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insan giivenligini ve saghgini korumak icin gidalarda ve sularda biriken antibiyotik
kalintilarinin tayinine yénelik hassas ve segici yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kullanimi yaygin olan tetrasiklinin kalintilarinin tayini i¢in kullanilan geleneksel
yontemlerin zaman alici olmasi, profesyonel ¢alisma becerisi gerektirmesi ve
tayin igin yuksek maliyetli cihazlar kullaniimasi gibi dezavantajlari vardir. Sunulan
tez kapsaminda, sulu ¢ozeltilerde tetrasiklin antibiyotiginin tayini i¢in peroksidaz
benzeri aktivite gosteren manyetik mikropartiklil ve aptamerden olusan bir
biyosensorun gelistiriimesi amaglanmistir. Calismada kullanilan peroksidaz
benzeri aktivite goOsteren manyetik mikropartikuller, son vyillarda kullanilan

tetrasiklinin tayin yontemlerine alternatif olusturmak igin gelistiriimigtir.



Bu kapsamda, (3-glisidiloksipropil) trimetoksisilan (GLYMO)-bagl manyetik silika
(MagSiO2) mikropartiktller ve (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES)-bagl
mikropartikuller sentezlenmistir. GLYMO-bagh MagSiO2 mikropartikullerin
sentezi i¢in, MagSiO2 mikropartikulleri, toluen ve GLYMO ile 110°C’de reflux
sisteminde 8 saat boyunca reaksiyona girmistir. Mikropartikuller sirasiyla etanol,
ddH20 ve sodyum karbonat (Na2CO3) ile yikandiktan sonra etilendiamin ve
Na2COs ile 60°C’de t=24 st boyunca reaksiyona birakilmistir. Reaksiyonun
ardindan mikropartikiller sirasiyla fosfat tampon ¢oézeltisi (PB) ve ddH:0 ile
yikandiktan sonra gravimetrik analiz ile partikilin yogunlugu belirlenmis ve
mikropartikiller tekrar PB ile yikanmistir. APTES-bagh MagSiO:2
mikropartikullerin sentezi igin APTES, MagSiO2 mikropartikulleri, tolien ve tris-
etilamin ile de benzer bir sentez yontemi izlenmistir. Mikropartikillerin peroksidaz
benzeri aktivitesini 6lcmek icin o-fenilendiamin (OPD) kullaniimigtir. GLYMO-
bagli MagSiO2 mikropartikullerin, APTES-bagli MagSiO2 mikropartikillerden

daha fazla absorbans degeri verdigi gorulmustar.

Gluteraldehit ¢apraz baglayacisi ile GLYMO-bagh MagSiO2 mikropartikuller 18-
24 saat sure araliginda, oda sicakhginda ve karanlikta reaksiyona girmig,
sonrasinda partikiller PB ile yikanmistir. Aptamerler ise 5 dakika boyunca
95°C’de denature edildikten sonra 10 dk buzun Uzerinde bekletiimis; aptamer
cOzeltisi ve mikropartikuller oda sicakliginda t=2 st boyunca reaksiyona
birakilmistir. Aptamer tutuklanmig mikropartikuller, PB ile yikandiktan sonra
tetrasiklin ¢oézeltisi (100-200-500-1000-2000 ng/ul) ile karanlikta t=30 dk boyunca
reaksiyona girmistir. Partiktl-aptamer-tetrasiklin PB ile yikandiktan sonra OPD ile
oda sicakliginda ve karanlikta, t=45-75 dk zaman araliginda reaksiyona
birakilmistir. Farkli iyon ve derisimlere sahip tampon ¢ozeltiler kullanilarak
degisen aptamerin katlanma seklinin ve aptamer yogunlugunun tetrasiklin
tayinine olan etkisi de incelenmigtir. OPD c¢o6zeltisi hazirlanirken pH, ortam
tampon ¢ozeltisi, ¢dzeltinin derisimi ve H202 miktarinin optimizasyonu yapiimistir.
Plaka okuyucuda OD=450 nm’de yapilan élgimler sonucunda pH=7 olan fosfat
sitrat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmig 10 mM OPD solusyonu kullanildiginda en

yuksek AA dederine ulasiimis ve t=60 dk’nin optimum reaksiyon suresi oldugu



sonucuna varilmigtir. OPD’nin reaksiyonunu durdurmak igin 3 M HCI kullanilmis,
OD=492 nm’de yapilan 6lgumler sonucunda HCI miktari arttikga absorbans

degerinin arttigi, ancak AA degerinin azaldidi tespit edilmistir.

Yapilan tum optimizasyon ¢alismalari neticesinde tetrasiklin derigimi taranmis, alt
tespit limiti LOD=100 ng/ul olarak bulunmustur. Sitte izin verilen tetrasiklinin
maksimum kalinti limitleri ise Avrupa Birligi'nde 200 ng/pl'dir. Sonug¢ olarak bu
calismada, tetrasiklini tayinine yonelik kullanimi kolay, dustik maliyetli, enzim
benzeri Ozellik gosteren mikropartiktller ile aptamer-baglh bir biyosensor

gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, Tetrasiklin, Peroksidaz Benzeri Aktivite, Manyetik

Partikul, o-Fenilendiamin
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Sensitive and selective methods are needed for the determination of antibiotic
residues accumulated in food and water sources to protect human safety and
health. Traditional methods used for determination of tetracycline residues, which
are widely used, have disadvantages such as being time consuming, requiring
professional working skills, and using expensive devices for determination. A
biosensor including aptamer and a magnetic microparticle with peroxidase-like
activity was developed for tetracycline detection in aqueous solutions. In this
study, magnetic microparticle with peroxidase-like activity was developed as an

alternative to tetracycline determination methods currently used.

Within this scope, (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GLYMO)-linked
MagSiO2 microparticles and (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES)-linked
MagSiO2 microparticles were synthesized. For the synthesis of GLYMO-linked

MagSiO2 microparticles, magnetic silica microparticles MagSiO2, toluene and

iv



GLYMO were reacted under reflux at 110°C for t=8 hours. Microparticles were
washed with ethanol, ddH20 and sodium carbonate (Na2CO3), respectively. After
that, microparticles were reacted with ethylenediamine and Na2COs at 60°C for
t=24 h, washed with phosphate buffer (PB) and ddH20. After determination of
particle density by gravimetric analysis, microparticles were washed with PB
again. For the synthesis of APTES-linked MagSiO2 microparticles, (APTES),
magnetic silica microparticles (MagSiO2), toluene and tris-ethylamine were used
in a similar synthesis protocol. O-phenylenediamine (OPD) was used as
substrate in the peroxidase-like activity measurements. Measurements showed
that the absorbance value of GLYMO-linked MagSiO2 microparticles was greater
than APTES-linked MagSiO2 micropatrticles.

GLYMO-linked MagSiO2 microparticles and glutaraldehyde crosslinker were
reacted in the dark, at room temperature for 18-24 hours. After the reaction,
microparticles were washed with PB. Aptamers were denatured at 95°C for
t=5 min, followed by a cooling step on ice for t=10 min. After that, aptamers and
microparticles were reacted at room temperature for t=2 h. After the mixture of
aptamer and microparticles were washed with PB, the mixture was reacted with
tetracycline solutions (100-200-500-1000-2000 ng/ul) at room temperature for
t=30 min and than washed with PB. Thereafter, the mixture was reacted in the
dark with OPD at room temperature for t=45-75 min. The effect of aptamer
concentrations and aptamer folding within buffer solutions having different ions
and ion concentrations on tetracycline determination was also studied. Amount
of H202 solution, medium buffer solution and it's pH value were optimized for the
OPD solution. Absorbance values were measured at 450 nm in a plate reader,
and 10 mM OPD solution prepared with phosphate citrate buffer solution with
pH=7 had greater AA than other OPD solutions. The optimum reaction time was
obtained for t=60 min. To stop the reaction of OPD, 3 M HCL was used. According
to absorbance values measured at 492 nm, as the amount of HC| was increased,

the absorbance values increased, but AA values decreased.



After all the optimizations, tetracycline concentrations were scanned and a limit
of detection LOD=100 ng/pl was obtained, while the maximum residue limits of
tetracycline allowed in milk are 200 ng/ul in the European Union. Overall, an easy,
inexpensive, aptamer-linked, enzyme-like magnetic particle based biosensor has

been developed towards tetracycline detection.

Keywords: Aptamer, Tetracycline, Peroxidase-Like Activity, Magnetic Particle,
o-Phenylenediamine
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Sekil 4.17. Degisen tetrasiklin derisimlerinde OD=492nm’deki Aabsorbans

degerleri; mikropartiktl miktari: 10 mg, aptamer derisimi: 0,1 nmol/ul,
OPD derigimi: 10 mM, OPD tampon c¢ozeltisi: 0,1 M fosfat sitrat
tampon ¢ozeltisi pH 7,0, HCI reaksiyon hacmi: 15 ul. ..................... 44
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1. GIRIS

Antibiyotikler, mikroorganizmalari oldurmek veya engellemek igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Antibiyotiklerin yanhs kullanimi insanlarda gesitli yan etkilere ve
antimikrobiyal direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Antibiyotiklerin tip alaninda insan ve hayvan sagligini korumak icin kullaniimasi,

antibiyotiklerin gcevrede istenmeyen birikimiyle sonuglanmaktadir [1].

Streptomyces Rimous ad1 verilen bir bakteri tarafindan Uretilen tetrasiklin, protein
sentezini inhibe eden, genig spektrumlu bir antibiyotik ¢esididir [2]. Tetrasiklin
antibiyotikleri insanlar ve hayvanlardaki enfeksiyonlarin tedavisinde, hayvan
yemlerinde bilyiime arttirici olarak ve tarimsal faaliyetlerde kullaniimaktadir. ilag
tedavisinden sonra, tetrasiklin antibiyotiklerinin %70'inden fazlasi vicuttan atilir;
insan ve hayvanlardan idrar ve digki yoluyla aktif olarak c¢evreye salinir.
Tetrasiklinler, hidrofilik yapisi nedeniyle su ortaminda (atik su, ylzey suyu, icme
suyu, yer alti suyu, ¢camur, toprak ve tortular) uzun slre kalabilmektedir.
Hayvanlarin tetrasiklin katkili yemlerle beslenmesi, hayvansal gidalarda
tetrasiklin birikmesine yol agmaktadir. Tetrasiklin kalintisi hayvansal gidalarla
beslenen insanlarin saghgini tehdit etmektedir. Tetrasiklin, besin zinciri ile insan
vicudunda birikebilir ve disuk dozlarda olsa bile, organlarda toksisiteye veya

isitme kaybina neden olabilmektedir [3].

insan glivenligini ve sagligini korumak igin gidalarda, serum ve sularda biriken
tetrasiklin kalintilarini tayin etmek icin hassas ve segici yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Tetrasiklin kalintilarinin  tayini i¢in kullanilan geleneksel
yontemlerin zaman alici olmasi, profesyonel ¢alisma becerisi gerektirmesi ve
tayin igin pahali cihazlar kullaniimasi gibi dezavantajlari vardir. Tetrasiklin
tayinine yonelik geligtirilen yeni yontemlerin ise karmasik numune on iglem sureci
ve yuksek egitimli teknik personel gereksinimi gibi dezavantajlari bulunmaktadir
[4, 5].



Aptamerler, 1990 yilinda spesifik hedeflere ylksek etkinlik ve 6zgunlikte
baglanabilen DNA veya RNA'nin tek iplikli oligoniikleotidleri olarak, “Ustel
Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi” (SELEX) yontemi ile buyuk bir
rastgele dizilim havuzundan segilerek Uretilmistir. Aptamerler, antikorlara veya
diger biyolojik tanima elemanlarina kiyasla bazi Ustun 6zelliklerinden dolayi,
alternatif bir taniyici ajan olarak son zamanlarda 6nem kazanmaktadir.
Aptamerler, ¢esitli partikuller ile immobilize edilerek hem tayin hem de tedavi igin
kullaniimaktadir [6].

