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OZET

DNA IZOLASYONU ICIN PSEUDOSPESIFIK
NANOYAPILAR

TURKCAN, Ceren

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danmismant: Dog. Dr. Sinan AKGOL
Ocak 2012, 110 sayfa

DNA izolasyonu igin pseudospesifik p(HEMA) kiiresel nanopartikiilleri
surfaktan igermeyen emiilsiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak 85,7 nm bo-
yutunda elde edildi. Sentezlenen pseudospesifik nanopolimerin karakterizasyonu
icin SEM goriintiileme teknigi, FTIR spektrumu, Zeta-Boyut analizi ve yiizey ala-
nm1 hesaplamalar1 kullanildi. Nanopolimerin karakterizasyonundan sonra, ligand
olarak kullanilan fenil boronik asit (PBA) ile tiirevlendirilen DNA-spesifik yapilar
olusturuldu. Bu g¢alismada, polimerik nanopartikiillere bagli PBA’nin 1,2 ve 1,3
diollerle bag yapabilmesiyle, DNA’nin seker gruplar ile spesifik bir baglanma
gerceklestirmesi amaglandi. DNA izolasyonu igin Oncelikle polimerik
nanopartikiillere ligand baglanma kosullarinin optimizasyonu gergeklestirildi. Bu
amagla; pH, sicaklik ve konsantrasyon denemeleri yapildi. DNA adsorpsiyonunun
optimizasyonu i¢in; pH, konsantrasyon, sicaklik ve iyonik siddet denemeleri ya-
pildi. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda ayni nanopolimerler
DNA adsorpsiyon denemelerinde kullanildi. Desorpsiyon ¢alismasinda baglanan
DNA %95 desorbe edildi.Tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon dongiilerinde
DNA adsorpsiyon kapasitesinde dikkate deger bir azalmanin olmadig1 gézlemlen-
di.

Anahtar sozciikler: DNA izolasyonu, Fenil Boronik Asit, Nanoteknoloji,
poli(HEMA).
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ABSTRACT

PSEUDOSPECIFIC NANOSTRUCTURES FOR DNA
ISOLATION

TURKCAN, Ceren

Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGOL
January 2012, 110 pages

Pseudospecific p(HEMA) spherical nanoparticles, around 85.7 nm diameter,
was obtained using surfactant free emulsion polymerization technique for DNA
isolation. For characterization of synthesized pseudospecific nanopolymer, SEM
imaging technique, FTIR spectrum, Zeta-size analysis and surface area
calculations were used. After characterization of nanopolymer, DNA spesific
structure, that derived with phenylboronic acid used as ligand, was formed. In this
study, polymeric nanoparticules bonding PBA which could bond 1,2 and 1,3
diols, it was aimed to specific bond with DNA’s sugar group. First of all, for DNA
isolation optimization condition of polymeric nanoparticular bonding ligand was
realized. In this aim; pH, temperature and concentration studies were performed.
For DNA adsorption optimization, pH, concentration, temperature and ionic
strength studies were realized. In desorption and repeat utility studies, same
nanopolymers were used in DNA adsorption studies. In desorption study, %95 of
bonding DNA was desorbed. In repetitive adsorption-desorption circles, it was
observed not being important decrease in DNA adsorption capacities.

Keywords:DNA isolation, Nanotechnology, Phenyl Boronic Acid, poly(HEMA).
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1. GIRIS

1.1.Nanoteknoloji

Richard Feynman 1959°daki bir konferansinda atomik bloklarin molekiiler
diizeyde diizenlenmesini tartisarak ilk kez maddenin nano diizeyde kullanilma
olasiligini ortaya atti. Feynman meshur soyleminde “Gorebildigim kadariyla, fizik
prensipleri nesnelerin atom diizeyinde manupiile edilmesine karsi degildir. Bu,
herhangi bir yasayi ihlal girisimi olmayip, prensipte yapilabilir olan fakat biz ¢ok
biiyiik oldugumuz igin pratikte simdiye kadar yapilmamis olan bir seydir”demistir
(Feynman, 1959; http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html). Feynman’in bu
onerisinden sonraki yillarda nanoteknoloji alan1 Eric Drexler ve Richard Smalley
ile biyonanoteknoloji alan1 da Chad Mirkin’in ¢alismalariyla baglamis kabul edi-
lebilir. Rice Universitesinde bir kimya profesdrii olan Richard Smalley
nanoteknoloji alanimin 6nciiliigiinii yapmis ve 1996 yilinda Nobel ile 6diillendi-
rilmistir. Eric Drexler 1991°de MIT de Molekiiler Nanoteknoloji alanindaki ilk
doktora tezini yapmustir. Bir arastirmaci ve yazar olarak gelisen teknolojiler ve
bunlarin gelecekteki etkileri iizerine odaklanan onciilerden birisi olmustur. Chad
A. Mirkin ise nanosistemlerde kimyasal modifikasyon {izerine yaptigi ¢alismalar
ile biyonanoteknoloji alanina yeni agilimlar getiren 6ncii Kimyacilardan birisidir
(Feynman, 1959).

1853 113 e o T om0
Tekstil Demiryolu Otamativ Bilgisayar #Manoteknoloji?

Teknalojinin

Dofusu
1800 18530 19130 1989 20050 | E:glg'”'agma
1771 1825 1666 1939 1997 j [izh Bugime

Ermesi

................................... }
i Endistri Deyrimi | Enformasyon Devrimi

Sekil 1.1. Bilim ve teknolojideki gelismeler (Ciraci, 2008).



Giliniimiizde nanoteknoloji “benzersiz olaganiistiiliigiin ¢ok 6zel uygulama-
lara izin verdigi 1-100 nanometre arasindaki boyutlara sahip maddenin anlasilma-
st ve kontrolii” olarak tanimlanabildigi gibi atomik veya molekiiler boyut hassasi-
yetindeki aygitlarin oldugu kadar 100 nm’den kiigiik tim aygitlarin tiretilmesini
iceren bir alan olarak da tanimlanmaktadir(Mamalis, 2006). Sekil 1.1°de mikro ve
nano bilesenlerin 6rnekleri ve biiyiikliik skalalar1 goriilmektedir (Cireli ve ark.,
2006). Nanoteknoloji, maddenin atom veya molekiilleri iizerinde yapilan uygula-
malarla makinalasmada hassasiyetin teorik sinirlarina ulasmasi nedeniyle giinii-

miiziin en ileri tiretim teknolojisi olarak kabul edilmektedir. Sekil 1.2°de ise na-

nometre boyutunun diger drneklerle boyut olarak farki gosterilmektedir.

nanametrenin
yaklagik onda
hiri kadardir.

nanometredir.
- DNA
molekilleri
yaklagik 25
nanometre

genigligindedir.

\ (3

:
i\ " }k ‘. 'd _ - Birkag
Y E+ 4 - 1 Milyon milyar
P D \, [ _ _ nanometre nanometre
L ‘ . :i - Birkag hin - Bu parmak -2 Metre
¢ nanometre Uzerindeki bir boyundaki
A F - Kirmizi kan toplu igne bagl  pivingan 2
. . z\lgrrdrgftre hiicreleri gibi biyuklugindeki milyar
S biyolojik siyah leke t
o bitigik olarak | - : NANOMELts
kEJQaUnkometreden yan§yana hicrelerin 1.000.020 boyundadir.
- Bir tek atomun  duran hidrojgn ?Sglgan' — gzz.onr&]:dﬁ
Gapl, birkag giamil (i nanometre
angstrom yani  kireler) 1 boyutundadir.

Sekil 1.2. Nanometre boyutunu anlatan 6rnekler (Cireli ve ark, 2006; Bozkaya, 2006).




1.1.1.Nanoteknolojinin bashca uygulama alanlar:

Asagida bulunan Sekil 1.3’te nanoteknolojinin uygulama alanlar1 sematik

olarak verilmektedir.

Nanoteknoloji .

{ l
Yeni nanomateryaller Nanomihendislik

Minyatar X o
gelistirme ve nanoaygitlar yaklagimi: a}om dlzeyinde
i i kontrol ve dllJzenIeme
[ | Yiksek Nanorobotlar Univelrsal
Elektronik Yksek performansli dretim dizileri
devreleri performansli| | | materyaller
teleskoplar I
——
Fotonik Kozmetik ve Ultra hafif
devreler farmosoétikler ucgaklar
(nanopartikiiller) (nanokompozitler)

Sekil 1.3. Soldan saga dogru nanoteknolojinin dolayli, direkt ve yaklagimsal uygulama alanlari
(Ramsden, 1999).

Sekil 1.4’te ise nanoteknolojinin diger bilim dallar ile iliskisi ve ortak uygu-

lama alanlar1 gdsterilmistir.

Malzeme Bilimi .
[Hafif ve lKuwetli Matematik
Elektronik halzeme) (Madellerne)

(Mano Elektranik)

Fizik
(Karakterizasyon)

Bilgisayar
(Kuantum
Bilgisayar)

NANOTEKNOLOJI

Kimya
(Secici Depolama)

Eczacilik, Tip

Biyoloji
(Biyosensirler)

[ apay Kemik)

Sekil 1.4. Nanoteknolojinin kullanim alanlar1 (Ozdogan ve ark, 2006).



1.1.2.Nanool¢iimleme ve nanoisleme

Nanoisleme de atomik olarak iiriinlerin iglenmesi belirtilmektir. 100-1000
atomluk caligma alaninda yapilan arastirmalarda MEMS(mikro elektrik mekanik
sistemler) kullanilmaktadir. 100 nm altinda yapilan bu ¢alismalarda {iriinler ku-
antum mekanik giiclere bagl benzersiz dzellikler kazanmaktadir. iletkenlikleri
degismekte, dayaniklilik, esneklik kazanmaktadir. Boyutlarin kii¢iilmesiyle; par-
tikiillerin biiyiikliikklerine bagli olarak yeni 6zelliklerin ortaya ¢iktigr ispat edil-
mistir(Evcin., 2010):

e  Manyetik 6zellikler

e  Optik 6zellikler

e  Erime noktasi

e  Yiizey aktiviteleri gibi.

Farkl1 biiyiikliikteki bu partikiiller 2, 3 ya da daha fazla elementin kombi-
nasyonlar: olarak diistiniilebilir ve bu kompozisyonda herhangi bir degisiklik,

farkli bir fiziksel ve kimyasal 6zellige liderlik edebilir.

Nicin daha kicik daha iyidir?

-Daha hafif

-Daha kuvvetli

-Daha hizli

-Daha dayanikl

-Daha ucuz

-Daha fazla enerji verimi

-Cok kiigiik araliklarda degisik 6zellikler (Klabunde., 2000).



1.1.3.Nanobiyoteknoloji

Nanoteknolojinin biyolojik ve biyokimyasal uygulamalarini igeren alt dali-
na nanobiyoteknoloji ad1 verilir. Nanoteknoloji ile hiicre biyolojisi arasindaki ilis-
Ki onemli olup iki yonli bir iliskidir. Nanoteknoloji, biyolojinin sagladigi muaz-
zam nanomakina ve aygitlarin olusturulmasi i¢in yasayan sistemlerde bulunan
nanoboyuttaki bilesenlerin biyologlar tarafindan anlasilabilmesi ve agiklanabilme-
si i¢in yeni araglar sunar. Bunun tersine hiicre biyolojisi mekanizmalari tizerindeki
caligmalar yeni sentetik nanoaygitlarin yapilmasinda yol gosterici olur. Evrim sii-
reci, doganin nanoboyuttaki miihendislik problemlerine etkili
¢oztimlerbulunmasin1  saglamigtir.  Nanoteknolojistler, biyolojik  sistemleri
nanoaygitlara dogrudan inkorpore ederek ya da biyolojik anologlarinin prensiple-
rini taklit eden sentetik sistemler olusturarak bu ¢6ziimleri {iretmektedirler.
Nanoteknolojinin biyoloji i¢in sundugu en 6nemli olanak biyomolekiiler yapi,
fonksiyon ve ozelliklerin arastirilmasi i¢in yeni araglar olusturmasidir. Bu yeni
araglar kullanildiginda hiicrenin yapisal elemanlarinin ve molekiiler iliskilerin
dogrudan 6l¢iimii miimkiin olabilmektedir (Uygun, 2008).

Biyonanoteknolojinin gelisiminde biyolojik mekanizmalar: taklit ederek
nanoboyutlu aygitlarin yapimi 6nemli rol oynamaktadir. Bu, ¢ok biiyiik potansiye-
li olan bir alan olup gelecek yillarda daha da gelismesi beklenmektedir. Bu ¢alis-
malara Ornek olabilecek bazi biyolojik olaylara asagida deginilmistir. DNA
nanoteknoloji yap1 tasi olarak kullanilabilir bir molekiildiir. DNA’nin kendiligin-
den diizenlenebilme ve dogada daima komplementer bir ¢ift zincir olarak bulunma
ozelligi vardir. Bununla birlikte gelisiglizel baz sekansindan olusan DNA’nin ya-
pilmasina izin veren sentetik metodolojiler de vardir. Boyle sentetik DNA sarmal-
lar1 uygun diizenlemelerle iic boyutlu ag olusturacak hale getirilirse; oncelikle
nanopartikiillerin biiylimesi ve interaksiyonu, ikinci olarak molekiiler elektronik
i¢in bir kalip olarak, {i¢iinciisii de nanomakina ve motorlarin iiretilmesinde kulla-
nilabilir (Uygun, 2008).

Biyonanoteknoloji doganin kullandigi molekiiler cihazlart ve makineleri
anlamaya, uyarlamaya ve uygulamaya odaklanmis durumdadir. Protein katlanma-
s1 (folding) gibi biyolojik islevler; cihazlar ve sistemler molekiiler diizeyde nasil
bir araya getirilebilir amaciyla ipuglar1 aramaktadirlar. Nanobiyoteknoloji alanin-
daki diger bir ¢alisma, yiizey 6zelliklerini isleyerek ve boylece onlar1 biyouygun



yapa rak viicudun reddetme ihtimalini azaltmak i¢in doku miihendisligi ile tip
iriinlerindeki gelismeleri igermektedir (Basaran, 2004).

Biyolojide bulunan en g¢arpici nanoboyutlu makineler kimyasal enerjiyi
dikkat ¢ekici bir verimlilikle mekanik enerjiye doniistiiren, nanoboyutlu protein
topluluklarindan olusan molekiiler motorlardir. Bu molekiiler motorlarin molekii-
ler biyoloji ve biyofizik agisindan 6nemi biiyiiktiir. Nanoteknoloji agisindan ise
onemi iki kat daha fazladir: Birinci olarak taklit edilecek olaganiistii modeller
olustururlar. ikinci olarak, bize sentetik ve biyolojik nanoteknolojiyi birlestirerek
hibrid yapilarin ortaya ¢ikmasini saglayacak ¢aligan, hazir hiicre bilesenlerini su-
narlar. Bir bagka 6rnek de yapay fotosentezin gerceklestirilmesidir. Fotosentezin
verimi 151k toplayan kompleksler kullanilmasi durumunda ¢ok artar. Bu komp-
leksler pek ¢ok boya molekiillerinin (10-100) hassas bir iliski i¢inde proteinlerle
baglanmas1 ile olusurlar. Farkli boya molekiilleri farkli dalga boyunda 15181
absorblar ve fotosentezin verimliligi boylece ¢ok artmis olur. Fotosentez, giines
enerjisini elektrik ve kimyasal enerjiye doniistirmek i¢in ¢ok 6nemli bir model
olusturur. Bu nedenle sentetikmolekiillerle fotosentezi taklit etme ¢alismalar1 de-
vam etmektedir (Jones, 2009).

1.1.4.Nano boyutlarin eldesi i¢cin kullanilan yontemler
Nanoteknolojide temel olarak iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar;

1- Yukaridan asagiya (top down) yontemi: Mikro elektronigin var olan me-
totlarinin nanoteknolojiye uyarlanmis hali bigiminde ifade edilebilecek bu yon-
temde kiigiik 6zelliklere ulasmak i¢in daha biiyiik malzemelerden baslanir (6rne-
gin yar iletkenler). Agirlikli olarak litografik yontemler kullanilir. Oyma ve is-
leme yontemi ile nano yapilar ve sekiller elde edilir.

2- Asagidan yukariya (bottom-up) yontemi: Bu yontemin 6zii biyolojiden
alinmistir. Nanobilim, fiziksel bir bilim olarak diistiniiliir ancak hiicre biyolojisi de
nano Ol¢ekte calismaktadir. Nano 6lgekteki aletler yasayan hiicrelerin fonksiyon-
larin1 tasimaktadirlar. Yontemin esasi atomlar veya molekiiller ile organik veya
inorganik yap:1 insa etmeye dayanir. Nano yapilari birlestirmek igin dogadaki
kuvvetlerden yararlamlir. Ornegin DNA gibi biyolojik sistemlerin kendi kendine
birlesme o6zelliginden yararlanilarak karbon nanotiiplerin kontrolii saglanabilir.



Kolloid ve sol-jel yontemleri de bu yonteme dahildir. Nanoteknoloji, asagidan-
yukariya yaklasimina (bottom-up approach) gore; molekiiler boyutta sistemler
ireterek daha biiyiik sistemleri kontrol etmek olarak tanimlanmaktadir. Yukari-
dan-asagiya yaklasimina (top-down approach) gore ise; molekiiler boyutta ¢alisan
cok yiiksek oranda kiigtltiilmiis makineler yaratma bilimi olarak tanimlanabil-
mektedir (Ureyen, 2006).

