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Bu caligmada; rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif
capraz baglama (ANADOLUCA) metoduna gore sentezlenen Kkriyojel kolon
araciliglyla  primerlerin = 5° ucundan  Dbiyotinlenmesi  tek  basamakta
gerceklestirilmistir. Bu amagla; ilk olarak DNA ligaz c¢apraz bagli HEMA ve
fotosensitif monomer tabanli monolitik kriyojel kolon gelistirilmis ve karakterize
edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, sentezlenen enzim tabanli kriyojel kolon
sistemi ile Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligina sahip olan primerin
5’ ucuna biyotin baglanarak avidite etkinligi olusturulmustur. Bu etkilesimin
ispati, numunelerin mikroplaka okuyucu ile 354 nm’ de elde edilen absorbans
degerlerinde goriilen artis ile yapilmistir. Tasarlanan KKK A hastaligina sahip olan
primerlerin etkinligi ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile kanitlanmustir.

Calismanin son agamasinda, floresans 6zelligi gosteren streptavidin ¢apraz
bagl ve fotostabil Kuvantum nanokristaller (QD) olusturulmus ve biyotinlenmis
5’-ssDNA problar streptavidin-QD platformlara baglanmistir. Daha sonra;
hastalik tanis1 gerceklestirecek 3’-sSDNA komplementerinin hibridizasyonuna

dayal1 floresans degisimleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo Kanamali Atesi, DNA Ligaz, Kriyojel,

Biyotin, Streptavidin, Kuvantum Nanokristal
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In this study, biotinylation of primers from 5° end using cryogel column
synthesized by ruthenium-based photosensitive cross-linking technique has been
realized. For this purpose, firstly, DNA ligase cross-linked HEMA and monolithic
photosensitive monomer based cryogel colum have been developed and
characterized.

In the second part of the study, avidity efficiency has been formed via
binding of biotin to 5'end of the primer having Crimean Congo Hemorrhagic
Fever (CCHF) by using synthesized enzyme based cryogel column system. The
proof of this interaction has been performed by observation of increase the
absorption of the samples at 354 nm using microplate reader. The efficiency of the
designed primers having CCHF has been proved by using polymerase chain
reaction (PCR).

In the last step of this study, streptavidin cross-linked and photostable
Quantum nanocrystals (QDs) having fluorescence property have been formed and
biotinylated 5’-ssSDNA probes have bound to streptavidin-QD platforms. Then,
the fluorescence changes based on the hybridization of 3’-ssDNA complements

which cause diagnosis of disease have been investigated.

Keywords: Crimean Congo Hemorrhagic Fever, DNA Ligase, Cryogel,

Biotin, Streptavidin, Quantum Nanocrystal
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1. GIRIS

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA), Hyalomma cinsine ait kenelerin
1sirmas1 ya da viremi doneminde olan sigir, koyun, keci ve deve gibi evcil
hayvanlara veya insana ait kan, enfekte doku ve viicut sekresyonlari ile temas
sonucu bulasan zoonoz viral bir hastaliktir. Insanlarda ates, kanama, vaskiiler
hasar ve % 3-30 arasinda degisen Oliim orani ile ortaya c¢ikan klinik bir
semptomdur [1-3].

KKKA hastaligina neden olan Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii
(KKKAYV), kanamali viriisler arasinda yer alir. Kanamali viriisler 4 aileye ayrilir.
Bunlar; Flaviviridae, Bunyaviridae, Arenaviridac ve Filoviridae’ dir [4].
Bunyaviridae ailesi birbirinden farkli 5 cins i¢cermektedir. Bunlar; Bunyaviriis,
Hantaviriis, Nairoviriis, Phleboviriis ve Tospoviriis’lerdir [5].

Nairoviriis® ler; KKKA virlisi, Dera Ghazi Khan viriisii, Hughes viriis
grubu, Nairobi Sheep Disease (NSD) viriis grubu, Qalyup viriis grubu, Sakhalin
virlis grubu ve Thaifora virlis grubu [6] olmak iizere 7 farkli serogruba
ayrilmaktadir. Bunlar da 34 gesit viriisii kapsamaktadir [7]. Bu Nairoviriis® lerden,
KKKA viriisii hayvanlarda enfeksiyon olusturmasina ragmen ciddi belirtiler
gostermemektedir ancak insanlarda oliimle sonuglanabilen yiiksek semptomlar
gosterir [6]. Bilinen sadece 3 viriis hastaliga neden olur. Bunlar; KKKA, Dugbe

virlis ve Nairobi’dir [8].

1.1. Kirnm-Kongo Kanamal Atesi Hastahig:

KKKA hastaligi ilk kez II. Diinya Savasi yillarinda (1944-1945), Bati
Kirim steplerinde cogunlukla Sovyet askerleri arasinda ve iilkemizin de i¢inde
bulundugu genis bir cografyada goriilmektedir (Sekil 1.1) [1]. Ilk zamanlarda
Kirim Hemorajik Atesi ad1 verilen, hastalik i¢cin endemik bolge Balkan yarimadasi
olup Afrika, Asya, Gilineydogu, Avrupa ve Ortadoguda 30 iilkenin iizerinde ortaya
ciktigr bildirilmistir (Sekil 1.1). [9-11].



KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI HASTALIGININ COGRAFIK
DAGILIMI

AT '
\j‘ D Country with low risk (presence of vector) \

D Country at risk (serological evidence + vector)

D 5to 49 cases per year 7
. 50 to 200 cases per year

Sekil 1.1. KKKA Hastaligi’nin Diinya’da Yayilist

Diger taraftan, hastalik Afrika, Bat1 Asya, Ortadogu ve Giiney Avrupa’da
yaygin olarak goriilmektedir [12]. Ayrica Kazakistan, Ozbekistan, Dubai,
Makedonya, Yunanistan, Arap Yarimadasi, Pakistan, Irak, Afganistan, Kuveyt,
Rusya, Yugoslavya, Iran, Kosova, Makedonya, Bulgaristan, Cin ve Moritanya’ da
KKKA salginlar1 bildirilmistir.

Hemorajik vakalarin Afrika’ da ilk kez taninmasi 1960’ Ii yillarda
olduktan sonra Kongo’ ya ek olarak Burkina, Faso, Tanzanya ve Senegal’ den de
vakalar bildirilmistir. En ¢ok vaka bildirimi yapilan Afrika Ulkeleri’ nden olan
Giiney Afrika’ da 1981 yilina kadar 123 KKHA vakasi tanimlanmis, bunlardan
27’si, (%22) mortalite ile seyretmistir [13].

Son yillarda Iran” da KKK A vakalarinda artma olmustur. 2000-2006 yillar
arasinda 873 siipheliden 341 vakanin KKKA viriisii tasidigi dogrulanmis ve
dogrulanan 341 hastadan 57’ si dlmiistiir. 2002 yilinda ise enfekte olmus 9 Iran’ It

hastadan KKKA viriisii izole edilmis ve genetik olarak incelenmistir [14,15].



Diinyada goriilen KKKA vakalarmin % o©liim (mortalite) oranlari asagida

verilmistir (Cizelge 1.1) [1,9,13-19].

Cizelge 1.1. KKKA vakalarinin % 6liim (mortalite) oranlari

Ulke Ad1 Tarih Olgu Sayist % Oliim Oram
Sovyetler ]
1944-1945 200 ve tizeri ?
Birligi
1953-1974 1105 %17
Bulgaristan 1975-1996 279 %11
1997-2003 124 %22
1965-1994 260 54 (%21)
Cin
1997 26 5 (%20)
1981 123 27 (%22)
Afrika
1984-1994 48 %24
1994 7 %28.5
Pakistan o
2002 200 ve lizeri En az 2
Kosova 2001 69 6 (%8.6)
Birlesik Arap 1979-1994 63 %15.5
Emirlikleri 1994-1995 35 22 (%62)
suudi 1979 5 %40
Arabistan 40
1989-1990 12 (%30)
iran 2000-2006 341 %16.7
Rusya 1999 65 6 (%9)
Irak 1979 10 7 (%70)
Tiirkiye 2002-2006 1103 59 (%5.4)




1.1.1. Tiirkiye’ deki Yayilimi ve Salgin Lokasyonlari

Tiirkiye’de ilk kez 2002 yilinin bahar ve yaz aylarinda Tokat basta olmak
tizere iilkemizin bazi illerinde goriilmiis ve yapilan c¢aligsmalar sonucu hastaligin
KKKA oldugu saptanmistir [20,21]. Bu yilda 6zellikle Tokat SSK Hastanesi’ nde
bir hemsirenin 6limiinden sonra spekiilasyonlar {izerine baslatilan arastirmalar
hastaligin taninmasini saglamistir [22].

Basta Karadeniz ve Orta Anadolu olmak {izere Sivas, Corum, Amasya,
Yozgat, Giimiishane, Erzurum, Erzincan, Kastamonu, Bolu, Ankara, Kars gibi
toplamda yaklasik 22 ilde vakalarin ortaya ¢ikmasi ile KKKA hastaligimm
goriildiigi alanlar daha da genigletilmistir [23].

Viriis, ilk infekte ettigi bolgeden bolgesel lenf nodlarina, karaciger ve
dalaga yayilir. Bu bolgelerde, viriis, doku makrofajlarin1 ve dendritik hiicreleri
infekte eder (Sekil 1.2). Coziinir faktorler, viriisiin enfekte ettigi monosit ve
makrofajlardan salinir. Lokal ve sistemik olarak hareket eder. Viriisiin enfekte

ettigi bu hiicrelerden salinan kemokinler makrofajlari enfeksiyon bolgesine toplar

[9].
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Sekil 1.2. KKKA hastasina ait kanamali bir kol

KKKA hastaliginda inkiibasyon siiresinin ardindan grip benzeri
semptomlar goriilmeye baslar. Bunlar yaklasik bir hafta sonra azalirlar. Belirtileri,
ates, halsizlik, bas agrisi, kiriklik, duygu durumda dalgalanma, zihinsel karmasa,

burun kanamasi, digkida ve idrarda kanama, yiliz ve gogiiste kirmiz1 dokiintiiler,



govde, kol ve bacaklarda morluklar goriiliir (Sekil 1.2). Bunlar kanama pihtilagma
bozukluguna baghdir. Kanama yani hemoraji belirtileri rahatsizligmn ilk 3-5
giiniinde goriilmeye baslar. Daha da ilerleyerek, akciger, karaciger (agrili ve
bliyiik karaciger), bobrek yetmezligi ile 6liim olusabilir. Ani ates yiikselmesi (39-
41 °C), bas agris1, kas agrilar1 ve bas donmesi ile karakterizedir. Ates ortalama 4-5
giin stirer. Kanamali1 donem kisadir, hizli gelisir ve genellikle hastaligin 3 ve 5.
giinlerinde baslar. Kanama, hastalifin biiyiik c¢ogunlugunda hastaligin
baslamasindan sonra 5-7 giin i¢cinde ve hastanede yattiklar1 sirada gelisir. Ates

yiiksekligi ile kanamanin baglamasi arasinda iliski yoktur (Sekil 1.3) [1].

A

Miyali
Ates
Kusma=Bulant

ishal

Kanama Bashyor

Trambosit
. ve lokosit .
( distyar
Virlis
aliyor .
cogally Karaciger
enzimler
ylikseliyor aliim
7 gin 10 glin giinler
I{ului;ka k.anamaslzf:l-i:'lnem kanamali |.:.I|’.‘hem . dineni
7 gin 17 giin 2-3 giin

Sekil 1.3. Kirim-Kongo Kanamali Atesinin seyri

1.1.2. KKKA Viriisiiniin Yapisi ve Molekiiler Biyolojisi

KKKA viriisiiniin yapisi ile ilgili ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Murphy ve
arkadaslari ilk olarak KKKA viriisiiniin morfolojisini yeni dogan enfekte farelerin
beyinlerinde tanimlamistir [24]. Genel olarak KKKA viriisii ve Nairoviriislerin
temel Ozellikleri olan morfogenez, lireme siklusu ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
Bunyaviridae ailesinin diger iiyeleri gibi olduklar1 bilinmektedir.

Nairoviriisler dig ortama dayaniksizdir ve konak¢1 disinda yasayamazlar.

Bu virtisler 56 °C’ de 30 dakikada inaktif olurken, kanda 40 °C’ de 10 giin



yasayabilirler. Viriis %1 hipoklorit ve % 2 gluteraldehite duyarlidir. Ultraviyole
1isinlari ile hizla inaktif olurlar [25].

