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Bu tez calismas1 kapsaminda, nadir toprak elementlerinin yliksek enerji doniisiimii (up-
conversion) oOzelligini ve antikor etkilesim siire¢lerinin hassas se¢im kabiliyetini
kullanarak silika nanoyapilar1 ile viicut sivisindan telomeraz tespitini yapabilecek bir
tanimlayict florofor probun gelistirilmesi amaglanmistir. Telomeraz enzimi, smnirsiz
boliinme yetenegine sahip hiicrelerde (kanser hiicreleri) ekspresyonu olduk¢a yiiksek
olarak literatlirde rapor edilmis bir enzimdir. Buradan hareketle, telomeraz enziminin
sekrasyon miktarini saptayacak bir biyosensor, genel kanser taramasi ve kanserin erken
teshisi i¢in bir umut olabilir.

Glinlimiizde yaygin ve 6liimciil bir hastalik olan kanserin erken déonemde teshis edilmesi
durumunda tedavisinin miimkiin oldugu bir hastaliktir. Telomeraz miktar1 ve
aktivitesindeki anomaliler bu baglamda bilim insanlarina 6n bilgi vermektedir. Bu
gerekceyle, yeni nesil problar ile viicut sivisindan telomeraz varligini arastirabilecek bir
florofor prob gelistirmek hedeflenmistir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda, silika
nanopartikiiller tasiyici ana govde olarak secilmistir. Literatiirde Stober yontemi olarak
bilinen yontem ile sentezlenmis ve bunlara yardimci baglayici gruplar (NH, OH vb.) ile

modifiye edilmistir. Modifiye edilen silika nanopartikiiller 6n deneme olarak,
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organizmada fizyolojik ve biyolojik acidan dnemli bir yer teskil eden demir ile alakali
olan “’transferrin’’ antikoru ile yapilmistir. Transferrin antikoru bagarili bir sekilde temel
silika nanopartikiillere baglanmis ve antijen yakalama ve tespit etme kabiliyeti ve
kapasitesi analizler ile Olglilerek rapor edilmistir. Kanserin erken teshisi i¢in, benzersiz
emisyon Ozellikleri olan yiiksek enerji doniisiimlii lantanit katkili silika (silika@lantanit)
problarin denemesinden once yapilan bu 6n deneylerde transferrin antijenin viicut
stvisindaki miktarmi 8lgmeye yarayan bir biyosensdr olmustur. On denemelerin basarili
bir sekilde sonuclanmasindan sonra, 6lciilecek proteinden alinan sinyal farklarinin daha
yiiksek ve daha keskin alinmasini saglamak amaci ile sentezlenen silika nanopartikiillerin
cekirdegine evropiyum lantanit iyonu yerlestirilmis ve alinan sinyalin daha yiiksek ve
kalic1 olmasi i¢in de anten gdrevi gorecek bir organik malzeme ile bu yap1 desteklenerek
bir florofor prob haline getirilmistir. Daha sonra bu malzemeye, Si@Eu (Eu katkili silika),
“telomeraz’’ antikoru baglanarak dekore edilmis ve bir immiino prob halini almistir.
Hem florofor hem de immiin etkilesimi olan bu nano sensor ©* immiinoprob’’ olarak
adlandirilmistir. Telomeraz antijenini yakalamaya hazir hale getirilmis olan bu problar ile
deneyler yapilmistir. Ticari antijen ve gercek kanser hiicrelerinden ekstrakt edilmis
antijenler ile etkilesime sokularak ortam absorpsiyon sinyalleri degerlendirilmistir. Bu
analizlerde ylizey karakterizasyonu, modifikasyonun her asamsinda yiizey potansiyeli ve
elektron mikroskobu incelemeleri, FT-IR, elektroforez, UV spektrometri ve
spektroflorometri analizleri yapilmis ve sonuglar, basarili bir sekilde rapor edilmistir. Bu

calisma neticesinde elde edilen net veriler sunlar olmustur;

1) Silika nanoyapilar 6n denemelerde bir prob haline getirilmis ve toplam demir
baglama kapasitesi (TIBC) analizi yapabilecek medikal bir sensor gelistirilmistir.

2) Silika nanoyapilar florofor problara doniistiiriilerek, yiiksek enerji doniistimlii
(YED) prob halini almis ve ticari antijen ile gergek antijeni kayda deger oranlarda
yakalamay1 bagarmistir.

3) Elektroforez analizlerinde, yiiksek enerji doniisiimlii (YED) nanoproblarin, ticari
boya olan Cy2@Green ile yarismasi sonucunda elde edilen bant goriintiileri,
dissosiyasyon davranislart ve keskinliklerden de biyo-sensor olmasinin yanisira

iyi bir belirte¢ oldugu da goriilmiistiir.

Ozetle, silika nanoyapilarin uygun ve islenebilir yapilar1 sayesinde; lantanitlerin enerji

dontistimlerinin kararlilig1 ve antikor-antijen etkilesimlerinin yiiksek seciciligi sayesinde
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hem ticari kararlilig1 yiiksek bir biyo belirte¢ sentezlenmis hem de tezin ana ¢alismasi
olan kanserin erken teshisine olanak veren, telomeraz miktarinin tayinini saptayacak bir

biyosensor basarili bir sekilde iiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor, Telomeraz Analizi, Yiiksek Enerji Doniistimlii

Nanopartikiiller, Silika Nanopartikiil.
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ABSTRACT

THE USE OF UP-CONVERSION FLUORESCENT PARTICLES AS A
BIOSENSOR FOR DETERMINATION OF TELOMERASE

MESUT KAPLAN

Doctor of Philosophy, Division of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Lokman UZUN

July 2024, 138 pages

Within the scope of this thesis study, it is aimed to develop a descriptive fluorophore-
probe that can detect telomerase from body fluid with silica nanoparticles by using the
high energy up-conversion feature of rare earth elements and the sensitive selection
ability of antibody interaction processes. Telomerase is an enzyme that has been reported
in the literature to be highly activated in cells with immortal ability (cancer cells). Based
on this, a biosensor that will detect the secretion amount of telomerase may be a hope in

treatment for general cancer screening and its early diagnosis.

Cancer, which is a very common and mortal disease today, is a disease that can be treated
if diagnosed at an early stage. Anomalies in the amount and activity of telomerase provide
preliminary information to scientists in this context. For this reason, it is aimed to develop
a fluorophore probe that can detect the presence of telomerase in body fluid with new
generation probes. In this study, silica nanoparticles were chosen as the main body. Silica
nanoparticles were synthesized by the method known as the Stober method in the
literature, and auxiliary linking groups (NH, OH, etc.) were attached to them through
modification treatments. As a preliminary test, the modified silica nanoparticles were

made with the "transferrin" antibody, which is related to iron, which has a physiologically
v



and biologically important place in the organism. The transferrin antibody was
successfully bound to basic silica nanoparticles, and its antigen capture and detection
ability and capacity were measured and reported by assays. These preliminary
experiments, conducted before the trial of high energy conversion ’silica@lanthanide’’
UCNPs probes with unique emission properties for the early diagnosis of cancer, also
became a biosensor to measure the amount of transferrin antigen in body fluid. After the
successful completion of the preliminary tests, the europium lanthanide element was
placed in the core of the synthesized silica particles in order to ensure higher and sharper
signal differences received from the protein to be measured, and this structure was
supported with an organic material that will serve as an antenna to make the signal
received higher and more permanent. Then, Si@Eu (Eu doped silica NPs) particles were
modified and decorated with "telomerase" antibody. Experiments were carried out with
these fluorophore nanoprobes, which were prepared to capture telomerase antigen.
Ambient absorption signals were evaluated by interacting with commercial antigen and
antigens extracted from real cancer cells. In these analyses, surface characterization,
surface potential and electron microscope examinations at every stage of modification,
FT-IR, electrophoresis, UV spectrometry and spectrofluorometry analyzes were
performed and the results were successfully reported. The logical data obtained as a result

of this study were as follows;

1) Silica nanoparticles have been turned into a probe in preliminary trials and have shown

promise as a medical sensor that will allow total iron binding capacity (TIBC) analysis.

2) Silica nanparticles were converted into fluorophore probes and became up-conversion
(UCNPs) probes, which managed to capture commercial antigen and real antigen at

significant rates.

3) In electrophoresis analyses, it was seen that the band images, dissociation behaviors
and sharpness obtained as a result of the competition of UCNPs nanoprobes with the

commercial dye Cy2@Green were not only biosensors, but also a good marker.

In summary, a stable immunoprobe was developed thanks to the useful and processable
structures of silica nanoparticles, the emission stability of lanthanides and the high
selectivity of antibody-antigen interactions. . A sensor platform to be used in the early
diagnosis of cancer, which is the main subject of the thesis, has been successfully

produced.



Keywords: Biosensors, Telomerase Analysis, Upconversion Nanoparticles, Silica

Nanoparticle.
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1. GIRIS

Giliniimlizde ¢ok yaygin ve Oliimciil bir hastalik olan kanser, erken donemde teshis
edildiginde tedavisi miimkiin olan bir hastaliktir. Son on yillarda kanser tan1 ve tedavisi
tizerine oldukga fazla egilmis olan biyoteknoloji bilimi bu alanda her gecen giin literatiire
yeni ¢alismalar kazandirmaktadir. Kanser tan1 ve tedavisi ile ilgili literatiirde sayisizca
calisma yapilmis ve erken teshisin 6nemi bu c¢alismalarda da vurgulanmistir. Kanser
teshisi agisindan yapilan ¢aligmalarda dikkat ¢eken bir durum ise telomeraz aktivitesinin
metabolizmadaki rolii olmustur. Telomeraz miktar1 ve aktivitesindeki anomaliler bu
baglamda bilim insanlarina 6n bilgi vermektedir. Bu gerekge ile yeni nesil problar ile
viicut sivisindan telomeraz aktivitesini arastirabilecek bir prob gelistirmek

hedeflenmistir.

Literatiirde kanserin erken teshis edilmesini amaglayan ve bundan dolayr da onun
varligini telkin eden molekiillerin tespiti i¢in bir¢ok caligma mevcuttur. Bu ¢aligsmalari
inceledigimizde, daha giivenilir, pratik, girisimsel olmayan 6l¢iim yOntemleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak, bu ¢alismalarda kullanilan problar oldukc¢a kararsiz veya
organizma agisindan hasar verici veya kararsiz ortamlar olusturmaktadirlar. Bu sebeple,
sayilan birtakim dezavantajlar1 barindirmayan, viicut sivisindan telomeraz tayini
yapabilecek problarin sentezi ve gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu tez calismasi
kapsaminda, nadir toprak elementlerinin yiiksek enerji doniisiimii (up-conversion)
Ozelligini ve antikor-antijen etkilesim proseslerinin hassas se¢im kabiliyetini kullanarak
silika nanoyapilar1 ile viicut sivisindan bazi proteinlerin tespitini yapabilecek bir
tanimlayict probun gelistirilmesi amaglanmistir. Sentezi planlanan bu problarin iiretim
stirecleri optimize edildikten sonra, antibadi etkilesimleri ile siire¢ ilerlemistir. Problarin
en belirgin 6zelliklieri ise * florofor 6zellikli olmalaridir’’. Bu 6zelliklerini ise lantanitler

sayesinde kazanmistir.

Bu problarin giincel florofor problardan {istiinliigiinii ise iki ana baglik altinda

degerlendirebiliriz:

a) Yiksek enerji doniisiimii (up-conversion) 6zelligine sahip olan nanoyapilar, giincel
floroforlar ile kiyaslandiginda, toksik degillerdir. Yanip-sonme islemi yapmazlar, 1giktan
etkilenip aktivitelerini kaybetmezler, derisim ve cinsine gore spektrum araliklar

ayarlanabilen keskin renk araliklar1 olan malzemelerdir [1].
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b) Antikor-antijen etkilesimleri sayesinde, sadece ilgili molekiile afinitesi olan malzeme,
tipki enzim-substrat iliskisi gibi, ¢ozelti i¢cinde tanima 6zelligine sahip olacagindan,

Olctimdeki hata pay1 giincel 6l¢iim yontemlerine oranla oldukga diisiik olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler 1962'de Lel ve Clark [2] tarafindan ilk oksijen biyosensoriiniin
gelistirilmesi ile tanimlandi. O zamandan bu zamana, tip, biyoteknoloji, ve biyoterérizme
kars1 savunmada, ayrica yiyecekler, igecekler ve ¢evresel-tarimsal uygulamalar gibi [3]
cesitli alanlarda aragtirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gérmiistiir. Hem doku miihendisligi
hem de rejeneratif tip ve biyomedikal miihendisligi hizla biiyliyen alanlardir ve hastalikli
hasarli doku ve organlar ya da hastalarin kayip fonksiyonlarini eski haline getirmek i¢in
tasarlanmis doku yapilariin gelistirilmesi i¢in muazzam bir potansiyel sunmaktadirlar.
Son zamanlarda, biyosensorler doku miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in

muazzam bir potansiyel gostermistir. [4, 5].

Biyosensorler, fiziksel ve kimyasal algilama tekniklerinin birlesimi ile ortaya ¢ikan, hedef
biyolojik molekiil veya bilesenler ile segici bir sekilde etkilesime giren ve bu etkilesim
sonunda ortaya ¢ikan sinyalleri vb. gibi degiskenliklerin bir algilayici sistem tarafindan
islenip, sonucun matematiksel bir ifadeye ¢evrilmesini saglayan yapilardir [6]. Ayrica,
"International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC) tarafindan, 20 yi1ldan daha
fazla stire 6nce "hedef molekiilde bulunan bir bilesige kars1 verilen kimyasal ve biyolojik
yaniti, elektriksel sinyallere doniistiirerek anlamli sonuglar veren cihazlar" olarak
tanimlanmistir [7]. Biyosensorler, organizmada bulunan biyolojik reseptorler ile ayni
prensiple c¢alismalart i¢in dizayn edilen ve birden fazla c¢esidi bulunan teknolojik
malzemelerdir. Biyoreseptorler, hedef molekiilii biyokimyasal tanima yetenegine sahip,
bu oOzelligi ile uyumlu merkezler iceren canli ve biyolojik yapilardir. Biyosensor
calismalarinda, enzimler, antikorlar, aptamerler, molekiiler baskilanmig yapilar,
aminoasit ligandlar ve farkli nanoyapilar (kuantum noktalar, dendrimerler, lipozomlar
vb.) kullanilan reseptorlere 6rnek verilebilir. Temelde bir takim modifikasyonlar ile biyo-
aktiflestirilmis bir dedektorii olusturan bilesenler, gelen sinyali degerlendirmeye
yonlendirecek bir sinyal alic1, bu sinyali anlamli matematiksel ifadelere doniistiirebilecek
bir sinyal isleyici ve matematiksel ifadeyi veri haline getirecek bir okuyucudur [8].
Dedektor veya sesnor genel olarak analizi yapilacak analit ile segici bir sekilde etkilesime
girecek biyoaktif bir bolgeyi yapisinda barindirir veya onunla donanimlastirilmis bir alet
gibidir. Elektronik diger bilesenler ise, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan biyokimyasal

siireclerdeki degisimi, anlamli sinyallere dontistiiren ve ileten yapilardir [9]. Elektronik
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boliim ise iletilen sinyali, ¢ogalticiler, sinyal islemcisi, kayit edici ve goriintiileme

sistemlerinden gecirerek sonucun okunabilir bir sekle girmesine onciiliikk ederler.

2.1.1. Biyosensorlerin Tanimi ve Tiirleri

Bir biyosensor, "analiz i¢in Oneme sahip bir molekiiliin, nicel veya nitel olarak
belirlenmesini saglayan, biyolojik bir malzemeyi fiziko-kimyasal bir materyalle
birlestirerek anlamli bir sonug veren analitik cihaz" olarak tanimlanabilir. Tipik olarak ii¢
temel bilesenden olusur’’ analit ile etkilesime girecek dedektor veya sensor, doniistiiriicii
ve okuyucudur. Biyosensorler, fizikokimyasal doniistiiriici moduna veya biyotanima

elemaninin tiiriine goére siniflandirilabilir [10].

Ornegin, elektrokimyasal ve amperometrik biyosensérler, analitin ortam kosullarindaki
elektroaktifliinden dogan veya reaktantlarin yiikseltgenmesi veya indirgenmesi
esnasinda iretilen elektrik hareketinden olusan akimi o6lger. Potansiyometrik
biyosensorler ise referans bir elektrodun potansiyeline dayanarak, ortamdaki potansiyel
degisim prensibine gore analiz yapan biyosensorlerdir. Kondiiktometrik biyosensorler,
biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle ortamda meydana gelen elektriksel iletkenlikteki
degisiklikleri dlger. Elektrokimyasal biyosensorler, hassas tespit sinirlari, yiiksek 6zgiil
deger araliklari, ergonomik ve basit yapilar1 sayesinde, iizerinde en ¢ok calisilan
biyosensorlerdir. Cagimizda ciddi bir sekilde ilerleme kaydeden elektronik alaninin son
gelismeleri sayesinde, laboratuvarlarda gercek zamanli in vivo izleme icin ¢ip istii
cihazlar veya yerinde izleme i¢in el tipi cihazlar olarak tasarlanabilmektedirler. Optik
biyosensorler, biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda emilen veya yayilan 1518in
Ol¢timiine dayanmaktadir. Optik biyosensorler absorpsiyon, floresans, liiminesans ve
ylizey plazmon rezonansi (SPR) gibi ¢esitli optik tekniklere dayanmaktadir. [11]. Bunlar
arasinda kolorimetrik biyosensorler, tespit kolayligi nedeniyle kapsamli bir sekilde

tizerinde caligilan sensor tiplerindendir.

Termal biyosensorler, biyokimyasal reaksiyonalar esnasinda agiga ¢ikan 1s1 ve sicaklik
verilerindeki dalgalanmalardan yararlanarak termal degisikliklerin 6l¢iilmesini saglarlar.
Biyokimyasal reaksiyonlarin ¢ofu serbest Gibbs enerjisinin sebep oldugu entalpi
degisikliklerini igerir ve ortam sicakligindaki degisiklikler hassas 1s1 almaglari
kullanilarak 6l¢iilebilir. Piezoelektrik biyosensorler ise biyomolekiiler aktivitelerin sebep
oldugu etkilesimler sonrasinda kiitledeki degisiklikleri 6lger. Bunun igin titresim
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frekanslar1 olduk¢a hassas olan piezoelektrik kristallerin frekans degisikliklerindeki
farklar kullanilir. Bunlarin disinda biyo-tanima biriminin tiiriine bagli olarak,
biyosensorler, niikleik asit bazli, aptamer bazli, antikor bazli, hiicre bazli ve enzim bazli

biyosensorler olarak siniflandirilabilir [7].

‘ ‘ > Elektrokimyasal
® Optik Veri
A > isleme
G Termal
' “ O > Piezoelektrik
Analit Biyoreseptor Déniistiiriicii

Sekil 2.1. Klasik bir biyosensoriin en temel bilesenleri [10].

2.1.2. Biyoreseptorler ve Biyoalgilama Bilesenleri

Bir biyosensor bileseni katalitik tip ve afinite tipi olarak siniflandirilabilir. Katalitik tip
sensorler, organelleri, hiicreleri veya dokulari, mikroorganizmalar1 ve enzimleri igerirken,
afinite tipi sensorler ise, enzimleri, protein uyumlarini, antikorlari, reseptorleri ve niikleik

asitleri igerir. Bu tiirlerin en 6nemlilerinden bir kagtanesi asagida tartisilmistir.
2.1.2.1. Enzimler

Biyosensorlerin, biyoreseptor bilesenleri olarak kullanilan enzimler genellikle spesifik
molekiillerle secici olarak reaksiyona girer. Bu rekasiyon sonunda drnegin ¢oziinmiis
oksijeni tiiketebilen ve kolayca tespit edilebilen proteinlerdir. Bunlardan en yaygin olan
molekiil ise peroksit bilesigidir. Ortamda peroksidaz enzimi var ise peroksitli bilesigi
parcalar ve agiga ¢ikan molekiillerin tespiti kalitatif ve kantitatif olarak bu enzim igerikli
biyosensor sayesinde yapilmig olur. Enzim temelli biyodedeksiyonun diger
mekanizmalart ise enzimlerin ortam molekiillerinin aktivasyon enerjisini diigiirerek
reaksiyonlarin hizlanmasi veya baglatilmasini veya inhibisyonunun saptanmasini ve
enzim Ozelliklerinin analitlerle degistirilmesini igerir. Enzim molekiilleri, jellerde
hapsedilerek, kovalent baglanmayla, ylizeylere fiziksel adsorpsiyonla veya mevcut diger
tekniklerle doniistiiriicii ylizeyleri lizerinde dogrudan hareketsiz hale getirilebilir [12, 13].
Enzim temelli dedeksiyonun avantajlari arasinda, yiiksek saflikta enzimlerin ticari olarak

bulunabilirliklerinin kolay olmasi ve enzimlerin baglanma kapasitelerinin yliksek
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ozgulligl, ¢esitli analitik teknikler ile uyumlu olmalar1 ve ¢ok ¢esitli analitleri tespit etme
yetenekleri yer alir. Enzimin etki mekanizmasi katalizor olup, reaksiyon tamamlandiktan
sonra bile enzimin kendisi degismez, dolayisiyla stirekli olarak kullanilabilir. Enzim bazl
sensoOrlerin dezavantaji, enzimin kararliliginin smirli olmasi ve enzim aktivitesinin pH,

iyonik kuvvet, kimyasal inhibisyon ve sicaklik gibi ¢esitli faktorlere bagli olmasidir.
2.1.2.2. Mikroplar

Biyosensor iiretiminde mikroorganizmalarin biyosensor bileseni olarak kullanilmasi
bircok avantaj sunmaktadir. Mikroplar, yapilar1i geregi her ortam kosulunda
bulunabilirler, adaptasyon konusunda biiyiik bir yetenege sahiptirler ve zamanla yeni
molekiilleri metabolize etme yetenegini gelistirerek bulunduklar1 ekosisteme direng
kazanirlar. Mikrobiyal yapilar, antikorlardan, ve enzimlerden daha ucuzdur. Kararliligi
korurken birden fazla karmasik reaksiyon gerceklestirilebilir. Tiim hiicreler canli veya
cansiz formda kullanilabilir. Bu yapilarin, organik bilesikleri anaerobik veya aerobik
olarak metabolize etmeleri sonucunda ortamda, amonyak, karbondioksit ve karboksilik
asitler gibi cesitli son triinler olusur. Bunlarin cesitli doniistiiriiciiler kullanilarak
izlenebilmesi nedeniyle; bu yapilar, biyosensdrlerin iiretiminde énem kazanmaktadir.
Mikrobiyal biyosensorler, toprak, hava, su ve dolayisiyla tarim ve gidada biyolojik
oksijen gereksinimine zarar veren bakteri ve pestisitlerin tespiti i¢in ¢evresel alanlarda

yaygin olarak kullanilmaktadir [14-16].
2.1.2.3. Organeller

Hiicre i¢indeki bolmelere organel denir. Her organelin (lizozomlar, kloroplastlar,
mitokondri vb.) ayr1 bir islevi vardir. Mitokondri, hiicre i¢indeki kalsiyumun
metabolizmast alanindaki fonksiyonlardan ve kalsiyuma bagl islevsel yolaklarin
diizenlenmesinden sorumludur. Yapilan c¢alismalarda, yiiksek konsantrasyonlarda
kalsiyumun varliginin, mitokondriyi kalsiyum kanallarin1 a¢gmasi ic¢in uyardigini
gostermistir. Biyolojik siire¢clerden esinlenerek, ortamdaki kalsiyum konsantrasyonlarini
6legmek i¢in bu yontem kullanilabilir. Su kirliligini tespit etmek i¢in mitokondrinin

kullanilmasi ise organellerin biyosensor alanlarindaki bir bagka uygulamasidir [17].
2.1.2.4. Hiicreler ve Dokular

Hiicreler sahip olduklar1 yiliksek hassasiyetleri nedeni ile cevrelerine karsi oldukca
duyarhdirlar. Bu etkilesimleri sayesinde biyolojik reseptorler olarak kullanilir. Yiizeylere

yapisma hiicrelerin 6nemli bir Ozelligidir ve hiicrelerin kolayca hareketsiz hale
6



getirilmesini saglar. Bunlar genellikle stres kosullari, toksisite, organik tiirevler gibi ortak
parametreleri kaydetmek veya ilaglarin terapdtik etkilerini izlemek ve iyon doniistiirticii
ve secici reaksiyonlarin siireglerinde de belirteg olarak kullanilir [18, 19]. Dokular biiytik
miktarda enzim igerdiginden biyosensorlerde de kullanilirlar. Hareketsiz hale
getirilmeleri daha kolaydir ve hiicre ve organellere gore daha yiiksek aktivite ve kararlilik
sergilerler. Onemli avantajlar arasinda diisiik maliyet ve uygulama icin gerekli

kofaktorlerin varligi yer alir [20].