1.1.5.Nanopartikiiller

Nanopartikiiller; metal, yar iletken, seramik, organik molekiiler topluluk,
polimerik ya da kompozit malzemeler olabilir. Nanopartikiiller yalnizca
minyatilirizasyonda yeni bir asama olarak diisiiniilmemelidir; tiimiiyle yeni bir
alandir. Gelecegin teknolojilerinin atom, molekiil ve nanokiime boyutlarinda,
nanoyapilarin organize edilmesi, aygitlara doniistiiriilmesi, malzemenin ve ylizey-
lerin tasarlanmast ve islenmesi {izerine insa edilecegi Ongoriilmektedir.
Nanopartikiiller boyutlarindan dolay1, elektronik, optik, manyetik, yapisal ve me-
kanik ozelliklerinde farklilik gosterirler. Bu farkliligin nedenleri ise; yiiksek yii-
zey-hacim oranlar1 ve nano boyutlu yapilarda ortaya ¢ikan kuantum alan etkileri-
dir. Bir maddenin, nanopartikiillerin sahip olduklar1 bu 6zellikleri gdsterebilmesi
i¢in genellikle 100 nm ya da daha kiigiik boyutta olmasi1 gerekmektedir (Mosbach,
K., 2000). Nanomateryallerin sahip oldugu bir diger ozellik ise yiizey / hacim
oranlarinin boyut olarak kendinden biiyiik olan materyallere gore daha biiyiik ol-
masidir. Bu 6zelligi sayesinde katalizor olarak kullanilmalart halinde daha az mik-
tardaki nanomateryallerle daha yiiksek verimde ya da hizda kimyasal reaksiyonla-

rin katalizlenmesi gergeklestirilebilir.
1.1.6.Cozelti ortaminda nanopartikiillerin olusumu

Nanopartikiil, bir ¢ozelti ortaminda ¢ekirdeklesmeye baslayan ve daha sonra
da cekirdeklesen partikiillerin bliylimesiyle olusan bir kimyasal reaksiyonla mey-
dana gelmektedir. Cekirdeklesme ve biiyiime olaylar1 sentezlenen yapilarda iki
onemli prosestir. Cekirdeklesme, atomlarin agregasyonunu saglayan bir prosestir
ve faz doniistimlerinin ilk adimidir. Cekirdeklesme hem homojen hem de hetero-

jen olabilir. Homojen ¢ekirdeklesme, reaksiyonun gerceklestigi ortamdaki tiirlerin



ayn1 olmasi halinde gergeklesen bir ¢ekirdeklesme tiiriidiir. Heterojen g¢ekirdek-
lesme de ise yabanc tiirler igeren bir ortamda ¢ekirdeklesme gerceklesir. Biiylime
siirecinde sistemin termodinamigi kadar kinetik faktorler de 6n plana ¢ikmaktadir.
Partikiil biiyiimesinde reaktiflerin ge¢is hizi, reaksiyon hizi, maddenin ¢ozeltiden
uygun sekilde uzaklagsmasi ve maddenin tekrar dagilimi gibi kinetik faktorler ter-
modinamik faktorlerle yarismaktadir. Reaksiyon ve geg¢is hizi reaktiflerin kon-
santrasyonundan, sicakliktan, pH’dan, ¢ozeltiye eklenen reaktiflerin diizenlenme-
sinden ve karistirmadan etkilenmektedir. Partikiillerin yapis1 ve kristalizasyonu
reaksiyon hizi ve safsizliklardan etkilenebilir. Doygunluk, ¢ekirdeklesme ve bii-
yiime hizi, kolloidal kararlilik, tekrar kristallenme ve bekleme siireci gibi faktorler
partikiillerin morfolojisini etkilemektedir. Genelde asir1 doygunluk olusan iiriinle-
rin (¢Okeltilerin) morfolojisi tizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Diisiikk doygunluk-
taki partikiiller kiiciik, sik, iyi bicimlenmistir ve partikiil sekli kristal yapisina ve
yiizey enerjisine baghdir. Yiiksek doygunluk seviyelerinde biiylik ve dallanmis
partikiiller olusur. Daha fazla doygunlukta ise daha kiiclik fakat sikistirilmis, to-
paklanmis (aglomera) partikiiller olusur. Partikiil kiigiikken ¢ozeltideki biiyiime
ara yiizey kontrolliidiir. Kritik boyuta ulasildiktan sonra diflizyon kontrollii hale
gelir (Murphy and Jana, 2002).

Molekiiller veya Kiimeler Sinterlenms & Erime
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Sekil 1.5. Partikiil olusum agamalar1 (Hu, 2007).

1.2.Polimerler

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik 6zellikleri ¢ogu kez yeterli kolay sekillen-
dirilebilen, degisik amaglarda kullanimina uygun, dekoratif, kimyasal ag¢idan inert
ve korozyona ugramayan maddelerdir. Bu {istiin 6zelliklerinden dolayr yalniz
kimyacilarin degil; makine, kimya, tekstil, endiistri, fizik miihendisligi gibi alan-
larda c¢alisanlarin da ilgisini ¢eken materyallerdir. Tip, biyokimya, biyofizik ve

molekiiler biyoloji agisindan da polimerlerin 6nemi biiyiiktiir. Birbirlerine



kovalent baglarla baglanarak biiyiik molekiiller olusturabilen kiiclik mol kiitleli
kimyasal maddelere monomer denir. Polimer ise, ¢ok sayida monomerin kovalent
baglarla birbirlerine baglanarak olusturdugu iri molekiiliin adidir. Monomer mo-
lekiilleri polimerizasyon tepkimeleri tizerinden polimer molekiiliine dontstirler.
Bir polimer molekiiliinde binlerce monomer bulunabilir. Uzun polimer molekiille-
ri bir zincire, monomer molekiilleri de zinciri olusturan halkalara benzetilebilir.
Bu nedenle, polimer molekiilii yerine polimer zinciri ya da makromolekiil adlan-
dirmalar1 da kullanilir. Zincir boyunca birbirine baglanarak polimer molekiiliiniin
iskeletini olusturan atomlar dizisine ana zincir ad1 verilir. Polimer ana zincirindeki
atomlara ayrica yan grup denilen bazi kimyasal birimler baglanmistir. Polimerler,
kaynaklarina gore dogal ve sentetik polimerler, ana zinciri olusturan atomlarin
tiirline gore organik ve anorganik polimerler, sentez tepkimelerinin mekanizmasi-
na gore basamakli ve katilma polimerleri, 1s1 karsisindaki davranislarina gore
termoplastikler ve termosetler, zincirlerinin fiziksel bicimlerine gore dogrusal,
dallanmis, capraz bagl polimerler seklinde kendi iclerinde degisik agilardan grup-
landirabilirler. Kesin bir sinir olmamakla birlikte mol kiitlesi 10000-20000’den
kiiglik olan polimerlere diisiik polimer, daha biiyiik mol kiitlelilere yiiksek polimer
denir. Polimerlerin sentezi sirasinda polimerizasyon ortaminda olusacak zincirle-
rin uzunlugu kontrol edilemez. Polimerizasyonun her asamasinda farkli biiyiikliik-
lerde polimer molekiilleri bulunur ve polimerizasyon sonunda elde edilecek poli-
mer i¢in de ayn1 durum gegerlidir. Bu nedenle polimerler i¢in verilen mol kiitlesi

degerleri kesin degil ortalama sayilardir (Kumar et al, 2003).

1.2.1.Polimer sentezleme teknikleri

Radikalik polimerizasyonlar gergeklestigi kosullar altinda hem homojen
hem de heterojen tiplerde olabilir. Bu siniflandirma genellikle baslangi¢ reaksiyon
karistminin homojen veya heterojen olup olmamasina dayanir. Bazi homojen sis-
temler, reaksiyon ortaminda polimerin ¢6ziinmezliginin bir sonucu olarak
polimerizasyon ilerledik¢e heterojen olabilir. Kiitle ve ¢ozelti polimerizasyonlari
homojen iglemlerken, siispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyonlar1 heterojen is-
lemlerdir (Odian, 2008). Sekil 1.6’da polimer sentezleme yontemleri sematik ola-

rak verilmistir.
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Polimer Sentezleme Teknikleri

Kiitle Islemleri (Kiitle Cozelti Islemleri Dispersiyon Islemleri
polimerizasyonu) (Cdzelti (Heterojen

v" Sivi Hal polimerizasyonu) polimerizasyon)

v" Kati Hal v' Sulu Coézeltiler v' Siispansiyon

v" (Gaz Hal v Organik Cozeltiler v' Emiilsiyon

Sekil 1.6. Polimer sentezleme teknikleri (Braun, 2003).

Kiitle (Bulk) Polimerizasyonu

Saf bir monomerin bulk veya kiitle polimerizasyonu, en basit islem ile mi-
nimum  kirlenmig {irlin  olusturur. Bununla birlikte, radikal zincir
polimerizasyonunun 6zelligi nedeni ile bulk polimerizasyonunun kontrolii zordur.
Yiiksek derecede ekzotermik oluslari, yiiksek aktivasyon enerjisine sahip olmalari
ve jel olusturmaya yatkinlik 6zellikleri birlikte 1s1 dagilimini zorlastirir. Bulk
polimerizasyonu, dikkatli sicaklik kontrolii gerektirir. Dahasi, bir ¢ok sistemin
viskozitesi yavas karistirmada hizli bir sekilde yiikseldiginden giiclii ve 6zenli bir
karistirma ekipmanina da gereksinim vardir. Viskozite ve ekzoterm etkileri, sicak-
lik kontroliinii zorlastirir. Bolgesel sicak noktalar olusur ve bu durum polimer
iiriinlin bozunmasina ve renksizlesmesine neden oldugu gibi polimere zincir trans-
ferleri nedeni ile molekiil agirligi dagilimi genisler. Polimerizasyon hizinin kont-
rolsiiz arttig1 ekstrem durumlarda yikici, kontrolsiiz reaksiyonlar olusabilir. Kiitle
polimerizasyonu problem ¢ikarmasindan dolay1 zincir polimerizasyonu i¢in adim
polimerizasyonundaki kadar ticari olarak kullanilmaz. Bununla birlikte etilen,
stiren ve metil metakrilatin polimerizasyonlarinda kullanilir. Is1 dagilimi ve visko-
zite problemlerinin, reaksiyona girmeyen monomerin geri doniisiimii ve ayrilmasi
ile diisiik dontisiimle polimerizasyonu gergeklestirerek iistesinden gelinir. Bir al-
ternatif, polimerizasyonu genis bir reaktorde diisiik doniisiimle ve ince tabakalar-
daki final doniisiimiiyle gergeklestirmektir (Odian, 2008).
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Cozelti Polimerizasyonu

Monomerin bir ¢ozgen iginde polimerlesmesi, kiitle polimerizasyonu isle-
minin birgok dezavantajinin iistesinden gelir. Cozgen bir seyreltici gibi davranir
ve polimerizasyon 1sisinin transferine yardim eder. Cozgen, reaksiyon karisiminin
viskozitesini azaltarak, karistirmayr kolaylagtirr. Termal kontrol, kiitle
polimerizasyonuyla karsilastirildiginda ¢6zelti polimerizasyonunda daha kolaydir.
Diger taraftan ¢dzgenin varligi yeni zorluklara neden olabilir. Cézgen uygun bir
sekilde secilmezse ¢ozgene zincir transferi bir problem olabilir. Dahasi, ¢ozgenin
uzaklastirilmasinda zorluklar olursa polimerin safligi etkilenebilir. Vinil asetat,
akrilonitril ve akrilik asidin esterleri ¢ozeltide polimerlesir (Odian, 2008).

Heterojen Polimerizasyon

Bir¢ok polireaksiyon, 6zellikle zincir polimerizasyonlari, heterojen kosullar
altinda da gergeklesebilir. Bu durumda sivi monomer, ¢dziinmedigi bir sivida ka
ristirilarak kiiclik damlaciklara dagilir ve bu durumda polimerlesir. Reaksiyon
stiresince olusan makromolekiiller kat1 halde oldugundan dagilan fazin yi18isma
durumunda bir degisiklik olur. Bu sebeple orijinal sivi/sivi dagilimi (emiilsiyon),
bir sivi/kat1 dagilimi (slispansiyon) haline gelir. Eger polimer (poliakrilonitril gibi)
monomerde ¢oziinmiiyorsa bu gecis reaksiyonun baglarinda olur. Aksi durumda,
yani polimer (polistiren gibi) monomerde ¢oziiniiyor ya da sisiyorsa, emiilsiyonun
hali sadece yiiksek doniisiimde degisir. “Emiilsiyon polimerizasyonu” terimi sis-
temin baglangi¢c durumuna iligkin iken “Siispansiyon polimerizasyonu” terimi fi-
nal durumuna gore seg¢ilmistir. Bu bicimsel benzerlige karsin iki islem polimer
taneciklerinin biiyiikligii (emiilsiyon polimerizasyonunda 0,1-0,5 pm, siispansi-
yon polimerizasyonunda 0,5 pum-2 mm) ve reaksiyon kinetikleri bakimindan fark-
lidir. Bu metotlarin su avantajlar1 vardir: Polimerizasyon 1sis1, monomerin kii¢iik
damlaciklara pargalanmasi ve suyun yiiksek 1s1 kapasitesi nedeniyle kolayca dagi-
tilir. Reaksiyon karisimi, yiiksek doniisiimde bile ¢ok hareketli kalir ¢iinkii visko-
zite, monomer/polimer damlaciklarinda artarken ¢ozeltinin tlimiiniin viskozitesin-
de biiytik degisiklikler olmaz. Bu sebeple % 50 kat1 icerikleri kolay muamele edi-
lir. Dispersiyon i¢indeki polireaksiyonlar laboratuarda kolayca hazirlanabilir. Baz1
durumlarda dagilim polimerizasyonlari, polikatilmali ve polibasamakli reaksiyon-
larda da kullanilabilir. Siispansiyon ve emiilsiyon teknikleri, olusan polimerlerin
ozelliklerini modifiye etmek igin ilave yollar saglar. Ornegin; Tanecik biiyiikliigii

ve tanecik biyiikligii dagiliminin degistirilmesi, iyonik gruplarin kiiciik miktarla-
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rinin yapiya girmesi, ¢ekirdek/kabuk yapisina sahip polimer taneciklerinin hazir-
lanmasi gibi (Braun et al, 2003).

Siispansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu (boncuk veya kiire polimerizasyonu olarak da
adlandirilir) monomerin su ig¢inde (siirekli faz) damlaciklar halinde (50-500 um
capinda) siispanse edilmesiyle gergeklestirilir. Stiren, akrilik ve metakrilik ester
er, vinil klortirler, vinil asetat ve tetrafloroetilen siispansiyon metoduna gore poli-

merlesir. Su/monomer kiitle orani ¢cogu polimerizasyonda 1/1°den 4/1°e degisir.

Monomer damlaciklarinin (daha sonra polimer taneciklerine doniisiir) bir-
lesmeleri ¢alkalama ve siispansiyon stabilizoriiniin (ayn1 zamanda dagiticilar veya
yiizey aktif maddeler olarak da adlandirilir) varligi ile 6nlenir. Stabilizorlerin suda
coziinen polimerler (sikca elektrolit veya tamponun varliginda) ve suda ¢éziinme-
yen inorganik maddeler olmak iizere iki tipi kullanilmaktadir. Suda ¢dziinen po-
limer smifin1 poli(vinil alkol), hidroksipropil seliiloz, sodyum poli(stiren siilfonat)
ve akrilik asit-akrilat ester kopolimerinin sodyum tuzu; suda ¢6ziinmeyen inorga-
nik maddeler sinifini ise talk, hidroksiapatit, baryum siilfat, kaolin, magnezyum
karbonat ve magnezyum hidroksit, kalsiyum fosfat ve aliiminyum hidroksit olug-
turur.

Siispansiyon stabilizoriiniin miktar1 genelde sulu fazin (suda ¢oziinen poli-
merler bazen yiiksek derisimlerde kullanilmasina ragmen) kiitle yiizdesinin
0,1’inden daha azdir. Bu deger emiilsiyon polimerizasyonunda kullanilan yiizey
aktif madde derisimlerinden daha diisiiktlir ve siispansiyon polimerizasyonunda
daha biiyilk boyutlu monomer damlaciklar1 elde edilmesini agiklar. Emiilsiyon
polimerizasyonun aksine siispansiyon polimerizasyonunda iki fazli sistemin sii-
rekliligi  ¢alkalanmaksizin  saglanamaz. Diger bir fark siispansiyon
polimerizasyonunda kullanilan dagiticilarin, emiilsiyon polimerizasyonundaki gibi
kolloidal miselleri nadiren olusturmasidir. Siispansiyon polimerizasyonda kullani-
lan baslaticilar monomer damlaciklarinda ¢oziiniir. Boyle baslaticilar genellikle
yagda-¢oziinen baslaticilar olarak adlandirilir. Siispansiyon polimerizasyonundaki
her monomer damlacig: kii¢iiltiilmis bir kiitle polimerizasyon sistemi olarak ele
alinabilir. Her bir damlacik i¢indeki polimerizasyon kinetikleri karsilik gelen kiitle
polimerizasyonunkinin aynisidir (Odian, 2008).
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Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyonda c¢alismak, aslinda sudaki radikal polimerizasyonu ile siirlidir.
Siispansiyon polimerizasyonuna benzer olarak temel prensip suda eser miktarda
¢Oziinen bir monomerin su i¢inde dagilmasi ve bu durumda polimerlesmesidir.

Bununla birlikte, bu iki islem arasinda bazi farkliliklar vardir. Bunlar;

e Monomerin suda ¢ok az da olsa bir ¢oziiniirliigi gereklidir. Stearil
akrilat gibi fazla hidrofobik monomerler emiilsiyon kosullarinda po-
limerlesmezler.

e Monomerin emiilsifikasyonu, miseller olusturabilen suda ¢oziiniir
emiilsiyonlastiricilarin varliginda olur. Polimerizasyonun baslangi-
cinda monomer misellerdeki gibi monomer damlaciklari seklindedir.

e Birka¢ 6zel durumun disinda suda ¢oziiniir baslaticilar (potasyum
peroksodisiilfat; redoks sistemleri) kullanilir.

e Baslangi¢c basamagi tercihen sulu fazda gerceklestirilir.

e Polimerizasyon, monomer damlaciklarinda degil lateks taneciklerine
yavasca sismek sureti ile misellerde gergeklesir.

e Polimerizasyonun hiz1 (sabit baglatic1 derisiminde) misellerin sayisi-
na ve dolayisiyla emiilsiyonlagtiricinin  derisimine  baghidir.
Polimerizasyon hizi ve derecesi es zamanl olarak arttirilabilir.

e Olusan  polimer  taneciklerinin  biyiikliigli,  siispansiyon

polimerizasyonununkinden ¢ok daha kiigiiktiir.

Emiilsiyon polimerizasyonu i¢in gerekli malzemeler aslinda dort bileseni
igerir. Bunlar; su (demineralize), suda ¢ok az ¢6ziinen bir monomer, suda ¢oziinen
radikal olusturucu bir baslatict ve bir emiilsiyonlastiricidir. Bir emiilsiyon
polimerizasyonunun gidisati ve olusan polimer lateksin 6zellikleri emiilsiyonlasti-
riciddan giiglii bir sekilde etkilenir. Emiilsiyonlagtirict molekiiller hidrofilik ve
hidrofobik kisimlardan olusur. Hidrofilik kisim iizerindeki elektrik yiikiine gore
anyonik, katyonik ve non-iyonik emiilsiyonlastiricilar olarak smiflandirilir.
Anyonik emiilsiyonlastiricilarin - 6rnekleri alkil-bagli benzen veya naftalen
siilfonik asitlerin tuzlar1 yaninda yag asitleri, sodyum dodesil siilfatlarin K*, Na*
ve NH," tuzlanidir. Katyonik emiilsiyonlastiricilarn &rnekleri, en azindan tek bir
hidrofobik siibstitiiente sahip olan kuaterner amonyum tuzlaridir. Tipik non-

iyonik emiilsiyonlastiricilar, etoksillenmis fenoller ve etilen oksit ve propilen
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oksitin blok kopolimerleridir. Cok seyreltik sulu ¢6zeltilerde emiilsiyonlastiricilar,
izole edilmis molekiiller veya elektrolitler olarak davranir. Bununla birlikte
emiilsifiyer derisiminin artmasi ile ¢6zeltinin yiizey gerilimi, viskozite, elektriksel
iletkenlik ve ozmotik basing gibi bazi fiziksel 6zelliklerinde beklenmedik degi-
simler olabilir. Bu beklenmedik degisimlerin gozlendigi derisim kritik misel kon-
santrasyonu (CMC) olarak adlandirilir. Her emiilsifiyer i¢in bu deger karakteris-
tiktir. Kritik misel konsantrasyonunun altinda emiilsifiyer yalniz bir molekiil gibi
¢ozilinlir, CMC’nin iizerinde emiilsifiyer molekiiller, diizenli molekiil agregatlarin
olusturmak tizere toplanir ve bu misellerde hidrofobik birimler i¢ kisimlara yone-
lirken hidrofilik kisimlar sulu faza dogru yonelir. Bu miseller yaklasik 3,5 nm ca-

pindadir.

