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NANOPARTIKUL URETiMi VE NANOTIP UYGULAMALARI

Filiz SAYAR

0z

Sunulan c¢alismanin amaci, U¢ farkh nanopartikil Uretilmesi ve bunlarin nanotip
uygulamalaridir. Tez galigmasi farkh sekil, boyut ve yapida altin nanopartikullerin
sentez, karakterizasyonu ve bu nanopartikillerin nanotip uygulamalari olmak
lizere iki ana grup altinda toplanmistir. ilk bélimde, kiiresel ve cubuk formunda
altin nanopartikil ve nanogubuklar, ¢ekirdek/kabuk formunda altin kapli manyetik
nanopartikuller (Fes;O4/Au) olmak uUzere u¢ farkli nanopartikillerin sentez ve
karakterizasyonu gerceklestiriimistir. Farkli boyutta kiresel altin nanopartikulleri,
tetrakloraurat altin tuzunun (HAuCl;.3H,0) indirgeme ajani (sodyum sitrat) ile
indirgenmesi yontemi olan Turkevich-Frens yontemiyle sentezlenmistir. Trisodyum
sitrat/HAuCl, 3H,O mol orani 1.0- 4.5 arasinda degistirilerek trisodyum sitrat
miktarinin partiktl boy, boy dagilimina ve optik 6zelliklerine etkileri incelenmigtir.
Trisodyum sitrat/HAuCl4.3H,O mol orani arttikga partikil boyunun azaldigi
gorulmus, 66 ile 13 nm araliginda ortalama partikil c¢apinda karesel altin
nanopartikuller elde edilmigtir. Partikul boyu arttikga dalga boyu kaymasi (red-shift)

oldugu gorulmustur.

Cekirdek/kabuk (Fe3O4/Au) yapisindaki nanopartikillerin  sentezi, ilk olarak
manyetik 6zellik gosteren manyetit (FesO,4) nanopartikullerin Uretimi daha sonra
bunlarin altin ile kaplanmasi olmak Uzere iki agsamada gergeklestiriimistir. Altin tuz
miktarinin manyetit nanopartikil etrafinda olusturdugu altin kabuk kalinhgina olan
etkisi incelenmistir. Ortalama partikil c¢apt 40 ve 90 nm olan Fez0q4
nanopartikalinun altin ile kaplanmasi sonucu sirasiyla ortalama partikul ¢cap1 87 ve
175 nm olan altin kapli manyetik (FeszO4/Au) nanopartikilleri elde edilmistir.
Manyetik ozellikleri titresimli manyetometre (VSM) ile dlgulmus, manyetit (Fez0.)
nanopartikili 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatisligi gosterirken altin kapli
manyetik nanopartikuli (FeszO4 /Au) ise 0.003 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi
gOstermistir. Manyetit nanopartikillerinin altin ile kaplanmasi sonucu manyetik

Ozelliginin azaldigi géruimustar.



Altin nanogubuklari kiresel formdaki altin ¢gekirdeklerinin buyutilmesi yontemi olan
cekirdek gelistirme (seed growth method) metodu ile dretilmigtir. Farkli
uzunluk/gap oraninda altin nanogubuklar Uretilerek uzunluk/gap oranina bagli optik
Ozelliklerindeki degisim incelenmistir. AgNO3; miktari, ¢ekirdek c¢ozelti miktari,
askorbik asit miktari, surfaktant tur ve derigimi, reaksiyon sicakligi, farkl gekirdek
¢Ozeltilerinin ve farkl surelerde bekletilmis ¢ekirdek c¢ozeltilerin kullaniimasi gibi
parametrelerin uzunluk/cap oranina dolayisiyla ¢ozelti rengi ve optik 6zelligine
olan etkisi incelenmistir. Altin nanogubuklar radyal ve eksenel yonde olmak Uzere
iki farkli dalga boyunda absorbans gostermislerdir. Yapilan tim bu c¢alismalar
sonucunda farkh uzunluk/cap oranina sahip farkli renkte ve farkli optik 6zellik
gOsteren altin nanogubuklar Uretilmistir. Eksenel plasmon dalga boyu 600-900 nm
araliginda aspect ratio orani 2.0-5.0 araliginda olan goék kusagi seklinde farkli

optik 6zelliklere sahip altin nanogubuklar elde edilmigtir.

ikinci bélimde, ilk kisimda yapilan calismalar sonucunda sentezlenmis ve
karakterize edilmis farkli boyut ve sekildeki altin nanopartikillerin mikroemlsiyon
fazda tani kitleri veya “nanoarray” sistemlerinde ve cam gibi tasiyici yuzeylere
adsorbe edilerek SPR destekli elipsometrik biyosensorlerinde kullanilabilirlikleri

olmak Uzere iki farkli nanotip uygulamasi ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Mikroemiulsiyon fazda tani kiti veya nanoarray gelistirimesi calismalarinda,
uzunluk/cap orani 4.8 ve 2.1 olan altin nanogubuklar, kiiresel altin nanopartikil ve
FesO4/Au nanopartikil yizeyine farkhh derigsimlerde (0.5-3.0 uM) tiyollu
oligonukleotitler immobilize edilerek nanoproplar hazirlanmigtir. Prob oligonukleotit
derisimine bagli olarak dort farkh altin nanopartikilin plasmon dalga boylarindaki
kaymalar incelenmistir. 4.8 ve 2.1 aspect ratio oranindaki altin nanogubuk, kiresel
altin nanopartikil ve Fe3O4/Au nanopartikil yizeyine 2.0 yM derisiminde prob
oligonukleotit immobilizasyonu sonucu sirasiyla 32 nm, 46 nm, 5 nm ve 8 nm’lik
dalga boyu kaymalari OlgUlmustar. Altin  nanogubuklarin  kiresel altin
nanopartikillerden daha bluyuk dalga boyu kaymasi gosterdigi gorulmustar. Daha
sonra 2.0 pyM derisiminde prob oligonikleotit immobilize edilmis bu doért farkl
nanopartikul problarinin farkh derisimlerde ( 1.0-3.0 uM) hedef oligonukleotiti ile
hibridizasyonu gergeklestirilerek dalga boyu kaymalari incelenmistir. Ayrica

nanopartikul yluzeyine immobilize edilmis prob oligonukleotitin eglenigi olmayan



oligonukleotit ile etkilestirilerek dalga boylarindaki kaymalar incelenerek sistemin
hassasiyeti arastinimistir. Hazirlanan altin  nanoproblar eslenigi olmayan
oligonukleotit ile etkilesimi sonucu ¢ok kuguk dalga boylari kaymalari gostermis
olup sistemin hassas oldugu gérilmustir. iki farkli hedefin ayni anda tayin
edilebilmesi amaciyla yuzeyinde farkli problar takilimig iki farkli sekil ya da yapidaki
altin  nanopartikil karigimlarini  igeren mikroemulsiyonlar (“nanoarrayler”)
hazirlanmistir. Karigim icindeki her bir nanoprobun kendine 6zgu plasmon pikini
gOsterdigi gortlmastir. Nanoproblardan birinin hedefini igeren belli derisimde
oligonukleotit ¢ozeltisi ilave edilerek hedefin probunu tasiyan nanopartikildeki
hibridizasyon sonucu plasmon dalga boyundaki kayma incelenmistir. Karigim
icindeki nanoproblarin hedef oligonlUkleotit ile hibridizasyonu sonucu ilgili
nanoprobun plasmon dalga boyunda kayma olusturdugu gorulmuastur. Bu sekilde
mikroemulsiyon fazda altin nanopartikil esasli DNA tani kiti ve DNA arrayler

olusturulmustur.

SPR destekli elipsometrik biyosensér galismalarinda, temizlenmis cam slaytlar
MPTS cozeltisiyle silanize edilip tiyol u¢ grubundan doért tip altin nanopartikilin
kimyasal olarak immobilizasyonu saglanmistir. Altin  nanopartikuller ile
genisgletiimis cam slaytlara farkh derisimlerde (0.25-2.0 yM) GOR oligonukleotit
problari génderilerek SPR destekli elipsometrik dlgimlerle optimum prob derisimi
belirlenmistir. Optimum prob derisiminde oligonUkleotit takilmig cam slaytlara daha
sonra farkli derisimlerde (0.25-2.0 yM) GOR probun hedefi olan oligonukleotitler
gondererek SPR destekli elipsometrik olguimlerle hibridizasyon sonucundaki
kalinlik degisimi incelenmigtir. Ayrica nanopartiklil immobilize edilmis cam slayt
uzerindeki nanopartikil problarina hedef olmayan oligonikleotit ¢ozeltisi
gonderilerek sistemin segiciligi arastinimigtir. Herhangi bir delta degisimi
g6zlenmeyerek prob oligonukleotitlerin hedef olmayan oligonukleotitler ile hibridize

olmadigi sistemin hassas oldugu belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Altin Nanopartikal, Altin Nanogubuk, Altin Kaph Manyetik
Nanopartikil (Fe3O4/Au), Suspanse fazda DNA Arrayleri, SPR destekili
Elipsometre.

Danisman: Prof. Dr. Erhan Bigkin, Hacettepe Universitesi, Kimya Mihendisligi
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PRODUCTION OF NANOPARTICLES AND THEIR APPLICATION IN
NANOMEDICINE

Filiz SAYAR
ABSTRACT

The aim of the presented study is to produce three different nanoparticle and their
applications in nanomedicine. Thesis work divided into two main group that
synthesis, characterization of gold nanoparticles in different sizes and shapes
(nanosphere and nanorods) and their applications in nanomedicine. In first part;
three different nanoparticles which are spherical and rod shaped gold
nanoparticles and gold nanorods, gold coated magnetic nanoparticles (Fe3O4/Au-
core/shell) synthesis, characterization were carried out. Different sized spherical
gold nanoparticles were synthesized by sodium citrate reduction of HAuCl,.3H0.
The effect of amount of sodium citrate on particle size, size distribution and optical
properties was investigated by varying the mole rate of sodium
citrate/HAuCl,.3H,0. between 1 and 4.5. It was seen that as the mole ratio of
sodium citrate/HAuCl4.3H,0 increases patrticles size decreases and spherical gold
nanoparticles of average diameters between 13 and 66 nm were synthesized. It

was seen that as particle size increases, red-shift occurs.

Synthesis of Fe304/Au nanoparticles with core/shell structure was carried out in
two stages that first, production of magnetite (FesO,) nanoparticles showing
magnetic property; next, coating these by reduction of Au®* with sodium citrate in
the presence of Fe;O,4. The effect of gold salt amount on gold shell thickness that
was composed by gold salt around magnetit nanoparticle was investigated. As a
result of coating Fe;O,4 nanoparticles that have average particle diameter of 40 nm
and 90 nm by gold, gold coated magnetic (Fe3sO4/Au) nanoparticles which have
diameters of 87 nm and 175 nm were obtained respectively. Magnetic properties
of the nanoparticles were investigated by Vibrating Sample Magnetometry (VSM).
Magnetic nanoparticles exhibited a superparamagnetic behaviour and the
saturation magnetization of magnetite nanoparticles and gold coated magnetic
(FesO4/Au) nanoparticles were measured as 24 emu/g and 0.003 emu/g by VSM,
respectively. As a result of coating magnetite nanoparticles by gold, it was seen

that magnetic properties decrease.



Gold nanorods were produced in aqueous solution by using a seed-mediated
method. By producing different aspect ratio gold nanorods, the effects of aspect
ratio on optical properties of gold nanorods were investigated. The parameters
such as the amount of AgNO3, the amount of core solution, the amount of ascorbic
acid, kind of surfactant and concentration, reaction temperature, using different
core solutions and aging time of core solution effect on aspect ratio thereby effect
on solution colour and optical properties were investigated. Gold nanorods showed
transverse plasmon absorption band and longitudinal plasmon absorption band in
two different wavelength that radial and axial. As a result of all these studies, gold
nanorods were produced which shows having different aspect ratio, different
colour and optical propeties. Gold nanorods which longitudinal plasmon
wavelength interval was between 600-900 nm, aspect ratio interval was 2.0-5.0,

rainbow coloured, having different optical properties were obtained.

In second part; the useablity of gold nanoparticles with different size and shape in
microemulsion phase nanoarray systems and in SPR supported elipsometric
biosensors by absorbing gold nanoparticles on glass surfaces was searched.

In studies of microemulsion phase nanoarray systems, gold nanoparticles in
different sizes and shapes were functionalized with thiolated oligonucleotides
belong to M. Tuberculosis complex and M. Gordonae pathogenic bacteria to
construct gold nanoparticles bioprobes. Gold nanoparticles were functionalized
with different concentration (0.5-3.0 uM) of thiolated oligonucleotides in belong to
M. Tuberculosis complex and M. Gordonae pathogenic bacteria. We investigated
the use of different gold nanorod bioprobes with different aspect ratios, conjugated
to thiolated oligonucleotites, as novel optical labels based on changes in
transverse and longitudinal surface plasmon resonance (LSPR) bands. Depended
on probe concentration, red-shift in plasmon wavelength of four different gold
nanoparticles was investigated. As a result of immobilizing prob oligonucleotite
which has concentration of 2 uM to surface of gold nanorods having aspect ratio of
4.8 and 2.1, spherical gold nanopatrticle and Fe3O4/Au nanoparticle; 57 nm, 46 nm,
5 nm and 8 nm, red-shift were measured, respectively. Gold nanorods showed
bigger red-shift than spherical gold nanoparticles. Then, these four different

nanoparticle probes were hibridized with different concentration (1.0-3.0 uM) of



target oligonucleotites. As a result of hibridization of target oligonucleotite with
nanoprobe, red-shift in plasmon wavelength was investigated. Additionally; probe
oligonucleotite, which is immobilized to surface of nanoparticle, was reacted with
non-complementary oligonucleotite and by observing red-shift in plasmon
wavelength; system’s sensitivity was searched. By reacting prepared gold
nanoprobs with non-complementary oligonucleotite, very small red-shift were seen
and it was understood that system was sensitive. Lab-in-a-tube biosensors
applications of these gold nanorods on changes in LSPR bands of aspect ratio-
tunable nanoprobes were examined. By aiming two different target’s
determination, microemulsions which contains gold nanoparticle solutions that has
two different shape or structure and different probs on its surface were prepared.
These composed microemulsion solution’s plasmon wavelength was determined
by UV-Vis absorbtion spectrophotometer. It was seen that each nanoprobe in
solution showed specific plasmon peak. By adding a certain concentration of
oligonucleotite solution which containing one of the nanoprobes’ target and as a
result of hibridization at the nanoparticle that carrying target’s probe, red-shift in
plasmon wavelength was examined. As a result of hibridization of target
oligonucleotite with nanoprobe in the solution, it was seen the fact that related
nanoprobe composed red-shift in plasmon wavelength. In this manner, in
microemulsion phase gold nanoparticle based DNA diagnostic kit and DNA arrays

were formed.

In studies of SPR supported elipsometric biosensor, cleaned glass slide surfaces
was modified with MPTS molecules and then four different type nanoparticles
were immobilized on these glass slide surfaces. Nanopatrticles that immobilized to
glass surface chemically and extended glass slides were used as carrying matrix
in SPR system. By sending (0.25-2.0 pyM) GOR oligonucleotite probes with
different concentrations to prepared gold nanoparticles and extended glass slides
and by SPR supported elipsometric measurements, optimum probe concentration
was determined. By sending oligonucleotites that was the target of (0.25-2.0 uM)
GOR probe with different concentrations to glass slides that containing
oligonucleotite; with SPR supported elipsometric measurements thickness
variation was examined after hibridization. Additionally; By sending non-target
oligonucleotite solution to nanoparticle probes which takes place on the glass slide

Vi



that immobilized by nanoparticle, the system’s selectivity was investigated. By not
observing delta change, the system which probe oligonucleotites do not hibridize

with non-target oligonucleotites was determined as sensitive.

Key Words: gold nanoparticles, gold nanorods, gold coated magnetic
nanopartciles (Fe3O4/Au), DNA arrays in suspension phase, SPR supported

elipsometer.

Advisor: Prof. Dr. Erhan Biskin, Hacettepe University, Department of

Chemical Engineering
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2. GENEL BILGILER

Yunanca’'da clce anlamina gelen “Nano” bir fiziksel buyuklagun bir milyarda biri
olup, bir nanometre yaklasik 2-3 atomun yan yana dizilmesiyle elde edilen
uzunluktur. Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre boyutlari arasinda olan
nanoyapilarin arastirilip, teknolojilerin gelistiriimesidir. Atomik skalada yapilan bu
arastirmalar sonucu olusan geligmeler insan sagliginda nanoteknolojiden
kaynaklanan tekniklerin uygulanmasiyla Nanotip (Nanomedicine) olarak
adlandirilan yeni bir disiplin ortaya ¢ikarmistir. Tipta devrim yaratma potansiyeline
sahip yeni bir alan olarak ifade edilmektedir. Bu alanin kalbi, nanometre
boyutunda nanoyapilarin olusturulup bunlarin boyutuna bagl olarak gosterdikleri

cesitli essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin kullaniimasina dayanmaktadir.

Nanopartikuller, yiksek yuzey alanin yaninda farkh optik, elektronik, manyetik ve
fluoresan Ozelliklerinden dolayr birgok uygulama alanina sahip Ustin
malzemelerdir. Altin ve gimus gibi metalik nanopartikiller, fluoresan 6zellik
gosteren yari iletken nanokristaller (Quantum Dots) ve manyetik nanopartikiller
bunlara érnek gdsterilebilir. Ozellikle medikal alanda cesitli patojenik ve genetik
hastaliklarin teshis ve tanisinda kullaniimak Uzere tasarlanan biyosensoérlerde,
tumor hucrelerinin erken teshis edilmesinde bu nanopartiklllerin optik, fluoresan

ve manyetik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir.

Son yillarda c¢esitli hastaliklarin teshis ve tanisi, ¢evresel kirliliklerin ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi icin yuksek secicilik ve hassasiyette optik nanobiyosensorler
gelistiriimektedir. Bu biyosensor uygulamalarinda 6zellikle Au ve Ag gibi metalik
nanopartikullerin essiz optik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir. Au nanopartiktllerin
kararli olmasi, toksik olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekullerin kolay
baglanmasi gibi avantajlari nedeniyle ¢ok kullanilan metalik nanopartiktllerdir. Son
yillarda DNA hibridizasyonu, antijen antibadi etkilesimi gibi molekuler dizeyde
etkilesmelerin kantitatif izlenmesi igin Au film tabakasi yerine Au nanopartiktllerin
kullanildigi lokalize SPR sistemleri normal SPR sistemlerine alternatif olarak
geligtiriimigtir. Bu sistemlerde taniyici (ligand) molekdlleri cam slaytlarin ylzeyine
yerlestiriimis altin nanopartikullerinin ydzeyine immobilize edilmekte ve hedef
molekulu iceren sivi fazla etkilestirilerek, ortamin dielektirik sabiti ve dolayisiyla



refraktif indeksi degisiminin optik olarak gozlenmesiyle tayin gerceklestiriimektedir.
Boylece herhangi bir geviriciye gerek olmadan yuksek secicilik ve hassasiyette,
etiket gerektirmeden, basit, ucuz ve tasinabilir Au nanopartikil esasli SPR
sensorleri geligtirilerek c¢esitli patojenik bakteriler ve genetik hastaliklar tayin
edilebilmektedir. Ayrica Au ve Ag nanopartikullerinin partikil boyuna ve sekline
bagh olarak farkli optik Ozellikler gostermesi nedeniyle birden fazla analitin es

zamanli tayininde yapildigi SPR biyosensoérleri de gelistiriimektedir.

Manyetik nanopartikillerin en dnemli avantaji ortamdan manyetik alan kullanilarak
kolayhkla ayrilabilmeleridir. Bu Ozelliklerinden dolayr bircok biyomedikal
uygulamalarda kullanimi artmaktadir. Bu amagla manyetik 0zellik tasiyan
(manyetit (Fes04), maghemit (Fe,Og3), kobalt (Co), nikel (Ni) gibi) inorganik
maddeler ile yukli sentetik (polistiren, polivinilalkol, poliakrilamit, poliakrilik asit
gibi) ve dogal (kitosan, aljinat, dekstran gibi) polimerik partikuller Uretiimekte ve
bunlari ticari olarak bulunabilmektedir. Son yillarda manyetik ¢ekirdegin
oksidasyonunu onleyerek inert bir yapi olusturmak ve biyolojik calismalara uyumlu
hale getirmek icin altin, gimus gibi metalik yapilarla kaplayarak manyetik 6zellik
gOsteren altin kapl nanopartikuller olusturulmustur. Bdylece birgok biyomedikal
uygulamalar da hem altin kabugun optik 6zelliginden hem de manyetik ¢ekirdegin

manyetik 6zelliginden yararlaniimaktadir.

Manyetik nanopartikuller; hicre ayrilmasi ve saflastiriimasi, kontrolli ilag salimi,
RNA-DNA saflastiriimasinda kullanilmaktadir. Klinik teshis ve tanilarda cok
kullanilan Manyetik Rezonans Goruntileme (MRI) tekniginde manyetit (FesO,),
maghemit (Fe,O3) gibi inorganik bir madde ve bunlarin dekstran gibi bir polimerle
kaplanmasindan olusan sUperparamanyetik nanopartikuller MRI’de sinyal siddetini
artirct  ajan olarak kullaniimaktadir. Bu nanoyapilarin bir tarafina timor
hicrelerinin ¢ok tukettigi bilinen folik asit gruplari diger tarafina da kemoterapi de
kullanilan  zehir molekulleri baglanarak nanoboyutta Truva Ati vyapilar
hazirlanabilmektedir. Tumor hucreleri, ylzeyinde folik asit tasiyan manyetik
nanopartikilleri emerken beraberindeki zehir molekulinide birakarak saglikli
hiacreler fazla zarar gormeden sadece kanserli hudcrelerin  oldurilmesi
saglanabilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi de kanser

hicrelerinin yaninda saglikl hicrelerde zarar gérmektedir. Bu sekilde manyetik



nanopartikullerin bu yan etkileri ortadan kaldirmasiyla kanser tedavisinde uUmit
verici sonuglar elde edilebilecegi dugunulmektedir. Ayrica ¢gagimizin hastaligi olan
cesitli kanser hastaliklarinin erken teshis edilmesinde de kanser hicrelerini
taniyabilen spesifik ¢esitli biyomolekilleri (peptit, oligonukleotit, enzim ve
antibodiler gibi) manyetik nanopartikullerin yizeyine immobilize ederek manyetik
nanoproplar hazirlanabilmektedir. Bu problarin hicre igindeki hedef molekulleri
tanidiginda, partikullerin oraya birikmesi ile MRI sinyal siddetinde artma olur. Bu
teknikle gesitli kanser hastaliklarinin erken teshis edilebilecegi umut edilmektedir.
Yuzeyinde kanser hicrelerine spesifik antibodiler iceren manyetik nanopartikiller,
kanser hucrelerine yonlendirilerek uygulanan dalgali manyetik alan etkisiyle bir isi
olusturulmaktadir. Manyetik 1sitma (Hyperthermia) olarak adlandirilan bu yontemle

de kanser hucreleri oldurulebilmektedir.

Son zamanlarda essiz optik ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle butun ilgiyi Uzerine
ceken bu nanoyapilardan biri de yari iletken maddelerden olugan kuantum
noktaciklari (Quantum Dot) olarak adlandirilan nanokristallerdir. Mordan koyu
kirmiziya kadar gokkusaginin butin renklerinde 1sima yapan bu nanokristaller
genis bir uygulama alanina sahiptir. Kuantum noktacilarinin nanoboyutta olmalari,
yuksek fotostabiliteye sahip olmalari ve boylarina bagh olarak ayarlanabilir bir
emisyon oOzelligi gostermeleri gibi 6zellikler quantum dotlarin biyolojik, biyomedikal
ve biyoanalitik goruntileme uygulamalarinda ideal bir prop olarak kullaniimasini

saglamaktadir.

“‘Quantum Dot’lar, periyodik cetveldeki II-VI (CdSe, CdTe, CdS, and ZnSe), IlI-V
(InP ve InAs) ve IV-VI (PbS, PbSe) ci grup elementlerinden sentezlenen yari
iletken maddelerden olusan monodispers inorganik nanokristallerdir. Bu partikiller
yaklagik 10 -50 atom iceren 2-10 nm boyundaki renkli kristallerdir. Ayrica bunlar
‘vapay atomlar’ olarak da adlandirilmaktadirlar. Cekirdek ve c¢ekirdek-kabuk
yapisinda olmak uzere iki tip Qdot yapisi vardir. Cekirdek CdS, CdSe, CdTe gibi
maddelerden olusabilmektedir. Cekirdegi olusturan madde nanokristalin hangi
renkte 1siIk yayacagini belirlemektedir. Cekirdek/kabuk yapisindaki “Qdot’larin
cekirdegi ZnS gibi inorganik bir kabuk tarafindan korunmaktadir. Kabuk olarak
kullanilacak madde gekirdekte kullanilan maddenin enerji band boslugundan daha

baylk bir band bosluguna sahip maddeden olugsmaktadir. Kabugu olusturan



madde nanokristali stabilize eder, kuantum verimini yani 1s1gin floresan giddetini
artirir, 1s1k degredasyonunu azaltir. Bu nanokristaller uygulama alanina gore cesitli
polimerlerle kaplanarak oligonukleotitler, peptidler ve antibadiler gibi biyolojik

molekulllerle fonksiyonlandirilarak degisik Qdot problari hazirlanabilmektedir.

