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ÖZET 

 

AGO2 PROTEĠNĠNĠN SAFLAġTIRILMASI VE MĠKRO RNA ETKĠLEġĠMLERĠNĠN 

ĠNCELENMESĠ 

 

Sercan GÜZEL 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü, Haziran, 2018 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Arzu ERSÖZ 

 

Bu çalıĢmada; RNA interferansı efektör proteini olarak bilinen Argonat 2 (AGO2) 

proteininin immunoafinite saflaĢtırılması ve AGO2 proteini içeren nanoprotein 

partiküller hazırlanarak, hazırlanan bu nanoprotein partiküllerin mikro RNA (miRNA) 

bağlanma etkinliklerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bunun için ilk 

aĢamada, fotosensitif rutenyum tabanlı amino asit monomeri, bis(2-2
ʹ
-

bipiridil)(MATrp)2-rutenyum (II) kullanılarak ANADOLUCA metoduna göre 

poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeli sentezlenmiĢ ve SEM, FT-IR ve su tutma 

kapasitesi testi ile karakterize edilmiĢtir. 

Daha sonra; sentezlenen bu kriyojel kolon ile AGO2 proteini, sığır karaciğeri 

sitoplazma ekstraktından tek adımda immunoafinite yoluyla saflaĢtırılmıĢtır. 

SaflaĢtırılan örneğin moleküler ağırlığı ve saflığının belirlenmesi için SDS-PAGE 

metodu; örnek içerisindeki AGO2 proteininin varlığını net olarak belirlemek için ise 

EMSA metodu kullanılmıĢtır. 

En son aĢamada; AGO2 bazlı nano blok polimerler fotosensitif mikroemülsiyon 

polimerizasyonu metodu kullanılarak hazırlanmıĢ ve hazırlanan bu partiküller SEM ve 

zeta ile karakterize edilip ticari miR-335’ e bağlanma afiniteleri belirlenmiĢtir. Sonuç 

olarak, miR-335’ in AGO2 partiküllerine yüksek bir afinite ile bağlandığı belirlenmiĢtir. 

Anahtar Sözcükler: Argonat 2, RNA interferansı, Kriyojel, Nano blok polimer, 

ANADOLUCA 
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ABSTRACT 

 

PURIFICATION OF AGO2 PROTEĠN and INVESTIGATION OF MICRORNA 

INTERACTIONS 

 

Sercan GÜZEL 

Department of Chemistry 

Programme in Biochemistry 

Anadolu University, Graduate School of Sciences, June, 2018 

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSÖZ 

 

In this study, immunoaffinity purification of Argonaute 2 (AGO2) protein, known 

as RNA interference effector protein, preparation of nanoprotein particles having  

AGO2 protein and determination of micro RNA (miRNA) binding activities of these 

prepared nanoprotein particles have been aimed. In the first step, poly(HEMA-co-anti-

AGO2) cryogel has been synthesized using photosensitive ruthenium- based amino acid 

monomer, bis(2-2
ʹ
-bipyridyl)(MATrp)2-ruthenium (II) according to ANADOLUCA 

method and characterized by FT-IR, SEM and water retention capacity test. 

Then, AGO2 protein has been purified via immunoaffinity chromatography from 

bovine liver cytoplasmic extract in a single step using this prepared cryogel. SDS- 

PAGE method has been used to determine the molecular weight and purity of this 

purified sample. The EMSA method has been used to exact determination of the 

presence of AGO2 protein in the purified sample. 

At the last stage, AGO2-based nano block polymers have been prepared using 

photosensitive microemulsion polymerization method. This prepared particles have 

been characterized by SEM and Zeta-Sizer and the binding affinities to commercial 

miR-335 have been determined. As a result, it has been determined that miR-335 has 

bound to AGO2 particles with a high affinity. 

Keywords: Argonaute 2, RNA interference, Cryogel, Nano block polymer, 

ANADOLUCA 



v 
 

 

TEŞEKKÜR 

 

Tez çalıĢmam süresince ilgisi ve desteği ile varlığını her zaman hissettiren, 

deneyimlerini paylaĢmaktan hiçbir zaman imtina etmeyen DanıĢman Hocam Sayın Prof. 

Dr. Arzu ERSÖZ’ e 

Tez çalıĢmam süresince desteğini ve ilgisini eksik etmeyen ve de deneyimleri ve 

fikirleri ile her zaman ufkumu açan Sayın Prof. Dr. Rıdvan SAY’ a 

Tez çalıĢmam süresince her yardım talebime nezaket ile yaklaĢan ve desteğini 

esirgemeyen Sayın Prof. Dr. Deniz HÜR’ e 

Tez çalıĢmam ile ilgili bazı deneysel süreçlerde deneyimleri ile bana destek olan 

Sayın Doç. Dr. Sibel EMĠR DĠLTEMĠZ ve Sayın Dr. Öğr. Üyesi Özlem ÜNLÜER’e 

Tez çalıĢmam süresince ilgisi ve desteğini esirgemeyen ve de deneyimlerinden 

hem teorik hem de pratik anlamda istifade ettiğim laboratuvar arkadaĢım Sayın ArĢ. 

Gör. Umut ÇELĠKOĞLU’ na 

Tez çalıĢmam ile ilgili bazı süreçlerde fikirlerinden istifade ettiğim laboratuvar 

arkadaĢım Sayın Halil Ġbrahim AKBAġ’ a 

Hem maddi hem de manevi anlamda beni her zaman destekleyen ve motive eden 

baĢta, tez çalıĢmam süreci içerisinde aramızdan vakitsiz bir Ģekilde ayrılan, iĢine ve 

insana saygısını her daim örnek aldığım Babam olmak üzere, Anneme ve de 

kardeĢlerim Sertan ve Serhat’ a 

Sonsuz teĢekkürlerimi sunarım. 

 

Sercan GÜZEL 

Haziran2018 

 

 

 

 

 



vi 
 

26/06/2018 

 

 

ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESİ 

 

Bu tezin bana ait, özgün bir çalıĢma olduğunu; çalıĢmamın hazırlık, veri toplama, 

analiz ve bilgilerin sunumu olmak üzere tüm aĢamalarında bilimsel etik ilke ve kurallara 

uygun davrandığımı; bu çalıĢma kapsamında elde edilen tüm veri ve bilgiler için kaynak 

gösterdiğimi ve bu kaynaklara kaynakçada yer verdiğimi; bu çalıĢmanın Anadolu 

Üniversitesi tarafından kullanılan “bilimsel intihal tespit programı”yla tarandığını ve 

hiçbir Ģekilde “intihal içermediğini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, çalıĢmamla 

ilgili yaptığım bu beyana aykırı bir durumun saptanması durumunda, ortaya çıkacak 

tüm ahlaki ve hukuki sonuçları kabul ettiğimi bildiririm. 

 

 

 

                                                                                                      

                                                                                                   Sercan Güzel 

 

  



vii 
 

İÇİNDEKİLER 

                                                                                                                                   Sayfa 

BAŞLIK SAYFASI  ………………………………………………………………     i 

JÜRİ VE ENSTİTÜ ONAYI  ……………………………………………………     ii 

ÖZET  ……………………………………………………………………………..    iii 

ABSTRACT  ………………………………………………………………………    iv 

TEŞEKKÜR  ………………………………………………………………………    v 

ETİK İLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESİ  ……………    vi 

İÇİNDEKİLER  ……………………………………………………………………  vii 

TABLOLAR DİZİNİ  ……………………………………………………………..   xi 

ŞEKİLLER DİZİNİ  ……………………………………………………………….  xii 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ  ……………………………………..  xiv 

1. GİRİŞ  ……………………………………………………………………………..  1 

1.1. RNA İnterferansı  …………………………………………………………… 2 

   1.1.1. RNA interferansı prosesi  ……………………………………………. 3 

1.2. Argonat 2 Yapısı ve Fonksiyonları  ………………………………………… 3 

   1.2.1. RNA susturma yolakları ve argonat proteinleri  …………………...  5 

   1.2.2. miRNA’ lar ile siRNA’ lar  …………………………………………...  8 

1.3. Biyomateryaller  ……………………………………………………………... 9 

   1.3.1. Biyomateryal türleri  …………………………………………………. 10 

        1.3.1.1. Metaller  ……………………………………………………… 10 

        1.3.1.2. Biyopolimerler  ………………………………………………  10 

        1.3.1.3. Biyoseramikler  ……………………………………………… 11 

        1.3.1.4. Kompozitler  …………………………………………………  11 

        1.3.1.5. Doğal biyomateryaller  ……………………………………… 11 

1.4. Polimer Biyokojugasyon  …………………………………………………… 12 



viii 
 

                                                                                                                      Sayfa 

  1.4.1. Moleküllerin kendiliğinden oluşumu ……………………………..    13 

1.5. Nanoteknoloji ve Nanopartiküller  ……………………………………...    14 

   1.5.1. Polimer nanopartiküller  ………………………………………….   15 

   1.5.2. Polimer nanopartikül hazırlama teknikleri  …………………….    16 

        1.5.2.1. Emulsiyon polimerizasyonu  ……………………………..    17 

        1.5.2.2. Surfaktansız emulsiyon polimerizasyonu  ………………    17 

        1.5.2.3. Emulsiyon polimerizasyon mekanizması  ……………….    17 

1.6. Proteinlerde Etkileşimler  ………………………………………………...   18 

   1.6.1. Hidrofobik etkileşimler  ……………………………………………   19 

   1.6.2. Van Der Waals etkileşimleri ve London dispersiyon kuvvetleri...    20 

   1.6.3. Hidrojen bağları  …………………………………………………….  20 

   1.6.4. Ligand bağlama spesifikliği  ………………………………………...  21 

1.7. Afinite Kromatografisi  …………………………………………………….. 23 

   1.7.1. İmmunoafinite kromatografisi  ……………………………………..  24 

        1.7.1.1. Antikor yapısı  ……………………………………………….  24 

1.8. Polimerik Kriyojeller ……………………………………………………….  26 

2. MATERYAL VE YÖNTEM  ……………………………………………………  27 

2.1. Materyal  …………………………………………………………………….. 27 

2.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) Kriyojeli Sentezi  …………………………… 28 

2.3. Kriyojel Karakterizasyonu  ………………………………………………... 29 

   2.3.1. Su tutma kapasitesi testi  ……………………………………………  29 

   2.3.2. SEM ile yüzey morfolojisinin incelenmesi  ………………………… 29 

   2.3.3. FT-IR analizi  ………………………………………………………… 29 

2.4. AGO2 Saflaştırılması  ………………………………………………………. 29 

   2.4.1. Karaciğer dokusundan sitoplazmik ekstraktın hazırlanması……... 30 



ix 
 

                                                                                                                          Sayfa 

   2.4.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) afinite kromatografisi  …………….   30 

   2.4.3. Total protein tayini  ………………………………………………..   30 

   2.4.4. SDS-PAGE  …………………………………………………………  30 

   2.4.5. Elektroforetik hareketlilik değişimi analizi  ……………………..   31 

2.5. AGO2 Partiküllerin Sentezi ve Karakterizasyonları  …………………..  31 

   2.5.1. Nano-AGO2 partiküllerin hazırlanması  …………………………  31 

   2.5.2. Nano-AGO2 zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi  ……………...  32 

   2.5.3. Nano-AGO2 elektron mikroskobu analizi  ……………………….  32 

   2.5.4. Nano-AGO2 partiküllerin total protein miktarı tayini  …………. 32 

   2.5.5. Nano-AGO2 partiküllerin miRNA bağlama analizi  …………….. 32 

3. BULGULAR …………………………………………………………………….. 34 

    3.1. Kriyojel Karakterizasyonu  ……………………………………………….. 34 

  3.1.1. Su tutma kapasitesi testi  …………………………………………… 34 

  3.1.2. SEM ile yüzey morfolojisinin incelenmesi  ………………………... 34 

  3.1.3. FT-IR analizi  ……………………………………………………….. 35 

3.2. AGO2 Saflaştırılması  …………………………………………………….. 36 

   3.2.1. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) afinite kromatografisi  …………….  36 

   3.2.2. Total protein tayini  ………………………………………………... 37 

   3.2.3. SDS-PAGE  …………………………………………………………. 37 

   3.2.4. Elektroforetik hareketlilik değişimi analizi  ……………………… 38 

3.3. AGO2 Partiküllerin Karakterizasyonları ……………………………….. 39 

   3.3.1. Nano-AGO2 partiküllerin zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi..  39 

   3.3.2. Nano-AGO2 partiküllerin elektron mikroskobu analizi  ………..  40 

   3.3.3. Nano-AGO2 partiküllerin total protein miktarı tayini  ………….  41 

   3.3.4. Nano-AGO2 partiküllerin miRNA bağlama analizi  ……………... 41 



x 
 

                                                                                                                                   Sayfa 

4. TARTIŞMA, SONUÇ VE ÖNERİLER  …………………………………….   44 

KAYNAKÇA  ……………………………………………………………………   46 

ÖZGEÇMİŞ 

 

 

 

 

 

  



xi 
 

TABLOLAR DİZİNİ 

 

 

                                                                                                                             Sayfa 

Tablo 1.1. miRNA ile siRNA arasındaki farklar  ……………………………….       8 

Tablo 1.2. Kimyasal bağ türleri ve bağ enerjileri  ………………………………       23 

Tablo 3.1. miR-335 deriĢimleri ve band alanları  ……………………………….       42 

 

  



xii 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

                                                                                                                              Sayfa 

Şekil 1.1. Ġnsan AGO2 proteininin yapısı  …………………………………………    4 

Şekil 1.2. Küçük RNA moleküllerinin çeĢitli kaynakları  …………………………    6 

Şekil 1.3. Argonat- küçük RNA komplekslerinin toplanması  …………………….    7 

Şekil 1.4. Biyokonjugasyon kavramının Ģematik gösterimi  ……………………….   12 

Şekil 1.5.Au nanopartiküllerin renklerinin boyut ve Ģekillerine bağımlılığı  ………   15 

Şekil 1.6. Yağ(b) ve su(c) nanokapsüller ve polimer nanokürelerin (a) gösterimi ....   16 