Manyetik partikiller, biyomolekl ile kolayca kaplanabilir ve analitik amaclar igin

kullanilabilirler; ayrica peroksidaz benzeri aktiviteye sahip olabilmektedirler.

Tez kapsaminda, peroksidaz gibi aktivite gosteren manyetik partikaller
sentezlenip, -NHz ucu ile modifiye edilmig, tetrasikline 6zgu olan aptamer ile
etkilestirilip; sivi ortamda bulunan tetrasiklin miktarini  &lgebilecek bir
aptasensorin gelistiriimesi hedeflenmistir. Bu sayede, sit gibi numunelerde,
yuksek hassasiyet ve dusuk maliyetli, operasyonel basitligi olan bir biyosensorin

kullanimi mUmkuUn olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler

‘Antibiyotik’ terimi ilk olarak 1940'larda ciddi bakteriyel enfeksiyonlari tedavi
etmek amaciyla Pasteur tarafindan kullaniimistir. Antibiyotiklerin hticre duvarini
yok etmesi, sitoplazmik zarin gegirgenligini degistirmesi, DNA veya RNA
sentezini engellemesi ve protein sentezini durdurmasi gibi etki mekanizmalar
sayesinde mikroorganizmalari oldirmek veya engellemek icin yaygin olarak
kullaniimaktadir [7].

Antibiyotiklerin kullanimi hem tip alaninda hem de veterinerlik alaninda gunden
gune artmaktadir. Antibiyotikler hayvancilikta blyime takviyesi olarak balik
ciftliklerinde yem katki maddesi olarak ve bakteriler tarafindan urlGnlerin zarar
gormesini onlemek amaciyla hayvancilik, sanayi ve modern tarim alanlarinda

yaygin sekilde kullaniimaktadir [8].

Hayvanlarda, hastaliklari 6nlemek veya tedavi amaclh kullanilan antibiyotikler,
insan vucuduna dogrudan veya dolayli olarak farkli sekillerde girebilirler.
Antibiyotiklerin %60’a yakini hayvancilik ve tarim alanlarinda kullaniimaktadir. Bu
alanlardaki Ureticilerin daha yUksek verim elde etmek icin kullandiklari

antibiyotiklerin kontrolstiz kullanimi insan saghgini tehdit etmektedir [9].

Antibiyotikler, hayvanlarda basta bobrek ve karaciger olmak Uzere organlarda
birikerek, sut, yumurta ve bal gibi hayvansal gidalarda kalinti olusturmaktadirlar
[10]. ilag kalintisi iceren gidalari tiiketen insanlarda, alerji, zehirlenme, treme
bozukluklar, bagirsak florasinda degisiklikler ile direncli bakterilerin gelisimi
gOzlenebilmektedir [11]. Antibiyotik kalintilarinin en o6nemli olumsuz etkisi,
direncin mobil 6zelliklerinden dolayi insanlara transfer olan antibiyotige direncli

bakterilerdir.



2.2, Tetrasiklinler

1940'larda kesfedilen tetrasiklinler, aminoasil-tRNA'nin ribozomal alici bolgesine
baglanmasini  Onleyerek protein sentezini inhibe eden bir antibiyotik
ailesidir. Tetrasiklinler, ¢cok cesitli gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere, atipik
organizmalara ve protozoan parazitlere kargi aktivite sergileyen genis spektrumlu
ajanlardir. Bu ajanlarin elverigli antimikrobiyal o6zellikleri, insan ve hayvan

enfeksiyonlarinin tedavisinde genis kullanimlarina yol agmistir [12].

Tetrasiklin (TET), Streptomyces Rimous ad1 verilen bir bakteri tarafindan Uretilen
bir antibiyotiktir [2, 10] (Sekil 2.1). iIk tetrasiklin tiirevi antibiyotik, stremptomyces

aurefaciens’ten izole edilen klortetrasiklindir [13].

Tetrasiklin, bakteri ribozomlarinin 30S alt Unitelerine baglanarak tRNA’nin
ribozoma baglanmasini dnlemekte, bu sayede protein sentezini 6nleyerek hicre
cogalmasini engellemektedir [14]. Tetrasiklin, insan ve hayvan enfeksiyonlarinin
profilaksisi ve tedavisinde, ayrica hayvan yeminde subtérapoétik seviyelerde
yaygin olarak buyume arttirici olarak kullaniimistir [15]. Tetrasiklin, kloroform
benzeri organik ¢ézlculerde ¢ozinmezken; asit, baz ve alkol igeren ¢dzuculerde

¢cozinebilmektedir [16].

Tetrasiklinler, diger antibiyotiklere kiyasla, genis aktivite spektrumlari ve dusuk
maliyetlerinden dolayi siklikla kullaniimaktadir. Tetrasiklin, U.V.’de okundugunda
270 ve 360 nm’ de gugli absorbsiyon gostermektedir. Halen 20'nin Uzerinde
tetrasiklin tUrevi mevcuttur; ancak, tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin ve

doksisiklin en ¢ok bilinen tetrasiklin ¢egitleridir [17].



Sekil 2. 1. Tetrasikilinin kimyasal yapisi [18]

2.2.1. Tetrasiklin Kalintisinin Limitleri ve insan Sagligi Uzerine Etkileri

Hayvansal gidalarda bulunan antibiyotik kalintilarinin, insan saghgini olumsuz
etkilemektedir. Bu nedenle hayvansal dokularda analizlerinin yapilmasi son
yillarda 6nem kazanmaktadir. Tetrasiklinin, tarim ve hayvanciliktaki genis
kullanimi nedeniyle, gida ve gida maddelerinde bu antibiyotigin dogru
kullaniminin ve dozajinin ayarlanmasinin dnemi buyuktir. Bu nedenle gida
numunelerindeki muhtemel kalintilarin (Cizelge 2.1) dedgerlendiriimesi igin

antibiyotik analizinde ilerleme kaydedilmelidir.

Son yillarda hem Amerika Birlesik Devletleri, hem Cin, hem de Avrupa Birligi
kurumlari tarafindan tetrasiklinin kullanimina yonelik ve gida ile ilgili

uygulamalarini dizenleyen yasaklar ve kisitlamalar getirilmistir [19].

AB icinde, gida maddelerinde yetkili veteriner ilaglarinin maksimum kalinti limitleri
(MRL) Konsey Tuzugunde belirtiimigtir. Sttte TET'in maksimum kalinti limitlerini
(MRL) Avrupa Birligi 225 nM (200 ng/ml) ve Cin 100 pg/kg olarak belirlemigtir
[20].



Cizelge 2.1. Farkli hayvan turlerinin dokularinda biriken maksimum tetrasiklin

kalinti limitleri [19]

Tlrler Doku Maksimum Kalinti Limiti
(ng/kg)
Sigir Sat (ug/L) 100
Kiimes Hayvanlari Kas 200
Koyun Karaciger 600
Domuz Bobrek 1200

Tetrasiklin kalintisinin insan vicudunda fazla miktarda birikmesinin insan sagligi

uzerinde olumsuz etkileri vardir. Bunlar;

» Gastrointestinal yan etkiler

* Diglerde ve kemiklerde renk bozuklugu

» Karaciger uzerinde toksik etki

* Bobreklerle ilgili yan etkiler

* Alerjik belirtiler

* Hematolojik bozukluklar

* Fototoksisite

2.2.2. Tetrasiklin Kalintilarinin Tespitinde Kullanilan Metotlar

insan giivenligini ve saghgini korumak icin gida, serum ve sudaki tetrasiklinin
izlenmesi igin hassas ve segici tespit yontemlerine ihtiya¢g duyulmaktadir. Sivi

kromatografi-kutle spektrometresi (LC-MS) [21], yuksek performansli sivi



kromatografi (HPLC) [22] ve ince tabaka kromatografi (TLC) [23] dahil,
kromatografik yontemler TET kalintilarinin tayini igin kullanilan geleneksel
yontemlerdendir. Ancak kromatografik yontemlerin zaman alici olmasi,
profesyonel calisma becerisi gerektirmesi ve tayin igin pahali cihazlar
kullaniimasi gibi dezavantajlari vardir. Tetrasiklinin ylksek hassasiyette tespiti
icin kromatografik yontemler harig, kilcal elektroforez (CE) [24], kilcal elektroforez
katle spektrometresi (CE-MS) [25] ve ayrica enzimlere bagli immunosorbent
deneyi (ELISA) [25] gibi yontemler gelistiriimistir. Bu yontemlerin de karmasik
numune On iglem sureci ve yuksek egitimli teknik personel gereksinimi gibi bazi

dezavantajlar (Cizelge 2.2) bulunmaktadir [4].

Cizelge 2.2. Tetrasiklin tayini icin kullanilan yodntemlerin avantajlari ve

dezavantajlari [26]

Yoéntem Avantajlar Dezavantajlar

Kolorimetrik Gorsel algilama, Hizl Duguk hassasiyet, Dig
algilama, Basit cihaz ~ ortamdan kolay etkilenme

Floresan Yuksek verimlilik, Floroforun kisa kullanim
Kolay kullanim omru
SERS Basit. Hizli, Yiksek Yuzeylerin stabilizesi zayif
Hassasiyet
CL Dusuk maliyet, Kolay = Gergek zamanli algilama
kullanim yok
SPR Gergek zamanl Cihaz maliyeti yuksek
algilama

Tetrasiklin tayini igin basit, kullanisli, saglam ve hizl ancak ayni zamanda hassas
ve segcici algilama yontemleri de talep edilmektedir. Bu kapsamda aptamer,

enzim, molekuler-baskili polimerler, kuguk molekuler ve makromolekul gibi



tanima elemanlarini kullanan optik tabanli sensérler gelistirilmistir [4]. Tetrasiklin
sensorlerini olusturmak igin altin nanopartikuller [27], grafen [28], manyetik
partiktller [29], kuantum noktalarn [30] ve karbon noktalan [31]  gibi
nanomalzemelerin ve tanima elemanlarinin  entegrasyonundan da

yararlanilmistir.
2.3. Aptamerler

Aptamerler spesifik hedeflere (klUguk organik molekullerden proteinlere kadar
cesitli  hedeflere) yuksek etkinlik ve vyiksek o6zglnlikte baglanabilme
potansiyeline sahip tek zincirli oligonukleotidlerdir [32]. Aptamer iki farkli
s6zcugun birlesmesinden meydana gelmektedir: Apt- “‘uyumlu olan” ve mer-
“birim” anlamlarindan aptamer-“uyumlu olan birim” anlamina gelmektedir [33].
RNA ve DNA aptamerleri kisa oligonukleotidler igerirken, peptit aptamerleri kisa

ve degisken peptit domainler icermektedir.

A B
20-U-A
A-U
G-C
A-U P2
40
C-G "
C-G AT
J1-2 UA ARG
A GGUG A
10-C U
A CCA C‘,\ \
A P3 6 “AG"™

Sekil 2.2. A) Aptemerin ikincil yapisi, B) Aptamerin kristal yapisi [34]

Aptamerlerin katlanarak 3 boyutlu bir yapi olusturmaktadir. Aptamerler bu 6zelligi

sayesinde hedeflerine yiksek 6zgunliukte baglanmaktadirlar. Aptamer ve hedef



molekul arasindaki etkilesim genis bir ylizey alaninda gerceklesmektedir. Genis
yuzey alanindan dolayr hedef molekilde meydana gelebilecek en kuguk

degisiklik bile aptamerin baglanmasini engelleyebilmektedir [32].

