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OZET

SULARDA FEKAL KiRLILIK TAYININE YONELIK BiYOSENSOR
GELISTIRILMESI

Ozgecan ERDEM

Doktora, Biyoloji Bolum
Tez Damisman:: Prof. Dr. Niliifer CIHANGIR
Es-Damisman: Prof. Dr. Adil DENIZLi

Eylul 2019, 82 sayfa

Icme ve yiizey sularinin mikroorganizmalar ile kontaminasyonu insan saghgini tehdit
ettiginden dolayr dikkat ¢eken bir problemdir. Sularda fekal bir kirlilik oldugunu
belirleyen mikroorganizmalardan birisi de koliform bakterileri enfekte eden
bakteriyofajlardir. Mikroorganizma tespiti i¢in hali hazirda kullanilan yontemler, zaman
alict olmalarinin yani sira fazla emek isterler. Bu yiizden bir alternatif olarak hizli, hassas
ve diisiik maliyetli yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu noktada biyosensorler,
mikroorganizma tespiti i¢in yararli araglardir. Bunlardan birisi de optik biyosensorler
sinifinda yer alan yiizey plazmon rezonans biyosensorlerdir. Biyosensor yuzeyinde
molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanilmas: yiiksek se¢icilige ve hassasliga sahip
oldugundan dolay1 tercih edilen bir yontemdir. Sunulan tez ¢alismasinin amaci, fekal
indikator mikroorganizmalardan biri olan T4 bakteriyofajin1 tespit etmeye yonelik
bakteriyofaj baskilanmis ylzey plazmon rezonans biyosensorler hazirlamaktir.
Nanopartikil ve nanofilm temelli polimer ile iki farkli ylzey plazmon rezonans
biyosensor hazirlanmis ve sularda fekal kirlilik tayinindeki etkinlikleri karsilagtirilmistir.
Bu baglamda o6ncelikle fonksiyonel monomer olan N-metakroil-(L)-histidin metil ester

sentezlenmis ve karakterizasyonu Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektroskopisi ve nikleer
i



manyetik rezonans analizleri ile yapilmistir. Uygun fonksiyonel monomer ve T4
bakteriyofaji kalip molekiilii ile hazirlanmig 6n-kompleks varliginda T4 bakteriyofaj
baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiiller mini-emulsiyon polimerizasyon yontemi
ile sentezlenmistir. Zeta boyut, fourier dontisiimli kizil Gtesi spektroskopisi, taramali
elektron mikroskobu, gecirimli elektron mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu
analizleri ile karakterize edildikten sonra ylizey plazmon rezonans ¢ip Yyuzeyine
immobilize edilmistir. Biyosensor yizeyi, elipsometri ve temas agisi ile karakterize
edildikten sonra kinetik, secicilik, tekrar kullanilabilirlik ve gercek 6rnek analizleri igin
kullanilmistir. Secicilik ¢aligmalari i¢in T2 ve MS2 bakteriyofajlart kullanilirken, gergek
ornek analizlerinde ¢esme suyu ve deniz suyu kullanilmistir. Mikro-temas baskilama
yontemi kullanilarak, T4 bakteriyofaji baskilanmis ve baskilanmamis nanofilmler
hazirlanmistir. Yine hazirlanan biyosensor yiizeyi, temas agisi, elipsometri ve atomik
kuvvet mikroskobu ile analiz edildikten sonra ayni kosullarda kinetik, secicilik, tekrar
kullanilabilirlik ve gercek 6rnek analizleri i¢in kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore
nanopartikiller ve nanofilm polimerleri kullanilarak hazirlanan yiizey plazmon rezonans
biyosensorlerin 1x10%-4x10° pfu (plaque forming unit)/mL derisim araliginda sirasiyla
%99 ve %92 dogrulukta 6l¢ciim yapabildigi goriilmistiir. Tayin limiti nanopartikil temelli
yiizey plazmon rezonans biyosensor icin 6x10% pfu/mL iken nanofilm temelli yiizey
plazmon rezonans biyosensor igin 8x10%® pfu/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica
nanopartikiil temelli yiizey plazmon rezonans biyosensdriin geri kazanim degerleri ¢cesme
ve deniz suyu oOrneklerinde %91-96 iken nanofilm temelli yizey plazmon rezonans
biyosensoriin geri kazanim degerleri %85-90 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
her iki ylizey plazmon rezonans biyosensoriin de yiiksek segicilikte dl¢iim yapabildigini
ancak nanopartikil polimer temelli yizey plazmon rezonans biyosensoriin daha yiksek

duyarliliga ve secicilige sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, molekiiler baskilama, yiizey plazmon rezonans,

biyosensor.



ABSTRACT

BIOSENSOR DEVELOPMENT FOR THE DETECTION OF FAECAL
POLLUTION IN WATER

Ozgecan ERDEM

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CTHANGIR
Co-Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLI

September 2019, 82 pages

Contamination of drinking and surface waters with microorganisms is a threatening
health problem that attracts attention. One of the microorganisms that determine fecal
contamination in water is bacteriophages which infect coliform bacteria. The methods
currently used for microoganism detection are time consuming and require more labor.
Therefore, there is a need for fast, precise and low-cost methods as an alternative. At this
point, biosensors are useful tools for microorganism detection. One of these is surface
plasmon resonance (SPR) sensors which are in the class of optical biosensors. The use of
molecularly imprinted polymers on the sensor surface is a preferred method because of
its high selectivity and sensitivity. The aim of this thesis is to prepare bacteriophage
imprinted biosensors to detect T4 bacteriophage which is one of the fecal indicator
microorganisms. Two different biosensors were prepared with nanoparticle and nanofilm

based polymers and compared. In this context, the functional monomer N-methacroyl-



(L) -histidine methyl ester was synthesized and its characterization was made by fourier
transformed infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance. T4 bacteriophage
imprinted and non-imprinted nanoparticles were synthesized by mini-emulsion
polymerization method and immobilized on SPR biosensor surface after zeta size, fourier
transform infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, transmission electron
microscopy and atomic force microscopy analysis. After the biosensor surface was
characterized by ellipsometry and contact angle, the prepared biosensor was used for
kinetic, selectivity, reusability and real sample analysis. While T2 and MS2
bacteriophages were used for selectivity studies, tap water and sea water were used in real
sample analyzes. T4 bacteriophage imprinted and non-imprinted nanofilms were prepared
using the micro-contact imprinting method. The prepared biosensor surface was analyzed
by contact angle, ellipsometry and atomic force microscopy and used for Kkinetic,
selectivity, reusability and real sample analysis under the same conditions. According to
the results obtained, SPR biosensors prepared using nanoparticles and nanofilm polymers
were able to measure 99% and 92% accuracy in 1x10*-4x10° pfu/mL concentration range,
respectively. The limit of detection was 6x10° pfu/mL for the nanoparticle based
biosensor and 8x10° pfu/mL for the nanofilm based biosensor. In addition, recovery
values of nanoparticle based surface plasmon resonance biosensor were calculated as 91-
96% in tap and sea water samples while recovery values of nanofilm based surface
plasmon resonance biosensor were calculated as 85-90%. The results show that both
surface plasmon resonance biosensors can measure with high selectivity, but nanoparticle

polymer based surface plasmon resonance biosensor has higher sensitivity and selectivity.

Keywords: Bacteriophages, molecular imprinting, surface plasmon resonance,

biosensor.
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1. GIRIS

Gelismekte olan bir¢ok iilkede temiz igme suyuna ulagsmakta yasanilan problemler son
yillarda daha da artmaya baslamistir. Ekonomik durum ve yeterli alt yapinin olmamast,
niifusun biiyiik bir kisminin, kontamine olmus ve aritilmamis yiizey ve yeralt1 sularina
maruz kalmasina neden olmaktadir [1]. Bir sehirde, 6zellikle yerlesim bolgelerinin
yakinlarinda akan sularin kalitesinin yonetimi, o bdlgede yasayan insanlar i¢in daha
yiiksek ¢evre kalitesinin gereksinimi olmasi sebebiyle dnemlidir. Bununla birlikte, ylzey
sularinin ve yeralt1 sularinin islenmemis giibre ve kanalizasyon ile kirlenmesi ciddi bir

cevre sorunu olmaya devam etmektedir [2].

Gida, su giivenligi, halk saglig1 ve biyoterdrizm alanlarinda, patojen mikroorganizmalarin
tespiti, ncelikli bir ilgi konusu haline gelmistir [3]. Ozellikle igme sular1 gibi insanlarm
cesitli giinlik ve temel amaclarla kullandiklar1 sularda patojen mikroorganizmalarin

taginmasiyla fekal kaynakli meydana gelen kirlilikler 6nemli bir sorun teskil etmektedir.

Sularda patojen mikroorganizmalarin bulunmasi salgin riskini de beraberinde
getirmektedir. Bu yiizden tespit edilmeleri 6nem arz etmektedir. Cesitli fekal indikator
mikroorganizmalar kirlilik tespiti i¢in kullanilmaktadirlar [4]. Bunlardan birisi de
Escherichia coli (E.coli)’yi enfekte eden T4 bakteriyofajidir. Indikatdr bakteriler patojen
degillerdir ancak viriisler gibi patojen mikroorganizmalarin bulunmasi muhtemel olan

insan kaynakli atiklarda bol miktarda bulunurlar [5].

Mikroorganizma tespiti i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu
zaman alict olmalarinin yani sira fazla emek istemektedir. Ayrica donanimli ekipman ve
kisiye de ihtiya¢ vardir. Bu yilizden bir alternatif olarak hizli, hassas ve diisiik maliyetli
yontemlere ihtiyagc duyulmakta, bu noktada da sensorler dikkat cekmektedir.
Biyosensorler, biyolojik tanima elemanini fiziksel bir doniistiiriicii ile birlestirip,
Olgiilebilir bir sinyal olusturan analitik cihazlardir. Biyosensor sistemlerinde, tanima
elemant hedef molekiile kars1 bir cevap olusturur ve bir doniistiiriicii bu cevabi Ol¢iilebilir

bir sinyal haline getirir [6].

Oldukg¢a yaygin ve bir¢cok disiplinde kullanilan sensor cesitlerinden biri de Yyuzey
plazmon rezonans biyosensorlerdir. Bu sensorler, giimiis ya da altin bir yiizeyde hedef
molekiilii tantyacak spesifik bolgeler olusturulur. Ayrica uygulamalarindaki kolaylik,
diisiik maliyet, etiketlemeye gerek duymama ve gercek zamanli Ol¢iim alabilme
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imkanlarmin yani1 sira yiiksek segicilik gostermeleri bu sensorlerin en 6nemli
Ozelliklerindendir [7]. SPR temelli optik biyosensorler, etiketlemeye gerek duyulmadan
molekdller arasindaki etkilesimleri Olcebilmektedirler. Etkilesimlerin anlasilabilmesi
amaciyla kullanilabilmeleri agisindan, bu cihazlar son yillarda 6nem kazanmislardir.
Etkilesimlerin dogrudan ve es zamanli olarak Ol¢iilmesi ayn1 zamanda Kinetik ve
termodinamik  parametreler ile molekillerin  derisimlerinin  belirlenebilmesini
saglamaktadir. SPR temelli biyosensorlerin kisa siirelerde yiiksek segiciliklerde cevap
olusturabilmektedirler. Enzim ya da radyoaktif maddelerle isaretleme gibi yontemler ile
SPR temelli biyosensorler karsilastirildiginda avantajlari sayesinde protein-protein,

reseptor-ligand ve antikor-antijen etkilesimlerin anlasilmasinda kullanilabilmektedirler
[8].

SPR biyosensorlerin hazirlanmasinda kullanilan yontemlerden birisi ise molekiiler
baskilama yontemidir. Molekiiler baskilama ydnteminde hedef bir kalip molekiil
etrafinda gerceklesen polimerizasyonla spesifik tanima ve katalitik bolgelere sahip olan
polimer matriksler elde edilir. Molekiil polimerden uzaklastirildiginda ise hedefe 6zgiil
bosluklar olusur [9]. Olusturulan bu bosluklar kalip molekiiliin seklini ve boyutunu

tantyabilmektedirler.

Yapilan tez calismasinda, 6nemli bir halk sagligi problemi olan yiizey ve igme sularinda
E.coli bakteriyofajlarindan ve fekal indikator mikroorganizmalardan biri olan T4
bakteriyofaji tespitine yonelik iki farkli SPR biyosensor gelistirilmesi ve bu
biyosensorlerin sularda fekal kirlilik tespitine yonelik etkinliklerinin karsilastirilarak,

verimli bir alternatif olusturulmasi1 amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fekal Su Kirliligi

Tatli sular ve deniz suyunun da dahil oldugu yiizey sulari; icme suyu ve besin kaynagi,
birgok organizma igin yasam alani olmalarinin yani sira rekreasyon alani olarak da
kullanilmaktadir. Bu ortamlar; akinti, hayvan digkisi ve atik su desarjlarindan dolay1

olusabilecek olan mikrobiyal kirlenmeye kars1 hassastirlar [10].

Nehir, gol, akarsu ve plaj gibi rekreasyon sulariin mikrobiyal kirlenmesi, islenmis veya
islenmemis digki maddelerini su yollarina tasiyan gesitli giris kaynaklarindan meydana
gelmektedir. Atik su aritma tesislerinden atik su desarji veya yerel hayvan iretim
tesislerinden sizma gibi noktasal diski kirlenme kaynaklari; tanimlanmasi, karakterize
edilmesi ve hafifletilmesi nispeten daha kolay kirlenmelerdir. Aksine, yagmur suyu
akmasi gibi nokta dis1 kontaminasyon kaynaklarinin belirlenmesi kaynaklardan gelen
kirlenmenin ¢ok uzak mesafelere tasinma ihtimali olabileceginden Oturti daha zordur

[11].

Su kaynaklarinin digki kaynakli mikrobiyal kirlenmesi, hem sanayilesmis hem de
gelismekte olan iilkelerde halk saghig icin 6nemli bir tehdittir. Diinya Saglik Orgiitii'ne
gore, dinya nifusunun %9'u giivenli igme suyuna erisememektedir. Bu nedenle igme
suyu kalitesinin ve sartlarinin sagliga uygun olarak iyilestirilmesi onemli gerekliliklerden

biri haline gelmistir [12].
2.2. Fekal Su Kirliligi Tespit Yontemleri

Fekal kirliliginin kokeninin arastirilmasi, bununla iligkili olusabilecek olan saglik
risklerini ¢c6zmek i¢in gerekli olan eylemleri degerlendirmede ¢cok 6nemli bir nokta teskil
etmektedir. Bu kirliligin kokeninin genotipik ve fenotipik olarak izlenebilecegi kavrami

mikrobiyal kaynak takibi olarak adlandirilmistir [2].

Fekal kaynaklarin karakterizasyonu, su kirliligine sebep olan baslica kirleticileri kontrol
etmek ic¢in gereklidir. Bu durum, insan ve insan dis1 diski kaynaklari arasinda ayirim
yapilmasina yardimer olan ¢esitli kimyasal ve mikrobiyal belirteclerin tanimlanmasina

yol agmustir [13].

Sularin insan kaynakli fekal kontaminasyonu biiyiik bir saglik ve cevre tehdidi
Olusturdugundan, su kalitesinin dikkatli bir sekilde izlenmesi gerekmektedir. Fekal

indikatdr bakterilerin miktarini ve varligini belirlemek amaciyla uygulanan kultlrasyona



dayali ¢esitli yontemler uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler yavas
sonug¢ vermesinin yani sira kaynagi tanimlamak icin gerekli olan teshis bilgileri bazi

durumlarda yetersiz kalmaktadir [14].

Bu nedenle, su kaynakli patojenlerin bulasmasini 6nlemek ve arastirmak amaciyla
sulardaki potansiyel digki girdilerinin izlenmesi i¢in uygulanabilen mikrobiyolojik su

kalitesi degerlendirmesi alaninda daha hizli test yontemlerine ihtiyag vardir [12].

2.3. Fekal Indikatér Mikroorganizmalar

Sularda gerceklesen diski kaynakli kirliligi tespit etmek amaciyla indikator
mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir. Bu yaklasim, koliform gdstergelerinin
konsantrasyonu ile patojenlerden kaynaklanan potansiyel saglik riskleri arasinda
Olgiilebilir bir iliski oldugu varsayimina dayanmaktadir [15]. Cizelge 2.1’de fekal

indikator olarak gosterilen mikroorganizmalar ve bunlarin 6zellikleri 6zetlenmistir [4].

Cizelge 2.1. Fekal indikatér mikroorganizmalar ve dzellikleri.

Fekal indikatér Mikroorganizmalar Ozellikleri

Koliformlar Gram negatif, spor olusturmayan, oksidaz
negatif, kokobasil seklinde, laktozu [-
galaktosidaz enzimi ile 24-48 saat
igerisinde 36+2°C’de fermente edip asit

ve gaz olusumu saglayan bakterilerdir.

Termotolerant koliformlar Laktozdan 24+2 saat icerisinde, 44.5%
0.2°C’de asit ve gaz lreten, ayrica fekal

koliformlar olarak bilinen bakterilerdir.

E. coli: Triptofandan indol Uretebilen ve
B-glukuronidaz enzimine sahip olan
termofilik koliformlardir. Sicak kanh
hayvanlardan kaynaklanan digki kirliligini
gOstermek igin en uygun koliform

grubudur.



Fekal Streptokoklar

Lancefield grup D antijenine sahip olan
Enterococcus ve Streptococcus cinsine
ait, safra eskulin agarda ve 45°C'de azid
dekstroz ya da Enterococcus agar gibi
secici besiyerlerinde (Ureyebilen Gram

pozitif, katalaz negatif koklardir.

