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ÖZET 

DNA ĠZOLASYONU ĠÇĠN PSEUDOSPESĠFĠK 

NANOYAPILAR 

TÜRKCAN, Ceren 

Yüksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Doç. Dr. Sinan AKGÖL 

Ocak 2012, 110 sayfa 

DNA izolasyonu için pseudospesifik p(HEMA) küresel nanopartikülleri 

surfaktan içermeyen emülsiyon polimerizasyonu tekniği kullanılarak 85,7 nm bo-

yutunda elde edildi. Sentezlenen pseudospesifik nanopolimerin karakterizasyonu 

için SEM görüntüleme tekniği, FTIR spektrumu, Zeta-Boyut analizi ve yüzey ala-

nı hesaplamaları kullanıldı. Nanopolimerin karakterizasyonundan sonra, ligand 

olarak kullanılan fenil boronik asit (PBA) ile türevlendirilen DNA-spesifik yapılar 

oluĢturuldu. Bu çalıĢmada, polimerik nanopartiküllere bağlı PBA‘nın 1,2 ve 1,3 

diollerle bağ yapabilmesiyle, DNA‘nın Ģeker grupları ile spesifik bir bağlanma 

gerçekleĢtirmesi amaçlandı. DNA izolasyonu için öncelikle polimerik 

nanopartiküllere ligand bağlanma koĢullarının optimizasyonu gerçekleĢtirildi. Bu 

amaçla; pH, sıcaklık ve konsantrasyon denemeleri yapıldı. DNA adsorpsiyonunun 

optimizasyonu için; pH, konsantrasyon, sıcaklık ve iyonik Ģiddet denemeleri ya-

pıldı. Desorpsiyon ve tekrar kullanılabilirlik çalıĢmalarında aynı nanopolimerler  

DNA adsorpsiyon denemelerinde kullanıldı. Desorpsiyon çalıĢmasında bağlanan 

DNA %95 desorbe edildi.Tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon döngülerinde 

DNA adsorpsiyon kapasitesinde dikkate değer bir azalmanın olmadığı gözlemlen-

di.  

Anahtar sözcükler: DNA izolasyonu, Fenil Boronik Asit, Nanoteknoloji, 

poli(HEMA). 
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ABSTRACT 

PSEUDOSPECIFIC NANOSTRUCTURES FOR DNA 

ISOLATION 

TÜRKCAN, Ceren 

Master of Science Thesis, Biochemistry Department 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sinan AKGÖL 

  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. GĠRĠġ     

1.1.Nanoteknoloji 

          Richard Feynman 1959‘daki bir konferansında atomik blokların moleküler 

düzeyde düzenlenmesini tartıĢarak ilk kez maddenin nano düzeyde kullanılma 

olasılığını ortaya attı. Feynman meĢhur söyleminde ―Görebildiğim kadarıyla, fizik 

prensipleri nesnelerin atom düzeyinde manupüle edilmesine karĢı değildir. Bu, 

herhangi bir yasayı ihlal giriĢimi olmayıp, prensipte yapılabilir olan fakat biz çok 

büyük olduğumuz için pratikte Ģimdiye kadar yapılmamıĢ olan bir Ģeydir‖demiĢtir 

(Feynman, 1959; http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html). Feynman‘ın bu 

önerisinden sonraki yıllarda nanoteknoloji alanı Eric Drexler ve Richard Smalley 

ile biyonanoteknoloji alanı da Chad Mirkin‘in çalıĢmalarıyla baĢlamıĢ kabul edi-

lebilir. Rice Üniversitesinde bir kimya profesörü olan Richard Smalley 

nanoteknoloji alanının öncülüğünü yapmıĢ ve 1996 yılında Nobel ile ödüllendi-

rilmiĢtir. Eric Drexler 1991‘de MIT‘de Moleküler Nanoteknoloji alanındaki ilk 

doktora tezini yapmıĢtır. Bir araĢtırmacı ve yazar olarak geliĢen teknolojiler ve 

bunların gelecekteki etkileri üzerine odaklanan öncülerden birisi olmuĢtur. Chad 

A. Mirkin ise nanosistemlerde kimyasal modifikasyon üzerine yaptığı çalıĢmalar 

ile biyonanoteknoloji alanına yeni açılımlar getiren öncü kimyacılardan birisidir 

(Feynman, 1959). 

 ġekil 1.1. Bilim ve teknolojideki geliĢmeler (Çıracı, 2008). 
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 Günümüzde nanoteknoloji ―benzersiz olağanüstülüğün çok özel uygulama-

lara izin verdiği 1-100 nanometre arasındaki boyutlara sahip maddenin anlaĢılma-

sı ve kontrolü‖ olarak tanımlanabildiği gibi atomik veya moleküler boyut hassasi-

yetindeki aygıtların olduğu kadar 100 nm‘den küçük tüm aygıtların üretilmesini 

içeren bir alan olarak da tanımlanmaktadır(Mamalis, 2006). ġekil 1.1‘de mikro ve 

nano bileĢenlerin örnekleri ve büyüklük skalaları görülmektedir (Cireli ve ark., 

2006). Nanoteknoloji, maddenin atom veya molekülleri üzerinde yapılan uygula-

malarla makinalaĢmada hassasiyetin teorik sınırlarına ulaĢması nedeniyle günü-

müzün en ileri üretim teknolojisi olarak kabul edilmektedir. ġekil 1.2‘de ise na-

nometre boyutunun diğer örneklerle boyut olarak farkı gösterilmektedir. 

     ġekil 1.2. Nanometre boyutunu anlatan örnekler (Cireli ve ark, 2006; Bozkaya, 2006). 
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1.1.1.Nanoteknolojinin baĢlıca uygulama alanları 

AĢağıda bulunan ġekil 1.3‘te nanoteknolojinin uygulama alanları Ģematik 

olarak verilmektedir. 

         ġekil 1.3. Soldan sağa doğru nanoteknolojinin dolaylı, direkt ve yaklaĢımsal uygulama alanları 

(Ramsden, 1999). 

          ġekil 1.4‘te ise nanoteknolojinin diğer bilim dalları ile iliĢkisi ve ortak uygu-

lama alanları gösterilmiĢtir. 

   ġekil 1.4. Nanoteknolojinin kullanım alanları (Özdoğan ve ark, 2006). 
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1.1.2.Nanoölçümleme ve nanoiĢleme 

NanoiĢleme de atomik olarak ürünlerin iĢlenmesi belirtilmektir.  100-1000 

atomluk çalıĢma alanında yapılan araĢtırmalarda MEMS(mikro elektrik mekanik 

sistemler) kullanılmaktadır. 100 nm altında yapılan bu çalıĢmalarda ürünler ku-

antum mekanik güçlere bağlı benzersiz özellikler kazanmaktadır. Ġletkenlikleri 

değiĢmekte, dayanıklılık, esneklik kazanmaktadır. Boyutların küçülmesiyle; par-

tiküllerin büyüklüklerine bağlı olarak yeni özelliklerin ortaya çıktığı ispat edil-

miĢtir(Evcin., 2010): 

      Manyetik özellikler  

      Optik özellikler 

      Erime noktası 

      Yüzey aktiviteleri gibi. 

Farklı büyüklükteki bu partiküller 2, 3 ya da daha fazla elementin kombi-

nasyonları olarak düĢünülebilir ve bu kompozisyonda herhangi bir değiĢiklik, 

farklı bir fiziksel ve kimyasal özelliğe liderlik edebilir. 

Niçin  daha küçük daha iyidir? 

-Daha hafif 

-Daha kuvvetli 

-Daha hızlı 

-Daha dayanıklı 

-Daha ucuz 

-Daha fazla enerji verimi 

-Çok küçük aralıklarda değiĢik özellikler (Klabunde., 2000). 
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1.1.3.Nanobiyoteknoloji 

 Nanoteknolojinin biyolojik ve biyokimyasal uygulamalarını içeren alt dalı-

na nanobiyoteknoloji adı verilir. Nanoteknoloji ile hücre biyolojisi arasındaki iliĢ-

ki önemli olup iki yönlü bir iliĢkidir. Nanoteknoloji, biyolojinin sağladığı muaz-

zam nanomakina ve aygıtların oluĢturulması için yaĢayan sistemlerde bulunan 

nanoboyuttaki bileĢenlerin biyologlar tarafından anlaĢılabilmesi ve açıklanabilme-

si için yeni araçlar sunar. Bunun tersine hücre biyolojisi mekanizmaları üzerindeki 

çalıĢmalar yeni sentetik nanoaygıtların yapılmasında yol gösterici olur. Evrim sü-

reci, doğanın nanoboyuttaki mühendislik problemlerine etkili 

çözümlerbulunmasını sağlamıĢtır. Nanoteknolojistler, biyolojik sistemleri 

nanoaygıtlara doğrudan inkorpore ederek ya da biyolojik anologlarının prensiple-

rini taklit eden sentetik sistemler oluĢturarak bu çözümleri üretmektedirler. 

Nanoteknolojinin biyoloji için sunduğu en önemli olanak biyomoleküler yapı, 

fonksiyon ve özelliklerin araĢtırılması için yeni araçlar oluĢturmasıdır. Bu yeni 

araçlar kullanıldığında hücrenin yapısal elemanlarının ve moleküler iliĢkilerin 

doğrudan ölçümü mümkün olabilmektedir (Uygun, 2008). 

    Biyonanoteknolojinin geliĢiminde biyolojik mekanizmaları taklit ederek 

nanoboyutlu aygıtların yapımı önemli rol oynamaktadır. Bu, çok büyük potansiye-

li olan bir alan olup gelecek yıllarda daha da geliĢmesi beklenmektedir. Bu çalıĢ-

malara örnek olabilecek bazı biyolojik olaylara aĢağıda değinilmiĢtir. DNA 

nanoteknoloji yapı taĢı olarak kullanılabilir bir moleküldür. DNA‘nın kendiliğin-

den düzenlenebilme ve doğada daima komplementer bir çift zincir olarak bulunma 

özelliği vardır. Bununla birlikte geliĢigüzel baz sekansından oluĢan DNA‘nın ya-

pılmasına izin veren sentetik metodolojiler de vardır. Böyle sentetik DNA sarmal-

ları uygun düzenlemelerle üç boyutlu ağ oluĢturacak hale getirilirse; öncelikle 

nanopartiküllerin büyümesi ve interaksiyonu, ikinci olarak moleküler elektronik 

için bir kalıp olarak, üçüncüsü de nanomakina ve motorların üretilmesinde kulla-

nılabilir (Uygun, 2008). 

Biyonanoteknoloji doğanın kullandığı moleküler cihazları ve makineleri 

anlamaya, uyarlamaya ve uygulamaya odaklanmıĢ durumdadır. Protein katlanma-

sı (folding) gibi biyolojik iĢlevler; cihazlar ve sistemler moleküler düzeyde nasıl 

bir araya getirilebilir amacıyla ipuçları aramaktadırlar. Nanobiyoteknoloji alanın-

daki diğer bir çalıĢma, yüzey özelliklerini iĢleyerek ve böylece onları biyouygun 
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yapa rak vücudun reddetme ihtimalini azaltmak için doku mühendisliği ile tıp 

ürünlerindeki geliĢmeleri içermektedir (BaĢaran, 2004). 

 

    Biyolojide bulunan en çarpıcı nanoboyutlu makineler kimyasal enerjiyi 

dikkat çekici bir verimlilikle mekanik enerjiye dönüĢtüren, nanoboyutlu protein 

topluluklarından oluĢan moleküler motorlardır. Bu moleküler motorların molekü-

ler biyoloji ve biyofizik açısından önemi büyüktür. Nanoteknoloji açısından ise 

önemi iki kat daha fazladır: Birinci olarak taklit edilecek olağanüstü modeller 

oluĢtururlar. Ġkinci olarak, bize sentetik ve biyolojik nanoteknolojiyi birleĢtirerek 

hibrid yapıların ortaya çıkmasını sağlayacak çalıĢan, hazır hücre bileĢenlerini su-

narlar. Bir baĢka örnek de yapay fotosentezin gerçekleĢtirilmesidir. Fotosentezin 

verimi ıĢık toplayan kompleksler kullanılması durumunda çok artar. Bu komp-

leksler pek çok boya moleküllerinin (10-100) hassas bir iliĢki içinde proteinlerle 

bağlanması ile oluĢurlar. Farklı boya molekülleri farklı dalga boyunda ıĢığı 

absorblar ve fotosentezin verimliliği böylece çok artmıĢ olur. Fotosentez, güneĢ 

enerjisini elektrik ve kimyasal enerjiye dönüĢtürmek için çok önemli bir model 

oluĢturur. Bu nedenle sentetikmoleküllerle fotosentezi taklit etme çalıĢmaları de-

vam etmektedir (Jones, 2009). 

1.1.4.Nano boyutların eldesi için kullanılan yöntemler 

Nanoteknolojide temel olarak iki yöntem kullanılmaktadır. Bunlar; 

          1- Yukarıdan aĢağıya (top down) yöntemi: Mikro elektroniğin var olan me-

totlarının nanoteknolojiye uyarlanmıĢ hali biçiminde ifade edilebilecek bu yön-

temde küçük özelliklere ulaĢmak için daha büyük malzemelerden baĢlanır (örne-

ğin yarı iletkenler). Ağırlıklı olarak litografik yöntemler kullanılır. Oyma ve iĢ-

leme yöntemi ile nano yapılar ve Ģekiller elde edilir. 

          2- AĢağıdan yukarıya (bottom-up) yöntemi: Bu yöntemin özü biyolojiden 

alınmıĢtır. Nanobilim, fiziksel bir bilim olarak düĢünülür ancak hücre biyolojisi de 

nano ölçekte çalıĢmaktadır. Nano ölçekteki aletler yaĢayan hücrelerin fonksiyon-

larını taĢımaktadırlar. Yöntemin esası atomlar veya moleküller ile organik veya 

inorganik yapı inĢa etmeye dayanır. Nano yapıları birleĢtirmek için doğadaki 

kuvvetlerden yararlanılır. Örneğin DNA gibi biyolojik sistemlerin kendi kendine 

birleĢme özelliğinden yararlanılarak karbon nanotüplerin kontrolü sağlanabilir. 
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Kolloid ve sol-jel yöntemleri de bu yönteme dahildir. Nanoteknoloji, aĢağıdan-

yukarıya yaklaĢımına (bottom-up approach) göre; moleküler boyutta sistemler 

üreterek daha büyük sistemleri kontrol etmek olarak tanımlanmaktadır. Yukarı-

dan-aĢağıya yaklaĢımına (top-down approach) göre ise; moleküler boyutta çalıĢan 

çok yüksek oranda küçültülmüĢ makineler yaratma bilimi olarak tanımlanabil-

mektedir (Üreyen, 2006). 

 

1.1.5.Nanopartiküller 

Nanopartiküller; metal, yarı iletken, seramik, organik moleküler topluluk, 

polimerik ya da kompozit malzemeler olabilir. Nanopartiküller yalnızca 

minyatürizasyonda yeni bir aĢama olarak düĢünülmemelidir; tümüyle yeni bir 

alandır. Geleceğin teknolojilerinin atom, molekül ve nanoküme boyutlarında, 

nanoyapıların organize edilmesi, aygıtlara dönüĢtürülmesi, malzemenin ve yüzey-

lerin tasarlanması ve iĢlenmesi üzerine inĢa edileceği öngörülmektedir. 

Nanopartiküller boyutlarından dolayı, elektronik, optik, manyetik, yapısal ve me-

kanik özelliklerinde farklılık gösterirler. Bu farklılığın nedenleri ise; yüksek yü-

zey-hacim oranları ve nano boyutlu yapılarda ortaya çıkan kuantum alan etkileri-

dir. Bir maddenin, nanopartiküllerin sahip oldukları bu özellikleri gösterebilmesi 

için genellikle 100 nm ya da daha küçük boyutta olması gerekmektedir (Mosbach, 

K., 2000). Nanomateryallerin sahip olduğu bir diğer özellik ise yüzey / hacim 

oranlarının boyut olarak kendinden büyük olan materyallere göre daha büyük ol-

masıdır. Bu özelliği sayesinde katalizör olarak kullanılmaları halinde daha az mik-

tardaki nanomateryallerle daha yüksek verimde ya da hızda kimyasal reaksiyonla-

rın katalizlenmesi gerçekleĢtirilebilir.  

1.1.6.Çözelti ortamında nanopartiküllerin oluĢumu 

Nanopartikül, bir çözelti ortamında çekirdekleĢmeye baĢlayan ve daha sonra 

da çekirdekleĢen partiküllerin büyümesiyle oluĢan bir kimyasal reaksiyonla mey-

dana gelmektedir. ÇekirdekleĢme ve büyüme olayları sentezlenen yapılarda iki 

önemli prosestir. ÇekirdekleĢme, atomların agregasyonunu sağlayan bir prosestir 

ve faz dönüĢümlerinin ilk adımıdır. ÇekirdekleĢme hem homojen hem de hetero-

jen olabilir. Homojen çekirdekleĢme, reaksiyonun gerçekleĢtiği ortamdaki türlerin 
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aynı olması halinde gerçekleĢen bir çekirdekleĢme türüdür. Heterojen çekirdek-

leĢme de ise yabancı türler içeren bir ortamda çekirdekleĢme gerçekleĢir. Büyüme 

sürecinde sistemin termodinamiği kadar kinetik faktörler de ön plana çıkmaktadır. 

Partikül büyümesinde reaktiflerin geçiĢ hızı, reaksiyon hızı, maddenin çözeltiden 

uygun Ģekilde uzaklaĢması ve maddenin tekrar dağılımı gibi kinetik faktörler ter-

modinamik faktörlerle yarıĢmaktadır. Reaksiyon ve geçiĢ hızı reaktiflerin kon-

santrasyonundan, sıcaklıktan, pH‘dan, çözeltiye eklenen reaktiflerin düzenlenme-

sinden ve karıĢtırmadan etkilenmektedir. Partiküllerin yapısı ve kristalizasyonu 

reaksiyon hızı ve safsızlıklardan etkilenebilir. Doygunluk, çekirdekleĢme ve bü-

yüme hızı, kolloidal kararlılık, tekrar kristallenme ve bekleme süreci gibi faktörler 

partiküllerin morfolojisini etkilemektedir. Genelde aĢırı doygunluk oluĢan ürünle-

rin (çökeltilerin) morfolojisi üzerinde büyük bir etkiye sahiptir. DüĢük doygunluk-

taki partiküller küçük, sık, iyi biçimlenmiĢtir ve partikül Ģekli kristal yapısına ve 

yüzey enerjisine bağlıdır. Yüksek doygunluk seviyelerinde büyük ve dallanmıĢ 

partiküller oluĢur. Daha fazla doygunlukta ise daha küçük fakat sıkıĢtırılmıĢ, to-

paklanmıĢ (aglomera) partiküller oluĢur. Partikül küçükken çözeltideki büyüme 

ara yüzey kontrollüdür. Kritik boyuta ulaĢıldıktan sonra difüzyon kontrollü hale 

gelir (Murphy and Jana, 2002). 

ġekil 1.5. Partikül oluĢum aĢamaları (Hu, 2007). 

