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OZET

BAKTERIYEL KANSER TESHISINE YONELIK HIZLI TANI KITi
TASARLANMASI

Burak SENER

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Omiir BAYSAL
Haziran 2020, 96 sayfa

Bakteriyel patojen Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu
bakteriyel kanser, onemli bir hastaliktir ve enfekte domates tohumlarinin yayilmasi
seklinde goriilen bulagsma kabiliyeti nedeniyle mahsul kaybina neden olur. Bu
nedenle, hastalik teshisi, patojen igermeyen bitki yetistirme ve verim kaybim
azaltmak i¢in hizli ve giivenilir bir yontem gereklidir.

Bu ¢alismada, domateste bulunan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) igin DNA bazli, hizli bir teshis kitinin prototipini gelistirdik. Teshis kitinin
ana prensibi, kemosensor-DNA hibridizasyonuna dayanmaktadir. Bu amagla,
DNA’ya baglanabilen ve hibridizasyon olusturabilen BSP-3 (Burak Sentez Uriinii)
ve karbazol kemosensorleri sentezlenmistir. Cmm izolatindan ekstrakte edilen DNA
denatiire edilmis ve tek zincirli DNA elde edilmistir. Tek zincirli DNA’daki timine
baglanmalar1 i¢in kemosensorlere adenin bazi eklenmistir, ancak bu adenin ve timin
bazlarinin olusturdugu baglanma zayif bir baglanma olacaktir. Baglanmanin
gerceklesecegi sabit ylizey olarak nitroselilloz membran secilmistir. Membran
tizerinde olusturulan DNA- kemosensor hibritine baska bir tek zincirli Cmm DNA’s1
eklendiginde, birbirine tamamen komplementer olan DNA’larin giicli baglanma
istegi nedeniyle zayif olan kemosensor-DNA baglantis1 kesilecektir. Farkli bakteri
susunun DNA’smin ortamda oldugu durumda ise kemosensér-DNA baglantisi
kesilmeyecek ve tek zincirli DNA’ya baglanmayacaktir. Teshisler, ortamdaki
kemosensor varligina bagh olarak gerceklestirilecektir. Kemosensorler sinyal yayan
molekiillerdir ve FTIR spektroskopisi sinyallerin tespiti i¢in kullanilmustir. Tespit
edilen sinyaller, IR analiz yazilimlar1 kullanilarak analiz edilmistir.

Sonuglar, iki farkli kemosensoriin DNA’ya baglanabildigini gostermis ve testler,
ortamda Cmm DNA’st bulundugunda kemosensdr sinyalinin olmadigimi
kanitlamigtir. Farkli bakteri tiirlerinin DNA’lar1 ortamdayken BSP-3 kemosensorii
sinyal vermeye devam etmistir. Karbazolde ise bu durum goriilememistir. Bu
nedenle BSP-3 karbazole gore daha zayif sinyaller verse de, dogru teshis oran1 daha
yiiksektir. Her iki kemosensoriin de yiliksek tani orani vardir ancak veriler,



hibridizasyon sicakligt ve kemosensdr konsantrasyonu iizerinde daha fazla
optimizasyon yapilmasinin énemli oldugunu gostermektedir.

Ayrica, kemosensore adenin yerine liclii hidrojen bagi yapan sitozin veya guanin
eklenmesi ile sekans bazinda spesifite seviyesi, teshis siirecinde daha yiiksek
dogruluk orani elde etmede faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: DNA, Kemosensor, Cmm, Karbazol, BSP-3
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RAPID DIAGNOSTIC KIT DESIGN FOR BACTERIAL CANCER
DIAGNOSIS

Burak SENER

Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Omiir BAYSAL
June 2020, 96 pages

As known bacterial canker caused by bacterial pathogen Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis is an important disease and results in crop loses
due to its transmission ability through infected tomato seeds and propagation
materials. Therefore, a rapid and confident tool is necessary for the disease diagnosis,
pathogen-free cultivation and to cut down of yield loses.

In this study, we have developed the prototype of a rapid diagnosis kit based on
DNA for Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) on tomato. The
main principle of the diagnosis kit relies on chemosensor-DNA hybridization. For
this purpose, chemosensors BSP-3 (Burak Synthesis Product) and carbazol, which
can bind and forming hybridization, has been synthesized. DNA extracted from
Cmm isolate was denatured and single-strand DNA was provided. Adenine bases
were added to chemosensors for binding with thymine of single strand of DNA,
However, this binding would be weak binding within adenine and thymine bases.
Nitro-cellulose membran selected for stabile surface of binding has provided splitting
up of chemosensor-DNA binding due to willingness of binding strength within
complementary DNAs with each other against to DNA chemosensor hybridization
on the formed membrane when a single strand DNA is added. In the case of
existence the different bacterial strain of DNA, chemosensor-DNA binding will not
split up and will not bind to single-strand DNA. Diagnoses will be realized
depending on the existence of chemosensor in medium. Chemosensors are molecules
emitting signals, and FTIR spectroscopy were used for detection of the signals and
analysed using IR analysis software.

The results showed that two different chemosensors can bind to DNA and the assays
proved there is no signal of chemosensors when DNA of Cmm is present in the
medium. In the case of existence, the different bacterial species BSP-3 chemosensor
continued emitting the signal, but there was no signal of carbazol. That reason BSP-3
has higher accuracy ratio for diagnosis capability though it emits less signal
compared to carbazol. Both chemosensors have high diagnosis ratio, but the data

Vi



shows that further optimisation on hybridization temperature and adjustments of
chemosensors concentration is of importance.

Furthermore, the specificity based on sequence level instead of adenine, cytosine and
guanine bases with three hydrogen bonds added to chemosensor will be beneficial
for obtaining much higher accuracy ratios in the diagnosis process.

Keywords: DNA, Chemosensor, Cmm, Carbazole, BSP-3
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIiZiNi

CMM Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
PZR Polimeraz zincir reaksiyonu
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BSP Burak sentez iirtinii

DNA Deoksiribo niikleik asit

RT-PZR Ters transkripsiyonel polimeraz zincir reaksiyonu
cDNA Komplementer deoksiribo niikleik asit
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1. GIRIS

1.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Bakteriyel Kanser

Hastalhig1

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), (Smith, 1910; Davis vd.
1984) Clavibacter cinsine ait, aerobik ve gram pozitif bir bitki patojenidir
(Gartemann vd., 2003). Spesifik olarak domates bitkisinde bakteriyel solgunluk ve

bakteriyel kanser hastaliklarina sebep olur (Eichenlaub ve Gartemann, 2011).

Cmm yabanil tipi olan NCPPB382 susunda viriilenslikten sorumlu iki plazmit
bulunmaktadir. Bunlar pCM1 ve pCM2 plazmitleridir. Bu plazmitlerden birini
bulunduran suslarin bitkilerde agir enfeksiyonlara sebep oldugu bildirilmistir

(Meletzus vd., 1993).

Cmm’nin neden oldugu enfeksiyon, bitki gelisiminin erken evresinde domates
yapraklarinda solgunluklara neden olur. Bunun nedeni Cmm’nin bitkiye yaralardan
girmesidir. Eger bakteri, bitkinin odun dokusuna ulagirsa, odun dokusunu
tikayabilecek bir enfeksiyona neden olur (Elphinstone ve O’Neill, 2010).
Enfeksiyonla birlikte odun dokusunda, dokunun gramina 109 bakteri titresi
olusabilmektedir. Solgunlugun tiim yapraklara yayilmasiyla, yapraklarin saplariyla
birlikte kivrilarak ve c¢arpik bir bigimde biiylimesi s6z konusu olmaktadir
(Elphinstone ve O’Neill, 2010). Kanser lezyonlari, Cmm ile goriilen bir diger
belirtidir. Hastalik etmeni bakteri, bitki kokiinde gelisebilmektedir. Bakterilerin
cogalmasi siirdiikge lezyonlar derinlesmekte ve genislemektedir. Bununla birlikte
meyve gelisimi tamamen ger¢eklesmez veya domatesler diizensiz olgunlastiklarindan

benekli bir sekilde goriilebilirler (Elphinstone ve O’Neill, 2010).

Eger enfeksiyon, bitki gelisiminin ge¢ evresinde goriiliirse bitki hayatta kalabilir ve

meyve lretebilir. Bununla birlikte genel bir solgunluk yerine bitkide bir stres hali



yasanabilir ve kahverengi nekrotik bolgeler olusturabilir. Tohumlara da hastaligin

bulasma orani yiiksektir (Gartemann vd., 2003).

Yiizeysel enfeksiyonlar bulas riskini arttirmaktadir. Bakteriler konagin epidermisinde
cogaldiginda veya stoma yoluyla girdiginde bu enfeksiyonlar ortaya ¢ikar. En sik
goriilen yaprak semptomu, yaprakta, turuncu bir alanla ¢evrilmis koyu kahverengi
noktalarin olusumudur (Sekil 1.1) Bununla birlikte domateslerde, kahverengi
merkezli, etrafi beyaz ve yesil olan “kusgdzii” olarak adlandirilan lekeler gelisebilir.
Kusgozii lekeleri Sekil 1.1.°de oklar ile gosterilmistir. (Elphinstone ve O’Neill,
2010).

Sekil 1.1. Cmm ile enfekte olmus domates yaprak ve meyveleri

Ek olarak higbir semptom goriilmeyen gizli enfeksiyonlar da yaygin olarak

goriilmektedir (Eichenlaub ve Gartemann, 2011).



1.1.1. Cmm’nin domates yetistiriciliginde verdigi zararlar

Cmm’nin sebep oldugu bakteriyel kanser hastaligi, tarlalar ve seralarda onemli
kayiplara sebep olmaktadir. Hastalifin onlenmesinde bakir igeren iirlinler ve
pestisitler kullanilmaktadir ki bunlar kalint1 sorunu yasanmasina ve g¢evre kirliligine
neden olmaktadir. Meyvelerde goriilen lekeler meyvenin ticari degerinin diismesine

ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Gleason vd., 1993).

Sherf ve Macnab (1986), enfeksiyonlu olan domates bitkilerinde sistemik enfeksiyon
oraninin % 31-83 oldugunda meyve agirliginin ortalama 13 g, iirliniin ise % 46
oraninda azaldigini belirtmistir. Tiirkiye’de domates tariminin ¢ok yaygin olmasi
nedeniyle ve c¢ok sayida yabanci ¢esidin iilkeye girmesiyle domates bakteriyel
hastaliginda da artis goriildiigii bildirilmistir (Oktem, 1985). Tohum kokenli bitki

hastaliklarinin miicadelesinde en etkili bulunan yontem tohum ilaglamasidir.

1.2. Bakteriyel Hizh Tam Yéntemleri ve Hizh Tespitin Onemi

Bakteriyel hastaliklarda patojenin tanimlanmasi, geleneksel olarak bakterinin izole
edilmesi ve kiiltiirde g¢ogaltilmasi ile gergeklestirilmektedir. Bunun en o6nemli
gostergesi olarak Koch postiilatlar1 verilebilir (Fredericks ve Relman, 1996).
Molekiiler tanimlama metodlari ise enfeksiyonel hastaliklar igin 1980’1erden itibaren
uygulanmaktadir. Falkow (2004) molekiiler Koch postiilatini, patojenin konuk¢u
izerinde gelisimini teyit etmenin yani sira spesifik gen varhigmin PZR ile

dogrulanmasi seviyesinde uygulamistir.

Kiiltiire alinarak bakteri kimliklendirme yontemi klasik bir metot olarak, referans bir
yontemdir. Fakat bu metotun bazi1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bazi patojenlerin
izole edilmesi ve kiiltiire alinarak cogaltilmasi zordur. Bununla birlikte kiiltiir
ortaminin sartlar1 spesifiteyi diisiirebilmektedir. Patojenin izole edilmesi ve
cogaltilmas: islemleri, teshisin hizli olarak yapilabilmesini de c¢ofu zaman

engellemektedir (Muthukumar vd., 2008).



Son yirmi sene igerisinde gelisen molekiiler tanimlama teknikleri, daha hizli ve daha
spesifik teshislerin yapilabilirligini gostermistir. Niikleik asit testleri (NAT) ile
bakterinin genomunda bulunan DNA bilgisi kullanilarak daha hassas diizeyde
hastalik etmeni teshisleri yapilabilmektedir (Muthukumar vd., 2008).

Niikleik asit testlerinin prensibinde hedef DNA-primer veya prob hibridizasyonu
bulunmaktadir. Kullanilacak primer ya da prob adi verilen niikleotit dizilerinin
bakteri DNA’sina uyumlu olmasi ve uyum sonrast hibrit molekiiliin olusmasi s6z
konusudur. Hibritin dogrudan ya da dolayli olarak tespiti sonucunda, teshis
gerceklesmis olur. Dogrudan tespitte, sinyal amplifikasyonunu saglayan raportor bir
molekiiliin varligi ile hibrit tespit edilirken, dolayli yoldan tespitte hibritin enzimatik

amplifikasyonu sonucu olusan {iriiniin tespiti gergeklesir (Muthukumar vd., 2008).

1.2.1. Pzr temelli molekiiler tan1 yontemleri

Bakterilerin molekiiler teshisi i¢in gilinimiizde kullanilan bir¢cok farkli teknik
mevcuttur. Bakteriyel genlerin tespit edildigi, molekiiler biyoloji teknigi olan PZR’de
belirli bir hedef gen bolgesinin gogaltilarak tespit edilecek seviyelerde kopyasi elde
edilebilmektedir. (Saiki vd., 1988). PZR tabanli tekniklerde, ger¢ek zamanli PZR’de
oldugu gibi es zamanli olarak amplifiye edilen DNA tespit edilerek teshis islemi
gerceklestirilir. Bu islem, hedef DNA sekansina spesifik komplementer olan ve
floresan boya ile isaretlenmis bir probun DNA’ya baglanmasi sonucunda
gerceklestirilir. DNA sentezi arttikca sinyal amplifikasyonu saglanarak teshis
yapilabilir hale gelmektedir (Choe vd., 2015; Schmittgen ve Livak, 2008).

PZR temelli molekiiler teshis yontemlerinden bir digeri Ters Transkripsiyonel PZR
(RT-PZR) ile cDNA formuna doniistiiriilerek transkripsiyon seviyesinde etkin genler
hakkinda bilgi de edinilebilir (Bergin vd., 2010; Birmingham vd., 2008).

PZR temelli molekiiler tani testleri direkt olarak bakteri DNA’sinda gen bolgelerini
hedef aldigindan, geleneksel kiiltiir metotlarina gore ¢ok daha hassas ve spesifiktir.
Fakat bu yontemin de gecerliliginin belli kisitlayici yonleri bulunmaktadir. DNA’ nin

istem dis1 amplifiye olabilme giiciliniin yliksek olmasi yanlis pozitif sonuglara neden



olabilmektedir. Bununla birlikte bakteriyel DNA, bakteri hiicrelerinin canliligini
yitirmesi sonrasinda bile uzun zaman kalic1 olabilmekte ve bu durum yanlis pozitif

sonuglara sebep olabilmektedir (Choe vd., 2014).

1.2.2. Hibridizasyon temelli molekiiler tan1 yontemleri

Molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte DNA hibridizasyonu kullanilarak teshise
yonelik caligsmalar artmistir (Gooding ve Odenthal, 2007; Minunni vd., 2001).
Geleneksel yontemler zaman alici ve masrafli oldugundan DNA hibridizasyonu
temelli biyosensorlerin tasarimina yonelim artmistir (Hahn vd., 2005; Nakamura ve
Karube, 2003). Prosediir; hedef DNA’ya yiiksek seviyede ozellesme ile dupleks
olusturabilecek bir prob ve olusan hibridizasyonu oOlgebilen bir 6l¢iim cihazi ile

gerceklesir (Wang, 2002)

1.3. DNA-Kemosensor Hibridizasyonu Temelli Molekiiler Teshis

Calismamizin esas kapsamini olusturan teshis yontemi, domateste bakteriyel kanser
hastaligina sebep olan Cmm DNA’sina baglanabilen farkli kemosensorler kullanarak
olusacak hibritler iizerinden teshis amaglh kullamilip kullanilamayacagin
aragtirmaktir. Kemosensorler, bir degisimin veya sinyalin {retiminin tespitini
saglamak i¢in bir analitin algilanmasinda kullanilan molekiiler yapilardir. Molekiiler
seviyede olusan etkilesimler ya da degisimler kemosensorler yardimiyla test
edilebilir. Bu etkilesimler; kimyasal baglarin olusumu ya da yikimi, ligand-enzim

reaksiyonlari, asit-baz reaksiyonlari gibi farkli etkilesimler seklinde olabilir.
Kemosensorlerin ¢alismasi; pH degisimi, renk degisimi gibi ¢iplak gozle goriilebilir
degisikleri algilanmas1 seklinde olabildigi gibi, UV spektrumu veya IR spektrumu
piklerindeki degisimlerinin tespiti seklinde de yapilabilmektedir ( Giiltekin, 2018).



1.3.1. Kemosensorlerin sentez reaksiyonlari

1.3.1.1. Williamson eter sentezi

Yoéntem, Ingiliz kimyact Aleksandr Williamson tarafindan  gelistirilmistir.
Williamson eter sentezi sonucunda asimetrik ve simetrik eter elde edilmektedir.
Sozkonusu yontem eter eldesinde laboratuvarlarda en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir (Khan vd., 2014).

1.3.1.2. NMR analizleri

Niiklear manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, atom cekirdegi etrafindaki
manyetik alan1 6lgmeye dayali bir spektroskopi teknigidir. Bu teknikte, 6rnek bir
manyetik alana yerlestirilir. Numunenin ¢ekirdeginde bulunan radyo dalgalarinin
uyarilmasi ile NMR sinyali olusur. Radyo dalgalari, hassas radyo alicilar ile tespit

edilmektedir (Silverstein vd., 1991).

Molekiilii olusturan atomlarin etrafinda bulunan molekiil i¢i manyetik alan, rezonans
frekansin1 degistirmektedir. Bu da molekiil icerisindeki atomlarin olusturdugu
fonksiyonel gruplarin detaylar1 hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Manyetik alanlar
her molekiil igin spesifik ve oldukga karakteristik oldugundan, NMR spektroskopisi,
organik bilesikleri tanimlamada ve yap1 analizinde kullanilan kesin sonug veren bir
yontemdir. Organik kimyada ve biyokimyada olduk¢a sik kullanilan bir yontemdir.
Biyokimyada proteinlerin ve diger kompleks molekiillerin taniminda NMR
kullanilmaktadir. Bunun yani sira molekiil i¢i dinamikler, reaksiyon durumu ve

kimyasal ortam hakkinda ayrintili bilgi edinilmesini saglar (Silverstein vd., 1991).

En yaygin NMR tipleri, proton veya HNMR ve karbon NMR (CNMR)’ dir. Proton
NMR veya *HNMR, molekiil yapisini belirlemek igin molekiil icindeki hidrojen

cekirdeklerine gére uygulanan niikleik manyetik rezonanstir (Silverstein vd., 1991).



1.3.1.3. McMurry reaksiyonu

Organik kimyada kullanilan 6nemli bir reaksiyondur. TiCls veya TiCls ile birlikte
bazi metallerin kullanildig1 ve reaksiyon bitiminde alken olusturan bir yontemdir

(Cankaya, 2011).

1.3.2. 9H-karbazol kemosensorii

9H-karbazol ya da karbazol molekiilii, aromatik heterosiklik yapili, organik bir
bilesiktir (Sekil 1.2.). Turuncu bir renge sahiptir. Menckse pigmenti-23’iin
sentezinde kullanilmaktadir (Hetschko ve Hufnagel, 1982).

Karbazol ve tiirevlerinin DNA ile baglanmasi ile ilgili farkli birgok ¢alismalar da
bulunmaktadir. (Gluszynska vd., 2018; Cheng vd., 2003).

N
H

Sekil 1.2. Karbazol molekiiliiniin yapisi

1.3.3. FTIR (Fourier-doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi) analizleriyle

hibridizasyonlarin tespiti ve yorumlanmasi

Fourier doniisimlii  kizilotesi  spektroskopisi  (FTIR), arastirmacilarin  ¢okca
basvurdugu 6nemli analitik tekniklerden biridir. FTIR analizleri sivi, soliisyon,
gazlar, kat1 ornekler gibi bir¢ok Ornegin analizinde kullanilabilmektedir (Fan vd.,
2012). FTIR teknigi ile karakterizasyon hizli, hassas ve basar1 derecesi yliksek bir
sekilde gergeklestirilebilmektedir (Jaggi ve Vij, 2006)



FTIR analizlerinde, ornekler kizildtesi radyasyona maruz birakilirlar. Kizilotesi
radyasyonu, molekiillerdeki atomik titresimleri harekete gecirir ve spesifik
absorbsiyon veya transmisyon pikleri olusur. Bu, FTIR teknigini molekiiler teshisler

icin ¢ok kullanislt hale getirmektedir (Kirk ve Othmer, 2004).