“‘Qdot’lar, genis uyariima ve dar emisyon spektrumuna sahiptirler. Qdotlarin
cekirdeginin bilesimi ve boyu degistirilerek genis bir aralikta emisyon spektrumu
ayarlanabilmektedir. Dolayisiyla farkl boy ve bilesimdeki nanokristaller tek bir isik
kaynagi altinda uyarilarak farkh renklerde isik yaymalari saglanabilmektedir.
Ayrica Qdotlar peptitler, antibodiler, nukleik asitler gibi biyolojik molekullere
kovalent olarak baglanabilmektedir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak c¢oklu Qdot
problari hazirlanarak birden fazla molekil es zamanh olarak analiz
edilebilmektedir. Qdotlarin organik boyalara gore kuantum verimleri (QY) daha iyi
yani daha parlak 1sik yaymaktadir ve fotokimyasal kararlihgr (photochemical
stability) daha yuksektir. Bu 6zelliklerinden dolayr Qdotlar 6zellikle uzun sdreli ve
yuksek duyarlilikta goruntileme ve c¢oklu etiketleme gibi birgok biyolojik
uygulamalarda floresan etiket olarak kullaniimaktadirlar. Coklu analizlerde
kullanilacak her bir boyanin tipine bagli olarak farkli bir 1sik kaynagi
gerektirmesinden c¢oklu analizler igin uygun degildirler. Her bir boyanin genis bir
emisyon spektrumu vardir. Dolayisiyla farkli organik boyalarin emisyon
spektrumlarinin birbirini kapatmasindan dolayr hassas dedgildirler. Ayrica organik
boyalar uzun sureli floresan 6zellik gostermezler. Organik boyalarin etiket olarak
kullanildigi sistemlerdeki bu tur dezavantajlari ortadan kaldiran essiz optik ve
kimyasal Ozelliklere sahip QDot’lar ¢oklu analizler igin ideal etiketlerdir.

Yapilan son c¢alismalarda hem manyetik nanopartikillerin manyetik 6zelliginden
hemde Qdot’larin optik 6zelliklerinden faydalanmak amaciyla magnetofluoresans
nanopartikiller (magnetofluorescent nanoparticle) olarak adlandirilan nano hibrid
yapilar olusturulmustur. Manyetik 06zellik gosteren bir c¢ekirdek ve bunun
etrafininda Qdot nanokristalleriyle kaplandigi ¢ekirdek/kabuk yapisindaki bu
nanoyapilarin kanser hucrelerinin belirlenip ayrilmasi gibi birgok biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilecegi dusunulmektedir.



Goruldagu gibi boyut olarak gozle gorulmeyecek kadar ¢ok kiguk olmalarina
kargin iglevleri agisindan buyuk isler basaran bu nanopartikullerin biyomedikal
alanda daha birgcok gelismeler saglayacagi bir kacinilmazdir. Cizelge 2.1'de

nanopartikullerin genel medikal uygulamalari gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Nanopartikullerin genel medikal uygulamalari (Chen, 2008).

Nanopartikiiller Ornek Medikal Uygulamalar

Metal Nanopartikul Altin Nanopartikdl Hastalik tani ve teghisi
Altin Nanogubuk Biyosensor
Altin Nanokabuk Molekdiler gortintileme
Kuantum Kristalleri ilag salimi

Manyetik Nanopartikil Sliperparamanyetik MRI

demir oksitler

Polimerik Nanopartikil PLGA ilag salimi
PLA-PGA Protein salimi

Gen ekspresyon vektori

2.1. Metal Nanopartikiller

Metal nanopartikuller, serbest elektronlarinin elektromanyetik alanla uyariimasiyla
olusturduklari lokalize yluzey plasmon rezonanslari nedeniyle gorunur ve yakin
infrared dalga boylarinda gugcli optik uyarilma gdstermektedirler. Sekil 2.1’de
metal bir kuredeki plasmon salinimi gosteriimektedir. 1908 yilinda kuresel altin
kolloidleri icin Mie tarafindan teorik olarak agiklanmistir. Daniel ve arkadaslari
tarafindan bu partiklllerin 6zellikleri ve kullanim alanlari, kimyasal modifikasyonu
ve sentez yontemleri Ozetlenmigtir (Daniel, 2004). Elghanian ve arkadaglari
oligonukleotitle  fonksiyonlandiriimis  altin  nanopartikiller, eslenigi  olan
oligonukleoctitle karistinildiginda renk degisimi ile 10 fmol'a kadar tek zincirli
oligonukleotit dizilimi belirlemistir (Elghanian, 1997). Storhoff ve arkadaglari tek
bazi farkl olan oligonukleotit dizilimi i1sitarak (melting temperature) yontemiyle

tayin etmigtirler [Storhoff, 1998]]. Nanopartikil ylzeyine analit molekuilu



baglandiginda, nanopartikillerin ¢evresindeki ortamin dielektrik o6zelliklerinin
degismesiyle plasmon rezonans dalga boylarinda kayma go6zlenmektedir.
Englebienne, Heves ve arkadaslari nanopartikillerin bu 6zelliklerinden
yararlanarak partiktl ylizeyine bir analit molekulin baglandigini belirlemislerdir. Bu
basit teknlolojiyle 10 nM derisimine kadar etiket icermeyen analitlerin tayin
edilebilecegi belirtilmigtir (Englebienne, 1998). Ayrica metal nanopartiklller,
mikroskopik etiket olarakta kullanilabilmektedir. Altin ve gumus nanopartikulleri
blylk 1sik saciimasi yapmalari ve diger yari iletken nanopartiktller ve floroporlar
gibi renk solmasi gibi Ozellikler gostermemeleri nedeniyle optik goruntuleme
uygulamalarinda kullaniimaya baglamistir. Altin nanopartiktllerin en dnemli 6zelligi
sekil ve boyutuna bagli olarak farkh optik 6zellikler gostermeleridir. Bu 6zellikleri
sekil ve boyutuyla ayarlanabildigi igin en Onemli biyomedikal uygulamalari
dokularin goéruntulenebilmesi, timor bdlgesinde altin kabuklu partikillerin NIR
lazer ile uyararak tumorin pargalanmasi olan fototermal kanser terapisi
uygulamalaridir. Boylece ayarlanabilen plasmon rezonant spektra gosteren altin
nanokabuk, nanokafes, nanocubuk ve nanopartikiller sentezlenerek degisik
biyolojik  orneklerle  fonksiyonlandirilarak  kanser tani ve tedavisinde

kullanilabilinecektir.
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Sekil 2.1. Metal bir kiiredeki plasmon salinimi

Altin nanogubuklar, Sekil 2.2 ‘de gdsterildigi gibi iki farkli plasmon rezonansi
gOstermektedir. “Transverse” plasmon (TP) nanogubugun c¢api boyunca
uyarilmasina bagl olarak gosterdigi kiiresel altin kolloidlerin plasmon rezonansina
benzer rezonanstir. Digeri “longitudinal” plasmon (LP) denilen nanogubugun
uzunlugu boyunca uyarilmasi sonucu olugan plasmon rezonansidir.

Nanocgubuklarin uzunluk/gcap orani denilen “aspect ratio” degeri degistikce
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plasmon rezonans pikleride degismektedir. Boylece farkhh uzunluk ve c¢ap
oranindaki altin nanocgubuklarla gorunurden yakin infrarede kadar plasmon
rezonans gosteren partiklller elde edilmektedir. Altin nanogubuklarin uzunlugu
boyuncaki plasmon rezonansi yuksek polaritasyona sahiptir ve diger altin
nanopartikullerden daha dar bir cizgi genigligine sahiptir. Bu Ozellikleri altin
nanogubuklarin kullanildigl birgok uygulamada avantajlar saglamaktadir. Keskin,
polarize olmus NIR rezonanslari c¢oklu biyolojik sensor ve biyomedikal
uygulamalarinda kullanilabilirligini saglamaktadir. Ayrica biyosensor
uygulamalarinda altin nanogubuklar ayni boydaki kiresel altin nanopartikillere
gore ortamin dielektrik sabitinin degisimini daha yUksek hassasiyette
gOstermektedir. Altin nanogubuklarindan polarize sagilma ile mikroskopik
goruntuleme uygulamalarinda molekuler skalada oryantasyon bilgileri
saglanabilmektedir. Fototermal terapilerde kiguk boyuttaki altin nanogubuklar ile
doku icine penetre olmasinda ve damarsal tumorlere girmesinde kolayhk

saglanabilmektedir.
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Sekil 2.2. Kolloidal altin nanogubuklarin farkli iki yizey plasmon bandi. Gérinar
bdlge:520-530nm, enine (Transverse) yiizey plasmon bandi, Yakin infrared: 700-

1500 nm, boyuna (Longitudinal) ylzey plasmon bandi.

Altin nanopartikulleri gesitli proteinlerle fonksiyonlandirilarak biyobilimlerde arag
olarak kullaniimaktadir. En genel yontem Fres tarafindan gelistiriimis sodyum sitrat
yontemiyle kolloidal altin nanopartikil sentezidir. Tetrakloraurat denilen altin

tuzunun trisodyum sitrat ile kontrolli indirgenmesi yodntemidir. Sitrat sadece
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indirgeme ajani olarak degil ayrica koruyucu bir grup olarakta fonksiyon
gostermektedir. Altin nanopartikil ¢cevresinde negatif yuk olusturarak elektrostatik
olarak partikullerin birbirini gekmesini engelleyerek ¢okmesini engellemektedir.
Ayrica sitrat tabakasi tiyol gibi aurofilik molekulllerlede kolayca vyer
degistirebilmektedir. Ornegin 10-40 nm boyunda koloidal altinlarin yiizeyine
antibadi molekulleri adsorplanarak histolojide doku orneklerinin farkh bolgelerini
biyospesifik etiketliyerek daha sonra elektron mikroskopi ile analizi yapilmaktadir
(Liao, 2005).

2.2. Kiiresel Altin Nanopartikuller

Nanoteknoloji kimya, biyoloji, fizik ve tip alanlarinin birlesimiyle olugan, analitik ve
biyolojik bilimlerde ultrasensitif dedeksiyon ve goérlntlileme ydntemlerinin
gelismesi icin giderek artan bir oneme sahip modern bilimin yeni bir dal
olmaktadir. Ozellikle fonksiyonellestirilmis altin nonapartikillerin  ultrasensitif
dedeksiyon ve goruntuleme yontemleri ile biyoloji ve farmakoloji alaninda kullanimi
biyotanima da arastirmacilar i¢in c¢ekici hale gelmektedir; c¢unku altin
nanopartikiller benzersiz optik o6zelliklere (6rnegin ylzey plazmon rezonans
absorpsiyonu ve rezonans isik saciimasi gibi), ylzey kaplama cesitliligine ve

yuksek biyouyumluluga sahiptir (Daniel, 2004; Niazov, 2004).

Genellikle kugik metal nanopartikillerin  optik 6zellikleri, elektromanyetik
radyasyon olay! ile rezonansa giren yuzey elektronlarinin toplu saliniminda
“Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)” veya “Lokalize Yuzey Plazmon Rezonans
(LSPR)” olarak da bilinen plazmon rezonansina sahiptir (Myroshnychenko, 2008).
Altin igin, bu salinim rezonans frekansi yigin yapinin dielektrik sabiti tarafindan
kontrol edilmekte ve elektromanyetik spektrumun gorunur bolgesinde vyer
almaktadir; ¢linku nanopartikiller yliksek yuzey alani hacim oranina sahiptir.
Plazmon frekansinin lokal cevre ile kendi ara yuzunun dielektirik (refraktif
indeksine) sabitine duyarli hassasiyeti vardir. Bu partikullerin gevresindeki
herhangi bir degisim (ylUzey modifikasyonu, kimelenme, ortam refraktif indeksi
gibi.)  dispersiyonlarin  kalorimetrik  degisimine yol agmaktadir.  Altin
nanopartikillerin baglanmasi (ya da kiUmelenmesi) plazmonlarin birlesmesi

nedeniyle, sik sik belirgin renk degisiklikleri esiliginde meydana gelmektedir.
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Kalorimetrik sensorlerde kullanilan altin nanopartikaller 6nemli uygulamalara

sahiptir ve yaygin olarak incelenmektedir (Burda, 2005).

Sadece plazmon tarafinda i1s1gin kuvvetli emilimi degil, bunun yani sira onlarin
Rayleigh (elastik) saciimasida 6nem tasimaktadir. Emilimle karsilastirildiginda
buyuk oranda giden i1gik sagilmakta ve partikullerin giderek buyudugu gozlenmigtir
(Murphy, 2008); ¢lnku altin nanopartikillerinden sagilan 1s1gin plazmon bandlari
elektromanyetik spekturumun goérinir bdlgesi ile uyum igindedir. Herbir
nanopartikilin  pozisyonu optik yolla goruntileme uygulamalari igin
hazirlanabilmektedir. Altin nanopartikullerin uyarlanabilen fiziksel 06zellikleri
elektronlarin  ayarlanabilir  optik  6zellikler sunan kollektif salinimlarini
etkilemektedir. Bu birgcok sayidaki biyo dedeksiyon uygulamalari i¢cinde uygulama
kolayligi saglamaktadir. Altin nanopartikillerin ¢ok yonlu ylzey kimyasi cesgitli
biyofonksiyonel gruplarin baglanmasiyla elde edilmektedir. Amfilik polimerler,
silanoller, sekerler, nukleik asitler ve proteinler 6rnek gosterilmektedir. Ayrica tiyol

gruplarina altin ytzeyinin gugclu bir afinitesi vardir.

Son yillarda bu ¢alismalarin bazilari kendi iginde malzemelerin veya alt sinif nano
malzelemelerin biyolojik uygulamalarina odaklanarak genel bir bakigla tekrar
gb6zden gecirilmistir. Burada iyonlar, kuiglik molektller, DNA ve protein
dedeksiyonu ve hicresel analizler, bazi teknik sorunlarin vurgulanmasi ve segilen
bir dizi yeni uygulamalar igin kdresel altin nanopartikil problarin ve altin
nanopartikul testlerin hazirlanmasina odaklaniimistir.  Ayrica goérunur bolgede
ayarlanabilir absorbsiyon ve NIR (700-1300nm)a sahip kuresel olmayan
nanopartikiller, altin gubuklar (AuNRs) ve altin nanokabuklar (AuNS, nano dlgekte

uzeri altin kapli silika ve manyetik nanokureler ) calisiimistir (Wang, 2009).

2.2.1. Altin Nanopartikil Problarin Sentezi

Altin  nanopartikiller ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Ancak
monodispersite gerekli oldugunda pratik sinirlamalar gorulmektedir.  Altin
nanopartikaller igin bir nm den bir kag mikrometreye kadar ¢ok sayida hazirlama
yontemi literatirde yer almaktadir. 10nm’den 150 nm’ye kadar altin hidrosoller

elde etmek igin saptanan en yaygin uygulanan prosedur altin(lll) tuz gesitlerinin
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sitratle indirgenmesi klasik Turkevich-Frens varyasyonlandir (Turkevich, 1951;
Frens, 1973). Altin nanopartikulin boyutu (10nm ile 140nm arasinda)
indirgeyici/stabilizér ajan (trisodyum sitrat) ve altin (lll) tuz tdrevleri
(hidrojen/sodyum tetraklorat(lll)) arasindaki oranla kontrol edilebilmektedir. Bu
metot kolaylikla diger istenilen ligandlarla (6rnegin tiyollenmis DNA) partikil
yuzeylerindeki kabaca kaplanmig sitratlarin yer degistirmesinde siklikla
kullaniimaktadir (Wang, 2009).

Codu hidrofobik ve ¢ap boyutlari 1 ile 8 nm arasinda olan altin nanopartikiller,
altin (Il) tuz tarevlerinin sodyum borhidrat NaBH, ile organik bir ¢dzucu iginde ya
iki fazli sivi/sivi sistemleri ya da uygun tek fazli ¢ézicu kullanarak tiyol ligantlarin
varliginda indirgenerek Brust-Schiffrin metoduyla hazirlanmaktadir (Brust,1994).
Brust- Schiffrin metodunda tetraklorat (ll), tetraoktilamonyum bromid (TOAB) faz
transfer ajani kullanilarak toluene transfer edilir ve dodekanetiyol (DDT) varliginda
NaBH, tarafindan indirgenmektedir. Daha bulyuk tiyol/altin mol oranlari, daha
kiguk ortalama cekirdek buyuklugu vermektedir. Hizli indirgen eklemesi ve
¢Ozeltinin sogutulmasi daha kiuguk ve tek boyutlu dagiimis partiktller Gretimini
saglamaktadir. Brust-Schiffrin metodunu takiben, ¢ok cesitli fonksiyonellestiriimis
tiyol liganth altin nanopartikiller (AuNP) sentezlenmistir. Hussain ve calisma
arkadaslan tarafindan gelistiriimis 5 nm’nin altinda 6rnegin alkil tiyoeter sonlu
fonsiyonellestirilmis poli(metakrilik asit) gibi tiyoeter ya da tiyol fonksiyonel polimer
ligandlan kullanarak yuksek oranda tek boyutlu dagiimis altin nanopartikillerin
sulu ortamda tek asamali bir yontemle hazirlanmasini saglamiglardir (Hussain,
2005). Bu yaklasimla, partikal boyutu ve partikil dagilimi polimer yapisinin,
derisiminin ve yogunlugunun ¢ok kuguk degisimleriyle kontol edilmektedir.
Sistematik olarak polimerin altina orani degistirilerek nanopartikullerin boyutlari
ayarlanabilmektedir ve floresan olmayandan floresan nanopartikillere gegis

cekirdek ¢api 1.7 ile 1.1 nm arasinda gozlemlenmektedir.

Brust- Schiffrin prosesi:

AuCl 4 (aq) + TOAB(org) — AuCl 4 -TOAB(org),

AuCI™, -TOAB(org) + RSH(org) —(—Au*SR-),(polimer)(org),
(~Au'SR-),(org) + BH™4 (aq) — Aux(SR),(org).
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2.2.2. Altin Nanopartikiil Problarin Stabilizasyonu ve Fonksiyonellestiriimesi

ileri altin nanopartikiil uygulamalari icin molekiiler tanima bdlgelerinin (8rnegin
fonksiyonel gruplarin) nanopartiktllere kararh bir sekilde yapisi bozulmadan
baglanarak prob nanopartikuller hazirlanmaktadir. Bu agamada molekuler tanima
bolgeleri aktif halde olup partikll ylzeyine aktif bdlgelerinden baglanmamaldir.
Ayrica problar birbirlerine ya da sistemdeki hi¢ birseyle non-spesifik olarak
etkilesmemelidir. Farkh molekuler tanima molekulleri takilmis nanopartikil problari
kullanillarak  biyoanalitik c¢alismalarda es zamanli birden fazla tayin
gercgeklestirilebilmektedir. Ancak bu c¢alismalarda karsilasilan problemler
arastinimakta olup altin nanopartiklllerin stabilizasyonu ve fonksiyonlastiriimasi
calismalari halen devam etmektedir. Elektrostatik etkilesim, spesifik tanima
(antibadi-antijen, biyotin-avidin gibi) ve kovalent baglama (Au-S kovalent) gibi U¢
tip yontem yaygin olarak kullanilarak altin nanopartiktl problar hazirlanmaktadir
(Sekil 2.3). Ligand molekdllerinin altin nanopartikil ylzeyine elektrostatik
etkilesim ya da fiziksel adsorpsiyon yontemleri ile immobilizasyonu daha basit, az
zaman almaktadir. Kovalent immobilizasyon yontemi elektrostatik etkilesim
yontemine gore daha zor ve karmasik bir prosestir. Ancak elektrostatik etkilesimle
immobilizasyonda baglanma vyeterince kuvvetli olmadigi igin bazi biyolojik
¢alismalarin daha ileri safhalarinda inkibasyon kosullari ve ylkama asamalarinda
yeterli baglanma saglanamamaktadir. Proteinleri oksidasyondan korumak igin
kUguk yuksuz ve iki tiyol grubu iceren ditiyotretol molekultd, DNA hibridizsyon
calismalarinda ise yuksek tuz derigimi iceren tampon ¢ozeltilerinin kullanildigi
siddetli deneysel kosullari gerektiren bazi biyolojik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
sekildeki biyolojik c¢alismalarda bu tarz tampon ¢ozeltisi ile uzun sure
inkiibasyonda altin nanopartikil problar ve analitler arasinda spesifik olmayan

guclu etkilesimler tayinin segiciligini azaltmaktadir.

Elektrostatik etkilesim ya da fiziksel adsorpsiyonla immobilizasyon teknikleri
karsilastirildiginda kovalent baglanma tekniginin daha kompleks olmasina karsin
ligandlarin altin nanopartikil yuzeyine kovalent baglanmasi daha iyi kararhlik ve
saglamlik gostermektedir. Ornegin; yiksek tuz derisimi (2M NaCl) ve kaynama
sicakhgi gibi kosullarda da kararhlik devam etmektedir. Ayrica tiyol, fosfin ve amin

gruplar iceren molekuller tarafindan olan saldirilara bir d&lgide engel
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olabilmektedir. YUksek kararlilikta testler gerektiren birgok uygulama alaninda
kovalent olarak immobilizasyon teknigi tercih edilmelidir. Ligandlarin altin
nanopartikil ylzeyine immobilizasyonunda en ¢ok altin-tiyol (Au-S) kovalent bag
olusumu teknigi kullaniimaktadir. Partikul yuzeyindeki altin atomlari ile ligand
arasinda altin-tiyol kovalent baginin olusturulmasi igin tiyol, disulfit, tiyolester gibi
sulfur iceren ya da sulfur takilmis ligandlar kullaniimaktadir. Altin nanopartikdl
yuzeyine alkantiyolatlar, glutatyon, tiyopronin, tiyolli poli etilen glikol, tiyol ya da
disulfitle modifiye edilmis DNA, peptit gibi degisik molekuller takilabilmektedir. Alkil
bazli tek tabaka protein denaturasyonuna neden olmaktadir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak iginde 6zellikle nanopartikul-protein ara ylzeyinde bir tetra(etilen glikol)
uzatma kolu kullaniimaktadir. Son zamanlarda aptamer-altin nanopartikil
problarina dayali biyosensor uygulamalarina olan ilgi artmaktadir. Aptamer,
taninacak hedef analitlere ylksek afinite ve segicilikte baglanabilen tek zincirli
DNA veya RNA molekudludar. Aptamerler, SELEX (systematic evolution of ligands
by exponential enrichment) adi verilen ligandlarin in vitro olarak eksponansiyel
zenginlestiriimesi yontemiyle olusturulmaktadirlar. Aptamerle fonksiyonlandiriimis
altin nanopartikuller proteinler, metal iyonlari ve kuglk organik bilesikler gibi birgok
analitin tayin edilmesinde kullaniimigtir. Zhou ve arkadasglari altin nanopartikul ve
aptamer ile pseudo sandavi¢ yapisi olusturarak adenosin gibi kiguk molekulleri
SPR spektroskopi yontemiyle tayin etmislerdir (Wang, 2008). Oligonukleotit ve
proteinlere spesifik yiksek afinite gosteren biyolojik molekuller ile nanopartikilleri
fonksiyonlandirmak en ¢ok uygulanan ydntemlerden biridir. Ornegin, streptavidinle
fonksiyonlandiriimis  altin ~ nanopartikllleri  biyotinli  proteinler ya da
oligonukleatitlerin, protein A ile fonksiyonlandiriimis altin nanopartikiller degisik
immunoglobulinlerin  degisken Fc kisimlarinin, karbonhidrat modifiye edilmis
partiktller ise yuksek afinite goOsterdikleri proteinlerin tayin edilmesinde
kullaniimaktadir. Bu molekuller arasindaki yuksek baglanma sabiti nedeniyle

bluyuk avantajlar saglamaktadir (Wang, 2009).
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Sekil 2.3. Altin nanopartikul problari olugturma yontemleri

2.2.3. Altin Nanopartikiil Problarinin Kullanim Alanlan

Altin nanopartikul problari analitik ve biyolojik bilimlerde daha ¢ok kimyasal sensor
ve goruntileme ajani olarak kullaniimaktadir. Mirkin ve arkadasglari
nanopartikullerin  agregasyonu sonucu renk degistirmeleri  6zelliginden
yararlanarak tek zincirli oligonUkleotit takili altin nanopartikilin eslenik
oligonukleotit ile etkilesimini olusan renk degisiminden belirlemiglerdir. Mirkin tipi
renk degisimine bagli tani sistemleri altin nanopartikullere genis bir uygulama alani
agcmistir. Daha sonra metal iyonlari, kiguk organik bilesikler, proteinler, nukleik
asitler ve hacreler gibi birgok hedef molekuli tayin edebilen c¢esitli altin

nanopartikul esasli tani sistemleri gelistirilmistir (Mirkin, 1996).

