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Ozet

Molekiiler algilama, farkly tiirden molekiiliin bulundugu bir ortamda, sadece belli bir molekiiliin,
cogunlukla zayif fiziksel etkilesmeler araciligiyla algilayici sisteme doniigiimlii olarak baglanmasi
ve salwverilmesi olarak tamimlanwr. Biyolojik sistemlerde gozlemlenen molekiiller arast ézgiin etki-
lesmelerin taklit edilerek endiistriyel ama¢h ¢alismalara uygulanmast son 20 yiulin hizli gelisen, di-
siplinler arasi ¢calisma sahast haline gelmistir. Yapay polimerler ya da polimerik jeller ¢ok farkl
ozelliklere sahip monomerlerle sentezlenebilmektedir ve bunlarin ézel bir teknikle (kaliplama teknigi)
sentezlenmesi durumunda, biyolojik sistemlerde oldugu gibi, dogal secici sistemlere benzer davra-
nig gosteren yapay sistemlerin gelistirilebilecegi diistiniilebilir. Bu ¢alismada hedef molekiil olarak
belirlenen floresans ozellige sahip piranin molekiiliine duyarl jel sentezlenmesi ve bu jelin molekii-
ler algilama kabiliyetinin jelin kompozisyonuna ve sicaklik, pH, iyon derisimi gibi ¢evresel faktorle-
re baghlhiginmin arastirilmasi hedeflenmistir. Karakterizasyon yontemi olarak floresans spektroskopi-
si teknigi kullanilmistir. Bu yontemin en onemli tistiinliikleri etkilesmeler hakkinda oldukca zengin
bilgi vermesi, uygulama kolayligi ve maliyetinin diisiik olmasidir. Bu yontem ile elde edilen spekt-
rumlar degerlendirilerek jellerin Hafiza kabiliyetleri belirlenmistir. Bu islem bu tez kapsaminda
onerdigimiz “Hafiza Parametresi” modeli ile ger¢eklestirilmistir. Hedef molekiiliin jele difiizyonu
sonrasi, jellerden alinan spektrumlarda meydana gelen dalgaboyu kaymalar: yoluyla jellerin algi-
lama kabiliyetleri tamimlanmistiv. Bu yolla tamimlanan ve élgiilen hafiza parametresinin kaliplan-
manug jellerde sifira yakin ¢ikarken kaliplanmus jellerde en az 0.6 olarak bulunmugstur. Tezde sicak-
ik, hedef molekiil ve tuz derisimi, pH gibi parametrelerin algilama siirecine olan etkileri de ayrinti-
l1 olarak tartisiimaktadir.
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Synthesis of imprinted gels which
sensitive to specific target molecules
and the effect of the physical
parameters on the sensitivity

Extended abstract

The molecular recognition is defined as reversible
adsorption -by means of weak physical interactions-
of a specific molecule from a medium in which dif-
ferent kinds of molecules are exist together. Imitat-
ing the specific interactions available in the biologi-
cal systems, and applying them to industrial applica-
tions have been one of rapidly developing interdisci-
plinary fields of last 20 years. Synthetic polymers or
polymeric gels can be synthesized with monomers
which have different functional peripheral groups.
The physical interactions, like electrostatic, van der
Waals, hydrogen bonding, and hydrophilic or hy-
drophobic, having different nature are possible be-
tween the polymer chains themselves, and also be-
tween the polymer chains and the solvent molecules.
One of the most important properties of polymeric
gels is undergoing phase transitions between col-
lapsed and swollen states as a result of external
stimuli. Namely, they are the smart materials which
respond to external stimuli. This phase transition
can be induced by temperature, solvent composition,
pH, ionization degree of network, electric field or
light. By synthesizing the polymeric gels with a spe-
cial technique called as imprinting technique, it is
possible to construct artificial systems showing simi-
lar behaviors with natural selective systems as in the
biological systems. In these systems there are three
different interactions between the target molecule
and the host molecule. These are the covalent, non-
covalent and semi-covalent (hybrid) interactions.
The targets can be ions and molecules such as met-
als, small organic molecules like aminoacids, pep-
tide, sugar and large organic molecules like poly-
peptide, proteins.

In this work it is aimed to synthesis imprinted gels
which can recognize the target molecule, pyranine,
which is a fluoroprobe, and to study the strength of
the recognition as a function of the composition of
the gels and the environmental factors such as the
concentration of the target molecule, temperature,
pH and the concentration of the replacement mole-
cules (NaCl). In these studies fluorescence technique
was used as the experimental technique for charac-
terization. Also absorption measurements were
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done to verify some of the fluorescence measure-
ments.

No stable dependence of the recognition on the con-
centration of the target molecules was observed.
This is due to both the absence of replacement mole-
cules and the loose network structure of the gel be-
cause of the small amount of crosslinker molecules.
Since the network structure is very loose, the gel can
not keep its initial conformation when it is collapsed.
This means that the volume of the collapsed gel is
smaller than the initial volume and also the size of
the cavities in the gel is smaller. So this change in
the sizes of the cavities destroys the imprinting ef-
fect. It was observed that at 60°C, although the gels
were in collapsed state, the diffused amount of target
molecules was the highest. And also the diffusion
into the imprinted gel was much bigger than that of
the random gel. At this temperature the imprinted
gel has the most convenient conformation for the
target molecules. But the random gel is not. Its vol-
ume is smaller than that of its initial volume. This
smaller volume obstructs the diffusion into the ran-
dom gel. It was observed that the diffusion into the
gels at pH=4 is bigger than the other pH values.
Since the pH of the conditions of synthesize of the
gels were also around 4, it can be concluded that the
microstructures of the gels became the most appro-
priate conformation at this pH value. Presence of
the replacement molecules affects the diffusion of
target molecules. At moderate concentrations of re-
placement molecules they bring the target molecules
close to each other via the bridges constructed by

the electrostatic interactions between Na* and 50; .
In this case the fluorescence maximum of the target
molecules is observed at both 430nm and 506nm. At
high concentrations they separate the clusters and
the fluorescence spectrum shift to 515 nm complete-
ly. The absorption experiments showed that the
number of functionality groups of the target mole-
cules was 3.1%0.9 for imprinted gel and 0.9%0.1 for
the random gel. These values are very close the val-
ues given in literature. The “Recognition Parame-
ter” was defined first time in terms of the shifts in
the wavelength of the fluorescence spectra of the gel
in which the target molecules were diffused. It was
calculated that it was almost zero for non-imprinted
gels while it becomes bigger than 0.6 for imprinted
gels.

