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OZET
Molekiiler baskilama, hedef molekiil hafizali polimerler sentezlemek ve bu sayede de
hedef molekiillere kars1 secici materyaller iiretmek icin bilim insanlar1 tarafindan son
yillarda oldukca fazla kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci 6 farkli canli tiiriinden
elde edilen DNA molekiillerini Poli(Glisidil metakrilat), Poli(GMA), mikrokiirelerine
baskilamak ve bu polimerelere her canli DNA’s1 i¢in ayr1 ayri segicilik kazandirmaktir.
Polimerlerin karakterizasyonu i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Frouer
Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FT-IR), Termal Analiz ve Lazer Taramali
Konfokal Mikroskop Analizi yapilmistir. DNA  baskilanmigs  polimerlerin
seciciliklerini kiyaslamak i¢in konfokal mikroskop goriintiileri ve GC-MS Kkiitle

analizleri yapilmustir.
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ABSTRACT
Molecular imprinting has been widely used by scientists in recent years to synthesize
target-memory polymers and thus produce selective materials against target
molecules. The aim of this study is to imprint DNA molecules obtained from 6
different species into Poly(Glycidyl methacrylate), Poly(GMA) microspheres and to
give these polymers selectivity for each living DNA separately. For the
characterization of polymers, Scanning Electron Microscopy (SEM), Frouer
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Thermal Analysis and Laser Scanning
Confocal Microscope Analysis were performed.
To compare the selectivity of DNA-imprinted polymers, confocal microscopy images

and GC-MS mass analyzes were performed.
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TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine
ne zaman danissam bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiylik bir ilgiyle bana
faydal1 olabilmek i¢in elinden gelenden fazlasini sunan her sorun yasadigimda yanina
cekinmeden gidebildigim, giiler yiizlinii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi
diisiindiigiim kiymetli ve danisman hoca statiisiinii hakkiyla yerine getiren Prof. Dr.
Dursun Ali KOSE’ ye tesekkiirii bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum. Yine
calismamda konu, kaynak ve yontem agisindan bana siirekli yardimda bulunarak yol
gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢cok daha basarili olacagina inandigim samimiyeti
ve sabriyla her tiirlii yardimmi esirgemeyen kiymetli Dog. Dr. Kadir EROL’a da

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tesekkiirlerin az kalacagi diger iiniversite hocalarimin da bana yiiksek lisans hayatim
boyunca kazandirdiklar her sey i¢in ve beni gelecekte soz sahibi yapacak bilgilerle
donattiklar1 igin hepsine teker teker tesekkiirlerimi sunuyorum ve son olarak
calismamda destegini ve bana olan gilivenini benden esirgemeyen esim Murat
GUVEN’e ve beni bu giinlere sevgi ve sayg1 kelimelerinin anlamlarini bilecek sekilde
yetistirerek getiren ve benden hicbir zaman destegini esirgemeyen her zaman arkamda
duran bu hayattaki en biiyiik sansim olan annem Siikriiye AKSOY ve babam Elvan
AKSOY’a sonsuz tesekkiirler.

KUBRA AKSOY GUVEN
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1. GIRIS

Tiirk Dil Kurumu Soézliiglinde polimer; tekrarlanan yapisal kiimelerin olusturdugu

yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olarak tanimlanmistir. Polimeri olusturan herbir

kiiglik molekiil ise monomer olarak adlandirilir. Monomerlerin biraraya gelerek uzun

zincirli polimerler olusturmasina ise polimerizasyon denilmektedir. Polimerlerin

ozellikleri asagidaki su sekilde 6zetlenebilir:

*
L X4

X/
L X4

Kiigiik molekiillii maddeler genellikle gaz veya sivi halde derken polimerlere
ise uzun zincirler olusturdugu igin kat1 ve genellikle sert deriz.

Polimer zincirler kolayca katlanmaya ve esneklige egilimlidir.

Kiiciik molekiillii bilesikler genellikle ¢oziiciilerde kolay ¢oziiniir, polimerler
ise hem zor ¢oziiniir, hem de ¢ozlinme sekilleri kiiglik molekiillii bilesiklerden
tamamen farkhidir.

Kiiciik molekiillii bilesiklerin ¢ozeltileri saydam oldugu halde, yiiksek
molekiillii bilesiklerin ¢ozeltilerinde 151¢1n dagilmasi gozlenir.

Kiigtik molekiillii bilesiklerin ¢ozeltilerinin kristallesmesi genellikle kolay ve
belli bir sicaklikta oldugu halde, yiiksek molekiilli birlesmeler icin
kristallesme olay1 ¢cok zor ve genis bir sicaklik araliginda olur. Zincirlerin
kristal uyumu sert bir polimer yapar.

Polimerin kimyasal yapis1 ve zincir uzunlugunu belirlemek i¢in kristallesme

sicakligi kullanilir.

Gilinlimiizde ¢ok fazla sayida polimer tanimlanmis olup, polimerlerin siniflandirilmasi

genel olarak su sekilde yapilabilir:

X/
o

X/
°

Molekiil agirliklarina gore (oligomer, makromolekiil)

Dogada bulunup, bulunmamasina gore (dogal, yapay)

Organik ya da anorganik olmalarina gore

Is1ya kars1 gosterdikleri davraniga gore

Zincirin kimyasal ve fiziksel yapisina gore (diiz, dallanmis, c¢apraz bagli,
kristal, amorf polimerler)

Zincir yapisina gore (homopolimer, kopolimer)

Sentezlenme sekillerine gore (kondenzasyon, katilma)



Polimerler monomerlerin kimyasal reaksiyonu ile elde edilir. Dogada bu islem tabii
polimerlerin olusumuyla sonuglanirken, yapay polimerler ise laboratuvar ortaminda
yapilmaktadir. Polimerler, en basindan beri (6rnegin seliiloz, nisasta ve dogal kauguk)
cevremizde dogal olarak bulunmaktadir. Insan yapimi polimerik malzemeler on
dokuzuncu asrin ortalarindan beri incelenmekle birlikte giiniimiizde polimer endiistrisi
hizla gelismistir. Oyle ki; bakir, celik, aliiminyum ve diger baz1 endiistrilerden daha
onemli bir yere sahiptir. Hem dogal hem de sentetik polimerler, insan hayatinin
rahathigr ve kolaylastirilmasinda dikkate deger bir sekilde yer alir ve bilisim
teknolojileri, ilag, beslenme, iletisim, ulagim, sulama, konteyner, giyim, kayit tarihi,
binalar, otoyollar vb. alanlarda direkt olarak yasamin kendisinden sorumludur. Bilim
diinyasinin da gozde malzemelerinden olan polimerler, kromatografik ¢alismalarda da
uzun yillardir tercih edilmekte ve c¢ok basarili sonucglarin elde edilmesine katki

saglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kromatografi

Kromatografi, karisim halinde bulunan maddelerin biri hareketli biri sabit olmak tizere
birbirine karismayan iki fazli ayirma ve saflagtirma yontemidir. Yani karisim
igerisindeki tiirleri birbirinden koparmak ve maddeleri saflastirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Cesitli maddelerin sabit faz iizerinden farkli hizlarla hareket etmesi veya
siiriiklenmesi esasina dayanir. Ik kez botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan
gelistirilmistir. Bu teknikle Tsvett renkli bilesikleri ayirmak icin bitki pigmentlerini
kullanmistir. Kolonda renkli bantlar olusmasindan dolayir bu ayirma yontemine
kromatografi demistir.

