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OZET

Bu calismada, capraz bagh kitosan agyapisi Uizerine tarak tipi asilanmis
Poli(N,N- dimetil akrilamit) ve poli(akrilamit) hidrojelleri hazirlanmistir.
Karboksilik asit u¢c gruplu polimerler, merkaptoasetik asit zincir transfer
ajani yardimiyla radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir. PDMA ve
PAAm ve asilanmis hidrojellerin yapisi Attenuated Total Reflectance
Fourier transform infrared spektroskopisi (ATR-FT-IR) ile dogrulanmisg
ve yuzey morfolojileri Taramali Elekton Mikroskopisi (SEM) kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica asilanmis hidrojellerin ylzey enerji bilesenleri;
degme acisi Olcumleri kullanilarak hesaplanmistir. Asilanmis
hidrojellerin ylizey enerjilerinin, capraz bagh kitosandan daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Hazirlanan hidrojellerin sicaklik ve pH degisimine
bagh sisme davraniglari incelenerek; jellerin dusik sicaklik ve pH’larda
yliksek sisme oranlarina sahip oldugu goézlenmistir.

Tarak tipi agilanmis hidrojeller DNA adsorpsiyonu icin destek materyali
olarak kullanilmistir. Hidrojellerin 4 2C ve 37 2C’ deki DNA adsorpsiyon
kapasiteleri, asilama miktarinina, zamana ve DNA derisimine bagl
olarak incelenmistir. DMA ve AAm asilama miktarn fazla olan



hidrojellerin DNA adsorpsiyon kapasitesinin daha yuksek oldugu
belirlenmistir. Calisilan butlin sartlarda en yiuksek DNA adsorpsiyon
kapasitesi 37 2C’ de elde edilmistir. Hazirlanan tarak tipi hidrojellerin
biyomedikal uygulamalar icin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi
amaciyla adsorplanan DNA’nin salimi incelenmistir.
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ABSTRACT

In this study, comb-type graft hydrogels composed of crosslinked
chitosan network and grafted poly(N, N-dimethlyacrylamide) or
poly(acrylamide) were prepared. Semitelechelic polymers with
carboxylic acid end group were synthesized by free radical
polymerization technique using mercaptoacetic acid as the chain
transfer agent. The structure of the telechelic polymers and grafted
hydrogels was confirmed by Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FT-IR). Surface morphplogy of
the hydrogels was examined by Scanning Electron Microscopy (SEM).
In additon, surface energy components of these hydrogels were also
calculated by contact angle measurements. It was observed that the
grafted hydrogels have higher surface energies than that of crosslinked
chitosan networks. Swelling behaviors of the hydrogels were
investigated as a function of pH and temperature. It was observed that
all the hydrogels have highest swelling ratios at low temperature and
pH’s.

Comb-type grafted hydrogels were used as sorbents for DNA
adsorption. DNA adsorption capacities of the hydrogels were
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determined against the amount of grafting, time and DNA concentration
at 4 2C and 37 2C. The hydrogels with higher amount of DMA and AAm
exhibited higher equilibrium DNA adsorption capacity. The maximum
adsorption capasities of these hydrogels were observed at 37 C in all
conditions. DNA release characteristics were studied to observe if the
hydrogels could reuse for biomedical applications.
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Key Words :DNA adsorption, chitosan, Comb type grafted,
poly(acrylamide), poly(N,N-dimethylacrylamide)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimis bazi kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat

Hg Mikrogram

Kisaltmalar Aciklama

DMA N,N Dimetil akrilamit
PDMA-COOH Poli(dimetilakrilamit)-COOH
AAm Akrilamit

PAAM-COOH Poli(akrilamit)-COOH

MAA Merkapto asetik asit

APS Amonyumperstilfat

TEMED N,N,N’,N’-tetrametilen diamin
EDC 1-etil(3-3dimetilaminopropil)karbondiimit
NHS N- Hidroksi sUksinimit

DNA Deoksiribo nikleik asit

SLE Sistemik lupus eritematosus

TE Tris-EDTA tampon



1. GIRIS

NUkleik asitler yasamin anahtar molekdlleridir. Genetik bilgiyi tagimalari ve
protein biyosentezinde aktif rol oynamalari bu biyolojik molekdilleri son derece
6nemli kilmaktadir. Genetik bilgiyi tasiyan DNA en c¢ok caligilan biyolojik

molek(lddr.

DNA’nin kati bir destege baglanmasi, biyoteknoloji ve molekuller biyoloji
calismalari agisindan blytk énem tasir. Cesitli destek materyalleri ile DNA
immobilizasyonu genellikle adsorpsiyon ve kimyasal baglanma yoluyla
gerceklestirilir.

DNA teknolojisinin uygulama alanlari ¢ok genis bir yelpazeye sahiptir. Bu
uygulama alanlarindan baslicalari; ¢cevre, gida, saglik, adli tip ve arkeometri
olarak sayilabilir. DNA immobilizasyonunda kullanilan tagiyicilar; naylon,
nitrosellloz, seliiloz asetat ve kitosan olabilir [1-3].

Tarak tipi jeller essiz yapilari sayesinde biyoteknoloji; ila¢ salinim sistemleri,
boyut segici biyoayirma, enzim ve hicre immobilizasyonu gibi pek ¢ok
uygulama alani bulmaktadir [4—6].

Polimer ylzeyine DNA adsorpsiyonu biyoteknoloji ve tip gibi pek ¢cok alanda
kullanilabilir. Bu alanda son zamanlarda en ¢ok gelisen uygulama, hastanin
kan ya da plazmasindaki zehrin uzaklastirilmasinda protein adsorpsiyonunun
kullaniimasi teknigidir [7].

Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), sebebi bilinmeyen cilt, eklem, bdbrek,
kalp zari, akciger zar gibi birgok doku ve organ iltihabina bagh ¢ok sayida
bulgularla giden, degisik seyir gbdsteren ve cesitli bagisiklik sistemi
(immuUnolojik) anormalliklerle karakterize otoimmun, kronik sistemik bir
hastaliktir [8-10]. SLE’da DNA’ nin ss DNA, ds DNA ve z DNA olmak (zere
en az 3 formu antijenik olarak bulunmustur. Bircok Lupus benzeri hastalikta



birden fazla DNA’ya karsi antikorlar bulunmaktadir. Buna ragmen SLE
disindaki hastaliklarda Anti-ds DNA c¢ok daha nadiren bulunur. Anti ds-DNA’
nin yiksek duzeyleri hastalik igin spesifik kabul edilebilir. Anti-ds DNA
antikorlari SLE’li hastalarin %75’inde tespit edilir, ancak yinede bunun kesin
sikhgi, kullanilan yénteme gére degismektedir [11-14].

SLE tedavisinde neredeyse evrensel olarak kullanilan 4 grup ilag vardir.
NSAii'ler, anti-malaryal (sitma ilaglar) ilaglar, kortikosteroid hormomlar ve
savunma sistemini baskilayici bir grup ila¢ bu amagla kullanilabilir. Doktorun
sectigi tedavi, hastanin bireysel semptomlarina ve ihtiyaglarina dayanir [13].

Ayrica kan plazmasindaki anti-DNA antikorlarinin uzaklastiriimasi icin kan
degistirme igslemi de tedavi amach uygulanabilir. Plazmafarez kan
plazmasindaki kan htcrelerinin uzaklastirilabilmesini saglayan bir islemdir.
Bu igslem hastanin kaninin degistiriimesine dayanir. Hastalida neden olan
antikorlari ve bagisikliga neden olacak diger aktif maddeleri iceren plazma
atilarak diger sivilarla degistirilir ve kan tekrar hastaya verilir. Plazmafarez
rutin uygulamalara icin pek elverigli olmasa da standart tedavilere cevap
vermeyen ve ya 6zel durumlari olan (hemolitik anemi tagiyan lupus hastalari

gibi) hastalar i¢in yararh olabilir [14].

Sistemik Lupus Eritematoz (SLE) gibi bazi bagisiklik sistemi rahatsizliklarinin
tedavisinde, hastanin plazmasinda anti-DNA antikorlarinin
uzaklastiriimasinda, DNA baglanmis polimerik materyaller kullanilabilir [15—
18]. Plazmadaki anti-DNA antikorlarinin azalmasi klinik bir gelisme
saglayabilir [16]. Ylzeye baglanan DNA miktarinin artisiyla, anti-DNA
antikorlarinin adsorpsiyonu da artar. Yani ylksek miktarda anti-DNA
antikorunu uzaklastiriimasi icin ¢ok miktarda DNA igceren bir destek
gerekmektedir [16—19].

Bu konu ile ilgili yapilan galismalarda,



e Kato, lkada ve arkadaslari PET mikrofiberleri Gzerine DNA adsorpsiyonu
Uzerine calismigtir. Akrilamit, metakriloiloksietil fosfat, N,N-dimetil aminoetil
metakrilat, N-vinil formamit ve glisidil metakrilat monomerlerinin ozon
oksidasyonu sonunda asi polimerlesmesi ile mikro fiberler elde edilmistir.
Poli(metakriloiloksietil fosfat) asilanmigs PET mikro fiberlerde, dengede en
ylksek DNA adsorpsiyon kapasitesi yaklasik olarak 5 mg/g polimer olarak
bulunmustur [18].

e A. Tuncel, E. Unsal ve H. Cicek, DMAPM monomeri kullanarak pH-duyarli
tekdiize kireler tzerine DNA adsorpsiyonu Uzerine ¢ahsmistir. +4 °C’ de
pH=7,4 fosfat tamponunda jellerin denge adsorpsiyon kapasiteleri 50 mg/g
kuru jel olarak bulunmustur [19].

e A. Denizli ve E. Piskin aktiflesmis poli(2-hidroksietil metakrilat) mikro
kireleri Gzerine DNA adsorpsiyonu calismis, dengede DNA adsorpsiyonu

2,75 mg/g mikro kire olarak bulunmustur [20].

Bu calismada yUksek DNA adsorpsiyon kapasitesine sahip hidrojellerin
sentezlenmesi amaclanmigtir. Kitosanin yapisal kararlihidinin saglanmasi ve
DNA adsorpsiyon kapasitesinin arttiriimasi icin N,N- dimetil akrilamit (DMA)
ve akrilamit (AAm) monomerleri merkapto asetikasit (MAA) varliginda
APS/TEMED baglatici sistemi ile polimerlestirilerek kitosan Uzerine tarak tipi
konumda asilanmigtir. Daha sonra, kitosan gluterik dialdehit (GDA)

yardimiyla kendi zincirleri arasinda ¢apraz baglanmigtir.

Hazirlanan hidrojellerin yapisal degisimi ATR-FT-IR Spektroskopisi, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve degme acisi analizi ile karakterize edilmistir.
Film seklinde hazirlanan jellerin ylzeyine su, diiyodometan, formamit ve
etilen glikol damlatilarak degme agcilari élciimis ve her bir jelin ylzey ener;i
bilesenleri hesaplanmigtir. Hidrojellerin farkli pH’larda ve pH=7,5 TE

tamponunda 5-55 °C arasinda denge sisme oranlari belirlenmistir.



PAAmM-COOH ve PDMA-COOH asilanmisg kitosan hidrojellerin DNA
adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla hidrojellerin 4 °C ve 37 °C
‘de sabit DNA derisiminde 24 saat sonunda DNA adsorpsiyon miktarlari
hesaplanmigtir. Ayrica zamana ve degisen DNA derisimine karsi g jel basina
adsorplanan DNA miktarlari da hesaplanmistir. Hidrojellerin biyomedikal
uygulamalar igin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla pH 7,4 ve 9
TE tamponlarinda jellerin adsorpladiklart DNA’y1r birakma miktarlari

belirlenmis ve bu dénglnin devamlilidi incelenmistir.



2. KITOSAN

Kitosan, kitin tlrevi dogal bir polisakkarittir [21,22]. Kitosanin ana maddesi
olan kitin, dogada selllozdan sonra en ¢cok bulunan bilesiktir ve B-1—4 baglari
ile bagl 2-asetamido—2-deoksi-p-D glukoz monomerlerinden olusur. Dogada
karides, yengec, Istakoz vb. deniz kabuklularinin, béceklerin dis iskelet
yapisinda ve mantarlarin hicre duvarinda bulunur. Molekll yapisi olarak
sellloza benzeyen kitin suda ¢céziinmeyen, sert, elastik olmayan ve azot
bakimindan zengin bir bilesiktir. Kitosan [B (1-4) 2-amino—2-deoksi D-glukoz]
kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilir. Bu yolla farkl oranlarda (% 40 -

% 98) deasetillenmis kitosan elde etmek mimkindir [23].

a)
b)

NH
S -

Sekil 2.1. a) Kitin, b) Kitosan ve c) Selllozun kimyasal yapilari [24]

Kitosan, bir cok organik reaksiyon (tosilleme, alkilleme, karboksilleme,
sulfolama, schiff bazi, kuartarner tuz vs.) ile kolayca modifiye olabilen serbest
amin gruplarini ve hidroksil gruplarini tasimasindan dolayi, sentetik
polimerlerden oldukga farkl fonksiyonel gruplu polimerlerin
sentezlenmesinde olduk¢a biylk bir potansiyele sahiptir. Kopolimer
formunda kolaylikla fiberlere, filmlere ve mikro kirelere ddnUstarulebilir.
Yapisindaki amin gruplari nedeniyle asidik ortamda ¢6zinUr 6zellige sahiptir.



Bu ¢dzlnurllk, zincir boyunca tekrarlanan gruplarin dagihmi ile de kontrol
edilebilir. Ayrica yapisindaki serbest amin gruplari, kitosana katyonik bir

polielektrolit olma 6zelligi de kazandirmaktadir [25].

Katyonik bir poliamin olan kitosanin molekiler agirhdi, deasetilasyon
derecesi ve viskozitesi dnemli 6zelikleridir [26]. Molekll agirligi olarak 50 kDa
ile 2000 kDa arasinda degisen genis bir dagiim gdésterir [26,27]. Kitinin
aksine, kitosan sulu asetik asitte ¢ézUnmektedir. Kitosan tuzlar (kitosan
glutamat, kitosan klorit) genellikle suda ¢dzlnebilir. Kitosanin ¢ézinurliga
deasetilasyon derecesine baglidir. Distuk deasetilasyon derecesine sahip
kitosanin sadece pH 9'un Uzerinde ¢6zinebilir oldugu, buna karsin yiksek
deasetilasyon derecesine sahip kitosanin pH 6,5 ve altinda ¢dzintr oldugu,
nétral ve alkali pH'larda ¢6zinmedigi bilinmektedir [27]. C6zUnUrlik ortama
cesitli tuzlarin eklenmesi ile de degisir. iyonik kuvvetin artmasiyla ¢6zinirlik
azalir [26]. Kitosan co6zeltisinin viskozitesi sicakliga, derisimine ve

deasetilasyon derecesine bagli olarak degisir [28].

CHyOH
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Sekil 2.2. Kitinin kitosana dontsimi [29]

Kitosanin elde edilmesinde Kkalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat gibi
mineraller ve proteinler, alkali ve asit muamelesi ile uzaklastinimaktadir. Elde
edilen kitinin yiksek sicaklikta (120 °C' da) % 40 NaOH ile etkilestiriimesi

sonucu deasetillenmis kitosan elde edilir [23,28]. Kitin ve kitosan tirevleri



hem tek hdcreli canllarda hem de yiksek organizasyonlu O6karyot
organizmalarda enzimatik olarak yikima ugrayabilmektedir [23,31].
Mikroorganizmalardaki  kitinaz ve kitozinaz enzimleri ile ylksek
organizasyonlu canlilarda lizozomal enzimler, kitin ve kitosani parcalarlar. Bu
enzimler kitin ve kitosani olusturan birimler arasindaki N-asetil-B-(1—4)
glukozamin baglarini koparir [32,33]. Kitosanin lizozomal enzimlerin etkisi ile
parcalanabilmesi, bu polimerin farmasétik alanda kullanimi acisindan biyUk

6nem tasimaktadir [33].

2.1.Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitosan ve kitosan tlrevi polimerler sularin toksik maddelerden
arindirilmasindan, tipta yapay deri uygulamalarina kadar c¢ok genis bir
yelpazede kullanim alani bulmustur [34-38]. Bu nedenle atik sularin civa,
kursun ve krom gibi agir metallerden arindirimasinda kullanilir [39,40].
Kitosanin  antifungal  6zelligi  nedeniyle  c¢esiti  mikroorganizma
enfeksiyonlarina ve parazitlere karsi tarimsal amagclarla bitkilerin
korunmasinda énemli bir potansiyele sahiptir [36]. Zayiflatici ve kolestrol
disUrtcu olarak [37,41]; kozmetik endUstrisinde sa¢ bakim drlnlerinde ve
kontakt lens yapiminda [28,35]; fotografcilikia [28]; tekstilde boya baglama
6zelliginden dolay! agartici olarak [42], kagit endUstrisinde sellloz gibi destek
materyali olarak [28]; tip alaninda dermatit, purlilan hastaliklarin, yara ve
yaniklarin tedavisinde [34,37,43] kitosan ve kitosan tlrevi bilesiklerinden
yararlaniimaktadir. Kitosanin en 6énemli kullanim alanlarindan biri ilag
enduUstrisidir. llac taslyici materyal olarak hidrojeller, tabletler, grantller ve
mikropartikilar, sistemlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir
[44—48].