Keywords: Molecular recognition, molecular im-
printing, fluorescence spectroscopy, polymeric gels.
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Giris

Molekiiler algilama, bir molekiiliin belli bir
atom veya molekiilii, birgok atom veya molekiil
gruplart icinden se¢ip onunla degisik kimyasal
ve fiziksel etkilesmelere girerek kendisine bag-
lamasidir. Buradaki etkilesmeler daha ¢ok kova-
lent olmayan elektrostatik, van der Waals, hid-
rojen bagi, hidrofobik, yiik transferi etkilesmesi,
metal koordinasyonu, vb. etkilesmelerdir (Lehn
vd., 1996). Bu etkilesmelerle beraber segici mo-
lekiil algilamay1 gergeklestirmek i¢in kendi kon-
formasyonunu hedef molekiiliin konformasyo-
nuna gore diizenler (Komiyama vd., 2003).

Molekiiler algilama biyolojik ortamlardaki sii-
reclerin temelini olusturur. Antikorun viicuda
giren yabanci bir molekiili (antijen) algilayip
onu baglamast molekiiler algilamaya giizel bir
ornektir. Yine hiicre zar1 {izerindeki algilayi-
cilar bir¢ok tiir hormon igerisinden sadece belli
bir tiir hormonu algilayip onunla etkileserek onu
baglar ve hormon konformasyonunu viicudun
ihtiyaglar1 dogrultusunda degistirir (Komiyama
vd., 2003).

Molekiiler algilama olaymin laboratuar orta-
minda gergeklestirme ¢alismalar1t 1930’lu yil-
larda Polyakov (1940)’un silika matrisinde ge-
sitli katkilar1 secebilecek yapilar lizerine yaptigi
caligmalar ile baslamistir. Bugiin kullanilan
yontemlerin temeli ise Kriz ve digerleri (1995),
Haupt ve Mosbach (2000), Whitcombe ve Vulf-
son (2001), Wullf (2002), tarafindan olusturul-
mustur. Bu konudaki c¢alismalar 6zellikle
1990’11 yillardan itibaren ¢ok hizli bir artis gos-
termistir (Alexander vd., 2006). Molekiiler algi-
lama olaymin deneysel olarak gergeklestirilebil-
digi en uygun ortamlar yapay polimerik yapilar-
dir. Bu amagla tasarlanan polimerik sistemlere
“Kaliplanmis Polimerler” adi verilir. Polimerik
sistemler igerisinde ise en 6nemli yapilardan bir
tanesi jellerdir. Jeller birbirlerine ¢apraz bagla-
yic1 molekiiller ile baglanmis uzun polimer zin-
cirlerinden olusan ag yapilardir. Polimerik jelle-
rin en Onemli Ozelliklerinden biri dis etkiler ile
biiziiliip ve sisebilmeleri yani fiziksel faz gegisi
yaparak dis uyarilara cevap verebilen aki/lr mal-
zemeler olmalaridir. Bu faz gecisini tetikleyen
dis etkiler sicaklik, ¢ozelti bilesimi, ¢ozelti pH’1
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vb. olabilir (Whitcombe ve Vulfson, 2001; Qiu
ve Park, 2001; Ohmine ve Tanaka, 1982; Siegel
ve Firestone, 1988). Bu 6zelliginin yaninda ka-
rakterizasyon agisindan elverisli bir ortam olma-
s1, dayanikli olmalar1 ve maliyetlerinin diisiik
olmas1 molekiiler algilama alanindaki ¢alisma-
larda tercih edilmeleri i¢in diger sebeplerdir.