Aptamerler dustk derigsimlerde ((uM) seviyesinden pikomolar (pM) seviyesine
kadar) bile hedef molekillerine yiksek 6zgunlikte baglanma afinitesi
gOstermektedirler. Aptamerler, benzer 6zelliklere sahip olan hedef molekullerine
baglanirken iki molekul arasindaki tek bir kimyasal grup farkhligini tespit ederek

sekil farkliliklari olan ayni molekuli bile ayirt edebilmektedir.

Aptamerler, ¢esitli partikuller ile immobilize edilerek hem tayin, hem tedavi igin
kullaniimaktadir. Aptamerleri tanima elemani olarak kullanan biyosensorler,
aptasensor olarak adlandirilirlar. Son zamanlarda, yeni aptamer bazli biyosensor
(aptasensor), iz elementlerdeki ¢esitli maddelerin tespitinde basitlik, duyarhlik ve
Ozgulluk gereksinimlerini karsilayabilecek guclu bir arag¢ olarak ortaya ¢ikmistir
[15].

Aptamerler, kanser ve tromboz dahil olmak Uzere birgok hastaligin tedavisinde
kullaniimak Uzere geligtirilen ilaglar i¢cin umut verici ajanlar olarak gorulmektedir
[35].

2.3.1 SELEX

Aptamerler, ilk kez 1990 yilinda Tuerk, Gold, Ellington ve Szostak tarafindan
SELEX (Ussel Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi- Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichement) adli bir in vitro eleme/segim
yontemi ile uretilmistir. Bu yontem sayesinde, buyuk bir rastgele dizilim
havuzundan (bir oligomer kutiphanesinden) hedef molekile yuksek afinite ve

spesifiklik ile baglanabilen RNA/DNA molekdullerinin belirlenebilmesi saglanir [36].



I Aptamer

M 1 Kiatiphanesi
& Aptamer Kutiiphanesi
- A
Amplifikasyon @‘\Q LJ P gp > +
‘.}_;Q; 7’ Hedef Molekil

Baglanmayan
Aptamerlerin

Uzaklastiriimasi
Baglanmayan Hedef G
Molekdllerin G 3 +
Uzaklastiriimasi & A

Sekil 2.3. SELEX (Ussel Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi)

yontemi

SELEX yonteminde ilk adim bir oligonukleotid kutUphanesi hazirlamaktir. Bu
kUtlphane rastgele dizilmis 40 ila 80 nukleotid uzunlugunda bir merkez bdlgeye
sahip olan DNA ya da RNA pargalariyla hazirlanir. Daha sonra bu kitiphane
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yardimiyla ¢ogaltilir ve hedefe uygulanir.
Uygulamadan sonra secilen hedefe baglanmayan DNA ortamdan uzaklastirilir.
ilk asamada hedefe baglanan DNA, PZR yéntemi ile tekrar ¢ogaltilarak hedefe
uygulanir. ikinci uygulama sonrasinda da yine hedefe baglanmayan DNA
ortamdan uzaklastirlir. Bu islem 5-12 arasinda tekrarlanarak hedef molekule en
siki baglanan aptamer secilmis olur [36]. Son asamada elde edilen bu DNA
dizileri dizilenerek belirlenir. SELEX yontemiyle elde edilen bu aptamerler
O0zgunluklerinden dolayi gesitli biyoteknolojik arastirmalarda, gida endustrisinde,

hastaliklarin tani ve tedavi asamalarinda ¢ok dnemli gorevler Ustlenebilir.
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Tetrasiklini taniyan aptamerler de c¢esitli calismalarda SELEX yontemi ile
belirlenmis [37, 38] ileriki calismalarda da TET’i taniyan biyolojik ajanlar olarak
kullaniimigtir [38-41].

2.3.2. Aptamerlerle Antikorlarin Kargilastiriimasi

Aptamerler hedef c¢esitliligi, ylUksek reaktiviteye sahip kararli segiciligi ve
Ozgullugu, kolay uretim ve hedef molekuller Uzerinde uyarlanabilir katlanma,

yapisal modulasyon [20, 42], maliyet etkinligi ve stabilite gibi avantajlara sahiptir.

Antikorlarin Uretilmesi icin canli bir yapiya gereksinim duyulmaktadir. Bu durum
alerjik tepkime sorunlarinin yasanmasina neden olabilmektedir. Aptamerlerin
dretiminde ise herhangi bir canli yapiya ihtiya¢ duyulmadigindan, alerjik tepkime

gibi bir sorun yagsanmamaktadir [43].

Aptamerler, protein bazli bilesikler olan antikorlarin aksine nukleotid bazli
bilesiklerdir. Aptamerler, antikorlardan yaklagik olarak 20-25 kat daha kuguktdr.
Bu sayede iyon gibi daha klguk hedeflere baglanabilmektedir [44].

Aptamerlerin yapisi oligonukleotitlerden olustugu icin, pH ve sicaklik gibi degisen
cevresel kosullara karsi daha direnclidirler. Antikorlar asiri kosullarda denature
olurken, aptamerler kosullar tersine c¢evrildiginde yapilarini  yeniden
kazanmaktadir [45].

Aptamerler yapilarinda bulundurduklari nikleotitler sayesinde nikleazlara karsi
hassastir. Aptamerlerin yapisinda meydana gelen nukleotid degisiklikleri,
aptamerlerin nukleazlara karsi direncini arttirmaktadir [46]. Tum bu Ozellikler
Cizelge 2.3'te karsilastirmali olarak 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. Aptamer ve antikorun karsilastiriimasi [36]

Ozellikler Antikor Aptamer
Yapi Protein NUkleik Asit
Ozgiinliik Yiksek Yiksek
Afinite Yuksek Yuksek
immiinojenisite Yiksek -
Maliyet YUksek Disuk
Kararhhk Kararsiz Kararli
Hedefler Immiinojenik Peptidler, vitaminler,
molekuller iyonlar vb.
Uretim In vivo Laboratuvar Ortami
Uretim Zamani 6 ay 3-7 hafta
Modifikasyon Kisith Uygun

2.3.3. Aptamer Modifikasyonlari

Nukleik  asit aptamerleri, antikorlarla  karsilastirildiginda  minimum
immunojenisiteye, yuksek kimyasal sentez Uretimine, duslik maliyete ve yuksek
kimyasal stabiliteye sahiptir. Bununla birlikte aptamerlerin nikleaz bozunmasina
yatkinhgi, renal filtrasyon yoluyla hizli ekskresyonu ve yetersiz baglanma afinitesi
gibi Ozellikleri aptamerlerin pratik kullanimini ciddi sekilde sinirlamaktadir [47].
Aptamerlerin nikleaz yikimina direnmesi [48, 49], hedef baglanma afinitelerini
iyilestirmesi [16, 50, 51] ve renal filtrasyona direnmesi [52, 53] igin kimyasal

modifikasyon stratejileri gelistiriimigtir. Bu kapsamda, nukleik asit aptamerlerinin
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terminallerinde, fosfodiester baglantisinda, seker halkasinda ve bazlarda

kimyasal birtakim modifikasyonlar yapilmistir [47].

Aptamer ve hedef protein arasindaki etkilesimin kesilmesi afinitenin azalmasina
neden olmaktadir [54, 55]. Seker halkalarinin 2' ucunda bulunan H ile 2'-floro (2'-
F), 2'-amino (2'-NH2) ya da 2p-O-metil (2p-OMe) gurplarinin yer degistirmesi
sonucunda meydana gelen modifikasyonlar, aptamerlerin hem yari émrunu
uzatmis hem de affinitesini arttirmigtir (Sekil 2.4) [47]. Son yillarda -NH2 ile

modifiye edilmis aptamerler tayin islemlerinde kullaniimaya baslanmistir [56].

HOH NH, "OH OMe

Sekil 2.4. Seker halkalarinin 2' ucunda bulunan H ile 2'-floro (2'-F), 2'-amino (2'-
NHz) ya da 2p-O-metil (2p-OMe) gruplarinin yer degistirmesi sonucu

meydana gelen aptamer modifikasyonlari [47]

2.4. Aptamerlerin Uygulamasi

Aptamerlerin, hedeflerini spesifik olarak taniyip onlara baglanabilme o6zelligi
sayesinde, son yillarda aptamerler arastirma alanlarinda kullaniimaya
baslanmistir. Aptamerler teghis, tani araci olarak molekuler biyoloji, biyoteknoloji
ve biyotip igindeki gesitli alanlarda kullaniimistir. Ayrica aptamerler biyosensorler
ve hedef inhibitorler gibi terapotik uygulamalarda da oldukg¢a kullaniimaya
baslanmistir. [57].
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2.4.1. Tani ve Teshis Araci Olarak Aptamerler

Monoklonal antikorlar gibi aptamerler de ilgili hedef molekullerin taninmasi igin
kullanilabilir. Aptamerler klinik tani yontemlerinde, cevresel kirliligin ve gida
guvenliginin izlenmesi icin kullanilan ydntemlerde antikorlarin yerini alma

potansiyeline sahip teshis ajanlaridir.

Aptamerler, hepatit C virisu [58], Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS)
koronaviristu [59], herpes simpleks virusu [60] gibi viral enfeksiyonlarin
saptanmasi icin molekuler problarin Uretilmesinde kullaniimistir. Ayrica SELEX
ile Uretilen aptamerler Trypanosoma spp gibi bir takim parazitlerin tespit

edilmesinde kullaniimistir [61].

Aptamerler canl kanser hucrelerinde kansere bagl biyobelirteglerin saptanmasi
icin  kullanilmigtir.  Ayrica aptamerler, lenfoma, adenokarsinom, |6semi,
glioblastom ve diger kanser tiplerinin in vivo goéruntilenmesinde de basarili bir

sekilde kullanilmigtir [62].

Aptamerler g¢evresel Kkirleticileri ve bunlarin neden oldugu hastaliklari tespit
edilmesinde kullaniimaktadir. Antibiyotikler, agir metaller, toksinler ve patojenler
insan sagligi icin oldukga tehlikelidir. Antibiyotikler ciftlik hayvanlarinda blyime
takviyesi olarak ya da tedavi amaciyla oldukca sik kullaniimaktadir. Bu sayede
antibiyotikler hayvan dokularinda birikebilir ve daha sonra insana gecebilir. Bu
sorunu ele almak icin, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi bazi antibiyotiklere karsi

aptamerler gelistiriimigtir [63, 64].
2.4.2 Terapotik Aptamerler

Aptamerler kiguk molekuller ve protein ligandlari ile rekabet edebilme ve
hedeflerini inhibe edebilme [65] gibi 6zelliklere sahip olduklarindan dolayi
terapdtik olabilme potansiyeline de sahiptirler. Ayrica aptamerler, hedef
reseptorlerin fonksiyonunu aktive edebilir veya terapétik ajanlarin hedef hiicrelere

veya dokuya verilmesinde tasiyici olarak islev gorebilirler [66].
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2.4.3. Aptamer Bazli Biyosensorler

Aptamerler, gesitli partikuller ile immobilize edilerek hem tayin hem tedavi igin
kullaniimaktadir. Aptamerleri tanima elemani olarak kullanan biyosensorler,

aptasensor olarak da adlandirilirlar [67].

Elektrokimyasal aptasensorler, analiti segici olarak baglamak icin elektrot
yuzeyinde hareketsizlestiriimis bir aptamer kullanan afinite biyosensorleridir.
Lokalize yuzeylerdeki akimlarda meydana gelen degisimler sayesinde aptamerin
baglanma sinyali tespit edilmektedir. Elektrokimyasal aptasensodrlerde amag,
kimyasal bilginin dlgulebilir bir sinyale dénusttrtlmesidir. Calisma prensiplerine
dayanarak, elektrokimyasal biyosensorlerin potansiyometrik, amperometrik,

impedimetrik ve konduktometrik gibi farkli teknikleri bulunmaktadir [68].