Kromatografi yontemi, karisimdaki farkl: tiirlerin hareketli faz yardimi ile sabit faz
tizerinden gecirilmesi ve gegis sirasinda farkli hizlarla hareket etmesidir. Karigim,
hareketli fazla birlikte kolonun baslangi¢c bdlgesine uygulanarak sivi veya gaz olan
hareketli fazin akmasi beklenir. Kagit izerinde farkli hizlarla ilerlemelerinden dolay:
ayirma islemi basaril sekilde yapilmis olur.

Kromatografide;

Sabit faz: Daima “kat1” veya “kat1 destek tizerine emdirilmis s1vi tabakasindan” olusur.
Hareketli faz: Daima “siv1” veya “gazdan” olusur.

Kromatografide sabit faz, hareketli faz ve karisimda yer alan maddeler arasindaki
etkilesim tiirli “yiizeye tutunma veya adsorpsiyon” ile “¢oziiniirliik™ tiir. Mesela sabit
faz “kat1” ise, karisimdaki maddeler ile sabit faz arasinda “adsorpsiyon (yiizeye
tutunma)” etkilesimi gerceklesir. Kromatografinin ayrilma mekanizmalarina gore
siniflandirilmasi su sekildedir:

-Adsorpsiyon Kromatografisi

-Partisyon Kromatografisi

-Iyon Degistirme Kromatografisi

-Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

-Iyon Cifti Kromatografisi

-Afinite Kromatografisi



2.2. Afinite Kromatografisi

Afinite Kromatografisi, makromolekiiller i¢in tanima, izole etme, ayirma ve
saflastirma yontemleri i¢in yaygin kullanilan bir yontemdir (Cuatrecasas ve ark.,
1968). Hormonlar (Hage ve Austin, 2000), enzimler (Robinson ve ark., 1971),
vitaminler (Allen ve Majerus, 1972), reseptorler (Pfeiffer ve ark., 1982), bakteriler
(Schirhagl ve ark., 2012), viriisler (Bolisay ve Kofinas, 2010), hiicreler (Ren ve Zare,
2012) ve ¢ok sayida protein ve glikoproteinler (Xing ve ark., 2017; Gomez-Arribas ve
ark., 2019) afinite kromotografisi ile ayrilmakta ve saflastirilmaktadir. Bu yontemde
suda ¢Oziinmeyen kati destege immolize edilen 6zel molekiilleri tanima s6z
konusudur. Kat1 destek iizerine immolize edilen ligand molekiil sayesinde, bu liganta
eslenik olan hedef molekiiliin uygun kosullar altinda, segici kromatografik ayrimi
saglanmaktadir.

Hedef molekiiller, ortamin pH, iyonik siddet ve sicaklik gibi faktorleri degisime
ugratilarak 6zel coziiciiler ya da serbest yarigmaci ligandlar kullanilmasiyla sabit
fazdan ayrilmaktadir. Bu sayede ligant ve hedef molekiil arasindaki bag kirilarak hedef
molekiil saf bir sekilde elde edilmektedir. Biitiin biyolojik islemler, molekiiller
arasindaki o6zel etkilesimlere baglidir. Adini, biyolojik afiniteye sahip molekiiller
arasinda meydana gelen adsorpsiyon olayindan alan afinite kromatografisinde
etkilesim, kat1 destege bagl olan bir ligand ve bu liganda kars1 6zel ilgisi olan hedef
molekiil arasinda meydana gelmektedir (Sekil 2.1).

Afinite kromatografisinin tercih edilmesindeki en 6nemli sebep ligandin sadece
hedeflenen tiire 6zel olmasi ve baska tiirlerle iliskiye girmemesidir. Afinite
kromatografisi ile hedef molekiil saf bir sekilde elde edilmektedir. Bunun sebebi ligand
ile hedef molekiil arasindaki etkilesimin tersinir olmasidir. Gliniimiizde ¢ok
kullanilmasina ragmen afinite kromatografisinin de bazi dezavantajlar1 vardir. Mesela
ligandlar benzer 6zellikteki molekiil grubuna 6zel olabilir. Yani birden fazla molekiil
benzer Ozellik tasiyabilir bu tiir ligandlara “grup spesifik” ligandlar denilmektedir.
Afinite kromatografisinde ligand ile hedef molekill arasindaki etkilesim kuvveti
optimum degerde olmalidir. Etkilesim ne kadar zayif olursa adsorpsiyon islemi o kadar

sagliksiz gergeklesmis olur. Etkilesim kuvvetli oldugunda ise hedef molekiiliin



elisyon problemi ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeble aktif proteini denatiire etmeden pH,
iyonik siddet ve sicaklik gibi etkenlerin optimum derecede tutulmasi gerekmektedir.
Segiciligi fazla olan bu yontem kromatografi tekniklerinin en iyisidir. Antijen-Antikor,

Enzim-Substrat, Reseptor-ilag etkilesimleri 6zel afinite etkilesimleri olarak en fazla

On plana ¢ikanlardir.

ANTIKOR - AFINITE KROMATOGRAFISI
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Sekil 2.2.1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

Afinite kromatografisinin kendi igerisinde 6 ¢esit alt yontemi bulunmaktadir:

e Biyospesifik afinite kromatografisi

e Immiinoafinite kromatografisi

e Protein afinite kromatografisi

e Lektin afinite kromatografisi

e Boya-ligand afinite kromatografisi

e Metal-gelat afinite kromatografisi
Bu yontemler birbirine benzemekle beraber temel olarak su islemleri igermektedir:

v’ Proteini baglayacak olan uygun ligandin segimi

v Ligandn bir kat1 destek materyaline baglanmasi

v' Kati destek materyalinin (matrix), saflastirma yapilacak olan ¢ozeltiyle

etkilestirilmesi



v' Baglanmamis proteinlerin ayrilmasi

v Istenilen proteinin saf bir halde ortamdan yikanarak ayrilmasi
Afinite kromatografisinde iki tip ligand kullanilmaktadir:
-Spesifik: Sadece bir tiire baglanabilen (antibadiler, enzim inhibitérleri, biyotin vs )
-Genel: grup ozelligine sahip olan, hedef tiirlerin 6zel gruplarina baglanabilenler

(nikotinamid adenin diniikleotid, lektin vs ).

2.3. Adsorpsiyon

Kat1 veya akigskanlarda molekiiller her yonden cekilir ve bu ¢ekim kuvvetleri
dengededir. Fazlar arasi1 yiizeyde, molekiillere etki eden ¢ekim kuvveti farklidir. Kati
yiizeylerine degmekte olan gazlar, sivilar veya bunlarin icerisinde ¢dziinmiis olan
maddeler bu yiizey tarafindan tutunmaktadir (Rafatullah ve ark., 2010; Park ve ark.,
2019; Vakili ve ark., 2019). Kat1 yilizeyinde bulunan atom veya molekiillerin etkilesim
kuvvetlerinden dolayr adsorpsiyon kati1 yiizeyinde ger¢eklesmektedir. Yiizey
tarafindan tutunan gaz veya sivi olabilir (Pui ve ark., 2019; Ward-Williams ve
Gladden, 2019). Adsorpsiyon, yilizeyde tutunma olarak da bilinmektedir. Yiizeyde
tutunan malzemeye “adsorplanan madde veya adsorbat” {izerinde adsorpsiyonun
gerceklestigi katiya ise “adsorbent veya adsorban” ad1 verilmektedir.

