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YUKSEK LiSANS TEZIi

DNA SAFLASTIRILMASINA YONELIK BAKTERIYEL KOKENLI
EKSTRASELULER BiYOPOLIMER KOMPOZIT KRiYOJELLERIN iIMAK
UYGULAMALARI

Burcu ONAL

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mehmet ODABASI

OZET

Bu caligmada, DNA’nin etkili bir yolla ayrilmasi i¢in kullanilan afinite
kromatografisi metotlar1 arasinda olan ve son zamanlarda yogun bir uygulama sahasi
bulan, immobilize metal afinite kromatografisinden (IMAK) yararlanilmustir.
Calismada, Fe™ bagli EPS-poli(2-hidroksietil metakrilat) kompozit kriyojeller
sentezlenmistir. Bu amagla, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomer olarak,
N,N -metilen-bis-akrilamid (MBAAm) ¢apraz baglayici olarak, amonyum persiilfat
(APS)/ N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED) baslatici/aktivatdr olarak
kullanilmigtir. Poimerizasyon ortamina ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS)’in
eklenmesinin ardindan, karisim 2,5 mL'lik plastik siringalara dokiilmiis ve -12°C’de
polimerizasyona birakilmigtir. Sentezlenen kompozit kriyojellere, Fe*® iyonu
baglandiktan sonra, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve sisme testleri ile
karakterize edilmistir. pH, baslangic DNA konsantrasyonu, iyonik siddet, akis hiz1 ve
sicakligin adsorpsiyon iizerine etkisi arastirilmistir. En yiiksek adsorpsiyon degeri pH
6 asetat tamponunda, 2 mg/mL baslangic DNA derisiminde, 0,5 mL/dk akis hizinda
ve 25°C ortam sicakliginda 39,66 mg/g polimer olarak gozlenmistir. Ayn1 zamanda,
Fe™ baglh EPS-PHEMA kompozit kriyojellere DNA’nin defalarca adsorplanip
desorplanabildigi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Afinite, DNA, Kompozit Kriyojel, IMAK, Adsorpsiyon

Aralik, 2018; 48 sayfa



IMAC APPLICATIONS FOR DNA PURIFICATION OF BACTERIAL
ORIGINATED EXTRACELLULAR BIOPOLYMERIC COMPOSITE
CRYOGELS

Burcu ONAL

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet ODABASI
ABSTRACT

In this study, Immobilized Metal Affinity Chromatograph (IMAC) finding a wide
field of application among affinity chromatography techniques in the last years was
operated efficiently for separation of DNA from aqueous solutions. In the study, Fe*?
binded EPS- poly(2-hydroxyethyl methacrylate) composite cryogels was
synthesized. For this aim, as monomer 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA), as
cross-linker N,N’-methylene-bis-acrylamide (MBAAm), as initiator/activator pairs
ammonium persulfate (APS) and N,N,N’,N'- tetramethyl ethylene diamine (TEMED)
were used. After adding of extracellular polymeric substances (EPS) to
polymerizaton media, obtained mixture was poured into a plastic syringe of 2,5 mL
and left for polymerization in -12°C. After binding of Fe'* ions, Fe™ binded EPS-
PHEMA composite cryogels were analyzed by, SEM, swelling tests measurements.
The effect of pH, initial DNA concentration, ionic strength, flow rate and
temperature on adsorption were conducted. The highest amount of DNA adsorption
from aqueous solution was 39,7 mg/g particles in acetate buffer at pH 6 with initial
DNA concentration of 2 mg/mL with the 0,5 mL/min flow rate, at 25 "C temperature.
It was also made observation that DNA could be over and over adsorbed and
desorbed on the Fe™ binded EPS-PHEMA composite cryogels.

Key words: Affinity, DNA, Composite Cryogel, IMAC, Adsorption

December, 2018; 48 pages
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1. GIRIS
1.1 Kromatografi Nedir ?

Kromatografi, birbirinden farkli bilesiklerin, molekiillerin veya karigimin
bilesenlerini farkli fazlarda dagilmasi teknigine dayanir. Kromatografik metotlar
temel olarak iki faza dayanir. Bunlardan ilki sabit faz (stationary phase), ikincisi ise
hareketli faz veya mobil faz (mobile phase) olarak isimlendilir. Hareketli faz,
duragan fazin ilizerinden gectigi esnada ayrilmasi beklenen maddeyi de birlikte
stiriikler. Ayrimi yapilacak maddenin bilesenleri farkli derecelerde duragan fazla
etkilesimde bulunurlar. Mobil fazda bulunan komponentler, sabit fazda destek
maddesiyle etkilesmeleri nedeni ile bir miktar tutunurlar. Bu tutunmanin,
numunedeki farkli bilesenler icin farkli oranlarda olmasi beklenir. Bu metotla
bilesenler sabit fazin sonlarinda, farkli hizlarda gogleri nedeni ile birbirinden ayrilmig
olarak sabit fazdan farkli zaman dilimlerinde ayrilirlar. Bundan dolayi, sabit fazdan
cikan bilesenlerin derisimleri elverigli bir yontemle Olgiiliir. Sabit fazla etkilesimi
fazla olan komponentler daha geg, etkilesimi az olanlar ise daha cabuk hareket
ederek birbirinden ayrilirlar. Bilesenlerin ayrilmasinda, duragan faz ile bilesenler
arasinda olusan etkilesimlerin dogasina gore degisik kromatografik metotlar
gelistirilmistir. Bu etkilesimler; molekiiliin polaritesine, spesifik baglanma 6zelligine,

biiyiikliigiine veya elektrostatik ¢ekim giicii gibi parametrelere bagl olabilir.

1.1.1 Biyoafinite kromatografisi ve ilkeleri

Biyoafinite kromatografisi, biyolojik acidan etkin maddelerin tamamlayict
bilesenlerini ¢ok spesifik ve geri doniistimlii olarak baglama kabiliyetine bagl bir tiir
adsorpsiyon kromatografisidir [3]. Klasik metotlardan farkli olarak, biyolojik
molekiiller olduk¢a secici ve spesifik olarak biyolojik tanima niteligine sahip
tastyicilardan yararlanilarak saflastirilir. Afinite kromatografisi temelde molekiiler
tanima esashidir ve giinlimiizde fizyolojik olarak ve yapisal agidan etkilesime giren
proteinleri saflagtirmak amaci ile faydalanilan en giivenilir tekniklerdendir. Bu teknik
ile ayrigtirilan proteinler, genetik miihendisligi alaninda ¢aligilan enzimlerin,
hormonlarin isleyisi, protein—protein ya da hiicre-hiicre etkilesimlerinin yani sira
diger etkilesimler gibi 6nemli biyolojik prosediirlerde gerekli bir yontem olmustur.
Biyotanima veya molekiiler tanimay1 esas alan ilgili yontemlerin ortaya ¢ikmasi

sonucu biyolojik bilimlerin birgogunun arastirma alanlar1 da etkilenmistir. Proteinler;



baz1 oOzelliklerden alinarak faydalanilarak saflagtirilabilirler. Bu  6zellikler
proteinlerin; biiyiikligii, sekli, toplam yiikii, ylizeyde bulunan hidrofobik gruplar ve
kullanilan duragan fazin baglama kapasitesidir. iyon degisim kromatografisi protein
ylikiine dayanir. Jel gecirgenlik kromatografisi olarak adlandirilan fakat ¢ogunlukla
jel filtrasyonu adi ile de kullanilan kromatografi metodunda ise proteinleri ayirmak
icin sekil ve boyutlarindan yararlanilir. Hidrofobik uzantilara sahip proteinler,
hidrofobik  etkilesim  kromatografisinden  faydalanilarak  ayrilir.  Afinite
kromatografisi proteinlerin ylizeylerindeki ozelliklere dogrudan baghdir. Afinite

kromatografisinde ise kullanilan biyolojik etkilesimler Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinde yararlanilan biyolojik etkilesimler.

Ligand Ligandla Etkilesen Protein
Antikor Antijen, viris, hiicre
Inhibitor Enzim (ligandlar genellikle substrat veya
kofaktdr gesitleridir)
Lektin Polisakkant, glikoprotein, hiicre ylizey

reseptdrlen, zar proteini. hiicre

Niikleik asit Niikleik asite bagl: protein (enzim veya
histon)
Hormmon, Vitamin Reseptér, Tastyict protein
Seker Lektin, enzim veya diger seker bagh
proteinler

Afinite kromatografisi, biiylik Olcekte cesitli uygulamalar1 sebebiyle afinite
uygulamalarinin alt dallar1 olugsmustur ve bu dallar kendilerine ait 6zel basliklarda
adlandirilmiglardir.  Sekil 1.1'de goriilecegi ilizere uygulamalardan baglicalari

verilmigtir.
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9.Boya Ligand Afinite Kromatografisi
10.Reseptor Afinitesi

11.Zayif Afinite Kromatografisi
12.Perfiizyon Afinite Kromatografisi
13.Tiyofilik Kromatografi

14.Yiiksek Performans Afinite Kromatografisi
15.Afinite Densite Pertubasyon
16.Kiitiiphane tiirevli Afinite
17.Afinite Coktiirme

18.Afinite Elektroforezi

19.Afinite Kapiler Elektroforezi
20.Santrifiy) Afinite Kromatografisi
21.Afinite Repulsion Kromatografisi

Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin alt bagliklari.

Sekil 1.2. Biyoafinite kromatografisinin sematik gosterimi [3].



1.1.2 immobilize metal iyon afinite kromatografisi

Porath vd., (1975) tarafindan literatiire kazandirilan immobilize metal afinite
kromatografisi (IMAK) teknigi, Zn(II), Cu(Il), Ni(Il), ve Co(II) gibi gec¢is metal
iyonlarinin sulu ¢ozeltilerdeki afinitesidir. Bu metot sulu ¢ozeltilerdeki proteinleri
saflastirmak i¢in bir matrikse immobilize edilmis metal iyonlarinin kullanilmasi

dizayn edilerek gelistirilmistir [2].

Bu teknik metal-selat kromatografi ya da metal-iyon etkilesim kromatografisi olarak
da adlandirilir. IMAK'da immobilizasyon prosesi; metal iyonlarinmn, hidrofilik
matrikse kovalent yolla baglanan, metal selatlayicilarin komplekslestirilmesi
araciligryla olusur. Protein ¢ozeltisini igeren kariggm IMAK kolonundan gectigi
sirada, dis yiizeyinde lokalize olan elektron verici aminoasit rezidiileri bulunduran
proteinlerden bazilari, selat halindeki metallere koordinasyon baglariyla vasitasi ile
baglanarak tutunur. Tutunmayan proteinler ise kolondan disar1 akar. IMAK teknigi
aminoasit [4] niikleotidler [5, 6] ve aminler gibi [7] kii¢lik molekiillerin ayrilmasi ve

membran glikoproteinleri gibi ¢esitli proteinlerin saflagtirilmasini kapsar [8].

