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OZET

KUANTUM NOKTA ENTEGRE BIiYOSENSOR GELISTIRILEREK CiFT
SARMAL VE G-QUADRUPLEKS DNA TAYININDE
KULLANILABILIRLiGININ ARASTIRILMASI

Ayse Topcu
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Esra BAGDA
2021, 80+xix sayfa

Kuantum noktalar essiz fotokimyasal ozelliklere sahip nano boyutlu yar iletken
kristallerdir. Fotokimyasal Ozelliklerinden dolay1 biyolojik uygulamalarda tercih

edilirler.

G-quadrupleks DNA yapilari, guanince zengin DNA dizilerinde goriilen ikincil
katlanmalardir. Bu yapilarin in vivo sartlarda varligr kesfedilmis ve metobolizmada
gorevlerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli biyolojik ortamlarda nicel tayini Onem

kazanmustir.

Mevcut tez calismasinda, c¢ift sarmal ve G-quadrupleks DNA tayinine yonelik
kuantum nokta entegre biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma
prensibi kuantum noktanin emisyon sinyalinin ftalosiyanin varliginda soniimlenmesi
(kapali konum) ve DNA varliginda ise floresans sinyalin geri kazanilmasi temeline
(agik konum) dayanmaktadir. Tez kapsaminda ftalosiyanin tiirii ve derisimi gibi
biyosensor performansini etkileyen parametreler optimize edilmistir. Gelistirilen
biyosensoriin biyolojik numunelerde G-quadrupleks ve ¢ift sarmal DNA’nin
belirlenmesi hedeflendiginden biyolojik numunelerde olduk¢a yaygin bulunan serum
albiimin ve iyonlarin (Na®, Mg?" gibi) biyosensér performansina etkisi incelenmistir.
Bu ¢alismalarda calisilan iyonlarin sensér performansina etkisi (Zn?" disinda ) ihmal
edilebilir seviyede bulunmustur. Bu ¢aligmalarin ardindan biyosensdriin lineer aralik,
gbzlenebilme ve tayin simiri, kalibrasyon duyarligi gibi analitik 6zellikleri
belirlenmistir. Gozlenebilme ve tayin sinirlart AS1411 i¢in sirast ile 0,055 uM ve 0,18
uM, Tel21 i¢in sirast ile 0,061 uM ve 0,20 uM, TeldS5 igin siras1 ile 0,038 uM ve 0,13
uM ve ctDNA icin ise sirasi ile sirasi ile 0,091 uM ve 0,30 uM’dir. Gelistirilen
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biyosensoriin gercek Orneklere uygulanilabilirligi sentetik ornekler hazirlanarak

kontrol edilmistir.

Sonug olarak c¢esitli ortamlarda G-quadrupleks ve cift sarmal DNA derisiminin
belirlenebilecegi kuantum nokta entegre, acik-kapali 6zelligine sahip bir biyosensor
gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor in vitro ortamlarda bu tiirlerin belirlenmesine
olanak saglamaktadir. Gergek Ornekleri en iyi sekilde temsil etmesi agisindan
hazirlanan sentetik numuneler kalabaliklagtirma ajan1 (PEG 8000), protein, ve ¢esitli
iyonlari icerecek sekilde hazirlanmigtir ve bu ortamlarda ¢aligilan G- quadrupleks ve

ctDNA derisimleri yiliksek dogrulukla tayin edilebilinmistir.

Elde edilen sonuclar 1s18inda gelistirilen biyosensorle in vivo sartlarda da G-
quadrupleks ve c¢ift sarmal DNA tiirlerinin belirlenmesi potansiyelinin oldugu

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuantum nokta, Biyosensor, ¢tDNA, G-quadrupleks DNA
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF INTEGRATED QUANTUM DOT BiOSENSORS AND
APPLICABILITY OF DETECTION OF DOUBLE STRANDED DNA AND G-
QUADRUPLEX DNA

Ayse Topcu
Master of Science Thesis
Department of Analytical Chemistry
Supervisor: Ass. Prof. Esra BAGDA
2021, 80+xix pages

Quantum dots are nano-sized semiconductor crystals with unique photochemical
properties. They are preferred in biological applications due to their photochemical

properties.

G-quadruplex DNA structures are secondary folds found in guanine-rich DNA
sequences. The existence of these structures in in vivo conditions has been discovered
and their quantitative determination in various biological environments has gained

importance in order to determine their roles in metabolism.

In the present thesis, a quantum dot integrated biosensor for double helix and G-
quadruplex DNA determination has been developed. The working principle of the
developed biosensor is based on the quenching of the emission signal of the quantum
dot in the presence of phthalocyanine (closed position) and the recovery of the
fluorescence signal in the presence of DNA (open position). Within the scope of the
thesis, parameters affecting biosensor performance such as phthalocyanine type and
concentration were optimized. Since the developed biosensor aimed to determine G-
quadruplex and double helix DNA in biological samples, the effect of serum albumin
and ions (such as Na*, Mg?*), which are quite common in biological samples, on the
biosensor performance was examined. The effect of ions studied (except Zn’") on
biosensor performance in these studies was found to be negligible. After these studies,
the analytical properties of the biosensor such as linear range, limit of detection and
quantification, calibration sensitivity were determined. The limit of detection and
quantification were 0,055 uM and 0,18 uM for AS1411, 0,061 uM and 0,20 uM for
Tel21, 0,038 uM and 0,13 uM for Tel45 and 0,091 uM and 0,30 uM for ctDNA. The
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applicability of the developed biosensor to real samples was checked by preparing

synthetic samples.

The results of this investigation show that, a quantum dot integrated, on-off biosensor
has been developed in which the G-quadruplex and double helix DNA concentration
can be determined in various environments. The biosensor developed within the scope
of the thesis enables the identification of these species in in vitro environments.
Synthetic samples prepared to represent real samples in the best way were prepared to
contain molecular crowding agent (PEG 8000), protein, and various ions, and the G-
quadruplex and ctDNA concentrations studied in these environments could be

determined with high accuracy.

Based on the results obtained, it is thought that the developed biosensor has the

potential for the determination of G-quadruplex and double helix DNA species in vivo.

Keywords: Quantum dot, Biosensor, ¢tDNA, G-quadruplex DNA
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1. GIRIS

[lk defa 1981°de Ekimov ve Onushenko tarafindan bir cam matrisinde tanimlanmus,
nano Olcekli yart iletken kristaller olarak bilinen kuantum noktalar1 (KN’ler) i¢in ilk
biyolojik goriintiileme uygulamasit 1998°de bildirilmistir. O zamandan bu yana
KN’ler; giines pilleri, 1s1k yayan diyot (LED) iiretimi, fotodetektorler, fotovoltaik
cihazlar, biyomedikal goriintileme ve bunun gibi alanlarda siirekli gelisme
gostermistir. Yakin kizilotesinde (NIR) (>0,650 nm), bir¢cok geleneksel organik boya,
emisyon ihtimalini vermez. Bu bolge biyomedikal goriintiileme i¢in, azaltilmis 151k
sacilim1 ve zayif doku emilimi gibi sebeplerle biiylik 6l¢iide arzu edilmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 KN’ler, cok 6nem kazanmaktadir (Matea vd., 2017). Nanometrik
yar1 iletkenler, boyuta goére ayarlanabilir 151k emisyonu, uzun Omiirleri, yiiksek
kuantum verimi, iyi kimyasal ve foto kararlilik gibi benzersiz optik ozellikleri
nedeniyle floresan merkezli biyoalgilama i¢in ideal floresan etiketler haline gelmistir

(Shi-Ge vd., 2013).

KNlerin kararli hale gelmesi, kendilerini kaplayan ligandlar sebebiyle meydana gelir
ve bu ligandlarin yapisi sayesinde, organik veya sulu koloidal ¢ozeltiler meydana
getirilir (Speranskaya ve Goryacheva, 2013). KN’lerin, yliksek reaktiviteleri ve yiizey
alanlarindan dolay1 pasiflestirilerek veya stabilize edilerek ortam kosullarinda
kullanilmaya hazir hale getirilmesi sarttir. Bir stabilizator segerken dikkate alinmasi
gereken profillerden bazilari, emilim ve liiminesans spektrumudur; ayrica ortamin
bilesimiyle iligkili olarak kuantum verimi ve 6mrii degiskenlik gosterir (Zharkova vd.,

2016).

KN’ler, geleneksel organik floresans reaktifleri ile kiyaslandiginda, dar emisyon
spektrumu, yiiksek 1s1k verimliligi, 1yi 1s1kla agartma direnci ve biiyiik stokes kaymasi
gibi ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in dnemlidir.
Ayrica KN’lerin bu 6zellikleri biyoalgilama alanlarinda umut verici uygulamalari

miimkiin kilmaktadir (Ma vd., 2018).

Biyosensorler, biyobelirteglerin veya biyomolekiillerin tayininde kullanilan sensorler

olarak tanimlanir. Biyosensorler, biyomolekiiler etkilesimleri aktarmak i¢in fiziksel



elemanlardan ve doniistiiriiciiden meydana gelen analitik siifta bulunan cihazlardir.
Sensdrler; tibbi ve klinik uygulamalar, patojenik tani, biyoreaktorler, kalite kontrol,
ilag tiretimi gibi sektorlerin kontroliinde kullanilmaktadir. Biyomolekiilleri algilayip
Olcebilen sensorlerin olusturulmasi, bu gibi bir¢ok alan icin son derece onemlidir

(Lakshmipriya ve Gopinath, 2019).

Ftalosiyaninler, ayirt edici renklere sahip koyu mavi-yesil bir pigmentlerdir (Keen.,
1964). Bu pigmentler, dort benzo-bagli pirol izoindol birimini baglayan nitrojen
atomlarina sahip makrosikliklerdir. Ftalosiyaninler, G-quadrupleks DNA’y1 olusturan

istiflenmis G-tetradlarla baglanabilmektedirler (Lopes-Nunes vd., 2020).

Cift sarmal DNA yapist 1953 yilinda aydinlatilmistir ardindan DNA yapisinin
gizeminin c¢oziilebilmesi i¢in bugiine dek ¢esitli uygulamalar yapilmaya devam
edilmistir. Cift sarmal yapisinin beraberinde DNA, ikincil yapilara da katlanmaktadir.
Bu katlanmalar molekiil i¢i ya da molekiiller aras1 meydana gelebilmektedir. Cesitli
iyonlarin ortamda bulunmasiyla ve elverisli sartlarda; guanin bakimindan zengin olan
niikleik asit sekanslari, dort iplikli G-quadrupleks yapilarini  meydana
getirebilmektedirler (Kerwin, 2010). G-quadrupleksler, terapotik hedefler olarak nem
kazanmaktadir ¢linkii G-quadrupleks ligandlarinin antikanser ilaglar olarak faydali
olmas1 umut edilmektedir (Zhou vd., 2015). G-quadrupleks yapilarla entegre olabilen
cesitli boyalar vardir ve bu boyalar floresan tutumlarinda gii¢lii bir farklilik ortaya
cikarir (Yan vd., 2012). Bu boyalar sadece G-quadrupleks yapilara baglanmaz, bazilari
cift veya tek zincirli DNA yapilarina da baglanabilmektedirler. Bu sebeple, G-
quadrupleks yapilari segici olarak stabilize edebilen ve indiikleyen boya ve ligandlarin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Mohanty vd., 2013). Yiiksek termal kararlilik
ve tanimlanmig yapilar1 olan G-quadrupleksler, DNA nanoteknolojisi ile biyolojik ve
biyomedikal gibi cesitli alanlarda calismalar yapilmasina olanak saglamaktadir

(Wilner vd., 2012).



2. GENEL BILGILER

2.1. Kuantum Noktalar

2.1.1. Kuantum Noktalar ve Genel Ozellikleri

Kuantum noktalari, 1 ila 10 nm ¢aplardan olusan yiiksek floresan 6zellikte inorganik
yari iletken nanokristallerdir. KN’ler, ilk defa 1990’larda onerilmistir ve neredeyse
sifir boyutlu bir nanomateryal oldugundan nanoteknolojide 6nemli bir konu haline
gelmistir. Ligandli ¢ekirdek-kabuk yapist kuantum noktalarin klasik yapisidir (Sekil
2.1). Nanomateryalin bant boslugu ile iliskili olarak, KN’ler dogal 15181 absorplar ve
ardindan birka¢ nanosaniye ile belirli bir renk yayabilir. Partikiil boyutu ve bilesimi

degistirilerek, UV’den IR’ye fotoliiminesans emisyon bandi rahatga ayarlanabilir

(Wang ve Tang, 2020).
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Sekil 2.1 Kuantum nanokristalin yariiletken kristal ¢ekirdek-kabuk semasi (Clark,
2005).

KN’ler ¢ap olarak genisledik¢e, bant boslugu olarak bilinen araligin kiigiilmesi sebebi
ile floresans aydinlanmasi kirmizi alana dogru ilerlemektedir. Bant boslugu degerlik
band ile iletkenlik bandi arasinda kalan kisimdir (Sekil 2.2). Boyut genisledik¢e daha
fazla enerji bandi i¢ ige girerek daralmay1 meydana getirir. Fakat bu daralma belli bir
seviyeye kadar siirer daha sonra sabit kalir ve enerji bantlar1 tamamen i¢ ice gectikten

sonra optik 6zelliklerinde bir degisim olmaz (Baslak, 2014).
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Sekil 2.2 Kuantum noktalarin enerji seviyeleri, degerlik bandi, iletkenlik band1 ve bant
boslugunun gdsterim semasi (Ioannou vd., 2010).

KN’ler, biyoloji ve tip alanindaki genis uygulamalar1 sebebiyle 6nemli bir akademik
ve ticari basar1 kazanmistir. Bu yar1 iletken taneciklerin elektronik ve optik 6zellikleri,
hem partikiil boyutuyla hem de yiik tasiyicilarinin dar alanlarda kuantum
hapsolmasiyla degismektedir. Bir boyutun hapsedilmesi, ‘kuantum kuyulari® adi
verilen ince yar1 iletken tabakalarin bir araya gelmesiyle gergeklestirilir. KN’nin en
ilgi cekici Ozelliklerinden biri de, partikiill boyutuyla floresans emisyonu dalga
boyunun belirlemesidir. KN’lerin floresans emisyonu, boyutu ve kimyasal bilesimi
degistirilerek, 400-2000 nm’lik genis bir dalga boyu araligini kapsayan yakin kizilotesi
(NIR) spektrumuna ayarlanabilir (Sekil 2.3). Isik emisyonunun partikiil boyutuyla
olan bu iligkisi, hassas emisyon dalga boylarina sahip yeni floresan yayicilarin
gelistirilmesine imkan saglar. Ornegin, yari iletken kadmiyum selenid (CdSe), 1.7
eV’luk bir yigin bant araligina sahiptir (730 nm 151k emisyonuna denk gelir). Bu
materyalin KN’si, nanokristal ¢apini 2’den 7 nm’ye degistirerek 450-650 nm arasinda
yayacak bigimde ayarlanabilir. Maddenin bilesimi de, bir yar1 iletkenin bant araligini
degistirmek icin kullanilabilir. Ornegin 5 nm ¢apli KN, CdSe-Te alasiminin bilesimi
degistirilerek 610-800 nm arasinda yayilacak sekilde ayarlanabilir (Smith vd., 2004).



