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OZET

AGIR METALLERIN SULU COZELTIiLERDEN TAYININDE
KULLANILMAK UZERE DNA - APTAMER BiYOTANI ELEMANLI
ELiPSOMETRIK BiYOSENSORLERIN GELISTIRILMESI

TUGCE ERTAN

Yuksek Lisans Tezi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Dog. Dr. M. Oguzhan CAGLAYAN
2014, 82+xiv sayfa

Sunulan ¢alismada, diisiik derisimlerde bile canlilarin hayati organlarina etki eden ve
endiistriyel proseslerin kaginilmaz bir yan {iriinii olarak ortaya ¢ikan agir metal
iyonlarmin sulu ortamlardan tayininde kullanilacak bir elipsometrik biyosensor
gelistirilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda, civa iyonlarmm (Hg®") sulu ortamdaki
asirt diisiik derisimlerde (4 pM' a kadar) tayini, gelistirilen yiiksek algilama
hassasiyetine sahip elipsometri esasli biyosensor ile saglanmistir. Gelistirilen
elipsometrik biyosensorde tani elemani olarak civa iyonlar1 i¢in yiiksek secicilikteki

DNA esasli aptamer sekanslar1 kullanilmigtir.

Tez ¢alismas1 3 ana grupta toplanmustir. 11k olarak, silikon yiizeyine (merkapto propil
trietoksi silan) MPTES molekilt immobilize edilerek daldirma siiresi ve ¢ozelti
derisiminin kendiliginden diizenlenen tek tabaka (self assembled monolayers, SAM)
olusumuna etkisi incelenmistir. Istenilen tek tabaka olusumu igin 10 pM derisim ve 4
saat daldirma siiresinin gerekli oldugu belirlenmistir. Ikinci kisimda, MPTES ile
modifiye edilmis silikon ylizeye farkli yapilarda oligoniiklotid problarin immobilize
edilmesi incelenmistir. Yapilan elipsometrik analizlerle oligoniikleotid problarin 1

uM derisimde 12 saat siireyle immobilize edilmesi uygun bulunmustur.

Tezin son kisimda elde edilen elipsometrik esasli sensor yongalarinin civa algilama
kapasiteleri ve algilama hassasiyetleri belirlenmigtir. Bu amagla sensér yongalari

farkli derisimlerdeki civa g¢ozeltilerine maruz birakilarak islem sonunda sensdrler



elipsometrik analizlerle incelenmistir. iki farkli probla yapilan bu calismada Prob 1
icin uzun ve diiz yapili bir dizi tercih edilirken, Prob 2 igin hair-pin yapil
oligontikleotid dizisi secilmistir. Prob 1 ile elde edilen algilama hassasiyeti 0.2554
derece/ uM iken, Prob 2' nin algilama hassasiyetinin 0.1879 derece/ uM oldugu
goriilmiistiir. Ayrica Prob 2 ile elde edilen sensorle 71 nM' a kadar civa
algilanabilirken, Prob 1' de 3.95 pM algilama sinirina ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, DNA-Aptamer, Elipsometri, Biyosensor



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELLIPSOMETRIC BIOSENSORS WITH DNA-
APTAMER BASED BIO-DIAGNOSIS ELEMENTS FOR DETECTION OF
HEAVY METALS IN AQUEOUS SOLUTIONS

TUGCE ERTAN

Master Thesis
Department of Chemical Engineering
Supervisor: Assistant Prof. Dr. M. Oguzhan CAGLAYAN
2014, 82+xiv pages

In the present study, it is aimed to develop an ellipsometric biosensor to be used in
the determination of heavy metal ions in aqueous media which affect the vital organs
of living organisms and that occur as inevitable by-product of industrial processes. In
this context, detection of mercury ions (Hg?*) in aqueous medium at extremely low
concentrations (up to 4 pM) was achieved by ellipsometry-based biosensor with high
detection sensitivity which has been developed. As diagnostic element of the
developed ellipsometric biosensor, DNA based aptamer sequences that are highly

selective for mercury ions were used.

Studies in the context of thesis are comprised of three main groups. First,
immobilizing the MPTES (3-mercaptopropyltriethoxysilane) molecule on the silicon
surface, the effects of immersion time and the solution concentrations on the
monolayer formation (self assembled monolayers, SAM) were investigated. For
monolayer formation, 10 mM concentration and 4 hours of immersion time were
effective. In part two, immobilization of oligonucleotides probes with different
structures on MPTES modified silicone surface were examined. In the ellipsometric
analysis, the immobilization of oligonucleotide probes at 1 uM concentrations for 12

hours was found appropriate.

In the final part of the thesis, the mercury detection capability and detection
sensitivity of the ellipsometry based sensor chips were determined. For this purpose,

vi



imposing the sensor chips to the mercury solutions of different concentrations,
sensors were examined by using ellipsometric analysis at the end of the process. In
this study which is carried out by using two different probes, while a long and
straight sequence was preferred for Probe 1, a hair-pin structured oligonucleotide
sequence was chosen for Probe 2. While the detection sensitivity obtained by Probe 1
was 0.2554 degrees/ uM, the detection sensitivity of Probe 2 was obtained as 0.1879
degree/ uM. In addition, while 71 nM of mercury was detected by the sensor with

Probe , a detection limit of 3.95 pM was reached with Probe 1.

Key Words: Heavy metal, DNA-Aptamer, Ellipsometry, Biosensor
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1. GIRIS

1.1.Agir Metaller
Agir metal terimi, genel olarak yogunlugu 5 g/cm® ten yiiksek olan metaller icin
kullanilmaktadir. Civa, kursun, kadmiyum, demir, bakir, selenyum, baryum gibi bir

cok element agir metal olarak adlandirilirlar. Agir metaller dogada genellikle, bilesik

halinde bulunurlar (Sarkar, 2002).

Agir metaller, uzun siireden beri zararl kirleticiler olarak kabul gormektedirler. Agir
metal iyonlar1 kalic1 etkilerinden dolay1 canli sistemler ve ¢evre sagligi yoniinden
Oonem tagimakta olup belirli bir simir1 degerinin iizerinde son derece toksik etki

gosterirler (Gadd ve Griffits, 1978).

Civa, kadmiyum ve kursun gibi toksik agir metallerin canli organizmalar {izerinde
bilinen higbir yararli etkisi yoktur. Bu tarz agir metaller insan viicudunda birikme
Ozelligi gosterirler ve birikimleri zaman i¢inde ciddi hasarlara yol acabilmektedir
(Friis, 2007). Ornegin kursun, diisik miktarlarda bile merkezi sinir sistemini
bobrekleri ve kan hiicrelerini etkileyebilir ve asirt alindiginda komaya ve hatta 6liime
neden olabilir. Kursun sinir sisteminin gelismesine etki ederek, kalic1 6grenme ve
davranis bozukluklarina neden olarak g¢ocuklar ve dogmamis bebeklerde daha da

toksik etki gostermektedir.

Agir metaller insan viicuduna; sindirim, solunum ve deri yolu ile giris yapmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar agir metal etkilenimi yasayanlarda; davranis bozukluklari, sinirsel
iletisim diizensizlikleri ve s6z konusu bozukluk ve diizensizliklerle birlikte seyreden
bircok metabolizma sorunlarinin goriilebildigini ortaya koymustur. Etkilenimin
yasandig1 agir metale gore, cesitli sakatliklar ve organlarin gérevini yapamamasi gibi
ciddi saglik sorunlari da yasanabilmektedir (Mehta, 2004). Agir metalin yarattig
toksisite agir metalin tiirlinden, konsantrasyonundan, ortam pH'imdan veya metal
iyonlariin ¢oziiniirliigiinden, kimyasal yapisindan, redoks ve kompleks olusturma

kabiliyetinden kaynaklanabilmektedir.



Agir metaller giinliik iiretim siire¢lerinin yan etkisi olarak, ¢evreye yliksek miktarda
salinmaktadirlar. Daha da onemlisi, bu tiir agir metallerin organik molekiiller ile
yaptiklar1 baglar, bu agir metallerin besin zinciri igerisine girmesine ve birikimli
olarak dongiide kalmasina neden olmaktadir. Ornegin civa iyonunun (Hg*?)
biyometilasyonu sonucu olusan metil civa, oldukca yiiksek dereceli bir nérotoksindir
ve deniz memelilerinin ve baliklarin dokusunda birikerek gida zincirine dahil olur
(Clarkson vd., 2003). Bu nedenle, bu tarz agir metallerin, sudan elde edilen besin
maddelerinin giivenligini degerlendirmek iizere rutin bir sekilde nehirlerden, biiyiik
su kaynaklarindan ve denizlerden alinan numunelerde tayin edilmesi ve g¢evresel

takibin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Agir metal kirliligi igeren atik sular; baslica maden isletmeleri (kursun, ¢inko, demir,
bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum eldesine yonelik siirecler sonucunda), metal
endustrileri (demir- gelik, bakir, ¢inko, krom vb.) ve diger metal kaplama, kursun
batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, tekstil, elektrik- elektronik, kimya, boya
ve otomotiv endiistrilerinden kaynaklanmaktadir. Siiregleri geregi bu metalleri
kullanan endiistrilerin atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom,

arsenik ve giimiis gibi metal iyonlar1 bulunmaktadir.

1.1.1. Civa

Civa kardiyovaskiiler, solunum, gastrointestinal, hematolojik, bagisiklik ve iireme
sistemleri de dahil olmak Uzere bir ¢ok vicut sistemi ve bobreklerde zarara sebep
oldugu bilinen bir norotoksindir (UNEP/WHO 2008). Civa iyonlarinin cevrede
(6zellikle su igerisinde) eser miktarda olsa bile tayin edilmesi bu iyonlarin diisiik
derisimlerde bile yiiksek toksiklige sahip olmasi nedeniyle ¢ok 6nemlidir. Civa (Hg);
karaciger, beyin ve kalp kaslar1 gibi organlarda birikerek, yiiksek toksikligi nedeniyle

yasayan organizmalarda 6liimciil sonuglara neden olur (Chao vd., 2012).

Civa, buhar1 olduk¢a zehirli olan bir elementtir ve biitiin bilesikleri zehirlidir.
Element halindeki civa, inorganik civa ve metil civa dogal sulu ortamlarda civanin en
onemli ii¢ formudur. Asir1 derecede yiiksek toksikligi nedeniyle metil civa en 6nemli
kirleticilerden biridir. Civa iyonunun (Hg+2) biyometilasyonu sonucu olusan metil

civa, oldukga yiksek dereceli bir nérotoksidir (Clarkson vd., 2003).

Civa genellikle inorganik kaynakli civa olarak salinir ve bu bilesenler partikiil

halinde olabildigi gibi organik maddelerle baglanmis da olabilirler. Civa [I] iyonlari,



(Hg") genellikle inorganik bilesiklerle birlesirler ve metillenmezler. Buna karsilik
civa [II] iyonlari, (Hg®", organik ve inorganik ligandlarin her ikisi ile de birlesik

olusturabilirler ve metillenebilirler.

Civa bilesikleri kolayca bakteri, plankton, balik ve diger deniz memelileri tarafindan
tiiketilip bu canlilarin dokularinda birikerek biyolojik dongii yoluyla gida zincirine
dahil olurlar. Biogesitlilik Arastirma Enstitiitlisii ve Uluslararast KOK yok etme
agmin (KOK = Kalict Organik Kirleticiler) yaymlamis oldugu ilk rapor, diinya
denizlerindeki baliklarin % 84'iinlin giivenli seviyelerin ¢ok {izerinde civa i¢erdigini

gostermektedir (Global Mercury Hotspots, 2013).

Insan viicuduna giren son derece zehirli ve yaygim bir kirletici olan civa iyonlari
(HgZ+) beyin hasari, bobrek yetmezligi, mitoz yetmezligi ve sinir sistemi
bozukluklar1 gibi bir dizi ciddi saglik sorunlarina neden olabilirler (Sekowski vd.,
1997; Clarkson ve Magos, 2006). Ornegin; Dragone ve arkadaslarinin (2009) yaptig
bir caligmada civa iyonlart nedeniyle insan hiicre solunumunun inhibe oldugu
belirlenmistir. Cesitli ¢alismalarda ¢ok sayida sucul tiir icinde civanin hiicresel
aktivite bozulmasina, enerji metabolizasyonuna ve iireme sorunlarina neden
olabilecegi gosterilmistir (Fanous vd., 2008). Bu nedenle, 6zellikle sulu ortamlarda
ve gida kaynaklarinda civa iyonu tespiti i¢in etkili ve hizli bir yonteme gerek
duyulmaktadir. Bu tarz agir metallerin, sudan elde edilen besin maddelerinin
giivenligini degerlendirmek {izere rutin bir sekilde nehirlerden, biiylik su
kaynaklarindan ve denizlerden alinan numunelerde tayin edilmesi ve ¢evresel takibin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Sulu ortamlarda civa iyonu derisiminin 6l¢tiimii
cevresel zararin belirlenmesinde ve iyilestirme girisimlerinin basarili olmasinda

bliylik 6nem tagimaktadir.

Cevre ve saglik acisindan son derece olumsuz etkisi olan civa ve bilesikleri birgok
alanda kullanilmaktadir. Bu tarz agir metaller giinliik iiretim siire¢lerinin yan etkisi
olarak, ¢evreye yiiksek miktarda salinir. Hg2+ iyonlari, temel olarak komiir ile ¢aligan
termik elektrik santrallerinden, okyanussal veya volkanik emisyonlardan, altin
madenciliginden ve atiklarin yakilmasi fosil yakit yakma ve kimyasal {iretim de dahil
endiistriyel kaynakli kirlenmis dogal sular neden olmaktadir (Chu ve Porcella, 1995;
Nolan ve Lippard, 2008). ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) halki korumak i¢in
icme sularinda ki Hg®" Gst limitini 2 ppb (10 nM) olarak belirlemistir (US EPA,
2001).



1.1.2. Kursun
Kursun, agir metaller arasinda ¢evresel kirlilige en ¢ok sebep olan elementtir. Her

durumda yiiksek toksisite tasidigi kabul edilmektedir.

Akaryakit yakilmasi ve benzer yollarla atmosfere salinan kursun, yagmur suyuna
karisarak tekrar yeryiiziine donmekte ve insan saghigini etkilemektedir. Kursun
viucudumuza solunum sistemi ve sindirim sistemi yoluyla girebilmektedir. Farkli
enzim sistemleri ile etkilesim gostermesi sebebiyle bir¢cok organ ve sistem kursun

birikimi i¢in odak noktay1 olusturur.

Cesitli yollardan insan viicuduna giren kursun, kan dolasimi ile viicuda dagilmakta
ve viicutta depolanmaktadir. Kursun, duyu ve motor sinirlerinin iletisim hizinda
azalmaya ve geri doniisiimii olmayan beyin hasarlarina sebep olur. Ayrica zaman
iginde viicutta depolanan kursunun salinimi sonucu bobrek harabiyeti yasanmasi da
beklenen bir sonug olarak kabul edilmektedir. Cocukluk déneminde kaydedilen
kursun etkilenimlerinin, etkilenen c¢ocuklarin zekd seviyelerinde diisiisler ile
karakterize siireclere sebep oldugu belirtilmistir. Kursunun hamile kadinlarda fetiise,
emziren kadinlarda anne siitiine gecerek etkilenime sebep olabildigi bilinmektedir

(Lilis, 2007).

1.1.3. Krom

Biyolojik sistemlerde bulunan en toksik ve mutajenik metal iyonu kromdur. Metal
alagim elde edilmesinde ve boyalar, ¢imento, kagit, kauguk ve diger malzemeler i¢in
pigment olarak kullanilmaktadir. Diisiik seviyelerde kroma maruz kalindiginda,
deride iritasyon ve iilser meydana gelir. Uzun siireli maruz kalindiginda bobreklerde
ve karacigerde hasara yol acabildigi gibi kan dolagim sistemini ve sinir dokularini
tahrip edebilir. Krom daha ¢ok sulu ortamlarda birikerek ¢ogalir. Alerjilere, yaralara,
solunum yolu hastaliklarina sebep olabilir. Bu toksisitenin nedeni siilfat iyonu
kanallart yardimiyla membran1 kolayca gegebilen hekzavalent krom iyonlaridir.
Membran1 gegen iyonlar rediiksiyon tepkimelerine katilarak cesitli reaktif ara
irlinlerin olugsmasina sebep olurlar. Bu ara {iriinler de hiicre organellerine, proteinlere

ve nukleik asitlere zarar verirler (Baruthio, 1992).

1.1.4. Kadmiyum
Kadmiyum, endustriyel olarak nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 6zellikle

denizel kosullara dayanimi nedeniyle gemi sanayinde celiklerin kaplanmasinda,



plastik {riinlerde stabilizasyonun saglanmasi amaciyla plastik sanayinde boya
sanayinde, PVC stabilizatorii olarak, alasimlarda ve elektronik sanayinde kullanilir.
Kadmiyum fosfatli giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve
bunlarin ¢ok yaygin kullanimi sonucunda da 6nemli miktarda kadmiyum kirliligine
ortaya cikar. Kadmiyuma uzun siireli maruziyetten en fazla etkilenen organ
bobreklerdir.  Yapilan arastirmalar bobrekte biriken kadmiyumun bobrek
fonksiyonlarini bozdugunu gostermistir (Wang ve Du, 2013).

1.1.5. Nikel

Bitkisel yaglarin hidrojenizasyonunda en 6nemli kontaminasyon kaynaklarindan
biridir. Sindirim yoluyla alinan nikelin biiylik kismi viicut tarafindan
absorplanmadan atilir, bir kismi1 akciger, bagirsak ve deri gibi dokularda birikebilir.
Nikel organizmada riboniikleik asit gibi molekiillerle kuvvetlice baglanabilir. Alet ve
ekipmanla beraber gida maddelerine wuygulanan baz1 islemler de nikel
kontaminasyonu diizeyini etkilemektedir, 6rnegin, hububatin 6giitiilmesi veya tahilin
parcalanmast bu f{iriinlerin nikel igerigini azaltirken, pisirme islemi bu diizeyi
artirmaktadir. Rusya'da nikel rafinasyon isgileri iizerinde yapilan bir calismada, mide

ve akciger kanserine yakalanma oraninin yiliksek oldugu saptanmistir (Vural, 1993;

Schaumloéffel, 2012).

1.2. Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik tepkimelerde hedef analitleri algilamak igin kullanilan,
fizikokimyasal analiz sitemleri ve biyokimyasal materyallerden olusan kimyasal
bilgiyi analitik olarak Olcebilen sistemlerdir. En giincel tanimiyla biyosensorler
biyolojik veya biyolojik olarak tiiretilmis algilama elemanmmin (enzim,
mikroorganizma veya DNA), bir fizikokimyasal cevirici (transduser) ile

birlestirilmesinden olusan kompakt analitik cihazlardir (Turner 2000).

Biyosensorler; ayirma, inkiibasyon gibi ek islemlere ve laboratuvar islemine gerek
duymaksizin diisiik miktarda 6rnek ve kimyasal malzeme kullanimiyla hizli ve
guvenilir sonucg veren sistemlerdir. Bu nedenle geleneksel yontemlere alternatif
olarak kullanilmaktadirlar. Biyosensorlerin sagladigi en 6nemli avantaj gercek

zamanli olarak cevap vermeleridir.

Ik biyosensdr sistemi L.C. Clark’in kandaki oksijen seviyesini O, duyar

amperometrik bir elektrotla ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda ise



O, duyar amperometrik elektrot yiizeyine glikoz oksidaz enzimini immobilize ederek
hazirladig1 glikoz biyosensoriudur (Clark ve Lyons, 1962). Biyosensorlerde termal
ceviricilerin kullanilmas1 ilk 1974 yilinda gerceklesmistir. ilk olarak termal enzim
probu adini alan bu yeni cihazlar daha sonra enzim termistorii olarak adlandirilmistir
(Mosbach,1974). 1975’de Divis’in bakterilerin biyolojik element olarak alkol
Olciminde mikrobiyal elektrotlarda kullanilabilecegini belirtmesiyle Dbirlikte
biyosensorlerin biyoteknolojik ve cevresel ¢alismalarda kullanilmasma yonelik

bircok ¢alisma baslamistir (Divis, 1975).

