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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOSENSOR BASED ON SURFACE ENHANCED
RAMAN SCATTERING FOR MULTIPLEX DNA ANALYSIS

YiGIT, Tugce
M.Sc. in Chemisty
Supervisors: Assoc. Prof.Dr. Mehmet KAHRAMAN
Assist. Prof. Dr. Isik Didem KARAGOZ
February 2017
50 pages
Analysis of DNA is very important in biomedical applications. The sequence of the
gene on the DNA can influence the protein structures and thus it can be source of
many diseases and genetic problems. Rapid, accurate and sensitive DNA analysis is
critically important for the diagnostic of genetic diseases. The most common method
is fluorescence based microarrays when the DNA analysis methods are evaluated.
However there are some disadvantages of the method. The most important is the
overlapping of the fluorescence emission depending on the bandwidth of the spectra.
Thus, the complex statistical method should be used for the multiplex analysis that
can diminish the performance of multiplexing properties. This is the first time in the
literature, the method which is independent from SERS substrate properties and
without use of any Raman active dyes for the DNA analysis based SERS on was
developed. In this method, the presence of target DNA will be demonstrated by peak
shifting of certain peak of the small molecules attached to the SERS substrate surface

instead of SERS spectrum obtained in the presence of target DNA.

Key Words: DNA analysis, Raman, Biosensor, SERS



OZET

MULTIPLEKS DNA ANALIZI ICiN YOZEYDE ZENGINLESTIRILMIS
RAMAN SACILMASINA DAYALI BiYOSENSOR GELISTiRILMESI

YiGIT, Tugce
Yiiksek Lisans Tezi Kimya Boliimii
Tez Yoneticileri: Do¢.Dr. Mehmet KAHRAMAN
Yrd. Dog. Dr. Isik Didem KARAGOZ
Subat 2017
50 sayfa
DNA analizi biyomedikal uygulamalarda son derece 6nemlidir. DNA iizerindeki gen
dizilimi sentezlenen proteinin yapisini etkileyebilmekte ve dolayisiyla bir¢cok
hastaligin ve genetik sorunun kaynagi olabilmektedir. Hizli, dogru ve hassas DNA
analizi genetik hastaliklarin  tanisinda son derece Onemlidir. DNA analiz
yontemlerine bakildigi zaman en ¢ok kullanilan floresansa dayali mikroarray
teknigidir. Fakat yontemin birtakim dezavantajlar1 mevcuttur. Bunlardan en 6nemlisi
elde edilen floresans spektrumunun band biiytikliiklerine bagli olarak {ist iiste
cakismasidir. Bu yiizden ¢oklu analizlerde (multipleksing) kompleks istatistiklere
ithtiya¢g vardir bu da c¢oklu analiz 6zelliginin performansini diisirmektedir. Bu
calismada literatiirde ilk defa herhangi bir Raman aktif boya kullanmadan ve YZRS
substrat 6zelliginden bagimsiz multipleks DNA analizi i¢cin YZRS’ye dayali yontem
gelistirildi. Bu yontemde hedef DNA varlifinda Raman aktif molekiiliin
spektrumunun elde edilmesi yerine YZRS substrat1 yiizeyine bagl kiigiik molekiiliin

pik kaymasi ile hedef DNA molekiiliiniin varlig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: DNA analizi, Biyosensor, Raman, YZRS
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BOLUM 1

GIRIS

Genetik mutasyonlarin tespitinde Deoksiriboniikleik Asit (DNA) analizi
oldukca biiyliik 6nem tasimaktadir. Dogru, hassas ve hizli DNA analizi genetik
hastaliklarin tanisinda son derece Onemlidir. Giiniimiizde hala DNA analiz
yontemlerine ait ¢alisma ¢esitleri devam etmektedir. Son birkag¢ yildir farklt DNA
analiz yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemlerden en dikkat ¢ekici olan
ise Raman Spektroskopisi ile yapilan DNA analizi ¢aligmalaridir. Raman
Spektroskopisinin diger analiz yontemlerine gore pek ¢ok avantaji oldugundan, bu
yontem {izerine daha sik ¢alismalar yapilmaya baglanmistir. Raman
Spektroskopisinin temeli 1s1nin sagilmasi oldugundan dolayr bazen bu sagilma zayif
kalabilir. Bu sacilma siddetini arttirmak i¢in Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman
Sa¢ilmasi (YZRS) gii¢lii bir analitik teknik olarak kullanilir. Bu teknigin titresim
Ozelliginden yararlanilarak biyokimyasal alanda 6l¢iim sinirlart geniglemistir. YZRS,
Raman spektroskopisinin genisletilmis bir tiirii olarak karsimiza ¢ikmakta [1] ve
Raman spektroskopisinden elde edilen sinyallerde yaklasik 10* seviyelerinde artis
saglayarak tek bir molekiil seviyesinde Olglime kadar olanak saglamaktadir [2]. Bu
dikkat ¢ekici artisin kesfedilmesiyle YZRS ile yapilan caligmalar artmaya baslamis
ve analitik calismalarda c¢ok fazla hassasiyet elde edilerek bu alanda yapilan
calismalar artmaya baslamistir. YZRS’nin kesfedilmesinden sonra bir¢ok alanda
kullanilmaya baslanmis ve YZRS substratlar1 [3-5], bakteri karakterizasyonu ve
tayini [6-10], viriis analizi [11,12] ve DNA analizinde [13-14] kullanilmaktadir.
Insan genomunun ¢oziilmesiyle 3 milyondan fazla tek bir baz dizilisindeki farkliligin
(Single Nucletotide Polymorphisim, SNP) kesfedilmesiyle SNP’lerin fenotip iizerine
etkisinin ¢alisilmasinin yolu aralanmistir [15]. SNP’ler gen {izerinde bulundugu yer
incelenirse oldugu yere gore ¢ok degisik sonuglar dogurur.

Kodlama boélgesinde bulunan SNP, gen tarafindan sentezlenen proteinin

yapisini  etkileyebilmekte ve dolayisiyla birgok hastaligin  ve  genetik



sorunun kaynagi olabilmektedir. SNP’lerin Onemini arttiran diger bir nokta da
sentezlenen proteinlerin yapisin1 etkileyebildigi icin ilag metabolizmasinda rol
oynayan proteinlerin farmakokinetik analizi i¢in olduk¢a 6nemli olmasidir [16]. SNP
analizleri gerek tani ve gerekse de arastirma amacli yogun olarak yapilmaktadir [17].
SNP analizi i¢cin DNA dizilisinin agikliga kavusturulmasi en giivenilir yol olmasina
karsin klinik tan1 i¢in olduk¢a pahali ve zaman alicidir. Bilinen bir SNP tanist/DNA
analizi i¢in bugiline kadar bircok yontem gelistirilmistir. Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizm (AFLP), Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Kiitle
spektroskopisi, Akis Sitometrisi ve DNA mikroarray yontemleri ya PCR iiriinlerini
kullanarak ya da metodun kendisi SNP tanisi/DNA analizi i¢in kullanilmistir [18-24].
Bu metodlardan en pratik olanit DNA mikroarray yontemidir ve ¢ok sayida bilinen
SNP tanist digerleri ile karsilastirildiginda kisa siirede gerceklestirilebilir. Fakat bu
teknigin dezavantajlarindan dolayr gelisen bilim ¢aginda eksik kalan yonleri
bulunmaktadir. Bu yiizden DNA analiz tizerine ¢alismalar hizlica devam etmektedir.

Bu tezin amaci olarak literatiirde ilk defa yapilan multipleks DNA analizi icin
YZRS’a dayali biyosensor gelistirilmesi amaciyla 14 nm ve 50 nm boyundaki altin
nanoparcaciklar sentezlendi daha sonra bu altin nanoparcaciklarin karakterizasyonu
UV/VIS Spektrofotometresi Zeta-Sizer cihazi ve gegirimli elektron mikroskobu ile
yapildi. 14 nm ve 50 nm altin nanopargaciklara tiyol grubu iceren oligoniikleotitler
modifiye edilerek UV/VIS Spektrofotometresi Zeta-Sizer cihazi ve Raman
spektrometresi ile karakterize edildi. Yiizey modifikasyonu i¢in, 250 nm giimiis kapli
Indiyum Titan Oksit (ITO) igeren cam slayt Raman aktif bir madde olan 4-
aminotiyofenol (ATP) ile inkiibe edilip sonra yiizey lizerine karboksil grubu igeren
oligoniikleotitler modifiye edilerek karakterizasyonu i¢in Atomik Kuvvet
Mikroskobu (AFM) ve Raman spektrometresi kullanildi. 14 nm ve 50 nm altin
nanoparcaciklar tamamlayicis1 olan yiizey lzerinde ki karboksil grubu igeren
oligoniikleotitlerle  hibritlestirilerek AFM ve Raman spektrometresi ile

karakterizasyonu yapilarak yeni bir DNA analiz yontemi gelistirildi.



BOLUM 2

LITERATUR OZETLERI

2.1 Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Genler hiicre ¢ekirdeklerinde kromozomlarin iizerine yerlesmis ve uzun
zincirli karmasik bir molekiil olan Deoksiriboniikleik Asit (DNA)’dan meydana
gelirler. Niikleik bir asit olan DNA, deoksiriboz sekeri, fosfat gruplar1 ve kimyasal
bilesenleri piirin ve pirimidinden tiiremis heterosiklik molekiiller olan niikleotit
bazlarindan olusmustur [25-27]. Baz, seker ve fosfat grubundan olusan bu temel
yaptya niikleotit denir. Niikleotitler 3’-5 fosfodiester baglariyla birbirine baglanmis
ve 5’-3’yoniinde olan bu tamamlayicilar seklinde yerlesmislerdir [28-31]. Fosfat
grubu bes karbonlu deoksiriboz sekerin 5° karbon ucundan baglanir. Azotlu
heterosiklik baz sekerin 1’karbon ucundan baglanir. DNA bir zincirinde bulunan
bazlar, karsit zincirdeki bulunan tamamlayicisi ile bir ¢ift olusturur. Piirin bazlarmin
(Adenin ve Timin) Primidin bazlarina (Guanin ve Sitozin) sayist esittir. Bu bazlar
arasindaki iliski “Cargef Kurali” (Chargaff’s rules) olarak adlandirilir [25]. DNA
zincirleri arasinda zayif hidrojen bagi bulunur. Bu bag ne kadar zayif olsa da iki
zinciri bir arada tutacak kadar bir tutarliliga sahiptir. DNA’da bulunan atomlarin

birbirine uzaklig1 2,8-2,95 A (10™° metre) “dur.

