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          ÖZET 

PLAZMİT DNA SAFLAŞTIRILMASI İŞLEMİNDE 

KULLANILMAK  ÜZERE  MAGNETİK AFİNİTE MİKROKÜRELERİN 

HAZIRLANMASI 

 

ÜRÜN, Meral 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

        Danışman: Prof. Dr. M.Yakup ARICA 

   Kasım 2006, 53 SAYFA 

 

Bu çalışmada, metilmetakrilat (MMA),  metakrilikasit (MAA)  ve 

etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) monomerleri kullanılarak süspansiyon 

polimerizasyon yöntemi ile m-p(MMA-ko-MAA)  mikroküreleri sentezlendi. 

Sentezlenen mikrokürelerin karakterizasyon çalışmaları (spesifik yüzey alanı, 

partikül boy ve boyut dağılımı, yoğunluğu, şişme oranı, ESR spektrumu, SEM 

mikrografı, FTIR spektrumu, karboksil grubu tayini) yapıldı ve DNA 

adsorpsiyonu çalışmalarında kullanıldı. Afinite mikrokürelerin sulu çözeltiden 

ve bakteriyel hücre lizatından DNA uzaklaştırılması ve saflaştırılmasında 

performansı incelendi. Tüm afinite mikroküreler için maksimum adsorpsiyon 

kapasitesi pH 4’de gözlendi ve adsorpsiyon miktarı 2.97 mg/gr olarak 

bulundu.  

i 
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 Bakteriyel hücre lizatından plazmid DNA  izolasyonu için miniprep 

DNA izolasyon yöntemi kullanıldı ve elde edilen plazmid DNA’ların A₂₆₀/A₂₈₀  

oranı 1.7-2.0 arasında bulundu.  

 
Anahtar Kelimeler : Magnetik küre, Plazmid DNA, Adsorpsiyon 
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ABSTRACT 

THE PREPARATION OF THE MAGNETİC AFFİNİTY MICROBEADS  

FOR THE PURİFİCATİON OF PLASMİD  DNA 

 

 

          ÜRÜN, Meral 

                           Kırıkkale 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.   

iii 
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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. GİRİŞ 

    

              Kromatografi kompleks karışımlarda bulunun birbirine yakın 

özellikteki maddeleri ayırmak için kullanılan çok sayıda farklı yöntemi içerir. 

Kromatografik yöntemler arasında en önemli yeri afinite kromatografi 

almaktadır. Afinite kromatografi saflaştırılması istenen molekül veya biyolojik 

ünitenin, seçici olarak afinite destek materyali üzerinde bulunan liganda 

spesifik ve tersinir bağlandığı bir ayırma tekniğidir. Bu yolla, çok zor olan çok 

sayıda ayırma işlemi kısa zamanda gerçekleştirilmekte ve yüksek bir verimde 

hedef molekülün saflaştırılarak elde edilmesi mümkün olmaktadır. Afinite 

kromatografi yöntemi ile çeşitli antikorlar, taşıyıcı proteinler, enzimler, 

DNA/RNA ve hücreler yüksek saflık derecesi ile elde edilmektedir ⁽¹−³⁾.  

 
             Kolon afinite kromatografi yöntemi ile çok sayıda yapılan 

araştırmalar özellikle laboratuvar ölçeğinde başarı ile kullanılabileceğini 

göstermiştir. Ancak, standart kolon sistemleri ile partikül halinde yabancı 

madde içeren örneklerin saflaştırılma zorluğu sistemin dezavantajını 

oluşturmaktadır. Bu nedenle, örnek içerisinde bulunan katı ve kirlenmiş 

bileşikler bulunduğunda ayrıştırma veya saflaştırma işlemi için doğrudan 

saflaştırma yapmak için uygun olmadığı görülmektedir. Sistemin 

dezavantajını oluşturan bu olumsuzluğun giderilmesi için araştırmacılar 

magnetik afinite, iyon-değiştirme ve hidrofobik veya adsorpsiyon yöntemi ile 

kesikli ayırma, magnetik olarak kararlı akışkan yatakların ya da magnetik 

olarak şekillendirilmiş iki-faz sistemlerinin uygulamalarına yönlenmiştir. Son 

on yıl içerisinde, kromatografik ayırma yöntemleri uygulamalarında magnetik 
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özelliğe sahip afinite destek materyallerinin kullanıldığı magnetik ayırma 

tekniği hedef biyomolekülün ayrıştırılması ve DNA/RNA saflaştırılmasında 

geleneksel ayırma işlemlerine kıyasla sunduğu çeşitli üstünlükler nedeni ile 

araştırıcıların konu üzerine ilgisi artmıştır ⁽⁴⁾. Afinite destek materyallerinin 

sahip oldukları güçlü magnetik özellikleri önemli bir avantaj oluşturmaktadır. 

İlave olarak, magnetik ayırma teknolojisi, hızlı ve kolay bir tekniktir ve hedef 

molekülü çok daha az mekanik gerilime maruz bırakma konusunda da bir 

üstünlük sunmaktadır. Bu yeni kombine yöntemle pahalı sıvı kromatografi 

sistemlerine, santrifüjlere, filtrelere ya da diğer ekipmanlara gerek 

olmaksızın, ayrıştırma işleminin doğrudan biyolojik ortamlardan süspanse 

katı materyal içeren örneklerde dahil olmak üzere gerçekleştirmek mümkün 

gözükmektedir. Ayrıca, otomasyona ve mikro-ölçek gerektiren işlemlere 

daha kolay olarak adapte edilmeleri sistemin sağladığı diğer bir avantaj 

olarak gözükmektedir. 

 
              DNA/RNA bütün hücresel fonksiyonlarla ilişkili olan proteinlerin 

sentezlenmesi için gerekli genetik bilgileri ve kodları taşımaktadırlar. 

Deoksiribonükleik asitlerin polimeri DNA, ribonükleik asitlerin polimeri 

RNA’dır. DNA ligand olarak plazmadan anti DNA-antikorlarının 

uzaklaştırılmasında otoimmün hastalıkların (sistemik lupus eritematozus, 

SLE) tedavisinde de kullanılmaktadır ⁽⁵–⁸⁾. Anti-DNA antikorlarının miktarı 

nefrit ve serebrit gibi hastalık aktivitesi ve ilgili organın reddedilmesini 

düzenlemektedir. Bu gibi durumlarda, plazmadan anti-DNA antikorlarının 

taşınması farklı araştırmalara ve klinik gelişmelere yol açmıştır. Bu 

çalışmaların sonuçları yüksek hız ve kapasitede anti DNA antikorlarının 
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uzaklaştırılmasının, yüzeylerinde yüksek miktarda immobilize DNA taşıyan 

polimerik adsorbantlarla başarılabileceğini göstermiştir ⁽⁹∙ ¹⁰⁾ . 

 
              Gen tedavisi, kanser ve AIDS gibi kazanılmış hastalıklar veya sistik 

fibrosiz  gibi genetik bozuklukları düzelten, tedavi eden veya önleyen bir yada 

birkaç fonksiyonel gen hakkındaki bilgiye dayanırken, oligonükleik asit 

kökenli DNA aşıları sıtma enfeksiyonlara karşı bağışıklık sistemini 

güçlendirmektedir ⁽¹¹⁾. Tedavi amaçlı gen transferlerinde kullanılan 

yöntemlerden biri de hedef doku içerisine çıplak veya lipit kaplı plazmid 

DNA’nın enjekte edilmesi yöntemidir ⁽¹²⁾. 

 
              DNA izolasyonu moleküler biyoloji içinde temel bir tekniktir. Yüksek 

moleküler ağırlıklı DNA’nın analizi endüstri ve araştırma laboratuarı 

içerisinde, DNA parmak izi, restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi 

(RFLP), genomik ve aynı tür sekansların yapımı ve polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) analizi için çok önemlidir. Aynı zamanda DNA’ nın 

saflaştırılması, kompleks farklı dizide DNA molekülleri içinde spesifik DNA 

sekanslarının çalışılmasında, genom yapısı ve gen ifadesinin analizi 

içerisinde ilk aşamayı oluşturmaktadır ve DNA’nın nicelik ve niteliği bu 

sonuçları doğrudan etkilemektedir.  

 
Hücre materyalinin çok küçük bir bölümünü DNA teşkil etmekte ve 

genellikle tanımlanmış bir bölümünde lokalize halde bulunmaktadır. 

Prokaryotik hücrelerde DNA hücre stoplazmasında bir membranla 

ayrılmamış halde lokalize halde bulunmaktadır. Ökaryotik hücrelerde 

DNA’nın hacmi sitoplazma membranından ayrılmış bir organel olan çekirdek 

içerisinde lokalizedir ve toplam hücresel DNA’’nın %90’ını oluşturmaktadır. 
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Virüsler ve bakterifajları içerisinde DNA protein kılıfı ile sarılmıştır ve 

viriyonun total hacminin %50-30’unu teşkil eder. Ökaryotik ve prokaryotik 

hücrelerde DNA hücrenin total hacminin yalnızca %1’lik kısmını teşkil 

etmektedir ⁽¹³⁾ . 

