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Sunulan bu c¢alismanin amaci; altin nanopartikil Gretimi ve bu partiktlleri kuartz
kristal mikrobalans siteminde kullanarak DNA biyosensdrinin alt yapisini
gelistirmektir. Calismanin birinci asamasinda altin nanopartikil sentezi igin
tetrakloruaurik asit (HAuCls) sodyum sitratla indirgenme reaksiyonuna dahil
edilmistir. Indirgenme reaksiyon sonucundan elde edilmis ¢ozeltide kiresel ve es
boyutlu altin nanopartikillerin var olusu saptanmistir. Altin nanopartikillerin
karakterizasyonu igin baglangicta reaksiyona giren altin tuzu ve sodyum sitrat
derisimleri ve reaksiyon boyunca karistirma hizi, altin nanopartikil boyutlarina tg¢
onemli etken olarak degigstirilerek denenmistir. Bunun sonucunda 0.06 ile 0.1mM
arasinda altin tuzu derisiminde ve 0.15 ile 0.50 mM arasinda sodyum sitrat
derigsiminde ve 400 ile 800 Devir/Dakika arasinda istenen partikil boyut elde
edilmigtir. Partikllerin boyut ve boy dagilimi incelemek icin zeta sayici
kullanilmistir. Daha sonra altin nanopartikilleri kuartz kristaller Gzerinde
immobilize edilmek igin kristal ylzeyinde yikama ve modifikasyon iglemleri
yapilmistir. Bu amacla kristal elektrot ylzeyleri yikama asamasinda sirayla NaOH,
aseton ve metanol ile temizlenmis sonra fosfat tamponunda (pH= 7) de 18 mM’ lik
birinci sistamin immobilizasyonu ve 0.66 M glutaraldehit ile sodyum tetraborat/HCI
tamponuna (pH= 8.2) ve yuzey modifikasyunun son asamasi olarak yine ayni
kosullarda ikinci sistamin immobilizasyonu yapilmistir. Ylizey modifikasyonundan
sonra altin nanopartiklller, kristal ylzeyine immobilize edilmis ve bdylece kristal
elektrot ylzey alani genigletiimistir. DNA’nin kristal Gzerinde immobilize ve
hibridizasyon olmasi igin 6nce tiyol uglu ssDNA, 6500 pl deiyonize suda ¢oézulip
ve 20 pyM DNA c¢odzeltisi hazirlanmistir. Tiyoller arasindaki disulfit baglarini
engellemek igin 1 M DDT, 0.1 M fosfat tamponunda (pH= 8.3-8.5) oda sicakliginda
eklenmistir. Hazirlanan tiyol uglu DNA’lar 1 M potasyum fosfat tamponunda (pH=
6.7) 600 devir/dakika hiziyla karistirilarak altin nanopartikil kapli kristal Gzerine

immobilize edilmistir. Tiyol modifiye olmus DNA’larin spesifik olmayan ve yatay



sekilde baglanmalari engellemek amaciyla, immobilize olmus SH-ssDNA, 1 mM 6-
mercapto-1-hexanol sulu ¢dzeltisinde normal oda kosullarinda tutulmustur.
Hibridizasyon DNA’larin erime sicakhginda (55°C) gerceklestiriimistir. Bunun
dogrultusunda ssDNA ve kristal Gzerine immobilize olan SH-DNA 55°C’ de TE -1M
NaCl (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,1 M NaCl) tamponunda isitilip sonra DNA’lar
sogutularak oda sicakliginda bekletilip boylece hibridizasyon gerceklestirilmigtir.
Hibridizasyon asamasinin basarili olmasi, tasarlanmis olan DNA sensorindn

tamamlanmasi anlamina gelmektedir
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PRODUCTION OF GOLD NANOPARTICLE AND IT’S APPLAY IN QUARTZ
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ABSTRACT

The purpose of this study, is production of gold nanoparticles and to design the
base of DNA biosensor by using these nanoparticles. In the first step of this study,
gold particles were synthesized by reduction reaction using tetracholoroauric acid
(HAuCl4) and sodium citrate. As a result of reduction, monodisperse and spherical
gold nanoparticles were obtained in red wine solution. For characterization of gold
nanoparticles, initial concentrations of gold salt, sodium citrate and stirring speed
were changed and their effect on particle size were investigated. While optimal
gold salt concentration was between 0.06 - 0.1 mM, optimal sodium citrate
concentration was in the range of 0.15 - 0.50 mM. In addition, stirring rate between
400- 600rpm allowed to obtain gold nanoparticles in the desired size. Zeta sizer
has been used to determine the size and size distribution of gold particles. In
modification step, the surface of the quartz crystal electrodes was cleaned with
NaOH, acetone and metanol solutions, respectively. After first cystamine (18mM,
phosphate buffer,pH=7) immobilization was performed, the crystals were treated
with glutaraldhyde (0.66 M, in sodium tetraborate/HCI, pH=8.2) and the second
cystamine immobilization was performed in the same conditions with the first one.
After surface modification step, gold nanoparticles were immobilized on crytsal
surface in order to extend the surface area. For DNA immobilization and
hybridization on crystal surface, 20 uM thiolated ssDNA was prepared and 1 M
DDT (0.1 M phosphate buffer, pH= 8.3-8.5) was added to this solution at room
temperature in order to prevent disufide bonds between thiols. After that, prepared
thiolated DNA molecules were immobilized on gold nanoparticle covered crystal in
1 M phosphate buffer (pH= 6.7) with stirring at 600 rpm. For the prevention of
nonspecific and horizontaly engages of thiolated ssDNA, 1 mM 6-mercapto-1-

hexanol was added at room temperature. In hybridization step, immobilized



thiolated ssDNA and ssDNA were heated to 55°C (melting point of DNA) from
room temperature in TE -1 M NaCl (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,1 M NaCl)
buffer and cooled to room temperature. The efficiency of hybridization step is
important to show the success of the designed DNA sensor.

Keywords: Gold nanoparticle, reduction sentesize method, quartz cryctal, gold
nanoparticle immobilization, DNA biosensor
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Girig ve Arastirmanin Amaci

1. GIRIS VE ARASTIRMANIN AMACI

Nanoteknoloji, Bilim ve Teknolojideki yeni hedeflerin en dnemlilerinden biridir.
Nanoteknoloji, boyutlari 100 nm ve daha kuguk olan yapilarin olusturulmasi
ve bu sekilde 6zellikleri énemli derecede degisebilen c¢esitli materyallerin
sentezlenmesini saglar. Bu materyaller ile degisik uygulamalar igin daha
ustiin o6zelliklere sahip malzemeler yapilabilir. Nanomuhendislik (Wiley,
1992), nanoelektronik (DeSilva, A.P.1993) ve nanobiyoelektronik (Gopel,
W.1998) v.b. disiplinlerin ortaya ¢ikmasi, bu disiplinler igin uygun boyut ve
fonksiyonel blok yapilarinin sentezlenmesini gerektirir. Bu ihtiya¢c super
molekuiller (Lehn, J.M. 1995), biyomolekiller (Nemeyer, C.M. 1997) ve
dendrimer (Matthews, O.A.1998) kimyasinin, maddenin angstrom ve nano
boyutlarindaki 6zelliklerinin gelistiriimesine cesaret vermigtir. Kolloitler ve
kime bilimleri dlinyasi bu konuda meydan okumaya baslamis, nano
boyutlarinda partikiller yaratilip organize edilmistir (Weinheim, 1994). Bu
partikullerin bir cogu daha 6nceden de taninmaktadir. Fakat partikallerin
karakterizasyonlari icin gereken araclarin gelstiriimesi ile nanopartikil ve
nanokristal malzemeler icin yeni disiplinlerin  kapilarini  agmistir.
Nanopartikiller sadece vyapisal ozellikleri ile degil fonksiyonel 6zellikleri ile
de Ustin malzemelerdir. Cesitli yontemler kullanarak yigin 6zelliklerinin
yaninda fonksiyonel 6zelliklerinin degistiriimesi saglanabilir. Nanopartikullerin
elektronik (Khairutdinov, R.F. 1997), optik (Mulvaney, P. 1996) ve katalik
(Lewis, L.N. 1993) ozellikleri, onlarin kuantum (Alivisatos, A.P. 1996)
seviyesindeki boyutlarindan kaynaklanmaktadir.

Nano boyutlu partikiller, ylksek ylzey alanlari, farkli optik ve elektronik
Ozelliklere sahip olduklarindan dolayr modern teknolojik sistemlerde
kullanilabilirliklerinin arasgtiriimasi énem kazanmigtir.

Cok farkh uygulamalar igin polimerik PS, PMMA, v.b. ( Fu-Ken Liu, 2002)
inorganik PbS, Ag.S, CdSe, Ti0,, v.b. (Meldurum, F.C. 1997) ve metalik Au,
Ag, v.b. (Link, S. 1999) nanopartikiller Gretilmistir. Bu partikiller,
mikroemulsiyon, ters-misel olugsumu, elektrodeposizyon v.b. iyi tanimlanmig
¢cok basit sistemlerde Uretilebilmektedir. Bu partiklller cgesitli substrat
yuzeylere metalik Au, Al, cam, silika, v.b. (Krisanu Bandyopadhyay, 1997)

farkh fiziksel, kimyasal veya kendiliinden yerlesme yontemleriyle ile nano
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duzenli yapilar olusturmak Uzere yerlegtirilebilmektedir. Metal nanopartikuller
arasindaki yuzey modifiye edilebilmektedir. Bunlarin iginde modifikasyon igin
en uygun olan altin nanopartiktllerdir.

QCM sensorler son yillarda artan bir hizla kullanilmaktadir. Bunun nedeni
sistemin ¢ok ucuz ve tasinabilir olmasidir. Burada farkli metalik elektrodu
(Au, Al, vb.) olan kuartz kristaller kullanilir (Shubo Han, 2001). Bu kristallerin
piezoelektrik 6zelligi vardir. Kristal Uzerindeki kitle birikimi kristalin salinim
frekansini degistirir ve bu kayma frekansi yardimiyla ytzey Uzerindeki kitle
kantitatif olarak ol¢ulir (Shuichiro Yamaguchi ve Takeshi Shimomura, 1993).
QCM sistemlerinde kristal yizeyine biyolojik molekuller (ssDNA, antibadiler,
vb.) ligand olarak baglanarak hedef eslenik biyolojik molekullerin tayin edildigi
biyosensorler gelistiriimektedir. Yuzey alani sinirlamasi oldugu igin dlgulen
frekans kaymasi dusuktir ve hataya neden olmaktadir (Xi Chun Zhou, 2000).
Sunulan calismada altin (Au) nanopartiktllerin Gretimi ve bunlarin kuartz
kristal ylzeylere tek tabaka olusturacak sekilde yerlestiriimesi ile genisletiimis
yuzey alanina sahip QCM sistemleri olusturuimus, bu QCM sistemini
kullanarak bir nikleik asit sensoru gelistiriimesi amacglanmistir (Shubo Han,
et al, 2001).



Temel Bilgiler

2. TEMEL BIiLGILER

2.1. Nanoteknoloji

GUnUmuzde birgok sektérde devrim niteliginde bir potansiyele sahip olan ve
heyecan verici bir hizla gelisen Nanoteknoloji genel bir ifadeyle, ¢esitli aracglarin,
malzemelerin ve vyapilarin molekller dizeyde islenmesi, dizenlenmesi ve
yaratilmas! olarak tanimlanmaktadir. icinde bulundugumuz doga, tim tarihi
boyunca sayisiz nanoteknolojik harikalar yaratmigtir. Bugun bilim adamlari dogada
var olan bu nano-olgekteki olgular ve yontemleri 6grenmeye ve kendi kendini
cogaltabilen, denetleyebilen, kontrol edebilen, onarabilen araglar, malzemeler ve
yaplilar olusturmaya calismaktadirlar. Nano birimi ile aslinda 100 - 0.1 nanometre
(nm) (10x10° metre ile 10x10° metre) arasindaki herhangi bir biyiiklik ifade
edilmektedir. Karsilagtirabilmek amaciyla drnek vermek gerekirse; gorunir 1g1gin
dalga boyu 400 ile 700 nm arasinda degismektedir.

Nanoteknoloji, diger bir deyigsle molekller nanoteknoloji veya molekuller Uretim,
gergekte ayri bir teknoloji alani olmayip, mevcut teknolojilerin dogmasina olanak
saglayan gunumuz teknolojisinin ¢ok kuguk boyutlarda (mm’nin milyonda biri)
calismasini ifade eden fantazi bir kavram gibi goériunmektedir. Bir Gretimin,
sekillendirmenin, sentezin ilk baslangig aninda neler olup bittigini ve bu asamadaki
mekanizmalari ¢ézme veya bunlari kullanarak islem yapma anlamini da igerir.
Tam bu islemleri gergeklestirebilecek makine parki, cihazlar, enstrimantasyon
gelistikce nanoteknoloji de yol alinmig olacaktir. Yani aslinda gelisen nano boyutta
analiz ve sentez yapabilen cihazlar olmusgtur.

NanomuUhendislik, nanoelektronik ve nanobiyoelektronik dizenlemelerin ortaya
¢clkmasinin, sabit boyut ve fonksiyonel blok yapilarin dretimi igin yapi ve
malzemelere ihtiyag olmasi, nanoteknolojinin ortaya c¢iktigini bize daha ¢ok
hissettirmistir. Bu ihtiyag super molekuller, biyomolekuller ve dendrimer kimyasi,
maddelerin angstrdom ve nano boyutlarda muhendislik bu teknolojinin gelismesine
cesaret vermigtir (Matthews, O.A. 1998).

Bu teknolojiyle ilgili gesitli uygulamalar (sensor, fotoelektrokimyasal, vb) mevcuttur.
Yuksek yuzey alanlar, farkh optik ve elektrik 6zelliklerine sahiplerdir (Alivisatos,
A.P. 1996). Mikron boyutlarindaki calismalarin nano boyutlara taginabilmesi
imkani oldugundan artik mikron boyutlarinda yaptigimiz c¢alismalari nano
seviyesinde de deneyebilme olanagi bulunmaktadir.
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Nanopartikil ve nanokristal malzemelerin sahip olduklari degisik 6zelliklerden
dolayl yaygin kullanim alanina sahiptir ve gesitli fonksiyonlar kazandirabilmeleri
(bir cok madde ile sekillenme, fonksiyonel yigin maddeler olusturulmasi) de bir
bagka 6zelligi olarak kabul edilmektedir

Mikroskoplarda, malzeme biliminde, molekuler seviyede konum kontrolinde ve
kuantum mekaniginin klasik ve modern sinirlari arasindaki farki anlamada elde
edilen gelismeler ciddi kazanimlar getirmistir. Ana hedef bu sayede ¢ok hafif,
yuksek mukavemetli, akilli(!), ucuz ve temiz malzemeler elde etmektir. Su ana
kadar organik nikelden biyomolekuler motor yapilabilmis, &zellikle elektronik
sistemlere yonelik tek molekullll transistor yapilmis, nanopartikiller olusturulabilip
bunlar kan vasitasi ile beyine kemoterapi amaci ile tasinabilmis. Olusturulan altin
nanopartikiller sayesinde biyolojik savasin en kritik kismi olan DNA tespiti
gerceklestiriimis, molekuler kiskaglar yapilmis ve karbon nanotipler den
(gelecegimizin en stratejik malzemesi olmaya aday) lojik kapilar elde edilebilmistir.

2.1.1. Nanopartikiiller

Yuzey Uzerine dizilmis nanopartikdl yapilari, son on yil icerisinde daha fazla ilgiyi
Uzerine ¢ekmistir. Bununla birlikte blok yapilarin ¢esitliligi, raporlanmig tasarimlar
ve yapilandirma teknikleri etkileyicidir. Bu arastirmalar kolloitlerin sentezlemesine
ve yeni maddeler ve yeni yiizey fonksiyonlarina dayanmaktadir. iki boyutlu kolloit
dizilerinin yapisi c¢ok iyi sekilde calisilmistir. Bu iki boyutlu kolloitlerden yola
cikarak cok kompleks Ug¢ boyutlu sistemlere ve kimelesmis dizimlerin sentezleme
metotlarina variimaktadir.

Bir ¢cok kolloit nanopartikillerin sentezleme metotlari bilinmesine ragmen, son
zamanlarda galigmalar 6zel nanopartikiller, nanomalzemeler ve nanoyapilar imal
etmek igin odaklanmistir. Bu partikullerin bir 6zel maddeden veya 6zel bir boyuttan
veya Ozel bir yluzey fonksiyonundan olusmasi mumkinddr. Hatta burada
nanopartikillerin bicimlenmesi igcin tasarlanan birka¢ kontrol derecesinden séz
edilebilir. Nanopartikiller oldukga kararsizdirlar bu yizden agregat olugturmalarini
ve ¢ozelti icinde gokmelerini engellemek igin 6zel dnlemler alinir. Cam 6rtu, ayirag
cozeltiler ve c¢ozlculer yiuksek saflikta ve filtre olduklari zaman esasli olarak
temizlenirler. Tum nanopartiklllerin sentezleme iglemleri bir de stabilizor ajanlarin
kullanilmasini kapsamaktadir. Stabilizér ajanlar partikillerin ytzeyleriyle iliskide
olup ve nanopartikiller suspanse halindeyken onlarin yuk veya kararlilik
Ozelliklerini koruyup ve partikillerin agregat olmalari engellemektedir (Amihood
Doron, 1995).

Kolloit nanopartikillerin sentezlenmesi igin bilinen birka¢ yontem vardir:
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e Kolloit metallerin indirgenme sentezi
e Yari gecirgen nanopartikillerin sentezi

e Daha kuglk nanopartikillerin gaz fazi igersinde veya gugcli lazer palsari ile
olusturulmaktadirlar ama bazilari asitle oyulup, elektrodepozite veya direkt olarak
yuzey Uzerinde sentezlenip veya Langmuir-Blodget'in kendiliginden yerlesme
tabakalariyla olusturulmaktadirlar ( Andrew N. Shipway, 2000).

2.1.1.1. Nanopartikullerin kullanim alanlar

Nanopartikuller agagida belirtilen bir gok alanda uygulama sansi bulmustur:

Mikro-Akiskan Bilimi: Nanoteknolojik gelismeler sayesinde mikro/nano duzeydeki
akiskan oOzelliklerine gore yararlanabilme yolunda calismalar da nanoteknoloji
kapsaminda degerlendiriimektedir. Gelecekte, akiskanlarin nano duzeydeki
Ozelliklerine bagl olarak hastaliklarin teshisi, ilag etkilesimlerinin belirlenmesi,
DNA manipullasyonu ve islenmesi, vicuda alinan gida maddeleri ve sivilarin
izlenmesi, bitki ve hayvanlarda saglk takibi, cevresel izleme ve denetleme vb.
uygulamalar mumkun olabilecektir.

