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Oz — Aptamer fonksiyonlandiriimis DNA hidrojelleri yiiksek zgiinliik, stabilite ve esneklik gibi 6zellikleri nedeniyle
bircok alanda kullanilmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda kloramfenikole 6zgii aptamer dizisi fonksiyonlandirilmis
DNA hidrojeli sentezi gergeklestirilmis ve hidrojel stabilitesi i¢in 6nemli parametreler optimize edilmistir. Sentez i¢in
5’ uglar akridit modifiyeli kloramfenikole 6zgii aptamer ile ona kismen eslenik DNA ipligi polimer yapiya yan dal
olarak katilmis ve eslenik bolgelerin hibridizasyonu ile bir arada tutularak hidrojel sentezi gergeklestirilmistir. Opti-
mize edilmis parametreler akridit modifiyeli DNA dizilerinin konsantrasyonlari, akrilamid yiizdesi, kloramfenikol
aptameri ve DNA iplik 1 iceren lineer polimer ¢ozeltilerin molar oranlaridir. Ayrica, reaksiyon sicakligi ve eslenik
bolgenin uzunlugunun jel stabilitesine etkisi degerlendirilmistir. Sonug olarak, DNA hidrojel stabilitesi i¢in %60°lik
lineer poliakrilamid-DNA konjugasyonundan, %40 akrilamid stok ¢6zeltisi kullanilarak 1:1 molar oranda karistirilan
aptamer ve DNA iplik ¢ozeltileri ile 25°C’de aptamer fonksiyonlandirilmigs DNA hidrojeli sentezi tamamlanmigtir.
Bunlara ek olarak, aptamer dizisi ile DNA iplik arasindaki eslenik bolgenin uzunlugunun stabiliteyi artirdigi sonucuna
varilmustir.
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Abstract — Aptamer-functionalized DNA hydrogels are used in many fields due to their high specificity, stability and
flexibility. In this study, the synthesis of chloramphenicol-specific aptamer sequence functionalized DNA hydrogel
was performed and certain parameters for hydrogel stability were optimized. For the synthesis, the 5' ends of the
acrydite modified chloramphenicol-specific aptamer and the partially conjugated DNA strand were attached to the
polymer structure as a side branch and held together by hybridization of the complementary regions, hydrogel synthe-
sis was carried out. The optimized parameters were the concentrations of acrydite-modified DNA sequences, the per-
centage of acrylamide, the molar ratios of linear polymer solutions containing chloramphenicol aptamer and DNA
strand 1. In addition, the effects of reaction temperature and the length of the complementary region on gel stability
were evaluated. As a result, aptamer-functionalized DNA hydrogel synthesis was completed at 25°C with aptamer and
DNA strand solutions mixed in 1:1 molar ratio using 40% acrylamide stock solution from 60% linear polyacrylamide-
DNA conjugation for DNA hydrogel stability. In addition, it was concluded that the length of the conjugate region
between the aptamer sequence and the DNA strand increases stability.

Keywords — Aptamer, DNA hydrogel, chloramphenicol

L camizei.gulnur@gmail.com

2010 cerenbayrac@gmail.com

*Sorumlu Yazar


https://dergipark.org.tr/tr/pub/jarnas/article/1166311
https://dergipark.org.tr/tr/pub/comufbed
https://orcid.org/0000-0002-9455-0972
https://orcid.org/my-orcid?orcid=0000-0003-0959-6413
http://orcid.org/0000-0002-9455-0972
http://orcid.org/0000-0003-0959-6413

Journal of Advanced Research in Natural and Applied Sciences 2023, Cilt 9, Say: 1, Sayfa:145-157