Literatiirde bir¢ok iyon ve molekiil i¢in kalip-
lanmis polimer ve jel sistemleri tasarlanmistir.
Bu iyon ve molekiiller, metaller, aminoasit, pep-
tid ve seker gibi kiiciik organik molekiiller ola-
bildigi gibi polipeptid gibi biiylik organik mole-
kiiller ve yiiksek molekiil agirlikli proteinlerde
olabilmektedir (Guney vd., 2002; Guney 2003;
Rachkov ve Minoura, 2001; Shi vd., 1999). Ka-
liplanmig jel tasariminda se¢ici molekiil ile he-
def molekiil arasinda kovalent, kova-lent olma-
yan ve yar1 kovalent (hibrid kaliplama olarak da
adlandirilir) seklinde ti¢ farkli tiirden etkilesme
olmaktadir. Kovalent etkilesme gz Oniine ali-
narak yapilan kaliplama ¢alismalarinda hedef
molekiil segici molekiil ile kovalent bag yap-
maktadir (Wulf, 1982). Sentez sonrasi hedef
molekiiller ¢esitli kimyasal islemler ile sokiil-
mekte ve kaliplanmis jel olusturulmak-tadir. Bu
yontemin en dnemli avantaji segici molekiillerin
sadece hedef molekiiller ile etkilesiyor olmasi-
dir. Kovalent olmayan etkilesmelerde ise hedef
molekiil secici molekiil ile hidrojen bagi, elekt-
rostatik, dipol-dipol etkilesmeleri gibi etkiles-
meler yapar ve sentez oncesi secici molekiil ile
hedef molekiiliin kompleks bir yap1 olusturmasi
gerekir (Sellergren, 1989). Yar1 kovalent etki-
lesmede ise sentez sirasinda hedef molekiil ile
secici molekiil birbirlerine kovalent olarak bag-
lanmaktadir. Kimyasal islemler sonucunda he-
def molekiillerin temizlenmesi ile kaliplanan
jeldeki algilama siireci hedef molekiil-secici
molekiil arasindaki kovalent olmayan etkilesme-
lerle meydana gelir (Umpleby vd., 2000). Kalip-
lanmig polimer ve jellerin teknolojik olarak
onemli uygulama alanlar1 vardir. Bunlardan ba-
zilar1 sunlardir: Kontrolli ilag salinimi ve ta-
sinmast (Peppas vd., 1999, Bures vd., 2001),
biyoteknolojik uygulamalar (Lye ve Woodley,
1999, Ramstro vd., 1998), gida endiistrisi (De-
lacruz vd., 1999), kromatografi (Shea, 1994),
cevresel uygulamalar (Janotta vd., 2001), sen-
sor/biyosensor tasarimi (Kriz vd., 1995), vb.
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Kaliplanmis polimerik sistemlerin karakterizas-
yonunda farkli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlara 6rnek olarak optik yontemler, yiizey
plazmon rezonans spektroskopisi (SPR) ve
elektrokimyasal yontemleri verebiliriz (Baird ve
Myszka, 2001; Homola, 2003; Warsinke vd.,
2000). Ancak bunlarin bir kisminin ¢ok yiiksek
maliyetli deneysel diizenek gereksinimleri oldu-
gu i¢in, bir kisminin da ¢ok dar bir alanda kul-
lanilabilir oldugu i¢in daha genel, diisiik mali-
yetli, kullanim1 kolay olan bir yonteme ihtiyag
vardir (Altschuh vd., 2006). Floresans spektros-
kopisi yontemi bu ihtiyacin giderilmesi konu-
sunda oldukga iddiali bir yontemdir. Ciinkii bu
yontem son derece hassas, ucuz ve hem kulla-
nim1 hem de analizi ¢ok daha rahat olan bir yon-
temdir (Lakowicz, 1983; Valeur, 2002). Ve son
zamanlarda bu yontemi baz alarak yapilan
onemli ¢alismalar vardir (Flint vd., 1998;
Altschuh vd., 2006) . Floresans spektroskopisi
yonteminin diger yontemlere olan en biiyiik {is-
tiinliigl algilama siireci ile ilgili hizli ve pratik
bir sekilde dogrudan bilgi verebiliyor olmasidir.
Bu hem zaman hem de malzeme tasarrufu de-
mektir. Pratik bir yontem olmasi sebebiyle de
cok kiigiik ebatlarda modiiler el tipi cihaz tasa-
rimina imkan vermekte ve laboratuar dis1 ¢alis-
malar1 olanakli kilmaktadir.

Bu ¢alismada, diflizyon sonrasi jellerden alinan
spektrumlarda meydana gelen dalgaboyu kay-
malar1 jellerin algilama kabiliyetlerinin bir 6l¢ii-
st olarak kullanilmistir. Bu kaymalar baz alina-
rak olusturdugumuz hafiza parametresi modeli
ile de jellerin molekiilleri ne kadar hafizalarinda
tutup algilayabildikleri belirlenmis ve bu yon-
temin bu arastirmalarda uygulanabilirligi ortaya
konulmustur. Buna ek olarak sicaklik, hedef
molekiil derisimi, pH, tuz derisimi gibi bazi dis
parametrelerin bu algilama siirecine olan etkileri
calisilmistir.

Materyal ve yontem

Calismada kullanilan jellerin sentez kosullar
soyledir. 6 M’lik iki ¢esit jel dort farkli capraz
baglayici, BIS (N,N'-metilenbisakrilamid), deri-
simi i¢in hazirlanmistir. Bu iki gesit jel kalip-
lanmis (K) ve rastgele (R) jellerdir. Bu jellerin
bilesimleri, 1mI’lik DMSO (Dimetil sulfoksid)
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¢oziciist i¢in Tablo 1’de verilmistir. Kaliplan-
mis jeller hazirlanmadan 6nce Tablo 1°de veri-
len miktar kadar hedef molekiil piranin (8-
Hidroksi- 1,3,6 piren trisiilfonikasit trisodyum
tuzu) ve algilayict molekiil maptak (Metakril-
amidopropil trimetil amonyum klorid) ayr1 bir
kapta iyice kanistirtlip kompleks olusumu igin
beklemeye birakilmistir. Bu islemden sonra
2716 mg NIPA (N-isopropilakrilamid) 4 ml
DMSO i¢inde ¢oziiliip i¢inden 20 dakika kadar
azot gecirilmistir. Dort farkh tiipe sirasiyla 3.1
mg, 9.3 mg, 15.5 mg ve 23.3 mg BIS koyduktan
sonra iginden azot gegirilmis NIPA ¢ozeltisi bu
tiiplere ler ml olarak dokiiliip ve iyice karisti-
rilmislardir. Bu ¢ozeltilere daha 6nce hazirlanan
piranin ve maptak ¢ozeltisi ile 1.64 mg baslatici
AIBN (Azobisizobutilonitril)’de ilave edildikten
sonra tiipler vakumlanip teflon bir kapak ile si-
kica kapatilarak 60°C’de reaksiyon basglatilmis-
tir. Reaksiyon 24 saat devam ettirilmistir.

Tablo 1. Kaliplanmis ve Rastgele jellerin
kimyasal bilesimleri

jel NIPA  BIS  AIBN MAPTAK Piranin

(M) (mg) (mM) (mg) (mM) (mg) (mM) (ul) (mM)(mg)
“ 6 679 20 31 10 17 30 125 10 52
K2 6 679 60 93 10 1.7 30 125 10 52
K3 6 679 100 155 10 1.7 30 125 10 52
K4 6 679 150 233 10 1.7 30 125 10 52
RL 6 679 20 31 10 1.7 30 125 10 52
R2 6 679 60 93 10 1.7 30 125 10 52
R3 6 679 100 155 10 1.7 30 125 10 52
R4 6 679 150 233 10 1.7 30 125 10 52
K 2 226 20 31 33 06 30 125 10 52
R 2 226 20 31 33 06 30 125 10 5.2

Rastgele jeller kaliplanmis jeller ile ayn1 kosul-
larda sentezlenmislerdir. Tek fark piranin ve
maptak molekiillerinin 6nceden karistirilmayip,
diger tiim molekiiller ile beraber konulmus ol-
masidir. Yani jellesme Oncesi piranin ve map-
tak arasinda herhangi bir kompleks olusturul-
mamistir.