Kuantum Nanokristal Blylkligi Kuantum Nanokristal Kompozisyonu
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Sekil 2.3 a) KN’nin bilesimi sabit tutulurken nanopartikiil boyutunu degistirerek
goriinlir bolge boyunca yayilacak sekilde ayarlanabilir olmasi semasi b)
KN’nin boyutu sabit iken, bilesim degistirilerek emisyon dalga boyunu
ayarlamak i¢in kullanilabilir olmasi semasi (Baslak, 2014)
KN’lerin, bilesimleri ve boyutlar1 ayarlanabilir 6zellikte oldugundan yiiksek sogurma
katsayilar1 ve genis uyarma profilleri gibi Ozellikler saglarlar. Cekirdek yapisinda
bulunan kristal sebebiyle optik Ozellikler meydana gelir. Kabuk kisminda bulunan
kristal yap1 ise koruyucu olmasi ile birlikte ¢ekirdek yiizeyindeki atom bosluklarini
doldurmasiyla gorevlidir. Bu tip partikiillerin kabuk kisimlar1 yiizey aktif malzeme ile
kaplananir. Bunun sebebi, yiizey kisimlarin dis faktorlerle kolaylikla bozulabilmesidir.
Kaplanan malzemeler kristal yiizeyini ¢evre etkilerine karsi korumasiyla birlikte
partikiillerin organik c¢oziiciilerde veya suda c¢oOziinmesine de olanak saglar.
Gilinlimiizde daha dayanikli nanokristaller elde edilebilmesinin nedeni kuantum
noktalarin ¢ekirdek-kabuk-ytlizey aktif madde seklinde sentezlenmesidir. Buna ek
olarak ylizey alanlara istenilen islevsel gruplar getirilebilmektedir (Sekil 2.4).
Kuantum noktalar ile protein, peptid, DNA, antijen/antikor ve bunun gibi
biyomolekiiller birlestirilerek, c¢esitli alanlarda ¢alismalar yapilabilmektedir.
Nanoteknolojideki hizli gelismeler, kuantum nanokristallerin biyoteknolojik
calismalarda kullanilmasiyla paralel olarak devam etmistir. Tip ve biyoloji alaninda
yart iletken nanokristallerin kullanilmasi biyogoriintiileme, hastaliklarin tani ve

takibinde 6nemli bir adim haline gelmistir (Nie vd., 2003).



CHy

CHy,
CH, CHS

CH,

Sekil 2.4 5 nm yarigapli ¢ekirdek yapisina sahip bir partikiil yiizeyinde farkh
hidrofobik ligand molekiillerinin gésterim semasi (Sperling ve Parak, 2010).

KN’ler floresan boyalarla kiyaslandiginda, uzun émiirleri ve uyarilmis durumlari, dar
ve simetrik emisyon spektrumlarina sahiptirler. Iyi kuantum verimleri ve yiiksek

sonme katsayilar1 vardir. Ayrica 1s18a daha dayaniklidirlar (Nie vd., 2003).

2.1.2. Kuantum Noktalarin fla¢ Salimiminda ve Kanser Tedavisinde Kullanimi

Kanser, viicudun farkli kisimlarina saldirma veya yayilma potansiyeli bulunan
hiicrelerin anormal biiyiimesiyle meydana gelen bir hastalik ¢esitidir. Kanser tedavisi
genellikle radyasyon, kemoterapi ve ameliyatla sinirli olmakla birlikte tedavisinin
klinik etkisi, kanserin kotii huylu tiimor olarak tespit edildigi asamaya baglidir. Klinik
caligmalarda kanser tespiti i¢in kullanilan en yaygin yontemler, tiimorlerin tibbi
gorlintiilemesi, zararli doku biyopsisi ve viicut sivilarinin  biyoanalitik
degerlendirmesidir; bu yontemler artik bircok kanser tiirlinii tespit etmek i¢in oldukca
hassas ve spesifik hale gelmistir. Kanserin erken teshisi ve tedavisi i¢in yeni
teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Nanoteknoloji alani kanser kemoterapisinin
tedavi amaclh etkilerinin artirrlmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Gelisen
nanoteknoloji alani, tipta ve tekstilde, elektronik ve enerji liretimi gibi bir¢ok alanda
potansiyel bir devrim niteligi kazanmistir. Nano boyutlu molekiillerin kullanim alant
olan nanoteknolojinin, parcacik bilesimi sebebiyle, kararlilik, biyouyumluluk,

Ozgiillik ve ilag kapsiilleme gibi essiz Ozellikleri bulunmaktadir. Kansere karsi



kullanilan ¢esitli nano tasiyicilar arasinda, yari iletken nanokristaller olarak bilinen
kuantum noktalari, benzersiz 6zelliklerinden dolayr tercih edilmektedirler. Hiicre
zarindan rahatca gecme yeteneklerinden ve ilag hedeflemesi icin birden fazla
baglanma bolgesi saglayan yiiksek spesifik yiizey alanlarindan dolayr KN’ler ilag
salimimina yonelik avantajli hale gelmektedirler (Badilli vd., 2020).

Son yillarda, kontrollii ilag salim teknolojisi dnemli dl¢lide gelismistir. Boylece ¢esitli
ilag dagitim sistemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu ilag salim sistemleri arasinda
nanopartikiiller, 6zellikle kanser aragtirma ve tedavisi alaninda son derece onem
kazanmaktadir. iki ana nanopartikiil tiirii olan inorganik nanopartikiiller ve polimerik
nanopartikiiller biyolojik uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel
polimer nanopartikiillerin boyutu genellikle biiyiiktiir (200-500 nm). Bu partikiillerin
viicut sistemlerindeki kararlilig1 tehlikeli olabilir ve bagisikligin etkilenmesine yol
acabilir. Bu sebeple, ilaglar1 tiimorlere ve metastatik alanlara iletmek gibi dnemli
amaglar i¢in ideal olmayabilirler. Inorganik nanopartikiiller arasinda, 1 ila 10 nm
arasinda degisen c¢aplara sahip Onemli bir yar iletken malzeme olarak kuantum
noktalari, diger boyalara kiyasla daha fazla ilgi ¢ekmektedirler. Son zamanlarda
kuantum noktalar, hiicre etiketlemede floresan problar, genomik tespit, optik sensorler,
DNA analizi gibi bir¢ok biyolojik caligmalarda kullanilmistir. Bunun disinda, kuantum
noktalarin sert kristal kabuklari, ilag salinimi i¢in aktif molekiillerin baglanmasini ve
salinmasin1 zorlagtirir. Bu dezavantajlar1 yok etmek i¢in kuantum noktalarin
polimerler tarafindan kapsiillenmesi gibi gesitli yontemler kullanilmigtir. Boylece
yuksek floresan yogunluklarina sahip hem teshis hem de tedavi uygulamalarinda
kullanmak amaciyla yiiksek kuantum verimliligine sahip KN’ler iiretilebilmektedir.
KN tiirlerinden olan kadmiyum telliir (CdTe) KN’ler, essiz kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip yiiksek verimlilik ve keskin floresan emisyonu nedeniyle biiyiik
onem arz etmektedir. Sulu faz yaklasiminda CdTe KN’lerin sentezi i¢in yaygin olan
yontem, KN’lerin nanokristal yiizeyine baglanabilen bir islevsel gruba ve bir polar ana
gruba sahip olan ligandlarla c¢evrelenerek biyolojik sistemler haline gelmesidir.
Boylece yiiksek kararlilik ve biyouyumluluga sahip hale gelmis olurlar. Sentez
esnasinda meydana gelen KN’lerin yiizeyindeki kisa ligandlarla; tiyoller, aminler,
karboksilik asitler ve piridinler gibi islevsel gruplari barindiran polimerik ligandlar

rahatlikla yer degistirebilir. KN’lerin polimer pargalarla birlesmesinin sagladig1 birgok



fayda disinda, kuantum noktalarin polimerlerle bir araya geldikten sonra elektronik
veya optik 6zelliklerinin zayiflamasi, polimerlerle zayif uyumu gibi bazi zorluklar1 da
bulunmaktadir. Bu zorluklarin ¢ziimiinde zincir uzunlugu, polimerin molar kiitlesi,
kaplama yontemi, polimer konformasyonu, meydana gelen polimerin kimyasal yapisi
gibi faktorler biiyiik 6neme sahiptir. KN’lerin kapsiillenmesi i¢in ligandlar i¢eren ve
aktif molekiillere daha fazla baglanma i¢in uygun islevsel grup i¢eren metal selatlama

polimerleri de, ila¢ salinimi ¢alismalarinda 6nem kazanmaktadir (Bardajee vd., 2018).

2.1.3. Kuantum Noktalarin Goriintiilleme Tekniklerinde Kullanimi

KN’ler, in vitro ve in vivo teshis amaciyla ayirt edici optik 6zellikleri nedeniyle ¢esitli
goriintiileme uygulamalarinda aktif olarak kullanilmistir. 1998°den bu yana KN biyo
uygulamalarina iligkin arastirma ve incelemeler artarak devam etmektedir.
Biyomedikal floresan goriintileme, KN’lerin farkli kullanimlar1 arasinda
aragtirmacilar tarafindan biiyiik ilgi odag1 haline gelmistir. Biyoislevlestirilmis KN’ler
hiicreleri boyut veya renk degisimine gore hedefler, bu da stirekli 151k ve ¢ok renkli
goriintiilemeyle beraber floresan goriintiilemeyle algilamay1 genisletmeye yardimci
olmaktadir. KN’ler fotoliiminesanslari kararl oldugundan, biyomedikal goriintiilleme
ve tedavi amagli potansiyel maddelerdir. Tiimore has ligandlar, antikorlar veya
peptitler ile konjuge edilmis KN’lerin, insan timdr hiicrelerinin tespit edilmesi ve
goriintiilenmesi i¢in faydali oldugu goriilmiistiir. Gao vd. 2004’te derialt1 insan prostat
hastalig1 tasiyan farelerde KN-PSMA antikor konjugatlarini arastirmak ve izlemek i¢in
goriintiileme vasitas1 olarak antikor KN konjugatlarimin fayda sagladigini, in vivo
timor gorlintiileme ve hedefleme igin antikor KN konjugatlarii ilk raporlayan
kisilerdir. Antikor KN konjugesinin, KN’ler iizerinde PSMA antikorunun spesifik
baglanmas1 ve ayrica PSMA antijeninin prostat kanseri hiicrelerine baglanmasi
sebebiyle prostat tiimdriinde yetkin ve stirekli olarak dagildigi ortaya ¢ikmistir. Yu vd.
2007°de KN igerikli probun oOzellikle hepatoselliller karsinom hiicrelerini
hedefleyebilecegini ve bolge olarak bir tahmin yiiriitiilerek kanser hiicrelerinde probun
dolagimini arastirip beklenen sonucun alindigini géstermistir (Riyaz vd., 2019). Kisaca
KN’ler, goriintiilenebilme ve ilag yiiklenebilirligi ile tasiyici sistem olarak
kullanilabilmektedir. Bu da kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip oldugunu gosterir

(Savla vd., 2011).



2.1.4. G-quadrupleks DNA

Yagamsal genetik materyal olan niikleik asitler, organizmalarin biiyiimesinde,
gelismesinde, ¢ogalmasinda, kalitiminda ve cesitlenmesinde 6nemli bir goreve
sahiptirler. Riboniikleik asit (RNA) ve deoksiriboniikleik asit (DNA) olmak iizere iki
cesit niikleik asit bulunmaktadir ve niikleik asitler gesitli ikincil yapilar meydana
getirebilmektedirler. Klasik ¢ift sarmal yapiya ilaveten standart olmayan baska yapilar
da olusturabilirler. Cesitli yapilar arasinda G-quadrupleks yapisi, 1960 larda ilk defa
kesfedilmistir ve o zamandan bu yana 6nemli bir arastirma ve uygulama alani olmustur

(Zheng., 2020).

Bazi DNA dizilerindeki komsu guaninler, sarmal diizenlemeler halinde iist {iste
gelerek G-dortliillerini meydana getirirler ve her dortliiniin Hoogsteen hidrojen
baglartyla baglanmis aynmi diizlemdeki dort guaninden olustugu 1960 lardan beri
bilinmektedir. G-dortliiler fizyolojik pH, sodyum ve potasyum gibi iyonik kuvvet
sartlar1 altinda meydana gelirler. Bunlardan bazilar ¢ift iplikli DNA kadar kararli veya
hatta ondan daha kararl olabilmektedirler. Kararliliklarinin genel sebepleri, hidrojen
baglar1, dortliiler arasindaki m-orbital etkilesimleri, dortliilerin diizeni ve merkezi
konumlu katyonlar olarak gosterilebilir. G-dortliiler, guaninler tarafindan bir niikleik
asit ipligi i¢inde tek molekillii veya molekiiller arasi olusturulabilen polimorfik

yapilardir. Bu yapilarin kararliligi ilave dortliilerle artmaktadir (Johnson., 2020).

2.1.4.1. Guanin Tetratlar ve G-quadrupleks Yapilar

Bes ana niikleobazdan en biiyiigii olan Guanin, DNA ve RNA niikleik asitlerinin
ikisinde de bulunmaktadirlar. Purin tiirevi olan CsHsNsO formiiliine sahip guanin bazi,
konjlige ¢ift baglara sahip pirimidinimidazol halka sisteminden meydana gelmektedir.
Guanin, Watson-Crick tamamlayic1 niikleotidi olan sitozine {i¢ hidrojen bagiyla
baglanmaktadir ve yanlizca sitozin ile degil ayn1 zamanda timin, adenin ve kendisiyle

de eslesmek icin yiiksek bir egilim gdostermektedir (Vorlickova vd., 2012).



Sekil 2.5 Guanin molekiilii ve guanin tetratinin kimyasal yapis1 (Azargun ve Fridgen.,
2015)

Morfolojik agidan oldukga ¢esitli molekiiller olan niikleik asitler tek iplikli, ¢ift iplikli,
tic iplikli ve hatta dort iplikli yapilar da meydana getirebilmektedirler. Guanin
molekiilleri, dortliller seklinde bir araya gelerek G-quadrupleks adi verilen bu
benzersiz yapilart meydana getirir (Sekil 2.5) (Mergny vd., 1995). Dort guanin
niikleotidinin Hoogsteen hidrojen bagiyla birleserek meydana getirdigi dortlii yapilar
olan guanin tetratlari, takimlar halinde istiflenerek G-quadrupleks yapilart olusturur.
Guanin tetratlar1 birleserek sodyum potasyum gibi ¢esitli katyonlarin var oldugu
merkezi bosluklart meydana getirir (sekil 2.6). Bu merkezi bosluga giren tek degerlikli
katyonlar, G-quadrupleks yapisinin karali hale gelmesinde gorevlidirler (Neidle vd.,
2006).
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Sekil 2.6 G-quadrupleks yapis1 ve merkezi bosluk. M +, tek degerlikli bir katyonu
belirtir (Frees vd., 2014).

Katyonlarin G-quadrupleks yapisinin iizerindeki islevlerinin incelenip, uygun katyon
tiirli ve oraninin belirlenmesi ilk yapilan deneysel uygulamalardandir (Smargiasso vd.,

2009).

2.1.4.2. G -dortlii Topolojisi ve Telomerik DNA’lar

Guanin ac¢isindan zengin diziler, molekiiller arasi ve molekiil i¢i G-quadrupleks
olusturabilmektedirler. G-dortliiler genomun farkli bolgelerinde, 6zellikle dkaryotik
kromozomun uglari olan telomerlerde bulunur. Telomerik DNA’lar hiicre yaglanmasi
ile iliskilidir ve hiicre her boliindiigiinde telomerler siirekli olarak kiigiiliir ve sonunda
hiicre 6limii meydana gelir. Telomerlerin kiiclilmesi, DNA ug¢ dizilerini uzatarak
yaslanma siirecini geciktiren telomere has ters transkriptaz olan telomeraz tarafindan
dengelenir. Telomeraz, 6zellikle kanser hiicrelerinde etkindir. Telomerik DNA’lar
paralel, antiparalel ve hibrit G-dortliiler gibi ¢esitli topolojiler meydana getirebilirler
(Sekil 2.7). Boylece telomeraz aktivitesi, G-dortlii topoloji tarafindan denetlenebilir.
Buna ornek olarak, molekiiller arasi paralel G-kuadruplekslerin aktive edilmis
telomerazin substratlari1 oldugu ve antiparalel G-quadruplekslerin olmadigi
gosterilmigtir. Ayrica ligandin indiikledigi kararli G-quadrupleks, telomeraz
aktivitesini inhibe eder. Bu sebeple G-quadrupleks baglayici ligandlarin kullanima,
antikanser ilaglarin gelistirilmesinde 6nemlidir. Ligand baglanmasi1 da G-quadrupleks

topolojisiyle iligkilidir (Tateishi-Karimata vd., 2020).
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G-quartet parallel antiparallel hybrid

Sekil 2.7 a) Bir G-dortliisiiniin yapis1 ve sematik gdsterimi. b) Paralel antiparalel ve
hibrit tip tarafindan olusturulan tipik intramolekiiler G-dortlii DNA yapilar
ve sematik gdsterimleri (Asamitsu vd., 2019).