Kitosanin ilag salim sistemlerinde kullaniminin arastirildigi birgok calisma
olmasina ragmen, kitosanin bu alanda kullaniminda bazi dezavantajlarin

oldugu da bilinmektedir. Bu dezavantajlar, kitosanin seyreltik asetik asit harig



bircok organik c¢ézlcide c¢dzinmemesi, disik mekanik &ézelliklere sahip
olmasi ve ayrica fiziksel 6zelliklerinin pH’a ¢ok baglh olmasidir. Bu nedenle
kitosanin, bir ila¢ tasiyicisi olarak kullaniimasi durumunda, 6zellikle agizdan
ilag aliniminda insan vicudunun i¢ organlarinin belirledigi farkli pH degerleri
altinda ilag salim davranisinin kontroll zor olmaktadir. Bunun sonucu olarak,
ilacin asiri salimi insan vicudunda hastaliga sebep olabilir. Diger taraftan,
kitosanin bagka polimerlerle karistirimasiyla modifikasyonu pratik
kullanimlarda fiziksel 6zelliklerinin iyilegtirilmesi icin uygun ve etkili bir
metottur [49].

Vicutta ani ilag serbestlesmesinin énline gegmek amaciyla uygun tasiyici
sistemlerin gelistiriimesinde biyolojik yikima ugrayabilen ve toksik etkileri
disik polimerlerin kullanimi amaclanmaktadir [50]. Kimyasal ve biyolojik
Ozellikleri iyi bilinen kitosan polimerleri ile koaservasyon, emdulsiyon-
stispansiyon polimerlesmesi, iyonotropik jellesme gibi ydntemlerle
olusturulan mikrokire, mikrokapsul ve boncuklar ilag tasiyici olarak buyuk bir
potansiyele sahiptir. Kitosan ve kitosan tirevi polimerlerin kullaniminda,
mevcut uygulamalar diginda ideal kontrolli serbestlesme saglayacak
formuUlasyonlarin gelismesi yéninde ¢ok sayida arastirma yapiimaktadir [51—
54].

Kitosan ve kitosan tlrevi polimerlerinin DNA tasiyicisi olarak kullaniimaya
baslanmasi da oldukca yenidir. In vivo kosullarda lizozomal enzimlerin
etkisiyle kolayca yikilabilmeleri nedeniyle[32,55] vicutta kontrolli olarak
serbestlesmesi istenilen maddeler igin tasiyici olarak genis kullanim alani
bulmaktadir [44,56]. Sadece kigik molekll agirlikh aktif maddelerin degil,
ayni zamanda peptid, protein ve oligonUkleotitler gibi kompleks molekillerin
vicuda verilmesinde tasiyici sistem olarak énemli bir potansiyele sahiptir [57-
59]. Bu nedenle gen tedavisinde Ozellikle dogrudan DNA molekullerinin
tedavi amach kullanimini hedefleyen calismalarda viral olmayan tasiyici
olarak kitosan ve kitosan tiurevli sistemler (zerinde yogun c¢alismalar
yapiimaktadir [60,61].



3. DNA

Genlerde, bir sonraki kusaga aktarildiginda soyun bigimini ve &6zelliklerini
etkileyen bir ¢esit bilgi bulunmalidir. Buna genetik bilgi denir. 1944 ‘e kadar,
kromozomlardaki hangi kimyasal bilesenin genleri ve genetik materyali
olusturdugu acik degildi. Kromozomlarin niikleik asit ve protein bilesenlerine
sahip oldugu bilindiginden, her ikisi de genetik materyal olabilirdi. DNA’nin
genetik islemlerdeki 6nemi kavrandiktan sonra, yalniz DNA’nin yapisi ile ilgili
degil, ayni zamanda yap! ve fonksiyonu arasindaki iliskiyi agiga g¢ikarmayi
amaglayan calismalar da yogunluk kazanmistir.

Bir molektlin genetik materyal olarak davranmasi igin dort 6zelligi
bulunmalidir; kendini esleme (replikasyon), bilgi depolama, bu bilgiyi ifade

etme, mutasyonla gesitlendirme (varyasyon).

o Genetik materyalin replikasyonu, bitin canh organizmalarinin temel
bir 6zelligidir ve hiicre dénglsinin bir bélimunde yer alir. Genetik materyal
replike olduktan sonra yavru hlcrelere esit olarak dagilmalidir.

o Depolama 6zelligi, bir organizmanin tim kaltsal &zelliklerinin
toplandigi genetik bilgi olarak disdnudlebilir. Ancak, depolanan bilginin
tamami ifade edilemeyebilir. Hilcrelerin ¢cogu DNA’nin tamamina sahip
oldugu halde, belirli bir noktada bu genetik potansiyelin bir bélimunu ifade
ederler.  Genetiek  materyalin  depolanmasi  kavraminin  iginde,
gezegenimizdeki sayisiz yasam formunda bulunan, hemen hemen sonmsuz
gesitteki gen UrUnlerini gifreleme yetenegindeki genetik materyale olan
gereksinimin karsilanmasi da bulunur. Genetik materyalin kimyasal dili, bilgi
depolarken, bilgiyi yavru hiicrelere ve organizmalara aktarirken bu potansiyel
gbrevi yerine getirebilecek yetenekte olmalidir.

o Depolanan genetik bilginin ‘ifadesi’ karmagsik bir islemdir ve hlcrede
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bilgi akisinin temelini olusturur.

J Genetik materyal ayni zamanda, mutasyonlar yoluyla organizmalar
arasinda ortaya cikan yeni cesitliligin de kaynagidir. Eger bir mutasyon-
DNA’nin kimyasal kompozisyonunda degisiklik- meydana gelirse, degisiklik
transkripsiyon ve translasyona yansir ve belirli bir proteini etkiler.

1940°la 1953 yillari arasinda bircok arastirmaci, DNA’nin yapisini
c6zimlemeye calismistir. Aralarinda Erwin Chargaff, Maurice Wilkins,
Rosalind Franklin, Linus Pauling, Francis Crick ve James Watson'in
bulundugu arastirmacilar, biyoloji tarihinin en énemli ve merak uyandiran
sorusu olan “DNA canl sistemlerinin genetik temelini nasil olusturmaktadir?”
sorusuna yanit olabilecek bilgiyi arastirmislardir. DNA’nin karmasik ancak
dizenli fonksiyonu g6z o6ntne alindiginda, yanitin  DNA molekUlinin
kimyasal yapisinda ve organizasyonunda oldugu kanisi gi¢lenmistir.

3.1. DNA’nIn Yapisi

1953’ de iki gen¢ arastirmaci, James Watson ve Francis Crick, DNA’'nin
yapisinin ikili sarmal (Sekil 3.1) seklinde oldugunu énermistir. Bu modelin
Ozellikleri:

1. iki uzun polinlikleotit zinciri, bir merkez eksen etrafinda kivrilarak, sag
el ikili sarmal yapisini olusturur.

2. iki zincir birbirine antiparaleldir; yani, iki zincirin C-5" ucundan C-3’
ucuna dogru olan ydnleri birbirine gbre terstir.

3. Her iki zincirin bazlari dizlemsel yapidadir ve dizlemleri eksene
diktir; bazlar arasinda 3,4 A (0,34 nm) mesafe olacak sekilde birbiri ardina
‘istiflenir’ ve sarmalin iginde yer alir.

4. Karsi zincirlerdeki azotlu bazlar, hidrojen baglar ile baglanarak
birbirleri ile eslesirler; DNA'da sadece A=T ve G=C eslesmesi mimkindur.

5. Sarmalin her bir tam déniisti 34 A (3,4 nm)dir; bdylece her bir
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déniste 10 baz yer alir.

6. Molekilin herhangi bir béliminde, eksen Uzerinde sira ile daha
genis olan blyuk (majér) oluklar ve daha dar olan kicik (mindr) oluklar yer
ahr.

7. Sarmalin ¢api 20 A (2 nm)’dur.

(€] Cap

Tam bir dénas ‘
34 A | N
I —

|

Seker-fosfat
iskeleti

Azotlu
baz ciftleri

Merkez eksen

Sekil 3.1. Watson ve Crick’in 6nerdigi DNA ikili sarmal yapisi [62]

DNA ve RNA'nin yapisal bilesenleri birbirine ¢ok benzer. Bu kimyasal
benzerlik, gen ifadesi sirasinda DNA ve RNA’nin birlikte gdérdikleri iglev
acisindan 6nemlidir. NuOkleik asit kimyasi, diger baslca organik
biyomolekuller gibi (proteinler, karbonhidratlar ve lipitler), ¢esitli uzunluklarda
polimer zincirleri olugturmak Uzere polimerlesmis, bir takim benzer yapi

taslarindan olusur.

Nukleotitler, batin nikleik asit molekuillerinin yapi taslandir. Yapisal birimler,
gerekli Gg¢ bileseni icerir: bir azotlu baz, bir pentoz sekeri(5- karbonlu seker)
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ve bir fosfat grubu. Azotlu bazlar iki ¢esittir: dokuz atomlu, iki halkali pdrinler
ve altl atomlu tek halka igeren pirimidinler. NUkleik asitlerde yaygin olarak iki
tip parin ve G¢ tip pirimidin bulunur. Pirinler, adenin ve guanin ya da kisaca A
ve G’lerdir. Pirimidinler ise sitozin, timin ve urasil olup, kisaltiimis sekilleriyle
C,T ve U olarak adlandiriirlar. DNA ve RNA da ortak olarak A,C ve G
bulunur; T bazi yalniz DNA‘da, U bazi ise yalniz RNA’da vardir.

(a) T
H\\c /%\3N
I |
C* 2C
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H—“‘L\S ”4 z|
M N N
|
Pirin halkasi Adenin
(b) HO%HZ " C|)H HOSCin o (l)H
e SC aC g g, cr
N NG Y1
H “Cess=C H H “C= ¢ H
3 2 3 2
C|>H L - Cl)H %\
Riboz i 2-Deoksiriboz

Sekil 3.2. a) RNA ve DNA’da azotlu bazlarin yapisini olusturan pirimidinlerin
ve purinlerin kimyasal yapilari b) RNA ve DNA’daki pentoz
sekerlerinin kiyasal halka yapilari [62]

Nikleik aside adini veren tasidigi pentoz sekeridir. Ribonikleik asitlerde
riboz, deoksiribonlkleik asitlerde ise deoksiriboz bulunur. Bu pentoz
sekerlerinin  halkasal yapilari Sekil 3.2’de  goésterilmistir.  Riboz ile
karsilastirildiginda deoksiribozda C—2’ pozisyonunda hidroksil grubu yoktur.



13

Adenin-timin baz cifti

@ O Ol

200277 & — 4 ] § — )
C1d it ¥4 4 )
| O ® N\ 7
| Ve :
Deoksiriboz'a ait ¢ / 1 Deoksiriboz'a
c-1" ait C-1"
Adenin Timin
I
Deoksiribozun ,  Deoksiribozun
c-1 c-1

Guanin

Sitozin

+s22 Hidrojen bagi

Sekil 3.3 . DNA bazlari, purinler ve pirimidinler arasindaki bag yapilari [62]

Sekil 3.4. Sarmalin antiparalel yapisi ve bazlarin yatay yerlesimi [62]
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Bir molekdl eger pirin ya da pirimidin bazi ve riboz ya da deoksiriboz sekeri
iceriyorsa, bu kimyasal birime nikleozit denir. Nikleozite fosfat grubu
takilirsa, nOkleotit olarak adlandinlan molekdl olusur. Nikleozit ve
ndkleotitler, yapi taslarini olusturan 6zel azotlu bazlarina gére adlandirilirlar.
NUkleotitlerin yapisinda yer alan bilesiklerin kurduklari baglar son derece
6zguldir. Sekerin C—1’ atomu, azotlu bazla kimyasal bag yapar. Eger baz
purinse, N-9 atomu sekere kovalent olarak baglanir. Eger baz pirimidin ise,
N-1" atomu sekerin C—1’" atomu ile bag yapar. Bir nlkleotitde, fosfat grubu,
sekerin C-2’, C-3’ ya da C-5" atomu ile bag kurar. Sekil 3.5 de verilen fosfat
konfiglrasyonu biyolojik sistemlerde (DNA ve RNA) da en yaygin olarak

bulunan yapidir.

Niikleozitler Nukleotitler
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Sekil 3.5. C-5’ fosfat konfiglirasyonu [62]

iki mononikleotit arasinda kurulan bagd yapisinda, iki sekere bagh fosfat
grubu yer alir. Olusan bag fosfodiester bagidir ¢cinki fosforik asit her iki
taraftaki alkol grubu ile ester bagi yapmistir. Sekil 3.6 de DNA’daki
fosfodiester badi gosteriimektedir. iki niikleotit birlestiginde bir dinlkleotit, ¢
nikleotit birlestiginde bir trintkleotit olusur. 20 ya da daha az sayida nikleotit

iceren zincire oligontkleotit, daha uzunlarina ise polinlkleotit adi verilir.
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Sekil 3.6 iki niikleotitin C-3’-C-5’ (3’-5') fosfodiester bag! ile baglanarak
dinUkleotit olusturmasi [62]

DNA’nin yapisi ile ilgili daha yeni ve dogru analizler, Watson-Crick modelinde
bazi ufak degisiklikler ortaya cikarmistir. Hassas bir élctimle, bir dénlste
Watson ve Crick’in 6nerdigi gibi 10.0 degil 10.4 baz cifti bulundugu
gbsterilmistir. Klasik modelde, her bir baz cifti, sarmal eksen etrafinda,
yanindaki baz ciftine gére 36° dénds yaparken, yeni Olcimler bu degerin
34,6° oldugunu go6stermistir. Sonucta, her 360° dbéniste 10 bazdan biraz
daha fazla baz yer almaktadir.

Degisik izolasyon kosullarina gére, DNA'nin farkh konformasyonel formlari

tanimlanmistir.

B-DNA formu, disiUk tuz derisiminin oldugu sulu ortamlarda bulunur ve

biyolojik olarak dnemli olduguna inanilan konformasyondur.

A-DNA ylksek tuz ya da dehidrasyon (suyun ortamdan uzaklastirildigr)
kosullarinda baskin olan yapidir. B-DNA ile karsilastinidiginda, A-DNA daha
siki bir yapidadir. Capi 23 A? olan sarmalin tam bir dénidsinde 11 baz cifti
yer alir. A-DNA’da sag-el sarmalidir ancak bazlarin ydneligleri farkhdir.
Bazlar sarmalin eksenine gbére egik ve yatay olarak yer degistirmistir. Bu
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farklardan dolayi, blylk ve klgik olugun gérinimi B-DNA’dakine gére
farkhdir. A-DNA’nin biyolojik kosullarda bulunabilmesi stpheli gérinmektedir.
Laboratuar kosullarinda incelendiginde, DNA sarmalinin sag- el sarmali
gosteren ¢ formu daha bulunmustur. Bunlar, C-,D- ve E-DNA olarak
adlandiriimigtir.  C-DNA, A- ve B-DNA'nin izolasyon kosullarinda
gbézlenenden daha da fazla dehidrasyon kosullarinda izolasyon yapildiginda
gorlir. Sarmahn tam bir dénlsiinde 9,3 baz yer alir, dolayisiyla daha az
sikidir. Sarmaln ¢api 19 A¥dur. C-DNA’'da da baz ciftleri diiz degildir,
sarmal eksenine goére egik durumdadir.

Diger iki form olan D- ve E- DNA, baz igeriginde guanin bulunmayan
DNA’larin aldigi formdur. Sarmalin tam bir déniistiinde daha da az baz ifti
bulunmakta olup bunlar sirasiyla 8 ve 7,5'dir.

Z-DNA olarak adlandirilan DNA’'nin bir baska formu da, sadece C-G baz
cgiftleri iceren sentetik DNA oligonUkleotitlerin incelenmesi sirasinda
bulunmustur. Z-DNA’nin ilgi ¢ekici konfiglrasyonu sol-el sarmali seklinde
olmasidir. Z-DNA’da da Watson-Crick baz eslesmesi ile birbirine tutunan iki
antiparalel zincir bulunur. Bu 6zelliklerin 6tesinde, Z-DNA’da sol el sarmalinin
capi 18 A? (1,8 nm)’dur, her bir ddniiste 12 baz cifti yer alir ve zikzak
konfiglrasyonuna sahiptir. B-DNA’da bulunan biylik oluk Z-DNA’da
neredeyse kaybolmus durumdadir. Bu formlarin bazilarn Sekil 3.7 ve $ekil
3.8’ de gbsterilmektedir [62].
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Sekil 3.7. A-DNA, B-DNA ve Z-DNA bilgisayarda yapilan uzaysal modelleri

G |
B-DNA A-DNA

Sekil 3.8. B-DNA'da bazlar sarmal eksenine dik iken A-DNA’da yatik ve
sarmaldan geriye dogru ¢ekili durumda bulunmaktadir.