FTIR spektrumunun vermis oldugu dalga boylar1 absorbans ya da transmittans
degerleri olabilmektedir. Bu iki deger de molekill yap1 teshisi igin
kullanilabilmektedir (Nandiyanto vd., 2019). Kizil6tesi spektrumlari (IR) dalga
boylarmina gére lice ayrilmaktadir. Bunlar uzak-IR (<400 cm), orta-IR (400-4000
cm?) ve yakin-IR (4000-13000 cm™) spektrumlaridir. En sik kullanilan spektrum
orta-IR spektrumudur (Coates, 2000; Nandiyanto vd., 2019).

Orta-IR spektrumu kendi iginde dort farkli kisimdan olusmaktadir; tek bag bolgesi
(2500-4000 cm™), iiclii bag bolgesi (2000-2500 cm™), cift bag bolgesi (1500-2000
cm™?), parmak izi bélgesi (600-1500 cm™)’ dir. Sekil 1.3.’te kizilotesi spektrumunun
sematik goriiniimii, Cizelge 1.1.’de spesifik bazi fonksiyonel gruplarin frekanslari

gosterilmistir.

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 1.3. Orta-IR spektrum bélgeleri (Nandiyanto vd., 2019)



Cizelge 1.1. Fonksiyonel gruplar ve ait olduklari orta-IR dalga boylar1 (Coates, 2000)

Fonksiyonel gruplar Dalga boyu (cm-

)

Doymus Alifatik (alken/alkil)
a) Metil (—CHa)

Metil C-H asim./sim. Esneme 2970-2950/
2880-2860

Methyl C-H asim./sim. Biikme 1470-1430/
1380-1370

gem-Dimetil ya da ““iso’’- (duplet) 1385-1380/
1370-1365

Trimetil ya da‘‘tert-butil”” (multiplet) 1395-1385/
1365

b) Metilen (>CH>)

Metilen C-H asim./sim. Esneme 2935-2915/
2865-2845

Metilen C-H biikme 1485-1445

Metilen —(CH3)n— sallanma (n > 3) 750-720

Siklohekzan halka vibrasyonlari 1055-1000/
1005-925

¢) Metin (>CH-)

Metin C-H esneme 2900-2880

FTIR transmittans ya da absorbans spektrumlarinin vermis oldugu piklere gore hangi
atomik baglarda esneme, biikme, gerilme gibi hareketlerin oldugu anlasilir. Buna
bakilarak Ornek icerisinde hangi organik yapilarin oldugu anlagilmaya calisilir

(Coates, 2000).

1.4. Projenin Amaci

Bu tez ¢alismasmin amaci, domateste bakteriyel kanser hastaligina sebep olan Cmm
DNA’simi1, DNA-kemosensor hibridizasyonunu temel alan kemosensorler kullanarak,
hizli ve hassas bir sekilde tespit edebilecek bir tani kiti tasarimi i¢in yontem

gelistirmek ve bunun kullanilabilirliligini aragtirmaktir.



2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Sigma-Aldrich ve Merck
firmalarindan temin edilmis ve sentez Oncesinde saflastirma yapilmadan

kullanilmustir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Kimyasal malzemeler

Kimyasalin ad Uretici firma
Benzofenon Sigma-Aldrich
1,3-dibromopropan (Reagentplus) %99 Sigma-Aldrich
4,4’-dihidroksifenon Sigma-Aldrich
Aseton Sigma-Aldrich
Cinko tozu Sigma-Aldrich
Tetrahidrofuran Sigma-Aldrich
Sodyum metal (parafin yag iginde) Sigma-Aldrich
Adenin Sigma-Aldrich
Timin Sigma-Aldrich
Potasyum karbonat Sigma-Aldrich
TiCly Sigma-Aldrich
Etanol % 96 ekstra saf Merck
N-hekzan ekstra saf Merck
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2.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Sentez asamasinda ve sentezlenen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda

kullanilan cihazlar sunlardir:
Manyetik karistiric1: Heidolph MR Hei-Standart

Ultraviyole/Goriiniir bolge (UV-GB) spektrumlari Shimatzu spektrofotometresi ile

alindi.

'HNMR  spektrumlari Bruker 400 MHz spektrometresi ile  alindi

(Mersin Universitesi).
Perkin Elmer LS 55 Floresan spektroskopisi ile floresan spektrum alindu.

FTIR analizleri Thermo Scientific Nicolet iS10 cihazi ile yapildi.

2.3. BSP-3 Kemosensoriiniin Sentezi

BSP-3 (Burak Sentez Uriinii) kemosensoriiniin sentezi i¢in 4,4-dihidroksibenzofenon
(DHB) baslangic madde olarak secilmistir. Kemosensdr sentezi igin sirasiyla
alkilleme (Williamson eter sentezi), McMurry reaksiyonlart gerceklestirilmis ve

sentezlenen kemosensore adenin bazi eklenmistir (Sekil 2.1.).

o
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Sekil 2.1. BSP-3 kemosensor sentezi asamalari
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2.3.1. Williamson eter sentezi (alkilleme)

20 mL dimetilformamit (DMF), 0,43g dihidroksibenzofenon, 700 pL dibromopropan
ve 1,389 potasyum karbonat balon joje igerisine konuldu. Manyetik karistirici
yardimu ile hazirlanan soliisyon 24 saat oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen
solisyon 20 mL kloroformla yikanmis (1:1) ve altta kalan faz beher iginde
toplanmistir. Ust faz kloroform ile tekrar yikanmistir. Ayni islem 2 kez daha tekrar
edilerek huni igerisine filtre kagidi yerlestirilmis ve f{izerine sodyum siilfat
serpilmistir. Beher igerisinde biriktirilen soliisyon huniden gegirilerek elde edilen
soliisyon direkt giines 1s1gm1 almayacak bir yerde tiim kloroform ugana kadar
bekletilmistir. Kloroform ucurulduktan sonra elde edilen karisimda maddenin

varhigini tespit etmek amaciyla HNMR analizi yapilmustir.

HNMR analizi sonras1 goriilen matriks etkisi nedeniyle ayni reaksiyon 60 °C’de
¢oziicli olarak DMF yerine aseton kullanilarak tekrarlanmistir. Tepkime bitiminde
aseton vakum altinda ugurulmus ve su ile kloroform karistirildiktan sonra kloroform
faz ekstrakte edilmistir. Yikamanin ardindan altta kalan faz beher i¢inde toplanmustir.
Kloroform sudan agirdir ve kloroform beherin altinda toplanmaktadir. Elde edilen iist
faz kloroform ile ili¢ kez yikanmistir. Ardindan huni igerisine filtre kagidi
yerlestirilerek iizerine sodyum siilfat eklenmistir. Ardindan elde edilen soliisyon
direkt giines 151gm1 almayacak bir yerde kurumaya birakilmistir. Son olarak elde
edilen kuru madde (BSP-1) NMR analizi yapilmasti i¢in hazir hale getirilmistir. NMR

analizi deutero-kloroform solvent igerisinde yapilmistir.

2.3.2. Kolon kromatografisi

S6zkonusu karisimdan sentezlenen maddeyi saf bir sekilde elde etmek amaciyla
kolon kromotografisi gerceklestirilmistir. Kolonun ucuna pamuk yerlestirilerek beher
igerisinde yeterli miktarda silika jel ve heptan kabarcik kalmayacak sekilde
karistirildiktan sonra karisim 3 dakika sonikasyona tabii tutulmustur. Kolon igerisine
hazirlanan silika jel aktarilmis (18 cm) ve beher icerisinde toplanan heptan 4 defa

silikanin yerlesmesi i¢in kolon icerisine aktarilmistir. Saflagtirmak istedigimiz madde
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icerisine silika konmus ve kanstirilmistir. Elde edilen karigim kolon igerisine
aktarilmis ve karisimin iizerine heptan eklenmistir. Ustiinii kaplayacak miktarda
silika konmustur. Uzerine heptan eklenerek, silika igerisindeki kabarciklarin ¢ikmasi
icin kolona yumusak bir cisimle birka¢ kez vurulmustur. Altta beherde toplanan
heptan 3 defa tekrar kolon icine aktarildiktan sonra beher igerisinde biriktirilen
heptanli soliisyon alinarak etiketleme yapilmigtir. 2 mL aseton 150 mL’ye heptan ile
tamamlanmis ve kolon igerisine aktarilmistir. Solvent, tiiplere toplanarak etiketleme
yapilmisti. 4 mL aseton 150 mL’ye heptan ile tamamlanarak kolon igerisine
aktarilmistir. Solvent tiiplere toplanarak etiketleme yapilmistir. 10 mL aseton 100
mL’ye heptan ile tamamlanarak kolon igerisine aktarilmistir. Elde edilen solvent,
tiiplere toplanarak ikinci bir etiketleme yapilmistir. Son asama olarak kolon igerisine
aseton eklenerek beher icerisine toplanarak en son etiketleme yapilarak, etiketlenen
tim tiipler ¢ekerocak i¢cinde buharlasmasi i¢in birakilarak saf BSP-1 {iriinii elde
edilmistir (Sekil 2.2.).

Sekil 2.2. Saf BSP-1 iiriiniiniin goriiniimii

2.3.3. Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Bir karisimi olusturan bilesenlerin tespiti veya tepkimelerin ilerleme asamalarinin

izlenmesi amaciyla TLC yontemi kullanilmigtir. Beher igerisine bir miktar

13



diklorometan konulmustur. TLC tabakada (Sekil 2.3.) devam eden veya bitmis olan
tepkimelerden alinan iiriin karigimlari kapilari (ince pipet) yardimi ile damlatilmis ve
etiketlendigi numara ile isaretlenmistir. RF (referans) isaretli olan yere ise
dihidroksibenzofenon damlatilmistir. Ince tabaka beher igerisine yerlestirilerek 2 dk
beklenmistir. Ardindan UV lamba altinda goriintiilenmistir. UV lamba altinda
goriillen 1, 5, 6 ve 8 numarali beherlerdeki numuneler 'HNMR analizine

gonderilmistir.

Sekil 2.3. Kolon kromatografisi sonucu ayrilan érneklerin TLC goriiniimleri

2.3.4. McMurry reaksiyonu

0,566 g (26,5 mmol) ¢inko tozu balon joje igerisine aktarilmigtir. 10 mL THF balon
joje icerisine eklenmis ve manyetik karistiricida karistirilmistir. Balon joje iizerine
tuz serpilmis ve buz iizerine yerlestirilmistir (-10 °C). 0,476 mL TiCls mikropipet
yardimi ile ¢ok yavas bir sekilde balon igerisine aktarilmistir. Birka¢ dakika
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manyetik karistirict yardimi ile karistinnlmigtir. Daha sonra sicak yag igerisine

yerlestirilmis (90 °C) ve 2 saat reflaks (¢ekilme) islemi yapilmistir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. McMurry tepkimesinin diizeni

Ardindan balon joje igerisine elde edilen bilesenden 0,50 g eklenmis ve 0,2 g difenil
keton balon joje igerisine aktarilmistir. 4 saat reflaks islemi yapilmis ve elde edilen
karisim 25 °C’de sogutulmustur. %10’luk s1vi 30 mL K>COs (3g) igerisine karigim
dokilerek 5 dakika vortekslenmistir. Bilesen icerisindeki ¢6ziinmemis bilesenler

Buchner hunisi ile filtrelenmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Buchner hunisi ile ayirma islemi

Filtre kagidi su ile 1slatilarak THF eklenmistir. Kati olan kisim uzaklastirilmis ve sivi
kisim alinmistir. Sivi tabaka 50 mL kloroform ile iki defa ekstrakte edilmistir. ki
defa su ile yikanmistir. Cekerocakta kurumaya birakilmigtir. Boylece BSP-2 6rnegi

sentezlenmistir.

2.3.5. McMurry reaksiyonu sonrasi kolon kromatografisi

Silika jelde ¢oziicii olarak kloroform kullanilarak kolon kromatografisi yapilmis ve

maddeler ¢ekerocakta kurutulmustur.

2.3.6. McMurry reaksiyon iiriinlerinin ince tabaka kromatografisi ile

goriintillenmesi (TLC)

Elde edilen numunelere TLC’de UV lamba altinda bakilmis ve ardindan *HNMR

analizine gonderilmistir.

2.3.7. Kemosensoriin floresan spektroskopi ile fotofiziksel o6zelliklerinin

incelenmesi

Yapi tayininden sonra BSP-2 orneginin fotofiziksel 6zellikleri Perkin Elmer LS 55
floresan spektroskopisi yardimi ile tespit edilmistir. Sentezlenen maddelerin

absorpsiyon ve emisyon spektrumlari kaydedilmistir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Kullanmilan floresan spektroskopisi

2.4. Adenin Bazinin Uriine Baglanmasi ve ince Tabaka Kromatografisi

Gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra 0,076 g adenin, asetonla ¢dziilmiis {iriine
(BSP-2) eklenmistir. Manyetik karistirici eklenerek 60 °C’de 24 saat boyunca

karistirtlmistir. Kimyasal reaksiyonu Sekil 2.7.’de verilmistir.

)
e o
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N

Sekil 2.7. Adenin bazinin BSP-2 iiriiniine eklenmesi

Adenin eklenmis tirtine BSP-3 adi verilmistir. Beher igerisine heptan, kloroform ve
etanol eklenmis, TLC tabakaya farkli ¢6ziiclilerde ¢ozelti halinde bulunan BSP-3
iriinii damlatilmistir. Kagit beher icerisine yerlestirilmis ve 2 dk beklenmistir.
Ardindan UV lamba altinda goriintiilenmistir. Bdylece DNA analizlerinde

kullanilacak kemosensor elde edilmistir.
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2.5. E. coli ve C. michiganensis subsp. michiganensis Tiirlerinin DNA’larinin

BSP-3 Kemosensorii ile Etkilesimleri

Etkilesimlerin goriilmesi amaciyla 6n denemeler yapmak amaciyla Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ve Escherichia coli bakterileri ile ¢alisiimistr.
Sentezlenen kemosensorle hibridizasyon testleri i¢in Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis ve Escherichia coli DNA’lar1 elde edilmistir.

2.5.1. E. coli bakterisinden DNA izolasyonu

Stok kiiltiirden alinan Escherichia coli BL-21 susu nutrient broth sivi besiyerine
ekim yapilarak 1 giin boyunca 26 °C, 100 rpm’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonras1 bakteriyi i¢eren besiyerinden ependorfa 6rnek alinarak DNA izolasyonuna
gidilmistir. Thermo Scientific GeneJET Genomik DNA Purifikasyon Kiti

kullanilarak, E. coli 6rneginden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

2.5.2. E. coli DNA’simin pH ile denatiirasyonu

Elde edilen E. coli DNA 06rnegi tek zincir haline (SSDNA) dontstiiriilmek igin
denatiire edilmistir. Denatiirasyon islemi ortam alkali pH’a (pH 10) gevrilerek
yapilmustir. 0,4 g NaOH tartilarak 10 mL distile suda ¢6ziilmiis ve DNA 6rneginden
10 pL alinarak 100 uLL NaOH ¢6zeltisi ile karistirtlmistir. Pipetleme yapilarak 10 dk

inkiibasyona birakilmistir.

2.5.3. E. coli ssDNA’smn nitroseliiloze sabitlenmesi, kemosensorle muamele ve

FTIR analizleri

pH ile denatiire edilmis E. coli SSDNA oOrneginden 20 pl alinarak nitroseliiloz
membrana damlatilmis ve kurumaya birakilmistir. Kor olarak bos nitroseliiloz

membran kullanilmis ve NCE adi ile 6l¢tim alinmustir. E. coli ssDNA’sinin
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sabitlenmesi sonrast FTIR cihazinde Ol¢iim yapilmis (Sekil 2.8.) ve transmittans-
dalga sayis1 olgiim sonuglart NCE-DNA ismi ile kaydedilmistir. Olgiim sonrasi
sentezlenen kemosensor olan BSP-3 aymi nitroselilloz membrana damlatilarak
sSDNA ile hibridize edilmistir. Cekerocakta kurutulan membran FTIR-ATR analizi
sonrasi transmittans-dalga sayisi Olgiim sonuglart NCE-DNA-CM  olarak
kaydedilmistir. Bu olgiimler diger sonuglar ile kontrol ve karsilastirma yapabilmek

i¢in yapilmustir.

Sekil 2.8. Kullanilan FTIR cihazi

2.5.4. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis DNA’sinin sicakhikla

denatiirasyonu

Sentezlenen kemosensor ile C. michiganensis (Cmm) DNA’sinin hibridizasyonu
amaciyla, Baysal vd. (2011), tarafindan PZR ile dogrulanmis Cmm 16/5 suslari
kullanilmistir. izole edilmis Cmm DNA’lari, BATEM Enstitiisii - Antalya’dan temin
edilmistir. Sonrasinda, temin edilen Cmm DNA’lar1 denatiirasyona ugratilmistir.
Denatiirasyon i¢in Cmm- DNA 6rnekleri 95 °C’lik su banyosunda 30 dk boyunca
tutulmus ve sonrasinda hemen buz lizerine alinmistir. Buzda 15 dk bekletildikten

sonra nitroselilloz membrana sabitleme islemine gecilmistir.
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2.5.5. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis sSDNA’simin nitroseliiloz

membrana sabitlenmesi ve kemosensorle muamele sonrasi FTIR analizleri

Cmm ssDNA’sindan 20 pL alinarak nitroseliiloz membrana damlatilmis ve
cekerocakta kurutulmustur. Ornek NCM-DNA olarak kaydedilmistir. Kurutma
sonrast membran kemosensor ile muamele edilmis ve 1 giin boyunca g¢ekerocakta
kurumasi saglanmistir. Kurutmanmn ardindan FTIR cihazinda oOl¢im yapilarak

transmittans-dalga sayisi 6l¢iim sonuglart NCM-DNA-CM olarak kaydedilmistir.

2.6. Aym Bakteri (Cmm) Tiirlerinin DNA’larimin Birbirleriyle ve BSP-3

Kemosensorii ile Etkilesimi

Cmm’nin  DNA diizeyinde teshisinde kullanilmak {izere Cmm DNA’lar ve

sentezlenen kemosensor arasindaki etkilesime FTIR analizi araciliiyla bakilmistir.

2.6.1. Cmm DNA’sinin sicaklikla denatiirasyonu

Bir 6nceki analizde de kullanilan Cmm DNA o6rnekleri 95 °C’lik su banyosunda 30
dk boyunca tutulmus ve sonrasinda hemen buz iizerine alinmistir. Buzda 15 dk

bekletildikten sonra membrana sabitleme islemine gegilmistir.

2.6.2. Cmm ssDNA’simin nitroseliiloz membrana sabitlenmesi, kemosensorle

muamele ve FTIR analizleri

Cmm ssDNA’larin1 igeren ilk tiipten 20 pL 6rnek alinarak nitroseliiloz membrana
damlatilmistir ve kurutma sonrast FTIR-ATR 6l¢iimii yapilarak transmittans-dalga
say1st Ol¢iim sonuglart NCM-DNA-2 olarak kaydedilmistir. Nitroselilloz membran,
kemosensor ile muamele edilmis ve cekerocakta 1 giin boyunca kurutulmustur.
Sonrasinda FTIR-ATR o6lglimii yapilarak transmittans-dalga sayisi 6lglim sonuglari
NCM-DNA-CM-2 olarak kaydedilmistir. Bir sonraki islem olarak ayn1 membran

tizerine diger Cmm-SSDNA 6rnegi damlatilip kurutulmus ve FTIR-ATR 6l¢iimii
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yapilarak transmittans-dalga sayist Ol¢iim sonuglart NCM-DNA-DNA-2 olarak

kaydedilmistir. Ol¢iim sonuglar1 karsilastirilmistir.

2.7. Hazir Kitle ve Klasik Yontemle Ekstrakte Edilmis Cmm DNA’larinin
Birbirleriyle ve BSP-3 ile Etkilesimleri

Teshisin daha kolay yapilabilirligini 6lgmek icin kit kullanilmadan DNA izolasyonu
yapilan Cmm 06rnegi ve kit kullanilarak DNA izolasyonu yapilan Cmm Ornegi
karsilastirilmas1 ve dogru teshis yapma kabiliyetini tespit etmek amaciyla bir diger

DNA-kemosensor analizi daha gerceklestirilmistir.

