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Immunokromatografik test sistemleri, drnek sivisi icerisindeki istenen hedef
analitin varhdini 6zel bir okuyucu cihaza gereksinim duymadan tespit
edebilen sistemlerdir. Testin temelinde bir por6z kadit ya da sinterlenmis
polimer gibi kapiler yatak serileri icerir. Bu sistem elemanlari, siviyi
kendiliginden tasima kapasitesine sahip olup ilk kisimdaki kapiler yatak
ornek sivisi ile etkilestirildigi zaman siviyi ikinci sistem elemanina tasir. Bu
kisimda testin tani elemani olan antibadi (ligand), kati destek malzemesine
immobilize haldedir. Biyolojik matriks sivisinda bulunan ve tayini istenen
analit (antijen) bu kisimda bulununan ligand ile etkileserek ligand-analit
kompleksini olusturur. Daha sonradan analite karsi afinite gdsteren modifiye
konjuge enzim bu komplekse baglanir ve renk degistirici substratin ortama
verilmesi ile test tamamlanir. Geleneksel Gaitada Gizli Kan (GGK) test

kitlerinde kullanilan antibadi ve enzim gibi biyolojik temelli molekdller



ortamin 1sI ve nem gibi kosullarindan etkilenmekte ve test kitlerinin raf

omudrlerinde ciddi dlususlere sebep olmaktadir.

Tez kapsaminda gelistirilmesi dlslnulen test sistemi yarismali afinite

kromotografisi ydntemine dayanmaktadir.

Yukarida belirtilen test sisteminden farkl olarak testin ikinci elemanini
olusturan kati destek malzemesi GGK testlerinde tespiti yapilacak olan
hemoglobin molekiline spesifik MBP’lerden ve bu MBP’lerin Uzerindeki
kavitelere zayIf baglarla tutturulmus kolloidal altin nanopartikilleri ile
etiketlenmis sentetik hemoglobin molekiillerinden olusacaktir. Ornek sivisi
ile bu kisima tasinan hemoglobin molekulleri daha yilksek afinite
gosterdikleri ikinci kisimdaki kavitelere, isaretli sentetik hemoglobin
molekdillerini uzaklastirarak baglanacaklardir. Yerlerinden sokilen sentetik
hemoglobin molekdlleri 6érnek sivisi yardimiyla Gglincd kisma gegecek ve
isaretlenmis olduklar kolloidal altin nanopartikillere spesifik hazirlanmig
MBP’lerin ilgili kavitelerine yerleseceklerdir. Test sisteminin kantitatif tani
kismi olan Uglnclu kisimda ise kendilerine spesifik kavitelere yerlesen
kolloidal altin nanopartiklleri test striptinde renk degisime sebep olacaktir.
Renk degisimi gosteren bdlgenin uzunlugu érnekteki hemoglobin miktari ile

orantili oldugundan dolay! kantitatif analizi mimkdn kilacaktir.

Bu sebeple tez kapsaminda sentezlenecek olan sentetik hemoglobin
molekdlleri igin 6ncelikle molekller doking simulasyonu yapilarak altin
nanopartiktllere immobilize edilecek molekdller belirlenmistir. Doking
similasyonu sonucu elde edilen bilgiler dogrultusunda 11-MUA molekuli ve
Etanolamin Hidroklorur modifiye Aldehit-PEG-Ester molekdllleri yine tez
kapsaminda sentezlenen es boyutlu ve homojen dagilimh kiresel altin

nanopartiktllere immobilize edilmistir.



Sentetik hemoglobin molekdllerinin tasarlanmasi igin sentezlenen kiresel
alin nanopartikdllerin boyut ve sekil analizleri Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) ile modifiye edilen altin nanopartiklllerin karakterizasyonlar ise UV
Gorunlr Bolge Spesktroskopisi, X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS),
Fourier Doénlisimli Infrared Spektroskopisi (FT-IR) ve Zeta Potansiyel

Olgiim Cihazi (Zetasizer) ile yapilmistir.

Tez kapsaminda hazirlanan sentetik hemoglobin  molekillerinin,
hemoglobine spesifik MBP vylzeyleri ile etkilesimleri Ylzey Plazmon
Rezonans (SPR) ile incelenmis, denge ve kinetic analizleri yapilmistir. Ayrica
sentetik hemoglobin molekdullerinin MBP ylzeyleri ile nasil etkilestikleri yine
SPR analizleri sonucu elde edilen sonuslar dogrultusunda izoterm grafikleri

Gizilerek hesaplanmistir.

Boylelikle geleneksel GGK test kitleri ile yarisabilecek, raf 6mri daha uzun

ve kantitatif 6lcim imkani sunacak test kitinin temelleri atilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gaitada Gizli Kan (GGK), Yarismal Afinite
Kramotografisi, Sentetik Hemoglobin, Altin Nanopartikil, MolekUler Doking,
11-MUA, Etanolamin Hidroklorir, Aldehit-PEG-Ester
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF GOLD
NANOPARTICLE LABELED SYNTHETIC HEMOGLOBIN
MOLECULE FOR DETECTION OF FECAL OCCULT BLOOD IN
MOLECULAR IMPRINTED POLYMER BASED POINT OF
CARE TEST KIT

U§ur AYDIN

M.Sc., Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dah
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr. Memed DUMAN
January 2015, 109 pages

Immunochromatographic tests are the systems that enable to detect the
existence of the target analyte in the liquid sample without needing a special
device. This test is based on a porous paper or capillary beds in series as
sintered polymers. The components of this system have the liquid bearing
capacity instinctively. Once the capillary bed in the first part is interacted
with the liquid sample, it transports the liquid to the second component of
the system. In this part, the antibody (ligand), the diagnosis component of
the test, is found as immobilized to the solid support material. The analyte
(antigen) is found in biological matrix, where ligand-analyte complex occurs
after their interaction. Next, the modified conjugate enzyme that has affinity
to the analyte, attaches to this complex. Finally, the test finishes by the
color changer substrate is given to the medium. The biological based

molecules used in the conventional fecal occult blood (FOB) test kits, such

vii



as antibody and enzyme, may be affected by the heat and humidity of the
environment. This situation causes a significant reduction of the test kits
shelf life.

In this thesis, the developed test system is based on a competitive affinity
chromatography method. Apart from the test systems mentioned above,
the second component of the test consists of the MIP (Molecular Imprinted
Polymer), specific to hemoglobin molecule that is going to detect in FOB
tests and the synthetic hemoglobin molecules labeled with colloidal gold
nanoparticles which is attached to the cavities on these MIP by weak bonds.
Due to the liquid sample and the transported hemoglobin molecules to this
area have higher affinities, they are going to attach to the cavities in the
second part by removing the labeled hemoglobin molecules. Removed
synthetic hemoglobins are going to pass to the third part by means of the
liquid sample and these molecules are going to settle in the relevant cavities
of the MIP which are specific to the labeling materials, colloidal gold
nanoparticles. In the third part of the test system (the diagnosis part), the
colloidal gold nanoparticles, settled in the specific cavities, are going to lead
a color change in the test strip. The length of the area that shows the color
change correlates with the amount of hemoglobin in the sample and this

enables the quantitative analysis.

For this purpose, the molecules that are going to immobilize to the gold
nanoparticles were determined by docking simulation. According to the
results obtained from docking simulation, 11-MUA and Ethanolamine
hydrochloride modified Aldehyde-PEG-Ester were immobilized to the

synthesized equidimensional, uniform and spheric gold nanoparticles.

For the size and shape analysis of the synthesized gold nanoparticles;
Transmission electron microscopy (TEM) and for the characterization of the
modified gold nanoparticles; UV Visible Spectroscopy, X-ray Photoelectron

viii



Spectroscopy (XPS), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and
Dynamic Light Scattering (DLS-Zetasizer) were used. The interaction
between the synthetic hemoglobin molecules prepared during the thesis and
the surface of the hemoglobin specific MIP was investigated by Surface
Plasmon Resonance (SPR). In addition, the balance and kinetic analysis
were carried out. The isotherm graphs were design as a result of the SPR

analysis and by this way the interaction of the molecules was calculated.

Thus, in this thesis, it was laid a foundation of a novel test kit, with the
properties of competing with the conventional FOB test kits, having a longer

shelf life and enabling the quantitative measurement.

Keywords: Fecal Occult Blood (FOB), Competitive  Affinity
Chromatography, Synthetic Hemoglobin, Gold Nanoparticle, Molecular
Docking, 11-MUA, Ethanolamine hydrochloride, Aldehyde-PEG-Ester
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1. GIRIS

Kolorektal kanser tirleri Glkemizde ve diger gelismis tlkelerde en sik gérilen
kanser tirlerinin basinda gelmektedir. Kanserle Savas Daire Baskanhginin
2004 yili verilerine gore Ulkemizde her yiIl 5000 adet yeni kolorektal kanser
vakasl gorulmekte ve bunlarin icinden vyaklasik 3200 tanesi o6limle
sonuclanmaktadir. Yapilan bazi yeni calismalar, gastrointestinal sistemde
gelisen farkli Ulser lezyonlarinin erken tanisinin ve takibinin, kolorektal
kanserlere bagh mortalite oranini ciddi 6lglide dislrdiglu gostermistir [1,2].
Bu sebeptedir ki, lilkemiz icinde énemli bir saglik sorunu olarak gorilen bu
tar kanserlerin erken evrede yakalanmasi ve tehsis edilmesi gok dnemlidir.
Ulkemizdeki saglik hizmetlerinin fiziksel yapisi ve sektdriin ekonomik
durumu g6z onine alindiginda, Gaitada Gizli Kan (GGK) testi bu tlir kanser
turlerinin erken tani ve tehsisinde kullanilacak en uygun yoéntem olarak

gorulmektedir.

GGK testinde kullanilan ydntemlerin basinda radyoaktif, fiziksel,
immunokimyasal, ve kimyasal yodntemler gelmektedir. Belirtilen her
yontemin diger yoOntemlere gbre avantajlari  ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Ulkemizde, GGK tanisinda sik kullanilan ve en pratik
yontemlerin basinda immunokimyasal ve kimyasal yéntemler gelmektedir.
Gaitadaki ‘heme’ fraksiyonunun yalanci peroksidaz aktivitesine dayanan
kimyasal yontemlerden biri olan Guaiak yéntemi oldukga yaygin bir yéntem
olmakla birlikte, hastanin tlketigi meyve ve sebzelerdeki peroksidaz
enziminin bu yontem ile interferans yaratmasi, testin yanlis sonuclanma
oranini oldukca ylkseltmektedir. Test &ncesi siki bir diyet kisitlamasi
getirerek hastanin yasam standartini dlisturmektedir. Bu sebepten dolayi,
immunokimyasal yéntemlere dayanan GGK testleri uygulanabilirliginin kolay
ve hassasiyetlerinin ylksek olmasindan dolayr kullanimlar giderek

yayginlasmaktadir. Poliklonal veya monoklonal antibadileri kullanarak

1



hemoglobin varligini gosterebilen bu testler, sadece insan hemoglobinine
hassastirlar. Hayvan kaynakli hemoglobinlerle reaksiyona girmediklerinden
yalanci pozitif sonucglara yol agcmamaktadirlar. Fakat bu tir testlerde
kullanilan poliklonal ve monoklonal antibadiler, biyolojik tabanli molekdller
olduklari icin hem test kitinin Gretim maliyetini yukseltmekte, hemde farkli
ortam kosullarina adapte olamadiklari igin yapilarinda bozulmalar meydana
gelmekte ve bu sebepten test kitinin raf émrini ciddi oranda
azaltmaktadirlar.

MBP’ler, kolay hazirlanabilir, kararli, ucuz ve o6zellikle molekller tanima
yetenegine sahiptirler. Ayrica, MBP’in hedef molekili tanima o6zelligi,
kuvvetli asit, kuvvetli baz, organik ¢ozlculer ve yuksek sicakliklar gibi zor
kosullardan etkilenmez. Bu belirgin fiziksel ve kimyasal kararllik antikorlarin
immunolojik tanima amacgh kullanilamadigi durumlarda kullaniima kolaylgi
saglamaktadir. Molekiler baskilama, test kitlerinde veya baska
uygulamalarda kullanilan biyolojik moleklllerin  yukarida belirtilen
dezavantajlarini yok edebilmek amaciyla, yapay antibadi ve antijenleri
verimli, hizli ve ekonomik olarak olusturmak igin gelistirilmistir bir
yontemdir. Molekller baskilama, ilgilenilen analit icin segici tanima
boélgelerine sahip polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan bir tekniktir. Bu
yontem ile hazirlanan tasiyicilar hedef molektle ylksek secicilik gbsterirler.
Bu yontem ilk defa 1972'de Gulnter Wulff ve ark. tarafindan tanimlanmis ve
polimerlerde fonksiyonel gruplarin ¢ boyutlu yapilarinin dizenlenmesiyle
oldukga secici baglanma bdlgeleri elde etmek amaciyla kullaniimistir. Daha
sonra yapilan calismalar istenilen enzim tepkimelerinin substratlarini,
drdnlerini veya gecis analoglarini kalip molekll olarak kullanarak bu
yontemle yapay enzim elde edilebilecedini de goOstermistir [3]. Ayni
zamanda, antibadi/antijen ya da enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin
tanima mekanizmalari da polimerik yapilara molekiler baskilama teknigi ile

aktariimis ve farkh uygulamalarda basaril bir sekilde kullaniimistir [4].



Molekller baskilanmis polimerler (MBP), molekller tanimaya oldukca
elveriglidir, ucuz ve kolayca hazirlanabilir. Ayrica MBP’ler ylksek mekanik
ozellikleri, i1stya ve basinca olan direncleri, fiziksel saglamliklari, asitler,
bazlar, metal iyonlar ve organik ¢oézict ortamlarindaki ylksek kararliliklari
nedeni ile oldukgca dayaniklidirlar. Birkac yil boyunca performanslarinda

degisiklik olmadan saklanabilirler [5,6].

Sentetik polimerlerin molekiler baskilanmasi, islevsel ve capraz baglama
monomerleri arasinda, bir hedef molekil varliginda kopolimerize olarak
molekiler sablon olusumunu gergeklestiren bir strectir. Inorganik iyonlarin,
ilaglarin, proteinlerin, oligonukleotitlerin, bakterilerin ve mikrobiyal
hicrelerin ylzlerce basarih baskilanma c¢alismalari vardir. Molekdler
baskilanmis polimerlerin (MBP’ler) ucuz olmalari ve hedef molekil igin
yuksek afinite ve 6zgillik gostermeleri, sensérlerde enzimlere, antibadilere
ve dodal reseptorlere alternatif tanima elemani olarak kullaniimasi igin

blylyen bir ilgi olusturmustur [7].

Glnlimuzde varolan c¢odgu biyosensér yaklasimi iginde biyomolekdiller
genellikle bir flloresan bir boya ile etiketlenir. Pek cok yéntemde kullanilan
bu flloresans boyalarin belirlenmesi icin 6zel mikroskoplar veya optik
cihazlara gerek vardir. Ayrica uygun olmayan saklama kosulari ve uyarilma
emisyonu sulresi flioresans boyalarin kimyasal kararliliklarini kolaylikla
bozabilmekte, dodal aktivite kaybina sebep olmakta ve bu ylizden istenilen
goéruntilemeye izin vermemektedir. Son yillarda altin nanopartiktller, kolay
sentezlenebilir olmalarindan, zor kosullarda bile kararli yapilarini
korumalarindan ve uygun optik Ozelliklerinden dolaylr biyosensér ve
goéruntilenme ile ilgili calismalarda siklikla kullanilmaya baslanmistir [8,9].
Bunun yani sira, altin nanopartikiller kolaylikla baska biyolojik molekdller
ile kovalent yada kovalent olmayan etkilesimler ile modifiye edilebilir ve
istenilen amac¢ dogrultusunda kullanilabilirler [10]. Arastirmalar peptid,

protein ve nikleik asit gibi biyolojik molekillere baglanabilen ve optik,
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elektronik ve manyetik 6zelliklere sahip slispansiyon iginde yer alan altin
nanopartiktllerin gelistirilmesi Gzerinde yogunlasmistir. Daha 6nceden de
belirtildigi gibi altin nanopartikiller biyolojik 6lcimlerde organik flurofor
veya radyoaktif isaretlemeyi elimine etmek icin miktar tayini iginde
kullanilabilir. Farkh buyuklikteki kollodial altin nanopartikllleri hassas bir
cihaza gerek kalmadan goérunebilir dalga boylarinda 1sik sacilimi neden
olduklariicin, ciplak gozle farkl renklerde goziikebilirler. Bu olaganUsti optik
Ozelliklerinden dolayr son vyillarda hastabasi tani kitlerinde siklikla

kullanilmaya baslanmistir [11].



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler; 6lclilen maddenin konsantrasyonuna bagh olarak,
gerceklesen biyolojik reaksiyonlari bir transduser (donustlricl) yardimi ile
Olculebilen sinyallere geviren analitik cihazlardir [12]. Bu sinyal; dlcllen
ortamdaki proton degisiminden, spesifik gazlarin salimindan, kitle
degisiminden, isi veya isik yayinimindan kaynaklanan bir sonug olabilir.