Bunyaviriisler, zarfli, negatif kutuplu, 3 parcali, tek zincirli RNA
genomuna sahiptirler (Sekil 1.4). Uc¢ genom parcasi, 4 yapisal proteinle
sifrelenmistir [28]. RNA bagimli RNA polimeraz (L protein) L (Large) segmenti
tarafindan, glikoproteinler (GN, GC), M (Medium) segmenti tarafindan,
niikleokapsit proteini (NP) ise, S (Small) segmenti tarafindan sifrelenmistir [26].
KKKA viriisiinde, yaklasik 45 kDa agirliginda, GN ve GC’ den ayr olarak
liclincii bir yapisal glikoprotein belirlenmistir. Fakat bu glikoproteinin sifrelenme
stratejisi heniiz analiz edilememistir [27]. U¢ RNA segmentinin hepsinin 3’
ucundaki ilk 8 ile 13 niikleotitlik dizi korunmus dizidir, 5’ ucundaki
komplementer olan konsensus dizisiyle birlikte, segmentlerin sonu nonkovalent
olarak baghdir, dolayisiyla RNA, niikleokapsit icerisinde serbest bagl dairesel
konfigiirasyondadir [28].

KKKA viriisiiniin, M segmentinin L ve S segmentlerinin uglarina ¢ok fazla
komplementer oldugu gdosterilmistir. Bunlarin rolii RNA polimerazin baglanmasi

icin 6nemli cis-acting elementler olarak kuvvetlendirilmistir (Sekil 1.4) [29].

N-terminal

karbonhidrat Lipid zarf

Sekil 1.4. Bunyaviriislerin sematik yapist



1.2. Rutenyum Tabanlhh Amino Asit Monomerleriyle Fotosensitif Capraz

Baglama Ve Anadoluca Yontemi

Yasam bilimleri ve biyoteknolojide kullanilmak {izere gelistiren
ANADOLUCA konsept yontemi (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer)
Decorated and Light Underpining Conjugation Approach), rutenyum tabanli,
fotosensitif (1s1ga duyarli), amino asit monomer ve oligomerlerinin sentezleri;
fotosensitif proteinlerin  konjugasyonu ve ¢apraz baglanmasi islemlerinde
kullanilmak iizere tasarlanmigstir. Farkli hiicre tiplerini, dokular1 ve diger hedefleri
algilamak i¢in istenen mikro veya nanoyapilar entegre edilebilir. Protokol, birgok
proteinde yer alan sistein, triptofan ve tirozin amino asitlerine rutenyum tabanli
amino asit monomerler tarafindan elektron kusaklar atilarak saglam capraz bagl
konjugasyon islemleri ile gergeklesmektedir. Bu yontemde fotosensitif
monomerler, kovalent ve capraz baglanma islemi nedeniyle dogru antikor
oryantasyonu i¢in yonlendirme saglanmakta ve denatiirasyon engellenmektedir.

ANADOLUCA yontemi, silika materyallere, siiperparamanyetik
partikiillere, nanokristallere, karbon nanotiiplere, Ag/Au nanopartikiillere ve Au
yiizeylerine  protein  entegrasyonu yam sira  proteinimsi  polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda ve 1ilgili yiizeylerle entegrasyonuna da
uygulanabilir.

ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, teranostikler (ayni
anda tan1 ve tedavi olanig1), nanoprotein tasiyicilar, reseptor hedefli nanokargolar,
biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintiilleme ve algilama
teknolojileri gibi alanlarda kullanilabilen yeni nesil nano-biyokonjugatlarin
olusturuldugu bir yontemdir.

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve
nano biyokonjugasyon islemleri sagladigi gibi kataliz ve tayin amacgli da
kullanilabilir. Olusan nano-biyokonjugatlarda proteinlerin  fonksiyonu ve

konformasyonlari etkilenmez, pH ve sicakliktan bagimsiz bir yontemdir [30].

1.3. Enzimler

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve



hicbir yan {iriin olusmasina izin vermeden ¢ok yiiksek verimlerle iirlin elde
edilmesini saglayan, protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Proteinlerin en
biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil ederler [31].

Enzimlerin, diger kimyasal katalizorlere gore bircok iistiinliikleri
bulunmaktadir. Biyokimyasal katalizorler, reaksiyon hizim1 yaklasik 10%° ye
kadar arttirirken, diger katalizérler 10% - 10° kadar artirabilmektedir.

Enzimler, oldukga spesifik maddelerdir. Enzimle iliskili olan substrata ¢ok
benzeyen maddeleri, hatta ayni maddenin stereoizomerlerini bile doniisiime
ugratmazlar. Bu yiiksek secicilik sayesinde en basit bir hiicrede bile ayni anda
yiizlerce biyokimyasal reaksiyon meydana gelmektedir [32,33].

Bazi enzimler katalizleme reaksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine
getirirken bazilar1 da protein yapisinda olmayan gruplara ihtiya¢c duyarlar,
“kofaktor” ad1 verilen bu gruplar bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” adi
verilen kompleks bir organik bilesik de olabilir. Bazen aktivite icin ikisi de
gerekebilir. Koenzimle birlikte olan enzim molekiiliine "haloenzim", kofaktorsiiz
olan protein kismina ise "apoenzim” denir. Apoenzimlerin protein yapisindaki
aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde farklilik gostermektedir. Bu nedenle
enzimin 6zelligini ve 6zgiilliigiinii belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler tek
baglarina aktivite gostermezler, ancak koenzimle birlikteyken katalitik aktivite
kazanirlar [33].

Enzimler sadece canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Bu enzimlerin bir
kismi hiicre icinde kalir ve burada faaliyet gosterir. Bu tip enzimlere

’

“intraseliiler’’  (hiicre i¢i) enzimler denir. Bazi enzimler ise hiicre icinde
sentezlendikten sonra hiicre digina salinir ve burada fonksiyon gosterir. Bunlara
da “‘ekstraseliiler’’ (hiicre dis1) enzimler denir.

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere ‘‘substrat’’ denir.
Substratlar enzimde ‘‘aktif merkez’’ denilen 6zel bir bolgeye baglanirlar. Polipeptit
zincirinin belirli kisimlarinin 6zel katmanlari ile olusan bu aktif merkez, katalitik
aktiviteden sorumludur. Aktif bolge substrati baglayarak enzim-substrat

kompleksi olusturur. Substrat iirlin yapisina g¢evrilir ve sonra enzim iirlinden

ayrilir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Enzimlerin genel ¢aligma prensibi

Alman Kimyac1t Emil Fischer 1894 yilinda enzimin aktif bolgesiyle
substratin olusturdugu spesifik Enzim-Substrat kompleksini Anahtar-Kilit iliskisi
ile tasvir etmistir (Sekil 1.6).

Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 1.6. Anahtar-kilit modeli

1.3.1. Enzimlerin Smmiflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar1 substratin veya katalizledikleri reaksiyon tipine
gore adlandirilmaktadir. Enzimin etkiledigi substrat ve reaksiyon tipi ‘-az’ eKi
getirilerek adlandirilmistir. Ancak son zamanlarda bu sekilde adlandirilmalari
onemini kaybetmistir. Yeni kesfedilen ve sayilar1 glinden giine artan enzimler
Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan yeni bir adlandirilmaya ve
siiflandirilmaya tabi tutulmustur.

Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarimi katalizler. Bu smif enzimlerin
substratlar1 genellikle elektron ve hidrojen vericidir. Dehidrojenazlar ve
rediiktazlar bu gruptandir. Oksijen, elektron veya hidrojen alicisi ise bu durumda
oksidazlar olarak isimlendirilirler. Alkol- dehidrojenaz, rediiktaz, tirosinaz bu

grubun Ornekleridir.



Transferazlar: Verici ftizerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat
molekiiliine taginmasii katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-
transferazlar bu grubun 6rnekleridir.

Hidrolazlar: Ester, glikozid, peptid, C-N, C-C, C-X, P-N, asit anhidrit baglarin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, fosfatazlar bu grubun 6rnekleridir.
Liyazlar: Cift bag olusumunu ve ¢ift baga katilma reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun 6rnekleridir.
Izomerazlar: Molekiiliin geometrik veya yapisal gevrilmesini katalizleyen
enzimlerdir. Aminoasit rasemazlar, glukozfosfat-izomerazlar, yag asidi cis-trans
izomerazlar, fosfogluktomutazlar bu grubun 6rnekleridir.

Ligazlar: ATP’ nin AMP ve PPi’ ye pargalanmasindan agiga ¢ikan enerjiden
yaralanarak iki molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir. Aminoasitleri aktive

eden enzimler, agilCoA - sentetazlar bu grubun 6rnekleridir [34].

1.3.2. Enzim Aktiflik Birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklari igin
miktarlarinin 6l¢timii ¢ok zordur. Ancak aktiviteleri olciilebilir. Bir enzimin
aktivitesini gesitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin, 1 mg enzim proteini
tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi bir birim olarak
ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen sonuglar1 karsilastirabilmek
icin daha standart bir birim tanimlamasi gelistirilmistir. Bu uluslararast {inite
(International Unit; IU) veya enzim iinitesi olarak ifade edilmektedir.

Enzim iinitesi: Optimum sartlarda, bir {inite enzim, bir dakikada 1pmol substratin
dontigiimiinii (veya 1 pmol iirlinlin olusumunu) katalizleyen enzim miktaridir.
Spesifik aktivite: Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir
birim de spesifik aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein
basina diisen enzim initesinin sayisidir. Spesifik aktivite, enzim {iinitesi/mg
protein olarak hesaplanmaktadir.

Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgii bir degerdir.
Spesifik aktiviteden yola ¢ikarak enzim iinitesini miligram olarak tanimlamak da

mumkindiir.
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Spesifik aktivite kavrami 6zellikle bir enzimin safligin1 kabaca tanimlamak
icin kullanilan bir dlgiittiir. Ornegin, ham &ziitlerdeki yiiksek protein derigiminin
ancak kiiclik bir kismini ilgilendigimiz enzime ait protein olusturmaktadir. Bu
nedenle 6l¢iim yapildiginda oldukga yiiksek bir enzim tinitesi elde etmek olasidir,
fakat bu durumda enzimin spesifik aktivitesi diisik olacaktir. Enzimi
saflastirdik¢a ¢ozeltideki enzim iinitesi sabit kalirken, protein derisimi diisecegi
icin spesifik aktivite ylikselecektir. Enzim en yiiksek saflia eristiginde spesifik
aktivite sabit bir degere ulasacaktir.

Katal: Enzim aktivitesi birimi olarak {inite terimi giinimiizde yaygin olarak
kullanilmakla beraber, Uluslararas1 Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu
tarafindan Onerilmis bir birim de katal (Kat)’ dir. Optimum sartlarda 1 katal, 1
saniyede 1 mol substrati iirline doniistliren enzim miktaridir. Katal, tanimindan da
anlasilacagi gibi, biiyiik 6lgekli bir birimdir ve bu nedenle aktiviteleri tanimlamak
i¢cin nanokatal ve pikokatal birimleri ¢ok daha kullanislidir.

Turnover Sayis1 (Molekiiler Aktivite): Optimum kosullarda, bir saniyede bir

enzim molekiilii tarafindan {irline doniistiiriilen substrat molekiilii sayisidir [35].

1.3.3. Enzim Immobilizasyon Yéntemleri

Enzim immobilizasyonu i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler
kimyasal ve fiziksel alikonma olarak iki ana baslik altinda incelenebilir. Kimyasal
immobilizasyon ¢apraz baglanma ve suda c¢oziinmeyen tasiyiciya baglanma
olarak, fiziksel baglanma ise tutuklanma yontemleri olarak ayrilir. immobilizasyon

yontemlerinin siniflandirilmast Sekil 1.7 deki gibi yapilabilir.
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Sekil 1.7. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmast

1.3.4. Kimyasal Yontemler

Kimyasal immobilizasyon yontemleri, suda ¢dziinmeyen aktiflestirilmis
polimer ile enzim arasinda kovalent bag olusumu veya birden fazla enzim
molekiilii arasinda capraz bag olusumunu gerektirir. Kimyasal yontemler
cogunlukla tersinmezdir. Serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi miimkiin
degildir [36]. Kimyasal yontemlerle immobilizasyonda, enzimin ¢ok Kkararli
olmas1 ve destek maddesinin dayanikli olmasi gibi avantajlar vardir. Ancak
immobilizasyon veriminin smirli olmasi, 6zel reaksiyon sartlart gerektirmesi,
kimyasal olarak inert olan destek maddelerine uygulanmasi i¢in aktivasyon
islemini gerektirmesi gibi sorunlar da s6z konusudur [37].

Proteinlerin kovalent baglarin olusumunu temel alan immobilizasyonu en
yaygin kullanilanlardandir. Bu metodun bir avantaji, enzim ile destek arasindaki
baglarin giiclii dogas1 sayesinde kullanildiklarinda enzimlerin ¢ozeltiye
karismamalaridir. Fakat, yiiksek bagli enzim aktivitesine ulasmak icin, katalik
aktivite i¢in esansiyel olan amino asit uclarinin destek ile enzim arasindaki
kovalent bagda yer almamas1 gerekir. Baz1 durumlarda bu sart1 saglamak oldukca

zor olmaktadir. Aktivite verimini bazen artiran basit bir prosediir de, substrat
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analoglarinin ~ varliginda eslesme reaksiyonunu gergeklestirmektir  [38].
Immobilizasyon i¢in kovalent metotlar, enzimin iiriinde kesinlikle bulunmamasini
gerektiren durumlarda kullanilmaktadirlar. immobilizasyon igin ¢ok sayida ticari
destekler vardir. Her durumda en iyisi, katalizin ilgili 6zelliklerini ve kullanim
amacin1 goz oniinde bulundurarak se¢im yapmaktir. Ancak, genellikle birden fazla
yaklagim denemek ve 06zel durum igin belli bir metod uydurmak gereklidir
[39,40].

