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Yiiksek gradyantth manyetik alanlarin Tip ve Biyolojik alanlarda uygulama yerleri
hizla gelismektedir. Son 25 yilda manyetik ila¢ hedeflendirilmesi ve immunomanyetik hiicre
seperasyonu Tip ve Biyolojide etkin yontemler olarak kullanilmaktadirlar. Bu yontemlerin
uygulama alanlarinin artirilmasi1 icin teori ve pratiginin ileri diizeyde gelistirilmesi
gerekmektedir.

Tezde esas tasiyici ortamlar olan manyetik mikrokiirelerin elde edilmesi yontemleri
incelenmis, bu parcaciklarin fiziksel, kimyasal ve manyetik Ozellikleri verilmistir.
Immunomanyetik hiicre seperasyonunun ozellikleri, aygitlar ve sistemleri sunulmustur.

Ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarda olusan yiiksek gradyantl
alanlarin deneysel incelemeleri yapilmis, teorisi olusturulmustur. Gii¢lii manyetik alanlarda
(B>1T) ve zayif manyetik alanlarda (B<0.1T) olusan alan gradyant1 degerlendirilmistir.

Manyetik ila¢ hedeflendirme yonteminin temel prensipleri incelenmis, bu yontemin
etkinliginin artirilmasi metotlar1 diisiiniilmiis ve farkli yiiksek gradyantli manyetik sistemler
icin olayin teorik incelemesi yapilmistir.

Tez konusundaki deneysel incelemeler Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma
Birimi’nin destekledigi 2005/41 nolu proje kapsaminda yapilmustir.

Elde edilen sonuglar Uluslar Aras1 Sempozyumda ve Ulusal Kongrede bildiri seklinde
sunulmus ve bildirilerin tam metinleri yayinlanmistir.
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Recently, applications of high gradient magnetic fields in the areas of medicine and nd
biology sciences are increasing. In the last 25 years, immunomagnetic cell separation and
magnetic drugs targeting have been used effectively in the medicine and biology sciences. To
increase application field of these method theoretical and more practical studies have to be
done.

In this thesis, method of obtaining magnetic microparticles, which are the main
transporters elements, and their physical, chemical and magnetic properties are presented.
Immunomagnetic cells separation properties, instruments and systems are given.

The effects of high gradient magnetic field on the filling beds by ferromagnetic
spheres have been analyzed experimentally and its theory is developed. Gradient in high
(B>1T) and low (B<0.1T) magnetic fields had been evaluated.

Basic principals magnetic drug targeting and method of increasing effectives of this
technique have been investigated. For different high gradient magnetic systems theoretical
analyses have been done.

Experiments, which were carried out for this research, supported by Inonu University
Research Foundation, Research Project No: 2005/41.

The results of researches were published and presented in International symposium
and National Congress.

Keywords: High gradient magnetic fields, magnetic targeting, immunomagnetig separation,
magnetic microspheres, magnetic field.
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1.TEZiN AMACI VE KAPSAMI

Yiizyillar 6nceden baslayan elektromanyetik olaylarin Tip ve Biyolojideki potansiyel
imkanlarinin tartigmalart zaman zaman bilimsel arastirmalarin hizlanmasina, gelismesine,
yeni bilimsel bulgularin elde edilmesine, zamanla hayal kirikliklarina ve hatta
spekiillasyonlara neden olmustur [1]. Fakat 1885 yilinda W.C. Rontgen tarafindan
elektromanyetik 1s1ma (X-Ray) bulunduktan sonra elektromanyetizmanin Tip diinyasina
girisine yol agmistir [1]. Glinlimiizde ise elektrotomografi, SQUID (Superconducting
Quantum Interface Device), manyetik rezonans goriintiileme (MRI), manyetik tomografi gibi
yiikksek seviyeli teknolojilerin olmamasi halinde Tip ve Biyolojik incelemelerin yapilmasi
imkansiz hale gelmistir.

Bu Lisansiistii Tez caligmasinin esas amaci manyetizmanin Tip ve Biyolojide
kullanilabilecek yeni yontemlerin incelenmesi, degerlendirilmesi ve tibb1 yontemlerin teori ve
pratiginin gelistirlmesidir.

Manyetizma olaylarinin Tip ve Biyolojide etkin uygulamasinin yeni yintemler olarak
iki esas yontemin incelenmesi amaglanmaistir:

1. Manyetik hedeflendirme,

2. Imminomanyetik hiicre seperasyonu.

Genis kapsaml literatiir [1,2] taranmasi sonucu bu yontemlerin Tip ve Biyolojik
incelemelerde hem teorik hemde pratik uygulamalarimin hizla gelistigi saptanmigstir. 2005
yilinin sonlarin1 da kapsayan bu calismalarin incelenmesinden asagidaki sonuglar elde
edilmistir:

1. Yiiksek Gradyanli Manyetik alanlar manyetik hedeflendirilme, immunomanyetik hiicre
seperasyonu ve kirmizi kan hiicrelerin (RBC) ayristirma islemlerinde esas faktor olarak
kullanilmaktadir.

2. Manyetik hedeflendirme, immunomanyetik hiicre seperasyonu ve kirmizi kan hiicrelerin
(RBC) ayrisiminda kullanilan yiiksek gradyandli manyetik alan esasen miknatislanmis
ferromanyetik tellerin olusturdugu alanlardir. Incelemelerde bu alanlarin yeterince etkin
olmadiklar1 saptanmistir.

3. Manyetik hedeflendirme, immunonayetik hiicre seperasyonu islemlerinin etkinligi
manyetik tasiyicilarin-mikrokiirelerin 6zelliklerine bagimlidir. Bu mikro kiirelerin en

onemli 6zelligi Tip ve Biyolojik acidan uyumlu olmasidir.



4. Manyetik hedeflendirme ve immunomanyetik hiicre seperasyonu yodntemlerinin

gelistirilmesi kapali kanser bolgelerin tedavisi, kan- damar tedavileri, tiip bebek
implantasyonu gibi islemlerin etkinlestirilmesine imkan saglayacaktir.

Biitin bu incelemeler ve degerlendirmeler Tez bitirme c¢alismasinda asagidaki

problemlerin incelenmesi ve ¢oziilmesi zaruriyetini ortaya koymustur.

1.

Yiiksek gradyanli manyetik alanlarin 6zelliklerinin incelenmesi icin laboratuar
diizeneginin tasarlanmasi ve yapilmasi. Bu amacgla Inonii Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimine uygun proje ile bagvurmak.

Manyetik hedeflendirme, immunomanyetik seperasyon islemlerinde temel faktorlerden
olan biyolojik manyetik mikrokiirelerin sentezi ve oOzellikleri hakkindaki bilgilerin
toplanmasi ve sistem haline getirilmesi.

Ferromanyetik kiirelerden olusturulmus yiiksek gradyanli manyetik ortamlarin
olusturulmasi, bu alanlarin 6l¢iilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi.

Ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarin miknatislanma 6zelliklerinin
belirlenmesi ve bu olaylarin teorik bazinin olusturulmasi.

Manyetik ila¢ hedeflendirmesi yonteminin teorik modelinin olusturulmasi.

Yiiksek gradyanli manyetikalanda kirmizi kan hiicrelerinin (RBC) davranisinin deneysel
olarak incelenmesi ve degerlendirilmesi.

Tiirkiyede ve Uluslararast arenada bu konunun yeni olmasi ve halen sekillenmekte
oldugu dikkate alarak elde edilen sonuglarin en az bir Uluslararas1 ve/veya Ulusal
kongrede sunulmasini saglamak.

Tez kapsaminda problemlerin ¢6ziimii asagidaki sirada verilmistir.

Boliimde Tip ve Biyolojide kullanilan manyetik mikrokiirelerin sentezi, 6zellikleri ve
temel uygulama alanlar1 verilmistir.

Bolimde immunomanyetik hiicre seperasyonu yonteminin Ozellikleri, bu ydntemin
teorisi ve pratiginin giiniimiizdeki durumunu, temel uygulama alanlarin1 ve ilerideki
gelisme yonleri sunulmustur.

Boliimde ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarin 6zellikleri, bu
yataklarda olusan yiiksek gradyanli manyetik alanin Olciilmesi ve degerlendirilmesi
yapilmustir. Bu yiiksek gradyanli manyetik alanin teorik modeli olusturulmustur.
Boliimde manyetik hedeflendirme yonteminin temelleri, fizyolojik o6zellikleri ve
prensipleri verilmistir. Kan damarlarinda ila¢ hedeflendirilmesinde ferromanyetik kiire
ve/veya tellerden yapilmis yiiksek gradyanli manyetik alanda hedeflendirme isleminin

teorik modelleri olusturulmustur.



Ek kisminda Tez calismalarindan ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimince desteklenen 2005/41 nolu proje kapsamindaki c¢alisma sonuglarindan
olusturulmus Uluslar aras1 ve Ulusal kongerlerde sunulan bildirilerin tam metinleri ve

kullanilan kaynaklar verilmistir.



1.1 MANYETIK NANOPARCACIKLARIN SENTEZ YONTEMLERI

Uretimi yapilan manyetik materyallerin sentez metotlarini nano metrik skalada iki smnifa
ayirabiliriz: Kimyasal metotlardan molekiiler isaretciler ve bulk isaretcilerin islenmesiyle elde
edilen sentez metotlaridir [1-6].

Ornek olarak mekaniksel asinma, nano yapili materyaller, asal gaz yogunlastiriimasi,
proliziz, amorf isaretcilerin kristalizasyonu, mekaniksel alagimlasma, elektrolit tiretimi,
plazma cokeltme ve cesitli soliisyon teknikleri ile etkin sekilde elde edilmektedir. Metalik
demir, kobalt, nikel ve bunlarin alasimlari, yumusak ve sert ferritler, ferrosivilar ve nano
bilesikleri iceren manyetik materyallerin bir¢ok tipi bu teknikler kullanilarak sentez
edilmektedir. Nanopargaciklarin ve nano bilesiklerin hazirlanmasi i¢in {izerinde durulan
sentez metotlarinda cok tabakali manyetik materyaller genis bir sekilde kullanilmaktadir.

Kimyasal metotlar ve soliisyon rotalari nano pargcacik ve nano bilesiklerin
fabrikasyonunda genis bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilanlar ¢oktiirme,
indirgenme, proliziz, aerojel-xerojel islemleri, ters misel mikroemiilsyonudur. Bu reaksiyon
tipleri daha az maliyete sahip oldugundan daha yaygindir. Elde edilen ayn1 biiyiikliige sahip
nanoparcaciklarin manyetik 6zelligi lizerinde biiyiik etkiye sahip olan fabrikasyon teknikleri
uygulanmustir. Ornek olarak spinel ferritlerin fabrikasyon 1sis1, sadece boyut ve pargaciklarin
morfolojisine gore degil ayrica tetrahedral ve oktahedral yapilarin manyetik iyonlarin reel
dagilimim etkilemektedir. Sonug olarak manyetik 6zellikleri dnemli bir sekilde degistirebilir.
Baz1 kimyasal teknikler parcaciklarin boyut ve boyut dagilimi iizerinde onemli kontrolii
saglar. Bu boliimdeki arastirmalar son zamanlardaki nano yapili manyetik materyallerin

hazirlanarak kullanilan sentez tekniklerinin uygulamalarini incelemektedir.

1.1.1 Asal Gaz Yogunlastirma Yotemi

Siipersaturasyonlu kabarciktan asal gaz yogunlastirilmasiyla nano yapili materyallerin
tiretilmesindeki ilk metotlardandir. Asal gaz yogunlastirilmasi siiresince ugucu monomerlerin
soguk asal atomlarinin carpigsmalar1 sonucu kiime icerisinde toplanirlar. Bu teknik nano
boyutlu elementleri, alasimlari, bilesimleri ve bilesiklerin hazirlanmasinda kullanilir. Bu
teknik bircok avantaja sahiptir. Nanoparcaciklarda yliksek saflik saglayabilmektedir ve
kaplama ve film iiretiminde dogrudan kullanilmaktadir. Bu teknigin dezavantaji ise cok cesitli
nano yapili materyallerin daha basit kimyasal metotlar ile iiretilebilirken bu yontemle

tiretilmesi daha zordur. Nanoparcaciklarin kabarciktan iiretiminde gerekli olan



stipersaturasyonu meydana getirmelidir. Termal buharlagma, piiskiirtme, elektron huzmeli
buharlagma veya lazer eritmeyi iceren siipersaturasyonlu kabarcik bu metotta kullanilir. Son
zamanlardaki kabarcikla-yogunlagtirma islemleri kullanilarak c¢alisilan bazi metotlardan
burada bahsedilmektedir.

Asal gaz yogunlagtirma metodu kullanarak hazirlanan Fe, Co ve Ni nanopargaciklar
bircok farkli yiizey oksidasyonlara sahiptir. Asal gaz yogunlastirma teknigi ile hazirlanmis
ornekler {iizerindeki yiizey oksidasyonu ve metal kiire arsindaki manyetik etkilesimi
caligmalan i¢in birgok arastirmalar yaymlanmistir [7,8]. Tipik olarak 1 Torr’daki ytiksek
safliktaki Helyum gazinin i¢ine 1500°C’deki tungsten teknesi iginde buharlastirilmis demir ile
demir nanopargaciklar1 hazirlanmistir. Carpismanin iizerinde asal gaz atomlar1 buharlagmig
atomlar soguk kol {izerinde toplanan ultra ince tozlar gibi atomlar kinetik enerji kaybetmistir
ve yogunlasmislardir. Odayr havaya agmadan Once bir doz oksijen ile pasiflestirme
gerceklesmistir. Demir oksitle kaplanmis demir pargaciklar diisiik sicakliktaki caligmalarinda
spin-glass durumundaki ferromanyetik kiire ile demir oksidi arasindaki anizotropideki
degisiminin etkisini olustugunu aciga ¢ikarmistir [7]. X-ray difraksiyonu amorf sentezlenmis
orneklerin oksit kabuklarini gosterir. 300°C ve lizerindeki sicaklikta sonraki tavlama 4-10 nm
kalinliktaki demiroksit ile sonuclanmistir. Boylece (o-Fe/y-Fe,Os, FezO,) kiire-kabuk yapi
sekli manyetik kublaj ile calisilarak kullanilabilir [8].

Geleneksel asal gaz yogunlagtirma teknigini kullanarak bir sekilde ¢ok miktarda ultra ince
parcaciklar tiretmek zordur. Son zamanlarda genis skaladaki Fe, Ni ve Fe-Ni alagimlarin (20-
30nm) ultra ince pargaciklarin siirekli hazirlanmasinda kullamilan aktive edilmis hidrojen
plazma- eritme metal reaksiyon metodu diye adlandirilan degistirilmis metotlar
kullanilmaktadir [9]. Bu metotta olusan parcaciklart kolektore tasiyan H, ve Ar gaz
karistminin i¢ine buharlasmis metaller bosaltilir. Fe-Ni ultra ince pargaciklarin Fe ve Ni
parcaciklarin oksidasyonundan daha fazla direng gosterdigi elde edilmistir. Demir oksit ve
giimiis nano bilesiklerin asal gaz yogunlastirilmasiyla fabrikasyonu yapilmistir[10]. Bu islem

1. Giimiis ve demirin Helyum gaz1 i¢cindeki birlikte buharlasmasi,

2. Demir parcgaciklarin hiicre i¢i oksidasyonu,

3. Parcaciklarin hiicre i¢i yogunlasmasi,

4. Tavlama sonrasinda asal veya atmosferin oksitlenmesini icerir.

0.1 ve 10 Torr arasindaki helyum gaz basinci degisimiyle nanopargaciklarin boyutunun
kontroliinii saglayabilmektedir. 10 nano metrik parcaciklar 0.1 Torr’da elde edilmistir.

Sonraki tavlama sonrasinda y-Fe,O3 gibi manyetik tiirler belirlenir, buna kargin kompak olan



kiiciik toplar gibi ve serbest tozlar gibi Fe ve Fe4O; bir araya gelirler. 150°K’den biiyiik
bloklama 1silarinda nano bilesikler siiperparamanyetiktir.

Odadaki reaktan gaza bagli olan cesitli metal oksit ve oksit karbit nanoparcaciklarin
tiretiminde buhar odasindaki difiizyonun kontrolii yogunlasma ile metal hedeflerin lazer ile
buharlastirilmas: olusturulmaktadir [11]. Yaklasik olarak 10°~107 Wem™ aki yogunlugundaki
yiiksek enerjili darbe lazeriyle metal hedefler {izerine odaklanir. Darbe lazerden sonra mikro
saniyeler icinde (10 Torr basinca esit durumda) plazma sonuglart yiiksek verimli
buharlagsmaya neden olur, boylece yerel atom kabarciklarin yogunluklar: 10" atomem™ agar.
Yaricaplarn yaklasik 6 nm olan (y-Fe;Os, Fe3O4) demir oksit nano pargaciklarin farkli oksijen
konsantrasyonlarindaki helyum iceren atmosferin igcine demir lazer buharlagtirmasi ile
hazirlanmaktadir. 50° K ve oda sicakhi@i iizerindeki sicaklik aralifinda bloklama
sicakligindakilerin hepsi siiperparamanyetiktir. Lazer buharlastirmasinin en onemli avantaji
ise (10°%s) gibi ¢ok kisa zamanda yiiksek yogunluklu metal pargaciklarin tiretim olasiligidir ve
parcaciklarin dogrudan c¢okeltilmesi metal hedeften yonlii yiiksek hizli metal kabarciklar
yaratilir. Fe, Ni ve Fe-Ni alagimlarin (20-30 nm )ultra ince pargaciklarin aktif edilmis
hidrojen plazma metottu kullanilarak genis skalada elde edilmistir. Bu metotta H, ve Ar gaz
karistminin sirkiilasyonu i¢inde ark bosalmasi ile metaller buharlastirilmistir. Fe-Ni ultra ince

parcaciklardan oksidasyona kars1 daha biiyiik rezistans gostermislerdir.

1.1.2 Suyun Yagda Mikroemdlsiyon Yéntemi

Suyun yag i¢inde mikro emiilsiyon teknigi kullanilarak nanoparcaciklarin sentezi ilk
olarak 3-5 nm asil metal parcaciklar hazirlayan Boutannet tarafindan 1982’de yayilanmistir
[12]. Giimiis halojen bilesigi, siiper iletkenler ve manyetik oksit nanoparcaciklar gibi cesitli
nano yapili materyallerin sentezinde ters misel reaksiyonu olarak da bilinen yagin sudaki
mikro emiilsiyonu kullanilmaktadir [13]. Inorganik tuzlar1 ¢c6zmeyen ve tutabilen surfaktan ile
organik fazda nano damlamasiyla ters misel ile siirdiiriilmektedir. Kimyasal reaksiyon ve
suyun uzaklastirrlmasindan sonra inorganik tuzlar ¢ozmeyen nanoparcaciklara cevrilirler.
Arzu edilen iirline bagl olarak ¢okelme veya indirgenme kimyasal reaksiyonlar: ters miselde

olusabilen kimyasal reaksiyonlardir.



Sekil 1.1 Mikroemiilsyon Yontemiyle elde edilen maghemit parcaciklarin goriintiisii [14]

Cokelme reaksiyonunda karisim iizerinde birbirleriyle iliskiye giren c¢okelti
ogelerinden olusan iki ters miselden olusur. Bu sonuglar c¢okelti formunda goriiliir. Diger
taraftan sodyum boronhidrit veya hidrazin gibi indirgenler eklenerek metalik nanopar¢aciklar
ters miselin sulu fazindaki metal katyonlar1 indirgenebilir. En ¢ok kullanilan surfaktanlar ise
sodyum 2-etilheksil siilfosiiksinit (NaAOT), setil trimetil amonyumbromit (CTAB) ve
didodesil dimetil amonyum bromit (DDAB). Bu metodun avantaji parcacik boyutu, yayilimi
ve seklinin kontroliinii saglayan mikroemiilsiyon sistemleri, ters misel ile kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinin kontroliiniin saglanmasidir.

Manyetik oksit nanoparcaciklarin sentezi i¢in ¢okeltme reaksiyonlart ve ters misel
kaliplar1 cok uygundur. Farkli mikroemiilsiyon sistemleri kullanarak hekzagonal boryum
ferrit (BaFe;,0;9) nanoparcaciklar birka¢ grup ile sentezi yapilabilir. Baryum ferrit sentezi
cokelti nanoparcaciklarin isaretcileri ve baryum ferrit isaretcilerinin kireclenmesi gibi iki
adimu igerir. Tipik olarak 5-15 nm boyutlu karbonat isaret¢ilerinin ayni anda ¢okmesi i¢in
mikro reaktorler (tipik olarak 5-25 nm boyutlu ) sulandirilmis kiireler kullanilmistir. Bunlar
su-CTAB-n-biitanol-n-oktan sistemine Pillai tarafindan uygulanmistir [13]. Baryum ferrit
nanopargaciklardan 950°C iizerinde karbonat formlar1 ayrigtirilmig, Kurutulmus ve yanmigtir.
Dar alan yayilimi ile baryum ferrit nanoparcaciklari alkoliin yag icinde mikroemiilsiyon
sistemlerinden sentezi yapilmistir [15]. Bu sistemlerde Fe(AOT), ve Ba(AOT),
surfaktanlardan metal iyonlar1 saglanmistir. Sulu olmayan c¢evre sitoksimetrisi ayn1 anda
olusan ¢okelmeye katkida bulunurken, ters misel yapistyla monodisprese, iyi kazangli Ba-Fe
oksalat isaretcileri saglama alinmistir. 950°C iizerinde veya Kire¢leme oksalat ile saf baryum

ferrit parcaciklari elde edilmistir.



v-Fe,O3 ve MFe,O4 (M=Fe, Co, Ni ve Mn) temel ferrit nanopargaciklarin serisi ters
misel metodu kullanilarak hazirlanmaktadir. Su-Fe(II) dodesil siilfat sistemleri reaktan
konsantrasyonlarinin kontroliiyle 2-5nm kobalt ferrit pargaciklarini Pileni sentezini yapmistir
[16,17]. Bu metodu kullanarak kuru tozdan veya ferro sivilardan uzaklastirilan parcaciklari
elde etmek miimkiindiir. Azaltilmis toplam reaktan konsantrasyonundan parcgaciklarin boyutu
kiigtiltiilmektedir.

Kobalt ferrit parcaciklarinin manyetik davranisi ferro sivilarda oldugu gibi kuru tozdan
tamamen farklilagsmistir, ¢iinkii parcaciklar arasindaki iliski cok kuvvetlidir. Azaltilmis kalinti
Mr/Ms ve koversivite, Hc, artan yumusatma sicakligi ile artirlldigimi manyetik Olgtimler
gostermektedir. Bu parcacik boyutunun artisinda dev absorbent surfaktan pargaciginin
yiizeyinin agiga cikmasinda katkida bulunmaktadir. Ters misel sistemleri metal sulu AOT-
izooktan soliisyonu kullanarak ortalama boyutu 5nm olan Fe;O4, CoFe,Os ve MnFe,;04
nanoparcaciklarini O1Connr grubu tarafindan sentezlenmistir [18,19]. Bir tipik NH;OH-AOT
soliisyonuna ters misel sistemleri eklenirken Mn*?, Fe™-AOT izooktan sistemler
karistirilirken MnFe,0O4 hazirlanmasinda kullanilir. Metal oksitler nano boyutlu misellerdeki
ferrit oksitlenir ve ¢oktiiriiliir. HO, soliisyonuna veya asir1 sulandirilmis (NH4OH) amonyum
solisyonu basitlestirir. H,O, veya fazla miktardaki NH4OH soliisyonundaki manganez
konsantrasyonu artirirken NH4OH’un sitoksimetri miktarinin kullanilmasi sitoksimetri
manganez ferrit tiretir [19].

Ferrit kristalini gelistirme girisimlerinde John ve arkadaslar1 organik hidrojel iceren
su-AOT-lesitin-izooktan ters misel sistemlerinden 15-25 nm vy-Fe;Os; ve CoFe,04
parcaciklarin sentezini gelistirmislerdir [20]. Kristal yetistirmesi siiresince jel ortaminda
demir tiirlerinin yavas difiizyonun yiiziinden nanopargaciklar daha ¢ok kristallesir ve boylece
bunlarin koversitizesi ayni boyutlu ters misel sistemlerinde hazirlanan parcaciklarin
koversitesinden daha yiiksektir.

Metal ve alasim nano pargaciklart ters miselde demir indirgenme ile sentez
edilmektedir. Cu, Co ve Fe-Cu alasimlar1 Fe(AOT),, Co(AQOT), ve Cu(AOT), fonksiyonel
surfaktan olarak adlandirilan indirgenler Pileni tarafindan sentezlenmistir. (2-12nm) Cu
parcaciklart Cu(AOT),-Na(AOT)-su-izooktan dortlii yakit sistemi ve indirgen olarak
kullanilan hidrazine ile sentezlenmistir [21]. Saf Cu parcaciklar1 sekli ve boyutu surfaktan
sistemindeki mezofaz yapisiyla kuvvetli sekilde baglantihidir. Kiiresel Cu pargaciklarinin
boyutu suyun surfaktana olan oraminin ([H,OJ/[AOT]) artmistir. Sonraki caligmalar bakir
parcaciklarinin sekillerinin su-izooktan soliisyonundaki Cu(AOT), nin hidrazin ile reaksiyonu

sirasinda  ([H,OJ/[AOT]) oranmnin degisimiyle kontrol edildigini gostermistir [22].



([H2OJ/TAOT]) orammin ¢ok diisiik ve c¢ok yiiksek oldugu zaman parcaciklar bazi orta
derecedeki oranlarda olusma egilimindedir. Bu olusum siirekli fazdandir.

Biiylimeyi Onleyici oksit formunun sonucunda su igeriginin artmasiyla boyutu azalan
Co nano pargaciklarini hazirlamada indirgeyici ajan olan NaBHy ile Co(AOT),-Na(AOT)-su-
izooktan dortlii yakit sistemi kullamlmistir [21]. Fe-Cu alasimlarinin nano parcaciklari
Fe(AOT),-Cu(AOT)-izooktan ters misel reaksiyonu ile sulu NaBH,4 soliisyonunun arasindaki
reaksiyon ile sekillenir [21]. Fe(AOT);-izooktan ters misel reaksiyonu ve sulu NaBHy
soliisyonu arasindaki reaksiyon ile sekillenen Fe, By amorf alasimlar ile bcc a-Fe (10-
100nm) pargaciklariyla kaplanir [23].

Ek olarak alasim sentezinde kaynak olarak fonksiyonlagtirilmis surfaktanlar
kullanilmaktadir. Bunlar didodesil trimetil amonyum bromit (DDAB) ve setil trimetil
amonyum bromit (CTAB), kobalt parcaciklarinin sentezinde basariyla uygulanmaktadir.
DDAB-toliien soliisyonunda kobalt kloritin indirgenmesi NaBH, ile kobalt nano
parcaciklarinin fabrikasyonu yapilmaktadir ve parcacik boyutu ve morfolojisinde reaksiyon
sicakliginin etkisiyle kiigiik kiiresel parcaciklar iiretilirken, yiiksek reaksiyon sicakliginda
kiimelestirilmistir [24]. Kobalt nano parcaciklarinin boyut dagilimi ve boyutunun kontrol
calismalarinda kiime sekilleri olmaksizin indirgen olarak NaBH, ile DDAB-toliien-CoCl,
sisteminde tohum ile biiylitme gelistirilmistir. Bu sentez koloid formdaki 3.8nm boyutundaki
diizgiin parcaciklarin sentezi ilk defa diisiik 1s1da yapilmistir. Sonra Co** soliisyonu ters misel
sistemine yavasca eklenir ve daha sonra parcaciklarin biiylimesini saglamak icin NaBH4
soliisyonu eklenir [25]. Co, CoPt ve CoPts (15nm) nano parcaciklarin sentezinde NaBH,4 ve
su-CTAB1-biitanol-oktan ters misel soliisyonunu indirgen olarak kullanilmistir [26].

Demir ve kobalt nano parcaciklar1 cok aktif ve oksitlenmeye hazirdirlar. Kiire-kabuk
yapt olarak adlandirilan formdan asal metaller ile kaplana bilinirler bu ise oksidasyonu
Onleyebilir. Ters misel mikroemiilsiyon metodu kullanarak kiire-kabuk nano parcaciklarin
sentezi iki boliimden meydana gelir. Ilk olarak kiire parcaciklari NaBH, ile metal iyonlarmin
indirgenmesiyle ters misel ortaminda da sentez edilirler. Kaplamada etkili olan giimiis ve altin
iyonlarini iceren sulu soliisyon eklenerek takip edilir. Ag ile kaplanan (40-50nm) demir
parcaciklart bu metot kullamilarak [27] hazirlanir. Fe/Au kiire-kabuk nano parcaciklart (2-
3nm) kaplama kalinligiyla kiire boyutu (8nm) kontrol edilebilir [28]. Manyetik kiire
materyalleri FeSO, ile NaBH, indirgenmesiyle ters misel reaksiyonundan sentezi yapilabilir.
Bunu altin kapli nano parcaciklari etkilemek icin HAuCly sulu soliisyonu eklenmesi takip

eder. 50°K bloklama sicakliginda 8 nm’lik kaplanmamis demir pargaciklari igin yapilan



manyetik Ol¢iimler siiperparamanyetik davranisim aciga cikarir. Bloklama sicakligl 2-3 nm
kalinligindaki altin kaplamay: etkilemez [28].

NH4MnF;, KMnF; gibi anti ferro miknatislar nano pargaciklarin sentezi ters misel
mikroemiilsiyon metoduyla anti ferro miknatis ¢alismalarinda kullanilmaktadir. NH4MnF;
nano pargaciklart  su-NH4sMnF3;-NH4AOT-n-heptan mikroemiilsiyon sistemi ile su-
Mn(CH3;COO),-NH4AOT-n-heptan mikroemiilsiyon sistemi ile karistirilarak hazirlanir sonra
aseton ile pihtilagtinlir [29]. NH4MnF; temel kristal pargaciklarinin boyutu 10-60 nm
araligindadir. Parcaciklarin boyutu reaksiyon kosullarina baghdir. Bu kosullar ise su/yag
orani, tuz konsantrasyonu, sicaklik ve mikro emiilsiyonun karisimda gecen siiredir. KMnF;5’iin
kiibik sekilli kristal nano parcaciklarinin sentezi sonucunda ortalama pargacik boyutu 13-35
nm ve ¢ok dar boyut yayilimina sahip olugu goriilmiistiir. Tiim Ornekler siiperparamanyetiktir.
Onerilen sicaklik ve bloklama 1sis1 artirildiginda ortalama boyut artar, histerezis bloklama
sicakliginin iizerinde elde edilmistir [30].