Monomerin ilavesi ile misellerin biytkligii 4,5-5,0 nm ¢apina kadar onemli
oranda artar. Bununla birlikte, monomer damlaciklarinin boyutlari misellerinkin-
den yine de c¢ok daha biyiktir. Emiilsiyon polimerizasyonunda genellikle
monomerin % 0,5- 5,0" 1 kadar emiilsifiyer kullamlir. Sudaki yag emiilsiyonla-
rinda, su igerigi monomerin miktarinin yarim katindan dort katina kadar degisir.
Bu miseller sivilann mL’ sinde yaklasik 10'®" lik bir derisimde bulunurlar ve
her misel yaklasik 100 monomer molekiiliinii icerir. Aksine monomer damlacikla-
rinin sayist yaklasik mL basina 10'° kadardir. Bu sebeple monomer damlaciklari-
nin daha genis hacimlerine ragmen miseller daha genis yiizey alan: sunar. Sulu
fazda olusan bir radikal, monomer damlaciklarindan ziyade daha siklikla
monomer dolu miseller ile carpisacaktir. Boylece, polimerizasyon pratik olarak
monomer damlaciklarinda degil sadece misellerde gerceklesir. Misellerde tiiketi-
len monomerin yerine sulu faz iginden gegerek monomer damlaciklarindan
diftizlenenler gecer. Harkins ile Smith ve Ewart’in teorilerine gére emiilsiyon
polimerizasyonunun kinetik gidisati ti¢ kisima ayrilir; Baslangigta polimerizasyon
ilerlerken misellerden bazilarinin boyutlar: hizlica artar ve hem monomer hem de
polimeri igeren lateks olarak adlandirilan taneciklere dondsiir. Bu tanecikler hala
monomer damlaciklarindan ¢ok daha kiigiiktiirler ve sivinin mL’si basina yaklasik
10™ tanecik olacak sekilde yaklasik 20-40 1 m baslangic caplarina sahiptirler.
Tiiketilen monomer siirekli olarak sulu faz icinden difiizyon yolu ile gelen
monomer damlaciklarindan tamamlanir. Biiyiimekte olan lateks partikiillerinin
yiizeyine sulu fazdan giderek daha ¢ok emiilsifiyer molekiilii adsorplanarak stabi-
lizasyona yardim ederken hi¢ polimer icermeyen miseller yavasga ortadan yok
olur. Serbest emiilsifiyerin derisimi sonunda kritik misel derisiminin altina diiser
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ve bu durumda yiizey gerilimi énemli oranda artar. Bundan sonra, pratikte hig
yeni lateks tanecikleri olusmaz. Tanecik olusumu periyodu olarak adlandirilan
emiilsiyon polimerizasyonunun bu ilk fazi yaklasik % 10-20’lik doniisiimden son-
ra tamamlanir.

Bu noktadan sonra, polimerizasyon sadece sayisi sabit kalan lateks tanecik-
lerinde gergeklesir. Monomer damlaciklar: lateks partikiillerine monomer tasiyici
rezervuar olma fonksiyonlarini1 devam ettirirler boylece lateks partikiilleri i¢indeki
monomer derisimi ve buna baglh olarak da polimerizasyon hiz: sabit kalr. Ikinci
periyot sirasinda, reaksiyon monomer agisindan sifirinci derecedendir.

Polimerizasyonun monomer taneciklerinin timinii harcadigi yani doniisii-
miin % 60- 80 diizeyinde oldugu durumda, artik kalan monomerlerin tiimii lateks
taneciklerinde bulunmaktadir. Bu durumda taneciklerdeki monomer derisimi
polimerizasyon ilerledikge azalir yani reaksiyonunun son periyodu birinci derece-
dendir. Polimerizasyonun sonunda emiilsiyon, orijinal misellerden daha biiyiik
fakat orijinal monomer damlaciklarindan daha kiigiik olan 50-150 x m araliginda
biiyiikliiklere sahip polimer taneciklerinden olusur (Braun et al, 2003). Emiilsiyon
polimerizasyonu, cesitli ayirt edici avantajlara sahiptir. Emiilsiyon (kolloidal) sis-
teminin fiziksel durumu islemin kontroliini kolaylastirir. Termal ve viskozite
problemleri, kiitle polimerizasyonundan daha az 6nemlidir. Lateks olarak adlandi-
rilan emiilsiyon polimerizasyonunun iriini bir ¢ok durumda ileri bir ayirma ge-
rektirmeksizin dogrudan kullanilabilir. Boylesi uygulamalar boyalari, kaplamalari,
apreleri ve yer cilalarint igerir. Emiilsiyon ve diger polimerizasyon islemleri ara-
sindaki fiziksel farkliliklardan baska kinetik farkliliklar ¢cok 6nemlidir. Emiilsiyon
polimerizasyonu, polimerizasyon hizint azaltmaksizin polimerin molekiil kiitlesini
arttirma kabiliyetine sahip olan essiz bir islemdir. Farkli reaksiyon mekanizmasi
nedeni ile emiilsiyon polimerizasyonu, hem yiiksek molekiil kiitlesi hem de yiik-
sek reaksiyon hizlarina es zamanh olarak ulasma kabiliyeti avantajina sahiptir
(Odian, 2008).
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1.2.2. HEMA

Biyotip ve biyoteknolojide metakrilat hidrojellerinin kullanimi, son on yilda
cok onemli ilerlemeler gostermistir. 1960° larda gelisen oncii ¢alismalardan
(Wichterle and Lim, 1960) sonra metakrilat hidrojelleri ila¢ dagitim sistemleri,
kontak lensler, gida teknolojisi, kalite kontrol sistemleri ve biyosensorler igin sen-
tetik membranlarda uygulanmaktadir. Metakrilat hidrojeller genellikle iki farkl
monomerden olusur. Olusan kopolimerin 6zellikleri monomerlerin yapisina ve
derigimine baghdr.

HEMA (2-hidroksietil metakrilat), suda ¢oziinebilen bir monomerdir. Enzim
ve biyolojik molekiillerin imobilizasyonunda etkili olabilen bu monomer ¢ok dii-
siik sicakliklarda (-20, +10 °C arasinda) polimerize olmaktadir. Ayrica HEMA nin
diger monomerlerle kopolimerizasyonu sonucu sisme derecesi, mekanik giic, op-
tik ozellikler ve oksijen gegirgenligi gibi farkli fiziksel ve kimyasal ozelliklere
sahip hidrojel tiriinler olugsmaktadir. p(HEMA) hidrojel hazirlanmasinda kolayca
modifiye olabilen ve enzim imobilizasyonunda matriks olarak kullanilan bir poli-
merdir (Perez vd., 2006). Polimerde hidroksietil gruplarinin varligi materyale
hidrofilik karakter ve biyolojik uygunluk saglamaktadir (Hoffman 2001; Perez
vd., 2006). Polihidroksietil metakrilat p(HEMA), hidrofilik karakterde, minimum
diizeyde spesifik olmayan protein etkilesimleri saglayan,yiiksek kimyasal ve me-
kanik kararliligi ve mikrobiyal ve enzimatik saldirilara kars1 dayanikli olan bir
polimerdir (Denizli vd., 1998; Odabasi ve Denizli, 2001; Denizli,2008).

1.3.Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastiril-
masl1 istenen molekdiliin, matriks adi verilen bir kat1 destek materyaline kovalent
olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik
ve tersinir baglandigi bir tekniktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Kullanilacak li-
gandin saflagtirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir.
Ligand olarak enzimler, koenzimler, kofaktorler, antibadiler, aminoasitler,
oligopeptidler, oligoniikleikasitler ve niikleik asitlerin de (DNA, RNA) bulundugu
cok sayida biyofonksiyonel molekiil kullanilabilir (Denizli ve Pigkin 2001).
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Afinite kromatografisinin sematik gosterimi Sekil 1.7’de verilmistir.

£
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Sekil 1.7. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi.

vweyi g

Kat1 fazdaki baglama o6zelliginin 6zgilligii segici baglama maddesinin
(ligand) destek matriksine kovalent bagla baglanmasiyla saglanir. Kat1 fazda or-
nekten istenen madde se¢imli olarak tutulur. Baglanmayan maddelerin yikanarak
kolondan uzaklastirilmasindan sonra ayrilan, tutunan (veya saflastirilan) madde
stv1 (mobil) fazin iyonik kuvveti veya pH’1 degistirilerek kolondan eliie edilir.
Destek matriksine kovalent bagla baglanmis ligantin kolona bagl kalabilme ve
hedef molekiil serbest birakildiktan sonra da biyolojik olarak aktif olabilme kabi-

liyeti istenen anahtar 6zelliktir.

Afinite kromatografisi enzim, antibadi gibi biiyiikk molekiillerin saflastiril-
masinda veya kiiciik bilesiklerin arastirmadan once secilip ¢ikartilmasinda kulla-
nilir. Ayrica hiicre ayirma islemleri de afinite kromatografisi teknikleri kullanila-

rak gergeklestirilebilir.

Cizelge 1.1°de afinite kromatografisinin en ¢ok kullanildigi biyolojik sis-
temler gosterilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).
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Cizelge 1.1.Afinite kromatografisinin kullanildig1 biyolojik sistemler (Kegili, 2006).

Saflastuilacak Madde Ligand
Enzim Substrat, mhibitdr. kofaktér
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit.  glikoprotemn., hilcre  viizey

reseptdrii, hiicre
Niikleik asit Komplementer baz dizisi.  nikletk  asit

polimeraz. baglavici protein

Hormon Reseptor protein
Vitamin Tasiyict protein
Hiicre Hiicre viizevi spesifik proteim, lelktin

Kiigiik ligandlar1 (enzim inhibitorleri) dogrudan matrikse baglamak suretiyle
hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik en-
gellemelerden dolayr kiigiik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda
uzantt kollar1 (spacer arms), etkili baglanmayr kolaylastirmak icin matriksle
ligand arasina sokulurlar( Kegili, 2006).

Destek (Matriks)

Matriks, biospesifik ligandin iizerine kovalent olarak baglandigi materyal-
dir. Matrik se¢iminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel ve kim-
yasal olarak kararli olmasidir. Bunun yamn sira yiiksek akis hizlarinda rjit olmasi
gerekir. Matriks tek basina ayrilmasi istenen biyomolekiille hi¢bir etkilesime gir-
meyecek sekilde inert ve saf olmalidir. Matriksin  gozenek yapisinin
biyomolekiiliin gdzeneklere girmesine ve liganda baglanmasina olanak saglayacak
sekilde biiylik olmasi1 gerekir. Ayrica matriks ucuz olmali ve tekrar kullanilabil-
melidir. Destek materyali olarak agaroz, seliiloz, silika ve degisik organik poli-
merler kullanilabilir (Keg¢ili, 2006).
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Ligand

Matrikse kovalent olarak baglanan ve ayrilmasi veya saflastirilmasi istenen
biyomolekiile 6zel, secimli afinite gosteren ve onu spesifik olarak taniyip bagla-
yan maddelerdir.

Ligand1 matrikse baglamak icin genelde kimyasal immobilizasyon yontem-
leri kullanilir. Bir¢ok durumda ligandin matrikse baglanmasi i¢in baglayicit mater-
yaller kullanilir. En ¢ok kulanilan grup metilen grubudur. Matriksleri kimyasal
olarak kararsiz duruma getirmek ve ligand ile baglanmasini saglamak i¢in bir¢ok
aktivasyon yontemi kullanilir. En ¢ok kullanilan aktivasyon yontemi Siyanojen
bromiir aktivasyonudur. Ligandin amino grubu i¢ermedigi, matriks ve ligand ara-
sina degisen uzunlukta hidrokarbon zinciri konmasi gerektigi durumlarda siyano-
jen bromiir ile aktive edilmis tasiyici alifatik diamin bilesikleri ile reaksiyona gire-
rek o-alkil tiirevleri elde edilir. Iyi bir ligand ilk olarak saflastirilacak madde igin
O0zglin ve donistiirilebilir baglanma o6zelliklerine sahip olmalidir. Ayrica
matrikse, baglama aktivitesini bozmayacak sekilde tutunmasini saglayacak kim-
yasal olarak modifiye edilebilir gruplara sahip olmalidir.

Biyomolekiillerin  saflagtirilmasinda  birgok ligand  kullanilmaktadir.
Immobilize edilmis lektin birgok glikoproteinin saflastirilmasinda kullanilir.
Hormon reseptorler hormonlarin, hormonlar da reseptorlerin saflastiriimasinda
kullanilir. Immiinoafinite ile antibadiler antijenlerin saflastirilmasinda kullanilir.

Afinite kromatografisinde kullanilacak ligandin sentezi ii¢ adimda incelenebilir;

1. Kullanilacak ligandin se¢imi

2. Kullanilacak destek matriksinin se¢imi

3. Uygulanacak kimyasal yontemin segimi

Kullanilacak ligandin se¢iminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta
ligandin proteine kars1 spesifikliginin fazla olmasi ve baglanmanin geri dontigiim-
lii olmasidir. Kromatografi sirasinda uygulanacak kimyasal islemlere karsi ligan-

din kararli olmas1 da gerekir. Bircok biyomolekiiliin ligand olarak kullanilmasi

diisiiniilse de ¢cok pahali olmalar1 ve kararliliklarinin diisiik olmasi sebebi ile tercih
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edilmezler. Pseudo-spesifik (biyomimetik) ligandlarin gelistirilmesi ile bu tip de-
zavantajlar biiyiik dl¢iide giderilmistir(Kegili, 2006).

Ara Kollar (Spacer Arms)

Ligandla matriks arasindaki karbon zincirleridir. Biyolojik maddelerin aktif
bolgelerinin molekiiliin derin kisimlarinda olmasi durumlarinda destek matriksiyle
liganda tutunan maddeler arasindaki istenmeyen etkilesimleri 6nlemek amaciyla
matriksle ligand arasina bir kol yerlestirilir. Bu arakolun uzunlugu kritiktir. Eger
cok kisa olursa beklenen etkiyi gosteremez ve ligand 6rnek i¢indeki hedef madde-
leri baglayamaz. Cok uzun olursa ayirma isleminin segiciligi azalir ve ara kol ile
ornekteki maddeler ile hidrofobik etkilesime girerler (Keg¢ili, 2006).

1.3.1. Afinite kromatografisi tiirleri

Pseudo-Spesifik Afinite Kromatografisi

1987°de Cram, Lehn ve Pederson’un Nobel Odiilii almasindan giiniimiize
kadar molekiiler tanima ifadesi biiyiik ilgi gormeye baslamistir. Molekiillerin, bi-
yolojik ve kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak ayrilma ve saflastirilmasinda

“Afinite Kromatografisi” secimliligi ve duyarliligi ile essiz bir yer tutmaktadir.

Afinite kromatografisinde klasik ayirma yontemlerinden farkli olarak mole-
kiilleri secici olarak tanima yetenegine sahip ligandlar kullanilmaktadir. Afinite
kromatografisi ile proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler ve antijenler gibi
biyolojik molekiillerin saflagtirillmasi basari ile gergeklestirilmistir. Ancak endiist-
riyel boyutta diisliniildiigiinde yontemin en Onemli dezavantaji kullanilan
ligandlarin olduk¢a pahali olmasidir. Ayrica biyolojik ligandlar (proteinler, enzim
substratlart ve inhibitorleri, niikleik asitler ve hormon reseptorleri v.s) oldukga
biiyiik molekiillerdir. Bu ve bunun gibi problemler seciciligi yiiksek ve daha ucuz

yontemlerin gelistirilmesine yol agmustir.

Son yillarda biyomolekiillerin saflagtirilmasinda biyoligandlarin yerine

pseudospesifik (biyomimetik) ligandlar kullanilmaya baslanmistir. Biyomimetik
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ligandlarm temelini molekiiler tanima olusturur. Ozellikle biyolojik tanima &zelli-
gine sahip yapilarin kesfi ve bu etkilesimlerin mekanistik olarak aydinlatilmasi ile
molekiiler tanima yetenegi olan yapay molekiillerin gelistirilmesi biiylik 6nem
kazanmistir. Biyomimetik ligandlar biyolojik molekiilleri taklit ederek saflastiril-
mas1 istenen hedef molekiil ile molekiiler tanima temeline gore etkilesebilen ya-
pay molekiillerdir. Bu tiir ligandlarin kullanildig1 afinite kromatografisi tiiriine
“Pseudo-afinite kromatografisi” denir (Kegili, 2006).

Psedo-spesifik molekiiller ayirma ve saflagtirmanin yani sira biyoteknoloji,
tip ve biyoanalitik alanlarinda da kullanilmaktadir. Pseudospesifik ligandlar
biyoligandlara gore 6nemli avantajlara sahiptirler (Bueno, 1996). Bu avantajlar
arasinda ucuz, kii¢iikk molekiiller, sterillenebilme kolayliklari ve tekrar tekrar kul-
lanilabilir olmalarin1 sayabiliriz. Ayn1 zamanda psedospesifik ligandlarin afinite
sabitleri (10*-10° M™) diisiiktiir ve zayif afinite ligand ailesine aittirler. Buna
ragmen elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglar1 ve Van der Waals kuvvetleri
gibi etkilesimlerin toplam etkileri secici ve kuvvetli bir etkilesime neden olmakta-
dir. Pseudo-spesifik ligandlarin (6rnegin aminoasit bazlilar) uygulama esnasinda
matriksten sizma durumunda herhangi bir immiin cevaba neden olmamalari
biyoligandlara gore onemli avantajlar1 arasindadir (Huang and Carbonell 2000;
Baumbach et al, 2009). Ayrica bu ligandlar biyoligandlara gére daha kararli olup

yiiksek miktarlarda ve diisiik maliyette tiretilebilmektedirler.