1.3.4.1. Kovalent Baglanma ile immobilizasyon

Tasiyic1 destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel
gruplar tagimalidir [37]. Kovalent bagli destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal
enziminkinden farkli olabilir. Bu farkin biiylikliigii tasiyict materyalin bigim ve
biiyiikliigline, etkilesme yonteminin dogasina, tasiyict materyalin bilesimine, enzim
yapisina ve reaksiyon sirasindaki spesifik sartlara baglidir. Kovalent baglanma ile
immobilizasyonda eger tasiyici destek maddesi aktif degilse once destek maddesi

aktiflestirilir, daha sonra da enzimin kovalent baglanmasi gerceklestirilir [36].
1.3.4.2. Capraz Baglanma

Enzim molekiilleri baska bir destek maddesi olmadan, kendi aralarinda
molekiil i¢i veya molekiiller arasi1 ¢apraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu
yontem {i¢ boyutlu ¢apraz baglanmig enzim olusumu esasmna dayanmaktadir.
Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen
enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmesi

icin gereken sartlarin se¢imi ve kurulumu zordur (Sekil 1.8) [41].

Sekil 1.8. Capraz baglanma modeli
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Enzim aktifligi, reaksiyon siiresi, sicaklik, iyonik siddet, pH, capraz
baglayict madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktorlere ve bunlar arasindaki
dengeye baghdir. Bu metodun en 6nemli avantaji, tek bir islemde enzimleri
immobilize etmek i¢in iki ya da ¢ok fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir.
Bu metodun dezavantaji ise yiiksek aktiflik gosteren immobilize enzim elde etmek
icin molekiiller arasi1 capraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki

zorluklardir [42].

1.3.5. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler kovalent bag olusumuna bagli olmadan, enzimin belirli
bir yere tutturulmasini igerir. Enzimlerin immobilizasyonu baz1 fiziksel
kuvvetlerin etkilesmesiyle (elektrostatik, protein-protein etkilesmesi, iyonik
baglarin olusumu, v.b) enzimin destek maddesindeki mikrobdlmeler igerisinde
veya gozenekli membranlarda tutturulmasiyla saglanir. Esas itibariyle fiziksel
immobilizasyon yontemleri tamamen tersinirdir. Bununla birlikte cogu 06zel
orneklerde goz ardi edilemeyecek kadar tersinmez bag olusumlar1 da gozlenir.
Fiziksel yontemler adsorpsiyon ve hapsetme ile immobilizasyon olmak tizere iki

gruba ayrilir [42].
1.3.5.1. Adsorpsiyon ile Immobilizasyon

Enzimin tasiyici destek tizerine fiziksel adsorpsiyonu, genis uygulama
alan1 olan basit bir immobilizasyon yontemidir [43]. Adsorpsiyon yontemi ile
enzim immobilizasyonu katt destek tasiyict iizerinde enzimin fiziksel
adsorpsiyonuna veya iyonik baglanmasina dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda
immobilizasyonu saglayan kuvvetler; hidrojen baglari, Van der walls kuvvetleri
ve hidrofobik etkilesimlerdir. Adsorpsiyon yonteminde uygun bir ¢6zelti iginde
¢Oziinmiis halde bulunan enzim, destek ile belli bir siire etkilestirilerek enzimin
destege tutturulmasi saglanir. Immobilize enzimde hemen hemen hicbir kimyasal
degisiklik olmaz. Ciinkii destek materyali ile kimyasal bir tepkime olmamaktadir.
Etkin bir immobilizasyon islemi i¢in, sicaklik, adsorbanin miktari, enzim derisimi,
iyonik siddet, pH ve ¢oziicii karakteri gibi degiskenlere baglidir. Adsorpsiyon

ortamimnin  kosullari, enzimin fizyolojik kosullarma ¢ok yakin olarak
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diizenlendiginde, aktivite kaybi olduk¢a diisiiktiir. Bu avantajlarin yaninda
optimum kosullarin saglanma gii¢liigii ve enzimle destek arasinda zayif bir gekim
varsa enzimin desorpsiyonu ile iiriin kirlenmesi gibi dezavantajlar da s6z konusu
olabilir. Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan adsorbanslar; anyon ve katyon
degistiricili regineler, aktif karbon, sentetik ve dogal polimerler, silikajel, nisasta,

killer, alimina, bentonit, seramikler ve gézenekli camlardir [44].
1.3.5.2. Hapsetme ile immobilizasyon

Bu yontem polimerik matriks yapisinda veya yar1 gecirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir. Enzim sulu monomer veya polimer ¢ozeltisinde
¢oziiliir. Polimer olusumu ve/veya ¢apraz baglanma 1siyla, gama radyasyonu veya
UV isinlariyla baglatilir ve olusan hidrofilik polimer iginde enzim hapsedilir [45].
Polimerik matriks yapisinin, substrat ve iriiniin diflizyonuna izin verirken
proteinin difiizyonunu engellemesi igin yeteri derecede siki olmasi gerekir. Bu
yontem her ¢esit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri veya farkli
captaki mikroorganizmalar1 hapsetmek igin ¢ok genel kullanilabilir [36]. Bu
yontem cok kolay uygulanabilen fiziksel bir yontemdir. Kimyasal baglanma
olmadigindan yiikli tasiyicilara ihtiya¢ yoktur. Ancak enzimin immobilizasyon
islemi sirasinda inaktive olabilmesi gibi sorunlar olabilir. Enzim hapsetme
yontemi i¢in organik ve anorganik yapiya sahip bir¢ok tasiyici destek maddesi
kullanilir. Bu tastyicilar partikiil, tiip, membran ve fiber seklinde olabilir. Cizelge
1.2’ de enzim hapsetme yonteminde yaygin olarak kullanilan bazi polimerler

gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Enzim hapsetme yonteminde yaygin olarak kullanilan baz1 polimerler

Dogal Destek Maddeleri Sentetik Destek Maddeleri
Polisakkarit kokenliler L

Poliakrilatlar

- Seliiloz o

N Polistiren

- Aljinat o . )
Vinil ve alil polimerler

- Karragenan

Poliamitler
Protein Kokenliler
] Maleik andrit bazli kopolimerler
- Kollajen
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Enzim hapsedilmesi i¢in tasiyict destek maddesi segilirken ¢esitli
faktorlerin goz Oniinde bulundurulmasi gerekir. Bunlar; fiziksel form, sertlik ve
dayaniklilik gibi mekanik 6zellikler, kimyasal ve mikrobiyal etkilere kars1 direng,
hidrofilik-hidrofobik ug¢ orani, gegirgenlik, yiizey alani, maliyet ve kolay
bulunabilirliktir. Hapsetme yontemi mikrokapsiil ve kafes tipi olmak {izere iki

gruba ayrilir.
1.3.5.3. Mikrokapsiil ile Hapsetme Yontemi

Bu yontemde enzim molekiilleri 10-1000 um ¢aph kiiclik yar1 gegirgen
membranlara hapsedilir. Yar1 gegirgen membran, biiyiik protein veya enzimlerin
mikrokapsiil disina c¢ikmasina engel olurken, kiiciik substrat ve iiriin
molekiillerinin serbestge giris-¢ikigina izin verir. Enzimlerin mikrokapsiillenmesi
i¢in iki yontem kullanilir. Bunlar faz ayrimi ve ara yiizey polimerizasyonudur.

Faz ayrimi1 yonteminde, enzim ve mikrokapsiilii olusturan ¢6zelti damlalar
seklinde ¢oktiiriiciiye ilave edilir. Ara yiizey polimerizasyonun da ise enzimin
sudaki ¢ozeltisi, suyla karismayan organik ¢6zelti igerisinde emilmesidir.

Ortama eklenen polimer ¢ozeltisi, enzim mikro damlalarinin etrafinda
membran olusturur. Bdylece enzim polimerik membran tarafindan sarilarak
mikrokapsiillenmis olur. Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal
baglanma olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir. Bu
yontem ile oldukga biiyiik yiizey-hacim oranina ulasilir [46]. Bu oraninin biiyiik
olmasi da mikrokapsiil igerisinde olusan enzim substrat reaksiyonunun olasiligini
arttirr.  Bu  yontemde mikrokapsiill olusumu sirasinda  yliksek protein
konsantrasyonuna gerek olmasi ve yiiksek molekiil agirlikli substrat ve iirlinler

gerektirmesi gibi dezavantajlar s6z konusudur.
1.3.5.4. Kafes Tipi Hapsetme Yontemi

Kafes tipi hapsetme yontemi, ¢apraz bagli polimerlerin bosluklar i¢inde
enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu yontemde enzim i¢eren monomer ya da
polimer c¢dzeltilerine uygun bir kimyasal baslatici, UV veya gama-isilar

uygulayarak yiiksek oranda capraz bagli bir polimer agi olusturulur. Enzim
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molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes igerisinde tutulur ve jel matriksin disina
cikamaz, fakat substrat ve triin siirekli kafes igine giris-¢ikis yapabilir. Enzim
kimyasal degisime ugramaz. Ayrica bu yontemde farkli fiziksel formlarda suda
¢Oziinmeyen enzim tiirevleri hazirlanabilir. Jelatinimsi yapiya sahip enzim
tiirevleri, immobilize bir enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler {izerinde
kolayca depolamasini saglar. Capraz bagli polimer olusturarak enzim
hapsedilmesinde en ¢ok kullanilan polimer, N,N-metilen-bis-akrilamit ile ¢apraz
baglanarak olusturulan poliakrilamittir [47].

Bu yontemin avantajlari su sekilde siralanabilir [45, 48, 49]

* Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV isinlar1 enzimin
yapisini ve aktifligini kimyasal metotlara gore daha az etkiler.

* Ortamdaki monomer ve capraz baglayici derisimini degistirerek farkli
biiyiikliikte gdzenek boyutuna sahip polimerik kafesler elde edilebilir.

* Polimerlesme kolay ve hizli bir sekilde gerg¢eklesebilmektedir.

Metodun dezavantajlari ise;

* Capraz bagli polimer aglarindan enzimin sizmast,

» Kiigiik hacimli substratlar i¢in sinirli olmasi ve

* Makromolekiiler substrat i¢in diislik aktiflik gostermesidir.

1.3.6. Makrogozenekli Kriyojeller

“Jel” adi altinda toplanan polimerik malzemeler polimer-immobilize
¢oziicli sistemleridir. Bu malzemelerde makromolekiiller 3B ag yapis1 olusturacak
sekilde birbirine baglanmig durumdadir. Jel morfolojisi (homo- veya heterofaz) jel
hazirlama yoOntemine; baglarin yapist ise polimerlerin kimyasal o6zelligine
baghdir. 3B-ag yapisi igerisinde immobilize olan ¢6ziiciiniin rolii ¢cok onemlidir
[50].

