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OZET
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Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
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Bu calismada, metilmetakrilat (MMA), metakrilikasit (MAA) ve
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) monomerleri kullanilarak suspansiyon
polimerizasyon yontemi ile m-p(MMA-ko-MAA) mikroklreleri sentezlendi.
Sentezlenen mikrokurelerin karakterizasyon calismalari (spesifik ylzey alani,
partikil boy ve boyut dagilimi, yogunlugu, sisme orani, ESR spektrumu, SEM
mikrografi, FTIR spektrumu, karboksil grubu tayini) yapildi ve DNA
adsorpsiyonu c¢aligmalarinda kullanildi. Afinite mikroklrelerin sulu ¢ozeltiden
ve bakteriyel hicre lizatindan DNA uzaklastiriimasi ve saflastirimasinda
performansi incelendi. Tum afinite mikrokureler icin maksimum adsorpsiyon
kapasitesi pH 4’de gozlendi ve adsorpsiyon miktari 2.97 mg/gr olarak

bulundu.



Bakteriyel hucre lizatindan plazmid DNA izolasyonu igin miniprep

DNA izolasyon yontemi kullanildi ve elde edilen plazmid DNA’larin Axeo/Aazso

orani 1.7-2.0 arasinda bulundu.

Anahtar Kelimeler : Magnetik kure, Plazmid DNA, Adsorpsiyon
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ABSTRACT

THE PREPARATION OF THE MAGNETIC AFFINITY MICROBEADS

FOR THE PURIFICATION OF PLASMID DNA

URUN, Meral
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Depatment of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor : Prof. Dr. M.Yakup ARICA

November 2006, 53 pages

In this study, the microbeads of m-p(MMA-ko-MAA) was synthesized
by using methylmethacrylate (MMA), methacrylitic acid (MAA) and
ethyleneglycoldimethacrylate (EGDMA) monomers by the suspension
polymerisation method. In order to use in the DNA adsorption study,
characterization of the microbeads synthesized (the specific surface area,
height, distribution of dimension, density, proportion to swallow, ESR
spectrum, SEM microscopy, FTIR spectrum, carboxyl group indication) was
carried out. The performans of the microbeads during the DNA removal and
purification from the aquous solution and bacterial cell lysate was studied.
The maximum adsorption capasity for all microbeads has been observed at

pH 4 and the adsorption amount has been found as 2.97 mg/gr.

il



Miniprep DNA isolation method was used for plasmid DNA isolation
from bacterial cell lysate product and the adsoptions propotions of plasmid

DNA isolated has been found in the range of 1.7-2.0 .

Keywords : Magnetic bead, Plasmid DNA, Adsorption
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1. GiRIS

Kromatografi kompleks karisimlarda bulunun birbirine yakin
Ozellikteki maddeleri ayirmak igin kullanilan ¢ok sayida farkli yontemi icerir.
Kromatografik yontemler arasinda en o6nemli yeri afinite kromatografi
almaktadir. Afinite kromatografi saflastiriimasi istenen molekil veya biyolojik
Unitenin, segici olarak afinite destek materyali Gzerinde bulunan liganda
spesifik ve tersinir baglandigi bir ayirma teknigidir. Bu yolla, ¢ok zor olan gok
saylda ayirma iglemi kisa zamanda gergeklestiriimekte ve yiksek bir verimde
hedef molekulin saflastirilarak elde edilmesi mimkin olmaktadir. Afinite
kromatografi yontemi ile c¢esitli antikorlar, tasiyici proteinler, enzimler,

DNA/RNA ve hucreler yluksek saflik derecesi ile elde edilmektedir 41—,

Kolon afinite kromatografi yoéntemi ile ¢ok sayida yapilan
arastirmalar ozellikle laboratuvar Olgeginde basari ile kullanilabilecegini
gOstermistir. Ancak, standart kolon sistemleri ile partikil halinde yabanci
madde iceren o&rneklerin saflastinima zorlugu sistemin dezavantajini
olusturmaktadir. Bu nedenle, ornek icerisinde bulunan kati ve kirlenmis
bilesikler bulundugunda ayristirma veya saflastirma islemi i¢in dogrudan
saflagstirma yapmak igin uygun olmadigi gorulmektedir. Sistemin
dezavantajini olusturan bu olumsuzlugun giderilmesi icin arastirmacilar
magnetik afinite, iyon-degistirme ve hidrofobik veya adsorpsiyon yontemi ile
kesikli ayirma, magnetik olarak kararli akigkan yataklarin ya da magnetik
olarak sekillendirilmis iki-faz sistemlerinin uygulamalarina yénlenmistir. Son

on ylil igerisinde, kromatografik ayirma yéntemleri uygulamalarinda magnetik



Ozellige sahip afinite destek materyallerinin kullanildigi magnetik ayirma
teknigi hedef biyomolekllin ayrigtirimasi ve DNA/RNA saflastirimasinda
geleneksel ayirma islemlerine kiyasla sundugu gesitli UstlnlUkler nedeni ile

arastiricilarin konu Gzerine ilgisi artmistir @. Afinite destek materyallerinin

sahip olduklari gl¢li magnetik 6zellikleri 6nemli bir avantaj olugturmaktadir.
ilave olarak, magnetik ayirma teknolojisi, hizli ve kolay bir tekniktir ve hedef
molekull ¢ok daha az mekanik gerilime maruz birakma konusunda da bir
ustinlik sunmaktadir. Bu yeni kombine yéntemle pahali sivi kromatografi
sistemlerine, santrifljlere, filtrelere ya da diger ekipmanlara gerek
olmaksizin, ayristirma igleminin dogrudan biyolojik ortamlardan suspanse
kati materyal iceren 6rneklerde dahil olmak Uzere gergeklestirmek mumkin
gb6zukmektedir. Ayrica, otomasyona ve mikro-0lgcek gerektiren islemlere
daha kolay olarak adapte edilmeleri sistemin sagladigi diger bir avantaj

olarak gozukmektedir.

DNA/RNA batin hicresel fonksiyonlarla iligkili olan proteinlerin
sentezlenmesi i¢in gerekli genetik bilgileri ve kodlari tagimaktadirlar.
Deoksiribonukleik asitlerin polimeri DNA, ribonUkleik asitlerin polimeri
RNA’dir. DNA ligand olarak plazmadan anti DNA-antikorlarinin

uzaklastirimasinda otoimmuin hastaliklarin (sistemik lupus eritematozus,

SLE) tedavisinde de kullaniimaktadir 6—®. Anti-DNA antikorlarinin miktari

nefrit ve serebrit gibi hastalik aktivitesi ve ilgili organin reddedilmesini
duzenlemektedir. Bu gibi durumlarda, plazmadan anti-DNA antikorlarinin
tagsinmasi farkh arastirmalara ve klinik gelismelere yol acmigtir. Bu

calismalarin sonugclari yliksek hiz ve kapasitede anti DNA antikorlarinin



uzaklastirimasinin, ylzeylerinde yuksek miktarda immobilize DNA tasiyan

polimerik adsorbantlarla basarilabilecegini gostermistir ©- 10,

Gen tedavisi, kanser ve AIDS gibi kazaniimis hastaliklar veya sistik
fibrosiz gibi genetik bozukluklari diizelten, tedavi eden veya Onleyen bir yada
birkag fonksiyonel gen hakkindaki bilgiye dayanirken, oligonukleik asit
kokenli DNA asilari sitma enfeksiyonlara karsi bagisikhk sistemini

guglendirmektedir @b, Tedavi amacgh gen transferlerinde kullanilan

yontemlerden biri de hedef doku igerisine c¢iplak veya lipit kapli plazmid

DNA'nin enjekte edilmesi yontemidir 12,

DNA izolasyonu molekuler biyoloji icinde temel bir tekniktir. Ylksek
molekuler agirlikh DNA’nin analizi endustri ve arastirma laboratuari
icerisinde, DNA parmak izi, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi
(RFLP), genomik ve ayni tur sekanslarin yapimi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) analizi i¢in ¢ok o6nemlidir. Ayni zamanda DNA’ nin
saflastirimasi, kompleks farkli dizide DNA molekdlleri igcinde spesifik DNA
sekanslarinin galisilmasinda, genom vyapisi ve gen ifadesinin analizi
icerisinde ilk asamayi! olusturmaktadir ve DNA’nin nicelik ve niteligi bu

sonuglari dogrudan etkilemektedir.

Hicre materyalinin ¢ok kiguk bir bolimuni DNA teskil etmekte ve
genellikle tanimlanmis bir bdliminde lokalize halde bulunmaktadir.
Prokaryotik hucrelerde DNA hicre stoplazmasinda bir membranla
ayriimamis halde lokalize halde bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerde
DNA’nin hacmi sitoplazma membranindan ayriimis bir organel olan g¢ekirdek

icerisinde lokalizedir ve toplam hucresel DNA”nin %90’in1 olusturmaktadir.



