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Bu calisma kapsaminda ylzeyde gugclendiriimis Raman spektroskopisi (YGRS)
teknigi kullanilarak hassas deoksiribonikleik asit (DNA) biyosensoért gelistiriimesi
Uzerine calisilmistir. Bu amagla farkl 6zelliklere sahip iki manyetik partikal (Altin kapl
manyetik kure ve silika kapli 3-aminopropiltrietoksisilan (APTS) modifiyeli manyetik
nanopartikal) kullanmimigtir. Bunlarin yaninda, YGRS etiketi olan 5,5-dithiobis (2-
Nitrobenzoik asit) (DTNB) ile kaplanarak YGRS aktif hal getirilen ve bu sayede hedef
dizilim varhginin saptanmasina olanak saglayan altin nanogubuklar kullaniimigtir.
Calismada ilk adim olarak kullanilacak tum partikullerin yizey modifikasyonlarini en
dizgun sekilde yapabilmek ve ardindan kurgulanan sistemden en iyi sekilde
yararlanabilmek adina deney basamaklarindaki parametrelerin optimizasyonu
yapilmistir. Ardindan genetik modifiye organizmalarin (GMO) hizli, segici ve hassas
bir sekilde analiz edilebilmesi amaciyla ‘sandvi¢c analizi’ olarak bilinen sistem
uygulanmigtir. Bu sisteme goére hedef dizilime spesifik problarla modifiye edilmis
manyetik partikll, hedef dizilimin ortamdan segici olarak ayrimina olanak saglarken;
DTNB ile kaplanmig altin nanogubuklar ise DTNB molekiline ait olan simetrik NO
gerilmesine ait bant Gzerinden gidilerek hedef dizilimin tayinine olanak saglamaktadir.
GMO analizine yonelik geligtirilen sisteme ait olusturulan kalibrasyon egrisinde 50-
1000 nM araliginda calisiimis ve elde edilen bant siddetleri arasindaki R® degeri
0,955 olarak bulunmustur.
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modifiyeli manyetik nanopartiktl, GMO
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RAMAN SPECTROSCOPY TECHNIQUE
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ABSTRACT

Within the scope of this study, development of a sensitive deoxyribonucleic acid
(DNA) biosensor by using surface enhance Raman spectroscopy (SERS) technique
was studied. For this purpose two kinds of magnetic nanoparticles (Gold coated
magnetic sphere and silica coated 3-aminopropyltriethoxysilane (APTS) modified
magnetic nanoparticle) were used. Besides all these, gold nanorods which were
become SERS active by coating with one of the SERS label molecule 5,5-dithiobis
(2-Nitrobenzoic acid) (DTNB) and thus enables the detection of target sequences
were used. In the first step of the study, all of the parameters in each step were
optimized to ensure proper surface modifications for the nanoparticles and get the
most out of the edited system. After that a system that is called ‘sandwich assay’ was
applied for rapid, selective and sensitive detection of genetic modified organisms
(GMO). According to the system magnetic particles coated with target specific probes
were enabled selective seperation of the target sequence from the media and DTNB
coated nanorods made it possible to detect target sequence by following the
symmetric NO; stretching band that incident to DTNB molecule. To obtain calibration
curve from the system that developed for GMO analysis, it was studied between 50-
1000 nM target sequence molarities and R? between the band intensities was 0,955.

Keywords: SERS, DTNB, gold coated magnetic sphere, silica coated APTS modified
magnetic nanoparticle, GMO
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1. GIRIS

Molekullerin siddetli bir monokromatik 1sin demeti ile etkilesmesi sirasinda, sagilan
1Is191n ¢ok az bir kisminin molekl ile etkilesmeye giren 1s1§in enerjisinden daha farkl
enerjilerle sacildigi elastik olmayan sagilmalar gerceklesmektedir. Raman sacgiimasi
adi verilen bu tur sagiima olaylarinin spektroskopik olarak incelenmesine ise Raman
spektroskopisi adi verilmektedir [1]. Fotonlarin inelastik olarak sacilimalari
molekullerin soy metal, gecis metali veya yari iletken substratlar Uzerine adsorbe
olmasiyla 10%-10'* kadar giiclendirilebilmekte ve bu duruma yiizeyde giiclendirilmis
Raman saciimasi (YGRS) adi verilmektedir. YRGS tekniginin fizik, kimya, eczaclilik,
yuzey bilimleri, nano-bilim ve biyomedikal alanlarinda artan bir ilgiye sahip olmasi
yaninda, molekillerin G¢ boyutlu yapi degisiklikleri ve yapisal farkhliklarinin
belirlenmesinde oldukga kullanigh oldugu belirtiimektedir. Ayrica YGRS tekniginin
yuksek hassasiyet, yuksek segicilk ve floresana sonumleme gibi 06zellikleri

dolayisiyla ¢ok etkili bir yontem oldugu séylenmektedir [2].

Literatirde YGRS tekniginin kullanildigi ¢ok genis bir alan bulunmaktadir. DNA
bazlarinin [3], patlayicilarin [4], tedavi ajanlarinin [5], k6ti amach kullanilan ilaglarin
[6], gida katki maddelerinin [7, 8] , hucre ve sporlarin [9] belirlenmesi YRGS
tekniginin kullanildigi ¢alismalara 6rnek olarak verilmektedir. Bunlarin yaninda DNA
tayini [10], bakteri tayini [11] ve gida bulasanlarinin tayini [12] gibi konularda da

YRGS tekniginden yararlanilan calismalara rastlanmaktadir.

Nanoteknolojinin, biyomolekullerin tespitinde kullaniimasi konusunda son yillarda
onemli adimlar atilmigtir. Bu yonde atilan adimlar GUzerine kati destek materyali
uzerinde ve c¢oOzelti icerisinde gergeklestirilen biyolojik tanimlamalarda kullanilan
optik, elektrokimyasal ve diger birgcok teknikteki gelismeler eklendigi zaman hizl,
hassas, secici ve pratik yontemlerin gelistiriimesi Uzerine buyuk gaba sarfedildigi
belirtiimektedir [13]. Mirkin et. al. tarafindan gergeklestirilen ve altin nanopartikillerin
optik Ozelliklerinin  kullanilarak DNA analizinin gergeklestiriimesi, optik tespit
konusunda donum noktasi olarak nitelendiriimektedir [14]. Daha sonra manyetik
mikropatikullerle beraber altin nanopartikillerin de kullanildigi ve élgim asamasinda
gumus zenginlestirmesinden de yararlanilan ¢alismada 500 zM gibi olduk¢a dusuk

bir tespit limitine ulasiimasi bu alanda kat edilen gelismeyi desteklemektedir [15].



Altin ve gumus nanopartikullerin olduk¢a yuksek 1sik sacilma kuvvetine sahip
olduklari, ayni zamanda antijen ve DNA gibi biyomolekullerin nanopartikiller Gzerine
baglanmalarinin  optik  ozelliklerini  etkilemedigi  belirtimektedir  [13]. Altin
nanopartikullerin Raman spektroskopisinde kullanimi, Raman boyalarinin metalik
nanopartiklller Uzerine adsorplanarak guglendiriimis saciima gerceklesmesi (YGRS)
ve Raman boyalarinin dar spektral ozellikleri sayesinde c¢oklu analizlere olanak
saglamasi yonunden oldukga dikkat c¢ekici bir hal almaktadir. Farkli Raman
boyalarinin kullanilarak, son basamakta yine altin nanopartikul Gzerine gumus
indirgenmesi uygulanarak Raman sinyallerinin artirildigi ve vyaklasik 20 fM
konsantrasyona kadar inilen ¢alismada Raman spektroskopisi ile nanopartikullerden

yararlanilarak goklu nikleik asit analizi gerceklestirilmigstir [16].

Genetik modifikasyon (GM), genetik materyalin degisime ugratilarak dogal olarak
bulunamayacagi hale doénusturilmesi olarak agiklanmaktadir. Genetik modifiye
organizma (GMO) ise genetik modifikasyona ugratilarak yeni 6zellikler kazandiriimis
organizmalara denilmektedir. GM, gidalarin kalitesinin artirilmasi, ¢evresel kosullara
dayanikliliklari artirilarak randimanin artirimasi ve besin degerlerinde artisa sebep
olabilecegi belirtilirken; olasi yan etkileri bakimindan da bir takim iddialar mevcuttur
[17]. GMO igeren tahillar, gidalar ve igerik maddelerinin belirlenmesi ile ilgili dinya
capinda bir mevzuat Uzerinde karar alinmasiyla birlikte, hassas ve guvenilir
metotlarin gelistiriimesine ihtiya¢g duyuldugu belirtiimektedir [18]. Temel olarak
GMO’larin tayinine yonelik DNA ve proteine dayali yontemler kullaniimaktadir.
Proteine dayali yontemlerde antikorlardan yararlanilan immunolojik analizlerin, hedef
analitin  bilindigi durumlara uygun oldugu belirtiimektedir [19]. DNA’ya dayali
yontemler ise birbirini tamamlayici DNA dizilimlerinin segici olarak birbirleriyle
hibridize olmasina dayanmaktadir [18]. Yukarida da belirtildigi gibi GMO igeren
gidalarin tespitine yonelik hizli, hassas, guvenilir ve ucuz yontemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Bu nedenle spesifik DNA dizilimlerini saptanmasina yonelik cihazlarin
ve yontemlerin gelistiriimesi Uzerine ¢gaba gosterilmektedir [20]. Yapilan bu ¢alismada
GMO’nun genetik materyaline ait dizilimlerin Raman spektroskopisi, nanopartikuller

ve YGRS teknigine dayali olarak tespiti Uzerine ¢alisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Raman Spektroskopisi

Nesne Uzerine gonderilen foton nesneye carptiktan sonra; etkilesmeden gegebilir,
sogurulabilir, sogurulup yeniden yayinlanabilir ya da sagcilabilir [21]. Madde ve 1s1k
arasinda gercgeklesen enerji aktarimi, Raman etkisini agiklayici temel iglemdir [22].
Molekdillerin siddetli bir monokromatik 1sin demeti ile etkilesmesi sonrasinda sacilan
fotonun dedektor tarafindan takip edilmesi yontemine ise Raman spektroskopisi adi
verilmektedir [21]. Isigin sagillmasi olayinda sagilan 1s1gin buyudk bir kisminin
frekansi, gelen 1s1gin frekansiyla ayni olmaktadir. Halbuki gelen 1s1§in kiguk bir kismi
madde igerisindeki molekullerin titresimini neden olabilmektedir. Bu enerji gelen
Isiktan saglanmalidir; ¢lnkd 1s1gin enerjisi frekans ile orantilidir ve sacilan isiktaki
frekans degisimi sacilma yapan molekullerin titresimsel frekansina esit olmalidir.
Sacilma yapan molekuller ile gelen isik arasindaki enerji alig verigi olayl Raman etkisi
olarak bilinmektedir [22]. Diger bir deyisle “Rayleigh sagiimasi” adi verilen ve sacilan
ISIgIn enerjisinin bayuk bir kisminin madde ile etkilesen 1s1gin enerjisine esit oldugu
elastik sacgilma olayinin yani sira, sacgilan 1s1gin kiguk bir kisminin molekul ile
etkilesime giren 1s1din enerjisinden farkli oldugu elastik olmayan sagilma olayina
‘Raman sacilmasi” denilmektedir [21]. Enerji seviyeleri Uzerinden bir inceleme
yapildigi zaman, Raman sacgiimasi olayl gelen fotonun anlik absorplanmasi ve
Raman sacilmasina ugramis fotonun emisyonu sonucu molekulin temel ener;i
seviyesinden uyariimig enerji dizeyine gegmesiyle gosterilebilir. Raman saciimasi
gosteren stk spektrometre yardimiyla toplanip “spektrum” olarak gosterilirken;
intensite degeri frekans degisiminin fonksiyonu olarak gdsteriimektedir. Her bir
molekul tarinin kendine ait molekdl titresimlere sahip olmasi itibariyle belirli tarlerin
Raman spektrumu, her biri bu molekullerin karakteristik titresimsel frekanslarinin

olusturdugu “bantlar’dan olugsmaktadir.
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Sekil 2.1. a) Raman etkisi: UV, goérandr bolge ve yakin kizilétesi uyarma stratejileri. b)
Stokes ve anti-Stokes tlrd Raman sagilmasi olaylarinin molekul enerji diyagrami ile

aciklanmasi.

Sekil 2.1.a’daki yatay cizgiler titresimsel enerji seviyelerini gosterirken, Sp, temel
elektriksel durumunu S; ve S; ise uyarilmis elektronik durumlari ifade etmektedir.
Sekilde gosterilen durum temel enerji seviyesinde bulunan molekulin bir Ustteki
enerji seviyesine Raman saciimasi ile tasinmasi durumudur. Yukari dogru cizilen

oklar lazer uyarim 1s1ginin frekasini, asagi yondeki oklar ise Raman sagiimasi yapan

4



1Is1Igin frekansini gostermektedir. Floresans 1s1gin frekansi ise gri renkli kalin oklar
seklinde gosterilmistir. Yukari ve asagi yondeki oklar arasindaki fark ise molekulin
frekansidir. Sekilde de gorulebilecedi gibi her G¢ sekilde yapilan uyarim sonucunda
titresimsel enerjideki degisim ayni olmasina kargin, uyarim igin kullanilacak
dalgaboyu arahlgi, floresansin yapacagi girisimi engellemek Uzere belirlenebilir.
Ultraviyolet (UV) bdlgede floresans 1si1gin frekansi, Raman sacgilmasi yapan isiga
gore oldukca dusuk iken yakin kizildtesi (N-IR) bolgede isik kaynaginin frekansi
floresansi uyarmaya yetmemektedir. Gortindr bolgede ise floresans sagilma yapan
Isik ile Raman sacilmasi yapan isigin frekanslari ¢cok yakindir. Bu yuzden floresans
kaynakli girisimi engellemek icin UV veya NIR uyarmalari tercih edilebilir [22]. Sekil
2.1.b’'de ise Rayleigh ve Raman sacgilmalari gosteriimektedir. Enerjisi hv, olan ve
molekil tarafindan absorplanmayan bir foton molekdl ile etkilestikten sonra foton ile
molekil arasinda iki tarafli da olabilen bir enerji alisverisi gergceklesmektedir. Molekiil
ile foton arasinda gerceklesen bu enerji aktarimindan sonra molekuller farkli bir ener;ji
seviyesinde bulunurlar. Enerji aktarimi sonucunda basta temel titresim ener;i
duzeyinde bulunan molekul etkilesim sonrasi uyariimig enerji duzeyine geciyorsa
molekulln titresim seviyesinde artma, fotonun enerjisinde ise azalma olmaktadir. Bu
etkilesim sonucu sagilan 1simalar ise Stokes hatlari olarak adlandiriimaktadir. Diger
bir durumda ise molekul foton ile etkilesmeden dnce uyariimis titresim dizeyinde
iken, bu olay sonrasi temel titresim duzeyine donmekte ve sonug olarak molekulden
fotona, molekulin basta bulundugu uyariimig enerji seviyesi ile temel enerji seviyesi
arasindaki fark kadar bir enerji aktarimi gerceklesmektedir. Bu durum sonucu
g6zlenen Raman kaymalar ise anti-Stokes hatlari olarak adlandirilir [23]. Fakat,
uyarilmis titresim duzeylerinde bulunan molekullerin sayisi, temel titresim duzeyinde
bulunan molekullerin sayisina Boltzman kanunu c¢ergevesinde kiyaslandigi zaman,
anti-Stokes saciimalarinin olusma olasiliginin Stokes sagiimalarina goére ¢ok dusuk

oldugu gorulmektedir [21].

Bir molekulin titresimi sirasinda etkilesime girdigi fotonun frekansina esit frekansli
olarak polarlanabilmesi (a) , diger bir deyisle gegici dipol momentinin () olmasi
Raman turl bir sagiima etkilesimi olabilmesi igin gerekmektedir. Sekil 2.2.a’da CO,
molekulinun simetrik ve asimetrik olarak geriime ve egilme titresimleri sirasinda
molekllin  polarlanabilmesinde ve dipol momentinde olusan degisimler

gosterilmektedir. Asimetrik gerilme titresimi olustugu sirada meydana gelen degisim,



molekllin dipol momentindeki degisim ile ayni fazda olusmaktadir. Bu durum da
Raman aktif olmayan ve titregim sirasinda olusan polarlanabilme degisim frekansi ile
titregsim frekansinin uyusmadigi bir durumdur [1]. Spektrumlardan elde edilen
titresimsel Raman bantlari, frekansin bir fonksiyonu olarak absorplanan enerjiden
ibaret olan, molekulin titresimsel hareketleri hakkinda bilgi saglamaktadir. Raman
spektrumunda olusan farkli titresim frekanslarindaki bantlar, Uzerinde c¢alisilan
ornegin molekuler geometrisi ve kimyasal kompozisyonuna baghdir. Sekil 2.2.b’de
proteinlerin alifatik gruplarinin gosterdigi titresim tlrleri olan simetrik gerilim, asimetrik
gerilim, makaslama egilme, asimetrik egilme ve bukulme titresimleri sematize
edilmigtir [24].
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Sekil 2.2. a) CO, molekuline ait dipol moment ve polarlanabilirlik degisimi b)

proteinlerin alifatik gruplarinin titresim sekilleri.
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Sekil 2.2.(devami) a) CO, molekulline ait dipol moment ve polarlanabilirlik degisimi b)

proteinlerin alifatik gruplarinin titresim sekilleri.