Ters misel ortami ayrica polimer ferrit nano bilesiklerin sentezi i¢inde uygundur.
Ferrit-polimer bilesikli siiperparamanyetik mikro kiire formlar1 mikron boyut phenolic
polimer parcaciklarinin i¢ine kapsiillii nanometre boyutu demir oksit kristalleri i¢in basit bir
metot olarak basarili sekilde John ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir [31-32] bu metot
iki adimdan olusur. Ilk adimda ferrit nanoparcaciklar1 yukarida tarif edildigi gibi normal ters
misel sistemi kullanarak hazirlanir. Ikinci adimda 6nceden sentezlenmis polimer [poli(4-
etilpenol)] polar coziiciide (aseton) coziinmez ve ¢Oziicii olmayan olarak bilinen ferrit
parcaciklarini iceren ters misel soliisyonundaki biiyilk fazlaliklar kullanilarak tekrar
coktiirtilir. Kiiresel morfoloji ile polimer c¢oktiiriiliir ve c¢oktiirme esnasinda ferrit nano

kristallerini icermektedir. Polimer matrisinde diizgiin bir sekilde yayilmaktadir.

1.1.3 Organik/Polimerik isaretciler Metodu

Nano boyutlu manyetik oksitlerin organik/polimer isaret¢i yaklagimda basitlestirilmis
teknikler sebebiyle oldukca faydali hale gelmistir. Cesitli isaret¢ci metotlar1 temel olarak
seramik toplulugunda gelistirilmektedir. Genel olarak bu metotlar istenilen iirlinde biitiin
gerekli olan katyonlar1 ve yanici anyonlar iceren organik asitli sulu soliisyonlar kullanilarak
isaret¢i karisimlar icerir. Dehidrasyondan sonra mild 1sisinda isaret¢iler dogasindaki amorf
yapidan dolay1 kuru jel haline gelmeye baslarlar. Kuru jel dogrudan oksijen veya havanin
varligiyla kireclenen gerekli materyalleri iiretirler. Kuru jeldeki biitiin iyonlar cok kisa

difuzyon yollar1 ile milimetrik matriste homojen olarak sabitlenmistir. Ciinkii baslangi¢



materyalleri isaretci preperasyon siiresince homojen olarak atomik skalada sabitlenmistir.
Konvensiyonel sivi-durum reaksiyonlariyla karsilastirildiginda yeni faz durumu diisiik
kire¢leme 1s1sinda olusur. Diger bir avantaji ise iirliniin stiochiometry ile sinirlandirilmayan
birlikte ¢okiim gibi diger kimyasal metotlarin tizerindedir. Boylece karistirilmis oksit ve oksit
sivi soliisyonlar1 yliksek dagilmis preparasyonlar icin oldukca uygundur. Bu metotlarin
kullanimiyla biiyiik sayidaki spinel ultra ince tozlar ve peroksit oksitler sentezlenmektedir.

Ik Pechini [33] tarafindan aciklanan; sitrat isaretci metodunda sitrikasit ve etilen
glikol isaretci yapir ajan formasyonu olusturmaktadir. Son zamanlarda, Uekawa ve ark. ince
oksit filmde hazirlanan alkali metal iyonlarla sitrat metodunu gosterdiler [34,35]. Alkali metal
iyonlar, katyon-sitrat yapisinin termal ¢iiriimesini diizenlemesinde kullanilirlar. isaretcilerdeki
alkalin iyonlarinin kontrolii konsantrasyonu ve rediiksiyon atmosferinde spinel demir oksit
filmleri nano boyutsal kontrolii ile saglanir [35]. Kompleks ajan c¢ozeltisindeki sitrik asitle
jelatindz isaret¢i ¢ozeltide cokmemektedir. Cozelti metal nitrat veya asetat ve sitrik asit
icermektedir; boylece, 100°C’nin iistiinde dehidrasyon i¢in ¢ikarildiginda kurur ve seffaf jel
haline gelmektedir [36]. Ciinkii biitiin iyonlar jeldedir; cozeltideki anyonlar nitrat ve
astatlardir; jeldeki kireclenme yap1 redoks reaksiyonudur. Calisma metal tuzlardaki
anyonlarin dogasimi ve sitrik asit miktar1 parcacigin nano boyutsal etkisini gostermektedir
[37]. Ni ve Fe tartaratelerin karisimi isaret¢i olarak kullandilar. Yang ve ark. 10 nm nikel
ferrit parcacigindan elde ettiler [38]. Calismanin detayinda DTA/TG ve XRD kullanilarak
uygulanan termal ayirma 280-420°C 1s1 araliginda olusturulan nikel ferrit ile yaptilar, bu da
cozeltinin pH’sina bagh olarak tartarik asit ve NH4OH’dan olusan metal tuzlarindan yapilan
isaretciyi icermekteydi. Tartarat icin yiiksek pH nikel ferrit icin yiiksek sicaklik kullandilar,
clinkii nikel ferrit ancak yiiksek sicaklikla kararli hale getirilebilir [38].

Micheli tarafindan tanmimlanan benzer bir sitrat isaretleme metodunda poliakrilikasit
amorf ve jelatinbz maddeleri isaretlemek i¢in kullanmuistir [39]. Poliakralat isaretleme
metodunda nano kristalin bakir ferrit, CuysFe,sO, tetrahedral alanlar olusturarak bakirdaki
monovalent durumdaki materyali etkileyerek yliksek manyetik saturasyona ulasilmistir [40].
Yiiksek pH ve yiiksek karbosilik grup orani olan ¢ozelti saf fazdakilOnm’lik parcaciklardan
olusan poliakrilat isaretleri ile c¢okertildi. Olusan ¢okeltinin sicakhigi 400°C’den fazladir.
Soliisyonun pH’siyla belirgin olarak etkilenen manyetik doygunluk saturasyonu isaretle
stabilize edildi. Nano parcacik olan LiZn ferrit, Ligp3Zng4Fe;304 yaklasik 15nm boyutta
cokelti sonras1 450°C’de poliakralit ile isaretli olarak sentez edildi [41]. Biitiin organik ve
polimerik isaretleme teknikleri baslangicta ayni prensibe dayanmaktadir ve isaretli matriste

homojen olarak dagilirlar. Diger bir 6rnekte de suda ¢oziinebilen polimer, polivinil alkol



(PVA) kullanmislardir. Amorf isaretleme sentezinde iki kimyasal yol gelistirilmistir. Ilk yol
polivinil alkolde bulunan trietilamonyum karbonat soliisyonu kullanilarak sulu ¢ozeltiden
istenilen metal nitratlarin ¢okeltide icermesidir. Havadaki yanma iizerinde; spinel ferritler
(MFe,0O4 burada M=Ni, Co veya Zn), nadir-diinya ortoferritler (RFeO3; burada R=Sm, Nd
veya Gd) ve nadir-diinya garnetlerin (R3Fe;O;, R=Sm, Nd veya Gd) nanoparcaciklar
cozeltide dagilmiglardir ve yapi yiiksek derecede kimyasal olarak homojen ve saftir. Diger bir
yolda optimal miktarlarda polivinil alkol karisimi ve istenilen bir miktar iire eklenip veya
eklenmemesi ile sulu metal nitrat soliisyonu ile buharlagtirilmasini icermektedir. Karigim

pasty kiitlede buharlastirip sonra ferrit ve garnetlerle firinda 1sitmiglardir [42].

1.1.4 Sono Kimyasal Sentez Metodu

Suslik ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen nano boyutlu materyallerin sono
kimyasal sentezi yiiksek intensite, ultrasoni ile akigkan olamayan ve yiiksek kaynama noktali
coziiclideki ugucu organo bilesigin (genellikle metal karbonil yap1) yayilimini icermektedir.
Sono kimyasal akustik kavitasyon, formasyon, biiyiime ve sividaki kabarciklarin
biiziismesinden olusmaktadir [43]. Baloncuklarin biiziismesi 5000°K 1800 Atm gibi yiiksek
basing ve 1sida olugmaktadir [44,45]. Bu u¢ durumlarda ugucu orgonometalik bilesikler hizli
sogumadan dolay1r amorf yapida olan nano metrik kiime aglomeratlar1 icermektedir ve kati
kistmdan sonen baloncuklarin igine girerek coziilmektedirler. Suslik ve arkadaslar silika
destekli Fe, Fe-Co ve karpitleri iceren nano yapisal kataliz ¢esitlerinin yapimina kimyasal
yaklasimda bulunmuslardir [46].

10-15 nm biiyiikliiglinde Ni amorf nano kiimeleri silika jel ve Ni(Co)s iceren
slispansiyon sonikasyon olusmasiyla silika mikron kiirelere yapismaktadir. Bu depozitler
400°C’de argon ile 1sitilldiginda poli kristal fcc Ni pargaciklarina doniismektedir [47]. Poli
kristal nikel silikada ferromanyetik gibi davranirken bu depozitlerde Ni siiperparamanyetik
davranig gostermektedir. 5-10 nm boyutundaki Fe amorf nano kiimeleri silika kiimelerinde
toplanirken de sono kimyasal metodu kullanilmaktadir [48]. Bdylece depolanan amorf Fe
kiimecikleri ¢ok aktif hale gelir. Argon ile 1sitilmis Fe3O4 nanokristalin amorf oksi hidroksit
isaretlerinden silika ylizeyinde daha aktif reaksiyona girer. Nano kiime amorf Fe silika
tizerinde 750°C iizerinde vakumla veya argonla 1sitildiginda depolanir. Spinel ferritlerde sono
kimyasal yaklasimda daha diisiik sicakliliklarda 1sitilan amorf isaretli tozlarin hazirlanmasini
icermektedir. CoFe,;0, icin Fe(CO)s ve Co(NO)(CO); 273°K’de sono kimyasal c¢okeltide

kullanilir. Bu yapr igin 1s1 uygulamasi kullanildiginda havada 450°C 1s1 saglanmalidir ve bu



1sida (<5 nm) CoFe,04 kristal parcaciklar elde edilir [49]. Coziicii olarak dekalin ile Fe,O3
(<25nm) amorf nanopargaciklar Fe(CO)s sonakasyonu ile sentezlenebilmektedir [50].

S1vi soliisyonlardaki nano parcaciklarin metal okside doniisiimiindeki sono kimyasal
sentez kullanilmaktadir. Amonyumdikromat ve potasyum permanganat sono kimyasal
indirgenmesiyle 1s1 ambiyansinda Cr,O; ve Mn,Os ultra ince tozlart hazirlanmaktadir. Bu

amorf tozlar 320°C ve 600°C’de termal muamele ile kristal materyaline donmektedir [51].

1.1.5 Hidrotermal Sentez Metodu

Manyetik oksitlerin hidrotermal sentezi reaksiyon durumu, yiiksek kaliteli parcacik
yapimi ve bir¢ok kimyasal yolun yiiksek sicaklikta kire¢lenmenin eliminasyonunu igerir.
Hidrotermal sentez ayrica genis skalada ve devamli akis toz sentez isleminde
kullanilmaktadir. Pasifik Kuzey Ulusal Laboratuarindaki bilim adamlar1 soliisyondaki
isaretcilerin  hizli termal aynistirmast (RTDS) adinda metot gelistirilmektedir [52].
Miihendislik skala kismi 100-400°C 1s1 araliginda ve 4-8 kgsip basing aralifinda islenir.
Soliisyonun reaktorde kalma zamani 5-30 dakikadir. Bu metodun kullanilmasiyla (20 nm’
den kiiciik) bir miktar demir temelli oksit nano parcaciklar iiretilir. Bircok laboratuar
arastirmalart baslangi¢c materyalin formunu, soliisyonun pH’ini, sicakligini, basincini ve
parcacigin boyutunu, morfolojisini ve manyetik 6zelliklerini, reaksiyon zamani gibi reaksiyon
kosullarinin etkisinin anlasilmasi dogrultuda yapilmaktadir.

Penn ve arkadaglar1 Goethite (3—-5 nm) ve baryum hidroksiti baslangic materyali
olarak, nano kristal siispansiyonu kullanilarak, basingli kapta 250°C’de hidrotermal reaksiyon
ile 50nm’nin {izerinde baryum hekza ferrit (BaFe;,0;9) nano kristal sentezini yapmislardir
[53]. Kristal morfolojisinin dengesi hekzagonal kesilmisti. Isaretci konsantrasyonun etkileri,
soliisyon pH’1 ve parcacik boyutu ve parcacik biiyiime orani 1sitma zamani ve Goethite nano
kristalinden baryum hekza ferrit formu icin Onerilen topotaktik doniisiim mekanizmasini
calismiglardir. Artik saturasyon miknatislanmasi ve histerezis ol¢iimleri, yaklasik olarak 7nm
olan baryum hekza ferrit i¢in siiperparamanyetik esik boyutu 6nerilmistir. Bu teoriksel tahmin
tutarhidir [54]. Reaksiyon sicakligim azaltma girisimleri, Dogan ve arkadaslar1 baslangic
materyali olarak baryum hidroksit ve titanyum oksit, baryum hidroksit ve ferrit klorit
kullanilarak 100°C altindaki hidrotermal kosullar altinda 50 nm’lik BaTiO3 ve BaFe»Oj9
parcaciklarin sentezinin c¢alismalarin1 yapmistir [55]. BaTiOs kristalini BaFe;;0;9 tiim
kristalinin formasyonuna gereken uzunluktan (birka¢ hafta) daha kisa zamanda (2 giin icinde)

sekillendirilmistir. Detayli arastirmalar sonucunda BaFe ;0,9 parcaciklart diisiik sicaklikta



sekillenmeye baslagini ve uzun periyot boyunca amorf fazdan kristal faza tamamen
cevrilebildigi goriilmiistiir. BaFe 2019 nano kristalinin hizli biiyiimesi i¢in sicakligin 200°C’ye
artirtlmasi bulunmustur.

Hidrotermal reaksiyon NiZn ferrit ve parcaciklarin sentezinde, ticari olarak Onemli
manyetik ve elektronik materyaller i¢in kullanilmaktadir. MnZn ferrit sentezinin Onceki
calismalar1 [56] baslangic karisiminin pH’10 iiriiniin olusumundaki kesin bir etkiye sahipken
1sitma sicakligl ve zaman parcaciklarin boyutuna karar verir. Karistirllmis ferrit sekillerinde
reaksiyon kosullarinin etkisi basit spinel ferritler iizerindeki etkiden daha karmasiktir. Dias ve
arkadaslar1 sistematik olarak baslangi¢c materyallerini, sicaklik ve yogunluk, par¢acik boyutu,
kafes parametrelerinin reaksiyon zamani ve pargacigin iizerindeki deliklerin toplam hacminin
ve boyutunun etkilerini incelemektedirler [57]. Metal siilfat ve sodyum hidroksit
kombinasyonlarinin ayn1 reaksiyon 1s1s1 ve zamaninda en iyi sonuglar verdigi elde edilmistir.
Metal surfaktan ve sodyum hidroksit soliisyonunun hidrotermal reaksiyonu 110-190°C’de
Mny 5Zng sFe;O4 (10-40nm) [58] ve NigsZngsFe;O4 (52+6nm) [58] nano kristalleri meydana
gelmektedirler. Yiiksek sicakliktaki sinterlemeden sonra bu tozlar yiiksek yogunluk ve yiizey
homojen seramik bilesikler verirler. Hidrotermal tozlarin arasindaki kiiciik farkliliklarin
toplanmis mikro bilesen yapilardan oldukca farkli oldugu elde edilmistir [59]. Diisiik
sicakliklardaki sinterleme ile hidrotermal tozlarin cok iyi manyetik 6zellikler olusturulabilir.
Omek olarak aym kosullar alunda sinterleme sonuglart baslangic gecirgenligi
Mny 5Zng sFe;O4’tin  hidrotermal toz temelli kiireleri konvansiyonel iiretilen kiirelerden
yaklasik olarak %20 daha yiiksektir. Ciinkii homojen mikro yap1 genellikle daha ¢ok bos
deliklerdir [60].

1.1.6 Proliziz Metodu

Lazer prolizizteknigi lazer ile asal gaz ve reaktan kabarciklarinin karisiminin
1sitilmasiyla ultra ince parcaciklarinin sentezinde kullanilir. Isitmanin sonucunda reaktan
kabarciginin hizli ayrigmasi1 saturasyonla kabarciklarin olusturdugu atomlar1 {iretir. Bu
atomlar asal gaz molekiilleriyle carpismasi sonucu olusur. Bu teknik kullanilarak oksitler,
nitritler ve karbit ¢esitli nano parcaciklar hazirlanabilmektedir. o-Fe, Fe;C ve Fe;Cs nano
parcaciklar1 Fe(CO)s-C,Hy4 kabarcik karisiminin karbondioksit lazer proliziz ile iiretilmektedir
[60]. y-FesN ve e-FeN (<35nm) nanopargaciklart Ar ve N, atmosferinden karbondioksit
lazeriyle Fe(CO)s—NHj5’ iin kabarcik faz proliziz ile hazirlanmistir [62]. Tek adimli CO; lazer

proliziz metodu 1ile saf, iyi kristallesmis ve diizgiin y —Fe;Os nano parcaciklar elde



edilmektedir (Sekill.2.). Farkli deney kosullarinda 3.5 ve 5 nm boyutlu ve dar bir dagilimi
olan ornek parcaciklar elde edilmistir [63,64]. Manyetik nano kristal hazirlamada kullanilan

CO;, lazer prolizizin dagilim semas1 Sekil 1.2’de gosterilmektedir.

Sekil 1.2 Lazer proliziz kullanilarak maghemit manyetik nano parcaciklar
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Sekil 1.3 Yaklasik 5 nm boyutlu maghemit nano parcacigi hazirlamada kullanilan Lazer
proliziz cihazinin sematik gosterimi

Aerosol spray proliziz tekniginde sulu metal tuzlarni ince bugu gibi spreylenir,
kurutulur ve sonra sicak akis tiirbiiniinde proliziz tuzlari final {iriiniine ¢evirir. Genel olarak
Aerosol spray prolizizi isaret¢i tuzlarin ¢oziilmesini, soliisyonun nebulization, aerosol
olusumu, kurutma reaktdr icindeki reaksiyon ve parcacik toplamadan olusur [66].
Nebulization parcacik boyut kontroliinde 6nemli bir asamadir. Bir titresim deligi, bir
ultrasonik nebulizer veya bir elektro spray nebulizer bu adimda kullanilabilmektedir. Post-

aerosol termal tedavi arzu edilen homojen iiriinii basarmakla ihtiyac duyabilir.



Aerosol spray prolizizi araciligiyla yiiksek safliktaki oksit parcaciklarin iiretiminde
yapilir. Ornek olarak, baryum ferrit (BaFe ,0;9), gadolinyum gornet (Gd;FesO;,) manganez
ferrit (MnFe,04) ve Fe,O4 [66] metal oksit ve seramik hazirlamada sanayide kullanilmaktadir.
Bircok arastirma grubu yiiksek yogunluktaki veri depolama manyetik kayit uygulamalarinda
gerekli olan nm ve dar boyut dagiliminda daha az kristal boyutlu baryum ferrit parcaciklarini
hazirlamak icin ¢alismaktadirlar. Lee ve arkadaslar1 250°C’de sicak tabaka yiizeyine 0.313
BaO -0.215 B,03 -0.100 Na,O -0.330 Fe,O; molar oranlarinda homojen sulu soliisyonu
spreylediler ve 600°C altindaki sicakliklarda saf kusurlu-serbest baryum ferrit
nanoparcaciklart (50-70nm) kristalleri elde etmislerdir [67]. En c¢ok kullanilan ¢6ziinebilen
isret¢i tuzlar1 (<600°C) yiiksek sicaklikta ayrisan nitratlardir. Uygun isaret¢i secimi ayrisma
sicakligini azaltabilir. Ornek olarak (10-20nm) BaFe ;09 nanoparcaciklart sitrat isaretcileri
kullanarak 425°C’deki diisiik sicakliklarda hazirlanmaktadirlar. Metastable spinel 425°C’de
elde edilen ayrigsmis isaretciler az zamanda, sicaklikta, doniisiime bagimli final hekzagonal
spinel yapilara benzer [68]. Ferrik nitrat ve baryum nitratlar isaretci gibi ve ZnCl, ve TiCly
katki olarak ultra sonik spray prolizizi ultra sonik nebulizer ZnTi saf ve katkili baryum ferrit
kiiresel ince parcaciklarin sentezini saglamakta uygulanmaktadir [69,70]. Kisa zamanda
toplanan isaretgiler amorf ve paramanyetiktir. 1000°C’de termal uygulamalar amorf Ba-Fe-O
dogrudan kiiresel baryum ferrit pargcaciklarina doniistiiriilirken Ba-Fr-Zn-Ti-O orta haldeki o-

Fe, 03 asir1 katkili baryum ferrit parcaciklarina dolayli olarak doniistiiriilmektedir [70].

Sekil 1.4 Spray proliziz kullanilarak maghemit manyetik nano parcaciklarin goriintiisii

Bu cihaz bir aerosol jeneratorii (atomizer veya ultrasonik bath), bir firin ve parcacik

kaplama sisteminden olusmaktadir.
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Sekil 1.5 Maghemit nanopargaciklarin hazirlanmasinda kullanilan spray proliziz cihazinin
sematik gosterimi
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1.1.7 Ark Bosalma Teknigi

Karbon ark teknikleri fulorans sentezinde kullanilmaktadir. Onceki metotta karbon
cubuklar aktif bilesenler manyetik olarak yapilmaktaydi. Fulorans kafesi veya tiipii manyetik
tiirleri icermesi istenilerek iiretilmistir. Guerrer Piecourt ve arkadaslar1 [71] ve digerleri
[72,73] rutinleri hem kafes hem de nano tiipler iceren karpitler veya onemli geg¢is metalleri
manyetik olarak dogrudan hazirlandigini acikladilar. Bu yolla karbon kapli manyetik tiirlerin
hazirlanmasinda da etkilidir. Arastirmacilar samriyum-kobalt ve neodiyum-demir-boron
alasimlar gibi sert manyetik materyalleri iceren materyalleri bolmeyi basarmislardir [74,75].
Manyetik tiirdeki fulorans sentezi nano tiiplerdeki alanlarda olmaktadir. Metotlar tiirlerdeki
yerlesim ve end-cops tiiplerin uzaklastirilmasim saglamak icin gelistirilmektedir [76]. Erimis
durumdaki bazi1 metaller kapiller harekette yerlestirilmektedir [77]. Fakat manyetik bilesenleri
i¢cin ¢ok etkili olan metot soliisyon rotalarin temeline dayanir [76]. Ornek olarak nikel tiirleri
sulu soliisyonlar yoluyla tiiplerin icine ve bazen de tiip ylizeylerinde metal oksitler iiretebilir
[78]. Benzer kimyasal indirgenme kosullarinda ferromanyetik nikel parcaciklar iceren tiipler
sonuglanmistir [79]. Istenilen nanoparcaciklarin olusmasindan sonra karbon yapilarin
uzaklastirllmasini saglamak i¢in teknikler gelistirilmektedir [78]. Modife edilmis tungsten ark
teknigi kullanish olan grafit-grafit ark teknikler yerine karbon kapsiillii ferromanyetik Ni, Co
ve Fe nano parcaciklarin sentezi i¢in son zamanlarda kullanilmaktadir [80]. Bu teknikle
tungsten cubuk katot olarak kullanilir ve kapsiillenmis anot materyali olarak grafit dokiimii
kullanarak eritilmis metaller desteklenir. Termal olarak ve cevresel olarak kararli olan ark
bosalma teknigi kullanilarak yaklasik olarak 18.2nm ortalama boyuttaki karbon kapsiillii nikel

parcaciklar elde edilmistir [81].



1.1.8 Elektriksel C6kme Metodu

Elektriksel cokmede saf demir nikel ve kobalt gibi yumusak manyetik materyallerin ve
nikel-demir ve {ic unsurlu nikel-demir-kronyum alagimlarimin  nano islemlerin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir [82]. Bulk materyaller veya ince filmler elektriksel
coktiirmeyle nanometre skalasindaki zerrecik boyutuna sahip olmasiyla nano metrik islemler
yapilmaktadir [83]. Elektriksel ¢oktiirmeyle nano isleme yukaridaki yumusak manyetik
materyallerin karakteristik performansinin lizerine gelistirilmektedir [84]. 23°C’de ve
0.05Acm™ bir metal klorit soliisyonu kullanarak elektriksel ¢coktiirmeyle ¢ok alasiml %15-25
(w/w) Fe ve %0.05(w/w) Cr nano islem yapilmistir. Elektriksel ¢coktiirme ile 7-14nm boyutlu
zerrecikler ve koversivite, elektrik rezistivite, sertlik ve korozyon davranis ozellikleri gibi
artirtlmis 6zellikler elde edilmistir [85].

Son zamanlarda metal nano pargaciklarin tiretilmesinde darbe elektriksel ¢oktiirme
olarak adlandirilmis yeni bir teknik gelistirilmektedir. Bu teknik ultrasound jeneratorii ile
yaratilan darbe basin¢ ve darbe elektrik akimini kullanma temeline dayanmaktadir. Darbe
akim ve kuvvetli elektroliz karisirma kombinasyonlariyla yiiksek akim yogunlugunun
kullammminm1  saglar yiiksek nucleotion oranlart ve daha kiiciik niikleik boyutunun
kullanilmasin1 saglar niikleit boyutunun sonug¢ olarak basarilabilmektedir. Bu teknik
kullanilarak Fe, Co ve Ni parcaciklart ve bunlarin 100nm boyutundaki ikili, ticlii alagimlart

iiretilmektedir [86].

1.1.9 Mekaniksel Alagim Metodu

Mekaniksel asinma veya mekaniksel alasim ¢ok sayidaki nano yapili materyallerin
iiretimi icin ¢ok yonlii bir yaklasimdir. Tlk mekaniksel alasim uygulamasini kuvvetlendirilmis
materyalin oksit yayimiminin sentezi icin Benjamin tarafindan [87] kullanilmistir. Bu teknik
sinirlt orandaki alagimlar, i¢c metalik bilesimler, siiper saturasyonlu siv1 soliisyonlar ve amorf
nano kristal durumundaki bilesiklerin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Yiiksek enerjili top
kaliplara dokiilmesiyle zerrecik saf metal ve i¢ metalik bilesimler nanometre skalasina
azaltilabilmektedir. Yiiksek enerjili toplar1 kaliplara dokme teknigi mekanik kimyasal sentezi
olarak adlandirilan ¢evre sicakliginda sivi durum reaksiyonlariyla manyetik oksit ve nano
bilesik tozlarinin sentezi i¢in uygundur. Bu si1vi durum reaksiyonlar1 bulk fazlarda ¢ok yiiksek

sicakliklarda normal olarak olusur.



Metalik ferromanyetik nanoparcaciklar manyetik olmayan matriste yayilan graniiller
yapida dev manyeto rezistanslarin (GMR) kesfedilmesinden dolay1 arastirmacilar manyetik
transport 6zellik calismalart i¢cin mekaniksel alasimlama yoluyla nano yapili Cu-Fe [88] ve
Cu-Co alagimlar [89,90] hazirlanmaktadir. 5 Tesla’da 4K’da manyetik rezistanst %5.5 ulastig1
bulunmustur. 20 dakikada 300°C’de tavlama ile %7.6 iizerine yiikselmistir [88]. Tekrar eden
doviilme ile nano yapili CugyCoy hazirlanmistir. Co nano parcaciklari tavlama sonucunda Cu
matrisinde XRD ve VMS kullamilarak miknatislanmis Co ¢oktiiriilmiistiir [89]. Oda
sicakliginda 1.0Mam™" altindaki oranlarda maksimum manyetik rezistans1 6nm boyutlu temel
Co ile CugpCoy i¢in %4.9’dur [90]. Top kaliplamayla hazirlanmis nano kristal materyallerin
termal kararlik caligmalar1 yararlidir. Ciinkii nano kristal materyallerin daha biiyiik termal
kararliligi, sonraki termal-mekaniksel birlesmis veya sinterlenmisi sirasinda nano kristal
stvilarin yogunlugunun fabrikasyonunda faydalidir. Jiang ve arkadaslan Fe-Al nano kristal
alagimlarinin (<%10w/w) top kaliplama ile [91] termal kararliligin1 arastirmislardir ve Fe’ye
%10 Al eklenerek 600°C ve 100°C sicakliklar1 arasinda tavlanmus Fe-Al alasimlarinin nano
kristalinin termal kararliligit ©nemli derecede genisletilmesine ragmen, %4-10 Al
eklenmesinin termal kararliliga etkisi azdir. Bunun yaninda elemental bilesenlerden nano
kristal veya amorf alagimlarin preparasyonlart top kaliplamasiyla metal olmayan ortamda
silika veya aliiminyum oksidi yer degistirme reaksiyonlar1 yoluyla yerlestirilmis metal nano
parcaciklardan olusan nano bilesiklerin sentezinde kullanilmaktadir. Fe,O3 ve Si arasinda NiO
ile Si arasindaki yer degistirme reaksiyonlariyla demir-silika ve nikel-silika nano bilesiklerin
sentezi buna 6rnektir [92].