1.1.3 immobilize metal afinite kromatografisinin temel ilkeleri

Metal iyon afinite kromatografisinde ayirma yapmak i¢in ana unsur, immobilize-
metal afinite (IMA) denilen teknigi dogru bir sekilde uygulamakta yatar. Bu olay
proteinlerin iizerindeki aminoasitlerin bazilar1 veya niikleik asitlerdeki piirin ve
pirimidin bazlarinin destek maddesine selatlanmis metal iyonlarina baglanmasindan
ibarettir. IMAK isleminde, etkilesimden yararlanmak iizere, metal iyonlar
cozlinmeyen bir destege kovalent yolla bagli olan metal selatore koordinasyon
yoluyla sabitlenir. Prensipte, IMAK'da faydalanilabilecek farkli tiirde metal iyonu
var olmasina karsin, bakir (Cu(Il)), nikel (Ni(Il)), kobalt (Co(Il)) ve ¢inko (Zn(II))
gibi gecis metalleri, protein-metal etkilesim calismalarinda siklikla kullanilirlar [2, 9,

10].
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Sekil 1.3. immobilize metal afinite kromatografisinin temel prensibi.

Immobilize metal afinite kromatografisinde; spesifik bir metal katyonu i¢in 6zgiil bir
selektiviteyle ayr1 biyopolimerlerden yararlanilarak ligand degisim kromatografisi
uygulanmaktadir. Siklikla Fe(Il), Zn(Il) ve Cu(Il) gibi belirli metal katyonlar1 i¢in
metal iyon afinite kromatografisinden faydalanilir [11]. Bir proteinde elektron verme
niteligine sahip ulagilabilir yiizeyinde aminoasit rezidiileri olan Porath'm iliisii
olarak da atfedilen “triptofan, histidin ve sistein” bu tiir rezidiilerdendir. [12]. Bu
rezidiiler, gecis metal selatinin proteine baglanmasinda acgiklayicit olmaktadir [13].
Bir proteinin kalint1 miktar1, yiizey ulasilabilirliligi ve mikro yapisi biitiin metal selat
koordinasyonuna sahip bir proteinin alikonmasinin belirlenmesinde yol gostericidir.

[14].

Niikleotid-gecis metali arasindaki meydana gelen etkilesimler de IMAK metodu ile
aragtirilmugtir. Ornek olarak, pirimidin ve piirin mono-niikleotid ve di-niikleotid
gruplar1 agaroz ya da silika tabanli bakir selat adsorbentleri yardimi ile saglanmigtir

5, 15].

1.1.5 IMAK nasil uygulanir?

Immobilize metal afinite kromatografisi uygulanirken; adsorpsiyon, desorpsiyon ve
rejenerasyon gibi ili¢ temel unsura dikkat edilir ve adsorpsiyon esasli afinite
kromatografisine bagvurulur.

Bu {i¢ unsur;

- Ligand,

- Protein ve polipeptid yapisina,

- Kimyasal etkilesime,

- Termodinamik ve kinetik karakteristik 6zelliklerine,

- Adsorbent ve ligandin stabilitesine baglidir.
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1.1.6 IMAK uygulamalar1

Kirk yillik kullanimina ragmen, IMAK en yaygimn kullanilan saflastirma yéntemleri
arasinda trendini kaybetmemistir. IMAK’1n bu popiileritesi bir¢ok cesitli saflastirma
tekniklerini igerdigi i¢indir. Son zamanlarda, His-etiketli rekombinat proteinlerin ve
endiistriyel proteinlerin saflagtirilmasinin yani sira niikleotidlerin saflastiriimasi igin

de yogun sekilde kullanilmaktadir.

Bir hiicre kiiltiiriinde {iretilen veya bir biyolojik sivi i¢cinde bulunan tek bir proteinin
izolasyonu, karmagsik bircok problemi beraberinde getirir. Ayni anda etkin ve
spesifik bir saflastirma sisteminin olusturulmasi, birbiriyle iligkili baz1 adimlar1 da
zorunlu kilar. Ligand dizayni, uygun immobilizasyon kimyasi ve adsorpsiyon ve
eliisyon kosullar1 gibi afinite kromatografi ortamlarinin kullanimi son derece énem
arz eder. IMAK ile, plazmid DNA'min etkin bir sekilde saflastirilmasi igin

kullanilabilecegi literatiirde vardir [16].

1.1.7 Dogru matriks kullanimi

Afinite kromatografisinde en dnemli unsurlardan biri de matriks se¢imidir. Afinite
kromatografisinin genis bir skalada kullaniminin en temel etmenlerinden birisi arzu
edilen Ozelliklere sahip tasiyicilarin gelistirilmesi ile meydana gelmistir. Tasiyic1 ve
afinite ligandi1 arasindaki etkilesim kromatografik ayirmanin temeli oldugundan
tastyicilarin uygun seg¢ilmesi en Onemli noktalardandir. Matriks, bazen ligand
molekiilleri bulunan dogal ortamin kendisi olabilir. Farkl: tiir ve sayida tasiyici ticari

olarak piyasada mevcuttur.

Tastyicinin sahip olmasi gereken bazi 6zelliklerasagidaki gibidir:

- Coziinmemelidir.

- Elverisli bir gegirgenlige, mevcut i¢ yiizey alan1 uygun genislikte olmalidir.
- Uygun partikiil sekli esastir

- Se¢ici olmayan adsorpsiyon degeri diislik olmalidir.

- Afinite ligandinin yapiya takilabilmesi i¢in fonksiyonel gruplara sahip olmalidir.



- Ligandin immobilizasyonu durumu, adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon

kimyasal agidan stabil olmalidir.
- Mikrobiyal ve enzimatik reakiyonlara kars1 kuvvetli olmalidir.
- Hidrofilisitesi iyi olmalidar.

1.1.8 Ligand secimi

Afinite kromatografisinin uygulanacagi ligandin iki temel 0zelligi tasimasi

gerekmektedir.

-Saflagtirilacak protein ile tersinir ve segici bir yap1 olusturmalidir.

-Tagtyictya baglanmasina imkan veren fonksiyonel gruplarin var olmasi

gerekmektedir.

Bu iki sarti saglayan farkli ligandlar mevcuttur. Afinite kromatografisi temel

prensiplerinin pratige uygulanmasinda;

-Amaca uygun faydalanilan ligandlarin cesitliligi,
-Grup spesifik ligandlarin kullanimi,

-Bir proteinin saflastirilmast i¢in uygulanabilecek ligandlarin tiirevliligi metodun

etkinligini belirler.

1.2 IMAK’1 Etkileyen Faktorler

Immobilize metal afinite kromatografisinde indirgeyici ajanlar, katotropikler, tuzlar,
organik ¢ozgenler, deterjanlar ve indirgeyici etkenler gibi farkli ¢esitte kimyasallar,
IMAK destek materyallerinin kullanishiligini, spesifik proteinlerin ayrismasini
pratiklestirir. NaCl (0.3-1.0 M araliginda), proteinler ve regineler arasindaki iyonik
etkilesimleri diistirmek i¢in tamponlarda siklikla kullanilir. Gliserol (%50 oranina
kadar) veya etanol (% 20 oranina kadar) proteinler arasindaki hidrofobik
etkilesimleri kisitlamak i¢in tampona ilave edilebilir. Ana maddeleri igeren bir halde
istenen proteinin saflastirilmasinda 8,0 M’lik veya 6,0 M’lik guanidinyum kloriir gibi
denatiire edici etken ajanlar1 iceren tamponlar, IMAK icin efektif olabilir. Ayni
zamanda hafif alkali bir pH’a sahip yilikleme tamponundan yogun bir sekilde

yararlanilir. Bu durum, protein yiizeyindeki elektron verici gruplarmm bu pH’da



protonlanmamis olmasi ve baglanmaya olanak tanimasi nedeniyledir. Bu alkali
pH’larda, protein ylizeyindeki bazi amino fonksiyonel gruplarina baglanma daha
basittir ve bu seciciligi azaltacaktir. Fosfat ve asetat tamponlari, selatlanmis metal
iyonlarinin koordinasyon bolgelerine etkilesime girmeyeceginden en genis Olgekte
kullanilan tamponlardir. IMAK, bir¢ok non-iyonik deterjan ile uyum saglar. Deterjan
eklenmesi spesifitiyi arttirarak, biitlin tamponlarin performansina katki saglar ve

verimini arttirir [17].

1.3 Ekstraseliiler Polimerik Maddeler ve Ozellikleri

Mikroorganizmalar tarafindan intraseliiler (depo) ve ekstraseliiler polisakkaritler
olarak da bilinen (EPS) polisakkarit olarak sentezlenir. EPS yapilar1 hiicre duvariyla
birlesmis olan kapsiiler maddeler olup yiiksek oranlarda hiicre duvarinin dis tarafinda
toplanan ve kiiltlir ortaminda yayilan bagimsiz salgilar olarak sentezlenen yapilardir

[18, 19].

Athrospira siyanobakteri tiirii, yiiksek protein igerigi (kuru agirliginin maddesinin %
50-70'1) kamitlanmis biyolojik etkinliklerinden dolayr da yogun sekilde bilim
insanlariin arastirma konusu olmustur [20]. 81-98 kDa gibi bir kiitleye sahip olmasi
biliylik oranda (glukoz, galaktoz, fruktoz, ramnoz, ksiloz manoz ve arabinoz)
proteinler ve uronik asitler gibi polisakkaritleri igermesinden dolayidir. Bu
polimerler hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) salgilarlar [21, 22]. EPS'nin yiiksek
seviyelerine tironik asitlerden dolay1 metallere diger (inorganik) fazlardan daha giiglii

baglanmasi literatiirde yerini almistir [23, 24].

Bakteriyel orijinli EPS’lerin ¢ogu immunojenik olup in vitro ¢alismalarda EPS’ lerin
bulundugu katt besi ortamlarinda mukoid koloni halindedir. Sivi besi
ortamlarindaysa neredeyse tamamen viskoz bir goriiniim ile saptanir [25]. Bakterinin
dis tarafim1 orten EPS, kapsiil veya slim yapida olabilir. Kapsiiler EPS formlari
bakteri hiicre yiizeyinde bulunan fosfolipid veya lipid-A molekiillerine kovalent bag
yardimi ile baglanmaktadir [26, 27]. EPS’ler suda ¢dzilinebilir polimer formda olup
iyonik ya da non-iyonik yapilarda bulunabilirler [28].