Sinyaller donistirici yardimi ile; akim, gerilim, kitle ve sicaklik degisimi,
optik , termal ve piezoelektrik anlamda kitle degisimi olarak 6lgulebilir
nicelikler haline getirilir. Elde edilen sinyallerin glclendirilmesi ve daha sonra
yapilacak analizler icin depolanmasi da mimkuindir [13]. Biyolojik algilayici
molekdllerin segiciligi, bir 6n 6érnek hazirligina ve yiksek hacimlerde 6rnege
gerek duymaksizin, kompleks karisimlar iginde bile ylksek hassasiyette
gercek zamanli élgiimler yapilabilmesine olanak saglar. Biyosensorler ayrica
kullanimi kolay, hizli sonu¢ veren ve oldukga hassas cihazlardir [14].
Biyoreseptdér molekill, biyosensdr icerisindeki biyolojik hassasiyete sahip
olan kisim olup ©6lgllecek olan maddenin taninmasindan sorumludur.
Uretilen bir biyosensér de secicilik ve hassasiyet biyoreseptérler sayesinde
kontrol edilir. Bu reseptérler sadece hedef molekdllleri ile etkilesecek

ozellikte secilmeli, diger molekdller ile etkilesmemelidir [15].

Biyolojik bilesenlerin donUstiricla ylzeyine baglanmasi (immobilizasyon),
biyosensdr dretimindeki dikkat edilmesi gereken konularin basinda
gelmekterdir. Genel olarak donustlrict ve biyobilesen birbirlerine
adsorbsiyon, mikroenkapsilasyon, tutuklama, capraz baglama ve kovalent

baglama gibi 5 farkli fiziksel veya kimyasal yontem ile baglanabilir [16].



Bir biyosensoérin omrl, Dbiyobilesen ile doéndstlricli arasindaki
immobilizasyon isleminin kalitesi ile dogrudan orantiidir. Bu nedenle
immobilizasyon islemleri hassasiyetle yapilarak biyobilesenlerin ylizeyden

kolayca ayrilmasi engellenmelidir [17].

2.1.1. Nitelikli Bir Biyosensoriin Ozellikleri

Biyosensoérler 8 ana baslik altinda karakterize edilebilir. Bunlar;

1. Hassasiyet, 6lcilen madde konsantrasyonunda meydana gelen birim

basina dedisimleri karsi sensérden alinan cevaptir.

2. Secicilik, sensériin sadece o6lglilecek olan hedef maddeyi tanimasi

diger molekillere karsi bir cevap vermemesidir.

3. Olcim aralidi, Cihazin 6lgebildigi hedef madde miktaridir. Analit
konsantrasyonu iyi belirlenmidir. Aksi halde konsantrasyon az veya

cok ise sensor iyi bir duyarhlikla galismayabilir.

4. Tutarlihk, sensérden alinan sonuclarin birbiriyle olan tutarliigini ifade

eder.

5. Cevap slresi, olglilecek madde konsantrasyonundaki degisime karsi
cihazin verecegi nihayi yanitin sadece %63’lik kismini 6lgmek icin

goOsterdigi 6lcim stresidir.

6. Tayin limiti, sensér tarafindan tesbit edilebilecek en disik madde

konsantrayonudur.



7. Omr, sensoriin performansinda bir diisiis olmadan yararlanilabicegi

suredir.

8. Kararlihk, Belirli bir slire igerisinde sensorin duyarhligindaki

degisimleri karakterize eden bir kalite 6lcim degeridir [18].

2.1.2. Biyosensorlerin Kullanim Alanlari

Tibbi uygulamarda; metabolitlerin 6lgilmesi, insulin eksikligi

belirtilerinin 6lgllmesi vb. durumlarda,

e Endistriyel uygulamalarda, Biyoreaktorlerin  kontroll, giren

hammadde ve c¢ikan Grldnlerin 6élgilmesinde,

e Cevresel denetim alaninda, hava ve suyun dlzenli olarak izlenmesi,

kirlilik, toksisite vb. durumlarin tespit edilmesinde,

e Askeri ve sivil savunma sanayi alaninda hastaliklarin vb. durumlarin

kontrolinde, biyosensorler siklikla kullanilmaktadir [19].

YUksek hassasiyete sahip, hizli cevap veren ve maliyeti disik minyaturize
sensdrlerin Uretilmesi; fizik, kimya, biyoloji ve malzeme bilimleri gibi

multidisipliner alanlarin birlikte galismasi ile mimkin olmaktadir [20-25].

2.2. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler, kullanilan biyolojik tanima molekdlleri ve bu molekullerden
Olculebilir sinyaller Greten dénustlruculerin gesitlerine gére kategorize edilir.
Biyobilesen olarak enzimler, mikroorganizmalar, antibadiler
(immdidnosensoérler) ve biyolojik dokular kullanthr. Altin nanopartiktller,

biyouyumluluklari ve diger biyomolekdullerle (ligand, aptamer, antibody ve



peptidler...) kolay etkilesimleri sebebiyle biyosensdr uygulamalarinda en ¢ok
kullanilan malzemeler olmuslardir. Altin nanopartiklllerin bu 6zelliklerinden
yararlanarak kolorimetrik sensérler [27-29]ve lateral akis test kitlerinde

[30-33] sikca tercih edilen ve basarili sonuclar alinan malzemelerdir.

Altin nanopartiklller ayrica bircok elektrod malzemesi ve elektroaktif
material arasinda hizli ve direkt elektron transferine imkan verirler. Ek
olarak altin nanopartikillerin 1s1g1 sacma 06zellikleri ve yerel manyetik
alanlari  oldukga vyulksek miktarlarda kuvvetlendirmeleri sayesinde
biyosensér uygulamalarinda sinyal gulglendirici olarak kullanilmalarini da
saglamistir. . Altin nanopartikillerinde siklikla kullanilditi biyosensor
turleri;Optik biyosensoérler, Elektrokimyasal biyosensoérler, Piezoelektrik
biyosensorler, Kalorimetrik biysensérler, Kolorimetrik biyosensoérler ve
Lateral akis test kitleri [26].

2.2.1. Optik Biyosensorler

Fiberoptik problarin ucuna yerlestirilen enzim veya boyalar (floresans) ile
Isigin etkilesmesi sonucu Isik siddetinde meydana gelen dedisimlerin
Olcilmesi ile analit miktarinin belirlenmesi prensibine dayanarak calisan
sensorlerdir. Laktik asit sensodrleri optik biyosensoérlere 6rnek olarak
gosterilebilir. Altin nanopartiklllerin optik biyosensérlerde birgok farkl
kullanim alani mevcuttur. Ancak bunlardan en 6nemlisi ve tzerinde en fazla
durulan Yuzey Plazmon Rezonans (SPR) dir. SPR, elektromanyetik dalga ile
metal Gzerindeki iletkenlik elektronlarinin etkilesmesi sonucu olusan
sinyalleri tepit etme ve metal ylzeyindeki ince film tabakasi Gzerinde olusan
fizikokimyasal dedisimleri karakterize etme ilkesine dayanir [34,35].

SPR sensdriu uzerinde bulunan metal ince film tabakasi ylUzeyine spesifik

molekillerin baglanmasi sonucu, dielektrik sabitinde meydana gelen



degisimler nedeniyle ylzeye etkiyen lazer sinyalinin yansimasinda

degisimler meydana gelir [34,35].

Biyolojik molekduller altin nanopartiktller ile konjuge edilerek SPR sensdri
Uzerinde bulunan metal ince film vyilzeyine tutturuldugunda, altin
nanopartiktllerin optik sénim (yogunluk) spektrumlarinin, ortamin degisen
dielektrik sabitine karsi cok daha hassas olmalarindan [36,37] dolayi 6lcllen
sinyallerde artmaya sebep oldugu ve SPR sinyalini ylkselttigi gdzlenmistir.
[38-48].

2.2.2. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik malzemeler kitle degisimlerine karsi yiksek hassasiyet
gostermektedirler. Bu tip sensdrler tanima reaksiyonu sonucu
biyoreseptdrde olusan kutle artisi sonucu olusturulan sinyallerin dlgllmesi
prensibine dayanir. QCM (kuartz kristal mikrobalans) sensoérleri bu tip
biyosensérlere 6rnek olarak gdsterilebilir. Altin nanopartiktller, sahip
olduklari ylksek yogunluk ve yiliksek ylizey-hacim orani sayesinde 6lglim
sirasinda ylzeyde meydana gelen kiitle degisim sinyallerinde artis meydana

getirirler [26].

2.2.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensérler, biyolojik baglanma sonucu meydana gelen
degisimleri yararh elektrik sinyallerine c¢evirirler. Elektrokimyasal
biyosensorler sagladiklari hizli 6lcim alma, kolaylik, distik maliyet ve tayin
kapiseteleri sayesinde son yillarda en c¢ok {zerinde durulan sensor
uygulamalaridir. Daha da 6nemlisi altin nanopartikillerin, elektrokimyasal
sensorlerde kullanilmasi son dénemde en cok ilgilenilen kolarin basinda
gelmektedir [49].



Muikemmel biyouyumluluklari, iletkenlikleri ve katalitik dzellikleri sebebiyle
altin nanopartikulller elektrod ylzeyinde sinyali arttirmakta, molekuller arasi
yukseltgenme-indirgenme merkezleri arasi elektron transferini

guclendirmekte ve elektrokimyasal reaksiyonlari arttirmaktadir [26].

2.2.4. Kalorimetrik Biyosensorler

Bircok enzim kataliz reaksiyon ekzotermiktir (disariya i1si veren). Bu 6zellik
sonucu Olcilen maddenin reaksiyon hizi ve konsantrasyonu isil direncin
belirlenmesi ve dlgllebilen sinyallere dénustirilmesi sonucu belirlenebilir.
Kolestrol sensorleri (reaksiyon sonucu acida cgikan isi enerjisi (53 Kj/mol) bu

tip biyosensoérlere drnektir.

2.2.5. Kolorimetrik Biyosensorler

Biyolojik molekdlller ile modifiye edilen metal nanopartikillerin, cozelti
icerisinde gesitli hedef molekdlllerle etkilestiriimesi ile agregasyona (Ust Uste
yigilma) udramasi sonucu o6lgllebilir renk degisimleri olusmasi ilkesine
dayanir [50]. Kolorimetrik sensérlerde altin nanopartikiller en yaygin
kullanilan metal nanomalzemelerdir. Klresel altin nanopartiktller ortlama
520 nm dalgaboyunda ylzey plazmon rezonanslarina bagh olarak, cozelti
icerisinde kirmizi  renkte gérUnurler. Altin  nanopartikiller, agrege

olduklarinda ¢dzeltinin rengini kirmzidan, mavi veya mor‘a dénustururler.

Boyutlari 1-100 nm arasinda olan altin nanopartiklller ylzey plazmon
rezonanslarina baglh olarak gosterdikleri kirmizi renk ve yiksek ylzey-hacim
orani sayesinde bircok farkli biyolojik molekdlin aktivasyonlarini
kaybetmeden stabil bir sekilde partikll ylzeyine baglanmasina olanak
saglamalarindan dolay! lateral akis test kitlerinde de oldukga yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.
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2.2.6. Lateral Akis Test Kitleri

Lateral akis test sistemleri (immuinokromatografik test sistemleri), 6rnek
sivisi icerisindeki istenen hedef analitin varligini veya yoklugunu 6zel bir
okuyucu cihaza gereksinim duymadan tespit edebilen sistemlerdir [51].

Test, iceriginde pordz bir kadit tabakasi ya da isisal islem sonucu
sertlestirilmis polimer gibi kapiler yatak serileri icermektedir. Bu
biesenlerden her biri siviyi hizli bir sekilde tasima kapasitesine sahiptir.

Test kiti, icerisinde cesitli gdozenek buyilkliklerine sahip kagit temelli
yataklar (6rnek vyatagi, konjuge vyatadi, nitroseliloz membran ve
absorblama yatagi) bulunmaktadir. Bu malzemelerin kapiler akis zamanlari,
yuzey kaliteleri, incelikleri, gbzenek buyuUklUkleri ile absorbsiyon-

adsorbsiyon verimleri 6nemli parametrelerdir [52].

L P77 T

Test Cizgisi Absorbans Yatadi
Kontrol Gizgisi

Ornek Yatag
Konjuge Yatadi

Sekil 2.1. Tipik lateral akis test kiti.

Test kiti icerisindeki tim yataklar ve membranlar birbiri ile baglantili olup,
ornek sivisi ilk kisimdaki yatak (6rnek yatagdi) ile etkilestirildiginde bir siinger
gibi siviyl emer ve hemen altindaki konjuge yatadina tasir. Ornek sivisi
icerisindeki analiz edilecek molekll (antijen) burada bulunan tuz-seker
matriksi icerisinde immobilize edilmis altin nanopartikil modifiyeli biyoaktif
malzeme (antibadi) ie etkilesir. Nitroselliloz membrane yardimi ile sivi
kapiler akisla iletiimeye devam ederken bu membran Uzerindeki spesifik
alanlara gémulmis antibadiler (test kismi) ve anti-antibadiler (kontrol

kismi) test sonuglarini gézlemlenebilir hale getirir [53].
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Test cizgisi Kontrol gizgisi
A Antibadi modifiye {Antibadi) (anti-IgG Antibadi)

Analt 4 altin nanopartikal a2
8-S KV ;\\‘1"
4 f 7
i /

Absorbans yatad

Testgizgisi  Kontrol ¢izgisi
(pozitif) (Gegerh test)

Sekil 2.2. Altin nanopartikul tabanli laterak akig test kitinin isleyis

mekanizmasi.

Antibadi modifiye altin nanopartikillere baglanmis olan hedef molekil test
kismindaki yine kendisine spesifik antibadiler ile etkilestiginde membrane
Uzerinde kirmizi renkli (Kiresel altin nanopartiklller ortlama 520 nm
dalgaboyunda ylizey plazmon rezonanslarina baglh olarak, ¢ozelti icerisinde
kirmizi renkte goériantrler.) bir gizgi belirir. Bu gizgi altin nanopartiktl isaretli
antibadilerin hedef molekdil ile etkilestigini gosterir. Bu c¢izginin hemen
ilerisinde, Uzerinde anti-antibodi bulunan bdlgede de kirmizi bir gizgi olmasi
beklenir (kontrol kismi). Bu kisimda antibadi modifiye altin nanopartikller,
anti-antibadi ile etkilesirler. Bu ¢izgi kullaniciya, modifiye altin
nanopartiktllerin dogru ve verimli bir sekilde galistigini gosterir.

Test sisteminin son kisminda bulunan absorblama yatagi ise sivi 6rnegin

fazlasini emer ve test islevini yerine getirmis olur.
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2.3. Gaitada Gizli Kan (GGK) Testi

Kolorektal kanserler tim kanserlerin yaklasik %15’ni olusturmakta, Avrupa
ve Amerika’daki kanser o&limlerinin ikinci sirasinda yer almaktadirlar.
Ulkemizde cok saglikli kanser kayitlarinin olmamasina ragmen, Tiirkiye'de
her yil 30.000 kisinin kolorektal kansere yakalandigi tahmin edilmektedir.
Saglik Bakanlhgi, Kanser Daire Baskanliginin yapmis oldugu calismalar
dogrultusunda ulkemizde, bireylerin, bilinen tarama yontemleri ile kanser
taramalarinin gerceklestiriimesi, erken teshis ve etkin tedavilerinin
yapllmasi ile kanser vakalarina bagh 6limlerde énemli bir oranda azalma
saglanmasi beklenmektedir. Gaitada Gizli Kan (GGK) testi erken donemdeki
kolorektal timdrlerinin belirlenmesi ve engellenmesinde siklikla kullanillan
en belirgin testtir. Bu testin erken tani olanadi saglayarak kolorektal
kanserlere bagli 6l1im oranini diistirdigu gesitli arastirmalarda gosterilmistir.
Yapilan bazi yeni calismalar, gastrointestinal sistemde gelisen farkh Ulser
lezyonlarinin erken tanisinin ve takibinin, kolorektal kanserlere bagli
mortalite oranini ciddi dlglide disirdigi gostermistir [1,2]. Bu sebeptedir
ki, Ulkemiz icinde dnemli bir saglik sorunu olarak gérilen bu tir kanserlerin
erken evrede yakalanmasi ve tehsis edilmesi ¢ok dnemlidir. Ulkemizdeki
saglik hizmetlerinin fiziksel yapisi ve sektériin ekonomik durumu goéz 6nline
alindiginda, Gaitada Gizli Kan (GGK) testi bu tir kanser tirlerinin erken tani

ve tehsisinde kullanilacak en uygun yontem olarak gérulmektedir.