Nadir gecis metal bilesiklerinden yiiksek performansli nano yapili kalict miknatislar
mekaniksel alagim tekniginin uygulanmasinda biiyiik cabalar sarf edilmektedir. Nd,Fe;»,B ve
Sm,Fe;7.x(C,N)y sistemleri en ¢ok calisan sistemlerdir. Nano kristal yapilar mekaniksel alagim
ve sonraki termal tedaviler ile gelistirilmektedir. Daginik zerrelerin siraya konulmasiyla ilgili
olarak yiiksek koversivite ve izotropik davranislar ile sonuglanmaktadir. Sm;Fe;sGa;C, nin
nano kristal tozlar1 tavlamadan sonra 30-50nm ve kaliplama durumunda oldugu gibi 5-10nm
ortalama boyutlu zerreler sahip olan elemental tozlarin top kaliplanmasiyla hazirlanmaktadir
[93]. 1.5 T ve 7.69cm™ yogunlukta yukaridaki degerlerde yiiksek koversiviteye sahip top
kaliplamadan olusan sicak kompak miknatislar yapilmaktadir. Bu yeni nano kristaller
“degisim yaylh miknatislar” adinda yeni simif miknatislar arastirmalarda biiyiik ilgi
gormektedir. Bunlar nanometre skalada degisen kublaj sert ve yumusak manyetik fazlardan
olusan nano bilesiklerdir. Set manyetik fazlar Nd,Fe;4sB ve SmyFe;, ve bunlarin karpit ve

nitratlar1 gibi nadir gecis metal materyalleridir. a(Fe, Co) yumusak manyetik fazlardir. Bu tip



degisim kublaj zerrelerin karsilikli yiizeyleri yiiksek koversivite ve genisletilmis kalinti
miknatislar vermede yardimci olur. Modelleme caligmalari ve deneysel ¢alismalar etkili
kublaj i¢cin 20nm kristal boyutunun genellikle gerekli oldugunu gostermektedir. Bu konudaki
gelismeler McCormick ve arkadaslar tarafindan gelistirmektedir [94]. Kalic1 miknatis nano
bilesimlerinin sentezinde mekaniksel alasim tekniginin uygulamalar1 ¢ok yonliidiir. Sm, Co,
ve Fe tozlarinin mekaniksel alasimi Sm-Co, Fe ve Sm¢Coy9 sFeso birlesiminin bccFe-Co nano
kristalinin amorf karigimini verir. Termal uygulamalar 650°°den yiiksek sicakliklarda
Sm,(CoFe);7-Co-Fe nano kristal faza doniistiiriilen metastable faz halinde sonuglanir [95].
Nano bilesimler tek faz manyetik histerezis, davranisina ve 6nemli derecede genisletilmis
kalintiya sahiptir. Nd,Fe4B-a-Fe nano bilesikleri Nd,Fe;4B ve kalintis1 genisletilmis demir
tozlarinin karistmindan mekanik alagimla elde edilmistir [96,97].

Nano kristal spinel ferritler yiiksek enerjili top kaliplamayla ortam sicakliginda
hazirlanmaktadirlar. Vallet-Regi ve arkadaglari

= (Qksitler ve karbonatlar,

= Seramik iiriinler,

* Hidroksitler ve oksitler gibi
Mekaniksel kaliplamayla farkli isaretgiler ile Zn-ferrit, Mn-ferrit ve ZnMn iiriinlerin

manyetik ozelliklerini isaret¢ilerin etiketlendigini elde etmislerdir [98].

1.2 PIYASADA MEVCUT OLAN MANYETIK VE SUPERPARAMANYETIK
PARCACIKLAR

Hiicre seperasyonu i¢in kullanilan manyetik pargaciklarin ¢api tipik olarak 1-5pm’dir.
Birgok kullanilan pargaciklar, varolan dis manyetik alanda sadece manyetik Ozellikler
gosteren siiperparamanyetik parcaciklardir. Bunlar basit bir manyetik seperator ile
siispansiyondan kolaylikla ayirabilmektedirler. Ciinkii genellikle artik miknatislanma
olusmamaktadir. Parcaciklar birbirlerini cekmezler ve bu sebepten herhangi bir dis manyetik
alan1 olmadigr durumunda homojen karistmin iginde kolayca karisabilmektedirler [99].
Manyetik parcaciklar tipik olarak polimer icine dogru dagilmis saf demir oksitlerinden
olusmaktadir (bir¢ok durumda tek boyutlu tiptir). Polimer pargacigin yiizey kimyasi farkli
baglama metotlarinin sallanan aralig1 biraz degistirilebilmektedir. Alternatif olarak manyetik
demir oksitleri veya manyetik gozenekli camlarin silinize parcaciklari ayni amac igin

kullanilabilir.



Cok sayidaki parcacik manyetik isaretler ticari olarak satin alinabilmektedir. Bu giine
kadar bircok uygulamada tek boyutlu polimer parcaciklar Dynabeadler seklinde
pazarlanmaktadir (Dynal, Oslo, Norveg¢). Bir¢ok cesitli formlar Dynabeadler seklinde
kullanilmaktadir. Dynabeadler tek boyutlu iri gozenekli polyester pargaciklardan
hazirlanmaktadirlar. Bu polyester parcaciklar gozeneklerin i¢indeki ferromanyetik materyalin
bir hiicre i¢indeki formuyla miknatislanirlar. Preparat igindeki parcaciklarin tiretimi aktif

sisme metoduna atfetilebilir [100]. Dynabead 2.8 #m (Dynabead M-280), 4.5um
(Dynabeadler M—450 ) ve 5.0 #m (Dynabeadler M-500) yaricaplarina sahiptirler. M—450

Dynabead parcaciklar 1—4m2/g yiizey bolgesi, 1.5g/cm3 yogunluk ile %20 (w/v) demir ve
bircok parcacigin 1.0 mg ise 1.4.10”dir [101]. Boncuklarin iizerindeki polimer kabuk, hedef
hiicrelerini olusabilecek toksit demirden korumaktadir. M—280 ve M—-450 her iki tasiyicilar
aktif ve aktif olmayandan tozilden saglanabilmektedir. Kovalent olarak bagli sabit
streptavidin ile Dynabeadlerle kapli veya birincil ve ikincil Ab’de ayrica mevcuttur. Ayrica
farkli islemlerle hazirlanmis diger ticari manyetik parcaciklar basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir. Secimi tamamlanmig bu iiriinler Cizelgel’de gosterilmektedir.

Hiicre seperasyonu i¢in kullanilan manyetik parcaciklar baz1 onemli kriterleri yerine
getirmelidirler [102]. Bu kriterler kimyasal kararli olmalidirlar ve hiicre seperasyonunda
kullanilan ortamda toplanmalidir. Manyetik alana maruz kaldiktan hemen sonra olduk¢a az
artik miknatislanma gostermelidirler. Spesifik olmayan hiicreleri baglamamalidir. Burada
depolama siiresince, par¢aciklardan (Ab, antijen, lektin, karbonhidrat) sabit ¢cekim baginin ¢cok
az sizmasi olabilir. Isaretlenmemis hiicreler ve fazlalik parcaciklar, isaretlenmis hiicrelerin
manyetik seperasyonunun tam ve hizli bir sekilde olmasina izin vermelidirler ve boyutlari
minimum fagositoz kadar olmalidir. Piyasada mevcut olan parcaciklarin biiyiik bir cogunlugu

ihtiyaclan karsilayabilmektedir.



Cizelge 1.1 Piyasada mevcut olan ve hiicrelerin izolasyonu i¢cin manyetik ve

siiperparamanyetik parcaciklarin 6zellileri

Isim Cap [Polimer |[SonGruplari |immobilize Diger
(um) || cerikleri ve Olan Antikorlar | immobilize
Y iizey Aktivasyon Olan
Modifikasyonlar Olasiklan Bilesikler
BioMag ~1 Silinizasyonu -COOH, Ikincil Ab, Protein A,
yapilmig demir -NH, anti-CD Ab, Protein G,
oksidi anti-floreseyin Streptavidin,
Ab Biyotin
Dynabeadler |2.8 Polistren Aktif Tozil Ikincil antikorlar, | Streptavidin
M-280
Dynabeadler |4.5 Anti-CD Oligo (dT)
M-450 antikorlar,
Antikor karsiti
Dynabeadler |5 E.coli O157,
M-500 Salmonellea
Listeria,
Cryptosporidium
Esatpor ~1 Polistren -COOH,
Iobeads ~1 Anti-CD Avidin
antikorlar,
Ikincil antikorlar
M 100 1-10 | Seliiloz -OH
M 104
M 108
MagaBeads 3.2 Polistren -COOH, Ikincil antikorlar | Streptavidin
-NH,, Protein A
epoksi Protein G
Magne-Sphere | <1 Streptavidin
Manyetik 0.8 Lateks Streptavidin
parcacik Protein A
Protein G
Manyetik 1 Polistren -COOH, -NH, Protein A
mikroparcacik
Manyetik 1 Polistren Anti-digoxigenin | Streptavidin
parcacik Antikor
Manyetik ~1 Polistren
parcacik
MPG 5 Gozenekli cam -NH, hidrazit Streptavidin
glyceryl avidin
Sera-Mag 1 Polystyrene -COOH Streptavidin
SPHERO 1-4.5 | Polystyrene -COOH Ikincil antikor Streptavidin
Manyetik -NH, biotin
parcacik
XM200 3.5 Polystyrene -COOH Ikincil antikor Protein A

Microsphere




2. HUCRELERIN MANYETIK SEPERASYONUNUN GERCEKLESTIRME
PROSEDURU

Hiicrelerin manyetik seperasyonu asagidaki metotlardan biri ile yapilabilmektedir:

1y

2)

Dogrudan metot: (Direct Method) Hiicreleri iceren orneklerin i¢ine dogrudan
eklenmis manyetik parcaciklarin bag liganlariyla birlesmeleridir. inkiibasyon
siiresince  manyetik parcaciklar miknatisla c¢evrelenmis hedef hiicreleriyle
baglanirlar.

Dolayli metot: (Indirect Method) i1k adimi, hedef hiicreleri uygun olan baglayici
ligand ile hassaslastirilirlar. Inkiibasyondan sonra fazlalik olan baglayici ligand
genellikle temizlenmis hiicreler ile hareket ettirilirler ve sonra ilk baglayici ligand
eklenmesiyle manyetik parcaciklarla hareketsiz ikincil baglayici ligand baglanirlar.
Manyetik parcaciklar manyetik seperator kullanilarak cevrelenmis hedef

hiicrelerine baglanirlar.

Diger manyetik seperasyon teknikleri manyetik olarak isaretlenmis hiicrelerin secimine

dayanmaktadir.

a)

b)

c)

Negatif secim, Ornekten ayrilan tiim diger hiicreler ile hiicresel alt yapilarin
saflagtirilmasini iceren bir metottur. Dogrudan ve dolayli metodun her ikisinde de
negatif secim uygulanabilir. Hiicrelerin negatif secimi avantajhidir. Saflastirma
islemi izole edilen hiicreler ile herhangi dogrudan bir kontag: icermez. Bu teknik
sinira sahiptir. Eger secilmis hiicrelerin alt yapilar1 diisiik konsantrasyonunda mevcut
ise negatif secim, izole edilen hiicrelerin spesifik olan kayiplar yiiziinden veya
istenmeyen hiicrelerin yeterli olmayan hareketi yiiziinden diisiik iiriin ve saflik
olusturmaktadir.

Pozitif secim: Bu durumda hedef hiicreleri hiicre siispansiyonundan izole
edilmektedirler. Dogrudan ve dolayli metottun her ikisinde kullanilabilmektedir.
Manyetik olarak isaretlenmis hiicre yapilarimin ayrimint dogrudan karakterize
edilebilmektedir. Fakat bircok durumda izolasyondan sonra pozitif secilmis
hiicrelerden biiyiik parcaciklarin uzaklastirilmasi gereklidir.

Hiicrelerin yikimi (Deplation of Cells) : Hiicrelerin yikimi, bir veya daha ¢ok
istenmeyen hiicresel alt yapilarin hiicre siispansiyonundan uzaklastirilmasi

yontemidir. Hem dogrudan hem de dolayli metotta kullanilabilmektedir. Dolayli



metot  genel olarak  siispansiyondan  istenmeyen  hedef  hiicrelerinin

uzaklastirilmasinda daha etkilidir [1].

2.1IMMUNOMANYETIK SEPERASYONLAR

Prokaryotik ve eukaryotik hiicrelerin immunomanyetik seperasyonunu sayilart artan
bilimsel makaleler ve kitaplar tamimlanmaktadir [1]. Immunomanyetik seperasyonun
prensiplerinin uygulamasi1 Pubmed gibi veri tabanindaki bircok makalelerin sayis1 1000° e
yaklasmaktadir ve giderek artmaktadir.

Hiicrelerin immunomanyetik seperasyonu manyetik yataklarin kullammmi veya
manyetik  koloid-antikor ~ sisteminin  sebep oldugu parcaciklar secilerek hiicre
siispansiyonundaki hedef hiicrelerine eklenmelerinde kullamlir. Inkiibasyondan sonra,
hiicreler ile eklenmis manyetik parcaciklar (ve ayrica fazlalik olan parcaciklar) uygun bir
manyetik seperatdriin yardimiyla izole edilmektedirler. Immunomanyetik seperasyon (IMS)
icin daha cok monoklonel antikorlar (Mab) kullanilir. Fakat bircok durumda poliklonel
antikorlarda basartyla kullanilmaktadir. IMS yukarida bahsedilen biitiin formatlarda
uygulanabilmektedir.

Dogrudan metotta uygun Ab Ornegine dogrudan eklenen manyetik parcaciklarla
eslestirilmektedir. Ab’nin Fe kismi manyetik parcaciga dogru yaklasarak Fab bolgesi
parcacigin dis kismimi isaretleyebilmektedir. Birka¢ prosediir Ab’lerin dogrudan
baglanmasinda mevcuttur.

Hidrofobik manyetik parcaciklarin {izerindeki Ab’lerin adsorpsiyonu, genellikle
polistirenden yapilir (Dynabead’lerle calisirken genellikle bu teknik kullanilir.) [1]. Aktif
manyetik parcaciklarin iizerindeki 6rnegin aktif tozil Dynabeadler veya manyetik parcaciklari
tasiyan uygun fonksiyonel gruplarin iizerindeki Ab’lerin kovalent baglari 6rnegin amino grup,
karboksil grup, hidroksi grup kullanilan standart sabit islemlerdir [1].

Ikincil Ab’ler ilk olarak manyetik parcacik iizerinde hareketsizdir ve sonra birincil
Ab’lere sigrarlar. Bu durumdaki fonksiyon bir ara gibidir. Ikincil Ab’ler, birincil Ab’lerin
uygun bir yere alismasina neden olurlar [1]. Manyetik tasiyicilar iizerindeki hareketsiz
streptavidin biyotinlenmis Ab’leri baglamaktadirlar [1].

Manyetik parcaciklarin tizerindeki hareketsiz Protein A ve Protein G bircok memeli
tiiriiniin ayrilan antijen spesifik serbest I[gG’nin Fe bolgesini baglar [1]. Manyetik tasiyicilarla

hareketsiz bronikasit devirasyonu Ab’lerin Fe kismindaki karbonhidrat boliimleriyle



etkilesimleri aracilifiyla Ab’leri baglamaktadirlar [1]. Oligo dA ile etkilenen birincil Ab’ler,
homopolimer oligo dT ve oligo dA arasindaki hibridasyondan faydalanarak oligo dT
manyetik parcaciklarla kaplanirlar [1]. Escherichia coli lac operatorii iceren eklenmis DNA’I1
manyetik yataklar, DNA baglayici lac seperatorlerden olusan fiizyon proteinlerini
baglamaktadirlar [1]. Hidrazit gruplarimi tasiyan manyetik tasiyicilar karbonhidrat yoluyla
Ab’lerin hareketsiz kalmasi i¢in kullanilabilirler [1].

Dolayli metotta ¢ok sik kullanilir. Ik adimda, hiicre siispansiyonlar1 hedef hiicrelere
baglanmis birincil Ab’ler ile inkiibasyon yapilir. Hedef hiicrelerinin dnceki sensizasyonu
Ab’lerin uygun yonelimleri ve manyetik parcaciklarla hiicreler arasindaki olasi etkilesimin
optimal sayis1 saglanir. Sadece saflastirilan birincil Ab’ler kullanilmak zorunda degil, hem
(islenmemis) Ab preparasyonlari veya serumda kullanilabilmektedir [1]. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Ab’ler genellikle yikanarak uzaklastirilir. Bundan sonra hareketsiz ikincil
Ab’ler ile manyetik parcaciklar eklenir, istenilen yataklar hizlica ve kuvvetlice hedef hiicreleri
birincil Ab yapilar manyetik tasiyicilardaki Protein G ve Protein A ile yakalanirlar [1].
Alternatif olarak, birincil Ab’ler fluoroseyin ve hareketsiz streptadivinli manyetik parcaciklar
veya hedef hiicrelerini yakalamak i¢in kullanilan anti-fluoreseyinlerle isaretlenebilir veya
biyotinlenebilir [1].

Birgok monoklonlar icin dolayli metot hedef hiicrelerinin  siispansiyonda
uzaklagtirilmasinda genellikle daha etkili bir metottur. Bu fikirden dolay1 serbest Ab’ler
onlarin hedef antijenlerini Ab’lerle kapli olan manyetik parcaciklart bulmalarindan daha
kolaydir. Karistm Mab ‘ler kullanildiginda dolayli teknik secilen metottur. Hedef hiicreler
diisiik yiizey antikor yogunluguna sahip oldugu zaman dolayl teknik tavsiye edilir. Dogrudan
metot genellikle daha az inkiibasyon zamani gerektirir ve bu yiizden dolayli metottan daha
hizlidir. Mab ‘ler secildigi zaman ikincil kapli manyetik parcaciklarla kullanilir, dogrudan
metot dolayli metottan daha az Ab’ ye ihtiya¢ duyar. Ayrica dogrudan metot, tiim antijen
sitelerini Ab ile kaplanmak istenmediginden daha avantajlidir [1].

Hiicrelerin pozitif veya negatif se¢cimi IMS’ da kullanilir. %95-99 pozitif izole edilen
hiicrelerin saflig1 ve yasayabilirligi % 60-99 iirlinle basarilmaktadir. Yikim verimi genellikle
%99’ a ulasir ve ayrilan artik hiicreler kullanmilamaz. Bircok sayida yatak ve gerekli Ab’ ler
genelde pozitif izolasyonda daha yiiksektir. Ardisik yikimlar daha verimlidir [1].

Pozitif isaretlenen hiicreler bircok durumda biiyiik manyetik parcaciklardan herhangi bir
miidahaleyi gostermeyebilir ve onlara eklenen parcaciklarla analiz edilebilirler. izolasyondan
sonra hiicrelerden biiyiikk immunomanyetik parcaciklarin uzaklastirilmasi1 gereklidir. Ayirma

islemi birkac yol ile gerceklestirilebilir;



Ayirma, bir¢ok durumda inkiibasyonlu rozetli hiicreleri bir gece boyunca hiicre kiiltiir
ortaminda kalmasiyla saglanir. Mekanizma ayirmada sorumludur. Ayrim hedef
hiicreleriyle hedef ylizey antijenlerinin gec¢ici downregulasyonudur. Ayrim verimi
calkalanan siispansiyonu 5-10 kez dar pipete dogru itebilen mekanik kuvvetlerle daha da
artirlla  bilinmektedir. Manyetik parcaciklar hiicreden serbest birakilabilirler ve bir
manyetik separatorle ayrilabilirler [1].

Proteolitk  enzimler, hiicreleri  manyetik  parcaciklardan  uzaklastirmada
kullanilabilirler. insan hematopoitik (kan kok hiicre) hiicrelerinin bir pargas1 olan CD34
selektif olarak kimopapin tarafinda kesildigi gosterilmistir ve manyetik parcaciklarla
CD34 antikorlariyla kaplanmistir [1].

Ayrim boncugu (DETAHCaBEAD) olarak adlandirilan Dynabeadlerin ayrimi icin
Dynal (Oslo, Norveg) bir sistem gergeklestirilmistir. Bu poliklonal Ab’ler manyetik
parcaciklar {iizerindeki birincil Mab’ lerin Fab parcaciklar ile reaksiyona girerler.
DETAHCaBEAD antijen-Ab baglarinin direkt ayrimini, bdylece yiizey iizerindeki Ab
kalintilar1 olmadan hiicre iiretimi ve degistirilmeyen antijen ifadelerini etkiler [1].

Birincil Ab’lerin antijen bag sitelerini baglayan sentetik peptitler Baxter Saglk
merkezinde kullanilmistir. Peptitler hedef hiicreleri manyetik parcacik yapilariyla
tamamlanir ve degismeyen antijen ifadeleriyle hedef hiicrelerinin saglanmasina izin verir.

Ab’ lerin Fe kismu iizerindeki karbonhidrat kisimlari, hareketsiz —B(OH); gruplari ile
manyetik parcaciklarin Ab’lerin tersinir eklemelerine izin verir. Hedef hiicrelerinin se¢ilen
izolasyonundan sonra, boncuklar iizerindeki Ab’ lerin yer degistirmesini saglayan sorbitol
eklenir [1].

Biyotinlenen poliadeyik asit streptavidin ile kombine edilir ve olusan poliadeneik asit
streptavidin biyotin antikorlariyla birlesir. Immobilize Ab-poliadeneik asit konjugesi,
Dynabead oligo (dT) 25’ lerin yiizeyindeki hareketsiz oligoniikleik asit iiyelerinin
hibridizasyonu reaksiyon ile karisimindan ayrilirlar. immobilize Ab poliadenik asitten
yararlanarak diisiik iyonik kuvvetli yiikseltecli tagiyicilardan serbest birakilabilirler [1].

Birincil Ab-DNA baglayict yapis1i manyetik parcaciklar iizerinde hareketsiz olabilirler
ve hiicre baglanmasindan sonra, DNA baglayicilar DNase enzimi kullanilarak
ayrilabilirler [1].

Kriptosporidyum oksitler HCI eklenerek siispansiyonun pH’nin azalmasiyla

immunomanyetik parcaciklardan basarili bir sekilde ayrilirlar.



. Retikuloksit ve diger hiicre icerigi (CD71) transferrin alicisi, otolog plazmanin
eklenmesiyle veya normal Ab plazma rozetli hiicreleriyle ayristirilabilirler. Plazmadaki
coziinmils transferrin alicilari, manyetik parcaciklara sinir1 olan transferrin alicilartyla yer
degistirebileceklerdir [1].

Bir¢cok parametre immunomanyetik seperasyon islemini etkilemektedir. Hiicre
seperasyonu i¢in inkiibasyon zamani genellikle 5-60 dakikadir. Birincil Ab’ ler ikincillere
baglanmasi sirasinda manyetik parcaciklarin kaplanmasi genellikle 30 dakika yada daha az
zaman alir. Pozitif izolasyonda hiicrelerin saflig1 genelde zamanla azalmasina ragmen iiriinler
artar [1].

Manyetik boncuklarin hedef hiicrelere oram1 onemlidir. Dogrudan ve dolayli metot
kullanarak hiicre alt yapilarin seperasyonunda en az 4 kapli Dynabead, tahmin edilen her
hedef hiicresine genellikle yeterli gelmektedir. Her hedef hiicresine eklenen 1/3 Dynabead’ler
uygun bir manyetik seperatordeki hiicrelerin verimli seperasyonuna yetecek manyetik kuvveti

saglar [1].

2.2 HUCRELERIN MANYETIK SEPERASYONU

Asagidaki boliimlerde mikrobiyolojide, hiicre biyolojisinde (protein ve peptitlerin),
Tipta ve Parazitolojideki manyetik seperasyon tekniklerinin miimkiin olan uygulamalar1 cok

kisa bir 6zet seklinde verilmistir.

2.2.1 Proteinler ve Petitlerin izolasyonu ve Saflastiriimasi icin Manyetik
Teknikler

Seperasyon ve spesifik molekiillerin izolasyonu daha c¢ok Biyoloji’de ve
Biyoteknoloji’de kullanilmaktadir. Cesitli prosediirler bu amac¢ icin kullanilabilir. Kiigiik
manyetik parcaciklarla uygulanan manyetik seperasyon tekniklerinin gelistirilmesi ve
uygulanmasi son zamanlarda dikkat ¢cekmektedir. Bu boliimde c¢esitli metotlar, stratejiler ve
manyetik alanin yardimiyla biiyilk hedef proteinler ve peptitlerin kullanilabilen
materyallerden bahsedilecektir.

Diger spesifik molekiillerde oldugu gibi cesitli tipteki protein ve peptitleri izolasyonu,
seperasyonu ve saflastirlmast daha cok biyolojik bilimlerde ve Biyoteknoloji’de
kullanilmaktadir. Seperasyon bilimi ve teknolojisi biyolojik merkezli arastirmalarda ve
teknolojilerin daha fazla ilerlemesi icin cok 6nemli ve gereklidir. Yeni seperasyon teknikleri,
seyreltilmis soliisyonlarin kimyasal islemlere yatkinhigi veya kiiciik ve biiyiik skalal

islemlerdeki bilesimler, hatta parcacik sorununun olusmasinda bile gereklidir.



Biyoloji ve Biyoteknoloji alanlarinda protein ve peptitlerin izolasyonunda
kromatografi, elektroforetik, ultrafiltrasyon, ¢coktiirme gibi ¢esitli teknikler ile diger islemlerle
en onemli afinite kromatografi teknigi kullanilmaktadir. Bag ligand teknikleri se¢iminin ve
kaplamanin her ikisinde de downstream islemlerinde mevcut olan en kuvvetli ara¢ oldugu
bugiinlerde agiklanmaktadir. Afinite kromatografi kolonlarinin kuvveti laboratuar ortaminda
yapilan bircok basarili uygulamalarda gosterilmistir. Parcacik materyallerini igeren drneklerde
standart kolon sistemlerinin {iistesinden gelememesi sivi  kromatografi islemlerinin
dezavantajidir. Karistirtlmis sivi ve kirli bilesiklerini igeren orneklerin izolasyon/saflastirma
islemlerinde baslangic boliimlerindeki ¢alismalar icin uygun degildir. Manyetik ¢ekim, iyon
degisimi, hidrofobik ve batch seperasyon islemlerinin manyetik olarak immobilize yataklarda
ve manyetik olarak diizeltilmis iki-faz sistemlerindeki kullanilabilirligi gosterilmektedir.
Batch manyetik seperasyonunun temel prensipleri oldukg¢a basittir. Manyetik tastyicilar
(bearing) immobilize ¢ekim ve hidrofobik ligandlar veya iyon degisim gruplart veya
izolasyonlu yapidaki manyetik biyopolimer ¢ekim bilesiklerini iceren bilesiklerle
karsilastirilmistir. Idrar, kiiltiir ortamu, gida, fermantasyon endiistrisi ve digerlerinde biitiin
kan, plazma, asit sivi, siit gibi Ornekler crude hiicrelerdir. Uygun manyetik seperator
kullanilarak hedef bilesimlere bagli manyetik parcaciklar tiim manyetik yapilar hizli bir
sekilde Ornekten uzaklastirildiginda inkiibasyon periyodu takip eder. Izolasyonlu hedef
bilesimleri ileride kullanilmak iizere orneklerden uzaklastirilmaktadir. Daha sonra atiklar
yikanarak uzaklastirilmaktadir.

Manyetik seperasyon teknikleri diger standart seperasyon islemleriyle karsilastirildig:
zaman sadece tutma adimlar1 disindaki bu islem genellikle daha basittir. Tiim saflastirma
islemlerinin adimlar1 bir tek test tiiplinde veya diger damarlarda yapilabilmektedir. Pahali
stvili kromatografi cihazlarina, sentrifigasyona, filtrelere ve diger cihazlara ihtiya¢ yoktur.
Seperasyon islemleri crude Orneklerini iceren karigmis sivi materyalleriyle dogrudan
gerceklestirilmektedir. Bazi durumlarda Ornegin intrasekiiler proteinlerin izolasyonunda
oldugu gibi entegre edilmemis seperasyon adimlarin1 ve bundan dolay1 kisaltilmis toplam
zamani entegre etmek miimkiindiir [2]. Manyetik absorbentlerin uygulanan Ornekteki atik
molekiiller ve diger parcaciklarin 6zelliklerinin biiyilk cogunlugu diamanyetik oldugundan
kolayca secilebilmektedirler. Aslinda benzer boyuttaki biyolojik atik materyallerin 0.1 pm
capindaki parcaciklar oldukca kiiciik manyetik parcaciklart kaplama da manyetik
seperasyonda goriilen metotlardan biridir. Ek olarak manyetik seperasyon islemlerinin giicii
ve verimliligi 6zellikle biiyiik ¢apli islemlerde goriilmektedir. Manyetik seperasyon teknikleri

ozellikle manyetik parcacik temelli immunoassay sistemleride protein ve peptitlerin arasinda



cesitli parcaciklar ile karsilagtirilmasi icin cesitli temel otomatik prosediirlere sahiptir. Protein
ve niikleik asitlerin seperasyonu icin gelistirilen otomatik sistemler son zamanlarda
olusturulmustur.

Manyetik materyalin yardimi ile hedef peptit ve proteinlerin izolasyonu ve

saflagtirilmasi i¢in cesitli metotlar ve stratejilerden bahsedilecektir.

2.2.2 Gerekli Olan Materyaller ve Cihazlar

Laboratuar deneyleri i¢in kullanilan temel cihazlar oldukga basittir. Bag ve hidrofobik
ligandlar ile immobilize manyetik tastyicilar, hedef bilesenleri, iyon degistiriciler, ¢ekim
ozelligi gosteren biyopolimerlerden hazirlanmis manyetik pargaciklar genellikle izolasyon
islemlerinde kullanilmaktadirlar. Manyetik seperasyon igin farkli tipteki seperatorler
kullanilmaktadir. Fakat ¢ogu zaman ucuz, giiclii ve kalict miknatislar 6zellikle baslangic
deneylerinde benzer verimliliktedir.

Manyetik tasiyicilar ve absorbentler hem laboratuar ortaminda hazirlanarak elde
edilebilir hem de piyasada mevcuttur. Manyetik parcaciklar gibi davranan bazi tasiyicilar
cesitli sentetik polimerlerle, biyopolimerler, gozenekli camlardan, ylizey modifikasyonlu
manyetitler gibi inorganik manyetik materyal temelli manyetik parcaciklarda kullanlabilir.
Bir¢gok parcacik dis manyetik alanda siiperparamanyetik gibi davranmaktadirlar. Fakat dis
manyetik alan olmadigl zaman pargaciklarin birbiriyle etkilesim icende olmayacaklardir.
Manyetik parcaciklarin tekrar karistirilabilecegi ve siispansiyonda daha uzun zaman
kalabilecegi gercegi cok Onemlidir. Bir¢ok durumda parcaciklarin ¢apr 50nm ile yaklasik
10um arasinda degismektedir. Biiylik manyetik cekimli parcaciklar olmasina ragmen
milimetre araliginin {izerinde caplarda basarili bir sekilde kullamilmaktadir [2]. Caplar
Ium’den biiyiikk olan manyetik parcaciklar basit manyetik seperatorler kullanilarak
ayristirilabilirken, daha kiigtik parcaciklarin seperasyonu i¢in 10-100 nanometre araligindaki
parcacik boyutuna sahip olan manyetik kolloidler yiiksek gradyanli manyetik seperatorlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Piyasada mevcut olan manyetik parcaciklar ¢esitli firmalardan elde edilebilir. Bir¢ok
durumda polisteren polimer matris olarak kullanilabilir. Bunun yaninda seliiloz, agaroz, silika,
gozenekli cam ve silinize edilmis manyetik parcacik temelli tasiyicilarda mevcuttur [2].