G-dortliilerin katlanma topolojileri niikleik asitlerin dizilimine baglidir. Bir G-sistemi
iceren paralel tetra-molekiiler yapilar tetramerik, iki G-sistemi igeren antiparalel
bimolekiiler dimerik ve dort G-sistemi igeren molekiil i¢i yapilar monomerik olarak
isimlendirilir (Sekil 2.8). Cesitli G-dortlii topolojilerinin belirlenmesi i¢in NMR ve X-
ray kristalografi, aktif olarak kullanilmaktadir (Engelhart vd., 2008).
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Sekil 2.8 Molekiil ici (sol) ve molekiiller arasi (sag) olarak diizenlenmis farkli G-
quadrupleks topolojilerinin semast. Ok uglari, DNA ipliklerinin yoniinii
gosterir. Gosterilen molekiiller arasi yapilar iki veya dort iplige sahiptir
(Bochman vd., 2012).
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2.1.4.3. G-dortliilerin Onemi

Belirli sartlar altinda meydana gelebilen G bakimindan bir hayli zengin diziler olan G-
dortliiler, insan genomlariin telomer bolgeleri, proto-onkogen promoter bdlgeleri,
transkripsiyonsuz mRNA bolgeleri ve ribozomal DNA boélgeleri gibi diizenleyici kilit
noktalarinda bulunmaktadirlar. Son donemlerde yapilan bazi arastirmalarla, G-dortlii
yapilarmin, replikasyon veya transkripsiyon esnasinda gen ifadesini etkilemek {izere
bu yapilar1 olusturan canli sistemlerdeki fizyolojik faaliyetleri diizenleyebilecegi de
bulunmustur. Ilaveten bu yapilar tiimérle yakindan iliskilidirler (Zheng vd., 2020).
Kanserle ilgili genlerin promotorlerinde gozlemlenen G-dortlii yapi olusturan diziler,
biyomedikal amaglar olarak antitimdr tedavisi i¢in biiylik ilgi gormektedirler
(Balasubramanian vd., 2011). Tiimérlerin iliremesini inhibe etmek veya hastaliklar
tedavi etmek i¢in farkli farkli G-dortli niikleik asitler gelistirilmektedir. G-
quadrupleks ligandla baglanmasinda farkli 6zellikler sergiler ve buna 6rnek olarak,
bazi fizyolojik durumlarda G-dortlii DNA enzim katalizine benzer. Guaninden zengin
DNA sekanslari, alkali metal iyonlarinin varliginda, bir G-dortlii yapiya katlanabilir
ve metaloporfirin halkasi ile © - & etkilesimi yoluyla katalitik faaliyetlere sahip bir
DNAzim meydana getirebilir (Xi vd., 2020). Bunlarin disinda tek zincirli yada dubleks
DNA yapilarina nazaran G-quadrupleksler, 2-10 kat daha fazla kuantum floresan
verimi gostermeleriyle biiytlik ilgi cekmektedirler (Miannay vd., 2010).

2.1.5. Ftalosiyaninler

Ftalosiyanin sdzcligli nafta; kaya yag1 ve cyanine; koyu mavi anlamina gelen Yunanca
terimlerden tiiretilmistir. Ftalosiyanin (Fs) ismi ilk defa 1933 yilinda Imperial Bilim
ve Teknoloji Kolejinde gorev alan Profesor Reginald P. Linstead tarafindan metalsiz
ve metalli ftalosiyaninler ve bunlarin tiirevlerinden meydana gelen organik bilesikler
smifini tarif etmek i¢in kullanilmistir (Thomas, 1990). Ftalosiyaninler, yiiksek
konjugasyonlu 18-n elektronuna sahip 8 karbon, 8 azot igeren 16 iiyeli ve dayanikl
yapili renkli makrosiklik bilesiklerdir (Akkus, 2011). Ftalosiyanin ilk sentezinden
sonra uzun siireli c¢alismalara devam edilmistir. Robertson’in X-1sim1 Kirmim
Analizleri sonucunda metalli ve metalsiz ftalosiyaninlerin yapilar1 da yayinlanmistir
(Robertson ve Woodward, 1937). Merkezde iki hidrojen atomu oldugunda metalsiz

ftalosiyanin (H2Fs) admi alir. Eger merkezde hidrojenler yerine metal atomu
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bulunuyorsa metalli ftalosiyanin (MFs) adin1 alir (Sekil 2.9). Metalli ftalosiyaninlerde
ortadaki metal, porfirin halkasinin iki azotu ile kovalent, diger iki azotuyla da koordine
kovalent bag yapisindadir. Metal iyonuyla ligand arasindaki uyum, koordinasyon
oyugunun boyutlari ile alakalidir. Metalli ftalosiyaninler, Cu™?, Co*?, Fe*?, Zn*?, Ni*?
gibi bir ¢ok element iceren diizlemsel yapilardir ve ftalosiyanin merkezine sikica
tutunurlar. Boylece uzaklastirilmalart zorlasir. Uzaklastirildiklart zaman da

ftalosiyanin halkasi bozulabilir. (Ozdemir ve Ozguney., 2017).

Sekil 2.9 a) Metalsiz ftalosiyanin (H2Fs), b) Metalli ftalosiyanin (MFs) bilesikleri
(Ozdemir ve Ozguney., 2017).

2.1.5.1. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyaninlerin kimyasal ozellikleri merkez atomla iligkilidir. Metal iceren
ftalosiyaninlerin stabilitesi, metal iyonu ¢apinin, ftalosiyanin ortasinda bulunan oyuk
capt ile uyumlu olmasiyla miimkiindiir. Metallerin iyon c¢api, ftalosiyanin
molekiiliiniin oyuk capindan biiyiikk yada kiiciik oldugu zaman metal atomlar
ftalosiyaninlerden rahat¢a uzaklasir. Kovalent ftalosiyanin kompleksleri elektrovalent
olanlara gore daha stabildir. Ftalosiyaninler 400-500°C sicaklikta kristallenir ve
bozulmadan siiblimlesirler. Nitrik asit disinda anorganik asitlerle etkilestiklerinde
yapilar1 degismez. Ciinkii, metal ve ftalosiyanin arasindaki bag dayaniklidir ve biitiin
molekiil aromatik 6zellige sahiptir. Biitlin ftalosiyaninler potasyum permanganat ve
nitrik asit gibi kuvvetli oksitleyici reaktiflerle etkilestirildiginde, ftalimid haline

gelirler. Ftalosiyaninlerin ticari neme sahip o-formu ve B-formu olmak tizere iki ¢esit
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kristal yapist bulunmaktadir (Sekil 2.10). Ayrica a-formunun 6giitiilmesiyle meydana

gelen ticlincii bir yap1 olan X-formu da mevcuttur (Arslanoglu, 2004).

o
N - I Wy
; AN AN E
= CRERT G
SZizia NN
SZaiaT 2NN
e :
Y2323 VAT
L 40A
== o Cinko
=== 3.0 A 2 Azot

Sekil 2.10 Metalli ftalosiyaninlerin kristal yapilarinin semasi (Arslanoglu, 2004).

Ftalosiyaninler yliksek termal kimyasal kararliliga ve keskin renge sahiptir. Kristal
yapisina bagli olarak bu renkler farklilik sergiler. Buna Ornek olarak bakir
ftalosiyaninin rengi yiizeysel klor atomlarinin artmasi sebebi ile maviden yesile doner.
Kolay kristallendiklerinden saf iirlinler olustururlar. Ftalosiyanin molekiiliiniin ylizey
alanlarma farkli siibstitiientlerin eklenmesi ve makro halkanin bosluguna cesitli
metallerin ilavesiyle farkli 6zellikler sergileyebilirler. Ftalosiyaninler, kana rengini
veren hemin grubu ve yesil yaprakli bitkilerin pigmenti olan klorofil ile benzer yapilara

sahiptirler (Gokge, 2013).

2.1.5.2. Ftalosiyanin-Ila¢ Konjugatlar

Ftalosiyaninlerin suda ¢oziiniirliigiinii ve hedefleme kapasitesini en iist diizeye
cikarmaya ilaveten, son zamanlarda geleneksel ilaglarla ftalosiyaninleri birlestirmek
yapilacak caligmalar icin biiyiikk 6nem teskil etmektedir. Bu tip konjugatlarin giiglii

kemoterapétik etkiler gostermesi beklenmektedir. Buna 6rnek olarak, 2013 yilinda
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Tuncel ve arkadaslari tarafindan ¢inko Fs-kalkon konjugati gelistirilmistir. Yapilan bu
konjugat ile terapotik bir etki elde etmek ve yalnizca fotodinamik terapi veya vaskiiler
bozucu ajanlarin kullanilmasindaki eksikliklerin {istesinden gelmek amacglanmustir.
Bunun disinda 2017°de yapilan bir ¢aligmada doxorubicin ve kisa bir peptid dizisi ile
baglanmis ¢inko Fs’den olusan bir kemo-fotodinamik konjugat arastirilmigtir. Bu 6n
ilag, fibroblast aktivasyon proteini tarafindan spesifik ve verimli bir sekilde boliinerek,
floresans ve Oz olusturma verimliliginin artmasina neden olmustur. Ayrica kanser
hiicrelerini dldiirmek i¢in etkili bir kemo-fotodinamik terapi saglamistir. Kisaca
ftalosiyanin-ila¢ konjugatlarinin antikanser aktivitelerini etkiledigini sOyleyebiliriz (Li

vd., 2019).

2.1.5.3. Ftalosiyaninlerin Agregasyon Ozellikleri

Agregasyon, ayni molekiiller veya atomlarin molekiiller arasi ¢ekim kuvveti sebebiyle
agregat ad1 verilen dbekler halinde bir sivi i¢inde birlesmesi durumudur (Sekil 2.11).
Ftalosiyaninlerin yapisi, biyikligl, yer degistirebilen grubun pozisyonu gibi
durumlar agregasyon lizerinde etkilidir. Ftalosiyaninlerin agregasyonuyla elektronik
intermolekiiler etkilesimler meydana gelir. Boylece fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

degismektedir. Bu degisimler, ftalosiyaninlerin rengini, fotodinamik ve katalitik

aktiviteyi etkileyebilmektedir (Sessler vd., 2006).
a b

Sekil 2.11 a) Agregasyona ugramamis ftalosiyanin b) agregasyona ugramis
ftalosiyanin semasi1 (Gokge, 2013).
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2.1.5.4. Ftalosiyaninlerin Kullanim Alanlari

Ftalosiyaninlerin kesfinden sonra, bilim adamlar1 ftalosiyaninleri, tibbi veya
teknolojik c¢alismalarda kullanmak ve molekiiler malzemeler {iretmek amaciyla
Ozelliklerinin ayarlanmasi {izerine uygulamalar yapmigslardir. Bu molekiillerin
araligimi arttirmak icin sentetik stratejilere yonelik bir¢ok caba gosterilmektedir.
Ftalosiyaninlerin, 18 elektronunun elektronik olarak yer degistirmesiyle yogun mavi-
yesil rengi olusmaktadir. Bu durum, oncelikle ¢esitli endiistriyel alanlarda boya ve
pigment olarak kullanilmasina yoneltmistir. Ftalosiyaninlerin redoks, sivi kristal ve
singlet oksijen tretimi gibi Ozellikleri sayesinde, cesitli yiiksek teknoloji
calismalarinda verimli ajanlar olarak kullanilmaktadir. Ftalosiyaninlerin su anda en
umut verici bilesik sinifi oldugu bilinmektedir. Biyosensorler, optik uygulamalar,
boyaya duyarli fotovoltaik iiretim, yar1 iletken malzemeler, oksidasyon veya
indirgeme katalizorleri ve fotokatalizorler gibi kullanim alanlar1 da bulunmaktadir.
Kuantum noktalari, nanotiipler, lipozomlar gibi nanomalzemeler ile kombinasyonlari,
ftalosiyaninlerin istenilen 6zelliklerini verimli bir sekilde artirabilir (Dumoulin vd.,
2010).

Makrosiklik bilesikler smifinda olan ftalosiyaninler, uzun dalga boyu bant
absorpsiyonlar1 nedeniyle, fotodinamik terapi calismalari i¢in 1518a duyarlagtirici
olarak 6nem kazanmaktadir. Ftalosiyaninler, aminoasitler, karbonhidratlar, peptidler
ve proteinler gibi biyomolekiillerle kovalent olarak baglanabilmektedir. Boylece farkl
kanser hiicrelerine veya hayvan modellerine karsi in vitro ve in vivo fotodinamik
aktiviteler i¢in uygulamalar yapilmistir (Igbal vd., 2015). Bunun diginda suda ¢oziiniir
ftalosiyanin tiirevleri ile, G-dortlii yapilar stabilize eden ve uyaran G-dortlii ligandlar

gelistirilmektedir ve bunun i¢in kapsamli bir sekilde calismalara devam edilmektedir

(Uchiyama vd., 2020).
2.1.6. Biyosensorler

2.1.6.1. Biyosensorler ve Ozellikleri

Biyosensor ilk defa, 1956 da oksijen tespiti i¢in Leland C. Clark tarafindan
gelistirilmistir (Qlark Jr, 1956). Biyosensorler, reaksiyondaki bir analitin yogunlugu
ile orantili sinyaller olusturarak kimyasal veya biyolojik reaksiyonlart dlgen

cihazlardir. Biyosensorler kendine 6zgii belirli statik ve dinamik 6zelliklere sahiptir ve
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bu  Ozelliklerin  optimizasyonu  biyosensoriin  basarisint  etkilemektedir.
Biyosensorlerin, duyarlilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, secicilik gibi 6zellikleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en 6nemli 6zelligi belki de segici olmasidir. Segicilik,
bir biyoreseptoriin test numunesindeki belirli bir analiti tespit etmesidir. Bir antijenin
antikorla etkilesimi buna 6rnek olarak verilebilir. Biyosensoriin, ¢ogaltilmis deneysel
kurulumu igin ayni cevaplari vermesi tekrarlanabilir oldugunu gosterir ve
tekrarlanabilirlik, doniistiiriicii ve elektroniklerin hassasiyetiyle karakterize edilir.
Biyoalgilama sisteminin ¢evresindeki ve i¢cindeki ortam olumsuzluklarina duyarliligi
biyosensoriin kararlilik 6zelligini ifade eder. Tespit edilebilecek minimum analit
miktar1 da biyosensoriin hassasiyetini tanimlamaktadir (Nikhil vd., 2016).

Biyosensorler; analit, biyoreseptor, doniistiiriicii, elektronik kisimlar ve goriintiilleme

esasli ekran bilesenlerinden meydana gelmektedir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Biyosensor bilesenlerinin semasi (Chambers vd., 2008).

[ LT

Analit; tespit edilecek madde olarak, biyoreseptor; analiti 6zel olarak algilayan
molekiil, doniistiirlicii; bir enerji formunu digerine doniistiiren bir eleman olarak
tanimlanabilir. Elektronik kisimlar doniistiiriilen sinyali isler ve goriintiilemeye
hazirlar. Ekran ise, bilgisayarin kristal ekran1 gibi kullanici tarafindan anlasilabilir ve
yorumlanabilir egriler veya sayilar olusturan yazicilardir (Sekil 2.13) (Nikhil vd.,
2016).
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Sekil 2.13 Bir biyosensoriin ¢caligmasi semas1 (Aykut ve Temiz, 2006).