Aptamerlerin hedefe bagl olarak konformasyonel degisim gdstermesi aptamer
bazli yeni analizlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Basit ve disik maliyetli
elektrokimyasal aptasensoér bu yeni analiz ydntemlerinden biridir. Elektrokimyasal
aptasensorlerde aptamerlerin hedeflere basit bir sekilde baglanabilmesi igin farkli
stratejiler gelistirilmistir. Bu kapsamda etiketli bir aptamerin hedefiyle olan
etkilesimi incelenmistir [69]. Elektrokimyasal sinyali cogaltmak icin AUNP'ler veya
manyetik nanopartikiller gibi nanopargaciklarin biyosensorlerin yapisina dabhil
edilmektedir [70]. Zhan ve arkadaslari yaptiklari ¢galismada tetrasiklin tayini icin
FesOs manyetik nano partikil iceren elektrot ve aptamer kullanarak,
elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmistir [69]. Baska bir galisma da ise
tetrasiklin tayini icin gelistirilen aptamer bazli elektrokimyasal biyosensorde sinyal

iletimini saglamasi igin altin nanopartikil kompozitler kullanilmistir [70].

SPR bazli aptasensorler etiketsiz algilama ve gergcek zamanli nicel bir analiz
sunar. SPR, molekuler baglanma sayesinde yuzeydeki kirilma endeksindeki
degisiklikle iligkili kutle degigikliklerini tespit eden kutleye duyarli bir
biyosensordur [67]. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada bal
numunelerindeki tetrasiklini tayin etmek icin tetrahedron nanoyapi ile dretilmis

SPR aptasensor gelistirmislerdir [71].
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Florometrik analizler yiiksek duyarliiga sahiptir. icerdigi cok sayida floresan
sondurme materyalleri ile aptamerlere konjugasyon kolayligi agisindan avantajlar
sunmaktadir. Aptamer bazli floresan rezonans eneriji transferi (FRET) analizinde,
aptamerlerin hedefe bagli olarak konformasyonel degisim goéstermesi ve hem bir
sondurict hem de bir florofor ile etiketlenmesi sayesinde ¢dzeltilerde hedefin

varligi izlenebilmektedir [72].

AuNP'ler, slUper-sondirme oOzellikleri nedeniyle florometrik aptasensorlerde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica, kuantum noktalari (QD'ler), karbon
noktalari (CD'ler), evropiyum (Eu3*) gibi TET'leri tespit etmek igin bazi floresan
problar kullaniimigtir. Antibiyotik tayini icin kullanilan floresan sensorler ylksek
verimlilik ve hassasiyet, kolay kullanim gibi avantajlara sahip olmasina ragmen,

floroforun kisa kullanim émrunden dolayi sahada kullanima elverigli degildir [73].

Tayin iglemlerine yonelik kullanilan kolorimetrik yontemin temel prensibi, renk
degisikligine dayanamaktadir [74]. Altin ve gumus nanopargaciklar gibi metalik
nanopargaciklar, mesafeye / boyuta bagli optik 6zelliklerden dolayi kolorimetrik
sensorlerde siklikla kullaniimaktadir [75]. Kolloid altin nanopartikulleri (AuNPs),
cesitli elektronik ve optik 6zelliklerinden dolayi genis anlamda molekuler algilama
icin bir etiket olarak dusunulmustir [67]. YUksek verimliligi ile 15131 emer ve
dagitir, guclu sonduruculer olarak bilinmekte ve genis bir renk yelpazesi

sergilemektedir [76].

AuNP ve TET aptamerinin kullanildigi 2020 yilindaki bir calismada Sheng ve
arkadaslarn baldaki tetrasiklin kalintilarini belirlemek igin AuNP'lere bagli bir
aptamer deneyini rapor etmistir. AuNP'ler peroksidaz benzeri aktiviteleri
sayesinde TMB ile reaksiyona girerek renkli Grinler sergilemigtir. Bu ¢alisma ile
basit materyallerle hazirlanan, yuksek o6zgunluge ve dusuk maliyete sahip,
karmasik cihaz gerektirmeyen, enzim icermeyen ELISA benzeri bir aptasensor

geligtirilmigtir [77].

AuUNP bazh kolorimetrik yontemlerde, AuNP'ler karmasik biyolojik sivilar iginde

mevcut olan tuz ve diger molekullerin varliginda spesifik olmayan bir gekilde
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kiimelenme egilimidir [78]. AUNP bazli biyosensdrler nispeten yliksek maliyetlidir
ve hedef ile aptamerler arasindaki yakinligi zayiflatabilir. Ayni zamanda AuNP
bazli kolorimetrik saptamanin tuzla olusturulan birlesimi, algilama ortamlarina
(asit, iyonik glg, vb.) karsi hassastir ve potansiyel olarak yanlis pozitif sinyal

okunmasina neden olabilir [79].
2.5. Aktif Yiizeylerde Modifiye Aptamerlerin immobilizasyonu

Aptamer tabanh biyosensorler, testler ve teshisler tibbi, gida glvenligi ve
cevresel analizlerdeki uygulamalar igin buyuk bir potansiyele sahiptir. Bu yeni
analitik aracglarin basarili bir gekilde gelistiriimesinde kritik bir parametre,
aptamerlerin ilgili ydéntem igin uygun ylzey uzerinde etkili bir sekilde
baglanmasidir. Immobilizasyon stratejileri glivenilir ve basit olmalidir. Ayrica
aptamerlerin biyofiziksel 6zelliklerini ve baglanma yeteneklerini korumasina izin

vermelidir [80].

Modifiye edilmis aptamerin immobilizasyonu igin aktiflestiriimis ylzeylerin
kullaniimasi, hem aptamer tabanli biyosensorlerin 6zgunlugunu arttirir, hem de
spesifik olmayan adsorpsiyonu azaltir. YlUzey aktivasyon stratejisinin tard,
aptamer ile baglantili terminal fonksiyonel gruplarin tipine baglidir. Yuzeyler, sifir
uzunluklu capraz baglayicilar ya da iki islevli capraz baglayicilar kullanilarak
etkinlegtirilebilirler [80].

Sifir uzunlukta capraz baglayicilar, yuzey uzamasi veya aptamerlerin ylzeye
“‘dogrudan baglanmasi” i¢in kullanilan molekullere herhangi bir zincir uzamasi
veya birlesmesi olmaksizin ylzeylerdeki fonksiyonel gruplari aktive eden reaktif
molekullerdir. Sifir uzunluklu ¢apraz baglayicilarin en yaygin fonksiyonel gruplari
arasinda, bir -NHz grubu iceren modifiye aptamerlerle reaksiyona giren hidroksil
(-OH), amin (-NHz), karboksil (-COOH) ve aldehit (-CHO) bulunur. Aptamerlerin
yuzeye dolayh yoldan baglanmasi durumunda iki islevli olan homofonksiyonel
¢apraz baglayicilar kullanilir. Bu gapraz baglayicilar hem aptamer hem de ylzey
icin de ayni reaktif gruba sahiptir. Aptamer problarini birlestirmeden o6nce,

homofonksiyonel baglayicilar 6nce yuzeyle reaksiyon girmelidir. Bunun sebebi
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ise olusabilecek aptamer dimerlerini inhibe etmektir. En sik kullanilan iki islevli
capraz baglayicilar 1,4-fenilen diizotiyosiyanat, glutaraldehid, 1,4-butandiol
diglisidil eter, disuksinimidil karbonat, dimetilsuberimidat ve karbonildiimidazoldir
[80].

2.6. Manyetik Partikiller

Molekuler algilama alani, yillar iginde biyo-fonksiyonellestiriimis malzemelerdeki
ilerlemelerle artmistir. Ozellikle, sentez kimyasinda kaydedilen ilerleme, kontroll
boyutlar, sekiller ve bilesimlerden olugan partikullerin olusturulmasina izin
vererek malzeme 6zelliklerini hassas bir sekilde manipule etmek icin etkin bir yol
saglamaktadir [81]. Ozellikle nano- ve mikro-metre boyutundaki manyetik
pargaciklarin, harici bir alanin etkisi altinda miknatislanma ve genis ylzey / hacim

orani gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle degerli olduklari kanitlanmigtir [82].

Manyetik parcaciklar tipik olarak bir manyetik cekirdek ve manyetik olmayan bir
kabuktan olugur. Biyolojik tahlil gelisimi icin, bu dig kabuk, biyomolekullerin
baglanmasina veya adsorpsiyonuna izin vermek icin kimyasal olarak aktive
edilmektedir.  Manyetik  partikullerin ~ fonksiyonellestirimesi,  genellikle
biyomolekulln partikilin aktif ylzeyine kovalent baglanmasiyla, yaygin olarak iki
islevli capraz baglayicilara dayanan biyo-konjugasyon kimyalari kullanilarak

gerceklesir [83].

Manyetik partikuller (MP), biyosensorlerin yapisi i¢cin de uygundur. Biyomolekul
ile kolayca kaplanabilir ve analitik amaglar igin kullanilabilirler. Ayrica, enzim
mimetikleri veya taklitcileri, yapay enzimler veya enzim benzeri bilesikler olarak
kullanilabilmektedir [84]. Enzim mimetikleri, enzim benzeri reaksiyonlari katalize
etmek icin dogal enzimlere benzer katalitik aktiviteye sahiptir. Dogal protein
enzimleriyle kargilastirildiginda, enzim mimetikleri daha basit sentez, daha
yuksek stabilite, daha dusuk maliyet, daha kolay modifikasyon gibi c¢esitli
avantajlar sunmaktadir [85]. Manyetik partikiller, peroksidaza baglanmadan
dogrudan kullanilmasina izin veren peroksidaz benzeri aktiviteye sahip
olabilmektedir [84].
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MP'ler, aptamerler, proteinler, antikorlar gibi ylksek afiniteli ligandlar hareketsiz
hale getirmek igin kullanillan aminler, karboksiller, epoksiller ve tosiller gibi gesitli

reaktif gruplar ile modifiye edilebilmektedir [86].

Ote yandan aptamerler, manyetik partikller, altin kapli nanapartikiller (AuNPs),
kuantum noktalari (QD'ler), karbon noktalari(CD'ler) ve europium iyonlari ile

immobilize edilerek (Cizelge 2.4), hem tayin, hem tedavi igin kullaniimaktadir [67].

Cizelge 2.4. Aptamerler manyetik partiktller, altin kapli nanapartiktller (AuNPs),
kuantum noktalari (QD'ler), karbon noktalari (CD'ler) ve europium

iyonlarinin karsilastiriimasi [20, 70]

Partikdller Avantajlar Dezavantajlari
AuNPs Genis yuzey alani; Yuksek Algilama ortamlarina
hassasiyet; Biyouyumlu kargl hassas; Yuksek
maliyetli

QD'ler, CD'ler ve Yuksek verimlilik; Kolay kullanim  Floroforun kisa kullanim
Evropiyum iyonlari omru

Peroksidaz benzeri aktivite;
Manyetik Biyomolekil ile kolayca
Partikiller kaplanabilme, YUksek
tekrarlanabilirlik; Yiksek stabilite

2.7. Peroksidaz Benzeri Aktivite

Peroksidaz aktivite organik substratlarin oksidasyonunu katalize ederek renk
degisikligine neden olmaktadir. Bu 0zelliginden dolay! tespit araci olarak
kullaniimaktadir. Peroksidaz hidrojen peroksit (H202) bilesidi ile hidrojen alis-
verigi yapan bilesiklerin reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. H202nin genis
uygulanabilirligi ve basit yontemleri nedeniyle gida, ilag, klinik, ¢cevre ve diger

sektorlerde gok kullanilan bir madde haline gelmistir [87].
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Gunumuzde MP'ler, kaplanmig MP'ler, bakir nanokimeler, CuS nanopartikiller,
CulnS2 nanokristaller veya polioksometalatlar gibi malzemeler peroksidaz
benzeri 6zelliklerinden dolayi kolorimetrik biyosensorlerde HRP'nin yerini alacak
kadar guglu hale getirilmistir [84]. Yan ve arkadaslarinin, yaptiklari calismada tg¢
farkh boyutta Fe3Os manyetik nanopartikil, H202, TMB, DAB ve OPD
kullaniimigtir. Substrat olarak kullanilan TMB, DAB ve OPD, H20: varliginda

okside olarak kolorimetrik Grtnler ortaya ¢ikarmigtir [87].