Biyomikroelektromekanik— Biyonanoelektromekanik ve Biyogipler: Son yillarda
mikroelektromekanik (MEM) sistemlerde olduk¢a dnemli agsamalar kaydedilmistir.
Halihazirda, mikro dizeyde tam-fonksiyonel pompalar, motorlar, duyargalar, vb.
elektro mekanik sistemler kullanilabilmekte, posta pulundan daha klguk boyuttaki
biyogiplerin Uretimi midmkin olabilmektedir. Gunimizde bu sistemlerin mikro
dizeyden (MEM) nano diizeye n(NEM) gecisinde ve bunlarin biyolojik sistemlerle
kaynastiriimasinda devrim niteliginde bilimsel asamalar beklenmektedir.

Nukleik Asit Biyomuhendisligi: DNA molekdllerinin yapi bloklari olarak kullaniimasi
suretiyle nanokablo ve nanomembran benzeri yapilarin gelistiriimesi ve 6zellikle
tarrm ve gida muhendisliginde sayisiz uygulama alanlarinin  bulunacag
ongorulmektedir.

Akilli Tastyici Sistemler: Molekiler o6lgekte kodlanmis paketlerin  kendilerine
tanimlanan adres uyarinca vicudun ilgili bolgesine ulastirimasina imkan
verecektir.

Nano-Biyoproses: Biyolojik malzemeden dogal biyolojik proseslerin kullanimiyla
istenilen birlesimlerin elde edilmesi olarak tanimlanan biyoproses, nanoteknoloji
sayesinde c¢ok daha yuksek bir etkinlikte gerceklestirilebilecektir. Molekuler
problarin kullanimi, biyolojik malzemedeki mikroplarin ¢gok daha hizli bir sekilde
tanimlanabilmesini saglayacak olan kitler 6rnek olarak verilebilir.
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Biyoanalitik Nanosensodrler: Nano Olgcekte duyargalar yardimiyla, tarim ve gida
sistemlerindeki ¢ok duslik miktarlarda olsa dahi kimyasal kontaminasyonun,
patojenlerin veya virls partikullerinin tespit edilmesi mimkin olacaktir. Gida
maddelerinin ambalajlanmasinda kullanilacak bu sistemler sayesinde gida
artnlerinin - mikrobiyal kontaminasyonunun onceden tespiti ve kendi kendini
koruma mekanizmalari yardimiyla énlenmesi ve bdylece gerek depolama gerekse
dagitimda oldukga 6nemli kolayliklar ve tasarruflar saglanabilecektir.

Nanomalzeme: Gerek nanoteknoloji sayesinde yeni bir malzeme bulusuyla
gerekse dogada var olan bazi malzemelerin (6rnegin topraktaki nanopartikuller, kil,
zeolit, imogolit) kullanilmasi suretiyle nano O&lgekte farkli 6zellikler gosteren
kompozit malzemelerin kullanimi  miUmkin olabilecektir. Bunlar arasinda
saydamlik, azalan agirlik, artan dayanim ozelliklerini gdsteren malzemeler, giyenin
saglk ve fiziki durumu hakkinda uyarilar veren akilli kumaslar 6érnek olarak
verilebilir. Tarimsal materyalin faydali UrUnlere dondstirilmesi ve bu sayede
gevrenin korunumu nanoteknolojinin gelisiminde 6nemli ve heyecan verici bir
potansiyel alan olarak goértlmektedir. Gunumuzde 6zellikle bitkisel yaglarin
biyoyakitlara ve endustriyel ¢dzeltilere donusturulebilmesinde ihtiyag duyulacak
nano-katalizorlerin  geligtiriimesi ve tasarimi konusunda ciddi calismalar
yapilmaktadir.

Biyoselektif YUzeyler: Cesitli kimyasal ve biyolojik etkilesimlerin meydana geldigi
yuzeyler uzerinde c¢esitli organizmalarin veya molekullerin tutunabilmesi veya
baglanabilmesini saglayan segici ylzeyler olarak tanimlanan biyoselektif
yuzeylerdeki gelismeler, biyosensdrlerin, detektorlerin, katalizorlerin gelisimi ve
biyomolekiillerin ayristiriimasi veya purifikasyonuna yonelik gelismelere baglidir.

2.1.1.2. Nanopartikillerin avantaj ve dezavantajlari

Bilindigi gibi canli ve cansiz tiUm varliklar atomlardan olusmustur ve 6zelliklerini bu
atomlarin diziliglerinden almaktadirlar. Ornegin, eger kémiir atomlarinin siralanisi
degistirebilseydi elmas elde edilebilirdi. Ginumuzde molekuller dizeyde Uretim
yontemleri agisindan 6nemli dlgude geri sayilabilecek bir konumda bulundugumuz
soylenebilir. Kisaca, atomlari ¢ok buylk vyiginlar halinde ancak hareket
ettirebilmekteyiz. Bu ise Merkle (1999)'nin benzetimine gore, ellerimizde boks
eldivenleriyle lego'lardan bir seyler Uretmeye ¢alismaya benzemektedir. Belki lego
bloklarini blyuk yiginlar haline getirebiliriz ancak onlari istedigimiz dizende
birlestiremez ve olusturmak istedigimiz pargalari elde edemeyiz. Gelecekte,
nanoteknoloji, bize bu eldivenleri ¢gikarma olanag: taniyacaktir. Doganin temel
yapitaglarini kolayca, ucuz bir bicimde ve istedigimiz hemen her sekilde
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duzenleyebilme imkani bulunacaktir. Boylece yeni nesil Urlnlerin dogaya daha az
zarar vererek Uretilebilmesi ve bunlarin ayni zamanda daha dayanikli, daha hafif
ve daha hassas 6zelliklerle donatiimis olmasi mimkin olacaktir (Merkle, 1999).

2.2. Piezoelektrik Kristalli Biyosensorler

Piezoelektrik etki ilk kez 1880 ylinda Jaques ve Pierre Curie tarafindan
g6zlenmistir. Bazi kristallerin ylzeylerine mekanik kuvvet(gerilim) uygulandiginda
kristal yuzeyleri arasinda, uygulanan bu gerilimin siddeti ile dogru orantili olarak
artan bir elektriksel potansiyel farki olusur. Bu etki, Latince bastirmak (“push”)
anlamina gelen “piezein” s6zcugunden turetilmis olan “piezoelektrik etki” olarak
adlandinimigtir. Sonraki yillarda bu adlandirmanin ¢ok dogru olmadigi, elektrik
potansiyel farkinin olusmasinin uygulanan mekanik gerilimin direkt sonucu degil,
bu gerilimin ortaya c¢ikarttigi kristaldeki boyut degisimi ile iligkili oldugu
anlasilmistir. Curie kardegler sonraki yillarda yaptiklari calismalarda, piezoelektrik
kristalinin iki ylzeyi arasina uygulanan elektriksel gerilim farkinin kristallerde boyut
degistirmeye, gerinime (“strain”) yol agtigini gostermiglerdir. Baska bir ifadeyle,
“ters piezoelektrik etki” olarak bilinen bu etkiyi kullanarak, kristal ylzeyleri arasina
uygulanan elektriksel gerilimin siddetini dedistirerek piezoelektrik kristalin
boyutlarini bununla orantili olarak degistirmek mimkin olmaktadir.

Kristallerde vibrasyon s6z konusudur. Vibrasyon kristal i¢indeki atomlarin belli bir
zaman iginde orijinal konumlarindan deforme olmus konuma ge¢meleri, buradan
yine orijinal konuma dénmeleri ve bunu izleyen devrede tersi yonde deforme
konuma gecgmeleri ve yine orijinal konuma dénmeleri seklinde devam eden surekli
ayni sekilde tekrarlanan bir davranigi ifade etmektedir. Bu doéngullerin birim
zamanda tekrarlanma sayisi kristalin rezonans (temel) frekansi olarak tanimlanir.
Piezoelektrik kristallerde pozitif ve negatif yukli iyonlar vardir. Vibrasyon sonucu
yuk dagilimi degisir, baska bir ifadeyle polarizasyon olusur. Dolayisiyla bu salinim
frekansina karsi salinan elektrik alan olusumu s6z konusudur. Elektrik alan salinim
frekansi rezonans frekansi ile aynidir (Shuichiro Yamagochi ve Takeshi
Shimomura, 1993).

Aralarinda kuartz, Rochelle tuzu (NaKC4H406.4H20), turmalin, amonyum
dihidrojen fosfat, etilen diamin tartarat ve baryum titanatin bulundugu bircok kristal
piezoelektrik Ozellik gosterir. Pratikte en yaygin olarak kullanilan piezoelektrik
kristal kuartzdir. Dogal olarak bulundugu gibi sentetik olarak da uretilebilen
tamamen okside olmus bir kristalin bilegiktir (silisyum dioksit). Suda ¢6zinmez ve
579°C’e kadar sicakliga dayanikhidir.
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Sekil 2.1. Piezoelektrik kristalinin sematik gérinimu.

Piezoelektrik uygulamalarinda kristal iki metal elektrot arasina sandvi¢ edilmigtir.
Elektrotlarin bu sekilde yerlestiriimesi salinan (“osillating”) elektrik alaninin kristal
yuzeyine dik yonde olmasini saglar. Olusan elektrik alani kristal yigin yapisinda
mekanik salinima yol agar. Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller 10-
16 mm boyutlarinda, yaklagik 0.15 mm kalinhginda disk, kare veya dikddrtgen
seklindedir. Rezonans frekanslari 5, 9 veya 10 MHz olan kuartz kristaller tercih
edilir (Sekil 2.1). Metal elektrotlar altin, gumus, aluminyum veya nikel olabilir.
Elektrot ¢aplar 3-8 mm kalinlhklari ise 0.3-1.0 nm arahgindadir. Altin elektrotlar
inert olmalari nedeniyle birgok uygulamada tercih edilmektedir. Gumus
elektrotlarin sulu ortamlarda uzun suareli kararlihgr dusuktir. Palladyum ile kapli
olanlarda bu sorun ortadan kalkmistir. Anodik olarak okside edilmis (Ag/AgCle
kargi 1.4 V’da) palladyum elektrodlarda, modifiye edilmemis olanlara gore yuzey
hidroksil gruplarinda énemli bir artis s6z konusudur.

Piezoelektrik dedektor dzelliginin saglanmasi icin kuartz kristaller belli bir agiyla
kesilir. Kristal yapinin karakteristik duzlemi ile kesme tabakasinin arasindaki agi
AT ve BT kesmelerde sirasiyla 35°15° ve -49°00° dir. AT-kesme Kkristaller
digerlerine gore ¢ok daha kararhdir ve sicaklik katsayilari 1 ppm/°C dir.

Bir kuartz kristalde kalinhdi (Ax) ile rezonans frekansi (f) arasindaki iligki asagida
verilmistir. Burada “N” frekans katsayisi olup, AT-kesme kuartz kristallerde degeri
1.67x10° cm Hz dir.

Ax=N/f
Kalinlik ayni zamanda kutlesi ile de asagidaki gibi iligkilidir.
Ax=m/A.pq

Burada, m: kristal kitlesi (g); A: kristal UGzerindeki elektrotun altinda kalan alan
(cm?); ve .pq: kristal yodunlugu (kuartz igin: 2.65 g/cm® dir. Iki denklem
birlestirilerek dizenlenirse:
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f=pg.N.A/m

Eger kristal elektrotlardan birinin yuzeyine Am kadar kitle ilave edilirse bu bir
frekans kaymasina (Af) neden olur, ki bu da asagidaki gibi ifade edilebilir.

Af= «(f/pgq.N.A)(Am/ 1+ Am /m)
Bu ifade, kuartz kristaller igin, ilgili sabitler yerine konulursa su sekli alir:
Af= -226x10°F Am/A

kristal Gzerine ilave edilen kutle (Am), kristalin salinim frekansinda kaymaya neden
olur (Af), ki bu kayma Olgllebilirse kutle artisi yukaridaki basit ifadeyle
hesaplanabilir. Bu denklik ilk kez Sauerbery tarafindan tiretilmis olup onun adiyla
anilmaktadir.

Piezoelektrik kristallerin rezonans frekansinin Olgllmesi igin ticari olarak mevcut
salinim olgerler kullanilir. Pratik olarak kullanilan sistemlerde 2 salinim devresi yer
alir. Her iki devreye de takili olan kristal benzer &6zelliklerdedir. Ancak birinin
(6lcum kristali) sensor olarak kullanilmak Uzere yuzey modifikasyonu yapilmis
(ligand takilmig) digerine (referans kristal) ise hicbir islem uygulanmamistir. Bu
ikinci devre sicaklik ve nem etkilerini ve 6l¢lilecek madde disinda ortamda bulunan
diger maddelerin kristal ile spesifik olmayan etkilesimi sonunda ortaya cikacak
girisimlerini en aza indirmek amaciyla kullaniimaktadir.

2.2.1. Olgiim igin izlenen yéntem

Test ve referans kristalleri arasindaki frekans farki olgulir (AF1). Daha sonra
immobilize ligand molekullerini tagiyan test kristali tayin edilecek maddenin (anilat)
bulundugu c¢ozeltiye batirilir ve ligand-anilat etkilesmesi saglanir. Kristal havada
kurutulur ve tekrar iki kristal arasindaki frekans kaymasi olgulir (AF2) (Sekil 2.2).
Hesaplanan frekans kaymasindan daha o6nce ¢ikartiimis olan c¢alisma egrisi
kullanilarak tayin gergeklestirilir.

(AF = AF2 - AF1)

G008, BT M Be
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Sekil 2.2. Piezoelektrik kristallerin rezonans frekansinin élgtilmesinde kullanilan tipik bir sistem.

AT-kesimli kristallerde sicaklik sabiti disuk olmasina karsin, dlcimlerde sicaklik
kontrolinun yapilmasi yararlidir. Ayrica, bir¢ok ligand, az veya ¢ok su absorplama
kabiliyetine sahip olduklari i¢in, bunun da olcim hassasiyeti azaltacagdi gorusuyle
Olcimlerin nem kontrolinin yapildigi ortamlarda gergeklestirimesinin ve 6zellikle
kurutma basamaginin dikkatli yapiimasi gerektigi vurgulanmalidir.

2.2.2. Piezoelektrik Kristal Yiizey Modifikasyonu/Ligand immobilizasyonu

Kristal yUzeyi bir polimerik tabaka ile kaplanir. Kaplama kristalin polimer
¢Ozeltisine (polimer igin iyi bir ¢dzlcl, konsantrasyon 2-5%) batiriimasi (“dip
coating”), daha sonra polimer ¢ozeltisi tagiyan kristalin kontrollu kurutulmasi ile
gerceklesir. Bu amagcla kullaniimis polimerlere 6rnek olarak polietilenimin, -
aminopropiltrietoksisilan,  polibutiimetakrilat, poli(2-hidroksi-3-dimetilamino-1,4-
butan) verilebilir. Ligand immobilizasyonu genellikle glutaraldehiti gapraz baglayici
kullanilarak kristal ylzeyinde olugturulan amin gruplari ve ligand Gzerindeki amin
gruplari arasinda kurulan koprulerle gerceklestiriimektedir (Xi Chun Zhou, 2000).

2.2.3. Piezoelektrik Kristal Yiizey Modifikasyonu/Ligand immobilizasyonu
icin ornek metotlar

Piezoelektrik kristallerinin biyosensor olarak kullaniimalari i¢in yuzeylerinin
modifiye edilmesi, bagka bir ifadeyle ortamda bulunan él¢llecek madde (anilat) ile
spesifik olarak etkilesecek biyoaktif ajanin (ligand) kristal ylzeyine immobilize
edilmesi gerekir.

e Bu amacla kullaniimis polimerlere ornek olarak polietilenimin, y- aminopropil
trietoksisilan,  polibutiimetakrilat,  poli  (2-hidroksi-3-dimetilamino-1,4-butan)
verilebilir

10
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e Piezoelekitrik kristal ylzeylerine ligand immobilizasyonu i¢in uygulanmigs alternatif
bir ydontemde akrilamid, N,N’-metilen-bisakrilamid, potasyum persilfat ve ligand
iceren ¢oOzelti kristal ylizeyine konmus ve polimerizasyon (jel olusumu seklinde) ve
ligand immobilizasyonu ayni anda gerceklestiriimigtir. Bu yaklagimla hazirlanan
kristallerde jel ici diffizyon kisitlamalarinin oldugu not edilmelidir.

e Piezoelektrik  kristal  yuzeylerinin  plazma  polimerizasyonu  veya
elektropolimerizasyon ile ¢ok ince bir polimerik filmle kaplanmasi ve bu yontemle
olusturulan  fonksiyonel gruplar Uzerinden ligand immobilizasyonunun
gerceklestiriimesi son yillarda uygulanan alternatif tekniklerdir.

e Ligand molekdllerinin immobilize edildigi tasiyici tabakanin kristal ylzeyi ile
entegrasyonudur. Bu tabaka ylzeye yalnizca fiziksel kuvvetlerle tutturuldugu igin
kararli olmayabilir, hatta birka¢c kez kullanimdan sonra yuzeyden kolaylikla
siyrilabilir.

e Dikkat cekilmesi gereken ikinci 6nemli nokta ligand immobilizasyonu sirasinda,
ligand molekullerinin aktif uclarinin kristal yizeyinden disari bakmasidir, boylece
anilat molekdlleri ile spesifik olarak, yeteri kadar hizli etkilesmesinin saglayacak
sekilde gergeklestirimesidir. Uzatma kolu kullanilarak immobilizasyonun
gerceklestiriimesi, ligand-anilat etkilesmesinde ortaya cikabilecek sterik
engellemeleri ortadan kaldiracagi igin énerilen bir yaklagimdir.

e YUzeye cok fazla miktarda ligand takilmasinin yine sterik engelleme yaratacagi,
az olmasi durumunda ise (6zellikle anilat molekullerinin kiigiik olmasi durumunda)
kristal rezonans frekansinda yaratacagi kaymanin hassas olarak olgllemeyecegi
not edilmelidir.