Mor otesi 1sik (UV), genetik materyalde mutasyonlari uyaran cesitli
etkenlerden biridir. Bakteriler ve diger mikroorganizmalar, c¢esitli dalga
boylarinda mor 6tesi 1sik ile 1ginlanir ve her bir dalga boyunun etkinligi,
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meydana gelen mutasyon sayisi ile 6lctlir. Genetik materyal olarak is gbren
molekdlin, UV 1s1d1inin mutajenik oldugu dalga boyunda emmesi beklenir. UV
Is1ginin en mutajenik oldugu dalga boyu 260 nm’dir. Hem DNA hem de RNA,
UV i1s1igini bu dalga boyunda emer; buna karsin proteinin 1131 en gucli
emdigi dalga boyu 280 nm’dir ve bu dalga boyunda mutajenik bir etki

gorilmez [62].

Nukleik asitler 260 nm dalga boyunda 151§ maksimum derecede absorbe
ederler. Dolayisiyla, bu dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri
nikleik asitlerin miktarinin bir 6lgistdir. 260 nm dalga boyunda elde
edilecek 1,00 absorbans degeri ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA
icin 37 pg/ml ve tek iplikli RNA igcin 40 pg/ ml’ ye karsilsik gelmektedir [63].
Buna karsin 260 nm dalga boyundaki absorbans ile RNA ve DNA ayirt
edilemeyecegi gibi DNA’nin safligi da saptanamaz. DNA’nin safligini
belirlemede Axso/Azgp oranindan yararlanilir. Bu oranin 1,8’den kigik olmasi
DNA molekdlinin oldukga saf oldugunu, 1,9-2,0 arasinda olmasi ise
RNA’nin safligini gosterir [63]. Bu sayede DNA ¢ozeltileri igin 260 ve 280 nm
6lcllen adsorbanslar yardimi ile DNA’nin derisimi ve safligi hesaplanabilir.

3.2. DNA immobilizasyonunda Kullanilan Tastyicilar

DNA baglanmasinda kullanilan tasiyicilarin 6zellikleri destek materyali olarak
kullanilacak ylzeyin cam membranlar, lateks boncuklar, karbon elektrotlar,
altin elektrotlar, polistiren ya da silikon olmasina gbére degisir.  Son
zamanlarda mikroelektronik aletlerin ylzeyinde oksitlenmemis silikon
kristalleri de DNA baglanmasinda kullanilabilir. Tastyicilarin ytzeylerinde
bulunan farkl fonksiyonel gruplara baglh olarak tasiyicilar farkli sekillerde
aktive edilirler. DNA immobilizasyonunda kullanilacak tagsiyicilarin yizey
6zelliklerinin iyi bilinmesi, mimkin oldugunca diz ve homojen yapiya sahip
olmasi, termal ve kimyasal olarak kararli olmasi, DNA baglanmasi igin uygun

olmasi ve tekrar kullanilabilir olmasi gerekmektedir [64,65].
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Kullanilacak membranlar da dogal ve sentetik polimerler olmak Uzere ikiye
ayrilir. Dogal polimer olarak selllloz asetat ve kitosan, sentetik polimer olarak

ise nitrosellloz ve naylon kullanilabilir.

3.3. DNA’nin Biyomedikal Onemi

DNA son yillarda molekller biyolojik ve biyoteknolojik ¢alismalarin
vazgecilmez konusudur. insan genom projesiyle viriis, bakteri ve insandaki
DNA dizileri aydinlatiimaya baslanmasiyla bu verilerin insan i¢cin en énemli
faktorlerinden olan saghk alaninda kullaniimasi da yayginlagsmistir.

DNA’nin saglik alanindaki kullanimlari belli bagliklar altinda toplanabilir.

3.3.1. DNA ve genetik hastaliklar

Genelde DNA dizisindeki farkliik ve bozukluklardan kaynaklanan birgok
kalitsal hastalik vardir. Bu hastaliklar icerisinde insan hayatini olumsuz
etkileyen hemofili A, B, talasemi ve sistik fibrozis sayilabilir. Bu hastaliklar
DNA dizisindeki polimorfizmler DNA teknolojisinden faydalanarak bulunabilir
[66].

3.3.2. DNA ve kanser

Kanser son yuzyilin hastaligidir. Bilinen bitiin kanser olgularinin ortak bir
yani ya da ortak bir nedeni vardir: insan bedenini olusturan sayisiz hiicrenin
her birinin cekirdeginde degerli bir hazine gibi saklanan DNA zincirinin
kimyasal yapisinin degismesi, daha bilimsel bir deyimle DNA'nin mutasyona
ugramasidir. Bazi kisilerde bu, kalitim yolu ile gegen bir hastalik olarak
kendini gbstermektedir. Ayni genlerin yapisinin bozulmasina yol agan
kimyasal maddeler kanser hicrelerinin olusumuna sebep olur. Yaslanma ile
hiicrelerde biriken toksik maddeler de zamanla ayni genleri tahrip edip
hlcreleri timor hiicrelerine dénustirebilmektedir.
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3.3.3. DNA ve adli tip

Adli tip da dogrudan insani ilgilendiren bir alandir. Suclularin ve sugsuzlarin
ayriminda 20 yy. basinda parmak izi analizleri teknikleri kullanilirken son
yilllarda DNA analiz teknikleri kullaniimaya baslanmistir. DNA molekali kanit
icin gUcli bir aractir. Temelde insan DNA’sI benzerlik gdsterse de tek bir
farkhlik bile kisisel ayirimi saglar. Ginki tek yumurta ikizleri diginda tim
insanlarin DNA’ si birbirlerinden farkhdir. Bu 6zellik kriminal tani koymada
temel faktoérdur. Bir diger 6nemli 6zellik ise bir insanin DNA’sinin her hiicrede
birebir ayni olmasidir. Ornegin, bir insanin kan hiicrelerinden alinan DNA
6rnegi, sac hicresinde, kemik hicresinde ya da sperm htcresindeki DNA ile
aynidir.

Su¢ mahalinden toplanan DNA d&rnekleri, parmak izinde oldugu gibi
kiyaslama yéntemi ile kisiyi sUpheli olmaktan c¢ikarabilir ya da kanit
olusturarak bir sipheli ile baglanti kurabilir. Ayni zamanda farkl su¢ mahalleri
ile baglanti kurulmasini saglayabilir [66].
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4. DEGME ACISI TEORi VE HESAPLAMALARI

Degme acisi, bir sivi ile bir katinin ilk tabakasi arasindaki etkilesim
kuvvetlerinin bir élctstdir. Bu fazlar arasindaki etkilesimlerin gicli olmasi
durumunda sivi damlasi kati ylzeyi Uzerinde yayilir ve onu islatir. Degme
acilari, ayni zamanda sivi-kati sistemlerine ait karakteristik sabitlerin ve
katilarin ylzey enerjilerinin elde edilmesinde énemli bilgiler saglar [67].

Yuzey gerilim verilerini kullanarak ara ylzey geriliminin hesaplanmasi ilk kez
Fowkes tarafindan yapilmigtir. Fowkes fazlar arasinda yalnizca ayni tir
etkilesimler oldugu varsayarak kati ve sivi arasindaki etkilesimleri
aciklamistir. Ornegin, polar olmayan yani apolar maddeler cevredeki ikinci
fazin yalnizca apolar kismi ile etkilesirler.

Yo=Nh+V 27 (4.1)

Etkilesimlerin apolar karakterini gésteren dispersiyon kuvvetleri D (ve ya LW
Lifshitz- van der Waals) ile gdsterilmistir. Burada 71 sivi fazi, 72 kazi fazi,

71> ise kati-sivi ara ylizey gerilimlerini belirtmektedir.

Dispersiyon kuvvetleri tim atom ve molekullerde bulunurken, polar kuvvetler
yalnizca belirli molekulllerde bulunur. Polar kuvvetler, molekulldeki farkli
atomlarin etrafinda olusan elektronegatiflik farkiyla olusurlar. Polar sivilar igin
Owens, Wendt, Rabel ve Kaelble (1969) ylzey geriliminin polar kismi

oldugunu ortaya koymuslardir. Bu modele gbre, ylzey gerilimi apolar (VD)

P
ve polar (7 ) kisimlarin toplamindan olusmaktadir.

y=y"+y" (4.2)
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Polar kisimlari olan iki faz arasindaki ara ylzey gerilimi icin Es. 4.1 in
genisletiimesiyle asagidaki esitlik elde edilmigtir.

Vo=tV — (\/ +\/71 72 ) (4.3)

Oss ve Good’ un yonteminde iki faz arasindaki ylzey gerilimi, ylizey gerilimi
bilesenlerinin geometrik ortalamasi baz alinarak hesaplanir. Polar kismin

hesaplanmasinda ise Lewis’ in asit-baz modelinden yararlanilir. Polar kismin

asidik ( 7’+) ve bazik ( 7_) kisimlara ayrilmasiyla asagidaki esitlik elde edilir:

R N 7 S e o (4.4)

Bu ybéntemlerle, ylzey gerilimleri, apolar ve polar bilesenleri bilinen sivilarla,
ylzey arasindaki ara ylzey gerilimlerinin hesaplanmasi miumkindir. Buna
ek olarak katilarin ylizey enerjileri de hesaplanabilir. Bunun iginde kati ylzeyi
ile temas halinde olan sivilarin degme acilarinin bilinmesi gerekmektedir.

Young 1852’de ara yizey gerilimi ile G¢ fazin birbirine degdigi noktalar

arasindaki iligkiyi belirlemisti. Burada k ve s, kati ve sivi fazlari Y ve 7s

sembolleri iki fazin ylzey gerilim bilesenlerini ; Vs iki faz arasindaki ara

ylzey gerilimini ve @ sivinin ylzeyle yaptigi degme agisini géstermek Uzere

asagidaki sekilde formule edilmigtir:
Ve =7, t7,.cos0 (4.5)

DSA1 (drop shape analyzer) programindaki tim yéntemlerde katinin ylizey

enerjisi (7/k), degme acisi verileri kullanilarak hesaplanmigtir. Tim
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yontemlerde kati ile gaz faz arasindaki etkilesimlerin inmal edilebilir dizeyde

oldugu varsayilmistir [68].
Bu calisma icin kullanilan yéntemler asagida kisaca aciklanmistir:
4.1. Fowkes

Bu yoéntemin kullaniimasiyla katinin ylzey enerjisinin polar ve apolar
kisimlari bulunabilir. Aslinda bu yéntem bir yandan OWRK bir yandan da
Fowkes’un bilgilerinin birlestiriimesine dayanarak gelistiriimistir. Fowkes ilk
olarak yUzey enerijisi bilesenlerinden apolar kismi belirlemis ve sonrasinda
diger kisimlar da belirlenmistir. KRUSS’de kullanilan Fowkes ve OWRK
yontemleri arasindaki fark; Fowkes ydnteminde apolar ve polar kisimlarin
belirlenmesi iki basamaktan olusurken OWRK’ da tek bir lineer regrasyon

kullanilarak her iki bilesenin de hesaplanabilmesidir.
ilk basamakta en az bir tane tamamen apolar sivi ile olan degme agisi
kullanilarak katinin ylzey enerjisinin apolar kismi hesaplanir. Etkilesimlerin

apolar kismi icin Fowkes’ un ylzey gerilimi esitliginin Young esitligi ile

birlestiriimesiyle asagidaki esitlik elde edilir.

Y =Y+ 7, 2V 7 (4.6)

cos@ =2,y 11|yl -1 (4.7)

Bu esitlik ve dogru denklemi kullanilarak ¢izilen dogrunun egiminden katinin

apolar ylzey enerji bileseni hesaplanir.

ikinci basamakta ise polar bilesen hesaplanmasi icin Es. 4.6 genigletilir.
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Yo=YtV — Z(J vyl Nyl ) (4.8)

Ayrica adezyon kuvvet tarafindan yapilan igin polar ve apolar kisimlari
toplamindan elde edildigi kabul edilirse;

W, = ka + ka (4-9)

Ve Young esitligine Dupre esitligi eklenirse adezyon tarafindan yapilan isin
esitligi ortaya ¢ikar.

W, =7, (cos@+1) (4.10)

Bu esitliklerin  birlestirilmesi ile ylzey enerjisinin  polar kisminin
hesaplanabilmesi icin gerekli esitlik elde edilir:

W =y (cos@+1)—2/y> ¥ (4.11)

Bu esitlige gbre polar ve apolar kisimlari bilinen sivilarin degme acilari ile her

siviigin W degerleri hesaplanabilir.

Adezyon isi, ylzey geriliminin polar kisimalarinin geometrik ortalamasi olarak

tanimlanir.
Wo =247 ¥ (4.12)

Bu esitlige gore W'’ e karsi 2,/y” grafige alinmasi ile dogrunun egiminden

katinin ylzey enerjisinin polar bileseni hesaplanabilir.
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4.2. OWRK

OWRK’ ya gbre her fazin ylizey gerilimi polar ve apolar kisimlara ayrilabilir:

Y=V +V
v.=vi+7 (4.13)

Fowkes yontemi de ylzey gerilimi hesaplanmasinda bu iligkiyi gelistirmigtir.
Fowkes’'un tersine OWRK’da katinin ylzey enerjisi tek basamakta

hesaplanir.

Owens ve Wendt ylzey gerilimi esitligini temel alarak bunu Young esitligi ile
birlestirmiglerdir.

m=n+%—4@ﬁﬁ+Jﬁvﬂ (4.14)
V. =7, +7,.cosl (4.15)

Es. 4.14 ve 4.15'in birlestirilip dogru denklemine uyarlanmasi ile asagidaki
esitlik elde edilmisgtir.

1+cosf)y, ’
L——Jﬁzﬁfﬂgwﬁ (4.16)
24/ vP 7s

Bu iki arastirmaci, esitlik sistemini ¢ézmek igin ylzey gerilimlerinin polar ve
apolar kisimlari bilinen iki sivinin degme agisini kullanmiglardir. Kaelble bu
esitligi yizey enerjileri igin sonug degerlerinin ortalamasinin hesaplanmasi ve
iki sivinin birlestiriimesi ile ¢ézmustir. Rabel farkli sivilarin degme agcilarini
kullanarak olusturdugu tek bir lineer regrasyon yardimiyla ylzey enerjisinin

polar ve apolar kisimlarinin hesaplanmasini mamkuan kilmistir.
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4.3. Van Oss & Good’a Gore Asit-Baz Yontemi

Oss ve Good ‘da ylzey enerjisinin polar ve apolar kisimlarini ayirmistir.
Ancak, digerlerinin tersine polar etkilesimleri Lewis’in asit-baz modeli
yardimiyla aciklamiglardir. Bu modele gére; katinin ylzey enerjisinin polar
kismi ve sivi damlasinin etrafi; Lewis asidi ve bazinda oldugu gibi elektron
alici ve verici kisimlara béltunarler. Farkl ydklerin ¢cekimine bagh olarak kati
ve sivinin polar bilesenlerindeki kismi kutuplar arasinda etkilesmeler olusur.

Fowkes ve OWRK’nin kullandigi ytzey gerilimi esitligi dizenlendiginde:

vo=v+r -2 77 vy ) (4.17)

elde edilir. Katinin ylzey enerjisinin 3 bileseninin degme agisi verileri

kullanilarak hesaplanabilmesi icin bu esitlik Young esitligi ile birlestirildiginde:

7k = 7sl +7S‘COSG

(1+cos8)y (\/ 7f+\/7,j.7;+\/7k‘.7/j) (4.18)

elde edilir. Bu esitligin cézilmesi icin en az 3 sivi ile degme acisi élctimi
yapiimasi gerekmektedir ve bunlardan en az ikisinin asit ve baz kisimlarinin
degerleri 0’dan buytk olmalidir. Dahasi, en az bir sivinin bazik ve polar
degerleri birbirine esit olmalidir. Bu amagla da genellikle Lewis skalasina
gbre noétral noktada bulunan su kullanilir [68].

Van Oss ve arkadaslari kati ve sivi bilesenlerin ylizey serbest enerjilerinin

hesaplanmasinda kullanilan iki metot énermistir [67].



Metot |

Kati Gzerinde Ug¢ farkh polar sivinin degme agcisinin él¢ctiimesiyle Es. 4.17
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kullanilarak katinin VLW, 7’+ ve Y degerleri hesaplanabilir. Ancak bu

. Lw o o . ,
sivilarin 6nceden Y | }7 ve Y degerlerinin bilinmesi zorunludur (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1. Degme agisi belirlemede kullanilan sivilarin 20 °C’da ylzey

enerji bilesenlerinin degerleri (mJ/m?)

SIVI s I A A Vs

APOLAR

Parafin 28,9 28,9 0,0 0,0 0,0

Cis-Dekalin 32,2 32,2 0,0 0,0 0,0

o-Bromonaftalin 44,4 44.4 0,0 0,0 0,0

Diiyodometan 50,8 50,0 0,0 0,0 0,0

POLAR

Su 72,8 21,8 51,0 25,5 25,5
Gliserin 64,0 34,0 30,0 3,92 57.4
Formamit 58,0 39,0 19,0 2,28 39,6
Etilen Glikol 48,0 29,0 19,0 1,92 47,0

Es. 4.17 asagidaki sekilde yazilabilir.

(4.19)

Burada;

A=y, (1+ Cos6)
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B=2|y"
D=2y (4.20)

Farkl sivilarin degme acilarinin 6lciimesiyle elde edilen Es. 4.20’nin

c6zllmesiyle kati icin bilinmeyen Gc¢ ayri VLW, 7’+ ve ¥ degerleri bulunur.