Pseudo-spesifik ligandlar ilgili ilk ¢aligmalar ligand olarak tekstil boyalari-
nin kullanilmastyla gergeklestirilmistir. Tekstil boyalarinin en biiyiik 6zelligi, pro-
tein yapisindaki dipeptit baglarin taklit edebilmeleridir. Tekstil boyalarinin hedef
molekiile spesifitesini arttirmak igin u¢ gruplar takilabilir ya da molekiiller yeni-
den dizayn edilebilirler. Bu yeni tip boyalara “Biyomimetik boyalar” ad1 verilir.
[k biyomimetik boya tripsin saflastirilmasi i¢in diaminometil benzen grubu araci-
ligryla klorotriazin halkasini reaktive etmek i¢in benzamidin kullanilmasiyla ha-
zirlanmistir (Kegili, 2006).
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1.3.2.Biyoafinite kromatografisinin uygulama alanlari

Biyoafinite kromatografisinin baslica amaci biyomolekiillerin saflastiriimasi
ve ayrilmasidir. Son yillarda biyoafinite kromatografisi sadece proteinlerin degil,

ayn1 zamanda niikleik asit ve hiicrelerinde ayrilmasinda basariyla uygulanmistir.
Protein Saflastirma

Proteinlerin saflastirilmasi afinite kromatografisinin ana amacidir. Bu tekni-
gin gelistirilmesi (matriks se¢imi, metod gelistirilmesi) gergekte protein saflastir-
manin bir fonksiyonu olarak yapilmistir. Bu alanda, proteinlerin saflastirilmasi ya
gercek biyospesifik afinite ya da psedo-biyospesifik afinite kromatografisi ile ya-
pilir. Ik durumda ligand, bir substrat, kofaktdr, reseptér veya antibadi olabilir.
Ikinci durumda ligand, basit (aromatik, hidrofobik...) ya da kompleks etkilesimde
bulunan sentetik ya da dogal bir molekiildiir. Ornek olarak albiimin,
dehidrojenazlar, kinaz gibi pek ¢ok proteine afinite gosteren immobilize edilmis
Cibacron Blue verilebilir.

Hiicre Saflastirma

Hiicre ayrimlar i¢in afinite kromatografisi, glutaraldehit, aktiflenmis AcA
ve Mersalil-Trisakril C {izerine immobilize edilmis antibadilerin kullanimiyla ba-
sarili bir sekilde uygulanmistir. Avidin-Ultragel A4R de hiicre ayrimi i¢in ilging

ve ¢ok yonlii bir aractir.

Eliisyon, hiicre uygulamasina etki edebilecek iyonik kuvvet veya pH degi-
simlerinin olmadig1 fizyolojik kosullarda gergeklestirilir. Ug tiir eliisyon sdz ko-
nusudur:

e Yarigmal ellisyon
e Mekanik eliisyon

e Cift adsorpsiyon-desorpsiyon mekanizmasi
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Rekabete dayali eliisyon genellikle ligand lektin oldugunda sekerlerle ger-
ceklestirilir. Mekanik eliisyon cam ¢ubuk kullanilarak yumusak bir hizlandirmay-
la siispansiyonda gergeklestirilir. Cift adsorpsiyon mekanizmasi ligand ve jel ara-

sinda ayrilabilir baglar igerir.
Niikleik Asit Ayirma

Niikleik asitler, diger biyomolekiillerle ¢ok sayida afinite etkilesimlerine sa-
hiptirler. Cift sarmalli DNA olusumu, piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki (H
baglari, hidrofobik, yiik-transfer etkilesimleri gibi) baz ¢iftlenme etkilesimleri
sonucudur. Kromozomlarin olusumunda, histonlarla DNA’nin birlesmesi, DNA
zincirinde ¢ok sayida enzimin davranisi bu etkilesimlere birkag ornektir. Niikleik

asitler ti¢ farkli tiir etkilesimi igerir;

e Baz etkilesimlerini tamamlayici
e Proteinlerle etkilesim

e Belirli aromatik molekiillerle etkilesim

Protein ve enzimlerle biyoafinite genellikle niikleik asitlerin
immobilizasyonunu igerir. Bu afinite tamamlayici sistem, immobilize DNA iizeri-
ne proteinlerin etkilesimiyle DNA’nin saflastirilmasini agiklar. Yine de bazi du-

rumlarda histonlar DNA’nin ayrilmasi i¢in ligand olarak kullanilirlar.

Niikleik asitler ve bazi araomatik molekiiller arasindaki afinite mekanizma-
lar1, piirin ve pirimidin bazlart ve DNA sarmali ve disindaki elektrostatik etkile-
sim prosesleri arasindaki etkilesim nedeniyledir. Bu olusum, yiik-transfer etkile-
simlerini, hidrofobik ve tamamlayici iyonik yiikleri igerir( Kegili, 2006).

1.4.Boronat Affinite Kromatografisi

Boronik asit fonksiyonel grubu tasiyan destek malzemelerinin kullanimini
iceren kromatografik uygulamalar “Boronat Afinite Kromatografisi” baslig: altin-
da toplanabilir. Bu uygulamalar, destek malzemelerinin boronat gruplari ile hedef

molekiillerin diol gruplari arasindaki kompleks olusumuna dayanir. Bir anlamda
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boronatlar, genel lektinler olarak diistiniilebilir. Belli bir karbohidrat igin spesifik-
ligi, lektine gore daha az olmakla birlikte, lektinlere gore kararliliklarinin ve islem
esnekliklerinin daha fazla olmasi ve daha diisiik maliyetleri gibi iistiinliikleri var-
dir. Boronatlar, 1liml1 kosullarda kolayca uygun geometrideki polar fonksiyonel
gruplarla tepkimeye girerler (Cizelgel.2). 1,2 dioller, 1,3 dioller ve katekol tipi
bilesiklerin kompleksleri en sik karsilasilan tiirler olmasina karsin, 1,2 hidroksi
asitler ve 1,2 hidroksilaminler gibi diger fonksiyonel gruplarin da boronatlarla
kompleks olusturdugu bilinmektedir (Senel, 2002). Glikozidik baglantilarin cis-
diollerin sayisin1 azalttig1 polisakkaridlerde ise sadece u¢ seker gruplari kompleks
olusumu i¢in uygundur. Karbohidratlar, niikleozidler, niikleik asitler, katekol bile-
sikleri ve glikoproteinler gibi ¢ok sayida bilesik, immobilize boronatlarin afinite
ligand1 olarak kullanildig1 boronat afinite kromatografisi ile izole edilebilir ya da
saflastirilir (Singhal, 2002).

Cizelge 1.2.Boronik asit tiirevleri.

Bilesik Genel Formul Kimyasal Yap
/O H
Boronik Asit RB(OH)z R—B
\
OH
Boronik Ester /OR
(Boronat esteri) RB(OR), R—B\
OR
R’
Borinik Asit \
rini RZBOH /B_OH
R
Borinik Ester R;
(Borinat esteri) RZBOQ /B—OR"
R

Boronat Ligandlarinin Biyomolekiillerle Etkilesimi

Boronik asit, tic degerlikli bor elementine bagli alkil bir stibstitiient (C-B
bagi) ve iki hidroksil grubu igeren organik bir bilesiktir. Dehidrate edildiklerinde
siklik ve lineer oligomerik anhidritler olustururlar. Lewis asitleri olarak davranir-
lar. Fenilboronik asit suda 8.8’lik pK, degeri ile fenolle karsilastirilabilir asitlige
sahiptir. Elektron ¢eken gruplar, asitlik kuvvetini artirir (De Silva, 2009). Glikoz

ve fruktozla siklik ester olusturdugunda pKa degeri sirasi ile 6,8 ve 4,5’¢ iner.
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Boronik asitler, 1,2 veya 1,3 diollerle, bes veya alt1 liyeli siklik ester olusturarak
kovalent olarak tepkimeye girerler( Wang, 2002).

Boronat anyonlari ile etkilesen hidroksil gruplarinin komsu karbon atomla-
rinda ve ayni diizlemsel konfigiirasyonda yer almasi gerekir. Agik zincirli
poliollerde hidroksil gruplari C-C bag: etrafinda olduk¢a serbest donebildikleri
i¢in boronat anyonlar ile kompleks olusumunu saglayan uygun konfigiirasyonlar
kolayca saglanir ve etkilesim kuvveti, karbon zincirinin uzunlugu ile artar. Kapali
halka iceren karbohidratlar i¢in hidroksil gruplarinin konformasyonu daha az ser-
bestlige sahiptir. Normal olarak 1,2 cis-diol grubuna sahip olmayan karbohidratlar
ise halka esnemesi ve mutarotasyon yolu ile borat ile tepkimeye girerler.
Katekoller ve tiirevleri hem borat hem de boronat ile kompleks olusturabilir. Aril
diollerle olusturulan boronat kompleksi, seker cis-diolleri ile olusturulanlardan
daha kararhidir. Etkilesime ait bir mekanizmada, trigonal diizlemsel boronik asidin
tetrahedral boronat anyonu olusturacak sekilde iyonlastigi ve bu anyonun cis-
diolle siklik bir boronat esteri olusturmasi onerilir . Diger bir mekanizma, diol
oksijen atomlarinin boronik aside niikleofilik saldiris1 sonucu birbirleri ile denge-
de anyonik ve nétral tiirlerin bir arada olusmasi seklindedir. Ligand kompleksles-
mesi ile ilgili B-NMR ve spektroskopik dl¢iimlere dayali olarak onerilen meka-
nizmada ise notral fenilboronik asidin cis-diol varliginda komplekslesmis bir an-
yon vererek kompleks olusturdugu ve bu kompleksin bazik kosullarda ayrigmadi-
g1 kabul edilir (Chakka, 2006). Notral boronik asit ise bazik kosullarda iyonlagir.
Cis-diollerle etkilesim i¢in gerekli tetrahedral boronat anyonunun kararliligi, fenil
halkasina elektron ¢eken gruplarin (nitro gibi) sokulmasi ile artirilir. Ayrica fenil
halkasinin yol actigi ikincil hidrofobik baglanmalar azaltilir. Riboz gibi bazi
karbohidratlar i¢in uygun cis-dioller hatta cis-trioller boronatlarla kuvvetle etkile-
sirler. Literatiirde fenilboronik asit diesterleri i¢in rapor edilen ayrisma sabiti de-
gerleri azdir. Boronat-hidroksil etkilesiminde ikincil etkilesimler de s6z konusu-
dur (Liu, 2007). Bunlar yiiksliz boratin amin ve karboksillerle yiik transfer tepki-
meleri, fenil bilegseninden kaynaklanan hidrofobik etkilesimler, aktif tetrahedral
formda boronat anyonundan kaynaklanan iyonik etkilesimler ve boronatlarin hid-
roksil gruplarindan kaynaklanan hidrojen bagi olusumudur. Boronatlarin cis-
diollerle olusturduklar1 kompleksleri incelemek igin, elektrokimyasal ve
kalorimetrik titrimetri, iletkenlik, spektrofotometre, NMR, kromatografi,
elektroforez, X- 1sinlar1 kirmimi, absorpsiyon spektroskopisi, floresans isaretleme
ve enzim inhibisyonu gibi teknikler kullanilir (Ramamurthy et al, 1999).



26

1.4.1.Fenilboronik asit (PBA)

Immobilize boronatlarin  biyomolekiiller ile etkilesimi  genellikle
fenilboronik asidin (PBA) ligand olarak kullanildig1 sistemlerde incelenmistir.
Ciinkii, PBA’nin kararlihig ytiksektir ve fenil halkasinin tilirevleri, boronat

ligandlarinin kromatografik matrise kazandirilmasi i¢in uygun alternatifler saglar.

Biyomolekiil ayrilmasinda boronat ligandlarinin birincil etkilesimi hidroksil
gruplar ile olur. Hidroksil gruplarinin konfigiirasyonu ve boronat ligandinin ko-
ordinasyonu kompleks olusumunda iki Onemli faktordiir. Bazik kosullarda,
boronat ligandi (PBA) diizlemsel trigonal konfigiirasyondan hidroksil gruplari
iceren bilesiklerle kovalent olarak etkilestigi tetrahedral boronat anyonu formuna
iyonlagir (Liu et al, 1995). Olusan siklik diesterden kompleks olarak sz edilir.
Sekil 1.8’de goriilmektedir. Notral kosullarda, hidroksil gruplari ve trigonal olarak
koordine edilen boronat ligandini iceren notral kompleksler de olusabilir. Ancak

sulu ¢ozeltilerde nétral komplekslerin ¢ogu hidrolize kars1 yeterince kararli degil-

dir.

HQ _oH
Hzo H~ ~
B(OH) B
@ 2 v ©/ \OH
Kauasit
3 4 3
R‘ RZ y | R: Rz
HO 0: H HO OH
7
K gen-trig K gen-tet
H
2 H,0 i
| |

Sekil 1.8.Fenilboronik asitle diol arasindaki baglanma (Springsteen, 2004).

Boronik asitler Lewis asitleri olarak davranirlar. Fenilboronik asit suda
8.8’lik pK, degeri ile fenolle karsilastirilabilir asitlige sahiptir. Elektron c¢eken

gruplar, asitlik kuvvetini artirir. Sekil 1.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 1.9.Boronik asitin baglanmasi(Springsteen, 2003).

Fenil Boronik Asit Tiirevleri

Fenil boronik asit tiirevleri fenil halkasinin hidrofobikliginin giderilmesi ve
farkli uygulama alanlarinda kullanilabilmesi amaciyla yapiya farkli modifikasyon-
lar uygulanarak olusturulur. Her biri farkli baglama bdolgeleri ile farkli bag yapilar
olusturarak c¢esitli molekiillerin tan1 ve ayrilmasinda kullanilmaktadir. Sekil
1.10°da verilmistir.

Ozellikle fenil boronatlarin  hidrofobik yapist nedeniyle protein,
glikoprotein ve poliniikleotidleri gibi makromolekiillerin ayrilmasinda kullanilma-
st zordur. Hidrofobik etkilesimlerle istenmeyen biyomolekiillerin spesifik olma-
yan baglanmasi da gerceklesir. Bu nedenle fenil halkasina cesitli siibstitiientlerin
takilmasi ile hidrofobik etkilesimler azaltilmaya calisilir ya da 2-karboksietan
boronik asit gibi fenil halkasi icermeyen boronat ligandlari sentezlenmistir.
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Sekil 1.10.Fenilboronik asit tiirevleri.

1.4.2.Boronat afinite kromatografisi uygulama alanlari

Boronik asit grubu igeren jeller, kromatografik destek malzemesi olarak ¢e-
sitli biyomolekiillerin izolasyonu ve immobilizasyonunda onemli bir kullanim
potansiyeline sahiptir. Bu kullanim potansiyeli, boronat grubunun diol yapist ile
spesifik etkilesim Ozelligine dayanir. Bu etkilesim temelinde, cesitli
glukoenzimler (glukoz izomeraz, glukoz- 6-fosfat dehidrojenaz) kromatografik
yontemler ile saflastirilabilmekte, niikleotid bazli molekiiller (B-NAD ve bu mole-
kiiliin indirgenmis formlari, flavin adenin diniikleotid, FAD, vb.) jel matrisler tize-
rinde izole veya immobilize edilebilmekte veya glikoz birimleri igeren gesitli pro-
teinler (glikolize albiimin) ve makromolekiillerin (glikolize hemoglobin) kan or-
taminda derisimi saptanabilmektedir. Bu uygulamalarda kullanilan jeller, genel-
likle seliiloz, agaroz, akrilamid veya 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) bazlidir.
Cogunlukla partikiil formunda hazirlanan bu jellere boronat fonksiyonel grubunun
baglanabilmesi amaci ile farkli ajanlar kullanilmakta bunlar arasinda m-

aminofenil boronik asit (APBA) en ¢ok kullanilan ligand olarak yer almaktadir.
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Bu ligand jel matrise amino grubu {izerinden kovalent olarak baglanmaktadir. Bu
tiir bir bag olusumu ise bilinen kimyasal aktivasyon yontemlerinin uygulanmasini
gerektirir. Bu nedenle jel matrisler hidroksil, amin veya karboksil fonksiyonel
gruplarindan birini igerecek sekilde hazirlanip, fonsiyonel grubun tiiriine gore si-
yanojen bromiir, glutaraldehit veya karbodiimidler ile jel matris aktive edilmekte-
dir (Bouriotis et al, 1992). Ancak jele aktive edilebilecek fonksiyonel grup kazan-
dirilmast amaci ile kullanilan yontemler, jel mekanik dayaniminda azalmaya ne-
den olmakta; bu matrisin kromatografik kullanimini kisitlamaktadir. Igerdigi akti-
ve edilebilir grup derisimi ve aktivasyon reaksiyonunun verimine bagh olarak jel
matrisin yapisina boronik asit grubunu ig¢eren ligandin baglanmasi1 miimkiin ol-
maktadir. Boronik asit gruplu jeller ile hedef molekiiliin izole edilen miktari, jelin
boronik asit icerigi ile orantilidir. Kimyasal aktivasyon ile jele sinirli derisimde
boronat fonksiyonel grubu yiiklenebilir. Ayrica aktivasyon islemlerinin ¢ogunda
toksisitesi yiiksek ve biyolojik uygulamalar igin sorun yaratan kimyasallarin kul-

lanim1 dezavantaj olusturur (Senel, 2004).

Farkli fenilboronat bilesikleri poliakrilamid, sefadeks ve polistirene tutuklanarak
fenolatlar, katekolaminler, seker ve diol yapili bilesikler ayrigtirilmistir. Tutukla-
nan fenilboronatlar, adenilat siklaz, riboniikleotid trifosfat rediiktaz ve
fosfodiesterazin saflastirilmasinda da kullanilmistir. Fenil boronat matrisler ayrica
riboniikleozid, niikleotid ve oligoniikleotidlerin deoksi tlirevlerinden ayrilmasinda,
y-interferon ve IgG’nin ayrilmasinda, niikkleozid ve metabolit 6l¢iimii ile kanser
tanisinda kullanilir. Siibstitiie fenil boronatlar, belli patojenlere karsi mikrobiyal
aktivite gosterirler. Cogu afinite sistemlerinin aksine, tutuklanmis boronat uygu-
lamalarinda agaroz disinda ligandlar dogrudan destege baghdir. Ligand ve matris
aras1 potansiyel etkilesimler agisindan agaroz, selilloz ve diger glikoz temelli
polisakkaritlere gore daha avantajlidir. Ciinkii yapisinda daha az sayida hidroksil
grubu igerir. Fenilboronat tutuklanmis agaroz yapisinin 6zellikleri hidrofobik kol-
lar kullanilarak da incelenmis ve ligandin izole edilecek ajanlarla kimyasal etkile-

siminin arttig1 gosterilmistir (Senel, 2003).

m-Aminofenil boronik asidin, aminoetil poliakrilamid destege baglanmasi
ile elde edilen jellere polihidroksi, aromatik o-hidroksi bilesikleri ile amidler, a-
hidroksi asitler, diketo ve triketo ve 1,3-dihidroksi bilesikleri baglanmuistir.