Şekil 1.7. Polimer nanopartikül hazırlama yöntemleri  ……………………………..   16 

Şekil 1.8. Hidrofobik etkileĢimler  …………………………………………………...  19 

Şekil 1.9. Hidrojen bağları  …………………………………………………………... 21 

Şekil 1.10. Protein-ligand etkileĢimi  ………………………………………………… 22 

Şekil 1.11. Afinite kromatografisinin temel bir Ģeması  ……………………………… 24 

Şekil 1.12. Bir immunoglobulin monomerinin temel yapısı  ………………………… 25 

Şekil 1.13. Kriyojel oluĢumunun Ģematik gösterimi …………………………………. 26 

Şekil 2.1. bis(2-2
ʹ
-bipiridil)(MATrp)2-Rutenyum(II) molekülünün kimyasal yapısı … 28 

Şekil 3.1. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait SEM görüntüsü  ……………..  34 

Şekil 3.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait FT-IR spektrumu  …………… 35 

Şekil 3.3. Poli(HEMA) kriyojeline ait FT-IR spektrumu …………………………….. 35 

Şekil 3.3. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait kromatogram  ……………….. 36 

Şekil 3.4. Bovine serum albumin standart grafiği  …………………………………… 37 

Şekil 3.5. SDS-PAGE analizi ile örneklerin görüntülenmesi  ………………………..  38 

Şekil 3.6. EMSA ile örneklerin görüntülenmesi  …………………………………….. 38 

Şekil 3.7. Nano-AGO2 partiküllerin boyut dağılımları  ……………………………… 39 

Şekil 3.8. Nano-AGO2 partiküllerin zeta potansiyeli dağılımları  …………………… 40 



xiii 
 

                                                                                                                                    Sayfa 

Şekil 3.9. Nano-AGO2 partiküllerin SEM görüntüleri  ……………………………   40 

Şekil 3.10. Sığır serum albumini standart grafiği…………………………………… 41 

Şekil 3.11. Nano-AGO2 ile miR-335 bağlama analizi  …………………………….. 42 

Şekil 3.12. Nano-AGO2 ile miR-335 arasındaki bağlanma izotermi  ……………… 43 

 

 

 

 

 

 

 

  



xiv 
 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

AGO2             :  Argonaute 2 

Au                   :  Altın 

CO2                 :  Karbon dioksit  

ELĠSA            :  Enzyme Linked Ġmmuno-Sorbent Assay 

EMSA            :  Electrophoretic Mobility Shift Assay 

FPLC             :  Fast Protein Liquid Chromatography 

FT-IR             :  Forier Transform Ġnfrared Spektroskopisi 

KBr                :  Potasyum Bromür 

kCal               :  Kilokalori 

mA                 :  Miliamper 

MATrp           :  N-metakriloil-L-triptofan 

miRNA           :  Mikro RNA 

mM                 :  Milimolar 

mRNA            :  Mesajcı RNA 

nt                    :  Nükleotid 

RISC              :  RNA Ġnduced Silencing Complex 

RNAi             :  RNA Ġnterferansı 

SEM              :  Scanning Electron Microscope 

siRNA           : Susturucu RNA 

TB                 : Tris Borat 

 

 

 

 



1 
 

1. GİRİŞ 

Biyokonjugasyon, ilaç ve biyoteknolojik uygulamalar için kullanılacak enzimlerin 

ve proteinlerin fonksiyonlarının modifiye edilmesinde önemli bir araçtır. Proteinlerin 

biyolojik sistemler içerisinde sahip oldukları doğal özgüllük, onları terapötik ajanlar, 

moleküler sensörler ve moleküler anahtarlar olarak ideal moleküller yapmaktadır 

(Bailon & Berthold, 1998; Duncan, 2003; Hoffman & Stayton, 2004). Doğal olarak 

oluĢan ve rekombinant proteinler tıp, biyoteknoloji, nanoteknoloji alanlarında uygulama 

alanlarına sahiptirler. Bu proteinlerin sentetik polimerlere kovalent bağlanması ise 

çözünürlük, biyouyumluluk ve stabilite gibi özellikleri artırmaktadır. Ayrıca; bir 

proteine bir polimer zinciri eklemek o proteinin aktivitesini modüle etmek için 

kullanılmaktadır. Bir proteinin sentetik bir polimer ile kimyasal olarak konjuge edilmesi 

mümkündür ve termal stabilitenin artırılması ve protein aktivitesinin kontrol altında 

tutulabilmesi gibi birtakım avantajlar içermektedir. Ancak, kimyasal konjugasyonda 

sentez her zaman çok kolay olmamaktadır ve sentez olsa bile protein aktivitisinde 

azalma meydana gelebilmektedir. 

Mikroemulsiyonlar ilk defa 1943 yılında yayınlanan bir çalıĢma ile tanımlanmıĢtır 

(HOAR & SCHULMAN, 1943). Mikroemulsiyonların ve polimer zincirlerinin 

avantajlarını birleĢtirir nitelikteki ilk çalıĢmalar 1977 yılının baĢlarında yayınlanmıĢtır 

(Riess, Nervo, & Rogez, 1977). Mikroemülsiyonlar bir surfaktan veya yüzey aktif 

ajanların karıĢımı ile stabilize edilen iki karıĢmayan sıvının en az üçlü karıĢımlarından 

oluĢan kompleks heterojen bir prosestir. Bu teknikte, partikül stabilitesi, dispersiyon 

ortamının pH’sı, surfaktan tipi ve miktarından etkilenmektedir. IĢığa duyarlı çapraz 

bağlama mikroemulsiyon polimerizasyon tekniği her ne kadar kompleks ve heterojen 

bir teknik olsa da, ANADOLUCA (amino asit dekore edilmiĢ ve ıĢık destekli 

konjugasyon yaklaĢımı) metoduna göre sentezlenmiĢ olan partiküller ile daha kolay hale 

gelmektedir (“ANADOLUCA Patent.pdf,” n.d.). Bu metod, proteinimsi 

nanopartiküllerin fotosensitif çapraz bağlanma ile oda koĢullarında, gün ıĢığında ve azot 

atmosferi altında kolay bir Ģekilde sentezlenmesine olanak tanımaktadır. 

ANADOLUCA metodu, fotosensitif amino asit bazlı monomerler ve oligomerler, 

rutenyum Ģelat bazlı monomerler vasıtası ile mikro ve nanoyapılar üzerinde 

fotosensitizasyon ve konjugasyon yaklaĢımını kullanarak aminoasit monomer-protein 

çapraz bağlanması için strateji sunmaktadır (Say et al., 2011). 
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Ribonükleik asit (RNA) interferansı, çift sarmallı RNA’ nın homolog sekanslı 

RNA’ nın kaybını baĢlattığı bir mekanizmadır. RNA interferansında RNA indüklenmiĢ 

susturucu kompleks (RISC) adı verilen bir kompleks molekül, özellikle de  bu kompleks 

molekülün merkezinde yer alan Argonat 2 (AGO2) proteini, sahip olduğu endonükleaz 

aktif bölge ile RNA bağlayıcı bölgesine bağlanan genelde 21-23 nt uzunluğundaki 

RNA’ ları kısmen ya da tamamen komplementer mesajcı RNA (mRNA) sekanslarına 

yönlendirmesi ardından enzimatik anlamda ilgili mRNA sekansının yarılmasını 

sağlayarak ilgili genin susturulması veya baskılanmasını sağlaması bakımından ayrıca 

bir önem arz etmektedir.  

miRNA’ lar genom tarafından kodlanan düzenleyici elementlerdir. Bir tane 

miRNA,  çeĢitli fonksiyonları olan birçok genin ekspresyonunu baskılayabilme 

yeteneğine sahiptir. Ekstraselüler miRNA’ lar oldukça kararlı moleküllerdir ve vücut 

sıvılarında bol miktar bulunurlar. Mevzu bahis bu miRNA’ lar ekstraselüler sıvılar 

içerisinde ya özellikle AGO2 olmak üzere Argonat (AGO) proteinlerine bağlı bir 

Ģekilde ya da ekstraselüler vesiküller içerisinde enkapsüle olmuĢ bir Ģekilde bulunurlar. 

Bu çalıĢmamızda; AGO2 proteini kompleksleri, ANADOLUCA konseptine göre 

hazırlanmıĢ monoklonal anti-AGO2 çapraz bağlı kriyojel ile sığır karaciğeri 

ekstraktından izole edilmiĢtir. Ardından; izole edilen bu protein kompleksleri yine 

ANADOLUCA yaklaĢımına göre nano forma dönüĢtürülerek, sentezlenen bu nano 

ölçekteki kopolimer partiküllerin ticari miR-335 molekülüne bağlanma afiniteleri 

agaroz jel elektroforezi ile kantitatif olarak belirlenmiĢtir. 

 

1.1. RNA İnterferansı 

RNA interferansı olgusu ilk defa diziye özgü gen susturması ile sonuçlanan çift 

sarmallı RNA’ ya (dsRNA) cevap olarak Caenorhabditis elegans yuvarlak solucanında 

keĢfedilmiĢtir (Fire et al., 1998). RNAi olarak bilinen prosesin keĢfi son yıllarda 

biyomedikal araĢtırma alanındaki en önemli geliĢmelerden biridir. RNAi, hücrelerin 

kısa, çift sarmallı RNA’ ları, tam bir özgüllük ile mRNA’ ları tanımak için kullandığı ve 

bu mRNA’ ların enzimatik olarak yıkılması suretiyle proteinlere çevrilmesini 

engelleyen doğal bir prosestir. Genler dıĢ kaynaklı olarak da manipüle edilebilirler. Bu 

amaç ile dsRNA, hücre içerisine farklı biçimlerde eklenebilir. Laboratuvarda RNAi 

yolu ile gen susturma iĢlemi, yaygın olarak sentetik küçük susturucu RNA’ ların 
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(siRNA) hücreye eklenmesi ve konakçı hücrelerin siRNA üretmek üzere kullanacağı 

kısa saç tokası RNA (shRNA) olarak bilinen deoksiribonükleik asit (DNA) 

Ģablonlarının kullanılması ile gerçekleĢtirilmektedir. 

1.1.1. RNA interferansı prosesi 

RNAi teknolojisi memeli hücrelerinde kullanlabilmektedir. Çünkü; memeli 

hücreleri miRNA yolağı olarak bilinen bir endojen transkripsiyon sonrası gen 

susturması prosesine aracılık eden yüksek ölçüde düzenlenmiĢ bir mekanizma ifade 

etmektedirler. miRNA’ lar memeli hücrelerinde kodlayıcı olmayan genlerin 

transkripsiyonu ile üretilirler. Burada ilgili transkript hücre çekirdeğinde birtakım 

enzimatik proseslere uğradıktan sonra eksportin 5 proteini tarafından sitoplazmaya 

taĢınmakta, sitoplazmada belirli iĢlemlerden geçerek olgun miRNA’ ya dönüĢmektedir. 

miRNA’ ların hedef mRNA’ ları tanıması ile RISC bir araya gelmekte ve genelde 

traslasyonel baskılamaya yol açmaktadır. miRNA ve RNAi yolakları benzer prosesleri 

takip eder ancak arada birtakım farklılıklar da mevcuttur. Örneğin; miRNA’ lar siRNA’ 

lardan yapısal olarak farklıdır ve hedef mRNA’ nın okunmayan bölgeleri ile 

eĢleĢmektedir. Bu eĢleĢme kısmi komplementer bir eĢleĢmedir ve bu durum hedef 

mRNA’ nın kesilmesine aracılık etmemektedir. Öte yandan eksojen siRNA’ lar ise 

hedef mRNA’ daki kodlayıcı bölge ile eĢleĢmektedir. Bu eĢleĢme tamamen 

komplementer bir eĢleĢmedir, sonuç olarak da hedef mRNA  endonükleolitik kesime 

uğramaktadır. 

 

1.2. Argonat 2 Yapısı ve Fonksiyonları 

AGO proteinleri dört tane bölgeden oluĢurlar: PAZ, PIWI, N- terminal ve orta 

bölge. PAZ bölgesi biyokimyasal metodlar (Song et al., 2003) ve PAZ nükleik asit 

kompleksinin yapısından (Lingel, Simon, Izaurralde, & Sattler, 2004) görüleceği üzere 

RNA bağlayıcı bölgedir. Bağlanma sekanstan bağımsızdır ve PAZ bölgesi siRNA’ nın 

tek sarmallı 3
’
 ucunu tanır.  

ġekil 1.1’ deki insan AGO2 proteinin yapısı incelendiğinde prokaryotlardaki 

AGO proteinlerinin yapısını andıran iki loblu bir yapı görülmektedir. AGO2 proteinin 

çekirdek bölgeleri bakteri AGO proteinlerine kıyasla uzun düğümler ve ek sekonder 

yapılara sahiptir. Bunlar muhtemelen kılavuz RNA’ ya bağlanma, hedef RNA’ nın 
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tanınması ve de  AGO2 ile iliĢkili protein faktörlerinin toplanmasında rol oynamaktadır 

(MacRae, 2013). 

 

 

Şekil 1.1. İnsan AGO2 proteininin yapısı (MacRae, 2013) 

 

Küçük kodlanmayan RNA’ ların aracılığında meydana gelen gen susturması 

olayına neden olan proteinlerin yeni ailesi olan AGO proteini isimlerini yunan 

mitolojisinde yer alan büyük bir savaĢçı olan Argonaute’ dan almıĢtır. 

AGO proteinleri RNAi ve miRNA yolakları olarak adlandırılan gen düzenleyici 

mekanizmalarda temel bir role sahiptirler. 

AGO proteinleri Arabidopsis thaliana AGO1’ e benzeyen Argonat benzeri 

proteinler, D.melanogaster PIWI (P-element induced wimpy testis) ile yakından iliĢkili 

olan Piwi benzeri proteinler ve son zamanlarda tanımlanmıĢ Caernohabditis elegans-

spesifik grup 3 AGO proteinleri olmak üzere üç paralog grup içerisinde 

sınıflandırılmaktadır. AGO benzeri ve PIWI benzeri proteinler bakteri, arkea ve 

ökaryotlarda bulunmaktadır. Bu da bu grup proteinlerin eski bir kökene sahip olduğunu 

göstermektedir(Cerutti & Casas-mollano, 2008). Ancak; farklı türlerde mevcut olan 

AGO genlerinin sayısı türden türe değiĢiklik göstermektedir. Örneğin insanda 4 tanesi 

PIWI benzeri ve 4 tanesi AGO benzeri olmak üzere toplamda 8 tane AGO geni mevcut 

iken D. Melanogaster genomunda 2 AGO benzeri 3’ de PIWI benzeri olmak üzere 5 

tane AGO geni mevcut bulunmaktadır. 
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RISC’ in anahtar unsuru olan AGO2 proteini memeli hücrelerinde rastgele bir 

dağılım göstermektedir. Ancak; AGO2 proteini memeli hücrelerinin sitoplazmalarında 

yer alan ve aynı zamanda mRNA’ların yıkılma merkezi olan sitoplazmik badilerinde 

daha yoğun bir Ģekilde bulunmaktadır (Sen & Blau, 2005). 