Metot 11

Bu metotta, dnce bir apolar sivi ile élgcllen degme agisinin kullaniimasiyla

katinin 7,§W ylzey enerji bileseni hesaplanir. Daha sonra diger iki polar sivi

ile dlgilen degme agilarinin kullaniimasiyla da katinin diger ylzey enerji

bilesenleri hesaplanir. Apolar sivi igin % =%; =0 ve ¥, =%" oldugundan

Es. 4.18 asagidaki bicimde yazilir.

y.(1+CosO)=2y ¥

(4.21)

Buradan 7,€W belirlenir ve daha sonraki esitliklerde kullanilir. Daha sonra Es.

4.18’in su ve diger bir sivi ile 6lgtlen degme agilari igin iki defa yazilmasiyla
Vi ve 7;2 yizey eneriji bilesenleri belirlenir. 7 ve 7/;2 degerleri Es. 4.21’de

kullanilarak Lewis asit-baz bileseni 723 hesaplanir.

A

Y. =277, (4.22)
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Katilarin toplam ylzey enerjisi %T(OP

Ve =¥ ¥ (4.23)

4.23 esitligi ile belirlenir. Elde edilen Y5 ,%e, Vi, Ve veVe degerleri

ortalama olarak verilir [67].
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5. DENEYSEL KISIM
5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada kullanilan kitosan polimeri, akrilamit (AAm) ve N-N dimetil
akrilamit (DMA) monomerleri, polimerizasyon baglaticisi amonyum persalfat
(APS), N,N,N’,N’-tetrametilendiamin (TEMED) hizlandiricisi, gluterik dialdehit
(GDA) capraz baglayicisi, zincir transfer ajani merkapto asetik asit (MAA) ,
amit bagr olusturucu N-hidroksi siksinimit (NHS) ve 1-etil(3-3
dimetilaminopropil) karbondiimit (EDC) Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Adsorpsiyon deneylerinde kullanilan DNA, Gazi Universitesi Biyoloji BaIim(i
laboratuarlarinda saksi bitkilerinden izole edilmistir.

Kullanilan maddelerin kimyasal yapilari asagida verilmistir.

HoOH

Kitosan
O
O]/n Mol Kutlesi: 600000 g/mol
HO NH2
CH,— (|3|-| N,N- dimetilakrilamit (DMA)
C—0 Mol kitlesi : 99.13 g/mol
| Yogunluk :0,962 g/mL
NN
H3C CHs
CH,== CH
| Akrilamit (AAm)
<‘3:O Mol kiitlesi : 71.08 g/mol
NH»



CH
VAN NN
AN
CHj
O

HC — (CHy)3— CH

HO—C — CH,—SH

H3C\ CH3

N—CHz—CH— N,
2 2 N

HSC CH3

N- Hidroksi Siksinimit
(NHS)
Mol Kitlesi : 115,1 g/mol

1-etil(3-3 dimetilaminopropil)
karbondiimit hidroklorGr
(EDC)
Mol Ktlesi : 191,7 g/mol

Gluterik dialdehit
(GDA)
Mol Ktlesi: 100,1 g/mol

Merkapto asetik asit
(MAA)
Mol Katlesi: 92,12 g/mol
Yogunlugu: 1,325 g/ml

N,N,N’,N’-tetrametilendiamin
(TEMED)
Mol Kitlesi: 116,2 g / mol

Amonyum persulfat
(APS)

Mol Kutlesi: 228 g / mol

Yogdunlugu: 1,98 g/ mL
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Hidrojellerin sentezinde kullanilan stok ¢ézeltiler asagdida belirtilen sekilde

hazirlanmistir:

e APS stok ¢ozeltisi: 1,28 g APS saf suda ¢6zildikten sonra hacmi saf su
ile 100 mL ‘ye tamamlanmigtir.

e TEMED stok ¢ézeltisi: 9,6 mL TEMED saf suda ¢6zlldikten sonra hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmisgtir.

e EDC stok ¢ézeltisi: 0,1g EDC saf suda ¢6zildikten sonra hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlanmistir.

e NHS stok ¢ézeltisi: 0,1g NHS saf suda ¢6zildikten sonra hacmi saf su ile
100 mL’ye tamamlanmistir.

e GDA cbzeltisi: 2 ml %25lik gluterik dialdehit ¢ozeltisi saf suda
¢c6zuldikten sonra hacmi 25 ml'ye tamamlanmistir.

e 500 mM EDTA stok ¢ézeltisi: 18,6 g EDTA disodyum tuzu 70 ml suda
Isitilarak ya da bir miktar NaOH ile ¢6zildikten sonra hacmi saf su ile 100
mL’ ye tamamlanmistir.

e 500 mM TRIS stok ¢bzeltisi: 7,9 g tris 80 ml suda ¢dzllerek pH seyreltik
HCI ile 7,4’e ayarlandiktan sonra coOzelti hacmi saf su ile 100 mL’ ye
tamamlanmistir.

e Tris-EDTA (TE) tampon c¢ézeltisi: 2 ml tris ¢bzeltisi ve 0,2 ml EDTA
cOzeltisi kanigtirilarak ¢ézelti hacmi 100 ml'ye tamamlianir.

e  PDMA hazirlanigi: 1 ml DMA igin 11 pl MAA, 2 ml su, 1 ml APS ¢dzeltisi,
2 ml TEMED c¢dzeltisi karistirilarak polimerlesmenin tamamlanmasi igin 24
saat bekletilmigtir.

e  PAAm hazirlanisi: 19 AAm icin 11 yl MAA, 2 ml su, 1 ml APS ¢dzeltisi, 2
ml TEMED c¢dézeltisi karistirilarak polimerlesmenin tamamlanmasi icin 24 saat
bekletilmistir.

e Kitosan ¢ézeltisinin hazirlanisi: 2 g kitosan (Mw: 6,0x10° g/mol) %3 ’luk

130 ml asetik asitte 24 saat manyetik karistiricida karistirilarak ¢éztlmastir.



33

5.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

5.2.1. PDMA asilanmisg kitosan hidrojellerinin hazirlanmasi

Kitosan ve PDMA-COOQOH c¢ozeltileri kitlece DMA oranlari % 28,6; 37,5; 44,4;
50,0, 60,0; 66,7, 75,0 ve 80,0 olacak sekilde karistiriimigtir. Kitosanin —NH»

grubu ile PDMA’nin -COOH grubu arasinda amit bagi olusturmak Uzere
( kitosan: EDC: NHS mol oranlarn 2:2:1 olacak sekilde) EDC ve NHS eklenip
24 saat beklenmistir. Daha sonra kitosanda agik kalan —NH5 uglarinin capraz

baglanmasi icin GDA eklendikten sonra coOzelti petri kabina dokilerek
jellesmenin tamamlanmasi i¢in 3 gln bekletilmigtir. Tepkimeye girmeyen
bilesenlerin uzaklastirilmasi icin saf su ile ylkanan jeller énce oda
sicakliginda 3 gin, ardindan da vakum etlvinde 50 °C’ de kurutularak

yapilarinda bulunan serbest su uzaklastiriimistir.

5.2.2. PAAm asilanmisg kitosan hidrojellerinin hazirlanmasi

Kitosan ve PAAmM-COOH cézeltileri kitlece AAm oranlari % 28,6; 37,5; 44 ,4;
50,0; 60,0; 66,7, 75,0 ve 80,0 olacak sekilde karistiriimigtir. Kitosanin —NH»

grubu ile PAAm’ in -COOH grubu arasinda amit bagi olusturmak Uzere
( kitosan: EDC: NHS mol oranlar 2:2:1 olacak sekilde) EDC ve NHS eklenip
24 saat beklenmistir. Ardindan kitosanda agik kalan amin uclarinin ¢apraz
baglanmasi igcin GDA eklendikten sonra ¢o6zelti petri kabina doékilerek
jellesmenin tamamlanmasi i¢in 3 gln bekletilmigtir. Tepkimeye girmeyen
bilesenlerin uzaklastirlmasi icin saf su ile ylkanan jeller énce oda
sicakliginda 3 gin, ardindan da vakum etlvinde 50 °C’ de kurutularak

yapilarinda bulunan serbest su uzaklastiriimistir.
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5.3. Hidrojellerin Yapisal Karakterizasyonu

5.3.1. Hidrolellerin Fourier Transform infrared (FT-IR) spektroskopisi

Hidrojellerin yapisal karakterizasyonu igin, ATR-FTIR &lgimleri elmas kristali
ile donanmis Nicolet 6700 model FT—-IR spektrofotometresi kullaniimistir.
Bunun i¢cin monomerlerin, PDMA ve PAAm polimerlerinin ve kitosan Uzerine
asllanarak hazirlanan jellerin spektrumlari, Attenuated total reflectance (ATR)
basligi ile alinmistir.

5.3.2. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin SEM gortintileri

Hidrojellerin morfolojileri taramal elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelendi. Bu amacla hidrojeller saf su icerisinde oda sicakliginda denge
sisme oranina getirildi. Gézeneklerin yapisini korumak amaciyla -50 °C’ de
disUk basing altinda Labconco marka freezedryer cihazinda 24 saat stre ile
dondurup kurutularak yapilarindaki ¢ézicu uzaklastirildi. Hidrojeller kirilarak
SEM goéruntileri ahinmadan énce ylUzeyleri 3 dakika slreyle altin kapland.
Daha sonra, JEOL JSM—6360 LV SEM taramal elektron mikroskobu yardimi
ile fotograflari ¢ekildi.

5.3.3. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin ylizey enerjilerinin
belirlenmesi

Capraz baglanmis kitosan ve kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA ve
PAAm hidrojellerinin ylizey enerjileri KRUSS marka degme acisi (contact
angle) DSA100 cihazi kullanilarak hesaplanmigtir. Hidrojeller Gzerine polar
sivilar olan su, etilen glikol ve formamit ve apolar sivi olan diiyodometan
damlatilarak sivilarin yizeyle olugsturdugu degme agcilari dl¢ctimustir. Degme
acilan, sivi damlatildiktan hemen sonra ve her sivi icin en az ¢ 6lgim

alinarak belirlenmisgtir.
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5.3.4. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin denge sisme
oranina pH etkisi

Hazirlanan TE tampon ¢ozeltisi (pH=7,8) 250mL’lik hacimlere bélinerek 1M
NaOH ve HCI ¢oézeltileri ile sekiz farkh pH ‘da (2,0 — 9,0) ayarlanmigtir. Kuru
tartimlar alinan hidrojellerin her bir kompozisyonu 10 mL tampon c¢ozelti
icerisine atilarak 5 gin bekletilmistir. 5 glin sonunda denge sisme degerine
ulasan hidrojeller ¢dzeltilerden cikarilarak tartimlari alinmisg ve her pH ‘daki

sismis kitleleri belirlenmistir.

Elde edilen verilerle asagidaki esitlik kullanilarak hidrojellerin denge sisme
oranlari Es. 5.1 yardimiyla hesaplamistir.

m; : Hidrojelin t stire sonunda sismis kltlesi
my : Hidrojelin kuru kitlesi

SO : Denge sisme orani

5.3.5. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin denge sisme
oranina sicaklik etkisi

Hazirlanan hidrojellerin denge sisme oranlarinin sicakliga bagli degisimi
incelenmigtir. Bunun igin, hidrojeller, iginde TE tamponu bulunan 50 mL'lik
cam siseler icerisine konulmus ve denge sisme degerlerine ulagsmalari icin 2
gin oda sicakliginda bekletiimigtir. Daha sonra jeller, sicakigi 0,1 °C
duyarlikta ayarlanabilen Thermo Haake marka termostath su banyosunda,
sicaklik 5 °C’ ye sabit olacak sekilde ayarlanarak, 24 saat bekletilmistir. Bu
strenin sonunda 5 °C’ de denge sisme degerine ulasmis olan hidrojeller cam
siselerden bir spatll yardimiyla cikariimis, ytzeyleri kurulandiktan sonra
tartilmigtir. Bunun igin hidrojellerin kuru érnekleri £0,0001 g duyarlikta tartim
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yapan METTLER TOLEDO marka bir elektronik teraziden yararlaniimistir. Bu
deney, her bir jel kompozisyonu icin (¢ jel ile 5-55 °C sicaklik araliginda

5 °C’lik sicaklik artiglariyla ayri ayri tekrarlanmistir. Hidrojellerin denge sisme
oranlari Es. 5.1 yardimiyla hesaplanmistir.

54. PDMA ve PAAm Asilanmig Kitosan Hidrojellerinde DNA
Adsorpsiyon Kapasitesinin Belirlenmesi

Adsorpsiyon ortaminin hazirlanmasi igin belli miktarda DNA, 4 °C’ de TE
tamponunda (pH= 7,4) c6zUlmustir. Kitosan Uzerine asilanmig PDMA ve
PAAm hidrojellerinin TE tamponunda dengeye gelmesi saglandiktan sonra
hidrojeller 10 ml DNA c¢0zeltisi icine alinarak adsorpsiyon kapasiteleri

incelenmisgtir.

5.4.1. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin agilama miktarina
bagli DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

AAm ve DMA asilanmasi ile hazirlanan tim jeller icin belirli DNA derisiminde
4 °C ve 37 °C’ de 24 saat sonundaki adsorpsiyon miktarlari élciimustdr.
Jellerin adsorpladigi  DNA miktari ATl UNICAM marka UV-VISIBLE
spektrofotometresi kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Olcimler yardimiyla bulunmustur. Cézeltide kalan DNA miktar dlcllerek;
DNA cozeltisi ile jellerin bulundugu ¢bézeltiler icin Olgllen deger arasindaki

fark yardimiyla jelin adsorpladigi DNA miktari hesaplanmistir.

5.4.2. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin zamana bagl
DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Hazirlanan jeller DNA ¢dzeltisine alindiktan sonra 4 °C ve 37 °C’ de 3, 24,
48, 72 ve 96 saat sonunda co6zeltide kalan DNA miktari UV-VISIBLE

spektrofotometresi kullanilarak 6lgiimaistir. ilk DNA ¢ozeltisi ile olclilen
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deger arasindaki fark kullanilarak g kuru jel basina adsorplanan DNA miktari
hesaplanmigtir.

5.4.3. PDMA ve PAAm asilanmig kitosan hidrojellerin degisen DNA
derisimine gére DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Hazirlanan jellerin DNA adsorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi icin 5 farkli
derisimde hazirlanan DNA c¢bzeltisi igerisinde 24 saat 4 °C ve 37 °C’ de
bekletiimis ve daha sonra UV-VISIBLE spektrofotometresi kullanilarak 260 ve
280 nm dalga boylarinda yapilan 6lgimle ¢bézeltide kalan DNA miktari
OlciimUs ve buradan adsorplanan DNA miktari hesaplanmigtir.

5.4.4. PDMA ve PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin iki farkli pH’da
DNA salimi

DNA adsorpsiyonu cgalisilan jeller DNA c¢bézeltisinden ¢ikarlip tamponla
yikandiktan sonra pH= 7,4 ve 9,0 tamponlarina alinarak bagladiklari DNA'nin
salimi incelenmistir. Bunun igin jellerin atildigi tampon c¢o6zeltilerdeki DNA
derisimi 3, 24, 48, 72 ve 120 saat sonunda UV-VISIBLE spektrofotometresi
kullanilarak élgtlmustir ve g jel bagina DNA salinimlari hesaplanmistir.

5.5. PDMA ve PAAm Asilanmig Kitosan Hidrojellerin DNA
Adsorpsiyon Icin Tekrar Kullanilabilirligi

Adsorpsiyon deneyinde kullanilan jeller pH= 9,0 tamponuna alinarak
baglanan DNA’nin birakilmasi saglandiktan sonra jeller tekrar DNA
cbzeltisine konulup adsorpsiyon miktari belirlenmis ve bu islem tekrarlanarak
her seferinde jelin DNA adsorpsiyon miktarlari hesaplanmistir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Kitosan Uzerine Tarak Tipi Asilanmis PDMA Hidrojellerinin Sentezi

Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA ve PAAm hidrojelleri; kitosan
cOzeltisi Uzerine degisen miktarlarda PDMA-COOH ve PAAmM-COOH ilave
edilmesiyle sentezlenmistir. Sentezin ilk asamasinda DMA monomeri
APS/TEMED baglatici sistemi kullanilarak serbest radikal kopolimerizasyonu
ile polimerlestiriimis ve MAA zincir transfer ajani yardimiyla karboksilik asit

grubu eklenmisgtir.

Kimyasal yéntemle sentezlenen asilanmis hidrojel sentezinde ilk 6nce Sekil
6.1 * de olasi reaksiyon mekanizmasi verilen APS ile TEMED reaksiyonunda
S205~2 anyonu 25 °C de anyonik SO, radikalini olusturmasiyla ortaya cikan
bu anyonik radikal ortamdaki TEMED molekll ile etkileserek ortaklanmamig
bir elektron cifti iceren aktif TEMED molekulind olusturulabilir.

Olusan aktif TEMED molekdlinin DMA ve AAm monomeriyle MAA
varliginda reaksiyonu sonucunda PDMA-COOH (PAAmM-COOH) polimeri

olusmaktadir.