Sekil 2.1. DNA’nin yapisi [25].



2.2 DNA Analiz Yontemleri

Genetik mutasyonlarin tan1 ve tayini i¢in DNA analizi kullanilmaktadir. DNA
analizi yontemlerinin hepsinin kendi i¢inde avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

DNA analiz yontemleri genel anlamda 6 sekilde yapilir.

2.2.1 Jel Elektroforezi Teknigi

Jel elektroforezi, saflastirilmis niikleik asit ve proteinlerin molekiil agirligi,
miktar1 ve alt tiplerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir
inceleme yontemidir. iki gesit jel elektroforezi ydntemi vardir bunlardan ilki
poliakrilamid digeri ise agaroz jel elektroforezidir. Niikleik asitler i¢in agaroz jel
proteinler icin ise poliakrilamid jel elektroforezi yontemi kullanilir. Jel elektroforezi,
elektriksel bir alanda, ortamda ¢oziinmiis molekiillerin elektrik yiiklerine gore gog
etmeleri prensibine dayanir. Biiyiik molekiiller jel lzerinde yiiriimekte zorluk
¢ekerken kiiciik molekiiller daha hizli ve rahat hareket edebilirler. Molekiiliin katoda
m1 (- kutup) yoksa anoda mi1 (+ kutup) dogru hareket edecegi molekiil iizerindeki net
yiik ile belirlenir. DNA ve RNA molekiilleri serbest fosfat gruplarindan dolay1 eksi
yiiklii molekiillerdir. Bu nedenle jel iizerinde katoddan anoda dogru hareketlenirler.
Kullanilan molekiiliin jel iizerindeki yerini belirlemek i¢in ortamda UV 15181 altinda
floresan etki gosteren Etidyum Bromiiriin (EB) veya benzeri bir 1s1yict maddenin
bulunmasi1 gerekmektedir. Elektroforez deneyleri tampon c¢ozeltileri igerisinde
yapilir. Bunun iki temel nedeni vardir. Birinci neden akimin gecisini saglamak i¢in
ortamin elektrolit miktarin1 artirmak ikinci nedense ortamin pH’sinda meydana

gelebilecek radikal degisimlere izin vermemektir.

Sekil 2.2. Jel elektroforezi.



2.2.2 DNA Mikroarray teknolojisi

DNA mikroarray, hiicre ve dokulardaki gen ekspresyonu profillerindeki
degisikliklerin  incelenmesinde kullanilan gelisen giliglii  bir  teknolojidir.
Transkripsiyonun gen bakimindan bir 6l¢ekte degerlendirilmesi, diizenli bir mozaik
seklinde tiim genomu ya oligoniikleotid ya da bireysel genleri temsil eden polimeraz
zincir reaksiyonu tiriinleri (cDNA mikroarrayleri) koleksiyonu olarak barindiran cam
slaytlar ve ince katman camlar ile yani DNA mikroarray teknolojisi ile saglanmistir
[32]. Bir mikroorganizmanin tiim genleri “tirnak” boyutunda olan bir alanda
mikroarraylenebilir ve binlerce genin ekspresyon seviyeleri tek bir deneyde benzer
olarak caligilabilir [33]. DNA mikroarray teknolojisi, birgok genin aktivitesinin ayni
zamanda izlenebilmesi; hizli bir yontem olmasi; hasta ve saglikli hiicrelerdeki
genlerin aktivitelerinin karsilagtirilmasin1  saglamasi ve hastaliklar1 alt-gruplar
halinde smiflandirmas: gibi avantajlarinin yani sira, tek bir seferde ¢ok fazla veri
analizi yapildigindan, tiim sonuglarin analizinin zaman almasi; sonuglarin
yorumlamak i¢in ¢ok kompleks olabilmesi; sonuglarin yeterince kantitatif olmamasi

ve oldukga pahali bir teknoloji olmasi gibi bazi dezavantajlara da sahiptir [34].
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Sekil 2.3. Mikroarray teknigi [34].



2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki boliim arasindaki spesifik bir
bolgeyi laboratuvar ortaminda cogaltmak i¢in uygulanan reaksiyonlarina verilen
ortak bir isimdir. PZR caligmalarinin uygulanabilmesi i¢in ilgilenilen gen bolgesine
ait baz dizisinin (primer) bilinmesi gerekmektedir. Bu baz dizilerinin, kalip DNA
molekiilii yiiksek sicaklikta denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA bdlgeleri
tizerinde kendilerine tamamlayici olan bdlgelerle hibritlestirilmesi yapilmaktadir.
Primerlerin hedef dizilere 6zgilin baglanmasi diisiik sicakliklarda gergeklesmektedir.
DNA polimeraz enziminin, uygun tampon, uygun sicaklik ve deoksiriboniikleozid
trifosfat varliginda primerin 3’ ucundan uzayarak yeni tamamlayict DNA ipligini
sentezledigi gosterilmistir. PZR’un bir dongiisii i asamadan olusur. Bu asamalar
denatiirasyon, yapisma (annealing) ve uzama (extension)dir. PZR’ndan sonug elde
edilmesi dongiilerin defalarca tekrarlanmasiyla olusur [35,36]. PZR’da DNA kaynagi
olarak bircok degisik biyolojik Ornek kullanilmakta ve kullanilan bu 6rneklerin
bir¢ogu PZR inhibitori igerir. Kanda bulunan heparin, EDTA, lipid, porfirin kuvvetli
PZR inhibitorii olup ortadan uzaklastirilmaktadir [37-40]. PZR sonucu elde firiinler,
poliakrilamid ve agaroz jellerde yapilan elektroforezde SYBR gren Ethidyum
bromiir, gibi floresan boyalar ile goriiniir hale getirilir ve UV transiliiminat6r yardimi
ile goriintiilenir [39-42]. Kullanilan PZR teknikleri, Multipleks, Hot start, Nested,
Koloni, Arbitrary, Revers Transkriptaz, Touchdown, Kismi Nested, Real Time PZR
gibi farkli yontemler gelistirilmistir [35]. PZR yOnteminin avantaji, ¢ok az miktarda
DNA ile ¢alismaya olanak saglamaktadir. PZR teknigi ile laboratuvar tanisinda ¢ok
bliylik bir hiz ve kesinlik kazanilmis; bircok durumda radyoaktivite kullanimini

gereksiz hale getirmistir.
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Sekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu [38].

2.2.4 Akis (flow) Sitometri

Akis Sitometri, hiicresel yanit arastirmalarinda en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemin ilk c¢alismalar1 1924’te Andrew Moldovan
tarafindan baglatilmistir. Hiicre veya partikiillerin 6zelliklerinin 6l¢iilmesi amaciyla
hareket halinde olan bir akiskanin iginden gecirilir. Hiicreler lazer 1518in 6niinden
gecerken, 1s1k cesitli dalga boylarinda kirilir ve hiicrelerin verdikleri sinyaller
toplanarak analiz edilir. Olusan sinyaller hiicrenin biiyiikliik, graniirliik gibi fiziksel
ozelliklerine ve hiicreye baglanan ¢esitli florokromlara gore farklilik gdsterir. Bu
yontemle hiicre ya da bir partikiiliin immiinfenotipi, enzim aktiviteleri, DNA igerigi,
hiicre membran potansiyeli gibi gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir [43].
Akis sitometrinin bilesenleri; lazer optikler, elektronik dedektorler, akiskanlar,
analog dijital ¢evrimcilerdir. Akiskan sivi i¢inde ¢ozdiiriilen hiicreler cihaza verilir.
Optik kisim lazer 15181 yayarak 1s1n1 birkag hiicre capinin olusturdugu demet iizerine
odaklayarak lazer kaynagindan c¢ikan 1sik demeti tlip i¢cinden gecen hiicreler /
partikiiller tarafindan farkli dalga boylarinda kesilir. Kirilan lazer 15181 ve hiicreler
tarafindan yayilan floresan 15181 bir araya getirilip aynalar ve optik filtreler tarafindan

farkli dalga boylarina gore ayrilip analog sinyallere doniistiiriiliir [44,45].



2.2.5 Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Niikleik asit seviyesinde yapilacak incelemelerde aktif olarak kullanilan
Restriksiyon Pargalart Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) teknigi, DNA dizisinde olan
degisiklikleri dolayli olarak belirleyen bir yontemdir [46]. Restriksiyon Enzimleri
(RE) cok spesifik olarak DNA’y1 belli bolgelerden keserek genellikle 1.000-20.000
baz ciftlik pargalar olusturan enzimlerdir. DNA’nin uygun goriilen bolgelerinden
uygun primerlerle ¢ogaltildiktan sonra DNA bu enzimlerden bir veya birkagi ile
kesilir. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde yiiriitillerek etidyum bromiir ile
boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayis1 kiyaslanarak olusan cesitlilige
RFLP ad1 verilir. DNA’lar restriksiyon enzimi olarak adlandirilan enzimlerle kiiciik
pargalara ayrilabilmektedir [47]. Bu enzimler 4-8 baz cifti uzunlugunda 6zgiin bir
dizisini tekrarlanabilir bir sekilde keser. RE’nin DNA ile muamelesi sonucunda

cesitli uzunlukta DNA pargalar1 olusmaktadir [48].

