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OZET

TEZIN BASLIGI: p53 GENININ NOKTA
MUTASYONUNU SENTETIK OLIGONUKLEOTIT
KULLANARAK  TESPIT EDEBILEN  OPTIK
TABANLI DNA BIYOSENSORUNUN GELISTIRIL-
MESI

YAZAR ADI : Aligiil Biiyiikaksoy

Bu calismada prizma c¢iftleyici DNA hibritlesmesini dogrudan (etiketsiz)
algilamak amaciyla kullanilmistir. Prizma ¢iftleyici ince dielektrik filmlerin kirinim
indislerini yiiksek dogruluk pay1 ile dlgen bir alettir. Bu da prizma ciftleyiciyi film
ylizeyine DNA immobilize olmasi ya da film yiizeyinde DNA hibritlesmesi sonucu
meydana gelen ufak kirinim indisi degisimlerinin algilanmasi i¢in uygun kilar. SiO; —
TiO; imce filmleri cam altliklara dalga kilavuzu o6zelligine ve DNA immobilize
edilebilicek kimyada bir yiizeye sahip bir tabaka olusturmak amaciyla sol-jel
daldirarak kaplama yontemiyle elde edilmistir. 3-Aminopropyltriethoxysilane
(APTES) kaplama ylizeyine uygulanarak tek tabaka olusmasi amaclanmistir. Daha
sonra bu tek tabakanin {izerine ¢apraz baglayic1 gorevi gorecek olan 1,4 phenylene
diisothiocyanate (PDC) uygulanmistir. PDC bir yanindan APTES tabakasinda bulunan
amin gruplarma diger yanindan prob oligoniikleotitlerde bulunan amin gruplarina
baglanarak immobilizasyonu C-N baglar1 araciligiyla gerceklesmesini saglamasi
beklenmektedir. Hibritlesme islemleri 80°C ve 45 °C sicakliklarda gergeklestirilmistir.
Ayrica analit oligoniikleotitlerin i¢inde bulundugu ¢o6zelti de degistirilerek etkisi
incelenmistir. Prizma c¢iftleyici ile prob oligoniikleotit immobilizasyonundan once,

prob oligoniikleotit immobilizasyonundan sonra ve yiizeye analit uygulanmasindan
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sonra Ol¢lim alinmistir. Bu deneylerle karsilastirmak amaciyla Fliioresan Mikroskobu

ile de goriintiiler her deneyden sonra alinmustir.
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SUMMARY

THESIS TITLE: DEVELOPMENT OF AN OPTICAL
DNA BIOSENSOR FOR THE DETECTION OF POINT
MUTATIONS IN P53 GENE USING SYNTHETIC
OLIGONUCLEOTIDES

AUTHOR: Aligiil Bliylikaksoy

In this study, prism coupler is introduced as a label free optical detection method
of DNA hybridization. Prism coupler possesses the ability to measure the refractive
index of thin dielectric films with high accuracy. This makes it very suitable to
measure the minute changes in the refractive index caused by the immobilization and
hybridization of oligonucleotides. SiO, — TiO; thin films were deposited onto glass
substrates by a sol-gel method to obtain a layer with a good waveguide property (for
proper prism coupler measurement), a suitable surface chemistry (oligonucleotide
immobilization), and a porous surface (high surface area to increase the number of
available sites for immobilization). The chemical analyses of the films were made with
FTIR and the surface morphology of the films were observed with SEM. 3-
Aminopropyltriethoxysilane (APTES) was applied to the thin film surface and self
assembled monolayers were formed by the bonding of Si atoms available in APTES
and hydroxyl groups available on the thin film surface. 1,4 phenylene diisothiocyanate
(PDC) was used as a homobifunctional crosslinker to immobilize the probe
oligonucleotides on the surface. Amine groups available in the amino — modified
probe oligonucleotides and APTES form a covalent bond with the carbon atoms at
both ends of the crosslinker PDC. Hybridization procedures are carried out at 80°C (a
temperature close to the melting temperature of the oligonucleotide) and at 45°C.

Refractive index measurements are taken by using a prism coupler before probe



vii
oligonucleotide immobilization, after probe DNA immobilization and after
hybridization. The solution which contained the target oligonucleotites were also
switched from water to HEPES buffer solution to observe the difference. The samples

were observed with a Fluorescence Microscope to compare with the Prism Coupler

Results.
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1. GIRIS

Biyosensorler, istenilen analiti biyolojik algilama elemani ile fizikokimyasal bir
cevirgeci (transducer) bir araya getirerek Olcen cihazlara denir. Burada biyolojik
algilama elementi genellikle cevirge¢ ile temas halindedir. Analit ile biyolojik
algilama elementi temas haline geldiginde biyolojik algilama elementi ile analit
belirli etkilesimlerde bulunarak biyolojik algilama elementinde ya da onun
bulundugu ortamda bir degisiklige yol acar. Bu degisikligi de gevirgec elektriksel bir
sinyale doniistiiriir. Burada biyosensorleri diger sensorlerden farkli kilan o6zellik,
biyosensoriin  biyolojik algilayict elementi  kullanarak algilama islemini

gergeklestirmesidir.

Biyosensorlerde biyolojik algilama elemani olarak kullanilan dogal ya da
sentetik biyomolekiillerin segiciliginin oldukg¢a yiiksek olmasi, biyosensorlerin
taginabilir boyutlara getirilme potansiyelinin bulunmasi, hizli sonug¢ verebilmesi,
giivenilirligi, ger¢cek zamanli Ol¢lim olanagi bulunmasi biyosensorlerin Onemini
ortaya koyar. Biyosensorlerin bu potansiyeli son yillarda biyosensorler {izerine
yapilan yayin sayisinin ve biyosensodr pazarinin dramatik biiylimesini getirmistir.
Biyosensor alanindaki arastirmalar biyosensor teknolojisinin tip, tarim, gida ve askeri
gibi alanlarda tercih edilen teknoloji haline gelmeye baslamasini saglamaktadir. Su
anda saatler, hatta giinler alan 6l¢iim siirelerinin diigiiriilmesi, 6l¢limlerde dogruluk
pay1 ve hassasiyetin artmasi ile 6l¢lim maliyetlerinin diisiiriilmesi bu alanlarda daha
bir¢ok ilerlemeyi doguracak ve dolayisiyla insanlarin yasam kalitesini olumlu yonde

degistirecektir.

Prizma c¢iftleyici, ince dielektrik filmlerin kirinim indislerini yiiksek
hassasiyetle dlgme yetisine sahip bir cihazdir. Bu ¢alismada prizma giftleyici optik
cevirgec olarak kullanilmis ve p53 genine 6zel sentetik DNA hibritlesmesi ve nokta
mutasyonlarin algilanma deneyleri yapilmistir. Bu deneyler prizma ¢iftleyicinin

DNA biyosensorlerinde ¢evirgeg olarak kullanilabilme potansiyelini gosterecektir.
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Son derece ucuz, basit ve de yiiksek kimyasal homojenlik imkan1 saglayan sol-
jel daldirma yontemiyle elde edilen SiO2- TiO:2 ince filmleri, sol-jel yontemiyle
prizma ¢iftleyicide kullanilabilecek bir dalga kilavuzu elde edilmesi konusunda yeni
bir calismadir. Bu filmlerin ayn1 zamanda kovalent DNA baglanmasi i¢in uygun

kimyaya sahip yiizeyler barindirmalar1 beklenmektedir.



2. BIYOSENSOR NEDIR?

Secici biyolojik eleman (reseptor) ile fizikokimyasal g¢evirge¢ (transducer)
birimini birlestirerek 06l¢lim yapan sensor sistemleri “biyosensdrler” olarak
adlandirilir (Sekil 2.1). Baska bir deyisle, biyosensorler biyolojik bir tepkiyi
elektriksel sinyale doniistiiren aletlerdir [Thomas, 1988.]. Biyolojik algilama
elemanlar1 olarak kullanilan biyomolekiillerin birbirleri arasindaki etkilesimlerin
seciciligi biyosensorlerin temelini olusturur. Bir enzimin yalniz spesifik bir substrat
ile reaksiyona girmesi, DNA tek zincirlerinin yalniz kendisinin tamamlayani olan
zincir ile ¢iftlesmesi bu secicilige baz1 6rneklerdir. Biyolojik algilama elemani olarak
antikor, niikleik asit, doku, organel, hiicre reseptorii ve enzim gibi biyomolekiiller

kullanilabilir.

E';_..

reseptér CEVIrger

Sekil 2.1. Bir biyosensorii meydana getiren boliimler.

Cevirgecler, reseptoriin analit ile etkilesimini dlgerek bunu elektriksel sinyale
dontistiiren elemanlardir. Bu doniisiim genelde elektrokimyasal, elektriksel, termal,
manyetik, akustik veya optik yontemlerle yapilir [Scheller and Schubert, 1992;

Rogers et. al., 1995]. Cevirgeclerin algilama limitinin diisiik olmasi, sinyal — giiriiltii
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oraninin yiiksek olmasi, hassasiyetinin yiiksek olmasi ve dogruluk paymin yiiksek

olmas1 beklenir.

Biyosensorler yillik %60 hik bir biliylime oranmiyla ¢ok hizli genisleyen bir
arastirma  alanidir  [http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/biosensors.html]. Bu
genigleme, biyosensorlerin hassas, dogru, cabuk ve kolay bir bigimde O&lgiim
yapabilme yetilerinden dolayi tip (genetik hastalik belirlenmesi vb.), gida tirtinlerinin
kontrolii, ¢cevresel kontrol (su kaynaklarinin test edilmesi) ve askeri amaglar i¢in
kullanilma potansiyeline sahip olmasindan kaynaklanmaktadir [Lawrence and

Geddes, 1997].
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3. BIYOLOJIK ALGILAMA ELEMENTLERINE
(RESEPTOR) GORE BiYOSENSORLERIN
TANIMLANMASI

Biyosensor uygulamalarinda reseptdr olarak immiinoglobiilin, enzim ve DNA

en sik kullanilan biyomolekiillerdir.

3.1. Reseptor olarak immiinoglobiilin kullanilmasi

Reseptor olarak immiinoglobiilin (antikor — antijen iligkisi) kullanan sensorler
imiinosensorler olarak da adlandirilirlar.  Imiinosensérler antikorlarin  analite

baglanmalarinin algilanmasi esasina dayanir [Liu and Saltman, 1996].

Asagidaki denklemle tanimlanabilicek antikor — antijen (analit) kompleksi

sematik olarak Sekil 2° de gosterilmistir.