1. Giris

Aptamerler ¢ok ¢esitli hedeflere yiiksek baglanma etkinligi ve 6zgilinliigii gosteren DNA ve RNA mole-
kiilleridir (Bayrac vd., 2011). Latince kokenli olan bu kelime ‘uygun olmak’ anlamina gelmektedir (Famulok,
1994). Kiigiik organik veya inorganik molekiiller (Bruno, Carrillo, ve Philips, 2008), biiyiik protein kompleks-
leri (Tuerk ve Gold, 1990; Takahashi, 2018), bakteri ya da insan hiicreleri ((Bayrac vd., 2011; Bayrag, Eyido-
gan, ve Oktem, 2017), ilaclar (Ferguson vd., 2013) aptamer secilimi icin hedef molekiil olabilirler. Ilk olarak
1990’11 yillarda birbirlerinden bagimsiz 3 farkli ¢calisma grubu tarafindan gelistirilen aptamerler (Robetson ve
Joyce, 1990, Tuerk ve Gold, 1990, Ellington ve Szostak, 1990) bir in vitro segme ve ¢ogaltma teknigi olan
SELEX (issel zenginlestirme ile ligandlarin sistematik evrimi- Systematic Evolution of Ligands by Exponen-
tial Enrichment) yontemi ile iretilirler (Tuerk ve Gold, 1990). Bu yontemde primer baglanma bolgeleri ara-
sinda rastgele niikleotid dagilimi ile tasarlanmis oligoniikleotid kiitiiphanesi i¢inden birbirini takip eden eleme
ve secme basamaklar1 araciligiyla hedef molekiile yiiksek baglanma afinitesi gosteren diziler belirlenir. Sahip
oldugu ii¢ boyutlu yapilari nedeniyle hedef molekiile kars1 yiiksek secicilik gdsterme 6zellikleri, sentetik olarak
kolay tiretilmeleri, ¢esitli ortam sartlarina karsi stabil olmalar1 ve modifikasyona ag¢ik olmalar1 nedeniyle apta-
merler gliniimiizde bakteri parazit ve mantarlarin neden oldugu hastaliklarin ya da kanserin teshisinde, gida-
larda patojen, toksin, agir metal gibi bulasanlarin tespitinde, molekiiler goriintilemede, ilag tagimiminda ve
biyosensorlerin tanima ajani olarak tespit yontemlerinde kullanilmaktadir (Bayrag vd., 2017). Aptamerlerin
mevcut biyosensor sistemlerine adaptasyonlari ve yeni tani sistemlerinin gelistirilmesi 2000’11 yillarla birlikte
gida alaninda oldukg¢a hiz kazanmustir. Escherichia coli O111 (Luo vd., 2012), Salmonella Enteritidis (Bayrag
vd., 2017), Salmonella Typhimurium (Ma vd., 2014) gibi gida patojenlerine, lizozim (Ocana vd., 2015), gliiten
(Amaya-Gonzalez, de-Los-Santos-Alvarez, Miranda-Ordieres, ve Lobo-Castafion, 2015), ara hl fistik proteini
(Trashin, de Jong, Breugelmans, Pilehvar, ve De Wael, 2015) gibi gida alerjenlere, okratoksin A (Mishra,
Hayat, Catanante, Ocaiia, ve Marty, 2015), aflatoksin B1 (Castillo vd., 2015) aflatoksin M1 (Istamboulié vd.,
2016) gibi mikotoksinlere, tetrasiklin (Guo, Wang, ve Sun, 2015), ve kanamisin (Sun, Li, Shen, Huang, ve
Wang, 2014) gibi antibiyotiklere kars1 aptamer tabanli biyosensor gelistirme galigmalart literatiirde mevcuttur.

Hidrojeller yiiksek su tutma kapasiteleri, sentetik ya da dogal polimerlerden sentezlenebilmeleri 6zellikleriyle
hidrofilik polimer yapilardir (Abune, Davis, ve Wang, 2021). Cesitli modifikasyonlarla hedef molekiilleri yiik-
sek 0zgiinliikte taniyabilen polimer haline ¢evrilebilir ve boylece molekiiler tanimlama, ilag tagima, hiicre ya-
kalama ve doku tedavisinde kullanim alan1 bulmuslardir (Zhu vd., 2010; Zhang, Chen, Li, Battig, ve Wang,
2012; Zhang, Lei, Liu, Li, ve Ju, 2013; Kim, Shon, Miao, Lee, ve Oh, 2016). Ornegin, 2003 yilinda yapilan
bir ¢calismada biiyiime hormonu ile fonksiyonlandirilmis hidrojeller ekstraseliiler matriks gibi davranarak hiicre
migrasyonunda gorev aldigi gésterilmistir (Gobin ve West, 2003). Deforest ve arkadaslarinin yaptigi bagka bir
caligmada (2010) ise peptit ile fonksiyonlandirilmis hidrojeller kullanilarak {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirii caligmas1
gergeklestirilmistir. Her ne kadar antikorlar, biiylime faktorleri, polisakkaritler ve peptitler kullanimiyla hid-
rojellere molekiiler tanima 6zelligi kazandirilmis olsa da, bu molekiillerin diisiik baglanma afiniteleri, gesitli
ortam sartlarinda stabilitelerinin az olmasi ve kovalent baglanma yerine ¢ogu zaman elektrostatik etkilesim-
lerle hedef molekiile baglanmalari nedeniyle, bu molekiillere alternatif ligandlara ihtiyag duyulmaktadir (Be-
lair, Le, ve Murphy, 2014; Mitchell, Briguez, Hubbell, ve Cochran, 2016; He vd., 2019). Bu anlamda niikleik
asit aptamerleri yiiksek afinite ile hedefe baglanabilme, yiiksek stabilite ve sentetik olarak temin edilebilme
ozellikleri nedeniyle hidrojel fonksiyonlandirma ¢alismalarinda gilinlimiizde siklikla tercih edilen molekiil ha-
line gelmislerdir (Abune vd., 2021).