EPS’ler glikozid baglari ve seker birimlerinden meydana gelmektedir. Bakteriyel
EPS’lerin bir¢ogu diizenli olarak oligosakkaritlerin tekrar eden {initelerinden

meydana gelmis heteropolisakkarid formda, baz1 bakteriyel EPS’ler ise



homopolisakkarid yapida tek cins sekerden olusmustur. EPS’yi iceren
homopolisakkaritlerin ¢cogunlugu nétr olsa bile, cogunlukla bakteriyel EPS yiiksek
kiitleye sahip olup negatif yiik tasir. Aynm1 zamanda polisakkaritler hidrofilisitesi
yiikksek olmasi ile birlikte ¢ogu yapilar lipofilik, hidrofilik ve biyofilm formda
bulunabilen hetorojenlerdir. [25, 28, 29]. EPS’ler bakterinin olumsuz c¢evre
kosullarindan korunmasma ve farkli yiizeylere tutunmasina imkan vermektedir.
Polisakkaritler enerji kaynagi olarak kullanilmazlar fakat mikroorganizmay1 korur,
tehlike arz eden faktorleri ortamdan uzaklastirirlar [30, 31]. EPS bakteriyi koruyucu
kaplama ile sarmakta ve muhtemel risklere karsi korumaktadir. EPS’nin bakteriyi
koruma niteligi, antibiyotiklere karsi fiziksel bir savunma seklinde de ortaya
cikabilir. Ayrica, bulunulan ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasina da imkan verir.
Bitki, insan ve hayvan patojenlerinin salgiladiklar1 EPS’lerin viriis unsurlari
olduklar1 da literatiirde yer almaktadir [25, 32]. EPS yapilar, bitkiler ve bakteriler
arasinda da iyi bir etkilesim aracidir. Ozetle, yiiksek molekiiler forma sahip EPS’ler

koloninin dayaniklilik ve stabilitesini meydana getirmektedir [33].
1.3.1 EPS biyosentezi

Polisakkaritler, baz1 bakteri gruplarinin ¢ogalmalar1 esnasinda ¢ogalma evresinin
degisik basamaklarina gore degisen sartlarda sentezlenirler. Sentez evresi hiicre
disinda olabilecegi gibi membranda da olusabilir [18]. Genel olarak, EPS sentezinin
Sutherland tarafindan ortaya koyulan modele gore gercgeklestigi fikri agirlik
kazanmistir. EPS’lerin olusumunda [34], polisakkarit sentezine spesifik olmayan,
UDP-glukoz-dehidrogenaz, glukozil-transferaz, galaktozil-transferaz 1 ve 2,

polimeraz gibi bir¢ok enzim iglev goriir.

Heteropolisakkaridler hiicre igerisinde sentezlenseler bile, hiicre digina belirli
etkenlerle ¢ikarilarak hiicrenin ¢evresini sararlar. Bu prosediirler icin bir¢ok enzimin
mevcudiyetine gereksinim vardir. Bu enzimlerin bir¢ogundan lipopolisakkaridlerin
sentezinde de yararlanilmaktadir. Notral homopolisakkaridlerin sentezi farkli olup,
ndtral levan ve dekstran homopolisakkaridin olusumu birbirine benzememektedir.
Hiicre disinda sentezlenen bu EPS’ler sukroz varliginda sirasiyla levansukraz ve
dekstransukraz ~ enzimlerinin  aktivitesi yardimi ile ekstraseliiler olarak

sentezlenmektedirler [26, 35].



1.4 Kriyojeller

Kriyojeller 1960’11 yillarda ilk kez rapor edilse de biyoteknoloji uygulamalart i¢in
yeni kesfedilmis sayilirlar [36]. Kelime kokeni olarak, Yunanca krios (buz ya da
donma) kelimesinden tiireyen ve kismen donmus monomerik veya polimerik
cozeltilerle sentezlenen ii¢ boyutlu jel destek matriksleridir. Makrogdzenekli ya da
stiper makrogozenekli formda olan kriyojeller siingerimsi bir yapiya sahiptirler.
Sahip olduklar1 bu makrogdzenekli morfoloji ile birlikte difiizyon akisi ve kiitle
aktarimini aktif bir sekilde basarirlar [37].

Mekanik, ozmotik ve kimyasal stabiliteleri sebebiyle biyolojik kullanimlarda
kriyojeller biiyiik bir 6nem kazanmistir. Bu nedenle bir¢ok uygulamalarda
kendilerine yer bulmuglardir. Bu uygulamalar; biyolojik nanopartikiillerin
kromatografisinde [38, 39] veya biyopolimerlerin [40, 41] hiicrelerin [42]
immobilizasyonunda faydalanilmistir. Ayn1 zamanda, kriyojeller makrogozenekli
formu ile hizli sisme kinetigi gosterir ve bu 6zelligi ile kriyojeller, bir¢ok disiplinde

yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Kriyojeller; polimerik yapilarin fiziksel veya kimyasal capraz baglanmasiyla
meydana gelebilir. Kriyotropik jellesme ile olusturulan polimer yapist donmamis
sistemlere nispeten ¢ok farklidir. Kriyojeller, kullanim hedeflerine gore silindir,

graniiller veya disk halinde olusturulurlar.

Sekil 1.4. Sentezlenen monolitik kriyojel.
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Makrogdzenekler ve siingerimsi yapilar kriyojellerin en belirgin 6zelliklerindendir.
Makrogozeneklerine su alip sisebilirler. Mekaniksel baski uygulanmasi ile
makrogdzeneklerdeki su disar1 ¢ikarilabilir. Kriyojellerin morfolojik o6zellikleri
sicaklik, kriyojelin donmus durumda kalma zamani, donma/erime hizlari, ¢oziicii

tiirli, ¢oziinen veya ¢oziinmeyen katki maddeleri gibi etkenler ile degisebilir [44].

1.4.1 Kriyojel olusumu

Kriyojel olusumu; makroskopik olarak donmus karisim igerisnde bulunan donmamis
stvi mikrofaz igerisinde gerceklesir. Biitlin reaksiyona giren maddeler donmamis
halde bulunan sivi mikrofazda toplanmis iken, ¢Oziiciiniin belirli bir boliimii
donmadan kalir. Donmamis halde bulunan sivi mikrofazda yiiriitiilen kimyasal
tepkimelerin hizlandirilmasinda; ¢ogunlukla sifirmn altinda bir sicaklikta belirlenmis

aralik gozlenmektedir.

Donma Donma asamasinda Erime
polimerizasyon

Monomerler ve baslaticilar

<A Buz kristalleri

& Polimerizasyonun basglangic agamasi

Q Polimer jel
() Siupermakroporlar

Sekil 1.5. Kriyojel olusum asamalar1 [45].

Buz kristallerinin erimesinden sonra siirekli ve birbirine bagli por (goézenek)
sistemleri meydana gelmektedir. Yapinin ve kristal yapilarin biiylkligi buz
cozlilmesinden sonra meydana gelen porlarin sekil ve biiyiikliigiiyle saptanmaktadir.
Donmanin meydan geldigi sicaklik, ¢ozeltideki monomer/makromerler, reaksiyon
karigtmimin  polimerizasyon zamani, c¢apraz baglayici, numune biytkligi,

cekirdeklesme gibi etkenler igerigin ilk yogunluguna baghdir [46, 49].
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Tekrarlanabilir bir donma kalip olusturmak i¢in biitiin deneysel sartlarda itinali bir

kontrol gerektirir.
1.4.2 Kriyojellerin hazirlanis1 ve karakterizasyonu

Kriyojel olusum hizinin en verimli bi¢gimde kontroliiniin saglanmasi elverisli
niteliklere sahip kriyojellerin hazirlanmasiyla saglanir. Kriyojellesme olayinda,
meydana gelen buz kristalleri porojen bir sekilde ve erimesinin ardindan birbirine
bagli olan gozenekler i¢in kalip gibi davranirlar. Kriyojeller genel olarak -10 ile -20
°C gibi diigiik sicaklik araliklarinda sulu ortamda sentezlenirler. Tepkime ortami
sogumaya birakildiginda donmus halde bulunan monolitik blok yapisi iki temel
par¢adan meydana gelir. Kimyasal etkilesim donmamis sivi mikrofaz icerisinde
meydana gelir. Reaktif bulunmayan ¢oziicliniin kristalleri donma esnasinda biiyiir.
Ayrica, donmus kalip devaml bir sistem meydana gelene dek Gteki kristal yapilarla
baglant1 kurar. Kimyasal tepkimeler sona erdikten sonra erime olayiyla beraber
sistemde bulunan sivi ¢oziiciiyle dondurulmus devamli olarak makrogozenekli
kanallar1 olan bir matriksten meydana gelir [45]. Yar1 donmus tepkime ortaminda ise
¢coziinmiis reaktifler (jel onciilleri) kimyasal tepkimenin olustugu donmamis olan sivi
mikrofazda yogunlagir. Bu nedenle, polimer zincirleri gozeneklerden go6zenek
ceperlerine taginarak kriyojeller olusur ve sekillenir. Geleneksel bir jeldeki polimer
konsantrasyonu ile mukayese edildiginde gbzenek (por) ¢eperleri daha fazla polimer
derisimine sahip olur. Gozenek duvarlarindaki yiikselen polimer derisimi kriyojelin

sertliginin mekaniksel olarak memnun edici seviyede olmasina imkan verir [38, 46].

(a) Baglangig (b) Donduruimug ¢ozett (c) Exitimig kriyojel
A ~yo
1—f © —_—
y S R oy Dondurma ¥ ¢ Ertme «—6
¥ L N .
¢ — 7
3—» . 14— :’\ . l
\ Y
5 8

Sekil 1.6. Kriyojel iiretiminin sematik gosterimi: 1; ¢ozeltideki makromolekiil, 2;
¢oziicli, 3; diisik molekiil agirlikli ¢oziinen molekiilleri, 4; dondurulmus
¢oziicliniin polikristalleri, 5; donmamis s1vi mikrofaz, 6; polimerik kriyojel, 7;
makrogozenekler; 8; ¢oziicii [50].
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1.4.3 Kriyojellerin Avantajlar:

Son zamanlarda IMAK uygulamalarinda yogun sekilde kullanilan kriyojellerin
avantajlar asagida siralanmustir;

1. Kriyojeller kimyasal-kovalent, iyonik veya kovalent olmayan baglardan meydan
gelebilirler.

2. Yonteme ve hedef molekiile uygun olacak sekilde silindir, tiip ve disk seklinde
iretilebilirler.

3. Ug boyutlu gdzenek morfolojisine sahip yapida elde edilebilirler.

4. Uretimi oldukga ucuz olup uzun siireli kullanilabilirler.

5. Morfolojileri heterofaz ve silingerimsi yapiya sahip olmasi avantajlar1 arasinda

sayilabilir.

Cizelge 1.2. Kriyojel sistemlerin potansiyel uygulamalarina bakis [45].