Ab+Ag=Ab- Ag

Sekil 3.1. Antijen — antikor iligkisi
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Afinite sabiti, K = [Ag — Ab] / [Ag][Ab] genellikle 10° mol ' civarindadr.
Sabit antikor konsantrasyonunda ve denge kosullarinda, serbest antijenin baglanmis
antijene orani toplam ligand miktarina baghdir. Belirli bir miktarda Ag, belirli
olmayan bir miktarda Ab igceren bir ortama verildiginde Ab miktar1 belirlenebilir.
Bilinmeyen Ab konsantrasyonu etiketlenmis antikor ya da antijenler yardimiyla
bulunabilir [Villee et. al., 1988; Brett, 2005]. Antikor — Antijen etkilesimleri hemen
hemen her tiirlii ¢evirgecle kullanilabilir. Bu etkilesimlerin kullanilmasinin

avantajlar1 sunlardir:

e Cok yiiksek secicilik gosterirler
e Birbirleriyle ¢ok giiclii baglar yaparlar

e Yiiksek hassasiyette 6l¢iim yapilabilir

3.2 Reseptor olarak enzim kullanmilmasi

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden biyomolekiillerdir.
Enzimatik reaksiyonlarda baslangigtaki molekiillere “substrat” denir. Enzimler bu
molekiilleri “Uriinler” farkli molekiillere doniistiiriir. Enzimler yiiksek secicilige

sahip biyokatalizorlerdir. Genellikle bir enzim bir reaksiyonu katalize eder.

Enzimlerin katalizleme prensibi, kimyasal reaksyonlarin katalizlenmesiyle
benzerdir. Enzimler alternatif bir reaksiyon yolu belirler ve ara {irlinleri stabilize
ederek reaksiyonun olusmasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini (E, ya da AGI)
diisiirtir. Aktivasyon enerjisindeki diisiis yeterli aktivasyon enerjisine sahip olan

molekiil sayisini arttirir.



Enerji

Reaksiyon Yoni

Katalizlenmemig Reaksiyon

e Katalizlenmis Reaksivon

Sekil 3.2. Enzimlerin reaksiyonlara etkisi

Enzimlerin reaksiyonlar1 katalizleme mekanizmasi substratlarin, enzimlerin
aktif bolgelerine baglanmasina dayanir. Enzim ve substrat baglanmasindan sonra
iiriin olusur ve olusan {iriin enzim yiizeyinden ayrilarak geriye baska bir reaksiyonda

kullanilacak olan yeni bir enzim birakir.

Enzimlerdeki aktif bolgelerin kendilerine 6zel, tek bir substrati tamamlayan
sekilleri vardir. Bu da enzimlere secicilik kazandirir. Enzim — substrat iliskileri
hakkinda iki ana teori bulunmaktadir. Bunlardan ilki anahtar — kilit (lock and key
model) teorisidir. Bu teoriye gore yalnizca birebir tamamlayicit olan substrat ve
enzimler baglanabilir, sekil degismesi goriilmez. Diger bir teori de enzim — substrat
iligkisinde substratin enzimin son sekline bir etkisi oldugu, yani enzimin kismen sekil
degistirebilir oldugunu 6ne siirer (induced fit theory) [Kuchel and Raltson, 1997;
Devlin, 2006].



3.3. Reseptor olarak DNA kullanilmasi

Hiicrenin kromozomu (genom) niikleik asit ve histon olarak bilinen pozitif
yiiklii bir proteinden olusur. DNA, bir eksen ve birbiri etrafina sarilan ¢ift iplik¢ikten
olusan bir yapiya sahiptir. DNA’y1 olusturan ¢ift sarmalin her bir sirasi1 niikleotid
birimlerinin pes pese dizilmesi ile poliniikleotid olusur. Her niikleotid ii¢ kistmdan

olusur:

I. Kapali halka yapisindaki piirin veya pirimidin bazlar1
II. Deoksiriboz olarak adlandirilan 5 karbonlu pentoz sekeri

III. Fosfat molekiilii (fosforik asit, H3POy)

Bu yap1 pentoz sekeri ile baz arasinda glikozidik bag ve pentoz file fosfat
arasindaki fosfodiester bagi olusmasiyla meydana gelir. Tiim hiicrelerin DNA lar
birbirinin tamamlayicisi olan 2 niikleotid zincirinin olusturdugu bir helikal yapidan
olusur. Negatif yiiklii seker fosfat zinciri DNA molekiiliiniin dis tarafinda bazlar ise
heliksin merkezinde yer alir. Diger taraftan, hidrofilik bazlar DNA nin i¢ kisminda

yer alir [Dilsiz, 2004; Temizkan 1999; Eggins, 2002].

Piirin bazlar1 Adenin ve Guanin, pirimidin bazlar1 ise Timin ve Sitozin’dir. Bu
bazlar seker molekiiliiniin besinci karbonuna baglanir. DNA’y1 meydana getiren iki
zincirin arasindaki mesafe sabit ve 2 nm’dir. Bu iki zincir hidrojen baglari ile
baglanmistir. Sabit olan bu araliga girecek olan baz ciftlerinin de piirin-pirimidin
seklinde olmas1 gerekir. Bu eslesme bazlarin biiyiikligl, sekli ve kimyasal
yapisindan kaynaklanmaktadir. Piirin — pirimidin eslesmesinde ise Guanin Sitozin ile
Adenin Timin ile eslesir. Yani bir baz dizilimindeki Adenin sayis1 Timin sayisina,
Guanin sayis1 da Sitozin sayisina esittir. Adenin Timin ile iki hidrojen bagi, Guanin
de Sitozin ile li¢ hidrojen bag1 yapar. DNA’nin genetik bilgiyi tasima 6zelligi baz
dizilimiyle yakindan ilgilidir [Dilsiz, 2004].
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Sekil 3.3. Timin — Adenin ve Sitozin — Guanin baglanmasi

Fosfat grubu kendi zincirinde bulunan pentoz grubunun 5° pozisyonundaki
karbon atomuna ve ardisik pentoz grubunun 3’ pozisyonundaki karbon atomuna

baglanir ve zincirin iskeletini olusturur. Bdylece baglanti yonii 5° — 3’ olur.
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Sekil 3.4. ki eslenik DNA zincirinin hibritlesmis durumdaki goriintiileri

Hibritlesme reaksiyonunun kinetigi ikinci mertebe hiz denklemi (second order
rate equation) ile ifade edilir. Hibritlesme kararlilig1 ve verimliligi ortam sicakligina,

baz cifti uyusmazlig1 sayisina, iyonik giice, rastgele adsorpsiyona ve kiitle tasinimina

baghidir [Eggins, 2002].

Hibritlesme sirasindaki en 6nemli parametre sicakliktir. Hibridizasyon sicakligi
her zaman s6z konusu oligonukleotitlerin ergime sicakligi ile kiyaslanarak ele alinir.
Oligonukleotitlerin ergime sicakliklari, denge durumunun olustugu ve tek sarmal
oligonukleotitlerin %50° sinin hibritlestigi sicakliktir. Bir oligonukleotitin ergime
sicakligi  oligonukleotit uzunlugu, baz kompozisyonu ve ortamdaki tuz
konsantrasyonuna baghdir, asagidaki denklemle ifade edilir [Dilsiz, 2004; Temizkan
1999].
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Tw=81.5 + 16.6(log[Na']) + 0.41(%G+C) - 600/L

Bu formiilde (%G+C) guanin ve sitozin baz ¢iftinin miktarlari, L ise baz
ciftlerinin uzunluklaridir. Guanin — sitozin ¢ifti sayist arttikca ergime sicakliginin
artmasinin sebebi, guanin — sitozin ¢iftinin adenin — timin ¢iftinden bir fazla hidrojen
bagi olmasidir. Her uzunluktaki oligonukleotit i¢in ergime sicakligini tespit etmeye
yarayan bir formiil bulunmamaktadir ve yukaridaki denklem 14 ile 72 baz
uzunlugundaki ve 5 ile 9 arasindaki pH degerine sahip ¢odzeltide bulunan nukleotitler
icin gecerlidir. Baz ¢ifti uzunlugu arttikca ergime sicakligi uzunluktan daha da

bagimsiz hale gelir. [Dilsiz, 2004; Temizkan 2004]

Iyonik gii¢ (ionic strength) hibritlerin kararlihigini, hibridizasyon hizin1 ve
ylizeye yapigmig olan prob molekiillerinin birbiri arasindaki etkilesimlerini etkiler.

Yiiksek iyonik giic, hibritlerin kararliligin1 arttirir.

Oligonukleotit hibritlerinin ayrismalarindan sonra tekrar bir araya gelmeleri
icin bazlarin tekrar esleniklerinin karsilarina gelmeleri ve hidrojen baglar
olusturmalart gerekmektedir. Bazlar tamamen eslenik olmadiklar1 zaman da
hibritlesme olusabilir bu da baz ¢ifti uyusmazligina yol agabilir. Bu yeniden birlesme
olayinin derecesi, bu uyusmazliklarin sayis1 ve ¢esidine baghidir. Yeniden birlesme
ile olusan hibritlesmis oligonukleotit dizilerinin kararlihigi asagidaki etkenlere

baghidir:

I. Molekiiliin orta kisminda olusan bir uyusmazlik, kenarlarda olusacak bir
uyusmazliga gore daha diisiik bir kararliliga yol agacaktir.

II. Molekiil uzunlugunun bir yiizdesi olarak ifade edilen uyugsmazIlik sayisi olusan
¢ift zincir molekiiliin kararliligini etkiler. Birden fazla sayidaki uyusmazliklar
dagilmigsa, toplanmis haldeki uyusmazliklardan daha biiyiik bir kararsizliga yol
acarlar.

III. Uyusmazlik meydana getiren bazlarin cesitleri de degisik kararliliklara yol

acabilir.
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Reseptor olarak oligonukleotit kullanan biyosensdrlerin ¢ogunlukla tek baz
uyusmazligin1 algilayabiliyor olmasi beklenir. Genel bir kural olarak, prob
oligonukleotit uzunlugu azaldik¢a tek baz uyusmazliginin tespiti veya eslenik-eslenik
olmayan  oligonukleotit = ayrimmnin  yapilmasi  kolaylasir.  Hibritlesmis
oligonukleotitlerde birbirinin eslenigi olmayan baz giftleri bulunuyorsa bunlarin
rastgele etkilesim (nonspecific interaction) sonucu ortaya ¢ikmis oldugu ve bu tiir
olusumlarin engellenmesi gerektigi sdylenebilir. Her %] lik bir birbirinin eslenigi
olmayan baz cifti iceren DNA ¢ift sarmalinin ergime sicakligir 1+0.5 °C kadar azalir.
Birbirinin eslenigi olmayan baz ¢ifti iceren DNA ¢ift sarmalinin ergime sicakligi

asagidaki formiille bulunabilir:

Tw=81.5 + 16.6(log[Na']) + 0.41(%G+C) - 600/L - (50 x M/L)

Bu formiilde M minimum eslenik olmayan baz ¢ifti sayisi, L toplam baz cifti

sayisidir.