 

1.2.Polimerler 

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik özellikleri çoğu kez yeterli kolay Ģekillen-

dirilebilen, değiĢik amaçlarda kullanımına uygun, dekoratif, kimyasal açıdan inert 

ve korozyona uğramayan maddelerdir. Bu üstün özelliklerinden dolayı yalnız 

kimyacıların değil; makine, kimya, tekstil, endüstri, fizik mühendisliği gibi alan-

larda çalıĢanların da ilgisini çeken materyallerdir. Tıp, biyokimya, biyofizik ve 

moleküler biyoloji açısından da polimerlerin önemi büyüktür. Birbirlerine 
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kovalent bağlarla bağlanarak büyük moleküller oluĢturabilen küçük mol kütleli 

kimyasal maddelere monomer denir. Polimer ise, çok sayıda monomerin kovalent 

bağlarla birbirlerine bağlanarak oluĢturduğu iri molekülün adıdır. Monomer mo-

lekülleri polimerizasyon tepkimeleri üzerinden polimer molekülüne dönüĢürler. 

Bir polimer molekülünde binlerce monomer bulunabilir. Uzun polimer molekülle-

ri bir zincire, monomer molekülleri de zinciri oluĢturan halkalara benzetilebilir. 

Bu nedenle, polimer molekülü yerine polimer zinciri ya da makromolekül adlan-

dırmaları da kullanılır. Zincir boyunca birbirine bağlanarak polimer molekülünün 

iskeletini oluĢturan atomlar dizisine ana zincir adı verilir. Polimer ana zincirindeki 

atomlara ayrıca yan grup denilen bazı kimyasal birimler bağlanmıĢtır. Polimerler, 

kaynaklarına göre doğal ve sentetik polimerler, ana zinciri oluĢturan atomların 

türüne göre organik ve anorganik polimerler, sentez tepkimelerinin mekanizması-

na göre basamaklı ve katılma polimerleri, ısı karĢısındaki davranıĢlarına göre 

termoplastikler ve termosetler, zincirlerinin fiziksel biçimlerine göre doğrusal, 

dallanmıĢ, çapraz bağlı polimerler Ģeklinde kendi içlerinde değiĢik açılardan grup-

landırabilirler. Kesin bir sınır olmamakla birlikte mol kütlesi 10000-20000‘den 

küçük olan polimerlere düĢük polimer, daha büyük mol kütlelilere yüksek polimer 

denir. Polimerlerin sentezi sırasında polimerizasyon ortamında oluĢacak zincirle-

rin uzunluğu kontrol edilemez. Polimerizasyonun her aĢamasında farklı büyüklük-

lerde polimer molekülleri bulunur ve polimerizasyon sonunda elde edilecek poli-

mer için de aynı durum geçerlidir. Bu nedenle polimerler için verilen mol kütlesi 

değerleri kesin değil ortalama sayılardır (Kumar et al, 2003). 

1.2.1.Polimer sentezleme teknikleri 

Radikalik polimerizasyonlar gerçekleĢtiği koĢullar altında hem homojen 

hem de heterojen tiplerde olabilir. Bu sınıflandırma genellikle baĢlangıç reaksiyon 

karıĢımının homojen veya heterojen olup olmamasına dayanır. Bazı homojen sis-

temler, reaksiyon ortamında polimerin çözünmezliğinin bir sonucu olarak 

polimerizasyon ilerledikçe heterojen olabilir. Kütle ve çözelti polimerizasyonları 

homojen iĢlemlerken, süspansiyon ve emülsiyon polimerizasyonları heterojen iĢ-

lemlerdir (Odian, 2008). ġekil 1.6‘da polimer sentezleme yöntemleri Ģematik ola-

rak verilmiĢtir. 
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         ġekil 1.6. Polimer sentezleme teknikleri (Braun, 2003). 

Kütle (Bulk) Polimerizasyonu 

Saf bir monomerin bulk veya kütle polimerizasyonu, en basit iĢlem ile mi-

nimum kirlenmiĢ ürün oluĢturur. Bununla birlikte, radikal zincir 

polimerizasyonunun özelliği nedeni ile bulk polimerizasyonunun kontrolü zordur. 

Yüksek derecede ekzotermik oluĢları, yüksek aktivasyon enerjisine sahip olmaları 

ve jel oluĢturmaya yatkınlık özellikleri birlikte ısı dağılımını zorlaĢtırır. Bulk 

polimerizasyonu, dikkatli sıcaklık kontrolü gerektirir. Dahası, bir çok sistemin 

viskozitesi yavaĢ karıĢtırmada hızlı bir Ģekilde yükseldiğinden güçlü ve özenli bir 

karıĢtırma ekipmanına da gereksinim vardır. Viskozite ve ekzoterm etkileri, sıcak-

lık kontrolünü zorlaĢtırır. Bölgesel sıcak noktalar oluĢur ve bu durum polimer 

ürünün bozunmasına ve renksizleĢmesine neden olduğu gibi polimere zincir trans-

ferleri nedeni ile molekül ağırlığı dağılımı geniĢler. Polimerizasyon hızının kont-

rolsüz arttığı ekstrem durumlarda yıkıcı, kontrolsüz reaksiyonlar oluĢabilir. Kütle 

polimerizasyonu problem çıkarmasından dolayı zincir polimerizasyonu için adım 

polimerizasyonundaki kadar ticari olarak kullanılmaz. Bununla birlikte etilen, 

stiren ve metil metakrilatın polimerizasyonlarında kullanılır. Isı dağılımı ve visko-

zite problemlerinin, reaksiyona girmeyen monomerin geri dönüĢümü ve ayrılması 

ile düĢük dönüĢümle polimerizasyonu gerçekleĢtirerek üstesinden gelinir. Bir al-

ternatif, polimerizasyonu geniĢ bir reaktörde düĢük dönüĢümle ve ince tabakalar-

daki final dönüĢümüyle gerçekleĢtirmektir (Odian, 2008). 
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           Çözelti Polimerizasyonu 

 

Monomerin bir çözgen içinde polimerleĢmesi, kütle polimerizasyonu iĢle-

minin birçok dezavantajının üstesinden gelir. Çözgen bir seyreltici gibi davranır 

ve polimerizasyon ısısının transferine yardım eder. Çözgen, reaksiyon karıĢımının 

viskozitesini azaltarak, karıĢtırmayı kolaylaĢtırır. Termal kontrol, kütle 

polimerizasyonuyla karĢılaĢtırıldığında çözelti polimerizasyonunda daha kolaydır. 

Diğer taraftan çözgenin varlığı yeni zorluklara neden olabilir. Çözgen uygun bir 

Ģekilde seçilmezse çözgene zincir transferi bir problem olabilir. Dahası, çözgenin 

uzaklaĢtırılmasında zorluklar olursa polimerin saflığı etkilenebilir. Vinil asetat, 

akrilonitril ve akrilik asidin esterleri çözeltide polimerleĢir (Odian, 2008). 

           Heterojen Polimerizasyon 

 

Birçok polireaksiyon, özellikle zincir polimerizasyonları, heterojen koĢullar 

altında da gerçekleĢebilir. Bu durumda sıvı monomer, çözünmediği bir sıvıda ka      

rıĢtırılarak küçük damlacıklara dağılır ve bu durumda polimerleĢir. Reaksiyon 

süresince oluĢan makromoleküller katı halde olduğundan dağılan fazın yığıĢma 

durumunda bir değiĢiklik olur. Bu sebeple orijinal sıvı/sıvı dağılımı (emülsiyon), 

bir sıvı/katı dağılımı (süspansiyon) haline gelir. Eğer polimer (poliakrilonitril gibi) 

monomerde çözünmüyorsa bu geçiĢ reaksiyonun baĢlarında olur. Aksi durumda, 

yani polimer (polistiren gibi) monomerde çözünüyor ya da ĢiĢiyorsa, emülsiyonun 

hali sadece yüksek dönüĢümde değiĢir. ―Emülsiyon polimerizasyonu‖ terimi sis-

temin baĢlangıç durumuna iliĢkin iken ―Süspansiyon polimerizasyonu‖ terimi fi-

nal durumuna göre seçilmiĢtir. Bu biçimsel benzerliğe karĢın iki iĢlem polimer 

taneciklerinin büyüklüğü (emülsiyon polimerizasyonunda 0,1-0,5 μm, süspansi-

yon polimerizasyonunda 0,5 μm-2 mm) ve reaksiyon kinetikleri bakımından fark-

lıdır. Bu metotların Ģu avantajları vardır: Polimerizasyon ısısı, monomerin küçük 

damlacıklara parçalanması ve suyun yüksek ısı kapasitesi nedeniyle kolayca dağı-

tılır. Reaksiyon karıĢımı, yüksek dönüĢümde bile çok hareketli kalır çünkü visko-

zite, monomer/polimer damlacıklarında artarken çözeltinin tümünün viskozitesin-

de büyük değiĢiklikler olmaz. Bu sebeple % 50 katı içerikleri kolay muamele edi-

lir. Dispersiyon içindeki polireaksiyonlar laboratuarda kolayca hazırlanabilir. Bazı 

durumlarda dağılım polimerizasyonları, polikatılmalı ve polibasamaklı reaksiyon-

larda da kullanılabilir. Süspansiyon ve emülsiyon teknikleri, oluĢan polimerlerin 

özelliklerini modifiye etmek için ilave yollar sağlar. Örneğin; Tanecik büyüklüğü 

ve tanecik büyüklüğü dağılımının değiĢtirilmesi, iyonik grupların küçük miktarla-
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rının yapıya girmesi, çekirdek/kabuk yapısına sahip polimer taneciklerinin hazır-

lanması gibi (Braun et al, 2003). 

 
           Süspansiyon Polimerizasyonu 

 

Süspansiyon polimerizasyonu (boncuk veya küre polimerizasyonu olarak da 

adlandırılır) monomerin su içinde (sürekli faz) damlacıklar halinde (50-500 μm 

çapında) süspanse edilmesiyle gerçekleĢtirilir. Stiren, akrilik ve metakrilik ester 

er, vinil klorürler, vinil asetat ve tetrafloroetilen süspansiyon metoduna göre poli-

merleĢir. Su/monomer kütle oranı çoğu polimerizasyonda 1/1‘den 4/1‘e değiĢir. 

Monomer damlacıklarının (daha sonra polimer taneciklerine dönüĢür) bir-

leĢmeleri çalkalama ve süspansiyon stabilizörünün (aynı zamanda dağıtıcılar veya 

yüzey aktif maddeler olarak da adlandırılır) varlığı ile önlenir. Stabilizörlerin suda 

çözünen polimerler (sıkça elektrolit veya tamponun varlığında) ve suda çözünme-

yen inorganik maddeler olmak üzere iki tipi kullanılmaktadır. Suda çözünen po-

limer sınıfını poli(vinil alkol), hidroksipropil selüloz, sodyum poli(stiren sülfonat) 

ve akrilik asit-akrilat ester kopolimerinin sodyum tuzu; suda çözünmeyen inorga-

nik maddeler sınıfını ise talk, hidroksiapatit, baryum sülfat, kaolin, magnezyum 

karbonat ve magnezyum hidroksit, kalsiyum fosfat ve alüminyum hidroksit oluĢ-

turur. 

Süspansiyon stabilizörünün miktarı genelde sulu fazın (suda çözünen poli-

merler bazen yüksek deriĢimlerde kullanılmasına rağmen) kütle yüzdesinin 

0,1‘inden daha azdır. Bu değer emülsiyon polimerizasyonunda kullanılan yüzey 

aktif madde deriĢimlerinden daha düĢüktür ve süspansiyon polimerizasyonunda 

daha büyük boyutlu monomer damlacıkları elde edilmesini açıklar. Emülsiyon 

polimerizasyonun aksine süspansiyon polimerizasyonunda iki fazlı sistemin sü-

rekliliği çalkalanmaksızın sağlanamaz. Diğer bir fark süspansiyon 

polimerizasyonunda kullanılan dağıtıcıların, emülsiyon polimerizasyonundaki gibi 

kolloidal miselleri nadiren oluĢturmasıdır. Süspansiyon polimerizasyonda kullanı-

lan baĢlatıcılar monomer damlacıklarında çözünür. Böyle baĢlatıcılar genellikle 

yağda-çözünen baĢlatıcılar olarak adlandırılır. Süspansiyon polimerizasyonundaki 

her monomer damlacığı küçültülmüĢ bir kütle polimerizasyon sistemi olarak ele 

alınabilir. Her bir damlacık içindeki polimerizasyon kinetikleri karĢılık gelen kütle 

polimerizasyonunkinin aynısıdır (Odian, 2008). 
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Emülsiyon Polimerizasyonu 

Emülsiyonda çalıĢmak, aslında sudaki radikal polimerizasyonu ile sınırlıdır. 

Süspansiyon polimerizasyonuna benzer olarak temel prensip suda eser miktarda 

çözünen bir monomerin su içinde dağılması ve bu durumda polimerleĢmesidir. 

Bununla birlikte, bu iki iĢlem arasında bazı farklılıklar vardır. Bunlar; 

 Monomerin suda çok az da olsa bir çözünürlüğü gereklidir. Stearil 

akrilat gibi fazla hidrofobik monomerler emülsiyon koĢullarında po-

limerleĢmezler. 

 Monomerin emülsifikasyonu, miseller oluĢturabilen suda çözünür 

emülsiyonlaĢtırıcıların varlığında olur. Polimerizasyonun baĢlangı-

cında monomer misellerdeki gibi monomer damlacıkları Ģeklindedir. 

 Birkaç özel durumun dıĢında suda çözünür baĢlatıcılar (potasyum 

peroksodisülfat; redoks sistemleri) kullanılır. 

 BaĢlangıç basamağı tercihen sulu fazda gerçekleĢtirilir. 

 Polimerizasyon, monomer damlacıklarında değil lateks taneciklerine 

yavaĢca ĢiĢmek sureti ile misellerde gerçekleĢir. 

 Polimerizasyonun hızı (sabit baĢlatıcı deriĢiminde) misellerin sayısı-

na ve dolayısıyla emülsiyonlaĢtırıcının deriĢimine bağlıdır. 

Polimerizasyon hızı ve derecesi eĢ zamanlı olarak arttırılabilir.  

 OluĢan polimer taneciklerinin büyüklüğü, süspansiyon 

polimerizasyonununkinden çok daha küçüktür. 

Emülsiyon polimerizasyonu için gerekli malzemeler aslında dört bileĢeni 

içerir. Bunlar; su (demineralize), suda çok az çözünen bir monomer, suda çözünen 

radikal oluĢturucu bir baĢlatıcı ve bir emülsiyonlaĢtırıcıdır. Bir emülsiyon 

polimerizasyonunun gidiĢatı ve oluĢan polimer lateksin özellikleri emülsiyonlaĢtı-

rıcıdan güçlü bir Ģekilde etkilenir. EmülsiyonlaĢtırıcı moleküller hidrofilik ve 

hidrofobik kısımlardan oluĢur. Hidrofilik kısım üzerindeki elektrik yüküne göre 

anyonik, katyonik ve non-iyonik emülsiyonlaĢtırıcılar olarak sınıflandırılır. 

Anyonik emülsiyonlaĢtırıcıların örnekleri alkil-bağlı benzen veya naftalen 

sülfonik asitlerin tuzları yanında yağ asitleri, sodyum dodesil sülfatların K
+
, Na

+
 

ve NH4
+

 tuzlarıdır. Katyonik emülsiyonlaĢtırıcıların örnekleri, en azından tek bir 

hidrofobik sübstitüente sahip olan kuaterner amonyum tuzlarıdır. Tipik non-

iyonik emülsiyonlaĢtırıcılar, etoksillenmiĢ fenoller ve etilen oksit ve propilen 
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oksitin blok kopolimerleridir. Çok seyreltik sulu çözeltilerde emülsiyonlaĢtırıcılar, 

izole edilmiĢ moleküller veya elektrolitler olarak davranır. Bununla birlikte 

emülsifiyer deriĢiminin artması ile çözeltinin yüzey gerilimi, viskozite, elektriksel 

iletkenlik ve ozmotik basınç gibi bazı fiziksel özelliklerinde beklenmedik deği-

Ģimler olabilir. Bu beklenmedik değiĢimlerin gözlendiği deriĢim kritik misel kon-

santrasyonu (CMC) olarak adlandırılır. Her emülsifiyer için bu değer karakteris-

tiktir. Kritik misel konsantrasyonunun altında emülsifiyer yalnız bir molekül gibi 

çözünür, CMC‘nin üzerinde emülsifiyer moleküller, düzenli molekül agregatlarını 

oluĢturmak üzere toplanır ve bu misellerde hidrofobik birimler iç kısımlara yöne-

lirken hidrofilik kısımlar sulu faza doğru yönelir. Bu miseller yaklaĢık 3,5 nm ça-

pındadır.  

Monomerin ilavesi ile misellerin büyüklüğü 4,5-5,0 nm çapına kadar önemli 

oranda artar. Bununla birlikte, monomer damlacıklarının boyutları misellerinkin-

den yine de çok daha büyüktür. Emülsiyon polimerizasyonunda genellikle 

monomerin % 0,5- 5,0’ı kadar emülsifiyer kullanılır. Sudaki yağ emülsiyonla-

rında, su içeriği monomerin miktarının yarım katından dört katına kadar değiĢir. 

Bu miseller sıvıların mL’sinde yaklaĢık 10
18’lik bir deriĢimde bulunurlar ve 

her misel yaklaĢık 100 monomer molekülünü içerir. Aksine monomer damlacıkla-

rının sayısı yaklaĢık mL baĢına 10
10

 kadardır. Bu sebeple monomer damlacıkları-

nın daha geniĢ hacimlerine rağmen miseller daha geniĢ yüzey alanı sunar. Sulu 

fazda oluĢan bir radikal, monomer damlacıklarından ziyade daha sıklıkla 

monomer dolu miseller ile çarpıĢacaktır. Böylece, polimerizasyon pratik olarak 

monomer damlacıklarında değil sadece misellerde gerçekleĢir. Misellerde tüketi-

len monomerin yerine sulu faz içinden geçerek monomer damlacıklarından 

difüzlenenler geçer. Harkins ile Smith ve Ewart‘ın teorilerine göre emülsiyon 

polimerizasyonunun kinetik gidiĢatı üç kısıma ayrılır; BaĢlangıçta polimerizasyon 

ilerlerken misellerden bazılarının boyutları hızlıca artar ve hem monomer hem de 

polimeri içeren lateks olarak adlandırılan taneciklere dönüĢür. Bu tanecikler hala 

monomer damlacıklarından çok daha küçüktürler ve sıvının mL‘si baĢına yaklaĢık 

10
14

 tanecik olacak Ģekilde yaklaĢık 20-40 μm baĢlangıç çaplarına sahiptirler. 