Sonuglarin negatif kontrolii i¢in ise Bacillus thuringiensis DNA’s1 kullanilmistir.
Cmm’den farkli bir bakteri DNA’s1 kullanilarak, kitin Cmm DNA’simi spesifik

olarak tantyip tanimadigi test edilmistir.

2.7.1. Bakterilerin ekimi ve biiyiitiilmesi

Kitsiz DNA izolasyonunda kullanilmak {izere, kat1 besiyerinde biiyiitiilecek Cmm’ler
icin 0,16 g nutrient broth hazir besiyeri ve 0,3 g agar tartilarak 20 mL dH20
icerisinde ¢oOziilmiis ve otoklav ile besiyeri sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi
besiyeri plastik petrilere dokiilmiistiir. Stok Cmm kiiltiiriinden 6ze yardimiyla alinan
ornek petrilere ¢izgi ekim yontemiyle ekilmistir. Ekim sonrasi petriler inkiibatore

alinarak Cmm’ler 25 °C’de 3 giin boyunca inkiibe edilmistir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. inkiibasyon sonras: nutrient agarda gelisen Cmm kolonileri goriiniimii

Sivi besiyerinde biiyiitiillecek bakteriler i¢in 0,4 g nutrient broth hazir besiyeri
tartilarak 50 mL dH20 igerisinde ¢Oziilmiistiir. Besiyeri steril hale getirilmek igin
otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi besiyerinin sicakligi belli bir noktaya gelene kadar
sogumast beklenmis, ardindan besiyeri 10 ml’lik cam deney tiiplerine
paylastirilmigtir. Stok B. thuringiensis (Bt) kiiltiiriinden ve nutrient agarda gelismis
Cmm kolonilerinden 6rnekler alinarak sivi besiyerlerine ekilmistir. Ekim sonrasi
Cmm igeren tiipler calkalamali inkiibatore alinarak 27 °C 120 rpm’de 3 giin boyunca
bakterilerin gelismesi saglanmistir. Ayni sekilde Bt’ler de 29 °C 120 rpm’de 3 giin
boyunca gelistirilmistir (Sekil 2.10.).

Sekil 2.10. Sivi1 besiyerinde gelismis Cmm Kkiiltiirii
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2.7.2. Cmm’den Kkitsiz DNA izolasyonu

Kitsiz DNA izolasyonu i¢in kaynatma metodu uygulanmistir. Nutrient agarda
gelistirilmis Cmm kolonilerinden 6ze yardimiyla birkag tane alinarak igerisinde 2 mL
distile su bulunan ependorf tiipe aktarilmistir. Su icerisinde karistirilarak dagilmasi
saglanan Ornek, 100 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda 10 dk bekletilmistir. Ardindan
direkt olarak buza alinan 6rnek 5 dk buzda bekletilmis ve sogumasi saglanmistir.
Yaklasik olarak oda sicakligina gelen ependorf tiip igerisine 40 mg lizozim enzimi ve
20 pL proteinaz K enzimi eklenmis ve vortekslenerek ornegin homojen bir hal
almasi saglanmigtir. Sonrasinda ependorf termomikserde 56 °C’ de 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 ependorf mikrosantrifiije alinarak 12000 x
g’de 3 dk santrifiijlenmistir. izole edilen DNA nin bulundugu kisim olan siipernatant

kismu pipet ile steril baska bir ependorfa alinip pellet atilmistir.

2.7.3. Cmm ve Bt kitli DNA izolasyonlar:

Cmm (+), Cmm (+) 2 ve Bt (+), Bt (+) 2 6rnekleri vortekslenerek homojen bir hale
getirilmistir. Kit olarak Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit
kullanilmis ve gram-pozitif bakteriler i¢in genomik DNA piirifikasyon protokolii

uygulanmistir.

Protokole gore izolasyon Oncesi gram-pozitif bakteri lizis tamponu hazirlanmistir.
Lizis tamponunda kullanilmak {izere 1 M 10 mI’lik Tris-HCI, pH 8.0 hazirlanmistir.
1,211 g trizma baz 8 mL distile suda ¢oziilmiis ve HCI ile pH’1 8’¢ ayarlanmis ve
distile su ile 10 mlI’ye tamamlanmistir. 0,5 M 10 mL EDTA, pH 8.0 i¢in 1,86 g
EDTA 8 mL distile suda ¢oziilerek NaOH ile pH’1 8’e ayarlanmig ve distile su ile 10
ml’ye tamamlanmistir. Icerisinde 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, % 1.2 Triton X-
100 ve 20 mg/mL lizozim olacak sekilde 5 ml’lik lizis tamponu hazir hale

getirilmigtir.

DNA izolasyon protokoliinii uygulamak {izere tiim orneklerden 2’ser mL Ornek

alinarak 10 dk 5000 x g’de santrifiijlenmistir. Supernatantlar atildiktan sonra her bir
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pellet 180 uL gram-pozitif bakteri lizis tamponunda ¢6ziilmiis ve termomikserde 37
°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Her 6rnege 200 uL lizis soliisyonu ve 20 uL proteinaz
K eklenerek 6rnekler homojen hale gelene kadar vortekslenmistir. Hiicreler tamamen
lizis edilmek igin tekrar termomiksere alinan drnekler 56 °C’ de 30 dk ¢alkalamali bir
sekilde inkiibasyona birakilmistir. Her bir 6rnege 20 puL RNaz A soliisyonu
eklenerek karigim vortekslenmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 400 pL
50% etanol eklenmis ve tekrar vorteksleme islemi yapilmistir. Lizatlar GeneJET
Genomic DNA Purification Kolonlarma almmis ve 6000 x g’de 1 dk
santrifiijlenmistir. Kolon igerisindeki toplama tiipiine gegen soliisyon atilarak kolon
steril bir baska toplama tiipiine yerlestirilmistir. Orneklere 500 pL Yikama Tamponu
I eklenmis ve 8000 x g’de 1 dk santrifiijlenmistir. Toplama tiipiine gecen soliisyon
atilmistir. Kolon igerisine 500 pL. Yikama Tamponu II (etanol eklenmis) ilave
edilerek 12000 x g‘de 3 dk santrifiijlenmistir. Toplama tiipiine akan soliisyon atilarak
kolonlar steril ependorf tiiplere transfer edilmistir. Son islem olarak 200 pL eliisyon
tamponu kolonlara eklenmis ve 6rnekler 2 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
8000 x g’de 1 dk santrifiij sonrast kolonlar ¢ikarilmis ve piirifiye edilmis DNA

ornekleri -20 °C’ de saklanmustir.

2.7.4. DNA orneklerinin spektrofotometrede konsantrasyon ve saflik 6l¢iimleri

Kitle izole edilmis DNA 6rneklerinin 6l¢iimii i¢in kor olarak 2 pL eliisyon tamponu
ve 2’ser uL Cmm (+), Cmm (+) 2 DNA 6rnekleri kuyulara yiiklenmistir. Orneklerin
konsantrasyon miktarlarma ve Aazeo/Azso, Azeo/A2s0 degerlerine bakilmistir. Ayni
islemler Bt ve kitsiz (kit (-)) izole edilen Cmm ig¢in de uygulanmistir. Kit (-) Cmm
DNA 06rneginin dl¢limiinde kor olarak distile su kullanilmistir. Degerlere bakilarak
yeterli konsantrasyona sahip olmayan Cmm (+) 2 Ornegi sonraki asamalara dahil

edilmemistir.

2.7.5. DNA orneklerinin sicakhikla denatiirasyonu

Tim DNA orneklerinden 10’ar pL alinarak 90’ar pL distile suda ¢ozlilmiistiir.
Orneklerin bulundugu ependorflar 95 °C’ lik su banyosunda 30 dk tutulmustur. Siire
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sonunda Ornekler su banyosundan hemen buz lizerine alinarak soklanmistir. DNA

ornekleri buz iizerinde 15 dk bekletilmislerdir.

2.7.6. Orneklerin nitroseliiloz membrana sabitlenmesi, kemosensor ile muamele

ve FTIR analizleri

Her bir ssDNA orneginden 20 pL alinarak farkli nitroseliloz membranlara
damlatilmigtir. Membranlar 1 giin boyunca g¢ekerocakta kurutulmustur (Sekil 2.11.).
Kurutma sonrasi 3 ssDNA 6rnegi (Cmm Kit (-), Cmm kit (+), Bt kit (+)) FTIR-ATR
analizi yapilmis ve transmittans-dalga sayisi degerlerine bakilmistir. Sonuglar Cmm
kit (-), Cmm kit (+) ve Bt kit (+) olarak kaydedilmistir. Membranin bos bir kismi1 kor

olarak kullanilmis ve dlgiim alinmustir.

Sekil 2.11. ssDNA 6rneklerini iceren membranlarin kurutulmasi

Kemosensorle muamele islemi igin BSP-3 iirlinii dimetilformamid iginde ¢oziilmiis

ve igerisine balik atilarak manyetik karistiricida karistirilmigtir (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. Kemosensoriin manyetik karistiricida ¢oziilmesi islemi

Kemosensdr homojen bir forma geldikten sonra her bir membrana 60’ar pL
damlatilmigtir. Membranlar 1 giin boyunca ¢ekerocakta kurutulduktan sonra 3 6rnek
bir kez daha FTIR-ATR analizi yapilmigtir. Transmittans-dalga sayisit 6lgiim
sonucglart Cmm kit (-) -CM, Cmm kit (+) -CM ve Bt kit (+) -CM olarak
kaydedilmistir.

DNA-kemosensor-DNA  etkilesimlerini incelemek igin Cmm kit (-) -CM
membranina Cmm kit (+) ssDNA’sindan 20 pL, Cmm kit (+) -CM membranina Bt
kit (+) ssDNA’sindan 20 pL ve Bt kit (+) -CM membranina Bt kit (+) 2
ssDNA’sindan 20 pL damlatilmigtir. Membranlar 1 giin boyunca g¢ekerocakta
kurutulmustur. 3 membrandan FTIR-ATR 6l¢iimii alinmis ve transmittans- dalga
say1st Olgtimleri Cmm kit (-) 2, Cmm kit (+) 2, Bt kit (+) 2 olarak kaydedilmistir.

Sonuglar karsilastirilarak teshis edilebilirlik incelenmistir.

Ayni islemler kemosensor damlatildiktan sonra su ile yikama yapilarak
tekrarlanmigtir.  Boylece spesifik olmayan baglanmalarin  uzaklastirilmasi
amaglanmistir. Elde edilen FTIR sonuglart Cmm kit (-) / Cmm kit (-) -CM / Cmm kit
(-) 3/ Cmm kit (-) 4, Cmm kit (+) / Cmm kit (+) - CM / Cmm kit (+) 3/ Cmm kit
(+) 4 ve Bt kit (+) / Bt kit (+) CM / Bt kit (+) 3 / Bt kit (+) 4 olarak kaydedilmistir
(Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. Cmm ve Bt DNA’larinin ugradig islemler

Asamalar/Ornekler Cmm kit (-) Cmm kit (+) Bt kit (+)

Membrana Sabitleme Cmm kit (-) Cmm kit (+) Bt kit (+)

BSP-3 Muamelesi Cmm kit (-) CM Cmm kit (+) Btkit(+)CM
CM

Su ile Yikama Cmm kit (-) 3 Cmm kit (+) 3 Bt kit (+) 3

Ikinci DNA’nin Eklenmesi Cmm kit (-) 4 Cmmkit(+)4  Btkit(+) 4

Sekil 2.13.te Cmm DNA tespiti i¢cin gerceklestirilen asamalar gematik olarak

gosterilmistir.
Spnuglonm Cmm izolaty Cmm izolati
lkaralazhnlmas
ve Vorumlanmasy
DMA DINA
Ekstraisiyons Elestralesiven
Spektroskopik caligmalar
Crnek; UV-géninis, TR
Florosens vh
I Tek Szrmall Telk Barmalls
DH.-’T ¥a DMNA'va
pavrilmasi Cavrilmesi
Fats Yiizeys Ezbitlenmiz DMNA
DHA"mn il2 kangtinlmzst
Szbritlenmesi

Sekil 2.13. DNA tespit siireglerinin sematik anlatimi

27



2.8. Karbazol Kemosensoriiniin Sentezi

2.8.1. Alkilleme reaksiyonu

Ticari olarak satin alinan karbazol bilesiginden hassas terazide tartilarak 167 mg
alinmis ve balon jojeye aktarilmustir. Icerisine 0,612 mL 1,3-dibromopropan, 200 mg
potasyum karbonat ve 10 mL aseton eklenerek manyetik karistiricida 24 saat

boyunca oda sicakliginda Sekil 2.15.°de gosterildigi gibi karistirilmistir.

oda sicaklik

Aseton
K,CO
+ Br/\/\Br —73
N
H

Sekil 2.14. Karbazol Bilesiginin Alkilleme Reaksiyonu

ISOTEX

Sekil 2.15. Karbazol ¢ozeltisinin manyetik karistiricida karistirilmasi
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2.8.2. Ince tabaka kromatografisi

Reaksiyon sonunda iiriinlerin goriilmesi igin ince tabaka kromatografisi yapilmistir.
Referans olarak reaksiyona giren madde olan karbazolden 2 mg alinarak aseton
solventinde ¢ozlilmiistiir. Reaksiyon iiriinii de asetonda ¢Oziilmiis ve referansla
birlikte silika membrana damlatilmistir. Silika membran, 10 mL hekzan ve birkag
damla aseton igeren karisima daldirilarak 1-2 dk beklenmistir. Yiirlitme islemi
sonrast UV lamba altinda kisa ve uzun dalga boylarinda goriintiileme yapilmistir

(Sekil 2.16).

Sekil 2.16. UV lamba altinda referans ve iiriiniin TLC goriiniimleri

Uriinlerin daha iyi ayrigmasi igin ayni islem daha polar olan etil asetat + hekzan
karisiminda yiiriitiilerek tekrarlanmis ve UV lamba altinda goriintiillenmistir (Sekil
2.17).
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Sekil 2.17. UV lamba altinda referans ve iiriiniin TLC goriiniimleri

2.8.3. Kolon kromatografisi

Istenen iiriiniin reaksiyon sonucu olusan diger bilesenlerden saflastirilmasi igin kolon
kromatografisi yapilmistir. 60 g silika lizerine hekzan eklenerek 3 saat boyunca oda
sicakliginda manyetik karistiricida karistirilmistir. Elde edilen silika jel kolondan
gecirilmis ve ardindan hekzan kolondan gegirilmistir. Karbazol iriinii silika ile
karistiritlip kolona iistten eklenmistir. Kolonun altina beher koyulmus ve iistten

hekzan eklendikge alttaki beherlerden toplanmustir (Sekil 2.18.)

Sekil 2.18. Kolon kromatografisi diizenegi

30



Ayni islem 5 kez tekrarlandiktan sonra kolonun iistinden % 50 hekzan- %50 etil
asetat karigimi eklenmeye baslanmistir. Birkag kez bu islem tekrarlanip alttan
beherlerde toplandiktan sonra %100 etil asetat eklenerek, iriinler 20 farkli deney
tipiinde toplanmistir. Son olarak kolon asetonla yikanmis ve tiim driinler
toplanmistir. Toplanan beherler ve tiipler sirasiyla numaralandirilmigtir. Tiim tirlinler

solventlerin ugmasi i¢in ¢ekerocakta kurutulmustur (Sekil 2.19.).

Sekil 2.19. Uriinlerin ¢ekerocakta kurutulmasi

2.8.4. Ince tabaka kromatografisi

Kuruyan orneklerden iginde kalint1 bulunan 1, 2, 3, 4, 5, 7 numarali beherler, deney
tiipleri ve asetonla yikama sonucu toplanan son iirlin igerisine kloroform damlatilarak
tiriinlerin ¢oziilmesi saglanmistir. Referans olarak kullanilacak karbazolden de birkag
mg alinarak kloroformda ¢ozlilmiistiir. Her ornekten birer damla alinarak silika
membrana damlatilmis ve etil asetat + hekzan karigiminda yiiriitilmiistiir. Yiriitme

sonrast UV lamba altinda goriintiilenmistir (Sekil 2.20.).

Sekil 2.20. Kolon kromatografi sonucu ayristirilan iiriinlerin TLC goriiniimleri

TLC sonrast UV altinda floresan 6zellik gosteren 3 ve 4 numarali beherlerdeki

iriinler sonraki adimlar i¢in secilerek birlestirilmistir.
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2.9. Karbazol Kemosensoriine Adenin Bazinin Eklenmesi

Floresan 6zellik gosteren {irlin hassas terazide tartilmis ve 1,1361 gram gelmistir. 1
mol {riine 1 mol adenin bazini eklemek i¢in 0,533 g adenin tartilarak iiriine
eklenmistir. Bu karisima 1,090418 grama tekabiil eden 2 mol potasyum karbonat
ilave edilmistir. Son olarak beher igerisine 15 mL aseton eklenmis ve 1 giin boyunca

oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirilmastir.

oy
. — "

Sekil 2.21. Karbazol iiriiniine adenin bazinin eklenmesi sonucu olusan kemosensoriin yapisi

Karigtirma iglemi sonrasi adeninsiz {iriin ve adeninli iirlin arasinda karsilastirma
yapabilmek i¢in adeninsiz iiriin ve adeninli tirtin asetonda ¢6ziilerek 10 mL hekzan +
1 mL etil asetat icerisinde yliriitilmiis ve ince tabaka kromatografisi (TLC)
yapilmigtir. Adeninsiz iriin referans olarak isaretlenirken adeninli iiriin P olarak

isaretlenmistir. TLC sonras1 UV altindaki goriiniimler Sekil 2.22.’de verilmistir.

Sekil 2.22. Adeninsiz ve adeninli iiriinlerin TLC sonrasi goriiniimii
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0,2 g adenin baz1 ve adeninli iiriin 10 mL asetonda ¢6ziilmiis, %50 hekzan + % 50

etil asetat igerisinde yiiriitiilerek TLC yapilmistir.

Sekil 2.23. Adenin baz1 ve adeninli karbazol iiriiniiniin TLC sonrasi goriiniimleri

2.10. ssDNA Orneklerinin Nitroseliilloz Membrana Sabitlenmesi, Karbazol ile

Muamele ve FTIR Analizleri

Ug farkli nitroselilloz membrana onceki ¢alismalardan izole edilmis Cmm kit (-)
ssSDNA, Cmm kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA’larindan 10’ar pL damlatilmis ve
kurutulduktan sonra FTIR olgtimii yapilmistir. Sonuglar Karbazol Cmm kit (-) /
Karbazol Cmm kit (+) / Karbazol Bt kit (+) olarak kaydedilmistir. Adenin eklenmis
karbazol kemosensorii asetonda ¢Oziilmiistir ve {i¢ membrana da 10’ar pL
damlatilmig, 1 giin boyunca ¢ekerocakta kurutulmustur. Sekil 2.24.’te membrana
sabitlenmis Cmm ssDNA’smin timin bazlar ile kemosensdrle bagli adenin bazinin
hidrojen baglari ile baglanmas1 gosterilmistir. Sonraki giin karbazollii membranlarin
FTIR 6l¢iimleri yapilmistir. Olgiimler Karbazol Cmm kit (-) 2 / Karbazol Cmm kit
(+) 2/ Karbazol Bt kit (+) 2 olarak kaydedilmistir.
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| ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGACT |

| TAATCGCGTAATCCGATGCATGOGGACTGA |
550MA eldesi

| ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGACT |

A
AGCTACGT ACCCT.:A"‘T |

Sekil 2.24. Cmm DNA’s1 denatiirasyonu ve ssDNA’nin adenin i¢eren karbazol kemosensorii ile

baglanmasi

Membranlar su ile yikanarak tekrar kurutulmus ve FTIR Olgiimleri alinmistir.
Olgiimler Karbazol Cmm kit (-) 3/ Karbazol Cmm kit (+) 3/ Karbazol Bt kit (+) 3
olarak kaydedilmistir. Son olarak karbazol Cmm Kit (-) 6rnegi igeren membrana 10
uL Cmm kit (+) ssDNA’s1, karbazol Cmm kit (+) 6rnegine 10 pL Bt kit (+)
ssDNA’s1, karbazol Bt kit (+) 6rnegine 10 puL Bt kit (+) 2 ssDNA’s1 eklenmistir.
Olgiimler Karbazol Cmm kit (-) 4/ Karbazol Cmm kit (+) 4/ Karbazol Bt kit (+) 4

olarak kaydedilmistir. Cizelge 2.3.’te tiim 0rnekler ve yapilan asamalar verilmistir.