Kiitle tasmmiminin hibritlesme verimine etkisi en ¢ok icinde analit
oligonukleotitleri bulunduran bir ¢ozelti akisi ile Ol¢lim yapan biyosensorlerde
goriiliir. Analit oligonukleotitin ylizeye yapismis halde duran eslenigi ile temas hale
gelme olasiligini arttirmak igin ¢ozelti akisini arttirmak gerekir. Kiitle taginimi hizi
¢Ozeltiyi karistirma, ¢alkalama hibritlesmenin meydana geldigi haznenin tasarimini
gelistirme, ya da analitin hareketini etkileme ile arttirilabilir. Hibritlesme sirasinda
ylizeye dogru diflizyon ile beraber yiizey boyunca difiizyon da meydana gelir. Bu
yilizden prob oligonukleotit yapismis olan yilizey alanini arttirmak ya da analit ihtiva

eden ¢ozelti hacmini azaltmak analitin yilizeye dogru diflizyonunu arttiracaktir.

Rastgele yiizeye yerlesme (nonspecific adsorption) oranini azaltmak, yiiksek
sinyal/giirtiltii elde etmek i¢in gereklidir. Oligonukleotite kars1 hassas yiizey iki ayri
yapisma (yerlesme) konumundan meydana gelir. I1ki; oligonukleotit ile istenilen bagi
yapan probdur. Digeri de probun etrafindaki alandir. Bu alanda ylizeye istenilen
yapisma olugsmaz. Burada meydana gelen yapisma rastgele yapismadir. Yiizeye
rastgele yapigsma prob oligonukleotitlerin etrafindaki alanin yapisina, ortamin pH

degerine, iyonik giicline ve sicakliga baghdir. Biyosensor tasarimlarindaki amag¢ bu
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rastgele yapismanin olmamasi ve prob ile analitin istenilen bi¢imde birbirine

yapismasidir [Eggins, 2002].
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4. CEVIRGECLERINE (TRANSDUCER) GORE
BiYOSENSORLERIN GRUPLANMASI

Biyosensor uygulamalarinda reseptoriin analit ile etkilesimi bircok sekilde
Olciilebilir. En sik ii¢ ¢esit dl¢lim bigimi kullanilir: a) elektrokimyasal b) akustik c)
optik.

4.1. Elektrokimyasal cevirgecler

4.1.1. Potansiyometrik cevirgecler

Potansiyometrik 6l¢iimlerin temel prensibi analit aktivitesinden (a;) yiik elde

edilmesidir. Bu iligski Nernst denklemiyle tanimlanir.

E =Eo £ (RT/nF)ln ai

Bu formiilde Eo, a1 = 1 mol I"" oldugundaki standart potansiyel, R gaz sabiti, F
Faraday sabiti, T Kelvin cinsinden sicaklik, n i iyonundaki toplam yiik sayis1 ve + ile
— igaretleri de sirasiyla katyon ve anyonu belirtir. Genellikle bu tiir dl¢limlerde inert
bir referans elektrodu ve bir ¢alisan elektrod bulunur. Bu elektrodlarin her ikisi de

numune ile temas halindedir.

Iyon secici membranlarm kullanilmas: bu ¢evirgegleri birgok iyona hassas hale
getirir. H', F', I', CI" iyonlar1 bunlardan bazilaridir. Ayrica CO2 ve NH3 gazlaria
kars1 hassasiyet de segici membran kullanimi ile miimkiindiir. Bazi enzim sistemleri
bu gaz ve iyonlarin konsantrasyonunu degistirdiginden, bu sistem ile enzim
substratlariinhibitér ya da moderatorleri algilanabilir [http://www.Isbu.ac.uk/

biology/enztech/potentiometric.html].
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4.1.2. Amperometrik cevirgecler

Amperometrik biyosensorler genellikle elektrokimyasal olarak aktif olmayan
analitleri caligan elektrot iizerinde okside veya rediikte edilebilen iiriinler haline
katalitik olarak ¢evirebilen bir enzim sistemine dayanir. Bu elektrot referans elektrota
gore belirli bir potansiyelde tutulur. Uretilen akim elektro aktif ({iriiniin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Elektroaktif iirliniin konsantrasyonu da ayni
sekilde elektroaktif olmayan enzim substratiyla dogru orantilidir. Amperometrik
biyosensorlerde kullanilan enzimler genellikle oksijen — substrat reaksiyonunu
katalizleyen oksidaz enzimleridir [http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/ampero

metric.html.].

4.2. Akustik cevirgecler

Piyezoelektrik kristallerin osilasyon frekansi kristal yiizeyindeki kiitle ile dogru
orantilidir. Bu yiizden piezoelektrik kristaller kiitle sensorii olarak kullanilir.
Piyezoelektrik kristallerin titresimleri osile eden bir elektrik alan1t meydana getirir.
Bu elektrik alanda kristalin rezonans frekansi kimyasal yapiya, boyuta, sekle ve
kiitleye baglidir. Bu kristal osilasyon halindeki bir devreye yerlestirerek, frekansi
kiitlenin bir fonksiyonu olarak belirleyebiliriz. Kiitle degisimi, kristalin toplam

kiitlesine oranla ¢ok kiiciik oldugunda frekans degisimi asagidaki formiile bagli olur.
Af=Cf Am/A

Bu formiilde f kristalin devredeki titresim frekansi, A elektrotun alan1 ve C de
kismen kristal malzeme ve kalinlikla belirlenen bir sabittir. Piezoelektrik kristaller,
genellikle kuartz kristali mikrobalans olarak adlandirilir (QCM), kuartz kristalinden
yapilirlar ve 1 ile 10 MHz arasinda g¢aligirlar. Bu aygitlar sivi i¢inde de 0.1 Hz
frekans belirleme limiti, ve 10" ile 10" g. arasi elektrot yiizeyine yapisan kiitle
algilama limiti ile ¢alisabilirler. Bu cevirgecler biyolojik algilama elementi olarak

enzimler ve antikorlar 1ile kullamilmistir. Piezoelektrik kristallerin DNA
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biyosensorleri iigin kullanimi g¢aligmalart da sonuglarini vermeye baslamistir [

Caruso et. al., 1997; Zhou et. al. 2001].

Piyezoelektrik malzemelerde, yiizeylerinde farkli elektrot konfigiirasyonlari
kullanilarak farkli tipte dalgalar olusturulabilir. Yiizey akustik dalgalar ile ¢alisan
aletler yiiksek frekanslarda calisabilirler; bu da oOl¢limlerin yiiksek hassasiyette

yiiksek hassasiyete yapilmasina olanak saglar.

Akustik tekniklerin en Onemli avantajlarindan biri de kimyasallarin kristal
ylizeye baglanma reaksiyonlarinin gergek zamanli Olcililebilmesidir. Ayrica bu
diizenekler ekonomik olarak da nispeten uygun sartlarda temin edilebilir. Bu
diizeneklerin kullanimi kalibrasyon gerektirir. Her ayrica kristal kalibre edilmelidir
clinkii bu kristalin frekansi kristal geometrisine ve biyomolekiil immobilizasyonu
i¢in lizerine yapilan kaplamaya baglidir [Minunni et. al., 1995; O’Sullivan et. al.,

1999].

4.3. Optik cevirgecler

Biyosensorlerde fliioresans, fosforesans, polarizasyon, interferans, absorpsiyon,
kiriim indisi gibi optik 6zelliklerdeki degisimler kullanilir. Bu optik metotlardan
hangisinin kullanilacagi uygulamaya ve gerekli hassasiyete gore belirlenir. Optik
biyosensor formatlarinda analit molekiilleri direk ya da dolayli yollardan
algilanabilir. Dolayli yoldan algilamada biyomolekiil bir ¢esit etiketle isaretlenir ve

bu etiketin optik 6zelliklerde meydana getirdigi degisiklik 6lgiiliir.

Tam yansimal1 fliioresans (Total Internal Reflection Fluorescence), planar ve
fiber optik dalga kilavuzlar1 bir¢ok biyosensor konfigiirasyonunda g¢evirge¢ olarak
kullanilmigtir. Bu ¢evirgeclerde 151k bir dalga kilavuzu boyunca ilerler. Bu ilerleme
optik olarak daha yogun olan ortam ile ona komsu olan optik olarak daha az yogun
olan ortamin yiizeyinde elektromanyetik bir dalga (s6nen dalga) olusmasina sebep
olur. Bu dalganin genligi yol aldik¢a azalir. Dalga kilavuzunun yiizeyine immobilize

edilen biyomolekiiller 6nceden fliioresans 6zelligine sahip molekiillerle isaretlenir.
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Tam yansima olduktan sonra meydana gelen sdnen dalga bu molekiilleri uyarir ve
isaretlenen biyomolekiillerin varligi belirlenir. Bu konfigiirasyonlar katt — sivi ara
ylizeylerinde meydana gelen baglanma olaylarimi tespit etmede kullanishdir, ¢iinkii

baglanan ve baglanmayan molekiillerin ayrilmasi i¢in gereken yikama asamalar1 bu

durumda gerekli degildir [Qian et.al., 2001].

Yiizey Plazmon Rezonansi (Surface Plasmon Resonance) son zamanlarda
biyosensorlerde ¢ok sik kullanilmaktadir. Tipik bir Yiizey Plazmon Rezonansi
diizeneginde, gelen 151k prizmanin i¢ ylizeyinden yansitilir. Bu prizmanin dis yiizeyi
ise ince metal bir filmle kaplidir. Kritik bir a¢ida yansiyan 15181n siddeti dramatik bir
sekilde diiser. Bunun nedeni de, bu yansima sirasinda meydana gelen sonen dalganin
metal yilizeyinde osilasyon halinde elektronlarla rezonans yaratmasidir. Isik
siddetinin dramatik distiigii kritik a¢1 metal yilizeyindeki malzemenin kirinim

indisine baglidir [Liu et. al., 2004].

Optik teknikler hizli, yenilenebilir ve yiiksek hassasiyete sahip yontemlerdir.
Fakat bazi durumlarda biyomolekiillerin kimyasal 6zelliklerini degistirme ihtimali

olan etiketler kullanilmasinin gerekmesi bir dezavantajdir [Fan et. al., 2008].
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5. BIYOMOLEKUL IMMOBILIZASYON
YONTEMLERI

Calisan bir biyosensor elde edilmesi i¢in biyolojik bilesenin ¢evirgece uygun

bir sekilde baglanmasi gerekir. Bu siirece immobilizasyon ad1 verilir.

