ISTANBUL TEKNIK UNIVERSITESI * FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

FiZIKSEL VE KIMYASAL CAPRAZ BAGLI DNA HIDROJELLERININ
SENTEZIi VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZi

Hiisniye CAKMAK

Kimya Anabilim Dah

Kimya Programm

OCAK 2013






ISTANBUL TEKNIK UNIVERSITESI * FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

FiZIKSEL VE KIMYASAL CAPRAZ BAGLI DNA HIDROJELLERININ
SENTEZIi VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZi

Hiisniye CAKMAK
(509091072)

Kimya Anabilim Dah

Kimya Programm

Tez Damismani: Prof. Dr. Oguz OKAY

OCAK 2013






ITU, Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 5091072 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi
Hiisniye CAKMAK, ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine
getirdikten sonra hazirladigi “FiZIKSEL VE KiMYASAL CAPRAZ BAGLI
DNA HIDROJELLERININ SENTEZiI VE KARAKTERIZASYONU” baslikli

tezini agagida imzalar1 olan jiiri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Danisman : Prof. Dr. Oguz OKAY = s
Istanbul Teknik Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Bahire FilizSENKAL ...,
Istanbul Teknik Universitesi

Yrd. Dog¢. Dr. Deniz Ceylan TUNCABOYLU........................
Bezmi Alem Vakif Universitesi

Teslim Tarihi : 17 Arahk 2012
Savunma Tarihi: 24 Ocak 2013

111



v



Anneme ve Babama,



vi



ONSOZ

Tez calismam siiresince, bilgi ve deneyimi ile bana yol gosteren ve her tiirlii olanagi
sunan degerli hocam Sayin Prof. Dr. Oguz OKAY’a gosterdigi her tiirlii destek,
anlayis ve sabrindan dolay1 en icten dileklerimle tesekkiir ederim.

Polimerik jeller arastirma laboratuvarindaki ¢alismalarim sirasinda gerek deneysel
calismalarda gerekse tezin yazim asamasinda fikirlerini, destegini ve yardimini hi¢bir
zaman eksik etmeyen, tecriibelerinden faydalandigim Deniz CEYLAN
TUNCABOYLU’na, Pmar KARACAN’a ve tiim ¢alisma arkadaslarima,

Bu siire¢ igerisinde manevi desteklerini, essiz dostluklarin1 ve olumlu enerjilerini
hi¢bir zaman eksik etmeyen Fatih AK, Selda ALVAN ve Semiha YAVUZ’a,

Anlayis, destek ve yardimlariyla yanimda olan Timugin BALKAN’a,
Bu calismanin bu hale gelmesini {istiin sabir, anlayis ve maddi manevi desteklerine
bor¢lu oldugum, yasamim boyunca beni her konuda destekleyen, her zaman moral

kaynagim olan annem Seher CAKMAK ve babam Zikri CAKMAK’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Aralik 2012 Hiisniye CAKMAK
Kimyager

vil



viil



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZeeeeerererereretseereseseseesesssssssssssssssssssssesssessssssssasssssssessssssssssssssssssssssasasans vii
ICINDEKILER ... oterrnceerrencnnesesessesesssssesessssssssssassssssssassesssssssessassssessans ix
KISALTMALAR ...ccocoiiiuiiiinnnnniiensssetissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss xi
SEKIL LISTEST...cucveietiiiierireeenerenenenesesresesessssesessssssesessssssesessassssssssssssessasanes xiii
OZET o ieeecereenscnsesesnsensesassssssensessasssssssasssssssensassssssssnssssssssssssassssssssssssssses XV
SUMMARY ..cuuuiiiiiiinniiissneicssneisssseissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas xvii
1o GHRIS cereeeerceceeerccsnesesessesessssesessssssesessassssssssssessasssssessssssssnsasssesessasases 1
2. TEORIK KISIM..cveueuninruenensensasncnsessucssensessussssensesssssssessasssssssessassssessessasssscss 5

2.1 POHMETIK JEIICT....eeiiieieeiiiiieeeee e e e 5
2.1.1 Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller.............cooeoiiiiieiiiiiiiiiiiieee e, 6
2.1.2 Fiziksel ¢apraz bagli hidrojeller ...........ooevvvviiiiiiiiiieeeeiiiiieeee e, 7
2.1.3 Jellerin molekiiler etkilesimleri...................cccco 7

2.2 DNA MoleKiIIntn YapiSi.....uuueeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeee e e e e eeiiraeeeeeeeeeesnnnees 10

2.3 DNA HidroJ@ILeruueeeeeeeeeeeeiiiiiiieee ettt e e e e e e iraeee e e e e e e e e 12

2.4 Hidrojellerin Kullanim Alanlarti...........ccccvveeiieieiiiiiiiiiiieeee e 14

2.5 T18G SAIIMI ..o, 15
2.5.1 Kontrollii ilag salim sistemleri ...............ccccoooiii 15
2.5.2 Kontrollii Ila¢ Salim Sistemlerinde Kullanilan Dogal Polimerler ............ 15

3. DENEYSEL KISIM ....cccioiinniiiensnsaniicssssnnsecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 17

R LY B 11753 01 1S] (<) U UPUR P 17

3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar ...........cccvvviiiiieeeiiiiieeeeeeeeee e 18

3.3 DNA Hidrojellerinin SENteZi ........ccuvvviveieeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiireeeeeeeeeseevaeeees 20
3.3.1 Fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin sentezi ..........cccceeeeeeeereennnnenn. 20
3.3.2 Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin sentezi...........ccceeeeeeeeuennnnneen. 21

3.4 Jellerin KarakterizasyOnU.........cceeeeeiviiiiiieeeeeieiciiiiieeeeeeeeeeiiiere e e e e e e e e eeeeeeees 23
3.4.1 SISME OICHMICTT ..., 23
3.4.2 UV-Visible SpektrofotoOmetre ..........ceeeeereiviiiiiiieeeeeeriiiiiieieeee e e e 23
3.4.3 Re0I0jik OIGUMIET ........ovvevieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
3.4.4 MeKanik OICTMICT .........oeiviieieeeeee e, 24
3.4.5 ATR — FTIR OIGUMIETI ..o, 24

4. SONUCLAR VE TARTISMALAR .....cuciiiiiinuiiicnsnnniesssssnssssssssssssssssssssssssssssses 25
4.1.1 Fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojelleri..........ccccoviiiiiiiniiiiiiiniiiieiieeen, 25

4.2 Kimyasal Capraz Bagli DNA Hidrojelleri.........coooeciviiiiieeeeiiiiiiiieeeee e 33
STIT 0 20 0 5 7. N 39
KAYNAKLAR ...ooviiiininniieninnniiessssstissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 41
OZIGECMIS cuvveeerreneerereseesesesessssesesessssssessssssssesssssesessssssessssssssssessasasesessasases 45

X






KISALTMALAR

DNA :Deoksiriboniikleik asit
ds-DNA :Cifte sarmal - DNA
ss-DNA :Tekli sarmal - DNA
EGDE :Etilenglikoldiglisidileter

TEMED :N,N,N’, N -tetrametiletilendiamin

xi



xii



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 :
Sekil 2.2 :
Sekil 2.3 :

Sekil 2.4 :
Sekil 3.1 :
Sekil 3.2 :
Sekil 3.3 :
Sekil 3.4 :
Sekil 3.5 :
Sekil 3.6 :

Sekil 3.7 :
Sekil 4.1 :

Sekil 4.2 :
Sekil 4.3 :
Sekil 4.4 :

Sekil 4.5 :

Sekil 4.6 :
Sekil 4.7 :

Sekil 4.8 :

Sekil 4.9 :

Sayfa
Polimerik jel agyapisinin sematik gOSterimi. ........coeevuveeeiiniiieeiiniiieeeennee 5
DNA ¢ift Sarmal Yap1ST ....uveeeeeeeeiiiiiiiiiiee e e e e e 10
DNA ¢ift sarmal yapisini olusturan baz ¢iftleri arasindaki hidrojen
0T Yo 1 o USSP UPPUUPRN 11
DNA’nin soldan saga dogru A,B ve Z yapiSl.......cccceeeeeeeveicnriiieeeeeeeeenns 12
DNA hidrojel sentezinde kullanilan kimyasal maddeler ........................ 17
Elastik modiil cihazinin sematik gortinimil. ............cceeeeveiiniiiiieeeeeennnnns 18
Reometre cihazi (solda), PC ekrani (ortada) ve kompresor (sagda)........ 19
T80 UV-goriiniir spektrofotometre cihazl..........ceeveeeeeeevniiiiiiiieeeeeeennns 19

[sitma — sogutma ¢evrimi sonrasit ds-DNA molekiiliinden hidrojen
baglarinin yer degistirmesiyle fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojel olusum
MEKANIZIMAST.....eeeiiiiiiiiiee e e 21
Niikleotitdeki amino gruplar1 ile EGDE arasinda ¢apraz baglanma
TEAKSTYOTIUL. ...vvvriiieeeeesiiiirieeeeeeeeeseiatarreeeeeeeeannnsnaaeeeeeeeessssnssrnaeeeeeesnnnnnes 22
Gravimetrik (solda) ve volumetrik (sagda) sisme dl¢iimleri.................... 23
(a) %5 DNA ¢o6zeltisinin ® = 6,28 rad/s’de yapilan 1sitma—sogutma
cevrimi sirasinda elastik modiil G’ (e), viskoz modiil G*” (o) ve kayip
faktor tand(cizgi)’ nin sicaklikla degisimi. (b) Fiziksel jellerin 1sitma—
sogutma ¢evrimi 6ncesi 25°C’de (kiireler) ve sonrasi (liggenler) Y ,=
0,01’ de frekans taramasi sonucu G’ (®), G’ (0)’nin degisimi. Kesikli
yatay ¢izgi (a) tan 0= 1’1 temsil etmektedir. ..........cccceeeeveiiiiiiiieeeeeeen, 27
DNA’nin jellesme 6ncesi ve sonrast ATR-FTIR spektrumu. .................. 28
26 mg/L saf DNA ¢ozeltisinin UV goriiniir bolge spektrumu. ................ 29
Saf DNA’nin sulu ¢ozeltilerinin jellesme 6ncesi (A) ve sonrasi(B)
absorbans degerlerinin konsantrasyonla degisimi. ..........cccceeeeeeeerennnnnnee. 30
Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri icerisinde zamana bagl
olarak jellerin agirlik¢a relatif sisme oranlari (a) ve salinan DNA
MIKEATIATT (D) 1oeeeeeeiieeee e 31
%5’lik saf DNA hidrojellerinin kuvvet altinda deformasyon grafigi. Her
egri ayni 6rnek i¢in farkli 6lgtimleri ifade etmektedir. .............cccceeneeeee. 32
Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri icerisinde zamana bagl
olarak jellerin hacimce relatif sisme oranlarmin degisimi. ...................... 33
Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri icerisinde zamana bagl
olarak jellerin salman DNA miktarlari. Sentez sartlari: DNA = % 9,3.
EGDE =% 9,6. TEMED =% 0,44........oooiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 34
Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri icerisinde zamana bagl
olarak kimyasal ¢capraz bagli DNA hidrojellerinin agirlik¢a relatif sisme
oranlarmin degisimi. Sentez sartlari: DNA =% 9,3. EGDE = % 9,6.
TEMED =% 0,44 ... 35



Sekil 4.10 :

Sekil 4.11 :

Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin kuvvet altinda deformasyon
grafigi. Sentez sartlar: DNA =% 9,3. EGDE =%9,6. TEMED =
D00, ..o 36
Farkli sisme oranlarindaki kimyasal ¢apraz baglt DNA hidrojellerinin
elastik modiil degerlerinin ( G ) degisimi. Sentez sartlari: DNA = % 9,3.
EGDE = %09,6. TEMED =%0,44. .....ccccveiiiiiiiiiiiiiiiiiienieeeeee 37

X1V



FiZIKSEL VE KIMYASAL CAPRAZ BAGLI DNA HIDROJELLERININ
SENTEZI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Tim yasayan hiicreler biinyelerinde baz diziliminde genetik bilgiler iceren DNA
molekiillerini  bulundururlar. Polimerik jeller sentetik polimerlerden elde
edilebilecegi gibi DNA molekiilii gibi dogal polimerlerden de elde edilebilir. DNA
hidrojelleri, ¢capraz bagli DNA ipliklerinden olusan ve sulu ¢ozeltilerde sismis bir
agyapt olarak tanimlanabilir. Yiikli, yari-esnek zincirlerden olusan DNA
hidrojellerinin kontrollii ila¢ salimi, doku miihendisligi ve biyomedikal kullanimlar1
gibi DNA’nin karakteristik Ozelliklerinden yararlanilan genis uygulama alanlari
vardr. Bu ¢aligmanin amaci, disaridan gelen uyarilara hizli cevap verebilen ve ilag
saliminda kullanilmak iizere viicutta herhangi bir toksik etki birakmayacak fiziksel
capraz bagli DNA hidrojellerini sentezlemek ve karakterize etmektir.