Sentezlenen jeller bol miktarda 0.1 M’lik asitte
(HCI) ve daha sonra bazda (NaOH) bekletilerek
yikanmiglardir. Yikamanin baslarinda, ilk birkag
giin, yikama sulart sik sik degistirilmistir ve yi-
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kama iglemi yaklasik 2 hafta siirmiistiir. Difiiz-
yon deneylerinin tamami 2 ml’lik silindirik cam
tiiplerde gerceklestirilmistir. Ornekler bu tiiplere
konularak agizlar1 sikica kapatilip spektrofoto-
metrenin sicaklik kontrollii 6l¢lim diizenegine
yerlestirilmistir. Sicaklik 60°C’ye ayarlanmig
(sicakligin degistirildigi deneylerde uygun si-
caklik degerlerine ayarlanmistir) ve ¢ozelti si-
caklig1 60°C’ye geldikten sonra daha 6nce 60°C
deki saf suda ¢oktiiriilmiis olan jel ¢ozelti igine
atilmistir. Diflizyon siireci spektrofotometrenin
zamana bagli izleme modunda, ¢ozelti 400
nm’lik uyarma dalgaboyu ile uyarilarak 515
nm’deki emisyon siddeti izlenmistir. Cozelti de-
risiminin degistirilerek yapilan difiizyon deney-
leri, 10°, 5x10°°, 10°°, 5x10"M’lik 4 farkli sulu
piranin derisiminde gergeklestirilmistir. Sicaklik
ve pH’a bagli yapilan deneyler ise sirasiyla
60°C, 40°C ve 30°C sicaklik degerlerinde ve
pH=2, pH=4, pH=11 degerlerinde yapilmistir.
(Cozeltideki tuz derisimine bagli yapilan difiiz-
yon deneyleri 60°C’lik sicaklikta ve 50, 100,
150, 200 mM’lik tuz derisimi iceren 5x10°M
piranin ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir. De-
ney hem floresans spektroskopisi hem de UV
absorbsiyon spektroskopisi yontemiyle izlen-
mistir. Floresans spektroskopisinde difiizyon
sonrasinda ve jelin sismis durumlarinda rastgele
ve kaliplanmig jellerin spektrumlart alinmustir.
UV absorbsiyon c¢alismasinda ise 60°C’lik bir
1isiticinin iizerinde baglatilan diflizyon deneyin-
den belli araliklarla 10’ar mikrolitre Ornekler
almip UV spektrofotometresinin 6l¢iim kabina
eklenerek 403nm’deki absorbsiyon siddetinin
degisimi izlenmistir.

Teori

Kaliplanmis jellerin sececegi molekiilleri ne ka-
dar hafizalarinda tutup algilayabildiklerinin bir
Olgiisii olarak tanimladigimiz “hafiza parametre-
si” asagidaki denklem ile verilir:

S

Buradaki N3, 3 tane 503 iizerinden 3 tane map-
tak molekilii ile etkilegsen piranin sayisini, Nt
ise jel igindeki tiim piranin sayisini gostermek-
tedir.

N3

_NT

4N, N,

. (1)
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Bazi 6zel durumlar i¢in hafiza parametresinin
hangi degerleri alabilecegine bakalim:

I) No = N1 =N3 = 0, N3 = Nt oldugu yani biitlin
piranin molekdillerinin 3 tane 503 {izerinden
etkilestigi durum. Bu durumda # = 1 bulu-
nur. Yani jel tamamen hedef molekiilii tani-
maktadir.

i) No = N1 =Nz = N3 = N oldugu yani biitiin et-
Kilesmeler esit olasilikla olmakta oldugu du-
rum. Bu durumda H = 0 olur. Bu durum za-
ten iyi bir kaliplamanin olmadigi bir durumdur.

iii) N3 = 0 oldugu durum. Bu durumda H=0 de-
geri elde edilir. Buda beklenen bir durumdur.
Ciinki eger jel igerisinde beklenen etkilesme
hi¢ olmuyorsa bu jel rastgele bir jeldir.

Hafiza parametresini floresans emisyon siddet-
leri cinsinden verebilmek i¢in asagidaki tanim-
lamalar1 yapmaliyiz:
N, =10 —15 =Al )
Bu denklemdeki 17, I ve Al sirastyla gozeltide
difiizyon baslangicinda, sonundaki siddetleri ve
bunlar arasindaki farki gostermektedirler. Olabi-

lecek en fazla fonksiyonel grup lizerinden etki-
lesen molekiil sayisi ise

()

g

N

3

(3)

¢

Seklinde ifade edilir. Buradaki I; jelden alinan
floresans spektrumun toplam siddetini, [, (43)
ise bu spektrumda hedef molekiiliin 3 tane fonk-
siyonel grup iizerinden etkilestiginde yapacagi
emisyon dalgaboyundaki siddeti gostermektedir.
Bu ifadeleri ve R=1,(4,)/ I; kullanarak Denk-

lem 4’1 elde edebiliriz.

H:%RMR—D 4)

Hafiza parametresinin hesaplanabilmesi igin
jelden alinan spektrumun iginde her bir fonksi-
yonel grup lizerinden etkilesen piranin sayisini
cikartabilmek gerekir. Bunu yapmak i¢in ilk 6n-
ce piranin molekiiliiniin floresans 6zellikleri iyi
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bilinmeli ve her bir fonksiyonel grup tizerinden
yaptig1 etkilesmede floresans spektrumunun ne
olacaginin belirlenmis olmasi gerekmektedir.
Bu calisma igerisinde yapilan deneyler sonu-
cunda hi¢ etkilesme yapmayan piranin molekii-
liiniin 505 nm’de emisyon yaptig1 ve her bir
fonksiyonel grup iizerinden etkilesmenin bu
emisyonu 7 nm yiiksek dalgaboyuna dogru kay-
dirdig1 belirlenmigtir. Bu gozlem yakin bir za-
man yayinladigimiz g¢aligmadaki sonuglar ile
uyumludur (Yilmaz vd., 2009).