Biyosensorlerin  temel ¢alisma prensibi, analiz edilecek maddenin biyosensor
yiizeyindeki biyoreseptorle etkilesime girmesi ve bunun sonucunda transduser
ylizeyinde analit miktariyla orantili bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim
cihazina iletilmesi ilkesine dayanmaktadir (Sekil 1.1). En genel haliyle biyoresept6r

(ligand) ve transduser bilesenlerinden olugmaktadir.

| Biyosensor ‘
‘ Ornek ‘ l Biyoreseptér Transduser H Elektronik H Veri igleme
Enzimler
[]—» Antibadiler Elektrodiar
ACA Naikleik asitler Transistbrier
o0 ':' Mikroorganizmalar Termisté
0 ermistdrier Mikroelektronik
o A ’ Dokular _ - [l ikroelektroni
Optik fiberler
n o Hicreler
O Piezoelektrik
A ]—» Yapay biyolojik kristaller
reseptdrier

Sekil 1.1 Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi (Velasco-Garciavd., 2003)

Giliniimilizde biyosensorler; biyoreseptor ve transduser olarak pek cok farkli madde
ve sistem icermektedir. Kullanilan biyoreseptor ve transdiiser ¢esitleri igerisinde en

onemli olanlar1 Cizelge 1' de verilmistir.



Cizelge 1.1 Biyosensor bilesenlerinin igerigi

Analit Biyokomponent Sinyal Iletici Sistem
Elektrokimyasal Esasli
-Amperometrik
-Potansiyometrik
Metaller Enzimler -Yari iletken esasli
Hormonlar Antikorlar
Enzim - Koenzimler Hicre Optik Esasli
Substrat -doku kesitleri -Fotometri esasli
Aktivator - inhibitor -mikroorganizmalar -Fluorometri esasl
Antikor - Antijen Nukleik asitler -Biyoliminesans
Nikleik asit Lipidler
Mikroorganizmalar Hicre organelleri Piezoelektrik
Virusler Reseptorler -Kuartz kristal mikrobalans
(QCM)
-Mikrokantileverlar

1.2.1. Biyoreseptor

Biyosensorde kullanilan en 6nemli bilesen tayin edilecek analite karsi son derece
hassas fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren biyoreseptordiir. Antikor, enzim,
mikroorganizma, niikleik asit, hiicre gibi biyolojik elementlerden olusan biyoreseptor

sayesinde biyosensdr, spesifik oldugu hedef analiti tantyarak etkilesime girer.

Temel olarak ii¢ grup biyoreseptdr vardir, bunlar; biyokatalitik reseptorler,

biyoafinite reseptorleri ve hibrit reseptorlerdir (Mehrvar vd., 2000).

Biyokatalitik reseptorler analiti belirlenebilir hale doniistiirerek transduser tarafindan
kaydedilebilir forma sokarlar. Biyokatalitik ajanlar analiz edilecek madde Uzerinde
molekiiler degisime neden oldugundan doniisiim sonucu ortamda artan veya azalan
madde miktar takip edilerek sonuca gidilmektedir. Biyokatalitik tanima elementleri
enzim igeren sistemler, hiicreler (mikroorganizmalar; 6rnegin bakteriler, dkaryotik
hiicreler, mayalar), hiicre organelleri ve bitki, hayvan doku pargalarindan olusurlar

(Mello ve Kubota 2002).



Afinite bazli biyosensorler belirli bir ligandi termodinamik agidan stabil kompleks
formuna doniistiiren secici etkilesimler olustururlar (Mello ve Kubota, 2002).
Biyoafinite reseptorlerine drnek olarak antikorlar, niikleik asitler, lektinler, boyalar,
hiicre membran reseptorleri ve diger spesifik baglayici ajanlar gibi biyolojik
komponentler gosterilebilir. Hormonlar, ilaglar, virisler timor antijenleri, bakteri
antijenleri ve diger bircok protein benzeri maddelerin belirlenmesi ve ol¢iimii
immiinolojik teknikler vasitasiyla diisiik konsantrasyonlarda bile basarilabilmektedir

(Mehrvar vd., 2000).

1.2.1.1. Biyoreseptor Cesitlerine Gore Biyosensor Tipleri

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gorev alan biyokomponentin tiiriine gore:
1. DNA temelli biyosensorler

2. Enzim temelli biyosensorler

3. Doku temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensoérler (immunobiyosensorler)

5. Mikrobiyal kokenli biyosensorler seklinde siniflandirilirlar.

i) DNA temelli biyosensorler

Biyokomponent olarak tek zincirli DNA  oligomerlerinin  kullanildig
biyosensorlerdir. DNA yapisinin ortaya ¢ikmasi ve bununla birlikte hibridizasyon,
amplifikasyon ve rekombinant DNA teknolojilerinin gelismesi DNA sensorlerinin
gelistirilmesinde 6nemli etkenlerdendir. DNA sensorleri reseptdr ve iletici sistemin
kombinasyonuyla olusturulmaktadir. DNA biyosensorlerinin hazirlanmasinda 6nemli
parametrelerden bir tanesi, tek zincir probun dogru bir oryantasyonla yiizeyde
immobilizasyonudur. DNA sensorleri genellikle transduser yiizeyine immobilize
haldeki tek zincirli DNA oligomeri ile belli bir hastaligi, kalitsal bir karakteri ya da
bir bakteri veya virlisiin patojenitesini simgeleyen tek zincirli bir DNA pargasinin
hibridizasyonu prensibine dayanir. Analizlenmek istenen DNA tek zincirinin probla
hibridizasyonu sonrasinda olusan ¢ift zincirli DNA sayesinde elektrokimyasal ya da
optik bir sinyal elde edilmis olur (Palecek, 2009). Kullanilan DNA problari
genellikle 20-30 bazlik kisa tek zincirli DNA’lardir. DNA hibridizasyonunun
sinyalinin belirlenmesi direkt ya da indirekt metotlar olmak Uzere iki gruba
ayrilmaktadir. Direkt iletimde mikrogravimetrik, elektriksel, elektrokimyasal ya da

optik yontemler kullanilir ve isaretleyici yoktur. Buna karsilik indirekt iletimde
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enzimler, floroforlar, manyetik boncuklar, metal kompleksleri, organik redoks
boyalar isaretleyici olarak kullanilarak elektrokimyasal ya da florimetrik Olgiimler

yapilmaktadir (Cosnier ve Mailley, 2008).

DNA biyosensorleri kirletici ajanlarin, metallerin, genetik modifiye gidalar ve
organizmalarin, DNA-ila¢ etkilesim mekanizmalarinin tayininde, biyoterdrizm
uygulamalarinda, hastaliklarin teshisinde, DNA baz hasarinin ve insan, viriis ya da
bakterilerde spesifik DNA dizisinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Mikkelsen,
1996).

i) Enzim temelli biyosensorler

Enzim temelli biyosensdrler en yaygin olarak kullanilan biyosensorlerdir. Biyosensor
gelistirilmesinde transdiiserle tek tiir enzim kullanilabildigi gibi birkag tiir enzimin
kombinasyonundan olusan multienzim igeren biyosensorler de hazirlanabilmektedir
(Liu vd., 2013). Enzimin ne sekilde kullanilacagi tamamen analiz etmek istedigimiz

analitin hangi tepkimeler lizerinden sinyal olusturan tiire doniistiiriildiigiine baglhdir.

Enzim temelli biyosensorlerin cevap suresi aktifligi yiiksek enzimlerin kullanimi ile
kisaltilabilmektedir. Ayrica kullanilan transduser tiiriine gére yontem duyarliligi da

artirilabilmektedir.

iii) Doku temelli biyosensorler
Hayvansal ve bitkisel bazi doku ve organellerin bazi enzimler bakimindan zengin
oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerin izole edilmis preparatlar1 yerine dogrudan

yogun bulunduklar1 doku pargalart da biyokomponent olarak kullanilabilmektedir.

Bu tiir biyosensorler enzimler dogal ortamlarinda bulunabildiklerinden katalitik
stabilite acisindan ¢ok avantajlidir. Substratin enzime ulagmasi i¢in asmasi gereken
difiizyon bariyerinin artmasi cevap siiresi uzamasina neden olur. Bu dezavantaji
kismen de olsa azaltabilmek i¢in dokular homojenize edilerek kullanilir (Hynes vd.,
2014).

iv) Antikor/antijen temelli biyosensorler (Immiinobiyosensorler)

Biyoreseptér olarak antikorlarin kullanildigi  biyosensorler antikor temelli
biyosensorler ya da immiinosensorler olarak adlandirilirlar. Antikorlar viicuda giren
yabanci organizmalara (viriis, bakteri gibi) veya onlarin protein iriinlerine karsi
bagisiklik sistemi tarafindan {iretilen protein yapili maddelerdir. Antikorlar ve

antijenler arasindaki etkilesimler sayesinde immiinosensorler ile son derece spesifik



ve duyarli analizler yapilabilmektedir. Antikorlar uygun transdiiser ile birlikte
kullanilarak hormon, ilag, viriis, bakteri, ¢evresel kirletici molekiiller, pestisitler,
biyomedikal maddeler gibi bir ¢cok maddenin tayini i¢in ¢esitli immiinosensdrler

gelistirilebilir (Makaraviciute ve Ramanaviciene, 2013).

v) Mikrobiyal temelli biyosensorler

Mikrobiyal biyosensorler bir transdiiser ile canli veya cansiz mikroorganizmalarin
immobilize edilmesi ile olusurlar.

Biyosensor yapiminda en ¢ok kullanilan materyaller yiiksek spesifik aktiviteleri ve
yiiksek analitik 6zelliklerinden dolay: saflastirilmis enzimlerdir. Ancak saflagtirilmis
enzimlerin pahali ve kararsiz yapida olmasi biyosensor yapiminda kullanilmalarini
sinirlandirmaktadir. Bu sebepten biyosensdrlerde intraselliiler enzim kaynagi olarak
hiicrelerin kullanilmasi1 endiistriyel proseslerde saflastirilmis enzimlere gore daha iyi
bir alternatif olmaktadir (Bickerstaff, 1997; D’Souza, 1999).

1.2.2. Transduser

Biyosensorde kullanilan diger bir onemli bilesen de biyolojik veya biyokimyasal
sinyalleri 6l¢iilebilir sinyallere dontistiirebilen sistemler olan transduserdir.

1.2.2.1. Transduser Cesitlerine Gore Biyosensor Tipleri

Transduserler temel olarak dort grup altinda toplanirlar (Luong vd.,1997)

o Optik transduserler

o Elektrokimyasal transdiserler

o Nanomekanik (Kdutle hassas) transdiiserler
o Termal transduserler

i) Optik transduserler

Optik algilama sistemleri son yillarda olduk¢a revacta olan doniistiiriicti
tekniklerinden birisidir. Optik algilama sistemleri, yiiksek hassasiyet ve Olgim
kosullarinin ¢evresel etkilere asir1 duyarli olmamasi, boyutlarinin kiigiik olmasi,
maliyetinin diisiik olmasi, referans ¢ozeltilerine ve numune hazirlama sathalarina
ihtiya¢ duyulmamasi ve sahada kullanilabilme 6zelliklerinden dolay1 birgok avantaja
sahiptir (Chah vd., 2004). Optik sensorlerde genel olarak iki ¢esit analiz formati
vardir. Bunlar isaretleme yapilan ve yapilmayan analiz formatlar1 olarak
adlandirilmaktadir.

Isaretleme teknigine gore calisan optik sensorler, floresans isaretleme teknigi ile

calisan biyosensorlerde ya hedef molekiill ya da biyomolekiiler taniyici tabaka
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floresans  isaretlenmektedir.  Isaretleme igin  genelde floresans boyalar
kullanilmaktadir. Biyosensoriin Olctiigii floresans 1s18in miktari; hedef molekiiliin
varligimm ve hedef molekiil ile taniyict molekiil arasindaki etkilesimin siddetini
gOstermektedir.

Floresans tabanli biyosensorler yapilarinda fiber optik igeriyorsa biyo-optrod’lar
olarak adlandirilmaktadir. Fiber optikler; uzun araliklarda minimum kayip ile 15181
ileten cam ya da plastik yapida kiigiik ve esnek tellerden olusmaktadir ve 1s1k
kaynagindan ¢ikan 1s181 tantyict molekiil ve boyanin bulundugu sensoér kismina
iletmektedir. Tan1yic1 molekiil ve hedef moliikiiliin etkilesmesi sonucu absorbsiyon,
liminesans gibi sensorde optik bir degisim meydana gelmektedir (Biran ve Walt,
2002).

Evanescent wave biyosensorlerin optrodlardan farki kullanilan 15181n ¢esididir.
Optrodlarda 151k optik fiberler ile tasinmakta ve fiberlerin u¢ kismindan c¢ikarak
sinyalin olusumunu saglamaktadir. Diger taraftan evanescent wave sensorlerde
sinyalin elde edilmesi sensor yiizeyinden yansiyan 1518in elektromanyetik bir sekilde
kontrolii ile saglanmaktadir (Biran ve Walt, 2002).

Fiber optik biyosensorlerde bir bagka isaretleme teknigi quantum noktalarin
kullanimi ile yapilmaktadir. Kuantum noktalar yari iletken nano kristallerdir.
Quantum dotlar; floresans ve floresans resonans enerji transferi (FRET) tabanh
biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilmistir (Algar ve Krull, 2008).

Isaretleme gerektirmeyen optik sensérlerlerin en ¢ok kullanilanlari; evanescent wave
biyosensorler ve interferometer-based biyosensorler olarak iki sinifa ayrilmaktadir.
Evanescent wave biyosensorlerde yliksek kirilma indisine sahip ince metal bir film;
bir cam prizmanin yiizeyine kaplanmaktadir. Prizmadan metal yiizeye gelen 1s1k
metal filmde rezonans olusturmakta ve rezonans yansiyan 1s18in siddeti
degistirmektedir. Bununla birlikte yiizeye dik konumda azalan dalga alam
olugsmaktadir. Biyomolekiiler etkilesimleri incelerken azalan dalga alanindaki kirilma
indisi degisimlerinin hassas bir sekilde oOl¢iilmesi temel alinmaktadir (Lim, 2003).
SPR ve resonant mirror (RM) optik biyosensorler bu temele gore calisan
biyosensorlerdir.

i) Elektrokimyasal transduserler

Elektrokimyasal sensorler; bir reaksiyon sonucu olusan veya tiiketilen elektronlarin
Olclilmesi prensibine gore calismaktadir. Sistem; referans elektrot, aktif elektrot ve

karsit elektrot olmak iizere 3 elektrottan olugmaktadir. Sistemde iyon kaynag: olarak
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karsit elektrot da kullanilmaktadir. Modern elektro analitik sistemler olduk¢a diisiik
tespit limitlerine sahiptir. Ayrica kii¢lik hacimde 6rneklerin kullanilmasina olanak
tanimaktadir. Bununla birlikte elektrot sistemi Ol¢iim ortamindan stirekli alinan
sinyalin on-line takibine olanak saglar.

Aktif elektrotta kullanilacak olan materyal elektrokimyasal sensorlerde analizin
performansini belirlenmektedir ve aktif elektrot se¢imi biiyiik Oneme sahiptir.
Elektroaktif analitin aktif elektrodun yizeyinde indirgenmesi veya yikseltgenmesi
sonucu olusan iyonlar referans elektrotla aktif elektrot arasinda bir potansiyel fark
olusturur ve olusan bu fark sinyale doniistiiriilerek Ol¢im yapilmaktadir. Redoks
reaksiyonu sonucu elektriksel parametrelerde olusan bu degisim; analitin tipine ve
konsantrasyonuna baghdir (Lazcka vd., 2007).

Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore bulanik ortamda
calisabilme, karsilagtirilabilir enstriimental duyarlilik, minyatiirlesmeye uygunluk
gibi avantajlara sahiptir. Elektrokimyasal sensorler yaygin olarak; amperometrik,
potansiyometrik ve kondiiktometrik olmak iizere {i¢ sinifa ayrilmaktadir

iii) Nanomekanik transduserler

Piezoelektrik  kiitle sensorleri, rezonans frekanstaki degisime dayanarak
santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle degisimini 6lgebilen siklikla kullanilan
mikroanalitik sensorlerdir. Bu sensorler, osilator yiizeyindeki kiitle, yogunluk veya
vizkozite degisimine bagli olarak osilatoriin vibrasyonel rezonans frekansinda
meydana gelen degisimin Olciilmesi prensibine gore g¢alismaktadir (Anonymous,
2003).  Nanomekanik  sensoOrler  antikor-antijen  etkilesimlerinde  sikca
kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan nanomekanik sensorler; kuartz kristal
mikrobalans (QCM) ve yuzey akustik dalga (SAW) sensorleridir.

iiii) Termal transduserler

Bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat derisiminin
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir.
Enzimatik reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu
arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir.

1.2.3.ideal Sensérden Beklenen Performans Kriterleri

1) Secicilik

Secicilik ideal bir biyosensor icin en dnemli parametrelerden biridir. Biyosensor

sadece algilanmasi istenilen analite 0Ozgiin olmali ve diger reaktiflere 1ilgi
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gostermemelidir. Segicilik yeterli diizeyde olmadiginda ek islemlerle bu eksiklik
giderilmelidir.

ii) Kullanim omrii

Biyosensoriin performansinda bir azalma olmadan hizmet ettigi Oomre denir.
Kullanim Omriinti etkileyen bir ¢ok parametre vardir. En 6nemli parametre ise
transduserin aktivitesindeki azalmadir.

iii) Kalibrasyon gereksinimi

Ideal bir biyosensorden beklenen kalibrasyona gerek duymamasi yada miimkiin
olabilecek en az kalibrasyona gerek duymasidir.

iv) Tekrarlanabilirlik

Ideal biyosensor elektrodunun ayni kosullar altinda yapilan tekrarlanan 8lciimlerde
ayni sonuclar1 vermesi gerekmektedir.

v) Kararlihik

Belirli bir silirede biyosensoriin duyarliligindaki degisimleri dikkate alan kalite
degeridir. Elektrot kararliligin yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin gereklidir.
Kararllik, kullanilan biyolojik materyallerin dayanikliligina baghdir.

vi) Yuksek duyarhilik

Biyosensore immobilize edilmis olan biyolojik materyalin sadece belirli maddelere
kars1 duyarli olmasidir.

vii) Yeterli diizeyde tayin siniri

Bir biyosensoriin tayin sinirinin belirli bir derisim degerinin altinda olmasi
gerekmektedir. Elektrot yiizeyinin biiyikligii, tayin edilecek madde igin biyolojik
materyalin afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi faktorler tayin sinirini
etkilemektedir.

viii) Genis olciim araligi

Bir biyosensoriin dogrusal veya dogrusala yakin c¢alistigi cevap araligi miimkiin
oldugunca genis olmalidir Boylece bir sensor kullanilarak, ¢cok genis bir derigim
araliginda tayin miimkiin olur.

ix) Hizli cevap zamani

Bir biyosensor, miimkiin oldugunca kisa siire i¢erisinde sonucu verebilmelidir.

x) Hizli geriye donme zamani

Bir biyosensorde, bir sonraki olgtim i¢in hazirlik siiresi kisa olmalidir. Gerekirse,

uygun yongalarin degistirilmesi ile bir sonraki 6l¢iime hemen gegilebilmelidir.
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xi) Basitlik ve ucuzluk

Bir biyosensor, miimkiin oldugunca ucuz olmali, analiz maliyeti diisiik olmalidir.
Ayrica ideal biyosensoriin bakim, onarim, muhafaza etme, tasima, depolama
zorluklar1 gibi zorluklar1 bulunmamalidir.

xii) Kicultulebilirlik ve sterilize edilebilirlik

Bir biyosensor igin elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve boyutlarin kiigiiltilmesi
onemlidir. Sterilizasyonu kisitlayan en 6nemli parametre, biyosensor yapisina giren
biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligidir (Hall, 1990).

1.2.4. Biyosensorlerde Immobilizasyon Yéntemleri

Biyosensorler farkli ozellikteki iki elemanin (transdiiser ve biyokomponent)
kombinasyonu ile olusan sistemler oldugundan uygun biyoreseptér ve dontstiiriicii
secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi énemli bir agsamadir. Analizlenmesi
hedeflenen 6rnege en uygun biyokomponent ve transduser secilmeli ve bu iki eleman
birbirine baglanmali yani biyokomponent transdiiser ylzeyine immobilize
edilmelidir (Telefoncu, 1999).