Raman spektroskopisinde yapilacak olan analizler icin farkh sekillerde Ornek
hazirlanabilir. Bu konuda birgok kolay yontem kullaniimaktadir. Calisan Kisinin
ihtiyacina goére cesitli boyut ve geometrilerde ticari olarak bulunabilen veya
tasarlanabilen 6rnek hazneleri bulunmakta ve bunlar arasinda goérinir bdlgede
camin Raman spektrumuna girisim yapmama oOzelligiyle kiguk miktarlarda ornek
gerektiren kapiler ve nlkleer manyetik rezonans (NMR) cam tlpler en ¢ok
kullanilanlardir. intiyag olmasi durumunda; akis hiicreleri (flow through cell), sicaklik
kontrolli hicreler ve doner 6rnek tutucu (rotating sample holder) gibi ¢esitlerin yani

sira son yillarda fiber optik problar da kullaniimaktadir [24].

Fourier donusumllu kizildtesi spektroskopisi (FTIR) ve Raman spektroskopisi,
heterojen gidalarin ve biyolojik materyallerin molekuler yapisini ve kimyasal igerigini
incelemeye yarayan ve birbirini tamamlayan titresimsel spektroskopik tekniklerdir.



Her iki metotla calisilirken az miktarda 6rnek yeterli olup, kuru ve islak orneklere
uygulanabilir ve zarar vermemektedirler. IR ve Raman spektroskopisi, sirasiyla
kimyasal baglarin elektriksel dipol momentleri ve polarlanabilirlik 6zelliklerindeki
degisimler Uzerine kurulu sistemler oldugundan farkl titresimsel spektroskopik bilgi
saglamaktadirlar [25]. Bu iki yontem karsilastirildiinda Raman spektroskopisinin
biyolojik uygulamalar igin daha uygun oldugu belirtiimektedir. Molekdllerin yapisinda
bulunan -C=C-, -C=C-, -N=N-, -S-S-, -C-O-C- turu titresimler ile halkali bilesiklerde
gozlenen halka daralmasi-halka geniglemesi titresimi nedeniyle Raman
spektrumunda daha siddetli bantlarin olusumu ve biyolojik ¢caligmalarda ortamda su
bulunmasi durumunda IR ydnteminin kuvvetli absorplama 6zelligi gdstermesine karsi
Raman spektroskopisi ile sulu ortamda bulunan 6érneklerinin analizinin daha iyi analiz

edilebilmesi bu duruma sebep olarak gdsterilmektedir [21].

Rezonans Raman spektroskopisi (RRS), normal Raman spektroskopisinin (NRS)
sulu ortamda duslUk siddet ve hassasiyetle calisiyor olmasindan dolaylr zamanla
yerini almistir. RRS’de sacgilma olayi, analitin elektronik absorpsiyon pikine oldukga
yakin dalgaboylari ile uyarilmasi sonucu olup; Raman bantlarinin 102 ile 10° kata
kadar kuvvetlenmesini saglamaktadir. Bu sayede de RRS 10® M’a kadar olan analit
derisimlerinde kullanilabilmektedir. Ayrica rezonans kuvvetlendirmesi sonucu olugan
Raman spektrumlari, kromofor gruplari nedeniyle olusan Raman bantlarindan

meydana geldigi icin sadece birka¢ gizgiden olusmaktadir [21].

2.1.1 Raman spektroskopisinin bilesenleri

Raman spektroskopisi dort ana bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler; lazer isik
kaynagi, ornek sistemi, dedektor sistemi ve ileri agsamalardaki analizler icin bilgi
toplayip muhafaza edecek bilgisayar veya mikroislemci bulunmaktadir [24]. Sekil
2.3'te Raman spektroskopisinin sematize edilmis hali goérilmektedir. Floresans
spektroskopisi ile karsilastirildiginda kullanilan alet yonunden oldukga benzerlik
gosteren Raman spektroskopisinde kullanilan i1sik kaynagi iki sistem arasindaki en
onemli farki olusturmaktadir. Raman spektroskopisinde i1sik kaynagi olarak genellikle,
zorlanmig emisyon ile 1siIk ¢ogaltmasindan “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation” yararlaniimaktadir. Bu 1s1k kaynaginin adi lazer (laser) olarak
aniimaktadir ve bu kisaltma acgiliminin bag harflerinden yararlanilarak tiretilmistir.



Lazer 1gimasi yapacak olan sistemde gerceklesen asamalar su sekilde 6zetlenebilir.
Sistem uyariimis duruma getiriimek icin kuvvetli bir 1sik kaynagi ile pompalanir. Iki
yana yerlestiriimis olan biri tam yansitan, Oteki ise kismen yansitan iki aynadan
yansitilarak, uyarilmis atom veya molekdillerin kendiliginden yaymis oldugu fotonlar

sisteme geri gdnderilir ve boylece sistem lazer isimasina zorlanir.

Raman spektroskopisinde yararlanilan lazerlerden ruby lazeri, kristal hal veya iyonik
kristal lazeridir ve 694.3 nm dalgaboyunda lazer 1gimasi yapmaktadir. Diger bir kati
hal lazeri ise yitriyum aliminyum garnet (YAG) kristalidir. Kristal igerisinde bulunan
neodimiyum iyonlari lazer isimasi yapmakta ve Xe flas pompasi ile pompalanan bu
lazer 1064 nm dalgaboyunda isik yaymaktadir. Gaz lazerleri ise ¢ok kullanilan diger
bir lazer turudur. Gaz lazerlerinden biri olan He-Ne lazeri nétral atom lazeri olup
surekli 1sima yapmaktadir. Bu lazer tlrinde birgok gaz lazerinde oldugu gibi tlp
icerisine yerlestirilen elektrotlar yardimiyla elektriksel olarak bir optik pompalama
gerceklestirimektedir. He gazinin bu karisimdaki goérevi optik pompalama verimini
artirmak iken, He-Ne lazeri dort enerji duzeyli lazer sistemine 6rnektir. Ar ve Kr iyon
lazerlerinde ise elektriksel pompalama islemi ile hem atomlar iyonlastiriir hem de
olusan iyonlar uyarilir ve de buyudk akim yogunluklari kullaniimaktadir. Bu sebepten
otlrd, bu tip lazerlerde su ile sogutma ve dayanikli tip malzemesi kullanimi gibi
gereksinimler olusmaktadir. Enerjisi en blyuk olan ve ayni zamanda pulslar halinde
lazer 1s1imasi yapan tur ise N, lazeridir. Boyar madde lazerlerinin pompalanmasinda
da Ny lazeri kullanilmaktadir. Birgok endustriyel uygulamada kullanilan ve surekli
lazer 1simasi yapan en guclu lazer ise ayni zamanda kizilétesi lazeri olan CO;
lazeridir. Kizilotesi bolgede kullanilan diger bir lazer turl ise yariiletken maddelerden
yapilan lazerlere ise InAs lazeri ve InSb lazerleri 6rnek olarak verilmektedir.
Ultraviyole bolgede ¢ok guglu lazer 1simasi yapan ve ekzimer lazerleri olarak bilinen
lazerler ise XeF, KrF ve ArF lazerleridir. Bu lazerler de boyar madde lazerlerinin
pompalanmasinda kullanilabilmektedirler. Boyar madde lazerleri (Stilben 420,
Kumarin 460, Kumarin 503 vb. ) olarak tanimlanan lazerler incelendigi zaman ise, bu
tip lazerlerdeki lazer 1simasini yapan maddelerin floresans 6zelligi olan bir organik
boyar madde oldugu goérulmektedir. Bu tip lazerlerin yaptigi 1isima molekulin sahip
oldugu o6zellikten 6turu keskin hatlar halinde degil de floresans spektrumundaki bir
bant seklinde oldugundan lazer isimasi belli bir aralik icerisinde degistirilebilmekte ve

istenilen dalgaboyundaki fotonlarin lazer 1simasi seklinde elde edilebilmesi igin



sistemdeki lazer tlUpunun bir tarafindaki gecirgen ayna vyerine optik ag

yerlestiriimektedir.

TUm bu lazer tirleri arasindan He-Ne ve Ar” lazerlerin Raman spektroskopisinde en
cok kullanilan lazerler iken, Rezonans Raman spektroskopisi ve CARS
yontemlerinde dalgaboyunun degistirilebildigi boyar madde lazerleri tercih
edilmektedir. Raman sistemlerinde calisilan dalgaboyuna duyarli dedektor segimi,
kullanilan dedektorlerin sogutulmasi, i1sik kaynaklarindan keskin monokromatik 1s1k
elde edildiginden 1s1k kaynagi ve drnek arasinda filtre kullanimi ve ayrica sagilmanin
meydana geldigi dalgaboyunu Olgebilmek icin Ornekle dedektor arasinda

monokromatoér kullanimi énemli noktalardir [1].
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Sekil 2.3. Raman spektroskopisinin bilesenleri

2.2. Yiizeyde Guglendirilmis Raman Spektroskopisi

Yuzeyde guglendiriimis Raman spektroskopisi (YGRS) substratlari kullanilarak
Raman sinyallerinin guglendiriimesi teknigi YGRS olarak adlandiriimaktadir [21].
YGRS molekuler parmak izi spesifikligini, potansiyel tek molekll hassasiyeti ile
birlestirmekte; bu 6zelligiyle de kimyasal ve biyokimyasal analizlerde iz miktardaki
molekullerin belirlenmesinde ilgi ¢ekici bir ara¢ olarak belirtiimektedir [26]. Diger bir
bakis agisiyla YGRS, kimyasal ve biyokimyasal problemlerin ¢ozimunde titresimsel
spektroskopinin kullanilma olasiligini artiran analitik cihaz olup, materyallerin

molekuler dizeyde incelenmelerine olanak saglamaktadir. YGRS etkisinin bulunmasi
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konularindaki birgok analitik uygulamada uygulanmigtir.

YGRS guglendirmesinde etkili olan iki ana mekanizmanin oldugu ve bu
mekanizmalarin ise uzun menzilli klasik elektromanyetik (EM) etki ve kisa menzilli
kimyasal (CHEM) etki oldugu belirtiimektedir. Her iki mekanizmanin varoldugu
durumda da analit, YGRS aktif substrat (zerine adsorbe edilmis durumdayken,
substrat genellikle lazer kaynagindan yayilan monokromatik isima ile uyarilmakta ve
son asama olarak da sacilan 1sima, Raman spektrometresi ile analiz edilmektedir.
EM guclendirmesi, uyarici 1simanin yuzey elektronlari ile etkileserek plazmon
olusturmasindan meydana gelmektedir. Purlzsuz yluzey uUzerindeki enerji yluzeye
baglidir ve sagihim olayinin gergeklesebilmesi igin yizeyde plazmona dikey bilesen
olusturulmak amaciyla purtzltlik yaratiimalidir. Boylece uygun bir sekilde purtzlGluk
yaratilmis bir ylzeyde plazmon olusmaktadir. Plazmon enerjisi, Raman prosesinin
analit molekul icerisinde gergeklesmesini saglamakta, daha sonra enerji plazmona
geri aktariimakta ve enerji transferi sirasinda frekans degisimine ugramis sagilan
ISima ise sprektrometre tarafindan saptanmaktadir. CHEM gulglendirmesinde ise
molekldl metal ylzeye badlanarak yuk-transfer kompleksi olusmaktadir. Yizeye
gonderilen uyarici 1sima ise metal ile etkileserek elektron-delik cifti olusmakta ve
enerji, bu yeni metal Uzerinden analit molekulun baglarina aktariimaktadir. Raman
prosesi analit Uzerinde gerceklesmekte olup, sacgilim olayi gergceklesmek Gzere enerji
metal (izerine geri génderilmektedir [26]. intensite giiclendirmesine etkisi bakimindan
EM etkisi (-10%-10) seviyelerinde iken CHEM etkisinin (-10-10?) seviyelerinde oldugu
belirtiimektedir [27]. Uygun kosullar saglanmasi durumunda ise YGRS tekniginin
Raman spektroskopisine gore 10'* kat spektral gliclendirme sagladig bildirimektedir
[2, 28].

YGRS, molekuler yapi hakkinda bilgi elde edebilme bakimindan kullanish olmasi ve
ayni zamanda tek molekul hassasiyetine varan oldukga hassas bulma sinirlari
sagladigindan patojen, bakteri ve virusleri tayin etmek amaciyla kullaniimigtir.
Biyosensdr uygulamalarinda kullanilan  YGRS’nin  iki farkli  prensibinden
bahsedilmektedir. Bu prensipler icsel ve dissal olarak ikiye ayrilmaktadir. icsel
belirlemede analit, nanoyapilandiriimis yuzey Uzerine direkt olarak uygulanip Raman
spektrumlari biyomolekullerin dlgimunden elde edilir ve analitin yakalanmasi ve

spesifiklik 6zelligini katmak Uzere nano yapilandiriimis ylzeyler Uzerine antikor,
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aptamer vb. moleklller immobilize edilebilmektedir. Diger taraftan, digsal

belirlemelerde ise 6lcimler Raman igaretg¢i bir molekul Uzerinden alinmaktadir [27].

2.2.1. YGRS substratlari

Pratik uygulamalar icin YGRS substratlarinin, sinyallerde ylksek oranda gug¢lendirme
saglamasi, farkli Uretimlerde tekrarlanabilir 6zellige sahip olmasi, uzun sure
stabilitesini korumasi, gevresel faktorlerden etkilenmemesi, tum yuzeyde ve partiler
aras! sinyalleri guclendirme etkisinin benzer olmasi ve Uretimi kolay olmasi gibi
Ozelliklere sahip olmalarinin 6nemine literatirde deginilmektedir [26, 27]. Diger
yandan, c¢alisilan substrat ylzeyleri Gzerinde sinyalleri yiksek oranda guglendiren bir
alan bulmanin, alinan her bir dlgimde ayni basariya ulasmaktan daha kolay oldugu
ve ylUzeydeki tim bolgelerde ayni oranda sinyal guglendirmesi saglayan bir ylzey

uretebilmenin zorlugu konusunda goérts sunulmaktadir [6].

Metalik nanopartikiller YGRS aktif substrat olarak onemli bir yere sahiptirler. Bu
alanda kullanilan partikullerin kolay ve dusuk maliyetli Gretim asamalarina sahip
olmalari en c¢ok kullanilan YRGS substratt olmalari konusunda &nemli rol
oynamaktadir [26]. Kullanilan bircok YGRS substrati altin veya gumusten uretilmekte
ve yuzey kimyasi bakimindan ufak degisiklikler gostermektedirler. Bu konu ele
alindigi zaman altin ylUzeyinin, ortamdan gelen inorganik ve/veya organik iyonlarin
fiziksel adsorpsiyonla tabaka seklinde sarilmis Au® (indirgenmis altin) atomlarindan
olustugu, gumusun ylUzey tabakasinin ise oksit, klorur veya fiziksel olarak adsorbe
olmus iyonlarin yaninda sitrat gibi organik kompleks olusturucu reaktiflerden
meydana gelebilecedi, bdylece vylzeydeki gimis atomlarnin Ag® formunda
bulundugu ifade edilmektedir [6].

YGRS substratlarini olusturmak Uzere gesitli yontemler izlenmektedir. Ortak yonleri,
YGRS igin uygun olan purtzili metal yuzeyler olusturmak olan ydntemlere;
yukseltgenme-indirgenme ¢evrimleri, metal kolloik hidrosolleri, kimyasal asindirma,
Tollen reaktifi ile hazirlanmis purGzlu filmler, buharla biriktiriimis gimus metal filmler
ornek olarak verilmektedir. Ancak bu yontemlerle sinyallerdeki artigsin daha fazla
olmasi uUzerinde duruldugundan belirtilen diger beklentilere tam olarak cevap
verememektedirler. Belirtilen tim gereksinimlere cevap verme ihtimali daha yuksek

olan elektron 1sinli basim, nanokurecik yapisi gelistirme, sablon metodu, hibrit
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metodu ve egik acili buhar birikimi gibi fabrikasyon ydntemlerinin varligindan séz
edilmektedir [27].

2.2.2. Raman etiketleri ve ¢oklu analizler

Titresimsel bir teknik olan YGRS, keskin parmakizi spektrumlarindan yararlanilarak
coklu analitlerin tespitinde kullaniimaktadir. Deoksiribonukleik asit (DNA), proteinler
ve enzimler gibi biyomolekullerin kompleks biyolojik matrikslerdeki tespiti ise biyolojik
tanimlama konularina dahil olmaktadir. Mevcut yontemlerle ¢oklu analizlerde
bileginlerin ortamdan ayrilmasi ve izolasyonu gibi basamaklar gerekmektedir. Tespit
basamaginda ise basta floresans spektroskopisi olmak Uzere spektroskopik
yontemlerden vyararlaniimaktadir. Floresans etiketin hedefteki biyomolekulle
baglanmasi veya biyomolekul ile etkilesimi sonucu floresanstaki degisim Uzerinden
Olcim alinmaktadir. Ancak genis bir floresans emisyonuna sahip olmasi, ortisen
emisyon spektrumlari ve hedefteki analit hakkinda sinirlayici bilgi saglamasi

yontemde karsilasilan sorunlar olarak belirtiimektedir.