Dezavantajlar1 arasinda, reaksiyonu karmasik hale getirebilen, belirsiz ve daha az

giivenilir verilere sebep olan istenmeyen enzimlerin varlig1 yer almaktadir.
2.1.2.5. Antikor Temelli Biyosensérler: immiinosensorler

Antikorlar, reseptor olarak uzun siiredir biyosensorler dahil olmak iizere farkli analitik
sistemlerin gelistirilmesinde ilgi uyandirmistir. Antikorlarin hedef molekiillerine yiiksek
afiniteleri sayesinde, antikor ve antijen baglanmalarinin baglanma sabitleri oldukca
yiiksektir. Bu sebeple anikor ve antijen etkilesimlerinin hassasiyeti, insan 6rneklerinde
tespit amacli pratik yontemler olarak kullanilir [21]. Antikorlar, glikoprotein yapidadirlar
ve Ustiin segicilik 6zelligine sahiptirler. Organizmada bulunan antijenik yapilarin
tanimlanmasi siirecinde, B lenfositler tarafindan iiretilirler. Y seklindedirler ve iki adet
tanimlama bolgeleri bulunur. Antikor temelli biyosensorler, immiinobiyosensorler olarak
da isimlendirilirler. Antikorlar genellikle amin, karboksil, aldehit veya siilfo gruplarinin
koordinasyonu ile modifiye edilirler. Immiinosensérler, ¢evresel numunede patojenik
olmayan mikroorganizmalarla ¢apraz reaksiyona girmeden ¢esitli antijenleri belirlerler.
Ayrica, immiinosensorler uygun bir antikorun gelistirilmesi ve daha sonra bir test formati

ile basitlestirilebilir [6, 22, 23].
2.1.2.6. Niikleik Asitler

Oligoniikleotidler, sinyal doniistiiriiciiler kullanilarak niikleik asit biyosensorlerine dahil
edilir. Oligoniikleotid problari, DNA/RNA pargalarint tespit etmek ic¢in transdiiser
tizerinde fiksasyonu yapilir. Tespit siireci, DNA'nin tamamlayict niikleotid baz ¢ifti
koduna dayanmaktadir: adenin (A): timin (T) ve sitozin (C): guanin (G). Sensor i¢gindeki

hibridizasyon problari, hedef diziyle baz ¢iftleri olusturur ve bir sinyali liretir [24].



2.1.3. Biyodoniistiiriicii Bilesenleri

2.1.3.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler esas olarak hibritlesmis DNA'y1, glikoz konsantrasyonunu
vb. tespit etmek i¢in kullanilir. Elektrokimyasal biyosensorler elektriksel parametrelerin
Olctimiine gore (i) kondiiktimetrik, (i1) amperometrik ve (iii) potansiyometrik olarak
siniflandirilabilir. Elektrokimyasal biyosensorler genel olarak ii¢ elektrot icerir: bir adet
referans elektrotu, bir adet calisma elektrotu ve bir adet de karsi elektrot. Hedef
molekiiller i¢in reaksiyonlar, calisma elektrot yilizeyinde meydana gelir. Bu reaksiyon,
elektron transferine neden olur veya ortam potansiyeline katkida bulunabilir. Bu tiir
biyosensorler iletken bir polimerle kaplanmis yalitkan bir substrat iizerine bir elektrot
modelinin serigrafi yontemi ile baskilanmasi ve proteinler ile modifiye edilmesi sonunda
olusturulur. Biyosensor bilesenleri oldukca segici oldugundan ve sinyal iletken polimer
tabakasindaki elektrokimyasal ve fiziksel degisikliklerle {iretildiginden, tiim

biyosensorler tipik olarak minimum numune hazirlama gerektirir.
2.1.3.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler prensipte 1s18in kirmmiminin yarattigi degisikliklerin veya 1s1k
yolundaki sapmalarin 6l¢limiine dayanir. Bu sensorler, doniistiiriicii yiizeylerde
hareketsiz hale getirilmis reseptorlerin aktivitelerinin sonucunda olusan kimyasal
baglanma veya ayrisma vb. etkilesimlerin sonucu olarak 15181n davranisinin degisimini
analiz ederler. Is18in 6zelliklerindeki degisikliklere sebep olan parametreler ise, kiitle,
konsantrasyon ve molekiil sayilaridir. Bu sebeple, bu parametrelerdeki degisiklik 1s181n
Ozelligini etkiledigi anda aradaki fark anlamli bir algoritma ile tayinine olanak saglar.
Ayni prensiple calisan en yaygin ydntem ylizey plazmon rezonanst (SPR) ve
elipsometridir. Arastirmacilar bakteriyel patojenleri optik olarak tespit etmek i¢in bu

yontemleri siklikla kullanmaktadirlar [25, 26].

2.1.3.3. Diger Biyosensorler: Akustik, Termometrik, Manyetik ve Piezoelektrik

Biyosensorler.

Biyosensorlerde kullanilan akustik transdiiserler, toplu veya ylizeyel akustik dalgalarina
dayanmaktadir. Elektriksel iletkenlik, kiitle yogunlugu, elastikiyet, viskoelastisite ve
elektriksel iletkenlik gibi fizikokimyasal 6zelliklerdeki degisikliklerin tespit edilmesiyle
elde edilir [27]. Kalorimetrik doniistiiriiciiler ise biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle

Olciim bolgesindeki sicaklik degisikliklerine dayanir [28]. Sicaklik 6l¢iimiiniin, manyetik
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ve piezoelektrik doniistiirticiilerin  simdiye kadar doku miihendisligi uygulamalari

tizerinde pratik bir etkisi olmamistir [29].

2.1.4. Biyosensorlerin Doku Miihendisligindeki Uygulamalari

Biyosensorler, doku miihendisligi uygulamalarinda, o6zellikle ii¢ boyutlu hiicre
kiiltlirlerinin siirdiirtilmesinde ve glikoz, adenosinler ve hidrojen peroksit seviyeleri gibi
hiicre ve dokularin kaderini belirleyen biyomolekiil konsantrasyonlarinin énemli roller
oynadig1 "organ-on-a-chip" modellerinin gelistirilmesinde c¢ok biiyiikk 6neme sahip
olabilir [30]. Canli hiicrelerin, oksijen tiiketimindeki degisiklikler, ortamimn pH
dengesindeki  dalgalanmalar, membran ylizey potansiyelleri, iyon degisim
konsantrasyonlari, ortama proteinlerin salimi1 ve birden fazla metabolik bilesiklerin
olusturdugu ¢esitli fiziksel ve kimyasal sinyalleri ilettigi iyi bilinmektedir [31]. Bu

analitlerin izlenmesi, hiicresel aktiviteler hakkinda gercek zamanli olarak fikir verebilir.
2.1.4.1. Kiig¢iik Molekiillerin Tespiti

Klinik uygulamalarda, kan sekeri konsantrasyonunun biyosensor tabanli izlenmesi,
yiiksek seviyelerde glise edilmis hemoglobin (HbAIc¢) igceren diyabetin dogru bir sekilde
belirlenmesi i¢in Oonemli bir teshis yontemi haline gelmistir. Bunun yaninda, doku
miithendisligi uygulamalarinda, kiiltiir ortamindaki glikozun ger¢ek zamanli izlenmesi
ise, hiicresel metabolik aktivitenin bir gostergesi olarak degerlendirilip arastirmalarda
kullanilir [29, 32]. Kan sekeri seviyelerinin izlenmesine yonelik birgok farkli biyosensor
yaklagim vardir. Bu yontem, kandan ve interstisyel sividan glikoz oksidaz veya glikoz
dehidrojenazi tespit etmek i¢in siklikla kullanilan elektrokimyasal biyosensorleri kullanir
[33]. Glikoz tespiti icin, aktif olmayan apoenzimler, birtakim reseptorler ve baglayici
proteinler kullanilarak iiretilen optik biyosensorler bir¢ok ¢aligmada rapor edilmistir. Bu,
tersine ¢evrilebilir, implante edilebilir veya hat i¢i sensor sistemlerinin gelistirilmesine
yonelik alternatif stratejileri ve yaklagimlari igerir [34]. Arastirmalar girisimsel olmayan
bir sekilde, glikoz igerigini 6lgmek icin bazi tekniklerin revizyonuna veya yeni teknikler
kesfetmeye odaklanmistir. Son yillarda teknolojideki bazi {imit verici gelismelere
ragmen, halen klinik pratikte kullanimda olup da girisimsel olmayan ara¢ yoktur [35].
Bunlarin aksine, daginik yansima spektroskopisi [36], termal emisyon spektroskopisi
[37], polarimetri [38], absorpsiyon/gecirgenlik spektroskopisi [37], fotoakustik
spektroskopi [39] ve yakin kizil6tesi spektroskopi (NIRS) [40], kan sekeri diizeylerinin

giivenilir degerlerle 6l¢iilmesinde umut verici bagarilar gostermistir.
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Hernekadar bu yontemler basarili olsa da, zayif glikoz absorpsiyon bantlari
(kombinasyon bantlar1), yanit verilebilirlikteki kisitlamalar ve sistemin diger
bilesenlerinden gelen ¢esitli istenmeyen bantlarin varlig1 nedeniyle oldukca yavastir. Ote
yandan, orta kizilotesi (MIR) bolge, belirgin bir glikoz emilim bandi icermesine ve insan
kaninda izole bant vermeesine ragmen, sudan kaynakli absorpsyion ve arka plan
dalgalanmalar1 nedeniyle verim diisiik olmaktadir [41]. Fotoakustik [39] ve termal
radyasyon yontemlerinde de [42] su varligi girisimde bulunmaktadir ve sonuglari
etklemektedir. Son zamanlarda, MIR arali§inda siirekli veya aralikli glikoz izleme i¢in
girisimsel olmayan ve temassiz bir teknik olan dalga boyu modiilasyonlu diferansiyel
lazer fototermal radyometri (WM-DPTR) gelistirilmistir. Bu, in vitro olarak insan
derisindeki serum glikoz seviyelerini 6l¢mek i¢in uygulanabilir [43, 44]. Nanobiyosensor
teknolojilerinin glikoz konsantrasyonlarinin izlenmesindeki uygulamalar oncelikle,

diyabetik hastalarda kan glikoz seviyesinin dl¢lilmesine yonelik dizayn edilmektedir [45].

Hiicreler tarafindan glikoz tliketimi hiicresel metabolizmanin en iyi gostergesi
oldugundan, bu teknikler benzer sekilde tasarlanmis doku yapilariin iiretimi, gogalmasi
ve biiylimesi sirasinda hiicresel metabolizmay1 gercek zamanli olarak izlemek igin

kullanilabilir [46].

Hidrojen peroksit (H20:) hiicre ve doku kiiltiirlerinde oksidatif stres veya hipoksik strese
sebep olur. Yapisi geregi parcalandik¢a oksijen ve hidrojen gazi agiga cikartir. Bu sebeple
doku miihendisligi ve klinik uygulamalarda peroksit tespiti biiyiilk 6nem tasimaktadir.
Peroksit oOlc¢timii icin, elektrokimya, fotometri ve titrasyon yontemleri mevcut analitik
yontemler arasindadir [47]. Yiiksek H2Oz seviyeleri (tipik olarak 50 M), cesitli hayvan,
bitki ve bakteri hiicrelerinin yani sira insan i¢in de sitotoksiktir. Anormal H>O» seviyeleri
biyolojik sistemlere son derece zararlidir. H»O» tespiti i¢in floresans bazli ve
elektrokimyasal yontemler doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Ancak bahsedilen tekniklerin, diisiik hassasiyeti, diisik H»>O» 06zgiilliigli, biyolojik
ortamlara uygulanma zorlugu gibi baz1 dezavantajlar1 vardir. Enzim bazli amperometrik
biyosensorler gorece yiiksek duyarliliklar1 ve secicilikleri sayesinde ilgi odagi olmustur
[48, 49]. Son derece hassas ve stabil olan sensorlerin gelistirilmesi, enzimlerin kati
elektrot ylizeylerine etkili bir sekilde baglanmasindan kaynaklanir [49]. H>O; tespiti i¢in
elektrot yiizeyindeki enzimleri verimli bir sekilde hareketsiz hale getirmek i¢in ¢ok sayida
strateji gelistirilmistir. Bu stratejik calismalar, polimerleri [50], kuantum noktalar1 [51]
ve ¢esitli nanomalzemeleri [52, 53] igerir ki bunlar arasinda nanomalzeme tabanli
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metotlar, bu amagcla en ¢ok arastirilan ydntemler haline gelmistir. Ornegin, giimiis (Ag)
nanopartikiil temelli elektrokimyasal biyosensorler, elektrot icin 6nemli bir bilesen olarak
kullanilmaktadir. Xu ve arkadaslari, camsi karbon (GC) elektrodu iizerinde hemoglobinin
(Hb) dogrudan elektrokimyasina dayal1 bir H>O» biyosensorii gelistirmislerdir. Hb, GC
elektrotunda  farkli bir redoks pik seviyesi gostermis ve yiliksek hassasiyetli,
tekrarlanabilirliligi olan ve stabil bir davranis sergilemistir [54]. Nanobiyosensorlerin bir
parcast olan nanoproblar H»O>'yi, floresans, lokalize yiizey plazmon rezonansi,
kemiliiminesans, yakin kizilotesi absorpsiyonu ve elektrokimyasal yontemler gibi
yontemleri kullanarak, nanopartikiillerden olugan matris malzemeleri ve enzimlere baglh
olarak  kullanarak saptayabilmektedirler [55-57]. H2O» tespitinde sensorlerin
kullanilmasimin hem ex-vivo hem de in-vivo doku miihendisliginde belirli avantajlari
vardir. Genel olarak nanoproblar, biyolojik hiicrelerin boyutundan ¢ok daha kii¢iik olan
10-500 nm boyut araligindadir ve bu, dl¢timler yapilirken hiicrelere veya dokulara verilen
fiziksel rahatsizli81 en aza indirir. Ayrica, nanoproblar ¢ok islevlilik sunar ve hedefe 6zgii
ligand parcalarinin nanopartikiille dekore edilmis elektrot yilizeyine konjuge edilmesiyle

doku veya hiicreye 0zgii hale getirilebilirler.

Hiicre dis1 adenozin difosfat (ADP) ve adenozin trifosfat (ATP), kanda, kalpte ve
karacigerde bulunan ¢ok islevli hayati molekiillerdir. ATP, hiicresel metabolizmadaki
ana roliiniin yaninda énemli bir hiicre dis1 sinyal ajani1 olarak kabul edilmektedir. Ozellikli
plazma zar reseptorlerini aktive eder ve bir dizi fizyolojik yolun stimiilasyonunu saglar.
Lisiferaz enzimi temelli yontemler, adenozinleri tespit etmek i¢in uzun siiredir
kullanilmaktadir. Ancak, diisiik hassasiyetleri ve ¢Oziiniirlikkleri sebebi ile in vivo
uygulamalar1 smirhdir. Sonu¢ olarak, ATP o6l¢limii icin alternatif ve daha uygun
yontemlere ihtiya¢ vardir. Biyosensorler yerinde ve gercek zamanli, hiicre disi ATP
Olclimii ve hassasiyet gerektiren in vivo uygulamalar icin birer segenek halini almiglardir

[58, 59].

Hiicre dis1 ATP, ADP ve iiridin trifosfatin (UTP) yasamin diizenlenmesinde ciddi bir rolii
vardir. Apoptoz ve nekroz, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre gogii ve farklilasmasi, sitokin
sekrasyonu gibi ¢esitli biyolojik reaksiyonlarda rol oynamaktadir [60]. Niikleotidlerin
sinyallemesi, bagisiklik sisteminin olgunlagsmasi, norodejeneratif bozukluklar,
iltihaplanma-yang1 ve kanser gibi bir¢cok dnemli fizyolojik ve patolojik olayda rol oynar.
In vivo olarak hipoksi, travma, iskemi, kanser ve inflamasyon gibi bir¢ok hastalikta hiicre
dis1 ATP konsantrasyonlar1 100 uM'ye kadar c¢ikabilmektedir [61]. Tipik olarak hiicre
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stipernatanlarindaki hiicre dis1t ATP, standart bir biyoliiminesans lusiferin/lusiferaz tayini
kullanilarak o6l¢iiliir. Ancak bu yontem, hiicre disi ATP konsantrasyonunun gergek
zamanli Ol¢iimiine izin vermez. Llaudet ve arkadaslari, ATP'nin in vivo 6l¢iimleri i¢in bir
mikroelektrot kayit sistemi gelistirerek ATP’nin 6l¢limiinii engelleyecek girisimleri bosa
cikartmislardir [58]. Baska bir grup ise, ndronal rejenerasyon i¢in, graniiler birincil hiicre
kiiltiirtindeki piirini dlgecek bir mikroelektrot biyosensorii gelistirmistir [62]. Schneider
ve arkadaglari, ATP saliminin kaynagini belirlemek ve ATP konsantrasyonunu 6lgmek
icin ATPaz igeren S1 miyozinin fragmani ile modifiye edilmis bir prob tasarlamiglardir
[63]. Hayashi ve arkadaslari, ATP salan hedef hiicrelerin yakinina yerlestirilebilen bir
biyosensor gelistirmiglerdir [64]. Bu teknikler hiicre dist ATP saliminin Sl¢iilmesinde
dogru olsa da klinik uygulamalar i¢in karmasiktirlar. Son zamanlarda Xie ve arkadaslari,
standart mikroplaka okuyucular1 kullanarak basit, etiketsiz, yiiksek verimli ATP tespiti
icin yeni bir dizi lokalize yiizey plazmonu (LSPR) ¢ipi gelistirmislerdir. Bu ¢alismaya
gore oldukca verimli sonuglar kayit edilmis ve LSPR sensor ¢ipinin, doku miihendisligi
uygulamalarinda biyolojik 6rneklerin eser analizlerde yiliksek verimli tespiti igin

kullanilabilecegini 6ne stiriilmiistiir [65].
2.1.4.2. Fonksiyonel Protein Molekiillerinin Tayini

Teshis ve tedavi i¢in, farkli mikrogevre kosullar: altinda hiicrelerden salinan biyolojik
enzimler gibi fonksiyonel protein molekiillerinin aktivitesini 6lgmek Onemlidir. Bu
durum i¢in de doku miihendisligi uygulamalarina yonelik hiicre biyolojisinin temellerini
anlamak ve bunu islevsel hale getirmek gerekmektedir. Bu sebeple de fonksiyonel
proteinlerin tayinine yonelik arastirmalar oldukca 6nemlidir. Proteinaz ailesinin iiyeleri
olan matris metaloproteinazlar (MMP'ler), dogal doku rejenerasyon programinda
biyolojik bir yanit olarak hiicreler tarafindan salinirlar [66]. MMP'ler, kanser dahil farkli
patolojik durumlara yanit olarak degiskenlik gosteren miktarlarda salinir. Bu nedenle
MMP proteinleri, biyosensorler kullanilarak tespit edilebilen ve oOlgiilebilen cesitli
hastalik durumlart i¢in de biyobelirte¢ olarak gorev yapabilen fonksiyonel proteinlerdir.
Giiniimiizde kolorimetrik bir yontemle proteinaz aktivitesini 6lgmek icin, ticari olarak
temin edilebilen proteinaz tan1 kitleri kullanilmaktadir [67]. Bu sistemlerde ¢cok kullanilan
enzime duyarli polimerler, biyolojik cihazlarda algilama elemanlar1 olarak da popiilerdir
[68]. Bu durumlarda, floresan molekiilii, peptid dizisi yoluyla sondiiriiciiye baglanir ve
peptid dizisinin proteinaz enzimi tarafindan boliinmesi, hedef proteinin
konsantrasyonunu ve aktivitesini izlemek i¢in Olgiilebilen bir floresan sinyali iiretir [69].
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Ancak bu etiketleme yontemi, 6zellikle 3D in vitro doku kiiltiirii kosullarinda yetersiz

miktardaki biyomolekiillerin tespiti i¢in uygun olmayabilir.

Son zamanlarda olduk¢a hassas optik biyoalgilama yontemlerine dayanan etiketsiz
biyosensorler gelistirilmistir [70]. Bu tiir biyosensorler, in vitro hiicre kiiltiirii kosullarinin
ve otofaji ve proteostaz gibi hiicre dis1 proteinlerdeki anormalliklerin gercek zamanl
izlenmesini saglamaktadir [71]. Biyofotonik temelli biyosensorler, hiicre dist
proteinlerin, enzimlerin, hormonlarin ve ¢dziiniir molekiillerin konsantrasyon seviyelerini

gergek zamanl tespit etmek i¢in de kullanilabilir.

Biyosensorler sayesinde girisimsel olmayan yontemler ile kan orneklerinden kanserin
erken teshisi yapilmaktadir. Akciger kanserinin erken tanis1i ig¢in, serumdaki
karsinoembriyonik antijen (CEA) ylizey plazmon rezonansi (SPR) sensorii sayesinde
tespit edilmistir [72-74]. Kanserin erken teshisi i¢in epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR) biyobelirteclerinin saptanmasinda ¢ip lizerinde laboratuvar (lab-on-a-chip) ve
optik biyosensdrler kullanilmistir [75]. Tasarlanmis tiimér modellerinde, floresan bazli
biyosensorler, klinik teshiste biyobelirteclerin erken saptanmasi, hastalik ilerlemesinin ve
tedavi/terapdtiklere yanitin izlenmesi igin yararli araglar sunmaktadir [76]. Protein
kinazlar, hiicre sinyal yollarinda ve hastalik ilerlemesinde ana proteinlerdir ve
biyosensorler kullanilarak da saptanabilen farkli terapotiklere yanit olarak gercek zamanh
biyobelirtegler olarak hareket edebilirler [77]. Bir¢cok biyobelirtecin normal araliklar
nanogram ve pikogram seviyelerindedir ve bu eser miktarlar yalnizca uygun ylizey
kimyalari, nanomalzemelerin islevsellestirilmesi ve sinyal amplifikasyonu metadoloji ile
olguk¢a hassas bir bicimde tayin edilebilir. Ote yandan, algilayici molekiil ile hedef
arasindaki girisim, serum veya ger¢ek hasta numunelerinde spesifik olmayan baglanma,
hedefin kii¢iik boyutu ve sensorlerin mikroakiskan sistemlerinin 6lgiim siirecine etkisi
gibi sorunlar, biyosensor sistemlerindeki en biiyiik zorluklardir ve iistesinden gelinmesi

icin daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.
2.1.4.3. Diger Analitlerin Tayini

Patojenik mikroorganizmalarin tespit edilmesi i¢in farkli tiplerde biyosensorler
gelistirilmistir. Escherichia coli'nin dolayli tespiti i¢in amperometrik biyosensorler ve
Salmonella enterica'nin dogrudan tespiti i¢in potansiyometrik biyosensorler
gelistirilmistir [78]. Enterobacteriaceae cinsi bakterilerin piezoelektrik immiino sensorler

tarafindan kolayca tespit edilebilirligi rapor edilmistir [79]. Neisseria meningitidis ve
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Brucella melitensis, 151k konsantrasyonu farki ile bir potansiyometrik sensor tarafindan

tespit edilmistir [80].