Monomer/ Polimer Por Boyutu Kullamm islemleri
Onciilleri Gosterim (nm) Morfoloji 3
Kiiciik pargacik iceren
ol Stingerimsi ve stvilarin
Akrilglel pAAm 1-208 elastik kromotografisi; hiicre
kiiltiirii i¢in kaliplar
o Siingerimsi ve | Kiigiik pargacik igeren
arilamid Asi-pAAm 1-100 elastik stvilarin kromotografisi
Kiiciik pargacik iceren
TS Siingerimsi ve stvilarin
Dimetilakrilamid Pdmaa 1-120 clastik kromotografisi; hiicre
kiiltiirii i¢in kaliplar
Hiicre kiiltiirii i¢in
. Stingerimsi ve bozulmayan veya
Polivinilalkol m-PVA 1-80 elastik monolitik kromotografi
ortamui i¢in kaliplar
Mekanik olarak
kafesleme yoluyla
hiicrenin
Polivinilalkol b-PVA 0,1-1 Elastik immobilizasyonu.
Enzimlerin kimyasal
olarak
immobilizasyonu
Hidroksietilmetakrilat | HEMA 1200 | Stngerimsive | Hiere kiltird icin
elastik kaliplar
Dekstran metakrilat Dex-MA 1-100 Sungerlmm ve Hiicre kltiirii icin
elastik kaliplar
Hidroksietilmetakrilat | HEMA- 1100 | Stngerimsive | Hicre kiltird icin
elastik bozulanbilen kaliplar
Siingerimsi ve Hiicre kiiltiirii i¢in
Dekstran Agaroz Ags-MG 1-100 clastik kahplar
Polictilenglikol PEG 1-100 Sungerlrpm ve Hiicre kiiltiiri i¢in
elastik kaliplar
N-izopropil akrilamid | NIPAAM 1-100 | Stngerimsive | Hicre kiltird icin
elastik kaliplar
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1.5 DNA

Deoksiribo niikleik asit ya da diger kisaltilmig adi ile DNA, tiim organizmalarin ve
baz1 virilislerin canlilik fonksiyonlar1 ve biyolojik olarak biiylimeleri i¢in gereken

genetik bilgileri tagtyan bir niikleik asittir. DNA molekiiliiniin iki ana goreve sahiptir:
-Metabolik olaylarin denetimi
-Kalitim

DNA molekiilii hiicrede kullanilacak olan proteinlere ait bilgiyi tagidigindan dolay1
hiicrede meydana gelen protein sentezinin kontroliinii saglar. Bdylece, enzim
sentezini (biyokimyasal olaylarin kontrolii) saglar. DNA molekiilii kendini esleme

ozelligine sahip oldugundan bilgilerin yeni hiicrelere aktarilmasini saglar.
1.5.1 Plazmid DNA

Plazmidler kromozom dist, ¢ift iplikli, hiicre ¢ekirdegi disinda bagimsiz var olabilen
ve replikasyona ugrama kabiliyeti olan dairesel DNA molekiilleridir [51]. Plazmid
DNA (pDNA); birgok disiplin i¢in kullanilir ve bunlarin basinda; tip, tarim,
molekiiler biyoloji ve endiistri alanlar1 gelir, bu alanlarda plazmid DNA’nin 6nemi
cok biytiktir. Baslica klonlama teknolojisinde, gen terapisinde, enzimatik
modifikasyon uygulamalarinda, DNA asilama ve biiyiikk Olcekte protein iiretmek
iizere pDNA ihtiyact oldukca fazladir. Asilama tekniginde, bagisiklik sistemini
arttirmak; gen terapisinde ise genetik formun modifikasyonunda viral olmayan
vektor olarak islev goriir. Konjiigatif olan cinsi, konjiigasyon esnasinda kromozomal
DNA ve plazmid DNA transferinden yiikiimlii genleri igerir. Nonkonjugatif cins ise
konjugasyonu baglatamaz, kendi transferini denetlemeyebilir, fakat konjugatif
plazmidler destegi ile transfer edilebilirler. pDNA’da fermantasyon igin ¢ok
faydalanilan konake1 Escherichia coli (E.Coli) ‘dir. pDNA’lar, olduk¢a esnek
molekiillerdir. Biyolojik, immiinolojik, viral veya bakteriyel antijenleri iceren ¢ok

sayida gen tiiriinii klonlama yetenegine sahiptir.
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Sekil 1.7. DNA’nin yapisi.
1.5.2 DNA’nin izolasyon islemleri ve saflastiriimasi

E.coli fermantasyondan sonra santrifiij ve ardindan filtrasyon ile ayrilan bakteri
hiicreleri tampon ortaminda, pDNA’nin zarar gérmemesi icin alkali lizis methodu ile
dagitilir. Lizis soliisyonu sodyum hidroksit ve sodyum dodesil siilfat igeren bir
ortamdir. Hiicre duvar1 pargalandiktan sonra hiicre membran komponentleri ¢6ziiniir
hale getirilir ve pDNA’li membran proteinleri denatiirasyona ugratilir. Fakat
pDNA’nin daimi olarak denatiirasyona ugramamasi i¢in pH degeri 12.2-12.4
civarinda sabitlenir. Alkali siispansiyon ¢dzeltinin, potasyum asetat ile birlikte
ndtralizasyonu neticesinde diger komponentler agregasyona ugrar, pDNA ortamda

kalir.

pDNA saflastirilmasi amaci ile organik ¢oziicli ya da tuzlarla ¢oktiirme olusturulup,
boylece bu ajan sayesinde, molekiilleri hidrate edip su molekiilleri miktar1 diistiriiliir.
(Coziinen molekiiliin ylizeyindeki su molekiillerinin ortamdan uzaklagsmasi ile
hidrofobik veya elektrostatik etkilesimler sayesinde biyomolekiiliin ¢okmesine
yardim edecek gruplar meydana gelir. Cokme isleminde en ¢ok kullanilan izopropil
alkol, polietilen glikol veya etiltrimetilamonyum bromiirdiir [52]. pDNA derisik bir
hale getirilir. E. coli, hiicre zarinin parcalanmasi ile acgiga ¢ikan hiicre igeriginin %
1’1 kadar siiper dairesel (SC) formda pDNA bulundurur [53]. Temel safsizliklar;
RNA, gDNA ve endotoksinlerdir. Amacglanan tiir ve kontaminasyonlarin

benzerlikleri (yiik, fiziksel davranis, yap1) izolasyonda sorun olusturur.
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Sekil 1.8. E. coli hiicrelerinin bilesimi [54].

pDNA baz1 ¢oktiirme yontemleriyle konsantre edilip sonraki islemlerde kullanilabilir

[55].

1.5.3 Asilamada ve gen terapisinde plazmid DNA teknolojisi

Son zamanlarda plazmid DNA, gen terapisi ve bilhassa asilama tekniginde yogun bir
ilgi kazanmis durumdadir. Su ana kadar 600°l gegkin plazmid DNA kaynakli gen

terapisi, kanser asis1 ve terapotik asi denemelerine baglanmis durumdadir [56, 57].

Plazmid DNA bazli asilar sitma ve AIDS ile miicadelede olumlu sonuglar vermistir
[58, 59]. Yine son yapilan plazmid DNA bazl as1 ¢alismalar tiiberkiiloz, Hepatit B
ve C’ye kars1 bir¢ok infeksiyon hastaliklar1 i¢in de arastirilmaktadir [60, 61].
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2. LITERATUR OZETLERI

Odabast vd., (2005); poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) bazli manyetik
kiirecikler ile sistemik lupus eritematosus (SLE) hasta plazmasindan anti-DNA
antikorlarin1 uzaklastirmayi hedeflemislerdir. 80-120 pm aralifinda sentezlenen
kiireciklere DNA baglamay1 basarmislardir. Yaptiklar1 ¢alismanin sonucuna gore;
maksimum DNA adsorpsiyonu 87,6 mg/g polimerdir. DNA afinite membranlarin
tekrar  kullanilmasi  noktasinda adsorpsiyon kapasiteleri Oonemli  dlglide

diismemektedir [62].

Odabast vd., (2009); Metal-selatlanmis poli (HEMA-MAH) monolitik kriyojelleri
DNA adsorpsiyonunu incelemek iizere hazirlamiglardir. Maksimum DNA
adsorpsiyonu miktar1 pH 7'de tris tamponu esliginde 32,93 mg/g olarak elde
edilmistir. Hazirlanan kriyojellerin DNA adsorpsiyon/desorpsiyon kapasitesinde
belirgin bir kayip olmadan defalarca kullanilabilecegi gézlemlenmistir. Sonug olarak,
yiikksek miktarlarda DNA adsorpsiyonu i¢in poli (HEMA-MAH) kriyojeller umut
vericidir [63].

Cimen vd., (2015); bakteri lizatindan plazmid DNA'nin saflastirilmasi i¢in mega-
gozenek yapisinda boya afinite kriyojel diskleri hazirlamislardir. Afinite ligandi
olarak Cibacron Blue F3GA kullanilmistir (yiikleme miktari: 68.9 pmol / g polimer).
Yapilan deneyler sonucunda, PHEMA-Cibacron Blue F3GA kriyojel disklerin
pDNA icin yiiksek seciciligi oldugunu ve DNA i¢in afinite gosterdigini
kanitlamaktadir [43].

Ceylan vd., (2013); DNA adsorpsiyon c¢aligmalari i¢in Fe™ takili sporopollen
partikiiller hazirlamis olup monomer olarak 2-hidroksietil metakrilatin (HEMA),
capraz baglayic1 olarak N, N'-metilenbis-akrilamid (MBAAm) ile dogrudan bir
kriyo-kopolimerizasyon teknigi ile siringa igerisinde kompozit bir kriyojel

sentezlemiglerdir. DNA adsorsiyonu 109 mg/g polimer olarak bulunmustur [64].
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Percin vd., (2011); tarafindan yapilan ¢alismada ise, poli (hidroksietil metakrilat-N-
metakriloil-(I)-histidin metil ester) (PHEMAH) bazli siipermakro gozenek yapisina
sahip ve spesifik olarak plazmid DNA saflagtirmak {izere dizayn edilen kriyojeller
hazirlamiglardir. Bu  ¢alismada, PHEMAH kriyojeller, serbest radikal
polimerizasyonu ile {iretilmistir. N-metakriloil-(1)-histidin metil ester (MAH),
psodospesifik ligand ve komonomer olarak seg¢ilmistir. DNA'nin toplam geri
kazanimi % 90 olarak hesaplanmistir. PHEMAH kriyojel disklerinin pDNA i¢in
yiiksek seciciligi vaad ettigini gdstermektedir [65].
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Malzemeler

Deneyde yararlanilan EPS Aksaray Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Fatma Giirbiiz tarafindan iiretilmis ve temin edilmistir.
Monomer olarak Fluka A.G'den aliman 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA)
kullanilmistir (Buchs, Switzerland) ve hidrokinon inhibitorii esliginde indirgenmis
basingta damitilarak kullanilincaya dek +4°C'de korunarak saklanmistir. Amonyum
persiilfat (APS), N,N,N’,N’-tetrametilen diamin (TEMED) ve N’-metilen-bis-
akrilamid Sigma'dan temin edilmistir (St. Louis, USA). Deneylerde kullanilan DNA
Aldrich (Munich, Germany)'den satin alinmistir. Agaroz AppliChem firmasindan
temin edilmistir. DNA izolasyonu ve diger analizler i¢in kullanilan kimyasallar
analitik safliktadir. Deneyde kullanilan su, yiiksek akigh selilloz asetat membran
(Barnstead D2731) Barnstead 3804 NANOPURE" ile ters osmos birimi Barnstead
(Dubuque.IA) RO pure LP® organik/kolloid uzaklagtirilmasi ve iyon degisim dolgu

kolon sistemi kullanilarak saflastirilan aletten yararlanilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Siyanobakteri iiretimi ve EPS ekstraksiyonu

Arthrospira maxima’dan elde edilen hiicre dis1 polimerik yapilar (EPS) kullanilarak
afinite membranlar sentezlendi ve IMAK yéntemi ile DNA adsorpsiyon
performanslar1 incelendi. Bu amagla, A. maxima igin [65] besi yeri kullanilarak
iretimleri gegeklestirildi. EPS ektraksiyonu ve analizi, fiziksel olarak santrifiij ve
sonikatorde 2 dakika ve bunu takiben kimyasal olarak (Formaldehit + NaOH) [66]

daha onceki calismalarda literatiire verildigi gibi yapildi.