Yapilan ¢alismalarda, ayni anda tespit edilebilecek biyomolekullerin sayisinin artmasi
deneydeki basamak sayilarinin azalmasini ve her bir deneyden elde edilen veri
miktarinin artmasini saglamaktadir. Ayri deneylere gerek duyulmadan tek basamakta
bircok veri elde edilmesi ise analiz maliyetlerinin dismesine olanak saglamaktadir.
YRGS ile yapilan ¢oklu analizlerde ylzeylerin kompleks olusturan kisimlari kromofor
veya raportor gruplarin guglendirici metal ylzeylere adsorplanmalarina olanak

saglamaktadir [29].

Coklu analizler Gzerine yapilan ¢alismalarin birinde bu alanda kullaniimasi amaciyla
boyalarin sentezi ve bu analizler igin uygunlugu Uzerine yogunlagiimigtir. Bu
calismada farkl ylizey arama 6zelliklerine - benzotriazol, hidroksikinolil ve pridil halka
sistemleriyle- sahip azo boyalari sentezlenmis; daha sonra da ayri ayri ve karisim
halinde analiz edilmiglerdir. YGRS raportér boyalar yldzey adsorpsiyon
karakteristikleri, analitin lazerin uyarma dalga boyundaki maksimum absorpsiyonu ve
her bir molekilin bagil YGRS kesiti gibi faktérlerden &6nemli derecede
etkilenmektedir. Diger yandan ¢oklu analizler Gzerine galisilirken karisim ortaminda
her bir boyanin ayirt edilebilmesi gerektiginden ve en iyi raportér molekilin YGRS
cevabinin, zayif raportérlerden elde edilen cevaplar iyi bir sekilde baskilamasi

gerektiginden s6z edilmektedir [30, 31]. Raman aktif raportor molekullerin
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kullanilarak, altin nanopartikll substratlarin yuzeyinde kendiliginden duzenlenen
tabaka olusuturulup barkodlanmis plazmonik partikillerin elde edilmesi yapilan baska
bir calismanin konusunu olusturmaktadir. Yine ayri ayri ve karisim halinde olgumler
alinmistir.  Kullanilan raportor molekullerin  yapilarindaki benzerliklerin, yuzey
adsorpsiyon o6zelliklerinden kaynaklanabilecek sinyal siddetlerindeki farkhliklar
azalttigi belirtiimektedir. Etiketlerin, gorunur bolgedeki uyarma dalga boylar ile
rezonans halinde olmamasindan otura etiketlerin varliklari veya yokluklarinin
barkodlanmig partikillerin kimligini ifade ettigi belirtimektedir. Ayrica Raman etiketleri
kullanilarak milyonlarca tanimlanabilir barkod partikll Gretilebilecegi belirtiimektedir
[32].

DNA dizilimlerinin hassas ve segici sekilde analizlerinin biyoanalizlerdeki 6nemine
deginilmekte ve ¢oklu DNA analizlerinin dizilim temelli floresans ve elektrokimyasal
tekniklerle yapildigi belirtiimektedir. Ancak molekiler flGioroforlarin értiisen ve genis
spektrumlari yaninda foto i1sildama bozulmasi ve ¢oklu uyarma kaynag ihtiyaci gibi
Ozelliklerin floresans yontemini sinirlayici etkenler olduguna dikkat ¢ekilmektedir. Bu
sorunlara care olarak gelistirilen kuantum noktalarinin geligtirildigi ancak toksik
Ozelliklerinden dolaylr kullanimlarinin  yayginlasamadigindan bahsedilmektedir.
Raman etiketleri kullanilarak ¢oklu DNA analizi yapilan galismada, etiketlenmig 5 tek
zincirli DNA'nin 2 farkli uyarma dalgaboyu kullanilarak tespit edilmistir. iki farkli dalga
boyunda c¢alisilmasinin amaci boyalarin farkli dalga boylarinda gosterdikleri

maksimum absorpsiyon ve rezonans gibi 6zellikler oldugu sdylenmektedir [33].

2.3. Nanopartikuller

Nanoteknolojinin biyolojik sistemlerde kullanilmasi nanobiyoteknoloji terimiyle ifade
edilmektedir. Bu konu henlz gelisme asamasinda olmasina karsin farkl boyut, sekil
ve bilesime sahip nanopartikillerin biyoanalitik olguimleri temelden etkiledigi
gorulmektedir [34]. Son yillarda molekuler tanimlama alaninda gazlarin, metal
iyonlarin ve birgok hastalikla baglantili olarak DNA ve protein isaretgilerin
analizlerinde nanomateryallerin kullaniimasinda ciddi bir artistan bahsedilmektedir
[35].

Nanopartikiller gesitli biyoanalatik formatindaki uygulamalarda kullanilabilmektedir.
Bu uygulamalara 6rnek olarak; metalik nanopartikillerin elektrokimyasal yolla

belirlenmesi ve kuantum noktalarin optik yolla belirlenmesi gibi uygulamalarda miktar
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tayini icin etiket olmasi, ¢oklu analizlerde sifrelenmis nanopartikillerin substrat
olmasi, sinyal transduksiyonlarini artirici olmasi ve bir de nanopartikullerin fiziksel
veya kimyasal Ozelliklerinden dolayr biyolojik reaksiyonlari katalizlemek gibi
fonksiyonel goérev Ustlenmesi, verilmektedir. Bu uygulamalarin sematik goésterimi

Sekil 2.4’te goérulebilmektedir [34].
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Sekil 2.4. Biyoanaliz uygulamalarinda nanopartiktllerin kullanim sekilleri: a) DNA
sandvig yapi tayininde etiket olarak; b) ¢oklu analizde, hedef molekile eslenik yapiya
sahip substrat olarak; c) DNA problari sayesinde nanopartikillerin bir araya gelmeleri
ve agregat olusturmalari (sinyal transduksiyonunu artirici); d) Ustteki gosterimde au
nanopartikdl ile etiketlenmis DNA diziliminin sicaklik uygulamasiyla selektif olarak
hibridize olmus yapinin ayriimasi, alttakinde ise sadece belirli boyutlardaki altin

nanopartikullerin hicre igerisine girebilecedi gosteriimektedir.

DNA analizlerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyon ve molekuler
flioroforlarin etiket olarak kullaniimasi énemli bir yer kaplamaktadir. Bu ¢alismalarda

elde edilen tespit limiti ise pikomolar dizeylerindedir. Ancak flioroforlarin genis
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absorpsiyon ve emisyon bantlarina sahip olmalari, floroforlarin dedisik hizlarda
gerceklesen fotokimyasal yikimlar, karmasik igleyis ve yuksek maliyet bu
uygulamalarla ilgili varolan sikintilari isaret etmektedir [13]. Diger taraftan molekuler
duzeyde yapilan kapsamli arastirmalarda, geleneksel yontemlerdeki sorunlari isaret
eden pratik olma, dayanikli, yiksek hassasiyete ve secicilige sahip tespit ajanlarina

ihtiya¢ olduguna deginilmektedir [35].

Nanopartiktller nikleik asit ve protein ile ilgili birgcok biyoafinite calismasinda
kullaniimigtir. Partikillerin nanometre dizeyinde blyuklige sahip olmalari dolayisiyla
yuksek reaktiflik 6zelligine sahip olmalari yani sira elektriksel, elektrokimyasal, optik
ve manyetik gibi fiziksel 6zelliklerinin kimyasal yolla kontrol edilebilir olmasi sahip
oldugu avantajlardir [13]. Bazi durumlarda nanomateryallere dayali analizler,
belirtilen Ozellikler bakimindan geleneksel yontemlere gore ustinluk saglamaktadir.
Ancak tim nanomateryallerin avantaj saglamadigdi gibi tim molekiler floroforlarin da

biyolojik tanilarda avantaj saglamadigina dikkat ¢ekilmektedir [35].

2.3.1. Nanopartikullerin genel ozellikleri

Belirli nanomateryaller, 1-100 nm arasinda degisen kuguk boyutlari ve buna bagl
olarak yuUksek yuzey/ hacim oranlari, boyut, bilesim ve sekilleri ile dogrudan iligkili
olan fiziksel Ozelliklerinin kimyasal yolla degistirilebilmesi, siradisi hedef bagdlama
ozellikleri ve yapisal agidan saglamliklari dolayisiyla arastirmalar i¢in uygun aday
olarak belirtiimektedir. Nanomateryaller icin gelistirilen sentez, uretim ve
karakterizasyon metotlari sayesinde buyuklUkleri, sekilleri ve bilesim modulasyonlari
ayarlanabilmekte bdylece ve bu ozelliklerin incelikle kontroli saglanmaktadir [35].
Nanopartikullerin karakterizasyonu, sentez ve daha sonraki basamaklari kontrol etme
ve dogrulama amaciyla énemli bir basamaktir. Bu amacla gelistirilen teknikler; gegisli
elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), dinamik 1sik sacicisi (DLS), X-isini fotoemisyon spektroskopisi
(XPS), X- isini difraksiyon spektroskopisi (XRD), Fourier doéntsumla infrared
spektrometresi (FTIR), ultraviyole spektroskopisi (UV)'dir [36]. Fiziksel 6zelliklerinin
ayarlanabilmesinin biyolojik tani uygulamalarindaki kullanimlari agisindan énemi de
vurgulanmaktadir. Coklu analit tespitlerinde spesifik yayici, emici ve 11k sagilimi
Ozelliklerinin metal nanopartikullerin boyut, sekil ve bilesimleri degistirilerek elde

edilmeleri, bu materyallerin kullanilabilirligi bakimindan énem arz etmektedir [35].
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2.3.2. Nanobiyosensorler

Biyosensor, fizikokimyasal donusturucuyle baglantisi olan bir molekuler tanimlama
elemanindan olusan biyoanalitik cihazlara denilmektedir [37]. Protein biyo-isaretleri,
genler, hucreler ve patojenler gibi biyolojik 6rnekler igerisinde yer alan molekuler
elemanlarin hizli ve kesin bir sekilde 6lgumlerinin medikal biyosensorlerde ilgilenilen

onemli bir konu oldugu belirtiimektedir [38].

Transduksiyon icin nanopartikillerin  kullanildigi, biyomolekillerin ve hucrelerin
yuksek hassasiyette tespit edilip 6l¢lldigu nanobiyosensorler gelistiriimigtir [39].
Nanobiyosensdorler homojen veya heterojen olabilirler. Homojen nanobiyosensorler
¢Ozelti icerisinde faz ayrimi olmadan gergeklesirken; heterojen biyosensdrlerde
analitin tespit edilmesi amaciyla kati bir platformdan yararlaniimaktadir. Bu
platformlar, analitin spesifik olarak taninip yakalanmasini saglayan spesifik
reseptorlerle kaplanmaktadir. Protein caligmalari ele alindigi zaman kullanilan
reseptor analite gore degisirken (antikor veya antijen); reseptor tarafindan
yakalananan analitlerin varliginin tespit edilmesi amaciyla nanomateryallerin gok
dusuk konsantrasyonlarda dahi tespit edilebilme 6zelliklerinden yola ¢ikilarak, ortama
nanomateryal ile etiketlenmis ikinci bir reseptdor veya ikinci reseptoru taniyan
nanomateryal ile etiketlenmis baska bir reseptdr kullaniimaktadir. Dusuk
konsantrasyondaki analitlerin analizine olanak saglayan nanobiyosensorler

hastaliklarin erken zamanda tespitleri konusunda Umit verici sistemlerdir [39].

Materyal bilimi ve sentetik kimya alanindaki gelismeler, nanopartiktller (nanottpler,
nanogubuklar, nanokureler ve nanoteller), nanodizilimler ve kompozit formunda olan
yuksek kaliteli nanomateryallerin dretimini mumkun kilmaktadir. Nanomateryallerin
mikrodlgekli sistemlere karsin sahip olduklari ayarlanabilir boyut 6zellikleri, yUksek
yuzey-hacim orani, sekle bagimli 6zellikleri, duguk enerji tuketimi, minyaturlestirilmis
biyosensorler ve dusuk maliyet gibi Ozellikleri sayesinde biyosensorlerde
kullaniimaktadirlar [39].

Nanoteknoloji alaninda uygulanan ‘asagidan yukariya’ yaklagimi, biyolojik algilama
sistemlerindeki gereksinime spesifik olarak farkli nanomateryaller saglamaktadir.
Boyut ve sekle dayall fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal Ozellikleri sayesinde
uygulamalarda oldukga kullanigli hale gelen materyaller Uzerine ¢alismalarin 6nem
kazandigi belirtiimektedir [35].
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2.3.3. Biyosensor uygulamalarinda kullanilan nanopartikuller tizerine
biyomolekiillerin immobilizasyon stratejileri

Nanomateryallerin kullanildigi sistemlerde problarin immobilizasyonu basamagi
sistemin batunligu agisindan énem arz etmektedir. Biyomolekullerin oryantasyon ve
konformasyonlarinin kontrolu ve bunlara bagli olarak biyoaktivitenin saglanmasi
uygun immobilizasyon tekniginin uygulanmasina badlidir. Biyomolekullerin aktif
konformasyonlarinin korunmasi ise biyosensorlerin stabilitelerinin ve tekrarlanabilir
sinyallerin elde edilebilmesini dogrudan etkilemektedir. Proteinler, DNA ve hicrelerin
cesitli yuzeylere direkt olarak adsorpsiyonunun biyomolekullerin aktivitelerine etkisi
sO6z konusu oldugundan immobilizasyon agsamasinda olumsuz etkileri azaltan
baglayici ajan kullanma veya kovalent baglanma gibi secgeneklerden
yararlaniimaktadir [39]. Adsorpsiyon teknigi kullanilarak boya ile etiketlenmis
DNA’larin altin nanopartikiller Uzerine adsorpsiyonu Uzerine galisma yapilimis ve tiol
gruplari Uzerinden gergeklesen baglanmaya gore daha basit ve hizli bir gekilde
gerceklestigine karar verilmigtir. Ancak adsorpsiyon sonucunda homojen olmayan ve
hassasiyeti diisik bir sistem oldugu gdzlenmistir [40]. Ote yandan nanomateryal
yuzeylerine baglanmis olan mesafeci veya baglayici molekuller Gzerinden kovalent
olarak biyomolekullerin baglanmasinin stabiliteyi ve aktivasyonu sagladigi
belirtiimektedir [39].

2.4. Deoksiriboniikleik Asit’in Genel Ozellikeri

Deoksiribonukleik asit'in (DNA) genetik materyal olarak 6nemi ve anlami, ¢ift sarmal
yapisinin kavranmasindan sonra deger bulmaya baslamistir. Dort nikleotidin
dogrusal olarak siralanmis halde olmasi, DNA'nin sahip oldugu kritik 6zellik olarak
belirtiimektedir. Bu dort baz sayesinde sperm ve yumurtadan, gelismis bir organizma

haline kadar olan gelisimi saglayacak olan gerekli tim bilgileri icermektedir.

DNA aromatik bazlar (purin ve pirimidin halkalari), riboz seker ve fosfat gruplarindan
olusmaktadir. DNA yapisi deoksiriboz seker grubunu igerirken; ribonukleik asit (RNA)
yapisinda ise riboz seker bulunmaktadir. Deoksiriboz seker, riboz sekerin bir turevidir
ve aralarindaki fark 2’ konumundaki hidroksil (-OH) grubunun, hidrojen (-H) ile
degistiriimis olmasindan kaynaklanmaktadir. igerdigi bazlar bakimindan ise pirin
halkasi (karbon ve azottan olusan) iceren 2 farkli heterosiklik aromatik baz olan
adenin ve guanin yaninda; primidin bazlari olarak da timin, sitozin ve RNA yapisinda
yer alan urasil yapida bulunmaktadir. DNA ve RNA’da nukleotidler birbirlerine 3’-5’
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fosfodiester bagi Uzerinden baglanmaktadir. Bu bag, DNA’'nin biyokimyasal sentezi
sirasinda DNA polimeraz enzimi tarafindan olusturulmaktadir. Polintkleotit yapisinda
vurgulanmasi gereken nokta, 5’ ve 3’ diye adlandirilan iki belirgin u¢ noktasina sahip
olmasidir. Genellikle 3’ ucunda hidroksil grubu (3’ OH) ve 5’ ucunda fosfat grubu (5’
PO,4) bulunmasi, DNA sarmalina polarite 6zelligi katmaktadir. Ayrica fosfat iskeleti
uzerinde yer alan baz dizileri ise genel olarak 5’ ucundan 3’ ucuna dogru yazilarak
ifade edilmektedir.

Sekil 2.5. DNA ¢ift sarmal yapisi ve bazlar arasi bag yapisi

DNA vyapisi, bazlarin ¢evreden kaynaklanabilecek kimyasal modifikasyonlardan
fiziksel olarak korumaktadir. Her bir bazin hidrojen bagi olusturan yuzeyi ¢ift sarmal
yapisinin i¢ tarafinda yer alirken; fosfat iskeleti ise sarmal yapinin dig kisminda yer
almaktadir. Bu sekildeki bir tasarim ise yapiya monoton ve tekduze olmasi gibi

Ozellikler kazandirmaktadir [41].

2.4.1. DNA yapisini etkileyen faktorler

DNA sarmal yapisini birarada tutan bazlar arasi hidrojen badlarini fiziksel veya
kimyasal vyollarla ag¢ilmasi durumu denatirasyon olarak adlandirilmaktadir.
Denaturasyon, ortam isisinin degisimi, pH degisimi ve bazi proteinlerin ortama
eklenmesi ile meydana gelebilmektedir. iki farkli DNA dizisi arasindaki farklarin
bulunmasi c¢alismalarinda denatirasyon 6zelliginden yararlaniimaktadir [42].
Denaturasyonu etkileyen faktorler ise; DNA tipi ve DNA yapisinin igerdigi G+C
miktaridir. Homojen DNA yapilarinin kisa bir 1s1 araliginda erime spektrumuna
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sahipken heterojen DNA’larin daha genis bir spektruma sahip olmasi DNA tipi ile ilgili
bir durumken; yapida bulunan GC miktarinin molekile ekstra bir stabilite
kazandirarak T, derecesini etkilemesi ise yapidaki G+C miktariyla alakalidir. Ayrica

renatirasyon basamaginin da T’nin 10 °C altinda yapildigi belirtimektedir [21].