Biyosensor immobilizasyonunda baglica kullanilan yontemler soyledir:

I. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

II. Kovalent Baglama

I11. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 1.2' de gosterilmistir.
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T utuklama

Kovalent baglanma

Enkapsiilasyon Adsorpsiyon

Sekil 1.2 immobilizasyon yontemlerinin sematik gdsterimi

Bir biyosensorin 0mrii  biyokomponentin transdiser yuzeyinde ne kadar slre
tutulabildigine baghdir ve immobilizasyonla biyokomponentin uzun sire yiizeyden
ayrilmasimi engellenmelidir. Enzimlerin immobilizasyonunda enzim aktif merkezi
immobilizasyon esnasinda zarar gérmemeli ve enzim aktivitesinde sterik engel
nedeniyle diigiis olmamalidir.

1.2.4.1. Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en basit yontemlerden biridir. Biyokomponent
transduser yiizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri,
elektron gegis kompleksleri, van der Waals kuvvetleri ile tutturularak uygulanir.
Sellloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik aromatik recineler

adsorpsiyonda en ¢ok kullanilan adsorbanlardir (Tamayo vd., 2013).
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1.2.4.2. Tutuklama

Makromolekiiler yapida ki biyoreseptorlerin sentetik veya dogal jel matriksler, yar1
gecirgen membranlar, miseller ve mikro kapsiller icinde hapsedilerek etkin bir
sekilde immobilize edilmesidir. Enzimler, organeller, hiicreler ve antikorlar polimer
jel matrikslerde ve daha basit olarak diyaliz membranlarinda tutuklanabilirler. Jel
matriste tutuklamada baslica akrilamit polimerleri, jelatin tabakalari, nisasta,
kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi, polivinil kloriir, polivinil alkol gibi
malzemeler kullanilir. Kullanilan bir diger tutuklama yontemi de elektrokimyasal

polimerlesmedir (Sassolas vd., 2012).

1.2.4.3. Enkapstulasyon

Enkapsiilasyon; kimyasal reaktifler kullanarak biyokomponent ile adsorban arasinda
¢Ooziinmeyen baglar olusturarak yapilan bir immobilizasyon yOntemidir.
Enkapstilasyon ajan1 olarak en ¢ok kullanilan kimyasallar glutaraldehit, hekzametilen
diizosiyanat, 2-izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro- 2,4-dinitrobenzen,
bismaleimido hekzan bisdiazobenzidin-2,2- disulfonikasit'tir (Buiculescu ve
Chaniotakis, 2012).

1.2.4.4. Kovalent Baglama

Biyokomponentler dogrudan veya uygun bir film ve tabaka ile kaplanmis transdiisere
kovalent olarak baglanabilirler. Kovalent baglama, baglanma ylizeyindeki veya
biyokomponent Gzerindeki tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (-NH,), karbonil (-
C=0), karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplarda gerceklesmektedir.
Fonksiyonel gruplarin olmadigi durumlarda cesitli yontemlerle (6rnegin; SAM)
fonksiyonel gruplar olusturulabilir. Biyokomponentlerin aktif transdiser yuzeyine
baglanmayip uygun bir materyalle kovalent baglanarak immobilize edilen bir
biyokomponentin transduser yiizeyinde bir film veya tabaka olusturarak baglanmasi

bir diger kovalent baglanma seklidir.

Kovalent baglama ile yapilan immobilizasyonda pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ¢esitli
degiskenlere karsi diren¢ saglanabilinir ve bu sekilde biyosensoriin dmriini
uzatilabilir. Fakat baglanmanin aktif merkezde ki gruplar iizerinde gerceklesmesi

biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep olabilir (Brena vd., 2013).

Kullanilan immobilizasyon yontemine gore biyosensorlerin yaklagik Omiirleri

asagida verildigi gibidir.
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Adsorpsiyon: 1 gun,
Membranda tutuklama: 1 hafta
Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta
Kovalent baglama: 4-14 ay

1.2.5. Kendiliginden Olusan Tek Tabaka (Self-Assembled-Monolayers, SAM)

Kendiliginden olusan tek tabaka (self-assembled monolayers, SAM) olusumu metal
yiizey ile sec¢ilen organik molekiiliin bag grubu arasinda olusan giiclii bir kimyasal
tutunma ile olusmaktadir (Uvdal, 1998). Alkil zincirler arasindaki hidrofobik ve Van
der Walls etkilesimleri sonucunda elektrot yiizeyinde ¢ok iyi diizenlenmis ve ¢ok
yogun bir tek tabaka elde edilir. Elektrot ylizeyinde olusan bu tek tabaka, ¢ozelti
icindeki elektro aktif tiirler ve elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi igin
Kinetik bir bariyer olarak tanimlanir. SAM yo6ntemini diger yontemlerden ayiran en
biiylik avantaji uygun molekiillerin segilerek tabaka kalinliginin kolaylikla kontrol
edilebilmesidir (Wink vd., 1997). Tek tabakanin olusumunu ve paketlenme
yogunlugunu; substratin yapisi, piirlizslizliigli, ¢Oziicii, adsorbantin yapisi,
adsorbantin tutunma siiresi, sicaklik ve adsorbant konsantrasyonu gibi pek ¢ok

parametre etkiler.

Organik araytizey
* Fonksiyonel gruplar sayesinde yiizey ézelliklerini
belirler
Fonksiyonel [ | |
Ug Grup Organik fnterfaz (1-3nm)
*iyi tammlannug incelik saglar
*fiziksel hir bariyer olugturur
Alkan
Zincini
Ligand veya
Ba Grup Metal Siilfiir Arayiizeyi
*yiizey atomlarin stahilize eder
Metal
Substrat

Sekil 1.3 SAM' in sematik gosterimi (Chen ve Li, 2006)
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Bu yondeki arastirmalar 1983 yilinda baglamistir. 10-20 metilen birimi ile tipik bir
alkan zinciri olan molekiiliin bas grubu substrata ¢ok giiclii ve tercihli bir sekilde
adsorpsiyonlanir. Tiyol (S-H-) bas grubu ve Au(IIl) substratt miikemmel bir sekilde
calisir. Cozeltideki tiyol molekiilleri kolaylikla altin yiizeye adsorplanirlar ve
yiizeyden disa dogru olan kuyruk kismi ile beraber yogun bir tek tabaka olusturulur.
Farkli kuyruk gruplarina sahip tiyol molekiilleri kullanilarak kimyasal ylizey
fonksiyonlar1 c¢esitlendirilebilir. Bunun yani sira, SAM tabakasi olusturulduktan
sonra fonksiyonel kuyruk gruplari cesitli kimyasal reaksiyonlardan gecirilerek de
yapt cesitlendirilebilir (Uvdal, 1998). Ideal tek tabaka miikemmel bir sekilde
stralanmis, sikica paketlenmis alkan zincirlerin diiz ve piiriizsiiz ylizeye tutunmasi
olarak bilinir. Kat1 substratlar {izerinde molekiiler tabakanin olusturulmasina yonelik
iki yontem mevcuttur: Langmuir-Blodgett transferi ve kendiliginden olusma (SAM).
SAM yapist cam veya metal oksit (Al/Al,O3, SiO,, PtO,TiO, ve ZrO,) ylzey
tizerinde alkan silanlar kullanimiyla, metal yiizey iizerinde kuvvetli adsorpsiyon
gosteren disulfir (R-S-S-R), stlfir (R-S-R) ve tiyol (R-SH) kullanimiyla stabil bir
tek tabaka olusturma prensibine dayanir. Farkli yiizeylerdeki tek tabaka olusumlari

sekilde verilmistir.

Fonksiyonel grup

|
|
|
x=¢l ) ) :
OMe |
OEt % Alkil zinciri :

| veva

! \
|
X7 |
5 !
X |
HX (H)

040405080, |
OH OH OH OH 0000 |
l
|

z

Au

Sekil 1.4 Degisik yilizeylerdeki SAM yapilari

Tiyoller, siilfiirler veya disiilfiirler uygun safliktaki ¢oziiciiden dogrudan adsorplanir.
Seyreltik ¢ozeltideki alkan tiyoller bir saat i¢cinde siki ve iyi paketlenmis tek tabakay1

olusturur. Adsorpsiyon zamani zincir uzunlugundan bagimsizdir, ancak
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konsantrasyonun yiiksek olmasi adsorpsiyon zamanini kisaltir. Yogun tek tabakanin
kendiliginden hizlica olusmasina ragmen iyi bir diizenlenmenin ger¢eklesmesi uzun

zaman alir (Wink vd., 1997).

SAM, tiyolat veya silfir molekilleri tiyol kimyasini kullanarak genis araliktaki bir
metal yiizeyinde (6rnegin altin, glimiis, bakir, platin ve nikel) kendiliginden
diizenlenen tabakalar olustururken, silan molekiillerinin hidroksil terminalli

yiizeylerde (6rnegin Al/Alzoa’ ITO, PtO,TiO2 ve ZrOZ) veya siloksi baglarinin,

organik asit veya bifonksiyonel amfifilik dzelliklerinin ¢ok sayida metal ve metal
oksit yiizey lizerinde ve diger molekiillerin veya bilesiklerin metal yiizeyleri tizerinde

tabakalar olusturmasi sonucunda silan tek tabakalar1 olusur.

1.2.5.1.SAM Tabakasinin Yapisi ve Stabilitesi

a)Yiizeyin Hazirlanmasi

Substratin 6zellikleri, 6zellikle yiizey topografisi veya piiriizliiliigii, kendiliginden
olugma yonteminde ve olusan tek tabakanin 6zellikleri lizerinde etkilidir. Substratin
modifikasyondan o6nce gerceklesen yiizey 6n hazirligi ile temiz ve aktif bir yiizey
elde edilir. Yapilan 6n hazirlik, substratin fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal

olarak temizlenmesidir (Chen vd., 2006).

Substratin temizligi ve kristalize yapist genellikle pinhole seklindeki bosluklarin
dagilimmin nicel olarak hesaplanmasiyla belirlenen tabaka yogunlugu iizerinde

onemli bir etkiye sahiptir (Chaki vd., 2002).

b) Iimmobilizasyon Teknigi

Genel olarak SAM yapilarmin substrat yiizeyine immobilizasyonu elektrotun
adsorblanacak maddenin c¢ozeltisine 24 saat ve ilizerinde daldirilmasiyla
gergeklestirilir. Bu daldirilma siireci boyunca, elektrot yiizeyine SAM yapilarinin
adsorpsiyon kinetigi genellikle iki asamada tanimlanir. Ilk olarak film tabaka
olusumunun %80-90’lik kismi genellikle birka¢ dakika iginde hizli bir sekilde
gerceklesir, bunun devaminda ise daha yavas bir siire¢ baglar ve 10 ila 20 saat
arasinda hem kalinlik hem de ylizeyin kurumasi denge degerine ulasir. Bu nedenle,
genellikle substratin SAM ¢ozeltiler i¢indeki inkiibasyon zamani 24 saatten daha
fazla olarak ayarlanir, daha uzun zaman dilimi daha yiiksek kalitede SAM yapilarin

olusmasini ve ylizeyin miimkiin oldugunca SAM ile kaplanmasini saglar. Bu
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inkiibasyon zamaninin gesitliligi daha ¢ok kullanilan SAM ¢ozeltisine baglidir (Chen
vd., 2006).

c) Ylzey Aktif Maddeler (Surfaktanlar)
Farkli siirfaktanlarin elektrolit ¢dzeltisi iginde bulunmasi, farkli yollardan substrat
tizerinde olusan SAM yapisindaki elektron transfer verimini ve bariyer 6zelliklerini

duzenlemektedir (Chen vd., 2006).

d) Cozlcu

Coziicl seciminin kinetik olusum ve kendiliginden olusum mekanizmalar {izerindeki
etkileri karisik ve ¢ok iyi anlagilamamis bir konudur. Yapilan bir takim arastirmalarla
adsorplanan ¢Oziiciiniin, tek tabaka olusumundaki etkisi ortaya c¢ikarilmistir.
COzlclinin  SAM  yapisinin  dogasindaki  davranisi, gecirgenligine  etkisi,
hidrofobik/hidrofilik karakteri ve diger ara yiizeyle ilgili 6zellikleri SAM tipini
belirler. COzucu-substrat iliskisi ¢ozeltiden tiyol gruplarinin adsoplanma hizini
etkiler (Chen vd., 2006). Ornegin, eger tek tabaka c¢dzelti ara yiizeyinde herhangi bir
spesifik etkilesim varsa, tek tabakanin igerdigi hidrofilik fonksiyonel gruplar

cozeltideki iyonlarin elektrot ylizeyine niifuz etmesini saglar.

e) Sicakhk

Sicaklik substrat yiizeyindeki SAM yapisinin elektrokimyasal ve yapisal 6zelliklerini
etkileyen bir diger faktordiir. SAM yapilarin igerdigi kimyasal fonksiyonel gruplar
karmagik etkilesimler gostermektedir. Biiylik oranda sicakliktan etkilenen bu
karmagik etkilesimler; elektrostatik itme, siki paketlenmis bir yapida sterik
etkilesimler, hidrojen baglarinin stabilizasyonudur. Bu durumda SAM tabakasinin

elektrokimyasal 6zellikleri sicakligin etkisi ile degisir

Zincir uzunlugu diger bir 6nemli parametredir. Kristalin dogasini elde etmek ig¢in

zincir uzunlugunun kontrolii ile yogun tek tabaka elde edilir (Chaki vd., 2002).

1.2.5.2.Biyosensorlerde SAM
Antikorlar, nukleik asitler ve enzimler veya organize sistemler gibi secici olarak
tercth edilen biyomolekiiller molekiiler taninma reaksiyonlarinda kullanilir.

Kullanilan bu biyomolekiillerin immobilizasyonlari olduk¢a 6nemlidir.

Biyosensorlerin  yiiksek  spesifiklik saglamasimnin  yaninda;  elektrokimyasal
sensOrlerin renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir konsantrasyon araliginda

dogrudan olgiime olanak saglamak gibi avantajlar1 vardir. Biyosensorler diisiik
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maliyete, hiza, basit kullanima sahip analitik cihazlardir. Ayrica biyolojik algilayici
elementlerinin segiciligi 6rnek 6n hazirligina ve fazla miktarda 6rnege bagl degildir
ve kompleks karigimlarda gercek zamanli analiz i¢in ¢ok yiiksek spesifiklikte

cihazlarin gelistirilmesine olanak saglar.

Gelisen sensor teknolojisinin yiiksek duyarlik, kisa 6l¢iim siiresi, gereksinime gore
islem akisi, Olglim ve analiz maliyetlerinde azalma, otomatik Ol¢lim ve ayar
sistemlerinin devreye sokulmasi, multi sensor sistemlerinin gelistirilmesi, ayn1 anda
bircok analitin tayini gibi avantajlara sahip bir¢ok yeni uygulamaya olanak saglamasi

beklenmektedir.

Biyoreseptorlerin, antikorlarin ve enzimlerin uzun sireli stabilizasyonundaki
sorunlar, sensorlerin sterilize edilebilirlikleri, in vivo uygulamalar i¢in biyouygunluk
sorunlari, spesifik olmayan adsorbsiyonlar, enzim bazli sensorlerde immobilizasyon
ve mediator sorunlari, gidalardaki diger bilesenlerin olusturdugu girisimin
azaltilmasindaki problemler, sensorlerin kigultilmesindeki sorunlar biyosensoérlerin

ticari olarak Uretilmesine engel olan durumlar arasinda gosterilebilir.

1.3. Yizey Plazmon Rezonans ( SPR - Surface Plasmon Resonance)

SPR spektroskopisi soy metal ylizeyinde dielektrik ortaminin kalinligini ve kirilma
indeksini karakterize etmek i¢in kullanilan yiizey hassas bir tekniktir (Yusmawati
vd., 2007). SPR sensorleri sadece metal yiizeye olan sinirli bir yakinligi ya da belirli
bir hacmi inceleyebilmektedir. Sinyalin alindigi elektromanyetik alanin niifuz
derinligi genel olarak birkac yiiz nanometreyi gegcmemektedir ve SPR yiizeyindeki
metal tabakadan uzaklasildikga Ussel olarak azalmaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 SPR sensorlerinde analiz basamaklarinin sematik gésterimi (Tudos ve
Schasfoort, 2008)

Son yillarda yiizey plazmon rezonans sensorlerle ilgili bir ¢cok ¢alisma yapilmistir ve
polipirol filmler gibi iletken polimerlerin, optik ve elektriksel 6zelliklerinin in situ
arastirilmasinda etkili bir optik teknik oldugu goriilmiistiir (Damos ve Kubota, 2006).
SPR  tekniginin  kullanildigit  bir  ¢alismada, polipirol (PPy) ve 2-
merkeptobenzotiyoazol filmleri ile agir metal tayini gergeklestirilmistir. Bu
caligmada 0,01 ppm algilama sinir1 ve 0,1-10 ppm aralignda dogrusal sensor cevabi
elde edimistir (Yu vd., 2004). Yiizey plazmon rezonans teknigi, ¢esitli kimyasal ve
biyolojik sensor uygulamalari igin gii¢lii bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Zhang
vd., 2003).

SPR, 15181n ¢ok ince bir metal ylizeyinde rezonans kosullarini saglamasi ile metal ve
bir dielektrik ortam arasinda yayilan yiik yogunluklu dalganin olusturulmasi prensibi
ile calisir. Bu yiik yogunluklu dalga, tek dalga boylu ve dik polarize bir 151k kaynagi
ile saglanir. Rezonans kosullarinda, 15181n enerjisi, metal dielektrik (yalitkan) madde
ara yiizeyinde hareket eden yiik yogunluklu dalgaya harcanir. Bu dalga, ara yiizeyde
bulunan dielektrik ortaminin yogunluk ve yiikk yogunluguna ( bir baska deyisle
kirilma indisinin reel ve imajiner kdklerine) baghidir. Bu nedenle, dielektrik ortamda

gergeklesen bir fizikokimyasal olay, Ornegin molekiiler birikim, rezonans
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kosullariin siddetli bir sekilde degismesine ve ¢ok kiiciik degisimlerinde sensor
izerinde biiyiik sinyal degisimlerine neden olmasini saglar (Homola, 2006). SPR,
ylizey ve ara ylizey c¢alismalarinda biiyiik avantajlar1 olan basit bir teknik olarak
kabul gdérmektedir. Ince film uygulamalarinda, boyutunun kiiciik olmasi, hizl1 analiz
imkanlari, maliyetinin diisiik olmasi ve referans c¢ozelti gibi ilave ¢ozeltilerin
kullanilmasina gerek duyulmamasi nedeniyle siklikla kullanilan bir tekniktir (Zhang
vd., 2007).

Yiizey plazmon rezonans ile ilk ¢alismalar Ritchie ve arkadaslar1 (1968) tarafindan
yapilmustir. Ilerleyen yillarda, Kretschmann tarafindan gelistirilen ve giiniimizde de
Kretschmann konfigiirasyonu olarak bilinen, ¢ogu ticari SPR sistemlerinde kullanilan
konfigiirasyonu kullanarak ince giimiis filmlerin sicaklifa bagli plazma rezonans
emisyonlarint ve ince filmlerin optik sabitlerini (Kretschmann, 1969) iceren bir
calisma yaymlamistir. SPR teknigine dayali ilk kimyasal algilama deneyi Liedberg
arkadaglar1 (1983) tarafindan yapilmistir. SPR rezonans kosulunu saglayan hafif bir
metal ve dielektrik malzeme arasindaki ara yiizey boyunca bir yik yogunluklu
dalganin monokromatik ve p-polarize 151k demeti ile uyarildig1 optik bir siirectir
(Kurihara ve Suzuki, 2002). SPR sistemleri giiniimiizde biyomolekiiler etkilesim
caligmalarinda kinetik ve denge sabitlerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan

bir tekniktir.

Kirilma indislerindeki degisimlerden dolayr geleneksel yiizey plazmon rezonansi
(SPR) biyosensorler kullanilarak kiigiik molekiilleri dogrudan tespit etmek oldukga
zordur. Wang ve arkadaglar1 (2011) SPR ile yaptiklari bir ¢alismada, adenozin gibi
kicik molekdlleri yiiksek hassasiyet ile belirlemek i¢in boliinmiis aptamer pargalari
SPR biyosensor yapiminda kullanilmistir (Sekil 1.6). Adenozin i¢in bir ucunda altin
film olan diger ucu altin nanopartikiil (AuNP) ile modifiye edilmis olan bir aptamer
tasarlanmistir. Adenozin varliginda, ¢ift DNA sarmalina saglam aptamer yapisi
takilmistir ve AuNPs etiketli adenozin-aptamerin kompleksi Au film olugsmustur. Bu

caligmada SPR biyosensoriiniin adenozin algilama sinir1 1.5 pM olarak belirlenmistir.
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Sekil 1.6 Wang ve arkadaslar1 (2011)' nin yaptig1 calismanin sematik gésterimi

1.3.1. SPR' de Kullanilan Analiz Yontemleri

Optik sensor uygulamalarinda analiz yontemi tayin edilmek istenen hedef molekiiliin
biiyiikliigii, biyomolekiiler taniyict elementin hedef molekiilii baglama karakteristigi,
hedef molekiiliin konsantrasyon araligr ve 6rnek matrisi gibi parametrelere baglidir
(Dosta'lek vd., 2006). Optik sensor yapisina dayali biyosensor analizlerinde genel

olarak kullanilan formatlar1 sunlardir (Sekil 1.7).