Cizelge 2.3. Cmm ve Bt DNA’larinin ugradig islemler

Asamalar/Ornekler

Cmm kit (-)

Cmm kit (+)

Bt kit (+)

Membrana Sabitleme

Karbazol Muamelesi

Su ile Yikama

ikinci DNA’nm Eklenmesi

Karbazol-Cmm kit

)
Karbazol Cmm kit
()2
Karbazol Cmm kit

()3

Karbazol-Cmm kit

()4

Karbazol Cmm kit

)

Karbazol Cmm kit
(+)2

Karbazol Cmm kit
(+)3

Karbazol Cmm kit
(+) 4

Karbazol Bt kit (+)

Karbazol Bt kit (+)
2

Karbazol Bt kit (+)
3

Karbazol Bt kit (+)
4
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Sekil 2.25.’te karbazol kemosensorii ile hibridize olmus Cmm ssDNA’sina bagka bir
Cmm ssDNA’smin eklenmesi sonucu karbazol kemosensoriiniin hibritten ayrilmasi
sematik olarak gosterilmistir. Sadece timinlerle zayif bir sekilde baglanmis olan
kemosensor, ortamdaki tamamen komplementer ssDNA zincirlerinin eslesmesi
sonras1 hibritten ayrilacaktir. Boylece DNA’nin Cmm DNA’s1 oldugu anlagilarak

Cmm teshisi yapilmis olacaktir.

DNA

| ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGACT

| TAATCGCGTAATCGATGCATGGGACTGA

ssDNA eldesi

| ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGACT

+

[ taatceceraaTcGATGCATGGGACTG

¥ TN

[ attAaccecatTAGcTACGTACCCTGAC

| ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGACT

[ taatceceraaTcGATGCATGGGACTGA

*% mi
. m

A

+

ATTAGCGCATTAGCTACGTACCCTGAC

Sekil 2.25. Cmm ssDNA’larmin eslesmesi ile kemosensoriin hibritten ayrilmasi
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2.11. FTIR Sonuclarmm Islenmesi ve ACD/ Spectrus Processor Programiyla

Yorumlanmasi

Sonuglarin analiz edilmesi i¢in, FTIR cihazindan alinan sonuclarin islenmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in ACD/ Spectrus Processor programi kullanilmistir. Bu
program, FTIR verilerinin islenmesi, pik alinmasi ve yorumlama gibi islevler i¢in

tasarlanmis bir programdir.

FTIR verileri bu programa yiiklenerek her bir veri i¢in “Auto Baseline Correction”
alinmistir. Boylece sonuglarin bir temel cizgisine gore hizalanmasi saglanmaktadir.
Ardindan “smoothing” ad1 verilen diizeltme/ yumusatma islemi uygulanmistir. Elde

edilen verilere son olarak ATR-Correction islemi uygulanmistir (Sekil 2.26.).

-8 ACD/Spectrus: Processor Window - [Ch\Users\ahmet\Desktop\MCM-DMNA-2.spectrus]
Eile Edit Niew | Process | Apalysis Tools  Series  Database Options Windows ACD/Labs  Help

é‘ Transform L4 =1 %‘,ﬁﬁmﬁv*fﬂv ﬁ
: | Baseline | Auto —_ =
P Smoothing v | EditNodes
105 Subtract... Delete Modes
10e Cut Off Region... Fit to Spectrum
ATR Correction 4 Fquate fo Zero
103 Derivative... Subtract
10 Interpolation 4 Clear
Edit Spectrum » Options..,

Sekil 2.26. ACD/Spectrus Programr’nin verileri isleme yontemleri

Analiz yapabilmek icin her 6rnegin verilerinden pik (zirve) bantlar1 alinmistir. Pikler
alinirken kullanilan parametrelerde “Noise Factor” 3 olarak, minimum pik seviyesi
ise % 10 yogunlukta olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 2.27.). Bu ayarlamalarin
yapilmast noise yani glriiltii olan ve istenmeyen diisiik yogunluktaki bantlarin

elenmesi i¢in dnemlidir.
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Auto Peak Picking Options

Moise Factor

Minimum Peak Level

~ (@ % of Max Intensity | 10

() Absolute Value

Peaks

Pasitive

Apply

Alman pik bantlarinin degerlendirilmesi i¢in farkli yontemler kullanilmistir. ACD/
Spectrus Programinin igerdigi veritabanlarindan FTIR bantlarinin hangi fonksiyonel
gruplarini igerdigi bilgisi alinmistir (Sekil 2.29.). Bu programin yanisira IRPal 2.0 ve
IR Wizard 2019°® programlar1 kullanilmistir (Sekil 2.28.). Bu programlar IR

frekanslarinin hangi fonksiyonel gruplarla iliskili oldugunu anlamada kullanilan

programlardir.

Tiim programlardan alinan sonuglar ve literatiir taramasi sonuglar1 birbirleri ile

[ ] Megative

3

rJ

A m

Ak A

FWHH Options
Calculate Automatically

Asymmetry Threshold

Area Baseline

@ Zero

() Minimum

i JEnds

Close

Sekil 2.27. Pik tespiti secenekleri

karsilastirilarak en net sonuglara ulasilmistir.

B

File Rule out classes

Log

Exit

1

A m

L] Start a new session “-| | @ Search Database | |ﬂ" classes ﬂ
Class Structure | High | Lo | Typical | Second | Intensity | Azzignment
Alkenes RCH=CHZ2 1660 1650 1655 m C=C stretch
Alkeres R2C=CH2 16856 1645 1650 m C=C stretch
Alkenes B-ring 1684 1644 1649 W C=C stretch
Alkenes F-ring 1686 1B46 1651 w C=C stretch
Alkenes 8-ring 1688 1648 1653 W C=C stretch
Amides RCOMHZ 1686 1645 1650 5 C=0 stretch
Amides RCOMHR" 1666 1645 1650 3 C=0 gtretch
Amides R'COMR2 1686 1645 1650 m

T P—

PR S LY

1rcC

Arac

D ata poszsibly related to selected structure [above]

Clazs

| Structure

4rEn

E et nl

C=0 stretch

T

| High| an| Typicall Secnnd| Inztensity | Azzigrmer

Sekil 2.28. IRPal 2.0 Programu ile IR analizi
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Description % 2 Group A3 Class | S -~
N-dimethylboryl dia = B-M B compounds
N-alkyl B-aryl bora:  B-M B compounds
thioamide/thiourea = C-M N compounds
|5e\enuamide C=5e N compounds
oxime 0O-H N compounds
isocyanatomethyl | N=C=0 N compounds o™
izocyanate N=C=0 N compounds JL L leH
S bonded N-unsub | C-N N compounds [CH] T
saturated sulfate ¢ | 502 S compounds [CH]
arylsilane SiC Si compounds
vinyl ketone CHZ alkenes
non-conjugated vin | CH2 alkenes
non-conjugated vin | CH2 alkenes
monecenjugated vi | CHZ alkenes
roninnated vimd | PH? alkenea v
No Range Height Width Vibration Reference Comment Ty
1 [1400 .. 1500] | [3..5] [10..101| C-N stretching Socrates strongly coupl Y
< >
125 Retrieve Search
Ujlz?' 1256) v  ACD/IR Condensed Phase
3 ACD/Raman Cendensed Phase
0 |
. . . e . ¥ Knowledge...
4000 3300 3600 Interpret...
CM-DNA-2 ASSIGNMENT 294928 cm-1 89.€ Verify...
- Bk ke i2-2'2 k 9-
Open Peak Detection Interpret Series Databa

Sekil 2.29. ACD/ Spectrus Processor Programi ile FTIR analizi

2.12. Karbazol Kemosensorii ile Gozle Goriilebilir Teshise Yonelik Denemeler

Gozle gortlebilir teshis i¢in ince tabaka kromatografisi ve UV goriintiilemesi
yapilmigtir. Ayn1 bakteri tiirli DNA’larinin karbazol kemosensorii ile etkilesiminin
incelenmesi igin silika membran {izerine sirasiyla 10’ar pL Kit (-) izole edilen Cmm
ssDNA’s1, asetonda ¢oziilmiis karbazol damlatilmistir. Diger 6rnekler olarak kit (-)
Cmm ssDNA + karbazol ve kit (-) Cmm ssDNA + karbazol + Cmm kit (+) SSDNA’s1
kullanilmistir. Membran 5 mL etil asetat + 5 mL hekzan igerisinde yiiriitilmis ve

UV altinda goriintiilenmistir (Sekil 2.30.).
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Sekil 2.30. Ayni bakteri tiirii DNA’larinin karbazol ile etkilesimlerinin TLC goriiniimleri

Ayni1 iglem referanslar olmadan tekrarlanmistir (Sekil 2.31.).

Sekil 2.31. Aym bakteri tiirii DNA’larimin karbazol ile etkilesimlerinin TLC goriiniimleri

Farkl1 bakteri tiiri DNA’larinin karbazol kemosensorii ile etkilesiminin incelenmesi
i¢in silika membran lizerine sirasiyla 10’ar pL Kit (-) izole edilen Cmm ssDNA’si,
asetonda ¢ozlilmiis karbazol damlatilmistir. Diger 6rnekler olarak kit (-) izole edilmis
Cmm ssDNA + karbazol ve kit (-) izole edilmis Cmm ssDNA + karbazol + Bt kit (+)
ssDNA’s1 kullanilmistir. Membran 5 mL etil asetat + 5 mL hekzan igerisinde
yiriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir (Sekil 2.32. ).
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Sekil 2.32. Farkl bakteri tiirii DNA’larinin karbazol ile etkilesimlerinin TLC goriiniimleri
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3. SONUCLAR

3.1. BSP-3 Kemosensoriiniin Sentezi

3.1.1. Williamson- eter sentezi

Williamson eter sentez reaksiyonu, 4-hidroksi-benzofenon maddenin 1,3
dibromopropan ile yer degistirme (SN2), alkilleme tepkimesi eter eldesinde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Reaksiyon sonucunda elde edilen BSP-1 iiriiniiniin

safliginin analizi i¢in tHNMR analizi yapilmistir.

'HNMR ya da proton NMR analizi, herhangi bir molekiiliin nasil bir molekiil
mimarisine sahip oldugunu, molekiil {izerindeki hidrojen gruplarinin yerlesimini
anlama yoluyla spektral data tizerinden yapilan analizdir. Analiz sonucunda
bekledigimiz iizere 4,4’-bromopropilbenzofenon (BSP-1) maddesinin pikleri
goriilmiistiir. BSP-1 molekiiliiniin yapisinin aromatik bolgesinde iki g¢esit proton
bulunmaktadir. Bunlarin pikleri 7.78 ve 6.97 ppm’de goriilmiistiir. Williamson eter
sentezi tepkimesinden sonra alkil olarak propil parcast benzofenon molekiiliinde
bulunan hidroksi grubunu oksijen atomuna baglamistir. *HNMR spektrumunda bu
protonlarin pikleri 4.27, 3.63, 2.36 ppm’de her pikte 2 proton (toplam 6H) olmak
tizere goriilmektedir. Bu piklerin yani sira bir¢ok kii¢iik pikler bulunmaktadir ki

bunlar da safsizlig1 veya yan triinlerin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.1. BSP-1 érneginin tHNMR analiz sonucu

3.1.2. Kolon kromatografisi ile saflastirma ve ince tabaka kromatografisi

NMR sonrast BSP-1 maddesi basar1 ile sentezlendigi anlasildiktan sonra kolon
kromotografisi ile saflagtirilmistir. Kolonda mobil faz olarak hekzan ile kloroform
karisimi kullanilmistir (3:1). Kolondan gelen madde beherlerde toplanarak beherler
numaralandirilmigtir. BSP-1 maddesi kolon kromatagrofisi sonrasi ince tabaka
kromatografisi ile UV altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.2.). Asetonda sentez sonrasi

tiriinde matriks etkisi goriilmemistir.

Sekil 3.2. BSP-1 iiriiniiniin TLC sonrasi membranlarin UV altindaki goriintiileri
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3.1.3. TLC sonrasi secilen orneklerin "THNMR sonuglari

TLC sonrasi segilen 1, 5, 6 ve 8 numarali beherlerdeki numuneler 'HNMR
analizlerinde 6,8 numarali numunelerde istedigimiz sonuglar alinmustir (Sekil 3.3. ve
Sekil 3.4.). Analiz sonucunda bekledigimiz iizere bis[4-(3-bromopropoksi)fenil]
mathanon (BSP-1) maddesinin pikleri goriilmiistiir. Sekilde goriilen 7,79 ve 6,97
ppm’de dublenin dublesi (4] = 2 Hz, 3J= 8.8 Hz) olmasi, sentezlenmis maddede
aromatik grubun oldugunu gostermektedir. Bunun disinda BSP-1’de 3 farkli —CHo-
gruplarinin varlig1 analiz sonuglarindaki piklerde goriilmiistiir. 'HNMR spektrumda
gozlenen tiim piklerin varligi bizim bekledigimiz iriinii ifade etmektedir. NMR
analizine karisim gonderildigi icin baz1 kiiglik pikler de goriilmektedir. Bu pikler

safsizlig1 ve giiriiltii (noise) oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.3. BSP-1-6’nin tHNMR analiz sonuclari
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Sekil 3.4. BSP-1-8’in HNMR analiz sonuclar

3.1.4. McMurry reaksiyonu ile BSP-2 iiriinii sentezi ve tHNMR analizi

BSP-1-6 ve BSP-1-8 ornekleri birlestirilerek McMurry reaksiyonuna sokulmus ve
reaksiyon sonunda olusan BSP-2 iiriinii kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir.
Kromatografi sonrast 44 numarali (Sekil 3.5.) ve “son” olarak kodlanan beherlerde

fazla miktarda bulunan krem rengi iiriin 'HNMR analiz i¢in segilmistir.

Sekil 3.5. McMurry sonrasi yapilan kolon kromatografisi sonrasi saflastirilmis olarak elde
edilen BSP-2 maddesi
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BSP-2-son maddenin *HNMR spektrumu sekilde verilmistir. tHNMR spektrumunda
-CH>- pikleri 1,80, 3,40 ve 3,60 ppm’de goriilmiistiir. Bunlarin disinda aromatik
bolgede benzofenondan kaynaklanan pikler de 7,32 ppm civar1 multiplet (¢oklu pik)

seklinde goriilmiistiir (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).
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Sekil 3.6. 44 numarah érnegin 'HNMR analiz goriintiisii
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Sekil 3.7. BSP-2-son érneginin 'HNMR analiz goriintiisii
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Kolon kromatografi sonucunda elde edilen 44 numarali maddenin *HNMR
spektrumu sekilde verilmistir. NMR sonucunda aromatik ve alifatik bolgelerde tiger
tane (-CH»-) goriilmesi gerekmektedir ki NMR spektrumun aromatik bolgesinde
7,02, 6,97, ve 6,65 ppm’de hidroksibenzofenon ve benzofenona ait pikler
goriilmiistiir. Tlaveten, alifatik (-CH»-) bolgede 4,01, 3,60 ve 2,27 ppm’de pikler
goriilmiistiir. Bu veriler bize kemosensoriin (BSP-2) saf bir sekilde sentezlendigini

gostermistir.

3.1.5. BSP-2 iiriiniine ince tabaka kromatografisinde bakilmasi

Sentezlenen BSP-2 {iriiniine ince tabaka kromatografisi sonrast UV lamba altinda
bakildiginda hedeflendigi iizere kemosensoriin floresan ozellik gosterdigi

goriilmiistiir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. BSP-2 6rneginin ince tabaka sonrasi UV altindaki goriiniimii
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3.1.6. Kemosensoriin floresan spektroskopi ile fotofiziksel ozelliklerinin

incelenmesi

Yap1 tayininden sonra bu kemosensor maddenin fotofiziksel Ozellikleri floresan

spektroskopi yardimi ile tespit edilmistir. Sentezlenen madde yiiksek floresan

gostermistir.
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Sekil 3.9. BSP-2 iiriiniiniin floresan spektroskopi ile analizi

Yukarida Sekil 3.9.’da goriildiigii iizere, BSP-2’nin eksitasyon (uyarim) 308.98
nm’de ve emisyon 390.49 nm’de bulunmustur. S6zkonusu uyarma ve emisyon aralari
(Stokes shift) yaklasik 82 nm olarak belirlenmistir. Genellikle 50 nm’den fazla stokes
shift olan maddeler iyi floresan maddeler arasinda sayilmaktadir. Bu da sentezlenen

kemosensoriin floresan 6zelliginin 1yi oldugunu gostermektedir.

3.1.7. Adenin bazinin kemosensore baglanmasi ve ince tabaka kromatografisi

BSP-2 {iriiniine adenin baz1 eklenerek elde edilen kemosensor ozellikteki BSP-3

tirtiniiniin TLC sonras1 UV altinda goriintiisii elde edilmistir.
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Sekil 3.10. BSP-3 iiriiniiniin TLC sonras1 UV altindaki goriiniimii

Sentezlenen kemosensdr adenin bazi ile baglandiktan sonra da yiiksek floresan
ozellik gostermektedir. Adenin baglanmig BSP-3 iiriiniiniin saflik durumu yukarida
verilmis olup, bu durum ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilmistir. Mobil faz
olarak kloroform, aseton ve DMF kullanilmis fakat aseton harici bir solventle
kemosensor yiirlimemistir. Sentezlenmis kemosensdr madde c¢ok polar ozelliktedir
fakat hazirlanan kemosensér madde dogrudan nitroseliilloz igeren kati ylizeye
sabitlenmistir. Su ile yikandiginda matriks etkisi gosteren kisim giderilecegi i¢in

kolon kromatografisi ile saflagtirma tekrar yapilmamistir.

3.2. E. coli ve C. michiganensis Tiirlerinin DNA’larinin BSP-3 ile Etkilesimleri

3.2.1. E. coli DNA izolasyonu yapilarak nitroseliilloz membrana sabitlenmesi ve

BSP-3 ile muamele sonrasi FTIR analizi

E. coli BL-21 susundan DNA izolasyonu yapilarak, pH ile denatiire edilmistir.
Boylece tek zincirli DNA formu elde edilmistir. Blank olarak nitroseliiloz membran
bos olarak FTIR Ol¢iimii yapilmis ve NCE olarak kaydedilerek kirmizi renkle
gosterilmigtir (Sekil 3.11.). Dalga boylar1 sirasiyla; 2917.73, 2848.79, 2159.56,
2027.17, 1404.86, 1181.52, 1066.47, 975.29, 875.25, 761.93 olarak kaydedilmistir.

Nitroseliiloz yapisinda bulunan nitro gruplarinin igerdigi N-O baglarinin esneme
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bantlar1 1000-500 cm™ ara sindaki parmak izi bolgesinde goriilmiistiir. 1404°de
goriilen bant ise aromatik C-C bantlarinin varligini gostermektedir. Elde edilen tek
zincir DNA (ssDNA) nitroseliiloz membrana sabitlenmistir ve FTIR sonucu alinarak
NCE-DNA olarak kaydedilmis; Sekil 3.11.’de sar1 renk ile gosterilmistir. Blank + E.
coli ssDNA FTIR o6lgiimii sonucu dalga boylar1 sirasiyla; 3024.80, 2982.37, 2922.59,
2850.27, 2159.88, 2028.75, 1975.71, 1404.89, 1182.15, 1067.41, 975.80, 875.52,
761.74 olarak saptanmustir. Burada, DNA eklenmesi ile olusacak 1300-1400 cm™
araliindaki P=0O esnemelerinin ¢ikmasi beklenmektedir. Fakat bu denemede ¢ok

diisiik yogunlukta bir bant ¢iktig1 i¢in pik olarak degerlendirilmemistir.