Aptamerler biyosensorlerin gelistiriimesinde gelecek vaat eden malzemelerden
birisidir. Aptamerlerin antikorlara kiyasyla dusuk maliyet, hizli sentezlenebilme ve
modifikasyon kolayligi, daha stabil olmasi gibi avantajlarindan dolayi kolorimetrik,
elektrokimyasal ve floresans tabanli algilama yontemlerinde oldukga
kullaniimaktadir. Diger bir gelecek vaat eden malzeme ise enzim mimetikleridir.
Dogal protein enzimleriyle karsilastirildiginda enzim mimetikleri daha basit
sentez, daha ylksek stabilite, daha dustk maliyet, daha kolay modifikasyon gibi
avantajlara sahiptirler. Ayrica peroksidaz benzeri aktiviteye sahiptirler. Gida
guvenligini ve halk saghgini korumak amaciyla gidalarda bulunan agir metalleri
incelemek icin kapsamda aptamer bagli enzim mimetik tabanh biyosensorler
gelistiriimigstir [88]. Gidalarda bulunan tetrasiklin kalintisinin tayini igin ise aptamer
bagli peroksidaz benzeri aktiviteye sahip AuNP tabanli biyosensorler
geligtiriimigtir [77, 89]. Manteyik partikiler ya da manyetik kompozitlerle kapli
AuNP’ler ile gelistirilen aptamer tabanli biyosensorler tetrasiklin [90] dahil birgok

antibiyotigi tayin etmek i¢in kullaniimaktadir [91, 92].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasallar

Bu tez calismasinda tetrasiklin, sodyum klorur (NaCl), sodyum monobazik
(NaH2POg4), sodyum dibazik (Na2HPO4), sitrik asit, hidroklorik asit (HCI), etonol
(EtOH), hidrojen peroksit (H202), 3-glisidiloksipropil trimetoksisilan (GLYMO),
etilendiamin (EDA), gluteraldehit (GA-%50 sulu c¢o6zeltisi), sodyum karbonat
(Na2COs3), O-fenilendiamin (OPD), tolien (CsHsCHs) ylUksek saflikta

kullaniimigtir.

Manyetik silika (Mag-SiO2) mikropartikulleri [93] ve GLYMO-bagli Mag-SiO2
mikropartikulleri Prof. Dr. S. Ali Tuncel'in grubu ile sentezlenmistir. Calismada
kullanilan tetrasiklin antibiyotigine 6zgu, -NH2 ile modifiye edilmis aptamer dizini
[94] Cizelge 3.1’de verilmis, 100 uM derisiminde ve tuzdan arindiriimis olarak

temin edilmisgtir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan, amin ile modifiye edilmis aptamer dizini [94]

Amin ile modifiye edilmig aptamer dizini

5'-NH2-(CH2)e-CGT ACG GAA TTC GCT AGC CCC CCG GCA GGC CAC
GGC TTG GGT TGG TCC CACTGC GCG TGG ATC CGA GCT CCA CGT
G-3'

3.2. Deneysel Kisim

Mikropartikulerin sentezi Salimi vd. [95]'nin yonteminden uyarlanmigtir. Temel
olarak, sentezlenen mikropartiktller gluteraldehit capraz baglayicisi ile tetrasiklin
aptamerine baglanmistir. Peroksidaz benzeri aktivite gosteren mikropartikiller
H202 katalizlor araciligi ile OPD’nin (o-fenilendiamin) oksidasyonuna neden

olmaktadir. Bu sayede OPD fluoresan emisyonlu renkli driinler sunmaktadir [96].
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Mikropartikullerin peroksidaz benzeri aktivite 6zelligi kullanilarak tapon ortaminda

farkli derisimlerdeki tetrasiklin tayini yapilmistir.
3.2.1. Mikropartikullerinin Sentezi

3.2.1.1. GLYMO-Bagl Mag-SiO2 Mikropartikiillerin Sentezi

GLYMO bazh partikilerin sentezi Salimi vd. [95]'nin yonteminden uyarlanmistir
(Sekil 3.1). Sirasiyla 10 ml Tolten, 2 ml GLYMO ve 0,4 g Mag-SiO:2 eklendikten
sonra 8 saat boyunca reflux sistemi (110°C) yardimiyla karnistinimistir. Elde
edilen karisim, miknatis yardimiyla ¢okturuldikten sonra énce etanol (tolleni
ortamdan uzaklastirmak igin), sonra da ddHz20 (etanoll ortamdan uzaklastirmak
icin) ile birer kez yikanmistir. 200 mM, 20 ml Na2COs sulu ¢ozeltisi hazirlanarak
GLYMO-bagli Mag-SiO2 mikropartikul karigimi 2 defa yikanmigtir. Elde edilen
karisim miknatis yardimiyla ¢okturuldikten sonra 250 mM, 30 ml Na2COs ve 2
M, 4 ml EDA ¢dzeltisi ile 60°C’de 24 saat siiresince tepkimeye sokulmustur. Once
0,1 M PB (fosfat tampon ¢ozeltisi) pH 7,2 ile 3 defa, sonra da ddHz0 ile 3 defa

yikanmistir.
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Sekil 3.1. GLYMO-Bagh Mag-SiO2 mikropartikul sentezi
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Elde edilen karisim miknatis yardimiyla ¢oktiraldikten sonra Uzerine 10 ml’ ye
kadar ddH20 eklenmigtir. Gravimetrik analiz igin daha 6nce bog agirhgi tartiimis
olan 2 ayri kabin igine karisimdan 250°ser ul alinarak 70°C’de t=24 st boyunca
etlvde bekletilmistir. Gravimetrik analiz ile partikilin yodunlugu belirlenmistir.
Geriye kalan partikil miknatis yardimiyla ¢okturildikten sonra 0,1 M fosfat
tamponu (PB) pH 7,2 ile 3 defa yikanmistir. Karigsim miknatis ile ¢okturaldukten

sonra uzerine 9,5 ml'ye kadar PB eklenmistir.

3.2.1.2. APTES-Bagh Mag-SiO2 Mikropartikillerin Sentezi

APTES-bagli partikilerin sentezi Salimi vd. [95]'nin yonteminden uyarlanmistir.
Sirasiyla, 10 ml Toluen, 2 ml APTES, 0,4 g Mag-SiO2 ve 0,2 ml Tris-Etilamin
kimyasallari eklendikten sonra 110°C’de 8 saat suresince reflux sistemi
yardimiyla karistiriimigtir. Elde edilen karigim miknatis yardimiyla ¢okturuldukten
sonra Once etanol (tolleni ortamdan uzaklastirmak igin), sonra da ddH20
(etanoli ortamdan uzaklastirmak igin) ile yikanmistir. Elde edilen karisim
miknatis yardimiyla c¢okturuldikten sonra uzerine 10 ml' ye kadar ddH20
eklenmistir. Gravimetrik analiz icin daha 6nce bos agirligi tartilmis olan 2 ayri
kabin icine karisimdan 250’ser pl alinarak 70°C’de t=24 st boyunca etlivde
bekletilmistir. Gravimetrik analiz ile partikllin yogunlugu belirlenmistir. Geriye
kalan partikil miknatis yardimiyla ¢okturuldukten sonra 0,1 M fosfat tamponu
(PB) pH 7,2 ile 3 defa yikanmigtir. Karisim miknatis ile ¢oktlrildikten sonra

uzerine 9,5 ml'ye kadar PB eklenmisgtir.
3.2.2. Mikropartikul Segimi

Sentezlenen GLYMO- ve APTES-bagh Mag-SiO2 mikropartikilleri, peroksidaz
benzeri aktivite gosteren partikullerdir. Peroksidaz aktivitesi gosteren substrat
konjugatlar tayin etmek igin OPD kullaniimistir. Peroksidaz aktivitesi gdseren
partiktller H202 katalizlor aracihgi ile OPD’nin oksidasyonuna neden olmaktadir.
Partikullerin peroksidaz aktivitesinin élgtlmesi i¢cin OPD ile reaksiyonundan sonra

plaka okuyucuda OD=450 nm’de olgum alinmistir.
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3.2.3. GLYMO-MagSiO2 Mikropartikullerinin ve Aptamer Bagh GLYMO-

MagSiO2 Mikropartikillerinin Karakterizasyonu

3.2.3.1. Brunauer-Emmett-Teller (BET) ile Gozenek Boyutu ve Yuizey Alani

Olgiimii

Azot adsorpsiyonu ile GLYMO-MagSiO2 mikropartikillerinin ve aptamer bagh
GLYMO-MagSiO2 mikropartikillerinin ylzey alanini ve gdzenek boyutunu
hesaplamak i¢in Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Quantochrome, Nova 2200e,
ABD) cihazi kullaniimistir. Analiz igin iki farkli 6érnek hazirlanmistir; i) 0.1 g
GLYMO-MagSiO2 mikropartikulleri ve ii) 0.1 g GLYMO-MagSiO2 mikropartikulleri
ile 0,1 nmol/ul aptamer reaksiyona girdikten sonra 70°C'ye ayarlanmis etlivde
kurutulmustur. BET hulcresine ilave edilen 6rnek, nemin 6 saat azotla ¢ikarldigi
bir vakum odasina yerlestiriimistir. Vakumdan sonra &lgim bdlmesine
yerlestirilen ornek azot adsorpsiyon-desorpsiyonu islemine tabi tutulmustur.
Adsorplanmis ve desorplanmig azot hacmi sayesinde gozenek boyutu ve yuzey

alani elde edilmigtir.
3.2.3.2. Fourier Donusumlu Kizilotesi Spektroskopisi

Fourier Donuasumli Kizildtesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak GLYMO-
MagSiO2 mikropartikullerinin, tetrasiklin aptamerinin ve aptamer bagli GLYMO-
MagSiO2 mikropartikullerinin fonksiyonel gruplari tayin edilmistir. GLYMO-
MagSiO2 mikropartikulleri ve aptamer bagli GLYMO-MagSiO2 mikropartikilleri 1
gun boyunca 70°C etivde kurutulmustur. Aptamer 6rnegi, 100 mM NaCl-PB
¢Ozeltisi ile seyreltilip 0,1 nmol/ ul derisimde hazirlanmistir.

3.2.4 Gluteraldehit Capraz Baglayici Cozeltisi ile GLYMO-bagh Mag-SiO:2

Gluteraldehit, bes karbonlu bir zincirin her iki ucunda bir aldehit molekilu i¢ceren
homobifonksiyonel bir gapraz baglayicidir. Birincil reaktivitesi amin gruplarina
dogrudur. Gluteraldehit, blytk molekuler boyutu nedeniyle nifuz etmesi yavastir

ve nufuz ettikge gapraz baglanir [97].
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GA %50 sulu ¢ozeltisi, 0,1 M PB pH 7,2 ile %1 v/v seyreltildikten sonra GLYMO-
bagh Mag-SiO2 mikropartikulleri ile t=18-24 st sure araliginda, oda sicakliginda
ve karanlk ortamda reaksiyona birakiimistir. GA %1 v/v ¢ozeltisi her deney igin

taze olarak hazirlanmigtir.