Tüketilen monomer sürekli olarak sulu faz içinden difüzyon yolu ile gelen 

monomer damlacıklarından tamamlanır. Büyümekte olan lateks partiküllerinin 

yüzeyine sulu fazdan giderek daha çok emülsifiyer molekülü adsorplanarak stabi-

lizasyona yardım ederken hiç polimer içermeyen miseller yavaĢça ortadan yok 

olur. Serbest emülsifiyerin deriĢimi sonunda kritik misel deriĢiminin altına düĢer 
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ve bu durumda yüzey gerilimi önemli oranda artar. Bundan sonra, pratikte hiç 

yeni lateks tanecikleri oluĢmaz. Tanecik oluĢumu periyodu olarak adlandırılan 

emülsiyon polimerizasyonunun bu ilk fazı yaklaĢık % 10-20‘lik dönüĢümden son-

ra tamamlanır. 

Bu noktadan sonra, polimerizasyon sadece sayısı sabit kalan lateks tanecik-

lerinde gerçekleĢir. Monomer damlacıkları lateks partiküllerine monomer taĢıyıcı 

rezervuar olma fonksiyonlarını devam ettirirler böylece lateks partikülleri içindeki 

monomer deriĢimi ve buna bağlı olarak da polimerizasyon hızı sabit kalır. Ġkinci 

periyot sırasında, reaksiyon monomer açısından sıfırıncı derecedendir. 

Polimerizasyonun monomer taneciklerinin tümünü harcadığı yani dönüĢü-

mün % 60- 80 düzeyinde olduğu durumda, artık kalan monomerlerin tümü lateks 

taneciklerinde bulunmaktadır. Bu durumda taneciklerdeki monomer deriĢimi 

polimerizasyon ilerledikçe azalır yani reaksiyonunun son periyodu birinci derece-

dendir. Polimerizasyonun sonunda emülsiyon, orijinal misellerden daha büyük 

fakat orijinal monomer damlacıklarından daha küçük olan 50-150 μm aralığında 

büyüklüklere sahip polimer taneciklerinden oluĢur (Braun et al, 2003). Emülsiyon 

polimerizasyonu, çeĢitli ayırt edici avantajlara sahiptir. Emülsiyon (kolloidal) sis-

teminin fiziksel durumu iĢlemin kontrolünü kolaylaĢtırır. Termal ve viskozite 

problemleri, kütle polimerizasyonundan daha az önemlidir. Lateks olarak adlandı-

rılan emülsiyon polimerizasyonunun ürünü bir çok durumda ileri bir ayırma ge-

rektirmeksizin doğrudan kullanılabilir. Böylesi uygulamalar boyaları, kaplamaları, 

apreleri ve yer cilalarını içerir. Emülsiyon ve diğer polimerizasyon iĢlemleri ara-

sındaki fiziksel farklılıklardan baĢka kinetik farklılıklar çok önemlidir. Emülsiyon 

polimerizasyonu, polimerizasyon hızını azaltmaksızın polimerin molekül kütlesini 

arttırma kabiliyetine sahip olan eĢsiz bir iĢlemdir. Farklı reaksiyon mekanizması 

nedeni ile emülsiyon polimerizasyonu, hem yüksek molekül kütlesi hem de yük-

sek reaksiyon hızlarına eĢ zamanlı olarak ulaĢma kabiliyeti avantajına sahiptir 

(Odian, 2008).  
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1.2.2. HEMA 

Biyotıp ve biyoteknolojide metakrilat hidrojellerinin kullanımı, son on yılda 

çok önemli ilerlemeler göstermiĢtir. 1960’larda geliĢen öncü çalıĢmalardan 

(Wichterle and Lim, 1960) sonra metakrilat hidrojelleri ilaç dağıtım sistemleri, 

kontak lensler, gıda teknolojisi, kalite kontrol sistemleri ve biyosensörler için sen-

tetik membranlarda uygulanmaktadır. Metakrilat hidrojeller genellikle iki farklı 

monomerden oluĢur. OluĢan kopolimerin özellikleri monomerlerin yapısına ve 

deriĢimine bağlıdır. 

HEMA (2-hidroksietil metakrilat), suda çözünebilen bir monomerdir. Enzim 

ve biyolojik moleküllerin imobilizasyonunda etkili olabilen bu monomer çok dü-

Ģük sıcaklıklarda (-20, +10 ºC arasında) polimerize olmaktadır. Ayrıca HEMA‘nın 

diğer monomerlerle kopolimerizasyonu sonucu ĢiĢme derecesi, mekanik güç, op-

tik özellikler ve oksijen geçirgenliği gibi farklı fiziksel ve kimyasal özelliklere 

sahip hidrojel ürünler oluĢmaktadır. p(HEMA) hidrojel hazırlanmasında kolayca 

modifiye olabilen ve enzim imobilizasyonunda matriks olarak kullanılan bir poli-

merdir (Perez vd., 2006). Polimerde hidroksietil gruplarının varlığı materyale 

hidrofilik karakter ve biyolojik uygunluk sağlamaktadır (Hoffman 2001; Perez 

vd., 2006). Polihidroksietil metakrilat p(HEMA), hidrofilik karakterde, minimum 

düzeyde spesifik olmayan protein etkilesimleri saglayan,yüksek kimyasal ve me-

kanik kararlılıgı ve mikrobiyal ve enzimatik saldırılara karsı dayanıklı olan bir 

polimerdir (Denizli vd., 1998; Odabası ve Denizli, 2001; Denizli,2008). 

 

1.3.Afinite Kromatografisi 

 

Afinite kromatografisi bir çeĢit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflaĢtırıl-

ması istenen molekülün, matriks adı verilen bir katı destek materyaline kovalent 

olarak immobilize edilmiĢ bir komplementer bağlanma bileĢiğine (ligand) spesifik 

ve tersinir bağlandığı bir tekniktir (Keha ve Küfrevioğlu, 2000). Kullanılacak li-

gandın saflaĢtırılacak madde için spesifik ve tersinir bağlanma afinitesi olmalıdır. 

Ligand olarak enzimler, koenzimler, kofaktörler, antibadiler, aminoasitler, 

oligopeptidler, oligonükleikasitler ve nükleik asitlerin de (DNA, RNA) bulunduğu 

çok sayıda biyofonksiyonel molekül kullanılabilir (Denizli ve PiĢkin 2001). 
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Afinite kromatografisinin Ģematik gösterimi ġekil 1.7‘de verilmiĢtir. 

ġekil 1.7. Afinite kromatografisinin Ģematik gösterimi. 

Katı fazdaki bağlama özelliğinin özgüllüğü seçici bağlama maddesinin 

(ligand) destek matriksine kovalent bağla bağlanmasıyla sağlanır. Katı fazda ör-

nekten istenen madde seçimli olarak tutulur. Bağlanmayan maddelerin yıkanarak 

kolondan uzaklaĢtırılmasından sonra ayrılan, tutunan (veya saflaĢtırılan) madde 

sıvı (mobil) fazın iyonik kuvveti veya pH‘ı değiĢtirilerek kolondan elüe edilir. 

Destek matriksine kovalent bağla bağlanmıĢ ligantın kolona bağlı kalabilme ve 

hedef molekül serbest bırakıldıktan sonra da biyolojik olarak aktif olabilme kabi-

liyeti istenen anahtar özelliktir.  

Afinite kromatografisi enzim, antibadi gibi büyük moleküllerin saflaĢtırıl-

masında veya küçük bileĢiklerin araĢtırmadan önce seçilip çıkartılmasında kulla-

nılır. Ayrıca hücre ayırma iĢlemleri de afinite kromatografisi teknikleri kullanıla-

rak gerçekleĢtirilebilir. 

Çizelge 1.1‘de afinite kromatografisinin en çok kullanıldığı biyolojik sis-

temler gösterilmiĢtir (Keha ve Küfrevioğlu 2000). 
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Çizelge 1.1.Afinite kromatografisinin kullanıldığı biyolojik sistemler (Keçili, 2006). 

 

Küçük ligandları (enzim inhibitörleri) doğrudan matrikse bağlamak suretiyle 

hazırlanan adsorbanlar, matriks ile liganda bağlanan maddeler arasında sterik en-

gellemelerden dolayı küçük ayırma kapasitesi gösterebilirler. Bu durumlarda 

uzantı kolları (spacer arms), etkili bağlanmayı kolaylaĢtırmak için matriksle 

ligand arasına sokulurlar( Keçili, 2006). 

Destek (Matriks) 

Matriks, biospesifik ligandın üzerine kovalent olarak bağlandığı materyal-

dir. Matrik seçiminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel ve kim-

yasal olarak kararlı olmasıdır. Bunun yanı sıra yüksek akıĢ hızlarında rjit olması 

gerekir. Matriks tek baĢına ayrılması istenen biyomolekülle hiçbir etkileĢime gir-

meyecek Ģekilde inert ve saf olmalıdır. Matriksin gözenek yapısının 

biyomolekülün gözeneklere girmesine ve liganda bağlanmasına olanak sağlayacak 

Ģekilde büyük olması gerekir. Ayrıca matriks ucuz olmalı ve tekrar kullanılabil-

melidir. Destek materyali olarak agaroz, selüloz, silika ve değiĢik organik poli-

merler kullanılabilir (Keçili, 2006). 
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          Ligand 

 

Matrikse kovalent olarak bağlanan ve ayrılması veya saflaĢtırılması istenen 

biyomoleküle özel, seçimli afinite gösteren ve onu spesifik olarak tanıyıp bağla-

yan maddelerdir. 

Ligandı matrikse bağlamak için genelde kimyasal immobilizasyon yöntem-

leri kullanılır. Birçok durumda ligandın matrikse bağlanması için bağlayıcı mater-

yaller kullanılır. En çok kulanılan grup metilen grubudur. Matriksleri kimyasal 

olarak kararsız duruma getirmek ve ligand ile bağlanmasını sağlamak için birçok 

aktivasyon yöntemi kullanılır. En çok kullanılan aktivasyon yöntemi siyanojen 

bromür aktivasyonudur. Ligandın amino grubu içermediği, matriks ve ligand ara-

sına değiĢen uzunlukta hidrokarbon zinciri konması gerektiği durumlarda siyano-

jen bromür ile aktive edilmiĢ taĢıyıcı alifatik diamin bileĢikleri ile reaksiyona gire-

rek ώ-alkil türevleri elde edilir. Ġyi bir ligand ilk olarak saflaĢtırılacak madde için 

özgün ve dönüĢtürülebilir bağlanma özelliklerine sahip olmalıdır. Ayrıca 

matrikse, bağlama aktivitesini bozmayacak Ģekilde tutunmasını sağlayacak kim-

yasal olarak modifiye edilebilir gruplara sahip olmalıdır. 

Biyomoleküllerin saflaĢtırılmasında birçok ligand kullanılmaktadır. 

Ġmmobilize edilmiĢ lektin birçok glikoproteinin saflaĢtırılmasında kullanılır. 

Hormon reseptörler hormonların, hormonlar da reseptörlerin saflaĢtırılmasında 

kullanılır. Ġmmünoafinite ile antibadiler antijenlerin saflaĢtırılmasında kullanılır. 

Afinite kromatografisinde kullanılacak ligandın sentezi üç adımda incelenebilir; 

1. Kullanılacak ligandın seçimi 

2. Kullanılacak destek matriksinin seçimi 

3. Uygulanacak kimyasal yöntemin seçimi 

Kullanılacak ligandın seçiminde dikkat edilmesi gereken en önemli nokta 

ligandın proteine karĢı spesifikliğinin fazla olması ve bağlanmanın geri dönüĢüm-

lü olmasıdır. Kromatografi sırasında uygulanacak kimyasal iĢlemlere karĢı ligan-

dın kararlı olması da gerekir. Birçok biyomolekülün ligand olarak kullanılması 

düĢünülse de çok pahalı olmaları ve kararlılıklarının düĢük olması sebebi ile tercih 
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edilmezler. Pseudo-spesifik (biyomimetik) ligandların geliĢtirilmesi ile bu tip de-

zavantajlar büyük ölçüde giderilmiĢtir(Keçili, 2006). 

Ara Kollar (Spacer Arms) 

Ligandla matriks arasındaki karbon zincirleridir. Biyolojik maddelerin aktif 

bölgelerinin molekülün derin kısımlarında olması durumlarında destek matriksiyle 

liganda tutunan maddeler arasındaki istenmeyen etkileĢimleri önlemek amacıyla 

matriksle ligand arasına bir kol yerleĢtirilir. Bu arakolun uzunluğu kritiktir. Eğer 

çok kısa olursa beklenen etkiyi gösteremez ve ligand örnek içindeki hedef madde-

leri bağlayamaz. Çok uzun olursa ayırma iĢleminin seçiciliği azalır ve ara kol ile 

örnekteki maddeler ile hidrofobik etkileĢime girerler (Keçili, 2006).  

 

1.3.1. Afinite kromatografisi türleri 

 

           Pseudo-Spesifik Afinite Kromatografisi 

1987‘de Cram, Lehn ve Pederson‘un Nobel Ödülü almasından günümüze 

kadar moleküler tanıma ifadesi büyük ilgi görmeye baĢlamıĢtır. Moleküllerin, bi-

yolojik ve kimyasal özelliklerinden yararlanarak ayrılma ve saflaĢtırılmasında 

―Afinite Kromatografisi‖ seçimliliği ve duyarlılığı ile eĢsiz bir yer tutmaktadır.  

Afinite kromatografisinde klasik ayırma yöntemlerinden farklı olarak mole-

külleri seçici olarak tanıma yeteneğine sahip ligandlar kullanılmaktadır. Afinite 

kromatografisi ile proteinler, enzimler, hormonlar, antibadiler ve antijenler gibi  

biyolojik moleküllerin saflaĢtırılması baĢarı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Ancak endüst-

riyel boyutta düĢünüldüğünde yöntemin en önemli dezavantajı kullanılan 

ligandların oldukça pahalı olmasıdır. Ayrıca biyolojik ligandlar (proteinler, enzim 

substratları ve inhibitörleri, nükleik asitler ve hormon reseptörleri v.s) oldukça 

büyük moleküllerdir. Bu ve bunun gibi problemler seçiciliği yüksek ve daha ucuz 

yöntemlerin geliĢtirilmesine yol açmıĢtır. 

Son yıllarda biyomoleküllerin saflaĢtırılmasında biyoligandların yerine 

pseudospesifik (biyomimetik) ligandlar kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Biyomimetik 
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ligandların temelini moleküler tanıma oluĢturur. Özellikle biyolojik tanıma özelli-

ğine sahip yapıların keĢfi ve bu etkileĢimlerin mekanistik olarak aydınlatılması ile 

moleküler tanıma yeteneği olan yapay moleküllerin geliĢtirilmesi büyük önem 

kazanmıĢtır. Biyomimetik ligandlar biyolojik molekülleri taklit ederek saflaĢtırıl-

ması istenen hedef molekül ile moleküler tanıma temeline göre etkileĢebilen ya-

pay moleküllerdir. Bu tür ligandların kullanıldığı afinite kromatografisi türüne 

―Pseudo-afinite kromatografisi‖ denir (Keçili, 2006). 

Psedo-spesifik moleküller ayırma ve saflaĢtırmanın yanı sıra biyoteknoloji, 

tıp ve biyoanalitik alanlarında da kullanılmaktadır. Pseudospesifik ligandlar 

biyoligandlara göre önemli avantajlara sahiptirler (Bueno, 1996). Bu avantajlar 

arasında ucuz, küçük moleküller, sterillenebilme kolaylıkları ve tekrar tekrar kul-

lanılabilir olmalarını sayabiliriz. Aynı zamanda psedospesifik ligandların afinite 

sabitleri (10
–4

–10
–6

 M
–1

) düĢüktür ve zayıf afinite ligand ailesine aittirler. Buna 

rağmen elektrostatik, hidrofobik, hidrojen bağları ve Van der Waals kuvvetleri 

gibi etkileĢimlerin toplam etkileri seçici ve kuvvetli bir etkileĢime neden olmakta-

dır. Pseudo-spesifik ligandların (örneğin aminoasit bazlılar) uygulama esnasında 

matriksten sızma durumunda herhangi bir immün cevaba neden olmamaları 

biyoligandlara göre önemli avantajları arasındadır (Huang and Carbonell 2000; 

Baumbach et al, 2009). Ayrıca bu ligandlar biyoligandlara göre daha kararlı olup 

yüksek miktarlarda ve düĢük maliyette üretilebilmektedirler. 

Pseudo-spesifik ligandlar ilgili ilk çalıĢmalar ligand olarak tekstil boyaları-

nın kullanılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Tekstil boyalarının en büyük özelliği, pro-

tein yapısındaki dipeptit bağlarını taklit edebilmeleridir. Tekstil boyalarının hedef 

moleküle spesifitesini arttırmak için uç gruplar takılabilir ya da moleküller yeni-

den dizayn edilebilirler. Bu yeni tip boyalara ―Biyomimetik boyalar‖ adı verilir. 

Ġlk biyomimetik boya tripsin saflaĢtırılması için diaminometil benzen grubu aracı-

lığıyla klorotriazin halkasını reaktive etmek için benzamidin kullanılmasıyla ha-

zırlanmıĢtır (Keçili, 2006). 
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1.3.2.Biyoafinite kromatografisinin uygulama alanları 

Biyoafinite kromatografisinin baĢlıca amacı biyomoleküllerin saflaĢtırılması 

ve ayrılmasıdır. Son yıllarda biyoafinite kromatografisi sadece proteinlerin değil, 

aynı zamanda nükleik asit ve hücrelerinde ayrılmasında baĢarıyla uygulanmıĢtır. 

  Protein SaflaĢtırma 

Proteinlerin saflaĢtırılması afinite kromatografisinin ana amacıdır. Bu tekni-

ğin geliĢtirilmesi (matriks seçimi, metod geliĢtirilmesi) gerçekte protein saflaĢtır-

manın bir fonksiyonu olarak yapılmıĢtır. Bu alanda, proteinlerin saflaĢtırılması ya 

gerçek biyospesifik afinite ya da psedo-biyospesifik afinite kromatografisi ile ya-

pılır. Ġlk durumda ligand, bir substrat, kofaktör, reseptör veya antibadi olabilir. 

Ġkinci durumda ligand, basit (aromatik, hidrofobik…) ya da kompleks etkileĢimde 

bulunan sentetik ya da doğal bir moleküldür. Örnek olarak albümin, 

dehidrojenazlar, kinaz gibi pek çok proteine afinite gösteren immobilize edilmiĢ 

Cibacron Blue verilebilir.  

 Hücre SaflaĢtırma 

Hücre ayrımları için afinite kromatografisi, glutaraldehit, aktiflenmiĢ AcA 

ve Mersalil-Trisakril C üzerine immobilize edilmiĢ antibadilerin kullanımıyla ba-

Ģarılı bir Ģekilde uygulanmıĢtır. Avidin-Ultragel A4R de hücre ayrımı için ilginç 

ve çok yönlü bir araçtır. 

Elüsyon, hücre uygulamasına etki edebilecek iyonik kuvvet veya pH deği-

Ģimlerinin olmadığı fizyolojik koĢullarda gerçekleĢtirilir. Üç tür elüsyon söz ko-

nusudur: 

 YarıĢmalı elüsyon 

 Mekanik elüsyon 

 Çift adsorpsiyon-desorpsiyon mekanizması 
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Rekabete dayalı elüsyon genellikle ligand lektin olduğunda Ģekerlerle ger-

çekleĢtirilir. Mekanik elüsyon cam çubuk kullanılarak yumuĢak bir hızlandırmay-

la süspansiyonda gerçekleĢtirilir. Çift adsorpsiyon mekanizması ligand ve jel ara-

sında ayrılabilir bağlar içerir. 