DNA sarmal yapisini bir arada tutan hidrojen baglarinin kirilmasi ve iplikgiklerin
birbirinden ayrilmasi 1si, alkali veya asitle saglanabilmektedir. Daha sonra ortamin
sicakligindaki degisim yapinin yapinin tekrardan eski halini almasinda onem arz
etmektedir. DNA solusyonunun hizli bir sekilde sogutulmasi veya notralizasyonu
durumunda DNA yapilari rastgele katlanarak bir yapi olusturup dizilimdeki bazi bazlar
arasinda hidrojen badi olusabilmektedir. Ortam sicakhiginin yavasca sogutulmasi
durumunda ise DNA vyapisi tekrardan orijinal ¢ift sarmal yapisi elde edilmekte ve
tamamlayici bolgelerin bir araya gelmesine ‘hibridizasyon’ denilmektedir. Tarler
arasindaki genetik uzakligin belirlenmesi amaciyla genom duzeyinde vyapilan

calismalarda DNA’larin hibridizasyon 6zelliginden yararlaniimaktadir [41, 43].

2.4.2. DNA biyosensorleri

Literatirde yer alan DNA analizine yonelik ¢alismalar incelendigi zaman DNA
biyosensor ve mikrodilizimlerinin geligtirilmesi Gzerine yapilan uygulamalarinin 6nemli
derecede ilgi cekici bir konu haline geldigi gortlmektedir. DNA tespitine dayali
analizler bircok alanda kullaniimaktadir. DNA teshisi, gen analizleri, biyolojik savas
ajanlarinin hizli bir sekilde tespiti ve adli uygulamalar yaygin kullanim alanlarina
ornek olarak verilebilir. Molekuler duzeyde yapilan ¢alismalarda mutasyona ugramis
genetik yapilarin tespiti ise bir hastallk sendromunun ortaya ¢ikmadan erken tani

konulabilmesi bakimindan oldukga 6nem arz etmektedir.

Bir ¢dzelti icerisinde veya kati bir destek maddesi Uzerinde DNA hedef molekllinin
tamamlayici dizilimi ile hibridizasyonuna dayali sistemler tanimlanmigtir ve DNA
dizilimlerinin belirlenmesini saglayan optik ve elektrokimyasal tespite dayali homojen
analizler gelistirilmistir. Ancak bu sistemlerin dezavantaji surekli izlemeyi ve
minyatlrlestirmeyi mimkin kilmamalarndir. Ote yandan DNA biyosensorleri ve
mikrodizilimleri, DNA hibridizasyonunun surekli, hizli, hassas ve segici olarak tespitini
saglamanin yaninda tekrar kullanilabilme o6zelligiyle de diger yontemlere karsin

onemli bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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DNA biyosensorleri (genosensorler) ve DNA mikrodilizilimleri (gen cipleri, DNA cipleri
veya biyocipler) uygulamalarinda tamamlayici nukleik asit dizilimlerinin tercihli olarak
birbirlerine baglanmasindan yararlaniimaktadir. DNA probunun yuzeye immobilize
edilmesi ve bu prob tamamlayici dizilime sahip hedef molekilin hibridizasyon yoluyla
yakalanmasi sistemin ¢alisma prensibini ifade etmektedir. DNA biyosensoérlerinde,
DNA mikrodizilimlerinden farkli olarak DNA probu dogrudan transdiktor Uzerine
immobilize edilirken; DNA mikrodizilimlerinde cam, plastik veya silikon destek
materyallerinden  yararlaniilmaktadir.  Yapilacak olan  uygulamaya  gore
immobilizasyon tekniginin secimi onemli bir noktadir. Adsorpsiyon, kovalent
immobilizasyon ve avidin-biotin etkilesimleri genel olarak kullanilan immobilizasyon
yontemleridir. DNA hibridizasyonunun transduksiyonunun olgulebilmesi amaciyla

optik, elektrokimyasal veya kitle hassas cihazlardan yararlaniimaktadir [44].

2.5. Genetik Modifiye Organizmalar

Son yillarda hizla artan dinya populasyonunun ihtiyaglarini karsilayacak sekilde
gidalarin  kalitesinde ve miktarinda iyilestirme saglayabilmek amaciyla yeni
biyoteknolojik metotlar kullaniimaktadir. DNA rekombinant teknolojilerinin kullanimi
ise hukimetlere ait dizenlemelerde guvenli olup olmadiklarini degerlendirme
durumunda birakmistir. Genetik modifikasyon (GM) 1990l yillarin ortalarindan beri
hizla blyuyen ve tarimsal verimliligi artirmada oldukga etkin olan bir metot olmasina
karsin  kullanilan teknoloji tlketiciler tarafindan anlasilamamistir.  Bacillus
thuringiensis bakterisinden alinip misirlara gen aktarimi yapilarak bécek zararlilarina
kargi dayanikh bir tir olusturulmasi GM metodu igin bir érnek olustururken, GM
gidalar terimine alternatif terim olarak biyoteknolojik tiretilmis (BT) terimi onerilmigtir.
Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak yeni bitkilerin i1slah edilmesi bircok agidan
onem arz etmektedir. Hem ekonomik hem de besinsel agidan 6nem tagiyan bu
calismalarda gidalarin besinsel kalitesi, raf dmrl, randiman gibi 6zelliklerinin yaninda
zararlilara, hastaliklara ve cevresel faktorlere dayanikliliklarini artirilmasi; ayrica
tarimsal alanda agac yetistiriciliginde agaclarin biyime evresini kisaltarak minimum

surede Urun elde edilebilmesi gibi 6zellikler kazandiriimaya galisiimaktadir [17].

Tahillarda, gidalarda ve bilesenlerde genetik modifiye organizma (GMO) varliginin
dizenlenmesi dunya c¢apinda yasa haline getirilince GMO igeren gidalarin guvenilir
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ve hassas bir sekilde analizini saglayacak metotlarin geligtiriimesi gerekliligi

dogmustur. Bu alanda DNA ve proteine dayali uygulamalar bulunmaktadir.

Avrupa birligi yasalarina gore GMO igeren UrlUnlerin etiketlenmesi ve yine bu yasaya
gore gidalarin % 1’den fazla olmayacak sekilde GM gida UrUnleri icerebilecegi
belirtiimektedir. ABD’de ise GMO igeren gidalarin etiketlenmesi istege bagh bir durum
olmasina karsin, firmalarin béyle bir Grinu piyasaya sirmeden en az 120 gln 6nce
bu ydnde bir niyetleri oldugunu Amerikan ilag ve Gida Dairesi'ne (FDA) bildirmeleri

zorunlu kihnmigtir [18].

2.5.1. Genetik modifiye organizmalarin protein temelli analiz yontemleri

Antikorlarin kullanildigi immunolojik test teknolojileri kompleks matrikslerdeki bilinen
hedef analitlerin kalitatif ve kantitatif olarak tespiti icin ideal sistemlerdir. S6z konusu
olan hedef analitler birgok proteini temsil etmektedir [19]. Her bir uygulamada
istenilen spesifiklik, maliyet ve zaman gibi 6zelliklere bagh olarak hem monoklonal
hem de poliklonal antikorlar kullanilabilmektedir. Kati bir faz Gzerine baglanmis olarak
uygulanan immunolojik testler iki farkli formatta kullaniimaktadir. Bu formatlarin biri
olan rekabet¢i analizlerde analit ve dedektor, yakalama antikoru ile baglanmak Uzere
birbirleriyle yarisirken; diger bir formatta ise analit, yakalama antikoru ile dedektor
antikor arasinda sandvi¢ yapi olusturularak yakalanmaktadir [18, 45]. Protein temelli
analiz yontemlerinden bir olan Western blot yontemi, 6rnek icerisindeki hedef
proteinin dnceden belirlenmis sinir seviyesinin altinda mi Ustinde mi oldugunu
gosteren kalitatif sonuglar sunmanin yaninda yuksek hassasiyet gostermektedir [46].
Enzim baglantih immunosorbent analizi (ELISA) ise mikrokuyucuklar ve kaplanmis
tip formatinda kullanilabilmektedir. Antikor kapli mikrokuyucuklarda yapilan analizler
kantitatif olup ylksek hassasiyet, ekonomik ve proteinlerin denatlire olmamasi gibi
Ozelliklere sahipken; orneklerde var olan konsantrasyon miktarlari plaka okuyucusu
yardimiyla elde edilmektedir. Antikor kapli tliip formati ise daha ¢ok alan testlerinde
yararlanilan, kalitatif sonuclar tUreten ve tiplerdeki sonuglarin tip okuyuculari veya
gozle okunabilmektedir. Ancak kantitatif i¢ standart bulunmayan bu analizlerle
gidalarin bilesenler dizeyinde GMO igerigi hakkinda bilgi alinmasi mumkin
olmamaktadir. Mikro kuyucuklar yerine seritlerin kullaniimasiyla ise lateral akig
seritleri geligtiriimigtir. Bu seritler Gzerinde bir tanesi hedef protein sandvigine, digeri

ise renk maddesine baglanmis antikorlara spesifik olan iki bolge bulunmakta ve hedef
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protein varligi bu bdlgelerdeki renk degisimleri Uzerinden takip edilmektedir [18].
ELISA ve lateral akis seritlerinden farkli olarak kati destek materyali olarak manyetik
partikuller de kullanilmakta ve yakalama antikorlari ile kaplanmis olan partikuller
reaktant ile etkilestirildikten sonra miknatis yardimiyla ortamdan alinmaktadir [19]. Bu
yontemler arasindan ELISA ybntemi ham maddelerde, yari islenmis Urlnlerde ve
islenmis bilesenlerde GMO analizi igin tercih edilmektedir. ELISA yontemi hedeflenen
protein yapisina zarar vermeden tespitini saglarken; polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yoéntemlerine gore diusuk tespit glicline sahip olmasi ve fazla bilesen iceren
urunlerde hassasiyetin de yeterince iyi olmamasi yontemin dezavantajlari olarak
belirtiimektedir [47].

2.5.2. Genetik modifiye organizmalarin DNA temelli analiz yontemleri

GMO iceren gidalarin DNA temelli tespit yontemleri birbirine spesifik tamamlayici
DNA yapilarinin hibridizasyonuna dayanmaktadir. Bu alanda kullanilan birgok teknik
olmasina ragmen Southern blot ve PZR teknikleri yaygin olarak kullaniimaktadir.
Mikrodizilim analizleri Uzerine c¢alismalar da devam etmektedir. Southern blot
yonteminde izole DNA yapisi membran Uzerine sabitlendikten sonra GMQO’ya spesifik
etiketlenmis nukleik asit problar Gzerinden radyograflar araciligiyla, fluorimetrik olarak
veya kemiliminesans yoluyla tespit edilmektedir. Bu alanda kullanilan farkh PZR
yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler; kalitatif PZR, kantitatif son nokta PZR,
kantitatif gergcek zamanl PZR olarak belirtiimektedir. Gergek zamanli PZR yontemi
geleneksel yontemde miktar tayini sonuclarinin kesinligi ile ilgili ortaya ¢ikabilecek
sikintilara c¢are olarak geligtiriimistir. Deney sonu¢ sonuglarinin kesinligi gercek
zamanli PZR yonteminde DNA konsantrasyonunun Ustel fazdaki PZR c¢evrimi ile
orantili olmasiyla saglanirken, bu ydntemin daha digsuk miktarlardaki DNA kopyasini
tespit edebildigi de belirtiimektedir [48].

Bu ¢alismada, GMO organizmalarin tayinine olanak saglayacak, DNA tespitine dayali
analiz yontemi gelistiriimesi Uzerine yogunlagiimigtir. Bu amagla biyosensor
uygulamalarinda hizli ve hassas analiz yontemlerinde kullanilan nanopartiktllerin ve
Raman spektroskopisi sisteminin avantajlarindan yararlaniimistir. Manyetik partikdil
ve Raman etiketi seklinde hazirlanan raportor partikullerin kullanilarak sandvig yapi
olusturulmasi gcaligmada temel alinan yontem olarak belirlenirken; farkli 6zelliklere
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sahip olan nanopartiklller kullanilarak ortamdan daha iyi ayrim saglayan, yuksek

hassasiyete sahip bir sistemin elde edilmesi amaglanmistir.

Oncelikle calismada kullanilacak olan nanopartikiillerin modifikasyonlari igin gerekli
olan optimum kosullar ile ilgili yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi
kullanilarak optimizasyon c¢alismalari yapiimistir. Daha sonra DNA hibridizasyonunu
icin gerekli kosullar da yine HPLC kullanilarak calisilmistir. ilerleyen asamalarda
temel alinan sistemdeki spesifik olmayan baglanmalarin 6niune gegilebilmesi igin
partikiller Uzerinde acikta kalan aktif uglarin blokasyonu Uzerine farkh ajanlar
kullanilarak bu sorun giderilmeye calisiimistir. Son olarak da sistemin ¢alisilabilirligi
ve kullanilan partikullerin uygulanan sistem Uzerindeki etkileri arastirildiktan sonra

YGRS teknigi kullanilarak hedef dizilim tayini yapiimigtir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal ve biyokimyasal materyaller

Calismada; hidrojen tetrakloroaurat (HAuCl,), 11-merkapto undekanoik asit (11-
MUA), hekzaadesiltrimetil-amonyum bromit (CTAB), L-askorbik asit (AA), N-(3-
dimetillaminoprobil)-N'-etilkarbodiimid hidorklorid (EDC), saf etanol %99.5 (Merck),
glutaraldehit %25 w/w (Aldrich), 5,5-dithiobis (2-Nitrobenzoik asit) (DTNB) Acros
(New Jersey, A.B.D.), N-hidroksisulfostksinimid sodyum tuzu (NHS) Pierce
Biotechnology (Bonn, Almanya) , sigir serumu albimini (BSA) (Sigma, ABD) % 98
etanolamin (Sigma Aldrich), alanin (Acros, ABD) seklinde listelenmis olan kimyasal

ve biyokimyasal maddeler kullaniimigtir.

3.1.2. Oligoniikleotit dizilimleri

Oligonukleotit dizilimleri Alpha DNA (Quebec, Kanada) firmasindan saglanmigtir.

Kullanilan oligonukleotit dizilimleri Cizelge 3.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Oligonukleotit dizilimleri

Prob 1 5°-NH2-AAA AAT CGG CAG AGG CAT-3’
Prob 2 5-CGA TGG CCT TTC CAA AAA-NH; -3~
Hedef 5-GGA AAG GCC ATC GTT GAA GAT GCC TCT GCC GA-3°

3.1.3. Tampon ¢ozeltiler

Yapilan bu caligmada kullanilan tampon fosfat tamponlu tuz (PBS) ve yikama
¢Ozeltisi olarak kullanilan tween eklenmis PBS (PBST) icin Na,HPO, ve KH,PO,
J.T.Baker (Deventer, Hollanda), Tween® 20 Merck (Darmstadt, Almanya), NaCl
Sigma (St Louis, A.B.D.) firmasindan saglanmigtir. 2-(N-morpholino)ethansulfonik
asit (MES) tamponu tamponunun hazirlanmasi amaciyla Sigma (St Louis, A.B.D.)
firmasindan temin edilen MES monohidrat kullaniimistir. Deneysel ¢alismalarin seyri

suresince kullanilan tim tamponlar deiyonize su kullanilarak hazirlanmistir.
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3.1.4. Olgiim sistemleri

Calisma boyunca immobilizasyon ve hibridizasyon asamalarinda uygulanacak
parametrelerin optimizasyonu c¢alismalari Agilent 1100 serisindeki Zorbax 4,6 x 250
mm, 5 mm GF-250 jel filtrasyon kolon ve diyot array dedektdr iceren HPLC
yapilmistir (Agilent Technologies, CA, A.B.D.). Akis hizi 0,5 mL/dk olarak
ayarlanirken; PBS tamponu (0,2 M, pH 7,4) mobil faz olarak kullaniimistir. Enjeksiyon
hacmi 25 °C’de 50 uL olarak ayarlanmis ve élgimler 260 nm’de alinmigtir. Prob ve

hedef dizilimleri iceren ¢ozeltilerin kolondan ayrilma sureleri yaklasik 6 dk’dir.

Calismada kullanilmasi amaciyla sentezlenen altin nanopartikillerin absorpsiyon
spektrumlari  fotodiyot analiz dedektdorine sahip Agilent 8453 UV-Visible
spektrofotometre (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, A.B.D.) ile

kaydedilmistir.