Aptamer fonksiyonlandirilmis DNA hidrojellere ilk 6rnek Yang ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda adeno-
zin aptameri ile sentezlenen hidrojeldir. Sentez esnasinda jele hapsedilen altin nanopargaciklar hedef molekiil
olan adenozin varliginda jel yapinin bozularak sivi hale gegmesiyle serbest kalmis ve adenozin tespiti sagla-
mugtir (Yang, Liu, Kang, ve Tan 2008). Aptamerler fonksiyonlandirilmig hidrojeller kokain (Yin, Ye, Wang,
Zhu, ve Tan, 2012), seker (Yan vd., 2013) ve viriis MT32 proteini (Bai ve Spivak, 2014) tespiti i¢in de olus-
turulmugtur. DNA hidrojelleri enzim ya da ¢esitli motifler varliginda kendi kendine ¢apraz baglar kurarak
sentezlenebildigi gibi hidrofobik polimerlere yan dallarin olusumuna sebep olacak DNA molekiillerinin ek-
lenmesi ile de sentezlenebilir (Li vd., 2016). Ilk olarak 1996 yilinda Nagahara ve Matsuda’nin yayinladig
caligmada goriilen ve sonrasinda birgok ¢alismada belirtilen sentez yonteminde 5° uglari akridit mofidiyeli iki
tek sarmal DNA molekiilleri akrilamid, APS ve TEMED ile polimerleserek lineer polimer zinciri olusturmus-
lardir. Bu lineer polimerler ya birbirlerine eslenik bolgelerinden baglanarak bir araya gelir ya da bu iki diziye
de eslenik ¢apraz baglayici bir oligoniileotid ile bir araya getirilerek hidrojel sentezi gergeklestirilir. DNA
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hidrojellerinin sentez yollar1 farklilik gosterse de yliksek stabilite ve esneklik 6zellikleri bu jellerin tespit, cev-
resel analizler, kontrollii ilag salinimi, hiicre tutunmasi ve kanser terapisinde kullanimini saglamistir (Morya,
Walia, Mandal, Ghoroi, ve Bhatia, 2020). Bu ¢alismada kloramfenikole 6zgii aptamer dizisi ile ona kismen
eslenik DNA dizisi ile lineer polimerler olusturularak eslenik bélgelerinde olusan hibridizasyon ile bir araya
getirilmis ve aptamer fonksiyonlandirilmig DNA hidrojeli sentezlenmistir.

Kloramfenikol (2,2-dichloro-N-[1,3-dihydroxy-1-(4-nitrophenyl)propan-2-yl]acetamide) gram pozitif ve
gram negatif bakterilere kars1 etkili genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Dasgupta, 2012). Antibiyotigin etki
mekanizmast; bakterilerde 50 S ribozomal alt birime baglanarak peptidil transferaz enzim aktivitesinin engel-
lenmesi ve translasyon basamaginda uzayan peptit zincire amino asidin eklenememesi sonucu protein sentezi-
nin durmasidir (Van Bambeke, Mingeot-Leclercq, Glupczynski, Tulkens, 2017). Kloramfenikol ucuz ve kolay
iiretimi nedeniyle hem insan hem de hayvan saglig1 i¢in kullanilan antibiyotikler arasindadir. Bununla beraber,
yapilan ¢alismalar sonucunda gri bebek sendromu, 16semi, aplastik anemi ve kemik iligi baskilanmasi1 gibi
bir¢ok hastalikta etken oldugu belirtilmistir (Wilson ve Cockerill, 1987; Liu, Yan, Okoth, ve Zhang, 2015). Bu
nedenle, kloramfenikol Avrupa Birligi tilkelerinde hayvansal kaynakli gidalarda (et, siit, yumurta ve bal) bu-
lunmasi sinirlandirilmig (maksimum kalint1 limitini 0,3 ng/g) (Karaseva ve Ermolaeva, 2012), iilkemizde ise
“Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin Siniflandirilmasi ve
Maksimum Kalint1 Limitleri Yonetmeligi”nde yasakli madde olarak belirtilmis (T.C. Gida, Tarim ve Hayvan-
cilik Bakanligi, 2017). Kloramfenikol tespitinde yaygin olarak kullanilan yontemler gaz kromatografi (GC),
yiiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC) ve sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (LC-MS) gibi analitik
yontemlerdir (Pfening vd., 2000; Neuhaus, Hurlbut, ve Hammack, 2002; Mottier, Parisod, Gremaud, Guy, ve
Stadler, 2003; Dumont, Huet, Traynor, Elliot, ve Delahaut, 2006; Park ve Kim, 2006; Rodziewucz vd., 2007;
Yuan, Oliver, Aguilar, ve Wu, 2008; Dong vd., 2009; Mamani, Reyes, ve Ratha, 2009; Zhao ve Ball, 2009;
Tajik vd., 2010; Karaseva ve Ermolaeva, 2012). Bununla beraber, hizli sonug veren, diisitk maliyetli, 6n nu-
mune hazirliklarina ihtiyag duymayan ve kolay uygulanabilen alternatif yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu ¢aligma kloramfenikol tespiti i¢in aptamer fonksiyonlastirilmig DNA hidrojel tabanli biyosensor sisteminin
gelistirilmesi i¢in hidrojel sentez basamaginda yapilan optimizasyon basamaklarini agiklamaktadir. DNA hid-
rojel yapisinin formu ve stabilitesi i¢in akridit modifiyeli DNA dizilerinin konsantrasyonlari, akrilamid yiiz-
desi, kloramfenikol aptameri ve DNA iplik igeren lineer polimer ¢ozeltilerin molar oranlari optimize edilmis,
reaksiyon sicaklig1 ve eslenik bolgenin uzunlugunun jel stabilitesine etkisi degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyaller

Caligmada kullanilan oligoniikelotidler Integrated DNA Technologies (Coralville, ABD) firmasindan temin
edilmistir. 5’ucu akridit modifiyeli 40 baz uzunlugunda kloramfenikol aptameri (Mehta vd., 2011) ile ona
kismen eslenik ve 5’ucu akridit modifiyeli 21 baz uzunlugunda DNA iplik dizisi son konsantrasyonu 300 uM
olacak sekilde c¢oziilerek -20°C’de saklanmistir. Bu oligoniikleotidlere ait sentez sonrasi bilgiler Tablo 1°de
sunulmustur. Kloramfenikol, akrilamid (%99), amonyum persiilfat (APS), N,N,N,N’- tetrametiletilendiamin
(TEMED) (%99) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir (St. Louis, ABD) ve uygun sartlarda saklan-
mistir.

2.2. DNA Hidrojel Sentezi

Deneyde 5’ uglar1 akridit modifiyeli kloramfenikol aptameri ve ona kismen eslenik DNA ipligi Tris-EDTA
(TE) tampon ¢ozeltisinde ¢oziilmiis ve ayr1 stok c¢ozeltiler olarak 4°C’ de muhafaza edilmistir. Aptamer ve
DNA iplik ¢ozeltileri, lineer polimer ¢ozeltisi ve hidrojelin hazirlanmasi igin gereken malzemeler ve yilizde
icerik degerleri asagida sirasiyla belirtilmistir. Bu degerler ¢calismanin ilerleyen basamaklarinda optimize edil-
mistir.

Aptamer ve DNA iplik ¢ozeltileri;
o %060 aptamer veya DNA ipligi stok ¢ozeltisi (her bir oligoniikleotid i¢in ayr1 hazirlanacak),
o %10 akrilamid ¢o6zeltisi (%40 akrilamid ¢ozeltisinden),
e %10 TE tampon ¢ozelti (pH 8),
e %20 steril distile su
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karistirilarak igerisinde kalabilecek havay1 uzaklastirmak i¢in desikatorde 5 dakika vakuma maruz birakilmig-
tir.
Lineer polimer ¢ozeltileri;

e  Aptamer ve DNA iplik ¢ozeltisi (her biri i¢in ayr1 hazirlanmistir),

e  %]1.4 polimerizasyon bagslatici ve hizlandirici ¢ézelti (taze hazirlanmis %10 (a/h) APS ve %10

(h/h) TEMED karisimindan)

karigtirilarak tekrar desikatdrde polimerizasyon isleminin gergeklesmesi igin 20 dakika kadar bekletilmistir.
Hidrojel sentezi igin 1:1 molar oranda aptamer lineer polimer ¢6zeltisi ve DNA ipligi lineer polimer ¢ozeltisi
karigtirilarak 25°C sicaklikta 120 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu basamakta; hidrojeli olusturan lineer
polimer ¢ozeltilerinin molar i¢erigi optimize edilmistir. Bunun i¢in; farkli konsantrasyonlarda hazirlanan lineer
polimer ¢ozeltiler farkli molar oranlarda karistirilarak hidrojelin olusmasi i¢in optimum konsantrasyonlar be-
lirlenmistir. Ayrica, sicaklik optimizasyonu igin 25, 45, 55 ve 65°C’de hidrojel sentezi gergeklestirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Oligoniikleotid Tasarimi