2.2.6 Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm (AFLP)

AFLP yiiksek c¢oziniirlikli, PCR temelli, genomik parmak izi metot
yontemidir. Bu metod 1996 yilinda ilk olarak da Asinetobakterler de dahil diger
bakteriler 6nemli patojenler i¢in kullanmistir [49,50]. AFLP, DNA’nin bir veya iki
kisitlama enzimi ile agik uglu kesimi, amplifikasyon i¢in acgik ucglara uygun cift
zincirli adaptorlerin  baglanmas1 ve adaptorlere primerler komplementer ile
presellektif ve sellektif amplifikasyon, elektroforez ve profillerin goriintiillenmesi
adimlarindan olusur [51]. AFLP prosediirii, 1998’de EcoR1 ve Msel kisitlama
enzimleri kullanarak restriksiyon ve ligasyonun tek adimda gergeklestirilmesi ile
uygulanabilir hale geldi [52]. Yontemin tekrarlanabilirligi ve ayirim giicli agisindan
PCR sartlarin1 etkileyecek kontaminant ve inhibitdrlerin uzaklastirilmas: ve elde
edilen DNA’nin yiiksek kaliteli olmast istenir. RFLP tekniginin giivenilirligine gore
AFLP nin ayrim giicli giivenilir ve yliksektir. Ciinkii RFLP nin giivenirliligi PCR’1n
giiciiyle birlestirilmistir. Tekrarlanilabilirligi oldukg¢a ytiksektir. AFLP yonteminin en
belirgin avantajlarindan biri, az miktarda DNA (10-50ng)’nin yeterli olmasidir.
AFLP analizinin bir veri bankas1 olusturmaya uygunlugundan dolay1 gii¢lii bir metot

oldugu sonucuna varilabilir.



2.3 Raman Spektroskopisi

Isigin elastik olmayan sagilmasi ile ilgili ilk aragtirma 1923 yilinda Smekaln
tarafindan One siiriilmistiir. Ancak 1928 yilinda deneysel olarak ilk ortaya koyan
Hint bilim adamlar1 Kariamanickam Srinivasa ve Chandrasekhara Venkata Raman ve
Krishnan’dir. Ancak yontem Raman olarak adlandirilmistir [53,54]. Raman 1921
yilinda Sir C.V Raman, okyanusun mavi renginin gokyiizii renginin yansimasindan
kaynaklanmadigmi ve asil rengin sacilmadan kaynaklandigini gozlemlemistir.
Raman 15181n sac¢ilmasini sagilma etkisinin baslangici olarak belirterek bu olayin
15181n sacilmast ile ilgili bilimsel ¢aligmalariin baslangici olmustur [55,56]. Raman,
Calcutta Universitesi'ndeki arastirmalariyla 11 Aralik 1930 yilinda Sir Raman’a

nobel 6diilii kazandirmistir.

2.3.1 Raman Spektroskopisinin Prensibi

Bir cisim iizerine 151k gonderildiginde fotonlardan meydana gelen 151k dort
sekilde gosterebilir. Isik sogurulabilir, sacilabilir, sogurulup tekrar yayilabilir ya da
cisimle etkilesmeden dogrudan gecebilir. Gelen fotonun enerjisi temel enerji diizeyi
ile uyarilmis enerji diizeyi arasinda olmasi fotonu sogurabilmesi veya yiiksek enerjili
seviyeye cikarabilmesi absorpsiyon spektroskopisi ile olgiilir [57,58]. Molekiil
lizerine gonderilen 15181n sacilmasiyla kullanilan temel teknik Raman sagilmasidir.
Raman sagilmasi jablonski (enerji seviyesi) diyagramiyla aciklanir. Bir foton cisimle
etkilestiginde temel enerji seviyesinde bulunan enerjisi uyarilmig enerji seviyesine
artar. Polarlanmaya neden olan uyarilan bu seviye lazerle elektronun etkilestigi anda
ki seviyedir. Uyarilmis seviyeye ¢ikan molekiil, yayilan bir foton ile orijinal
seviyesine geri doner [59]. Cisim iizerine gonderilen 151 iki sekilde sacilir. Bu
sacilmalardan ilki Rayleigh Sacilmasidir. Rayleigh sacilmasi, gelen fotonun enerjisi
cisimle karsilastiktan sonra degismedigi zaman gelen foton ile sagilan fotonun
frekans1 ayn1 kalir. Rayleigh Sagilmasi bu yoniiyle ayni zamanda elastik bir
sacilmadir [60]. Diger sacilma tiirii ise Raman sagilmasidir. Raman sagilmasi, 151k
sacilirken ¢ekirdek hareketi ile indiiklenen enerji molekiilden sacilan fotona ya da
gelen fotondan molekiile elastik olmayan sagilma gostermesiyle gergeklesir [57,58].
Raman sacilmasi iki yolla ortaya ¢ikar. Eger gelen fotonun enerjisi sacilan fotonun

enerjisinden diisiikk ise Anti-Stokes, sacgilan fotonun enerjisinden biiylikse Stokes



Raman sagilmasi olusur [61]. Molekiillerin birgogu oda sicakliginda en diisiik enerji
seviyesindeyken lazer ile etkilesmeden Once kararli hale sahiptirler. Anti-Stokes ve
Stokes Raman sagilmalar1 karsilastirildiginda Anti-Stokes Raman sagilimi uyarilmis
titresim seviyesinde meydana geldigi i¢in olasilig1 daha diisiiktiir. Bu olasilik
Boltzman dagilim yasasina gore de hesaplanabilir. Bu yasaya gore de fotonla
etkilesmeden 6nce uyarilmis titresim enerji diizeylerinde bulunan molekiillerin sayis1
temel enerji diizeyinde bulunan molekiillerin sayisindan ¢ok daha az olmasindan
dolayr Anti-Stokes Raman sagilmasinin  meydana gelme olasiligi  Stokes

sacilmasindan diisiiktiir [57,58].

Rayleigh sacilmasi Raman sacilmasi Raman sacilmasi
(stokes) (anti-stokes)

Varsayilan enerji seviyesi

v 4 Titresim enerji seviyeleri

Temel hal

Sekil 2.5.Enerji diyagraminda stokes ve anti-stokes sacilmalari.

Raman sagilmasi spektrumu ile infrared spektrumu dikkate deger bir sekilde
benzemektedir. Ancak bu iki spektrum birbirinin karsit1 degil tamamlayicisi
niteliginde oldugundan dolay1 bazi sorunlar i¢in infrared yontemi uygun iken bazi
durumlarda Raman spektrumu daha iyi sonu¢ vermektedir. Raman spektrumunun
infrared spektrumuna gore en belirgin 6zelligi suyun girisim yapmamasidir. Yani
sulu ¢ozeltilerden Raman spektrumu elde edilebilmektedir. Bir bagka avantaji ise
cam ve kuvars kullanilabilmesidir. Ancak Raman spekturmunun en belirgin iki
Ozelligi vardir; birincisi sinyalin zayif gelmesi, ikincisi ise numune iizerindeKi
safsizliktan dolay1 floresans girisimi yapmasidir. Bir molekiilin Raman sagilmasi
yapabilmesi i¢in gecici bir dipol momentinin olmas1 gerekir. Yani molekiiliin titresim
sirasinda  etkilestigi  fotonun frekansina esit frekansli olarak polarlanabilmesi

gerekmektedir [59]. Bir molekiiliin Raman aktif olabilmesi ve o molekiilden Raman
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spektrumu alinabilmesi i¢in, o molekiiliin titresim esnasinda polarlanabilirliginin
degismesi ve simetrik gerilime sahip olmas1 gerekir. Bir molekiiliin Raman sinyali
verebilmesi icin yiiksek polarlanabilme Ozelligine sahip olmasi gerekir. Raman
spektrumu pek cok molekiiliin yapisinin aydinlatilmasinda ve kimyasal olarak
taninmasinda biiyiik rol oynar. Raman spektrumlart monokromatik lazer 1sin
kaynaginin molekiille etkilesmesiyle elde edilir. Raman spektrumlar1 gelen 151n ve
sacilan foton arasindaki enerjinin bir fonksiyonu oldugu icin sacilma siddetini
gosterirken gelen 151n ve sagilan 151n arasindaki referans farki da Raman kaymasi

olarak adlandirilir ve cm™ ile gsterilir [60].

2.3.2 Raman Spektrometresi

Glinlimiizde kullanilan Raman spektrometresi {ic ana bilesenden olusur.
Uygun bir spektrometre, bir lazer kaynagi ve bir numune aydinlatma sistemi. Raman
sacilmasi1 Rayleigh sagilmasindan daha zayif oldugu i¢in bu bilesenlerin performans
ozellikleri diger molekiiler spektrometrelerden daha iyi olmalidir. 1970’11 yillarin
sonuna kadar Raman spektometreleri klasik UV/goriiniir bolge gecirdigi i1sinlar
birbirinden ayiran dalga tasiyici ortamlarda kullanilan cihazlarla aym tiir bilesenleri
kullanmaktaydi1 ve bu cihazlara tasarim yoniinden benzerlerdi. Bunlarin birgogunda
transdusere ulasan gercek olmayan 1s1n1 en alt diizeye indirmek i¢in ¢ift optik agh
sistemler kullanildi. Transduser olarak fotogogalticilar kullanildi. Fakat su anda
birgok Raman spektrometresi ya germanyum tranduseri ile donatilmis Fourier
cihazlar olarak ya da yiik eslesmis diizeneklere (CCD) dayali ¢cok kanalli cihazlar
olarak kullanilmaktadir. Bu tranduserler, floresansa yol agmadan bircok bilesigin
Raman uyarimimi saglayan ve diyod lazerleri ile 785 nm’de iiretilen 1s18a karsi
duyarlidir. Fakat CCD bir Nd/YAG lazerinden gelen 1064 nm 1sinina duyarl
degildir. Bu ylizden giinlimiizde kullanilan floresans gosteren orneklerde Raman
Ol¢timleri igin hangi tiir cihazin daha iyi oldugu konusunda tam bir netlik yoktur.
Raman spektroskopisinde oOrnek hazirlanmasi IR spektroskopisine gore daha
kolaydir. Bunun sebebi, mercekler, pencereler ve diger optik bilesenler i¢in daha
kirilgan ve atmosferik olarak daha az dayanikli kristal halojen yerine cam
kullanilabilir. Ayrica lazer kaynagi, Ornegin kiiciik bir alanina kolaylikla
odaklanabilir. Sacilan 15in bir slit lizerine uygun bir sekilde odaklanabilir. Bu

durumun sonucunda ¢ok kii¢iik 6rnekler dahi incelenebilir. Son yillarda gelistirilen