GGK testinde kullanilan ydntemlerin basinda radyoaktif, fiziksel,
immunokimyasal, ve kimyasal ydntemler gelmektedir. Belirtilen her
yontemin diger yontemlere gbére avantajlari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Ulkemizde, GGK tanisinda sik kullanilan ve en pratik
ybntemlerin basinda immunokimyasal ve kimyasal ydntemler gelmektedir.
Gaitadaki ‘heme’ fraksiyonunun yalanci peroksidaz aktivitesine dayanan

kimyasal yontemlerden biri olan Guaiak yéntemi oldukca yaygin bir yéntem
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olmakla birlikte, hastanin tiketigi meyve ve sebzelerdeki peroksidaz
enziminin bu ydéntem ile interferans yaratmasi, testin yanlis sonuglanma
oranini oldukca ylkseltmektedir. Test 6ncesi siki bir diyet kisitlamasi
getirerek hastanin yasam standartini dlisurmektedir. Bu sebepten dolayi,
immunokimyasal yontemlere dayanan GGK testleri uygulanabilirliginin kolay
ve hassasiyetlerinin ylksek olmasindan dolayr kullanimlarn giderek
yayginlasmaktadir. Poliklonal veya monoklonal antibadileri kullanarak
hemoglobin varligini gosterebilen bu testler, sadece insan hemoglobinine
hassastirlar. Hayvan kaynakli hemoglobinlerle reaksiyona girmediklerinden
yalanci pozitif sonucglara yol agmamaktadirlar. Fakat bu tlr testlerde
kullanilan poliklonal ve monoklonal antibadiler, biyolojik tabanli molekduller
olduklari icin hem test kitinin Gretim maliyetini ylukseltmekte, hemde farkli
ortam kosullarina adapte olamadiklari igin yapilarinda bozulmalar meydana
gelmekte ve bu sebepten test Kkitinin raf omrind ciddi oranda

azaltmaktadirlar.

2.4. Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MBP)

MBP’ler, kolay hazirlanabilir, kararli, ucuz ve 0&zellikle molekller tanima
yetenegine sahiptirler. Ayrica, MBP’in hedef moleklli tanima o6zelligi,
kuvvetli asit, kuvvetli baz, organik c¢ozlculer ve yuksek sicakliklar gibi zor
kosullardan etkilenmez. Bu belirgin fiziksel ve kimyasal kararlilik antikorlarin
imminolojik tanima amach kullanilamadigi durumlarda kullanilma kolayligi
saglamaktadir. Molekiler baskillama, test kitlerinde veya baska
uygulamalarda kullanilan biyolojik molekullerin  yukarida belirtilen
dezavantajlarini yok edebilmek amaciyla, yapay antibadi ve antijenleri
verimli, hizli ve ekonomik olarak olusturmak igin gelistirilmistir bir
yontemdir. Molekller baskilama, ilgilenilen analit icin segici tanima
bélgelerine sahip polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan bir tekniktir. Bu

yontem ile hazirlanan tasiyicilar hedef molekule ylksek secicilik gosterirler.
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Bu yontem ilk defa 1972'de Glnter Wulff ve ark. tarafindan tanimlanmis ve
polimerlerde fonksiyonel gruplarin ¢ boyutlu yapilarinin dizenlenmesiyle

oldukca secici baglanma bdlgeleri elde etmek amaciyla kullaniimistir.

Daha sonra yapilan calismalar istenilen enzim tepkimelerinin substratlarini,
drdnlerini veya gecis analoglarini kalip molekll olarak kullanarak bu
yontemle yapay enzim elde edilebilecegini de gostermistir [3]. Ayni
zamanda, antibadi/antijen ya da enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin
tanima mekanizmalari da polimerik yapilara molekiler baskilama teknigi ile
aktariimis ve farkh uygulamalarda basarili bir sekilde kullaniimistir [4].

Molekller baskilanmis polimerler (MBP), molekller tanimaya oldukca
elveriglidir, ucuz ve kolayca hazirlanabilir. Ayrica MBP’ler yuksek mekanik
Ozellikleri, i1siya ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler,
bazlar, metal iyonlari ve organik ¢b6zlcu ortamlarindaki yiksek kararhliklari
nedeni ile oldukca dayanikhdirlar. Birkag yil boyunca performanslarinda

degisiklik olmadan saklanabilirler [5,6].

Molekiler baskilama yontemi temelde 3 basmaktan olusur:

1) On  komplekslesme, uygun fonksiyonel gruba sahip ve
polimerlesebilen monomer ilgili analitle (hedef molekul/kalip) kovalent
veye kovalent olmayan etkilesimler ile kompleks olusturur. Bu
etkilesimde hedef molekllin Gg boyutlu yapisi ve kimyasal ézellikleri

onemlidir.
2) Polimerizasyon, monomer-analit kompleksi, uygun bir c¢apraz

baglayici ve baslatici kullanilarak fonksiyonel monomer (zerinden

polimerlestirilir.
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3) Analit molekdlinin uzaklastirilmasi, uygun ¢ozlicli veya ¢ozlcu
karisimlari kullanilarak polimerik yapidan analit molektll uzaklastirilir.
Baskillanan molekllin polimerden uzaklastirlmasi sonucunda
polimerde baskilanan moleklile kimyasal ve topolojik olarak uygun
secici bellekler elde edilir ve bir karisimda baskilanan molekull polimere

secici olarak tekrar baglanabilir.

Sentetik polimerlerin molekller baskilanmasi, islevsel ve capraz baglama
monomerleri arasinda, bir hedef molekll varliginda kopolimerize olarak
molekduler sablon olusumunu gergeklestiren bir strectir. Inorganik iyonlarin,
ilaglarin, proteinlerin, oligonukleotitlerin, bakterilerin ve mikrobiyal

hicrelerin ylzlerce basarili baskilanma calismalari vardir.

Molekiler baskilanmis polimerlerin (MBP’ler) ucuz olmalari ve hedef molekdl
icin ylUksek afinite ve 06zglllik godstermeleri, sensdrlerde enzimlere,
antibadilere ve dogal reseptorlere alternatif tanima elemani olarak
kullanilmasi icin buyutyen bir ilgi olusturmustur [7]. GUnUimuzde varolan
cogu biyosensor yaklasimi icinde biyomolekiller genellikle bir floresan bir
boya ile etiketlenir. Pek cok yontemde kullanilan bu floresans boyalarin
belirlenmesi icin 6zel mikroskoplar veya optik cihazlara gerek vardir. Ayrica
uygun olmayan saklama kosulari ve uyarilma emisyonu siresi floresans
boyalarin kimyasal kararliliklarini kolaylikla bozabilmekte, dogal aktivite
kaybina sebep olmakta ve bu ylzden istenilen goérintilemeye izin
vermemektedir. Son vyillarda altin nanopartikiller, kolay sentezlenebilir
olmalarindan, zor kosullarda bile kararh yapilarini korumalarindan ve uygun
optik 6zelliklerinden dolayi biyosensdr ve gérinttlenme ile ilgili calismalarda
sikhikla kullanilmaya baslanmistir [8,9]. Bunun yani sira, altin
nanopartiklller kolaylikla baska biyolojik molekdller ile kovalent yada
kovalent olmayan etkilesimler ile modifiye edilebilir ve istenilen amacg
dogrultusunda kullanilabilirler [10]. Arastirmalar peptid, protein ve nikleik
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asit gibi biyolojik molekillere baglanabilen ve optik, elektronik ve manyetik
Ozelliklere sahip slspansiyon icinde yer alan altin nanopartikillerin
gelistirilmesi Gzerinde yogunlasmistir. Daha 6nceden de belirtildigi gibi altin
nanopartiktller biyolojik o6lcimlerde organik flurofor veya radyoaktif
isaretlemeyi elimine etmek icin miktar tayini icinde kullanilabilir. Farkh
blyuklikteki kollodial altin nanopartikilleri hassas bir cihaza gerek
kalmadan goérinebilir dalga boylarinda i1sik sacilimina neden olduklari igin,
ciplak gozle farkh renklerde go6zikebilirler. Bu olagantsti optik
Ozelliklerinden dolayr son vyillarda hastabasi tani kitlerinde sikhkla

kullanilmaya baslanmistir [11].

2.5. Altin Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

GUnumuzde altin nanopartikidllerin hazirlanmasi icin sayisiz sentez yoéntemi
kullanilabilmektedir. Bunlar fiziksel sentez yontemleri (yukaridan-asagiya)
ve kimyasal sentez yontemleri (asadidan-yukariya) olarak 2 ana baslik
altinda incelenebilir [54]. Kimyasal sentez yontemleri; nanoklre litografi,
kimyasal, fotokimyasal, elektrokimyasal ve isil indirgenme gibi teknikleri
kapsar ve atomlarin bir araya getirilerek arzulanan nano yapilarin elde
eilmesini saglar. Fiziksel sentez yontemleri; fotolitografi ve elektron demeti
litografi tekniklerini kapsar ve kati malzemeden parcaciklari sokerek
istenilen yapinin olusturulmasini saglar [55]. Asadida en cok kullanilan

kimyasal yontemlere kisaca deginilmistir.

2.5.1. Turkevich YOontemi

Turkevich yéntemi, ilk olarak 1951 yilinda [56] tanimlanan ve glinumuzde
kidresel altin nanoparikul yapiminda kullanilan en yaygin yéntemdir. Bu
yontem altin iyonlarinin sitrat, amino asitler, askorbik asit ve UV isik altinda
indirgeyici/stabilize edici ajanlar ile indirgenmesi (Au3* ten Au® ‘a) ilkesine

dayanir [56-58]. Bu ydontem ile baslangicta 10-20 nm arasi boyutlarda
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Uretilebilen altin nanopartiklller, daha sonralari 1973 vyilinda Frens
tarafindan indirgeyici/stabilize edici ajanlarin miktarlar degistirilerek altin
nanopartikil boyutlarinin 16-147 nm araligina gekilebilecegini gosterilmistir
[59-61].

2.5.2. Brust YOntemi

Brust yontemi ilk olarak 1994 yilinda [62] tanimlanan ve tiyol altin oranini
degistirerek ve organik c¢oziculer kullanarak 1.5-5.2 nm araliginda altin
nanopartiktllerin Gretimine olanak saglayan 2 fazl bir slrectir. Yontem, altin
tuzunun faz transfer ajani (tetraoktilamonyum bromur (TOAB)) kullanilarak
sulu ¢ozeltiden organik ¢6zlicl (toluen) transfer edilmesi ileksine dayanir.
Daha sonra altin bir alkanetiyol varliginda sodyum borohidrir kullanilarak
indirgenir. Alkanetiyol altin nanopartikulllerini stabil hale getirerek [63]

iselmin sonuglanmasini saglar.

2.5.3. Cekirdekten Bilyiitme Yontemi

Turkevich ve Brust vyontemleri ile klresel altin nanopartikiller
Uretilebilirken, aslinda cubuk [64-66], kip [67,68] ve tlp [69] gibi bircok
farkli nano yap! seklinde de uretilebilir. Altin tuzunun ilk édnce sodyum
borohidrir gibi gugli bir indirgeme ajani ile indirgenmesi sonucu
olusturulan cekirdek partiktller daha sonra igerisinde askorbik asit gibi zayif
bir indirgeme ajani ve metal tuzlan ve yapi yonlendirici ajan igeren bir
cozeltiye eklenir. Cekirdek partikdlleri, indirgeyici ajan ve yapi yénlendirici
ajanlarin  konsantrasyonlari degistirilerek altin nanopartikiller farkli

sekillerde elde edilebilir.
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2.6. Altin Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonu

Altin nanopartikldl yuzeylerinde, cesitli organik molekdller yardimi ile
biyosensér, biyoteknoloji, kimyasal sensér ve molekller elektronik
alanlarinda kullanilmak Uzere dlzenli bir sekilde tek katmanli tabakalar
olusturulmasi mumkidndir [70-80]. Altin film tabakalarn [70] ve altin
nanopartiktl vylzeylerinde [74,81-84], bircok farkh ligand ile (amin,
karboksilat, polietilen glikol (PEG), tiyol vb.) tek katmanh vyapilar
olusturulabilir. Altin ve kuUkdrt arasindaki guglid etkilesimden dolayi
tiyol/disilfit bilesikleri en ¢ok kullanilan ligandlardir [70]. Sivi fazdaki
nanopartiklllerin stabilitesi olusturulan bu tek katmanh vyapilar ile
arttinllabilir ve biyoloji,kataliz ve nanoteknoloji alanlarinda daha kullanigli
hale getirilebilir [74,81,85,86]. Altin nanopartiklllerin amin, karboksilat,
polietilen glikol (PEG),tiyol vb. ligandlarla modifiye edilmesi partiktlleri
biyouyumlu hale getirebilme yetisinin yaninda, partiklller Gzerinde cesitli
kimyasal veya biyolojik molekillere karsi spesifik tanima ve baglanma
(kovalent/kovalent olmayan) bdlgelerinin de olusturulabilmesi son yillarda

Uzerinde oldukca calisilan konularin basinda gelmektedir.

2.7. Doking (Kenetlenme) Simiilasyonlari

Doking protein ve ligand gibi iki molekdil arasindaki “en uygun” baglanmanin
bulunmasidir. Calisilan iki molekUl arasinda etkilesim varsa bu molekiillerin
kompleksinde; etkilesimlerinin maksimum, toplam enerjinin minimum
oldugu yonelimi bulur.

Proteinin baglanma bdélgesine bir ligandin yerlestirilmesi ve skorlama
fonksiyonlari kullanarak badlanma afinitesinin hesaplanmasini sadglar.
Doking skorlama uygulamalari sayesinde, tek bir ligand icin farkh yénelimler
siralanabilir ve baglanma serbest enerijisi ,elektrostatik etkilesimler, Van der
Waal’s etkilesimleri, Hidrojen badlari ve etkilesim enerjisi (pKd) elde

edilebilir. 2 cesit doking uygulamasi mevcuttur;
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e Bolgesel doking, reseptdr Uzerindeki baglanma bdlgesi biliniyorsa

ligandin bu baglanma bélgesinde ki pozisyonu belirlenir.

e Genis capli doking, reseptor lizerindeki baglanma bdélgesi bilinmiyorsa,
oncelikle reseptorin baglanma bolgesi ve ardindan ligandin bu

baglanma bolgesinde ki pozisyonu belirlenir [87].

2.7.1. Doking Programi (Autodock Vina)

Autodock Vina, 2010 yilinda gelistirilmis bir doking programidir [88].
Autodock Vina'nin algoritmasi bircok vyerel ve global optimizasyon
yaklasiminin bir kombinasyonudur. Programin grafiksel kullanici ara
yuzinin bulunmamasi ve programin temel olarak Linux platformu igin
tasarlanmis olmasi doking prosedtlrinin parametrizasyonunu karmasik hale

getirebilmektedir.

Bunu yani sira, AD Vina ile doking hesaplamasi igin bir konfiglirasyon dosyasi
hazirlanmalidir. Bu konfiglirasyon dosyasi, ligand ve hedef molekdl bilgileri
ile birlikte, AutoDock hesaplamasi icin hazirlanan grid parametre
dosyasindan alinan ve doking vyapilacak alani merkezin kartezyen
koordinatlari ve doking bodlgesinin genisligi seklinde tanimlayan

parametreler igerir.

2.8. Karakterizasyon Teknikleri

Cesitli malzemelerin fiziksel veya kimyasal &zelliklerini, yapilarini ve
cevreleriile olan etkilesimlerini imcelemek icin karakterizason tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Yapilan tez kapsaminda sentezlenen altin
nanopartiktller Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile, modifiye edilen altin
nanopartiktller Molekiler Doking Simiulasyonu, UV Goérunltr Bdlge

Spektroskopisi, X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS), Fourier
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Donlsimli Infrared Spektroskopisi (FT-IR), Zeta Potansiyel Olcimi ve

Ylzey Plazmon Rezonans (SPR) gibi gesitli tekniklerle karakterize edilmistir.

2.8.1. Molekiiler Doking Simiilasyonu

Tez kapsaminda yapilacak deneylerin belirlenmesi ve altin nanopartikulllere
immobilize edilecek molekll gruplarinin, hemoglobine spesifik molekuler
baskilanmis polimer yuzeyleri ile olan iligkisinin incelenmesi bakimindan
gesitli molekller simulasyon c¢alismalari  yapildi. Modifiye altin
nanopartiktllerin pH :7,4 ortammda MMFF94 kuvvet alani altinda, 9999
adimda ve Steepest Descent algoritmasi kullanilarak enerji minimizasyonlari
yapildiktan sonra, hemoglobine spesifik kavitelerde bulunan fonksiyonel

grup N-metakriloil-L-histidin metil ester ile etkilesimleri incelendi.

2.8.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Elektron tabancasindan elde edilen elektronlar 100-200kV dederinde
hizlandirma voltaji ile numuneye yodnledirilirler. Elektronlarin yonlendirilmesi
elektromanyetik lensler kullanilarak yapilir. Koyu tonlu bélgeler numuneden
daha az sayida elektronun gectigi bolgelerdir. Bir bélgeden daha az sayida
elektronun gegcmesi demek o bélgenin daha yogun (blylk atom numarasi)
veya daha kalin oldugunu gostrir. Numuneden gecgebilen elektronlar gézlem

ekraninin Gzerine dluger ve goruntl elde edilir.