DNA temel hal durumunda bazlar1 iki sarmala baglayan hidrojen baglar1 sayesinde
kararli bir yapiya sahiptir ve bu konformasyon ¢ift sarmal konformasyon olarak
bilinir. Bu yapidaki DNA’nin sulu ¢6zeltisi 1sitildig1 zaman, sarmallart bir arada
tutan bu hidrojen baglar1 kirilir ve ¢ift sarmal yapi rastgele konformasyona sahip tek
sarmallar haline parcalanir. Cift sarmal yapidan tek sarmal yapiya gecis erime veya
denatiirasyon olarak bilinmekte olup, bu proses seyreltik DNA ¢6zeltilerinin yavasga
sogutulmas1 durumunda tersinir olabilir. Fiziksel capraz bagli DNA hidrojelleri,
NaBr c¢ozeltisi icerisinde ¢oziilen cifte sarmal yapiya sahip 2000 baz ¢ifti igeren
DNA’nin erime sicakhiginin (87,5°C) lizerine 1sitilmasi ve ardindan 25°C’ye yavas
sogutulmas1 sonucu elde edilmistir.  Fiziksel capraz bagli DNA jellerinin
ozelliklerini mukayese etmek amaciyla kimyasal ¢apraz baglit DNA jelleri de bu tez
kapsaminda sentezlenmistir. Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojelleri NaBr ¢ozeltisi
icerisinde  ¢ozillen DNA’nin, N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamin (TEMED)
katalizorliigiinde ve etilenglikoldiglisidileter (EGDE) c¢apraz baglayicisi ile 50°C’de
capraz baglanma reaksiyonlar1 sonucu elde edilmistir. Elde edilen fiziksel ve
kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda sisme ve
salim davraniglar1 incelenmis, mekanik 6l¢timleri yapilmistir. Kimyasal ¢apraz bagl
jellerin DNA salimlarmin ¢ok az oldugu, fiziksel jellerin ise kolaylikla kontrollii
salim sistemlerinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Diger yandan reolojik dlgtimler
ile 1sitma-sogutma ¢evrimlerine tabi tutularak kPa boyutlarinda elastik modiile sahip
fiziksel DNA hidrojelleri elde edilmistir. Sentezlenen fiziksel jeller UV ve ATR-
FTIR o6lgtimleri ile karakterize edilerek ¢ifte sarmal yapida oldugu ortaya konmustur.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PHYSICAL AND
CHEMICAL DNA HYDROGELS

SUMMARY

All living cells contain deoxyribonucleic acid (DNA) molecules carrying genetic
information in their base sequences. DNA is a biopolymer composed of building
blocks called nucleotides consisting of deoxyribose sugar, a phosphate group and
four bases, adenine, thymine, guanine, and cytosine. DNA has a double-helical
conformation in its native state which is stabilized by hydrogen bonds between the
bases attached to the two strands. When a DNA solution is subjected to high
temperatures, the hydrogen bonds holding the two strands together break and the
double helix dissociates into two single strands having a random coil conformation.
This transition from double-stranded (ds) to single-stranded (ss) DNA is known as
denaturation or melting and can be reversed by slow cooling of dilute DNA
solutions. DNA denaturation was extensively investigated in the past few decades as
it gives useful information on DNA regarding its structure and stability. Typically,
melting curves of DNA are obtained by monitoring the UV absorption at 260 nm.
The disruption of base stacking decreases the electronic interaction between the
bases so that it becomes easier for an electron to absorb a photon. Thus, denaturation
leads to the hyperchromic effect, i.e., the increased absorption of light.

At concentrations below the critical overlap concentration, DNA form viscous
structures in aqueous solutions, while at high concentrations, DNA molecules
overlap and entangle to form a weak gel. Only a few reports exist in the literature on
the viscoelastic properties of DNA solutions. The linear viscoelastic moduli of DNA
solutions have been measured by Mason et al. in the concentration range 0.1-1.0%
w/v. It was shown that the solutions in saline buffer behave as an entanglement
network of semiflexible coils exhibiting an elastic modulus and a crossover
frequency that vary with concentration according to known scaling laws. Sun et al.
showed that heating of semidilute solutions of DNA (0.5% w/v) leads to a decrease
of the elastic modulus, indicating that the rigid-rod-like DNA molecules lost their
rigidity due to the dissociation of the two strands. Thus, the semiflexible ds-DNA
consisting of fragments of about 150 base pairs behaving as rigid segments becomes
flexible on heating so that the viscosity of the solution decreases. The breakup of the
DNA base pairs begins at a temperature as low as 50 °C, which is well below the
chain melting temperature (87 °C).

DNA hydrogel is a network of cross-linked DNA strands swollen in aqueous
solutions. Such soft materials are a good candidate to make use of the characteristics
of DNA such as coil-globule transition, biocompatibility, selective binding, and
molecular recognition. DNA hydrogels were prepared starting from branched DNA
molecules via ligase-mediated reactions. These hydrogels can also be prepared by
cross-linking of DNA in aqueous solutions using diepoxides as chemical cross-
linking agents. Epoxide groups can react with the amino groups on the nucleotide
bases to form interstrand cross-links leading to the formation of a three dimensional
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DNA network. Our research group has recently focused on developing responsive
DNA hydrogels with a wide range of tunable properties such as the conformation of
the network strands, viscoelasticity, nonlinear elasticity, and porosity. It was shown
that DNA can also be physically cross-linked by subjecting DNA solutions to
heating-cooling cycles. Heating of semidilute solutions of ds-DNA above its melting
temperature results in the dissociation of the double helix into flexible single strand
fragments. On cooling back to the room temperature at a slow rate, the dissociated
strands cannot re-organize to form the initial double stranded conformation. Hence,
the hydrogen bonds formed between strands belonging to different ds-DNA
molecules act as physical junction zones leading to the formation of gels with a
modulus of elasticity between 10' and 10* Pa. The effects such as the concentration
of DNA solution, pH, the presence of a cross-linker, and the duration of the heating
period on the viscoelastic properties of the physical gels were investigated before.

In the present study, the swelling behavior of both physically and chemically cross-
linked DNA hydrogels was investigated in water and in aqueous salt solutions. The
aim is to compare the swelling behavior of DNA hydrogels with that of synthetic
polyelectrolyte hydrogels. DNA gels were made from deoxyribonucleic acid sodium
salt from salmon testes. According to the manufacturer, the % G-C content of the
DNA used is 41.2 %, and the melting temperature is reported to be 87.5°C in 0.15 M
sodium chloride plus 0.015 M sodium citrate. Physical gels were prepared by
subjecting aqueous solutions of 5 % DNA to heating—cooling cycles between below
and above the melting temperature of DNA. Such physical gels were prepared
before, on a small scale, between the parallel plates of rheometer, but their swelling
behavior and stability in aqueous media have not been investigated. It was observed
that, although the initial DNA solution flowed under gravity, the physical gels
formed after the cycle preserved their shapes and they exhibited an elastic modulus
of 2.1 kPa after a relaxation time of 3 sec. The conformation of DNA strands in the
physical gels was investigated by ATR-FTIR measurements. It was found that the
intensity of the characteristic ds-DNA peaks remain unchanged after gelation
indicating that the DNA strands in the physical gels are in double stranded
conformation. The conformation of DNA before and after heating-cooling cycle was
also tested by determining the molar extinction coefficient of DNA, isolated from the
gels, at 260 nm. Absorbance of DNA solutions at 260 nm is known to increase as the
structure of DNA transforms from double to single strand; in case of complete
denaturation, it increases 40 % due to the change of the molar absorption coefficient
of the aromatic rings. The results show that the molar extinction coefficient of DNA
is constant before and after gelation supporting that the physical gels consist of
mainly ds-DNA strands.

Physical DNA gel samples were subjected to swelling tests in aqueous NaBr
solutions of various concentrations (Cg,¢) between 0 and 10" M. In salt solutions
below 10?7 M NaBr, the relative weight swelling ratio my first increases with
increasing swelling time, and after attaining a maximum value, it again decreases.
By UV-vis measurements conducted on external salt solutions, it was found that the
decrease in my is related with the disintegration of DNA chains from the gel
network. While about 80 % of ds-DNA in the physical gels released within one day
in 0 — 10* M NaBr, a much slower release over a time scale of many days was
achieved at higher salt concentrations.

Thus, the hydrogen bonds acting as physical cross-link zones between ds-DNA
strands are destroyed during the expansion of the gels in dilute salt solutions.
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However, at higher salt concentrations, the gels immersed in solutions remain stable
over many days. For example, in 10 M NaBr, the gels dissolved after about 16 days
while in 10" M NaBr they remained stable over the whole swelling time studied (42
days). The results thus show that both the release rate and the released amount of
DNA could be adjusted by the salt concentration in the solution. This also suggests
that the physical DNA gels prepared without a cross-linker can be used for the
controlled release of ds-DNA in aqueous solutions.

Chemical DNA hydrogels were prepared by the solution cross-linking of DNA using
ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE) cross-linker. The gel samples were
subjected to swelling tests in aqueous NaBr solutions of various concentrations Cgyj¢
between 0 and 1 M. The gel samples swell to equilibrium state within 1 to 2 days
while at longer times, the gel mass remains constant. This is in contrast to the
physical gels, and indicates the stability of the chemically cross-linked DNA network
structure. The results also show that, below 10* M NaBr, the equilibrium swelling
ratio of gels remains almost unchanged while further increase in Cg,y; leads to a rapid
deswelling. The decreased swelling ratio of DNA hydrogels with increasing salt
concentration is due to decrease in the concentration difference of counterions inside
and outside the gel. The fixed phosphate residues of DNA strands confined to the
gel phase require equal number of counterions (Na+) to stay within the gel to achieve
electroneutrality.

In conclusion, physical DNA gels generated via heating-cooling cycle of 5 %
aqueous DNA solutions are not stable in water, indicating that the physical cross-
links are destroyed during the swelling process. It was found that both the release
rate and the released amount of DNA from the physical gels can be adjusted by
changing the salt concentration in the external solutions. In this way, the release of
ds-DNA molecules from the gels can be varied between a few hours and tens of
days. This suggests that the physical gels can be used for the controlled release of
DNA in aqueous media. In contrast, chemically cross-linked DNA gels formed
using EGDE cross-linker are stable in water and thus, their swelling ratios could be
adjusted by the amount of DNA at the gel preparations.
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1. GIRIiS

Ustiin 6zellikleriyle ileri teknoloji malzemesi olarak yasantimizda genis bir yer tutan
polimerik jeller, pek c¢ok tanimmin yaninda kisaca birbirine ¢apraz baglarla
baglanmis polimer zincirleri ve bu zincirler arasina girmis ¢oziicii molekiillerinden
olusan polimerik bir agyap: olarak ifade edilebilir [5-7]. Polimerik jeller Flory’e
gore yapisal Ozellikleri bakimmdan fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki grupta
toplanmaktadirlar. Hidrojen baglari, van der Waals gibi fiziksel etkilesimlerle olusan
jeller fiziksel jeller diye tanimlanirken birbirlerine kovalent baglarla bagli polimer
zincirlerinin olusturdugu ¢6zlinmez ag yapilar ise kimyasal jeller olarak adlandirilir
[4]. Bununla birlikte tek polimer zincirlerinin mikroskobik davranislari, jeller

yardimiyla makroskobik 6l¢ekte incelenebildigi bilinmektedir [5-7].

Polimerik jeller sentetik polimerlerden elde edilebilecegi gibi DNA molekiilii gibi
dogal polimerlerden de elde edilebilir. Tiim yasayan hiicreler biinyelerinde baz
diziliminde genetik bilgiler iceren DNA molekiillerini bulundururlar. DNA
molekiilii yapisinda bes karbonlu bir seker (deoksiriboz), fosfat grubu ve azotga
zengin purin (A:adenin, G:guanin) ve primidin (T:Timin, C:Sitozin) baz igeren
niikleotid denilen bloklardan olusan bir biyopolimerdir [8]. DNA temel hal
durumunda bazlar1 iki sarmala baglayan hidrojen baglar1 sayesinde kararli bir yapiya
sahip olup, bu forma ¢ift sarmal konformasyonu denilir. Bu yapidaki DNA’nin sulu
cozeltisi 1s1t1ldig1 zaman, sarmallar: bir arada tutan bu hidrojen baglar1 kirilir ve ¢ift
sarmal yap1 rastgele konformasyona sahip tek sarmallar haline pargalanir [11]. Cift
sarmal yapidan tek sarmal yapiya gecis erime veya denatiirasyon olarak bilinmekte
olup, bu proses seyreltik DNA ¢ozeltilerinin yavas¢a sogutulmasi durumunda tersinir
olabilir. DNA denatiirasyonu ge¢cmis yillarda genis bir bigimde arastirilmis olup,
elde edilen veriler DNA’nin yapisi ve kararlihigi hakkinda kullanigh bilgiler
verilmistir. Ozellikle DNA molekiillerinin erimesi sirasindaki davranislarinm UV
goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak 260 nm’deki pikinin takip edilmesiyle
elde edilen veriler DNA’nin yapisini aydinlatmada yararli olmustur [11-13]. Erime

sirasinda baz dizilimlerinin bozulmast sonucunda bazlar arasindaki elektronik



etkilesimin azalmasindan otiirii DNA molekiiliindeki bir elektronun bir fotonu
absorblamasi daha kolay hale gelir. Bu yiizden DNA molekiillerinin denatiirasyonu

sirasinda absorblanan 15181n miktar1 1,4 kat artar [14].