Olasi reaksiyon mekanizmasi:

5,052 2°C, 280,



39

H,C == CH
H3C\N ||-|||-|N/CH3 8074 H3C\ IH_' 2 ‘
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CH, CHa /N
CH; CHg
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CH; CHg

Sekil 6.1. APS ile TEMED reaksiyonu sonucu olusan ciftlesmemis tek
elektron iceren aktif TEMED moleklll ile aktiflesmis DMA

monomeri
p = I
HO—C—CH—SH + c=0 ™EMED HO—C—CH—S CHg—CHL‘H
APS
/k\ ?:o
HC O N
rgc/ ~ G

Sekil 6.2. N,N-dimetil akrilamit'in merkapto asetik asit varliginda
APS/TEMED baslatici sistemi ile polimerlegtiriimesi
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PDMA-COOH polimerinin karboksillik asit grubu ile kitosanin amin gruplari
arasinda, EDC/HNS varliginda, amit baglari olusur. Bu sekilde PDMA veya
PAAm kitosan Uzerine agsilanabilir.

@)
R% (PDVA ve ya PAA)

03

CHy

e}

HC NZCZN/\/\/N\Q_h

(EDQ H o
/\ /R

/
H;
(NHS)
Ho—N .
R~< 3\
0—N
g

Sekil 6.3. EDC/HNS yardimi ile amit bagi olugsumu [69]
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Sekil 6.4. PDMA asilanmis kitosanin kimyasal yapisi
Kitosan Uzerinde acik kalan —NH, uglarinin gluteraldehit ile c¢apraz

baglanmasiyla Sekil 6.5'te gosterilen tarak tipi asilanmig hidrojeller elde
edilmistir.
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Sekil 6.5. PDMA asilanmis ¢capraz bagh kitosan hidrojelinin kimyasal yapisi

6.2. PAAm Asilanmis Kitosan Hidrojellerin Yapisal Karekterizasyonu

6.2.1. Fourier Transform infrared (FT-IR) spektroskopisi

Hazirlanan hidrojellerin yapisal karakterizasyonu icin FT-IR
spektroskopisinden yararlaniimistir. Oncelikle AAm monomeri merkapto
asetik asit zincir transfer ajani yardimiyla polimerlestiriimis, daha sonra ise
polimerin kitosan Uzerine asilanmasi saglanmistir. Her basamak ATR-FTIR
spektrumlari ile incelenmigtir. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerinin FT-IR
spektrumlar Sekil 6.6 ve Sekil 6.7°de verilmistir.

—NH, bandi ikiye ayriimis gibi c¢atall bir sekilde goéralir. Yapida —OH
gruplarinin  bulunmasi bandin geniglemesine hatta —NH. gruplarinin
tamamen g6érinmemesine neden olabilir. —OH bandidaki simetrinin
bozulmasi, yapida —NH. varligi géstermektedir. Yapida su veya —OH
gruplarinin bulunmasi durumunda —NH bandi gézlenmeyebilir [70-72].
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Saf AAm monomerinin ATR-FTIR spektrumu incelendiginde, 3180 cm™ ve
3390 cm™' dalga sayisinda gdzlenen bantlar yapida bulunan —NH,
grubundan kaynaklanan simetrik ve asimetrik geriime bantlaridir. 1640 cm™
‘de gbzlenen band yapidaki C=0O gruplarinin gerilmesine aittir. Bu dalga
sayisinda —NH bandi da gézlenmelidir. Bu durumda bu iki band ¢akismis
olabilir. 1590 cm™ * de gdzlenen band ise, ayni sekilde, —~NH; egilme ve C=C

gerilmelerine aittir.

MAA’ in ATR-FTIR spekturumunda 3400-2800 cm™' dalga sayisi arali§inda
gbzlenen genis band yapidaki —OH gerilmelerine aittir. 1300 cm™ * de
gdzlenen orta siddetli band C-O gerilmesine, 1700 cm™ ‘de gdzlenen band
ise C=0 gerilmelerinden kaynaklanir. 2569 cm™' dalga sayisinda gdzlenen

band tiyol gruplarindaki S-H gerilmelerine aittir.

(2)

(b)

% Yansima

(©)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayis1 (¢cm-1)
Sekil 6.6. (a) AAm, (b) MAA, (c) PAAm-COOH icin FT-IR spektrumlari
MAA zincir transfer ajani yardimiyla polimerlestirien PAAm-COOH

poilmerinin ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde, -NH, ‘den kaynaklanan
geriimeler 3400-3100 cm™ dalga sayisinda gdzlenmistir. Bandin



44

yayvanlasmasi yapida bulunan sudan kaynaklanmaktadir [72]. MAA
spektrumunda bulunan S-H bandi polimerin spektrumunda gézlenmemistir,
bu durum baglanmanin —SH U(zerinden gergeklestigini gdsterebilir. Ayni
zamanda MAA yapisinda bulunan C=0 yaklasik 1700 cm™ * de omuz
seklinde, AAm yapisindaki C=0 ise 1670 cm "de gdzlenmistir. 1610 cm™
civarinda gdzlenen band ise —NH, egilmelerine aittir. Yaklasik 1560 cm™
omuz seklinde gbzlenen band C=C gerilmelerinden kaynaklanmis olabilir.
AAm yapisinda C=C bagina ait bandin siddetinin azalmasi monomerin blyuk
kisminin polimerlestigini géstermektedir.

Saf kitosanin ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde, 3400-3000 cm™ dalga
sayisi araliyinda yapisindaki —OH gruplarindan kaynaklanan gerilme bandlari
bulunmaktadir. Yapidaki —NH> grubu nedeniyle bu yayvan band {zerinde
kdselenmeler oldugu gdzlenmistir. 2850-2950 cm™ ‘de gdzlenen band
asimetrik ve simetrik —CH, gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte 1050—1180 cm™" de C-O-C asimetrik gerilme bantlari gériilmektedir.
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Sekil 6.7. (a) PAAmM-COOH, (b) Kitosan , (¢) PAAm asilanmis kitosan
hidrojellerin ATR-FT-IR spektrumlari

PAAm asilanmis  kitosan hidrojellerin ~ ATR-FT-IR  spektrumlarina
bakildiginda, PAAm’den gelen —NH, ‘ler 3200-3500 cm™' arali§inda koseli
band olarak gozlenmistir. Kitosanin yapisindaki —NH, gruplari asilama
sonucu —NH gruplarina déntismiistir. Bu nedenle yaklasik 3400 cm™ ‘de
band keskinlesmistir. 2800-2950 cm ’de C-H gerilmelerine ait bandin siddeti
artmistir. PAAm asilanmasiyla yapida —CH, gruplarinin artmasi, PAAm
asilanmis kitosan hidrojellerinin sentezlendigini géstermektedir.

Sonu¢ olarak, AAm monomerinin Sekil 6.2° de 06ngdrildigu gibi
polimerlestirildigi ve Sekil 6.4’'de gbsterildigi sekilde asilandigi ATR-FTIR
spektrumlari ile de belirlenmisgtir.
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6.2.2. PAAm asilanmig kitosan hidrojellerin SEM goruntdleri

Resim 6.1. 500 Blyutme ile (a) ¢capraz baglanmis kitosan; (b) % 28,6 AAm
asilanmis hidrojel; (c) % 60,0 AAm asilanmis hidrojel ; (d) % 80,0
AAm asilanmis hidrojel

PAAm asilanmis hidrojeller icin ¢ekilen taramali elektron mikroskobu
goruntuleri incelendiginde; ¢apraz baglanmig saf kitosanin yizeyinin oldukca
diz bir yapida oldugu ve AAm asilanmasi ile hidrojel yapilarinda
gbzeneklerin olustugu belirlenmigtir. Asilama 6ncesi kitosan hidrojelinin
yUzeyi olduk¢ca homojen bir yapida iken asilama ile ylzeyin heterojen bir hale
geldigi gozlenmigtir. Asilama miktarinin %28,6’dan 80,0’e artigi ile yapidaki

gbzeneklerinve plrizIGlagin arttidr gdzlenmistir.

Asilamanin artigi taramali elektron mikroskobu gériintilerinden de anlasildigi
gibi hidrojellerin saf sudaki sisme oranlarinin yiksek olmasiyla da
belirlenebilir. Bu durum asilanmig zincirlerdeki serbest uclu gruplarin ¢apraz
bagh ag yapisina oranla yUksek hareketlilik géstermesi sonucu asilanmis
zincirlerinin hizh ve kuvvetli hidrasyonundan kaynaklanmigs olabilir [74]. Bu
degisimler, hazirlanan hidrojellerde asilamanin gerceklesmis oldugunu

gbsterebilir.
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6.2.3. PAAm asilanmis kitosan ylizey enerjilerinin

belirlenmesi

hidrojellerin

Polimerlerin cevre ile etkilesimleri ylzeyde gerceklesir. Bu nedenle,
polimerlerin ylzey 6zellikleri 1slanabilme, yapisma, biyolojik uyumu ve baski
gibi bircok uygulama alaninda énem tasir. Bu &ézellikler ylzeydeki molekiller
tarafindan kontrol edilir. Degme acisi 6lcimleri ile polimerin en dis ylzey
yapisindaki ylzey gerilim bilesenleri dolayisiyla ylzey enerijileri
hesaplanabilir. Degme acisi, bir sivi ve bir katinin ilk tabakasi arasindaki
kovalent olmayan kuvvetlerin bir 0&lclistidir. Bu fazlar arasindaki
etkilesimlerin gdcli olmasi durumunda sivi damlasi kati ylzeyi Gzerinde

yayilir ve onu islatir [67].

Asillanmamis kitosan ve PAAm asilanmis hidrojeller tGzerine 10 pl sivinin
damlatiimasi ile 6lgtlen degme agilari ve 4 farkli ydontemle hesaplanan ylzey
enerjileri asagidaki tablolarda verilmektedir.

Asilama sonunda elde edilen hidrojellerin su degme agilarina bakildiginda
deg@erlerde belirli bir dizenle karsilasilmamistir. Bu durum asilamanin
ylzeyde ve/veya jel icinde olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Cizelge 6.1. PAAm asilanmis kitosan hidrojelleri tGizerine damlatilan sivilarin
degme agcilari ()

% AAm SIVI
(m/m) Su Etilen Glikol Formamit Diiyodo metan
0,0 76,9 +2.7 71,1+ 1,3 69,8 +4,9 447+ 1,2
28,6 91,3+ 1,5 41,5+0,5 58,7+2,1 39,9+£0,7
37,5 104,8 +3,4 50,0+£0,3 67,6 £3,1 63,4 +1,6
44 4 499 +20 39,0+2,1 344 +27 44,0+ 0,4
50,0 60,4 + 5,8 689+ 1,2 69,1 +3,1 45,1+ 1,2
60,0 63,7+ 1,6 34,2+ 0,0 60,4 £5,0 33,7+ 1,0
66,7 70,0 +£2,3 47,8 3,1 43,0+£0,9 41,1 £0,2
75,0 722+ 1.4 379 +4,1 47,8 £4.,6 100,7 £ 4,0
80,0 71,6 £3,6 420+ 1,6 483 +23 385+1,2
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Cizelge 6.2. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerinin Asit-baz teorisi, Fowkes
ve OWRK yoéntemleri kullanilarak hesaplanan yizey enerijileri

bilesenleri
% AAm | Asitbaz teorisi FOWKES OWRK
(m/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)
y’ ' 4 r’ y’ oo
0,0 46,0 46,0 27,7 13,1 13,9 372 314 58
28,6 58,9 58,9 32,9 23,2 9,7 59,1 58,0 1,1
37,5 52,4 52,4 24,7 20,9 3,8 554 553 0,1

44 4 74,7 74,7 49,2 23,7 25,5 674 569 10,5

50,0 55,3 55,3 32,7 13,5 19,2 41,6 30,3 11,3
60,0 67.4 67,4 39,1 24,8 13,3 62,0 582 38
66,7 65,1 65,1 39,4 21,3 18,1 58,5 534 5.1
75,0 72,4 72,4 38,6 24,3 14,3 634 605 29
80,0 65,2 65,2 38,2 23,1 15,1 60,8 573 35

Saf kitosan hidrojeli ile karsilastinidiginda PAAm asilanmis hidrojellerin
toplam ylzey enerjilerinde artis oldugu gézlenmistir. Ylzeydeki molekiillerle
sivi molekilleri arasinda etkilesimin artmasi sivinin katlyr daha fazla
Islatmasi ve degme acisinin kicutlmesiyle kendini gésterir. Bu durum, katinin

ylzey enerjisinin artmasinin bir sonucudur [67].

PAAm asilanmig hidrojeller igin Asit-baz teorisi, Fowkes ve OWRK ydntemleri
kullanilarak hesaplanan toplam vylzey enerjileri, asilanmamig kitosan
hidrojelinden daha ytksek bulunmustur. Kitosan hidrojelinin ytzeyi, hidrofilik

bir grup olan —NH> ile kaplidir. Kitosan Gzerine asilanan PAAm polimeri de

hidrofilik karakterlidir. Bu durum asilamanin gercgeklestiriimesiyle hidrojelin
sivi absorblama kapasitesinin ve islanabilirligin artmis oldugunu gdsterir. Bu

da filmlerin ylzey enerijilerinin yikselmesine sebep olmustur.
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Cizelge 6.3. Van Oss - Good ydntemiyle (metot Il) hesaplanan ylizey enerii
bilesenleri (mJ/m?)

}zr,g/,?nn; y y 7LW 7AB }/T
0,0 0,0 10,24 37,2 0,0 37,2
28,6 0.4 0.4 39,7 0,1 39,7
37,5 3,9 0,0 26,6 0,0 26,6
44,4 1,2 25,9 37,5 11,3 48,9
50,0 0,0 0,8 36,9 0,0 36,9
60,0 0,2 15,2 42,6 3,8 46,1
66,7 1,2 7,8 39,1 6,2 45,2
75,0 10,8 11,9 8,4 22,6 31,1
80,0 0,4 8,7 40,4 3.9 44,3

Katinin Lifshitz - van der Waals (y;") ylizey enerji bileseni, toplam ylizey

enerjisi icindeki apolar etkilesimlerin katkisini gésterir. Ayrica bu bilesen,
maddenin toplam ylzey enerjisi icinde blyudk bir kismi kapsar.

Cizelge 6.3° de capraz baglanmis saf kitosan hidrojeli i¢in hesaplanan

y"= 0,0 ve y = 10,24 mJd/m? degerleri karsilastiriidiginda hidrojellerin bazik

karakter gosterdigi s6ylenebilir. Kitosan icin """ degeri ise 37,2 mJ/m2 olarak
hesaplanmigtir. PAAm asilanmis hidrojeller icin hesaplanan apolar ylzey
enerji degerleri genel olarak saf kitosandan daha blyik bulunmus, asilama
miktarinin artisiyla  ¥*"  degerlerinin belirli bir dlizende degismedigi
gdzlenmemigtir. PAAm agilanmig hidrojellere ait elektron verici ylzey ener;ji
bilesenleri () ile elektron alict ylzey enerji bilesenleri (%)
karsilastirildiginda PAAm asilanmis hidrojellerin de genel olarak bazik
karakter goésterdigi gértlmektedir. Hidrojellerde PAAmM oraninin artmasiyla
toplam ylzey enerjilerinin degisiminde belirli bir dizenle kargilasiimamistir.
Bunun nedeni asilamanin hem ylzeyde hem de hidrojel iginde gergceklesmis

olmasi olabilir.
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6.2.4. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin denge sisme oranina pH
etkisi

pH duyarl hidrojeller iyonik gruplar iceren yUkli ag yapisindadirlar. Negatif
ya da pozitif yOkli hidrojeller molekiler yapr ya da yapiya katilan iyonik
monomerin miktarina bagl olarak farkli pH ‘ya sahip ¢ozeltiler igerisinde farkl

sisme egilimleri gbsterirler [73].

PAAm asilanan kitosan jellerin pH duyarliliginin incelenmesi amaciyla pH
degerleri 2 ile 9 arasinda degisen TE tamponunda hidrojellerin denge sisme

oranlari Es. 5.1 kullanilarak hesaplanmistir.

Kitosan hidrojelleri disik pH’ larda protonlanmis amin gruplarinin iyonik
etkilesimlerinden dolayr sisme davranisi, ylksek pH larda ise

protonlanmamis amin gruplarinin etkisiyle bdzilme davranisi g0sterir.
Tampon ¢ozeltinin pH degeri arttikga iyonlagsmis -NH3+ gruplar -NHo
gruplarina doénidsmekte, iyonik gruplarin nétrallesmesi sonucunda ise
hidrojeller blzilme davranigi gdstermektedir [74].

TE tamponun pH degerlerinin 2'den 9a artmasiyla PAAm asilanmis

hidrojellerin denge sisme oranlarinda belirgin bir diisis gézlenmistir

Asilanan PAAm miktari arttikga hidrojellerin pH duyarlihginda azalma
g6zlenmistir. pH' nin artigiyla en belirgin disis % 28,6 PAAm asilanmis
hidrojelde gd6zlenmistir. PAAmM’in % 50,0 'ye kadar olan asilamalarinda da
belirgin dusUsler gdbzlenmistir. Ancak daha ylksek kompozisyonlarda pH
degisimi ile sisme oranlari arasindaki fark giderek azalmistir. Bu durum pH
degisimine en duyarl olan kompozisyonun asilamanin en az oldugu hidrojel
oldugunu géstermektedir.