5.1. Adsorpsiyon (Adsorption)

Adsorpsiyon, fiziksel adsorpsiyon ve kimyasal adsorpsiyon olarak ikiye ayrilir.
Fiziksel adsorpsiyon genellikle zayiftir ve Van der Waals baglarinin olusmasiyla
meydana gelir. Kimyasal adsorpsiyon ise ¢ok daha kuvvetlidir ve kovalent baglarin

olusumu ile meydana gelir.

Genellikle adsorbsiyonu tanimlamak igin Langmuir Adsorpsiyon Izotermi
kullanilir. Burada kinetik parametreler ve ylizey kaplanma miktarmi goz Oniine

almir.
Adsorpsiyon hiz1 = KapaN(1-0)
Desorpsiyon hizi =kiN6
Denge kosullarinda bu iki hiz birbirine esit oldugundan:
0= Kpa/(1+Kpa)

Burada p, adsorbe olan molekiiliin basinci, ka adsorpsiyon i¢in hiz sabiti, kd
ise desorpsiyon i¢in hiz sabitidir. Ayrica K, ka’nin kd’ ye boliimiine esittir [Eggins,

2002; Oura et.al., 2003].
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Adsorbe olan molekiiller pH degisimlerine, sicakliga, iyonik giice ve altliga
kars1 ¢ok duyarlidirlar. Bu parametrelerdeki ¢ok ufak degisimler dahi adsorpsiyon

davranisin1 6nemli derecede etkiler [Eggins, 2002].

5.2. Mikrokapsiilleme (Microencapsulation)

Bu metotta reaksiyona girmeyen (inert) membran biyomolekiilleri ¢evirgecin
ylizeyine kistirilmak i¢in kullanilir. Bu teknik ilk glikoz biyosensdriiniin

gelistirilmesinde kullanilmigltir. Bu yontemin avantajlari sunlardir:

e Biyomolekiil ile ¢evirgec arasinda ¢ok yakin bir birlesme vardir.
e Bircok tasarima uyarlanabilir ve giivenilir bir yontemdir.
e Sicaklik, pH, iyonik gii¢ gibi parametrelerdeki degisimlere kars1 kararhdir.

¢ Biyomolekiillerin seciciligini diisiirmez.

Mikrokapsiilleme isleminde kullanilan membranlar seliiloz  asetat,
polikarbonat, collagen, polytetrafloretilen (Teflon) gibi malzemelerden iiretilir

[Eggins, 2002; Chang, 1998].

5.3. Tutuklama

Bu yaklasimda immobilize edilecek biyomolekiilleri igeren bir ¢ozelti
hazirlanir ve bu ¢o6zelti polimerik bir jel haline getirilir. Bdylece biyomolekiiller
polimerik bir jel matrisinde hapsolurlar. Bunun icin en ¢ok kullanilan polimer
poliakrilamid’dir. Poliakrilamid jelin olusturulmasi N,N’ — metilenbisakrilamid’in
kopolimerizasyonu ile olur. Bunun disinda jel matris olarak naylon, silika jeller ve
iletken polimerler de kullanilabilir [Eggins, 2002; Trevan, 1988]. Bu metodun

uygulanmasiyla karsilasilan problemler sunlardir:
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e Jel matris, altlik (¢evirgec) ile biyomolekiil arasinda biiyiik bir bariyer
olusturur ve difiizyonu yavagslatir. Bu da reaksiyon hizini, dolayisiyla
sensoriin tepki hizini diisiirtr.

e Bu yontem enzimler ile kullanildiginda, jelin i¢indeki porlarda bulunan

enzimlerin aktivitesi diiser.

5.4. Capraz baglanma

Bu yontemde iki tarafi fonksiyonel olan ajanlar biyomolekiilleri kat1 yiizeylere
baglamak icin kullanilir. Bu ajanlarin bir yanindaki gruplar biyomolekiile
baglanirken, diger yani ylizeye baglanir. Bu ydntemin adsorbe olan enzimlerin

kararlilagtirilmasi i¢in kullanigl bir yontem oldugu kanitlanmistir [Eggins, 2002].

5.5. Kovalent baglanma

Bu immobilizasyon yoOnteminde biyomolekiiliin biyo-algilama siirecinde
kullanilmayacak kimyasal gruplar kat1 yiizeye kovalent baglar yardimiyla tutturulur.
Bu yontem uzun siire kararl kalabilecek, dayanikli bir yap1 elde edilmesini saglar.
Biyomolekiillerin orijinal hallerinde bulunmayan, ve biyomolekiillere sonradan
eklenen bazi fonksiyonel gruplar kovalent baglanma amaciyla kullanilabilir.
Bunlardan bazilar1 NH2, CO2H, OH, CéH4OH ve SH gibi niikleofilik gruplardir
[Eggins, 2002; Walsh et. al., 2001; Dugas et.al., 2004].
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6. p53 GENINDEKI NOKTA MUTASYON-
LARININ ALGILANMASININ ONEMI

Glinlimiizde kanser olusumu ¢ok asamali bir siire¢ olarak goriilmektedir. Bu
cok asamali siire¢ dis kanserojen etkiler ile hiicre alti diizeydeki genetik hatalara
bagli olarak ilerler. Onkogenler aktive edildiklerinde hiicrelere asir1 biiylime ve
boliinme, programlanmis hiicre Oliimiine kars1 dayanmiklilk ve diger doku
bolgelerinde buluna bilme gibi 6zellikler kazandirarak kansere yol acar. Diger
yandan tiimor baskilayici genler normal hallerinde onkogenlerin tam tersi islev
goriirler. Bu genler hiicre sayisini hiicre yasam siiresini baskilayan ve programlanmis
hiicre o6liimiinii diizenleyen proteinler kodlayarak kontrol altinda tutar. Bu genler
herhangi bir zarar gordiigiinde hiicre sayisit kontrol altinda tutulamaz ve kanser

olusumunda rol oynar.

p53 en Onemli tiimor baskilayici genlerden birisidir. Bir hiicre gesitli stresli
uyarilara maruz kaldiginda p53 devreye girer ve programli hiicre dliimii ya da
biiylimeyi durdurarak onarma gibi islevlerini yerine getirerek hiicre sayisini kontrol

altinda tutar [Levine, 2004].
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Balge va da dolm Sl (%o
Alcciger 50
Bafiraal: 50

¥ emels borasu 45
Yurrnrtalie 44
Panlaeas 44
Dreri 44
Ihide 41

Bag veboyun 37
Ilezane 34
Prostat 30
Karacider 29
Beyin 25
Adrenal 23
Iulerne 22
Endotnetiyum 22
B dbrel 19
Tiroit 13
Kan 12

Tablo 6.1. Degisik bolgelerdeki kanser olusumlarinda p53 mutasyonuna
rastlanma siklig1 [Steele et.al., 1998].

p53 geninde meydana gelen mutasyonlar bu genin diizglin ¢aligmasina engel
olur. Bu da kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve hiicre Oliimiiniin gerektigi zamanda
gergeklesmemesine sebep olur. Bdylece hiicre sayisinda anormal bir artig gozlenir ve
kanser silireci baslamis olur. Tablo 6.1’ de c¢esitli kanser tiirlerinde p53 geninde
mutasyon rastlanma sikligi goriilmektedir. Goriildiigii iizere akciger ve bagirsak
kanserlerinin %50° sinde p53 geninde mutasyon gozlenmistir [http://www.metricon.

com/basic.htm.].
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7. PRIZMA CIFTLEYICI (PRISM COUPLER)
YARDIMIYLA DNA IMMOBILIZASYON VE
HIBRITLESMESININ ALGILANMASI

7.1. Prizma ciftleyicinin calisma prensibi

Prizma ciftleyici dielektrik bir filmin kirinim indisini ve kalinligimi yiiksek
hassasiyetle olgen bir cihazdir. Bir lazer demeti yiiksek kirinim indisine sahip bir
prizmanin tabanina carpar ve bir fotodedektdre yansitilir. Olgiilecek olan film gaz
basinci yardimiyla prizma tabaniyla temas haline getirilir. Bu temas, arada yaklasik
10 nm (1s18in dalga boyundan diisiik bir mesafe) bir bosluk kalacak sekilde
gerceklestirilir. Lazer demetinin gelis agisi, 0, donen bir tabla yardimiyla degistirilir.
Belirli 6 degerlerinde, fotonlar tam yansima kurallarin1 ihlal ederek prizma
tabanindan filme atlama yapar ve filmde optik ilerleme modlarina girerler. Bu da
fotodedektore gelen foton sayisinda, dolayisiyla 151k siddetinde ani bir diisiise sebep
olur. 0 acis1 gelen 15181in ortamdaki faz hizim1 belirler [http://www.metricon.

com/basic.htm.].

Bu ortam prizma iken 15181n faz hiz1 v =

(c/mp) sin] O seklinde tanimlanir.
Isik, O degeri 15181n prizmadaki faz hizi filmin karakteristik modlarindan birine esit
olacak sekilde se¢ildiginde filme atlar ve optik ilerleme modlarina girer [Ulrich and
Torge, 1973]. Fotodedektore carpan 1s1ik siddetinin, 15181n gelis acisina (0) bagh

olarak bir grafigi ¢izildiginde asagidaki gibi bir grafik elde edilir.
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Sekil 7.1. Klasik bir prizma ¢iftleyici grafigi.

Belirli bir altlik i¢in, modlarin a¢1 olarak bulunduklari yer filmin kirinim
indisine ve kalmligina baghdir. Bu yiizden, iki tane mod agist bulundugunda film
kalinlig1 ve kirmim indisi uygun bir bilgisayar algoritmasi araciligtyla belirlenebilir.
Eger altlik filmden daha diisiik indise sahipse film i¢inde tam yansima miimkiin
olacagindan, goriinen modlar filmin dalga kilavuzu 6zelliginden dolayidir. Eger
altlik filmden daha yiiksek indise sahipse, film-altlik ara yiiziinde tam yansima ve
1s5181n diisiik kayipla ilerlemesi s6z konusu olmayacaktir. Fakat 151k siddetindeki
diisiisler yine de belirgin olur ve dogru bir sekilde ol¢iim yapilmasini saglar

[http://www.metricon.com/basic.htm.].

Olgiimler sirasinda ikiden fazla mod bulundugunda kalmlik ve kirmim indisi
her mod ikilisi i¢in ayr1 hesaplanir ve ortalama kirinim indisi ile standart sapma
hesaplanabilir. Burada standart sapma kirmmim indisinin filmdeki homojenligi
hakkinda fikir verir. Bunun sebebi de indeks gradyant1 olan filmlerde, mod

pozisyonlarinda ufak kaymalar goriilmesidir.