Deoksiriboniikleik asit (DNA) jelleri, ¢apraz baghh DNA zincirlerinden olusan suda
sismis ag yapilardir. Ilk kez Amiya ve Tanaka [15] tarafindan yayinlanan DNA
hidrojelleri, ¢ifte sarmal yapidaki DNA’ nin N, NN’ N’ tetrametiletilendiamin
(TEMED) katalizorliigiinde etilenglikoldiglisidileter (EGDE) capraz baglayicisi ile
capraz baglanma reaksiyonlarma tabi tutularak elde edilmistir [16-20]. Epoksi
gruplar1 niikleotidlerin baz gruplarindaki amino gruplar: ile reaksiyona girip ¢apraz
baglanmay1 saglar ve ii¢ boyutlu bir DNA ag yapisi olusur.  Yiikli, yari-esnek
zincirlerden olusan DNA hidrojelleri suyu absorplarken ag yapidaki ¢apraz baglar
nedeniyle c¢oziinmezler. DNA hidrojelleri, distan gelen uyarilara 6rnegin sulu
cozeltideki aseton, inorganik tuz, poliamin, katyonik polimer, poli(etilen glikol),
veya ylizey aktif madde miktarina bagl olarak biiyiikk hacim degisimleri gosterirler,
yani uyarilara duyarl hidrojel olarak g6zoniine alinabilir [16]. Polimerik agyapidaki
iyonik gruplarin varligindan dolayi tipik polielektrolit jel davranis1 gdstermektedirler
[16,21-24].  Bu hidrojellerin; kontrolli ila¢ salimi, doku miihendisligi ve

biyomedikal kullanimlar1 gibi genis potansiyel uygulama alanlar1 vardir.

Bunun yani sira DNA c¢ozeltilerinin ¢apraz baglayici olmadan 1sitma sogutma
cevrimlerine tabi tutulmasi ile fiziksel olarak capraz baglanabilecegi de bilinmektedir
[10,16]. Yar seyreltik bir DNA ¢6zeltisi erime noktasmin iizerindeki bir sicakliga
1sit1ldig1 zaman ¢ift sarmal yapisi1 bozulur ve esnek tek sarmallara ayrilir. Bu ¢ozelti
yavas bir sekilde oda sicakligma tekrar sogutuldugunda esnek tek sarmallar
baslangictaki ¢ift sarmal yapiyr olusturacak sekilde organize olamazlar ve rastgele
bolgelerden hidrojen baglar1 vasitasiyla birbirlerine baglanirlar. Elde edilen bu
jellerin reometrik 6l¢iimler sonucu MPa boyutlarinda elastik modiile sahip ve kuvvet
altinda sertlesme (strain hardening) 6zelligi oldugu gdosterilmistir [10,25]. Ancak
tiim bu ¢aligmalarda fiziksel DNA jelleri reometre plakalar1 arasinda ve mikroskopik
boyutlarda hazirlanmis olup makroskopik boyutlarda 6zellikleri, sisme davranislari

incelenmemistir [10,16].

Bu calismanin amaci, viicutta herhangi bir toksik etki birakmayacak ve kontrollii ilag
saliminda kullanilabilecek fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojellerini literatiirden farkl

olarak silindirik bir sekilde sentezleyip, 6zelliklerini inceleyerek karakterize etmek



ve bulgular1 kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin 6zellikleri ile
karsilagtrmaktir. Yapilan bu ¢alismada hem fiziksel hem de kimyasal capraz bagl
DNA hidrojellerinin salimi, sisme davranislari, mekanik dayaniklili1 gibi 6zellikleri
incelenmistir. Elde edilen kimyasal ve fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojelleri
kiyaslamali olarak karakterize edilmistir. Fiziksel ¢apraz bagh jeller; 2000 baz
ciftinden olusan ¢ifte sarmal yapidaki DNA’nimn sulu ¢6zeltisi hazirlanarak DNA’nin
erime noktasmnin Ustiindeki ve altindaki sicakliklar arasinda 1sitma — sogutma
cevrimine tabi tutulmasi sonucu isitilip sogutulmasiyla elde edilmistir. Kimyasal
capraz bagli DNA hidrojelleri ise DNA ¢6zeltisinin igerisine ¢apraz baglayici olarak
EGDE katilmasiyla sentezlenmistir. Elde edilen bu iki tip jellerin su ve degisen
konsantrasyonlardaki tuz ¢ozeltilerinde sisme ve elastik ozellikleri karsilastirilmis
polielektrolit davranis sergiledigi gosterilmistir. Her ne kadar fiziksel ¢apraz baglh
DNA agyapist su igerisinde genisleme sirasinda dagilsa da bu jellerin sulu ortamda

kontrollii DNA salimi i¢in kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.






2. TEORIK KISIM
2.1 Polimerik Jeller

Hidrojeller, hidrofilik polimer agyapis1 ile agyap1 i¢cindeki ¢oziiciiden (su veya sulu
cozelti) olusan iki fazli bir sistem olarak tanimlanabilir [7,9]. Polimer agyapi,
¢oziiclinlin jel digmna akmasini engellerken ¢oziicii agyapmin ¢okmemesini saglar.
Polimerik hidrojeller konusunda giinlimiizde yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Bilim adamlarmin hidrojel sistemlerine olan ilgisi bu sistemlerin yiiksek su emme
kapasiteleri, distan gelen uyarilara bagl olarak ani hacim degistirebilme yetenekleri,
biyolojik sistemlere benzerlikleri, bunun sonucu olarak biyomolekiillerde molekiil-ici
etkilesmelere bagli konformasyon degisimlerini izlemekte ve anlamakta model
sistemler olusturmalari, ve hidrojel halinde kimyasal reaksiyonlara girebilmeleri

nedeniyledir.

\ ‘ . ’ - - Agyam

Cozicit

o
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Sekil 2.1 : Polimerik jel agyapisinin sematik gosterimi.

Hidrojellerin en o©nemli Ozellikleri ¢oziiciilerde sigsmeleri ve elastisiteleridir.
Hidrojelin iskeletini olusturan polimer agyapi, ¢apraz baglar nedeniyle c¢oziicii
icerisinde ¢oOziinmez ama siser. Bilindigi gibi lineer polimerlerin ¢oziintirliik
ozellikleri o polimeri karakterize eden en Onemli O6zelliklerden biridir. Benzer
sekilde sisme de polimer agyapinin baska bir deyisle jelin karakteristik bir

ozelligidir. Gerek sisme, gerekse elastisite 6zelligi, jellerin ¢apraz bagl bir yapida



olmalarindan ileri gelmektedir. Jellerin sismeleri, onlarin yapisina ve iginde
bulundugu ortama gore degisim gosterir. Bu durum endiistride yaygin olarak
kullanilan jellerin kullanim alanin belirlemektedir. Jellerin mekanik 6zelliklerini de
baslica c¢apraz bag yogunluklar1 belirlemektedir. Jelin iizerine bir kuvvet etki
ettiginde jel deforme olur. Viskoelastik yapida olan jellere elastik deformasyon
uygulandiginda elastik 6zelliklerinden dolay1 kuvvet kaldirildiginda tekrar orijinal

sekillerine geri donerler.

Hidrojellerin bir alt kiimesi olan DNA hidrojelleri ise tiim canli hiicrelerin, baz
siralarinda genetik informasyonlari tagiyan deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilleri
kullanilarak elde edilirler. Bu hidrojeller, capraz bagli DNA ipliklerinden olusan ve
sulu ¢ozeltilerde sismis bir agyapi1 olarak tanimlanabilir [2]. Bu tip yumusak
malzemeler, yumak-kiirecik gecisi, biyouyumluluk, secici baglama ve molekiiler
tanima gibi DNA’nin karakteristik 6zelliklerinden yararlanmak i¢in iyi bir adaydir.
DNA hidrojelleri, distan gelen uyarilara 6rnegin sulu ¢ozeltideki aseton, inorganik
tuz, poliamin, katyonik polimer, poli(etilen glikol), veya yilizey aktif madde
miktarina bagli olarak biiyiilk hacim degisimleri gosterirler, yani uyarilara duyarl

hidrojel olarak g6zdniine almabilir [16].

Polimerik jeller Flory’e gore yapisal 6zellikleri bakimindan kimyasal ve fiziksel
olmak {tizere iki grupta toplanmaktadirlar. Birbirlerine kovalent baglarla bagl
polimer zincirlerinin olusturdugu c¢oziinmez agyapilar kimyasal jeller olarak
tanimlanirken Hidrojen baglari, Van der Waals gibi fiziksel etkilesimlerle olusan

jeller fiziksel jeller diye adlandirilir [4].

2.1.1 Kimyasal ¢capraz bagh hidrojeller

Keskin bir sol-jel gec¢isi gosteren ve kalic1 bir ag yapist bulunan kimyasal jeller
“kuvvetli jeller” olarak da isimlendirilir ve yumusak viskoelastik katilar gibi
davranirlar. Kovalent capraz bagl jel yapilar1 tersinmez sistemlerdir[26]. Su-seven
monomer ya da polimerlerden ¢esitli yontemlerle tretilirler. Bu amagla uygulanan
polimerizasyon yontemlerinde sonsuz jel Orgiisii, bir tanesi en azmdan iig
fonksiyonelli olan iki ya da daha fazla monomer c¢esidinin lineer olmayan
kopolimerizasyonu ile meydana gelir. Kimyasal capraz bagl jel olusturmak icin iki
yontem kullanmilir. [lk yontemde monomerlerden ¢ikarak polimerizasyon ve ¢apraz
baglanma reaksiyonlar1 ile yani monovinil monomer / divinil monomer ¢iftlerinin

kopolimerizasyonu ile {i¢ boyutlu kimyasal capraz bagh jel yapis1 olusurken diger



yontemde dogrusal polimer zincirlerinin ¢apraz baglayicilarla reaksiyonu sonucunda
jeller elde edilir. Jel sentezlerinde kullanilan iic veya daha fazla fonksiyonlu
monomere capraz baglayici denir ve polimerizasyon sirasmdaki konsantrasyonu
jellerin sisme ve elastik Ozelliklerini belirler. Kaucuk vulkanizasyonu, fibroin jeli
eldesi ve bu calisma kapsammda DNA jeli eldesi dogrusal polimerlerden ¢apraz

baglanma ile jel olusuma ornektir.

2.1.2 Fiziksel capraz bagh hidrojeller

Fiziksel bagli jeller hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri veya iyonik
etkilesmeler gibi zayif kuvvetlerle capraz baglanir. Fiziksel bagh jel aglar1 genel
olarak tersinir sistemlerdir. Sicaklik ve iyon katkis1 gibi faktorler, sol ve jel fazlari
arasinda tersinir bir doniisiim meydana getirebilir. Bu jeller temel olarak bazi1 dogal
organik molekiillerden (proteinler ve polisakkaridler) ve yari-sentetik seliiloz
tirevlerinden olusur. Bazi sentetik su-seven polimerler de bu smifa dahil
edilmektedir. Uygun degisikliklere ugrayarak jeli olusturacak polimer zincirleri, sol
durumunda iken biiylik bir ¢ogunlukla “rastgele yumaklar” olarak nitelendirilen
polimer zincirleri halindedir. Bu tiir gecisler, bir veya daha fazla zincirin, tek, ¢ift ya
da ticlii sarmallar olusturacak sekilde (DNA zinciri gibi) biikiilerek sarmal yapilar1 ve
bunlarin da bir araya gelerek kiimeleri olusturmalariyla meydana gelir. Ug-boyutlu
jel orgiisii ise bu kiime gruplar1 arasinda meydana gelen ve eklem bolgeleri ya da
capraz baglanma bdlgeleri adi verilen ortaklasa baglanmalarin sonucunda ortaya
cikar. Amorf yapidaki ag orgiisii boyunca yayilan bu eklem bolgeleri, jele mekanik
sertligini verir. Fiziksel bagh jellerin mikroyapilari, diizensiz kimyasal capraz bagl
jellerinkinden ¢ok daha fazla karmasiktir. Fiziksel jellerin sertlik, erime sicakligi ve
jel olusma noktas1 gibi fiziksel 6zellikleri olusan eklem bdlgelerinin karakteristik

yapisina baghdir [26].

2.1.3 Jellerin molekiiler etkilesimleri

Jellerin sisme veya biiziilme davranis1 gostermesinin nedeni polimer molekiillerinin
birbirleri ile veya ¢6ziicli molekiilleri ile arasindaki etkilesmelerdir. Bu etkilesmeler,
kovalent olmayan veya sekonder baglar olarak da bilinen van der Waals, hidrofobik

ve elektrostatik etkilesmeler ile hidrojen baglaridir [7, 27, 28].

Jellerin hacim faz gecisi, bu etkilesimlerden kaynaklanarak, polimer molekiilleri

arasindaki itme ve ¢ekme kuvvetlerinin yarigimi bir sonucu olarak gerceklesir.



Polimer agyapinin genislemesine neden olan itme kuvvetleri ile biiziilmesine neden

olan ¢ekme kuvvetlerinden hangisi baskin ise jel o yonde hareket eder.

1) Van der Waals Etkilesimleri: Bilindigi gibi Van der Waals etkilesimi, herhangi
bir anda bir atomun veya molekiilin ¢evresinde bulunan elektronik yiik
dagilimindaki degisikliktir. Diger bir ifade ile hareket halindeki elektronik ytiklerin
cok kisa siirelerle atomda veya molekiilde pozitif ve negatif yiik merkezleri
olusturmasidir. Bu yiik merkezleri komsu molekiillerde de zayif bir polarizasyona
neden olur ve bu polarizasyonla meydana gelen dipoller birbirlerini ¢ekerler. Bu

kuvvete “dispersiyon kuvveti” de denilir.