Coziicli sik1 polimer yapisinin olusmasina izin vermemekte ve sistemin
¢okmesini  Onlemektedir. Jeller, akis ve yikilma olmaksizin tersinir
deformasyonlara dayanabilen fiziksel malzemelerdir. Polimerik ag yapisinda
bulunan molekiilleraras1 baglarin yapisina gore jeller iki gruba ayrilir: kimyasal ve

fiziksel jeller [51].
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Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan jel matriksleridir. Genel olarak kriyojeller birbirine bagh
makrogozeneklere (veya siipermakrogézeneklere) sahiptir. Bu o6zellikleri
kriyojellerin nano-mikro 6lgek araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin
kullanimina olanak saglamaktir. Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliginin yaninda essiz yapisal 6zellikleri sayesinde, biyolojik nanopartikiillerin
(plasmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta tam hiicrelerin (E. coli)
kromatografik ayrilmasinda kullanilmast  miimkiindiir. Polimerik jeller,
biyoteknolojide = kromatografik =~ malzeme, molekiil  ve  hiicrelerin
immolibilizasyonu i¢in tasiyici, kati kiiltiir ortam1 ve elektroforez igin matriks
olarak kullanilmaktadir. Polimerik jellerin genis spektrumda kullanim olanagi
baz1 gereksinimlere sebep olmaktadir. Bu gereksinimler, biyolojik uygulamalar
icin yeni nesil jel malzemelerin gelistirilmesini ve {iretimini tetiklemektedir.
Biyoteknolojide uygulanma potansiyeli olan polimerik jellerden biri de
kriyojellerdir. Kriyojeller, diisiik veya yiiksek molekiil agirligina sahip monomer
¢ozeltilerinin donma noktalarinda altinda gergeklestirilen Kkriyojenik uygulama
yontemi ile hazirlanmaktadir. Kriyojeller, ilk olarak 1960 11 yillarda rapor edilmis
ve biyiik ilgi gormiistir. Bu malzemelerin biyomedikal ve biyoteknoloji
potansiyelleri ise yeni kesfedilmistir [50]. Kriyotropik jellesme ile elde edilen
polimerik malzemelerin morfolojisi donmamis sistemde iiretilen jellere gore
onemli farkliliklar gostermektedir. Kriyojeller, diger kimyasal jeller siniflarma
(kovalent, iyonik, non-kovalent) gore farklidir. Ozellikle 1s1sal baslaticili jeller
(termotropik) kriyojel hazirlanmasinda kullanilamazlar. Bazi istinalar disinda,
donma-kurutma yontemiyle hazirlanan polimerik malzemeler, kriyojellerle benzer
ozellik gostermektedir. Coziiciiniin  dondurulmas1 ve ¢oziicii  Kristallerinin
siiblimlestirilmesiyle hazirlanan polimerik malzemelerde birbirine bagl
gozenekler igeren bir ag sistemi elde edilmektedir. Fakat, donmamis siv1 fazda
herhangi bir jel olusumu gézlenmemektedir. Donma-kurutma yontemiyle sadece
ince filmler, plakalar veya kiiciik partikiiller hazirlanabilmektedir. Donma-
kurutma yontemiyle silindir veya ince bloklarin hazirlanmasi teknik olarak
miimkiin degildir. Fakat, kriyojeller istenilen sekil ve boyutta bloklar, silindirler,

graniiller ve diskler halinde hazirlanabilmektedir. Ayrica, kriyojellerin {iretiminde
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¢oziiciiniin diisiik basingta uzaklastirilmasina gerek olmadigi igin donma-kurutma
yonteminden daha kolaydir. Genis birbirine bagli gozenekli ag yapisi,
kriyojellerin temel yapisal karakteridir. Siingerimsi yapi igerisindeki gézenek
sistemi analit molekiillerinin aktarimla taginmasini kisitlamamaktadir. Kriyojel
icerisinde olusturulan makrogdzeneklerin boyutlar: 10-250 um araliginda degisim
gostermektedir. Genis gozeneklerin olusturdugu ag yapisi kriyojellerin nano-
mikro araliginda Ol¢ege sahip birgok biyomolekiiliin ayrilmasinda destek

malzemesi olma potansiyeli kazandirmaktadir (Sekil 1.9) [53].

A
_

Sekil 1.9. Kriyojel iiretiminin sematik gdsterimi

Kriyotropik jellesme isleminin temel karakteristik 6zellikleri;

Jel olusum ajanlarini igeren reaksiyon karisimi, ¢oziicliniin donma
noktasiin bir ka¢ derece altinda dondurulur. Donmus haldeki sistem, tek parca
kat1 blok gibi goriinmesine ragmen donmamis sivi mikrofaz (UFLMP) igeren
heterojen bir karisimdir [54].

UFLMP igerisindeki jel olusum ajanlarmin  derisimi  ¢dziiciiniin
donmasinin etkisiyle yiikselmistir. Kriyoderisme olarak adlandirilan bu olay,
donmus sistemlerde jel olusumunun hizlanmasina sebep olmaktadir. Aym
derigsime sahip s1vi monomer ¢ozeltilerine gore jellesme oldukga hizli bir sekilde
gerceklesmektedir [55].

Coziicti kristalleri, gézenek olusturucu ajan olarak islev gormektedir.
Coziicii eritildiginde, bosluklar olusmakta, makrogbézenekler ¢oziicii ile
dolmaktadir. Coziicli ve jel faz arasindaki yiizey gerilimi, gézeneklerin yapisinin
yuvarlaklagsmasina ve gozenek yiizeylerinin daha diizenli olmasina sebep
olmaktadir. Donma islemi gergeklestiginde, ¢Oziicti kristalleri diger kristallerle

birlesene kadar biiylimektedir. Eritme islemi sonra jel igerisinde birbirine bagli
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gozeneklerden olusan bir ag sistemi olusmaktadir. Gozeneklerin sekil ve
boyutlari, bir¢ok faktdre baghdir; monomer derisimi ve Kriyotropik uygulama

sicakligi en 6nemli etki eden faktorlerdir [56].

1.3.7. DNA Ligaz

Genel olarak ligazlar; yiiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak,
karbon ile karbon, oksijen, kiikiirt, azot arasinda bag olusumunu katalizleyen
enzimlerdir. Ligazlar, tek polipeptid zincirinden ibarettir. Prokaryot ve
Okaryotlarda bulunur. Sag kalip kolda 5'-P—3'-OH istikametinde kesikli olarak
sentezlenen niikleotidleri (Okazaki fragmentleri) birlestirir. Ligazlar; ATP’ nin
AMP (adenozin monofosfat) ve Ppi (pirofosfat)’ a parcalanmasindan agiga ¢ikan
enerjiden yararlanarak iki molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir.

DNA ligaz; DNA'nin herhangi bir kirik bolgesinde bulunan serbest 3'-OH
grubu ile ayni zincirin diger ucunda bulunan 5'- fosfat grubu arasinda bir
fosfodiester bag1 yaparak kirigi kapatir. Bu gorevini ATP veya diger bir enerji
kullanarak yapar.

DNA enzimlerinin en 6nemli gorevlerinden biri, DNA molekiiliiniin
kopyalanmasina yardimcit  olmaktir. Molekiiler biyolojide DNA ligaz;
iki DNA molekiiliinii ug uca birlestiren 6zel bir ligaz tipidir (Sekil 1.10).

Sekil 1.10. DNA ligaz enziminin kristal yapis1

DNA ligazlar, DNA zincir kiriklarinin  DNA  replikasyonu,
rekombinasyonu ve tamiri esnasinda birlestirilmesinde rol alan Onemli

enzimlerdir. DNA ligazlar iki iplikli DNA’ da tek zincir kiriklarindaki
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fosfodiester baglarin olusumunu katalizlemektedir. Tiim organizmalarda
bulunmalarina ragmen amino asit dizileri, molekiiler biiyiikliik ve ozellikleri
bakimindan organizmalar arasinda farkliliklar géstermektedirler.

Bu enzimler, kofaktér Ozelliklerine gore aktivasyon i¢in NAD
(nikotinamid adenin diniikleotit) gerektiren ve ATP gerektiren olmak iizere iki
gruba ayrilmistir. Okaryotik organizmalardaki DNA ligazlar ATP gerektiren
enzimlerdir. NAD gerektiren DNA ligazlar ise sadece prokaryotik organizmalarda
gozlenmistir. Bu kofaktorlerin fosfat baginin kesilmesi ile reaksiyon igin gerekli
enerji elde edilir. Arta kalan AMP molekiilii enzimde bulunan bir lizin kalintist
tarafindan baglanir. Birlestirilecek DNA molekiiliintin 5' ucundaki fosfat, lizine
bagli AMP' deki 5' fosfata saldirarak, AMP' yi DNA' ya baglayan bir
pirofosfat bagi olusturur. Nihayet, kopuk DNA zincirinin 3'-OH grubu, 5' ugtaki
pirofosfat grubuna saldirarak AMP 'nin serbest birakilmasina ve DNA zincir

uclariin birlesmesine neden olur (Sekil 1.11) [57-59].

ATP (NAD+) + NH,-LysLig

l

PPi (NMN) + AMP-NH-LysLig

g HO P 3

L]
+

NH,-LysLig

AMP + NH,-Lyslig 4—/1
5I_
|

Sekil 1.11. DNA ligazin enzim reaksiyonunun adimlari

3 I
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1.3.7.1. DNA Ligaz Tipleri

NAD ve ATP kullanan DNA ligazlarin biyokimyasal mekanizmalar1 ayni
olmasina karsin amino asit dizileri bakimindan birbirlerinden ¢ok farklidir ve iki

ayr1 grup olustururlar.

1.3.7.2. Bakteriyel DNA Ligazlar

E.coli  DNA ligazz DNA ikilesmesi sirasinda olusan Okazaki
pargalarinin birlestirilmesi, ayrica DNA tamiri i¢in gereklidir. Bakteriyofaj T4 ve
T7' de bulunan DNA ligazlar da ayn1 goreve sahiptir ama konak bakteride bulunan
DNA ligaz, faj DNA' sinin ikilesmesinde islev gorebildigi i¢in onlarin varliklar
faj cogalmasi icin zorunlu degildir [59].

1.3.7.3. Okaryotlarda DNA Ligazlar

Insanda LIG1, LIG3 ve LIG4 genleri tarafindan kodlanan {ic DNA ligaz
geni vardir. LIG1 ve LIG4 tiim Okaryotlarda bulunmakta, LIG3 ise sadece
omurgali hayvanlarda bulunmaktadir [58].

e DNA Ligaz I: DNA ligaz I enzimi 125 kDa molekil agirligindadir ve
replikasyon sirasinda is goren en Onemli enzimlerdendir. DNA ligazin
spesifik olarak okazaki fragmentlerinin birlestirilmesinde etkili oldugu ve
replikasyon i¢in bagka proteinlerle etkilesim halinde oldugu gosterilmistir.
DNA ligaz I ayn1 zamanda baz ekzisyon tamiri (BER) icin de gerekli olup
bu tamir mekanizmasinda hasarli baz DNA ikili sarmalindan uzaklastirilir
ve asidik bir bolge olusturulur. Daha sonra fosfodiester omurgada bir
bosluk olusturularak yaklagik 30 baz ciftlik kisim
cikarilir. Daha sonra bu bolge diger hasar géormemis iplik kalip olarak
kullanilarak tamir edilir. Tekrar sentezlenen ve doldurulan bosluk DNA
ligaz ile iki DNA pargas1 arasinda fosfodiester bagi olusturulur.

e DNA Ligaz Il ve Ill: DNA ligaz I’ in kesfinden sonra molekiiler
calismalar ile DNA ligaz II ve III tanimlanmistir. Bu iki enzim oldukga
biiyiik molekiiler agirliga sahiptir. Ligaz II ve III 160’ dan fazla rezidi

(polipeptitlerdeki herbir amino asit) ile birbirine miikemmel bir eslesme
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gostermistir ve bu durum ligaz II’ nin aslinda ligaz III’ {in bir parcasi
oldugu fikrini vermistir.

DNA Ligaz IV: DNA ligaz IV enzimi 96 kDa molekiil agirligindadir.
DNA ligaz IV enziminin ekzisyon tamir mekanizmalari, tek zincir kiriklart
ve bazlarin kovalent degisimlerinin diizeltilmesi islemlerinde gorev aldigi
bildirilmistir.

DNA Ligaz V: DNA ligaz V yeni bulunan bir enzim olup yaklasik 44 kDa
molekiiler agirligia sahip oldugu ve iki zincir kiriklarinin kapatilmasinda

aktivite gostermektedir [60,61].
1.3.7.4. DNA Ligaz Uygulamalari

DNA ligazlar, laboratuvarda rekombinant DNA dizileri olusturmak igin

vazgecilmez birer arag¢ haline gelmislerdir. Ornegin restriksiyon enzimleri ile elde

edilen DNA pargalarinin bir plazmit i¢ine yerlestirilebilmesi i¢cin DNA ligazlar

kullanilir. Uglart birlestirilen DNA molekiillerinin uglart "yapiskan" veya " kiit "

olabilir.

Basarili bir ligasyon (birlestirme) reaksiyonu i¢in en 1yi sicakligin

bulunmast gereklidir. Cogu reaksiyon bakteriofaj T4'ten elde edilen T4 DNA

ligaz1 ile katalizlenir. Ancak ligasyonun basarili olmasi i¢in enzim etkinligi ile

DNA uglarinin ergimesi arasinda bir denge bulunmasi gerekir (Sekil 1.12) [59].

=0

DNA ligaz
ATP (veya NAD")

=

=0

—"U

Sekil 1.12. DNA ligazin birlestirme mekanizmasi

daha

Yapigkan ugsuz DNA' larin da ligasyonu miimkiindiir ama reaksiyon ¢ok

yavagtir.  Reaksiyon  ortaminda polietilen  glikol ve ~ 150-200

mM NaCl bulunmasi DNA molekiillerinin bitismesini kolaylastirir [60].
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1.3.7.5. Saghk Acgisindan DNA Ligaz

DNA ligaz enzimlerinde yoklugu veya dogru ¢aligmamasi sonucu genom
yapisinda bozukluklar meydana gelir. DNA ligaz I mutasyonu tagiyan hastalarda
DNA ikilesmesi ve tamiri 1yl ¢alismamasindan dolayr immiin bozukluklar, giines
1s1g¢1na duyarlilik, ve bliylime gecikmesi goriilmiistiir. Memeli hayvanlarda DNA
ligaz I veya IV eksikligi kanser olasiligint artirdigi gosterilmistir. DNA ligaz IV
yoklugu sendromunda rekombinasyon bozuklugundan kaynaklanan immiin
yetmezlik goriiliir. Fare modellerinde ve ¢ogu insan hastada DNA ligaz 1V

yoklugu kansere yol agmaktadir [58].