1.3.1.1. Dogrudan Analiz Yontemi

Bu analiz yonteminde biyomolekiiler algilama elemani (6rnegin antikor) sensor
yuzeyine direk olarak immobilize edilmektedir. Daha sonra analit ¢ozeltisi sensor
yuzeyine gonderilmekte ve analitin sensor ylzeyindeki algilayici elemana
baglanmasi ile meydana gelen fizikokimyasal degisimi belirlenmektedir (Dosta'lek
vd., 2006).
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1.3.1.2. Sandvi¢ Yontemi

Dogrudan analiz yonteminin spesifikligini arttirmak ve 6l¢tim sinirini diigiirmek igin
sandvi¢ yontemi siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde sensor yiizeyinde
tantyict ve hedef molekiil etkilestirildikten sonra sensdr yiizeyine ikinci tantyici

molekul gonderilmektedir (Homola, 2008).

1.3.1.3. Yarismah yontem

Bu yontemde iki analit sensdr ylizeyindeki taniyicit tabakaya baglanmak icin
yarismaktadir. Analitlerden biri serbest halde iken diger analit bovin serum albumin
(BSA) ya da kazein gibi biiyiik bir molekiile baglanmaktadir. Taniyict molekiil
sensOr ylizeyine immobilize edildikten sonra iki analitide iceren ¢Ozelti sisteme
verilmekte ve serbest analit ile biiylik molekiille baglanmis analit sensor yiizeyine
baglanmak i¢in yarigmaktadir. Baglanma sinyali analit konsantrasyonu ile ters

orantilidir (Mazumdar, 2008).

1.3.1.4. inhibisyon yéntemi

Inhibisyon yonteminde, sabit konsantrasyondaki taniyict molekiil, bilinmeyen
konsantrasyonda analit iceren Ornek ile karistirilmakta ve dnceden yiizeyine analit
immobilize edilmis sensor yiizeyine gonderilmektedir. Cozelti igerisindeki analite
baglanmayan tantyict molekiil sensor ylizeyine baglanmaktadir (Schasfoort vd.,

2008).
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Sekil 1.7 Analiz yontemlerinin sematik gdsterimi, a) Dogrudan analiz yontemi, b)
Sandvig¢ ydntemi, ¢) Yarismali yéntem, d) inhibisyon ydntemi
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1.3.2. SPR'nin Civa Tayininde Kullanilmasi

Eser metallerin analizi icin bir ¢ok teknik mevcuttur. Ornegin; atomik absorpsiyon
(AA), atomik emisyon ve floresans, indiiktif olarak eslesmis plazma-Kutle
spektrometresi (ICP-MS) ve elektrokimyasal teknikler (iyon-secici potansiyometrik
ve anodik styirma voltametri gibi) (Skoog vd., 1992). Bunlarin tam ve hizli ¢6ziim
yeteneklerine ragmen bu tekniklerin her biri belli dezavantajlara sahiptir ve son
zamanlarda analitik ilgi optik sensorler gelistirmeye odaklanmistir. Bu yontemlerin
biitlin uygulamalar1 kimya ve cihaz bilgileri gerektirir ve kesinlikle cihazlara ihtiyag
duyulmaktadir (Tang vd., 2010). Optik sensorlerin boyut, maliyet etkinligi, basitlik,
referans ¢ozeltiye ihtiya¢ duyulmamasi ve saha caligmalarina uygulanabilirligi gibi

avantajlar1 vardir ( Zhang vd., 2002).

ICP-MS'nin Onemli bir dezavantaji cihazin yiiksek maliyetli olmasidir. Bununla
birlikte cihaz oldukg¢a biiyiiktiir ve bir elementin farkli yiik hallerine kars1 secici
degildir. Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) tekniginin 6nemli dezavantaji ise
kalibrasyon egrilerinin lineer olmamasidir (6zellikle 0.5 - 1 absorbans degerlerinde).
Indiiktif eslesmis plazma atomik emisyon spektroskopisinin (ICP-AES) isletme ve
kurulum maliyetleri oldukca yuksektir. ICP-AES'nin bir bagka dezavantaji ise birgok
emisyon hattinin sebep oldugu spektral etkilesimlerdir. Voltametrik yontemler, basit,
ucuz ve tasmabilirlerdir fakat karmasik numune girisimlerinden c¢ok fazla
etkilenmektedirler. Anodik siyirma voltametrisinde sadece amalgam olusturan

tiirlerin tayini yapilabilmektedir (Zhang vd., 2007).

Oysa ki bu tir dezavantajlara sahip olmayan optik sensoérler glinimuze kadar surekli
gelisme igindedir. Ancak hala etiketleme ajanlarinin kullanilmasina yada tasiyicilarin
hedef metal iyonu i¢in segici afiniteye sahip olmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun
aksine SPR spektroskopisi etiketleme ajanlarina gerek olmayan bir optik sensor
olarak bilinir (Whelan vd., 2002). Optik sensoérlerin kullanildigi bir g¢alismada,
adsorplama bileseni (prob) olarak 1,6 Hekzenditiyol (HDT) kullanilmistir. Bu
caligmada yalnizca civaya spesifiklik belirlenmis ve 1 nM'lik algilama smir1 elde
etmiglerdir. Yine aymi ¢alismada segiciligi di-2,4,4-trimetilpentil fosfinik asit
(CYANEX 272) kullanarak ginkoya ( Zn®*) kaydirmislardir (Chah vd., 2004). Yiizey
plazmon rezonans sensorleri agir metallerinin sulu ortamlardan tayin edilmesinde
alternatif bir metottur. SPR yontemi, ylizey duyarl bir tekniktir, bir baska deyisle
yiizeyde gerceklesen bir fizikokimyasal degisikligi belirler. SPR spektroskopisinde

26



bir soy metal yilzeyinde kalinlik ve dielektrik ortaminin kirilma indisi olgiilir
(Yusmawati vd., 2007).

SPR yiizey ve ara yiizey ¢alismalar1 i¢in basit bir optik teknik olarak kabul edilir ve
biyomolekiillerin arastirilmasinda biiyiik bir potansiyele sahiptir (Wu ve Lin, 2005).
SPR'nin yaygin olarak ara yiizey ve ince film galismalari i¢in kullanilacak etkili bir
optik teknik oldugu ¢alismalarla ispat edilmistir (Mendelez vd., 1997). Daha 6nce de
belirttigimiz diger civa iyon analiz teknikleri ile karsilagtirildiginda, SPR
spektroskopisi biiyiikliigii, maliyet-etkililik, basit 6rnek hazirlanmasi, hizli 6lgiim
yetenegi ve referans c¢ozeltisine ihtiyag duyulmamasi avantajlar1 vardir. Agir metal
iyonlarina SPR optik sensdriin yiiksek bir spesifiklikte olmasi ince altin film iizerine
uygun bir malzemeden ince bir tabaka gelistirilmesi ile elde edilebilir (Forzani vd.,
2007; Wu ve Lin, 2004).

Gegtigimiz on sene igerisinde ylizey plazmon rezonans sensorleri genis kapsamda
calisilmustir. Ornegin, Chah vd., (2004) Hg®* iyonunu secici olarak adsorplayan 1,6-
hekzanditiyol (HDT) molekuliinii SPR yizeyine tek tabaka olarak immobilize ederek
ng+ tyonunu Pb [II], Ni [II], Zn [II] ve Cu [II] gibi agir metal iyonlarinin arasindan
secici olarak tayin etmislerdir. Bu ¢alismada 100 uM Hg?®" iyonunun secimli olarak

tayin edilebildigini bulmuslardir.

Li vd., (2010) manyetik tanecik esasli elektrokemilimiinesans algilama yontemiyle
yeni ve oldukca hassas bir Hg”* dedektérii gelistirmislerdir. T- Hg™ -T (Timin-
Hg*?-Timin) spesifik etkilesimini kullanilarak gelistirilen bu dedektdr, manyetik
tanecige tutturulmus algilama probu ve TBR (tris 2,2-bipiridin rutenyum (11)) ile
etiketlenmis bir diger oligoniikleotid probun ayni anda kullanilmasi ile ¢aligmaktadir.
Bu iki DNA probu cift-sarmalli bir yap1 meydana getirmektedir ve bu sayede bir
manyetik alan ile elektrodun ylizeyi tzerinde toplanabilmektedir. Elektrot Gzerinde,
TBR etiketler ve tripropilamin (TPA), 6zel yapilmis elektrokemiluminesan (ECL)
sistemi tarafindan tespit edilen fotonlar yayarak tepki verirler. Bu ¢alismada 5 nM
seviyesinde Hg?* tayini gerceklestirilmistir. Kullanilan sistem Sekil 1.8' de

gosterilmistir.
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Sekil 1.8 Civa algilamada kullanilan manyetik tanecik bazli ECL analiz sisteminin

sematik gdsterimi

Yapilan baska bir c¢alismada HgJ'2 iyonlarinin SPR ile tayininde kitosan
kullanilmistir.  Kitosan, kitosan zinciri igerisinde ¢ok sayida amino grubu
barindirdigindan ¢ok daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. Bu ¢alismada
capraz bagh kitosan kullanilarak 0,5 ppm'lik Hg+2 iyon algilama siniria
ulasmiglardir. Ancak bu g¢alismada herhangi bir diger agir metal ile karsilagtirma

yapilmamistir (Fen vd., 2011).

Abdi vd. (2011) yizey plazmon rezonans sensérinin yuzeyinde eser miktarda civa
ve kursun iyonlarinin tayini igin polipirol-kitosan (PPy-CHI) polimer kompoziti
olusturmuslardir. Bu ¢alismada secici adsorpsiyonu PPy-10 CHI film saglamaktadir.
50 ppb Hg ve Pb tayininde, elde ettikleri sonuclar, SPR sensériin Pb?*’ye daha

duyarli oldugunu gdstermistir.

Literatiirde karsilasilan bir diger agir metal algilama teknigi renk degisimine
(kalorimetrik) yoneliktir. Kalorimetrik tayin yontemleri, karmasik ekipmanlarin
kullanilmast gerekmeksizin analizin gerceklesmesini saglar. Nanoparcaciklarin
cozelti igerisindeki yerel plazman rezonans davraniglari nanopargaciklarin dogrudan
sensor olarak kullanimimi saglar. Ornegin Chao ve arkadaslar1 (2012) protein ile
modifiye edilmis altin nanopargacigi prob olarak kullanarak agir metal tayini
gerceklestirmis. Bu ¢alismada biotin-streptavidin etkilesimi kullanilarak 1puM ile 50

nM arasinda Hg*? tayini gergeklestirmislerdir.
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Altin nanoparcaciklarinin kullanildigi bir diger ¢alismada, DNA sekansi ile modifiye
edilmis olan Au nanopartikiillerin kullamimi ile SPR sensérii kullamlarak Hg*? tayini
gergeklestirilmistir.  Bu  calismada  ylizeye  immobilize  edilmis  prob
oligoniikleotidlerinin tizerine Hg*? 6rnegi ve komplimenter olmayan oligoniikleotid
cozeltisi gonderilerek bir sandvi¢ algilama sistemi yapilmistir. SPR sinyalini
arttirmak i¢in Au nanopartikiilleri ile modifiye edilmis eslenik olan oligoniikleotid
gondererek SPR sinyalini gliclendirmislerdir. Bu ¢alismada secici (Ni, Mn, Mg, Fe,
Zn, Cu, Pb iyonlan igeren cozeltilerde tayin gergeklesmemistir) bir sekilde Hg+2
tayini 10nM'e kadar gergeklestirmislerdir (Chang vd.,2011).

1.4. Elipsometre

Elipsometre yonteminin tarihi 19. ylizyilin baslarina kadar uzanmaktadir. Ancak son
on yilda, hem aygitlarin kontrolii hem de sonuglarin es zamanli analizi igin
bilgisayarlarin genis sekilde kullanilmasi ve ayrica ince film karakterizasyon
tekniklerindeki gelismeler Spektroskopik Elipsometriyi (SE) ¢ok kullanilan ve tercih
edilen bir yontem haline getirmistir. SE yontemi herhangi bir ortam igerisindeki ince
filmlerin incelenmesi ic¢in kullanilir. Bu yontemle film parametreleri, film kalinligi,
bilesimi, optik Ozellikleri ve yiizey yapisi incelenebilmektedir. SE ydnteminin bir
diger kullanim alan1 6zellikle kuantum kuyucuklarinin ve siiper orgii yapilarinin
etkin dielektrik fonksiyonlarinin tayinidir. Bu yoOntem ayrica yari iletken
karakterizasyonunda ve Ozellikle ara ylzeylerin buyutilmesinde, bu yizeylerin
kontroliinde ve incelenmesinde yaygin bi¢imde kullanilmaya baslamistir (Tompkins

ve McGahan, 1999).

SE yontemi bir elektromanyetik dalganin bir ara yiizeyden yansimasi durumunda
kutuplanma halindeki degisiminin bir 6l¢iimudur. Optik 6zelliklerin tayini genelde
iki veya U¢ fazli modellere dayali olarak gergeklestirilir. Bosluk ve malzemeden
olusan iki fazli basit bir ortamda yiizey etkileri ihmal edildiginde homojen
malzemenin bulk dielektrik fonksiyonu oldukca basittir ve asagidaki esitlik ile ifade
edilir (Tompkins vd., 1998).

é:Snla{lerzq,(:_P] ] (1.1)
P
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Burada © yukarida belirtilen 1513 ara yiizeyde yansimasiyla kutuplanma

durumunda olusan degismeyi temsil eden temel bir parametredir. ? ise 151810 ylizeye
gelme agisidir. Ancak bir ince filmin s6z konusu oldugu ii¢ fazli modelde dielektrik
fonksiyonunu bu basit ifadeyle temsil etmek artitk miimkiin degildir. Sadece hava-
film-alt tabakadan olusan yapilar ic¢in degil, temelde iki fazli olsa bile yiizey
kusurlari, bozunmalar ve kirlenmeler igeren yapilar i¢in de s6z konusu ifade (iki fazl

model) gecerliligini yitirmeye baslar.

SE yontemi ile ifade edilen dielektrik fonksiyonu, gelen 1518in malzeme igerisine
niifus ettigi bolge boyunca ortalama bir dielektrik fonksiyonudur. Bu nedenle
yukaridaki ifadede verilen dielektrik fonksiyonu genellikle Pseudo- veya etkin-
dielektrik fonksiyonu olarak adlandirilir. Eger malzeme yapisi ¢cok karmasik degilse
bu etkin dielektrik fonksiyonu ya da kalinlig1 tayin edilir. Yapmin ¢ok karmasik
oldugu, dolayis1 ile alt tabaka ve film 6zelliklerinin birbirinden ayirt edilemedigi
durumlarda bile etkin dielektrik fonksiyonunda yiizey tabakalariin varligiin etkisi

genellikle ¢ok kolay gozlenebilir ve sonucta bu tabakanin 6zellikleri belirlenebilir.

Elipsometrenin 6nemli bir {stiinliigii, 6zellikle ince film yapilarin biiyiitilmesi
esnasinda yiizey kalitesinin, film kalinliginin ve dielektrik 6zelliklerinin es zamanl
olarak kontrol edilmesine olanak saglamasidir. Ciinkii elipsometrik Ol¢imler cok

hizl bir sekilde gergeklestirilebilir.

SE yonteminin 6nemli bir kullanim alan1 da ¢ok ince kalinliktaki yapilarin dielektrik
fonksiyonlarinin tam tayin edilmesidir. Bu yontem yardimiyla birkag atomik tabaka
kalinligindaki yar1 iletken filmlerin bile ger¢cek dielektrik fonksiyonlari hassas
bicimde belirlenebilmektedir. Ozellikle en kiicik kareler regresyon analizi ile

birlestirildiginde SE yontemi;

1. Cok tabakal1 yapilarin kalinlik profili,

2. Her bir tabakanin kalinlig1 ve bilesimi,

3. Her tabakadaki kristal derecesi,

4. Muhtemel bir iist kirlenme tabakasinin kalinlik ve 6zellikleri,
5. Yiizeyin mikro yapidaki piiriizlii tabakasinin kalinligi,

hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilmektedir.
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Elipsometri, polarize monokromatik 151k diizlem dalgasinin belirli bir agida bir
yiizeyden yansimasi ile elde edilen polarizasyon degisiminin ol¢iilmesine dayanir
(Tompkins ve McGahan, 1999). Bir elipsometre ile Olculen temel buylklik

kompleks yansima oranidir:

_ X
p=7 (1.2)

Burada y, ve y; sirasiyla yansiyan ve gelen 1518in polarizasyon durumunu gosterir.
Optik olarak izotropik olan tum yuzeyler ile bir ka¢ anizotropik yiizeyler icin

yukaridaki esitlik, asagida belirtildigi gibi basitlestirilebilir:

p= % = tanype™® (1.3)

N

Burada, Rp ve Rs sirasiyla, gelis diizlemine paralel ve dik olarak polarize olmus
15181 kompleks yansima Kkatsayilaridir. Psi (W) ve Delta (A) parametreleri
elipsometrik agilar olarak adlandirilir ve bir elipsometreden deneysel olarak elde
edilen buyukltkler olarak nitelendirilebilir. Ancak gercekte Olculen buyuklukler
kullanilan cihaz yapilandirilmasina baghdir. Optik olarak izotropik olmayan
yiizeyler, farkli {i¢ Xi noktasinda ve ii¢ ¢ift delta (A) ve psi (V) verisinin elde edildigi

tam karakterizasyon ol¢umleriyle analiz edilir.

1.5. Aptamer Teknolojisi

Aptamerler, in vitro olarak secilen fonksiyonel molekullerin mikemmel bir
ornegidir. 1990 yilinda, iki grup bagimsiz olarak RNA sekanslarinin izolasyonu igin
spesifik olarak hedef molekiillere baglanabilen in vitro secim ve amplifikasyon
gelistirmistir (Tuerk ve Gold, 1990). Sonradan aptamer olarak adlandirilan bu
fonksiyonel RNA oligoniikleotidleri Latince'de "uygun" anlamina gelen aptus'den
tiiretilmistir (Jayasena, 1999). Daha sonra, DNA-temelli aptamerlerde bulunmustur

(Ellington ve Szostak, 1992).

Aptamer teknolojisi, kesfedilmesinden itibaren, bilimsel ve endiistriyel topluluklarda
biiyiik ilgi gdrmiistiir. Sonrasinda ki yaklasik 20 yillik ¢alismalarla, 6zellikle hizli ve
otomatik se¢cme teknolojilerin gelistirilmesi ile DNA ve RNA aptamerlerinin genis
bir hedef araliginda (6rnegin proteinler, peptidler, amino asitler, ilaglar, metal
iyonlar1 ve hatta biitiin hiicreler) sik1 bir baglayici oldugu tespit edilmistir (Tombelli
vd., 2007). Hedef molekiiliine baglandiktan sonra katlanabilme yetenegine sahip
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olarak turetilen aptamerler genellikle hedef molekulleri icin yiksek bir afiniteye
sahiptirler. Bu aptameler ya kendi niikleik asit yapilar1 i¢indeki kiigiik molekiillere
dahil edilebilir yada protein gibi makro molekillere entegre edilebilirler (Hermann
ve Patel, 2000).

Aptamerler teshis ve tedavi icin giderek daha 6nemli molekiiler araglar haline
gelmislerdir. Aptamer bazli biyosensorler 6zellikle antikorlar ve enzimler gibi dogal

reseptorler kullanilan biyosensorlere kiyasla goriilmemis avantajlara sahiptir.

Ik olarak, yiiksek 6zgulliik ve afiniteye sahip olan aptamerler, prensip olarak, kiigiik
molekdllerden biyuk proteinler ve hatta hucrelere kadar, herhangi bir hedef igin in
vitro olarak segilebilmektedir. Boylece aptamer bazli biyosensorleri genis bir

yelpazede gelistirmek ve kullanmak miimkiin olmaktadir.