Virusler ve bakterifajlari igerisinde DNA protein kilifi ile sariimistir ve
viriyonun total hacminin %50-30’'unu teskil eder. Okaryotik ve prokaryotik
hicrelerde DNA hucrenin total hacminin yalnizca %1’lik kismini teskil

etmektedir @3 |

1.1. Kromatografi

Kromatografi, bir 6rnek icindeki maddelerin bir hareketli ve sabit faz
arasindaki dagilimlarina bagh olarak ayirma ortamini farkh zamanlarda terk

etmelerini esas alarak kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina olanak

saglayan yontemdir 4. Bu yOntemde calisma duzenegi temel olarak iki

bilesenden olusur. Bu bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz
adi verilir. Mobil fazin icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu
maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, érnekteki
farkli bilesenler icin farkli miktarlarda olur. Bdylece bilesenler sabit fazin
sonlarina dogru, farkli hizlarda ilerledikleri igin, birbirinden ayrilmis olarak

sabit fazi farkli zamanlarda terk ederler.

1.1.1. Sabit Fazi Olusturan Destek Materyalleri

Kromatografik ayinmlarda kullanilan ve adsorbent olarak adlandirilan
kati destek materyali spesifik olmayan etkilesimleri (elektrostatik, hidrofobik,
vb.) minimuma indirilmis, baska bir ifadeyle inert bir materyalden Uretilmis
(genellikle dogal ve/veya sentetik polimerik bazli) kiresel paktiklller,

membranlar veya fiberler seklindedir.



Birbirlerine  kovalent baglarla baglanarak buyuk molekuller
olusturabilen kuguk molekul katleli kimyasal maddeler monomer, ¢ok sayida
monomerin  kovalent  baglarla  birbirine  baglanarak  olusturdugu
makromolekiller ise polimer olarak tanimlanir. Polimer kelimesi, ¢ok
anlamina gelen poly- ve tanecik, kl¢lk parca anlamina gelen —meros
kelimelerinden tlremigtir. Dogal ve sentetik olmak Uzere ikiye ayrilan
polimerler; hafif, ucuz, mekanik Ozellikleri ¢ogu kez vyeterli, kolay
sekillendirilebilen, degisik amaglarda kullanima uygun, dekoratif, kimyasal
agidan inert ve korozyona ugramayan maddelerdir. Bu Ustin 6zelliklerinden
dolayi, makine, kimya, tekstil, endustri, fizik muhendisligi gibi alanlarda
calisanlarin ilgisini c¢ceken materyallerdir. Tip, biyokimya, biyofizik, ve

molekuler biyoloji acisindan da polimerlerin dnemi bayuktur.

Polimerler sentez yodntemlerine gore zincir ve kondenzasyon
polimerizasyonu olmak Uzere iki grupta incelenebilirler. Polimerlerin
uretiminde kullanilan endustriyel teknikler, polimerizasyon ortaminin
Ozelliklerine bagh olarak yigin, ¢ozelti, sispansiyon, emulslyon ve arayuzey
polimerizasyon prosesleri olarak siniflandirilabilmektedir. Sunulan tez
kapsaminda kullanilan DNA’'ya spesifik yeni afinite magnetik mikrokureleri

suspansiyon polimerizasyon teknigi ile sentezlenmistir.

1.1.1.1. Suspansiyon Polimerizasyonu

Slspansiyon polimerizasyonu ilk defa 1909 yilinda Holfman ve

Delbruch tarafindan gelistirildi. Bu polimerizasyon teknigi endustride blyuk



miktarlarda polimer Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadir. Stispansiyon
polimerizasyonu sonucu gbézenekli veya gb6zeneksiz partikiller elde

edilebilmektedir.

Suspansiyon polimerizasyonunda baslatici  dagitma ortami
icerisinde, dagiimis halde bulunan monomer damlaciklari iginde ¢6zundr.
Dagitma ortami olarak genellikle su kullanilir. Dagitma ortamindaki
monomerlerin ¢Ozunurlugu genelde dusuktar. Slspansiyon
polimerizasyonunda, polimerizasyon boyunca damlaciklarin stabil olarak
ortamda kalabilmeleri ve birbirlerine yapismalarini engellemek igin
stabilizérler eklenir. Stabilizorler, organik karakterdeki monomer damlalari ile
polar su molekdillerinin temas ylzeylerini azaltan maddelerdir. Sisteme uygun
Isitma programi uygulanarak, sistem baglaticinin bozunma sicakligina
Isitildiginda, polimerizasyon baslatici molekdllerinin  bulundugu monomer
damlaciklarin igerisinde baslatiimis olur. Bu islemde, sistem parametrelerinin
ayarlanmasi ile 10 ym’den 10 nm’ye kadar istenilen boyutta polimer kireler
elde edilebilir. Polimer kurelerin boyut dagilimi; reaktorin tipi, baslatic
derisimi, sicaklik, kullanilan karistiricinin hizi ve tipi, monomer fazin hacim
fraksiyonu, monomer turd, kulanilan stabilizériin konsantrasyonu ve turine

bagdli olarak degismektedir.

1.1.11. Polimerik Materyalin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Biyolojik  sivilardan  hedeflenen proteinin  saflastinimasi  ve

ayngtirlmasinda, dogal veya sentetik kdkenli polimerler (polisakkaritler,



poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatlar) destek materyalleri olarak
kulaniimaktadir. Bu materyaller kontrol edilebilir boyut dagilimina ve gézenek

capina sahip olarak uretilebilmelidir.

Geometrik olarak kure, gubuk veya membran yapilarin kullanilabildigi
de hazirlanabilen ayirma ydntemlerinin ¢ogunda kure yapidaki destek

materyalleri sagladigi avantajlardan dolayi tercih edilir 1929, Kire yapida

kullanilan destek materyallerin boyutu 50-400 pm arahidindadir. Karelerin
g6zenek bluyukligl, saflastiriimak istenen hedef molekil veya immobilize
edilecek buyuk molekulli ligandlarin baglanmasina izin verecek boyutta

olmaldir @, Kure yapidaki destek malzemelerinin kullaniimasi hedef

molekilllerin  karisimindan direkt izole edilmesi ve saflagtiriimasini

saglamasinin yaninda, igslem zamanini da énemli dl¢lide kisaltmis olur ?5-26)

Ticari olarak mevcut destek materyallerinin bir bolimu etkilesim ylzey
alanini artirmak amaciyla, biyolojik molekullerin rahatga girebilecegi genis
gbzenekler icerecek sekilde uretilmistir. Matriksin, mekanik saglamhigi ve
kolon iginde hidrodinamik agidan kullanim kolayhgdi yani sira kimyasal ve
biyolojik olarak inert olmasi gerekmektedir. Destek materyali, yuzeyinde
ligandlarin tutuklanmasi igin hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Bunun vyanisira hidrofilik ve nétral davranis,
sicakliga karsi dayaniklilik gostermeli ve kimyasal reaksiyonlarla aktivasyona
veya ligand baglanmasi igin turevlendiriimeye izin vermelidir. Matriks
yuzeyindeki yukli veya hidrofobik gruplar ile proteinler arasinda meydana
gelebilecek non-spesifik adsorpsiyonun mumkin oldugunca disuk olmasi

beklenir. Kromatografik ayirrmda kullanilacak destek materyali organik



¢bzlculerin, deterjan ve guadinhidroklorar gibi zarar verici elUentlerin
kullanildig1 zor elusyon sartlarina dayanikli olmali ve rejenerasyon esnasinda

da fiziksel ve kimyasal olarak kararliligini korumalidir.

1.1.2. Afinite Kromatografi

Afinite  kromotografi  biyolojik molekillerin  saflastirimasinda
kullanilan bir yontemdir. Afinite kromatografi yontemi, 1968’de Cuetracasas
ve arkadasglari tarafindan ilk kez galigildigindan deri, binlerce farkli molekulin
(enzimlerin, antikorlarin, hormonlarin, vitaminlerin, reseptoérlerin, ¢cok sayida
farkli glikoproteinlerin, RNA’nin, DNA’nin) hatta bakterilerin, virUslerin ve

hidcrelerin ayristirimasinda kullaniimistir 5,

Bu yontemle uygun sartlar altinda, adsorpsiyon ortamindan hedef
biyolojik molekul matriks tarafindan adsorplanir. Bu islem hedef molekiil
iceren ortamin surekli veya kesikli sistemlerde matriksle temasiyla saglanir.
Daha sonra adsorplanan molekul farkli pH, iyonik siddet ve uygun spesifik
elUentler kullanilarak biyolojik molekdl ile matriks arasindaki non-kovelent

iligskinin bozulmasi ile desorbe edilir (Sekil 1.1) (6-18),

Afinite kromotografi sistemlerinde destek materyallerinin verimliligi ¢ok
sayida faktére badlidir. Adsorpsiyonu etkileyen bu faktorler; matriksin
kimyasal yapisi ve Uzerinde tasidi§i reaktif fonksiyonel gruplarin sayisi,
denge-su igerigi ve partikil boyut dagilimidir. Afinite kromotografide destek
malzemesinin segiminde, yuzeyde bulunan fonksiyonel gruplar ile non-

spesifik adsorpsiyon géz 6éndnde bulundurulmalidir. Matriksin gdzenekli



yapida olmasi hedef molekil i¢in ylksek adsorpsiyon kapasitesi sagladigi

icin destek malzemesinin segiminde avantaj saglar.