 

1.1. Kromatografi 

 

              Kromatografi, bir örnek içindeki maddelerin bir hareketli ve sabit faz 

arasındaki dağılımlarına bağlı olarak ayırma ortamını farklı zamanlarda terk 

etmelerini esas alarak kalitatif ve kantitatif analiz yapılmasına olanak 

sağlayan yöntemdir ⁽¹⁴⁾. Bu yöntemde çalışma düzeneği temel olarak iki 

bileşenden oluşur. Bu bileşenlere sabit faz ve hareketli faz ya da mobil faz 

adı verilir. Mobil fazın içerisinde yer alan bileşenler, sabit faza ait dolgu 

maddesiyle etkileşmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, örnekteki 

farklı bileşenler için farklı miktarlarda olur. Böylece bileşenler sabit fazın 

sonlarına doğru, farklı hızlarda ilerledikleri için, birbirinden ayrılmış olarak 

sabit fazı farklı zamanlarda terk ederler. 

 

1.1.1.  Sabit Fazı Oluşturan Destek Materyalleri 

 

Kromatografik ayırımlarda kullanılan ve adsorbent olarak adlandırılan 

katı destek materyali spesifik olmayan etkileşimleri (elektrostatik, hidrofobik, 

vb.) minimuma indirilmiş, başka bir ifadeyle inert bir materyalden üretilmiş 

(genellikle doğal ve/veya sentetik polimerik bazlı) küresel paktiküller, 

membranlar veya fiberler şeklindedir. 
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Birbirlerine kovalent bağlarla bağlanarak büyük moleküller 

oluşturabilen küçük molekül kütleli kimyasal maddeler monomer, çok sayıda 

monomerin kovalent bağlarla birbirine bağlanarak oluşturduğu 

makromoleküller ise polimer olarak tanımlanır. Polimer kelimesi, çok 

anlamına gelen poly- ve tanecik, küçük parça anlamına gelen –meros 

kelimelerinden türemiştir. Doğal ve sentetik olmak üzere ikiye ayrılan 

polimerler; hafif, ucuz, mekanik özellikleri çoğu kez yeterli, kolay 

şekillendirilebilen, değişik amaçlarda kullanıma uygun, dekoratif, kimyasal 

açıdan inert ve korozyona uğramayan maddelerdir. Bu üstün özelliklerinden 

dolayı, makine, kimya, tekstil, endüstri, fizik mühendisliği gibi alanlarda 

çalışanların ilgisini çeken materyallerdir. Tıp, biyokimya, biyofizik, ve 

moleküler biyoloji açısından da polimerlerin önemi büyüktür. 

 
Polimerler sentez yöntemlerine göre zincir ve kondenzasyon 

polimerizasyonu olmak üzere iki grupta incelenebilirler. Polimerlerin 

üretiminde kullanılan endüstriyel teknikler, polimerizasyon ortamının 

özelliklerine bağlı olarak yığın, çözelti, süspansiyon, emülsüyon ve arayüzey 

polimerizasyon prosesleri olarak sınıflandırılabilmektedir. Sunulan tez 

kapsamında kullanılan DNA’ya spesifik yeni afinite magnetik mikroküreleri 

süspansiyon polimerizasyon tekniği ile sentezlenmiştir. 

 

 

1.1.1.1. Süspansiyon Polimerizasyonu 

 
              Süspansiyon polimerizasyonu ilk defa 1909 yılında Holfman ve 

Delbruch tarafından geliştirildi. Bu polimerizasyon tekniği endüstride büyük 
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miktarlarda polimer üretiminde yaygın olarak kullanılmaktadır. Süspansiyon 

polimerizasyonu sonucu gözenekli veya gözeneksiz partiküller elde 

edilebilmektedir.  

 
              Süspansiyon polimerizasyonunda başlatıcı dağıtma ortamı 

içerisinde, dağılmış halde bulunan monomer damlacıkları içinde çözünür. 

Dağıtma ortamı olarak genellikle su kullanılır. Dağıtma ortamındaki 

monomerlerin çözünürlüğü genelde düşüktür. Süspansiyon 

polimerizasyonunda, polimerizasyon boyunca damlacıkların stabil olarak 

ortamda kalabilmeleri ve birbirlerine yapışmalarını engellemek için 

stabilizörler eklenir. Stabilizörler, organik karakterdeki monomer damlaları ile 

polar su moleküllerinin temas yüzeylerini azaltan maddelerdir. Sisteme uygun 

ısıtma programı uygulanarak, sistem başlatıcının bozunma sıcaklığına 

ısıtıldığında, polimerizasyon başlatıcı moleküllerinin bulunduğu monomer 

damlacıkların içerisinde başlatılmış olur. Bu işlemde, sistem parametrelerinin 

ayarlanması ile 10 µm’den 10 nm’ye kadar istenilen boyutta polimer küreler 

elde edilebilir. Polimer kürelerin boyut dağılımı; reaktörün tipi, başlatıcı 

derişimi, sıcaklık, kullanılan karıştırıcının hızı ve tipi, monomer fazın hacim 

fraksiyonu, monomer türü, kulanılan stabilizörün konsantrasyonu ve türüne 

bağlı olarak değişmektedir. 

 

 

1.1.1.1. Polimerik Materyalin Sahip Olması Gereken Özellikler 

 

Biyolojik sıvılardan hedeflenen proteinin saflaştırılması ve 

ayrıştırılmasında, doğal veya sentetik kökenli polimerler (polisakkaritler, 
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poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatlar) destek materyalleri olarak 

kulanılmaktadır. Bu materyaller kontrol edilebilir boyut dağılımına ve gözenek 

çapına sahip olarak üretilebilmelidir. 

 
Geometrik olarak küre, çubuk veya membran yapıların kullanılabildiği 

de hazırlanabilen ayırma yöntemlerinin çoğunda küre yapıdaki destek 

materyalleri sağladığı avantajlardan dolayı tercih edilir ⁽¹⁹−²³⁾. Küre yapıda 

kullanılan destek materyallerin boyutu 50-400 µm aralığındadır. Kürelerin 

gözenek büyüklüğü, saflaştırılmak istenen hedef molekül veya immobilize 

edilecek büyük moleküllü ligandların bağlanmasına izin verecek boyutta 

olmalıdır ⁽²⁴⁾. Küre yapıdaki destek malzemelerinin kullanılması hedef 

moleküllerin karışımından direkt izole edilmesi ve saflaştırılmasını 

sağlamasının yanında, işlem zamanını da önemli ölçüde kısaltmış olur ⁽²⁵∙²⁶⁾ .  

 
Ticari olarak mevcut destek materyallerinin bir bölümü etkileşim yüzey 

alanını artırmak amacıyla, biyolojik moleküllerin rahatça girebileceği geniş 

gözenekler içerecek şekilde üretilmiştir. Matriksin, mekanik sağlamlığı ve 

kolon içinde hidrodinamik açıdan kullanım kolaylığı yanı sıra kimyasal ve 

biyolojik olarak inert olması gerekmektedir. Destek materyali, yüzeyinde 

ligandların tutuklanması için hidroksil, karboksil, amino gibi fonksiyonel 

gruplara sahip olmalıdır. Bunun yanısıra hidrofilik ve nötral davranış, 

sıcaklığa karşı dayanıklılık göstermeli ve kimyasal reaksiyonlarla aktivasyona 

veya ligand bağlanması için türevlendirilmeye izin vermelidir. Matriks 

yüzeyindeki yüklü veya hidrofobik gruplar ile proteinler arasında meydana 

gelebilecek non-spesifik adsorpsiyonun mümkün olduğunca düşük olması 

beklenir. Kromatografik ayırımda kullanılacak destek materyali organik 
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çözücülerin, deterjan ve guadinhidroklorür gibi zarar verici elüentlerin 

kullanıldığı zor elüsyon şartlarına dayanıklı olmalı ve rejenerasyon esnasında 

da fiziksel ve kimyasal olarak kararlılığını korumalıdır. 

 

1.1.2. Afinite Kromatografi 

 

              Afinite kromotografi biyolojik moleküllerin saflaştırılmasında 

kullanılan bir yöntemdir. Afinite kromatografi yöntemi, 1968’de Cuetracasas 

ve arkadaşları tarafından ilk kez çalışıldığından deri, binlerce farklı molekülün 

(enzimlerin, antikorların, hormonların, vitaminlerin, reseptörlerin, çok sayıda 

farklı glikoproteinlerin, RNA’nın, DNA’nın) hatta bakterilerin, virüslerin ve 

hücrelerin ayrıştırılmasında kullanılmıştır ⁽¹⁵⁾ . 

 

              Bu yöntemle uygun şartlar altında, adsorpsiyon ortamından hedef 

biyolojik molekül matriks tarafından adsorplanır. Bu işlem hedef molekül 

içeren ortamın sürekli veya kesikli sistemlerde matriksle temasıyla sağlanır. 

Daha sonra adsorplanan molekül farklı pH, iyonik şiddet ve uygun spesifik 

elüentler kullanılarak biyolojik molekül ile matriks arasındaki non-kovelent 

ilişkinin bozulması ile desorbe edilir (Şekil 1.1) ⁽¹⁶−¹⁸⁾. 

 

Afinite kromotografi sistemlerinde destek materyallerinin verimliliği çok 

sayıda faktöre bağlıdır. Adsorpsiyonu etkileyen bu faktörler; matriksin 

kimyasal yapısı ve üzerinde taşıdığı reaktif fonksiyonel grupların sayısı, 

denge-su içeriği ve partikül boyut dağılımıdır. Afinite kromotografide destek 

malzemesinin seçiminde, yüzeyde bulunan fonksiyonel gruplar ile non- 

spesifik adsorpsiyon göz önünde bulundurulmalıdır. Matriksin gözenekli 
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yapıda olması hedef molekül için yüksek adsorpsiyon kapasitesi sağladığı 

için destek malzemesinin seçiminde avantaj sağlar. 