Bir diger avantaji ise, tek secimli aptamerler ticari kaynaklardan yiiksek Olgiide
tekrarlanabilirlik ve saflik ile sentezlenebilir. Ayni zamanda, protein bazli antikorlar
veya enzimlerin tersine, DNA aptamerler genellikle kimyasal olarak yiksek

kararliliga sahiptir.

Son olarak, aptamerler genellikle baglandiklar1 hedef {izerinde 6nemli yapisal
degisiklikler yapabilirler. Bu 6zellik yiliksek algilama hassasiyeti ve segiciligi olan

yeni biyosensor tasariminda biiyiik bir esneklik sunmaktadir.

Son yillarda, konformasyon ve ligand-baglanma o6zelliklerinden dolay1 niikleik asit
aptamer anlayisi yogun ilgi gormiistiir ve aptamer reseptorleri iizerinde biyolojik

tayin yontemleri kullanilmasini saglamistir (Clark ve Remcho, 2002).

Aptamerler, SELEX gelistirmeye (Systematic Evulation of Ligands by Exponential
Enrichement - Ussel zenginlestirme yolu ile Ligandlarin Sistematik Evrimi) dayal1 in
vitro prosesleri nedeniyle 'kimyasal antikorlar' olarak adlandirilirlar (Sekil 1.9).
Hayvan,  bagisiklik  sisteminin  uyarilmasinda  kullanilan  antikorlarin
hazirlanmasindan farkli olarak, SELEX yontemi bagisiklik sistemi tarafindan elde
edilmesi bagka tiirliit miimkiin olmayan, toksik ve immiinojenik olmayan hedefler i¢in
aptamer iretimini miimkiin kilmaktadir (Jayasena, 1999). Ayrica, bu yontemle
hedefin spesifik bir bolgesinde de aptamer iiretmek miimkiindiir. Simdiye kadar
aptamerler, metal iyonlar1 (6rnegin, K*, Hg** ve Pb®), kiiciik organik molekiiller
(6rnegin, amino asitler, ATP, antibiyotikler, vitaminler ve kokain), organik boyalar,

peptidler ve proteinler (6rnegin, trombin, biiyiime faktorleri ve HIV ile ilgili peptit),
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hatta tiim hiicreler veya mikroorganizmalar (6rnegin, bakteri) de dahil olmak tizere
cok genis bir araliktan secilmistir (Ramos, 2007). Aptamerlerinin boyle genis
kullanim alanlarin1 olmasi teshis, anti-biyoterdrizm, ¢evre ve gida analizi de dahil bir

cok yeni biyoanaliz cihazlar1 gelistirmeyi miimkiin kilmaktadir (Tombelli vd., 2007).

Aptamerler genellikle hedeflerine kars1 yiiksek segicilik ve afiniteye sahiptirler.
Antijen ve antikorlara benzer olarak, aptamerler ve molekiiler hedefleri arasindaki
etkilesim genellikle hedef molekiil i¢inde ki kiigiik farkliliklarin bile aptamer
baglarin1 bozabilecegi kadar spesifiktir. Bu yiiksek segicilige ek olarak aptamerler,
ozellikle de pikomolardan (pM) nanomolara (nM) degisen aralikta ayrigma
sabitlerine (Ky) sahip olan makromolekiillerde (6rnegin; protein) yiksek afinite ile

hedeflerine baglanirlar.

> > > > > Rastgele nikleik asit kitiphanesi
IR DR 10"~10" :
& 6 Sonraki 5@
Dongl M? Aptamer
Hedef :‘)\I
molekdller Inkiibasyon
\J
s F2 2 2dagd
N < P < Zenginlesmig ~< << :
Y w Kiitiiphane : :
o 9 <
29, s
5 2 < Segim Amplifikasyon
> d y & Eliisyon
> -
Baglanmamis » .
molekiiller

Bagh molekiiller Sokiilmiis niikleik asitler

Sekil 1.9 Ussel zenginlestirme yolu ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (SELEX)

prosesinin sematik gosterimi.

(Rastgele bir nukleik asit kutiphanesi bir hedef molekil ile inkibe edilir, ve
baglanmamis molekiiller baglanan molekiillerden ayrilir. Baglanmis niikleik asitler,
PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile yikseltilir, tasfiye edilir ve bir sonraki dongii
icin zenginlestirilmis bir kiitliphane olarak gorev yaparlar. Her hedef i¢in, 6-12
ardistk dongii gerceklestirilir ve zenginlestirilmis olan kuittuphane klonlanir ve

dizilenir.)
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Aptamer bazli biyolojik analizlerde farkli tayin konfigiirasyonlar1 mevcuttur.
Aptamerler, kiiciik molekiillerden makromolekiillere kadar degisen ¢ok genis bir
aralikta, farkli hedeflere (proteinler gibi) baglanmak i¢in sec¢ildiginden c¢esitli tayin
konfiglrasyonlar1 tasarlanmistir. Sensoriin tasarlanmasi genellikle her bir aptamer-
hedef molekiil ¢iftine 6zgii tanima modu prensibine dayanmaktadir (Hermann ve
Patel, 2000). Kiigiik molekiil hedefleri i¢in yapilan niikleer manyetik rezonans
(NMR) calismalar1, genellikle aptamer yapilarin ikinci molekiil ile etkilesim igin
kicuk bir oda icerisinde baglayici cepler igine géomiilii oldugunu ortaya koymustur
(Sekil 1.10 A). Bu sinirlama nedeniyle, kii¢iik molekiillii hedefler ¢ogunlukla tek site
baglanma konfigiirasyonu kullanilarak analiz edilmektedir. Bunun aksine, ¢esitli
ayrimcl kontaklarin etkilesimini saglayan protein hedefleri yapisal olarak (6rnegin,
yiginlama, sekil tamamlayicilik, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglari)
karmagiktir. Sonug olarak, protein hedefler tek site lizerinden baglanma (Sekil 1.10
B) ve cift site baglanma (Sekil 1.10 C) seklinde analiz edilebilirler. Ayrica ¢ift site

baglanma, proteinin farkli bolgelerine baglanan aptamer ile de yapilabilmektedir.

—-— Aptamer
Kiguk molekdl hedef

:"': } Makromolekiil hedef

<  Antikor

A B C D

Sekil 1.10 Aptamer bazli analiz formatlari. (A) Kiguk hedef molekdl aptamerin
yapisindaki baglayici cepler igine gomiilii; (B) tek site formati; (C) ¢ift site (sandvig)
iki aptamerle baglama formati1 ve (D) bir aptamer ve bir antikor ile baglanarak olusan

sandvi¢ formati.

Antikor c¢ift site baglanma analiz format1 sandvi¢ formati olarak bilinir ve en ¢ok
kullanilan analiz formatidir. Bu yaklasimda analit biri algilama probu digeri raportor

prob olmak iizere bir aptamer c¢ifti ile sandvi¢ yapilir (Sekil 1.10 C). Algilama
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problart ¢cogu zaman kat1 destek ylizeyi iizerine (6rnegin, elektrotlar, cam ¢ipler,
nanopartikiller veya mikro-pargaciklar) immobilize edilirken, raportdr problar
genellikle sinyal parcalar1 (6rnegin, fluoroforlar, enzimler ya da nanopartikiiller) ile
konjuge edilmektedir. Genel olarak, algilama ve raportdr problar farkli niikleik asit
sekanslarina sahiptir ancak kisitli durumlarda dimerik yapida olanlar gibi bazi
proteinler, iki 6zdes baglanma sitesi igerirler ve boylece sandvi¢ analizi igin tek bir
aptamer kullanimina olanak saglarlar. Hedef molekiil baglanma sitesi icin iki
aptamerin 6zdes olmadig1 veya Ortlismedigi durumlarda ikinci aptamer yerine antikor
kullanmak da mumkdindir (Sekil 1.10 D). Bu da tek bir hedef molekul i¢in birden

fazla aptamerin belirleyiciliginin 6nemini vurgulamaktadir.

1.5.1. Analiz Formatlar

Modern analitik teknolojilerin hizli bir sekilde ilerlemesi ve yeni analitik reaktiflerin
(6rnegin, nano malzeme bazli problar) uygulamas: ile birlikte son yillarda ¢ok fazla
aptamer bazli biyo analiz formatlar1 gelistirilmistir. Bunlar i¢inde aptamer bazl
sensOrler (aptasensorler) Ozellikle dikkat ¢ekmistir. Biyosensorlerin - dogal
avantajlarinin yani sira (6rnegin ek basamaklara gerek duymamasi), aptamer bazl

biyosensorler, antikorlar iizerinde yeniden kullanim avantaji sunmaktadir.

1.5.1.1. Elektrokimyasal Analiz Formati

Elektrokimyasal analiz formatina Ornek olarak, bir elektrokimyasal trombin
aptasensor, trombine baglanmak zere bir anti-trombin aptamer ve elektrot izerinde
bir redoks-aktif metilen mavisi (MB) ile etiketlenmis bir aptamer immobilize
edilmesi ile elde edilen yapi1 verilebilir (Xiao vd., 2005). Aptamerin esnek
konformasyonu elektrotla MB elektrot arasinda iletisime olanak saglamaktadir (Sekil
1.11 A). Bu sensor formati negatif sinyaller nedeniyle dezavantaj saglamaktadir

(6rnegin aptamer ile trombin arasindaki iligki nedeniyle amperometrik tepki azalir).

Bir diger aptamer elektrokimyasal sensorde (Radi vd., 2006) aptamer sekanst normal
sartlarda rijit bir 3D yap1 olustururken, ATP iiniteleri varliginda tamamlayict bir
sekans1 serbest birakmaktadir. Bu durumda elektron transferi gergeklesmekte ve
sinyal alinmaktadir (Zuo vd., 2007).
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Sekil 1.11 Acik sinyal ve kapal1 sinyal elektro kimyasal sensorler.

Etiketlenmis bir biyosensorde ¢alisma su sekildedir: Sekil 1.12' de gosterildigi gibi
aptamer ile hedef baglandiginda hairpin yapisi agilir bdylece interkalasyon
konumundaki MB serbest kalir ve elektronik sinyaller azalir (Bang ve Kim, 2005).
Bir diger konfigiirasyonda (Sekil 1.12 B) aptamerlerin hedeflerine baglanmasiyla
katyonik raporlama birimlerinin baglanmasi1 engellenir ve elektrokimyasal yanit
sonlanir (Floch ve Leclerc, 2006; Cheng vd., 2007). SWCNT-FET sensorlerinde ise
(Sekil 1.12 C) hedef ile bag yapan aptamer sensoriin iletkenligini degistirmis ve
boylece hedef analizine olanak saglamistir (So vd., 2005).

Ru veya Fc-Polimer

Sekil 1.12 Etiketsiz elektrokimyasal aptasensorler.
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Elektrokimyasal sensorlerin  sandvi¢ formatinda kullanilmas: Sekil 1.13' de
gosterilmistir. PtNP (Platin nanopartikiil) ile fonksiyon kazandirilmis aptamer (Sekil
1.13, A) H,0, varliginda elektrokimyasal indirgeme reaksiyonunu katalize etmek ve
hedeflerin algilanmasina olanak saglamak icin katalitik etiket olarak kullanilmistir
(Polsky vd., 2006). Poli-A iceren aptamerlerle fonksiyonalize edilen AuNP' ler
raportdr prob olarak kullanilmaktadir (He ve dig., 2007). Serbest adenin
niikleobazlar1 dogrudan giiclendirilmis sinyalleri tiretmistir. Raportdr olarak hareket
eden, aptamer-primer sekans, algilama duyarliliginda anlamli bir artisa yol agan in

situ RCA reaksiyonuna vasita olmaktadir (Zhou vd., 2007).

A B C

Sekil 1.13 Sandvi¢ formatinda aptamer bazli elektrokimyasal sensorler ile sinyal

amplifikasyonu.

1.5.1.2. Optik Analiz Formati
Aptamerler, optik biyo analizlerde, biyo tanima elemani olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu analiz formlarindan, floresan ve kolorimetrik analiz en sik

uygulanan iki tekniktir.

Floresan boyalarla aptamerlerin etiketlenme kolayligi, bircok farkli florofor ve
sondiiriiciilerin var olmasi ve ger¢ek zamanli algilama yetenegi nedeniyle floresan
algilama yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sinyal aptameri diye adlandirilan
aptamerleri, floresan sinyal problari haline doniistiirmek igin birka¢ temel strateji

gelistirilmistir (Sekil 1.14). En c¢ok kullanilan format, geleneksel molekiiler
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isaretleyicinin modifiye edilmis versiyonu olan aptamer bazli molekiiler
isaretleyicidir. Bir molekiiler isaretleyici sa¢ tokasi yapisinda, florofor (F) ve
sondurict (Q) uc-etiketli bir aptamer sekansi kullanilmaktadir. Sekil 1.14 A' da
gosterildigi gibi hedefin ayrilmasii engelleyen baglar, floroforu sondiiriiciiden
ayirmakta ve floresan sinyaline yol agmaktadir (Yamamoto vd., 2000). Bir baska
kullanilan bigim ise, sondiiriicii ile etiketlenmis bir tamamlayict DNA dizisi ile ¢ift
yonlii bir yapida bir fluoroforla isaretlenmis aptamer yerlestirmektir. Hedeflerin
oldugu ortamda floresansta bir artis oldugunda aptamer olan komplementer sarmalin
hareketi zorlanmaktadir ve DNA dizisi ile ¢ift yonlii bir yapida bir florofor etiketli
aptamer, floresansta artisa yol agcan hedef ve aptamerin baglanmasiyla ayrilmaktadir
(Nutiu ve Li, 2004), (Sekil 1.14 B). Sekil 1.14 C'de ise baglayici bir hedef iizerine,
kendisine ait floresans emisyonu yapan ve sabit sinyaller Ureten her bir ucunda piren

ile etiketlenmis bir aptamer gosterilmektedir.

Piren monomer

Q Si a & [
F F Piren cksimer
A

B C

Sekil 1.14 Apta isaretleyiciler.

Son zamanlarda organik floresan boyalar kullanmak yerine, analiz performanslarini
arttirmak (Choi vd., 2006) ve hiicrelerdeki ila¢ dagitiminmi belirlemek (Bagalkot
vd.,2007) ic¢in kuantum noktalar da (QDS) kullanilmaktadir. Alternatif olarak iki
floresan molekiilii olan dondr ve alict  molekiilleri arasindaki enerji transferine

dayanan fluoresan rezonans transferi (FRET) de kullanilmaktadir (Sekil 1.15).
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N

Sekil 1.15 Tuzun yol agtig1 agregasyona karsi kararli hale gelen AuNPs bagli DNA

aptameri

(A) Hedefine baglanan aptamerler 3D yapilar olusturarak AuNPs birikimine yol
acmaktadir (Wang vd., 2006; Wei vd., 2007), (B) mor renkle gosterilmis olan DNA
modifiye edilmis AuNP gruplar, hedef molekiil varliginda ayrilarak kirmizi renkle
gosterilmis tek AuNP seklinde dagilmaktadir (Liu ve Angew, 2005) ve (C) hedef
baglanmasi tizerine kisa komplementer DNA'lar ile fonksiyonellestirilmis olan altin
nanopartikiller bir araya gelirler ve aptamerler ile kirmizi-mor renk degisimi ile

tayin yapilir (Zhao ve Chiuman, 2007).
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Nanopartikiiller (6rnegin altin nanopartikiil, AuNp) katalizor olarak davranmalarinin
yanisira, proteinlerin ultra hassas olarak elektro kimyasal algilanmasinda tasiyici

madde olarak da kullanilmaktadirlar (He ve dig., 2007).

Son zamanlarda nano materyallerin (altin nanopartikiil gibi) kullanimina 6nem
verilmesi basit kolorimetik biyoanaliz formatlarmin gelistirilmesini miimkiin hale
getirmistir. Bu yaklagimlardan birinde, modifiye edilmemis AuNPs katlanmamis ve
katlanmis DNA'lar1 ayirmak i¢in kullanilmistir ve bu da aptamer bazli biyotanima
proseslerini kolorimetrik olarak arastirmak i¢in yeni bir yaklasim saglamistir (Sekil
1.15 A). DNA aptamerleri ¢ozeltiler iginde altin nanopartikiiliin baglanabilecegi
rastgele sargi seklindedir. Hedefine baglanan aptamerler 3 boyutlu yapilar olusturular
(6rnegin, G-kuartet) ve boylece artik altin nanopartikiil ile birlesmesi engellenmis
olmaktadir. Modifiye edilmemis AuNP’lerde renk degisiklikleri c¢iplak gozle
gorulebilmektedir. Bugiine kadar, bu analiz yontemi, potasyum iyonu (Wang vd.,
2006) ve proteinlerin (Wei vd., 2007) tayininde basariyla uygulanmstir.

Aptamerlerle fonksiyonalize edilmis AuNP' ler sandvi¢ konfigiirasyonuyla
proteinlerin optik algilanmasinda kullanilmas1 Sekil 1.16' da gosterilmistir (Pavlov
vd., 2004). Anti-trombin aptamer kovalent bir maleimid ile fonksiyonalize edilmis
siloksan tek tabaka ile sabitlenmistir ve trombin ara yiizeye baglanmistir. Ayni
aptamer AuNP ile fonksiyonalize edildikten sonra ikinci trombin baglama sitesine
baglanmistir. Elde edilen AuNP baglanmig site bu islemin ardindan HAuCl, ve
indirgenme kimyasali kullanilarak bUyutilmistir (Sekil 1.16 A). AuUNPs
blyutilmesi onemli olgtde ( 2 nM gibi az bir miktarda trombini algilayabilecek

kadar) kolorimetrik algilama hassasiyetini gelistirmistir.
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A B

Sekil 1.16 Sandvi¢ formatinda aptamer bazli kolorimetrik biyo analizler (A) altin ile
(Pavlov vd., 2004), (B) giimiis ile (Li vd., 2007)

1.5.1.3. Kiitle Hassas Analiz Formati

Kitle hassas biyosensorler, yiizeyde kiitle degisimine duyarli algilama problart ile
Olcim yapan bir cihaz olarak bilinmektedirler. Aptamer bazli kiitle hassas
biyosensérler, soniimlii dalga sensorlerde (Ornegin; SPR, akustik dalga tabanl
sensorler (O0rnegin, kuvars kristal mikroterazi (QCM) ve yiizey akustik dalgasi
(SAW) cihazlar1) ve mikromekanik kantilever bazli sensorler) dahil olmak Uzere,
etiketsiz biyo-analiz simifina girmektedirler. Bu teknikler genellikle ince filmler i¢in
kalinlik ve yercekimi Olglimlerinden dolayr "kiitle hassas" teknikler olarak

adlandirilirlar.

SPR sensorler, ylizeydeki kirilma indeksi degisimine dayali olarak kiitle degisimini
gosterme yetenegine sahip cihazlardir. SPR, aptamerlerin ve hedeflerinin baglanma
sabitlerini hassas, hizl1 ve giivenilir bir sekilde belirledigi i¢cin bu teknoloji genellikle
SELEX prosesinde kullanilir. SPR yontemi ayni zamanda aptamer bazli algilama
uygulamalar1 i¢inde kullanilmaktadir. Bu algilama bi¢imde segici yiizey, yiizey
lizerine aptamer immobilize edilerek olusturulmaktadir. Daha sonra hedef sabit bir
akis hizinda yiizeye enjekte edilir ve cihaz ylizeyde meydana gelen rezonans
acisindaki degisimleri Olger. Bu ag¢1 hedefe baglanan aptamere gore degisiklik
gostermektedir (Sekil 1.17 A). Ayrica sinyalin baglanan molekiil ile orantili oldugu

bulunmustur (Luzi vd., 2003), bdylece, tek site baglanma konfigiirasyonda etiketsiz
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algilamaya olanak saglanmigtir. Ornegin, HIV-1 Tat proteini algilamak igin
kullanilan spesifik aptamer, avidin-biyotin koprii kullanilarak SPR yongalarina
immobilize edilmistir (Tombelli vd., 2005). Yilksek analiz spesifitesi, HIV-1 Tat
proteinine benzer bir kontrol proteini olan Rev kullanilarak tanimlanmistir. Cift site
baglama modeli kullanilarak, sinyal amplifikasyon sistemi son derece hassas ve

spesifik SPR biyoanalizlerle gelistirilebilmektedir.

Daha yakin zamanlarda, enzimatik olarak amplifiye edilmis SPR goriintiileme
(SPRI) analiz sistemi, trombin ve vaskiler endotelyal blyime faktori (VEGF)

analizinde kullanilmak iizere gelistirilmistir (Li vd., 2007).