2.2.3.1. Agir Metal Katyonlarinin Belirlenmesi

Pb?*, Cr** ve Hg®" gibi agir metal iyonlari gevre ve insan sagdligi icin biyiik tehlike
olusturan maddelerdir. Lu ve grubu, altin nanopartiktlleri DNAz enzimi ile modifiye
ederek agir metal katyonlarini yerinde, es =zamanl, herhangi bir etiket
gerektirmeyen hizli ve basit bir sekilde tayin edecek kalorimetrik sensor
gelistirmislerdir. ~ Hg? iyonlari timin-timin  bazinin  yanhis  eslesmesini
indiiklemektedir. Liu ve Mirkin grubu ortamdaki Hg?* iyonlarinin timin-Hg**-timin

baz cifti olusturmasina dayanan duyarli ve segici herhangi bir enzim gerektirmeyen
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sicaklik kontrollii kalorimetrik bir sensér olusturmuslardir. Hg?* iyonlarinin derisimi
DNA-altin nanopartikil agregatinin bozulma sicakliginda ¢ozelti rengindeki

degisimle belirlenmigstir (Wang, 2009).

2.2.3.2. DNA Tayini

DNA tayini icin altin-nanopartikil esasl kalorimetrik metotlar genis ¢apli
kullanilmis ve literatirde ¢ok fazla yer almaktadir. Au nanopartikil esasli DNA
tayini icin yeni teknikler geligtiriimeye baslanmistir. Mirkin ve arkadaslari, cift
sarmal genomik DNA’yl tayin edebilmek icin biyo barkod tani sistemi
gelistirmiglerdir. Bu yontemle biyolojik silah ajanlari dogru ve hizl bir sekilde tayin
edilebilecegi belirtiimigtir (Mirkin, 2007). Fan ve arkadaslari “chronocoulometry”
DNA sensoru (CDS) tasarlayarak sandavig stratejisi izlenerek hedef DNA'y1 tayin
etmiglerdir. Altin elektrod ylzeyine prob DNA immobilize edilip hedef DNA ile
hibridizasyonunu izlemek i¢in haberci DNA altin nanopartikll ile etiketlenmistir.
Hibridizasyon sonucu altin nanopartikiller elektrod yuzeyine yakinlagmistir.
“Chronocoulometry” elektrod yuzeyindeki DNA dizilimine elektrostatik olarak
baglanmistir (Fan, 2007).

Dong ve arkadaslar, DNA hibridizasyonunu yuksek hassasiyette elektriksel
yontemle tek duvarli karbon nanotlp (single-walled carbon-nanotube) yapisi ile
haberci DNA’ya konjuge edilmis altin nanopartikuller ile tayin etmislerdir. Bu
yontemle femtomolar gibi ¢ok kl¢lik miktarlara kadar tayin gergeklestirilebilecegi
bildirilmistir (Dong, 2008).

Hedef molekill yiksek hassasiyet ve segicilikte tayin etmek igin aptamer konjuge
edilmis altin nanopartikil esasl sensorler de gelistirilmistir. Liu ve arkadaslari,
adenosine yuksek affinite gosteren aptameri kullanarak iki tip DNA ile
fonksiyonlandirilmis altin nanopartikulleri ile etkilestirilmigtir (Sekil 2.4). Aptamer ve
altin nanopartikll ytuzeyindeki DNA dizilimi hibridize olup daha sonra adenosin
molekullu ilave edilerek aptamerin adenosine olan yuksek affinitesiyle yapi
degistirerek altin nanopartikil yapisi ortamdan ayrilarak renk mordan kirmiziya
gecmistir (Lui, 2007).
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Sekil 2.4. Aptamer konjuge edilmis altin nanopartikil esash sensorler.

2.2.3.3. Protein Analizi

Biyolojik orneklerdeki proteinlerin gortuntulenmesi igin antibadi konjuge edilmis
altin nanopartikulleri 151k ve elektron mikroskobunda ¢ok kullaniimaktadir. Altin-
protein yapilari biyoanalitik tani ve teshis, immunohistokimyasal uygulamalarda

prob olarak kullaniimaktadir.

Maier ve arkadasglari, optik rezonans artirmali absorpsiyon esasl alerji yapan
maddeleri tayin etmek i¢in immunogip biyosensorleri gelistirmiglerdir. Bu yontemle
sandavi¢ yapi olusturarak herhangi bir okuma cihazi gerektirmeden, hizli ve basit

bir sekilde ¢iplak gozle immunokimyasal baglanma gozlemlenmigtir (Maier, 2008).

Ambrosi ve arkadaslari, altin nanopartiklllerin optik ve elektrokimyasal 6zelliklerini
birlikte kullanarak protein tayini gerceklestirmiglerdir (Sekil 2.5). Anti-insan 1gG
peroksidaz (HRP) altin nanopartikilleri ile etiketlemiglerdir. Antijen-antibadi

baglanmasi sonucu manyetik altin nanopartikilleri sandavi¢ yapi olusturarak altin
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nanopartikalin hem optik hem de elektrokimyasal 0Ozelliginden faydalanarak

karakterizasyon yapilarak protein tayini gergeklestirilmistir (Ambrosi, 2007).

Au NP ‘(./(2}—
Au nanopartikul
artiklarinin optik
< analizi
HRP artiklarinin
& optik analizi
5 P ' \

i e b=

HRP'nin optik Au NP HRP'nin optik
analizi DPV analizi analizi

\ N 2

Sekil 2.5. Altin nanopartikullerin optik ve elektrokimyasal 0Ozelliklerini birlikte

kullanarak protein tayini.

Karbonhidrat-protein etkilesimi canli organizmalardaki biyolojik prosesler hakkinda
onemli bilgilerin yani sira biyomedikal 6nemli ajanlarin geligtiriimesini
saglamaktadir. Russell ve arkadaslari, tiyol modifiye edilmis basit sekerleri altin
nanopartikul yuzeyine takarak bu sekildeki glikonanopartikilleri lektin ve
konkavalin A gibi proteinlere baglanan karbonhidratlari belirlemek i¢in kalorimetrik

problar olarak kullanmigtirlar (Russell, 2007).

Dong ve arkadaslari, trombine yuksek affinite gosteren aptamer altin
nanopartikiillere konjuge edilerek kalorimetrik sensér gelistirmislerdir. insan
plazmasi gibi kompleks biyolojik drneklerdeki hedef molekul yiksek segicilik ve

hassasiyetle bu eknikle tayin edilebilecegi bildirilmistir (Dong, 2008).
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2.2.3.4. Enzimatik Aktivite Tayini

Enzimatik aktivitenin ve kinetik parametrelerin yuksek hassasiyette belirlenmesi
yeni farmasotik ve medikal teshis ve tani cihazlarinin gelistiriimesinde 6nemli bir
parametredir. Enzim bagli immunolojik tani sistemi olan ELISA ydnteminde iyi
kalitede antibadi Uretiimesi gerekmekte ve uzun zaman kaybedilmektedir.
Arastirmacilar bu dezavantajlari ortadan kaldirmak igin altin nanopartikullerin optik

ve elektronik 6zelliklerini iceren yeni yontemler geligtiriimesine yonelmislerdir.

Genellikle enzim aktivitesini tayin etmek icin radyoaktif ya da floresan etiketler
kullaniimaktadir. Mirkin ve arkadaslari, enzimatik aktivitenin incelenmesi ve
izlenmesinde altin nanopartikullerin kalorimetrik indikator olarak kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (Mirkin, 2007). Willner ve arkadaslari, altin elektrod ylzeyine glikoz
moleklll glikoz molekiline de altin c¢ekirdek partikil takmislardir. Glikoz
molekulin okside olmasi sonucu glukonik asit ve H,0, molekult olugmaktadir.
H,0, molekult de AuCl,” molekull icin indirgeyici bir ajandir. Elektrod yuzeyindeki
glikozun oksidasyonu sonucu olusan H,0, altin ¢ekirdek molekullerini indirgeyerek
altin ylzeyine daha fazla altin metalinin gokmesiyle altin ¢ekirdek yapi1 biyimeye
baglamigtir. H,0, miktari glikoz derisimi ile kontrol edilmektedir. H,0, miktari da
altin nanopartikulin blyumesini kontrol etmektedir. Sekil 2.6’da gosterildigi gibi
biyokatalitik donusum optik ve elektrokimyasal olarak altin nanopartikulin geligimi
ile izlenmistir (Willner, 2008).
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Sekil 2.6. Biyokatalitik ddonusimun altin nanopartikiller ile izlenmesi.

2.2.3.5. Hiicresel Analiz

Altin nanopartikullerin essiz optik ozellikleri, kolay sentezlenip
fonksiyonlandirilabilmesi ve biyouyumlu olmasi gibi avantajlari nedeniyle hiicre igi
teshis ve tani uygulamalarinda ¢ok kullaniimaktadir. Kanser hicresinin erken ve
dogru teshisi eskiden pahali cihazlarla uzun siurede tayin edilmekteydi. Tan ve
arkadaslari, kanser hucreleri direk olarak kalorimetrik yontemle belirlemigtir.
Kanser hicrelerine yuksek affinite gdsteren aptamerler ile altin nanopartikulleri
fonksiyonlandirihp, hedef hlcre ile 6rnek etkilesimi sonucu ¢ok farkli bir renk
degisimi olurken diger hucreler de herhangi bir renk degisimi gézlemlenmemisgtir.
Bu yontemle herhangi bir cihaza gerek kalmadan sadece absorbans olgimu ve
ciplak gozle yuksek hassasiyette teshis yapiimigtir (Tan, 2008).

Son zamanlarda hlcresel analiz igin altin yapilar iceren SERS optik sensorleri
geligtiriimigtir. Hlcresel SERS sinyalleri hicresel yapinin molekuler bilesimi ve
lokal pH gibi diger kimyasal Ozellikleri hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 2.7).
Kneipp ve arkadaslari, canli epitelyum ve makrofaj hucrelerdeki endozomdan
SERS spektrumlarini 6lgmius ve hucrelerdeki altin nanopartikillerin 6zelliklerini

incelemiglerdir. Farkli hiicre hatlarindaki nanoyapilardan farkli SERS spektrumlari
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elde edilerek o hucre igindeki ilgili molekiulun fiziksel o6zelligi tanimlanmistir
(Kneipp, 2005; Kneipp, 2006 Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Endozom igindeki hiicresel molekillerin SERS spektrumu.

2.3. Altin Kaph Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik demir oksit nanopartikulleri biyotip alaninda ¢ok kullanilan bir malzeme
haline gelmistir. Manyetit (Fe3O4) nanopartikillerin yiksek manyetik momente
sahip olmalari, toksik olmamalari ve kolay sentezlenebilmeleri gibi avantajlari
nedeniyle protein ve enzim immobilizasyonu, manyetik rezonans goérintileme
(MRI), DNA belirlenmesi ve hibridizasyonu, biyolojik tani, hedefli ilag salimi ve gen
terapisi gibi bircok uygulamada kullaniimaktadir. Manyetik nanopartikullerin en
onemli avantaji ortamdan manyetik alan kullanilarak kolaylikla ayrilabilmeleridir.
Bu 6zelliklerinin yani sira fiziksel ortamlarda kararlihgini korumasi ve biyomedikal
uygulamalarda kullaniimak Uzere yuzeyine biyolojik bir molekul takilabilmesi igin
polisitiren, polietilen glikol, polivinil alkol ve kitosan gibi degisik dogal ve sentetik
polimerler ile fonksiyonlandirilarak kompozit yapilari olusturulmaktadir. Son
yilllarda bu partikillere yeni 6zellikler kazandirmak, inert bir yapi olusturmak,
manyetik ¢ekirdegin oksidasyonunu Onleyerek manyetik 6zelligini kaybetmeyecek
inert bir dis kabuk olusturmak igin yeni arayislar i¢ine girilmistir. Bunun sonucunda
altin, gumuUs gibi metalik yapilarla kapli manyetik nanopartikiller ortaya ¢ikmistir.
ilk olarak 2001 yilinda Cui ve arkadaslari bu yeni kompozit partikilleri
sentezlemiglerdir (Cui, 2005).

23



Altin hem insan hem hayvan uygulamalari i¢in toksik olmamasi, biyouyumlu
olmasi, kimyasal kararli olmasi ve yuzey plasmon 6zelliginden dolayr UV-gorunur
bolgede bir absorpsiyon bandi gostermesi gibi ozellikleri nedeniyle en ¢ok tercih
edilen kabuk malzemesi olmustur. Ayrica enzim, protein, DNA gibi biyolojik
molekuller altin yuzeyine kovalent olarak daha guglu baglanabilmektedir. DNA ya
da antibadi gibi biyolojik molekuller manyetik-Au nanopartikillerine direkt olarak
baglanamazlar. Geleneksel baglanma ydntemleri temel olarak ikiye ayrilir. Birincisi
biyotinlenmis  DNA  kullanilarak  avidinle  aktive edilmis  manyetik-Au
nanopartikullerine baglanma saglanir. Diger yontem ise altinin tiyole olan
afinitesinden faydalanarak tiyol modifiye edilmis DNA gibi biyolojik molekullerin
kullaniimasidir. Bu yontem digerine gore daha az zaman ve emek
gerektirmektedir. Boylece altin kabugunun biyolojik uygulamalara uygun olmasi,
gOsterdigi optik 6zelligi, manyetik ¢ekirdek partikilin manyetik 6zelligi nedeniyle
hem altinin hem de manyetitin 06zelliklerinin birlikte kullanilabilecedi ¢ok

fonksiyonlu partikuller ortaya ¢ikmistir (Sun, 2010).

2.3.1. Altin Kapli Manyetik Nanopartikiil Sentez Yontemleri ve Uygulama

Alanlari

Altin kapli manyetik nanopartikil Gretimi manyetik ¢ekirdek ve altin kabuk olmak
uzere iki ana prosesten olugmaktadir. Altin kapli manyetik nanopartikul sentez
yontemleri ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi manyetit partikilleri ve bunun
etrafini kapliyacak altini igceren sabit reaktorler seklindeki ters misel yontemidir.
Ters misel ydnteminde verim dislk, Uretim zordur. Ikinci yontem ise hem
magnetite  nanopartikillerin  hemde  kaplama isleminin  sulu fazda
gerceklestiriimesidir. Demir tuzlarinin alkalin bir ortamda ikili ¢okturalmesiyle
olusturulan manyetit nanopartikullerinin kloraurik asit ile indirgenerek altin
kaplamanin olusturulmasidir. Bu su fazli metot basit, hizli ve Uretilen partikuller su
icinde dagitilabilmektedir. Bu yontemde partikll boyu, altin kabuk kalinhgi ¢ok zor
kontrol edilebilmektedir. Ayrica altin ile kaplanmis partikuller ile kaplanmamig
manyetit nanopartikuller ayni 6rnek iginde bulunup birbirinden ayrilmasi problem
olusturmaktadir. Diger bir Gglinci yontemde manyetit sentezi ve altin kaplamanin
organik fazda yapilmasidir. Demir (lll) oleatin isil bozulmasiyla olusan manyetit
nanopartikullere kaplayici bir ajan varliginda altin asetatin indirgenmesiyle
kaplama gergeklestirilmistir. Organik metot da partikil boyu ve altin kabuk kalinligi
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kontrol edilebilirken manyetik 6zellikleri az olup sulu ¢Ozelti fazina gegtiklerinde
¢Okme gostermektedirler. Ayrica kullanilan ¢oézuculer gevre dostu olmayip buyuk
Olcekte sentez de problem olusturmaktadir. Partikil boyutunu konrol edip
bulundugu sulu ortamda kararlihigini saglamak igin manyetik 6zellikteki ¢cekirdegin
organik fazda altin kaplama igleminin sulu ortamda yapildigi sentez yontemi
geligtiriimigtir. Bu yontemde partikil boyutu ¢ok iyi kontrol edilirken tamamen
kaplama islemi bir derecede basariimis olup kararlihiginin saglanmasi tam olarak

kesfedilememistir.

Manyetit nanopartikil yUzeyini tamamen kaplamayacak sekilde altin
nanopartikillerin  baglandigr altin-manyetit kompozitleri olusturulmustur. Bu
kompozitler, protein ayirma, optik goruntileme ya da kataliz gibi tam kaplama
gerektirmeyen uygulamalar igin kullanigh yapilardir. Bu tarz kompozitler amin ya
da tiyol gruplari gibi fonksiyonel molekulleri tagiyan manyetit nanopartikil yuzeyine
altin nanopartikullerin kovalent ya da gama isinlari uyariimasiyla baglanarak
hazirlanmaktadir. Bu yontemle kompozit yapilarin kararlihdini saglayabilecek
derecede manyetit ylzeyine baglanan altin nanopartikili kontrol edememektedir.
Tamamen altin nanopartiktl ile kaplanmamis kompozitler manyetit ¢ekirdegin
bozulmasi ya da okside olmasi nedeniyle c¢ok kisith gevrelerde
kullanilabilmektedir. Ozellikle partikillerin  bir araya gelip aglemarasyon
olusturdugu kan damarlarinin tikanmasi gibi istenmeyen durumlarin meydana
geldigi in vivo uygulamalarda partikil aglemerasyon kararliigi ¢ok 6nemlidir.
Demir oksit kararlihgini etkileyen partikil boyu, ylzey fonksiyonalitesi, pH ve
iyonik gug¢ gibi parametreler bilinmekte olup, Au-FesO, kompozitler igin

aglemerasyon kararhliginin detaylari henuz bilinmemektedir.

Goon ve arkadaslari 50-150 nm araliginda manyetit-altin  kompozitleri
sentezlemiglerdir. Ikili ¢oktirme yéntemiyle hazirlanan manyetit nanopartikillerin
yuzeyini biyouyumlu polietilenimin ile kaplayarak 2 nm boyutundaki altin
nanopartikullerin bu yuzeye baglanmasini gergeklestirmislerdir. PEIl ile partikilerin
aglemerasyona karsi kararlihdini saglarken altin nanopartikillerin manyetit
yuzeyine baglanmasiyla manyetit ¢cekirdegin kimyasal saldirilarina karsi koruyucu

bir tabaka olusturmustur (Goon, 2008).
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Pham ve arkadaslarn sitrat indirgeme ajanini kullanarak 15-40 nm boyutunda altin
kapli manyetik nanopartikiiller sentezlemislerdir. Fe** ve Fe®* tuzlarinin giiglii bir
alkalin ¢ozeltisi ile ikili gokturuilmesi sonucu olusturulan manyetit ¢ekirdegi sitrat ile
stabilize edilip altin tuzunun ilave edilmesiyle kaplama gerceklestirilmigtir.
Sentezledikleri bu partikilleri 1gG proteinini  biyolojik ayirma isleminde
kullanmiglardir (Pham, 2008).

Wang ve arkadaslari, yetigkin bir sicanin omiriliginden izole edilmis sinir kok
hdcresine manyetik altin kapli nanopartikilleri yukleyerek manyetik rezonans
goruntilemede kontrast artirici olarak kullanilabilecegini arastirmiglardir. 20
hicreye bu partikiller ile etiketledikten sonra siganlarin omiriligine yerlestirerek 48
saat ve bir ay sonra MRI ile izlemiglerdir. Yaptiklari ¢aligmalar sonucunda altin
kapli manyetik nanopartikullerin guglu kontrast artirici 6zellik gosterdiklerini ve
nakledilen hicrelerin uzun donem in vivo izlenmesi igin guzel MRI etiketleri olarak
kullanilabilecegi belirtiimistir (Wang, 2006).

Liu ve arkadaslari, polyol prosesi ile es boyutlu altin kapli manyetik nanokristalleri
sentezlemislerdir. Bu nanokristallerin hiicre ayirmasi ve saflastirilmasi gibi
biyomedikal uygulamalar da kullanilabilirligini arastirmislardir. Ylzeyi karboksil
gruplariyla fonksiyonlandiriimis Fe3O4-Au nanokristallerine karbodimid aktivasyonu
ile FITC’li streptavidin immobilize etmislerdir. Hlicre karisimlari icinden biyotinli anti
CD* antibadisi baglanmis hiicrelere yilksek secicilik ve verimde baglanarak
hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Bu sekilde sican dalagindan izole edilmis CD** T
lenfositlerine bu partikillerin baglanabilirligi test edilmistir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda bu partikiillerin biitin dalak hiicrelerinden CD*" T lenfositlere yiiksek
secicilikte baglandigini gostermistir. Boylece bu nanokristallerin, hicre ayirma
islemleri icin kullanigh araglar olabilecegi ayrica cesitli hastaliklarin tanisi,
izlenmesi ve tedavisini igceren biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek

potansiyel malzemeler olabilecegi belirtiimistir (Liu, 2008).

Pita ve arkadaslari, kobalt ferit nanopartiklllerini sentezleyip, altin tuzunun
tekrarlamali indirgenmesiyle es boyutlu suda dagilabilir 21-29 nm araliginda altin
kapli manyetik nanopartikilleri elde etmislerdir. Tiyol modifiye edilmis peptit
nakleik asit oligomerleri ile bu partikiller fonksiyonlandirilarak ¢oézeltideki hedef

DNA molekulu ile hibridizasyonu Rodamin 6G floresan etiketi ile incelenmigtir. Tek
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nukleotit mutasyonuda arastirilarak ¢cok zaman alan DNA genotipleme galigsmalari
icin biyosensor calismalarinda bu partikullerin kullanilabilecegi bildirilmigtir (Pita,
2008).

Mandal ve arkadaslari, 13 nm boyutunda misel ¢ozeltisinde Fez0q4
nanopartikullerini sentezleyip stabilitesini korumak ve okside olmasini dnlemek igin
altin, gumus gibi metallerle kaplamiglardir. Fe30,4 nanopartikullerini toksik olmayan
glukoz indirgeme ajani ile kaplayarak (FesOa)cekirdek-AU kabuk V€ (F€304)cekirdek-Ad
kabuk Yapisinda partikiller elde etmiglerdir. Cesitli yontemlerle karakterize edilerek
manyetik Ozellikleri incelenmigtir.  Bu partiktllerin MRI ve DNA sensorl gibi

uygulamalrada kullanilabilecegi belirtiimistir (Mandal, 2005).

Pradhan ve arkadaglari, sonokimyasal metot denilen ultrasonik ses dalgalariyla
altin-manyetit nanopartikulleri sentezlemislerdir. Belli derigsimde tetrakloraurat altin
tuzu ¢ozeltisinden 20 dakika argon gazi gegirilip, metanol, dietilenglikol ya da oleik
asit ilave edilip metanol icinde dagitiimis manyetit nanopartikullerini ekleyerek
argon gazi gegcirilmigtir. Bu karigimi su sogutmali ceket igeren reaktor icinde belli
bir slire sonike ederek altin-manyetit nanokompozitleri elde etmislerdir. Bu yeni
partiktllerin biyomedikal, elektronik, optoelektronik, magnetoptik ve sensor

uygulamalrda kullanilabilecegini belirtmiglerdir (Pradhan, 2008).

Jeong ve arkadaslari, maghemit (Fe,O3) nanopartiklllerini sentezleyerek etrafinda
altin kabuk olusturmak igin altin tuzunu hidroksilamin ile indirgemislerdir. Altin
kapli bu manyetik partikillerin ylzeyine karboksil igeren alkil tiyol grubu olan
merkaptohekzadekaniok asit (MHA) immobilize ederek pozitif yukli hekza-argin
esteraz (Args-esterase) enzimi ile etiketlemislerdir. Esteraz enzimi takilmis bu altin
kapli manyetik partikulleri ile p-nitrofenol butirat olan renkli substratinin kopma
(dissociation) hizi izlenerek enzimatik aktivitesi incelenmigtir. Enzim immobilize
partiklller substrat c¢ozeltisiyle etkilestirilip UV-goranidr bolge spektrumu ile p-
nitrofenol butirat GrinUndn kopma hizi izlenmistir. Enzim immobilize partiklller
manyetik olarak ayrilip tekrar yeni bir substrat ¢ozeltisi ile etkilestirilerek tekrar
tekrar bu partiktllerin  kullanilabilirligi arastinimistir.  Yapilan bu c¢aligmalar
sonucunda her bir manyetik ayirmadan sonra enzim immobilize edilmig altin kapli
manyetik nanopartikillerin higbir enzim aktivitesinde kayip olmadan tekrar tekrar

kullanilabildigini gozlemlemiglerdir (Jeong, 2006).
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Polietilenimin (PEI) gibi suda ¢6zlinen hem amino hem imin gurplari iceren
katyonik polimerlerle de elektrostatik olarak manyetik-altin nanopartikulleri
kaplanabilmektedir. Sun ve arkadasglari, PElI modifiye edilmis Fe304-Au
nanopartikilleri sentezleyerek bunlarla memeli hlcrelerinden genomik DNA’nin
yuksek verim ve saflikta ekstraksiyonu ve DNA'nin serbest birakilmasini
basarmiglardir (Sun, 2010).