DNA hidrojeli sentezlemek i¢in kullanilan aptamer dizisi Mehta ve ark. tarafindan 2011 yilinda yayinlanan
caligmadan alman kloramfenikole 6zgii se¢ilmis DNA aptamer dizisidir. Bu dizi 40 baz uzunlugunda rastgele
bolgeye sahip bir DNA kiitiiphanesinden 8 turluk bir zenginlesme sonucu elde edilen, 0.77 uM Kd degerine
sahip ve yiiksek 6zgiinliikle kloramfenikole baglanan bir dizidir (Mehta vd., 2011). Literatiirde kloramfenikol
icin iki aptamer gelistirme ¢aligmasi bulunmasina ragmen (Duan vd., 2016; Mehta vd., 2011), kloramfenikol
tespiti icin gelistirilen biyosensor ¢aligsmalarinda siklikla bu dizi kullanildigindan bu ¢alismada da bu dizi kul-
lanilmustir (Yadav, Agrawal, Chandra, ve Goyal, 2014; Miao vd., 2015; Liu vd., 2015; Miao vd., 2016). Ap-
tamer fonksiyonlandirilmis DNA hidrojelin sentezlenebilmesi igin gerekli olan diger dizi bu ¢aligma kapsa-
minda kloramfenikol aptamer dizisine kismen eslenik olarak tasarlanmigtir. DNA iplik 1 olarak isimlendirilen
bu dizi 21 baz uzunlugunda ve aptamere 15 baz uzunlugunda eslenik bir bolgeye sahip DNA molekiiliidiir. Bu
iki DNA molekiiliine ait bilgiler Tablo 1’de belirtilmistir. Her iki dizinin 5’ uglarinda bulunan akridit modifi-
kasyonu sayesinde her iki DNA dizisi lineer polimer hale getirilmis ve daha sonra eslenik bdlgelerin bir araya
gelmesiyle polimer sentezi tamamlanmistir.
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Tablo 1
Oligoniikleotidlerin 6zellikleri
Kloramfenikol aptameri” DNA iplik-1
Dizisi 5’-acryd-TTTT- 5’-acryd-TTTTTTGGGA-
TACTTCAGTGAGTT- CAACTCACTG-3’
GTCCCACGGTCGG-
CGAGTCGGTGGTAG-3’
Molekiiler agirhik 14,168.2 g/mol 6,345.2 g/mol
GC igerigi %53.3 %40.0
Erime sicaklig1 (Tm) 69.4 °C 51.0 °C
En diisiik katlanma serbest -2.21 kcal/mol -0.83 kcal/mol
enerji (25°C’de)
En giiclii katlanmanin erime s1- 40.4°C 41.2°C
caklig1

*Dizilerdeki alt1 gizili bolgeler kloramfenikol aptameri ile DNA iplik 1 arasidaki eslenik bolgeleri, koyu olarak gosterilen bolge ise
aptamer dizisini belirtmektedir.

3.2. DNA Hidrojel Sentezi

Bu ¢alismada hidrojel sentezi; Sekil 1°de 6zetlendi gibi (i) 5° uglar1 akridit modifiyeli kloramfenikol apta-
meri ve DNA iplik-1 dizisinin ortama eklenen APS ve TEMED ile lineer polimer DNA ipliklerine dontistii-
riilmesi, (ii) ve elde edilen bu iki lineer polimerin eslenik bolgelerinin hibridizasyonuyla polimer sentezinin
tamamlanmasini icermektedir. DNA molekiiliiniin 5’ucunda bulunan akridit modifikasyonu serbest akrilamid
monomeri gibi davranarak DNA molekiiliinii lineer polimer yapiya yiiksek verimde ekleme 6zelligine sahiptir
(Liu, 2011). Bu asamalarla sentezlenen DNA hidrojelin sentez esnasinda aptamer ve DNA ipligi ¢6zeltilerinde
ylizde DNA igerikleri, yiizde akrilamid igerigi, lineer polimer ¢ozeltilerin molar oranlar1 ayr1 ayr1 optimize
edilmis, sicakligin ve eslenik bolge uzunlugunun jellesmeye etkisi degerlendirilmistir.

2

5' akridit

y_APSHTEMED

Akrilamid 1

5' akridit

3 _APSSTEMID

Akrilamid 1

Sekil 1. Aptamer fonksiyonlandirilmis DNA hidrojellerinin sentezi; 1) 5° ucu akridit modifiyeli ve kloramfe-
nikol aptamerine kismen eslenik DNA ipligi 1 ile yine 5’ ucu akridit modifiyeli kloramfenikol aptameri akri-
lamid, APS ve TEMED varliginda lineer polimer DNA ipliklerine doniistiiriiliir. 2) Bu iki lineer polimer, ap-
tamer ve DNA ipliginin eslenik bdlgelerinin hibridizasyonuyla bir araya getirilerek polimer sentezi gercekles-
tirilmis olur. 3) Sonug olarak; aptamer baglayicili DNA hidrojelinin sentezi tamamlanmis olur.

[lk olarak akridit modifiyeli DNA dizilerinin konsantrasyonlari optimize edilmistir. Lineer polimer hale geti-
rilmis DNA molekiiliiniin konsantrasyonu dogrudan DNA hidrojelinin olusumunu etkiledigi i¢in DNA kon-
santrasyon etkisi degerlendirilmistir. DNA igerigi %40 ile %60 arasinda degisen ¢ozeltiler hazirlanmis,
%20’lik akrilamid ¢ozeltisi, APS ve TEMED’in ortama eklenmesiyle lineer polimer ¢ozeltiler olusturulmustur.
Olusturulan lineer ¢6zeltiler 1:1 molar oranda karistirilarak 25°C’de reaksiyona birakilmigtir. Reaksiyon siiresi
sonunda elde edilen jellesme durumlari tiiplerin resimleri ¢ekilerek degerlendirilmistir. Sekil 2A’da goriildiigii
gibi 1 saatin sonunda aptamer ve DNA iplik igerikleri %60 olan ¢dzeltilerin 1:1 molar oranda karigtirilmast ile
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olusturulan 6rnekte jellesmenin bagladig1 ve 2. saatin sonunda diger 6rneklere gore daha kati bir jel olusumu
gbzlenmistir. Literatiirde bakildiginda, lineer ¢6zeltide DNA yiizdesinin artirilmasiyla birbirine daha yakin ve
daha siki bir ag yapinin elde edilmesi beklenmektedir (Liu, Han, Pei, ve Du, 2018). Bu ¢aligmadan alinan
sonuglara bakildiginda %60°lik DNA ¢dzeltileri ile olusturulan jellerde jellesme daha fazla elde edildiginden
ilerleyen calismalarda DNA ¢ozeltilerinin igerigi %60 olarak hazirlanmistir. DNA igerigi %60’dan fazla lineer
cozeltiler ile daha kati jellesmenin elde edilmesi olasi bir sonug olarak degerlendirilmistir, fakat DNA igerigi-
nin artmasiyla jel sentez maliyetinde de artis olacagindan en yiliksek %60 DNA icerigi denenmis ve uygun
deger olarak belirlenmistir.