QCM' de mikro gravimetrik analizler, aptamerler ve hedefleri arasindaki
etkilesimleri tespit etmek i¢in kullanilmistir. Kuvars Kkristali frekansi, Kristal
kiitlesindeki degisiklikler tarafindan kontrol edilir; aptamer ile modifiye edilmis
kristaller ile hedefin birlesmesi transducer kiitlesini arttirmaktadir ve bu da kristalin

rezonans frekansinda bir azalma ile sonuglanmaktadir (Sekil 1.17 B).
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Sekil 1.17 Kitle hassas aptasensorler. (A) SPR bazli aptasensor (Luzi vd., 2003), (B)
QCM bazli aptasensor (Hianik vd., 2005). (C) SAW bazli aptasensor (Schlensog vd.,
2004) ve (D) mikro mekanik kantilever bazli aptasensor (Savran vd., 2004)

Trombin ve HIV-1 Tat proteini algilamak i¢in Au / kuvars kristali {izerinde aptamer
immobilize edilerek yapilan mikro gravimetrik analizler kullanilmistir. Bu
yontemlerin algilama smirlari (LOD) sirasiyla 1 nM ve 0.25 ppm' dir (Hianik vd.,
2005).

QCM bazli aptasensorlerin  parametreleri  degerlendirilmis ve  analitik
performanslarini artirmak i¢in optimize edilmistir (Bini vd., 2007). QCM
uygulamalarin yani sira, piezoelektrik kristalleri de 6zel bir sensor tipi olan SAW tipi

de aptasensor imal etmek i¢in kullanilmaktadir.
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Mikro islenmis biyosensorler kiiclik boyutlart nedeniyle diisiik giiriiltii ve yiiksek
Ol¢eklenebilir bir yapiya sahiptir. Diisiik giiriiltii yliksek derecede ayrigmalara sebep
olurken, o6lceklenebilirlik bircok sensoriin paralel olarak kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Bir baska aptamer bazli kiitle analiz sisteminde, aptamerler mikro
kantileverin st ylizeye baglanmaktadir. Aptamerlerin hedefleriyle baglanmasi
kantileveri bikkmeye zorlayan bir sterik birikmeye yol agmaktadir. Bu bukilme de
optik veya elektronik olarak tespit edilebilmektedir (Sekil 1.17 D).

Savran ve dig. (2004), DNA aptamerlerle islevsellestirilen bir mikro fabrikasyon
kantilever tabanli sensor kullanarak Taq DNA polimeraz i¢in etiketsiz bir algilama
sensoril gelistirmislerdir. Gelistirilen sensorde, aralarinda biikiilme farkinin dogrudan
saptanmasi i¢in iki bitigik kantilever kullanilmaktadir. Kantileverlerden biri secilmis
bir aptamerle islevsellestirilirken diger kantilever DNA ile bloke edilmistir.
Polimeraz-aptameri diferansiyel kantileverdeki 3-32 nm araliginda bir biikiilme
nedeniyle ligand konsantrasyonuna bagli olarak yilizey geriliminde bir degisiklige

neden olmaktadir.

AFM gibi nanomekanik mikro kantilever kullanan bir diger ¢alismada, reseptor
molekdlleri hepatit C virisii (HCV) helikazinin etiketsiz algilanmasi igin RNA
aptamerleri kullanarak titresim modunda (salinim) analiz gerceklestirilmistir.
Algilama smir1 (limit of detection, LOD) 100 pg/mL HCV helikaz olmustur (Hwang
vd., 2007).

1.6 Calismanin amaci ve literatiir ile iliskisi

Sunulan c¢aligmada, aptamer esasli biyosensdr yapisi i¢in elipsometri esasli bir
sensoOriin gelistirilmesi ve bu sensoriin Hg2+ analizindeki performansinin belirlenmesi
amaclanmigstir. Goriildigii {lizere, Hg2+ iyonlarinin tayininde SPR esasli sensor
yapilar1 ve baz1 durumlarda aptamer sekanslar1 kullanilsa da, 6zellikle elipsometri ve
silikon alttag- silan tek tabaka olusumlart bir arada kullanilmamistir. Bu amagla,
algilama smirmin artirtlmasini denemek amaciyla, tez projesinde, biri dogrusal,
digeri de Ozellikle hair pin yapida olmak iizere, iki farkli aptamer dizisi,

spektroskopik elipsometri altinda Hg2+ tayininde kullanilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel caligmalar 3 ana baslik altinda

toplanmaktadir.

Calismanin ilk asamasinda 3-Merkaptopropiltrietoksisilan (MPTES) kendiliginden
duzenlenen tek tabaka (SAM) olusturacak sekilde silikon pulcuk (wafer) yiizeyine
kovalent olarak baglanmistir. MPTES ile modifikasyon islemi sirasinda tek tabaka
olusumunun optimizasyonu gerceklestirilmistir. Calismanin ikinci agamasinda civa
algilamaya 6zgii iki adet oligonukleotid probun (aptamerler) MPTES alt tabaka
lizerine immobilizasyonu optimize edilmistir. Bu asamada aptamer prob silikon
pulcuga immobilize edilerek biyog¢ip yongasi elde edilmistir. Son asamada ise
immobilize edilmis oligoniikleotid problari ile civa ¢ozeltisinin etkilestirilmesi ve
ardindan spektroskopik elipsometri (SE) ile civa sensoér performansinin
degerlendirilmesi gerceklestirilmistir. Yapilan degerlendirmelerle civa algilama
hassasiyetleri ve civa algilama sinirlart (limit of detection- LOD) degerlendirilerek,

farkli aptamerlerin civa algilama performanslar1 karsilagtirilmistir.

2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢aligmas1 kapsaminda kullanilan biitiin kimyasal maddeler en az analitik saflikta
veya daha yiiksek saflikta satin alma yolu ile temin edilmistir ve ilave saflagtirma
islemi yapilmadan, temin edildigi hali ile kullamilmistir. Elipsometrik sensor
ylizeyinin kurutuldugu azot gazi yiiksek saflikta olup satin alma yoluyla temin
edilmistir. Civa algilamaya duyarli aptamer problar 5'-SH-AAA AAA AAA AAA
AAA AAA AAT TCG TGT TGT GTT CG-3' ve 5-SH-CGG GGG ACA GGA CTT
GAC CTT CTC CGC CTT CTT CTC TCC TGT CCC CCG-3' baz dizilimine sahip
olarak sirasiyla 12,6 nmol ve 11,4 nmol olarak Ella Biotech GmbH, Almanya
tarafindan temin edilmistir.  Spektroskopik elipsometri  sensér ylizeyinin
olusturuldugu silikon pulcuklar (100) University Wafers tarafindan standart
kalinlikta  temin  edilmistir. ~ Silikon  yuzeylerinin  temizlenmesinde ve
modifikasyonunda kullanilan mutlak etil alkol, %96'lik etil alkol ve MPTES ylksek
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saflikta olup Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir. Fosfat tampon ¢6zelti hazirlamak
icin Sigma-Aldrich firmasindan alinan mono-sodyum fosfat (NaH,PO,), disodyum
fosfat (Na,HPO,) hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit (NaOH) ve Hanna HI211
pH/ORP model pH metre kullanilmistir. Elde edilen sensoriin denemesinde
kullanilan civa, civa tuzu (HgCl,) olarak Sigma-Aldrich tarafindan temin edilmistir.

Deneyler sirasinda >5 MQ.cm 6zgiil dirence sahip deiyonize su kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Silikon yiizeyler modifikasyon oncesi temizlenme islemi i¢in ultrasonik banyo (JEIO
TECH, Kore) kullanilarak yiiksek saflikta su ve etil alkolle yikanmistir. Silikon
yiizeydeki kimyasal kirliliklerin temizlenmesi ve modifikasyon i¢in oksit tabakanin
olusturulmasi islemi i¢in hava ve oksijen plazma sistemi (Diener Electronics, ABD)
kullanilmustir (Sekil 2.1). Oksijen plazma sistemi, ylzeyin yiksek enerjili plazma ile
etkileserek oOncelikle organik kirlilikler acisindan temizlenmesini saglamaktadir.
Ayrica, ozon ile etkilesen ylizeyde aktif siteler olugmakta ve silanlama i¢in uygun
yiizey elde edilmektedir. Sekil 2.1°de plazma kosullari saglanmis (mavi-mor renk)
plazma cihazi, ¢alisirken goriilmektedir. Vakum odasi icerisinde olusan plazma ile,
vakum odast igerisine yerlestirilmis olan kurutulmus malzemeler temizlenmekte

ve/veya ylizey modifikasyonuna tabi tutulmaktadir.

Sekil 2.1 Calismada kullanilan plazma sistemi

46



Hazirlanan film yiizeyinde biriken tim organik tabakalar ile organik-agir metal
yapisinin dielektrik sabitindeki degisimlerin (A ve W) Olciilmesinde Opt-S9000
elipsometre cihazi kullanilmistir (Sekil 2.2). Elipsometre cihazi, 1sik kaynagi ve
dedektoriin bulundugu iki ayr1 koldan ve bu kollarin agisinin degistirildigi bir
gonyemetreden olugmaktadir. Polarizasyonu degistirilen 151k ise, bir polikromatik
151k kaynagindan c¢ikan 15181in tek-dalga boyuna diisiiriildiigii bir monokromator
tinitesinden elde edilmektedir. Isik kaynagindan belirli bir a¢i ile, tabla {izerine
konulan yiizeye gelen 1sik, bu yiizeyden yansiyarak dedektore ulagmaktadir.
Dedektore gelen 1smin polarizasyon hallerindeki degisim Olgiilerek delta ve psi

acilar1 (A ve W) belirlenmektedir.

Sekil 2.2 Calismada kullanilan elipsometre cihazi

Hazirlanan sensOr ylizeyindeki yiizey birikimi, yiizey gozenekliligi ve yiizey
bozuklugu Park System XE 100 model atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
kullanilarak belirlenmistir (Sekil 2.3). AFM cihazi, kantilever ucuna yerlestirilen bir
prob ile tablasi iizerinde bulunan yilizeyi tarayarak topografi hakkinda bilgi
vermektedir. AFM cihazinin ¢alismasi, bu tarama esnasinda prob ile 6rnek yiizeyi
arasinda meydana gelen atomik etkilesimlerin kantileverda bir sapma meydana

getirmesi ve bu sapma degerlerinin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Calismada
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temassiz mod (non-contact) AFM teknigi kullanilmigtir. Tiim 6lgtimler Nsc15 model

prob kullanilarak, 5 um x 5 um’lik bir alanda gergeklestirilmistir.

Sekil 2.3 Kullanilan atomik kuvvet mikroskobu (AFM) cihazi

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Silikon Yuzeyinin Temizlenmesi

Biyosensor calismalari gibi hassas ¢alismalarda immobilizasyon ve sinyal alma gibi
ileri basamaklarda sorun yasamamak i¢in kullanilacak sensor yilizeyinin temizligi
oldukca o©nemli bir basamaktir. Yapilan c¢alismada taban malzeme olarak
kullanilacak olan Si  pulcuklar (100) organik ve inorganik Kkirliliklerin
uzaklagtirilmasi amaciyla ¢ok dikkatli bir sekilde temizlenmistir. Kullanilacak silikon
pulcuklar o6ncelikle 5mm x 5mm’'lik parcalar halinde elmas kalem kullanilarak
kesilmistir. Kesilen silikon pargalar1 10 dakika siiresince %96'lik etil alkol ve
ardindan 10 dakika siireyle yiiksek saflikta su kullanilarak ultrasonik banyo
yardimiyla temizlenmistir. Silikonlar banyo isleminden sonra azot gazi ile
kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan silikon pulcuklar iizerindeki organik
kirlilikleri uzaklastirmak ve MPTES modifiyesi i¢in hidroksillenmis yiizey

olusturmak amaciyla 20 dakikayla siireyle plazma cihazinda tutulmustur. Plazma
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cihaz1 100 W giicte (%100) calistirilmistir. Temizlenmis silikon yiizeyi, kontrol
amaciyla, elipsometre ile kalinlik 6l¢iimiine tabi tutulmustur.
2.2.2. Silikon ylzeyinin 3-Merkaptopropiltrietoksisilan (MPTES) ile

Modifikasyonu Ve Optimizasyonu
Silikon ylzeyinde SAM olusumunu saglamak i¢in MPTES ¢ozeltileri kullanilmastir.

MPTES ile yapilan modifikasyonda oncelikle baglanma i¢in gereken optimum
stirenin belirlenmesi amaciyla siire deneyi yapilmigtir. Mutlak etil alkol ile hazirlanan
MPTES ¢ozeltisi oncelikle 500 uM'lik stok ¢ozelti olarak hazirlanmis ve siire
deneyleri bu derisimde yapilmistir. Temizlenen ve hidroksillenen silikon pulcuklar
plazma cihazindan ¢ikar ¢ikmaz 1'er mL' lik MPTES c¢0zeltileri igerisine daldirilip
bekletilerek tek tabaka olusumu gergeklestirilmistir. Yapilan bu islemle tiyol ug
grubu ile fonksiyonellestirilmis silikon yizey elde edilmistir. Silikon pulcuklar farkli
strelerde (2, 3, 4, 6 ve 24 saat) MPTES c¢ozeltisi icinde, 151k almayan ortamda ve oda
sicakliginda bekletilmistir. Belirtilen siirelerin sonunda ¢ozeltiden ¢ikarilan silikon
pulcuklar %96'lik etil alkolle dikkatlice yikandiktan sonra azot gazi ile
kurutulmugtur. Kurutulan 6rneklerin elipsometrede 60 ve 70 derece gelis agisinda,
400-1700 nm dalga boyu araliginda dlciimleri yapilmustir. Olgiim sonucu elde edilen
A ve W verilerinden, silikon taban malzeme, SiO, tabaka ve organik tabaka (Cauchy
model ile) kullanilarak modelleme yapilmis ve organik tabakanin kalinlig
spektroskopik elipsometri ile hassas bir sekilde belirlenmistir. Temassiz yontem ile
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak yiizey topografisi elde edilmistir.
Yapilan analizler sonucunda optimum siire belirlenerek sonrasinda yapilan tiim

islemlerde bu siire kullanilmistir.

MPTES modifikasyonu i¢in yapilan siire deneyinin ardindan hangi derisimde daha
iyi tek tabaka olusumu gergeklestirdigini belirlemek amaciyla MPTES derisimi
degistirilerek en uygun MPTES derisimi belirlenmistir. Stok ¢06zelti halinde
hazirlanan MPTES ¢0zeltisi seyreltilerek bes farkli derisimde (500, 100, 50, 10 ve 5
uM) MPTES c¢ozeltisi elde edilmistir. Silikon pulcuklar tarif edilen islemler
uygulanarak temizlendikten sonra her derisimden alinan 1 mL' lik ¢ozelti icerisine
daldirilmustir. Silikon pulcuklar ilk deneyde belirlenen optimum silirede boyunca, 1s1k
almayan ortamda ve oda sicakliginda tutulmustur. Bu siire sonunda ¢o6zelti
icerisinden ¢ikarilan silikon pargalar %96'lik etil alkol ile yikandiktan sonra azot gazi

ile kurutulmugstur. Kurululan Orneklerin aym1 sekilde elipsometre ve AFM
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cihazlartyla analizleri yapilarak SAM olusumu i¢in optimum derisim belirlenmigtir
ve bundan sonra yapilan tiim islemlerde bu belirlenen derigsim kullanilmaistir.
2.2.3. Silikon Yiizey Uzerine Civaya Duyarh Oligoniikleotid Problarin

Immobilizasyonu
Cuva iyonlart i¢in Timin- Hg*2-Timin ( T- Hg*%-T ) baglanmas, secici bir baglanma

seklidir. Oligoniikleotid problar secilirken bu secicilik géz 6niinde bulundurulmustur.
Oligonukleotid problar (aptamerler) farkli uzunluklarda ve farkli yapilarda hazir
olarak temin edilmistir. Kullanilan oligoniikleotid prob sekanslar1 Cizelge 2.1' de
verilmistir. Prob 1 olarak dogrusal yapili dizi segilirken Prob 2 olarak hair pin yapil
oligoniikleotid dizisi se¢ilmistir. Civa algilamaya duyarli —=SH (tiyol) sonlandirilmig
oligoniikleotid problarinin MPTES ile modifiye edilmis silikon yiizeyine

immobilizasyonu tiyol-disiilfit degisim tepkimesine gore gerceklesmistir.

Cizelge 2.1 Kullanilan oligoniikleotid sekanslari

Prob1 | 5-SH-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAT TCG TGT TGT GTT CG-3'

Prob2 | 5-SH-CGG GGG ACA GGACTTGACCTTCTCCGCCTTCTT CTCTCC

TGT CCC CCG-3'

Immobilizasyonu saglamak icin, ctvaya duyarli oligoniikleotid problar, 0.1 M pH 7.2
fosfat tampon c¢ozeltisinde (PBS) cozdirilerek 1 pM' lik derisimde stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Immobilizasyon igin optimum sirenin belirlenmesi amaciyla yapilan
deneyler, elde edilen bu stok ¢ozelti derisiminde yapilmistir. Temizlenen silikon
pulcuklar, belirlenen optimum siire ve derisimde MPTES ile modifiye edildikten
sonra oligoniikleotid problarinin ¢ozeltilerinden alinan 1'er mL ¢dzeltiye daldirilarak
2, 4, 6, 12 ve 24 saat siireyle bekletilmislerdir. Bu stireler sonunda ¢ozeltiden
cikarilan silikon pulcuklar yiiksek saflikta su ile yikandiktan sonra azot gazi ile
kurutulmustur.  Kurutulan  6rneklerin  elipsometre ve AFM cihazlanyla
karakterizasyonu yapilarak optimum siire belirlenmistir ve bundan sonra yapilan tim

islemlerde bu belirlenen siire kullanilmistir.

Aptamer problarin  ylzeyde optimum dagiliminin saglanip saglanmadigi,
elipsometrik olarak kalinlik 6l¢timleri ile belirlenmistir. Yiizeye yerlestirilen aptamer
problarin dagilimina derisimin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan derisim deneyi igin

oncelikle hazirlanan 1 pM' lik stok ¢ozeltisi, fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.2) ile
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seyreltilerek bes farkli derisimde ¢ozelti hazirlanmistir. Elde edilen oligoniikleotid
prob ¢ozeltisi derisimleri 1 uM, 500 nM, 100 nM, 50 nM ve 10 nM dir. Ayn sekilde
temizlenip hazirlanan MPTES modifiyeli silikon pulcuklar her bir oligonikleotid
probu ¢o6zeltisinden alman 1'er mL' lik ¢6zelti igerisine daldirilmis ve belirlenen
optimum siirede bekletilmistir. islem sonunda ¢ozeltiden ¢ikarilan silikon pargalari
yiiksek saflikta su ile dikkatlice yikandiktan sonra azot gazi ile kurutulmustur.
Kurutulan 6rneklerin elipsometre ve AFM cihazlariyla analizleri yapilarak optimum
derisim belirlenmistir ve bundan sonra yapilan tiim islemlerde bu belirlenen derigim

kullanilmistir.

2.2.4. Oligoniikleotid Prob Immobilize Edilmis Silikon Yiizeyin Civa Sensérii
Olarak Kullanilmasi
Oligoniikleotid problarin immobilizasyonu sonucunda silikon yiizey {izerinde civa

algilamaya duyarl1 bir sensor olusturulmustur. Elde edilen bu aptasensoriin algilama
hassasiyetinin ve algilama smirmin belirlenmesi i¢in civa algilama deneyleri

yapilmuigtir.

Civanin tamamen baglandigi optimum siirenin belirlenmesi i¢in yapilan siire
deneyinde dncelikle silikon pulcuklar yukarida belirtilen basamaklardan gecirilerek
hazirlanmistir. Elde edilen aptamer prob immobilize edilmis sensor yiizeyinin civa
ile etkilestirilmesi saglanmistir. Civa tuzu (HQCl;) seklinde temin edilen civa,
yiikksek saflikta su ile seyreltilerek 100 mM derisimde civa ¢ozeltisi stok olarak
hazirlanmistir. Hazirlanan silikon pulcuklar civa ¢ozeltisinden alinan 1'er mL' lik
cozeltilerde farkli siirelerde (6, 8. 12, 18 ve 24 saat) bekletilmistir. Belirlenen sire
sonunda ¢ozeltiden ¢ikarilan silikon pulcuklar yiiksek saflikta su ile yikandiktan
sonra azot gazi ile kurutulmustur. Kurutulan Orneklerin elipsometre ve AFM
cihazlariyla analizleri yapilarak civa tayini i¢in yeterli siire belirlenmistir ve bundan
sonra yapilan civa analizlerinde civaya maruz birakma (analiz) siiresi olarak

belirlenen siire kullanilmaistir.