EPS miktarim belirlemek icin glukoz standardi ile fenol-siilfirik asit yontemi

kullanild1 [67]. Liyofilize EPS suda ¢6ziindiiriiliip, seyrelttikten sonra 0.2 mL
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alimip, 0.2 mL % 5’lik (w/v) fenol (suda) ve 1 mL % 98’lik (v/v) siilfiirik asit ile
karigtirilarak, 490 nm absorbansda oOl¢iiliip, EPS miktar1 mg/L olarak besi yerinde
glukoz agirligi olarak hesaplandi.

Elde edilen biyopolimerik yapilar, asir1 sismelerini engellemek amaciyla belirli
derisimlerde gluteraldehit (asir1 sismesini engellemek icin ¢apraz baglayici olarak
kullanildi) ile muamele edildikten sonra siringilarda uygun polimerizasyon ortamina

alindi.

Elde edilen biyopolimerik yapilar kriyojellere, polimerizasyon sirasinda gdmiiliip
hazirlanan kriyojellere Fe(NO3)3 (pH 4,5) ¢ozeltisinde Fe** iyonu baglandiktan sonra,
ylizey karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) yardimi ile incelendi.
Caligma kapsaminda Fe*' takili ekstraseliiler biyopolimerik membranlarin sulu

cozeltiden DNA adsorpsiyonuna karst davraniglar: incelendi.

3.2.2 EPS -PHEMA kompozit kriyojellerin hazirlanmasi

Ekstraseliiler polimerik maddelerin (EPS), Poli (2-Hidroksietil metakrilat) (PHEMA)
ile olusturdugu kompozit kriyojelinin hazirlanmasi serbest radikal polimerizasyonu
ile sentezlenmistir [64]. Buna gore: 0,06 mL HEMA monomer olarak ve 40 mg
MBAAm ¢apraz baglayict olarak 2,2 mL deiyonize suda ¢oziinmeye birakildi.
Karigim, ¢oziinmiis oksijeni uzaklagtirmak i¢in 5 dakika azot atmosferine maruz
birakildi. 100 mg EPS polimerizasyon ortamina ilave edildi. %10'luk amonyum
persiilfat (APS, 0,1 mL) ¢ozeltisi karisima koyulmasinin ardindan hazirlanan ¢ozelti
bir buz banyosunda 5 dakika bekletilip sogutuldu. Ardindan, karisim alt ¢ikisi kapali
sistemli plastik siringaya (2,5 mL, i¢ c¢apt yaklagtk 0,5 cm) alindi.
Tetraetilmetilendiamin (TEMED, 0,01 mL) ilave edilip, serbest radikal
polimerizasyonu baglamadan monomer karigimi igeren siringalar, 24 saat siireyle -12
°C'de buzdolabinda bekletildi. Bu islemden sonra, polimerizasyon ¢ozeltisi oda
sicakligina birakilarak tepkimenin tamamlanmasi beklendi. Meydana gelen kompozit
kriyojel baslaticiy1r ve reaksiyona girmeyen monomeri uzaklagtirmak i¢in uzun bir
yikama iglemine tabi tutuldu. Seyreltik HCI ¢o6zeltisi ve su-etanol karigimi yikama
cozeltisi olarak kullanildi ve belirli bir akis hizinda monolitik kriyojel kolondan

gecirildi.

20



3.2.3 EPS-PHEMA kompozit kriyojele Fe3* iyonlarinin baglanmasi

EPS-PHEMA kompozit kriyojellere Fe’* baglanmasi igin yapilan islemler sirasi ile
soyledir; 100 mL, 50 ppm’lik Fe*" iyonlar1 igeren ¢ozelti hazirlanip pH 4,5'e
ayarland1 (0,01M HCI ¢ozeltisi ile). EPS-PHEMA kompozit kriyojeller, peristaltik
pompa ile 1 saat boyunca Fe*' iyonlar1 ile etkilesime birakildi. Fe** iyonlari
baglandiktan sonra Fe3"- EPS-PHEMA kompozit kriyojeller bir giin boyunca saf su
ile yikandi ve daha sonra % 0,02’lik sodyum azid igeren ¢ozeltide +4°C’da
bekletildi. Fe** iyonlar1 kaynagi olarak 1000 ppm atomik absorbsiyon standart
¢ozeltisinden (%10 HNOs igeren) yararlanildi. immobilizasyon isleminden sonra,
Fe** baglangig ve denge ¢ozeltileri iyonlarinin derigimi grafit firml atomik
absorbsiyon spektrofotometresi (AA800, Perkin Elmer, Bodenseewerk, Germany)
araciliiyla saptandi. Adsorplanan Fe*" iyonlari, baslangi¢ ¢ozeltisindeki Fe** iyonlari

ve dengedeki ¢ozeltide Fe** iyonlarindan faydalanilarak hesapland: (Esitlik 3.1).

0 = [(Co-C)V]/m (3.1)

Buradaki esitlikte, O; 0,1 g EPS molekiillerine adsorplanmis olan metal iyon
miktarini (mg/g); C, ve C sirast ile sulu ¢ozeltide bulunan metal iyonunun baslangic
ve son derisim degerini (mg/mL); V sulu fazin hacmini (mL); m ise deneyde

kullanilan kompleksin miktarini (g) gostermektedir.

Fe** baglhh EPS-PHEMA kompozit kriyojellerde Fe*" sizma kontrolii, pH 4-8 arasinda
olan ve 1,0 M NaSCN bulunan bir ortamda kontrol edildi. Fe** -EPS-PHEMA
kompozit kriyojeller 24 saat oda sicakliginda karistirildi. Elde edilen ¢ozeltiler, AAS

cihazinda okundu.

PHEMA ve EPS-PHEMA kompozit kriyojeller, taramal1 elektron mikroskobu (SEM)
ile yiizey morfolojileri agisindan incelendi. Ornekler, saf suda sisirildikten sonra
mutlak alkolde beklemeye alindi. Boylece, ornekteki su molekiilleri ile etanol
molekiillerinin yer degisimi saglandiktan sonra, drnekler 60°C’da vakum etiiviinde
alkoliin buharlasmas1 igin bekletildi. Ornekler iigboyutlu yapilarin1 kaybetmeden

SEM incelemesine alindi.
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3.2.4 Fe** takih EPS-PHEMA kompozit kriyojelin sisme testleri

Fe** takii EPS-PHEMA kompozit kriyojelin sisme deneyleri, deiyonize sudaki
denge sisme oranlarinin saptanmasi ile hesaplandi. Denge sisme oraninin
saptanmasinda kullanilan yontem soyledir: 60°C'da vakum etiiviinde kurumaya Fe?*
takili EPS-PHEMA kriyojel hassas bir sekilde tartilmasindan sonra, damitik su (20
mL) bulunan bir behere konuldu. Belirli sicaklikta 25+0.5°C'de yaklasik 2 saat
bekletilmesinin ardindan, Fe** takili EPS-PHEMA kriyojel alindi ve SCALTEC
marka terazi (Germany) ile (1x 10 duyarlilikta) tartildi. Kuru ve sismis Fe** takili
EPS-PHEMA kriyojel agirliklar1 kaydedildi. Her kriyojelin su igerigi Esitlik 3.2'de

belirtilen denklem ile ayr1 ayr1 hesaplandi:
Sisme oram1 = (Ws-Wo)/Wo x100 (3.2)

Bu esitlikte; Wo: kuru agirlik (g) Ws: sistikten sonraki agirligi (g) temsil etmektedir.
Ayrica Fe’* takili EPS-PHEMA kriyojelin  sahip oldugu makrogdzeneklilik
yiizdesinin saptanmasi i¢in faydalanilan yontem de su sekildedir:

Denge sisme oranini tamamlamis olan 6rnek kriyojel (W1) tartildi. Ardindan, sigmis
kriyojel numunesi bir enjektore alindi ve kriyojelin makrogdzeneklerindeki suyun
giderilmesi icin kriyojel enjektdr vasitasi ile sikildi ve kriyojeller (W2) tartildi.
Kriyojellerdeki makrog6zeneklilik yiizdesi Esitlik 3.3'den faydalanilarak hesaplandi.

Makrogozenek miktar1 (%) = [(W1-W2)/Wi] x 100 (3.3)

3.2.5 Sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu

Sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu incelenirken; ortam pH’si, baslangic DNA
derisimi, akis hizi, iyonik siddet vesicaklik gibi parametrelerin adsorpsiyon iizerine
etkileri incelendi. Fe** bagh EPS-PHEMA kompozit kriyojeller su ile yikanmasinin
ardindan (30 mL) sonra 20 mL ¢alisma tamponu, 0,5 mL/dk akis hizinda 20 dakika
boyunca kolondan gecirildi. Caligmalar 25°C’da gergeklestirildi. Adsorpsiyona ortam
pH'sinin, DNA adsorpsiyonuna etkisi incelenirken, 0,05 mg/mL’lik DNA
derisiminde ve pH 5 ile 8 araliginda ¢aligmalar yapildi (pH 5 ile 6 arasi asetat, pH 7
ile 8 arast MOPS (3-Morfolinopropan-1-siilfonik asit tamponu). Baglangi¢ derisim
miktarinin adsorpsiyona etkisi ise pH 6 asetat tamponunda, 0-2,0 mg/mL baglangi¢
derisimine sahip DNA c¢ozeltileri ile deneyler yiiriitiildii. Bu ¢aligmalarda, deneysel

ve teorik maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin saptanabilmesi hedeflenmistir. Sulu

22



ortamdan DNA adsorpsiyon performanslarinin sicaklikla degisimi 5°C, 15°C, 25°C
ve 35°C sicakliklarinda incelendi. Sicaklik taramasi i¢in, siirekli sistemde su ceketli
cam kolon sisteminden yararlanildi. Iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi, pH 6’da
0,05 mg/mL DNA c¢ozeltisinin NaCl derisimin 0-3,0 M arast degistirilmesi ile
gerceklestirildi. Akis hizinin adsorpsiyon tizerine etkisi ise, pH 6’da 0,05 mg/mL
DNA c¢ozeltisinin 20 mL’sinin, 0,5-1,5 mL/dk arasinda akis hizlariyla kolona

gonderilmesi ile incelendi.

Yiiriitiilen deneylerin her asamasinda adsorplanan DNA miktar1 (adsorpsiyon Oncesi
ve  adsorpsiyon  sonrasinda  ortamdan alman  ¢ozeltilerin), = UV-VIS
spektrofotometrede (Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601) 260 nm dalga

boyunda okutulmasi ile saptand1 ve Esitlik 3.4’den yararlanildi.
Q=1[(Co-C) V]/m (3.4)

Burada Q; Fe** baghi EPS-PHEMA kompozit kriyojellerde adsorblanan DNA
miktarin1 (mg/g), Co; DNA c¢oOzeltisindeki baslangic derisimini (mg/mL), C;
adsorpsiyon sonrast sulu fazin DNA konsantrasyonu (mg/mL), V; ¢ozeltinin hacmini
(mL) ve m ise deneyde kullanilan Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin

kiitlesini (g) vermektedir.