11



cihazlarda sagilan 1smlari toplamak ve Ornek isinlama i¢in optik mikroskoplar
kullanilmaktadir. Bu optik mikroskoplar, kullanilan objektifler sayesinde numunenin
cok kiiciik bir alanindan Raman spektrumunun alinmasini saglamaktadir. Raman
spektroskopinin IR’ye gore istiinliiklerinin basinda gelen 6rnek hazirlamada suyun
zayif bir Raman sagicisi, fakat kuvvetli IR absorplayicisi olma 6zelligi olmasidir.
Boylece sulu ¢ozeltiler, IR ile degil Raman spektroskopisiyle rahatlikla incelenebilir.
Bu iistiinliik, biyolojik ve inorganik sistemler i¢in ve su kirliligi sorunlarina iligskin
calismalarda 6zellikle ¢ok onemlidir. Kat1 6rneklerinde Raman spektrumlari, bir cam
lam iizerine 6rnek konularak kolaylikla Raman spektrumlart alinir. Gaz 6rnekler i¢in
151n yolu uzatilmig gaz hiicrelerinin Raman spektrumu almak i¢in, kullanilmaktadir
[61]. Raman sinyalleri zayif oldugundan Raman sagilmasini gergeklestirebilmek igin
yiiksek enerjili bir 1s51n  kaynagi gereklidir. Lazerler yiiksek 151k kaynagi
olduklarindan modern Raman  spektrometrelerinde  kullanilirlar.  Raman
spektrometrelerinde genellikle bes lazer ¢esidi vardir. Bunlar, Argon iyonu (488,0
veya 514,5 nm), Kripton (530,9 veya 647,1 nm), Helyum / Neon (632,8 nm), Diyot
lazeri (785 veya 830 nm) ve Nd-YAG (1064 nm) lazer kaynaklaridir. Argon ve
kripton kaynaklari, Raman sagiliminin siddeti frekansin dordiincii kuvvetiyle dogru
orantili olmasindan dolayr spektrumun mavi ve yesil bolgesine gore daha
avantajlidir. Ancak kisa dalga boyundan dolayr bu 11k kaynaklarinda floresans
olusturma ve drnege zarar verme riskini arttirir. Diyod serili lazerler ise ¢ogu zaman
floresans1 6nemli dl¢iide diistirmektedir. Raman spektrometresi i¢in en avantajli lazer
kaynag floresans girisimini giderdigi icin Nd/YAG lazer kaynagidir. Ancak bu lazer

sistemi pahal1 oldugundan dolay1 pek tercih edilememektedir.
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Sekil 2.6. Raman spektrometresinin sematik gosterimi [62].

2.4 Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (YZRS)

Tek bir lazere bagh kalinmayip, lazer gesitlerinin artmasiyla ilgili ¢aligmalar
Raman spektroskopi ¢esitlerinin olusmasina sebep olmustur. Temelde iki ¢esit
Raman spektropkopisi vardir. Bunlar, Rezonans Spektroskopisi ve Yiizeyde
Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisidir.

YZRS teknigi 1977 yilinda Van Duyne ve Jeanmaire ile Albrecht ve
Creighton yapiya metalik nano yapilarin baglanmasiyla molekiilden alinan Raman
sinyalinin arttirtlmasi amaciyla kesfedilmistir. Bu spektroskopide Raman sagilimlar
10° ile 10° kat kadar kuvvetlendirilir. Yiizey zenginlestirilmesi, elektromanyetik
zenginlestirme ve kimyasal zenginlestirme olmak {izere iki sekilde yapilir.
Elektromanyetik zenginlestirmeyi saglayan nanoparcaciklarin kendi etraflarinda
olustuklar1 yiizey plazmonlaridir. Kimyasal zenginlestirme ise metal ile molekiiller
arasindaki yiik transferiyle olur. Kimyasal zenginlestirmenin degeri elektromanyetik
zenginlestirmeden oldukga diisiiktiir. YZRS ¢ok yonlii ve gliglii bir tekniktir. Ayrica
hem laboratuvar alaninda hem de kendi alaninda ¢ok hizli bir sekilde popiilarite
kazanmistir. YZRS bir¢ok biyolojik molekiiliin tan1 ve tayininde kullaniimaya
baslamistir. Son yillarda DNA analizi i¢in de YZRS yontemi ile ¢alismalar hizla
devam etmektedir.
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2.4.1 Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Sacilmasina Dayalh DNA analizi

Giliniimiizde hala kullanilmakta olan DNA analiz yontemlerinin kendi i¢inde
avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Gelisen bilim diinyas1 bu dezavantajlari
giderebilmek i¢in yeni yontemler gelistirmeye baslamistir. Bu yontemlerden en goze
carpan1 YZRS’ye dayali DNA analizi ¢alismalaridir. Biyomedikal teshis igin fenotip
gen tanimlama, gen haritalama ve radyoaktif olmayan dogasi nedeniyle DNA
dizilimi i¢in optik tekniklerin gelistirilmesine gii¢lii bir iletisim vardir. En belirgin ve
en iyi bilinen molekiiler tanima olaylarindan biri, bir niikleik asidin tamamlayici
hedefle hibritlesmesidir. Dolayisiyla DNA dizilerinin tanimlanmasi i¢in, bir niikleik
asit probunun DNA hedefine hibridizasyonu ile ¢ok yiiksek bir dogruluk derecesi
saglanabilir. Tibbi teshiste DNA tabanli YZRS problart kullanilmaya baslanmistir.
Ayni zamanda biyolojik ve gevresel analiz i¢in etkin YZRS aktif kat1 substratlarin
gelisimi de incelenir. YZRS ylizeye karboksil grubu igeren oligoniikleotitler
karboimid reaksiyonu ile saglanir. Baglanmanin gergeklesip gergeklesmedigi de
AFM ve Raman Spektrometresi ile belirlenir.

Raman Siddeti

470 670 870 1070 1270 1470 1670

Raman Kaymast (cm)

Sekil 2.7. A) YZRS yiizeye baglanan oligoniikleotitlerin AFM goriintiileri B) Bos
YZRS ylizeyden ve oligoniikleotit baglanmis ylizeyden alinan YZRS spektrumlari
[63].
Sekil 2.7°de M. Culha ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada [63]

gelistirilen ylizey gelistirilmis Raman geni (SERGen) problari, tamamlayict DNA
problarina hibridizasyon yoluyla DNA hedeflerini saptamak i¢in kullanilir. Problar,
radyoaktif etiketler kullanmay1 gerektirmeden yiiksek duyarlilik ve potansiyeline
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sahiptir. Bu yaklagimin etkinligi ve kanser gen teshisinde uygulanmasi (BRCA1
meme Kanseri geni) arastirilmistir [64]. Raman isaretleyicisi olarak merkaptoheksan
kullanilmistir.  Yiizeye baglanan oligoniikleotitler ilk once AFM ile Kkarakterize
edilmistir (Sekil 2.7 A). ilk resimde bos yiizey ikinci yiizeydeki tepecikler baglanan
oligoniikleotitler goriilmektedir. Ugiincii yiizeyde ise yatay olarak baglanmis olan
ikinci yiizeydeki oligoniikleotitleri dik konuma getirmek i¢in 6-merkapto-1-hekzanol
kullanilmigtir. Raman grafiginde ise bos yiizeyden ve oligoniikleotit baglanmis
ylizeyden aliman YZRS spektrumlar1 arasindaki pik farkliligi oligoniikleotitlerin
baglandigini gostermektedir.

Metal nanoparcaciklarin polarizlenebilmesi ve eksi yiik tasimasindan dolay1
da tiyol grubu iceren oligoniikleotitletlerle modifiye olunup analizi

yapilabilmektedir.
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Sekil 2.8. A) Yapilan galismanin genel semasi. B) PNA slaytlarindan ortalama SERS
sinyalleri [65].

Sekil 2.8’de yiizey-bagl Peptit Niikleik Asitleri (PNA'lar) ve ssSDNA / PNA
hibridizasyonu Tlizerine YZRS sinyalleri veren elektrostatik etkilesimlerin bir
etkilesiminden yararlanan tek sarmalli bir DNA (ssDNA) tanimlama yontemi
gosterilmektedir. PNA'larda, DNA'nin negatif yiikli seker fosfat baglar
peptidomimetik notr amid baglariyla degistirilir, boylece daha hizli hibridizasyon
oranlar1 ve biyolojik bozulmaya kars1 daha direng elde edilir. Genel yaklagim, pratik

baz1 avantajlar sunmaktadir ve konjuge polielektrolitlerden faydalanan floresan
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saptama yontemlerinde kullanilan elektrostatik montaj konseptlerine kismen
dayanmaktadir [65]. Ozellikle 6nem tasiyan ise, metalik bir YZRS substratinin
prefabrike edilmesine hi¢ ihtiya¢ duyulmamasidir. Bunun yerine gii¢lendirme,
metalik kiimelerin elektrostatik ¢okeltilmesi ile elde edilir. PNA slaytlar ticari olarak
mevcuttur ve uygun Ag nanoparcacik sollisyonlarinin  hazirlanmasi  iyi
olusturulmustur. Sekil 2.8’de yaklagimin sematik bir ¢izimini gostermektedir. Biri,
yiizeye bagli PNA'ya sahip bir cam slaytla baglar (yesil renkle gosterilir).
Tamamlayici olmayan ssDNAmin (kirmizi renkte gosterilen ssDNANC) ilavesi,
orijinal PNA yiizeyini bozulmadan birakarak bag olusturmaz. Tamamlayic1 ssDNA
(mavi ile gosterilen ssDNAC) eklendiginde, hibridizasyon net negatif yiikle bir
yiizey elde ederek gergeklesir. Slayt, daha sonra pozitif yiiklii Ag NP'leri igeren bir
sollisyona maruz birakilmistir. Elektrostatik etkilesimler nedeniyle, Ag NP'leri,
polielektrolit tabaka-tabaka biriktirme yontemlerine benzer bir sekilde, hibridize
DNA / PNA ile yiizeye tercihen baglanmistir. Bu baglanma, modifiye edilmemis
(notr) PNA ylizeylerinde 6nemli 6lciide daha zayif olmasi beklenmistir. Son adimda,
slaytlar uygun bir YZRS isaretleyicisi i¢eren bir soliisyona batirilmistir.
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Sekil 2.9. Multipleks DNA analizi i¢in yontem gelistirilmesi [66].
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Multipleks DNA analizine ait ¢aligmalardan biri T. Vo-Dinh ve arkadaslari
tarafindan yapilan genellikle hastalik baslangici ve ilerlemesi ile ilgili olan birden
fazla genetik biyolojik belirleyiciyi ayn1 anda saptamak i¢in kullanilabilir. Ayrica,
uygun veri analizi i¢in genellikle gerekli olan, ilgi ve kontrol sekanslarinin her iki
hedef dizisini de tespit etmek igin kullanilabilir. Birden ¢ok farkli DNA sekansi ayni
anda tespit edildiginden, multipleks DNA tespiti, ¢aligma siiresini, maliyeti ve
gerekli 6rnek hacmi azaltabilir. Molekiiler sentinel ¢ip (MSC) teknolojisini kullanan
coklama algilama semas1 Sekil 2.9'da gosterilmektedir. Iki farkli Raman raportoriiyle
etiketlenmis iki farkli molekiil tek zincirli, bimetalik bir nanodalga ¢ipinde altin-tiyol
baglariyla immobilize edilmistir [66]. Her bir molekiiler tek zincirli, belirli bir hedef
DNA sekansi i¢in tamamlayici olacak sekilde tasarlanmustir. iki probdan elde edilen
YZRS yogunluklart temelinde ayni anda iki farkli hedef DNA sekansi tespit