Prizma ¢iftleyici ile islemin yapildigi dalga boyunda yiiksek absorbans
gostermeyen veya metalik olmayan herhangi bir filmin 6l¢timleri yapilabilir. Metalik
bir filmin Olglimii sirasinda filme gecen 151k, serbest elektronlar1 uyarir ve bu
elektronlarin rahatlamalarindan (relaxation) dolayr ortaya ¢ikacak olan 151k
fotodedektore gelir. Bu da aslinda fotodetektore gelen 15181n siddetinde bir diisiis
olmas1 gereken durumda, siddeti tekrar arttirir ve pik olusumunu engeller. Ol¢iimiin
yapildig1 dalga boyunda yiiksek absorbans gosteren filmlerde 15181n ilerleyebilecegi
bir yol bulmasi, dolayisiyla mod bulunmasi zordur. Bu da 15181n filme ge¢mesini ve

dolayistyla pik bulunmasini zorlastirir.
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7.1.1. Efektif Indis (B)

Her mod 1s181in prizmanin tabanina ¢arpma agistyla tanimlanir. f degeri de

prizmanin tabanina herhangi bir 0, agisiyla ¢arpan 1s1k i¢in su sekilde tanimlanir:

B (8) = np sin(O1)

Daha genel olarak herhangi bir 1s1k 1s1m1 i¢in B degeri n sin(B) olarak
tanimlanir. Burada n, 15181n ilerledigi ortamin kirinim indisi ve 0, 15181n baska bir

ortama kirilarak gectiginde normalle yaptig1 agidir.
Snell Kanunu’na gore;
n1 sin(01) = n2 sin(02)

Bir 151k 1511 iki ortamin smirinda kirildi§i zaman, hatta prizma ciftleyici
Ol¢iimlerinde fotonlar prizmanin tabanindan filmin optik modlarindan birine
girdiklerinde, B degerleri korunur. Fotonlar bu durumda da bir ortamdan digerine
gecerken kiriliyormus gibi davranirlar; yani Snell Kanunu’na uyarlar. Snell Kanunu
da yukarida goriildiigii gibi bir 15181n bir ortamdan diger ortama gegctiginde efektif

indisin degigsmeyecegini sdyler.
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Sekil 7.2. Prizma giftleyiciye giren 15181n kirilmasi ve daha sonra filme girmesi

Isik demeti prizma yiizeyine ilk carptifinda ortamin kirinim indisi (nhava) ve
15181n prizmayla yaptig1 ac1 bilindiginden (0) bir efektif indis hesaplanabilir. Daha
sonra 151k kirilarak yeni bir ortama, prizmaya girer. Bu ortam degisikligi sirasinda,
yukarida daha once de belirtildigi gibi, Snell Yasasi’na gore efektif indis degismez.
Buna ek olarak, efektif indis 151k prizmadan filme gectikten sonra da degismez. Bu
da bir mod gozlemlendiginde filmin herhangi bir 0 agisindaki efektif indisinin

belirlenebilmesini saglar.

7.2. Prizma ciftleyici ile biyomolekiillerin algilanmasi

Yukarida da agiklandig1 gibi, prizma ¢iftleyici ince dielektrik filmlerin kirimnim
indisini 6lger. Bu filmlerin iizerine bir sekilde immobilize edilecek biyomolekiiller
bu filmin kirmim indisini  degistirecektir. Bu c¢alismada da  sentetik
oligonukleotitlerin sol-jel yontemi ile elde edilmis TiO2-SiOz2 ince filmleri {izerine
kovalent immobilizasyonu ve eslenikleri ile hibridizasyonu sonucundaki kirmim

indisi degisiklikleri arastirilmistir (Sekil 7.3.).

Buna benzer bir ¢alisma daha once Rong ve ark. ile De Tomassi ve ark.
tarafindan yapilmistir [Rong et. al. 2006; De Tomassi et. al., 2006]. Fakat bu
calismalarda dalga kilavuzu olarak poroz silikon kullanilmis, dolayisiyla DNA’ nin

immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemler de farkli olmustur.



Prizrma

Hava bogludu

Prob DNA + eslenik DMA
APTES + POC tabakalan
TiO2-Si02 ince filmi

Cam althk

Sekil 7.3. Prizma ¢iftleyicinin ¢aligma prensibi
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8. DENEYSEL

8.1. Si0:-Ti0O: ince filmlerinin hazirlanmasi

Si0; kaynag1 olarak TEOS (Tetraethyl orthosilicate, CsH2004S1), TiO2 kaynagi
olarak TBOT (Tetra-n-butyl orthotitanate, Ci6H3604Ti) kullanilmustir. 1lk &nce
TEOQOS, etanol, asetil aseton ve iyonlarindan arinmis su sirasiyla 1:0.5:1:3 oraninda
karistirilmistir. Daha sonra katalizor olarak hidroklorik asit (HCl) damlalar halinde
pH degeri 2.5 oluncaya kadar eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 1 saat karistirilarak
berrak hale gelmesi beklendikten sonra pH degeri 7.0 civarina gelicek sekilde
amonya damlalar halinde eklenmistir. Ardindan TEOS:TBOT 1:1 olacak sekilde
TBOT eklenmistir. Daha sonra polietilen glikol (PEG) homojen por dagilimina sahip
bir yiizey elde etmek amaciyla ¢ozeltiye eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 70 °C de 15
dakika karistirildiktan sonra oda sicakligina indirilerek 24 saat yaslandirilmistir. Cam
altliklar deterjan ve saf su ile temizlenerek daldirarak kaplama islemi i¢in hazir hale
getirilmigtir. Daha 6nce elde edilen ¢dzelti 50 mm/dak. ¢ekme hizi ile daldirarak
kaplama islemine tabi tutulmustur. Her kat kaplama sonrasinda numune 400 °C de
10 dakika kurutulmus ve 10 kat kaplama sonunda yeterli kalinliga sahip kaplama
elde edilmigtir. Daha sonra numune 400 °C sicaklikta yarim saat 1s1l igleme tabi

tutulmustur.

Filmlerin hazirlanis sekli akig semasi halinde asagida verilmistir. Filmlerin
kimyasal yapisinin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR, Bio—Rad
Tropical Option for FTS 175 C) yontemiyle belirlenmesi i¢in ayni islemler sodyum
klorlir camina kaplanarak incelenmistir. Bu islemin yapilmasinin sebebi kaplamada
mevcut olan Si-O-Si baglar1 ile camda bulunan Si-O-Si baglarinin ayirt
edilebilmesidir. Ayrica filmlerin ylizey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskobu

(Scanning Electron Microscope) ile incelenmistir (SEM, Philips XL 30 SFEG).



TEOS Etanol Asetilaseton Saf Su
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glikol

&
al

\ 4

24 saat
yaslandirma

A 4

Daldirarak
kaplama

10 kez

A
400 °C’de
kurutma (10 dk)

A 4

400 °C’ de 1s1l
islem (30 dk)

v
Si02 — TiOz2 ince filmleri

Sekil 8.1. SiO, — TiO; ince filmlerinin sol-jel yontemiyle liretilmesi.
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Filmlerin hazirlanis sekli akis semasi halinde asagida verilmistir. Filmlerin
kimyasal yapisinin Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR, Bio—Rad
Tropical Option for FTS 175 C) yontemiyle belirlenmesi i¢in ayni islemler sodyum
klorlir camina kaplanarak incelenmistir. Bu islemin yapilmasinin sebebi kaplamada
mevcut olan Si-O-Si baglar1 ile camda bulunan Si-O-Si baglarinin ayirt
edilebilmesidir. Ayrica filmlerin ylizey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskobu

(Scanning Electron Microscope) ile incelenmistir (SEM, Philips XL 30 SFEG).

8.2. DNA immobilizasyon ve hibridizasyonu

Elde edilen Si0,-TiO;, ince filmlerinin yilizeyleri DNA immobilizasyonu ig¢in
modifiye edilmislerdir. ilk énce film yiizeyindeki OH grubu konsantrasyonunu
arttirmak amaciyla filmler 15 dakika UV 1sik altinda bekletilmistir. Daha sonra
filmlerin yilizeyi 20 dakika 2% APTES (3-(Triethoxysilyl)propylamine,
C9H,3NOsS1), deiyonize su ve methanol ¢ozeltisinde (1:1) bekletilerek silan
tabakasiyla kaplanmistir. Bu islem sonrasinda filmler saf su ile yikanmis ve
100°C’de 10 dakika bekletilerek kurutulmustur. Daha sonra elden edilen yiizeye
0.2% PDC (1, 4-Phenylene diisothiocyanate, CsH4(NCS)2), pyridine dimetil
formamid (1:9) bid1 ¢ozeltisi 2 saat siireyle uygulanmistir. Bu islemde PDC, ucunda
amin gruplar1 bulunan silan yiizeyi ile gene ucunda amin olan prob oligonukleotitlere
baglanarak DNA immobilizasyonunun gerceklestirilmesi amaciyla kullanilmistir ve
Onerilen ylizey kimyasi Sekil 10’ daki gibidir. Bu protokol daha 6nce baska
calismalarda cam ylizeyine uygulanmustir [Festag et. al., 2005; Walsh et. al., 2001].
Bunun i¢in yaklasik 2 cm X 1 cm boyutlarinda A bolgesi ve B bolgesi olmak iizere
iki ayr1 bolge belirlenmis, ylizey methanol ve aseton ile yikanip nitrojen gaziyla
kurutulduktan sonra tampon ¢ozeltiyle yilizey yikanmistir. Ardindan A ve B bolgeleri
ucunda amin gruplart bulunan sentetik prob oligonukleotitlere 37 °C de nemli bir
ortamda 1 saat boyunca maruz birakilmistir. Bu islem i¢in oligonukleotitler 20
mikromolarlik sodyum bikarbonat tampon ¢dzeltisinde 25 mikromolarlik bir ¢ozelti
olusturacak sekilde ¢oziilmiislerdir. Sentetik prob oligonukleotitler p53 genine

ozeldir ve “Prob 17 olarak adlandirilan prob oligonukeotitin baz dizilimi 5°
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TGACGGAGGTTGTGAGGCACTGCCCCCA CCATGAGC 3’ iken “Prob 27
olarak adlandirilan tek nokta mutasyonuna ugramis prob oligonukleotin baz dizilimi
5° TGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGC 3’ seklindedir.
Eslenik oligonukleotit baz dizilimi 5° ACTGCCTCCAACACTCCGTGACGGG
GTACTCG 3’ iken deneylerde kontrol amacgh kullanilan eslenik olmayan baz
dizilimi BRACHA genine 6zel olan 5> AGGCAACCAATCAA 3’ dizisidir.