2 & Hedef molekil
[

s B ke

Liggand ‘L.t " -

Adszorpsiyvon Yikama  Desorpsiyon

Sekil 1.1. Afinite kromatografinin sematik gérinima

11.21. Magnetik Ozellikli Afinite Destek Materyali

Kromatografinin gesitli uygulama alanlarinda adsorbent olarak
magnetik tasiyicilarin gelistiriimesi, dolgulu yatak ve geleneksel akiskan
yatak sistemleriyle yapilan kromatografik ayirmalarda karsilagilan birgok
soruna alternatif cézum Uretilmesini saglamistir. Siper-paramagnetik kati faz
destekleri kullanimina dayanan teknikler, biyolojik sivilarda teshis, ilag
hedefleme, molekiler biyoloji alaninda arastirmalarda, hicre izolasyonunda,
hedef molekul saflagtirimasinda, cesitli immunolojik analizlerde, kanser
tedavisinde, nulkleik asitlerin saflastirlmasinda vs. gibi ¢cok sayida alanda
uygulanmaktadir @» . Hali hazirda kullanilan bir ¢ok partiktl stper-para-
magnetik 6zelligi nedeni ile disaridan magnetik alan yaratilarak kolayca

magnetize edilebilmekte ve ayrnistirma icin gerekli denge-zamanina

ulasildiginda hemen yeniden dagitilabilen magnet uzaklastirilabilmektedir.



Magnetik tastyicilar inorganik malzemeler veya bazi yapay ve dogal
polimerler kullanilarak Uretilebilir. inorganik malzemeler, yliksek mekanik
direncleri, ¢dzinmez olmalari ve ¢ok uzun raf émurleri nedeniyle taslyici
olarak idealdir. inorganik desteklerin en biiyiik dezavantaji metal iyonlariyla
komplekslesme icin islevsel gruplarinin kisitl olmasidir. Organik kokenli
dogal veya sentetik polimerik materyaller belirli uygulamalara cevap vermek
uzere istenen sekilde sentezlenebilmelerini saglayan c¢ok cesitli yuzey
islevsel gruplar icermeleri ve go0zenekli veya gbzeneksiz olarak
hazirlanabilmeleri nedeni ile magnetik destek materyali olarak kullanimlari
tercih edilmektedir. Polivinilbutiral, polietilen glikol, polivinil alkol,
poliakrilamid, polimetilmetakrilat ve aljinat, dedisik uygulamalarda kullanilan

tipik polimer kokenli tagiyicilara drnek olarak verilebilir 28-29)

Akrilat  ve akrilik asit kokenli polimerler uzun Oomurli  sentetik
polimerlerdir. Bu grupta yer alan poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu
sentetik bir polimer olmasindan dolay! biyomedikal ve biyoteknolojik alanda
¢cok sayida uygulama alani bulmaktadir. Ayrica, akrilik ve metakrilik kokenli
polimerler yapay damar, kontak lens, ila¢g salinim sistemleri gibi uygulama
alanlarina sahiptir. Bu tur materyallerin uzun sureli biyolojik uyumlulugu ve
fonksiyonelligi canh dokulardaki in vivo etkilesimleri ile kontrol edilmektedir.
Bu materyal mekanik olarak gug¢li olmasindan dolayl, enzim
immobilizasyonu ve protein saflastirilmasinda da yaygin olarak
kullaniimaktadir. Metakrilik asit iyonize olabilen bir monomer olarak bilinir ve

bu nedenden dolayi polimeri pH’a karsi duyarlidir.
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1.1.3. Adsorpsiyon

Atom, iyon ya da molekullerin bir kati ylzeyine tutunmasina
adsorpsiyon, tutunan taneciklerin ylzeyden ayrilmasina desorpsiyon, kati
yuzeyine tutunan maddeye adsorplanan, adsorplayan destek malzemesine
adsorbent denir. Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal olarak gerceklesen bir ara
yuzey olayidir. Fiziksel adsorpsiyon sirasinda atom, molekul yada iyon
seklinde olabilen adsorplanan tanecikler ile kati yuzeyi arasinda, uzun van
der Waals c¢ekim kuvvetleri etkindir. Kimyasal adsorpsiyon sirasinda ise
tanecikler ile ylizey arasinda bir kimyasal bag ve genellikle de kovalent bag

olusmaktadir ©o.

1.2. DNA izolasyonu ve Saflastiriimasi

Proteinlerin ve peptidlerin magnetik ayrimlari genellikle kullanigh ve
hizlidir. DNA tutuklanmig destekler, plazmadan anti-DNA antikorlarinin
uzaklastirimasini iceren, oto-immun hastaliklarin teshis ve tedavisinde

kullaniimaktadir ®.1, DNA’'nin daha fazla miktarda ve kararli olarak

tutuklanmasinin, polimerik sorbent materyallerinin amin gruplari ve DNA
molekullerinin  fosfor tasiyan bolumleri arasindaki, ¢oklu iyonik
komplekslesme yoluyla basarilabildigi de gosterilmistir. Bu sebeplerle, poli-L-
lizin, poli(etilamin), poli(amidoamin) ve katyonik lipidler gibi klglk
polikatyonik molekdller, DNA ile etkilesim igin spesifik ligandlar olarak
kullaniimistir. Bu polikatyonik molekdullerin, fizyolojik pH’da pozitif ylklenerek

c¢ift zincirli DNA’nin negatif yuklu fosfat gruplarina baglandigi belirtilmistir
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(12.13.15.16) S| E gibi bazi otoimmin hastaliklarin tedavisinde, bir hastanin

plazmasindan anti-DNA antikorlarinin uzaklastirimasi, DNA tutuklanmis

polimerik adsorbentler kullanilarak basarilabilir 3.1

DNA izolasyonu, birgok molekuller biyoloji teknikleri i¢in, énceden
yapilmasi gerekli bir adimdir. Cogu kez kompleks karigimlardan DNA’nin
ayrilmasi, genel olarak diger c¢alismalardan; sekans, amplifikasyon,
hibridleme, belirleme vs. yontemlerinden 6nce gereklidir. Proteinler ve RNA
gibi hlcresel ya da diger kontamine materyalin bayuk miktarlarinin varhgi,

boyle kompleks karisimlarinda, reaksiyonlarin ve molekuler biyolojide

kullanilan tekniklerin gogunu engeller @ . Geleneksel DNA ekstraksiyonu igin

protokol, hucre lizisini takiben proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi
kontamine olan hlcresel komponentlerin uzaklastiriimasini igerir; ve sonug¢
olarak izole edilen DNA, bir seri ¢coktirme ve santrifugasyon adimlarinda
kullanilir, otomasyonu ise zordur. Magnetik ayirma temeline dayanan
tekniklerin kullanimi ile; ilgili sarflarin en aza indirilebilmesi, zorlu ve
hassasiyet gerektiren iglem basmaklarinin elimine edilebilmesi ve

otomasyona uygulanma olasiligina ulasilirken daha kisa islem suresinde
yuksek saflikta DNA elde edilebilmektedir. Matsunaga ve arkadaslari 6V,
E.coli’nin belirlenmesi ve uzaklastiriimasi igin, bakteriyel magnetik partiktller
(BMP) Uzerine tutuklanmig, fluoresan izotiyosiyanat (FITC) konjuge
monoklonal anti- Escherichia coli antikorlari olan, yeni bir fluoroimminoanaliz

metodu gelistirmiglerdir. Ayni arastirma grubu Staphylococcus tirlerini

belirlemesi igin ELISA temelli bir magnetik kire gelistirmiglerdir ¢2 .
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1.2.1. Escherichia Coli

Escherichia Coli (E.Coli); Enterobaktericeae familyasinin koliform
grubu igerisinde yer alir. Escherichia Coli 2-6 ym boy ve 1-1,5 ym eninde,
basil seklinde, gram(-), cogu zaman hareketli, fakiltatif anaerop, 1-2 mm

capinda, S tipi koloniler yapan sporsuz bakterilerdir.

E.Coli nutrient agar, kanli agar ve enterobakterilerin icin gelistirilen
secici besi yerlerinde (MacConkey, EMB agar gibi) 37°C ve 24 saatte gozle
gorulebilir S tipi koloniler olustururlar. Mac Conkey agarda pembe, EMB
agarda metalik renkler veren koloniler olustururlar. E.Coli farkli antijenik

Ozellikler ile gok sayida sus ve serotipe ayrilmaktadir.