edilmistir.
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BOLUM 3
METERYAL VE METODLAR
3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Malzemeler

e (Tetraurat dihidrat) HAuCl,.3H,0O (Sigma Aldrich)

e (Trisodyum sitrat) C¢HsNazO7 (Sigma Aldrich)

e (4-Aminotiyofenol) ATP (Sigma Aldrich)

e (1-Etil-3[3-dimetilaminopropil]karboiimid  hidrokloriir) (EDC) (Sigma
Aldrich)

e N-Hidroksisiiksinimid (NHS) (Sigma Aldrich)

e Tuz Tamponu (2-(N-morfolino) etansiilfonik asit) (MES) (Thermo Scientific)

e Tuz Tamponu (Phosphate buffered saline) (PBS) (Thermo Scientific)

e Etidyum Bromiir (Biorad)

e Orange G (Biolabs)

e NaCl (Sigma Aldrich)

e Distile Su

e Erlen

e [sitict

e Filtre (45 um)

e Manyetik Karistirict

e Falkon Tiipler

e Diyaliz Keseleri

e Oligoniikleotitler

e Termomikser

e Ependorf tiipler
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3.1.2 Kullanilan Aletler ve Cihazlar

e UV/Goriiniir Bolge Spektrofotometre (Thermo/Evolotion 201)
e Zeta-Sizer Cihazi (Malvern Zetasizer ZS)
e Raman Spektroskopi Sistemi (Renishaw inVia Raman mikroskop)
e Taramali Elektron Mikroskobu (JEOL JEM 100C)
e Jel Elektroforezi Tanki (Thermo scientific Owl Easycast B2)
e Goriintileme Cihaz1 (Biorad Gel Doc EZ Imager)
e Manyetik Karistirici (Heidolph)
e Hassas Terazi (AND HR 250-AZ)
e Termomikser (Eppendorf Termomixer C)
3.2 Metod

3.2.1 14 nm ve 50 nm Altin Nanoparc¢acik (AuNPs) Sentezi

Coklu DNA analizinin c¢alisip calismadigini test etmek igin iki farkli
bliytikliikte nanopargacik sentezlendi. Bunun amaci biiytikliik farki kullanilarak baski
derecesini degistirmek ve buna bagl olarak kayma derecelerini degistirmektir. Bu
amag i¢in 14 nm ve 50 nm AuNPs sentezlendi. 14 nm AuNPs ig¢in, 100 mL
%0,01°lik HAuCl4.3H,O ¢ozeltisi kaynaymcaya kadar 250 rpm’de karistirildi.
Kaynamaya basladigi anda 2 mL %]1°lik CgHsNazO; (sodyum sitrat) altin ¢6zeltisine
eklenerek kimyasal indirgenmesi saglandi. 15 dakika kaynadiktan sonra sogumaya
birakildi ve soguduktan sonra 45 pm’lik filtre ile siiziildii. 50 nm AuNPs sentezi igin
ise 100 mL %0,01°lik HAuCl4.3H,0 ¢ozeltisi kaynaymncaya kadar karistirilip,
kaynadigi anda %]1’lik sodyumsitrat c¢ozeltisinden 0,8 mL eklenip kimyasal

indirgenmesi saglandi. Soguduktan sonra 45 pm’lik filtre ile siiziildii.
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3.2.2 Oligoniikleotitlerin Hazirlanmasi ve 14 nm ve 50 nm AuNPs ile Modifiye
Edilmesi

Ticari olarak temin edilen 100 uM’lik karboksil grubu ve Tiyol grubu igeren
oligontikleotitlerden 10 uM’lik stok oligoniikleotitler hazirlandi.

Karboksil Grubu igeren oligoniikleotitler;

5-Carboxy-C10Modifiye-Primer-6
AAAAAAAAAAATCGAGTAGAACTTATACGTTACATCCCAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCACATAAGTGGACACTCACTTAATCTA
TA

Tiyol Grubu igeren oligoniikleotitler;

3-ThiolC3S-S-Primerl: AAA AAA AAA ATT GGG ATG TAA CGT ATA AGT
TCTACTCGAT

3-ThiolC3S-S-Primer2: AAA AAA AAA ATA TAG ATT AAG TGA GTG TCC
ACT TATGTG G

Tiyol grubu igeren oligoniikleotitler ile 14 nm ve 50 nm AuNPs
modifikasyonu i¢in, falkon tiipe 5 mL 14 nm AuNPs konularak iizerine 25 pL (10
uM) tiyol grubu iceren primer 1 (P1) eklendi. Diger falkon tiipe ise 5 mL 50 nm
AuNPs konularak tizerine 25 pL (10 uM) tiyol grubu iceren primer 2 (P2) eklendi.
Tiyol grubu igeren oligoniikleoitlerin Au yiizeyine baglanmasi i¢in termomikserde
oda sicakliginda 850 rpm’de bir gece karistirildi. Bir gece sonunda AuNPs yiizeyine
tutunmayan oligoniikleotitleri uzaklastirmak icin 20 kDa’luk diyaliz keseleri ile 1
gece boyunca diyaliz edildi. (Sekil 3.1) Elde edilen oligoniikleotiler ile modifiye
olmus 14 nm ve 50 nm AuNP’ler Thermo Scientific Evolution 201 marka UV-VIS
Spektrofotometresi kullanildi. Analizler igin 400 ile 800 nm dalga boyu araliginda
tarama yapildi. AuNPlerin biiyiikliikkleri ve yilizey yiikleri analizi icin Malvern
ZetaSizer ZS markali cihaz kullanildi. Stispansiyonlarin Raman aktivitesini 6l¢gmek
icin siispansiyonlardan 5 pL alinarak CaF; slayt ilizerine damlatilarak kurumaya
birakildi. Karakterizasyon i¢in Renishaw inVia marka Raman cihazi kullanildi. %5
(15mW) lazer giiciiyle nanoparcaciklarin {izerinde 10 farkli bolgeden spektrumlar

alindi.
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Sekil 3.1. AuNPs diyalizi.

3.2.3 YZRS Aktif Yiizeylere Oligoniikleotitlerin Baglanmasi

Karboksil grubu iceren oligoniikleotitlerin yiizeye modifikasyonu igin,
elektrokimyasal yontemle elde edilen ITO yiizeye glimiis kaplanip tek tabakali ylizey
olusturuldu ve YZRS yiizeyi elde edildi. Daha sonra ITO-Ag yiizeylerin Raman aktif
olabilmesi i¢in Raman aktif bir madde olan 4-aminotiyofenol (ATP) ¢ézeltisi 10> M
hazirlanarak 8 adet ITO-Ag yiizey 1 saat boyunca ATP ¢ozeltsinde inkiibe edildi. 1
saat sonunda ITO-Ag yiizey tizerindeki fazla ATP molekiillerini gidermek igin etanol
ile yiizeyler yikandi. Karboksil grubu iceren oligoniikleotitlerin aktiflestirilmesi igin,
8 adet 1,5 mL’lik ependorf tiipe 20 mM 100 pL 1-Etil-3[3-dimetilaminopropil]
karboiimid hidrokloriir (EDC), 50 mM 100 pL N-Hidroksisiiksinimid (NHS) ve 10
uM 100 uL karboksil grubu igeren oligoniikleotitler eklenip termomikserde 850
rpm’de 1 saat karigtirllarak aktiflestirilmesi saglandi. Daha sonra ITO-Ag-ATP
yiizeylere karboksil grubu igeren oligoniikleotitlerin modifikasyonunu saglamak
amactyla 1,5 mL’lik ependorf tiipe karisimin pH’1nin sabit kalmasi i¢in 1 mL fosfat
tamponu (PBS), aktiflestirilmis olan karboksil grubu iceren oligoniikniikleotitlerin,
EDC ve NHS c¢ozeltilerinin oldugu karsim ve ITO-Ag-ATP yiizey eklendi.
Oligoniikleotidlerin ITO-Ag-ATP yiizeylere modifikasyonu i¢in termomikserde 4
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saat boyunca karistirildi. 4 saat sonunda yiizeyler karisimdan alinip 6nce PBS ile
daha sonra distile su ile yikanarak yiizey karakterizasyonuna hazirlandi. AFM
Olctimleri Park Systems XE-100-E kullanilarak oda sicakliginda “non-contact”
modda 0,5 Hz tarama hiziyla yapildi. Yiizeylerin YZRS spektrumlar1 Renishaw

inVia marka Raman cihazi Static modda %0,0001 lazer giiciiyle alind.