1.4. Biyotin

Biyotin, literatiirde, H vitamini veya By vitamini olarak da adlandirilan ve
giincel haberlerde karsimiza siklikla "giizellik vitamini" adiyla ¢ikan bir
vitamindir (Sekil 1.13). Kalin bagirsaktaki bakteriler tarafindan da iiretilen biyotin

saglikli bir yasam i¢in gerekli olan 6nemli bir vitamindir.

I
HN” “NH
How——{—=H
OH
5 /\/W
g o

Sekil 1.13. Biyotinin molekiil yapisi

Biyotin; yag, protein ve karbonhidrat metabolizmalarinda bir koenzimdir.
Ayni zamanda hiicre gelisimine katkida bulunur, kanin seker seviyesini ortalama
diizeyde tutmaya yardimei olur. Ozellikle kemik iligi icin ¢ok 6nemli olmasinin
yani sira saglikli sinir dokulari i¢in de gereklidir.

Biotin proteinlere baglanarak CO; fiksasyonunu veya

dekarboksilasyonunda enzimlerin prostetik grubu olarak goérev yapar. Piruvat
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karboksilaz enzimi tarafindan katalizlenen piruvatin oksaloasetata doniisiimiinde
gorev yapar.

Biyotin; molekiiler biyoloji uygulamalarinda 6nemli bir molekiildiir.
Bunun en biiylik sebebi ise, streptavidin ve avidin ig¢in yiiksek afinite

gostermesidir. Bu hareketlilik, saflagtirma, kuvvetlendirme ve baglanma igin
kullanilabilmektedir [62,63].

1.5. Streptavidin

Streptavidin, Streptomyces avidinii' den elde edilen tetramerik (dort
altbirimli) bir proteindir. Biyotin-streptavidin kompleksinin ayrisma katsayisi (Kg)
10 mol/L mertebesindedir, bu baglanma dogada bilinen en giiclii non-
kovalent etkilesimlerden biridir (Sekil 1.14).

Streptavidin molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilir. Ciinkii biyotine
olan olaganiistii afinitesinin yani sira asirt pH, sicaklik, organik ¢dziiciiler,
denaturanlar, deterjanlar (SDS, Triton gibi) ve proteolitik enzimler bu proteinin
biyotine baglanmasin etkilemez.

Streptavidinin dogadaki islevi bilinmemektedir. Bu protein hiicre disina
salgilandiktan sonra ortamdaki biyotin molekiillerine baglanip onlar1 bagka
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmaz hale getirecegi i¢in, streptavidinin bir

antibiyotik gorevine sahip olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [64].

Streptavidin

Biotin

Sekil 1.14. Biyotin-streptavidin etkilesimi
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Streptavidin-biyotin  kompleksinin  kristal yapisi Hendrickson ve
arkadaglar1 tarafindan 1989' da ¢oziilmistir. 159 amino asit kalintili protein
islemlendikten sonra N- ve C- wucundan kirpilir, kalan protein 13-139.
kalintilardan ibarettir. Streptavidin monomerinin ikincil yapisi1 sekiz antiparalel
beta (B) yapraktan olusur, bunlar katlanip bir antiparalel beta fig1 liclinciil yapi
olusturur. Her bir B figisinin bir ucunda bir biyotin baglama yeri bulunur, bunlarin
biyotin i¢in hem yiiksek spesifitesi hem de yiiksek afinitesi vardir. Dort tane
birbirinin ayni streptavidin monomeri (yani dort birbirinin ayni1 -fig1) bir araya
gelip streptavidinin tetramerik dordiinciil yapisini olusturur. Her figidaki biyotin
baglanici yer, fi¢1 i¢indeki kalintilar ile, komsu bir altbirime ait bir Trp120' den
olusur. Boylece, her altbirim komsu altbirimin baglanmasina katkida bulunur.
Dolayisiyla tetramerin aslinda iki tane islevsel dimerden olustugu diisiiniilebilir.

Streptavidin, biyotine yiiksek afinite ile baglanan tek protein degildir.
Biyotine baglanici proteinler arasinda en kayda deger olani avidindir. Bu protein
evrimsel olarak streptavidinle iliskili olmasa da ¢ok benzer ozelliklere sahiptir.
Yumurta beyazindan elde edilmis olan avidinin streptavidin ile % 30 dizi
benzerligi vardir ama ikincil, ticlinciil ve dordiinciil yapilart neredeyse aynidir.
Biyotine olan afinitesi daha yiiksektir (Kd ~ 10> M) ama streptavidinden farkli
olarak glikoziledir, pozitif yiikliidiir, psodo-katalitik aktivitesi vardir (biotin ile
birnitrofenil grubu arasindaki bir ester baginin alkalin hidrolizini hizlandirabilir)
ve Obeklesme (agregasyon) egilimi daha yiiksektir.

Streptavidinin izoelektrik noktasi (pI) ~5 ile hafif asidiktir ama yaklasik
notiir pl' ye sahip bir rekombinant bicimi ticari olarak elde edilebilir.
Streptavidinde bir karbonhidrat modifikasyonu olmamasi ve neredeyse notiir bir
pl' ye sahip olmasi nedeniyle avidine kiyasla c¢ok daha diisiik nonspesifik
baglanma gosterir. Deglikosile edilmis avidin, biytkligi, pl ve nonspesifik

ozellikleri ile streptavidine benzer [65-67].

1.6.  Kuvantum Nanokristaller (QD)

Kuvantum noktaciklart ya da nanokristaller, kristal caplar1 1-10 nm
arasinda olan ve optik Ozellikleri kristal capma gore degisen parcaciklardir.

Kuvantum nanokristalleri yari iletkenler olarak bilinen malzeme sinifinin ¢ok 6zel
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ve benzersiz bir alt sinifin1 olusturular. Atomik yapilar1 nedeniyle bilinen klasik
y1gin haldeki yar iletkenler ve klasik atom veya molekiiller arasinda bir yerde

bulunurlar (Sekil 1.15) [68].

S '(0'0'0'
s TR

Sekil 1.15. Atomik yapiya sahip kuvantum nanokristaller

Bu maddelerin optik 6zellikleri kristal biiytikliigiine bagl olarak degisim
gosterir. Sekil 1.16° de parcacik biiyiikliigiindeki degisime bagli olarak CdSe
kristallerinin farkli floresans iginimlar1 verilmistir. Yari iletken nanokristallerin
yiiksek absorpsiyon katsayilariyla birlikte boyutlarinin ayarlanabilirligi gibi

avantajlar bu maddelerin kullaniminin artmasini saglamistir [69].

Kuvantum nanokristallerin bovutu
L ——

Intensity

400 450 500 550 600
Wavelength /nm

Sekil 1.16. Ustte kiiciik (mavi) parcaciklardan biiyiik (kirmizi) pargaciklara kadar dizilmis
CdSe nanokristallerin (boyutlar1 1-10 nm arasinda ) yakin-ultraviyole lamba
altindaki emisyon renkleri. Altta; CdSe nanokristallerinin fotoliiminesans

spektrumlari
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Kuvantum nanokristallerin kristal gaplar1 arttik¢a enerji bantlart birbirine
yaklagir ve bant boslugu daralir. Boylece uyarilmig elektronun temel hale
donerken aldig1 yol azalir. Dolayisiyla daha az enerjili yani daha uzun dalga boylu
1s1ma yaparlar (Sekil 1.17). Biiylik noktalar, kirmizimsi (diisiik enerjili) floresans
emisyonu verirken, kiiciik noktalar mavimsi (daha yiiksek enerjili) 151k yayarlar

[70,71].
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Sekil 1.17. Kuvantum nanokristallerin boyut etkisi

Kuvantum nanokristallerin yiizeyi cevresel etkiler nedeni ile kolaylikla
bozulabildiginden dis yilizeyleri korumaya alinir. Bu olay 2 sekilde yapilabilir.
Birincisi pargacik yiizeyi bir ylizey aktif malzeme ile kaplanir. Bu yiizey aktif
malzemeler kristal yiizeyini dis etkenlere kars1 korudugu gibi dogal yapilarina
gore parcaciklarin su veya organik ¢oziiciilerde ¢6zlinmesini de saglar [71].

Nanokristallerin  yiizeylerinin korunmasinda uygulanan 2. yol ise
cekirdek/kabuk yapisinin olusturulmasidir (Sekil 1.18). Burada optik ozellikler
cekirdekte bulunan kristalinkinden kaynaklanmaktadir. Kabuk kismindaki kristal
ise hem c¢ekirdegin yiizeyindeki atom bosluklarini doldurarak optik 6zelliklerini

gelistirmekte hem de koruyucu gorev yapmaktadir [72].
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Sekil 1.18. CdSe/ZnS yapisina ait kristal sekli

Kuvantum nanokristallerin ¢ok kiigiik boyutlar1 sayesinde, insanlara zarar
veremeden viicudumuzdaki mikroplar1 tespit edebilirler. Ancak erken teshiste
cigir agabilecek bu gelismenin oniinde bir engel vardir. Kadmiyum, selenyum,
kiikiirt, kursun ve diger zehirli elementlerden sentezlenen kuantum noktalar,
ozellikle mordtesi 1sinlara maruz kaldiklarinda pargalanabilir ve zehirli igeriklerini
viicudumuza yayabilirler. Kuantum nanokristaller insan viicuduna enjekte
edilmeleri halinde uzun siire orada kalabilir ve bu da uzun donemde saglik
sorunlarina yol agabilmektedir. Bilim insanlari, kuantum noktalarinin etrafinin
inorganik maddelerle kaplanmas1 gibi zehir etkilerini ortadan kaldiracak ¢oziimler

tizerinde ¢alismalarina devam etmektedirler [72].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu c¢alismada kriyojel kolon sentezi i¢in DNA ligaz, 2-
Hidroksietilmetakrilat (HEMA), Amonyum per siilfat (APS) Sigma (St Louis, USA)
firmasindan temin edilmistir. N, N'- Metilen bisakrilamit (MBAAmM) ve N, N, N', N'-
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Fluka, BioChemica firmalarindan temin edilmistir.
Kirim-Konga Kanamali Atesi hastaligina sahip primerler Sentromer DNA
Teknolojileri firmasindan temin edilmistir. Calismalarin kalan kisminda kullanilan
kimyasallar analitik saflikta olup farkli firmalardan alinmistir. Asetik asit
(CH3COOH) ve Sodyum hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasindan, Metanol
(CH30H), Etanol (C,HsOH) , Sodyum fosfat monobasic, Potasyum fosfat dibasic,
Adenosine 5’-triphosphate (ATP) Sigma (St Louis, USA) firmasindan, Sodyum
kloriir (NaCl) Kimetsan firmasindan alinarak uygun kosullarda saklanmistir. PCR
calismalar1 i¢in wide range DNA marker, Agaroz, Jel yiikleme tamponu, PCR
tipleri, 25 mM Magnezyum kloriir ¢6zeltisi, 10X PCR tamponu, Taq DNA
Polimeraz, 100 mM dNTP seti Sigma (St Louis, USA) firmasindan temin
edilmistir. Kuvantum nanokristal olarak Lumidot CdSe 480 nm 5 mg/mL Aldrich
firmasindan temin edilmistir.

Saf su Thermo Scientific firmasindan alinan saf su cihazindan elde edilmis
olup iletkenligi 18 megaohm/cm’ dir. Calismalar esnasinda yiiksek saflikta azot
gaz1 kullanilmistir.

Ayrica cam malzemeler (beher, balon joje v.b.), 96 kuyulu polisitren mikro
plaka, quartz floresans kiiveti Hellma Analytics firmasindan temin edilerek,

mikro pipet ve pipet uglari gibi malzemeler de ¢alismalarda kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu calismada sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyon
caligmalarinda Shimadzu 8000 model FT-IR, JEOL- JEM 1220EX model (Tokyo,

Japan) yiizey morfolojisinin incelenmesinde Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
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ve polimerlerin yiizey alaninin belirlenmesinde Quontachrome, Nova 2200e model
spesifik yiizey alani 6l¢iim (BET) cihaz1 kullanilmgtir.

Cozeltilerin pH degerlerine WTW Series pH 730 Inolab- pH-metresi ile
bakilmistir. Primerlerin biyotinlenme ¢alismalarindaki UV absorbans 6l¢iimleri igin
BioTek Synergy H1 hydrid reader model mikroplaka okuyucu ve GENS5 v2.00
yazilimi kullanilmistir. Biyotinlenen primerlerin ¢6zeltileri ise Labconco Freezone
2.5 model liyofilizator ile uzaklagtirlmistir. Siirekli sistem calismalar1 Heidolph
Pumpdrive 5101 model peristaltik pompa ile yapilmstir.