2.2.4. Uygulamalara Ornekler

e Gunumuzde birgcok uygulamada kristallerin piezoelektrik 6zelliginden
yararlaniimaktadir. Piezoelektrik kristaller, ¢akmaklarda, saatlerde,
mikroskoplarda, yuksek frekansta ses Uretimi igin ultrasonik aygitlarda, roketlerde
atesleme sistemlerinde, ses aktarimi ve algilanmasinda (sonarlarda) yari iletken
ve entegre devre teknolojilerinde, hassas termometrelerde, ve gunlik hayatimizda
kullandigimiz daha birgok cihazda yaygin olarak kullaniimaktadir.

e Piezoelektrik 0zelligin sensor teknolojisinde kullanimi gaz faz olgumleriyle
baslamistir. Havada bulunan g¢esitli gazlarin(hidrojen sulfar, kuakart dioksit,
amonyak, hidrojen klorlr, fosgen, vb.), organofosfor bilesiklerinin (6rnegin
pestisitlerin), aromatik hidrokarbonlarin 6lgiimesi igin piezoelektrik kristalli
sensorler(mikrobalans sistemleri) gelistirilmistir. Piezoelektrik kristallerin sulu fazda

1
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da 6zellikle ¢ok dusik konsantrasyonlarda bulunan (“trace”) iyonlarin tayininde, ve
suyun toplam tuz miktarinin bulunmasinda kullanimi ile ilgili birgok rapor vardir.

ilk 6rnek Shons ve arkadaslarinin ¢alismalaridir. Burada kristaller Nyebar C adiyla
verilen ticari polimer ile kaplanmig, bu yuzeye albumin hidrofobik etkilesme ile
fiziksel olarak immobilize edilmistir. immobilize albumin (ligand) tasiyan kristallerin
anti-albumin antibadi (anilat) bulunan ¢ozeltilerle etkilestirilerek immunkompleksin
olusmasi izlenmistir. Bu 6lgimuin pasif aglinitasyon testine gore (saatler siiren)
piezoelektrik kristaller kullanildiginda ¢ok daha kisa surede (birka¢c dakikada)
gergeklestiriimesi vurgulanmasi gereken en énemli husustur.

Anti-Candida antibadileri tasiyan okside edilmig palladyum esasli aminosilan kapli
kristalller Candida albicans tayininde kullaniimistir.

Polietilenimin kapli kristallere takilan anti-Salmonella, Salmonella tyhimurium
tayininda basariyla kullaniimistir.

Protein-A veya polietilenimin kapli yuzeylere anti-insan transferini immobilize
ediimis ve 10%10"7 mg/ml aralifinda transferin konsantrasyonu tayini
gerceklestiriimistir. Antibadi alt gruplarinin (IgA,IgE, ve IgM) piezoelektrik kristaller
kullanilarak tayini Rice tarafindan patentlenmistir.

2.2.5. Piezoelektrik esasl sistemlerin avantajlar

e Hem sivi hem de gaz fazda uygulanabilen sistemlerdir.

e Sensorun tanityici boluma kiguk ve ucuz (tanesi birkag ABD Dolari) bir kristalden
ibarettir.

e Kolaylikla akis sistemlerine monte edilebilir.

e Sensoriin diger bolimleri badil olarak ucuz ve tasinabilir boyuttadir. Onceki
bolimlerde o6rneklendigi gibi bircok ligand immobilize edilip sayisiz anilat tayini
yapilabilir.

2.2.6. Piezoelektrik esasl sistemlerin dezavantajlari

e Kitle degisimi ile frekans kaymasi arasindaki iliskiler, 6zellikle sivi ortamlarada
araylzey ve bunun degisimi ile ilgili parametrelerin kristal frekansindaki etkileri
teorik olarak agiklanabilme ve yaygin olarak kullanilan Saurbery denkligi modifiye
edilmesi gerekmektedir.

e Kristal yluzeyinin aktivasyonu ve ligand immobilizasyonu basamaklarinda yeni
yaklagimlar gelistiriimelidir.

e Kiglk boyutlu kristal Gzerinde Ozellikle disuk konsantrasyonlarda onemli bir
gerinime sahip olmayan anilatlarin tayini i¢in yeni dneriler yapiimaldir.
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e Sicaklik ve nem duyarlihdini dolayisiyla daha basit élgim sisteminde daha
duyarl élgim yapabilme imkanlari arastiriimahdir.

2.3. Niikleik Asitler

Nukleik asitler vicut agirhiginin yalnizca % 2’sini olusturmalarina karsin genetik
bilginin saklanmasi; replikasyonu (g¢ogaltiimasi); rekombinasyonu (genetik
cesitliligi); transmisyonu (aktariimasi) islevlerinin yerine gelmesini saglarlar.
Kisaca, yasayan hicrenin/canlilarin ne oldugunu ve ne yapacagini yapilarinda
tasiyan ve Dbelirleyen molekullerdir. Bu nedenle, kimyasal vyapilarini,
biyokimyalarini/molekiler biyoloji ve metodolojilerini bilmek ¢ok énemlidir. Nukleik
asitleri su iki gurupta incelemek mumkuandur: (i) deoksiribonikleik asit (DNA) ve (ii)
ribonukleik asit (RNA) (Sekil 2.3).

Her iki nikleik asit de nukleotidlerin polimerize olmasi ile olusur. Nukleik asitler ilk
kez, hlcre g¢ekirdeginden izole edildikleri igin bu ismi almalarina kargin: hem DNA,
hem RNA hucrenin bagka kisimlarinda da bulunmuslardir. Buyuklukleri genis bir
spektruma yayilir. RNA bilinen en kiguk nuUkleik asit molekaludar. Molekuller
agirhgr 25.000 daltondur. Butin atom ve molekillerde oldugu gibi DNA/RNA'nIn
da agirliklart DALTON birimi ile verilir. Bir Dalton, bir Hidrojen atomunun agirligina
esittir. Bir Dalton, 1.67 x 10*g' a esit olup buna avogadro sayisi denir.

DNA molekulleri degisik siralarda tekrarlanan alt birimlerden
makromolekdllerdir(biyopolimerlerdir), ve bu dizimlerin (kodlarin) farkh olmasi farkli
genetik bilgiye karsi gelir. RNA molekdilleri ise DNA Uzerindeki bilgiyi okuyarak
amino asitlerin farkli dizimlerde birlesmesi ve polipeptitlerin sentezini sadlar.

Dogrusal yapidaki nukleik asit biyopolimerlerinde tekrarlanan birimler “nukleotid”
olarak adlandirilir. Sekil 2.3’'de DNA ve RNA’nin nikleotidlerine érnekler verilmigtir.
Gorindugu gibi bir ndkleotid’'de su Ug¢ temel gurup bulunur: (i) fosfat; (i) seker
gurubu ve (iii) baz gurubu. Seker gurubu DNA'da deoksiriboz, RNA’ da ise
ribozdur.

Bir nukleotid fosfat gurubu ile bir bagkasinin seker gurubu birleserek nukleotid asit
polimerik zinciri olusturur. Sekil 2.4’de go6ruldigu gibi baz gurubu 5 farkli
yapidadir. Bunlardan adenin (A), guanin (G) ve sitozin (C) hem de RNA’ da
bulunurken, timin (T) yalnizca DNA, urasil (U) ise yalnizca RNA’ da vardir. Cift
halka iceren adenin ve guanin “purin” bazlari, tek halka iceren digerleri ise
“pirimidin” bazlari olarak adlandirlir(Sekil 2.4).

DNA molekulleri ikisi bir arada “cift sarmal” seklinde bulunur (Sekil 2.5). DNA
molekull iki ndkleotid zincirinin saat yoninde sarmal yapmasiyla olusur. Her bir
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turda 10 nukleotid bulunur. Nikleotidler, 5'-3' fosfodiester baglari ile polinikleotid
zincirlere polimerize olmaktadir. Bu baglar komsu deoksiriboz Uniteleri ile olur.
Intakt insan kromozomlarinda, bu polintkleotid zincirleri (cift sarmal hali) ile
milyonlarca nukleotid uzunluguna ulagirlar. DNA'nin anatomik yapisi kimyasal
bilgiyi tagiyarak ana hicreden yenisine tUm genetik bilginin gegisini saglamaktadir.
Ayni zamanda DNA'nin primer yapisi, proteinleri olusturan amino asit dizilerini de
belirleyicidir.

MNH2
Fosfat
o (\N Baz (Sitozin)
u]

T
C’H H C geker(Deoksiriboz)
H

{a) Deoksiribonkleotid
NH2

Fosfat N Baz (Sitozin)

o | |
|

J

(b} Ribonikleotid
Sekil 2.3. DNA ve RNA’daki niikleotidler(a) Deoksiribonukleotid; ve(b) Ribonukleotid.

DNA'nin dogal durumu Watson ve Crick'in 1953'de acikladigi gibi ¢ift sarmaldir.
Helikal yapi saga déniistimlii spiral bir merdivene benzemektedir. iki poliniikleotid
zincir karsit yonlerde akarlar. Bu akista Adenin Timin ile; Guanin ise Sitozin ile
hidrojen baglari ile baglanirlar. Yani iki zinciri bir arada tutan purin ve pirimidan baz
guruplari arasinda olan bag hidrojen baglaridir. Bu eslesme yalnizca adenin ile
timin ve guanin ile sitozin arasinda gerceklesir. Adenin ile timin arasindaki
etkilesme vyalnizca iki hidrojen bag koprisu olugsurken, guanin ile sitozin
arasindaki eslesmede Ug¢ hidrojen ayni anda paylasiimasi s6z konusudur.

Cift sarmal DNA molekull, sarmalin aciimasi ile replike olur ve yeni iki
komplementer sarmal sentezi mimkin olmaktadir. Bu orijinal DNA'ya uygunluk
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gostermektedir. Benzer olarak, bazlarin komplementer 6zellikte olmasi; hasarli
DNA molekdllerinin de dogru bigimde tamirini de gergeklestirebilir.

']

Fosfat 'T N]/‘%N Adenin
-
a=—p—0—CH; <N )

. LN
! )(Dj
b
Sekel

0

o .
| <I\l ~pm  Guanin
=
D=|P—CH2 sy
: )(D
s\
H
o Ty Sitezin
|
a=—p—a—CH; N/J&\U
| o
[
o Urasil
T “”““w
n=p— 0—CH; “:,r)‘“\o

o Timin
T “““w
o=—p—0—0CH, ™ A

Sekil 2.4. NUkleotidlerdeki baz guruplari.

RNA yapisi DNA'ya ¢ok benzer. Birinci farklilik burada pirimidin bazlardan timin
yerine urasil bazi (adeninle eslese bilen) vardir. ikincisi, niikleotid yapisinda seker
gurubu olarak deoksiriboz yerine riboz bulunur. Uglincii fark ise RNA tek zincirli bir
polimerik zincirdir. Ancak bazi durumlarda bu katlanir ve baz guruplari arasinda
DNA’dakine benzer eslesmeler (hidrojen bag kopruleriyle) olusur.
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,/ Q i "'x.T Jlj -k O/HPQU
Sekil 2.5. DNA'da ¢ift sarmal yapi ve bazlarin eglesmesi ile kurulan hidrojen bag koprdleri.

2.3.1. Nukleik asitlerin yapi taglan

DNA, polimerik nlkleik asit makro molekul olup, azot kapsayan bazlar, bes
karbonlu seker ve fosfat gruplar olarak 3 bélimden olusmaktadir. Bazlar: purin
(CsH4N4) bazlari pirimidin ve imidazol halkasindan olusurlar. iki bazda aromatik,
hidrofobik ve baziktir. Serbest sekilde hicrede c¢ok az miktarda bulunurlar.
Pirimidin halkasi tamamen planerdir; Plrin ise planer' e ¢ok yakindir. purin bazlari:
adenine (6 aminopurin) ve guanine (2 amino- 6 oksopurin); pirimidin bazlari ise
sitozin (2 okzo-4 aminoprimidin), timin (2,4, Diokso-5 metil primidine) ve urasil
(2,4, Dioksoprimidin)' dir.

Nukleik asitlerin biyolojik islevleri agisindan bazlarin Hidrojen bagdi yapma
kapasitesi ¢ok o©nemlidir. Hidrojen baglar, elektronegatif (O,N,F) bir atoma
kovalant bagl hidrojen ile, diger bir elektronegatif arasinda olusan baga denir.

DNA/RNA bazlarinin Hidrojen-bagi yapan fonksiyonel gruplari sunlardir:

1) A,G,C' nin NH; gruplari

2) A,G' nin Birinci Pozisyonundaki NH gruplari

3) C,T ve U' nun uglncu pozisyonundaki NH gruplari

4) C 'nin ikinci pozisyonundaki;G 'nin altinci pozisyonunda ki ve T ile U' nun
4. pozisyonundaki kuvvetli elektronegatif Oksijen' dir.

A ile T/U arasinda 2 bag; G ile C arasinda 3 bag vardir. Dolayisi ile bir G/C baz
cifti; bir A=T baz ciftinden daha kuvvetlidir. Serbest Purin ve Pirimidin bazlari suda
iyi ¢ozunmezler. Hafif alkali olup; pH' ya gore degisik formlar gdsterirler. Fizyolojik
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pH'da (pH: 6.5-7.0) laktom formu predominanttir. Bu form zaten hidrojen bagi
yapan formdur.

Heterosiklik aromatik yapilari dolayisi ile batin parin ve pirimidin bazlari 260nm
'‘de UV 1s1gini absorbe ederler. Bu Ozellikleri, serbest baglarin, ayni zamanda
nukleosid, nikleotid ve nikleik asitlerin belirlenmesinde ve kantitatif analizinde
onemlidir.

Sekerler: Riboz ve Deoksiriboz, RNA ve DNA'ya 6zgu bes karbonlu pentoz
sekerlerdir. Aralarindaki fark C"2 deki OH grubunu DNA'da olmayisidir. D ve beta
sembolleri C'4 ve C'1 deki 6zel konfigurasyondan dolayidir. Genel formulleri
(CsH100s5) seklindedir. Butiin  monosakkaritler iki sinifa ayriir: ALDOZ ve
KETOZLAR. Aldoz, aldehit grubu tasir; ketoz ise keton grubu tasir. Dodada
genellikle halka seklinde bulunurlar.

Fosfatlar: Fosfat organik bir biyomolekil' de genellikle mono veya diester bagi
seklinde, mono veya dianhidrit bagi seklinde veya ester ve anhidrit baglar seklinde
bulunur. Pentoz sekerinin C5' atomuna bir, iki ya da maksimum Ug¢ fosfat grubu
ester bagi ile baglanmig olabilir. Bu fosfatlara alfa, beta ve gama fosfat adi verilir.
Alfa - P - Ribose' a ester bagi ile; fakat diger iki fosfata P-anhydrid baglar ile
baglidir. Beta ve gamma badlar yliksek enerji iceren baglardir. Hidrolizleri blyuk
miktarda enerji aciga c¢ikarir. Buna karsilik P-ester bagi (alfa) yuksek enerijili
degildir. NTP' lerde bulunan yuksek enerjili baglar, nukleik asit sentezi agisindan
onemlidirler. Fizyolojik pH'da (pH: 7.0) nlkleik asit bazlari arti ya da eksi yukli
degildir. Fosfat gruplari ise asidiktir, dolayisi ile H atomlarini vermis; 2,3 ya da 4
negatif yuk tasirlar.

DNA ve RNA Dbirbirine kovalant bad ile baglanmis; ribo ve
desokribonukleotidlerden olusmustur. Bu nikleotidler birbirlerine P-diester (C'50H
-- C'30H) esasinda baglar ile baglanmistir. Bu sabit bir omurga olusturur ki bu da
DNA/RNA' nin primer yapisidir.

P-Rib-P-Rib-P-Rib-P-Rib. £

Zincirin polaritesi vardir ve kural olarak baz dizisini ribozun %' karbon' dan
baglayarak 3' karbonuna dogru okumaktadir. Birinci nukleotid zincirin 5' ucunu;
sonuncu nukleotid zincirin 3' ucunu olusturur.

Nukleotid = Baz + Riboz + Fosfat
Nukleosid = baz + riboz

Serbest purin ve pirimidinler ile serbest nukleositlerde hiicrede ayni miktarda
bulunur. Bunlar yalnizca nukleotidlerin kimyasal ve enzimatik yikimlari sonucu

17



Temel Bilgiler

olugurlar. Buna kasin ribo ve dezoksiribonukleotidler, hlicrede ¢ok bol miktarlarda
mevcutturlar. NUkleotidlerin fosforik asit gruplari; olduk¢a kuvvetli asitlerdir. pH
7'de nikleotidler negatif yukli olarak bulunurlar.

Nukleosid ve nukleotidler biri bazin digeri ribozun olmak Uzere ise PLANER iki
halka icerirler. NuUkleotidlerin en kararli konformasyonunda bu baz ve seker
halkalar CO-PLANER yani ayni dizlemde degil; birbirlerine 90° agili sekildedir.

Polintkleotidleri olusturan nikleotid Uniteleri birbirlerine fosfo-diester baglari ile
baglidirlar. Fosfat grubu, yan yana iki nikleotid' in 3' ve 5' karbonlarini igeren iki
ester bagi kurdugundan, baga 3' &£ 5' fosfo-diester bagi denilmektedir.

pH 7'de polinikleotidlerin dis ylzeyindeki asidik fosfat gruplari, neredeyse
tamamen iyonize durumda olduklarindan, nukleik asitler polianyonik yapidadirlar,
yani negatif yakludurler.

2.3.2. DNA Molekulu

DNA Molekula: Watson-Crick modeline gére DNA molekulleri iki uzun zincirden
olusmakta; bu iki zincir uzun eksenleri etrafinda birbirine sarilarak cifte sarmali
olusturmaktadir. iki zincir birbirine anti paralel' dir (anti paralel ikili- helix).

Parin ve pirimidin bazlari heliksin yapisinin i¢ kismindadir. Fosfat ve deoksiriboz
birimleri ise molekilin disindadirlar. Bazlarin, dizlemleri heliks aksina dik
acgidadir. Dolayisi ile riboz sekerlerinin halkalarina da dik agi olustururlar. Her baz
birbirinden 3.4 A° uzakligindadir. Aralarinda 36°' lik bir agi farki vardir. Heliksin bir
tam donusii 10bp icerir ve 34 A" luk uzakliktadir. (1 A° = 10 cm yani 107° m' dir.)
Heliks Capi 20A°'dur. DNA 'nin iki zinciri birbirine Hidrojen baglari ile baghdir. A
her zaman T ile (A=T); G' de hep C ile bir ¢ift olusturur (G/C) .

Bir DNA zinciri Uzerindeki baz dizilimi hi¢bir sekilde sinirli degildir. Bu spesifik baz
dizilimi genetik bilgiyi kodlamaktadir. DNA cifte sarmal' inin en énemli 6zelligi
bazlarin arasindaki giftlesmenin spesifikligidir.