0 OC;Hs 0 0C:Hs

I [ |
g—%z—uu -+ {‘:Hﬁf.'l---ﬁi —CHICHZCH:; —NH ey g—"ﬁgi—ﬂ—‘:}i CHCHICH: —NH; 9
. i £
O O 1. O OC;Hy
0 OC,He =
é—ﬁll—{.}—ﬁu CHyCHCH; — NH; 4 s=C=n (_J.l = e b
0 DC;H,

!
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OC;H, 4
it i ¥ SR
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Sekil 8.3. a) SiO2 — TiO2 filmlerinin APTES ile kaplanmasi b) APTES ile

kaplanan yiizeyin PDC ile kaplanmasi.

Prob oligonukleotit iceren c¢ozelti yiizeye uygulandiktan sonra nemli bir
ortamda 80 °C ve 45 °C sicakliklarda hedef oligonukleotitler 2 saat boyunca
uygulanmistir.  Yapilan deneyler tablo olarak verilmistir. Daha sonra prob
oligonukleotitlere hibridizasyon i¢in prob oligonukleotitlerin eslenigi olan baz
dizisine sahip ayni molaritedeki oligonukleotitler sicakliklarda 1 saat siireyle
numuneye uygulanmistir. Eglenik oligonukleotitlerin yaninda kontrol numunesi
olarak prob DNA immobilize edilmis ylizeylere eslenik olmayan DNA
uygulanmistir. Ayrica nokta mutasyonlarinin algilanmasi i¢in yalnizca tek noktasinda
mutasyona ugramis prob DNA) yiizeye immobilize edilerek mutasyona ugramamis

prob DNA’ nin eslenigi ile hibritlesme islemine tabi tutulur.



Dene . . . .
Y A bolgesi B bolgesi
numarasi
Uygulanan
1 Prob P1 P1
Oligoniikleotit
Uygulanan | Eslenik (suda S
Hedef ¢6zelti ¢Oziinmiis) u
Hedef
oligoniikleotit
uygulama 80 °C 80 °C
sicaklig1
Uygulanan
2 Prob P1 P1
oligoniikleotit
Uygulanan Eslenik
hedef ¢ozelti (suda Su
¢cOzliinmiis)
Hedef ¢6zelti
uygulama 45 °C 45 °C
sicaklig1
3 Uygulanan
Prob P1 P1
olgontikleotit
Eslenik (pH
7.5 HEPES | pH 7.5 HEPES
Uygulanan
hedef ¢ozelti tampon tampon
¢ozeltisinde cozeltisi
¢oOziinmiis)
Hedef ¢ozelti
uygulama 45 °C 45 °C
sicakligt
Uygulanan
4 Prob P1 P1

olgoniikleotit
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Eslenik (pH Eslenik
Uygulanan 7.5 HEPES olmayan
hedef ¢ozelti tampon oligonukleotit
¢ozeltisinde (pH 7.5
¢Ozinmiis) HEPES
Hedef ¢6zelti
uygulama 45 °C 45 °C
sicakligi
Uygulanan
Prob P1 P2
olgontikleotit
Eslenik (pH Eslenik (pH
Uygulanan 7.5 HEPES 7.5 HEPES
hedef ¢ozelti tampon tampon
¢oOzeltisinde ¢oOzeltisinde
¢cOzinmiis) cOzinmis)
Hedef ¢ozelti
uygulama 45 °C 45 °C
sicakligi
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Tablo 8.1. Bu ¢alismada yapilan deneylerin farkli kosullari.

Prizma ciftleyici ile kirmmim indisi Ol¢limleri sodyum bikarbonat tampon
cozeltisi uygulandiktan Once, tampon ¢ozelti uygulandiktan sonra, prob DNA
uygulandiktan sonra ve hibritlesme meydana geldikten yapilmistir. Ayrica
Olctimlerin dogrulanmasi i¢in hedef DNA (target DNA) zincirleri uglarina floresin

baglanmis olarak alinmis ve Fliioresan Mikroskobu ile goriintii alinmustir.
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9. BULGULAR ve TARTISMA

9.1. SiO2— TiO: ince filmlerinin karakterizasyonu

Sol-jel daldirarak kaplama yontemiyle hazirlanan SiO2 — TiO2 ince filmlerinin
ylizeyi taramali1 elektron mikroskobu ile incelenmistir (Sekil 9.1.). Taramali elektron
mikroskobu goriintiilerinde belirgin tane sinirlart goriilmemekle birlikte piiriizsiiz ve
homojen dagilima sahip nanometre seviyesinde gozenekler gdézlemlenmektedir.
Belirgin tane sinirlari olmamasi filmin amorf bir yapiya sahip olduguna bir isarettir.
Bu da filmin dalga kilavuzu 6zelligine katki saglayacak bir durumdur ¢iinkii tane
sinirlar 151k kaybimin yiiksek oldugu bélgelerdir. Ince filmlerin iiretiminde sol-jel
yontemi kullanilmis olmasi amorf yapiya sahip bir numune elde edilmesinde kolaylik
saglamigtir. Film yilizeyinde goriilen homojen olarak dagilmis nanometre
seviyesindeki gdzenekler polietilen glikoliin diigiik sicakliklarda yanarak filmden gaz
olarak uzaklagmasi sonucunda meydana gelmistir [Kato, 2005]. Guo et. al. sol — jel
yontemiyle tiretilmis TiO2 filmlerinde poroziteyi polietilen glikol ekleyerek arttirmis
ve polietilen glikol iin molekiil agirligr arttikca daha biiyiik porlarin elde edildigini
bulmustur [Guo et. al., 2005]. Bu c¢alismada ise nanometre seviyesindeki porlar
filmin ylizey alanin arttirarak yiizeye daha fazla oligonukleotit baglanmasina olanak

saglayacaktir.
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Sekil 9.1. 2000X biiyiitmede taramali elektron mikroskobu goriintiisti.

SiO2 — TiO2 filmlerinin kimyasal analizi Fourier Doniisimii Kizilotesi
Spektroskopi (FTIR) ile yapilmistir (Sekil 9.2.). 940 cm™ civarinda meydana gelen
pik Si-O-Ti baglarmm ve 1030 cm™ de Si-O-Si baglarimin titresiminden meydana
gelmistir [Wang et. al. 2005; Tian et.al., 2007]. 3400 cm™ civarindaki genis bant Ti-
OH ve Ti-OH gruplariin varligindan dolay1 ortaya ¢ikmistir. [Wang et. al., 2005;
Song et. al., 2002] Atmosferdeki CO2 ve su sirasiyla 2350 cm™ ve 1620 cm ™

civarindaki piklerin olusumuna sebep olmustur.
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Sekil 9.2. SiO2— TiO2 ince filmlerinin Fourier Doniisiimii Kizilotesi

Spektroskopy grafigi.

9.2. Prizma ciftleyici yardimiyla oligoniikleotit immobili-
zasyon ve hibritlesme ol¢iimleri

Deneysel boliimiinde “1” olarak adlandirilan deneyde, APTES ve PDC ile
modifiye edilmis yiizey A ve B bolgelerine ayrilmis ve bu bolgeler sodyum
bikarbonat tampon ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilerek Ol¢timler alinmistir. Daha
sonra iki bolge de Prob 1 oligoniikleotitlerine maruz birakilmis ve tekrar Slglim
almmugtir. Ardindan A bolgesi Prob 1 oligonukleotitlerinin eslenigi olan suda
¢Ozlinmiis oligonukleotitlere maruz birakilmig ve 6l¢tim alinmistir. Son islem ergim

noktasina yakin bir sicaklik olan 80 °C de yapilmustir.
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Prob 1 oligonukleotitleri A bdolgesinin yiizeyine uygulanmadan 6nce alinan
Olcimlerde 58.58794° ‘de bir mod bulunmus Prob 1 oligunkleotitleri yiizeye
uygulandiktan sonra bu deger 58.6287° ¢ ye ¢ikmustir. Bu artis, ayn1 zamanda kirinim
indisinde de bir artig1 gosterir. Prob 1 oligunkleotitlerinin yiizeye uygulanmasindan
sonra kirmim indisinde bir artis olmasini kirinim indisi yaklasik 1.5 olan DNA
zincirlerinin yiizeye baglanmakla beraber i¢inde kirinim indisi 1 olan hava ihtiva
eden porlara girmesi ile agiklayabiliriz. Porlara giren DNA miktarinin yiizeye
baglanan DNA miktarindan fazla olmasi, filmleri film — hava kompozit malzemesi
olarak diisiindiigiimiizde, kirmim indisindeki artis1 agiklayabilir. Hedef ¢ozeltinin
yilizeye uygulanmasinin ardindan yapilan dl¢giimde 58.44331° ¢ de pik alinmistir. Bir
onceki Ol¢iimiin ardindan gdzlenen 0.18539 ° ‘lik bu diisiis porlarda bulunan prob
olignukleotitlerden ¢ok, yilizeyde immobilize olmus prob oligonukleotitlerin

eslenikleriyle hibritlesebilmesi olarak yorumlanabilir.

450 S
Eslenik DNA uygulanmasi r_‘___N---""__"__m"::;‘.-::—_-—:‘:‘_';_.
:‘;:‘:—:]J?Wa:m:}:::w P ‘.rrf--‘;_.i’""’ L
Sk ks AT
2 -
; - - i
, o I
&

375 - N Y,
= 58.6287} 58 44331
7} | s -
i E S0
n=l
‘»
e
E Frob DMA uygulanmadan once

« - Prob DMA uygulandiktan sonra
300 S --=---- Eslenik DNA uygulandiktan sonra
58.58794
225 . , . , : , |
29.5 590 58.5 58.0 375

Ic Aci (derece)

Sekil 9.3. 1 numarali deney kosullarinda A bolgesinden alinan prizma giftleyici

Olctimleri.
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Ic Aci (derece)

Sekil 9.4. 1 numaral1 deney kosullarinda B bolgesinden alinan prizma giftleyici

Olgiimleri.

Sekil 9.4 de ayn1 numunenin B bolgesinden alinan sonuglar gériinmektedir. Bu
bolgede de Prob 1 oligonukleotitlerinin yiizeye uygulanmasiyla 1s1gmn filme girdigi
ac1 58.52862° den 58.625° ¢ ye ¢ikmistir. Daha sonra bu degerde yiizeye hedef DNA
icermeyen su uygulanmasiyla 0.14088° ‘lik bir diisiis meydana gelmistir. A bolgesi
ve B bolgesinde yapilan dlgiimlerde benzer karakterde degisimler gézlemlenmistir.
Fakat A bolgesine suda ¢oziinmiis eslenik DNA uygulandiktan sonra meydana gelen
diisiis 0.18539° iken, B bolgesine icinde DNA bulunmayan saf su uygulandiktan
sonra alinan dl¢iim sonucunda 0.14088° lik bir diisiis meydana gelmistir. Aradaki

0.04451°’ lik fark DNA hibritlesmesine bir isaret olarak goriilebilir.
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Sekil 9.5. 1 numarali deney kosullarinda sirasiyla A ve B bolgelerinden alinan
fliiloresan mikroskobu fotograflari.