3.2.6 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

DNA desorpsiyonunda, desorpsiyon ajani olarak 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanildi. DNA
adsorplanmig Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojel kolonlardan desorpsiyon
ajani,1 mL/dk akis hizinda ve 20 dakika siire ile gecirildi. Desorpsiyon ortamindaki
DNA miktar1 260 nm'de spektrofotometrik yoOntem kullanilarak saptandi.
Desorpsiyon sirasinda ortamdaki DNA derisimi ile kriyojele adsorbe olan DNA

miktarindan desorpsiyon orani Esitlik 3.5'ten yararlanilarak bulundu.

% Desorpsiyon -Desorpsiyon ortamina salinan DNAx 100 3.5)
Adsorplanan DNA

Fe** baglh EPS-PHEMA kompozit kriyojelin defalarca kullanilabilirliginin
belirlenebilmesi adina ayni adsorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon adimlar1 35 defa
gergeklestirildi. Desorpsiyon islemlerinin hepsinin ardindan, Fe** bagli EPS-PHEMA
kompozit kriyojeller, 50 mM NaOH ¢ozeltisi ile rejenerasyon ve sterilizasyon igin

temizlenip yikandi ilgili caligma tamponu ile dengeye getirildi.
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3.2.7 E.coli DH5a lizatindan faydalanilarak plazmid DNA saflastiriimasi

Bakteri kiiltiirii Aksaray Universitesi Biyoloji Boliimii'nde Ars. Gor. Dr. Demet
Erdonmez’den temin edilmistir. Bakteri kiiltiir ortamindan izole edilen pDNA, sulu
cozeltiden adsorpsiyon caligmalarinda saptananstandart kosullar dikkate alinarak ve

asagidaki yontem uygulanarak saflagtiriimistir.

pMAD plazmidi igeren E.coli DH5a susundan alkalin lizis medodu ile plazmid DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. 1,5 mL Luria Bertani-ampisilin igeren siv1
besiyerinde tiretilen E.coli kiiltiirii, 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen pellet,
tizerine 200 pL 50 mM Tris-10 Mm EDTA soliisyonu ve 4 pL. RNAz eklenerek
vortekslendi. 200 pL 0.2 M NaOH ve %1 SDS soliisyonu eklenerek karigim el ile alt-
iist edildi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Son olarak eldeki karisimin iizerine 200
puL 2.55 M KAc pH 4.8 ¢ozeltisinden eklenerek 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip,
iist faz yeni bir tlipe aktarilarak {izerine esit hacimde izopropanol eklendi ve 12.000
rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen tiipteki tiim siipernatan bosaltildi ve
iizerine 300 uL %70’lik etanol soliisyonundan eklenerek 12.000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Tipteki tim etanol bosaltilarak plazmid DNA bulunan tiipler oda
isisinda kurumaya birakildi. Elde edilen DNA’lar 30 pL dH>O igerisinde ¢oziilerek
caligmalarda kullanildi. Plazmid DNA spektrofotomerik o6l¢iimle elde edilen
A260/A280 oran1 goz Oniline alinarak hesaplandi. Bakteri lizatindaki ve eliisyondaki,
plazmid oranmin belirlenebilmesi i¢in nano drop spektrofotometresinden

(NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers, Thermo Scientific) yararlanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Fe** takih EPS-PHEMA Karakterizasyonu
4.1.1 EPS-PHEMA kompozit kriyojele Fe3* iyonlarinin immobilizasyonu

EPS-PHEMA kompozit kriyojellere ve bos PHEMA kriyojellere, Fe*" baglanma
miktarlar sirasiyla, 22,5 mg/g ve 3,8 mg/g olarak bulundu. Sonuglardan, 18,7 mg/g
lik bir Fe’" miktarmin EPS farkindan kaynakli oldugunu gostermektedir. EPS-
PHEMA kompozit kriyojel kolona Fe** ¢ozeltisi gonderilmeden oOnceki ve
gonderildikten sonraki cozeltiler Sekil 4.1°de verilmistir. Ayrica, Fe’™ ¢ozeltisi
gecirilmis EPS-PHEMA kompozit kriyojel ile bos kriyojel kolonlarin optik
fotograflari da Sekil 4.2°de verilmistir. Sekillerden de goriilmektedir ki, EPS’nin Fe**

iyonlarinin baglanmasi {izerine oldukga yiiksek bir etkisi bulunmaktadir.

Sekil 4.1. EPS-PHEMA ve PHEMA kriyojele Fe** iyonlarinin immobilizasyonu
sonucu olusan final ¢ozeltileri.
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Sekil 4.2. EPS gomiilii ve bos kriyojele Fe** iyonlarinin immobilizasyonu sonucu
olusan kriyojeller.

4.1.2 Fe** takih EPS-PHEMA Kkriyojelin sisme testleri

Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojeller, ¢apraz bagl olup hidrofilik formda
destek matriksleridir. Diger yandan; bu kompozitler, siingerimsi ve elastik yapidadir.
Yapisindaki ¢apraz-bag oranina ve destek matriksin hidrofilitesine iligkili olarak
yapilarina su alarak siserler. Fe’" bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin
gozenekleri igerisindeki su elle kolaylikla sikilabilecek seviyededir. Su ile muamele
edilen kriyojel parcast kisa bir siire igerisinde asil boyut ve seklini tekrar
kazanabilmektedir. Kriyojellerin sisme testleri yapilirken, su ile sisirilmis hacim,
Kriyojelin gozenekliligi ve toplam su fraksiyonu gibi parametrelere bakilir. Su ile
sisirilmis hacim incelenirken, belirli bir par¢a kriyojel su ile dengeye getirilidikten
sonra, i¢inde belli hacimde su bulunan bie meziire birakilir. Meziiriin baslangig
hacmi V; ile son hacmi V> arasindaki fark olan ¥, hesaplanir.

Vo=V2-Vi (4.1)
Su ile doyurulmus kriyojelin miktar1 (m,), ve sikilmis miktar1 da (m,) gram olarak
tartildiginda, suyun yogunlugu p. olarak dikkate alinir ve asagidaki formiille
kriyojelin gbzenekliligi (¢) hesaplanir:

0= (M - ms)pwVox100 (4.2)
Son olarak, toplam su fraksiyonu (7SF) ise, 60°C’ta kurutulmus kriyojelin gram
agirihigida (mq) kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir:

TSF = (mw - ma)lpwVo x100 (4.3)
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Yukaridaki formiiller kullanilarak, 7SF ve ¢ sirastyla %94 ve 69 olarak bulunmustur.
Bu sonuglardan, kriyojelin mikrog6zenekli duvarlarinin, yaklasik %25 su tuttugu

sonucu ¢ikartilabilir.

ERmr e
0

Sekil 4.3. Polimerizasyonu tamamlanmisve su ile sisirilmis Fe** bagli EPS-PHEMA
kompozit kriyojel.

4.1.3 Taramah elektron mikroskop ile karakterizasyon

Bos PHEMA, EPS ve EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin yiizey yapilarini analiz
etmek amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Ug yapinin da
SEM goriintiileri Sekil 4.5 A, B ve C'de verilmistir. Alinan mikrograflardan da
goriilecegi lizere, bos PHEMA genis gozeneklere ve diisiik yiizey alanina sahip bir
polimerik yapidir. EPS ise fazla gbzenekli olmayan fakat engebeli bir y1gin yiizeye
sahip iken, iki yapinin kompozit olmasi, gdzenekli ve daha genis bir yiizey alan1
sunmaktadir. EPS yapisi, kriyojelin ¢eperlerine homojen olarak dagilarak, bos
kriyojele gore daha genis bir ylizey alani saglamistir. DNA gibi biiylik molekiiler
yapilara sahip maddeleri barindiran hareketli fazin bile, gézeneklerde konvektif akist
sebebi ile kiitle aktarim direnci pratik olarak ithmal edilebilecek seviyededir. Bu

durum adsorplanan DNA miktarinin artmasiyla sonuglanmistir.
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WD | mag HV det | HFW | tilt
9.6 mm | 800 x| 10.00 kV| ETD| 373 um | 0

WD mag HV det | HFW | tilt 10 pm-
9.6 mm |800 x| 1.00 kV|ETD|373 um |0

6/15/2017 | det HV mag | spot WD
4:20:07 PM |ETD | 30.00 kV 800 x| 3.0 | 9.2 mm

Sekil 4.4. A. Bos Kriyojelin; B. EPS’nin; C. EPS-PHEMA kompozit kriyojelin SEM
gorlintiileri.
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4.2 Fe** bagh EPS-PHEMA Kompozit Kriyojellere DNA Adsorpsiyon
Cahismalan

4.2.1 pH'nin etkisi

Immobilize metal afinite kromatografisinde DNA adsorpsiyonu esas olarak metal
iyonlar1 ile fosfat omurgasi veya DNA bazlar arasinda gerceklesir. DNA’nin
izoelektrik pH’s1 5 civarindadir. Bu pH’nin iizerinde DNA negatif yiikleneceginden,

DNA adsorpsiyonu zayif alkali pH degerinde maksimum goézlenir [64].

Sekil 4.6'da Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojele DNA adsorpsiyonuna
pH'nin etkisi verilmistir. Grafikten goriilecegi gibi, DNA adsorpsiyonu pH 6'da
maksimumdur. Bu pH degeri yukarida belirtilen literatiir ¢alismasint da
desteklemektedir. pH faktorii arayiizeyde bulunan kovalent olmayan etkilesimlerle
yonetilen afinite kromatografi metodunda biiyiik bir rol oynamaktadir. Bu pH degeri

altinda ve iizerindeki pH’ larda adsorpsiyon kapasitesi diismektedir.

—_— —
W o
1 )

—
[\
1

Adsorbe DNA (mg/g polimer)

pH

Sekil 4.5. DNA adsorpsiyonuna pH'nin etkisi (pH 6-8: Asetat tamponu; pH 5-6:
MOPS tamponu; 7-8. Co: 0,05 mg/mL, akis hizi: 0,5 mL/dk, T: 25°C.