Watson-Crick, sterik ve hidrojen bagi olusturma sebeplerinden hep A=T ve G=C'
nin bir cift olusturmasi gerektigine karar vermislerdir. Birbirine hidrojen bagi ile
bagli bir baz ciftine bagh glikosidik baglar her zaman 10.85 A° uzakligindadirlar.
Bir pUrin-pirimidin baz cifti bu arayi tam olarak doldurur. Buna karsilik, heliks icinde
iki plrin igin yeteri kadar yer yoktur. iki pirimidin ise birbirlerinden gok uzak
kalacaklari igin Hidrojen bagini kuramayacaklardir. Bu nedenle, baz ciftleri
yalnizca hidrojen bagi faktérinden degil; ayni zamanda heliks igindeki dar mekani
optimal kullanma agisindan da uygundurlar. A - T ile G - C ile en uygun hidrojen
bagdini olustururlar. Bu hidrojen baglarinin yerlesimleri ve uzakliklari baz ciftleri
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arasinda olmasi gereken optimal kuvvetteki interaksiyonlari mimkin kilar. iki
zincirin birbiri etrafinda dolanarak cifte sarmali olusturmasi; polar olan seker ve
fosfat iskeletini yapinin dis kismina kaydirmakta; bu sekilde bu hidrofilik gruplar su
ile temas halinde bulunmaktadirlar. Buna karsilik, hidrofobik olan bazlar, heliksin i¢
kisminda yer almakta; polar gruplar ise, (NH,, O, NH vb.) birbirleri ile Hidrojen
baglarini olusturmaktadirlar. Her zincirden bir baz; karsi zincirden bir baz ile bu
sekilde eslesmektedir (A-T, G-C). Baz giftlesmesinin en 6nemli sonucu; bir zincirde
olan baz dizisinin otomatik olarak diger zincirdeki diziyi gostermesidir. Bu ana
prensibin disinda, baz dizilimi agisindan herhangi bir kisittama yoktur. Baz ciftleri
tamamen tek bir "dizlemde" olup; ¢cok yassi ve hidrofobik olan halkalari, birbirleri
ile hidrofobik interaksiyona girerek; bir tabak yigini seklinde Ust Uste dizilirler ve bu
sekilde su ile kontaktlarini azaltirlar. Bu da molekullin, spiral bir ip merdiven
seklinde goérinmesine yol acar. Bu ip merdivenin yanlarini fosfat-riboz iskeleti;
basamaklarini ise birbiri Gizerine dizilmis baz ciftleri olusturmaktadir.

iki zincir birbirine aksi polaritede; antiparalel' dir; yeni bir zincirin nukleotid baglari
3' £ 5 digerinde ise 5' /£ 3' dogrultusundadir. Her iki zincirde sag dénuasumludur
(right-handed). Her bir tam donus, 34°A icinde 10 baz cifti kapsamaktadir.

Cifte sarmalin stabilizesini saglayan faktorler gsunlardir.
1) Fosfodiester baglari
2) Hidrofobik interaksiyonlar
a) Purine ve Pirimidinin birbirlerine aktivite gOsterirler.
b) Kavitasyon enerjisi.
Nukleik asitlerin fosfo-diester baglari fleksibl' dir. Bu noktalardan sagda/sola dénus

olur.

2.3.3. DNA Kaynaklar
DNA kaynaklarinda ¢ok cesitlilik s6z konusudur. Kurumus kan, agiz ¢alkanti suyu,

sag¢ kokl, embriyo, arkeolojik kaynaklar, idrar, amniotik sivi ve digerlerinin elde
edilmesi i¢in gereken yaklasik doku miktarlari gizelge 2.1’de verilmektedir.
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Cizelge 2.1. Kullanilan DNA kaynaklari

DNA kaynaklan Doku miktar DNA miktar
Saf genomik DNA 50-500 hg 50-500 hg
Korionik villus érnegi 5 mg 1-3 mg
Guthrie kan damlasi 5mm'lik bir damlanin yarisi 0.5-1 mg
Semen 30ml 5-10 mg
Tam kan 30ml 0.5-1 mg
Yanak mukoza hiicresi bir agiz galkanti suyu 0.1-1mg
Doku bloklari 50 mg 0-10 mg
Hicre Sispansiyonlari 5x105 hiicre 2-5mg

2.3.4 Hibridizasyon

Bir DNA molekulu isitilinca, iki iplikgigi bir arada tutan hidrojen baglari kirilir ve iki
komplementer iplikcik birbirinden ayrilir. Eger bu ortam yavas olarak sogutulursa
komplementerler tekrar bir araya gelir ve orijinal ¢ift sarmal yeniden edilir. Eger iki
farkh DNA tek iplik¢igi bir araya getirilirse, yalnizca komplementer bolgeler eslesir
(“hibridizasyon”). Organizmalarin ayni oldugu durumda tam olarak eslesme vardir
ve bu “tam hibridizasyon” (“complete hybridization”) olarak adlandirilir (Sekil 2.6).
Hibridizasyon gen bdlgelerinin tanisinda kullanilabilir. Buna bir drnek ‘Southern
Blotting’ teknigidir. Burada ilgilenilen DNA alinir ve kesme (‘restriction’)
enzimleriyle kesilir, jel elektroforez ile istenilen fragmanlar ayrilir. ‘Blotting’ ile DNA
bantlari nitrosellloz filitreye nakledilir. Daha 6nce hazirlanmis, aranilan gen
bdlgesiyle hibridizasyon yapabilecek etiketli (6rnegin radyoaktif etiketle) problar
ortama ilave edilir. Eger hibridizasyon olusursa bu film Uzerinde goérintilenebilir.
Bu yontemle analiz edilen DNA’ da istenilen gen bdlgesinin bulunup bulunmadigi
belirlenir.

Gen bolgelerindeki mutasyon (baz sekansinin degisimi) ‘Southern Blotting’ teknigi
ile arastinlir. Mutasyon bir ¢ok genetik esash hastalikta gozlenir. Bir ¢ok ajan
(‘mutajen’) 6rnegin cesitli kimyasallar ve radyasyon mutasyona neden olabilir.
Bunun tanisina mutasyona ugramis bdlgenin saptanmasi 6nemlidir. Yukaridaki
teknik uygulanarak mutant gen bdlgelerinin belirlenmesi mumkundur.
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Sekil 2.6. Hibridizasyonun sematik olarak gosterimi.

Denatiirasyon: Cift iplikli DNA'larin bazlari arasi kurulmus olan hidrojen baglarinin
fiziksel veya kimyasal yollarla aciimasi halidir. Denaturasyon, isi1 degisiklikleri ile;
pH' siI degistirilerek ve bazi proteinler ile gergeklestirilir. Gerek DNA; gerek RNA
asit hidrolizine dayaniksizdir. Fosfo-diester bagi kiriimaktadir. RNA alkali ile de
hidrolize edilir.

Denatlrasyonda etkili faktorler sunlardir:

1. DNA' nin tipi; homojen DNA - Ornek. viral DNA, cok kisa bir isi araliginda erir.
Heterojen DNA ise daha genis bir erime spektrumu verir.

2. DNA' nin G + C miktari: her DNA' nin Tm derecesi GC miktari ile direkt ilgilidir;
zira G=C cifti; molekulle ekstra bir stabilite verir. Renatlirasyon, Tm' in yaklasik
10°C asagisinda yapllir.

‘Southern Blotting’ teknigi kriminolojide (su¢ tanimlamasinda), olay bdlgesinden
toplanan delil olabilecek DNA veya fragmanlarinin gen bdlgelerinin bulunmasi ve
supheli DNA’ sinin karakteristik genleriyle karsilastinimas) ile suclunu
belirlenmesinde ¢ok basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Uygulanan tipik bir

yontem soyledir: olay yerinden elde edilen biyolojik materyallerden (kan, Kil,
tikurak, meni, doku pargalari, tirnak vb.) DNA izolasyonu yukarda anlatildigi gibi
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yapilir. DNA Uzerinde belirlenmis gen bolgeleri PCR teknidi ile ¢cogaltilir ve taru
‘Southern Blotting’, ‘Dot Blot’ vb. tekniklerin yardimiyla belirlenir.

‘Southern Blotting’ teknigini bilinmeyen mikroorganizmalarin tayini icin de
kullanmak muamkuinddr. Burada once tayini yapilmasi istenen
mikroorganizma(érnek olarak Salmonella) DNA’si alinir, spesifik enzimlerle
istenen fragmani Kesilir, E.coli igine klonlanir, ve ¢ogaltilir. Elde edilen ¢ok sayida
fragman etiketlenir ve prob olarak kullanilir. Bilinmeyen bakteri alinir, hicre
parcalanir ve DNA’si ¢ikarilir ve iki iplikgige ayrilir. Test ortamina prob DNA ve
bilinmeyen bakterinin DNA’s! ilave edilir. Renk olusumu bilinmeyen bakterinin
Salmonella oldugunu gosterir.

Yukarda verilen érnekler DNA sensorleri ile de calisiimistir. Bu sensdrlerde prob
DNA fragmani elektrot Gzerinde immobilize edilir ve varhdi arastirilan DNA tek
iplikgigi  bulunan c¢ozeltiyle etkileserek benzer sekilde olusan hibridizasyon
reaksiyonlari izlenir.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

Sunulan galismada, altin nanopartiklller ile yuzey alani genisletilen kuartz kristal
mikrobalans kristalleri kullanilarak bir DNA sensorunun alt yapisini gelistirmek
amagclanmistir. Bu amagla altin nanopartiklleri en yaygin ve ekonomik metotla
yani indirgenme metoduyla sentezlenip, karakterize edilmistir. Daha sonra bu
partikiller piezoelektrik kristal Gzerine ylzey aktivasyonu ve modifikasyonu ile
immobilize edilmis, degisiklikler frekans kaymasi olarak izlenmigtir. Ardindan, satin
alma yoluyla temin edilmis tiyol uclu tek zincirli DNA’lar, altin nanopartikillerin
immobilizasyonu sonucu yuzey alani genisletilmig kristaller Uzerine immobilize
edilmis ve DNA hibridizasyonu kristalde olusan frekans kaymasi ile izlenerek DNA
sensord yapiimigtir.

3.1. Altin Nanopartikiil Sentez ve Karakterizasyonu

Sunulan arastirmanin bu bdlimd, altin  nanopartikillerin - sentezlenmesi ve
karakterize edilmesi ile ilgili deneyleri kapsamaktadir.

3.1.1 Altin Nanopartikiil Sentezi

Sunulan aragtirmanin bu bélumdnde 6éncelikli olarak altin nanopartikullerin sentezi
literature bagli kalinarak gergeklestirilmistir (Haizhen Huang, Xiurong Yang; 2003).
Bu amagla deneylerde altin tuzu olarak altin kloroaurik asidin tuzu
(H[AuCl4])(Aldrich, ABD) kullaniimigtir. Daha sonra altin tuzunun indirgenmesi igin
Tri sodyum sitrat (Na3zCsHs507.2H,0, Analar) indirgenme ajani olarak segilmis ve
kullaniimistir.

Altin nanopartikil sentez reaksiyonunu baslatmak icin énce hazirlanan derisimde
altin tuzu karnistirilarak kaynama noktasina kadar isitilmigtir (97.5°C). Bu asamada
altin tuzu ¢ozeltisi sari renktedir. Hazirlanan sodyum sitrat ¢ozeltiye eklendikten
sonra, ilk agsamada sodyum sitrat sitrik aside donusup, sari renkteki ¢ozelti aniden
seffaf ve renksiz hale déntismektedir. Biraz sonra siyah renge ve daha sonra da
yavas yavas sarap kirmizisi bir renge dontismektedir. Batlin bu renk degdisimleri
sirasinda ¢ozeltinin karistirlmasina devam edilip ve sicak ylzey Uzerinde
tutulmustur. Renk dedisimi sona erdiginde altin partikll ¢ozeltisi karigtirilarak
sogumaya birakilmigtir. Bu noktada altin nanopartikil sentezi sonlanmistir.

2HAUCI, + 3CH3O (sitrik asit) — 2Au+3C;HsO5 (3-ketoglutarik asit)+8HCI+3CO,

Yukarida altin nanopartikullerin sentez reaksiyonu verilmektedir. Son olarak elde
edilmis olan sarap kirmizisi renkte ¢ozeltinin pH’ si dlctlmis ve partiklller elektrik
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yukl, boy ve boy dagihmlar bakimindan Zeta Sayici (ZETA Sizer, 3000 HSA,
Malvern-ingiltere) ile karakterize edilmiglerdir.

3.1.1.1. Altin Tuzu Derisiminin Nanopartikill boyutuna etkisi

Calismanin bu kisminda, altin tuzunun iglem baslangicindaki derigiminin etkisi
arastinimis ve incelenmistir. Bu amagla, altin tuzu ¢ozeltisi, pH degeri 7.2 olan
deiyonize su ile degdisik oranlarda (Altin tuzu/su oranlari 1/10 - 1/1) kanistirilarak
farkh derigimler elde edilmistir. Altin tuzunun derisimi 0.03mM’dan 0.3mM’a kadar
degistiriimigtir (0.03, 0.0375, 0.05, 0.06, 0.075, 0.10, 0.15, 0.30 mM). indirgeme
ajani olarak kullanilan sodyum sitratin derigimi (0.17 mM) ve karistirma hizin1 450
devir/dakika'da sabit tutularak denemeler gercgeklestiriimistir. Daha sonrada son
asamada elde edilen nanopartikll ¢ozeltisinin gérinimia degerlendirilmis, pH’I ve
partikul boyutlari dlguimustar.

3.1.1.2. Sodyum Sitrat Derigsiminin Nanopartikiil boyutuna etkisi

indirgeme ajani olarak kullanilan sodyum sitrat (Sekil 3.1) derigiminin nanopartikiil
boyutuna etkisi bu bdlimde incelenmigtir. Literatlr bilgilerine gére nanopartikul
sentezinde en 6nemli etkenlerden biri olarak gosterilmigtir (Andew. N. Shipway, et
al, 2000). Bu etkileri tespit edebilmek ve bu reaksiyonu karakterize etmek igin
sodyum sitrat derigimi 0.01’den 0.50 mM kadar degistirilmigstir (0.010, 0.025, 0.050,
0.075, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.50). Bu deneyler sirasinda altin tuzunun derigimi
0.06 mM (sodyum sitrat/su orani 1/5) ve karistirma hizi 450 devir/dakika’da sabit
tutulmustur. Deneylerin sonunda elde edilen nanopartikil ¢dzeltisinin gérinumu
deg@erlendirilmis, pH ve partikll boyutlari dlgUlmustar.

Sekil 3.1. Tri sodyum sitratin acik formuli {HOC(COONa)(CH,COONa),.2H,0}
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3.1.1.3. Kanistirma Hizinin Nanopartikiil boyutuna etkisi

Karistirma hizinin nanopartikil boyutuna etkisi bu bdlimde incelenmistir. Bu
amagla karistirma hizi 300 — 800 devir/dakika araliginda degistirilmistir (300, 400,
500, 600, 800). Bu deneyler sirasinda altin tuzunun derisimi 0.06 mM (Altin
tuzu/su orani 1/5) ve sodyum sitratin derisimi 0.15 mM’da sabit tutulmustur.
Deneylerin  sonunda elde edilen nanopartikil ¢ozeltisinin  gérinimu
degerlendirilmig, pH’1 ve partikul boyutlari élgulmustur.

3.1.2. Altin Nanopartikiil Karakterizasyonu

Bolum 3.1.1’de sunuldugu sekilde elde edilmis olan altin nanopartikillerin
karakterizasyon g¢aligmalari bu bélumde sunulmustur.

3.1.2.1. Gozleme dayal Karakterizasyon

Burada elde edilmis olan partiklllerin sarap kirmizisi bir renge sahip olduklari
g6zlenmistir, bu renk go6zleminin partikillerin  boyutlariyla olan iliskisi,
derecelendiriimis olan seffaflik veya bulaniklik derecesiyle belirlenmektedir.
Mesela Ugunclu dereceden olan bulanik bir ¢oézelti ‘Bulanik +++ seklinde
gOsterilmektedir, mikron boyutlu partikulleri gostermektedir. Yani bu partiktller 700
nm civarinda bir boyuta sahiptirler. Ayni sekilde ‘Bulanik++’ ve ‘Bulanik+’ sirasiyla
yaklasik olarak 400 nm ve 200 nm olan partikulleri gostermektedirler. Ayni
zamanda ‘Bulanik’ isaretleriyle gOsterilen c¢oOzeltilerin istenen pH seviyesinde
(pH=3) olmadiklari gozlenmigtir. Seffaf olarak gOsterilen ¢ozeltiler, istenen
derisimlerde ve karistirma hizlarinda, sentezlenmis olan nanopartikullerdirler. Ayni
sekilde seffaf ¢ozeltilerde pH degisimlerinin, partikil boyutlariyla olan baglantisi
gozlenmistir.

3.1.2.2. Partikiil boy ve boy dagilimi tayini

Hazirlanan altin nanopartikillerin boy ve boy dagilimlarini belirlemek igin zeta
Sayici cihazi kullanilmigtir (Sekil 3.3). Cihaz 6lgim yéntemi olarak Dinamik Isik
Sagilmasi (DLS) kullaniimaktadir. Dinamik 1s1k sagilmasi, mikro saniyenin onda
biri ile mili saniye zaman araliginda, ornek ¢ozeltinin klicik bir kismindan sacilan
Is1gin zamanla degisiminin 6lgulmesidir. Sentez sonrasi partikuller deiyonize su
kullanarak seyreltiimis ve yaklasik 3ml hacimli 6rnek ¢ozelti polistiren kuvet
icerisine konulmustur. Deneyler, sicaklik kontrolli bir bélme icerisine yerlestirilen
polistiren kuvetin icersindeki ¢ozeltiden 633nm’lik kirmizi lazer 1s13inin gegirilmesi
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ile gergeklestirimistir. Ornek igerisinden gecirilen lazer isigindan i1sik 90°C’ye
yerlestirilen elektronik detektor tarafindan olgulmuagstir. Detektdrde dlgllen 11k
siddeti, elektronik sinyallere donustlrilip korelatére gelmektedir. Korelatdrde
kiguk zaman araliklarinda sagilan 1sik siddeti degerleri karsilastiriir ve 11k
siddetinin ve 1sik siddetinin degisim hizi belirlenmektedir. Sagilan 1s13In
siddetindeki degisimler, ¢alisan bdlgenin iginde ve disindaki molekdillerin difizyon
hiziyla ilgilidir (Brownian hareketi) ve analiz edilen veriler direkt olarak isik
saciimasina neden olan partikullerin difizyon katsayilarini vermektedir. Difizyon
ile partikUllerin bUyUkligu arasindaki iligki, klresel partikiller igin Einstein
tarafindan gelisgtirlen ve Brownian hareketi ile aciklanan teorik denklikle
aciklanmaktadir. Bu denklikten, kuresel partikillere ait diflzyon katsayilari
fonksiyonlastirilip, hidrodinamik ¢ap hesaplanmaktadir.

Partikil boy ve boy dagihminin élgilmesinde kullanilan cihaz, partikullerin zeta
potansiyelini de vermektedir. Partikll ylizeyinden belli bir uzaklikta bulunan iyonlar
hareket eden partikdl ile birlikte suriklenmektedir. Bu uzakliga kayma duzlemi
denilmekte bu aralikta Olgllen elektrik potansiyeli zeta potansiyeli olarak
Olculmektedir. Cihaz mikroelektroforez teknigini kullanarak zeta potansiyelini
Olcmektedir. Bu teknik bir elektrik alani icindeki yUkll partikGltn hizinin dlgtlmesi
esasina dayanmaktadir.

