisli
sistemde saflastirma islemine tabi tutulmuslardir. Saflagtirma isleminde 6ncelikle
ticari 6rnek olan MACS CD 105 MicroBeads (130-051-201, Miltenyi, Almanya)
kullaniimis, daha sonra tez kapsaminda uretilen, yuzeylerinde CD 105 ve CD 73
mezenkimal 6zgun antibadileri tagiyan nanosorbentler kullaniimigtir. Akisli sistem
olarak MidiMACS manyetik ayirma sistemi ve LS ayirma kolonlari kullaniimigtir

(Miltenyi,Almanya).

LS akisli manyetik kolonlar saflastirma iglemi i¢in ylUksek saflik amaciyla
tasarlanmis kolon sistemleridir. 1x10® manyetik isaretli hiicre ve 2x10°toplam
hiucre kapasiteli bu kolonlar ile toplam hucre Uzerinden istenilen hicrenin geri

kazanimi olduk¢a yuksek olmaktadir.

Ticari 6rnek olan MACS MicroBeads ‘de ¢api 50 nm olan manyetit nanopartiktller
kullanilmaktadir. Bu partikuller yuzeylerinde hidroksil gruplari (-OH)tagiyan
dekstran ile kaplidirlar. Genel olarak yizeylerine immobilize antibadi sistemleri ile
manyetik  hdcre saflastirma islemlerinde kullanilmakla birlikte, biyotin ve

streptavidin bagli MACS manyetik partikulleride ticari olarak mevcuttur.

Sekil 4.16.da ve Cizelge 4.9.’da akisli manyetik ayiricida ve LS manyetik kolonda
gerceklestirilen saflastirma isleminin sonrasinda CD 105 ve CD 73 pozitif hiicre

analiz sonuglari verilmigtir.

10000 hcre baz alinarak yapilan akigh htcre Olger analizi sonucunda ticari érnek
kullanilarak yapilan saflastirma islemi sonucunda hticre stispansiyonundaki CD

105 pozitif hlcrelerin orani % 78 seviyelerinde olmustur. Saflagtima 6ncesi tim
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hicreler Uzerinden alinan CD 105 pozitif hiicre dederi g6z dnline alindiginda ticari
arun ile saflastirma islemi ile hucre suspansiyonundaki CD 105 pozitif hucre
oraninda yaklagik 13 kat artis saglanmistir. Ayni sekilde tez kapsaminda uretilen
CD 105 tasiyan nanosorbentler ile yapilan saflastirma iglemi sonucu hucre
suspansiyonundaki CD 105 pozitif hlicre orani % 87 seviyelerindedir. Saflastirma
oncesi tum hucreler Uzerinden alinan CD 105 pozitif hicre degeri g6z Oonune
alindiginda uretilen CD 105 tasiyan nanosorbentler ile saflagtirma iglemi ile hicre
suspansiyonundaki CD 105 pozitif hicre oraninda yaklasik 15 kat artis

saglanmigtir.

Cizelge 4.9. Akisli manyetik kolonda saflastirma islemi sonucunda elde edilen

hicrelerde CD 105 ve CD 73 pozitif hicre analizi sonucu.

Ticari ornek ile Uretilen nanosorbentler Uretilen nanosorbentler
saflastirma sonrasi ile saflastirma sonrasi ile saflastirma sonrasi
sonrasi CD 105 (+) hucre sonrasi CD 105 (+) hucre sonrasi CD 73 (+) hicre

orani orani orani

%77,90 %86,90 %70,22

Tez kapsaminda dretilen CD 73 mezenkimal 6zglin antibadi tasiyan
nanosorbentler ile akisl manyetik ayirma sisteminde yapilan saflastirma iglemi
sonucunda hicre slspansiyonunda akigli hiicre dlger analizi ile elde edilen CD 73
pozitif htcre degeri % 70 seviyelerindedir. Saflastirma dncesi deder CD 73 pozitif
hicre degeri dikkate alindiginda akisli manyetik ayirma sisteminde tez
kapsaminda Uretilen nanosorbentler ile CD 73 pozitif hiicre oraninda yaklasik 11

kat artis saglanmsgtir.
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Sekil 4.16. Akigh manyetik ayirma sisteminde saflastirma sonrasi akisli hucre
Olcer analiz sonuglari