Enterokoklar

pH 9.6, 10°C ve 45°C 'de, %6.5 NaCl
iceren ortamlarda Ureyebilen tim fekal
Streptokoklardir.  Alternatif  olarak,
Enterokoklar, 44+0.5°C'de aerobik ureme
yetenegine sahip ve belirtilen ortamda
talyum asetat, nalidiksik asit ve 2,3,5-
trifeniltetrazolyum kloriir oldugu takdirde
4-metlumbelliferil-p-D-glukozit hidrolize
eden mikroorganizmalar olarak

tanimlanabilir.

Sulfit redtkleyen Clostridium’lar (SRC)

Gram-pozitif, spor olusturan, hareketli
olmayan, zorunlu anaerobik ve sulfiti

H>S'e redukleyen basillerdir.

Clostridium perfringens

Laktoz, sukroz ve inositolu fermente eden
ve gaz olusturan, nitrat rediikleyebilen,
jelatin hidrolizi yapan
mikroorganizmalardir. Bonde (1963),
biitiin SRC'lerin digki kirliliginin  bir
gostergesi olmadigini, dolayisiyla
C. perfringens'in ~ uygun  g0sterge

oldugunu o6ne slirmiistiir.

Kolifajlar

E. coli turlerine hiicre duvari tzerinden
saldiran somatik, sferik ve kuyruklu fajlari

icermektedir.




Bakteriyofajlar Bakterileri enfekte eden viruslerdir ve
cevrede ¢ogu ortamda bulunmaktadirlar.
Su Kkalitesi kontroli ve insan enterik
virtslerini  modellemek icin, somatik
kolifajlara, Bacteroides fragilis'i enfekte

eden fajlara en ¢ok ilgi duyulmaktadir.

Bifidobakteriler Zorunlu anaerobik, asit Uretmeyen, spor
olusturmayan, hareketsiz, yiiksek
derecede pleomorfik olan Gram-pozitif
basillerdir. B. asteroides, B. indicum ve B.
coryneforme haric hepsi katalaz negatiftir
ve laktozu fermente edebilirler. Sicakkanli
hayvanlarin digskisinda en c¢ok sayida

bulunan bakteri gruplarindan biridir.

B. fragilis bakteriyofajlar1 Bagirsakta en bol bulunan bakterilerden
birini enfekte eden, esnek kuyruklu
Siphoviridae familyasina ait fajlardir. B.
fragilis HSP40’1 enfekte eden fajlar insana
Ozglyken, B. fragilis RYC2056’y1 enfekte
eden fajlar daha ¢esitlidir ve insana 6zgi

degildirler.

Su kirliligi kontrol yonetmeligine gore mikroorganizmalar i¢in sularda bulunmasi

gereken standart degerler ise Cizelge 2.2°de verilmistir [16].



Cizelge 2.2 Rekreasyon amaciyla kullanilan kiy1 ve deniz sularinin saglamasi gereken

standart degerler.

Parametre Standart
Toplam koliform (EMS/100 mL) 1000
Fekal Streptokoklar (EMS/100 mL) 100
Enterovirus (pfu/10 L) 0
Fekal koliform (EMS/100 mL) 200

Bakteriyel gostergeler, sudaki ve gidadaki diski kirliligi seviyelerini belirlemek i¢in
kullanilir; bununla birlikte, virtisler ve protozoalar gibi diger mikrobiyolojik gruplarin
kontrol edilmesi ve viral kontaminasyonlarin degerlendirilmesi i¢in alternatif gostergeler

gerektirmektedir [17].

Indikatér mikroorganizmalar patojen degillerdir ancak patojen mikroorganizmalarin
bulunmas1 muhtemel olan insan kaynakli atiklarda bol miktarda bulunmaktadirlar [5].
Bakteriyel sistemleri iyi bir sekilde karakterize edildigi i¢in, E.coli tizerindeki ¢aligmalar

son zamanlarda oldukga ilgi kazanmis durumdadir [1].

1980'lerden bu yana viral indikatdr organizmalar olarak arastirilan kolifajlar, suda
ozellikle enterik viriislerin takibi i¢in uygun mikroorganizmalardir [15]. Kanalizasyon
suyunun 100 mL’sinde 10.000-100.000 pfu derisiminde bulunmaktadirlar. E.coli’yi
enfekte eden bakteriyofajlardan olan somatik ve F-spesifik kolifajlar uzun yillardir fekal
ve viral kontaminasyonu belirleyici mikroorganizmalar olarak kullanilmaktadirlar [5].
Son yillarda ¢aligmalar, su kaynakli hastaligin 6nemli etiyolojik ajanlar1 ve konakgiya
0zgii olduklari igin ilgi ¢ekici olmaya baglayan kolifajlar gibi viriislere odaklanmustir [18].
Somatik kolifajlar, E.coli'yi enfekte eden viriislerdir ve fekal kaynakli kirlenmenin
varliginin ¢ok 1iyi bir gostergesidir, ¢linkii sadece diski bakterilerini enfekte
edebilmektedirler. Bu nedenle, kolifajlarin tespiti sudaki hem bakteriyel hem de viral

kontaminasyon seviyelerinin bir gostergesini vermektedir [19].

Insan enterik viriisleri, genel su kaynaklarma kontamine su atiklarindan girmektedirler.

Viriisler kanalizasyon sularinda yaygin olarak bulunabilmektedir, ¢ilinkii enfekte olmus



kisiler virlisleri biiyiikk miktarlarda digar1 atmaktadirlar. Bu virslerle enfekte olan

insanlarda, disk1 grami basina 10° ila 10 viriis bulunabilmektedir [20].

Bunlarin yan sira, biyoteknolojik ve biyofarmasotik proseslerde, bakteriyofajlarin hizli
ve hassas tespiti onemlidir. Genetik materyalin bakteriyofaj aracili transferi, antibiyotik
direncinin yayilmasinda 6nem teskil etmektedir. Ciinkii bakteriyofajlarin metagenom

caligmalar1 popiilasyonda antibiyotik diren¢ genlerinin varligini ortaya ¢ikarmistir [21].

2.3.1. T4 Bakteriyofaji ve Yapisi

Bakteriyofajlar veya fajlar bakterileri enfekte eden virGslerdir. En az bir nukleik asit
molekiilii olan genom, kapsid denilen bir protein kilif ile gevrilidir. Birgok bakteriyofaj
ayrica kuyruklar ve sivri uglar gibi ek yapilar da igermektedir [12]. Genel olarak,
bakteriyofajlar spesifik olarak konak bakteri reseptoriine baglanma yetenegi sergiler. Bu
nedenle, spesifik bir tiir zarar goriirken diger bakteri tiirleri bu fajdan etkilenmemektedir.
Konakg1 bakteriye baglandiktan sonra, faj hilcre igindeki genetik malzemesini enjekte

eder ve replikasyon igin konak hiicreyi kullanir [22]

Bakteriyofaj T4, 1944 te Delbruck ve arkadaslari tarafindan faj galismalar1 i¢in model
olmasi onerilen 19 E.coli fajindan biridir [23]. T4 bakteriyofajinin ayrintili yapisi Sekil
2.1°de gosterilmektedir. Olgun faj, genomu icine alan 115 nm uzunlugunda ve 85 nm
genisliginde bir kafa yapisina sahiptir. Bagin bir ucunda bulunan 6zel bir tepe noktasina
92 nm uzunlugunda ve 24 nm ¢apinda kasilmali kuyruk eklenmistir. Kasilma kuyrugunun
uzak ucuna 27 nm yiksekliginde ve 52 nm c¢apinda altigen bir taban plakasi
bulunmaktadir. Altigen taban plakasinin ¢evresine alt1 adet 150 nm uzunlugunda uzun

kuyruk fiberleri baglanmistir [23].



Sekil 2.1. T4 bakteriyofajinin yapisi [24].

Sekil 2.2’de bir T4 bakteriyofajinin litik dongiisii 6zetlenmektedir. Sekilde de goriildiigii
gibi Myoviridae familyasinin bir iiyesi olan T4 bakteriyofaji serbest durumdayken, uzun
kuyruk fiberleri, kuyruga, boyuna ve bas alanlarina kars1 yukar1 dogru katlanir, ancak,
enfeksiyon igin uygun kosullar olustugunda, bir uzun kuyruk fiberi, konak hiicre reseptor
bolgesine baglanmak iizere boyun bdlgesinden tekrar acilir. Ug veya daha fazla kuyruk
fiberinin konakg¢iya baglanmasi durumunda, karsilasilan hiicrenin uygun bir replikasyon
konakgist olma durumu ¢ok muhtemeldir. Taban plakasi daha sonra konformasyonunu
altigenden yildiza degistirir ve kisa kuyruk lifleri uzayarak, karboksi terminal uglarini
konake¢inin lipopolisakkarit tabakasinin ¢ekirdek bolgesine sikica baglanmak icin serbest
birakir. Dis kuyruk kilifi biiziiserek i¢ kuyruk tiplinii bakteri dig zarindan ve
periplazmadan gegirir ve i¢ tiipiin ucunun bakteri i¢ zariyla etkilesime girmesine izin
verir. Bakteriyofaj DNA's1 daha sonra bakteriyel sitoplazmaya enjekte edilir, periplazmik
nlkleazlardan korunur ve yeni faj partikillerinin sentezini yonlendirmek icin kullanilir
[25].



‘ Bakteri hiicresine
b
DNA’s1 \E] tutunma ve faj DNA’sinin
[ C ] hiicre icine enjeksiyonu

Bakteriyel
Kkromozom

¥ .18 LiTiK
[ 109 ] DONGU [ O O]

Viral genom ve protein
sentezi

Bakteri hiicresinin
lizisi ve yeni
virionlarm salinim

Yeni faj DNA’s1 ve
proteinlerinden
virionlarin olusmasi

Sekil 2.2. T4 bakteriyofajinin litik yagsam dongiisii [26].

Olgun bir viriis, yalnizca taban plakasini ve kuyrugunu degil, bas, kapsid, boyun gibi
diger yapisal bilesenleri de igeren 40'tan fazla polipeptitten olusmaktadir. Bakteriyofajin
cift sarmalli DNA's1, esas olarak bir ana kapsid proteini, pentamerik verteks proteini, bir
baglayict protein ve iki yardimci protein igeren bir protein kabugu olan kapsid iginde
kapsullenir. T4 bakteriyofajinin sahip oldugu iki ana proteinden olan Soc proteini (small
outer capsid protein) C-terminali ve Hoc proteini (highly immunogenic outer capsid

protein) N-terminali olan negatif yiiklii baglanma bolgelerine sahiptir [27].

2.4. Bakteriyofaj Tayininde Kullanilan Yontemler

Bakteriyofajlarin tespiti ve miktar tayini i¢in yontemler, 1917'de Felix d'Herelle
tarafindan kesfedilmesinden bu yana kullanilmaktadir [28]. Cift agar katmaninda tireyen
konakg1 bakteri ve olusan lizis plaklarinin varligina dayanan bu yontemler, 1959'da Mark
Adams tarafindan ayrintili olarak tarif edilmis [29] ve simdiye kadar viriis miktarini
6lgmek icin kullanilmistir [30]. Bu, algilanacak olan bakteriyofaji ve konakg¢i susunu

iceren yart kati bir agar tabakasinin onceden hazirlanmis agar plaklar1 iizerinde
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calisilmasina dayanan bir yontemdir. Uygun Dbir inkUbasyon suresinden sonra
goriintiilenen lizis bolgelerinin miktarinin belirlenmesi, orijinal numunede bulunan

bakteriyofajlarin sayisin1 gostermektedir [19].

Su anda, viriisleri ve virion pargaciklarini incelemek i¢in ¢ok sayida mevcut aragtirma
yontemleri bulunmaktadir. Bunlarin teshisi i¢in kullanilan yontemler asagidaki gruplara

ayrilabilir:

e Viris partiktllerinin test numunelerinde tespit edilmesi (derisimlerinin
belirlenmesi, biiyiikliikleri ve diger fiziksel-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi)

veya virlis enfektivitesinin belirlenmesi (virolojik ¢caligma);

e Viral antijenlerin test numunelerinde dogrudan tespit edilmesi (immduno-

gosterge);
e Viral nikleik asitlerin test 6rneklerinde molekuler yéntemler ile tespiti [31].

Bakteriyofaj tespiti i¢in en yaygin kullanilan biyolojik analiz, zahmetli ve zaman alic1 ¢ift
tabaka agar yontemidir [21]. Tipik olarak kullanilan diger teknikler arasinda, daha hizli
ve ¢ogu durumda hassas olan, ancak pahali ekipman gerektiren ve sinirli uygulanabilirligi
olan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve tirevleri [32,33] ve enzim bagh
immunosorbent deneyi (ELISA) [34] bulunmaktadir [35]. Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) [36], interferometri [37], elektrokimyasal yontemler [38] ve immonolojik testler
[39] gibi bakteriyofajlar da dahil olmak Uzere virisleri tespit etmek icin yeni yontemler
gelistirilmeye devam etmektedir. Floresan teknigi, elektrokimyasal 1sildama ve
immunosorbent deneyleri gibi etiketleme yontemleri zaman zaman yanlig pozitifler veya

yiiksek oranda yanlis negatifler ile sonu¢lanmaktadir [36].

Bu baglamda, sadece tespit i¢in degil, ayn1 zamanda kisa silirede otomatik olarak dogru
sonuglar verecek viriis partikiillerinin tanimlanmasi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi

cozllmesi gereken bir sorundur [40].

Biyosensorleri kullanarak bakteriyofajlarin hizli tespit yontemleri son yillarda ilgi
cekmektedir [31]. Son zamanlarda, diisiik maliyetli {iretim kabiliyetleri, minyatiirlestirme
olanaklar1, ger¢ek zamanl 6l¢timler ve antikorlar, niikleik asitler, peptitler, tiim hiicreler
gibi farkli biyo-tanima elementlerinin genis mevcudiyeti nedeniyle, biyosensorlerin

gelistirilmesine odaklanmis birgok ¢alisma yapilmistir [35].

11



2.5. Biyosensorler

“Sensor” kelimesinin kokeni “bir sey tanimlamak™ anlamina gelen Latince “sentire”
kelimesinden gelmektedir [41]. Biyosensorler, genellikle belirli elementleri tespit etmek
veya tanimak icin kullanilan analitik araclardir. Ik biyosensdr 1962'de Clark [42]
tarafindan gelistirildiginden ve sahip oldugu potansiyel fark edildiginden beri,
biyosensorler ile ¢alismalar pek ¢ok durumda ve farkli alanlarda yayginlasmistir [43].
“Biyosensor” terimi Cammann tarafindan belirlenmis [44] ve tanimi1 [UPAC tarafindan

tanitilmistir [45].

Biyosensorler, biyolojik tanima elemanimi fiziksel bir dondstiiriicii ile birlestirip,
Olgtilebilir bir sinyal olusturan analitik cihazlardir (Sekil 2.3). Kofaktorler, enzimler,
antikorlar, mikroorganizmalar, organeller, dokular ya da yliksek yapili organizmalardan
elde edilen hiicreler biyolojik tanima elemanlari olabilirler. Biyosensor sistemlerinde,
tanima eleman1 hedef molekiile kars1 bir cevap olusturur ve bir doniistiiriicii bu cevabi
olculebilir bir sinyal haline getirir. Bu sinyaller ise elektrokimyasal, optik, piezoelektrik,

termal ve manyetik sekilde dl¢iilmektedir [6].

Q ELEKTROKIMYASAL,

Ay T -
— ?wg MANYETIK é.

SINYALLER

Agir metal, toksik Analitin immobilize tim Analit ve biyomolekiiliin . .
kimyasallar, hiicre, enzim, protein, etkilesimi ile olcilebilir bir Dijital ortamda sinyallerin
mikroorganizma vb. antikor, niikleik asit ya da duruma déniisen farkl: goriintiilenmesi
analitler molekiiler baskilanms sinyallerin olusumu

polimerler ile tespiti

Sekil 2.3. Tipik bir biyosensoriin sematik anlatimi.

Biyosensorlerde kullanilan tespit teknikleri, etiketsiz ve etiket tabanli teknikler olarak
siniflandirilabilir. Etiket tabanl teknikler, diger malzemelerin arka planindaki belirli bir
analiti tespit etmek icin bazi etiketleyici maddeleri kullanir. Floresans, kemiliminesans
ve radyoaktif maddeler, biyosensorlerde belirli bir hedefi tespit etmek i¢in kullanilan {i¢

popiiler etiket tabanli tekniktir [46].
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Etiketsiz teknik, ligandin veya reseptorin etiketlenmesini gerektirmeyen ve herhangi bir
kompleksin minimal test yontemleri ile taranmasina izin verebilecek, yeni tekniklerin
farkindaligin1 artiran bir diger yontemdir. Etiketsiz deneyler, biyolojik olarak aktif
molekiiler etkilesimler ve hicresel tepkiler icin tarama yapabilmekte, secicilik, afinite ve
diger bircok durum hakkinda, ayn1 zamanda baglayic1 kinetik ve termodinamik hakkinda

ayrintili bilgi verebilmektedir [46].

Biyosensorler, olaganiistii performans, kullanici dostu calisma, hizli cevap, yiiksek
hassasiyet ve ozgllliik, taginabilirlik, nispeten kompakt bir boyut ve ger¢ek zamanl
analiz gibi bir¢ok ozellik sunmaktadir [47]. Bunlara ek olarak biyosensorler, pH ve

sicaklik gibi fiziksel parametrelerden etkilenmemeli ve yeniden kullanilabilir olmalidir
[45].