Immobilize bag ligandli parcaciklar manyetik cekim absorbsiyonu igin
kullanilmaktadir. Protein ve peptitlerin izolasyonunda streptavidin, antikor, protein A ve
protein G ¢ok sik olarak kullamlmaktadir. Manyetik parcaciklar ve yukarida bahsedilen

immobilize ligandlar dogal ve modife edilmis bag ligandlariyla immobilize generik solid



fazdaymis gibi davranmaktadir. Antikorlardaki immobilize protein A, protein G ve ikincil
antikorlar biyotinlenmis molekiillerdeki immobilize streptavidin gibi davranirlar.

Diger bag ligandlar nitrilotriastetik asit, glutathione, tripsin, tripsin inhibitdr, jeletin
gibi piyasada bulunan tasiyicilardir. Laboratuar ortaminda hazirlanmis ve piyasada bulunan
diger ligandlarla immobilize manyetik parcaciklar, standart afinite kromatografisinde
kullanilmaktadir. -COOH, —OH ve —NH; gibi fonksiyonlar manyetik parcaciklarin yiizeyinde
mevcut olan fonksiyonel gruplarin immobilizasyon i¢in kullanilmaktadir. Bazi durumlarda
manyetik parcaciklar tozil aktivasyonlu, epoksi aktivasyonlu gibi parcaciklardan aktive
edilmektedir. Laboratuardaki manyetit, maghemite ve ferritler gibi benzer materyallerin
parcacik yiizeyi silinizasyonla modife edilebilirler. Bu islem inorganik parcaciklarin yiizeyini
de modife edebilir ve uygun fonksiyonel gruplar bag ligandlarinin immobilizasyonu
saglayabilen gruplar olarak yer almaktadir [2]. Manyetik parcaciklar ile demir oksitlerin
kullanilmast sonucunda bazi durumlarda enzim aktivasyonunu azaltabilmektedirler. Bu
durumda kapsiillenmis mikro kiireler kaplanmis polimerlerin kullanilmasi1 daha giivenli
olmaktadir.

Agaroz, sitosan, kappa carrageenan ve alginat gibi polimerler kolayca manyetik
formda hazirlanabilirler. Biyopolimer soliisyondaki en basit yol manyetik parcaciklarla ve
daha sonra kii¢iik parcaciklarin icine mekaniksel olarak konulan manyetik jel formundaki
bulk jellerin karsilastiritlmasidir [2]. Alternatif olarak yayilmis manyetit iceren biyopolimer
soliisyonlara karistirilmis soliisyonu veya kiiresel parcaciklar hazirlamak icin kullanilan suyun
yagdaki emilsyonu teknigi kullanilabilir [2].

Temel olarak bazi islemler polivinli alkol ve diger metotlardaki gibi sentetik
polimerlerden manyetik parcaciklar hazirlamak icin kullanilabilir [2].

Diger yaklasimlarda kullanilan standart iyon degisimli kromatografi materyali su
temelli ferro sivili absorbentin godzenekleri icinde toplanarak modife edilmis materyali
manyetik forma doniisiir [2].

Antifosfolipit antikorlar1 [2], IgG antikorlar [2] ve diger proteinlerin seperasyonu i¢in
orjinal formda ve sonra immobilize spesifik proteinler olan manyetolipozomlar
kullanilmaktadir.

Manyetik seperatorler manyetik parcaciklar1 sistemden ayirmak i¢in gereklidir. En
basit yaklagimda kiiciik kalict miknatislar kullanilabilir. Fakat cesitli manyetik seperatorlere
giiclii nadir diinya miknatislar1 eklenerek makul fiyatlarda elde edilebilir.

Bugiinlerde bir¢ok islemlerde cok sayidaki 6zel proteinlerin ve bilesenlerin analizide

gereklidir. Bu yiizden islemler farkli proteinler i¢cin ve bunlara paralel olarak farkli islemler



gerektirmektedir. Niikleik asitlerin, proteinlerin, verimli bir sekilde seperasyonu icin ¢ok
sayida sistemler mevcuttur. Proteinlerin izolasyonu i¢in en ¢ok kullanilan yaklasim 6xHis-
etiketli rekombinant proteinlerin Ni-nitriloeik asit ligandli manyetik kiireler ile izolasyonu
yapilan yaklasimdir [2]. Piyasada olan sistemler ise; Qiagen, USA (BioRobot ve Biosprint
serileri), Tecan, Japon (Te-MagS) ve Thermo Electron Corparation USA (KingFisher) gibi

firmalardir.

2.2.3 Protein ve Peptitlerin Manyetik Seperasyonu icin Temel Prensipler

Protein ve peptitlerin manyetik seperasyonu genellikle uygun ve hizlidir. Bundan
dolay1 iyi sonuglar alinmasinda etkilidir.

Protein ve peptitler serbest formda farkli kaynaklarla dogrudan izolasyonu
yapilabilmektedir. Manyetik kiireler bircok durumda farkli 6rnekler icindeki diisiik sayidaki
spesifik olmayan hedef molekiillerle baglar yapmaktadirlar. Gercek oOrneklerde spesifik
olmayan baglar1 yapan molekiillerin uzaklastirilmasi 6n temizleme islemi gerekliyse, drnege
bag ligandlariyla kapli olmayan manyetik kiireler karistirilabilir. immunomanyetik yapida
ikincil antikorlar veya iligkisiz antikorlarla kapli manyetik kiireler kullanilmaktadir. Spesifik
olmayan baglamalar iyonik olmayan yikayicilarin eklenmesiyle hem ornekte hem de hedefin
izolasyonundan sonraki yikama tamponlarinda minimum hale getirilebilir.

Genel olarak manyetik bag seperasyonlari iki sekilde yapabilmekteyiz. Birinci olarak
dogrudan metotta, uygun bag ligandli manyetik parcaciklarla veya biyopolimerlerle dogrudan
birlesmektedir. lgili hedef bilesenlerle manyetik ¢ekim parcaciklarin hazirlanmasi kisminda
kullanilmaktadir. Bu parcaciklar hedef bilesenlere baglanmasi icin drnege eklenirler. Ikinci
olarak dolayli metotta serbest bag ligandlar1 bircok durumda uygun antikorlarla hedef
bilesenlerle etkilesmesini saglamak i¢in soliisyona veya siispansiyona eklenirler. Daha sonra
uygun manyetik parcaciklarla sonuctaki yapi yakalanmaktadir. Antikorlarla yakalanan yapilar
icin kullanilan serbest yapilar; serbest bag ligandlariyla, ikincil antikorlarla immobilize
manyetik parcaciklarla, protein A ve protein G ile kullanilabilir. Alternatif olarak serbest bag
ligandlart biyotinlenebilir ve streptavidin veya avidin ile immobilize manyetik parcaciklar
yakalanmis yapilarin sekillenmesinde kullanilmaktadir. Her iki metotta da manyetik
parcaciklar ile izole edilmis hedef bilesenler manyetik olarak ayrimi yapildiktan sonra son
yikama adimlarinda istenmeyen bilesenleri ve pargaciklar1t uzaklastirilmast islemi
gerceklestirilmektedir. Hedef bilesenler genellikle elemine edilir, fakat spesifik
uygulamalarda 0zellikle molekiiler biyoloji, biyoanalitik kimya ve ¢evre kimyasinda polimer

zincir reaksiyonlart manyetik ELISA gibi durumlarda manyetik parcaciklara eklenerek



kullanilmaktadir. Her iki metodun performansi yaklasik olarak esittir. Fakat genellikle
dogrudan metot daha kontrol edilebilirdir. Eger bag ligandlar1 hedef bilesen i¢in zayif bir
cekime sahipse dolayli metot daha iyi performans gosterir.

Bir¢cok durumda manyetik batch absorpsiyonu seperasyon adimimi gerceklestirmek
icin kullanilabilir. Tiim seperasyon bir test tiipiinde gerceklestirilebildiginden bu yaklagimin
en basit islem oldugu goriilmektedir. Cap1 1um’nin iizerindeki biiyiik pargaciklar kullanilirsa
basit manyetik seperatorler de kullanilabilir. Caplar1 10-100 nanometre arasinda degisen
manyetik kolloidlerde bag absorbentleri gibi kullanildiklarinda genellikle yiiksek gradyanli
manyetik  seperatorlerle  sistemden  manyetik  parcaciklarin  uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadirlar.

Alternatif olarak siirekli seperasyon islemini gerceklestirebilen manyetik kararli sivi
yataklart (MSFB) kullanilabilmektedir. Ozellikle biiyiikk ¢apli biyolojik iiriinlerin
saflastirilmasinda dolgulu yatakla ve sivili yataklar gibi kolon islemlerde MSFB’nin kullanimi
uygundur. Manyetik kararl solid pargaciklar olmadan olusan dolgulu yataklarin genislemesini
saglanmaktadir. Biiyliik kolon verimliligi, diisilk basin¢li damlamayla eleminasyonuna
ulasabilmektedir [2].

Yeterli miktarda manyetik gecirgenlige sahip parcaciklarda mevcutsa manyetik kararli
sivi yataklarinda manyetik olmayan kromatografik absorbentlerde kararli olabilirler. Her
parcacigin yogunlugu ve boyutu, manyetik alan kuvvetini ve sivinin akiskanlii gibi cesitli
parametreleri iceren, minimum miktardaki manyetik parcaciklar stabilize yataklar icin gerekli
fonksiyonlardir. Siirekli seperatorler igin piyasada gesitli bag iyon degisimli ve absorpsiyonlu
saglayan yataklarda kullanilabilmektedirler [2]. Biyolojik uygunlugu olan iki fazli sistemler
de dekstran, polietilen glikol iceren ve aktif hiicre bilesenlerini, organeller ve hiicreleri iceren
orneklerin izolasyonunda kullanmilmaktadir. Cok sayidaki proteinler ve hiicresel bilesenler
mevcut oldugunda yavas seperasyon fazlarinin olmasi bu sistemin dezavantajlarindan biridir.
Seperasyon fazlarini sisteme ince manyetik parcaciklar veya ferro sivilar eklenerek ve daha
sonra manyetik alan uygulanarak hizlandirilabilmektedir. ki fazli sistem benzer yogunluga,
fazlar arasindaki hacimsel yogunluk ¢ok yiiksek veya diisiik ise ve sistem akigkansa bu metot
daha kullanigh hale gelmektedir. Ek olarak ferro sivilarin ve demir oksit parcaciklarin enzim
aktivasyonuna herhangi bir etkisi olmadigi goriilmektedir.

Protein ve peptitlerin izolasyonu i¢in kullanilan manyetik teknikler ile manyetik
seperasyon materyallerinin eleminasyonu yapilabilmektedir. Bir¢ok durumda bagh
proteinlerin ve peptitlerin pH degisimleri, iyon kuvvetinin degisimi, dioksan ve etilen glikol

gibi polarite azaltic1 ajanlar ve katofik tuzlarla yapildiginda standart eleminasyon metodu gibi



sayilabilmektedir. Bag eleminatorii serbest seker eklenmesiyle lektin kapli manyetik kiireler

glikoproteinlerin gibi davranmasiyla hem ¢ok verimli hem de yavas islem olabilmektedir.

2.2.4 Protein ve Peptitlerin Manyetik Seperasyonunun Ozellikleri

Manyetik cekimlilik ve iyon degisimi seperasyonlart molekiiler biyoloji, biyokimya,

immuokimya, enzimoloji, analitik kimya ve ¢evre kimyas1 gibi cesitli alanlarda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir [2]. Protein ve peptitlerin izolasyonu i¢in kullanilan bu tekniklerin
uygulamalarn Cizelge 2.1-2.9” da gosterilmektedir.
Protein ve peptilerin saflastirilmasinda manyetik ¢ekim seperasyonu ig¢in basit stratejiler
yoktur. Cesitli bag ligandlar1 manyetik parcaciklara, hedef enzim ve lektinler igin
biyopolimerlere gosterdigi cekimlilikten hazirlanan manyetik parcaciklarda immobilizedir.
Hedef yapiya karsit olan spesifik antikorlar ile immobilize manyetik parcaciklar gibi
immunomanyetik parcaciklar hem molekiill hem de hiicreler i¢in cesitli antijenlerin
izolasyonunda kullanilmaktadir [2]. Boylece spesifik proteinlerin seperasyonunda da
kullanilabilir.

Manyetik seperasyon islemleri birka¢ yolla uygulanabilir. Hedef protein ve peptitlerin
izolasyonu genellikle gerekmektedir. Diger durumlar, manyetik seperasyon SDS
elektroforezis ile uygun tamponla eleminasyonundan sonra dogrudan takip edilebilir.
Manyetik alanla seperasyon edilmis peptit ve proteinlerin kiitle spektroskopisinin
karakteristigi icinde kullanilabilmektedirler [2]. Cesitli tipteki sivi immunoassaylar
kullanilarak protein ve peptitlerin yoniiniin karsilastirilmasinda temel prensipli manyetik
seperatorler kullanilabilir. Biyotinlenmis birincil antikorlar ve analty yapilarinin
yakalanmasinda  kullanilan  immobilize  streptavidinli  hedef analyte genellikle
immunomanyetik parcaciklarla dogrudan yakalanmaktadirlar. Uygun metot kullanilarak ve
genellikle eleminasyon yapilmadan ayrilmis analyte karar verilir. Afinite kilcal elektroforezis
ile manyetik seperasyonunun kombinasyonu da miimkiindiir [2].Enzim izolasyonu genellikle
immobilize inhibitorlerle, kofaktorlerle, boyalarla ve diger uygun ligandlar ve bag

biyopolimerlerinden hazirlanmis manyetik kiirelerin kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir.



Cizelge 2.1 Manyetik tekniklerle saflastirilmis proteinaz ve peptidaz drnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Aminopeptitaz Arabidopsis Amin sonlu N-1-Naptilpitilamik ~ |[KCI gradyant [2]
manyetik kiireler | asit eliminasyon
Domuz Dynabeads Poliklonal antikorlar [2]
akciger
membranlari
Bromelayin Ticari Poliakrilik asit- KCl soliisyonuyla [2]
preparasyon demir oksit eliminasyon
manyetik nano
parcaciklari
Kaspaz Insan Manyetik agaroz | Ni-NTA SDS-PAGE [2]
(recombinant hiicreleri tamponla
histidin) eliminasyon
Kemomotripsin Ticari Manyetik sitozin IN-asetil-D-triptopan [2]
soliisyon kiireler ile eliminasyon
Nla-protaz Plum Pox Manyetik kiire ve | Ni** Imidazol iceren [2]
(rekombinant Virus nikel-silika, tamponla
histedin sonlu) icerikli matris eliminasyon
Proteinaz Ticari Manyetik Diigiik pH tamponla [2]
soliisyon karsilikli bagh eliminasyon
eritrositler
Proteinaz Ticari Silinize manyetik | Basitrasin 2]
bakteriyal kaynaklar parcaciklar
(Savinase)
Tripsin Porcine Silinize manyetik | p-Aminobenzamid  [Diisiik pH tamponla [2]
pancreatin parcaciklar eliminasyon
Porcine Manyetik polimer | Soyban tripsin Diisiik pH [2]
pancreatin parcaciklar inhibitor soliisyonla
eliminasyon
Ticari Silinize ferrit Soyban tripsin [2]
preparasyon tozlar inhibitor
Ticari Manyetik k- Soyban tripsin Diisiik pH [2]
preparasyon carrageenan inhibitor soliisyonla
Parcgaciklar eliminasyon,
MSFB
Ticari Manyetik Soybean tripsin Manyetik kararl [2]
preparasyon poliakrilamit inhibitor sivil1 yataklar
parcaciklar
Ticari Manyetik sitozin | Aprotinin Diisiik pH [2]
preparasyon parcacikalar soliisyonla
eliminasyon
Ticari Manyetik Diisiik pH tamponla [2]
preparasyon karsilikli bagl eliminasyon, biiyiik
eritrositler hacim Orneginden
seperasyon
Urokinaz Crude Manyetik p-Aminobenzamid, [2]
urokinaz dekstran, agaroz, | L-arginin metil ester,
preparasyon polivinli alkol, guanidin hekzonik

polihidroksi etil
metakrilat
Mikrokiireler

asit veya guanidin
asetik asit




Cizelge 2.2 Manyetik teknikler kullanilarak lizozomlarin saflastirilmasi

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Lizozom Tavuk Manyetik kitin 001 M [2]
yumurtasi HCl ile
beyazi eliminasyonu
Tavuk Manyetik 001 M [2]
yumurtasi aseltilli sitosan HCl ile
beyazi eliminasyonu
Ticari preparat | Manyetik Cibacron mavisi | 1 M KSCN ile [2]
poli(2- F3GA eliminasyon
hidroksietil
metakrilat)
manyetik
sitosan
parcaciklar
Manyetik Manyetik [2]
sitosan kiireler kararli s1vili
yataklar
Ornithodoros Manyetik kitin Yiiksek tuzlu [2]
moubata tampon ile
alkali
eliminasyonu
Ticari preparat | Manyetik Cibacron mavisi | Yiiksek tuzlu [2]
capraz bagh F3GA tampon ile
polivinilalkol eliminasyonu
manyetik- Iyon degisim [2]
poliakrilikasit dagilimi
nanopargaciklari
Manyetik Emilim [2]
capraz bagl caligmasi
polivinilalkol
parcaciklari
Ticari preparat | Manyetik Cibacron mavisi | Manyetiksel [2]
agaroz kiireler 3GA siv1 ile stabilize
edilmis yatak
Manyetik Cibacron mavisi | Emilim [2]
sitosan 3GA ozellikleri
caligmalari
Ticari preparat | Ferro sivili 0.5M [2]
modife talag NaClile
eliminasyonu
Ticari preparat Nano boyutlu NaH,PO, ve [2]
manyetik NaSCN ile
parcacik eliminasyon
lizozom T4 BioMag amin Cu™* ile Diisiik pH’It [2]
(rekombinant, sonlu doyurulmus tampon ile
Histidin sonlu) iminodiasetikasit | eliminasyonu




Cizelge2.3 Polisakkarit ve disakkarit hidrolazin manyetik tekniklerle saflagtiriimasinin

ornekleri
Saflastirllms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger Kaynak
enzim tastyicilar detaylar
a-Amilaz Pankreas parcasi, Manyetik I M maltoz ile [2]
Bacillus subtilis, alginete eliminasyon
tahil mikrobu, parcaciklari
Bacillus Manyetik 1 M maltoz ile [2]
amyloliquefaciens, | alginate eliminasyon
Pankreas parcasi mikro
parcaciklar
B-Amilaz Tatli patates Silinize I M maltoz ile [2]
manyetitler eliminasyon
B-gakaktosidaz Homojen p-Aminofenil--D Borik asit [2]
Escherichia coli tiogalaktopiranzit tamponu ile
eliminasyon,
pH 10
[B-gakaktosidaz Bakteriyal lizat Manyetik Escherichia coli lak | Laktoz [2]
alginate operatorii igeren anologu ile
pargaciklar DNA eliminasyon
Glukoamilaz Aspergillus niger Manyetik I M maltoz ile [2]
alginate eliminasyon
parcaciklar
Pektinaz Ticari preparat Manyetik [2]
alginate
parcaciklar
Pululanaz Bacillus Manyetik 1 M maltoz ile [2]
acidopullulyticus alginate eliminasyon

parcaciklar




Cizelge2. 4 Manyetik tekniklerle saflastirilmis diger enzimlerin 6rnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Alkol dehidrogenaz | Homojen bira Manyetik ¢apraz | Cibacron mavi Yiiksek tuzlu [2]
mayasl bagli polivinli 3GA tamponla
alkol eliminasyon
Saccharomyces Mavi Iki fazli [2]
cerevisiae sikbakronla manyetik
tirliniinden bagli PEG sistem
Aldolaz Bezelye Manyetik kiire ve | Ni** Imidazol iceren [2]
(recombinant, nikel silika tamponla
histidin ) bilesimli matris eliminasyon
Angiol-TEM-B- Escherichia coli Manyetik agaroz | Zn>* ile Diisiik pH [2]
laktamaz hiicrelerinin 6zii pargaciklar desteklenmis tamponuyla
Iminodiasetik eliminasyon
asit
Asparajinaz Escherichia coli Manyetik D-asparajin D-asparajin [2]
homojen poliakrilamit jel soliisyonu ile
parcaciklari eliminasyon
Karbonik anhidraz | Model karisim Manyetik agaroz | siilfanilmit Yiiksek tuzlu [2]
parcaciklar tampon ile
eliminasyon
Katalaz Inek karacigeri, Manyetik Fe* NaSCN [2]
Ticari preparat poli(EGDMA- sollisyonu ile
MAH) eliminasyon
parcaciklari
Sitokrom ¢ At, Candida Amin sonlu Cu*tile Baglama [2]
krusei demir oksit desteklenmis calismalari
parcaciklari iminodiasetik
Au@manyetik asit
parcaciklar
Ticari preparat MALDI MS [2]
analiz
At kalbi Manyetik agaroz | Cu**ile EDTA igeren [2]
parcaciklar desteklenmis tampon ile
iminodiasetik eliminasyon
asit
Inek kalbi Manyetik iyon Protein baglt [2]
degisimli caligmalar
parcaciklar
Glukoz-6-fosfat Ferro sivi modife | ADP [2]
dehidrogenaz edilmis sefaroz
4B
Saccharomyces Cibacron mavisi | Iki fazli [2]
Cerevisiae iirlinii ile bagli PEG manyetik
sistemler
Hekzokinaz Escherichia coli Cibacron mavisi | Iki fazli [2]
homojen ile bagli PEG manyetik
sistemler
Laktat Sigir kalbi Ferro sivi modife | AMP 1 mM NADH [2]
dehidrogenaz edilmis sefroz 4B ile eliminasyon
Kas boliimii Manyetik agaroz | Aktif olamayan | NaCl gradyenti [2]

parcaciklar

kirmiz1 120

ile kolon
eliminasyonu




Cizelge2. 4 Manyetik tekniklerle saflastirilmis diger enzimlerin 6rnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Laktoperoksidaz Tatlh kesilmis Manyetik katyon HGMS [2]
siitiin suyu degisiciler
Lusiferaz (histidin | Escherichia coli MagneHis™ Ni** Aktif bagli (2]
etiketli) homojen sistem enzim Ol¢iimii
Fosfataz, alkalin Insan plasentasi Dynabeads M- Spesifik antikor | Bagli enzimin [2]
450 Ol¢iim aktivitesi
Fosfataz, alkalin Bakteriyal liyaz Manyetik Escherichia coli | Lakto analogu [2]
(DNA baglayici lac pargaciklar lac operatorii ile eliminasyon
represyonundan iceren DNA
olusan fiizyon
proteini)
fosfofruktokinaz Saccharomyces Cibacron mavi Iki fazli [2]
Cerevisiae iirlinii ile bagli PEG manyetik
sistem
6-fosfoglukonatde Ferro sivi modife | ADP I mM NADP ile [2]
hidroenaz edilmis sefaroz eliminasyon
4B
Tioredoksin Escherichia coli Manyetik agaroz | Ni-NTA Imidazol iceren [2]
(histidin etiketli) pargaciklar tampon ile
eliminasyon
tRNA metionil Escherichia coli MagneHis™ Ni** Hizli se¢im ve [2]
sentetaz sistem bir miktar
(histidin etiketli izolasyonlu
recombinant) protein
Urikaz (histidin Basilus 1y0n katabilen Ni%* Proteinaz K ile [2]
sonlu bilesimler) manyetik agaroz hiicre
parcaciklar boliinmesiyle
eliminasyon
Cizelge2. 5 Manyetik tekniklerle saflastirilmig diger antikor 6rnekleri
Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Anti-BODIPY Manyetik BODIPY- [2]
florosan antikor lipozom florosan
Anti-DNA antikor Sistemik lupus Manyetik poli(2- | DNA I m NaSCN ile [2]
eritematoz hasta hidroksietil- yayilim
plazmast metakrilat)
parcalar
Anti-Human Murin asit Manyetik selilloz | Human [2]
korionik siipernatans parcaciklari korionik
gonadotropin gonadotropik
antikor
Antikor (ratlarda) Afinite Dynabeads M- Anti-tavsan Antikor [2]
kromatografisind | 280 IgG testi kontrasyonu
en ornek
Antikor Tavsan serumu Dynabeads M- Anti-tavsan 0.5 M asetik asit [2]
280 IgG testi ile eliminasyon




Cizelge2. 5 Manyetik tekniklerle saflastirilmig diger antikor 6rnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
Monoklonal antikor | Melez fare etsuyu | Manyetik Proteia A [2]
kiilttirii partikiil
Anti-inek albiimin Is1 duyarh Inek serum Karbodimimid [2]
antikor serum mikrokiire albumin metodu ile
immobilizasyon
Insan Ticari preperat Manyetik I M NaCl ile [2]
immunoglobulin G poli(etilenglikol eliminasyon
dimetakrilayt-N-
metakriloy-L-
histidin-
metilester)
parcalari
Immunoglobulin G | Kan serumu Karboksi- M proteinAG [2]
terminal
manyetik
parcalari
IgE antikoru Alerjik hasta sera | Manyetik Antijen [2]
lipozom proteinler
Fare anti-fibroblast | Asit Polistyrene Ratda Anti- [2]
biiyiime faktor manyetik fare IgM
reseptor I Ig M parcaciklari monoklonal
antikor

Cizelge 2.6. Manyetik tekniklerle saflastiriimis DNA/RNA/oligoniikleotit/aptamer baglayan
proteinlerin ornekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
CUG baglayan Insan miyoblast Dynabeads M- Biyotinlenmis I M NaClile [2]
proteinler veya fibroblast 280 streptavidin | (CUG), eliminasyonu
Transkripsiyon Saccharomyces Dynabeads M- Biyotinlenmis Yiiksek tuzlu [2]
faktorii t cerevisiae 280 streptavidin | tRNA" parcas: tampon ile
eliminasyonu

DNA baglayan Crude doku iiriinii | Manyetik fosfo [2]
proteinler seliiloz

parcaciklar
DNA baglayan Escherichia coli Manyetik fosfo [2]
proteinler seliiloz

parcaciklar
DNA baglayan HeLa niikler 6z Dynabeads M- | Biyotinle 2 M NaCl ile [2]
proteinler 280 streptavidin | etiketlenmis DNA eliminasyonu

parcasi
transkripsiyon Vaccinia virions Dynabeads M- Biyotinlenmis ¢ift Yiiksek tuzlu [2]
faktoriinden 280 streptavidin | zincirli DNA tampon ile
Vaccinia virus eliminasyonu
onceki
Ecdysteroid Drosophila Dynabeads M- | Biyotinlenmis ¢ift 0.4 M KCl ile [2]
alicisi melanogaster 280 streptavidin | zincirli eliminasyonu
niikleer iiriinii oligoniikloitit

NanR protein Escherichia coli MMACS Biyotinle IM NaClile [2]
(tekrar streptavidinli etiketlenmis DNA eliminasyonu
birlegmesi) mikro kiireler pargast




Cizelge 2.6. Manyetik tekniklerle saflastirilmis DNA/RNA/oligoniikleotit/aptamer baglayan
proteinlerin ornekleri

Saflastirllms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tasiyicilar
p27 Tavsan karaciger | Dynabeads M- Guaninle NaCl soliisyonu [2]
hiicresi 280 streptavidin | zenginlestirilmis ¢ift | ile eliminasyonu
zincirli DNA pargasi
Pigpen protein Endotel hiicreler Manyetik Biyotinlenmis NaCl soliisyonu [2]
streptavidinli aptamer ile eliminasyonu
parcaciklar
RNA baglayan Saccharomyces MMACS Biyotinle NaCl soliisyonu [2]
proteinler cerevisiae streptavidinli igsaretlenmis RNA ile eliminasyonu
mikro kiireler probu
Tek lifli Vertebra Dynabeads M- | Biyotinlenmis tek Yiiksek tuzlu [2]
kromozon ucu dokularindan 280 streptavidin | zincirli TTAGGGn tamponla
baglayici alian niikleus repeats eliminasyonu
proteinler (sTBP)
Transkripsiyon Insan miyeloid Dynabeads M- Biyotinlenmis Yiiksek tuzlu [2]
proteinler hiicreler 280 streptavidin | inducible element tamponla
(hSIE) eliminasyonu
Transkripsiyon Insan monosit ve | Dynabeads M- | yRF-I zincirli iceren | 0.6 M KCl ile [2]
faktor aRF-1 epidermal 280 streptavidin | biyotinlenmis DNA | eliminasyonu
hiicreleri
Protein faktor Fareye ait iskelet | Dynabeads Cift zincirli DNA pH 4.2 100 mM [2]
MS2 miyotiipler sodyum asetat ile
eliminasyonu
Rehber RNA Trypanosoma keciye konulan | Monoklonal antikor | SDS igeren [2]
baglayan brucei mitokondri | Anti fare IgG diisiik pH’I1
proteinler dynabeads M- tampon ile
450 eliminasyonu
RNA baglayan Polen tohumu Streptavidinli Biyotinli SDS tampon ile [2]
proteinler MagneSphere oligoniikleotitler eliminasyonu
parcaciklar
DNA baglayan Schistosoma Dynabeads M- Biyotinli DNA Sodyum asetat [2]
proteinler mansoni 280 streptavidin tampon ile
eliminasyonu
ssDNA baglayan | Transfected fare IgG Tavsan Tavsan antikor Dolayli metot [2]
proteinler fibroblast antidynabeads
Tenascin -C Giloblastoma Dynabeads Biyotinli aptamer Yiiksek tuzlu [2]
hiicreler streptevidinli tampon ile
eliminasyonu
Termoregiiler Rat beyni Streptavidinli Biyotinli 0.7 M KCl ile [2]
beyin faktorii manyetik oligoniikleotitler eliminasyonu
(ThBF) parcaciklar
TTFI protein Escherichia coli Dynabeads M- | Biyotinli aptamer DNaz ile [2]
lizat 280 streptavidin eliminasyonu