2.8.3. UV Goriniir Bolge Spektroskopisi

Temel mantigi, hazirlanan ¢ozeltiden belirli spektrumlarda isik gegirilmesi ve
bu 1sinin ne kadarinin ¢ozelti tarafindan absorblandidini bulunmasi esasina
dayanir. Cozeltinin icerdigi madde miktari ne kadar fazla ise daha fazla isin,
¢Ozelti tarafindan sogurulur. Spektrofotometre, c¢o6zeltinin iginden
gecebilen -cozelti tarafindan absorblanmayan- i1sigin yogunlugu tespit

ederek cozelti icerigindeki aranan maddenin miktari hakkinda kantitatif bilgi
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verir. Tez kapsaminda hazirlanan modifiye altin nanopartikiller dncelikle UV

goérunur boélge spektroskopisi yardimi ile incelenmistir.

2.8.4. X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi

X-1sin1 fotoelektron spektroskopisi kati materyallerin ylzeyleri hakkinda
kimyasal bilgi elde etmek icin kullanilan gelismis bir ylizey analiz teknigidir.
Metod, kati 6rnekleri uyaran bir x-isin demeti kullanarak fotoelektronlarin
sacllmasini saglar. Elde edilen spektrum elementin kimyasal cevresi ve
yukseltgenme durumu hakkinda bilgi verir. Farkh kimyasal gevrelerle iligkili
atomlar, kimyasal kayma olarak adlandirilan distk farkhlikta baglanma
enerjisine sahip enerji pikleri Uretirler. Enerjisi birbirine yakin olan ayr
kimyasal durumlar, her bir durumun igerigini ylzde olarak veren pik
saptama programlari kullanilarak birbirinden ayrilir. Modifiye altin

nanopartiklller yine bu yéntem ile karakterize edilmistir.

2.8.5. Fourier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi

Infrared (IR) spektroskopisi; moleklllerdeki c¢esitli baglarin titresim
frekanslarini élger ve molekildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir.
IR spektrometresinde dalga sayisi 6lcedi kullaniimaktadir. Dalga sayisi
(1/A), hem enerji hem de frekans ile dogru orantilidir. Titresim frekansi
sayisal olarak olgeklendirmeye uygun olmadigi icin dalga sayisi kullanimi
tercih edilir. Bu yontem ile, molekuler bag karakterizasyonu yapilarak; kati,
sivi, gaz veya ¢oOzelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu,
baglanma vyerleri ve yapinin aromatik yada alifatik olup olmadigi
belirlenebilir. Tez kapsaminda sentelenen 11-MUA altin modifiye altin
nanopartiktllerin karakterizasyonunda FT-IR Spektroskopiside

kullaniimistir.
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2.8.6. Zeta Potansiyel Olgiimii

Zeta potansiyel, partikiller arasindaki itme veya ¢ekme dederi olcimiddr.
Zeta potansiyel 6lcimU dagilma mekanizmalari ile ilgili ayrintili bilgi verir ve
elektrostatik dagilma kontroliiniin anahtaridir. Tez kapsaminda sentezlenen,
bos ve modifiye altin nanopartikillerin yik dagilimlari bu yéntemle

incelenmigtir.

2.8.7. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

Polarize 151k, ylzeyi altin kapli bir prizmaya gdnderildiginde 1sigin bir kismi
absorplanmakta, bir kismi da yansimakatdir. Gelis acisi degistirilip yansiyan
Isigin siddeti izlendiginde yansiyan isik siddetinde azalma goérilir. Yansiyan
Isigin siddetinde maksimum kaybin gerceklestigi aglya rezonans agisi ya da
SPR agisi adi verilir. Bu gelis agisinda 1sik, yuzey plazmonlarini (elektron
paketcikleri) harekete gecirecek, vylzey plazmon rezonans olayi
gerceklesecektir. Ylizey plazmon rezonansi iki optik ortamin ara ylizeyine
ince iletken bir film yerlestirildiginde meydana gelir. Spesifik bir gelis
acisinda metal ylzeyindeki elektron frekanslarinin eslesmeleri nedeniyle
gelen i1sik ile rezonans durumuna gelecektir. Bu rezonans durumunda enerji
absorblanacagi icin yansiyan isinin yodunlugunda bir azalma meydana
gelmektedir. Tez kapsaminda sentezlenen modifiye altin nanopartiktllerin,
hemoglobine spesifik molekller baskilanmis polimer ylzeyler ile olan
etkilesimlerinde denge ve kinetik analizleri farkli derisimler altinda SPR

karakterizasyon teknigi kullanilarak yapiimistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calismasinin bu kisminda, Oncelikle sentezlenecek modifiye altin
nanopartiklllerin hemoglobin spesifik molekller baskilanmis polimer
ylzeyler ile etkilesimi molekiler doking simulasyonu ile incelenmis ve hangi
molekdillerin modifikasyon isleminde kullanilacadina karar verilmistir. Daha
sonra altin nanopartiklller sentezlenmis ve modifikasyon islemleri
yapimistir. En son kisimda ise sentezlenen altin nanopartiktllerin
hemoglobin spesifik hazirlanmis ylzeyler ile etkilesimi, denge ve kinetik
analizleri cesitli derisimlerde modifiye altin nanopartikiller kullanilarak

Ylzey Plazmon Rezonans (SPR) ile incelenmistir.

3.1. Materyal ve Yontemler

Tez c¢alismasinin  bu asamasinda, modifiye altin nanopartiktllerin
hemoglobin spesifik molekiler baskilanmis polimer ylzeyleri ile olan
etkilesimi molekller doking programi ile simtle edilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda 10 ve 25 nm altin nanopartikiller sentezlenerek,
11-Merkaptoundekaonik asit ve Aldehit-PEG-Ester molekilleri ile modifiye
edildi ve karakterizasyon islermleri yapildi. Daha sonra Peg molekllinin
yaklasik 10 nm uzunlugundan faydalanarak ve Aldehit grubunun Etanolamin
hidroklorir yardimi ile —-OH modifikasyonuna acik olmasi sebebiyle, hem 11-
MUA modifikasyonunun givenilirliginin tekrar kontrol edilmesi hem de PEG
molekdlinia spacer arm gibi kullanarak ylzey etkilesiminde herhangi bir
degisiklige sebep olup olmadigi incelendi. Son olarak sentezlenen modifiye
altin nanopartiktllerin YlUzey Plazmon Rezonans (SPR) yardim ile
hemoglobine spesifik molekller baskilanmis polimer ylzeyler ile etkilesimi

incelenerek, denge ve kinetik analizleri yapildi.
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Sodyum sitrat tribazik dihidrat (CeHsNaz07.2H20), hidrokloroaurik asit
(HAuCl4 .3H20), sistamin (HSCH2CH2NH2 - HCI), 11-merkapto undekaonik
asit (HS(CH2)10CO2H) Sigma-Aldrich (St Louis, MO), 4-formyl-benzamido-
dPEG®24-TFP ester (Aldehit-PEG-Ester) Quanta Biodesign Limited,
Etanolamin hidroklorir (H2NCH2CH20H.HCI) Alfa Aesar firmalarindan temin
edildi. Sitrat kapl kolloidal altin nanopartiklllere spesifik fonksiyonel
ylzeylere sahip hemoglobin baskilanmis polimerlerler (MBP), Hacettepe
Universitesi Biyokimya Ana Bilim Dali O§retim Gorevlisi Sayin Prof. Dr. Adil

Denizli hocamiz’'in laboratuvar grubundan temin edilmistir.

Altin nanopartikillerin sekil ve boyut analizi 200 kV TEM mikroskobu (FEI,
Tecnai G2 F30), modifiye altin nanopartiktllerin karakterizasyonlari; 14kV
odak voltaji, 6mA demet akimi ve 400 pym nokta biylklige sahip kaynak
tabancasi kullanilarak (Al K-Alpha) ylksek performanshi monokromatik
XPS spektrometresi, UV goérinur bdlge spektroskopisi (Thermoscientific
NanoDrop 1000), FT-IR spektroskopisi (Perkin ElImer SpctrumOne, Nicolet
520), Zetasizer (Malvern Nano-ZS) ve modifiye altin nanopartikillerin
hemoglobin spesifik molekiler basklianmis polimer ylzeyler ile etkilesimi
Yizey Plazmon Rezonans (SPR) (SPRILAB Made in France) teknidi ile
yapilmistir. Deneyler boyunca kullanilan su AquaMAX Ultra 370 Series

saflastirma cihazi kullanilarak saflastiriimistir.

3.2. Molekiiler Doking Simiilasyonu

Modifiye altin nanopartikiller Avogadro programi yardimiyla istenilen pH
araligina cekildi ve belirli bir kuvvet alani altinda enerji minimizasyonlari
yapildiktan sonra, yine ayni pH araliginda ayni kuvvet alani altinda enerji
minimizasyonu vyapilan, hemoglobine spesifik kavitelerde bulunan
fonksiyonel grup N-metakriloil-L-histidin metil ester ile etkilesimleri

Autodock Vina programi yardimiyla incelendi.
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Sekil 3.1. N-metakriloil-L-histidin metil ester (a) 2D ve (b) 3D

gérinumleri.

3.2.1. 11-MUA Molekiiler Doking Simiilasyonu

Doking islemi uygulanacak N-metakriloil-L-histidin metil ester ve 11-MUA,
Avogadro programi kullanilarak aslina uygun olarak cizildi. Deneysel
sartlarda 11-MUA ucunda altin nanopartikdl bulunmasindan ve Autodock
Vina programinin altin nanopartiklli tanimamasindan dolayr 11-MUA
molekdlinidn -SH ucu reaktif olmayan CH3 grubu ile kapatildi (Sekil 3.2.).
Avogadro programi ile hidrojen eklenerek ortam, pH : 7.4 calisma aralidina
cekildi.

MMFF94 kuvvet alani altinda, 9999 adimda ve Steepest Descent algoritmasi
kullanilarak enerji minimizasyonlar yine Avogadro programi ile yapildiktan
sonra olusturulan PDB dosyalari Doking isleminin uygulanacagi Autodock
Vina programina aktarilarak gesitli konformasyonlar icinden en uygun olani

secildi.
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Sekil 3.2. Avogadro ile cgizilmis ve pH:7.4 ortamda enerji minimizasyonu

yapilmis altin nanopartikil modifiye 11-MUA molekild.

3.2.2. Aldehit-PEG-Ester Molekiiler Doking Simiilasyonu

Bir diger doking calismasi yapilacak olan 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP
ester (PEG) molekull de deneysel sartlarda amin (NH2) grubu takilmis altin
nanopartikile baglanacagindan PEG molekllinin cift bagl Oksijen (O)
ucuna Amin grubu takildi ve yine reaktif olmayan CH3 grubu ile kapatildi
(Sekil 3.3.). Avogadro programi ile hidrojen eklenerek, ortam (pH : 7.4)
calisma araligina cekildi. MMFF94 kuvvet alani altinda, 9999 adimda ve
Steepest Descent algoritmasi kullanilarak enerji minimizasyonlari yine
Avogadro programi ile yapildiktan sonra olusturulan PDB dosyalari Doking
isleminin uygulanacagi Autodock Vina programina aktarilarak cgesitli

konformasyonlar igcinden en uygun olani segildi.
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Sekil 3.3. Avogadro ile cizilmis ve pH:7.4 ortamda enerji minimizasyonu
yapiimis altin nanopartikil modifiye 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP

ester (PEG) molekull

3.3. Altin Nanopartikiil Sentezi

Es boyutlu ve homojen dagilima sahip Itin nanopartikiller literatlirde de
bolca yer alan ve en stabil yéntemlerden biri olarak gdsterilen, altin tuzunun
sodium sitrat ile indirgenmesi (Au3 den Au®a) islemine dayanan Turkevich

yontemi ile sentezlenmistir.

3.3.1. Sitrat Kaph 10 nm Altin Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Caplari 10 nm olan altin nanopartiklller HAuCls altin tuzunun, sodium sitrat
ile indirgenmesi ilkesine dayanan Turkevich ydntemi [56] ile sentezlendi.

20 mg hidrokloroaurik asit (HAuCls .3H20), 50 mL DI (deiyonize) su
icerisinde ¢dzildd. Isitmal manyetik karnistiricida 800 rpm’de karistirilarak
kaynama sicakligina gelinceye kadar isitildi. 60 mg sodyum sitrat tribazik
dihidrat (CsHsNaz07.2H>0), 5 mL DI su igerisinde ¢ézilerek kaynayan
HAuCl4.3H20 ¢ozeltisine eklendi. Cozelti koyu kirmizi renk aldiktan sonra
Isitma sistemi kapatildi ve soguyana kadar karistiriimaya devam edildi. 7500
rpm de 20 dakika santrifiij edildi ve daha sonra kullaniimak lzere 4 °C’ de
saklandi. Sentezlenen altin nanopartikdllerin renkleri optik olarak yapilirken,

sekil ve boyut karakterizasyonlari ise TEM ile yapildi.
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3.3.2. Sitrat Kaphi 25 nm Altin Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Caplari 25 nm olan altin nanopartikuller HAuCls altin tuzunun, sodium sitrat
ile indirgenmesi ilkesine dayanan Turkevich yéntemi [56] ile sentezlendi.
20 mg hidrokloroaurik asit (HAuCls .3H20), 50 mL DI (deiyonize) su
icerisinde ¢dzuldu. Isitmali manyetik karistiricida 800 rpm’de karistirilarak
kaynama sicakhdina gelinceye kadar isitildi. 45 mg sodyum sitrat tribazik
dihidrat (CsHsNaz07.2H20), 5 mL DI su icerisinde c¢dzllerek kaynayan
HAuCls4.3H20 c¢ozeltisine eklendi. Cozelti koyu kirmizi renk aldiktan sonra
Isitma sistemi kapatildi ve soguyana kadar karistirilmaya devam edildi. 7500
rpm de 20 dakika santrifiij edildi ve daha sonra kullanilmak lzere 4 °C’ de
saklandi. Sentezlenen altin nanopartikdllerin renkleri optik olarak yapilirken,

sekil ve boyut karakterizasyonlar ise TEM ile yapildi.

3.4. Altin nanopartikiillerin Modifikasyonu

Altin  nanopartiklllerin  modifikasyonu 11-MUA ve Aldehit-PEG-Ester
molekdlleri kullanilarak yapildi. 11-MUA molekill, altin nanopartikillere bir
ucunda bulunan tiyol grubu (-SH) yardimi ile kolayca immobilize edilirken,
Aldehit-PEG-Ester molekilinin dogrudan altina immobilizasyonu mimkuin
degildir. PEG molekild ester ucunda bulunan flor halkasinin amin (-NH3)
gruplarini gérdtiginde kopmasi ve bosalan ucta bulunan cift bagli oksijen
(O) molekllinin bu amin gruplarina baglanmasi sonucu altin nanopartikl

ylzeyine immobilize edilebilmektedir.
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Sekil 3.4. 4-formyl-benzamido-dPEG®,,-TFP ester (Aldehit PEG)

molekulinin yapisi.

Bu sebepten dolayi altin nanopartikulller énce, bir ucunda tiyol grubu (-SH)

bulunduran sistamin molekdlleri ile modifiye edilmistir.

Sekil 3.5. Sistamin molekulinin yapisi.

Daha sonra Aldehit-PEG-Ester molekdlleri sistamin molekUlinin bosta kalan

ucu olan amin gruplarina (NHz) immobilize edilmistir.
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Sekil 3.6. 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP ester (Aldehit PEG)

molekilinin baglanma mekanizmasi.

-
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3.4.1. Sitrat Kaph Altin Nanopartikiillerin 11-Mua (Merkapto
Undekaonik Asit) Ile Modifikasyonu

22 mg 11-MUA (HS(CH2)10CO2H), 1mL etanol igerisinde ¢bzuldu. Hazirlanan
10nm sitrat kaph altin nanopartikll coézeltisi icerisine (1:10) oraninda
eklenerek oda sicakliginda en az 60 saat manyetik karistirici ile 500 rpm’de
kanistirildi [89]. Karisim daha sonra 7500 rpm’de, 20 dakika santriftij edildi
ve daha sonra kullaniimak Ulzere 4°C’ de saklandi. Modifikasyon islemi
sonucunda 10 nm capindaki nanopartiklllerin istenilen renk olan koyu
kirmizi rengini korududgu ancak 25 nm modifiye altin nanopartikillerde
siddetli agregasyon oldugu optik olarak gézlemlendi. Bu sebeple ilerleyen
asamalara yalnizca 10 nm modifiye partikiller ile devam edildi. Daha sonra
UV goérundr bdlge spektroskopisi, Zeta potansiyel 6lgimu, FT-IR (Fourier
transform infrared spektroskopisi) ve XPS (X-isini fotoelektron

spektroskopisi) dlgimleri ile modifikasyon islemi karakterize edildi.