4.2.2 Adsorpsiyona DNA baslangi¢ derisiminin etkisi

Sekil 4.6'da, Fe’" bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellere DNA adsorpsiyonuna
baslangic derisiminin etkisi gdsterilmistir. Caligilan derigsim taramasinda, 1
mg/mL’den itibaren denge adsorpsion degerine yaklasildigi, 2 mg/mL derisimde ise
39,7 mg/g polimer ile maksimuma ulastif1 goriilmektedir. Yapilan deneyler
sonucunda, Fe** takili EPS-PHEMA kriyojele DNA adsorpsiyonu oldukga yiiksektir
(39,6623 mg/g polimer). Sekil 4.6’dan da anlagilacag1 gibi, adsorpsiyon aktif

29



bolgeleri doygunluga ulastigindan dolayi, 2mg/mL lik baslangic DNA derisiminde
adsorpsiyon platoya ulasmistir. Bu derisimden itibaren, Fe’" bagli EPS-PHEMA
kompozit kriyojellerin 6zgii etkilesim gruplarinin, DNA molekiilleriyle doygun hale
gelmesiyle adsorpsiyon hizinda bir yavaslama oldugu diisiiniilmiistiir [68]. Ayrica,
Fe**bagli EPS katkismin adsorpsiyona etkisini gormek igin bos PHEMA kriyojelin
DNA'ya karst davranisi incelenmis ve ihmal edilebilecek kadar diisiik seviyede

oldugu gozlenmistir.

rL
1

e=g==Fc"bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojel
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E

2 30 -

o0 ==gr==Bos PHEMA kriyojel
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Sekil 4.6. DNA adsorpsiyonuna baslangi¢ derisimin etkisi; pH 6 asetat tamponu;
akis hizt: 0,5 mL/dk; T: 25°.
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Sekil 4.7. DNA adsorpsiyonunun zamana kars1 grafigi.
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4.2.3 Adsorpsiyon izotermleri

Literatiirde, protein ve protein baglayici bolgelerdeki etkilesimlerin Langmuir
izotermi ile ifade edilebilecegi gosterilmistir [69]. Aslina bakilacak olursa,
adsorpsiyon bir denge reaksiyonu olup, ¢ozelti belirli seviyede adsorplayict ile
etkilestirildiginde, ¢ozeltide adsorplanan miktar derisimi, adsorplayici ylizeyindeki
gruplarla dengeye gelene kadar diiser. Adsorpsiyon dengesi olustuktan sonra,
adsorplanan maddenin ¢ozelti ortamindaki derisimi sabit kalir. Genellikle,
adsorplanan madde seviyesi, belirli bir sabit sicaklikta konsantrasyonun bir
fonksiyonu olarak saptanir. Sabit sicaklik ve denge hallerinde c¢ozeltide kalan
¢ozlinen derisimine karsi, birim adsorplayict madde agirliginda, adsorplanan ¢dziinen
madde miktar1 grafigi cizilerek adsorpsiyon izotermi adi verilen bir fonksiyon
olusturulur. Langmuir izotermine uyumlu kiitle-transfer hiz esitligi tanimlanmistir

(Esitlik 4.4).
dq/dt = kICs(Qm - Qs ) 4 k;’.Qs (44)

Bu esitlikteki Ce serbest molekiil, Q. adsorplanan molekiil derisimi, gm molekiiliin
en yiiksek baglanma kapasitesinin dl¢iisii ve ¢ zamani ifade eder. Hiz sabitleri &; ve k2
kiitle transfer engellemesini de hesaba katarak molekiiliin adsorplayici bolgelerine
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinii  belirten “toplu” parametrelerdir. Biitiin
baglanma bolgelerinin es enerjiye sahip ve birbirinden bagimsiz ve dengede olusan
etkilesimin bir noktadan meydana geldigi farzedilirse, Esitlik 4.4 ve Esitlik 4.5'de

gosterilen adsorpsiyon izotermine ¢evrilebilir.

Qs = Qm Ce/(.K'd + Cs) (45)

Burada Ky ayrisma sabiti olup [(k2/k;); ileri ve geri tepkime hizlarinin birbirine
orani]. Kd konsantrasyonun bir dl¢iitiidiir ve kii¢lik degerlerde molekiiliin baglanma
potansiyeli kuvvetlidir. Polimerin yiizeyinde bulunan bagimsiz bulunan etkilesim
bolgelerinin mevcudiyetinin gecerliligini belirtmek i¢in Esitlik 4.6'daki ig¢in
semireciprocal (yarim-tarafli diizenleme) esitligi ¢alisilmistir ve olusturulan grafik
Sekil 4.6'da verilmistir [70].

€/ Qs = Ka/Kp + Cof Qp (4.6)
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C.: Adsorpsiyon ardindan dengede olan maddenin derisimi (mg/mL)
Q.: Birim adsorbent iizerinde tutunan maddenim miktar1 (mg/g adsorbent)
Om: Adsorbentin maksimum tutma kapasitesi

Kg: Ayrigma sabitidir

0,06
y =0,0242x + 0,0021
0,05 R?=0,9987 *
0,04
) -
< 0,03
O .
0,02
-
0,01
..
o
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Ce

Sekil 4.8. Fe’* takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA igin Langmuir adsorpsiyon
izotermi.

Yukaridaki grafikte verilen egim //Q.'yi dogrunun y eksenini kestigi nokta ise
K/Qn'yi belirtmektedir. Adsorpsiyon karakterlerini belirlemek icin yararlanilan diger
bir izotermse Freundlich olarak adlandirilan adsorpsiyon izotermidir. Langmuir
adsorpsiyon izoterminde; tek tabaka adsorpsiyon iglemi ile olusurken, Freundlich
adsorpsiyon izotermi tek tabakadan ibaret degildir. Freundlich ¢dozeltilerin
adsopsiyon karakterini belirlemek i¢in Esitlik 4.7 ¢ikarilmistir. Bu ¢ikarimda, Esitlik
4.8'deki gibi uyarlanmis olan grafik Sekil 4.9'da gosterilmistir.

Oc = K;.C" (4.7)

InQ. = I/n.InC. + InKy (4.8)

C.: Adsorpsiyon ardindan dengede olan maddenin derisimi (mg/mL)

Q.: Birim adsorbent iizerinde tutunan maddenim miktar1 (mg/g adsorbent)
K. Freundlich adsorpsiyon sabiti (mg/g)

n: Adsorpsiyon yogunlugudur
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Sekil 4.9. Fe** takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA i¢in Freundlich adsorpsiyon
izotermi.

Verilen dogrunun Sekil 4.9'da gosterildigi gibi y eksenini kestigi nokta Krdegerini
verirken, egim 1/n'yi vermektedir. Burada adsorpsiyon prosesinin, n >1 degeri uygun

oldugunu belirtmektedir [71].

Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden saglanan veriler 1s18inda

Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Fe** takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA i¢in Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon sabitleri ve korelasyon katsayilari.

Langmuir sabitleri Freundlich sabitleri
Om B R’ Ky N R’
41.32 11.52 0,9987 36.55 4.09 0.9639

Cizelge 4.1’deki korelasyon katsayilarima baktigimizda, Langmuir adsorpsiyon
izoterminin bu ¢aligmaya daha elverisli oldugunu sayisal olarak gérmekteyiz. Bu

sonuglar, adsorpsiyonun tek tabakali bir adsorpsiyon oldugunu gostermektedir.

Izoterm davramgmin adsorpsiyon sistemlerinde “tercihli” ya da “tercihsiz” olmak

iizere belirlemesinin de bir 6l¢iitii olabilecegi literatlire girmistir [72].

Langmuir izoterminin kayda deger karakteristikleri, boyutsuz bir sabit olan ayirma

faktorii veya denge parametresi ile, R cinsinden Esitlik 4.9'daki gibi tanimlanabilir:
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R =1/(1+5Co)

Co: Baslangi¢ DNA konsantrasyonu (mg/mL)

b: (1/Kd) Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir (mL/mg)

Cizelge 4.2. Ayirma faktoriinlin izoterm sekline etkisi.

(4.9)

R: Degeri Izoterm Tiirii
Ri>1 Istemsiz

R =1 Lineer

0< R:<1 Istemli

R =0 Tersinmez

Fe** takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA adsorpsiyonuna, DNA baslangig

derigsimleri i¢in hesaplanan R; degerleri Cizelge 4.3'te belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Langmuir esitligine dayali R, degerleri.

DNA Derisimi (mg/mL) R,
0,05 0,634
0,1 0,464
0,2 0,302
0,5 0,148
1,0 0,079
1,5 0,055
2,0 0,042

Cizelge 4.3'de goriilecegi tizere R;degerlerinin 0 ile 1 arasinda olusu Fe** takili EPS-

PHEMA kriyojellerin DNA adsorpsiyonuna kars1 istemli oldugunu gostermektedir.

4.2.4 Adsorpsiyon kinetigi modellemesi

Adsorpsiyon kontrol mekanizmasini incelemek icin kiitle transferi ve kinetik

modeller gibi deneysel veriler kullanilir [73]. Sekil 4.7°den yola c¢ikarak kinetik

modelleri tiiretildi. Kinetik modeller, pseudo (yalanci) birinci ve ikinci derece

denklemleri) dl¢iilen konsantrasyonlarin adsorbentin yiizey konsantrasyonlarina esit

oldugu varsayilarak kullanilabilir. Lagergren'in birinci dereceden hiz denklemi sivi

bir ¢ozeltideki ¢oziinen maddelerin adsorpsiyon islemlerinde en yaygin olarak

kullanilanlardan olup asagidaki temsil edilebilir:
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dq./d, = k(9. — q.) (4.10)

ki, Pseudo-birinci derece adsorpsiyonunun hiz sabiti (1/dk) ve g., and g ise ¢

zamaninda dengede olan adsorbe protein miktarini (mg/g) verir.
log [q.q/ (92 — 9.)] = (k4t)/2.303 (4.11)
Sinir kosullart uygulandiktan sonra,
t=0'da g, =0 ve ¢t = t'de g—=q:, degerlerini verir.
Esitlik 11°deki denklemin diizenlemesi ile denklemin lineer formu elde edilir.
log(q., —q.) = logq,, — kyt/2.303 (4.12)

Kinetik modelin uygulanabilirligini dogrulamak icin, logg., 'ye karsi lineer diiz bir
cizgi vermelidir. Gergek birinci mertebeden bir islemde, logge,, ¢izginin altinda
kalan alanin ¢ lizerinden log(qge,-q:) kesisme noktasinaesit olmalidir. Buna ek olarak

ikinci derece denklem esitligi agagidaki formdaki gibi ifade edilebilir.
d,/d, = k(9. — q.)° (4.13)

Bu esitlikte 4> (g/mg.min), adsorpsiyon siirecinde goriiniir birinci dereceli denklemin
hiz sabitidir. Esitlik. (12) ile biitiinlesen tepkime sonucunda /=0 aninda ¢~ 0, g=q:

aninda ¢ = ¢ sonucuna neden olur.

1/(eg — a:) = (1/q.5) + kst (4.14)

Gerekli diizenlemeler sonucunda dogrusal formu asagidaki esitlige denk olur.
t/q. = 1/(kyquy") + (1/q.0)t (4.15)

Ikinci dereceden bir iz denklemi igin (#/g;) kars1 grafik ¢izimi, uygulanabilirlik i¢in
dogrusal bir iligski vermek zorundadir. Dengedeki adsorpsiyon olan (g.,) ve hiz sabiti

olan (k>) grafik {izerindeki kesisim ve egimden elde edilebilir.