Plazmidler bakteri icerisinde ¢ogalan kuclk, c¢embersel,
ekstrakromozomal, tek gen igceren, ift zinciri DNA molekulleridir.
Plazmidlerin kendilerine ait replikasyon merkezleri vardir ve endojen hucresel
mekanizmalarla kendi kendilerini ¢ogaltabilirler. Antibiyotik direnci, virulans
faktorleri ve kendi genetik 6zelliklerinin diger bakterilere aktarimindan
sorumlu genleri tasirlar. Bakterileri agir metal tuzlarina, UV’'ye ve
antibiyotiklere direngli hale getirirler. Plazmidi iceren E.Coli hicreleri o
antimikrobiyal ajani iceren medya icerisinde buyuyebilirler. Modern yuksek-
kopya- sayili plazmidler, yaklasik olarak 3 kb blyukligundedir ve bunlara 15
kb’'ye kadar parga vyerlestirilebilir (Sekil1.2). Ancak plazmid yapisinda
kodlanan DNA’nin birgogu 10 kb’den daha kuaguktir. Daha buylk pargalar
genellikle kararli degildir. Boylece sadece kuguk DNA pargalar plazmid

vektorlerinde klonlanabilir.
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Sekil 1.2. E.Coli plazmidi

Cesitli E.Coli suslarinda bir cok plazmid tipine rastlanmistir. Ancak en
cok bilinenleri, F, R, Col plazmidleridir. Bu plazmidler, bazi ozellikleri

paylassalar da, 6nemli farkliliklara sahiptirler.

1.2.2. Plazmid DNA’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Plazmidler kovalent bagli, iki polintkleotid zincirinden olusmus cift
sarmal bir yapiya sahiptir. iki poliniikneloitid zincirindeki bazlar birbilerine
karsilikli olarak hidrojen baglari ile baglanmislardir (Sekil1.3). Her iki zincirde
zit kimyasal polariteye sahiptir. DNA ¢ift sarmalinin bir kolu 5’-3’ yénunde

baslarken diger kolu 3’-5’ ydninden basglar.
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Plazmid DNA molekulinin her bir ipligi fosfodiester bagi ile
baglanmis deoksiribonUkleotitlerin dogrusal polimeridir. Bu fosfat gruplari

pH>4 icin negatif yakludur ¢,

iki anti-paralel DNA zincirlerinin birbirleri etrafinda ve ortak bir eksen
etrafinda birbirlerini sarmalari, AT (Adenin Timin) ve GC (Guanin Sitozin)
bazlari arasinda Watson Crick H bagi ve glgllu baglarla kararli olan sag el gift

sarmal yapisini  olusturur ©».  Aromatik bazlarin kapali bir gsekilde

paketlenmesi geregi cift heliksin tabani ylksek derecede hidrofobiktir.
pDNA'nin heliks ekseni super sarmal pDNA olusturacak sekilde sarilabilir ¢4,
pDNA molekil populasyonunun bir fraksiyonu sipersarmal olmayan ya da
acik sirkuler formdan da olusabilir. Linear, denatlire veya oligomer seklindeki
pDNA gibi diger varyantlar hicre lizatinda dahi bulunabilir. Fosfodiester
baglarinin kopmasi ile lineer DNA, hidrojen baglarinin kopmasi ile denature

DNA olusur 69,
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Adenin ve Cuanin

Fostat _

Sekil 1.3. DNA’nin sematik gérinima

1.2.3. Asilamada ve Gen Terapisinde Plazmid DNA

Son yillarda plazmid DNA, gen terapisi ve 6zellikle asilamada kayda
deg@er bir ilgi kazandi. Plazmidler DNA kaynakli asilarin dizayninda ve gen
tedavisinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Glinimuize kadar 600’Un
uzerinde plazmid DNA bazli gen terapisi, kanser asisi ve terapotik asi

denemelerine baslandi ©¢6-42. Plazmid DNA asilari sitma ve AIDS’e karsi
verilen savasta ¢ok cesaret verici sonuglar sagladi “-4», Son zamanlarda

plazmid DNA asilarn Hepatit B ve C, ve tuberkllozu iceren diger birgok

infeksiyon hastaliklarina karsi da aragtiriliyor “46—48),
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Sekil 1.4. Plazmid DNA asilamasinda immun cevap
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1.3. Galigmanin Amaci

Biyolojik  sivilardan hedeflenen proteinin  saflagtirimasi  ve
ayristinimasinda, dogal veya sentetik kdkenli polimerler (polisakkaritler,
poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatlar) kullaniimaktadir. Kare
yapida kullanilan destek materyalleri 6zellikle kolon uygulamalarinda en az
difizyon sinirlamasi ile mikemmel akis 06zelligi saglar. Ayrica hedef
molekullerin kaynagindan dogrudan saflastiriimasini saglamasinin yani sira
islem zamanini da énemli dlgude kisaltir. Bu dogrultuda tez ¢calismamizda
DNA'yI sulu ortamlardan ayirma potansiyeline sahip poli(metilmetakrilat-ko-
metakrilikasit), p(MMA-ko-MAA), magnetik mikroklreleri stspansiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanarak karakterizasyonunun yapilmasi ve
afinite kromatografi alaninda DNA adsorpsiyonunda ve saflastirmada
kullaniimak Uzere farkli sistem parametrelerinin etkisinin belirlenmesi

hedeflendi.
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2.MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, bakteriyel hiicre lizatindan plazmid DNA’'nin izolasyonu
ve saflastirlmasi isleminde kullaniimasi amaci ile, herhagi bir aktivasyona
ve/lveya liganda ihtiyag duymadan afinite kromatografi alaninda
kullanilabilcek, DNA’ya spesifik yeni kire yapida magnetik afinite destek
malzemesinin  gelistiriimesi  distunuldid. Sunulan tez kapsaminda
gergeklestirilen deneysel c¢alismalari; i) afinite sUperparamagnetik
poli(metilmetakrilat-ko-metakrilik asit), m-p(MMA-ko-MAA), mikrokurelerinin
literatlirde yer almayan yeni bir yontemle sentezlenmesi ve karakterizasyonu,
i) DNA’ya spesifik magnetik kirelerin sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu
calismalarinda afinite sorbent olarak kullaniimasi ve adsorpsiyon sistemine
etki eden parametrelerin arastirilarak sistemin optimizasyonu ve iii) belirlenen
optimum c¢alisma kosullarinda m-p(MMA-ko-MAA) afinite kirelerle bakteri
hicrelerinden plazmid DNA'sI saflagtiriimasi olarak ¢ ana baslik altinda

toplamak mumkuandur.

2.1. Materyaller
2.1.1. Kimyasal Malzemeler

DNA (Calf thymus) invitrogen (Carlsbad,CA,USA) firmasindan
alindi. Ribonuclease A ve molekiler marker A/Hind Ill, 6X Loading Dye
Fermantas firmasindan temin edildi. Luria Broth (LB) Sigma (St. Lois. MO,

ABD) firmasindan alindi. Agaroz AppliChem firmasindan temin edildi. DNA
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izolasyonu ve analizi i¢in kullanilan kimyasalar molekller derecededir. o-o
azobisizobutirilonitril (AIBN) Sigma firmasindan temin edildi. Metil metakrilat
ve metakrilik asit Merck AG (Darmstadt,Almanya), etilenglikoldimetakrilat ise
Aldrich (USA) firmasindan alindi. Diger tim kimyasallar analitik saflikta olup

Merck AG (Darmstadt, Aimanya) firmasindan temin edildi.

Calismamizin her asamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque,
IA, USA) Ropure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure
organik/colloidal uzaklastirici yUksek akigh selliloz asetat membran
(Barnstead D2731) Uniteleri ve iyon-degisim kolonundan olusan ultra-saf su

sisteminden elde edildi.

2.2. Yontem
2.2.1. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokurelerinin Sentezi

Kire vyapidaki poli(metiimetakrilat-ko-metakrilik asit), p(MMA-ko-
MAA), kopolimeri suspansiyon polimerizsayonu yoéntemi ile hazirlandi.
Metilmetakrilat (7.5 ml) ve metakrilik asit (5.0 ml) komonomerleri a-o/'-
azobisizobutirilonitril baslaticisi (200 mg) varliginda ¢apraz baglayici olarak
etilenglikoldimetakrilat (7.5 ml) monomerlerinin ve stabilizator olarak da,
polivinil alkol, PVA, c¢ozeltisinin (%5 w/v) kullanildigi polimerizasyon
sisteminde sentezlendi. Dagitici ortam olarak toluen ve su, elektrolit olarak
FeCls (0.05M) ¢ozeltisi kullanildi. Polimerizasyon islemi, 250 rpm karistirma
hizinda 70 °C’de 2 saat ve 80 °C’de 1 saat mekanik karigtirici ile surekli

karigtirilarak gergeklestirildi.
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Reaksiyon tamamlandiktan sonra, vakum pompasi kallanilarak
suzulen p(MMA-ko-MAA) mikrokurelerin 100 ml distile su icerisinde FeSO4 (5
g) ¢ozeltisinin bulundugu reaktore aktarilarak, azot atmosferinde 90 °C’de 1
saat suresince surekli karistinlarak amonyak (30ml, %25 v/v) eklendi ve
sistemin geri sodutucu altinda refliks edilmesi saglandi. Birlikte ¢okme
yontemi ile magnetizasyon igsleminin tamamlanmasi islemini takiben, suzilen
m-p(MMA-ko-MAA) mikrokureleri sirasi ile distile su, NaCl ¢ozeltisi ve etanol

ile yikandi.