Asillama miktarinin artisiyla pH degisimine karsi sisme oranlari arasindaki

farklar da azalma gdéstermistir. Bunun nedeni asilama miktarinin artigi ile
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kitosan Gzerinde pH degisimine duyarli olan —NH»> gruplarinin PAAm gruplari

ile yer degistirmis olmasindan kaynaklanabilir.

12
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Sekil 6.8. Kitosan lzerine tarak tipi asilanmigs PAAm hidrojellerinin denge
sisme oranina pH etkisi

Yapilan bir ¢alismada, kitosan Uzerine ylzeyde ve Kkitle icinde PNIPA
asillanmis hidrojellerin pH ve sicaklik duyarlihdr incelenmigtir. Capraz
baglanmanin gerceklestiriimedigi durumlarda, kitleye asilanan ve asilama
yapilmayan hidrojellerde pH 6’dan disuk pH’larda hidrojellerin denge sisme
degerine ulagmadan ¢6ézilmis oldugu belirlenmistir. Ancak ylizeyde yapilan
asllama sonucunda PNIPA’nin hidrojel Uzerinde kaplama etkisi yaptidi ve

hidrojelin pH artisi ile biztlmesine neden oldugu belirtilmistir [74].
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6.2.5. Kitosan uzerine tarak tipi asilanmig PAAm hidrojellerin denge
sisme oranina sicaklik etkisi

Sicaklik duyarli hidrojeller, sicakliga bagli bir hacim faz gegisi
gbstermektedirler. Hacim faz gegisi, hidrofobik etkilesimlerin ve hidrojen

baglarinin arasindaki dengenin degismesi sonucu ortaya ¢ikar [6].

Dlusik sicakliklarda su ve polimerin hidrofilik gruplari (-NHo) arasindaki

hidrojen baglari olusturmakta ve su ile polimerin etkilesimi artmaktadir. Buna
bagl olarak jel sisme davranisi gdstermektedir. Sicaklik artigiyla yan gruplar
arasindaki  hidrofobik  etkilesimler  gUclenirken,  hidrojen  baglari
zayiflamaktadir. Hacim faz gecis sicakliginin (zerindeki sicakliklarda
hidrofobik etkilesimler baskin hale gelmekte ve polimer blzilme davranigi
gostermektedir.[73] Sicaklik duyarli hidrojeller hacim faz gecis sicakhgi
civarinda ¢ok kacUk sicakhk degisimlerine hizlh ve tersinir hidrasyon-
dehidrasyon degisimleriyle cevap verir. Bu sicakhgin altinda hidrojel sismis,
hidratlagsmis ve hidrofiliktir. Oysa bu sicakligin tstindeki sicakliklarda hidrojel
dehidratize olmus, buzilmis ve ag yapidaki hidrofilik/hidrofobik etkilegsimleri
arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle hidrofobik yapidadir [75-77].

PAAm asilanmis hidrojellerin denge sisme oranlarini incelemek amaciyla
5-55 °C sicaklik arahdinda ¢alisma yapilmistir. Hidrojeller 24 saat bekletilmis
ve denge sisme oranlari Es. 5.1 kullanilarak belirlenmisgtir.



53

% AAM (m/m)
7r 286
—e— 375
4.4
—v— 50,0
60,0
—+— 66,7
75,0

*

Sekil 6.9. Kitosan Uzerine Tarak Tipi Asilanmis PAAm hidrojellerin denge
sisme oranina sicaklik etkisi

SISME ORANI (g/g)

SICAKLIK (°C)

Sekil 6.9’ da géruldiga gibi sicakhgin artigiyla tim jellerin sisme oranlarinda
dizenli bir dists gdzlenmistir. PAAmM asilanmis hidrojellere ait sicaklik
egrileri incelendiginde, 5-10 °C ‘de ve yaklasik 29°C civarinda iki faz gecisi
oldugu goérulmektedir. Bu faz gecisleri hidrojelin yapisinda ¢apraz baglayici
olarak  bulunan gluteraldehit ve asllanmis olan PAAmM’ den
kaynaklanmaktadir. ilk faz gecis sicakh@inin altindaki sicakliklarda jeller,
yapilarindaki hidrofilik gruplar ile su arasindaki hidrojen baglarindan dolayi
sisme davranisi gosterirler. Sicaklik ilk faz gecis sicakh@inin Ustiine
ciktiginda, hidrojeller bir miktar dehidratize olarak buzilmuslerdir. ilk faz
gecis sicakligindan sonra ikinci faz gegis sicakhdindan 6nce hidrojellerin
hidrofilikligi bir miktar artar. Ikinci faz gegis sicakhiginin (istiindeki
sicakliklarda ise hidrojeller artik tamamen ¢6kmis duruma gecerler [78].
5-55 °C sicaklik araliginda en yliksek sisme 5 °C’de gdzlenmistir.

Asilama miktarinin degisimi ile hidrojellerin sicaklik duyarhliklarinda belirgin

bir degisim gbzlenmemistir. Sisme oranlar arasindaki fark, hidrojellerin ortam



54

pH’ sindaki sisme davranislarindan kaynaklanmaktadir. Bu durumda PAAm
hidrojelinin sicaklik duyarli olmadidi séylenebilir.

6.3. PAAm Asilanmis Kitosan Hidrojellerin DNA Adsorpsiyon
Kapasitesinin Belirlenmesi

6.3.1. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin agilama miktarina bagli DNA
adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

4 °C; biyolojik birimlerin canhgini kaybetmedigi, Gremenin &nlenebildigi ve
biyolojik hareketliligin durdugu sicakliktir. 37 °C’de (vUcut sicakligi) ise
biyolojik sistemlerin aktivitesi maksimum dizeydedir.

Sekil 6.10 incelendiginde AAm asilamasinin artigi ile DNA adsorpsiyon
kapasitelerinin belirgin bir sekilde artis gbsterdigi belirlenmigtir. PAAm
asllanmis hidrojellerde asili zincirler Gzerindeki azot atomunda olusan kismi
pozitif yik ile DNA’daki fosfat atomu Uzerindeki negatif yik arasinda
elektrostatik etkilesimler olugsmaktadir. Bu durum, AAm asilanmasinin artisi
ile DNA ile etkilesime girebilecek kismi pozitif ylkli azot (-NHs") atomlarinin
artmis olmasindan kaynaklanabilir.

Kitosan Gzerine tarak tipi asilanmis PAAm hidrojellerin asilama miktarina
bagh DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi calismasinda kullanilan
DNA ¢dzeltisinin derisimi 5,8 ug/ml, safligr 1,51 olarak hesaplanmistir. 4 °C’
de % 28,6 AAm asilanmis kompozisyon icin DNA adsorpsiyon miktari 160
Mg/g kuru jel iken, 37 °C’ de bu miktar 600 pg/g civarindadir. Bu durum
hazirlanan jellerin vicut sicakliginda DNA adsorpsiyon kapasitesinin daha
fazla oldugunu gdstermektedir. Bu sonu¢ DNA’nin bu sicakliktaki aktifliginin

daha fazla olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 6.10. AAm agsilanmigs hidrojellerin 4 °C ve 37 °C’ deki DNA adsorpsiyon
miktarlari

4 °C’ de asllamanin artisi ile adsorpsiyon miktari diizenli bir artis gdsterirken;
37 °C’ de % 50,0 AAm asilanmig hidrojelden daha ylUksek asilamalar igin
adsorpsiyon miktarlari birbirine yakin bulunmustur. Bu durumda, asilama
miktarinin artigi ile jel Gzerine baglanan DNA miktari artmis ve DNA zincirleri
arasinda sterik bir engel olusarak baglanmayi engellemis olabilir.

Ayrica asilama jelin hem ylzeyinde hem de i¢ kisminda bulunmaktadir. Yani
asllama miktarinin artigi ile ylizey Gzerindeki asilama miktari dogru orantili
olarak artmamis olabilir. Ancak DNA, jele vyalnizca ylzey (zerinde
baglanabilir. Bu nedenle asilamanin artmasi ile DNA adsorpsiyon miktarinin

surekli artisi mimkin olmamig olabilir.
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6.3.2. PAAm asilanmisg kitosan hidrojellerin zamana baglhi DNA
adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Jellerin zamana karsi DNA adsorpsiyonu calismasinda 4 °C’ de adsorpsiyon
icin kullanilan DNA’nin derigimi 13,7 pg/ml, safigi 1,26; 37 °C ‘de DNA
derisimi 5,8 yg/ml, safhigi 1,51 olarak hesaplanmistir.

Sekil 6.11 incelendiginde; hidrojellerin 4 °C ve 37 °C’ deki DNA cozeltileri
icinde bekletiime siresi arttikca adsorplanan DNA miktarinin  arttigi
belirlenmigtir. PAAm zincirinin u¢ grubunda bulunan elektron c¢ekici 6zellige
sahip olan hidrojen atomlari, bagh olduklari azot atomunu kismi pozitif hale
getirmis bu sayede negatif yikli DNA ile etkilesim olasiligi arttirnimigtir. Bu
nedenle asilanan hidrojeller asilanmamis kitosana oranla daha fazla miktarda
DNA adsorplamis olabilir.

4 °C * de elde edilen en ylksek adsorpsiyon degeri 1,1 mg DNA/ g jel iken
37 °C ‘de 1,9 mg DNA/ g jel olarak belirlenmistir. Bu sonuclardan da
goéruldiga gibi DNA derisimi daha distk olmasina ragmen, vicut
sicakligindaki adsorpsiyon miktarinin 4 °C' ye gére daha fazladir. Bunun
nedeni DNA'nin 4 °C’ deki aktivitesinin minimum; vicut sicakligindaki

aktivitesinin ise maksimum dizeyde olmasi olabilir.
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Sekil 6.11. PAAm asilanmig hidrojellerin 4 °C ve 37 °C’ de zamana karsi
DNA adsorpsiyon kapasitesi
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6.3.3. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin DNA derigsimine gore
adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Sekil 6.12 ve Sekil 6.13 incelendiginde DNA derisiminin artisiyla hidrojellerin
DNA adsorpsiyon kapasiteleri belirgin bir artis gdsterdigi belirlenmistir.
Cozeltideki DNA derigiminin artisi ile jel Gzerine adsorplanabilecek olan
madde miktarini arttirdigi i¢in bu beklenen bir sonugtur.

DUstk DNA derigsimlerinde, asilanmis ve asilanmamis hidrojeller igin bulunan
adsorpsiyon miktari ¢ok fark gbstermemistir. Ancak derigimin artmasi ile
asilanmis olan hidrojellerde saf kitosanin adsorpsiyonuna oranla daha
belirgin artis gézlenmisgtir.

37 °C’ de yapilan adsorpsiyon calismalarinda; daha disuk derigsimlerde bile
adsorplanan DNA miktarinda olduk¢a belirgin artislar g6zlenmistir.
Hidrojelleri icin ayni derisimlerde 37 °C’ de adsorplanan DNA miktari 4 °C’ ye
gére daha fazla bulunmustur. Bunun nedeni, DNA ‘nin bu sicaklktaki
aktifliginin daha fazla olmasi olabilir.
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Sekil 6.12. PAAm asilanmis hidrojellerin 4 °C’ de derisime kargi DNA
adsorpsiyonu
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Sekil 6.13. PAAm asilanmis hidrojellerin 37 °C’ de derisime karsi DNA
Adsorpsiyonu

6.3.4. PAAm asilanmis kitosan hidrojellerin farkli pH’lardaki DNA
saliminin belirlenmesi

Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmig PAAm hidrojellerin farkli pH’lardaki DNA
saliminin belirlenmesi c¢alismasinda; adsorpsiyon calismalarinda kullanilan
%0,0, 28,6 ve 60,0 AAm asilanmis hidrojellerin tuttuklari DNA'y1 pH= 7,4 ve

9,0 ‘da birakma miktarlari ve streleri incelenmistir.

pH=7,4’ de sterik engeller nedeniyle zayif bir sekilde baglanmis veya azot ile
elektrostatik olarak bag yapmadan; yalnizca baglanmis DNA’lar arasina
takilmis olan DNA’lar birakilmistir. pH=9,0 ‘da ise —NH3;" Uzerindeki kismi
pozitif yik nétrallenerek jelin DNA tutmasina imkan vermemektedir. Bu
nedenle pH=9,0 ‘da bekletilen jeller Gzerinden salinan DNA miktarinin ¢cok
daha fazla oldugu gd6zlenmigtir. Hidrojellerin adsorpsiyon degerleri, pH=9‘da
hesaplanan salim degerleri ile karsilastirildiginda, adsorplanan DNA’nin

neredeyse tamaminin birakildigi belirlenmistir.
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4 °C ve 37 °C’de yapilan calismalarda pH=7,4 ve 9,0 ‘da salimlar ayni
dogrultuda degdisim gdstermistir. Ancak 37 °C ‘de, birakilan DNA miktarlarinin

4 °C ‘ye gb6re daha fazla oldugu bulunmustur.

Asilama miktarinin artigi ile tutulan DNA miktari arttigindan, birakilan DNA

miktarinin da artig géstermis olmasi beklenen bir sonuctur.
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Sekil 6.14. pH=7,4 TE tamponunda a) 4 °C ve b) 37 °C’de hidrojellerin DNA
salimi
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Sekil 6.15. pH=9,0 TE tamponunda a) 4 °C ve b) 37 °C’de hidrojellerin DNA

salimi
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6.3.5. PAAm asilanmisg kitosan hidrojellerin DNA adsorpsiyonu ic¢in
tekrar kullanilabilirligi

Kitosan Uzerine PAAm asilanmig hidrojellerin biyomedikal uygulamalar icin
tekrar kullanilabilirliginin  incelenmesi, hidrojellerin 24 saatlik zaman
araliklarinda adsorpsiyon-desorpsiyon miktarlarinin belirlenmesi ve bu
dongindn  tekrarlanmasiyla  gergeklestirilmistir. ~ DNA  adsorpsiyon
calismalarinda kullanilan hidrojeller pH=9,0 TE tamponunda bekletilerek jele
bagll olan DNA’nin salimi incelenmis, ardindan jel tekrar DNA ¢d6zeltisine
aktarildiginda adsorpsiyon yapmistir. Jeller tekrar pH=9,0 tampon ¢6zeltisine
aktarildiklarinda ise adsorplanan DNA‘nin tekrar birakilmasi saglanmistir. Bu
islem bir¢ok defa tekrarlanmistir.

Sonucta; PAAm asilanmis hidrojellerin  denge sisme durumundaki
desorpsiyonunun adsorpsiyondan ¢cok daha hizli oldugu gézlenmistir. Bunun
pH=9,0 tamponunda; azot (-NH3*) Gzerindeki kismi pozitif yikin ¢ok hizli bir
sekilde nétrallenmesinden kaynaklandigi distnilmektedir. Bu sekilde 24
saatte adsorplanan DNA, 3 saat icinde neredeyse tamamen birakilmaktadir.
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Sekil 6.16. PAAm asilanmis hidrojellerde a) 4 °C ve b) 37 °C’de DNA
adsorpsiyonunun tekrarlanabilirligi
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6.4. PDMA Asilanmis Kitosan Hidrojellerin Yapisal Karakterizasyonu

6.4.1. Fourier Transform infrared (FT-IR) spektroskopisi

PDMA asilanmis hidrojellerin yapisal karakterizasyonunun belirlenmesi
amaciyla énce DMA monomerinin merkapto asetik asit zincir transfer ajani
yardimiyla polimerlestirimesi, daha sonra ise polimerin kitosan Uzerine
asilanmasini iceren ATR-FTIR spektrumlari sekil 6.17 ve 6.18’de verilmistir.

N w

(b)

%Yansima

e

(c)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 6.17. a) DMA, b) MAAc, c) PDMA-COOH igin FT-IR spektrumlari

DMA’ya ait spektrum incelendiginde 2900 cm™ civarinda simetrik ve
asimetrik C-H gerilmelerine, 1646 cm™"de ise C=0 gerilmelerine ait bandlar
gbzlenmektedir. 1390-1380 ve 1370-1365 cm™' dalga sayisinda gdzlenen
ikili bandlar —N(CHa)2 gerilmesine, 1610 cm™ civari gézlenen band ise C=C

gerilmelerine aittir.
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MAAc’ in ATR-FTIR spekturumunda 3400-2800 cm™ dalga sayis! arali§inda
gbzlenen genis band yapidaki —OH gerilmelerine aittir. 1300 cm™ * de
gdzlenen orta siddetli band C-O gerilmesine, 1700 cm™ ‘de gdzlenen band
ise C=0 gerilmelerinden kaynaklanir. 2569 cm™' dalga sayisinda gdzlenen

band tiyol gruplarindaki S-H gerilmelerine aittir.

MAA zincir transfer ajani yardimiyla polimerlestirlen PDMA-COOH
poilmerinin ATR-FTIR spektrumlarina bakildiginda, MAA ve DMA’ ya ait
bandlar gérillmektedir. -OH ‘dan kaynaklanan gerilmeler 3400-3100 c¢cm™
dalga sayisinda gézlenmistir. MAAc spektrumunda bulunan S-H bandi
polimerin spektrumunda g6zlenmemistir, bu durum baglanmanin —-SH
Uzerinden gerceklestigini gésterebilir. Ayni zamanda MAA yapisinda bulunan
C=0 yaklasik 1700 cm™ * de omuz seklinde, PDMA’da bulunan C=0 ise
yaklasik 1660 cm™"de gdzlenmistir. 1350-1400 cm™ araliginda gériilen band
ise DMA’da bulunan -N-CHs'Gin N-C gerilmesinden kaynaklanmaktadir.
DMA‘da bulunan C=C bandinin kaybolmus olmasi polimerlesmenin
gerceklestigini ve COOH ug¢ gruplu PDMA’nin sentezlendigini géstermektedir.