Bu adimdan sonra jelden alinan floresans spekt-
rumu, merkezleri 505 nm, 512 nm, 519 nm ve
526 nm’de olan 4 tane Gauss fonksiyonuna fit
edilmistir. Elde edilen 526 nm’deki Gauss fonk-
siyonunun alan1 (maksimum fonksiyonel grup
iizerinden etkilesen piranin molekiillerinin say1-
st ile orantil1) toplam alana boliinerek ve Denk-
lem 4’de yerine konularak hafiza parametresi
hesaplanmistir. Bu yonteme iliskin 6rnek bir
spektrum Sekil 1’de verilmistir. Bu sekilde i¢i
bos daireler deneysel verileri, kesikli ¢izgiler bu
spektrumu olusturdugu diisiiniilen 4 tane Gauss
fonksiyonunu ve siirekli ¢izgide bunlarin topla-
min1 gostermektedir. Sekle bakildiginda uyu-
mun kuyruklar haricinde gayet iyi oldugu go-
rilmektedir.

Normalize Floresans Siddet

540

460 480

Dalgaboyu (nm)

Sekil 1. Jelden alinan spektrumun bilesenlerini
gosteren spektrum

Deneysel calisma sonugclari

Jellesme siireci

Sekil 2°de R4 ve K4 jellerindeki piranin mole-
kiillerinin jellesme Oncesi ve sonrast 400 nm’lik
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uyarma dalgaboyu ile alinan normalize floresans
sidetleri verilmistir. Jellesme Oncesi her iki jel
arasinda 6nemli bir fark yokken, jellesme sonra-
s1 farkliliklar gortilmektedir. Ekzimer siddetine
gore yapilan normalizasyonda rastgele jelde 430
nm civarinda kompleks yapi i¢indeki piranine
ait siddet yok olurken kaliplanmais jelde bu dalga
boyundaki siddet gozlemlenmektedir (Sekil 3).

1.2

1.0 A

0.8 A

0.6 A

Normalize Floresans Siddet
o
o

450 500 550

400

350 650

Dalgaboyu (nm)

Sekil 2. 6M Rastgele (R4) ve Kaliplanmig (K4)
NIPA jellerinin, jellesme dncesi (a) ve sonrast
(b) spektrumlart

Difiizyon siireci

Piranin derisiminin degistigi durum- Sekil 4°te
K1 ve R1 jellerinin dort farkli piranin ¢ozeltisi
icinde, piraninin 400 nm’lik uyarma sonucunda
gonderdigi 515 nm’deki emisyon siddetinin za-
mana gore degisimi verilmistir. Sekillerden go-
rildiigi gibi 515 nm’deki siddet biitliin 6rnekler
icin azalmaktadir. Buda ¢ozelti i¢indeki piranin
molekiillerinin miktarinin azaldigimni dolayisiyla
piranin molekiillerinin jel i¢ine difiizyon yoluyla
girdigini gostermektedir. Bazi piranin derisimle-
rinde (5x10°M, 10°M) jele giren piranin mole-
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kiilii miktar1 kaliplanmis jel i¢in oldukca fazla-
dir. Diger iki derisim degerinde ise rastgele jel
icin fazladir. Yani kararli bir degisim yoktur.
Bunun iki nedeni vardir. Birincisi difiizyon de-
neylerinde herhangi bir elektrolit (tuz) kullanil-
mamuistir. Elektrolitin yoklugunda piranin mole-
kiilleri bir bacaktan da, iki bacaktan da, li¢ ba-
caktan da maptak molekiilleri ile etkilesebil-
mektedirler. Halbuki jelin segici olabilmesi igin
cogunlukla ili¢ bacaktan baglama yapmasi ge-
rekmektedir.

3.0

—— Kaliplanmig
— — Rastgele

2.5 1

N
o
.

Oran (1480/1430)
=
6]

=
o
.

o
3

o
o

70

Zaman (dak)

Sekil 3. R4 ve K4 jellerinin jellesme siirecinde
Ekzimer (l4g0)/Monomer (l430) oraninin zamanla
degisimi

Belli miktardaki elektrolitin varlig1 segiciligi
mimkiin hale getirebilmektedir (Ito vd., 2003).
Ikinci bir etkide gapraz baglayici (BIS) derisi-
minin az yani jeldeki ag yapmin daha gevsek
olmasidir. Diigiik BIS derisimlerinde jel igeri-
sinde yeteri kadar biiyiik bosluklar kalabilmekte
ve bu bosluklar 6zel geometrik sekil kazana-
mamaktadir (Oya vd., 1998; Ito vd., 2003). Re-
aksiyon aninda istenilen geometriyi kazanmis
bolgelerde tekrar sisme ve ¢okme durumunda
geometrilerini koruyama-maktadirlar. Buda je-
lin secicilik &zelliginin azalmasi hatta yok ol-
mas1 demektir.