Bir elektrik alani igindeki yUkli partikilin hizi elektroforetik hareket olarak
adlandiriimakta ve asagidaki esitlikle ifade edilmektedir:

ue=V/E
(E= uygulanan elektrik alan, V= dlgulen hiz, pe=elektroforetik hareket)

YUkIG durgun bir kati ile temasta olan sivi uygulanan elektrik alan nedeniyle
hareket eder ve bu hareket elektro-osmoz olarak tanimlanmaktadir (Sekil 3.2).
Cihazda bulunan hucre icersindeki cam duvarlarin negatif yukli olmasi nedeniyle
hicre icersinde bdyle bir hareket olusmaktadir. Hucre igersinde elektro-osmotik
¢bzicu akisinin sifir oldugu noktada partikilin hizi 6l¢iimelidir. Bu noktaya
durgun tabaka denilmektedir. Cihaz iki lazer 1s1gin1 kesistigi durgun tabakadaki
kicUuk bir hacimdeki elektrik alan nedeniyle hareket eden partiklllerin hizini
Olgcmektedir. Bu hacim igindeki partikillerden sagilan 1sik partikilin hizina bagli
olarak zamanla salinim olusturmaktadir. Sagilan 1sik siddetinin degisim hizi veriler
korelatérde elektroforetik hiza ve zeta potansiyele donustirilmektedir. Cihaz
Olgtugu birim elektrik alanindaki partikil hizindan asagida verilen Henry esgitligini
kullanarak Olglimek istenen zeta potansiyel degerini hesaplamaktadir.
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Sekil 3.2. Zeta sayicida uygulanan elektrik alaninda, partikiil Gizerinde mevcut olan elektrik yiklerin

semasini gostermektedir.

pe=(2€¢/3n).f(ka)

(= Zeta potansiyeli;  n= Viskozite

f(ka)= partikul sekline bagli sabit

€= Sivinin elektrik gegirgenligi

Sekil 3.3. Zeta Sayici cihazinin fotografi.
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3.2. Osilator Devre
3.2.1. Yapilan deneylerde, kristal lizerinde sicaklik etkisi

Bilindigi gibi sicakligin bircok deney Uzerindeki etkileri genellikle arastirilan bir
parametredir. SUphesiz sunulan ¢alismanin Uzerindeki sicaklik etkilerini gdz ardi
etmek mumkin degildir. Bunun dogrultusunda sicakhgdin, kristaller ve daha
dogrusu onlarin deneylerdeki frekans kaymalarindaki etkisi arastiriimis ve c¢ok
onemli oldugu izlenmistir. Bu ylzden yapilan ¢alismanin tim asamalarinda bu
faktor dikkate alinarak etkisi azaltilmaya galigiimistir.

3.2.2. Osilator Devrenin Tasarimi ve imalati

Daha oOnce vyapilan ve var olan devrelerin sorunlarindan ve ylksek hata
toleranslarindan yola cikilarak bu calismada, s6zii gecen devrenin tasarimina
karar verilmistir. Bu sorunlardan en 6nemli ve bagta gelenlerinden, sabit sicaklikta
Olcim yapilabilmemek, ayni zamanda sadece tek bir kristalin frekans 6lgimunu
yapabilmek, sehir elektriginin frekans degisimi ve etrafta calisan cihazlarin
olusturdugu frekanstan etkilenerek ylksek hata oranina sahip olmalarindan s6z
edilebilir. Bu sorunlari agmak igin, istenilen sabit sicaklikta ¢alisan, ayni zamanda
iki kristalin frekans o6lgimuni yapabilen, 6zel bir baskili devrenin tasarimi
yapilmigtir.

Oncelikle tasarimi baslanilan kisim baskili devre denilen kisimdir. Baskili devre
aynen bir otomobilde oldugu gibi, devrenin sasisinin rolini oynamaktadir. Yani
once cihazda hangi bolumlerin olmasi gerektigi ve nasil olmasi gerektigi sasi
Uzerinde planlaniimistir. Baskili devre 2 mm kalinhdinda her iki ylzeyi bakir kaph
olan, plastik bir sayfadir. Devrenin tasarimi bittikten sonra, plan bakir kapli sayfa
Uzerine c¢izilmistir. Burada kullanilan tim elektrik malzemelerinin semalarini
dusunerek, baglanilacak noktalari ve buna bagli olarak tim elektrik hatlari tam
olarak ve dikkatle belirlenip, cizilmistir. Sonra istenilen bdlgeler (malzemelerin
baglandigi noktalar ve elektrik tasiyan hatlar) 6zel bir maddeyle (ki istenilen bu
bakir boélgeleri ¢ozilmeye karsi korumaktadir) kapatiimistir. Daha sonra bu gift
yuzl bakir olan sayfa asit icine, bakir yluzeylerin (istenilen bdlgeler disinda)
¢bzllmesi amaciyla daldinimistir. Bu igslemin sonucunda baskili devre
hazirlanmistir, sadece elektrik malzemelerinin baglanmasi icin daha 6nceden
belirlenen noktalarda ¢ok ince bir matkapla sadece bu malzemelerin bacaklarinin
gegebilecedi kadar delinmistir. Unutulmamasi geren bir konu, sayfa Uzerinde
geriye kalan bakir bolgelerinin iletkenliginden dolayi, elektrik malzemeler
arasindaki iletkenlik saglanmigtir.
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Yapilan bu yeni cihazda, yukarda gecen ve onemli sorunlardan biri olan, yani
cihazin etraftaki gurultilerden etkilenmemesini saglamak icin, burada tasarlanmig
olan baskili devre, cift yizli bir devredir. Yukarda gectigi gibi normalde kullanilan
baskili devreler tek yuzu bakir olur ama yeni tasarimda yuzeylerden biri,
zemin(ground) olarak kullaniimistir. Burada bakirin en énemli 6zelliklerinden biri,
yani frekans ve gurultiyl kendisine dodru gekmesinden yararlaniimistir. Burada
bu ylzeyin zemin olarak kullaniimasi, gurultiyl ve etraftan gelen frekansi zemine
baglamis veya baska bir deyisle guraltiyu silmistir.

Tasarlanan osilator devresi U¢ ayri bolumlerden olugsmaktadir: 1) Osilatér 2) Sabit
sicakhk 3) Sabit sicaklik kontrol bolimu.

1) Osilator: Asil frekans 6lgme bolimudir. Bu bélim 12V’luk bir bilgisayar glg
kaynagiyla beslenmektedir. Gli¢ kaynaginin 6zellikle bilgisayar gi¢ kaynagdinin
olmasinin nedeni, dizenli sabit bir elektrik akimi saglamasidir. Devre bu kisimda
BF255 nolu tranzistdrden; 1N40148 nolu diyottan ve 10K’luk primer konduktanstan
yararlanmaktadir. Osilatér boliminidn u¢ kisminda bulunan kristaller birazdan
anlatilacak olan sabit sicaklik bdélmesinin igcinde bulunmaktadirlar. Olgiilmek
istenen kristalin hangisi oldugunu belirlemek igin bir 12V’luk minyattr role ve bir
Switch’'ten yararlaniimaktadir. Sekil 3.4. de RF Output adiyla gosterilen kisim
osilator devresinde olglimus olan kristallerin frekansinin ¢ikis noktasidir. Ayni
zamanda Sekil 3.4’de semalari cizilen elektronik malzemelerin isimleri agagida
verilmektedir:

K Trazistor 'I |'Kapasitans =w= Direng 7Ground(zemin)H-Diyot

:H;Primer konduktans '”:“' Kuartz kristal é Trafo Z& Opamp

A
Cok turlu Trimpot :I; I Regulator elemanlari
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Sekil 3.4. Deneylerde kullanilan Osilator Devresi.

2) Sabit sicakhk bélimu: Cihazin bu kismi kristaller iginde olmak Gzere kapakli bir
metal kutudan olusmaktadir. Bu bélme 15V’luk bir trafo tarafindan beslenmektedir.
Ayni trafo sicaklik kontrol birimini de beslemektedir. Bolme icinde sicakligi temin
etmek icin iki tane 5 Watt’lik direngten yararlaniimigtir.

3) Sicaklik kontrol birimi: Bu boélim tasarlanan osilatdr devresinin en 6nemli
birimidir. Bu birimin amaci 2. birimde yani sicaklik Uretilen kisimdaki sicakligi
istenilen derecede ayarlayip ve o sicaklikta sabit tutulmaktir. Ayni zamanda hem
ayarlanan sicaklik ve hem de her an sabit sicaklik kutusunun sicaklik degerini
gbrmek mumkindir. Burada sicaklik gostergesi igin dijital bir voltmetreden
yararlaniimaktadir. Bu voltmetre sicaklik biriminden ayri olan bir 6V’luk trafo
tarafindan beslenmektedir. Voltmetreden ayarlanan sicaklik veya o andaki sabit
sicaklik kutusunun sicakligini se¢gmek igin, bir Switch kullaniimaktadir. Kutunun
icindeki sicakhgi algilamak icin LM35 sicaklik sensérinden ve kutunun duvarlarina
yapisan BDX tranzistorlerinden faydalaniimistir. Devreyi istenilen sicakliga
ayarlamak icin ¢ok turlu bir Trimpot kullaniimistir ve asil sicaklik kontroll igin
kullanilan malzeme LM358 adli bir opampdir. Burada sicaklik gosterge hassasiyeti
0.1 derece ve kutu stabilize duruma geldikten sonra sicaklik toleransi 1 derecedir.

Deneylerde kullanilan frekans sayici (HEWLET PACKARD model 53181A 225
MHz) dir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Deneylerde kullanilan Frekans Sayici.
3.2.3. Osilator Devresinin Caligtiriimasi

Bu arastirma kapsaminda yapilan deneylerde kristallerin Gzerinde herhangi bir
katlenin yuklendigi ve/veya kutlenin koptugu durumlar, tarafimizdan tasarlanan
osilator devresi yardimiyla dlgulmustar (Sekil 3.6).

Kuartz kristallerin ylzey aktivasyonunun, yikanmasinin, yluzey
modifikasyonlarinin, ve immobilizasyonlarin olup olmadigini tespit etmek igin
frekans farklarinin élgimleri takip edilmigtir.

Deneylerde kullanilan osilator sabit sicaklikta, iki kristali ayni zamanda okuma
kabiliyetine sahip olan bir cihazdir. Bu cihazin avantajlari:

A) Tim Olgimlerin sabit bir sicaklikta dlgtlmesi (sicakligin degismesiyle birlikte
frekans sayisinda da degisiklikler agikga gézlenmistir).

B) iki kristalin ayni zamanda ve ayni kosullarda incelenmesi hem bir kristali
referans olarak kullana bilmek ve hem ayni kosullari sagladidi icin kristal Gzerinde
yapilan dlcimlerdeki hatayi en aza indirmek igin tasarlanmigtir.

C) Osilatér de 3 ayn gu¢ kaynaginda yararlaniimigtir, Bunun sebebi osilatorlerin
sehir elektriginde her hangi bir frekans degisiminden etkilenmemesidir. Bu ylzden
bu devrede frekans osilatdr kismi, sabit sicaklik ve sicaklik 6lgim cihazi her biri
ayri ayri glc¢ kaynaklarindan beslenmektedirler ki bununla yapilan frekans
Olcumlerindeki hatayi en dislk seviyeye getirmek amaglanmistir.

D) Osilator devrenin tasariminda ¢ift yuzIU bir devreden yararlaniimasiyla, etrafta
olusup ve yayilan her hangi bir frekans etkisinden kurtulmustur.

Bu cihazi galistirmak igin yapilan gereken iglemler soyledir:
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1)

2)

4)

Oncelikle her elektronik cihaz gibi giic kaynaginin temin edilmesidir. Yukarda
anlatildigr gibi oncelikle bulunan Ug¢ ayri guc¢ kaynaginin elektrige bagh
olmasindan emin olunmaldir.

Kristaller sabit sicaklik kutusunda belirlenen yerlerine baglanilir.

Osilator devresinde istenilen kristalin frekansinin 6lcimu igin Switch’le o
kristalin konumu segilir.

Sicakligi ayarlamak i¢in 6nce sicaklik kontrol birimi Gzerinde bulunan Switch
sicaklik ayarlama konumuna gelmelidir ki burada voltmetre kullanilarak,
devrenin hangi sicakliga ayarlandigi gérinmektedir (daha énce belirlendigi gibi
bu Switch’ in bir sicaklik ayarlama konumu ve birde o anda kutunun igindeki
sicaklidi, voltmetre aracihigiyla gérmek icin bir bagka konumu vardir).

Switch Uzerindeki konum, sicaklik ayarlama konumuna gelmekle ve dijital
voltmetre kullaniimakla birlikte sicaklik ayari bir tornavidayla, ¢ok turlu trimpot
Uzerinden yapilmaktadir. Yani tornavidayla cevirerek dijital voltmetre Uzerinden
sicakligin azalip ¢cogalmasi gérinmektedir.

Sekil 3.6. Tarafimizdan tasarlanan deney dizenegi.

3.3. Kuartz Kristallerin yiizey modifikasyonu

Kuartz kristaller Gzerinde her hangi bir islem yapabilmek veya bir immobilizasyon

islemine tabii tutabilmek icin dncelikle bu kristallerin Uzerinde veya daha dogrusu

elektrotlarinin  Gzerinde temizleme, aktivasyon ve fonksiyonel guruplarin

immobilizasyonu gergeklesmelidir. Bu fonksiyonel guruplarin baglanmasiyla ve

ona bagl olarak ligand immobilizasyonunun istenen sekilde yapilabilinmesi i¢in adi
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gecgen islemlerin gergeklestiriimesi gerekir. Bu amagla c¢esitli gevirici sistemler ve
modifikasyon cesgitleri kullaniimaktadir. Kuartz kristallerin en yaygin elektrot turleri
altin, gimus, aliminyum ve oksitlenmis platin olanlaridir. Altin elektrotlu olan
kristaller dogrudan ve giimis elektrotlu kristaller yumusak asitler olarak (Au®, Ag®)
ditiyo (tiyoller) ile (yumusak bazlar olarak: SH’) yumusak asitler ve bazlar teorisine
dayanarak (HSAB; HARD-SOFT ACID BASE) kovalent bag yapmaktadirlar
(Surface-Grafted Polyglutamate Films With Reaction-Induced Polar Order
Wieringa, R.H.); (Paul E. Laibinis, 1991). Bu iki gurup bilesikleriyle fonksiyonel
guruplar olusturabilmektedirler. Aluminyum kristallere ylzey karboksil aktivasyonu
ile ligand immobilizasyununu gergeklestirmek mumkundur. Ayni islemi hidroksil

guruplariyla, platin oksit kristallerine uygulamak mumkundur.

3.3.1. Kuartz Kristallerin ylizey aktivasyonu

Deneylerin bu agamasinda, deneyler sirasinda kullanilacak gumus (Ag) elektrotlu
kuartz kristallerin (10 MHz), ylzeylerinin aktive edilmesi amaciyla bazi 6n islemler
uygulanmistir. Bu 6n iglemlere baglamadan &nce kristallerin tarafimizdan
tasarlanip yapilan osilator devre yardimiyla frekanslari &lgtlmastir. Sunulan
calismada deneyden ve cihazdan kaynaklanan hatayr en aza indirmek igin
hazirlanan 2 kristal osilator devresinde ayni zamanda frekans dlguleme 6zelligine
sahip olduklari icin, deney baslamadan bos ylzeylerinin frekansi Olglimustur.
Daha sonra kristallerin biri, deney asamalarina girerken diger kristal bir asama
geriden ama tum deney boyunca paralel olarak ilk kristali takip etmektedir.
Bdylece ayni kosullarda yapilan deneylerde her zaman her iki kristalin bir biriyle
kiyaslama ve cihazdan kaynaklanan hatalarin incelenme imkani saglanmistir.
Kristaller ilk agsamada 0.5 M NaOH (Sodyum hidroksit, Sigma, ABD) ¢dzeltisinde
30 dakika reaksiyona sokulmus, daha sonra kristaller sirasiyla 30 dakika asetonda
(CH3COCHs3, Aklar kimya, Turkiye) ve 30 dakika metanolde (CH3;OH, Aklar kimya,
Turkiye) bekletilerek etkilestirilmistir (Sekil 3.7). Boylelikle Ag elektrotlarin her turll
kirlilige karsi temizlenmesi saglanmistir. Son olarak kristaller 30 dakika boyunca
deiyonize suyla (pH; 7) yikama iglemi yapiimistir. Son yikama igleminin amaci
fiziksel olarak tutunan molekullerin kristal ylzeyinden ayriimasini saglamaktir.
Fiziksel olarak adsorbe olan molekullerin kristal ylzeyinden elimine edilmesi
sonrasi kristal etivde 37°C’de kurutulur (yaklasik 30 dakika). Kuartz kristallerin
frekans degisimleri 6n islemler sirasinda Olgllerek yapilan ylzey temizleme
yontemi takip edilmistir.

34



Deneysel yéntemler

| NaOH / CHsCOCH;/ CH;0H

=]
Aseton Metanol

Sekil 3.7. Kuartz Kristal Ylizey aktivasyonunun sematik gosterimi.

3.3.2. Birinci Sistamin immobilizasyonu

Kuartz kristallerin ylzey temizleme asamasindan sonra kristal yuzeylerine
bifonksiyonel bir molekll olan Sistamin (C,H7NS, Sigma, ABD) immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Sistamin molekulu bir tiyol(SH) ve birde amin(NH>) olmak tzere
iki fonksiyonel uca sahiptir. Yumusak bir baz olan sistamin molekilinin bu
Ozelliginden yararlanilarak tiyol ucundan, gene yumusak bir asit olan Ag kristal
yuzeyinden tutturulup ve diger amin ucu fonksiyonel olarak bagka bag igin hazir
tutulmustur. Bu amagla 18 mM derisimde sistamin, fosfat tamponunda (0.1 M pH=
7) (NazHPO4/NaH2PO4, Sigma, ABD) ¢ozulmustiur (Sekil 3.8). Deneyde sistaminin
hangi derisimde daha fazla immobilizasyon oldugunu arastirmak icin sistamin
karakterizasyon deneyleri yapilmistir. Bunun dogrultusunda, sistaminin 6, 10, 12,
14, 18, 22 ve 24 mM derigimlerinin immobilizasyon degerleri elde edilmigtir.
Kristaller elde edilen ¢ozelti icinde 2 saat slUreyle karanlik ortamda reaksiyona
sokulmustur. Sdre sonunda kristaller deiyonize suyla 15 dakika boyunca

yikanmistir. Yikama isleminde sonra kurutulup frekans deg@erleri dlgulmustar.