Son olarak, aptasenérlerin spektroskopik elipsometre déniisiimii (transduser) ile Hg®*
sensoril olarak kullanim basarisi kontrol edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, her iki
aptasensor (Prob 1 ve Prob 2) iizerine farkli derisimlerde civa gonderilerek sensor
cevabr elde edilmistir. Elde edilen civa sensorlerinin algilama hassasiyetleri ve
algilama sinirlariin belirlenmesi i¢in yapilan bu deneyde civa cozeltileri farkl

derisimlerde hazirlanarak hangi derisimlere kadar algilama yapabildigi analiz
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edilmistir. Civa ¢ozeltileri 10 mM, 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1 uM ve 1 nM olmak
Uzere alt1 farkli derisimde hazirlanmistir. Belirtilen islemlerle hazirlanan silikon
pulcuklar her derisimden alinan 1'er mL'lik ¢ozeltiler igerisine daldirilarak bir dnceki
deneyde belirlenen siire boyunca bekletilmistir. Siire sonunda ¢ozeltiden ¢ikarilan
silikon pulcuklar yiiksek saflikta su ile yikandiktan sonra azot gazi ile kurutulmustur.
Kurutulan orneklerin elipsometre ve AFM cihazlariyla analizleri yapilarak hangi
hassasiyette algilama yapildig1 belirlenmistir. Sensor algilama simir1 (LOD) ve

algilama hassasiyeti belirlenerek karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR

Agir metallerin c¢evrede (0zellikle su igerisinde) eser miktarda olsa bile tayin
edilmesi bu iyonlarin diigiik derisimlerde bile yliksek toksiklige sahip olmasi
nedeniyle ¢ok onemlidir. Yapilan ¢alismanin temel amaci, diisiik derisimlerde bile
canlilarin hayati organlarina etki eden ve endiistriyel proseslerin kaginilmaz bir yan
tirtinii olarak ortaya ¢ikan civa iyonlarinin sulu ortamlardan tayininde kullanilacak
bir biyosensériin gelistirilmesidir. Bu amagla civa iyonlarmim (Hg?") sulu ortamdaki
diisiik derisimlerde (1 nM’a kadar) tayini, gelistirilen elipsometri esasl biyosensor
ile saglanmistir. Elipsometre esasli biyosensorler, yiiksek algilama hassasiyetine
sahiptir. Ancak bu algilama hassasiyetinin yani sira algilanacak molekiiliin ytliksek
secicilikle tan1 elemanina baglanmasi gerekir. Yiiksek secicilik, ayni anda birden
fazla benzer molekiiliin bulundugu bir tam1 ortaminda, ilgili molekiiliin tek basina
tayin edilmesini saglar. Calismada DNA esasli aptamer sekanslar1 kullanilarak
yiiksek segicilik saglanmasi amaglanmigtir. Kendiliginden diizenlenme yOntemi ile
biyosensdr yongasinin ylizeyine immobilize edilen farkli yapilardaki aptamerlerin,
ctva iyonlarimi algilama yetenekleri karsilagtirilmistir. Sensdrlerin  performansi,
elipsometrik analizler ile belirlenmistir. Sunulan c¢aligmalarin sonunda, sensoriin
algilama hassasiyeti ve algilama dogrulugu (algi araliginda lineer cevap)
belirlenmistir. Sensdr yiizeylerinin gelistirilme safhasinda atomik kuvvet mikroskobu

(AFM) kullanilarak yiizey karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

3.1. Silikon Yuzeyinin Temizlenmesi

Calismanin bu basamaginda silikon pulcuklar safsizliklardan arindirilmak icin etil
alkol ve saf su ile 10" ar dakika boyunca banyo edilmistir. Ardindan bu islemle
temizlenmeyen ve yizeyde biriken kimyasal Kirliliklerin temizlenmesi amaciyla
plazma cihaziyla 20 dakika temizlenmistir. Sekil 3.1' de temizleme 6ncesi ve sonrasi
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) goruntuleri (topografi) verilmistir. Sekil 3.1' de
goriildiigii gibi Si (100) pulcuklarin temizleme 6ncesi yiuzeyinde ciddi kirlilikler ve
birikimler mevcuttur. Bu organik kirlilikler, imalat asamasinin ardindan, yiizeylerin

kesilmesi gibi islemler sirasinda ortaya ¢ikmistir. Ancak temizleme sonrasi elde
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edilen yiizey kirliliklerden arinmis piiriizsiiz bir yiizeydir. Sekil 3.1 B’de elde edilen
gorintt SiIC AFM tipi ve Si (100) yiizey arasinda tipiktir. Elipsometrik Sl¢imler
sonrasinda SiO; tabakasmnin kalinhigi 8.76 + 0,022 nm olarak belirlenmistir ve

organik tabaka belirlenememistir.

Sekil 3.1 Bos silikon yiizeylerinin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gorintileri a)

Temizleme isleminden 6nceki ylizey b) Temizleme ve plazma isleminden sonraki
ylzey

3.2. Silikon yuzeyinin 3-Merkaptopropiltrietoksisilan (MPTES) ile
Modifikasyonu
3.2.1. Daldirma Siiresinin MPTES Tabakas1 Kalinh@ina Etkisinin Incelenmesi

Silan molekiillerinin yiizey modifikasyonlarinda daldirma siirelerinin etkisi biiyiiktiir.
SAM tabakalarinin olusumunda etkin olan iki mekanizma vardir. Bu mekanizmalar
sirasi ile yiizeye sogurma ve kovalent baglanmadir. Her iki basamak, silan molekul
derisimine ve belirli derisimdeki molekiillerin yiizey ile etkilesim siiresine bagl
oldugundan, calismanin bu kisminda MPTES molekiillerinin silikon yiizeye
immobilizasyonunda daldirma siiresinin etkisi incelenmistir. Silikon yiizeylerin 2, 3,
4, 6 ve 24 saat siireyle MPTES molekiilleriyle modifikasyonu gerceklestirilmistir.
Yapilan biitlin ¢aligmalar oda sicakliginda gerceklesmistir. Elipsometrik 6l¢timler
sonrasinda cihazin kendi modelleme programiyla yapilan hesaplamalarla silikon
yiizeye baglanan MPTES molekiilleri miktar1 kalinlik cinsinden bulunmustur.
Elipsometrik modelleme sirasinda taban malzeme olarak silikon alttas, SiO, oksit
tabakasi, Cauchy modeli olarak girilen organik tabaka ve ortam olarak havaya ait
kirilma indisleri cihaz kiitliphanesinden ve model parametreleri seklinde girilerek
kullanilmistir. Sekil 3.2' de MPTES ¢ozeltisinde immobilizasyonlar1 gergeklestirilen

silikon yiizeylerin daldirma stiresiyle olusan kalinlik degisimleri verilmistir. Kalinlik
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Olcimlerine ait belirsizlik standart sapma cinsinden (20) ¢ok kiigiik oldugu igin

grafik tizerinde verilmis olmasina ragmen 6lgek nedeniyle goriilmemektedir.

Kalinlik (nm)
\.
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Sekil 3.2 Daldirma Siiresinin MPTES Tabakas1 Kalinligina Etkisi

Yukaridaki sekilde de gorildiigii gibi 2, 3, 4, 6 ve 24 saat zaman araliklar i¢in
hesaplanan kalinliklar sirasiyla 0.43+0,025, 0.87+0,036, 1.36+0,028, 1.82+0,039 ve
2.51+0,0312 nm olarak belirlenmistir. ilk 4 saatte yiizeyde tek tabaka olusumu
gbzlenmistir. Ancak daha uzun daldirma siirelerinde olusan kalinlik artiglar1 yiizeyde
makro molekiillerin olustugunu gostermektedir ve coklu tabakalar istenilen bir
durum degildir. Uzun siireler i¢in kalinligin artmasi, muhtemelen havanin neminden
kaynaklanan su girisi nedeniyle ylizeyde MPTES merlerinden olusan birikim sonucu
gerceklesmektedir. Ozellikle 24 saat gibi surelerde, havada bulunan nemin etil alkol
igerisine sogurulmasi ve tepkimeye dahil olmasi muhtemeldir. 4. saatte olusan 1.36
nm' lik kalinlik istenilen tek tabaka formu i¢in uygun bulundugundan daldirma stiresi

4 saat olarak segilmistir ve daha sonraki ¢alismalarda bu siire kullanilmigtir.
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3.2.2. Derisimin MPTES Tabakas1 Kalinhgina Etkisinin Incelenmesi

Calismanin bu kisminda MPTES derisiminin silikon yiizeyinde olusturulan MPTES
tabakas1 kalinligina etkisi ve formasyon yapisi incelenmistir. Bu amagla 500, 100,
50, 10 ve 5 uM gibi 5 farkli derisimde MPTES/mutlak etil alkol c¢ozeltileri
kullanilmistir. Daldirma siiresi olarak bir onceki ¢alismada belirlenen 4 saat sure
kullanilmistir. Sekil 3.3" de kalinligin derisime gore degisim grafigi verilmistir.
Grafikte de goriildiigii gibi 5 ve 10 uM derisimde kalinliklar sirasiyla 1.22+0,027 ve
1.36£0,027 nm olarak belirlenmistir. Daha yiiksek derisimlere ¢ikildik¢a kalinligin 5

nm'nin tizerine ¢iktig1 goriilmektedir.

L

Kalinlik (nm)

! I ' ! ! I ' I ' I
0 100 200 300 400 500
Derigim (uM)

Sekil 3.3 Derisimin MPTES Tabakas1 Kalinligina Etkisi

100 uM ve ilizeri MPTES derisiminde elde edilen hizli kalinlik artisi, fiziksel
birikimin oldugunu gostermektedir. Bu kalinlik artisina neden olan yapisal
formasyon, AFM kullanilarak incelenmistir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile
yapilan analizlerle MPTES modifiye edilen yiizeyin yapist Sekil 3.4'te verilmistir.
Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla tiim ylizey taramalar1 25um x 25um’lik alanda
gergeklestirilmistir. Topografi goriintiileri, yiikseklik skalalar1 dikkate alinarak

incelenmelidir. Ayrica AFM gorintiilerinin cihaza ait XEI yazilimi kullanilarak
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incelenmesi sonucu elde edilen RMS piiriizlilik degerleri de Cizelge 3.1'de
verilmigtir. RMS piiriizliiliik degerleri nicel olarak, AFM topografi goriintiileri de
yari-nicel olarak dikkate alindiginda MPTES formasyonu hakkinda yorum
yapilabilir.

150+
100+

504

nm
100 |

75 4

50 4
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Sekil 3.4 Farkli derisimlerde MPTES molekiilii ile modifiye edilmis silikon
yuzeyinin AFM gorintdleri, a)500 uM, b) 100 uM, ¢) 50 uM, d) 10 uM e) 5 uM
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Cizelge 3.1 Farkli MPTES derisimlerinde yiizey RMS degerleri

MPTES derisimleri (uM) RMS parazlultk
degerleri (nm)
500 6.72 £ 2.930
100 4.98 £ 0.702
50 4.08 £ 0.987
10 1.41 + 0.255
5 1.29+1.424

Sekil 3.4 a’da gorildiigi iizere, yliksek derisimde yaklasik 1 um ¢apa sahip ve 200
nm yiikseklikte adaciklar olugmustur. Daha kiicik MPTES adaciklar1 da aymi
goriintliide goriilebilmektedir. Sekil 3.4 b’de ¢ok daha kiiciik ve 100 nm yiikseklikteki
daha sik adaciklar dikkati ¢ekmektedir. Benzer sekilde, Sekil 3.4 ¢’de MPTES adacik
formasyonun nasil olustugu, Sekil 3.4 a-c’nin sirasiyla incelenmesi sonucu
anlasilabilir. Burada bir istisna olarak, Sekil 3.4 d’de farkli bir formasyonun elde
edildigi bolge verilmistir. Bu sekilde, halka yapisinin olustugu net bir sekilde
goriilmektedir. Bu halka seklindeki yapilarin arasinda ise Sekil 3.4 a-c ile uyumlu bir
yigilim gozlenmektedir. Halka seklindeki olusumlar, MPTES formasyonunda
atmosferik nemin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Buradaki yapilar, gerek
Si taban malzeme iizerinde temizlenmemis kirliliklerin neden oldugu diizensiz
birikimin, gerekse de mutlak etil alkol igerisine sogurulan su buharinin ylizeyde
MPTES oligomerleri olusturmasinin bir sonucu olarak yorumlanmistir. Cizelge 3.1'
den ve AFM goruntulerinden elde edilen sonuglar ve elipsometrik dlgtimler ile RMS
degerlerinin birbirini dogruladigr goriilmistiir. Yiiksek derisimlerde MPTES
kullanimi, ylizey formasyonunun adacik seklinde birikintiler seklinde olmasina
neden olmaktadir. Amacimizin, aptamer problarin uygun bir sekilde immobilize
edilmesi oldugu dikkate alinarak, diisiik derisimlerde MPTES immobilizasyonunun
daha uniform bir dagilima neden oldugu goriilebilir. Yapilan biitiin 6l¢iimler ve
hesaplamalarin sonunda 10 uM derisimdeki MPTES'in istenilen tek tabaka olusumu

i¢cin uygun oldugu goriilmiustiir.
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3.3. Silikon Yiizey Uzerine Civaya Duyarh Oligoniikleotid Problarin
Immobilizasyonu
Calisgmanin bu boliimiinde 5'-tiyollenmis civa algilamaya duyarli oligoniikleotid

problarin silikon yiizeye immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Oligoniikleotid prob
immobilizasyonu DNA biyosensdrlerinde sinyal glictinid belirleyen ¢cok dnemli bir
basamaktir. Immobilizasyon isleminde 5'-tiyol sonlanmis oligoniikleotid problar
MPTES ile dogrudan distilfit bag: ile kovalent olarak baglanmistir. Olusan tiyol-
distilfit bagi Sekil 3.15' de sematize edilmistir.

H H H
o ~ '\o/é\a/ |

Silikon Yiizey

Sekil 3.5 MPTES ve tiyol sonlanmis DNA arasindaki disiilfit baglanma
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Civaya duyarl oligoniikleotid problarin immobilizasyonu i¢in yapilan optimum siire
belirleme ¢alismasinda silikon pulcuklar prob ¢ozeltisinde 2, 4, 6, 12 ve 24 saat
siirelerinde tutulmuslardir. Immobilizasyon siiresinin belirlenmesinde kullanilan prob
derisimi 1 uM 'dir ve 0.1 M pH 7.2 fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir.
Farkli siirelerde disiilfit bagi ile aptamer problarin (Prob 1 ve Prob 2)
immobilizasyonu, oda sicakliginda ve 151k almayan ortamda gergeklestirilmistir.
Optimizasyon c¢alismasinda kalinliklar spektroskopik elipsometre kullanilarak
belirlenmistir. Aptamer problarin kalinlik modellemesinde de taban malzeme olarak
Si, oksit tabaka SiO,, aptamer tabakasi olarak Cauchy modeli ile tanimlanmis
organik tabaka ve dis ortam olarak hava kullanilmigtir. Sekil 3.6 'da immobilizasyon
siiresine bagli kalinlik grafigi verilmistir. Gortldiigii gibi 2-6 saatleri arasinda
kalinlik 1.35-1.87 nm araligindayken 12. saatte kalinlik 2.71£0,134 nm civarina
cikmigtir. 12 saatten sonra kalinlikta 6dnemli bir degisiklik gozlenmemistir ve bu

nedenle prob immobilizasyonu igin uygun gorilen siire 12 saat olarak se¢ilmistir.

Kalinlik (nm)
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Sekil 3.6 Iimmobilizasyon siiresinin oligoniikleotid prob tabakasi1 kalinligina etkisi
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Oligoniikleotid problarin immobilizasyonunda derisimin etkisinin belirlenmesi i¢in
yapilan calismalarda oligoniikleotid problar farkli derisimlerde pH 7.2 fosfat
tamponunda hazirlanmistir. MPTES ile modifiye edilmis silikon yiizeyler, 1000-10
nM araliginda 5 farkli derisimde hazirlanan prob c¢ozeltileri igerisinde 12 saat
siiresince bekletilmistir. Sekil 3.7 de goriildiigii gibi prob tabakasi kalinlig1 ¢ozelti
derisimi arttikga artmistir. 10 nM derisimde kalinlik 0.27+0,123 nm iken 1 pM
derisimde kalinligin 2.63£0,111 nm' ye kadar ¢iktig1 goriilmustiir. 12 saat sire ile 1
uM derisimde aptamer problarin immobilize edilmesi, sensér yongasinin

hazirlanmas1 asamasinda optimum siire ve derisim olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7 Oligoniikleotid prob derisiminin kalinliga etkisi

3.4. Oligoniikleotid Prob immobilize Edilmis Silikon Yuizeylerin Elipsometrik
Civa Sensorii Olarak Kullanilmasi
Cva iyonlarini algilamak icin secici baglanma sekli olan Timin- Hg™-Timin ( T-

Hg*?-T ) baglanmasina uygun olarak segilen Prob 1 ve Prob 2 DNA
oligontikleotidleri ayr1 ayr1 1 uM derisimde 12 saat stireyle MPTES modifiye edilmis
silikon yiizeye immobilize edilmistir. Her iki probla yapilan siire deneyinde biitiin
stirelerde civa diizeylerinin ayni1 oldugu goriilmiis ve civa tespitinin en diisiik siire

olan 6 saatte tamamlandig1 belirlenmistir. Farkli yapida iki oligoniikleotid prob
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kullanilarak yapilan bu islemle iki farkli sensor elde edilmis ve farkli tanmi

elemanlarinin sensor yongasi kapasiteleri degerlendirilmistir.

Civa algilama siir1 ve algima hassasiyetini belirlemek amaciyla elde edilen sensor
yongalari farkli derisimlerde hazirlanan civa ¢ozeltilerinde denenmistir. Elipsometre
cihaz1 ile yapilan 6l¢iimler ve analizler degerlendirilirken delta (A; faz kaymasi)
parametresi dikkate alinmistir. Elipsometrik Delta (A; faz kaymasi) parametresi
15181n yansidigi tabakalarin optik o6zelliklerine baghdir ve bu nedenle kompleks
kirmim indisi, delta parametresi ile dogrudan iliskilendirilebilir. Dielektrik maddeler
i¢cin yansima parametrelerinin homojen tabakalarda dogrudan tabaka kalinligina bagh
oldugu varsayimi yapilmistir. Bu varsayimla, hibridizasyon sonucu yiizeyde
gerceklesen birikme, elipsometrik degiskenin bagil degisimi (A parametresindeki
degisim) olarak izlenmis ve bu parametredeki degisim, kinetik incelemede
kullanilmistir. Hibridizasyon siireci boyunca A degismekte ve bu degisime bagh
olarak hibridizasyon es zamanli olarak izlenebilmektedir (Arwin, 2000). Ayrica,
diger bir elipsometrik veri olan ¥ agis1, yansiyan 1s181n polarizsyon halleri arasindaki
151k siddeti orani oldugu i¢in, aslinda bir ¢esit refraktometrik Ol¢liimdiir ve tez
calismasinda hedeflenen derisimler i¢in hassas degildir. Belirtilen nedenlerden
dolayi, Prob 1 ve Prob 2 aptasensorlerin Hg®* tayinindeki performansinin
belirlenmesinde, spektroskopik elipsometre kullanilarak Slgiilen A parametresindeki
degisim dikkate alinmistir.