30

Klinikte diabet teshisi igin tiyobarbitiirik asitle kolorimetrik analiz,
immiinotlirbidimetre, radyoimmiinokit ve florometre gibi yontemler kullanilir.
Klinik kromatografik ayirma yonteminde “yumusak jel” olarak adlandirilan
agaroz veya sefaroz bazli malzemeler, HPLC’de kolon dolgu malzemesi olarak
kullanilamaz. Tibbi literatiirde enzimatik olmayan yolla iiretilen glikolize alblimi-
nin glikolize hemoglobine oranla diabet teshisi yoniinden daha faydali bir indeks
oldugu belirtilmektedir. APBA tutuklanmis 2,3—dihidroksi propil metakrilat ile
glikolize albiimin bazik ortamda adsorplanmis, asidik ortamda desorpsiyon ger-

ceklestirilerek serum drneklerinden glikolize proteinler ayristirilmistir.

Aminofenil boronikasit bagli agaroz matrisler, sulu ortamda NaCl ya da MgCl,
varhiginda B-NAD ve FAD gibi niikleotidlerin izolasyonu amaci ile de kullanil-

mistir.

Ik boronik asit bazli, proteazom inhibitdrii olarak etkiyen Velcade,
antikanser ilaci olarak FDA onay1 almistir (Goy et al, 2006) . Hedef tiimér hiicre-
lere ¢ok yiiksek derisimde 10B saglayan niikleozid bazli, aminoasit bazli ve siklik
tiyolire bazli boronik asitler gelistirilerek bor ndtron yakalama tedavi (BNCT)
ajanlar1 gelistirilmistir (Yang et al, 2004). AIDS tedavisinde HIV-I proteazin
inhibisyonu amaci ile boronik asit grubu igeren bir seri niikleozid, antiviral ajan
olarak tasarlanmistir. Boronik asitlerin enzim inhibitori, katalizér ve sensor tasa-
riminda kullanimlarinin yani sira endiistride fermantasyon prosesinin izlenmesin-
den, ilaclarin enantiyometrik saflifinin saptanmasina kadar degisen uygulama
alanlar1 vardir (Hall et al, 2005).

Genel Kullanim Alanlar::

. Klinik analizlerde (glikozillenmis hemoglobin artis1 ile olusan glycemia
tanisi)

. Karbohidrat tanimasi,

. Niikleozid, modifiye niikleozid, niikleotid, riboniikleotid, oligoniikleotid,
niikleik asitler tanimasi, deoksi tiirevleri se¢imi,

o cAMP’den niikleotid ayirimu,
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o niikleotidil peptid izolasyonu

. Katekol aminler tanimasi,

o Glikoproteinler ve enzimlerin ayrilmasinda,

e  Biyomolekiil izolasyonu,

o Dopamin, Laktik Asit gibi kii¢iik molekiillerin ayrilmasinda,
J Katekol estrojen ve hormon segimi,

o Proteazlar i¢in inhibitor olarak,

o Diyabetlerde glisemik kontrolde HbA1C saptanmasinda,

J Hipoksantin, inosin belirlenerek patolojik bozukluklarin saptanmasinda,
o Bazi patojenlere kars1 antimikrobiyel aktivite gosterimi,
. Sensor yapimi ve kontrolli ilag salim sistemleri

gibi ¢ok cesitli kullanim alani olmakla birlikte bu ¢alismada uygulamada
seker tanimasina alternatif bir yol amaciyla izlenen fenil boronik asit ile modifiye
edilmis nanopartikiil olusturulmasiyla farkli sekerlerin baglanma kinetikleri ince-
lenmistir(Senel, 2007)

1.4.3.Boronik asitlerin olusturduklar1 komplekslerin incelenmesi

Boronatlarin olusturduklar1 kompleksleri incelemek i¢in, elektrokimyasal (
Arimori et al, 2002) ve kalorimetrik titrimetri, iletkenlik, spektrofotometri, NMR ,
kromatografi, elektroforez, X- 1smlar1 kirinim , absorpsiyon spektroskopisi, FTIR
spektroskopi, floresan isaretleme (James et al, 1996), CP/MAS NMR spektrosko-
pi, elemental ve termogravimetrik analizler ve enzim inhibisyonu gibi teknikler
kullanilir. Diol boronik asit kompleksinin denge sabitlerinin 6lgiilmesi ¢alismala-
rinda birgok faktor goz onitine alinmak durumundadir. Yaygin olarak kullanilan
Ol¢tim yontemleri floresans ve UV spektrofotometresi temellidir. Ancak floresan
Olctim tekniklerinde 6l¢iim ortami floresan bilesik olusumu iizerinde etkili oldugu
icin her zaman istenilen dogrulukta sonuglar alinamamaktadir. Bir diger denge

sabiti 0l¢lim teknigi ise pH depresyon metodudur.
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1.4.4.Calisma kosullar:

Ozel olarak modifiye edilmis boronat matrisleri harig, ticari boronat destek-
leri i¢in standard baglanma pH degeri, kompleks olusumunda yeterli miktarda
boronat anyonu saglamak iizere 8.0’in iizerinde segilir. Iyonik etkileri ve
hidrofobik etkilesimleri dnlemek i¢in iyonik siddet dikkatle segilmelidir. Onerilen
aralik, 10-500 mM’dir (Senel, 2002). iki degerlikli katyonlarin, niikleotid bag-
lanmasinda destekleyici rol oynadiklar1 bilinmektedir (Wilson, 1999). Ayrica F
ve CI" anyonlarmin kompleks olusumunda kararliligi artirdigi rapor edilmistir
(Westmark et al, 2005). Glisin, morfolin ve HEPES gibi amin i¢eren tamponlarin
da kompleks olusumunu destekledigi bilinmektedir. Iyi elektron verici olan
protonlanmamis aminler, yiiksiiz borata elektron saglayarak, yiiksiiz trigonal
formdan aktif tetrahedral forma gegis seklinde borat konfigiirasyonunda degisime
yol agarlar. Ancak komsu hidroksil gruplarina sahip Tris gibi aminler boronatin
biyomolekiil ile baglanmasin1 bloke edebilirler. Tris ve polihidroksil igeren bile-
siklerden baglanma isleminde kaginilmalidir. Ancak literatiirde Tris ve Tris ben-
zeri bilesiklerin spesifik olmayan etkilesimleri baskilayarak ayirma ¢oziiniirliilii-

giinii artirdigini belirten raporlar da mevcuttur (Senel, 2004).

Baglanan biyomolekiillerin eliisyonu, genellikle eluentin pH degeri diisiirii-
lerek (pH 4.0-6.0) veya riboz gibi diollerin katilmas ile saglanir. Diol eklenmesi
ozellikle asidik ortamda kararsiz olan biyomolekiiller s6z konusu oldugunda ya-
rarlidir. Tris gibi bazi polihidroksil bilesiklerinin yiiksek eliisyon kapasiteleri,
boronat ligand ile tigdisli kompleks olusturma yeteneklerine dayanir. Eliisyon,
izokratik, basamakli ya da gradient modunda yiiriitiilebilir. Gradient eliisyonu,

heterojen 0rneklerin ayrilmasinda iyi sonuglar verir (Senel, 2007).

Kromatografik verimin artirilmasinda diger bir secenek “Zirhlayic1 Boronat
Afinite Kromatografisi” teknigini kullanmaktir (Larsson et al, 2001). Zirhlayict
olarak adlandirilan polimerik bir madde, afinite matrisindeki immobilize liganda
baglanir. Baglanma kuvveti, ligand ve hedef biyomolekiil arasindaki spesifik etki-
lesimden daha zayif ancak spesifik olmayan etkilesimlerden daha kuvvetlidir.
Kuvvetli spesifik etkilesimler, zirhlayici reaktif varligindan etkilenmezler. Dola-
yist ile bu reaktif, ligand1 zayif, spesifik olmayan etkilesimlerden korur. Ornegin
diisiitk molekiil agirlikli polihidroksil bilesikleri bu amag i¢in uygun reaktiflerdir.

RNA, niikleotidler, glikoenzimler gibi biyomolekiillerin secimli izolasyonunu ige-
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ren geleneksel boronat afinite kromatografisi uygulamalarinda, boronik asit i¢eren
partikiilli tek bir kolon kullanilir. Bu amagla boronik asit grubu igeren
poliakrilamid, agaroz ve poliakrilat bazli jeller genellikle destek malzemesi olarak
kullanilmaktadir. Hedef biyomolekiilii i¢eren 6rnek kolondan gegirilip diol grubu
igeren biyomolekiiller se¢imli olarak kolon destek malzemesinde adsorbe olmak-
tadir. Uygun desorpsiyon ajanini igeren hareketli fazin uygulanmasi ile adsorbe
olan molekiiller eliie edilirler. Glikoproteinlerin ayrilmasi igin boronat fonksiyo-
nel grubu tastyan gesitli afinite HPLC uygulamalari gelistirilmistir. Ornegin bir
yiiksek performans afinite kromatografi sistemi, seri olarak bagl kolonlarla olus-
turulmustur. Bu sistem, toplam albiimini ayirmak i¢in anyon degistirici bir kolon
ve gliko olmayan albiiminin ayrildig1 boronat grubu ile fonksiyonlastirilmis ikinci
bir kolon igerir. Bu ikinci kolon i¢in geleneksel yiiksek performans anyon degisti-
rici kolona, m-amino fenil boronik asit kovalent olarak baglanmistir. Bu uygula-
maya benzer kromatografik caligmalarda, boronat afinite kolonu 6nce serumda
glikoproteinlerin zenginlestirilmesi amaci ile kullanilmistir. Sonra zenginlestiril-
mis karisim HPLC sisteminde yiiksek performans anyon degistirici kolona uygu-
lanmigtir. Koyama ve Terauchi tarafindan gelistirilen tipik bir “afinite-HPLC”
uygulamasinda gliko-serum proteinlerini saptamak i¢in boronik asit grubu iceren
gozenekli, 14 pm capinda partikiiller igeren kolon kullanilmistir. Hjerten ve Li
tarafindan gelistirilen bir diger sistemde ise m-aminofenil boronik asit bagl, 12-
15 um ¢apinda gozenekli olmayan agaroz partikiilleri sabit faz olarak secilmis ve
glikolize olmayan hemoglobinin ayrilmasi i¢in HPLC sisteminde kullanilmigtir
(Senel, 2002).

1.5.Niikleik Asitler

Niikleik asitler, genetik bilginin depolanmas1 ve ifade edilmesinden sorumlu
molekiillerdir. Kimyasal olarak birbirinden farkli iki degisik niikleik asit vardir.
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve Riboniikleikasit (RNA) ve igerikleri Sekil
1.11°de gosterilmektedir. DNA hiicrenin kromozomlarinda, mitokondrilerde ve
bitkilerin kloroplastlarinda bulunur. Hiicrelerde ayrica, plazmit adi verilen kromo-
zom yapisinda olmayan sitoplazmik DNA'’lara rastlanir.
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Her iki niikleik asit de niikleotidlerin polimerize olmasi ile meydana gel-
mektedir. Makromolekiiller yapida seker ve fosfat birimleri fosfodiester bagi ile
birbirine baglanarak molekiiliin temelini olusturur. Azotlu bazlar bu iki yay1 bir
arada tutmaktadir. Yani niikleik asitler birgok kimyasal tinitenin bir diizen dahi-
linde bir araya gelmesi ile ortaya ¢ikmaktadir(Champe and Adams, 2000). Bunlar;

Nk leik Asitler

Riboz (RNAda)
— Sekerler |
Deoksiriboz (DNA da)
(DNA ve RNA) —= Nik keotfid ler

= Foshit —#= Fosforik Asit (DNA ve BNAda)
Fosfat | I .. Adenin

Seker Organik Baz Purinler E (DNA ve RNAda)
Guanin
Eir Nik leotidin Yapisi {DNA ve BNA da)
—- Baziar
Sitozin

(DNAve RNAda)

Frirmidinler Tirnin (DNAda)

Urasil (RNAda)

Sekil 1.11.DNA ve RNA’nin igerigi(Murray et al, 2000).

Niikleik asitler, bir niikleotidin 3' C atomu ile digerinin 5' C atomu arasinda
fosfodiester kopriileri araciligiyla birlesmesi ile olusurlar bu olusum Sekil 1.12°de

verilmistir.
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Sekil 1.12. 5 ve 3” diizeni ve bag yapilar1 (Wikipedia., 2011, DNA, http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA.)

Niikleotidlerin dogrusal dizisi genellikle, 5' nden 3' yoniine dogru ve sirada-
ki niikleotid bazinin simgesi ile verilir. Ornegin, ATCG, 5'den 3' yoniine, adenin
(A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) dizist anlamma gelir.
Deoksiriboniikleotidlerin polimerizasyonu sonucu da DNA olusur (Ravanat et al.,
2003).

1.5.1.DNA ( Deoksiriboniikleik Asit)

1869'da Friedrich Miescher DNA'y1r saflastirmistir. 1919'da Phoebus
Levene, niikleotit birimlerini olusturan baz, seker ve fosfati tanimlamustir. 1937'de
William Astbury DNA'nin ilk X 1511 difraksiyon goriintiilerini elde etmistir.
1953'te X-151m1 kirinim goriintiilerini ve bazlarin eslendigi bilgisini kullanarak,
James D. Watson ve Francis Crick tarafindan DNA'nin bugiin kabul gérmiis yap1-
s1 ik defa One siiriilmiistiir. 1962 yilinda Watson ve Crick DNA'nin 3 boyutlu ya-
pisini kesifleriyle Nobel 6diliinii almiglardir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
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Watson Crick Modeli (1953);

Sag el ikili sarmal yapisindadir, iKi zincir birbirine antiparaleldir, bazlar ara-
sinda 3.4°A mesafe vardir, hidrofobik azotlu bazlar zincirin i¢ kisminda; hidrofilik
seker, fosfat iskeleti ise zincirin diginda yer alir. Bu molekiiler diizenlemeler sar-
mala 6nemli bir kimyasal dayaniklilik saglar. Kars1 zincirlerdeki azotlu bazlar,
hidrojen baglar ile baglanarak birbirleri ile eslesirler. Sarmalin her bir tam doniisti
34°A’dur, boylece her doniiste 10 baz yer alir. Molekiiliin herhangi bir boliimiin-
de, eksen tizerinde daha genis olan biiyiik oluklar ve daha dar olan kii¢iik oluklar
yer alir. Sarmalin ¢apt 20°A’dur. Yapidaki adenin ve guanine piirindir, sitozin ve
timin ise pirimidindir. Pirinlerin sayisi pirimidinlerin sayisina esittir. Adenin-
Timin baz ¢ifti 2 H-bagina sahipken, Sitozin-Guanin baz ¢ifti 3 H-bagina sahiptir
Ve baz okunusu 5°-3” yoniindedir (Hantz et al., 2000).

DNA’nin Genel Yapisi

Niikleotitler, biitiin niikleik asit molekdillerinin yapitaglaridir. Yapisal bi-

rimler gerekli {i¢ bileseni igerir;

e Azotlu baz (Sekil 1.13’te verilmistir.)
e Pentoz sekeri

e Fosfat grubu

o |\I|H2
1] . N o
//N"‘C/c"" N’H Guanin N/’C\C"H Sitozin
H-C 1 1 (DNA ve RNAda) (I: 2 (DNA ve RNA’da)
Ny—C C > ~
I:l SNF \NHz o® \l}l/ H
H H
\H2 2
/N-uc/c-:‘._- Adenin H\N/C\C’CHB
H-C i 1 (DNA ve RNA’da) 1 11 Timin
SN-Cw =€ P ~H
| N= ~H o~ I:l (Yalnizca DNA'da)
H H
it
N/C\C’H Urasil
| n (Yalmizea RNA’da)
C -~
Z-"~n- H
o~ N
H

Sekil 1.13. Piirin ve pirimidinlerin kimyasal yapisi.
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NUKLEOTID

No— o N
o <’,,3©‘

@ CH> N Azotlu
I/ \ Organik Baz

H
H\c_ H Seker Grubu
1
HOCH2 HOCH2
/ \' / \'
"'\c c/ H "'\c c/ H
Riboz Deoksiriboz

Sekil 1.14. Seker yapilarinin ve molekiiler yapinin gosterimi.

Deoksiriboz bir sekerdir ve glukoza benzeyen bir sekerdir, tek farki 5 kar-
bonlu olmasidir. Riboz da aynidir fakat tek oksijeni fazladir. Sekil 1.14’te goste-
rilmektedir.

DNA’nin Fiziksel Ozellikleri

Niikleik asitler, ultraviyole 15181 (UV) en kuvvetli olarak 254-260 nm ara-
sindaki dalga boylarinda sogurur. DNA karakteristik bir erime ve birlesme sicak-
ligina sahiptir (Liu, 2002). Sekil 1.15’te UV bdlgedeki absorbansi ve erime duru-
mu gosterilmistir.

Tek iplik

e REOYTHNO YT

| |
220 260 300

Dalgaboyu (nm)

Sekil 1.15.DNA’nin erimesinin ve 260nm dalga boyunda verdigi absorbanslarin gosterimi
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Sekil 1.16. DNA’nin T, degerinin gosterilmesi

1.5.2.Niikleik asitlerin saflastirilmasi

Niikleik asitlerin saflagtirilmas1 veya izolasyonu, molekiiler biyoloji ¢alis-

malarinin ve biitiin rekombinant DNA tekniklerinin ilk basamagidir.

DNA hiicrede serbest bir molekiil halinde degildir. Bazi proteinler
(histonlar, histon olmayan proteinler vb.) ve RNA ile bir kompleks halinde bulu-
nur. Viriisler gibi canlilarda da protein kilifi iginde yer alir. DNA’nin izolasyonu,
degisik organizma gruplarindan hatta ayn1 organizma grubu igerisinde farkliliklar
gosterse de temelde ti¢ asamadan meydana gelir:

e Hiicre duvarmin pargalanmasi (Alkali lisiz)
e Niikleik asit / protein komplekslerinin ¢oziilmesi ve ¢oktiiriilmesi

e Niikleik asitlerin ortamdaki diger molekiillerden ayrilmasi

Degisik organizmalardaki (6rnegin, prokaryot ve okaryotlardaki) yapisal
farkliliklar cesitli izolasyon ydntemlerinin kullanilmasini gerektirmektedir. izo-
lasyonun basarisi, ¢ogu kez lizerinde caligilan organizmanin {iretilmesi agsamastyla
da iliskilidir. Ornegin, bakterilerdeki DNA izolasyonunda 6nemli sorunlardan biri

yeterli miktarda DNA’nin elde edilememesidir. Bu sorun 6zellikle plazmid DNA
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izolasyonunda ortaya c¢ikmaktadir. Gen klonlamasinda vektor olarak kullanilan
plazmidler genelde yiiksek kopya sayisina ulasabildiklerinden, bunlarin kopya
sayilarini arttirict ek uygulamalara gerek yoktur. Buna karsilik bazi plazmid DNA
larin replikasyonu biiyiik 6l¢iide genomik DNA’nin kontrolii altinda oldugundan
yeterli plazmid DNA’s1 elde etmek zorlasir. Bu durumda bakteri kiiltiirleri
kloramfenikol = uygulamasinda birakilarak plazmid sayis1  arttirilabilir.
Kloramfenikol (genelde 170 pg/mL derisimde) konak hiicrenin protein sentezini
durdurur ve sonug olarak bakteri kromozomunun replikasyonunu engeller. Buna
karsilik plazmidler replikasyona devam eder ve hiicrede kopya sayilarini arttirir-
lar.