Cizelge2. 7 Manyetik tekniklerle saflastirilmis Albimiin ve hemoglobin 6rnekleri

Saflastirilmis | Kaynak Manyetik tasiyicilar Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim
Inek serum Ticari preparat | Manyetik agar Cibacron Yayilim deneyleri [2]
albumini parcaciklari mavi3GA
Ticari preparat | Manyetik capraz bagh Cibacron Yayilim deneyleri [2]
polinalkol mavi3GA
Manyetik sitosan Cibacron [2]
mikrokiire mavi3GA
Ticari preparat | Manyetik- Anyon degistitici [2]
poli(glisidilmetakrilat- seperasyon
triallyl isosiyaniirat-div
Nilbenzen) parcalari
Ticari preparat | Magnetil poli(etilen 1.0 M naSCN ile [2]
glikol dimetakrilat-co- Cu* eliminasyon
N-metakrilol-(L)-
histidin metil eser)
mikropargalr
Insan serum Ticari preparat | Manyetik poli(2- Cu*ile 1.0 M NaSCN ile [2]
albumini hidroksietilmetakrilat) iminodiasetik eliminasyon
parcaciklari asit ile
doyurulmus
Insan plazmas1 | Manyetik poli(2- Cibacron 0.5 M NaSCN ile [2]
hidroksietilmetakrilat) mavi3GA eliminasyon
parcaciklari
Ticari preparat | Is1 duyarh polimerler Isinin azaltilmasi [2]
ile kaplanmis manyetik ile yayilim
parcaciklar
Insan serum Maya hiicresi Manyetik cam Anti-FLAG EDTA igeren [2]
albumini( parcaciklar antikor tampon ile
rekombinant eliminasyon
etiketli)
Glikat Insan viicudu Manyetik poli(vinil m-Aminofenil- | Sorbitol ile [2]
hemoglobin alkol) parcaciklari boronik asit eliminasyon
Hemoglobin Inek, ticari fron oksit amin terminal | Cu**ile Imidazol iceren [2]
preparat parcaciklari iminodiasetik tampon ile
asit eliminasyon
gerginlestirme
si
Hemoglobin Insan viicudu Magnetspirullum m-Aminofenil- | Immiinoassay [2]
Alc magneticun AMB- boronik asit affinitesi
1’den izole edilmis
manyetik parcaciklar
Cizelge2. 8 Manyetik tekniklerle saflastirilmis diger proteinlerin 6rnekleri
Saflastirllms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger Kaynak
enzim tasiyicilar detaylar
Aprotinin Inek pankreas Manyetik sitosan | tiripsin Diisiik pH [2]
tozlar1 parcaciklari tamponu ile
eliminasyon
konkanavilin A Jack bean Manyetik Dekstran 2]
solanum tuberosum | ekstreleri parcaciklar
lektin
Patates Manyetik sitosan Diisiik pH [2]
yumrusu tamponu ile
eliminasyon




Cizelge2. 8 Manyetik tekniklerle saflastirilmis diger proteinlerin 6rnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger Kaynak
enzim tasiyicilar detaylar
Yesil floresan Manyetik Ni-NTA Imidazollu [2]
protein (histidin nanoparcacikl tamponla
ekli) ar eliminasyon
SIRT2 insan Manyetik Ni-NTA Imidazol [2]
protein(rekombinant agaroz iceren tampon
histidin ekli) pargaciklari ile
eliminasyon
Elengasyon Caenorhabditis | Manyetik Ni-NTA Imidazol [2]
(uzama)faktor elegns agaroz iceren tampon
(rekombinant,histidi pargaciklari ile
n ekli) eliminasyon
Protein A Rekombinant Manyetik Insan IgG iki-fazli [2]
Escherichia Eudragit Manyetik
coli sistem
Tiimor nekroz Dynabeads m- | Fare monoklonal Solid faz [2]
faktor(TNF) 280 antikor immunoassay
Anti-MUC 1 Rekombinant Manyetik Spesifik peptid [2]
diabody parcalari Escherichia agaroz
coli pargaciklari
MHC clas II MDCK Ratlarda Spesifik antikor SDS-PAGE 2]
molekiil hiicreleri Dynabeads m- tamponu ile
280 anti Fare eliminasyon
Igl
Lamin B; Xenpuss Dynabeads Spesifik antikor 6 M iire ile [2]
yumurtast eliminasyon
iriini
6x-His ekli protein Insan Manyetik Ni-NTA Imidazol [2]
fibroblastlari agaroz iceren
parcaciklari tamponla
eliminasyon
Ostrojen reseptor Yag dokusu Dynabeads m- | Farelere insan Indirekt [2]
280 Ostrojen reseptorine metod
streptavidin kars1 gelismis Biotinli
monoklonal antikor
Kromatin sinirlayan | Fare Mercurated p- 0.5 M NaCl [2]
thiol-reaktif fibroblastlari manyetik hidroksimerkuribenzo | ve 20
fragmanlar agaroz at mMdithiothre
pargaciklar itol ile
eliminasyon
LI kapli protein Insan Manyetik Cu**ile doyrulmus Imidazol [2]
papillomavirus | poliglutaralde | iminodiasetik asit iceren tampon
hit ile
pargaciklari eliminasyon
Insiilin resptorii Ratda kas veya | Dynabeads m- | Anti-P5 antikor SDS PAGE [2]
karaciger 450 analiz
Uriinii
Stat3 DER hiicreleri | Dynabeads Biotinli tirozin SDS PAGE [2]
fosforillenmis analiz
peptidaz
Transferin reseptorii | Insan Koyunda Insanda transferin SDS analiz [2]
fareye karsi reseptoriine karsi
IgGI monoklonal antikor

Dynabeads m-
450




Cizelge2. 8 Manyetik tekniklerle saflastirilmis diger proteinlerin 6rnekleri

Saflastirilms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger Kaynak
enzim tasiyicilar detaylar
Prion protein PrP* Beyin liriinii Dynabeads m- | Plasminojen SDS analiz [2]
280 tosyl
aktivitesi
Ekstraceliiler Bipolaris Dynabeads Streptavisin SDS analiz [2]
matriksden sorokiniana
kaynaklanan biotinli
proteinler
Kiryoprotektin Lahanay1 Dynabeads- Spesifik antikor [2]
soguk ortama protein A
maruz birakma
(Brassica
oleracea)
Prostat spesifik prostat kanserli | Streptavidin Biotinlenmis Diisiik pH [2]
antijen hastalardan kapl monoklonal antikor tamponu ile
elde edilen Manyetik eliminasyon
serum pargaciklar
Ostrojen reseptorii Hiicre dis1 Manyetik Antikor SDS tamponu [2]
cevrimi pargaciklar ile
eliminasyon
VHDL reseptor Helicoverpa Streptavidin VHDL-biotin bagi [2]
zea kapl
Magrnetik
parcaciklar
Fruktosilizine U937 hiicreleri | Dynabeads m- | Poly-L-lizin-glukoz Iki protein [2]
spesifik baglayict 280 tosyl konjugati izolati
protein aktivitesi
Ubiguitin (histidin Nikel-altin Asitik tampon [2]
ekli) nanogubuk ile
eliminasyon
Cizelge 9. Manyetik tekniklerle saflastirilmis proteinlerin 6rnekleri
Saflastirllms Kaynak Manyetik Bag ligand1 Diger detaylar Kaynak
enzim tastyicilar
Biyotinli Model Dynabeads Streptevidin MALDI-TOF kiitle [2]
peptitler karigimlar M-280 stretavidin analizinde kullanilir
(His)s-Ala-Tyr- | Sentetik Dynabeads M-280 |Ni** sarjli | Imidazol soliisyonu ile [2]
Gly peptit tozil aktivasyonlu Aminokaproik | eliminasyonu
nitrilotriasetik
asit
Sentetik Sentetik Streptavidinli kapli |T. brucei nin | Polistiren pargaciklardaki [2]
pentapeptitlere | karigim manyetik biyotinle penta peptitlere
karsit  fruktoz- parcaciklar etiketlenmis baglanabilirler
1,6-bifosfat fruktoz-1,6-
aldolaz bifosfat
aldoloz
Sitokrom ¢ | Tripsin Au@magnetic MALDI MS analizini [2]
triptik  sindirim | sindirilmis parcaciklar takip eden iyon degisimi
iiriinleri sitokrom ¢ seperasyonu
Glutatyon Altin  ve demir [2]
oksit
nanoparcaciklar
Nizin Z Lactobacillu | EDC aktivasyonlu | Anti-nizin 6 M iire ile eliminasyonu [2]
s lactis manyetik antikoru
parcaciklar




Hedef protein ve peptitlerin izolasyonu ve saflagtirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan teknik
standart sivi kolonlu kromatografidir. Manyetik seperasyon teknikleri yenidir ve hala
gelismektedir. Manyetik cekimli parcaciklar molekiiler biyolojide o6zellikle niikleik asit
seperasyonunda, hiicre biyolojisinde, mikrobiyolojide hedef hiicrelerin seperasyonunda,
manyetik ELISA kullanarak secilmis Orne8in karsilastirllmasindaki bazi islemlerinde ve
alakali tekniklerde, ozellikle klinik isaret¢iler ve cevresel atiklarin ayristirilmasinda
kullanilmaktadir.

Gelecekte en azindan iki alanda odaklanacagi diisiiniilmektedir. Birinci alanda
manyetik cekimlilik seperayon tekniklerinin biyokimya ve ilgili alanlarin, crude 6rneklerden
merkezinden dogrudan hem kiiciik hem de biiyiik molekiiler agirlikli ¢esitli yapilarin hizli
izolasyonunda ve bunlarin azalan saflagtirma adimlarinda ve biyokimyasal analizin ELISA ile
alakali prensipleri kullanarak belirlenen hedef proteinlerin karisimlarindan immunomanyetik
parcaciklarin  yardimiyla  seperasyonunun laboratuar  ortamindaki  ¢aligmalarinda
odaklanacaktir. Ikinci alan olarak, biiyiik capli endiistriyel sistemlerin ii¢ klasik adiminin
siniflandirma, konsantrasyon ve ilk saflastirma adimlarimin tek kisimlhi islem halinde
getirilmesidir. Gida endiistrisinin atiklarinin, crude kiiltiir ortamindan biyolojik bilesenlerin
dogrudan kullanilip ve gelistirilecegine inanilmaktadir [2]. Manyetik teknikler kullanilarak
oldukca biiyiik miktarda, diisitk maliyetli iirlinler elde edilebilecegi diistiniilmektedir. Fakat
kiiciik ¢capl izolasyonlar tizerinde odaklanacaktir. Buna bagl olarak manyetik parcaciklarin
fiyatlar1 diisiiriilecektir ve 6zel tipteki diisiik maliyetli alanlar biyoteknolojideki basit ve ucuz
yontemlerle hazirlanan makul manyetik tasiyicilar ve absorbentler var olacaktir. Pahali
olmayan verimli  seperatorlerin  olmasiyla  biiyik c¢apli  islemler kolaylikla

gerceklestirilebilecektir.

2.3 MiKROBiYOLOJIDEKi UYGULAMALARI

Immunomanyetik seperasyonlar ozellikle gida, klinik, veteriner ve cevre
mikrobiyolojisinin bir¢ok uygulamalarinda kullanilmigtir. Bu tekniklerin temel rolii patojenik
mikroorganizmalarin bulunmasidir. Standart mikrobiyolojik islemleri 4 grupta ve en az 4
farkl1 biilyiime ortamina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu yiizden gida 6rneklerinden saglanan sonug
icin toplam zaman giinler i¢inde hesaplanabilir. Bulma periyodu ve izolasyonun kisalmasi i¢in
imkanlardan biri, non-growth ilgili islem ile secici zenginlestirilmis kisminin yer

degistirmesidir. Bu 6n zenginlestirilmis ortam veya dogrudan 6rnekteki hedef organizmasinin



spesifik manyetik seperasyonun yer degistirmesidir. Izolasyonlu hiicreler standart
mikrobiyoloji islemleriyle belirlenebilir. IMS yalnizca daha hizli degildir ama daha cok
sayida pozitif ornek verir [1]. Ayrica yapisal hasarli ve ©6lii mikrobiyal hiicreler IMS
kullanilarak izole edilebilir [1]. Hedef mikroorganizmalarin IMS nun prensipleri Sekil 2.2°de
sematik olarak gosterilmistir.

Bilinen ¢ok sayidaki mikroorganizmalar IMS ile izole edilmislerdir. Bircok durumda
immunomanyetik parcaciklar laboratuarda hazirlanmiglardir. Mikrobiyal proteinlerin
bulunmas: i¢in, spesifik immunomanyetik parcaciklar piyasada mevcuttur. Bunlar Salmonella
(Dynal), Listeria (Dynal) ve Escherichia coli 0157’ nin (Dynal ve Cordinal, Santa Fe, NM,
USA) bulunmasi i¢in kullanilir.

Cesitli bakteriyel antijenler, hiicre duvarindaki (O-antijenleri) belirlenen antijenler
veya flagellar ve fimbrial antijenler gibi antijenler bakterilerin IMS’nunda uygulanirlar.
Monoklonel ve poli klonel Ab’lerin her ikiside basartyla kullanilir. Cok cesitli uygulamalarda
tek, yiiksek spesifik Ab immobilizedir (6r. E.coli 0157 nin bulunmasi gibi) veya monoklonel
ve poliklonel Ab’lerin karisimdaki c¢esitli zit antijenin tayini, bir geni zorlayabilir
(Salmonella’ nin bulunmasi gibi) ve casitli tiirleri yakalayabilmesi i¢in immobilizedir. E. Coli
0157 ile cevrili Dynabead’lerin elektron mikroskobu goriintiisii IMS’ nun etkinligini gosterir.

(Sekil 2.1)

Sekil 2.1 E. coli O157 * ye Dynabeads bagl mikroparcacigrin elektronmikroskobu goriintiisii

IMS kullanilan hedef mikrobiyal hiicrelerin izolasyonu bircok cesitli metotla
karakterize edilebilir. Besinsel ihtiyaglar saglanirsa, immunomanyetik veya lektin manyetik
boncuklarin onlarin biiyiime ve c¢ogalmaya devam eden hiicrelerin higbir etkisinin
olamamasindan manyetik isaretlerin, hedef mikrobiyal hiicrelerden ayrimina ihtiya¢ yoktur.

Manyetik olarak ayrilan hiicreler segici jeloz veya sivi besleyici ortaminda asilanabilir ve



standart yolla test edilebilirler. Manyetik olarak yakalanmis hiicreler empedans teknigi [1],
enzimle bagli immunosorbant 6rnek (Elisa) kullanilarak bulunabilir [1].

IMS efektif olarak polimer zincir reaksiyonu ile (PCR) kombine edilirler. Kombine
isleminin iki prosediirii bazen (Manyetik Immuno PCR Assay) MIPA gibi kisaltilabilir [1].
IMS’ nin temel amaci seyreltme boyunca hassaslik kaybi olmadan ornekten PCR inhibe
0gesinin ayrilmasidir. Oligoniikleotit birincilleri hedef geni (Salmonella’ nin bulunmasi gibi)
icin veya kendi faydasinin zorlamasi icin spesifik olmalidir. MIPA teknigi i¢in iki adiml
PCR’ de birincil iki yuvali cift ile yuvali PCR gibi, cesitli PCR modifikasyonlar

tamimlanmastir [1].
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Sekil 2.2 immunomanyetik seperasyon islemiyle hedef mikro organizmalarin ayrimin sematik
gosterimi[1]

2.4 TIP VE HUCRE BiYOLOJISINDEKI UYGULAMALARI

Cesitli eurokaryotik hiicrelerin izolasyonu i¢in manyetik seperasyon tekniklerinin
uygulamalarim1 tanimlayan ¢ok sayida makale vardir. Yarali bilgi ve bircok ornek ozet
makaleler ve kitapciklar bulunabilir [1]. Asagidaki yazi1 sadece secilmis uygulamalardan
bahsedilecektir.

Kemik iliginden kanser hiicrelerinin uzaklastirilmasi, IMS’ uygulamasinin en
onemlilerinden biridir. Kanser hiicrelerinin immunomanyetik seperasyonlu ilk deneyi
Kemshead 1979° da yapmistir. Atlogus kemik iligi nakli i¢in kemik iliginden noroblastlarin
uzaklastirilmas1 amaciyla kullanilan bu teknik diger tiimorler icin daha sonra gelistirildi.
Kemik iligi nakliyle baglantili kemik iligi naklinde ve hematopoetik hiicrelerin fazla
kaplanmas1 gerekmektedir. Manyetik parcaciklarla karsilasmadan Once monoklonal IgG
Ab’lerin koktail ile siklikla hassaslastirilan hiicre siispansiyonunda genellikle dolayli metot
kullanilir [1]. Son zamanlarda IgG Mab’ leriyle kaplanan efektif olarak kanser hiicrelerini

tikketebilen dogrudan immunomanyetik tasfiye islemlerinden bahsedilmektedir [1].



Eger dolasimda kanser hiicresi varsa, prognoza gore gerekli olanlar bilinmelidir ki ileri
ki metastatik islem aragtirmalarinda dolasan tiimor hiicreleri 6nemlidir. Cok diisiik sayida
tiimor hiicreleri kan icinde tespit edilebilir. Canlandirmadan once, IMS tiimor hiicrelerini
fazlalastirabilir. Fakat 6rnekte mevcut olan biiyiikk sayidaki manyetik boncuklar zor olan
immunokimyasal yoluyla tanimlamalari yapilir. Bu problemin bir ¢oziimii gradyanl
sentrifiigasyon teknigini kullanmaktir. Bu islem siiresince yiiksek yogunluga sahip manyetik
boncuklarin fazlalar1 daha diisiik yogunluklu tamamen rozetli boncuklu tiimor hiicreleri
tarafindan ayrilirlar. %75’ den daha fazla hedef hiicresi icerdiginde fazlalik manyetik
parcaciklar %95 ve daha fazlasini bu metotla uzaklastirabilirler.

Allogenik kemik iligi naklinde (GVHD) bir¢ok hastaligin veya nakledilen dokunun
eliminasyonu vericinin kemik iliginden T hiicrelerini atilmasi gereklidir. Dogrudan metot T
hiicrelerinin 3-log yikima imkan verir.[1]

Kan ve diger hiicre kaynaklarindan dogrudan insan hiicre alt yapilarinin izolasyonu
icin manyetik parcaciklarin kullanilmasi artmaktadir. B libozomlar [1], endotel hiicreler [1],
groniileotit [1], hematopoetik soy hiicreler [1], Langerhans hiicreleri [1], 1okositler [1],
monositler [1], dogal dldiiren hiicreler [1], retuculocytes [1], T-16kosit [1], Sekil 2.3 T-16kosit
ile sinirli iki M—450 Dynabead’leri gosterir [1].

Sekil 2.3 Iki tane Dynabeads M—450 bagli T-16kosit elektron mikroskobik goriintiisii [1]

Sadece tiim hiicreler degil ayrica ham hiicresel parcalardan basariyla izole edilebilirler.
Dynal hedef organellerin %99’dan fazlasim1 hizla izole edebilen hiicresel M-500
Dynabead’leri gelistirmistir [1].



2.5 PARASITOLOJIDEKi UYGULAMALAR

Bugiine kadar protozoon parasitelerin ayrimi ve izolasyonu icin manyetik seperasyon
tekniklerinin uygulamalarinin 6rnekleri ¢ok fazla degildir. Protozoon parcaciklart klinik
orneklerde ve suda bulunmustur.

Icme suyundaki Cryptosporidium olugsmasimin patlak vermesi insan sagliginin
korunmasinin gerekli seviyede olmasi icin ve talebin artmasiyla giindeme gelmistir. Son
zamanlarda Cryptosporidium’un IMS’ u i¢in 2 ticari Uiriin piyasaya ¢ikmigtir. Bunlar Dynal ve
Clearwater Diagnostics, Porland, ME, USA tarafindan {iiretilmistir. (Aralik 1997, Draft)
Filtrasyon/IMS/FA sudaki Cryptosporidium’ i metot 1622 US Cevre Koruma Kurumu
tarafindan yaratildi (EPA) [1]. Bu metot giivenilir diisikk konsantrasyonlu Cryptosporidium
gelistirmeye karar verilmistir. Cok diisiik bulaniklig1 olan 6rneklerde (temiz su) IMS standart
metottan ¢ok daha iyi sonuglar gosterilmistir. Su 6rnekleri tiirbiinlendiginde IMS azaltilmasi
hizli sekilde iyilestirilmistir [1].

Hiicrelerin manyetik seperasyonu, diger islemlerin hatali oldugu bircok uygulamalarda
yararliligr gosterilmistir. Ucuz standart is i¢in temel aletler ve bir¢ok kullanmaya hazir kolay
Olciiye gore biiyiitiilebilen iiriinlerin mevcut olabilecegini bu teknik gdstermektedir.

Bugiinlerde immunomanyetik seperasyon standart prosediirii ve gelecek vaad
etmektedir. Bu yiizden lektin, karbonhidrat, antijen veya faj gibi spesifik benzer ligandlarin
Onemi artacaktir.

Manyetik seperasyon teknikleri biyolojide kullanilan 6nemli diger tekniklerle
yarismaktadir. Bu sistemin bir avantaji iligkili hiicrelerin ayrilmasiyla birlikte hedef
hiicrelerinin secici seperasyonuna olanak saglayan teknikler ve PCR icin degerlidir. Bu iki
prensibin kombinasyonu gidada, klinik ¢evresel mikrobiyolojide, hiicre biyolojisinde, tipta ve
parasitolojide 6nemlidir.

Benzer parcaciklar ve immunomanyetik kullanarak hedef hiicrelerinin seperasyonu
manyetik tekniklerin potansiyellerinin gosterdikleri temel alandir. Bu ylizden manyetik
parcaciklar ilaclarin iletilmesi veya radyoterapi veya hipertermiyaya imkan saglamasi i¢in
hedef hiicreleri ve dokular isaretlenebilir [24]. Bugiinkii ve gelecekteki gelismeler,
kombinasyonlu terapiler i¢in daha ¢cok manyetik tastyicilar kullanilacaktir [1].

Manyetik seperasyon teknikleri minyatiir ve otomatik olabilir. Diger taraftan genis
skalalt uygulamalarda da miimkiindiir. Tartisilan tekniklerin miimkiin olan uygulamalarinin
faaliyet alam1 cok genistir ve biyolojide ve Biyoteknik’te cesitli alanlardaki bircok yeni
prosediir siiphesiz yakin gelecekte gelisecektir.



3. MIKNATISLANMIS GRANULER YATAKLARIN OZELLIKLERI

Manyetik parcaciklarin Tip ve Biyolojik sistemlerde kullanilmasi islemlerinin sonunda
olusan olusan yeni ajanlarin manyetik filtre ve seperatorlerde ayristirilmasi gerekmektedir. Bu
amacla miknatislanmis ferromanyetik elemanlarda olusturulmus dolgulu yataklarin
(matrislerin)  kullanilmas1  gereksinimi ortaya c¢ikar. Bu durumda miknatislanmisg
ferromanyetik dolgulu yataklarin manyetik, hidrodinamik ve diger fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin incelenmesi cok dnemlidir.

Miknatislanmis ferromanyetik elemanlardan (kiire, ¢ubuk, tel, plaka, talaslar v.b.)
olusturulmus dolgulu yataklar manyetik filtrasyon ve seperasyon proseslerin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tip yataklar Maden Miihendisliginde cevher hazirlamada
kullanilmaktadir [1,3], endiistriyel sivi ve gazlarin mikron ve submikron boyutlu
parcaciklardan temizlenmesinde [4-9], biyolojik objelerin seperasyonunda [10,11], baz1 tibb1
uygulamalarda [12,13] ve diger bir¢ok sanayi alanlarinda basariyla kullanilmaktadir.

Manyetik seperatorlerden [1-3] farkli olarak, manyetik filtrelerde esasen birbiriyle
tegetlesmis dolgu elemanlarindan olusturulmus yataklar kullanilmaktadir [4-8]. Bu tip
yataklarda manyetik kiirelerin kullanilmasi bir¢cok avantajlara sahiptir [4—7,14]. Bu nedenle
miknatislanmis ferromanyetik kiirelerden olusturulmus yataklarin miknatislanma ve kuvvet
etkileri 6zelliklerinin incelenmesi pratik ac¢idan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bellidir ki dis homojen manyetik alan getirilmis herhangi bir ferromanyetik eleman
miknatislanarak kendi etrafinda kesin olarak degisen yiiksek gradyantli bir manyetik alan
olusturur. Bir¢ok ferromanyetik elemanlardan olusturulmus dolgulu yatak dis homojen alanda
miknatislandigindan, yatagin gozeneklerinde yiiksek gradyantli alanlar olusur. Bu alanlar
parcaciklari tutma bolgelerini olusturmaktadirlar. Manyetik filtre ve seperatorlerin tasariminin
ve temel calisma parametrelerinin belirlenmesi icin bu tip yataklarin miknatislanma
ozelliklerinin belirlenmesi ¢cok onemlidir. Fakat bu tip yataklarin miknatislanma o6zellikleri
belirlenirken ya tek [15,16] ya da en fazla iki [16,17] miknatislanmis kiirenin olusturdugu
yiiksek gradyantli manyetik alan ele alinmistir. Cok sayidaki miknatislanmis kiirelerin
olusturdugu yataklarda olusan gradyantli manyetik alanin statik manyetik alan teorisinin
temel denklemlerine dayanarak incelenmesi matematik ac¢idan karmasik ifadelerin elde
edilmesine neden olusturmaktadir [15,16]. Bu ifadeler olusan manyetik alanin ve bu alana
yerlestirilmis parcaciga etkiyen kuvvettin degerlendirilmesinde pratik a¢idan cok kullanigl
degildirler. Bununla beraber manyetik seperator ve filtrelerde kullanilan dolgulu yatak

elemanlarinin (kiirelerin) sayisi 10°-107 civarlarinda olabilir. Bu nedenle, cok sayili



miknatislanmis kiirelerin olusturdugu gradyantli alan biitiin elemanlarin endiiklediikleri
miknatislanmalarin etkileri dikkate alinmakla belirlenmelidir.

Ferromanyetik  graniillerden, 0Ozellikle kiirelerden  olusturulmus ortamlarin
miknatislanma ozellikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir [17,18]. Bu teorik ve
deneysel incelemelerde esasen graniil ortamin ortalama manyetik gecirgenligi (<u>) ve ona
bagimli ortalama manyetik alan indiiksiyonu (<B>) belirlenmistir. Bu parametreler dolgu
elemanin (kiirenin) manyetik permabilitesi (u), alan yogunlugundan (H) ve dolgu faktorii
(packing fraction of the bed element) (y) bagimhdir. Fakat bu deneyler H=20...30 KA/m
alanda yapilmistir. Reel manyetik filtrelerde ise kullanilan manyetik alan siddeti i¢in referans
degerleri H=100...200 KA/m civarlarindadir. Bundan bagka tegetlesen kiirelerden olusmus
dolgulu yataklarda miknatislanma bolgeleri secim oOzelligine sahiptirler. Manyetik alanin
kuvvet cizgileri kiirelerin teget noktalari etrafinda ¢ok siki olup, bu noktalardan uzaklastik¢a
ise hizla zayiflamaktadirlar. Bu nedenle bu sonuglar dolgulu yatagin genel olarak
miknatislanma 6zelligini aydinlatilmasiyla beraber manyetik filtrasyon ve seperasyon teorisi
ve pratigi icin Oonemli olan aktif bolgelerdeki alan degisimini incelemek i¢in kullanigh
degildir.

Miknatislanmis dolgulu yataklarda gézenegin geometrisine bagli olarak manyetik alan
siddetinin degisiminin eksponansiyel sekilde degismekte oldugu gosterilmistir [14,17].
Ampirik yontemle elde edilen bu ifadeler dolgulu elemanlarin manyetik 6zelliginin alan
gradyanttina etkisini kiireler arasinda olusan hava araliklarinin indiiklenen alan siddetine
etkisini dikkate alindiginda imkan veriyor. Bundan baska, manyetik kuvvet i¢in elde edilen
ifade miknatislanmis kiirelerin teget noktalarinin etrafinda bizzat bu kuvvetin etkisini
incelenmesine imkéin vermez.

Ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yatagin miknatislanma o6zellikleri
kompak sekilde A.V. Sandulyak tarafindan verilmistir [4]. Fakat manyetik filtrelerde
parcaciklar tutma yarigaplarinin belirlenmesinde ve parcaciklarin bu tip manyetik alanda
hareketi dinamiginin incelenmesinde bu ifadelerden yararlanmak pek kullanigh degildir. Bu
olayr gidermek icin, kiirelerin teget noktalar1 etrafinda ¢cok dar bir aralikta bu ifadelerin
yaklasik bicimdeki sekillerinden yararlanmak gerekir [4].

Bu Dbolimde graniillerden olusturulmus dolgulu ferromanyetik yataklarin
miknatislanma Ozelikleri dikkate alinarak miknatislanma kanalinin manyetik gecirgenligi
belirlenmistir. Deneysel sonuglarla karsilastirilarak koreldsyondan sonra bu sonuclardan

giderek miknatislanmis dolgulu yataklarin ortalama manyetik gecirgenligi, miknatislanma



egrisi, miknatislanma kanalinda manyetik alan siddetinin degisimi gibi anahtar parametreler

belirlenir.

3.1 Miknatislanmis Dolgulu Yataklarda Olusan Manyetik Alanin Ozellikleri ve
Miknatislanma Egrisi

Dolgulu yataklarin miknatislanma 6zelliklerini incelerken, bu tip ortamlarin ¢ok dalli
bir manyetik devre oldugunu dikkate almak gerekiyor. Bu devrenin dallarin1 birbirleriyle
tegetlesmis yatak eleman c¢ifti olusturmaktadir. Biitiin dallar yatak elemanlar1 (graniiller)
arasindaki degisken hava araligina sahiptirler. Bu hava araliklar1 yatak elemanlarinin teget
noktalarindan uzaklastikca biiyiirler ve dallara ait reliiktansin artmasina neden olurlar.
Dolayisiyla, graniil sekli dolgulu yataklarin miknatislanmasinda graniillerin teget noktalarina
yaklastikgca manyetik indiiksiyon vektoriiniin kuvvet cizgileri siklagmaya baglar. Bu nedenle,
graniil yataklarimin  miknatislanmas1  graniillerin  teget noktalar1 etrafinda olusan
miknatislanma kanallar1 {izerinde olugmaktadir. Bu miknatislanma kanallart dis manyetik
alanin yoniinde olusmaktadir. Bu miknatislanma kanallar1 dis manyetik alan yoniinde
olusarak, graniillerin tegetlesdigi dogru veya zikzakli zincirler gseklinde olusurlar.
Miknatislanma kanallarinin olugmasi bu kanallarin manyetik gecirgenligi taniminin ortaya
cikmasina neden olurlar [4,14]. Miknatislanma kanallarinin manyetik gecirgenligini
belirlemek i¢in asagidaki 6zellikleri dikkate alalim:

= Manyetik indiiksiyon vektoriiniin ¢izgileri miknatislanmis kiire yiizeyinde kiire-hava (
hava-kiire)sinirinda yaklasik olarak yilizeye normal olarak yonlenmistir.

» Miknatislanma kanallar1 kiirenin teget noktalar etrafinda es eksenli, homojen borular
seklindedir. Yarigapi r olan bu miknatislanma kanalarinin manyetik gecirgenligi p,’dir.
Kiireler arasindaki gozeneklerin geometrisi degisken oldugundan miknatislanma
kanalinin manyetik gecirgenligi radiyal profile sahiptir (Sekil3.1).