2.1.6.2. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyoreseptorler veya doniistiiriicti tiirlerine (optik, mekanik, elektrokimyasal gibi)
gore biyosensorleri smiflandirabiliriz  (Sekil 2.14) (Velusamy vd., 2010).
Biyoreseptore gore smiflandirma, iki genis grup olusturur. Bunlar niikleotitleri
kullanan afinite sensdrleri, immiinosensorleri veya enzimleri kullanan katalitik
sensorler ve baglayici proteinleri icermektedir. Hedef analiti tespit etmek igin
antikorlar1 veya bunlarin tiirevlerini kullanan afinite sensorlerine immiino sensor
denir. Viriisler, patojen mikroorganizmalar, ksenobiyotikler bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Biyo reseptor olarak enzimleri kullanan ve sinyal {iretmek i¢in analiti
taniyan sensorler katalitik sensorlerdir. Biyosensorler arasinda onemli bir ayrim
bulunmaktadir. Bu ayrim analizlerin, bir analiti rekabetci bir analiz gibi bir analizde
mi yoksa dogrudan mi dl¢tiiglidiir. Rekabet¢i sensorler dogrudan analitin kendisinden

veri olusturmazlar (Goode vd., 2015).
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BIYOSENSORLER

Bivoreseptirler
iBivobileyen)

U

- Enzimler Elektrokimyasal (potansivometrik,
- Antikorlar amperometrik, voltametrik ve alan
- Nikleik Asitler etkili)

Mikro-organizmalar - Optik (Iig1n iletimindeki degisimin
- Hiicreler dlclilmesine daval)
- Yapay Bivolojik Reseptdr . Kalorimetrik (Termal)

(Immuno Ajanlar) - Akustik (Ses ve Kooum)

Sekil 2.14 Biyosensoriin siniflandirilmasi semasi (Tiiylek, 2017).

2.1.6.3. Floresans Biyosensorler

Floresans biyosensorler, kanser ve ilag¢ kesfinde kullanim i¢in goriintiileme ajanlaridir.
Bu biyosensorler, iizerine bir veya birkag floresan probun bir reseptorle (enzimatik,
kimyasal veya genetik olarak) baglandig1 kiigiik iskelelerdir. Reseptor, spesifik bir
analiti veya hedefi tanimlar, boylece rahatlikla dlgiiliip analiz edilebilen bir floresan
sinyaline doniistliriir. Floresans biyosensorler, metabolitleri, iyonlar1 ve protein
biyobelirteglerini  yiiksek hassasiyetle arastirabilmektedir. Ayrica kompleks
cozeltideki hedefin durumunu veya aktivitesini ifade edebilir. Bu biyosensorler sinyal
iletimi, transkripsiyon, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi alanlarda gen ekspresyonu,
protein lokalizasyonu ve konformasyonun arastirilmasinda kullanilmaktadirlar.
Kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, viral enfeksiyon kanser ve metastaz
belirtileri bu sensorler kullanilarak yapilabilmektedir. Floresan biyosensorler, ilag
kesif uygulamalarinda ilaglarin tanimlanmasi ve analiz i¢in kullanilir. Boylece, klinik
oncesi degerlendirme ve aday ilaclarin terapotik etkisinin ve farmakokinetiginin klinik

dogrulamasi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Mehrotra, 2016).
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2.1.6.4. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Biyosensorlerlerin  tip, eczacilik, gida, tarim, biyomedikal, c¢evre analizleri,
biyoteknoloji, savunma, endiistriyel gibi uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Simdiye
kadar analit tespiti i¢in birgok biyosensdr hazirlanmistir. Bunlardan bazilar ticari
olarak iiretilmektedir. Biyosensor uygulamalar1 yapilan alanlar: Klinik diyagnostik,
biyomedikal sektor, gida iiretim ve analizi, proses kontrolii, biyoreaktor kontroli,
bakteriyel ve viral tan1 amaciyla uygulanan tedavi, ila¢ analizi, endiistriyel atik su
kontrolii, askeri kullanim, ¢evre koruma ve kirlilik kontrolii, maden ocaklarinda zehirli
gaz analizleri, ziraat ve veterinerlik olarak verilebilir (Mehrotra, 2016; Bulut, 2011;

Dinckaya vd., 1999).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez kapsaminda kullanilan tiim ftalosiyanin bilesikleri Gebze Teknik Universitesi
Ogretim tlyesi Prof. Dr. Mahmut Durmus tarafindan sentezlenerek karakterize
edilmistir. Kullanilan ftalosiyanin bilesiklerinin agik formiilleri sekil 4.2, sekil 4.3,
sekil 4.4, sekil 4.5°de verilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan kuantum nokta Do¢. Dr. Tiilay Oymak danigmanliginda

sentezlenmistir.

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi ve deneysel asamalarin gerceklestirilmesinde distile

su kullanilmistir. Caligmalarda 150 mM KCl igeren TRIS tampon kullanilmistir.

3.1. Kuantum Nokta Sentezi

Kadmiyum kloriir ¢ozeltisi lizerine sirasiyla sodium sitrat, merkaptopropiyonik asit ve
pH’1 9,0 olan Te (IV) eklendi. 60 °C’ye kadar 1s1tildi. Daha sonra sodium borhidriir
eklendi. Karnstirtlarak 90 °C’de 30 dakika 1sitildi. Soguduktan sonra 1:3 oraninda
etanol eklendi ve 10 dakika siireyle santrifiijlendi. Daha sonra iistte kalan s1vi kisimlar
atild1 ve olusan KN siiziilerek saf su ile seyreltildi. KN’ler 0,4 milimolar olacak sekilde

sentezlendi.

3.2. AS1411, Tel21 ve Tel45 Oligoniikleotid Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Oligoniikleotid ¢ozeltileri 150 mM KCI igeren pH 7,4 TRIS tamponu igerisinde ve
tretici firmanin Onerdigi sekilde hazirlandi. Cozeltiler, 95 °C’de 10 dakika
denatiirasyon isleminden sonra oda sicakliginda sogutularak +4 °C’de saklandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerin ¢ozlinmesinin tam olmasini garanti altina alabilmek ig¢in
hazirlandiktan sonra en az 24 saat beklendi. ¢tDNA 0,001 g/mL olacak sekilde
hazirlanip 95 °C’de 10 dakika denatiirasyon isleminden sonra oda sicakligina
sogutuldu. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de saklandi. Derisimi 260 nm’deki absorbans

degeri ve 6600 Lmol'ecm™ molar absorpsiyon katsayisindan hesaplandi.
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3.3. Ftalosiyanin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ftalosiyanin ¢ozeltileri 1,5x10* M olacak sekilde 150 mM KCl igeren tris tamponu
i¢erisinde hazirlandi. Cozeltiler en az 24 saat karistiricida karistirildi. Tiim ¢ozeltiler
fotokatalitik bozunmadan korunmasi amaci ile aliiminyum folyo ile sarilarak oda

kosullarinda saklandi.

3.4. Uygun Ftalosiyanin Bilesiginin Se¢imi

Kuantum nokta entegre Fs biyosensorii gelistirmek i¢in agik formiilii Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4, ve Sekil 4.5’de verilen dort ftalosiyanin bilesigi (Fsl:
2,3,9,10,16,17,23,24-Octakis-[(N-methyl-3hydroxypyridine)phthalocyaninato]; Fs2:
2(3),9(10),16(17),23(24)-Tetrakis-[(N-methyl-2-mercaptopyridine)phthalocyaninato]
chlorogallium(IIl) sulphate; Fs3: 2,3,9,10,16,17,23,24-Oktakis-[(N- methyl -2-
mercaptopyridine) phthalocyaninato] copper (II) sulphate; Fs4: 2, 3, 9, 10, 16, 17, 23,
24-Oktakis[4-(N-methyl)-mercaptopyridine]phthalocyaninato galium (I1I)
acetylacetonate sulfate) ile on denemeler yapildi. On denemelerde kuantum nokta

sinyalinin soniimlenmesi ve eklenen AS1411 ile sinyal geri kazanilmasi aragtirildi.

3.5. Fs-DNA Etkilesimi I¢in Baglanma Sabitlerinin Hesaplanmasi

Fs’lerin DNA tiirleri ile baglanma sabitleri Uv-Gor. spektrofotometrik yontemlerle
incelendi. Calismada ortama eklenen DNA ¢ozeltisinin ftalosiyanin bilesigine ait Q
bandindaki hipokromik etki incelendi ve absorbans verileri kullanilarak baglanma
sabiti hesaplandi. Baglanma sabiti Benesi-Hildebrand denkleminden hesaplandi

(Benesi ve Hildebrand, 1949):

1 1 1
Dy (€, — €)[Le] " (€p — & )[L¢]Kpu[DNA]

Denklemde AA absorbans degisimi, e» ve &f bagli ve serbest ligand i¢in molar
absorpsiyon katsayisi, [L¢] ligandin toplam derisimi, [DNA] ise DNA derisimidir.
1/[DNA] ya kars1 1/ AA grafiginden Ksn hesaplanmustir.

3.6. Baglanma Stokiyometrisinin Hesaplanmasi

Job’s yontemi ile olusan bir kompleks molekiiliin etkilesimine dair stokiyometrik oran

belirlenebilir. Bunun i¢in bilesenlerin toplam derisimi sabit tutularak mol kesri orani
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degistirilir ve sinyal dl¢iiliir. Bilesenlerden birinin mol kesrine kars1 sinyal grafiginden

etkilesim stokiyometrisi tayin edilir.

Tez kapsaminda Fs-DNA stokiyometrisini belirlemek i¢in esit derisimlere sahip DNA
ve Fs ¢ozeltilerinden degisen mol oranlarinda (toplam derisim sabit olacak sekilde) bir
seri ¢Ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin absorbans degerleri mol oranlarina gore grafige

gecirilerek baglanma stokiyometrisi belirlendi.

3.7. Fs Miktarimin Optimizasyonu

Kuantum nokta miktar1 ve tiim deneysel parametreler sabit tutularak, 1,5x10* M Fs
¢Ozeltisinden ¢ozeltisinden 2,5-7,5 uL eklenerek her bir G-quadrupleks ve ctDNA igin

floresans siddet geri kazanimlar1 aragtirildi.

3.8. Gelistirilen Biyosensor Sinyaline Girisimcilerin EtKisi

Bu c¢alisma i¢in kullanilan stok iyon ¢ozeltileri 1,0x10* pM, BSA ise % 0,01

derigiminde hazirland.

Kuantum nokta entegre Fs biyosensorii sinyal kazanimi {izerine biyolojik
materyallerde bulunabilen tiirlerin etkileri incelendi. Zn**, Mg**, Ca**, Na", BSA
(Bovin serum albumin) tiirlerinin biyosensor sinyaline etkisi DNA tiirleri yokken
arastirlldi. Benzer sekilde bu tiirlerin bulundugu deneysel sartlarda DNA’nin

belirlenebilmesi de arastirildi.

Ayr bir ¢alisma olarak DNA tiirlerinden herhangi bir tiirii ortamda varken girisimci

tiirlerin ortama ilavesinin sinyal {izerine etkisi de arastirildi.

3.9. Biyosensoriin Analitik Ozellikleri

Gelistirilen biyosensoriin AS1411, Tel21, Teld5 ve ctDNA tayini i¢in analitik
performans Ozellikleri arastirildi.  Yontemin dogrusal kalibrasyon araligi,
gozlenebilme ve tayin sinirlart belirlenmis, farkli derisimler i¢in % bagil standart
sapma degerleri hesaplandi. G6zlenebilme ve tayin sinirlart sirast ile 3Sv/m; 10Ss/m
formiilinden hesaplandi. Formiillerde Sb bos numunenin standart sapmasi, m ise

kalibrasyon egrisinin egimidir.
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3.10. Sentetik Biyolojik Ortamlarda Gelistirilen Biyosensoriin Uygulamasi

Gelistirilen biyosensdriin uygulamalart i¢cin PEG igeren sentetik 6rnekler hazirlandi.
Sadece PEG igeren 6rnek cozeltilerinde ¢bzelti son derisim olarak % 24 PEG 8000
icerecek sekilde hazirlandi. Ikinci sentetik érnek uygulamasinda ise herbirinden 670
mikromolar olacak sekilde Zn?*, Ca?*, Na*, Mg?*, % 4 PEG 8000 ve % 0,00067 BSA
iceren ¢ozelti hazirlandi. Diger bir sentetik drnek ortami ise memelilerin hiicre igi
ortaminda bulunan katyon ve anyonlarin derisimi hiicre i¢i seviyelerinde olacak
sekilde hazirland1 (Lodish vd., 2000). Bu sentetik 6rneklerde % 24 PEG 8000’in
yaninda memeli hiicre ortamini temsilen 139 mM K, 12 mM Na*, 4 mM CI;, 12 mM
HCO3, 0,8 mM Mg?*, 0,00018 mM Ca*" icerecek sekilde hazirlandi. Ortamda bulunan
diger anyonlarin derigsimi 138 mM olarak ayarlandi. Bu ortamlarda eklenen AS1411,
Tel21, Teld5 ve ctDNA derisimleri kalibrasyon grafigine karsi belirlendi ve geri
kazanim oranlar belirlendi. Geri kazanim oranlar1 hesaplanirken ‘Toplam Youden
sifir’’ yontemi kullanildi (Cuadros-Rodriguez vd., 2007). Geri kazanim hesab1

asagidaki formiilden hesaplanmistir:

C
% Geri kazanim = _—bulunan_ 100

ilave edilen

Formiilde Chbulunan, ilgili tiiriin kalibrasyon grafiginden elde edilen derisimi, Cilave edilen

ise, matriks ortamina ilave edilen ilgili tliriin derigimidir.
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4. BULGULAR

Kuantum nokta entegre biyosensoriin calisma prensibi su sekildedir: kuantum
noktanin floresans emisyonu ftalosiyanin bilesigi ile etkilesimi sonucu soniimlenir. Bu
sontimlenmenin ardindan eklenen DNA ile ftalosiyanin baglanarak kuantum nokta
tekrar serbest kalir. Serbest kalan kuantum nokta floresans 6zelligine tekrar sahip olur

(sekil 4.1).

Ftalosivanin b
“ON (ACIK)” “OFF” (KAPALI)
P G-quadrupleks
et >
“OFF” (KAPALI) “ON (ACIK)”

Sekil 4.1 Kuantum nokta-ftalosiyanin entegre biyosensor ¢aligma prensibi.

Gelistirilmesi planlanan ve yukarida ¢aligma mekanizmasi verilen biyosensor ile DNA
tiirlerinin belirlenebilmesi i¢in bazi deneysel asamalar hayati 6éneme sahiptir. Tez
kapsaminda kuantum noktanin ftalosiyanin ile entegrasyonu arastirilacagindan amaca
uygun farkli ftalosiyanin tiirleri ile 6n denemeler yapilmalidir. Kuantum nokta-
ftalosiyanin entegre bir biyosensor gelistirilmesi i¢in dnemli noktalardan bir tanesi
uygun kuantum nokta (KN) ve ftalosiyanin ciftinin se¢ilmesidir. Dikkat edilmesi

gereken noktalar;
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1. Kuantum noktanin floresans siddetinin yiiksek olmasi,

2. Kuantum noktanin floresans sinyalinin ¢alisilan ortamda tekrarlanir olmasi,

3. Kuantum nokta-ftalosiyanin sisteminde tek basina kuantum noktanin floresans
siddeti vermesi, ftalosiyanin ilave edildigi zaman soniimlenmesi ve hedef
biyomolekiille etkilestiginde floresan sinyalinin yeniden kazanilmasi gerekir.

4. Biyosensoriin analitik performansi agisindan degerlendirildiginde, floresans
sinyalinin biyomolekiille etkilesim sonucu maksimum geri kazanilmasi lineer

aralik i¢in 6nemlidir.

Tim bu noktalar goz oOniinde bulundurularak asagidaki optimizasyon caligmalari

gerceklestirilmistir.