Memelilerde bulunan birçok AGO proteini hem biyolojik olarak hem de 

biyokimyasal olarak birbirilerinden farklılık göstermektedir. Aralarından sadece AGO2 

proteini, yapısında bulunan endonükleaz H bölgesinden dolayı mRNA bölme aktivitesi 

göstermektedir (Liu et al., 2004). AGO2 proteini ayrıca memelilerin geliĢiminde de 

önemli rol oynamaktadır. AGO2 proteinine sahip olmayan hücreler siRNA’ lara 

deneysel bir yanıt oluĢturamamaktadır. 

AGO2 proteininin endonükleaz H enzimi aktivitesi gösterebilmesi için kofaktör 

olarak divalent bir katyona ihtiyacı vardır. Bu enzimlerin aktif merkezi aspartik asit ve 

glutamik asit amino asitlerinden gelen üç karboksilat gruplu bir katalitik üçlü 

içermektedir. Bu amino asit rezidüleri, nükleolitik atak gerçekleĢtirmek üzere temel 

metal ve su moleküllerini koordine etmektedirler. AGO bağlı miRNA’ lar moleküler 

ağırlık olarak 100 kilodalton (kDa) ile 2 megadalton (MDa) aralığında farklı 

kompleksler içerisinde yer almaktadırlar (Höck et al., 2007). 

1.2.1. RNA susturma yolakları ve argonat proteinleri 

Küçük kodlanmayan RNA (ncRNA)’ lar ya eksojen kaynaklıdır ya da hücreler 

tarafından endojen olarak üretilmektedirler. ġekil 1.2’ de çeĢitli küçük RNA molekülü 

kaynakları görülmektedir. 
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Şekil 1.2. Küçük RNA moleküllerinin çeşitli kaynakları (Hutvagner & Simard, 2008) 

 

miRNA, siRNA ve dsRNA molekülleri hücrenin içerisine dıĢarıdan sokulduğunda 

bir RNase-III tipi bir enzim olan dicer (Dcr) enzimi tarafından küçük RNA’ lara 

bölünmektedir. Endojen küçük RNA’ lar ise bir dizi enzimatik aktiviteler aracılığı ile 

üretilmektedirler. 

dsRNA molekülleri belirli bazı proseslerden geçtikten sonra küçük RNA 

dupleksinin bir sarmallarından biri AGO proteinleri ile bir araya gelerek fonksiyonel 

RISC’ i oluĢturmaktadırlar. 

Küçük RNA’ ların iĢlenmesi ve AGO proteinleri üzerine yüklenmesi türden türe 

değiĢiklikler göstermektedirler (Förstemann, Horwich, Wee, Tomari, & Zamore, 2009; 

Steiner et al., 2007). 

siRNA yolağında, siRNA dupleks molekülü üzerindeki dicer-2 (Dcr-2) ve dsRNA 

bağlayıcı R2D2 proteinlerinin bağlanma yönlenmesi siRNA sarmallarından hangi 



7 
 

birinin AGO kompleksine yükleneceği açısından belirleyici rol oynamaktadır (Tomari, 

Matranga, Haley, Martinez, & Zamore, 2004). R2D2 daha kararlı uca bağlanırken, Dcr-

2 daha az kararlı uca alınmaktadır (ġekil 1.3). 

 

 

 

Şekil 1.3. Argonat -küçük RNA komplekslerinin toplanması (Hutvagner & Simard, 2008) 

 

RISC yükleme kompleksi (RLC) olarak adlandırılan bu kompleksin Dcr-2 ve 

AGO2 arasındaki bir etkileĢim ile holo-RISC olarak bilinen bir AGO kompleksini 

oluĢturduğu öne sürülmüĢtür (Tomari & Zamore, 2005). AGO2 siRNA dupleksi ile 

birleĢtiğinde, argonat proteini yolcu sarmal olarak adlandırılan aktif olmayan siRNA 

sarmalını yaracak ve böylece çözülme baĢlayacak ve son olarak da yolcu sarmalın 

argonatın aktif RISC kompleksi ve küçük RNA’ yı oluĢturmak üzere  ayrılması ile de 

süreç tamamlanır (Tomari & Zamore, 2005). Argonat proteinine bağlı kalan sarmalın 
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seçimi asimetri kuralı olarak bilinen küçük RNA’ nın 5
ʹ 

uçlarının termodinamik 

kararlılığı ile yönlendirilir. 

1.2.2. miRNA ile siRNA’ lar 

siRNA ve miRNA’ lar ile ilgili fonksiyonel anlamda birçok benzerlik ve de 

farklılıklar söz konusudur. Bu durum bu moleküllerin birbiri ile yoğun bir Ģekilde 

karıĢtırılmasına neden olmaktadır. Öncelikle Ģunu ifade etmek gerekir ki miRNA ile 

siRNA hareketlerini net sonuç bakımından ayırt etmek mümkün değildir. miRNA ve 

siRNA arasındaki benzerlik ve farklılıklara iliĢkin bilgiler aĢağıdaki Tablo 1.1’ de ifade 

edilmektedir. 

 

Tablo 1.1. miRNA ile siRNA arasındaki farklar 

 miRNA siRNA 

Kaynak Eksojen; virüsler, transpozonlar, 

sentetik dsRNA’ lar 

Endojen; genom tarafından 

kodlanmıĢ 

Oluşma şekli Viral dsRNA’ degredasyonu; 

hücrede vektör bazlı yabancı 

gen ekspresyonu; deneysel 

olarak hücre içerisine sokulması 

Endojen gen traskripsiyonu 

Sentez enzimi RNA polimeraz III; U6 

promoter; in vitro transkripsiyon 

için diğer RNA polimeraz 

Daha çok RNA polimeraz II, 

biraz RNA polimeraz III, doğal 

transkripsiyon 

dsRNA YanlıĢ eĢleĢme olmaz Yaygın olarak bir veya daha çok 

yanlıĢ baz eĢleĢmesi gözlenir 

Boyut 21- 23 nükleotid 19- 25 nükleotid 

Uç yapısı 3’ dinükleotid çıkıntısı 3’ dinükleotid çıkıntısı 

Hedef mRNA (sadece bir tane) mRNA (100 veya daha fazlası 

kadar sayıda) 

Hedef ile etkileşim Mükemmel baz eĢleĢmesi; 

tasarım yolu ile 

 

Mükemmel ya da mükemmel 

olmayan baz eĢleĢmesi; yaygın 

olarak 1 veya daha çok yanlıĢ baz 

eĢleĢmesi 
 

 

 



9 
 

Tablo 1.1. (devam) miRNA ile siRNA arasındaki farklar 

Hücresel eylem mRNA yarılması mRNA yarılması (bitkilerde) 

veya küçük dsRNA bölgesinin 

geçici oluĢumu 

Kökteş proteine etkisi  Protein ekspresyonunun 

bozulması 

Protein ekspresyonu tamamen 

bozulur ya da translasyon geçici 

olarak baskılanır 

 

Nitekim bu moleküller arasındaki esas fark bu moleküllerin ne yaptığı ile ilgili 

değil, bu moleküllerin nereden geldikleri ile ilgili olmaktadır. miRNA’ lar hücrenin 

genomik DNA’ sında bulunan genlerden transkribe edilirken, siRNA’ lar dıĢarıdan 

gelmektedir. siRNA’ lar ya uzun dsRNA’ ların degradasyonunun/prosesinin, 

ekspresyon vektörünün ürettiği shRNA’ nın prosesinin ya da direkt transfeksiyon ile 

girmesinin sonucudur. Bütün proses hakkında düĢünmenin en iyi yolu ve miRNA ve 

siRNA’ nın gen susturma prosesini etkileyebilmesinin yolu onların gerçek anlamda 

paralel yollarda çalıĢtığını ve sitoplazmada birleĢtiklerini anlamaktan geçmektedir. Hem 

siRNA hem de miRNA, miRNA ve siRNA yolakları çoğu organizmada farklı türlerde 

dicer enzimleri ile desteklense de, genel olarak dicer adı verilen bir enzimin etkisi ile 

olgunlaĢırlar. Her iki durumda da küçük RNA’ ların her türü RISC molekülüne 

yüklenirler. miRNA’ ların temel fonksiyonu hayvanlarda translasyonel baskılama ve 

bitkilerde mRNA kesimi iken, siRNA sadece mRNA kesimi ile iliĢkili olma 

eğilimindedir. 

 

1.3. Biyomateryaller 

Biyomateryaller tanım olarak, amaçlanan iĢlevini yerine getirmek üzere insan 

veya hayvan biyolojik sistemleri ile temas halinde olan materyallere denmektedir. 

Biyomateryaller katı, sıvı, gel maddelerinin de içerisinde bulunduğu farklı tür 

materyallerden yapılabilir. Bu geniĢ tanım, biyomateryallerin ve kullanım amaçlarının 

yıllar içerisinde geliĢmesi ile geliĢtirilmiĢtir. BaĢlangıçta biyomateryaller sadece 

sentetik materyaller olarak tanımlanmıĢ olup canlı veya cansız doğal kökenli 

materyaller daha sonraları tanımın içerisine dahil edilmiĢtir. Biyomateryallerin tanımı 

Ģu an aktif ilaçlar dıĢında hayvan veya insanların biyolojik sistemleri ile temas halinde 

olan bütün maddeleri kapsamaktadır. Biyomateryaller baĢlıca olarak medikal 
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uygulamalarda kullanım alanı bulmaktadır. Bu anlamda biyolojik sistem ile temas direk 

veya indirekt olabilmektedir. Örneğin; hücre kültürleri ve medyalar, kan protein analizi, 

biyoteknolojide kullanılan biyomolekül proses kültürleri, diyagnostik gen dizileri, 

medikal ürünlere yönelik primer ambalaj malzemeleri, vs… 

Biyomateryal kulanımı sürekli olarak artmaktadır ve birçok farklı disiplinden bilgi 

ve fikirleri entegre etmektedir. Bu disiplinler tıp, biyoloji, kimya, fizik, materyal ve 

mühendislik bilimleridir. Biyomateryaller pratik olarak bir final ürünü olarak 

kullanılmayıp, medikal ürünlere entegre edilmektedirler. Bu durum, biyomateryallere 

biyolojik yanıtı çok önemli hale getirmektedir. Biyomateryal kullanan medikal 

ürünlerin içerisinde basit bir dil depressöründen kompleks yapay kalp ve doku 

rejenerasyon ürünlerine kadar birçok ürün mevcuttur. Biyomateryaller için yapılan 

baĢka bir tanımda biyomateryallerde bulunması gereken çok önemli bir özellik 

vurgulanmaktadır. Biyouyumluluk adı verilen bu özellik ise materyallerin uygulandığı 

canlı sistemde uygun biyolojik yanıtlar üretme özelliğine denmektedir. Bu uygun 

biyolojik yanıtlar üretme özelliği ile kastedilen kabul edilebilir toksisite ve 

duyarlılaĢtırma, yabancı cisim reaksiyonlarının olmaması ve normal iyileĢmenin 

desteklenmesidir. 

1.3.1. Biyomateryal türleri 

Biyomateryaller; sentetik (metaller, seramikler, polimerler, kompozitler), doğadan 

türetilmiĢ biyomateryaller (bitkiden türetilmiĢ, dokudan türetilmiĢ, vs…) ve yarı 

sentetik veya diğer adı ile hibrit biyomateryaller olmak üzere üç sınıfta incelenmektedir. 

1.3.1.1. Metaller 

Metalik materyaller (metaller ve alaĢımlar) daha çok dental uygulamalarında ve 

ortopedik implantlar gibi yük taĢıma uygulamalarında kullanılmaktadır. En çok 

kullanılan metalik materyaller medikal amaçlar için kullanılanlardır. Bunlar; paslanmaz 

çeliklerin farklı sınıfları, saf titanyum ve titanyum alaĢımları ve kobalt bazlı 

alaĢımlardır. 

1.3.1.2. Biyopolimerler 

20. yy. ortalarında polimer bilimlerinde meydana gelen atılımlar medikal 

uygulamalarda kullanılabilme özelliği olan çok sayıda farklı polimerlerin üretilmesini 

sağlamıĢtır. Biyopolimerler, damar protezleri, sondalar, ilaç gönderme kitleri, deri/ 

kıkırdak gibi yük taĢıma dıĢı uygulamarda kullanım alanlarına sahiptirler. 
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1.3.1.3. Biyoseramikler 

Biyoseramikler, ısıya dayanıklı polikristalin bileĢiklerdir. Biyoseramiklerin 

biyobozunur (trikalsiyum fosfat); biyoaktif (biyocam) ve biyoinert (zirkon, alüminyum 

oksit) özellikleri gösteren türleri mevcuttur. Biyoseramikler genelde sert ve kırılgan bir 

yapıya sahiptir. Bu da bu materyallerin çoğu yük taĢıma uygulamalarında kullanımı için 

engel teĢkil etmektedir. Buna rağmen bu malzemeler yüksek basınç dayanımlarına sahip 

malzemelerdir. 

1.3.1.4. Kompozitler 

Kompozit malzemeler sentetik ve naturel olabileceği gibi her iki türdeki 

malzemelerin kombinasyonu da olabilmektedirler. Bu malzemeler bileĢenlerinin 

avantajlarının bileĢimi malzemeler olmakla birlikte bu materyallerin unsurları 

moleküler düzeyde belirgin bir Ģekilde birbirinden ayrılmaktadırlar. Bu malzemeler 

spesifik bir kullanım için tasarlanmıĢ malzemelerdir ve medikal amaçlar için oldukça 

geniĢ bir kullanım alanına sahiptirler. 