Benzer sekilde polimer agyapidaki zincirler lizerinde bulunan asili gruplar arasinda
da meydana gelebilen van der Waals kuvvetleri, polimer zincirleri arasinda bir ¢ekim
kuvveti olusturur. Boylece jel biiziilme egilimi gdstermeye baslar. Ornegin, aseton-
su karisimlar icerisindeki kismen hidrolize poliakrilamid jeli bu sekilde hacim faz
gecisine ugrar [1]. Suya, polar olmayan bir ¢oziicii olan aseton eklendikce
agyapidaki polimerler arasinda ¢ekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim kuvveti

de jelin faz gecisi gostermesine neden olur.

2) Hidrofobik Etkilesimler: Hidrofobik etkilesimler en basit sekilde, su ile
etkilesime giremeyen hidrofobik gruplarin, su ile temas eden yilizeylerini azaltmak

icin sudan kacarak birbirleriyle etkilesmeleri olarak tanimlanabilir.

Hidrofobik etkilesim, entalpi ve entropi kaynaklhidir ve bundan dolay1 sicakliktan
oldukca fazla etkilenir. Sicaklik arttik¢a hidrofobik gruplarin c¢evresindeki su
molekiilleri daha diizensiz yapida olurlar ve hidrofobik gruplar birbirini daha ¢ok

ceker. Buna karsilik sicaklik azaldikc¢a hidrofobik etkilesim de azalir.

Goriildigi gibi, sicakliga bagliligi acisindan, hidrofobik etkilesim, van der Waals
etkilesiminin tam tersidir. Buna en iyi 6rnek hidrofobik yan gruplar tasiyan
poli(N-izopropil akrilamid) (PNIPA) jelleridir. Hirokawa PNIPA jelleri ile sicaklig1
arttirarak yaptig1 calismada yaklasik 33,2 °C’de hacim faz gegisinin oldugunu
gozlemistir [29]. Jel, polimer zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimden dolay1
disiik sicakliklarda sigsmis durumda olmasma ragmen, sicaklik arttirildiginda

biiziilmektedir.

Ayrica literatlirde miseller kopolimerizasyon teknigi ile etrafi misellerle g¢evrili

hidrofobik bloklar iceren hidrofilik polimer zincirleri sentezlenebilmektedir.



4) Hidrojen Baglar: Hidrojen bagi en az bir molekiiliinde hidrojen atomu igeren iki
kuvvetli polar molekiil arasinda meydana gelir ve bu molekiillerden birinin kismi
negatif ucu ile diger molekiiliin kismi pozitif ucu birbirine baglar. Buna en tipik
ornek hidrojen baglari ile birbirine baglanmis su molekiilleridir. Bir baska 6rnek de
protein molekiilleri arasindaki hidrojen baglaridir. Benzer sekilde bazi polimer
agyapilar1 icerisinde, zincirdeki yan gruplar nedeniyle meydana gelen hidrojen

baglar1 hacim faz ge¢isine neden olmaktadir.

Hidrofobik modifiye hidrojeller olarak adlandirilan bu polimerler, igerdikleri

petkilesimler sayesinde kendini 1yilestirme davranisi gostermektedir [30].

3) Elektrostatik Etkilesim: Yiikli atom veya atom gruplar1 arasindaki etkilesim
olup, iyonik bag, tuz kopriisii veya iyon cifti olarak da adlandirilir. Elektrostatik
etkilesimin meydana getirdigi elektrostatik kuvvet, Coloumb kanunu ile asagida

goriilen sekilde ifade edilir.
F=q.q,/rs (2.1

Burada ¢g; ve ¢, atom veya atom gruplarmin yiikleri, » aralarindaki uzaklik, ¢ise

ortamin dielektrik sabitidir.

Elektrostatik kuvvet gorildiigii gibi ortamin dielektrik sabiti ile ters orantilidir.
Hidrofobik bir ortamda ortamin dielektrik sabitinin diisiik olmas1 nedeniyle etkilesim
daha fazladir [31]. Bu etkilesim sonucunda ayni cins yiikli gruplar birbilerini
iterken, farkli cins gruplar birbirini ¢eker. Bu durum, yiikli gruplar iceren polimer
zincirleri ve bu zincirlerden olusmus polielektrolit jeller icin de gegerlidir. Jeli
meydana getiren agyapidaki polimer zincirlerinin pozitif veya negatif yiiklii gruplari
arasinda itme kuvvetleri meydana gelir ve agyap1 genisleyerek jelin sismesine neden

olur.

4) Hidrojen Baglar: Hidrojen bagi en az bir molekiiliinde hidrojen atomu igeren iki
kuvvetli polar molekiil arasinda meydana gelir ve bu molekiillerden birinin kismi
negatif ucu ile diger molekiiliin kismi pozitif ucu birbirine baglar. Buna en tipik
ornek hidrojen baglari ile birbirine baglanmis su molekiilleridir. Bir baska 6rnek de
protein molekiilleri arasindaki hidrojen baglaridir. Benzer sekilde bazi polimer
agyapilar1 icerisinde, zincirdeki yan gruplar nedeniyle meydana gelen hidrojen

baglar1 hacim faz ge¢isine neden olmaktadir.



2.2 DNA Molekiiliiniin Yapisi

DNA molekiiliiniin yapisi, 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan
aciklanmistir. DNA molekiilii, bes karbonlu bir seker (deoksiriboz), fosfat grubu ve
azotca zengin pirin (A: adenin, G:guanin) ve primidin (T: Timin, C:Sitozin)

bazlarindan olusan polimerik bir niikleik asit makro molekiiliidiir.

Adenin Timin

(—— )

Major : CHptpes
Guanin Sitozin

Oluk

Omurga boyunca
uzanan negatif yuklu

Minor fosfat iyonlar

Oluk

Sekil 2.2 : DNA ¢ift sarmal yapis1 [Url-1].

DNA molekiilleri 5’ucundan 3’ ucuna dogru seker fosfat omurgasindan olusan iki
zincirin birbiri ekseni etrafinda birbirlerine anti paralel olarak sarilmasi ile meydana
gelen cift sarmal yapidadir. Bu yapiya “cifte sarmal (double heliks)” yapisi denir.
Bir DNA zincirindeki adenin (A) niikleotidi (baz1) diger zincirdeki timin (T) bazi ile
guanin (G) bazi ise, diger zincirdeki sitozin (C) bazi ile baz ¢ifti olusturur. Baz

ciftleri hidrojen baglari ile bir arada tutulurlar.

DNA heliksinin en sik rastlanan sekli, klasik “B” seklidir [33, 34]. Burada
zincirlerin hidrofilik deoksiriboz fosfat ana iskeleti molekiiliin dis kisminda bulunur.
Hidrofobik bazlar ise ice dogru, heliks eksenine dik olarak yerlesmislerdir.
Heliksdeki bu yerlesim diizeni sarmallar arasinda bir tane genis (major), bir tane de
dar (mindr) oluk ortaya ¢ikarir (Sekil 2. 2) [Url-1]. DNA molekiiliiniin iki zinciri,
plirin ve pirimidin bazlar1 arasinda yer alan hidrojen baglar1 tarafindan bir arada

tutulmaktadir. Cift zincirli helikste bazlar heliksin i¢ kisminda, fosfat ve seker
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omurgast ise dis kisminda yer aldig1 icin heliksin i¢ kismi hidrofobik, dig kismu ise
hidrofilik o6zelliktedir. Piirin ve pirimidin niikleotitleri arasindaki eslesmeler A
karsisinda T; G karsisinda C bulundugu i¢in son derece spesifiktir. Bu nedenle ¢ift
heliks yapisinda yer alan bir zincirdeki baz dizisi verildiginde; ikinci zincirdeki baz
dizisi belirlenebilir [35]. DNA’nin i¢inde bulundugu ortamin pH’s1 degistirilirse
veya ortamin sicakligi artirilirsa bazlar arasindaki hidrojen baglar1 etkilenerek, ¢ift
sarmal yapi1 acilabilir. Seker iiniteleri arasindaki fosfodiester baglar1 ise hafif
degisikliklerden etkilenmezler. = Heliks yapisinin yarismin agildigi sicakliga,
DNA’nin erime derecesi (melting temperature, Ty,) denir. DNA zincirlerinin agilarak
cift heliks yapisinin tiimiiyle bozulmasina “denatiirasyon” denir. Denatiirasyon,
DNA ¢o6zeltisinin 260 nm’de absorbansi Olgililerek izlenebilir. 260 nm dalga
boyunda tek sarmal DNA (ss-DNA), c¢ift sarmal DNA (ds-DNA)’ya gore 1,4 kat
daha fazla absorbans verir [14]. G ve C arasinda ii¢ (G=C); A ve T arasinda iki
(A=T) hidrojen bagi bulundugundan (Sekil 2.3) yiiksek konsantrasyonda G ve C
tastyan DNA, A ve T yoniinden zengin DNA’ya gore daha yiiksek sicaklikta
denatiire olur. Ihml kosullarda birbirinden ayrilan DNA ¢ift zinciri, kosullar
diizeltilince tekrar eski haline doniisebilir, bu iglem renatiirasyon olarak isimlendirilir

[33, 34, 36].

H
\\I—H -------------- 0

Guanin ;—/ Sitozin Adenin Timin

Sekil 2.3 : DNA c¢ift sarmal yapisini olusturan baz ciftleri arasindaki hidrojen baglari.

DNA’nm baglica ii¢ degisik sekli vardir. A, B ve Z olarak adlandirilan DNA
tiirlerinin ¢ift sarmal yapilarinda farkliliklar mevcuttur. Sag el a heliks yapisina
sahiptir. B seklinin 360 derecelik her doniisiinde 10,4 baz ¢ifti, heliks eksenine dik
olarak sarmal yapisina katilir. Kromozomal DNA yapisinin temel olarak B DNA
yapisinda oldugu disiiniilmektedir. A sekli, B’nin ilimli dehidratasyonu sonucu
ortaya ¢ikar ve burada da heliks yapisi saga dogru yonelmistir. A seklinin her bir
dontistinde 11 baz ¢ifti yer alir. Ayrica baz ¢iftlerinin diizlemleri heliks eksenine tam

dik degildir. Sol el doniimlii heliks yapisinda olan ve her doniisiinde 12 baz ¢ifti
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kapsayan Z DNA molekiili, DNA’nin 6zel bolgelerinde kendiliginden ortaya
cikmakta ve gen ekspresyonun kontroliinde 6nemli rol oynadig1 diistiniilmektedir.
Dogal olarak normal DNA’nin bazi kisimlarinda Z-DNA yapis1 goriilebilir. A-DNA,
B-DNA molekiiliine gore daha kisa ve kalin; Z-DNA ise B-DNA molekiiliine gore
daha ince ve uzundur (Sekil 2. 4) [34, 36-38].

Sekil 2.4 : DNA’nin soldan saga dogru A,B ve Z yapisi [Url-2].

Genetik bilginin akist DNA — RNA — Protein seklinde gergeklesir. Bu akig santral
dogma olarak bilinir ve Retroviruslar hari¢ tiim canlilar i¢in ayni mekanizma
gecerlidir. Genetik bilgi DNA zinciri boyunca yer alan bazlarin diziliminde saklidir.
Buna genetik kod denir. DNA zincirinde ard arda gelen ug¢ niikleotid bir kod
olusturur ve bu kod, proteindeki amino asit dizilerini belirler. DNA’nin yapisinda
dort niikleotidin yer almasi ve bunlarda yan yana gelen {i¢ tanesinin bir kod
olusturmasindan dolay1, 4 un 3’lu kombinasyonuna gore 64 farli kodon genetik kodu

olusturmaktadir.

2.3 DNA Hidrojelleri

DNA jelleri, ¢apraz bagli DNA zincirlerinden olusan suda sismis agyapilardir. 1lk
kez Amiya ve Tanaka [15] tarafindan yayinlanan DNA hidrojelleri, ¢ifte sarmal
yapidaki DNA’ nin TEMED katalizorligiinde EGDE c¢apraz baglayicisi ile ¢apraz
baglanma reaksiyonlarina tabi tutularak elde edilmistir [16-20]. Epoksi gruplar1

niikleotidlerin baz gruplarindaki amino gruplar1 ile reaksiyona girip c¢apraz
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baglanmay1 saglar ve iic boyutlu bir DNA agyapist olusur. Yiikli, yari-esnek
zincirlerden olusan DNA hidrojelleri suyu absorplarken ag yapidaki ¢apraz baglar
nedeniyle c¢oziinmezler. Amiya ve Tanaka tarafindan yaymlanan DNA
hidrojellerinin jel sentezinin yaninda aseton-su varliginda faz gecisleri ve sisme-
bilizilme davranislar1 incelenmistir [15,27]. Daha sonra Costa tarafindan DNA
hidrojellerinin sisme davranislar1 CsCl, NaCl, RbCl, LiCl, KCl, CaCl,, MgCl,, SrCl,
gibi farkli ortamlarda incelenmeye devam edilmistir [20,23-25,40]. DNA
hidrojelleri, distan gelen uyarilara 6rnegin sulu ¢ozeltideki aseton, inorganik tuz,
poliamin, katyonik polimer, poli(etilen glikol), veya yiizey aktif madde miktarina
bagl olarak biiyiilk hacim degisimleri gosterirler, yani uyarilara duyarli hidrojel
olarak g6zoniine almabilir [16]. Polimerik agyapidaki iyonik gruplarin varligindan
dolayr tipik polielektrolit jel davramisi gostermektedirler [16,21-24]. Bu
hidrojellerin; kontrollii ila¢ salimi, doku miihendisligi ve biyomedikal kullanimlar1

gibi genis potansiyel uygulama alanlar1 vardir.