 Nükleik Asit Ayırma 

Nükleik asitler, diğer biyomoleküllerle çok sayıda afinite etkileĢimlerine sa-

hiptirler. Çift sarmallı DNA oluĢumu, pürin ve pirimidin bazları arasındaki (H 

bağları, hidrofobik, yük-transfer etkileĢimleri gibi) baz çiftlenme etkileĢimleri 

sonucudur. Kromozomların oluĢumunda, histonlarla DNA‘nın birleĢmesi, DNA 

zincirinde çok sayıda enzimin davranıĢı bu etkileĢimlere birkaç örnektir. Nükleik 

asitler üç farklı tür etkileĢimi içerir; 

 Baz etkileĢimlerini tamamlayıcı 

 Proteinlerle etkileĢim 

 Belirli aromatik moleküllerle etkileĢim 

Protein ve enzimlerle biyoafinite genellikle nükleik asitlerin 

immobilizasyonunu içerir. Bu afinite tamamlayıcı sistem, immobilize DNA üzeri-

ne proteinlerin etkileĢimiyle DNA‘nın saflaĢtırılmasını açıklar. Yine de bazı du-

rumlarda histonlar DNA‘nın ayrılması için ligand olarak kullanılırlar. 

Nükleik asitler ve bazı araomatik moleküller arasındaki afinite mekanizma-

ları, pürin ve pirimidin bazları ve DNA sarmalı ve dıĢındaki elektrostatik etkile-

Ģim prosesleri arasındaki etkileĢim nedeniyledir. Bu oluĢum, yük-transfer etkile-

Ģimlerini, hidrofobik ve tamamlayıcı iyonik yükleri içerir( Keçili, 2006). 

 

1.4.Boronat Affinite Kromatografisi 

 

Boronik asit fonksiyonel grubu taĢıyan destek malzemelerinin kullanımını 

içeren kromatografik uygulamalar ―Boronat Afinite Kromatografisi‖ baĢlığı altın-

da toplanabilir. Bu uygulamalar, destek malzemelerinin boronat grupları ile hedef 

moleküllerin diol grupları arasındaki kompleks oluĢumuna dayanır. Bir anlamda 
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boronatlar, genel lektinler olarak düĢünülebilir. Belli bir karbohidrat için spesifik-

liği, lektine göre daha az olmakla birlikte, lektinlere göre kararlılıklarının ve iĢlem 

esnekliklerinin daha fazla olması ve daha düĢük maliyetleri gibi üstünlükleri var-

dır. Boronatlar, ılımlı koĢullarda kolayca uygun geometrideki polar fonksiyonel 

gruplarla tepkimeye girerler (Çizelge1.2). 1,2 dioller, 1,3 dioller ve katekol tipi 

bileĢiklerin kompleksleri en sık karĢılaĢılan türler olmasına karĢın, 1,2 hidroksi 

asitler ve 1,2 hidroksilaminler gibi diğer fonksiyonel grupların da boronatlarla 

kompleks oluĢturduğu bilinmektedir (ġenel, 2002). Glikozidik bağlantıların cis-

diollerin sayısını azalttığı polisakkaridlerde ise sadece uç Ģeker grupları kompleks 

oluĢumu için uygundur. Karbohidratlar, nükleozidler, nükleik asitler, katekol bile-

Ģikleri ve glikoproteinler gibi çok sayıda bileĢik, immobilize boronatların afinite 

ligandı olarak kullanıldığı boronat afinite kromatografisi ile izole edilebilir ya da 

saflaĢtırılır (Singhal, 2002). 

   

Çizelge 1.2.Boronik asit türevleri.  

 

Boronat Ligandlarının Biyomoleküllerle EtkileĢimi  

Boronik asit, üç değerlikli bor elementine bağlı alkil bir sübstitüent (C-B 

bağı) ve iki hidroksil grubu içeren organik bir bileĢiktir. Dehidrate edildiklerinde 

siklik ve lineer oligomerik anhidritler oluĢtururlar. Lewis asitleri olarak davranır-

lar. Fenilboronik asit suda 8.8‘lik pKa değeri ile fenolle karĢılaĢtırılabilir asitliğe 

sahiptir. Elektron çeken gruplar, asitlik kuvvetini artırır (De Silva, 2009). Glikoz 

ve fruktozla siklik ester oluĢturduğunda pKa değeri sırası ile 6,8 ve 4,5‘e iner. 
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Boronik asitler, 1,2 veya 1,3 diollerle, beĢ veya altı üyeli siklik ester oluĢturarak 

kovalent olarak tepkimeye girerler( Wang, 2002). 

Boronat anyonları ile etkileĢen hidroksil gruplarının komĢu karbon atomla-

rında ve aynı düzlemsel konfigürasyonda yer alması gerekir. Açık zincirli 

poliollerde hidroksil grupları C-C bağı etrafında oldukça serbest dönebildikleri 

için boronat anyonları ile kompleks oluĢumunu sağlayan uygun konfigürasyonlar 

kolayca sağlanır ve etkileĢim kuvveti, karbon zincirinin uzunluğu ile artar. Kapalı 

halka içeren karbohidratlar için hidroksil gruplarının konformasyonu daha az ser-

bestliğe sahiptir. Normal olarak 1,2 cis-diol grubuna sahip olmayan karbohidratlar 

ise halka esnemesi ve mutarotasyon yolu ile borat ile tepkimeye girerler. 

Katekoller ve türevleri hem borat hem de boronat ile kompleks oluĢturabilir. Aril 

diollerle oluĢturulan boronat kompleksi, Ģeker cis-diolleri ile oluĢturulanlardan 

daha kararlıdır. EtkileĢime ait bir mekanizmada, trigonal düzlemsel boronik asidin 

tetrahedral boronat anyonu oluĢturacak Ģekilde iyonlaĢtığı ve bu anyonun cis-

diolle siklik bir boronat esteri oluĢturması önerilir . Diğer bir mekanizma, diol 

oksijen atomlarının boronik aside nükleofilik saldırısı sonucu birbirleri ile denge-

de anyonik ve nötral türlerin bir arada oluĢması Ģeklindedir. Ligand kompleksleĢ-

mesi ile ilgili B–NMR ve spektroskopik ölçümlere dayalı olarak önerilen meka-

nizmada ise nötral fenilboronik asidin cis-diol varlığında kompleksleĢmiĢ bir an-

yon vererek kompleks oluĢturduğu ve bu kompleksin bazik koĢullarda ayrıĢmadı-

ğı kabul edilir (Chakka, 2006). Nötral boronik asit ise bazik koĢullarda iyonlaĢır. 

Cis-diollerle etkileĢim için gerekli tetrahedral boronat anyonunun kararlılığı, fenil 

halkasına elektron çeken grupların (nitro gibi) sokulması ile artırılır. Ayrıca fenil 

halkasının yol açtığı ikincil hidrofobik bağlanmalar azaltılır. Riboz gibi bazı 

karbohidratlar için uygun cis-dioller hatta cis-trioller boronatlarla kuvvetle etkile-

Ģirler. Literatürde fenilboronik asit diesterleri için rapor edilen ayrıĢma sabiti de-

ğerleri azdır. Boronat-hidroksil etkileĢiminde ikincil etkileĢimler de söz konusu-

dur (Liu, 2007). Bunlar yüksüz boratın amin ve karboksillerle yük transfer tepki-

meleri, fenil bileĢeninden kaynaklanan hidrofobik etkileĢimler, aktif tetrahedral 

formda boronat anyonundan kaynaklanan iyonik etkileĢimler ve boronatların hid-

roksil gruplarından kaynaklanan hidrojen bağı oluĢumudur. Boronatların cis-

diollerle oluĢturdukları kompleksleri incelemek için, elektrokimyasal ve 

kalorimetrik titrimetri, iletkenlik, spektrofotometre, NMR, kromatografi, 

elektroforez, X- ıĢınları kırınımı, absorpsiyon spektroskopisi, floresans iĢaretleme 

ve enzim inhibisyonu gibi teknikler kullanılır (Ramamurthy et al, 1999). 
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1.4.1.Fenilboronik asit (PBA) 

Ġmmobilize boronatların biyomoleküller ile etkileĢimi genellikle 

fenilboronik asidin  (PBA) ligand olarak kullanıldığı sistemlerde incelenmiĢtir. 

Çünkü, PBA‘nın kararlılığı yüksektir ve fenil halkasının türevleri, boronat 

ligandlarının kromatografik matrise kazandırılması için uygun alternatifler sağlar. 

Biyomolekül ayrılmasında boronat ligandlarının birincil etkileĢimi hidroksil 

grupları ile olur. Hidroksil gruplarının konfigürasyonu ve boronat ligandının ko-

ordinasyonu kompleks oluĢumunda iki önemli faktördür. Bazik koĢullarda, 

boronat ligandı (PBA) düzlemsel trigonal konfigürasyondan hidroksil grupları 

içeren bileĢiklerle kovalent olarak etkileĢtiği tetrahedral boronat anyonu formuna  

iyonlaĢır (Liu et al, 1995). OluĢan siklik diesterden kompleks olarak söz edilir. 

ġekil 1.8‘de görülmektedir. Nötral koĢullarda, hidroksil grupları ve trigonal olarak 

koordine edilen boronat ligandını içeren nötral kompleksler de oluĢabilir. Ancak 

sulu çözeltilerde nötral komplekslerin çoğu hidrolize karĢı yeterince kararlı değil-

dir. 

        ġekil 1.8.Fenilboronik asitle diol arasındaki bağlanma (Springsteen, 2004). 

Boronik asitler Lewis asitleri olarak davranırlar. Fenilboronik asit suda 

8.8‘lik pKa değeri ile fenolle karĢılaĢtırılabilir asitliğe sahiptir. Elektron çeken 

gruplar, asitlik kuvvetini artırır. ġekil 1.9‘da gösterilmektedir. 
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ġekil 1.9.Boronik asitin bağlanması(Springsteen, 2003). 

Fenil Boronik Asit Türevleri 

Fenil boronik asit türevleri fenil halkasının hidrofobikliğinin giderilmesi ve 

farklı uygulama alanlarında kullanılabilmesi amacıyla yapıya farklı modifikasyon-

lar uygulanarak oluĢturulur. Her biri farklı bağlama bölgeleri ile farklı bağ yapıları 

oluĢturarak çeĢitli moleküllerin tanı ve ayrılmasında kullanılmaktadır. ġekil 

1.10‘da verilmiĢtir. 

   Özellikle fenil boronatların hidrofobik yapısı nedeniyle protein, 

glikoprotein ve polinükleotidleri gibi makromoleküllerin ayrılmasında kullanılma-

sı zordur. Hidrofobik etkileĢimlerle istenmeyen biyomoleküllerin spesifik olma-

yan bağlanması da gerçekleĢir. Bu nedenle fenil halkasına çeĢitli sübstitüentlerin 

takılması ile hidrofobik etkileĢimler azaltılmaya çalıĢılır ya da 2-karboksietan 

boronik asit gibi fenil halkası içermeyen boronat ligandları sentezlenmiĢtir. 
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ġekil 1.10.Fenilboronik asit türevleri. 

 

1.4.2.Boronat afinite kromatografisi  uygulama alanları 

Boronik asit grubu içeren jeller, kromatografik destek malzemesi olarak çe-

Ģitli biyomoleküllerin izolasyonu ve immobilizasyonunda önemli bir kullanım 

potansiyeline sahiptir. Bu kullanım potansiyeli, boronat grubunun diol yapısı ile 

spesifik etkileĢim özelliğine dayanır. Bu etkileĢim temelinde, çeĢitli 

glukoenzimler (glukoz izomeraz, glukoz- 6-fosfat dehidrojenaz) kromatografik 

yöntemler ile saflaĢtırılabilmekte, nükleotid bazlı moleküller (β-NAD ve bu mole-

külün indirgenmiĢ formları, flavin adenin dinükleotid, FAD, vb.) jel matrisler üze-

rinde izole veya immobilize edilebilmekte veya glikoz birimleri içeren çeĢitli pro-

teinler (glikolize albümin) ve makromoleküllerin (glikolize hemoglobin) kan or-

tamında deriĢimi saptanabilmektedir. Bu uygulamalarda kullanılan jeller, genel-

likle selüloz, agaroz, akrilamid veya 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) bazlıdır. 

Çoğunlukla partikül formunda hazırlanan bu jellere boronat fonksiyonel grubunun 

bağlanabilmesi amacı ile farklı ajanlar kullanılmakta bunlar arasında m-

aminofenil boronik asit (APBA) en çok kullanılan ligand olarak yer almaktadır. 



29 

 

Bu ligand jel matrise amino grubu üzerinden kovalent olarak bağlanmaktadır. Bu 

tür bir bağ oluĢumu ise bilinen kimyasal aktivasyon yöntemlerinin uygulanmasını 

gerektirir. Bu nedenle jel matrisler hidroksil, amin veya karboksil fonksiyonel 

gruplarından birini içerecek Ģekilde hazırlanıp, fonsiyonel grubun türüne göre si-

yanojen bromür, glutaraldehit veya karbodiimidler ile jel matris aktive edilmekte-

dir (Bouriotis et al, 1992). Ancak jele aktive edilebilecek fonksiyonel grup kazan-

dırılması amacı ile kullanılan yöntemler, jel mekanik dayanımında azalmaya ne-

den olmakta; bu matrisin kromatografik kullanımını kısıtlamaktadır. Ġçerdiği akti-

ve edilebilir grup deriĢimi ve aktivasyon reaksiyonunun verimine bağlı olarak jel 

matrisin yapısına boronik asit grubunu içeren ligandın bağlanması mümkün ol-

maktadır. Boronik asit gruplu jeller ile hedef molekülün izole edilen miktarı, jelin 

boronik asit içeriği ile orantılıdır. Kimyasal aktivasyon ile jele sınırlı deriĢimde 

boronat fonksiyonel grubu yüklenebilir. Ayrıca aktivasyon iĢlemlerinin çoğunda 

toksisitesi yüksek ve biyolojik uygulamalar için sorun yaratan kimyasalların kul-

lanımı dezavantaj oluĢturur (ġenel, 2004). 

 

Farklı fenilboronat bileĢikleri poliakrilamid, sefadeks ve polistirene tutuklanarak 

fenolatlar, katekolaminler, Ģeker ve diol yapılı bileĢikler ayrıĢtırılmıĢtır. Tutukla-

nan fenilboronatlar, adenilat siklaz, ribonükleotid trifosfat redüktaz ve 

fosfodiesterazın saflaĢtırılmasında da kullanılmıĢtır. Fenil boronat matrisler ayrıca 

ribonükleozid, nükleotid ve oligonükleotidlerin deoksi türevlerinden ayrılmasında, 

γ-interferon ve IgG‘nin ayrılmasında, nükleozid ve metabolit ölçümü ile kanser 

tanısında kullanılır. Sübstitüe fenil boronatlar, belli patojenlere karĢı mikrobiyal 

aktivite gösterirler. Çoğu afinite sistemlerinin aksine, tutuklanmıĢ boronat uygu-

lamalarında agaroz dıĢında ligandlar doğrudan desteğe bağlıdır. Ligand ve matris 

arası potansiyel etkileĢimler açısından agaroz, selüloz ve diğer glikoz temelli 

polisakkaritlere göre daha avantajlıdır. Çünkü yapısında daha az sayıda hidroksil 

grubu içerir. Fenilboronat tutuklanmıĢ agaroz yapısının özellikleri hidrofobik kol-

lar kullanılarak da incelenmiĢ ve ligandın izole edilecek ajanlarla kimyasal etkile-

Ģiminin arttığı gösterilmiĢtir (ġenel, 2003). 

m-Aminofenil boronik asidin, aminoetil poliakrilamid desteğe bağlanması 

ile elde edilen jellere polihidroksi, aromatik o-hidroksi bileĢikleri ile amidler, α-

hidroksi asitler, diketo ve triketo ve 1,3-dihidroksi bileĢikleri bağlanmıĢtır. 
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Klinikte diabet teĢhisi için tiyobarbitürik asitle kolorimetrik analiz, 

immünotürbidimetre, radyoimmünokit ve florometre gibi yöntemler kullanılır. 

Klinik kromatografik ayırma yönteminde ―yumuĢak jel‖ olarak adlandırılan 

agaroz veya sefaroz bazlı malzemeler, HPLC‘de kolon dolgu malzemesi olarak 

kullanılamaz. Tıbbi literatürde enzimatik olmayan yolla üretilen glikolize albümi-

nin glikolize hemoglobine oranla diabet teĢhisi yönünden daha faydalı bir indeks 

olduğu belirtilmektedir. APBA tutuklanmıĢ 2,3–dihidroksi propil metakrilat ile 

glikolize albümin bazik ortamda adsorplanmıĢ, asidik ortamda desorpsiyon ger-

çekleĢtirilerek serum örneklerinden glikolize proteinler ayrıĢtırılmıĢtır. 

 

Aminofenil boronikasit bağlı agaroz matrisler, sulu ortamda NaCl ya da MgCl2 

varlığında β-NAD ve FAD gibi nükleotidlerin izolasyonu amacı ile de kullanıl-

mıĢtır. 

Ġlk boronik asit bazlı, proteazom inhibitörü olarak etkiyen Velcade, 

antikanser ilacı olarak FDA onayı almıĢtır (Goy et al, 2006) . Hedef tümör hücre-

lere çok yüksek deriĢimde 10B sağlayan nükleozid bazlı, aminoasit bazlı ve siklik 

tiyoüre bazlı boronik asitler geliĢtirilerek bor nötron yakalama tedavi (BNCT) 

ajanları geliĢtirilmiĢtir (Yang et al, 2004). AIDS tedavisinde HIV-I proteazın 

inhibisyonu amacı ile boronik asit grubu içeren bir seri nükleozid,  antiviral ajan 

olarak tasarlanmıĢtır. Boronik asitlerin enzim inhibitörü, katalizör ve sensör tasa-

rımında kullanımlarının yanı sıra endüstride fermantasyon prosesinin izlenmesin-

den, ilaçların enantiyometrik saflığının saptanmasına kadar değiĢen uygulama 

alanları vardır (Hall et al, 2005). 