Endotoksinler, ates, ¢coklu organ yetmezligi, septik sok, sepsis, meningokoksemi ve
norolojik sakatlik ve isitme kayb1 gibi ciddi morbiditelere neden olan tiim gram negatif
bakterilerin dig hiicre duvarinin karmasik lipopolisakkaritleridir (LPS). Biyolojik ve
medikal iiriinlerde, rekombinant bazli terapdtik iirlinlerde, tibbi cihazlarda, serolojik
irtinlerde, gida ve su giivenliginde kalite kontrolii i¢in endotoksin analizi hayatidir [80].
E. Coli endotoksini, alt saptama sinirinin 10 ng/mL oldugu ve saptama siiresinin 30 saniye
oldugu floresan teknigi kullanilarak saptanmistir [81]. Salmonella minnesota kaynakli
endotoksin, bir amperometrik biyosensor kullanilarak 0,1 ng/mL seviyesinde [82] ve bir
piezoelektrik biyosensor tarafindan 0,1 pg/mL seviyesinde tanimlanmistir [83].
Viriislerin tespiti ve karakterizasyonu ve de miktarinin belirlenmesi, sanitasyon ve gida
tiretiminden teshis ve terapotiklere kadar ¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in gereklidir [84, 85].
Dang virlisii, optik biyosensor [86], insan bagisiklik eksikligi viriisii (HIV) SPR, EIS
biyosensorii [87, 88] ve Hepatit C viriisiiniin neden oldugu karaciger iltihab1 optik ve
kuvars kristal mikroterazi (QCM) biyosensorii kullanilarak etkili bir sekilde tespit
edilmistir [89, 90].

2.1.5. Biyosensorlerde Giincel Modeller

2.1.5.1. Kuantum Nokta Tabanh Optik Biyosensorler

Yari iletken kuantum noktalar1 (KNo), kaydadeger kararliliklar1 ve miikemmel kuantum
sinirlama etkileri nedeniyle in vitro (biyosensorler ve kimyasal sensorler) ve in vivo
(girisimsel olmayan derin doku goriintiileme) hastalik teshisi i¢in en umut verici optik
goriintiileme ajanlaridir  [91]. KNo'lar genis uyarilma dalgaboylarma ve dar
boyutlanabilme (5-10 nm ¢ap), ayarlanabilir emisyon spektrumlarina ve dar emisyon bant
genisliklerine sahiptirler. Bu benzersiz 6zellikler, KNo'larin biyoloji, biyosensorler,
elektronik ve giines pilleri gibi c¢esitli alanlarda kullanimimi kolaylastirir [92-94].
KNo'larin, peptidler, niikleik asitler veya hedefleme ligandlari ile yiizey modifikasyonu
ve dekorasyonu, baglanti yoluyla yeni multimodal prob tabanli biyosensorlerin
gelistirilmesine ilham vermistir. KNo'larin floresan yogunlugu oldukga kararli ve hassas
oldugundan, kimyasal veya fiziksel etkilesime dayal1 floresans transdiiksiyonu, ylizeyde
dogrudan fotoliiminesan ya da soniimlenme ile olusur. KNo’lar serbest iyonlari, pH

degerlerini, organik bilesikleri ve biyomolekiilleri (niikleik asitler, protein ve enzimler)
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ve diger biyolojik molekiilleri algilama olasiliklar1 sebebiyle genis uygulama alanlar
bulmustur [95-98]. Bazi KNo'larin toksik etkileri endise yaratmaya devam etse de,
KNo'larin doku miihendisliginde enzimleri ve biyomolekiilleri tespit etmek igin

uygulanmasindaki son gelismeler, biyoalgilama arastirmalarinda 6nemli basarilardir [99].
2.1.5.2. Karbon Nanotiip Temelli Biyosensorler

Karbon nanotiipler, benzersiz kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, yapilar1 geregi kendilerine
has 6zellikleri olan ve neredeyse her alanda kullanilan malzemelerdir. Karbon nanotiip
bazl1 biyosensdrlerin en yeni ve umut veren tarafi ise, in vitro sistemlerde kanserin erken
tespitinde kullanilmasidir [100]. Spesifik antikorlarla kaplanmis karbon nanotiip
ylizeyleri, ilgilenilen proteinleri veya viriisleri tespit etmek i¢in kullanilabilir. Karbon
nanotiipleri, dehidrojenaz, peroksidaz, katalaz, DNA, glikoz ve enzim sensorleri gibi
potansiyel uygulamalar i¢in genis c¢apta incelenmistir [101]. Karbon nanotiip bazli
elektrokimyasal doniistiiriiclilerin, niikleik asit tespiti i¢in amperometrik enzim
elektrotlarinin, immiinosensodrlerin ve biyosensorlerin aktivitesini dnemli Olciide
arttirdig1 gosterilmistir [102]. Karbon nanotiiplerin gelistirilmis performansi, esnekligi ve
Ozellikleri, Ornegin hiicre ¢ogalmasint ve desenlenmesini gelistirerek doku

miithendisliginin sinirlamalarinin {istesinden gelmek i¢in 6nemli bir alternatifi temsil

edebilir.
2.1.5.3. MEMS/NEMS Temelli Biyosensorler

Biyosensorlerin  minyatiirlestirilmesine yonelik artan ihtiyag, mikroelektromekanik
sistemlere (MEMS), nanoelektromekanik sistemlere (NEMS) ve mikroakiskan veya ¢ip
tizerinde laboratuvar sistemlerine dayali biyosensorlere olan ilginin artmasina neden
olmustur [103-105]. Bu tiir minyatiirlestirilmis sistemler hem ekonomik agidan hem
kullanic1 agisindan daha uygun olmaktadir. Yiizeyel alan artmasindan kaynakli daha
dogru, analite spesifik, daha hassas ve giiclii biyoalgilama cihazlar1 saglar [106]. MEMS
tabanli biyosensorlerde kullanilan farkli yontemler arasinda mekanik, optik, manyetik,
biyokimyasal ve elektrokimyasal sensdrler bulunur. Mekanik MEMS biyosensorleri,
ylizey gerilimindeki degisiklikler ve kiitledeki degisiklikler olmak {izere iki faktdrden
birine dayali olarak tasarlanmistir. Manyetik MEMS biyosensorlerinde manyetik,
paramanyetik veya ferromanyetik nanopartikiillerin konjugasyonu kullanilmis ve optik
algilama yontemlerinde organik boyalar, yari iletken kuantum noktalar1 ve diger floresan

problar kullanilmistir. Analitlerin konsol iizerindeki biyokimyasal reaksiyonu ve
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adsorpsiyonu, yiizey stresinde degisikliklere neden olur. Elektrokimyasal MEMS tabanli
biyosensorler, potansiyometrik, amperometrik veya kondiiktometrik algilamada

kullanlmaktadir [107, 108].
2.1.5.4. Grafen Tabanh Biyosensorler

Grafen bazli biyosensorler, gosterdikleri iyi biyouyumluluk davranislari genis spesifik
ylizey alani, diisiik tiretim maliyeti, yliksek elektrik iletkenligi ve iyi bir elektrokimyasal
kararlilik Ozellikleri gOstermesi sayesinde bilimsel ve teknolojik acidan ilgi odagi
olmustur [109, 110]. Grafenin iki boyutlu yapis1 sayesinde elektronik konjugasyon
molekiiler diizlemde desteklenir ve yiizeyini diger kimyasal tiirler i¢in optimum hale
getirir. Bu nedenle grafen, doku miihendisliginde c¢esitli biyosensor cihazlarinin

imalatinda tercih edilen bir se¢enek haline gelmistir [111, 112].

Grafen tiirevleri, 6zellikle 0D grafen kuantum noktalar1 (Gdots), grafen veya karbon
liflerinden tiiretilen fotoliiminesan malzemelerdir [113]. Gdot'lar, kuantum sinirlandirma
ve geometrik kombinasyonundan dolay1 ¢cok benzersiz optik dzelliklere sahiptir. Coklu
uyarma/emisyon spektrumuna sahip ultra nano boyutlu Gdot'lar, g¢esitli kimyasal ve
biyolojik  analizler icin  elektronik, fotoliiminesans, elektrokimyasal ve
elektrokemiliiminesans sensorlerinin imalatindaki uygulamalar i¢in umut verici
olabilirler [114]. Gdot'lar, yanip sonme, diisiik toksisite, yiiksek fotokararliliklari
nedeniyle organik boyalar ve kadmiyum bazli Qdots gibi diger iyi bilinen optik
gorlintiileme ajanlarindan daha {istiindiir. Bu benzersiz 6zellikler Gdot'un elektronik,
elektrokemiliiminesan, elektrokimyasal ve fotoliiminesan sensorlerde kullanilmasina
olanak tanir [115]. Elektronik sensorlerde G noktalar1 esas olarak tek elektronlu
transistorlere dayanan yiik sensdrleri i¢in kullanilirken, grafen alan etkili transistorlerde

yaygin olarak uygulanir [116].

Grafen veya karbon fiberlerden mavi, yesil, sar1 ve kirmizi G noktalarini sentezlemek i¢in
cesitli yontemler rapor edilmistir [113, 117]. G noktalarinin renkleri, S ve N'nin boyutu,
sekli, uyarimi, pH'1, bant aralig1, oksidasyon derecesi, yiizey islevsellestirmesi ve katkisi
gibi temel faktorlerle iliskilidir. Gdotlar, yiik-yiik etkilesimleri yoluyla, Ag** ve Fe** gibi
herhangi bir pozitif yiikii tespit etmek i¢in ¢ok uygun olduklar1 gibi ayarlanabilir
ozellikleri sayesinde de, enzim immobilizasyonu, ssDNA tespiti ve viriis alt gruplarinin
tespitinde klullanilmaktadir [118]. Gdots'un yiizeyinin altin dekorasyonu (Au) ile

fonksiyonellestirilmesi sonucunda H>O» tespiti i¢in genis bir aralik ve diisiik tespit limiti
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sunmaktadir. Gdotlar, Cd**, sistein ve ATP'yi saptamak icin elektrokemiliiminesans
sensoril olarak da kullanilmistir [106]. Diisiik sitotoksisite, diisiik maliyet, miikkemmel
cOziinlirlik ve etiketleme kolayli§i da yeni elektrokemiliiminesans sensorlerin

gelistirilmesi i¢in caziptir.

Onceki boliimde bahsedildigi gibi glikoz biyosensorleri doku miihendisliginde hiicrelerin
metabolik aktivitesini siirekli 6lgmek i¢in kullanilabilir. Grafenin Onciisii olan grafen
oksit (GO), fosfat tamponlu salinde (PBS) glikozu tespit etmek i¢in yeni bir yliksek
verimli enzimatik elektrot olarak kullanildi [119]. Glikoz oksidazin (GOX) amin
islevselligi, GO’nun karboksil grubu iizerinden kovalent olarak baglidir. Kimyasal olarak
indiiklenen grafen ile immobilize edilen GOX’un elektrokimyasal davranigi ayrintili
olarak incelenmistir [120]. Hareketsizlestirilmis GOX elektrodu, sabit elektron transfer
kinetigi sayesinde dogal yapisini ve katalitik-kinetik aktivitesini korumustur. Bunun
yaninda kimyasal olarak indiiklenen grafenin elektrokatalitik aktivitesi, PBS'deki
glikozun tespiti i¢in gelismis elektrokatalitik aktivite gostermistir. Boylece gelistirilen
elektrot, harika hassas se¢icilik ve tekrarlanabilirlik sergileyerek diisiik maliyetli glikoz
Olctim cihazlarinin tretiminde kullanim potansiyelini ortaya koymustur. Bu sebeple
grafen bazli nanokompozitler glikoz biyosensdrlerinin {iretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir [121-124]. Grafen/altin nanopartikiil (AuNP)/Nafion nanokompozit
biyosensorii, glikoza tipik katalitik oksidasyon tepkisi gostermis ve tepki, glikoz
eklendiginde artis gostermistir [122]. Grafen bazli glikoz biyosensorlerinin algilama
etkinligi ve tespit sinirinin GOD'un elektrokimyasal reaksiyonunu katalize etmek igin
giimiis nanopartikiil (AgNP)/AuNP hibriti kullanildiginda da artis gézlenmistir [125].
Gelistirilen biyosensoriin uzun vadeli kararliliklar1 30 giin boyunca incelenmis ve
elektrotun GOX immobilizasyonundan sonra bile stabil kaldigin1 ve biyosensoriin genis
bir dogrusal aralikta hizli tepki ve yliksek hassasiyetle ¢alistigi rapor edilmistir [123].
Bununla birlikte, Kang ve arkadaslar1 tarafindan grafen/kitosan nanokompozit
biyosensoriiniin standart sapmasi ve tespit limitinin platin nanopartikiil (PtNP)
yoklugunda diistiigii rapor edilmistir [126]. Iyonik siv1 ile modifiye edilmis grafen
elektrotlar mitkemmel yanit siiresi, <5 saniye ile iyi hassasiyet sergilemistir [127]. Iyonik
bir siviyla islevsellestirilen grafen bazli bir glikoz sensorii, birkag¢ hafta boyunca soguk
PBS'ye daldirildiktan sonra hassasiyetini ve segiciligini korudu. Liang ve arkadaslar
elektrokimyasal olarak dizayn edilmis karboksilgrafenin glikoz afinitesi verimliligini

arastirmiglardir [121]. Tasarlanan biyosensor, 0.02 mM'lik bir hassasiyet ile glikoza
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dogrusal tepki gostermistir. Bu nedenle, grafen bazli glikoz sensorlerinin dogas1 geregi
oldukg¢a hassas, secici ve tekrarlanabilir oldugu goriilmiistiir. [128]. Siilfonlanmis poli-
eter-eter-keton (SPEEK) ile degistirilmis grafen kullanan bir glikoz biyosensori, iirik asit
(UA), askorbik asit (AA) ve dopamin gibi yaygin olarak var olan girisimci tiirlerin

varliginda glikozu basariyla tespit etmistir.

Kolesterol ve esterleri, tiim insan ve hayvan hiicrelerinin hiicre zarlarinin temel
bilesenleridir. Insan serumundaki kolesteroliin normal sinir1 1,0 ila 2,2 mM araligindadir
ve kanda asir1 kolesterol birikmesi 6liimciil hastaliklara yol acgabilir. Gholivand ve
Khodadadian, kolesteroliin tespiti i¢in grafen/iyonik sivi ile modifiye edilmis cams1 bir
karbon elektrot biyosensorii iiretmiglerdir [129]. Kolesterol oksidaz (ChOx) ve katalaz
(CAT) ile modifiye edilmis olan bu sensor problar1 oldukca hassas amperometrik analiz
yapilmasina olanak saglamistir [130]. Hassasiyet ve tespit limitinin ¢aligmalarinin iyi
oldugu belirlenmistir. ChOx veya kolesterol esteraz yoklugunda tespit limiti 0.5 nM
olarak rapor edilmistir. Bu tiir biyosensorler, fizyolojik soliisyonlarda kolesteroliin
saptanmasi i¢in harika hassasiyet ve dogrusal tepki sergilemislerdir. Serbest kolesteroliin
tespiti i¢in bu tiir bir biyosensoriin kullanilmasi, in vitro 6l¢timlerde kullanim i¢in olduk¢a

uygun goriilmektedir.

Enzim elektrotlart miikemmel hassasiyete, secicilige ve tespit limitlerine sahiptir.
Bununla birlikte, bu elektrotlar sinirli tekrarlanabilirlik, yiiksek maliyet ve enzim
immobilizasyon igleminin karmasiklig1 gibi sorunlarla kars1 karsiyadir. Enzim elektrotlar
ayrica ¢ozelti pH'indaki, sicakliktaki ve toksik kimyasallardaki degisikliklere kars1 da cok
hassastir. Bu tiir sinirlamalarin istesinden gelmek icin enzim temelli olmayan

biyosensorlerin kullanimi yayginlagsmaya baslamistir.

Grafen temelli elektrotlar kullanilarak biyomolekiillerin enzimatik olmayan tespiti, diistik
iretim maliyeti, ylksek hassasiyeti ve uzun vadeli kararliligi sayesinde biiytlik ilgi
gormiistiir. Li ve arkadaslari GO/MnQO; nanokompozitlerini kullanarak H>O>'nin
enzimatik olmayan bir tayin yontemini ¢alismislardir [131]. Biyosensor, 0,8 M'lik bir
tayin limiti ile 5-600 M'lik bir lineer aralik gostermistir. Biyosensor, ortam iyonlarindan
(SO4*, CI, NO3, COs%) ve sitrik asit gibi siklikla karisilasilan girisimei tiirlerden

etkilenmemistir.
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2.1.5.5. Mikroakiskanlar ve Biyosensorler

Doku miihendisligi, yapay doku ortamini degerlendirmek i¢in mikroakiskan sitemlerden
olusan yapilarin gelistirilmesine ciddi oranda ihtiya¢ duymustur. Ortamin incelenmesi,
gergek zamanli gézlem ve analizler doku miihendisligi agisindan 6enmli hale gelmistir.
Giivenilir ve hassas mikro akigkan platformlar nanoteknolojik prosesler ile bu sebeple
gelistirilmeye baglanmistir. Bu tiir platformlarin, tasarlanmis doku yapilarinin
islevselligini degerlendirmek icin fizyolojik ac¢idan 6nemli olan bazi parametreleri
diizenli bir sekilde izlemesi gerekmektedir. Mikroakiskan sistemler, mikro 6lgekte
kimyasal, fiziksel ve mekanik uyaranlarin hassas kontrolilyle spesifik organ yapilari
olusturmak i¢in hiicre olusumunu yonlendiren ¢esitli sinyalleri taklit edebilirler [132].
Ayrica, mikroakiskan platformlar, kii¢iik hacimli sivilarin (mikrolitreden nanolitreye
kadar) ytliksek verimli otomatik bir sekilde islenmesine izin verir ve birkag islevi (6rnegin,
cogullama yetenegi veya c¢ok sayida reaksiyonu gergeklestirme olasiligi) tek bir
taginabilir cihazda birlestirirler [133]. Tim bu faktorler, mikroakiskan ozellikteki
platformlar1 doku miihendisligi agisindan ( 6zellikle organ-on-a chip olarak) in vitro doku
modelleri i¢in oldukg¢a c¢ekici hale getirmistir. Bu baglamda, son yillarda yerinde
uygulamalar (POC) i¢in biyosensorlerin gelistirilmesi yoniinde kaydedilen ilerleme, doku

miihendisligi uygulamalari i¢in de oldukc¢a faydali olabilecektir.

Son zamanlarda doku miihendisligi i¢in biyosensor islevselligini mikroakiskan cihazlarla
birlestiren bir¢cok ¢alisma rapor edilmistir. Weltin ve ark. Dinamik akis kosullar1 altinda
kiiltiirlenen T98G insan beyni tiimor hiicrelerinin metabolizmasini izlemek igin ¢ok
parametreli bir mikrofizyometri platformu sunmustur [134]. Optik goriintiilemeyi
kolaylastirmak i¢in camdan bir mikroakigkan cihaz kullanilarak hiicre odasina ve yukari
ve asagl akis bolmelerine ¢ok sayida mikroiiretim biyosensor entegre edilmistir. pH
degerleri, oksijen tiiketimi ve hiicresel metabolitlerin (laktat ve glikoz) tliretimi harici
cihazlar (6rn. potansiyostat) kullanilarak izlenmistir. Benzer sekilde Hu ve arkadaslari,
insan meme kanseri hiicrelerinin metabolizmasint ger¢ek zamanli izleyebilmek i¢in
potansiyometrik bir sensorii (LAPS) mikroakiskan bir sisteme entegre etmislerdir [135].
Sicaklig1 kontrol etmek ve ¢esitli stvilar1 islemek i¢in mikro 1siticilar ve mikropompalar
da bu sistemlere entegre edilmistir. Ek olarak empedans analizi siklikla doku
miithendisligi yapilarinda yapisik hiicre davranisini incelemek i¢in kullanilir. Sistem
tarafindan oOl¢iilen elektriksel empedans, hiicre sayisi, tiirii, durumu ve gocii gibi ¢esitli
hiicresel parametrelerle iliskilendirilir. Bu teknoloji hem laboratuarda iiretilen
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mikroakigkan sistemlerde hem de Applied BioPhysics Inc.'in ECIS Cultureware tek
kullanimlik elektrot dizileri gibi ticari olarak temin edilebilen doku kiiltiirii plakalarinda

basartyla rapor edilmistir [136-138].

Basaril1 biyosensor teknolojilerinin doku miihendisligi platformlarina hizli bir sekilde
tanitilmasi, arastirmacilarin bunlart mikroakiskan sistemlere diizgiin bir sekilde entegre
etmede ¢esitli zorluklarla kars1 karsiya kalmasi nedeniyle heniiz baslangi¢ asamasindadir
[138]. Hiicre kiiltiirii ortam1, boyut ve konsantrasyon agisindan biiyiik farkliliklar gosteren
oldukca karmasik molekiil karisimlar1 (kiiciik molekiiller ve proteinler ve niikleik asitler
gibi karmagsik molekiiller) igerir. Bu nedenle biyosensorlerin  biiyiik molekiil
popiilasyonlart arasindaki analitleri tespit edebilmesi i¢in yiiksek dogrulukta ve duyarli
olmas1 gerekir. Bu sistemlerdeki hiicre sayilar1 statik geleneksel standart kiiltiirlerle
karsilastirildiginda genellikle ¢ok diisiik oldugundan, analitlerin iiretim seviyeleri ¢cok
diisiik olabilir. Yiizeyin biyolojik kirlenmesi ve hedef biyomolekiillerin biyosensor
yiizeyinden farkli bélmelerde spesifik olmayan adsorpsiyonu, yanlig yanit hatalarina ve
duyarliligin azalmasina neden olur. Mikroakiskan devrelerin yiizeyini pasiflestirmek i¢in
sigir serum albiiminden tiiretilen PEG'in kullanilmasi gibi stratejiler, sistem (doku
miihendisligiyle tiretilmis yap1) tizerinde 6ngoriilemeyen etkilere sahip olabilir ve bundan
kaginilabilir. Bir yandan POC sistemleri genellikle tek bir cihazda agagidakiler de dahil
olmak iizere cesitli islevler sunar: Ornekler: sivi kullanimi, numune on islemi
(konsantrasyon, yikama vb.), biyokimyasal analiz i¢in ¢esitli reaksiyonlar gerceklestirme
yetenegi. Ote yandan, bu Ozelliklerin mikroakiskan hiicre kiiltiirii sistemlerine
minyatiirlestirilmesi ve entegre edilmesi, iiretim ve operasyonel agidan son derece
zorlayic1 olabilir, ancak daha oOnce g¢esitli girisimlerde bulunulmustur [139]. Bu
sistemlerin ¢ogu, numunenin testten sonra atildigi u¢ nokta tespit cihazlar1 olarak
kullanilir. Bu nedenle, ayn1 (cok kii¢iik) hacimdeki sivi numuneler iizerinde birden fazla
test ger¢eklestirmek ve bunlari hacmi bosa harcamadan ger¢gek zamanli olarak kullanmak

biiyiik bir zorluktur.

2.2. Lantanitler

Lantanitler veya nadir toprak elementleri (NTE), periyodik ¢izelgede gegis metallerinin
bir alt serisini olusturan elementlerdir. Bu elementler periyodik ¢izelgede atom numarasi
57 olan Lantanyum ile atom numaras1 71 olan Lutetiyum arasinda yer almaktadirlar
[140]. 17.ylizyilda oksit bilesikleri seklinde bulunduklarinda gruplandirilamamas,

oksitlerinin metale indirgenmesi ¢ok zor oldugundan ve dogada benzeri olaya sik
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rastlanmadigindan bu elementler “nadir toprak elementleri (NTE)” olarak
isimlendirilmistir. NTE’ler 6zellikleri bakimindan genel olarak birbirlerine yakin
davraniglar gosterirler. Yogunluklar1 4,5 g/cm*’den 9.8 g/cm?’e kadar atom agirliklar ile
orantil1 olarak artar. Kristal yapilar1 hekzagonaldirler [Seryum(Ce), iterbiyum (Yb),
Oropiyum (Eu) kiibiktir]. NTE’lerin hepsinin ii¢ degerli oksitleri mevcuttur. Genel olarak
1900-2400°C araliginda erirler [140, 141]. NTE’ler dogada saf metal olarak
bulunmamaktadirlar ve prometyum disindakiler de bilesik halindedir. NTE yataklar
dogada birincil (volkanlarin etrafinda ve granit kayaglarda) ve ikincil (nehirler ve

sahillerdeki plaserlerde) yataklarda bulunurlar [140-142].