2.2.2. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
2.2.2.1. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokiirelerin Boy ve Boyut Dagilimi

Vakum etliviinde kurutulan m-p(MMA-ko-MAA) afinite destek materyali
molekuler elek ile elenerek boy ve boyut dagilimi belirlendi ve polimerizasyon

verimi hesaplandi.

2.2.2.2. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokiurelerin Yuzey Alani

Afinite mikrokurelerin ylzey alani, BET (Brunauner-Emmett-Teller)

metodu kullanilarak ylzey analizi cihazi ile dlguldu “9.

2.2.2.3. Karboksil Grubu Tayini

m-p(MMA-ko-MAA) mikroklrelerin  yuzeyde erigilebilir  karboksil
grubunun titrasyon ile belirlenebilmesi igin, mikroklreler (0.2 g) distile su

icerisinde 24 saat bekletildi. Bu stre sonunda stzllen mikrokireler 1 saat
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suresince HCI ¢ozeltisi (2.0 M, 10 ml) ile muamele edilerek ayarh NaOH

¢Ozeltisine (2.0 M) karsi titre edildi.

2.2.2.4. Mikrokiirelerin Sisme Orani

m-p(MMA-ko-MAA) mikrokurelerinin sisme orani, distile su icerisinde

gravimetrik yontem kullanilarak tayin edildi.

2.2.2.5. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokurelerin Yogunlugu

Afinite mikrokurelerin yogunlugu piknometre yardimiyla, mikrokureler

icin ¢c6zlcu olmayan bir sivi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

2.2.2.6. ESR Spektrumu

Elektron spin rezonans (ESR) spektroskopisi, 100 kHz magnetik alan
modulasyon frekansi, 31.7G modulasyon genisligi ve 0.1 mW dalga boyu
gucunde bir geleneksel X-bandi (v = 9.75 Hz) Bruker ESP 300E
spektrofotometresi ile gergeklestirildi. Yaklasik 50 mg magnetik m-p(MMA-ko-
MAA) afinite destek kureleri, kuartz tlp igerisine yerlestirildi ve oda
sicakliginda oOl¢cumler alindi. Kuvvet adsorbsiyonunun ilk tlrevi, uygulanan

magnetik alanin bir fonksiyonu olarak kaydedildi.
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2.2.2.7. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokurelerin Yuzey Morfolojileri

Vakum etuvinde kurutulmus 75-150 ym boyut dagilimina sahip m-
p(MMA-ko-MAA) mikrokureleri, azaltilmis basing altinda altin ile kaplandi ve
kiarelerin elektron mikrograflari, JEOL (JSM 5600) taramah elektron

mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.2.2.8. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokiirelerin FTIR Spektrumu

Afinite mikroklrelerine ait FTIR spektrumu, FTIR spektrometre
(Mattson 1000 FTIR, ingiltere) kullanilarak elde edildi. 0.1 g kuru kiire ve 0.1

g KBr karistirilarak tablet haline getirildikten sonra spektrumu alindi.

2.23. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokiireler ile Sulu Ortamdan DNA

Adsorpsiyonu Caligmalari

Yeni sentezlenen DNA'ya spesifik magnetik mikrokurelerin, m-p(MMA-
ko-MAA), sulu ortamdan DNA molekdllerine gosterdikleri afinite arastirilarak
adsorpsiyon sistemi karakterize edildi. Magnetik kureler Uzerine DNA
adsorpsiyonu, asetat (50 mM pH 3.0-5.0) ya da fosfat tamponu (50 mM, pH
6.0-8.0) gibi farkh pH’larda calisildi. Sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu
Uzerine sicakhgin etkisi calismasi, dort farkl sicaklikta (4, 15, 25 ve 37 °C),
asetat tamponu (50 mM, pH 4.0) icerisinde gercgeklestirildi. iyonik siddetin
etkisi ise c¢oOzelti ortamindaki 0.0-0.5 M araliginda degisen NacCl

konsantrasyonunda arastirildi. Magnetik mikrokirelerin  adsorpsiyon
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kapasitesini tayin etmek igin ¢ozeltideki DNA baslangi¢ konsantrasyonu,

6.25-200.0 pg/ml arasinda degistirildi.

Her set kosullarinda magnetik kireler, 2 ml asetat tamponu ¢ozeltisi
(pH 4.0, 50 mM) ile dort kez yikandi. Butiin adsorpsiyon deneyleri 25 °C
sicaklikta, 50 mg magnetik kureler ile 4 saat, 100 rpm karistirma hizinda
yurutlldid. Bu periyodun sonunda afinite magnetik klreleri, bir magnetik
ayirim aygiti ile ortamdan uzaklastirildi. Afinite mikrokirelere adsorplanan
DNA miktari, adsorpsiyon ortamindaki DNA baslangi¢ ve 4 saat sonundaki
adsorpsiyon ortaminda kalan bakiye DNA konsantrasyonun cift 1sik demetli
UVIVIS spektrofotometresi (Shimadzu,Tokyo, Japan, Model 1601)
kullanilarak, 260 nm dalga boyunda adsorbanslarinin dl¢limesiyle tayin
edildi. Bu dogrultada, kalibrasyon egrisi hazirlamak igin standart DNA
cOzeltisi kullanildi. Deney sonucunda mikrokureler adsorpsiyon ortamindan
uzaklastirildi ve adsorplanan DNA miktari asagidaki formdl yardimiyla

hesaplandi.

q=[(Co-C)Vs]/m (1)

Yukaridaki esitlikte qg; kureler Gzerine adsoplanan DNA miktarini (mg/g), Co;
bagslangic DNA konsantrasyonu (mg/ml), C; adsorpsiyon isleminden sonra
ortamda kalan bakiye DNA konsantrasyonu (mg/ml), Vs; adsorpsiyon
¢Ozeltisinin - hacmini (ml) ve m; adsorpsiyon ortamindaki afinite

mikrokUrelerinin kitlesini (mg) gdstermektedir.
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2.2.4. Escherichia Coli’nin Transformasyonu

Mevcut compotent E.Coli hicreleri buz igerisinde ¢dzindi. Cozinen
100 pl compotent E.Coli huiceleri igerisine 1.0 ug E.Coli plazmidi (PBI 121.23)
konularak karistirildi ve 45 dakika buz icerisinde inkiibe edildi. inkiibasyon
islemiden sonra 90 saniye 42 °C ‘de bekletildi. Daha sonra buz igerisinde 5
dakika bekletilerek soguk sok uygulandi. Buz icerisinden alindi ve Uzerine
900uI Luria Bertani (LB) konularak, toplam hacim 1.0 ml'ye tamamlandi.
Daha sonra inkibatérde 37°C'de 45 dakika karistiriidi. 45 dk sonra
inkibatérden alinarak 3000 devir/dakika da 3 dakika sure ile santrifuj edildi.
Santriflj isleminden sonra 800 pl stipernatant kisim atildi. Ependorf tipuntn

alt kisminda ¢oken pellet kisim ise kalan 200 ul supernatant ile ¢ézlUnda.

Steril petri kaplari igerisine 100 pg/ml ampisilin icerecek sekilde,
25ml, mikro agar iceren LB dokuldl ve besiyerinin katilasmasi beklendi.
Hazirlanan LB besiyeri Uzerine 200 pl bakteri aktarildi ve yayma yontemi ile
ekimi yapildi. Ekimi yapilan petriler inklibatéde, 37°C’de bir gece buyimeye

birakildi.

2.2.4.1. Miniprep DNA izolasyonu

Falkon tlpleri igerisine 5’er ml, 100 pyg/ml ampisilin iceren LB besiyeri
aktarildi ve icerisine E.Coli kolonilerinden steril kiirdanla tek saf koloni
aktarildi ve inkubatérde 18 saat 37°C’de buyumeye birakildi. Elde edilen bu

kultarler plazmid DNA izolasyonunda kullanildi.
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E.Coli hicreleri 1.5 ml olacak sekilde ependorf tlplerine
yerlegtirilerek 4°C sicaklikta, 15000 devir/dakika karigtirma hizinda, 20
saniyede ¢okturuldi. Bu iglem her bir falkon tlpU igin U¢ kez tekrarlandi.
Hucrelerin ¢okturtlme isleminden sonra lzerinden stpernatant uzaklastirildi.
Her bir deney tluptne 100 ul, 20 pg/ml RNase iceren Glukoz/Tris/EDTA
(GTE) (50 mM glukoz, 25 mM TrisCl pH:8, 10mM EDTA) eklendi ve 5 dakika
oda sicakhginda bekletildi. Bu yolla hicre patlatma isleminden sonra 200 pl
NaOH/SDS (0,2N NaOH, %1 sodyum dodesil silfat (SDS), ilave edildi ve
karigtirildiktan sonra 5 dakika buz banyosu igerisinde bekletildi. Bu yolla
hicre o0Ozutd igerisinde bulunan yaglarin ve proteinlerin pargalanmasi
saglandi. Buz banyosu icerisinden cikarilarak Uzerlerine 150 pl, 5 M
potasyum asetat solusyonu pH:4,8 (29,5 ml saf asetik asit, 100 ml distile su
ve KOH peletleri) eklendi ve 2 saniye sire ile karistinhp 5 dakika buz
icerisinde bekletildi. Buz igerisinden alinip santrifij de 15000 rpm‘de 3 dakika
santrifuj edildi. Santrifuj islemiyle kromozamal DNA ve diger hlicre bilesenleri
cOktlruldl. Coktirme isleminden sonra her bir tipteki stipernatant kismi yeni
ependorf tipe transfer edildi ve Uzerlerine 0,8 ml %95’lik etanol eklenerek 2
dakika sure ile oda sicakliginda bekletildi. Nukleik asitler ¢okturuldikden
sonra 1 dakika sure ile 15000 rpm’de santrifuj edildi. Stpernatant kisim
uzaklastinldi, tapte kalan pelletin Gzerine 1 ml %70’lik etanol ilave edilerek
tekrar 15000 devir/dakikada 1 dakika sure ile santrifij edilerek yikandi.
Yikama isleminden sonra supernatant uzaklastirildi, pellet vakum altinda
kurutuldu ve Uzerine 50 pl Tris-EDTA (TE) tamponu (10mM Tris HCI, 1mM