Adsorpsiyon isleminin tersine yani adsorplanan maddenin ortama geri verilmesine
(yiizeyde derisimin azalmasi islemine) “desorpsiyon” denilmektedir.

Adsorpsiyon, adsorbe edilenin yiizeyde tutunmasini saglayan kuvvet cesidine gore
“kimyasal adsorpsiyon” , “fiziksel adsorpsiyon” ve “iyonik adsorpsiyon” olmak iizere
tice ayrilmaktadir. Kimyasal adsorpsiyon, elektron aligverisi olmasi sonucunda
adsorbat ile adsorbent arasinda kimyasal reaksiyon olusmasi ile meydana gelmektedir.
Fiziksel adsorpsiyonda ise etkilesim zayif baglar ve ¢ekim kuvvetleri sonucunda
meydana gelmektedir. Fiziksel adsorpsiyonda etkili olan kuvvet Van Der Waals
etkilesimidir. Bu adsorpsiyonda bag kuvvetleri molekiiller arasinda olurken, kimyasal
adsorpsiyonda ise molekiillerin igindedir. Fiziksel adsorsiyon, kimyasal adsorpsiyona
gore daha tstiindiir. Bunun sebebi fiziksel adsorpsiyonun tersinir 6zellikte olmasidir.
Yani fiziksel adsorbsiyon tekrarlanarak yeniden gergeklesirken, kimyasal

adsorpsiyonun yenilenmesi etkilesimin oldugu adsorbata gore degismektedir. Fiziksel



adsorpsiyonda enerji diistiktiir ve adsorpsiyon hem tek hem de ¢ok tabakali olabilir.
Kimyasal adsorpsiyonda ise enerji yiiksektir ve etkilesim tek tabakali olabilmektedir.
Iyonik adsorpsiyonda ise elektrostatik cekim kuvvetleri etkilidir ve iyonlar yiizeydeki
zit yikli bolgelere tutunmaktadir. Bu adsopsiyon tiiriinde, adsorban ve adsorbatin
iyonik giicli 6nemlidir ve iyonlar es enerjili ise daha kiiciik iyon tercih edilerek ylizeye
tutunmaktadir.

Adsorpsiyonda, adsorbentin nitelikleri, yiizey etkilesimleri, adsorbat ve ¢dziiciiniin
nitelikleri mithim faktorlerdir. En 6nemli parametre yilizey alan1 degeridir ve yiizey
alani artis1 adsorpsiyon miktarindaki artis1 gostermektedir. Yani gozenekli veya ufak
parcalara boliinmis katilar yiiksek adsorpsiyon kapasitesi saglamaktadir.Siklikla
tercih edilen adsorbentler; aktif komiir, kitosin, zeolitler, killer, baz1 endiistriyel atiklar
ve tarimsal atiklardir. Aktif karbon en c¢ok kullanilan adsorbenttir. Aktif karbon
yapisinda agirlikli olarak karbon atomu bulunduran (%85-%95) gézenekli yiizeye

sahip, tabakali yapida ve insan sagligina zararsiz bir olusumdur.

2.4. Molekiiler Baskilama

2.4.1. Molekiiler Baskilamanin Tarihcesi

Molekiiler baskilamanin ilham veren temeli ilk defa 1894°de Fischer’in “Anahtar-
Kilit” modelini ortaya atarak enzim-substrat etkilesimi iizerinden ortaya atilmistir
(Fischer, 1894). Yani oldukga eski bir kavram olmasina ragmen giiniimiizde dnemi
daha ¢ok artmistir. Daha sonra 1931 yilinda Polyakov, sodyum silikat ¢ozeltisinin
asitlendirilmesi sonucu jelimsi silika polimerin kurumasiyla sert bir matriks elde etmis
ve kuruma siiresince benzen, toluen ve ksilen ile gézenek yapisina olan etkisini
incelemistir (Polyakov, 1931). Polyakov bundan sonraki c¢aligmalarinda segici
molekiileri tanima konusunda arastirmalar yapmistir. Katki maddesinin kimyasal
yapisindan dolay1 segiciligin yapisal degisikler olusturdugunu belirtmistir. Molekiiler
baskilamanin ilk Ornekleri olan, sentetik organik polimerler, 1970’1 yillarda
sunulmustur (Takagishi ve Klotz, 1972; Wulff, 1972). Wulff, ilk defa kovalent
baskilama yontemini 6ne siirmiistiir. Daha sonraki ¢alismalarda Mosbach tarafindan

kovalent baskilamaya gore daha kolay olan ikincil etkilesimlere dayanan kovalent



olmayan baskilama yontemi gelistirilmistir (Mosbach ve Haupt, 1998). S. Hjerten ve
ark. tarafindan yapilan g¢alismada miyoglobin molekiilii baskilanarak elde edilen
polimerler kolon dolgu maddesi olarak protein adsorpsiyonunda denenerek olumlu
sonuglar elde edilmistir (Hjerten ve ark., 1997). Baska bir ¢alismada ise sentezlenen
glikoproteinlerin monomer olarak kullanildigi molekiiler baskilanmis polimerler
(MIP) Conconavalin A (Con A) adsorpsiyonunda kullanilmistir (Nagahori ve
Nishimura, 2001). Andersson ve Mosbach tarafindan 1990 yilinda yapilan ¢alismada
amino asit tiirevleri kullanilarak metakrilat bazli MIP’ler sentezlenmis ve bunlarin
HPLC’de kullanimima yonelik olumlu sonuglar elde edilmistir (Andersson ve
Mosbach, 1990). Molekiiler baskilamada yapilmis olan ¢aligmalar Sekil 2.4.1.1°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerle ilgili yapilan ¢aligmalarin yillara gére
dagilimi (Andersson ve Mosbach, 1990)

2.4.2. Molekiiler baskilanms polimerler (MIP)

Anorganik iyonlar gibi kiiciik hedef molekiillerini ortaya ¢ikarmak olduk¢a zordur. Bu
sebeple farkli yontemler ortaya ¢ikmistir ve bunlardan biri de molekiiler baskilama
yontemidir (S. Li ve ark., 2019; Mori ve ark., 2019; Ricotta ve ark., 2019; Wang ve
ark., 2019; Z. Zhang ve Liu, 2019). Molekiiler baskilanmig polimer, hedef molekiile

yiiksek secicilik gostermesinden dolay1 bilimsel caligmalarda oldukga fazla tercih



edilmektedir. Molekiiler baskilama yontemi ilk defa 1972°de Giinter Wulff ve ¢alisma
arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis ve sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplarin ii¢
boyutlu yapilarinin diizenlenmesiyle oldukca secici baglanma bdlgeleri ortaya
¢ikarmak gayesiyle kullanilmistir (Wulff ve Sarhan, 1972).