Hibridizasyon c¢alismalar1 sirasindaki kuvantum nanokristallerin floresans
Olgtimleri i¢in Varian Cary Eclipse marka floresans cihazi kullanilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonlar1 c¢alismalarinda ise Applied Biosystems Veriti cihazi
kullanilmistir. Enzim ve proteinlerin ikincil ve fgilinciil yapilarmin analizi igin
Chirascan marka CD spektrometre cihazi kullanilmustir.

Ayrica cam malzemeler (beher, balon joje vb.), 96 kuyulu polisitren mikro
plaka, quartz floresans ve UV kiiveti, mikro pipet ve pipet uglar1 gibi malzemeler

caligsmalarda kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Fotosensitif Monomer Sentezi

N-metakriloil amino-(L)-tirozin (MATYyr) sentezi: 3-(4-hidroksifenil)-2-
[(2-metakriloil) amino] propanoik asit (metakriloil amino tirozin, (MATyr))
sentezi i¢in uygulanan yontemde, 0,5 g L-tirozin metilester ve 0.2 g hidrokinon,
100 ml diklorometan ¢oziiciisii icerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0 °C a sogutulmus
ve 12,7 g trietilamin ¢o6zeltiye ilave edilmistir. Daha sonra ¢ozelti lizerine 5 ml
metakriloil kloriir yavas¢a eklenmis ve ¢ozelti azot atmosferi altinda manyetik
karistiric ile oda sicakhiginda 2 saat karistirillmistir. Kimyasal reaksiyon sonunda,
hidrokinon ve reaksiyona girmeyen metakriloilin fazlast %10’ luk NaOH ¢ozeltisi
ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra su fazi doner buharlastirici kullanilarak
uzaklagtirnlmis ve kalan kisim (MATYyr), eter-siklohekzan karisimi ile
kristallendirilerek saflastirilmistir (Sekil 2.1) [30].
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Sekil 2.1. N-metakriloil amino-(L)-tirozin sentezi

Diklorobis(2-2’-bipiridil) Rutenyum (Il1) sentezi: RuCl;(MeSO), (1
mmol) ve 2-2’-bipyridyl (2 mmol) kloroform (30 mL) igerisinde 1 saat reflaks
edilmigtir. Reaksiyon bitiminde ¢oziicii doner buharlastirict kullanilarak
uzaklagtinlmistir. Kalinti aseton i¢irisine alinmustir. Asetondaki ¢dzeltiye
dietileter eklenerek turuncu renkli madde c¢oktiiriilmistiir. Cokelti siiziilerek
ayrilmis ve eter ile yitkanmis ve vakum altinda kurutularak eter ile yikanmis ve

vakum altinda kurutulmustur (Sekil 2.2) [30].

Sekil 2.2. Diklorobis(2-2’-bipiridil)(MATyr),-Rutenyum (II) molekiil yapist

Klorobis(2-2’-bipiridil)- MATyr Rutenyum (Il) sentezi: Diklorobis(2-
2’-bipiridil)(MATyr),-Rutenyum (I1) aminoasit-monomeri (1 eq) metanolde
¢oziilmiistiir. Olusan ¢ozelti 0 °C° ye sogutulmustur. Uzerine NEt3 eklenmistir.
Oda sicakligina getirilen ¢ozelti lizerine metanol igerisinde ¢6ziinmiis MATYr
¢ozeltisi (1.2 eq) damla damla ilave edilmis ve ardindan 55 °C* de 2 giin reflaks
edilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda ¢oziici uzaklastirilmistir. Kalinti
diklorometan igerisinde ¢oOziilmiis ve 3 kez su ile ekstrakte edilmistir. Organik
fazlar toplanarak MgSO, ile kurutulmustur. Coziici doner buharlastiric
kullanilarak uzaklastirildiktan sonra sirasiyla eter ile yikama ve vakum altinda

kurutma islemleri gergeklestirilmistir (Sekil 2.3)[30].
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Sekil 2.3. Klorobis(2-2’-bipiridil)(MATYr),-Rutenyum (II) molekiil yapist

2.2.2. MACys-Ru(bipiridil);-MACys Sentezi

Diklorobis(2-2’-bipiridil)(MACys).-Rutenyum (1) aminoasit-monomeri (1
eq) etanolde ¢oziilmiistiir. Olusan ¢dzelti 0 °C” ye sogutulmustur. Uzerine NEt3
eklenmistir. Oda sicakligina getirilen ¢dzelti iizerine metanol igerisinde ¢ozliinmiis
MACYys ¢ozeltisi (1.2 eq) damla damla ilave edilmistir ve ardindan 55 °C’ de 2
giin reflaks edilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda ¢6ziicii uzaklastirilmistir. Kalintt
diklorometan igerisinde ¢oziilmiistiir ve 3 kez su ile ekstrakte edilmistir. Organik
fazlar toplanarak MgSO, ile kurutulmustur. Coziicii doner buharlastirict
kullanilarak uzaklagtirildiktan sonra sirasiyla eter ile yikama ve vakum altinda

kurutma islemleri gergeklestirilmistir (Sekil 2.4) [30].

Sekil 2.4. MACys-Ru(bipiridil),-MACYys sentezinin molekiil yapisinin gosterimi



2.2.3. DNA Ligaz Capraz Bagh Fotosensitif Kriyojel Kolon Sentezi

DNA ligaz capraz bagh fotosensitif kriyojel kolon ANADOLUCA
metoduna gore sentezlenmistir. Bu amagla 25 pLL Rutenyum tabanli fotoduyarli
monomer ve 100U DNA ligaz ¢ozeltisi 2 saat siireyle azot atmosferi altinda
kanigtirllmistir. Bu siire igerisinde 1 mL deiyonize suda ¢Oziinmiis, 56 mg
MBAAM ve 740 pL deiyonize su ile karigtirtlmis 260 L. HEMA monomeri
hazirlanarak, monomer c¢apraz baglayict karisimi olusturmak iizere ii¢ ¢ozelti
birlestirilmistir. Polimerizasyonun baslamasi i¢in 1 mL su igerisinde ¢oziinmiis 4
mg APS ve 5 uL TEMED alt ucu parafinle kapatilmis olan 5 mL’ lik 0.8 cm c¢aph
enjektore doldurulmus monomer ¢apraz baglayici karisimina eklenmis ve 6nce 2
saat siireyle -12 °C’ de daha sonra da 16 saat siireyle -20 °C’ de dondurulmustur.
Reaksiyona girmeyen bilesenlerin uzaklastirilmasi amaciyla hazirlanan kriyojel
kolon sirastyla % 75 lik, % 50’ lik ve %25’ lik 5 mL NaCl ¢ozeltisiyle daha
sonra deiyonize suyla yikanmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’ de muhazafa

edilmistir.

2.2.4. Karakterizasyon Calismalari
2.2.4.1. Sisme Testi

DNA ligaz capraz bagh fotosensitif kriyojel kolonun p(HEMA-ko-DNA
ligaz) ve bos poli(HEMA) kriyojel kolonun denge sisme oraninin belirlenmesi
icin; kuru kriyojel £ 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 50 mL saf su igeren kaba
konulmustur. Daha sonra kriyojel kolonlar belirli siirelerde sudan alinmis, siizge¢
kagidi yardimu ile yiizeydeki su uzaklastirilarak tartilmistir. Kaydedilen kuru ve
islak agirliklar  kriyojel kolonlarin  sisme oranlarinin  hesaplanmasinda
kullanilmistir.  Kolonlarin ~ sisme  oranlar1  asagidaki esitlik  yardimiyla

hesaplanmustir.

Sisme orani (%) = [(WsW,g)/W,] x 100 (2.1)

Bu esitlikte; Wo: Kriyojellerin sismeden 6nceki agirlig

W;: Kriyojellerin sismeden sonraki agirliklarini ifade etmektedir.
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2.2.4.2. FT-IR Analizi

DNA ligaz gapraz bagh fotosensitif kriyojel kolon p(HEMA-ko-DNA
ligaz) ve poliHEMA) kriyojel kolon oda sicakliginda kurutularak, FT-IR

spektrumu alinmasi i¢in ATR modu kullanilmistir.
2.2.4.3. BET Yontemiyle Yiizey Alan1 Analizi

DNA ligaz capraz bagli fotosensitif kriyojel ve poli(HEMA) kriyojel
kolondan birer gram tartilarak BET yontemiyle yiizey analizi yapan cihaza
(Quantachrome Nova 2200E) yerlestirilmistir. Siv1 azot ile muamele edilerek ilk
once kriyojellerin gozeneklerinde bulunabilecek su uzaklastirilmis ve yapinin
fiksasyonu yapilmistir. Cihazda 10 noktaya gore analiz yapilarak kriyojellerin 1

graminin yiizey alani bulunmustur.
2.2.4.4. Yiizey Morfolojisi Analizi

p(HEMA-ko-DNA ligaz) ve poliHEMA) kriyojel kolonun yiizey
morfolojisi SEM cihaz1 (Zeiss Ultra Plus) kullanilarak belirlenmistir.
Kriyojellerden alinan numuneler analiz edilmeden Once oda sicakliginda
kurutulmustur. Kuru kriyojeller 6rnek haznesine yerlestirilmis ve yerlestirildikten
sonra vakum altinda yaklasik 100 A kalinliginda altin ile kaplanmis ve sonra SEM

ile gortintiileri alinmistir.
2.2.4.5. Sikistirma Testi

p(HEMA-ko-DNA ligaz) ve poli(HEMA) kriyojel kolon etiiv yardimiyla
kurutulmustur. Kurutulmus kriyojel tartilmis ve daha sonra kolonlar enjektore
alinarak doyuruluncaya kadar su ilave edilmistir. Kriyojellerin gram basina

tuttugu su miktar1 hesaplanmistir.

2.2.5. Circular Dichroism (CD) Spektroskopisi Analizi

Kriyojel kolon igerisine ¢apraz baglanan DNA ligazin ve floresans
calismalar1 sirasinda kullanilan streptavidinin ikincil ve tgilinciil yapilarinin

analizi CD Spektroskopisi cihazi kullanilarak belirlenmistir. 50 U DNA ligazin ve
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1000 ppm streptavidinin deiyonize su igerisinde hazirlanan ¢ozeltileri 500 pL’ lik

UV kiiveti igerisine alinarak spektrum taramasi yapilmistir.

2.2.6. Primerlerin Hazirlanisi

Calismada kullanilan primerler asagida verilmistir;
KKKA-F: (5 TGG ACA CCT TCA CAA ACT C3’)
KKKA-R: (5> GAC AAA TTC CCT GCA CCA 3°)

Primerleri temin ettigimiz firmanin belirlemis oldugu prosediire gore
belirtilen miktarlarda deiyonize su eklenerek 100 puM stok olacak sekilde

hazirlanmistir.

2.2.7. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler buz igerisinde ¢6ziilmiis

ve asagidaki sekilde hazirlanmistir.

1) 10x PCR tamponu 2,5 uL
2) 25 mM MgCl, 2 ul
3) 10 mM dNTP 2,5 uL

4) Forward primer (KKKA-F) 2,5uL

5) Reverse primer (KKKA-R) 2,5uL

6) cDNA (Kafkas Universitesi) 2uL

7) Taq DNA polymerase (5u/uL) 0,5 uL

8) dH,O 10,5 uL

25 uL

Hazirlanan Ornekler icerisindeki tiim materyallerin homojen dagilmasi
amaciyla santrifiijte 9000 rpm’ de 1 dakika siire ile spin edilmistir.

Uygulanan PCR sartlari; 94 °C’ de 2 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’ de 1
dakika, 53 °C’ de 1 dakika, 72 °C’ de 1 dakika (40 siklus) ve 72 °C’ de 5 dakika

son uzama asamalarindan olugsmustur.

2.2.8. Agaroz Jelde Goriintiileme

Agaroz jel PCR’ dan elde edilen iirlinleri goriintiilemek i¢in kullanilir.

Agaroz jel hazirlamak icin kullanilan soliisyonlar agagida belirtilmistir.
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0,5 M EDTA Soliisyonu

16.81 g EDTA 90 mL saf su igerisinde manyetik karistirict yardimiyla
tamamen ¢Oziinene kadar karistirildi. pH: 8.0’ e ayarlandiktan sonra hacim 100
mL’ ye tamamlandi. Otoklavda 121 °C’ de 20 dk. steril edilip +4 °C’ deki buz
dolabinda saklandi.