EDTA pH:8) ilave edilerek ¢6zindu.
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2.2.4.1.1. izole Edilen DNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
adsorplama 0zelligi tasidigindan, bu dalga boyundaki adsorbans degeri
nikleik asitlerin miktarinin tayin edilmesinde kullanildi.  Genel olarak,
DNA'nin nicel miktari ve safligi spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga
boylarinda tayin edilerek belirlenmektedir. 260 nm dalga boyunda elde
edilecek 1 optik densite (OD) degeri tek iplikli DNA icin 40 ug /ml, cift iplikli

DNA ve plazmidler igin 50 ug /ml'ye karsilik geldigi rapor edilmistir ¢9.

Bu dogrultuda ¢alismamizda E.coli’den izole edilen plazmid DNA’larin
konsantrasyonu, UV spektrofotometresi kullanilarak 260 nm’de belirlendi ve

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

DNA konsantrasyon miktari (ug /ml) =OD2g X K x DF (2)

Burada ODygp, 260 nm dalga boyundaki absorbans dederini; DF, seyrelme
katsayisini; K, 260 nm dalga boyunda 1 OD degeri veren DNA
konsantrasyonunu (ug/ml) gostermektedir. DNA'nin safligini belirlemede
OD3260/OD2gp oranindan yararlanilir. Bu oranin 1.8-2.0 arsinda olmasi izole
edilen DNA'nin ylksek saflikta oldugunu gdsterir. Konsantrasyonlari

hesaplanan plazmid DNA lari +4°C’de saklandi.
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2.24.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi igin %0.8 agaroz iceren jel kullanilarak
calisildi. 50 ml 0.5 M Tris-Borat (TBE) tamponu icerisine 0.4 gr agaroz
eklendi ve mikrodalga firin igerisinde ¢dzindu. Agaroz ¢dzindikten sonra,
elde edilen jel sogutuldu ve igerisine 5 pl ethidium bromide (10 mg/ml)
eklendi. Tarak elektroforez tablasinin yizeyinden yaklasik olarak 0.5-1 mm
yukarisina yerlestirildi. Daha sonra jel elektroforez tablasinin igerisine
baloncuk olusmayacak sekilde aktarildi. Hazirlanan jelin katilagsmasindan
sonra tarak gikartilip, tabla elektroforez tankinin igerisine yerlestirildi. Tankin
icerisine jelin Uzerini kapatacak sekilde yuratictu tampon olan, 0.5M TBE
tamponu ilave edildi. Cesitli konsantrasyonlarda izole edilen plazmid DNA’lar
jel yukleme tamponu olan Loading Dye (6X) ile toplam hacim 6 pl olacak
sekilde hazirlandi ve Ornekler kuyucuklara yuklendi. Jelin sagindaki ilk
kuyucuga marker DNA olarak A/Hind Il yiklendi. Orneklerin yiikleme
isleminin tamamlanmasi sonunda elektroforez tankinin kapagi kapatildi ve
elektrik baglantilari yapildi.15 dakika 70 V’da, 30 dk 100 V’da yurGttldd. Bu

islemlerin sonuncunda, jel UV 1s1Q1 altinda incelendi.

2.24.3. Fotografin Cekilmesi

Elde edilen plazmid DNA’lar agaroz jelde yurutuldikten sonra Vilber

image analiz aleti ile jelin fotografi gekildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Magnetik Afinite Kiirelerin Karakterizasyonu

Calismamizda sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu ve bakteriyel hiicre
lizatindan izole edilen plazmit DNA'nin saflastiriimasi isleminde kullanilan
yeni magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kureleri, metiimetakrilat ve metakrilikasit
monomerlerinin kopolimerizasyonu ile sentezlendi. Kurelere magnetik 6zellik
kazandirma islemini gergeklestirmek icin Oncelikli olarak demir igeren
p(MMA-ko-MAA) kiireleri, Fe™ iyonlari varliginda yukarida anilan
monomerlerin suspansiyon polimerizasyonunu ve ikinci asamada ise demir
oksit kristali olusumu icin Fe*? iyonlari iceren NH3-H,O sulu c¢oézeltisinde

klasik termal ¢oktirme reaksiyonunu kapsamaktadir.

Vakum etuvande kurutulan m-p(MMA-ko-MAA) destek materyali
molekuler elek ile elenerek boy ve boyut dagilimi belirlendi. 53-300 um
arasinda farkli fraksiyonlarda polimerizasyon verimi % 95 olarak hesaplandi.
75-150 ym boy ve boyut dagilimina sahip fraksiyonun polimerizasyon verimi
% 86 olarak belirlendi. Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kirelerinin spesifik
yiizey alani, BET ydntemiyle dlciildi ve 29.6 m?/g kiire olarak bulundu.
Metakrilikasit monomeri karboksilik grubu tasimasi nedeni ile, destek
materyalinin ylzeyinde, herhangi bir aktivasyon ve/veya modifikasyona ve
ligand baglama gibi ara basamaklara gereksinim duyulmadan DNA
molekdlleri ile spesifik etkilesimin gerceklesebilmesi amaci ile kullanildi. m-
p(MMA-ko-MAA)  kurelerinin  erigilebilir ~ karboksil ~— grubu  miktari,

potansiyometrik titrasyon ydntemi kullanilarak 3.63 mmol/g kire olarak
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belirlendi. Bu degerin, karboksil gruplarinin bir kisminin magnetik karelerin i
tarafinda kalmasi nedeni ile analitik tayinler icin ulagilabilir olamamasi
sonucunda, teorik olarak hesaplanan dederden daha dugsuk oldugu belirlendi

(8.71 mmol/g).

Protein ve enzim ayristiriimasi ve/veya saflastirimasi ¢alismalarinda,
afinite materyalin dolgulu kolon sistemlerinde kullanimi dusudndldagiande
denge su igerigi oldukga énemlidir. Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kirelerinin

denge sisme orani 1.39, yogunlugu ise 1.41 g/cm® olarak belirlendi.

Sentezlenen kurelerinin magnetik yogunlugu, oda sicakliginda elektron
spin rezonans spektroskopisi (ESR) ile dogrulandi ve magnetik alana (Gauss)
karsi magnetik yogunluk olacak sekilde elde edilen sonuglar Sekil 3.1'de
gosterildi. Magnetik destek malzemesinin spektrumunun incelenmesinden, i)
tipik bir duslik magnetik alan uygulamasina kargl yuksek yogunluk
ferromagnetik rezonans sinyali elde edildi (2000 Gauss’un yukarisinda) ve ii)
5000 Gauss’un uzerinde genis bir bant pik yayilmasi olmak tzere iki bilesene
sahip oldugu gozlendi. Elde edilen ESR spektrumundan, yaklasik 1000
Gauss’ luk magnetik alanin, hazirlanan magnetik kirelerinin  dipol
momentlerinin tamamini uyarmak igin yeterli oldugu goézlendi. Literaturde,
magnetik polimerik malzemeler i¢in bu degerin 1000 ve 20.000 Gauss ©V
arasinda oldugu rapor edilmistir. Literatlrdeki ¢calismalarla kiyasladigimizda,
1000 ve 20.000 Gauss arasinda dedisen magnetik yogdunluklar,
calismamizda yeni gelistirdigimiz m-p(MMA-ko-MAA) Kkdureleri ile cesitli
kromatografik uygulamalar icin daha az magnetik yogunluk gerektiren

magnetik kurelerin sentezlendigini godstermigtir 6. Bu nedenle yeni
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gelistirdigimiz magnetik kureleri, geleneksel daimi miknatis ile ¢ozelti
ortamindan bir ka¢ saniyede kolayca ayrilabilmesi ve uygulanan magnetik
kuvvet uzaklastirilmasi ile magnetik kirelerin basit ¢alkalama yontemi ile
kolayca dagitilabilir oldugunu gdstermesi agisindan énem ifade etmektedir.
Ayrica, mikro Olgekli uygulamalarda onemli bir avantaj saglayacagi da
dusunulmektedir. Bu yolla, magnetik kdreler ayirma ortamindan kolaylikla
uzaklastirilabilmis ve tekrar islemsel donguye dahil edilerek tekrar

kullanimlari saglanmistir.
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Sekil 3.1. Magnetik kirelerin ESR spektrumu

Magnetik kirelerinin mikrogézenekli ylzey yapisi Sekil 3.2’de taramali
elektron mikroskobu (SEM) mikrograflari gosterildi. Kirelerin oldukg¢a dizgin
kUresel bir yapiya sahip olduklari gézlendi. Polimerizasyon islemi suresince
olusan mikro gézeneklerden dolayi purlizsiz bir ylizeye sahip oldugu ve elde
edilen bu yuzeyin afinite magnetik klreler ile hedef molekulin etkilesimi

sirasinda dig ylzeyi ve yuzeye yakin gdézenek boslugu araylzey bdlgelerinde
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gercekleseceginden, kurenin mikrogozenekli yuzey o6zelligi sulu ortamdan
DNA adsorpsiyonu ve izole edilen plazmitin izolasyonu iglemleri igin genis bir
yuzey alani saglayacagi dusunuldi. Bu yolla magnetik m-p(MMA-ko-MAA)
kirelerinin hedef biyolojik molekdller igin daha yuksek adsorpsiyon kapasitesi

de saglayacaktir.