Endiistride olduk¢a sik kullanimina rastladigimiz NTE katkili malzemeler, yasamin
neredeyse her aninda kullanilmaktadirlar [143]. NTE’lerin kullanildig: triinler, ytliksek
sicakliga, asinmaya ve korozyona karsi oldukca dayanikli olup, hafif malzemelerdir [ 142,
144]. NTE’ler gliniimiizde, cep telefonu, diz {istii bilgisayar, modern tip cihazlari, optik
lensler, fiber optik sinyal iletimi malzemesi, seramik sanayi, petrol rafineleri, televizyon
tiretimi gibi endiistriyel ve teknolojik iirtinlerde kullanilmaktadirlar. Bunun yaninda
savunma sanayi sektoriinde de ileri teknolojik iiriin (gece goriis sistemleri, iletisim
materyalleri, hassas giidiimlii silahlar vb.) iiretiminde kullanilmalar1 nedeniyle NTE’ler,
ylizyilin stratejik ve vazge¢ilmez elementleridir [143]. Bu sanayilesmis iiriinlerin veya
endiistriyel malzemelerin ¢ogunda Eu nadir elementine de siklikla rastlanmaktadir. Eu,
atom numarasi 63 olan bir nadir toprak elementidir ve ergime sicakligi 822°C, kaynama
noktasi ise 1597°C olan siiper iletken bir elementtir. Diger lantanitlerde de oldugu gibi
Eu dogada genellikle oksitlenmis halde (+3), bazen de (+2) degerligiyle bulunur ki bu

0zellik sadece Eu elementinde goriilmektedir [145, 146].

2.2.1. Ovropiyum (Eu) Elementi

Eu ¢ok reaktif bir nadir toprak elementidir. Hizl1 bir sekilde havadaki oksijenle tepkimeye
girer. Su ile reaksiyonu ise 2Eu + 6H,O — 2Eu(OH); + 3H> seklindedir [21].

Eu®" hem ii¢ degerli bir yapiya hem de (+2) degerli bir yapiya sahiptir. Bu iki degerli yap1
diger lantanitlerde ¢ok sik goriilmeyen bir durumdur [146]. Diger lantanitler genel olarak
(+3) yiikseltgenme basamaginda bilesikler olusturur. (+2)’li durumda elektron diziliminin
sonu 4f7 ile biter ve bu durum daha kararli bir yapinin olugsmasini saglar. Eu (II) suda
¢Oziinmez [147] ve dogada serbest bir sekilde bulunmaz. Baz1 mineraller Eu igerir ve bu

mineralin en 6nemlileri de bastnazit (%0,12) ve monazit (%0,1)’dir. Eu, televizyon
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(kirmizimsi-turuncu) ve enerji tasarruflu floresan igiklart kullanilan fosforlarda, renkli
televizyonlarda kirmizi renk olugmasinda, lazerlerde, avro ve diger paralarin
sahtelerinden ayrilmasinda ve niikleer reaktorlerde kontrol amaci i¢in kullanilmaktadir

[148].

L.S. Gomez-Villalba ve arkadaslarinin yaptiklar1 arastirmada Eu oksitlerini diger nadir
toprak elementlerine katkilamiglar ve bu maddelerin 151k verici 6zelliklerinde ciddi
oranda artis gézlemlemislerdir. Eu oksitlerinin eklenmesiyle 1s1ldama verimi daha yiiksek
olmus ve uzun siire kararlilik saglanmistir [149]. Eu ve benzeri elementlerin (Yb vb.),
liiminesans 6zellikleri oldukga etkin ve giicliidiir. Kendi kendine yanip sonme hareketi
(blinking) yapmadiklarindan bu durum onlari, diger liiminesantlara gore daha kullanish

kilmaktadir.

Literatiirde ¢ogunlukla Eu elementinin liiminesans o6zelliginin oldukg¢a fazla olmasi
nedeniyle, biyomedikal ve analitik uygulamalarda gorlintileme ajan1 olarak
kullanildigina rastlanmaktadir. Bu calismalar, Eu elementinin diger nadir toprak
elementlerine oranla toksitesinin olduk¢a az oldugunu gostermektedir [150, 151]. Eu
nadir elementi tiim bu oOzelliklerinin dikkate aldigimizda, nadir toprak elementleri
arasinda en kullanigh ve liiminesans ozelligi ve de kolay islenebilirligi bakimindan

deneysel ¢aligmalara olduk¢a uygun bir elementtir.

2.2.2. Yiiksek Enerji Doniisiimlii (YED) Ozellikli Nanopartikiiller

Yiiksek enerji donilisiimil yapan nanomalzemeler (YED) (Upconversion-UCNP), iki veya
daha fazla foton tarafindan uyarilip diisiik dalga boylarinda emisyon yapan
nanomalzemelere verilen isimdir. Bu malzemeler giiniimiizde oldukg¢a popiiler hale
gelmekte ve yeni nesil floroforlar olarak adlandirilmaktadirlar [152]. Genellikle
spektrumun kizilotesi bolgesinden absorbe olunup goriiniir ya da ultraviyole bolgeye
yayillma olur. Bu duruma da yiiksek atom doniisiimli 1s1ldama veya upconversion

liiminesans denir [152, 153].

YED’lerin bazi kendilerine has 6zelliklerinden ve katkilandigi malzemeye kazandirdigi
bir takim Ozelliklerden dolayi, ilerleyen zamanlarda biyomedikal goriintiilemede ve
teragnostik uygulamalarda oldukca popiiler hale gelecegi diistiniilmektedir [154].
YED’ler, verimlilik olarak lineer olmayan ¢oklu foton absorplayicilarindan (kuantum
noktaciklar veya organik boyalar vb.) farkli ve oldukea iistiindiir. Bu yapilar birden fazla
foton absorplayip es zamanli olarak daha uzun siire ve giiriiltiisiiz bir sekilde liiminesans
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yaparlar. Bu ozellikleri de onlar1 diyot lazerlerde kullanmaya elverisli kilar ki bu da
maliyet olarak oldukc¢a diisliktlir ve bu durumda ultra kisa siireli foton uyaric1 pahali

lazerlere olan ihtiyaci ortadan kaldirir [155].

YED’ler benzersiz frekans c¢evirme Ozellikleri sayesinde, giiniimiizde kullanilan

floroforlara iistlin gelmektedirler [156].
Bu 6zelliklerini siralayacak olursak;
e Biyogorintiileme i¢in, sinyal\giiriiltii oran1 yok denecek kadar azdir.

e Yiiksek anti-stokes kaymalar1 sayesinde foto liiminesanslari, uyarilma dalga

boylarindan kolayca ayirmamizi saglar.

e Dar emisyon bant genislikleri sayesinde ¢oklu gériintiileme yapilabilir, bu da uzun

vadeli goriintiilemeler i¢in olanak saglar.
e Foto blokaja kars1 yiliksek direng gosterirler.

e Renk ayarlanabilir konsantrasyonlara sahiptirler. Farkli renk skalas1 olusturarak

incelemeler yapilabilir.

¢ () (g M 0 ()

- - . - - e Y S

Sekil 2.2. NaYF4’lin farkli lantanitler ile katkilanmasi sonucu olusan renk araligir ve

liiminesans renk goriintimleri [154].

Bunlara ek olarak, YED’ler yanip sonme hareketi yapmazlar. Yakin kizil6tesi 15181n1
absorpladiklar1 i¢in derin doku niifuzuna olanak saglarlar ve derin dokunun
goriintiilenmesinde oldukga yararli bir yontem olarak karsimiza ¢ikarlar [156]. Tiim bu
ozellikleri YED’leri iyi birer biyogoriintilleme ajan1 yapmaktadir. YED’ler Zhu ve
arkadaglar1 tarafindan MCF-7 tiimor hiicrelerinin in vivo goriintiilenmesinde, Liu, Maji
ve arkadaslar1 tarafindan farelerde farkli organlarin goriintiilenmesinde, Xing ve
arkadaslar1 tarafindan da anjiyografi ve aterosklerotik plak goriintiileme ¢alismalarinda

kullanmis ve basarili sonuglar elde etmislerdir [157].
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Ozetle YED’ler; renk kontrollerinin yapilabildigi, secilmis dalga boyunda spesifik
caligmalara olanak saglayan, biyo-isaretleyici, biyosensor olarak kullanilabilinen, yiiksek
kontrastlarda goriintiilemeye olanak saglayan, sonug tespitleri, ila¢ salimi ve terapilerinde
kullanilan yeni nesil nanoteknolojik teknikler ve kimyasal siireglerin kullanimi sonucu

sentezlenen ve gelecek vaat eden yapilardir.

2.3. Silika Nanopartikiiller

Nanoteknolojinin biyomedikal alandaki énemli bir rolii, canli sistemlerin inorganik ve
organik malzemelerle etkilesimini nano Ol¢ekte bu alanda irdeleyebilmektir. Silika
nanopartikiiller (SiNP'ler), bu baglamda, kolay islenebilirlikleri acisindan ilgi ¢ekici

biyomalzemelerdir.

Silika nanopartikiiller, nanopartikiil tiirleri arasinda, nano yap1 olusturma, ilag yiikleme
ve optik gorlintiileme ajanlart olarak tercih edilmektedirler [158]. Silika temelli

nanopartikiiller, asagidaki nedenlerden dolayi lizerinde ¢ok caligilan malzemelerdendir.
e Silika diisiik hiicresel biyotoksisiteye sahiptir,
e Enkapsiilasyonu kolaydir,
e SiNP’ler oda sicakliginda sentezlenmesi kolaydir,
e SiNP’lerin boyutu kolayca ayarlanabilir,
e Yiizeyi kolay modifiye edilebilir,

e Sentez parametrelerinin kolay ayarlanmasi, dar boyut dagilimina sahip olmasini

saglamasi (monodisperse NP'ler),
e Silika Np'lerin biyolojik ¢ozeltiler i¢cinde kararli olmalari,
e (Cevre dostu malzemeler olmalar1 [158-161].

Kolloidal silika sentezlenmesindeki kolaylik, pargaciklarin biiyiikliikleri ve dagilimlar
konusundaki keskinlik sebebiyle siklikla kullanilmaktadir [162]. Stober ve arkadaslari,
tek boyut dagilimina sahip (monodisperse) kiiresel silika partikiillerin basit bir sentezini
rapor etmistir [163]. Sentez alkol, su ve amonyak (katalizor) karisimi iginde tetraetil
ortosilikatin (TEOS) hidroliz ve yogunlasmasiyla baglatilmistir. Bu metot, silika
alkoksitlerin, Si(OR)s4 (R, genel formiilii CyH2n+1 olan bir gruptur), hidrolizi reaksiyonu
sonucunda siloksan (-Si-O-Si-) gruplar1 olusturup birbirine yakin capta kiiresel, nano

veya mikro boyutlarda silika yapilarin sentezini oldukga basit bir sekilde sunmaktadir.
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Reaksiyon bazik pH araliginda gerceklesirken, elektrostatik itme kuvveti sayesinde,
kondenzasyonu gerceklesmis tiirlerin yami1 sira, ilgili tlirlerin monomerleri de
olusturmaktadir. Boylece topaklagsma engellenmekte ve ¢oziinmeyen pargaciklar sol-jel
icerisinde olusmaktadir. Metot genel olarak, ¢oziicii, silika-alkoksit ve katalizor
icermektedir. Bunlarin yani sira boyut kontrolii icin yilizey aktif malzemeler de
kullanilabilmektedir. Silika kaynagi olarak genellikle TEOS, ¢oziicii olarak etil alkol ve
katalizor olarak amonyak veya amonyum hidroksit literatiirde sik¢a kullanilmaktadir

[164].
2.3.1. Biyomedikal Uygulamalarda Silika Temelli Nanopartikiiller

SiNP'ler, iistiin biyouyumluluklar1 ve kontrol edilebilir yapilari nedeniyle gectigimiz
yillarda biyomedikal uygulamalarda biiyiik ilgi gormiistiir [165]. Bu nanopartikiillerin in
vitro kosullarda kullanim1 da belirtilen 6zelliklerinden dolay1 bilim insanlarinin tercih
sebeplerindendir. Bu tiir bir kullanim i¢in partikiil boyutu, morfoloji ve gozenek cap,
uygulama hedeflemesi i¢in dikkate alinmasi gereken bazi 6nemli 6zelliklerdir. Yiizey
topolojisi, asimetriklik, gozenek geometrisi, yapisal birlestirme ve kapsiilleme bilesimi
diger baz1 6zel 6nemli 6zellikleridir [166]. Silika nanopartikiillerin kullaniminda basit
ylzey modifikasyonu, silika nanopartikiillerin tercih edilmesinin en Onemli
Ozeliiklerinden biridir. Yilizey modifikasyonu ayrica, geri doniisii olmayan topaklagmaya
neden olan yiiksek yogunluklu yiizey silanol gruplarindan dolayi, 6zellikle silis i¢in zor
olan, cesitli ortamlarda yeniden dagilim ve koloidal kararliliga izin verir [167].
Gozeneksiz silika NP'lerin boyutu ve sekli miikemmel bir sekilde kontrol edilebilir [168,
169]. Her silika nanopartikiiliin, optik 6zelliklerinden yararlanmak icin farkli islevler
iceren benzersiz bir yapiya sahiptir. Bu avantajlar, silika nanopartikiillerinin, yalnizca
goriiniir 15181 degil ayn1 zamanda yakin kizilotesi 15181 kullanarak in vivo olarak mikrodan
nano seviyeye kadar gii¢lii ve gelismis optik goriintiileme elde edilmesine olanak tanir
[170]. Silika malzemeler 6zellikle polimerlerin kompozitlerinin hazirlanmasinda dolgu
maddesi olarak kullanilir. Yiizey alanlarinin yiiksekligi ve kolay islenebilir olmalari,
tyilestirilmis termal 6zellikleri, mekanik 6zgiilliik gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip malzemelere olan ilginin artmasiyla biylik ilgi c¢ekmistir [171]. Silika
nanopartikiiller, daha fazla 6zellik elde etmek ve goriintiileme uygulamalar1 i¢in terapdtik
yetenekler ve multimodalite elde etmek i¢in diger malzemelerle entegre edilebilir [172].

Yiiksek biyouyumluluklari, hidrofiliklikleri, yiiksek tasima kapasitesi ile yiizey
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modifikasyonu i¢in muazzam esneklikleri ve uzun kan dolasima siireleri ile 6ne ¢ikarlar

[168].
2.3.2. Biyoanalitik Uygulamalarda Silika Temelli Nanopartikiiller

Biyokonjuge silika nanopartikiiller arastirilmig, dogrulanmis ve bir¢ok biyokimyasal
tahlil tekniginde uygulanmistir [173]. Silika ve boya katkili silika bazli nanopartikiiller
ile silika kapli manyetik ¢ekirdek kullanmak bunlardan bazilaridir. Bu nanopartikiiller
kullanilarak DNA, bakteri ve cesitli kimyasallarin tespiti yapilabilir [174]. Bu
nanopartikiillere uygulanabilen protein biyokonjugasyon kabiliyeti, biyoanaliz ve tahlil
yaklasimlarinda biiylik bir kolaylik ve gelisme saglamistir. Dogru sekilde kullanildiginda
silika bazli nanopartikiillerin ¢ok yonliiliigii, bu yiiksek oranda kullanilan potansiyelin
ana nedenlerinden biridir. Polimerik nanopartikiiller, hidrofobik olmalar1 ve
biyouyumsuzluklar1 nedeniyle biyoanaliz i¢in pek uygun olmamakla birlikte, diger
yandan silis, onu ¢ok cekici bir alternatif substrat yapan cesitli 6zelliklere sahiptir.
Mikrobiyal saldirtya maruz kalmazlar ve ortamdaki hidronyum iyonlarindan
etkilenmezler (pH dalgalanmalar1 etkilemez) kimyasal degisikliklerle sisme veya
gbzenek yapilarinda degisiklik olmaz. Bunlarin yaninda silikalar, kimyasal olarak inert
malzemelerdir ve optik olarak seffaftirlar. Silika partikiillerinin kabugu, dis ortamin

partikiillerin ¢ekirdegi lizerinde etkisini sinirlayarak bir izolator gorevi gorebilir [175].

2.3.3. Silika Temelli Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonu

Uygulama hedeflerine bagli olarak bilim insanlar1 yiizey asilama igin ¢esitli islev gruplari
kullanirlar. Avidin-biotin baglant1 kopriisii, disiilfit baglanmasi, siyanojen bromiir,
karbodiimid bazi drneklerdir. Bunlardan ylizeye amin gruplarinin eklenmesi, 6zellikle
herhangi bir biyomolekiiliin protein olarak yilizeye eklenmesi amaglandiginda, en yararl
olanlardan biridir. Silika bazli nanopartikiillerin yiizeyine amino gruplar1 eklemek i¢in
cesitli tekniklerdir. Silika bazli nanopartikiilleri islevsellestirmeyi konjuge ve konjuge

olmayan asilama olmak iizere iki ana teknik kategoriye ayirabiliriz.
2.3.3.1. Konjuge Olmayan Baglanma

Yiizeye amino gruplarinin eklenmesi, ¢esitli proteinlerin silika ylizeyine baglanmasina
yonelik islevsellestirme i¢in genis yontemlerden biridir. Amin gruplari, reaksiyonlarda
kendini kaitlamis, katalitik, ayirma ve biyolojik uygulamalardaki yiliksek verimli ajanlar

olmalarnin yani sira daha karmasik fonksiyonel gruplarin sentezine izin veren belirli
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molekiilleri, amin ile reaksiyona sokma kabiliyetleri nedeniyle secilmistir [176]. (3-
aminopropil) dimetil etoksi silan (APDMES) veya 3-(aminopropil) trietoksisilan
(APTES) kullanimi, amin grubunu silika nanopartikiillere agilamak icin yaygin olarak
kullanilan iki malzemedir. Ancak, bu amagla APTES veya APDMES kullanmanin gesitli
yontemleri vardir [176-178].

2.3.3.2. Konjuge Baglanma

Silika nanopartikiiller iizerindeki proteinleri (enzimler veya antikorlar gibi) immobilize
etmek i¢in etkili bir biyokonjugasyon yaklasimi, pargacik ylizeyini amin-reaktif gruplarla
kimyasal olarak degistirmektir. Yiizeydeki serbest amin gruplari, nanopartikiillere
kovalent olarak baglanir ve kovalent olarak baglanmis silika-nanopartikiil
komplekslerinin olusmasmma neden olabilir. Silika nanopartikiiller baslangicta
trimetoksisilil-propildietilentriamin (DETA) ile silanize edildikten sonra siiksinik
anhidrit ile modifiye edilir. Karboksilatlanmis yapilar deiyonize su ile uzaklastirilir.
Nanopartikiilleri daha da degistirmek i¢cin Bangs Labs protokoliinii temel alan iki farkli
yaklasim kullanilabilir. Bunlardan ilk proses nanoparcgaciklarin yiizeyinde aktif ara
maddeler olusturmak icin bir aktivasyon tamponu iginde karbodiimid hidrokloriirii
kullanir. Biyomolekiiller iizerinde mevcut olan amin gruplart daha sonra
nanopartikiillerin uygun bir konsantrasyonda bir biyomolekiil ¢ozeltisine daldirilmasiyla
amin baglar yoluyla modifiye silika nanopartikiillerine baglanir. Ikinci bir yaklasimda,
karboksil ile modifiye edilmis silika nanopartikiillerine karbodiimid hidrokloriir ile
birlikte suda ¢oziinlir N-Hidroksisiiksinimit bilesikleri eklenebilir. N-Hidroksi bilesigi
tarafindan olusturulan aktif ester ara maddesi, hidroliz i¢in daha kararli aktif ara
maddenin yerini alir, bdylece biyomolekiillerin nanopartikiillere konjugasyon
verimliligini arttirir. Bu yontemler, biyomolekiiller ve silika nanopartikiilleri arasinda
biyomolekiiller inaktif hale gelene kadar devam edebilen kararli bir baglanma saglar

[179].
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Sekil 2.3. Amino grup ile partikiiliin karboksil grup tizerinden baglanmasi [179].

2.4. Telomeraz

Telomeraz, guaninden zengin tekrarlayan dizilerin eklenmesiyle telomer uzunlugunun
korunmasindan sorumlu enzimdir. Telomeraz enzimi, katalitik bir alt birim olan
telomeraz ters transkriptaz (hTERT) molekiiliinii icerir [159]. Telomerazin katalitik
protein bileseni yalnizca spesifik germ hatti hiicrelerinde, yenilenme dokularinin
proliferatif kok hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde eksprese edilir [161, 180]. Telomer
uzunlugu ve yapisi, ters transkriptaz telomeraz ve telozom (shelterin) olarak adlandirilan
bir multiprotein telomer kompleksi tarafindan korunur [181]. Telomeraz aktivitesi,
gametlerde, kok ve timor hiicrelerinde fazla miktarda bulunur [180]. Telomeraz
aktivitesinin eksikligi, devam eden telomer kisalmasina neden olur ve deoksiriboniikleik
asidin (DNA) hasar sinyalleri yoluyla hiicresel yaslanmaya veya 6liime yol agar [50].
Okaryotik kromozomlarin ug kisimlaria telomer adi verilir [182]. Telomerlerin hiicresel
kendini yenilemede ¢ok Onemli oldugunu bilerek, telomer bakimindan sorumlu
mekanizmalar kanser hastaliklarinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir ve 6énemli onkolojik
biyobelirtegler olabilir [183]. Karmasik telomer/telomerazin benzersiz bir hedef oldugu
ve kanser hiicrelerinde oldukca spesifik oldugu konusunda pek ¢ok calisma yapilmistir
[184]. Telomer/telomeraz sistemi, hiicrenin proliferatif aktivitesine miidahale etmek i¢in

iki olasilik sunar:
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1. Telomeraz aktivitesini inhibe ederek telomer muhafazasinin inhibisyonunu

saglar,

2. Rezidiiel telomeraz enzimini aktive etmek veya telomeraz ekspresyonunu

indiiklemeye olanak saglar [185].

Ormnegin, Amelia E. Hochreiter ve meslektaslari, GRN163L tedavisinin, farkl1 genetik
gecmislere sahip farkli timor alt tiplerini temsil eden bir dizi meme kanseri hiicresi
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu inceleme sonunda ‘’Telomeraz inhibisyonu
gosteren meme kanseri hiicreleri ayni zamanda koloni olusumunda ve tiimér olusumunda

da 6nemli bir azalma gésterdi *” sekilinde bir rapor hazirlamislardir [186].

Telomerazin fazla ekspresyonu, insan fibroblast dokular1 ve normal epitelyal hiicrelerinde
tiimor olusumunu tetikler. Telomerazin buradaki spesifik gorevi hiicrelere simirsiz
cogalma kapasitesi kazandirmasidir. Coklu onkogenlerin mutasyonlarinin engellenmesi
ve timor olusum mekanizmalarinin baskilanmasinda yaglanmak 6énemli bir rol almaktadir
[185, 186]. Son yillarda yapilan ¢alismalarin verilerine gore, tiimor ihtiva eden bolgelerin

%385’inden fazlasinda telomeraz aktivitesi tespit edilmistir [187].

2.4.1. Telomeraz Tayininin Erken Kanser Teshisindeki Rolii

Telomeraz iki molekiilden olusan bir ribo-niikleoprotein ters transkriptazdir. Viicut
hiicrelerinde aktivitesi bulunmayan ancak embriyonik ve eriskin kok hiicrelerinde
bulunan bir enzimdir. Son arastirmalar, telomeraz aktivasyonunun hiicresel 6liimsiizliige
ve kansere neden olabilecegini, telomeraz inaktivasyonunun ise hiicresel yaslanmayi
hizlandirabilecegini gostermektedir [188, 189]. Simdiye kadar kesfedilen, insanlarda
bulunan kotii huylu tiimor hiicrelerinde, kanser hiicrelerinin  %85-90'1t normal
hiicrelerdeki  aktivitesi asir1  derecede Dbastirilirken, telomeraz ekspresyonunu
yiikseltmistir. Bu da telomerazi hem kanser teshisi ve prognoz degerlendirmesi agisindan
degerli bir biyobelirte¢ yapar hem de hiicresel yaslanmanin kontroliinde aktif bir rol
oynadiginin gostergesidir. Sinirsiz bir sekilde biliyiiyen ¢ok sayida farkli kanser hiicresi
tipinde telomeraz aktivitesi tespit edilmistir. Telomeraz aktivitesi ¢ogu somatik insan
hiicresinde bastirilirken, mide kanseri [190], kolorektal kanser [191], rahim agz1 kanseri
[192], pankreas kanseri [ 193], meme kanseri [194], {irotelyal kanser [195, 196] ve yiiksek
riskli noroblastom [197] dahil olmak iizere kanser hiicrelerinin %85'inden fazlasinda

ylksek telomeraz seviyesi gozlenmektedir [198].
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Tiim bu ¢alismalarin 15181nda telomerazin dogru ve hassas bir sekilde tespit edilmesinin,
terapotik agidan oldukca 6nemli oldugu ve gelecek yillarda kanser teshis ve tedavilerinde

insanlara oldukg¢a fayda saglayacagi goriilmektedir.