Sistamin
SH-{CHz);-NH; —S-{CH:): -NH;
SH-{CH:)z-NH; —S-{CH:): NH;
& | SH-{CH)-NH; — |& —S-{CHz);-MH;
SH-(CH:)z-NH; —=5-{CH;}z-NH;
SH-{CHz)z-NH; —S-(CHz)z-NH;

Sekil 3.8. Kuartz Kristal Yiizeyine Sistamin immobilizasyonunun sematik gésterimi.
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3.3.3. Glutaraldehit(GA) immobilizasyonu

Sistamin immobilize kuartz kristallerin Uzerine uzatma kolu (spacer arm) takiimasi
amacilyla yine bifonksiyonel 6zellide sahip olan gluteraldehit (COH(CH;);COH)
kullaniimistir. Burada amag sistaminin serbest olan amin ucu ile gluteraldehitin
aldehit uglarinin reaksiyona girmesi ve sift bazi reaksiyonu ile baglanmalarinin
saglanmasidir (Sekil 3.9).

Bunun igin Sistamin immobilize kuartz kristaller 0.66 M gluteraldehit ile sodyum
tetraborat/HCI tamponuna pH: 8.2 karanlik ortamda reaksiyona sokulmustur.
Kristaller reaksiyon ortaminda 2 saat sureyle reaksiyona sokulmus ve sure
sonunda deiyonize suyla 15 dakika boyunca yikanmistir. Yikama isleminden sonra
kurutulup frekans degerleri dlglUimustar.

0
i — §.(CHs)s N = (CH,)3 <

—S(CHy),-NH; Gultaraldehit {CH;): (CHx)3 ¢ H

0

Sl S-(CHaloNH, ﬁ%{Cth ¢ ﬁ - S{CHE N = (CHl<

2 ||[—5-[CH:):-NH: + — e 0
— S{CHz)2 N = {CH,); ¢

—5-(CH:):-NH; 0 N o {CHz); (CHa)s ¢ "

203
—S-{CH:z):-NH: H < H —S(CH:); - =|:CH2:I3-€ ﬁ

Sekil 3.9. Sistamin immobilize kuartz kristallerin Yiizeyine GA Immobilizasyonunun sematik
gOsterimi.

3.3.4. ikinci Sistamin immobilizasyonu

Gluteraldehit takili kuartz kristallerin ylUzeylerinde acikta kalan ikinci aldehit
yararlanilarak sistamin ikinci kez immobilize edilmistir. Burada amac¢ bu defa
sistaminin amin fonksiyonel ucunu kullanmak ve tiyol fonksiyonel ucunun agikta
kalmasini saglamaktir (Sekil 3.10).

—S5-(CH:}:-HN= (Cth -€ — S-(CH:):-N= (Cth — N—(C Hz:lz—s H

— S-{CHz): N =({CH,)3 ¢ 0 — S-(CHz)z-N =(CHz)3 = N-(CHa):-SH
g Sistamin
| — P _ 5. H= — N- )
- S-(CH:): N= l:CHz);;-( . SH-(CHy)z-NH; S-(CHz)z-N =({CHy)3 = N-{CH2):-SH
fs] 0 + - =
= S-{CH:):-N= (Cth-{ - SH-{CH),-NH, = S-[CH:): N =({CH3)3 = N-{CH3).-SH
0
H

Sekil 3.10. Kuartz Kristal Y{izeyine ikinci Sistamin immobilizasyonunun sematik goésterimi.
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Bu amacla yine yukarida anlatilan yontem kullaniimigtir. 18 mM derisimde
sistamin fosfat tamponunda (0.1 M pH: 7) (Na;HPO.4/NaH2PO,4, Sigma, ABD)
¢cozulmustar. Kristaller elde edilen ¢ozelti icinde 2 saat sUreyle karanlik ortamda
reaksiyona sokulmustur. Sire sonunda kristaller deiyonize suyla 15 dakika
boyunca yikanmigtir. Yikama isleminden sonra kurutulup frekans degerleri
Olclimustar.

3.4. Altin nanopartikiil immobilizasyonu

Calismanin bu boéliminde ylzey modifikasyon islemleri tamamlanmis olan kuartz
kristaller calismada asil amag olan, altin nanopartikilleri immobilize etmek igin
hazir hale gelmigtir.

Deneyin bu agsamasinda altin nanopartikiller ve tiyol guruplari yine yumusak asit
ve baz teorisine dayanarak kristal yuzeyine immobilize edilmiglerdir.

Bu amacla kuartz kristaller hazirlanan altin nanopartikil ¢ozeltisine 2 saat slreyle
daldirilarak nanopartikullerin tiyol uclarina baglanmasi saglanmistir (Sekil 3.11).
Bu asamada kritik olan nokta, immobilizasyonu yapilan altin nanopartiktllerin
oldukga es boyutlu olmalaridir. Altin nanopartikiller ne kadar es boyutlu olurlarsa
duzenli olarak kendiliginden yerlesme yontemi dogru ¢alisir ve immobilizasyon
basariyla gergeklesir. islem sonunda kristaller deiyonize suyla 15 dakika boyunca
yikanmis, kurutulmus ve frekans degerleri dlgilmusgtir.

— S-{CHz): - H ={CH;); = N-{CH3):-SH Au =S5-{CHz): N ={CHa)3 =N{CHy}: S _ 4,
— S-{CHz)z-N ={CHy)3 = N{CH;).-SH — S-{CHzle-N =(CHp)3 = N-(CHy).S_ Au
g + Au - I:E
- S-(CH:z): N= (CHz)g = N-(CHz]g-SH = S-[CHz)z-N= (CHz)g = N-(CHz]g-S = Au
Au
— S-{CHzl:-N ={CHa)3 = N-(CH,).-SH a1 —S-(CHzlz-N ={CHp)s = N{CH2): S _ ay

Sekil 3.11. Kuartz Kristal Yiizeyine Altin Nanopartikillerin immobilizasyonunun sematik gésterimi.

3.4.1. Altin Nanopartikiillerin AFM ile goriintiilenmesi

Kuartz kristal yuzeyine immobilize olan altin nanopartikiller AFM ile asagida
izlenen yontemle goérintilenmistir. AFM ylzey topografisini mikron altindan, 100
mikrona kadar dlgebilen bir metodudur. Cok duyarli uc (TIP) yiizeyi taramasiyla
Atomik seviyedeki kuvvetleri(nN) dlcebilir. AFM 10 pm (107?) ¢ozinirlikte calisir
ve elektron mikroskoplarinin aksine hava ve sivi iginde érneklere bakabilir.
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AFM’ nin Teori ve Yapisi

AFM’nin ignesi 6rnek Uzerinde hareket eder ve igne-6rnek arasindaki itme ve
cekme kuvvetlerini (10e'-10e® Newton) dlger (Sekil 3.12). igne denilen yaya
tutturulmustur. Lazer kaynagindan gelip dirsekden yansiyan 1sin pozisyona duyarl
fotodetektére gelir. ki fotodiyotun sinyali arasindaki fark lazer spotunun
pozisyonunu belirler. Bu dirsegin yukseklik bilgisi bilgisayara gonderilip x ve vy
pozisyonuna karsi kayid edilir. STM’de oldugu gibi 3 boyutlu veri kullanilarak
topografik grafik gériinim elde edilir.

AFM Caligstirma Yontemi

“Contact Mode” yontemi ilk gelistirilen yontemdir. Bu modda dirsegin ucundaki
igneyle ylizey arasinda hafif bir fiziksel dokunma vardir. iyonik itme basrol
oynamaktadir. Normal havada dirsek ve yuzeyin temasinda 6rnek yuzeyi nitrojen
ve ince bir su tabakasiyla kaphdir. Bu yuzey gerilimi yiztinden 6rnek Uzerinde
ekstra bir gl¢ olusturmaktadir. Sivi iginde alinan drneklerde bu olmamakta birlikte
surtinme hatasi ortaya ¢cikmaktadir.

Sekil 3.12. Deneylerde kullanilan AFM Cihazi.
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3.5. Tek sarmal DNA immobilizasyonu

Tiyol modifiye gurubu iceren ssDNA (20 Timinden olugsan): &-SH-

[TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT ve tiyol modifiye gurubu igermeyen eslenigi (20’lik
Adenin): 5’-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (TIB Mobil) kullanilimistir. Oncelikle altin
nanopartikullerin tiyol gurubuyla ¢ok iyi bir etkilesim sagladidi icin, tiyol gurubu
iceren ssDNA (SH-ssDNA) kristal Uzerine immobilize edilmistir. Bu amagla
asagidaki immobilizasyon yontemi uygulanmistir:

1. 6500 pl Tiyol uglu ssDNA (SH-ssDNA), deiyonize suda ¢dzulmUstir ve boylece
20 uM lik DNA g¢dzeltisi hazirlanmistir. immobilizasyonun ilk agamasi olarak SH-
ssDNA’nin altin nanopartikul kapl kristal Gzerinde farkh derisimleri (0.1, 0.4, 0.8, 1,
1.2, 1.4 ve 2 uM) derisimleri denenmis ve en uygun derisim belirlenmigtir.

2. Tiyoller arasindaki disulfit baglarini engellemek icin 100 pwl 1uM SH-ssDNA
cOzeltisine bu ¢dzeltinin 1/5 oraninda (ki bu oran standart olarak belirlenmistir), 20
ul dithiothreiotol (DTT, Sigma ABD) (1M DDT 0.1 M fosfat tamponunda pH=8.3-
8.5) oda sicakliginda, eklenmistir (Nicole Acevedo, 2001).

3. Bu c¢ozeltide hazirlanan SH-ssDNA, fosfat tamponunda (pH= 6.7) 600
devir/dakika hiziyla karigtirilarak nanopartikil kapli kristal Gzerine immobilize
edilmistir. Buradaki fosfat tamponunun SH-ssDNA'nin immobilize olmasinda
elektrostatik olarak ve tamponun iyonik gic¢ bakimindan énemli oldudu igin, fosfat
tamponunun farkl derigimlerde (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 M)
denenmis ve en etkili derisim immobilzasyon asamasinda degerlendirilmigstir.
Ayrica SH-ssDNA’nin immobilizasyonu Uzerinde zaman faktorinunde etkisi
denenmis ve en etkili sure secilmistir. Bu agsamanin sonunda kristaller deiyonize
suyla yikanip frekans degisimleri incelenmigtir.

4. Tiyol modifiye olmus DNA'larin (SH-ssDNA), non spesifik ve yatay sekilde
baglanmalari engellemek igin, SH-ssDNA immobilize olmus kristaller 1 mM 6-
mercapto-1-hexanol (Fluka, Deisenhofen, Germany) sulu ¢ézeltide 1 saat boyunca
normal oda kosullarinda tutulmustur (Munlika Satjapipat, 2001). Sonra kristaller

suyla yikanip kurutulmustur. Bu asamanin sonunda frekans degisimleri izlenmistir.

39



Deneysel yéntemler

Hibridizasyon:

SH-ssDNA’larin immobilize olduklarindan sonra bu agsamada tiyol uglu ve timin
bazli ssDNA eslenigi olan adenin bazli ssDNA’yla Hibridizasyonun sirasi gelmistir.
Aslinda bu hibridizasyon asamasinin basarili olmasi, tasarlanmis olan DNA
sensorunun calistigi ve tamamlanmasi anlamina gelmektedir. Hibridizasyon,
DNA’larin katalogunda erime  sicakhdi olarak  belirlenen (55°C)
gerceklestiriimektedir ve kesinlikle bu sicakhgin tzerine gcikmamaya (mesela 75°C)
dikkat etmek gerekmektedir ¢linkl bu durumda yuzeye immobilize edilmis olan
komplementlerin ylizeyden kopmalari tespit edilmistir. Bunun dogrultusunda,
ssDNA’lar ve kristal Uzerine immobilize olan SH-ssDNA’lar 55°C’ de TE -1 M NaCl
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,1 M NaCl) tamponunda 10 dakika boyunca isitilip
sonra DNA’lar sogutularak oda sicakliginda bekletiimistir boylece hibridizasyon
gerceklestiriimistir(Tonya M. Herne and Michael J. Tarlov, 1997). Hibridizasyon
Uzerinde zaman faktortnin etkisini belirlemek icin deneyler yapilmis ve etkili olan
sure deg@erlendirilmigtir.

Hibridizasyondan sonra kristaller bir ka¢g defa 10 saniye boyunca 1ml TE’ ye
daldirihp, sonra kristaller kurutulup ve frekans degisimleri incelenmistir.

Kristaller Uzerinde altin nanopartikil immobilizasyonunundan, amag¢ yuzey
alaninin genisletmesidir. Bu amaci elde edilip edilmedidini anlamak icin ayni
kosullarda bir altin nanopartikil kaph kristal ve birde bos kristal Gzerinde DNA
immobilizasyon ve hibridizasyon islemleri gerceklestiriimistir ve elde edilen

sonuglar birbiri ile kiyaslanmigtir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMASI

Bu boélimde daha oOnce “deneysel yontemler” bdliminde anlatiimig olan
deneylerin sonuglar tartisiimistir. Bu bdlim altin nanopartikillerin Gretim ve
karakterizasyonlarini, altin tuzu ve sodyum sitrat derigimi ile karigtirma hizinin
etkisini kapsamaktadir. Zeta sayicidan alinan veriler bu asamalarin sonuglarini
daha detayli olarak vermektedir. Daha sonraki kisimlarda kristal ylzey
modifikasyonu ve altin nanopartiklller immobilizasyonunun sonuglari gésterilmistir.
Yikama, birinci sistamin immobilizasyonu, glutaraldehit immobilizasyonu, ikinci
sistamin immobilizasyonu ve son olarak altin nanopartikil immobilizasyonu ile
bunlarin her birinin derigimlerinin etkisi incelenmigtir. Altin immobilize edildikten
sonra kristal yuzeyinin AFM ve SEM goruntileri verilmistir. Calismanin son

boélumunde ise ssDNA ile etkilesim calismalari gergeklestirilmistir.

4.1. Altin nanopartikiil sentezlenmesi

Elde edilen altin nanopartikilleri Zeta sayicr’da inceledikten sonra ve indirgenme
reaksiyonundan da beklenildigi gibi, bu partiklllerin ortamdaki sitrat iyonlarindan
dolay! eksi yuke sahip olmalari gerekir, bu eksi yuk -4.7mV olarak altin partikuller
icin tespit edilmigtir. Benzer bir calismada Nagasaki, Y. ve Kataoka, K. 2005
yilinda altin nanopartikil sentez sirasinda 0- (-5mV) arasinda zeta potansiyel

sonuglari elde etmigler.

4.1.1. Altin nanopartikiil karakterizasyonu

4.1.1.1. Baslangi¢ altin tuz derigiminin etkisi

Sunulan c¢aligmada altin nanopartikil elde etmek igin izlenen ydntem, tetra
kloroaurik asidin (HAuCls) sodyum sitratla indirgenme metodudur. Bu ylzden bu
indirgenme reaksiyonunda baslangicta reaksiyona giren altin tuzunun derisimi ve
buradan elde edilen AuCl" miktari, sitrat iyonlari tarafindan indirgenmesi igin
onemli faktorlerden biridir (Yi Xiao, 1999). Cizelge 4.1’de goéruldugu gibi
deneylerde istenen ve altin tuzunun derigimi igin uygun olan aralik 0.1 ile 0.06 mM
araligindadir. Diger bir taraftan reaksiyon sonunda elde edilmis olan sonug¢ pH
degerleri, indirgenme reaksiyonunun tam olarak gercgeklesip gerceklesmedigini

gOstermektedir. Zeta sayicinin partikuller igin verdigi deger partikillerin ortalama
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boyutudur. Zeta sayicinin verdigi bilgiler ve grafik incelendigi zaman, dikkat

edilmesi gereken 6nemli noktalar bulunmaktadir.

Cizelge 4.1. Farkli altin tuzu derisimlerinin partikil boyutu tzerinde etkisi.*

Altin tuzu Altin tuzu Final pH Boyut Boy dagilimi Gorunt
Ve su orani (mM) (nm) (nm)
1/10 0.0300 5.83 mikro partikl Seffaf
1/8 0.0375 5.68 mikro partikdl Seffaf
1/6 0.050 5.72 120+12 84.6-130.1 Seffaf
1/5 0.060 3.32 23+2.3 19.4-30.8 Seffaf
1/4 0.075 3.35 48+4.8 33.7-50.3 Seffaf
13 0.10 3.30 80+8.0 61.0-101.6; 237.0-281.9 Seffaf
1/2 0.15 2.34 agregat olusumu Bulanik+
171 0.30 1.98 agregat olusumu Bulanik++

*Sodyum sitrat derigimi (0.17mM).

Zeta sayicinin verdigi boyut dagilim grafiginde, pik sayisi 6nem tagimaktadir. Tek
bir pik goérulmesi halinde, zeta sayicinin verdigi boy ortalamasi partikillerin gercek
boyutunu gostermektedir. Zeta sayicinin boy dagilim grafiginde birden fazla pik
varsa, zeta sayicinin partikuller igin verdigi boyut, say! ve hacim oran tablosuna
dikkat etmek gerekir. Bu tabloda hangi boyut daha fazla sayi veya hacim oranina
sahip olursa, o boyut bu érnegin partikil boyutu olarak kabul edilmistir (Sekil 4.1,
4.2, 4.3). Zeta sayicinin verdigi partikil boyutlarinin %10 hataya sahip olduklari
belirlenmigtir.
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Sekil 4.1. 23 nm boyutlarindaki partikillerin zeta sayici bilgileri.

P Ee Edt bheue Yew Cookal Ssip nds Heh H-E]

[}
M e[ 0[5 W PR - —
RocAngle KCounts  Zaesinim)  Poly ncdexs  uality
4 abo 2433 44.3 D77 Intensity | Yolume HMumbsr Pk Analysi g
Siee degitntiangs) 00 0o ] Poak  Arog
: : : : a0 0o 0o 1 00
: : : : 0.a 0o 0.
S - S SN 0.0 n.o 0.0 Praak Al wsig
B 10 E : E T 0.0 0. 0.0
o i i i i 0a i} 0.0 Poak  Arod
= ; ; ; ; 0.0 0.0 0.0 1 e,
: : : : b 0. 0.0
H H H H 0.a 0o 0. Peak Analysig
: : : : 0.0 no 0.
H H H H 0. L] 0.0 Poak  Ared
i i i i 0o no n.o 1 100,
: : : : nn n 3]
] ] ] ] TA B0 0.0
i i i i 928 47.0 450
i i i i nn N mnn
L el I + il sl 0o 0o no
: : : : 0. ] 0.0
! ! ! ! 0o nn no
H H H H R} ] 0.0
; ; 5 ; 0.0 0.0 0.0
H H H . 0.a 0o p.ao
! ! ] ! 0.0 ] 0.0
' ' i ' 0.4 0.0 0.0
i 10 B 1
Dlameter {rrm .