Akrilamid ¢ozeltisinin ylizde konsantrasyon degisiminin jel olusumuna etkisini gormek amaciyla akrilamid
yiizdesi %20 ve %40 olarak hazirlanmig ve %60°lik DNA igerikleriyle DNA hidrojel sentezi tekrarlanmustir.
Reaksiyon siiresi sonunda elde edilen jel goriintiileri Sekil 2B’de sunulmustur. Akrilamid ytlizdesinin %20’den
daha diisiik yiizdelere indirilmesiyle yumusak ve kolaylikla parcalanan jeller elde edilmis ve bu nedenle de-
neyde en diisiik akrilamid yiizdesi %20 olarak belirlenmistir. Goriintiilerden anlasildig: tizere %40 akrilamid
¢ozeltisinden hazirlanan jel daha kat1 hale gortilmistiir. Bunun nedeni olarak; akrilamid konsantrasyonunun
artmastyla jelin daha kiiglik gézenekli yap1 kazanmasi ve dolayisiyla daha kati olmast durumu disiintilmekte-
dir. Dolayisiyla, bu ¢alismadan sonra yapilan tiim deneylerde jel sentezi igin %40 akrilamid ¢ozeltisi kulla-
nilmugtir.

DNA ve akrilamid yiizde igeriklerine ek olarak, kloramfenikol aptameri ve DNA iplik 1 igeren lineer polimer
cozeltilerin karistirilmasinda molar oranlarin jellesmeye etkisi degerlendirilmistir. Bu amagla aptamer ¢ozel-
tisi:DNA iplik ¢ozeltisi 2:1, 1.5:1, 1:1, 1:1.5 ve 1:2 molar oranlarinda hazirlanmistir ve reaksiyon sonunda
jellere ait goriintiiler elde edilmistir. Bu ¢aligmada tasarlanan DNA hidrojeli aptamer dizisi ile DNA iplik 1
dizisinin hibridizasyonu sonucu olustugundan 1:1 molar oranda hazirlanan jelin digerlerine gére daha siki ola-
cag1 beklenilmistir. Sekil 2C’de goriildiigii izere 1:1 molar oran disinda hazirlanan diger jel 6rneklerinde hem
jellesme daha yavas olmus hem de 2 saatin sonunda daha yumusak jeller elde edilmistir. Egit molar oranda
hazirlanan jelde ise daha hizli ve daha kat1 jel olusumu gézlenmistir. Bunun nedeni olarak 1:1 molar oranda
karigtirildiklarinda olusan hidrojelin hibridizasyon doygunluguna ve dengesine ulastigi ve bu nedenle daha siki
ya da kat1 bir jel elde edildigi disiiniilmiistiir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki bazi ¢aligmalarla uyum gos-
termistir. Ornegin; 2016 yilinda yayinlanan bir ¢alismada monomerler arasi diisiik molar oranda sentezlenen
jellerin ¢apraz baglanma verimindeki azalma nedeniyle sertliklerinde azalma goriilmiis ve bu durum ortamda
yiiksek miktarda bulunan hibridize olmamus tek sarmal DNA’dan kaynaklandigi belirtilmistir (Jiang, Pan, Vi-
vek, Weeks, ve Ke, 2016).

t=0 t=1 saat 1=2 saat

A B 1 2 c
Apt:DNA 1
DNA gozeltilert (aptamer %60 %60 ApUDNA 1 115
%40 ve DNA iplik1‘in her biri 21
igin)
{100 UM stok gozeltiden)
akrilamid ¢ozeltisi %40 %20
Apt:DNA 1
DNA L
TE tampon gozelti %10 %10 :,"5:1 1:2
%50 steril distile su %10 %10
APS (%10 (a/h) + %10 %14 %14
{h/h) TEMED)
AptiDNA 1
111
%60