 

        

Şekil 1.1. Afinite kromatografinin şematik görünümü 

 

1.1.2.1. Magnetik Özellikli Afinite Destek Materyali 

 
Kromatografinin çeşitli uygulama alanlarında adsorbent olarak 

magnetik taşıyıcıların geliştirilmesi, dolgulu yatak ve geleneksel akışkan 

yatak sistemleriyle yapılan kromatografik ayırmalarda karşılaşılan birçok 

soruna alternatif çözüm üretilmesini sağlamıştır. Süper-paramagnetik katı faz 

destekleri kullanımına dayanan teknikler, biyolojik sıvılarda teşhis, ilaç 

hedefleme, moleküler biyoloji alanında araştırmalarda, hücre izolasyonunda, 

hedef molekül saflaştırılmasında, çeşitli immünolojik analizlerde, kanser 

tedavisinde, nükleik asitlerin saflaştırılmasında vs. gibi çok sayıda alanda 

uygulanmaktadır ⁽²⁷⁾ . Hali hazırda kullanılan bir çok partikül süper-para-

magnetik özelliği nedeni ile dışarıdan magnetik alan yaratılarak kolayca 

magnetize edilebilmekte ve ayrıştırma için gerekli denge-zamanına 

ulaşıldığında hemen yeniden dağıtılabilen magnet uzaklaştırılabilmektedir. 
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Magnetik taşıyıcılar inorganik malzemeler veya bazı yapay ve doğal 

polimerler kullanılarak üretilebilir. İnorganik malzemeler, yüksek mekanik 

dirençleri, çözünmez olmaları ve çok uzun raf ömürleri nedeniyle taşıyıcı 

olarak idealdir. İnorganik desteklerin en büyük dezavantajı metal iyonlarıyla 

kompleksleşme için işlevsel gruplarının kısıtlı olmasıdır. Organik kökenli 

doğal veya sentetik polimerik materyaller belirli uygulamalara cevap vermek 

üzere istenen şekilde sentezlenebilmelerini sağlayan çok çeşitli yüzey 

işlevsel gruplar içermeleri ve gözenekli veya gözeneksiz olarak 

hazırlanabilmeleri nedeni ile magnetik destek materyali olarak kullanımları 

tercih edilmektedir. Polivinilbutiral, polietilen glikol, polivinil alkol, 

poliakrilamid, polimetilmetakrilat ve aljinat, değişik uygulamalarda kullanılan 

tipik polimer kökenli taşıyıcılara örnek olarak verilebilir ⁽²⁸∙²⁹⁾ . 

 

Akrilat  ve akrilik asit kökenli polimerler uzun ömürlü  sentetik 

polimerlerdir. Bu grupta yer alan poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu 

sentetik bir polimer olmasından dolayı biyomedikal ve biyoteknolojik alanda 

çok sayıda uygulama alanı bulmaktadır. Ayrıca, akrilik ve metakrilik kökenli 

polimerler yapay damar, kontak lens, ilaç salınım sistemleri gibi uygulama 

alanlarına sahiptir. Bu tür materyallerin uzun süreli biyolojik uyumluluğu ve 

fonksiyonelliği canlı dokulardaki in vivo etkileşimleri ile kontrol edilmektedir. 

Bu materyal mekanik olarak güçlü olmasından dolayı, enzim 

immobilizasyonu ve protein saflaştırılmasında da yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Metakrilik asit iyonize olabilen bir monomer olarak bilinir ve 

bu nedenden dolayı polimeri pH’a karşı duyarlıdır. 
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1.1.3. Adsorpsiyon 

 

              Atom, iyon ya da moleküllerin bir katı yüzeyine tutunmasına 

adsorpsiyon, tutunan taneciklerin yüzeyden ayrılmasına desorpsiyon, katı 

yüzeyine tutunan maddeye adsorplanan, adsorplayan destek malzemesine 

adsorbent denir. Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal olarak gerçekleşen bir ara 

yüzey olayıdır. Fiziksel adsorpsiyon sırasında atom, molekül yada iyon 

şeklinde olabilen adsorplanan tanecikler ile katı yüzeyi arasında, uzun van 

der Waals çekim kuvvetleri etkindir. Kimyasal adsorpsiyon sırasında ise 

tanecikler ile yüzey arasında bir kimyasal bağ ve genellikle de kovalent bağ 

oluşmaktadır  ⁽³⁰⁾. 

 

1.2. DNA İzolasyonu ve Saflaştırılması 

 
Proteinlerin ve peptidlerin magnetik ayrımları genellikle kullanışlı ve 

hızlıdır. DNA tutuklanmış destekler, plazmadan anti-DNA antikorlarının 

uzaklaştırılmasını içeren, oto-immün hastalıkların teşhis ve tedavisinde 

kullanılmaktadır ⁽⁸∙¹⁰⁾. DNA’nın daha fazla miktarda ve kararlı olarak 

tutuklanmasının, polimerik sorbent materyallerinin amin grupları ve DNA 

moleküllerinin fosfor taşıyan bölümleri arasındaki, çoklu iyonik 

kompleksleşme yoluyla başarılabildiği de gösterilmiştir. Bu sebeplerle, poli-L-

lizin, poli(etilamin), poli(amidoamin) ve katyonik lipidler gibi küçük 

polikatyonik moleküller, DNA ile etkileşim için spesifik ligandlar olarak 

kullanılmıştır. Bu polikatyonik moleküllerin, fizyolojik pH’da pozitif yüklenerek 

çift zincirli DNA’nın negatif yüklü fosfat gruplarına bağlandığı belirtilmiştir 
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⁽¹²∙¹³∙¹⁵∙¹⁶⁾. SLE gibi bazı otoimmün hastalıkların tedavisinde, bir hastanın 

plazmasından anti-DNA antikorlarının uzaklaştırılması, DNA tutuklanmış 

polimerik adsorbentler kullanılarak başarılabilir ⁽¹³∙¹⁵⁾ . 

 
DNA izolasyonu, birçok moleküler biyoloji teknikleri için, önceden 

yapılması gerekli bir adımdır. Çoğu kez kompleks karışımlardan DNA’nın 

ayrılması, genel olarak diğer çalışmalardan; sekans, amplifikasyon, 

hibridleme, belirleme vs. yöntemlerinden önce gereklidir. Proteinler ve RNA 

gibi hücresel ya da diğer kontamine materyalin büyük miktarlarının varlığı, 

böyle kompleks karışımlarında, reaksiyonların ve moleküler biyolojide 

kullanılan tekniklerin çoğunu engeller ⁽⁴⁾ . Geleneksel DNA ekstraksiyonu için 

protokol, hücre lizisini takiben proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi 

kontamine olan hücresel komponentlerin uzaklaştırılmasını içerir; ve sonuç 

olarak izole edilen DNA, bir seri çöktürme ve santrifügasyon adımlarında 

kullanılır, otomasyonu ise zordur. Magnetik ayırma temeline dayanan 

tekniklerin kullanımı ile; ilgili sarfların en aza indirilebilmesi, zorlu ve 

hassasiyet gerektiren işlem basmaklarının elimine edilebilmesi ve 

otomasyona uygulanma olasılığına ulaşılırken daha kısa işlem süresinde 

yüksek saflıkta DNA elde edilebilmektedir. Matsunaga ve arkadaşları ⁽³¹⁾, 

E.coli’nin belirlenmesi ve uzaklaştırılması için, bakteriyel magnetik partiküller 

(BMP) üzerine tutuklanmış, fluoresan izotiyosiyanat (FITC) konjuge 

monoklonal anti- Escherichia coli antikorları olan, yeni bir fluoroimmünoanaliz 

metodu geliştirmişlerdir. Aynı araştırma grubu Staphylococcus türlerini 

belirlemesi için ELISA temelli bir magnetik küre geliştirmişlerdir ⁽³²⁾ . 
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1.2.1. Escherichia Coli 

 
              Escherichia Coli (E.Coli); Enterobaktericeae familyasının koliform 

grubu içerisinde yer alır. Escherichia Coli 2-6 µm boy ve 1-1,5 µm eninde, 

basil şeklinde, gram(-), çoğu zaman hareketli, fakültatif anaerop, 1-2 mm 

çapında, S tipi koloniler yapan sporsuz bakterilerdir. 

 
              E.Coli nutrient agar, kanlı agar ve enterobakterilerin için geliştirilen 

seçici  besi yerlerinde (MacConkey, EMB agar gibi) 37°C ve 24 saatte gözle 

görülebilir S tipi koloniler oluştururlar. Mac Conkey agarda pembe, EMB 

agarda metalik renkler veren koloniler oluştururlar. E.Coli farklı antijenik 

özellikler ile çok sayıda şuş ve serotipe ayrılmaktadır.  

 
              Plazmidler bakteri içerisinde çoğalan küçük, çembersel, 

ekstrakromozomal, tek gen içeren, çift zincirli DNA molekülleridir. 

Plazmidlerin kendilerine ait replikasyon merkezleri vardır ve endojen hücresel 

mekanizmalarla kendi kendilerini çoğaltabilirler. Antibiyotik direnci, virulans 

faktörleri ve kendi genetik özelliklerinin diğer bakterilere aktarımından 

sorumlu genleri taşırlar. Bakterileri ağır metal tuzlarına, UV’ye ve 

antibiyotiklere dirençli hale getirirler. Plazmidi içeren E.Coli hücreleri o 

antimikrobiyal ajanı içeren medya içerisinde büyüyebilirler. Modern yüksek- 

kopya- sayılı plazmidler, yaklaşık olarak 3 kb büyüklüğündedir ve bunlara 15 

kb’ye kadar parça yerleştirilebilir (Şekil1.2). Ancak plazmid yapısında 

kodlanan DNA’nın birçoğu 10 kb’den daha küçüktür. Daha büyük parçalar 

genellikle kararlı değildir. Böylece sadece küçük DNA parçaları plazmid 

vektörlerinde klonlanabilir. 
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                                       Şekil 1.2. E.Coli plazmidi 

 

Çeşitli E.Coli şuşlarında bir çok plazmid tipine rastlanmıştır. Ancak en 

çok bilinenleri, F, R, Col plazmidleridir. Bu plazmidler, bazı özellikleri 

paylaşsalar da, önemli farklılıklara sahiptirler. 