Cui ve arkadaglari, altin kapli manyetik nanopartikilleri sentezleyerek IgG ve IgM
antibadilerini partikil yuzeyine immobilize etmislerdir. Kan igindeki HBV antijenini
belirlemek igin bunlari kati faz substrat olarak kullanmislardir. Yapilan aragtirmalar
sonucunda bunlari immunolojik ve affinite esasli tayinler igin yeni bir substrat
olabileceklerini belirtmislerdir (Cui, 2005).

Manyetik altin kapl nanopartikuller in vivo gen ve ila¢g salimi uygulamalarinda
tasiyici olarak da kullaniimaktadir. Jafari ve arkadaslari, ters misel yontemiyle
sentezledikleri manyetik-altin nanopartikilleri ilag salimi ve MRI igin biyouyumlu
poligliserol ile kaplamiglardir. MTT ile hicre toksititesi ve manyetik ozellikleri
incelenerek biyomedikal uygulamalar i¢in uygun tagiyici olabilecekleri bildiriimistir
(Jafari, 2010).

Silva ve arkadaslari, mikroemulsiyon yontemi ile 9nm boyunda demir oksit
nanopartikulleri sentezleyip indirgeme ajani olarak glikozu kullanarak altin ile
kaplamayi gerceklestirmiglerdir. Yeni bir altin gekirdek olusumundan kacinarak
altin kabugun olusumunu kontrol ederek cesitli yontemlerle karakterize ederek
kaplama sonucunda manyetik Ozelliginde azalma oldugunu goézlemlemislerdir
(Silva, 2010).

SlUperparamanyetik demir nanopartikilleri (SPION), hicre etiketleme ve ayirma,
manyetik rezonans goéruntileme (MRI), ilag salimi ve manyetik hypertermia gibi
biyomedikal uygulamalarda ¢ok kullaniimaktadir. Bu partikulleri altin ile kaplayarak
ve biyolojik molekuller ile fonksiyonlandirarak olusturulan c¢ok fonksiyonlu bu
yapilar birgcok biyomedikal uygulama icin cesitli firsatlar sunmaktadir. Suda dagilan
altin kapli demir oksit nanopartikiilleri genellikle manyetik cekirdek yiizeyinde Au®*
iyonlarinin hidroksilamin ya da sitrat ile tekrarli indirgenmesiyle elde edilmektedir.

Lu ve arkadaslari sitratla Au®" iyonlarini manyetik nanopartikiil cekirdekleri
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yuzeyinde indirgeyerek altin ile kaplamay! gerceklestirmislerdir. Bu partikullerin
manyetik Ozelliklerini inceleyerek saf altin nanopartikil herhangi bir manyetik
Ozellik gostermezken, altin kapli manyetik partiktllerin siperparamanyetik 6zellik
gosterdigini belirterek bu partiklllerin manyetik ayirma ve saflastirma gerektiren

biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegini bildirmiglerdir (Lu, 2006).

Klresel sekilde altin kapli manyetik nanopartikillerin yani sira elipsoid sekilde altin
kapli manyetik nanopartikullerde olusturulmaktadir. Bu yeni sekildeki partikullerin
hem nanogubuk hem de nanokabugun optik 6zellikleri ¢ok ilgi ¢cekicidir. Bu yapilar
hem eksenel hem de radyal plasmon gostermektedir. Kabuk kalinligi degisirken
eksenel plasmon sabit kalirken radyal plasmon kabuk kalinhigi arttikca
azalmaktadir. Bu nanopiring (nanorice) yapilarin ¢cevreye yuksek duyarl plasmon
Ozellikleri, kimyasal ve biyolojik proseslerde ortam degisikliklerini lokal olarak
izlemek igin buyudk potansiyel tagimaktadirlar. Bu essiz optik 6zellikteki yeni
nanoyapilarin yuzey artirlmisg spektroskopiler ya da SPR sensorleri gibi
nanosensor uygulamalarinda onemli bir yere sahip olacaklari dugunulmektedir.
Wang ve arkadaslari, cubuk seklinde maghemit (Fe,O3) nanopartikilleri
sentezleyerek aminopropiltrimetoksilan (APTMS) ile fonsksiyonlandirarak altin
kolloidlerin yapiya baglanmasi saglanmigtir. Bu sekildeki c¢ekirdek partikullerine
altinin otokatalitik kaplanmasi ile kabuk yapisi olugturulup piring seklinde

“nanorice” denilen kompozit partikiller elde edilmistir (Wang, 2006).
2.4. Altin Nanogubuklar

Altin nanopartikullerin sentezi ve 6zellikleri ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir.
Cubuk seklindeki nanopartikillere olan ilgi akimi Mie-Gans teorisinden dolayi
essiz optik 0zeliklerinden dolayi olusmustur.

2.4.1. Altin Nanogubuklarin Optik Ozellikleri

Klguk partikullerin elektronik, kristalografik, mekanik ve katalitik 6zellikleri bulk
materyallerinden farklidir. Kiguk elipsoid partikillerin uzunluk/cap (aspect ratio,

L/D) oranlarinin degismesiyle plasmon mod piklerinin nasil degistigi Gans’ esitligi
ile ispatlanmistir.
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Altin  nanogubuklar degisik refraktif indeksine sahip farkli ¢dzucller iginde
renklerini degistirmektedir. Bu da altin nanogubuklarin g¢evrelerindeki dielektrik
Ozelliklerine oldukg¢a duyarli oldugunu gdstermektedir. Uzunluk/cap oranlarina
bagll olarak renklerinde de degisme goOstermektedirler. Partikullerin bu optik
Ozellikleri boy ve sekline gore degismektedir. Bu optik Ozellikleri, metal iletken
elektronlar ile elektromanyetik 1sima bilesenlerinden elektrik alanla arasindaki
etkilesime baghdir. Ozellikle altin, gimis, kursun gibi metaller glgli absorpsiyon
bandlari gorinir bdlge spektrumunda gosterirler ve parlak renk verirler. Bulk

halindeki meteryallerde bu 6zelligi gdstermezler.

Altin  nanogubuklarin etrafi bir kabukla kaplandiginda ise kabugun refraktif
indeksine goére bir degisim gdsterir. ince absorpsiyon yapmayan bir kabugun etkisi,
ayni refraktif indeksteki ortam icinde bulunan partikillerdeki spektral kayma ayni
olur. Kabuk katmani partikulin bulundugu ortamin refraktif indeksinden farkh ise
hem eksenel hemde radyal moddaki yluzey plazmonunda kaymaya neden olur.
Ornegin antibadi takilmis bir altin nano ¢ubuk antijen bulunan bir ortamda, eger
antijenin refraktif indeksi sudan daha blylkse plazmon modunda bir kaymaya

neden olacaktir (Perez-Juste, 2005).
Oryantasyon Etkisi

Nanogubuklarin hem eksenel hem de radyal yondeki lokalize plazmon
rezonanslari birbirinden ayrilir. Bunlar polarize 1sik ile altin nano gubuklarin uzun
eksenine paralel ve dikey elektrik alaninin osilasyonu ile segici olarak
uyariimaktadir. Isik cubugun uzun eksenine paralel (0°) de polarize edildiginde
sadece eksenel yuzey plazmonu uyarilarak 645 nm ‘de bant gostermektedir. Tam
tersi, 11k uzun eksenine dik polarize edildiginde (90°) ylzey plasmon uzun band
tamamen uzaklasarak sadece radyal mod uyariimaktadir. Aradaki acilarda ise her
iki modun dagilimi ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 2.8’de su iginde oryante olmus altin

nanogubuklarin farkli agilarda gdosterdigi spektrum gosterilmigtir.
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Sekil 2.8. Su icinde oryante olmus altin nanogubuklarin farkli agilarda gosterdigi

spektrum.
2.4.2. Altin Nanogubuk Sentezi ve Olugsum Mekanizmasi
2.4.2.1. Template Metot

ik olarak bu metot Martin ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Bu metot, nano
gozenekli polikkarbonat ya da alimuna template membranlarinin gdézeneklerinde
altinin elektrokimyasal ylklenmesi (deposition) yéntemine dayanmaktadir. Martin
ve arkadaslan Au/alimina kompozitlerinin optikge seffaf oldugunu ve ayrica
hazirlanan  nanosilindirlerin  uzunluk/gap oranlarini  degistirerek  kompozit
membranlarinin  renklerini  degigtirebilmiglerdir. Baslangigta elektrokimyasal
metotla bir polikarbonat membran Uzerine altinin depozite edilmesiyle mikroskopik
elektrotlar hazirlamak igin template metot kullaniimigtir. Daha sonralari bu metot
nanokompozitleri sentezlemek igcin degil ayrica templatede sentezlenmis altin
nanogubuklari su icinde dagitmak iginde uygulanmigtir. Ayrica polimer
stabilizasyonu ile membrani ¢dzen organik ¢ozuculer icinde de c¢ubuklarin

suspanse edilmesini saglamistir (Martin, 1996).

Bu metot kisaca soyledir; baslangigta az miktarda Ag ya da Cu alimina destek

membrani  Uzerine puskurtulerek elektrodeposition igin iletken bir film
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olusturulmaktadir. Daha sonra bu yluzey Uzerinde Au nanopartikullerin
elektrokimyasal olarak buyumesi igin kullaniimaktadir. Altin aliminanin nano
gbzenekleri iginde elektrodepozite edilmektedir. Diger adimda polivinil pirolidon
gibi polimerik bir stabilizor varliginda alimina membran ve bakir ya da gumus gibi
filmi secici ¢ozme iglemi yapilmaktadir. Son adimda da olusturulan nanogubuklar
su ya da organik faz icinde sonikasyonla dagitiimaktadir. Bu sekilde sentezlenen
altin nanopartikullerin ¢api alimuna membranin gozenek c¢api ile baglantihdir.
Bdylece istenilen farkli ¢aptaki altin nanogubuklari kullanilan template’in gdézenek
¢ap! kontrol edilerek hazirlanabilmektedir. Nanogubuklarin uzunlugu ise, membran
gOzenegi icine deposite edilen altin miktari ile ayarlanabilmektedir. Benzer teknikle
degisik membranlar kullanilarak degigik altin nanotupler, nanokompozitler
gelistirilmigtir. Template metodundaki temel limitasyon verimidir. Tek tabaka gubuk
yapinin hazirlanmasi zor ve bunun sonucunda ¢ok az miligram miktarinda gubuk

elde edilmektedir.
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Sekil 2.9. Altin nanogubuk sentezleme yontemleri. A) Template metot, B)

Elektrokimyasal metot
2.4.2.2. Elektrokimyasal Metot

ilk olarak Wang ve arkadaslari tarafindan gelistiriimistir. Wang ve arkadaslarinin
yaklasimi, organik ¢dzucu sistemlerinde ters miseller igcinde gecis metal kurelerinin
elektrokimyasal sentezine dayanmaktadir (Wang, 1999). Bu metot yuksek verimde
altin nanocubuklarin sentezini saglamaktadir. Bu sentez basit iki elektrot tipi
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elektrokimyasal bir hicrede gergeklestiriimektedir. Bir altin plaka anot olarak,
platin plaka ise katot olarak ayni boyutlarda kullaniimaktadir. Her iki elektrotta
katyonik yluzey aktif madde (surfaktant) olan, CisTAB
(hekzadesiltrimetilamonyumbromide) ve az miktarda nanogubuk olusumunu
saglayan kosurfaktant olarak kullanilan hidrofobik katyonik surfaktant olan
tetradodesil amonyum bromid (TC1,AB) igeren ¢ozelti igine daldiriir. C16TAB
ayrica olusan nanopartikuller iginde stabilizor olarakta davranmaktadir. Bu karigimi
iceren elektrostatik hlicrede 36 °C’de ultrasonik banyo igine daldirilir. Elektrolizden
once, gerekli miktarda aseton ve siklohekzan elektrolitik ¢ozelti igine ilave edilir.
Aseton, Ci16TAB miselleri icindeki silindirik sekli saglayan kosurfaktanttir. Misel
yapisini olusturmasini bollastirmak igin kullaniimaktadir. Siklohekzan ise C1sTAB
miseller icindeki c¢ubuk seklindeki yapinin uzatilmasini artirmak igin
kullaniilmaktadir. Kontrolli akim elektrolizi 3 mA akim ile 30 dk’da proses
gerceklestirimektedir. Bu sentez boyunca, bulk altin metal anodu tuketilerek
AuBr,4 iyonu olusturulmaktadir. Bu anyonlar katyonik surfaktantlarla kompleks
olusturarak indirgenmenin oldugu katota gocerler. Yalniz hala ¢ekirdeklenmenin
katot Uzerinde mi miseller iginde mi oldugu bilinmemektedir. Sonikasyon islemide,
olusan cgubuklari ylUzeyden uzaklastirmak ya da katot ylzeyinde gubuklarin
kirllmamasi icin yapilmaktadir. Altin nanogubuklarin uzunluk/gap oranlarini kontrol
etmek icinde Pt elektrodun arkasinda elektrolitik ¢dzeltinin icine bir gumus plaka
daldinimaktadir. Gumus plaka tarafindan olugturulan gumus iyonlar ile anot
tarafindan olusturulan altin iyonlari arasinda redoks reaksiyonu olmaktadir. Sekil
2.9'da elektrokimyasal metot sematik olarak gosterilmigtir. Wang ve arkadaglari
gumus iyonlarinin derisimi ve bunlarin salinim hizinin nanogubuklarin uzunlugunu
belirledigini  bulmuslardir. Gimuis iyonlarinin  mekanizmadaki roli heniz

bilinmemektedir.
2.4.2.3. Gekirdek Geligtirme Metodu (Seed Growth Methot)

Monodispers kolloit partikullerin, ¢ekirdek geligtirimesi yontemi 1920’lere
dayanmaktadir. Birgcok arastirmaci tarafindan monodispers metal nanopartikillerin
sentezlenmesinde bu yontemi kullanmistir. Cekirdek gelistirme metotu ile altin
nanogubuk sentezleme ydntemi S$ekil 2.11'de gOsteriimektedir. Natan ve
arkadaslan kuresel altin nanopartikll ¢ozeltisi igindeki altin kolloid yuzeyinde

hidroksilamin gibi zayif bir indirgeyici ajanla Au®" ‘Gn indirgenmesine
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dayanmaktadir (Natan, 1998). Frens metoduyla monodispers 20 ve 100 nm
boyuntunda olusturulan altin nanopartikulleri kullanarak sodyum sitrati indirgeyici
ajan olarak kullanarak altin nanogubuklari sentezlemiglerdir. Bu arastirmacilar,
hidroksilaminle yapilan altin nanogubuk olusumunun ¢ok az oldugunu
belirtmiglerdir. Jana ve arkadaslari, 12 nm boyunda sitratla stabilize edilmis altin
nanopartikulleri degisik indirgeme ajanlari ve kosullarini kullanarak c¢ekirdek
gelistirme yontemiyle altin nanogubuk olusumunu calismislardir. Cekirdeklerin
varliginda ek bir c¢ekirdeklenmenin oldugunu belirtmiglerdir. Ek bir
cekirdeklenmeden indirgeme ajaninin metal ¢ekirdek ve metal tuzu ¢oOzeltisine
ekleme hizi, indirgeme ajaninin kimyasal indirgeme potansiyeli gibi kritik
parametrelerin kontrol edilmesiyle kaginilabilinecegini ifade edilmistir (Jana, 2001).
Adim adim partikll baylitme metodu buylk gekirdek/altin tuzu oraninda basarili
gelistirme adimlari boyunca devam ettirilebilmektedir. Murphy ve arkadaslari 5-40
nm boyutunda kiresel uniform boyda altin nanopartikilleri sentezlemiglerdir.
Birincil ¢cekirdek denilen 3.5 nm capinda altin c¢ekirdekleri sitrat varliginda altin
tuzunun borohidrit ile indirgenmesiyle hazirlamiglardir. Gelistirme adiminda,
surfaktant c¢ozeltisi ortaminda gergeklestirmislerdir. ikinci cekirdeklenmeyi
gelistirme adiminda gelistirme  (buyltme) kosullarini  kontrol  ederek
engellemiglerdir. Bunun icinde, ¢ekirdek yok iken misellerin varliginda altin tuzunu
indirgemeyen zayif indirgeme ajani olan askorbik asidi kullanarak yapmiglardir
(Murphy, 2001). istenilen uzunluk/gap oraninda altin nanogubuklar surfaktant
¢Ozeltisi ortamindaki buyutme kosullari kontrol edilerek sentezlenebilmektedir.
GUmuls nitratin (AgNO3) eklenmesi sadece altin nanogubuklarin verimi ve
uzunluk/cap oranini  etkilemesinin yani sira altin  nanogubuk olusum
mekanizmasini ve buna bagli olarak kristal yapisinida etkilemektedir. Boylece
AgNOg3, altin nanogubuklarin kristal yapisi, morfolojisi ve optik 6zelliklerinde énemli

bir rol oynamaktadir.
a) AgNO3; Kullanmadan Altin Nanogubuk Sentezi

Murphy ve arkadaslari, sitrat varliginda sodyum borohidrit ile indirgenerek 3.5 nm
boyunda altin nanogekirdekleri kullanarak yiuksek uzunluk/cap oranina sahip altin
nanogubuklar sentezlemiglerdir. Bu yontemde C,;6sTAB ve askorbik asit derisimini
optimize ederek, 2 ve 3 adimda g¢ekirdeklenme prosesi uygulayarak buyutme
kosullarini gok dikkatli kontrol etmiglerdir. Bu yontemle yaklagik %4 gibi bir
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verimde altin nanogubuk elde etmiglerdir. Uzun altin nanogubuklari kiresel ve
fazla olan yuzey aktif maddeden santrifijle ayrilmistir. Daha sonra ayni grup
sadece pH kontroll ile monodispers blyuk uzunluk/gap oraninda altin nanogubuk
sentezi gergeklestirmislerdir. Buyltme ¢ozeltisinin pH'In1 2.8’ den 3.5 ve 5.6’ya
cekerek 18.8 ve 20.2 uzunluk/cap oraninda altin nanocgubuklar elde etmislerdir.
Cubuk seklinde nanopartikullerin, surfaktant ¢ozeltisi ortaminda olusum
mekanizmasi henlz tam agiklanamamistir. Fikirlerden birine goére C.cTAB
molekull altin  nanogubuklarin  Uzerine ¢ift katli yad molekuli seklinde
absorplanmaktadir. Tetrametil amonyum bas gruplari altin ylzeyinde ilk tek
tabakayi olusturmaktadir. Murphy ve arkadaslari C;6TAB nin bas gruplarinin altin
nanogubugun pentahedral c¢ift tarafli kristalografik ytzeylerine baglandigini
savunmaktadirlar. Altin nanogubuklar C1sTAB moleklllerinin gubuk gelistiriimesi
sirasinda farkh kristal yUzeylerine absorplanmasiyla misel bir yapi meydana
getiriimesiyle olusturulmaktadir. C,TAB’deki hidrokarbon uzunlugu nanogubugun
sadece uzunlugunu degil ayrica verimini de etkilemektedir. Kisa zincir uzunlugu
kisa gubuklar olustururken uzun zincir uzunlugu yuksek verimde uzun gubuklar
olusturmaktadir. C16TAB’in farkl kristal ylzeylerine cift kath tercihli absorpsiyonu
incelendiginde, ylzey aktif madde kuyruklarinin fermuar seklinde (zipping) yap!i
olusturmasiyla kararh c¢ift kath tabaka ile uzun nanogubuk olusumuna &ncu
olmaktadir (Sekil 2.10). (Murphy, 2001; Murphy 2003).

Sekil 2.10. Altin nanogubuk olusumunda kullanilan C,TAB yuzey aktif maddesinin
olusturdugu cift tabakali fermuar (zipping) yapisi.
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Perez-Juste ve arkadaglari sicaklik ve C16TAB derigsimi azaltildiginda uzunluk/gap
orani 1 ve 6 arasinda kuguk uzunluk/cap oraninda ve %50 verimle altin
nanogubuk sentezlenecedini belirtmislerdir. Uzunluk/gap oraninin kontrol edilmesi,
monodispersite ve verimi etkileyen birgok faktor bulunmaktadir. Bunlar, ¢ekirdegin
kararhligi, sicaklik, surfaktantin yapisi ve derisimidir. Ci;sTAB ile kaph
cekirdeklerden sitratla stabilize edilmis c¢ekirdeklerden daha ¢ok verimle altin
nanogubuk sentezlendigi belirtiimistir. Az miktarda c¢ekirdek eklendiginde
uzunluk/cap orani ylksek altin nanogubuklar elde edilmistir. Bu da eksenel
plasmon bandinda kaymaya neden olmaktadir. Uzunluk/gap orani arttik¢a
eksenel plasmon dalga bandinda kayma gostermektedir. Perez ve arkadaslari
surfaktant ¢ozeltisinde altin nanogubuk sentezinde bir elektrik alani uygulamislar
ve katyonik misellere altin tuz iyonlarinin baglanmasiyla ilgili mekanizmayla bir

takim sonugclar almiglardir (Perez-Juste, 2004). Bunlar:
e Cekirdeklerin kolloidal stabiliteleri arttikga olusan gubuk verimi artmistir.

e Br iyonlarinin C,TA" varliginda CI iyonlarina gére daha iyi gubuk
olusumunu destekledigidir. Surfaktant kuyrugunun (C,) uzunlugunun
artmasi g¢ubuklarin uzunluk/cap oranini ve c¢ubuk olusum verimini
artirmaktadir. NaCl, NaS3; ya da NaBr eklenmesi gubuklarin uzunluk/gcap
oranini azaltmaktadir. lyonik guiciin artirilmasi g¢ubuk olusum verimini

azaltmaktadir.

e Optimum kosullarda c¢ekirdek/HAuCl,; orani ile uzunluk/cap orani kontrol
edilebilmektedir. Cekirdek/HAuCl, orani artikga uzunluk/cap orani
azalmaktadir.

e AuCly ve AuCly iyonlart C16TAB’e absorplanmaktadir. C16TAB/ HAUCI,
optimum derisim orani ¢ok dar bir pencerededir. CiTAB/HAUCI; orani
10:1’den klguUkse ¢okme olur. Sicakhgin artirlmasindan kaginilmali yoksa
yuksek sicakliklarda gubuk olusum verimi azalmaktadir.
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Gelistirme Cozeltisi (Growth Solution)

CTAB : Hexadecytrimethylammonium bromde
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Sekil 2.11. Cekirdek gelistirme metotuyla altin nanogubuk sentezi.

C16TAB varliginda, askorbik asit Au""y1 Au"e indirgemektedir.
AuCly + 26 «— AUCl, + 2CI

Kolloidal altin olusmamakta AuCl,-C16TAB’e parcalanmaktadir. C16TAB varliginda
kolloidal altina HAuCl, eklenerek AuCl,-C15TAB olusmaktadir.

3AuCl; «——» AuCly + Au®+2CI k=15.5 10’

Au"e indirgenmesiyle elektronca zengin altin gekirdeklerinin yiizeyine elektron

transferi olmaktadir.
AuCly +2e" «—>» 2Au%+ 2CI
C16TAB varliginda indirgeme reaksiyonu asagidaki gibi olur.

AUClz_ _CTABmise| + AUn +—> AUntl_ CTABm|Se| + CTABm|se| + 2CI-
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Tipik mikroelektrot tipi coktirme boyunca, elektronlar altin nanopartikillere transfer
olunur. AuCly iyonlar elektronlari alarak uygun absorpsiyon bodlgelerine

absorplanir. Tipik kuresel altin nanopartikullerin olusturulmasi bu sekildedir.