» Miknatislanma kanalinin manyetik gecirgenligi dolgulu yatagin ortalama manyetik
gecirgenliginden biiyiik, kiirelerin gecirgenliginden kiiciiktiir:<p><p,<p. Kiirelerin
teget noktalarinda (r=0) miknatislanma kanalina kanalin gegirgenligi maksimumdur ve

dolgulu elemaninin (kiirelerin) manyetik gecirgenligine esittir p=p(r=0).

* Yaricapr r olan bir miknatislanma kanali i¢in manyetik aki ifadesinden giderek, dolgulu

yatagin gozeneklerindeki manyetik alan siddetinin ifadesi kolaylikla belirlenebilir [4];



h
E=ﬂ(i’) (3.1)

burada H- Dis homojen manyetik alan siddetidir.

* Miknatislanma kanalinin manyetik gecirgenliginin ortalama degerinden (<p>) giderek
dolgulu yatagin miknatislanma egrisini elde edebiliriz. Zira bir¢cok Ol¢gmeler [4]
miknatislanma kanallarinin birbirine etkisi, zikzaklarin olugmasi olaylarmin yatagin
manyetik alanina yaklasik olarak kararli bir etki gosterdigini gostermistir. Bu nedenle bu
olaylarin yatagin miknatislanma egrisine etkisini bir korelasyon katsayisi ile dikkate almak
miimkiindiir.

= Eger dolgulu yatak miknatislanmis kiirelerden degil, herhangi dolgu faktorii diger
ferromanyetik graniillerden olusturulursa yalniz miknatislanmis kanallarin sayist degisir.
Bu nedenle, bu tip yataklarin miknatislanma egrisi, kiirelerden olusturulmus yataklarin
miknatislanma egrisinden belli bir katsay: ile farklidir. Dolayisiyla cesitli ferromanyetik
graniillerden olusturulmus dolgulu yataklarin miknatislanma egrilerinin karakteri aynidir.

» Miknatislanma kanalinda manyetik indiiksiyon vektoriiniin degeri dis manyetik alan siddeti
ve graniillerin teget noktalarindan uzaklikla yani sira miknatislanma zincirinin olusturan
graniillerin sayisina da bagimlidir. Deneysel oOl¢iiler miknatislanma zincirini olusturan
graniillerin sayisinin >10...12 oldugu durumda bu bagintimin kararliligin1 kanitlamistir [4].
Real filtrelerin dolgulu yataklarinda miknatislanma zincirini olusturan graniillerin sayisinin
100...150’den fazla olduklar1 dikkate alinirsa, olusan miknatislanma kanallarinin
gozeneklerinde olusan manyetik alana biitiin dolgu elemanlarinin etkisinin g6z Oniine
alindigin1  varsayabiliriz. Dolayisiyla ¢ok sayilh  kiirerlin - olusturdugu  zincirde

manyetiksizlestirme faktoriiniin ihmal edilecek sekilde zayif oldugu varsayilmaktadir.



Sekik3.1 Ferromanyetik kiirelerle dolgulu yataklarin miknatislanma kanallarinin olugmasi

Cok sayidaki deneysel ve teorik incelemelerin sonuglar1 olarak nitelendirilebilecek
yukaridaki varsayimlar1 dikkate alirsak, miknatislanma kanalinin manyetik gecirgenliginin

degisimi profili asagidaki basit eksponent fonksiyon ile belirlenebilir:

()= pexp(-x ;) (3.2)

Burada p- dolgu yatak elemanlarinin (kiirelerin) bagil manyetik gecirgenligi, r,=t/a, r-
kiirelerin teget noktalarindan uzaklik, a- kiirelerin yaricapi, K- korelasyon katsayisidir. Cok
sayidaki kiirelerden olusturulmus zincir miknatislanma 6zelliklerini gosteren deneysel

sonuglara [4] dayanarak «’nin degerini kolaylikla belirleyebiliriz:

K=t (3.3)

Burada ¢ dolgulu yatagin parozitesidir. Dk3.2 ile belirlenen manyetik gecirgenlik ifadesi
yalniz gozenekli ortamda olusan miknatislanma kanalinin gegirgenligi icin degil, teklenmis
miknatislanma zinciri icinde gecerlidir. Dk3.2’den goriildiigii gibi p(r,—0)=p ve u(r,—0)=0
oluyor ki manyetik devre acisindan boyle bir sonucun olusmasi beklenmektedir. Dk3.2’nin
gecerli oldugunu miknatislanma kanallarinin manyetik akisinin Ol¢iilmesinden elde edilen
deneysel sonuglara [4] gore kiyaslandiginda acikca goriilmektedir. Bu amagla miknatislanma

kanlinin O- r arligindaki manyetik gec¢irgenliginin ortalama degeri;



oy = ! (3.4)

Olarak belirlenir. Miknatislanma kanalindaki elemental manyetik akinin degeri ise asagidaki

gibi olur;

® =ma’ p' po H[1-exp (k1) | (3.5)

Sekil3.2’de Dk3.5’den elde edilen teorik sonuclar ve deneysel sonuclarin
karsilastirilmast goriilmektedir. Bu deneysel sonuglar ¢ap1 33mm olan 16 homojen kiireden
olusturulmus miknatislanma zincirinde yapilmistir [4]. Manyetik akinin degeri kiirelerin teget
noktalar1 etrafinda yerlestirilmis ¢aplart 0.05Smm ve 0.Imm olan iletkenlerden olusturulmus
kiireleri kullanarak mikroweber metre ile Olciilmiistiir. Sekilden goriildiigii gibi Dk3.5’den
elde edilen teorik sonuglar deneysel sonuclarla ¢ok iyi bir sekilde uymaktadirlar. Bu sonuglar
ferromanyetik graniillerden olusturulmus dolgulu yataklarda miknatislanmasinin kanallarda

olusmast modelinin ve Dk.3.4’{in gecerli oldugunu kanitlamaktadir.

3.2 YUKSEK GRADYANTLI MANYETIK ALANLARIN OLUSTURULMASI VE BU
ALANLARIN LABORATUAR DENEYLERININ YAPILMASI

Miknatislanmis ferromanyetik kiirelerin olusturdugu alanlart gradyantinin diger
ferromanyetik elemanlara gore (ferromanyetik cubuklar teller, talaglar vb.) daha yiiksek
oldugu yukaridaki incelemelerden acgikca goriilmektedir. Bu nedenle ferromanyetik
kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarin manyetik ©zelliklerinin incelenmesi manyetik
sistemlerin Tip ve Biyolojide etkin bir sekilde uygulanabilir olmasini belirleyen temel
gostergedir. Bu amagla tez calismalarinda Inonii Universitesi bilimsel arastirma proje birimi
tarafindan desteklenen 2005/41 nolu proje kapsaminda ferromanyetik kiirelerden
olusturulmus dolgulu yataklarin manyetik 6zelliklerini incelenmesi yapilmustir. incelemeler
dis manyetik alanin zayif (B<0.1 T) ve giiclii (B>1T) durumlar icin yapilmistir. Deneylerde

asagidaki materyaller ve yontemler kullanilmastir.
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Sekil3.2 Miknatislanmis kiirelerin olusturulmus zincirde teget noktalari etrafinda Olciilen
manyetik alanin degisimi A H=36KA/m, p=38, * H=70KA/m, p=21m H=105 KA/m, p=14.5
H=140KA/m, p=11

3.3 MATERYALLER VE YONTEM

Zayif manyetik alan olarak maksimum gerilimi 27V akimi ise 0.15 A olan GP-4303D
DC giic kaynagi, C tipi manyetik cekirdekten ve miknatislayict bobinden olusturulmus
manyetik sistem yarigapt 10mm olan silindiriksel c¢alisma tiipii, capt 6.43 mm olan
ferromanyetik paslanmaz kiireler kullanilmistir. Manyetik alan ol¢iimii aksiyel ve transversal
Hall problar1 olan tasinabilir LakeShore model 410 gausmetre ve Hirst GMO05 gausmetre ile
Olctilmiistir.  Giicli manyetik alanlarda ise sabitlenmis WMS Boxmag-Rapid UK
seperatorleri kullamilmistir. B=2T civarlarina kadar ayarlanabilir manyetik alan olusturan bu
seperatorlerde  homojen manyetik alan olusturan calisma bdlgesinin  boyutlar
32mmx90mmx 140mm’dir. Olgiimler farkli akim ve gerilimlerde calisma bolgelerinde
ferromanyetik kiireler bulunmaksizin ve ferromanyetik kiirelerden olugturulmus dolgulu yatak
durumlart i¢in yapilmistir. Ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarda alan

gradyantinin degisimi transversal (enine) ve eksenel (boyuna) yonlerde Olgiilmiistiir. Bu



amagla dolgulu yatak boyunca eni 1.5-2 mm olan oluk olusturulmustur. Farkli akim ve
gerilimlerde bu bolgelerde olusan manyetik alan gradyanti bolgenin cesitli koordinatlar1 ( Sag,
Merkez, Sol olmak iizere) iizere Hall problariyla 6lciilmiistiir. Olgiimlerden elde edilen

sonuclar Cizelge3.1 ve Cizelge 3.2 6l¢iim sonuglarina gore cizilen sekiller Sekil 3.3-Sekil3.10

gosterilmistir.
Cizelge 3.1 Ferromanyetik kiirelerle dolu durumda elde edilen 6l¢iim sonuglari
Uzaklik | V=27V [V=27V V=27V [V=22V [V=22V [V=22V [V=19V | V=19V [V=19V [V=17V [V=17V | V=17V
[em]  |I=0.15A | I=0.15A | =0.15A | 1=0.12A | 1=0.12A | F=0.12A | 1=0.1A [ T=0.0A [ F=01A | o000 {000 o000
MER- MER- MER- MER-

SAG |KEZ |SOL |SAG |KEZ |SOL |SAG |KEZ |SOL |SAG |KEZ |SOL
0.0

2727|301 [296 [22,96 |24,97 |2056 |20,65 [20,06 |2153 |1859 [20,63 |1957
05

30,1 |29,7 [324 |2319 |28 26,26 |2242 |2257 |23,29 [20,1 |2127 |21,41
1.0

309 336 [323 [2576 |29,17 |26,76 [23,67 [23,29 |2363 [2029 [21,76 |21,62
15

305 |347 [317 [2529 |294 2646 [2256 [23,33 |2326 [1955 [21,51 |21,32
2.0

28,9 |33 293 2374 |2782 |2429 |216 21,91 |21,5 [1054 [20,41 |19,65
25

22,23 254 |23 1826 [22,07 |184 |1555 [1557 (1539 |137 [16,16 [13,86
3.0

15,15 |15 158 [12,59 [137 |11,75 |11,2 [11,55 [974 [909 |972 |88l
35

943 109 [838 (87 818 |801 |718 [79 631 [596 [605 |546
4.0

6 6.3 54 543 |53 455 |446 |484 (38 399 417  |3.92
4.5

394 385 (338 [334 341 |292 [276 [295 253 [256 [242 |218

Cizelge 3.2 Ferromanyetik kiireler olmadig durumda elde edilen dl¢iim sonuclari

Ff;‘]k"k V=27V | V=27V | V=27V | V=22V | V=22V |V=22vV V=17V | V=17V
¢ 1=0.15 [1=0.15 |1=015 |1=0.12 |[1=0.12 [I=0.12 | V=19V | V=19V | V=19V [1=0.09 |1=0.09 |V=17V

A A A A A A =014 |1=0.1A |I=01A |, A 120.09A

MER- MER- MER- MER-

SAG |KEzZ |soL |SAG |KEz |soL |SAG |KEzZ |soL |SAG |KEz |[soL
0.0

61,2 |465 |46, 339 [374 |39 332 316 [322 |29 275 |27,3
0.5

554 |592 |488 |379 |567 |432 |353 |414 |359 [303 [291 30,8
1.0

56,9 |62,1 634 |424 |483 |539 |44, 38,1 409 |[369 |29 43
15

504 |816 |62.1 388 |[536 |555 |33,1 425 |484 316 |282 |402
2.0

435 |787 |567 368 |662 [397 |265 |527 409 [244 |333 |359
25

37 557 |37 296 |432 |33,1 23 433 |289 |20 30,6 |27,9
3.0

278 |295 308 |223 |[237 |295 |17,79 |206 |2035 |[1647 |18,56 |18,15
35

223 [313 |299 |166 231 246 |13,09 |928 |2159 |1393 |[178 |1854
4.0

16 26,46 |21,47 |13,47 |21,19 |1796 |10,75 |558 |17.65 |97 16,24 | 14,44
45

10,68 |7,49 |[10,63 |94 |727 |712 |693 |499 |500 |652 |467 |57
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Sekil 3.3 Kiirelerle dolu durumda 27V gerilimde ve 0.15A akimda 6l¢iim sonuglari
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Sekil 3.4 Kiirelerle dolu durumda 22V gerilimde ve 0.12A akimda 6l¢iim sonuglari
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Sekil 3.5 Kiirelerle dolu durumda 19V gerilimde ve 0.1A akimda 6l¢iim sonuglari
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Sekil 3.6 Kiirelerle dolu durumda 17V gerilimde ve 0.09A akimda 6l¢iim sonuglari
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Sekil 3.7 Kiirelerle dolu olamayan durumda 27V gerilimde ve 0.15A akimda 6l¢tim sonuglari
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Sekil 3.8 Kiirelerle dolu olamayan durumda 22V gerilimde ve 0.12A akimda 6l¢lim sonuglari
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Sekil 3.9 Kiirelerle dolu olamayan durumda 19V gerilimde ve 0.1A akimda 0l¢iim sonuglari
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Sekil 3.10 Kiirelerle dolu olamayan durumda 17V gerilimde ve 0.09A akimda 6l¢iim
sonuclari



Bu sonuclardan yararlanarak ve dolgulu yatagin manyetik alan siddetinin (H[kA/m])
Olciilmesiyle miknatislanmis ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarin esas
miknatislanma egrisi elde edilmistir. Manyetik alan yogunlugunun manyetik alan siddetine
gore bagimliligini1 gosteren bu iliski Sekil 3.11 (B-H) grafikleri verilmistir. Biitiin bu 6l¢meler
ferromanyetik kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklardaki manyetik alanin ortalama
degerinin kiireler olmaksizin durumuna gore 4-5 defa daha biiyiik oldugunu gostermektedir.
Elde edilen bu sonu¢ Tip, Biyoloji, Cevre Miihendisligi ve diger alanlarda yiiksek gradyantli
manyetik alanlarin etkin bir fiziksel yontem olarak kullanilabilir olmasinin sinyalini

vermektedir.
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Sekil 3.11 1.5cm uzaklig: sabit tutularak farkli akim ve gerilim degerlerine (27V, 0.15A-
22V,0.12A- 19V, 0.1A- 17V,0.09A) gore ¢izilen B-H grafigi

3.4 SONUCLAR VE TARTISMA

Dk.3.4’den yararlanarak graniillerden olusturulmus dolgulu yataklarin miknatislanma
egrisini (B-H) belirleyebiliriz. Kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklar icin biitiin zincirler
icin ortalama manyetik gecirgenligini belirleyerek bu ifadeye birka¢ yan etkilerini dikkate

alarak korelasyon katsayisint eklemek gerekir. Bu yan etkilere ©Ornek, miknatislanma



kanallarinin birbirini kapsamasi ve gercekte miknatislanma kanallarinin dogru degil zikzakli
seklinde oldugunu, yatak elemanlarinin dolgu faktoriinii, yatak elemanlarinin paslanmasini
onlemek icin onlarin iizerlerinin kaplanmasini, gozeneklerde manyetik pargaciklarinin
birikmesinin manyetik alana etkisini gosterebiliriz.

Dk.3.5°de korelasyon katsayis1 (k) reel dolgulu yataklarin miknatislanmasindan elde
edilen deney sonuglar1 dikkate alinarak belirlenmistir. Bu nedenle dolgulu yatagin
miknatislanma egrisini etkileyebilecek kanallarin birbirini kaplamasi, bu kanallarin zikzakl
bir zincir olusturdugu varsayilabilir. Bu Onermenin gergekligini deneysel sonuglarla
karsilastirmada acikca gorebilmekteyiz. Bu durumda miknatislanma kanalinin tiimiiyle

ortalama manyetik gecirgenligi (r,=1)

Hay = 1 (3.6)
olmaktadir. Dolgulu yatagin ortalama manyetik alan yogunlugu ise;

B=pop'H (3.7)

Dk.3.7°den belirlenmis teorik sonuclar ile deneysel sonucglar [4] birbirleriyle
uyusmaktadirlar. Bu ise Dk.3.6 ve Dk.3.7°nin gegerligini bir daha kanitlamaktadir.

Bir¢cok durumda ferromanyetik dolgulu yatak elemanlarinin korozyonunu onlemek
icin onlarin ylizeyi paslanmaz ince katla kaplanmaktadir. Bu kaplama katlarinin manyetik
gecirgenlikleri farkli oldugundan dolgulu yatagin miknatislanma egrisi de etkilemektedir.
Yukaridaki sonuclardan yararlanilarak dolgu elemanlarinin yiizeylerinin kaplanmasi
durumda dolgulu yatagin miknatislaman egrisini belirleyebiliriz. Eger ferromanyetik
kiirenin ylizey kalinlig1 1., manyetik gecirgenligi . olan ince bir katla kaplanmigsa o halde

miknatislanma kanalinin manyetik gecirgenligi Dk.3.3’e gore;

M —p,)

u(+1 Jau rs
—Dlnl £ e/ B e
w )n{ﬂﬁ(h/d)ﬂ

K=

(3.8)

Olmasiyla Dk.3.2 ile belirlenir. Bu durumda r yarigapli miknatislanma kanalinin ortalama

manyetik gecirgenligi asagidaki sekilde olur:



a

_u-l ln{ﬂ(l"‘lc/a)ﬂc
(u-br, | u +d [ou

2.25
} - exp(—kr2)] (3.9)
Ornegin kiireleri manyetik olmayan (u.=1) ince katkili (l.<<a) bir katla kaplanmus,
bodyle bir miknatislanma zincirinin tam manyetik gecirgenligi (r/a=1), ve miknatislanma

egrisi su sekilde belirlenebilir;

AT h{ﬂ(lﬂc/a)ﬂc} | (3.10a)
U=, 1+, /a)u

5 Mo(u-DH h{u(mc/a)} | (3.10b)
LU= UL 1+ (L Ja)u

Dk.3.10’dan elde edilmis teorik sonuclarla yiizeyleri 1;=31um radmium kati ile
kaplanmis a=3mm kiirelerden olusturulmus dolgulu yatagin miknatislanma egrisinin
deneysel sonuclar ile [4] karsilastirilmistir. Deneysel ve teorik sonuclar birbiriyle cok iyi
uzlastigr goriilmiistiir.

Dk3.6’dan yararlanarak dolgulu yatagin parozitesinin degisiminin bu yatagin
miknatislanma egrisine etkisini de belirleyebiliriz. Ferromanyetik elemanlardan
olusturulmus ¢esitli dolgulu yataklarin miknatislanma egrilerinin incelenmesi sonucu bu

yataklarin miknatislanma egrisinin ve ortalama manyetik gecirgenliginin;

B= 0—(1;(?4)H1n,uz‘25 (3.11a)
(-8 .
o= (3.11b)

Manyetik gecirgenliginin yatak parozitesinin degisimine baglantist Dk.3.11°den
belirlenen teorik miknatislanma egrilerinin, deneysel sonuglarla karsilastirildiginda [4] bu
sonuclarin birbiriyle ¢ok iyi bir sekilde uzlastigini ve bu yataklarda olusan miknatislanma
olaylarinin kanallarin olustugu ve yatak parozitesinin degisiminin bu kanallarin karakterini

degil, sayisini degistirdigini bir daha kanitlamaktadir.



Dk.3.6 veya Dk.3.11°den yararlanarak yalmz kiirelerden degil diger graniil
elemanlarindan olusturulmus ve miknatislanan dolgulu yataklarin da ortalama manyetik
gecirgenligini ve miknatislanma egrisini  belirleyebiliriz. Ciinkii dolgulu yatagin
parozitesinin (veya dolgu faktoriiniin) degisimi miknatislanma kanalinin sayisinin
degisimine neden olur. Bu nedenle, 6rnegin ferromanyetik talaslardan olusturulmus dolgulu
yatagin ortalama manyetik gecirgenligi ve miknatislanma egrisi deneysel karsilastirildiktan

sonra;

i, =1-&"*Inu’” (3.12a)

B=u,H(1-&)" Inu*? (3.12b)

Seklinde belirlenebilir. Cesitli paroziteye sahip olan ferromanyetik talaslardan
olusturulmus dolgulu yataklarin miknatislanma egrisinin teorik ve deneysel sonuclarinin
karsilastinlldiginda yatak parozitesinin genis bir aralikta degisiminde bu sonuclarin
birbiriyle 1yi bir sekilde uzlastigr goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak Onerilen teorik yaklasim ve bu yaklasimdan elde edilen sonuglarin
deneysel sonuclarla karsilastirilmasindan ferromanyetik graniillerden olusturulmus dolgulu
yataklarin miknatislanma ozelliklerini incelemeye imkéan veren asagidaki dnemli sonuglar
elde edilmistir:

Ferromanyetik graniillerden olusturulmus dolgulu yataklardan miknatislanma olaylari
graniillerin teget noktalar1 etrafinda olusan miknatislanma kanallar1 vasitasiyla olusurlar.
Manyetik alanin kuvvet cizgilerinin sikligimin degismesi nedeniyle bu kanallarin
manyetik gecirgenligi degisir. Bu degisiminin 0zelligi dikkate alindiginda manyetik
gecirgenligin degisiminin basit analitik ifadesinin elde etmek miimkiindiir. Deneysel
sonuglarla karsilastirildiktan sonra bu degisik tipteki dolgulu yataklarin miknatislanma
ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir.

Dolgulu yataklarda olusan bircok reel olaylar (parozitesinin degisimi, miknatislanma
kanallarinin birbirini kapsamasi teget noktalarinin birbiriyle dogru tizere degil, zikzakli
bir egri olusturmasi v.b) miknatislanma kanallarinin sayisinin degismesine neden olur.
Fakat bu durumda yatagin miknatislanma karakteristigi degismez. Bu nedenle bu tip
yataklarin miknatislanma egrilerinin birbirinden bir korelasyon katsayilariyla farklilagir

bir bicimde elde etmek miimkiindiir.



. Dolgulu yataklarin miknatislanma 6zelliklerini iyilestirmek veya yatak elemanlarinin
korozyonunu 6nlemek amaciyla onlarin yiizeylerini paslanmaz ince kalayla kaplamak
gerekmektedir. Bu kaplama katinin miknatislanma egrisine etkisi Dk.3.10 vasitasiyla
g0z Oniine alinabilir.

. Miknatislanmis dolgulu yataklarda manyetik alan siddetinin ifadesinden (Dk.3.1
ve Dk3.2) giderek bu gozeneklerde manyetik parcaciklara etkiyen kuvveti, biriken
parcaciklarin bu kuvvetin degerine etkisini, parcaciklarin gozeneklerde tutabilecek
bolgenin yarigapini belirlemek miimkiindiir.

Manyetik filtrasyon ve seperasyon teorisi ve pratigi i¢in 6nemli olan bu olaylarin incelikleri

ve elde edilen sonuclar bir sonraki kisimda anlatilacaktir.



4 MANYETIK HEDEFLEME YONTEMI

4.1 MANYETIK iLAC HEDEFLEMEDE FiZYOLOJIK YONLER

Manyetik olarak kontrol edilen ila¢ hedeflemenin verimi fizyolojik parametrelere baglidir.
Mikro sirkiilasyon seviyede hiicredeki hareket mekanizmasini anlamak ic¢in ferro sivilari
belirlenir (bunlarin biyolojik etkileri, biyolojik uygunluklari ve in vivo uygulamalarda anti
kanser ilaclarin epirubisin salimim zamani gibi). Mekaniksel timor embolizasyonu
miimkiindiir. Fakat basarili tiimor tedavileri sirkiilasyona paralel bir sekilde gelismesiyle
desteklenmistir. Boylece MDT tedavileri fare ve insanlarda basarili bir sekilde kullanilmustir.

Manyetik ila¢ hedefleme giivenli ve etkili olmalidir ve maksimum ilagta oldukc¢a az
miktarda manyetik parcacikla yonlendirilmelidir ve secilen bolgeye iletilmelidir. Boylece
fizyoloji kadar ferro sivi ailesinin biyolojik ve teknik detaylari, lokal olarak ilerlemis
timorlere anti kanser ilaglarinin hedeflenmesinde 14 hasta, fare ve ratlarda kullanilarak
tammlanmistir [1,2]. Asagidaki Ferro sivilar/ilaclarin bilesenleri ve manyetik alanin
parametreleri fizyolojik acidan kritiktir.

a)  Parcacik boyutu,
b) Parcacigin yiizey karakteri,
¢)  Sivinin konsantrasyonu,
d)  Sivinin hacmi,
e) Ilac/ferro stvinin geri doniisiimliiliigii ve kuvveti, desorptiyon karakteristikleri,
f)  Organizmaya girisi ( infiizyon rotasi),
g)  Enjeksiyon / infiizyonun siireye orani,
h)  Manyetik alanin geometrisi ve kuvveti,
1) Uygulanan manyetik alanin siiresi.
Hasta organizmasinin fizyolojik parametreleriyle karsilastirirsak;

a) Boyut, agirlik viicut yiizeyi,

b) Kan hacmi,

c) Kardiyak cikisi ve sistemik vaskiiler direnci,

d) Dolasim zamani,

e) Timoriin hacmi ve yeri,

f) Timoriin vaskiiler dagilima,

g) Tiimordeki kan akisi.



Cesitli boyuttaki hayvanlarin fizyolojik parametrelerine gore ferro sivi/ilag tiirleri ve
manyetik alanlar adapte edilmelidir. MDT nin verimliligi i¢in ferro sivilarin biyolojik
uygunlugu kadar ilacin hiicre i¢ine uygulama zamani da en kritik noktalardandir.

MDT teknolojiyle gelisen islemlerinde Oncelikle MDT nin hareket mekanizmasinin
nelere ihtiyact oldugunu anlamaliyiz. Ozellikle ferro sivilar tiimorden ayrilarak dolasim
sisteminde ve interstisyal bolge serbest bir sekilde difiiz edip etmedigi ve nanoparcaciklarin
interstisyal (hiicre arasi1 sivi) bolgede kalip kalmagi ve bunlarla nasil bas edilecedi konusu
tartisma yaratmaktadir. Temporal kinetik lokazisyonun c¢ok onemli oldugu kadar mikro
dolasim sistemindeki dokular1 nasil degistirdigi de onemlidir. Giivenli sistemlerde dogrudan

uygulansa bile, pulmoner emboliye neden olmasi olasidir.

4.2 Manyetik ilac Hedeflemenin Genel Yonleri

Kollodiyal yayilim kimyasal metotlardan elde edilen 6zel multi domeyinli parcaciklar
icine demir oksit ve hidro oksitlierinden olusturulmustur. Parcaciklar stabilize manyetik
parcaciklara nisasta deriveleriyle kaplanmistir ve iyon degisimiyle baglanmay1
saglamaktadirlar. Bizim amacimiz geri doniisiimlii ferro sivili  parcaciklart ilaca
baglanmasinda, tiimor dokusu lizerinde serbestce rol oynayacak ilacin se¢imine izin vermesi
ve tastyict ortamin ferro sivi gibi kullamlmasidir. Tlacin desorptiyonu fizyolojik ortama gore
olugmaktadir (pH, ozmolite ve sicaklik). Ferro siv1 izotonik ve vizkositesi suyunkine yakin
olmalidir. Yaylim pargaciklarin kiitlesinin % 1,5 kadar olmalidir. Ornegin 1 mL’de 15 mg
demir oksit (0.24mM) gibi. pH 7.4, renk siyah ve koku nétr olmalidir. Manyetik parcaciklar
toplam agirhigin %1.5 olusturmalidir, geri kalan ferro sivi sudur. Parcaciklar Fe;Os ‘den ve
kiitlesinin %60’1 saf demir igermelidir.

Hayvanlar ve insanlar icin yapilan deneylerde nadir diinya ( birincil ajan olarak
neodiyumdan) yapilmis yiiksek enerjili, kalict miknatislar kullanilmistir. Bunlar siitiin veya
blok sekilli cesitli kalinliklarda disk veya bloklardan olusmustur. Boylece miknatislar
mikromanipulator gibi  timoriin  kendi  konfigiirasyonun etrafinda ¢ok sikica
ayarlanabilmektedirler. Miknatislar asla tiimorii sikistirmamalidirlar ve 0.8 Tesla’dan yukari
olmamak kaydiyla fakat en az 0.2 Tesla manyetik alan kuvveti yaratmalidirlar. Tiimoriin
boyutuna bagli olarak. Manyetik alan uygulama zamani organizmalara gore farklilik

gostermektedirler (Cizelge4.1).



Cizelge 4.1 Fare, Rat ve insanda Manyetik Ila¢ Hedefleme icin fizyolojik ve tekniksel

parametreler’

MADDE FARE RAT INSAN
Viicut agirhigi (g) 25 200 70 000
Viicudun uzunlugu (cm) 7.2 18 180
Viicut yiizeyi (m”) 0.0005 0.02 1.8
Kan agirligi (%BVml) 12 10 8

Kan hacmi (BV ml) 3 20 5600
Kardiyak atim (ml/dak) 20 120 5600
Sirkiildsyon zamani (sn) 10 30 60
Kan basinc1 (mmHg) 95 95 95
Tiimér agirhigs (g)° 1 5 1000
Timdr hacmi (ml)” 1 5 1000
Tiimér vaskiiler dagilim (%hacmi)” 15-25 1020 |[1-10
Timor kan akist (ml/g dak)” 0.5-2 0.1-1 0.05-1
Manyetik Alan kuvveti (T) 0.2 0.5 0.8
Uygulanan alanin siiresi (dak) 5-15 15-30 60-120
Ferro s1vi/ kan Hacmi (ml) 0.015 0.1 28’
Tedavi i¢in kullanilan maddelerin hacmi (ml)* 0.3 1 30
Parcacik boyutu (nm) 100 100 100
Organizmaya girisi LV. LV. LV.
Infiizyon siiresinin orani(dak) 5 5 15
Biyolojik yar1 6mrii / desorptiyon zamani (dak) 60/30 60/30 60/30

" Tiimor mikrosirkiilasyonu boyunca gecis zamani, hacim basina diisen toplam vaskiiler (1. Damar cinsinden, kan
veya usare v.s. nakleden kanala ait; 2. Damarli, kan damarlari olan, vasculosus.) ylizey alani ve vaskiiler
direnci diger 6nemli fakat bilinmeyen degiskenlerdir.