3.4.2. Sitrat Kaphi Altin Nanopartikiillerin Sistamin Ile
Modifikasyonu

40 mg sistamin (NH2CH2CH>SH), 10 mL DI su igerisinde ¢6zuldu. Hazirlanan
¢ozeltiden 10 pL alnarak, 1 mL DI su igerisine eklendi ve karistiridi.
Boylelikle 50 uM’ lik sistamin ¢ozeltisi elde edildi. Hemen ardindan 50 M
sistamin c¢ozeltisi (1:100) oraninda [90], altin nanopartikil ¢ézeltisine
eklendi ve 24 saat boyunca rotator ile yavas bir sekilde karistirildi. 7500 rpm
de santrifiij edildi ve daha sonra kullanilmak Gzere 4°C da saklandi. 11-Mua
modifikasyonu ile benzer olarak, sistamin ile modifiye edilmis 10 nm
modifiye nanopartikillerin istenilen renk olan koyu kirmizi rengini korudugu
ancak 25 nm modifiye partiklller de ise agregasyon baslangici optik olarak
gb6zlemlendi. Daha sonra UV goérintr bélge spektroskopisi, Zeta potansiyel
Olcimi ve XPS (X-isini  fotoelektron spektroskopisi) dlgimleri ile

modifikasyon isleminin karakteriasyonu yapildi.
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3.4.3 Sistamin Modifiye Altin Nanopartikiillerin Aldehit Peg Ile
Modifikasyonu

4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP ester (Aldehit PEG-ester) molekuld 1 mL
DMSO icerisinde oda sicakliginda ¢ozildl. Hazirlanan sistamin modifiye altin
nanopartiktl c¢ozeltisi icerisine, (1:1000) oraninda Aldehit-PEG-Ester
cOzeltisi eklenerek 2 saat boyunca manyetik karistirici ile yavas bir sekilde
karistirildi. 7500 rpm de santrifiij edilerek daha sonra kullaniimak Gizere 4°C
da saklandi. Sistamin molektlinin -NH2 ucuna takilan Aldehit-PEG-Ester
moleklll sonrasi, ¢ozelti optik olarak analiz edildi ve 10 nm modifiye
partikillerin koyu kirmizi rengini korudugu goézlenirken 25 nm modifiye
partikillerde agregasyonun devam ettigi gortldi. Bu sebeple ilerleyen
asamalara yalnizca 10 nm modifiye partiktller ile devam edildi. Daha sonra
UV gorinidr bélge spektroskopisi, Zeta potansiyel 6lgimi ve XPS (X-isini
fotoelektron  spektroskopisi) Odlgimleri ile modifikasyon isleminin

karakteriasyonu yapildi.

3.4.4. Altin Nanopartikiillere Immobilize Edilmis Aldehit-PEG-Ester

Molekiiliiniin Etanolamin Hidrokloriir Ile Modifikasyonu

11-MUA modifikasyonunun glvenilirliginin tekrar kontrol edilmesi ve PEG
molekllinin spacer arm 0Ozelliginden yararlanmak amaci ile ayri bir deney
seti hazirlandi. Aldehit-PEG-Ester molekllinin ucunda bulunan cift bagh
oksijen (O) molekdllerinin, —-OH gruplari ile modifiye edilmesini saglamak
amaciyla, 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP ester (Aldehit PEG-ester)
molekdli 1 mL DMSO icerisinde oda sicakliginda c¢ozildd. Hazirlanan
sistamin modifiye altin nanopartiktl ¢bzeltisi igerisine, (1:1000) oraninda
Aldehit-PEG-Ester ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. Karistirilmaya basladiktan
110 dakika sonra c¢ozeltiye 1 M 5uL etanolamin hidroklortr
(H2NCH2CH20OH.HCI) eklenerek 10 dakika daha karistirildi. Boylelikle PEG

moleklltnin fonksiyonel ucu da 11-MUA molekull ile benzer hale getirildi
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[91]. Elde edilen karisim 7500 rpm de santriflij edildi ve daha sonra
kullanilmak Gzere 4 °C’de saklandi. 10 nm capindaki nanopartikillerin
istenilen renk olan koyu kirmizi rengini korudugu ancak 25 nm modifiye altin
nanopartiklllerde agregasyonun devam ettigi optik olarak gézlemlendi. Bu
sebeple ilerleyen asamalara yalnizca 10 nm modifiye partikilller ile devam
edildi. Daha sonra UV gorinur bdlge spektroskopisi, Zeta potansiyel 6lcimu
ve XPS (X-isini fotoelektron spektroskopisi) o6lcimleri ile modifikasyon

isleminin karakterizasyonu yapildi.

H,N \/\OH

Sekil 3.7. Etanolamin hidroklortr (EA) molekulintn yapisi.

3.5. Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Farklhi Derisimlerde,
Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensorii Ile Kinetik Analizlerinin

Yapilmasi

Biyomolekdllerin tayininde siklikla kullanilan enzim veya floresan isaretleme
yontemlerinden farkl olarak SPR temelli biyosensérler, herhangi bir
isaretlemeye gerek duyulmadan kullanilabilirler [92]. Isaretleme isleminin

yapiimamasi hem zaman kazandirmakta hem de maliyeti distrmektedir.

Isaretleyici molekiillerin ortamda bulunan diger molekiillerle etkilesiminden
dolayr yanhs sonuclar elde edilebilmektedir. SPR temelli biyosensoérlerin
kullanilmasiyla bu sorunlar giderilebilmektedir [93]. Ayrica bu sensdrlerde

analit ve ylzey etkilesimi gercek zamanda ve dogrudan 6lgllebilmektedir.
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Bu 6zellik nicel olarak kinetik, termodinamik ve derisim parametrelerinin
belirlenmesini veya nitel olarak ligand ve analit arasindaki iliskinin

karakterize edilmesini saglamaktadir [94].

Bu calisma kapsaminda hemoglobin baskilanmis SPR nanosensoér ile
calisiimistir. SPR cipi ylizeyine hemoglobine spesifik baskilanmis polimerler
kaplanmis ve modifiye altin nanopartiktller (sentetik hemoglobin molekul()
ile gercek hemoglobin molekllintn, baskilanmis polimer yuzeyindeki
fonksiyonel gruplar ile yarismali afinite kramotografi ilkesine daynarak
etkilesimleri incelenmistir. Yarismali afinite kramotografisi, 2 molekdlin ayni
fonksiyenel gruba farkli baglanma istegi géstermesi ve bunun sonucunda
yuksek afiniteye sahip olan molekllin dustk olani  ortamdan

uzaklastirmasidir.

Hemoglobin
molekild

=YL N WY

Hemaoaglobine spesifik baskilanmig polimer

Sekil 3.8. Hemoglobine spesifik polimer ylzeyler tGzerinde yarismali afinite

kramotografisi

SPR sinyali ile, modifiye altin nanopartikll derisimi arasindaki iliskinin
degerlendirilebilmesi ve tekrarlanabilirligin gorilebilmesi igin  farkh
derisimlerde (2, 5, 10, 15, 20 nm) modifiye altin nanopartiktl c¢dzeltileri
hazirlanmistir. Cozeltiler peristaltik pompa aracilidiyla SPR nanosensérle
etkilestirilmis ve SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler alinmistir.

(Sekil 3.9.)'de farkh derisimlerde modifiye altin nanopartikil ¢ézeltilerinden

elde edilen sinyaller icin genel grafik verilmektedir. Diger derisim grafikleri,
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etkilesimlerin daha iyi gorilebilmesi amaciyla sadece modifiye altin
nanopartiktllerin baglanma zamanlarini ve miktarlarini gésterecek sekilde

ayarlanmistir.

14
Desorbsiyon j'—'
12

~ Su
10 30
Hemaglobin

Modifive Altin

r@nnpartikﬂller

&R

Su

Zaman (dakika)

Sekil 3.9. Modifiye altin nanopartikil ¢dzeltisinin hemoglobin baskilanmis
polimer ile etkilesimi (Genel Grafik)

Her bir 6lgimde; sistemden 6ncelikle sinyalin dengeye gelmesini beklemek
amaciyla su, sonra modifiye altin nanopartiktller gecirilmistir. Daha sonra
dengeli bir sekilde ylzeye tutunamayan modifiye altin nanopartikllleri
ortamdan uzaklastirmak igin tekrar sistemden su gegirilmistir. Son asamada
hemoglobin baskilanmis polimer vylzeyine tutunan modifiye altin
nanopartikllleri ortamdan uzaklastirmak ve sistemi bir sonraki dlgime
hazirlamak amaciyla desorpsiyon ¢ozeltisi (NaOH veya NaCl) kullaniimistir.
Ardindan sistemden tekrar su gecirerek sistemin tekrar denge durumuna
donmesi saglanmistir. Bitin élglimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin 30
dakika beklendi. Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri 10 dakika iginde
gerceklestirildi.
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3.5.1. Denge Analizi

Analit derisiminin akis hicresinde sabit kaldigi kosullar altinda baglanma su

sekilde ifade edilir;

dAR /dt = KaC (ARmaks -AR)-kaAR (4.1)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rmaks, baglanma ile dlglilen
ve maksimum sinyali; C, analit derisimini (nM), ka, baglanma hiz sabiti
(1/nM.s) ve kg, ayrilma hiz sabiti (1/s)dir. Baglanma sabiti Ka (1/nM), ka ve
kg sabitlerinin oranindan hesaplanir (Ka=ka/kd). Denge durumunda,
dAR/dt=0 alinarak esitlik basitlestirilir:

ARdenge /C = KaARmaks = KaARdenge (4.2)

Burada, badglanma sabiti Ka, ARdenge/C'ye karsi ARdenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

3.5.2. Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar dizenlendiginde;

dAR/dt = KaCARmaks = (kaC + ka)AR (4.3)

esitligi elde edilir. Burada, etkilesim kontrolli kinetikler icin gizilen dAR/dt’ye
karsi AR grafiginin egimi —(kaC + kq) olan bir dogru vermektedir. Baslangig
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iliski icerisindedir ve kantitatif
olarak derisim belirlenmesinde kullanilir. E§ger Rmaks dederi biliniyorsa, tek
bir sensogram kullanilarak ka ve kq dederleri hesaplanabilir. Ylizeyi tamamen
doygunluga eristirmek icin c¢ok vylksek analit derisimlerine gerekli

oldugundan Rmaks'In deneysel olarak belirlenmesi zordur.
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Tercih edilen vyaklasim, bircok farkli analit derisimlerinde baglanma
sensogramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yondeki hizlarin analizi icin gizilen
dAR/dt'ye karsi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iliskili bir

egim degeri (S) vermektedir:

S = kaC + kg (4.4)

S’ye karsi C grafigi, egimi ka olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, kaC >> kg oldugu durumlarda kg
hesaplamasi igin bu yontem c¢ok glvenilir degildir. Daha givenilir yontem,

ayrilma kinetiginin incelenmesidir.

In(ARo / ARt) = kq (t - to) (4.5)

Burada; ARo ve AR:, ayrilma edrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal

degerleridir.

3.5.3. Denge Izoterm Modelleri

SPR ¢ip Uzerindeki hemoglobin baskilanmis nanokdirelerin Altin-MUA ile
etkilesim modelini belirlemek amaciyla doért farkli denge izoterm modeli
uygulanmistir: Scatchard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich
(LF) modelleri.

Cizelge 3.1. Denge izoterm modelleri.

Scatchard ARdenge /[C] = Ka(ARmaks~ ARdenge)
Langmuir AR={ARmaks[C]/Kp+[C]}
Freundlich AR=ARmaks[C]/"
Langmuir-Freundlich AR={ARmaks[C]¥"/Kp+[C]*/"}
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Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasini; ARdenge, denge halindeki
SPR sinyal kaymasini; [C], analit derisimi (nM); Ka (1/nM), baglanma denge
sabitini; Kp (nM), ayrilma denge sabitini; 1/n, Freundlich ylzey heterojenite

indeksini ifade etmektedir.

Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Freundlich adsorpsiyon modeli
ise heterojen baglanma varsayimina dayanir. Freundlich adsorpsiyon
modeli, 6zellikle distk derisimlerde MIP sistemlerine uygunluk

gbdstermektedir[95].

Fakat bu model, yliksek derisim degerlerinde bazi sapmalar géstermektedir.
Bu sapmalari engellemek icin Langmuir-Freundlich ikili modeli kullanilabilir.
Bu model, heterojenite oldugu durumda c¢ok dislk derisimlerden

doygunluga kadar MBP sistemleriyle uygunluk gdstermektedir[96].

3.6. Karakterizasyon Yontemleri

Sentezlenen altin nanopartikdllerin boyut ve sekil analizleri ve altin
nanopartiktllere immobilize edilen molekillerin baglanma analizleri gesitli
karakterizasyon teknikleri kullanilarak incelenmistir.

3.6.1. TEM Analizleri

Sentezlenen altin nanopartiklllerin boyutlari, sekil analizi, yénelimleri ve

homojen dagilimi TEM ile karakterize edilmistir.

3.6.2. UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi Analizleri

11-MUA, Sistamin, Aldehit-PEG-Ester ve Aldehit-PEG-EA moelkdullerinin altin
nanopartikll yluzeylerine immobilizasyonu UV Gérinlr Bélge Spektroskopisi
ile karakterize edilmis ve maksimum absorbans pikinin bulundugu dalga
boyundaki kaymalar incelenerek modifikasyon hakkinda bilgi sahibi

olunulmustur.
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3.6.3. XPS Analizleri

11-MUA, Sistamin ve Aldehit-PEG-Ester molekdllerinin altin nanopartikdl
yuzeylerine modifikasyonu, bu molekillerin uglarinda bulunan fonksiyonal

gruplarinin XPS ile elemental analizi yapilarak incelenmistir.

3.6.4. FT-IR Analizleri

11-MUA molekdlindn altin nanopartikll ylzeyi ile etkilesimi ve modifikasyon
islemi FT-IR spektroskopisi ile incelenerek —SH gerilmesi ve Au-S piki analiz

edilmistir.

3.6.5. Zeta Potansiyel Analizleri

11-MUA, Sistamin, Aldehit, PEG-Ester ve Bos altin nanopartikillerin zeta
potansiyelleri incelenerek immobilizasyon isleminin sonuglari analiz

edilmistir.

3.6.6. SPR Analizleri

Modifiye altin nanopartiklllerin hemoglobine spesifik molekuler baskilanmig
polimer ylzeylerinde yer alan fonksiyonel grup ile etkilesimleri denge ve
kinetik analizleri yapilarak belirlenmeye calisildi. Ayrica izoterm egrileri
cizilerek modifiye altin nanopartikillerin ylizeye baglanma sekilleri incelendi.
SPR gip Uzerindeki hemoglobin baskilanmis polimer ylzeylerin modifiye altin
nanopartiktller ile etkilesim modelini belirlemek amaciyla doért farkli denge

izoterm modeli uygulandi (Cizelge 3.1.).
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4. SONUGLAR VE DEGERLENDIRMELER

Bu tez calismasinda, deneylere baslamadan énce Autodock Vina programi
yardimi ile modifiye altin nanopartiklllerin hemoglobin spesifik molekiler
baskilanmis polimer ylzeyleri ile iliskisi incelenmis, 11-MUA ve Aldehit-PEG-
Ester molekdlleri altin nanopartikil ylzeylerine immobilize edilmek igin
secilmistir. Bu kapsamda stabil, homejen dagilima sahip ve tek boyutlu
kUresel altin nanopartikillerin sentezlenmis, daha sonra ise hemoglobin
yuzeyine spesifik molekller baskilanmis polimer vylzeyler UGzerindeki
fonksiyonel gruplar ile etkilesmesi icin, sentezlenen altin nanopartikillerin
modifikasyonlari yapilmistir. Modifikasyonlari yapilan altin nanopartiktller
yarismali afinite kramotografisi tabanh bir sistem hazirlanarak baglanma
kinetikleri (baglanma/kopma hizi) ve vyiizeylere badlanma sekilleri

karakterize edilmistir.

4.1. Molekiiler Doking Simiilasyonu

pH : 7.4 ortamda MMFF94 kuvvet alani altinda, 9999 adimda ve Steepest
Descent algoritmasi kullanilarak enerji minimizasyonlari Avogadro programi
ile vyapildiktan sonra olusturulan PDB dosyalari Doking isleminin
uygulanacagi Autodock Vina programina aktarilarak gesitli konformasyonlar
icinden en uygun olani segildi. Bu amag dogrultusunda 11-MUA ve Aldehit-
PEG-Ester molekdlleri ligand, hemoglobine spesifik molektller baskilanmig
polimer ylzeylerinde bulunan N-metakriloil-L-histidin metil ester molekulu
ise reseptdr olarak adlandirildi. Ligand molekdlleri igin, reseptdér molekdlt ile
etkilesiminin olabilecedi kisimlar belirlenerek ve kag farkli konformasyona
bakilacadi girilerek konfiglirasyon dosyasi hazirlandi. Similasyon sonucunda
Autodock Vina programi tarafindan verilen ve baglanma enerijileri degerlerini

iceren log dosyasi yardimi ile en anlamli konformasyon belirlendi.