1.3.1.5. Doğal biyomateryaller 

Doğal biyomateryaller, aynı olmasa bile biyolojik sistemin metabolik yolaklar 

yolu ile tanıyıp iĢleyebildiği materyaller ile benzer özellikler göstermektedir. Bu 

materyaller, sentetik materyallerde sıklıkla karĢılaĢılan toksisite probleminden 

kaçınmayı sağlamaktadırlar. Buna ek olarak doku iyileĢmesi ve entegrasyonunu 

destekleyen biyokimyasal sinyalleri sağlayabilme özellikleri vardır. Ancak, bu 

malzemelerin, düĢük sıcaklıklıklarda denature olabilme ve ayrıĢabilme, malzemelerin 

iĢlenmesi ve sterilizasyonun güçlüğü gibidezavantajları da söz konusu olmaktadır. 

Doğal biyomateryaller genel olarak üç tip biyopolimerden oluĢurlar: 

• proteinler – amino asit zincirleri (elastin, fibrin, kollojen, ipek proteini) 

• polisakkaritler –Ģeker zincirleri (kitin, glikozaminoglikanlar) 

• polinükleotidler – nükleotid zincirleri (DNA, RNA) 

Doğal biyomateryaller, bitkilerden, hayvanlardan (ksenojenik) veya insanlardan 

(allojenik) türetilebilmektedir. Doğal olarak türetilmiĢ biyomateryaller canlı olmayan 

deselülerize ekstraselüler matriks ve diğer türevlerinin veya yaĢayan canlı hücreler 

(otolog veya allojenik) formunda var olabilmektedirler. Doğal biyomateryaller, 

çoğunlukla onarıcı materyallerdir, yerini alması planlanan dokuya benzer yapıya 
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sahiptirler ve de dokunun yeniden yapılanmasına, onarımına, rejenerasyonuna yardım 

eden birçok elemente sahiptirler (H. Shin, Jo, & Mikos, 2003). 

 

1.4. Polimer Biyokonjugasyon 

Polimer biyokonjugatlar, genel olarak biyolojik birimlere kovalent olarak 

bağlanmıĢ sentetik makromoleküller olarak tanımlanmaktadırlar. Biyolojik birimden 

kasıt, lipitler, nükleik asitler gibi canlı organizmada bulunabilen herhangi bir 

moleküldür. Bu biyolojik birim sınıfının içerisine sentetik oligopeptidler, 

oligonükleotidler gibi biyolojik kökenli olmayan ancak her ne kadar da insan yapımı 

olsa da biyolojik yapılı moleküller olarak kabul edilen moleküller de dahil 

olmaktadırlar. AĢağıda verilen ġekil 1.4, biyolojik sistemlerin doğal olarak sahip 

oldukları hiyerarĢik organizasyonun farklı düzeylerinin (monomerik, oligomerik, 

polimerik, supramoleküler) polimer biyokonjugatlar oluĢturmak üzere 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

 

 

Şekil 1.4. Biyokonjugasyon kavramının şematik gösterimi (Lutz & Börner, 2008) 

 

Ayrıca yine ġekil 1.4, polimer biyokonjugatlarda sentetik polimerlerin taĢıdığı 

tamamlayıcı rolü vurgulaması açısından önem taĢımaktadır. Sentetik polimerler, doğal 
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polimerlere oranla daha büyük  bir kimyasal çeĢitliliğe ve etkileyici özelliklere 

sahiptirler. Sentetik polimerleri cazibeli kılan bir diğer etken ise doğal polimerlere 

kıyasla daha ucuz olmalarıdır. 

1.4.1. Moleküllerin kendiliğinden oluşumu 

Moleküllerin kendiliğinden oluĢumu diye adlandırılan kavram, kovalent olmayan 

etkileĢimlerin belirleyici olduğu ve moleküllerin geliĢi güzel dağılması ve spesifik 

olarak birleĢmesi ile karakterize edilmektedir. Bu özelliğe sahip moleküllere örnek 

olarak proteinler, peptitler, DNA molekülleri verilebilir. Moleküllerin kendiliğinden 

oluĢumu özelliğinden biyolojik olarak da ilham alınabilir. Örneğin; hücreler çevrelerine 

yanıt veren aktif yapılar olarak düĢünülebilen geliĢmiĢ mikroteknolojinin simgeleridir. 

Ancak; hücreler, proteinler, lipitler ve DNA gibi biyomoleküllerden oluĢmakta ve bu 

biyomoleküller genelde fonksiyonel nanoyapılar içerisinde kendiliğinden bir araya 

gelmektedirler. Biyolojik olarak ilham alınan moleküllerin kendiliğinden bir araya 

gelmesi olayını taklit edebilmek için doğal olarak oluĢan kendiliğinden bir araya gelme 

olayınının özerkliğini ve termodinamik stabilitesini kontrol eden güçleri iyi bir Ģekilde 

anlamak gerekmektedir. 1981 yılının baĢlarında, Drexler, moleküllerin kendiliğinden bir 

araya gelmesi yolu ile daha yüksek mertebeden yapıların oluĢturulması için monomerik 

yapı taĢları olarak proteinlerin kullanıldığı aĢağıdan yukarıya bir yaklaĢımı ile cihazlar 

üretmek için protein modelinin kullanılabileceğini öne sürmüĢtür (Drexler, 1981). 

Protein ve peptidler yapı taĢları olarak özellikle cazip olan moleküllerdir. Çünkü protein 

ve peptidlerin katlanmaları, stabiliteleri ve protein-protein etkileĢimlerini kontrol eden 

kurallara iliĢkin çok Ģey bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak de novo tasarım alanı 

ortaya çıkmıĢtır. ġimdiye kadar çoğu de novo tasarım alanları, sonlu boyutta 

kendiliğinden bir araya gelmiĢ proteinimsi yapılar üzerine odaklanmıĢtır. Ancak, bu 

çabaların ürünü tasarım prensipleri, artık daha geniĢ ölçekte cihazların ve materyallerin 

üretimine doğru büyümekte ama zorluklar iki katına çıkmaktadır. Birincisi 

nanomateryaller oluĢturan kendiliğinden bir araya gelme özelliğine uygun yapı taĢları 

tasarlamak; ikincisi ise yapıya fonksiyonellik kazandırılmasıdır. Fonksiyonellik, 

moleküllerin doğasında var olan son derece küçük özellik boyutlarından (bu özellik 

fotonik uygulamalar için gereklidir) veya kendiliğinden bir araya gelen iskele içerisine 

spesifik fonksiyonel bir epitopun eklenmesi ile oluĢturulmaktadır. 
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Geri dönüĢümsüz agregasyonun aksine, kendiliğinden bir araya gelme olayı üç 

farklı adımdan oluĢmaktadır: moleküler tanıma ve onu izleyen tersinir birleĢme, kendi 

kendini düzeltme ve sonlanma adımları (Lehn, 2009). Nano boyutta yapıların 

kendiliğinden bir araya gelmesi kovalent olmayan etkileĢimler aracılığı ile meydana 

gelmektedir. Bunlar kinetik olarak kararsız metal koordinasyonu yanı sıra hidrojen bağı, 

dipolleri ve formal yükleri içeren elektrostatik etkileĢimler, hidrofobik etkileĢimler ve 

Van der Waals etkileĢimleridir. Bu etkileĢimlerin bir çoğu büyüklük olarak küçük olsa 

da (<5 kcalmol
-1

) kendiliğinden bir araya gelmiĢ yapıda bu etkileĢimlerden çok sayıda 

olması bu etkileĢimleri önemli kılmaktadır. Özetle; moleküllerin kendiliğinden bir araya 

gelmesi olayı enerjitik olarak optimize edilmiĢ supramoleküler yapılar elde etmek için 

zayıf etkileĢimlerin tersinir birleĢmeleri kontrol etmesi vasıtası ile meydana gelen 

dinamik bir prosestir. 

 

1.5. Nanoteknoloji ve Nanopartiküller 

Nanoteknoloji geçen yüzyıldan beri bilinen bir araĢtırma dalıdır. Nanoteknoloji 

çeĢitli türlerde nano boyutta materyaller üretilmesine neden olmuĢtur. Nanopartiküller 

1-100 nm aralığında boyutlara sahip olan küçük partiküllerdir. Bu materyallerin önemi, 

araĢtırmacıların, maddenin optik özellikleri gibi fizikokimyasal özelliklerinin partikül 

boyutu ile değiĢtiğinin belirlenmesi ile anlaĢılmıĢtır. AĢağıda verilen ġekil 1.5’ den 

farklı boyut ve Ģekillerdeki nanopartiküllerin çözeltilerinin farklı renklere sahip olduğu 

görülmektedir. Söz konusu bu özellik, bu materyallerin biyogörüntüleme 

uygulamalarında kullanılabilmesine olanak sağlamaktadır (Dreaden, Alkilany, Huang, 

Murphy, & El-Sayed, 2012).  
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Şekil 1.5. Altın (Au) nanopartiküllerin renklerinin boyut ve şekillerine bağımlılığı ( Khan, 2017) 

 

Nanopartiküller üç tabakadan meydana gelmektedirler: çeĢitli küçük moleküller, 

surfaktanlar, metal iyonları, polimerler ile fonksiyonalize edilebilen yüzey tabakası, 

kimyasal olarak bütün yönleri ile çekirdekten farklı olan kabuk tabakası ve 

nanopartikülün temel kısmı olan ve genelde nanopartikülün kendisini ifade eden 

çekirdek(W. K. Shin, Cho, Kannan, Lee, & Kim, 2016). Nanopartiküller ilaç salınımı, 

gaz sensörü, CO2 yakalama, çeĢitli kimyasal ve biyolojik sensörler gibi uygulamalarda 

kullanım alanına sahiptirler. Nanopartiküller boyut, morfoloji ve kimyasal özelliklerine 

bağlı olarak çeĢitli kategorilere ayrılmaktadırlar. Bunların iyi bilinen bazıları; karbon 

bazlı nanopartiküller, metal nanopartiküller, seramik nanopartiküller, yarı iletken 

nanopartiküller, polimer nanopartiküllerdir ve lipid bazlı nanopartiküllerdir. 

1.5.1. Polimer nanopartiküller 

Polimer nanopartiküller, normalde organik bazlı nanopartiküllerdir. Ancak 

literatürde bu yapılar için toplu olarak polimer nanopartikül terimi kullanılmaktadır. 

Fakat spesifik olarak nanokapsüller ve nanoküreler olmak üzere iki farklı türe 

ayrılmaktadırlar (ġekil 1.6). 
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Şekil 1.6. Yağ (B) ve su (C) nano kapsüller ve polimer nanopartikül nanokürelerin (A) gösterimi 

 

Nanoküreler, tüm kütlesi katı olan matriks partiküllerdir. Diğer moleküller küresel 

yüzeyin dıĢ sınırına adsorbe olurken nanokapsüller ise katı kütle partikül içerisinde 

tamamen enkapsüle olmaktadırlar (Rao & Geckeler, 2011). 

1.5.2.Polimer nanopartikül hazırlama  teknikleri 

Polimer nanopartiküller ya önceden oluĢturulmuĢ polimerler ile ya da 

polireaksiyonlar ya da klasik polimerizasyon kullanmak suretiyle monomerlerin direkt 

polimerzasyonu ile hazırlanmaktadırlar. Polimer nanopartiküllerin farklı hazırlanma 

yöntemleri ġekil 1.7’ de verilmiĢtir. 

 

 

Şekil 1.7. Polimer nanopartikül hazırlama yöntemleri (Rao & Geckeler, 2011) 

 

Nanopartikül hazırlamak için kullanılacak metodu seçerken birtakım faktörler göz 

önünde bulundurulmalıdır. Bunlar; partikül türü, partikülün uygulama alanı, 
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partikülboyutu gibi birtakım faktörlerdir. Örneğin; çevre veya medikal bir uygulama 

için geliĢtirilmek istenen bir polimerik sistem surfaktanlar veya organik çözücü 

kalıntıları gibi katkı maddeleri veya reaktiflerden arındırılmıĢ olmalıdır. 

1.5.2.1. Emulsiyon polimerizasyonu 

Emulsiyon polimerizasyonu çok çeĢitli özel polimerlerin üretilmesinde kullanılan 

en yaygın yöntemdir. Dispersiyon ortamı olarak suyun kullanılması bu metodu çevre 

dostu kılan bir etkendir ve polimerizasyon esnasında mükemmel bir Ģekilde ısı 

dağılımına yol açmaktadır. 

1.5.2.2. Surfaktansız emulsiyon polimerizasyonu 

Konvensiyonel emulsiyon polimerizasyon sistemleri, reaksiyon sonunda üründen 

tamamen ayrılması gereken ve final üründen tamamen ayırmanın zor olduğu değiĢik 

miktarlarda surfaktan kullanmaktadır. Surfaktan uzaklaĢtırma hem zaman alıcı hem de 

üretim maliyetini arttıran bir durumdur. Ayrıca; günümüzde artan enerji ve çevresel 

kaygılar göz önünde bulundurulduğunda bu metodun ciddi dezavantajlar içerdiği 

görülmektedir. ĠĢte tam bu anda surfaktansız emulsiyon polimerizasyon metodunun 

önemi ciddi bir Ģekilde ortaya çıkmaktadır. Surfaktansız emulsiyon polimerizasyonu 

emülsifiyersiz veya sabunsuz emülsiyon polimerizasyonu olarak da bilinmektedir. 

Surfaktansız sistemde kullanılan reaktifler; deiyonize su, suda çozünen bir baĢlatıcı 

(potasyum persulfat) ve monomerlerdir. Bu monomerler içerisinde en yaygın olarak 

kullanılanları vinil ve akril monomerleridir. Böylesi polimerizasyon sistemlerinde 

polimer nanopartikül stabilizasyonu iyonlaĢtırılabilir baĢlatıcılar veya iyonik 

komonomerler kullanılarak gerçekleĢtirilmektedir. 

1.5.2.3. Emulsiyon polimerizasyon mekanizması 

Stiren ve stiren tipi monomerlerin polimerizasyonu için  genel olarak kabul edilen 

kalitatif bir teori surfaktanlı bir emulsiyon sistemi için geçmiĢ yıllarda 

önerilmiĢtir(Harkins, 1947). Bu teoriye göre polimerizasyon aĢağıdaki Ģekilde 

ilerlemektedir. Monomerlerin çoğu damlacıklar halinde (1-10 µm) ve surfaktanların 

çoğu ise miseller halinde bulunmaktadır. Serbest radikaller (SO4
̅•
) aĢağıdaki 

denklemlerde gösterilen persülfat (S2O8
2-

) örneğindeki gibi baĢlatılmakta ve bu serbest 

radikaller sulu fazda monomer (M) ile reaksiyona girmektedirler. 