2.5.1. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi
Biyosensorler, transdiiksiyon konseptine gore su sekilde siiflandirilabilirler;
» Optik (fiber optik ve ylizey plazmon rezonans)
» Elektrokimyasal (empedans ve amperometrik)
» Piezoelektrik (kuvars kristal mikroterazi)
« Termal (termistor ve piroelektrik)
+ lIyon duyarl (alan etkili transistor ve iyon duyarli alan etkili transistorler)
* Rezonans (akustik dalga doniistiiriicii)

Biyosensorlerin antikor, niikleik asit, aptamer veya enzim kullanip kullanmadigi, yani

tanima bilesenlerine gore siniflandirilmasi ise su sekilde olmaktadir:
+ Immiinosensérler (antikorlar ve antijen)

» Aptasensorler

* Genosensorler

* Enzimatik biyosensorler [48].

2.5.1.1.0ptik Biyosensorler

Geleneksel optikler, kirmim sinir1 nedeniyle nanometre-olgekli yapilart ¢ozme
yetenekleriyle sinirhidirlar. Bunun nedeni, alt-dalga boyu niteligi tasiyan, gozden

kaybolan dalgalarin, farkli bir gecirgenlik ortamindan gecerken goriintii olusturmadan
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once bozulmalaridir. Bu sinirlamayr engellemek ig¢in, arastirmacilar alt-dalga boyu
goruntileme metotlarii gelistirmek admna calismaktadirlar. Plazmonik alanindaki
gelismeler, kaybolan zarari telafi ederek ve kirmim sinirinin altindaki goriintiiyii geri

yiikleyerek alt dalga boyu 6zelliklerinin tespitini saglamaktadir [49].

Optik biyosensorler; analitlerin hassas tespiti icin floresan, UV-gorinir, Raman, SPR
veya kemiliiminesans sinyal varyasyonlarina dayanan, kolay, hizli ve diisiik maliyetli bir
yaklasim sunmaktadir. Genel olarak, bir optik biyosensor, baglanma olayini bildirmek
icin kullanilan, istenen hedef ve doniistiiriicii bilesenle 6zel olarak etkilesime girebilen

bir tanima iinitesi igermektedir [50].

Optik biyosensorler, analit ve tanima elemanlarini iceren kompleks olusturuldugunda,
dondistiirlicii  yiizeyinin optik 6zelliklerinde bir degisimin Olgiilmesi odakli olarak
caligmaktadirlar. Bu biyosensorler iki gruba ayrilmaktadirlar: Direkt optik biyosensorler;
dondistiirlicii ylizeyi lizerinde bir kompleksin olusumuna bagli olarak sinyal {iretirler.
Indirekt optik biyosensorler ise cogunlukla, baglanma olaylarini tespit etmek ve sinyali
yiikseltmek adina floroforlar veya kromoforlar gibi ¢esitli isaretleyicilerle tasarlanmistir
[47]. Cevresel veya biyomedikal uygulamalar basit, hizli ve ultra hassas optik

biyosensorlerin gelistirilmesini gerektirmektedir [51].
2.5.1.1.1.Ylzey Plazmon Rezonans Biyosensorler

Biyosensorler; kemiliiminesans, floresans, 151k absorbsiyonu ve sagilimi, yansima orani
ve ylizey plazmon rezonansi iceren ve iki igaret tabanli ve isaretsiz olarak iki sinifa
ayrilabilen, cesitli optik algilama yontemlerini kullanmaktadirlar [52]. Ilk olarak 1990
yillarin baginda tanitildigindan bu yana, SPR'nin protein-protein, protein-DNA, enzim-
substrat veya inhibitor, reseptor-ilag, lipit membran-protein, protein-polisakkarit, hiicre
veya Virls-protein, dahil olmak iizere bir¢ok bag tipindeki makromolekiillere baglanmasi
sirasinda  Ozgiilliigii, afinitesi ve kinetik parametreleri belirlemek icin en giicli

teknolojilerden biri oldugu kanitlanmistir [53].

SPR biyosensorler, ortamin kirilma indisindeki degisikliklerini, algilama yiizeylerinde
Olcebilen optik refraktometrelerdir [54]. Bu optik sistemin ana bilesenleri, bir uyarma 151k
kaynagi, bir prizma ve prizma veya cam iizerine kaplanmis metalik bir filmden (~ 50 nm)
olusmaktadir. Bir polarizasyon 15181, optik olarak daha yogun bir ortamdan (camdan)
optik olarak daha ince bir ortama (gaz veya su) yansitildiginda, 1s1k agis1 kritik bir degeri

asan toplam yansima meydana gelir. Gelen 151k, dalga boyunun yaklasik yaris1 kadar
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derinligi ile daha ince ortama niifuz eden daha sonra ortaya ¢ikan bir dalga iiretir ve daha
sonra yogun ortama geri doner. Cam katman ve su katmani arasinda ince bir metalik film
bulundugunda, metal yiizeydeki serbest elektronlar metal 151k ylizeyine paralel olarak
yayillan yiizey plazmon dalgasin1 olusturmak ic¢in gelen 1s1k tarafindan
uyarilabilmektedirler. Meydana gelen dalga, toplam yansima kosulunu degistirip
zayiflatilmig bir toplam yansima meydana getirdiginde, yiizey plazmon dalgast ile birlesir
ve ylizey plazmon rezonansi iiretilmis olur. Sonug olarak, yansitilan 1s1k enerjisi, gelen

enerjinin yiizey plazmonuna aktarilmasindan dolay1 ¢arpici bi¢imde azalir [55].

SPR biyosensorler, ELISA ya da floresans temelli diger ticari analiz yontemlerine gore

asagidaki avantajlara sahiptir;
e Olgiimler sirasinda herhangi bir isaretleyiciye gerek duyulmaz.

e Olgiimler, kirilma indisindeki degisimlere gore yapildigi igin analit tayini

dogrudan yapilir.

e Analitin sacilma bant1 ya da isaretleyici gibi herhangi bir 6zellige sahip olmasina
gerek yoktur. Cok basamakli tayin protokollerine gerek kalinmadan dogrudan

Olctim yapilir.

e Olgiimler es zamanli yapilir. Kullanici bdylece kinetik ve termodinamik veriyi

ayni anda elde edebilir.

e Cok amagl bir yontemdir. Genis molekiil agirliklarinda ve baglanma afinitesinde

analit tayinine imkan vermektedir [56].

Genel olarak bir SPR analizi su sekildedir: Tespit edilecek olan analite gore uygun bir
ligand fiziksel ya da kimyasal olarak sensor ylzeyine tutturulur. Analit ise, bir ¢ozelti
igerisinde hazirlanan bu yiizeyden gegirilir. Analit ve ligand bir kompleks olusturmak

tizere etkilesime girdiginde, sistem tarafindan algilanabilecek bir cevap olusur [56].

Biyosensor yiizeyinde, tanima elementi olarak kullanilabilecek olan malzemelerin

sentezlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden birisi de molekiiler baskilama yontemidir.

2.6. Molekiiler Baskilama Yontemi

Molekiiler baskilama yontemi, oldukga spesifik polimerik malzemelerin yaratilmasi i¢in
gelistirilen ¢ok boyutlu yaklagimlardan biridir [57]. Molekiiler baskilama, molekiiler bir

kalip kullanarak makromolekiiler bir matriksteki tanima alanlarini yaratan bir
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teknolojidir. Bagka bir ifadeyle, hem hedefin sekil goriintiisii hem de hedefte olanlarla
etkilesime girecek fonksiyonel gruplarin hizalanmasi, polimerik malzemelerin kendi
olusumu sirasinda hedefin taninmasi veya ayrilmasi i¢in makromolekiiler matriks iginde

saklanir [58].
Molekiiler baskilama yonteminde 6zet olarak asagidaki basamaklar izlenir;

1. Polimerin islevsel grubuna kovalent veya kovalent olmayan sekilde baglanmis,

kalip veya hedef molekiilii i¢eren bir polimer {iretilir.

2. Kalip molekiil polimerden ¢ikarilir, boylece yeniden baglanma icin hedefe 6zel

bir bosluk birakilmis olur.

3. Molekiiler baskilanmis polimer hedef analiti iceren 6rnekle muamele edilir ve

kompleks bir drnegin icerisinden, hedef molekiil segici bir sekilde olusturulan

bosluga baglanir [59].
e T )
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Monomerler _— >
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molekiil i 5
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\
Tekrar baglanma

Desorpsiyon

Sekil 2.4. Molekiiler baskilama y6ntemi [60].

Genellikle molekiiler baskilanmis polimerler hazirlamak igin hedef analit ve fonksiyonel
monomer arasindaki kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlere dayanan iki ana yontem
kullanilir. Stokiyometrik olan kovalent baskilama, fonksiyonel monomerin kalintilarinin
sadece baskilanmis bosluklarda mevcut olmasini saglar. Kovalent olmayan baskilama,

iyonik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve zm-m etkilesimlerine
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dayanmaktadir. En yaygin olan etkilesim, metakrilik asit gruplar1 ve polar olmayan

¢oziculerdeki primer aminler arasinda siklikla meydana gelen hidrojen baglaridir [61].

Molekiiler baskilanmis polimerler, sentetik molekiiler reseptorler yaratmada kullanilan
cok yonli, 6lgeklenebilir ve uygun maliyetli bir yaklasimdir. Asagida siralanan avantajli

ozellikleri, molekiiler baskilanmig polimerlere artan ilgiye katkida bulunmaktadir:
e Dogal reseptorlere benzeyen yiiksek afinite ve secicilikleri,

e Dogal biyomolekiiller tarafindan gosterilenden daha {istiin olan gelismis

kararliliklari,
e Kolay hazirlanmalari,

e Tahliller ve biyosensorlerdeki pratik uygulamalara adaptasyon kolayligi
saglayabilmeleri [62].

Genel olarak giinlimiizde kullanilan ayirma yontemleri (kromotografi, kapiler
elektroforez, kati-faz ekstraksiyonu ve membran ayirma vb.), immunolojik testler, antikor
taklitleri, yapay enzimler, biyosensorler, kataliz, organik sentez, ila¢ salinim1 ve gelisimi
gibi alanlar1 kapsayan genis bir uygulama araliginda kullanimlari bulunmaktadir [60].
Molekiiler baskilanmis polimerlerin dogal biyomolekiillere kiyasla avantajlar1 Cizelge

2.3’te gosterilmektedir [63].

Cizelge 2.3. Dogal biyomolekiillerin ve molekiiler baskilanmig polimerlerin

karsilastirilmasi.
Dogal Biyomolekiiller Molekiiler Baskilanms Polimerler
Kararl degildirler. Zorlu kosullarda bile yiiksek kararlilik
gosterirler.
Pahalidirlar. Uygun maliyetlidir.

Organik cozucller igerisinde diisiik = Organik c¢ozuculer icerisinde yiksek

performans gosterirler. performans gosterirler.
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Operasyonel sistemlere ihtiya¢ duyarlar. | Minimum  dizeyde sisteme ihtiyag
duyarlar.

Sinirli sayida analit ile ¢alisilabilir. Herhangi bir analit ile ¢alisilabilir.

Diger teknolojiler ile diisiik uyumluluga | Diger teknolojiler ile yiiksek uyumluluga
sahiptir. sahiptir.

2.6.1.Molekiiler Baskilama Teknolojisinde Kullanilan Yaklasimlar

Polimer ve biyo-nanomalzeme temelli biyosensor platformlari, elektriksel, katalitik,
mekanik, termal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle hizli cevap ve segicilik ile gelismis
hassasiyet sunmaktadirlar. Molekiiler sekil tanima malzemeleri ve tasarlanmig
morfolojiye sahip polimerik yapilar dahil olmak {izere, polimerik nanomalzemelerin
gelistirilmesine yonelik calismalar, gida ve c¢evresel kirleticilerin algilanmasi agisindan

O6nem arz etmektedir [64].

Son zamanlarda, molekiiller baskilama temelli nanoteknolojik malzemelerin
gelistirilmesi, nanoyapili baskilanmig polimerlerin, y1gin polimerlerin aksine 6nemli
olgiide iyilestirilmis Ozellikler gdstermesiyle nedeniyle arastirmacilar tarafindan ilgi
cekmektedir [61]. Nanoyapili polimerler, y1gin polimerlere kiyasla daha yiiksek yiizey
alani-hacim oranlara sahiptirler ve ¢ozelti icinde iyi dagitilabilirler. Ayrica hedef

baglanma bolgeleri, hedef analit tarafindan daha kolay erisilebilir durumdadir [65].

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken kullanilan yontemler asagida kisaca

Ozetlenmistir.
2.6.1.1.Y1gin Baskilama

Bu klasik molekiiler baskilama isleminde, istenen reseptorler cogunlukla toplu monolitler
olarak elde edilir. Bu nedenle, molekiiler olarak basilmigs bu polimerler, genellikle
ogutiiliir ve yeterli biiytlikliikteki partikiillere elenir ve daha sonra gesitli amagclar icin
kullanilir [65]. Y1gin polimerizasyon, baskilanmis polimerleri elde etmek i¢in kullanilan
en yaygin yontemlerden birisidir. Bu yéntemde; monomer, ¢apraz baglayici, hedef analit

ve radikal baslatici, baglangigta porojen bir ¢oziicii igerisinde ¢ozdiiriiliir [66].
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Her ne kadar geleneksel y1gin veya mikro boyutlu baskilamis polimerlerin hazirlanmasi
kolay olsa da, yiiksek capraz bagli yapilar ve diizensiz sekillerinden kaynaklanan cesitli
faktorler, yapay reseptor olarak uygulamalarini sinirlandirmaktadir. Yigin baskilamada

karsilagilabilecek dezavantajlar asagidaki gibi 6zetlenebilir;
e Hedef molekiillerin i¢ baglama bdlgelerinden ¢ikarilmasinin zorlugu,

e Yeniden baglama kapasitesinin, yiizey ilizerinde/yakininda az sayida baglanma

bolgesi ile sinirli olmasi,

e Hedef molekillerin, partikiillerin i¢indeki baglayici bdlgelere erisiminin

engellenmesinin kolay olmasi [67].
2.6.1.2.YUzey Baskilama

Yiizey baskilama yonteminde, baglanma bolgeleri y18in polimerizasyonda oldugu gibi
gozenekler icerisinde degil, agirlikli olarak malzeme yiizeyinde olusturulur. Bu nedenle

proteinler i¢in bile erisilebilir oldugundan, biyomakromolekiiler hedefler i¢in umut verici

bir yaklagimdir [68].

Mikroorganizmalarin biiyiik boyutlarindan dolayt, yiizey baskilama yontemi polimerlerin
hazirlanmasi1 sirasinda tercih edilmektedir. Bu durum, bu biyuk boyuttaki hedef
analitlerin baskili oyuklardan etkili bir sekilde yayilmasimi garanti edebilmektedir.
Bugiine kadar, mikroorganizma baskilanmast ig¢in litografik islem, mikro-temas
baskilama yontemi, Pickering emiilsiyonu, kolloidal baskilar gibi bir¢ok tipik ylizey baski
stratejisi gelistirilmistir [60].

Klasik molekiiler baskilama ile ayni sekilde, hedef analitler, monomerler, capraz
baglayicilar ve eger varsa, bir baslatic igeren bir ¢oziiciide birlestirilir. Ko-polimerinin
capraz baglanmasi sirasinda, hedef analit kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler
yoluyla monomerlerle etkilesir. Hedefin polimerik yilizeyden uzaklastirilmasi isleminden

sonra, olusan bosluklar1 hedefi 6zel olarak yeniden baglayabilir [69].

Capraz reaktivite, spesifik olmayan baglanma, diisiik secicilik, bu ydntemin ana
zorluklarindandir. Bu nedenle, y18in baskilama ve yiizey baskilama kavramlarim
birlestiren epitop baskilama, makromolekiillere 6zellikle proteinlere kars1 baskilanmis

polimerleri hazirlamak igin alternatif bir yontemdir [70].
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2.6.1.2.1.Mikro-temas Baskilama

Mikro-temas baskilama teknigi, tanima yiizeyleri ve biyosensdrlerin iiretimi igin iyi

tanmimlanmuis ylizeyler tiretmek i¢in kullanilmaktadir [70].

Mikroorganizmalarinin yiizeyinin baskilanmasinda, mikro-temas baskilama metodu,
hiicre tanimlamasi icin yiiksek yogunluklu baskili oyuklara sahip baskilanmis filmleri
hazirlamak i¢in en basit ve etkili yontemdir. COzlicti icermeyen bir sistemde ylizeydeki
nispeten buyuk kalip molekiiller (peptitler, proteinler ve hicreler) icin mikro-temas
baskilama yaklasimi, kalip-immobilize edilmis bir katmanin bir polimer ylizeyine belirli
bir diizende konformal olarak damgalanmasini igeren bir yumusak litografi yontemidir
[60].

Mikro-temas baskilama, polimerizasyondan Once biyosensorin ylzeyine bir hedef
damgas1 yerlestirildikten sonra, ince bir monomer tabakasinin polimerizasyonuna
dayanmaktadir. Immobilize edilmis hedef molekiilleri veya hiicreleri iceren damga
cikarildiginda, damganin tizerindeki hedeflerin sekli ile eslesen bosluklara sahip bir

polimer yiizeyinin olusmus olur [71].
Mikro-temas baskilama tekniginin genel yontemi ii¢ adimda agiklanabilir:

1. Kalip analit, hedefe 6zel spesifik damga olusturmak i¢in 6nceden temizlenmis bir

cam yiizeye baglanir.