Mikropartiklller, reaksiyondan sonra 3 defa PB ile yikanarak tetrasikline 6zgu

-NH: ile modifiye edilmis aptamer ile reaksiyona hazir hale getirilmistir.
3.2.5. Tetrasiklin Aptamerlerinin Mikropartikiiller ile Etkilesimi

Tetrasiklin aptameri 0,1 M PB (fosfat buffer) pH 7,2 ile ¢dzlinerek 100 uM stok
cOzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, tek seferde kullaniimak tzere, 10-15-20 pl
olacak sekilde steril santrifij tlplerine aktarilarak -20°C de saklanmistir.
Aptamerler mikropartikuller ile etkilesmeden dnce stok aptamer ¢ozeltisi 100 mM
NaCl-PB ile 10-2-1-0,5-0,1 nmol/pl olacak sekilde seyreltilmigtir.

Aptamer ornekleri t=5 dk boyunca 95°C derecede denature edildikten sonra t=10
dk buzun Uzerinde bekletilmistir. 100 uyl aptamer ¢ozeltisi partikilin Gzerine

eklenerek oda sicakliginda, 300 rpm’de t=2 st boyunca karistiriimigtir.

Gluteraldehit c¢apraz baglayicisi sayesinde, GLYMO-baghh Mag-SiO:2

mikropartikdl ile -NHz ile modifiye edilmis aptamer birbirine baglanmistir.
3.2.6. Aptamer-Mikropartikiil Karigsiminin Tetrasiklin ile Etkilegimi

0,1 M PB pH 7,2 ile 0,2 pg/ml tetrasiklin stok ¢dzeltisi hazirlanmis,100-200-500-
1000-2000 ng/ml ¢ozeltilerine seyreltilmigtir. Tetrasiklin ¢ozeltileri her deney igin

taze olarak hazirlanmistir.

Hazirlanan tetrasiklin ¢gozeltilerinden (100-200-500-1000-2000 ng/ml) 100 pl
alinarak aptamer-mikropartikil karisiminin Gzerine eklenmistir. Karanlikta ve oda

sicakliginda t=30 dk slresince reaksiyona girmistir.

Tepkimeden sonra karisim miknatis yardimiyla ¢okturalip 0,1 M PB pH 7,2 ile 3

defa yikanmistir.
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3.2.7. Mikropartikiillerin Peroksidaz Benzeri Aktivite Ozelligi Kullanilarak

Tapon Ortaminda Tetrasiklin Tayini

GLYMO-bazl mikropartiklllerin peroksidaz benzeri aktivite gdstermesinden

dolayi, OPD ile etkilesimi plaka okuyucu ile élgUlmustdr.

OPD konsantrasyonundaki artisla, flioresan yogunlugu oénemli dlglde artis
gostermektedir [98]. OPD’nin ¢dzindugu tampon c¢ozeltinin pH degerinin
ayarlanmasi igin calisma yapilmistir. Asidik tapon ¢ozelti kullanildigi zaman
OPD'deki amino gruplari protonlanabilmektedir. Bazik tapon ¢ézelti kullanildigi
zaman ise ortamda bulunan H202 bozunmaya ugrayarak floresan yogunlugun
azalmasina neden olabilmektedir. Peroksidaz aktivitesi goseren partikiller H202
katalizor araciligi ile OPD’nin oksidasyonuna neden olur. Bu sayede OPD

flioresan emisyonlu renkli Grinler sunmaktadir [96].

Bu kapsamda OPD c¢ozeltisi hazirlanirken kullanilan OPD miktari (mg/ml),
tampon cozelti gesidi, tampon ¢ozeltinin pH degeri ve H202 miktari (ul/ml)

parametreleri incelenmigtir (Cizelge 3.2).

OPD ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, partikil-aptamer-tetrasiklin - karigiminin
uzerine 200 ul eklenip karanlik ortamda, oda sicakhdinda tepkimeye
sokulmustur. Bu tez ¢alismasi sirasinda OPD’nin zaman taramasi da t=45-75 dk
arasinda yapilmistir. Reaksiyon sonunda karisimdan 150 ul alinarak plaka
okuyucuda OD=450 nm’ de okuma yapilmigtir. Okuma yapildiktan sonra alinan
150 ul karigima tekrar eklenerek t=60 dk’ya kadar reaksiyon devam ettirilmistir.
Ayni islemlere t=75 dk sonuna kadar devam edilmisgtir.

Reaksiyonu durdurmak amaciyla 3 M HCI ¢dzeltisinden 2-10-15-20 pl OPD’li
partiktl karisimina eklenip, plaka okuyucuda OD= 492 nm’de Olgim alinmigtir.
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Cizelge 3.2. OPD c¢ozeltisi hazirlanirken kullanilan OPD miktari (mg/ml), tampon
¢Ozelti gesidi, tampon ¢ozeltinin pH degeri ve H2O2> miktari (ul/ml)

OPD miktari Tampon Cozelti Tampon H20:2
(mg/ml) Cozeltinin miktari
pH Degeri (pl/ml)
1,0 0,1 M Fosfat 7,2 1,0
0,4 0,1 M Fosfat 7,2 0,4
1,0 0,1 M Fosfat 7,2 0,6
1,0 0,05 M Fosfat Sitrat 50 1,0
0,4 0,05 M Fosfat Sitrat 5,0 0,4
1,0 0,1 M Fosfat Sitrat 7,0 1,0
1,0 0,1 M Fosfat Sitrat 7,0 0,6
0,4 0,1 M Fosfat Sitrat 7,0 0,4
1,0 0,1 M Fosfat Sitrat 5,0 1,0
0,4 0,1 M Fosfat Sitrat 50 0,4
1,0 0,1 M Fosfat Sitrat 5,0 0,6
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda tetrasiklin tayinine yonelik, GLYMO- ve APTES-bagli MagSiO:
mikropartikulleri sentezlenmis, partikullerin peroksidaz benzeri aktivitesi ve OPD
substrati kullanilarak kolorimetrik bir aptasensoérun geligtiriimesi igin ilk olarak,
tetrasiklin aptameri ile mikropartikullerin optimal reaksiyon ¢ozeltisi belirlenmis;
farkh derisime sahip tuzlu ¢ozeltilerin tetrasiklin aptamerinin katlanma sekline
olan etkisi incelenmigtir. Tetrasiklinin kolorimetrik tayininde, aptamer ve OPD
derigimlerinin, ortam pH degerinin, reaksiyonu durdurmak igin kullanilan asit
miktari ve OPD ile reaksiyon suresinin tetrasiklinin tayinine etkileri de sistematik

olarak incelemistir.

41. GLYMO- ve APTES-Bagh MagSiO2 Mikropartikiillerinin Peroksidaz

Benzeri Aktivite Olgiimii ve Partikiil Segimi

Tez kapsaminda manyetik silika mikropartiktlleri GLYMO ve APTES ile
turevlendirilmis, bu sayede NH2 uc¢lu aptamerin kovalent olarak baglanmasi
hedeflenmigtir. ~ Turevlendiriimis  partikillerin ~ peroksidaz  aktivelerinin
kiyaslanmasi amaciyla ilk etapta OPD substrati ile olan reaksiyonu
spektrofotometrik olarak incelenmistir. OPD, ELISA prosediurlerinde peroksidaz
aktivitesi gosteren substrat konjugatlari tayin etmek igin yaygin olarak kullanilan
bir kimyasaldir. Substratin peroksidaz benzeri aktivitesi varsa, OPD ile etkilesime
girdiginde turuncu-kahverengi renk vererek ve plaka okuyucuda OD=450 nm’de

spektrofotometrik olarak okunmaktadir [96].

Mikropartikillerin OPD ile olan reaksiyonu sonucunda, GLYMO-bagli
mikropartikullerinden, APTES-bagh mikropartikillere kiyasla daha fazla
absorbans degeri alinmasi sebebiyle tez calismasina bu partikll ile devam
edilmigtir (Sekil 4.1). Tek basina tetrasiklin veya fosfat tampon ¢dzeltisinin OPD
ile olan reaksiyonundan ise, beklenildigi gibi, bir absorbans degeri elde

edilememisgtir.
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Sekil 4.1. GLYMO- ve APTES-bagh MagSiO2 mikropartikillerinin peroksidaz
benzeri aktivitelerinin  OD=492 nm’deki absorbans degerleri.
Mikropartikil miktari: 5 mg, tetrasiklin derigimi: 200 ng/ml, OPD
derisimi: 10 mM, OPD tampon c¢ozeltisi: 0,1 M fosfat sitrat tampon
¢Ozeltisi, pH 7,0, HCI reaksiyon hacmi: 15 pl.

4.2. GLYMO-MagSiO2 Mikropartikiilleri ile Tetrasiklin Aptamerinin

Baglanmasi

GLYMO ile turevlendirilen manyetik silika mikropartikilleri EDA ile reaksiyona

sokularak -NH2 ucuna sahip mikropartikiller elde edilmigstir (Sekil 4.2).

NH:z ile modifiye edilmis tetrasiklin aptameri ile mikropartikilleri birbirine
baglamak igin 5 karbonlu bir zincirin her iki ucunda bir aldehit kalintisi igeren
homobifonksiyonel bir c¢apraz baglayici olan gluteraldehit kullaniimistir.

Gluteraldehitin birincil reaktivitesi amin gruplarina yonelmesidir [97].
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Sekil 4.2. GLYMO-MagSiO2 mikropartikul bagl -NH2-modifiye tetrasiklin aptameri

tabanli aptasensorun sentez protokolu

4.3. GLYMO-MagSiO2 Mikropartikiillerinin ve Aptamer Bagh GLYMO-

MagSiO:z Mikropartikullerinin Karakterizasyonu

4.3.1. Brunauer-Emmett-Teller (BET) ile Gozenek Boyutu ve Yiizey Alani
Olgciimu

GLYMO-MagSiO2 ve GLYMO-MagSiO@Aptamer mikrokirelerinin  gdzenek
boyutu dagihm egrisi ve gdzeneklilik 6zellikleri sirasiyla Sekil 4.3 ve Cizelge 4.1.

verilmistir.

Sentezlenen GLYMO-MagSiO2 mikropartiktllerinde hem mezo-gdézenek hem de

makro-g6zenek yapisinin varligi birlikte gérinmektedir (Sekil 4.3).

Manyetik partikullerin yapisinda bulunan dis kabuk, biyomolekullerin baglanmasi
veya adsorpsiyonu i¢in kimyasal olarak aktive edilmektedir. Manyetik partiktllerin
fonksiyonellestiriimesi icin kullanilan gluteraldehit ¢capraz baglayicisi aptamerin

partikilin aktif ylzeyine kovalent olarak baglanmasini saglamaktadir. Yapilan
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analizler sonucunda ise tetrasiklin  aptamerinin  GLYMO-MagSiO:2

mikropartikilinde makro-gozeneklere girerek baglandigini géstermektedir.