Genetik materyalin tespiti i¢cin kurgulan sandvi¢ yapinin olusturulmasi, Raman
etiketleriyle modifiye edilmis isaret¢i nanopartikillerin en dusik tespit edilebilen
tanecik sayisi ve spesifik olmayan baglanmalar Uzerine yapilan calismalardaki
Olcumler DeltaNu Examiner Raman Mikroskop (Deltanu Inc., Laramie, WY, A.B.D.)
785 nm lazer kaynagi, mikroskop icin hareketli lamel (numune tutma) haznesi ve
CCD dedektor ile yapilmistir. Cihaz parametreleri ise 20x objektif ve yaklasik 30 ym

lazer spot alani, 150 mW lazer gucu olarak ayarlanmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Altin  kapli nanopartikullerin ylizey modifikasyonlari sirasinda kullanilan MES
Monohidrat tampon ¢Ozeltisi hazirlanirken 0,05 M MES monohidrat ¢ozeltisi
deiyonize su igerisinde ¢dzinduruldikten sonra; derisik NaOH c¢ozeltisi kullanilarak

pH degeri 6,5 olacak sekilde ayarlanmigtir.

Daha ¢ok hibridizasyon asamasinda yararlanilan PBS tamponu ¢dzeltisinin
hazirlanmasinda ise 0,2 M konsantrasyonundaki Na,HPO, ve KH,PO, c¢oOzeltileri
kanigtinldiktan sonra istenilen tuz konsantrasyonunu elde edecek sekilde ¢ozeltiye

NaCl eklenir ve bu sekilde pH degeri 7,4 olan PBS tamponu hazirlanmaktadir.
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Spesifik olmayan baglanmalarin uzaklastirilmasi amaciyla denenen yikama
prosedurlerinde kullanilan PBST ¢ozeltisi i¢in hazirlanmig olan 0,2 M PBS tamponu

(pH 7,4) Uzerine % 1 (v/v) oraninda Tween 20 ilave edilmigtir.

3.2.2. Nanopartikillerin sentezi

Bu calismada silika kapli 3-aminopropiltrietoksisilan (APTS) modifiyeli manyetik
nanokure, altin kapli manyetik nanokure ve isaretci partikul olarak da altin nanogubuk

partikuller kullaniimigtir.

3.2.2.1. Demir nanopartikullerin sentezlenmesi

Manyetik nanopartiklllerin  sentezlenmesi amaciyla ©Oncelikli olarak Fez04
nanopartikllleri sentezlenmektedir. Literatirde yer alan c¢alismalarda Fe(lll):Fe(ll)
(2:1 molar orani) karigimi bazik ortamda demir tuzlarini olugturmakta ve bu tuzlarin
kontrollU bir sekilde yukseltgenmesiyle demir oksit nanopartikilleri elde edilmektedir.
Bu reaksiyon genel olarak asagidaki esitlikte gosterilebilir.

Fe™+ 2Fe*?+ 80H —> Fe304+ 4H,0 (3.1)
Yukarida oOzetlenen durum ayrintii  incelenecek olursa oOncelikle Fe3O4
nanopartikuller Fe ¢okmesini (I), Fe (lll) ile hazirlanmigtir. Fe (1) / Fe (lll) orani, bir
alkali ¢ozeltisi icinde 0,5 olacak sekilde muhafaza edilmistir. Kisaca, 1,28 M FeCl; ve
0,64 M FeSO,7H,0O deiyonize su iginde eritilmistir. Demir tuzlari ¢ozindUrllene
kadar ¢ozelti kuvvetlice kanistiriimistir. Daha sonra, 1 M NaOH cozeltisi 40 dakika
boyunca karigim igine damla damla ilave edilmistir. Cokturalmis manyetit renginin
siyah oldugu goézlenmistir. Siyah c¢okelti kalici bir miknatis Uzerinde toplanmis ve
deiyonize su ile yikanmistir. Okside olmus Fe3zO4 nanopartikllleri elde etmek igin
demir tuzlar ilk olarak 3 saat sureyle 2 M HCIO, i¢cinde yikanmistir. Argon atmosferi
altinda partiklllerin kahverengi renk aldiklari gézlenmigtir. Parcaciklar daha sonra
10000 devir/dk'da 20 dakika santriflj edilmis slUpernatant c¢ozeltisi atilmis ve
sonrasinda deiyonize su ile yikanmistir. Yikama islemi t¢ kez tekrarlanmigtir.
Kimyasal sentez sonucu elde edilen kahverengi renkli demir nanopartikulleri
kendiliginden manyetik 6zellik gostermekte ve sulu ¢ozeltide bu manyetik etkiden
dolay1 agregasyon gozlenmektedir. SEM goruntusu alinarak demir nanopartikillerinin
homojen bir boyut dagilimi kontrol edilmigtir. SEM goruntisu aluminyum tabaka
Uzerinde partikuller kurutularak alinmistir. Yliksek manyetik 6zellikten dolayr demir

nanopartikiller kurutulmus durumda agregasyona ugramis halde géztkmektedir.
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3.2.2.2. Altin kaph Fe;O,4 nanopartikiillerin sentezlenmesi

Au kabuk kaplama iglemi altin kabuklari olan demir nanopartikuller saklanmasi igin
CTAB varliginda gergeklestirilmistir. Kisaca, 10 mg FezO4 nanopartikiller 5 mL su
icerisinde slUspanse edilmis ve 1 M NaOH icginde hazirlanan 0,27 M EDTA ilave
edilmistir. Meydana gelen ¢ozelti 5 dk igin bir sonikator iginde karigtiriimistir.
Parcaciklar daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santriflj edilmigtir. Daha sonra,
supernatant atilmis ve nanopartikullerin deiyonize su ile yikanmigtir. Yikama iglemi
Uc kez tekrarlanmistir. Ortaya ¢ikan ¢okelti 7 ml 0,1 M CTAB, 3 mL, 0,01 M ve 300
ML HAuUCIl; 1 M NaOH ile karistinlmistir. Cozelti daha sonra kuvvetlice karistirilmig,
150 mg hidroksilamin karigimi icine ilave edilmis ve 3 dakika boyunca kuvvetli bir
sekilde karistirimistir. Sonu¢ nanopartikiller koyu kirmizi renkte elde edilmis ve

partikuller kullanmadan once 24 saat beklemistir.

3.2.2.3. Altin nanogubuklarin sentezi

Altin nanogubuklar, ¢ekirdek ile buyltme tekniginde kiguk modifikasyonlar yapilarak
cekirdek partiklllerinin (3-4 nm) kontrolli buayUtilmesi ile sentezlenmistir. Altin
nanocubuklarin sentezi igin Oncelikle boyutu 3-4 nm olan c¢ekirdek c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Cekirdek ¢ozeltisi igin bir viale sirasiyla 7,5 mL 0,1M CTAB ve 250 pL
0,01 M HAuUCI, ¢gozeltisi konulup karistiriimigtir. Bu ¢ozeltinin Gzerine daha 6nceden
buz banyosunda sogutulan deiyonize su ile hazirlanmis 0,01 M NaBH, ¢dzeltisinden
600 uL hizli bir sekilde eklenmistir. Olusan ¢ozeltinin rengi yesil cay renginde olmakta
ve c¢ekirdek partikullerinin kullaniimasi i¢in oda kosullarinda 15 dakika bekletiimesi
gerekmektedir. Buyltme ¢ozeltisi icin bir vial igerisine sirasiyla 4,75 mL 0,1 M CTAB,
50 pL 0,01M HAUCl4, 15 pL 4x103 M AgNO3 konulmustur. Daha sonra Uzerine 250
puL 0,01 M askorbik asit ilave edilmigtir. Bu agsamada koyu turuncu olan karigimin
rengi askorbik asitin ilave edilmesi ile seffaflasmistir. Bu asamadan sonra, daha énce
hazirlanip 15 dakika bekletiimis c¢ekirdek ¢ozeltisinden 2,5 pL alinarak buyldtme
¢cOzeltisine eklenmistir. Nanogubuk sentezinin tamamlanmasi i¢in U¢ saat boyunca
oda sicakliginda bekletiimesi gerekmektedir. Bu sure boyunca partikil ¢ozeltisinin
rengi seffaftan koyu mavi tonlarina dogru yavas yavas degismektedir [21].
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3.2.2.4. Silika kaplanmig APTS modifiye edilmis manyetik nanopartikiillerin
sentezi

Oncelikle sodyum sitrat modifiyeli manyetik nanopartikiller birlikte ¢oktirme
yéntemiyle hazirlanmis ve su igerisinde dagitilmistir. 80 mL 0,5 M Fe** ve 40 mL Fe*?
sulu ¢Ozeltileri nitrojen gazi akisi bulunan deney tupune konmustur. Ardindan 10 mL
% 25’lik NH3.H,O hizlica karistirma saglanan ortama eklendikten sonra siyah ¢okelti
olusmakta ve karistirma islemi 30 dk devam etmektedir. Olusan Urin toplanip
tekrardan 300 mL hacimdeki 0,3 M sodyum sitrat igeren distile su igerisinde
dagitihrak, 1 saat boyunca 90°C’da karistirma iglemi uygulanmaktadir. Son urln
slspansiyon igerisinde santriflj yoluyla toplanarak distile su pH:7 olana kadar
yikanmakta ve bu sekilde Fe;O,4 nanopartikuller elde edilmektedir.

Sentezlenen nanopartikullerin silika kaplanmasi amaciyla ise etanol igerisinde
hazirlanmis tetraetoksi silan ¢ozeltisinden 5 mL alinarak 6 mL NH3.H,O (25 w%), 50
mL H;O, 250 mL etanol ve 3 mL oOnceki asamada sentezlenmis olan
nanopartikullerden olusan karisim igerisine eklenerek 20 saat boyunca karistiriimakta
ve 9000 devir/dk’da santrifij uygulanarak nanopartikuller ortamdan izole edilmektedir.
Daha sonra etanol ile 4 kez yilkama yapilarak saflagtirma saglanmakta ve 24 saat
sureyle oda sicakhginda vakum altinda kurutma saglanmaktadir.

Nanopartikillerin APTS ile modifikasyonunu saglamak icin Oncelikle 100 mg
manyetik nanopartikil 50 mL tolUen igerisinde dagitiimaktadir. Daha sonra 150 uL
APTS ortama eklenerek oda sicakhdinda 24 saat sureyle karistirimaktadir. APTS ile
islevsellestiriimis manyetik silika nanopartikiller miknatis yardimiyla toplandiktan
sonra siraslyla; tolien, tolien/metanol ve metanol ile yikanip vakum altinda bir gece

boyunca kurutulduktan sonra hazir hale gelmektedir [49].

3.2.3. Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Sentezlenen demir nanopartikillerinin karakterizasyonunu igin SEM, TEM, EDAX,
XRD olgumleri gergeklestiriimistir. Sentezlenen manyetik nanopartikillerinin ve altin
nanogubuklarin karakterizasyonu igin ise UV-Vis spektrofotometre ve TEM olgumleri

kullaniimigtir.
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3.2.4. DNA tayinine yonelik analiz yonteminin gelistirilmesi

3.2.4.1. Optimizasyon ¢aligmalari

Calismanin sonucunu etkileyebilecegi disundilen tim parametrelerin optimizasyonlari
tizerine galismalar yapilmistir. ilk basamak olarak kullanilacak olan nanopartikillerin
her biriyle ilgili (silika kaph APTS modifiyeli nanopartikil, altin kapli manyetik
nanokure, altin gubuk ve altin kure) belirli optimizasyon galismalari yapiimistir. Bu
calismalar kapsaminda APTS modifiye edilmis silika kapli manyetik partikillerin
yluzey aktivasyonunun gerceklestirilecegi tampon, ylzey aktivasyonun farkli bir
protein ile kontroll ve ardindan yuzeye baglanacak optimum prob dizilim miktarlari
uzerine calisilmigtir. Altin kapli manyetik kdre ile ilgili olarak ise oncelikle yluzeyde
kendiliginden dizenlenen tabaka (SAM) olusturulurken ¢ézlcunun etkisi arastiriimig,
ardindan ise yuzeye baglanacak optimum prob dizilimi miktari 0,5-5 yM araliginda
calisilarak belirlenmistir. Manyetik partikullerin yuzeylerine baglanacak optimum prob
dizilim miktarinin belirlenmesi amaciyla yuzey aktivasyonu yapilan partikiller belirli
konsantrasyonlardaki prob dizilimleri ile etkilestirildikten sonra partikuller manyetik
olarak ortamdan ayrilmis ve baglanmayan prob dizilim miktarina HPLC’de bakilmistir.
Bu veriler kullanilarak da baglanan miktarlar hesaplanmistir. Calismada énemli bir
yere sahip olan ve igaretci olarak kullanilan altin nanogubuklarla ilgili olarak da farkl
konsantrasyonlarda DTNB ile SAM olusturulmasinin, kullanilan partikal miktarinin ve
birkagc kez SAM uygulamasinin elde edilen Raman bant siddetleri Uzerine etkisi
arastinlmistir. Daha sonra ise manyetik partikullerde oldugu gibi yuzeye baglanan
optimum  dizilim  miktarinin  bulunmasi amaciyla 1-5 pM araligindaki
konsantrasyonlarda prob dizilimleri ile etkilestirilip yine baglanmayan prob dizilim
miktarlarina HPLC’de bakilarak baglanan miktarlar hesaplanmistir. Manyetik
partikillerden farkli olarak altin nanogubuklarin ortamdan ayrilmasi amaciyla
manyetik 6zellikleri olmamasindan 6turd santriftj uygulanmistir. Partikdllerle ilgili
belirtilen calismalar yapildiktan sonraki adim olarak DNA hibridizasyonu Uzerine
etkisi oldugu belirtilen tamponun igerdigi tuz konsantrasyonu (150 mM-1050 mM),
ortam sicakligi ( 25-75 °C) ve hibridizasyon suresi (0-90 dk) gibi parametrelerle ilgili
cahisilmalar yapilmistir. Sandvi¢ yapi olusturulurken spesifik olmayan baglanmanin
onune gecilebilmesi amaciyla modifiye edilen nanopartikiller Gzerinde agcikta
kalabilecek bolgeleri kapatmak Uzere BSA, alanin ve etanolamin gibi blokasyon

ajanlari kullanilirken; hibridizasyon basamag@i sonrasinda farkli yikama prosedurleri
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de uygulanmistir. Yikama prosedurlerinde saf etanol, PBS, PBST ile farkl
varyasyonlarin etkisine bakilmigtir. Son olarak da nanopartikiller Gzeri belirlenen
kosullarda modifiye edilen manyetik partiktllerden hangisiyle ¢aligilacagi, hangi
sicaklik degerlerinde daha ylksek sinyaller elde edildigi ve modifiye edilmis
nanopartikullerden manyetik ve isaretci partiktllerin sirayla mi, ayni anda mi ortama

katilmasinin bant siddetleri Uzerine etkisi aragtiriimigtir.

3.2.4.2. Nanopartikillerin ylizeyine kendiliginden diizenlenen tabakanin
olusturulmasi

Calismalarda kullanilan  nanopartikullerin ~ yuzeyinde Oncelikle kendiliginden
dlzenlenen tabaka olusturulmus ve tum ylzey modifikasyonlar ylzeyde tabaka
olusturmasi saglanan kimyasallarin karboksil gruplari tzerinden yapilmistir. Ylzeyde
SAM olusumunun saglanmasi amaciyla altin kapli manyetik klrelerin Uzerine saf
etanolde c¢ozundurilmus 150 mM 11-MUA (Sekil 3.1.) konularak 18 saat boyunca
bekletilmistir. isaretci olarak kullanilan partikillerin (izerine ise bir Raman etiketi olan
DTNB (Sekil 3.1.) kullanilarak SAM olusturulmustur. Kullanilan DTNB
konsantrasyonu 50 mM olup; saf etanol igerisinde ¢ézundurilmuis ve yine partikuller
cozelti icerisinde 18 saat bekletiimistir. Her durumda da 18 saatlik etkilesim suresi
sonrasinda saf etanol ile yikama yapilarak ortamdaki yuzey ile etkilesmemis olan
fazla miktardaki molekullerin uzaklastiriimasi saglanmigtir. Yikama basamaklarinda
manyetik partikiller miknatis ile toplanirken; manyetik olmayan isaretci partikuller ise
santrifij (6000 devir/dk, 6 dk) yapilarak toplanmakta ve igerisinde partikil kalmayan
berrak ¢ozelti mikropipet kullanilarak ortamdan uzaklastiriimaktadir. Devaminda
istenilen tampon yeniden partikullerin Gzerine eklenip karigtirildiktan sonra partikiller

belirtildigi sekilde ortamdan ayrilarak yikama basamaklari artirilabilmektedir.
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Sekil 3.1. 11-merkapto undekanoik asit ve 5-5 ditiobismerkapto nitrobenzoik asit’in

kimyasal yapisi.

Silika kaph ve ylzeyi 3-aminopropiltrietoksisilan (APTS) modifiyeli manyetik
partikullerdeki modifikasyon basamaklari APTS molekilll Gzerinden saglandigindan

bu partikullerin ylzeyinde ayrica SAM olusturulmamistir.

3.2.4.3. Yiizeyde olusturulan gruplarin aktivasyonu

Altin kapli nanopartikullerin ylzey aktivasyonun saglanmasi amaciyla 0,05 M NHS ve
0,2 M EDC igeren pH 6,5 olan 0,05 M’lik MES tamponu igerisinde EDC-NHS ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti yuzeyine SAM olusturulmus olan nanopartikillerin
uzerine eklenip, 40 dk muamele edilerek yuzeyde amin reaktif NHS esterleri
olusturulmustur. Yuzey aktivasyonu icin gerekli bekleme slresinden sonra MES
tamponu ile yikama yapilmistir.