Genel Kullanım Alanları: 

 Klinik analizlerde (glikozillenmiĢ hemoglobin artıĢı ile oluĢan glycemia 

tanısı) 

• Karbohidrat tanıması, 

•  Nükleozid, modifiye nükleozid, nükleotid, ribonükleotid, oligonükleotid, 

nükleik asitler tanıması, deoksi türevleri seçimi, 

• cAMP‘den nükleotid ayırımı, 



31 

 

• nükleotidil peptid izolasyonu 

•  Katekol aminler tanıması, 

•  Glikoproteinler ve enzimlerin ayrılmasında, 

• Biyomolekül izolasyonu, 

•  Dopamin, Laktik Asit gibi küçük moleküllerin ayrılmasında, 

• Katekol estrojen ve hormon seçimi, 

•  Proteazlar için inhibitör olarak, 

•  Diyabetlerde glisemik kontrolde HbA1C saptanmasında, 

•  Hipoksantin, Ġnosin belirlenerek patolojik bozuklukların saptanmasında, 

•  Bazı patojenlere karĢı antimikrobiyel aktivite gösterimi, 

•  Sensör yapımı ve kontrollü ilaç salım sistemleri 

gibi çok çeĢitli kullanım alanı olmakla birlikte bu çalıĢmada uygulamada 

Ģeker tanımasına alternatif bir yol amacıyla izlenen fenil boronik asit ile modifiye 

edilmiĢ nanopartikül oluĢturulmasıyla farklı Ģekerlerin bağlanma kinetikleri ince-

lenmiĢtir(ġenel, 2007) 

1.4.3.Boronik asitlerin oluĢturdukları komplekslerin incelenmesi 

Boronatların oluĢturdukları kompleksleri incelemek için, elektrokimyasal ( 

Arimori et al, 2002) ve kalorimetrik titrimetri, iletkenlik, spektrofotometri, NMR , 

kromatografi, elektroforez, X- ıĢınları kırınım , absorpsiyon spektroskopisi, FTIR 

spektroskopi, floresan iĢaretleme (James et al, 1996), CP/MAS NMR spektrosko-

pi, elemental ve termogravimetrik analizler ve enzim inhibisyonu gibi teknikler 

kullanılır. Diol boronik asit kompleksinin denge sabitlerinin ölçülmesi çalıĢmala-

rında birçok faktör göz önüne alınmak durumundadır. Yaygın olarak kullanılan 

ölçüm yöntemleri floresans ve UV spektrofotometresi temellidir. Ancak floresan 

ölçüm tekniklerinde ölçüm ortamı floresan bileĢik oluĢumu üzerinde etkili olduğu 

için her zaman istenilen doğrulukta sonuçlar alınamamaktadır. Bir diğer denge 

sabiti ölçüm tekniği ise pH depresyon metodudur. 
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1.4.4.ÇalıĢma koĢulları 

Özel olarak modifiye edilmiĢ boronat matrisleri hariç, ticari boronat destek-

leri için standard bağlanma pH değeri, kompleks oluĢumunda yeterli miktarda 

boronat anyonu sağlamak üzere 8.0‘in üzerinde seçilir. Ġyonik etkileri ve 

hidrofobik etkileĢimleri önlemek için iyonik Ģiddet dikkatle seçilmelidir. Önerilen 

aralık, 10-500 mM‘dır (ġenel, 2002). Ġki değerlikli katyonların, nükleotid bağ-

lanmasında destekleyici rol oynadıkları bilinmektedir (Wilson, 1999). Ayrıca F
-
 

ve Cl
-
 anyonlarının kompleks oluĢumunda kararlılığı artırdığı rapor edilmiĢtir 

(Westmark et al, 2005). Glisin, morfolin ve HEPES gibi amin içeren tamponların 

da kompleks oluĢumunu desteklediği bilinmektedir. Ġyi elektron verici olan 

protonlanmamıĢ aminler, yüksüz borata elektron sağlayarak, yüksüz trigonal 

formdan aktif tetrahedral forma geçiĢ Ģeklinde borat konfigürasyonunda değiĢime 

yol açarlar. Ancak komĢu hidroksil gruplarına sahip Tris gibi aminler boronatın 

biyomolekül ile bağlanmasını bloke edebilirler. Tris ve polihidroksil içeren bile-

Ģiklerden bağlanma iĢleminde kaçınılmalıdır. Ancak literatürde Tris ve Tris ben-

zeri bileĢiklerin spesifik olmayan etkileĢimleri baskılayarak ayırma çözünürlülü-

ğünü artırdığını belirten raporlar da mevcuttur (ġenel, 2004). 

Bağlanan biyomoleküllerin elüsyonu, genellikle eluentin pH değeri düĢürü-

lerek (pH 4.0-6.0) veya riboz gibi diollerin katılması ile sağlanır. Diol eklenmesi 

özellikle asidik ortamda kararsız olan biyomoleküller söz konusu olduğunda ya-

rarlıdır. Tris gibi bazı polihidroksil bileĢiklerinin yüksek elüsyon kapasiteleri, 

boronat ligandı ile üçdiĢli kompleks oluĢturma yeteneklerine dayanır. Elüsyon, 

izokratik, basamaklı ya da gradient modunda yürütülebilir. Gradient elüsyonu, 

heterojen örneklerin ayrılmasında iyi sonuçlar verir (ġenel, 2007). 

Kromatografik verimin artırılmasında diğer bir seçenek ―Zırhlayıcı Boronat 

Afinite Kromatografisi‖ tekniğini kullanmaktır (Larsson et al, 2001). Zırhlayıcı 

olarak adlandırılan polimerik bir madde, afinite matrisindeki immobilize liganda 

bağlanır. Bağlanma kuvveti, ligand ve hedef biyomolekül arasındaki spesifik etki-

leĢimden daha zayıf ancak spesifik olmayan etkileĢimlerden daha kuvvetlidir. 

Kuvvetli spesifik etkileĢimler, zırhlayıcı reaktif varlığından etkilenmezler. Dola-

yısı ile bu reaktif, ligandı zayıf, spesifik olmayan etkileĢimlerden korur. Örneğin 

düĢük molekül ağırlıklı polihidroksil bileĢikleri bu amaç için uygun reaktiflerdir.                                                                                                           

RNA, nükleotidler, glikoenzimler gibi biyomoleküllerin seçimli izolasyonunu içe-
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ren geleneksel boronat afinite kromatografisi uygulamalarında, boronik asit içeren 

partiküllü tek bir kolon kullanılır. Bu amaçla boronik asit grubu içeren 

poliakrilamid, agaroz ve poliakrilat bazlı jeller genellikle destek malzemesi olarak 

kullanılmaktadır. Hedef biyomolekülü içeren örnek kolondan geçirilip diol grubu 

içeren biyomoleküller seçimli olarak kolon destek malzemesinde adsorbe olmak-

tadır. Uygun desorpsiyon ajanını içeren hareketli fazın uygulanması ile adsorbe 

olan moleküller elüe edilirler. Glikoproteinlerin ayrılması için boronat fonksiyo-

nel grubu taĢıyan çeĢitli afinite HPLC uygulamaları geliĢtirilmiĢtir. Örneğin bir 

yüksek performans afinite kromatografi sistemi, seri olarak bağlı kolonlarla oluĢ-

turulmuĢtur. Bu sistem, toplam albümini ayırmak için anyon değiĢtirici bir kolon 

ve gliko olmayan albüminin ayrıldığı boronat grubu ile fonksiyonlaĢtırılmıĢ ikinci 

bir kolon içerir. Bu ikinci kolon için geleneksel yüksek performans anyon değiĢti-

rici kolona, m-amino fenil boronik asit kovalent olarak bağlanmıĢtır. Bu uygula-

maya benzer kromatografik çalıĢmalarda, boronat afinite kolonu önce serumda 

glikoproteinlerin zenginleĢtirilmesi amacı ile kullanılmıĢtır. Sonra zenginleĢtiril-

miĢ karıĢım HPLC sisteminde yüksek performans anyon değiĢtirici kolona uygu-

lanmıĢtır. Koyama ve Terauchi tarafından geliĢtirilen tipik bir ―afinite-HPLC‖ 

uygulamasında gliko-serum proteinlerini saptamak için boronik asit grubu içeren 

gözenekli, 14 μm çapında partiküller içeren kolon kullanılmıĢtır. Hjerten ve Li 

tarafından geliĢtirilen bir diğer sistemde ise m-aminofenil boronik asit bağlı, 12-

15 μm çapında gözenekli olmayan agaroz partikülleri sabit faz olarak seçilmiĢ ve 

glikolize olmayan hemoglobinin ayrılması için HPLC sisteminde kullanılmıĢtır 

(ġenel, 2002). 

 

        

 

   1.5.Nükleik Asitler 

 

Nükleik asitler, genetik bilginin depolanması ve ifade edilmesinden sorumlu 

moleküllerdir. Kimyasal olarak birbirinden farklı iki değiĢik nükleik asit vardır. 

Deoksiribonükleik asit (DNA) ve Ribonükleikasit (RNA) ve içerikleri ġekil 

1.11‘de gösterilmektedir. DNA hücrenin kromozomlarında, mitokondrilerde ve 

bitkilerin kloroplastlarında bulunur. Hücrelerde ayrıca, plazmit adı verilen kromo-

zom yapısında olmayan sitoplazmik  DNA‘lara rastlanır. 
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 Her iki nükleik asit de nükleotidlerin polimerize olması ile meydana gel-

mektedir. Makromoleküller yapıda Ģeker ve fosfat birimleri fosfodiester bağı ile 

birbirine bağlanarak molekülün temelini oluĢturur. Azotlu bazlar bu iki yayı bir 

arada tutmaktadır. Yani nükleik asitler birçok kimyasal ünitenin bir düzen dahi-

linde bir araya gelmesi ile ortaya çıkmaktadır(Champe and Adams, 2000). Bunlar; 

  

   

 

 

 

            

 

 

ġekil 1.11.DNA ve RNA‘nın içeriği(Murray et al, 2000). 

 

Nükleik asitler, bir nükleotidin 3' C atomu ile diğerinin 5' C atomu arasında 

fosfodiester köprüleri aracılığıyla birleĢmesi ile oluĢurlar bu oluĢum ġekil 1.12‘de 

verilmiĢtir. 
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          ġekil 1.12. 5‘ ve 3‘ düzeni ve bağ yapıları (Wikipedia., 2011, DNA, http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA.) 

Nükleotidlerin doğrusal dizisi genellikle, 5' nden 3' yönüne doğru ve sırada-

ki nükleotid bazının simgesi ile verilir. Örneğin, ATCG, 5'den 3' yönüne, adenin 

(A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) dizisi anlamına gelir. 

Deoksiribonükleotidlerin  polimerizasyonu sonucu da DNA oluĢur (Ravanat et al., 

2003). 

                                      

1.5.1.DNA ( Deoksiribonükleik Asit) 

1869'da Friedrich Miescher DNA'yı saflaĢtırmıstır. 1919'da Phoebus 

Levene, nükleotit birimlerini oluĢturan baz, Ģeker ve fosfatı tanımlamıĢtır. 1937'de 

William Astbury DNA'nın ilk X ıĢını difraksiyon görüntülerini elde etmiĢtir. 

1953'te X-ıĢını kırınım görüntülerini ve bazların eĢlendiği bilgisini kullanarak, 

James D. Watson ve Francis Crick tarafından DNA'nın bugün kabul görmüĢ yapı-

sı ilk defa öne sürülmüĢtür. 1962 yılında Watson ve Crick DNA'nın 3 boyutlu ya-

pısını keĢifleriyle Nobel ödülünü almıĢlardır. 

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

Sağ el ikili sarmal yapısındadır, iki zincir birbirine antiparaleldir, bazlar ara-

sında 3.4ºA mesafe vardır, hidrofobik azotlu bazlar zincirin iç kısmında; hidrofilik 

Ģeker, fosfat iskeleti ise zincirin dıĢında yer alır. Bu moleküler düzenlemeler sar-

mala önemli bir kimyasal dayanıklılık sağlar. KarĢı zincirlerdeki azotlu bazlar, 

hidrojen bağları ile bağlanarak birbirleri ile eĢleĢirler. Sarmalın her bir tam dönüĢü 

34ºA‘dur, böylece her dönüĢte 10 baz yer alır. Molekülün herhangi bir bölümün-

de, eksen üzerinde daha geniĢ olan büyük oluklar ve daha dar olan küçük oluklar 

yer alır. Sarmalın çapı 20ºA‘dur. Yapıdaki adenin ve guanine pürindir, sitozin ve 

timin ise pirimidindir. Pürinlerin sayısı pirimidinlerin sayısına eĢittir. Adenin-

Timin baz çifti 2 H-bağına sahipken, Sitozin-Guanin baz çifti 3 H-bağına sahiptir 

ve baz okunuĢu 5‘-3‘ yönündedir (Hantz et al., 2000).  

  DNA’nın Genel Yapısı 

Nükleotitler, bütün nükleik asit moleküllerinin yapıtaĢlarıdır.  Yapısal bi-

rimler gerekli üç bileĢeni içerir; 

  Azotlu baz (ġekil 1.13‘te verilmiĢtir.) 

  Pentoz Ģekeri 

 Fosfat grubu 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

 

ġekil 1.13. Pürin ve pirimidinlerin kimyasal yapısı. 
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ġekil 1.14. ġeker yapılarının ve moleküler yapının gösterimi. 

Deoksiriboz bir Ģekerdir ve glukoza benzeyen bir Ģekerdir, tek farkı 5 kar-

bonlu olmasıdır. Riboz da aynıdır fakat tek oksijeni fazladır. ġekil 1.14‘te göste-

rilmektedir. 

DNA’nın Fiziksel Özellikleri 

Nükleik asitler, ultraviyole ıĢığı (UV) en kuvvetli olarak 254-260 nm ara-

sındaki dalga boylarında soğurur. DNA karakteristik bir erime ve birleĢme sıcak-

lığına sahiptir (Liu, 2002). ġekil 1.15‘te UV bölgedeki absorbansı ve erime duru-

mu gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.15.DNA‘nın erimesinin ve 260nm dalga boyunda verdiği absorbansların gösterimi 
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ġekil 1.16. DNA‘nın Tm değerinin gösterilmesi 

 

1.5.2.Nükleik asitlerin saflaĢtırılması 

Nükleik asitlerin saflaĢtırılması veya izolasyonu, moleküler biyoloji çalıĢ-

malarının ve bütün rekombinant DNA tekniklerinin ilk basamağıdır. 

DNA hücrede serbest bir molekül halinde değildir. Bazı proteinler 

(histonlar, histon olmayan proteinler vb.) ve RNA ile bir kompleks halinde bulu-

nur. Virüsler gibi canlılarda da protein kılıfı içinde yer alır. DNA‘nın izolasyonu, 

değiĢik organizma gruplarından hatta aynı organizma grubu içerisinde farklılıklar 

gösterse de temelde üç aĢamadan meydana gelir: 

 Hücre duvarının parçalanması (Alkali lisiz) 

 Nükleik asit / protein komplekslerinin çözülmesi ve çöktürülmesi 

 Nükleik asitlerin ortamdaki diğer moleküllerden ayrılması 

DeğiĢik organizmalardaki (örneğin, prokaryot ve ökaryotlardaki) yapısal 

farklılıklar çeĢitli izolasyon yöntemlerinin kullanılmasını gerektirmektedir. Ġzo-

lasyonun baĢarısı, çoğu kez üzerinde çalıĢılan organizmanın üretilmesi aĢamasıyla 

da iliĢkilidir. Örneğin, bakterilerdeki DNA izolasyonunda önemli sorunlardan biri 

yeterli miktarda DNA‘nın elde edilememesidir. Bu sorun özellikle plazmid DNA 
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izolasyonunda ortaya çıkmaktadır. Gen klonlamasında vektör olarak kullanılan 

plazmidler genelde yüksek kopya sayısına ulaĢabildiklerinden, bunların kopya 

sayılarını arttırıcı ek uygulamalara gerek yoktur. Buna karĢılık bazı plazmid DNA 

ların replikasyonu büyük ölçüde genomik DNA‘nın kontrolü altında olduğundan 

yeterli plazmid DNA‘sı elde etmek zorlaĢır. Bu durumda bakteri kültürleri 

kloramfenikol uygulamasında bırakılarak plazmid sayısı arttırılabilir. 

Kloramfenikol (genelde 170 g/mL deriĢimde) konak hücrenin protein sentezini 

durdurur ve sonuç olarak bakteri kromozomunun replikasyonunu engeller. Buna 

karĢılık plazmidler replikasyona devam eder ve hücrede kopya sayılarını arttırır-

lar.   

Hücre duvarının parçalanması; sonikasyon, öğütme, homojenizasyon, vb. 

gibi fiziksel iĢlemlerle (Carlson and Signs, 2004) yapılabildiği gibi genel olarak 

kimyasal yöntemler kullanılmaktadır (Birnboim and Doly, 1979). Hücre duvarının 

parçalanmasında ilk aĢama duvarın zayıflatılmasıdır. Bu iĢlem ya fiziksel olarak 

(dondurup-çözme) ya da kimyasal maddeler (lizozim, NaOH, EDTA vb.) uygula-

narak yapılır. Tam parçalama iĢleminde ise iyonik (SDS-Sodyum dodesil sülfat) 

veya iyonik olmayan deterjanlar kullanılır. Bu iĢlemler sırasında kimyasalların 

uygulama süreleri her organizmaya göre değiĢkenlik gösterebilir. Genellikle bak-

terilerde lizozim uygulaması gerekli değilse de bazı ırklarda kullanımı uygun ol-

maktadır. 

Parçalama iĢleminde izlenecek yöntem temelde iki faktöre bağlıdır: (1) 

DNA‘nın boyu; (2) Kullanılan organizma. 15 kb‘den daha büyük DNA‘lar fizik-

sel etkenlere karĢı çok duyarlı olduklarından uygulama süresi en aza indirgenmeli 

ve dikkatli çalıĢılmalıdır. Örneğin, bakterilerde kullanılan bir yol, hücrelerin önce 

izoozmatik sukroz solüsyonuna alınmaları, sonra sırasıyla EDTA, lizozim ve SDS 

kullanımlarıyla hücre duvarının ve zarının parçalanmasıdır.  

Organizmanın hücre duvarı içeriği de parçalamada farklı kimyasalların kul-

lanılmasını gerektirmektedir. Örneğin, bakterilerde lizozim veya proteinaz K ve 

bir maya olan Shizosaccharomyces pombe’de ise novazim gibi farklı bir enzim 

kullanılabilmektedir. Ayrıca Escherichia coli’ nin bazı ırklarında parçalama deter-

jan ve yüksek sıcaklık uygulaması ile yapıldığında büyük miktarda karbonhidrat 

serbest kalmaktadır. Bu durumda plazmid DNA‘sına karbonhidrat bulaĢmasını 

engellemek oldukça zordur. Ayrıca karbonhidratlar birçok enzimin inhibisyonuna 
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neden olmaktadır. Bu yüzden büyük miktarlarda çalıĢırken kaynatma yoluyla par-

çalama yapmaktan sakınılmalıdır. 

Ġkinci aĢama olan DNA-protein komplekslerinde kullanılan yöntem genelde 

denatürasyona dayanır. Bu amaçla çoğunlukla fenol ekstraksiyonu iĢlemi kullanı-

lır.  Fenolle proteinler ve DNA fragmentleri denatüre edilir ve çöktürülerek or-

tamdan uzaklaĢmaları sağlanır. Amonyum asetat (Duarte and Chisona, 1999) ve 

amonyum sülfat çöktürmesi oldukça yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunun ya-

nında polietilen glikol (PEG) ve PEG-8000-NaCl komplekslerinin kullanımlarına 

da rastlanmaktadır (Neoh, 1986). 