C16TAB igeren ¢ozeltide altin gekirdekleri C16sTAB ile kapsullenerek altin iyonlari
CisTAB’e baglanir. Altin nanogubuk olugum hizi, AuCl; ile yukla katyonik
misellerle katyonik altin g¢ekirdek partikullerinin  ¢arpisma frekansi ile
belirlenmektedir. Bu etkilesim miseller ile altin nanocubuklar arasindaki elektriksel
cift tabakanin etkilesimi ile kontrol edilmektedir. Reaksiyon hizi misellerin ¢arpisma
hiziyla kontrol edilir. Misellerin u¢ kisimlarinin yan bolgelerinden daha hizh
carpismasiyla c¢ubuk olusmaktadir. Sekil 2.12'de altin nanogubuk olusum
mekanizmasi gosterilmektedir. Monodispers altin nanogubuklari kigik boyuttaki
kiresel partikillerden santriflijle ayrilmaktadir. Ayni boyuttaki cubuk ve kirelerin
birbirinden ayriimasinda santrifijleme iglemi kullanisli degildir. Boyut segici
¢cOktirme ya da ekstraksiyon metotlari farkli boydaki kiresel karigimlari ayirmak
icin kullanilirken cubuklarin buyuk boyutlari i¢in kullanilmamaktadir. Nano
g6zenekli filtrelerle sekil ayrimi yapilmasinda da c¢ubuklarin kisa eksenlerinin
kUresel olanlarla yaklasik ayni boyutta oldugu icin kullanigli bir yontem degildir.

Wang ve arkadaglari boyut kromotografi yontemiyle c¢ubuklari kirelerden

ayirmiglardir.
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Sekil 2.12. Altin nanogubuk olusum mekanizmasi.

b) AgNO; Kullanarak Altin Nanogubuk Sentezi

AgNOs varliginda altin nanosenteziyle elektrokimyasal ya da diger metotlara gore
sekli daha iyi kontrol edilebilmekte ve ayrica gubuk olugum verimi artmaktadir. Ag*
iyonlarinin metal nanoparikullerin sekillerini modifiye etme mekanizmasi heniz

anlasilamamistir. Hipoteze gore Ag® iyonlari partikil yizeyine AgBr seklinde
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absorplanip AgBr ile pasifize edilmis kristal ylzeylerinin  gelismesi
engellenmektedir. Askorbatin indirgeme gucunu ¢ok dusuk pH’larda azalmaktadir.
Nikoobakht ve ElI Sayed yeni bir ¢ekirdek gelistirme metodu gelistirerek daha
onceki metottaki bazi sinirlamalari ve zorluklari ortadan kaldirmigtir. Sitrat kapli
cekirdekler yerine C16TAB kapli ¢ekirdekleri kullanarak silindirik olmayan ya da
farkh sekilsiz partikillerin olusumunu engelemiglerdir. %99 verimle uzunluk/gcap
orani 1.5 ile 5 arasinda altin nanogubuklar elde etmiglerdir. Her iki tip ¢ekirdekle
olusturulan altin nanocubuklarin farkl kristal yapisina sahip oldugunu
gormuslerdir. Cubuk gelistirme ¢oOzeltisindeki gumus iyonlarinin  miktarinin
artirlmasiyla istenilen uzunluk/gcap oraninda altin nanogubuklar elde edilmigtir.
GUmus derisiminin  artirlmasiyla eksenel plasmon bandinda kayma
olusturulmustur. Ancak kritik bir gimus derisiminin Gzerinde altin nanogubuklarin
uzunluk/cap oraninin tekrar azaldigr gorulmastar. Altin  nanogubuklarin
uzunluk/cap oraninin Ag iyonlari ile kontrol edilebildigi gibi ayrica sabit derigsimdeki
Ag® varhiginda nanogubuk gelistirme cozeltisine cekirdek cozeltisi miktarinin
artinimasiyla da kontrol edilebilmektedir. Altin iyon derigimi (Au3+) ~6.10" Ma
cikartildiginda daha blyuk uzunluk/gcap oranina sahip altin nanogubuklar elde
edilmektedir. Askorbik asit derisimi olusturulan c¢ubugun yapisinin (morfolojisi)
yaninda verim ve uzunluk/cap oranini da etkilemektedir. Askorbik asit miktari
arttikga uzunlugun ve verimin azaldigi goérulmustir. Bu etki ¢gok fazla miktardaki
indirgeme ajanlarinin varhginda c¢ekirdeklerin ¢ok hizli bir substrat gibi
davranmasindan kaynaklanmaktadir. Tek bilesenli C16TAB gibi bir surfaktant
kullanilarak gumus iyonlari ya da altin g¢ekirdek derisiminin artirlmasiyla eksenel
plasmon bandi 825 nm’ye kadar uzunluk/cap orani 4.5 kadar olan altin
naogubuklar sentezlenmektedir. Nikoobakht ve El Sayed uzunluk/¢cap orani 5’in
uzerinde olan altin nanocubuk sentezlemek igin BDAC (Benzildimetil
amonyumklorit) / C;6TAB karisimi olan ikili surfaktant sistemi kullanmislardir.
BDAC/ C;sTAB orani 16'dan 2’'ye kadar degistirilerek uzunluk/cap orani 5 ve 8’e
kadar altin nanogubuklar sentezlemislerdir. ik gelisme adimi 1 saat iginde olurken
ikinci gelistirme adimi 1 haftadan fazla zaman almistir. Surfaktant orani arttikga
cok miktarda kuresel nanopartikilleri olusumunu azaltarak altin nanogubuk sentezi
gergeklestirilmistir. ilk gelisme adimindan sonra farkl miktarlarda gelisme ¢dzeltisi
asama asama eklenerek nanogubugun boyu uzatilmistir (Nikoobakht, 2003; El
Sayed, 2003).
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Altin  nanogubuk olusumundaki gumus nitratin etkisinin mekanizmasi henlz
aciklanamamustir. iki farkli mekanizma ileri sirUlmektedir. Bunlardan birincisi,
surfaktant derisimi ve ¢6zeltinin iyonik gucltne bagh belli bir boyutta surfaktant bir
kalip olusturmaktadir. Altin ve gumus iyonlari igeren gelistirme ¢ozeltisine askorbik
eklendiginde altin iyonlari indirgenmektedir; ¢inkid gumuas iyonlari sadece bazik
pH’larda indirgenmektedir. Nikoobakht ve El Sayed CisTAB surfaktantinin bas
gruplarina gumaus iyonlarinin yerlesmesiyle Ag-Br cifti olusturup bromid iyonlarinin
yuk yogunlugu azalmaktadir. Boylece altin yuzeyindeki birbirine komsu bas gruplar
birbirini  iterek C16TAB misel yapilari uzayacaktir. Bu sadece CisTAB
monomerlerinin  yan yuzeylere u¢ yuzeylerine gore daha fazla afinite
gOstermesinde olabilmektedir. HRTEM goéruntuleri altin  nanogubuklarin  dort
yluzeyinin  oldugunu goOstermektedir. BDAC:C;sTAB surfaktant karigimi
kullanildiginda C;6TAB monomerleri yan yuzeylere BDAC monomerlerinin ug
yuzeylere yuksek afinite gostermesiyle Ag-Cl ciftinin Ag-Br ciftine gore daha zayif

baglanmasiyla eksenel yonde gelisme hizi daha buyuk olmaktadir.

ikinci mekanizmaya gére, C16TAB monomerlerinin rijit yapisi nedeniyle tek yénlii
gelisme oldugudur. Gumds iyonlarinin olmadiginda uzun c¢ubuklarin zipping
mekanizmasiyla olusumuna benzer bir mekanizma gostermektedir. Askorbik asit
ilave edildiginde gumus iyonlari indirgenmeyerek Ag-Br yapisi olusturmaktadir.
Ag-Br yapisinin altin nanokristaller ylzeyine adsorplanmasiyla altin indirgenmesini

yavaglatarak altin nanogubuklarin tek kristal olusumunu saglamaktadir.
2.4.2.4. Diger Altin Nanogubuk Sentez Yontemleri

Diger metotlarla elde edilen altin nanogubuk yontemlerinde az verimde,
tekrarlanabilirligi az olan ve yeterli verimde uzun nanogubuk elde edilememesi gibi

kisittamalarla karsilagiimistir.

Yang ve arkadaslari, fotokimyasal metotla altin nanogubuk sentezlemiglerdir.
Elektrokimyasal yontemine benzer bir gubuk gelistirme ¢ozeltisi hazirlanarak farkh
miktarlarda gumus nitrat eklenerek herhangi bir indirgeme ajani kullanmadan
gerceklestirilmistir. Altin nanogubuk olusumu UV isik ile induklenmektedir. Gumusg
iyonu artirildiginda uzunluk/cap orani artmig, gimus iyonu olmadiginda kuresel

partikll olusturuimustur (Yang, 2002). Yamada ve arkadaslari mika yuzeyi
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Uzerinde gumus nitrat icermeden c¢ekirdek gelistirme yontemini kullanmiglardir.
Mika yuzeyine kuresel c¢ekirdek nanopartikilleri yerlestirilerek C16TAB igeren
gelistirme c¢ozeltisine daldinimistir.  Yaklasik %15 oraninda nanogubuk
geligtiriimigtir. Wei ve arkadaslari ayni metodu cam yuzeyler igin modifiye
etmiglerdir. Cekirdek yuzeyine takilmig uzatma kolunun ve altin tuz derisiminin

olusturulan altin nanoyapilara etkisi incelenmistir (Yamada, 2003).
2.4.3. Altin Nanogubuklarin Kullanim Alanlari

Altin nanogubuklari temel olarak hastalik tayini ve teshisi, hastalik tedavisi olmak

uzere iki farkli alanda kullanimi bulunmaktadir.
2.4.3.1. Tedavi Uygulamalari

Altin nanocgubuklarin gen transferi ve fototermel terapi olmak Uzere iki tedavi

uygulamasida bulunmaktadir.
Gen Transferi

Gen terapisi, plasmid DNA'nin hedef hucreye tasinip etkili bir sekilde salinmasina
baglidir. Gen transferinde genellikle tasiyici sistemler dnemli hicresel bariyerlerle
karsilasmaktadir. Son zamanlarda biyolojik aktiviteyi tetiklemek icin foton
Isinlamasi uygulayarak nano tasiyici sistemlerin iyi kontrol edilme ile ilgili
calismalar baslamistir. Bu sekilde tasiyici sadece geni hicreye transfer etmeyip
ayni zamanda gen ekspresyonunu da baglatmaya yardim etmelidir. Yakin kizilalti
isini (NIR) iyi bir tedavi ajanidir. Dokularin en derin kisimlarina kadar nufuz
etmekte ve UV-gorunur isini ile karsilastirildiginda daha az zarar vermektedir.
Ornegin, yesil floresan protein geni (EGFP) konjuge edilmis altin nanogubuklari
hem in vivo hem de in vitro olarak gen ekspresyonunu izlemek ve goruntulemek
icin kullaniimigtir. NIR 1sininin etkisini UV-gorinir spektroskopisi, elektroforez ve
TEM ile karakterize etmislerdir. EGFP-altin nanogubuk yapisinin laser
uygulamadan énce ve sonraki optik ve yapisal 6zellikleri incelenmistir. EGFR-altin
nanogubuk konjugati femto saniye NIR 1sinina maruz birakildiginda altin
nanogubuklarin boyutu ve sekli degiserek DNA'y1 Hela hicresine gonderip ayni
dozda NIR i1ginina maruz birakilmig hucrelerde bu dozda herhangi bir dlduraculuk

g6zlenmezken GFP eksperyonunun laser gonderilen yerde basladigi gdézlenmistir.

41



Altin  nanogubuklarla gen transfeksiyonunun verimi hlcreye hedef ligandlar

kullanarak artirilabilecedi bildirilmigtir ( Megan, 2007).

Salem ve arkadaslari, go6zenekli-alumina membraninda elektrodepozisyon
yontemiyle altin-nikel nanogubuklari sentezleyerek gen transfeksiyonunu
incelemiglerdir. Nanogubugun nikel segmentinde karboksil u¢ grubu olusturularak
plasmid DNA nikel kismina baglanmigtir. Hedef hicreye yonlendirmek igin hedef
hicreye spesifik transferin proteinini nanogubugun altin segmentine baglanmistir.
Bu nanocgubuk yapisi kullanilarak insan embriyonik bobrek memeli hucre hattina
(HEK293) yesil floresan proteini (GFP) ile etiketli genlerin in vitro transfeksiyonu
gerceklestiriimistir. Altin-nikel nanogubugun hicre stoplazmasina girisi TEM ile
incelenerek hicreye girmeden 6nce plasmidin salimi gézlemlenmistir. Sematik
olarak Sekil 2.13’de gosterilmigstir (Salem, 2003).

Plasmid Hedef hiicre
DNA proteini

Sekil 2.13. Nikel-altin nanogubuk yapisiyla gen transfeksiyonu.
Fototermal Terapi

Genellikle cerahi mudahale kullaniimadan termal terapi ya da “hyperthermia”
olarak adlandirilan 1si etkisi ile timor hlcrelerinin pargalanmasi yontemidir. Hedef
bdlgede sicakhigin artirlmasinda, infrared lambalari, ultrasonik ses dalgalari,
radyo frekansi goOstermelerine karsin, nanokabuk ya da nanocubuklara goére
Isitiima verimlerinin daha dusUk olmasi ve orta gorunur bdlge dalga boylarinda
rezonans olusturmalari nedeniyle doku o&rneklerinde fototermal terapi
uygulamalarinda ¢ok fazla kullanilamamaktadir. Altin nanogubuklarla bu
limitasyonlar asilarak 1s1k enerjisi termal enerjiye verimli bir gsekilde
donusturalmektedir. Altin  nanogubuklarin eksenel plasmon rezonans dalga
boyunun NIR dalga boyunda olmasi nedeniyle doku uygulamalari bu araliga

girmektedir. Ayrica dar plasmon absorpsiyon band genisligi gostermektedir. Bu
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Ozelliklerin hepsi fototermal terapi sirasinda saglikli hucrelerin zarar gormesini
azaltmaktadir. in vitro calismalarda altin nanogubuklar hedef molekile spesifik

molekul ile fonksiyonlandirilip hedef hiicre ile etkilestirilip daha sonra uyariimistir.

Huff ve arkadaslari, folik asit ligandlarini altin nanogubuklarina konjuge etmiglerdir.
Folik asit konjuge altin nanogubuklari, agiz epitel tirevli timor hucre hatlari olan
KB kanser hucrelerine yuksek secicilikte baglanmaktadir. Laser isinlamasi sonucu

hidcre membranlarinda fototermal hasar olusmustur (Huff, 2007).

Huang ve arkadaslari, bifonksiyonel altin nanogubuklari kullanarak kanser
hdcrelerini fototermal olarak tahrip etmislerdir. Anti-EGFR ile altin nanogubuklari
konjuge edip bu antibadiye spesifik kanserli olmayan epitelyum huicre hatti
(HaCaT) ve iki kanserli agiz epitelyum hicre hatlari [HOC313, HSC3) ile inklibe
etmiglerdir. Laser 1sinlanmasi sonucu kanser hucreleri normal hicreleri oldurmek
icin gerekli lazer akisinin yarisi kadar bir aki ile tahrip edilmistir (Huang, 2006). Bu
yontemle sadece kanser hacreleri tahrip edilmemektedir. Pissuwan ve
arakadaslari, makrofaj hiicre hatlarina spesifik baglanan CD11b antibadisini altin
nanogubuklara konjuge ederek laser i1ginlamasi ile bunlari tahrip etmiglerdir.
(Pissuwan, 2007). Ayrica ayni grup, patojenik parazit olan Toxaplasma gondii ‘e
spesifik baglanan antibadi konjuge edilmig altin nanogubuklarini kullanarak laser

uygulamasindan sonra %80 oraninda organizmanin “tachyzoites”i tahrip edilmigtir.
2.4.3.2. Hastalik Teshis ve Tani Uygulamalari

Altin nanopartikullerinin gugli 1s1k absorpsiyonu ve sacgilimi nedeniyle biyomedikal
tani sistemlerindeki goruntilemede etiket ve kontrast ajani (contrast agent) olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle altin nanogubuklarin optik absorpsiyon verimleri ayni
hacimde kuresel altin nanopartikillerine goére 20 kat daha fazla olmasi ve isik
sacllma sabitinin nanokure ve nanokabuklara gore olduk¢a buyuk olmasi
nedeniyle biyomedikal tani ve teshis uygulamalarinda altin nanogubuklar daha ¢ok

kullaniimaya baglanmistir.
Goruntulemede Hastalik Tayin ve Teshis Belirteci Olarak Kullanimi

Kanser hucreleri, farkli biyolojik 6zellik gosteren heterojen hucre toplulugundan

olusmaktadir. Hicre yuzey isaretcilerine spesifik olarak baglanabilen antibadiler
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floresan bir molekulle etiketlenerek flow sitometre (flow cytometry) ile hicrelerin
immunofenotipleri belirlenerek kanser tani ve teshisi konulabilmektedir. Bu yontem
de kullanilan floresan molekillerin genis bir absorpsiyon bandi gostermesi 300-
700 nm gibi dar bir dalga boyunda uyarilmasi nedeniyle spektral bandlarin Ust Uste
cakismasi nedeniyle ¢oklu tani yontemlerde kullanilamamaktadir. Maksimum 7
hdcre tipi incelenebilmektedir. Bunlara alternatif olarak kuantum kristalleri (Qdot)
olarak adlandirilan yapilar boyutuna badli olarak essiz floresan 6zellik gostermeleri
nedeniyle ¢oklu tani sistemlerinde kullanilabilecegi belirtiimistir. Bunlarinda in vivo
calismalarda toksik olmalari nedeniyle toksik olmayan kimyasal floroporlardan
daha parlak i1sik sacan, kisa siirede rengini kaymetmeyen, 10™*® M gibi cok kiiglik
derisimlerde bile tayin yapabilen, 600-2000 nm araligi gibi genis bir aralikta optik
sinyal verebilen altin nanogubuk esasli molekuler problar geligtiriimistir. Altin
nanogubuklarla yaklasik 30 molekuler prob olusturularak ¢oklu tani sistemlerinde
kullanilabilecegi belirtiimigtir. Farkli hlcre igaretgilerine affinite gosteren antibadi
takilmis altin nanocgubuklarini kullanarak htcrelerin farkli immunofenotip profilleri

basit ve es zamanl olarak teshis edilebilmektedir (Pissuwan, 2008).

Kanser gibi hastaliklarin teshis ve tanisinda optik goruntlileme teknolojileri gok
tercih edilmektedir. Bu teknolojilerde hastaligin hucresel 6zelliklerini goruntulemek
icin etiket bir molekll ya da nanopartikiller kullaniimaktadir. Organik boyalarin
fotokimyasal yapilarinin zamanla bozulmasi (photodecomposition), kuantum
kristallerinin in vivo ve in vitro uygulamalarda Ozellikle insan sagligi
uygulamalarinda c¢ok toksik olmasi nedeniyle altin nanogubuklarin biyouyumlu
olmasi, fotokimyasal bozunma gdstermemeleri, optik ve elektron mikroskobunda
gorunebilmeleri nedeniyle hastalik teshis ve tanisi uygulamalarinda kullaniimaya
baglanmigtir.

Huang ve arkadaslari, altin nanogubuklari monoklonal anti-epidermal blyume
faktor reseptér antibadisi (anti-EGFR) ile fonksiyonlandirarak anti-EGFR-altin
nanogubuk konjugatlari olusturmuslardir. EGFR kanserli epitel timor hicrelerini
“over-express” ettigi bilinmektedir. Hazirlanan bu konjugatlari normal ve kanserli
hicre hatlar ile inkibe etmiglerdir. Kanser hucreleri ylzeyine baglanan altin
nanogubuk-anti EGFR konjugatlarinin sactigi kirmizi 1sik ile karanlik mod

mikroskobu altinda kanser hucreleri tayin edilmistir (Huang, 2007). Ayrica bu
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konjugatlart Raman spektroskopisinde kanser hacrelerini belirlemek iginde

kullanmiglardir (Huang, 2006).

Altin nanogubuklari fotoliminisans ajani olarakta kullaniimaktadir. Ozellikle doku
derinliklerinde yer alan kanser hicrelerini belirlemek igin iki-foton luminans
goruntilemede (two-photon luminescence) parlak kontrast ajani olarak Durr ve

arkadaslari kullanmiglardir (Durr, 2007).

Altin nanocgubuklar kullanilarak hucre ve derin dokularin goéruntilenmesi igin
optoakustik ya da fotoakustik tomografi gibi yeni teknikler gelistirilmistir. Li ve
arkadaslari boy/cap orani 3.7 ve 5.9 olan iki altin nanogubuk karigimini
optoakustik goruntileme yodntemiyle kanser hucrelerini erken teshis etmek igin
kullanmiglardir. Kisa altin nanogubuga anti-HER2, uzun olanina anti CXCR4
antibadisi konjuge ederek belli bir dalga boyundaki laser 1sinlari ayni ornek iginde
iki farkh boldegedeki altin nanogubugun eksenel plasmon rezonansi ile

goruntilenme saglanmigstir (Li, 2007).

Kim ve arkadaslari, poliakrilik asit modifiye altin annogubuklarini hiicreye spesifik
antibadiler takarak bu konjugatlarin uyariimig hucrelere baglanmasi sonucu olusan
optoakustik goruntl yogunlugu uyariimamis hucrelere goére daha yuksek oldugu
g6zlemlenmistir. Altin nanogubuklarin, iltihaph tepkilerin erken asamalarinda in
vitro teshis edilmesinde mukemmel kontrast ajani olarak kullanilabilineceqi
bildirilmistir (Kim, 2007).

Biyosensor Uygulamalari

Altin nanogubuklar, boyut ve sekline bagl olarak farkl optik 6zellikler gdstermeleri,
protein ve DNA gibi biyolojik molekullerle yuzeyi kolayca modifiye edilebilmesi
nedeniyle daha ¢ok sensor uygulamalarinda kullaniimaktadir.

Gecmis yillarda biyolojik tani sistemleri, etiketleme ve sensoér sistemlerinde
floresan Ozellik gosteren boyalara olan ilgi buyldkti. Bu geleneksel metota
alternatif nanopartikil barkot etiketler, rezonant Rayleigh sagiimasi, nanopartikil
agregasyonu, lokal refraktif indeks degisimleri ve yuk transfer etkilesimleri gibi

nanopartikul esasli biyosensor teknikleri gelistirilmistir.
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Metal nanopartikullerin 1s1k absorpsiyonu ve sacilimi sonucu olusturduklari ¢gok
guzel renkler aragtirmacilarin ilgisini bu yeni olugsumlara yonlendirmistir. Metal
nanopartikuller bilegimi, boyu, sekli, ortamin dielektrigi ve gobzlenen metal
suspansiyonunun rengi gibi materyal 6zelliklerine bagli olarak farkli optik 6zellikler
gostermektedir. Pratik olarak nanoyapilarin plasmonik 6zelligi ayarlanabilen
nanopartikulleri olusturmak igin ¢ok fazla yontem bulunmaktadir. En sik kullanilan
metot metal tuzlarinin indirgenmesidir. Partikul boyutu, kullanilan reaktantlarin
derisimi  ve kullanilan indirgeme ajanlarin indirgeme gucu ile kontrol
edilebilmektedir. Altin ve gumus nanopartikulleri beyaz 1gik altinda uyarildiginda
boyut, bilesim ve sekline bagli olarak farkli renkte 151k sagmaktadir. Ornegin 80 nm
boyutundaki gumus nanopartikul suspansiyonu mavi, ayni boyutta altin
nanopartikil suspansiyonu ise sarl, 60 nm boyutundaki altin nanopartikul
suspansiyonu yesil, 200 nm boyutundaki altin nanopartiktl stspansiyonu kirmizi

IStk sagmaktadir.

Altin  nanogubuklarla molekuler tani sistemleri igin gelistirilen biyosensorler
literatiirde oldukca fazla yer almaktadir. insan 1gG ‘sine affinite gésteren protein
altin nanogubuga konjuge edilerek insan IgG’si immobilize edilmis membran ile
inkube edilmistir. inkubasyon sonrasi membran (zerinde mavi-gri spot

olusturulmustur (Alekseeva, 2005).

Li ve arkadaslari, altin nanogubuklarin floresan o6zelliklerini inceleyerek buyuk
boy/cap oranina sahip altin nanogubukklarin yuksek floresan yogunlugu
gOsterdigini bildirmiglerdir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak DNA analizi igin optik
biyosensor uygulamalari ve floresan prob mikroarray teknikleri gelistirmiglerdir (Li,
2005).

Oyelere ve arkadaslari, altin nanogubuklari Raman esasli hicreigi biyosensor
uygulamasinda kullanmiglardir. Altin nanogubuklarina simian viris c¢ekirdek
sekans peptitini  immobilize ederek altin  nanogubuk-peptit konjugati
olusturmusglardir. Bu konjugatlari normal ve kanser hucreleri ile inkibe ederek
Raman sinyalleri ol¢giimustir. Normal ve kanser hucrelerinden alinan Raman
spektrumlarindaki farklliklar incelenerek kanser teshisi gercgeklestiriimistir
(Oyelere, 2007).
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Altin  nanogubuklarin biyosensor uygulamalari boélum 2.5'deki lokalize yuzey

plasmon rezonans (LSPR) biyosensorleri kisminda ayrintili olarak ele alinmigtir.