4.1. Kuantum Nokta Ftalosiyanin Secimi

Kuantum noktanin ftalosiyaninle entegrasyonu i¢in bu iki yapinin etkilesimi ve iki
yapinin etkilesmesi sonucu kuantum noktanin floresans 6zelligini kaybetmesi gerekir.
O halde merkaptopropiyonik asit kapli CdTe ile etkilesmesi muhtemel
ftalosiyaninlerle 6n calismalar yapilmistir. Ftalosiyanin ¢ozeltisinin pozitif yiikli
olmasi, negatif yiikli MPA-CdTe kuantum noktalar1 ile etkilesimi ag¢isindan

onemlidir. Bu nedenle tez kapsaminda katyonik ftalosiyaninler arastirilmistir.

Sekil 4.2, sekil 4.3, sekil 4.4 ve sekil 4.5’de calismada 6n denemeleri yapilan
ftalosiyaninler goriilmektedir. Tiim ftalosiyaninler sulu ¢ozeltilerinde katyonik 6zellik
gostermeleri i¢in quaternize yapidadirlar. Fs1, Fs2, Fs4 bilesikleri Ga merkez atomlu,
Fs3 Cu merkez atomlu ftalosiyanin bilesikleridir. Fs1, Fs3, Fs4 8+, Fs2 ise 4+
yiikliidiir. Fs4 bilesigi agregasyonun oniine gecebilmek i¢in aksiyel pozisyonda uygun

grup igerir.

Dort ftalosiyanin bilesigi ile kuantum nokta sontimleme ve floresans emisyonu geri

kazanimlari ¢alismalar1 yapilmistir.

Sekil 4.2 incelendiginde Fs1 bilesiginin kuantum noktanin floresans emisyonunu etkin
bir sekilde sontimledigi goriilmektedir. Yaklasik 300 a.u olan floresans siddeti 100 a.u
ya kadar soniimlenmistir. AS1411 ile yapilan floresans sinyal geri kazanim ¢alismalar1
ise kuantum noktann floresans siddetinin biiyiik 6lgiide (> 90) tekrar kazanildigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3’de Fs2 bilesigi ile kuantum nokta entegre sistemi ve sinyal geri kazanim
caligmalar1 goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi Fs2 bilesigi de kuantum noktay1
etkin bir sekilde soniimlemektedir. Sinyal geri kazanim ¢aligmalar1 bu sisteme eklenen

AS1411 ile geri kazanimin yaklasik orjinal sinyale gore %50 daha az oldugunu
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gostermektedir.
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4.3 (a) Fs2 bilesigi, (b) CdTe-mpa kuantum noktanin Fs2 varliginda
sonlimlenmesi ve sinyal geri kazanimi, (¢) eklenen AS1411 sinyal bagil geri
kazanimi, (d) Fs2 bilesiginin absorpsiyon spektrumu ve CdTe-mpa’nin
emisyon spektrumu (Aex 290 nm).

Fs3 bilesiginin kuantum nokta entegrasyonu i¢in yapilan ¢alismalar Sekil 4.4 de

goriilmektedir. Sekilden de anlasildig: iizere Fs3 bilesigi kuantum nokta floresans

siddetini Fs1 ve Fs2 kadar etkin séniimlememistir. Ote yandan AS1411, ile yapilan

geri kazanim caligmalart bu entegrasyon sonucu DNA ilavesi ile sinyalin orjinal

sinyale oranla ¢ok diisiik oranda geri kazamldigim1 gostermektedir. Sinyal geri

kazanimi1 maksimum % 26 mertebelerine kadar artmistir.
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Sekil 4.4 (a) Fs3 bilesigi, (b) CdTe-mpa kuantum noktanin Fs3 varliginda
sonlimlenmesi ve sinyal geri kazanimi, (¢) eklenen AS1411 sinyal bagil geri
kazanimi, (d) Fs3 bilesiginin absorpsiyon spektrumu ve CdTe-mpa’nin
emisyon spektrumu (Aex 290 nm).

Sekil 4.5’ de Fs4 ile kuantum nokta entegrasyonuna ait ¢aligmalar goriilmektedir. Sekil
4.5.c’de goriildiigii gibi Fs4 bilesigi ile floresan soniimleme etkin bir sekilde
gerceklesmemistir. Fs3’de oldugu gibi Fs4’te de AS1411 ilavesi ile floresans siddeti

geri kazanimi %28 mertebelerinde kalmistir.
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Sekil 4.5 (a) Fs4 bilesigi, (b) CdTe-mpa kuantum noktanin Fs4 varliginda
soniimlenmesi ve sinyal geri kazanimi, (¢) eklenen AS1411 sinyal bagil geri
kazanimi, (d) Fs4 bilesiginin absorpsiyon spektrumu ve CdTe-mpa’nin
emisyon spektrumu (Aex 290 nm).

Kuantum nokta entegre biyosensoriin kapali konumundan tekrar acik konumuna
gecgebilmesi i¢in eklenen DNA’nin ftalosiyanini kuantum noktadan ayirmasi gerekir.
O halde ftalosiyanin ile etkilesimi yiiksek olan DNA’larin biyosensorii agik konuma
daha etkin getirmesi beklenir. O halde uygun kuantum nokta-ftalosiyanin ¢iftini

secerken ftalosiyaninin DNA ile etkilesimide goz 6niinde tutulmalidir.
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Sekil 4.6 On denemelerde arastirilan ftalosiyanin bilesiklerinin ¢alisilan DNA tiirleri
ile deneysel sartlarda baglanma sabitleri.

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi deneysel sartlarda DNA tiirleri ile Fs bilesiklerinin
baglanma sabitleri birbirlerinden oldukca farklidir. Fs1 bilesigi ve Fs2 bilesigi diger
ftalosiyaninlere gore daha yiiksek Ky degerlerine sahiptir. Ote yandan Fs1 ve Fs2
bilesiklerinin baglanma sabitlerine dair standart sapma verileri de gbz Oniine
alindiginda Fsl1 ile calismalara devam etmenin uygun olduguna karar verilmistir.
Ciinkii standart sapmanin diigiik olmas1 daha ileri ¢alismalarda sonuglarin kesinliginin

yiiksek olmast i¢in 6nemlidir.
4.2. Job’s Yontemi ile G-quadrupleks DNA Yapilarimin Ftalosiyanin ile
Etkilesimine Dair Stokiyometrilerinin Belirlenmesi

Fs1 bilesigi ile g¢aligmalara devam edilmesi karar verildikten sonra tepkime

stokiyometrisi arastirilmistir.

Bunun i¢in toplam derisim sabit tutarak farkli oranlarda ftalosiyanin ve G-quadrupleks
DNA igeren bir seri ¢ozeltiler hazirlanmistir ve ftalosiyaninin 700 nm civarindaki

absorbansi grafige gegcirilmistir. Sekil 4.7, sekil 4.8 ve sekil 4.9°da AS1411, Tel21 ve
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Teld4S icin Job’s yontemi ile elde edilen stokiyometrik oranlar goriillmektedir. Sekil
4.7’den de anlasilacag1 iizere ftalosiyanin molekiilii AS1411 ile 1:1 oraninda
baglanmaktadir. Bu tarz bir baglanma G-quadrupleks DNA’larin list ya da G-
quadrupleks yapilarinin alt ya da {ist kisimlarina ftalosiyaninin istiflenmesi seklinde

(end stacking) ya da interkalasyon seklinde olabilir.

1 AS1411

0,8
0,6

0,4

Absorbans

0,2

0 v

0 o1 02 o033 04 05 06 07 08 09 1 1,1
-0,2

XASl411

Sekil 4.7 AS1411 ile F's bilesiginin etkilesimine dair Job’s yontemi

Sekil 4.8’den Tel21 ile ftalosiyaninin 1:2 stokiyometrik oraninda baglandigi
goriilmektedir. Boyle bir baglanma da yukarida anlatildigi gibi sona istiflenme ya da

interkalasyon olabilir.

Tel21

Absorbans
o o o
H [+)] [+

o
)

o
P
<

0 oL o02 o033 04 05 o006 07 08 09 1 1,1

XTeIZl

Sekil 4.8 Tel21 ile Fs bilesiginin etkilesimine dair Job’s yontemi
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Sekil 4.9’da Teld5 ve ftalosiyaninin 1:2 stokiyometrik oraninda baglandigi
goriilmektedir. Boyle bir baglanma modeli sona istiflenme ile birlikte interkalasyon

olabilir.

Tel45

0,8
0,6

0,4

Absorbans

0,2

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1,1
-0,2

XTeI45

Sekil 4.9 Teld5 ile Fs bilesiginin etkilesimine dair Job’s yontemi

Calismada G-quadrupleks DNA’lar ile farkli mol oranlarinda baglanan ii¢ farklh
oligomer dizisinin se¢ilmis olmasi gelistirilecek biyosensoriin farkli DNA’lar igin

kullanilabilirliginin gosterilmesi agisindan 6nemlidir.

4.3. Soniimleme Calismalar1

Fu/Fe
o

2 4

0 T T T T T T T
0,0 2,0e-7 4,0e7 6,0e7 80e7 10e6 126 14e6 1,6e6

[Fs], M

Sekil 4.10 CdTe-MPA floresans siddetinin Fs1 ile soniimlenmesi
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Quantum nokta entegre ftalosiyanin biyosensorii gelistirmede floresans sinyalini
eklenen DNA ile geri kazaniminin olmasi i¢in optimum miktarda ftalosiyaninin
kuantum nokta ile entegre edilmesi gerekir. Bu boliimde ftalosiyanin miktarinin

optimizasyonu i¢in yapilan ¢aligmalar anlatilmaktadir.

Ftalosiyanin miktarin1 optimize ederken bazi O6nemli noktalar g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Bunlardan ilki eklenen ftalosiyanin miktar1 lineer araligin genis
olmasimi saglayacak kadar fazla, ayni zamanda DNA eklenmesi ile floresans
kazanimini saglayacak sekilde az olmalidir. Ozellikle ortama eklenen asir1 ftalosiyanin
bilesiginin floresan sinyal kazanimini geri doniisiimsiiz inhibe etmesi s6z konusu

olabilir.

Ikinci énemli nokta, biyosensériin sinyalinin kesinligidir. Bu nedenle, biyosensoriin
performanst agisindan kesinligin istenilen mertebede oldugu ftalosiyanin miktari

tercih edilmelidir.

Kuantum noktanin ftalosiyanin bilesigi ile soniimlenme mekanizmasinin agiklamasi
icin Stern-Volmer soniimleme caligmalar1 gerceklestirilmistir. Eklenen ftalosiyanine
kars1 Fx/Fr grafiginin egiminden Ksv séniimleme sabiti elde edilmistir. 0-1,48x10° M
Fs1 derisimi araliginda Stern Volmer esitligi Fx/Fr = 5,04x10° [Fs1] + 0,237 (R =
0,942) iken, 0-7,46x10”7 M Fs1 derisimi araliginda ise Fx/Fr = 3,12 x10° [Fs1] + 0,934
(R%=0,989) olarak bulunmustur (sekil 4.10).

Stern-Volmer ¢alismalarinin ardindan ortama eklenen DNA derisimlerine gore geri

kazanim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Sekil 4.11°de AS1411, Sekil 4.12°de Tel21,

Sekil 4.13°de Teld45 ve Sekil 4.14’de ise c¢tDNA ilavesi ile sinyal kazanimlari
goriilmektedir. Tiim verilen sekiller incelendiginde, Fs1 derisiminin ¢aligilan DNA
derisimleri arasinda sinyal kazanimlar1 {izerine kaydadeger bir fark gézlenmemistir.

Daha ileri caligmalar i¢in 0,75 uM Fs1 derisimi ile caligilmasi uygun goriilmistiir.
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1,2

I 0.37 uM Fs1
B 0,75 uM Fs1
1,0 { E=3 1.1 uM Fs1

0,8
0,6
04
02
0,0
1,0 1,5 2,0 2,5

0,5

(FD'FF)I(FK'FF)

[As1411], uM

Sekil 4.11 Farkli Fs1 derigimlerinde As1411 ie sinyal kazanimi1

1,2
N 0.37 uM Fs1
[ 0,75 uM Fs1

1,0 4 EEE 1.11 uM Fs1
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0
1,0 1,5 2,0 2,5

0,5

(FD'FF)/ (FK'FF)

[Tel21], uM

Sekil 4.12 Farkli Fs1 derisimlerinde Tel21 ile sinyal kazanim1
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1,2 4

1,0 1

0,8 1
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0,4 1

0,2 1

0,0

I 0.37 uM Fs1
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0,5 1,0 1,5

2,0 2,5

[Teld5], uM

Sekil 4.13 Farkli Fs1 derisimlerinde Tel4S5 ile sinyal kazanimi1

1,4
B 0.37 uM Fs
|, | 075 ,M Fst
<71 I3 1.11 uM Fst
1,0 1 -
— T
w T
v 0,8 A
=
o
L
F 06 - Il
L
0,4
0,2
0,0 T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
[CtDNA], uM

Sekil 4.14 Farkli Fs1 derisimlerinde ¢tDNA ile sinyal kazanimi

4.4. Girisim Cahismalar

Gelistirilen kuantum nokta-ftalosiyanin entegre biyosensoriin floresans emisyonu

tizerine biyolojik ger¢ek numunelerde

karsilasilabilinecek

iyonlarin

Ve

biyomolekiillerin ¢alisilmas1 olas1 matriks girisimlerini tespit etmek i¢in oldukca
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onemlidir. Tez kapsaminda girisim ¢aligmalar1 olduk¢a genis kapsamda
gergeklestirilmistir. Yapilan literatiir calismalari ve olasi biyolojik ger¢ek 6rnekler goz
oniine alindiginda Mg?", Zn**, Ca?*, Na* ve serum albumin varliginda biyosensdriin
floresans siddetleri takip edilmistir. Girisim etkisinin olup olmadigini tespit etmek

lizere,

1. Kuantum nokta-ftalosiyanin entegre biyosensor sinyali {lizerine direkt girisimci

tiirtin etkisi,
2. Matriksde girisimeci tiir varken DNA tiirlerinin floresans emisyon geri kazanimi,

3. DNA varliginda floresans geri kazanimi saglandigi durumda girisimei tiiriin

floresans siddetine etkisi

calistlmigtir. Tim bu c¢aligmalar kuantum nokta-ftalosiyanin entegre biyosensor
sisteminin AS1411, Tel21, Tel45 ve ctDNA tiirlerini belirlemedeki olas1 girisimleri

icin ayr1 ayr1 incelenmistir.

4.4.1. Biyosensor Performansina Kalsiyum Iyonunun Etkisi

Sekil 4.15°de gelistirilen kuantum nokta entegre sisteme kalsiyum iyonlarinin etkisi
goriilmektedir. Sekil 4.15.a. ve tablo 4.1’de entegre sistemin AS1411 ilavesi ile
floresan siddetinin geri kazanimi (sinyal kazanimi) goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM
AS1411 varliginda 100 kat oraninda Ca" ilavesi ile sinyal kazaniminin &nemli bir
sekilde degismedigi gdzlenmistir (sekil 4.15.b), sinyal geri kazanimi 0,885+0,008 den
0,867+0,008 degismistir). Ayrica gelistirilen biyosensér Ca?* varliginda sinyal
degisimine neden olmasina ragmen (sinyal geri kazanimi 0,323+0,056 dan
0,464+0,005 degismistir) 250 puM varliginda AS1411 in 0-2,5 uM araliginda
artirllmasi1 geri kazanimi 0,464+0,005 dan 0,877+0,015 e artirmistir. Sinyal geri
kazamimlar1 Ca** yoklugunda ve varliginda 2,5 uM As1411 igin siras ile 0,885+0,008
ve 0,877+0,015°dir.
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Tablo 4.1 Ca*" iyonlarinin AS1411 belirlenmesine etkisi

Caz+
uM 0 250 0 250
0,317+0,060 0,464%0,005
TR l 0,323+0,056 l
2,5 v0,885+0,008 0,867+0,008 0,877+0,015
% 0,6 1 :\S 08
0,0 - 00 05 " Vs 20 25 0 50 1[[:3]v HM‘\SO 200 250
[As1411], uM
(a) (b)
ig 06 1 'ié 06
0 50 1;)0031’ H’v:t')() 200 250 [A51411]’”M
(© (d)

Sekil 4.15 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline AS1411 etkisi, (b) KN-Fs+AS1411
sistem sinyaline Ca etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Ca etkisi,
(d) KN-Fs+ Ca sistem sinyaline AS1411 etkisi

Ca?" iyonlarinin Tel21 belirlenmesi iizerine etkisi sekil 4.16’da ve tablo 4.2°de

verilmistir. Ca®" iyonlar1 biyosensore sinyal kazanimina etki ettigi halde (sekil 4.16.c)

Tel21 in 2,5 uM derisimindeki sinyal kazanimi tizerine etkisi ihmal edilir seviyededir.