Hiicre duvarinin pargalanmasi; sonikasyon, 6giitme, homojenizasyon, vb.
gibi fiziksel islemlerle (Carlson and Signs, 2004) yapilabildigi gibi genel olarak
kimyasal yontemler kullanilmaktadir (Birnboim and Doly, 1979). Hiicre duvarinin
par¢alanmasinda ilk asama duvarin zayiflatilmasidir. Bu islem ya fiziksel olarak
(dondurup-¢6zme) ya da kimyasal maddeler (lizozim, NaOH, EDTA vb.) uygula-
narak yapilir. Tam par¢alama isleminde ise iyonik (SDS-Sodyum dodesil siilfat)
veya iyonik olmayan deterjanlar kullanilir. Bu islemler sirasinda kimyasallarin
uygulama siireleri her organizmaya gore degiskenlik gosterebilir. Genellikle bak-
terilerde lizozim uygulamasi gerekli degilse de bazi irklarda kullanimi uygun ol-

maktadir.

Par¢alama isleminde izlenecek yontem temelde iki faktore baghdir: (1)
DNA’nin boyu; (2) Kullanilan organizma. 15 kb’den daha biiyiik DNA’lar fizik-
sel etkenlere kars1 ¢ok duyarli olduklarindan uygulama siiresi en aza indirgenmeli
ve dikkatli calisilmalidir. Ornegin, bakterilerde kullanilan bir yol, hiicrelerin énce
izoozmatik sukroz soliisyonuna alinmalari, sonra sirasiyla EDTA, lizozim ve SDS

kullanimlariyla hiicre duvarinin ve zarinin parcalanmasidir.

Organizmanin hiicre duvari igerigi de parcalamada farkli kimyasallarin kul-
lanilmasini gerektirmektedir. Ornegin, bakterilerde lizozim veya proteinaz K ve
bir maya olan Shizosaccharomyces pombe’de ise novazim gibi farkli bir enzim
kullanilabilmektedir. Ayrica Escherichia coli’ nin bazi irklarinda parcalama deter-
jan ve yiiksek sicaklik uygulamasi ile yapildiginda biiyiik miktarda karbonhidrat
serbest kalmaktadir. Bu durumda plazmid DNA’sina karbonhidrat bulagsmasini

engellemek oldukga zordur. Ayrica karbonhidratlar bir¢ok enzimin inhibisyonuna
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neden olmaktadir. Bu yiizden biiylik miktarlarda ¢alisirken kaynatma yoluyla par-

calama yapmaktan sakinilmalidir.

Ikinci asama olan DNA-protein komplekslerinde kullanilan yontem genelde
denatiirasyona dayanir. Bu amagla ¢ogunlukla fenol ekstraksiyonu islemi kullani-
lir. Fenolle proteinler ve DNA fragmentleri denatiire edilir ve ¢oktiiriilerek or-
tamdan uzaklasmalar1 saglanir. Amonyum asetat (Duarte and Chisona, 1999) ve
amonyum siilfat ¢coktiirmesi oldukc¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun ya-
ninda polietilen glikol (PEG) ve PEG-8000-NaCl komplekslerinin kullanimlarina
da rastlanmaktadir (Neoh, 1986).

DNA’nin hiicrenin diger molekiilerinden ayrilmasi ayni zamanda genom
DNA’s1 ile plazmid DNA’siin ayrilmasinda énemli bir rol oynar. Bu durum her
iki DNA’nin yapisal farkliligindan ileri gelmektedir. Genom DNA’smin agik hal-
kasal bir yap1 goOstermesine karsilik plazmid DNA’s1 siliper sarmal yapidadir
(“covalently closed circular” [ccc] DNA). Bu iki farkli yap1 yliksek bazik ortamda
pH 12-12.5) farkli reaksiyon verir. Bu kosullarda genom DNA’s1 denatiire olurken
plazmid DNA’s1 olmaz. Boylece plazmid DNA’s1 genom DNA’sindan kolaylikla
ayrilir.

Kromatografi niikleik asitlerin saflastirilmasi i¢in genis ¢apta kullanimi olan
bir yontemdir (Jungbauer et al, 2001). Kromatografik yontemlerin en Onemli
avantajlar1 kolaylikla 6l¢ek biiyiitiilebilmesi ve isletimlerinin kolay olmasidir.
Afinite kromatgrafisi tek basamakta saflagtirma olanagi saglayan ¢ok etkili bir
yontemdir (Odde, 1997) fakat yalnizca laboratuvar dlgeginde ¢alismaya olanak
saglar. Kromatografik ayirimda niikleik asitlerin yapisal 6zellikleri dnemli rol
oynar. Ornegin yapisindaki fosfat gruplari nedeni ile negatif yiiklii niikleik asitler
iyon — degisim kromatografisi (Prazeres, 2000) ile ayrilabilecegi gibi, uzun lineer
yapisindan otiirii jel filtrasyon kromatografisi (Ferreira, 2004) ile de ayrilabilir.

Biiyiik olcekte islenmesi gereken hacmin biiylikligii nedeni ile hizli bir
kromatografik siire¢ gereklidir. Onemli bir geri basinca neden olmaksizin yiiksek
akis hizlarinda ¢alisabilmeye olanak saglamak iizere zirkonyum oksit (Edwards,
1996) ve Poros™ (McCarthy et al, 1997) gibi kromatografik destek malzemeleri
gelistirilmistir. Herhangi bir kromatografik sistemde en yiiksek akis hizinda ca-

lismak icin géz Oniinde bulundurulmas: gereken faktorler, jel gdzeneklerine di-
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flizyon hiz1 (genellikle hiz1 belirleyicidir) ve herhangi bir tutuklama islemi igin
baglanma reaksiyonunun hizidir. Bu faktorler g6z oniinde bulundurularak kati

destek yiizey kimyasi iizerinde ¢alisilmaktadir (Jungbauer et al, 1992).

Saflastirma basamaklarinin sayist1 ve daha sonrasinda uygulanacak yontem-
ler niikleik asitlerin kullanim amacina baghdir. Saflastirma basamaklar
komplekslestikce beraberinde bir¢ok sorunu da getirmektedir. Karsilasilan sorun-
lar genelde niikleik asitlerin yapilar ile ilgilidir (yliksek molekiil agirliklar1 ve
bundan dolay1 yiiksek ¢dzelti viskozitesi, esnek molekiiler oluslari, yiiklii yapiya
sahip olmalar1 vb.)(Duarte, 1999).
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2. MATERYAL VE METOT

Yapilan tez caligmasi kapsaminda deneysel asamalar;

1. Nanopolimer sentezi

2. Nanopolimerin karakterizasyonu

3. Nanopolimer ylizeyine PBA baglanmasinin optimizasyonu

4. Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorplanmasinin optimizasyonu

5. Pseudospesifik nanopolimere adsorplanan DNA’nin desorpsiyonu ve tek-

rar kullanilabilirlik ¢alismalar1

6. Pseudospesifik nanopolimerden desorpsiyonu gergeklestirilen DNA mo-

lekiiliiniin elektroforez yontemi ile goriintiilenmesi

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler

Nanopolimer sentezi i¢in; HEMA (Hidroksietilmetakrilat), EGDMA (Etilen
glikol dimetakrilat), KPS(Potasyum per siilfat), PVA (Poli vinil alkol) Aldrich’ten
temin edilmistir. PBA (Fenil boronik asit), DNA (Kurbaga Sperminden) Sigma-
Aldrich’ten temin edilmistir. Elektroforez i¢in; 50bp DNA Ladder Biolabs’dan,
Agaroz Jel ve EtBr (etidyum bromiir) Sigma Chem.’den temin edilmistir. Kullani-

lan diger kimyasallar analitik saflikta olup Sigma Chem.’den temin edilmistir.
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2.1.2. Cihaz ve sistemler

Quartz kiivet (Hellma), Agili karistiric1 (Multistirrer 15), Etliv Hereaus
(Function Line), Calkalamali su banyosu(Memmert,Wise Bath), VVorteks(Dragon
Lab MX-F), Manyetik karistirici (Wisd Laboratory Instrument), pH metre
Neomet ISTEK (pH 240-L), Elektroforez tanki ve 3 ¢ikish gii¢ kaynagi (Thermo),
Sonik banyo(BANDELIN SONOREX RK255H), Mikrosantrifiij (Eppendorf Mini
Spin Plus), 0.lmg duyarli terazi(Kern ABS), UV spektrofotometre Thermo
Scientific 60 (UV-vis).

Sentezlenen nanopolimerin karakterizasyonu igin Taramali Elektron Mik-
roskobu SEM Philips XL-30S FEG FEI Quanta250 FEG (Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi), Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spekt-
roskopisi (FTIR) (Perkin Elmer 100 FTIR, E. U. Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii) ve
Zeta boyut 6l¢iim cihazi (Malvern Instruments Nanoseries Zeta Sizer, Hacettepe

Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii) kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1. Nanopolimerin sentezi

Calismada kullanilan nanopolimerin hazirlanmasinda; 0,275 g PVA 25 mL
distile su ile 1sitilarak ¢oziildii. Isitma sonrasit kabarciklar giderilene kadar
ultrasonifikasyon uygulandi. 0,6 mL HEMA ve 0,3 mL EGDMA PVA ¢ozeltisi
tizerine eklendi. Ortama son olarak 45mL su igerisinde ¢oziilen 0,0198g KPS ¢6-
zeltisi ¢alkalanarak eklendi ve yavasc¢a karistirildi. Hazirlanan bu partikiil ortami
su banyosunda calkalanarak ve sicaklik yavas yavas 70 C’ye kadar artirilarak yak-
lasik 5 saat bekletildi. Siit beyaz bir renk olustugunda p(HEMA) nanopolimeri
elde edilmis oldu.
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Nanopolimer hazirlama asamasindan sonra ¢oktiirme ve yikama islemleri
yapildi. Yikama isleminde, nanopolimer propilen tiiplere alind1. 45 dk 14.100 g’de
25°C’de santrifiijlendi ve 70 mL saf su ile yikandi. Ardindan 45 dk 14.100 g’de
santrifiijlendi ve 70 mL etanolle yikandi. Yikama sonrasi 45 dk 14.100 g’de
santrifiijlendi. Yikama ve santriflij islemleri sonunda nanopolimer 70 mL su ile
45dk ultrasonik banyoda bekletildi. Hazirlanan p(HEMA) nanopolimeri kullani-
lincaya kadar +4°C de saklandi. Polimerizasyon isleminin sematik gosterimi Se-
kil 2.1°de verilmektedir.

i A
0.6ml HEMA ) 51 EGDMA

3 Basamak

©
A U

70 ml distile su

/

f’
s

Sekil 2. 1. Nanopolimer sentez basamaklari.
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2.2.2. Nanopolimerin karakterizasyonu

p(HEMA) nanopolimerinin yiizey alan1 hesaplandi, bag yapilar1 incelendi,
boyut analizi gerceklestirildi, polimerin yapisi goriintiilendi ve kuru polimer agir-

1181 (hacim basina diisen mg cinsinden polimer miktar1) belirlendi.
Nanopolimerin Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

p(HEMA) nanopolimerinin yiizey alanin1 hesaplamak i¢in literatiir verilerine
dayanan teorik hesaplama formiilii kullanilmistir.

N = 6x10"°xS / mxpsxd?

Yiizey alani(m?/g) = N.YA/gram polimer
N: ImL siispansiyondaki nanopartikiil sayist
YA: Kiirenin yiizey alani (4.1.1)

Nanopolimerinin Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektroskopisi (FTIR) ile
Yap1 Analizi

FTIR matematiksel Fourier donilisiimii yontemi ile 15181n infrared yogunlu-
guna kars1 dalga sayisini 6l¢en bir kimyasal analitik yontemdir. Calisma prensibi:
Isik kaynagindan ¢ikan 1sinlar bir 151n ayiriciya gelir. Burada 1s1n hem sabit ayna-
ya hem de hareketli ayna gonderilir. Daha sonra 1sinlar aynadan yansiyarak 1sin
ayiriciya geri gelir. Buradan da 6rnegin bulundugu yere gider. Ornek ile etkilesen
1s1n heterokromatik yapidadir. IR spektroskopisinde monokromatdrden gecirilen
bu 151n tek dalga boyuna indirilir, yani 151n monokromatik yapidadir. Isin 6rnek ile
etkilestikten sonra algilayicilar tarafindan algilanir ve bilgisayar ile olgiilebilecek

anlamli sinyallere doniistiiriiliir (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2. FTIR ¢aligma prensibi sematik gosterimi (http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-
kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696, 2011).

Kurutulmus nanopartikiiller KBr ile karistirilip kuru yiizeye basilarak FTIR
cihazinda analizlendi ve bag yapilar1 belirlendi. Analizler Perkin Elmer 100 FTIR
cihazinda gergeklestirildi.

Nanopolimerinin Partikiil Boyutunun Belirlenmesi

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin ortalama partikiil boyutu ve boyut
dagilimi Hacettepe Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi Bo-
limii’nde Malvern Instruments Zeta Sizer ile yapildi. Sonuglar in vivo kullanilabi-
lirlik agisindan degerlendirildi. Zeta Sizer cihazinin ¢aligma prensibi partikiillerin
stv1 igerisinde yaptig1 Brownian hareketine dayanmaktadir. Partikiil boyutunu be-
lirleyebilmek i¢in partikiillerin siviyr hareket ettirme ozelliginden faydalanarak
boyut dl¢iimii yapilmaktadir. Kiiciik partikiiller her zaman daha hizli hareket ede-
bilmektedir ve biiyiik partikiiller de daha yavas hareket edebilmektedir. Bu bilgi-
den yola ¢ikarak ornek ortamina dinamik 151k gonderilmektedir ve partikiillerin
yaptig1 hareketin biiyiikliigiine bakilarak boyutu hakkinda bilgi elde edilmektedir
(Malvern, 2004).

Nanopolimerinin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Gériintiilenmesi

Liyofilize HEMA nanopolimeri, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malze-
me Aragtirma Merkezine ait Philips XL-30S FEG cihazinda, iletkenligi arttirmak


http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696
http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696
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amaciyla ylizeye altin kaplama yapilarak goriintiilendi. Morfolojik 6zellikleri ve
partikiil boyutu belirlenerek in vivo kullanilabilirlik agisindan degerlendirildi. Ci-
hazin ¢alisma prensibi ise altinla kaplanan ylizeye gonderilen elektron demetinin
yilizeyden sagilmasiyla x 1s1n1 floresansi ile ve fotonlarla goriintii olusur. Cihazin
ozelliklerine gore 10000 kez biiyiitme yapilabilir ve 3 nm’ye kadar goriintii elde
edilebilir.

Kuru Nanopolimerin Agirhiginin Belirlenmesi

Sentezlenen  nanopolimerin  kurutma igleminin  gergeklestirilecegi
ependorflarin daralar1 alindi ve igerisine farkli miktarlarda nanopolimerden eklen-
di. 14.100g’de 20 dk santrifiij edildi ve iist siv1 fazlar1 ortamdan uzaklastirildi. Alt
fazlar ise ependorf ylizeyine yayilarak etiivde 1 saate yakin kontrol edilerek kuru-
tuldu. Kurutma isleminden sonra daha once darasi alinan ependorflar tartilarak
daralar ¢ikarildi ve kalan kisim ise ortama ekledigimiz hacim i¢inde bulunan kuru

polimer agirlig1 olarak belirlendi.

Biitiin denemelerde hesaplanan kuru polimer agirligt kullanilacag: i¢in bu
degerin hesaplanmasi oldukca dnemlidir. Bu veri 1518inda yapilan denemelerde Q
ile ifade edilen baglanma degeri hesaplandi. Q degeri gram polimer basina bagla-
nan mg miktar1 belirtmektedir (Akgol. ve ark, 2008).

Cii: Baslangig ilag konsantrasyonu (mg/mL)

Coon: Siire sonundaki ilag konsantrasyonu (mg/mL)

Vioptam: Reaksiyon ortami hacmi (mL)
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2.2.3. PBA ve DNA’nin baglanan miktarmin belirlenmesi
PBA’nin Baglanan Miktarinin Belirlenmesi

Literatiirde belirtildigi gibi 260 nanometre dalga boyunda UV bolgede
spektral olgiimler gerceklestirilerek ortamdaki PBA miktar1 belirlendi. Bu hesap-
lamalar1 gergeklestirebilmek igin farkli PBA konsantrasyonlarinda 260 nm’de ka-
librasyon grafigi olusturuldu (Winblade et al, 2000).

Baglanmasi sonunda ortamdaki PBA’nin giderilmesi

Sentezlenen nanopolimere PBA baglanmasini optimize etmek amaciyla ger-
ceklestirilen denemelerden sonra optimize edilen kosullarda pseudospesifik
nanopolimer hazirlandi. Pseudospesifik nanopolimere DNA baglanmasini optimi-
ze etmek amaciyla DNA baglama ¢alismalarina gegildi. Ancak DNA baglamadan
once ortamda baglanmadan kalan PBA’nin giderilmesi gerekmektedir. Bu isle-
min yapilmasinin amact PBA ile DNA’nin ayn1 dalga boyunda 6lgiiliiyor olma-
sindan kaynaklanir. Ortamda baglanmadan kalan PBA miktar1 bir sonraki deneme
olan DNA adsorpsiyon c¢alismalarinda ortamdaki DNA’nin belirlenmesini girisim
yaparak zorlagtirmaktadir. Bu durumu ortadan kaldirmak amaciyla ortamda bag-
lanmadan kalan PBA yikamalarla giderildi. Yikama islemi, santrifiijlenen
nanopartikiillerin lizerine 1mL distile su eklenerek sonik banyo ve vorteks kullani-
larak nanopolimerin homojen hale gelmesi saglandi ve tekrar 14.100g’de 20dk
santrifiijlendi. Her santrifiij sonrasinda ortamda kalan PBA miktar1 iist fazdan bir
miktar alinarak 260 nm’de belirlendi.

DNA’nin Baglanan Miktarimin Belirlenmesi

Literatiirde belirtildigi tizere 260 nm’de ve 280 nm’de Sl¢lim yapilarak ikisi
arasindaki fark alinarak ortamdaki DNA miktarinin belirlenmesine ihtiya¢ duyul-
madan direk 260 nm dalga boyunda oSl¢iimler gerceklestirildi. Fark alinarak ger-
ceklestirilen yontemde ortamda bulunan protein yapidaki maddelerin girigimini
gidermek i¢in bu fark alinmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak bizim kullandigi-
miz kimyasallar protein yapida olmadiklar1 i¢in bu giderimin yapilmasina ihtiyag¢
duyulmad: (Matsunaga, 2001).
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2.2.4. Nanopolimer yiizeyine PBA baglanmasinin optimizasyonu

Nanopolimer sentezlendikten ve karakterizasyonu gergeklestirildikten sonra
nanopolimere PBA baglama ¢alismalaria gecildi. Bu amagla ortam kosullar1 op-
timize edildi. Ortam kosullarindan pH, sicaklik, baslangi¢ konsantrasyonu ve siire
optimize edildi.