S2O8
2-

  → 2 SO4
̅ •
(1.1) 

SO4
̅ •
 + M → SO4

̅
 M•(1.2) 
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SO4
̅
 M• +M → SO4

̅
 MM•(1.3) 

SO4
̅
  MM• + M → SO4

̅
 MMM•(1.4) 

Reaksiyon ilerlerken, oligomerik iyon içerisine dahil edilen monomer birimlerinin 

sayısı, hidrofobik zincir uzunluğu yüzey aktif özellikleri sunabilecek yeterli bir 

uzunluğa gelene kadar artmaktadır. Bu tür serbest radikal oligomerleri, monomer ile 

ĢiĢirilmiĢ miseller içerisine girebilme kabiliyetine sahiptirler ve miseller içine girer 

girmez, serbest radikaller diğer radikaller girene kadar büyümeye devam edip birleĢerek 

reaksiyonun sonlanmasına neden olmaktadırlar (Smith & Ewart, 1948). 

SO4 (M)m M• + SO4 (M)n M• → SO4 (M)m+n+2SO4(1.5) 

Böylece; monomer ĢiĢirilmiĢ misel daha büyük boyutlu monomer polimer 

partiküle dönüĢür. Monomer tükenirken daha fazlası monomer damlacıklarından sulu 

faz boyunca polimerizasyon bölgesine difüze olmaktadır. Bu partikül baĢlatması bütün 

miseller ortadan kaybolana kadar devam etmektedir. Misellerin ortadan kaybolması 

durumu ise ya radikallerin yakalanması ve polimer partiküllerin oluĢması yolu ile ya da 

emülsifiyerlerini yakalanan radikallere sahip olan komĢu emülsifiyerlere vermek üzere 

dağıtmak suretiyle meydana gelmektedirler. Misellerin ortadan kaybolması partikül 

baĢlangıç aĢamasını partikül büyüme aĢamasından ayırmaktadır. 

Eklenen sabun misellerinin varlığında, çoğalma aĢamasından çok daha hızlı olan 

difüzyon prosesinin çözeltideki zincir büyümesi üzerinde baskın olması beklenmektedir. 

Bu nedenle yaygın zincir büyümesi iĢleminin oluĢmasından önce serbest radikal 

oligomer sabun misellerinin biri tarafından yakalanacaktır. Bu durumda oluĢmuĢ 

partiküllerin hepsinin, reaksiyon ortamında yeterli sayıda misel olması halinde kararlı 

olması gerektiği düĢünülmektedir. OluĢan partikül sayısı 10
15

-10
16

 mL
-1

 aralığına 

ulaĢabilmektedir. Kritik misel deriĢimi altındaki sabun çözeltileri ile yüzey aktif serbest 

radikal oligomerik türleri ve sabun moleküllerinin karıĢımının oluĢması mümkündür. 

Bu durumda mililitre baĢına kararlı partiküllerin toplam sayısı, eklenen sabun 

olmaksızın gerçekleĢtirilen reaksiyondakine kıyasla artabilmektedir. 

 

1.6. Proteinlerde Etkileşimler 

Birkaç temel etkileĢim proteinlerin bir arada tutulmasından sorumludur. Bu 

etkileĢimlerin meydana gelmesinde su molekülleri önemli bir role sahiptirler. Polar 
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amino asit zincirleri suya hidrojen bağı katılmasına yol açabilirler veya bu etkileĢimler 

hidrofobik amino asit zincirleri tarafından engellenebilir. Temel olarak su polar bir 

moleküldür ve O-H bağı bağı polarize bir bağdır. Yani hidrojen (H) atomunun yükü 

oksijen (O) atomuna göre daha çok pozitif yüklüdür. Söz konusu polarite, O-H bağları 

ile kuvvetlendirilir. Polarite farkından dolayı su molekülü hem hidrojen bağı alıcısı hem 

de hidrojen bağı vericisi özelliğine sahiptir. Bu iki hidrojen molekülü uygun bir alıcı ile 

hidrojen bağı oluĢtururlar ve oksijen üzerindeki iki adet ortaklanmamıĢ elektron çifti 

hidrojen bağı alıcısı olarak davranır. Mevcut çoklu hidrojen bağı alıcı ve verici bölgeleri 

nedeniyle su molekülü kendisi ile etkileĢir. Suyun iki önemli özelliği vardır: Birincisi su 

yağlı yapılardan kaçar. Çünkü yağlı yapılar suyun kendisi ile etkileĢmesine engel 

olurlar. Ġkincisi ise, onun hidrojen bağı ağına giren herhangi bir yapı ile uygun bir 

Ģekilde etkileĢime girmesidir. 

1.6.1. Hidrofobik etkileşimler 

Proteinler, yağlı yapıları olabildiğince su ile temas ettirmemek için katlanırlar. Bu 

durum; protein katlanması, protein protein etkileĢimleri, protein ligand etkileĢimleri için 

büyük bir itici güç sağlamaktadır. Hidrofobik etkileĢimler ġekil1.8’ de gösterilmektedir. 

 

Şekil 1.8. Hidrofobik etkileşimler (Gilbert & Ph, 2000) 

 

Kimyasal bir tepkimede itici güç, bu kimyasal tepkimenin meydana gelmesini 

sağlayan durumdur. Bu etkileĢim serbest enerjideki azalmanın çoğuna katkıda bulunan 

bir etkileĢimdir. Protein (ve DNA) katlanması için itici gücün çoğunu hidrofobik 

etkileĢimler temin etmektedir. Su hidrofobik yan zincirlerin dıĢına sızarken, proteinlerin 
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birbirine uzak olan kısımları daha kompakt bir yapı oluĢturmak üzere bir araya gelirler. 

Çoğu globüler proteinlerin hidrofobik çekirdeği oldukça kompakt bir yapıya sahiptirler.  

Bir hidrofobik grubu, su içerisine koymak yapılması çok zor olmaktadır. Normal 

Ģartlar altında su molekülü kendisi ile geniĢ bir hirojen ağı oluĢturmaktadır. Su 

molekülleri sürekli olarak hareket halindedir ve kendisi ve komĢu su molekülleri ile 

birlikte sürekli olarak hidrojen bağları yapıp ve mevcut hidrojen bağlarını yıkıma 

uğratmaktadır. Bir hidrofobik molekül, suda çözündüğü zaman  hidrofobik moleküllere 

yakın su molekülleri komĢu su molekülleri ile  çok sayıda ve çok farkı yönlerde 

hidrojen bağı oluĢturmaktadırlar. Hidrofobik gruplar ile temas halindeki su molekülleri 

daha düzenli bir hale gelirler. Bu durumda, bu düzenlilik hali su moleküllerinin boĢlukta 

mevcut çok sayıda düzenlenme yolaklarının kısıtlanması anlamını taĢımaktadır. Bu 

durum, suyun entropisinde olumsuz bir azalmayı temsil etmektedir. Diğer moleküllerin 

yokluğunda bu su moleküllerinin artan düzenlenmesi hidrofobik moleküllerinin 

çözünmez olmasına yol açmaktadırlar. 

Hidrofobik etkileĢimler, proteinleri (ve DNA’ yı) bir arada tutan olumlu 

etkileĢimlerin çoğunu temsil etmektedir. Proteinler için, hidrofobik etkileĢimlerin 

sonucu kompakt bir yapıdır. Bu yapıda hidrofobik yan zincirlerin birbiri ile temas 

halinde olduğu bir hidrofobik çekirdek oluĢumu söz konusudur. 

1.6.2. Van Der Waals etkileşimleri ve London dispersiyon kuvvetleri 

Bu etkileĢimler, atomlar arasında meydana gelen çok kısa mesafeli etkileĢimler 

olup atomlar birbirine çok yakın bir konumda istiflendiği zaman meydana 

gelmektedirler. Hidrofobik bir etki, atomları çok yakın bir Ģekilde bir araya getirdiği 

zaman, London dispersiyon kuvvetleri ve van der Waals etkileĢimleri devreye girerler. 

Bu durum, molekülleri birbirine daha çok yaklaĢtırmakta ve boĢluklarının daha da 

azalmasına neden olmaktadırlar. 

1.6.3. Hidrojen bağları 

Hidrojen bağı, donör bir hidrojen atomuna sahip bir atom ile alıcı bir elektron 

çiftine sahip diğer atom arasında hidrojen atomunun paylaĢılması anlamına gelmektedir  

Proteinlerde gözlemlenen bu sekonder yapı söz konusu bu hidrojen bağlarını 

kaybetmekten uzak durma eğiliminin bir sonucudur. Su hem bir hidrojen bağı vericisi 

hem de bir hidrojen bağı alıcısı olarak davranmaktadır. KatlanmamıĢ bir proteinde, 

hidrojen bağı donörleri ve alıcıları su ile hidrojen bağı oluĢtururlar. 
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Hidrojen bağları sadece suya özgü değildirler. Genellikle bir çift ortaklanmamıĢ 

elektrona sahip, hidrojen alıcı bir grup olan oksijen veya azot atomu ve hidrojen donörü 

olan diğer elektronegatif bir atoma kovalent bağlı bir hidrojen (H) atomu arasında da 

hidrojen bağı oluĢmaktadır (ġekil 1.9). Karbon (C) atomlarına bağlı hidrojen atomları H 

bağına katılmazlar. Çünkü C atomu ile H bağı arasındaki elektronegativite farkı çok 

azdır. Bu da C-H bağının polaritesinin çok düĢük olduğu anlamına gelmektedir. Bunun 

neden olduğu bir durum da bütanolün (117 derece) kaynama noktasının bütana (-0,5 

derece) göre oldukça yüksek olması durumudur. 

 

 

Şekil 1.9. Hidrojen bağları (Gilbert & Ph, 2000) 

 

1.6.4. Ligand bağlama spesifikliği 

Bir protein ile küçük bir molekül veya diğer bir protein arasındaki etkileĢimin 

özgüllük derecesi bu moleküllerin Ģekilleri, yükleri gibi etkenler bakımından 

birbirilerini tamamlayıcı nitelikte olmaları ile iliĢkilidir. Ġyon-iyon ve hidrojen bağı 

etkileĢimleri protein stabilitesine çok katkıda bulunmazlar. Çünkü katlanmıĢ bir 

proteindeki bu etkileĢimler, kolaylıkla bu moleküllerin bireysel anlamda su ile 

etkileĢimleri vasıtası ile değiĢtirilebilirler. Ancak; bu etkileĢimlerden elde edilebilecek 

özgüllüğün derecesi oldukça büyüktür. Sıkı bir bağlanmanın gerçekleĢebilmesi için 

protein ve ligandı her Ģekilde tamamlayıcı olmalıdırlar. Bu tamamlayıcılık unsurları 

yük, Ģekil, boyut, hidrojen bağı donör ve alıcı bölgeleridir.  

Hem protein hem de ligandlar ayrıldıkları zaman suda kolaylıkla 

çözünmektedirler. Protein yüzeyleri etkileĢtiği zaman su dıĢlanır, hidrojen bağları kırılır 

ve oluĢur, sonuç olarak protein ve ligand birbirilerine bağlanır. 

Protein katlanmasında olduğu gibi ve aynı nedenlerden dolayı, hidrofobik 

etkileĢimler böylesi reaksiyonlar için gerekli serbest enerjinin çoğunu 
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karĢılamaktadırlar, fakat etkileĢim ile sudan uzaklaĢtırılan polar gruplar, birleĢmiĢ halde 

uygun partnerler bulmak zorundadırlar. 

Optimal olmayan bir ligandın bir proteine bağlanmasının zayıf olması, ligandın 

proteinin bağlanma bölgesi içerisine sığacak doğru bir boyuta sahip olmamasından 

değil, protein üzerindeki tamamlayıcı grubun su ile sahip olduğu olumlu etkileĢimi, 

ligand ile olumlu bir etkileĢim vasıtasıyla eĢit ölçüde telafi edememesinden 

kaynaklanmaktadır  (ġekil 1.10). 

 

 

Şekil 1.10. Protein- ligand etkileşimi (Gilbert & Ph, 2000) 

 

Ġkincil yapının oluĢması ile olduğu gibi ligand ve protein arasında oluĢabilecek 

çoklu hidrojen bağları ligandın su ile yaptığı hidrojen bağlarından daha kuvvetli ve 

olumlu olabilmektedir. Hidrojen bağı aslında ligandların proteine bağlanmasının serbest 

enejisine olumlu katkılar yapabilmektedir. Sonuç olarak; sudaki bu fonksiyonel gruplar 

arasındaki etkileĢimi anlamak, aynı zamanda DNA-DNA, DNA-RNA, DNA-protein, 

RNA-protein, protein-protein gibi etkileĢimlerin de anlaĢılması anlamına da 

gelmektedir. 

Özetle, iki proteinin veya bir protein ile küçük bir molekülün bağlanmasındaki 

özgüllük, etkileĢen moleküllerin yük, hidrojen bağı, hidrofobik etkileĢim, Ģekil 

anlamında tamamlayıcı olması ihtiyacından kaynaklanmaktadır. Olası etkileĢim 

türlerinden herhangi biri karĢılanamaz ise etkileĢimin gücü azalmaktadır. Tablo 1.2’ de 

kimyasal bağ türlerine ve bağ enerjilerine iliĢkin bilgiler verilmiĢtir. 
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Tablo 1.2. Kimyasal bağ türleri ve enerjileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.7. Afinite Kromatografisi 

Kimyasal ayırma, modern araĢtırmanın en temelinde yer almaktadır ve kompleks 

bileĢikleri iĢlemek için geniĢ olarak kullanılmaktadır. Sıvı kromatografisi bu anlamda 

geniĢ aralıkta örnekler ile çalıĢabilme olanağı tanıdığı için oldukça popüler bir tekniktir. 

Uygun bir destek materyali ile birleĢtirildiğinde, bu teknik kimyasal tayin ve ölçüm 

amacı ile yüksek performanslı ayırmalar veya ürün saflaĢtırılması için kurulan sistemler 

içerisinde uygulanabilmektedir. GeniĢ aralıkta durgun ve hareketli fazların 

kullanılabilmesi bu tekniği bu ayırmaların temelinde kullanılabilecek fiziksel ve 

kimyasal türler açısında oldukça ensek kılmaktadır. 