Sekil 4.2. 48 nm partikuller igin verilen zeta sayici bilgileri.
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Sekil 4.3. 80 nm partikuller igin verilen zeta sayici bilgileri.

4.1.1.2. Sodyum Sitrat Derisiminin Etkisi

Altin  nanopartikil karakterizasyonunun bir bagka 6nemli faktorl, sentez
reaksiyonunda indirgenme ajani olarak kullanilan sodyum sitrat derigimidir.
Sodyum sitrat suda hidroliz olduktan sonra sitrik asite donismektedir. Ortamda
uretilen sitrat iyonlari, tetrakloroaurik asitin AuCl iyonlarina indirgemektedir.
Buradaki sitrat iyonlarinin miktari ve ona bagli olarak sodyum sitrat derisiminin
etkisi yapilan deneylerle incelenmistir. Benzer bir ¢calismada Andew. N. Shipway
ve arkadaslari 2000 yilinda, eklenen sodyum sitrat miktarina karsin, altin
nanopartikul boyutlarinin degisimlerini incelemisler. Bu ¢calismada eklenen sodyum
sitrata karsin 16- 147 nm arahdinda partikiller elde etmisgler. Sunulan ¢alismada
altin tuzu derisimi 0.06mM sabit tutularak eklenen sodyum sitrat derigsimine karsin
25- 50 nm partikuller elde edilmigtir.

Cizelge 4.2'de goruldugu gibi, sodyum sitratin ¢ok dusuk derisimlerinde
reaksiyona higbir etkisi yoktur. Bu ortamda altinlari indirgemek igin yeteri miktarda
sitrat iyonlarinin hidroliz edilmedigi anlamina gelmektedir. Sodyum sitrat

konsantrasyonu arttik¢ca indirgenme reaksiyonu baslamakta ve devam etmektedir.
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*

Cizelge 4.2. Farkli derisimlerde sodyum sitrat kullaniminin partikil boyutu tzerindeki etkisi.

Sodyum sitrat Final pH Boyut Boy dagilimi Gordnim
(mM) (nm) (nm)
0.010 1.98 sentez olmadi
0.025 2.15 sentez olmadi
0.050 2.49 sentez olmadi
0.075 2.82 agregat olusumu . Bulanik++
0.10 2.88 agregat olusumu - Bulanik+
0.15 3.18 25.1+2.5 13.0-25.9; 44.1-65.1 Seffaf
0.25 3.35 35.31+3.5 33.7-50.3 Seffaf
0.35 4.27 37.4£3.7 26.5-42.0; 330.0529.2 Seffaf
0.50 4.79 50.415.0 6.0-8.0;40.0->60.4; 100.5-159.3 Seffaf

* Altin tuzu derigimi (0.06mM).

sodyum sitrat konsantrasyonu arttikga, partiklllerin boyutlarinda da artis
g6zlenmistir. Yani sitrat iyonlari ortamda ¢ok fazla oldugu zaman indirgedikleri
altinlari daha blyUk pargalara boldukleri tespit edilmistir (Sekil 4.4). Benzer bir
arastirmada Keisaku Kimura ve Suguru Takashima, 2002 yilinda, yliksek sodyum
sitrat derisimlerinde, sitrik asidin guglld bir indirgenme ajani konumuna girdigini
g6zlemistir. Bu ¢alismada 1 mL 24.3 mM HAuCI, ve bu reaksiyonda indirgenme
ajani olarak eklenmis olan 106 mL 2.2 mM sodyum sitratin sentez reaksiyonu
sonucunda, elde edilmis olan partikiller ~25 nm olarak él¢uimustur.

Partiktl boyutlarinin sitrat derisiminin her asamasinda pH’nin artisiyla dogru
orantida olmasi 6nemli bir noktadir. Elde edilen sonu¢ pH degeri indirgenme

reaksiyonunun gerceklesme oranini gostermektedir.
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(b) 35 nm partikullerin zeta sayicinin bilgileri.
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(c) 37 nm partikullerin zeta sayicinin bilgileri.
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(d) 50 nm partikdllerin zeta sayicinin bilgileri.

Sekil 4.4. Sodyum sitrat derisiminin partikillerin boyutlar Gzerinde Etkisini gosteren zeta sayici

sonuglari. (a) 25 nm, (b) 35 nm, (c) 37 nm ve (d) 50 nm.
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4.1.1.3. Karigtirma hizinin etkisi
Bu bdlimde karistirma hizinin partikil boy ve boy dagilimina etkisi incelenmistir.
Bu amagla altin tuzu 0.06 mM ve sodyum sitrat 0.15 mM da sabit tutularak

karigtirma hizi degigtirilmigtir.

Cizelge 4.3. Karistirma hizinin partikll boyutlar Gizerindeki etkisi.*

Karistirma hizi Final pH Boyut Boy dagilimi Gorinim
Devir/Dakika (nm) (nm)
300 2.96 42.0x4.2 26.5-52.9; 333528 Bulanik+
400 3.22 25.9+2.5 13.0-32.6; 41.1-81.9 Seffaf
500 3.08 16.3+1.6 10.3-31.1; 40.071.9 Seffaf
600 3.00 4.210.4 1.56-4.2; 20.9-126.4 Seffaf
800 3.07 3.240.3 “2.6-4.1; 8.212.9; Seffaf

51.5-81.7; 205.2-258.9”

*Altin tuzu derisimi (0.06mM), sodyum sitrat derisimi (0.15mM).

Bu asamada elde edilen deney sonuclari (Cizelge 4.3) altin nanopartikll
indirgenme reaksiyonunun baska boyutlarini gdstermektedir. Dusuk karistirma
hizinda indirgenme reaksiyonunun tam olarak sonuglanmadigi gozlemlenmigtir.
Burada karigtirma hizinin diguk olmasi nedeniyle egit 1s1 dagilimi tam olarak
saglanamamig ve ortamda yeteri kadar sodyum sitrat olmasina ragmen, hidroliz
reaksiyonu ve onun sonucunda sitrik asit olusumu gerceklesmemigtir. Reaksiyon
sonunda elde edilen sonu¢ pH degerleri, indirgenme reaksiyonunun gergeklesme
oraninin bir gostergesidir. Sonu¢ pH degerinin distik oldugu durumlarda ve
pH=3.00 seviyesine gelmeden nanopartikiller tam olarak sentezlenememistir ve

seffaf bir gériiniime de sahip degillerdir (Sekil 4.5).
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(b) 25 nm partikillerin zeta sayici bilgileri.
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(d) 4 nm partikillerin zeta sayici bilgileri.
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(e) 3 nm partikdillerin zeta sayici bilgileri.
Sekil 4.5. Karistirma Hizinin partikillerin boyutlari Gizerinde Etkisini gosteren zeta sayici sonuglari.
(a) 42 nm, (b) 25 nm, (c) 16 nm, (d) 4 nm ve (e)3 nm.

4.2. Kristal ylizey modifikasyonu

4.2.1. Sicaklik etkisi

Kuartz kristaller sicaklik ve neme ¢ok duyarlidirlar ve bu duyarlihk kristallerin
dezavantaji olarak sayllmaktadir. Bos kristallerde sicakliginin artmasiyla birlikte
kristallerin kayma frekansinda artma izlenmistir (Sekil 4.6). Bu artis yaklasik olarak
dogru orantiyla devam etmektedir. Burada denenmis olan en yuksek sicaklik
37°C’dir. Cunkd bundan fazla bir sicaklikta biyolojik malzemelerde bozulma

ihtimali vardir.
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Sekil 4.6. GUmus kristal frekanslarinin sicaklikla baglantisi.

Denenmis olan bu sicakliklardan bir tanesi en uygun sicaklik olarak belirlenmesi
gerekir. Burada en 6nemli kriter, hangi sicaklikta daha fazla altin nanopartikil
immobilize edilebildigidir. Bdylece kristalin elektrotun yuzey alani daha fazla
genisleyip ve daha fazla DNA algilayabilecektir.
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Sekil 4.7. Ortam Sicakliginin immobilizasyon verimine etkisi.
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immobilizasyon siiresi (Dakika)
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Sekil 4.8. immobilizasyon boyunca sicakligin kristallerin frekans degisimindeki etkisi.

Sekil 4.7 ve 4.8den de goriulecedi gibi, 25°C’de yapilmis olan deneylerde altin
nanopartikil immobilizasyonu ve kristal modifikasyon degerleri daha uygun ve
daha mantikh olmaktadir. Bunun yanisira ¢alismanin devaminda yapilmis olan
DNA immobilizasyonlarinin, oda kosullarinda gergeklesmesi gerektigini dikkate
alarak, sicaklik karakterizasyon deneyinden sonraki tUm deneyler, sabit sicaklik
olarak, 25°C’de yapilmistir. Benzer bir galismada Fernando Patolsky, 1999 yilinda
altin  nanopartikillerin  kuartz kristal UGzerindeki immobilizasyonda, 25°C’de

olmasini uygun bulmustur.
4.2.2. Yikama etkisi

Modifikasyon ve immobilizasyon islemlerine baslatmadan 6nce kristal elektrot
yuzeyleri ylkama iglemine tabii tutulmuslardir. Bu asamada kristaller sodyum
hidroksit, aseton ve metanolle temizlenip daha sonra frekans kaymalari
Olclilmustir. Frekans farki, sodyum hidroksit, aseton ve metanol ¢ozeltilerinin
yuzeyde olusturduklari olasi OH gruplarindan kaynaklanmistir. Yikama asamasi

sirasinda izlenen frekans degisimi 100+20 Hz olarak tespit edilmigtir.

52



Deneysel Bulgular ve Tartigilmasi

4.2.3. Birinci sistamin immobilizasyonunda sistamin derigiminin etkisi

Deneyin bu kisminda birinci immobilizasyon agsamasi olan, sistamin
immobilizasyonunda, sistaminin hangi derisimlerde daha etkili yani daha c¢ok

immobilize oldugu arastiriimigtir.
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Sekil 4.9 Sistamin derigiminin Birinci Sistamin immobilizasyonuna Etkisi.

Buradaki yapilmis olan sistamin immobilizasyon karakterizasyonundaki amac,
ylzeye hangi konsantrasyonda daha c¢ok sistamin immobilizasyonu oldugunu
belirlemek ve ona bagll olarak bu agsamadan sonra daha etkili bir glutaraldehit
immobilizasyonunun yapilmasidir. Benzer bir galismada Tonya M. Herne ve
Michael J. Tarlov, 1997 yilinda altin ylzey Uzerinde immobilize olmug DNA
problarinin karakterizasyonunda, sistaminin 18 mM derisimini en etkin derisim

olarak belirlemiglerdir (Sekil 4.9).

4.2.3. GA derigiminin Etkisi

Sistamin  immobilizasyonundan sonra glutaraldehit(GA) immobilizasyonu
karakterizasyon deneyleri yapilmigtir. Bu deneylerde glutaraldehit derigiminin etkisi
incelenmistir. ilk asamada, diisiik derisimlerde gériinen kiigiik frekans degisimleri
GA’nin ortamdaki dusuk miktarindan kaynaklanmistir. Ama daha ylksek
derigsimlerdeki frekans dususl, GA’nin kendi Uzerine doénusumlerinden ve
istenmeyen baglarindan olusmustur (Sekil 4.10). Benzer bir ¢alismada Joseph
Wang ve arkadaglari, 2002 vyilinda, kuartz kristal Uzerindeki sistamin ve

glutaraldehitin sift baz reaksiyonu igin, 0.6 M derigimini uygun bulmuslardir.
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Sekil 4.10. Glutaraldehit derisiminin immobilizasyona etkisi.

4.2.4. ikinci Sistamin immobilizasyonunda Sistamin derisiminin etkisi

Glutaraldehit immobilizasyonundan sonra, GA ile sift baz reaksiyonu yapmak

Uzere ikinci sistamin immobilizasyonu yapilmigtir. Bu asamada daha &dnceki

sistamin immobilizasyon sirasinda yapilan derisim arastirma caligsmalari, ikinci

sistamin immobilizasyonunda da ayni sekilde yapiimistir.
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Sekil 4.11. Sistamin derigiminin ikinci sistamin immobilizasyonuna etkisi.
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ikinci sistamin immobilizasyon karakterizasyonu altin nanopartikul
immobilizasyonu icin énemli faktdrlerden biridir. ikinci sistaminin agikta olan tiyol
gruplari altin nanopartikullerle etkilesmektedir. Tiyol guruplarinin oranina bagl
altin nanopartikil immobilizasyonu gerceklesmektedir. Sekil 4.11’de gorundugu
gibi bu asamada sistamin derigiminin belirgin bir etkisi yoktur. ikinci sistamin
immobilizasyon asamasindaki etkili frekans kaymalari, bir 6nceki immobilizasyon

asamasiyla, yani GA immobilizasyonuyla baglantilidir.
4.2.5. Altin nanopartikiil immobilizasyonu

Yuzey modifikasyon islemleri ( yikama, birinci sistamin, GA, ikinci sistamin
immobilizasyonu) tamamlandiktan sonra sira altin nanopartikil immobilizasyonuna
gelmistir. Altin nanopartikil immobilizasyonun da yuzey modifikasyon islemleri
dogru bir sekilde yapildiktan sonra, en énemli etken,

sentezlenmig olan altin nanopartiklllerin boyutudur. Clnkd partikiller ne kadar
kiclik ve es boyutlu olursa, kristalin ylzey alaninda partikal tutturma imkani o
kadar artmaktadir. Nanopartikuller kristal elektrotu Uzerinde oturarak ylzey alanin
genislenmesini saglamaktadirlar. Bunun sayesinde kristal Uzerinde daha ¢ok
malzemenin baglanmasi ve algilanmasi planlanmistir. Bir bagka anlamda

yapilmasi tasarlanan sensorun hassasiyetinin artmasi saglanmistir.
4.2.5.1. Altin nanopartikul immobilizasyonu lizerinde surenin etkisi

Altin nanopartikil immobilizasyonu sirasinda en etkili ve kayida deder frekans
kaymalarin incelemek icin, en etkili immobilizasyon slresini belirlemek

gerekmektedir.
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Sekil 4.12. Altin nanopartikil immobilizasyonu tzerinde surenin etkisi.
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Sekil 4.12'de goéruldigu gibi altin nanopartikil immobilizasyonunun doygunluk
durumuna ulasmasi igin, grafigin plato bodlgesine girmesi gerekmektedir. Bu
doygunluk durumuna ulagsma suresi vyaklasik 2 saat olarak goérinmektedir.
Doygunluk durumuna ulastiktan sonra altin nanopartikil immobilizasyonunda ve
ona bagh olarak frekans kaymasinda her hangi bir o6nemli degisiklik
gozlenmemigtir. Bu nedenle de yapilmis olan deneylerde ayni sure¢ altin
immobilizasyonu icin kullaniimigtir. Benzer bir calismada Shubo Han, 2001 yilinda
Uc¢ boyutlu DNA sensoru icin yaptiklari kuartz kristal Gzerindeki altin nanopartikul

immobilizasyon suresi igin, 2 saatlik sureyi en etkili sure olarak belirlemigtir.

4.2.5.1. Altin nanopartikiil immobilizasyonu uzerinde altin tuzu derigiminin

etkisi

Daha oOnce altin nanopartikil karakterizasyonunda belirlendigi gibi altin tuzunun
derisimi partiktllerin boyutlarinin buaytkligunde énemli etkenlerden biridir. Bununla
da orantill olarak partiklllerin buyUklugu kristal Gzerindeki immobilizasyonda
etkilidir.

Cizelge 4.4. Farkh altin tuzu derisimlerinin partikiil boyutu tUzerinde etkisi.*

Altin tuzu Boyut Boy dagilimi
(nm) (nm)
0.050 120412 84.6-130.1
0.060 23+2.3 19.4-30.8
0.075 48+4.8 33.7-50.3
0.10 80+8.0 61.0-101.6; 237.0281.9

*Sodyum sitrat derigimi (0.17mM).

Sekil 4.13, 4.14 ve gizelge 4.4’de goruldugu gibi, altin tuzu derisiminin 0.06 mM ve
sodyum sitrat derigiminin 0.17 mM oldugu durumlarda diger derigimlere gore daha
fazla tek boyutlu ve kugluk partikiller elde edilmigtir. En ¢ok bu derisimde altin
nanopartikul kristal Gzerine immobilize olmustur. Bu yluzden yapiimis olan tim
deneylerde, kristal Gzerine immobilize etmek amaciyla daha kiguk ve es boyutlu
partikiller elde edilmeye calisiimistir. Benzer bir calismada Wiley ve arkadaslari,
2000 yilinda, kuartz kristaller Uzerindeki altin nanopartikillerin
immobilizasyonunda, altin tuzunun derigiminin etkisini énemli bir etken olarak

belirtmislerdir.

56



Deneysel Bulgular ve Tartigilmasi

6000 -

5000 -

4000 -

3000 ~

2000 -

Frekans farki (Hz)

1000 +

80 48 23 120

Partikiil boyu (nm)

Sekil 4.13. Altin nanopartikil boyutunun, nanopartikil immobilizasyonu Gzerindeki etkisi.
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Sekil 4.14. Altin nanopartikil boyutunun, nanopartikil immobilizasyonu Uzerinde zamana karsi

etkisi. (TUm asamalar birlikte degerlendirilmigtir).
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4.2.5.3. Degisik sodyum sitrat derigsimlerinde elde edilen Altin
nanopartikullerin immobilizasyonu

Nanopartikillerin Uretiminde ve karakterizasyonunda ve ona bagli olarak kristal
uzerinde immobilizasyonunda en o6nemli faktorlardan biri, indirgenme ajani

(sodyum sitrat)’in derigimidir.

Cizelge 4.5. Sodyum sitrat derisiminin partikil boyulari Gzerindeki etkisi.*

Sodyum sitrat Boyut Boy dagihmi
(mM) (nm) (nm)
0.15 25.1£2.5 13.025.9; 44.1-65.1
0.25 35.3+3.5 33.7-50.3
0.35 37.4+3.7 26.5-42.0; 330.05529.2
0.50 50.4+5.0 6.0-8.0; 40.0-60.4; 100.5-159.3

* Altin tuzu derigimi (0.06mM).
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Sekil 4.15. Altin nanopartikil boyutunun, nanopartikil immobilizasyonu Gzerindeki etkisi.

Sekil 4.15, 4.16 ve cizelge 4.5de de goruldigu gibi, eklenen sodyum sitratin
miktarinin 0.15 mM ve altin tuzu derigiminin 0.06 mM oldugu durumda daha kuguk
ve tek boyutlu partikil elde edilmistir. Bu nedenle altin nanopartikillerin en fazla
immobilize oldugu derisim, 0.15 mM olmustur. Eklenen sodyum sitrat derigimiyle

ilgili 6nem tagiyan bazi noktalar bulunmaktadir:
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immobilizasyon siiresi (Dakika)
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Sekil 4.16. Altin nanopartikil boyutunun, nanopartikil immobilizasyonu Uzerinde zamana karsi

etkisi. (TUm asamalar birlikte degerlendirilmistir)

1. 0.15 mM derisimindeki immobilizasyon frekans kaymasi, oldukga buylk bir
miktardadir. Ama bu frekans kaymasi, partikillerin boyutlarinin kigik ve tek
boyutlu olmalarindan kaynaklanmistir.