Sicakligin degistirildigi durum- Diflizyon siireci
boyunca piranin molekiiliiniin  515nm’deki
emisyon siddeti zamana bagli olarak gozlem-
lenmis ve sonuglar tiim sicakliklar i¢in K4 ve
R4 jellerini igerecek sekilde Sekil 5°te verilmistir.
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Sekil 4. Icinde ayni l¢ii ve miktarlarda K1 ve
R1 jeli bulunan degisik piranin derisimlerindeki
cozeltilerde floresans siddetlerinin zamanla
degisimi (Piranin derisimleri: (a)=10"M,
b)=5x10"°M, (c)= 10™°M, (d)=5x10"M)

30°C’deki difiizyona bakildiginda kaliplanmis
ve rastgele jeller arasinda herhangi bir fark go-
rilmemektedir. Ciinkii her iki jelde sismistir ve
piranin molekiillerinin difiizyonunun kolay ola-
bilmesi i¢in yeteri kadar genis gozeneklere sa-
hiptirler. 40°C’de ise rastgele jelde daha fazla
piranin molekiilii difiizyonunun goérmekteyiz.
Bu sonucun kaliplanmis ve rastgele jellerin mik-
ro yapilarinin zaman i¢inde nasil diizene girdigi
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Kaliplanmig
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Sekil 5. Degisik sicakliklarda K4 ve R4 jelleri
icin difiizyon siiresince piranin ¢ozeltisinden
alinan spektrumun 515nm’deki emisyon
siddetinin zamanla degisimi

hakkinda hatta kaliplama etkisi ile ilgili bilgi
verebilecegi diisiiniilebilir. Clinkii 40°C jelin
tam ¢okme sicakligr degildir. Jel hala belli mik-
tar sismis durumdadir. Ancak kaliplanmis jelde
jelin reaksiyon anindaki geometrik diizenine
dogru hizli bir gidis s6z konusudur. Rastgele
jelde ise boyle bir durumdan bahsedemeyiz. Ay-
rica rastgele jel bu sicaklikta kaliplanmis jele
gore daha biiyiikk gézeneklere sahiptir. Bundan
dolay1 da daha fazla piranin molekiilii difiizyonu
gozlemlenmektedir. 60°C’de ise kaliplanmis jel
reaksiyon (kaliplama) anindaki ¢okme durumu-
na yani en uygun geometrik diizene gelmistir.
Rastgele jelin ise baslangictaki geometrik yapi-
sindan daha kiiciik bir geometrik yapiya geldigini
sOyleyebiliriz. Clinkii reaksiyon aninda jel i¢in-
de piranin molekiilleri vardi ancak difiizyon de-
neyleri 6ncesinde jeller tamamen yikanmis ve
piranin molekiillerinin biiylik bir ¢ogunlugu ¢1-
kartilmistir. Daha 6nce piranin molekiilleri bu-
lunan gozenekler piranin molekiillerinin digar
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¢ikmasi sonucu ¢Okmiisler ve jelin daha kiigiik
bir hacime gelmesine neden olmuslardir. Kalip-
lanmis jelde de piranin molekiilleri yikama so-
nucu disart ¢ikartilmiglardir. Ancak reaksiyon
aninda olusan ve 3 pozitif yiikli maptak mole-
kiilii iceren piranin yuvalarinin geometrisi ko-
runmaktadirlar. Bu 3 pozitif yiiklii maptak mo-
lekiillerinin arasindaki elektrostatik etkilesme
jelin biizlilme yoniinde yaptig1 baskiyr dengele-
mekte ve yuvalarin geometrisini koruyarak jelin
en uygun geometrik diizende kalmasii sagla-
maktadirlar. Yikanmis rastgele jelin daha kiigiik
bir geometrik yapiya gelmesi piranin molekdille-
rinin bu jel igine difiizyonunu zorlagsmakta ve bu
yiizdende kaliplanmis jelde difiizyon yoluyla
giren piranin miktar1 ¢ok daha fazla olmaktadir.

pH’in degistirildigi durum- Sekil 6’da her pH
degeri icin K3 ve R3 jellerine piranin diflizyo-
nunun zamanla degisimi karsilastirmali olarak
verilmistir. Zamanla izlenen biiyiikliik, c¢ozelti
icindeki piranin molekiiliinlin 515 nm’deki
emisyon siddetidir. Zaman ilerledik¢e bu siddet
azalmakta buda piranin molekiillerinin jel igine
diflizyon yoluyla girdigini gostermektedir.

Bu sekilden her pH degeri i¢in kaliplanmis jele
diflizyon yolu ile giren piranin miktar1 rastgele
jelden daha biiyiiktlir. Bunun en 6nemli sebebi
jellerin mikro yapilarinin birbirlerinden farkli
olmalaridir. Rastgele jel icinde oldukg¢a biiyiik
gozenekler mevcuttur, yani daha heterojen bir
yapiya sahiptir. Bu biiylik gozeneklerin sebebi
reaksiyon aninda kiimeler haline gelip jelin bazi
bolgelerinde biriken molekiillerdir. Jel yikanin-
ca bunlar disar1 ¢ikmis ve yerlerinde biiyiik bos-
luklar birakmuslardir. Iste difiizyon esnasinda bu
bosluklarda biriken molekiiller jelin i¢i ve disi
arasinda meydana getirdikleri iyon dengesi do-
layisiyla difiizyonun yavaslaylp sonlanmasina
neden olmaktadirlar.

Tuz derisiminin degistirildigi durum- Sekil 7 ve
8’de R4 ve K4 jellerindeki piranin molekiilleri-
nin 403nm’deki absorbsiyon degerinin tuz deri-
simi logaritmasina gore degisimi verilmistir.

Tanaka tarafindan olusturulan duygunluk mode-
line gore duygunlugun tuz derisimi ile degisimi
Denklem 5 ile verilir (Ito, vd., 2003).
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Sekil 6. Degisik pH degerlerindeki 5x10°M pi-
ranin ¢ozeltisi i¢indeki K3 ve R3 jellerine pira-
nin difiizyonu siirecinde piranin
molekiiltiniin 515nm deki emisyon siddetinin

Zamana gore degisimi
Ao Cle (%)
Bu denklemdeki A; duygunlugu, p ise hedef mole-
kiiliin yapabilecegi etkilesme sayisin1 vermektedir.

Deneysel sonuglarimizi Tanaka modeline gore
degerlendirildigimizde p degeri rastgele jel icin
0.9, kaliplanmis jel i¢cinse 3.1 bulunmus ve bu
degerler daha 6nce Tanaka tarafindan bulunan
sonuglara Ito ve digerleri (2003) oldukga yakin-
dir. Kaliplanmis jel i¢in 3.1 degerrinin bulun-
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mus olmasi bu jel i¢cinde piranin molekiillerinin
kompleks yap1 iginde maptak molekiilleri ile
etkilestigini gostermektedir. Yani jel oldukga iyi
kaliplanmagtir.