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) hazirlanmasi kolay, dayanikli, ucuz ve
molekiiler tanima yetenegi olan polimerlerdir (Fiorenza ve ark., 2019; Wu ve ark.,
2019). MIP’ler, afinite ayirma araglari olarak diisiiniilebilir (Sellergren, 1994; Lei ve
Tan, 2002; L. Li ve ark., 2013). Bu polimerler hedef molekiilii segici bir sekilde tanirlar
ve yiiksek mekanik dayanikliliklari, 1s1ya ve basinca olan direnme kuvvetleri, fiziksel
saglamliklarinin yani sira , asitler, bazlar, metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciiler gibi sira
dist sartlarin  varliginda yiliksek kararliliklar1 sebebi ile olduk¢a kullanish
malzemelerdir. Ayrica antibadilere gore daha kararli, daha segici ve kiitle transfer
kisitlamalar1 daha disiiktiir (Ansell ve ark., 1996; Mosbach ve Ramstrom, 2001,
Cieplak ve Kutner, 2016; Bie ve ark., 2018). Bu yontem; yasam, farmasétik ve ¢evre
bilimleri gibi genis alanlarda tanima ve ayirma amagl olarak kullanilmaktadir.
Molekiiler baskilama tekniginde, baskilanan yapmin fonksiyonel monomer ile
etkilesimine gore iki tip molekiiler baskilama yontemi gelistirilmistir. Bunlar kovalent
baskilama (Tang ve ark., 2016; Giliney ve Gliney, 2017; Tang ve ark., 2017) ve
kovalent olmayan baskilamadir (Ramstrom ve ark., 1994; H. Zhang ve ark., 2006; Gao
ve ark., 2016). Bu iki tiir yaklasimin kendi biinyesinde faydalari ve zararlari
bulunmaktadir. Bu iki etkilesim g¢esidinden hangisinin secilecegi cesitli faktorlere
baglidir (Hwang ve Lee, 2002; Hashim ve ark., 2014; Liu ve ark., 2016). Buradaki
temel amag, kalip molekiil etrafinda fonksiyonel monomerlerin kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimlerle diizenlenmesiyle kimyasal fonksiyona sahip kati
malzemeler olusturmaktir. Bu islem sonucunda kalip molekiil uzaklastiriimakta ve
yapida kalip molekiiliine 6zgii oyuklar olusmaktadir (Erol ve ark., 2016; Erol ve Uzun,
2017). Finalinde; ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in ideal bir malzeme
saglanmaktadir. Fonksiyonel monomer, genellikle iki fonksiyonel grup icermektedir.
Bunlarin birincisi kalipla dogrudan kovalent olmayan etkilesime veya tersinir kovalent
etkilesime girer, ikincisi ise kalipla etkilesime girmeyen capraz baglayici ile kovalent

bag yapabilir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin olugsuturulmasinda monomerlerin,
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capraz baglayicinin ve kalip molekiiliin molar oranlari ile polimerizasyon sicaklik
derecesinin tercihi ¢cok miihimdir.

Molekiiler baskilama teknolojisinin ¢ok ¢esit uzantilari ortaya c¢ikmistir. Bu
uzantilardan biri orijinal molekiiliin kopyasini olusturmayi saglayan islemde orjinalle
ayni ii¢ boyutlu yapiya ve ayni isleve sahip bilesikler olusturulur. Bu bilesiklerde
fonksiyonel gruplar orjinali ile ayn1 sekilde ve yonlerde dizilmektedir. Bu teknolojiye
“ikili baskilama” ad1 verilmistir. Diger bir yaklasimda ise ikili baskilama yonteminde
oldugu gibi aktif bolgeye kiicliik kimyasal maddeler doldurularak buranin seklinin
alinmasi saglanabilir.

Analitlerine kars1 6zel secicilige sahip olan MIP’lerin ulastig1 basar1 seviyesi, diger
yontemlerden higbiri ile saglanamamistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise daha
yiiksek kesinlige ve daha diisiik tayin limitine sahip sonuglar elde edilmis olup bu
calismalar biyoanaliz, biyosensor, gida ve ¢evre uygulamalarina kadar uzanmistir
(Cong, 2016; Uzun ve Turner, 2016; Ansari ve Karimi, 2017; Ertiirk ve Mattiasson,
2017; Gama ve Bottoli, 2017; Tothill ve Abdin, 2017; Yu ve ark., 2017).

Gilintimiizde kii¢iik molekiillerden, protein gibi biyomakromolekiillere kadar
biiyiikliikleri farkli olan molekiiller, molekiiler baskilama tekniginde hedef olarak
degerlendirilir. Protein baskilama yontemine kendi igerisinde; yigmn (Strikovsky ve
ark., 2000), partikiil (Odabasi ve ark., 2007), epitop (Moczko ve ark., 2019) ve ylizey
baskilama (Xing ve ark., 2019) gibi degisik yaklasimlar getirilmistir. Kiigiik
molekiillerin molekiiler baskilamasindan adapte edilmis olan yigin baskilama
geleneksel bir yontemdir. Difiizyon yolunun uzunlugunu en aza indirmesine ragmen
yigin baskilama, can sikic1 6glitme ve eleme islemlerini gerektirmekte bu sebeple
diizensiz sekilli partikiillerin olusmasina sebebiyet vererek potansiyel baglanma
bolgelerine zarar vermektedir. Bu sebeple; partikiil, epitop ve yiizey baskilama

teknikleri glinlimiizde daha popiiler hale gelmistir.

2.4.3. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama yontemi ii¢ adimda gerceklesmektedir (Hasanzadeh ve ark.,
2018; Gast ve ark., 2019; Sarpong ve ark., 2019).
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2.4.3.1. On komplekslesme

Uygun fonksiyonel gruba sahip olan ve polimerlesebilen monomer, ilgilenilen hedef
molekiille kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle kompleks olusturmaktadir.

Bu etkilesimde hedef molekiiliin 3-d yapis1 ve kimyasal nitelikleri 6nemlidir.
2.4.3.2. Polimerizasyon

Monomer-kalip molekiil kompleksi uygun bir ¢apraz baglayicinin da kullanilmasiyla

fonksiyonel monomer iizerinden polimerlestirilir.
2.4.3.3. Hedef molekiiliin uzaklastirilmasi

Kalip polimer uzaklagtirilarak yapida hedef molekiiliin yerini alacak bosluklar
olusturulur.

Uygun kosullar altinda bu bosluklar kalip molekiilin boyutunu, yapisini ve
fizikokimyasal ozelliklerini tanimakta ve segici ve etkin olarak kalip molekiilii
baglamaktadir (Sekil 2.4.3.1).
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6 ; VW polimerizasyon v
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Sekil 2.4.3.1. Molekiiler baskilamanin sematik gosterimi
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2.5. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Deoksiriboniikleik asit (DNA), kalittim (irsiyet) molekiliidiir (Potukuchi ve ark.,
2018). Cok sayida deoksiriboniikleotid birimlerinden olusmus ¢ok uzun ipligimsi bir
makromolekiildiir (Sekil 2.5.1). DNA’daki piirin ve pirimidin bazlar1 genetik bilgiyi
tasirken, seker ve fosfat gruplariin yapisal 6zellikleri bulunmaktadir. DNA omurgasi
bitlin molekiill boyunca ayn1 olup, fosfodiester kopriilerine baglanmis
deoksiribozlardan ibarettir. DNA 4 ¢esit baz ihtiva eder: adenin (A), ve guanin (G)
piirinleri ile timin (T) ve sitozin (C) pirimidinleri.