Sentezlenen kemosensor ile membran muamele edilmis ve bdylece kemosensoriin
icerdigi adenin bazlarinin ssDNA tizerindeki timin bazlariyla ikili hidrojen bagi
yaparak eslesmesi yoluyla kemosensoriin DNA’ya baglanmasi saglanmistir. FTIR
sonucu alinarak NCE-DNA-CM olarak kaydedilmis ve siyah renkle gosterilmistir
(Sekil 3.11.). Blank + E. coli ssDNA + BSP-3 FTIR 6l¢iimii sonucu dalga boylar
sirastyla; 2924.25, 2159.77, 2024.98, 1645.56, 1508.97, 1404.18, 1180.99, 1066.08,
975.36, 875.20, 761.97 olarak kaydedilmistir. Kemosensoriin baglanmasiyla birlikte
olusan yeni bantlar 1645 ve 1508 cm™’de goriilmiistiir. 1500-2000 cm™ aralig1 genel
olarak cift bantlarin goriildiigii araliktir. 1645 ve 1508 cm™’de goriilen bantlar C=C
ve aromatik C=C esnemelerini gostermektedir ki BSP-3 molekiiliiniin varliginin
tespiti bu banttan anlasilmistir. Ayn1 zamanda nitroseliiloz igerdigi N=O c¢ift bagi bu
6l¢tim sonucunda goriilmistiir. Kemosensoriin E. coli ssDNA’s1 ile hibridize oldugu
sonucuna bu pikler sayesinde varilmistir. Bu calisma kemosensor-DNA
hibridizasyonunun  gerceklesip  gerceklesmedigini  anlamak i¢in  yapilmis
caligmalardan biridir. Goriilen bantlarin hangi baglanmalari i¢erdigi sonucuna hem
literatiir taranarak hem de IRPal 2.0 ve IR Wizard 20192 ACD/ Spectrus Processor

programlari aracilifiyla kontrol edilerek ulasiimistir.
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Sekil 3.11. E. coli DNA’s1 ve DNA-Kemosensor hibritinin FTIR analiz sonucu

Sekil 3.12.°de ise kemosensoriin tespit edildigi C=C bdlgesinin vertikal

yakinlagtirilmig goriintiisti goriilmektedir.
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Sekil 3.12. BSP-3’iin varhi@m gosteren 1600 cm™ bélgesindeki bantlarin vertikal yakinlagtirilmig

goriintiisii
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3.2.2. C. michiganensis subspecies michiganensis ssDNA’sinin nitroseliiloz

membrana sabitlenmesi ve BSP-3 ile muamele sonrasi1 FTIR analizleri

Cmm DNA’lart sicaklik kullanilarak denatiire edilmistir. Blank olarak bos
nitroseliilloz membran kullanilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 2917.73, 2848.79,
2159.56, 2027.17, 1404.86, 1181.52, 1066.47, 975.29, 875.25, 761.93 olarak

kaydedilmistir.

Izole edilmis olarak hazir alinan Cmm DNA’s1 sicaklikla denatiire edilmistir.
Denatiire edilmis Cmm ssDNA’s1 nitroseliiloz membrana sabitlenmistir. Blank +
Cmm DNA’sin1 igeren membranin yapilan FTIR sonuglari NCM-DNA olarak
kaydedilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 3024.80, 2982.37, 2919.70, 2852.20,
2159.88, 2027.78, 1975.71, 1404.89, 1182.15, 1067.41, 975.80, 875.52, 761.74
seklindedir.

3024’de goriilen bant DNA yapisinda bulunan O-H ve N-H gibi esneme hareketlerini
gosteren hidrojen bantlaridir. 1105°te gortilen bant C-N, C-C ve C-O gibi karbon bag
esneme hareketlerini, 1029°da goriilen bant C-O ve P-O esnemelerini gostermektedir.
Fosfat grubu baglarinin goriillmesi DNA’nin  membrana hibridize oldugunu

gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Cmm ssDNA’s1 iceren membrana BSP-3 kemosensorii eklenmis ve FTIR ol¢iimii
yapilarak NCM-DNA-CM olarak kaydedilmistir. Bu durum siyah renkle
gosterilmistir (Sekil 3.13.). Dalga boylar1 sirasiyla; 3024.80, 2983.34, 2870.52,
2159.88, 2028.75, 1975.71, 1509.03, 1405.85, 1182.15, 1067.41, 975.80, 875.52,
761.74 seklinde saptanmigtir. Burada 1509 cm™’de gériilen bant BSP-3’iin igerdigi
C=C c¢ift bagim1 gostermesi bakimindan Onem tasimaktadir. Kemosensoriin

membrana hibridize oldugu bu bant araciligiyla gosterilmistir.
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NCM-DNA
e NCM-DNA-CM

Sekil 3.13. Cmm ssDNA’s1 ve DNA-Kemosensor hibritinin FTIR analiz sonucu

Sonucun vertikal yakinlastirilmis goriintiisti de asagida verilmistir.

C060S L

Sekil 3.14. Cmm-BSP-3 kemosensor hibridizasyonunu gosteren C=C bantimin yakinlastirilmis

goriintiisii

3.3. Aymi Bakteri (Cmm-Cmm) Tiirlerinin DNA’larimin Birbirleriyle ve BSP-3
ile Etkilesimi

Kemosensoriin membrana hibridizasyonunun denemelerinden sonra ayni tiirtin DNA
ornekleri arasindaki hibridizasyonun FTIR analizi icin Cmm DNA’lar kalip olarak

gorev almistir.
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Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmigtir. Dalga boylar1 sirasiyla;
2917.73, 2848.79, 2159.56, 2027.17, 1404.86, 1181.52, 1066.47, 975.29, 875.25,
761.93 olarak kaydedilmistir.

Cmm DNA’s1 sicaklikla denatiire edilerek ssDNA’lar elde edilmistir. Elde edilen
Cmm ssDNA’s1 nitroselilloz membrana sabitlenerek FTIR Ol¢iimii yapilmis ve
NCM-DNA-2 olarak kaydedilmistir. Bu 0Olglim sar1 renkle gosterilmistir (Sekil
3.15.). FTIR sonucunda goriilen bantlar; 3330.91-105, 2897.83-106, 2160.06-98,
2026.23-98, 1314.98-100, 1157.83-99, 1106.25-96, 1053.27-94 seklinde olmustur.
Yeni goriilen bantlardan; 3330°da O-H ve N-H bantlarinin esneme, 1314 ve 1157°de
P=0 baglarinin esneme, 1106’da C-O, C-N ve C-C esnemeleri 1053’te P-O esneme

hareketleri bulunmaktadir.

Cmm ssDNA’s1 iceren membrana BSP-3 kemosensorii eklenmis ve FTIR ol¢iimi
alimarak NCM-DNA-CM-2 olarak kaydedilmistir. NCM-DNA-CM-2 grafigi siyah
renkle gosterilmistir (Sekil 3.15.). Dalga boylar1 sirasiyla;, 3277.74, 2870.65,
2160.05, 2025.24, 1622.56, 1314.74, 1158.16, 1106.43, 1028.40 olarak goriilmiistiir.
BSP-3 eklenmesi ile 1622 cm™’de C=C cift bag1 keskin bir bant olarak goriilmiistir.

Blank + Cmm ssDNA + BSP-3 igeren membrana Cmm ssDNA’s1 eklenmis ve FTIR
Olgtimii alinarak NCM-DNA-DNA-2 olarak kaydedilmistir. Sekil 3.15.te mavi
renkle gosterilmistir. Goriilen dalga boylart sirasiyla; 3330.60, 2894.75, 2161.90,
2026.90, 1427.13, 1315.27, 1029.84, seklindedir. BSP-3 ile ortaya ¢ikan 1622 cm’
> deki bant bu 6rnekte kaybolmustur.

NCM-DNA-2 r
s NCM-DNA-CM-2 c=C

mmmms NCM-DNA-DNA-2

Sekil 3.15. Cmm ssDNA’larinin birbirleri ve BSP-3 ile hibridizasyonu ile olusan FTIR

goriintiileri
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Cmm ssDNA’lan1 ile yapilan FTIR sonuglarinda; kemosensoriin eklenmesinin
ardindan olusan 1622 cm™ dalga boyundaki sivri bantin, ayni tiirin DNA’lan
ortamda oldugunda go6zikmemesi, kemosensoriin ortamdan ayrildigr seklinde
yorumlanmistir. Kemosensor sadece adenin bazi ile DNA’ya baglandigindan, ayni
tiiriin ssDNA’larinin eslesmesine gore son derece zayif kalmis ve beklendigi tizere
DNA’dan ayrilmistir. Boylece Cmm ssDNA’larinin eslestigi ve Cmm teshisinin
yapilabildigi goriilmiustiir.

3.4. Hazir Kitle ve Klasik Yontemle Ekstrakte Edilmis Cmm DNA’larinin
Birbirleriyle ve BSP-3 ile Etkilesimleri

Cmm’nin BSP-3 kemosensorii ile teshisinde izolasyon kiti kullaniminin roliiniin ve
teshisin daha hizli yapilabilirliliginin anlagilmasi igin kit (-) ve kitli izole edilmis
DNA’larin birbirleri ve kemosensorle yapacaklari hibridizasyonun FTIR analizleri

yapilmistir.

34.1. Kit (-) ve kit Kkullamlarak izole edilen Cmm DNA’larimn

spektrofotometrede saflik ve konsantrasyon ol¢ciimii

[zolasyon kiti kullanmlmadan yapilan DNA izolasyonu igin nutrient agar besiyerinde
biiyiitiilen Cmm izolatindan kaynatma metodu ile DNA eldesi gerceklestirilmistir.
Nutrient broth besiyerinde biiyiitiilen Cmm izolatindan Thermo Scientific GeneJET
Genomic DNA Purification Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmstir. izolasyon
sonrast DNA Orneklerinin spektrofotometrede Aze0, A230 Ve Azgo dalga boylarindaki

absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. izole edilen Cmm DNA’larinin konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii sonuglar

DNA Ornekleri Cmm Kit (-) Cmm Kit (+) Cmm Kit (+) 2
Konsantrasyon (ng/pL) 402 28.9 1.76
Aazso/Azso 0.6 1.72 2
Aazs0/A230 0.17 244 0.2

Cizelgede goriildigi tizere en yiiksek DNA konsantrasyonu Kit (-) izole edilen
DNA’dan ¢ikmistir. Cmm Kit (+)’de elde edilen DNA miktar1 kitle izolasyona gore
ideal bir degerdedir. Cmm kit (+) 2’de ise istenen diizeyde DNA elde edilememistir.

Spektrofotometre sonuglarina bakildiginda beklendigi tizere kit (-) izolasyonda
yiiksek DNA konsantrasyonu ama safsizlik goriilmiis, kitli izolasyonlarda diisiik
DNA konsantrasyonu fakat daha saf DNA o6rnekleri elde edilmistir. Diger bir sonug
olarak ideal degerlere daha yakin degerleri veren Cmm Kit (+) DNA’s1 sonraki

asamalar i¢in segilirken Cmm kit (+) 2 DNA’s1 ile ¢alisilmamustir.

3.4.2. Cmm kit (-) ve Cmm Kit (+) ssDNA’larmmn nitroseliilloz membrana

sabitlenmesi, BSP-3 ile muamelesi ve FTIR analizleri

Izole edilmis Cmm kit (-) ve Cmm kit (+) DNA’lar1 sicaklik kullanilarak denatiire
edilmistir. Elde edilen ssDNA’lar -20 °C’de saklanmistir. Blank olarak bos
nitroselilloz membran kullanilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 2917.73, 2848.79,
2159.56, 2027.17, 1404.86, 1181.52, 1066.47, 975.29, 875.25, 761.93 olarak

goriilmiistiir.

Kitsiz izole edilmis Cmm ssDNA’s1 nitroseliiloz membrana damlatilmis, FTIR
Olgtimii yapilarak Cmm Kit (-) olarak kaydedilmistir. Cmm kit (-) Sekil 3.16.’da sar1
renkle gosterilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 3334.46, 2902.46 2364.40, 2159.97,
2026.90, 1427.13, 1315.27, 1029.84 olarak goriilmiistiir. 3334’de ¢ikan bant N-H ve
O-H esnemelerini gostermektedir. 1315°de goriilen bant DNA’da bulunan fosfat

grubunun igerdigi P=0 esnemesidir.
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Cmm kit (-) ssDNA’s1 igeren membran BSP-3 ile muamele edilmis, FTIR &lgiimi
almarak Cmm kit (-) -CM olarak kaydedilmistir. Cmm kit (-) -CM Sekil 3.16.’da
siyah renkle gosterilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 3334.46, 2896.68, 2362.47,
2161.90, 2024.98 1652.77, 1427.13, 1315.27, 1029.84 olarak goriilmiistiir. Burada
onemli goriilen bant olusumu 1652’deki bant olusumudur. Bu bant BSP-3’de
bulunup DNA'da bulunmayan alifatik C=C veya aromatik C=C esnemelerini
gostermektedir. BSP-3’tin  vermis oldugu bu bantin yogunlugunun &nceki

denemelerden daha az yogun oldugu gorilmiistiir.

Kemosensorle muamele sonrasi kitle izole edilmis Cmm ssDNA’st membrana
damlatilmig, FTIR 6l¢timii yapilmig ve Cmm Kit (-) 2 olarak kaydedilmistir. Cmm kit
(-) 2 Sekil 3.16.°da mavi renkle gosterilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 3336.39,
2896.68, 2362.47, 2159.97, 2028.83, 1427.13, 1315.27, 1052.99 olarak goriilmiistiir.

Bir onceki asamada BSP-3 kemosensorii ile birlikte goriilen 1652°deki bant, bu
asamada kaybolmustur. Birbirine komplementer olan Cmm ssDNA’lar1 ortamda
oldugunda kemosensér-DNA hibridizasyonu bozulmus ve beklendigi iizere
kemosensor ortamdan c¢ikmistir. Fakat buradaki ayrim bir 6nceki Cmm-Cmm

arasindaki ayrim kadar belirgin olmamustir.

Cmm kité(’-d.

mmmmm Cmm kit (-) - CM
'mmm— Cmm kit (-) 2

ekil 3.16. Kit (-) ve kit kullanilarak izole edilen Cmm ss armn birbirleri ve -3ile
kil 3.16. Kit kit kullanilarak izole edilen C DNA’I birbirleri ve BSP-3 il

hibridizasyonu sonucu olusan FTIR goriintiisii

Sekil 3.17.’de ise C=C esnemesinin olusturdugu bantin yakinlagtirilmig goriintiisii

gosterilmistir.
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Sekil 3.17. Kemosensor ayriminin yapilmasini saglayan bant goriiniimiiniin odaklandirilmis hali

Ayn1 deney sonuglarin dogrulanabilmesi ve daha belirgin bir ayrim yapabilmek i¢in
tekrarlanmistir. Bu sefer, spesifik baglanmalarin giderilmesi i¢in su ile yikama da
asamalara eklenmigtir. Blank olarak bos nitroseliilloz membran kullanilmistir. Sekil
3.18.’de kirmiz1 renkle gosterilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3024.80, 2917.77,
2849.31, 2159.88, 2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44, 975.80, 875.52,
761.74 olarak goriilmiistiir.

Blank + Kit kullanilmadan izole edilmis Cmm ssDNA FTIR 6l¢iimii yapilarak Cmm
kit (-) olarak kaydedilmistir. Cmm kit (-) Sekil 3.18.’de sar1 renkle gosterilmistir.
Dalga boylar sirasiyla; 3332.39, 2896.56, 2547.50, 2161.81, 2030.68, 1427.07,
1315.21, 1027.87 olarak goriilmiistiir. Bir énceki denemede oldugu gibi 1315 ¢cm™
dalga boyunda P=0O bag esnemesi Cmm ssDNA’s1 ile birlikte ortaya cikarken
blankte goriilen bir¢ok pik kaybolmustur.

Blank + Kit kullanilmadan izole edilmis Cmm ssDNA + BSP-3 FTIR ol¢iimii
yapilmig, Cmm kit (-) -CM olarak kaydedilmis ve Sekil 3.18.’de siyah renkle
gosterilmistir. Dalga boylart sirasiyla; 3334.32, 2896.56, 2535.93, 2159.88, 2026.82-
99, 1650.77, 1427.07, 1315.21, 1158.12-98.5, 1029.80, 663.39 seklindedir. 663 ve
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1650 cm™¥’de ¢ok zayif yogunluga sahip bantlar cikmistir. Kemosensdrle birlikte

gelen C=C bag1 esnemesi burada da ¢ok zayif olarak goriilmiistiir.

Blank + Kit kullanilmadan izole edilmis Cmm ssDNA + BSP-3 + Su ile Yikama
sonrasi FTIR 6l¢timii alinmis ve Cmm kit (-) 3 olarak kaydedilmistir. Sekil 3.18.’de
yesil renkle gosterilmistir. Dalga boylari sirasiyla; 3272.61, 2892.70, 2159.88,
2026.82, 1427.07, 1315.21, 1027.87 seklindedir. BSP-3 ile birlikte gelen 1650
cmb’deki bant kaybolmustur. Yikama sonucunda zayif baglanan kemosensoriin

yikama etkisiyle ¢iktig1 diistiniilmektedir.

Blank + Kit kullanilmadan izole edilmis Cmm sSDNA + BSP-3 + Su ile Yikama +
Kitle izole edilmis Cmm ssDNA FTIR o6lgiimii yapilmigtir. Cmm kit (-) 4 olarak
kaydedilmis ve Sekil 3.18.’de mavi renkle gosterilmistir. Dalga boylari sirasiyla;
3274.54, 2984.63, 2161.81, 2026.82, 1427.07, 1315.21, 1027.87, 663.39 olarak

goriilmiistiir. Herhangi bir bant degisikligi goriilmemistir.

Bu denemede kemosensoriin zayif baglanmasi ve yikamanin etkisiyle, hibritten

ayrildig1 diistiniilmektedir. Bu nedenle kesin bir sonuca varilamamistir.

Blank

cmmkit()
Cmm kit (-) -CM N
Cmm kit () 3 i
Cmm kit (-) 4

——
——
——
——
T T T
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4000 00 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300

Sekil 3.18. Kit (-) ve kit kullanilarak izole edilen Cmm ssDNA’larimin birbirleri ve BSP-3 ile

hibridizasyonu sonucu olusan FTIR goriintiisii

Genel itibariyle DNA izolasyon kiti kullanilmadan yapilan Cmm teshisleri basarili

olsa da kit kullanilarak yapilan analizlere gore daha az belirgin goziikkmektedir.
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3.5. Bacillus thuringiensis Tiirlerinin SSDNA’larinin Birbirleriyle ve BSP-3 ile
Etkilesimi

Teshis yonteminin Cmm haricindeki farkli mikroorganizmalarda uygulanabilirliginin
gosterilmesi igin farkli bir bakteri tiirii olan Bacillus thuringiensis seg¢ilmistir.
Bacillus thuringiensis (Bt) tiirlerinin kendi arasinda ve BSP-3 ile olan

hibridizasyonlaria bakilmistir.

3.5.1. izole edilen Bt DNA’larinin spektrofotometrede safik ve konsantrasyon

olciimii

Nutrient brothta biiyiitiilmiis Bt izolatlarindan Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Izolasyon sonrasi
DNA orneklerinin spektrofotometrede Azeo, A2z Ve Aczgo dalga boylarindaki
absorbans degerleri 6lciilmiistiir. Ornekler Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 olarak ifade
edilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. izole edilen Bt DNA’larinin konsantrasyon ve safhik él¢iimii sonuglar

DNA Ornekleri Bt kit (+) Bt kit (+) 2
Konsantrasyon (ng/uL) 18.1 38
Aze0/Azgo 1.47 1.75
Aze0/A2z0 1.39 1.48

Iki 6rnekten de yeterli konsantrasyonda DNA elde edilmistir. Azso/ Azgo oranlarina
bakildiginda Bt kit (+)’de protein ya da fenol kontaminasyonu goriiliirken Bt Kit (+)
2’in ideale yakin oldugu goriilmiistiir. RNA kontaminasyonunun olmamasi iki
ornegin de kullanilabilmesi i¢in 6nemlidir. A2eo / Az30 oranlar1 yine fenol ya da

EDTA, guanidin HCL gibi izolasyon kiti bilesenlerinin kontaminasyonunu isaret
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etmektedir. Bu kontaminasyonlarin kemosensorle olusacak hibridizasyonda sikinti
yaratacak bir derecede olmamasi nedeniyle iki Ornek de ileriki asamalarda

kullanilmak iizere secilmistir.

3.5.2. Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 ssDNA’larimin birbirleri ve BSP-3 ile etkilesimi ve
FTIR analizleri

Izole edilen Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 DNA’lar1 sicaklik kullanilarak denatiire edilmis
ve -20 °C’ de saklanmustir. Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmustir.
Dalga boylar sirasiyla; 3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88, 2028.78, 1975.71,
1404.89, 1181.19, 1066.44, 975.80, 875.52, 761.74 olarak goriilmiistiir.

Bt kit (+) ssDNA’s1 nitroselilloz membrana damlatilmis ve FTIR sonucu alinarak Bt
Kit (+) olarak kaydedilmistir. Sekil 3.19.’da sar1 renkle gosterilmistir. Dalga boylari
sirastyla; 3866.74, 3745.24, 3338.32, 2894.75, 2522.54, 2362.47, 2161.90, 2028.83,
1427.13, 1315.27, 1027.92 olarak goriilmistiir. 3000 {iistiinde bolca H baglarinin
vibrasyonlar1 gériilmiistiir. Onceki deneylerde oldugu gibi 1315 cm™’de P=0 bagimin

varlig1 belirlenmistir.