Sekil 4.10 ve 4.11°deki pseudo birinci ve ikinci derece grafiklerdeki R*’lerinden,
birinci derece R? degerlerin daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu da etkilesim de

fiziksel etkilesimlerin baskin oldugu yorumunu ¢ikarmaktadir [74].
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Sekil 4.10. Fe** takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA igin birinci dereceden kinetik

modellemesi.
1.5 -
o y=-0,0422x+0,9356 ®Seri
R*=0,9623 1
1 - $ . .
., y=-0,061x+0,9894 @ Seri
e N R2=10,964 2
Qs fi y=-0,0763x+1,2997 @ Seri
= RZ=0,9366
4
§0 , y=-0,0771x+1,475 oSeri
~ T T ey, T 2= 3 9
& . 10 s Ry=00938 ot
2 B
g y=-0,0657x+1,3608 @ Seri
-0.5 - S
= , RZ=0,9909 5
s y=-0,0918x+1.,7373 e Seri
i’ 4 R>=0,8809 6
y=-0,0925x+1,8236 ..
-~ £ bl .‘ .
R2=0,9455 il
-1,5 - t (zaman)
Sekil 4.11. Fe** takili EPS-PHEMA kriyojellerin DNA igin ikinci dereceden kinetik
modellemesi.

4.2.5 Tyonik siddetin etkisi

Fe** bagh EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin DNA adsorpsiyonuna tuz

konsatrasyonu (NaCl) etkisi de arastirilmustir. Iyonik siddet derecesi ile baglanma
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giiciiniin zayifladig1 goriilmiistiir. Bu durum iki sekilde yorumlanabilir. Ilk olarak,
tuz iyonlar yiik-yiik etkilesiminde bulunarak baglanma bdlgelerini kapatabilme
olasilig1 yiiksek bir ihtimal olup, ikinci etken ise iyonik siddet arttikga Fe’' bagh
EPS-PHEMA kompozit kriyojeller DNA arasinda elektrostatik itmeler sebebi ile
adsorpsiyon kapasitesi diigmektedir. Adsorpsiyon ortaminda tuz derigsiminin artmasi
ile tuz ¢ozeltisindeki klor iyonlar1 ile demir iyonu koordinasyonuna sebep olmakta bu
olay ise diisiik adsorpsiyonuna yol ag¢maktadir. Ortamdaki tuz konsantrasyonu
fonksiyonel gruplar1 maskeler ve bu sonugla birlikte DNA adsorpsiyon kapasitesi
oldukca azalir [75].
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Sekil 4.12. DNA adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi. DNA derigimi: 0,05 mg/mL;
pH 6 asetat tamponu; akis hizi: 0,5 mL/dk; T: 25°C.

4.2.6 Akis hizinin etkisi

Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellere adsorplanmis olan DNA miktarina
akis hiz1 ile iligkisi Sekil 4.13'teki gibidir. 0,5 mL/dk'dan 2 mL/dk'ya akis hizinin
cikmasi ile DNA adsorpsiyon kapasitesi 16,14 mg/g'dan 8,60 mg/g'a inmektedir.
Akis hizindaki degisim 0,5 mL/dk'dan 2 mL/dk'ya ¢ikmasiyla kolondan gecen DNA
¢Ozelti hacmi artmakta ve dolayisi ile DNA’nin Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit
kriyojel kolonundan alikonma zamani diigmektedir. Birim zamandaki akis hizinin
azalmasi ile kolon i¢inde DNA ile ligand arasindaki etkilesim zamani artar.
Boylelikle, DNA molekiillerinin kriyojelin gozenekli duvarlarma yayilmasi, Fe*
bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojele baglanmasi i¢in uygun siire alacagindan daha

iyi bir DNA adsorpsiyon kapasitesi gézlenir. Bunun yan1 sira, kolonun ¢aligmast igin
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kriyojel devamli olarak taze bir DNA c¢ozeltisiyle etkilestirilmektedir. Sonugta
kolondaki fonksiyonel gruplar ile temas eden ¢ozelti icindeki DNA derisimi nispeten
sabittir. Ayrica kriyojelin makrogdzenekleri agik, genis bir kanal olusturacak sekilde
birbirilerine baghdir. Hareketli DNA fazi, bu kanal sistemlerinden gegerek Fe’*
iyonlarina tagmir. Bu olgu, hareketli DNA faz1 ile sabit Fe*" bagli EPS-PHEMA

kompozit kriyojel faz1 arasinda konvektif akisa imkan verir.

18 1

15 1

Adsorbe DNA (mg/g polimer)

O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Akis hiz1 (mL/dak)

Sekil 4.13. DNAadsorpsiyonuna akis hizinin etkisi. DNA derisimi: 0,05 mg/mL; pH
6 asetat tamponu; T: 25°C.

4.2.7 Sicakhigin etkisi

DNA adsorpsiyonuna sicakligin etkisi 5°C-35°C arasinda ¢aligildi. Fe** bagli EPS-
PHEMA kompozit kriyojellerin DNA denge adsorpsiyonu sicakligin artmasiyla
artmistir ve maksimum adsorpsiyona 25°C’de ulasilmistir (Sekil 4.14). 25°C
sicakliginin lizerinde adsorpsiyon kapasitesinde diisiis gozlenmistir. Sicakligin
artmast ile DNA’nin adsorpsiyonun diigmesinin nedeni, baglanmada elektrostatik

etkilesimlerin baskinligina atfedilebilir.
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Sekil 4.14. DNA adsorpsiyonuna sicakligin etkisi, DNA derisimi: 0,05 mg/mL, pH 6

asetat tamponu; akis hizi: 0,5 mL/dk.
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Sekil 4.15. DNA adsorpsiyon ve desorpsiyon dongiisiiniin agamalari.
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4.2.8 Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Afinite kromatografisinin son basamaginda hedef, adsorplanan biyomolekiiliin
miimkiin olan en yiiksek derisimde ve en kisa siirede desorplanmasidir. Bu iglem, her
basamagin ardindan afinite adsorbentlerinin rejenerasyon etkinliginin saptanmasi i¢in
onemlidir. Burada yapilan ¢alismada, desorpsiyon ajani olarak 1 M NaCl kullanild1
ve adsorplanan DNA’nin %95’inden fazlas1 desorbe edildi. Desorpsiyonda yiiksek
oranda iyi sonuglar alinmasi NaCl’nin, DNA i¢in uygun bir desorpsiyon ajani
oldugunu kanitlamistir. Kriyojellerin defalarca kullanilabilir oldugunun gosterilmesi
icin, adsorpsiyon-desorpsiyon adimlari, ayni kriyojeller kullanilarak 35 kez tekrar
edildi. Bu adimlardan sonra, kapasite %5 oraninda diigmiistiir. Adsorpsiyon-
desorpsiyon deneylerinden sonra ise, Fe’* bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin
seklinde kayda deger bir degisim gdézlenmemistir. Bu olay kullanilan sorbentlerin

kararliligin1 gostermektedir.

4.2.9 E.coli lizatindan faydalanilarak plazmid DNA saflastiriimasi

Bakteri kiiltiir ortamindan izole edilen pDNA, sulu ¢d6zeltiden adsorpsiyon
caligmalarinda saptanan standart kosullar dikkate alinarak saflagtirilmistir. Plazmid
DNA nanodrop spektrofotometresi yardimi ile 260 nm’de okunmustur. Nanodrop
cihazindan alman grafikler dogrultusunda adsorpsiyon oOncesi 4126.1 ng/uL
seviyesindeki E.coli lizatindaki plazmid DNA orani, adsorpsiyon iglemi sonrasinda
271.2 ng/uL seviyesine kadar diismiistiir. Elde edilen bu veri ile Fe** baglh EPS-
PHEMA kompozit kriyojellerin pMAD plasmidini %93,42 oraninda tuttugu
goriilmektedir. Desorpsiyon isleminden sonra alinan spektrofotometrik sonug¢lardan
da goriilecegi iizere ortamda 1320.1 ng/puL plasmid DNA oldugu, tutunan DNA’nin
2534.8 ng/uL ile %65°1lik kisminin kolondan ayrilmadigr goriilmektedir. Grafiklerde
herhangi bir kirilma olmamasi Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin, DNA
saflagtirilmasi i¢in uygun bir sorbent oldugunu net bir sekilde gostermektedir.

Cizelge 4.4. Bakteri kiiltiir ortamindan izole edilen pDNA’larin nanodrop
spektrofotometre 6l¢iim sonuglari.

Adsorpsiyon Oncesi 4136,1 ng/pl
Adsorpsiyon Sonrasi 271.2 ng/ul
Desorpsiyon Sonrasi 1320.1 ng/pul
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasi ile, DNA’nin sulu ortamdan etkin bir bigimde adsorpsiyonu i¢in,
yeni nesil bir sorbent olan Fe** bagh EPS-PHEMA kompozit kriyojeller
tasarlanmigtir. Hazirlanan sorbentin toplam su fraksiyonu ve gozenekliligi %94, %69
olarak belirlenmistir. Taramali elektron mikroskop (SEM) fotograflarindan kriyojel
yapisinin, genis akis kanallarina ve siiper makrogozenekler gibi 6zellikleri kompozit
kriyojelin geleneksel jellere gore iistiinliikleridir. Sulu ortamdan DNA adsorpsiyon
caligmalari, Fe** takili EPS-PHEMA kriyojeller ile yiritilmiistir. En yiiksek
adsorpsiyon kapasitesi pH 6 asetat tamponunda, 2 mg/mL baslangic DNA
konsantrasyonunda, 25°C sicaklikta, 0,5 mL/dk akis hizinda ve 39,7 mg/g polimer
olarak hesaplanmistir. Adsorpsiyon oOzelliklerini belirlemek i¢in Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermlerinden yararlanilmis ve 0,9987 korelasyon
katsayisina sahip Langmuir izoterm modelinin bu ¢alisma i¢in uygulanabilir
adsorpsiyon modeli oldugu bulunmustur. Fe’* bagli EPS-PHEMA kompozit
kriyojellere DNA adsorpsiyonunda ¢alisilan ortamin tuz derisimine etkisi
aragtirildiginda, yiiksek iyonik siddetin, baglanmanin zayifladigi gozlemlenmistir.
DNA adsorpsiyonuna sicakligin etkisi ise 5°C-35°C arasinda galisilmistir. Fe3* bagh
EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin denge adsorpsiyonu, sicakligin artmasiyla
artmig, maksimum adsorpsiyon 25°C sicaklikta gerceklesmis, 25°C sicakliginin
izerinde ise adsorpsiyon kapasitesinin azaldig1 gézlemlenmistir. 1 M NaCl ¢ozeltisi
desorpsiyon ajani olarak secilmis olup, DNA’y1 30 dakikada desorbe edebilmektedir.
Desorpsiyon sonuglar ile birlikte NaCl'nin, DNA ig¢in elverisli bir desorpsiyon ajani
oldugu kanitlanmistir. Elde edilen Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin,
literatiirde bulunan IMAK caligmalariyla kiyaslanabilecek derecede, DNA
adsorpsiyon seviyesine ulastigi goriilmiistiir. Ayrica, nonspesifik adsorpsiyonun ise
diisiik oldugu gozlenmistir. Plazmid DNA saflastirilmas: sonuglar1 ile Fe** bagh
EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin DNA i¢in iyi bir sorbent oldugu goriilmiistir.
Sonug olarak, bu ¢alismada sulu ¢ozeltiden spesifik olarak DNA adsorpsiyonunda,
sentezlenen Fe** bagli EPS-PHEMA kompozit kriyojellerin etkin bir sekilde tekrar

kullanilabilirligi kanitlanmigtir.
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