2.4.2. Telomeraz Tayin Yontemleri

Kanserli ve normal hiicrelerdeki telomeraz aktivitesini, telomer uzunlugunu belirlemek,
Olecmek icin bircok metot bulunmaktadir. Bu algilama sistemlerinde 6lgiilen sinyaller,
floresan [199, 200], kolorimetri [201], ylizey plazmon rezonanst (SPR) [202],

elektrokimya [203], kemiliiminesans [204, 205] ve benzerlerini igerir.
2.4.2.1. Telomerik Tekrar Amplifikasyon Protokolii (TRAP)

Telomeraz tayin yontemlerinden en yaygin olan metot telomeraz iirlinlerinin amplifiye
edildigi ve PCR ile dl¢iildiigii polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli telomerik tekrar
amplifikasyon protokolleridir (TRAP'ler). Bu yontem 1994’te Kim ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmistir. TRAP, telomerazin ters transkriptaz aktivitesini tespit eden
biyokimyasal bir tayin yontemidir. Ancak bu yontemin en biiyiik handikabi1 miktar
saptamasinin ¢ok hassas olmamasidir. TRAP’da karsilasilan zorluklar1 asabilmek ve
uygulamay1 kolaylasgtirmak i¢in TRAP-eze ve TRAP-eze-Elisa kitleri gelistirilmistir
[206].

Telomeraz aktivitesi, ¢cogu somatik hiicrede tespit edilemeyecek kadar az oldugundan
TRAP yontemi hiicre sayisi sinirlandiginda oldukga hassas ol¢iimler yapabilmektedir.
TRAP analizi li¢ basamaktan olusur; uzatma, amplifikasyon ve telomeraz {iirlinlerinin
tespitidir. Uzatma adimi1 esnasinda telomeraz substratina (aslinda telomerik olmayan bir
oligontikleotid) telomeraz tarafindan telomerazin tekrarlar1 eklenir. Amplifikasyon
asamasinda uzatma {riinii, spesifik primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile amplifiye edilir ve tespit asamasinda telomerazin varligi veya yoklugu
elektroforez ile analiz edilmektedir. Ancak PCR ve jel elektroforez islemleri zaman
alicidir ve kontaminasyona agiktir ve bu gibi durumlar hatali sonuglara yol
acabilmektedir. Daha 1yi bir hassasiyet, giivenilir bir analiz aralif1 ve tekrarlanabilirlik
acisindan bazi ¢aligmalar yapilmig ve analizlerde PCR icermeyen telomeraz tespit
yontemleri rapor edilmistir. Alternatif olarak, son yillarda biyoanalitik kimya ve malzeme
bilimindeki ilerlemelerle birlikte bir¢ok yeni telomeraz testi ortaya ¢ikmistir. Hirose ve
ark. TMA/HPA yontemini onermislerdir. Bu yontemin uygulanmasi kolay ve hizlhidir.
Ayrica klinik orneklerden kaynaklanabilecek TRAP inhibitorlerinden de az miktarda
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etkilenir. Bu yontem, RNA'ya hibritlenen ve hibritlesmeyen problarin diferansiyel
hidrolizine ve telomeraz tarafindan uzatilan primere bir promotdriin eklenmesine
dayanmaktadir [207]. Yajima ve arkadaslar1 hTER’in ifade edilme diizeyini saptamak
icin RT-PCR yontemini gelistirmislerdir. Bu sistemde spesifik PCR (iriiniiniin
degerlendirilmesinde DNA polimerazin 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesinden yararlanilir
[208]. Fletcher ve arkadaslar1 primerin parcalanmamis c¢ekirdek icerisinde uzatilmasini
saglayan bir sistem gelistirmislerdir. Insan T-16semik hiicrelerinden izotonik olarak izole
edilen ¢ekirdeklerdeki telomeraz aktivitesi ¢ok diislik bir diizeydedir. Ancak dort kadar
TTAGGG telomerik tekrar dizisini ekleyebilir. Telomeraz aktivitesinin dogal ortaminda
aragtirtlmasi, enzimin islevine yeni bir 1s1k tutabilecegi gibi yeni telomeraz
inhibitorlerinin degerlendirilmesi icin de kullaniglt bir sistem oldugu diisiintilmiistiir

[209].
2.4.2.2. Altin Nanopartikiillerle Telomeraz Tayini

Telomeraz tayini icin kullanilan diger yontem de yiizey gii¢lendirilmis Raman
sacilmasidir. Bu yontemde, plazmonik duyarliliga sahip sorgulama sinyali SERS
kullanilarak, TEC-SERS (telomerik uzama kontrollii yiizey gelistirilmis Raman
sacilmasi) olarak adlandirilan diger yontemlere kiyasla PCR icermedigi i¢in kullanimi

daha az handikapli olan telomeraz tespit sistemi gelistirilmistir.

Altin temelli nanoyapilar, kolay sentezlenmeleri, ,iletkenlik 6zellikleri ve ayarlanabilir
boyutlar1 gibi bir takim 6zellikleri sayesinde biyolojik analizlerde tercih edilmektedir
[210]. Floresan deneyleri yoluyla telomeraz tespiti i¢in kayda deger avantajlar1 olan
algilama yontemlerinden biridir. Bu metotlara Yiizey Gelistirilmis Raman Sagilma
(SERS) yontemi [211], lokalize yiizey plazmon rezonansi (LSPR) yontemi ve gomiilii
mikro elektro mekanik sistemler (MEMS) 6rnek olarak verilebilir. Verici ve alici
arasindaki mesafe belirli bir reaksiyondan sonra biiylidiigiinde, FRET (Floresans
Rezonans Enerji Transferi) kaybolur ve tespit i¢in bir sinyal olarak floresan geri kazanimi
Olciilebilir [212]. Bu nedenle, yerinde telomeraz tespiti i¢in bircok AuNP tabanl
nanoproblar gelistirilmistir [213].

Bunlardan baslica olani, Gao ve arkadaslarinin, telomeraz aktivitesini tespit etmek i¢in
SERS yontemi ile yaptiklart bir calismadir. Bir niikleik asit isaret¢isi (SNAB) kullanarak
tiimdr hiicrelerini saptayabilmislerdir [214]. SERS yonteminde, tek molekiil seviyesinde

bile olduk¢a yiiksek hassasiyetle, hedef analitin kayda deger oranda molekiiler ve yapisal
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bilgisine ulasilir [215]. Bu yontemde ¢ok iyi sinyaller iiretebilen altin veya gilimiis
nanopartikiiller kullaniliyor. Bir c¢alismada telomerazin varliginda Au etiketli NP'ler
tizerinde immobilize edilen TS primerlerine telomerik tekrarlar eklenir. Kanser hiicresi
ekstraktlar1 zayif bir sinyal {iretirken normal hiicreler bir SERS sinyali iiretir [216]. Lei
ve ark. boya etiketli hairpin DNA ipliklerini ve tek altin nanopartikiiller tizerinde TP'ler
iceren siiper hairpin bilesenlerini hareketsiz hale getirerek telomeraz aktivitesini hassas

bir sekilde tespit etmek i¢in bir DNA yiirilite¢ sentezlemislerdir [217].
2.4.2.3. Giimiis Nanopartikiillerle Telomeraz Tayini

Glimiis nanomalzemeler, basit sentez, iyi fotokararlilik ve bariz parlaklik gibi 6zelliklere
sahiptirler ve floresans ve SPR'nin gelismis etkilerinden dolay:1 siklikla algilamada
kullanilirlar [218]. Zhu ve arkadaslari, AgNC'leri kullanarak telomeraz aktivitesini
saptamak i¢in bir ¢alisma dizayn etmislerdir [219]. Bu ¢alismada, DNA ile modifiye
edilmis AgNCl'ler, telomerazin primerlerinin dizilerini ve primer uzantisinin tamamlayici
dizilerini igermektedir. Bu dizayn ise Onceden tasarlanmig olan DNA dizilerinin

varliginda AgNOs'lin yapida indirgenmesiyle elde edilmistir.
2.4.2.4. Grafen Oksitler ile Telomeraz Tayini

Grafen Oksit, uzun vadeli nanometre floresan sondiirme kabiliyetine sahip suda ¢oziiniir
diizlemsel bir malzemedir ve DNA'y1 enzimatik bdliinmeden koruyabilir [220, 221].
Bunun yaninda, grafen, kimyasal kararlilik sayesinde, elektron dagilim yapisi, biiylik
delokalize baglar1 sayesinde Raman gelistirilmis kimyasal mekanizma (CM) i¢in de

kullanilmaktadir [222].

Xia ve ark. telomeraz ve microRNA-21'i (miR-21) tespit etmek icin grafen oksit (GO)
bazli bir floresan sensér (GOFA) tasarlamiglardir [223]. Sonug olarak, farkli kanser
tiplerinde yapilan ¢alismalar, telomeraz aktivitesinin tanisal bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Telomeraz inhibisyonu ile 6zellikle kisa telomerli
tiimdr hiicrelerinde yasam siiresinin kisalmasi, 6liimsiizlesmede ve kanser gelisiminde
telomeraz reaktivasyonunun rol aldigini1 desteklemektedir [224]. Bu noktada telomeraz

aktivitesinin tayini biiyiik bir 6nem teskil etmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez ¢aligsmasi iki temel baslikta 6zetlenmistir, bu kapsamda 1) anti-transferrin ile
modifiye edilmis silika nanopartikiillerin sentezi ve transferrin tayininde biyosensor
amacli kullaniminin incelenmesi, ii) anti-telomeraz ile modifiye edilmis yiiksek enerji
dontistimlii silika nanopartikiillerin sentezi ve telomeraz tayininde biyosensdr ve/veya

biyogoriintiileme amagh kullaniminin incelenmesine ait sonuglar incelenmistir.

Giiniimiizde kullanilan ve yaygin olan problari, fiyat, performans, toksisite ve kullanim
zorlugu bakimindan gz dniine aldigimizda, bu yeni nesil lantanit temelli silika problarin
sentez ve liretim asamalarinin iyilestirilmesi, uygun ¢ozeltiden hedef molekiiliin tayinini
yapabilecek bir biyosensor olarak kullanilmasi ve gerektiginde herhangi bir malzemenin

Olclimiinii yapmaya olanak saglayacak bir platform gelistirilmesi hedeflenmistir.

Calismanin ilk basamaginda kullanilan hedef protein yapi, transferrin molekiiltidiir.
Transferrin, organizmada ferrik demir (Fe*") formunun ana tastyicisidir. Demir
homeostazinda organizmada oldukca 6nemli bir rolii vardir. Demir iyonu, viicutta bir¢ok
fizyolojik mekanizmaya katildig1 i¢in hayati unsurlardan biri olarak kabul edilmektedir.
Demir iyonu organizmada kritik rollere sahiptir. Bunlardan bir kag1, hayati olan oksijenin
taginmast, deoksiriboniikleik asitin (DNA) sentezi ve elektron hareketliligini saglamasidir
[225]. Bu nedenle de transferrin analizinin biyoanalitik yaklagimlarda 6nemi her zaman
vurgulanmistir. Tiim bu 6nemli rollerden dolay1 da, organizmada transferrin veya demir
seviyesinin Olgiilmesi birgok hastaligin  yorumlanmas: agisindan biyomedikal

yaklasimlarin ilgi odag1 haline gelmistir.

Aragtirmanin ilk basamaklarinda, transferrin antikorlarinin silika nanopartikiil yiizeyine
baglanmasi hedeflenmistir. Transferrin antikor kapli silika nanopartikiillerin biyomedikal
ve biyoanalitik uygulamalarda yaygin olarak kullanilabilecegi Ongoriilmiistiir. Bu
amagla, fonksiyonel grup olarak amin grubunu nanopartikiil yiizeyine eklemek i¢in bir

dizi kimyasal yontemler kullanilmistir.

Bu dogrultuda;

1. Silika nanopartikiillerin sentezi, karakterizasyonu ve boyut optimizasyonu,
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2. Anten etkisini arttirict ve yapinin kararliligimi saglayacak (ligand) organik

malzemenin sentezi,

3. Lantanit -N-metakriloil-L-aspartik  asit (MAAsp) komplekslerinin

hazirlanmasi,
4. [SiNP] ve [SiNP]NH: nanopartikiillerinin sentezi,
5. [SiNP]NH: nanopartikiillerine transferrin antikor immobilizasyonu
6. SiINP@Eu- MAAsp nanopartikiillerinin sentezi,
7. SiNP@Eu- MAAsp nanopartikiillerinin aminlenmesi,

8. Aminli-(SINP@Eu)NH; silika nanopartikiillerine telomeraz antikorlarin

immobilizasyonu
9. Nanoproblar ile antijenlerin etkilesim kosullarinin testleri
10. Hiicre deneylerinin yapilmasi hedeflenmistir.

Genel olarak gelistirilen problarin sentezinde, silika partikiillerin sentezi ve lantanitlerin
bu partikiillere homojen dagitilmasi, ¢ekirdek-kabuk (core-shell) morfolojisinin sentezi
ve bu yapi {lizerine kimyasal etkilesimler ile antikor molekiiliiniin baglanmasi ve ortamda

bulunan hedef molekiiliin belirlenmesi metotlar1 yer almistir.
Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve makine-6l¢iim cihazlari;

Amonyak (NH40OH) Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Sodyum
hidroksit (NaOH), N-etil-N*‘-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC), N-
hidroksisiiksinimid (NHS), tetraetilortosilikat (TEOS), amonyum okzalat monohidrat
[(NH4)2C204.H20], Ovropium kloriir hekzahidrat (EuCl;.6H>0), terbiyum(IIl) nitrat
pentahidrat [Tb(NOs3)3.5H>0], (3-aminopropil) trietoksisilan (APTES), sodyum
bikarbonat (NaHCO3), sodyum kloriir (NaCl), agaroz, fosfat tamponu (pH 7.2), L-
aspartik asit, metakriloil kloriir, benzotriazol, 1,4-dioksan ve setildimetiletil amonyum
bromiir (CTAB) Sigma Aldrich firmasindan (St. Louis, Missouri, ABD) temin edilmistir.
Antikor (Tavsan anti-Telomeraz monoklonal antikor), antijen (PrEST Antigen TERT)
Merck Millipore (Burlington, ABD), karsilastirma boyas1 Cy2@green

[(Keci Anti-Tavsan IgG H&L (Cy2 ®)] ABCAM-UK, kimyasal parcalama tamponu
ThermoFisher (Waltham ABD) firmasindan temin edilmistir.
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Tez calismast kapsaminda yapilan deneysel siireclerin dogrulanmasinda ve analizlerin
yapilmasinda kullanilan cihazlar ve kullanilma gerekgeleri ise asagidaki tabloda

belirtilmistir.

Tablo 3.1 Tez ¢alismas1 asamasinda kullanilan cihazlarin listesi

Cihazin Ad1 Marka ve Modeli Kullamm Amaci

Taramal Elektron | QUANTA 400F Field | Sentezlenen malzemenin

Mikroskobu Emission morfolojisinin anlagilmasi ve morfoloji
degisimlerinin incelenmesi

Yiiksek Kontrastli | TEMC-FEI Tecnai | Sentezlenen malzemenin

Gegirimli Elektron | G? Spirit BioTwin morfolojisinin anlagilmasi ve morfoloji

Mikroskobu degisimlerinin incelenmesi ile birlikte
yapida bulunan kontrast farkindan
sistemin  yorumlanmasi, core-shell
yapiin goriilmesi

Zeta Boyut Olger Malvern-NanoZs Nanopartikiil modifikasyonu sonrasi

hidrodinamik boyut dagilimma ve

boyuta etkisinin aragtirilmast

Zeta Potansiyel Olcer Malvern-NanzoZs Nanopartikiillerin ~ ylizey  yiikiiniin
modifikasyon ile degisiminin
incelenmesi

Fourier Doniigimli

Infrared Spektroskopisi

UV Spektrometre

Floresans Spektrometre

Hyperion 1000- IFS/66S

Thermo-Scientific-1000
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Nanopartikiillerin kimyasal yapisinin

belirlenmesi, modifikasyon sonrasi

degisimlerin anlagilmasi

Nanopartikiillerin  modifikasyanonun
absorbansla elde edilen algoritma

izerinden arastirilmasi

Nanopartikiillerin ~ yiiksek  enerjj

doniisiimiiniin uyarilmast ve emisyon
izerinden

bantlart anlagilmasi  ve

modifikasyon sonucu absorbans ile



degisimlerden malzeme hakkinda nicel

ve nitel yorum yapabilme

Elektroforez ChemiDoc Deney gruplariin protein diizeyinde

incelenmesi ve tanimlanmasi

EDAX veya  EDS | QUANTA 400F Field | Nanopartikiillerin yiizeyinin taranmasi

Dedektorii Emission- TEMC-FEI | ile elementel diizeyde analiz edilmesi
Tecnai G? Spirit
BioTwin

3.1. immiinoafinite Silika Nanopartikiillerle Transferrin Tayini
3.1.1. Silika Nanopartikiillerin Sentezi

Silika nanopartikiiller (SiNP), literatiirde bu sentez yonteminde en ¢ok atif almis olan
calismalarin sahibi Stober’in yontemine gore sentezlenmistir [163]. Ozetle, 50 mL etanol
50 mL ultra saf su, 250 mL boyunlu balonda homojen bir ¢ozelti elde edilen kadar
karigtirilmistir. Ardindan, 10 mL amonyum hidroksit (0.5 M) ve 5,0 ml tetraetil ortosilikat
(TEOS) eklenerek 500 rpm karistirma hizinda 12 saat boyunca manyetik karistiricida
karistirilmistir. 12 saatin sonunda olusan ¢ozelti santrifiij edilip etanol ile yikanmis ve

50°C*de vakumlu etiivde kurumaya birakilmistir.

3.1.2. Silika Nanopartikiillerin (SINP) Amin Gruplanyla

Fonksiyonellestirilmesi

Onceden hazirlanmis olan silika nanoyapilar (bknz. 3.1.1), bu asamada aminlenip, antikor
ile modifiye edilmistir. Belirli miktarda alinan silika nanoyapilar (4 mg), etanol:su (4:1)
cozeltisinde disperse edilip homojenize edildikten sonra, uygun miktarlarda SiNp:
APTES (10:1 v/v) damla damla karisima eklenir ve 1 saat manyetik karistiricida
karnigtirilir. 1 saatin ardindan, ¢ozeltiye uygun miktarlarda (APTES:NaOH v/v) 5:1
amonyum hidroksit (0.5M) ¢ozeltisi eklenir ve 12 saat ¢ozeltinin olgunlagmasi beklenir.
Yiizeyi amin gruplan ile modifiye edilmis silika nanopartikiil molekiilleri vakumlu

etiivde 50°C tamamen kurutulduktan sonra elde edilir.
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3.1.3. Aminli [(SINP)NH:] Silika Nanopartikiillerin Transferrin Antikoru ile
Modifikasyonu

Aminlenmis silika nanoyapilar, de-iyonize su i¢inde disperse edilmis ve EDC/NHS ile
aktiflestirilmis antikor (20:1 mol/mol) ile oda kosullarinda 12 saat manyetik karistiricida
(500 rpm) karistirilmistir. 12 saatin ardindan, silika nanoyapilar 9000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilip, elde edilen [(SiNp)NH2]+AntiTra partikiiller alinmistir. Siipernatantlar
antikor baglanma kapasitesinin belirlenmesi amaciyla saklanmistir. Alinan pelletler de-
iyonize su i¢inde (10 mL) disperse edilmis ve bir sonraki agama i¢in saklanmis ve

kullanilmuistir.

3.1.4. [(SiNp)NH:]+AntiTra Silika Nanopartikiillerle Transferrin Etkilesim

Kosullarimin Optimizasyonu

Bu asamada 250 pg/mL derisimde modifiye edilmis silika nanoproblar, derisimi bilinen
transferin standart c¢ozeltileri (31,25-62,50-125,0-250,0 pg/mL) ile etkilesime
sokulmustur (25°C sicaklik ve pH 7,2’de). 10 mL’lik falkon tiiplerde, 1 mL silika
nanopartikiil ¢6zeltisi ve 1 mL standart ¢ozeltileri iceren analiz ¢ozeltisi vorteks yardimi
ile etkilesime sokulmustur. 2 dakika siiren bu islem sonunda falkon tiipler santrifiij
edilmis, siipernatant kismindan 3 pL numune alinarak nanodrop UV-spektrometresinde
Olciimler yapilarak, etkilesimden Onceki absorbanslar arasinda kayda deger
degisikliklerin olup olmadig1 incelenmistir. Bu deneyin yani sira, transferin antijeni i¢in
nanopartikiillerin farkli ortam kosullarindaki etkilesim kabiliyetini stnamaya yonelik, pH,
sicaklik ve etkilesim siiresinin prob-antijen etkilesimine etkisi incelenmistir. Bu farkli
kosullarda 250 pg/mL derisimindeki silika nanopartikiiller ile yine ayni derisimde
antijenler etkilesime sokulmustur. Farkli pH, sicaklik ve etkilesim siiresi ortamlarinda

alinan sonuglar incelenmis ve rapor edilmistir.

3.1.5. [(SiNp)NH:]+AntiTra Silika Nanopartikiillerle Yarismah Afinite Testleri

Modifiye edilmis silika nanoproblarin sadece transferin ihtiva eden ¢dzelti ortaminda,
antijene kars ilgileri analiz edilmistir. Bunlarin yaninda, nanopartikiillerin kompleks s1vi
karisimlarinda ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine karst olan ilgileri ve
transferine karsi olan ilgileri degerlendirilerek yarigmaci protein ortaminda etkilesimler
incelenmistir. Bu analizler igin, ovalbumin, y-globulin ve albumin proteinleri
kullanilmistir. Belirli derisimlerde, spektrum taramalar1 yapilmis, absorbans degerleri

kayit edilmistir. Daha sonra belirli miktarda silika nanoproblar ile karigimi yapilmis
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cozeltiler vorteks yardimi ile muamele edildikten sonra, santrifiij edilmistir. Siipernatant
kisimlarindan alinan 6rneklerin yine ayni dalga boyunda absorbans degerlerine bakilmis

ve azalan derisim miktarlarina paralel olarak absorbans degerleri yorumlanmustir.