Ca®" yoklugunda ve varhiginda Tel21’in sinyal kazamim degeri 0,919+0,012 den
0,903+0,001 e degismistir.
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Tablo 4.2 Ca*" iyonlarinin Tel21 belirlenmesine etkisi

C a2+
uM 0 250 0 250
0 10,29&0,079 - 0,435+0,004 0,55010,0171
Tel21
2.5 _0,919+0,012_, 0,898::0,006 - 0,903+0,001
0,0 0,5 [-‘:-:21]1 “:\;IS 2,0 25 0 50 1[(2)61’ HM1 50 200 250
(a) (b)
oo 0 50 100 150 200 250 * ” [-::21]’ u’;l,s * *
[Ca], uM
(0 (d)

Sekil 4.16 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel21 etkisi, (b) KN-Fs+ Tel21
sistem sinyaline Ca etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Ca etkisi,
(d) KN-Fs+ Ca sistem sinyaline Tel21 etkisi.

Ca?" iyonlarinin entegre biyosensdriin Tel45 belirlenmesine etkisi sekil 4.17°de
goriilmektedir. Tablo 4.3’den goriildiigii {izere Ca>" iyonlar1 biyosensériin sinyal

kazanimina neden oldugu halde Tel45 in 2,5 uM derisimindeki sinyal kazanimi
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lizerine etkisi ihmal edilir seviyededir. Sinyal geri kazanimlar1 Ca*" yoklugunda ve

varliginda 2,5 uM Tel45 i¢in aynidir (sirast ile 0,915+0,025 ve 0,876+0,014°dir).

Tablo 4.3 Ca" iyonlarmin Tel45 belirlenmesine etkisi

Ca?*
uM 0 250 0 250
N
Telds 0 0,390+0,072 - 0,390+0,088  0,511+0,041
e
2.5 l 0,915+0,025 - 0,894+0,040 - 0,876i0,014i
iz 0,6 1 % 0,6 1

[Tol45], uM 0 50 ’I[lz:oa]’ HM’ISO 200 250

(a) (b)
0 50 ‘I([)(:a]y ll'\/:50 200 250 0,0 0,2 0.4rre|405,(]3’ HMO.B 1,0 1,2

(c) (d)

Sekil 4.17 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Teld45 etkisi, (b) KN-Fs+ Teld45
sistem sinyaline Ca etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Ca etkisi,
(d) KN-Fs+ Ca sistem sinyaline Tel45 etkisi.

Sekil 4.18 ve tablo 4.4’de entegre sistemin ¢tDNA ilavesi ile floresan sinyal kazanimi

goriilmektedir. Ortamda 2,5 pM ¢tDNA varliginda 100 kat oraninda ilavesi Ca*" ile
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geri kazanimin 6nemli bir sekilde degismedigi gozlenmistir (sekil 4.18.b, sinyal
kazanimi 0,921+0,003 den 0,923+0,015 degismistir). Ca*>" 250 uM varliginda ctDNA
in 0-2,5 uM araliginda artirilmasi sinyal kazanimi 0,489+0,032 dan 0,897+0,060 e
artirmistir. Sinyal kazamimlar: Ca?" yoklugunda ve varliginda 2,5 pM ctDNA igin
yaklagik aynidir (sirasi ile 0,921+0,003 ve 0,897+0,060°dir).

Tablo 4.4 Ca*" iyonlarinin ¢tDNA belirlenmesine etkisi

C a2+
uM 0 250 0 250
0 0,289+0,001 - 0,338+0,001 0,489:*:0,052
ctDNA l
2,5 0,921+0,003  0,923+0,015 - 0,897+0,060
12 12
1,0 1 1,01 -
08 1 08 A
% 06 ] % 06
041 04
0,2 0,2
0,0 T 0,0 - T
0,0 05 1,0 15 20 25 0 50 100 150 200 250
[CtDNA], uM [Cal, uM
(@) (b)
12 12
1,0 1,0
1
0,8 A 0,8 A
% 06 % 06
N 04 A 04 A
0,2 1 0.2 1
0,0 - T T 0,0 -
0 50 100 150 200 250 0,0 05 1,0 15 2,0 25
[Ca], uM [ctDNA], uM
(© (d)

Sekil 4.18 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline ctDNA etkisi, (b) KN-Fs+ ctDNA
sistem sinyaline Ca etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Ca etkisi,
(d) KN-Fs+ Ca sistem sinyaline ctDNA etkisi
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4.4.2. Biyosensor Performansina Magnezyum Iyonunun Etkisi

Entegre sistemin sinyal performansina Mg?* iyonlarini etkisi arastirilmistir. AS1411
varliginda sistemin performansina Mg" iyonlarmin etkisi sekil 4.19°da ve tablo 4.5°de
verilmistir. 250 uM Mg*" iyonlarin1 yoklugunda ve varhiginda ortama 2,5 pM AS1411
eklendiginde sinyal kazanim verileri 0,956+0,041 ve 0,934+0,002 olarak bulunmustur.

Tablo 4.5 Mg?* iyonlarmin AS1411 belirlenmesine etkisi

Mg2+
uM 0 250 0 250
-
0 0,442+0,006 - 0,581+0,098  0,614+0,063
AS1411 l
2.5 0,956+0,041 0,970+0,041 - 0,934+0,002
10 1 1,0 i
g 06 Lig 06
00 05 [A1S,r1J41 N ;; 20 25 ) 50 1[2/?9]' JLAM1so 200 250
(a) (b)
%’ 06 | iﬂ 06
Mg, uM Y Y [Asy141 11, ul\’/I ’ ’
(©) (d

Sekil 4.19 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline AS1411 etkisi, (b) KN-Fs+
AS1411 sistem sinyaline Mg etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline
Mg etkisi, (d) KN-Fs+ Mg sistem sinyaline AS1411 etkisi.
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Tel21 varliginda sistemin performansima Mg*" iyonlarmin etkisi sekil 4.20°de ve tablo
4.6°da verilmistir. 250 uM Mg** iyonlarmni yoklugunda ve varliginda ortama 2,5 pM
Tel21 eklendiginde sinyal kazanim verileri 0,957+0,020 ve 0,934+0,020 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.6 Mg”* iyonlarinin Tel21 belirlenmesine etkisi

Mg2+
M 0 250 0 250
Tel21 0 0,447+0,146 - 0,484+0,024 0,562i0,053l
(S
2.5 l 0,957+0,020  0,977+0,016 - 0,934+0,020
1,0 1,0 T
0.8 1 ] 08 1
“\z 06 1 % 06 1
04 - 04 1
0,2 0,2 1
‘ . rr‘el21], ul\;l | ' [Mg], uM
(@) (b)
1,0 | 10 .
0.8 1 08 1
L‘L; 0,6 1 % 06 1
04 04 1
0,2 4 021
[Mg], uM ' Y v [Tel21y], uM v Y v
(©) (d)

Sekil 4.20 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel21 etkisi, (b) KN-Fs+ Tel21
sistem sinyaline Mg etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Mg
etkisi, (d) KN-Fs+ Mg sistem sinyaline Tel21 etkisi.
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Teld5 varliginda sistemin performansima Mg*" iyonlarmin etkisi sekil 4.21°de ve tablo
4.7’ de verilmistir. 250 pM Mg?" iyonlarimi yoklugunda ve varliginda ortama 2,5 pM
Teld5 eklendiginde sinyal kazanim verileri 0,959+0,021 ve 0,913+0,001 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.7 Mg?* iyonlarmin Tel45 belirlenmesine etkisi

Mg2+
nM 0 250 0 250
Telds 0 0,435+0,020 - 0,369+0,064 0,492i0,040l
€
2.5 l 0,959+0,021  0,974+0,033 - 0,913+0,001
1,2 12
1,0 1,0 T
0,8 1 038 1
% 0,6 q Li-:’ 06 1
s =
0,41 04 1
0,2 0,2 q
0,0 - T T 0,0 -
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2 14 0 50 100 150 200 250
[Tel45], uM [Mg], uM
(a) (b)
1,2 12
1,0 1 1,0
0,8 1 038 1
Eu 0,6 U:Z 0,6 1
04 041
0,2 1 0,2 1
0,0 - T T 0,0 -
0 50 100 150 200 250 0,0 0,2 04 0,6 08 1,0 1.2
Mg], uM [Teld5], uM
(©) (d)

Sekil 4.21 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Teld45 etkisi, (b) KN-Fs+ Teld45
sistem sinyaline Mg etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Mg
etkisi, (d) KN-Fs+ Mg sistem sinyaline Tel45 etkisi.
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Sekil 4.22°de ve tablo 4.8’de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle ctDNA

belirlenmesi iizerine magnezyum iyonunun etkisi goriilmektedir.

Gelistirilen

biyosensdr Mg?* varliginda sinyal degisimine neden olmasma ragmen (sinyal geri
kazanimi 0,344+0,023 dan 0,47740,021degismistir) 250 uM varliginda ¢tDNA nin 0-
2,5 uM araliginda artirilmast geri kazanimi 0,477+0,021 dan 0,953+0,012°e

artirmugtir. Sinyal geri kazammlart Mg?* yoklugunda ve varliginda 2,5 uM ctDNA igin
sirasi ile 0,940+0,020 ve 0,953+0,012’dir.

Tablo 4.8 Mg?* iyonlarmin ¢tDNA belirlenmesine etkisi

Mg2+
uM 0 250 0 250
0 0,350+0,109 - 0,344+0,023 0,477i0,051
ctDNA :l
2.5 0,940+0,020  0,983+0,022 - 0,953+0,01
u&? 06 | ig 06 |
Y Y [ctYDNA], pl;n ’ Y [Mg], uM
(a) (b)
ig 06 - ﬂ ia 06 -
Mg], uM I I [ctI;)NA], HM ‘ ‘
() (d

Sekil 4.22 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline ctDNA etkisi, (b) KN-Fs+ ctDNA
sistem sinyaline Mg etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Mg
etkisi, (d) KN-Fs+ Mg sistem sinyaline ¢tDNA etkisi.
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4.4.3. Biyosensor Performansina Sodyum iyonunun Etkisi

Sekil 4.23’de gelistirilen kuantum nokta entegre sisteme sodyum iyonlarinin etkisi
goriilmektedir. Sekil 4.23.a’da ve tablo 4.9’da entegre sistemin AS1411 ilavesi ile
sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM AS1411 varliginda 100 kat oraninda
Na" ilavesi ile sinyal kazanimm 6nemli bir sekilde degismedigi gozlenmistir (sekil
4.23.b sinyal geri kazanimi 0,932+0,008 den 0,944+0,011 olarak degismistir). 250 uM
Na' varhiginda AS1411 in 0-2,5 uM araliginda artirilmasi geri kazanimi 0,482+0,001
dan 0,911+0,002’ye artirmigtir. Sinyal geri kazanimlar1 Na* yoklugunda ve varhiginda
2,5 uM Asl411 icin benzer sonuglar vermistir (sirasi ile 0,932+0,008 ve
0,911+0,002°dir).

Tablo 4.9 Na'iyonlarinin As1411 belirlenmesine etkisi

Na*t
0 250 0 250
0 0,471+0,012 - 0,412+0,015  0,482+0,001
Asl1411 i
2.5 0,932+0,008 ~ 0,944+0,011 - 0,911+0,00
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12 1.2
10 1.0
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08 | 08 |
Iy Ty
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0,4 A 0,4
02 02 |
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00 05 10 15 20 25 0 50 100 150 200 250
[As1411], uM [Nal, uM
(a) (b)
1,2 12
10 1.0
08 1 08 |
iy &
% 06 = 061
= £
04 1 04 |
02 02 |
00 - ; . 00 |
0 50 100 150 200 250 00 05 1,0 15 2,0 25
[Nal, uM [As1411], uM
(© (d)

Sekil 4.23 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline AS1411 etkisi, (b) KN-Fs+ AS1411
sistem sinyaline Na etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Na etkisi,
(d) KN-Fs+ Na sistem sinyaline AS1411 etkisi.

Sekil 4.24°de ve tablo 4.10° da gelistirilen kuantum nokta entegre sistem ile Tel21
tayininde sodyum iyonlarinin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.24.a’da entegre sistemin
Tel21 ilavesi ile sinyal kazanimi gorilmektedir. Ortamda 2,5 uM Tel21 varliginda
100 kat oraninda Na' ilavesi ile sinyal kazanimin 6nemli bir sekilde degismedigi
gozlenmistir (sinyal kazanimi 0,953+0,015den 0,965+0,018’¢ degismistir). Ayrica
gelistirilen biyosensor Na' varliginda sinyal degisimine neden olmamaktadir. Tel21
yokken 0-250 uM Na" araliginda sinyal kazanimlar1 0,438+0,014 ve 0,431+0,007 dir.
250 uM varliginda Tel21 in 0-2,5 uM araliginda artirilmasi geri kazanimi 0,431+0,007
den 0,929+0,002 e artirmustir. Sinyal geri kazanimlar1 Na® yoklugunda ve varliginda

2,5 uM Tel21 ig¢in sirast ile 0,953+0,015 ve 0,929+0,002°dir).
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Tablo 4.10 Na'iyonlarinin Tel21 belirlenmesine etkisi

Na*
M 0 250 0 250
Tel21 0 0,521+0,101 - 0,438+0,014 0,431i0,0'57
(4
2.5 l 0,953+0,015  0,965+0,018 - 0,92910,002L
0,0 - T 0,0 - T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 0 50 100 150 200 250
[Tel21], uM [Na], uM
(a) (b)
12 12
1,0 1,0
0,8 1 0,8 A
L\chzv 0,6 % 0,6
0.4 1 04 1
02 A I H 0,2 1
0,0 - T T 0,0 -
0 50 100 150 200 250 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
[Na], uM [Tel21], uM
() (d

Sekil 4.24 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel21 etkisi, (b) KN-Fs+ Tel21
sistem sinyaline Na etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Na
etkisi, (d) KN-Fs+ Na sistem sinyaline Tel21 etkisi.

Sekil 4.25°de ve tablo 4.11° de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle Teld5
tayininde sodyum iyonlarinin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.25.a’da entegre sistemin
Tel4S ilavesi ile sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM Tel4S varliginda
100 kat oraninda Na' ilavesi ile sinyal kazanimin onemli bir sekilde degismedigi
gbzlenmistir (sinyal kazanimi 0,940£0,001den 0,943+0,006’e¢ degismistir). Ayrica

gelistirilen biyosensér Na* varliginda sinyal degisimine neden olmamaktadir. Tel45
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yokken 0-250 uM Na" araliginda sinyal kazanimlar1 0,486+0,007 ve 0,529+0,015 tir.
250 uM varliginda Tel45 in 0-2,5 uM araliginda artirilmasi geri kazanimi 0,529+0,015
den 0,944+0,003 ¢ artirmustir. Sinyal geri kazanimlar1 Na® yoklugunda ve varliginda

2,5 uM Tel4S5 i¢in sirast ile 0,940+0,001 ve 0,944-+0,003 diir.