2. Hedef damgas1 monomer modifiyeli substrat ile etkilestirilir ve polimerizasyon

UV 15181 ile baslatilir.

3. Hedef damgas1 yiizeyden ¢ikarilir. Boylece, spesifik tanima bolgeleri yalnizca
baskilanmis substratin yiizeyinde elde edilir [70].

2.6.1.3. Epitop Baskilama

Epitop baskilama ilk kez 2000 yilinda, Rachkov ve Minoura [72] tarafindan bir
biyomolekiiliin epitopunu baskilanmis polimer olusturmak igin sablon olarak
kullandiklar1 zaman ortaya ¢ikmustir [73]. Bir proteine karsi antikorlar, belirli ardisik veya
konformasyonel epitoplar yoluyla hedeflerini tanidigindan, baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasinda bir epitop yaklagimmin kullanilmas: Onerilmistir [74]. Epitop
baskilamada, proteinin sadece kii¢lik bir kism1 baskilanir ve ortaya ¢ikan polimer, bu
determinant ile tiim proteini taniyabilmektedir [70]. Bu bakimdan, epitop terimi,

genellikle proteinin karakteristigi olan polipeptit zincirinin terminlerinden birine karsilik
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gelen bir peptid dizisi ile ilgilidir [75]. Epitop baskilama yonteminin avantajlar1 asagidaki
sekilde 6zetlenebilir:

e Organik ¢oziiciiler kullanilabilmektedir.
e Peptitlerin maliyetleri proteinlerden daha diisiiktiir.
e Cok saf bicimde tretilebilmektedirler.
Bu avantajlarindan otiirii arta secicilikte elde edilebilmektedirler [76].

2.6.2. Molekiiler Baskilama Tekniginde Onemli Malzemeler

Tipik bir molekiiler baskilanmis polimer sentezi protokolii bir sablon, fonksiyonel bir
monomer, bir ¢apraz baglayici, bir polimerizasyon baslaticist ve bir ¢dziicii (porojen)
icermektedir [61]. Hazirlanan baskilanmis polimerlerin kalitesi ve bunlarin baglanma
ozellikleri, sadece karisimin kombinasyonu yoluyla degil, ayn1 zamanda, baslatici tipi ve
miktar1, polimerizasyon sicakligi, etkilesim mekanizmalari gibi deneysel kosullar ile de
degistirilebilmektedir [76]. Partikiillerin boyutu, ¢oziicii tipi ve ¢apraz baglayici,
uygulanan monomerler arasindaki oran, sicaklik, gibi c¢esitli parametrelerden de

etkilenebilmektedir [77].
2.6.2.1. Fonksiyonel Monomer

Polimer sentezinde 6nemli bir adim, sablon ile bir fonksiyon monomer veya bir dizi
fonksiyonel monomer arasinda bir kompleksin olusturuldugu 6n diizenleme asamasidir.
[78]. Molekiiler baskilama sirasinda sablon ile etkilesime giren fonksiyonel monomer,
polimerin baglanma boélgelerinde fonksiyonel gruplari saglar. Genel olarak, kovalent
olmayan polimerler, baglayict monomerler lizerindeki fonksiyonel gruplarin, sablonun
kimyasal gruplariyla tamamlayiciliklarina gore segildigi genel bir yaklasim kullanilarak
tasarlanmaktadir [74]. Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken kullanilan bazi

fonksiyonel monomerler asagida listelenmistir [79,80].

Asidik monomerler; Metakrilik asit, itakonik asit, akrilik asit, 2-(trifluorometil)-akrilik

asit, akrilamido-(2-metil)-propan siilfonik asit.

Bazik monomerler; 4-Vinilpiridin, 2-vinilpiridin, 1-vimilimidazol, allilamin, N,N,N,-
trimetil aminoetilmetakrilat, N-(2-aminetil)-metakrilamid, N,N-dietil-4-strilamidin, N-

vinilpirolidon.
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Notral monomerler; Akrilamid, metakrilamid, 2-hidroksietil metakrilat, akrilonitril,

etilstiren, metil metakrilat, stiren.

Genellikle, kalip molekiil ile polimer matriksinde bulunan fonksiyonel gruplar arasinda
hidrojen baglari, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler molekiiler tanima olgusunu

yonlendirmektedir [81].

Yeni tasarlanan fonksiyonel monomerler, analitler ile coklu kovalent olmayan
etkilesimler yapabilirler. Bu monomerlerin uygulamasi, birden fazla fonksiyonel
monomerin kullanimina kiyasla, se¢ici bir molekiiler boslugun tasarlanmasi i¢in avantajli
gorinmektedir [79]. Kovalent baglar, hidrojen baglar1 ve supramolekiiler etkilesimlerin
yant sira metal selasyonu ve n-m etkilesimi i¢eren segici kimyasal tanima saglayabilmek
icin farkli fonksiyonel monomerler eklenmistir [82]. Yiksek tutunma ve ¢ozinurlik, tek
monomer kullanilarak hazirlanan polimerlerden ziyade iki ko-monomerli baskilanmis

polimerlerde gorilmektedir [83].

Calismada kullanilan N-metakriloil-L-histidin metil ester fonksiyonel monomeri
aminoasit tabanli bir monomerdir. Histidin kismindaki imidazol halkasi elektron veren
azot atomlart icerir. Bu sayede etkilesime girdigi biyomolekiillerin komsu amino asit yan
zincirleri arasindaki isbirligi ve lokal konformasyonlar biyomolekiil baglanmasinda
onemli rol oynar [84]. Fonksiyonel monomerinin kimyasal yapisi Sekil 2.5’te

gosterilmektedir.

CH, 0

CHy NI|-| o
THJJ—OCHg
H,C
N NH
N

Sekil 2.5. Fonksiyonel monomerin kimyasal yapist.
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2.6.2.2. Capraz Baglayici

Capraz baglayicilar, molekiiler baskilanmig polimerlerin fiziksel ve kimyasal kararlilig
icin Onemlidirler. Capraz baglayici normal olarak bir veya daha fazla fonksiyonel
monomer ile birlestirildigi i¢in, ¢apraz baglayict maddenin hedefe ¢ok spesifik olmayan
bir sekilde baglanmasinin olmast énemlidir. Molekiiler baskilama ¢alismalari i¢in suda

¢Ozliniir capraz baglayicilar tercih edilmektedir [70].
Baskil1 bir polimerde ¢apraz baglayici {i¢ ana islevi yerine getirmelidir;

1. Capraz baglayici, polimer matriksinin morfolojisinin, jel tipi, makro gozenekli veya

bir mikrojel tozu olup olmadiginin kontroliinde 6nemlidir.
2. Baskilanmig baglanma bolgelerinin kararliliginda gorevlidir.
3. Polimer matriksine mekanik kararlilik kazandirmalidir.

Capraz baglayicinin, baskilanmis polimerlerin molekiiler tanima davranisi tizerindeki
etkisi hakkinda aragtirmalar devam etmektedir. Makro gdzenekli ve yeterli mekanik
kararliliga sahip malzemeler Uretebilmek igin yiiksek capraz baglanma oranlar tercih
edilmektedir [80]. Capraz baglayici miktari, tanima alanlarinin saglamligini korumak igin
yeterince yiiksek tutulmalidir. Genellikle %80 oraninda fazla miktarda kullanilmaktadir
[85]. Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken kullanilan ¢apraz baglayicilar

asagida belirtilmistir [80]:

p-Divinilbenzen, etilen glikol dimetakrilat, tetrametilen dimetakrilat, 1,3-diizopropenil
benzen, 2,6-bisakriloylamidopiridin, N,N’-1,3-fenilbis(2-metil-2-propenamit), N,N'-
metilen bisakrilamit, N,N'-etilen bisakrilamit, N,N'-tetrametilen bismetakrilamit, 1,4-
diakriloil ~ piperazin, anhidroeritritol dimetakrilat, trimetilpropan trimetakrilat,

pentaeritritol tetraakrilat.
2.6.2.3. Cozucu

Coziicii, ayn1 zamanda bir porojenle ayni anda etki etmekte ve baskilanmis malzemedeki
baglama yerlerine daha 1iyi erisim icin gozenekli bir malzeme olusturulmasin
saglamaktadir [74]. Porojenik ¢oziiciilerin dogasi ve seviyesinin, kovalent olmayan
etkilesimlerin kuvvetini belirledigi ve molekiiler baskilanmis polimerlerin performansini
etkileyen polimer morfolojisini etkiledigi bilinmektedir [83]. Kullanilacak olan

¢oziiciiniin sahip olmasi gereken 6zellikler asagidaki gibi 6zetlenebilir;
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e Kalip molekiil, fonksiyonel monomer capraz baglayici ve baslatici porojenik

¢Oziilebilir olmalidir.

e Porojenik ¢oziicliler, ortaya ¢ikan polimerin iyi akis 6zelliklerini saglamak icin

biylk gozenekler tretmelidir.

e Yiksek secicilikte baskilanmis polimerler elde etmek 6nemli oldugu igin, baski
molekiilii ile monomer arasindaki kompleks olusum sirasindaki girisimleri
azaltmak igin porojenik coziiciiler, nispeten diisiik polariteye sahip olmalidirlar
[83].

Coziicii, iyl akis Ozelliklerini saglamak i¢in elde edilen polimer matriksinde biiyiik
gozenekler yaratmalidir. Coziicii ayrica kalip molekiil-monomer kompleksi olugsmasi

sirasinda girisimleri en aza indirmek i¢in nispeten kutupsuz olmalidir. [85].
2.6.2.4. Baslatici

Baglaticilar, monomeri ¢ok sayida baska monomer ile polimerik bir matrikse
baglayabilen, bir ara bilesik liretmesini saglayan kimyasal maddelerdir. Baslaticilar,
polimerizasyon tipine ve hedef molekiile gore secilmelidirler [63]. Prensip olarak, hedef
analitlerin serbest radikal polimerizasyonunu baslatirlar [80]. Baslaticilar monomerlere
kiyasla ¢ok daha diisiik derisimlerde, tipik olarak toplam polimerize edilebilir molekiil
miktarinin agirlikca %1'i oraninda kullanilmaktadirlar [85]. Asagida molekiiler

baskilanmis polimerler hazirlanirken kullanilan baslaticilar i¢in 6rnekler verilmistir;

Azobisizobdatironitril, azobisdimetilvaleronitril, dimetilasetal benzil, benzoilperoksit,

4,4-azo (4-siyanovalerik asit) [80].
2.7. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

Adsorpsiyon dengesi, bir adsorpsiyon siirecinin dogru anlasilmasi i¢in gerekli olan en
O6nemli noktalardan birisidir. Son zamanlarda, lineer regresyon analizi, adsorpsiyon
modellerini tanimlamak i¢in en c¢ok uygulanan araglardan biri olmustur. Ciinki
adsorbantlarin dagilimini 6lgmekte, adsorpsiyon sistemini analiz etmekte ve adsorpsiyon

izoterm modelinin teorik varsayimlarinin tutarliligini dogrulamaktadir [86].

Adsorpsiyon izotermi veya denge modellemesi tipik olarak hedef molekil ve molekuler
baskilanmis polimerlerin baglanma davranisini ve etkinligini analiz etmek i¢in kullanilir.

Izoterm modellerinin denklemlerinden elde edilen R? degerleri, adsorpsiyonunun tek ya
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da ¢ok katmanli oldugunu belirtmenin yani sira bu baglanma davranisinin fiziksel veya

kimyasal hangi yapida gerceklestigini agiklamak i¢in de kullanilmaktadir [87].

Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli homojen baglanma varsayimina dayanirken
Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli heterojen baglanma varsayimina dayanmaktadir.
Freundlich adsorpsiyon modeli, 6zellikle diisiik derisimlerde uygunluk gosterirken
yiiksek derisim degerlerinde bazi sapmalar gosterebilmektedir. Boyle durumlarda
Langmuir-Freundlich ikili modeli kullanilmaktadir [88].

Scatchard analizi, molekiiler baskilanmis polimerlerin yeniden baglama deneylerinde
baglanma davraniginin homojen ya da heterojen oldugunu degerlendiren yaygin bir
modeldir [89]. Tipik olarak kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki kovalent
olmayan etkilesim, yiiksek ve diisiik afiniteli baglanma bolgelerine karsilik gelen ve iki
birlesme sabiti ile hesaplanan polimerdeki baglanma yerlerinin heterojen egilimlerini
gosteren iki diiz ¢izgili bir Scatchard grafigi vermektedir. Scatchard grafiginde gbzlenen
egrilerin dogrusalliktan sapmamasi, s6z konusu adsorpsiyon isleminin uygun adsorpsiyon

modeline yakinlik gosteren bir 6zellige sahip oldugunu gosterir [81].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda deneysel ¢alismalar su sekilde 6zetlenebilir;

Fonksiyonel monomerin sentezi ve karakterizasyonu,
Uygun monomer ve bakteriyofaj oraninin belirlenmesi,

Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiillerin sentezlenmesi ve

karakterizasyonu,
Nanopartikil temelli SPR biyosensorinlerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu,

Nanopartikil temelli SPR biyosensorler ile kinetik, tekrar kullanilabilirlik,

secicilik ¢aligmalart ve gergek drnek analizi,

Nanofilm temelli SPR biyosensérlerin hazirlanmasi igin SPR altin yiizeylerin ve

cam slaytlarin modifikasyonu,
Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamig nanofilmlerin sentezi,

Modifiye edilmis, edilmemis, baskilanmis ve baskilanmamig SPR biyosensdrlerin

karakterizasyonu,

Nanofilm temelli SPR biyosensorler ile kinetik, tekrar kullanilabilirlik, segicilik

caligmalar1 ve gercek ornek analizi.

3.1. Kimyasal Maddeler, Mikroorganizmalar ve Sarf Malzemeler

T4 bakteriyofaj baskilanmis nanopartikiiller ve nanofilm hazirlanirken kullanilan T4

bakteriyofaji ve konak hiicresi E.coli ATCC 11303, segicilik ¢aligmalarinda kullanilan
T2 bakteriyofaji, MS2 bakteriyofaji ve konak hiicresi E.coli ATCC 15597 ATCC

(Amerika) firmasindan temin edilmistir. Mikroorganizmalarin iiretiminde kullanilan LB

besiyeri ve bakteriyolojik agar Pronadisa’dan (Ispanya), nanopartikil ve nanofilm

sentezlenmesinde kullanilan tuzlu fosfat tamponu (PBS) Fisher Scientific’ten (New

Jersey, Amerika), poli vinil alkol, sodyum dodesil silfat, sodyum bikarbonat (NaHCO3),

2-hidroksi etil metakrilat, etilen glikol dimetakrilat, sodyum bisilfit (NaHSOs3) ve

amonyum perstlfat ((NH4)2S20g) Sigma-Aldrich Corporation’tan (Amerika) temin

edilmistir.
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3.2. T4 Bakteriyofaj Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Bakteriyofaj tretimi icin dncelikle konak mikroorganizma olan E.coli ATCC 11303 LB
(Luria-Bertani) sivi besiyerine inokiile edilerek 37°C’de 18 saat statik kosullarda

inkiibasyona birakilmigtir.

-80°C’de saklanan T4 (ATCC 11303-B4) bakteriyofaj stoguna, plak sayilabilecek uygun
derisimi bulmak amaciyla steril LB besiyeri kullanilarak seri sulandirma yapilmistir.
Bakteriyofaj tiretimi i¢in ¢ift tabakali dokme plak yontemi kullanilmisgtir. Bu amagla %0.5
oraninda agar igeren LB besiyerine 50 uL E.coli kilturi ve 50 pL T4 faj stispansiyonu
eklenmis ve seri bir sekilde Onceden hazirlanan LB agar bulunduran petrilere
dokiilmiistiir. Hazirlanan petriler 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda
olusan plaklar sayilmistir. Bakteriyofajlar1 agar ylizeyinden toplamak amaciyla SM
tamponu [NaCl: 100 mM, MgS04.7H20: 8 mM, Tris-Cl (1 M, pH 7.5): 50 mM, Jelatin
(%2): %0.01] kullanilmustr.

5 mL SM tamponu bakteriyofaj {iretimi ger¢eklesmis olan petrilere eklendikten sonra 1
saat boyunca 75 rpm c¢alkalama hizi ile orbital ¢alkalayicida dondiiriilmiistiir. Sonrasinda
agarin iizerine eklenmis olan tampon toplanip son derisimi 0.5 M olacak sekilde NaCl
eklenmistir. Hazirlanan bu karisim 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildikten
sonra 8000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant 0.22 um’lik siringa filtreden
gecirilip Gzerine %10’luk poli etilen glikol (PEG 6000) ¢ozeltisi eklenmistir. Tekrar
10000 rpm’de 30 dk boyunca santrifiijlendikten sonra pelet SM tamponu ile siispanse

edilmistir.
3.3. Fonksiyonel Monomerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomerinsentezi igin su yontem uygulanmstir:

L-histidin metil ester ve hidrokinon, diklorometan icerisinde ¢dzuldikten sonra ¢ozelti
0°C’ye sogutulmustur. Trietilamin ve metakroil kloriir bu ¢ozeltiye ilave edilmis ve
karistmi 120 dakika siiresince 25°C’de karistirildiktan sonra, reaksiyona girmeyenler
NaOH ¢ozeltisi (%10) kullanilarak ekstrakte edilmistir. Kalan karisim etanolde ¢oziiliip

fonksiyonel monomer polimerizasyon igin hazir hale getirilmistir [90].
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Sekil 3.1.Fonksiyonel monomerin sentezi.