3.2. Yiiksek Enerji Doniisiimlii Silika Nanopartikiiller ile Telomeraz Tayini
3.2.1. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit (MAAsp) Monomerinin Sentezi

Yiiksek enerji donsiimi Ozelligi olan lantanit katkili silika nanoyapilarin sinyal
siirelerinin uzatilmasi icin ortama anten gorevi gorecek bir molekiil yerlestirilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple, uygun molekiil olarak MAAsp molekiilii se¢ilmistir. 5,52
mmol, (0,73 g) L-aspartik asit, 1 M NaOH sulu ¢dzeltisinde deney tiipii icinde
¢oziilmiistiir. MA-Bt (metakriloil benzotriazol) ¢ozeltisi i¢eren 1,4-dioksan (25 mL)
yavasca aminoasit ¢ozeltisi i¢ine eklenmistir. Karisim, reaksiyonun tamamlanmasi igin
oda sicakliginda 20 dakika boyunca karistirilmistir. Reaksiyon bittiginde vakum altinda
1,4-dioksan buharlastirilarak final ¢ozeltiden (karisimdan) uzaklastirilmistir. Cokelti su
ile seyreltilmis ve reaksiyon sonucu olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 ml) ile
uzaklastirilmistir. Toplanan sulu monomer ¢ozeltisi %10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak
pH 6,0-7,0 olacak sekilde notrlestirilmistir. Doner buharlastirict ile su yapidan
uzaklastirilarak reaksiyon {iriinii MAAsp monomeri (acik sart renkli ¢okelek) elde

edilmistir.
3.2.2. Eu?**-MAAsp Floresans Kompleksinin Hazirlanmasi

Eu lantanit tuz kompleksi, MAAsp fonksiyonel monomeri ile 1:3 (mol/mol) oraninda
karigtirilmasiyla olusturulmustur. Bu amacgla, MAAsp (3 mmol) ve kompleks olusmasini
kolaylastiran ajan olarak amonyum oksalat monohidrat, (0.5 mmol, 71 mg), 20 mL
deiyonize su i¢inde c¢oziilmiistir. pH, NaOH’mn (1 M) damla damla eklenmesiyle
kompleks olusumu i¢in en uygun pH olan pH 6,0-7,0 araliginda olacak sekilde
ayarlanmustir. Daha sonra, 5 mL deiyonize su icinde ¢oziilen Eu** (1 mmol, 435 mg)
iyonu onceki ¢ozelti icerisine damla damla ilave edilmistir. Karisim daha sonra 24 saat
boyunca 150 rpm'de manyetik karistiricida karistirilmis ve olusan beyaz ¢dokelti

(kompleks kristalleri) siiziilerek ¢cozeltiden toplanmistir.
3.2.3. SiNP@Eu’"-MAAsp Nanopartikiillerin Sentezi
Onceden hazirlanmis olan, Eu**-MAAsp (1:3) kompleksi, 1:1 oraninda, etanol:su (4:1)

cozeltisinde homojenize edildikten sonra, uygun miktarlarda (10:1 v/v) damla damla
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silika karisimina eklenmis ve 1 saat manyetik karistiricida karistirilmistir. 1 saatin
ardindan, ¢ozeltiye 1 mL amonyum hidroksit ¢ozeltisi (SM) eklenmis ve 12 saat
cOzeltinin olgunlagmasi1 beklenmistir. Karisimdan ylizey aktif malzemelerin ayrilmasi
icin 8:2 etanol/HCI (0,1 M) (v/v) ile muamele edilmis ve vakumlu etiivde kurumaya

birakilmistir.

3.2.4. SiNP@Eu’'-MAAsp Nanopartikiillerin Aminlenmesi

Sentezlenen SiNp@Eu**-MAAsp nanopartikiillerinden 4 mg almmuis, 10 mL distile su
icinde 30 dakika boyunca ultrasonikator kullanilarak disperse edilmis ve homojen bir
¢Ozelti hazirlanmistir. Homojen ¢6zelti olustugunda, bu ¢6zelti i¢ine, APTES oran1 10:1
(w/w) oraninda olacak sekilde damla damla eklenmis ve manyetik karistiricida 24 saat
boyunca 500 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 3 defa distile su ile yikanmis
ve 10000 rpm donme hizinda santrifiijle ¢oktiiriilmiis ve olusan pellet vakumlu etiivde

50°C’de 24 saat boyunca kurutulmustur.

3.2.5. [(SINP@Eu?**-MAAsp)NH:] Nanopartikiillerin Anti-Telomeraz ile
Modifikasyonu

Daha oOnce transferrin antikorunun baglanma deneylerinde yapildigi gibi modifiye
edilmemis silika nanoyapilarin yiizeyleri aminlenerek [(SiNp@Eu*"-MAAsp)NH;]
yapilar1 elde edilmistir. Bu yapilarin yilizeylerine telomeraz antikoru yine baglayici bir
karbodiimid (EDC/NHS) yardimi ile baglanmistir. Baglanma veriminin arastirilmasi ve
optimum araligin bulunmasi i¢in ise antikor standartlari1 olusturulmus ve bunlar ile 250,0
ng/mL  derisimdeki [(SINp@Eu*'-MAAsp)NH,] yapilar1 etkilesime sokulmustur.
Deneysel prosediir ve kullanilan reaktiflerin derisimleri transferrin antikorlarini

baglamak i¢in uygulanan prosediiriin benzeri olmustur.

3.2.6. SDS-PAGE Calismalar

Ticari olarak elde edilen, antikor (tavsan anti-telomeraz antikor), antijen (PrEST Antigen
TERT) ve karsilastirma boyasi Cy2@green (Keci Anti-Tavsan IgG H&L (Cy2 ®)
preadsorbed) son derisimleri 125 ug/ul olacak sekilde, belirli oranlarda YED nano
proplar ile (250 pl/ml) etkilestirilmesiyle ayarlanmigtir. Bu deney gruplarina ek olarak da
gercek kanser hiicresi hatlarindan (HeLa ve MCF-7) ekstrakte edilen ve derisimleri

bilinmeyen soliisyonlar kullanilmistir (Tablo 3.2 ).
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Tablo 3.2 Elektroforez numunelerinin derigimleri

Numune Adi Derisim Miktar
(ng/mL) (pL)

Bos Silika 250 25
Silika@YED 125 25
YED@Antikor 125 25
YED@Antikor+Antijen 125 25
Antikor+Antijen 125 25
Cybergreen@Antikor 125 25
Cybergreen@Antikor+Antijen 125 25
HeLa-T - 25
YED@Antikor+HeLa-T 125 25
Ticari Antijen 125 25
MCF-7-T 25
YED@Antikor+MCF-7-T 125 25

Jel-elektroforez analizi i¢in ilk adimda, 100 mL hacmindeki bir behere 25 mL sogutulmus
elektroforez tamponu (TBE) eklenmis ve ¢ozelti hizla karnistirilirken 1,125 g yiiksek
cOziintirliikklii (HR) agaroz tozu yavas yavas eklenmistir. Homojen bir karism elde edilene
kadar karistirilmis ve beher plastik bir kapak ile kapatilarak havalandirma i¢in kiigiik bir
delik acgilmistir. Beher mikrodalgada 3 dakika "diisiik" giicte 1sitilmis ve ardindan
"yiiksek" giice gecilmistir. Burada 6nemli olan nokta, ¢6zeltinin dokiilmesine neden
olmayacak bir sekilde gergeklestirilmis olan kisa atimlarla 1sitma islemidir. Isitma ile
olusan kopiik, biiylik kabarciklar haline geldiginde bu kopiikler birkag saniye sonra
kaybolmustur. Bu durum, agarozun hazir oldugunu gostermektedir. Ardindan, jel, jel
aparatina (kasete) dokiilmiis, oda sicakliginda katilagtiktan sonra, kullanmadan once
+4°C'de 20 dakika sogumaya birakilmistir. Her seride 25 pL numune yiiklenmis ve 1 saat
boyunca 200 V'ta ¢alistirilmistir. De-iyonize su ile hazirlanmig 0,1 M NaCl ¢ozeltis ile
nazikge ¢alkalayarak 20 dakika boyunca jel boyanmistir. Bantlar1 goriintiilemek i¢in, BIO
RAD-CHEMIDOC cihaz1 350-380 nm dalga boyu kullanilmistir.
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3.2.7. [(SINP@Eu**-MAAsp)NH:]+Anti-Telo Nanopartikiillerin Telomeraz

Antijenleri ile Etkilesimi

Antikor ile secicilik ézelligi kazandirilan [(SINP@Eu*"-MAAsp)NH,] partikiillerinin
antijen yakalama kabiliyetlerinin sinanmasi i¢in, derisimi bilinen ticari telomeraz
antijenleri ve derisimleri bilinmeyen gercek kanser hiicre hatlarindan (HeLa ve MCF-7)
ekstrakte edilen telomerazlar kullanilmistir. Bu asamada, 250 pg/mL YED problar ile
derigimleri bilinen (12,50-25,50-100,0-200,0 ve 400,0 ng/mL) ve derisimleri bilinmeyen
HeLa ve MCF-7 hiicrelerinden ekstrakte edilen telomeraz antijenleri etkilesime sokulmus
ve 10 dakika rotarda bekletildikten sonra 1 dakika vorteks yardimi ile karistirilarak

belirlenen analizler yapilmistir.

Bu deneyler icin MCF-7 ve HeLa hiicre hatlar1 se¢ilmistir. Hiicrelerden, 2. pasajlarindan
ortalama 1x10° olacak sekilde birer vial kullanilmistir. Bu hiicrelerden telomeraz
ekstraksiyonu yapabilmek i¢in literatiire uygun deneysel calismalar tertip edilmistir
[226]. Buna gore, RNase icermeyen 1,5 mL hacimli tiiplere alinan hiicreler soguk PBS
ile 2 defa 1800 rpm hizinda 5 dakika yikanmistir. Siipernatant dikkatlice ortamdan
uzaklastirllmigtir. Daha sonra hiicreler, buzda bekleyen 200 pL kimyasal parcalama
(liziz) tamponuna alinmis ve 30 dakika yatay calkalayicida buz i¢inde bekletilmistir.
Daha sonra 12000 rp degerinde 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
dikkatlice alinmis ve -80°C’de saklanmigtir. Daha sonra bu numuneler YED problar ile

etkilesim i¢in spektrometrik ve elektroforez analizleri i¢in kullanilmstir.

41



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Immiinoafinite Ozellikli Silika Nanopartikiillerle Transferrin Tayini
4.1.1. Silika Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizleri

Calismanin  bu bdliimiinde, bos silika nanopartikiillerinin, aminlenmis silika
nanoprtikiillerinin [(SINP)NH2] ve antikor bagl final driinlerinin FTIR-ATR
spektrumlar1 incelenmistir. Bu sonuglara gore, spektrumlarda kayda deger degisimler,
beklenen yonde gozlemlenmistir. Sekil 4.1. incelendiginde, bos SiO, nanoproblari, Si-
OH'nin asimetrik egilme ve gerilme titresimine ait 950 cm™!'deki bandin yani sira, Si-O-
Si asimetrik gerilmelerine karsilik gelen 1080 cm™'de bir temel banda sahiptir. Ote
yandan, amin ile islevsellestirilmis SiO> nanoproblar1 (mavi ¢izgi), amin gruplarinin

[227] asimetrik titresimine ait 1640 cm'

civarinda ekstra genis bir banda sahiptir ve
bandin genisligi, dahil edilen SiO» yapisinda ayrismamis su molekiillerine karsilik gelir
[228]. Karsilagtirmali sonuglar, amino gruplarmin SiO, pargacik yiizeyine basarili bir
sekilde dahil edildigini gostermistir. Ek olarak antikor molekiillerinin immobilizasyonuna
gbre yeni onemli bantlarin agikca gézlemlendigi, amino islevsellestirilmis ve antikorla
dekore edilmis SiO2 nanoproblarin  spektrumlarinin = karsilastirilmasinda  da
goriilmektedir. Bu baglamda, bos, amino islevsellestirilmis ve antikorla dekore edilmis
Si0; nanoproblar1 arasindaki acik farklar, spektrumlarda yeni bantlarin ortaya ¢ikisinin
yan1 sira mevcut bantlarda kaymalar/genislemeler olarak ortaya ¢ikmistir. 454 cm™, 570
cm’!, 1066 cm™! ve 804 cm™! civarindaki SiO» (Si-O-Si veya Si-OH) gruplarina karsilik
gelen bantlarin yogunluklari, antikor dekorasyonundan sonra 6nemli 6l¢iide degismistir.
Sonuglar, ATR yaklasimimin analiz edilen ylizeydeki fonksiyonel grubu ve ayrica
ylizeyler boyunca antikor molekiillerinin homojen immobilizasyonunu/dekorasyonunu
taradig1 analiz yonteminin dogasina baglhidir. Bant yogunluklarindaki bu varyasyonlara
ek olarak, protein spektrumlarinda yaygin olarak amid I/II titresimine karsilik gelen 1544
cm’! civarinda yeni bantlar goriilmiistiir [229]. Ayrica, protein yapilarindaki amid baglar:
ile ilgili yaptya dahil olan yeni karbonil (-C=0-) gruplar1 nedeniyle, bandin 1658 cm!
civarindaki yogunlugu énemli dl¢iide artmistir. Ozetle, silika bazli nanoproblar basarili
bir sekilde sentezlenmis ve karakterizasyon analizleri 1s18inda homojen bir sekilde

modifiye edilmistir.
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Sekil 4.1. Mavi renkli ¢izgiler (iistliste ¢akisik) [(SINP)NH>] ve kirmizi ¢izgi ise sadece
SiNP’yi temsil etmektedir.

4.1.1.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Sentezlenen silika nanopartikiillerin boyutlar1 ve morfolojileri taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM analizine gore (Sekil 4.2), nanoproblarin boyut
dagilimi Image J yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Boyutlar 91.6+ 22.6 nm'lik dagilima
sahiptir. Boyut dagilimi yiiksek monodispersitede olup, 70-120 nm araliginda rapor
edilmistir. Aminlenmis silika nanopartikiiller ise sekil 4.3’te incelenmistir. Burada amin
ile fonksiyonellestirmenin morfolojide ciddi degisiklige yol actig1 sdylenemez. Partikiil

boyutlar1 da bos silika nanoyapilarinin boyutlari ile neredeyse ayni ¢ikmaistir.
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Sekil 4.2. Bos silika nanopartikiillerin taramali elektron mikroskop goriintiileri, 3,0 kV
voltaj ve 50 kx yakinlastirma.

SEM HV: 2.5 kV WD: 5.06 mm GAIA3 TESCAN

View field: 2.08 ym | Det: In-Beam SE | 500 nm

SEM MAG: 100 kx |Date{mi/d/y): 09/09/19 HUNITEK|\\ /]

Sekil 4.3. Aminli silika nanopartikiillerin taramali elektron mikroskop goriintiileri, 5,0 kV
voltaj ve 449 kx yakinlastirma.
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Sekil 4.4 ve 4.5°de silika nanopartikiiller modifikasyon sonrasi taramali elektron
mikroskobu ile morfoloji incelemeleri yapilmistir. Yiizey morfolojisinde kayda deger
oranda degisimler elektron mikroskobu incelemelerinde tespit edilmistir. Yiizeyleri
piiriizsiiz olan silika yapilar, modifikasyon sonrasi ylizey piiriizsiizliiglinii yitirmislerdir.
Partikiil boyutlarinda ise ciddi degisimler olmamistir. Modifikasyon sonrasi 6lgeklerine
gore image-J programindan partikiiller incelenmis ve modifikasyonun partikiil boyutuna

etkisi yaklasik 22 nm civarinda olmustur.

SEM HV: 7.0 kV WD: 3.43 mm y GAIA3 TESCAN

View field: 0.557 ym/| Det: In-Beam SE
SEM MAG: 373 kx |Date(m/dly): 11/26/18 HUNITEK

Sekil 4.4. Anti-transferrin ile modifiye edilmis (SINP@NH>) nanopartikiillerin taramali
elektron mikroskobu goriintiileri, 7,0 kV voltaj ve 373 kx yakinlagtima.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 4.05 mm GAIA3 TESCAN

View field: 0.462 pm | Det: In-Beam SE | 100 nm

SEM MAG: 449 kx |Date(m/dly): 11/27/18 HUNITEK |\

y

Sekil 4.5. Anti-transferrin ile modifiye edilmis (SINP@NH2) nanopartikiillerin taramali
elektron mikroskobu goriintiileri, 2,5 kV voltaj ve 100 kx yakinlagtima.

4.1.1.3. Gegirilimli Elektron Mikroskopi (TEM) Analizleri

Gegirimli elektron mikroskobu goriintiilerinden anlasilacagi iizere, silika nanoyapilarin
sentezi ve karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°de silika yapilarinin bos oldugu 151k gegirgenliginden anlasilmaktadir. Bu yapilarda
lantanit kullanildig1 zaman nasil bir kontrast farki olustugu ileri deneylerde lantanit ile
modifiye edilen floresan 6zellik gosteren problarin TEM gériintiilerinde deginilmistir.
Sekil 4.7 ‘deki goriintiide ise silika yapilarin dis yiizeyinin modifiye edildigi gradient
farkindan dolay1 belli olmaktadir. Yiizeyde ¢ok ince bir tabaka hem yiizey yiikiinden
kaynakli hidrodinamik yaricap etkisi hem de jelimsi saydam tabaka belli olmaktadi.
Problarin boyutlari, zeta-sizer ve taramali elektron mikroskobu goriintiileri ile de

uyusmaktadir.
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Sekil 4.6. Bos silika nanopartikiillerin modifikasyon Oncesi gecirimli elektron

mikroskopu goriintiileri.

Sekil 4.7. Silika nanopartikiillerinin transferrin ile modifikasyonu sonrasi geg¢irimli

elektron mikroskopu goriintiileri.
4.1.1.4. Enerji Dagihmh X-Isin1 Spektroskopisi (EDX) Analizleri

SiNP yapilar1 oncelikle amin yapilar1 ile modifiye edilmis ve sonrasinda ise anti-
transferin ile fonksiyonellenmistir. Bu islem basamaklarinin dogruluguna, TEM
mikroskobu altinda EDAX dedektorii ile elementel olarak hem spektrum hem ylizey
haritalamasinda bakilmistir. Sekil 4.8 incelendiginde, final yapida, bos silikaya gore
karbon ve azot elementleri tespit edilmistir. Yapida silisyum ve oksijenden bagka tespit

edilen ve oldukg¢a fazla olan karbon elementi, protein yapida olan transferrinden ve azot
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elementi ise hem proteinden hem de amin gruplarindan gelmistir. Bu sonu¢ da hem anti-
transferrinin hem de aminleme isleminin basarili bir sekilde gergeklestigini
gostermektedir. Bunun yaninda, aym partikiillerin elementel incelenmesi Sekil 4.9°da
ylizey haritalanmasi seklinde ifade edilmistir. Burada elementlerin, kendilerini temsil

eden renkler ile topografik olarak dagilimlart incelenmistir.

M Spectrum 2
Wt% o
535 28

Si 208 12
179 17
78 43

Sekil 4.8. Silika nanopartikiillerin EDAX spektrum analiz sonuglari a) bos, b)

fonksiyonellestirilmis nanopartikiiller

NEID e

Sekil 4.9. Modifiye edilmis silika nanopartikiillerinin icerdigi elementleri gosterir yiizey

haritalanmasi.
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4.1.1.5. Zeta Boyut ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Calismanin temel amaci, spesifik antikor ile donanimlastirilmis dekore silika bazli
nanoproblar tarafindan, antijenin yakalanmasi ve ortamda bulunan antijenin kantitatif

olarak belirlenmesidir.

Kayda deger miktarda ve optimum sekilde sentezlenen silika nanoyapilari ileri diizeyde
“antikor-antijen” etkilesimlerine hazir hale getirilmek i¢in biyolojik ajanlar ile modifiye
edilmistir. Calismanin asil amaci silika nanopartikiillere antikorun kovalent baglanmasi
sonucu ortamda bulunan antijeni belirlemektir. Bu sebeple, silika nanoyapilara baglanan
antikorlarin karakterizasyonu yapilmis ve ylizey yiiklerindeki degisim rapor edilmistir
(Sekil 4.10). 1 numarali grafikte kullanilan silika yapilarin boyutlarinin hidrodinamik
yaricap ile ortalama 105 nm oldugu gorilmektedir. Bu degerler taramali elektron
mikroskobunda ortalama 70-120 nm ¢ikan deger ile ortiismektedir. 2 numarali grafikte,
bos silika nanomalzemenin ylizeyine amin gruplart takildiktan sonraki degisim
goriilmektedir. 3 numarali grafikte modifiye edilmemis silika yapilar ile bunlara antikor
baglandiktan sonraki degisim goriilmektedir. 4 numarali grafikte ise yilizeyi aminlenmis
silika yapilar ile final iirlin olan silika nanoyapilarin arasindaki degisim goriilmektedir.
Yiizey yiikii analizlerinden de goriildiigii lizere, asama asama ylizeydeki modifikasyonun
ylizey yiikii tizerindeki etkisi sirasiyla degerlendirilmis ve yiizeye antikorun baglanmasi

bu analizler ile de gosterilmistir.

Burada farkli fonksiyonel gruplarin, 6zellikle amin gruplarinin dahil edilmesi zeta
potansiyel Ol¢iimleri ile izlenmistir. Sekil 4.11'de verildigi gibi, zeta-potansiyel (Z-P)
degerleri, modifikasyon adimlarina gore Onemli Olgiide degismistir. Bos silika
nanopartikiiller i¢in Z-P degeri (+11 mV), ylizey aminlenmesi nedeniyle -19 mV'a
diismiistiir. Z-P degerleri, antikor dekorasyon adimindan sonra -3.0 mV'lik daha pozitif
bir bolgeye kaymistir. Yiizey aminasyonu, daha pozitif yiizey yiikleriyle sonuglanmistir.
Bu nedenle, Z-P degeri 6nemli dl¢lide azalmistir. Ayrica, dlgiimlerin pH degerinin (7.0)
antikor molekiillerinin izoelektronik noktasindan yiiksek olmasi nedeniyle antikor
molekiilleri negatif ylizey yiiklerini arttirmistir. Bu arada, daha biiyiik boyutlu antikor
molekiilleri, bazilarina konjuge olmanin yani sira, aminlenmis gruplar1 da maskelemistir.
Parcaciklarin yiizey yiikleri zit yilikli molekiiller tarafindan g¢evrelendiginden, tim
potansiyel kaymalar ylizey modifikasyonu ile tutarlidir. Sonug olarak, Z-P 6l¢iimleri,
ylizey modifikasyonunun basariyla gergeklestirildigini ve boyut 6l¢iimiiniin mikroskobik

gozlemleri dogruladigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.10. Bos silika nanopartikiillerin zeta boyut ve potansiyel 6l¢iimii.
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4.1.1.6. UV- Goriiniir Bolge Spektroskopisi Analizleri

Fonksiyonelestirilmis silika nanopartikiillerinin adim adim spektrometri analizleri
yapilmis ve her basamaktan sonra absorpsiyon miktarinda artis gorilmistiir. Sekil
4.11°de swrasiyla fonksiyonellestirilmis malzemelerin  absorpsiyon degerlerini
gostermektedir. Burada absorpsiyon miktar1 olarak, biiyiikten kiigiige dogru “final iiriin-
aminlenmis tirlin- silika nanopartikiil” olarak siralanmistir. UV-Vis spektrometri
Olctimleri, 200-800 nm dalga boyu araliginda, bos silika, amin ile modifiye edilmis silika
ve antikorla dekore edilmis silika nanoproblarin dagiliminda gerceklestirilmistir. Sekilde
goriildiigii gibi bos silika nanoprobu bu aralikta sogurma bandina sahip degilken,
aminasyon ‘’n-pi/pi-pi’’ gegislerine sahip olabilecek nitrojen atomlarindaki yalniz giftler
nedeniyle 256 nm'de bir omuz olusumuna neden olmustur. Ote yandan, antikor
immobilizasyonu, yilizeyde polipeptit yapisinin birlesmesinden dolayr 260-560 nm
arasinda net bir absorpsiyon bandi ile sonu¢lanmistir. Burada absorpsiyon miktari,
antikorla dekore edilmis-> aminlenmis-> bos (modifiye edilmemis) SiNP'ler olarak
siralanabilir. Ek olarak, sonuglar, silika bazli nanoproblarin basarili bir sekilde

degistirildigini ve bu arada zeta-potansiyel 6l¢iimleriyle oldukga tutarli olduklarini ortaya

koymustur.
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:: 04 A Antikor Baglanmig
£ Transferrin (Cozeltide)
2
g
< 02 A
0.0 T r r r \
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Sekil 4.11. Modifikasyon asamalarina gore silika nanopartikiillerin UV-Spektrometri

analizleri.
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4.1.2. Silika Nanopartikiillere (SiNP) Anti-Transferrin Antikorlarinin Baglanma

Kapasitesi

4,0 mg [(SiNP)NH:z] partikiillerine karsilik 250 pg antikor alinmistir. Daha sonra homojen
karisim santrifiij edilmis ve siipernatant baglanma kapasitesi dl¢ltimii i¢in kullanilmistir.
Disarida kalan antikor miktari, standart ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon grafiginde

absorbanslar1 tizerinden hesaplanmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Immiino-¢okeltme adimlarina baslamadan ©nce, spesifik antikor (anti-transferrin
antikoru) molekiilleri, karbodiimid yolu ile immobilize edildi. Burada, 250 pg antikor
molekiilii, daha 6nce 6zetlendigi gibi 4 mg aktiflestirilmis/aminlenmis silika nanoproblari
ile etkilesime girmistir. Homojen karigim belirli islemlerden gegirildikten sonra
santrifiijlendi ve siipernatant baglama kapasitesi Ol¢limii i¢in kullanildi. Antikor
miktarlart (bagh ve tutulan), standart ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisindeki
absorbans iizerinde degerlendirilmistir. Degerlendirme sonunda antikorun kiitlece
%15,79'u ¢ozelti fazinda kalmis, kalan %84,21'lik kisim basariyla yapiya baglanmistir.
Sonug olarak silika bazli nanoproblarin antikor yiikleme kapasitesi diger bir deyisle

ligand yogunlugu 52,64 mg/g nanoprob olarak hesaplanmstir.
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Sekil 4.12. [(SiNP)NH2:] partikiillere anti-transferrin antikorunun baglanmasinin kontrolii

i¢in olusturulan standart grafik
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Sekil 4.13. [(SiNP)NH»] partikiillere anti-transferrin baglanmasina ait verilerin bar
grafigi.
4.1.3. [(SiNP)NH:]+AntiTra Silika Nanopartikiillerle Transferrin Etkilesim

Kosullarimin Optimizasyonu

Bu asamada 250 pg/mL derisimde silika nanoproblar, 7,81 pg/mL- 250,00 pg/mL derisim
araligindaki transferrin standart ¢ozeltileri ile muamele edilmistir (ortam kosullar1 25°C
sicaklik, siire 10 dk. ve pH 7,2). Standart ¢ozeltiler ile kalibrasyon dogrusu olusturulmus
ve spektrum taramasinda en uygun dalga boyu 280 nm olarak tespit edilmistir (Sekil
4.14). Etkilesimler bu dalga boyunda ve bu kalibrasyon grafigine gore degerlendirilmistir.