Sekil 2. Aptamer fonksiyonlandirilmis DNA hidrojel sentez kosullarinin optimizasyonu; A) akridit modifiyeli
DNA dizilerinin yiizde igeriklerinin, B) akrilamid ana ¢6zelti yiizdesinin, C) aptamer ve DNA iplik ile hazir-
lanmis lineer polimer ¢ozeltilerin molar oranlarinin optimizasyonuna ait resimler.
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DNA hidrojellerinin stabilitesinde sicaklik etkeni 6nemli rol oynamaktadir. Sicakligin polimer yapi igerisinde
farkli oranlarda bulunan hidrofilik ve hidrofobik kisimlarin arasindaki iliskiyi degistirdigi ve boylece capraz
bagh ag yapinin ¢oziiniirliigiinde degisimin meydana geldigi ve kati-jel form degisiminin yagandigi bilinmek-
tedir (Bajpai, Shukla, Bhanu, ve Kankane, 2008; Huang vd., 2019). DNA molekiiliiniin ¢apraz baglayici olarak
gorev aldig1 hidrojellerde sicaklik faktoriiniin etkili olmasinin sebebi bazlar arasi eslesme stabilitesinin sicak-
likla beraber degismesidir. Sentezde kullanilacak DNA molekiillerinin %GC igeriklerinin ve uzunlugunun de-
gistirilmesiyle hidrojel i¢in istenilen erime sicakligi (Tm) elde edilebilir. Erime sicakligindan daha yiiksek
sicakliklarda DNA molekiilleri arasindaki hidrojen baglari kirilir ve DNA molekiilleri birbirinden ayrilir. Bu
denatiirasyon basamagi tersinir bir reaksiyon oldugundan sicaklik yavasca diisiiriildiigiinde hidrojen baglari
iki dizi arasinda tekrar olusarak jel olusumu tekrar gdozlenir. Literatiirde bu tersinir 6zellikten yararlanarak
tasarlanmis DNA hidrojel ¢aligsmalar1 bulunmaktadir. 2011 yilinda yayinlanan bir ¢alismada icerisine kanser
ilact yliklenerek DNA ve poliakrilamitten sentezlenmis hidrojel ilgili hedef bolgeye yonlendirilerek sicakligin
artirilmasiyla ilacin salinimi saglanmistir (Kang vd., 2011). Calismada erime sicakligindan daha yiiksek bir
sicaklikta hidrojelin yapisinda bulunan DNA molekiilleri arasindaki hidrojen baglarinin ayrilmalari ve boylece
bozulan jel yapidan ilacin serbest hale gelmesi saglanmustir.

Bu ¢aligmada kloramfenikol aptameri ve DNA iplik 1 arasindaki eslenik bolgeden ¢ift sarmal yap1 olusarak
amin bazlarinin istiflenmesi ve aralarindaki hidrojen bagi nedeniyle kararli bir yapiya sahip olmasi saglanmis-
tir. Farkli sicakliklarin bu yapiya etkisini degerlendirmek amaciyla DNA hidrojelin sentezi farkli sicakliklarda
gerceklestirilmistir. Tablo 1°de belirtildigi lizere kloramfenikol aptamerinin hem uzunlugu hem de % GC ige-
rigi DNA iplik 1°den fazla oldugu i¢in Tm degeri de DNA ipligine gore daha yiiksektir. Bu dizilerin en giiglii
ikincil yapilarinin erime sicakliklarina bakildiginda ise kloramfenikol aptameri ve DNA iplik 1 i¢in sirastyla
40.4°C ve 41.2 °C olarak hesaplanmistir. Bu degerlerden yola ¢ikarak 25°C, 45°C, 55°C ve 65°C sicakliklar
deney kosullar1 olarak belirlenmis ve optimize edilen kosullarda jeller hazirlanarak bu sicakliklarda iki saatlik
inkiibasyona birakilmigtir. Sekil 3’de belirlenen kosullarda sentezlenen DNA hidrojellerine ait resimler sunul-
mustur. Gorsellerin yani sira dort farkli sicaklikta kloramfenikol aptameri ve DNA iplik-1’in NUPACK yazi-
limu (www.nupack.org; Zadeh vd., 2011) ile ¢izilen ikincil yapilar1 ve bu yapilarin serbest enerjileri gosteril-
mistir.

Bu sonuglardan 25°C ve 45°C sentezlenen jellerin diger jellere gore daha kat1 forma sahip oldugu goriilmiistiir.
Her iki sicaklikta da kat1 formda jel elde edilse de, 45°C’de 6rnek hacmi buharlagma nedeniyle azalmustir.
Yiiksek sicakliklarda kloramfenikol aptamer dizisi ile DNA iplik 1 dizisi arasindaki 15 bazlik eslesen bdlge-
deki hidrojen baglarinin stabil olmamasi nedeniyle yumusak formda, tam jellesmeyen 6rnekler elde edilmistir.
Ayrica serbest enerjilerine bakildiginda en yiiksek serbest enerjisiyle 65°C’deki DNA’larin ikincil yap1 olus-
turma durumlari en az olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle DNA hidrojel sentezi i¢in uygun ortam sicakligi
25°C olarak belirlenmistir. Sentez i¢in kullanilan kloramfenikol aptamer ve DNA iplik 1 dizilerinin tek iplik
olarak reaksiyona girmelerini saglamak adina DNA ¢ozeltileri 50°C’de 5 dakika bekletilmis ve 1:1 molar
oranda lineer ¢ozeltiler karistirildiktan sonra inkiibasyon sicakligi 25°C olarak ayarlanmistir.
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Sekil 3. Aptamer fonksiyonlandirilmig DNA hidrojel stabilitesinde sicaklik etkisi (dizilere ait farkli sicaklik-
lardaki iki boyutlu yapilar NUPACK yazilimi ile olusturulmustur. Renkli gosterge 0-1 arasinda denge olasili-
gin1 gostermektedir).