Fonksiyonel monomerin karakterizasyonu igin Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektrumu,
FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000, Shimadzu, Japonya) cihazi ile elde edilmistir.
Fonksiyonel monomer, KBr ile homojen olarak karistirililarak tablet haline getirilmis ve
analiz gergeklestirilmistir. Ayrica, fonksiyonel monomerin proton (H) NMR spektrumu,
CDCIs igerisinde NMR cihazi (Bruker AV, Amerika) kullanilarak elde edilmistir.

Kimyasal kaymalar () ppm cinsinden raporlanmustir.

3.4. Uygun On-Kompleks Oraminin Belirlenmesi

Uygun oraninin belirlenmesi amaciyla kalip bakteriyofaj siispansiyonun derisimi sabit
tutularak (6x10® pfu/mL) farkli derisimlerde fonksiyonel monomer siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan fonksiyonel monomer ve bakteriyofaj karigimlari, 6n-
kompleks olusturmasi amaciyla rotatorda 1 saat siire ile 20 rpm hizda karigtirtlmigtir [91].

Hazirlanan oranlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. On-kompleks hazirlama oranlari.

Oran Monomer Bakteriyofaj
0.25:1.00 7.5 UL 30 pL
0.50:1.00 15 L 30 puL
1.00:1.00 30 pL 30 pL
2.00:1.00 60 pL 30 pL
3.00:1.00 90 pL 30 pL

3.5. Nanopartikil Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi
3.5.1. Nanopartikullerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Faj baskilanmis nanopartikiiller sentezlenmeden 6nce 60 pL fonksiyonel monomer ve 30
ML T4 bakteriyofaj kalip molekiiliin siispansiyonu on-kompleks olusturmak iizere 20
rpm’de 1 saat boyunca rotatérde karistirtlmistir. Miniemulsiyon polimerizasyon, ikili sivi

faz karigimi ile gergeklestirilmistir [92]:

Birinci s1vi faz

Poli vinil alkol 0.05¢
Sodyum dodesil sulfat 0.05¢g
Ultra saf su 50 mL

ikinci sivi1 faz

Poli vinil alkol 0.1g
Sodyum dodesil stlfat 15mg
Sodyum bikarbonat 12.5mg
Ultra saf su 5mL

Her iki faz manyetik karistiricida karistirilip ultrasonik banyoda sonike edilmistir.
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Uclincu faz

2-Hidroksietilmetakrilat 0.5mL
Etilen glikol dimetakrilat 1mL
On-kompleks 90 pL

Ikinci ve {igiincii fazlar (6n-kompleks hari¢) 30.000 rpm hizinda 15 dakika siire ile
homojenize edilmistir (Ika Labortechnik, Almanya). Sonrasinda, birinci faz ve ardindan
homojenize edilen karistm cam polimerizasyon reaktdriine aktarilmistir. On-kompleks
eklendikten sonra baslatici ¢ifti amonyum per siilfat (100 mg), sodyum bisulfit (50 mg)
eklenerek polimerizasyon baslatilmis ve 40°C’de, 500 rpm’de 24 saat siiresince devam
ettirilmistir. Polimerizasyon sonrasinda, sulu fazin ugurulmasi amaciyla polimer karigimi
50°C’de 6 saat boyunca etiivde bekletilmistir. Baskilanmamis nanopartikiiller ayni

yontem kullanilarak sadece bakteriyofaj olmadan hazirlanmistir.

Hazirlanan nanopartikiiller, reaksiyona girmeyen monomer, yiizey aktif madde ve
baslaticidan uzaklastirilmak amaciyla; 1 kez etanol, 2 kez etanol:su ve 2 kez su

kullanilarak santrifiijlenmistir.

Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1, Nano Zetasizer (Malvern Instruments, Ingiltere)
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Boyut analizi i¢in, hazirlanan nanopartikiil ¢ozeltisi 6rnek
yuvasina yerlestirildikten sonra, 151k sagilmast 90°’lik gelis acist ile Olglilmiistiir.
Olgiimler, ii¢ kere tekrarlanmis ve sonuglar uygun yazilim ile incelenerek standart sapma

degerleri ile birlikte verilmistir.

Hazirlanan bakteriyofaj baskilanmig ve baskilanmamis nanopartikiillerin yiizey
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM, Quanta 400F Field Emission, Amerika)
ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM, FEI/Tecnai G2 Spirit Biotwin, Amerika) ile
detayl bir sekilde analiz edilmistir.

Bakteriyofaj baskilanmig nanopartikiillerin i¢in Fourier doniistimli kizilétesi spektrumu,
FTIR spektrofotometresi kullanilarak elde edilmistir. FTIR spektrofotometresi
kullanilarak elde edilmistir. FTIR spektrumu 6lciimi icin nanopartikiller fonksiyonel

monomer i¢in kullanilan yontem izlenerek hazirlanmistir.
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3.5.2. Nanopartiktl Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi1 ve Yizeylerin
Karakterizasyonu

SPR biyosensor yiizeyine bakteriyofaj baskilanmis nanopartikiillerin immobilize
edilmesinden 6nce kalip mikroorganizmanin polimerik yapidan uzaklagtirilmas1 amaciyla
desorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Bu baglamda 2.5 mM Glisin:HCI (pH 2.5)
cozeltisi bakteriyofaj baskilanmis nanopartikiller ile 1 saat boyunca rotatdrde
karistirildiktan sonra 30 dakika boyunca 14.500 rpm’de santrifiijlenmistir. Ust faz
ayrildiktan sonra pelet 1000 pL suda dagitilip tekrar rotatorde karistirilip
santrifiijlenmistir. En son elde edilen pelet 100 uL suda dagitilmis ve immobilizasyon
icin hazir hale getirilmistir. 10 pL nanopartikiil ¢6zeltisi SPR biyosensor yiizeyine
damlatildiktan sonra immobilizasyonun gerg¢eklesmesi amaciyla 45 dakika UV 1s1k
altinda sonrasinda ise gece boyunca 40°C’de bekletilmistir. Ayn1 yontem ile bakteriyofaj

baskilanmamis nanopartikiiller kullanilarak bakteriyofaj baskilanmamis SPR biyosensor

hazirlanmstir.
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Sekil 3.2. Bakteriyofaj baskilanmasi ve SPR biyosensér uygulamasinin sematik

goOsterimi.

Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin su ile yaptigi temas agisi
Ol¢tilmiistiir (Kriiss DSA 100, Almanya). Temas agis1 6lgiimlerinde damla yontemi takip
edilmistir. Yiizey iizerine bir damla su damlatilarak acilar Slgiilmiistiir. Olgiimlerde
yiizeylerin farkli bolgelerine su damlatildiktan sonra bes ayr1 fotograf ¢ekilmis, temas

acilar belirlenmis ve dlgiimlerin ortalama degeri alinmastir.
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Bakteriyofaj baskilanmig ve baskilanmamig SPR biyosensorlerin yiizeylerindeki polimer
kalinliklart Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Almanya) cihaz1 kullanilarak
yapilmistir. Kalinlik analizi belli dalga boyu (532 nm) ve gelis a¢is1 (62°) ile yapilmistir.
SPR biyosensorler, lazer 151k kaynagi altina yerlestirilmis, yiizey kalinliklar i¢in SF10

cam, titanyum ve altin katmani veri olarak ongorilmiistiir.

Bakteriyofaj baskilanmig ve baskilanmamis nanopartikiillerin yilizey karakterizasyonu
icin atomik kuvvet mikroskobu (AFM, Veeco MultiMode V, Amerika) kullanilmistir.
Atomik boyutlara kadar sivriltilmis bir igne ucu kullanilarak, yuzeyin yuksek ¢oziunurlik
ile birlikte ti¢ boyutlu goriintiilenmesini saglanmigtir. Nanopartikiller 10 milimetrelik bir
cap igerisine yerlestirilerek hava ortaminda ve yari degen modda goriintiilenmistir.

Ornekler 1 um/s tarama hizinda ve 1x1 um?’lik bir alanin griintiisii olarak alinmistir.

Yiizey plazmon sensogramlari yiizey plazmon rezonans sistemi SPRimager®Il (GWC
Technologies, Amerika) ile alinmistir. Belli ylizey alanina sahip (25 mm x 12.5 mm) 50
nm kalinliginda altin kaplanmis olan SPR ¢ipleri kullanilmistir. Plazmon egrilerinin
alinmas1 sirasinda SPRview yazilimi kullanilmistir. Goriintii alinmasi sirasinda 15181n

SPR biyosensore varma agis1 degistirilerek 151g1n yiizde kirtlma degerleri alinmigtir.

3.5.3. Nanopartikil Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensdriin hazirlanmasi iglemleri ve karakterizasyon
analizlerinin ardindan kinetik analizler ile devam edilmistir. Kinetik analizler igin, belli
derisim arahgindaki (1x10%-4x10° pfu/mL) T4 bakteriyofaj ¢ozeltileri kullanilmustir.
Ornekler, SM tamponuyla 5 mL hacimde hazirlanarak SPR sistemine verilmistir.
Desorpsiyon ¢6zeltisi olarak 2.5 mM Glisin:HCI tamponu (pH 2.5) kullanilmistir [21].
SPR sisteminde; kamera ve ayna sistemi, bir lazer kaynagi, peristaltik pompa ve
bilgisayar bulunmaktadir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. SPR biyosensoriin altin yiizeyi (A) ve SPRimager®II sistemi (B).
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Kinetik analizlere baglamadan 6nce biyosensor yiizeyinden 1 saat siiresince deiyonize su
gecirilmistir. Yiizey PBS tamponu (pH 7.4) ile muamele edilirken ylizey plazmon egrileri
kaydedilmis ve kirilma agis1 tespit edilmistir. Egriler almip uygun rezonans agisi
ayarlandiktan sonra, 180 saniye siire ile PBS tamponu (pH 7.4) etkilestirilmeye devam
edilmistir. Yiizey dengeye geldikten sonra, artan derisimdeki (1x10°-4x10° pfu/mL) T4
bakteriyofaj ¢ozeltisi (5 mL, 500 pL/dak. akis hizi) 300 saniye boyunca ylizey ile
etkilestirilmistir. Kirilma degerleri ger¢ek zamanli gozlenip, sistem denge durumuna
geldikten sonra, 240 saniye boyunca desorpsiyon gergeklestirilmistir. Desorpsiyon
isleminden sonra, yiizey deiyonize su ve PBS tamponu (pH 7.4) ile yikanmistir. Her T4
bakteriyofaj Ornegi igin ©Oncesinde adsorpsiyon-desorpsiyon-yikama basamaklari
tekrarlanmistir. Kinetik analizler, kontrol amacgli baskilanmamigs SPR biyosensor

kullanilarak da tekrarlanmustir.

3.5.4. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensorii ile T4 bakteriyofaji arasindaki etkilesimi
incelemek amaciyla U¢ farkli (Scatchard, Langmuir, Freundlich) adsorpsiyon izoterm

modeli uygulanmustir [93] .

3.5.5 Nanopartikiil Temelli SPR Biyosensoriin Tekrarlanabilirliginin incelenmesi

T4 Dbakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensoriiniin tekrarlanabilirligini incelenmek
amaciyla 4x10° pfu/mL derisiminde hazirlanmis T4 bakteriyofaj 6rnegi SPR sistemine
verilmistir. Sistem 120 saniye boyunca dengeye getirildikten sonra, 180 saniye boyunca
ornek sistemden gecirilmis ve yine 120 saniye boyunca da 2.5 mM Glisin:HCI ¢ozeltisi
(pH 2.5) verilerek desorpsiyon gerceklestirilmistir. Bu islemler ayni1 6rnek ile pespese bes

kez tekrarlanmistir.

3.5.6. Nanopartikil Temelli SPR Biyosensorlerin Baskilama Segiciliginin

Incelenmesi

Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin baskilama segiciligini
gdstermek igin, T4 bakteriyofaji ile ayni derisimlerde (1x10° pfu/mL) T2 ve MS2
bakteriyofajlart ile etkilesimleri incelenmistir. Kullanilan iki bakteriyofaj da E.coli’yi
enfekte eden bakteriyofajlardandir. T2 bakteriyofajinin konagi T4 ile ayn1 olup E.coli
ATCC 11303 iken, MS2 bakteriyofajinin konag1 E.coli ATCC 15597°dir. Hazirlanan
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ornek ¢ozeltilerinin T4 bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamig SPR biyosensorler ile
etkilestirilmesinden sonra sensogramlar elde edilmis ve segicilik katsayilari

hesaplanmustir.

3.5.7. Nanopartikiil Temelli SPR Biyosensoriin Gergek Ornek Analizi

Gercek Orneklerle yapilacak olan galismalar i¢in mikroorganizmalar Gremesi icin uygun
bir ortam olabilecegi ve dnemli bir kirlilik kaynagi oldugu i¢in deniz suyu ve ¢esme suyu
secilmistir. Denizler, evsel ve endiistriyel atiklar ile fekal kaynaklar sonucu kirlenme
potansiyeli olan kompleks ortamlardir. Ornekler sisteme verilmeden 6nce SM tamponu
ile 100 kat seyreltilmis, son derisim 1x10" pfu/mL olarak ayarlandiktan sonra sisteme

verilmistir.

3.6. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi
3.6.1. Cam ve SPR Yzeylerinin Modifikasyonu

Kalinlig1 1 mm olan 2.5 cm x 7.5 cm boyutlarindaki camlarin temizlenmesi su sekilde
gerceklestirilmistir: Camlar petri kabinda sivi hacimleri 20 mL olacak sekilde etanol ile
10 dakika 60 rpm’de calkalamaya birakilmis, saf su ile yikanmis ve ardindan 80°C’de
etiivde kurutulmustur. Hazirlanan 1 M hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi ile ayn1 sekilde 10
dakika boyunca muamele edilmis ve ardindan ii¢ defa saf su ile yikanmistir. Ayni1 islem
hazirlanan 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile tekrarlanmistir. Son olarak camlar
etanol ile yikanip kurutularak modifiye edilmeye hazir duruma getirilmistir. Kurutulan
camlar etanol ile hazirlanmis %10’luk 3-aminopropil-trietoksisilan (APTES) ¢Ozeltisine
daldirilarak oda sicakliginda 1 saat 60 rpm’de ¢alkalamaya birakilmis ve boylelikle amino
gruplariin cam yiizeyine takilmasi saglanmistir. Bu siire sonunda camlar etanol ve saf
su ile liger kez yikanarak kurutulmustur. APTES ile modifiye edilmis camlar PBS
tamponu (pH 7.4) ile hazirlanmis %5’luk gluteraldehit (GA) ¢ozeltisine daldirilarak oda
sicakliginda 1 saat 60 rpm’de calkalamaya birakilmis ve boylelikle amino gruplari
aktiflestirilmistir. Ardindan camlar PBS tamponu (pH 7.4) ile ti¢ kez yikanmistir. Daha

sonra saf su ile yikanarak kurutulmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Cam yuzey modifikasyonu.

Bakteriyofaj baskilanmamis ve baskilanmamis SPR biyosensoriiniin hazirlanmasinda
GWC SPRimager II sistemine uygun 2.5 cm x 2.5 cm boyutlarindaki altin kapli ¢ip
(SPRchipTM) kullanilmistir. Bu ¢ipler SF10 cam iizerine 2 nm titanyum ve 42.5 nm altin
kaplama icermekte ve firmadan hazir olarak temin edilmistir. Altin kaph ¢ip ylizeyleri
alil merkaptan kullanilarak 24 saat modifiye edilmis ve boylelikle polimerizasyonun altin
yiizeyinde gerceklesmesi i¢in gerekli tiyol gruplarinin olusturulup kuvvetli bir sekilde
tutunmasi saglanmistir. Sonrasinda zincir-zincir etkilesimleri ile yogun ve diizenli bir
tabaka olusturulmustur. Bu diizenlenmede kuyruk kisminda yer alan doymamais grup disa

dogru yonlenmistir.
3.6.2. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bakteriyofaj kalibinin hazirlanmasi igin bakteriyofajlar cam yiizeyine immobilize
edilmistir. Hazirlanan modifiye camlara 200 pL T4 bakteriyofaj ¢ozeltisi (1x10° pfu/mL)
damlatilmig ve 18 saat sure ile +4°C’de bekletilmistir. Elde edilen bakteriyofaj kalibi
olarak kullanilan cam ytiizeyler PBS tamponu (pH 7.4) ile yikanarak immobilize olmayan
bakteriyofajlar uzaklastirilmis ve mikro-temas baskilama temelli bakteriyofaj
baskilanmis nanofilmin hazirlanmasinda bakteriyofa; kalibi1 olarak kullanilmistir.
Baskilanmamig nanofilmin hazirlanmasinda ise APTES ve GA ile modifiye edilen cam
slaytlar PBS tamponu (pH 7.4) icerisinde bekletilmis ve kurutulduktan sonra

kullanilmistir.

Alil merkaptan ile modifiye edilmis altin yiizeyinde baskilanmis ve baskilanmamis

nanofilmin hazirlanmasi i¢in ilk olarak fonksiyonel N-metakriloil-(L)-histidin metil ester
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Etilen glikol dimetakrilat capraz baglayicisi (1:4) 2 saat siireyle oda kosullarinda
karigtirilarak stok monomer karisimi hazirlanmistir. Daha sonra bu karigim igerisine 1 mg
azobisizobiitironitril (AIBN) baslaticis1 eklenerek polimerizasyon karigimi hazirlanmig
ve reaksiyon karistmindan 10 pL alinarak daha oOnceden alillenmis ¢ip ylizeyine
damlatilarak cam tizerinde hazirlanan bakteriyofaj kalibini etkilesmesi ve baskilanmasi
gerceklestirilmistir. Polimerizasyon hazirlanan sistem UV 15181 (100 W, 356 nm) altinda
30 dakika bekletilmesi suretiyle gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Polimerizasyon
sonrasinda hazirlanan camlar ¢ip yilizeyinden dikkatli bir sekilde ayrildiktan sonra
baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensor once etanol sonra saf su ile yikanarak

etlivde kurutulmustur.