*Kuramsal tiimdr degerleri literatiirdeki timdr mikro sirkiilasyonu temel alinmustir ve énemli dlciide degisebilir.

3 Asil tedavi icin test dozu kan hacminin %0.5” icin asil ferro sivi hacmi kan hacminin %0.2’sidir.

* Pratiksel nedenlerden dolay1 izotonik tuz ile sulandirilmus ferro stvilar.

4.3 RAT DENEYLERI

27 tane rat lizerinde kontrollii diyet ve senatodan onayli libityum igeren su verilmistir.
Viicut agirliklart 180 ile 280g degismektedir. Sol femoral arterin kan basinci ve kalp atig
Olciimleri icin damara girilerek yapilmistir. Sol femoral damar ferro sivinin infiizyonu icin
damara girilmistir yapilmistir. Kan basinci ve kalp atislart dijital kayit edici yoluyla siirekli
olarak izlenmistir.

Kremaster kasi mikro siirkilasyon preparatint iskelet kaslar1 mikrovaskiiler yatakta
dogrudan gozlemlenmesi iyi hazirlanmis teknikle yapilmaktadir. Kas sinir damarlarina
eklendi ve normal pH, pO, ve pCO, ile Krebs soliisyonu iceren bath sistemiyle fizyolojik
durumu ayarlanmigtir. Pereparat sisteminin detaylar1 [5] agiklanmistir. Kreamster kasinin
mikrosirkiilasyonu trinocular intravital mikroskobu dogrudan elde edilmistir. Intraliiminal
damarlarin ¢aprt mikrovaskiilerin boyutunda mikrometre boyutunda ol¢iilmiistiir. Kreamster

kasinin mikrovaskiiler anatomisi damar dal sistemine gore tanimlanmistir. Temel arteriyol




akist birincil A; arteriyol olarak ve buna paralel olan toplardamarcik (venule) V, olarak
isimlendirilmistir. Daha kii¢iik ikincil arteriyol A, ve buna karsilik gelen toplardamarcik V,
olarak isimlendirilmistir ve bunlar1 takip eden dallardaki birincil damarlar olarak
goriilmektedir. lkincil damarlarin dallarin arteriyolleri A; ve A, olarak ve bunlarin
toplardamarciklarida ayn sekilde isimlendirilmistir [ 4,5].

Birinci rat deneyi: Alt rat ferro sivinin injeksiyon yapilan bolgenin iizerinden kan
basinci, kalbin atim hizi, solunum hiz1 ve mikrosirkiilasyon sistemi icin test edilmistir. Ferro
sivi (tahmin edilen kan hacminin %5 kadar) damarlara infiizyon ettikten Once ve sonra
mikrovaskiiler c¢api, kirmizi kan hiicrelerinin biiylikk ve kiigiik arteriyollerdeki ve
toplardamarciklardaki akis hizi 6l¢iildii. Manyetik alan uygulanmamustir.

ikinci rat deneyi: 0.2 Tesla degerindeki manyetik alan bir cift arteriyol ve toplardamarcik
iceren arbirtrary bolgesi iizerine 10 dakika boyunca uygulanmadan 6nce 4 rata ayn1 miktarda
aynt icerige sahip ferro sivi infiizyon yapilmistir. Bu parametreler yukaridaki aymi
parametrelerle yapilmistir.

Uciincii rat deneyi: Yukaridaki ozellikteki ferro sivi injeksiyon edildikten sonra 5 rat
tizerine yiiksek enerjili miknatislar ile 0.2 Tesla manyetik alan 5 dakika boyunca
uygulanmustir.

Dordiincii rat deneyi: Epirubisin (viicut agirhigmin 2.5mg/kg kadar) ve 0.05 mmol/l
fosfat tampon baglamada 1 ml ferro sivi (tahmin edilen kan hacminin %5 kadar) 6 rata
verilmistir. Manyetik alan kreamster kasinin 6nceden tahmin edilen bdolgesine (biiyiik
toplardamarciklar: igeren) 30 dakika boyunca uygulanmistir. 30 dak. araligindan hemen sonra
1. rata ferro siv1 injeksiyon edildi, 10 dak snra 2. rata, 20 dak. sonra 3. rata 30 dak. sonra 4.
rata, 40 dak. sonra 5. rata, 50 dak. sonra 6. rata injeksiyon edilmistir.

Besinci rat deneyi: Epirubisin (viicut agirliginin 2.5mg/kg kadar) ve 0.05 mmol/l fosfat
tampon baglamada 1 ml ferro s1vi (tahmin edilen kan hacminin %35 kadar) 6 rata verilmistir.
Manyetik alan rastgele bir bolgeye (Smm capinda, 0.2 Tesla degerinde) 30 dakika boyunca
uygulanmistir. Ayni  zamanda epirubisinin florasan etkisini yaratmak icin {zeri
aydinlatmislerdir (495nm geciren filtre).

Cizelge 4.1. tim fizylojik parametrelerini, tedavi sonuclarini, ¢esitli parametreler iizerinde
bu ve diger calismalarin sonuglarindaki degiskenleri Ozetlenmistir.  Kreamster
mikrosirkiilasyonunun normal bazal deger capt manyetik sivinin infiizyonu iizerinde

degisiklik olmadigim belirlemislerdir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2 Manyetik sivinin infiizyonunu iizerinde normal bazal deger ¢ap1

1.Grup (n=6) 2.Grup (n=4) 3.Grup (n=5)
A 78%5 89+4 784
A, 4443 564 50+3
Aj 20=+1 202 22+1
Ay 9.5+1 10+1 8.51
Vi 11611 128+£2 109+10
V, 714 75+3 71+2
V3 2342 28+3 26.5+2

Kan basinci, kalp atimi ve solunum hizi icinde gecerlidir. Dogal olarak Na-nitropursiyat
ile deney sonunda maksimal bir damar genislemesi vardir (Sekil 4.1). Bunlarin hepsi ise ferro
stvinin 1yl bir kardiyovaskiiler toleransimin oldugunu gostermektedir. Manyetik alanin 10
dakika boyunca wuygulanmasi (Deney 2) degistirilemez manyetik pihtilasmayla
sonuclanmistir. Ferro sividan gelen pihtilasmadan (10dak.) sonra diisiik akis durumunun
gosteren; bazi kiiciik arteriyollerde geri doniisiimlii damar genislemesi ve biiyiik arterlerde
damar daralmasi goriiliir [5].

Kan hacminin %5 kadar olan uygulanan ferro sivi 10 dakika boyunca lokal olarak
uygulanan 0.2 Tesla degerindeki manyetik alan ile kreamster kasinin biiyiik ve orta boyutlu
Vi ve V; toplardamarciginda (parcacik boyutu 100nm) tamamen damarlarin tikanmasina
neden olacak kadar yeterlidir. Daha uzun uygulanan manyetik alan daha ¢ok kalic1 pihtilagsma
yapar. 10 dakikadan az uygulanan manyetik alanlar kalbin sag kulak¢igina dogru kizarmalar
ve rahatsizliklara, diisiik olasilikta akciger embolisine neden olabilecek kiiciik pihtilagmalar
tretmistir. Klinik olarak emboli isareti yoktur. 10 dakikadan fazla manyetik alan
uygulandiginda, degistirilemez manyetik pihtilar sekillenmistir. Bu uygulamalardan 2 saatten
sonra kiiciik V, ve V3 toplardamarciklarinda kalinti pthtilar1 goriilmiistiir. Interstisyal bolgenin

izerinden alinan i.v. enjeksiyonda fiskiran kanda acik¢a belirgin manyetik parcacik yoktur.

Ratlara uygulanan yar1 omrii 30 dakika olan flouresen ilagtan dolay1 olan flouresen
etki manyetik alanda her 10 dakikada miknatislarin yardimiyla sabitlenmistir. Damar i¢inde
yapilan uygun kosullardaki deney yaklasik 60 dakika boyunca olusacagi gosterildiginden

dagilim kinetiginin uzatilmasi i¢in fosfat tampon eklenmistir.
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Sekil 4.1 Ferro s1vi1 infiizyonu siiresince mikrovaskiiler ¢capin 10 dakikada Na-nitroprusit
ile maksimum genislemesinin grafigi

4.4 FARE DENEYLERI

10 dakikadan daha fazla, biiyiilk ve orta boyutlu venuleslerde Ratlarin iskelet kas
mikrosirkiilasyonunda trombus formundaki toplanmis bir ferro sivi tiimor embolizasyonunun
olasiligindan belirtilmektedir. Boylece bir seri deneylerde 20 ile 28¢g arasindaki agirlikta, 6-12
haftalik 23 erkek fare (NMRI-nu/nu) kullamilmistir. Rektal sicaklik 36 ve 37°C arasinda
stirekli olarak ayarlanmaktadir. Hayvanlarin kuyruklarindaki damardan (epirubisin, ferro sivi
ve manyetik epirubisin) ¢esitli bilesikler enjekte edilmistir.

Deneylerde adenokarsinom veya hipernefroma tiimorleri gibi malign ve hizli metastaz
eden kanser tipleri kullanilmistir. Donor hayvanlarin kiiciik tiimor parcgalari (hacmi 5-15ul)
hazirlanarak Ringer laktat soliisyonu icine konulmustur. Kulak yiizeyinin arkasindaki derinin
altina 10ul izotonik tuz enjekte edildikten sonra (3mm uzunlugunda ve Imm genisliginde )
kiigiik s.c. cebi meydana getirilmistir. Yaklasik olarak bir timor pargas: 1l kulak ceplerine
verilmistir. Diger deneylerde daha biiyiik tiimor parcalari (50ul) bilateral (iki tarafli) olarak
abdominal (karin) bolgeye transplant edilmistir.

Fare deneyi 1: Tiimor damarlar1 embolizasyonu. (1.alt grup, kolon karsinoma, n=6, 2.
alt grup, hipernefroma, n=6 kulaga distan asilanmistir.) iki alt gruptaki her fareye (tahmin
edilen kanin %10’nu kadar) ferro sivi verilmistir. Tiimor iizerine (asag yukari 1 dak.)
enjeksiyon zamanini da iceren 15 dak. boyunca manyetik alan uygulanmistir. Sonraki 14 giin

boyunca tiimor 3 eksen buyunca Olgiilmiistiir.



Fare deneyi 2: Manyetik ila¢ hedefleme. Kolon ve bobrek kanserlerinin transplant
hacmi giinliik olarak 10 giinden fazla ol¢iilmiistiir. Farelere 1 mg epirubisin/kg viicut agirlig
(kan hacminin %5) ferro s1vi1 1-2 dakikada i.v. olarak verilerek manyetik alanmi tiimor iizerine
(kolon n=6, bobrek n=5) 15 dakika boyunca uygulamislardir.

Insan kolon adenokarsinoma tasiyan fare kulagina bu doz kismen ve tamamen
farelerdeki tiimor embolizasyonuna neden olacak miktardadir. Bazen kollateral dolasim
timorii beslenen arteriyol etrafinda gelisirken uzun donem sonuclarina gore timor yasam
savas1 vermektedir. Interstisyal bolgede manyetik parcacigin extravasation (pargacign damar
disina ¢ikmasi) oldugu, endotel (damar hiicre) parcalanma mikrovaskiiler makromolekiiler
gecirgenlige neden oldugunu gosterilmektedir. Manyetik trombus ile tiimor damar1 sararak
tikama olmaktadir. Fakat kollateral dolasim gelistirildiginde bu tahmin edilen bir durum
degildir. Ayrica bir miktar ferro siv1 yiiksek klinik uygulamalarda olabilir. Boylece manyetik
kontrollii ila¢ hedefleme olduk¢a uygun bir yol olarak goriilmektedir.

Renal (bobrek) kanserde oldugu kadar insan kolonunun remisyon (iyilesme) tamamen
neden olan epirubisini (anti timor etkisine dozu uygun degildir.) ila¢ hedeflemedeki ferro sivi
(kan hacminin %1 olan, pargacik boyutu 100nm) baglayabilmektedir [1]. Boylece yukaridaki
sonuglardan, geri doniisimlii heteropolar baglayici epirubisin ilacinin  manyetik
parcaciklardan interstisyal bolgedeki damar duvarlar1 boyunca difiizyonuna izin verdiginden

bizim konunun dogru oldugu kanitlanmaktadir.

4.5 Hasta Deneyleri
4.5.1 Secilme Kriteri

Yedi hasta ile metastatik gogiis kanseri, iki kondrosarkom (kikirdak kanseri), iki
parotis (tiikiiriik bezi) ve hipofarenks yassi hiicreli karsinoma, standart kemoterapiyle sonug
vermeyen hastalar Faz I klinik denemeleri icin sirasiyla bir Ewing sarkom(kemik tiimorii) ve

bir malign histiyositom (makrofaj tlimorii) secilmistir [2].

4.5.2 Cahisma Diizeni Ve Tedavi Plam

Tiimor durumu fiziksel deneylerle haftalik olarak izlenmistir. Hastalarin kan agirliklar:
bayanlar1 viicut agirhiginin %7 si ve erkeklerde viicut agirliginin %8 olarak tahmin edilmistir.
Iki giin sonra ila¢c hedeflemenin amaci manyetik epirubisin (tahmin edilen kan hacminin

%0.5 kadar) tiimore capraz olarak yerlesmis, damardan 15 dakika boyunca i.v. olarak enjekte



edilmistir. Bu siire boyunca ve takip eden 45-105 dakikada manyetik alan tiimoriin tizerindeki
bolgeye uygulanmistir. Bu sayilar 1000 ml biiyiik tiimor iizerine alimmistir. Ideal bir dolagim
saglanmak isteniyorsa damar tiimordeki damar dagilimi %1-50 ve perfiizyonu %1-50 ise en
az 1ml ferro-sivi ile tiimor damar dolastmimi engellenebilir. Ihtiyac duyulan ferro sivinin
maksimum miktar1 250 ml’dir. Vaskiiler dagilimim %10-30 arasinda ve perfiizyon oraninin
%20-10 arasinda olmas1 beklenmektedir (Cizelge 4.1). Bu 30 ml ile olusturulabilir. Dogal
olarak tiimor lizerinde tamamen konsantrasyonda olamayabilir ve MDT’ lerin asil amaci
tiimor kan damarlarim1 kapamak degildir. Boylece tiimor kan damarlarinin gecerli doldurmada
yaklasik olarak 20-30 ml ferro siviya ihtiya¢ vardir. Hastalardan 5 ml kan ornekleri (manyetik
epirubisin uygulanan damarlar capraz alinmistir) farmakokinetik degerlendirmeleri igin
alinmustir. Ikinci tedavi manyetik ila¢ hedeflemesiyle 7 giin boyunca takip edilmistir

Manyetik rezonans tomografik teknigi, farmakokinetik ve miknatislarin histolojisini
temel almaktadir. Ferro sivinin hastalarin yarisinda tiimorlere basarili bir sekilde
yonlendirildigi gosterilmistir [2].  Tiim bunlarin iizerine NMR teknolojisiyle insan
timorlerinde ferro sivilarin homojen yayilimi gosterilerek hayvan deneyleri dogrulamistir.
Sonug olarak tiimor yatagindan alinan hiicre orneklerinde demir parcaciklarinin damar digina
ciktig1 (extravase) gosterilmistir.

Bu bolimde manyetik kontrolli isaretleme yoOntemiyle etkin bir sekilde
mikrosikiilasyon tekniklerini yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle bu teknik
sirkiilasyona intravendz (damar i¢i) olarak verilen ferro sivinin ilk anda manyetik etki ile
trombiisii belirledigi gézlenmistir. Manyetik parcaciklar normal hiicredeki kilcal damarlarda
muhafaza edilmesine ragmen, tiimoriin igindeki interstisyal bolgedeki ferro sivi
parcaciklaridamar disina c¢ikmaktadir. Bu durumda insanlardan alinip immiinsuprese
(bagisiklik sistemi baskilanmig) farelere insan tiimorleri nakil etmislerdir. Ayrica, floresan
boyalarla, ferro sivilarin biyolojik yar1 Omiirleri goz Oniine alinarak; canli ve cansiz
ortamlarda manyetik alan etkisi altinda dagilim hareketlerinin model olusturmasi ile bu
hayvan deneyi ispatlanmaya calisilmistir. Kreamester kasi, sistemik damar i¢i ilag
uygulanmasi sonrasinda olusabilecek ferrosivinin dagilimini ve manyetik alan etkilerini direkt
olarak gozlenebildigi uygun bir kastir. Ilaclarin parcaciklara geri doniisiimlii olarak
baglanmasi ile ilacin o bolgedeki miktarinin ve etkisinin kolaylikla degerlendirilmesini saglar.
Sonu¢ olarak; demir ile geri doniisiimlii baglanabilen fonksiyonel kaplanan ferrosivi
polimerleri (heterojen baglanti) formiile edilmistir. Bu olusturulan ferrosivilarin mekanik
olarak damarlan tikadigi gosterilmesine ragmen; bu durumun yiiksek dozlarda olustugu

gozlenmistir. Ayrica; tikanmadan giinler sonra tiimoriin beslenmesini saglamak i¢in yeniden



gelisen arter ve arteriyollerin gosterilmesinde de faydali bir yontemdir. Hayvan deneylerinde
manyetik isaretli ilaclarla isaretleme metodu ile gosterile bilinmistir.

Hayvanlar lizerinde yapilmis fizyolojik caligmalar, insanlar i¢in yeni ilaglarin dogmast
ile sonu¢lanmistir. Ancak daha detayli bilgiler ancak insanlarin kullanimi sonrasinda ortaya
cikacaktir. Miknatish hedef-ilaglar giivenli goriinmekle birlikte, hastalik veya hastaliga baglh
olabilecek problemler icin etkisini belirlemek i¢in daha cok calismaya ihtiya¢ vardir.
Manyetik alan ve fizyolojik degiskenlerin etkisi ile ferrosivi-ilag bilesiklerinin plan/rota gibi
degistirile bilinir. Timor icine arteriyal enjeksiyonlar vendz yola gore daha az tercih
edilmistir.  Parcaciklarin  optimum  biiyiikliigii, kimyasal baglanma giici optimal
konastrasyon/hacim degiskenlerine gore enjekte edilme yol tercihi diizenlenmektedir.

Basaril1 bir tedavi i¢in ferrosivinin tiimor damarlari icine uygun miktarda bulunmali ve
bulundugu bolgede etkin bir manyetik alan olusturulmalidir. Matematiksel ekstrapolarizasyon
hayvanda kiiciikten biiylige dogru olurken sonu¢ olarak insanlarda bu tiir ilaglar
kullanilacaginda; ilk kullanimi icin optimal olabilmesi i¢in uygun ¢alisma sartlarinin olmasi
gerekmektedir. Sonug¢ olarak, boyle bir teknoloji ile tiimor isaretlenmesi, spesifik ilaglarin
damar icine enjeksiyonu, sitokin bagiml katil (killer) hiicreler, biyolojik cevap ila¢ ve gen
yapimu gibi yeni tekniklerin gelismesine olanak saglamaktadir.

Manyetik ila¢ hedefleme yonteminin fizyolojik o©zelliklerini incelikten sonra bu
yontemin miknatislanmis ferromanyetik elemanlar acgisindan inceleyecegiz. Miknatislanmis
ferromanyetik tellerden [8] ve kiirelerden [9] olusturulmus yiiksek gradyantth manyetik
alanlarda manyetik ila¢ hedefleme yonteminin verimini karsilastirildiginda ferromanyetik

kiirelerden olusturulmus dolgulu yataklarin daha yiiksek verimde oldugu goriilmiistiir.

4.6 MIKNATISLANMIS FERROMANYETIK KURELERDEN OLUSTURULMUS
YUKSEK GRADYANTLI MANYETIiK ALANDA HEDEFLENDIRME YONTEMIi

Manyetik 6zellikli mikroparcaciklar, 6rnegin manyetik oksit parcaciklar, ferrokarbon
parcaciklar, manyetik polimer parcaciklar vb. gibi mikrovarliklarin hedef bolgesinde
olusturulmus yiiksek gradyantli manyetik alanda tutularak biriktirilmesi i¢in yeni bir
yontemin miimkiinliigli sunulmustur. Yiiksek gradyantli manyetik alan dis homojen manyetik
alanda miknatislanmis ferromanyetik kiirelerle olusturulur. Parcaciklarin yerel bolgelerde
tutularak kiimeler olusturmast olaymnin teorik modeli hiicreli sistemlerde in vivo

incelemelerdeki olaylarin benzeri sekilde modellenmistir. Elde edilen teorik sonuclar sunulan
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yontemin Tip ve Biyoloji objelerin manyetik hedeflenmesi islemlerinde kullanilmasi
acisindan degerlendirilmistir.

Manyetik 6zellikli mikron boyutlu pargaciklarin manyetik alanda tutulmasi islemi bu
parcaciga etkiyen manyetik kuvvetin (Fy) etkisi ile olusturulur. Gradyantli bir manyetik

alanda parcaciga etkiyen manyetik kuvvetin genel ifadesi asagidaki sekilde belirlenir;

F, =V, (A, =, )hVh @)

Vo= 70’
Burada 6 _parcacigin hacmi, & parcacigin capi, Ap(Ap)- pargacigin (tastyici ortamin)

manyetik alinganlhiidir, Vh. manyetik alan gradyanti, h - yerel bolgelerde endiiklenen non

homojen manyetik alan siddetidir.
Gortildugu gibi, parcaciga etkiyen kuvvetin genligi Vh manyetik alan gradyanti ile
dogru orantilidir. Dolayisiyla, biiyiik degerli Fy, elde edilebilmesi i¢in Vh veya bu gradyanti

olusturabilecek dis homojen manyetik alan siddetinin (H) degeri ¢ok biiyiik olmalidir.

Manyetik alan gradyantin (Vh) biiyiik degerleri iki yontem ile elde edilebilir:
Yerel bolgelerdeki araliklarin veya manyetik alan kutuplarinin geometrisinin uygun
sekilde bicimlendirilmesiyle;
Dis homojen manyetik alanda ferromanyetik elemanlart (cubuklar, kiireler, metal
talaglar) yerlestirerek olusturulan gradyantli alanlar. Bu tiirlii sistemlerde olusan yiiksek
gradyantli manyetik alanlarin siddeti 10°-10° A/m civarlarinda olabilir.

Yiiksek gradyantli manyetik alanlarin birinci yontem ile elde edilmesi her zaman kolay
degildir. Zira bu alanlarin gradyantlar1 esasen manyetik kutuplara yakin bolgelerde olusur ve
calisma bolgelerinde biiyiik alan gradyantlar1 elde etmek icin giiclii manyetik alanlarin
kullanilmast gerekmektedir. Dahasi, boyle yapilarin Tip ve Biyoloji sistemlerindeki hedef
bolgelerinde (6rnegin derin tiimorlerin etrafinda) yerlestirilmesi imkansizdir.

Manyetik seperasyon ve filtrasyon islemlerinde yaygin olarak kullanilan ikinci yontem
manyetik hedefleme sistemleri icin daha avantajlidir. Zira dis homojen alanda miknatislanmig
ferromanyetik cisimlerin (tel, kiire vb.) etrafinda yiliksek gradyantli manyetik alanlar
olusmaktadir. Bu alanlar hasta veya tedavisi gereken yerel bolgelerde yerlestirildiginde
damarlarla nakil edilen ve manyetik mikro parcaciklar (manyetik olan oksit, ferro-karbon,
manyetik polimer parcaciklar vb.) iceren ilaclar bu bolgelerde kolaylikla biriktirilebilirler.

Boylece ilaglarin hedef bolgelerindeki etkileri yogunlastirilir.



D1s homojen manyetik alanda yerlestirilmis biitiin ferromanyetik malzemeler etrafinda
gradyantli manyetik alan olusturmaktadir. Fakat ferromanyetik cisimlerin geometrisine
bagimli olarak alan gradyantlar1 da farkli olmaktadir. Manyetik filtrasyon, seperasyon,
immunomanyetik hedefleme sistemlerinde kullanilan esas eleman ferromanyetik tellerdir.
Ancak bircok deneysel ve teorik incelemeler ferromanyetik kiirelerin olusturacaklari alan
gradyantinin daha etkili oldugunu gostermistir. Ote yandan ferromanyetik tellerden farkli
olarak kiirelerin her hangi bir geometri etrafinda kolaylikla yerlestirilebilmesi manyetik
hedefleme sistemlerinde kiirelerin kullanilmasini daha avantajli kilmaktadir.

Bu boliimde miknatislanmis ferromanyetik kiirelerin olusturdugu yiiksek gradyanth
manyetik alanda mikron boyutlu manyetik parcaciklarin hedef bolgelerinde tutulmasi ve yerel
toplanmasinin teorik incelenmesi modeli sunulmustur. Sunulan modelde manyetik
hedeflemeye tabi tutulan pargaciklart kan damarlarinda harekette olan manyetik
mikroparcaciklarin hedef bolgelerin etrafinda hareketi, tutulmasi ve biriktirilmesi gibi
modellenmistir. Elde edilen teorik sonuclarin Tip ve Biyolojide ilaglarin ve diger objelerin

manyetik hedefleme islemlerinde kullanilabilmesi degerlendirilmistir.

4.7 MANYETIK HEDEFLENDIRME YONTEMINDE MiKROPARCACIKLARIN
MANYETODINAMIiGINIiN INCELENMESI

4.7.1 Miknatislannms Ferromanyetik Kiirelerin Olusturdugu Yiiksek Gradyanth

Manyetik Alanda Hedeflendirme Yontemi

Tastyic1 manyetik mikron parcaciklarin silindirik borularda miknatislanmis kiirelerin
olusturdugu yiiksek gradyantli alandaki hareketini ele alalim. Burada kiireler hiicre
yanlarinda, kilcal kan damarlar1 etrafinda ve tiimor bolgelerinde yerlestirilebilir (Sekil 4.2).
Bu durumda kan damarlari manyetik parcaciklart tasiyan borular gibi diisiiniilebilir.

Miknatislanmis kiirelerin arasinda olusan manyetik alanin degeri,

_ uH
1+(0/a)u+0.5u—1r,’

4.2)

Olarak belirlenir [2, 4]. Burada H — dis manyetik alan siddeti, p - kiirelerin bagil manyetik

gecirgenligi, a- kiirelerin yaricapi, r- kiirelerin arasindaki orta noktadan hesaplanan radyal

koordinatlaridir. r,= r/a, ? _ iire yiizeyleri arasindaki uzakliktir.



Manyetik Kiireler

Tumor

Sekil 4.2 Ferromanyetik kiirelerin kan damarlarina gore yerlestirilmesi

Mikroparcaciklarin borulardaki akis yoriingesini bu pargaciklara etkiyen manyetik
kuvvet (Fy) ve siiriiklenme (Fy) kuvvetlerinin dengesi denklemlerden belirleyebiliriz. Fy, 2 Fq
oldugunda manyetik parcaciklar miknatislanmis kiirelere dogru siiriiklenir ve bu hizada
borunun duvarlarinda toplanirlar. Bu model ila¢ hedefleme islemlerinde manyetik
mikroparcaciklarin kan damarlarinda tiimorlii veya diger hasta bolgelerde kiimelestirirsek
maksimum etki edilebilir. Sekil4.2’ deki geometri gdz Oniine alinarak mikroparcaciklarin

manyetik (F,) ve hidrodinamik siiriiklenme kuvvetlerin (F4) etkisinde hareket denklemi

asagidaki gibi olur:
Vi 1 _ dr,
a [1+(£/a),u+0.5(,u—l)ra2]3 dt 43)

Basitlestirilmis bu denklemin yaklasik analitik ¢oziimii ise,

{ 0.5V, }
r, =T, eXp|—/—————

t
all + (¢/a) ] (4.4)

Olur. Burada ra0 = rg/a, ro— baslangi¢ koordinat ve

_Aug P (u-HH*S?
9na (4.5)

vV

m




Manyetik hizdir. Dk 4.4, t zaman aninda mikron-parcaciklarin yerini belirlemeye imkan verir.
Goriildiigii gibi mikroparcaciklarin hareketi sistemin hidrodinamik (Vy, 1) geometrik (a, 0, 1)
ve manyetik ( H, A, p) parametrelerine bagimlidir.

Manyetik filtrasyon ve separasyon teorisinde yaygin olarak kullanilan “manyetik hiz”
parametresi mikroparcaciklarin damarlardaki hareketine, manyetik alinganligin A,
parcaciklarin boyutlarinin, 6 filtre elemanlarinin manyetik gegirgenliginin p, kanin
viskozitesinin 1 ve dis manyetik alan siddetinin H, etkisini incelemeye imkan verir.

Mikroparcaciklarin  damarlarda manyetik alana giris bdolgesindeki baslangi¢
koordinatlar1 belli oldugunda bu parcaciklarin damar duvarinin hangi bolgelerinde
kiimelestigi Dk4.4’den kolaylikla belirlenebilir. Pratik hesaplamalarda mikropar¢aciklarin en
biiyiik hidrodinamik etkiye maruz kaldigi r,=0 koordinati baslangic koordinat olarak
varsayilabilir. Bu durumda mikropargacik- larin maksimum tutulma yarigapina gore dis
manyetik alan siddetinin H, kanin akis hizinin V, ve sistemin geometrisininde optimum
degerleri hesaplanabilir.

Elde edilen teorik sonuglara gore (Dk4.4) mikroparcaciklarin kan damarlarinda
hareketi ve tutularak hedef bolgelerinde biriktirilmesi mekanizmasi degerlendirilebilir.
Mikroparcaciklarin kan icerisindeki hacimsel yogunlugunun ¢ < % 0.1 oldugu durumda bu
parcaciklarin damardaki hareketi ve tutulmasi hesaplanmistir. Hesaplama modelinde sistemin
temel parametreleri; a=2.5x10" m, =2 um, H= 150 kA/m, 1=0.028 kg/ms, V(=5x10 m/s,
ve A=1 olarak alinmastir.