(A) Toplam hucre ozellikleri

(B) Ticari 6rnek (CD 105) ile saflastirma sonucunda CD 105 (+) hucre

(C)CD 73 tasiyan nanosorbent ile saflastirma sonucunda CD 73 (+) hucre

(D)CD 105 tasiyan nanosorbent ile saflastirma sonucunda CD 105 (+) hicre

Hucre suspansiyonlarindan CD 73 (+) hucrelerin saflastiriimasini sadlayacak ticari
ornek henuz mevcut olmadigindan ticari partikilin kullanildidi herhangi bir

saflastirma islemi ve karsilagtirma yapilamamistir.
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Akigh sistemde yapilan saflastirma sonucundaki analiz sonuglarinin orjinal ¢iktilari

Ek:2’de verilmigtir.

4.5.3. Coktiirmeli Manyetik Ayirma Sistemi ile Saflastirma islemi

Tez kapsaminda uretilen nanosorbentler ile akislhh manyetik kolonda yapilan
saflastirma iglemlerinden sonra Uretilen nanosorbentler ile kesikli manyetik ayirici

sistemde saflastirma islemleri yapiimigtir.

Kesikli manyetik ayirici sistemdeki saflastirma islemleri, tez kapsaminda tasarimi
gerceklestirilen, ticari orneklerle paralellik gosteren, icerdigi kalip miknatis ile
yuksek manyetik gug¢ saglayan ¢oktirmeli kolon sistemi kullaniimigtir. Saflagtirma
protokolinde akisl kolon sisteminde oldugu gibi ticari olarak satilan drdnun

uygulama protokolu izlemigtir.

Sekil 4.17’de tez kapsaminda uretilen nanosorbentler ile ¢oktlirmeli sistemde
yapilan saflastirma islemi sonucunda hucre suspansiyonunda akigh hucre olger
ile yapilan analiz sonuglari verilmigtir. Cizelge 4.10.’da ise buradan elde edilen
sonuglar onceki bolimlerde yapilan analizler ile birlikte toplu olarak sunulmustur.
10000 hucre baz alinarak yapilan analizde saflastirma sonrasi hicre
stspansiyonundaki CD 105 pozitif hiicre orani yaklasik %55 olmustur. Saflagtirma
oncesi hucre suspansiyonundaki CD 105 pozitif hicre degeri dikkate alindidinda
CD 105 mezenkimal koék hicre 6zgin antibadi tasiyan nanosorbentler ile
¢oktirmeli manyetik ayirma sisteminde yapilan saflastirma islemi ile huicre

stspansiyonundaki CD 105 pozitif hiicre orani yaklasik 9 kat arttirilmistir.

Ayni sekilde CD 73 mezenkimal 6zgun antibadi tasiyan nanosorbentler ile
¢coktirmeli sitemde yapilan saflastirma islemi sonucunda elde edilen akish hicre
Olcer analizine gore hicre suspansiyonundaki CD 73 pozitif hlcre orani yaklagik
% 64 olmustur. Saflastirma dncesi deder dikkate alindiginda tez kapsaminda
Uretilen nanosorbentler ile hiicre slispansiyonundaki CD 73 pozitif hiicre orani

yaklasik 10 kat arttirilmigtir.
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Sekil 4.17. Cokturmeli manyetik ayirma sisteminde saflastirma sonrasi akigl hicre
Olcer analiz sonuglari

(A) Toplam hucre ozellikleri
(B) CD 105 tasiyan nanosorbent ile saflagtirma sonucunda CD 105 (+) hucre
(C) CD 73 tasiyan nanosorbent ile saflastirma sonucunda CD 73 (+) hucre

Cokturmeli sistemde yapilan saflastirma sonucundaki analiz sonuclarinin orjinal
ciktilari Ek:2’de verilmistir.
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Cizelge 4.10. Saflastirma islemleri 6ncesi ve sonrasinda elde edilen hucrelerde

CD 105 ve CD 73 pozitif hlcre analizi sonuglari.