Tablo 4.11 Na'iyonlarinin Tel45 belirlenmesine etkisi

Na*
uM 0 250 0 250
—
Telds 0 0,358+0,077 - 0,486+0,007 0,529:l:0,0151
(3
2.5 l 0,940+0,001  0,943+0,006 - 0,944+0,003
Y Y Y [TeI4:f)], M ’ Y Y Y [Naj, uM
(a) (b)
:\L_g 06 | u&? 061
[Na], uM Y ' Y Uel4é], uM ' Y Y
(© (d

Sekil 4.25 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Teld45 etkisi, (b) KN-Fs+ Teld45
sistem sinyaline Na etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Na
etkisi, (d) KN-Fs+ Na sistem sinyaline Tel45 etkisi.

Sekil 4.26’da ve tablo 4.12°de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle ctDNA
tayininde sodyum iyonlarinin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.26.a’da entegre sistemin
ctDNA ilavesi ile sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM ctDNA varliginda
100 kat oraninda Na' ilavesi ile sinyal kazanimi 0,971+0,003den 0,993+0,006’¢
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degismigtir. Ayrica gelistirilen biyosensor Na" varliginda sinyal degisimine neden
olmamaktadir. c¢tDNA yokken 0-250 puM Na" araliginda sinyal kazanimlari
0,461+0,022 ve 0,501+0,021 dir. 250 uM varliginda ctDNA’nin 0-2,5 uM araliginda
artirllmas1 geri kazanimi 0,501+0,021den 0,958+0,013 e artirmigtir. Sinyal geri
kazanimlari Na* yoklugunda ve varliginda 2,5 uM ctDNA igin sirasi ile 0,971+0,003
ve 0,958+0,013"dir.

Tablo 4.12 Na'iyonlarinin ¢tDNA belirlenmesine etkisi

Na™*
uM 0 250 0 250
0 0,410+0,032 - 0,461+0,022 O,SOIi0,0EI
ctDNA l
2.5 0,971+0,003 - 0,993+0,006 - 0,958+0,013

1.0 10

0,8 1 ] 081
% 06 1 {u 06

04 04 1

02 1 0.2

' I [ctYDNA], pl\’/l I Y [Na], uM
(@) (b)

1.2 12

10 10 o

08 1 081
L\Lzu 06 1 % 061

04 041

02 1 02

00 4 ; ; 00 1

0 50 100 150 200 250 00 05 10 15 20 25
[Na], uM [CtDNA], pM
(© (d

Sekil 4.26 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline ctDNA etkisi, (b) KN-Fs+ ctDNA
sistem sinyaline Na etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Na etkisi,
(d) KN-Fs+ Na sistem sinyaline ctDNA etkisi.
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4.4.4. Biyosensor Performansina Cinko Iyonunun Etkisi

Sekil 4.27-Sekil 4.30’da ve tablo 4.13-tablo 4.16°da gelistirilen kuantum nokta entegre
sisteme magnezyum iyonunun etkisi goriilmektedir. Sekilden goriildiigi {izere
calisilan derisim araliginda Zn?" iyonu biyosensor cevabina etki etmektedir. Buna
ragmen Zn*>* varliginda DNA tiirleri sinyali artirabilmektedir. Yani yiiksek Zn
derigsimine ragmen DNA tiirleri belirlenmesi olasidir. Bu sekiller incelendiginde
gelistirilen biyosensoriin biyolojik ortamlarda Zn** tayini i¢inde kullanilabilecegini
gostermektedir. Fakat bu konu tezin amag¢ ve kapsami disinda oldugundan ayr1 bir

calisma olarak arastirilabilir.

Tablo 4.13 Zn*"iyonlarinin As1411 belirlenmesine etkisi

Zn2+
uM 0 250 0 250
0 0,481+0,016 - 0,599+0,048 1,045i0,0f1
AS1411 l
2.5 0,949+0,004 1,311+0,080 - 1,292+0,006
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061
041
04
021 02|
0,0 - ‘ 0,0 - :
0,0 05 10 15 2,0 25 0 50 100 150 200 250
[As1411], uM [Zn], uM
(a) (b)
12
14
1
01 12
—T
0,8 1 1,0 1
I~
w LLx 0.8 1
= 061 3
N w
* 06 1
041
04 1
021
02 ]
0,0 1 ; ; 00 -
0 50 100 150 200 250 00 05 10 15 2,0 25
[Zn], uM [As1411], uM
(c) (d)

Sekil 4.27 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline AS1411 etkisi, (b) KN-Fs+
AS1411 sistem sinyaline Zn etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline
Zn etkisi, (d) KN-Fs+ Zn sistem sinyaline AS1411 etkisi.

Tablo 4.14 Zn**iyonlarmin Tel21 belirlenmesine etkisi

Zn2+
uM 0 250 0 250
Tel21 0 0,424+0,028 - 0,640+0,043 0,97210,@01
(3
2.5 11,01310,010 1,375+0,044 - 1,193+0,033
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0,2
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0,0 05 1,0 15 2,0 25 0 50 100 150 200 250
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(a) (b)
12
14
1
0 ] 1.2
081 ] 1,0 1
X
w |.|_¥ 0.8 1
= 061 3
N w
0,6 1
04 1
04 A
0,2 4
0,2 1
0,0 - T T 0,0 -
0 50 100 150 200 250 0,0 05 1,0 15 2,0 25
[Zn], uM [Tel21], uM
(© (d)

Sekil 4.28 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel21 etkisi, (b) KN-Fs+ Tel21
sistem sinyaline Zn etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Zn etkisi,
(d) KN-Fs+ Zn sistem sinyaline Tel21 etkisi.

Tablo 4.15 Zn**iyonlarmin Tel45 belirlenmesine etkisi

Zn2+
pM 0 250 0 250
Telds 0 0,632+0,092 - 0,658+0,035 03873i0,(ﬁ9l
(S
2,5 10,95210,015 ~ 1,284+0,052 - 1,264+0,014
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0,8 1

0,6 1

Fp/Fk

04

0,2 1

0,0 -

[Teld5], uM

()

0,8 T

0,6 1

FznlFK

04 A

0,2 1

0,0 - T T
0 50 100 150 200 250

[zn], uM

(©)

FznlFK

Fp/FK

08 1

061

041

02 A

0,0 -

081

06 1

041

024

0,0 -

[2n], uM

(b)

150 200 250

[tel45], uM

(d)

Sekil 4.29 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel45 etkisi, (b) KN-Fs+ Tel45
sistem sinyaline Zn etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Zn
etkisi, (d) KN-Fs+ Zn sistem sinyaline Tel45 etkisi.

Tablo 4.16 Zn*"iyonlarinin ctDNA belirlenmesine etkisi

Zn2+
uM 0 250 0 250
0 0,500+0,086 - 0,657+0,050 O,933i0,0i7
ctDNA Oi
2.5 0,979+0,008 - 1,444+0,132 - 1,305+0,04
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Sekil 4.30 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline ctDNA etkisi, (b) KN-Fs+ ctDNA
sistem sinyaline Zn etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Zn
etkisi, (d) KN-Fs+ Zn sistem sinyaline ctDNA etkisi.

4.4.5. Biyosensor Performansina Serum Proteini Etkisi

Sekil 4.31°de ve tablo 4.17° de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle AS1411
belirlenmesine BSA’nin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.31.a’da entegre sistemin
AS1411 ilavesi ile sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM AS1411
varliginda 2,5 pg/mL BSA varliginda sinyal kazanimin 0,897+0,022 den 0,920+0,017
olarak degismistir. Ayrica gelistirilen biyosensér BSA varliginda sinyal kazanimi
0,428+0,061 dan 0,463+0,042 olarak degismistir. 2,5 pg/mL BSA varliginda AS1411
in 0-2,5 uM araliginda artirilmasi geri kazanimi 0,463+0,042 dan 0,944+0,031 e
artirmigtir. Sinyal geri kazanimlar1t BSA yoklugunda ve varliginda 2,5 uM As1411 i¢in
aynidir (sirasi ile 0,897+0,022 ve 0,944+0,031dir).
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Tablo 4.17 BSA’nin AS1411 belirlenmesine etkisi

BSA
puM 0 2,5 0 2,5
0 0,404+0,041 - 0,428+0,061 O,463ﬂ:0,042I
AS1411 l l
2,5 0,897+0,022 9,92010,0 17 - 0,944+0,031
’ Y [As:1 411], HM Y Y " " [B1SY(;\],;.|g/m1IY_5 * *
(a) (b)
1,0 1 1,0 q s
% 06 1 u\z 061
0,4 1 I |_V_‘ 0,4
Y ’ [BéA], ug/m’L ’ Y Y Y [Asy141 1], ul;ll Y Y
(c) (d)

Sekil 4.31 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline AS1411 etkisi, (b) KN-Fs+AS1411
sistem sinyaline BSA etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline BSA
etkisi, (d) KN-Fs+BSA sistem sinyaline AS1411 etkisi

Sekil 4.32’de ve tablo 4.18” de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle Tel21
tayinine BSA nin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.32.a’da entegre sistemin Tel21 ilavesi
ile sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM Tel21 varliginda 2,5 pg/mL BSA
ilavesiyle sinyal kazanimi 0,928+0,002 den 0,960+0,001°¢ degismistir. Ayrica
gelistirilen  biyosensor BSA  varliginda sinyal kazanimi 0,455+0,084’den
0,424+0,040’a degismistir. 2,5 pg/mL BSA varliginda Tel21 in 0-2,5 uM araliginda
artirllmasi geri kazanimi 0,424+0,040°dan 0,942+0,016’a artirmistir. 2,5 uM Tel21
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icin sinyal geri kazanimlar1 BSA yoklugunda ve varliinda sirasi ile 0,928+0,002 ve
0,942+0,016°dir.

Tablo 4.18 BSA’nin Tel21 belirlenmesine etkisi

BSA
uM 0 2,5 0 2.5
0 0,474+0,008 - 0,455+0,084 0,424%0,040
Tel21 l l
2,5 0,928+0,002 0,960+0,001 - 0,942+0,016
1,2 1,2
1,0 4 1,0 4 -
0,8 1 ] 0,8
L\L: 0,6 % 0,6
04 1 * 041
0,2 q 0,2
0,0 - ‘ 0,0 _
0,0 05 1,0 1,5 2,0 25 0,0 05 1,0 1,5 2,0 25
[Tel21], uM [BSA]ug/mL
(a) (b)
&; 06 1 % 06 1
Y ' [B‘SA],ug/myL Y Y (Tel21], uM
(© (d)

Sekil 4.32 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyalineTel21 etkisi, (b) KN-Fs+Tel21
sistem sinyaline BSA etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline BSA
etkisi, (d) KN-Fs+BSA sistem sinyaline Tel21 etkisi

Sekil 4.33’de ve tablo 4.19° da gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle Tel45

tayinine BSA nin etkisi goriilmektedir. Sekil 4.33.a’da entegre sistemin Tel45 ilavesi

ile sinyal kazanimi1 goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM Tel45 varliginda 2,5 pg/mL BSA

ilavesiyle sinyal kazanimi 0,939+0.019’dan 0,967+0,020’ye degismistir. Ayrica
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gelistirilen  biyosensér BSA varliginda

i¢in sinyal geri kazanimlar1t BSA yoklugunda ve varliginda sirasi ile 0,939+0,019 ve

0,910+0,012"dir.

sinyal

Tablo 4.19 BSA’nin Tel45 belirlenmesine etkisi

kazanimi

0,360+0,010 dan
0,419+£0,016’a degismistir. 2,5 pg/mL BSA varliginda Tel45’in 0-2,5 uM araliginda
artirilmast geri kazanimi 0,419+0,016’dan 0,910+£0,012°¢ artirmigtir. 2,5 uM Tel45

BSA
uM 0 2,5 0 2,5
0 0,397+0,042 i 036040010  0.419+0,016
Teld5 l l
2,5 0,939+0,019 9,967i0,020 - 0,910+0,012
1,2 1,2
10 101 L
08 ] 08 1
"\"Z 06 %t) 06 -
04 - 04
02 02
00 - : 00 - _
00 02 04 06 08 10 12 14 00 05 10 15 20 25
[Tel45], uM [BSA],ug/mL
(a) (b)
1,2 1,2
1,0 1,01
08 1 08 1
% 061 'iz 06
* 04 04 1
0’2 J—I—I ﬂ I ﬂ Oyz 7
00~ T y 00 - :
00 05 1.0 1.5 20 25 00 02 04 06 08 10 12
[BSA],ug/mL [Tel45], uM
(© (d)

Sekil 4.33 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline Tel4S etkisi, (b) KN-Fs+Tel45
sistem sinyaline BSA etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline BSA

etkisi, (d) KN-Fs+BSA sistem sinyaline Tel45 etkisi

Sekil 4.34°de gelistirilen kuantum nokta entegre sistemle ctDNA tayinine BSA’ nin
etkisi goriilmektedir. Sekil 4.34.a’da ve tablo 4.20’de entegre sistemin ctDNA ilavesi
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ile sinyal kazanimi goriilmektedir. Ortamda 2,5 uM c¢tDNA varliginda 2,5 pg/mL BSA
ilavesiyle sinyal kazanimi 0,958+0,020°dan 0,991+0,023’¢ degismistir. Ayrica
gelistirilen  biyosenséor BSA  varliginda sinyal kazanimi 0,341+0,044’ten
0,385+0,085e degismistir. 2,5 pg/mL BSA varliginda ¢ctDNA’nin 0-2,5 uM araliginda
artirllmasi geri kazanimi 0,385+0,085’ten 0,887+0,065’e artirmistir. 2,5 uM ctDNA
icin sinyal geri kazanimlar1t BSA yoklugunda ve varliginda sirasi ile 0,958+0,020 ve
0,887+0,065"dir.