A
I

GLYMO-Mag SiO2
GLYMO-Mag SiO2@Aptamer

dV/d(logd) (cc/g)
o o
N w

e
—-—

1 10 100
Gozenek ¢api (nm)
Sekil 4.3. Azot adsorpsiyon-desorpsiyon yontemi ile elde edilen GLYMO-

MagSiO2 ve GLYMO-MagSiO2@Aptamer  mikropartiltllerinin

gbzenek boyutu dagihm egrisi

Cizelge 4.1. GLYMO-MagSiO2 ve GLYMO-MagSiO2@Aptamer

mikropartikillerinin yuzey ve gozenek ozellikleri

Mikropartikiil Ortalama Goézenek Hacmi  Ozgiil Yiizey
Gozenek (cm3/g) Alani (m?/g)
Boyutu (nm)
GLYMO-MagSiO: 20,27 0,323 93,036
GLYMO- 19,94 0,309 92,495

MagSiO@Aptamer
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4.3.2. Aptamer Molekiillerinin, GLYMO-MagSiO2 ve GLYMO-MagSiO2
@Aptamer Mikropartikiillerinin Fourier Donusiimliu Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Aptamer molekdllerininn FTIR spektrumunda 3280,31 cm™'deki pik; NH
gerilmesine, 1635,99 cm'deki pik; C=C etkilesimine, 1083,02 cm'deki pik; CH

gerilmesine aittir. 1000 cm*'deki pikler ise parmak izi bolgesine aittir (Sekil 4.4).

GLYMO-MagSiO2 mikropartikdillerinin FTIR spektrumunda 3262,39 cm'deki pik;
NH gerilmesine, 2944,22 cm'deki pik; CH gerilmesine, 2863,97 cm'deki pik;
C=C gerilmesine, 1635,23 cm'deki pik; C-O gerilmesine, 1058,35 cm'deki pik;
CH etkilesimine aittir. 1000 cm™'deki pikler ise parmak izi bolgesine aittir (Sekil
4.5).

GLYMO-MagSiO2@Aptamer mikropartikillerinin FTIR spektrumunda 2874,39
cm'deki pik; NH gerilmesine, 2360,91 cm'deki pik; CH gerilmesine, 2360,91
cm'deki pik; C=C gerilmesine, 1653,17 cm*'deki pik; C-O gerilmesine, 1058,21
cm'deki pik; CH etkilesimine aittir (Sekil 4.6).

Sekil  4.6’deki GLYMO-MagSiO2@Aptamer  mikropartikullerinin -~ FTIR
spektrumunda NH gerilmesine ait pik degerinin azalmasinin nedeni gluteraldehit
capraz baglayicisinin  GLYMO-MagSiO2 mikropartikilinin ve aptamer
molekllinin amin wuclarina tutunarak partikild ve aptameri birbirine
baglamasidir. CH gerilmesine, C=C gerilmesine, C-O gerilmesine, CH
etkilesimine ait pik degerlerinin degismesi ise partikil ve aptamer birbirine
baglanirken olusan ya da kirilan baglardan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.5. GLYMO-MagSiO2 mikropartikullerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.6. GLYMO-MagSiO2@Aptamer mikropartikillerinin FTIR spektrumlari

4.4. Aptamer Baglanan Mikropartikiil ile Tetrasiklinin Kolorimetrik Tayini

Aptamer ile mikropartiktl birbirine baglandiktan sonra, sulu ortamda bulunan
tetrasiklini tayin etmek icin OPD ile reaksiyona girmistir. OPD ile olan
reaksiyondan sonra 3M HCI eklenerek plaka okuyucuda OD=492 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmasinin sonucunda; tetrasiklin varliginda
absorbans dederinin azaldigi goézlemlenmistir (Sekil 4.7). Bu tez kapsaminda,
peroksidaz benzeri aktivite gdsteren mikropartikllllere baglh aptamer ile

ortamdaki tetrasiklin tayin edilmistir.
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0,7 -

0,6 -

0,5 -

0,4 -

0D492

0,3 -

0,2 -

0,1 -

PG + OPD + HCI PG + Apt+ OPD + HCI PG + Apt + TET-200+ OPD +
HCI

Sekil 4.7. Mikropartiklil bagli aptamer tabanli aptasensor ile sulu ¢ozelti
icerisindeki tetrasiklin tayinine yonelik OD=492nm’deki absorbans
degerleri; mikropartikll miktari: 5 mg, aptamer derigimi: 0,1 nmol/pl,
OPD derigimi: 10 mM, OPD tampon ¢ozeltisi: 0,1 M f fosfat tampon
¢ozeltisi pH 7,0, tetrasiklin derisimi: 200 ng/ml, HCI reaksiyon hacmi:
15 pl.

4.5. Aptamer Baglanan Mikropartikiillerin Tetrasiklinin Kolorimetrik
Tayininde Reaksiyon Tampon Co6zeltisinin Belirlenmesi

Tetrasiklin tayin deneylerinde aptamer-mikropartikil reaksiyon c¢ozeltisine %3
BSA, 50 mM monoetanol-amin, 50 mM Glisin ile bloklama yapilmigtir. Fosfat
tampon kullanilarak negatif kontrol yapiimistir. Plaka okuyucuda OD=492nm’ de
alinan olgumlere bakildiginda; butlin reaksiyon kosullarinda tetrasiklin varliginda
absorbans degerinin azaldigi gorilmustir. Fosfat tampon kullanilarak yapilan
tetrasiklin tayinide alinan AA degeri; bloklama yapilan yapilan tetrasiklin tayininde
alinan AA degerinden fazla oldugunu goézlemlenmistir. Bu nedenle, ileriki
¢alismalarda herhangi bir bloklama islemi yapiilmamistir (Sekil 4.8).

35



PG + TET + OPD + HCI PG + Apt + OPD + HCI PG + Apt + TET + OPD +
HCI

mBSA (%3) mMonoetanol-amin (50 mM) = Glisin (50 mM) = Fosfat Tampon (pH 7.2)

Sekil 4.8. Farkh tampon c¢ozeltilere sahip reaksiyon ortamlarinda tetrasiklin
tayinine yonelik OD=492 nm’deki absorbans degerleri; mikropartikul
miktari: 5 mg, aptamer derisimi: 0,1 nmol/pul, tetrasiklin derisimi: 200 ng/ml,
OPD derigimi: 10 mM, OPD tampon ¢odzeltisi 0,1 M fosfat sitrat tampon
¢ozeltisi pH 7,0, HCI reaksiyon hacmi: 15 pl.

4.6. Degisen Ortam Tuz lIyon Degerlerinin Tetrasiklin Aptamerinin

Katlanmasina Etkisi

Codzeltinin icerisinde bulunan iyonlar aptamerin katlama sekline etki etmektedir.
Bu tez calismasinda kullanilan aptamer, Sekil 4.9'de goérilen T20 tetrasiklin
aptameri ile aynidir [38]. Mfold adli program yardimiyla bu tez ¢alismasinda
kullanilan tetrasiklin aptamerinin katlanma sekli, kullanilan 2 farkli ¢ozelti
ortaminda in silico olarak modellenmigtir. Aptameri seyreltmek igin kullanilan
farkl tuzlu ¢dzeltilerin aptamerin katlanmasini etkiledigini gosteren Sekil 4.10.-A
ve -B bu program yardimi ile gizilmigtir. T20 aptameri ile bu ¢alismada 100 mM
NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilen aptamerin ayni yapiya sahip oldugu gértlmektedir.
Yapilan deneyler sonucunda butln reaksiyon kosullarinda tetrasiklin varliginda

plaka okuyucuda OD=492nm’ de absorbans degerlerinin azaldigi gorulmuastur
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fakat en fazla AA degeri 100 mM NaCl ¢ozeltisi ile elde edilmistir. Bu sonuglarin

dogrultusunda ileriki deneylerde aptameri seyreltmek icin 100 mM NacCl ¢ozeltisi
kullanilimigtir. (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. A) Tez galismasinda kullanilan TET-aptamer dizinin mfold programi
yardimiyla 100 mM NaCl tuzlu ¢ozeltisi icerisindeki katlanma sekli;
B) Tez calismasinda kullanilan TET-aptamer dizinin mfold programi

yardimiyla 100 mM NaCl + 4 mM MgCl2 tuzlu ¢ozeltisi igerisindeki
katlama sekli
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1,2 1

= PB
=100 mM NaCl+ 4 mM MgCI2
100 mM NaCl

100 200 400
TET Derigim (ng/ml)

Sekil 4.11. Farkh iyonlara ve iyon derigimlerine sahip ¢ozeltilerin aptamerin
katlanmasina etkisinin tayinine yonelik OD=492nm’deki absorbans
degerleri; mikropartikil miktari: 5 mg, aptamer derisimi: 0,1 nmol/pl,
tetrasiklin derisimi: 200 ng/ml, OPD derisimi: 10 mM, OPD tampon
¢ozeltisi: 0,1 M fosfat sitrat tampon ¢ozeltisi pH 7,0 HCI reaksiyon hacmi:
15 i

4.7. Aptamer Derigsiminin Tetrasiklinin Kolorimetrik Tayinine Etkisi

2013 yilinda Kwon ve arkadaglari yaptiklari galismada 0,5 yM aptamer kullanarak
gelistirdikleri AuNP tabanl kolorimetrik yontem ile tetrasiklini tayin etmislerdir
[99]. Bu tez kapsaminda, tetrasikline 6zglu aptamer mikropartikiller ile
etkilestiriimeden 6nce, 100 mM NaCl-PB ile 10-2-1-0,5-0,1 nmol/pl olacak sekilde
seyreltilmistir. Farkli derigsimlerde aptamer kullaniminin tetrasiklin tayinine etkisi
Sekil 4.12'de verilmistir. Plaka okuyucuda OD=492nm’ de alinan o&lgumlere
bakildiginda; butun reaksiyon kosullarinda tetrasiklin varliinda absorbans
deg@erinin azaldigi gorulmustur. Aptamer derisimi azaldikga, elde edilen AA
degerinin arttigi gozlenmistir. AA farki en fazla 0,1 nmol/pl aptamer kullanilarak
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elde edilmigtir. Sonugclar, aptamer konsantrasyonlarinin daha disik olmasiyla

hassasiyetin arttigini gostermistir.

0,16 1
0,14 4
0,12 4
0,1 4

0,08 -

AA492

0,06 -
0,04 -

0,02 -

-0,02 4

-0,04 -
Aptamer Derigim (nmol/pl)

Sekil 4.12. Degisen aptamer derisiminin tetrasiklin tayinine etkisinin
incelenmesine  yonelik OD=492nm’deki absorbans dederleri;
mikropartikil miktari: 5 mg, tetrasiklin derigimi: 200 ng/ml, OPD
derisimi: 10 mM, OPD tampon c¢oézeltisi: 0,1 M fosfat sitrat tampon
cozeltisi pH 7,0 HCI reaksiyon hacmi: 15 pl.

4.8. Degisen Substrat Derigsimi ve Ortam pH Degerleri icin Aptamer Bagl
Mikropartikiillerin Peroksidaz Benzeri Aktivite Ozelligi ile Tetrasiklinin

Kolorimetrik Tayini

OPD (o-Fenilendiamin) kromojenik bir kimyasal olarak ELISA prosedirlerinde
peroksidaz aktivitesi gosteren substrat konjugatlari tayin etmek igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. OPD hidrojen peroksit varliginda oksitlendiginde ayirt edilebilir
bir renk degisikligi sergilemektedir. OPD 2,3-diaminofenazin’e (DAP) donuserek
turuncu renkli bir Urin olusturmaktadir. Peroksidaz benzeri aktivite gosteren

mikropartikuller OPD ile reaksiyona girdiginde turuncu renkte bir Grin ortaya
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cikmaktadir. Ortamda OPD olmadidinda ise sari renkte bir Grin ortaya
ctkmaktadir [100].