Sekil 3.2. m-p(MMA-ko-MAA) kirelerin SEM mikrografi

Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kurelerinin FTIR spektrasi, Sekil 3.3’te sunuldu.
Magnetik kiirelerin FTIR spektrumunda, ~3500 cm™de alkoliin hidrojen
baginin karakteristik gerinim titresimine sahip oldugu gériildii. ~2952 cm™de
metilen titresimi MMA’'nin  karakteristik titresimleri arasinda yer alir.
Metakrilikasitin  karbonil gruplarindan ileri gelen ve MMA’nin ester

konfiglirasyonunu ifade eden absorpsiyon piki ise yaklasik 1728 cm™ de
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g6zlendi. 3447, 1632 cm™ deki absorpsiyon bantlari C=0 piki, 1156 cm™ deki
C-O karakteristik piki, 2992 ve 1452’deki C-H gerilim ve titresim bantlarina ait
pikler metilmetakrilat ve metakrilikasit monomerlerinin kopolimer yapida
oldugunun bir gdstergesidir. Fes04, 600 cm " "de karakteristik bir banta sahiptir
ve bu m-p(MMA-ko-MAA) kdirelerinin yapisi icinde Fe3;O4 molekullerinin
varligini gdstermektedir. Bu sonug¢ ayrica, gravimetrik analiz ile de
dogrulanmistir. Kire yapisindaki ¢okmuis demir oksit miktarinin 134 mg/g

kire mertebesinde oldugu da belirlenmigtir.
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Sekil 3.3. m-p(MMA-ko-MAA) kurelerin FTIR spektrumu
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3.2. Sulu Gozeltiden DNA Adsorpsiyonu Galigsmalari

Superparamagnetik 6zellikli m-p(MMA-ko-MAA) kurelerin hazirlanmasi
icin optimize edilen deney protokolin olusturulmasini takiben, yeni gelistirilen
afinite kurelerin herhangi bir aktivasyon veya modifikasyon iglem basamagi
gerektirmeksizin tek basamakta sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu
calismalari gerceklestiriierek DNA molekdillerine karsi gosterdikleri afinite
arastinldi. Adsorpsiyon sistem parametrelerinin belirlenmesinin ardindan

plazmit DNA’'nin saflastirilmasi ¢alisildi.

3.2.1. pH Etkisi

pH ve iyonik siddet, araylzeyde bulunan kovalent olmayan
etkilesimlerle yonetilen afinite kromatografi sisteminde &énemli bir rol
oynamaktadir. Hedef molekdl yizeyinde iyonize olabilen gruplar dolayisi ile
olusan yuzey yuk dagihimi, magnetik klrelerindeki baglanma bdlgeleri ile

spesifik afinite etkilesimlerinde pH oldukga 6nemli bir faktdr olacaktir 62,

Magnetik p(MMA-ko-MAA) afinite kurelerle  DNA'nin spesifik etkilesimi
incelemek igin pH'In etkisi 4.0-6.0 araliginda arastinldi (Sekil 3.4). Magnetik
kirelere 0.5 M NaCl igeren ¢ozeltideki baslangi¢ derisimi 100 pg/ml olan
DNA’nin maksimum adsorpsiyonu pH 4.0’de 2.68 mg/g klre olarak bulundu.
Bu spesifik etkilesim DNA’nin bu pH degerinde konformasyonel ve yuzey yik
dagihmi  durumundan ve destek materyali ylzeyindeki negatif yuk
yogunluguna sahip bdlgeler arasindaki elektrostatik etkilesimden

kaynaklandigi dusindilda. lyi bilindigi gibi, bir arayiizey olayi olan biyolojik
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molekil adsorpsiyonun da hidrofobik, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen

baglar spesifik adsorpsiyondan sorumlu olan baslica kuvvetlerdir ©0,

mg DAY magnetik kire
i
|

1 7 -
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|:| T T T r' 1
3 4 5 G 7 g
pH

Sekil 3.4. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kirelere DNA adsorpsiyonuna pH etkisi

3.2.2. iyonik Siddet Etkisi

Sulu ¢ozeltiden DNA adsorpsiyonu, iyonik siddetin etkisi farkh tuz
konsantrasyonlarinda, 100 ug/ml baslangig DNA konsantrasyonunda galisildi
(Sekil 3.5). Sekilden gorilebildigi gibi, maksimum DNA adsorpsiyonu 0.5 M
NaCl konsantrasyonu ile elde edildi. Bu, yuksek iyonik siddette, DNA'nin
daha kompakt bir yapisinin olusumu ile aciklanabilir. DNA’ya spesifik

baglanma yerlerinin engellenmesine neden olabilecegi ve bu nedenle
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magnetik afinite kirelerin hedef molekile daha disik adsorpsiyonuna yol

acgabilecegi disunuld.
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Sekil 3.5. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kurelere DNA adsorpsiyonuna iyonik

siddet etkisi

Arica ve arkadaslari ® NaCl konsantrasyonunun 0.0’dan 0.5 M kadar
artirldiginda, poli-L-lizin tutuklu pHEMA membranina adsorplanan DNA
miktari, yaklasik %47 oraninda arttigini rapor etmiglerdir . Lee ve arkadaglari
®3 | tuz igceren sulu ortamda, serbest poli-L-lizin ile sigir timus DNA’sinin
etkilesimini arastirmiglar ve ortamin iyonik siddeti arttikga, sigir timus DNA’s|
ile poli-L-lizin’in etkilesim oraninin arttigini belirtmislerdir. Lee ve arkadaslari,
DNA adsorpsiyonunda artan iyonik siddet ve artan pH’la, agregasyon hizinin

artigini  bildirmislerdir. Iyonik siddet arttikga, Debye-Hickel uzunlugu
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tarafindan verilen, molekillerin cevresindeki elektriksel ¢ift tabaka

azalacaktir. Rustemier ve Killmann ©4, ortamdaki artan elektrolit

konsantrasyonuyla, yuzey vyuklerini goruntulemislerdir. Bu etkilerin,
moleklller arasindaki itme kuvvetinin azalmasina neden oldugunu
bildirmislerdir. Sonug olarak, molekuller arasindaki toplam potansiyel enerji
bariyerinin azalmasi neticesinde sistemlerde agregasyon goérilmeye

baslamaktadir.

3.2.3. Denge Adsorpsiyon Zamani

Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kurelere sulu ortamdan DNA
adsorpsiyonu isleminde zamanin etkisi arastirilarak denge-zamani belirlendi.
Farkli baslangic konsantrasyonlarindaki DNA icin adsorpsiyon igleminin
baglangicinda yuksek adsorpsiyon hizi oldugu, 180 dakika igerisinde
dengeye ulastigi ve 240 dakika boyunca sabit kaldigi gézlendi (Sekil 3.6).
Adsorpsiyon ortamindaki baslangic DNA konsantrasyonlarindaki artis
adsorpsiyon hizi ve kapasitesinde de artisa neden oldu. Bu nedenle c¢esitli
kosullar altindaki (farkli adsorpsiyon parametreleri) adsorpsiyon verileri,

dengeye ulasilan 4 saatlik adsorpsiyon iglemi sureci uygulanarak elde edildi.
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Sekil 3.6. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kirelere DNA adsorpsiyonunda denge-