TN
3

]
o Monomer, ¢apraz baglayic1 ve
° baglaticiddan olugan karigim &
°
. { ) , Polimerizasyon
— >
Alil merkaptan ile modifiye 30 dakika

edilmis yizey

Modifiye edilmis
cam

Sekil 3.5. SPR biyosensor yiizeyinde nanofilmin hazirlanmasi.

Modifiye edilmis, edilmemis, baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin
yiizeylerinin 1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu yiizeylerin su ile
yaptiklar1 temas agisi analizleri ve nanofilmlerin kalinlik incelemeleri elipsometre
analizleri  gergeklestirilmistir. ~ Bakteriyofaj  baskilanmis  nanofilmin  yiizey

karakterizasyonu i¢in ise atomik kuvvet mikroskobu kullanilmistir.

3.6.3. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensoriin hazirlanmasi iglemleri ve karakterizasyon
analizlerini takiben Kinetik analizlere gegilmistir. Bunun icin, farkli derisimlerdeki
(1x10°-4x10° pfu/mL) T4 bakteriyofaj ¢ozeltileri kullanilmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi
olarak da yine 2.5 mM Glisin:HCI (pH 2.5) ¢Ozeltisi kullanilmastir.
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3.6.4. Adsorpsiyon izoterm Modelleri

T4 bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensorii ile T4 bakteriyofaji arasindaki etkilesimi
incelemek amaciyla Ug farkli (Scatchard, Langmuir, Freundlich) adsorpsiyon izoterm

modeli uygulanmastir.

3.6.5. Nanofilm Temelli SPR Biyosensoriin Tekrarlanabilirliginin incelenmesi

T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligini incelenmek
amacityla 4x10° pfu/mL derisiminde hazirlanmis T4 bakteriyofaj ornegi SPR sistemine
verilmistir. Sistem uygun rezonans frekansina ayarlandiktan sonra PBS tamponuyla (pH
7.4) dengeye getirilmistir. Dengeye gelen sisteme T4 bakteriyofaj siispansiyonu 120
saniye boyunca verilmistir. 180 saniye boyunca 6rnekler sistemden gectikten sonra 120
saniye boyunca 2.5 mM Glisin:HCI c¢ozeltisi (pH 2.5) verilerek desorpsiyon islemi

gerceklestirilmistir. Bu islemler sistemde bes kez tekrarlanmustir.

3.6.6. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Baskilama Seciciliginin incelenmesi

Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamig SPR biyosensorlerin baskilama seciciligini
gdstermek icin, T4 bakteriyofaji ile aym derisimlerde (1x10° pfu/mL) T2 ve MS2
bakteriyofajlar1 ile etkilesimleri incelenmistir. Kullanilan iki bakteriyofaj da E.coli’yi
enfekte eden bakteriyofajlardandir. Hazirlanan Ornek c¢ozeltilerinin T4 bakteriyofaj
baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorler ile etkilestirilmesinden sonra

sensorgramlar elde edilmis ve secicilik katsayilar1 hesaplanmistir.

3.6.7. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorun Gergek Ornek Analizi

Gergek orneklerle yapilacak olan ¢aligmalar i¢in mikroorganizmalar liremesi i¢in uygun
bir ortam olabilecegi ve onemli bir kirlilik kaynagi oldugu i¢in deniz suyu ve ¢esme suyu
secilmistir. Ornekler sisteme verilmeden énce SM tamponu ile 100 kat seyreltilmis, son

derisim 1x107 pfu/mL olarak ayarlandiktan sonra sisteme verilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fonksiyonel Monomerinin Karakterizasyonu

Sekil 4.1’de fonksiyonel monomere ait FTIR spektrumu goérulmektedir. FTIR
spektrumunda 1600-1700 cm™ aralig1 amid I, 1480-1580 cm™ aralig1 amid II, 1735-1765
cm™ araligi karbonil, 3250-3550 cm™ aralig1 hidroksil titresim bantlarina esdegerdir. Elde
edilen sonuclar yorumlandiginda, fonksiyonel monomere ait olan 1655 cm™ amid 1 ve
1520 cm™* amid I1 bantlar1, 1735 cm™ dalga boyunda ester band1 ve 3347 cm™’de hidroksil
band1 gorllmistiir. Fonksiyonel monomerin kimyasal yapisinin incelenmesinde ayrica
'H-NMR kullanilmistir. *H-NMR spektrumunda fonksiyonel monomere ait pikler
incelenmistir. Bunlar: *H-NMR (CDCls): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CHs), 1.42 (m; 2H,
CHy>), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, methin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H,
vinil), 6.86 (5; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (§; 1H, J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H,
aromatik). FTIR ve 'H-NMR sonuglart literatiirle karsilastirildiginda, elde edilen piklerin
fonksiyonel monomerinin fonksiyonel gruplarina uygunluk gosterdigi ve dogru bir

sekilde sentezlendigi goriilmektedir [94].
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Sekil 4.1. Fonksiyonel monomerin FTIR spektrumu.

4.2. Uygun On-Kompleks Oranimin Belirlenmesi
Fonksiyonel monomer ve kalip molekiil oranini belirlemek i¢in fonksiyonel monomer ve
kalip bakteriyofajdan 6n-kompleks olusturulmus ve UV-gorunir bolge spektrofotometre

Olgtimleri yapilmistir. Sekil 4.2°de go0sterilen 6n-komplekslerin spektrofotometrik

Ol¢timii incelendiginde 2.0:1.0 oraninin spektrumdaki optimum oran oldugu ve
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fonksiyonel monomerden gelen kaymalarin sona erdigi ve absorbansinda degisiklik

olmadigi gozlenmis ve polimerlesme bu oran kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.2. On-kompleksin spektrofotometrik élgiimii.
4.3. Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Karakterizasyon ic¢in en son santrifiijlerden sonraki alt faz kullanilmigtir. Hazirlanan
nanopartikillerin karakterizasyonu zeta boyut, FTIR, SEM ve TEM analizleri ile
yapilmustir. Elde edilen FTIR spektrum sonuglarina gore Sekil 4.3 te gortildiigii gibi ester
bandinin siddetlenmesi ve 1735 cm™den 1723 cm™e kaymasi polimerlesmenin

gerceklestigini gostermektedir [95].

Sekil 4.4’te goriildiigii gibi bakteriyofaj baskilanmig nanopartikillerin ortalama boyutu
0.196 cok dagilimlilik belirteci ile birlikte 83.11 nm olarak 6l¢iiliirken, baskilanmamis
nanopartikiillerin ortalama boyutu 0.189 ¢ok dagilimhilik belirteci ile birlikte 51.89 nm

olarak ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.3. Bakteriyofaj baskilanmis nanopartikiillerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.4. Bakteriyofaj baskilanmis (A) ve baskilanmamis (B) nanopartikiillerin boyut
analizi.

Sekil 4.5 ve 4.6’da goriildiigli gibi bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamig
nanopartikiillerin yilizey morfolojisi TEM ve SEM analizleriyle gergeklestirilmistir.
Analizlerden elde edilen sonug¢lardan da goriildiigii gibi bakteriyofaj baskilanmis ve

baskilanmamis nanopartikiillerin homojen, kiiresel ve es boyutlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.5. Bakteriyofaj baskilanmis (A) ve baskilanmamis (B) nanopartikiillerin TEM

gorintileri.

Sekil 4.6. Bakteriyofaj baskilanmis (A) ve baskilanmamis (B) nanopartikiillerin SEM

gordntileri.

Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiillerin yiizeyleri atomik kuvvet
mikroskobu ile karakterize edilmis yiizey derinlikleri, 29.2 nm ve 23.8 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7 ve 4.8). Ayrica, bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis

nanopartikiillerin ortalama piirtizliliigl sirasiyla 5.54 nm ve 4.58 nm olarak bulunmustur.

100.0 nm.

0.0 nm

1: Height

Sekil 4.7. Bakteriyofaj baskilanmis nanopartikiillerin AFM goriintiileri (A: 3 boyutlu, B:
2 boyutlu).
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Sekil 4.8. Bakteriyofaj baskilanmamis nanopartikiillerin AFM goriintiileri (A: 3 boyutlu,
B: 2 boyutlu).

4.4. Nanopartikl Temelli SPR Biyosensorlerin Karakterizasyonu

Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin yiizey kalinlik degerleri
elipsometre cihazi ile incelenmistir. Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis SPR
biyosensorlerin kalinlik degerleri sirasiyla 82.8 £ 2.7 nm ve 82.6 £ 3.4 nm olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.9 ve 4.10).

~255.0

-85.0

-0.0

Sekil 4.9. Bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensorlerin elipsometre goriinttleri (A: 3
boyutlu, B: 2 boyutlu).
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Sekil 4.10. Bakteriyofaj baskilanmamis SPR biyosensorlerin elipsometre goriintiileri (A:
3 boyutlu, B: 2 boyutlu).

Sekil 4.11°de goriildiigi tizere modifiye edilmemis SPR biyosensor yiizeyinin su temas
acis1 degeri 74.3° iken bakteriyofaj baskilanmamig SPR biyosensor yiizeyinde 67.4°’ye
diismiis ve bakteriyofaj baskilandiktan sonra da 70.4°’e diismiistiir. Yiizeyin temas agisi
degerinin azalmasi, ylizeyin hidrofilik karakterinin arttiginin gostergesidir. Baskilanmig
ve baskilanmamig SPR biyosensorlerin hazirlanmasi sirasinda fonksiyonel monomer
olarak kullanilan fonksiyonel monomer histidin temelli bir malzeme olup oldukca
hidrofilik karaktere sahiptir. Bu nedenle, ylizeye hidrofilik karakterde bir polimerin
tutturulmus olmasi, ylzeyin hidrofilik 6zelligini arttirmis ve bdylece temas agisi

degerinin diismesine neden olmustur.

e i

Sekil 4.11. Modifiye edilmemis (A), bakteriyofaj baskilanmis (B) ve baskilanmamis (C)

SPR biyosensorlerin temas agist l¢timleri.

4.5. Nanopartikil Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

Caligma kapsaminda bakteriyofaj baskilanmig ve baskilanmamig SPR biyosensorler

hazirlanmistir. SPR sinyali ile bakteriyofaj arasindaki etkilesimin degerlendirilmesi
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amactyla bakteriyofaj siispansiyonlar1 (1x10%-4x10° pfu/mL) hazirlanmistir. Cozeltiler
ayni hizda peristaltik pompa kullanilarak SPR biyosensor ile etkilestirilmistir. Sekil
4.12A’da ise hazirlanan bakteriyofaj ¢ozeltilerinin sisteme verilmesi ile elde edilmis olan
sensorgramlar gorulmektedir. Elde edilen sensorgramlar, érneklerin SPR biyosensor ile
etkilestirilmesinin ardindan elde edilen % kirilmaya (AR) karsilik zaman1 gostermektedir.
Sekil incelendiginde, bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensor yuzeyine artan faj
derisimi ile birlikte AR kirilma degeri artmaktadir. Sekil 4.12B’de gosterildigi gibi 1x10%-
4x10° pfu/mL derisim araliginda elde edilen dogrunun denklemi y=0.0476x-1.034 ve
dogrusalligr R?=0.9849 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore, hazirlanan bakteriyofaj
baskilanmis SPR biyosensor, 1x10%-4x10° pfu/mL araliginda %98 dogrulukta 6lgiim
yapabildigi goriilmiistiir.

1x10* pfu/mL
2x10* pfu/mL
20 A 4x10* pfu/mL

1 1x10° pfu/mL
—  2x10° pfu/mL

10 ] 4x10° pfu/mL
s —  1x10° pfu/mL

—  2x10° pfu/mL
0 . e . r , —  4x10° pfumL
100 200 300 400 5 700

25 7

15 A1

AR

5

A
.10

-15 4

Zaman, saniye

25 4

20 4

15

AR

10 4
B

y =0.0476x +1.034
R2=0.9849

0 100 200 300 400 500
¢ (1x10%), pfu/mL

Sekil 4.12. Farkli derisimlerdeki bakteriyofaj ¢ozeltileri ve SPR biyosensor arasindaki
etkilesimlerin zamana gore kirilma degerleri (A) ve SPR biyosensore ait

derigim ile kirilma degerleri arasindaki iliski (B).
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Sekil 4.13’te nanopartikul temelli SPR biyosensorii ile bakteriyofaj arasindaki denge ve
baglanma kinetik analizleri icin elde edilen grafikler verilmistir. Ayrica, nanopartikil
temelli SPR biyosensori ile bakteriyofaj arasindaki etkilesimi belirlemek icin ¢ farkli
(Scatchard, Langmuir ve Freundlich) adsorpsiyon izoterm modeli uygulanmistir. Bu
grafiklere ait denklemlerden elde edilen matematiksel katsayilar (ARmaks, Ka, Kda, Ka ve
Kp) Cizelge 4.1°de verilmistir.

Scatchard :ARdenge /[C] = KA(ARmaks' ARdenge)
Langmuir :AR={ARmaks[C]/Kp+[C]}
Freundlich :AR=ARmaks[C]1/n

Cizelge 4.1. Nanopartikll temelli SPR biyosensori icin kinetik hiz sabitleri.

Scatchard Baglanma
AR maks 26.64 Ka, pfu/mL 1.5t 0.002
Ka, mL/pfu 0.005 Kg, st 0.158
Kb, pfu/mL 200 Ka, mL/pfu 0.012
R? 0.71 Kb, pfu/mL 83.0
R? 0.74
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Sekil 4.13. Nanopartikiil temelli SPR biyosensorii i¢in kinetik hiz sabitlerinin
belirlenmesi. Scatchard (A) ve baglanma (B) kinetik yaklagimlari.

Sekil 4.14 incelendiginde deneysel olarak elde edilen verilerin Langmuir modeli ile
uyumlu oldugu goriilmektedir (R?=0.9771). Bu sonug, hazirlanan nanopartikiil temelli
SPR biyosensor ylzeyindeki bakteriyofaj baglanma 6zelliginin homojen, es enerjili, tek
tabakali ve minimum dis etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her iki adsorpsiyon
izoterm modelinden elde edilen sonuglar detaylariyla Cizelge 4.2°de verilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda baglanma sabitinin (Ka) hem baglanma kinetik analizinde hem
de Scatchard ve Langmuir adsorpsiyon izoterm modellerinde birbirine yakin oldugu
gozlenmistir. Ayrica deneysel olarak elde edilen maksimum kirilma degerinin
(AR=19.89) hesaplanan maksimum kirtlma degerlerine (ARmaks=26.64 ve ARmaks=22.73)
yakin olmasi da yapilan deneylerin teorik matematiksel hesaplamalarla uyustugunu

gostermistir.
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Sekil 4.14. Nanopartikil temelli SPR biyosensora igin adsorpsiyon izoterm modelleri.
Langmuir (A) ve Freundlich (B).

Cizelge 4.2. Nanopartikil temelli SPR biyosensorl icin Langmuir ve Freundlich

parametreleri.
Langmuir Freundlich
ARmaks 22.73 ARmaks 2.31
Kb, pfu/mL | 170.9 1/n 0.63
Ka, mL/pfu | 0.006 R? 0.92
R? 0.98

47



T4 bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensor ile miktar tayin edebilecek en diisiik sinir
degeri 6x10° pfu/mL olarak hesaplanmustir.

4.6. Nanopartikiil Temelli SPR Biyosensorlerinin Seciciliginin incelenmesi

Baskilama segiciligini gostermek i¢in baskilanmamis SPR biyosensor hazirlanmis ve iki
biyosensor arasinda kiyaslama yapilmistir. T2 ve MS2 bakteriyofaji yarismaci ajanlari
kullanilarak hazirlanan ornekler SPR sistemi ile etkilestirilmistir. Bu &érnekler SM
tamponunda 1x10° pfu/mL derisimde hazirlanmigslardir. Sekil 4.15°te  farkh
bakteriyofajlar ile hazirlanmis ¢ozeltiler ile hazirlanan bakteriyofaj baskilanmig SPR
biyosensoriin zamana karsit kirilma degerleri goriilmektedir. Sekil 4.16 ve 4.17°de
gosterildigi gibi baskilanmamis nanopartikiiller ile hazirlanan biyosensor T4 bakteriyofaj
baskilanarak hazirlanan biyosensore gore diisiik sinyaller vermistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde baskilanmamis SPR biyosensoriin anlamli sinyaller vermedigi
gortlmektedir. Yapilan hesaplamalara gore T4 bakteriyofajina goére T2 ve MS2
bakteriyofajlar1 i¢in segicilik ve bagil secicilik katsayilart verilmistir. T4 bakteriyofaj
baskilanmis ve baskilanmamig SPR biyosensorler karsilastirildiginda T4 bakteriyofaj
sinyalinin 19.89’dan 0.68’e diistiigii gortilmiistiir. Baskilanmis bir polimerin segiciligi,
secicilik faktorii araciligiyla yorumlanmaktadir. Hesaplanan secicilik katsayilart T2
bakteriyofaji icin 5.21, MS2 bakteriyofaj1 i¢in 5.51°dir. 1’in iizerindeki bagil segicilik
degerleri, molekiiler baskilanmig sistemler i¢in kabul edilebilirdir ve bu degerler,

baskilama igleminin etkin oldugunu gostermektedir [96].