Söz konusu bu ayırma tekniklerinden biri afinite kromatografisi tekniğidir. Bu 

teknik çoğu biyolojik sistemlerde meydana gelen enzim-substrat, antikor-antijen gibi 

tersinir ve spesifik etkileĢimlerin kullanımına olanak tanımaktadır. Bu etkileĢimler 

afinite kromatografisinde, uygun bir katı destek üzerine  etkileĢen moleküllerden birinin 

immobilize edilmesi ile kullanılmaktadır. Katı destek üzerine immobilize edilen 

moleküle terminolojik olarak ligand adı verilmektedir. 

ġekil 1.11, afinite kromatografisi yapmak için kullanılan temel bir Ģemayı 

göstermektedir. Bu yaklaĢımda, ilgili bileĢiği içeren numune ligand molekül bağlanması 

için uygun özellikleri içeren bir mobil faz varlığında afinite kolonuna enjekte 

  Bağ türü Bağ enejisi (kcal/mol) 

Kovalent bağ 40- 140 

GüçlendirilmiĢ iyonik bağ 10 

Ġyonik bağ 5 

Hidrojen bağı 1- 7 

Ġyon-dipol bağı 1-7 

Dipol-dipol bağı 1-7 

Van der Waals 0.5-1 

Hidrofobik 1 
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edilmektedir. Bu kolon ile zayıf bir Ģekilde etkileĢime giren mobil faza uygulama 

tamponu denilmektedir. Bu kromatografi tekniğinde numune kolondan mobil faz 

eĢliğinde geçerken afinite ligandına tamamlayıcı özelliğe sahip bileĢikler ligandlara 

bağlanacaktır. 

 

 

Şekil 1.11. Afinite kromatografisinin temel bir şeması 

 

Bu tekniğin yüksek seçiciliğinden dolayı numune içerisinde bulunan diğer türler 

bağlanmamıĢ türler piki olarak kolondan ayrılacaktır. Afinite tabanlı ayırma  

iĢlemlerinde numuneden ayrılması istenen maddeyi çoğu kez bir veya iki adımda, 100 

ile birkaç 1000 kat kadar bir saflaĢtırma verimi ile elde etmek mümkündür. 

1.7.1. İmmünoafinite kromatografisi 

Ġmmünoafinite kromatografisi, durgun fazın içerisine antikor veya antikor ile 

etkileĢen herhangi bir maddenin immobilize edildiği bir kromatografik metotdur. 

Antikorlar, diğer moleküller ile etkileĢimlerde yüksek bir seçiciliğe sahiptir. 

1.7.1.1. Antikor yapısı 

Ġmmünoafinite kromatografisinde ana unsur antikorlardır. Basit olarak ifade 

etmek gerekirse bir antikor, yabancı bir ajan veya bir antijene yanıt olarak vücut 

tarafından üretilen bir glikoproteindir. Yapılan araĢtırmalar vücudun 10
6
 ile 10

8
 çeĢit 

antikor üretebildiğini göstermektedir. Bunların her birinin farklı bir antijene 

bağlanabilme özelliği bulunmaktadır. Bir antikorun (immunoglobulin G veya IgG) 
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temel yapısı tipik olarak iki özdeĢ ağır zincir ve de iki özdeĢ hafif zincir olmak üzere 

toplamda dört adet polipeptid zinciri içermektedir. Bu polipeptid zincirleri disülfid 

bağları ile birbirine bağlanmıĢtır. Bu polipeptid zincirleri, Y veya T Ģeklinde bir yapı 

oluĢturmaktadırlar. Gövde bölgesi antikorun polipeptid zincirlerine kovalent olarak 

bağlı bir dizi karbonhidrat kalıntısı içermektedir. Antikorun daha üstteki uçlarında iki 

adet antijen bağlayıcı bölge bulunmaktadır. Antijen bağlanma bölgelerinin içerisinde 

veya yakınında yer alan bölgeler, aminoasit bileĢiminin bir türden diğerine oldukça 

değiĢkenlik gösterdiği alanlardır. Bu özellik nedeniyle vücut yabancı ajanlara veya 

antikorlara karĢı birbirinden farklı bağlanma afinitesi ve spesifikliğine sahip farklı 

antikorlar üretebilmektedir. 

Ġmmünoglobülinler B lenfositleri tarafından üretilirler ve plazma içerisine 

salgılanırlar. ġekil 1.12’de bir immünoglobülin monomerinin temel yapısı 

gösterilmiĢtir. 

 

 

Şekil 1.12. Bir immünoglobülin monomerinin temel yapısı 

 

Bir antijen üzerindeki antikor bağlanma bölgelerine epitop adı verilmektedir. Bir 

yabancı ajanın antijenik olabilmesi için, immün sistem tarafından tanınabilecek ve 
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iĢlenebilecek kadar büyük olması gerekmektedir. Bu büyüklük rakamsal olarak birkaç 

bin dalton (Da) mertebesinde olmalıdır. Ancak, birçok pestisit ve ilaçlar gibi küçük 

moleküller taĢıyıcı proteinler gibi daha büyük türlere bağlandıklarında bir immün yanıt 

oluĢturabilme özelliğine sahip olmaktadırlar. Bu taĢıyıcılara bağlanmıĢ ajanlara hapten 

adı verilmektedir. 

 

1.8. Polimerik Kriyojeller 

Kriyojeller, monomerik veya polimerik öncüllerin kısmen dondurulmuĢ çözeltileri 

içerisinde oluĢan jel matrisleridir. Kriyojeller, tipik olarak birbirine bağlı makrogözenek 

veya süper makrogözeneklere sahip olmaktadırlar. Söz konusu bu özelliklerden dolayı 

herhangi bir boyuttaki çözünen madde, bir engel ile karĢılaĢmaksızın kriyojel içerisinde 

difüze olabildiği gibi, nano ve hatta mikropartiküllerin kütle transferleri de bu yapılar ile 

mümkün olabilmektedir. Kriyojellerin bu benzersiz yapısı, sahip oldukları fiziksel, 

osmotik ve kimyasal stabiliteleri, onları biyolojik nanopartiküllerin (plazmidler, 

virüsler, hücre organelleri) ve hatta tüm hücrelerin kromatografisi için çekici bir matris 

haline getirmektedir.Kriyojellerin oluĢumu ġekil 1.13’ deĢematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

 

Şekil 1.13. Kriyojel oluşumunun şematik gösterimi: 1,çözelti içerisindeki makromoleküller; 2, çözücü; 3, 

düşük moleküler ağırlıklı çözünenler; 4, donmuş çözücünün polikristalleri; 5, donmamış sıvı mikrofaz; 6, 

bir kriyojelin polimerik çerçevesi; 7, makrogözenekler; 8, çözücü 

 

Kriyotropik jelasyon dondurulmamıĢ sistemlerde elde edilen jeller ile kıyaslandığında 

temel olarak farklı morfolojilere sahip polimerik materyaller üretir. Kriyojeller 

kovalent, iyonik veya kovalent olmayan türlerde olabilirler. Kriyojel içerisindeki 

makrogözeneklerin boyutu, birkaç mikrometreden yüzlerce mikrometreye kadar 
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değiĢiklik gösterebilmektedir. Kriyojellerin üretilmesi de benzer materyallerin 

üretilmesine kıyasla daha kolay yapılabilmektedir. 

 

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Materyal 

Bu çalıĢmada AGO2 proteini kaynağı olarak kullanılacak sığır karaciğeri taze 

dondurulmuĢ olarak marketten, karaciğer dokusunun ekstrakte edilmesinde kullanılan 

proteaz inhibitör kokteyli, Ditiyoeritrol (DTT) ve Anti- AGO2 monoklonal antikoru, 

örneklerin toplam protein içeriklerinin belirlenmesinde kullanılan Bovine Serum 

Albumin (BSA), bikinkoninik asit (BCA) tayin kiti, N,N’-Metilenbisakrilamit 

(MBAAm), Amonyumpersülfat (APS) ve N,N,N’,N’- Tetraetilmetilendiamin 

(TEMED), doğal jel elektroforezi için kullanılan Agaroz, nano- AGO2 polimer 

partiküllerin sentezinde kullanılan polivinil alkol (Mw 125,000), nano- AGO2 polimer 

partiküllerin miRNA bağlama etkinliğinin belirlenmesinde kullanılan miR- 335 ve 

agaroz jeli görüntülemede kullanılan SYBR Green, çalıĢmalar dahilinde kullanılan diğer 

kimyasallardan Trizma base, Metanol (CH3OH) ve Etanol (C2H5OH) Sigma Aldrich’ 

ten satın alınmıĢtır. Kriyojel sentezi için kullanılan 2-Hidroksi etilmetakrilat (HEMA) 

Acros firmasından tedarik edilmiĢtir. Denature jel elektroforezi için kullanılan Sodyum 

dodesilsülfat (SDS), Alfa Aesar’ dan, Hidroklorik asit (HCl) Merck’ ten, Sodyum 

hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasından, Sodyum klorür Kimetsan’ dan satın 

alınmıĢtır. 

Bu çalıĢma kapsamında sentezlenen kriyojelin karakterizasyonu için Perkin Elmer 

Spektrum 100 FT-IR spektrometresi, kriyojelin ve sentezlenen nano AGO2  kopolimer 

partiküllerin yüzey morfolojilerinin belirlenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM (Taramalı 

Elektron Mikroskobu) cihazı, nano-AGO2 kopolimer partiküllerin partikül boyut ve de 

zeta potansiyeli dağılımlarının belirlenmesinde Malvern firmasının Zeta Sizer cihazı 

(Malvern Instruments, Model 3000 HSA, Worcestershire, UK), AGO2 proteinin 

immunoafinite kromatografi metodu ile saflaĢtırılmasında AKTA Explorer FPLC, 

denature jel ve doğal jel elektroforezi yöntemleri ile yapılan karakterizasyon iĢlemleri 

için Thermo Scientific P9DS dikey elektroforez sistemleri, agaroz jel elektroforez ile 

yapılan bağlama çalıĢmaları Cleaver Scientific yatay jel elektroforezi sistemleri, 
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standart grafiklerin oluĢturulmasında ve örneklerin absorbanslarının ölçülmesinde 

Biotek Synergy H1 hibrid mikroplaka okuyucu kullanılmıĢtır. ÇalıĢmalar esnasında 

gerçekleĢtirilen bütün pH ölçümleri HANNA H1 2211 pH/ORP metre ile, bütün 

tartımlar Ohaus Pioneer analitik terazi ile ve de bütün karıĢtırma iĢlemleri Jeiotech 

Multi-Channel manyetik karıĢtırıcı ile yapılmıĢtır. Ayrıca; bu çalıĢmada kullanılan saf 

su Thermo Scientific Smart Pure saf su cihazından temin edilmiĢtir. 

 

2.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) Kriyojel Sentezi 

Kriyojel sentezi ANADOLUCA metoduna göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Buna göre 

1185 µL deiyonize su ile 75 µL HEMA karıĢtırılmıĢtır. Elde edilen karıĢımın üzerine 

14, 15 mg MBAAm eklenmiĢ ve çözününceye kadar karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra elde 

edilen karıĢıma 28, 06 µL bis(2-2
ʹ
-bipiridil)(MATrp)2-Rutenyum (II) (ġekil 2.1) ve 1, 5 

mg.ml
-1

 deriĢimdeki anti- AGO2 standart monoklonal antikorundan 28, 06 µL eklenerek 

elde edilen toplam karıĢım azot atmosferinde 2 saat boyunca karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım 

daha sonra buz banyosu içerisine alınmıĢ karıĢımın üzerine serbest radikal 

polimerizasyonu baĢlatmak üzere 1, 3 mg APS ve de 1, 25 µL TEMED eklenmiĢtir. 

KarıĢım kısa bir süre karıĢtırıldıktan sonra plastik bir enjektör içerisine dökülerek -18 

°
C’ de polimerleĢmesi için bekletilmiĢtir. Sentezlenen kriyojel (poli(HEMA-ko-anti-

AGO2) oda sıcaklığında bekletilerek içerisindeki safsızlıklar ve bağlanmayan türleri 

uzaklaĢtırmak amacı ile kolon hacminin 30 katı hacimde deiyonize su ile yıkanmıĢtır. 

 

Şekil 2.1. bis(2-2ʹ-bipiridil)(MATrp)2-Rutenyum (II) molekülünün kimyasal yapısı 
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2.3. Kriyojel Karakterizasyonu 

Bölüm 2.2. de belirtildiği gibi sentezlenen poli(HEMA) ve poli(HEMA-ko-anti-

AGO2) kriyojellerin karakterizasyonları su tutma kapasitesi, Fourier Transform Infrared 

(FTIR) spektroskopisi ve taramalı elektron mikroskop (SEM) analizleri ile yapılmıĢtır. 

2.3.1. Su tutma kapasitesi testi 

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojellerinin su tutma kapasitesi 

testi distile su içerisinde yapılmıĢtır. Öncelikle kuru formdaki kriyojel dikkatli bir 

Ģekilde tartılıp kriyojelin kuru ağırlığı not edilmiĢtir. Daha sonra kuru formdaki 

kriyojelin üzerine pipet ile doygunluk noktasına kadar distile su eklenmiĢ ve kriyojel 

tartılmıĢtır. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojellerinin su tutma 

kapasitesi aĢağıdaki eĢitlik 2.1’ e göre hesaplanmıĢtır. 

SD = (W1 - W0) / W0(2.1) 

W0 : Kuru polimer ağırlığı 

W1 : ġiĢirilmiĢ polimer ağırlığı 

SD : ġiĢme derecesi 

2.3.2. SEM ile yüzey morfolojisinin incelenmesi 

Kriyojellerin yüzey morfolojisini incelemek için SEM fotoğrafları çekilmiĢtir. Bu 

amaçla numune altın ile kaplama yapılmadan önce sıcaklığı 40 
°
C’ ye ayarlanmıĢ etüv 

içerisinde bir gece boyunca kurutulmuĢtur. Numunelerin üzeri SEM analizinden önce 

altın ile kaplanmıĢtır. 

2.3.3. FT-IR analizi 

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) ve poli(HEMA) kriyojelin FT-IR spektrumu almadan 

önce numuneler bir gece önceden etüvde kurutulmuĢtur. KBr ile numuneler pellet 

formuna getirildikten sonra FT-IR spektrofotometre ile spektrumlar alınmıĢtır. 