50X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris, 57,1 mL Glasiyal asetik asit ve 100 mL 0.5 M EDTA manyetik
karigtirict  yardimiyla tamamen ¢o6ziinlinceye kadar karistirildi. Hazirlanan
cozeltinin pH’ 1 Glasiyal asetik asit ile 8.5 e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 1

L’ ye tamamlandi. Otoklavda steril edilip +4 °C’ deki buz dolabinda saklandi.
10X TE Tamponu

10 mL 1 M Tris HCI (pH: 8.0), 2 mL 0.5 M EDTA (pH: 8.0) homojenize
edilip, hacim saf su ile 1 L’ ye tamamlandi. Hazirlanan tampon otoklavlanip +4

°C’ deki buz dolabinda saklanda.
1X TE Tamponu

1 mL 1 M Tris HCI (pH: 8.0), 0.2 mL 0.5 M EDTA (pH: 8.0) homojenize
edilip, hacim saf su ile 1 L’ ye tamamlandi. Hazirlanan tampon otoklavlanip +4 °C’

deki buz dolabinda saklanda.
Ethidium Bromiir

10 mg Ethidium Bromiir, 10 mL saf su igerisinde ¢oziilerek hazirland1 ve +4

°C’ deki buz dolabinda saklandi.
2.2.8.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Elektroforez tanklarimi doldurmak ve jel hazirlamak i¢in pH’ 1 7.5-8.5 olan
yaklastk 50 mM konsantrasyonda tris-asetik asit-EDTA (TAE) tamponu
kullanilmustir. Steril ve kuru bir erlene, 100 mL TAE tamponu, 1 g agaroz ilave

edilmistir. Tampon igerisindeki agaroz tamamen eriyene kadar mikrodalga firinda
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tutuldu. Erlen diizenli olarak karigtirilarak agarozun tamamen erimesi saglanir.
Ardindan erimis agaroza 5 pL ethidium bromiir eklenmis ve jel elektroforez
tankina dokilmiistiir. Yaklasik 45 dakika sonra jel katilastigi zaman tizerine TAE

tamponu dokiilmiis ve taraklar ¢ikarilmistir.
2.2.8.2. Orneklerin Yiiriitilmesi

Orneklerin sayis1 kadar tiip almmistir. Her bir tiipe 2 pL yiikleme boyasi
eklenerek kisa siireli spin yapilmistir. Ilk kuyucuga marker digerlerine de

numuneler konuldu. Gii¢ kaynagi 90 volta ayarlanarak 50 dakika yiiriitilmiistiir.

2.29. Kirim-Kongo Kanamah Atesi Hastahi@ima Sahip Primerin 5
Ucundan Biyotinlenmesi

Sekil 2.5° te gosterildigi gibi DNA ligaz capraz bagli kriyojel kolon
kullanilarak hazirlanan biyotin ve KKKA-F primerinden olusan ¢ozelti 5 rpm akis
hizi ile 60 dakika siire boyunca siirekli sistemden gegirilmistir. 3” er dakika arayla
toplanan numunelerin mikroplaka okuyucu ile 354 nm’ deki absorbans degerleri
Olgiilmistiir (Sekil 2.5). Biyotinlenen primerlerin ¢ozeltileri liyofilizator ile

ayrilmistir.

S =\
¥
<> Biyotin

\ KKKA-F Primeri

\ Biyotinlenmis KKK A-F Primeri

DNA Ligaz Kriyojel Kolon

N

Sekil 2.5. DNA Ligaz ¢apraz bagli kriyojel kolon ile KKK A-F primerinin biyotinlenmesi
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2.2.10. Kuvantum Nanokristallerle Floresans Olciimleri

Kuvantum nanokristallerin floresans 6zelliklerinden yararlanma amaciyla
hazirlanan 1 ppm toluende ¢6zlinmiis kuvantum nanokristalin floresans spektrumu
480 nm’ de uyarilarak olgiilmistiir. 200 ppm 0,5 mL etanolde ¢oziinmiis MACYys-
Ru(bipyr),-MACYys ilave edilip, 2 saat karistirildiktan sonra 480 nm’ de uyarilarak
floresans spektrumu 6l¢iilmistiir. Daha sonra 5 ppm 100 pL streptavidin ¢ozeltisi
eklenmistir. Olusan ¢ozelti 12 saat karistirildiktan sonra her asamada oldugu gibi
yine 480 nm’ de uyarilarak floresans spektrumu Ol¢iilmistir. QD-MACYys-
Ru(bipyr),-MACys-streptavidin’ den olusan ¢ozeltinin {izerine floresans kiivetinin
icerisindeyken, biyotinlenmis Kirim-Kongo Kanamali Atesi forward primerinden
hazirlanan 0,01, 0,05, 1, 2,5 ve 5 ppm’ lik ¢ozeltilerden 50” ser uL eklenerek 480
nm’ de floresanstaki degisiklikler yaklasik 1 saat boyunca izlenmistir. Son olarak
elde 50 uL reverse KKKA primeri eklenerek 480 nm’ de floresanstaki diisme
gozlenmistir (Sekil 2.6).

%
MaCys-Ru(bipyr),.MACys Streptavidin Biyotinlenmis KKKA-F

Sekil 2.6. Kuvantum nanokristal-[MACys-Ru(bipyr),-MACys]-Streptavidin-Biyotinlenmis
KKKA-F yapisi
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3. BULGULAR

3.1. DNA Ligaz Capraz Bagh Fotosensitif Kriyojel Kolon Materyalinin
pP(HEMA-ko-DNA ligaz) ve poli(HEMA) Kriyojel Kolonun Karakterizasyonu

3.1.1. Yiizey Morfolojisi

Poli(HEMA) kriyojel kolon (Sekil 3.1) ve DNA ligaz capraz bagh
fotosensitif kriyojel kolon p(HEMA-ko-DNA ligaz) (Sekil 3.2) materyallerinin
yiizey morfolojisi SEM kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.2° de goriildiigii gibi
sentezlenen kriyojellerin gozenek boyutu enzimin ¢apraz baglanmasina imkan
verecek kadar biiyiiktiir ve heterojen bir gézenek dagilimina sahiptir. Genis akis
kanallarina ve siipermakro gozeneklere sahiptir. Kriyojeller, opak, siingerimsi ve

elastiktir.

n

4

20 pm

e

Sekil 3.1. Bos poli(HEMA) kriyojel kolonun SEM goriintiisii
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Sekil 3.2. DNA ligaz capraz bagl fotosensitif kriyojel kolonun SEM goriintiisii

3.1.2. Yiizey Alam Olciimii

DNA ligaz capraz bagl fotosensitif kriyojel kolon materyalinin spesifik
yiizey alan1 BET yontemiyle 6l¢iilmiistiir. BET metoduna goére yapilan analizlerle
—198 °C’ deki siv1 azot ortaminda azot (N2) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali
olarak katilarin m%/ g olarak yiizey alanlar1 dl¢iilebilmektedir.

Kriyojel kolon tartilarak BET yontemiyle yiizey analizi yapan cihaza
yerlestirilmistir. Sivi azot ile muamele edilerek ilk oOnce kriyojellerin
gozeneklerinde bulunabilecek su uzaklagtirilmis ve yapmin fiksasyonu
yaptlmigtir. DNA ligaz ¢apraz bagl fotosensitif kriyojel kolonun 10 noktada
yapilan spesifik ylizey alan1 84,733 m%/ g polimer olarak bulunmustur.

3.1.3. Sisme Testi

DNA ligaz capraz bagli fotosensitif kriyojel kolon polimerik yapida,
biiyiik gézenek boyutuna sahip, ¢apraz baglh, hidrofilik bir matrikstir. Kriyojeller
polimerik yapida olmasi nedeniyle ¢apraz bag derecesi ile hidrofilitesine baglh
olarak yapisina su alir ve sisme 6zelligi gosterir. Bu calismada ¢apraz baglanan

DNA ligaz kriyojelin denge sisme oran1 % 780 olarak bulunmustur.
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3.1.4. FT-IR Analizleri

Kriyojelerin FT-IR spektrumlart ATR modunda alinmstir. Kriyojelin
karakteristik pikleri olan 1656 cm™ (karbonil bandi), 1600 ¢cm-* (N-H band:
egilmesi; akrilamitteki karakteristik — CO-NH, grubuna ait pik), 3185 cm™ (N-H
gerilmesi), 1450 cm™ (C-H egilme band:) pikler goriilmektedir (Sekil 3.3). Ayrica
3400 cm™ civarinda genis -OH titresimleri, 3000 cm™’ de N-H bandi, 2400 cm™
de C-H gerilmesine ait pik, 1700 cm™ de C=0 piki, 1190-1280 cm™’ de C-O
pikleri goriilmektedir. DNA ligaz capraz bagli kriyojel kolonun 515-800 nm
araliginda fotosensitif monomerin Ru-N titresim bandlar1 goriilmektedir (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. DNA ligaz ¢apraz bagli fotosensitif kriyojel kolonun FT-IR spektrumu

3.1.5. Sikistirma Testi

Yapilan ¢alismada 1 g kriyojelin su tutma kapasitesi hesaplanmistir. 1 g
kriyojel o6rneginin 10,463 g su tuttugu bulunmustur. Kriyojeller hidrofilik
karekterde olduklarindan ve reaksiyonlar sulu ortamlarda meydana geldiginden

dolay1 su tutma kapasitesi kriyojeller i¢in olduk¢a 6nemlidir.

3.1.6. Circular Dichroism (CD) Spektroskipisi Analizi

50 U DNA ligaz ve 1000 ppm streptavidin ¢ozeltilerinin CD spektrumlari
Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’ de verilmistir.
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Circular Dichroism (mdeq)

Circular Dichroism {(mdeg)

180 200 220 240 260 280 aon 320 340
Vwavelength (nm)

Sekil 3.4. DNA ligazin CD spektrumu

15
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180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Vvavelength (nm)

Sekil 3.5. Streptavidinin CD spektrumu
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Elde edilen CD spektrumlarindan yola ¢ikilarak DNA ligazin ikincil
yapisinin alfa heliks yapida, streptavidinin ise beta tabaka yapisinda oldugu

goriilmektedir.

3.1.7. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Sonucu Elde Edilen Agaroz Jel Goriintiisii

Bolim 2.2.7, 2.2.8, 2.2.8.1 ve 2.2.8.2° deki prosediire gore elde edilen
PCR iriinlerinin % 1° lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra elde edilen jel

goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 3.6).

M12 3 45

3000 bp—

36
500 bp——> 536 bp

Sekil 3.6. RT-PCR sonrasinda elde edilen agaroz jel goriintiisi. M: Marker (Guangzhou
Geneshun Biotech Ltd, 100bp Ladder plus, 1, 2 ,3, 4 farkli primerler ile 5
tasarladigimiz primerler ile KKKA cDNA’ s1 kullanilarak hazirlanan PCR

sonuglariin agaroz jel goriintiisii)

Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonuna gore elde edilen jel
goriintiistinde kullanilan markera gore elde edilen bandin biiyiikliiglinden yola
cikilarak g¢ogaltilan KKKA primerinin yaklagik 536 baz ¢ifti arasinda oldugu

bulunmustur.
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3.1.8. Kirim Kongo-Kanamal Atesi Teshisi

3.1.8.1. Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligina Sahip Primerlerin

5’ Ucundan Biyotinlenmesi

Bolim 2.2.9° da anlatildigr gibi DNA ligaz capraz bagli fotosensitif
kriyojel kolon kullanilarak KKKA-F primerine biyotinin 5’ ucundan takilmasinin

354 nm’ deki belirgin absorbans artisiyla gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Absorbans
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0 10 20 30 40 50 60

0,1
Zaman(DK)

Sekil 3.7. KKKA-F primerine biyotinin 5' ucundan takilmasinin 354 nm' deki absorbans

degerlerinin grafigi

Cizilen zamana kars1 absorbans grafiginden de anlasilacag iizere
mikroplaka okuyucu ile elde edilen absorbans degerlerinden faydalanarak
baglanmanin  gercgeklestigi noktalar 48-51 dakikalar arasinda oldugu
goriilmektedir. Bu dakikalardaki numunelerin ¢ozeltileri liyofilizator ile kati hale
getirilerek 0,01, 0,05, 1, 2,5 ve 5 ppm’ lik farkli derisimlerde c¢ozeltileri

hazirlanmigtir.
3.1.8.2. Kuvantum Nanokristallerle Floresans Ol¢iimleri

Bolim 2.2.10° da anlatildigi iizere Kirim-Kongo Kanamali Atesi
hastaligina sahip primerlerin teshisinde kullanilan kuvantum nonokristallerin 480

nm’ deki floresans spektrumu asagida verilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. 1 ppm Kuvantum nanokristalin floresans spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal lizerine MACys-Ru(bipiridil),-MACys

eklendikten sonra 480 nm’ deki floresans spektrumu Sekil 3.9’ de verilmistir.
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Sekil 3.9. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] floresans spektrumu
Ex:480 nm

Kuvantum nanokristalin  floresans siddeti 77.678 iken MACys-
Ru(bipiridil),-MACYys ile etkilestikten sonra siddetin 152.897” ye ¢iktigi goriildii.