Kiigiik miktarda diger rekabet¢i ajanlarin adsorpsiyonu spesifik olmayan etkilesimlerle
aciklanabilmektedir. Ayrica, secicilik katsayilarinin  hesaplanmasi, baskilanmis
polimerlerin hedefe 6zgiin oldugunu ve baskilanmamis olan degerlere bakildiginda

yaklagik yiksek oranda bir fark oldugunu gostermektedir [97] (Cizelge 4.3) .

T4 bakteriyofajinda Soc ve Hoc adi verilen, kapsid ylizeyini olusturan iki ana protein
bulunmaktadir. T4 bakteriyofajinin kapsidi, bitisik halde bulunan gp23 heksamerik
kapsomerler arasindaki ara yiizlerde, kapsid yiizeyine baglanan 870 kopya Soc icerir ve
bu yap1 molekiiler tutkal benzeri bir gérev yapar. Bir¢ok T4 benzeri bakteriyofaj, kapsidi
kararl1 hale getiren homolog Soc benzeri molekiillere sahiptir [98].

Baskilanmis polimerler hazirlanirkan ¢alismada kullanilan fonksiyonel monomer histidin
temelli bir monomerdir. Histidinin molekiiler etkilesimlerdeki ¢ok yonliiliigii, kendine

0zgli molekiiler yapisindan kaynaklanmaktadir [99]. Bes tiyeli aromatik heterosiklik

48



imidazol halkasi, histidin aminoasitinin yan zincirinde bulunmaktadir [100]. imidazol,
pKa=6.5 civarinda asidik iyonlagsma sabitine sahip iyonize edilebilir bir grup; metalik
katyonlarmn koordine edici bir ligand (6rnegin, Ca®* ve Zn?"); ya da bir hidrojen bag
donérii ve alicis1 olarak gorev yapabilmektedir [99]. Fonksiyonel monomer ve T4
bakteriyofaj arasindaki etkilesim histidin ve bakteriyofajin sahip oldugu proteinler
arasinda gergeklesmistir. Bakteriyofajin yilizeyinde yer alan proteinler sayesinde
fonksiyonel monomer ile elektrostatik ve van der Waals gibi kovalent olmayan
etkilesimler meydana gelmis ve baskilama isleminden sonra nanopartikiil {izerinde

bakteriyofaja 6zgu molekiler kaviteler olusturulmustur.

25 1
—T4
20 A —T2
—MS2
15 A
=4
4 10

, [

100 200 300 400 SOOWO 800

Zaman, saniye

Sekil 4.15. Farkli yarigmaci ajanlar kullanilarak T4 bakteriyofaji baskilanmig SPR

biyosensoriin verdigi zamana kars1 kirilma degerleri.
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Sekil 4.16. Farkli yarismaci ajanlar kullanilarak T4 bakteriyofaji baskilanmamis SPR

biyosensoriiniin verdigi zamana karsi kirilma degerleri.
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Sekil 4.17. T4 bakteriyofaji baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorler ile

yarigmaci ajanlarin verdigi zamana karsi kirilma degerleri.

Cizelge 4.3. T4 bakteriyofajina gore T2 va MS2 bakteriyofajlari igin segicilik (k) ve
bagil se¢icilik (k”) katsayilari.

Baskilanmis k Baskilanmamuis k K’
T4 19.89 0.68
T2 3.82 5.21 0.53 1.28 4.07
MS2 3.61 551 0.26 2.62 2.11

4.7. Nanopartikiil Temelli SPR Biyosensoriin Tekrarlanabilirliginin incelenmesi

Bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensoriin tekrarlanabilirligini incelemek igin 4x10°
pfu/mL derisiminde bakteriyofaj érnekleri SPR sistemi ile ard arda bes kez etkilestirilmis
ve sonuglar Sekil 4.18’de verilmistir. Elde edilen verilere gore, hazirlanan bakteriyofaj
baskilanmig SPR biyosensoriin, herhangi bir performans kaybi olmadan tekrar tekrar

kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Nanopartikiil temelli SPR biyosensoriin tekrarlanabilirligi.

4.8. Nanopartikil Temelli SPR Biyosensoriin Gergek Ornek Analizleri

Bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensoriin  farkli ortamlarda gergek zamanl
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla gercek 6rnek analizi yapilmistir. Sekil 4.19°da
deniz suyunda ve ¢esme suyunda artan T4 bakteriyofaj derisimi ile zamana kars1 AR
degerleri goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, hazirlanan biyosensor T4
bakteriyofaj drneklerini 91-96% geri kazanim ile tespit edebilmektedir. Bu sonuglara ek
olarak, desorpsiyon ajani uygulandiktan sonra deniz suyunda bulunan diger bilesenlerle
gerceklesen spesifik olmayan etkilesimler sonucu AR degerlerinde negatif yonde bir
degisim gdzlenmistir.
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—— Tampon ¢ézelti

g 4 Cesme suyu
/——«\Q%‘ ——Deniz suyu
6 4

AR
s

e

100 200 300 400 50 600 700

Zaman, saniye

Sekil 4.19. Gergek Orneklerden T4 bakteriyofaj tayini i¢in hazirlanan SPR

biyosensoriiniin kullanimini1 gésteren zamana karsi kirilma degerleri.
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4.9. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerin Karakterizasyonu

Modifiye edilmemis, edilmis, baskilanmamis ve baskilanmis SPR biyosensdrlerin temas
acis1 degerleri sirasi ile 73.5° ve 66.4°, 56.7° ve 57.2° bulunmustur. YUzey modifikasyonu
sirasinda kullanilan alil merkaptanda bulunan tiyol gruplarindan dolayr temas agist
degerinde diisme gozlenmistir. Baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin
hazirlanmasi sirasinda kullanilan fonksiyonel monomer histidin temelli bir malzeme olup
oldukga hidrofilik karaktere sahiptir. Bu nedenle, yizeye hidrofilik karakterde bir
polimerin tutturulmasi, ylizeyin hidrofilik 6zelligini arttirmis ve temas agis1 degerini
distirmistiir (Sekil 4.20). Ayrica Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23’te yapilan elipsometre
Olgtimlerinde alillenmis, baskilanmamis ve T4 bakteriyofaj1 baskilanmis SPR biyosensor
cip yuzeylerinin elipsometre goriintiilerine bagli olarak ortalama kalinlik degerleri 73.6 +
4.5,84.1 +4.1ve 98.9 £ 1.1 nm olarak hesaplanmustir.

Bakteriyofaj baskilanmis nanofilmin yiizeyi atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize
edilmis ve ylizey derinligi 126 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.24). Ayrica, bakteriyofaj

baskilanmis nanofilmin ortalama piirtizliliigii 3.73 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.20. Modifiye edilmemis (A), edilmis (B) ve baskilanmamis (C) ve baskilanmis

(D) SPR biyosensorlerin temas agis1 goriintiileri.
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Sekil 4.21. Modifiye edilmis SPR biyosensoriin yiizeyinin elipsometre goriintiileri (A:3
boyutlu, B: 2 boyutlu).
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image scan (detail)
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Sekil 4.22. Baskilanmamis SPR biyosensor yiizeyinin elipsometre goriintiileri (A:3
boyutlu, B: 2 boyutlu).

Sekil 4.23. Bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensdr yiizeyinin elipsometre goriintiileri
(A:3 boyutlu, B: 2 boyutlu).

20.0 nm

0.0 nm

1: Height

Sekil 4.24. Bakteriyofaj baskilanmis nanofilmin AFM gdéruntileri (A: 3 boyutlu, B: 2
boyutlu).
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4.10. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorler ile Kinetik Analizler

SPR sinyali ile faj arasindaki iligkinin degerlendirilebilmesi amaciyla farkli derisimlerde
(1x10%-4x10° pfu/mL) bakteriyofaj siispansiyonlart hazirlanmistir. Sekil 4.25A’da
hazirlanan bakteriyofaj ¢ozeltilerinin sisteme verilmesi ile elde edilmis olan
sensorgramlar gorilmektedir. Elde edilen sensorgramlar, 6rneklerin SPR biyosensore
uygulanmasi ile elde edilen % kirilmaya (AR) karsilik zaman1 gostermektedir. Sekilde de
goriildiigii gibi SPR biyosensor yiizeyine artan faj derisimi ile birlikte AR kirilma degeri
artmaktadir. Sekil 4.25B°de gosterildigi gibi 1x10*-4x10° pfu/mL derisim araliginda elde
edilen dogrunun denklemi y=0.0145x+2.3265 ve dogrusallizi R?=0.8088 olarak
hesaplanmugtir. Bu sonuglara gore, hazirlanan bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensor,

1x10*-4x10° pfu/mL araliginda %81 dogrulukta dl¢iim yapabilmektedir.

21 —  1x10* pfu/mL
8 1 2x10* pfu/mL
7 4x10* pfu/mL
6 1x10° pfu/mL
"‘ 2x10° pfu/mL
31 4x10° pfu/mL
21 —  1x10 pfw/mL
3 — 2x10° pfu/mL
) —  4x10¢ pfu/mL
14 A
0 : : ; A e ' \
| 100 200 300 400 500—\(:3711)::300 800
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y =0.0145x +2.3265
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Sekil 4.25. Farkli derisimlerdeki bakteriyofaj cozeltileri ve SPR biyosensor arasindaki
etkilesimlerin zamana gore kirilma degerleri (A) ve bakteriyofaj baskilanmig

SPR biyosensore ait derisim ile kirilma degerleri arasindaki iliski (B).
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Sekil 4.26°da bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensorti ile bakteriyofaj arasindaki denge
ve baglanma kinetik analizi i¢in ¢izilen dogrular verilmistir. Ayrica, bakteriyofaj
baskilanmis SPR biyosensorii ile bakteriyofaj arasindaki etkilesim modelini belirlemek
amaciyla ti¢ farkli (Scatchard, Langmuir ve Freundlich) adsorpsiyon izoterm modeli

uygulanmstir.

Cizelge 4.4. Nanofilm temelli SPR biyosensori icin Kinetik hiz sabitleri.

Scatchard Baglanma
AR maks 7.42 Ka, pfu/mL?t.s? 0.001
Ka, mL/pfu 0.03 kg, st 0.045
Kb, pfu/mL 36.0 Ka, mL/pfu 0.02
R? 0.68 Kb, pfu/mL 64.0
R? 0.94

Yapilan hesaplamalar sonucunda baglanma sabitinin (Ka) hem baglanma kinetik
analizinde hem de Scatchard ve Langmuir adsorpsiyon izoterm modellerinde birbirine
yakin oldugu gozlenmistir. Ayrica deneysel olarak elde edilen maksimum kirilma
degerinin (AR=7.57) hesaplanan maksimum kirilma degerlerine (ARmaks=7.42 Ve
ARmaks=7.17) yakin olmasi da yapilan deneylerin teorik matematiksel hesaplamalarla

uyustugunu gostermistir.
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Sekil 4.26. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. Scatchard (A) ve baglanma (B) kinetik

yaklasimlari.

Sekil 4.27 incelendiginde deneysel olarak elde edilen verilerin Langmuir modeli ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Bu sonug, hazirlanan bakteriyofaj baskilanmis SPR
biyosensor yizeyindeki bakteriyofaj baglanma o6zelliklerinin homojen dagilimli, tek
tabakali, es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her iki
adsorpsiyon izoterm modelinden elde edilen sonuglar detaylariyla Cizelge 4.5°de

verilmistir.
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Sekil 4.27. Nanofilm temelli SPR biyosensorl icin adsorpsiyon izoterm modelleri.

Langmuir (A) ve Freundlich (B).

Cizelge 4.5. Nanofilm temelli SPR biyosensorii icin Langmuir ve Freundlich

parametreleri.
Langmuir Freundlich
ARmaks 7.17 ARmaks 1.09
Kb, pfu/mL | 41.4 1/n 0.32
Ka, mL/pfu | 0.03 R? 0.72
R? 0.90
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T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensor ile miktar tayin edebilecek siir degeri

hesaplanmustir. Tayin limiti, 8x10° pfu/mL olarak bulunmustur.

4.11. Nanofilm Temelli SPR Biyosensorlerinin Seciciliginin incelenmesi

Baskilama segiciligini gostermek i¢in baskilanmamis SPR biyosensor hazirlanmis ve iki
sensOr arasinda kiyaslama yapilmistir. T2 ve MS2 bakteriyofaj1 yarismaci ajanlari
kullanilarak olusturulan ¢dzeltiler 1x10° pfu/mL derisimde hazirlanarak SPR sistemine
verilmistir. Sekil 4.28°de farkli fajlar ile hazirlanmis ¢6zeltiler ile hazirlanan bakteriyofaj
baskilanmigs SPR biyosensoriin zamana karst AR sensorgrami goriilmektedir. Sekil 4.29
ve 4.30°da gosterildigi gibi baskilanmamis nanofilm kullanilarak hazirlanan biyosensor
T4 bakteriyofaj baskilanarak hazirlanan biyosensore gore diisiik sinyaller vermistir. Elde
edilen sonuglar incelendiginde baskilanmamis SPR biyosensoriin 3 farkli bakteriyofaj
icin de birbirine yakin ve anlamli olmayan sinyaller verdigi goriilmektedir. Yapilan
hesaplamalara gore T4 bakteriyofajina gore T2 ve MS2 bakteriyofajlari i¢in segicilik ve
bagil secicilik katsayilar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. T4 bakteriyofaj baskilanmis ve
baskilanmamig SPR biyosensorler karsilastirildiginda T4 bakteriyofaj sinyalinin 7.57 den
1.61°e diistligli gortilmiistiir. Hesaplanan segicilik katsayilar1 T2 bakteriyofaji i¢in 3.02,
MS?2 bakteriyofaji i¢in 4.03 tiir.

Cizelge 4.6. T4 bakteriyofaja gore gore T2 ve MS2 bakteriyofajlari i¢in segicilik (k) ve
bagil segicilik (k’) katsayilari.

Baskilanms k Baskilanmanms k K’
T4 1.57 1.61
T2 2.51 3.02 1.77 0.91 3.32
MS2 1.88 4.03 1.67 0.96 421
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Sekil 4.28. Farkli yarigmaci ajanlar kullanilarak T4 bakteriyofaj baskilanmig SPR

biyosensoriiniin verdigi zamana kars1 kirllma degerleri.
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Sekil 4.29. Farkli yarismaci ajanlar kullanilarak T4 bakteriyofaj baskilanmamis SPR

biyosensoriiniin verdigi zamana kars1 kirilma degerleri.

O Baskilanmig
g 1 B Baskilanmarmus
] I
6 -
5 -
~
< 1
3
2 ]
1 - .
O T T
T4 T2 MS2

Sekil 4.30. T4 bakteriyofaji baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensdrler ile

yarigmaci ajanlarin verdigi zamana karsi kirilma degerleri.
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4.12. Nanofilm Temelli SPR Biyosensériin Tekrar Kullanilabilirliginin Incelenmesi

Bakteriyofaj baskilanmis nanofilm kullanilarak hazirlanan SPR  biyosensoriin
tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla 4x10° pfu/mL derisiminde faj igeren ¢ozeltiler
SPR sistemi ile tekrarli (bes kez) bir sekilde etkilestirilmis ve sonuglar Sekil 4.31°de
verilmistir. Bu sonuglara gore hazirlanan SPR biyosensoriin herhangi bir performans

kayb1 olmadan tekrar tekrar kullanilabilecegi gosterilmistir.

6 -
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Sekil 4.31. Bakteriyofaj baskilanmis SPR biyosensoriin tekrarlanabilirligi.

4.13. Nanofilm Temelli SPR Biyosensériin Gergek Ornek Analizleri

Bakteriyofaj baskilanmig SPR biyosensoriin  farkli ortamlarda gercek zamanl
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla gercek ornek analizi yapilmistir. Sekil 4.32°de
deniz suyunda ve ¢esme suyunda artan T4 bakteriyofaj derisimi ile zamana kars1 artan
AR degerleri goriilmektedir. Elde edilen sonuclara goére, hazirlanan sensor farkli
derisimde olan T4 bakteriyofaj 6rneklerini 85-90% geri kazanim ile tespit edebilmektedir.
Bu sonuglara ek olarak, desorpsiyon ajani uygulandiktan sonra deniz suyunda bulunan
diger bilesenlerle gergeklesen spesifik olmayan etkilesimler sonucu AR degerlerinde

negatif yonde bir degisim gbzlenmistir.
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Sekil 4.32. Gergek Orneklerden T4 bakteriyofaj tayini i¢in hazirlanan SPR

biyosensoriiniin kullanimini gosteren zamana kars1 kirilma degerleri.

Cizelge 4.7°de literatirde yer alan bakteriyofaj tespitine yonelik calismalarin bir
karsilastirilmasi verilmistir. Bu ¢alismalar ayrintili incelendiginde Altintag [20] ve
calisma arkadaslarinin molekiiler baskilanmis polimer nanopartikiilleri ile yiizey plazmon
rezonans biyosensor kullanarak MS2 bakteriyofajini tespit ettigi goriilmektedir. MS2
bakteriyofaji silika mikrokiirelere baglandiktan sonra baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasi sirasinda sablon olarak kullanilmistir. Yiiksek afinitede baglanma bolgesine
sahip nanopartikillerin boyutu 200-230 nm araliginda 6l¢iilmiis ve bu nanopartikiiller
kullanilarak hazirlanan biyosensorde tayin limiti 5x10° pfu/mL olarak verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore bu tez kapsaminda sentezlenen nanopartikillerin boyutu bu
caligmaya gore oldukga kiigiiktiir (83 nm) olarak rapor edilmistir. SPR biyosensoriin tayin

limiti 6x10° pfu/mL olarak hesaplanmustir.