Sekil 9.5 de 1 numarali deneyin prosediirleri yapildiktan sonra alinan fliioresan
mikroskobu goriintiileri bulunmaktadir. Bu mikroskopta uygun dalga boyundaki 11k
hedef oligonukleotitlerin  fliioresan  etiketlerini  uyarir.  Yiizeyde hedef
oligonukleotitler varsa 1s1ma goriiniir, eger yoksa arka plan goriintir. Bu fotografta
sol tarafta eslenik DNA uygulanan A bélgesinden alinan goriintiide 1s1ma yapan
daginik bolgeler gozlenirken B bolgesinden alinan goriintiide bu gesit bir 1s1maya
rastlanmamaktadir. Bu goriintiiler bu numuneden alinan sonuglara yapilan yorumlari

destekler niteliktedir.

2 numarali deneyde A ve B bdlgesine ayni islemler yanlizca hedef ¢ozeltinin
uygulanma sicaklig1 degistirilerek yapilmistir. Hedef ¢ozeltinin uygulanma sicakligi

80 °C den 45 °C’ ye diistiriilmistiir.
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Ic aci (derece)

Sekil 9.6. 2 numaral1 deney kosullarinda A bélgesinden alinan prizma ciftleyici

Olgiimleri.

Sekil 9.6° da goriildigi gibi A bolgesinde yapilan Slglimler sonucunda 1
numarali deneyde elde edilen sonuclara benzer bir degisim davranist vardir. Prob 1
uygulanmasindan sonra 58.00847 ©* den 58.11266 ®’ ye bir artis, daha sonra eslenik
oligonukleotit iceren saf su ylizeye uygulandiktan sonra ise 58.03825 ©* ye diisiis
gozlemlenmektedir. Bu 0.07441° © lik diisiis B bolgesinde gozlemlenecek olan

degisim ile karsilastirilacaktir.

Sekil 9.7, 2 numarali deneyin B bdlgesine uygulanmasi sirasinda alinan
Olgiimleri gostermektedir. Bu grafikte Prob 1 prob oligonukleotitleri yiizeye

o

uygulanmadan oOnce pik gorillen agmin 57.96008 oldugu ve Prob 1
oligonukleotitleri yiizeye uygulandiktan sonra bu degerin 58.1015 ° © ye ciktig1
goriilmektedir. Yiizeye icinde oligoniikleotit baridirmayan saf su uygulandiktan
sonra alinan dl¢iimde bu deger 0.03348 °° lik bir diisiis gostererek 57.96008 ©* ye
ulagmistir. 1 numarali deneyde yapilan karsilagtirmaya benzer bir bigimde 2 numarali

deneyde A ve B bolgelerinden alinan sonuglar mukayese edildiginde yiizeye iginde
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eslenik DNA barindiran tampon ¢ozeltisi uygulanan bolgede meydana gelen
degisimin i¢inde DNA barindirmayan saf su uygulanan boélgede meydana gelen
degisimden daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu durum eslenik oligoniikleotitlerin

Probl oligontikleotitleri ile hibritlesmesine bir isaret olarak diisiintilebilir.

F—— Frob DRNA uygulanmadan once

e R Prob DNA uygulandiktan sonra
- - DMA icermeyen su uygulandiktan sonra
wd
\ 1t g Cwammmmm s
g = 58,1015 7
=l 4 :
s 57.96008
=
2 3001
L s8.08802
i (-0.03348)
200 . | | |
585 58.0 i

Ic aci (derece)

Sekil 9.7. 2 numaral1 deney kosullarinda B bolgesinden alinan prizma g¢iftleyici

Olctimleri

2 numarali deney yapildiktan sonra A ve B bdlgesinden alinan fliioresan
mikroskobu goriintiileri sekil 9.8 de goriilmektedir. Sol tarafta bulunan gorintii A
bolgesinden, sag tarafta bulunan goriintii B bolgesinden alinmistir. A boélgesinden
alian fotografta goriilen parlak alanlar fliioresan etiketli eslenik DNA zincirlerinden
kaynaklanmaktadir. B  bdolgesinden alman goriintiide bu c¢esit alanlara
rastlanmamaktadir. Bu goriintiiler 2 numarali deneyde elde edilen prizma ciftleyici

verileri ile uyum i¢indedir.
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Sekil 9.8. 2 numarali deney kosullarinda sirastyla A ve B bolgelerinden alinan

fliiloresan mikroskobu fotograflari.

3 numarali deneyde, 2 numarali deneyin prosediiriinden farkli olarak eslenik
DNA igeren suya, HEPES tampon ¢ozeltisi eklenmis, A bolgesinin yiizeyine bu
sekilde uygulanmis, B bolgesine ise iginde DNA igermeyen saf su - HEPES tampon

cozeltisi eklenerek uygulanmistir.

3 numarali deney sirasinda A bolgesinden alinan oOl¢iimlerde Prob 1 prob
oligonukleotitleri yiizeye uygulanmadan once 58.4804° ‘ de pik goézlenirken, bu
deger Prob 1 prob oligoniikleotitleri ylizeye uygulandiktan sonra 58.54345 °’e
ctkmustir. I¢inde eslenik oligoniikleotit bulunduran HEPES tampon ¢dzeltisi yiizeye
uygulandiktan sonra 58.30966° ¢ de pik goriilmiistiir (Sekil 9.9). Bu sonuglar 1 ve 2
numarali deneylerde goézlenen sonuglara benzerdir. Burada da ilk basta prob
oligonukleotitlerin ylizeye baglanan miktarindan daha fazlasinin porlarin iginde
immobilize olduklar1 sdylenebilir.  Eslenik  oligoniikleotit igeren c¢ozelti
uygulandiktan sonra pik gozlemlenen i¢ a¢inin ve dolayisiyla kirinim indisinin
diismesi ise hibritlesme sirasinda hedef oligniikleotitlerin porlarin i¢indeki prob
oligoniikleotitlerden c¢ok yiizeydeki prob oligniikleotitlerle etkilesime girme sansi

bulduklarina isaret etmektedir.
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Ic aci (derece)
Sekil 9.9. 3 numarali deney kosullarinda A bdlgesinden alinan prizma ¢iftleyici

Olctimleri.

B bolgesinden alinan Olgiimlerde Prob 1 prob oligonukleotitleri ylizeye
uygulanmadan oOnce 58.51749°¢ de pik gozlenirken, bu deger Prob 1 prob
oligoniikleotitleri yiizeye uygulandiktan sonra 58.61288° e yiikselmistir. Icinde
eslenik  oligoniikleotit bulundurmayan HEPES tampon ¢0zeltisi yiizeye
uygulandiktan sonra 0.159944° ’lik bir diisiis olmus ve 58.30966°° de pik
goriilmiistiir. A bolgesinde goriilen 0.23379°° lik diislis ile B bdlgesinde goriilen
0.159944° °lik distis arasindaki farkin hibritlesmeden kaynaklandigir sdylenebilir
(Sekil 20).
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Ic aci (derece)
Sekil 9.10. 3 numarali deney kosullarinda B bélgesinden alinan prizma

ciftleyici dl¢limleri.

3 numarali deney yapildiktan sonra A ve B bdlgesinden alinan fliioresan
mikroskobu goriintiileri sekil 21 de goriilmektedir. Sol tarafta bulunan goriintii A
bolgesinden, sag tarafta bulunan goriintii B bolgesinden alinmistir. 2 numarali deney
yapildiktan sonra alinan goriintiilere benzer sekilde A bolgesinden alinan fotografta
goriilen parlak alanlar fliloresan etiketli eslenik DNA  zincirlerinden
kaynaklanmaktadir. B bdlgesinde ise buna benzer bir goriintiiye rastlanmamaktadir.

Bu goriintiiler elde edilen prizma ¢iftleyici verilerini dogrular niteliktedir.
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Sekil 9.11. 3 numaral1 deney kosullarinda sirasiyla A ve B bolgelerinden alinan

fliioresan mikroskobu fotograflari.

4 numaral1 deneyde A bolgesine 3 numarali deneyde oldugu gibi, eslenik DNA
iceren suya, HEPES tampon ¢ozeltisi eklenmis, A bodlgesinin yilizeyine bu sekilde
uygulanmistir. Farkli olarak bu deneyde B bolgesine ise i¢cinde eslenik olmayan

DNA igeren saf su HEPES tampon ¢ozeltisi eklenerek uygulanmustir.

A bolgesinden alinan Slgiimler sekil 22¢ deki grafikte goriilmektedir. Diger
Ol¢iimlerdeki davranistan farkli olarak bu deneyde Prob 1 prob oligoniikleotitlerinin
ylizeye uygulanmasiyla 1s181in filme gectigi agida, dolayisiyla kirinim indisinde bir
disis  gozlemlenmektedir  (57.19108°-57.0937°). Bu  durumda  prob
oligontikleotitlerin porlardan ¢ok yiizeyde immobilize oldukar1 sonucuna varilabilir.
Eslenik oligoniikleotitleri igeren c¢ozelti yiizeye uygulandiginda 57.0937° den
56.66251° ye diisiis gézlemlenmektedir.



Isik Siddeti

Tampon cozelti sonrasi
------- Prob DNA sonrasi

A50 - - Eslenik DNA sonrasi
0= e o i e o o e
| it G e —_ 3
350 - A ,f/ 1
] } f |/ 56.66251
300 !
) [
250 57.19103 ¥ | IJ
. |
200 ~ 57.0037 ¥ :
1 i hibritlesme:
150 S e
- (-0.43119)
50 4
0 . , r , . ; r ,
580 575 570 56.5 56.0
Ic aci (derece)
Sekil 9.12. 4 numarali deney kosullarinda A bdlgesinden alinan prizma
ciftleyici ol¢timleri.
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Ic aci (derece)

Sekil 9.13. 4 numaral1 deney kosullarinda B bdlgesinden alinan prizma

ciftleyici dl¢timleri.

46



47

B bolgesinden alinan oSlgiimlerde Prob 1 prob oligonukleotitleri ylizeye
uygulanmadan once 57.11242°¢ de pik gozlenirken, bu deger Prob 1 prob
oligoniikleotitleri yiizeye uygulandiktan sonra 57.04876° e yiikselmistir. Iginde
eslenik olmayan oligoniikleotit bulunduran HEPES tampon ¢ozeltisi yiizeye
uygulandiktan sonra 0.3262°’lik bir diisiis olmus ve 56.72256° de pik goriilmiistiir
(Sekil 9.13). A bolgesinde goriilen 0.43119° lik diisiis ile B bolgesinde goriilen
0.3262°’lik diisiis arasindaki farkin hibritlesmeden kayaklandig1 s6ylenebilir.