40



4.1.1. 11-MUA Doking Simiilasyonu

Doking islemi icin 11-MUA ligandi ile N-metakriloil-L-histidin metil ester
reseptéri arasinda mimkin olan doking hesaplamalari yapildi. Bu islem igin

hazirlanan konfiglirasyon dosyasi (Sekil 4.3.)'de verilmistir.

receptor = receptor.pdbqt
ligand =ligand.pdbqgt

out = out.pdbqt
0.056

0.111
0.083

center_x
center_y
center_z

40
40
40

size x
size y
size z

exhaustiveness = 100

Sekil 4.1. 11-MUA doking konfiglirasyon dosyasi.

Hazirlanan konfiglirasyon dosyasli secimiyle doking islemi vyapildi ve
muUmkuin olabilecek 9 konformasyon Autodock Vina programi tarafindan

belirlendi. Sonuc olarak bulunan log dosyasi ise (Sekil 4.2.)"te gosterilmistir.
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WARNING: The search space volume > 2760 Angstrom*3 (See FAQ)
Detected 8 CPUs

Reading input ... done.

Setting up the scoring function ... done.

Analyzing the binding site ... done.

Using random seed: 1575752168

Performing search ... done.

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

{riting output ... done.

Sekil 4.2. 11-MUA doking log dosyasi

Bulunan 9 konformasyon Autodock Tools kullanici ara ydzid kullanilarak
gorsel olarak incelendi. Bu program ile aktif bélgedeki 11-MUA ligandi ile N-
metakriloil-L-histidin metil ester reseptéri arasinda olusabilecek tim
etkilesimler ve hidrojen baglari gézlendi. Log dosyasi ve ADT kullanici ara
yuzl kullanilarak yapilan incelemede 2 numaral konformasyonun en anlamli

etkilesim oldugu goézlemlendi.
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Sekil 4.3. 11-MUA ile N-metakriloil-L-histidin metil ester arasindaki 2

numaral konformasyon.

2 numarah konformasyonda belirtilen etkilesimde, N-metakriloil-L-histidin
metil ester molekllinin imidazol halkasindaki Azota (N) bagli Hidrojenin
(H), 11-MUA molekllinin ucundaki karboksil grubunun (COOH) Oksijeni
(0) ile zayif bir hidrojen bagi yaptigi gorilmektedir ((Sekil 4.3.), kesikli yesil

cizgi).

Ayrica anlaml konformasyonlar, Ki (inhibisyon katsayisi) cinsinden de analiz
edilmistir. Autodock Vina programi log dosyasinda bize AG baglanma

enerjilerini vermektedir. Bu enerjiden Ki dederi hesaplanabilir.
Hesaplama icin dikkate alinacak formdil;
AG = - R.T.InKi (R= 1.986 cal/mol.K, T= 298,15 K, AG = -1.3)

Buradan; Autodock Vina hesaplamalarina goére Ki dederi 0.8 olarak
bulunmustur. Bu sonug¢ bize zayif badglanmanin meydana geldigini

gbdstermektedir.
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4.1.2. Aldehit-PEG-Ester Doking Simiilasyonu

Doking islemi icin Aldehit-PEG-Ester ligandi ile N-metakriloil-L-histidin metil
ester reseptdérld arasinda mumkidn olan doking hesaplamalari yapildi. Bu

islem icin hazirlanan konfiglirasyon dosyasi (Sekil 4.1.)'de verilmistir.

receptor = receptor.pdbqt
ligand =ligand.pdbqgt

out = out.pdbqgt
center x = 6.157

center_y -0.578
center_z = -0.774

size x = 40
size y = 40
size z = 40

num_modes = 30

exhaustiveness = 160

Sekil 4.4. Aldehit-PEG-Ester doking konfiglirasyon dosyasi

Hazirlanan konfiglirasyon dosyasi secimiyle docking islemi vyapildi ve
muUmkuin olabilecek 20 konformasyon Autodock Vina programi tarafindan

belirlenerek log dosyasi olusturulmustur (Sekil 4.5.).
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WARNING: The search space volume > 27009 Angstrom™3 (See FAQ)
Detected 8 CPUs
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -1322057316
Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rasd u.b.
..... R s o e s e s e
1 -1.8 0.000 0.000
2 -1.8 3.341 5.739
3 -1.8 3.395 5.187
4 -1.7 6.186 8.244
5 -1.7 2.475 3.430
6 -1.7 2.680 4.748
7 -1.7 6.305 7.765
8 -1.7 2.644 4.522
9 -1.7 1.258 1.917
10 -1.7 9.195 11.383
11 -1.7 1.256 2.165
12 -1.7 4.e81 5.488
13 -1.7 3.009 5.723
14 -1.6 2.755 4.617
15 -1.6 2.622 3.779
16 -1.6 3.136 5.e39
17 -1.6 2.310 4.760
18 -1.6 2,194 4.467
19 -1.6 4,015 6.088
20 -1.5 2.232 2.845
Wreiting output ... done.

Sekil 4.5. Aldehit-PEG-Ester doking log dosyasi

Bulunan 20 konformasyon Autodock Tools kullanici ara yuzd kullanilarak
gorsel olarak incelendi. Bu program ile aktif bélgedeki Aldehit-PEG-Ester
ligandi ile N-metakriloil-L-histidin metil ester reseptéri arasinda
olusabilecek tim etkilesimler ve hidrojen baglar gézlendi (Sekil 4.6., kesikli
yesil cizgi). Log dosyasi ve ADT kullanici ara ylzu kullanilarak yapilan

incelemede 20 numaral konformasyonun anlamli oldugu goézlemlendi.
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Sekil 4.6. 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP ester (PEG) ile N-metakriloil-

L-histidin metil ester arasindaki 20 numaralh konformasyon

Yukaridaki konformasyonda N-metakriloil-L-histidin metil ester
molekllinin imidazol halkasindaki Azota (N) bagli Hidrojen (H) ile 4-formyl-
benzamido-dPEG®24-TFP ester (PEG) molekilinin Aldehit ucundan hemen

once gelen Oksijen ile zayif bir hidrojen bagi yaptigi goérilmektedir.

Ayrica anlaml konformasyonlar, Ki (inhibisyon katsayisi) cinsinden de analiz
edilmistir. Autodock Vina programi log dosyasinda bize AG baglanma
enerjilerini vermektedir. Bu enerjiden Ki dederi hesaplanabilir. Hesaplama

icin dikkate alinacak formil;
AG = - R.T.InKi (R=1.986 cal/mol.K, T= 298,15 K, AG = -1.5)

Buradan; Autodock Vina hesaplamalarina gore Ki dederi 0.9 olarak
bulunmustur. Bu sonug¢ bize zayif baglanmanin meydana geldigini

gbéstermektedir.
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Her iki molekil (11-MUA ve Aldehit-PEG-Ester) icinde bulunan Ki degerleri
literatiirde yer alan kuvvetli badglanma Ki degerleri ile de (7.8-8)
karsilastinlmis ve bu iki molekllin aktif gruplarinin N-metakriloil-L-histidin
metil ester molekullinde bulunan imidazol halkasinindaki uygun gruplar ile

zayIf baglanma gergeklestigi onaylanmistir

4.2. Turkevich Yontemi Ile Sentezlenen Sitrat Kaplhi Altin

Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda sentezlenen altin partiktllerin boyut ve sekil
analizleri TEM (gecirimli elektron mikroskobu) ile yapilmistir. Elde edilen

sonuglar literatlrde belirtilen sonuclar ile tutarhilik géstermektedir.

4.2.1. 10 nm Biyiikliigiindeki Altin Nanopartikiillerin TEM

Karakterizasyonu

Elde edilen nanopartikiller optik olarak incelendiginde renklerinin istenildigi
gibi koyu kirmizi ve boyutlarinin da 10£1 nm oldugu belirlenmistir. TEM
gorintlleri  nanopartikilleri es boyutlu 06zellik goésterdigini de
desteklemektedir. Ayrica partiktller arasinda agregasyonun
gbzlemlenmemsi de sitrat kaph altin nanopartiktllerin basarili bir sekilde

sentezlendigini gostermektedir.

Sekil 4.7. Es boyutlu 10 nm altin anopartikuller.
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Sekil 4.8. 10 nm altin nanopartikdllerin, (a) 100 nm, (b) 50 nm, (c) 10 nm

Olceklerde TEM gorantdleri.

4.2.2. 25 nm Biiyiikliigiindeki Altin Nanopartikiillerin TEM

Karakterizasyonu

Sentezlenen partiklllerin 10 nm’lik partiklllere oranla daha koyu bir renkte
oldugu go6zlemlenmis (partikil boyutunun artmasi Isigin  kiriniminda
farklilasmalara sebep olmaktadir) [97] ve alinan TEM sonuclarindan,
sentezlenen partikillerin 25 nm boyutlarinda, tek boyutlu oldugu ve gozelti

icerisinde homojen dagilarak agregasyona sebep olmadigi gértalmustar.
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Sekil 4.9. Es boyutlu 25 nm altin nanopartikdller.

x b ®

Sekil 4.10. 25 nm altin nanopartiktllerin, (a) 50 nm, (b) 20 nm, (c) 5nm

Olceklerde TEM géruntuleri.
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4.3. Modifiye Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Molektller doking simulasyonu hemoglobin spesifik molekller baskilanmis
pollimer ylUzeyleri ile etkilesmesi icin secilen 11-MUA ve Aldehit-PEG-Ester
molekdlleri altin nanopartiktller Gzerine immobilize edildi. 11-MUA
molekdlleri bir ucunda bulunan tiyol grubu (-SH) yardimi ile Aldehit-PEG-
Ester molekdlleri ise sistamin modifiye altin nanopartiklllerin bosta kalan

amin gruplan (NH2) yardimi ile partiktller Gzerine tutturuldu.

4.3.1. Altin Nano Partikiillerin 11-Merkapto Undekaonik Asit Ile
Modifiye Edilmesi

Modifiye edilen partikdllerin renkleri (Sekil 4.10.)'da gérilmektedir.
Modifikasyon islemi sonucunda 10 nm’lik partiklllerin istenilen renk olan
kirmizi rengini korudugu, fakat 25 nm’lik partiklllerin mor renk aldigi
(agregasyona ugradigi) belirlenmistir. Tez asamasinin bu kisminda 25

nm’lik partikullerin kullanilmasindan vazgecilmistir.
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Sekil 4.11. 11-MUA modifiye (a) 10 nm, (b) 25 nm altin nanopartikdller.

4.3.1.1. 11-Merkapto Undekaonik Asit Ile Modifiye Edilen 10 nm
Altin Nano Partikiillerin UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi Ile

Karakterizasyonu

Bos altin nanopartikillerin modifiye edildikten sonra, absorbans pikinin
maksimum dederine denk gelen dalgaboyunda saga dogru 8 nm kayma
oldugu [98] UV Absorbans spektroskopisi yardimi ile gdzlenmistir. Bu
kaymanin partiklller Gzerine immobilize olan MUA molekillerinden

kaynaklandigi literatlirdeki benzer calismalar ile de dogrulanmistir.
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Sekil 4.12. Bos altin nanopartikillerin ve 11-MUA modifiye altin

nanopartiktllerin absorbans grafigi.

4.3.1.2. 11-Merkapto Undekaonik Asit Ile Modifiye Edilen 10 nm
Altin Nano Partikiillerin Xps (X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi)

Ile Karakterizasyonu

Bos altin (Sekil 4.13.) ve modifiyeli altin (Sekil 4.14.) nanopartikuller ikinci
bir elemental analiz yéntemi olan XPS (X-isini fotoelektron spektroskopisi)

ile de karakterize edilmistir.
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Sekil 4.13. Bos altin nanopartiktllerin XPS grafigi.
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Cizelge 4.1. Bos Altin nanopartikUllerin XPS datalari ve drnek icerisindeki

molekdl ylzdeleri.

START BE END BE [HEIGHT CPS |FWHM eV| AREA(P) CPS.V|AREA(N) TPP-2M

ATOMIC %

705645,91
3955276,07

48105,16
150470,67 1105,29

42983,34
179821,18 2522,13

XPS verileri incelendiginde, bos altin partikillerine (Cizelge 4.1.) gore,
modifiye partikillerdeki karbon (C) ve kukurt (S) miktarindaki artis (Cizelge
4.2.) bize yine 11-MUA molekdllerinin, altin nano partikillere immobilize

oldugu gostermektedir.
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Sekil 4.14. 11-MUA modifiye altin nanopartiklllerin XPS grafigi.
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Cizelge 4.2. 11-MUA modifiye altin nanopartiklllerin XPS datalar ve érnek
icerisindeki karbon (C) ve kukurt (S) ylzdesi.

START BE| END BE HEIGHTCPS [FWHM eV| AREA(P) MAREA[N] TPP-2M| ATOMIC %

460730,44
2656337,78

84651,64
3179449

71296,23
2684771 1557,596

8096,27
41283,55
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4.3.1.3. 11-Merkapto Undekaonik Asit Ile Modifiye Edilen 10 nm
Altin Nano Partikiillerin FT-IR (Fourier Transform Infrared

Spektroskopisi) Ile Karakterizasyonu
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Sekil 4.15. 0-4000 cm™! dalga numarasi araliginda a) 11-MUA, b) Altin
nanopartiktl, c) 11-MUA modifiye altin nanopartikil FT-IR grafigi. (Genel
Grafik)

Yukaridaki FT-IR grafiklerinde altin ve modifiye altin nanopartiktllerindeki
piklerin siddetleri, 11-MUA grafiginde gorilen piklerin siddetlerinden daha
azdir. Bu durum, modifikasyon isleminden kullanilan 11-MUA

konsantrasyonunun ¢ok az olmasindan kaynaklanmaktadir.

57



2558

%T
©
oS

(2]

o
2917

2848

100 MWWWMJ\WWW“WW“W

951

%T

90+

85
-Gold-MUA

%T
2979

" 3g0 3800 3400 3200 3000 2800 2600 2400
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.16. 2500-4000 cm-! dalga numarasi araliginda a) 11-MUA, b) Altin
nanopartiktl, c) 11-MUA modifiye altin nanopartikil FT-IR grafigi.

Yukaridaki FT-IR grafiginde 11-MUA molekdillerinin ucunda bulunan -SH
gruplarina ait gerilmeler 2558 cm™ de gdzlenmektedir. Bos altin
nanopartiktller ve 11-MUA altin nanopartikullerde, bu dalga boylarinda
herhangi bir pik gbzlenmemistir. Modifikasyon islemi sonucunda -SH
gruplarinin altin ylizeyine immobilize oldugu ve gerilmelerinin ortadan

kalktigr gérdlmustar.
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Sekil 4.17. 0-1800 cm™! dalga numarasi araliginda a) 11-MUA, b) Altin
nanopartiktl, c) 11-MUA modifiye altin nanopartikil FT-IR grafigi.

Yukaridaki FT-IR grafiginde ise 657 cm™! dalga boyunda ortaya c¢ikan yeni
pik, bos altin nanopartiktllerde ve 11-MUA molekullerinde gézlemlenmistir.
Literatir bilgisine dayanarak [99] bu pikin Au-S (altin-kdkdadrt)

baglanmasindan ortaya cikan yeni bir pik oldugu anlasiimistir.

4.3.2. 10 nm Altin Nano Partikiillerin Sistamin Ile Modifiye Edilmesi

Altin nanopartikll isaretli sentetik hemoglobin molekullerinin hazirlanmasi
icin izlenecek diger bir modifikasyon yonteminde ise, bir ucu 4'li flor halkasi
diger ucu aldehit grubu iceren heterobifonksiyonel polietilenglikol Aldehit-

PEG-Ester molekull kullaniimistir.

Aldehit-PEG-Ester molekulintn altin ylzeyine modifikasyonu, ytzeyin -NH>

(amin) molekdld ile modifikasyonu sonrasi mimkun olmaktadir. Ester ucu
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cOzelti icerisinde koparken cift bagli oksijen (O) ylizeydeki -NH2 (amin)

grubuna baglanmaktadir.

Bu sebepten, altin nanopartikiller éncelikle sistamin molekUld ile modifiye
edilmislerdir. Sistaminin moleklll, bir ucunda bulunan tiyol grubu (-SH)
yardimi ile altin nanopartikile baglanmis ve bosta kalan amin grubuna da
(-NH2) Aldehit-PEG-Ester molekullu tutturulmustur.

Sistamin modifiye  nanopartiktllerin renkleri (Sekil  4.18.)'de
goérulmektedir. Modifikasyon islemi sonucunda hem 10 nm’lik partikdllerin
istenilen renk olan kirmizi renklerini korudugu, 25 nm’lik partikillerin ise

biraz daha morumsu renk (agregasyona ugradigi) oldugu goérilmektedir.

—
QO
. WV

b &=

-

Sekil 4.18. Sistamin modifiye (a) 10 nm, (b) 25 nm altin nanopartikiller

4.3.2.1. Sistamin Ile Modifiye Edilen Altin Nano Partikiillerin UV
Goriiniir Bolge Spektroskopisi Ile Karakterizasyonu

Altin nanopartikillerin sistamin ile modifiye edildikten sonra, absorbans
pikinin maksimum degerine denk gelen dalgaboyunda sada dogru 3 nm
kayma oldugu UV Absorbans spektroskopisi yardimi ile gézlenmis ve Mocanu
ve ark.lar [100] tarafindan yapilan deneysel galismalar ile uyumlu oldugu

analsilarak baglanmanin gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Bos altin nanopartikil ve sistamin modifiye altin

nanopartiktllerin absorbans grafigi.