 

1.2.2. Plazmid DNA’nın Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

 
              Plazmidler kovalent bağlı, iki polinükleotid zincirinden oluşmuş çift 

sarmal bir yapıya sahiptir. İki polinükneloitid zincirindeki bazlar birbilerine 

karşılıklı olarak hidrojen bağları ile bağlanmışlardır (Şekil1.3). Her iki zincirde 

zıt kimyasal polariteye sahiptir.  DNA çift sarmalının bir kolu 5’-3’ yönünde 

başlarken diğer kolu 3’-5’ yönünden başlar.  
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              Plazmid DNA molekülünün her bir ipliği fosfodiester bağı ile 

bağlanmış deoksiribonükleotitlerin doğrusal polimeridir. Bu fosfat grupları 

pH>4 için negatif yüklüdür ⁽³³⁾. 

 
              İki anti-paralel DNA zincirlerinin birbirleri etrafında ve ortak bir eksen 

etrafında birbirlerini sarmaları, AT (Adenin Timin) ve GC (Guanin Sitozin) 

bazları arasında Watson Crick H bağı ve güçlü bağlarla kararlı olan sağ el çift 

sarmal yapısını oluşturur ⁽³³⁾. Aromatik bazların kapalı bir şekilde 

paketlenmesi gereği çift heliksin tabanı yüksek derecede hidrofobiktir. 

pDNA’nın heliks ekseni süper sarmal pDNA oluşturacak şekilde sarılabilir ⁽³⁴⁾. 

pDNA molekül populasyonunun bir fraksiyonu süpersarmal olmayan ya da 

açık sirküler formdan da oluşabilir. Linear, denatüre veya oligomer şeklindeki 

pDNA gibi diğer varyantlar hücre lizatında dahi bulunabilir. Fosfodiester 

bağlarının kopması ile lineer DNA, hidrojen bağlarının kopması ile denatüre 

DNA oluşur ⁽³⁵⁾. 
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                   Şekil 1.3.  DNA’nın şematik görünümü 

  

1.2.3. Aşılamada ve Gen Terapisinde Plazmid DNA 

 

              Son yıllarda plazmid DNA, gen terapisi ve özellikle aşılamada kayda 

değer bir ilgi kazandı. Plazmidler DNA kaynaklı aşıların dizaynında ve gen 

tedavisinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Günümüze kadar 600’ün 

üzerinde plazmid DNA bazlı gen terapisi, kanser aşısı ve terapötik aşı 

denemelerine başlandı ⁽³⁶−⁴²⁾. Plazmid DNA aşıları sıtma ve AIDS’e karşı 

verilen savaşta çok cesaret verici sonuçlar sağladı ⁽⁴³−⁴⁵⁾. Son zamanlarda 

plazmid DNA aşıları Hepatit B ve C, ve tüberkülozu içeren diğer birçok 

infeksiyon hastalıklarına karşı da araştırılıyor ⁽⁴⁶−⁴⁸⁾. 
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                  fibroblast                                            Plazmidlerle aşılma 

 

 

                  KAS          fibroblast      APC   

                      

                      

         Yabancı peptid/proteinin                Yabancı peptid/proteinin 

 

             İnternal sentezi                                  internal sentezi       

 

 

        Yabancı protein/peptid                      Yabancı protein/peptid  

 

               salınımı                                             prezantasyonu 

 

 

       Saf B hücre stimülasyonu                  Saf  CD8+ hücre stimülasyonu                                                           

 

 

          Humoral immun cevap                        Hücresel immun cevap 

                   Şekil 1.4. Plazmid DNA aşılamasında immun cevap 
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1.3. Çalışmanın Amacı 

 
Biyolojik sıvılardan hedeflenen proteinin saflaştırılması ve 

ayrıştırılmasında, doğal veya sentetik kökenli polimerler (polisakkaritler, 

poliakrilamitler, polivinil polimerler ve poliakrilatlar) kullanılmaktadır. Küre 

yapıda kullanılan destek materyalleri özellikle kolon uygulamalarında en az 

difüzyon sınırlaması ile mükemmel akış özelliği sağlar. Ayrıca hedef 

moleküllerin kaynağından doğrudan saflaştırılmasını sağlamasının yanı sıra 

işlem zamanını da önemli ölçüde kısaltır.  Bu doğrultuda tez çalışmamızda 

DNA’yı sulu ortamlardan ayırma potansiyeline sahip poli(metilmetakrilat-ko-

metakrilikasit), p(MMA-ko-MAA), magnetik mikroküreleri süspansiyon 

polimerizasyonu yöntemi ile hazırlanarak karakterizasyonunun yapılması ve 

afinite kromatografi alanında DNA adsorpsiyonunda ve saflaştırmada 

kullanılmak üzere farklı sistem parametrelerinin etkisinin belirlenmesi 

hedeflendi.  
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2.MATERYAL VE YÖNTEM 

 

Bu çalışmada, bakteriyel hücre lizatından plazmid DNA’nın izolasyonu 

ve saflaştırılması işleminde kullanılması amacı ile, herhagi bir aktivasyona 

ve/veya liganda ihtiyaç duymadan afinite kromatografi alanında 

kullanılabilcek, DNA’ya spesifik yeni küre yapıda magnetik afinite destek 

malzemesinin geliştirilmesi düşünüldü. Sunulan tez kapsamında 

gerçekleştirilen deneysel çalışmaları; i) afinite süperparamagnetik 

poli(metilmetakrilat-ko-metakrilik asit), m-p(MMA-ko-MAA), mikrokürelerinin 

literatürde yer almayan yeni bir yöntemle sentezlenmesi ve karakterizasyonu, 

ii) DNA’ya spesifik magnetik kürelerin sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu 

çalışmalarında afinite sorbent olarak kullanılması ve adsorpsiyon sistemine 

etki eden parametrelerin araştırılarak sistemin optimizasyonu ve iii) belirlenen 

optimum çalışma koşullarında m-p(MMA-ko-MAA) afinite kürelerle bakteri 

hücrelerinden plazmid DNA’sı saflaştırılması olarak üç ana başlık altında 

toplamak mümkündür. 

 

2.1. Materyaller 

 
2.1.1. Kimyasal Malzemeler 

 

              DNA (Calf thymus) İnvitrogen (Carlsbad,CA,USA) firmasından 

alındı. Ribonuclease A ve moleküler marker λ/Hind III, 6X Loading Dye 

Fermantas firmasından temin edildi. Luria Broth (LB) Sigma (St. Lois. MO, 

ABD) firmasından alındı. Agaroz AppliChem firmasından temin edildi. DNA 
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izolasyonu ve analizi için kullanılan kimyasalar moleküler derecededir. α-α’ 

azobisizobutirilonitril (AIBN) Sigma firmasından temin edildi. Metil metakrilat 

ve metakrilik asit Merck AG (Darmstadt,Almanya), etilenglikoldimetakrilat ise 

Aldrich (USA) firmasından alındı. Diğer tüm kimyasallar analitik saflıkta olup 

Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasından temin edildi.  

 
              Çalışmamızın her aşamasında kullanılan su, Barnstead (Dubuque, 

IA, USA) Ropure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure 

organik/colloidal uzaklaştırıcı yüksek akışlı selüloz asetat membran 

(Barnstead D2731) üniteleri ve iyon-değişim kolonundan oluşan ultra-saf su 

sisteminden elde edildi. 

 

2.2. Yöntem 

 
2.2.1. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerinin Sentezi 

 
            Küre yapıdaki poli(metilmetakrilat-ko-metakrilik asit), p(MMA-ko-

MAA), kopolimeri süspansiyon polimerizsayonu yöntemi ile hazırlandı. 

Metilmetakrilat (7.5 ml) ve metakrilik asit (5.0 ml) komonomerleri α-α’-

azobisizobutirilonitril başlatıcısı (200 mg) varlığında çapraz bağlayıcı olarak 

etilenglikoldimetakrilat (7.5 ml) monomerlerinin ve stabilizatör olarak da, 

polivinil alkol, PVA, çözeltisinin (%5 w/v) kullanıldığı polimerizasyon 

sisteminde sentezlendi. Dağıtıcı ortam olarak toluen ve su, elektrolit olarak 

FeCl3 (0.05M) çözeltisi kullanıldı. Polimerizasyon işlemi, 250 rpm karıştırma 

hızında 70 °C’de 2 saat ve 80 °C’de 1 saat mekanik karıştırıcı ile sürekli 

karıştırılarak gerçekleştirildi. 
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              Reaksiyon tamamlandıktan sonra, vakum pompası kallanılarak 

süzülen p(MMA-ko-MAA) mikrokürelerin 100 ml distile su içerisinde FeSO4 (5 

g) çözeltisinin bulunduğu reaktöre aktarılarak, azot atmosferinde 90 °C’de  1 

saat süresince sürekli karıştırılarak amonyak (30ml, %25 v/v) eklendi ve 

sistemin geri soğutucu altında reflüks edilmesi sağlandı. Birlikte çökme 

yöntemi ile magnetizasyon işleminin tamamlanması işlemini takiben, süzülen 

m-p(MMA-ko-MAA) mikroküreleri sırası ile distile su, NaCl çözeltisi ve etanol 

ile yıkandı. 