Saflastirma dncesi

Akisli manyetik
sistemde ticari 6rnek

ile saflastirma sonucu

Akigl manyetik
sistemde Uretilen
nanosorbent ile

saflastirma sonucu

Cokturmeli manyetik
sistemde, Uretilen
nanosorbent ile

saflastirma sonucu

CD 105 (+) hicre (%) CD 73 (+) hlcre (%)

5,86 6,56

Ticari ornek mevcut

77,90

degil
86,90 70,22
54,47 63,52

Tum saflastirma islemlerinde sonra; saflastirma dncesi ve saflastirma sonrasi

kesikli ve akigli manyetik kolonlardan ticari ve tez kapsaminda uretilen
nanosorbentler ile elde edilen akigl hiicre dlger dederleri 6zet halinde Sekil 4.18.
(A) ve Sekil 4.18. (B)de sunumustur.
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Sekil 4.18. Saflastirma iglemleri ile ilgili 6zet sonuclari.
sonuglari, (B) CD 73 analiz sonuglari

(A) CD 105 analiz
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Sekil 4.18'den de goruldugu gibi tez kapsaminda Uretilen nanosorbentler, uygun
hdcre suspansiyonundan mezenkimal kok hucreleri saflastirmayi yuksek verimlilik
ile gerceklestirmislerdir. Saflastirma sonrasi yapilan akisli hicre olger analizleri
sonucunda hem akigh hem cokturmeli (kesikli) manyetik ayirma sistemlerinde
calisabildikleri, ticari drnek ile rekabet edebilecek seviyede saflastirma sagladiklari

saptanmistir.
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. SONUGLAR

ikili ¢oktirme yoéntemi ile 70-500nm arasinda degisen boyutlarda Fe3Oq4

manyetit nanopartikil sentezi gergeklestiriimistir.

Sentezlenen FezO4 nanopartikiller Zeta Sizer, FTIR, DSC, XRD, VSM ile

karakterize edilmistir.

FTIR spektrumunda manyetitin oktahedral ve tetrahedral bolgelerdeki Fe-O

gerilimini gosteren karakteristik pikleri gozlenmistir.

Sentezlenen manyetit nanopartikillerinin XRD grafiginde manyetite ait spesifik
pikler gorulmustur. Sentezlenen manyetitin XRD grafigi ASTM kartlariyla

karsilastirilarak kabik manyetit oldugu belirlenmigtir.

Manyetitin DSC termogramindan 71.5 °C sicaklikta fiziksel olarak
adsorplanmis suyun uzaklastigi , 193.87 °C’de maghemite ve 308.7 °C’de

hematite donustigu belirlenmistir.

Titresimli manyetometre ile manyetit partiklllerinin boyu arttikga partikdl
icindeki manyetik birimlerin sayisinin artmasindan doygunluk miknatishginin
arttigi g6zlenmisgtir. Ayrica histerisis egrisi olusturmadigindan

superparamanyetik davranig gosterdigi gorulmustur.

Sentezlenen farkli boydaki nanopartikiller mikroemulsiyon polimerizasyonu ile
MMA/AAc, yuzey aktif madde icermeyen emdilsiyon polimerizasyonu ile
PEG/MA kaplanmistir.

MMA/AAc ve PEG/MA kapli nanopartikullerin mezenkimal kdk hucreler

Uzerindeki sitotoksik etkilerini aragtirmak amaciyla MTT testi yapiimigtir.

MTT testi sonuglarina gére mezenkimal kok hlcre 6zgin antibadi tasiyan
nanosorbent Uretimi icin MMA/AAc kapli nanopartikiller secilmis ve bu
partiklller Zeta Sizer, FTIR, DSC, VSM ile karakterize edilmiglerdir.
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Sentezlenen manyetik yukli  PMMA/AAc-90/10  kopolimerinin  FTIR
spektrumunda manyetitten gelen 671 cm™ dalga sayisinda Fe-O gerilim piki
gozlenirken manyetik yukli olmayan PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin FTIR

spektrumunda bu pik gdozlenmemistir.

DSC termogramindan PMMA/AAc-90/10 kopolimerinin camsi gegis sicakliginin
94.04 °C ve erime sicakhginin 117.73 °C oldugu saptanmigtir. Yapisinda
manyetit iceren ayni kopolimerinin camsi gegis ve erime sicakligi sirasiyla
126.87 °C ve 208.71 °C olarak bulunmustur. Dolayisiyla yapi icindeki manyetit

nanopartikullerin kopolimerin termal stabilitesini artirdigi goralmustar.