DNA ve RNA molekiillerini i¢ine alan niikleik asitler, bir baska deyimle,
poliniikleotidler 1872 yilinda kesfedilmistir. Fakat, bunlarin biyolojik ve genetik
onemleri 50 y1l boyunca aydinlatilamamistir. 1928 yilinda, Fred Griffith’in pndmokok
bakterileriyle yaptig1 bir ¢alismada, patojenik olmayan R mutantini patojenik S
formuna dontistiirmesi bu molekiillerin hiicrelerdeki rollerinin anlasilmasinda bir
doniim noktas1 olmustur. Bu bakteriler normal olarak insan ve diger memelilerde
zatiirre olugturmak i¢in gerekli olan polisakkarit bir kapsiille sarilidir. Bu polisakkarit
kapsiilden yoksun olan mutantlar (R mutanti) patojenik degildir. R mutantlari,
polisakkarit kapsiillerinin sentezi i¢in gerekli olan UDP-glukuronati sentezleyen

dehidrojenaz enzimine sahip degillerdir.
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Sekil 2.5.1. DNA’nin yapisi
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3. DENEYSEL PROSEDUR

3.1. Materyal

Glisidil metakrilat (GMA), etilen glikol dimetilakrilat (EGDMA), toluen, 2,2'-
Azobis(2-methylpropionitrile) (AIBN), Polivinil alkol (PVA, soguk suda ¢oziilebilir),
tavuk DNA’s1, at DNA’s1, domuz DNA’s1i, koyun DNA’s1, 6rdek DNA’s1, sigir
DNA’st Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir. Tiim calismalarda ultra saf su

(18.2 MQ.cm) kullanilmigtir. Diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA baskilanmis mikropartikiillerin sentezi

2 mL GMA ve DNA ¢ozeltisi (100 pL, suda) 2 saat siire ile rotatorde karistirildi. Daha
sonra bu karisim tizerine 17,9 mL EGDMA ve 5 mL toluen ilave edilerek monomer
faz1 tamamlandi. Bir beherde 200 mg PV A 50 mL distile suda ¢6ziildii ve dagitma faz
olusturuldu. Dagitma fazi monomer fazi iizerine ilave edildi ve karisim 15 dak.
boyunca karistirildi. Sonraki asamada karisimdan 10 dak. boyunca azot gazi (N32)
gecirildi. Son olarak karisima 50 mg AIBN ilave edilerek karisim 650 rpm hizda 65
°C’de 6 saat ve 750 rpm hizda 85 °C’de 2 saat boyunca karistirildi. Elde edilen
mikropartikiiller 5 defa etanol-su karigiminda yikandi. Mikropartikiil polimerlerinin

molekiiler yapis1 Sekil 3.1. *de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. DNA baskilanmamis poli(GMA) mikropartikiillerinin molekiiler formiilii

3.2.2. Karakterizasyon calismalari

3.2.2.1. SEM analizi

Partikiillerin ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM; FEI / Quanta 450
FEG, ABD) kullanarak incelenmistir. Liyofilizasyon ile kurutulan membran, SEM
analizi i¢in uygun hale getirilmis ve SEM tutucusu {izerine ¢ift tarafli karbon bant ile
tutturulmustur. Numune daha sonra ince bir altin tabakasi ile vakum altinda
kaplanmistir. Daha sonra elde edilen SEM numunesi cihaza yerlestirilmis ve goriintiisii

alinmistir.

3.2.2.2. FT-IR analizi

Partikiillerin karakteristik fonksiyonel gruplarinin belirlenmesinde Fourier dontigiimlii
infrared spektoroskopisi (FT-IR; Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spectrometer,
ABD) kullanilmistir. Kriyojeller dncelikle kurutulup toz haline getirilmis (yaklagik 2
mQ) ve toz halinde susuz potasyum bromiir (KBr) (98 mg, IR Grade, Merck, Almanya)
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ile homojen olarak karistirilip pelet haline getirilerek FT-IR spektrumu 400-4000 cm®

! dalga sayis1 araliginda elde edilmistir.

3.2.2.3. Termal analiz

Partikiillerin kimyasal icerigini saptamak amaciyla termogravimetrik analiz cihazi
(Shimadzu DTG-60H, Japonya) da kullanilmistir. Termogravimetrik analiz islemi, 50
cm?/dak. hava akis hiz1 ve 10°C/dak. 1sitma hiziyla 0°C’den 900°C’ye 1sitilarak

gerceklestirilmis ve kiitle kayiplari incelenmistir.

3.2.2.4. Lazer taramali konfokal mikroskop analizi

Konfokal mikroskopi, partikiillerin gézenekliliginin ve i¢ yapisinin goriintiilenmesini
saglamak i¢in kullanilmistir (Zeiss LSM 510, Germany). Partikiillerin 477 nm dalga
boyundaki emisyon goriintiileri alinmistir. Uygulamada herhangi bir floresans 6zellikli

boya kullanilmamastir.

3.2.2.5. GC-MS (Gaz Kromotografisi- Kiitle Spektrometresi) kiitle analizi

Maddelerin tayini ve yapi1 analizi i¢in gaz kolonunda ayrilan maddelerin analiziyle
yapilan cihazlardir. Gaz kromotografisi karigimdaki gazlari ayirip iyonlastirirken kiitle
spektrometresi bu ayrisan iyonlarin kiitlelerine bagh olarak tayinini verir. GC-MS bes

kisimdan olusur; kolon, kolon firini, dedektdr, enjeksiyon iinitesi, oto dnleyici.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Karakterizasyon Calismalari
4.1.1. SEM analizi

Partikiillerin SEM goriintiileri Sekil 4.1-4.7°de verilmistir. Sekiller incelendiginde
istenilen nitelikte kiiresel partikiillerin elde edildigi goriilmektedir. Kiiresel yapi,
partikiillerin ylizey alanlarmin yiiksek olmasi agisindan Onem tagimaktadir.
Goriintiilerde yer yer aglomerasyonlar saptansa da bu durum, numunelerin analize
hazirlanmasi sirasinda ¢6zeltiden alinan partikiillerin hizli bir sekilde kurutulmasindan

kaynakli olabilir.
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Sekil 4.1. DNA
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Sekil 4.2. Domuz DNA’s1 baskilanmis partikiillerin SEM goriintiileri
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Sekil 4.3. Koyun DNA’s1 baskilanmis partikiillerin SEM goriintiileri
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Sekil 4.5. S1gir DNA’s1 baskilanmis partikiillerin SEM goriintiileri
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Sekil 4.7. At DNA’s1 baskilanmig partikiillerin SEM goriintiileri

Kiiresel yapilarin bazi gériintiilerde bir y1gin i¢inde oldugu bazi goriintiilerde ise daha
serbest oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ayrica kiiresel yapilarin bir kismi mikrometre
boyutlarinda iken bir kismi ise nanometre boyutlarinda elde edilmistir. Tim
sentezlerin ayni kosullarda gergeklestigi g6z Oniinde bulundurulursa yapisal

farkliliklarin, farklt DNA molekiillerinin baskilanmasindan ileri geldigi sdylenebilir.