2.5. Lokalize Yuzey Plasmon Rezonans (LSPR) Biyosensorleri

Biyosensor, analite 6zgun olarak baglanan bir biyolojik eleman ve bu baglanma
sonucu gercgeklesen cevabl, fiziksel ve gdzlenebilir sinyale c¢eviren bir sinyal
ceviriciden olusur. Sinyal geviricisine gore elektrokimyasal, termal ve optik olmak
uzere birgok sensor bulunmaktadir. Bu metotlarin her birinin kendine gore gugclu ve
zayif olugu yonleri bulunmaktadir. Optik ceviricilerin birgok uygulama igin bazi
avantajlari vardir. Optik biyosensérlerin en énemli avantajlari, duyarli olmalari ve
biyomolekiler etkilesimlerinin es zamanh gdzlemlenebilmesidir. Optik sensor
teknikleri kemiliminisans, floresen, i1sik absorpsiyonu ve sagiimasi, reflektans,
yuzey plasmon rezonans ve raman sacilimi gibi g¢evirici (transducer)
mekanizmalarini kullanarak tayin yapmaktadir. Son 20 yildir yliksek segicilik ve
duyarlilikta hastaliklarin tayini ve goruntulenmesi, ilag arastirmalari, gevre Kkirliligi
ve biyolojik ajanlarin teshisi gibi bircok uygulama igin optik nanobiyosensorler
Uzerine ¢alismalar yapilmigtir. Arastirmacilar, optik biyosensorleri gelistirmek igin
metal nanopartikillerin olaganuistl optik 6zelliklerine dayanan alternatif stratejiler

arastirmaya baslamiglardir.

Lokalize yuzey plasmon rezonansina (LSPR) dayali optik sensorler altin, gimus
gibi metalik nanopartikillere dayali sensoérdur. Nanopartikil esasli bu sensorler
kimyasal ve biyolojik hedef molekullerin miktarini etkili bir gekilde
Olculebilmektedir. Bu sensorlerin temeli, metal nanopartikil yuzeyindeki biyolojik
ya da kimyasal molekulin ortamda bulunan hedef molekuline baglanmasi sonucu
ortamin dielektrik sabitinin degisimine bagl olarak ylksek hassasiyette yuzey

plasmon rezonans dalga boyundaki kaymanin élgtlmesine dayanmaktadir.

Lokalize ylzey plasmon rezonansi (LSPR) partikil boyuna, sekline, partikiller
arasi uzaklik, materyalin dielektrik 6zelligi ve nanopartikilin etrafindaki ortamin
dielektrik 6zelligine baghdir. Nanopartikillerin maksimum absorbans yaptigi yuzey
plasmon dalga boyu UV- goérinur bolge spektroskopisi ile o6lgulmektedir.
Partikullerin yuzey plasmon rezonanslari bulunduklari ¢evreye bagl olarak
degismektedir. Bu nanopartikullerin ylzeyindeki molekul hedef molekiline
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baglandiktan sonra ortamin dielektrik sabitinin degismesiyle yuzey plasmon
rezonansinda degisime neden olmaktadir. Bu degisim Olgulerek tayin

gergeklestiriimektedir.

LSPR nanosensorleri, ylksek secicilik ve duyarlihkta, herhangi bir etiket
gerektirmeyen, basit, ucuz, hizli ve ¢oklu tayin yapilabilen diger sensorlere gore
bircok avantajlari olan bir sensordir. Ayrica basit, ucuz, kuguk ve tasinabilir
sistemlerdir (Zhao, 2006).

Lokalize ylzey plasmon rezonans (LSPR) sensorleri, ylzey ve siispansiyon esasli

olmak uzere ikiye ayriimaktadir.
2.5.1. Yiizey Esasli Lokalize Yiizey Plasmon Rezonans (LSPR) Biyosensorleri

Yizey esasli lokalize ylzey plasmon rezonans sensorlerinde ilk olarak
nanopartikuller olusturularak c¢esitli yontemlerle bir substrat yuzeyi Uzerine
yerlestiriimektedir. Substrat Uzerine immobilize edilmis nanopartikiller hedef
molekuld taniyan prob molekul ile kimyasal olarak modifiye edilmektedir. Son
olarak bu sekilde hazirlanan sensor ylzeyi hedef molekdilleri ile etkilestirildiginde
prob molekilin hedef molekile baglanmasi sonucu ortamin refraktif indeksinin
degismesiyle nanopartikullerin ylzey plasmon rezonans dalga boylarinda bir
kayma gerceklesmektedir. Bu dalga boyundaki kayma UV-gorunur bolge

spektroskopisi ile gortntlilenmektedir.

Yuzey esasli lokalize yuzey plasmon rezonans sensorlerinde substrat yuzeyine
nanopartikullerin  yerlestirimesinde partikil boyu, sekli ve partiklller arasi
boslugun iyi kontrol edildigi nanokure litografisi (Nanosphere Litografy, NSL)
yontemi sik kullaniimaktadir. Nanolitografi yonteminde &énce es boyutlu belli
captaki nanokureler ile substrat ylzeyinde tek tabaka iki boyutlu kolloidal bir
maske olusturulur. Substrat ylizeyine nanokurelerin ytklenmesi i¢in spin kaplama,
damla kaplama (drop coating) ve termoelektrik sogutmali ag¢i kaplama
(thermoelectrically-cooled angle coating) gibi yontemler uygulanir. Mika, cam gibi
negatif yuklu yuzey Uzerine karboksilat ya da sulfat gibi negatif yuklu fonksiyonel
grup modifiye edilmis nanokureler kullanilarak nanoklrenin bulundugu ¢ozlcu
buharlastirilip nanokureler kapiler kuvvetle bir araya gelerek substrat Gzerinde bir

arada hekzagonal guzel bir sekil olustururlar. Bu nanokiire maskesinin Uzerine
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metal termal buharlagtirma, elektron demeti yukleme (electron-beam deposition)
ya da laser sinyali yikleme (pulsed laser deposition) yontemiyle yuklenir. Metal
yuklemeden sonra nanokure maskesi genellikle sonike edilerek substrat
yuzeyinden ayrilir. Boylece sekil, boyut ve partikiller arasi bosluk kontrol edilerek
istenilen yapida yuzeyi metal nanopartikul ile desenlendirilmis yuzeyler olusturulur.
Cozelti esasli sisteme gore bu yontemle daha iyi optik Ozellikler kontrol

edilebilmekte ayrica tekrar ayni desende Uretim yapilabilmektedir (Sekil 2.14).

3.Dry

Sekil 2.14. Nanokiire litografisi ydontemi.

Nanokure litografi ydontemiyle cam substrat tGzerine genisligi 100 nm yUksekligi 51
nm olan Ag Ug¢gen prizma nanopartikuller olusturulmustur. Ag nanopartikullerin
LSPR Anax 561.4 nm Olgtimustir. Ag nanopartikil ylzeyi kendiliginden duzenlenen
tek tabaka olusturacak alkanetiyol-merkaptoundekanik asit ile
fonksiyonlandirildiktan sonra LSPR Amax 598.6 nm oOlcllerek 38 nm’lik bir kayma
gerceklesmistir. Ag nanopartikil yuzeyindeki karboksil fonksiyonel gruplarindan
biyotin molekulli kovalent olarak baglanmis ve LSPR Amax 609.6 nm Olgllerek 11
nm’lik bir kayma olusmus daha sonra hedef molekil olan streptavidinle etkilesimi
sonusu LSPR Amax 636.6 nm dlgilerek 27 nm’lik bir kayma olusmustur. Bu sekilde
dalga boyu kaymasina dayanan nanopartikil esasl sensorler literatirde c¢ok

sayida yer almaya baslamistir (Haes, 2004).

Haes ve arkadaglari, nanokure litografi yontemiyle basit ve ucuz bir yontemle
boyut ve sekil kontrolli array sistemi olusturmusglardir. Cam substrat yuzeyi
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uzerine es boyutlu polistiren nanokureleri ¢okturup, nanoklire maskesi Uzerine 1si
ya da 1sik sagilmasi yontemiyle metal yukleme yapilip daha sonra polistiren
nanokureler uzaklastirilarak iki boyutlu es buyuklukte Uggen prizma yapisinda
nanopartikullerden olugan cam substrat yuzeyinde array yapilari olusturmuslardir.
Ayni  yontemle Ag uggen prizma nanopartikulleri olugturarak dinitrofenil
molekulinu partikdl ylizeyine kimyasal olarak baglayip anti difenil igeren ¢ozelti ile
etkilestirmiglerdir. Baglanma sonucu olusan dalga boyundaki kaymay! tayin ederek

baglanma katsayisini belirlemislerdir (Haes, 2004).

Haes ve arkadaslari Alzheimer hastaligini gdsteren amiloid turevli olan ADDL
(Amyloid-derivede diffusible ligand) molekulini LSPR sensord ile tayin etmiglerdir.
Cam substrat Uzerine vyerlestiriimis gumus Ug¢gen prizma nanopartikuli 11-
merkaptoundekanoik asitle fonksiyonlandirilip karbodimid reaksiyonu ile anti
ADDL antibadisini kovalent olarak partikil yuzeyine baglamistir. Anti ADDL
molekull ile modifiye edilmis Ag nanopartikillerin yluzey plasmon rezonansini
Olcup ADDL antibadisini iceren ¢ozelti ile 30 dakika inkUbe ettikten sonra yluzey
plasmon rezonansindaki degisimi oOlgmustur. Tekrar anti ADDL molekulu ile
etkilestirerek sandavig¢ yapiyi olusturmustur. Bu sekilde hem insan beyni ekstrakti
hemde sentetik ADDL molekulu ile ¢galismalari gergeklestirerek kisa surede yuksek
hassasiyetle Alzheimer hastaliginin LSPR biyosensorl ile tayin edilebilecegini
belirtmistir (Haes, 2005).

LSPR sensoru ile birden fazla hedef molekul ayni anda ucuz, basit kiguk bir ¢ip
uzerinde, kisa surede daha az analit hacmi ile tayin edilebilmektedir. Yonzon ve
arkadaslari, LSPR karbonhidrat sensort geligtirmislerdir. 35 nm ve 75 nm
yuksekligine sahip iki Ag Ug¢gen prizma nanopartikili tek bir cam substrat
yuzeyinde olusturduktan sonra 75 nm yuksekligine sahip Ag partikila 5 mM
mannoz ile modifiye etmislerdir. Konkovalin A ile inklbe ettikten sonra dalga
boyunda 5nm’lik kayma olusmustur. 35 nm yuksekligindeki Ag partikulleri 5 mM
galaktoz ile modifiye edilip konkovalin A ile inkibasyonu sonunda dalga boyunda
herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Konkovalin A mannoza spesifik oldugu
icin sadece mannoz takili partikilin dalga boyunda degisim olmustur. Yonzon ve
arkadaslari bu calismaya dayanarak LSPR sensoérinin hassasiyetinin yluksek
oldugunu ve bir substrat Uzerinde birden fazla hedef molekulin tayin

edilebilecegini vurgulamiglardir (Yonzon, 2004).
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Nath ve arkadaglari, 12-48 nm araliginda kuresel altin nanopartiktl sentezleyerek
etiket gerektirmeyen ¢ip formatinda nanoSPR biyosensoru gelistirmislerdir.
Substrat olarak cam kullanip bunlari uygun yoéntemler ile temizledikten sonra
aminopropiltrietoksilan (APTES) ile muamele ederek aminle fonksiyonlandiriimis
sensor ¢ipi Uzerinde 39 nm boyundaki altin nanopartikil sispansiyonu 24 saat
inkibe edilmistir. Partiklil ylzeyinde de karboksil grubu olusturmak icin
merkaptopropiyonik asit (MPA) ile etkilestirilmistir. YUzeydeki karboksil gruplarina
karbodiimid reaksiyonu ile amin uclu biyotin takilarak streptavidin tayininde
kullanilmak Uzere lokalize ylzey plasmon degisimi Olgcimine dayanan metal
nanopartikillerin  optik  6zelliginden faydalanarak nanoSPR biyosensoru
geligtiriimistir (Nath, 2004).

Altin nanogubuklarin lokalize yuzey plasmon 6Ozelliklerinden yararlanarak hastalik
teshisi ve ilag arastirmalari gibi uygulamalar icin geligtirilen gesitli biyosensor
sistemleri olusturulmustur. Chen ve arkadaslar elektrokimyasal yontemle altin
nanocubuklari sentezlemislerdir. Cam slayt ylzeyini merkaptopropiltrimetoksisilan
(MPTMS) ile muamele edip tiyol ucglu substrat hazirlamiglardir. Bu cam slayt
yuzeyine altin nanogubuklari immobilize edip nanogubuk ylzeyinde sistamin tek
tabakasi olusturmuslardir. Karbodimid reaksiyonu ile biyotin baglayarak biyotin-
streptavidin etkilesimini ortamin refraktif indeksinin degisimine baglh olarak SPR
spektrumundaki pik kaymasini UV-gorinlr spektrofotometresi ile incelemiglerdir.
Bu sekilde herhangi bir 6rnek hazirlamaksizin kan igindeki ¢ok duslk derisimdeki
analitlerin birka¢c dakika gibi kisa bir surede tayin edilebilecedi biyosensorlerin

olusturulabilecegi bildirilmistir (Chen, 2007).

Huang ve arkadaslari, etiket gerektirmeyen altin nanogubuklarin lokalize yutzey
plazmon rezonansina dayali optik biyosensor gelistirmislerdir. Cekirdek gelistirme
yontemiyle sentezledikleri altin nanogubuklari tiyol uglu cam slayt Uzerine
immobilize ederek ylzeyine ke¢i IgG antibadisi takarak lokalize ylzey plasmon
rezonansindaki pik kaymasi ile antijen-antibadi etkilesimini tayin etmislerdir.
Proteomiks ve in vitro tani ve teshis uygulamalrinda LSPR sensoérlerin

kullanilabilecegi belirtiimistir (Huang, 2009).

Haes ve arkadaslar ayrica nanokure litografi yontemiyle hazirladigi Ag udggen

prizma partikullerini gozelti faza alarak ¢ozelti faz Ag Uggen prizma nanopartikulleri
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hazirlamiglardir. Nanokure litografi yontemiyle cam yuzey Uzerinde olusturulan
nanopartikuller alkantiyol etanol ¢ozeltisi ile 48-96 saat inkube edilmistir. Alkantiyol
molekdlleri nanopartikil yuzeyinde kendiliginden duzenlenen tek tabaka
olusturmustur. Daha sonra nanopartikiller etanol ¢ozeltisinde 3 dakika sonike
edilerek substrat yuzeyinden koparilip ¢ozelti faza alinmistir. Cozeltiye alkanditiyol
ilave edilerek nanopartikillerden dimer yapilari olusturulmustur. Her asamada
yuzey plasmon rezonans spektrumlari incelenerek ¢ozelti igcinde dimer yapisi
olusturan nanopartikillerin LSPR spektrumlarinda énemli bir degisim gézlenmistir.
Haes ve arkadaslari, ¢ozelti fazdaki bu dimer yapilar ile sandavi¢ yapida biyolojik
hedeflerin tayin edilebilecegini ve canli sistemlerde nanobiyosensorlerin

geligtirilebilecegini belirtmislerdir (Haes, 2004).

2.5.2. Suspansiyon Esaslh Lokalize Yiizey Plasmon Rezonans (LSPR)

Biyosensorleri

Suspansiyon esasli array sistemi basit fakat henuz guclu bir yontem degildir.
Biyosensdér calismasinda en c¢ok calisilan molekiller sulu fazda biyolojik
molekullerdir. Analit molekul ile hedef molekllin birbirine baglanmasini hassas ve

spesifik bir sekilde belirleyecek sistemler gerekmektedir.

Aggregasyon esasli tayin yontemleri klinik calismalarda c¢ok kullaniimaktadir.
Lateks ¢cOkelme testi (LAT) olarak bilinen test ilk olarak 1956 yilinda gelistirilmistir
(Singer, 1956). Lateks ¢okelme testi ve buna benzer testlerde lateks mikrokureler
biyomolekuler spesifik antibadiler ile fonksiyonlandirilip mikrokire problar
hazirlanir. Kan ya da Ure gibi hedef antijeni iceren ¢ozelti ile bu mikroklre problari
etkilestirilerek antibadi-antjen etkilesimi sonucu lateks kurelerinde gozle gorinen
cOkelme izlenerek tayin gergeklestirilir. Lateks ¢okelme testi etkili ve 15 dakika ile
1 saat gibi kisa siUrede tayin gergeklestirilebilen hizli bir yontemdir. Dedektor
olarak insan goézlemi ve yuksek derisimde analit gerektirmesi nedeniyle ¢ok

hassas bir yontem degildir.

Suspansiyon esasli LSPR sensorlerinin ylzey esasli LSPR sensorlerinden farki
herhangi bir substrat kullanmadan suspansiyon iginde tayinin gergeklestiriimesidir.
Suspansiyon esasli lokalize yuzey plasmon rezonans (LSPR) sensorleri ile tani,

partikiller arasi etkilesim sonucu ortamin refraktif indeksinin degisimine bagh
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olarak lokal yuzey plazmon rezonansindaki degisimle gergeklestiriimektedir. Lokal
yuzey plasmon rezonansindaki degisim de UV-gorunir bdlge ve rezonant

Rayleigh sacilim spektroskopisi ile incelenmektedir.

Son zamanlarda, altin nanopartikil esasl UV-gérunur bolge teknigi ile DNA tayin
edilmektedir. Altin yuzeyine takilan oligonukleotit dizisinin eslenik DNA dizisi ile
hibridizasyonu sonucu absorbans spektrumunda dolayisiyla ¢ozelti renginde renk
degisimi olusmaktadir. Kalorimetrik tayin yontemi olarak bilinen bu yontemle hedef
oligonukleotit femtomol gibi dusik derisimlere kadar tayin edilebilecegdi
bildirilmistir. Nanopartikillerin aggregasyonuna dayanan tayin yontemlerinin
geleneksel floresan esasli yontemlere gore 100 kat daha hassas oldugu da
belirtiimistir (Taton, 2000).

Resonant Rayleigh 1sik sagilmasina dayali tayin kalorimetrik teknige gore daha
kuvvetli olmasina kargin henlz ¢ok fazla bu konu ile ilgili yayin bulunmamaktadir.
60 nm boyutundaki altin nanopartikillerinden bir kismina insan anti-IgG ile bir
kismida insan IgG ‘si takilarak antijen ve antibadi yUklU bu iki altin nanopartikilu
bir test tUpu icinde karistirilip dijital kamera ile goruntulenmigtir. Altin yazeyindeki
proteinler eslenik proteini ile etkilesimi sonucu partikiller bir araya gelmis ve
lokalize yuzey plasmon rezonansinda “red-shift” olarak adlandirilan kirmiziya
kaymaya neden olmaktadir. Basta yesil renk olan ¢dzelti rengi antijen-antibadi
etkilesimi sonucu bir araya gelen altin nanopartiktller nedeniyle15 dakika icinde
turuncuya donmustar. Bu renk degisimi ile antijen-antibadi etkilesimi tayin
edilmigtir. Bu tarz tayin yOntemlerinin  dezavantajlari, nanopartikll
agglemerasyonunun analit-hedef molekil arasi etkilesim sonucu olup olmadiginin
net olarak bilinememesi, tersinir olmasi ve nicellestirmenin zor olmasidir. Bu
dezavantajlari nedeniyle daha ¢ok bir susbtrat ylzeyine nanopartikillerin
yerlestiriimesiyle ylzeyde gergeklesen baglanma sonucu olusan lokalize plasmon

rezonansindaki kaymaya dayanan biyosensorler gelistiriimistir (Roll, 2003).

Wang ve arkadaslari, iki farkli boy/cap oranina sahip amin fonksiyonel u¢ grup
tasiyan altin nanogubuklar sentezlemiglerdir. Nanogubuklardan birine anti-Ecoli
digerine anti-S. Typhimurium immobilize ederek E-coli ve S. Typhimurium
patojenlerini tayin etmek igin nanogubuk problari hazirlamiglardir. Bu iki tip

nanogubuk karisimini E-coli ve S. Typhimurium bakteri karigimi ile karistirarak

53



UV-gorunur bolge spektroskopisi ile plasmon rezonans dalga boyundaki kayma
incelenmigtir. Yapilan dlgim sonucunda her iki tip nanogubuk probun ilgili spesifik
antibadiye baglanmasi sonucu eksenel plasmon dalga boyunda kayma oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu yontem ile basit, hizli, ucuz, 30 dakika gibi kisa bir surede,
ekstra kompleks bir cihaza gerek kalmadan birden fazla patojenin eg zamanl tayin

edilebilinecegini belirtmiglerdir (Wang, 2008).

Yu ve arkadaslari, ¢ekirdek gelistirme yontemiyle farkh boy/cap oranina sahip lg
altin  nanogubuk sentezlemislerdir. Her bir nanogubuga ¢ farkli antibadi
(monoklonal insan IgG, monoklonal sigan 1gG, monoklonal koyun IgG) immobilize
ederek ug¢ farkh nanogubuk problari hazirlamislardir. Her Gg farkli probu ag¢ farkh
hedefin bulundugu antibadi karigsimi ile inklibe ederek her bir nanogubuk probun
ilgili hedef molekilliine baglanmasi sonucu eksenel plasmon piklerindeki dalga
boyu kaymalarini incelemiglerdir. Yaptiklari c¢alismalar sonucunda, altin
nanogubuklarin boyuna bagh olarak gosterdikleri farkli optik 6zelliklerinden
faydalanarak basit, hassas ve bir deney tupu iginde birden fazla biyoojik hedefin
tayin edilebilecegi bir test tlpu icinde laboratuvar (lab-in-a-tube) tabir edilen

biyosensor gelistirdiklerini belirtmiglerdir (Yu, 2006).

Pan ve arkadaslari, ¢ekirdek gelistirme yontemiyle boy/¢cap orani 3 ve 8 olan altin
nanocgubuklar olusturmuslardir. Yizeyine sigir serum albumin (BSA) immobilize
ederek triptofan ile altin nanogubuk-albumin etkilesimi sonucu floresan 6zelligi
incelenmigtir. Altin nanogubuk derigimi arttikga floresan yogunlugunun arttigini
g6zlemlemiglerdir. BSA’nin altin nanogubuga baglanma sabiti ve baglanma

kapasitesini triptofana floresan 6zelligini artirarak incelemislerdir (Pan, 2007).
2.6. Yuizey Plasmon Rezonans (SPR) Biyosensorii

SPR, sensor ylzeyinde antijen-antibadi ya da nikleik asit eslesmeleri gibi gesitli
nedenlerden olusan ve SPR yuzeyinde biriken biyolojik filmler nedeniyle kiriima
indisindeki (“refractive index”, RI) kuguk degisiklikleri belirleyebilen ve ¢ok sikga
kullanilan bir analitik dlgim cihazidir. SPR etiketsiz galisan bir yéntem oldugu igin
tayin edilecek biyomolekulin herhangi bir etikete ihtiyaci olmamaktadir. 30 yili
askin bir suredir kullanildigindan, SPR ile ilgili pek ¢ok farkh ¢alisma ve gelistirme

yapilmigtir. Tum calismalar sonucunda gunimuzde SPR, kimyasal ve biyolojik
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etkilesimlerin incelenmesinde kullanilan etiketsiz bir karakterizasyon ve tayin

metodu olarak kabul edilmekte ve kullaniimaktadir (Duman, 2007).
SPR Teorisi

Yuzey plazmonu, biri metal (iletken) ve digeri de dielektrik (yalitkan) olan iki
ortamin ara yuzeyi boyunca yayllan ve duzlem boyunca ilerleyen yuk
yogunlugudur. Metal serbest elektron modeline uygun olarak serbest elektron
davranigi gostereceginden kullanilan metalin tiri ¢ok 6nemlidir. Yuzey plazmonu
yaratmak i¢in uygun metaller arasinda gumus, altin, bakir, aluminyum, platin gibi
metaller mevcuttur ve altin ile gumus literatirde sikga rastlanilan metallerdir.
GuUmus, keskin bir SPR egrisi verdigi icin, altin ise daha kararl oldugu igin tercih
edilir. YUzey plazmonunun uyariimasi icin Otto (1968) ve Kretchmann (1971)
tarafindan iki farkli optik dizen gelistiriimistir. Ancak, Kretchmann tarafindan
geligtirilen, azaltilmisg tam yansima (“attenuated total reflection”, ATR) dizeni, ¢cogu

SPR cihazinin tasariminda kullanilan bir yapidir.

SPR cihazinin temeli olan Kretchmann dizeninde, (Sekil 2.15.) optik olarak daha
yogun olan bir ortamdan (6rnegin cam) gelen i1s1gin, optik olarak daha az yodun bir
ortam (6rnegin hava veya ince altin film) ile daha yogun ortam ara ylzeyinden
gegemeyerek yogun ortama geri yansimasi ile ortaya ¢ikan “igten tam yansima”
prensibi kullanilir. Gelen 1sik tamamen yansimasina karsin, bu isigin manyetik
bileseni, yaklasik bir dalga boyu mesafe ile daha az yodun olan ortam igerisine

nufuz eder.
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Sekil 2.15. Ylzey plazmon rezonansi olusturmak igin Kretchmann dizenegi.