Elde edilen floresans yap: ilizerine streptavidin ilave edildigi zaman
floresans spektrumunda 255.053’ ye kadar pik siddetinde artis gozlenmistir (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin floresans

spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin
tizerine floresans kiiveti igerisinde 5 ppm biyotinlenmis KKKA-F primerinden
eklendigi anda 480 nm’ deki floresans siddetinde yiiksek bir artis gozlenmistir
(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] — streptavidin 5 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri floresans spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin
tizerine floresans kiiveti icerisinde 2,5 ppm biyotinlenmis KKKA-F primerinden
eklendigi anda 480 nm’ deki floresans siddetinde yiiksek bir artis gézlenmistir
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] — streptavidin 2,5 ppm

biyotinlenmis KKKA-F primeri floresans spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin
tizerine floresans kiiveti i¢erisinde 1 ppm biyotinlenmis KKKA-F primerinden

eklendigi anda 480 nm’ deki floresans siddetinde yiiksek bir artis gozlenmistir
(Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] — streptavidin 1 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri floresans spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin
tizerine floresans kiiveti icerisinde 0,05 ppm biyotinlenmis KKKA-F primerinden

eklendigi anda 480 nm’ deki floresans siddetinde yiiksek bir artis gézlenmistir
(Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] — streptavidin 0,05 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri floresans spektrumu Ex:480 nm

Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin

tizerine floresans kiiveti igerisinde 0,01 ppm biyotinlenmis KKKA-F primerinden

eklendigi anda 480 nm’ deki floresans siddetinde yiiksek bir artis gézlenmistir
(Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] — streptavidin 0,01 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri floresans spektrumu Ex:480 nm

Yaklagik 1 saat siire ile floresans piklerin siddetinde meydana gelen artigin
diismedigi not edilmistir. Ancak KKKA-R primerini yani ssDNA’ nin eslenigini
ayri ayr1 5 ppm’ lik (Sekil 3.16), 2,5 ppm’ lik (Sekil 3.17), 1 ppm’ lik (Sekil 3.18),
0,05 ppm’ lik (Sekil 3.19) ve 0,01 ppm’ lik (Sekil 3.20) biyotinlenmis KKKA-F
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pirmerinin eklendigi ¢ozeltilerin ortamina ekledigimiz zaman tiim ¢ozeltilerin pik

siddetlerinde kayda deger bir azalis meydana geldigi gézlenmistir.
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Sekil 3.16. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin 5 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri- KKKA-R primeri floresans spektrumu Ex:480

nm
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Sekil 3.17. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin 2,5 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri- KKKA-R primeri floresans spektrumu Ex:480

nm
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Sekil 3.18. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin 1 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri- KKKA-R primeri floresans spektrumu Ex:480
nm
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Sekil 3.19. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin 0,05 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri- KKKA-R primeri floresans spektrumu Ex:480

nm
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Sekil 3.20. Kuvantum nanokristal - [MACys-Ru(bipiridil),-MACys] - streptavidin 0,01 ppm
biyotinlenmis KKKA-F primeri- KKKA-R primeri floresans spektrumu Ex:480

nm

Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19 ve Sekil 3.20° de meydana
gelen diislisten yola ¢ikilarak KKKA hastaligina sahip primerin eslenigini ortama
ilave ettigimiz anda baglanmanin gerceklesmesiyle beraber floresans pik
siddetinde sonlimleme meydana geldigi goriilmektedir.

Ozetle, kuvantum nanokristallerin fotosensitif monomer hapten(MACys-
Ru(bipiridil),-MACys) eklenmesiyle fotostabilitelerinin ve floresans siddetinin
arttigi, APS esliginde streptavidin ilavesiyle nanokristallerin ¢ekirdeginin dig
etkilesimlerden daha da fazla korunarak fotostabil hale getirildigi ve biyotin
uclarinda bu korumay avidite etkilesimiyle daha da fazlalastirdig: not edilmelidir.
Diger taraftan, komplementer ssDNA ile etkilesim sonrasi soniimleme gézlendigi

ve bu etkilesimin derisimle orantili azaldig1 izlenmistir.

3.1.9. Nanokristallerle Yapilan KKKA Hastaliginin Teshisi

Farkli derisimlerde eklenen biyotinlenmis ssDNA’ larin eklenmesinin
sonrasinda esleniginin ilave edilmesiyle birlikte soniimleme meydana gelmistir.
Stern-volmer gergeklesen bu soniimlemeyi floresans siddetlerinden yararlanarak

grafige dontistiirmistiir (Tablo 3-1).
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Tablo 3-1. Stern-Volmer grafigi verileri

D(;g?:;' Imax I Imax/I
0,002 81 320 0,25
0,01 101 369 0,27
0,05 129 447 0,29
1 157 492 0,32
2,5 284 820 0,35
5 384 950 0,40

Yukaridaki verilere gore elde edilen Stern-Volmer grafigi asagida
verilmistir (Sekil 3.21). Her bir 6l¢iim degeri 3 bagimsiz Olglimiin tekrarimin

ortalamasina gore hesaplanmis olup, kalibrasyon grafigine gecirilmistir.

y =0,0244x + 0,2846
R?=0,9776

Imax/I

0,45
0,4 —%>
0,35 /
03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0 . . . . . .

0 1 2 3 4 5 6
Derisim (ppm)

Sekil 3.21. Stern-Volmer grafigi

Elde edilen verilere ve hesaplamalara gore Kirim-Kongo Kanamali Atesi
hastaliginin tayin smir1 0,028 nM (28 pM) olarak bulunmustur. Literatiir
bilgilerine gore kuvantum nanokristallerle hibridizasyona dayali tayin siirlarinin
en diisiik degerleri 5 nM [73], 6,7 nM [74], 25 nM [75], 66,4 nM [76] iken
gelistirilen yontemle 28 pM (0,028 nM)’ a kadar disiik tayin sinirlara

inilebilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada rutenyum tabanli amino asit monomerleriyle fotosensitif
capraz baglama (ANADOLUCA) metoduna gore sentezlenen kriyojel kolon
araciligiyla  primerlerin =~ 5> ucundan  biyotinlenmesi  tek  basamakta
gergeklestirilmistir. Bu amagla oncelikle metakriloil amino tirozin monomeri
sentezlenmistir. Sentezlenen monomer rutenyum ile kompleks olusturarak
fotosensitif 6zellik kazandirilmigtir. Elde edilen fotosensitif monomer ile ¢apraz
bagli hidroksietilmetakrilat (HEMA) tabanli monolitik kriyojel kolon yapisina
komonomer olarak DNA ligaz eklenerek kriyojel kolon p(hema-ko-DNA ligaz)
sentezlenmis ve karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Karakterizasyon
calismalar1 dogrultusunda sentezlenen kriyojel kolonun 10 noktada yapilan
spesifik yiizey alan1 84,733 mz/g polimer, denge sisme oran1 % 780 ve 1 g kriyojel
orneginin 10.463 g su tuttugu bulunmustur. Sentezlenen DNA ligaz ¢apraz bagh
fotosensitif kriyojel kolon SEM ile incelenmis ve Sekil 3.2° de gorildigi gibi
gbzenek boyutu biiyiik, heterojen dagilima sahip kriyojeller elde edilmistir. DNA
ligazin ¢alismasi i¢in ortama ATP saglanmistir. Ayrica enzim ve proteinlerin
ikincil yapilarint incelemk amaciyla alinan CD spektrumuna gére DNA ligazin
elde edilen ikincil yapisinin alfa heliks yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.4).

Calismanin ikinci asamasinda, sentezlenen enzim tabanli kriyojel kolon
sistemi ile Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligina sahip olan primerin
5’ ucuna biyotin baglanarak avidite etkinligi olusturulmustur. Bu etkilesimin
ispati, numunelerin mikroplaka okuyucu ile 354 nm’ de elde edilen absorbans
degerlerinde goriilen artig ile yapilmistir. Siirekli sistemde DNA ligaz kriyojel
kolondan gecirilen numunelerin baslangi¢c dakikalarinda yaklasik ayni degerlerde
olan absorbans degeri 48-51 dakikalar arasinda anlik olarak maksimum degere
ulagsmistir. Absorbanstaki belirgin artisin oldugu dakikalardaki numunelerin
coziiciileri liyofilizator ile uzaklagtirilmistir. Boylece derisimi bilinen ¢ozeltiler ile
Kirim-Kongo Kanamali Atesi teshisinin diisiik tayin sinirlari bulunmustur.

Tasarlanan KKKA hastaligina sahip olan primerlerin etkinligi ise reverse
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile kanitlanmistir. RT-PCR

islemi tek asamal1 bir reaksiyon ile gergeklestirilmistir. Farkli ortam kosullarinda
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yapilan denemeler sonucunda uygun sicakliklar ve oranlar belirlenmistir.
Primerlerin DNA’ daki hedef bolgelerle 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek
annealing sicakligi (Tm) 53 °C olarak bulunmustur. Sekil 3.6’ da goriildiigi tizere
agaroz jel goriintiisiinde elde edilen bandin yaklasik olarak 536 baz cifti icerdigi
goriilmektedir [77].

Calismanin son agamasinda, floresans 6zelligi gosteren streptavidin ¢apraz
bagli ve fotostabil Kuvantum nanokristal (QD) platformlar yardimiyla
biyotinlenmis 5’-ssDNA problarin kovalent baglanmasi ve hastalik tanisi
saglayacak 3’-sSSDNA komplementerinin hibridizasyonuna dayali floresans
degisimleri incelenmistir. Bu amagla hazirlanan Kuvantum nanokristal
cozeltilerine fotosensitif monomer olarak MACys-Ru(bipyr),-MACys ilave
edilerek sistein ayagi olusturulmustur. Baslangicta floresans siddeti 77.678 olan
kuvantum nanokristalin floresans MACys-Ru(bipyr),-MACys ile etkilestirildikten
sonra floresans siddeti 152.897 olarak gozlenmistir. Floresans siddetindeki
degisimden yararlanarak etkilesimin tamamlandigina karar verilmistir. Elde edilen
¢ozelti lizerine biyotinle yliksek afiniteye sahip olan streptavidin eklendigi zaman
ise floresans siddeti 255.053” e yiikselmistir. Boylece kuvantum nanokristallerin
fotosensitif monomer hapten(MACys-Ru(bipiridil).-MACys)  eklenmesiyle
fotostabilitelerinin ve floresans siddetinin arttigi, APS esliginde streptavidin
ilavesiyle nanokristallerin c¢ekirdeginin dis etkilesimlerden daha da fazla
korunarak fotostabil hale getirildigi ve biyotin uglarinda bu korumay: avidite
etkilesimiyle daha da fazlalastirdigi not edilmelidir. Diger taraftan, komplementer
ssDNA ile etkilesim sonrasi soniimleme gozlendigi ve bu etkilesimin derigimle
orantili azaldig1 izlenmistir. Karisim igerisine eklenen streptavidinin CD
spektrumuna bakildiginda ikincil yapisinin beta tabaka yapisina sahip oldugu
goriilmistiir (Sekil 3.5). DNA ligaz capraz bagli fotosensitif kriyojel kolon
yardimiyla biyotinlenen 5°-sSDNA probunun eklenmesiyle floresans rezonans
enerji transferi (FRET) gercekleserek floresans siddetinde tayin sinirlarinin da
disinda olacak sekilde siddetli artis gozlenmistir. Bu artis Kirim-Kongo Kanamali
Atesi hastaligina sahip olan primerden yola ¢ikilarak teshis edilmistir. Bu olayin
soniimlenmesi yalnizca ortama 5’-ssDNA’ nin esleniginin yani 3°-SSDNA

komplementerinin eklenmesiyle hibridizasyona dayali bir soniimleme meydana
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gelmistir. Ayni tayinler farkli derisimlerdeki biyotinlenmis 5°-SSDNA problari ile
yapilmistir. 5 ppm’ lik biyotinlenmis 5°-SSDNA’ nin ortama eklenmesiyle ¢ok
yiiksek olan floresans siddeti tayin sinirlari arasina girmistir (950.812).

Floresans siddetlerindeki soniimlemeden yararlanarak elde edilen verilere
ve hesaplamalara gore her bir Ol¢lim degeri 3 bagimsiz Ol¢liimiin tekrarinin
ortalamasina gore hesaplanmis olup Stern-Volmer kalibrasyon grafigine
gecirilmistir (Sekil 3.21). Cizilen grafikten elde edilen verilere gore Kirim-Kongo
Kanamali Atesi hastaliginin tayin simir1 0,028 nM (28 pM) olarak bulunmustur.
Literatiir bilgilerine gore ise kuvantum nanokristallerle hibridizasyona dayali tayin
siirlarmin en diisiik degerleri 5 nM [73], 6,7 nM [74], 25 nM [75], 66,4 nM [76]
iken gelistirilen yontemle 28 pM (0,028 nM)’ a kadar diisiik tayin sinirlarina
inilebilmistir.

Kirim-Kongo Kanamali Atesi hastaligina sahip olan bir insanin DNA’ s1 5’
ucundan uyguladigimiz yontemle biyotinlenerek ¢ok diistik derisim varliginda bile
(0,028 nM) tayin saglayabilecek streptavidin tabanli fotostabil, floresans 6zellikli,
raf Omrii uzun nanokristaller sentezlenmis ve 1ilk kez bu amacla

kullanilabilecekleri ortaya konulmustur.
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