4.3.2.2. Sistamin Ile Modifiye Edilen Altin Nano Partikiillerin XPS
(X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi) Ile Karakterizasyonu

Sistamin modifiye altin nanopartikillerin analizleri ayni zamanda XPS
Olcimleriylede yapilmis ve -NH2 gruplarindan gelen Azot (N) piki (Sekil

4.20.) ve 6rnek icersindeki bulunma yulzdesi ¢ikariimistir (Cizelge 4.3.)
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Sekil 4.20. Sistamin modifiye altin nanopartikillerin XPS grafigi.
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Cizelge 4.3. Sistamin modifiye altin nanopartiktllerin XPS datalari ve 6rnek

icerisindeki Azot (N) ylzdesi

NAME START BE| PEAK BE|EMD BE HEIGHT CPS WHM eV | AREA(P) CPS.eVIAREA(N) TPP-2M ATOMIC %
K2p 298,08 293,44 290,08 5591,73 2,75 22477,8 67,86 0,66
Ols 538,58 531,81 526,58 137274,2 3,37 522057,15 3028,36 29,24
Cls 298,08 285,1 277,08 98128,46 3,17 386039,68 5414,24 52,28
Mals 1077,08 1071,14 | 1064,58 | 39205,98 3,18 143125,25 411,46 3,97
Si2p 110,08 102,38 93,58 15548,56 3,07 57902,81 808,75 7.81
M1s 405,08 399,92 394,08 10096,76 4,11 45531,2 411,91 3,98
Clzp 203,58 198,24 188,08 8514,9 3,55 38601,27 187,15 1,81
Auaf 92 83,38 79,46 7855,46 2,86 44765,52 26,85 0,26

Yukaridaki grafik ve verilerden de anlasilacagi Uzere, sentezlenen altin
nanopartiktl 6rnekler icerisinde Azot (N) molekulleri bulunmazken (Sekil
4.13. ve Cizelge 4.1.), sistamin modifiye drneklerde, sistamin molekulinin
bosta kalan ucundan kaynaklanan Azot (N) molekdlleri gértilmektedir. Bu
karakterizasyon ydntemide yine bize modifikasyon isleminin basari ile
gerceklestigini gostermektedir. Modifikasyon isleminin ikinci asamasinda
ise, modifiye edilmis altin nanopartiktllerin amin gruplarina aldehit-PEG-

ester molekilinin ester ucundan baglanmasi gergeklestirilmistir.

63



4.3.3. Sistamin Modifiye Altin Nanopartikiillerin Aldehit-PEG-Ester

ve Etanolamin Hidrokloriir ile Modifikasyonu

Sistamin modifiye altin nanopartikillerin agikta duran amin (-NH32) uglarina
4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP ester (Aldehit-PEG-Ester) molekull gift
bagl oksijen’ den baglanmaktadir (Sekil 3.6.).

Aldehit-PEG-EA modifiye nanopartiklllerin  renkleri  (Sekil4.21.)'de
gorulmektedir. Modifikasyon islemi sonucunda 10 nm’lik partikdllerin
istenilen renk olan kirmizi rengini korudugu, 25 nm’lik partikillerin ise
morumsu renk (agregasyona ugradigi) oldugu gorilmektedir. Tezin bu
asamasindan itibaren calismalara 10 nm’lik partikdller Gzerinden devam

edilmistir.

Sekil 4.21. Aldehit PEG-EA modifiye (a) 10 nm, (b) 25 nm altin

nanopartiktlleri

4.3.3.1. Aldehit PEG-Ester ve Etanolamin Hidrokloriir Ile Modifiye
Edilen Altin Nano Partikiillerin UV Goériiniir Bélge Spektroskopisi Ile

Karakterizasyonu

Altin  nanopartiklllerin modifiye edildikten sonra, absorbans pikinin
maksimum dederine denk gelen dalgaboyunda saga dogru 5 nm kayma
oldugu UV Absorbans spektroskopisi yardimi ile goézlenmis ve Yyine
literatiirde de yer alan bu bilgi dogrultusunda baglanmanin gergeklestigi
tespit edilmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Bos altin nanopartikul ve Aldehit-PEG-Ester ve Aldehit-PEG-

Etanolamin (EA) modifiye altin nanopartiktllerin absorbans grafigi.

4.3.3.2. Aldehit PEG-EA Ile Modifiye Edilen Altin Nano Partikiillerin
XPS (X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi) Ile Karakterizasyonu

PEG modifiyeli altin nanopartikillerin XPS o&lgimleri yapilmis, genel
elemental analiz grafigi (Sekil 4.23.) ve elementlerin 6rnek icersindeki

bulunma yuzdeleri (Cizelge 4.4.)'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.23. PEG modifiye altin nanopartiktllerin XPS grafigi.
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Cizelge 4.4. Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikillerin XPS datalarn ve

ornek icerisindeki oksijen (O) yuzdesi.

START BE EMND BE HEIGHT CPS AREA(P) CPS.eVIAREA(N) TPP-2IV

1594064,15 710950,16

7004842 331237,76 4644,92

3474282 122260,8 1707,49

10838,03

1075,58 | 1071,28 | 1066,08 | 7949,31 28533,34

4781,08 30433,94

3239,08 22503,24

13336,99 99110,57

Grafiklerden ve bulunma ylzdelerinden de goérildiiga gibi aldehit-peg-ester
modifiye altin nanopartikll 6rnedinde oksijen (O) moleklll yizdesi bos altin
(Cizelge 4.1.) ve sistamin modifiye altin nanopartikil (Cizelge 4.3.)
orneklerine gore daha fazladir. Sistamin modifiye altin nanopartikdl
orneginde, oksijen (O) miktarindaki artis sonucu yapisinda bolca oksijen
bulunan (Sekil 4.18.) aldehit-peg-ester molekulintn partikll ylzeylerine
basariyla immobilizasyonu sonucu 6&rnek icerisindeki oksijen moleklll
miktarinin arttidi gézlemlenmistir. Bu sonug, bos altin nanopartikilleri ile
aldehit-peg-ester molekdli arasindaki baglanmanin  gergeklestigini

gbéstermektedir.
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4.4. Bos Ve Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Zeta Potansiyeli

Karakterizasyonu

Son olarak altin nanopartikdllerin her bir modifikasyon islemi sonrakindaki

yukleri zeta potansiyel analizi ile hesaplanmis (Cizelge 4.5.)'de verilmistir.

Cizelge 4.5. Altin nanopartiktlleri ve modifiye altin nanopartikillerinin zeta

potansiyelleri.

Nanopartikal Tard Zeta potansiyeli

Bos altin nanopartikal -28,4 (£ 0,02)

Sistamin modifiye altin
o -22,1 (£ 0,09)
nancpartikal

Aldehit-PEG-EA modifiye

-25,4 (+ 0,09)
altin nanopartikal

Yukaridaki verilerden de anlasildigi Uzere sitrat kapli (- yukld) altin
nanopartiktllerin modifikasyonu sonucu, eksi yukli sitrat molekullerini
yerlerinden sdken; sistamin, aldehit-PEG-ester ve 11-MUA molekdlleri, altin
nanopartiklllerinin ylzey yukinde dlsuslere sebep olmaktadir. Bu veriler
dogrultusunda da modifikasyon islemlerinin basariyla gerceklestigi

anlasiimaktadir.

4.5. Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Farkhh Derisimlerde
Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensorii Ile Kinetik Analizlerinin

Yapilmasi
Farkh derisimlerde modifiye altin nanopartiklller SPR ¢ipi Uzerinde

hemoglobine spesifik molekller baskilanmis polimer vylzeyleri ile
etkilestirilerek kavitelerde bulunan fonksiyonel gruplara baglanma denge ve
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kinetik analizleri incelenmistir. Ayrica izoterm grafikleri cizilerek modifiye
altin nanopartikullerin ylzeye tutunma sekilleri analiz edilmistir.

4.5.1. 11-MUA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Farkh
Derisimlerde Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensorii Ile Kinetik

Analizlerinin Yapilmasi

SPR sinyalinin Altin-MUA derisimi arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi
icin farklh derisimlerde (2-40 nM) Altin-MUA c¢oézeltileri hazirlanmistir.
Verilerin daha duyarh dederlendirilebilmesi igin yaygin olarak anlk % kirilma
degeri ile baslangic % kirilma dederi arasindaki farki gosteren AR dederleri

kullaniimigtir

0,6

0,5

0,4

AR

10 25

Zaman (dakika)

Sekil 4.24. 2 nM 11-MUA modifiye altin nanopartikil ¢ozeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,1033)
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Sekil 4.25. 5 nM 11-MUA modifiye altin nanopartikll ¢ozeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,1556)
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Sekil 4.26. 10 nM 11-MUA modifiye altin nanopartikil ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,1658)
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Sekil 4.27. 15 nM 11-MUA modifiye altin nanopartikil ¢dzeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,1472)
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Sekil 4.28. 20 nM 11-MUA modifiye altin nanopartikil ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,3282)
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Sekil 4.29. 40 nM 11-MUA modifiye altin nanopartiktl ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,4422)

Sekil (4.24.-4.29.) degisik derisimlerde Altin-MUA c¢ozeltilerinin SPR sensori
Uzerindeki hemoglobine spesifik nanokirelere uygulanmasi ile elde edilen %
kirlmaya karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilde de goérildigu gibi
ylzeye Altin-MUA baglanmasiyla birlikte % kirillma dederi artmaktadir.
Standart bir élcimde; sistemden 6ncelikle su, daha sonra sistem yeniden
dengeye ulasana kadar Altin-MUA c¢ozeltisi gecirilmis, non-spesifik olarak
baglanan Altin-MUA'nin uzaklastiriimasi igin tekrar su ve son asamada
desorpsiyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Derisimdeki artigla birlikte %kirilma
degerindeki artisin daha fazla oldugu goérilmustir. Bunun sebebi, ¢ozelti ile

yuzey arasindaki strtcu glgc olan derisim farkinin artmasidir.
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4.5.1.1. 11-MUA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Denge

Analizi
0,45 0,45
Q o4 b o4
0,35 0,35
03 03 (0118 + 0,1105
e 0.25 e 025 R?=0,9545
< 02 < 0.2
0,15 0,15
0,1 0,1
0,05 0,05
0 0

20 40

Derisim (nM)

60

20 40

Derisim (nM)

60

Sekil 4.30. Hemoglobin baskilanmis nanokilirelere baglanan Altin-MUA

derisimi ile SPR’de elde edilen AR arasindaki iliski.

Sekil 4.30. (a)'da gorildugl gibi AR degderi derisim arttikga artmaktadir. AR

degeri yaklasjk 20 nM civarinda dengeye ulasmistir. Sekil 4.30. (b)’'de ise 2-

20 nM arahgindaki

verilerin dogrusalligi

(R2 dederi) 0.9545 olarak

hesaplanmistir ve elde edilen dogrunun denklemi (y=0.0118x + 0.1105)'dir.

Bu sonuglara gore; Altin-MUA hemoglobin baskilanmis, bélgeye 2-20 nM

derisim araliginda yulksek afinite ile baglanmaktadir ve % 95.45 dogrulukla

O6lcim yapabilmektedir.
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4.5.1.2. 11-MUA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Kinetik

Analizi

0,08
L
y =-0,1574x + 0,0721
0,06 R*>=0,5232
O
= 0,04
<
0,02
0
0 0,2 0,4 0,6
AR

Sekil 4.31. Altin-MUA icin Denge analiz yaklasimi (Scatchard).

2
y=0,079x - 0,1315
R?=0,9915
1,5
w 1
0,5 ¢
0
0 10 20 30
Derisim (nM)

Sekil 4.32. Altin-MUA icin Baglanma kinetik yaklasimi.
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Sekil 4.31. ve 4.32.de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen
dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka,

kd, Ka ve Kp dederleri Cizelge 4.6'da 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6. Altin-MUA icin Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 0.458 ka 1/nM.s 0.079
Ka, 1/nM 0.157 ka 1/s 0.132
Kp, nM 6.353 Ka 1/nM 0.600
R? 0.523 Kp (nM) 1.664

R? 0.992
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4.5.1.3. 11-MUA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin Izoterm

Analizi

Langmuir
8
7 2
6 &
o 5 &
J4
S~
3 . y=8,171x + 3,1232
5 ¢ R?=0,7125
1
0
0 0,2 0,4 0,6

1/C (1/nM)

Sekil 4.33. Altin-MUA igin Langmuir Adsorpsiyon modeli.

Freundlich

-0,8 y=0,3691x - 2,2718
R?=0,9036

In AR
-
N

InC

Sekil 4.34. Altin-MUA igin Freundlich Adsorpsiyon modeli.
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Sekil 4.35. Altin-MUA icin Langmuir-Freundlich Adsorpsiyon modeli.

Langmuir-Freundlich

y=22,135x + 3,1232

. R2=0,7125
0,05 0,1 0,15
(1/C)/n

0,2

Cizelge 4.7. Altin-MUA igin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks 0320 ARmaks 0103 ARmaks 0045
Ko (nM) 2.616 1/n 0.369 Kb (nM) 0.141
Ka (1/nM) 0.382 R? 0.9547 Ka (1/nM) 7.087
R? 0.712 R? 0.712
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(Sekil 4.24-4.29.)'e gbre deneysel olarak elde edilen verilerden hesaplanan
adsorpsiyon modellerinin dogrusalligi incelendiginde Freundlich modeli (R?2
= 0.95) Langmuir modeline (R? = 0.71) gore daha uyumlu oldugu
gorilmektedir. Bununla beraber, denge analiz (scatchard) grafiginden elde
edilen ve Cizelge 4.6. da hesaplanan deneysel ARmaks. dederi (0.458),
Langmuir adsorpsiyon modelinde hesaplanan teorik ARmaks. degerine
(0.320) en yakin sonuctur. Bu sonug; hazirlanan hemoglobin baskilanmis
SPR cip ylzeyindeki nanokirelerin Altin-MUA (sentetik hemoglobin)
baglanma bdlgelerinin homojen dagihimh, tek tabakali, es enerjili ve
minimum yanal etkilesimli oldugunu g&stermektedir. Her (¢ izoterm
modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.7.de verilmistir. Langmuir
denkleminden hesaplanan Ka ve Kp dederleri sirasiyla 0.382 nM™! ve 2.616

nM olarak hesaplanmistir.

4.5.2. Aldehit PEG-Ester ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin
Farkl Derisimlerde Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensérii Ile

Kinetik Analizlerinin Yapilmasi

0,5

0,4

i
Ll
3 LL:! l‘ |
|

! J . ;ll 0
X M 'Jl‘.[.u.|‘|”‘| )\ i L
Ul . | . .

0,3

0,2
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0,1 v \

i (I l ) "L‘L 'p
0 ¥ koot Wil

' "“u‘““ i N
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> I 4 6 8 10 19 '“..;“*4"“" 1

-0,1

-0,2

Zaman (dakika)

Sekil 4.36. 2 nM Aldehit PEG modifiye altin nanopartikll ¢dzeltisinin

hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi.
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0,3

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

AR

-0,05
-0,1

-0,15

-0,2
Zaman (dakika)

Sekil 4.37. 5 nM Aldehit PEG modifiye altin nanopartiktl ¢dzeltisinin

hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi.

0,8

AR

-0,3

Zaman (dakika)

Sekil 4.38. 10 nM Aldehit PEG modifiye altin nanopartikll ¢dzeltisinin

hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi.
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AR

8 16

Zaman (dakika)

Sekil 4.39. 15 nM Aldehit PEG modifiye altin nanopartikll ¢dzeltisinin

hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi.

Zaman (dakika)

Sekil 4.40. 20 nM Aldehit PEG modifiye altin nanopartikll ¢dzeltisinin

hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi.

Aldehit PEG modifiye altin nanopartikil derisimindeki artiglar ile birlikte AR
dederlerindeki artislarinin daha fazla oldugu gorulmistir. Ancak SPR

nanosensor ylzeyinden su gegcirildiginde Aldehit-PEG-ester molekulinin
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hemoglobine spesifik polimer ylzeylerde non-spesifik etkilesimler gosterdigi
SPR sinyalinin baslangictaki denge durumuna ddnmesi sonucunda

gbézlemlenmistir.

Bu nedenle herhangi bir kinetic analizi yapilmamistir. Bu sonuclar altinda
Aldehit-PEG-Ester molekilinlin tasarlanan sistem icin kullanisli olmadigi

anlasiimistir.

4.5.3. Aldehit PEG-EA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin
Farkh Derisimlerde Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensérii Ile

Kinetik Analizlerinin Yapilmasi

Verilerin daha duyarlh degerlendirilebilmesi icin yaygin olarak anlk % kirilma
degeri ile baslangic % kirilma dederi arasindaki farki gosteren AR dederleri

kullantimistir

0,3

0,25
0,2
0,15

0,1

AR

0,05

-0,05

-0,1

-0,15

Zaman (dakika)

Sekil 4.41. 2 nM Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikll ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,0804).
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0,4

AR

-0,2

Zaman (dakika)

Sekil 4.42. 5 nM Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikil ¢gbzeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,2160).