SPR, bu i¢ yuzeye gegis yapan manyetik alanin, SPR ylzeyinde kullanilan
metaldeki serbest elektronlari uyarmasi sonucu 1gik siddetindeki degisimi olgen bir
cihazdir. Tam yansima sonucu elde edilen sonumlu dalganin dalga vektoru Esitlik

2.1.” deki gibi verilir.

, :
Ke = g Sin 0 2.1)
Burada, K, ;s6nimli dalganin dalga vektorl, o,; gelen i1s1gin frekansi, c; 1s1gin

bosluktaki hizi, 7,; optik olarak yogun ortamin (6rnegin cam) kirma indisi, 6;

IS1gin gelis acisidir.

Yuzey plazmonunun dalga vektoru ise esitlik 2.2.” deki gibi ifade edilir:

2

@ Enl

l(s — (0] m-°/s
AR e +1° (2.2)

Burada, K, ;yuzey plazmon dalgasinin dalga vektorl, o,; gelen 1sigin frekansi,

c; 1s19In bosluktaki hizi, 7,; dielektrik ortamin (6rnegin ¢Ozelti) kirma indisi, ¢, ;

metal filmin dielektrik sabitidir.
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Gelen 1sik ile metal filmde-serbest salinim yapan elektronlar (plazmonlar) belirli bir

gelis acisinda K, =K olacak sekilde rezonansa girer ve bu rezonans yuzey

plazmon rezonansi olarak adlandirilir. Esitlik 2.2."den gorulecegi gibi K, metal

filmin Ust tarafindaki dielektrik ortamin kirma indisine baghdir. Bu nedenle, metal
yuzeyi ile temasta olan biyolojik ortamin kirma indisinin herhangi bir etkilesim ile

degismesi sonucu, yuzey plazmon rezonansinda bir degisiklik gozlenir.

Tipik bir SPR cihaz konfigirasyonu ve ylzey modifikasyonlarin gesitli érnekleri
Sekil 2.16.’da verilmigtir.

alag hiteresi —-% f—h—
altm filin kaph —=
cam slayt
151k
algilayicilar

odaklamms

151k 151 \ IY

Sensor vilzeyi
( : : Tipik SPR.

m eglgl
5

dekstran matiis hpid bilayer

? i 3
spin kaplama polimer  YUZe¥€ adsorplanms

kopolinerler

\_ SAMs )

Sekil 2.16. Tipik SPR konfiglrasyonu ve sensér modifikasyonu tiplerine érnekler.
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2.7. Elipsometrik Sensorler

Elipsometre, polarize monokromatik isik duzlem dalgasinin belirli bir agida bir

yluzeyden yansimasi ile elde edilen polarizasyon degisiminin dlgtlmesine dayanir.

Bilinen Polarizasyon Olgiilen Polarizasyon

@;p

Algilayici Tabaka

Substrat

Sekil 2.17. Elipsometre temelli algilamanin sematik goésterimi.

Elipsometre dolayli olgum teknigidir ve yuzey hakkinda gerekli bilgi Olgulen
parametrelerin optik bir modelde c¢o6zimlenmesi ile elde edilir. Temel
buyukltklerden birisi, ince bir tabakanin veya bir substratin kompleks dielektrik
fonksiyonudur. Bazi durumlarda kompleks kirinim indisi degerinin kullaniimasi

daha uygun olabilir.

Spektroskopik Olgimlerde bu parametreler foton enerjisinin bir fonksiyonudur.
Elipsometre ile hesaplanan bir diger temel 6zellik ise tabakanin kalinh@idir (d).

Cok katmanli drneklerde birkag tabakanin kalinligi bilinemeyebilir.

Biyolojik tabakalar genellikle kirnim indisi duguk ve tipik olarak kalinliklari
nanometre mertebesinde olan tabakalardir ve biyolojik tabakalar elipsometre ile
incelenmeye uygundur. Yansima katsayilari, substrat ve Ust tabakalarin optik
Ozellikleri ile bilesimine, kalinlhik ve morfolojisine ve yuzey puruzliligine bagl
oldugundan, elipsometre teknigi ile yapilan olgimler 6zellikle biyolojik molekullere
zarar vermez. Elipsometrik sensorler herhangi bir isaretleme teknigi gerektirmeden
biyolojik etkilesimleri inceleyebilmektedir. Literatirde, elipsometre temeline

dayanan optik biyosensorler ile calismalar bulunmaktadir. Bu tip elipsometrik
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sensorler ile antikor-antijen baglanmasinin  ve enzimatik reaksiyonlar
izlenebilmektedir. Bu tur biyosensorlerde analitik olarak bazi sorunlar bulunmakla
beraber sensorlerin ¢alisma temeli biyo-6zgunlige dayanmaktadir. Ancak farkl
molekdllerin tayini ve ayrimi, ¢oklu sensor verisinin alinmasi ile sistemin
Ozgunlugu arttirilabilir. Biyogip olarak adlandirilan, belirli bolgelerde biyo-6zgin
alanlar igeren test yuzeyleri bu amag igin kullanilabilmektedir. Antijen-antikor
baglama g¢alismalarinda, bir seri antijen ya da antikor daha onceden belirlenmis
bdlgelere immobilize edilir. Bu bolgelerin  sayisi, ayni floresans-temelli
biyosensorlerde oldugu gibi binlerce olabilir. Tamamen gelistiriimis bir sistemde,
en kucgluk spotun boyutu ve yeri bir gérintileme sistemi yardimiyla belirlenebilir.
Antikor ve antijen arasindaki etkilesim, etkilesim oncesi ve sonrasi elipsometre ile
ilgili alanin kalinh@inin élgtlmesi ile belirlenmistir. Grubumuz tarafindan yapilan bir
baska calismada ise, elipsometre bir DNA senso6ru olarak kullaniimistir (Demirel,
2008). DNA hibridizasyonunun, incelenen bolgenin kalinhgini degistirmedigi
bilinen bir gercgektir. Hibridizasyon sonrasi, baglanma bdlgesinin yogunlugu ve
dielektrik sabiti degismekte, bu degisimde elipsometrik olarak etkilesimin

incelenmesine olanak tanimaktadir.

2.8. Array ve Array Platformlarinin Olusturulmasi

Gunumuzde nanoteknoloiji ile ilgili calismalarda oncelikli konular arasinda yer alan
array teknolojileri surekli gelismektedir. Tip, arastirma, gida, ¢evre, tarim ve
hayvancilik gibi birgcok alanda uygulama alani bulunan array teknolojilerinde en
dnemli ve kritik kisim “tani’nin yapiimasidir. Ornegin gida driinlerinin ve gevredeki
Kirliligin (6rnegin mikrobiyal kdkenli) tanisi zorunlu/kaginilmazdir; tip alaninda da
bircok hastaligin once tanisi yapilir daha sonra tedavi uygulanir. Bugline kadar
bircok alanda kullanilan klasik laboratuvar yontemleriyle yapilan tanilar zor ve
uzun surelidir. Bu yontemler kullanilarak “bir tani bir test’ ile (test kiti ile) yapilir.
GUnUmuUz teknolojisinde ise tani molekiler dizeyde yapilmaktadir. Molekuler
duzeyde tani klasik laboratuvar yontemleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha zor ve
pahalidir. Array teknolojileri “¢cok sayida &rnegin ayni anda”, ¢ok hizh
degerlendirildigi ve dolayisiyla ¢oklu taniya olanak saglayan, ¢ok hizla gelisen ve
yaygin uygulama alanina sahip molekuler duzeyde tani yapan énemli bir teknoloji
dalidir. Yuzey esash ve suspansiyon esasli array platformlari olmak Uzere ikiye
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ayrilmaktadir. Genel olarak bir tani sisteminde hedef molekuli segici olarak
taniyan bir molekdl (“prob”) kullanilir ve bu bir tasiyici yuzeye (platforma)
yerlestirilir (immobilize edilir). Taniyici molekul ile hedef etkilestirilir, bu etkilesim
sonucu ortaya ¢ikan sinyal bir gevirici ile Olgulebilir sinyale donutsturular ve bir
cihaz ile bu sinyal Olgulerek tani gerceklestirilir. Array teknolojisinde ¢ok sayida
tanityici molekdl array platformlarina yerlestirilerek ayni anda c¢ok sayida hedef
molekll saptanabilmektedir. Biyolojik sistemlerde tani igin genellikle biyolojik
molekuller (tek sarmal oligonlkleotidler, oligopeptidler, proteinler) prob olarak
kullantlir.  Bunlarin segiminde, ylUksek saflikta dretiimis olmalart ve array
platformlarina istenilen sekilde yerlestiriimis olmalari kritik dneme sahiptir. Array
teknolojilerinde taninin yapilmasi igin kullanilan array platformlari kati (silikon
waferlar, cam slaytlar, bunlarin metal (6zellikle altin) ya da polimer kaph formlari,
polimerik membranlar/filmler) ylzeylerdir. Bu array platformlari kullanim alanina ve
tanisi yapilacak molekule gore istenilen desende ve istenilen molekulle modifiye
edilmektedir. Array platformu Uzerine taniyici molekilin yerlestiriimesinden sonra
taniyici molekul ile hedef molekllin etkilesmesi, hedef molekilin genellikle
optikge aktif floresan boya ile etiketlenmesi ve bu etkilesimin ¢esitli optik cihazlar
kullanilarak 6lgumu ile gergeklestirilir. Tani sistemlerinde etiket kullanimi pahali ve
zor bir yontemdir. Bu nedenlerden dolaylr son zamanlarda etiket kullanmadan
Olcim yapilabilecek, 6rnegin kitle degisim esasli (QCM) ve yine optik (SPR,
elipsometre, vb.) cihazlarin array teknolojilerine uygulanmasi Uzerine yogdun

calismalar yapiimaktadir (Glokler, 2003).

Siuspansiyon-Esasli Array Platformlari

Array platformlari “ylzey esasli” ve “suspansiyon esasl” olmak uUzere ikiye
ayrilmaktadir. Silikon, cam gibi yuzeylere prob molekillerin immobilize edilip
hazirlanan array platformlari ylzey esasl olarak tanimlanirken tasiyici platform
olarak nanopartikillerin kullanildigi ve suspanse fazda gergeklestirilen array
sistemleri suUspansiyon esash array platformlari olarak adlandirilmaktadir.
Ozellikle son yillarda “yiizey esasl” array platformlarinin yani sira “siispansiyon
esasl” platformlar gelistiriimis ve ticari Grlnler piyasaya sunulmustur. (6rnegin BD
Biosciences (ABD), lllumina (ABD), Evident (ABD)). Bu sistemlerde farkh
renklerde polimerik mikro veya nanopartikiller hatta, “quantum dot’lar kullanilir.
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Farkli renkte partikil yuzeyine farkl bir tir prob immobilize edilir. Bu partikuller bir
araya getirilerek “stspansiyon array platformu” olusturulur. Stspansiyon ortami
hedef molekilleri iceren ortam ile karistiriir ve etkilesim bir optik (lazerli)
okuyuculu ile akig-sisteminde belirlenir. Ozellikle nanopartikiller kullanildiginda
(cok ylUksek yuzey alani nedeniyle) kuglik hacimde ylksek prob derisimine
ulagmak dolayisiyla sistemin hassasiyetini 6nemli Olgide artirarak ¢ok sayida

taniyi bu suspansiyon ortaminda gergeklestirme olanagi vardir.
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1. GIRIiS

Nanoteknoloji, tipta devrim yaratma potansiyeline sahip yeni bir alan olarak ifade
edilmektedir. Bu alanin kalbi, nanometre boyutunda nanoyapilarin olusturulup
bunlarin boyutuna bagli olarak gosterdikleri gesitli egsiz fiziksel ve kimyasal

Ozelliklerinin kullaniimasina dayanmaktadir.

Nanopartikuller, yiksek yuzey alanin yaninda farkl optik, elektronik, manyetik ve
fluoresan oOzelliklere sahip olmalarindan dolayi birgok uygulama alanina sahip
ustin malzemelerdir. Manyetik nanopartikiller, altin ve gumus gibi metalik
nanopartikuller ve fluoresan 6zellik gosteren yari iletken nanokristaller (Kuantum
pargaciklari, Qdot) bunlara drnek gosterilebilir. Ozellikle medikal alanda gesitli
patojenik ve genetik hastaliklarin teshis ve tanisinda kullaniimak Gzere tasarlanan
biyosensorlerde, timor hicrelerinin erken teshis edilmesinde bu nanopartikillerin

manyetik, optik ve fluoresan 6zelliklerinden yararlaniimaktadir.

Son yillarda cesitli hastaliklarin teshis ve tanisi, ¢evresel kirliliklerin ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi igin ylksek segicilik ve hassasiyette optik nanobiyosensorler
geligtiriimektedir. Bu biyosensor uygulamalarinda 6zellikle Au ve Ag gibi metalik
nanopartikullerin essiz optik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir. Au nanopartikullerin
kararli olmasi, toksik olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekullerin kolay

baglanmasi gibi avantajlari nedeniyle ¢ok kullanilan metalik nanopartikullerdir.

Altin nanoyapilarin suspanse oldugu ¢ozeltiler boyut ve geometrik sekillerine bagh
olarak gugli plasmon bandlari gostermektedirler (Perez-Juste, 2005). Altin
nanoyapilarin biyolojik reseptér (antibadi, oligonikleotit) molekdilleri ile aktivasyonu
sonucu dielektrik 6zelliklerinin degisimine bagh olarak plasmon dalga boylarinda
“red-shift” denilen dalga boyu kaymasina neden olmaktadir. Bu &zelliklerine
dayanan birgok uygulamalar bulunmaktadir (Nath, 2004; Yonzon, 2004; Haes,
2002; Lee, 2005). Mirkin ve arkadaslari yuzeyine DNA baglanmis altin
nanopartikullerin eslenidi ile hibridizasyonu sonucu renk degisimini gozlemleyerek
DNA hibridizasyonunu tayin etmislerdir (Mirkin, 1997; Jin, 2003; Taton, 2000). Lee
ve Perez-Jana epoksi ile fonksiyonlandiriimig altin nanoyapilarin yizeyine protein

baglanmasi sonucu plasmon spekturumlarindaki degisimleri incelemislerdir (Lee,



2005). Suspansiyon esasl immunoassay gelistirmek amaciyla kuresel altin
nanopartikullerin ylzeyindeki antibadinin antijenle etkilesimi sonucu refraktif
indeksinin  dolayisiyla  plasmon  spektrumundaki  degisim  arastiriimigtir
(Englebienne, 1998; Englebienne, 2000). Hedef molekllin baglandidi plasmon
spektrumundaki dalga boyu kaymasi veya belli bir dalga boyundaki absorpsiyon
yogunlugunun degisimi ile analiz edilmekte olup dalga boyu kaymasinin
incelenmesinin daha hassas oldugu rapor edilmistir (Yu,2006). Altin nanogubuklar
hem eksenel hem de radyal yonde plasmon bandi gdstermektedirler. Ozellikle
eksenel yondeki plasmon dalga boylari bulunduklari ortamin dielektrik 6zelliklerinin
degisimine daha duyarlidirlar. Ornegin ortamin refraktif indeksindeki 0.1 birimlik bir
degisim bile altin nanogubuklarin eksenel plasmon dalga boyunda 40 nm’lik bir
dalga boyu kaymasina neden oldugu belirtiimistir (Perez-Juste, 2005). Bu
duyarhih@in altin nanogubuklarin uzunluk/cap (aspect ratio) oraninin artmasiyla
daha c¢ok arttigi rapor edilmistir. EI-Sayed ve arkadaslari altin nanogubuklarin
“aspect ratio” oranlarindaki en ufak bir degisikligin ¢ozelti renginde ve plasmon
spektrumunda degisiklige neden oldugunu belirtmiglerdir. Literaturde altin
nanogubuklarin ~ bu  Ozelliklerinden  yararlanilarak  farkh  6zelliklerdeki
nanogubuklarla birden fazla analitin es zamanh tayin edildigi multipleks
biyosensorleri gelistiriimeye calisiimistir. Yu ve arkadaslar farkli aspect ratio
oranindaki altin nanogubuklara farkh antijenler baglayarak altin nanocgubuk
problari hazirlayarak bunlarin hedefleri ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon
dalga boylarindaki kaymayi inceleyerek multipleks biyosensorler gelistirmislerdir
(Yu, 2006). Wang ve arkadaslari E. coli and anti-S. Typhimurium patojenik
bakterilerine 6zgl antibadilerle hazirladiklari altin nanogubuk problarin ilgili
antijenleri ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boyu kaymalarini

inceleyerek patojenleri tayin etmiglerdir (Wang, 2008).

Ayrica son yillarda DNA hibridizasyonu, antijen antibadi etkilesimi gibi molekuler
dizeyde etkilesmelerin kantitatif izlenmesi igin Au film tabakasi yerine Au
nanopartikillerin kullanildigi lokalize SPR sistemleri normal SPR sistemlerine
alternatif olarak geligtirilmistir. Bu sistemlerde taniyici (ligand) molekulleri cam
slaytlarin ylzeyine vyerlestiriimis altin nanopartiklllerinin ylzeyine immobilize
edilmekte ve hedef molekulu iceren sivi fazla etkilestirilerek, ortamin dielektirik
sabiti ve dolayisiyla refraktif indeksi degisiminin optik olarak gbzlenmesiyle tayin



gerceklestirimektedir. BOylece herhangi bir ceviriciye gerek olmadan yuksek
secicilik ve hassasiyette, etiket gerektirmeden, basit, ucuz ve tasinabilir Au
nanopartikil esasli SPR sensoérleri gelistirilerek cesitli patojenik bakteriler ve
genetik hastaliklar tayin edilebilmektedir. Ayrica Au ve Ag nanopartikullerinin
partikil boyuna ve sekline baglh olarak farkl optik 6zellikler gostermesi nedeniyle
birden fazla analitin es zamanli tayininde yapildigi SPR biyosensorleri de

gelistiriimektedir.

Sunulan bu g¢alismada ug¢ farkli nanopartikul Uretilmesi amacglanmistir. Bunlardan
birincisi son yillarda ¢ok yodun bir sekilde arastirmalar yapilan, 6zellikle
nanoboyutta beklenmedik optik 6zellikleri olan ve kolaylikla modifiye edilerek aktif
ajan (prob) baglanabilen altin nanopartiktllerdir. Bunlarin farkli boyut ve sekillerde
uretilmeleri, hem mikroemulsiyonlar ve hem de cam taslyici yuzeylere tek tabakall
adsorbe edilerek, alternatif DNA tani kitleri ve nanoarrayler gelistiriimesi

hedeflenmistir.

Tez kapsamindaki calismalarda nanoboyutta beklenmedik optik 6zellikleri olan
kolaylikla modifiye edilerek aktif ajan (prob) takilabilen kiresel ve ¢gubuk formunda
altin nanopartikil ve nanogubuklar, cekirdek/kabuk formunda altin kapli manyetik
nanopartikiller (Fe3O4/Au) olmak Uzere u¢ farkli nanopartikilin sentez ve
karakterizasyonu  gergeklestiriimistir. Daha sonra bu  nanopartikullerin
mikroemulsiyon fazda tani kitleri veya nanoarray sistemlerinde ve cam gibi tasiyici
yluzeylere adsorbe edilerek SPR destekli elipsometrik biyosensorlerinde
kullanilabilirlikleri olmak Uzere iki farkli nanotip uygulamasi calismalari

gerceklestirilmigstir.

Mikroemdlsiyon fazda tani kiti veya nanoarray ¢alismalarinda segilen dort tip altin
nanopartikullerin yuzeyine tiyollu oligonukleotitler immobilize edilerek nanoproplar
hazirlanmistir. Bu calismalarda M. Tuberculosis Kompleks’ine (MTB) ve M.
Gordonae patojenik bakterilerine 6zgl tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma
kolu takilmis oligonukleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimistir.
Oncelikle sentezlenen farkl sekil ve yapidaki altin nanopartikillerin optik dzellikleri
incenelenip yuzeylerine farkli derigsimlerde prob oligonUkleotitler immobilize
edilerek optik 6zelliklerindeki degdisimler incelenmistir. Daha sonra prob takili bu

altin nanopartikuller farkl derigsimlerde hedef (komplementer) oligonukleotidleri ile



etkilestirilerek, optik 0zelligindeki degisimler izlenerek hibridizasyonun olup
olmadigi izlenmigtir. Ayrica sistemin hassasiyetini arastirmak amaciyla
nanopartikul yuzeyine immobilize edilmig prob oligonukleotitin eslenigi olmayan bir
oligonukleotit ile etkilestirilerek hem dalga boylarindaki kayma hem de fluoresan
sinyal siddetindeki degisimler incelenmigtir. En son asamada yuzeyinde farkli
problar takilmig iki farkli sekil ya da yapidaki altin nanopartikdl karigimlarini iceren
mikroemulsiyonlar  (“nanoarrayler’)  hazirlanmistir. Bu mikroemulsiyon
karigimlarina sadece birinin hedefini iceren oligonukleotit ¢ozeltisi eklenerek hedef
oligonukleotitin ilgili probunu igeren nanopartikilin plasmon dalga boyundaki
kaymalar incelenmigtir. Bu sekilde altin nanopartikullerin (farkl sekil ve boyutta)
optik 6zelliklerinden faydalanarak mikroemdilsiyon fazda altin nanopartikil esasli
DNA tani kiti ve DNA arrayler olusturulmustur. Bir test tlpu icersinde birden fazla
analitin es zamanli tayin edilebilecegdi (lab-in-a-test-tupe) multipleks biyosensorleri

geligtiriimeye c¢aligiimigtir.

SPR destekli elipsometrik biyosensor c¢alismalarinda oncelikle tasiyici destek
materyali olarak kullanilacak cam slaytlar ongurilmds uygun yontemle
temizlenmistir. Temizlenmis cam slaytlar 6-Merkaptopropilmetoksisilan (MPTS)
cOzeltisiyle silanize edilip tiyol u¢ grubundan dort tip altin nanopartikilin kimyasal
olarak immobilizasyonu saglanmistir. Farkh derigimlerde (0.25-1.0 (%v/v)) dort tip
altin nanopartikilin cam yuzeyine immobilize edilerek SPR destekli elipsometrik
Olcumlerle cam slayt yuzeyini tek tabaka kapliyacak sekilde optimum nanopartikul
derisimi belirlenmistir. Daha sonra optimum derisimde cam yuzeyine kimyasal
olarak immobilize edilmis altin nanopartiklller ile genigletilmis cam slaytlar, SPR
sisteminde tasiyici matriks olarak kullaniimistir. Bu sekilde hazirlanmis altin
nanopartikillerle genisletiimis cam slaytlara doért farkh derisimde (0.25-2.0 yM) M.
Gordonae patojenik bakterisine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu
takilmig oligonukleotit problari gonderilerek SPR destekli elipsometrik dlgiimlerle
optimum prob derigimi belirlenmigtir. Optimum prob derigsiminde oligonukleotit
takilmis cam slaytlara daha sonra dort farkli derisimde problarin hedefi olan
oligonukleotitler gondererek SPR destekli elipsometrik dlgiimlerle hibridizasyon
sonucundaki kalinlik degisimi incelenmistir. Ayrica optimum hedef oligonukleotit
derisiminde hedef olmayan oligonUkleotit ¢dzeltisi gdnderilerek sistemin segiciligi

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Yunanca’'da clce anlamina gelen “Nano” bir fiziksel buyuklagun bir milyarda biri
olup, bir nanometre yaklasik 2-3 atomun yan yana diziimesiyle elde edilen
uzunluktur. Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre boyutlari arasinda olan
nanoyapilarin arastirilip, teknolojilerin geligtiriimesidir. Atomik skalada yapilan bu
arastirmalar sonucu olusan geligmeler insan sagliginda nanoteknolojiden
kaynaklanan tekniklerin uygulanmasiyla Nanotip (Nanomedicine) olarak
adlandirilan yeni bir disiplin ortaya ¢ikarmigtir. Tipta devrim yaratma potansiyeline
sahip yeni bir alan olarak ifade edilmektedir. Bu alanin kalbi, nanometre
boyutunda nanoyapilarin olugturulup bunlarin boyutuna bagh olarak gosterdikleri

cesitli essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin kullanilmasina dayanmaktadir.

Nanopartikuller, yiksek yuzey alanin yaninda farkl optik, elektronik, manyetik ve
fluoresan Ozelliklerinden dolayr birgok uygulama alanina sahip Ustln
malzemelerdir. Altin ve gimus gibi metalik nanopartiklller, fluoresan 6zellik
gosteren yari iletken nanokristaller (Quantum Dots) ve manyetik nanopartikiller
bunlara érnek gdsterilebilir. Ozellikle medikal alanda cesitli patojenik ve genetik
hastaliklarin teshis ve tanisinda kullaniimak Uzere tasarlanan biyosensorlerde,
tumor hicrelerinin erken teshis edilmesinde bu nanopartikillerin optik, fluoresan

ve manyetik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir.