Silika kapli APTS modifiyeli manyetik partikullerin ylzey gruplarinin aktivasyonu ise
glutaraldehit kullanilarak yapilmaktadir. Bu amacgla PBS (150 mM NaCl, pH:7,40)
tamponu icerisinde 1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan manyetik
nanopartikillerin Uzerine son hacimde agirlikca % 6 olacak sekilde glutaraldehit
¢cOzeltisi eklenerek oda sicakliginda 1 saat sureyle muamele edilmekte ve bu sekilde
yuzeyde aktif aldehit gruplari olusturulmaktadir. Aktivasyon basamagindan sonra
yine ortamda etkilesmemis halde bulunan fazla molekillerin aktivasyonun
gerceklestirildigi tamponla yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir.

3.2.4.4. Problarnn nanopartikiller tizerine immobilizasyonu

Yuzey aktivasyonu saglanan nanopartikillerin Gzerine, optimizasyon ¢alismalarinda
belirlenen konsantrasyonlarda prob konularak immobilizasyon gergeklestirilmistir.

Altin kapl nanopartikullerin immobilizasyonu MES tamponunda gergeklestirilirken,
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silika kapli manyetik nanopartikilin immobilizasyon tamponu olarak ise PBS
kullaniimigtir. Prob ¢ozeltilerinin, nanopartikillerin Gzerine eklenmesinden itibaren 40

dk sureyle etkilestirildikten sonra yikama iglemi gergeklestirilmistir.

3.2.4.5. Nanopartikullerin Uizerinde agikta kalan aktif gruplarin blokasyonu

Yapilan calismada spesifik olmayan baglanmalarin 6nline geg¢mek amaciyla
nanopartikillerin ylzeyine prob immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra agikta
kalan aktif gruplarin blokasyonu amaciyla gesitli ajanlar denenmis ve sonug olarak
BSA molekulinin kullaniimasina karar verilmistir. Bu amagcla prob immobilizasyonu
yapilan nanopartikullere yikama islemi yapildiktan sonra yine immobilizasyon
tamponlari igerisinde 3 mg/mL civarinda konsantrasyona sahip olacak sekilde BSA
¢Ozeltileri hazirlanip nanopartikiller Gzerine eklenerek 40 dk slreyle muamele
edilmis ve her basamakta oldugu gibi ortamda fazla miktarda kalan kimyasallari

uzaklastirmak amaciyla yikama islemi gerceklestirilmigtir.

3.2.4.6. Ortamdaki hedef molekiiliin nanopartikiillerle yakalanmasi ve sandvi¢
yapinin olugturulmasi

Calismanin bu asamasinda yukarida belirtildigi gibi prob ve blokasyon ajani ile
modifiye edilmis nanopartikiller kullaniimistir. Hibridizasyon igin optimize edilen ve
daha dnceki ¢calismalardan refere edilen kosullara gore hibridizasyon sicakhgi 60 °C,
toplam sure 30 dk ve kullanilacak tampon olarak da PBS (750 mM NaCl, pH:7,40)
belirlenmistir. Bu asamadaki amag¢ ortamdaki hedef dizilimin, partikiller tGzerindeki
hedef dizilimi tamamlayici problar sayesinde ortamdan segici olarak alinmasidir.
Yapilan optimizasyon calismalarinda manyetik ve isaretgi partikillerin ayni anda
analiz ortamina katilmalarinin daha yuksek bant gsiddetleri elde edilmesine olanak
sagladigl sonucuna varildigindan bu yonde planlama yapilmigtir. Kurgulanan deney
dizenedi dogrultusunda modifiye edilmis manyetik ve isaret¢i nanopartikiller,
hibridizasyon ortamina hazirlanmalari amaciyla 6nce birer kez hibridizasyon
tamponuyla yikanmig ve ardindan yine hibridizasyon tamponu igerisinde hazirlanmis
olan belirli konsantrasyonlardaki hedef dizilimler altin nanogubuklar ile birlikte
manyetik partikiller tGzerine eklenmis ve hibridizasyon kosullarinda etkilestiriimistir.
Belirlenen sure sonunda manyetik partiklllerin ylzeyine gerceklesen spesifik
olmayan baglanmalarin gideriimesi amaciyla, olusturulan sandvi¢ yapiya 5-6 kez
PBS ile yikama iglemi gerceklestiriimigtir. Belirtilen yikama basamaklari hedef dizilimi
yakalayan partikillerin, yapidaki manyetik partiklllerden yararlanilarak ortamdan
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manyetik yolla ayrilmasi ve her defasinda ortama yeniden PBS eklenip karistiricidan
gecirilerek yeniden ayrimlari saglanmasi seklinde gerceklestiriimigtir. Yikama

basamaklarinin ardindan da YGRS o6lgumlerine gecilmistir.

3.2.4.7. Sandvig yapi olusturularak yakalanan hedef dizilimlerin YGRS ol¢limleri

isaretci molekiil olarak kullanilan altin nanogubuklarin yiizeyinde SAM olusturulurken
kullanilan Raman etiketi olan DTNB molekulinin, Raman bantlari hedef dizilimin
belirlenmesinde kilit rol oynamaktadir. Belirli miktarlardaki hedef dizilimler ile
etkilegtirilen ve yikamalari yapilmis olan nanopartikuller dlgimler icin hazir hale
getirilmistir. Olclimler hacme goére daha yiiksek sinyal degerlerine ulasilabildiginden
yuzeyde gerceklestirilmigtir. Cozeltiden 1 pL cekilip, ince tabaka kromatografisi (TLC)
Uzerine damlatilarak Raman spektroskopisinde okumalar yapilmistir. Kullanilan lazer
seviyesi orta seviye olacak sekilde ayarlanirken etkilestirme slresi ise 12 sn olarak
uygulanmistir. Ortamdaki hedef molekdil varligi DTNB molekdiliine ait olan 1331 cm™
dalga sayisinda maksimum degerine ulasan simetrik NO, bandi takip edilerek
belirlenmistir. Nanopartikullerin yizey modifikasyonlarindan YGRS oOl¢gumlerine kadar

uygulanan sistem asagida bulunan sekil 3.2’de sematize edilmistir.
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Sekil  3.2.  Hedef dizilimin  tayini amaciyla  nanopartikillerin  ylzey

modifikasyonlarindan YGRS oél¢umlerine kadar izlenen yontemin akis semasi.

34



11-MUA+Fe@Au kiire

o 3
i, ™ f ' ) Qkf '
[ b - by A
o= + o’ —p ‘,W'é%»%, + O —_ f#ﬁ-‘”\w
; -, I,
Auubuk DTNB*Au cubuk Prob 2 o (»; " BSA o {;‘Fb

Au kapli nanopartikullerin yiizey modifikasyonlari

Sandvig analiz yontemiyle hedef dizilimin yakalanmasi

e o o o —

YGRS olciimleri
Sekil 3.2.(devami) Hedef dizilimin tayini amaciyla nanopartikullerin ylzey

modifikasyonlarindan YGRS o6lgumlerine kadar izlenen yontemin akis semasi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Yapilan galismada ilk adim olarak kurgulanan sistemde, standart nanopartikullerin
sentezlenmesi ve yluzey modifikasyonlarinin yapilmasindan baslanarak sandvig
yapinin olusturulup hedef dizilimin tayin edilmesine kadar olan tim asamalarda
uygulanacak parametrelerdeki optimum kosullarin arastirimasi ve elde edilen
verilerin literatirdeki calismalarla da karsilastirilarak optimum c¢alisma kosullarinin
elde edilmesi olarak belirlenmistir. Bu hedef dogrultusunda standardize edilmis
yontemlerle sentezlenen nanopartikillerden altin kaplh nanopartikullerin ylzeyinde
kendiliginden diuzenlenen tabaka olusturulmasinda ¢ozucunin etkisi arastirildiktan
sonra igaretgi partikil olarak kullanilan altin nanogubuklardan elde edilen bant
siddetlerinin kullanilan DTNB konsantrasyonu ve birim hacimdeki partikul miktari ile
olan iligkisi arastirilmistir. Diger taraftan silika kaplanmis APTS modifiye edilmis
manyetik partikullerin ylzey aktivasyonu igin uygun tampon ve aktivasyonun farkl bir
molekul ile kontrol edilmesi gibi bir dizi calisma yapilmistir. Ardindan, c¢alismada
kullanilan tim nanopartikillerin ylzeyine immobilize edilecek prob miktarlari tGzerine
cahsilmigtir. Partikdllerlerin modifikasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalardan sonra hedef
dizilimin tamamlayici problar ile hibridizasyonunu etkiledigi bilinen ortam sicakhgi,
ortamdaki tuz konsantrasyonu ve hibridizasyon suresi gibi parametreler Uzerine
cahsilmistir. Hedef dizilim tayini amaciyla sandvi¢ yapi olusturulurken partikiller
arasinda gerceklesmesi olasi olan spesifik olmayan baglanmalarin minimize edilmesi
icin ise acgikta kalan aktif uglarin blokasyonu ve yikama prosedurlerinin uygulanmasi
gibi iglemler uygulanarak etkileri gozlenmistir. Optimize edilen parametrelerle
sistemin uygulanabilirligi ve calismada kullanilmasi amaciyla sentezlenen manyetik
partikullerden hangisiyle daha iyi sinyaller elde edilebildigi arastiriimistir. Daha iyi
sinyaller elde edilebilecegi dusunulen partikullere karar verildikten sonra ise sandvig
yap! olusturulurken ortam sicakhgindaki degisimin ve manyetik partikil ile sinyal
alinmasini saglayan isaret¢i partikullerin analiz ortamina katilma sekillerinin sinyaller
Uzerine etkisi arastirilip; son olarak da farkh konsantrasyonlardaki hedef dizilimlerin

analizi yapilarak kalibrasyon egrisi ¢ikartiimistir.

4.1. APTS Modifiyeli Manyetik Nanopartikiiller ile ilgili Yapilan Optimizasyonlar

Calismada kullaniimak Uzere sentezlenen silika kaplanmis ve APTS modifiye edilmis
manyetik nanopartikillerin karakterizasyon c¢aligmalari sonucunda kuresel bir
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geometriye ve 90 nm ¢apa sahip olduklari belirlenmistir. APTS modifiye edilmis silika
nanopartikiller Uzerine modifikasyonlar yapilabilmesi amaciyla glutaraldehit
aktivasyonu yapilmigtir. Literatirde yer alan APTS modifikasyonunun yapildigi
calismalarda % 2,5 glutaraldheit 4 saat sureyle oda sicakhdinda [50] ve % 8
glutaraldehit 1 saat slreyle oda sicakhginda [51] seklinde uygulamalar
bulunmaktadir. Caligmamizda ise yuzey aktivasyonu amaciyla % 6 lik glutaraldehit
cOzeltisi ve oda sicakliginda 1 saat sure parametreleri uygulanmigtir. Aktivasyonun
hangi tampon igerisinde yapilacagina karar vermek Uzere deiyonize su ve PBS
tamponu icerisinde gergeklestirilen aktivasyon sonrasi ayni miktardaki prob
dizilimlerinin APTS modifiyeli manyetik partikil Uzerine immobilize olan prob dizilim
miktarlari HPLC’de yapilan Olgimler sonucunda belirlenmigtir. Sekil 4.1.a’da
gorulebilecek sonuglara gore her iki tamponda da gergeklestirilen aktivasyon ve
immobilizasyon basamaklari sonucu yakin baglanma miktarlari elde edilmigtir.
Hibridizasyon basamaginin da PBS tamponunda gergeklestirilecegi goéz onunde
bulundurularak aktivasyon ve immobilizasyon basamaklarinin PBS tamponunda
yapilmasina karar verilmistir. Kullanilacak tampona karar verildikten sonra hem yuzey
aktivasyonun duzgun bir sekilde gerceklesip gerceklesmediginin hem de farkli
zamanlarda sentezlenen partikiller arasindaki olabilecek farkliliklarin arastiriimasi
amaciyla aktive edilmis APTS modifiyeli partikiller BSA ile etkilestirilip baglanmayan
miktarlar HPLC ile tayin edilerek baglanan BSA miktarlari hesaplanmistir. Sekil
4.1.b’de yer alan sonuglarda stoklar arasinda buyuk farkliliklarin bulunmadigini ve
partikiller  Gzerine BSA  immobilizasyonunun  gercgeklestigi  gorulmektedir.
Nanopartikll yluzeyine yapilacak modifikasyonlar i¢in uygun sartlar arastiriidiktan
sonraki agsama olarak prob immobilizasyonu basamagi igin gerekli olan optimum
miktarin belirlenmesi Uzerine ¢alisiimistir. Bu amagla prob dizilim konsantrasyonu
olarak 1-5 uM araliginda calisiimis ve yuzey aktivasyonu yapilmis partikuller ile
etkilegtirilen prob dizilimlerin baglamayan miktarlart HPLC ile analiz edilmistir.
Calisilan konsantrasyon araliginda elde edilen sonuglara goére partikil Uzerine
baglanan miktarlarin belli bir aralikta seyrettigi (Sekil 4.1.c) ve partikul ylzeyinin
doygunlugu ulasmasi dolayisiyla artan prob konsantrasyonuna karsin ylzeye
baglanma ylzdesinde dusUs gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 4.1.d). Farkh
nanopartikullerin kullanildigi ¢alismalarin birinde yuzey modifikasyonu amaciyla 4 uM
prob kullaniimistir [52]. Calismamizda ise yuzeye baglanan miktarlarin birbine yakin

olmasi, buna karsin artan konsantrasyonlarda baglanan miktarlardaki sapma
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degerlerinde artis gdézlenmesi sebebiyle 3 uM prob konsantrasyonunun c¢alismamiz
icin uygun olduguna karar verilmigtir. Nanopartikullerin daha dusik prob
konsantrasyonlari ile etkilestirildigi durumlarda ylzeye immobilize olan prob miktari,
partikullerin 3 uM prob konsantrasyonu ile etkilestirildigi zaman ylzeye immobilize
olan miktarina yakin olsa da, partikullerin yizeyine muimkun olan en fazla miktarda
prob immobilize edilmesi amaglandigindan, daha dusuk bir prob konsantrasyonu

tercih edilmemistir.
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Sekil 4.1. a) Glutaraldehit aktivasyonuna tampon etkisi, b) BSA molekuli ile yuzey
aktivasyonunun kontroli, c) APTS modifiyeli manyetik nanopartikil Gzerine baglanan

prob miktari, d) prob dizilimlerin % baglanma oranlari.
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Sekil 4.1.(devami) a) Glutaraldehit aktivasyonuna tampon etkisi, b) BSA molekulu ile
yuzey aktivasyonunun kontroll, c) APTS modifiyeli manyetik nanopartikil Gzerine

baglanan prob miktari, d) prob dizilimlerin % baglanma oranlari.

4.2. Altin Kaph Manyetik Nanopartikil ve Altin Nanogubuk Partikiillerin
Karakterizasyonu

Calismada kullanilan altin kapli manyetik nanopartikil ve altin nanogubuklarin
karakterizasyonu icin partikullerin anizotropilerinden ve optik Ozelliklerinden
yararlaniimigtir.  UV-gorunur bolge spektroskopisi ve transmisyon elektron
mikroskobu ise nanopartikillerin karakterizasyonunda kullaniimis olan cihazlardir.
Nanopartikullerin sekil ve boyutlari TEM ile elde edilen goruntulerden yararlanilarak
belirlenmektedir. Calismamizda kullanilan partikillerin TEM goérintileri sekil 4.2°de
verilimektedir. Sekil 4.2.a’'da altin kapli manyetik partikillerin TEM goéruntisi yer
alirken; sekil 4.2.b’de ise altin nanogubuklarin TEM gérintisi yer almaktadir. ileriki
asamalarda birim hacimdeki miktar hesabi yapilmis olan altin nanopartikillerin
boyutlarinin yaklasik olarak 45 nm boyuna ve 15 nm enine oldugu belirlenmistir.
Nanogubuklarin  boyutlari hakkinda bilgi verilirken genellikle boy/en orani
kullaniimakta ve kullandigimiz nanopartikillere ait bu degerin yaklasik olarak 3

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.2. a) Altin kapli manyetik nanopartikillerin TEM goranatisu, b) Altin

nanogubuklarin TEM goruntusa.

UV gorunur bolge spektroskopisinde alinan absorbans olgimleri ise nanopartikullerin
optik Ozellikleri ve sekilleri hakkinda bilgi saglamaktadir. Sekil 4.3.a’da altin kaph
manyetik nanopartikillere ait spektrum yer alirken; TEM goruntulerinde de goéruldagu
gibi sekil itibariyle kireye yakin olan nanopartikillerin 534 nm’de bir plazmon bandina
sahip oldugu goérilmektedir. Sekil 4.3.b’de ise enine plazmon bandi (531 nm) ve
boyuna plazmon bandi (744 nm) olmak Uzere altin nanogucugda ait plazmon bantlari

gorulmektedir.
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Sekil 4.3. a) Altin kaph manyetik nanopartikil ve b) altin nanogubuklarin UV gérinar

bdlge spektrumlari.