Kalibrasyon grafiginde R? degeri 1’e en yakin olan grafik segilmistir.
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Sekil 4.14. Transferrin standart ¢ézeltilerinin spektrum taramasi.
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Sekil 4.15. Standart ¢ozeltilerin 280 nm’de elde edilen kalibrasyon grafigi.

Sekil 4.16°da farkli antijen konsantrasyonlart ile etkilesime sokulan silika nanoproblarin

antijen baglama kapasiteleri grafige dokiilmiis ve incelenmistir. Bu grafik verilerine gore

1 mg antikor basina maksimum antijen yakalama kapasitesi 369,23 pg/mL derisimine

sahip antijen grubunda oldugu goriilmiistiir. Antijen miktar1 arttikga baglanma

kapasitesinin artmasi olasi bir durumdur. Ancak partikiil bagina baglanma yiizdesini de

bu durumda incelemek gerekmektedir. Bu baglamda ise baglanma kapasitesi ylizdesi

antijen derisimi basma en yiiksek 31,25 pg/mL derisime sahip antijen grubunda
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goriilmiistiir. Kapasite 125,64 mg/g olarak da en yliksek olan bu grup ¢alisma grubu

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Farkli derisimlerdeki antijenler ile etkilesime sokulan immiinoproblarin

antijen baglama kapasitesindeki degisimin incelenmesi.

Sekil 4.17°de, silika nanopartikiiller ile farkli sicakliklarda belirlenmis derisimde antijen
ile etkilesime sokulup absorbans degerleri Olclilmiistiir. Bu degerlere gore optimum
sicaklik, maksimum absorbans degeri-maksimum kapasite degeri olan nokta olarak
belirlenmistir. Bu nokta yaklasik 37°C olarak belirlenmistir. +4°C den itibaren yaklasik
37°C’ye kadar artig gosteren baglanma afinite davranisi, protein yapilar1 bu sicaklik
araliginda kayda deger oranda etkilenmis olabileceginden 40°C’den sonra diigiise gecmis

ve 50°C’de neredeyse hi¢ baglanma gdstermemistir.
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Sekil 4.17. Sicakligin degisimiyle immiinoproblarin antijen baglama kapasitesindeki

degisiminin incelenmesi.

Sekil 4.18°de silika nanoproblar ile derisimi bilinen standart ¢ozeltiler farkli siireler
boyunca etkilesimde tutulmustur. Bunun i¢in 37°C ve pH 7,2 ortami kullanilmistir. 10.
dakikadan sonra neredeyse kayda deger degisim goriilmemistir. Grafik incelendiginde bu

biyosensoriin verimli ¢aligma siiresi olarak 10 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Etkilesim siiresinin degisimiyle immiinoproblarin antijen baglama

kapasitesindeki degisimin incelenmesi.
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Sekil 4.19°da silika nanoproblar ile derisimi bilinen standart ¢ozeltiler ile farkli pH
ortaminda, 37°C sicaklik degerinde ve 10 dakika boyunca etkilesimde tutulmustur. Bu
sonuglara gore en optimum etkilesim pH 7,4 ortaminda gergeklesmistir. pH 5 ile 7
arasinda ve pH 8 ile 9 arasinda degerler neredeyse sabit kalmistir. Bu durumda, bu pH
araliklarinda gergeklesecek olan dl¢limlerin gergegi yansitmayacagi diisiiniilmiistiir. En

uygun aralik viicut pH’1na yakin olan 7,4 olarak rapor edilmistir.
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Sekil 4.19. pH degisimiyle immiinoproblarin antijen baglama kapasitesindeki degisimin

incelenmesi.

Sonug olarak, farkli ortam kosullar1 ve siirelerde gerceklestirilen etkilesim deneyleri
sonucunda en optimum kosullar bulunmustur. Buna gore, pH 7,0-7,5 araliginda, 10

dakika etkilesim siiresi ve 37°C sicaklik aralig1 olarak rapor edilmistir.

Transferrin antikoru ile modifiye edilmis silika nanoproplar ile (pH 7,2 ortaminda ve
25°C) etkilesim deneyleri yapilmistir. Problar, Tablo 4.1'de belirtilen transferin antijeni
konsantrasyonlar1 ile etkilesime sokulmustur. Bu ¢ozelti, 10.000 rpm ve 5 dakikada
santrifiijjlenmis ve silipernatantlar1 alinarak etkilesime girmeyen transferin miktari
Olclilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak, mikrogram nanoprob basina baglanan antijen

miktar1 hesaplanmis ve grafigi olusturulmustur.
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Baglanma kapasiteleri,

Q = [(Gi-Cy) x V]/m formiiliine gore hesaplanmistir.

Ci ve Cf: antijenlerin baslangi¢ ve final konsantrasyonlari,
V: protein ¢ozeltisinin hacmi,

m: partikdil kiitlesi.

Tablo 4.1. [(SINP)NH2]+AntiTra silika nanopartikiillerin antijen baglama kapasiteleri

Baslangic konsantrasyonu Q (Kapasite)
(ng/mL)
250,00 369,23
125,00 337,63
62,50 144,17
31,25 125,64

Sekil 4.16, silika bazli immiinoproblarin transferrin (hedef antijen) konsantrasyonu ile
baglanma kapasitesi arasindaki iliskiyi gosterirken sicaklik, etkilesim siiresi ve pH gibi
diger faktorler sirasiyla ortam, 10 dakika ve 7,4 olarak sabit tutuldu. Ilgili sekilde
goriildiigi gibi, sivi ve kat1 fazlar arasindaki konsantrasyon farkinin analit molekiillerini
ylizey tizerinde hareket etmeye/adsorbe etmeye zorlayan bir gradyan yaratmasi seklindeki
temel olguya baglhh olarak, ilk hedef konsantrasyonu dogrudan nanoproblarin
immiinocoktiirme kapasitesini kontrol eder. Bu nedenle, baslangi¢c konsantrasyonundaki
artis, immiino ¢oktiirme kapasitesinde de bir artisa neden olmustur. Ayrica sicakliktaki
artis immiino c¢oktiirme kapasitesini Once artirmig, ardindan Onemli bir azalma
gozlenmistir (Sekil 4.17). Sonug, sicaklik araliginin ilk bdliimiinde artan analit
molekiillerinin hareketliligine baghdir, oysa sicakliktaki daha fazla artis, transferrin ve
antikor molekiilleri arasindaki etkilesimleri engeller. Ek olarak, sonuglar H-bagi,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerin ortak etkilerinin olduguna isaret etmistir. Ilk iki
etkilesim artan sicaklikla azalirken, iiciincii etkilesim artan sicaklikla artar. Uciincii bir
etki faktorii olarak etkilesim siiresi, analit ¢ozeltisinden silika bazli immiinoproblari
ayirmadan once 5 ila 60 dakika arasinda degismistir (Sekil 4.18). Sekilde gortildiigii gibi,

cozeltilerden hedef molekiilleri yakalamak i¢in on dakika yeterliyken, daha sonraki tedavi
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stiresinden 6nemli bir etki gézlenmemistir. Bu sonug¢ dort farkli nokta ile agiklanabilir:
(1) spesifik antikor molekiilleri, afinitelerini korumanin yani sira uygun bir oryantasyon
icinde ylizeye immobilize edildi; (i) antikor molekiillerine, uygun ligand dagilimini ve
yogunlugunu bulan hedef molekiillerle etkilesime girmek i¢in serbestce erisilebilir; (iii)
yakalama igleminin hizli bir kinetigi, immiinoproblarin boyutu ve biyouyumlulugu
nedeniyle herhangi bir difiizyon sinirlamasi gostermedi; ve (iv) oldukca kiiclik boyutlu
(yaklasik 105 nm) silika bazli immiinoproblar, daha yiiksek immiino¢oktiirme kapasitesi
icin daha yiiksek aktif yiizey alani sunar. Sekil 4.19, pH ve immiino¢oktiirme siireci
arasindaki iliskiyi gosterirken, en iyi yakalama kapasitesi pH 7,4'te gdzlendi. Sonug
olarak, immiinog¢oktiirme islemi i¢in optimum parametreler sirasiyla 125 pg /mL, 25 °C,

10 dk, 7.4 olarak belirlendi.

4.1.4. [(SINP)NH:|+AntiTra Silika Nanopartikiillerle Yarismah Afinite Testleri

Sekil 4.20 ve 4.21’de modifiye edilmis silika nanoproblarin sadece transferin igeren
cozelti ortaminda, antijene karsi ilgileri analiz edilmistir. Bunlarin yaninda, silika
nanoproblarin kompleks sivi karisimlarinda ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine
kars1 olan ilgileri, transferine kars1 degerlendirilmistir. Bu analizler i¢in, ovalbiimin, y-
globulin ve serum albiimin proteinleri kullanilmistir. Belirli konsantrasyonlarda (31,25
ng/mL-250 pg/mL aralifinda), spektrum taramalari yapilmis, absorbans degerleri
kaydedilmigtir. Daha sonra belirli miktarda silika nanoproblar ile etkilesime sokulup,
cozeltiler vorteks yardimiyla etkilestirildikten sonra, santrifiij edilmistir. Siipernatant
kisimlarindan alinan 6rneklerin yine ayni1 dalga boyunda absorbans degerlerine bakilmis
ve azalan absorbans degerlerine bakilarak derisim miktarlar1 hakkinda yorum yapilmistir.
Grafige gore ortamda en cok baglanan protein yine transferin proteini olmustur.
Yarigmaci proteinlerin varhiginda silika nanoproblar transferin antijenini yiiksek

secicilikle tayin edebilmistir.

59



500 -

o0 375 A
Dy
g
g
= 250 +
&
=9
¥:
125 4 i
o
O-—'-.‘-‘*.. m'.“ i X
HSA y-Globulin Ovalbumin Transferrin

m250.0 pg/mL m125.0 pg/mL m62.50 ng/mL = 31.25 pg/mL

Sekil 4.20. [(SiNP)NH2]+AntiTra silika nanopartikiillerin yarismaci ajanlar varliginda

transferrin antijenlerini baglama kapasitesi.
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Sekil 4.21. [(SiNP)NH:]+AntiTra silika nanopartikiillerin yarigmaci ajanlar varliginda

transferrin antijenlerini ¢oktiirme ytlizdeleri.

Silika nanopartikiiller, antikor ile modifiye edilip nihai olarak bu partikiillere antijen
yakalama 6zelligi kazandirilmig ve bu sonuglart desteklemek icin de in vitro kosullarda,
icinde antijen ihtiva eden farkli derisimlerdeki ¢ozeltiler ile nanoproplar etkilesime
sokulmustur. Antikor-antijen etkilesimlerinden sonra, ortamdaki antijen miktarlarinda
absorbans degerlerine paralel olarak azalmalar goézlemlenmistir. Ortamda yalnizca

transferrin ihtiva eden ¢ozelti ile etkilesimi sonunda kayda deger bir sonug elde edilmistir.
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Bunun giivenirliligini smamak ve ortamda bulunabilecek herhangi bir proteine de
baglanip baglanmayacagini 6l¢mek igin, 3 farkli protein ile nanoproblar muamele edilmis
ve deneysel kisim tekrarlanmistir. Burada, tliim proteinler i¢in immiino ¢oktiirme
ylizdeleri de (Wprotein ¢oktiiriimiis/ Woprotein  baslangig)X100% olarak uygun kiitle dengesi
uygulanarak hesaplanmistir. Immiino-nanoproblarin hedef protein ile segici olarak
etkilesime girdigini ve 125 pg/mL baslangi¢ konsantrasyonuna kadar neredeyse %100
¢okelme elde edildigini daha acik bir sekilde gosterilmistir. Ote yandan, yarismaci
proteinlerin oran1 %10 dolaylarinda belirlenmis ve bu da transferrin molekiillerinin secici
immiino¢oktiirmesini dogrulamistir. Ayrica, sivi ve kati fazlar arasindaki konsantrasyon
gradienti nedeniyle beklendigi gibi daha diisiik bir baslangi¢ konsantrasyonunda daha
yiiksek immiino¢dktiirme oranlar1 elde edilmistir. Immiinogoktiirme kapasiteleri
literatiire gore nispeten yiiksek olmasina ragmen, immiinoproblarin yiliksek yiizey
alant/hacim orani ile dogrudan iligkili, baska bir deyisle nanoproblarin daha yiiksek aktif
ylizey alani, daha yiiksek spesifik olmayan etkilesimlerle sonu¢lanmistir. Sonug olarak,
hedef proteinlerin secici olarak tanindigini ve immiinoproblar tarafindan basarili bir
sekilde ¢oktiirildiigilinii ortaya koyulmustur. Bu denli yiiksek afinitesi olan bu sistemin,
151k gecirgenligi yontemini kullanarak, ortamda bulunan antijenin miktarinin
saptanabilecegi 6n gorlilmiistiir. En belirgin degisim 280 nm dalga boyunda gozlenmis,
secilen baz1 dalga boylarinda da analiz ortami ve malzemelerin 151k gegirgenligi g6z

Oniine alinarak amaca yonelik ¢alismalar planlanabilir.

Tablo 4.2’de immiinoproblarin yarismali afinite testlerinden sonra alinan absorbans
degerlerinden yola ¢ikilarak, dagilma sabiti ve segicilik lizerine yapilan hesaplamalar
verilmistir. Bu sonuglara gore, tabloda goriildiigii tizere, transferrin en yliksek secicilige
sahip olmustur. Ve bunun yaninda digerlerine oranla dagilma katsayis1 hayli yiiksek
cikmistir. Benzer proteinlere karsi girilen yarisi transferrin ciddi oran farki ile

kazanmustir. Silika nanoproblar transferrin antijenine kars1 yiiksek se¢ici davranmustir.
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Tablo 4.2 Yarismali etkilesim sonrasinda [(SINP)NH>]+AntiTra silika nanopartikiillerin

secicilik ve dagilma katsayilarinin degerlendirilmesi.

Hedef Q Kd-a B

HSA 68,41 0,14 11,25
y-Globulin 61,05 0,11 13,75
Ovalbumin 40,74 0,07 20,56
Transferrin 686,54 1,53 100

4.2. Yiiksek Enerji Doniisiimlii Silika Nanoproblar ile Telomeraz Tayini
4.2.1. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit Monomerinin Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer, MA Asp, L-aspartik asit ve metakriloil grubu tagiyicist MABt’nin
tepkimesiyle sentezlenmistir (Sekil 4.22) Sentezlenen MAAsp monomerine ait FT-IR
spektrumu Sekil 4.23’te verilmistir. FT-IR spektrumunda MAAsp monomerine ait
karakteristik pik 1567 cm™!”deki karbonil bandi; 3398 cm™!’deki absorpsiyon band1 -N-H
(ikincil amin grubu) ait gerilme bandi; 1010 cm™ ve 1388 cm™’deki C-N simetrik ve
asimetrik gerilme bantlaridir. FT-IR analizi MAAsp monomerinin basartyla

sentezlendigini gostermektedir.

R O
N 1MNaOH + R, HOOC(CH,)-
@N,N . HN  OH 0 R a MASBH
1-4 Dioksan i OS H<N ‘8:
)/ z 25°C, 30 dk b, N-Metakriloil-L-Aspartik Asit

Hs

(a) (b)

Sekil 4.22. MA Asp monomerinin sentez reaksiyon semas.
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Sekil 4.23. MA Asp monomerinin FT-IR Spektrumu.

4.2.2. [SINP@Eu**-MAAsp] ve [SiNP@Eu**-MAAsp]|NH: Nanopartikiillerinin

Karakterizasyonu

4.2.2.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizleri

Silika nanopartikiillerin FT-IR spektrumu Sekil 4.24’de degerlendirilmistir. Spektruma
gore, 794, 1059, 1634, 3271 cm"de silikatin tipik absorpsiyon bantlar1 gdzlenmistir. 794
cm"deki pik genellikle siloksan bagina karsilik gelir. 1059 cm™ ve 3271 cm™'deki pikler
sirastyla Si-O-Si egilme ve silanol (Si-OH) simetrik gerilme titresimlerinden ileri
gelmektedir. Si-OH egilme titresimi, ayrica 1634,57 cm™'de bir bant olusturmaktadir.
Silika nanopartikiiller, 794 ve 1059 cm™'de Si—O bag titresimlerine sahiptir [230-233].
FT-IR spektrumunda 1060, 795 ve 455 cm™'deki karakteristik bantlar, sirastyla Si-O
baglarinin gerilmesine, biikiilmesine ve diizlem dis1 makaslama hareketine karsilik
gelmektedir. 950 cm™'de Si-OH'!n asimetrik titresimini ve 1634,57 cm™'de Si-OH'nin
egilme titresimi gdzlenmistir [234]. 3500-3100 cm™ arasindaki bant, birincil aminlerin
N-H gerilme titresimlerine aittir. 3271 cm™'deki bant, N-H gerilme titresimlerinin
varhgini gostermektedir. 1638 cm!'deki pik, -C=O gerilmesine aittir. FT-IR analizinin
sonucu silika nanopartikiillerin varligim1 ortaya c¢ikarirken, modifikasyona ait

molekiillerin de varligini ortaya koymaktadir [233-235].
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Sekil 4.24. Bos silika (siyah), lantanit katkili silika (kirmiz1), aminli ve anten etkisi i¢in
MA Asp katkili silika nanopartikiillerin FT-IR spektrumlari.

4.2.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

[(SINP@Eu**-MAAsp)NHz] nanopartikiiller (Sekil 4.25-4.28) taramali elektron
mikroskobu ile incelenmis ve daha oOnceki deney sonuglari ile benzer sonuglar
gozlemlenmistir. Bu analize gore partikiil boyutlar1 80-120 nm arasinda ve mono-
dispersite oldukga yliksektir. Bu analiz sonuglar1 zeta boyut dl¢iimleri ile de uyumludur.
Sekil 4.29 ve 4.30°da ise antikor ile modifiye edilmis ve antijen ile etkilesime sokulan
partikiillerin ylizey morfoloji degisimleri incelenmistir. Partikiil ylizeylerinde
agregasyonlar ve tutulmalar gozlenmistir. Etkilesim sonrasi morfolojide ciddi degisimler
gergeklesmemis olsa da ylizeyde olusan tutulmalar (mikroskop Olglimlerinde net
goziikkmektedir) zeta potansiyeli ve zeta boyut 6lgerin kademeli 6l¢iimleri (Tablo 4.3) ile

uyumlu olmasindan dolay1 etkilesimin oldugunu kanitlar nitelikte olmustur.
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Sekil 4.25. [(SINP@Eu**-MAAsp)NH>] YED nanopartikiillerin modifikasyon &ncesi
taramal1 elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklastirma.

mag spot| WD JE— T
2:22:50 PM |ETD |30.00 kV| 100 000 x | 3.0 |10.6 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.26. [(SINP@Eu**-MAAsp)NHz] YED nanopartikiillerin modifikasyon &ncesi
taramal1 elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 100000 kx yaklastirma.
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- 9/9/2021 | det HV mag |spot| WD 2um
12:28:56 PM | ETD |30.00 kV |50 000 x| 3.0 |10.7 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.27. [(SINP@Eu’"*-MAAsp)NH2] YED nanopartikiillerin modifikasyon oncesi

taramal1 elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklastirma.

9/9/2021 ‘det v"""' mag |spot| WD m

12:22:50 PM |[ETD [30.00 kV| 100 000 x| 3.0 [10.6 mm METU CENTRAL LAB

ekil 4.28. [(SINP@Eu**-MAAsp)NH2] YED nanopartikiillerin modifikasyon oncesi
P

taramal1 elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklastirma.
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7127/2021 | det HV mag |[spot| WD 100 um
12:49:26 PM | ETD |30.00 kV |1 000 x| 3.0 |13.0 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.29. [(SINP@Eu**-MAAsp)NHz]+AntTelo YED nanopartikiillerin modifikasyon

sonrast taramali elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklastirma.

712712021 ‘det HV mag |spot

12:47:37 PM |[ETD|30.00 kV|{5 000 x| 3.0 [13.0 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.30. [(SINP@Eu**-MAAsp)NHz]+AntTelo YED nanopartikiillerin modifikasyon

sonrast taramali elektron mikroskopu goriintiileri 30 kV voltaj ve 5 kx yaklastirma.
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4.2.2.3. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizleri

[(SINP@Eu*"-MAAsp)NH,] nanopartikiiller gecirimli elektron mikroskobu ile
incelenmis ve daha onceki deney sonuglari ile benzer sonuglar gozlemlenmistir. Bu
analizin amaci Eu iyonunun silika nanopartikiillerin i¢ine basarili bir sekilde katilip
katilmadiginin arastirilmasidir. Silika yapilar 11k gegirgenligi olan yapilardir. Bu sebeple,
15181 gegiren silika nanopartikiiller Sekil 4.31°de verilmistir. Herhangi bir kontrast fark
bulunmamaktadir. Bunun yaninda, i¢inde lantanit bulundugu 6ngoriilen numunelerin
incelenmesinde ise Sekil 4.32 elde edilmistir. Bu goriintiiler incelediginde, olusan derisim
farki ve merkezden cevreye dogru olugsmus olan gradient degisimi goriilmektedir.
Partikiillerin merkezinin daha koyu renkli goriinmesinin temel nedeni, merkezde 151k
gecirgenliginin azalmasi, kenarlarda ise saydam 1$181 geciren bir morfolojinin
olusmasidir. Bu sonuglara gore c¢ekirdek-kabuk formu basarili bir gsekilde
olusturulmustur. Silika yapialrin i¢ine 15181n gecirilmesini engelleyen lantanit elementi
eklenmistir. Bu sonuglar, EDX spektrumu, zeta potansiyeli yiizey yiikii degisimi, FT-IR,

SEM analizleri ve elektroforez sonuglari ile de uyusmaktadir.

Sekil 4.31. Modifiye edilmemis silika nanopartikiillerin gegirimli elektron mikroskobu
goriintiileri.
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Sekil 4.32. YED 6zellikli nanopartikiillerin (iginde lantanit ihtiva eden) gecirimli elektron

mikroskobu goriintiileri.
4.2.2.4. Enerji Dagihmh X-Isim1 Spektroskopisi (EDX) Analizleri

Silika nanoyapilara Eu iyonunun baglandigi taramali elektron mikroskobunun EDX
dedektorii yardimi ile elementel analizi yapilarak yiizey haritalanmasi yapilmistir. Bu
analiz sonucunda silika yiizey yesil renkli bolgeler ve kirmizi noktalar ise Eu elementini
gostermektedir (Sekil 4.33). Sekil 4.34°de, Eu iyonu eklenen silika nanopartikiillerin EDS
dedektorti ile elementel taramasi yapilmis ve spektrum sonuglarina bakilmistir. Bu sonuca
gore kayda deger oranda Eu elementinin silika yapilarda bulunan silisyum ve oksijen
elementleri ile beraber ortamda oldugu tespit edilmistir. Analizde ¢ikan diger elementler
(altin ve paladyum) ise malzemenin kaplanmasinda kullanilan malzemeler oldugu i¢in

sonuclara yansimiglardir.
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EDS Layered Image 1

SilE] i)

1um

Sekil 4.33. Yiiksek enerji doniisiimlii silika nanoyapilarin EDX analizi. (Kirmizi noktalar

Eu elementini simgelemektedir.)