Bt kit (+) ssDNA’s1 igeren membrana BSP-3 damlatilmis ve FTIR sonucu alinarak
Bt kit (+) -CM olarak kaydedilmistir. Sekil 3.19.’da siyah renkle gosterilmistir.
Goriilen dalga boylart sirasiyla; 3837.81, 3625.67, 3336.39, 2898.61, 2362.47,
2161.90, 2026.90, 1652.77, 1427.13, 1315.27, 1052.99 olarak goriilmiistiir. Onceki
deneylerde oldugu gibi BSP-3’iin eklenmesi ile 1652 cm™’de C=C veya aromatik
C=C bant1 belirlenmistir.

Kemosensor muamelesi sonrasi membrana Bt kit (+) 2 ssDNA’s1 damlatilmig ve
FTIR ol¢imii yapilmistir. Bt kit (+) 2 olarak kaydedilerek mavi renkle gosterilmistir
(Sekil 3.19.) Dalga boylar sirasiyla; 3334.46, 2898.61, 2360.54, 2159.97, 2026.90,
1315.27, 1052.99 olarak saptanmustir. BSP-3 ile goriilen 1652°deki bant beklendigi
tizere burada goziikmemektedir. Komplementer Bt ssDNA’larinin varligi ile BSP-3
hibritten ayrilmistir. Boylece Cmm teshisinde uygulanan yontemin baska bir

bakteride de ¢alistig1 sonucuna varilmistir.
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Bt kit (+)
Bt kit (+) - CM
Bt kit (+) 2

Sekil 3.19. BSP-3 varhigina bagh olarak FTIR teknigi ile Bacillus thuringiensis tiirlerinde

yapilan ayrim

Ayni deney, sonuglarin dogrulanabilmesi icin tekrarlanmistir. Bu sefer spesifik

olmayan baglanmalarin giderilmesi i¢in su ile yikama da asamalara eklenmistir.

Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla;
3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88, 2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44,
975.80, 875.52, 761.74 olarak goriilmiistiir.

Blank + Bacillus thuringiensis ssDNA’sinin FTIR 6l¢timii yapilarak Bt kit (+) olarak
kaydedilmigtir. Sekil 3.20.’de sar1 renkle gdsterilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla;
3897.43, 3725.80, 3334.32, 2898.49, 2514.72, 2161.81, 2028.75, 1747.19, 1425.14,
1315.21, 1027.87, 611.32 olarak goriilmiistiir. Diger 6rneklerden istisna olarak 1747

cm’de C=0 bag1 esnemesi goriilmiistiir.

Blank + Bacillus thuringiensis SSDNA + BSP-3’tin FTIR ol¢imii yapilmistir. Bt Kit
(+) -CM olarak kaydedilerek Sekil 3.20.’de siyah renkle gosterilmistir. Goriilen dalga
boylar sirasiyla; 3332.39, 2894.63, 2537.86, 2159.88, 2026.82, 1427.07, 1315.21,
1027.87 olarak saptanmistir. Burada, kemosensoriimiiziin vermis oldugu spesifik

bant ( 1500-1650 aralig1) pik olarak diisiik yogunlukta goriilmiistiir.
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Blank + Bacillus thuringiensis ssSDNA + BSP-3 + Su ile Yikama sonrasi FTIR
Olgtimii yapilmistir. Bt Kit (+) 3 olarak kaydedilerek Sekil 3.20.’de yesil renkle
gosterilmistir. Goriilen dalga boylar sirasiyla; 3334.32, 2892.70, 2159.88, 2028.75,
1644.98, 1427.07, 1315.21, 1027.87, 599.75 seklindedir. BSP-3’lin bir Onceki

1

asamada beklenen bant olan 1644 cm™, yikama sonrasi daha yogun olarak

goriilmiistiir. Yikamanin bu deneyde pozitif bir katki verdigi diistintilmistiir.

Blank + Bacillus thuringiensis sSDNA + BSP-3 + Su ile Yikama + Bacillus
thuringiensis ssDNA’simin FTIR 6l¢iimii yapilarak Bt kit (+) 4 olarak kaydedilmistir.
Sekil 3.20.’de mavi renkle gosterilmistir. Dalga boylari sirasiyla; 3329.88, 2921.47,
2162.94, 1314.47, 1157.78, 1105.79, 1052.76, 1028.58, 666.66 seklindedir. Yikama
sonrast gorillen 1644°deki bant, diger Bt ssDNA’st membrana eklendiginde
gboziikmemektedir. FTIR bantlar1 beklendigi gibi ¢iksa da yikamanin analize nasil

etki ettigi kesin olarak anlagilamamisgtir.

Bt kit (+)
Bt kit (+) - CM
Bt kit (+) 3

Bt kit (+) 4
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Sekil 3.20. Bacillus thuringiensis tiirlerinin ssDNA’larinin birbirleri ve BSP-3 ile hibridizasyonu

sonucu olusan FTIR goriintiisii

C=C bag ile kemosensorii gosteren ve sonrasinda komplementer ssDNA’larin
ortamda olmasi sonucu kemosensoriin ayrildigini anladigimiz bdlgenin odaklanmig

goriintiisii Sekil 3.21.’de gosterilmistir.
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Bt kit (+) —
Bt kit (+) - CM

Bt kit (+) 3

Bt kit (+) 4
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Sekil 3.21. BSP-3 varhi@ina bagh olarak FTIR teknigi ile Bacillus thuringiensis tiirlerinde

yapilan ayrim

3.6. Cmm kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA Orneklerinin Birbirleri ve BSP-3 ile
Etkilesimleri ve FTIR Analizleri

Farkli tiirlerin DNA’lar1 kullanilarak yontemin negatif kontrolii yapilmistir. Farkl
tirlerin DNA’lar1 kullanilarak bu DNA’larin hibridizasyonunda kemosensoriin

ortamdan ¢ikmamasi ve negatif sonug vermesi beklenmektedir.

Onceki deneylerde elde edilmis -20 ° C* de bulunan Cmm kit (+) ve Bt kit (+) olarak
adlandirilmis ssDNA ornekleri kullanilmistir. Blank olarak bos nitroseliiloz membran
kullanilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla; 3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88, 2028.78,
1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44, 975.80, 875.52, 761.74 olarak goriilmiistiir.

Cmm kit (+) ssDNA’s1 nitroselilloz membrana damlatilmis ve FTIR sonucu alinarak
Cmm kit (+) olarak kaydedilmistir. Sekil 3.22.’de sar1 renkle gosterilmistir. Dalga
boylar sirasiyla; 3866.74, 3743.31, 3334.46, 2912.11, 2362.47, 2159.97, 2026.90,
1315.27, 1027.92 seklinde saptanmistir. DNA ile birlikte 1315°te P=0O ve 1027°de P-
O bantlar1 goziikmektedir.

Cmm Kit (+) ssDNA’st igeren membrana BSP-3 damlatilmis ve FTIR sonucu
almarak Cmm kit (+) -CM olarak kaydedilmistir. Sekil 3.22.’de siyah renkle
gosterilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3334.46, 2362.47, 2161.90, 2021.12, 1650.84,
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1425.20, 1315.27, 1027.92, 661.49 seklindedir. BSP-3 ile birlikte 1650 cm™’de
beklenen C=C bandi1 goriilmektedir.

Kemosensér muamelesi sonrast membrana Bt Kit (+) ssDNA’s1 damlatilmis ve FTIR
Olgtimii alimmistir. Cmm kit (+) 2 olarak kaydedilerek Sekil 3.22.’de mavi renkle
gosterilmistir. Dalga boylar sirastyla; 3334.46, 2896.68, 2362.47, 2159.97, 2026.90,
1427.13, 1315.27, 1052.99 seklinde goriilmiistiir.

Burada farkli bakteri DNA’lar1 ortamda oldugunda BSP-3’{in ¢ikmamasi ve 1650°de
bant gostermesi beklenmekteydi. Fakat bu 6rnekte 1650°de goriilen bant ¢ok diisiik
yogunluktadir ve  Cmm kit (+) -CM ile Kkarsilastirildiginda anlamli bir fark
olusturmamistir. Kemosensoriin ¢ikmadigint gérmek i¢in daha keskin ve yiiksek

yogunluklu bir bant goériilmesi gerekmektedir.

R
Cmm kit (+) \ 5 /
m— Cmm kit (+) -\@M
= Cmm kit (+) 2
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Sekil 3.22. Cmm kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA’larmn birbirleri ve BSP-3 ile hibridizasyonu

sonucu olusan FTIR goriintiisii
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Cmm kit (+)

Cmm kit (+) - CM \_j{
Cmm kit (+) 2 /

Sekil 3.23. Kemosensoriin vermis oldugu 1650 em*’deki C=C bantlarinin yakin goriiniimii

Bu sebepten deney sonuglarinin daha belirgin ¢ikmasi igin tekrarlanmigtir. Bu sefer
spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi icin su ile yikama da asamalara

eklenmistir.

Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmigtir. Dalga boylar1 sirasiyla;
3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88, 2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44,
975.80, 875.52, 761.74 olarak goriilmiistir.

Blank + Cmm ssDNA’smin FTIR o6lgiimii yapilarak Cmm kit (+) olarak
kaydedilmistir. Sekil 3.24.’te sar1 renkle gosterilmistir. Dalga boylar1 sirasiyla;
3332.39, 2919.70, 2549.43, 2159.88, 2028.75, 1427.07, 1315.21, 1029.80, 663.39

olarak saptanmistir. Onceki sonuglarla paralel sonuglar goriilmiistiir.

Blank + Cmm ssDNA’s1 igeren membrana BSP-3 kemosensorii eklenerek FTIR
Ol¢timii yapilmistir ve Cmm Kit (+) -CM olarak kaydedilmistir. Sekil 3.24’te siyah
renkle gosterilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3334.32, 2894.63, 2159.88, 2026.82,
1648.84, 1427.07, 1315.21, 1029.80, 663.39 olarak goriilmiistiir. BSP-3 eklenmesi
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ile 1648 cm™’de C=C bant1 goriilmiistiir. Fakat bantin yogunlugu yine ¢ok diisiik

seviyede kalmaistir.

Kemosensor eklenmesinin ardindan su ile yikama yapilmis ve FTIR o&l¢iimi
almmistir. Cmm kit (+) 3 olarak kaydedilerek Sekil 3.24.°te yesil renkle
gosterilmistir. Goriilen dalga boylar1 sirasiyla; 3333.30, 2894.55, 2360.86, 2159.20,
2025.29, 1648.96, 1426.20, 1315.06, 1157.53, 1027.69 seklindedir. Yikama sonrasi

bant degisikligi olmamistir. 1648’de goriilen bant daha yogun goziikmektedir.

Son olarak membrana Bt kit (+) ssDNA’s1 eklenerek FTIR 6l¢iimii yapilmistir ve
Cmm kit (+) 4 olarak kaydedilmistir. Sekil 3.24.’te mavi renkle gosterilmistir. Dalga
boylar sirastyla; 3332.23, 2901.13, 2161.00, 2026.34, 1646.78, 1426.75, 1314.56,
1157.87, 1028.11 seklindedir. Kemosensorle gelen bant diisiik yogunlukta da olsa
goziikmektedir. Bu sefer bantlar arasinda ayrim anlamli bir seviyededir. BSP-3
kemosensoriiniin  farkli tiirlerin ssDNA’lar1 ortamda oldugunda ilk baglandigi
SSDNA’dan ayrilmadigi goriilmiis ve sonug negatif ¢ikmistir. Boylece Cmm harici
baska bir bakterinin DNA’s1 ortamda oldugunda kemosensoriin varligi ile Cmm

harici DNA varlig1 saptanmis olmaktadir.

— ﬁ\\ _(:/'_’ﬁf:.‘si-{‘_:'ff’f:‘“_’. _ e

Cmm kit (+) W]
Cmm kit (+) - CM W

= CmmKkit (+) 3

Cmm kit (+) 4
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Sekil 3.24. Cmm ve Bt tiirlerinin ssDNA’larmn birbirleri ve BSP-3 ile hibridizasyonu sonucu

olusan FTIR goriintiisii
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c=C Cmm kit (+)

Cmm kit (+) - CM

AN Cmm kit (+) 3
Cmm kit (+) 4

Sekil 3.25. BSP-3 ile 1648 cm™’de goriilen C=C bantlarimn vertikal ve horizontal

yakinlastirllmis goriintiileri

3.7. Karbazol Kemosensorii Kullanilarak Yapilan Teshis Calismalari

3.7.1. Karbazol kemosensoriiniin sentezi

Ticari olarak satin almman 9H karbazol ile dibromopropan 1 giin boyunca
karistirilarak alkilleme islemi gergeklestirilmis ve TLC yapilmistir. TLC’de referans
olarak 9H karbazol kullanilmis ve P (product) olarak reaksiyon sonrasi olusan iiriin
kullanilmistir. UV lamba altinda reaksiyon sonrast olusan karisimda ii¢ farkli {iriin

goriilmiistiir.

Bu sebeple kolon kromatografisi yapilarak saflagtirma islemi yapilmistir.
Kromatografi sonrasi igerisnde kalinti bulunan beherlerdeki tirtinler ile referans 9H

karbazol TLC yapilmistir. UV lamba altinda floresan 6zellik gésteren 3 ve 4
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numarali 6rnekler birlestirilmistir. Birlestirilen 6rnekler ile adenin bazi reaksiyona
sokularak karistirilmis ve sonug olarak turuncumsu bir renge sahip adenin igeren

karbazol kemosensorii elde edilmistir (Sekil 3.26. ).

Sekil 3.26. Adeninli karbazol kemosensoriiniin goriiniimii

3.7.2. Kit (-) ve kit kullanilarak izole edilen Cmm DNA’larinin birbirleri ve

karbazol kemosensorii ile etkilesimleri, bunlarin FTIR analizleri

Onceki deneylerde kullanilan Cmm Kit (-) ve Cmm kit (+) ssDNA’lar1 DNA 6rnegi
olarak kullanilmigtir. Karbazol kemosensoriiniin  BSP-3  kemosensorii  ile
karsilastirilmasi, DNA-Karbazol, DNA-DNA hibridizasyonlari sonucu olusacak
FTIR goriintiilerinden faydalanarak Cmm teshisinin yapilmast amaglanmistir. Ayni
zamanda karbazol kemosensoriiniin ¢iplak gozle goriiliir degisim yaratip yaratmadigi
da incelenmek istenmistir. Ayni bakteri tiirlinlin DNA’lar gii¢lii bir sekilde birbirine
baglanacagindan DNA ve adenin igeren karbazol kemosensoriiniin baglantisi
kesilecektir. Bunun sonucunda da karbazolun ortamdan ¢ikmasi beklenmektedir ki

boylece Cmm teshisi yapilmis olacaktir.

Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmistir. FTIR 6l¢liimii alinarak blank

olarak kaydedilmis ve Sekil 3.27.’de kirmiz1 renkle gosterilmistir. Dalga boylari
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sirastyla; 3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88, 2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19,
1066.44, 975.80, 875.52, 761.74 olarak gorilmiistiir.

Cmm kit (-) ssDNA orneginden membrana damlatilarak FTIR 6l¢iimii yapilmustir.
Karbazol-Cmm kit (-) olarak kaydedilerek Sekil 3.27.’de sar1 renkle gosterilmistir.
Goriilen dalga boylart sirasiyla; 3899.36, 3723.87, 3334.32, 2894.63, 2159.88,
2032.60, 1427.07, 1315.21, 1029.80, 661.46 scklinde olmustur. ssDNA ile birlikte
1315 ve 1029 cm!'lerde P=0 ve P-O esnemeleri goriilmektedir.

Cmm Kit (-) 6rnegini iceren membrana Karbazol kemosensorii damlatilmis ve FTIR
Ol¢timii alinmistir. Karbazol-Cmm kit (-) 2 olarak kaydedilerek Sekil 3.27.’de siyah
renkle goOsterilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3334.32, 2894.63, 2559.08, 2161.81,
2026.82, 1602.56, 1313.29, 1027.87, 663.39 seklindedir. Karbazol kemosensoriiniin
eklenmesi ile 1602 cm'’de C=C ya da C=N baglar1 gériilmiistiir. Karbazol
molekiiliiniin yapisinda ¢ok fazla aromatik C=C baglar1 bulunurken DNA’da bu
sadece bazlarda bulunmakta ve ¢ok az sayidadir. Bu nedenle karbazoliin varlig1 veya

yoklugu da C=C bantlarinin yogunluguna bakilarak tespit edilecektir.

Kemosensorle muamele sonrasi membran su ile yikanarak tekrar FTIR Ol¢timii
alimmis ve Karbazol-Cmm kit (-) 3 olarak kaydedilmistir. Sekil 3.27.’de yesil renkle
gosterilmistir. Dalga boylar1 sirastyla; 3332.39, 3278.39, 2894.63, 2159.88, 2026.82,
1648.84, 1427.07, 1315.21, 1029.80, 665.32, 601.68 seklindedir. Yikama ile birlikte
C=C bantinin yogunlugu diigmiistiir. Bunun kemosensoriin ortamdan ayrilmasina

etki etmedigi konusu tartismalidir.

Son olarak membrana Cmm kit (+) ssDNA’s1 damlatilmis ve Karbazol-Cmm kit (-) 4
olarak kaydedilmistir. Sekil 3.27.’de mavi renkle gosterilmektedir. Dalga boylari
sirasiyla; 3334.32, 2898.49, 2161.81, 2026.82, 1427.07, 1315.21, 1052.94, 663.39
seklindedir. 1648’deki bant kaybolmustur. Bu da beklendigi gibi komplementer
Cmm ssDNA’larinin ortamda olup birbirine baglanmasiyla karbazol — sSDNA

baglanmasinin bozuldugunu gostermektedir.
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ise 1648 cm™’de ayrimin yapildig1 bantin vertikal ve horizontal

yakinlagtirilmis goriintiileri verilmistir.
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yakinlastirilmis goriintiileri
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3.7.3. Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 ssDNA’larinin birbirleri ve karbazol kemosensorii

ile etkilesimi ve FTIR analizleri

Cmm harici bir bakteride de karbazol kemosensorii ile teshisin calisip ¢alismadigi
incelenmek istenmis ve Bt kit (+), Bt kit (+) 2 ssDNA’lar1 DNA 06rnegi olarak

kullanilmstir.

Blank olarak bos nitroseliiloz membran kullanilmistir. FTIR 6lgtimii alinarak blank
olarak kaydedilmistir. Dalga boylan sirasiyla; 3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88,
2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44, 975.80, 875.52, 761.74 olarak

goriilmiistiir.

Bt kit (+) ssDNA o6rneginden membrana damlatilarak FTIR Ol¢iimii yapilmistir.
Karbazol-Bt kit (+) olarak kaydedilerek Sekil 3.29.’da sar1 renkle gosterilmistir. .
Dalga boylart sirasiyla; 3899.36, 3334.32, 2896.56, 2159.88, 2030.68, 1974.75,
1425.14, 1315.21, 1027.87, 663.39 seklindedir.

Bt kit (+) 6rnegini igeren membrana karbazol kemosensorii damlatilmis ve FTIR
Olgtimii alimmustir. Karbazol- Bt Kit (+) 2 olarak kaydedilerek Sekil 3.29.’da siyah
renkle gosterilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3675.66, 3332.39, 2900.41, 2159.88,
2028.75, 1652.70, 1315.21, 1027.87, 615.18 olarak saptanmistir. Diger denemelerde
oldugu gibi kemosensor ile 1652°de C=C bag1 goriilmektedir.

Membran su ile yikanarak FTIR 6lglimii tekrarlanmigtir. Karbazol-Bt kit (+) 3 olarak
kaydedilerek Sekil 3.29.’da yesil renkle gosterilmektedir. Goriilen dalga boylar
sirastyla; 3289.96, 2898.49, 2360.44, 2159.88, 2026.82, 1671.98, 1602.56, 1421.28,
1313.29, 1027.87, 518.76, 505.26 seklindedir. Yikama ile birlikte C=C ve C=N
bantlarinin yogunlugu artmustir. Yikama ile birlikte, tiim denemeler arasinda
kemosensoriin goriindiigii en keskin bantlar bu denemede alinmistir. Bu, karbazoliin

BSP-3’e gore daha daha fazla sinyal verdigini gostermektedir.