Tablo 4.20 BSA’nin ¢tDNA belirlenmesine etkisi

BSA
uM 0 2,5 0 2,5
0 0,506=0,050 - 0,341+0,044  0,385+0,085
ctDNA l l
2,5  v0,958+0,020 0,9910,023 - 0,887£0,065
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1.2
1,0 4
0,8 1
X
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(©)

Sekil 4.34 (a) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline ctDNA etkisi, (b) KN-Fs+ctDNA
sistem sinyaline BSA etkisi, (¢) KN-Fs entegre biyosensor sinyaline BSA

4.5. Analitik Performans Ozellikleri

Gelistirilen biyosensoriin AS1411, Tel21, Tel45 ve ctDNA belirlenmesine yonelik
analitik Ozellikleri aragtirilmistir. Sekil 4.35°de gortldigi gibi, AS1411 derisimi
arttik¢a sinyal kazanimi yaklagik 0,32 p derisimine kadar dogrusal olarak artmaktadir.
Dogrusalligin saglandigi bolge icin cesitli analitik o6zellikler hesaplanarak tablo
4.21’de verilmistir. Tablodan goriildiigii gibi, yontem genis bir derisim araliginda

diisiik bagil standart sapma ya sahiptir (<%5). Ayn1 zamanda yontemin gdzlenebilme

FBSA/FK

Fp/FK

0,8

061

04

021

0,0 -

0,0

05 1,0 15 20 25

[BSA],ug/mL
(b)

081

0,6 -

041

021

0,0 -

0,0

0,5 1,0 15 2,0 25
[cIDNA], uM

(d)

etkisi, (d) KN-Fs+BSA sistem sinyaline ctDNA etkisi

ve tayin sinirlar1 da sirasi ile 0,055 puM ve 0,18 uM olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.35 Gelistirilen biyosensoriin AS1411 i¢in kalibrasyon dogrusu

Tablo 4.21 Gelistirilen biyosensoriin AS1411 belirlenmesine yonelik performans

ozellikleri

Kalibrasyon grafigi denklemi

y = 1,37E+00x + 4,07E-01

(0-0,32 pM)
r? 9,56E-01
3Sp/m 0,055
10 Sp/m 0,18
%BSS (0,02 pM) 1,34
%BSS (0,20uM) 3,12
%BSS (0,31uM) 1,61

m: Kalibrasyon grafiginin egimi, BSS: Bagil standart sapma, Sb: bos denemelerin standart sapmasi (n=20)

Tel21 tayini i¢in, gelistirilen kuantum nokta entegre biyosensor sisteminin analitik
ozellikleri sekil 4.36 ve tablo 4.22°de verilmistir. Sinyal kazanimi 0-0,36 uM Tel21
derisimi araliginda dogrusaldir (r>>0,96). Bu aralik i¢in hesaplanan gdzlenebilme ve
tayin sinirlart sirasi ile 0,061 uM ve 0,20 uM olarak hesaplanmistir. Yontemin bu

araliktaki {i¢ derigim i¢in bagil standart sapma degerleri de <%5 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.36 Gelistirilen biyosensoriin Tel21 i¢in kalibrasyon dogrusu

Tablo 4.22 Gelistirilen biyosensoriin Tel21 belirlenmesine yoOnelik performans
ozellikleri

Kalibrasyon grafigi denklemi y = 1,22E+00x + 4,29E-01

(0-0,36 M)
r? 9,69E-01
3Sp/m 0,061
10 Sp/m 0,20
%BSS (0,02 pM) 1,99
%BSS (0,20uM) 0,45
%BSS (0,31uM) 0,58

m: Kalibrasyon grafiginin egimi, BSS: Bagil standart sapma, Sb: bos denemelerin standart sapmasi (n=20)

Entegre biyosensoriin Tel45 tayini i¢in analitik performans 6zellikleri sekil 4.37 ve
tablo 4.23’de verilmistir. Calisilan sartlarda gelistirilen yontem, As1411 ve Tel21
analitlerine gore daha diisiik belirleme ve tayin sinirlarina sahiptir. Yontemin dogrusal
kalibrasyon aralig1 ise deneysel sartlarda 0-0,29 uM olarak bulunmustur. %BSS

degerleri <%>5 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.37 Gelistirilen biyosensoriin Tel45 i¢in kalibrasyon dogrusu

Tablo 4.23 Gelistirilen biyosensoriin Teld45 belirlenmesine yoOnelik performans

ozellikleri
Kalibrasyon grafigi denklemi y = 1,95E+00x + 4,15E-01
(0-0,29 uM)
r? 9,60E-01
3Sp/m 0,038
10 Sp/m 0,13
%BSS (0,02 uM) 0,92
%BSD (0,20 uM) 3,01
%BSD (0,29 uM) 2,05

m: Kalibrasyon grafiginin egimi, BSS: Bagil standart sapma, Sb: bos denemelerin standart sapmasi (n=20)

Gelistirilen entegre biyosensoriin ¢tDNA belirlenmesine yonelik analitik performans
ozellikleri sekil 4.38 ve tablo 4.24’de verilmistir. Sekilden goriildiigii gibi ctDNA
derisimi ile sinyal geri kazanimi genis bir analit derisimi araliginda dogrusaldir. Ote
yandan yontemin {i¢ farkli derisim icin bagil standart sapmalari incelendiginde diger
anallitlere gore tekrarlanirlik diisiiktiir. Ayrica ¢tDNA i¢in belirleme ve tayin siirlari

diger analitlere gore yiiksektir (sirasi ile 0,091 uM ve 0,30 uM’dur).
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Sekil 4.38 Gelistirilen biyosensoriin ctDNA igin kalibrasyon dogrusu

Tablo 4.24 Gelistirilen biyosensoriin ¢tDNA belirlenmesine yonelik performans

ozellikleri
Kalibrasyon grafigi denklemi y = 0,82E+00x + 3,66E-01
(0-0,42 uM)
r? 9,90E-01
3Sp/m 0,091
10 Sp/m 0,30
%BSS (0,02 uM) 9,23
%BSD (0,20 pM) 7,92
%BSD (0,31 uM) 3,89

m: Kalibrasyon grafiginin egimi, BSS: Bagil standart sapma, Sb: bos denemelerin standart sapmasi (n=20)

4.6. Sentetik Ornekler Uzerinde Uygulama

Gelistirilen ftalosiyanin entegre biyosensoriin G-quadrupleks DNA/cift sarmal DNA
tayininde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu gdstermek bu ¢alismanin ana
motivasyonudur. Biyolojik 6rnek matriksleri inorganik matrikslere gore genellikle
daha karmasik ve kalabaliktir. Bir¢ok biyolojik ornek proteinler, mineraller,

yapitaslar1 gibi birgok bileseni icerir. Hiicre lizatlar1, dokular arasi sivilar gibi kalabalik
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ortamlarin sentetik olarak olusturulmasinda polietilen glikol tercih edilen bir bilesiktir.
Bu bilesik biyolojik ortamlar1 temsil eden “molecular crowding agent-molekiiler
kalabaliklastirma ajan1” olarak kullanilmaktadir ve biyolojik ortamin kompleks-
kalabalik-derisik ortamini temsil ettigi diisiiniiliir (Xue vd., 2007; Kan vd., 2006).
Ozellikle DNA gibi biyolojik analitlerin safsu-tampon gibi ortamlarda derisimlerinin
belirlenebiliyor olmasi bir¢gok uygulama icin sinirlayicidir. Ciinkii bir¢ok kimyasalin
kalabalik bir ortamdaki davranisi safsu ya da tampon ortamlarindan oldukga farklidir.
Dolaysiyla bu tarz inorganik ortamlarin biyolojik matriksi temsil etmesi sinirli olacagi
icin ¢alisma kapsaminda PEG ortaminda hazirlanmais gesitli sentetik 6rneklerde DNA
tiirleri belirlenmistir. %24 oraninda PEG igeren ortamlara AS1411, Tel21, Tel45 ve
ctDNA ilave edilerek sentetik bir biyolojik ortam olusturulmustur. Bu numunelerde
bulunan analitlerin derisimleri gilinliikk hazirlanan kalibrasyon grafikleri ile
belirlenmistir. Analitlerin bulunan derisimlerinden % geri kazanim degerleri
hesaplanmigstir. Diger taraftan biyolojik numunelerde bulunmast olas1 olan Na*, Mg?*,
Ca?", Zn*" iyonlar1 ve bovine serum albiimin de iceren PEG ortamlar1 da hazirlanarak

analitler ilave edilmis ve sentetik 6rnekler hazirlanmistir.

Analit derisimleri hesaplanirken kalibrasyon grafikleri ile birlikte matriks sinyalinin
etkisi toplam youden bosu (total youden blank) yontemi ile hesaplamalar

gerceklestirilmistir.

Tablo 4.25 de AS1411, Tablo 4.26’da Tel21, Tablo 4.27°de Tel45 ve Tablo 4.28’de
ctDNA i¢in farkli sentetik biyolojik ortamlarda geri kazanim degerleri goriilmektedir.
Her dort analit i¢inde 0,05 mikromolar derisimleri i¢in geri kazanim degerleri diisiik
bulunmustur. Fakat daha yiiksek derisimlerde hem geri kazanimlar hemde kesinlik
degerleri kabul edilebilirdir. Ote yandan, As1411 derisimleri iki farkl1 sentetik 6rnek
ortaminda da direk kalibrasyon grafigi yardimi ile okunabilmesine karsin, diger tiirler
i¢in toplam youden bosu yontemi kullanilmigtir. Geri kazanim degerleri daha dnceki
boliimde verilen lineer kalibrasyonun saglandig araliklarda istisna degerler disinda

%90-110 araliginda bulunmustur.
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Tablo 4.25 Gelistirilen biyosensor ile sentetik 6rneklerde AS1411 tayini

Sadece PEG 8000 PEG 8000+ Olas1 matriks
tiirleri
AS1411,
Geri kazamim Geri kazamim
uM
0,05 59,41 + 741 -16,60 + 10,43
0,10 67,46 + 5,74 43,32 + 0,25
0,15 76,15 + 9,17 62,02 + 341
0,19 82,16 + 9,10 80,61 + 3,58
0,24 94,50 + 6,56 84,29 + 2,67
0,29 95,92 + 8,06 92,57 + 4,387
0,33 99,06 + 5,95 91,45 = 5,08
0,38 101,68 + 1,69 89,82 + 2,58
0,43 100,15 + 2,64 91,32 + 2,45
0,47 93,65 + 3,56 89,57 + 2,67
0,52 86,72 + 3,49 87,73 + 1,77
0,56 80,15 + 344 82,92 + 1,20
0,60 73,54 £+ 2,67 78,36 + 0,88
0,65 68,51 + 2,80 72,99 + 0,76
0,69 6295 + 2,27 68,62 + 0091

+ortalamanin standart hatasi, n=3.

Tablo 4.26’da Tel21 i¢in sentetik 6rneklerde geri kazanim degerleri goriilmektedir.

Geri kazanim degerleri istisnai veriler disinda kantitatiftir.
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Tablo 4.26 Gelistirilen biyosensor ile sentetik 6rneklerde Tel21 tayini

Sadece PEG 8000 PEG 8000+ Olasi matriks
tiirleri

Tel21, uyM Geri kazamim* Geri kazamim*
0,05 86,60 + 16,99 24,13 + 34,65
0,10 90,53 + 4,34 68,85 + 11,06
0,15 115,72 + 9,37 97,46 + 12,49
0,19 119,67 = 10,00 103,32 + 12,19
0,24 111,30 + 10,64 107,30 + 8,19
0,29 111,07 + 5,61 117,50 + 6,98
0,33 106,82 + 6,51 114,68 + 3,99
0,38 103,68 + 5,70 115,23 + 1,94
0,43 109,73 + 3,83 110,59 + 2,14
0,47 104,80 + 3,63 107,20 + 3,86
0,52 101,46 + 3,29 100,33 + 2,87
0,56 94,11 + 3,40 9890 + 545
0,60 88,52 + 3,26 92,99 + 4,07
0,65 82,77 + 3,59 87,73 + 3,64

+ortalamanin standart hatasi, n=3, *toplam youden sifir1 yontemi kullanilmstir.

Tablo 4.27°de Tel45 icin sentetik 6rneklerde geri kazanim degerleri goriilmektedir.
Geri kazanim degerleri istisnai veriler disinda kantitatiftir. Lineer araligin disindaki

degerler i¢in ise geri kazanim degerleri genel olarak diisiik bulunmustur.
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Tablo 4.27 Gelistirilen biyosensor ile sentetik 6rneklerde Tel4S tayini

Sadece PEG 8000 PEG 8000+ Olasi matriks
tiirleri

Teld5, pM Geri kazamim* Geri kazamim*
0,05 90,47 + 13,90 72,16 + 20,83
0,10 101,62 + 3,16 118,17 + 17,16
0,15 102,94 + 4,02 108,22 + 11,68
0,19 84,09 + 538 100,37 + 9,11
0,24 72,46 + 3,60 101,61 + 9,13
0,29 61,47 + 2,66 89,07 + 7,67
0,33 53,64 + 2,59 7137 = 741
0,38 4564 + 2,29 68,70 + 6,59
0,43 4132 + 2,12 60,76 + 6,07
0,47 36,32 + 1,93 55,13 + 6,23
0,52 33,19 + 1,71 50,15 + 4,90
0,56 2947 + 1,58 47,02 + 4,19
0,60 27,52 + 1,63 43,75 + 3,97
0,65 2520 + 1,24 41,33 + 3,069
0,69 23,33 + 1,10 38,53 + 3,87

+ortalamanin standart hatasi, n=3, *toplam youden sifir1 yontemi kullanilmustir.

Tablo 4.28’de c¢tDNA ig¢in sentetik orneklerde geri kazanim degerleri goriilmektedir.
Tablodan hemen hemen tiim derisimlerde kantitatif geri kazanimin saglandigi

gozlenmistir.
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Tablo 4.28 Gelistirilen biyosensor ile sentetik 6rneklerde ctDNA tayini

Sadece PEG 8000 PEG 8000+ Olasi1 matriks
tiirleri

ctDNA, utM Geri kazamim* Geri kazamim*
0,05 1528 + 17,49 74,28 + 13,57
0,10 89,01 = 22,00 105,89 + 6,89
0,15 84,41 + 12,45 110,07 + 4,66
0,19 103,56 + 13,61 106,68 + 1,08
0,24 117,41 + 17,21 100,52 + 2,33
0,29 114,99 + 13,73 107,03 += 3,79
0,33 118,22 + 12,65 104,57 + 0,79
0,38 116,63 + 8,43 99,51 + 1,11
0,43 115,58 + 10,06 99,22 + 191
0,47 115,87 + 10,26 98,60 + 1,65
0,52 112,46 + 8,80 97,86 + 0,30
0,56 110,21 + 5,29 103,69 + 3,41
0,60 107,23 + 4,40 99,38 + 0,19
0,65 106,11 + 3,88 96,64 + 0,51
0,69 101,68 += 2,94 96,70 + 1,40

+ortalamanin standart hatasi, n=3, *toplam youden sifir1 yontemi kullanilmustir.

Gergek ornek analizi uygulamalarinda gergeklestirilen diger bir uygulama da ise hiicre
i¢i ortaminda bulunan iyonlar1 belirli derisimlerde igeren farkli derisimlerde AS1411,
Tel21, Teld5 ve ctDNA iceren farkli ¢ozeltiler hazirlayarak DNA tiirlerinin
derigimleri (1 puM, 2 uM, 3 uM, 4 uM ) belirlendi. Bulunan DNA derisimlerinden %
geri kazanimlar1 hesaplandi (tablo 4. 29). Tablodan goriildiigii lizere hiicre ortamini

temsil eden sentetik numune ortaminda geri kazanim degerleri kantitatiftir.
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Tablo 4.29 Gelistirilen biyosensor ile sentetik hiicre i¢i drneklerinde (memeli hiicre

ortam1) DNA tayini
% Geri kazamim*
Asl1411 Tel21 Tel45 ctDNA
1 uM 79.74+7.71 93.51+4.89 100.38+4.30 60.20+6.94
2 uM 91.52+2.07 92.71£5.10 107.38+0.68 85.24+7.09
3uM 99.87+1.68 90.27+4.66 114.43+7.41 86.00+7.09
4 uM 89.63+2.19 90.56+7.12 08.67+8.24 80.12+3.62

*Geri kazanim degerlerini hesaplarken kullanilan derisimler hiicre igi ¢ozeltisi ile gilinlikk hazirlanan kalibrasyon grafikleri ile

hesaplanmustir.
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5. DEGERLENDIRME VE SONUC

Tez kapsaminda kuantum nokta ftalosiyanin entegre biyosensor gelistirildi. 4 farkli
ftalosiyanin bilesigi ile 6n denemeler yapildi ve biyosensor performansi i¢in en uygun
olan Fsl1 bilesigi ile ¢alismalar devam edildi. Fs1’in kuantum nokta floresans siddeti
soniimleme caligmalar1 gerceklestirildi ve Fs1’in entegre sistem i¢in miktar1 optimize
edildi. G-quadrupleks DNA ve cift sarmal DNA’larin farkli matriks ortamlarinda
belirlenebilirligini test etmek i¢in ¢esitli organik ve inorganik tiirlerin varliginda
biyosensdr performansi arastirildi. Ote yandan gelistirilen biyosensdriin belirleme ve
tayin sinir1, lineer aralik gibi analitik 6zellikleri arastirildi. Tiim calismalar in vitro
sartlarda gergeklestirildi. /n vivo sartlar1 temsil etmesi i¢in caligsmalar hiicre igi
biyomolekiilleri temsil edecek sekilde PEG ortaminda ve PEG+BSA-+iyonlarin

bulundugu sentetik 6rneklerde arastirildi.

Tim yapilan calismalar (in vitro sartlarda gerceklestirilmis olmasina ragmen),
gelistirilen biyosensdriin in vivo sartlarda As1411, Tel21, Tel45 ve ctDNA tayininde

kullanilabilme potansiyelini gostermistir.
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