DNA‘nın hücrenin diğer molekülerinden ayrılması aynı zamanda genom 

DNA‘sı ile plazmid DNA‘sının ayrılmasında önemli bir rol oynar. Bu durum her 

iki DNA‘nın yapısal farklılığından ileri gelmektedir. Genom DNA‘sının açık hal-

kasal bir yapı göstermesine karĢılık plazmid DNA‘sı süper sarmal yapıdadır 

(―covalently closed circular‖ ccc  DNA). Bu iki farklı yapı yüksek bazik ortamda 

pH 12-12.5) farklı reaksiyon verir. Bu koĢullarda genom DNA‘sı denatüre olurken 

plazmid DNA‘sı olmaz. Böylece plazmid DNA‘sı genom DNA‘sından kolaylıkla 

ayrılır. 

Kromatografi nükleik asitlerin saflaĢtırılması için geniĢ çapta kullanımı olan 

bir yöntemdir (Jungbauer et al, 2001). Kromatografik yöntemlerin en önemli 

avantajları kolaylıkla ölçek büyütülebilmesi ve iĢletimlerinin kolay olmasıdır. 

Afinite kromatgrafisi tek basamakta saflaĢtırma olanağı sağlayan çok etkili bir 

yöntemdir (Odde, 1997) fakat yalnızca laboratuvar ölçeğinde çalıĢmaya olanak 

sağlar.  Kromatografik ayırımda nükleik asitlerin yapısal özellikleri önemli rol 

oynar. Örneğin yapısındaki fosfat grupları nedeni ile negatif yüklü nükleik asitler 

iyon – değiĢim kromatografisi (Prazeres, 2000) ile ayrılabileceği gibi, uzun lineer 

yapısından ötürü jel filtrasyon kromatografisi (Ferreira, 2004) ile de ayrılabilir. 

Büyük ölçekte iĢlenmesi gereken hacmin büyüklüğü nedeni ile hızlı bir 

kromatografik süreç gereklidir. Önemli bir geri basınca neden olmaksızın yüksek 

akıĢ hızlarında çalıĢabilmeye olanak sağlamak üzere zirkonyum oksit (Edwards, 

1996) ve Poros
TM

 (McCarthy et al, 1997) gibi kromatografik destek malzemeleri 

geliĢtirilmiĢtir. Herhangi bir kromatografik sistemde en yüksek akıĢ hızında ça-

lıĢmak için göz önünde bulundurulması gereken faktörler, jel gözeneklerine di-
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füzyon hızı (genellikle hızı belirleyicidir) ve herhangi bir tutuklama iĢlemi için 

bağlanma reaksiyonunun hızıdır. Bu faktörler göz önünde bulundurularak katı 

destek yüzey kimyası üzerinde çalıĢılmaktadır (Jungbauer et al, 1992). 

SaflaĢtırma basamaklarının sayısı ve daha sonrasında uygulanacak yöntem-

ler nükleik asitlerin kullanım amacına bağlıdır. SaflaĢtırma basamakları 

kompleksleĢtikce beraberinde birçok sorunu da getirmektedir. KarĢılaĢılan sorun-

lar genelde nükleik asitlerin yapıları ile ilgilidir (yüksek molekül ağırlıkları ve 

bundan dolayı yüksek çözelti viskozitesi, esnek moleküler oluĢları, yüklü yapıya 

sahip olmaları vb.)(Duarte, 1999).  
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      2. MATERYAL VE METOT 

 

Yapılan tez çalıĢması kapsamında deneysel aĢamalar; 

1. Nanopolimer sentezi 

2. Nanopolimerin karakterizasyonu 

3. Nanopolimer yüzeyine PBA bağlanmasının optimizasyonu 

4. Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorplanmasının optimizasyonu 

5. Pseudospesifik nanopolimere adsorplanan DNA‘nın desorpsiyonu ve tek-

rar kullanılabilirlik çalıĢmaları 

6. Pseudospesifik nanopolimerden desorpsiyonu gerçekleĢtirilen DNA mo-

lekülünün elektroforez yöntemi ile görüntülenmesi 

 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Kimyasal maddeler 

Nanopolimer sentezi için; HEMA (Hidroksietilmetakrilat), EGDMA (Etilen 

glikol dimetakrilat), KPS(Potasyum per sülfat), PVA (Poli vinil alkol) Aldrich‘ten 

temin edilmiĢtir. PBA (Fenil boronik asit), DNA (Kurbağa Sperminden) Sigma-

Aldrich‘ten temin edilmiĢtir. Elektroforez için; 50bp DNA Ladder Biolabs‘dan, 

Agaroz Jel ve EtBr (etidyum bromür) Sigma Chem.‘den temin edilmiĢtir. Kullanı-

lan diğer kimyasallar analitik saflıkta olup Sigma Chem.‘den temin edilmiĢtir. 
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2.1.2. Cihaz ve sistemler  

Quartz küvet (Hellma), Açılı karıĢtırıcı (Multistirrer 15), Etüv Hereaus 

(Function Line), Çalkalamalı su banyosu(Memmert,Wise Bath), Vorteks(Dragon 

Lab MX-F), Manyetik karıĢtırıcı (Wisd Laboratory Instrument),  pH metre 

Neomet ĠSTEK (pH 240-L), Elektroforez tankı ve 3 çıkıĢlı güç kaynağı (Thermo), 

Sonik banyo(BANDELIN SONOREX RK255H), Mikrosantrifüj (Eppendorf Mini 

Spin Plus), 0.1mg duyarlı terazi(Kern ABS), UV spektrofotometre Thermo 

Scientific 60 (UV-vis). 

Sentezlenen nanopolimerin karakterizasyonu için Taramalı Elektron Mik-

roskobu SEM Philips XL-30S FEG FEI Quanta250 FEG (Ġzmir Yüksek Teknoloji 

Enstitüsü Malzeme AraĢtırma Merkezi), Fourier DönüĢümlü Kızıl Ötesi Spekt-

roskopisi (FTIR) (Perkin Elmer 100 FTIR, E. Ü. Fen Fakültesi Kimya Bölümü) ve 

Zeta boyut ölçüm cihazı (Malvern Instruments Nanoseries Zeta Sizer, Hacettepe 

Üniversitesi Kimya Mühendisliği Bölümü) kullanıldı. 

 

2.2. Metot 

 

2.2.1. Nanopolimerin sentezi 

ÇalıĢmada kullanılan nanopolimerin hazırlanmasında; 0,275 g PVA 25 mL 

distile su ile ısıtılarak çözüldü. Isıtma sonrası kabarcıklar giderilene kadar 

ultrasonifikasyon uygulandı. 0,6 mL HEMA ve 0,3 mL EGDMA PVA çözeltisi 

üzerine eklendi. Ortama son olarak 45mL su içerisinde çözülen 0,0198g KPS çö-

zeltisi çalkalanarak eklendi ve yavaĢça karıĢtırıldı. Hazırlanan bu partikül ortamı 

su banyosunda çalkalanarak ve sıcaklık yavaĢ yavaĢ 70 C‘ye kadar artırılarak yak-

laĢık 5 saat bekletildi. Süt beyaz bir renk oluĢtuğunda p(HEMA) nanopolimeri 

elde edilmiĢ oldu.  
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Nanopolimer hazırlama aĢamasından sonra çöktürme ve yıkama iĢlemleri 

yapıldı. Yıkama iĢleminde, nanopolimer propilen tüplere alındı. 45 dk 14.100 g‘de 

25°C‘de santrifüjlendi ve 70 mL saf su ile yıkandı. Ardından 45 dk 14.100 g‘de 

santrifüjlendi ve 70 mL etanolle yıkandı. Yıkama sonrası 45 dk 14.100 g‘de 

santrifüjlendi. Yıkama ve santrifüj iĢlemleri sonunda nanopolimer 70 mL su ile 

45dk ultrasonik banyoda bekletildi. Hazırlanan p(HEMA) nanopolimeri kullanı-

lıncaya kadar  +4˚C de saklandı. Polimerizasyon iĢleminin Ģematik gösterimi ġe-

kil 2.1‘de verilmektedir. 

ġekil 2. 1. Nanopolimer sentez basamakları. 
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2.2.2. Nanopolimerin karakterizasyonu 

p(HEMA) nanopolimerinin yüzey alanı hesaplandı, bağ yapıları incelendi, 

boyut analizi gerçekleĢtirildi,  polimerin yapısı görüntülendi ve kuru polimer ağır-

lığı (hacim baĢına düĢen mg cinsinden polimer miktarı) belirlendi. 

 Nanopolimerin Yüzey Alanının Hesaplanması 

         p(HEMA) nanopolimerinin yüzey alanını hesaplamak için literatür verilerine 

dayanan teorik hesaplama formülü kullanılmıĢtır. 

           N = 6x10
10

xS / πxρsxd
3
 

          Yüzey alanı(m
2
/g) = N.YA/gram polimer 

          N: 1mL süspansiyondaki nanopartikül sayısı 

         YA: Kürenin yüzey alanı (4.π.r
2
) 

Nanopolimerinin Fourier DönüĢümlü Kızıl Ötesi Spektroskopisi (FTIR) Ġle 

Yapı Analizi 

FTIR matematiksel Fourier dönüĢümü yöntemi ile ıĢığın infrared yoğunlu-

ğuna karĢı dalga sayısını ölçen bir kimyasal analitik yöntemdir. ÇalıĢma prensibi: 

IĢık kaynağından çıkan ıĢınlar bir ıĢın ayırıcıya gelir. Burada ıĢın hem sabit ayna-

ya hem de hareketli ayna gönderilir. Daha sonra ıĢınlar aynadan yansıyarak ıĢın 

ayırıcıya geri gelir. Buradan da örneğin bulunduğu yere gider. Örnek ile etkileĢen 

ıĢın heterokromatik yapıdadır. IR spektroskopisinde monokromatörden geçirilen 

bu ıĢın tek dalga boyuna indirilir, yani ıĢın monokromatik yapıdadır. IĢın örnek ile 

etkileĢtikten sonra algılayıcılar tarafından algılanır ve bilgisayar ile ölçülebilecek 

anlamlı sinyallere dönüĢtürülür (ġekil 2.2). 
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ġekil 2. 2. FTIR çalıĢma prensibi Ģematik gösterimi (http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-

kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696, 2011). 

 

KurutulmuĢ nanopartiküller KBr ile karıĢtırılıp kuru yüzeye basılarak FTIR 

cihazında analizlendi ve bağ yapıları belirlendi. Analizler Perkin Elmer 100 FTIR 

cihazında gerçekleĢtirildi.  

 

 Nanopolimerinin Partikül Boyutunun Belirlenmesi 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin ortalama partikül boyutu ve boyut 

dağılımı Hacettepe Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Kimya Mühendisliği Bö-

lümü‘nde Malvern Instruments Zeta Sizer ile yapıldı. Sonuçlar in vivo kullanılabi-

lirlik açısından değerlendirildi. Zeta Sizer cihazının çalıĢma prensibi partiküllerin 

sıvı içerisinde yaptığı Brownian hareketine dayanmaktadır. Partikül boyutunu be-

lirleyebilmek için partiküllerin sıvıyı hareket ettirme özelliğinden faydalanarak 

boyut ölçümü yapılmaktadır. Küçük partiküller her zaman daha hızlı hareket ede-

bilmektedir ve büyük partiküller de daha yavaĢ hareket edebilmektedir. Bu bilgi-

den yola çıkarak örnek ortamına dinamik ıĢık gönderilmektedir ve partiküllerin 

yaptığı hareketin büyüklüğüne bakılarak boyutu hakkında bilgi elde edilmektedir  

(Malvern, 2004). 

Nanopolimerinin Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) Ġle Görüntülenmesi 

Liyofilize HEMA nanopolimeri, Ġzmir Yüksek Teknoloji Enstitüsü Malze-

me AraĢtırma Merkezine ait Philips XL-30S FEG cihazında, iletkenliği arttırmak 

http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696
http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696
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amacıyla yüzeye altın kaplama yapılarak görüntülendi.  Morfolojik özellikleri ve 

partikül boyutu belirlenerek in vivo kullanılabilirlik açısından değerlendirildi. Ci-

hazın çalıĢma prensibi ise altınla kaplanan yüzeye gönderilen elektron demetinin 

yüzeyden saçılmasıyla x ıĢını floresansı ile ve fotonlarla görüntü oluĢur. Cihazın 

özelliklerine göre 10000 kez büyütme yapılabilir ve 3 nm‘ye kadar görüntü elde 

edilebilir. 

Kuru Nanopolimerin Ağırlığının Belirlenmesi 

Sentezlenen nanopolimerin kurutma iĢleminin gerçekleĢtirileceği 

ependorfların daraları alındı ve içerisine farklı miktarlarda nanopolimerden eklen-

di. 14.100g‘de 20 dk santrifüj edildi ve üst sıvı fazları ortamdan uzaklaĢtırıldı. Alt 

fazlar ise ependorf yüzeyine yayılarak etüvde 1 saate yakın kontrol edilerek kuru-

tuldu. Kurutma iĢleminden sonra daha önce darası alınan ependorflar tartılarak 

daraları çıkarıldı ve kalan kısım ise ortama eklediğimiz hacim içinde bulunan kuru 

polimer ağırlığı olarak belirlendi. 

Bütün denemelerde hesaplanan kuru polimer ağırlığı kullanılacağı için bu 

değerin hesaplanması oldukça önemlidir. Bu veri ıĢığında yapılan denemelerde Q 

ile ifade edilen bağlanma değeri hesaplandı. Q değeri gram polimer baĢına bağla-

nan mg miktarı belirtmektedir (Akgöl. ve ark, 2008). 

 

 

   

Cilk: BaĢlangıç ilaç konsantrasyonu (mg/mL) 

Cson: Süre sonundaki ilaç konsantrasyonu (mg/mL) 

Vtoplam: Reaksiyon ortamı hacmi (mL) 
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2.2.3. PBA ve DNA’nın bağlanan miktarının belirlenmesi  

          PBA’nın Bağlanan Miktarının Belirlenmesi 

Literatürde belirtildiği gibi 260 nanometre dalga boyunda UV bölgede 

spektral ölçümler gerçekleĢtirilerek ortamdaki PBA miktarı belirlendi. Bu hesap-

lamaları gerçekleĢtirebilmek için farklı PBA konsantrasyonlarında 260 nm‘de ka-

librasyon grafiği oluĢturuldu (Winblade et al, 2000). 

Bağlanması sonunda ortamdaki PBA’nın giderilmesi 

Sentezlenen nanopolimere PBA bağlanmasını optimize etmek amacıyla ger-

çekleĢtirilen denemelerden sonra optimize edilen koĢullarda pseudospesifik 

nanopolimer hazırlandı. Pseudospesifik nanopolimere DNA bağlanmasını optimi-

ze etmek amacıyla DNA bağlama çalıĢmalarına geçildi. Ancak DNA bağlamadan 

önce ortamda bağlanmadan kalan PBA‘nın giderilmesi gerekmektedir.  Bu iĢle-

min yapılmasının amacı PBA ile DNA‘nın aynı dalga boyunda ölçülüyor olma-

sından kaynaklanır. Ortamda bağlanmadan kalan PBA miktarı bir sonraki deneme 

olan DNA adsorpsiyon çalıĢmalarında ortamdaki DNA‘nın belirlenmesini giriĢim 

yaparak zorlaĢtırmaktadır. Bu durumu ortadan kaldırmak amacıyla ortamda bağ-

lanmadan kalan PBA yıkamalarla giderildi. Yıkama iĢlemi, santrifüjlenen 

nanopartiküllerin üzerine 1mL distile su eklenerek sonik banyo ve vorteks kullanı-

larak nanopolimerin homojen hale gelmesi sağlandı ve tekrar 14.100g‘de 20dk 

santrifüjlendi. Her santrifüj sonrasında ortamda kalan PBA miktarı üst fazdan bir 

miktar alınarak 260 nm‘de belirlendi. 

 DNA’nın Bağlanan Miktarının Belirlenmesi 

Literatürde belirtildiği üzere 260 nm‘de ve 280 nm‘de ölçüm yapılarak ikisi 

arasındaki fark alınarak ortamdaki DNA miktarının belirlenmesine ihtiyaç duyul-

madan direk 260 nm dalga boyunda ölçümler gerçekleĢtirildi. Fark alınarak ger-

çekleĢtirilen yöntemde ortamda bulunan protein yapıdaki maddelerin giriĢimini 

gidermek için bu fark alınmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Ancak bizim kullandığı-

mız kimyasallar protein yapıda olmadıkları için bu giderimin yapılmasına ihtiyaç 

duyulmadı (Matsunaga, 2001). 
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2.2.4. Nanopolimer yüzeyine PBA bağlanmasının optimizasyonu 

Nanopolimer sentezlendikten ve karakterizasyonu gerçekleĢtirildikten sonra 

nanopolimere PBA bağlama çalıĢmalarına geçildi. Bu amaçla ortam koĢulları op-

timize edildi. Ortam koĢullarından pH, sıcaklık, baĢlangıç konsantrasyonu ve süre 

optimize edildi. 

PBA Bağlanmasına pH’nın Etkisi 

.Nanopolimere PBA bağlanmasını optimize etmek amacıyla Mes, fosfat, 

tris, hepes ve sodyum borat tamponları kullanıldı. Farklı pH‘larda 

(5,6,8,8.40,9.20,10) bağlanma çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 100 µl nanopolimer 

14.100 g‘de santrifüjlenip üst faz atılarak üzerine 10 mg/mL‘lik PBA‘dan 300 µl 

25 mM‘lık tamponlardan 200 µl eklendi ve açılı karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. 2 saat 

sonunda örnekler 20 kat seyreltilerek ortamda bağlanmadan kalan PBA miktarları 

belirlendi 

PBA Bağlanmasına Sıcaklığın Etkisi 

Nanopolimer sentezlendikten sonra PBA bağlanmasına sıcaklığın etkisi in-

celendi. Dört farklı sıcaklıkta denemeler gerçekleĢtirildi; 4°C, 25°C, 37°C ve 

55°C. 100 µl nanopolimer 14.100g‘de santrifüjlenip üst faz atılarak üzerine 10 

mg/mL‘lik PBA‘dan 300 µl ve 25 mM‘lık sodyum borat tamponundan 200 µl 

eklendi ve açılı karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. 2 saat sonunda örnekler 20 kat seyreltile-

rek ortamda bağlanmadan kalan PBA miktarları belirlendi. 

Bağlanma Kapasitesi Üzerine PBA BaĢlangıç Konsantrasyonunun Etkisi 

Ortam koĢullarını optimize etmek amacıyla sentezlenen nanopolimere PBA 

baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi incelendi ve farklı baĢlangıç konsantrasyonla-

rında (0,6-8 mg/ml) PBA hazırlandı. 100 µl nanopolimer 14.100 g‘de 

santrifüjlendi, üst fazı atılarak üzerine PBA çözeltisi ve sodyum borat tamponu 

eklendi ve açılı karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. 2 saat sonunda örnekler 20 kat seyreltile-

rek ortamda bağlanmadan kalan PBA miktarları belirlendi. 
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PBA Bağlanmasına Zamanın Etkisi 

Sentezlenen nanopolimere PBA bağlanma koĢullarını optimize etmek 

amacıyla zamanın etkisi de incelendi. Bunun için reaksiyon ortamından belirli 

sürelerde örnekler alınarak santrifüjlendi ve üst fazlarında bağlanmadan kalan 

PBA miktarı belirlendi. Bu amaçla 0 dk, 5 dk, 15 dk, 45 dk, 75 dk, 120 dk, 480 

dk, 1440 dk aralıklarla karıĢımdan örnekler alındı. 260 nm‘de ölçümler alınarak 

ortamda nanopolimere bağlanmadan kalan PBA miktarları belirlendi. 