Saf kitosanin ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde, 3400-3000 cm™' dalga
sayisi araliginda yapisindaki —OH gruplarindan kaynaklanan gerilme bandlari
bulunmaktadir. Yapidaki —NH> grubu nedeniyle bu yayvan band {zerinde
kdselenmeler oldugu gdzlenmistir. 2850-2950 cm™ ‘de gdzlenen band
asimetrik ve simetrik -CH, gerilmelerinden, 850 cm™" gdzlenen band ise —CH
egilmesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte 1050—1180 cm™ araliginda

C-O-C asimetrik gerilme bantlar gérilmektedir.
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Sekil 6.18. a) PDMA-COOQOH, b) Kitosan, ¢c) PDMA asilanmis kitosan
hidrojelleri FT-IR spektrumu

PDMA asilanmig kitosan hidrojellerin ATR-FT-IR spektrumlari $ekil 6.18 ‘de
verilmistir. Asilama sonucu kitosanin yapisindaki —NH> gruplari —NH
gruplarina déniismustir. Bu nedenle yaklasik 3370 cm™ ‘de bulunan band
keskinlesmistir. MAA ait C=0O bandi ise 1700 cm™ civarinda omuz seklinde
ve PDMA-COOH ‘a ait C=0 1680 cm™" de gériilmektedir.

Sonu¢ olarak, DMA monomerinin Sekil 6.2° de 06ngdraldigld gibi
polimerlestirildigi ve Sekil 6.4’de gbsterildigi sekilde asilandigi ATR-FTIR

spektrumlari ile de belirlenmistir.
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6.4.2. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerin SEM gortintileri

Resim 6.2. 500 buyUtme ile (a) ¢capraz baglanmis kitosan; (b) % 28,6 DMA
asilanmis hidrojel; (c) % 60,0 DMA asilanmis hidrojel ;(d) % 80,0
DMA asilanmis hidrojel

PDMA asilanmig hidrojeller igcin c¢ekilen kesit gorintileri incelendiginde;
capraz baglanmig saf kitosanin ytzeyinin olduk¢ga homojen bir yapida oldugu
ancak DMA asilanmasi ile hidrojel yapisinda gdzenekler olustugu
gbdzlenmistir. Capraz baglanmis kitosan ve % 28,6 DMA asilanmis hidrojelin
goruntuleri kargilastirildiginda asilama ile jel ytzerinde lifsi bir yapinin
olustugu gértlmektedir. Asilamanin %28,6 ‘dan %80,0 ‘e artisl ile ylzeydeki
gbzenekli yapinin daha belirgin hale geldigi gézlenmistir. Hidrojellerin kesit
goruntllerinde gerceklesen bu degisimler agilamanin yalnizca jel yluzeyinde
degil ayni zamanda jelin iginde de oldugunu goésterebilir. Ayni zamanda
asllama &ncesi kitosan hidrojelinin ytzeyi oldukga homojen ve tekdize bir
yapida iken asilama ile ylzeyin heterojen bir hale geldigi gdzlenmigtir.
Hidrojel ylzeyinde olusan bu degdisimler asilamanin gergeklesmis olmasinin
bir sonucu olabilir.
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6.4.3. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerin hidrojellerin yluzey
enerjilerinin belirlenmesi

Asillanmamis kitosan ve PDMA asilanmis hidrojeller tGzerine 10 pl sivinin
damlatiimasi ile élgtlen degme acilari ve 3 farkli ydéntemle hesaplanan ylzey
enerjileri asagidaki tablolarda verilmektedir.

Asillama sonunda elde edilen hidrojellerin su degme acilarina bakildiginda
belirli bir diizenle karsilasilmamistir. Bu duruma asilanan gruplarin ylzeyde
ve jel igerisinde rasgele yerlesimi ve ylzeyin pur0zliligd neden olmus

olabilir.

Cizelge 6.4. PDMA asilanmis kitosan hidrojelleri Gizerine damlatilan sivilarin
degme acilari (0)

% DMA SIVI
(m/m) Su Etilen Glikol Formamit Diiyodo metan
0,0 76,9 +2.7 71,1 £ 1,3 69,8 +4,9 447+ 1,2
28,6 42,8+ 1,0 61,0+1,2 76,2 +4,1 42,5+0,4
37,5 53,5+£04 41,1 £0,4 48,4+ 1,6 77,7+ 1,5
44 4 39,2+5,6 76,3+ 1,0 48,0+2.4 41,1 £+ 1,8
50,0 99,9 +5,8 53,4+35 44,5 +0,8 27,1 £34
60,0 82,3+ 1,6 44,8 £4,0 76,4 £3,7 443 +£2,6
66,7 100,5 £ 4,1 355+1,6 51,9+0,9 36,3+ 1,6
75,0 84,5 + 3,1 46,3+ 1,8 61,1 +1,5 43,2 +0,5
80,0 84,6 + 1,6 54,5+£0,9 542+ 1,2 29327

Saf kitosan hidrojeli ile karsilastirildiginda PDMA asilanmis hidrojellerin
ylzey enerjilerinde artis oldugu gézlenmistir. YUzeydeki molekiillerle sivi
molekdlleri arasinda etkilesimin artmasi sivinin katiyl daha fazla islatmasi ve
degme agisinin kigulmesiyle kendini goésterir. Bu olaylar katinin ylzey

enerjisinin artmasinin bir sonucudur [67].

Kitosan hidrojelinin ylzeyi, hidrofilik bir grup olan —NHo ile kaplidir. Kitosan

Uzerine asilanan PDMA polimeri de hidrofilik karakterlidir. Asilamanin
gerceklestiriimesiyle hidrojelin sivi absorblama kapasitesi ve islanabilirligi
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artmistir. Bu durum filmlerin ytzey hidrofilikliginin artisiyla birlikte ylzey

enerjilerinin yikselmesine sebep olmustur [67].

Asilama miktarinin artisiyla, hidrojellerin ylzey enerjilerinin degisiminde belirli
bir dizen gb6zlenmemistir. Bunun nedeni, yapilan asilamalarda PDMA
polimerinin kitosan ylzeyinde ve/veya hidrojel icerisinde rasgele yerlesmis

durumda bulunmasindan kaynaklanabilir.

Cizelge 6.5. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerinin Asit-baz teorisi, Fowkes
ve OWRK ydntemlerine gbre hesaplanan ylzey enerijileri

bilesenleri
% DMA Asit baz teorisi FOWKES OWRK
(m/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)
o ooy ooy
0,0 46,0 46,0 27,7 13,1 13,9 37,2 314 58
28,6 60,8 60,8 57,3 18,7 38,6 59,0 342 248
37,5 58,4 58,4 43,9 22,9 21,0 65,2 539 8,6
44.4 65,6 65,6 48,3 11,2 37,1 51,6 2522 264
50,0 55,9 55,9 29.4 20,2 9,2 56,1 559 0,2
60,0 52,0 52,0 27,9 21,8 6,1 62,0 51,7 0,6
66,7 55,8 55,8 31,1 25,7 5,5 69,0 689 0,1
75,0 54,6 54,6 30,0 21,7 8,3 54,8 54 0,9
80,0 58,4 58,4 31,1 19,2 11,9 514 494 19

Bu calismada PDMA asilanmis hidrojeller ile PAAmM asilanmis hidrojeller
karsilastirmali olarak calisilmistir. Bu iki hidrojel arasidaki tek fark PDMA
hidrojelindeki metil (-CH3) gruplaridir.

PAAm ve PDMA asilanmis hidrojellerin ylzey enerjileri karsilastirildiginda
hesaplanan degerler arasinda belirgin bir fark olmadidi gézlenmistir. Ancak
PAAm asilanmis hidrojellerin PDMA asilanmis hidrojellere oranla daha fazla
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su absorpladiklari belirlenmistir. Bu durum, PAAm hidrojelinin daha hidrofilik

bir grup olan -NHa ile sonlanmasindan kaynaklanabilir.

Cizelge 6. 6. Van Oss - Good ydntemiyle ( metot 2) hesaplanan ortalama
ylzey enerji bilesenleri (mJ/m?)

% DMA (m/m) a 4 y y* s
0,0 0,0 10,2 37,2 0,0 37,2
28,6 0,0 2,7 38,3 0,0 38,3
37,5 43 294 18,7 22,5 41,2
44,4 0,0 38,6 39,1 0,0 39,1
50,0 2,3 0,0 454 0,0 454
60,0 0,7 2.8 374 2,8 40,2
66,7 2.7 0,0 413 0,0 41,3
75,0 0,6 2,0 37,9 2.2 40,2
80,0 0,1 1.9 445 0,9 455

Gapraz baglanmig saf kitosan hidrojeli i¢in hesaplanan y*= 0,0 ve y = 10,24
md/m2 deg@erleri karsilastirildiginda hidrojellerin bazik karakter gdsterdigi
soylenebilir. Saf kitosan hidrojeli icin " degeri ise 37,2 mJ/ m2 olarak
hesaplanmistir. PDMA asilanmis hidrojeller igin hesaplanan y*" degerleri
genel olarak saf kitosandan daha blydk bulunmus, asilama miktarinin
artigstyla ™" degerlerinin degisiminde belirli bir dizen g&zlenmemistir.
Hazirlanan hidrojellere ait elekiron verici ylzey enerji bileseni () ile

elektron alici ylzey enerji bileseni (7;) karsilastiriidiginda asilanmis

hidrojellerin de bazik karakter gésterdigi gértlmektedir.

Hidrojellerde PDMA miktarinin artmasiyla toplam ylzey enerijilerinin

degisiminde belirli bir dizen gbézlenmemistir. Bu durum ylzeyde ve/veya
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hidrojel iginde asilamanin rasgele gergeklesmis olmasindan kaynaklanmig

olabilir.

6.4.4. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerin denge sisme oranina pH
etkisi

PDMA’ nin artan miktarlarinda kitosan Gzerine asilanan jellerin pH
duyarlliginin incelenmesi ¢aligsmasinda pH degerleri 2 ile 9 arasinda degisen
TE tamponunda hidrojellerin sisme oranlart Es. 5.1 kullanilarak

hesaplanmigtir.

Hidrojellerin denge sisme oranina pH etkisi calismasinda, pH duyarl grup
olan kitosan miktari sabit tutulup PDMA miktarn arttirilarak asilama
yaptmistir. Hidrojelin pH duyarlihd1 kitosan Gzerindeki amin gruplarindan

kaynaklanmaktadir [74].
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Sekil 6.19. Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA hidrojellerin denge
sisme oranina pH etkisi

Sekil 6.19’da gosterildigi gibi pH degerlerinin artigiyla hidrojellerin sisme

oranlari diizenli olarak azalmaktadir.
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Kitosan Uzerinde PDMA asilanmasi amin uglarinin baglanmasina ve pH
duyarll gruplarin azalmasina neden olmaktadir. Buna bagl olarak asilama
miktar arttik¢a jelin pH duyarliliginda azalma gézlenmistir. PDMA’ nin % 50
ve Uzerindeki agilamalarinda jellerin pH duyarlliklarinin birbirine oldukga
yakin oldugu gérilmektedir. Bununla birlikte asilama miktarindaki artis,
jellerin pH duyarliliklarinda degisim olugsmasina sebep olmustur.

PAAm polimerinin u¢ grubu —NHo; PDMA polimerinin u¢ gruplarinda ise

-N(CHs)2 bulunmaktadir. pH ‘nin artisiyla PAAm asilanmis hidrojeller PDMA
asilanmis hidrojellere oranla daha ylksek sisme davranigi gdstermiglerdir.
Bu durum, PAAm polimerinin u¢ grubunun PDMA polimerinin u¢ grubundan
daha hidrofilik olmasindan kaynaklanmisg olabilir. PAAm asilanmis
hidrojellerin PDMA asilanmis olanlara oranla pH degdisimine daha duyarli
olmasi da bu durumun bir sonucu olabilir.

6.4.5. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerin denge sisme oranina
sicaklik etkisi

Poli(N-vinil-2-pirolidon) ve Poli(N,N-dimetil akrilamit) biyolojik sistemlerde ve
tipta en ¢ok kullanilan homopolimerlerdir. PVP ve PDMA’ nin farmakolojik
formdlasyonlarda basari ile uygulanmasinin nedeni yasayan dokularla
mukemmel biyouyumlar ve olduk¢a dusUk zehirlilik oranlandir [78-81].
Hidrofilik karakterli DMA monomeri ile olusturulan kopolimerler kazandiklari
hidrofilik yap! sayesinde sistemin sisme davranisinda artisa sebep olmaktadir
[82] .

DlsUk sicakliklarda, su ve polimerin hidrofilik gruplari (amit gruplari)
arasindaki hidrojen baglari polimerin suda sismesine sebep olur. Sicaklik
artistyla yan gruplar arasindaki hidrofobik etkilesimler guglenirken, hidrojen
baglan zayiflar [76]. En iyi bilinen sicaklik duyarli polimer poli(N-
izopropilakrilamit) (PNIPA)’ tir. PNIPA hidrojeli yaklasik 32 °C’ de bir faz
gecisi gosterir [83]. PNIPA hidrojeli bu sicaklik duyarlihd nedeniyle, ilag
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salimi, enzimlerin immobilizasyonu gibi ¢ok c¢esitli uygulama alanlari
bulabilmektedir [84].

% DMA (m/m)
—m—0,0
4 —®—28,6
37,5
—v—44,4
I 50,0
—+—60,0
44 66,7
—¥—75,0

SISME ORANI (g/g)

60

SICAKLIK (°C)

Sekil 6.20. Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA hidrojellerin denge
sisme oranina sicaklik etkisi

Sekil 6.20’de goruldagu gibi, TE tamponunda yapilan sicakhk ¢alismasinda
asilanan hidrojellerin 27 °C ‘ye kadar bizllme, daha sonra hafif bir artigla
31 °C’ ye kadar sisme ve ardindan yeniden buzilme davranigi gésterdigi
belirlenmigtir. Bu durumda jellerin dénusumll (reentrant) faz gegisi
gOsterdikleri sdylenebilir. Bu hidrojeller dénisimll faz gecis sicakliginin
altindaki sicakliklarda polimer zincirindeki hidrofilik segmentler ile su
molekdlleri arasinda olusan hidrojen baglari, PDMA asilanmis hidrojellerinin
sismesine sebep olur [85]. Déniisimli faz gecis sicakhgi yaklasik 35 °C
civarindadir. Bu sicakligin Ustiindeki sicakliklarda jeller ¢cékmuis durumdadir.
DMA “ nin kitlece % 28,6’dan 80,0 ‘e artisiyla faz gecisi sirasinda jellerin
sisme oranlarinda az miktarda artis g6zlenmigtir. Bu durum PDMA
miktarindaki artigla jellerin sicaklik duyarlihdinin bir miktar arttigini ancak
PDMA’ nin sicakhda pek de duyarli bir polimer olmadigini seklinde

aciklanabilir.
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O. Okay bir ¢alismasinda, poli(dimetil akrilamit) hidrojellerinin bazi organik
cbzicllerde, su ile organik ¢6zicl karisimlarinda geri dénistimli faz gecisi

yaptigini belirtmiglerdir [85].

Bagka bir calismada ise, P(DEAEMA-ko-DMA) hidrojellerinin 37-38 °C * de
benzer bir sekilde donisimll faz gegisi gésterdigi belirtilmistir [86].

6.5. PDMA Asilanmisg Kitosan Hidrojellerin DNA Adsorpsiyon
Kapasitesinin Belirlenmesi

6.5.1. PDMA asilanmig kitosan hidrojellerin asilama miktarina bagl
DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Destek maddesindeki dimetil amino gruplari ile DNA molekdlinin fosfor
iceren gruplari arasindaki kompleks olusturma yetenegi, DNA’nin Kkati
destede baglanmasinda kullaniimaktadir [19,87].

PDMA ve PAAm asilanmis hidrojellerde asili zincirler Uzerindeki azot
atomunda olusan kismi pozitif yik ile DNA’daki fosfat atomu Uzerindeki
negatif yik arasinda elektrostatik etkilesimler olusmaktadir.

Sekil 6.21 incelendiginde, DMA asilanmasi ile hidrojelin DNA adsorpsiyon
kapasitesinin belirgin bir sekilde arttigi gbézlenmistir. PDMA zincirinin ug¢
grubunda bulunan elektron gekici 6zellige sahip olan —CHg gruplari bagli
olduklari azot atomunu kismi pozitif hale getirmis bu sayede negatif yUkli

DNA ile etkilesim olasiligi arttinimistir. Bu nedenle asilanan hidrojeller

asilanmamis kitosana oranla daha fazla miktarda DNA adsorplamis olabilir.
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Sekil 6.21. Asilanan DMA miktarinin artigl ile 4 °C ve 37 °C’ de DNA
adsorpsiyonu

Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA hidrojellerin asilama miktarina
bagh DNA adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi calismasinda kullanilan
DNA ¢6zeltisinin derisimi 5,8 ug/ml, safligr 1,51 olarak hesaplanmistir.