PBA Baglanmasina pH’nin Etkisi

.Nanopolimere PBA baglanmasini optimize etmek amaciyla Mes, fosfat,
tris, hepes ve sodyum borat tamponlar1 kullanildi. Farkli pH’larda
(5,6,8,8.40,9.20,10) baglanma c¢alismalar1 gergeklestirildi. 100 pl nanopolimer
14.100 g’de santrifiijlenip st faz atilarak tizerine 10 mg/mL’lik PBA’dan 300 ul
25 mM’lik tamponlardan 200 pl eklendi ve acili karistiricida karistirildi. 2 saat
sonunda Ornekler 20 kat seyreltilerek ortamda baglanmadan kalan PBA miktarlar
belirlendi

PBA Baglanmasina Sicakhgin EtKisi

Nanopolimer sentezlendikten sonra PBA baglanmasina sicakligin etkisi in-
celendi. Dort farkli sicaklikta denemeler gergeklestirildi; 4°C, 25°C, 37°C ve
55°C. 100 pl nanopolimer 14.1009’de santrifiijlenip iist faz atilarak {lizerine 10
mg/mL’lik PBA’dan 300 pl ve 25 mM’lik sodyum borat tamponundan 200 pl
eklendi ve agili karistiricida karigtirildi. 2 saat sonunda ornekler 20 kat seyreltile-

rek ortamda baglanmadan kalan PBA miktarlar1 belirlendi.
Baglanma Kapasitesi Uzerine PBA Baslangic Konsantrasyonunun Etkisi

Ortam kosullarin1 optimize etmek amaciyla sentezlenen nanopolimere PBA
baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi incelendi ve farkli baglangi¢ konsantrasyonla-
rinda (0,6-8 mg/ml) PBA hazirlandi. 100 pl nanopolimer 14.100 g’de
santrifiijlendi, Uist faz1 atilarak tlizerine PBA ¢o6zeltisi ve sodyum borat tamponu
eklendi ve agili karistiricida karistirildi. 2 saat sonunda 6rnekler 20 kat seyreltile-

rek ortamda baglanmadan kalan PBA miktarlar1 belirlendi.
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PBA Baglanmasina Zamanin Etkisi

Sentezlenen nanopolimere PBA baglanma kosullarin1 optimize etmek
amaciyla zamanin etkisi de incelendi. Bunun igin reaksiyon ortamindan belirli
stirelerde ornekler alinarak santrifiijlendi ve iist fazlarinda baglanmadan kalan
PBA miktar1 belirlendi. Bu amagla 0 dk, 5 dk, 15 dk, 45 dk, 75 dk, 120 dk, 480
dk, 1440 dk araliklarla karisimdan 6rnekler alindi. 260 nm’de 6lgiimler alinarak

ortamda nanopolimere baglanmadan kalan PBA miktarlar1 belirlendi.

2.2.5.DNA adsorpsiyonu icin optimizasyon ¢alismalari

Pseudospesifik nanopolimer sentezi gergeklestirildikten sonra DNA’nin
adsorpsiyonu igin ortam kosullarini optimize etmek amaciyla DNA adsorsiyonuna
pH etkisi, sicaklik etkisi, baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi ve iyonik siddetin
etkisi incelendi.

DNA Adsorpsiyonuna pH Etkisi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu i¢in pH’nin
etkisini belirlemek amaciyla farkli pH’larda (6,7,8,9,9.20,10) denemeler gercek-
lestirildi. 100 pl nanopolimer 14.100 g’de santrifiijlenerek {iist faz atild1 ve iizerine
10 mg/mL’lik PBA’dan 350 pl ve 25 mM’lik tampondan 150 pl eklendi ve agili
karigtiricida karistirildi. 2 saat sonunda 14.100 g’de 20 dk santrifiij yapilarak ist
fazda baglanmayan PBA miktar1 ve baglanan PBA miktar1 belirlendi. Baglanma-
dan kalan PBA miktar1 ortamdan giderilerek DNA adsorpsiyon kosullarinin opti-
mizasyonu i¢in pH denemelerine gegildi. Nanopartikiiller iizerine 10 mg/mL DNA
cozeltisinden 200ul eklendi ve iizerine tamponlardan 300 pl eklendi ve 2 saat ka-
ristirma islemi gerceklestirilerek karistirma sonunda npler 14.100 g’de 20 dk
santrifiijlenerek iist fazda gerekli seyreltmeler yapilarak DNA analizi gerceklesti-
rildi. Bu analiz sonunda 260 nm’de ortamda baglanmadan kalan ve pseudospesifik
nanopolimere baglanan DNA miktar1 belirlendi.
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DNA Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu i¢in sicakligin
etkisini belirlemek amaciyla farkli sicakliklar (4, 25, 37 ve 55°C) denendi. DNA
adsorpsiyon denemelerine sicaklifin etkisini belirlemeden Once nanopolimere
PBA baglanmasi yukarida anlatildigi gibi gergeklestirildikten sonra DNA
adsorpsiyon calismalarina gegildi. Pseudospesifik nanopolimer {lizerine 10
mg/mL’lik DNA ¢6zeltisinden 200 pl ve 25 mM pH 9,20 sodyumborat tampo-
nundan 300 ul eklenerek 2 saat karistirmaya birakildi. 2 saat sonunda 14.100 g’de
20 dk santrifiijlenerek iist fazda gerekli seyreltmeler yapilarak DNA analizi ger-
ceklestirildi. Bu analiz sonunda 260 nm’de ortamda baglanmadan kalan ve

pseudospesifik nanopolimere baglanan DNA miktar1 belirlendi.

DNA Adsorpsiyonuna Baslangic DNA Konsantrasyonunun EtKisi

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonuna baslangi¢ konsantras-
yonunun etkisini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda ¢aligmalar yapil-
di. Nanopolimere PBA baglandiktan sonra ve ortamda baglanmadan kalan PBA
miktarlar1 giderildikten sonra pseudospesifik nanopolimer {izerine farkli konsant-
rasyonlarda (4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 12 mg/mL, 14 mg/mL ve 18 mg/mL)
DNA c¢ozeltisinden eklendi. Denemeler 25 mM pH 9,20 sodyum borat
tamponundayapildi. 2 saatlik karistirma siiresi sonunda ortamda pseudospesifik

nanopolimere baglanmadan kalan DNA miktarlar1 belirlendi.

DNA Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin EtKkisi

Pseudospesifik nanopolimere DNA baglanmasini optimize etmek amaciyla
iyon siddetinin etkisi belirlendi. Nanopolimere PBA baglanmasi gerceklestirildik-
ten sonra i¢ farkli ortam kosullari hazirlanarak denemeler gerceklestirildi.
Nanopartikiil iizerine 10 mg/mL DNA’dan 200 pl, 100 pl 25 mM pH 9,20 borat
tamponu ve 200 pl tuz eklendi. Denemelerde 1 M CaCl,, MgCl; ve iyonsuz ortam
(sadece sodyum borat tamponu)kullanildi. 2 saat agili karistiricida karistirma is-
leminden sonra 14.100 g’de 20 dk sanrifiijlenip tist fazlarda gerekli seyreltmeler
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yapilarak 260 nm’de ortamda pseudospesifik nanopolimere baglanmadan kaan
DNA miktarlar1 belirlendi.

2.2.6.Pseudospesifik nanopolimerden DNA desorpsiyonu

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon kosullarinin optimizasyo-
nunu gerceklestirdikten sonra DNA’nin pseudospesifik nanopolimer iizerinden
desorpsiyon kosullarini belirlemek amaciyla {i¢ farkli ortam kosulu hazirlandi.
Hazirlanan ortamlar; 25 mM pH 8 hepes, tris ve borat tamponlaridir. Desorpsiyon
ortamma tamponlardan 500 pl ve 1 M NaCl tuzundan ise 500 ul eklenerek ger-
ceklestirildi. Ornekler 1 saat karistirildiktan sonra 14.100g°de santrifiijlenerek iist
fazlarinda 260 nm’de ortamda pseudospesifik nanopolimerden desorbe edilen
DNA miktarlar1 belirlendi. Sonuglar degerlendirilerek en iyi desorpsiyon ajani
belirlendi ve onunla tekrarlanabilirlik denemelerine devam edildi.

2.2.7.Pseudospesifik nanopolimerin  tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon kosullart opti-
mize edildikten sonra desorpiyon kosullarinin da optimize edilmesinden sonra
pseudospesifik nanopolimerin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarina hepes tamponu
ile devam edildi. ilk desorpsiyon calismasindan sonra partikiillere tekrar DNA
adsorpsiyon ortami hazirlandi ve 10 mg/mL’lik DNA ¢ozeltisinden 200ul ve 25
mM pH 9,20 sodyum borat tamponundan 300 pul eklenerek 1 saat karistirildi. Bu
islemin ardindan ise nanopartikiiller santrifiijlenerek iist fazlari atildi ve tekrar
desorpsiyon ortamina konuldu. Ortamda 500 ul 25 mM pH 8 hepes ve 500 pl 1M
NaClI bulunmaktadir. Tekrarlanabilirlik denemeleri dort dongii olarak tekrarlandi.
Yapilan biitin denemeler sonunda nanopartikiiller 14.100 g’de 20 dk
santrifiijlenerek st fazlarinda gerekli seyreltmeler yapilarak 260 nm’de ortamda
bulunan DNA miktarlar1 belirlendi.

2.2.8. Agaroz jel elektroforezi
Sentezlenen  pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu ve

desorpsiyonu gergeklestirildikten sonra desorpsiyon kosullarinda ortamdaki DNA

molekiiliinii belirlemek amaciyla elektroforez yontemi kullanildi. Elektroforez
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yontemiyle DNA molekiiliinii gortintiilemek i¢in 40 mL hacimde %1,5’Iuk jel
hazirlandi. 1,000 pg/mL konsantrasyonda ve 50 bp’lik DNA marker: kullanildi.
Calismalar1 gergeklestirdigimiz DNA kaynagi en fazla 50 baz ¢ifti icerdigi i¢in 50
baz ciftlik DNA marker1 kullanildi. Jel lizerinde 5 kuyucuga ornek yiiklenerek
jelde etidyum bromiir ile pseudospesifik nanopolimerden desorbe edilen DNA
molekiiliinlin gériintiilenmesi gerceklestirildi.

3. SONUCLAR

3.1. p(HEMA) Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen polimerin siit beyazi rengi ile spesifik bir goriintiisii vardir. Se-

kil 2.3’te sentezlenen nanopolimerin bir fotografi goriilmektedir.

Sekil 2. 3. Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin goriintiisii.

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin olasi kimyasal yapisi asagidaki Se-
kil 2.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 2. 4. p(HEMA) nanopolimerinin olasi kimyasal yapisi.

3.1.1.Yiizey alam1 hesab1
N = 6x10'°xS / mxpexd?
Yiizey alam(m?/g) = NxYA/gram polimer
Y.A.= dxnixr® =4x3,14x(42,85x107)
N = 6x10'x10/3,14x6,29x10x0,971
Yiizey alani(m?/g) = 7214,5/2,9323
Yiizey alani(m?/g) = 2460 m?/g

Sentezlenen nanopolimerin yiizey alan1 yukaridaki esitlik kullanilarak 2460 m?/g
olarak hesaplanmuistir.

3.1.2.p(HEMA) Nanopolimerinin Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi
Spektroskopisi (FTIR) ile yapi analizi
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p(HEMA) nanopolimerinin yapisinin belirlenmesi i¢in FTIR teknigi kulla-
nildi. Sekilde HEMA nanopolimerinin FTIR spektrumu Sekil 2.5’te bulunmakta-
dir. Gériildiigii gibi p(HEMA) nanopolimerinin 3500 cm™ “de -OH baglar1, 3000
cm™de CH alkil baglari, 1718 cm™>de C=0 baglar1 ve 1500 cm™ C=C baglari

goriilmektedir.

% Transmittance

i i I i i i i I i i i i I i i i i I i i i i I i i i i I i i i i i
3600 3000 2600 2000 1500 1000 500
Wavenumber

Sekil 2. 5. p(HEMA) Nanopolimerinin FTIR spektrum goriintisii.

Spektrumdan gorildigi tizere p(HEMA) nanopolimeri basariyla sentezlen-
mistir. Molekiiliin kimyasal yapisi ile spektrumda bulunan dalga boylarinin ifade

ettigi bag yapilar1 birbiriyle uyumludur.
3.1.3.p(HEMA) Polimerinin partikiil boyutunun belirlenmesi
Sentezlenen pHEMA nanopartikiiliiniin {-boyut analizi sonucu Sekil2.6’da

goriilmektedir. Yapilan boyut analizleri SEM goriintiileriyle de uyumluluk gos-
termektedir.
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Sekil 2. 6. Zeta boyut analizi.

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin zeta boyut analizinde goriilen
polidispersite indeksi 1 eklenerek belirtildigi i¢cin 1,174 olarak ifade edilebilir.
Zeta boyut analizinden goriildiigii lizere sentezlenen nanopolimerlerin boyutlar
85,7nm dolaylarindadir. Polidispersite indeksinden goriildiigii iizere sentezlenen
nanopolimerlerin boyutlar1 birbirine oldukca yakindir ve oldukca kiiciiktiir. Zeta
boyut analizine bakilarak emiilsiyon polimerizasyonunun en dnemli tercih sebebi
olan es ve nano boyutlu polimerin sentezledi ifade edilebilir.

3.1.4.p(HEMA) Nanopolimerinin Taramah Elektron Mikroskobu
(SEM) ile goriintiilenmesi

Emiilsiyon polimerizasyon yontemi kullanilarak sentezlenen p(HEMA)
nanopartikiillerinin yiizey morfolojisi ve genel yapis1 taramali elektron mikroskop
fotograflar ile incelendi (Sekil 2.7). Nanopartikiillerin agregatlasmalarin1 onle-
mek amaciyla santrifiij islemi yapilarak kurutma yonteminden kaginildi ve santri-
fiij kullanilmadan liyofilizator ile kurutma islemi gergeklestirildi. Sekillerden de
goriildiigii iizere polimerlerin farkl biiyiitmelerdeki goriintiileri ve kiiresel yapilari

rahatlikla goriilmektedir.
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Sekil 2. 7. Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin elektron mikroskop goriintiileri.

Gorilintiiler ti¢ farkli biiyiitme altinda ¢ekildi. Burada ©nemli olan
agregatlasma olmamasi, boyutlarmin kiiciikliigii ve boyutlarinin zeta ile uyumlu-
luk gostermesidir. En biiyiik 6lg¢ekte biiyiitme ile goriintiilenen Sekil 2.7°den go-
rilmektedir ki 200 nm olarak gosterilen dlgege yaklasik olarak ii¢ nanopartikiil
sigabilmektedir. Bu da yaklasik olarak 80 nm civari bir boyut demektir ve bu so-
nug zeta boyut analizi ile uyumludur. Ayrica goriintiilerden de anlagilmaktadir ki

agregatlagsma s6z konusu degildir.

3.1.5.Kuru Nanopartikiil agirhginin belirlenmesi

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin hacim-agirlik grafigi asagida bu-
lunmaktadir. Grafikten goriildigii tizere 1 mL nanopolimer 2,9323 mg agirliga
sahiptir.
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Sekil 2. 8. Kuru partikiil agirliginin hesaplanmasi.

3.2.PBA ve DNA’nin Belirlenmesi

3.2.1.PBA’nmin belirlenmesi

Pseudospesifik nanopolimer elde etmek i¢in sentezlenen p(HEMA)
nanopolimerine PBA baglanma kosullarini optimizasyonu i¢in baglanan ve bag-
lanmayan PBA’nin miktarint belirlemek tizere spektrofotometre kullanilmistir.
PBA miktar1 spektrofotometrede 255-268 nm dalga boylarinda tayin edilebilmek-
tedir (Mohapatra et al, 2009).

260 nm’de PBA kalibrasyon grafigi farkli konsantrasyonlarda PBA hazirla-
narak ¢izildi (Sekil 2.9).
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Sekil 2. 9. PBA kalibrasyon grafigi.

3.2.2.DNA’nin belirlenmesi

Pseudospesifik nanopolimere baglanmadan kalan ve baglanan DNA mikta-

rin1 belirlemek i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 2.10’daverilmektedir.

y =26,911x
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o
(o)}

0,4 - R2=10,9979
0,2 -
0 T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
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Sekil 2. 10. DNA kalibrasyon grafigi.
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3.3. Sentezlenen p(HEMA) Nanopolimerine PBA’nin Baglanmasinin
Optimizasyon Sonuclari

3.3.1.PBA baglanmasina pH’min etkisi

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerine PBA baglanmasini optimize etmek
icin pH’nin etkisi incelendi (Sekil 2.11). Grafikten de goriilecegi lizere en iyi bag-
lanma pH’s1 beklendigi tizere 9,2 olarak 25 mM borat tamponunda bulundu. Bu
pH’da borat tamponunda en iyi baglanmanin goriilmesinin en 6nemli sebebi
PBA’nin pH ile kimyasal yapisinin degismesinden kaynaklanmaktadir (Senel,
2003).
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Sekil 2. 11. PBA baglanmasina pH etkisi (Reaksiyon kosullari: 6mg/mL PBA, 25°C, 2 saat karigtir-
ma).

Grafikten de goriildiigii izere diger tamponlarda baglanma miktarlar ara-
sinda belirgin bir fark goze ¢arpmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni kullanilan
tamponlarin pH degerlerinden kaynaklanmaktadir. PBA’nin baglanma kosullarin-
da ortam pH’s1 oldukga etkili olmaktadir.
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3.3.2.PBA baglanmasina sicakhigin etkisi

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinePBA baglanmasina sicakligin etkisi-
nin incelendi ve sonuglar Sekil2.12’deverildi. Nanopolimer yilizeyine PBA bag-

lanmasi i¢in etkili olan sicaklik 4°C olarak belirlendi.
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Sekil 2. 12. PBA baglanmasina sicakligin etkisi (Reaksiyon kosullari: 6mg/mL PBA, pH 9,20 sodyum
borat tamponu, 2 saat karigtirma).

Calismanin gerceklestirildigi ortam kosullar1 géz Oniinde bulunduruldugunda
4°C’de nanopolimere PBA’nin baglanmasinin daha iyi olarak bulunmustur.

3.3.3.PBA baglanmasina baslangi¢c konsantrasyonunun etkisi

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerine PBA baglanmasini optimize etmek
amaciyla baglangigc PBA konsantrasyonunun etkisini belirleyebilmek igin gergek-
lestirilen calisma sonucunda, baslangic PBA konsantrasyonu artirildik¢a baglanan
miktarda da artis meydana geldi. Ancak belirli bir degerden sonra partikiiller do-
yuma ulast1 ve ortamdaki fazla PBA miktar1 ortam kosullarini olumsuz etkilemis
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olabilir. Baglanma i¢in birbiriyle yarisan molekiiller bir digerinin baglanmasini

engellemis olabilir. Bu durum ise baglanmada bir miktar diisiise neden oldu.
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Sekil 2. 13. PBA baglanmasina baglangi¢ konsantrasyonunun etkisi (Reaksiyon kosullari: 25°, pH
9,20 sodyum borat tamponu, 2 saat karistirma).