 

2.2.5.DNA adsorpsiyonu için optimizasyon çalıĢmaları 

Pseudospesifik nanopolimer sentezi gerçekleĢtirildikten sonra DNA‘nın 

adsorpsiyonu için ortam koĢullarını optimize etmek amacıyla DNA adsorsiyonuna 

pH etkisi, sıcaklık etkisi, baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi ve iyonik Ģiddetin 

etkisi incelendi.  

DNA Adsorpsiyonuna pH Etkisi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu için pH‘nın 

etkisini belirlemek amacıyla  farklı pH‘larda (6,7,8,9,9.20,10) denemeler gerçek-

leĢtirildi. 100 µl nanopolimer 14.100 g‘de santrifüjlenerek üst faz atıldı ve üzerine 

10 mg/mL‘lik PBA‘dan 350 µl ve 25 mM‘lık tampondan 150 µl eklendi ve açılı 

karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. 2 saat sonunda 14.100 g‘de 20 dk santrifüj yapılarak üst 

fazda bağlanmayan PBA miktarı ve bağlanan PBA miktarı belirlendi. Bağlanma-

dan kalan PBA miktarı ortamdan giderilerek DNA adsorpsiyon koĢullarının opti-

mizasyonu için pH denemelerine geçildi. Nanopartiküller üzerine 10 mg/mL DNA 

çözeltisinden 200µl eklendi ve üzerine tamponlardan 300 µl eklendi ve 2 saat ka-

rıĢtırma iĢlemi gerçekleĢtirilerek karıĢtırma sonunda npler 14.100 g‘de 20 dk 

santrifüjlenerek üst fazda gerekli seyreltmeler yapılarak DNA analizi gerçekleĢti-

rildi. Bu analiz sonunda 260 nm‘de ortamda bağlanmadan kalan ve pseudospesifik 

nanopolimere bağlanan DNA miktarı belirlendi.  
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DNA Adsorpsiyonuna Sıcaklığın Etkisi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu için sıcaklığın 

etkisini belirlemek amacıyla  farklı sıcaklıklar  (4, 25, 37 ve 55°C) denendi. DNA 

adsorpsiyon denemelerine sıcaklığın etkisini belirlemeden önce nanopolimere 

PBA bağlanması yukarıda anlatıldığı gibi gerçekleĢtirildikten sonra DNA 

adsorpsiyon çalıĢmalarına geçildi. Pseudospesifik nanopolimer üzerine 10 

mg/mL‘lik DNA çözeltisinden 200 µl ve 25 mM pH 9,20 sodyumborat tampo-

nundan 300 µl eklenerek 2 saat karıĢtırmaya bırakıldı. 2 saat sonunda 14.100 g‘de 

20 dk santrifüjlenerek üst fazda gerekli seyreltmeler yapılarak DNA analizi ger-

çekleĢtirildi. Bu analiz sonunda 260 nm‘de ortamda bağlanmadan kalan ve 

pseudospesifik nanopolimere bağlanan DNA miktarı belirlendi.  

 

DNA Adsorpsiyonuna BaĢlangıç DNA Konsantrasyonunun Etkisi 

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonuna baĢlangıç konsantras-

yonunun etkisini belirlemek amacıyla farklı konsantrasyonlarda çalıĢmalar yapıl-

dı. Nanopolimere PBA bağlandıktan sonra ve ortamda bağlanmadan kalan PBA 

miktarları giderildikten sonra pseudospesifik nanopolimer üzerine farklı konsant-

rasyonlarda (4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 12 mg/mL, 14 mg/mL ve 18 mg/mL) 

DNA çözeltisinden eklendi. Denemeler 25 mM pH 9,20 sodyum borat 

tamponundayapıldı. 2 saatlik karıĢtırma süresi sonunda ortamda pseudospesifik 

nanopolimere bağlanmadan kalan DNA miktarları belirlendi. 

DNA Adsorpsiyonuna Ġyon ġiddetinin Etkisi  

Pseudospesifik nanopolimere DNA bağlanmasını optimize etmek amacıyla 

iyon Ģiddetinin etkisi belirlendi. Nanopolimere PBA bağlanması gerçekleĢtirildik-

ten sonra üç farklı ortam koĢulları hazırlanarak denemeler gerçekleĢtirildi. 

Nanopartikül üzerine 10 mg/mL DNA‘dan 200 µl, 100 µl 25 mM pH 9,20 borat 

tamponu ve 200 µl tuz eklendi. Denemelerde 1 M CaCl2, MgCl2 ve iyonsuz ortam 

(sadece sodyum borat tamponu)kullanıldı. 2 saat açılı karıĢtırıcıda karıĢtırma iĢ-

leminden sonra 14.100 g‘de 20 dk sanrifüjlenip üst fazlarda gerekli seyreltmeler 
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yapılarak 260 nm‘de ortamda pseudospesifik nanopolimere bağlanmadan kaan 

DNA miktarları belirlendi. 

2.2.6.Pseudospesifik nanopolimerden DNA desorpsiyonu 

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon koĢullarının optimizasyo-

nunu gerçekleĢtirdikten sonra DNA‘nın pseudospesifik nanopolimer üzerinden 

desorpsiyon koĢullarını belirlemek amacıyla üç farklı ortam koĢulu hazırlandı. 

Hazırlanan ortamlar; 25 mM pH 8 hepes, tris ve borat tamponlarıdır. Desorpsiyon 

ortamına tamponlardan 500 µl ve 1 M NaCI tuzundan ise 500 µl eklenerek ger-

çekleĢtirildi. Örnekler 1 saat karıĢtırıldıktan sonra 14.100g‘de santrifüjlenerek üst 

fazlarında 260 nm‘de ortamda pseudospesifik nanopolimerden desorbe edilen 

DNA miktarları belirlendi. Sonuçlar değerlendirilerek en iyi desorpsiyon ajanı 

belirlendi ve onunla tekrarlanabilirlik denemelerine devam edildi.   

2.2.7.Pseudospesifik nanopolimerin  tekrar kullanılabilirliğinin 

incelenmesi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon koĢulları opti-

mize edildikten sonra desorpiyon koĢullarının da optimize edilmesinden sonra 

pseudospesifik nanopolimerin tekrar kullanılabilirlik çalıĢmalarına hepes tamponu 

ile devam edildi. Ġlk desorpsiyon çalıĢmasından sonra partiküllere tekrar DNA 

adsorpsiyon ortamı hazırlandı ve 10 mg/mL‘lik DNA çözeltisinden 200µl ve 25 

mM pH 9,20 sodyum borat tamponundan 300 µl eklenerek 1 saat karıĢtırıldı. Bu 

iĢlemin ardından ise nanopartiküller santrifüjlenerek üst fazları atıldı ve tekrar 

desorpsiyon ortamına konuldu. Ortamda 500 µl 25 mM pH 8 hepes ve 500 µl 1M 

NaCI bulunmaktadır. Tekrarlanabilirlik denemeleri dört döngü olarak tekrarlandı.  

Yapılan bütün denemeler sonunda nanopartiküller 14.100 g‘de 20 dk 

santrifüjlenerek üst fazlarında gerekli seyreltmeler yapılarak 260 nm‘de ortamda 

bulunan DNA miktarları belirlendi. 

2.2.8. Agaroz jel elektroforezi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonu ve 

desorpsiyonu gerçekleĢtirildikten sonra desorpsiyon koĢullarında ortamdaki DNA 

molekülünü belirlemek amacıyla elektroforez yöntemi kullanıldı. Elektroforez 
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yöntemiyle DNA molekülünü görüntülemek için 40 mL hacimde %1,5‘luk jel 

hazırlandı. 1,000 µg/mL konsantrasyonda ve 50 bp‘lik DNA markerı kullanıldı. 

ÇalıĢmaları gerçekleĢtirdiğimiz DNA kaynağı en fazla 50 baz çifti içerdiği için 50 

baz çiftlik DNA markerı kullanıldı. Jel üzerinde 5 kuyucuğa örnek yüklenerek 

jelde etidyum bromür ile pseudospesifik nanopolimerden desorbe edilen DNA 

molekülünün görüntülenmesi gerçekleĢtirildi. 

          3. SONUÇLAR 

3.1. p(HEMA) Nanopartiküllerinin Karakterizasyonu  

Sentezlenen polimerin süt beyazı rengi ile spesifik bir görüntüsü vardır. ġe-

kil 2.3‘te sentezlenen nanopolimerin bir fotoğrafı görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   ġekil 2. 3. Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin görüntüsü. 

 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin olası kimyasal yapısı aĢağıdaki ġe-

kil 2.4‘te gösterilmektedir. 
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ġekil 2. 4. p(HEMA) nanopolimerinin olası kimyasal yapısı. 

3.1.1.Yüzey alanı hesabı 

   N = 6x10
10

xS / πxρsxd
3
 

  Yüzey alanı(m
2
/g) = NxYA/gram polimer 

  Y.A.= 4xπxr
2
 =4x3,14x(42,85x10

-9
) 

  N = 6x10
10

x10/3,14x6,29x10
-4

x0,971 

  Yüzey alanı(m
2
/g) = 7214,5/2,9323 

  Yüzey alanı(m
2
/g) = 2460 m

2
/g 

Sentezlenen nanopolimerin yüzey alanı yukarıdaki eĢitlik kullanılarak 2460 m
2
/g 

olarak hesaplanmıĢtır. 

 

3.1.2.p(HEMA) Nanopolimerinin Fourier DönüĢümlü Kızıl Ötesi 

Spektroskopisi (FTIR) ile yapı analizi 
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p(HEMA) nanopolimerinin yapısının belirlenmesi için FTIR tekniği kulla-

nıldı. ġekilde HEMA nanopolimerinin FTIR spektrumu  ġekil 2.5‘te bulunmakta-

dır. Görüldüğü gibi p(HEMA) nanopolimerinin  3500 cm
-1

 ‗de -OH bağları, 3000 

cm
-1

‘de CH alkil bağları, 1718 cm
-1

‘de C=O bağları ve 1500 cm
-1

 C=C bağları 

görülmektedir. 

 

ġekil 2. 5. p(HEMA) Nanopolimerinin FTIR spektrum görüntüsü. 

 

Spektrumdan görüldüğü üzere p(HEMA) nanopolimeri baĢarıyla sentezlen-

miĢtir. Molekülün kimyasal yapısı ile spektrumda bulunan dalga boylarının ifade 

ettiği bağ yapıları birbiriyle uyumludur. 

3.1.3.p(HEMA) Polimerinin partikül boyutunun belirlenmesi 

Sentezlenen pHEMA nanopartikülünün  δ-boyut analizi sonucu ġekil2.6‘da 

görülmektedir. Yapılan boyut analizleri SEM görüntüleriyle de uyumluluk gös-

termektedir. 
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ġekil 2. 6. Zeta boyut analizi. 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin zeta boyut analizinde görülen 

polidispersite indeksi 1 eklenerek belirtildiği için 1,174 olarak ifade edilebilir. 

Zeta boyut analizinden görüldüğü üzere sentezlenen nanopolimerlerin boyutları 

85,7nm dolaylarındadır. Polidispersite indeksinden görüldüğü üzere sentezlenen 

nanopolimerlerin boyutları birbirine oldukça yakındır ve oldukça küçüktür. Zeta 

boyut analizine bakılarak emülsiyon polimerizasyonunun en önemli tercih sebebi 

olan eĢ ve nano boyutlu polimerin sentezledi ifade edilebilir. 

3.1.4.p(HEMA) Nanopolimerinin Taramalı Elektron Mikroskobu 

(SEM) ile görüntülenmesi 

Emülsiyon polimerizasyon yöntemi kullanılarak sentezlenen p(HEMA) 

nanopartiküllerinin yüzey morfolojisi ve genel yapısı taramalı elektron mikroskop 

fotoğrafları ile incelendi (ġekil 2.7). Nanopartiküllerin agregatlaĢmalarını önle-

mek amacıyla santrifüj iĢlemi yapılarak kurutma yönteminden kaçınıldı ve santri-

füj kullanılmadan liyofilizatör ile kurutma iĢlemi gerçekleĢtirildi. ġekillerden de 

görüldüğü üzere polimerlerin farklı büyütmelerdeki görüntüleri ve küresel yapıları 

rahatlıkla görülmektedir. 
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ġekil 2. 7. Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin elektron mikroskop görüntüleri. 

 

Görüntüler üç farklı büyütme altında çekildi. Burada önemli olan 

agregatlaĢma olmaması, boyutlarının küçüklüğü ve boyutlarının zeta ile uyumlu-

luk göstermesidir. En büyük ölçekte büyütme ile görüntülenen ġekil 2.7‘den gö-

rülmektedir ki 200 nm olarak gösterilen ölçeğe yaklaĢık olarak üç nanopartikül 

sığabilmektedir. Bu da yaklaĢık olarak 80 nm civarı bir boyut demektir ve bu so-

nuç zeta boyut analizi ile uyumludur. Ayrıca görüntülerden de anlaĢılmaktadır ki 

agregatlaĢma söz konusu değildir. 

 

3.1.5.Kuru Nanopartikül ağırlığının belirlenmesi 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinin hacim-ağırlık grafiği aĢağıda bu-

lunmaktadır. Grafikten görüldüğü üzere 1 mL nanopolimer 2,9323 mg ağırlığa 

sahiptir. 
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ġekil 2. 8. Kuru partikül ağırlığının hesaplanması. 

 

 

3.2.PBA ve DNA’nın Belirlenmesi  

 

3.2.1.PBA’nın belirlenmesi 

Pseudospesifik nanopolimer elde etmek için sentezlenen p(HEMA) 

nanopolimerine PBA bağlanma koĢullarını optimizasyonu için bağlanan ve bağ-

lanmayan PBA‘nın miktarını belirlemek üzere spektrofotometre kullanılmıĢtır. 

PBA miktarı spektrofotometrede 255-268 nm dalga boylarında tayin edilebilmek-

tedir (Mohapatra et al, 2009). 

260 nm‘de PBA kalibrasyon grafiği farklı konsantrasyonlarda PBA hazırla-

narak çizildi (ġekil 2.9). 
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ġekil 2. 9. PBA kalibrasyon grafiği. 

        3.2.2.DNA’nın belirlenmesi 

Pseudospesifik nanopolimere bağlanmadan kalan ve bağlanan DNA mikta-

rını belirlemek için oluĢturulan kalibrasyon grafiği ġekil 2.10‘daverilmektedir. 

 

 

ġekil 2. 10. DNA kalibrasyon grafiği. 
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3.3. Sentezlenen p(HEMA) Nanopolimerine PBA’nın Bağlanmasının 

Optimizasyon Sonuçları 

 

3.3.1.PBA bağlanmasına pH’nın etkisi 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerine PBA bağlanmasını optimize etmek 

için pH‘nın etkisi incelendi (ġekil 2.11). Grafikten de görüleceği üzere en iyi bağ-

lanma pH‘sı beklendiği üzere 9,2 olarak 25 mM borat tamponunda bulundu. Bu 

pH‘da borat tamponunda en iyi bağlanmanın görülmesinin en önemli sebebi 

PBA‘nın pH ile kimyasal yapısının değiĢmesinden kaynaklanmaktadır (ġenel, 

2003). 

 

ġekil 2. 11. PBA bağlanmasına pH etkisi (Reaksiyon koşulları: 6mg/mL PBA, 25°C, 2 saat karıştır-

ma). 

 

Grafikten de görüldüğü üzere diğer tamponlarda bağlanma miktarları ara-

sında belirgin bir fark göze çarpmaktadır. Bunun en önemli nedeni kullanılan 

tamponların pH değerlerinden kaynaklanmaktadır. PBA‘nın bağlanma koĢulların-

da ortam pH‘sı oldukça etkili olmaktadır. 
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3.3.2.PBA bağlanmasına sıcaklığın etkisi 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerinePBA bağlanmasına sıcaklığın etkisi-

nin incelendi ve sonuçlar ġekil2.12‘deverildi. Nanopolimer yüzeyine PBA bağ-

lanması için etkili olan sıcaklık 4°C olarak belirlendi.  

 

 

ġekil 2. 12. PBA bağlanmasına sıcaklığın etkisi (Reaksiyon koşulları: 6mg/mL PBA, pH 9,20 sodyum 

borat tamponu, 2 saat karıştırma). 

 

 

ÇalıĢmanın gerçekleĢtirildiği ortam koĢulları göz önünde bulundurulduğunda 

4°C‘de nanopolimere PBA‘nın bağlanmasının daha iyi olarak bulunmuĢtur. 

 

3.3.3.PBA bağlanmasına baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi 

Sentezlenen p(HEMA) nanopolimerine PBA bağlanmasını optimize etmek 

amacıyla baĢlangıç PBA konsantrasyonunun etkisini belirleyebilmek için gerçek-

leĢtirilen çalıĢma sonucunda, baĢlangıç PBA konsantrasyonu artırıldıkça bağlanan 

miktarda da artıĢ meydana geldi. Ancak belirli bir değerden sonra partiküller do-

yuma ulaĢtı ve ortamdaki fazla PBA miktarı ortam koĢullarını olumsuz etkilemiĢ 
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olabilir. Bağlanma için birbiriyle yarıĢan moleküller bir diğerinin bağlanmasını 

engellemiĢ olabilir. Bu durum ise bağlanmada bir miktar düĢüĢe neden oldu. 

 

ġekil 2. 13. PBA bağlanmasına baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi (Reaksiyon koşulları: 25°, pH 

9,20 sodyum borat tamponu, 2 saat karıştırma). 

 

3.3.4.PBA bağlanmasına zamanın etkisi 

p(HEMA) nanopolimerine PBA‘nın bağlanmasını optimize etmek amacıyla 

zamanın etkisi belirlendi. PBA‘nın bağlanma miktarı 120. dakikaya kadar hızla 

artmaktadır ancak 120. dakikadan sonra deneme ortamının daha fazla karıĢtırılma-

sına gerek olmadığı maksimum bağlanma miktarı için 2 saat karıĢtırmanın yeterli 

olduğu görüldü ve nanopolimere PBA bağlanmasında çok büyük bir farklanma 

olmadığı görüldü. 
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ġekil 2. 14. PBA bağlanmasına zamanın etkisi (Reaksiyon koşulları: 25°C, 6 mg/mL PBA, pH 9,20 

sodyum borat tamponu). 

 

Yapılan çalıĢma sonucunda nanopolimere PBA bağlanmasının optimum sü-

resi 120 dk olarak belirlendi. 