0,7

0,6
0,5
0,4

0,3

AR

0,2

0,1

-0,1

-0,2

Zaman (dakika)

Sekil 4.43. 10 nM Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikil ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,4647)
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AR

8 16

Zaman (dakika)

Sekil 4.44. 15 nM Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikil ¢dzeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,5573)

AR

12 14 16 18 20 22 26

Zaman (dakika)

Sekil 4.45. 20 nM Aldehit PEG-EA modifiye altin nanopartikil ¢ézeltisinin
hemoglobin baskilanmis polimer ile etkilesimi (AR=0,7805)

Sekil (4.41.-4.45.) degisik derisimlerde Altin-PEG-EA co6zeltilerinin SPR
sensoru lzerindeki hemoglobine spesifik nanoktirelere uygulanmasi ile elde

edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilde de gorialdigu
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gibi ylzeye Altin-PEG-EA badglanmasiyla birlikte % kirilma dederi
artmaktadir. Standart bir 6lcimde; sistemden oOncelikle su, daha sonra
sistem yeniden dengeye ulasana kadar Altin-PEG-EA c¢dzeltisi gecirilmis,
non-spesifik olarak baglanan Altin-PEG-EA'nin uzaklastiriimasi igin tekrar su
ve son asamada desorpsiyon c¢ozeltisi kullanilmistir. Derisimdeki artigla
birlikte %kirilma dederindeki artisin daha fazla oldugu goridlmdstir. Bunun
sebebi, ¢ozelti ile ylzey arasindaki suridci gug olan derisim farkinin

artmasidir.

4.5.3.1. Aldehit-PEG-EA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin

Denge Analizi

Sekil 4.31. ve 4.32.'de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen
dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka,

kd, Ka ve Kp dederleri Cizelge 4.6.’da 6zetlenmistir.

0,5 b 0,5
0,4 0,4
fl 0,3 % 0,3
0,2 0,2
0,1 0,1

0 0

0 10 20 30 0 5 10 15
Derisim, nM Derisim, nM

Sekil 4.46. Hemoglobin baskilanmis nanokiirelere baglanan Altin-PEG-EA
derisimi ile SPR’de elde edilen AR arasindaki iligki.
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Sekil 4.46. (a)'da gorildigu gibi AR dederi derisim arttikca artmaktadir. AR
degeri yaklasjk 10 nM civarinda dengeye ulasmistir. Sekil 4.46. (b)’'de ise 2-
10 nM arahdindaki verilerin dogrusalhigi (R? dederi) 0.817 olarak
hesaplanmistir ve elde edilen dogrunun denklemi (y = 0.0351x +
0.1078)'dir. Bu sonuclara goére; Altin-PEG-EA, hemoglobin baskilanmis,
bolgeye 2-10 nM derisim araliginda ylksek afinite ile baglanmaktadir ve %

81,70 dogrulukla 6lcim yapabilmektedir.

4.5.3.2. Aldehit-PEG-EA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin

Kinetik Analizi

0,08
L 2
L 2
0,06
O
= 0,04 ¢
>
2 2
0,02 *
y=-0,1112x + 0,0849
R2 = 0,4061
0
0 0,2 0,4 0,6

AR

Sekil 4.47. Altin-PEG-EA igin Denge analiz yaklasimi (Scatchard).
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0,7
0,6
0,5
- 0,4 +y=0,0162x + 0,314

0,3 R%2=0,9302
0,2
0,1

0

0 10 20 30
Derisim, nM

Sekil 4.48. Altin-PEG-EA icin Baglanma kinetik yaklasimi.

Sekil 4.31. ve 4.32.'de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen
dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka,

kd, Ka ve Kp degerleri Cizelge 4.1'de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.8. Altin-Peg-EA igin Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 0.539 ka 1/nM.s 0.0162
Ka, 1/nM 0.1112 ka 1/s 0.314
Kp, nM 8.99 Ka 1/nM 0.0515
R? 0.4060 Kp (nM) 19.38
R? 0.93
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4.5.3.3. Aldehit-PEG-EA ile Modifiye Edilen Altin Nanopartikiillerin

Izoterm Analizi

Langmuir
10 y=12,195x + 1,278

3 R?=0,9396
x 6
g
- 4

2 | ¢ ¢

0

0 0,2 0,4 0,6
1/C (1/nM)

Sekil 4.49. Altin-PEG-EA icin Langmuir Adsorpsiyon modeli.

Freundlich
0
0 1 2 3 4
-0,5
L 2
e -1
<
c
= -1,5
y =0,494x - 2,1472
2 . R?=0,7863
-2,5
InC

Sekil 4.50. Altin-PEG-EA igin Freundlich Adsorpsiyon modeli.
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Langmuir-Freundlich

10

8 Vv =24,682x+1,278 o

R2 = 0,9396

x 6
3
~N
= 4

2 ¢

0

0 0.1 0,2 0,3

(1/C)/n

Sekil 4.51. Altin-PEG-EA icin Langmuir-Freundlich Adsorpsiyon modeli.

Sekil (4.41.-4.45.)'ye gore deneysel olarak elde edilen verilerden
hesaplanan adsorpsiyon modellerinin dogrusalligi incelendiginde Langmuir
adsorpsiyon modelinin (R?2 = 0.94) daha uyumlu oldugu gorilmektedir.
Buna ek olarak, denge analiz (scatchard) grafiginden elde edilen ve Cizelge
4.8." de hesaplanan deneysel ARmaks. dederi (0.539), Langmuir adsorpsiyon
modelinde hesaplanan teorik ARmaks. dedgerine (0.782) en yakin sonugtur.
Bu sonug; hazirlanan hemoglobin baskilanmis SPR ¢ip ylzeyindeki
nanoklrelerin  Altin-PEG (yarismaci sentetik hemoglobin) baglanma
bélgelerinin homojen dagihimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal
etkilesimli oldugunu géstermektedir. Her (ic izoterm modelinden elde edilen
sonuclar Cizelge 4.7'de verilmistir. Ayrica, Langmuir denkleminden teorik
olarak hesaplanan Ka ve Kp dederleri sirasiyla 0.104 nM-! ve 9.54 nM olarak

hesaplanmistir.
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Altin-MUA ve Altin-PEG molekdullerinin deneysel olarak elde edilen

(scatchard) Ka ve Kp sonuglari Cizelge 4.9." da karsilagtiriimistir.

Cizelge 4.9. Altin-MUA ve Altin-Peg-EA icin eneysel olarak elde edilen

(scatchard) Ka ve Kp sonuglarinin karsilastirilmasi.

Denge Analizi Altin-MUA Altin-PEG
(SCATCHARD)

DRmaks 0.458 0.539

Ka 0.157 0.111

Kb 6.353 8.992

Anhk % kirilma degeri ile baslangic % kirilma dederi arasindaki farki
gosteren AR dederlerinin Altin-MUA’ ya oranla daha fazla oldugu
goérulmektedir. Bunen sebebi, PEG molekdlllerinin (9-10 nm) 11-MUA
molekdline (3-4 nm) gbre daha blyulk olmasi ve SPR ylizeyinde gerceklesen
etkilesimler sonucu cip yuzeyinde 11-MUA modifiye altin nanopartikillere

gore ylzeyin ortalama kalindigini daha fazla arttirmasidir [101].

4.6. Hemoglobine Spesifik Polimer Yiizeyine Tutunan Ve Islem
Sonrasi Ayrilan Hemoglobin Ve Altin Nanopartikiil Miktarlarinin

Hesaplanmasi

Yapilan SPR calismalari sonucunda, sentezlenen sentetik hemoglobin
molekdullerinin tam anlamiyla gercek hemoglobin molekullerinin yerini
tutugunu anlamak icin hemoglobine spesifik polimer ylizeylerine tutunan
partiktl sayilari da hesaplanmak istenmistir. Bu amacgla, SPR gipinin

ylzeyine gonderilen hemoglobin sayisi bilindiginde ylizeye tutunan
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hemeglobin molekillere ortama geldiginde, cip ylzeyinden sdkiilen modifiye
altin partiklllerin  (sentetik hemoglobin) sayisi, toplanan 6rnegin UV

cihazinda olgtlmesi sonucu dgrenilecekti.

Ancak yuzeye etki eden modifiye altin nanopartikil sollisyonu ylzeyde ¢ok
kiicik bir alan ile etkilesmektedir. Islem sonucu SPR sensdriinden
desorbsiyon ile toplanan sivilar UV gorinlir bdélge spektroskopisi ile
incelendiginde, sensodr vylzeyinde etkilesime giren modifiye altin

nanopartiktllerin UV cihazinin tespit sinirinin altinda kaldigi anlasiimistir.

0,3
0,25
0,2

0,15

Absorbans

0,1
0,05
300 350 400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

5l 10ul 15ul 100p] e 200ul

Sekil 4.52. Hemoglobin ¢b6zeltisi icerisindeki modifiye altin

nanopartiktllerin UV spektrometre ile tespit edilmesi

Yukaridaki grafikte de goraldigu Gzere hemoglobin ve modifiye altin
nanopartiktllerin ayni ¢b6zelti igerisinde incelenebilmesi ancak 200 pl
modifiye altin nanopartiktlin ortamda bulunmasini gerektirmektedir. (Sekil
4.52.)'de 200 pl modifiye altin nanopartikdl iceren ¢dzeltinin (koyu mavi

renkli grafik) pik vermeye basladigi rahatlikla gorilebilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kolorektal kanserler tim kanserlerin yaklasik %15’ini olusturmakta, Avrupa
ve Amerika’daki kanser 6limlerinde ise ikinci sirasinda yer almaktadirlar.
Ulkemizde cok saglikli kanser kayitlarinin olmamasina ragmen, Turkiye'de
her yil 30.000 kisinin kolorektal kansere yakalandigi tahmin edilmektedir.
Saglik Bakanlhgi, Kanser Daire Baskanliginin yapmis oldugu calismalar
dogrultusunda Ulkemizde, bireylerin, bilinen tarama yontemleri ile kanser
taramalarinin gercgeklestirilmesi, erken teshis ve etkin tedavilerinin
yapilmasi ile kanser vakalarina bagh o6limlerde énemli bir oranda azalma
saglanmasi beklenmektedir. Gaitada Gizli Kan (GGK) testi erken donemdeki
kolorektal timdrlerinin belirlenmesi ve engellenmesinde siklikla kullanillan
en belirgin testtir. Bu testin erken tani olanadi saglayarak kolorektal
kanserlere bagh 6lim oranini dislrdigi cesitli arastirmalarda gosterilmistir.
Hazirlanan tezin amaci, kolorektal kanser ve diger gastroinsetinal
bozukluklarin erken tanisina imkan veren kantitatif 6élcim yapabilen
immunokromotografik tabanli hasta basi bir diagnostik test kiti igin
fonksiyonellestirilmis kolloidal altin nanopartiklllerin sentezlenmesi ve

karakterize edilmesidir.

Geleneksel GGK test kitlerinde kullanilan poliklonal ve monoklonal
antibadiler, biyolojik tabanli molekdller olduklari icin hem test kitinin Gretim
maliyetini ylikseltmekte, hemde farkl ortam kosullarina adapte olamadiklari
icin yapilarinda bozulmalar meydana gelmekte ve bu sebepten test kitinin

raf OmrinU ciddi oranda azaltmaktadirlar.
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MBP’ler, kolay hazirlanabilir, kararl, ucuz ve 6zellikle molekller tanima
yetenedine sahiptirler. Ayrica, MBP’in hedef molekild tanima 6zelligi,
kuvvetli asit, kuvvetli baz, organik ¢ézlculer ve yuksek sicakliklar gibi zor
kosullardan etkilenmez. Bu belirgin fiziksel ve kimyasal kararlilik antikorlarin
immanolojik tanima amach kullanilamadigi durumlarda kullanilma kolayligi
saglamaktadir. Molekiler baskilama, test kitlerinde veya baska
uygulamalarda kullanilan biyolojik molekullerin  yukarida belirtilen
dezavantajlarini yok edebilmek amaciyla, yapay antibadi ve antijenleri
verimli, hizli ve ekonomik olarak olusturmak igin gelistirilmistir bir
yontemdir. Molekller baskilama, ilgilenilen analit icin segici tanima
boélgelerine sahip polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan bir tekniktir. Bu

yontem ile hazirlanan tasiyicilar hedef molekile ylksek secicilik gdsterirler.

Bu tez calismasi kapsaminda, tasarlanacak test sistemi icin es boyutlu ve
homojen dagihimh altin nanopartikuller Gretilmis ve karakterizasyon islemleri
sonucunda (TEM,UV spektrometre) boyut ve sekil dagiiminin istenilen
dizeyde oldugu goérilmistir. Karakterizasyon islemleri tamamlanan altin
nanopartiktller tasarlanacak test sisteminin, biyolojik tanima bdlgesini
olusturmak amaciyla sentezlenmis hemoglobine spesifik polimer
yuzeylerindeki fonksiyonel gruplari taniyacak ve tutunacak sekilde modifiye
edilmistir. Modifikasyon islemleri sonucunda hazirlanan farkli altin
nanopartiklller icin tekrar karakterizasyon calismalarn (UV spektrometre,
XPS, FT-IR ve Zeta potansiyel 6lgimu) yapiimis ve elde edilen sonuglar
dogrultusunda modifikasyon islemlerinin basaril oldugu goérilmustar.
Hazirlanan sentetik hemoglobin molekdulleri (modifiye altin nanopartiktller)

yarismali afinite kromotografisi yontemi tabanli bir calisma ile test edilmistir.

Hemoglobine spesifik polimer ylzeyleri ile hazirlanan modifiye altin
nanopartiktllerin etkilesimlerin ilk dnce Molekller Doking yéntemiyle 6n

calismalan yapiimistir. 11-MUA molekull bir ucunda bulunan tiyol grubu (-
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SH) yardimi ile altin ylzeyine glcli bir baglanma gosterirken diger ucunda
bulunan karboksil (-COOH) gruplarn ile polimer ylzeyindeki kavitelerde
bulunan N-metakriloil-L-histidin metil ester molekulinin imidazol
halkasindaki hidrojen (H) ile zayif etkilesim gdstermistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda, polimer ylzeyindeki fonksiyonel grup olan N-
metakriloil-L-histidin metil ester moleklll ile etkilesmesi acgisindan 11-
Merkapto Undekaonik Asit altin nenopartikll ytuzeylerini modifiye etmek igin

kullanilmistir.

Tez kapsaminda ayrica, hemoglobine spesifik polimer ylizeyler ile zayif
etkilesmesi bakimindan bir diger molekl 4-formyl-benzamido-dPEG®24-TFP
ester ticari moleklld, altin nanopartikillerin ylzeyine sistamin yardimi ile
amin gruplarn takildiktan sonra sonra (-NH2) TFP ester ucundan bu gruplar
ile etkilestirilmistir. PEG molekulinin bosta kalan Aldehit ucunun
hemoglobine spesifik ylizeylerde bulunan fonksiyonel gruplar ile etkilesimi
incelenmigtir. Aldehit gruplarinin olumsuz sonug¢ vermesinin ardindan, bu
gruplar bir ucunda -OH diger ucunda -NHz (amin) gruplari bulunan
Etanolamin hidroklortr ile modifiye edilmistir. —-NH2> gruplari, altin
nanopartiktle tutturulmus PEG molekllinlin serbest Aldehit ucunda bulunan
cift bagh oksijen molekiline (O) tutturulmus ve PEG molekilinilin serbest
ucunun tipki  11-MUA molekllinde oldugu gibi -OH gruplarina

donusturilmesi basariyla gergeklestirilmistir.

Modifiye edilen altin molekdllerinin, hazirlanan SPR nanosensor (izerine
immobilize edilmis hemoglobine spesifik polimer ylzeyler ile farkl

derisimlerde etkilesimleri incelenmis ve kinetik calismalari yapiimistir.

Elde edilen songlar dogrultusunda 11-MUA modifiye altin nanopartikillerin,
Aldehit-PEG-EA modifiye altin nanopartiklllere gére hemoglobine spesifik

molekller baskilanmis polimer ylzeylere daha yuksek bir afinite ile
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baglandigi (Ka, 0,157) ve hemoglobin ylizeye geldiginde daha hizli ayrildigi
(Kp, 6,353) gbzlemlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan calismalar 11-MUA ile modifiye edilen altin
nanopartiktllerin, tasarlanacak olan MBP tabanli Gaitada Gizli Kan test Kiti
icin hazirlanan hemoglobin molekulli baskilanmis polimer ylzeyler ile
istenilen etkilesimleri gergeklestirdigini gostermistir. Boylelikle, yukarida
bahsedilen dezavantajlarin ortadan kaldirilmasinin ve Ulke ekonomisine
katkida bulunulmasinin 6nu aciimis, bunun yani sira literatire yeni bilgiler

kazandiriimistir.
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