4.1.2. FT-IR analizi

DNA baskilanmis Poli(GMA) partikiillerin FT-IR spektrumlart Sekil 4.8. - 4.14.°de
verilmigtir. Sekiller incelendiginde Cizelge 4.1.°de frekans araliklar1 verilen
fonsiyonel gruplara ait pikler dikkat c¢ekmektedir. Bu sonuglar, Poli(GMA)

partikiillerin basariyla sentezlendiginin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.
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Sekil 4.8. DNA baskilanmamis (NIP) partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.9. Domuz DNA’s1 baskilanmis partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.10. Koyun DNA’s1 baskilanmig partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.11. Ordek DNA’s1 baskilanmis partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.12. Sigir DNA’s1 baskilanmis partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.13. Tavuk DNA’s1 baskilanmis partikiillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4.14. At DNA’s1 baskilanmis partikiillerin FT-IR spektrumu

Cizelge 4.1. DNA baskilanmamis (NIP) ve DNA baskilanmis mikropartikiillerin

onemli FT-IR pik degerleri

Ornekler .
NIP Domuz Koyun Ordek Sigir Tavuk At
Gruplar
C-O gerilmesi 1160 1155 1148 1165 1163 1162 1172
C-C gerilmesi 1268 1264 1274 1264 1267 1265 1267
C=0 gerilmesi 1729 1741 1740 1731 1728 1729 1743
C-H gerilmesi 2960 2927 2933 2929 2958 2960 2934

Oksiran halkasi

deformasyonu 946-812 926-803 906-798

(asimetrik)

927-802 920-799 918-800 905-788

Oksiran halkasi

deformasyonu 859-753 880-750 878-755

(simetrik)

879-752 883-754 881-745 882-750

DNA baskilanmamis poli(GMA) mikropartikiillerin (NIP) ve domuz, koyun, 6rdek,

sigir, tavuk ve at DNA’lar1 baskilanmis mikropartikiillerin FT-IR spektrumlarindan

elde edilen 6nemli gerilme pik degerleri Cizelge 4.1.2.1.°da ozetlenmistir. DNA

baskilanmis mikropartikiillerin elde edilen pik degerleri NIP mikropartikiillerinin pik
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degerleri ile kiyaslandiginda temel piklerde ¢ok biiylik farkliliklar gézlenmemistir.
Ancak DNA tutunmalarinin gerceklestigi fonksiyonel grup olan oksiran halkasinin
asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinda NIP mikropartikiillerine gore gézlemlenen
farkliliklar ~ DNA  baskilanmasimnin ~ gerceklestigi  yoOniindeki  kanitlar
giiclendirmektedir. NIP mikropartikiillerinde 946-812 cm™ bolgesinde beliren
asimetrik gerilme bandi domuz DNA ’s1 baskilanmis mikropartikiillerde 926-803 cm*
bolgesine, koyun DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerde 906-798 cm™ bolgesine,
ordek DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerde 927-802 cm™ bolgesine, sigir DNA’s1
baskilanmis mikropartikiillerde 920-799 cm™ bolgesine, tavuk DNA’s1 baskilanmis
mikropartikiillerde 918-800 cm™ bolgesine, at DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerde
ise 905-788 cm™ bolgesine kaydiklar tespit edilmistir. NIP mikropartikiillerinde 859-
753 cm™ bolgesinde beliren asimetrik gerilme bandi domuz DNA’s1 baskilanmis
mikropartikiillerde  880-750 cm™? bolgesine, koyun DNA’st baskilanmis
mikropartikiillerde  878-755 cm™ bolgesine, o6rdek DNA’s1  baskilanmis
mikropartikiillerde ~ 879-752 cm™  bolgesine, sigir DNA’st  baskilanmus
mikropartikiillerde ~ 883-754 cm™ bolgesine, tavuk DNA’s1  baskilanmis
mikropartikiillerde 881-745 cm™ bolgesine, at DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerde
ise 882-750 cm™ bolgesine kaydiklar: tespit edilmistir.

4.1.3. Termal analiz

Molekiiler olarak DNA baskilanmamig polimerin termal analiz egrileri ¢izelge 4.2.’de
verilmistir. Ayrica herbir farkli hayvan DNA’sinin baskilandigi polimerlere ait termal
analiz egrileri Sekil 4.15. - 4.21. araliginda domuz, koyun, ordek, sigir, tavuk ve at

sirastyla olacak sekilde verilmistir.
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Sekil 4.15. DNA baskilanmamis polimer (NIP) partikiillerinin termal analiz egrileri
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Sekil 4.16. Domuz DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri
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Sekil 4.17. Koyun DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri
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Sekil 4.18. Ordek DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri
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Sekil 4.19. Sigir DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri
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Sekil 4.20. Tavuk DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri
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Sekil 4.21. At DNA’s1 baskilanmis partikiillerin termal analiz egrileri

Inert azot atmosferi ve Al,Oj3 referansi ile yapilan termal analiz ¢alismalar1 25-1000°C
araliginda gergeklestirilmistir. Oncelikle DNA baskilamasi yapilmamis olan
poli(GMA) mikropartikiillerinin (NIP) termal bozunma basamaklari incelenmis ve
mikropartikiil polimerlerinin 139-955 °C sicaklik aralifinda yanarak bozunduklari
tespit edilmistir. Bozunmalarin ilk basamaginda deneysel olarak 90,51 agirlik
bulunmustur. Bu kayip 139-223°C araliginda gergeklestiginden mikropartikiillerin i¢
yiizeyindeki molekiiler bosluklara tutunmus ve polimerlerin tam kurutulamamas: ile
yapilardan uzaklagtirllamayan absorbe olmus nem suyuna atfedilebilir. 226°C’den
itibaren yanarak bozulmaya baslayan organik kisimlarin tam olarak yanma iirtinlerinin
fraksiyonlar1 ayirt edilememistir. Organik kisimlar1 yanarak pargalanmalar1 293, 347,
451, 653, 809 °C maksimum DTA piklerine karsilik gelen endotermik bozunmalarla
iligskilendirilmistir. Son bozunma iiriinii olarak reaksiyon kabinda herhangi bir kalint1
beklenmemesine ragmen %1,77’1lik bir kalint1 tespit edilmesi inert azot atmosferinde
yapilan termal bozunmanin yeteri kadar yakici oksijen kaynagi olmamasina bagh
olarak yanamadan kalan karbonize olmus karbon kaynakli oldugu diisiiniilebilir.
Bozunma basamaklarinin detaylar1 Cizelge 4.1.3.1.’da 6zetlenmistir.

Sirasiyla domuz, koyun, ordek, sigir, tavuk ve at DNA’s1 baskilanmis poli(GMA)

mikropartikiillerinin  termal bozunma basamaklar1 incelenmistir. Bozunma
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basamaklarinin genel olarak molekiiler baskilama yapilmamis mikropartikiillerin
bozunmalarina benzer sonuglar ortaya koydugu tespit edilmistir. NIP
mikropartikiillerinin yapisinda absorbe olarak tutunmus bulunan nem suyuna
atfedilmis ve 100 °C’nin iizerinde ortaya ¢ikan agirlik kaybi benzer sekilde 6rdek ve
tavuk DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerde de 100 °C’nin iizerinde ortaya ¢ikmustir.
Sirasiyla 90,50 ve 1,19 olarak bulunan agirlik kayiplari, i¢ yiizeylerdeki molekiiler
bosluklara hidrojen baglari ile hapsolmus nem sularina ait edilebilir.