3.2.4 Coklu Analiz icin Hedef DNA’nin Farkh Problar ile Hibritlestirilmesi

Tiyol grubu igeren oligoniikleotitlerin (prob 2) 14 nm ve 50 nm AuNPs ile
modifikasyonu sayesinde tek zincirli oligoniikleotitleri tamamlayicis1 olan karboksil
grubu igeren oligoniikleotitlerle hibritlestirmek igin, karboksil grubu igeren
oligoniikleotitler ITO-Ag-ATP yiizeye modifiye edildi. Bu tiyol ve karboksil grubu
iceren oligoniikleotitlerin hibritlestirilmesi i¢in agsagida ki kosullar olusturuldu. 1TO
yiizeyler aktiflestirilip multipleks karboksilli DNA baglandiktan sonra yiizeyler 1,5

ml’lik ependorf tiip igerisine;

ITO-Ag-ATP + 5 uL 14 nm Primer 1;

ITO-Ag-ATP + 5 uL 50 nm Primer 2;

ITO-Ag-ATP + 5 uL 50 nm Primer 1;

ITO -Ag-ATP + 5 uL 14 nm Primer 2,

ITO -Ag-ATP +5 pL 14 nm Primer 2 + 5 pL 50 nm Primer 1;
ITO -Ag-ATP + 5 uL 50 nm Primer 2 + 5 pLL 14 nm Primer 1,

konularak ve {izerine 10 uLL 3XSSC (450 mM NaCl ve 45 mM Sodyum Sitrat) tuz
tamponu, 5 pL %0,2’lik SDS soliisyonu ve 5 puL %40’lik formamid eklenerek
45°C°de 6 saat inkiibasyona birakildi. Yiizeyler AFM ve Raman Spektrometresiyle
karakterize edildi. Ayrica oligoniiklotitleri jel elektroforezinde karakterize etmek igin
oligoniikleotitlerin hibritlesme kosullar1 asagida yapilan deneyler sonucunda
optimize edildi. Dizilerin hibritlesmesinin gergeklestirilmesi igin; 0,7 mL’lik

ependorf tiipler i¢ine 9 farkli dizi kombinasyonu yapildi.
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25 pL Primer 6 (Karboksil igeren oligoniikleotit)

25 uL Primer 1 (Tiyol iceren oligoniikleotit)

25 uL Primer 2 (Tiyol i¢eren oligoniikleotit)

25 uL Primer 6 + 25 uL Primer 1

25 pL Primer 6 + 25 pL Primer 2

25 pL Primer 6 + 25 pL Primer 1+ 25 pL Primer 2

25 uL Primer 6 + 500 uL Primer 1-N (14 nm AuNPS)

25 uL Primer 6 + 500 uL Primer 2-N (50 nm AuNPs)

25 uL Primer 6 + 250 pL Primer 1-N + 250 puL Primer 2-N) konuldu.

© ®© N o g~ w D P

Uzerlerine 50 uL 3XSSC (450 mM NaCl ve 45 mM Sodyum Sitrat) tuz tamponu,
25 uL %0,2’lik SDS soliisyonu ve 25 pL %40’ lik formamid eklenerek 45 °C’de 6
saat inkiibasyona birakildi Daha sonra hibrit triinler %1,5’lik agaroz jelde 60 dk
yiiriitiilerek UV altinda goriintiilendi.
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BOLUM 4
BULGULAR ve TARTISMA

4.1 14 nm ve 50 nm AuNPs Karakterizasyonu

14 nm ve 50 nm AuNPs karakterizasyonu i¢in UV-VIS Spektrofotometre,
Zeta-Sizer ve TEM cihazlar1 kullanildi. Metal nanoparcaciklar (Au, Ag vs.) goriiniir
bolgede 15181 absorplamaktadirlar. Bundan dolayr UV Spektrofotometresi kullanildi.
14 nm ve 50 nm AuNPs absorpsiyon spektrumu Sekil 4.1°de goriilmektedir.

1,2 -~
531 14 nm AulNPs
1 4 50 nm AuNPs
519
- 0,8 4
=
5
5 0,6 -
2
-
0.4 +
0,2 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1. 14 nm ve 50 nm AuNPs absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.1 incelendiginde 14 nm ve 50 nm altin nanoparcaciklarin maksimum
absorpsiyon spektrumlar1 goriilmektedir. Dalga boyu pargaciklarin cinsine
biiyiikliigiine baglidir. Parcacik boyutu arttikca dalga boyunun arttigi, renginin de
kirmizidan maviye kaydigi gozlendi. Nanopargaciklarin yiizey yiiklerini
hidrodinamik ¢aplarini ve biiyiikliiklerini 6lgmek i¢in kullanilan bir diger yontem ise
Dinamik Isik Sa¢ilmasi (DLS) teknigidir. Sekil 4.2°de iki farkli boydaki altin

nanoparcaciklarin biiytikliik dagilimlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.2.14 nm ve 50 nm altin nanoparcaciklarin biiyiiklik dagilimlari.

Sekil 4.2°de Altin nanoparcaciklarin biiytikliikk dagilimlart incelendiginde 14

nm ve 50 nm altin nanoparcaciklarin beklenilen boylarindan biiyiik ¢ikmasinin

nedeni hidrodinamik ¢aptan dolayidir. Ayn1 zamanda silispansiyonlarin ¢oziicii sivi

ve pargacik arasinda ki potansiyel olan Zeta potansiyel degerleri de olgiildii. Tablo

4.1°de altin nanoparcaciklarin biiyiikliik ve Zeta degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.1. Hazirlanan AuNPlerin biiyiikliik ve zeta potansiyel degisimleri.

Polidispersite Biiyiikliik (nm) Zeta  Potansiyel
indeksi (PDI) (mV)

14 nm AuNPs 0,19 18,72 -39,4

50 nm AuNPs 0,55 53,34 -39,4

Tablo 4.1°de ki Zeta degerlerinin negatif ¢ikmasinin nedeni ortamda ki sitrat

varligidir. Nanopargaciklari goriintiilemek i¢in yiiksek ¢oziiniirliige sahip geg¢irimli

elektron mikroskobu kullanilir. Sekil 4.3de farkli boylarda ki altin nanopargaciklarin

taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri goriilmektedir.
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Sekil 4.3. A) 14 nm ve B) 50 nm altin nanopargaciklarin gegirimli elektron
mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.3 incelendiginde Sekil 4.3 A goriintiisinde 14 nm altin
nanopargaciklarin homojen olarak dagildig: goriildii. Sekil 4.3 B goriintiisiinde ise 50
nm altin nanopargaciklarin yogun olarak bir araya geldikleri goriildii. Genel olarak

altin nanopargaciklar beklenilen boyutta ve sekilde goriildii.

4.2 Oligoniikleotitler ile Modifiye Olan 14 nm ve 50 nm AuNPs
Karakterizasyonu

14 nm ve 50 nm altin nanopargaciklar oligoniikleotitlerle modifiye edildikten
(Sekil 4.4.) sonra modifiye olan altin nanopargaciklarin karakterizasyonu i¢in UV-
Vis Spektrofotometre, Zeta Sizer ve Raman Spektrometresi kullanildi. 14 nm
AuNPs, 50 nm AuNPs, 14 nm AuNPs/Primer-1, 14 nm AuNPs /Primer-2 50 nm
AuUNPs /Primer-1 ve 50 nm AuNPs Primer-2 kolloidlerinin absorbans ve dalga
boylar1 Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de kolloidlerin maksimum absorpsiyon spektrumlari

gosterilmektedir.
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=== HS(CHy);

Sekil 4.4.Tiyol grubu igeren oligoniikleotitlerle modifiye olmus 14 nm ve 50 nm
AuNPs sematik gosterimi.

Sekil 4.5. 14 nm ve 50 nm AuNPs.
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14 nm AuNPs, 50 nm AuNPs, 14 nm AuNPs/Primer-1 ve 50 nm
AuNPs/Primer-2  kolloidlerinin sekil 4.6 ve 4.7°de absorbans spektrumlari

gorilmektedir.
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o
(@)

400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.6. 14 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye olmus 14 nm AuNPs
absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 4.7. 50 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye olmus 50 nm AuNPs

absorpsiyon spektrumlari.
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14 nm olarak sentezlenen AuNPlerin ylizey plazmon absorpisyon dalga boyu
519 nm ve tiyol iceren oligoniikleotitler ile modifiye edilen AuNPlerin absorbans
dalga boylarinda birkag nm degisim goriilmektedir (Sekil 4.6). Literatiire
bakildiginda plazmonik nanomalzemelerin ylizeyi modifiye edildiginde dielektrik
cevresi degistiginden birka¢ nm yiizey plazmon absorpsiyon dalga boyunda kayma
olmaktadir. Elde edilen verilere bakildiginda benzer sonuclar elde edildi. Tablo

4.2°de elde edilen maksimum absorpsiyon dalga boylar1 verilmektedir.

Tablo 4.2. Hazirlanan AuNPlerin maksimum absorpisyon dalga boylari.

AuNPs/ Oligoniikleotit Max. Absorbans (nm)
14 nm 519
14 nm-P1 525
50 nm 531
50 nm-P2 532

Tabloda goriildiigii gibi oligoniikleotiler ile modifiye edilen AuNPlerin
absorpsiyon dalga boylarinda birka¢c nm kayma olmaktadir. Ayrica oligoniikleotilerle
modifiye edilen AuNPleri karakterize etmek i¢in Zetasizer cihazi kullanildi. Bu cihaz
yardimi ile hem nanopargaciklarin hidrodinamik caplari hem de yiizey yiikleri (zeta
potansiyel) olgtimleri yapildi. Sekil 4.8 ve 4.9’da hazirlanan nanoparcaciklardan elde

edilen biiyiikliik dagilim grafigi goriilmektedir.
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Sekil 4.8. 14 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye olmus AuNPs
stispansiyonlarin biiytikliik dagilimlari.
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Sekil 4.9. 50 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye olmus AuNPs
stispansiyonlarin biiytikliik dagilimlari.

AuNPler oligoniikleotitler ile modifiye edildiginde biiytikliigiinde bir degisim
meydana gelmektedir. Bu da siispansiyon igerisindeki nanopargaciklarin
hidrodinamik ¢apinda biiyiimeye neden olmaktadir. Bu degisimi belirleyebilecek en
iyi yontem dinamik 151k sacilmasidir. Sekil 4.8 ve 4.9’da goriildiigi gibi
oligontikleotitler ile modifiye edilen AuNPlerin biiytlikliikleri modifiye edilmemis

AuNPlere gore daha biiyiiktiir. Bu da oligoniikleotitlerin yiizeye kimyasal olarak
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baglandigini gostermektedir. Zetasizer cihazindan alinan degerler (biiyiiklik ve zeta

potansiyel) Tablo 4.3’de verilmektedir.