Son olarak membrana Bac-kit 2 ssDNA’s1 damlatilarak FTIR &lgiimii yapilmistir.
Karbazol- Bt kit (+) 4 olarak kaydedilmis ve Sekil 3.29.’da mavi renkle
gosterilmistir. Dalga boylar sirastyla; 3677.59, 3334.32, 2917.77, 2163.74, 2028.75,
1315.21, 1052.94, 667.25, 520.69, 503.33 seklinde ortaya g¢ikmistir. Karbazol

molekiiliiniin icerdigi C=C bantlarinin yogunlugu azalmistir. Komplementer
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SSDNA’larmin ortamda olmasi ile karbazol molekiilii disarda kalmaktadir. Ayrimin
en net goriindiigii denemelerden biri olmustur. Bu deneme ile karbazolin Cmm

harici farkli bir bakterinin teshisinde de kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Karbazol-Bt kit (+)
Karbazol-Bt kit (+) 2
Karbazol-Bt kit (+) 3
Karbazol-Bt kit (+) 4
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Sekil 3.29. Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 ssDNA’larimin birbirleri ve karbazol kemosensorii ile

hibridizasyonu sonucu olusan FTIR goriintiisii

Sekil 3.30.’da ise 1652 cm™’de ayrimin yapildigi bantin vertikal ve horizontal

yakinlastirilmis goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.30. Karbazol ile goriilen C=C bantlarinin vertikal ve horizontal yakinlastirilmis

goriintiileri
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3.7.4. Cmm kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA orneklerinin birbirleri ve karbazol

kemosensorii ile etkilesimleri ve FTIR analizleri

Farkli tiirlerin DNA 6rneklerinin birbirleriyle ve karbazol kemosensoriiyle olan
hibridizasyonlar1 incelenmesi amaglanmustir. Farkli tiirlerin DNA’larinin tam olarak
eslesememesi sonucunda DNA ve adenin iceren karbazol kemosensoriiniin
baglantisinin kesilmemesi beklenmektedir. Boylece karbazol kemosensorii ortamdan

ayrilmayacaktir.

Blank olarak bos nitroselilloz membran kullanilmistir. FTIR 6l¢timii alinarak blank
olarak kaydedilmistir. Dalga boylar sirasiyla; 3024.80, 2917.77, 2849.31, 2159.88,
2028.78, 1975.71, 1404.89, 1181.19, 1066.44, 975.80, 875.52, 761.74 olarak

gOriilmiistiir.

Cmm Kit (+) ssDNA 6rneginden membrana damlatilarak FTIR Sl¢timii yapilmistir.
Karbazol-Cmm kit (+) olarak kaydedilerek Sekil 3.31.’de sar1 renkle gosterilmistir.
Goriilen dalga boylar1 sirasiyla; 3899.36, 3334.32, 2896.56, 2161.81, 2028.75,
1427.07, 1315.21, 1027.87, 663.39, 605.54 seklindedir.

Cmm kit (+) ssDNA ornegi iceren membrana Karbazol kemosensorii damlatilarak
FTIR o6lgtimi alinmigtir. Karbazol- Cmm kit (+) 2 olarak kaydedilerek Sekil 3.31.’de
siyah renkle gosterilmektedir. Dalga boylari sirasiyla; 3675.66, 3291.89, 3124.12,
2967.91, 2898.49, 2686.35, 2566.79, 2159.88, 2026.82, 1602.56, 1365.35, 1004.73,
829.24, 634.47 seklindedir. Karbazol molekiiliiniin eklenmesi N-H ve O-H bantlarini
arttirmistir. 1602°de C=C bagi keskin bir bant seklinde goziikmektedir.

Membran su ile yikanarak FTIR islemi tekrarlanmigtir. Karbazol- Cmm kit (+) 3
olarak kaydedilerek Sekil 3.31.’de yesil renk ile gosterilmistir. Dalga boylar
yiizdeleri sirasiyla; 3974.57, 3947.57, 3334.32, 2896.56, 1029.80, 516.83 olarak
Olglilmiistiir. Yikama ile birlikte karbazoliin spesifik bazi bantlar1 kaybolmustur.
Karbazoliin yikama ile ortamdan ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu deneme, yikamanin negatif

etki gosterdigi tek karbazol denemesi olmustur.

Son olarak membrana Bac-kit 1 ssDNA’s1 damlatilarak FTIR 6l¢iimii tekrarlanmustir.
Karbazol- Cmm kit (+) 4 olarak kaydedilerek Sekil 3.31.de mavi renkle

gosterilmistir.
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Dalga boylar1 sirasiyla; 3276.46, 2898.49, 2161.81, 2028.75, 1427.07, 1317.14,
1052.94, 667.25 olarak olgiilmiistiir. Yikama sonrasit karbazol ¢iktigi igin, bu
denemede farkli DNA’larin kemosensorii ¢ikardigr veya c¢ikaramadigi sonucuna

vartlamamustir.
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Sekil 3.31. Cmm Kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA’larmn birbirleri ve karbazol kemosensorii ile

hibridizasyonu sonucu olusan FTIR goriintiisii

Genel olarak karbazol kemosensorii BSP-3’¢ gore daha keskin bantlar vermistir.
Boylece daha iyi ayrim yapilmasi miimkiin hale gelmistir. Fakat yikamanin farkl
bakterilerle yapilan FTIR analizindeki negatif etkisi, karbazol ile ayrimin

dogrulugunu diistirmektedir.

3.7.5. Karbazol kemosensorii ile ¢iplak gozle goriilebilir teshis denemeleri

Cmm tespiti i¢in kendi sentezledigimiz kemosensoriin yani sira DNA ile hibridize
olabilen karbazol kemosensorii de kullanilmistir. Bu kemosensoriin tercih edilme
sebebi, FTIR analizine gerek duymadan ¢iplak gozle Cmm DNA’simin tespitinin
yapilmak istenmesidir. Gozle goriilebilir teshis calismalari i¢in ayni hibridizasyon
islemleri nitroseliiloz membran yerine silika tabaka {izerinde TLC yapilarak
yuriitiilmiistiir. UV lamba altindaki goriintiilleme sonucunda hi¢bir hibridizasyon ve

kontrol arasinda degisim goriilemediginden gozle goriilebilir teshis yapilamamistir.

Genel olarak bir degerlendirme yapildiginda, her iki kemosensér de Cmm DNA’sina

hibridize olabilmistir. Karbazoliin BSP-3’e gore daha yogun pikler vermesi
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bakimindan daha iyi hibridize oldugunu sdylenebilir. Bazi sonuglarin istenen
seviyede ¢ikmamasinin nedenlerinden birisi de budur. Bunun yanisira kemosensorle
muamele sonrasi yapilan yikama islemleri genel olarak pozitif katki verse de,
kemosensorlerin hibridizasyonunu zayiflatmasi ve kemosensoriin ¢ikmasia da

neden oldugu gorilmiistiir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, iki kemosensoriin de Cmm tespitinde ve diger
bakterilerle ayriminda yiiksek oranda dogruluk verdigini gostermektedir. Bu
sonuclarin denemesi arttirilarak ve optimizasyonla % 100’e yakin bir dogrulukta

teshis yapabilecek bir hizli tan1 kiti prototipini olusturmasi miimkiin géziikmektedir.
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4. TARTISMA VE ONERILER

4.1. BSP-3 Kemosensoriiniin Sentezi

4.1.1. Williamson eter sentezi

Deneyin ilk asamasinda BSP-3  kemosensoriinii  sentezlemek amaciyla
dimetilformamit, dihidroksibenzofenon, dibromopropan ve potasyum karbonat
reaktifleri kullanilmistir. Reaksiyonda ¢oziicli gorevini dimetilformamit Gstlenmistir.
Reaksiyon sonrast 5 farkli {irlin ortaya c¢ikmisti. Bunun sebebi olarak,
dimetilformamitin ¢ok polar olmasi sonucunda yer degistirme reaksiyonunun (SN2)
seciciligini diistirmesi goriilmistiir. Segiciligi arttirmak i¢in deney daha az polar olan
aseton ¢oziiclisii ve 1s1 (60 °C) kullanilarak tekrardan yapilmistir. Asetonun organik
olmasi ve deneyde zayif baz olarak kullanilan potasyum karbonatin anorganik olmasi

sebebiyle, potasyum karbonat aseton icerisinde aktif hale gelmektedir.

Elde edilmis karisimdan kalan potasyum karbonat ayrilmasi i¢in karisima su
eklenmistir. Elde edilmis BSP-1 maddesi suda ¢oziilmemektedir. BSP-1 kloroform
ile yikanarak anorganik tuzlarin suya gitmesi, sentezledigimiz organik maddenin
organik faz olan kloroforma gitmesi amaglanmistir. Yikamanin ardindan altta kalan
faz, beher igerisinde toplanmistir. Ciinkii kloroform sudan agirdir ve beherin altinda
bulunmaktadir. Organik faz elde edildikten sonra iist faz kloroform ile ii¢ kez
yikanmistir. Boylece iist fazda kalma ihtimali olan organik maddelerin de elde
edilmesi saglanmigtir. Ardindan huni igerisine filtre kagidi yerlestirilmis ve {izerine
sodyum siilfat eklenmistir. Sodyum siilfat, {irliniin nemini almak ve kurutma
isleminin 1yi1 bir sekilde yapilmasini saglamak i¢in kullanilmistir. Elde edilen

soliisyon direkt giines 151811 almayacak bir yerde kurutulmustur. Giines 15181 organik
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maddelerin yapisin1 bozmaktadir. Son olarak elde edilen kuru madde 'HNMR analizi

icin kullanilmistir. NMR analizi deutoro-kloroform solvent igerisinde yapilmaistir.

"HNMR analizi H atomlarinin yerlesimini anlama yoluyla spektral data iizerinden
yapilan analizdir. Herhangi bir molekiiliin molekiill mimarisini anlamak igin
giiniimiizde siklikla kullanilan ve hassasiyeti yiiksek olan bir analizdir. BSP-1
molekiiliiniin sentezlendigi, 'HNMR analizinde goriilen piklerden anlasiimaktadir.
Goriilen ana piklerin yami sira ¢ikan kiigiik pikler BSP-1’in saf olmadigimi
gostermistir. Bu yiizden saflagtirma amagli olarak, kolon kromatografi ydntemi

kullantlmistir.

4.1.2. Kolon kromatografisi ile saflastirma ve ince tabaka kromatografisi

Elde edilen karisimdan sentezlenen maddeyi saf bir sekilde elde etmek amaciyla
kolon kromotografisi gerceklesmistir. Molekiillerin polariteleri birbirinden farkl
oldugu igin farkli hizli kolon igerisinde hareket etmektedirler. Ik basta polar bir
solvent konulmasi durumunda ayrim yapilamayacak ve tiim bilesenler beherde
toplanacakti. Bu sebeple kolona ilave edilen solventlerde az polariteden baslanip ¢ok
polariteye dogru gidilmistir. Bu sayede kolon igerisindeki bilesenler birbirinden
ayrilarak yavas yavas gelmis ve ayrim iyi yapilmistir. Kolon altinda toplanan tiiplere
toplanan soliisyonlar etiketlenmis ve ¢ekerocak igerisinde ¢oziicliniin buharlagmasi

saglanmustir.

Kolon kromatografi sonrasi iirlinlerden hangisi ya da hangilerinin istenen iiriin
oldugunun anlasilmas: i¢in ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemi tercih
edilmistir. TLC’de goriinen 1, 5, 6 ve 8 no’lu &mekler 'HNMR analizi igin
secilmistir. 'THNMR sonuglarinda BSP-1’in igerdigi 3 farkli CH2 grubunun pikleri ve
icerdigi aromatik grubun pikleri goriilen 6 ve 8 no’lu 6rnekler McMurry reaksiyonu
icin secilerek birlestirilmistir. Orneklerin NMR analizinde ¢ikan diger kiiciik pikler
gliriiltii veya safsizlik olabilecegini gostermektedir. Safsizlik nispeten kiiciik pikler

kaynakl1 olmas1 sebebiyle 6nemsenmemistir.
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4.1.3. McMurry reaksiyonu ile BSP-2 iiriinii sentezi ve ‘HNMR analizi

BSP-1 sonrast yapilan iglemler, BSP-2 sentez reaksiyonu sonrasinda da
uygulanmustir. Kolon kromatografi sonrasi segilen iiriinler *HNMR analizine
gonderilmis ve NMR sonuglarinda hidroksibenzofenon ve benzofenon
molekiillerinin pikleri gorilmiistiir. Alifatik CH2 gruplarinin piklerinin varligir da
saptantigindan kemosensoriin sentezlendigi sonucu tasdiklenmistir. Bunun yani sira
BSP-2’nin floresan 1sima yapmasi kemosensor oldugunun anlasilmasi i¢in son derece
onemlidir. Bu nedenle UV lamba altinda bakilmis ve 1sima gozlenmistir.
Kemosensoriin fotofiziksel 6zelliklerinin nicel olarak degerlendirilmesi igin floresan
spektroskopi yontemi kullanilmistir. Floresan spektroskopi yontemi, floresan isima
yapabilen molekiillerin tespiti ve floresan 6zelliginin ne kadar oldugunu anlamada
kullanilan klasik ve giiclii bir yontemdir. Eksitasyon ve emisyon degerleri arasindaki

farktan kemosensoriimiiziin giiclii floresan 6zellikte oldugunu sdyleyebiliriz.

4.1.4 Adenin bazinin kemosensore eklenmesi ile BSP-3 sentezi

BSP-3 sentezi projenin kemosensdr sentez ayaklarindan bir tanesidir. BSP-3’ {in
ssDNA’ya baglanabilmesini saglamak i¢in, DNA bazlarindan birinin eklenmesi
gerekmektedir. Bu tez projesinde adenin bazi sec¢ilmis ve adenin eklenerek
denemeler yapilmistir. Adenin baz1 yerine timin, guanin ya da sitozin kullanilarak da
bu teknik uygulanabilirdir. Ozellikle guanin ve sitozin bazlar iiclii hidrojen bagi
yaptiklari igin, guanin ve sitozinin adenin ve timine kiyasla daha farkli sonuglar
verebilecegi diistiniilmektedir. Adenin yerine guanin ya da sitozin kullanilarak,
optimal sonuglar1 veren bazla teshis yontemi spesifiklestirilebilir. Fakat hali hazirda

kullanilan adenin bazinin da yiiksek dogrulukta sonug verdigi goriilmiistiir.

Adeninle baglandiktan sonra olusturulan BSP-3’iin de BSP-2 gibi giiglii bir floresan
Ozellikte olmasi elzemdir. Bu sebeple yapilan TLC sonrast 6rnek, UV lambada
incelenmistir. BSP-3, UV lamba altinda yiiksek floresan o6zellik gostermis ve

kemosensor olarak kullanilabilir oldugu kesinlesmistir.
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Kemosensor gibi kompleks molekiillerin sentezinde, her bir reaksiyon agsamasi énem
arz etmektedir. Her basamakta elde edilen iiriiniin saf ve hedeflenen molekiil olup
olmadig1 detayl olarak incelenmelidir. Bizim projemizde kemosensor sentezinin her
asamasi, TLC -UV lambada goriintiilleme ve NMR analizleriyle incelenmistir. Bazi
reaksiyonlar sonradan sorun olusturmamasi igin tekrarlanmistir. Béylece emin bir

sekilde projeye devam edilmistir.

4.2. Cmm ssDNA’larinin BSP-3 ile Etkilesim Testleri

BSP-3 ile 6n denemeler i¢in E. coli ve C. michiganensis bakterileri ile ¢alisilmustir.
DNA seviyesinde hizli tanit yapabilmek icin, genomik DNA piirifikasyon kiti
kullanilarak E. coli DNA’s1 izole edilmistir. Hibridizasyon, DNA tek zinciri ile
kemosensor arasinda gercekleseceginden, DNA denatiire edilerek ssDNA formuna
dontistirilmistiir. E. coli DNA’sinin denatiirasyonu igin, pH ile denatiirasyon
yontemi tercih edilmistir. Diger tiim denemelerde ise sicaklikla denatiire etme islemi
uygulanmustir. Iki teknik de denenerek hem karsilastirma yapmak hem de daha fazla
farkli yontem kullanmak istenmistir. Her iki yontemde de literatiirdeki farkli bilgiler
harmanlanarak optimum sonuglar1 verecek sekilde denatlirasyon islemleri

yapilmistir.

Denatiire edilen DNA’lar nitroselilloz membrana sabitlenmistir. Kemosensorlerle
hibridizasyon i¢cin DNA’larin bir yiizeye sabitlenmesi gerekmektedir. Sabitleme i¢in
literatiirde bulunan tiim metotlar incelenerek, aralarindan uygulamasi: kolay ve
maliyeti diisiik bir yontem olarak nitroseliilloza sabitleme yontemi seg¢ilmistir.
DNA’nin nitroseliilloza baglanmasi i¢in 1 giin beklenilerek kuru membrandan FTIR

Ol¢timleri alinmistir.

Tiim denemelerde FTIR analizleri ile teshis ve ayrim, molekiillerin icerdigi bazi
baglarin vibrasyonlarinin lgiilmesi iizerinden yapilmistir. Ik Cmm ssDNA’si
membrana sabitlendikten sonra blankten ayr1 olarak DNA’da bulunan ama
membranda bulunmayan fosfat gruplarinin olusturdugu vibrasyonlarin goriilmesi

beklenmistir. Yaklasik olarak 1000 ve 1300 cm™ dalga boylarinda fosfat gruplarinin
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olusturdugu esneme hareketleri goriilmektedir. Tiim denemelerde ilk olarak bu

freakanslara bakilarak DNA’nin sabitlenip sabitlenmedigi anlagiimistir.

Denemelerin ikinci kismini kemosensor muameleri olusturmustur. BSP-3 molekiilii
DNA molekiiliinden ayr1 olarak alifatik C=C bag1 igermektedir. Ayn1 zamanda hem
BSP-3 hem karbazol molekiilii fazla sayida aromatik C=C baglar1 igermektedir.
Kemosensoriin DNA’ya baglanip baglanmadigi bu baglarin olusturdugu bantlarin
goriilmesi ya da goriilmemesi ile anlagilmaktadir. Kemosensérin membrana

eklenmesi ile 1622 cm™’de goriilen bant C=C bandimn1 gostermektedir.

Denemenin en onemli kismi ise ikinci eklenen ssDNA’dir. Ayni tiirlin ssDNA’lar
komplementerlik olusturdugunda, sadece adenin bazlari ile ilk ssDNA’nin timin
bazlarina zayif bir sekilde baglanmis kemosensorii ¢ikartmaktadir. Cmm ssDNA’lar
ile yapilan c¢alismada, kemosensorle birlikte gelen C=C bagi bu asamada
kaybolmustur. Ayrimin belirgin ve anlamli diizeyde olmasi sayesinde ortamda ayni
DNA’larin oldugu belirlenmistir. Boylece bilinmeyen DNA 6rneginin Cmm DNA’s1
oldugu hizli bir sekilde tespit edilmis olmaktadir.

4.3. Hazir Kitle ve Klasik Yontemle Ekstrakte Edilmis Cmm DNA’larimin
Birbirleriyle ve BSP-3 ile Etkilesimleri

Olusturulacak bir DNA tani kitinin, hassas ve yiiksek dogrulukta tani yapabilmesi
kadar bunu hizli bir sekilde yapabilmesi de ¢ok dnemlidir. DNA tanist asamalarindan
biri olan DNA izolasyonu, kit kullanilarak yapildiginda uzun bir siire almaktadir.
Kitli izolasyona gorece ¢cok daha kisa olan klasik yontemle izolasyon yapilarak, tani
stiresinin kisaltilmas: istenmistir. Klasik yontem ve kitle izole edilen Cmm
DNA’larinin BSP-3’1i ortamdan ¢ikarmas: ile, klasik yontemin de izolasyonda tercih

edilebilecegi anlasilmistir.
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43.1. Kit (-) ve kit kullamlarak izole edilen Cmm DNA’larinin

spektrofotometrede saflik ve konsantrasyon ol¢iimii

Azeo/ Azgo orani elde edilen DNA’da RNA ve protein kontaminasyonu olup
olmadiginin anlasilmasinda kullanilir. 260 nm’de niikleik asitler maksimum
absorbans verirken 280 nm’de proteinler maksimum absorbans vermektedir. Saf
DNA i¢in optimal Azeo/ Azgo degeri 1.8 dir. 1.8 tizerindeki degerler RNA, altindaki
degerler protein, fenol gibi kontaminantlarin kontaminasyonunu isaret eder.
Spektrofotometre sonuglar1 Cmm kit (+)’de az bir protein ya da fenol
kontaminasyonu oldugunu Cmm kit (+) 2°’de RNA kontaminasyonu olabilecegini
gostermektedir. Kit (-) izole edilen Cmm DNA’sinda yiiksek derecede protein
kontaminasyonu bulunmaktadr. Sonraki asamada DNA-kemosensor
hibridizasyonunu i¢in RNA kontaminasyonu sorun yaratacaktir. Ciinkii adenin
niikleotidinin RNA molekiiliindeki urasillere baglanarak hatali hibridizasyona neden
olma olasilig1 vardir. Bu sebepten RNA kontaminasyonu oldugu goriillen Cmm kit-2
DNA’s1 ileriki asamalar i¢in secilmemistir. Protein kontaminasyonu da istenen bir
durum olmasa da kontaminasyonun adenin bagli kemosensorle hibridizasyonunu ne

kadar etkileyecegini géormek i¢in ihmal edilmistir.