 

2.2.2. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 
2.2.2.1. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerin Boy ve Boyut Dağılımı 

 
Vakum etüvünde kurutulan m-p(MMA-ko-MAA) afinite destek materyali 

moleküler elek ile elenerek boy ve boyut dağılımı belirlendi ve polimerizasyon 

verimi hesaplandı. 

 

2.2.2.2.  m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerin Yüzey Alanı 

Afinite mikrokürelerin yüzey alanı, BET (Brunauner-Emmett-Teller) 

metodu kullanılarak yüzey analizi cihazı ile ölçüldü  ⁽⁴⁹⁾. 

 

2.2.2.3.  Karboksil Grubu Tayini 

 
  m-p(MMA-ko-MAA) mikrokürelerin yüzeyde erişilebilir karboksil 

grubunun titrasyon ile belirlenebilmesi için,  mikroküreler (0.2 g) distile su 

içerisinde 24 saat bekletildi. Bu süre sonunda süzülen mikroküreler 1 saat 
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süresince HCl çözeltisi (2.0 M, 10 ml) ile muamele edilerek ayarlı NaOH 

çözeltisine (2.0 M) karşı titre edildi.  

 

2.2.2.4. Mikrokürelerin Şişme Oranı 

 
m-p(MMA-ko-MAA) mikrokürelerinin şişme oranı, distile su içerisinde 

gravimetrik yöntem kullanılarak tayin edildi. 

 

 2.2.2.5. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerin Yoğunluğu 

 
Afinite mikrokürelerin yoğunluğu piknometre yardımıyla, mikroküreler 

için çözücü olmayan bir sıvı (n-Dekan) kullanılarak belirlendi. 

 

2.2.2.6. ESR Spektrumu 

 
Elektron spin rezonans (ESR) spektroskopisi, 100 kHz magnetik alan 

modulasyon frekansı, 31.7G modulasyon genişliği ve 0.1 mW dalga boyu 

gücünde bir geleneksel X-bandı (ν = 9.75 Hz) Bruker ESP 300E 

spektrofotometresi ile gerçekleştirildi. Yaklaşık 50 mg magnetik m-p(MMA-ko-

MAA) afinite destek küreleri, kuartz tüp içerisine yerleştirildi ve oda 

sıcaklığında ölçümler alındı. Kuvvet adsorbsiyonunun ilk türevi, uygulanan 

magnetik alanın bir fonksiyonu olarak kaydedildi. 
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2.2.2.7. m-p(MMA-ko-MAA) Mikrokürelerin Yüzey Morfolojileri 

 
  Vakum etüvünde kurutulmuş 75-150 µm boyut dağılımına sahip m-

p(MMA-ko-MAA) mikroküreleri, azaltılmış basınç altında altın ile kaplandı ve 

kürelerin elektron mikrografları, JEOL (JSM 5600) taramalı elektron 

mikroskobu kullanılarak elde edildi.  

 

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

 
Afinite mikrokürelerine ait FTIR spektrumu,  FTIR spektrometre 

(Mattson 1000 FTIR, İngiltere) kullanılarak elde edildi.  0.1 g kuru küre ve 0.1 

g KBr  karıştırılarak tablet haline getirildikten sonra spektrumu alındı. 

 

2.2.3. m-p(MMA-ko-MAA) Mikroküreler ile Sulu Ortamdan DNA 

Adsorpsiyonu Çalışmaları 

 
Yeni sentezlenen DNA’ya spesifik magnetik mikrokürelerin, m-p(MMA-

ko-MAA), sulu ortamdan DNA moleküllerine gösterdikleri afinite araştırılarak 

adsorpsiyon sistemi karakterize edildi. Magnetik küreler üzerine DNA 

adsorpsiyonu, asetat (50 mM pH 3.0-5.0) ya da fosfat tamponu (50 mM, pH 

6.0-8.0) gibi farklı pH’larda çalışıldı. Sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu 

üzerine sıcaklığın etkisi çalışması, dört farklı sıcaklıkta (4, 15, 25 ve 37 °C), 

asetat tamponu (50 mM, pH 4.0) içerisinde gerçekleştirildi. İyonik şiddetin 

etkisi ise çözelti ortamındaki 0.0-0.5 M aralığında değişen NaCl 

konsantrasyonunda araştırıldı. Magnetik mikrokürelerin adsorpsiyon 



 24

kapasitesini tayin etmek için çözeltideki DNA başlangıç konsantrasyonu, 

6.25-200.0 µg/ml arasında değiştirildi. 

 
Her set koşullarında magnetik küreler, 2 ml asetat tamponu çözeltisi 

(pH 4.0, 50 mM) ile dört kez yıkandı. Bütün adsorpsiyon deneyleri 25 °C 

sıcaklıkta, 50 mg magnetik küreler ile 4 saat, 100 rpm karıştırma hızında 

yürütüldü. Bu periyodun sonunda afinite magnetik küreleri, bir magnetik 

ayırım aygıtı ile ortamdan uzaklaştırıldı. Afinite mikrokürelere adsorplanan 

DNA miktarı, adsorpsiyon ortamındaki DNA başlangıç ve 4 saat sonundaki 

adsorpsiyon ortamında kalan bakiye DNA konsantrasyonun çift ışık demetli 

UV/VIS spektrofotometresi (Shimadzu,Tokyo, Japan, Model 1601) 

kullanılarak, 260 nm dalga boyunda adsorbanslarının ölçülmesiyle tayin 

edildi. Bu doğrultada, kalibrasyon eğrisi hazırlamak için standart DNA 

çözeltisi kullanıldı. Deney sonucunda mikroküreler adsorpsiyon ortamından 

uzaklaştırıldı ve adsorplanan DNA miktarı aşağıdaki formül yardımıyla 

hesaplandı.  

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

 

Yukarıdaki eşitlikte q; küreler üzerine adsoplanan DNA miktarını (mg/g), Co; 

başlangıç DNA konsantrasyonu (mg/ml), C; adsorpsiyon işleminden sonra 

ortamda kalan bakiye DNA konsantrasyonu (mg/ml), Vs; adsorpsiyon 

çözeltisinin hacmini (ml) ve m; adsorpsiyon ortamındaki afinite 

mikrokürelerinin kütlesini (mg) göstermektedir.    
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2.2.4. Escherichia Coli’nin Transformasyonu 

 

 Mevcut compotent E.Coli hücreleri buz içerisinde çözündü. Çözünen 

100 µl compotent E.Coli hüceleri içerisine 1.0 µg E.Coli plazmidi (PBI 121.23) 

konularak karıştırıldı ve 45 dakika buz içerisinde inkübe edildi. İnkübasyon 

işlemiden sonra 90 saniye 42 °C ‘de bekletildi. Daha sonra buz içerisinde 5 

dakika bekletilerek soğuk şok uygulandı. Buz içerisinden alındı ve üzerine 

900µl Luria Bertani (LB) konularak, toplam hacim 1.0 ml’ye tamamlandı. 

Daha sonra inkübatörde 37°C’de 45 dakika karıştırıldı. 45 dk sonra 

inkübatörden alınarak 3000 devir/dakika da 3 dakika süre ile santrifuj edildi. 

Santrifüj işleminden sonra 800 µl süpernatant kısım atıldı. Ependorf tüpünün 

alt kısmında çöken pellet kısım ise kalan 200 µl süpernatant ile çözündü. 

 
              Steril petri kapları içerisine 100 µg/ml ampisilin içerecek şekilde, 

25ml, mikro agar içeren LB döküldü ve besiyerinin katılaşması beklendi. 

Hazırlanan LB besiyeri üzerine 200 µl bakteri aktarıldı ve yayma yöntemi ile 

ekimi yapıldı. Ekimi yapılan petriler inkübatöde, 37°C’de bir gece büyümeye 

bırakıldı.  

 

2.2.4.1. Miniprep DNA İzolasyonu  

 

Falkon tüpleri içerisine 5’er ml, 100 µg/ml ampisilin içeren LB besiyeri 

aktarıldı ve içerisine E.Coli kolonilerinden steril kürdanla tek saf koloni 

aktarıldı ve  inkübatörde 18 saat 37°C’de büyümeye bırakıldı. Elde edilen bu 

kültürler plazmid  DNA izolasyonunda kullanıldı. 
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               E.Coli hücreleri 1.5 ml olacak şekilde ependorf tüplerine 

yerleştirilerek 4°C sıcaklıkta, 15000 devir/dakika karıştırma hızında, 20 

saniyede çöktürüldü. Bu işlem her bir falkon tüpü için üç kez tekrarlandı. 

Hücrelerin çöktürülme işleminden sonra üzerinden süpernatant uzaklaştırıldı. 