2. Normalde eklenen sodyum sitrata kargi partikillerin boyutu daha kiglk olmasi
ve bununda sonucunda burada daha fazla olan konsantrasyonlarda mesela 0.50
mM da daha fazla frekans kaymasini beklenmektedir ama bu noktada bir seyi
unutmamak gerekir, o da buradaki konsantrasyonlar daha once 3.1.1’de bahs
edilmis olan u¢ noktalaridir. Altin nanopartikll sentezinde bir seviyeden sonra yine
pH'nin artmasiyla birlikte partikGllerinde boyutlari buyumeye baslamigtir. Bu
yuzden diger konsantrasyonlarda daha az frekans kaymasi goérinmustur. Stephan
Link ve Mostafa A. El-Sayed, 1999 yilinda benzer bir calismada eklenen sodyum
sitrat derigiminin etkisini altin nanopartikil immobilizasyonu Uzerinde aragtirmak
icin 5 ml %1 sodyum sitrati 95 ml %5 HauCls'e karsin artirarak 9, 15, 22, 48 ve 99
nm buyudkligande partikuller elde etmiglerdir ve bdylece eklenen sodyum sitrat
derisiminin etkisini dnemli bir etken olarak belirlemiglerdir.

4.2.5.4. Karistirma hizinin Altin nanopartikillerin immobilizasyonu tizerideki

etkisi

Altin nanopartikil sentezinde, esit 1s1 dagilimi saglamak ve sentez reaksiyonunda
sodyum sitratin tam olarak sitrik asite donusmesini gerceklestirmek igin tim

reaksiyon boyunca devamli bir karistirma iglemi yapiimistir.
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Cizelge 4.6. Karistirma hizinin partikdl boyutlar Gzerindeki etkisi.*

Karistirma hizi Boyut Boy dagilimi
Devir/Dakika (nm) (nm)
300 42.0£4.2 26.5-52.9; 333528
400 259425 13.0-32.6; 41.1-81.9
500 16.3+1.6 10.3-31.1; 40.071.9
600 4.2+0.4 1.54.2;20.9-126.4
800 3.2+¢0.3 “2.64.1; 8.212.9;

51.5-81.7; 205.2-258.9"

*Altin tuzu derisimi (0.06mM), sodyum sitrat derigimi (0.15mM).
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Sekil 4.17. Karnistirma Hizinin Altin nanopartikillerin immobilizasyonunda zamana karsi etkisi.
(TUm asamalar birlikte degerlendirilmistir).

Sekil 4.17 ve cizelge 4.6'den de anlasilacagi gibi en iyi altin nanopartikil
immobilizasyonu en iyi 1s1 dagiiminin  saglandigi reaksiyonda gorulmustur.
Karistirma hizinin 600 devir/dakika, altin tuzu derisiminin 0.06 mM ve sodyum
sitrat derisiminin 0.15 mM oldugu durum sodyum sitratin tam hibridizasyon oldugu
reaksiyondur ve bu ylzden kiuguk ve es boyutlu partikuller dretilmistir ve bunun
sonucunda bu karistirma hizinda daha fazla frekans dtsusu ve ona bagli olan altin
nanopartikul immobilizasyonu izlenmistir. Gergi cizelge 4.3 ve sekil 4.5. (e) de zeta
sayicinin verdigi partiktl boyut bilgilerinde, karistirma hizinin 800 devir/dakika
oldugunda, daha da kuguk partikiller elde edilmistir. Ama buna ragmen altin

nanopartikil immobilizasyonu daha diusuk frekans kaymasina neden olmustur. Bu
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durumun agiklamasi, 800 devir/dakika karistirma hizinda elde edilmis olan
partikullerin genis aralikli boy dagiliminda sakhdir.
4.2.6. Altin nanopartikillerin Kristal ylizey goriintuleri
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Sekil 4.18. AFM gorintlleri: (a) bos bir glimUs kristal ve (b) altin nanopartikil immobilize olmus

glmus kristal.

Kullanilan gimdas kristallerin ¢ok iyi bir ylzeye sahip olmadidindan dolayi, daha
detayli bir goérintl elde etmek igin, ¢cok iyi bir ylizeye sahip olan altin elektrotlu
kristaller kullaniimistir. GUmus kristallerin tGzerinde yapilan uygulamanin aynisi
altin elektrotlu kristaller tzerinde uygulanmistir. Sekil 4.19’da g0Osterilen SEM

goruntaleri altin nanopartikal immobilize edilmis altin elektrotlu kristallere aittir.
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METW= Z2@i

(a) Altin kristal ylizeyi Gzerinde immobilize ve agregat olmus altin nanopartikller.

NETU  ZHEW xd

(b) Altin kristal Gzerine immobilize edilmis altin nanopartikiiller.

Sekil 4.19. Altin nanopatikullerin, altin elektrotlu kristal Gzerindeki SEM gorintleri.
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4.3. Tek sarmal DNA immobilizasyonu

4.3.1. SH-ssDNA’nIn derigsiminin immobilizasyon lizerinde etkisi

ilk asamada SH-ssDNA'yi kristal Uzerinde immobilize etmek igin 6ncelikle
immobilizasyon igin SH-ssDNA'nin uygun derisimini belirlemek gerekmektedir.

Bunun dogrultusunda SH-ssDNA’nin farkli derisimleri kristal Gzerinde denenmistir.
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Sekil 4.20. SH-ssDNA’nin farkl derigimlerin etkisi

Sununlan ¢alismada kullanilan 20-mer’lik SH-ssDNA , Gizerinde bulundugu iyonize
olabilen fosfat gruplarindan dolayi, negatif bir yike sahiptir. Bu iyonize olabilen
gruplar, SH-ssDNA’nin vyapisini olugturan fosfat grupunun yaptigi diester
baglarindan kaynaklanmaktadir. Yukarda, sekilde goruldigu gibi, 1 yM SH-ssDNA
derisiminde en  ylksek immobilizasyon izlenmistir. Daha  yuksek
konsantrasyonlarda SH-ssDNA'nin negatif yukinden dolayi elektrostatik olarak
SH-ssDNA’nin immobilizasyonu engellenmistir (Sekil 4.20). Rastislav Levicky,
1998 yilinda benzer bir calismada SH-ssDNA immobilizasyonunda ayni

elektrostatik sebeplerden dolay immobilizasyonun engellenmesini tespit etmigtir.

4.3.2. Fosfat tamponun derigsiminin DNA immobilizasyonu lizerinde etkisi

SH-ssDNA’nin  immobilizasyonu 6nce suda denenmis ve frekans degisimi
izlenmemistir. Sonug¢ olarak bu asamada SH-ssDNA kristal tizerinde immobilize
edilmemis ve buylzden kayida deger bir frekans kaymasi gézlenmemistir. Daha
sonra SH-ssDNA'lar fosfat tamponunu(pH= 6.7) farkli derigsimlerde denenmis ve

sonug sekil 4. 21 de goOsterilmistir.
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Sekil 4.21. Fosfat tampon derisiminin SH-ssDNA’nin immobilizasyonu Uzerinde etkisi

DNA zincirleri iyonize olabilen fosfat grupundan dolayi eksi bir ylike sahipler. SH-
ssDNA'nin molekuller arasindaki elektrostatik uzaklasma yuksek guglu iyonik
kosullarda minimom seviyeye gelmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi yUkli
zincirler bu kosullarda elektrostatik olarak daha iyi korunmaktadirlar. Boylece 1M
fosfat tampon derisiminde SH-ssDNA’larin en ylksek ylzey immobilizasyonu
gerceklesmistir. Benzer calismada A. Csaki, 2001 yilinda SH-ssDNA’nin kristal
Uzerndeki immobilizasyonda fosfat tamponunun derisimine deyinmis ve en ylksek

SH-ssDNA immobilizasyonunu fosfat tamponunun 1 M derisiminde elde etmistir.
4.3.3. Zaman faktoriiniin SH-ssDNA immobilizasyonu lizerinde etkisi

Calismanin diger immobilizasyon agamalarinda izlendigi gibi, SH-ssDNA
immobilizasyonunda da zaman faktorinun etkisi incelenmistir ve bunun sayesinde
immobilizasyonun en etkili suresi elde edilmistir. Bu deneyden elde edilen frekans
degisiminin, sonuglarina dayanarak ve sekil 4.22’den de anlasilacagi gibi, ilk basta
cok hizli ylkselen frekans degisimi, yaklasik 3 saatte maksimuma ulasip ve sonra
daha az ve kiuguk artiglarla devam etmistir. Bu yuzden bu asamada
immobilizasyon suresi igin 3 saat uygun goérunmustur. Munlika Satjapipat, 2001
yilinda ,SH-ssDNA’nin altin nanopartiktl kaph kuartz kristal ylzeyi Gzerindeki daha
verimli immobilizasyonun igin, ~3 saat sureyi en etkili immobilizasyon slresi olarak

belirlemistir.
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Sekil 4.22. SH-ssDNA immobilizasyonu Uzerinde immobilizasyon suresinin etkisi.

4.3.4. Hibridizasyon uUzerinde zaman faktoriiniin etkisi

Bu asamada immobilize olmus SH-ssDNA ve ssDNA’larin arasinda hidrojen
baglar olugsmakta ve bunun sonucunda da hibridizasyon gerceklesmektedir. Yine

burada da hibridizasyonun zamanla degisimi, dnemli bir faktér olarak incelenmisgtir.
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Sekil 4.23. Hibridizasyon Uzerinde zaman faktérinun etkisi
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Sekil 4.23'de goruldugu gibi frekans kaymasi hibridizasyon slresince yaklagik 2
saatten sonra en ylksek miktara ulagsmis ve daha sonra yavas yavas azalmaya
baglamisgtir. DNA’larin elektrostatik yukinin artmasindan ve DNA’larin sikismis
olarak yuzeye baglanmalarindan dolayi, bir slre sonra(2 saat) hibridizasyon
engellenmistir. Bu ylzden bu asamada hibridizasyon igin etkili bir sirenin 2 saat
oldugu kabul edilmigtir. Ayni sonu¢ benzer bir calismada Tonya M. Herne ve
Michael J. Tarlov, tarafindan 1997°’de, HS-ssDNA ve onun esleniginin arasindaki

hibridizasyonunda, altin elektrotlu kuartz kristal Uzerinde elde edilmigtir.

4.3.5. Altin nanopartikiil kaph yizeyin DNA immobilizasyonu ve

hibridizasyonu uizernide etkisi

Calismanin asil hedeflerinden biri; altin nanopartiktlleri kullanarak kuartz kristal
yuzeyinde daha genis bir ylzey alani elde etmektir. Bu yluzden kuartz kristalleri
kullanarak DNA sensoru gelistirmenin yanisira altin nanopartikullerin kristal yazeyi

Uzerindeki, DNA immobilizasyon ve hibridizasyonundaki etki arastiriimstir.
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Sekil 4.24. DNA immobilizasyon ve hibridizasyonu Uzerinde altin nanopartikil immobilizasyonunun
etkisi

Sekil 4.24’de goruldugu gibi buradaki frekans degisimindeki fark ¢ok belirgindir.
Hem SH-ssDNA immobilizasyonunda ve hem ssDNA hibridizasyonudaki fark
yaklasik olarak bos kristalin 3 katidir. Ylzey uzerinde kullanilan MCH (6-merkapto
hegzanol) immobilizasyonunda, bos kristalde gérinen vyuksek frekans

degisimi(altin nanopartikil kapli kristale kargsin), bos kristalin ylzeyinde dusuk
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miktarda SH-ssDNA immobilizasyonundan ve ona bagli olarak MCH’nin tiyol
uclarinin daha fazla bos alan bulunduklarindan kaynaklanmigtir. Bdylece altin
nanopartikuller kullanarak, yuksek yuzey alan elde edildigi kanitlanmigtir. Benzer
bir calismada Z. Wang, 2005 yilinda, altin nanopartikillerin SH-ssDNA ve
ssDNA’'nin immobilizasyonu ve hibridizasyonu Uzerindeki etkisini arastirmis ve ~4

kata kadar artis gézlenmistir.
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5. SONUCLAR

Sunulan galismada elde edilen sonugclar asagida 6zetlenmigtir:

e Altin nanopartiklil sentez reaksiyonu, sodyum sitrati indirgenme metoduyla
yapilmistir ve istenen boyutlarda nanopartikiller elde edilmistir.

e Altin nanopartikll karakterizasyonunda, t¢ 6nemli faktorin partiklllerin boyutlari
Uzerindeki etkisi incelenmistir. Altin tuzu derisimi, sodyum sitrat derisimi ve
karistirma hizinin etkisi.

e Altin tuzu derisimi karakterizasyonunda, altin tuzu 0.06 mM ve eklenen sodyum
sitrat 0.17 mM ve karigstirma hizinin 450 devir/dakika sabit tutuldugu zaman en
kiguk partikuller (23 nm) elde edilmistir. Bu asamadaki ortamin pH’sinin 3.32
oldugu izlenmigtir.

e Sodyum sitrat derisimlerine karsi, altin nanopartiklller boyutlarin incelemek igin,
altin tuzu derisimini 0.06 mM ve karistirma hizi 450 devir/dakika’da sabit tutuldugu
zaman en kuguk partikiller (25 nm), sodyum sitratin 0.15 mM deisiminde elde
edilmistir. Buradaki ortamin pH’si 3.18 olarak izlenmistir.

e Karistirma hizinin partikdllerin boyutlari Gzerindeki etkiyi incelemek igin altin tuzu
derigsimin 0.06 mM ve eklenen sodyum sitrat derigsimin 0.15 mM de sabit tutarak,
karigtirma hizlari degistirilmistir. Buradaki elde edilen en kiguk(15 nm) partikullerin
600 devir/dakika karistirma hizinda gérinmastar.

e Sodyum sitrat indirgenme metodundan elde edilen partikillerin -4 mV yuke sahip
olduklar belirlenmistir.

e Elde edilen altin nanopartikillerin kuartz kristal Gzerinde immobilizasyonu igin,
kristal elektrot ylzeyleri Uzerinde yikama ve modifikasyon iglemleri
gergeklestirilmigtir.

e Yapilan deneylerde dnce yluzey modifikasyon ve immobilizasyonu Uzerindeki
sicaklik etkisi arastirilip ve 25°C en uygun sicaklik olarak belirlenmigtir.

e Kristal ylzey modifikasyon islemleri baslatiimadan 6nce yikama islemine tabii
tutulmustur. Bu amacla kristal elektrot ylzeyi sodyum hidroksit, aseton ve
metanolla temizlenip daha sonra frekans kaymalari dlgilmugtir.

e Kristal ylzey modifikasyon asamasinda, ylzey uzerinde birinci sistamin,
glutaraldehit ve ikinci sistamin immobilizasyonu yapilmistir ve burada en |yi
immobilizasyonu gergeklestirmek igin her asama farkli derisimlerde denemis ve en

uygun derigsim belirlenmistir. Birinci sistamin immobilizasyonunda 0.18 mM,
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glutaraldehit immobilizasyonunda 0.66 M ve ikinci sistamin immobilizasyonunda
yinede 0.18 mM en etkili derisimler olarak belirlenmistir.

e Altin nanopartikil immobilizasyonunda, immobilizasyon suresinin etkisi, altin
tuzunun etkisi ve karigtirma hizinin etkisi arastirilmigtir. Bunun dogrultusunda altin
tuzu derisimi, sodyum sitrat derigimi ve karistirma hizini degistirerek elde edilen
altin nanopartikiller kristal Gzerine immobilize edilmis ve frekans degdisimleri
incelenmistir ve her asamada en etkili immobilizasyon belirlenmistir.

e Altin nanopartikil immobilizasyonunda, altin tuzunun derisiminin 0.06 mM,
sodyum sitrat derigsiminin 0.15 mM ve karigtirma hizinin 450 devir/dakika
oldugunda en ¢ok frekans degisimi izlenmistir.

e GUmdus ve altin kristaller Gzerinde altin nanopartikil immobilize edilip ve AFM ve
SEM goéruntuleri elde edilmistir.

e Altin nanopartikdl kapl kristaller Gzerinde SH-ssDNA immobilize edilmis ve daha
sonra kristal Gzerinde SH-ssDNA ve ssDNA’nin hibridizasyonu gerceklestiriimistir.
Her asamada frekans degisimleri dlguimustir.

e Kullanilan SH-ssDNA c¢d6zeltisinde disUlfit baglari engellemek igin bu g¢6zeltinin
1/5 oraninda(ki bu oran standart olarak belirlenmistir), dithiothreiotol (1M DDT 0.1
M fosfat tamponunda pH=8.3-8.5) oda sicakliginda, eklenmistir

e SH-ssDNA immobilizasyonu tUzerinde SH-ssDNA'nin derigiminin, bu asamada
kullanilan fosfat tamponunun derigsimi ve immobilizasyon sulresinin etkisi
incelenmistir. Yapilan deneylerde SH-ssDNA icin en etkili derisim 1 uM, fosfat
tamponu icin 1 M olarak belirlenmigtir. Ayrica en etkili immobilizasyon suresi 3
saat olarak belirlenmisgtir.

e Tiyol modifiye olmug DNA’larin (SH-ssDNA), non spesifik ve yatay sekilde
baglanmalari engellemek igin, SH-ssDNA immobilize olmus kristaller 1 mM 6-
mercapto-1-hexanol sulu ¢dzeltide 1 saat boyunca normal oda kosullarinda
tutulmustur.

e Hibridizasyon, ssDNA'lar ve kristal tGzerine immobilize olan SH-ssDNA’lar 55°¢’
de TE -1 M NaCl (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,1 M NaCl) tamponunda 10 dakika
boyunca isitilip sonra DNA’lar sogutularak oda sicakliginda bekletilerek
gergeklestirilmigtir.

e Hibridizasyon asamasinin Uzerinde zaman faktérinin etkisi arastirilip ve en

etkili siire 2 saat olarak belirlenmistir.
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e Altin nanopartikullerin kristal ylUzeyi Uzerindeki, DNA immobilizasyon ve
hibridizasyonundaki etki arastiriimistir. Bu amag¢ dogrultusunda alti nanopartikil
immobilize edilmis ve bos kristal elektrot ylzey tUzerinde DNA immobilizasyon ve
hibridizasyonu yapiimistir ve elde edilen sonuglara gére altin nanopartikul
immobilizasyonunun, DNA immobilizasyon ve hibridizasyonu Uzerinde agikga etkili

oldugu gozlenmisgtir.
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