21 2.2

log(CNac)

2.0

Sekil 7. Rastgele jelin piranin molekiillerine
olan duygunlugunun NaCl derigimi ile degisimi

5.0

4.5 4

4.0 4

3.5 1

log(A)

3.0

2.5 A1

2.0

2.0
log(CNacl)

1.6 18 24

Sekil 8. Kaliplanmusg jelin piranin molekiillerine
olan duygunlugunun NaCl derisimi ile degigimi

Sekil 9 ve 10’da R4 ve K4 jellerinden difiizyon
sonrast alinan spektrumlarda diisiik tuz derigim-
lerinde 525nm civarinda gozlemlenen emisyon
bize ilk olarak piranin molekiillerinin jel i¢inde

ti¢ tane SO, grubu iizerinden elektrostatik etki-

lesme yaptigin1 gostermektedir. Kaliplanmig
jelde bu etkilesmeler jellesme aninda piranin
molekiillerine gdére uygun geometride olusan
0zel bosluklara (kaliplara) giren piranin mole-
kiillerinin buradaki {i¢ tane maptak molekiilii ile
yaptig1 elektrostatik etkilesmelerdir. Ancak
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rastgele jelde durum biraz farklidir. Ciinki rast-
gele jelde kaliplanmis jelde oldugu gibi piranin
molekiilleri i¢in {i¢ tane maptak molekiiliiniin
oldugu 6zel bosluklar yoktur. Belki ¢ok az mik-
tarda olusmus olabilir ancak spektrumda 6nemli
degisiklige sebep verecek kadar olmadigini tuz
derisimini arttirdigimizda spektrumdaki kayma-
lardan anlamaktay1z.

1.0 A1

0.8 1

0.6 1

0.4 1 //

Normalize Floresans Siddet

0.2

0.0
400

450 500 550

Dalgaboyu (nm)

Sekil 9. Degisik tuz derigimlerinde rastgele jele
piranin difiizyonu sonunda jelden alinan flore-
sans spektrumlart (wyarma dalgaboyu

400nm dir)

Rastgele jelde diisiik tuz derisimlerinde 525 nm
civarindaki emisyon jelin biiyiik goézenekleri
icinde tuz molekiillerinin olusturdugu kopriiler
iizerinden kiimelenmis piranin molekiillerinden
geldigi olasilig1 yiiksektir. Piranin molekiilleri

arasindaki tuz koprileri piraninin SO, gruplari

iizerinden elektrostatik baglarla gerceklesmekte
ve gozenekler i¢indeki piranin molekiilleri pro-
ton transferi yapabilmektedirler. Bu yiizden bu
piranin molekiillerinin emisyonu kaliplanmis
jelde 6zel geometrik bosluklarda {i¢ tane maptak
ile elektrostatik etkileserek 525 nm’de emisyon
yapan piranin molekiilleriyle aynidir.

Ancak tuz derisimini arttirdigimizda durum
farklilasmaktadir. Yiiksek tuz derisiminde pira-
nin kiimeleri dagilip parcalanmis olup her bir

SO; grubu ucunda bir tuz kiimesi bulunan pira-

nin molekiilleri vardir. Bunlarin bir kismi1 da
yiiksek Na* derisimi dolayisiyla da OH grubun-
daki hidrojenini Na™ ile yer degistirir. Daha on-

650
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ce yaptigimiz c¢alismada da gozlemledigimiz
iizere hidrojenini sodyum ile degistiren piranin
molekiilleri 430 nm civarinda emisyon yaparlar
(Gelir vd., 2007).

Normalize Floresans Siddet

550

500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 10. Degisik tuz derisimlerinde kaliplanmuis
Jjele piranin difiizyonu sonunda jelden alinan

floresans spektrumlari (uyarma dalgaboyu 400
nm dir)

Yiiksek tuz derisiminde gozlemlenen 430
nm’deki emisyon ucunda tuz kiimeleri bulunan
piranin  molekiillerinden  gelmektedir. 525
nm’deki emisyonun 510 nm civarina kaymasi

ise SO, gruplarna takili olan tuz kiimeleri ile

olan etkilesme hizinin sadece Na™ ile olan etki-
lesme hizindan daha yavas olmasi ve floresans
gbzlem zamani igerisinde bu etkilesmelerin san-
ki yokmus gibi davranmasindan kaynaklaniyor
olabilir.

Kaliplanmis jelde ise artan tuz derisimi ile
spektrumda birka¢ nanometrelik ¢ok kiiclik
kaymalar olmustur. Bunun sebebi ortamda bu-

lunan bol miktardaki Cl™ iyonlarinin 6zel geo-
metrideki bosluklarda maptak molekiilleri ile
etkilesen piranin molekiillerinin bir kisminin

SO; etkilesmelerini yok etmesidir. Ancak bu

oran ¢ok miktardaki Cl~ iyonuna ragmen fazla
degildir. Ciinkii fazla olsaydi spektrum Sekil
3.38’deki gibi 510 nm civarina kaymas1 gereki-
yordu. Degisimin az olmasi piranin molekiille-
rinin jelin sahip oldugu 6zel geometrik yuvalar-
da, kaliplarda, maptak molekiilleri vasitasiyla
korunuyor olmasidir.
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Sonuglar

Elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:
Jellerin hedef molekiil kullanilarak kaliplama
caligmalarinda en 6nemli nokta jellesme sirasin-
da hedef molekiil ile algilayici iinite arasindaki
kompleks yapinin bozulmamasi yani kararli ol-
masidir. Bu dl¢limlere gore rastgele jellerdeki
piranin molekiillerinin floresans spektrumlari
jellesme sonuna dogru hizli bir sekilde ekzimere
dogru kaymaktadir. Bunun en 6nemli sebebi bu
jeller icinde kompleks yapilarin olusmamasi ve
serbest kalan piranin molekiillerinin de birbirle-
rine yeteri kadar yakin gelebilmesidir. Kalip-
lanmis jellerde ise durum biraz farklidir. Bu jel-
lerde belirgin olarak maptak molekiilleri ile et-
kilesen kompleks yapidaki piranin molekiilleri-
nin emisyonu gozlemlenmektedir. Ayn1 zaman-
da bu jellerde de ekzimer emisyonu gozlemlen-
mektedir. Ancak bu jellerde gozlemlenen ekzi-
mer emisyonu normal bir sonugtur. Ciinkii
komplekslerin tamaminin yasamasi mimkiin
degildir. Bunlarin bir kism1 dagilarak serbest
kalan piranin molekiilleri bir araya gelip, ekzi-
mer emisyonu yapmuslardir.