Arastrma grubumuzda, DNA agyap1 zincirlerinin konformasyonu, hidrojellerin
viskoelastisiteleri ve kuvvet altinda sertlesme gibi cesitli reolojik jel 6zellikleri

sentez sartlarina bagl olarak incelenmistir [10,16,18].

Bunun yani1 sira grubumuz tarafindan yapilan arastirmalar sonucu DNA ¢o6zeltilerinin
capraz baglayic1 olmadan reometre plakalari arasinda 1sitma sogutma g¢evrimlerine
tabi tutulmasi ile fiziksel olarak ¢apraz baglanabilecegi de bilinmektedir [10,16].
Yar1 seyreltik bir DNA ¢ozeltisi erime noktasimin iizerindeki bir sicakliga 1sitildigi
zaman ¢ift sarmal yapis1 bozulur ve esnek tek sarmallara ayrilir. Bu ¢6zelti yavas bir
ve ardindan oda sicakligma tekrar sogutuldugunda esnek tek sarmallar baglangigtaki
cift sarmal yapiy1 olusturacak sekilde organize olamazlar ve rastgele bolgelerden
hidrojen baglar1 vasitasiyla birbirlerine baglanirlar. Elde edilen bu jellerin reometrik
Olciimler sonucu MPa boyutlarinda elastik modiile sahip ve kuvvet altinda sertlesme
(strain hardening) o6zelligi oldugu gosterilmistir [10,16,25].  Ancak tiim bu
calismalarda fiziksel DNA jelleri reometre plakalar1 arasinda ve mikroskopik
boyutlarda hazirlanmis olup makroskopik boyutlarda 6zellikleri, sisme davranislari
incelenmemistir [10]. Calismalara ek olarak laboratuvarimizda makrogodzenekli
DNA kriyojelleri de sentezlenmis ve toksik maddelerin sulardan uzaklastirilmasinda

sorbent olarak kullanibilecegi belirtilmistir [41].
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2.4 Hidrojellerin Kullamm Alanlan

Polimerik hidrojellerinin iistiin 6zellikleri sonucu ileri teknoloji malzemesi olarak
insan yasaminda genis bir yer tutmakta olup wuygulama alanlar1 giderek
genislemektedir [42]. Gilinlimiizde hidrojeller en ¢ok siiper absorban polimer (SAP)
olarak ¢ocuk bezi ve hijyenik ped yapiminda kullanilmaktadir. Diger yandan ziraatta
toprakta su tutucu malzeme olarak, oral ve transdermal kontrollu salim sistemlerinde,
kontakt lenslerde, yara ortiilerinde, harekete gegiricilerde (actuator), biyosensorlerde,
yapay organlarin yapiminda da uygulama alani giderek genislemektedir [43,44].
Ayrica hidrojeller biyolojik algilamalarda, ilag salimmda ve doku dejenerasyonunda

kullanilmaktadir. Ciinkii:

» Hidrojeller molekiiler diizeyde biyolojik etkilesimler i¢in uygun yar1 1slak 3-

D ortami saglamaktadirlar.

» Bir ¢ok hidrojel proteinlerin spesifik olmayan adsorbsiyonlarini dnleyen (anti

fouling 6zelligi) inert yiizey olusturmaktadir.

» Biyolojik molekiiller hidrojellerin  yapisina kovalent olarak dahil

olabilmektedirler.

» Hidrojellerin mekanik 6zellikleri ayarlanabilir.

» Hidrojeller, hedefe yapilan harici uygulamalar ile (sicaklik, elektrik/manyetik
alan, 151k ya da kiigiik (biyo)molekiiller gibi) cevap oOzelliklerini
(sisme/bliziilme ya da c¢ozelti-jel doniisiimii) degistirecek tasarimlarin

uygulanmasina olanak saglamaktadir [45,46].

Hidrojeller temel yapilarini korurken biiylik miktarlardaki su ya da biyolojik siviy1
icerilerine ¢cekebilme ozelligine sahiptirler ve ¢evredeki uyarana bagh olarak jel
yapisint degistirmesi ile ilag salimmi kontrol edebilmektedir. Isiya duyarh
hidrojeller c¢evreleyen sivinin sicakliinin degisimine gore sisme ya da biiziilme

ozelliginden dolay1r farmasotik alanda Onemli bir diizeyde dikkat c¢ekmektedir.
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Miikemmel doku uyumu, kullanim kolaylig1 ve ¢oziinen gecirgenligi 6zellikleri ile

ilag salimi sistemlerinin gelistirilmesine biiyiik katki saglamaktadir.

2.5 ila¢ Salmm

Ilag salim sistemleri kimyasal bir uyariya cevap olarak ilacin serbest birakildig
sistemlerdir. Hidrojellerin pH, sicaklik gibi degisimlerle sisip biiziilmesinden ilag
salimimda ¢ok yararlanilir. Ornek olarak artan glikoz konsantrasyonuna bagl olarak
instilin salim1 verilebilir. Yapilan bir calismada pH’a duyarli polimer, poli(N,N-
dimetilamino) etilmetakrilat-ko-etilakrilamid, glikoz oksidaz, bovin serum albiimin
ve insiilin ile mekanik olarak karistirilarak insiilin dolu bir matris elde edilmistir.
Ortama glikoz verildiginde glikoz oksidaz aktivitesi ile glukonik asit olusmasi pH’1
diigiirmiis, protonasyon polimerin sismesini ve insiilinin ortama yayilmasimni
saglamistir. Ortamdaki glikoz bittiginde, insiilin salimi1 da 10 dakikada durmus,

tekrar glikoz eklendiginde yeniden uyarilma saglanmistir [46,47].

[lag salimmnda polimerlerin kullamlmasiyla kontrollii ilag salim sistemleri

saglanmigtir.

2.5.1 Kontrollii ila¢ salim sistemleri

Cesitli ilaglarmm  polimerik tasiyicilar ile birlikte kullanilmasi denemelerine
1950’lerde tarim ilaglar1 ile baglanmistir. 1960’larin ortalarinda bu denemeler tip
alanina da girmistir. Ilk ¢alismalarda etken madde diyaliz tiipii [46,48] veya silikon
kauguk tiip [46,49] icine konmus veya bir polietilen matris iginde homojen olarak
dagitilmistir [46,50]. 1970’lerde ¢alismalar biliyiik molekiillii (ms > 600) ilaglarin
kat1 polimerlerden siirekli ve kontrollii bir sekilde salimini saglayacak sekilde
gelismistir. Bu yaklasimlardan, 6zellikle etilen-vinil asetat kopolimerleri ve degisik
hidrojellerin kullanildig1 sistemler ¢ok basarili olmustur [46,51]. Son yillarda
polimer-ila¢ sistemlerinin gesitli uygulamalar: tasarlanmistir. Ilaglar, polimerlerin
tasiyict olarak kullanildig: sistemlerle ¢ok uzun siireler boyunca (bazi durumlarda bir

yildan fazla) siirekli ve kontrollii olarak salinabilmektedir.

2.5.2 Kontrollii fla¢c Salim Sistemlerinde Kullanilan Dogal Polimerler
Kontrollii ilag salim sistemlerinde kullanilan en yaygin materyaller, dogal ve sentetik
polimerlerdir. Dogal polimerlerin sentetik polimerlere gore dogal iirlin olmalari,

hazir bulunmalari, pahali olmamalar1 gibi avantajlar1 vardir. Dogal polimerlerin ilag
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salim sistemlerinde matris olarak kullanilmasina yonelik ¢alismalar, proteinler
(kollojen, jelatin ve albiimin), polisakkaritler (nisasta, dekstran, inulin, seliiloz,

aljinik asit) lizerine yogunlagmistir [46,52].
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3. DENEYSEL KISIM
3.1 Malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan deoksiriboniikleik asit (DNA, Sigma) somon
baligindan izole edilmis olup G-C igerigi % 41,2, erime sicaklig1 87,5°C, ve molekiil
agirhgr 1,3x10° g/mol yani yaklasik 2000 baz ¢iftidir. Capraz baglayici olarak
etilenglikoldiglisidileter (EGDE, mol kiitlesi 174,2 g/mol, Polysciences), hizlandiric1
olarak N,N,N’, N -tetrametiletilendiamin (TEMED, Merck, mol agirlig1 116,21g/mol),
sisme ve elastisite testleri i¢cin saf su ve sodyum bromiir (NaBr, Merck)
kullanilmistir. Kullanilan kimyasal malzemelerin kimyasal formiilleri Sekil 3.1 de

verilmistir.

Etilenglikoldiglisidileter (EGDE)

ovﬂo/\/ O\/AO

N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamin (TEMED)

HsC /\/N
\T \CH

CH,

Sekil 3.1 : DNA hidrojel sentezinde kullanilan kimyasal maddeler
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3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Hassas Terazi: 205 g agirlik kapasitesine sahip 0,0001 grama duyarli Sartorius

model elektronik terazi kullanilmistir.

Hassas Sicaklik Ayarh Etiiv: 1°C’ye duyarli 0-250 °C arasinda ¢alisan Niive EV

018 marka etiiv kullanilmastir.

Plastik Siringa: Jellesme reaksiyonlari i¢in i¢ ¢ap1 4,5-5 mm olan plastik siringalar

kullanilmstir.

Dijital Kumpas: Silindirik jel 6rneklerinin ¢aplarini 6l¢gmede 0,02 mm’ye duyarl 0-
150 mm Olgiim araligina sahip Mitutoyo marka Absolute Digimatic 500 model

dijital kumpas kullanilmistir.

Dondurmali Kurutucu (Freeze-Dryer): Elde edilen jellerin ATR-FTIR
spektrumlarmi alabilmek i¢in Christ marka Alpha 2-4 LD Plus model kurutucu ile

vakumda kurutulmustur.

Elastik Modiil Cihazi: Hidrojellerin sentez sonrasi, sismis ve vakum altinda
kurutulmus durumdaki modiilleri Sekil 3.2°de sematik olarak gosterilen grubumuz

tarafindan gelistirilen elastik modiil cihazi yardimi ile 6lgiilmiistiir.

5

Sekil 3.2 : Elastik modiil cthazinin sematik gortiiniimti.

Reometre Cihazi: Fiziksel ¢apraz bagli hidrojellerin 1sitma sogutma cevrimiyle
olusumunu saglamak ve olusum esnasmndaki modiil degerlerini 6lgcmek amaciyla
Sekil 3.3’ de sematik olarak gosterilen Bohlin Gemini 150 reometre cihazi

kullanilmastir.
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Sekil 3.3 : Reometre cihazi (solda), PC ekrani (ortada) ve kompresor (sagda).

UV-Visible Spektrofotometre: DNA jelinin karakterizasyonunu yapmak ve salimini

izleyebilmek icin Sekil 3.4° de gosterilen T80 UV-visible spektrofotometresi

kullanilmistir

Sekil 3.4 : T80 UV-goriiniir spektrofotometre cihazi.

ATR-FTIR Spektrofotometre Cihazi: DNA hidrojellerinin kuru ve sentez sonrasi
durumlarinin kimyasal yapilarinin tayini i¢in Nicolet Nexus 6700 ATR-FTIR

spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Desikator: Jellerden ¢oziicliniin uzaklastirilmasi i¢gin kullanilmistir.
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3.3 DNA Hidrojellerinin Sentezi

Denemelerde kullanilmak tizere fiziksel ve kimyasal ¢capraz bagli DNA hidrojelleri

asagida anlatildigi iizere iki tip olarak sentezlenmistir.

3.3.1 Fiziksel capraz bagh DNA hidrojellerinin sentezi

Fiziksel ¢apraz baglit DNA hidrojelleri saf DNA’nin 1sitma sogutma prosesine tabi
tutularak sentezlenmistir. Coziicli olarak 4 mM NaBr kullanilmistir. Denemelerdeki
hidrojeller 2000 baz ciftinden olusan % 5’ lik DNA c¢ozeltilerinden baslanarak
hazirlanmastr. 2000 baz ¢iftinden olusan bir DNA icin kritik oOrtlisme

konsantrasyonu c* = % 0,04’ tiir [10].
Tipik bir fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojel sentez yontemi asagida verilmistir:

Fiziksel capraz bagli DNA hidrojel eldesi i¢in yapilan biitiin denemelerde DNA
konsantrasyonu % 5 olarak sabit tutulmustur. DNA ilk olarak 35 °C de 4,0 mM
NaBr igerisinde 500 rpm de 1 gece karistirilarak ¢ozlilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti 4-5
mm ¢apindaki plastik siringalara ¢ekilmistir. Aliiminyum folyo kaplanan siringalar
sicaklik kontrollii bir etiive yerlestirilmis ve 25 °C” den 90 °C’ ye dakikada 5 °C
arttirilarak 1sitilmistir, 90 °C de 30 dakika tutulmustur ve ardindan kapali etiiv
icerisinde bir gece 25 °C ye kadar yavas sogutmaya birakilmistir. Isitma sogutma
cevrimi ile bu sekilde elde edilen jellere ayni proses tekrar uygulandiginda jellerin
mekanik oOzelliklerinin degismedigi goézlemlenmis ve bu nedenle deneylere tek
cevrimli 1sitma sogutma islemiyle devam edilmistir. Cevrim sonrasi sirgalar
kesilerek jel disartya alinmis, su ve/veya farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri

icerisinde bekletilmistir.