 

2.4. AGO2 Saflaştırılması 

AGO2 proteinin saflaĢtırılması, marketten temin edilen taze dondurulmuĢ sığır 

karaciğerinden tek adımda poli(HEMA-ko-anti-AGO2) immunoafinite kromatografisi 

yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2.4.1. Karaciğer dokusundan sitoplazmik ekstraktın hazırlanması 

Karaciğer dokusundan sitoplazmik ekstrakt hazırlanması daha önce Hogan ve 

ark.’nın gerçekleĢtirdiklerigibi yapılmıĢtır (Hogan et al., 2014). Bunun için marketten 

dondurulmuĢ olarak temin edilen 20 gram taze sığır karaciğeri dokusu 60 mL 

ekstraksiyon tamponu (20 mM tris-HCl tamponu pH 8.0, 1 Mm MgCl2, %1 triton-x 100, 

proteaz inhibitör kokteyli, 1 mM DTT, 100 mM NaCl) içerisinde homojenizatör yardımı 

ile homojenize edilmiĢtir. Ardından ekstrakt içerisindeki hücre artıklarını uzaklaĢtırmak 

üzere +4 
°
C’ de 1000 g devirde 5 dakika süre ile santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen 

süpernatant baĢka bir tüp içerisine aktarılarak 12000 rpm devirde 1 saat süre ile santrifüj 

edilip bu iĢlem sonucunda elde edilen süpernatant süzme iĢleminden geçirildikten sonra 

saflaĢtırma amacıyla kullanılmıĢtır. 

2.4.2. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) afinite kromatografisi 

SaflaĢtırma iĢlemi FPLC cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunun için daha önceden 

FPLC cihazına takılıp 20 mM tris-HCl pH 8.0 tamponu ile dengelenmiĢ kriyojel kolona, 

daha önce hazırlanan sığır karaciğeri sitoplazmik ekstraktından 0,1 mL enjekte 

edilmiĢtir. 0,3 mLdak
-1

 akıĢ hızı ile 20 mM tris-HCl pH 8.0 tamponu belirli bir süre 

geçirildikten sonra kriyojele bağlanan türler 20 Mm tris-HCl pH 8.0, 1 M NaCl 

tamponu ile elüe edilmiĢ ve fraksiyon toplayıcı yardımı ile toplanmıĢtır. 

2.4.3. Total protein tayini 

Miktarı bilinmeyen numunenin toplam protein miktarı Sigma-Aldrich BCA 

protein tayin kiti ile yapılmıĢtır. Kısaca 0, 200, 400, 600, 800, 1000 µg.mL
-1

 

deriĢimlerinde standart sığır albumin örnekleri ile standart grafik oluĢturulmuĢtur. 

DeriĢimi bilinmeyen örneğin absorbansı, çizilen standart deriĢime karĢı absorbans 

grafiğinde interpole edilerek içerisindeki protein miktarı belirlenmiĢtir. 

2.4.4. Sodyumdodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE Laemmli metoduna göre gerçekleĢtirilmiĢtir (Laemmli, 1970). Bu 

amaçla; % 10 ayırma jeli ve % 5 deriĢimde yükleme jeli hazırlanmıĢ ve analiz edilecek 

örnekler yükleme jelinde 16 mA akım altında, ayırma jelinden 30 mA akım altında 

yürütülmüĢtür. Arkasından standart gümüĢ boyama prosedürü kullanılarak jelin boyama 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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2.4.5. Elektroforetik hareketlilik değişimi analizi 

AGO2 proteinin elektroforetik değiĢimi analizi literatürdeki prosedüre uygun 

olarak yapılmıĢtır (Kristie & Roizman, 1986). Bunun için % 5 deriĢiminde doğal 

poliakrilamid jel önceden hazırlanmıĢtır. Bu amaçla; saflaĢtırılan numune önceden her 

500 ng ekstrakt içerisinde 200 ng monoklonal anti-AGO2 ve kontrol grubu olarak yine 

her 500 ng ekstrakt için 200 ng monoklonal anti-insülin antikoru bağlama tamponu ( 50 

mM tris-HCl pH 7.5, % 0,1 triton-X 100, % 10 gliserol, 10 mM DTT, 5 mM EDTA) 

içerisinde oda koĢullarında 1 saat süre ile etkileĢtirilmiĢtir. EtkileĢtirilen örnekler, ticari 

ssdna ve etkileĢtirilmemiĢ saflaĢtırılan numune jel elektroforez tankına yüklenip  

elektroforez iĢlemi 10V.cm
-1 

koĢulları altında gerçekleĢtirilmiĢtir. Jel daha sonra 

standart gümüĢ boyama prosedürü kullanılarak boyanmıĢtır. 

 

2.5. AGO2 Nanopartiküllerin Sentezi ve Karakterizasyonları 

AGO2 nanopartiküllerin sentezi ANADOLUCA metoduna göre yapılmıĢtır. 

Sentezlenen nanopartikülleri karakterize etmek için ortalama boyutları, yüzey 

morfolojileri ve de yüzey yükleri belirlenmiĢtir. Son aĢamada ise sentezlenen AGO2 

partiküllerin miRNA bağlanma etkinlikleri ticari miRNA kullanılarak belirlenmiĢtir. 

2.5.1. Nano-AGO2 partiküllerin hazırlanması 

Emülsiyon ortamı oluĢturmak üzere 0,5 gram PVA (125.000 Da) daha önceden +4 

°
C’ de soğutulan 45 mL deiyonize su içerisinde homojenize edilmiĢ ve akabinde ısıtıcılı 

karıĢtırıcıda 90-100 °C’ de sıcaklıkta çözünmesi sağlanmıĢtır. SaflaĢtırılan örneğin 2000 

ppm’lik 3mL hacmindeki çözeltisi deiyonize su içerisinde hazırlanmıĢ ve daha önceden 

DMSO içerisinde dispers edilen 18 µL hacminde bis(2-2
ʹ
-bipiridil)(MATrp)2-Rutenyum 

(II)ile 30 dakika boyunca 150 rpm devirde karıĢtırılarak etkileĢtirilmiĢtir. Bu karıĢım, 

daha sonra daha önceden hazırlanan emülsiyon ortamına ilave edilmiĢ ve kısa bir süre 

karıĢtırıldıktan sonra karıĢımın üzerine 10.000 ppm deriĢiminde hazırlanmıĢ APS’ den 

100 µL eklenerek polimerizasyon baĢlatılıp 150 rpm devirde, oda koĢullarında ve 48 

saat boyunca inkübe edilmiĢtir. 48 saat inkübasyon süresinden sonra karıĢım 12.000 

rpm devirde 30 dakika boyunca santrifüj edilmiĢ ve süpernatant dökülmüĢtür. Pellet 

aynı çözücü içerisinde süspanse edilerek tekrar 12.000 rpm devirde 30 dakika boyunca 

santrifüj edilmiĢtir. Bu yıkama iĢlemi 2 defa tekrar edilmiĢtir. 
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2.5.2. Nano-AGO2 zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi 

Sentezlenen nanopartiküllerin ortalama boyutları, partikül boyut dağılımları ve 

zeta potansiyelleri Zeta-Sizer ile belirlenmiĢtir. Zeta-Sizer ile analiz yapılmadan önce 

nanopartikül numunesi ultrasonik banyo içerisinde dispers edilmiĢ ve numune gözle 

bakıldığında hafif bulanık olacak Ģekilde distile su ile seyreltilmiĢtir. 

2.5.3. Nano-AGO2 elektron mikroskobu analizi 

Nano-AGO2 partiküllerin morfolojileri Zeiss Ultra Plus taramalı elektron 

mikroskobu ile incelendi. Numune analiz edilmeden önce 40 
°
C’ de etüv içerisinde bir 

gece boyunca kurutulmuĢtur. Toz haline getirilen numune iletken bir karbon Ģerit 

vasıtasıyla mikroskop tutucu üzerine sabitlenerek hazırlanmıĢtır. 

2.5.4. Nano-AGO2 partiküllerin total protein miktarı tayini 

Nano-AGO2 kopolimer partiküllerin protein miktarı Bradford metoduna 

(Bradford, 1976) göre ticari Bradford reaktifi (Sigma) ile belirlenmiĢtir. Kısaca 0, 1-1,4 

mg.mL
-1

 deriĢimlerinde standart BSA numuneleri hazırlanmıĢtır. Farklı deriĢimlerdeki 

BSA numuneleri ve deriĢimi bilinmeyen numuneden 5 µL hacimde ve Bradford 

reaktifinden 250 µL hacimde örneklerin üzerine eklenmiĢtir. Numuneler yaklaĢık 2 

dakika süre ile oda sıcaklığında yavaĢ bir Ģekilde çalkalanarak inkübe edilip akabinde 

oda sıcaklığında 5 dakika çalkalamadan inkübe edildikten sonra 595 nm dalga boyunda 

Synergy H1 hybrid mikroplaka okuyucu ile absorbans ölçümü yapılmıĢtır. Bilinmeyen 

numunenin protein miktarı, ölçülen absorbans standart BSA grafiğinde interpole 

edilerek belirlenmiĢtir. 

2.5.5. Nano-AGO2 partiküllerin miRNA bağlama analizi 

Toplamda 240 ng nano-AGO2, artan deriĢimlerde (0-3,3 µM)  ticari miR-335 ile 

bağlama tamponu (30 mM tris-HCl pH 7.5, 0, 10 mgmL
-1

 BSA, 5 mM DTT, 2 mM 

MgCl2) içerisinde her biri 10 µL hacminde karıĢımlar halinde hazırlanmıĢ ve oda 

koĢullarında 1 saat süre boyunca inkübe edilmiĢtir. EMSA analizi %3,5 agaroz jel 

kullanılarak yapılmıĢtır. Agaroz jel 25 mL 0,5x TB (Tris-Borat) tamponu içerisinde 

hazırlanmıĢ ve agaroz jel 25 Vcm
-1

 koĢullarında 30 dakika süre ile yürütülmüĢtür. 

Hemen ardından jel daha önceden 0,5x TB tamponu ile seyreltilerek hazırlanmıĢ SYBR 

green (10 000 x) floresans boya içerisinde 40 dakika süre ile oda koĢullarında hafifçe 

çalkalanarak bekletildikten sonra jel görüntüleme cihazı ile 254 nm UV ıĢını altında 
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fotoğraf çekilmiĢtir. Jeldeki bantların densitometrik analizi ĠmageJ yazılımı kullanılarak 

yapılmıĢtır (http-1). AyrıĢma sabiti (Kd), ĠmageJ ile hesaplanarak elde edilen veriler 

Graphpad Prism programında bir spesifik bağlanma bölgesi formülü kullanılarak 

hesaplanmıĢtır (http-2). 
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3. BULGULAR 

3.1. Kriyojel Karakterizasyonu 

Sentezi Bölüm 2.2’de anlatılan poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojelinin 

karakterizasyonları Bölüm 2.3. de belirtildiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 3.1.1. Su tutma kapasitesi testi 

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojelin su tutma kapasitesi eĢitlik 2.1’ e göre 

hesaplanmıĢ ve 9,63 g H2O/g kriyojel olarak bulundu. Bu değer, 1 gram ağırlığındaki 

kriyojelin 9,63 gram su tutabildiğini göstermekle birlikte yüksek bir su tutma 

kapasitesini ifade etmektedir. Poli(HEMA) kriyojelinin su tutma kapasitesi de 14,53 g 

H2O/ g kriyojel olarak hesaplanmıĢtır. Beklenildiği üzere, poli(HEMA-ko-anti-AGO2) 

kriyojelinin su tutma kapasitesi değeri yapı içerisinde bulunan antikor ve çapraz 

bağlayıcı içerisindeki hidrofobik gruplardan dolayı daha az bulunmuĢtur. 

3.1.2. SEM ile yüzey morfolojisinin incelenmesi 

Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojelin yüzey morfolojisi ġekil 3.1’de 

gösterilmiĢtir. 20 µm den büyük gözenek boyutlarına sahip ve gözenekleri birbirine 

bağlı bir kriyojel, saflaĢtırma amacı ile kullanılacak numunelerin kriyojel boyunca 

maksimum oranda etkileĢmesiyle, iyi bir kromatografik ayırım için zemin hazırlayacak 

niteliktedir. 

 

 

Şekil 3.1. Poli (HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait SEM görüntüsü 
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3.1.3. FT-IR analizi 

AĢağıda ġekil 3.2’ de poli(HEMA-ko- anti-AGO2) kriyojeline ait FTIR 

spektrumu görülmektedir. Bu spektrumda poli(HEMA)’ da yer alan fonksiyonel 

gruplara özgü bantlar göze çarpmaktadır. Bunlar; 3400 cm
-1 

civarında (-OH gerilme), 

1720 cm
-1

 civarında (C=O gerilme), 2900 cm
-1

 civarında (CH2 gerilme), 1248 – 850 cm
-

1
 aralığında(C-O-C ve C-O gerilme frekansları) bulunan bantlardır. 

 

 

Şekil 3.2. Poli (HEMA-ko-anti-AGO2) kriyojeline ait FT-IR spektrumu 

 

AĢağıda ġekil 3.3’ de poli(HEMA) kriyojeline ait FTIR spektrumu görülmektedir. 

Bu spektrum ile ġekil 3.2’ deki spektrum %T (%geçirgenlik) değerleri hariç birbirine 

benzerlik göstermektedir. 

 

 

Şekil 3.3. Poli (HEMA) kriyojeline ait FT-IR spektrumu 
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3.2. AGO2 Saflaştırılması 

            AGO2 proteinin saflaĢtırılması marketten temin edilen taze dondurulmuĢ sığır 

karaciğerinden ve afinite kromatografisi ile tek adımda, Bölüm 2.4’ de anlatıldığı gibi 

ve karaciğer dokusundan sitoplazmik ekstrakt hazırlanması ise Bölüm 2.4.1’ de ifade 

edildiği gibi yapılmıĢtır. 

3.2.1. Poli(HEMA-ko-anti-AGO2) afinite kromatografisi 

ġekil 3.3’ de AGO2 proteinin FPLC ile saflaĢtırılmasına ait kromatogram 

görülmektedir. Kriyojel kolona bağlanan numuneler 20 mM tris-HCl pH 8.0, 1 M NaCl 

tamponu ile ayrılmıĢ ve ayrılan türler fraksiyon toplayıcı yardımı ile toplanmıĢtır. 