Sekil 4.34. SINP@Eu EDX Spektrumu

Sekil 4.35’de Eu lantanit iyonu ile beraber yapiya kararlilik getirmesi ve anten etkisi
yaratmast amaci ile MAAsp ligand1 da eklenmistir. Eklenen malzemelerin icerdigi
elementler EDS dedektdrii ile elementel tarama sonrasinda tespit edilmistir. Bu analize
gore MAAsp ligandinin eklenmesi ile yapida karbon ve oksijen elementi ve APTES

eklenmesi ile de azot elementinin yer aldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.35. [(SINP@Eu**-MAAsp)]NH, EDX spektrumu.

Telomeraz antikoru yiikli [(SINP@Eu®>*-MAAsp)[NH> nanopartikiillerinin SEM
analizinde EDX dedektorii ile elementel incelemeleri yapilmistir. Bunun sonucunda
ylizey haritalanmasi yapilmis ve modifikasyon sonrasinda ortamda olmasi gereken
baslica elementler arastirilmistir (Sekil 4.36 ve 4.37). Partikiillerde kayda deger oranlarda
karbon, amin ve lantanit elementi saptanmistir. Yiizey haritalanmasinda sar1 renkler
lantaniti, turuncu renkler karbon elementini, mavi renkler silisyum ve kirmizi renkler azot
elementini gostermektedir. Bunun yaninda EDS dedektorii ile elementel spektrum

taramasi yapilmis ve spektrumda karbon, azot ve lantanit spektrumu gézlenmistir (Sekil

4.38).
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Sekil 4.36. Antikor yiiklii [(SINP@Eu**-MA Asp)NH:]+AntTelo nanopartikiillerin yiizey

haritalanmasi

Sekil 4.37. Antikor yiiklii [(SINP@Eu’>"-MA Asp)NH,]+AntTelo nanopartikiillerin yiizey

haritalanmasi.
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Sekil 4.38. Antikor yiikli [(SINP@Eu**-MAAsp)NH2]+AntTelo nanopartikiillerinin

EDX elementel analiz spektrumlart.
4.2.2.5. Zeta Boyut ve Potansiyel Ol¢iimleri

Modifikasyon sonrast YED nanopartikiiller elektron mikroskobunda incelenmis ve
ylzeylerindeki degisimleri gozlemlemek amaci ile 3 boyutlu ¢ekim yapilmistir. SDS
ortaminda dagitilan partikiillerin hareketli ¢ekimlerinden alinan veriler incelenmis ve
ylizey modifikasyonu sonrasi partikiillerin kayda deger morfolojik degisimleri
gozlemlenmistir. Yiizey modifikasyonunun partikiil boyutuna etkisi maksimum 10-20 nm
arasinda oldugu ZETA ile incelenmis ancak elektron mikroskobunda kayda deger
degisiklikler gozlemlenmemistir. Bunun sebebi olarak da hidrodinamik yarigapin gercek
captan her zaman biiyiik oldugu olarak diislintilmiistiir. Partikiil boyutlar1 100-120 nm
civarinda sabit kararliliktadir (Tablo 4.3). Partikiillerin analizlerinin desteklenmesi ve
ylizey degisimlerinin sebebi olan molekiillerin etkilerini elektriksel iletkenlik olarak
irdelemek amaci ile nanopartikiillerin modifikasyonun her asamasinda ve etkilesimin her
asamasinda degisikliklerin anlasilabilmesi i¢in zeta potansiyel analizi ile incelenmistir.
Silika bos yapidan, partikiillerin son halinin antijen ile etkilestigi formuna kadar yiizey
potansiyellerindeki degisim kayda deger olarak goriilmiistiir. Tablo 4’te silika yapinin
bos hal ylizey potansiyeli -9 mV iken, ona pozitif yiiklii bir malzemenin eklenmesi ile
ylizey potansiyeli ciddi oranda yiikselmis ve -15 mV a kadar diismiistiir. Bunun sebebi
pozitif yik merkezinin negatif yiikleri ¢ekmesidir. Ortam amino silika ile modifiye
edildikten sonra merkez basina diisen pozitif yiik arttig1 i¢in yiizey yiikli negatife kayis
meyillinde olmus ve -22 mV’a diismiistiir. Daha sonra bu malzemeye antikor yiiklemesi
yapilmig ve yiizey yiikii -10,7 mV*a dogru gerilemis ve yiizeyde biriken negatif yiik

azalmistir. Ayni durum antijen etkilesiminde de devam ederek kayda deger oranda yiizey
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yiikii pozitife kayis gostermistir. Bu durumun sebebi antikor ve antijen proteinlerinin
negatif gruplari fazlasi ile icermesinden kaynaklanmaktadir. Bundan dolayi da partikiiliin
hidrodinamik yarigap ara-yiizeyinde olusan ylizey yiikii pozitife kaymistir. Bu durum

elektroforez analizinde de goriilmektedir.

Tablo 4.3 Bos silika, lantanit yiiklii silika (SINp@Eu), aminlenmis lantanit ytkli silika
(SINP@EuU]NH>), antikor baglanmis-YED nanoprob silika ([SINP@Eu]NH>+AntTelo)
ve antijen 1ile etkilesime sokulmus ([SINP@Eu]NH>+AntTelo+Telo) YED

Nanoproblarinin adim adim yiizey potansiyeli.

Nanopartikiil Zeta Potansiyel (mV) Z-Ortalama Boyut
(d.nm)
SiNP -9 70
SiNp@Eu -15,3 80
SINP@Eu|NH> -22,78 100
[SINP@Eu]NH>+AntTelo -10,7 115
[SINP@Eu]NHz+AntTelo+Telo -4,8 120
4.2.3. [SINP@Eu*"-MAAsp|NH2 Nanopartikiillerine Anti-Telomeraz

Antikorlarimin Baglanma Kapasitesi

YED nanopartikiillerinin belirli konsantrasyonlarda antikor standart c¢ozeltileri ile
etkilesimi sonucu nanopartikiillere antikorlar kovalent baglanmistir. Bu deney sonucunda
ise mg nanopartikiil bagina kac¢ pg antikor baglandigi tablo ve grafige dokiilerek analiz
edilmistir (Tablo 4.4 ve Sekil 4.39). Kapasite hesaplamalarinin sonucuna gore her derisim
degerinin sonucu kayda deger ¢ikmistir. Bu sebeple medyan deger olan ve hazirlamasi

kolay olan en optimum derisimdeki ¢ozelti 200 ng/pL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.39. [(SINP@Eu**-MAAsp)NH,] YED immiinoproblarinin antikor baglama

kapasitesi.

Tablo 4.4 [(SINP@Eu**-MAAsp)NH2] YED immiinoproblarin antikor baglama
kapasitesi.
Derisim

(g/mb) | 155 25 50 100 200 400 500 600 800

Kapasite | 27,22 40,56 63,06 108,16 196,1 359,3 472,32 597,89 723,46

Q)
(ng/mg)

4.2.4. [(SINP@Eu3*-MAAsp)NH:]+Anti-Telo Nanopartikiillerin  Telomeraz

Antijenleri ile Etkilesimi

4.2.4.1 SDS-PAGE Calismalari

Sekil 4.40°da goriildiigii lizere, pozitif ve negatif goriintiileri alinan jel goriintiilemenin
sonrasinda kayda deger sonuclar elde edilmistir. Silika, YED 6zellikli immiinoproblar,
ticari boya, ticari antijen ve hiicreden elde edilen antijenlerin c¢apraz kontrolleri
yapilmistir. Bu sonuca gore, UV bdlgede yapilan goriintiilleme islemi neticesinde,
immiinoproblarin antijenleri yakaladigi, kayda deger oranda dissosiye olmadigi
goriilmiistiir. Eu elementinden kaynaklanan kirmizi renk, ticari boya olan Cy2-green ile

neredeyse benzer noktalarda isima vermis ve ticari boyanin aksine, optimize etmis
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oldugumuz Eu katkili nanoproblar (YED immiinoproblar) daha keskin ve dagilimi1 daha
az dispersiyonu daha az bantlar vermistir. YED@Antikor ile Cy2@Antikor kiyaslandig1
zaman, bantlar ayni1 noktada belirmistir. Bunun yaninda her iki malzeme de antijen ile
etkilesime sokulup kontrol edilmis ve yine benzer bolgede bantlar olusmustur. Ticari
antijen, HeLa-T ve MCF-7-T kiyaslanmis ve MCF-7-T digerlerine oranla biraz daha asag1
bolgede bant vermisken neredeyse her 3 malzeme de ayni bolgede bant vermistir.
Antijenlerin (Telo), antikor (AntTel) yiiklii formlar ile etkilesimleri de yine benzer
bolgelerde bantlar vermistir. Bunun yaninda tiim analizler kendi rakipleri i¢inde dogrusal
ilerlemistir. Gruplart kendi iclerinde kiyasladigimiz zaman bant olusum araliklart

birbirleri ile benzer olarak rapor edilmistir (Tablo 4.5)

YEDgANtb +MCF-7-T

K
<
—
w
I
+
Ne]
]
c
<
®
[a)]
w
>

MCF-7-T
HELA-T
TERT
Cy2@Antb + Antj
Cy2@Antb
Antb + Antj
YED@ Antb+Antj
YED@Antb
Bos Silika
Marker

YED

TI0 KDQ e
150 KD& ==

B0 KD& =

W0 kDA

70 kDA =
-
55 kD& ==

Sekil 4.40. YED immiinoproblarinin (kirmizi), ticari Cy@?2 floresan boyasina (yesil)
karsilik denemesi ve ticari antijen ve gergek hiicre hatlarindan elde edilmis antijenlerin
kiyast ve YED immiinoproblarinin bu antijenleri yakalama yeteneginin jel elektroforez

cihazi ile karsilastirilmasi. *Antb: Antikor, Antj: Antijen
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Tablo 4.5 Elektroforez yarismali grup incelemesi.

Deney Grubu Bant Bant Deney Grubu
(kDa) (kDa)
YED@Antikor 120 120 Cy2@Antikor

dolaylar dolaylar

YED@Antikor+Antijen 130- {istii 130- ustl Cy2@Antikor+Antijen
dolaylar1 dolaylar1

HeLa-T 100 100 TERT
dolaylar1 dolaylar1

MCF-7-T 100 100 TERT
Dolaylar1 = Dolaylan

YED@Antikor+HeLa-T 130- iistii 130- iistii YED@Antikor+Antijen
dolaylar dolaylar

YED@Antikor+MCF-7-T 130 130 YED@Antikor+Antijen
dolaylar dolaylar

4.2.4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi Analizleri

Derisimi bilinen ticari telomeraz ile standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve en uygun dalga
boyunda (280 nm) kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. R? degeri oldukgea iyi ¢ikan bu
grafik bundan sonraki hesaplamalarda kullanilmistir (Sekil 4.41).

250 pg/mL derisimindeki YED immiinoproblar, derisimi bilinen ticari antijenler ve
derisimi bilinmeyen iki farkli 6liimsiiz hiicre hattindan ekstrakte edilmis telomeraz
antijeni ile etkilesime sokulmustur. Her numune 5’er dakika vorteks edildikten sonra
nanodrop yardimi ile absorbanslar1 6lciilmiistiir. Ol¢iim 280 nm dalga boyunda
yapilmistir. HeLa ve MCF-7 antijenlerinin absorbansi, degeri bilinen maksimum
antijenin absorbansindan daha yiiksek ¢ikmistir. Bu analiz sonuglarina gore olusturulan
grafikte bu degerler yerine konularak gercek derigimler saptanmistir. Bu grafige gore de
HeLa ve MCF-7 hiicrelerinden ekstrakte edilen telomeraz miktarlari, 719 ve 618,6 pg/mL
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.41. Telomeraz standart ¢ozeltileriyle olusturulan kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.42. YED immiinoproblarinin derisimi bilinen ticari antijen ve derisimi bilinmeyen
gergek hiicre hattindan ekstrakte edilen antijenler ile etkilesiminin nanodrop spektrometre

cihazi ile incelenmesi.
4.2.4.3. Spektroflorometre Analizleri

Spektrometrik analizler ve elektroforez analizlerinin disinda, bunlara ek olarak yiiksek
enerji doniistimlerini de kanitlamak ve analizleri kiyaslamak amaci ile final tirtinler

spektroflorometre analizine tabi tutulmustur.

Kompleks sirasiyla 280 nm, 425 nm, 570 nm dalga boylarinda emisyon yapmuistir.
D0—7F0 ve 5D0—7F1 gegisi, 300-600 nm arasindaki yayilma tepe noktalarmnin Eu*"'nin
f-f gecislerine atfedildigi ve 425 nm'deki en gii¢lii yogunlugun 7F0—5L6 gegisinden

geldigi bilinmektedir. Bu durum, komplekslesmenin basariyla gerceklestirildigini ve
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3 bir

ligand-iyon baglarmin kuvvetli bir sekilde olustugunu belirtmektedir. Eu
bolgede 5 DO—7 F1 gecisinin en fazla ii¢ tepeye ve SD0—7 F2 gecisi i¢in bes tepeye
boliinebilecegi genellikle bilinmektedir [104]. Boylelikle, Eu®* iyonlarimin ¢apraz enerji
gevsemesini Onleyen MAASp molekiilleri tarafindan izole edildigine atfedilebilir (Sekil

4.43).

Onceden hazirlanan antikor ile modifiye edilen YED (UCNP) problar, énceden
hazirlanan derisimleri belli olan ticari antijenler ve derisimleri bilinmeyen gercek
hiicrelerden ekstrakte edilen telomeraz antijenleri ile etkilesime sokulmustur. Sonrasinda
spektroflorometre ile analiz edilmistir. Veriler olduk¢a umut vadedici olmustur. Hem
YED partikiillere has olan enerji doniisiimii gozlemlenmis hem de derisim ile bu sonuglar
paralel oranda kayda deger bir sekilde degisim gostermislerdir. Ayrica bu analizden elde
edilen sonuclar nanodrop sonuglar1 ile paralel oranda dogruluk gdstermistir. Standart
antijenlerinden alinan derisim sonuglarina gore olusturulan kalibrasyon egrisinden alinan
denkleme gore absorbans degerleri bilinen HeLa ve MCF-7 antijenlerinin derisim
degerleri hesaplanmustir. Tablo 4.5°de belirtildigi gibi HeLLa ve MCF-7 antijen miktarlar
ciddi oranda yiiksek c¢cikmistir. HeLa-T derisimi, elektroforez ve UV-spektrometrede
oldugu gibi floresans spektrometre analizinde de MCF-7-T’den daha agresif ¢ikmuistir.
Bu deney sonucu da Chen ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklart “’tlimor spesifik
biyoliiminesant’’ calismalarin1 (HeLa telomeraz aktivite davranisi, MCF-7 telomeraz
aktivite davramigina gore daha agresiftir) destekler niteliktedir. Bu durumda, ayni
konularda caligsan bilim insanlarinin bir giin mutlaka birbirlerinin savlarina yorum

yapabilme kabiliyetlerini deneysel dogrulardan aldigin1 bir kez daha gostermistir [236].

Tablo 4.5’te maksimum emisyon piki temel alinarak bilinmeyen numunelerin ve bilinen
numunelerin absorbans ve derisim degerleri Ozetlenmistir. Derisimi bilinmeyen

numuneler Sekil 4.44°de verilen grafikten tiireyen formiile gore hesaplanmastir.
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Sekil 4.43. YED immiinoproblarinin ticari ve gercek hiicre antijenleri ile etkilesiminin

spektroflorometre ile incelenmesi.
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Sekil 4.44. Standart telomeraz antijenlerinin spektroflorometre ile olusturulmus

kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.6. Ticari ve Derisimi Bilinmeyen Ger¢ek Kanser Hiicrelerinden Elde Edilen

Telomeraz Derisimleri

Telomeraz Derisim (ug/mL) Absorbans

Std1 400 0,2
Std2 200 0,0897
Std3 100 0,0378
Std4 50 0,017
Std5 25 0,006
Std6 12,5 0,00276
HelLa 740 0,4582

MCF-7 329 0,2322
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5. YORUM

Silika bazli immiinoproblar 6nce amin gruplari ile aktive edilmis ve daha sonra antikorlar,
EDC-NHS yolu ile yiizeylerine kovalent olarak baglanmistir. Her adimda, modifikasyon
adimlarini tam olarak karakterize etmek icin FT-IR dl¢iimleri, boyut ve yiizey potansiyel
analizleri, elektron/transmisyon mikroskobu gozlemleri ve elemental (EDAX) ve UV
spektrometre analizleri gergeklestirilmistir. Tiim bu analizler, immiinoproblarin basarili
sentezi, modifikasyonu ve secici etkilesim kabiliyetini dogrulamistir. Hedef ve yarismaci
protein ¢ozeltileri ile etkilesimlerden elde edilen sonuglar 15181nda, her konsantrasyonda
onemli etkilesimler ger¢eklesmis, ancak en etkili etkilesim transferrin antijeni temelinde,
250 pg/mL (kapasite 686,5 mg/g) transferrin konsantrasyonuna karsi iken, en yiiksek
immiinoc¢oktiirme yiizdesi daha diisiik konsantrasyonda elde edilmistir. Ek olarak,
secicilik caligmalarina gére nanoproblarin diger yarigsmaci proteinlere karsi énemli bir

afinitesi gézlenmemistir.[237]

Bu calismada, uygulamasi kolay, kullanic1 dostu ve segici bir immiinoproblar gelistirmek
icin iyi bilinen geleneksel sentez yonteminin kullanimi gosterilmistir. Silika bazli
nanopartikiiller, biyomedikal uygulamalarin yani sira bir¢ok yeni teknolojik uygulamada
da kullanilmigtir. Bu nedenle, silan kimyasini nispeten kolay uygulanabilirligi ile
birlestirerek, ylizey modifikasyonuna izin vererek ve nanopartikiillerin yiiksek aktif
ylizey alani/hacim oranlariyla birlestirerek dikkatimizi yeni bir nanoprob sistemi
gelistirmeye odaklanilmistir. Ek olarak, nanoproblara secicilik kazandirmak igin bir
tanima elemani olarak spesifik antikorlarin baglanmasi gergeklestirilmistir. Gelistirilen
sistemin performans analizinde kullanilacak olan hedef molekiil olan transferrin antijeni,
anemili hastalarda ayirici tanida toplam demir baglama kapasitesinin (TIBC) biyomedikal
analizinde 6nemli oldugundan segilmistir. Toplam demir baglama kapasitesi (TIBC),
plazma veya serum transferrinini doyurmak i¢in gereken maksimum demir miktarini
gostermektedir. TIBC, serum transferrin konsantrasyonu, serum demir konsantrasyonu
veya doymamis demir baglama kapasitesinden hesaplanabilir. Burada en hassas 6l¢tim
transferrin miktar1 ile gergekelestirilen Sl¢lim olmaktadir. Ciinkii organizmada demir
iyonlarinin net karsiligi onun antagonisti olacak olan TIBC sekretasyonu ile elde
edilebilir. Ancak transferrinin dogrudan Ol¢iimii pahali ve karmasik bir yOntem

oldugundan, TIBC seviyeleri dolayli1 yontemlerden hesaplanmaktadir [237, 238].
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Pilot ¢aligmada basarili sonuglarin alinmasinin ardindan, tez ¢alismasinin asil hipotezi
“’son on yillarda tizerinde olduk¢a durulan, kanserin erken donem teshisi i¢in bir marker
haline gelmis telomeraz enzimi’nin belirlenmesi’’ iizerine c¢alisilmistir. Bu ¢alismada,
onceki caligmalarda optimize edilmis sistemler iizerinden gidilerek, tayin limitini,
kararliligimi ve nitel gozlenebilirligini artirma amagh florofor 6zellik katilmistir. Bu
sistem yiiksek enerji doniistimii 6zelligi olan nadir toprak elementlerini, sinyal arttirici ve
ligand gorevi de goren Aspartik asitin modifiye polimerik yapist ile silika yapiya
baglanmasi ile tertip edilmistir. Bu malzeme her asamada modifikasyonlarin basarili
oldugunu gostermek icin elektron mikroskobu, FT-IR, ylizey potansiyeli, spektrometre
ve jel-elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Telomeraz tespiti i¢in son olarak ise
florofor 6zelligi kazanmis silika YED (UCNP) partikiilleri antijeni taniyacak olan
antikorlar ile modifiye edilmis ve sensor haline doniistiiriilmiistiir. Yukarida anlatildigi
gibi antikorun silika yapilara baglanmasi olduk¢a verimli olmustur. Bu nanoproblar
(UCNP) daha sonra, in vitro ortamda derisimi bilinen ticari ve derigimi bilinmeyen gercek
kanser hiicrelerinden izole edilmis antijenler ile etkilesime sokulmustur. Etkilesim 6ncesi
ve sonrasit spektroflorometre ile analizleri yapilmistir. Malzemenin baglangicta
beklenildigi gibi yliksek enerji doniisiimii 6zelligi en az 5 farkli noktada yaptig1 isimalar
ile saptanmis ve ovropiyuma ait olan D ve F gecisleri de gozlenmistir. Keskin spektrum
piklerinin alindig1 analizlerde en yiiksek siddete sahip olan spektrum secilmis ve bu
noktada olusturulan kalibrasyon grafigine gore derisimi bilinmeyen MCF-7 ve Hela
kanser hiicrelerinden izole edilen gercek antijenlerin miktar tespiti yapilmistir. Bu
sonuglara goére HeLa hiicresi literatiirden de hareketle MCF-7 hiicresinden daha yiiksek
absorbans degerine sahip olmustur. Literatiire gore de ayni1 miktarda bulunan hiicrelerden
elde edilen antijen miktarina gére HelLa hiicresininki herzaman daha agresif ¢ikmistir.
Spektrometrik analizlerin, protein diizeyinde bir etkilesiminin olup olmadigini saglamak
amaci ile ticari ve gergek antijene afinitesi olan bir florofor ticari boya alinmistir (Cy@2-
green). Bu boya ile karsilagtirmali jel elektroforez calismast yapilmistir. Bu jel
elektroforez sonuglar1 da Spektrometrik analizleri destekler nitelikte ¢ikmistir. Bunlarin
yaninda, belki de ileri ¢aligmalarda bir projeye ilham verecek baska bir fikir daha agiga
cikmistir. YED immiinoproblarinin da bu analiz sayesinde adeta bir elektroforez boyasi

olarak kullanilacag1 goriilmiistiir.

Sonug olarak, secici immiino¢oktiirme performansi sadece sentez, modifikasyon ve

uygulama asamalar1 dikkate alinarak degil, ayn1 zamanda kullanic1 dostu, zaman ve
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maliyet acisindan verimli, geleneksel sistemlere entegre edilmesi kolay, hizli ve giivenli
analiz ve secici immiino¢oktiirme performansi saglar. Gelistirilen immiinoprobun hem
sentez/modifikasyon yontemi hem de segici ¢oktiirme performansi, biyomedikal analiz

i¢in umut verici alternatif araglar olarak siniflandirilmalari gerektigini gostermistir.

Tiim bu ¢alismanin sonunda, cut-off degerlerinin net ve hassas olarak belirlenmesi i¢in
insan caligsmalarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu tez calismasinin devam g¢aligmasi
olarak ileri diizey bir proje ile ger¢ek hastalar iizerinde sistematik bir kurgu ile ¢aligarak
hassasiyeti oldukc¢a yiliksek bir immiino¢oktiirme temelli bir biyosensor gelistirilip,

kanserin erken teshisi i¢in klinige ciddi destek verece ticari bir {iriin ¢ikabilir.
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