Sekil 4.2’de damar icinde manyetik tasiyicilari olan mikroparcaciklarin yiiksek
gradyant bolgesinde tutulmasinin zamanla degisimi gosterilmistir. Sekilden goriildiigii gibi,
sistemin manyetik o©zelliklerinin (V) arttirilmasi ile parcaciklarin ¢oktiiriilmesi olayi
hizlanmaktadir. Bu durumda hesaplamalar mikropargaciklarin %90’dan fazlasinin hedef
bolgesinde tutularak kiimelestirilmesinin miimkiin oldugunu gostermistir. Degerlendirmeler
gostermistir ki dis manyetik alan siddetini H, A ve W’ yii artirmakla pargaciklarin hedef
bolgelerinde tutulmasmi maksimuma (%100) ulastirmak miimkiindiir. Ozel yapilar
kullanmakla, ornegin, ikiden fazla miknatislanmis ferromanyetik kiirelerden olusturulmus
hiicrelerin kullanilmast da parcaciklarin tutulmasimi kolaylastirnir. Bu tiirlii  hiicrelerde
endiiklenen yiiksek gradyantli manyetik alanlarin Olgtimleri gostermistir ki, 4-6 kiirelerin

kullanilmastyla yeterince yiiksek alan gradyantlar1 olusturmak miimkiindiir.
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Sekil 4.3 Parcaciklarin damar duvarlarina ¢oktiiriilmesi olayinin zamanla degisimi

Sonu¢ olarak manyetik mikropargaciklarin yiiksek gradyantli manyetik alanlarda

hareketinin on incelenmesinden agagidaki sonuclar elde edilmistir;

* Mikron boyutlu manyetik parcaciklarin hedefleme tasiyicilari olarak etkinligini
artirmak i¢in yiiksek gradyantli manyetik alanlarin kullanilmas1 gerekmektedir.

* Yiksek gradyantli manyetik alan miknatislanmis kiire veya ince tellerden
olusturulabilir. Miknatislanmis kiirelerin yerel bolgedeki alan gradyantti daha
yiiksektir.

* 4 veya 6 miknatislanmis kiirelerden olusturulmus hiicrelerin gradyantli manyetik alani
daha etkindir.

* Mikroparcaciklara etkiyen kuvvetleri géz Oniine alarak, parcaciklarin dar bolgelerde
ornegin kan damarlarinda hedef bolgelerine tasinmasi olayinin matematik modelini

olusturmak miimkiindiir.

4.7.2 Miknatislanmis Ferromanyetik Tellerden Olusturulmus Yiiksek Gradyanth
Manyetik Alanda Hedeflendirme Yontemi

Miknatislanmis kapsiil sekilde yapilmis ilacin yiiksek gradyantli manyetik alandaki
davramisint Sekil4.4’deki duruma gore inceleyelim. Yiiksek gradyantli manyetik alanin iki
paralel ferromanyetik telin dis manyetik alanda olusturdugunu varsayalim bu teller damarlarin
disinda akapuntur yontemiyle yerlestirilebilir. Miknatislanmis ila¢ kapsiilii iizerindeki etkiyen
esas kuvvetler manyetik (F;, ) ve hidrodinamik (Fy) siiriikleme kuvvetleridir. Manyetik mikro
parcaciklarin boyutlarinin ¢ok kiiciik olmas1 nedeniyle atalet ve Arsimet kuvvetleri ihmal

edilebilir. Manyetik kuvvet hidrodinamik kuvvetten biiyiikk olursa (F,>F4) manyetik mikro



parcaciklar miknatislanmis tellere dogru cekilir. Baska bir deyisle ila¢ tasiyicisi olan bu
manyetik parcaciklar damar duvarlarina yonlenmis olur. Boylece zamanla biitiin manyetik
parcaciklar bu bolgede tutularak biriktirilir. Bu islemin matematiksel modelini olustura
bilmek icin manyetik parcaciklarin ferromanyetik tellerin olusturdugu yiiksek gradyanth
alandaki hareketi yoriingesini belirlemek gerekir. Bu amacla manyetik mikro parcaciklara
etkiyen manyetik kuvvetin ifadesini belirlemek gerekir. Miknatislanmis feromanyetik tellerin
olusturdugu yiiksek gradyantli manyetik alanda mikro parcaciga etkiyen manyetik kuvvetin

ifadesi asagidaki gibi olur.

Mikroparcaciklar

Kan Damari

e
Manyetik Teller e
Tuimor

Sekil 4.4 Ferromanyetik tellerin kan damarlarina gore yerlestirilmesi

—2uV AaH,’ i
F, = MoV, 0 { is_'_ COS329)5r N s1n36 i, 4.6)

a r r r

a a a

r . . . .
Burada, r, =— ferromanyetik telin merkezinden hesaplanan boyutsuz radyal koordinat ,
a

a=(u, —1)/(u +1) ferromanyetik telin bagil manyetik gegirgenligidir. Kisa uzaklik etkisi

parametresi olan r, Dk2’de ihmal edilirse manyetik kuvvet asagidaki gibi olur

A
F =4 “.7)
r[l

2aH,
a

Burada, A=y, AV, (4.8)

Dk 4.7°den goriildiigii gibi bu durumda manyetik alan potansiyel alan olur bu durumda

manyetik pargaciklarin damarlardaki hareketinin enerjinin korunumu teorisine gore belirliye



biliriz. Bu teoriye gore parcacigin potansiyel veya merkezi alandaki hareket yoriingesi bu
parcacik iizerindeki etkin enerjinin ifadesine gore belirlenebilir. Bu durumda pargaciklarin
hareket denkleminin direkt olarak gereksinimi aradan kalkar. Parcacigin polar koordinatlarda

(r,0) hareketinde enerji agagidaki gibi belirlenir.

mv? M
+

W= >
2 2mr

+V(r) (4.9)

Burada m parcacigin kiitlesi, M tek parcacigin acisal momenti, V(r) sistemin potensiyel
enerjisi, v=§ parcacigin hizidir. Sonsuzda potansiyelin sifir oldugu goz Oniine alarak
t

asagidaki ifadeyi yazariz;

A-

V(r)=[F,dr= a (4.10)
2r,

Hareket darbe momenti asagidaki gibi olur;

M =mrvSin(rv) =mRV, 4.11)

Burada R parcacigin manyetik alan olmadigin durumundaki hareketinin yoriingesinin
yarigap1, Vo parcacigin tel iizerinden akis hizidir. Parcacigin hareketini etkin potansiyel

enerjisi (Veg): asagidaki olana tek boyutlu bir hareket gibi diisiinebiliriz.

2v7 2
V. = —L[%_ msa‘zlo :| (412)

Dk 4.12’den en biiyiik tutma yarigapi asagidaki gibi olur,

2H, |ou,A

Vo \ 25, (4.13)

Burada p, pargacigin yogunlugu, R = R birim uzunluktaki tutma alanidir.
a



aa:4_H a'u_ol (4.14)
Vo \ 2p,

Dk4.14 kan damarlarindan hesaplanan etkin uzaklig belirlemeyi saglar. Eger damar
duvarindan olan toplam uzaklik b olursa biitiin parcaciklarin damarlarin duvarlarina yapisarak

birikmesi icin asagidaki kosulun saglanmasi gerekir;

b =2R (4.15)

a ca

Dk4.13 yiiksek gradyantli manyetik sistemlerin calisma parametrelerinin belirlenmesi
icin cok onemlidir. Ornegin dis manyetik alanin degerine gore tel akupunkturunun filtre
performansinin en biiyiik olabilmesi i¢in hangi konumda bulunmasi Dk 11 den hesaplana
bilir. Boylesi parametreleri A=1.6, \70:5.10'2 m/s, H=6.4 kA/m, pp:2700kg/m3 Olan bir
sistemde manyetik parcaciklari etkin ayristirtlmasi ve etkin seperasyonu icin Dk 10 vell gore
b=1.2a olmas1 yeterlidir. Goriildiigli gibi ferromanyetik tellerden olusturulmus yiiksek
gradyantli manyetik alanlarin tiimor hastaliklarinin tedavisinde ila¢ hedeflendirici bir sistem
olarak kullanabiliriz bunun icin hasta bolgelere akupunktur olarak yerlestirilmis
ferromanyetik tellere dis homojen manyetik alanla etki gostermek gerekir. Manyetik 6zellikli
mikro parcaciklarda olusturulmus ilaglar damarlarla taginarak bu bolgelerde kiimelestirilebilir.
Boylece yerel hasta bolgelerin diger dokulardan maksimum izole edilmis tedavisi yapilmis

olur.



SONUCLAR VE TARTISMA

Yiiksek gradyantli manyetik alanlar ve onlarin hiicre seperasyonuna etkisine ait

yapilan Lisansiistii Tez ¢aligmasinda ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirmalart 2005/41

nolu proje kapsamindaki incelemelerden asagidaki sonuclar elde edilmistir.

l.

Son yillarda Tip ve Biyolojide elektromanyetik alanlardan faydali uygulama
yontemleri olarak manyetik hedeflendirme, immunomanyetik seperasyon ve manyetik
hipertermiya yontemleri hizla gelismektedir.

Manyetik hedeflendirme ve immunomanyetik seperasyon yontemlerinin etkinligi
tasiyici hiicrelerin manyetik 6zelliklerine ve bu iglemlerin olusturdugu manyetik alanin
gradyantina bagimhdir.

Son yillarda bircok uluslar arasi klinik, laboratuar ve arastirma merkezlerinde yiiksek
manyetik 6zellikli mikro parcaciklarin sentezi yapilmaktadir. Buna ragmen manyetik
hedeflendirme ve immunomanyetik hiicre seperasyonunda kullanilan manyetik alan
gradyantini olusturan aygit ve diizeneklerin performansi ¢ok diisiiktiir.

Yapilan teorik ve deneysel incelemelerimiz gostermistir ki yliksek gradyantli alanlari
olusturmak icin miknatislanmis ferromanyetik tel yerine miknatislanmis ferromanyetik
kiirelerin kullanilmas1 daha avantajlidir.

Zayif (B<0.1 T) ve cok giiclii (B>1T) manyetik alanlarda ferromanyetik kiirelerin
olusturdugu manyetik alanin gradyanti ferromanyetik tellerin olusturdugu alan
gradyantindan 4-5 kat daha biiyiik oldugu saptanmustir.

Miknatislanmis ferromanyetik tellerden farkli olarak ferromanyetik kiirelerin sinirh
boyutlart ve zincir sekilli dizilisi daha kolaydir. Kiirelerin yiiksek gradyanthi alanlari
olusturan diizeneklerde esas miknatislayici eleman olarak kullanilmasi daha
avantajhidir.

Biyolojik sistemlerde yer alan hem duragan hem de dinamik kosullarda yiiksek
gradyantli manyetik alalarin hiicreler tizerindeki islemlerin ve immunomanyetik hiicre
seperasyonu islemlerinin teorik modellerinin olusturulmasi miimkiindiir. Bu teori
elektromanyetik alan teorisi elektronik 6l¢me, biyomekanik ve biyofizik, 1s1 ve kiitle
transferi, akiskanlar mekanigi reoloji gibi farkli ana bilim dallarinin entegrasyonunu
icermektedir.

Deneysel incelemeler gostermistir ki mikron boyutu hiicrelerin hedeflendirilmesi,
taginmast ve izolasyonu i¢in manyetik alan yogunlugunun B<IT ve yerel manyetik

alan siddetinin h<200-100 KA/m olmas: yeterli olabilir.



0.

10.

11.

Birkac kan ornekleri tizerinde zayif manyetik alanlarin olusturdugu yiiksek gradyantli
alanlarda bile kirmiz1 kan hiicrelerinin (RBC) ayristirilmas: gozlenmistir.

Deney sonuglarinin incelenmesinde hem zayif manyetik alanlarda (B<0.1T) hem de
giicli manyetik alanlarda (B>1T) kan oOrneklerindeki RBC’le yani sira diger
parametrelerin de degerlerinde ciddi degisimlere rastlanmustir.

Yiiksek Lisans Tezi ve Inonii Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimine ait 2005/41
Nolu proje cercevesindeki calismalarin sonuglar1 4. Uluslar arasi Ileri Teknoloji
Sempozyumunda (Konya, Tiirkiye, Eyliil 2005) ve II Ulusal Bilgisayar, Elektrik
Elektronik Miihendisligi Kongresinde (Istanbul, Tiirkiye, Eyliil 2005) sunulmustur.
Her iki sempozyumun Bildiriler Kitabinda yaymlanmis makalelerin tam metinleri bu

Tezin ekler kisminda verilmistir.
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ABSTRACT: This work suggsets a new prodecure for local targeting of magnetic microparticles (magnetic oxide particles,
magnetic polymer particles, magnetic bioparticles, etc.), by placing ferromagnetic two spheres in the target area or within the
area joining the target. An external uniform backround magnetic field applying for magnetization of the spheres. The
magnetic field graident in targeting cell is measured and the maximum field graident points are determined by theorically and
experimentally. The possibility to capture the magnetic microparticles and to build deposits is studied both theoritically and
experimentally. This process is assumed under circumtances similar to the in vivo ones.

Keywords: High gradient magnetic separator, drug targeting, ferromagnetics spheres, flow, bioparticle trajectory.

1. INTRODUCTION

In the process of the magnetic filtration and separation
achieved according to the magnetic susceptibility, on fine
participles in the magnetic field h acts a magnetic force

Fnis: F, =4,V AhVh )

2. MODELLING ON THE MICROPARTICLES
DYNAMICS AND CAPTURE FORMATION

Let as consider the case of two cylindrical ferromagnetic
wires. The wires can be envisioned as thin magnetizable
acupuncture needle introduced outside a blood vessel
near a tumor (Fig. 1.). elements (wire, spheres, chips etc.)
within the space where there is applied the background
magnetic field. These ferromagnetic elements are created
high local gradients of the magnetic field. [1, 2, 3]. The
high local field gradient would make possible a new
procedure for local targeting of magnetic microentities
(magnetic oxide particles, ferro carbon particles,
magnetic polymer particles etc.). These procedures make
possible an effecting medical treatment of target zone (a
deep tumor) in the case of deep target especially of small
dimensions [4,5] case of microsized particles, high
gradient non uniform fields must be created. As one can

see, F, depends directly on Vh so that in order to
obtain a high magnetic force, especially in the

In the magnetic filtration and separation processes the
high gradient magnetic field gradient was obtained.
Basically by introduction small sized ferromagnetic

An adequate arrangement of ferromagnetic elements (one
or more wires) conveniently located within the target
zone or near by it will concentrate the magnetic field
lines only where is necessary. This procedure would
permit to establish with a better accuracy the desired
target spot and to ensure an increased efficiency in
capturing the magnetic microparticles from the carrier
fluid. In the case of two ferromagnetic wires placed
within a background magnetic field. There is axial
configuration —where the flow is parallel to the wire- and
magnetic field is transversal.

3
o
Where, V =
r 6

A= ﬂp —ﬂf is the effective magnetic susceptibility,

is the particle volume,

/7,17 (ﬂ,f ) is the particle (fluid) susceptibility and V7 is

the magnetic field gradient.

Mikroparcaciklar
Kan Damari

L
Manyetik Teller

Timor
Figl. Ferromagnetic wires placed in the proximity of
blood vessels.

The microparticles trajectories through the liquid are
determined by the action of the resultant between the
magnetic force (F,,) and the hydrodynamic drag force
(Fy); the gravity and the inverted can be neglected due to
the very small dimensions of the microparticles.

When Fm >F y the magnetic microparticle moves

toward the magnetized wires on a certain trajectory
eventually setting down on a surface, for example on the
inner surface of a blood vessel.

Most of times, due to presence of a magnetic field, the
magnetized particles in fluid will interact (dipolar
interaction), agglomerate and then move as small or big
clusters. We have considered an idealized structure of the

situation presented in Figure 1 and we have made
theoretical evaluation of the microparticles movement



inside the blood vessel, as well as of the possibility of
deposit formation on the blood vessel wall.

Of the different flow-capture configurations the most
convenient for a practical application is the transversal
configuration in which the ferromagnetic wire is
introduced near the blood vessel wall perpendicular to it
(therefore to the blood flow). The direction of the
background magnetic field can be chosen so that it is
perpendicular alignment between the ferromagnetic wire
and the background field direction influences the
magnetic carriers capture efficiency.

In order to deduce the equations of motion, we must
calculate the intensity of magnetic field inside the capture
cells. The magnetic field and boundary force generated
around ferromagnetic wire placed in a uniform magnetic
field of intensity H is:

_ 2, AaH,’ N

m

a
)
o cos260 .. sin26 ..
H (—+——)d, +——4q,
ra r(l r(l

In accordance with Eq.2 the radial component of the
magnetic force is negative in the space where the blood
wall if placed and inversely proportional to the distance

form the ferromagnetic wire. Where 7, =— s
a

dimensionless radial coordinate is the radius of

ferromagnetic wire and O = (,Ur —1)/(,Ur +1)

where (L, is the relative magnetic permeability of the

ferromagnetic wire.
By neglecting the terms short range including r,” in Eq.2,
magnetic force amplitude is obtained as:

A
F, =% 3)
ra
2aH
Where A = My /1Vp h C)
a

In equation 3, the force field, which affects the motion of
the particles, is the potential field. Thus, particle capture
and movement in the blood wall can be determined by
using energy supplying law. This method based on theory
of particle motion in the central field with effective
energy. In this case the particle capture radius can be
obtained without the equations of motion themselves.
Total energy of particle movement in polar coordinates
(r,0) are defined by [7]:
my’ M

W= +

S+ V() 5)
mr
Where m is particle mass, M is the angular momentum of

single particle, V(r) is potential energy of system,

V = — is the velocity of particle. It is an assumption

dt

that, at infinity potential is zero, we can be written as:

V(r)=[F,dr= A ®)

r,

a

Motion impulse momentum is:
M =mrvSin(rv) =mRV, )

Where R is the particle motion radius in nonmagnetic
field, V) is the flow rate of a particle away from the wire.
Particle motion can be examined as one-dimensional
motion having effective potential energy (Vg):

2
1| Aa mR*V,
Vg === 5 "5 7 ®
r, 2 2a
From Eq.8 maximum capture radius can be derived as:
_2H, |ou,A .
ca — % > )]
0 P,
Where p,, is particle density and Rm = — captures
a
cross section per unit length is:
_4H |ou, A
V20, 10
0 P,

Eq.10 practically gives the possibility to determine
effective distance from blood vessel. If total distance is b,
for all particles to capture in blood wall, it is necessary
that,

b,=2R_, (11)

Equation 11 is very important for determining the regime
parameters of high gradient magnetic system. Because
definite value of external magnetic field, it is possible to
select the position of acupuncture wire previously to
obtain maximum filter performance by using equation 11.
For example, to separate magnetic carriers having
specific magnetic susceptibility of A=1.6, V=5.10" m/s,
H=6.4 kA/m, pp=2700kg/m3 according to eqs 10. and 11
b=1.2a. To say another way acupuncture wire should be
placed regions too close vessels. For increasing safeness
and effectiveness of system, external magnetic field
strength is enough to increase 4-5 times. Recently used
electromagnetic filters and separators these fields can be
easily formed [3,2].

3.CONCLUSIONS

A possibility for precisely local targeting of magnetic
carriers used anti-tumor therapies. This method very
effective especially in zones difficult to access of the
medicine preparations. The method consists of placing
magnetizable (ferromagnetic) wires in the target zone and
applying a background external magnetic field
perpendicular to the wire.

Altering the external magnetic field, microparticiples
carried through vessels are possible to cluster at tumor
region. To assume motion of particles in vessels are in a
potential field, making a model of capturing these
particles is possible.

This technique could be applied in magnetic drug
targeting or local radiotherapy using magnetic carriers
labeled by radioisotopes.
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OZET

Manyetik  ozellikli  mikropargaciklar,  ornegin
manyetik oksit pargaciklar, ferrokarbon
pargaciklar, manyetik polimer parcaciklar vb. gibi
mikrovarliklarin  hedef bolgesinde olusturulmus
viiksek  gradyanli manyetik alanda tutularak
biriktirilmesi icin yeni bir yontemin miimkiinliigii
sunulmugstur. Yiiksek gradyantli manyetik alan dis
homojen  manyetik  alanda  miknatislannug
ferromanyetik kiirelerle olusturulur. Parcaciklarin
verel bolgelerde tutularak kiimeler olusturmasi
olaymmn teorik modeli hiicreli sistemlerde in vivo
incelemelerdeki olaylarin benzeri  sekilde
modellenmigtir. Elde edilen teorik sonuglar sunulan
vontemin Tip ve Biyoloji objelerin manyetik
hedeflenmesi islemlerinde kullanilmast agisindan
degerlendirilmistir.

1. GIRIS

Manyetik 6zellikli mikron boyutlu parcaciklarin
manyetik alanda tutulmasi islemi bu parcaciga
etkiyen manyetik kuvvetin (F,) etkisi ile
olusturulur [1-4]. Gradyanli bir manyetik alanda
parcaciga etkiyen manyetik kuvvetin genel ifadesi
asagidaki sekilde belirlenir;

F,=u,V,(A,—A,)hVh (1)
3
Burada V= 70 -parcacigin  hacmi, O

parcacigin capi, /‘ip (lf) - parcacigin (tasiyici

ortamim) manyetik alinganligidir, V/- manyetik
alan gradyanti, h - yerel bolgelerde indiiklenen non
homojen manyetik alan siddetidir.

Goriildugi gibi, pargaciga etkiyen kuvvetin genligi
Vh manyetik alan gradyam ile dogru orantilidir.
Dolayisiyla, biiyiik degerli Fy, elde edilebilmesi icin
Vh veya bu gradyan: olusturabilecek dis homojen

manyetik alan siddetinin (H) degeri cok biiyiik
olmalidir.

Manyetik alan gradyanin ( V) biiyiik degerleri iki
yontem ile elde edilebilir:

3) Yerel bolgelerdeki araliklarin veya manyetik
alan kutuplarinin = geometrisinin  uygun
sekilde bicimlendirilmesiyle;

4) Dis homojen manyetik alanda ferromanyetik
elemanlar (cubuklar, kiireler, metal talaglari)
yerlestirerek olusturulan gradyantli alanlar.
Bu tiirlii sitemlerde olusan yiiksek gradyantli
manyetik alanlarin  siddeti  10°-10° A/m
civarlarinda olabilir.

Yiiksek gradyantli manyetik alanlarin birinci
yontem ile elde edilmesi her zaman kolay degildir.
Zira bu alanlarin gradyanlar1 esasen manyetik
kutuplara yakin bolgelerde olusur ve c¢alisma
bolgelerinde biyiik alan gradyanlari elde etmek icin
giicli manyetik alanlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Dahasi, bdyle yapilarin Tip ve
Biyoloji  sistemlerindeki  hedef  bolgelerinde
(6rnegin derin tiimorlerin etrafinda) yerlestirilmesi
imkansizdir.

Manyetik seperasyon ve filtrasyon islemlerinde
yaygin olarak kullanilan ikinci yontem manyetik
hedefleme sistemleri i¢in daha avantajlidir. Zira dig
homojen alanda miknatislanmis ferromanyetik
cisimlerin (tel, kiire vb.) etrafinda yiiksek gradyantli
manyetik alanlar olugmaktadir. Bu alanlar hasta
veya tedavisi  gereken  yerel  bolgelerde
yerlestirildiginde damarlarla nakil edilen ve
manyetik mikro parcaciklar (manyetik olan oksit,
ferro-karbon, manyetik polimer parcaciklar vb.)
iceren  ilaclar bu  bolgelerde  kolaylikla
biriktirilebilirler. Boylece ilaclarin hedef
bolgelerindeki etkileri yogunlastirilir [5].

D1s homojen manyetik alanda yerlestirilmis biitiin
ferromanyetik malzemeler etrafinda gradyantli
manyetik alan olusturmaktadir. Fakat ferromanyetik
cisimlerin geometrisine bagimli olarak alan
gradyanlari da farkli olmaktadir. Manyetik
filtrasyon, seperasyon, immunomanyetik hedefleme



sistemlerinde kullanilan esas eleman ferromanyetik
tellerdir [6-8]. Ancak bir¢ok deneysel ve teorik
incelemeler ferromanyetik kiirelerin olusturacaklari
alan gradyantinin daha etkili oldugunu gostermistir
[2,4,9,10]. Ote yandan ferromanyetik tellerden
farkli olarak kiirelerin her hangi bir geometri
etrfinda kolaylikla yerlestirilebilmesi manyetik
hedefleme sistemlerinde kiirelerin kullanilmasini
daha avantajli kilmaktadir.

Bu  bildiride = muknatislanmis  ferromanyetik
kiirelerin olusturdugu yiiksek gradyanli manyetik
alanda mikron boyutlu manyetik pargaciklarin
hedef bolgelerinde tutulmasi ve yerel toplanmasinin
teorik incelenmesi modeli sunulmustur. Sunulan
modelde manyetik hedeflemeye tabi tutulan
parcaciklari kan damarlarinda harekette olan
manyetik mikroparcaciklarin  hedef bolgelerin
etrafinda hareketi, tutulmasi ve biriktirilmesi gibi
modellenmigtir. Elde edilen teorik sonuglarin Tip
ve Biyoloji’de ilaglarin ve diger objelerin manyetik
hedefleme islemlerinde kullanilabilmesi
degerlendirilmistir.

2.MiKROPARCACIKLARIN
MANYETODINAMIiGININ
INCELENMESI

Tastyict manyetik mikron pargaciklarin silindirik
borularda miknatislanmig kiirerlin  olusturdugu
yikksek gradyanli alandaki hareketini ele alalim.
Burada kiireler hiicre yanlarinda, kilcal kan
damarlar1  etrafinda ve timor bolgelerinde
yerlestirilebilir  (Sekil 1). Bu durumda kan
damarlari manyetik parcaciklari tagiyan borular gibi
diisiiniilebilir. Miknatislanmis Kiirelerin arasinda
olusan manyetik alanin degeri,

_ uH
1+(0/a)u+0.5u—1r,’

2

olarak belirlenir [ 2, 4].

Mikropardaciklar
Qa\ W%marl
T S >
H N_ 77 >

Manyetik Kiireler

Timor

Sekil 1. Ferromanyetik kiirelerin kan damarlarina
gore yerlestirilmesi.

Burada H - dis manyetik alan siddeti, i/ -

kiirelerin bagil manyetik gecirgenligi, & - kiirerlin

yaricapi, r- kiirelerin arasindaki orta noktadan

hesaplanan radiyal kordinatlaridir. r,= r/a, £ - kiire

yiizeyleri arasindaki uzakliktir.
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manyetik hizdir. Denklem 4, t zaman aninda
mikron-parcaciklarin  yerini belirlemeye imkan
verir. Goriildigii gibi mikroparcaciklarin hareketi
sistemin hidrodinamik (Vo , 77 ) geometrik (a,,1)

ve manyetik ( H, A, M ) parametrelerine
bagimlidir.

Manyetik filtrasyon ve separasyon teorisinde
yaygin  olarak  kullanilan  “manyetik  hiz”
parametresi ~ mikroparcaciklarin  damarlardaki

hareketine, manyetik alinganhigin A, parcaciklarm
boyutlarin &, filtre elemanlarmmn  manyetik
gecirgenliginin £/, kanin viskozitesinin 1 ve dis
manyetik alan siddetinin H, etkisini incelemeye
imkan verir.

Mikropargaciklarin damarlarda manyetik alana giris
bolgesindeki  baslangic  koordinatlar1  belli
oldugunda bu parcaciklarin damar duvarinin hangi
bolgelerinde kiimelestigi denklem 4’den kolaylikla
belirlenebilir. Pratik hesaplamalarda
mikroparcgaciklarin en biiyiikk hidrodinamik etkiye
maruz kaldig r,=0 koordinat1 baslangi¢c koordinat
olarak varsayilabilir. Bu durumda mikroparcacik-
larin  maksimum tutulma yaricapina gore dis
manyetik alan siddetinin H, kanin akig hizinin V, ve
sistemin geometrisinin de optimum degerleri
hesaplanabilir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Elde edilen teorik sonuclara gore (Dk4)
mikropargaciklarin kan damarlarinda hareketi ve
tutularak  hedef  bolgelerinde  biriktirilmesi
mekanizmasi degerlendirilebilir.
Mikropargaciklarin  kan igerisindeki hacimsel



yogunlugunun ¢ < % 0.1 oldugu durumda bu
parcaciklarin damardaki hareketi ve tutulmasi
hesaplanmistir. Hesaplama modelinde sistemin
temel parametreleri asagidaki gibi olmustur;
a=2.5x10" m, & =2 um, H= 150 kA/m, n=0.028
kg/ms, V=5x107 m/s, A=1.

Sekil 2’de damar i¢inde manyetik tastyicilari
olan  mikropargaciklarin yiiksek  gradyant
bolgesinde  tutulmasimin ~ zamanla  degisimi
gosterilmistir. Sekilden goriildiigti gibi, sistemin
manyetik  Ozelliklerinin (V) arttirilmast ile
parcaciklarin ¢oktiiriilmesi olay1 hizlanmaktadir. Bu
durumda hesaplamalar mikropargaciklarin %90’dan
fazlasinin hedef bolgesinde tutularak
kiimelestirilmesinin miimkiin oldugunu
gostermistir. Degerlendirmeler gostermistir ki dis
manyetik alan giddetini H, A ve W’ yii artirmakla
parcaciklarin  hedef bolgelerinde tutulmasini
maksimuma (%100) ulastirmak miimkiindiir. Ozel

yapilar  kullanmakla,6rnegin,  ikiden  fazla
miknatislanmig ferromanyetik kiirelerden
olusturulmus hiicrelerin kullanilmas1 da

parcaciklarin tutulmasimi kolaylastirir. Bu  tiirlii
hiicrelerde indiiklenen yiiksek gradyantli manyetik
alanlarin Olctimleri gostermistir ki, 4-6 Kkiirelerin
kullanilmasiyla yeterince yiiksek alan gradyanlar
olusturmak miimkiindiir.

ralto

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Zaman, s

Sekil 2. Parcaciklarin  damar  duvarlarina
coktiiriilmesi olaymin zamanla degisimi.

Sonug olarak manyetik mikroparcaciklarin yiiksek
gradyanli manyetik alanlarda hareketinin on
incelenmesinden asagidaki sonuglar elde edilmistir;
=  Mikron boyutlu manyetik pargaciklarin
hedefleme tasiyicilari olarak etkinligini
artirmak i¢in yiiksek gradyanli manyetik
alanlarin kullanilmasi gerekmektedir.

= Yiksek gradyantlhi  manyetik alan
miknatislanmis kiire veya ince tellerden
olusturulabilir. Miknatislanmig kiirelerin
yerel bolgedeki alan gradyanti daha
yiiksektir.

= 4 veya 6 miknatislanmis Kkiirelerden
olusturulmus hiicrelerin gradyanli
manyetik alan1 daha etkindir.

= Mikroparcaciklara etkiyen kuvvetleri goz
Oniine alarak, parcaciklarin dar bolgelerde
ornegin  kan  damarlarinda  hedef
bolgelerine taginmasi olayinin matematik
modelini olusturmak miimkiindiir.
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