Mezenkimal kék hicre 6zgin CD 105 ve CD 73 antibadilerini tasiyan
nanosorbentlerin Gretiminde ve optimizasyon ¢alismalarinda 70nm manyetit
capi (Fes04), 153 nm partikll capinda Pl= (0,229) ve Zeta degeri = (-)42.72 mV
olan manyetik yukli MMA/AAc nanopartikulleri kullaniimigtir.

HlgG ile yapilan baglanma ile ilgili optimizasyon ¢aligmalarinda ongorulen 24

saatlik reaksiyon suresinde reaksyionun dengeye geldigi gorulmuastar.

Manyetik yUukli polimerik nanopartikil ¢capinin artmasi ile baglanma yuzdesinin

dustagu goézlemlenmistir.

Ortamdaki partikil miktari arttikca ortaya ¢ikan agglomerasyon sonucunda

baglanma yuzdesinin dustugu gozlemlenmigtir.

Yapilan optimizasyon g¢alismasi sonucunda birim gram nanopartikul bagina mg
antibadi konsantrasyonu maksimum 875 g/ml antibadi konsantrasyonunda 48

mg antibadi/g nanopartikll olarak bulunmustur.

Optimizasyon c¢alismalari sonucunda 150 nm partikll boyuna sahip, 5mg/mi
konsatrasyonda partikullere 500 g/ml konsantrasyonda CD 105 ve CD 73
mezenkimal kok hicre 6zgun antibadileri kovalent olarak baglanarak hicre
kaynaklarindan mezenkimal kok hucre saflastiriimasini saglayacak manyetik

yukli nanosorbentler elde edilmigtir.
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iki farkli manyetik ayirici sistemde yapilan saflastirma islemi 6ncesi siispanse
halindeki hlcreler Gzerinde yapilan % CD 105 (+) ve CD 73 (+) hlcre analizi
sonucunda saflastirma dncesi sispanse halindeki htcrelerin %5,86’s1 CD 105
(+) % 6,56 s1 CD 73 (+) 6zellik tasidigi saptanmistir.

Akisli manyetik kolon sisteminde ticari 6rnek ile yapilan saflastirmaislemi
sonucunda CD 105 (+) hucre orani baslangica gore yaklasik 13 kat artarak %

77,90 olarak dlgtlmustar.

Akish manyetik kolonda, Uretilen CD 105 saf antibadi baglh nanosorbentler ile
yapilan saflastirma iglemi sonucunda CD 105 (+) hiucre orani baslangica gore

yaklasik 15 kat artarak % 86,90’a ulastigi gérulmustar.

Akisli manyetik kolonda, Uretilen CD 73 saf antibadi bagh nanosorbentler ile
yapilan saflagtirma iglemi sonucunda CD 73 (+) hicre orani baslangica degeri
olan % 6,56'ya gore yaklasik 11 kat artarak % 70,22’ye ulastigi gorulmustur.

Coktirmeli manyetik kolon sisteminde CD 105 nanosorbentler ile yapilan
saflastirma islemi ile hlcre slUspansiyonundaki CD 105 (+) hiicre orani
saflastirma oncesi oran olan % 5,86’ya gore yaklasik 9 kat arttarak % 54,47’e

ulasmistir.

Cokturmeli kolon sisteminde mezenkimal kok hlicre 6zgun antibadilerden CD
73 bagll nanosorbentler ile yapilan saflastirma iglemi ile hucre
suspansiyonundaki CD 73 orani saflastima isImei dncesine gore yaklasik 10

kat arttarak % 63,52 olarak olgcUlmustur.

Sonug olarak tez kapsaminda gesitli kaynaklarda mezenkimal kdk hicrelerin
saflastinimasini saglayacak, ticari ile rekabet edebilecek, hem kesikli
cokturmeli hem de akigli manyetik ayirma sistemlerinde kullanilabilen manyetik

yukli PMMA/AAc bazli nanosorbentler Gretilmigtir.
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