ġekildeki kromatogram göz önüne alındığında bağlanmayan türlerin absorbansının 

sıfırlandığı noktadan itibaren %100 gradiyent elüsyonu uygulanmıĢtır. Elüsyon 

tamponunun uygulanmasından kısa bir süre sonra beklenildiği üzere yaklaĢık 50 mAU 

büyüklüğünde keskin bir elüsyon piki gözlemlenmiĢtir. Analiz 0,3 ml.dak
̅
 akıĢ hızında 

gerçekleĢtirilmiĢtir ve alıkonma hacmi yaklaĢık olarak 10 mL olarak gözlemlenmiĢtir. 

Art arda yapılan beĢ analiz sonucu benzer kromatogramlar elde edilmiĢtir. Bu analizler 

sonucu elde edilen fraksiyonlar, içeriğindeki tuzu gidermek için diyaliz; çözücüyü 

uzaklaĢtırmak için liyofilizasyon iĢlemlerinden geçirildikten sonra saflık analizleri ve 

nano ölçekli kopolimer partikül sentezinde kullanılmıĢtır. 

 

Şekil 3.4. Poli (HEMA-ko-anti-Ago2) kriyojeline ait kromatogram 
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3.2.2. Total protein tayini 

Toplam protein miktarı BCA metoduna göre ticari BCA kiti kullanılarak Ģekilde 

görülen BSA standart grafik yardımı ile hesaplanmıĢtır. Buradan R
2
=0,992 olarak 

bulunmuĢ olup, ġekil 3.4’ deki grafikte görülen denklemde ölçülen absorbans değeri 

yerine konularak sığır karaciğeri sitoplazma ekstraktının toplam protein miktarı 858,7 

ppm olarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

Şekil 3.5. Bovine serum albumin standart grafiği 

 

3.2.3. Sodyumdodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) 

SaflaĢtırılan numune, ticari bir belirteç ve standart BSA numuneleri denature jel 

elektroforezi ile moleküler ağırlıkları farklılığı esasına göre ayrılmıĢtır. ġekil 3.5’ deki 

jel görüntüsünden anlaĢılacağı üzere saflaĢtırılan numune farklı moleküler ağırlıkta 

farklı tür proteinlerden oluĢmaktadır. Monoklonal anti AGO2 çapraz bağlı bir kolon ile 

saflaĢtırma yapıldığı düĢünüldüğünde saflaĢtırılan numune içerisinde serbest AGO2 

proteinin yanı sıra AGO2’ nin etkileĢim içerisinde olduğu bir takım kompleks yapılara 

iliĢkin bantların da olduğu düĢünülmektedir (Zhang et al., 2015). Ayrıca kolona spesifik 

olarak bağlanmayan türlerin de numune içerisinde yer alması da olasıdır. 
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Şekil 3.6. SDS-PAGE analizi ile örneklerin görüntülenmesi 

 

3.2.4. Elektroforetik hareketlilik kayma analizi 

SaflaĢtırılan numunenin içerisinde AGO2 proteinin olup olmadığını tayin etmek 

için, saflaĢtırılan numune (1) ve daha önceden ticari monoklonal anti- AGO2 ile 

etkileĢtirilmiĢ saflaĢtırılan numune (2) doğal poliakrilamid jel elektroforezi sisteminde 

yukarıdan aĢağıya doğru yürütülmüĢtür. ġekil 3.6’ dan görüleceği üzere monoklonal 

antikor ile etkileĢtirilen örnek artan moleküler ağırlığı nedeniyle daha yavaĢ 

yürümüĢtür. Bu da saflaĢtırılan örneğin içerisinde AGO2 proteininin bulunduğunu 

göstermektedir. 

 

 

Şekil 3.7. EMSA ile örneklerin görüntülenmesi 
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3.3. AGO2 Nanopartiküllerinin Karakterizasyonları 

 Bölüm 2.5.1. de anlatıldığı gibi sentezlenen AGO2 nanopartiküllerinin 

karakterizasyonları aĢağıda verilmiĢtir. 

3.3.1. Nano-AGO2 zeta boyut ve zeta potansiyeli analizi 

Nanopartiküllerin ortalama boyutu dinamik ıĢık saçılması ile ölçülmüĢ ve ġekil 

3.7’ den de görüleceği üzere 123,2±51,80 olarak bulunmuĢtur. Bulunan bu değer 

yaklaĢık olarak 45 farklı ölçümün ortalamasını yansıtmaktadır. Polidispersite indeksi 

0,230 olarak bulunmuĢtur. Bu değer, numunenin orta derecede polidispers olduğunu 

göstermiĢtir. 

 

 

Şekil 3.8. Nano –AGO2 partiküllerin boyut dağılımları 

 

Nanopartiküllerin fiziksel olarak karakterize edilmesindeki bir diğer önemli 

parametre de zeta potansiyelidir. Zeta potansiyeli bir katının yüzeyi ve o katının sıvısı 

arasında geliĢen yük olarak tanımlanır. Bu nedenle kolloidal partiküllerin yüzey yükleri 

ve stabilitesi ile ilgili önemli bilgiler vermektedir (Article, 1993). ġekil 3.8’deki zeta 

potansiyeli grafiği incelendiğinde zeta potansiyelinin -14 mV olduğu görülmektedir. Bu 
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sentezlenen partiküllerin negatif yüklü olduklarını ve de orta derecede bir stabiliteye 

sahip olduklarını göstermektedir. 

 

 

Şekil 3.9.Nano-AGO2 partiküllerin zeta potansiyeli dağılımları 

 

3.3.2. Nano-AGO2 elektron mikroskobu analizi 

ġekil 3.9’ daki nanopartiküllerin SEM görüntüleri incelendiğinde sentezlenen 

nanopartiküllerin küresel bir Ģekle sahip olduğu görülmektedir. Ayrıca partiküllerin 

boyutlarının heterojen bir dağılım gösterdiği düĢünüldüğünde SEM analizinden elde 

edilen sonuçlar ağırlıklı olarak 100-220 nm boyutlarında partiküllerin varlığını 

göstermektedir ve bu sonuçlar dinamik ıĢık saçılması analizi ile elde edilen sonuçlar ile 

uyum göstermiĢtir. 

 

 

Şekil 3.10. Nano – AGO2 partiküllerin SEM görüntüleri 
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3.3.3. Nano-AGO2 partiküllerin total protein miktarı tayini 

Bağlama çalıĢmasında kullanılacak Nano-AGO2 partiküllerin toplam protein 

miktarı Bradford metoduna göre ticari Bradford reaktifi kullanılarak ġekil 3.10’ da 

görülen BSA standart grafiği yardımı ile hesaplanmıĢtır. Çizilen standart grafiğin 

R
2
=0,996 olarak gözlenmiĢtir. 

 

 

Şekil 3.11. Sığır serum albumini standart grafiği 

 

3.3.4. Nano-AGO2 mirna bağlama analizi 

Ticari miR- 335’ in nano AGO2 partikülleri ile bağlama afinitesini belirlemek için 

artan deriĢimlerde ticari miRNA -335 sabit miktarda nano AGO2 partikülü ile 

etkileĢtirilmiĢtir. Numuneler agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmiĢtir (ġekil 3.11). 
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Şekil 3.12. Nano- AGO2 – miR-335 bağlama analizi 

 

Jel üzerinde SYBR Green ile 254 nm dalga boylu ıĢın ile görüntülenen bandların 

alanı ImageJ yazılımı ile belirlenmiĢ ve hesaplanan band alanlarına iliĢkin sayısal 

veriler aĢağıdaki tablo 3.1’ de verilmiĢtir.Tablodaki veriler incelendiğinde artan miR-

335 molekülünün deriĢimi ile bant alanlarının beklenildiği gibi artıĢ gösterdiği ve belirli 

bir deriĢimden sonra bu artıĢın miktar olarak azaldığı gözlenmiĢtir. 

 

Tablo 3.1. miR- 335 derişimleri ve band alanları 

Sıra Derişim (µM) Band alanı (rastgele birim) 

1 0 0 

2 0,026 2823,104 

3 0,13 7507,874 

4 0,65 13901,451 

5 3,25 21297,563 

 

Son olarak da ayrıĢma sabiti ( Kd ) Graphpad Prism aracılığı ile 0.3105 µM olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 3.12).Elde edilen bu Kd değeri sentezlenen AGO2 partiküllerinin 

ticari miR-335 molekülüne yüksek bir afinite ile bağlandığını göstermektedir. 
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Şekil 3.13. Nano- AGO2 ile miR-335 arasındaki bağlanma izotermi 
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4. TARTIŞMA, SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalıĢması kapsamında, AGO2 proteininin saflaĢtırılması amacı ile 

poli(HEMA-ko-anti-AGO2) immunoafinite kromatografisi materyali ANADOLUCA 

metoduna göre sentezlenmiĢtir (“ANADOLUCA Patent.pdf,” n.d.). Sentezlenen bu 

kromatografik materyalin karakterizasyonu SEM, FTIR ve su tutma kapasitesi testi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu analizlerden elde edilen bulgular literatürdeki benzer 

çalıĢmaların bulguları ile uyumluluk göstermektedir (Armutcu vd., 2014; Keçili vd., 

2018; Uygun vd., 2014). 

Post transkripsiyonel gen susturma iĢleminde rol oynayan RISC kompleksi bir 

proteinler topluluğudur ve bu topluluğun merkezinde AGO2 proteini bulunmaktadır.Bu 

çalıĢmada immunoafinite kromatografisi materyalinin ligandı olarak kullanılan anti-

AGO2 (11A9)  antikoru hem doku hem de hücrelerden AGO2 komplekslerinin etkin bir 

Ģekilde izole edilebilmesine olanak tanımaktadır (Rudel, Flatley, Weinmann, Kremmer, 

& Meister, 2008). Elde edilen bulgular sentezlenen bu yeni afinite kromatografisi kolon 

materyalinin AGO2 proteininin tek adımda saflaĢtırılması için kullanılabileceğini 

göstermektedir. 

Ġmmünoafinite kromatografi sonucu toplanan numunelerin saflık analizi, tuz 

giderme ve deriĢtirme iĢlemlerinin ardından SDS-PAGE ile yapılmıĢtır. ġekil 3.5’ deki 

jel görüntüsü, band profilinin daha önce yapılan benzer çalıĢmalar (Roosevelt, 2000; 

Zhang et al., 2015) ile uyum içerisinde olduğunu göstermiĢtir. SaflaĢtırılan numune 

içerisinde AGO2 proteinin net olarak tanımlanması salt SDS-PAGE ile mümkün 

olmamaktadır. Numune içerisinde yer alan AGO2,  EMSA ile, saflaĢtırılan numune ile 

daha önceden monoklonal anti-AGO2 ile etkileĢtirilen numune arasındaki rölatif göç 

farkından doğal poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile anlaĢılmıĢtır. 

Nano–AGO2 partiküllerin ortalama boyutlarını belirlemek için SEM ve zeta 

boyut analizleri yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında, her iki analizden 

elde edilen partikül boyutu sonuçlarının birbiri ile uyumlu olduğu görülebilmektedir. 

Nano AGO2 partiküllerin ticari miRNA- 335 ile yapılan bağlama çalıĢmasının 

sonucunda daha önce ifade edilen deneysel koĢullarda bağlama afinitesi prism programı 

ile 0,3105 µM olarak belirlenmiĢtir. Bu sonuç, rutenyum bazlı amino asit monomerin 

çapraz bağlanması ile elde edilen AGO2 nanopartiküllerin ticari miR- 335’ e yüksek bir 

afinite ile bağlandığını göstermektedir. Elde edilen bu Kd değeri literatürde yer alan 
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serbest formdaki AGO2 proteinin miRNA bağlama afinitesine yönelik elde edilen Kd 

değerlerinden daha yüksektir (Lima et al., 2009; Rivas et al., 2005; Tan et al., 2009). 

Görüldüğü kadarı ile AGO2 polimer konjugatlarının miRNA bağlama afinitesini 

belirlemeye yönelik bir çalıĢmaya literatürde rastlanmamıĢtır. Dolayısı ile bu çalıĢmada 

elde edilen Kd sonucu literatür ile mukayese edilememektedir. Bu anlamda, yapılan 

çalıĢma özgündür. 

Biyolojik sıvılar içerisindeki ekstraselüler miRNA’ ların çoğu AGO2  proteinine 

bağlı olarak bulunmaktadır. Bu durum nükleaz enzimince yoğun olan bu sıvılarda 

bulunan miRNA’ nın stabilitesini korumasını açıklar niteliktedir (Arroyo et al., 2011). 

Ayrıca; daha önce yapılan çalıĢmalar (Ferreira et al., 2014; Prud’homme, Glinka, 

Lichner, & Yousef, 2016) AGO2 proteininin alternatif bir  miRNA tabanlı ilaç dağıtım 

sistemi olarak büyük bir potansiyele sahip olduğunu göstermektedir. 

AGO2 proteini hem miRNA hem de siRNA bağlayıcı bir proteindir. siRNA’ lar, 

birçok hastalıkta ilaç ile hedeflenemeyen genlerin seçici olarak hedeflenmesine yönelik 

büyük bir potansiyel taĢımaktadır. RNAi in vivo etkinliği AGO2 bağlı siRNA’ların 

miktarı ile doğru orantılıdır (Ferreira et al., 2014; Prud’homme et al., 2016). 

ANADOLUCA metodu, ılıman koĢullarda pH ve sıcaklıktan bağımsız olarak 

protein polimer konjugatlarının sentezini mümkün kılması, destek materyallerinin 

aktive edilmesinde yaygın olarak kullanılan siyanojen bromür gibi tehlikeli 

kimyasalların kullanılmasını gerektirmemesi gibi önemli özelliklere sahiptir. Bu metoda 

göre sentezlenen nano AGO2 partikülleri, sahip oldukları yüksek miRNA bağlama 

etkinlikleri göz önünde bulundurulduğunda AGO2 proteinin konformasyonu ve 

fonksiyonunun korunduğu sonucuna ulaĢılmaktadır. 

Bu çalıĢmada; rutenyum bazlı amino asit monomerlerin AGO2 protein ile çapraz 

bağlanması esasına dayanan, fotosensitif mikroemulsiyon polimerizasyonu yöntemine 

göre sentezlenen nano AGO2 partiküller, sahip oldukları nanomolar düzeydeki miRNA 

bağlanma afiniteleri ile yeni bir ilaç salınım sistemi, diyagnostik ve teranostik gibi 

alanlarda potansiyeli olan bir biyomateryaldir. Ancak; bunun daha net bir Ģekilde 

anlaĢılması için daha ileri düzeyde çalıĢmalara ve daha detaylı verilere ihtiyaç 

bulunmaktadır. 
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