Domuz, koyun, sigir ve at DNA’s1t baskilanmis mikropartikiillerin termal analiz
bozunmalari ise 100°C’nin altinda baglayip, 160°C civarlarinda sonlanan ve su kaybi
ile iligkilendirilen agirlik kayiplarima sahiptirler. Bu kayiplar ise 1ilgili
mikropartikiillerin dis yiizey ve i¢ ylizey molekiiler bosluklarina hidrojen baglar1 ve
polar ikincil etkilesimler (Van der Waals baglari) ile tutunmus nem sularina ait
edilebilir. Termal bozunma egrilerinde bu molekiillere ait nem suyu kaybi ile
iligkilendirilen agirlik kayiplarinin yiiksek (sirasiyla %6,90; %6,85; %7,67 ve %5,97)
ve daha diistik sicaklik bolgelerinden (32°C, 31°C, 27°C ve 42°C) baslamast nem
suyunun agirlikli olarak dis ylizey molekiiler bosluklara adsorbe oldugu seklinde
diistintilebilir. Ayrica bagka bir iddia olarak ayni smif hayvan grubu olarak
nitelendirilebilecek ordek ve tavuk DNA’larinda su molekiilleri ile etkilesime
girebilecek fonksiyonel gruplarin daha az veya hidrojen bagi olusturma 6zelliklerinin
daha yiiksek olduklar1 diisiiniilebilir. Bu sebeple nem suyu olarak diisiindiigiimiiz
agirlik kayiplarinin hem cok diisiik oranlarda hem de yliksek sicaklik araliginda
gerceklestigi gozlenmistir.

Domuz, koyun, sigir ve koyun DNA’s1 baskilanmig miikropartikiillerde nem suyuna
ait agirlik kayiplarinin hem yiiksek degerlerde olmasi hem de diislik sicaklik
bolgelerinde gerceklesmeleri bu hayvanlarin DNA’larinda su molekiilleri ile
etkilesime girebilecek fonksiyonel gruplarin daha fazla veya Van der Waals ikincil
etkilesimlerini olusturma kapasitelerinin daha yiiksek olduklar diisiiniilebilir.

NIP mikropartikiil molekiillerinin son bozunma iiriiniine benzer olarak, tiim hayvan
DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerin de son bozunma iiriinii sifir olarak beklenirken
cok diisiik oranlarda da olsa (domuz: %2,81; koyun: %0,91; 6rdek: %3,32; sigir:
%1,99; tavuk: %1,77 ve at: %2,10) kalint1 birakmasinin sebebi olarak yetersiz oksijen
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kaynagina bagli tam yanma isleminin gerg¢eklesememesi olarak yorumlanabilir.

Kalint1 iirtinleri de yine karbonize olmus komiir olarak diisiiniilebilir.



Cizelge 4.2. DNA baskilanmamis ve farkli hayvan DNA’s1 baskilanmis polimerlerin termal analiz bozunma verileri

Bilesikler Sicakhik DT Amax Uzaklasan Grup Agirhk Kayb: (%) Kalint1 Uriin
Arahig (°C) O (%)
Den. Teo. Den. Teo.
NIP 1 139-223 -176 H20 (nem) 0.51 0.00
(Baskilanmamug 2 226-313 293 _ e . 10.76
mikropartikiiler polimer) 3 314-381 347 Mllﬁgﬁi{:ﬁglk?gﬂiﬁimk 41.05 -
4  382-511 451 43.35
5 517-955 653,809 parcalanmass 1.43 1.77 _ 0.00
1 32-173 82;144 H20 (nem) 6.90 0.00
Domuz 2 220-335 305 Mikropartikiillerin organik ~ 7.11
3 337-449 412 kisimlarinin yanarak 63.47 -
4 451-960 486,583;798;888 pargalanmasi 18.31 2.81 0.00
1 31-169 83;150 H20 (nem) 6.85 0.00
Koyun 2 179-385 352 Mikropartikiillerin organik ~ 27.98
3 386-461 412 kisimlarinin yanarak 45.19 -
4 463-953 527,818 pargalanmasi 18.05 0.91 0.00
1 118-191 148 H20 (nem) 0.50 0.00
Ordek 2 202-378 304 Mikropartikiillerin organik ~ 26.66
3 379-444 410 kisimlarinin yanarak 51.31 -
4 451-935 473;615,827;861 pargalanmasi 16.65 3.32 0.00
1 27-165 79;147 H20 (nem) 7.67 0.00
Sizir 2 175-362 326 Mikropartikiillerin organik ~ 15.65
3 363-441 410 kisimlarinin yanarak 54.32 -
4 443-949 462,580,799 pargalanmasi 19.71 1.99 0.00
1 42-145 98 H20 (nem) 1.19 0.00
Tavuk 2 147-231 -167 Mikropartikiillerin organik 2.72
3  232-357 317 kisimlarinin yanarak 37.03 -
4  359-452 -435 parcalanmasi 42.22
5 455-947 501;573;799 13.94 2.10 0.00
1 128-225 -173 H20 (nem) 5.97 0.00
At 2 227-364 329 Mikropartikiillerin organik ~ 49.87
3 365-465 -432 kisimlarinin yanarak 31.21 -
4 467-958 520;635;801 par¢alanmasi 10.67 1.77__ 0.00

ve
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4.1.4. Lazer taramah konfokal mikroskop analizi

Partikiillerin 477 nm dalga boyundaki emisyon goriintiileri Sekil 4.22. - 4.28. ‘de
verilmistir. Konfokal mikroskop goriintiileri alinirken normalde floresan 6zellikli
boyalar kullanilmaktadir. Ancak sentezlenen Poli(GMA) partikiiller s6z konusu dalga
boyunda kendiginden emisyon yapmislardir. Bunun nedeni polimerik yapida bulunan
cift baglardaki elektron gecisleri olabilir. Goriintiiler incelendiginde bazi1 bolgelerde
kiireyi andiran emisyonlar géze carpmaktadir. Bu sonu¢ da SEM goriintiileri ile

beraber istenilen nitelikteki partikiillerin seklen sentezlendiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.22. DNA baskilanmamig (NIP) partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.23. Domuz DNA’s1 baskilanmis partikiillerin konfokal mikroskop
goruntiisu
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Sekil 4.24. Koyun DNA’s1 baskilanmis partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.25. Ordek DNA’s1 baskilanmis partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.26. S1gir DNA’s1 baskilanmis partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.27. Tavuk DNA’s1 baskilanmig partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.28. At DNA’s1 baskilanmis partikiillerin konfokal mikroskop goriintiisii
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Baz1 bolgelerde ise yigin yapilar dikkat ¢cekmektedir. Ayrica tiim yapilarin emisyon
siddetlerinin de aym diizeyde olmadig1 fark edilmistir. Bunun nedeni sentezlenen
partikiillerin irili ufakli kiiresel yapilarda olmasi ve y18in bélgelerin emisyon siddetleri
ile partikiiler yapilarin emisyon siddetlerinin ayn1 olmamasi olabilir. Ilaveten kiiresel
yapilarin boyut farkliliklarinin da emisyon siddetine etki ettigi yorumu da yapilabilir.
SEM goriintiilerinde partikiiler yapilarin daha net fark edildigi polimerlerin konfokal
mikroskop goriintiileri daha net analiz edilebilmekte iken (domuz, 6rdek, tavuk, sigir,
at DNA’s1 baskilanmus), partikiiler yapilarin géreceli olarak daha fazla yigin igerisinde
kaldig1 polimerlerin (NIP, kismen koyun DNA’s1 baskilanmig) konfokal mikroskop
goriintlilerinde daha dagmik emisyonlar fark edilmektedir. Sonuglar genel olarak

degerlendirildiginde goriintiilerin SEM analizlerini destekledigi sdylenebilir.