Zamani

3.2.4. Sicakhgin Etkisi

Sicakligin artmasi ile DNA ve magnetik mikroktrelerin fonksiyonel
gruplari arasindaki etkilesim alaninin arttigi ve dolayisiyla adsorpsiyon
kapasitesinin arttigi1 goézlendi (Sekil 3.7). Sicakligin 4 °C’den 37°C’ye
cikariimasi ile birlikte m-p(MMA-ko-MAA) mikrokurelerin adsorpsiyon
kapasitesindeki bu artisin DNA molekulinin konformasyonel yapisi ile ilgili

oldugu dusunulda.
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Sekil 3.7. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kirelere DNA adsorpsiyonuna sicaklik

etkisi

3.2.5. Baglangic DNA Konsantrasyonun Etkisi

Afinite magnetik kurelere sulu ¢ozeltiden DNA uzaklastiriimasi igin
deneysel adsorpsiyon egrisi Sekil 3.8’da sunuldu. Adsorpsiyon ortamindaki
DNA konsantrasyonundaki artig, afinite magnetik kirelere adsorplanan
protein miktarinda bir artisa neden olmaktadir. Basglangic DNA
konsantrasyonu ve afinite magnetik kirelerin protein adsorpsiyon kapasitesi
arasindaki iligkinin, baslangi¢ konsantrasyonu 100 pg/ml’den fazla olmadigi
derisimler de dogrusal oldugu gdzlendi. Adsorpsiyon kapasitesinin, artan

DNA konsantrasyonu ile arttigi ve 100 ug/ml baslangi¢ derisim degerinden
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sonra sabit kaldigi gozlendi. Bu afinite mikrokirelerin spesifik etkilesim
gruplarinin, DNA molekulleri ile doygun hale gelmis olmasiyla

aclklanabilecegi disunuldu.

mg DNA/g magnetik kiire

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

DNA konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 3.8. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kirelere DNA adsorpsiyonunda sulu

cOzeltideki baglangic DNA konsantrasyonunun etkisi

DNA adsorpsiyonu igin literatirde, c¢ok genis adsorpsiyon
kapasitesileri araliginda, ¢ok c¢esitli afinite adsorbentleri bildirilmistir. Kato ve
Ikada 6%, modifiye edilmis poli(etilen teraftalat) mikrofiberlerin maksimum
DNA adsorpsiyon kapasitesini 5.0 mg/g olarak bildirmislerdir. Unsal ve

arkadaglar ©® polietilenimid bagl poli(p-klorometilstiren) kirelerin gramina
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290 mg DNA adsorplandigini bulmuslardir. Arica ve arkadaslari ®, poli-L-lizin

tutuklu pHEMA membrani ile 5849 mg/m2 adsorpsiyon kapasitesine
ulasmiglardir. Bu c¢alismada gelistirlen magnetik m-p(MMA-ko-MAA)
adsorbentlerle basarilan maksimum DNA adsorpsiyonu kapasitesi 2.97 mg/g

olarak bulundu.

DNA adsorpsiyonundan sonra, magnetik afinite sorbent, DNA-
adsorplanan magnetik kire, desorpsiyon ortamina (1.0 M NaCl ve 1.0 mM
EDTA igeren, Tris-HCI tamponu, 10 mM, pH 8.0) transfer edildi ve 23 °C’de,
6 saat inkubasyonu sonucunda %72 oraninda DNA'nin desorbe edildigi

belirlendi.

3.3. Plazmid DNA'’larin izolasyonu ve Spektrofotometrik Kontrolii

Plazmidler E.Coli DH5a konak hucrede Uretildi ve mikro skalada
“miniprep” DNA izolasyon ydntemi ile plazmid DNA s izole edildi. izole edilen
Oorneklerdeki DNA miktarlari spektrofotometrik ydntem kullanilarak tayin
edildi. Plazmid DNA’larin kalitesi spektrofotomerik Olcimle elde edilen
Azs0/Azg0 Orani géz 6nune alinarak hesaplandi. Plazmid DNA o6rnekleri igin

Azs0/Azso oraninin 1.7-2.0 arasinda degistigi gorulda.

izole edilen plazmid DNA’larin safiginin kontrolli ve izole edilen
plazmid DNA’larin molekdl buyuklugl agaroz jel elektroforezi kullanilarak
belirlendi (Sekil 3.9). Jeldeki gbzlenen bantlarin parlakhdina bakilarak
spektroda olgulen degerle uygunlugu kontrol edildi. YUksek konsantrasyonda

izole edilen plazmid DNA’larin agaroz jeldeki bantlarinin parlak, dusik
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konsantrasyonda izole edilen plazmid DNA’larin bantlarinin ise daha mat
oldugu gérulda. Bu sonug¢ bize spektrofotometrik dlgimler ile agaroz jel

elektroforezin sonuglarinin uyumlu oldugunu gosterdi.

Sekil 3.9. Plazmid DNA’'nin agroz jel elektroforezi 1; Marker DNA (A/Hind 11I)
(2 u), 2,3,4,5,6,7,8,9,10; Miniprep DNA izolasyon yontemi ile degisik

konsantrasyonlarda izole edilen plazmid DNA'lar (2 pl)

3.3.1. izole Edilen Plazmid DNA’nin Saflastiriimasi

Ticari DNA (Calf Thymus) ile yapilan adsorpsiyon c¢alismasi
sonucunda elde edilen optimum kosullarda, maksimum adsopsiyonun
gozlendigi 0.5 M tuz iceren pH 4.0 tampon sisteminde izole edilen plazmid
DNA'nin magnetik m-p(MMA-ko-MAA) afinite kureleri ile saflastiriimasi

caligildi ve 1 g kdrenin 0.29 mg plazmid DNA’ si saflastirabildigi belirlendi.
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4.SONUG

Biyolojik sivilardan makromolekullerin (DNA/RNA, hormon, peptid ve
protein gibi) saflastiriimasi icin magnetik polimerik kirelerin kullanimina olan
egilim dikkat cekicidir. Magnetik destekler biyolojik sivi karisimlarindan,
partikullerin varliginda bile, hedef molekullin spesifik izolasyonlarinda basari
ile kullanilabilmektedir. Magnetik destek materyallerinin kullanildidi afinite
kromatografi segici bir saflagtirma ydntemidir. Afinite kromatografide
kullanilan polimerler, kararli yapilari nedeni ile biyolojik ortamlarda
kararhdirlar ve enzimatik ve mikrobiyal degredasyona karsi direng gosterirler.
En o6nemli avantajlari kimyasal ve fiziksel olarak olduk¢ca dayanikli
olmalaridir. Kromatografik yontemlerin en 6nemli avantajlari blyuk olcekli

isletim sistemlerinin olusturulmasindaki kolayliktir.

DNA tutuklu adsorbentlerle anti-DNA antikorlarinin uzaklastiriimasi,
bazi otoimmun hastaliklarin tedavisinde kullanilan yaygin bir yaklagsimdir. Bu
calismada, bakteriyel hicre lizatindan plazmid DNA’nin izolasyonu ve
saflastirimasi isleminde kullaniimasi amaci ile afinite kromatografi alaninda
kullanilabilecek, yeni kure vyapidaki magnetik destek malzemesinin
gelistirimesi hedeflendi. Bu amagla, metilmetakrilat (MMA), metakrilik asit
(MAA) ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) monomerleri kullanilarak
suspansiyon polimerizasyon yontemi ile m-p(MMA-ko-MAA) mikrokureleri
sentezlendi ve karakterizasyon galismalari (spesifik ylzey alani, partikil boy
ve boyut dagihmi, yodunlugu, sisme orani, ESR spektrumu, SEM mikrografi,

FTIR spekturumu, karboksil grubu tayini) yapildi. SEM mikrografi c¢ekilen
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mikrokdrelerin, yuzeyinin polimerizasyon ortaminda bulunan toluen
sayesinde, gozenekli bir yapiya sahip oldugu goruldi. Yeni hazirlanan m-
p(MMA-ko-MAA) afinite mikrokureler ile sulu ¢dzeltiden DNA adsorpsiyon
calismalari gergeklestirildi. Afinite mikrokdrelerinin sulu ortamdan DNA (Calf
Thymus) adsorpsiyonu isleminde optimum pH, 4.0 olarak belirlendi. Afinite
magnetik kurelere sulu ¢dzeltiden DNA adsorpsiyonu isleminde baslangicta
hizli bir adsorpsiyon gozlendi ve 180 dakikanin sonunda dengeye ulastigi
g6zlendi. Adsorpsiyon ortamindaki DNA konsantrasyonun artiriimasi ile
adsorpsiyon hizi ve kapasitesinin arttiyi ve maksimum adsorpsiyon

kapasitesinin 2.97 mg/g oldugu belirlendi.

Plazmid DNA uzun zamandir molekller biyolojide yasayan
organizmalarin modifikasyonu igin kalitsal bir ara¢ olarak kullaniimaktadir.
Plazmid DNA’lar antibiyotiklere, metallere ve ilaglara direnglilik, toksin
formasyonlari, pilus olugsumu, virulans faktorleri, fermentasyon o&zellikleri,
nitrojen fiksasyonu vs gibi 06zel karakterleri tasidiklari igin bakterilere

avantajlar saglamaktadirlar ¢7. Tipik olarak plazmid DNA'nin ¢ok kuguk

miktarlari operasyonlarda ve Uretim igin yeni yontemlerin geligtirimesinde
gereklidir. Bu nedenle kolay, hizli ve ucuz plazmid DNA saflagtiriimasi igin

yeni yontemlerin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayrica, elde edilen magnetik kureler immunoadsorbent olarak da

kullanim potansiyeline sahip olacagdi dusunulmektedir
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