Nanopartikiller, biiyilk yiizey hacim oranlarindan dolayr biyomolekiiler tanimayi
artirirlar ve bdylece yilizeye immobilize olan biyomolekiillerin miktarini da artmis olur.
Bunlarin sonucunda da baglanma olaylarinin sayist maksimuma ¢ikmaktadir. Sonug
olarak, nanopartikiller, optik veya elektrokimyasal doniistiiriiciilerin  yiiksek
hassasiyetiyle birlestiginde, ultra hassas algilamanin temelini belirleyen muazzam bir

sinyal iyilestirmesi saglarlar [101].

Bir diger yizey plazmon rezonans biyosensor kullanilarak yapilan ¢alismada Garcia
Aljaro vd [19]. SPR altin biyosensor yizeyi avidin-biotin ile modifiye edildikten sonra

konak hticre olan E.coli WG5’1 yiizeye immobilize edilmistir. Somatik kolifajlarin tespiti

62



i¢in kullanilan biyosensor 102 pfu/mL tayin limiti ile tespit yapabilmistir. Yapilan bu
calismada bakteriyofajlart tayin etmek i¢in minimum 120 dakika inkiibasyon siiresi
gerektigini belirtmislerdir. Bir kiyaslama yapildiginda molekiiler baskilanmis polimerler
kullanildiginda herhangi bir inkiibasyona ya da etiketlemeye ihtiya¢ duyulmadigi

gorulmektedir.

Bir biyosensor hazirlanirken kullanilan malzeme bileseni etkin bir biyosensorin en
Onemli yapilarindandir. Ciinkii tanima segiciligi ve 6zgulliigiinii, tespit limitlerini ve elde
edilen sonuglarin genel kalitesini ve saglamligin1 tamimlamaktadir. Polimer temelli
reseptorler, seri iretimleri, kolay hazirlanmalari, gelismis raf dmiirleri, maliyet olanaklari
ve performanstaki degisimi potansiyel olarak en aza indirgeme olasiliklari nedeniyle

dikkat cekmektedir [102].

Erturk vd. [21], E.coli bakteriyofaji tespit etmek i¢in kapasitif bir biyosensor
hazirlamiglardir. Bu baglamda bu tez ¢alismasina benzer olarak mikro-temas baskilama
yontemi kullanilmistir. Kullanilan kapasitif biyosensoriin altin elektroduna, hazirlanan
bakteriyofaj damgas1 kullanilarak mikro-temas baskilama yapilmustir. 1x10%-1x10°
pfu/mL araliginda derisim taramasi yapilmis ve tayin limiti 10 pfu/mL olarak rapor
edilmistir. Caligmamizda benzer olarak mikro-temas yontemine dayali SPR biyosensor

hazirlanmis ve tayin limiti 8x10° pfu/mLolarak bulunmustur.

Mikro-temas baskilama teknigi, farkli kompozisyonlarla molekiiler baskilanmis
polimerlerin hizli ve paralel sentezine izin vermektedir. Cok pahali olabilen veya sadece
sinirlt miktarlarda bulunabilen kalip molekiiller i¢in bir avantaj olan tek tabakali bir
tanima yiizeyi olusturulur ve az miktarda hedef analitin kullanilmas1 yeterlidir. Birkag
mikrolitre monomer ile hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltisini kullanarak ayni anda
duzinelerce 6rnek polimerize edilebilmektedir. Bu teknik kullanarak, proteinleri iceren
makro boyuttaki kalip molekiillerde ortaya ¢ikan potansiyel ¢ozunirliik problemlerinden
de kaginilmis olur [103]. Mikro-temas baskilamanin bu avantajlar1 goz 6niine alindiginda
mikroorganizmalar gibi biylk boyuttaki analitlere uygun polimerler hazirlamak igin

uygun oldugu goriilmektedir.

Bunlarin yani sira bakteriyofaj tayini igin farkli biyosensor tipleri farkli malzemeler
kullanilarak da hazirlanabilmektedir. Guliy [31] ve c¢alisma arkadaslar1 Azospirillum
lipoferum SR65 bakteriyofaji FA1-SR65 igin elektroakustik bir biyosensor hazirlamistir.

Tanima elementi olarak antifaj antikorlar1 kullanilmistir. Tayin limiti 10® pfu/mL olarak

63



rapor edilmistir. Reta [104] ve arkadaglar1 ise tanima elementi olarak antikorlari
kullanarak hazirladiklari elektrokimyasal bir biyosensor ile MS2 bakteriyofajini 6 pfu/mL
tayin limiti ile, Janczuk-Richter vd. [35] yine tanima elementi olarak antikorlar

kullanarak T7 bakteriyofajin1 5x10° pfu/mL tayin limiti ile tespit edebilmislerdir.

Antikorlar  biyosensor yiizeylerinde uzun yillardir tanima elementi olarak
kullanilmaktadirlar. Ancak pahali olmalari, kararliliklarinin diisiik olmalar1 gibi
dezavantajlar1 arastirmacilart yeni bir tanima elementi arayisina itmistir [105]. Bu
baglamda molekiiler baskilanmis polimerler —maliyetlerinin  diisiik  olmasi,
hazirlanmalariin kolay olmasi ve kararliliklariin yiiksek olmasi sebebiyle biyosensor

yiizeylerinde kullanilmak i¢in iyi bir alternatiftir.
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Cizelge 4.7. Nanopartikil ve nanofilm temelli SPR biyosensorlerin literatiirdeki diger caligmalar ile kiyaslanmasi.

Sensor tipi Bakteriyofaj Tayin arahigi Tayin limiti Secicilik Gercek 6rnek | Kaynak
) ) QB bakteriyofaj, o '
Ylzey plazmon rezonans = MS2 bakteriyofaj 0.33-27 pmol 5x10° pfu/mL o Belirtilmemis [20]
vankomisin
N _ 1.0x10%-1.0x10° Propionibacterium _
Kapasitif E.coli bakteriyofaji 10 pfu/mL _ . Nehir suyu [21]
pfu/mL acnes bakteriyofaji
_ Bakteriyofaj Bakteriyofaj
Elektroakustik 105-10° pfu/mL 108 pfu/mL Belirtilmemis [31]
FAI-SR65 M13K07
Elektrokimyasal MS2 bakteriyofaj 1-10%° pfu/mL 6 pfu/mL Belirtilmemis Depo suyu [104]
Immiinosensor T7 bakteriyofaj 5x 10%- 5x10° pfu/mL | 5x10° pfu/mL. MS2 bakteriyofaj Belirtilmemis [35]
Yiizey plazmon rezonans | @ X174 bakteriyofaj 103-108 pfu/mL 102 pfu/mL Belirtilmemis Kentsel atiksu [19]
Yiizey plazmon o 6x10° ve 8x10° MS2 ve T2 Deniz ve Bu
T4 bakteriyofaj 1x10%-4x108 pfu/mL o
rezonans pfu/mL bakteriyofajlar cesme suyu | c¢alisma
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5. YORUM

Kalip bakteriyofaj olan T4 bakteriyofaji ¢ift tabaka agar yontemiyle konak
mikrooganizma E.coli ATCC 11303 ile 37°C’de 24 saat boyunca statik kosullarda
iretilmis ve tretilen agar yilizeyinden bakteriyofajlar toplanarak bakteriyofaj

sollisyonu hazirlanmistir.

Fonksiyonel monomer, metakroil Klorlr ve L-histidin metil ester kullanilarak
sentezlenmis ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. FTIR analizi sonucunda;
monomere ait karakteristik 1655 cm™ amid I ve 1520 cm™ amid II gerilme titresim
bantlar1, 1735 cm™de ester band1 ve 3347 cm™’de genis hidroksil bandi, NMR
analizi sonucunda da yine karakteristik pikler goriintiilenmis ve literatiirdeki

sonuclara uygunluk gosterdigi rapor edilmistir.

Kalip bakteriyofaj ve fonksiyonel monomer orani 2.0:1.0 seklinde belirlenen On-
kompleks hazirlanmis, ko-monomer olarak HEMA, capraz baglayici olarak
EGDMA kullanilarak mini-emulsiyon polimerizasyon yontemi ile T4
bakteriyofaji baskilanmis nanopartikiiller sentezlenmistir. Kalip bakteriyofaj

olmadan ayn1 yontem ile baskilanmamis nanopartikiiller hazirlanmastir.

Hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyon caligmalari zeta boyut analizi,
FTIR, SEM, TEM ve AFM kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
baskilanmis nanopartikiiller 0.196 ¢ok dagilimlilik belirteci ile birlikte 83.11 nm,
baskilanmamis nanopartikiiller 0.189 ¢ok dagilimlilik belirteci ile birlikte 51.89
nm boyutlarinda sentezlenmistir. Elde edilen FTIR spektrum sonuglarina gore
ester bandinin siddetlenmesi ve 1735 cm™den 1723 cm™e kaymasi
polimerlesmenin gergeklestigini gostermistir. TEM ve SEM analizleri ile
bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiillerin homojen, kiiresel ve
es boyutlu oldugu goriilmiistiir. Bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamis
nanopartikiillerin yiizeyleri AFM ile analiz edildiginde, yiizey derinlikleri
strastyla 29.2 nm ve 23.8 nm olarak belirlenmis, ayrica, ortalama piiriizliiliikleri

strastyla 5.54 nm ve 4.58 nm olarak bulunmustur.

Hazirlanan nanopartikiillerden 2.5 mM Glisin:HCI (pH 2.5) ¢ozeltisi kullanilarak
kalip fajin desorpsiyonu gergeklestirildikten sonra nanopartikiil ¢ozeltisi
biyosensor yiizeyine damlatilmis ve UV polimerizasyon ile immbolizasyonu

saglanmistir. Biyosensor yiizeyinin karakterizasyonu amaciyla su temas agisi ve
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elipsometre analizleri yapilmistir. Elde edilen su temas agis1 sonuglarina gore
modifiye edilmemis SPR biyosensdr yiizeyinin su temas agis1 degerinin 74.3° iken
bakteriyofaj baskilanmamis SPR biyosensor yiizeyinde 67.4°’ye diistigi ve
bakteriyofaj baskilandiktan sonra da 70.4°’e diistiigii goriilmektedir. Fonksiyonel
monomerin sahip oldugu histidin aminoasitinin hidrofilik karakterinden dolayi
yuzeyin hidrofilik 6zelliginin arttigi sonuglar ile dogrulanmistir. Elipsometre
sonuglara gore ise bakteriyofaj baskilanmis ve baskilanmamig SPR
biyosensorlerin ortalama kalinlik degerleri sirasiyla 82.8 £ 2.7 nm ve 82.6 + 3.4

nm olarak hesaplanmistir.

Hazirlanan nanopartikiil temelli  biyosensorler ile  Kkinetik, secicilik,
tekrarlanabilirlik ve gergek 6rnek analizleri yapilmistir. Hazirlanan biyosensorin
1x10*-4x10° pfu/mL derisim araliginda %98 dogrulukta 6l¢iim yapabildigi rapor
edilmistir. Tayin limiti, 6x10° pfu/mL olarak hesaplanmustir. Secicilik ¢alismalar
icin T2 ve MS2 bakteriyofajlar1 kullanilmis, hesaplanan seg¢icilik katsayilar1 T2
bakteriyofaji i¢in 5.21, MS2 bakteriyofaji ig¢in 5.51’dir. Biyosensoriin
tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla 4x10° pfu/mL derisiminde bakteriyofaj
igeren ¢ozeltiler SPR sistemi ile tekrarli bir sekilde etkilestirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore herhangi bir performans kaybi olmadan biyosensoriin tekrar tekrar
kullanilabilecegi gosterilmistir. Gergek Ornek analizleri i¢in fekal kaynakl
mikroorganizma bulunma olasilig1r yliksek olan deniz suyu ve g¢esme suyu
kullanmilmistir. Elde edilen sonuglar, hazirlanan biyosensoriin T4 bakteriyofajini
kompleks ortamlarda dahi %91-96 geri kazanim degeri ile tespit edebildigini

gOstermektedir.

Farkli bir yontem olarak mikro-temas baskilama ile baskilanmis nanofilmler
hazirlanmis ve biyosensor yiizeyinde kullanilarak T4 bakteriyofaji tayini igin
kullanilmistir. SPR biyosensor ¢ip yiizeyi allil merkaptan ile modifiye edilmistir.
Boylelikle yiizeyde polimerizasyonun gergeklesmesi igin gerekli olan tiyol
gruplar1 olusturulmustur. Cam yiizeyler ise sirastyla HCIL, NaOH, APTES ve GA
cozeltilerinde bekletilerek modifiye edilmis ve yiizeyde amino gruplarinin
aktiflestirilmesi saglanmistir. Modifiye edilmis olan camla T4 bakteriyofaj
¢ozeltisi damlatilip, immobilize edildikten sonra baskilanmis nanofilmlerin
hazirlanmasinda kalip olarak kullanilmigtir. Fonksiyonel monomer olarak MAH,

capraz baglayici olarak EGDMA ve bagslatici olarak ise AIBN eklendikten sonra
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cam yiizey ve SPR ¢ip arasinda polimerizasyon gerceklestirilmistir. Cam yiizey,
cipten ayrildiktan sonra hazirlanan nanofilm SPR biyosensor sisteminde

kullanilmustir.

SPR biyosensor yiizeyinin karakterizasyonu temas agisi, elipsometri ve AFM
analizleri ile gerceklestirilmistir. Modifiye edilmemis, edilmis, baskilanmamis ve
baskilanmis SPR biyosensorlerin temas acis1 degerleri sirasi ile 73.5° ve 66.4°,
56.7° ve 57.2° bulunmustur. Yiizey modifikasyonu sirasinda kullanilan alil
merkaptanda bulunan tiyol gruplarindan dolay1 temas acgis1 degerinde diigme
gozlenmistir. Ayrica polimerizasyon sirasinda kullanilan fonksiyonel monomer,
histidin temelli bir malzemedir ve oldukca hidrofilik bir karaktere sahiptir. Bu
faktorler, ylizeyin temas acis1 degerinde diigme gozlenmesine neden olmaktadir.
Elipsometre Olglimlerinde ise alillenmis, baskilanmamigs ve T4 bakteriyofaji
baskilanmig SPR biyosensor ylizeylerinin elipsometre goriintiilerine bagli olarak
ortalama kalinlik degerleri 73.6 + 4.5, 84.1 + 4.1 ve 98.9 = 1.1 nm olarak

hesaplanmustir.

Hazirlanan nanofilm temelli SPR biyosensorler daha sonra Kkinetik, segicilik,
tekrar kullanilabilirlik ve gergek 6rnek analizleri i¢in kullanilmistir. Hazirlanan
biyosensoriin 1x10%-4x10® pfu/mL derisim araliginda %88 dogrulukta &lg¢iim
yapabildigi rapor edilmistir. Tayin limiti, 8x10° pfu/mL olarak hesaplanmistir.
Secicilik caligsmalar1 i¢in T2 ve MS2 bakteriyofajlar1 kullanilmis, segicilik
katsayilar1 T2 bakteriyofaj1 icin 3.02, MS2 bakteriyofaj1 icin 4.03 olarak 1’in
tizerinde hesaplanmistir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligini incelemek amaciyla
4x10° pfu/mL derisiminde faj igeren ¢ozeltiler SPR sistemi ile tekrarl bir sekilde
etkilestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore herhangi bir performans kaybi
olmadan biyosensoriin tekrar tekrar kullanilabilecegi gosterilmistir. Gergek 6rnek
analizleri igin fekal kaynakli mikroorganizma bulunma olasilig1 yiiksek olan deniz
suyu ve ¢cesme suyu kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, hazirlanan biyosensdriin

T4 bakteriyofajin1 kompleks ortamlarda dahi tespit edebildigini gostermektedir.

Iki farkli yontemle hazirlanan SPR biyosensérler karsilastirildiginda her ikisinin
de diisiik tayin limitleri ile yiiksek dogrulukta 6l¢iim yapabildigi goriilmektedir.
Ancak, nanopartikiil temelli hazirlanan biyosensor, nanofilm temelli biyosensore
gore daha hassas sekilde sonug vermektedir. Bunun sebebi ylzeye immobilize

edilmis nanopartikiillerin sahip olduklar1 genis yiizey alanindan dolay1, daha fazla
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sayida  bakteriyofaji baglama yetenegine sahip olmalar1  seklinde

aciklanabilmektedir.

Yer kirenin %75 gibi yiiksek bir orani su olmasina ragmen, temiz su kaynaklari
giderek azalmaktadir. Bunun sebeplerinden birisi de sulara kanalizasyon sularinin
karigmasidir. Sularin fekal kaynaklar ile kontaminasyonu, salgin hastaliklari
artirarak insan saglhigin etkilemekle birlikte suyun kalitesini de diisirmektedir. Bu
yiizden, igme suyunda ya da yiizey sularinda patojen mikroorganizma tespiti

gelismekte olan iilkeler 6ncelikli olmak tizere fazla 6nem arz etmektedir.

Sularda ya da gidalarda patojen mikroorganizmalarin tespiti i¢in sensorler son
zamanlarda siklikla kullanilmaktadir. Ancak daha o6nce yapilan caligmalarda
genellikle koliform mikroorganizmalar, 6zellikle de E.coli Uzerine sensor
gelistirildigi goriillmektedir. Molekiiler baskilama yontemine dayali bakteriyofaj
tespiti icin sensOr gelistirilmesine dayali literatirde az sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Yapilan g¢alismanin yiizey sularinda ya da i¢gme sularinda fekal indikator
mikroorganizma tespitine bir alternatif olacagi ve boylelikle hizli tespit ile bu

sorunun Oniine gegilmesine katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
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