Son olarak, kloramfenikol aptamer dizisi ve DNA iplik 1 arasindaki eslenik bolgenin uzunlugunun jel stabili-
tesine etkisi degerlendirilmistir. Bu agamaya kadar yapilan tiim optimizasyon ¢aligmalarinda iki dizi arasindaki
eslenik bolgesi 15 baz uzunlugunda olan DNA ipligi kullanilmistir. Bu asamada ise, kloramfenikol aptamerine
farkli uzunlukta eslenik bolgeye sahip iki adet DNA ipligi daha tasarlanmistir ve yukarida belirtilen optimum
kosullarda DNA hidrojeli sentezi gerceklestirilmistir. Toplam 21 baz uzunlugunda olan DNA iplikleri aptamer
dizisine sirasiyla 15, 12 ve 9 baz uzunlugunda eslenik bolgeye sahip olarak tasarlanmistir (Sekil 4A). Sentez
reaksiyonunun 2. saatinde 15 bazlik eslenik bolgeye sahip DNA iplik 1(15) dizisi ile sentezlenen jelin 12 ve 9
bazlik eslenik bolgeye sahip DNA dizileri ile sentezlenen jellerden daha kati oldugu goriilmiistiir (Sekil 4B).
Aptamer ve DNA ipliklerinin lineer polimer haline getirilmesi ve bu iki lineer yapinin eslenik bdlgelerinden
birbirilerine baglanmasi1 sonucu olugan DNA hidrojel i¢cin baz eslesme bdlgesinin uzun olmasi daha stabil bir
hidrojel sentezine yol actig1 diisliniilmiistiir. Eslenik bdlgenin kisaltilmasi iki dizi arasinda olusacak hidrojen
baglarmin azligi nedeniyle daha gevsek jeller olusmasina neden oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla, es-
lenik bolgenin kisaltilmasi jelin katilasmasini ve stabilitesinin azalttigindan 15 baz eslenik bolgeye sahip DNA
iplik-1’in sentezde kullanilmasina karar verilmistir.
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A

Apt-DNA Iplik 1(15) 5%-acryl-TTTTTACTT CAGTGAGTTGTCCCACGGTCGGCGAGTCGGTGGTAG-3'

¥ uﬂl‘lmgfiyfmﬂ-amv-s‘

§
Apt-DNA Iplik 1(12) 5%acryl-TTTTTACTT CAGTGAGTTGTCCCACGGTCGGCGAGTCGGTGGTAG-3'

| )
¥ GTCLQ“ulCCG TTTT T -acrly-5'

Apt-DNA Iplik 1(9) 5" -acryl-TTTTTACTT CAGTGAGTTGTCCCACGGTCGGCGAGTCGGTGGTAG-3' |

3 (u(]luwAGACCGTTT"maly-S’

Sekil 4. Aptamer fonksiyonlandirilmis DNA hidrojel stabilitesinde eslenik bolge uzunlugunun etkisi; A) iki
dizi arasindaki eslenik bolgelerin gosterimi, B) farkli eslenik bolgeye sahip DNA iplik ile sentezlenen DNA
hidrojel goriintiileri

4. Sonuglar

Bu caligma aptamer fonksiyonlandirilmig DNA hidrojel sentezi igin gerekli optimizasyon basamaklarini
belirten ve sicaklik ve eslenik bélge uzunlugu gibi parametrelerin hidrojel stabilitesi lizerindeki etkisini
aciklayan bir caligmadir. Temel olarak; kloramfenikol antibiyotigine 6zgii belirlenmis aptamer dizisi ile ona
kismen eslenik DNA iplik dizisinin kullanildigit DNA hidrojel sentezi gerceklestirilmistir. 5’uglarindan akridit
modifiyeli aptamer ve DNA ipligin akrilamid, APS ve TEMED ile 6nce polimer yapiya katilmasi saglanmig
daha sonra birbirlerine eslenik bolgeden baglanarak hidrojel sentezi tamamlanmistir. Daha kat1 ve stabil jel
sentezi icin DNA icerigi, akrilamid icerigi ve molar oranlarini belirlemeye yonelik optimizasyon ¢alismalari
yapilmstir. Belirlenen optimum kosullar altinda yiiksek stabiliteli DNA hidrojel sentezi tamamlanmis ve
ilerleyen ¢alismalarda kloramfenikol tespiti igin biyosensor uygulamasina yonelik 6n veriler elde edilmistir.
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