3.3.4.PBA baglanmasina zamanin etkisi

pP(HEMA) nanopolimerine PBA’nin baglanmasini optimize etmek amaciyla
zamanin etkisi belirlendi. PBA’nin baglanma miktar1 120. dakikaya kadar hizla
artmaktadir ancak 120. dakikadan sonra deneme ortaminin daha fazla karistirilma-
sina gerek olmadigr maksimum baglanma miktar i¢in 2 saat karistirmanin yeterli
oldugu goriildii ve nanopolimere PBA baglanmasinda ¢ok biiyiik bir farklanma
olmadig goriildii.
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Sekil 2. 14. PBA baglanmasina zamanin etkisi (Reaksiyon kosullari: 25°C, 6 mg/mL PBA, pH 9,20
sodyum borat tamponu).

Yapilan ¢aligma sonucunda nanopolimere PBA baglanmasinin optimum sii-
resi 120 dk olarak belirlendi.

3.3.4.Nanopolimere baglanmayan PBA’nin yikanmasi

Nanopolimere PBA baglama kosullarini optimize etmek amaciyla gergek-
lestirilen ¢alismalardan sonra DNA baglama ¢alismalari i¢in ortamda baglanma-
dan kalan PBA miktarin1 gidermek i¢in distile su ile toplam hacim 1 mL olacak
sekilde yikamalar yapildi ve bu yikamalar sonunda ortamda kalan PBA miktarlari
Sekil 2.15’te gosterilmektedir. 3. yikama sonunda ortamda baglanmadan kalan
PBA’nin etkin bir sekilde uzaklastirildig1 gorilmektedir.
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Sekil 2. 15. PBA yikama dongiisii (Reaksiyon kosullari: Baslangi¢c PBA konsantrasyonu 6 mg/mL,
25°C).

3.5.Pseudospesifik Nanopolimere DNA Adsorpsiyonunun
Optimizasyon Sonuglari

3.5.1.DNA adsorpsiyonuna pH etkisi

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonunda pH’nin etkisi incelen-
diginde asagidaki grafikten de goriildiigii tizere 25mM pH 9,20 sodyum borat
tamponunda daha 1y1 bir baglanma elde edildi (Sekil 2.16).
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Sekil 2. 16. DNA adsorpsiyonuna pH etkisi (Reaksiyon Kosullari: 25°, 4mg/mL DNA, 2 saat karigtirma) .

Sekilden de goriildiigii iizere en yiiksek miktarda DNA baglanmasi pH 9,20
sodyum borat tamponunda gerceklesti. Bunun nedeni PBA’nin pK,’siin 8,8 ol-
masindan kaynaklanmaktadir. Kendi pKa’sinin iizerinde kimyasal yapisinda mey-
dana gelen degisme ile baglanmanin gergeklesebilecegi tetrgonal hale kavugmak-
tadir (Yan et al, 2004). Tris pH 10’da ise baglanmanin az olmasinin nedeni tam-
ponun ozelliginden yani tristen kaynaklanmaktadir. Tris PBA ¢aligmalarinda ge-
nellikle desorpsiyon tamponu olarak kullanilan bir tampondur, bu nedenle pH
baglanma i¢in uygun olsa bile tampondan kaynakli olarak baglanma daha az mik-

tarlarda gerceklesmektedir ( Matsunaga, 2001).

3.5.2.DNA adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonuna sicakligin
etkisi incelendiginde 4 °C’de gergeklestirilen deneme sonucu elde edilen baglan-
ma orant diger sicakliklarda gerceklestirilen deneme sonuclarina kiyasla daha
yiiksektir (Sekil 2.17). Grafikten de goriildiigi tizere 4°C’nin disindaki sicaklik-
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larda DNA’nin pseudospesifik nanopolimereadsorpsiyon kapasitesi diismektedir.
Bu durumu biz DNA’nin yiiksek sicakliklara dayanikli olmamasiyla agiklayabili-
riz. Daha yiiksek sicakliklara dayanikli olmadigi i¢in yapisinda meydana gelen
degisiklikler nedeniyle baglanma oldukca diisiik degerlerde belirlendi. Ozellikle
37°C  lzerinde gergeklestirilen adsorpsiyon ¢alismalarinda  DNA’nin
pseudospesifik nanopolimere adsropsiyon miktarinda belirginbir diisme goril-
mektedir.
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Sekil 2. 17. DNA adsorpsiyonuna sicakligin etkisi (Reaksiyon kosullari: 4 mg/mL DNA, pH 9,20 sod-
yum borat tamponu, 2 saat karistirma).

3.5.3.DNA adsorpsiyonuna baslangic DNA konsantrasyonunun
etkisi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon kosullarinin
optimizasyonu amaciyla incelenen baslangic DNA konsantrasyonunun etkisinde
DNA konsantrasyonu artirildik¢a baglanma da arttig1 i¢in adsorpsiyon kapasite-
sinde konsantrasyona bagli olarak bir artis goriilmektedir. Hem sentezlenen
nanopolimerin yilizey alaninin genis olmasi sebebiyle hem de elde edilen
pseudospesifik nanopolimerin spesifik olmasindan dolay1 adsorpsiyon miktari bu
kadar yiiksek degerlere c¢ikabildi. Gergeklestirilen c¢aligmada pseudospesifik
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nanopolimere maksimum adsorpsiyonun gerceklestigi konsantrasyon degeri 14
mg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 2. 18. DNA adsorpsiyonuna baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi (Reaksiyon kosullari: 25°C, pH
9.20 25 mM sodyum borat tamponu, 2 saat karistirma ve baslangi¢ konsantrasyonlar: 4-18 mg/mL).

Grafikten de goriildiigii lizere belli bir konsantasyon degerinden sonra
ortamda bulunan DNA pseudospesifik nanopolimere daha az miktarda baglan-
maktadir.

3.5.4.DNA adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkisi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon kosullarinin
optimizasyonunda iyon siddetinin etkisi incelenmek i¢in ti¢ farkli iyon siddetinde
adsorpsiyon c¢aligmalar1 gergeklestirildi. Ortamda farkli iyon bulunmasi halinde

DNA’nin pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonunu olumsuz yonde etkiledi.
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Sekil 2. 19. DNA adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkisi (Reaksiyon kosullari: 25°C, pH 9,20 sodyum borat
tamponu, 4mg/mL DNA ve 0,4 M iyonik siddet).

3.6.DNA Desorpsiyonu

Pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyon kosullari optimize edilen DNA
molekiiliinii desorpsiyon ortamini belirlemek i¢in hazirlanan ti¢ farkli desorpsiyon
ortaminda DNA molekiiliiniin desorpsiyonu gergeklestirildi. Desorpsiyon ¢alisma-
lar1 literatiirde verilen ortamlara benzer kosullar hazirlanarak ortamlarin da farkla-
rinin goriilebilecegi sekilde gergeklestirildi (Elmas ve ark, 2003).
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Sekil 2. 20. DNA desorpsiyonu (Reaksiyon kosullari: 25mM tamponlar, 1M NaCl, 25°C, 2 saat karistirma).

Grafikten de goriildiigi tizere PBA’nin pK, degerinin altindaki pH degerleri
pseudospesifik nanopolimerden DNA desorpsiyonu igin tercih edildi. En fazla
miktarda desorpsiyon 25 mM pH 8 hepes tamponunda gergeklesti. Bir baska ben-

zer ¢alismada da Hepes tamponu desorpsiyon kosullarinda kullanilmistir (Senel,
2004).

3.7.Nanopartikiillerin Tekrar Kullanlabilirliginin incelenmesi

Sentezlenen psedudospesifik nanopolimerinin tekrar kullanilabilirliginin in-
celendigi calismada DNA’nin pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu dort kez ardisik olarak gerceklestirildi. PBA kendi pK, degerinin
altindaki pH degerlerinde trigonal yapiya sahip bir molekiildiir. Ortam kosullari-
nin pH degerinin PBA’nin pK, degerinin iizerinde oldugu durumlarda ise PBA
molekiilii tetragonal hale gelir ve DNA molekiiliinin yapisindaki seker molekiilii
ile bag yapabilecek kimyasal bir yapi sergiler. Bu durum g6z 6niinde bulundurula-

rak desorpsiyon ¢aligmalarindan sonra pseudospesifik nanopolimerler yikanarak
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ortam pH degerleri adsorpsiyona elverisli hale getirilmistir ve buna bagli olarak

baglanma miktarlar1 birbiriyle uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 2. 21. DNA adsorpsiyonu ve desorpsiyonu (Adsorpsiyon kosullari: 4°C, pH 9,20 sodyum borat
tamponu ve 1. dongiide adsorplanan DNA miktari 0,16 mg/m; Desorpsiyon kosullari: 25°C, pH 8 hepes tam-
ponu ve 1. dongiide desorbe edilen DNA miktari 0,137mg/mL).

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimerle adorpsiyonu gerceklestirilen
DNA molekiiliiniin desorpsiyonu gergeklestirildikten sonra desorbe edilen DNA
molekiilii agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmesi gerceklestirildi. Jel goriintii-
stindeki ilk kuyucukta DNA marker bulunmaktadir, 2. kuyucukta hepes, 3. kuyu-
cukta tris, 4. kuyucukta ise borat bulunan ortamda desorbe edilen DNA goriilmek-
tedir. En son kuyucukta ise kimyasal stok olan DNA (kurbaga sperminden elde
edilen DNA molekiilii) goriilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi DNA yapisinda bir
bozunma olmadan izole edilebildi. Stok DNA molekiiliinden daha az parlaklikta
DNA molekiilii goriintiilenmesinin nedeni hem adsorpsiyon ortamina daha az
konsantrasyonda DNA bulunmasindan hem de adsorbe edilenden daha az miktar-

da DNA’nin desorbe edilmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2. 22. Agaroz jelde yiiriitiilen DNA goriintiileri

1. kuyucukta yiiriitilen markerin igerdigi en kiiclik baz ¢ifti 50bp oldugu
g6z oniinde bulundurulursa stok DNA 6rneginin ve desorbe edilen DNA molekiil-
lerinin 50bp ve daha az baz cifti icerdigi acgikca goriilmektedir. Agaroz jel
elektroforez yontemine gdre molekiil agirligi en az olan baz ¢iftine sahip DNA

molekiilleri ayn1 siirede daha ¢ok yol almaktadir (Itoh, 1995).

4.GENEL DEGERLENDIRME

Odabas1 ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada siispansiyon teknigi ile sen-
tezlenmis, boyutlart 80-120 um olan manyetik p(HEMA) patikiilleri anti-DNA
antibadileri kullanilarak 4,4 mg/g DNA adsoplanabilmistir(Odabasi ve Denizli,
2001).

Tuncel ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada siispansiyon polimerizasyon
teknigi ile elde edilen 3 mm boyutundaki N-3-dimetilaminopropil metakrilamid
polimeri kullanilarak 50 mg/g DNA izole edilmistir( Tuncel ve ark., 2000).

Per¢in ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada p(HEMA) temelli N-
metakriloil-L-histidin metil ester ligand1 igeren siipermakrogozenekli kriyojeller
hazirlamislar ve maksimum DNA adsorpsiyon kapasitesini 13,5 mg/g kriyojel
olarak bulmuslardir(Per¢in ve ark, 2011).
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Unsal ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise polietilenimid tut-
turduklar1 siispansiyon polimerizasyon teknigi kullanilarak sentezledikleri 186
um boyutundaki p-klorometilstiren polimeri ile 290 mg/g DNA adsorbe etmisler-
dir (Unsal ve ark., 2000).

Bizim yaptigimiz ¢alismay1 ise ele almak gerekirse p(HEMA) nanopolimer
sentezi gergeklestirildi. Sentezlenen nanopolimerin ylizey alani hesaplandi ve
2460 mz/g olarak bulundu. Yiizey alanmin genisligi yapilan ¢aligmalar i¢in ¢ok
biiyiik bir avantajdir ¢iinkii yiizey alani ne kadar genis olursa partikiiller i¢in bag-
lanma da yiizey alani ile orantili olarak artmaktadir. Sentezlenen nanopolimerin
SEM fotograflar1 ile kiiresel yapilar1 goriintillendi. Zeta Potansiyel ile
nanopartikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 85,7 nm olarak belirlendi. Sentezlenen
nanopolimerin boyutlari ile ylizey alaninin genisligi birbiriyle uyumluluk goster-
mektedir. Nanopolimerin FTIR spektrum Ol¢iimleri ile polimerde bulunan bag
yapilar1 aydinlatildi. Ayrica daha sonraki denemelerde kullanilmak iizere kuru

polimer agirligi 1 mL siispansiyonda 2,9323 mg olarak hesaplanda.

PBA’nin sentezlenen nanopolimere baglanma kosullarini optimize etmek
icin ilk olarak degistirilen parametre ortam pH’sidir. PBA’nin nanopolimere bag-
lanmasini optimize etmek i¢in farklandirilan pH degerleri igerisinde en yiiksek
baglanma pH degeri 9,20 sodyum borat tamponu olarak bulunmustur ve baglanma
pH’sinin 9,20 olmasinin 6nemi PBA’nin pK, degerinden kaynaklanmaktadir.
DNA i¢in adsorpsiyon kosullarini optimize etmek amaciyla degistirlen pH deger-
lerinde de benzer durum s6z konusudur ve DNA’nin pseudospesifik nanopolimere
adsorpsiyonu i¢in en uygun pH degeri 9,20 sodyum borat tamponu olarak belir-
lendi. Bu PBA’nin kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii PBA kendi
pKa’smin  lizerinde tetragonal konfiglirasyonda, asagisinda ise trigonal
konfigiirasyonda bulunmaktadir. PBA’ nin pK, degeri 8,8’dir ve bu pK, degerinin
altindaki pH ortamlarinda trigonal konfigiirasyondadir, kendi pK, degerinin iis-
tiindeki pH degerlerinde tetragonal konfiglirasyondadir ve ortamda bulunan diol

iceren bilesikler ile bag yapabilmektedir.

Sentezlenen nanopolimere PBA’nin baglanmasini optimize etmek amaciyla

ortam sicaklig1 degistirilerek yapilan denemeler sonucunda baglanma i¢in en uy-
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gun sicaklik olarak 4°C bulunmustur. Ardindan DNA’nin pseudospesifik
nanopolimere adsorpsiyonunu optimize etmek amaciyla gerceklestirilen deneme-
lerde de DNA’nin pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonu i¢in en uygun si-
caklik 4 °C olarak bulunmustur ve DNA’nin molekiiler yapisini goz 6niinde bu-

lundurdugumuz zaman sicaklik i¢in bulunan sonuglar uygundur.

Iyon siddetinin etkisinin incelendigi denemelerde iyon olmayan ortamda
daha fazla baglanma elde edilmesinin sebebi PBA’nin hidrofobik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ortamda fazlaca goriilen hidrofobik etkilesim ortama iyon
eklenmesi durumunda kirilmaya ugramaktadir ve iyon etkisi ile bu 6zelligini kay-
betmektedir.

Sentezlenen nanopolimer ile gerceklestirilen PBA baglanma calismalarinda
ve pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonunun gergeklestirildigi ¢alisma-
larda baslangi¢c konsantrasyonunun etkisi incelendiginde PBA i¢in nanopolimere
maksimum baglanma miktar1 498,16 mg/g polimer olarak bulunmus olup; miktar,
polimerin boyutu ve yiizey alanimin genisligi g6z oniinde bulunduruldugunda ol-
dukga yiiksek miktardadir. Ayn1 sekilde DNA’nin pseudospesifik nanopolimere
adsorpsiyon kosullarin1 optimize etmek i¢in baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi
incelendiginde maksimum baglanma miktar1 672,41 mg/g olarak bulunmustur.
Diger DNA ile gerceklestirilen ve polimerik yapilarin kullanildigi ¢alismalara
kiyasla izole edilen DNA miktar1 olduk¢a fazladir ve bu sonug¢ polimerin yiizey
alaninin genisligi, boyutunun kiiciik olmasiyla ve diger yontemlere kiyasla daha

spesifik bir baglanma ile ¢aligmanin yiiriitiilmesine baglanmaktadir.

Sentezlenen nanopolimere PBA’nin baglanma galismalarinda zamanin etkisi
incelendiginde optimum siire 120 dk olarak bulundu ve bu deneme g6z Oniinde
bulundurularak daha sonra yapilan ¢aligmalarda karistirma siiresi 120 dk olarak
karistirmalar gerceklestirildi.

DNA’nin desorbe edildigi deneme yiiksek verimle gerceklestirildi, ortama
NaCl eklenmesiyle ortamin kimyasal yapis1 degistirilerek ortamdaki iyonik siddet
etkisi ile desorpsiyon gerceklestirildi. Pseudospesifik nanopolimere DNA
adsorpsiyonu gergeklestirildikten sonra adsorpbe olan DNA miktarinin % 96’s1
desorbe edildi.
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Tekrarlanabilirlik denemeleri dort dongii olacak sekilde gergeklestirildi ve
desorpsiyon kosullar1 ile adsorpsiyon kosullar1 birbirinden farkli pH’lara sahip
oldugu i¢in iki ¢alismanin aralarinda bir kez pseudospesifik nanopolimer yikama-
lar1 gerceklestirildi ve pseudospesifik nanopolimere DNA’nin tekrar adsorbe-
desorbe olmasi saglandi. 4. Dongii sonunda sentezlenen pseudospesifik
nanopolimerin tekrar kullanilabilirliginin oldugu gorildii ve ilk yapilan
adsorpsiyon ¢alismasi goz oniinde bulunduruldugunda son dongii ile aralarinda

adsorpsiyon bakimindan dikkate deger bir fark bulunmadigi belirlendi.

Sonug olarak biyouyumlu bir materyal kullanilarak sentezlenen p(HEMA)
nanopolimeri ile ¢aligmalarda ligand olarak kullanilan PBA kullanilarak DNA’ya
spesifik, kiiglik boyutlu, ylizey alani oldukg¢a genis olan birpolimerik malzeme
elde edildi. Caligsma bir¢ok yonii ile giiniimiiz teknolojik kosullarini kullanima ile
yeni bir ¢alismadir ve daha ileride yapilacak olan ¢aligmalara yardimci olabilecek
bircok 6zellige sahiptir. Ornegin ¢aligmalarda kullanilan polimerin biyouyumlu
olmasi dolayistyla viicut i¢inde kullanimlara izin vermektedir, boyutundan dolay1
kan damarlar1 i¢inden rahatlikla gecebilmektedir ve yiizey alaninin genisligi goz
onlinde bulundurulursa olduk¢a fazla miktarda DNA’y1 spesifik baglanmalarla
izole edebilmektedir.
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