Aoeo | A2z orani niikleik asit saflig1 dlglimiinde kullanilan bir diger parametredir.
Genellikle 2.0-2.2 arasindaki degerler kabul edilebilirdir. Bu araligin altindaki
degerler EDTA, fenol, karbohidratlar, guanidin HCL gibi bilesenlerin
kontaminasyonunu isaret etmektedir. Yiksek degerler fenolik soliisyon igerisinde
bulunan TRIzol bileseninin kontaminasyonu oldugunu gosterir. Az / A23o
degerlerine bakildiginda Cmm kit (-) ve Cmm kit (+) 2’de yiiksek miktarda
kontaminasyon goriilmektedir. Cmm kit (+) ’de diger Orneklere gore az bir

kontaminasyon oldugu sdylenebilir.

4.3.2. Cmm kit (-) ve Cmm kit (+) ssDNA’larimin nitroseliiloz membrana

sabitlenmesi, BSP-3 ile muamelesi ve FTIR analizleri

Ayni deneme DNA izolasyon kiti kullanilmadan izole edilen Cmm DNA’siyla

yapilmistir. BSP-3’{i gosteren bantin yogunlugu bir 6nceki denemeye gore diisiik
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cikmistir. Aynt DNA’lar ortamda oldugunda kemosensor yine ayrilmistir. Fakat
ayrim daha azdir. Kemosensoriin verdigi C=C bandinin diisiik yogunlukta olmasi
bunun bir nedeni olarak gosterilebilir. Bunun yani1 sira DNA’nin saf olmamasi ve
kontaminasyonlarin olmasi nedeniyle kemosensér-DNA hibridinin istenen seviyede
baglanma ger¢eklesmedigi sOylenebilir. Saf DNA molekiiliiniin hibridizasyonlarda

daha basarili sonuglar alinmasi i¢in 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in su ile yikama yapilan denemede
ise, yikama sonrast1 kemosensoOriin bant vermemesi, zayif olan kemosensor
baglanmasini tamamen bitirmis olabilir. Bu nedenlerden dolay1 kit (-) yapilacak
izolasyonlarin optimize edilmesi i¢in daha fazla deneme yapilmasi gerekmektedir.
Teshis tekniginin, DNA izolasyon kiti kullanilarak elde edilen DNA’larda

uygulanmasi 6ncelikli olacaktir.

4.4. Bacillus thuringiensis Tiirlerinin SSDNA’larinin Birbirleri ve BSP-3 ile
Etkilesimi

Teshis kiti Cmm’ye yonelik hazirlansa da diger bakterilerde de kullanilabilmesi, kitin
daha fazla uygulanabilir olmasi agisindan 6nemli bulunmustur. Cmm de olan

islemler Bt i¢cin de uygulanmustir.

Bt kit (+) ve Bt kit (+) 2 olarak kaydedilen Bt DNA’lar1 ile yapilan ¢alismada da
Cmm denemelerine yakin sonuglar goriilmiistiir. Yikama ile yapilan denemede, BSP-
3 yogunlugu yikama ile artmigtir. Yikamanin bu denemede beklenen pozitif etkiyi
yapmasi, ileriki denemelerde yikama opsiyonunun kullanilabilecegini gostermistir.
Bununla birlikte kemosensoriin su harici aseton gibi farkli ¢oziiciilerle yikanmasi da
diistintilebilir. Bt deneyleri sonrasi, teshisin diger bakterilerde uygulanabilirligi

agisindan limit vermistir.
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45. Cmm kit (+) ve Bt kit (+) ssDNA Orneklerinin Birbirleri ve BSP-3 ile
Etkilesimleri ve FTIR Analizleri

Yapilan her deneyde, pozitif sonuglarin yani sira, negatif sonuglar da test edilmelidir.
Teshisin negatif kontrolii olarak Cmm ile Cmm harici farkli bir bakteri DNA’sinin
BSP-3’1i ¢ikarip ¢ikarmadigina bakilmistir. Daha 6nceden izole ve denatiire edilmis

Bt DNA’s1 bunun i¢in kullanilmistir.

Cmm DNA’sina Bt DNA’s1 eklendiginde BSP-3’iin ¢ikmamasi teorik olarak
beklenmektedir. Ilk denemede BSP-3 seviyesi Cmm Kit (+) 2°de istenen seviyede
olmamistir. Bunun bir¢ok nedeni olabilir. Farklt DNA’larda da spesifik olmayan bazi
baglanmalar olabilir. Onceki denemelerde de olan BSP-3’iin konsantrasyon miktar
da bir etken olabilir. Bt kit (+) membrana eklendiginde ise BSP-3 yogunlugu
diismiistiir. BSP-3’{in ayn1 yogunlugunu korumasi ve keskin bir bant vermesi
beklenmekteydi. Fakat istenen seviyede olmadigi i¢in deney su ile yikama yapilarak

tekrarlanmistir.

BSP-3 kemosensorii Cmm kit (+)’e eklendiginde ilk basta yine diisiik yogunlukta
bant verdiyse de yikama sonrasi bu bant giiglenmistir. Sonrasinda eklenen Bt Kit (+)
ile de bantin yogunlugu degismemis ve BSP-3 ortamda kalmaya devam etmistir. Bu
sefer belirgin bir sekilde ayrim goriildiigli icin yontemin calistigina kanaat

getirilmigtir.

BSP-3 ile yapilan FTIR analizleriyle hizli taninin yiiksek dogrulukta calistig
sOylenebilir. BSP-3 genel olarak % 6-10 arasinda degisen yogunluklarda bantlar
gosterdiginden bazi denemelerde istenen fark yakalanamamistir. Giiriiltii faktori
yiiksek tutularak yanlis degerlendirmelere neden olacak bantlar engellenmistir.
Farklarin daha belirgin olmasi i¢in, daha dnceden bahsedilen baz1 optimizasyonlarin
yapilmasi gerekli bulunmustur. Boylece %100’e yakin dogrulukta bir teshis kiti

olusturulabilecektir.
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4.6. Karbazol Kemosensorii Kullanilarak Yapilan Teshis Calismalar:

Bu c¢alismada, karbazol molekiiliiniin renkli olmasi sebebiyle c¢iplak gozle
goriilebilen bir tan1 kitinin olusturulmast amaglanmistir. Literatiirde karbazol
molekiiliiniin insan telomerik G-dort katli DNA’sma baglanabildigi ve stabilize
olabildigi belirtilmistir (Gluszynska vd., 2018). UV-goriiniir, floresan spektroskopi
gibi yontemler kullanilarak incelenmistir. Anti-kanserojen 06zellik gostermesi
sebebiyle ajan olarak kullanilmistir. Bu galismalardan yola ¢ikilarak karbazoliin
bakterilerde DNA tanisinda kullanilma potansiyeli arastirilmak istenmistir. Bununla
birlikte karbazol molekiiliiniin insan DNA’s1 haricinde bir canlinin DNA’sina
baglanip baglanmayacagi da bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Bu sebeple karbazol
molekiilii se¢ilmis ve BSP-3 ile ¢alisan kitin bir asama daha ileriye gotiirtilmesi

distinilmiistiir.

4.6.1. Karbazol kemosensoriiniin sentezi

BSP-3 kemosensoriinden ayri olarak baska bir kemosensoriin de bu yontemle calisip
calismadiginin  anlagilmasi i¢in karbazol kemosensorii sentezlenmistir. Bu
kemosensoriin ¢alisilmasinin bir diger nedeni ¢iplak gozle yapilabilecek bir ayrim ile

teshisin gerceklesip ger¢eklesmediginin anlagilmasidir.

Karbazol kemosensoriiniin ana maddesi 9H karbazoldiir. Ilk asama olarak alkilleme
reaksiyonu yapilmis ve TLC yapilarak UV lambada bakilmistir ve membranda {i¢
farkli irtiniin ytiridiigii goriilmiistiir. Saflagtirma i¢in BSP-3 kemosensoriinde oldugu
gibi kolon kromatografi yontemi secilmistir. Reaksiyon iirlinleri arasindaki polarite
farkindan dolay1 bu yontemin kullanilmasi dogru bulunmustur. Kolon kromatografi
sonrast yapilan TLC sonuglarinda floresan gosteren ornekler bizim istedigimiz
triinlerdir. Yontemin diger basamagi olan adeninin karbazol kemosensoriine
eklenmesinin ardindan UV altinda istedigimiz sekilde iriinin floresan verdigi
goriilmiistiir. Saflastirmalarin ve her asamada yapilan TLC kontrollerinin iki
kemosensoriin sentezinde de basarili bir yol izlenmesinde ©6nemli bir etkisi

bulunmaktadir.
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4.6.2. Cmm ssDNA’larinin karbazol ile etkilesim testleri

BSP-3 ile yapilan teshis yontemine benzer bir yontemle farkli bir molekiil
kullanilmak istemistir. Karbazolin DNA’ya yiiksek oranda entegre olabilmesi
ozelliginden faydalanmak icin bu molekiil tercih edilmistir. Karbazol ile teshiste de
BSP-3’te oldugu gibi aromatik C=C baglarinin hareketlerinden faydalanilmistir.
Aromatik C=C baglarinin DNA bazlarinda da bulunmasi bir sorun teskil etse de bant

yogunluklarina bagli olarak karbazoliin hibritten ayrilip ayrilmadig tespit edilebilir.

Cmm ssDNA’lar1 ile yapilan denemede, beklendigi gibi karbazol — DNA hibriti
bozulmustur. Fakat burada olan sorun, yikamanin karbazol yogunlugunu diistirmiis
olmasidir ve bu da sonucu tartisgmali kilmaktadir. BSP-3 ile yapilan Cmm kit (-)
denemeleriyle karsilastirildiginda, kemosensor yogunlugu burada da sikinti olmustur
ve ayrim belirgin degildir. Bu nedenle kit (-) izole edilen ve kitli izole edilen
DNA’larin kemosensorle etkilesimlerinin dogru degerlendirilmesi i¢in daha fazla

calisma ve optimizasyon gerektigi diisiiniilmektedir.

4.6.3. Bt kit (+) ve Bt Kit (+) 2 ssDNA’larinin birbirleri ve karbazol kemosensorii

ile etkilesimi ve FTIR analizleri

Karbazol molekiiliiniin Bt DNA’lari ile yapilan denemeler, karbazoliin en iyi galistigi
denemeler olmustur. Bunun hem Bt DNA’larinin izolasyon kiti kullanilarak izole
edilmesi hem de karbazoliin verdigi sinyal giiciinden kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
Karbazol BSP-3’¢ gore daha fazla sinyal vermistir. Karbazolin membrana
eklenmesinin ardindan keskin ve genis bir bant géstermesi ayrimin net yapilabilmesi
icin ¢ok Onemlidir. Kemosensorle muamele sonrasi yapilan yikamanin pozitif veya
negatif etkisinin de, kemosensoriin baglanma gliciine bagl olarak degistigi

diistiniilmektedir.

Bt kit (+) 2’nin membrana eklenmesi ile C=C bantlar1 kaybolmus ve karbazol

ortamdan uzaklagmustir.
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4.6.4. Cmm Kit (+) ve Bt kit (+) sSDNA orneklerinin birbirleri ve karbazol

kemosensorii ile etkilesimleri ve FTIR analizleri

Karbazolle yapilan denemelerin negatif kontrolit Cmm (Cmm kit (+)) ve Bt (Bt kit
(+)) DNA’larmin test edilmesiyle gergeklestirilmistir. Karbazol membrana
eklendiginde 1602 cm™’de bant gdstermistir fakat yikama ile birlikte bu bant ortadan
kaybolmustur. Yikama sonrasi bantin kaybolmasi bu denemenin degerlendirilmesini
engellemistir. Karbazol ile denemelerin yikama olmadan tekrarlanmasi, karbazolle

teshis yonteminin ¢alistigini géstermek igin elzemdir.

4.6.5. Karbazol kemosensorii ile ¢iplak gozle goriilebirligi testi

Karbazol molekiilii, turuncu bir renge sahip olmasindan dolayr DNA tanisinin ¢iplak
gbzle yapilip yapilamayacagi test edilmistir. Nitroselilloz membran yerine silika
kullanilarak DNA’lar sabitlenmistir. DNA’nin silikaya da tutunabildigi
bilinmektedir. FTIR’da nitroseliiloz membrana uygulanan islemler silikaya
uygulanmis fakat sonu¢ alinamamistir. Teshis, DNA bazinda yapilan molekiiler bir
teshis oldugundan ¢iplak gozle goriilebilecek bir renk degisimi olugturmamistir. Hem
hassas hem de ¢iplak gozle goriilebilecek bir degisim igin floresan boyalarin

kemosensor olarak bu teshis yontemiyle kullanilabilirligi incelenebilir.

Karbazol BSP-3’e gore daha giiclii sinyaller gostermigse de teshisin dogrulugundan
emin olmak i¢in daha fazla denemeye ihtiyac vardir. BSP-3 karbazole gore ¢ok daha
fazla calisilmig ve genel olarak daha dogru DNA teshisleri vermistir. Hem BSP-3
hem karbazolde daha 6nceden de bahsedilen optimizasyonlar yapilarak daha net

ayrimlar yapilmas1 miimkiindiir.

4.7. Tam Kitinin Literatiirdeki Bakteriyel DNA Kitleriyle Karsilastiriimasi

Bakteriyel DNA hizli tam1 kiti sentez ¢alismalart bir¢ok farkli yoOntemle
gerceklestirilmektedir. Toprak vd. (2019), bakteriyel menenjit etkenlerinin tespitinde
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klasik kiiltiir ve PZR tekniklerini kullanmistir. Horuz ve Aysan (2018), kabakgil
tohumlarinda enfeksiyona neden olan Acidovarax citrulli patojeninin teshisinde tiire
spesifik BIO-PZR yo6ntemlerini kullanmiglardir. Sakli (2018) sigir coronaviriisii ve
sigir rotaviriisiinliin tanmisinda RT-PZR yontemini kullanmistir. PZR ve RT-PZR
molekiiler tan1 teknikleri en fazla kullanilan yontemler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
molekiiler teknikler spesifitesi ve hassasiyeti yliksek olan giivenilir tekniklerdir.

Fakat zaman alic1 ve gorece daha pahali tekniklerdir. Bizim tani kiti yontemimiz,

PZR ve RT-PZR’ye gore ¢ok daha pratik bir yontemdir. Fakat dogruluk orani ve
hassasiyeti bu yontemlere gore daha diigiiktiir. Tani kitimizin bu ydntemlerden
ayrilan bir diger yonii olarak, hibridizasyona dayali ve DNA’nin tiimiinii kalip olarak

almasi gosterilebilir.

Bununle birlikte, son dénemlerde DNA bazli biyosensorler kullanilarak yapilan tani
calismalar1 artis gostermektedir (Khater vd., 2017). Cogu DNA biyosensor teknigi,
DNA’nin elektroluminesans, floresan veya kalorimetrik olarak tespit edildigi
hibridizasyon tekniklerine dayanmaktadir (Khater vd., 2017). Bu calismalarda DNA
biyosensor reseptorii olarak kullanilmaktadir. Biyosensorler ve kemosensorler
kullanilarak yapilan teshis yoOntemleri, geleneksel olarak yapilan PZR gibi
yontemlere iyi bir alternatif yontem olarak goriilmektedir (Khater vd., 2017). Bizim
caligmamizda uygulunan kit teknigi, kemosensér kullanilmasi, DNA zincirinin bir
yiizeye sabitlenmesi gibi islemler igermesinden dolayr bu tekniklere benzer bir
tekniktir. Fakat bizim teshis kitimiz, kemosensore baglanan DNA nin tespiti seklinde
degil, komplementer ssDNA’larin baglanmasi neticesinde ortamdan ayrilan
kemosensoriin tespiti ile caligmaktadir. Bu yontem kullanilarak yapilan bir teshis
bulunmamaktadir. Gelistirdigimiz yeni yontemin, DNA tan1 yontemlerine ¢esitlilik
kazandirmas: ve farkli yontemlere fikir vermesi bakimindan o6nemli oldugu

diisiiniilmektedir. Tez sonunda literatiire yeni bir kit yontemi kazandirilmstir.

4.8. Gelistirilen Tam Kitine Yapilabilecek Farkh Yaklasimlar

Tezdeki veriler 151831nda, gelistirilen teshis kitinin dogru ve glivenilir sonuglar

vermesi, ileriki ¢alismalar i¢in umut vericidir. Yeni bir teknikle hizli ve hassas bir
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sekilde DNA tanis1 yapabilen bu kitin, sonraki ¢alismalarda daha da kapsamli hale
gelmesi miimkiindiir. Ornegin adenin baz1 yerine ii¢lii hidrojen bag1 yapan guanin ya

da sitozin bazinin kullanimi1 da bir opsiyondur.

Eklenen DNA ve kemosensorlerin konsantrasyonlari, hibridizasyon sicakliklari,
membranlarin kuruma siireleri gibi bir¢ok degisken bulunmaktadir. Bu gibi faktorler,
standartlara oturtularak teshisin %100’¢ yakin bir dogrulukta ¢alismasi i¢in oncelikli
yapilacaklar olarak degerlendirilebilir. Bunun yani sira su anki haliyle prototipini
olusturdugumuz bakteriyel DNA tan1 Kkitinin gelistirilerek ticari bir {iriine
doniistiiriilmesi miimkiin goéziikmektedir. Tarim alaninda, ciftcilerin patojenlerle
miicadelede hizli tespitle hizli karar alabilmesini saglayacaktir. Boylece hastaligin

yayilmasinin 6niine gegilebilecekir.

Gilinlimiizde her tiirlii patojenle miicadele, teshis ¢ok onemli bir yer tutmaktadir.
DNA bazli yapilan hizli teshisler ve tani kitleri, hem hastaliklarin ilerlemeden
baslangi¢ evresinde tespit edilebilmesinde hem de yayilarak genis c¢evrelere
ulagamamasinda 6nemli bir koruyucudur. Yerli tani kitlerinin sentezi, disaridan
aliacak kitlerin de 6niine gececektir. Boylelikle bu alanda disa bagimlilik ve ithalat
azalacaktir. Tim bu nedenler, DNA tan1 kiti ¢alismalarina onem verilmesi ve bu

alanda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekliligini gostermektedir.
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Ek A. Karbazol- Cmm ssDNA Etkilesimlerinin Ham FTIR Goriintiisii
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Ek B. BSP-3 — Cmm ssDNA’larinin Etkilesimlerinin Ham FTIR Goriintiisii

101.5- PR

101.0JEmmkitsiz
mmkitsiz3
10054
100.04
95,54
99.04

98.5]

93.0

97.5

97.0

96.5

% Transmittance

96.0

955

95.0

94.5

94.0

93.5

93.04

9254

92.0

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

94



Kisisel Bilgiler

Ad Soyad

Uyruk

Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Hali

Telefon

E-posta

Egitim

OZGECMIS

: Burak Sener

' T.C.

: Lefkosa - 13/02/1995
: Bekar

: 0541 264 1678

: senerburak2014.bs@gmail.com

Alman Derece

Kurum / Boliim

Giris — Mezuniyet
Tarihleri

Yiiksek Lisans | Mugla Sitki Kogman Universitesi — 2017 - 2020
Molekiiler ~ Biyoloji ve  Genetik
Anabilim Dal1
Lisans Mugla Sitki Kogman Universitesi —
gdé;herl;lililer Biyoloji ve  Genetik 2013 - 2017
Lise [zmir Kiz Lisesi 2009 - 2013
Is Tecriibesi
Yil Yer Pozisyon / Gorev
2015 - 2018 [zmir Ofis Gorevlisi
Yabanci Dil
Ingilizce Baslangi¢ Orta Tleri
Yazma X
Konusma X
Dinleme X
Okuma X

95




Alnan Sertifika / Belgeler
British Street Yabanci Dil Kursu — B2 Seviyesi

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Seref Mezunu Belgesi

flgi Alanlan

Tiyatro, satrang, video oyunlari

96