Her bir deney tüpüne 100 µl, 20 µg/ml RNase içeren Glukoz/Tris/EDTA 

(GTE) (50 mM glukoz, 25 mM TrisCl  pH:8, 10mM EDTA) eklendi ve 5 dakika 

oda sıcaklığında bekletildi. Bu yolla hücre patlatma işleminden sonra 200 µl 

NaOH/SDS (0,2N NaOH, %1 sodyum dodesil sülfat (SDS), ilave edildi ve 

karıştırıldıktan sonra 5 dakika buz banyosu içerisinde bekletildi. Bu yolla 

hücre özütü içerisinde bulunan yağların ve proteinlerin parçalanması 

sağlandı. Buz banyosu içerisinden çıkarılarak üzerlerine 150 µl, 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 süre ile karıştırılıp 5 dakika buz 

içerisinde bekletildi. Buz içerisinden alınıp santrifüj de 15000 rpm‘de 3 dakika 

santrifuj edildi. Santrifuj işlemiyle kromozamal DNA ve diğer hücre bileşenleri 

çöktürüldü. Çöktürme işleminden sonra her bir tüpteki süpernatant kısmı yeni 

ependorf tüpe transfer edildi ve üzerlerine 0,8 ml %95’lik etanol eklenerek 2 

dakika süre ile oda sıcaklığında bekletildi. Nükleik asitler çöktürüldükden 

sonra 1 dakika süre ile 15000 rpm’de santrifüj edildi. Süpernatant kısım 

uzaklaştırıldı,  tüpte kalan pelletin üzerine 1 ml %70’lik etanol ilave edilerek 

tekrar 15000 devir/dakikada 1 dakika süre ile santrifüj edilerek yıkandı. 

Yıkama işleminden sonra süpernatant uzaklaştırıldı, pellet vakum altında 

kurutuldu ve üzerine 50 µl Tris-EDTA (TE) tamponu (10mM Tris HCl, 1mM 

EDTA pH:8) ilave edilerek çözündü. 
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2.2.4.1.1. İzole Edilen DNA’nın Kalitatif ve Kantitatif Analizi 

 
Nükleotidlerin heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda maksimum 

adsorplama özelliği taşıdığından, bu dalga boyundaki adsorbans değeri 

nükleik asitlerin miktarının tayin edilmesinde kullanıldı.  Genel olarak, 

DNA’nın nicel miktarı ve saflığı spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga 

boylarında tayin edilerek belirlenmektedir. 260 nm dalga boyunda elde 

edilecek 1 optik densite (OD) değeri tek iplikli DNA için 40 µg /ml, çift iplikli 

DNA ve plazmidler için 50 µg /ml’ye karşılık geldiği rapor edilmiştir ⁽⁵⁰⁾. 

 
Bu doğrultuda çalışmamızda E.coli’den izole edilen plazmid DNA’ların 

konsantrasyonu, UV spektrofotometresi kullanılarak 260 nm’de belirlendi ve 

aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplandı. 

 

         DNA konsantrasyon miktarı (µg /ml) =OD260 x K x DF  (2) 

 

Burada OD260, 260 nm dalga boyundaki absorbans değerini; DF, seyrelme 

katsayısını; K, 260 nm dalga boyunda 1 OD değeri veren DNA 

konsantrasyonunu (µg/ml) göstermektedir. DNA’nın saflığını belirlemede 

OD260/OD280 oranından yararlanılır. Bu oranın 1.8-2.0 arsında olması izole 

edilen DNA’nın yüksek saflıkta olduğunu gösterir. Konsantrasyonları 

hesaplanan plazmid DNA ları  +4°C’de saklandı. 
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2.2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

 
 

Agaroz jel elektroforezi için %0.8 agaroz içeren jel kullanılarak 

çalışıldı. 50 ml 0.5 M Tris-Borat (TBE) tamponu içerisine 0.4 gr agaroz 

eklendi ve mikrodalga fırın içerisinde çözündü. Agaroz çözündükten sonra, 

elde edilen jel soğutuldu ve içerisine 5 µl ethidium bromide (10 mg/ml) 

eklendi. Tarak elektroforez tablasının yüzeyinden yaklaşık olarak 0.5-1 mm 

yukarısına yerleştirildi. Daha sonra jel elektroforez tablasının içerisine 

baloncuk oluşmayacak şekilde aktarıldı. Hazırlanan jelin katılaşmasından 

sonra tarak çıkartılıp, tabla elektroforez tankının içerisine yerleştirildi. Tankın 

içerisine jelin üzerini kapatacak şekilde yürütücü tampon olan,  0.5M TBE 

tamponu ilave edildi. Çeşitli konsantrasyonlarda izole edilen plazmid DNA’lar 

jel yükleme tamponu olan Loading Dye (6X) ile toplam hacim 6 µl olacak 

şekilde hazırlandı ve örnekler kuyucuklara yüklendi. Jelin sağındaki ilk 

kuyucuğa marker DNA olarak λ/Hind III yüklendi. Örneklerin yükleme 

işleminin tamamlanması sonunda elektroforez tankının kapağı kapatıldı ve 

elektrik bağlantıları yapıldı.15 dakika 70 V’da, 30 dk 100 V’da yürütüldü. Bu 

işlemlerin sonuncunda, jel UV ışığı altında incelendi. 

 

2.2.4.3. Fotoğrafın Çekilmesi   

 

Elde edilen plazmid DNA’lar agaroz jelde yürütüldükten sonra Vilber 

İmage analiz aleti ile jelin fotoğrafı çekildi. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

3.1. Magnetik Afinite Kürelerin Karakterizasyonu 

 
Çalışmamızda sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu ve bakteriyel hücre 

lizatından izole edilen plazmit DNA’nın saflaştırılması işleminde kullanılan 

yeni magnetik m-p(MMA-ko-MAA) küreleri, metilmetakrilat ve metakrilikasit 

monomerlerinin kopolimerizasyonu ile sentezlendi. Kürelere magnetik özellik 

kazandırma işlemini gerçekleştirmek için öncelikli olarak demir içeren 

p(MMA-ko-MAA) küreleri, Fe+3 iyonları varlığında yukarıda anılan 

monomerlerin süspansiyon polimerizasyonunu ve ikinci aşamada ise demir 

oksit kristali oluşumu için Fe+2 iyonları içeren NH3·H2O sulu çözeltisinde 

klasik termal çöktürme reaksiyonunu kapsamaktadır. 

 
Vakum etüvünde kurutulan m-p(MMA-ko-MAA) destek materyali 

moleküler elek ile elenerek boy ve boyut dağılımı belirlendi. 53-300 µm 

arasında farklı fraksiyonlarda polimerizasyon verimi % 95 olarak hesaplandı. 

75-150 µm boy ve boyut dağılımına sahip fraksiyonun polimerizasyon verimi 

% 86 olarak belirlendi. Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kürelerinin spesifik 

yüzey alanı, BET yöntemiyle ölçüldü ve 29.6 m2/g küre olarak bulundu. 

Metakrilikasit monomeri karboksilik grubu taşıması nedeni ile, destek 

materyalinin yüzeyinde, herhangi bir aktivasyon ve/veya modifikasyona ve 

ligand bağlama gibi ara basamaklara gereksinim duyulmadan DNA 

molekülleri ile spesifik etkileşimin gerçekleşebilmesi amacı ile kullanıldı. m-

p(MMA-ko-MAA) kürelerinin erişilebilir karboksil grubu miktarı, 

potansiyometrik titrasyon yöntemi kullanılarak 3.63 mmol/g küre olarak 
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belirlendi. Bu değerin, karboksil gruplarının bir kısmının magnetik kürelerin iç 

tarafında kalması nedeni ile analitik tayinler için ulaşılabilir olamaması 

sonucunda, teorik olarak hesaplanan değerden daha düşük olduğu belirlendi 

(8.71 mmol/g). 

 
Protein ve enzim ayrıştırılması ve/veya saflaştırılması çalışmalarında, 

afinite materyalin dolgulu kolon sistemlerinde kullanımı düşünüldüğünde 

denge su içeriği oldukça önemlidir. Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kürelerinin 

denge şişme oranı 1.39, yoğunluğu ise 1.41 g/cm3 olarak belirlendi. 

 
Sentezlenen kürelerinin magnetik yoğunluğu, oda sıcaklığında elektron 

spin rezonans spektroskopisi (ESR) ile doğrulandı ve magnetik alana (Gauss) 

karşı magnetik yoğunluk olacak şekilde elde edilen sonuçlar Şekil 3.1’de 

gösterildi. Magnetik destek malzemesinin spektrumunun incelenmesinden, i) 

tipik bir düşük magnetik alan uygulamasına karşı yüksek yoğunluk 

ferromagnetik rezonans sinyali elde edildi (2000 Gauss’un yukarısında) ve ii) 

5000 Gauss’un üzerinde geniş bir bant pik yayılması olmak üzere iki bileşene 

sahip olduğu gözlendi. Elde edilen ESR spektrumundan, yaklaşık 1000 

Gauss’ luk magnetik alanın, hazırlanan magnetik kürelerinin dipol 

momentlerinin tamamını uyarmak için yeterli olduğu gözlendi. Literatürde, 

magnetik polimerik malzemeler için bu değerin 1000 ve 20.000 Gauss ⁽⁵¹⁾ 

arasında olduğu rapor edilmiştir. Literatürdeki çalışmalarla kıyasladığımızda, 

1000 ve 20.000 Gauss arasında değişen magnetik yoğunluklar, 

çalışmamızda yeni geliştirdiğimiz m-p(MMA-ko-MAA) küreleri ile çeşitli 

kromatografik uygulamalar için daha az magnetik yoğunluk gerektiren 

magnetik kürelerin sentezlendiğini göstermiştir ⁽⁵¹⁾. Bu nedenle yeni 
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geliştirdiğimiz magnetik küreleri, geleneksel daimi mıknatıs ile çözelti 

ortamından bir kaç saniyede kolayca ayrılabilmesi ve uygulanan magnetik 

kuvvet uzaklaştırılması ile magnetik kürelerin basit çalkalama yöntemi ile 

kolayca dağıtılabilir olduğunu göstermesi açısından önem ifade etmektedir. 