Literatirde genel olarak OPD’nin ¢ozulmesi icin kullanilan iki fakli tampon ¢ozelti
bulunmaktadir. Bu ¢ozeltiler; fosfat tampon ¢ozeltisi ve fosfat sitrat ¢ozeltisidir.
Asidik ortamda, OPD'deki amino gruplari protonlanabilir. Tampon ¢dzelti olarak
pH’1 8'den fazla olursa, ortamda bulunan H202 bozunmaya ugrayarak floresan
yogunlugun azalmasina neden olmaktadir [98]. Bu nedenle tampon ¢dzeltilerin
pH degderleri ve derisimleri optimize edilmistir (Sekil 4.13). Optimize edilmis OPD
solusyonu; OPD (1,08 mg); 0,1 M, pH 7,0 fosfat sitrat ¢ozeltisi (1 ml) ve H202
(0,57 ul) kullanilarak hazirlanmistir. Maksimum AA degeri, pH degeri 7 olan fosfat

sitrat tampon ¢ozelti ile hazirlanmis 10 mM OPD solisyonu kullanildiginda elde

edilmistir.
1,2 1 OPDc 2 mM (pH 5.0)
I OPDc 4 mM (pH 5.0)
1 i I OPDc 10 mM (pH 5.0)
0 OPDc 10 mM (pH 7.0)
’ I = OPD 2 mM (pH 7.2)
§ 0.6 . I I ; OPD 4 mM (pH 7.2)
o I = OPD 10 mM (pH 7.2)
0,4 -
. I
0,2 h - - = ==
0 .—IJ
PG + OPD PG + Apt+OPD PG + Apt + TET +
OPD

Sekil 4.13. Farkli OPD tampon ¢o6zeltisine, derisimine ve pH dederlerine sahip
reaksiyon ortamlarinda tetrasiklin tayinine yonelik OD=450nm’deki
absorbans degerleri; mikropartikul miktari: 5 mg, aptamer derigimi: 0,1
nmol/ul, tetrasiklin derisimi: 200 ng/ml, Fosfat tampon ¢odzeltisi ile
hazirlanan OPD c¢ozeltisi OPD olarak adlandiriimistir. Fosfat sitrat
tampon c¢ozeltisi ile hazirlanan OPD c¢ozeltisi OPDc olarak

adlandiriimistir.
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4.9. OPD Reaksiyon Siiresinin Tetrasiklinin Kolorimetrik Tayinine Etkisi

OPD reaksiyon ¢0zeltisi ve belirlenen ¢odzeltinin derigsim ve pH kosullari optimize
edildikten sonra OPD’nin reaksiyon suresi belirlenmistir. Maksimum AA degerine
t=60 dk’da ulasilmis oldugundan bundan sonraki deneyler de OPD reaksiyon
suresi t=60 dk olarak belirlenmistir (Sekil 4.14).

0,8
0,7
0,6
0,5
Q 04
o
0,3
PG (5 mg) + OPD (10 mM)
0,2 1 PG (5 mg) + Apt(0,1 nmol/ul) + OPD (10 mM)
0,1 - PG (5 mg) + Apt(0,1 nmol/ul) +TET-2000 + OPD (10 mM)
0 . .
45 60 75
Zaman (dk)

Sekil 4.14. Degisen OPD reaksiyon suresinin tetrasiklin tayinine olan etkisinin
incelenmesine yonelik OD=450 nm’deki absorbans degerleri;
mikropartikil miktari: 5 mg, aptamer derisimi: 0,1 nmol/pl, tetrasiklin
derisimi: 200 ng/ml, OPD derigimi: 10 mM, OPD tampon ¢ozeltisi: 0,1
M fosfat sitrat tampon ¢dzeltisi pH 7,0.

4.10. HCI Miktarinin ve Reaksiyon Siiresinin AA Degerine Etkisi

Reaksiyon tamamlandiktan sonra (t=60 dk sonra) ortama OPD’nin reaksiyonunu
durdurmak amaciyla 2-10-15-20 pL olmak Uzere farkh miktarlarda 3 M HCI

cOzeltisi ilave edilmistir ve plaka okuyucuda OD=492nm’de okunan absorbans
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degerlerine gore ortama eklenen HCI ¢dzeltisi ilavesinin absorbans dedgerlerini
arttirdigr gorulmustar. HCI miktari arttikgca absorbans degeri artmasina ragmen
AA degeri azaldigi igin deneylere 15 yl HCI eklenilerek devam edilmistir (Sekil
4.15).

0,8
0,6
8
Q04
(o)
0.2 PG + OPD + HCI
PG + Apt + OPD + HCI
PG + Apt + TET + OPD + HCI
0
0 5 10 15 20 25

HCI miktan (pl)

Sekil 4.15. Degisen HCI hacminin tetrasiklin tayinine olan etkisinin incelenmesine
yonelik OD=492nm’deki absorbans degerleri; mikropartiktl miktari: 5
mg, aptamer derisimi: 0,1 nmol/ul, tetrasiklin derisimi: 200 ng/ml, OPD
derigsimi: 10 mM, OPD tampon ¢ozeltisi: 0, 1 M fosfat sitrat tampon
¢Ozeltisi pH 7,0.

3 M, 15 pL HCI eklendikten sonra reaksiyon suresinin elde edilen absorbans
degelerine olan etkisini 6lgmek amaciyla zaman taramasi yapiimis ve t=0-5-10-
15-20 dk’larda alinan 6lgim sonuglarina goére HCl'in reaksiyonun Uzerinde bir

etkisinin olmadidi ortaya konulmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Degisen HCI reaksiyon suresinin tetrasiklin tayinine olan etkisinin
incelenmesine yonelik OD=492nm’deki absorbans degerleri,
mikropartiktl miktari: 5 mg, aptamer derigimi: 0,1 nmol/pl, tetrasiklin
derisimi: 200 ng/ml, OPD derisimi: 10 mM, OPD tampon ¢ozeltisi: 0,1
M fosfat sitrat tampon ¢dzeltisi pH 7,0, HCI reaksiyon hacmi: 15 pl.

4.11. Tampon Ortaminda Farkh Derigsimlerde Tetrasiklin Tayini

Aptamer konsantrasyonu, OPD tampon ¢ozeltisi ve belirlenen ¢ozeltinin derigim
ve pH degeri; OPD reaksiyon suresi, HCI miktari ve reaksiyon suresi gibi kosullar
optimize edildikten sonra geligtirilen aptasensorin hassasiyetini belirlemek
amaciyla tetrasiklin derisiminin taramasi yapimigtir. Elde edilen 0&lgim
sonuglarina gore tetrasiklin derigimi arttikca, AA degerinin de lineer olarak arttigi

sonucuna varilmigtir (Sekil 4.17).

2012 yilinda Jeong ve arkadaglari geligtirdikleri rekabet¢i enzim bagl aptamer
testi (ELAA) ile tespit edilebilen tetrasiklin derisiminin alt limit degerini LOD= 21
nM olarak bildirmiglerdir [101]. Avrupa Birligi'nde izin verilen sitte bulunan
tetrasiklinin maksimum kalinti limitini (MRL) 225 nM (200 ng/ml), Cin ise 100
pg/kg olarak belirlemigtir. 2015 yilinda Lou ve arkadaslarinin bu kapsamda
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gelistirdikleri aptamer-bagli AuNP tabanli kolorimetrik biyosensor ile 0,2-2,0
pg/mL araligindaki tetrasiklin miktari tayin edilmistir [20]. Tez kapsaminda
gelistirilen aptasensorun tayin edebildigi tetrasiklin derigsiminin alt limit degeri ise
LOD=100 ng/ml olarak tespit edilmigtir. Tetrasiklin tayini i¢cin enzime dayal
olmayan, yuksek hassasiyetli, AuNP gibi pahali partikuller kullaniimadan,
karmasik 6n numune islemi olmayan, manyetik partikulin peroksidaz benzeri
aktive goOstermesi Ozelliginden yararlanarak aptamer tabanli kolorimetrik bir

biyosensor geligtirilmistir.

0,3 -

-

=

0,25 4

_ y = 4E-05x + 0,1853
0,2 4 - R2=0,7713

0 500 1000 1500 2000 2500
TET Derigim (ng/ml)

Sekil 4.17. Degisen tetrasiklin derisimlerinde OD=492nm’deki Aabsorbans
degerleri; mikropartiktl miktari: 10 mg, aptamer derigimi: 0,1 nmol/pl,
OPD derigimi: 10 mM, OPD tampon c¢dzeltisi: 0,1 M fosfat sitrat
tampon ¢ozeltisi pH 7,0, HCI reaksiyon hacmi: 15 pl.
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5. SONUGLAR

Peroksidaz benzeri aktivite gosteren GLYMO- ve APTES-bagli MagSiO2
mikropartikilleri sentezlenmistir. OPD ile mikropartikullerin peroksidaz
benzeri aktivitesi 6lciimustlr. Tez kapsaminda hedeflenen biyosensor igin
GLYMO-bagli MagSiO2 mikropartikuller kullaniimistir.

Tampon ortaminda bulunan iyonlar tetrasiklin aptamerinin katlanmasini
etkilemektedir. Farkl tuzlu ¢ozeltiler kullanilarak tetrasikline 6zgi -NH: ile
modifiye edilmis aptamerin katlanma sekilleri mfold adli program ile
modellenmistir. Kullanilan tetrasiklin aptamer dizininin dogru katlanma
sekli, 100 mM NaCl sulu ¢dzeltisinde elde edilmistir. Aptameri seyreltmek
icin 100 mM NaClI-PB kullanilan deneylerde, diger tuzlu coézeltilerin
kullanildigi deneylere oranla daha fazla AA deg@eri elde edilmigtir.
Aptamer derisiminin tetrasiklinin kolorimetrik tayinine olan etkisi
arastinimig, 0,1 nmol/pl aptamer kullanilarak yapilan deneylerde daha
fazla AA degeri elde edilmigtir.

Gelistirilen aptasensorun kolorimetrik olarak olgimund saglamak igin
kullanilan OPD’nin derigimi, tampon ¢dzeltsi ve reaskiyon slresi optimize
edilmigtir. 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,0) ile hazirlanan 10 mM OPD
cOzeltisinin aptasensor ile t=60 dk boyunca olan reaksiyonundan daha

fazla AA degeri elde edilmigtir.

Avrupa Birligi’nde izin verilen sutte bulunan tetrasiklinin maksimum kalinti
limitini (MRL) 225 nM (200 ng/ml), Cin ise 100 pg/kg olarak belirlemistir.
Geligtirilen  kolorimetrik aptasensorun tayin edebildigi tetrasiklin
derigiminin alt limit degeri ise LOD=100 ng/ml olarak tespit edilmistir. Farkli
yontemlerle kullanilarak geligtirilen aptasensorlerin ve tez kapsaminda
gelistilen aptasensorin tayin edebildigi tetrasiklin derisiminin alt limit

degeri Cizelge 5.1’ de karsilastiriimistir.

Sonu¢ olarak, manyetik mikropartikuller ile aptamer kullanilarak sivi
ortamda tetrasiklini tayin edebilen bir biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen
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biyosensdrde bulunan manyetik mikropartikillerin peroksidaz benzeri
Ozelligi sayesinde enzim kullaniimadan, yuksek hassasiyet ve dusik

maliyetle tetrasiklin tayini mimkun olabilecektir.

Cizelge 5.1. Aptasensdrlerin tayin edebildigi tetrasiklin derigiminin alt limit

degerlerinin karsilagtiriimasi

Yontem Uygulama LOD Ref
CS-AuNP bazl Sat 39 ng/ml [20]
aptasensor
ELAA Sat; Tampon 45,7 pg/ml; [101]
Cozelti 15,7 ug/ml
AuNP bazh kolorimetrik Sat 55 ng/ml [102]
aptasensor
Elektrokimyasal Sat 1.0 ng/ml [103]
aptasensor
Aptamer bazli manyetik Sat; Su 2.5 ng/mi [90]
kati faz ekstraksiyonu
ile HPLC
Aptamer bazl peroksidaz Tampon 100 ng/ml Bu
benzeri manyetik Cozelti Calisma
mikropartikul
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