Altin nanopartikullerin sekil 4.3’te de goéruldugu gibi dar var siddetli absorpsiyonlar

gbstermeleri plazmon rezonansindan kaynaklanmaktadir. iletkenlik elektronlarinin
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uygun dalga boyunda gonderilen 1gin ile elektromanyetik alan varligindaki osilasyon
hareketi sirasinda rezonansa girmeleriyle bu durum gergeklesmektedir. Altin
nanopartikullerin plazmon rezonanslari partikil boyutu, sekli, yapisi ve bulundugu
ortamin refraktif indeksi gibi parametrelere bagl olarak degisim gostermektedir. Bu
sebeplerden oOturu de altin kapli manyetik kure ve altin nanogubugun plazmon
rezonanslarinda farkhlik gozlenmigtir. Nanogubuklarin kisa ve uzun yuzeylerindeki
elektron salinimlari dolayisiyla da partikullerin iki farkli plazmon rezonansi
gostermelerine sebep olmaktadir [53]. Nanogubuklarin boy/en oranlarinin buylk
olmasi dusuk enerijili gorandr bdlge ve NIR’da yapilan ¢alismalarda kullaniimalarina
olanak saglamaktadir. Farkli boy/en oranlarina sahip nanogubuklarin Uretilerek
boyutlari ve optik 6zelliklerinde farklilik yaratilabilmesi, biyolojik uygulamalardaki
kullanimlari agisindan buylk énem arz etmektedir. Nanogubuklarin boy/en oraninin
artmasi Raman verimliliginde artis saglamaktadir. Nanokurelere gore saciima
verimliligi daha ylksek olan nanogubuklarin Raman’da kullaniimalari ise énemli bir

avantaj saglamaktadir [21].

4.3. Altin Kaph Manyetik Kiire ile ilgili Yapilan Optimizasyon Galismalar

Calismada kullanilacak olan manyetik nanopartikillerden altin kapli manyetik kire
yuzeyine SAM olusturulmasi tium modifikasyonlarin bu gruplar Uzerinden
gerceklestirileceginden 6nemli bir basamaktir. Bu yuzden SAM olusturulmasi
basamag@inda ¢ozucunln etkisini arastirmak Uzere bir takim denemeler yapiimistir.
Esit miktardaki 11-MUA, farkli oranlardaki su ve etanol karisimlarinda ¢ézindurUlerek
partikuller Gzerine eklenmis ve SAM olusmasi icin 18 saat bekletilmistir. Partiklllerin
yuzeyindeki SAM olusumu, ylzeyde olusturulan gruplarin aktive edilip belirli
miktardaki avidin ile etkilestirildikten sonra baglanmayan avidin miktar1 Gzerinden
gidilerek takip edilmistir. Baglanmayan avidin miktari ise UV spekroskopisinde
yapilan élgumlerle tespit edilmistir. Sekil 4.4’te de gorulebilecedi gibi farkli oranlardaki
su ve etanol karisimlarinda SAM olusturulmus nanopartikillerle etkilestirilen 0,25
mg/mL’lik avidin ¢Ozeltilerinden, partikil ylzeyine baglanan avidin miktarinin %
olarak baglanma miktarlari gérilmektedir. Elde edilen bu sonuglar SAM olusumunda
ortamda su bulunmasinin avidinin baglanma oraninda dususe, diger bir deyigle

dizgun bir yizey olusamamasina sebep oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 4.4. Farkli su-etanol karisimlarinin SAM olusumuna ve avidin baglanmasina

etkileri.

Altin kapli manyetik kurenin yuzeyinde SAM olusturulmasi agsamasinda tamponun
etkisi arastirildiktan sonra yuzeye immobilize edilecek optimum prob “1” dizilim
miktarinin belirlenmesi amaciyla 0,5 yM ile 5 yM arasindaki konsantrasyonlarda
calisilmistir. Partikul ile etkilestirilen prob dizilimlerden baglanmayan miktarlar yine
HPLC ile tayin edilmistir. Daha sonra bu degerler kullanilarak ytuzeye baglanan prob
konsantrasyonu (Sekil 4.5.a) ve % baglanma (Sekil 4.5.b) verileri elde edilmistir. Bu
verilerden yola c¢ikilarak da immobilizasyon basamaginda kullanilacak olan uygun
konsantrasyona karar verilmistir. Belirtilen iki grafikteki sonuglar incelendigi zaman
baglanan prob miktari olarak 3 uM’'da en yuksek deger gozlenirken, % baglanma
degerlerinde ise nanopartikullerin yluzeyi APTS modifiyeli nanopartikillerde oldugu
gibi doygunluga ulastigindan artan prob konsantrasyonlarina karsilik dusus
gozlenmektedir. Literatirde yer alan benzer c¢alismalarda altin nanopartikullerin
yuzeyine prob dizilimler immobilize etmek amaciyla prob dizilim konsantrasyonu 4
uM olarak kullaniimigtir [52, 54]. Ancak c¢alismalarda farkl o6zellikteki manyetik
nanopartikiller kullanilmasi da g6z 6nunde tutularak; 3 uM prob konsantrasyonu

calismamiz i¢in optimum deg@er olarak uygun goralmustar.
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Sekil 4.5. a) Altin kapli manyetik kire Uzerine baglanan prob 1 miktarlari, b) %

baglanma oranlari.

4.4. Altin Nanogubuklar ile ilgili Yapilan Optimizasyon Calismalari

isaretci olarak kullanilan altin nanocubuklarla ilgili ise Raman spektroskopisindeki
Olcimlerde daha yuksek bantlarin elde edilebilmesi Uzerine bir takim g¢alismalar
yapiimistir. Bu amacgla DTNB konsantrasyonu ve partikil yogdunlugu gibi
parametrelerin  bant  siddetleri  Gzerindeki  etkisi arastinimistir.  DTNB
konsantrasyonunun etkisi arastirilirken 25 - 100 mM arasindaki konsantrasyonlarda
calisilirken; partikil yogunlugunun etkisi ise 2-10 kat araliginda konsantre edilmis
nanopartikillerle calisiimistir. Sekil 4.6.a’da da gorulebilecedi gibi; elde edilen
sonuglar DTNB konsantrasyonu 50 mM olarak kullanildigi zaman elde edilen Raman
bant siddetlerinin maksimum seviyeye ulastigi gorulmekte ve literaturde yer alan
calismalarda da Raman etiketi olarak kullanilan DTNB molekuliyle nanopartikiller
yuzeyinde SAM olusturulurken ayni konsantrasyonda kullanildigi goértulmektedir [8,
54]. Diger taraftan kullanilan nanopartikullerin yogunluklarindaki ya da birim
hacimdeki partikil miktarindaki artigin bant siddetine olan etkisi, sentez haldeki stok
partikil ¢ozeltisinin 2, 5 ve 10 kat konsantre hale getirilip yizeylerinde DTNB ile SAM
olusturulmasi ve ardindan ortamda serbest haldeki DTNB molekullerinin yikamalarla
uzaklastirlhp Raman o&lgumleri alinmasiyla test edilmistir. Sekil 4.6.b’deki
sonuglardan da takip edilebilecegi gibi; kullanilan partikil ¢Ozeltisinin daha yogun
olmasinin daha ylUksek bant siddetleri elde edilmesi yonuinden avantaj saglamadigi
sonucuna variimistir. Optimum DTNB konsantrasyonu ve partikil miktarinin etkisi

arastirildiktan sonra bir Raman etiketi olan DTNB molekull ile SAM olusturulmus
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yuzey Uzerine yine DTNB molekuli ile SAM olusturuimasi durumunda band
siddetlerinde artis gozlenip gozlenmedigi arastiriimigtir. Farkli stoklardan hazirlanan
altin nanogubuk ¢ozeltileri Gzerin optimum konsantrasyon deg@eri olarak belirlenen 50
mM DTNB ile SAM olusturulup yikamalar yapildiktan sonra 2. kez ayni uygulama
gerceklestiriimis ve normal SAM uygulamasi ile ikinci kez SAM uygulamasi yapilan
paralelller kargilastiriimistir. Bu sekilde muamele edilen altin nanogubuklardan elde
edilen Raman bandlarinin siddetlerinde beklendigi gibi artislar gézlenememistir (Sekil
4.6.c). Bu yuzden de 2. kez yapilacak SAM uygulamasinin gereksiz olduguna karar

verilmistir.
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Sekil 4.6. a) DTNB konsantrasyonunun bant siddetine etkisi, b) farkh
konsantrasyonlardaki altin nanogubuklarin bant siddetine etkisi, c) ylizeyde birden

cok SAM olusturulmasinin bant siddetine etkisi.
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Sekil 4.6.(devami) a) DTNB konsantrasyonunun bant siddetine etkisi, b) farkli
konsantrasyonlardaki altin nanogubuklarin bant siddetine etkisi, c) yluzeyde birden

cok SAM olusturulmasinin bant siddetine etkisi.

isaretci olarak kullanilan altin nanogubuklar ile ilgili yapilan diger bir ¢alisma ise;
kullanilan partikullerin birim hacimdeki miktarinin hesaplanarak; bu degerden tanecik
sayisinin hesaplanmasi ve son olarak da belirlenebilen en dusuk tanecik sayisina
ulasilmasi seklinde gergeklestirilmistir. Partikilin geometrik sekli silindirik olarak

kabul edilip uzunlugu 45 nm c¢api ise 15 nm olarak TEM gdruntilerinden
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belirlenmistir. Bu degerler kullanilarak oncelikle bir adet nanopartikiliun hacmi
hesaplanip, daha sonra da birim hacimdeki miktardan gidilerek kullanilan stokta
yaklasik olarak 10'? tanecik bulundugu hesaplanmistir. Modifiye edilmis altin
nanogubuklarin tamponda seyreltilerek Raman Olgumleri alinmasiyla da
gozlenebilecek en dusuk seyreltme oranina ulagiimistir. Raman ol¢gumlerinden
hacmen yaklagik olarak 1/100 — 1/1000 oraninda seyreltme vyapildigi zaman
gozlenebilen en dusuk miktar oldugu belirlenmis (Sekil 4.7.) ve buradan da

gozlenebilecek en diisiik tanecik sayisinin 10°-10% civarinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Modifiye edilmis altin nanogubuklarin seyreltme yapilarak elde edilen

Raman bant siddetleri (a ve b).
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Altin nanogubuklarin isaretgi olarak kullanilacak olmasi dolayisiyla partikul ylzeyine
yapilacak modifikasyonlarin ve partikil miktarinin elde edilebilecek bant siddetleri
uzerine etkileri arastirildiktan sonra; diger bir 6nemli nokta olan yiuzeye immobilize
edilecek optimum prob “2” dizilimi miktari, 1-5 uM arasindaki konsantrasyonlarla
calisilarak belirlenmigstir. Sekil 4.8.a’da yer alan baglanan prob 2 miktarini gésteren
grafige bakildigi zaman tum konsantrasyonlardaki baglanma miktarlarinin yakin
oldugu ancak 3 pM’da az da olsa dusus oldugu gozlenmistir. Prob 2’'nin 2 yM
konsantrasyonda kullaniimasinin partikilin yuzeyine yeterince prob baglanmasini
saglayacagina karar verilmistir. % baglanma verilerini gésteren Sekil 4.8.b ise diger
partikullerde oldugu gibi nanopartikillerin ylizeyindeki doygunluga ulagsma durumunu

destekler niteliktedir.

Prob dizilimlerin partikiller Uzerine immobilizasyonu sirasinda karboksil ve amino
gruplari arasindaki kovalent bag olusumundan yararlanilimistir. immobilizasyon siiresi
olarak literatirde yer alan benzer calismalara bakildigi zaman Guven vd. [54]
tarafindan yapilan galismada 20 dk, kovalent baglanmadan yararlanilan bir baska
calismada ise bu sure 1 saat olarak uygulanmigtir [55]. Bu c¢alismalar dikkate
alinarak prob immobilizasyonu basamaginda etkilesim suresi olarak ortalama bir

deger olarak 40 dk uygulanmasina karar verilmigtir.

0,25 18

R a 16 - b
<2 2?7 14 - }
Q5 812 -
£ £0,15 A £
a g ’ % §10 .
% % )N 8 .
55 011 ¢ 3
25 8 61
2 [%2]
@ 0,05 - 41 3 ¢

X 2 4

0 T T 0 T T
0 2 4 6 0 2 4 6
Prob 2 konsantrasyonu (pM) Prob 2 konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.8. a) Altin nanogubuklarin Gzerine immobilize olan prob 2 miktari, b) Prob “2”

dizilimlerinin % baglanma verileri.
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4.5. Farkh Yapilara Sahip Nanopartikiller Kullanilarak Hedef Dizilim Tayini

4.5.1. Optimizasyon ¢alismalari

Calismada kullanilacak her bir nanopartikille ilgili yluzey 6zelligi ve kullanim
amagclarina gore optimizasyon c¢alismalari yapildiktan sonra; hedef molekil ile hedef
molekulu tamamlayici problarin hibridizasyonu igin gerekli uygun kosullar Uzerine
cahsiimigtir. Ortamda bulunan tuz konsantrasyonu, sure ve sicaklik parametrelerinin
hibridizasyon Uzerine etkisi HPLC olgtimleri yapilarak belirlenmistir. MingXing He et
al. tarafindan yapilan c¢alismada tuz konsantrasyonunun hibridizasyon Uzerine
etkisinin incelenmesi amaciyla 0 - 3 M NaCl arasindaki konsantrasyonlarda ¢aligiimig
ve 1,5 M NaCl konsantrasyonuna kadar hibridizasyonda artis gerceklestigi, daha ileri
basamaklarda ise  sinyal/gurulti orani oldukca dustugunden NaCl
konsantrasyonundaki artisin sistemi olumsuz etkiledigi gosteriimektedir [56]. Burcu
Guven vd. tarafindan yapilan galismada ise 750 mM NaCl konsantrasyonunun
hibridizasyon tamponunda bulunmasi gereken optimum deger oldugu belirtiimektedir
[54]. Yaptigimiz ¢calismada ise farkli tuz konsantrasyonlarina sahip tamponlardaki
hibridizasyon oranlarina bakiimis ve 450 mM NaCl iceren tampondaki hibridizasyon
orani en yuksek seviyede cikmistir (Sekil 4.9.a). Bunun yaninda literatlrdeki
¢alismalarda uygulanan parametreler de degerlendirilerek tamponda kullanilan NacCl
konsantrasyonu 750 mM olarak belirlenmigtir. Yapilan c¢alismalarda belirlenen
optimum sicaklik derecesine bakildigi zaman ise kimi calismalarda 55 °C’in
hibridizasyon icin uygun sicaklik oldugu belirtiirken [54, 56]; 35-37 °C’de
gerceklestirilen galismalar da literaturde yer almaktadir [57]. Calismamizda ise hedef
molekul ve prob dizilimi 25-75 °C arasindaki farkli sicakliklarda etkilestirip elde edilen
HPLC kromatogramlarindaki hibridizasyon piki takip edilmistir (Sekil 4.9.b) ve
sicakligin da etkisiyle yaklasik 4,2.'nci dakikadaki ¢ikan, hibrit yapiya ait oldugu
belirlenen pik takip edilerek hibridizasyon miktarinda bir artis meydana geldigi
gorulmektedir. Sekil 4.9.b’de elde edilen veriler yaninda literatirde yer alan
nanopartikil temelli calisma da karsilastirilarak hibridizasyon sicakliginin 55-60 °C
olmasinin sistemimiz i¢in uygun olduguna karar verilmigtir. Diger bir parametre olan
hibridizasyon suresi ile ilgili olarak da 2 saat [57], 30 dk [54], 20 dk [56] gibi sUreler
belirtiimektedir. Nanopartikll Uzerine immobilize edilmemis prob, diger bir ifadeyle
serbest haldeki prob ile hedef molekulin hibridizasyonu 0 — 90 dk araliginda
cahisilmig ve ilk andan itibaren hibrit yapiya ait olan pik elde edilmistir (Sekil 4.9.c);
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ancak kurguladigimiz sistemimizdeki probun nanopartikil ylzeyinde immobilize

halde oldugu g6z o©nunde bulundurularak hibridizasyon sudresinin 30 dk ile

sinirlandiriimasinin yeterli olacagina karar verilmistir. Sureyi daha fazla uzatmanin,

spesifik olmayan baglanmalarda artisa ve analiz slresini uzatma gibi dezavantajlara

sebep olabilecegi de goz 6nunde bulundurulmustur.
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Sekil 4.9. a) NaCl konsantrasyonunun hibridizasyona etkisi, b) sicakhgin

hibridizasyona etkisi, c) surenin hibridizasyona etkisi.
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Sekil 4.9.(devami) a) NaCl konsantrasyonunun hibridizasyona etkisi, b) sicakhgin

hibridizasyona etkisi, c¢) surenin hibridizasyona etkisi.

4.5.2 Blokasyon ajanlan kullanilarak ve yikama prosediirii uygulanarak spesifik
olmayan baglanmalarin minimize edilmesi

Hibridizasyon sirasinda modifiye edilerek kullaniimis olan nanopartikillerin spesifik
olmayan sekilde etkilesmesi, sistemin hassasiyetini ve dogrulugunu olumsuz yonde
etkileyecek bir durumdur. S6z konusu etkilesimlerin 6niine gecebilmek amaciyla
partikul yizeylerinde acikta kalabilecek aktif uclari bloklayici ajanlarin kullaniimasi ve
uygun yikama prosedurinin uygulanmasi gibi alternatifler Uzerinde c¢alisiimistir.
Oncelikle yilizeyde acikta kalmis olabilecek aktif uclari bloke etmek amaciyla
etanolamin, alanin ve BSA gibi kimyasal ve biyokimyasal maddelerden
yararlaniimigtir. YUlzeylerine prob immobilize edildikten sonra hedef molekil ortamda
yok iken hibridizasyon ortaminda etkilestirilen partikillere manyetik ayrim yapilarak
ylkama proseduri uygulanmigs ve Raman spektroskopisinde oOlgumleri alinmistir.
Boylece DTNB molekulunun sahip oldugu Raman bandi Uzerinden gidilerek manyetik
partikul Uzerine spesifik olmayacak sekilde baglanmalar takip edilmigtir. Elimizde
bulunan 2 farkh manyetik partikil i¢in de yapilan denemelerin sonuglarina bakildigi

zaman hem altin kapli manyetik partikil (Sekil 4.10.b) hem de APTS modifiye edilmis
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silika kapl manyetik partikil (Sekil 4.10.a) kullanildigi durumda, BSA molekalinin
blokasyon ajani olarak kullaniimasinin alanin ve etanolamin molekullerine nazaran
spesifik olmayan baglanmayl daha iyi Onledigi, bunun yaninda paraleller arasi
Olcimlerde daha disuk standart sapma da sagladigi gorulmektedir. Benzer bir
calismada aktif ylzeylerin blokasyonu amaciyla etanolamin kullaniimasina ragmen
[54]; yapilan degerlendirmeler sonucunda BSA kullaniimasinin sistemimiz igin daha

uygun olacagina karar verilmigtir.