Jellere piranin (hedef molekiil) difiizyonu ca-
ligmas1 farkli kosullarda gerceklestirilmistir.
Bunlardan ilki; dis ¢ozeltideki piranin derisimi-
nin degistigi diflizyon deneyleridir. Bu deney-
lerde kaliplanmis ve rastgele jeller arasindaki
farklilik kararli olmadig1 gozlemlenmis. Bu ka-
rarsizlik hem BIS derisiminin az olmasi yani
gevsek ag yapili jel olmasi hemde ¢6zelti iginde

herhangi bir elektrolitin (tuz) olmamasindandir.

Sicakliga bagli olarak yapilan diflizyon deneyle-
rinde rastgele ve kaliplanmig jeller arasinda
farklilik 60°C’de ¢ok net olarak gozlemlenmis-
tir. Diger sicakliklarda ise bu fark kararli degil-
dir. 60°C’ye gelindiginde kaliplanmis jele di-
flizyon yoluyla giren piranin miktar1 oldukga
artmistir. Bunun en 6nemli nedeni 60°C’de ka-
liplanmis jelin reaksiyon (kaliplama) anindaki
¢okme durumuna yani en uygun geometrik dii-
zene gelirken, rastgele jel ise baslangictaki ge-
ometrik yapisindan daha kiigiik bir geometrik
yapiya gelmesidir. Kaliplanmis jelde reaksiyon
aninda olusan ve 3 pozitif yiikli maptak mole-
kiilii iceren piranin yuvalarinin geometrisi ko-
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runmaktadirlar. Bu 3 tane pozitif yiikli maptak
molekiillerinin arasindaki elektrostatik etkiles-
me jelin bliziilme yoniinde yaptig1 baskiy1 den-
gelemekte ve yuvalarin geometrisini koruyarak
jelin en uygun geometrik diizende kalmasini
saglamaktadirlar. Degisik pH degerlerinde yapi-
lan diflizyon deneylerinde her pH degeri i¢in
kaliplanmis jele olan difiizyon rastgele jele olan
difiizyondan daha biiyiiktiir. Bunun en onemli
sebebi rastgele jelin icinde oldukea biiylik goze-
neklerin olmasi yani daha heterojen bir yapiya
sahip olmasidir. Diflizyon esnasinda bu bosluk-
larda biriken molekiiller jelin i¢i ve dis1 arasinda
bir ¢esit perdeleme etkisi yapmasi sebebiyle di-
flizyonun yavaglayip sonlanmasina neden ol-
maktadirlar.

Tuz derisimine bagli olarak yapilan diflizyon
deneyleri hem UV hem de floresans spektros-
kopisi yontemiyle gerceklestirilmistir. UV so-
nuc¢larinin Tanaka modeline gore degerlendiril-
mesi ile p (hedef molekiil tizerindeki fonksiyo-
nel grup sayisi) isteli rastgele ve kaliplanmis
jeller i¢in sirastyla 0.94+0.1 ve 3.1+0.9 ¢ikmuistir.
Kaliplanmas jel i¢in bulunan deger oldukca ger-
cekei bir sonugtur ve kullandigimiz hedef mole-
kiil olan piranin’in fonksiyonel grup sayisi olan
3’e, nispeten daha biiylik deneysel hata icerme-
sine ragmen, ¢ok yakindir. Bu sonu¢ bize pira-
nin molekiillerinin kaliplanmais jel igerisinde ¢o-
gunlukla 3 grup iizerinden etkilestigini yani ka-
liplamanin gerceklesmis oldugunu gostermekte-
dir. UV calismasinin yaninda rastgele ve kalip-
lanmais jellerin diflizyon baslangici ve sonrasin-
da floresans spektrumlar1 alinmistir. Bu spekt-
rumlar kullanilarak hesaplanan hafiza paramet-
releri Tablo 2’de kaliplanmisg ve rastgele jeller
icin verilmistir. Buradaki degerlere gore kalip-
lanmis jeldeki hafiza rastgele jele gore oldukca
fazladir.

Sonug olarak yaptigimiz bu c¢alismada floresans
ozellige sahip hedef molekiil veya floresans mo-
lekiillerle etiketlenmis hedef molekiillerin ta-
ninmast ve donilisiimlii adsorpsiyonlarinin ince-
lenmesi konusunda yeni bir yontem Onerilmek-
tedir. Floresans yonteminin diger ydntemlere
olan istiinligli acik¢a ortaya konulmaktadir.
Diger yontemlerde hedef molekiiliin kag bacak-
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tan baglandig1 agik¢a gosterilememesine karsin
bizim gelistirdigimiz yontemde floresans spekt-
rumlarindaki kaymalarla bu durum agiklanabil-
mektedir. Teknik olarak bir¢ok molekiil ya da
proteinin floresans gruplarla etiketlenmesinin
miimkiin oldugu diisiliniildiigiinde, bizim gelis-
tirdigimiz bu yontemin daha da genellestirilebi-
lecegi beklenebilir.

Tablo 2. Kaliplanmis (KJ) ve rastgele (RJ) jeller
icin degisik tuz derisimlerindeki
hafiza parametreleri

Tuz derisimi

(mM) HKJ HRJ
50 0.999 -
100 0.998 -
150 0.836 0.0003
200 0.678 0
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