Hidrojellerin 4 °C ve 37 °C’deki adsorpsiyon miktarlari incelendiginde, 4 °C de
% 28,6 asllama orani icin adsorpsiyon 250 ug/g jel, % 80,0 igin ise 450 ug/g
jel olarak bulunmustur. 37 °C’de yapilan adsorpsiyon calismasinda bu
oranlardaki asilamalar icin bu degerler yaklasik 900 ug/g ve 1550 ug/g kuru
jel olarak belirlenmigtir. Bu durum hazirlanan jellerin vicut sicakliginda DNA
adsorpsiyon kapasitesinin daha fazla oldugunu géstermektedir. Bu sonug¢
DNA’nin bu sicakliktaki aktifliginin daha fazla olmasindan kaynaklanmis
olabilir.

Asillama miktarinin artigi ile adsorpsiyon miktarinin arttigi, % 66,7 ve
Ustiindeki asilama oranlari igin ise adsorpsiyon miktarlarinin birbirine yakin

oldugu belirlenmigtir. Bu durum, asilama miktarinin artisi ile hidrojele
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baglanabilecek DNA miktarinin artisi sonugu DNA zincirleri arasinda sterik
bir engel olusmasindan kaynaklanmis olabilir.

PDMA hidrojellerinin, ayni kompozisyonlardaki PAAm hidrojellerine oranla
daha ylksek DNA adsorpsiyon kapasitesine sahip oldugu gdézlenmistir.
PDMA hidrojellerinde bulunan —CHs; u¢ gruplart PAAmM’ de bulunana —H
atomlarina gére daha elektron cekicidir. Bu nedenle PDMA asilanmis
hidrojellerde bulunan azot atomlari PAAm ‘deki azot atomlarina gére daha
elektropozitiftir. Bu durum PDMA asilanmis hidrojellerin DNA ile daha fazla
elektrostatik etkilesime girmesine neden olmus olabilir.

37 °C ‘de ise % 50,0 asilama oranina kadar, PAAm’ e oranla daha fazla
miktarda adsorpsiyon gézlenmigtir. Bu oranin lzerinde DNA adsorpsiyon
miktarlar yaklasik ayni kalmigtir.

6.5.2. PDMA asilanmig kitosan hidrojellerin zamana baglhi DNA
adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

Jellerin zamana karsi DNA adsorpsiyonu calismasinda 4 °C’ de kullanilan
DNA’nin derisimi 13,7 pg/ml, safigi 1,26; 37 °C’de kullanilan DNA’nin
derisimi 5,8 ug/ml, safhigi 1,51 olarak hesaplanmistir.

Sekil 6.22 incelendiginde; kitosan hidrojelinin zamanla DNA adsorpsiyon
miktarinda pek bir degisiklik olmadigi ancak asilanan hidrojellerin DNA
¢Ozeltisi icinde bekletiime suresi arttikga adsorplanan DNA miktarinin da
arttigr belirlenmistir. PDMA zincirinin ug grubunda bulunan elektron cekici
ozellige sahip olan —CHg gruplari bagli olduklari azot atomunu kismi pozitif

hale getirmis bu sayede negatif yukli DNA ile etkilesim olasiligr arttirilmigtir.
Bu nedenle asilanan hidrojeller asilanmamis kitosana oranla daha fazla
miktarda DNA adsorplamis olabilir. Ayrica asilanan PDMA miktarinin artmasi
ile hidrojelin DNA adsorplama miktari da artis géstermistir.
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Sekil 6.22. PDMA asilanmis hidrojellerin a) 4 °C ve b) 37 °C’de zamana karsi
DNA adsorpsiyon kapasiteleri

4 °C ‘de %(m/m) 28,6 ve 60,0 PDMA igin 96 saat sonunda maksimum DNA
adsorpsiyon kapasiteleri 750 ug/g ve 1100 ug/g kuru jel olarak bulunmustur.
PAAmM icin ise bu degerler 450 pg/g ve 1048 pg/g kuru jel olarak



79

belirlenmigtir. Saf kitosan hidrojeli icin ise maksimum DNA adsorpsiyon
kapasitesi160 ug/g jel civarindadir.

% 28,6 ‘Iik asilamada PDMA ile PAAm hidrojelleri arasindaki DNA
adsorpsiyonu farki oldukg¢a belirgin iken % 60,0 'lik kompozisyonlarda bu fark
daha azdir. Bunun nedeni asilama miktarinin artmasi ile yizeyde —N(CHs)2
u¢ gruplarinin artmasi ve metil gruplarinin DNA adsorpsiyonu sirasinda sterik
bir engel teskil etmesi olabilir.

PDMA asilanmis hidrojellerin 37 °C ‘de zamana bagli DNA adsorpsiyon
ediliminin de PAAm asilanmis hidrojellerle benzerlik gbsterdigi ancak
adsorpsiyon miktarlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir.

6.5.3. PDMA asilanmig kitosan hidrojellerin DNA derigsimine bagl
adsorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi

DNA adsorpsiyon kapasitelerinin derisime gdre degisiminin belirlenmesi igin
5 farkli derisimde DNA c¢6zeltisi hazirlanarak hidrojellerin  adsorpsiyon
miktarlari hesaplanmigtir. Degisen DNA derisimine kargl adsorplanan DNA
miktarlar grafige alinmistir.

Sekil 6.23 incelendiginde, DNA derisiminin artigiyla hidrojellerin  DNA
adsorpsiyon kapasiteleri belirgin bir artis gosterdigi belirlenmistir. Cozeltideki
DNA derisiminin artigi, tim hidrojeller igin, jel Gzerine adsorplanabilecek olan
madde miktarini arttirdigi igin bu beklenen bir sonugtur.
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Sekil 6.23. PDMA asilanmig hidrojellerin a) 4 °C ve b) 37 °C’de derisime karsi
DNA adsorpsiyonu

Capraz baglanmis saf kitosan icin hesaplanan DNA adsorpsiyon
kapasitesinin  asilanmis hidrojellere oranla olduk¢ca disik oldugu
gbzlenmistir. Bu sonug, kitosan Uzerine PDMA veya PAAm asilanmasinin
DNA adsorpsiyon kapasitesini arttirdigi géstermektedir. PDMA asilanmasi,
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PAAmM asilanmasina oranla adsorpsiyon kapasitesini daha fazla arttirmistir.
Bu durum PDMA (zerinde azota bagli —CHs; grubunun PAAm (zerinde

bulunan —H ‘den daha elektron ¢ekici olmasinin bir sonucu olabilir.

4 °C ‘de yapilan adsorpsiyon calismasinda, en yliksek DNA derigimi (29,9 ug
DNA/mI) kullanildiginda hidrojellerdeki maksimum DNA adsorpsiyon
kapasiteleri; kitosan icin 380 pg/g jel; % 28,6 ve 60,0 PDMA icin 1,5 mg
DNA/g jel ve 2,1 mg DNA/g jel; % 28,6 ve 60,0 PAAm icin ise 1,3 mg DNA/g
jel ve 1,8 mg DNA/g jel olarak belirlenmistir.

37 °C ‘de yapilan adsorpsiyon calismasinda ise, en ylksek DNA derigimi
(9,6 g DNA/mI) kullanildiginda hidrojellerdeki maksimum DNA adsorpsiyon
kapasiteleri; kitosan icin 470 ug/g jel; % 28,6 ve 60,0 PDMA icin 3,4 mg
DNA/g jel ve 4,6 mg DNA/g jel; % 28,6 ve 60,0 PAAm icin ise 1,8 mg DNA/g
jel ve 2,8 mg DNA/g kuru jel olarak bulunmustur.

6.5.4. PDMA asilanmig kitosan hidrojellerin farkli pH’lardaki DNA
saliminin belirlenmesi

Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA hidrojellerin farkh pH’lardaki DNA
saliminin belirlenmesi calismasinda; adsorpsiyon g¢alismalarinda kullanilan
%0,0; 28,6 ve 60,0 AAm asilanmis hidrojellerin tuttuklari DNA'y1 pH= 7,4 ve

9,0 ‘da birakma miktarlari ve sUreleri incelenmisgtir.

4 °C ‘de, pH=7,4'de —NH3" Uizerine sterik engeller nedeniyle zayif bir sekilde
tutulmus ya da elektrostatik olarak bag yapmadan, tutulan DNA’lar arasina
takilmis olan DNA’lar birakilmistir. pH=9,0 ‘da ise —NH3" Uzerindeki kismi
pozitif yik nétrallenerek jelin DNA tutmasina imkan vermemektedir. Bu
nedenle pH=9,0 ‘da bekletilen jeller Gzerinden birakilan DNA miktarinin

oldukca fazla oldugu gbézlenmistir.
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Sekil 6.24. pH=7,4 TE tamponunda PDMA asilanmig hidrojellerin a) 4 °C ve
b) 37 °C’de DNA salimi
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Sekil 6.25. pH=9,0 TE tamponunda PDMA asilanmis hidrojellerim a) 4 °C ve

b) 37 °C’de DNA salimi

Asillama miktarinin artisi ile tutulan DNA miktari arttigindan, birakilan DNA

miktari da artis gdstermistir.
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6.5.5. PDMA asilanmis kitosan hidrojellerin DNA adsorpsiyonu igin
tekrar kullanilabilirligi

Kitosan Uzerine PDMA asilanmis hidrojellerin biyomedikal uygulamalar igin
tekrar kullanilabilirliginin belilenmesi amaciyla hidrojellerin 24 saatlik zaman
araliklarinda adsorpsiyon-desorpsiyon miktarlari belirlenmis ve bu dénginin
tekrarlanabilirligi incelenmistir. DNA adsorpsiyon calismalarinda kullanilan
hidrojeller pH= 9,0 TE tamponunda bekletilerek jele bagli olan DNA’nin
salimi incelenmis, ardindan jel tekrar DNA c¢dzeltisine aktarildiginda
adsorpsiyon yapmistir. Jeller tekrar tampon ¢ézeltilere aktarildiklarinda ise
adsorplanan DNA‘nin tekrar birakilmasi saglanmigtir. Bu adsorpsiyon-
desorpsiyon calismasi bircok defa tekrarlanmigtir.

Sonucta; PDMA asilanmisg hidrojellerin  denge sisme durumundaki
desorpsiyonunun adsorpsiyondan ¢cok daha hizli oldugu gézlenmistir. Bunun
pH= 9,0 tamponunda; azot Uzerindeki kismi pozitif yukin ¢ok hizli bir sekilde
nétrallenmesinden kaynaklandidi distndlmektedir. Bu sekilde 24 saatte
adsorplanan DNA, 3 saat icinde neredeyse tamamen birakilmaktadir.
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adsorpsiyonunda tekrar kullanilabilirligi
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7. SONUCLAR

»  Kitosan Uzerine tarak tipi asilanmis PDMA (PAAm) hidrojelleri; artan
miktarlarda ( % DMA veya AAm; 28,6; 37,5; 44,4; 50,0; 60,0; 75,0 ve 80,0)
karboksilli u¢ eklenmis PDMA-COOH ( PAAmM-COOH) polimerinin

EDC/HNS varliginda, kitosan c¢b6zeltisiyle reaksiyonu  sonucunda

sentezlenmistir.

»  ATR-FTIR spektrpskopisi sonucunda monomerlerin MAA yardimi ile
polimerlestirildigi ve kitosan Uzerine asilandigi dogrulanmistir.

»  PAAm ve PDMA asilanmis hidrojellerin taramali elektron mikroskobu ile
alinan goérintdleri incelendiginde asilama ile hidrojel yapisindaki gézeneklerin
olustugu gbézlenmistir. Ayrica asilamanin artisi ile gbzeneklerin de artis
gbsterdigi belirlenmistir.

»  Capraz baglanmis kitosan hidrojeli ile karsilastirildiinda PAAm ve
PDMA asilanmig hidrojeller igin hesaplanan ylzey enerjilerinde artis oldugu
ancak bu artigin dizensiz oldugu gézlenmistir. Bu durum asilanan grubun

ylzeyde ve hidrojel icinde rasgele bir sekilde yerlestigini gdsterebilir.

»  PAAm ve PDMA asilanmig hidrojeller igin, pH degerlerinin 2'den 9’a
artmasiyla hidrojellerin bizilme davranigi gésterdigi belirlenmigtir. Asilama
miktar arttik¢ca jellerin pH degisimine karsi sisme oranlarinda azalma
g6zlenmigtir. PDMA’ nin % 50,0 ve (zerindeki asilamalarinda jellerin pH

duyarliliklarinin birbirine oldukga yakin oldugu géralmastar.

» TE tamponunda yapilan sicaklhk calismasinda PAAm asilanmig
hidrojellere ait sicaklik egrileri incelendiginde, yaklasik 5-10 °C ve 29 ‘C
civarinda iki faz gegisi goértlmektedir. Ancak hidrojellerin sisme oranlarina
sicaklik degisiminin belirgin bir etkisi olmadigi belirlenmistir.
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»  PDMA asilanan hidrojellerin sicaklikla sisme oranlari incelendiginde,
hidrojellerin geri dénisumla faz gegisi gosterdigi, PDMA miktarindaki artisla
jellerin sicaklik duyarhliginin bir miktar arttigr ancak PDMA’ nin sicakliga pek
duyarl bir polimer olmadigini belirlenmistir.

> Hidrojellerin asilama miktarinin artisina baghh DNA adsorpsiyon
kapasiteleri incelendiginde asilama miktarinin artisi ile DNA adsorpsiyon
miktarlarini artis g6sterdigi belirlenmistir. PDMA asilanmis hidrojellerin PAAm
asllanmis olanlara oranla daha fazla miktarda DNA adsorpladidi
belirlenmigtir. Ayrica DNA’nin vicut sicakhgindaki adsorpsiyon miktari 4 °C

deki adsorpsiyona oranla oldukc¢a fazla bulunmustur.

»  Hidrojellerin  zamana baghh DNA adsorpsiyon kapasiteleri
incelendiginde, PDMA asilanmis hidrojellerin PAAm asilanmis olanlara
oranla daha fazla DNA adsorpladigi belirlenmigtir. Adsorpsiyon igin beklenen
zaman arttikga adsorplanan DNA miktarinin da arttigi gézlenmistir. 96 saat
sonunda PAAm asilanmig hidrojel icin maksimum adsorpsiyon kapasitesi
4 °C' de 1,1 mg/g jel, 37 °C’ de 1,9 mg/ g kuru jel; kitlece % 60,0 PDMA

asilanmis hidrojel igin ise 1,1 mg/g jel, 2,5 mg/ g jel olarak belirlenmisgtir.

» 4 °C’ de DNA derigiminin 1,7 yg DNA/mL’ den 29,9 yg DNA/mL’ ye
artisiyla hidrojellerin DNA adsorpsiyon kapasitelerinde belirgin bir artis
g6zlenmigtir. DUOsUk DNA derisimlerinde tim hidrojeller yaklagik ayni
miktarda DNA adsorpsiyonu gbéstermisken derigimin artigi ile adsorpsiyon
kapasitelerinin belirgin bir sekilde arttigi gézlenmistir. PDMA asilanmasinin
PAAm asilanmasina oranla adsorpsiyon kapasitesini daha fazla arttirdig
belirlenmistir. 24 saat sonunda hidrojellerdeki maksimum DNA adsorpsiyon
kapasiteleri; kitosan icin 380 ug DNA/g jel; % 28,6 ve 60,0 PDMA icin 1,5 mg
DNA/g ve 2,1 mg DNA/g; % 28,6 ve 60,0 PAAm icin ise 1,3 mg DNA/g ve 1,8
mg DNA/g jel olarak bulunmustur.
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»  37°C’ de DNA derigiminin 0,9 uyg DNA/mL’ den 9,8 ug DNA/mL’ ye
artisiyla hidrojellerin DNA adsorpsiyon kapasitelerinde belirgin bir artis
g6zlenmistir. PDMA asilanmasinin PAAm asilanmasina oranla adsorpsiyon
kapasitesini daha fazla arttirdigr belirlenmistir. 24 saat sonunda
hidrojellerdeki maksimum DNA adsorpsiyon kapasiteleri; kitosan icin 470 g
DNA / g jel; % 28,6 ve 60,0 PDMA icin 3,5 mg DNA/g ve 4,6 mg DNA/g;
% 28,6 ve 60,0 PAAm icin ise 1,8 mg DNA/g ve 2,8 mg DNA/ g jel olarak

belirlenmisgtir.

»  Hidrojellerin adsorpladiklari DNA’y1 pH=7,4 ve 9,0 TE tamponlarinda
birakma miktarlari incelendiginde, DNA'nin pH=9,0 'da neredeyse tamamen
birakilabildigi gézlenmistir.

»  Hidrojellerin denge sisme durumundaki desorpsiyonunun
adsorpsiyondan ¢ok daha hizli oldugu gbézlenmistir. Bunun pH=9
tamponunda; azot Uzerindeki kismi pozitif yokin c¢ok hizli bir sekilde
nétrallenmesinden kaynaklandidi distndlmektedir. Bu sekilde 24 saatte
adsorplanan DNA, 3 saat icinde neredeyse tamamen birakilmaktadir.
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