Sekil 3.5” de 1sitma — sogutma ¢evrimi sonrast ds-DNA molekiiliinden hidrojen
baglarinin yer degistirmesiyle fiziksel capraz bagli DNA hidrojel olusum
mekanizmas1 goriilmektedir. Yar1 seyreltik bir DNA ¢0zeltisi erime noktasinin
iizerindeki bir sicakliga 1sitildig1 zaman sekildeki gibi DNA’nin ¢ift sarmal yapist
bozulur ve esnek tek sarmallara ayrilir. Bu ¢ozelti yavas bir sekilde oda sicakligina
tekrar sogutuldugunda esnek tek sarmallar baslangictaki cift sarmal yapiy1
olusturacak sekilde organize olamazlar ve rastgele bolgelerden hidrojen baglari
vasitasiyla birbirlerine baglanirlar. Boylelikle zayif bagl ii¢ boyutlu DNA agyapis1
olusur. Ancak kritik 6rtlisme konsantrasyonun altindaki konsantrasyonlarda yavas

sogutmayla jel yapismi olusturamaz baslangic formuna geri doner.
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ss-DNA

Tatma @ oy /\/\,/ A

Sekil 3.5 : Isitma — sogutma ¢evrimi sonrasi ds-DNA molekiiliinden hidrojen
baglarmin yer degistirmesiyle fiziksel capraz bagli DNA hidrojel
olusum mekanizmasi

3.3.2 Kimyasal ¢capraz bagh DNA hidrojellerinin sentezi

Denemelerde DNA’nin EGDE ile ¢apraz baglanma reaksiyonlar1 +50 °C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Coziicli olarak 4,0 mM NaBr kullanilmistir. Hizlandirici olarak
kullanilan TEMED miktar1 tim jel sentezlerinde hacimce % 0,44, DNA miktar1
agirlikca % 9,3 iken, capraz baglayict orami ( saf ¢apraz baglayict agirhigi / DNA
agirhigi) % 9,6 olarak sabit tutulmustur.

Capraz baglayict dogrudan kullanilirken, hizlandirict i¢in ise stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. 0,44 mL saf TEMED 20 mL 4,0 mM NaBr iginde ¢oziilerek stok

cozeltiler hazirlanmistir. Tipik bir deneysel yontem asagida verilmistir:

DNA 4,0 mM NaBr ¢ozeltisi iginde 1 gece 35 °C’de karistirilarak ¢oziilmiis ve
ardindan EGDE c¢apraz baglayicis1 ilave edilerek 500 rpm de 1 saat daha
karistirilmistir. Ardindan TEMED ilave edilen ¢ozelti 1-2 dakika karistirilip 4,5 mm
capindaki plastik siringalara g¢ekilmistir. Plastik sirgalara aktarilan ¢ozeltiler
etiivde +50 °C’de 4 saat bekletilmistir. Reaksiyon sonrasi siringalar kesilerek jel
disartya alinmis, su ve/veya farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri icerisinde

bekletilmistir.

EGDE, DNA niikleotitindeki amino gruplariyla reaksiyona girebilmektedir. Sekil
3.6’da niikleotitdeki amino gruplar1 ile EGDE arasinda ¢apraz baglanma reaksiyonu
goriilmektedir.  Epoksit molekiilii gergin ii¢ iiyeli halkaya sahip oldugu icin
niikleofilik yer degistirme tepkimelerinde ¢ok etkindir. Epoksitlerin halka gerginligi
nedeniyle halka agilmasina ugrarlar. Kimyasal ¢apraz baglit DNA hidrojel sentezi
icin denemelerde kullanilan EGDE’ nin protein ve organik maddeleri capraz

bagladigr bilinmektedir [53]. DNA’nin niikleotitindeki guanin bazinin amino
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grubundaki azot, epoksitdeki gergin karbona atak yaparak halka agilmasina sebep
olur. SN2 reaksiyonu ile yiirliyen mekanizmada amino gruplar1 niikleofil gorevi

gormektedir. Devam eden reaksiyon boyunca capraz baglanma reaksiyonlar1

gerceklesmektedir.
\ ()
- e \H & H\N
/\ VN
C—C\H —_— uvvv—C—C\H
\ /\
H H H H
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OH H or A
] . LA
NV VoV C C N H - JVVV—C—C\H
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Sekil 3.6 : Niikleotitdeki amino gruplar1 ile EGDE arasinda ¢apraz baglanma
reaksiyonu.
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3.4 Jellerin Karakterizasyonu

3.4.1 Sisme Olciimleri

Jellerin sisme Olglimleri hem volumetrik hem de gravimetrik olarak yapilmistir.
DNA jeller oncelikle yaklasik olarak 5 mm uzunlugunda kesilmistir. Her 6rnek 24 +
1 °C’de NaBr ¢ozeltisine veya suya atilmistir.  Volumetrik analiz i¢in su veya sulu
cozeltilerde yaklasik 2 giin bekletilerek termodinamik sisme dengesine gelmis olan
jel drneklerinin ¢aplar1 kumpas yardimiyla 6lgiilmistiir. Gravimetrik teknikte ise jel
ornekleri terazi yardimiyla tartilmistir. Sekil 3.7°de gravimetrik ve volumetrik sisme
Olgtimleri gosterilmektedir. Jellerin sisme dereceleri asagidaki sekillerde ifade
edilmistir:

Hacimce bagil sisme oran1 Vi = (Sismis jel cap1 / Sentez sonrasi jel ¢ap1)’

Agirlikga bagil sisme orant m,.; = Sismis jel agirligl / Sentez sonrasi jel agirligi

Sekil 3.7 : Gravimetrik (solda) ve volumetrik (sagda) sisme olglimleri.

3.4.2 UV-Visible Spektrofotometre

Sisme dengesine gelmis DNA jellerinden salinan DNA miktarlar1 UV Glgtimleri
yardimiyla hesaplanmistir. Cozelti igerisindeki salman DNA’nin konsantrasyonu
T80 UV-visible spektrofotometre kullanilarak izlenmistir. Hesaplamalar i¢in 260
nm’de  tammladigimiz molar soniim katsayist olarak 6900 M'cm” degeri

kullanilmastir.

3.43 Reolojik Olgiimler

Fiziksel DNA jelleri Bohlin Gemini 150 reometre cihazinin paralel plakalar1 arasinda
hazirlanmistir.  Sistemin sicakligini kontrol etmek igin Peltier sicaklik tinitesi
kullanilmistir. Reaksiyonun baslangicindan dnce cihazin iist plakasi ( ¢apt 40mm )

alt plakaya olan uzakligi 500 pm olarak ayarlanmistir. Tim reolojik Slglimler
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sirasinda buharlagsmay1 minimize etmek i¢in ¢0ziicii tuzagi kullanilmistir. Buna ek
olarak kapatilan plakanm dis1 solventin ugmasini engellemek i¢in diisiik viskoziteye
sahip silikon yagi1 ile kaplanmistir. Salinim deformasyonunun lineer bdlgede
olmasini saglamak i¢in frenkans o = 6,28 rad/s ve deformasyon genligi Y, = 0,01
olarak secilmistir. Isitma—sogutma c¢evrimi daha oOnceki c¢alismalarimizda
tanimladigimiz gibi 25 °C ile 90 °C arasinda yapilmustir [16]. Proses sirasinda 25 °C’
den 90 °C’ye 1sitmak i¢in 1sitma hizi 3,25 °C/dak. se¢ilmis, 90 °C’ye ulasildiginda
10 dakika beklenilmis daha sonra 1,08 °C/dak. sogutma hiziyla 25 °C’ye ulasilmisg
ve son olarak 25 °C’de 40 dakika beklenilmistir. Daha sonra, frekans tarama testleri

Y,=0,01" de yapilmstir.

3.4.4 Mekanik Olgiimler

Tim olgtimler 24 + 0,5 °C yapilmistir.  Yaklagik 4-5 mm ¢apinda ve 6 £1 mm
uzunlugunda silindirik jel O©rnegi dijital terazi ilizerine konulmus ve terazi
sifirlanmistir (Sekil 3. 2). Ardindan yiizeyi teflon kapl bir piston yardimi ile jel
iizerine bir kuvvet uygulanmistir. Jel iizerine etki eden kuvvet teraziden okunan
agirlik (m) dan F = m g denklemi yardimu ile hesaplanmustir. (g = 9,803 m.s?). Bu
kuvvet sonucu olan jeldeki deformasyon A/ (Al = Iy — I, [y ve [ swras1 ile baslangic ve
deformasyon sonucu uzunluklaridir) dijital komparatér yardimi ile Ol¢iilmiistiir.
Kuvvet ve deformasyon 3 saniye gevseme siiresi sonunda kaydedilmis ve dlgtimler
toplam deformasyon % 15-20 olana kadar siirdiiriilmiistiir. Deformasyon orani a
(deforme uzunluk/ baslangi¢ uzunluk) a = 1— Al / [, olarak hesaplanmistir. Bu
deformasyona karsilik gelen stress f'ise f = F' / A denklemi ile hesaplanmistir. (4 =
jel drneginin yiizey alam1 = © Dy’, Do = jel 6rneginin baslangi¢ yarigap1). Stres (f) ile

deformasyon orani (1) arasindaki
f=G(L-\7) (3.1)

bagintisindan jellerin elastik modiilii G hesaplanmustir.

3.45 ATR - FTIR Olgiimleri

Fiziksel ¢apraz bagli jelleri -86 °C’de 1 giin boyunca dondurma islemine tabi
tutulmustur. Ardindan -40 °C / 0,12 mbar da 1 giin, ek olarak -60 °C/0,01 mbar da
bir giin tutularak malzemenin kurutulmasi saglanmistir. Kurutulmus 6rneklerin
spektrumlar1 500 - 4000 cm™ dalga sayisi arahiginda ATR — FTIR (Nicolet Nexus
6700) kullanilarak alimmastir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu ¢aligmanin amaci, kolaylikla DNA salimi yapabilen fiziksel ¢apraz bagli DNA
hidrojellerini literatiirden farkli olarak [10,16] makroskopik boyutlarda sentezlemek,
ozelliklerini inceleyerek bulgular1 kimyasal capraz bagli DNA hidrojelleri ile
karsilagtirmaktir. Fiziksel capraz bagli DNA hidrojelleri; % 5 saf DNA ¢o6zeltilerinin
1sitma - sogutma c¢evrimlerine tabi tutulmasiyla elde edilmis olup, ayni zamanda
sonuglar1 karsilagtirmak amaciyla DNA’nin EGDE capraz baglayicisi yardimiyla da
kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojelleri elde edilmistir. Sentezlenen jellerin su ve
tuzlu ¢ozeltilerde agirlikca ve hacimce sisme oranlarinin yanisira DNA salimi ve

mekanik dayaniklilig1 gibi 6zellikleri incelenmistir.

Deneysel sonuglar iki boliimde tartisilmistir. Birinci boliimde 1sitma - sogutma
cevrimi ile elde edilen fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojelleri karakterize edilirken
calismanin ikinci boliimiinde ise kimyasal ¢apraz bagli DNA 50°C’de sentezlenmis

ve karakterize edilmistir.

4.1.1 Fiziksel capraz bagh DNA hidrojelleri

Fiziksel capraz bagli DNA hidrojel hazirlarken herhangi bir capraz baglayici
kullanilmamakta, sadece sulu DNA c¢ozeltileri 1sitma - sogutma g¢evrimlerine tabi
tutulmaktadir [10,16]. DNA’nin denatiirasyon (erime) sicakliginin iizerine, 6rnegin
90°C’ye 1sitilan ¢ozeltideki ¢ift sarmal DNA tek sarmal DNA ipliklerine ayrilirlar.
Daha sonra ¢6zeltinin ¢ok yavas olarak oda sicakligina sogutulmasi sirasinda ise tek
sarmallar birbirleri ile hidrojen baglar1 olusturarak tekrar ¢ift-sarmal bir
konformasyona donerler. Ancak bu islem DNA’nin kritik ortiisme konsantrasyonu
c*’m iizerinde yapildiginda (2000 baz ciftinden olusan bir DNA icin c* = % 0,04),
hidrojen baglar1 farkli ¢ift sarmallar arasinda olusarak ¢apraz bag gérevi géormekte ve
bu sekilde hidrojeller elde edilmektedir. DNA’dan baska herhangi bir madde
icermeyen bu tip hidrojeller, tim DNA o6zelliklerini tasimasi bakimindan One
ctkmaktadir. Bu calismada elde edilen fiziksel jeller % 5’lik ds-DNA ¢ozeltilerinden
baglanarak 25 °C ve 90 °C arasinda 1sitma — sogutma g¢evrimlerine tabi tutulup

hazirlanmistir.  DNA  ¢0zeltilerinin 1sitma ve sogutma periyotlart srasindaki
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viskoelastik davranislar1 reometre kullanilarak o = 6,28 rad/s frekansta ve Y, = 0,01

deformasyon genliginde incelenmistir.