Tablo 4.3. Hazirlanan AuNPlerin biiylikliik ve zeta potansiyel degisimleri.

PDI Biiyiikliik (nm) Zeta Potansiyel
(mV)
14 nm AuNPs 0,19 18,72 -39,4
14 nm-Primer 1 0,46 36,25 -21,5
50 nm AuNPs 0,55 53,34 -39,4
50 nm-Primer 2 0,51 79,50 -23,8

Sentezlenen AuNPlerin hidrodinamik caplar1 yaklasik olarak 18 nm ve 50 nm

oOlgiildii. Tiyol igeren oligoniikleotitler ile modifiye edildiginde hidrodinamik

caplarinda degisimler gézlendi (Tablo 4.3). Hidrodinamik ¢ap1 18 nm olan AuNPler

oligoniikleotitlerin ylizeyine baglanmasi ile yaklasitk 36 nm olarak Olgiildii.

Hidrodinamik ¢ap1 50 nm olan AuNPler oligoniikleotitlerin yilizeyine baglanmasi ile

yaklasik 80 nm olarak 6l¢iildii. Bu degisim AuNPlerin oligoniikleotitler ile basar1 ile

modifiye edildigini gostermektedir. Son olarak oligoniikleotitler ile modifiye edilen

AuNPleri karakterize etmek i¢in Raman spektrometre kullanildi (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.10. 14 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye edilen 14 nm AuNPs
Raman spektrumlari.
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Sekil 4.11. 50 nm AuNPs ve oligoniikleotitler ile modifiye edilen 50 nm AuNPs
Raman spektrumlari.

Oligoniikleotitler modifiye edilen nanoparcaciklardan elde edilen Raman
spektrumunda 730 ve 1319 cm™ dalga sayisinda pik goriilmektedir. Bu pikler
oligoniikleotitlerde bulunan adenin bazindan kaynaklanmaktadir [67]. Bu da
nanoparg¢aciklarin  oligoniikleotitler ile kimyasal olarak modifiye oldugunu

gostermektedir.
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4.3 Oligoniikleotitler ile Modifiye Olan Yiizeylerin Karakterizasyonu

Tiyol grubu oligoniikleotitler altin nanopargaciga baglandiktan sonra
tamamlayicist olan oligoniikleotitlerle hibritlestirmek igin karboksil grubu iceren
oligontikleotitlerin (P6) yiizeye modifikasyonu, elektrokimyasal yontemle ITO
yilizeye 250 nm giimiis kaplanip tek tabakali ylizey olusturularak YZRS ylizeyi elde
edildi (Sekil 4.12). Yiizey karakterizasyonu i¢in siklikla kullanilan Atomik Kuvvet
Mikroskobu kullanildi. Sekil 4.13’de ATP molekiilleri ile modifiye ve karboksil
grubuyla modifiye olmus ITO giimiis ylizeylerin AFM goriintiileri goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Karboksil grubu iceren oligoniikleotitlerlerin amit bag: yardimi ile YZRS

aktif ylizeye kimyasal olarak baglanmasinin sematik gdsterimi.
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Sekil 4.13. A) ATP molekiilleriyle modifiye olmus B) Karboksil grubu i¢eren
oligoniikleotitlerle modifiye olmus ITO ylizeylerin AFM goriintiileri.

Sekil 4.13 A’da ATP molekiilleriyle modifiye olmus 250 nm ITO yilizeyim
AFM goriintiisii  goriillmektedir. Bu goriintiiye gore yiizey oldukca temiz ve
diizgiindiir. Sekil 4.13 B’de ise 250 nm giimiis kapli ITO yiizey iizerine modifiye
olmus karboksil grubu igeren oligoniikleotitlerin varligint gostermektedir. Bunu
Raman spektrometresinde karakterize edebilmek i¢cin Raman aktif madde olan ATP
molekiilleri ile inkiibe edilen yiizeylerin YZRS spektrumlari sekil 4.14’de

gorilmektedir.
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Sekil 4.14. 250 nm glimiis kapl ITO yiizey lizerindeki ATP molekiiliiniin YZRS
spektrumlari.
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Sekil 4.15. 250 nm glimiis kapl ITO yiizey lizerine modifiye olmus
oligoniikleotitlerin YZRS spektrumlari.

Sekil 4.14°de 250 nm Ag kaplh ITO yiizey tlizerindeki ATP molekiillerinin
YZRS spektrumlar1 yiizeyin 10 farkli bdlgesinden alinarak elde edildi.
Tekrarlanabilirliginin 1y1 oldugu gézlendi. Serbest haldeki ATP molekiillerinden elde
edilen spektrumlarin ortalamasi, yiizeye oligoniikleotitler baglandiktan sonra ve
hedef DNA ile nanopargaciklar hibritlestirildikten sonra piklerdeki kaymay1
belirlemek icin referans olarak kullanildi. Sekil 4.15°de ise P6 ile modifiye olan ITO
yiizey tlzerinde bulunan ATP molekiillerinindeki kaymayr belirlemek amaciyla,
ylizeyden alman 10 adet YZRS spektrumu goriilmektedir. Spektrumlarin
tekrarlanabilirliginin iyi oldugu gozlendi. ATP molekiiliine spesifik olan C-S
baglarindaki 1077 cm™ pikin oligoniikleotit varigindan dolay: birkag derece kaydig:
gortldii.

44 Coklu Analiz icin Hedef DNA’nmmn Farkh Problar ile Hibritlestirilen
Oligoniikleotitlerin Karakterizasyonu

Tiyol iceren oligoniikleotitlerle modifiye olmus 14 nm ve 50 nm AUNPSs
tamamlayicis1 olan yiizeye modifiye olmus oligoniikleotitlerle hibritlestirildi (Sekil
4.16 ve 4.17). Hibritlesme karakterizasyonu igin, jel elektroforezi, AFM ve Raman
Spektrometresi kullanildi. Sekil 4.18’de hibritlestirilen oligoniikleotitlerin agaroz

jeldeki bantlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. YZRS aktif yilizeye baglanmis karboksil grubu iceren oligoniikleotitler ile
14 nm AuNPs-P1 (A) ve 50 nm AuNPs-P2 (B) kolloidlerinin hibritlesmesinin

sematik gosterimi.
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Sekil 4.17. YZRS aktif ylizeye baglanmis karboksil grubu igeren oligoniikleotitlerin
14 nm AuNPs-P1 ve 50 nm AuNPs-P2 kolloidlerinin hibritlesmesinin sematik
gosterimi.
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Sekil 4.18. Hibritlestirilen oligoniikleotitlerin agaroz jel goriintiisii (P6, Karboksilli
Primer 6; P1, Tiyol Primer 1; P2, Tiyol Primer 2; P1-N, Tiyol Primer 1-
Nanopargacik (14 nm P1); Tiyol P2-N, Primer 2- Nanopargacik (50 nm P2), 50bp
Marker)

Sekil 4.18’de yer alan agaroz jel goriintiisiinde igerisinde nanopargacik
olmayan hibritlesen oligoniikleotitlerin oldugu kuyucuklarda tek bantin gozlenerek
parlakliginin artmasi1 ve yogunluklarindan dolayr karboksilli oligoniikleotitlerin ile
14 nm Primer 1 ve 50 nm Primer 2 nanopargaciklarla beraber yiiklendikleri
kuyucuklarda daha az yiirimiis olmasi1 hibridizasyonun gerceklestigini
gostermektedir. Hibritlesmenin oldugunu desteklemek amaciyla hibritlesmesi
gerceklesen oligoniikleotitleri karakterize etmek icin Atomik kuvvet mikroskobu
kullanildi.  Sekil 4.19’da  hibritlesen oligoniikleotitlerin AFM  gériintiileri

gorilmektedir.
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14 nm AuNPs- P1

50 nm AuNPs- P2

Sekil 4.19. Elde edilen yiizeylerden alinan AFM goriintiileri. (A) ITO-Ag Yiizey, (B)
ITO-Ag-ATP-P6 (C) ITO-Ag-ATP-P6+14 nm AuNPs-P1 (D) ITO-Ag-ATP-P6+50
nm AuNPs-P2, (E) ITO-Ag-ATP-P6+14 nm AuNPs-P1 + 50 nm AuNPs-P2

Sekil 4.19 A’da 250 nm Ag kaphh ITO ylizeyin AFM goriintiisii
goriilmektedir. Diiz bir yilizey oldugu goriilmektedir. B’de ise karboksil grubu iceren
oligontikleotitlerle modifiye olmus yiizey goriilmektedir. AFM goriintiisiinde
goriinen ylikseltiler oligoniikleotitlerin ylizeye basarili bir sekilde baglandigini
gostermektedir. Sekil 4.19 C’de ise karboksilli oligoniikleotitlerle 14 nm AuNPs-P1
hibritlesmesi goriilmektedir (Sematik gosterim Sekil 4.16 A). Yiizey {iizerindeki
parlakliklar  hibritleslesme sonucunda yiizeye baglanan 14 nm AuNPs
kaynaklanmaktadir. Sekil 4.19 D’de karboksilli oligontikleotitlerle 50 nm AuNPs-P2
hibritlesmesi goriilmektedir (Sematik gosterim Sekil 4.16 B). Yiizey iizerindeki
parlakliklar  hibritleslesme sonucunda yilizeye baglanan 50 nm  AuNPs
kaynaklanmaktadir. 14 nm AuNPs-P1 ile karsilastirildiginda 50 nm AuNPs-P2
nanoparcaciklarin biiyiikliiklerinin daha biiyiikk oldugu goriilmektedir. Sekil 4.19
E’de son olarak hem 14 nm AuNPs-P1 ve 50 nm AuUNPs-P2 ile hibritlestirilen
yiizeyin AFM goriintiisti goriilmektedir (Sematik gosterim Sekil 4.17 ). Goriintiideki
blyiikli kiigiiklii tepeciklerin oldugu goriilmektedir. Kiiciik tepeciklerin 14 nm
AuNPs, biiyiik tepeciklerin ise 50 nm AuNPs oldugu diistiniilmektedir. AFM
analizleri tiyol grubu igeren primerle modifiye edilen nanoparcaciklarin karboksil
grubu iceren oligoniikleotitlerle modifiye edilen ylizeylerle basarili bir sekilde