Sekil 9.14. 4 numaral1 deney kosullarinda sirasiyla A ve B bdlgelerinden alinan

fliioresan mikroskobu fotograflari.

4 numarali deney yapildiktan sonra A ve B bdlgesinden alinan fliioresan
mikroskobu goriintiileri sekil 24 de goriilmektedir. Sol tarafta bulunan goriinti A
bolgesinden, sag tarafta bulunan goriintii B bolgesinden alinmistir. 2 numarali deney
yapildiktan sonra alinan goriintiilere benzer sekilde A bolgesinden alinan fotografta
goriilen parlak alanlar fliioresan etiketli eslenik DNA  zincirlerinden
kaynaklanmaktadir. B bolgesinde ise tek bir noktada buna benzer bir goriintiiye
rastlanmaktadir. Bu nokta da DNA hibritlesmesine bagli olmayan, rastgele (non —
specific) baglanmadan kaynaklanmaktadir. Bu goriintiiler elde edilen prizma

ciftleyici verilerini dogrular niteliktedir.
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5 numarali deneyde A ve B bdlgelerine sirasiyla Prob 1 ve Prob 2 adli prob
oligoniikleotitler uygulanmistir. Prob 2, Prob 1 dizisinin tek noktasinda mutasyona
ugramis seklidir. Daha sonra her iki bolgeye de Prob 1 oligoniikleotitlerinin eslenigi

olan oligoniikleotitler 45 °C de 2 saat siireyle uygulanmis ve dl¢limleri alinmugtir.

450 -

400 +

350 4
© Ly
S 300 50.55346 ,
= ‘.I
® 50.76728 .

230 + Y 50.51146

— -
(-0.042)
200 -

Prob DMA uygulanmadan once
----- MNokta mutasyonuna ugramamis prob DNA uygulandiktan sonra
- Eslenik DMNA uygulandiktan sonra

150

S R R R TR T T T .
510 509 508 507 506 505 504 503 502 501 500

Ic aci (derece)

Sekil 9.15. 5 numarali deney kosullarinda A bdlgesinden alinan prizma

ciftleyici dl¢timleri.

A Dbolgesinden alinan olglimler sekil 25 ‘deki grafikte goriilmektedir. 4
numarali deneye benzer olarak bu deneyde Prob 1 prob oligoniikleotitlerinin yiizeye
uygulanmasiyla 1518 filme gectigi acgida, dolayisiyla kirmim indisinde bir diisiis
gbzlemlenmektedir (50.76728° — 50.55346°). Bu durumda da prob oligoniikleotitlerin
porlardan ¢ok yilizeyde immobilize oldukari sonucuna varilabilir.  Eslenik
oligoniikleotitleri iceren ¢ozelti ylizeye uygulandiginda 0.042° derecelik bir diisiis
ile 50.51146° de pik olustugu gézlemlenmektedir.
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B bolgesinden alinan Olgiimlerde Prob 2 prob oligonukleotitleri ylizeye
uygulanmadan once 50.71001°° de pik gozlenirken, bu deger Prob 2 prob
oligoniikleotitleri yiizeye uygulandiktan sonra 50.58018% e diismiistiir. Iginde P1
prob oligoniikleotitlerinin eslenigi olan oligoniikleotit bulunduran HEPES tampon
¢ozeltisi ylizeye uygulandiktan sonra 0.01527°’lik bir diisiis olmus ve 50.56491°° de
pik goriilmiistiir (Sekil 9.16). A bolgesinde goriilen 0.042°" lik diisiis ile B bolgesinde
goriilen 0.01527°’lik diisiis arasindaki farkin A bolgesindeki hibritlesme oraninin

daha fazla olmasindan kaynaklandigi sylenebilir.

450 — Prob DMNA uygulanmadan ance
------- Mokta mutasyonuna ugramis prob DMA uygulandiktan sonra
- ----Eslenik DNA uygulandiktan sonra
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Ic aci (derece)

Sekil 9.16. 5 numaral1 deney kosullarinda B bolgesinden alinan prizma

ciftleyici olgtimleri
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Sekil 9.17. 5 numaral1 deney kosullarinda sirasiyla A ve B bolgelerinden alinan

fliioresan mikroskobu fotograflari.

5 numarali deney yapildiktan sonra A ve B bolgesinden alinan fliioresan
mikroskobu goriintileri sekil 9.17¢ de goriilmektedir. Sol tarafta bulunan goriinti A
bolgesinden, sag tarafta bulunan goriintii B bolgesinden alinmistir. A bolgesinden
alan fotografta goriilen parlak alanlar fliloresan etiketli eslenik DNA zincirlerinden
kaynaklanmaktadir. B bolgesinde ise bu tiir noktalardan az miktarda bulunmaktadir.
Bu noktalarda DNA hibritlesmesine bagli olmayan, rastgele (non — specific)
baglanmalar ile tam eslenik olmayan zincirlerin optimum kosullar tam olarak
saglanammamig olmasindan ortaya cikabilecek hibritlesmelerden
kaynaklanmaktadir. Bu goriintiiler elde edilen prizma ¢iftleyici verilerini dogrular

niteliktedir.
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Sekil 9.18. Her deney kosulu i¢in prob oligniikleotit uygulanmasinin ardindan
hedef ¢ozeltinin uygulanmasi ile A bolgesinde meydana gelen degisim ile B

bolgesinde meydana gelen degisimin farkini gdsteren grafik.

Sekil 9.18° de deneylerde A ve B bolgelerine hedef ¢ozelti uygulandiginda
meydana gelen degisim farki tablo ve grafik olarak verilmistir. Grafikte 1 ve 2
numaralt deneyler karsilagtirildiginda hibritlesme sicakliginin 80 °C den 45 °C
inmesinin biiyiik bir fark yaratmadig1 sdylenebilir. Ayni sicakliklarda yapilan 3 ve 2
numarali deneyler karsilastirildiginda eslenik oligoniikleotit — su ¢ozeltisine 7.5 pH
degerine sahip HEPES tampon ¢ozeltisi ilave edilmesi ile birlikte hibritlesme olan
bolge ile hibritlesme olmayan bolge arasindaki farkin arttigi goézlemlenmektedir.
HEPES tampon ¢o6zeltisinde bulunan katyonlarin DNA zincirlerinin negatif ytiklii
omurgalarina (backbone) baglanarak eslenik DNA zincirleri ile prob DNA
zincirlerinin arasinda olusacak olan itme kuvvetlerinin elimine edilmesi bu duruma
bir sebep olarak gosterilebilir. 3 numarali deneyden farkli olarak B bdlgesine yanliz
HEPES tampon ¢ozeltisi yerine eslenik olmayan oligoniikleotit barindiran HEPES
tampon ¢dzeltisi uygulanmistir. Bunun sonucunda eslenik oligoniikleotit ile eslenik
olmayan oligoniikleotit uygulanan bolgeler arasindaki farkin azaldigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni eslenik olmayan oligoniikleotitlerin yiizeye prob DNA zincirleri ile
hibritlesmeksizin rastgele fiziksel baglanma gostermeleridir.

5 numarali deneyde A ve B bolgelerine sirasiyla Prob 1 ve Prob 2 olmak iizere

nokta mutasyonuna ugramig ve ugramamis iki ayr1 prob oligoniikleotit
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uygulanmistir. Ardindan her iki bolgeye de Prob 1 oligoniikleotitlerinin eslenigi olan
hedef oligoniikleotit iceren HEPES tampon ¢ozeltisi uygulanmistir. Bunun

sonucunda A ve B bolgelerindeki i¢ ag1 degisim farki 0.02673° olarak bulunmustur.
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10. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada SiO2 — TiO2 ince filmleri sol-jel yontemiyle iiretilmistir. Bu
filmler ylizeylerinde OH gruplart1 bulundurduklarindan uygulanan DNA
immobilizasyon protokoliine uygundurlar. Ayrica dalga kilavuzu 6zelligi
tagidiklarindan prizma ¢iftleyici ile kirmnim indisi 6l¢limii alinmasi ve dolayisiyla
DNA immobilizasyon ve hibritlesmesinin 6l¢iilmesi i¢in  kullanilabilecek

malzemelerdir.

1, 2 ve 3 numarali deneylerde prob oligoniikleotit uygulanmasinin ardindan
kirimim indisi artmis, 4 ve 5 numarali deneylerden sonra azalmistir. Bu durum 1,2 ve
3 numarali deneylerde oligoniikleotitlerin porlarin i¢ine 4 ve 5 numarali deneylerde
filmlerine yiizeyine immobilize olduklar1 yoniinde yorumlanabilir. Biitiin deneylerde
kirmmim indisi hedef c¢ozelti uygulandiginda diislis gostermistir. Yine biitiin
deneylerde hibritlesme beklenen bolgelerde daha biiylik disiisler gozlemlenmesi
eslenik oligoniikleotitlerin porlardaki prob oligoniikleotitlere ulagamamasi ve

yalnizca yiizeydeki prob oligoniikleotitlerle hibritlesmesi olarak yorumlanabilir.

Flioresan Mikroskobu ile alinan goriintiler hibritlesme beklenen ve
beklenmeyen bolgeler arasinda acik bir fark oldugunu ortaya koymasina ragmen

kuantifikasyon yapilabilicek nitelikte dl¢climler alinamamustir.

Bu ¢aligma birgok yonden daha da gelistirilmeye uygundur. Ince film iiretimi
sirasinda PEG 400 disinda farkli molekiil agirligina sahip PEG g¢esitleri kullanilarak
por boyutlarin1 degistirerek prob oligoniikleotitlerin yiizeye immobilizasyonu
sonucunda olusan kirmmim indis degisimi tahmin edilebilir hale getirilmesi bu
calismanin gelistirilebilecegi yonlerden birisidir. Kaplama yilizeyi APTES ile
modifiye edilmeden 6nce filmde bulunan TiO2’ nin foto katalitik etkisi ile yiizeydeki
OH grubu miktarin1 arttirmak amaciyla 15 dakika UV 1s18a tabi tutulmasi farkli
siirelerde de denenerek bu etkinin arastirilmasi da gelistirilmekte olan sensoriin
optimizasyonu i¢in Onemli bir adim teskil edecektir. Bunlarin disinda farkh

hibritlesme sicakliklari, farkli hibritlesme siireleri ve farkli prob oligonukleotit
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konsantrasyonlar1 kullanarak bu deneylerin tekrarlanmasi optimizasyon adina énemli

olacak diger adimlardir.
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