Ayrıca, mikro ölçekli uygulamalarda önemli bir avantaj sağlayacağı da 

düşünülmektedir. Bu yolla, magnetik küreler ayırma ortamından kolaylıkla 

uzaklaştırılabilmiş ve tekrar işlemsel döngüye dahil edilerek tekrar 

kullanımları sağlanmıştır. 
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Şekil 3.1. Magnetik kürelerin ESR spektrumu 

 

Magnetik kürelerinin mikrogözenekli yüzey yapısı Şekil 3.2’de taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) mikrografları gösterildi. Kürelerin oldukça düzgün 

küresel bir yapıya sahip oldukları gözlendi. Polimerizasyon işlemi süresince 

oluşan mikro gözeneklerden dolayı pürüzsüz bir yüzeye sahip olduğu ve elde 

edilen bu yüzeyin afinite magnetik küreler ile hedef molekülün etkileşimi 

sırasında dış yüzeyi ve yüzeye yakın gözenek boşluğu arayüzey bölgelerinde 
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gerçekleşeceğinden, kürenin mikrogözenekli yüzey özelliği sulu ortamdan 

DNA adsorpsiyonu ve izole edilen plazmitin izolasyonu işlemleri için geniş bir 

yüzey alanı sağlayacağı düşünüldü. Bu yolla magnetik m-p(MMA-ko-MAA) 

kürelerinin hedef biyolojik moleküller için daha yüksek adsorpsiyon kapasitesi 

de sağlayacaktır. 

 

 

 

Şekil 3.2. m-p(MMA-ko-MAA) kürelerin SEM mikrografı 

 

Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kürelerinin FTIR spektrası, Şekil 3.3’te sunuldu. 

Magnetik kürelerin FTIR spektrumunda, ∼3500 cm-1’de alkolün hidrojen 

bağının karakteristik gerinim titreşimine sahip olduğu görüldü. ∼2952 cm-1’de 

metilen titreşimi MMA’nın karakteristik titreşimleri arasında yer alır. 

Metakrilikasitin karbonil gruplarından ileri gelen ve MMA’nın ester 

konfigürasyonunu ifade eden absorpsiyon piki ise yaklaşık 1728 cm-1 de 
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gözlendi. 3447, 1632 cm-1 deki absorpsiyon bantları C=O piki, 1156 cm-1 deki 

C-O karakteristik piki, 2992 ve 1452’deki C-H gerilim ve titreşim bantlarına ait  

pikler metilmetakrilat ve metakrilikasit monomerlerinin kopolimer yapıda 

olduğunun bir göstergesidir. Fe3O4, 600 cm-1’de karakteristik bir banta sahiptir 

ve bu m-p(MMA-ko-MAA) kürelerinin yapısı içinde Fe3O4
 moleküllerinin 

varlığını göstermektedir. Bu sonuç ayrıca, gravimetrik analiz ile de 

doğrulanmıştır. Küre yapısındaki çökmüş demir oksit miktarının 134 mg/g 

küre mertebesinde olduğu da belirlenmiştir. 
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Şekil 3.3. m-p(MMA-ko-MAA) kürelerin FTIR spektrumu 
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3.2. Sulu Çözeltiden DNA Adsorpsiyonu Çalışmaları 

 
Süperparamagnetik özellikli m-p(MMA-ko-MAA) kürelerin hazırlanması 

için optimize edilen deney protokolün oluşturulmasını takiben, yeni geliştirilen 

afinite kürelerin herhangi bir aktivasyon veya modifikasyon işlem basamağı 

gerektirmeksizin tek basamakta sulu ortamdan DNA adsorpsiyonu 

çalışmaları gerçekleştirilerek DNA moleküllerine karşı gösterdikleri afinite 

araştırıldı. Adsorpsiyon sistem parametrelerinin belirlenmesinin ardından 

plazmit DNA’nın saflaştırılması çalışıldı. 

 

3.2.1. pH Etkisi 

 
              pH ve iyonik şiddet, arayüzeyde bulunan kovalent olmayan 

etkileşimlerle yönetilen afinite kromatografi sisteminde önemli bir rol 

oynamaktadır. Hedef molekül yüzeyinde iyonize olabilen gruplar dolayısı ile 

oluşan yüzey yük dağılımı, magnetik kürelerindeki bağlanma bölgeleri ile 

spesifik afinite etkileşimlerinde pH oldukça önemli bir faktör olacaktır ⁽⁵²⁾. 

Magnetik p(MMA-ko-MAA) afinite kürelerle DNA’nın spesifik etkileşimi 

incelemek için pH’ın etkisi 4.0-6.0 aralığında araştırıldı (Şekil 3.4). Magnetik 

kürelere 0.5 M NaCl içeren çözeltideki başlangıç derişimi 100 µg/ml olan 

DNA’nın maksimum adsorpsiyonu pH 4.0’de 2.68 mg/g küre olarak bulundu. 

Bu spesifik etkileşim DNA’nın bu pH değerinde konformasyonel ve yüzey yük 

dağılımı durumundan ve destek materyali yüzeyindeki negatif yük 

yoğunluğuna sahip bölgeler arasındaki elektrostatik etkileşimden 

kaynaklandığı düşünüldü. İyi bilindiği gibi, bir arayüzey olayı olan biyolojik 



 37

molekül adsorpsiyonun da hidrofobik, elektrostatik etkileşimler ve hidrojen 

bağları spesifik adsorpsiyondan sorumlu olan başlıca kuvvetlerdir  ⁽³⁰⁾.  

 

            

 

Şekil 3.4. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kürelere DNA adsorpsiyonuna pH etkisi 

 

3.2.2. İyonik Şiddet Etkisi 

 
Sulu çözeltiden DNA adsorpsiyonu, iyonik şiddetin etkisi farklı tuz 

konsantrasyonlarında, 100 µg/ml başlangıç DNA konsantrasyonunda çalışıldı 

(Şekil 3.5). Şekilden görülebildiği gibi, maksimum DNA adsorpsiyonu 0.5 M 

NaCl konsantrasyonu ile elde edildi. Bu, yüksek iyonik şiddette, DNA’nın 

daha kompakt bir yapısının oluşumu ile açıklanabilir. DNA’ya spesifik 

bağlanma yerlerinin engellenmesine neden olabileceği ve bu nedenle 
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magnetik afinite kürelerin hedef moleküle daha düşük adsorpsiyonuna yol 

açabileceği düşünüldü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kürelere DNA adsorpsiyonuna iyonik 

şiddet etkisi 

 

Arıca ve arkadaşları ⁽⁸⁾ NaCl konsantrasyonunun 0.0’dan 0.5 M kadar 

artırıldığında, poli-L-lizin tutuklu pHEMA membranına adsorplanan DNA 

miktarı, yaklaşık %47 oranında arttığını rapor etmişlerdir . Lee ve arkadaşları 

⁽⁵³⁾ , tuz içeren sulu ortamda, serbest poli-L-lizin ile sığır timus DNA’sının 

etkileşimini araştırmışlar ve ortamın iyonik şiddeti arttıkça, sığır timus DNA’sı 

ile poli-L-lizin’in etkileşim oranının arttığını belirtmişlerdir. Lee ve arkadaşları, 

DNA adsorpsiyonunda artan iyonik şiddet ve artan pH’la, agregasyon hızının 

arttığını bildirmişlerdir. İyonik şiddet arttıkça, Debye-Hückel uzunluğu 
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tarafından verilen, moleküllerin çevresindeki elektriksel çift tabaka 

azalacaktır. Rustemier ve Killmann ⁽⁵⁴⁾, ortamdaki artan elektrolit 

konsantrasyonuyla, yüzey yüklerini görüntülemişlerdir. Bu etkilerin, 

moleküller arasındaki itme kuvvetinin azalmasına neden olduğunu 

bildirmişlerdir. Sonuç olarak, moleküller arasındaki toplam potansiyel enerji 

bariyerinin azalması neticesinde sistemlerde agregasyon görülmeye  

başlamaktadır. 

 

3.2.3. Denge Adsorpsiyon Zamanı 

 
Magnetik m-p(MMA-ko-MAA) kürelere sulu ortamdan DNA 

adsorpsiyonu işleminde zamanın etkisi araştırılarak denge-zamanı belirlendi. 

Farklı başlangıç konsantrasyonlarındaki DNA için adsorpsiyon işleminin 

başlangıcında yüksek adsorpsiyon hızı olduğu, 180 dakika içerisinde 

dengeye ulaştığı ve 240 dakika boyunca sabit kaldığı gözlendi (Şekil 3.6). 