Bir malzemenin enerjiyi elastik olarak saklayabilmesini temsil eden elastik modiil (
G’) iken, malzemenin enerjiyi dagitabilmesini viskoz modiil ( G’ ) temsil eder.
Kayip faktor ( tan &) bunlarin bir fonksiyonu olup viskoz modiil / elastik modiil (
G’ / G’) olarak tanmmlanir. tan d, elastik modiiliin viskoz modiile esit oldugu
noktada 1 degerini verip jellesme noktasini ifade ederken 1’ den biiyiik oldugu nokta
da malzemenin viskoz davranista oldugunu ve 1’ den kiigiik oldugu noktada ise
malzemenin elastik 6zelligini gosterir. Sekil 4.1’de 1sitma ve sogutma g¢evrimleri
sirasinda ¢6zeltiden Olgiilen kayip faktor tan o, viskos modiill G, elastik modiil G’
degerleri goriilmektedir. Isitma sirasinda 6zellikle 70 °C’nin lizerine ¢ikildiginda
¢ozeltinin dinamik modiiliiniin hizli bir sekilde diistiigii, buna karsilik kayip faktoriin
tan 0’ nin arttig1 goézlemlenmistir. Bu sonu¢ ds-DNA molekiilii igerisindeki
konformasyonel gegislerin de ortaya ¢iktigina isarettir. Ayrica, 90 °C’den 25 °C’ye
sogutma sirasinda, dinamik modiiliin tekrar yiikseldigi ve cok yiiksek degerlere
ulastig1 gozlemlenmistir. Ornegin; G’ 1sitma — sogutma ¢evriminden dnceki degeri
0,1 kPa iken 1sitma — sogutma ¢evriminden sonra bu deger 15 kPa’a ulasmustir.

Sonuglarm tekrarlanabilir oldugu ayr1 ayr1 6l¢iimlerle desteklenmistir.

Isitma-sogutma periyotlari sirasinda DNA ¢6zeltilerinin dinamik modiiliindeki biiyiik
degisimler DNA molekiillerinin denatiirasyonu ve ardindan renatiirasyonu ile
ilgilidir. Bir DNA baz ¢iftinde iki sarmali bir arada tutan hidrojen baglar1 1sitma
prosesinde kirilirlar ve buna bagli olarak ds-DNA yapis1 ss-DNA yapisina ayrisir.
Sekil 4.1a’da gortldigii tizere G’ ve G’ degerlerinin 45 °C ve 70 °C araliginda
hafifce artmistir. Bu artisin sebebi, yar1 esnek ds-DNA molekiilleri igerisinde ds-
DNA’ya gore daha esnek ss-DNA’larin olugmasi ve bunun sonucu yapidaki baglanti
noktalarnin artmasidir.  Ancak sicaklik artis1 devam ettirildiginde DNA’nin
yapisindaki denatlirasyon hizlanir ve c¢ifte sarmal yap: rastgele dolanmis iki ayri
sarmala ayrisir. Bu deneyde kullanilan 2000 baz ¢iftli ds-DNA’ya ait jirasyon
yaricap1 su igerisinde 106 nm iken bu deger ss-DNA’da 20 nm dir [10]. Dolayisiyla,
DNA molekiiliiniin denatiirasyonu sonucu (106/20)° = 150 kat molekiil hacminde
degisim (azalma) olmaktadir. Bu nedenle 80 °C’de jel-sol gegislerine bagli olarak

her bir DNA molekiiliiniin denatiirasyondan sonra 150
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kat daha kiigiik hacim isgal edeceginden tan o (G’/G’)’da artma gozlemlenmistir.
Bundan baska 25 °C’ye tekrar sogutma esnasinda DNA’nin kritik ortiisme
konsantrasyonun iistiindeki renatiirasyonuna baghi olarak modiilde artig
gozlemlenmistir.  Farkli ds-DNA molekiillerine ait sarmallar arasinda sogutma
prosesi boyunca hidrojen baglar1 tekrar olusmaktadir ve bu baglar fiziksel capraz
baglayic1 gibi davrandigi i¢in elastik modiil artmaktadir. Jelin son halinin ¢ok
yiiksek elastik ve viskoz modiile sahip olmas1 hareketli DNA kiimelerinin varliginda
zayif bagl lic boyutlu DNA yapisinin olusumunu ortaya koymaktadir. Sekil 4.1b 25
°C’ de % 5’ lik DNA ¢6zeltisinin 1sitma-sogutma ¢evrimlerinden 6nceki ve sonraki
mekanik spektralarini gdstermektedir. Olgiimler sirasinda deformasyon genligi Y,
= 0,01 ve frekans araligi @ = 0,063 - 130 rad/s se¢ilmistir. Baslangic DNA ¢ozeltisi
frekansa bagli olarak zayif jel gibi davranmakta olup, diisikk frekanslarda bu
cozeltiye ait G’ degerlerinin G’ degerlerine yaklastig1 grafik iizerinden takip
edilebilmektedir. Isitma-sogutma c¢evriminden sonra hem G’ hem de G’ incelenen
frekans araliginda frekanstan bagimsiz olup, bu davranig diisiik frekanslarda fiziksel
DNA agyapilarindaki baskin viskoelastik relaksasyonlara ve DNA agyapisindaki
relaksasyon zamaninin uzun olduguna isaret etmektedir. Bu tiir reolojik davranislar

kuvvetli jellerin karakteristik 6zellikleriyle ortiismektedir.

tang

S IO S S AP ISP IO VU YUY PN VI VY PP IO SR . S O T Lol 10

107 i P T R
30 4 50 60 70 80 9 2 4 6 8 90 8 70 60 50 40 30 2 4 6 8 10 102 101 100 101

Sicakiik / °C Zaman / dak. Sicaklik / °C Zaman | dak. o/ radss™
(90 °C'de) (25°C'de)

Sekil 4.1 : (a) %5 DNA c¢ozeltisinin ® = 6,28 rad/s’de yapilan 1sitma—sogutma
cevrimi sirasida elastik modiil G’ (@), viskoz modiil G*’ (©) ve kayip
faktor tand(cizgi)’ nin sicaklikla degisimi. (b) Fiziksel jellerin 1sitma—
sogutma ¢evrimi oncesi 25°C’de (kiireler) ve sonrasi (liggenler) Y , =
0,01’ de frekans taramasi sonucu G’ (®), G’ (0)’nin degisimi. Kesikli
yatay ¢izgi (a) tan 6= 1’1 temsil etmektedir.
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Fiziksel jellerin icerdigi DNA sarmallarinin konformasyonu ATR-FTIR 6l¢limleriyle
incelenmistir. DNA’nin 1sitma-sogutma ¢evriminden onceki ve sonraki ATR-FTIR

spektrumlar1 Sekil 4.2°de goriilmektedir.

1220 cm™’de goziiken pik DNA konformasyonun bilinen PO*™ ye ait antisimetrik
gerilme titresimi olup bu pik normalizasyon piki olarak kullanilmistir. 1550-1750
cm” araligindaki pikler baz ¢iftlerinin ve baz yigmlarmmn karakteristik pikleri olup
jellesme sonrasinda herhangi bir degisiklige ugramamistir. Bu sebepten DNA
konformasyonun 1sitma sogutma ¢evrimi sonunda eski halinde oldugu 6ngoriilebilir.
1085 ve 1050 cm™’deki pikler sirasiyla PO**nin simetrik gerilme titresimi ve
fosfodiesterin C-O uzama titresimine ait olup DNA konformasyonunun karakteristik
pikleridir.  Literatlirde rapor edildigi gibi bu piklerin intensitesi denatiirasyon
sirasinda konformasyonel degisiklere (DNA yapisinin bozulmasina) bagli olarak
azalir. Piklerdeki intensitenin jellesmeden sonra degismeden kalmas: fiziksel jeldeki

DNA sarmallarinin ds-DNA konformasyonunda oldugunu desteklemektedir [54-56].

Absorbans
once
= e=e= SONra
\;’
. | 1 1 1 1 | 1
1800 1600 1400 1200 1000 800

Dalga sayisi / cm”

Sekil 4.2 : DNA’nin jellesme 6ncesi ve sonrast ATR-FTIR spektrumu.

Sekil 4.3°de 26 mg/L konsantrasyonda bir saf DNA c¢ozeltisinin UV-Visible
spektrumu verilmistir. Spektrumdan goriildiigii lizere ds-DNA’ya ait maksimum

absorbans degeri 260 nm’de gozlemlenmistir. Bu deger literatiirdeki bilgilerle
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uyumludur. DNA’nin yapisinin aydinlatilmasi i¢in yapilan c¢alismalarda 260
nm’deki pik takip edilmistir [11-13].

0,5

0,4

o
w

Absorbans

o
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0,0

oo by e by ey by
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N
N
o

Dalgaboyu / nm
Sekil 4.3 : 26 mg/L saf DNA ¢ozeltisinin UV goriiniir bolge spektrumu.

Isitma sogutma g¢evriminden Onceki ve sonraki DNA konformasyonunun degisip
degismedigi DNA nin 260 nm’deki molar sonlim katsayist €69 belirlenerek de test
edilmistir. 260 nm’deki molar soniim katsayisinin belirlenmesi i¢in, saf DNA’nin ve
fiziksel capraz bagli DNA hidrojellerinin sulu ¢ozeltileri farkli konsantrasyonlarda
(10-65 mg DNA/L) hazirlanmis ve absorbans degerleri kaydedilmistir. Daha sonra
elde edilen verilerden konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmis ve egimden molar
soniim katsayisi M.L™' olarak hesaplanmistr.  Sekil 4.4a’da baslangic DNA
cozeltilerine ait konsantrasyon-absorbans grafigi, sekil 4.4b’de ise jellesmeden
sonraki DNA hidrojelin sulu ¢ozeltilerine ait konsantrasyon-absorbans grafigi
goriilmektedir. Her iki DNA ¢6zeltisinden elde edilen sonuglar Lambert — Beer

yasas1 géz oniinde bulundurulup
A=¢. c. 1 4.1)

(denklemde A, absorbans &, molar soniim katsayisi ¢, ¢ozeltinin molar derisimi ve 1,
15181 ¢ozelti i¢inde kat ettigi yoldur.) incelendiginde 260 nm de ki molar soniim

katsayist (g) jellesmeden once ve sonra sabit olup 6900 + 100 M'cm™ olarak
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bulunmustur. Bu sonuglar fiziksel jellerin esas olarak ds-DNA yapisinda olduguna
isaret etmektedir. Literatlire gore DNA ¢ozeltisinin 260 nm deki absorbanst DNA
yapisinin denatlirasyonunun (ds-DNA’dan ss-DNA’ya doniisiimii) tamamlanmasi
halinde aromatik halkalarin molar soniim katsayilarinin degisimlerinden Otiiri bu
absorbans degerinin % 40 arttig1 bilinmektedir [8]. Burdan yola ¢ikilarak ve sekil
4.4’ teki dogrularm egimleri daha ayrmntili olarak g6z oniinde bulundurularak yapilan
hesaplamalar sonucu elde edilen fiziksel ¢apraz bagli DNA hidrojellerin ds -DNA
icerigi % 90 olarak bulunmustur. Boylelikle bu jellerin ds-DNA yapisinda oldugu

Caspna/ mg.L! Csv bNA jel / Mg.L™
80
LA | B
60 ;
a0 |-
20|
: Cas-DNA=4T,4 XA |
0e L L

0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0

Absorbans
bir kez daha sdylenebilir.

Sekil 4.4 : Saf DNA’nin sulu ¢6zeltilerinin jellesme oncesi (A) ve sonrasi(B)
absorbans degerlerinin konsantrasyonla degisimi.

Fiziksel jel 6rneklerinin sisme testleri 0 ve 10™ M arasinda 5 farkli konsantrasyonda
hazirlanan NaBr ¢ozeltilerinde yapilmistir. Sekil 4.5a’da agirlikca sisme oraninin
m,,; zamana ¢t kars1 grafigi goziikmektedir. Kisa stirelerdeki m,,; degerlerindeki
degisikligi daha anlamli gosterebilmek i¢in yar1 logaritmik grafik tercih edilmistir.
10% M NaBr konsantrasyonun altindaki tuz ¢ézeltilerinde m,.; ilk olarak artan sigsme
siiresiyle birlikte artar ve sonra maksimum bir degere ulasir ve tekrar diiser. UV-Vis
Olciimlerine dayanarak m,.; de ki bu diisiislin sebebi jel baglant1 noktalarindaki DNA
zincirlerinin ayrigmasit olarak bulunmustur. Sekil 4.5b’de jel icerisindeki toplam
DNA miktarmnin salimmin NaBr ¢ozeltileri igerisindeki sisme zamanina kars1 grafigi

cizilmistir. Fiziksel jellerdeki ¢ift sarmal DNA larm 0 — 10" M NaBr ¢ozeltileri
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icerisinde bir giinde % 80’inin salindig1 gozlemlenirken daha yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda birka¢ giin ge¢gmesine ragmen daha az salimin oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, seyreltik tuz ¢ozeltilerinde jellerin sigsmesi sirasinda
DNA sarmallarin1 bir arada tutan (fiziksel ¢apraz bagli gibi davranan) hidrojen
baglarmin zarar gordiigli anlamma gelmektedir. Bunun yanisira, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ¢ozeltilere daldirilan jellerin gilinler boyunca kararli hallerini
korudugu goriilmiistir. Ornegin; 10° M NaBr igerisindeki jel 16 giin kararli iken
10" M NaBr igerisinde jel 42 giin kararli halini korumustur. Bu baglamda sonuglar
salman DNA miktarmin ve salinma hizinin ¢ozeltilerin tuz konsantrasyonlarinin
degistirilerek kontrol edilebilecegini gdstermektedir. Ayrica bu sonuglar capraz
baglayic1 kullanmadan hazirlanan fiziksel DNA jellerinin sivi ¢ozeltilerdeki DNA

nin kontrollii salimi i¢in kullanilabilecegi dngdriilmektedir.