hibritlestirildigini gostermektedir. Hibritlestirilen oligoniikleotitlerin
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tekrarlanabilirliklerini ve kayma derecelerini gozlemlemek i¢in YZRS spektrumlari

alindi. Sekil 4.20’de hibritlestirilen oligoniikleotitlerin YZRS spektrumlari

goriilmektedir.
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Sekil 4.20. 250 nm Ag kapli ITO yiizey tlizerindeki, A) ITO-Ag-ATP-P6+14 nm
AUNPs-P1 (B) ITO-Ag-ATP-P6+50 nm AuNPs-P2, (C) ITO-Ag-ATP-P6+14 nm
AUNPs-P1 + 50 nm AuNPs-P2’¢elde edilen YZRS spektrumlari.
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Coklu DNA analizi i¢in yiizeye karboksil grubu igeren oligoniikleotitler (P6)
modifiye edildikten sonra 14 nm AuNPs-P1(Primer 1), 50 nm AuNPs- P2 (Primer 2)
ve 14 nm AuNPs-P1+50 nm AuNPs- P2 hibritlestirildi. Daha sonra yiizey lizerinde
ki ATP molekiillerinin 10 adet YZRS spektrumu alindi (Sekil 4.20). Spektrumlar
incelendiginde tekrarlanabilirliklerinin iyi oldugu goriildi.
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Sekil 4.21. 250 nm Ag kapli ITO yiizey tizerindeki, ITO-Ag-ATP-P6+14 nm
AUNPs-P1, ITO-Ag-ATP-P6+50 nm AuNPs-P2, ITO-Ag-ATP-P6+14 nm AuNPs-P1
+ 50 nm AuNPs-P2’elde edilen YZRS spektrumlarinin Karsilastirilmasi.
Tablo 4.4. 250 nm Giimiis Kapli ITO Yiizey Uzerine Modifiye Olmus ATP’in

YZRS Spektrumlarindan Alman Yiksekliklerinin Ortalamalar1 ve Standart

Sapmalari.
ITO-Ag- | ITO-ATP-P6 14 nm | 50 nm | 14 nm
ATP Modifikasyon AUNPs-P1 | AuNPs-P2 AUNPs-
P1+50nm
AUNPs-P2
C-S 1077,76 1079,06 1079,53 1079,39 1080,40
+0,087 0,21 +0,14 +0,22 +0,17
(cm™)
C-C 1590,72 1590,64 1593,22 1594,21 1595,21
+0,41 +0,29 +0,46 +0,44 +0,43
(cm™)
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Sekil 4.21°de ATP molekiili, yiizey tizerine modifiye edilmis karboksil grubu
iceren oligoniikleotitler (P6), 14 nm-P1, 50 nm P2 ve 14 nm-P1+50 nm P2
olusturdugu YZRS spektrumlarinin karsilastirilmasi goriilmektedir. Bu grafige gore
P6 oligoniikleotitlerinin yiizeye modifiye olarak olusturdugu 1077 cm™’den 1078 cm’
e 1 birimlik olusan kayma ATP molekiiliiniin iizerine modifiye oldugunu
gostermektedir. 14 nm AuNPs ile modifiye olmus P1 tiyol grubu igeren
oligoniikleotitlerle  modifiye  olduktan  sonra  karboksil  grubu igeren
oligoniikleotitlerin yiizeye modifiye edilmesiyle birbirinin tamamlayict olan
oligoniikleotitler hibritlestirilerek YZRS spektrumlari elde edildi. ATP molekiiliiniin
spektrumuyla karsilastirildiginda pikin az miktarda saga kaydigini gostermektedir.
Tablo 4.4’de de 1,5 birimlik kayma gozlemlendi 50 nm + P2 hibritlesirilmesiyle
alinan YZRS spektrumlarindaki kayma 50 nm AuNPs’nin ATP molekiillerine yaptigi
baskidandir. 14 nm AuNPs ve 50 nm AuNPs tiyol iceren oligoniikleotitlerle yiizeye
modifiye  olan  karboksil igeren  oligoniikleotit  zincirinin = tamamiyla
hibritlestirilmesiyle oligoniikleotit zincirinin alt kismina 14 nm AuNPs iist kismina
ise 50 nm AuNPs ile hibritlestirilmesiyle oligoniikleotitlerin zinciri tamamlanarak
YZRS spektrumlar1 alindi. Bu spektrumlar incelendiginde C-S ve C-C baglarinda ki
3 birimlik en fazla kaymanin bu spektrumda oldugu goriildii. Bunun sebebi ise 50 nm
altin nanopargaciklarin ATP molekiiliine gore c¢ok biiyiik olmast ve ATP
molekiillerine baski uygulayarak polarizlenebilirligini degistirerek pik derecelerini

arttirmistir.
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BOLUM 5

SONUC

DNA analizinde hizli ve dogru tayin olduk¢a 6nemlidir. Genel olarak DNA
analizinde kullanilan yontemler birgok dezavantaja sahip oldugundan gelisen bilim
karsisinda yetersiz kalmaktadir. Sunulan bu ¢alismada yeni hizli ve hassas multipleks
DNA analizi i¢in yontem gelistirildi. Bu calismada 14 nm ve 50 nm altin
nanopargaciklar kimyasal indirgeme metodu ile sentezlenerek UV-VIS
Spektrofotometresi, Zeta-Sizer cihazi, TEM ile karakterize edildi. Yapilan UV-VIS
Olciimiine gore 14 nm ve 50 nm altin nanoparcaciklarin maksimum absorpsiyon
bantlarinin 6l¢iilmesiyle altin nanopagaciklarin boyunun artmasiyla maksimum
absorpsiyon bantlarinin biiyiidiigi goriildii. Dinamik 1s1k sacilmasi yontemiyle de
altin nanoparcaciklarin hem boylar1 hemde zeta potansiyelleri Olglilerek TEM
cihaziyla da boylarinin dogru oldugu desteklenmis oldu. Sentezlenen 14 nm ve 50
nm altin nanopargaciklarla tiyol grubu igeren oligoniikleotitlerler modifiye edilerek
karakterizasyonlar1 tekrar UV-VIS, Zeta Sizer ve Raman Spektrometresi ile
karakterize edildi. 14 nm ve 50 nm altin nanoparc¢aciklarin maksimum absorpsiyon
dalga boylar1 ve tiyol grubu igeren oligoniikleotitlerle modifiye olmus altin
nanopargaciklarin maksimum absorpsiyon dalga boylar1 karsilagtirildiginda, dalga
boylarinin arttig1r goriildii. Dinamik 151k sagilmasi yontemiyle oligoniikleotitlerle
modifiye olan altin nanoparcaciklarin boylariin artmasi oligoniikleotitlerin basariyla
modifye oldugunu belirledi. Oligoniikleotitlerin modifiye oldugunu belirlemek i¢in
bir de Raman Spektrometresiyle altin nanopargaciklarin Raman spektrumlari alinarak
literatiirde belirlenen adenin ve guanin pikinin spektrumda gozlenmesiyle
oligontikleotitlerin altin nanoparcgaciklara modifiye oldugu belirlendi. Tiyol grubu
iceren  oligoniikleotitlerin ~ tamamlayicist  olan  karboksil  grubu iceren
oligoniikleotitlerin hibritlestirilmesi amaciyla elektrokimyasal yontemle elde edilen
ITO yiizey tlizerine 250 nm glimiis kaplanmasiyla elde edilen yiizeylerin Raman aktif

olmast i¢in 1iyi bir Raman isaretleyicisi olan 4-ATP’le inkiibe edildi.
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Karboksil grubu iceren oligoniikleotitlerin yiizeylerle modifiye olabilmesi igin
karboimid reaksiyonuyla ¢apraz baglarin agilmasi saglandi. Oligoniikleotitler yiizeye
modifiye edilerek AFM goriintiileri ve ATP molekiiliiniin YZRS spektrumlari alindi.
ATP molekiillerinin Raman isaretleyici olmasindan dolay1r ylizeye modifiye olan
oligoniikleotitlerin modifiye oldugunu ATP pikindeki kaymadan belirlendi. 14 nm ve
50 nm altin nanopargaciklarla modifiye olmus tiyol grubu iceren oligoniikleotitlerle,
tamamlayicis1 olan ITO giimiis ylizeye modifiye olmus karboksil grubu igeren
oligontikleotitlerle hibritlestirilmesinden sonra AFM ve Raman Spektrometresiyle
karakterize edildi. AFM goriintileri incelendiginde, 14 nm AuNPs- P1 olan
yiizeydeki parlak tepeciklerin kiigciik, 50 nm AuNPs-P2 olan yiizeydeki parlak
tepeciklerin ise daha biiylik oldugu goriildii. 14 nm-P1 + 50 nm-P2 olan yiizeyde
blyliklii  kiictiklii  parlak tepeciklerin  oldugu goriildii. Yiizey {iizerinde
oligoniikleoititlerin varligin1 belirlemek i¢in yiizeyden YZRS spektrumlar1 alinarak
karsilastirilma  yapildi. ATP molekiiline spesifik olan 1077 cm™ deger
oligoniikleotitler yiizeye modifiye olduktan birka¢ derece artmis daha sonra
tamamlayicis1 olan altin nanoparcaciklarla modifiye olmus oligoniikleotitlerle
hibritlestirildikten sonra pik derecesi nanopargaciklarin yaptigi baskidan dolay1
artmistir [68]. Bu ¢aligmada hedeflenen multipleks i¢in YZRS’ye dayali biyosensor
gelistirilmistir. Calisma icin beklenen sonuglar gergeklesmis ve boylece yeni, hassas
ve hizli bir yontem gelistirildi. Gelistirilen bu yontem sayesinde ileride DNA
analizleri icin protip bir YZRS biyocip iiretilmesi beklenmektedir. Buna ek olarak
YZRS vyiizey tizerindeki prob DNA degistirilerek klinik oneme sahip DNA i¢in

biyocip iiretilmesi miimkiin olacaktir.
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