Adsorpsiyon ortamındaki başlangıç DNA konsantrasyonlarındaki artış 

adsorpsiyon hızı ve kapasitesinde de artışa neden oldu. Bu nedenle çeşitli 

koşullar altındaki (farklı adsorpsiyon parametreleri) adsorpsiyon verileri, 

dengeye ulaşılan 4 saatlik adsorpsiyon işlemi süreci uygulanarak elde edildi. 
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Şekil 3.6. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kürelere DNA adsorpsiyonunda denge-

zamanı 

 

3.2.4. Sıcaklığın Etkisi  

Sıcaklığın artması ile DNA ve magnetik mikrokürelerin fonksiyonel 

grupları arasındaki etkileşim alanının arttığı ve dolayısıyla adsorpsiyon 

kapasitesinin arttığı gözlendi (Şekil 3.7). Sıcaklığın 4 °C’den 37°C’ye 

çıkarılması ile birlikte m-p(MMA-ko-MAA) mikrokürelerin adsorpsiyon 

kapasitesindeki bu artışın DNA molekülünün konformasyonel yapısı ile ilgili 

olduğu düşünüldü. 
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Şekil 3.7. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kürelere DNA adsorpsiyonuna sıcaklık 

etkisi 

    

3.2.5. Başlangıç DNA Konsantrasyonun Etkisi 

 
Afinite magnetik kürelere sulu çözeltiden DNA uzaklaştırılması için 

deneysel adsorpsiyon eğrisi Şekil 3.8’da sunuldu. Adsorpsiyon ortamındaki 

DNA konsantrasyonundaki artış, afinite magnetik kürelere adsorplanan 

protein miktarında bir artışa neden olmaktadır. Başlangıç DNA 

konsantrasyonu ve afinite magnetik kürelerin protein adsorpsiyon kapasitesi 

arasındaki ilişkinin, başlangıç konsantrasyonu 100 µg/ml’den fazla olmadığı 

derişimler de doğrusal olduğu gözlendi. Adsorpsiyon kapasitesinin, artan 

DNA konsantrasyonu ile arttığı ve 100 µg/ml başlangıç derişim değerinden 
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sonra sabit kaldığı gözlendi. Bu afinite mikrokürelerin spesifik etkileşim 

gruplarının, DNA molekülleri ile doygun hale gelmiş olmasıyla 

açıklanabileceği düşünüldü.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8. Afinite m-p(MMA-ko-MAA) kürelere DNA adsorpsiyonunda sulu 

çözeltideki başlangıç DNA konsantrasyonunun etkisi 

 

DNA adsorpsiyonu için literatürde, çok geniş adsorpsiyon 

kapasitesileri aralığında, çok çeşitli afinite adsorbentleri bildirilmiştir. Kato ve 

Ikada ⁽⁵⁵⁾, modifiye edilmiş poli(etilen teraftalat) mikrofiberlerin maksimum 

DNA adsorpsiyon kapasitesini 5.0 mg/g olarak bildirmişlerdir. Unsal ve 

arkadaşları ⁽⁵⁶⁾ polietilenimid bağlı poli(p-klorometilstiren) kürelerin gramına 
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290 mg DNA adsorplandığını bulmuşlardır. Arıca ve arkadaşları ⁽⁸⁾, poli-L-lizin 

tutuklu pHEMA membranı ile 5849 mg/m2 adsorpsiyon kapasitesine 

ulaşmışlardır. Bu çalışmada geliştirilen magnetik m-p(MMA-ko-MAA) 

adsorbentlerle başarılan maksimum DNA adsorpsiyonu kapasitesi 2.97 mg/g 

olarak bulundu. 

 
DNA adsorpsiyonundan sonra, magnetik afinite sorbent, DNA-

adsorplanan magnetik küre, desorpsiyon ortamına (1.0 M NaCl ve 1.0 mM 

EDTA içeren, Tris-HCl tamponu, 10 mM, pH 8.0) transfer edildi ve 23 °C’de, 

6 saat inkübasyonu sonucunda %72 oranında DNA’nın desorbe edildiği 

belirlendi. 

 

3.3. Plazmid DNA’ların izolasyonu ve Spektrofotometrik Kontrolü  

 
              Plazmidler E.Coli DH5α konak hücrede üretildi ve mikro skalada 

“miniprep” DNA izolasyon yöntemi ile plazmid DNA sı izole edildi. İzole edilen 

örneklerdeki DNA miktarları spektrofotometrik yöntem kullanılarak tayin 

edildi. Plazmid DNA’ların kalitesi spektrofotomerik ölçümle elde edilen 

A260/A280 oranı göz önüne alınarak hesaplandı. Plazmid DNA örnekleri için 

A260/A280 oranının 1.7-2.0 arasında değiştiği görüldü.  

 
İzole edilen plazmid DNA’ların saflığının kontrolü ve izole edilen 

plazmid DNA’ların molekül büyüklüğü agaroz jel elektroforezi kullanılarak 

belirlendi (Şekil 3.9). Jeldeki gözlenen bantların parlaklığına bakılarak 

spektroda ölçülen değerle uygunluğu kontrol edildi. Yüksek konsantrasyonda 

izole edilen plazmid DNA’ların agaroz jeldeki bantlarının parlak, düşük 
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konsantrasyonda izole edilen plazmid DNA’ların bantlarının ise daha mat 

olduğu görüldü. Bu sonuç bize spektrofotometrik ölçümler ile agaroz jel 

elektroforezin sonuçlarının uyumlu olduğunu gösterdi. 

                              

        1     2     3     4      5     6      7      8         

                         

 

Şekil 3.9. Plazmid DNA’nın agroz jel elektroforezi 1; Marker DNA (λ/Hind III) 

(2 µl),  2,3,4,5,6,7,8,9,10; Miniprep DNA izolasyon yöntemi ile değişik 

konsantrasyonlarda izole edilen plazmid DNA’lar (2 µl) 

 

3.3.1. İzole Edilen Plazmid DNA’nın Saflaştırılması 

 
 Ticari DNA (Calf Thymus) ile yapılan adsorpsiyon çalışması 

sonucunda elde edilen optimum koşullarda, maksimum adsopsiyonun 

gözlendiği 0.5 M tuz içeren pH 4.0 tampon sisteminde izole edilen plazmid 

DNA’nın magnetik m-p(MMA-ko-MAA) afinite küreleri ile saflaştırılması 

çalışıldı ve 1 g kürenin 0.29 mg plazmid DNA’ sı saflaştırabildiği belirlendi. 
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4.SONUÇ 

 

              Biyolojik sıvılardan makromoleküllerin (DNA/RNA, hormon, peptid ve 

protein gibi) saflaştırılması için magnetik polimerik kürelerin kullanımına olan 

eğilim dikkat çekicidir. Magnetik destekler biyolojik sıvı karışımlarından, 

partiküllerin varlığında bile, hedef molekülün spesifik izolasyonlarında başarı 

ile kullanılabilmektedir. Magnetik destek materyallerinin kullanıldığı afinite 

kromatografi seçici bir saflaştırma yöntemidir. Afinite kromatografide 

kullanılan polimerler, kararlı yapıları nedeni ile biyolojik ortamlarda  

kararlıdırlar ve enzimatik ve mikrobiyal degredasyona karşı direnç gösterirler. 

En önemli avantajları kimyasal ve fiziksel olarak oldukça dayanıklı 

olmalarıdır. Kromatografik yöntemlerin en önemli avantajları büyük ölçekli 

işletim sistemlerinin oluşturulmasındaki kolaylıktır. 

 
              DNA tutuklu adsorbentlerle anti-DNA antikorlarının uzaklaştırılması, 

bazı otoimmün hastalıkların tedavisinde kullanılan yaygın bir yaklaşımdır. Bu 

çalışmada, bakteriyel hücre lizatından plazmid DNA’nın izolasyonu ve 

saflaştırılması işleminde kullanılması amacı ile afinite kromatografi alanında 

kullanılabilecek, yeni küre yapıdaki magnetik destek malzemesinin 

geliştirilmesi hedeflendi. Bu amaçla,  metilmetakrilat (MMA), metakrilik asit 

(MAA) ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) monomerleri kullanılarak 

süspansiyon polimerizasyon yöntemi ile m-p(MMA-ko-MAA) mikroküreleri 

sentezlendi ve karakterizasyon çalışmaları (spesifik yüzey alanı, partikül boy 

ve boyut dağılımı, yoğunluğu, şişme oranı, ESR spektrumu, SEM mikrografı, 

FTIR spekturumu, karboksil grubu tayini) yapıldı. SEM mikrografı çekilen 
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mikrokürelerin, yüzeyinin polimerizasyon ortamında bulunan toluen 

sayesinde, gözenekli bir yapıya sahip olduğu görüldü. Yeni hazırlanan m-

p(MMA-ko-MAA) afinite mikroküreler ile sulu çözeltiden DNA adsorpsiyon 

çalışmaları gerçekleştirildi. Afinite mikrokürelerinin sulu ortamdan DNA (Calf 

Thymus) adsorpsiyonu işleminde optimum pH, 4.0 olarak belirlendi. Afinite 

magnetik kürelere sulu çözeltiden DNA adsorpsiyonu işleminde başlangıçta 

hızlı bir adsorpsiyon gözlendi ve 180 dakikanın sonunda dengeye ulaştığı 

gözlendi. Adsorpsiyon ortamındaki DNA konsantrasyonun artırılması ile 

adsorpsiyon hızı ve kapasitesinin arttığı ve maksimum adsorpsiyon 

kapasitesinin 2.97 mg/g olduğu belirlendi. 

 
Plazmid DNA uzun zamandır moleküler biyolojide yaşayan 

organizmaların modifikasyonu için kalıtsal bir araç olarak kullanılmaktadır. 

Plazmid DNA’lar antibiyotiklere, metallere ve ilaçlara dirençlilik, toksin 

formasyonları, pilus oluşumu, virulans faktörleri, fermentasyon özellikleri, 

nitrojen fiksasyonu vs gibi özel karakterleri taşıdıkları için bakterilere 

avantajlar sağlamaktadırlar ⁽⁵⁷⁾. Tipik olarak plazmid DNA’nın çok küçük 

miktarları operasyonlarda ve üretim için yeni yöntemlerin geliştirilmesinde 

gereklidir.  Bu nedenle kolay, hızlı ve ucuz plazmid DNA saflaştırılması için 

yeni yöntemlerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. 

 
              Ayrıca, elde edilen magnetik küreler immünoadsorbent olarak da 

kullanım potansiyeline sahip olacağı düşünülmektedir  
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