8000

7000 - a
S 6000 -
s
= 5000 -
[}]
©
T 4000 -
wn
S 3000 -
£
© 2000 A

1000 A

0 1

Alanin ile bloklanmis  BSA ile bloklanmis Etanolamin ile
partiklller partikiller bloklanmis partikller

Ornek

14000

12000 -

10000 -

8000 +

6000 -

4000 -

Raman siddeti (a.u)

2000 +

Sadece prob Etanolamin ile BSA ile Alanin ile

immobilize bloklanmis bloklanmis bloklanmis

edilmis partikiller partikiller partikuller partiktller
Ornek

Sekil 4.10. a) APTS modifiyeli manyetik partikil ve altin nanogubugun kullanildigi
durumda blokasyon ajanlarinin spesifik olmayan baglanmaya etkisi, b) Altin kapli
manyetik partikil ve altin nanogubugun kullanildigi durumda blokasyon ajanlarinin

spesifik olmayan baglanmaya etkisi.
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Spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla uygulanan diger bir islem olan
yikama prosedurinin uygulanmasinda ise PBS, PBST tamponlar ve saf etanol
kullanilarak; sadece PBS ile yikama sayisi artirilarak yikama, PBS ve saf etanol ile
ylkama ve PBS ve PBST ile ykama gibi kombinasyonlar denenmigtir.
Nanopartikillerle yapilan biyosensor ¢alismalarina bakildigi zaman spesifik olmayan
baglanmalari gidermek amaciyla bir gok kez PBS tamponu ile yikama [15] ya da
PBST tamponu ile ylkama basamaklarinin uygulandigi belirtiimektedir [54].
Calismamizda elde edilen Raman sonuglarina goére (Sekil 4.11.) ise yikama
basamaginin artirlmasinin spesifik olmayan baglanmalari giderme konusunda yeterli
olabilecegine, PBS tamponuna ek olarak PBST veya saf etanol kullaniminin elzem

bir durum olmadigina karar verilmistir.

10000
9000 H
8000 +
7000 H
6000 -
5000 A
4000 A
3000 +
2000 H
1000 -

0 -

Raman siddeti (a.u)

2*PBS+3*EtOH+2*PBS  2*PBS+3*PBST+2*PBS 2*PBS 6*PBS
Yikama prosediiri

Sekil 4.11.Y1kama prosedurunun spesifik olmayan baglanma tzerine etkisi.

4.5.3. Optimize edilen verilerle sistemin uygulanabilirliginin kontrolii

Calismamizda kurgulanan sistem, manyetik nanopartikil ve manyetik olmayan
isaretci nanopartikdl kullanilarak sandvi¢ yapi olusturulup; YGRS sinyallerinden hedef
molekulin varhdinin saptanmasina dayanmaktadir. Bu noktaya kadar optimize edilen
veriler kullanilarak elimizdeki partikullerle sistemin uygulanabilirligi kontrol edilmigtir.
Bu noktada isaretci nanopartikul olarak daha onceki basamaklarda da belirtildigi gibi
altin nanogubuklar kullaniimistir. Manyetik partikil olarak ise altin kaph manyetik

nanopartikiller ve APTS modifiyeli silika kapli nanopartikiller kullanilarak hedef
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dizilim olmadigi durumda ve ortamda hedef dizilimin varhginda sistemden elde edilen
bantlar takip edilmigtir. Sekil 4.12.a’da bulunan Raman sonuglarina gore manyetik
partikul olarak APTS modifiyeli nanopartikullerin kullanildigi durumda hedef molekdl
varhgini gosterecek sekilde bant siddetleri elde edilemezken; altin kapli manyetik
partikullerle olusturulan sandvi¢ yapidan alinan olgimlerde (Sekil 4.12.b) ortamda
hedef molekul bulundugu zaman bant siddetlerinde beklenen artis gozlenmistir. Bu
sonuglara gore ise hedef dizilim tayininde, 6zellikle YGRS c¢alismalarinda belirtilen
altinin ylksek guclendirme 6zelligine sahip oldugu yoénundeki bilgi de géz 6nlinde
bulundurularak, altin kapli manyetik partikullerin kullaniimasinin sistemin isleyisi igin

daha uygun olacagina karar verilmistir.

2100

0 uM 0,01 uM 0,1 uM 1 uM
Hedef molekiil konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.12. a) APTS modifiyeli manyetik nanopartikil ve altin nanogubuklarla sandvig

yapl, b) Altin kapli manyetik nanopartikil ve altin nanogubuklarla sandvig yapi.
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Sekil 4.12.(devami) a) APTS modifiyeli manyetik nanopartikil ve altin nanogubuklarla

sandvi¢ yapi, b) Altin kapli manyetik nanopartikil ve altin nanogubuklarla sandvi¢

yapl.

4.5.4. Sandvig yapi olusturulurken sicakligin ve sandvi¢ yapi olusturma
basamaginin sistem uzerine etkisi

Her ne kadar literatirirde yer alan c¢alismalarin yaninda, serbest haldeki DNA
dizilimlerine sicakhgin etkisi arastirimigsa da DNA dizilimlerinin nanopartikul
yuzeyine immobilize edilmis halde bulundugu farkl sicakliktaki ortamlarda sistemden
alinan cevaplar Uzerine galigiimigtir. Bu amagla 30-60 °C arasindaki sicakliklarda ve
ayni miktarda hedef dizilimin bulundugu ortamlarda olusturulan sandvi¢ yapilarin
Raman odlgumleri alinarak DTNB molekuline ait bantlar Gzerinden gidilerek sonuglar
takip edilmistir. Elde edilen sonuclar, artan sicaklikla beraber bantlarin Raman
siddetlerinde bir artis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.13.). Sicakligin sistem
Uzerine etkisi arastirilirken, diger bir ilgilenilen konu ise sandvi¢ yapi olusturma
stratejilerinin bantlarin Raman siddetlerini ne yonde etkilediginin arastiriimasidir. Bu
amagcla uygulanan iki farkl yola gore; Sekil 4.13.a’da hedef dizilimi tamamlayici olan
DNA dizilimleri ile modifiye edilmis nanopartikiller ayni anda analiz ortamina
katilirken; Sekil 4.13.b’de ise literatirde yer alan galismalarda da uygulandigi gibi,
oncelikle manyetik nanopartikil ortama konarak hedef dizilim ortamdan alinip daha
sonra Uzerine igaretci partikuller eklenerek sandvi¢ yapi olusturulmustur. Alinan
Olcimler sonucunda manyetik partikil ve isaret¢i partikulin ayni anda ortama
katilmasinin daha yuksek sonuglar elde edilmesini sagladigi gézlenmis ve hedef

54



diziim tayininde bu stratejinin uygulanmasinin avantaj saglayacagina karar

verilmigtir.

6000

Hedef dizilim
a varliginda

5000 A

Hedef dizilim
varliginda

4000 - o
Hedef dizilim

varliginda

3000 A

Hedef dizilim
varliginda

2000 -

Raman siddeti (a.u)

1000 A

30°C 40 °C 50 °C 60 °C
Hibridizasyon sicakhgi

6000

5000 H Hedef dizilim
varliginda

4000 A

3000 +

Kor Hedef dizilim

Hedef dizilim variginda
varliginda

2000 +

Hedef dizilim
varhiginda

Raman siddeti (a.u)

1000 A

20 °C 30 °C 40 °C 60 °C
Hibridizasyon sicakligi

Sekil 4.13. a) Manyetik ve isaretci nanopartikillerin ayni anda ortama katilarak farkh
sicakliklarda sandvi¢ yapinin olusturulmasi, b) Hedef dizilimin énce manyetik partikul
ile ortamdan alinip isaretci partikil ile isaretlenerek farkli sicakliklarda sandvig

yapinin olusturulmasi.

4.5.5. YGRS kullanilarak hedef dizilim tayini

Raman etiketi olan DTNB molekllu ile modifiye olan altin nanogubuk partikiller
kullanilarak hedef dizilimler tayin edilmistir. DTNB molekiline ait olan 1331 cm™

dalga sayisindaki simetrik NO, bandi Uzerinden gidilerek hedef molekil varhgi
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saptanmistir (Sekil 4.14.a). Calisilan en ylksek hedef dizilim konsantrasyonu 1 uM
iken dusulen en dusuk deger ise 50 nM’dir. YGRS ol¢gumleri TLC Uzerinde
gerceklestirilirken, elde edilen spektrumlar (Sekil 4.14.a ve Sekil 4.14.b) ve bu
spektrumlardan vyararlanilarak hesaplanan Raman bant siddetleriyle cizilen
kalibrasyon egrisi ise Sekil 4.14.c’'de verilmektedir. Literatlirde yer alan ve DNA
analizine yonelik gergeklestirilen ¢alismalara bakildigi zaman farkli tekniklerden
yararlanildigr gorulmektedir. S6z konusu c¢alismalarda elde edilen sonuglara
deginmek gerekirse elektrokimyasal yontemlerle gergeklestirilen c¢alismalarda
ulasilan en diisiik konsantrasyon degerleri; 6x10™° M [58], 10° M [59] ve 5x10"* M
[60] arasinda degisirken; optik yontemlerin kullanildigi ¢calismalarda ise tespit limiti
degerlerinin 10" M [61], 10 M [62] ve 10° M [54, 63] dolaylarinda oldudu
gorulmektedir. Yaptigimiz calismada ise nM dlzeyine kadar ulasilabildigi Sekil

4.14.c’deki kalibrasyon egrisinde gdsterilmektedir.

14000
a e Modifiye edilmis Au
Takip edilen DTNB bandi kapli np
12000 - —Ker
! e 0,05UM
10000 ——0,25uM
3 | e 0,50uM
& |
& 8000 ‘ 1uM
3 |
2 |
‘m |
g 6000 ‘
£
©
(14
4000 A |
“ w ‘\/ A
2000 1 Y \ ™
M‘-‘-‘-‘-“-.A S O e e WAy
0

200 600 1000 1400 1800
Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4.14. a) Yuzey Olgcumlerine ait spektrumlar, b) Farkli konsantrasyonlardaki

hedef dizilimlere ait bantlar, c) Ylzey dlgcumlerinden elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Sekil  4.14.(devami)

a)

Hedef molekiil konsantrasyonu (uM)

Yuzey
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ait spektrumliar,

b)

Farkl

konsantrasyonlardaki hedef dizilimlere ait bantlar, c) Yuzey dlcumlerinden elde edilen

kalibrasyon egrisi.
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5. TARTISMA VE YORUM

Calismada, GMO igceren gidalarin hizli, secgici ve hassas tayini icin, biyolojik
uygulamalarda 6énemli avantajlar saglayan nanopartikillerden yararlanilan, YGRS’ye
dayal bir sistem gelistiriimesi amaclanmistir. Calismaya basglanirken ilk olarak
kullanilacak olan partikullerin standart sekilde sentezlenmesini saglayacak yontemler
geligtirildikten sonra elimizdeki partikullerin ylUzey modifikasyonu asamalarinda
kullanilmasi veya uygulanmasi gereken optimum degerler Uzerine denemeler
yapilmistir. Nanopartikil ylzeylerinin modifikasyonu yaninda isaretci olarak kullanilan
altin nanocgubuklardan elde edilen sinyallerin ne duzeyde oldugu ve hangi
dizenlemelerle bu sinyallerde artis saglanabileceg@i arastirilmistir. Nanopartikullerin
Ozellikle modifikasyonlariyla ilgili basamaklar optimize edildikten sonra ise kurgulanan
sistemden sonu¢ alinmasi adina énemli bir temel tasi niteliginde olan hedef dizilim ve
partikullerin yuzeyine immobilize edilen tamamlayici dizilimlerin en iyi hangi sartlarda
hibrit yapi olugturduklari arastiriimis ve literatirde yer alan benzer ¢alismalar da g6z

onunde bulundurularak ¢aligilacak olan hibridizasyon kosullari belirlenmigtir.

Bu noktaya kadar yapilan ¢aligmalarda analizin temel basamaklarinda herhangi bir
sorun yasanmamasi adina sistemi etkileyebilecek tim parametreler kontrol edilmeye
cahsilmistir.  Bu noktadan sonra analiz sirasinda sonuglarin bizi yanhs
yonlendirmesine sebep olabilecek ve ayni zamanda sistemin hassasiyetini de onemli
derecede etkileyebilecek partikiller arasi spesifik olmayan baglanmalarin énine
gecilmesiyle ilgili galismalar yapiimigtir. Bu amagla hem partikullerin ylzeyi modifiye
edilirken agikta kalmig olabilecek aktif uglarin birbirleriyle etkilesimlerini engellemek
amaclyla blokasyon ajanlarinin etkisine bakilmis ve c¢esitli yikama prosedurleri
uygulanarak partiklller arasi veya yuzeylerinde bulunan agikta kalmig aktif gruplar
arasindaki spesifik olmayan etkilesimlerin kirilmasi amacglanmigtir. Bu galismalardan
blokasyon ajani olarak BSA molekllinun kullaniimasi ve buna ek olarak PBS
tamponu ile birgok kez ylkama yapilmasinin spesifik olmayan baglanmalari ciddi

oranlarda azalttigi sonucuna varilmigtir.

Calismayl benzerlerinden ayiran 0Ozellik olan farkh O6zelliklerdeki manyetik
nanopartikillerin kullanimi bu noktada daha 6nemli hale gelmistir. Buraya kadar

spesifik olmayan baglanmalar da dahil olmak Uzere birgok parametre optimize

58



edilmis olsa da, kullanilan manyetik nanopartikuller ve igaret¢i olarak kullanilan altin
nanogubuklarla uygulanacak sandvi¢ analiz sisteminden elde edilen Raman bantlari
c¢alismanin seyri bakimindan etkili olmustur. Sandvi¢ yapilarin olugturulmasinda hem
altin kapli manyetik kire ve altin nanogubuklar, hem de silika kapli APTS modifiyeli
manyetik nanopartikiller ve altin nanogubuklar kullanilarak, hangi partikillerin
kullanilmasi durumunda daha iyi Raman bantlari elde edilebildigine bakiimigtir. Bu
noktada hem manyetik hem de isaret¢i partikil olarak altin kaph nanopartikillerin
kullanildigi sistemden alinan cevaplar, hedef dizilimin ortamdaki varligini daha liyi
gOsterebilecegi gozlenmis ve calismanin ileri asamalarinda manyetik nanopartikdl

olarak altin kapl manyetik kire kullanilmigtir.

Calismanin son basamaginda, kullanilan prob DNA dizilimlerinin partikil ylzeyine
immobilize edilmis haldeyken, hibridizasyon ortamindaki sicaklik degisiminin sistemi
ne yonde etkileyecegi arastiriimistir. Yapilan denemeler sonucunda sicaklikta
meydana gelen artigin elde edilen Raman bant siddetlerinde artisa sebep oldugu, bu
yuzden de hibridizasyonun en yuksek bant siddetlerinin elde edildigi 60 °C’da
gerceklestirimesinin daha uygun olacagina karar verilmistir. Ayrica manyetik ve
isaretci partikilin analiz ortamina sirayla veya ayni anda konmasinin, diger bir
deyisle sandvi¢ yapinin tek veya ¢ift basamakli olarak olusturulmasinin, etkisi
olabilecegi dustnulmuistir. Bu amagla yapilan denemeler sonucunda, manyetik ve
isaretci partiktllerin analiz ortamina ayni anda konmasinin, yani sandvi¢ yapinin tek
adimda olusturulmasinin, ¢ift asamali hibridizasyona gore daha iyi sonuglar sagladigi

belirlenmistir.

Son basamak olarak ise farkli konsantrasyonlardaki hedef dizilimlerin belirlenen
kosullar altinda analiz yapilarak YGRS olgumleri alinmis ve belirli konsantrasyon
araliginda kalibrasyon egrisi ¢ikartiimistir. Gelistirilen analiz sisteminin, 25-1000 nM
araliginda dogrusal sinyal olusturdugu goéruimustir. Gelistirilen analiz sistemlerinde,
hassasiyet kadar segiciligin, analiz suresinin ve gulvenilirligin de 6nemli oldugu
bilinmektedir. Gelistirdigimiz sistemde toplam analiz slresinin 1 saat civarinda olmasi
bakimindan uzun sure ve karmasik prosedurler gerektiren caligmalara karsin bir
ustinlik sagladigini  sdylemek mudmkindar. Ayrica sistemimizde elde edilen
hassasiyet degeri cesiti Raman etiketleri ve nanopartikiller kullanilarak daha da

geligtiriimeye uygun bir sistem konumundadir.
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