4.1.5. Kiitle Analizleri

DNA baskilamas1 yapilmamis poli(GMA) mikropartikiillerin kiitle analiz spektrumlari
Sekil 4.29.°de verilmis olup, domuz, koyun, sigir, ordek, tavuk ve at DNA’s1
baskilanmis olan mikropartikiillerin kiitle analiz spektrumlar ise sirastyla Sekil 4.29.

—4.35. arasinda verilmistir.
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Sekil 4.29. DNA baskilanmamis (NIP) partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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Sekil 4.30. DNA baskilanmis domuz partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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Sekil 4.31. DNA baskilanmis koyun partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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Sekil 4.32. DNA baskilanmis 6rdek partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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Sekil 4.33. DNA baskilanmig s1gir partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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Sekil 4.34. DNA baskilanmis tavuk partikiillerin GC-MS Kiitle analizi spektrumu
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DNA baskilanmamis adsorban polimeri olan NIP’den alinan GC-MS spektrumunda
DNA’nin bozunma iiriinlerine ait edilebilecek 207 m/z bolgesinde siddetli bir pik
kaydedilmistir. Daha kii¢lik par¢alanma molekiillerine ait oldugu diisiiniilen diisiik
siddetlere sahip pek ¢ok pik de spektrumda tespit edilmistir. Benzer sekilde baslangig
olarak adlandirilan tim DNA orneklerinin yer aldigi karigimin kaydedilen GC-MS
spektrumu da disiik siddetlerde de olsa DNA kalintilarinin bozunma {iriinlerine
atfedilebilecek diistik siddetlerde pikler vermistir. NIP ile yapilan DNA adsorpsiyon
calismasi sonrasi ortamdan alinan numunenin spektrumu ile, adsorpsiyon oOncesi
(baslangi¢) ortamdan alinan spektrumlarin birbirine benzerligi, istenildigi gibi NIP’in
herhangi bir DNA tiirii ile adsorpsiyon etkilesimine girmediginin bir gostergesidir.
Sonrasinda herbir farkli DNA molekiiliiniin baskilandigi adsorban polimer (MIP)
orneklerine muamele edilen DNA karsiminda polimerlerin segicilik 6zellikleri
incelenmistir. Herbir farkli DNA molekiiliinii adsorbe ettigini diisiindiiglimiiz
partikiillerin adsopsiyon sonrasi ortamdan uzaklastirilmasiyla ¢ozelti ortamindan
alinan numuneler GC-MS ile kiitle analizlerine tabi tutuldular. Baslangi¢ karisiminda
cok diisiik siddette tespit edilen ve DNA zincirlerinin kirilma iiriinlerine ait olduklar
diisiiniilen 44, 73, 94, 135, 147, 207, 253, 281 ve 331 m/z pikleri yiiksek siddette
gozlemlendi. Ancak oOrdek, domuz ve tavuk DNA’sinin adsorblandigim
diistindiigiimiiz polimer-DNA etkilesmilerinin sonrasinda alinan kiitle analiz
desenlerinde diger DNA orneklerinin (s1g1r, at ve koyun) kiitle analizlerinde goriilen
bazi piklerin (147 m/z) goriilmedigi ve diger 6rneklerde 94 m/z bolgesindeki pikin 96
m/z bolgesinde tespit edildigi, ayrica bu 6rneklerde 118 m/z bolgesinde yeni bir
parcalanma {irlinline ait pikin ortaya c¢iktigi goriilmistiir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde molekiiler olarak herbir farkli hayvan DNA’s1 ile baskilanarak
fonksiyonellestirilmis olan MIP polimeri herbir hayvanin DNA’s1 i¢in ayr1 ayr1 olmasi
gereken beklenen seciciligi gosterememistir. Fakat sonuglar MIP polimerinin sigir, at
ve koyun DNA’larin1 6rdek, domuz ve tavuk DNA’larindan ayirma ozelliginin

olabilecegini bize gdstermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Mikroemiilsiyon polimerizasyonu teknigiyle; sigir, koyun, at, domuz, oérdek ve tavuk
DNA’larinin baskilandigi ve kontrol amagli herhangi bir DNA molekiiliiniin
baskilanmadig1 7 ¢esit partikiil yapili Polil(GMA) polimeri sentezlenmistir.

* Poli(GMA) polimerinin sentezinde EGDMA molekiilii ¢apraz baglayici olarak

kullanilmustir.

* Polimerlerin taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri incelediginde, farkli
boyutlarda kiiresel yapilar agirlikli olarak dikkat cekmektedir. Yapilarin sekilsel

olarak kiireselligi, yiizey alanlarinin genisligi a¢isindan avantaj olarak goriilmektedir.

* Polimerlerin FT-IR karakterizasyonu ayr1 ayr1 yapilmis olup, elde edilen temel pikler

Poli(GMA) monomerinin basariyla sentezlendigini gostermektedir.

* Termal Analiz sonuglarina gore NIP mikropartikiil molekiillerinin son bozunma
iirlinline benzer olarak, tiim hayvan DNA’s1 baskilanmis mikropartikiillerin de son
bozunma triinii sifir olarak beklenirken ¢ok diisiik oranlarda da olsa (domuz: %2,81;
koyun: %0,91; ordek: %3,32; sigir: %1,99; tavuk: %1,77 ve at: %2,10) kalinti
birakmasinin sebebi olarak yetersiz oksijen kaynagina bagli tam yanma isleminin
gerceklesememesi olarak yorumlanabilir. Kalint1 {iriinleri de yine karbonize olmus
komiir olarak diisiiniilebilir.

* Ayrica polimerik yapilarin lazer taramali konfokal mikroskop goriintiileri incelenmis
ve 477 nm dalga boyunda emisyonlar tespit edilmistir. Bu emisyonlarin polimerik
yapilarda bulunan ¢ift baglardaki elektronlarin gecislerinden kaynakli olabilecegi
tahmin edilmektedir. Goriintiiler incelendiginde partikiiler ve yi18in bolgelerin
emisyonlarimin aym siddette olmadigi ve hatta partikiiler yapilarin boyut
farkliliklarinin da emisyon siddetlerine etki ettigi gézlenmistir. Ancak genel bir bakis
acistyla, bu analizden elde edilen sonuglarin SEM analizi sonuglarini destekledigi

sOylenebilir.

* Son olarak baskilanmis polimerlerin (MIP), baskilanmamis kontrol polimerine (NIP)
gore ve baskilandiklar1 DNA tiirlerine kars1 secicilik ¢aligmalart yapilmistir. Bunun
icin GC-MS analizinden yararlanilmigtir. Adsorpsiyon etkilesimi ile yapilan

analizlerde NIP polimerinin, 6 farklt DNA ’nin bulundugunu havuzdan kaydadeger bir
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adsorpsiyon yapmadigr goOriilmiistiir. Bununla birlikte MIP polimerlerin,
baskilandiklart DNA’lara kars1 birebir segicilikleri konusunda net bir veri elde
edilememistir. Ancak MIP’lerin; sig1r, at ve koyun DNA’larin1 6rdek, domuz ve koyun

DNA'’larindan ayirabilme konusunda ipuglar1 verebilecegi fark edilmistir.
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