3.3.4.Nanopolimere bağlanmayan PBA’nın yıkanması  

Nanopolimere PBA bağlama koĢullarını optimize etmek amacıyla gerçek-

leĢtirilen çalıĢmalardan sonra DNA bağlama çalıĢmaları için ortamda bağlanma-

dan kalan PBA miktarını gidermek için distile su ile toplam hacim 1 mL olacak 

Ģekilde yıkamalar yapıldı ve bu yıkamalar sonunda ortamda kalan PBA miktarları 

ġekil 2.15‘te gösterilmektedir. 3. yıkama sonunda ortamda bağlanmadan kalan 

PBA‘nın etkin bir Ģekilde uzaklaĢtırıldığı görülmektedir. 
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ġekil 2. 15. PBA yıkama döngüsü (Reaksiyon koşulları: Başlangıç PBA konsantrasyonu 6 mg/mL, 

25°C). 

 

3.5.Pseudospesifik Nanopolimere DNA Adsorpsiyonunun 

Optimizasyon Sonuçları 

 

3.5.1.DNA adsorpsiyonuna pH etkisi 

Pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonunda pH‘nın etkisi incelen-

diğinde aĢağıdaki grafikten de görüldüğü üzere 25mM pH 9,20 sodyum borat 

tamponunda daha iyi bir bağlanma elde edildi (ġekil 2.16). 
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ġekil 2. 16. DNA adsorpsiyonuna pH etkisi (Reaksiyon Koşulları: 25°, 4mg/mL DNA, 2 saat karıştırma) . 

 

 

 

ġekilden de görüldüğü üzere en yüksek miktarda DNA bağlanması pH 9,20 

sodyum borat tamponunda gerçekleĢti. Bunun  nedeni PBA‘nın pKa‘sının 8,8 ol-

masından kaynaklanmaktadır. Kendi pKa‘sının üzerinde kimyasal yapısında mey-

dana gelen değiĢme ile bağlanmanın gerçekleĢebileceği tetrgonal hale kavuĢmak-

tadır (Yan et al, 2004). Tris pH 10‘da ise bağlanmanın az olmasının nedeni tam-

ponun özelliğinden yani tristen kaynaklanmaktadır. Tris PBA çalıĢmalarında ge-

nellikle desorpsiyon tamponu olarak kullanılan bir tampondur, bu nedenle pH 

bağlanma için uygun olsa bile tampondan kaynaklı olarak bağlanma daha az mik-

tarlarda gerçekleĢmektedir ( Matsunaga, 2001). 

 

3.5.2.DNA adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonuna sıcaklığın 

etkisi incelendiğinde 4 °C‘de gerçekleĢtirilen deneme sonucu elde edilen bağlan-

ma oranı diğer sıcaklıklarda gerçekleĢtirilen deneme sonuclarına kıyasla daha 

yüksektir (ġekil 2.17). Grafikten de görüldüğü üzere 4°C‘nin dıĢındaki sıcaklık-
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larda DNA‘nın pseudospesifik nanopolimereadsorpsiyon kapasitesi düĢmektedir. 

Bu durumu biz DNA‘nın yüksek sıcaklıklara dayanıklı olmamasıyla açıklayabili-

riz. Daha yüksek sıcaklıklara dayanıklı olmadığı için yapısında meydana gelen 

değiĢiklikler nedeniyle bağlanma oldukça düĢük değerlerde belirlendi. Özellikle 

37°C üzerinde gerçekleĢtirilen adsorpsiyon çalıĢmalarında DNA‘nın 

pseudospesifik nanopolimere adsropsiyon miktarında belirginbir düĢme görül-

mektedir. 

 

 

ġekil 2. 17. DNA adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisi (Reaksiyon koşulları: 4 mg/mL DNA, pH 9,20 sod-

yum borat tamponu, 2 saat karıştırma). 

 

3.5.3.DNA adsorpsiyonuna baĢlangıç DNA konsantrasyonunun 

etkisi 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon koĢullarının 

optimizasyonu amacıyla incelenen baĢlangıç DNA konsantrasyonunun etkisinde  

DNA konsantrasyonu artırıldıkça bağlanma da arttığı için adsorpsiyon kapasite-

sinde konsantrasyona bağlı olarak bir artıĢ görülmektedir. Hem sentezlenen 

nanopolimerin yüzey alanının geniĢ olması sebebiyle hem de elde edilen 

pseudospesifik nanopolimerin spesifik olmasından dolayı adsorpsiyon miktarı bu 

kadar yüksek değerlere çıkabildi. GerçekleĢtirilen çalıĢmada pseudospesifik 
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nanopolimere maksimum adsorpsiyonun gerçekleĢtiği konsantrasyon değeri 14 

mg/mL olarak belirlendi.  

 

 

ġekil 2. 18. DNA adsorpsiyonuna baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi (Reaksiyon koşulları: 25°C, pH 

9.20 25 mM sodyum borat tamponu, 2 saat karıştırma ve başlangıç konsantrasyonları 4-18 mg/mL). 

 

 

Grafikten de görüldüğü üzere belli bir konsantasyon değerinden sonra       

ortamda bulunan DNA pseudospesifik nanopolimere daha az miktarda bağlan-

maktadır. 

 

3.5.4.DNA adsorpsiyonuna iyon Ģiddetinin etkisi  

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyon koĢullarının 

optimizasyonunda iyon Ģiddetinin etkisi incelenmek için üç farklı iyon Ģiddetinde 

adsorpsiyon çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. Ortamda farklı iyon bulunması halinde 

DNA‘nın pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonunu olumsuz yönde etkiledi.  
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ġekil 2. 19. DNA adsorpsiyonuna iyon Ģiddetinin etkisi (Reaksiyon koşulları: 25°C, pH 9,20 sodyum borat 

tamponu, 4mg/mL DNA ve 0,4 M iyonik şiddet). 

 

 

3.6.DNA Desorpsiyonu 

 

Pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyon koĢulları optimize edilen DNA 

molekülünü desorpsiyon ortamını belirlemek için hazırlanan üç farklı desorpsiyon 

ortamında DNA molekülünün desorpsiyonu gerçekleĢtirildi. Desorpsiyon çalıĢma-

ları literatürde verilen ortamlara benzer koĢullar hazırlanarak ortamların da farkla-

rının görülebileceği Ģekilde gerçekleĢtirildi (Elmas ve ark, 2003).  
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ġekil 2. 20. DNA desorpsiyonu (Reaksiyon koşulları: 25mM tamponlar, 1M NaCl, 25°C, 2 saat karıştırma). 

 

 

Grafikten de görüldüğü üzere PBA‘nın pKa değerinin altındaki pH değerleri 

pseudospesifik nanopolimerden DNA desorpsiyonu için tercih edildi. En fazla 

miktarda desorpsiyon 25 mM pH 8 hepes tamponunda gerçekleĢti. Bir baĢka ben-

zer çalıĢmada da Hepes tamponu desorpsiyon koĢullarında kullanılmıĢtır (ġenel, 

2004). 

 

 

 

3.7.Nanopartiküllerin Tekrar Kullanılabilirliğinin Ġncelenmesi 

 

Sentezlenen psedudospesifik nanopolimerinin tekrar kullanılabilirliğinin in-

celendiği çalıĢmada DNA‘nın pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonu ve 

desorpsiyonu dört kez ardıĢık olarak gerçekleĢtirildi. PBA kendi pKa değerinin 

altındaki pH değerlerinde trigonal yapıya sahip bir moleküldür. Ortam koĢulları-

nın pH değerinin PBA‘nın pKa değerinin üzerinde olduğu durumlarda ise PBA 

molekülü tetragonal hale gelir ve DNA molekülünin yapısındaki Ģeker molekülü 

ile bağ yapabilecek kimyasal bir yapı sergiler. Bu durum göz önünde bulundurula-

rak desorpsiyon çalıĢmalarından sonra pseudospesifik nanopolimerler yıkanarak 
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ortam pH değerleri adsorpsiyona elveriĢli hale getirilmiĢtir ve buna bağlı olarak 

bağlanma miktarları birbiriyle uyumluluk göstermektedir.  

 

ġekil 2. 21. DNA adsorpsiyonu ve desorpsiyonu (Adsorpsiyon koşulları: 4°C, pH 9,20 sodyum borat 

tamponu ve 1. döngüde adsorplanan DNA miktarı 0,16 mg/m; Desorpsiyon koşulları: 25°C, pH 8 hepes tam-

ponu ve 1. döngüde desorbe edilen DNA miktarı 0,137mg/mL). 

 

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Sentezlenen pseudospesifik nanopolimerle adorpsiyonu gerçekleĢtirilen 

DNA molekülünün desorpsiyonu gerçekleĢtirildikten sonra desorbe edilen DNA 

molekülü agaroz jelde yürütülerek görüntülenmesi gerçekleĢtirildi. Jel görüntü-

sündeki ilk kuyucukta DNA marker bulunmaktadır, 2. kuyucukta hepes, 3. kuyu-

cukta tris, 4. kuyucukta ise borat bulunan ortamda desorbe edilen DNA görülmek-

tedir. En son kuyucukta ise kimyasal stok olan DNA (kurbağa sperminden elde 

edilen DNA molekülü) görülmektedir. ġekilde görüldüğü gibi DNA yapısında bir 

bozunma olmadan izole edilebildi. Stok DNA molekülünden daha az parlaklıkta 

DNA molekülü görüntülenmesinin nedeni hem adsorpsiyon ortamına daha az 

konsantrasyonda DNA bulunmasından hem de adsorbe edilenden daha az miktar-

da DNA‘nın desorbe edilmesinden kaynaklanmaktadır. 
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ġekil 2. 22. Agaroz jelde yürütülen DNA görüntüleri 

1. kuyucukta yürütülen markerın içerdiği en küçük baz çifti 50bp olduğu  

göz önünde bulundurulursa stok DNA örneğinin ve desorbe edilen DNA molekül-

lerinin 50bp ve daha az baz çifti içerdiği açıkça görülmektedir. Agaroz jel 

elektroforez yöntemine göre molekül ağırlığı en az olan baz çiftine sahip DNA 

molekülleri aynı sürede daha çok yol almaktadır (Itoh, 1995). 

4.GENEL DEĞERLENDĠRME 

OdabaĢı ve ark. tarafından yapılan bir çalıĢmada süspansiyon tekniği ile sen-

tezlenmiĢ, boyutları 80-120 µm olan manyetik p(HEMA) patikülleri anti-DNA  

antibadileri kullanılarak 4,4 mg/g DNA adsoplanabilmiĢtir(OdabaĢı ve Denizli, 

2001). 

          Tuncel ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada süspansiyon polimerizasyon 

tekniği ile elde edilen 3 mm boyutundaki N-3-dimetilaminopropil metakrilamid 

polimeri kullanılarak 50 mg/g DNA izole edilmiĢtir( Tuncel ve ark., 2000). 

Perçin ve ark. tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada p(HEMA) temelli N-

metakriloil-L-histidin metil ester ligandı içeren süpermakrogözenekli kriyojeller 

hazırlamıĢlar ve maksimum DNA adsorpsiyon kapasitesini 13,5 mg/g kriyojel 

olarak bulmuĢlardır(Perçin ve ark, 2011).  
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Ünsal ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada ise polietilenimid tut-

turdukları  süspansiyon polimerizasyon tekniği kullanılarak sentezledikleri 186 

µm boyutundaki p-klorometilstiren polimeri ile 290 mg/g DNA adsorbe etmiĢler-

dir (Ünsal ve ark., 2000).  

 

Bizim yaptığımız çalıĢmayı ise ele almak gerekirse p(HEMA) nanopolimer 

sentezi gerçekleĢtirildi. Sentezlenen nanopolimerin yüzey alanı hesaplandı ve 

2460 m
2
/g olarak bulundu. Yüzey alanının geniĢliği yapılan çalıĢmalar için çok 

büyük bir avantajdır çünkü yüzey alanı ne kadar geniĢ olursa partiküller için bağ-

lanma da yüzey alanı ile orantılı olarak artmaktadır. Sentezlenen nanopolimerin 

SEM fotoğrafları ile küresel yapıları görüntülendi. Zeta Potansiyel ile 

nanopartiküllerin boyutları yaklaĢık olarak 85,7 nm olarak belirlendi. Sentezlenen 

nanopolimerin boyutları ile yüzey alanının geniĢliği birbiriyle uyumluluk göster-

mektedir. Nanopolimerin FTIR spektrum ölçümleri ile polimerde bulunan bağ 

yapıları aydınlatıldı. Ayrıca daha sonraki denemelerde kullanılmak üzere kuru 

polimer ağırlığı 1 mL süspansiyonda 2,9323 mg olarak hesaplandı.   

PBA‘nın sentezlenen nanopolimere bağlanma koĢullarını optimize etmek 

için ilk olarak değiĢtirilen parametre ortam  pH‘sıdır. PBA‘nın nanopolimere bağ-

lanmasını optimize etmek için farklandırılan  pH değerleri içerisinde en yüksek 

bağlanma pH değeri 9,20 sodyum borat tamponu olarak bulunmuĢtur ve bağlanma 

pH‘sının 9,20 olmasının önemi PBA‘nın pKa değerinden kaynaklanmaktadır. 

DNA için adsorpsiyon koĢullarını optimize etmek amacıyla değiĢtirlen pH değer-

lerinde de benzer durum söz konusudur ve DNA‘nın pseudospesifik nanopolimere 

adsorpsiyonu için en uygun pH değeri 9,20 sodyum borat tamponu olarak belir-

lendi. Bu PBA‘nın kimyasal yapısından kaynaklanmaktadır. Çünkü PBA kendi 

pKa‘sının üzerinde tetragonal konfigürasyonda, aĢağısında ise trigonal 

konfigürasyonda bulunmaktadır. PBA‘nın pKa değeri 8,8‘dir ve bu pKa değerinin 

altındaki pH ortamlarında trigonal konfigürasyondadır, kendi pKa değerinin üs-

tündeki pH değerlerinde tetragonal konfigürasyondadır ve ortamda bulunan diol 

içeren bileĢikler ile bağ yapabilmektedir. 

Sentezlenen nanopolimere PBA‘nın bağlanmasını optimize etmek amacıyla 

ortam sıcaklığı değiĢtirilerek yapılan denemeler sonucunda bağlanma için en uy-
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gun sıcaklık olarak 4°C bulunmuĢtur. Ardından DNA‘nın pseudospesifik 

nanopolimere adsorpsiyonunu optimize etmek amacıyla gerçekleĢtirilen deneme-

lerde de DNA‘nın pseudospesifik nanopolimere adsorpsiyonu için en uygun sı-

caklık 4 °C olarak bulunmuĢtur ve DNA‘nın moleküler yapısını göz önünde bu-

lundurduğumuz zaman sıcaklık için bulunan sonuçlar uygundur.  

Ġyon Ģiddetinin etkisinin incelendiği denemelerde iyon olmayan ortamda 

daha fazla bağlanma elde edilmesinin sebebi PBA‘nın hidrofobik olmasından 

kaynaklanmaktadır. Ortamda fazlaca görülen hidrofobik etkileĢim ortama iyon 

eklenmesi durumunda kırılmaya uğramaktadır ve iyon etkisi ile bu özelliğini kay-

betmektedir.  

Sentezlenen nanopolimer ile gerçekleĢtirilen PBA bağlanma çalıĢmalarında 

ve pseudospesifik nanopolimere DNA adsorpsiyonunun gerçekleĢtirildiği çalıĢma-

larda baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi incelendiğinde PBA için nanopolimere 

maksimum bağlanma miktarı 498,16  mg/g polimer olarak bulunmuĢ olup; miktar, 

polimerin boyutu ve yüzey alanının geniĢliği göz önünde bulundurulduğunda ol-

dukça yüksek miktardadır. Aynı Ģekilde DNA‘nın pseudospesifik nanopolimere 

adsorpsiyon koĢullarını optimize etmek için baĢlangıç konsantrasyonunun etkisi 

incelendiğinde maksimum bağlanma miktarı 672,41 mg/g olarak bulunmuĢtur. 

Diğer DNA ile gerçekleĢtirilen ve polimerik yapıların kullanıldığı  çalıĢmalara 

kıyasla izole edilen DNA miktarı oldukça fazladır ve  bu sonuç polimerin yüzey 

alanının geniĢliği, boyutunun küçük olmasıyla ve diğer yöntemlere kıyasla daha 

spesifik bir bağlanma ile çalıĢmanın yürütülmesine bağlanmaktadır. 

Sentezlenen nanopolimere PBA‘nın bağlanma çalıĢmalarında zamanın etkisi 

incelendiğinde optimum süre 120 dk olarak bulundu ve bu deneme göz önünde 

bulundurularak daha sonra yapılan çalıĢmalarda karıĢtırma süresi 120 dk olarak 

karıĢtırmalar gerçekleĢtirildi.  

DNA‘nın desorbe edildiği deneme yüksek verimle gerçekleĢtirildi, ortama 

NaCl eklenmesiyle ortamın kimyasal yapısı değiĢtirilerek ortamdaki iyonik Ģiddet 

etkisi ile desorpsiyon gerçekleĢtirildi. Pseudospesifik nanopolimere DNA 

adsorpsiyonu gerçekleĢtirildikten sonra adsorpbe olan DNA miktarının  % 96‘sı 

desorbe edildi.  
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Tekrarlanabilirlik denemeleri dört döngü olacak Ģekilde gerçekleĢtirildi ve 

desorpsiyon koĢulları ile adsorpsiyon koĢulları birbirinden farklı pH‘lara sahip 

olduğu için iki çalıĢmanın aralarında bir kez pseudospesifik nanopolimer yıkama-

ları gerçekleĢtirildi ve pseudospesifik nanopolimere DNA‘nın tekrar adsorbe-

desorbe olması sağlandı. 4. Döngü sonunda sentezlenen pseudospesifik 

nanopolimerin tekrar kullanılabilirliğinin olduğu görüldü ve ilk yapılan 

adsorpsiyon çalıĢması göz önünde bulundurulduğunda son döngü ile aralarında 

adsorpsiyon bakımından dikkate değer bir fark bulunmadığı belirlendi.  

Sonuç olarak biyouyumlu bir materyal kullanılarak sentezlenen p(HEMA) 

nanopolimeri ile çalıĢmalarda ligand olarak kullanılan PBA kullanılarak DNA‘ya 

spesifik, küçük boyutlu, yüzey alanı oldukça geniĢ olan birpolimerik malzeme 

elde edildi. ÇalıĢma birçok yönü ile günümüz teknolojik koĢullarını kullanımı ile 

yeni bir çalıĢmadır ve daha ileride yapılacak olan çalıĢmalara yardımcı olabilecek 

birçok özelliğe sahiptir. Örneğin çalıĢmalarda kullanılan polimerin biyouyumlu 

olması dolayısıyla vücut içinde kullanımlara izin vermektedir, boyutundan dolayı 

kan damarları içinden rahatlıkla geçebilmektedir ve yüzey alanının geniĢliği göz 

önünde bulundurulursa oldukça fazla miktarda DNA‘yı spesifik bağlanmalarla 

izole edebilmektedir. 
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