(a) (b)

(%) YNQ ueuljes

100 10° 102 109 100 10° 102 103

Zaman / saat Zaman / saat

Sekil 4.5 : Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri igerisinde zamana bagl
olarak jellerin agirlik¢a relatif sisme oranlar1 (a) ve salimnan DNA
miktarlar1 (b). Cu : 0 (@), 10° (O), 10" (A),10° (A), 107 (V) ve
107(V).

Fiziksel capraz baglit DNA hidrojellerinin mekanik 6zellikleri tek-eksenli sikistirma

testleri uygulanarak incelenmistir. Jele etki eden kuvvete (f) bagh olarak jeldeki

deformasyon orani takip edilmistir [57]. Sikistirma testleri jel 6rneginin yaklasik %

20 deformasyonuna kadar devam ettirilmistir.  Sekil 4.6’da % 5 saf DNA

kullanilarak elde edilmis fiziksel DNA hidrojellerinin kuvvet — deformasyon

grafikleri goriilmektedir. Bu grafigin egiminden yararlanilarak fiziksel ¢apraz bagh
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DNA jeline ait sentez sonrasi elastik modiil degeri hesaplanmisg ve Gy = 2098 + 281

Pa olarak bulunmustur.
f/ Pa
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-(A-1?)

Sekil 4.6 : %5’lik saf DNA hidrojellerinin kuvvet altinda deformasyon grafigi. Her
egri ayni 6rnek i¢in farkli 6lgtimleri ifade etmektedir.

Fiziksel jel 6rneklerinin hacimce sisme testleri 0 ve 10" M NaBr arasinda 5 farkli
konsantrasyonda hazirlanan NaBr ¢ozeltilerinde yapilmistir. Sekil 4.7°de % 5 saf
DNA hidrojelinin bagil jel hacminin V,,; zamana ¢ kars1 grafigi goziikkmektedir. Yar1
logaritmik grafik tercih edilmesinin sebebi V,. degerlerindeki degisikligi daha
anlaml1 gosterebilmektir. 10 M NaBr konsantrasyonun altindaki tuz ¢ozeltilerinde
V., 1ilk olarak artan sisme siiresiyle birlikte artar ve sonra maksimum bir degere
ulasir ve tekrar diiser. Dolayisiyla jelin dayanim siiresinin de azaldig:
gozlemlenmistir. V,.;‘de ki bu diisiisiin sebebi jel baglanti noktalarindaki DNA
zincirlerinin ayrigmasidir. Yiiksek tuz konsantrasyonu iceren ¢ozeltilerde ise dis
ortamimdaki yiik yogunlugunun (Na") giderek jelin agyapisindaki yiik yogunluguna
yaklagsmasi ters bir osmotik basing etkisi yaratir. Bu “iyonik etki” agyapisi
icerisindeki suyun jel digina akmasma yani jelin biiziilmesine neden olur denilebilir.
Yani artan NaBr konsantrasyonu ile ag yapismin korundugunu ve dayanikliliginin

daha uzun siirelerde oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.7 : Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri igerisinde zamana bagl
olarak jellerin hacimce relatif sisme oranlarmin degisimi. Cy, : 0 (@),
107 (0), 107 (A),107 (A), 107 (V) ve 107(V).

Sonug olarak, % 5 DNA konsantrasyonlarinda 1sitma - sogutma ile gergeklestirilen

fiziksel capraz baglanma reaksiyonlar1 sonucunda DNA hidrojelleri sentezlenmis ve

karakterize edilmistir. Bu jellerin ¢ok fazla sisebildigi ve zamana bagli salimlar1

gozlemlenmistir.  Uygun konsantrasyonlardaki tuz c¢ozeltileri kullanilarak bu

durumlarin kontrol edilebilecegi sonucuna varilmstir.

Daha yiliksek DNA konsantrasyonlarinda, mekanik o6zellikleri daha 1yi kimyasal
capraz bagli DNA hidrojelleri elde edilmis ve takip eden bdliimde bu konuda

ulasilan sonuclar verilmistir.

4.2 Kimyasal Capraz Bagh DNA Hidrojelleri

Yapilan deneysel ¢alismalarda kimyasal capraz bagli DNA hidrojelleri % 9,3 DNA
ve % 9,6 capraz baglayic1 (EGDE) konsantrasyonlarinda sentezlenmistir. Jel
sentezlerinde TEMED katalizorii kullanilmis (% 0,44) ve reaksiyon siiresi 4 saat
olarak sabit tutulmustur. Belirtilen kosullarda hazirlanan jellerin elastik ve sisme
ozellikleri incelenmis, DNA salimlarina bakilmistir. Sekil 4.8’de farkl
konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri igerisindeki DNA jellerinden salinan DNA

miktarinin zamana kars1 grafigi ¢izilmistir. NaBr konsantrasyonunun artmasi ile
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salinan miktarm azaldig1 gériilmiistir. Ornegin 10° M tuz konsantrasyonu igerisinde
salman miktar 24 giiniin sonunda % 6 iken bu deger 10~ M’lik tuz ¢ozeltisi icin % 2
ve su i¢in % 7 seviyesindedir. Aym sartlarda 10 M tuz ¢dzeltisi icerisindeki fiziksel
capraz bagli DNA hidrojelleri i¢in salinan miktar, 2 giinliik kisa bir siire icerisinde
yaklasik % 80 gibi yiiksek bir degere ulasmistir (bkz Sekil 5b). Fiziksel capraz bagh

DNA hidrojellerle kiyaslandiginda, kimyasal bagli hidrojellerin salimlarmin uzun

15

Salinan DNA (%)

Zaman / giin

Sekil 4.8 : Farkli konsantrasyonlardaki NaBr c¢ozeltileri igerisinde zamana baglh
olarak jellerin salman DNA miktarlari. Cy, : 0 (@), 107 (O), 10™
(A),107 (A), 107 (V). Sentez sartlari: DNA = % 9,3. EGDE = % 9,6.
TEMED = % 0,44.

Kimyasal ¢apraz bagh jel drneklerinin zamana bagli sisme testleri 0 ve 10° M
arasinda 6 farkli konsantrasyonda hazirlanan NaBr ¢ozeltilerinde yapilmistir. Sekil
4.9°da agirlikga sisme oranmin m,,; zamana ¢ karsi grafigi yani sisme kinetigi
goziikmektedir. Jeller NaBr konsantrasyonuna bagh olmaksizin 2 giinde dengeye
ulagmakta ve yaklasik 20 giin ¢Oziinmeden kalabilmektedirler.  Farkli NaBr
konsantrasyonlarindaki sisme oranlar1 irdelendiginde birinci giin igerisinde bir artisin
oldugu gozlemlenmis ve daha sonra sisme oranlarinin sabit kaldigr goriilmiistiir.
Ayrica tuz konsantrasyonu arttik¢a jellerdeki sisme oranlar1 da azalmistir. Bu
durumu bir biiziilme kabul edersek ve bunun nedenini sisme davranisina bakarak
aciklayacak olursak; DNA jellerinin su igerisindeki sisme davranislari

incelendiginde, jel agyapisi lizerindeki yiik yogunlugunun dis ¢ozeltideki (saf su) yiik
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yogunlugundan fazla olmasi nedeniyle ortamdaki su molekiilleri osmotik basing
etkisiyle jele akar ve jel siser. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NaBr
¢ozeltilerine daldirilan jellerde, dis ortamindaki yiik yogunlugunun (Na') giderek
jelin agyapisindaki yiik yogunluguna yaklagsmasi ters bir osmotik basing etkisi yaratir
ve bu durum agyapisi igerisindeki suyun jel disina akmasina yani jelin biiziilmesine
yol acar diyebiliriz. Bu sonu¢, DNA hidrojellerinin tipik bir iyonik hidrojel
oldugunu ortaya koymaktadir. Kimyasal capraz bagh jelleri fiziksel capraz bagl
jellerle  kiyasladigimizda, kimyasal c¢apraz  bagli  hidrojellerin  diistik
konsantrasyonlardaki tuz c¢ozeltileri icerisinde dahi yapisim1 muhafaza ettigi ve
kararliligimi siirdiirdiigi goriilmiistiir. Bunun nedeni yapisinda bulunan ve kovalent

olan kimyasal ¢apraz baglardir.

mrel

0-10"* M NaBr

10 M NaBr

102M NaBr

10°

10" M NaBr

1M NaBr

0 5 10 15
Zaman / guin
Sekil 4.9 : Farkli konsantrasyonlardaki NaBr ¢ozeltileri igerisinde zamana bagl
olarak kimyasal ¢capraz bagli DNA hidrojellerinin agirlik¢a relatif sisme

oranlarmin degisimi. Sentez sartlari: DNA = % 9,3. EGDE = % 9,6.
TEMED = % 0,44.

Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin mekanik 6zellikleri tek-eksenli sikistirma
test cihaz1 kullanilarak incelenmistir. Jele etki eden kuvvete (f) bagh olarak jeldeki
deformasyon orani takip edilmistir [57] Sikistirma testleri jel 6rneginin yaklasik %
20 deformasyonuna kadar devam ettirilmistir. Sekil 4.10’da % 9,3 DNA, % 9,6
EGDE ve % 0,44 TEMED kullanilarak 50°C’de elde edilmis kimyasal ¢apraz bagl
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DNA hidrojellerinin kuvvet - deformasyon grafikleri goriilmektedir. Bu grafigin
egiminden yararlanilarak kimyasal ¢apraz bagli DNA jeline ait sentez sonrasi elastik

modiil degeri hesaplanmis ve Go= 1497 + 67 Pa olarak bulunmustur.

f/ Pa
2000

1500 —

1000 —

500 —

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
-(A-17%)

Sekil 4.10 : Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin kuvvet altinda deformasyon
Y
grafigi. Sentez sartlar: DNA = % 9,3. EGDE = %9,6. TEMED =
%0,44.

Farkli NaBr konsantrasyonlar1 igerisinde farkli sisme oranlarina sahip jellerin elastik
modiilleri sekil 4.11°de gosterilmektedir. Grafikten de anlasilacag ilizere sisme
oranlarmin artmasi durumunda yani V. (hacimce relatif sisme orani) degerinin 1’den
biiyiik oldugu durumlarda elastik modiil degeri az da olsa artmakla beraber ¢ok fazla
degisime ugramamaktadir. Aksi durumda, yani sentezlenen jelin desikator icerisinde
15 dakikalik vakum periyotlar1 uygulandiktan sonra kapali sistemde 1 saat
bekletilmesi ve dengeye gelmesinin ardindan jellerin c¢aplar1 6l¢iilerek hesaplanan
Via degerinin 1°den kiiclik oldugu bdlgede ise, elastik modiil degerlerinin diger
bolgeye nazaran daha biiyiikk degisimlerle arttigi ve bu artisin vakum periyotlari
devam ettirildiginde de aym sekilde artarak devam ettigi sOylenilebilinir. Bunun
sebebi jellerdeki suyun uzaklastirilmasi sonucunda kuruyan malzemenin daha

dayanikli bir duruma gelmesidir.
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0,1 1 10 100

Sekil 4.11 : Farkli sisme oranlarindaki kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojellerinin
elastik modiil degerlerinin ( G ) degisimi. Sentez sartlar: DNA = %
9,3. EGDE =%09,6. TEMED = %0,44.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, ds-DNA c¢ozeltilerinden yola ¢ikarak fiziksel ve kimyasal ¢apraz bagl
DNA hidrojelleri makroskopik boyutlarda elde edilmistir. Fiziksel capraz bagl
DNA jelleri %5’lik DNA ¢ozeltilerinin, DNA’nin erime noktasinin {izerindeki
sicakliklara 1sitilmasi ve daha sonra yavas bir sekilde oda sicakligina sogutulmasi ile
elde edilmistir. Kimyasal ¢apraz bagli DNA hidrojelleri ise DNA’nin EGDE ¢apraz
baglayicis1 yardimiyla ¢apraz baglanma reaksiyonlar1 sonucu elde edilmistir. Elde
edilen fiziksel ve kimyasal c¢apraz bagli DNA hidrojellerinin farkli tuz
konsantrasyonlarinda sisme ve salim davranislart incelenmis, mekanik 6lgiimleri
yapilmistir. Bu jellerin elastik modiil degerlerinin birbirine ¢ok yakin ve 1,5-2 kPa
civarinda oldugu bulunmustur. Kimyasal ¢apraz bagh jellerin uzun siireler sonunda
dahi salimlarinin ancak % 0 - 20 oraninda degistigi, buna karsilik fiziksel gapraz
bagl jellerin su ve sulu ¢ozeltilerin igerisinde sismesi sirasinda fiziksel capraz
baglarin zarar gérmesinden Otiirii kararli olmadigi, c¢ok fazla sisebildigi ve kisa
stirelerde % 80’lere varan DNA saliminin gergeklestigi goriilmiistiir. Yani ¢apraz
baglayici kullanilmadan elde edilen jellerin kimyasal ¢apraz baglh jellerin aksine su

ortaminda dayaniksiz oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak fiziksel jellerden salman DNA miktarinin ve salinma hizinin NaBr
konsantrasyonu degistirilerek kontrol edilebilecegi tespit edilmistir. Bu yolla jelden
salinan ds-DNA molekiillerinin miktarinin saatler mertebesinden giinler mertebesine
arttirilabildigi gosterilmistir. Elde edilen veriler neticesinde, fiziksel capraz bagl
jellerin sulu ortamda kontrollii DNA saliminda kullanilabilecegi ve kontrollii ilag

salim sistemlerine uygulanabilecegi sonucuna varilmstir.
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