3.4.1. Prob 1 (5'-tiyol-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAT TCG TGT TGT

GTT CG-3")'in Sensor Olarak Kullanilmasi
Prob 1' in g¢esitli derisimlerdeki civa ¢ozeltilerinde 400-1600 nm dalga boyu

araligindaki delta degisimleri Sekil 3.8' de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi A
parametresindeki degisim, derisiminin artmasiyla artmigtir. Bu durum, A
parametresinin beklendigi gibi, aptasensor tarafindan yakalanan Hg2+ derisimi ile
orantili olarak degistiginin bir gostergesidir. Hibridizasyon sonucu yiksek
derigimlerde A degisimi dogrusal olarak artmamistir. Aslinda beklenen durum, eger
dogrusal bir aptasensor cevabi varsa, tekli site baglanmasi nedeniyle logaritmik bir
sensoOr kalibrasyon egrisinin elde edilmesidir. OM olarak verilmis olan egri, 400-1600
nm arasinda spektroskopik elipsometri ile elde edilen Si (100) taban malzeme
lizerine immobilize edilmis olan MPTES tabakasi ve aptamer proba ait A
Slgiimleridir.  Sekil 3.8°de goriildiigii  gibi, Hg?’min aptamer tarafindan

yakalanmasinin ardindan tim dalga boylarinda A-A iligkisi degismistir. Ayrica, Hg2+
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derisiminin artmasi ile birlikte, Prob 1 immobilize edilmis yilizeyden farkli ancak
Hg** tutulmus yiizeye benzer bir degisim, neredeyse paralel olarak goze
carpmaktadir. Ozellikle 600 - 700 nm dalga boyu araliginda, A-A iliskisinin dogrusal
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.9). Bu bolgedeki degisim dikkate alinarak

aptasensoriin Hg** algilama performans: spektroskopik elipsometre ile belirlenmistir.
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Sekil 3.8 Prob 1 derisimlerinin tiim dalga boylarindaki delta degisimleri

Prob 1 sensoriiniin farkli civa derisimleri i¢in lineer bolgede elde edilmis olan
spektroskopik elipsometre Ol¢limleri (A-A) Sekil 3.9' da verilmistir. 600-700 nm
arasinda A-A iligkisi tim derisimlerde 0.98 civarinda bir regresyon katsayisi (RZ)
degeri ile bir dogru vermektedir. Bu dalga boyu araligindaki A-A dogrulari Hg*
derigiminin artmasi ile birlikte daha yiiksek A degerlerinde, benzer egimlerde ortaya
cikmistir. Ancak, sensor cevabinin incelenmesi amaciyla, bu araliktaki A farklar
dikkate alinmistir ve 1 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM ve 10 mM igin belirlenen
A farklan sirasiyla 1.58°, 3.6°, 3.7°, 4.3°, 5° ve 5.9° olarak bulunmustur (Cizelge
3.2).
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Sekil 3.9 Prob 1 derisimlerinin lineer bolgedeki A degisimleri

Sekil 3.10' da civa degisimlerine bagli olarak Prob 1 sensoriiniin sinyalindeki
degisimler verilmistir. Grafikten okunan sensor cevaplar1 Cizelge 3.2' de verilmistir.
Civa derisiminin artmasiyla sensdr tepkisi artmaktadir. Beklendigi {izere
aptasensoriin coklu site Hg®* baglamasi, logaritmik olarak degisen bir izoterm egrisi
vermektedir. Bu durum, diistik Hg2+ derisimlerinde, sensor cevabinin daha dogrusal
olacagini gostermektedir. Sekil 3.10°da elde edilen grafik “sensor kalibrasyon egrisi”
olarak da adlandirilmaktadir. Diisiik derisimlerde bile sensdriin algilama kapasitesi
yuksektir. 1 nM derisimdeki civada sensoriin verdigi cevap 1.58° iken 10 mM

derisimde bu deger 5.9°' ye kadar ¢ikmustir (Cizelge 3.2).
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Sekil 3.10 Prob 1 sensoriiniin cevabi

Cizelge 3.2°de ayrica 1 uM Pb* ve 100 uM Pb®* ile gerceklestirilen segicilik
deneyinin sonucu da verilmistir. Aptamerlerin spesifikligi bilinmesine ragmen,
calismanin amagclar1 bakimindan Hg2+ seciciliginin kontrol edilmesi ve dogrulanmasi
da 6nemlidir. Cizelge 3.2’den goriildiigii tizere segicilik deneyleri sonucu elde edilen

aptasensoOr cevabi giiriiltii sinirlar1 dahilinde kalmastir.

Cizelge 3.2 Prob 1 sensoriiniin cevabi

Derigim (uM) Sensor Cevabi (A fark, derece)
10000 5.902 + 0.044
1000 5.041 + 0.041
100 4.306 + 0.056
10 3.714 £ 0.031
1 3.610 £ 0.022
0.01 1.581 £ 0.127
1 uM Pb** 0.063 + 0.042
100 uM Pb** 0.089 + 0.047
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Sensor uygulamalarinda kinetik degisimden g¢ok sensor dogrusalligi ve algilama
sinir1 6nemlidir. Prob 1 kullamlan aptasensoriin Hg®* icin sensér performansinin
degerlendirilmesi igin log ng+ derisimi- Sensor Cevabi (A fark) grafigi ¢izilmistir
(Sekil 3.11). Bu grafik sensor algilama siirim1 belirlemek i¢in kullanilmistir ve
y=ax+b seklinde birinci derece dogru vermistir (R®=0.98). Sekil 3.11' de de
goriildiigii gibi aptasensor bir semi-log derisim-sensor cevabi egrisi vermektedir ve
aptamer-Hg®* arasindaki kinetige uygun bir davranis sergilemektedir. Prob 1 olarak
adlandirilan bu DNA-aptasensoriinde hesaplanan algilama smir1 3.95 pM'dir (kesim

noktasi) ve algilama hassasiyeti 0.2554 derece/ uM' dir (dogrunun egimi).
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Sekil 3.11 Prob 1 sensor tepkisinin dogrusalligi

3.4.2. Prob 2 (5'-tiyol-CGG GGG ACAGGACTTGACCTTCTCCGCCTT
CTTCTC TCC TGT CCC CCG-3")'nin Sensor Olarak Kullanilmasi

Sekil 3.12' de Prob 2 aptasensoriiniin ¢esitli derisimlerde civa ¢ozeltilerinde 400-

1600 nm dalga boyu araligindaki delta degisimleri verilmistir. A parametresinin

aptasensOr tarafindan yakalanan Hg2+ derisimi ile orantili olarak degismesi

beklenmektedir ve A parametresinde ki degisimin, beklenildigi gibi derisiminin

artmasiyla arttigi goriilmektedir. Tekli site baglanmasi nedeniyle logaritmik bir
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sensor kalibrasyon egrisinin elde edilmesi beklenmektedir ancak hibridizasyon
sonucunda A degisiminin dogrusal olarak artmadigi goriilmektedir. OM olarak
verilmis olan egri, 400-1600 nm arasinda spektroskopik elipsometri ile elde edilen Si
(100) taban malzeme iizerine immobilize edilmis olan MPTES tabakas1 ve aptamer
proba ait A 8lciimleridir. Sekil 3.12' de Hg*"’nin aptamer tarafindan yakalanmasinin
ardindan tiim dalga boylarinda A-\ iliskisi degistigi gorilmektedir. Hg** derisiminin
artmasi ile birlikte; degisimde artmaktadir ancak bu degisimin beklenilenin aksine
cok az oldugu goriilmektedir. Ozellikle 600 - 700 nm dalgaboyu aralifinda, A-A
iligkisinin dogrusal oldugu belirlenmistir (Sekil 3.13). Bu bdlgedeki degisim dikkate

almarak aptasensoriin Hg®" algilama performansi spektroskopik elipsometre ile

belirlenmistir.
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Sekil 3.12 Prob 2 derisimlerinin tiim dalga boylarindaki delta degisimleri

Prob 2 sensoriinlin farkli civa derisimleri i¢in lineer bolgede elde edilmis olan
spektroskopik elipsometre olglimleri (A-A) Sekil 3.13' de verilmistir. 600-700 nm
arasinda A-A iligkisi tim derisimlerde 0.94 civarinda bir regresyon katsayisi (RZ)
degeri ile bir dogru vermektedir. Bu dalga boyu araligindaki A-A dogrular Hg®*
derigiminin artmasi ile birlikte daha yiiksek A degerlerinde, benzer egimlerde ortaya

cikmistir. Ancak, sensor cevabinin incelenmesi amaciyla, bu araliktaki A farklar
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dikkate alinmistir ve 1 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM ve 10 mM igin belirlenen
A farklan sirasiyla 0.5°. 0.8°, 0.9°, 1.2°, 1.8° ve 2.5° olarak bulunmustur (Cizelge
3.4).
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Sekil 3.13 Prob 2 derisimlerinin lineer bolgedeki delta degisimleri

Sekil 3.14' de civa degisimlerine bagli olarak Prob 2 sensoriiniin sinyalindeki
degisimler verilmistir. Grafikten okunan sensor cevaplar1 Cizelge 3.3' de verilmistir.
Civa derisiminin artmasiyla sensdr tepkisi artmaktadir. Beklendigi {izere
aptasensoriin coklu site Hg”" baglamasi, logaritmik olarak degisen bir izoterm egrisi
vermektedir. Prob 2 aptasensériiniin diisik Hg®* derisimlerinden cok yiiksek
derisimlerde daha dogrusal oldugu goriilmektedir. 1 nM - 10 uM derisimleri arasinda
sensOr cevabi 0.5°- 0.9° arasinda iken 1 mM' da 1.8° ve 10 mM' da 2.5°' ye kadar
cikmustir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.14 Prob 2 sensoriiniin cevabi

Cizelge 3.3°de ayrica 1 uM Pb* ve 100 uM Pb®* ile gerceklestirilen segicilik
deneyinin sonucu da verilmistir. Aptamerlerin spesifikligi bilinmesine ragmen,
calismanin amagclar1 bakimindan Hg2+ seciciliginin kontrol edilmesi ve dogrulanmasi
da 6nemlidir. Cizelge 3.3’den goriildiigii tizere segicilik deneyleri sonucu elde edilen

aptasensoOr cevabi giiriiltii sinirlar1 dahilinde kalmastir.

Cizelge 3.3 Prob 2 sensoriiniin cevabi

Derigim (uM) Sensor Cevabi (A fark, derece)
10000 2.515 +0.021
1000 1.882 +0.019
100 1.298 + 0.036
10 0.970 + 0.067
1 0.808 + 0.056
0.001 0.594 + 0.063
1 uM Pb** 0.081 + 0.072
100 uM Pb** 0.092 + 0.061
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ekil 3.15' de Prob 2 kullanilan aptasensérin Hg®* icin sensér performansinin
p g p

degerlendirilmesi icin log Hg2+ derigimi- Sensor Cevabi (A fark) grafigi ¢izilmistir.

Bu grafik sensor algilama sinirini belirlemek i¢in kullanilmistir ve y=ax+b seklinde

birinci derece dogru vermistir (R?=0.94). Sekilde de goriildiigii gibi aptasensdr

aptamer-Hg”* arasindaki kinetige uygun bir davrams sergileyerek bir semi-log

derisim-sensor cevabi egrisi vermektedir. Prob 2 DNA aptasensOriinde hesaplanan

algilama sinir1 71 nM'dir (kesim noktasi) ve algilama hassasiyeti 0.1879 Derece/ uM'

dir (dogrunun egimi).

Sensor Cevabi (A fark. derece)

2,5

1,5

0,5

y=0,187912x + 0,629934
R%=0,946797

Sekil 3.15 Prob 2 sensor tepkisinin dogrusalligi
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4. SONUC VE TARTISMA

Uzun siireden beri zararl kirleticiler olarak kabul goren ve diisiik derisimlerde bile
canlilarin hayati organlarina etki eden agir metal iyonlar1 kalict etkilerinden dolay1
canli sistemler ve cevre sagligi yonlinden 6nem tasimakta olup belirli bir smir
degerinin iizerinde son derece toksik etki gostermektedir. Tez ¢alismasinda, hedef
seciciliginin yiiksek olmasi, "var-yok" tanisinin hizli ve giliveninilir olmasi
Ozelliklerinden dolay1 agir metal iyonlarinin sulu ortamlardan tayin edilmesinde
kullanilmak iizere spektroskopik elipsometri esasli bir aptasensor gelistirilmesi

amagclanmustir.

Calismanin ilk basamaginda, Si (100) taban malzeme {izerine aptamerlerin
immobilizasyonunu saglamak {izere bir tiyol sonlanmis ylizey tek tabakasinin
olusturulmasi amacglanmistir. Bu amagla silan tepkimesi uygun gorilmiis ve
fonskiyonel grubu tiyol olan MPTES molekultniin silikon yilizeye immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. MPTES’in tek tabaka olusturmasi icin gereken siire ve derigim
optimize edilmistir. Daldirma siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada ilk 4 saat
i¢cinde istenilen tek takaba olusumu elde edilmistir ve ylizeyde olusan tabaka kalinlig
yaklasik 1.36 nm olarak bulunmustur. Tabaka kalinliklar1 spektroskopik elipsometre
ve AFM kullanilarak belirlenmistir. 4 saatten sonra tabaka kalinhiginin arttigi,
yizeyin tek tabaka formasyonundan c¢oklu tabaka formasyonuna dondiigii
gorilmistiir. Coklu tabakaya gecis adaciklar seklinde gerceklesmis ve siirenin (veya
derisimin) artmasi ile adaciklar, yiikseklikleri 200 nm’yi ve genislikleri birka¢ um’yi
bulan yapilar haline gelmistir. MPTES i¢in karanlik ortamda ve oda sicakliginda,
kendisliginden diizenlenen tek tabaka olusturma siiresi 4 saat olarak belirlenmis ve

daha sonraki ¢aligmalarda da bu siire kullanilmistir.

Silikon ylizeyde olusan MPTES tabakasina MPTES ¢6zeltisinin derisiminin etkisinin
incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 5 ve 10 uM derisimindeki ¢ozeltide olusan
tabaka kalinliginin yaklasik olarak 1.22 ve 1.37 nm oldugu goriilmektedir. Bu

derisimden sonra tabaka kalinliginin arttigi ve yiizeyde coklu tabaka olusturdugu
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goriilmiistiir. 500 uM derisiminde tabaka kalinlig1 5 nm' nin iizerindedir. Istenilen tek

tabaka olusumunun gézlendigi derisim 10 pM olarak belirlenmistir.

Silikon yiizey iizerine MPTES molekiilii immobilizasyonundan sonra tani elemant
olarak kullanilan civa i¢in segici DNA oligoniikleotidlerinin  (aptamer)
immobilizasyonunda daldirma siiresi ve derisim deneyleri yapilmistir. Calismada biri
dogrusal digeri hair pin yapida olmak iizere iki farkli DNA oligoniikleotidleri
secilmistir. DNA i¢in yapilan daldirma stiresi deneylerinde ilk 12 saatte kalinligin
sirekli arttig1 ve 12. saatte kalinligin yaklagik 2.71 nm oldugu goriilmiistiir. 12.
saatten sonra kalinlikta 6nemli bir degisme olmadigindan dolayr daldirma siiresi 12

saat olarak sec¢ilmistir.

DNA oligoniikleotidleri derisimlerinin tabaka kalinligina etkisinin incelendigi
caligmada tabaka kalinliginin derisimle arttig1 goriilmiistiir. 10 nM derisimde kalinlik
0.27 nm'dir. Derigim 1 pM' a ¢iktiginda silikon yiizeyde olusan tabaka kalinlig1 1.36

nm olmustur. DNA immobilizasyonu i¢in 1 uM derisim uygun bulunmustur.

Tan1 elemant olan DNA' lar immobilize edildikten sonra elde edilen sensorler civa ile
temas ettirilerek sensor kapasiteleri elipsometrik olarak incelenmistir. Deneyler
dogrusal yapida olan (Prob 1) ve sag¢ tokasi yapida olan (Prob 2) DNA aptamerleri
icin aym sartlarda gerceklestirilmistir. Elipsometrik incelemeler degerlendirilirken
delta (A; faz kaymasi) parametresi dikkate alimmistir. Dielektrik maddeler icin
yansima parametrelerinin homojen tabakalarda dogrudan tabaka kalinligina baglh
oldugu varsayimi yapilarak hibridizasyon sonucu yiizeyde gergeklesen birikme,
elipsometrik degiskenin bagil degisimi (A parametresindeki degisim) olarak

izlenmistir.

Prob 1 ve Prob 2 i¢in yapilan elipsometrik analizler sonucunda cesitli derisimlerdeki
cva ¢ozeltilerinde delta (A) degisimleri incelenmistir. Tez kapsaminda hazirlanan
aptasensorlerin Hg?* algilama performansi Sekil 4.1°de karsilastirilmistir. Sekil
4.1°de goriildiigli lizere Prob 1 ile hazirlanmis olan (lineer) aptasensoriin algilama
hassasiyeti ve algilama sinir1 daha yiiksek ¢ikmistir. Prob 2 ise yiiksek algilama

hassasiyetine ragmen, Prob 1 kadar hassas ve diisiik LOD seviyeli olmamustir.
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Sekil 4.1 Aptasensérler (Prob 1 ve Prob 2) icin Hg®* algilama karsilagtirmast.

Lineer bolgede A farklar incelendiginde 1 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM ve 10
mM derisimlerindeki A farklar sirasiyla Prob 1 i¢in 1.58°, 3.6°, 3.7°, 4.3°, 5° ve 5.9
iken, Prob 2 i¢in 0.5°. 0.8°, 0.9°, 1.2°, 1.8° ve 2.5° olarak bulunmustur. Prob 2' de
delta degisiminin diisiik derisimlerde ¢ok fazla olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle
Prob 1' in diisiik derisimlerde Prob 2' den daha hassas algilama yaptig

dusiiniilmektedir.

Her iki aptasensor i¢in giiriiltii degeri sirast ile 0.053973 derece (o, standart sapma
olarak) ve 0.044272 derece olarak belirlenmistir. Sensor i¢in LOD belirlenirken en
agresif yaklasimla 3c’lik bir belirsizlik dikkate almmistir. Bu belirsizlik degeri
dikkate alinarak Prob 1 sensoriinde hesaplanan algilama sinir1 3.95 pM'dir ve
algilama hassasiyeti 0.2554 Derece/ uM olarak bulunmustur. Prob 2 sensoriinde
hesaplanan algilama sinir1 71 nM'dir ve algilama hassasiyeti 0.1879 Derece/ pM
olarak bulunmustur. Spesifiklik c¢alismasinda ise, Pb®* ile gerceklestirilen tayin
denemelerinde elde edilen sonuglar Prob 1 i¢in 100 uM derisimde 0.089 + 0.047 ve 1
uM derisimde 0.063 + 0.042 iken Prob 2 icin 100 uM derisimde 0.092 £ 0.061 ve
0.081 £ 0.072 olarak bulunmustur. Bu deger giiriiltii sinirinin altinda olup, literatiirde

de belirtildigi lizere aptamer icin gegerli olan spesifikligi gostermektedir. LOD degeri
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Prob 2 igin literatiirde karsilasilan algilama sinirlar1 dahilinde iken, Prob 1 ig¢in
oldukca giizel bir deger olan 4 pM (bir baska deyisle 4x10™% M) seviyesinde
gerceklesmistir. Analizlerin 1 mL’lik Hg2+ cozeltileri kullanilarak gerceklestirildigi
dikkate alindiginda, 1.6 pg’lik Hg2+ tayinin gerceklestirildigi goriilmektedir.
Literatiirde belirtilen LOD degerlerinde ultra eser element tayini standardi igin
belirtilen 1 ng/L’lik (Yaklasik 5 pM) sinirdan bir miktar diisik ¢cikmistir. (EPA,
Yontem 1631 Revizyon E, 2014). Ancak burada dikkat edilmesi gereken husus, tez
kapsaminda Onerilen yontemde, 6nceden hazirlanmis bir silikon yonga (zerinde
aptamer prob iceren aptasensor kullanilarak, yalnizca 1 mL numunenin damlatilip
kisa bir siire beklendikten sonra yonganin yikanip kurutulmasi ve ardindan
spektroskopik elipsometre ile analiz basamaklarinin olmasidir. Beliritilen
basamaklar, Hg2" tayini i¢in kullanilan pahali ve kullanim1 zor (6rnegin kalibrasyon
asamasinda zahmetli bir ¢ozelti hazirlama ve seyreltme sathasi iceren) cihazlar
kullanilmaksizin, ¢ok daha kisa siirede ve ileri derece cihaz kullanim bilgisi olmadan
gerceklesebilmektedir. Silikon yonganin bir mikroakiskan sistem ile birlikte
kullanilmast durumunda, yonganin tek kullanimlik ve kolay bir numune alma siireci

ile caligabilmesi de miimkiidiir.

Sonug olarak, sunulan tez kapsaminda, farkli aptasensorler, olduk¢a hassas bir optik
algilama yontemi olan spektroskopik elipsometre kullanilarak sulu ¢ozeltilerden ultra

eser miktarda Hg**tayininde basart ile kullanimustr.
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