Son yillarda gesitli hastaliklarin teshis ve tanisi, ¢evresel kirliliklerin ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi icin yuksek secicilik ve hassasiyette optik nanobiyosensorler
gelistiriimektedir. Bu biyosensor uygulamalarinda 6zellikle Au ve Ag gibi metalik
nanopartikullerin essiz optik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir. Au nanopartiktllerin
kararli olmasi, toksik olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekuillerin kolay
baglanmasi gibi avantajlari nedeniyle ¢ok kullanilan metalik nanopartiktllerdir. Son
yillarda DNA hibridizasyonu, antijen antibadi etkilesimi gibi molekuler duzeyde
etkilesmelerin kantitatif izlenmesi igin Au film tabakasi yerine Au nanopartikdillerin
kullanildigi lokalize SPR sistemleri normal SPR sistemlerine alternatif olarak
geligtiriimigtir. Bu sistemlerde taniyici (ligand) molekulleri cam slaytlarin ylzeyine
yerlestirilmis altin nanopartikullerinin yluzeyine immobilize edilmekte ve hedef
molekulu iceren sivi fazla etkilestirilerek, ortamin dielektirik sabiti ve dolayisiyla



refraktif indeksi degisiminin optik olarak gozlenmesiyle tayin gerceklestiriimektedir.
Boylece herhangi bir geviriciye gerek olmadan yuksek segicilik ve hassasiyette,
etiket gerektirmeden, basit, ucuz ve tasinabilir Au nanopartikil esashh SPR
sensorleri geligtirilerek c¢esitli patojenik bakteriler ve genetik hastaliklar tayin
edilebilmektedir. Ayrica Au ve Ag nanopartikullerinin partikil boyuna ve sekline
bagh olarak farkli optik Ozellikler gostermesi nedeniyle birden fazla analitin es

zamanli tayininde yapildigi SPR biyosensorleri de gelistiriimektedir.

Manyetik nanopartikillerin en 6nemli avantaji ortamdan manyetik alan kullanilarak
kolaylkla ayrilabilmeleridir. Bu Ozelliklerinden dolayr birgok biyomedikal
uygulamalarda kullanimi artmaktadir. Bu amagla manyetik 0zellik tasiyan
(manyetit (Fe3O4), maghemit (Fe,O3), kobalt (Co), nikel (Ni) gibi) inorganik
maddeler ile yukli sentetik (polistiren, polivinilalkol, poliakrilamit, poliakrilik asit
gibi) ve dogal (kitosan, aljinat, dekstran gibi) polimerik partikuller Uretiimekte ve
bunlari ticari olarak bulunabilmektedir. Son yillarda manyetik ¢ekirdegin
oksidasyonunu onleyerek inert bir yapi olusturmak ve biyolojik ¢alismalara uyumlu
hale getirmek icin altin, gimus gibi metalik yapilarla kaplayarak manyetik 6zellik
gOsteren altin kapli nanopartikuller olusturulmustur. Bdylece birgok biyomedikal
uygulamalar da hem altin kabugun optik 6zelliginden hem de manyetik ¢ekirdegin

manyetik 6zelliginden yararlaniimaktadir.

Manyetik nanopartikuller; hicre ayriimasi ve saflastirilmasi, kontrolll ilag salimi,
RNA-DNA saflastirimasinda kullaniimaktadir. Klinik teshis ve tanilarda c¢ok
kullanilan Manyetik Rezonans Goruntileme (MRI) tekniginde manyetit (Fe30,),
maghemit (Fe,O3) gibi inorganik bir madde ve bunlarin dekstran gibi bir polimerle
kaplanmasindan olusan superparamanyetik nanopartiktller MRI’de sinyal siddetini
artinct  ajan olarak kullaniimaktadir. Bu nanoyapilarin bir tarafina tumor
hicrelerinin ¢ok tukettigi bilinen folik asit gruplari diger tarafina da kemoterapi de
kullanilan  zehir molekulleri baglanarak nanoboyutta Truva Ati yapilar
hazirlanabilmektedir. Tumor hucreleri, ylzeyinde folik asit tasiyan manyetik
nanopartikulleri emerken beraberindeki zehir molekulinide birakarak saglhkli
hicreler fazla zarar goérmeden sadece kanserli hicrelerin  6ldurilmesi
saglanabilmektedir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi de kanser

hdcrelerinin yaninda saglikli hicrelerde zarar gérmektedir. Bu sekilde manyetik



nanopartikullerin bu yan etkileri ortadan kaldirmasiyla kanser tedavisinde Umit
verici sonuclar elde edilebilecegi digunulmektedir. Ayrica cagimizin hastaligi olan
cesitli kanser hastaliklarinin erken teshis edilmesinde de kanser hucrelerini
taniyabilen spesifik c¢esitli biyomolekilleri (peptit, oligonlUkleotit, enzim ve
antibodiler gibi) manyetik nanopartikullerin yizeyine immobilize ederek manyetik
nanoproplar hazirlanabilmektedir. Bu problarin htcre igindeki hedef molekulleri
tanidiginda, partikullerin oraya birikmesi ile MRI sinyal siddetinde artma olur. Bu
teknikle gesitli kanser hastaliklarinin erken teghis edilebilecegi umut edilmektedir.
Yuzeyinde kanser hicrelerine spesifik antibodiler igeren manyetik nanopartikiller,
kanser hucrelerine yonlendirilerek uygulanan dalgali manyetik alan etkisiyle bir isi
olusturulmaktadir. Manyetik 1sitma (Hyperthermia) olarak adlandirilan bu yontemle

de kanser hicreleri oldurilebilmektedir.

Son zamanlarda essiz optik ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle butin ilgiyi Uzerine
ceken bu nanoyapilardan biri de yar iletken maddelerden olusan kuantum
noktaciklari (Quantum Dot) olarak adlandirilan nanokristallerdir. Mordan koyu
kirmiziya kadar gokkusaginin butin renklerinde 1sima yapan bu nanokristaller
genis bir uygulama alanina sahiptir. Kuantum noktacilarinin nanoboyutta olmalari,
yuksek fotostabiliteye sahip olmalari ve boylarina bagh olarak ayarlanabilir bir
emisyon 0Ozelligi gdstermeleri gibi 6zellikler quantum dotlarin biyolojik, biyomedikal
ve biyoanalitik gorintlileme uygulamalarinda ideal bir prop olarak kullaniimasini

saglamaktadir.

“Quantum Dot’lar, periyodik cetveldeki 1I-VI (CdSe, CdTe, CdS, and ZnSe), IlI-V
(InP ve InAs) ve IV-VI (PbS, PbSe) ci grup elementlerinden sentezlenen yari
iletken maddelerden olusan monodispers inorganik nanokristallerdir. Bu partiklller
yaklagik 10 -50 atom iceren 2-10 nm boyundaki renkli kristallerdir. Ayrica bunlar
‘vapay atomlar’ olarak da adlandiriimaktadirlar. Cekirdek ve c¢ekirdek-kabuk
yapisinda olmak uzere iki tip Qdot yapisi vardir. Cekirdek CdS, CdSe, CdTe gibi
maddelerden olusabilmektedir. Cekirdegi olusturan madde nanokristalin hangi
renkte 1sIk yayacagini belirlemektedir. Cekirdek/kabuk yapisindaki “Qdot’larin
cekirdegi ZnS gibi inorganik bir kabuk tarafindan korunmaktadir. Kabuk olarak
kullanilacak madde gekirdekte kullanilan maddenin enerji band boslugundan daha

baylk bir band bosluguna sahip maddeden olugsmaktadir. Kabugu olusturan



madde nanokristali stabilize eder, kuantum verimini yani 1s1gin floresan giddetini
artirir, 1s1k degredasyonunu azaltir. Bu nanokristaller uygulama alanina gore cesitli
polimerlerle kaplanarak oligonukleotitler, peptidler ve antibadiler gibi biyolojik

molekulllerle fonksiyonlandirilarak degisik Qdot problari hazirlanabilmektedir.

“Qdot’lar, genis uyarilma ve dar emisyon spektrumuna sahiptirler. Qdotlarin
cekirdeginin bilesimi ve boyu degistirilerek genis bir aralikta emisyon spektrumu
ayarlanabilmektedir. Dolayisiyla farkli boy ve bilesimdeki nanokristaller tek bir 11k
kaynagi altinda uyarilarak farkl renklerde isik yaymalari saglanabilmektedir.
Ayrica Qdotlar peptitler, antibodiler, nukleik asitler gibi biyolojik molekullere
kovalent olarak baglanabilmektedir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak c¢oklu Qdot
problari hazirlanarak birden fazla molekil es zamanh olarak analiz
edilebilmektedir. Qdotlarin organik boyalara gore kuantum verimleri (QY) daha iyi
yani daha parlak 1sik yaymaktadir ve fotokimyasal kararlihgr (photochemical
stability) daha yuksektir. Bu 6zelliklerinden dolayi Qdotlar 6zellikle uzun sureli ve
yuksek duyarlilikta goruntileme ve c¢oklu etiketleme gibi birgok biyolojik
uygulamalarda floresan etiket olarak kullaniimaktadirlar. Coklu analizlerde
kullanilacak her bir boyanin tipine bagli olarak farkli bir 151k kaynagi
gerektirmesinden c¢oklu analizler igin uygun degildirler. Her bir boyanin genis bir
emisyon spektrumu vardir. Dolayisiyla farkli organik boyalarin emisyon
spektrumlarinin birbirini kapatmasindan dolayi hassas dedgildirler. Ayrica organik
boyalar uzun sureli floresan 6zellik gostermezler. Organik boyalarin etiket olarak
kullanildigi sistemlerdeki bu tur dezavantajlari ortadan kaldiran essiz optik ve

kimyasal 6zelliklere sahip QDot’lar ¢oklu analizler igin ideal etiketlerdir.

Yapilan son c¢alismalarda hem manyetik nanopartikillerin manyetik 6zelliginden
hemde Qdot’larin optik 6zelliklerinden faydalanmak amaciyla magnetofluoresans
nanopartikiller (magnetofluorescent nanoparticle) olarak adlandirilan nano hibrid
yapilar olusturulmustur. Manyetik 06zellik gosteren bir c¢ekirdek ve bunun
etrafininda Qdot nanokristalleriyle kaplandigi ¢ekirdek/kabuk yapisindaki bu
nanoyapllarin kanser hucrelerinin belirlenip ayrilmasi gibi bircok biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilecegi dusunulmektedir.



Goruldagu gibi boyut olarak gozle gorulmeyecek kadar ¢ok kuguk olmalarina
kargin iglevleri agisindan buyuk isler basaran bu nanopartikillerin biyomedikal
alanda daha birgcok gelismeler saglayacagi bir kaginilmazdir. Cizelge 2.1°de

nanopartikullerin genel medikal uygulamalari gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Nanopartikullerin genel medikal uygulamalari (Chen, 2008).

Nanopartikiiller Ornek Medikal Uygulamalar

Metal Nanopartikul Altin Nanopartikdl Hastalik tani ve teghisi
Altin Nanogubuk Biyosensor
Altin Nanokabuk Molekuler gorintileme
Kuantum Kristalleri ilag salimi

Manyetik Nanopartikil Sliperparamanyetik MRI

demir oksitler

Polimerik Nanopartikil PLGA ilag salimi
PLA-PGA Protein salimi

Gen ekspresyon vektori

2.1. Metal Nanopartikuller

Metal nanopartikuller, serbest elektronlarinin elektromanyetik alanla uyariimasiyla
olusturduklari lokalize yuzey plasmon rezonanslari nedeniyle gorunur ve yakin
infrared dalga boylarinda glcli optik uyarilma gdstermektedirler. Sekil 2.1’de
metal bir kuredeki plasmon salinimi gosteriimektedir. 1908 yilinda kuresel altin
kolloidleri i¢cin Mie tarafindan teorik olarak aciklanmistir. Daniel ve arkadaslar
tarafindan bu partikillerin 6zellikleri ve kullanim alanlari, kimyasal modifikasyonu
ve sentez yontemleri Ozetlenmigtir (Daniel, 2004). Elghanian ve arkadaslari
oligonukleotitle  fonksiyonlandiriimis  altin  nanopartikiller, eslenigi  olan
oligonukleotitle karigtinildiginda renk degisimi ile 10 fmol'a kadar tek zincirli
oligonukleotit dizilimi belirlemistir (Elghanian, 1997). Storhoff ve arkadaslari tek
bazi farkl olan oligonukleotit dizilimi isitarak (melting temperature) yontemiyle

tayin etmigtirler [Storhoff, 1998]]. Nanopartikil ylzeyine analit molekllu



baglandiginda, nanopartikillerin ¢evresindeki ortamin dielektrik o6zelliklerinin
degismesiyle plasmon rezonans dalga boylarinda kayma go6zlenmektedir.
Englebienne, Heves ve arkadaslari nanopartikillerin bu 06zelliklerinden
yararlanarak partiktl yluzeyine bir analit molekulin baglandigini belirlemiglerdir. Bu
basit teknlolojiyle 10 nM derisimine kadar etiket icermeyen analitlerin tayin
edilebilecegi Dbelirtiimigtir (Englebienne, 1998). Ayrica metal nanopartikuller,
mikroskopik etiket olarakta kullanilabilmektedir. Altin ve gumus nanopartikilleri
blylk 1sik sagiimasi yapmalari ve diger yari iletken nanopartikiller ve floroporlar
gibi renk solmasi gibi Ozellikler gostermemeleri nedeniyle optik goéruntuleme
uygulamalarinda kullaniimaya basglamistir. Altin nanopartikillerin en dnemli 6zelligi
sekil ve boyutuna bagli olarak farkl optik 6zellikler gostermeleridir. Bu 6zellikleri
sekil ve boyutuyla ayarlanabildigi igin en Onemli biyomedikal uygulamalari
dokularin goéruntulenebilmesi, tumor bolgesinde altin kabuklu partikallerin NIR
lazer ile uyararak tumorin parcalanmasi olan fototermal kanser terapisi
uygulamalaridir. Boylece ayarlanabilen plasmon rezonant spektra gosteren altin
nanokabuk, nanokafes, nanogubuk ve nanopartikiller sentezlenerek degisik
biyolojik  Orneklerle  fonksiyonlandirilarak  kanser tani ve tedavisinde

kullanilabilinecektir.
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Sekil 2.1. Metal bir kiiredeki plasmon salinimi

Altin nanogubuklar, Sekil 2.2 ‘de gosterildigi gibi iki farkli plasmon rezonansi
gOstermektedir. “Transverse” plasmon (TP) nanogubugun c¢api boyunca
uyarilmasina bagh olarak gdsterdigi kliresel altin kolloidlerin plasmon rezonansina
benzer rezonanstir. Digeri “longitudinal” plasmon (LP) denilen nanogubugun
uzunlugu boyunca uyarilmasi sonucu olugan plasmon rezonansidir.

Nanocgubuklarin uzunluk/cap orani denilen “aspect ratio” degeri dedistikge
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plasmon rezonans pikleride degismektedir. Boylece farkhh uzunluk ve c¢ap
oranindaki altin nanogubuklarla goérintrden yakin infrarede kadar plasmon
rezonans gosteren partikuller elde edilmektedir. Altin nanogubuklarin uzunlugu
boyuncaki plasmon rezonansi yiksek polaritasyona sahiptir ve diger altin
nanopartikullerden daha dar bir ¢izgi genigligine sahiptir. Bu ozellikleri altin
nanogubuklarin kullanildigl birgok uygulamada avantajlar saglamaktadir. Keskin,
polarize olmus NIR rezonanslari c¢oklu biyolojik sensor ve biyomedikal
uygulamalarinda kullanilabilirligini saglamaktadir. Ayrica biyosensor
uygulamalarinda altin nanogubuklar ayni boydaki kiresel altin nanopartikillere
gore ortamin dielektrik sabitinin  degisimini daha ylksek hassasiyette
gOstermektedir. Altin nanogubuklarindan polarize sagilma ile mikroskopik
géruntuleme uygulamalarinda molekuler skalada oryantasyon bilgileri
saglanabilmektedir. Fototermal terapilerde kiguk boyuttaki altin nanogubuklar ile
doku icine penetre olmasinda ve damarsal tiumorlere girmesinde kolaylk

saglanabilmektedir.
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Sekil 2.2. Kolloidal altin nanogubuklarin farkh iki yizey plasmon bandi. Gorinur
bdlge:520-530nm, enine (Transverse) yiizey plasmon bandi, Yakin infrared: 700-

1500 nm, boyuna (Longitudinal) ylzey plasmon bandi.

Altin nanopartikilleri ¢esitli proteinlerle fonksiyonlandirilarak biyobilimlerde arag
olarak kullaniimaktadir. En genel yontem Fres tarafindan gelistiriimis sodyum sitrat
yontemiyle kolloidal altin nanopartikil sentezidir. Tetrakloraurat denilen altin

tuzunun trisodyum sitrat ile kontrolli indirgenmesi yontemidir. Sitrat sadece
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indirgeme ajani olarak degil ayrica koruyucu bir grup olarakta fonksiyon
gostermektedir. Altin nanopartikil ¢cevresinde negatif yuk olusturarak elektrostatik
olarak partikullerin birbirini gekmesini engelleyerek ¢okmesini engellemektedir.
Ayrica sitrat tabakasi tiyol gibi aurofilik molekulllerlede kolayca vyer
degistirebilmektedir. Ornegin 10-40 nm boyunda koloidal altinlarin yiizeyine
antibadi molekulleri adsorplanarak histolojide doku orneklerinin farkli bolgelerini
biyospesifik etiketliyerek daha sonra elektron mikroskopi ile analizi yapilmaktadir
(Liao, 2005).

2.2. Kuresel Altin Nanopartikuller

Nanoteknoloji kimya, biyoloji, fizik ve tip alanlarinin birlesimiyle olusan, analitik ve
biyolojik bilimlerde ultrasensitif dedeksiyon ve goérintileme yontemlerinin
gelismesi icin giderek artan bir oneme sahip modern bilimin yeni bir dali
olmaktadir. Ozellikle fonksiyonellestirilmis altin nonapartikillerin ultrasensitif
dedeksiyon ve goruntileme yontemleri ile biyoloji ve farmakoloji alaninda kullanimi
biyotanima da arastirmacilar i¢in ¢ekici hale gelmektedir; c¢unku altin
nanopartikiller benzersiz optik o6zelliklere (6rnedin yluzey plazmon rezonans
absorpsiyonu ve rezonans isik saciimasi gibi), yuzey kaplama cesitliligine ve

yuksek biyouyumluluga sahiptir (Daniel, 2004; Niazov, 2004).

Genellikle kuglik metal nanopartikillerin  optik Ozellikleri, elektromanyetik
radyasyon olay! ile rezonansa giren yuzey elektronlarinin toplu saliniminda
“Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)” veya “Lokalize YlUzey Plazmon Rezonans
(LSPR)” olarak da bilinen plazmon rezonansina sahiptir (Myroshnychenko, 2008).
Altin igin, bu salinim rezonans frekansi yigin yapinin dielektrik sabiti tarafindan
kontrol edilmekte ve elektromanyetik spektrumun goranur bolgesinde yer
almaktadir; ¢linku nanopartikiller yliksek ylzey alani hacim oranina sahiptir.
Plazmon frekansinin lokal cevre ile kendi ara yuzunun dielektirik (refraktif
indeksine) sabitine duyarli hassasiyeti vardir. Bu partikullerin gevresindeki
herhangi bir degisim (ylUzey modifikasyonu, kimelenme, ortam refraktif indeksi
gibi.)  dispersiyonlarin  kalorimetrik  deg@isimine yol ag¢maktadir.  Altin
nanopartikillerin baglanmasi (ya da kiUmelenmesi) plazmonlarin birlesmesi

nedeniyle, sik sik belirgin renk degisiklikleri esiliinde meydana gelmektedir.
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Kalorimetrik sensorlerde kullanilan altin nanopartiktller 6nemli uygulamalara

sahiptir ve yaygin olarak incelenmektedir (Burda, 2005).

Sadece plazmon tarafinda 1s1§in kuvvetli emilimi degil, bunun yani sira onlarin
Rayleigh (elastik) saciimasida 6nem tasimaktadir. Emilimle kargilastirildiginda
buyuk oranda giden g1k sagilmakta ve partikullerin giderek buyudugu goézlenmistir
(Murphy, 2008); ¢lnku altin nanopartikillerinden sagilan 1s1gin plazmon bandlari
elektromanyetik spekturumun gorunur bolgesi ile uyum igindedir. Herbir
nanopartikalin  pozisyonu optik yolla goruntileme uygulamalari igin
hazirlanabilmektedir. Altin  nanopartikillerin uyarlanabilen fiziksel Ozellikleri
elektronlarin  ayarlanabilir  optik  6zellikler sunan kollektif salinimlarini
etkilemektedir. Bu birgok sayidaki biyo dedeksiyon uygulamalari igcinde uygulama
kolayligi saglamaktadir. Altin nanopartikillerin ¢ok yonlu ylzey kimyasi cesitli
biyofonksiyonel gruplarin baglanmasiyla elde edilmektedir. Amfilik polimerler,
silanoller, sekerler, nukleik asitler ve proteinler 6rnek gosterilmektedir. Ayrica tiyol

gruplarina altin ylzeyinin guclu bir afinitesi vardir.

Son yillarda bu g¢aligsmalarin bazilari kendi iginde malzemelerin veya alt sinif nano
malzelemelerin biyolojik uygulamalarina odaklanarak genel bir bakigla tekrar
gbzden gecirilmistir. Burada iyonlar, kug¢uk molekuller, DNA ve protein
dedeksiyonu ve hicresel analizler, bazi teknik sorunlarin vurgulanmasi ve segilen
bir dizi yeni uygulamalar igin kuresel altin nanopartikil problarin ve altin
nanopartikul testlerin hazirlanmasina odaklaniimigtir.  Ayrica gorunur bdlgede
ayarlanabilir absorbsiyon ve NIR (700-1300nm)a sahip klresel olmayan
nanopartikiller, altin gubuklar (AuNRs) ve altin nanokabuklar (AuNS, nano dlgekte

uzeri altin kapl silika ve manyetik nanokureler ) calisiimistir (Wang, 2009).

2.2.1. Altin Nanopartikil Problarin Sentezi

Altin  nanopartikiller ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir. Ancak
monodispersite gerekli oldugunda pratik sinirflamalar goértlmektedir. Altin
nanopartikuller igin bir nm den bir kag mikrometreye kadar ¢ok sayida hazirlama
yontemi literatirde yer almaktadir. 10nm’den 150 nm’ye kadar altin hidrosoller

elde etmek igin saptanan en yaygin uygulanan prosedur altin(lll) tuz cesitlerinin
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sitratle indirgenmesi klasik Turkevich-Frens varyasyonlaridir (Turkevich, 1951;
Frens, 1973). Altin nanopartikulin boyutu (10nm ile 140nm arasinda)
indirgeyici/stabilizér ajan (trisodyum sitrat) ve altin (lll) tuz tdrevleri
(hidrojen/sodyum tetraklorat(lll)) arasindaki oranla kontrol edilebilmektedir. Bu
metot kolaylikla diger istenilen ligandlarla (6rnegin tiyollenmis DNA) partikal
yuzeylerindeki kabaca kaplanmis sitratlarin yer degistirmesinde siklikla
kullaniimaktadir (Wang, 2009).

Codu hidrofobik ve c¢ap boyutlari 1 ile 8 nm arasinda olan altin nanopartikiller,
altin (lll) tuz turevlerinin sodyum borhidrat NaBH, ile organik bir ¢dzlcu iginde ya
iki fazli sivi/sivi sistemleri ya da uygun tek fazli ¢ézlcu kullanarak tiyol ligantlarin
varliginda indirgenerek Brust-Schiffrin metoduyla hazirlanmaktadir (Brust,1994).
Brust- Schiffrin metodunda tetraklorat (1), tetraoktilamonyum bromid (TOAB) faz
transfer ajani kullanilarak toluene transfer edilir ve dodekanetiyol (DDT) varliginda
NaBH, tarafindan indirgenmektedir. Daha buyuk tiyol/altin mol oranlari, daha
kiguk ortalama c¢ekirdek buyuklugu vermektedir. Hizli indirgen eklemesi ve
¢Ozeltinin sogutulmasi daha kluguk ve tek boyutlu dagiimis partikuller Gretimini
saglamaktadir. Brust-Schiffrin metodunu takiben, ¢ok gesitli fonksiyonellestirilmis
tiyol liganth altin nanopartikiller (AuNP) sentezlenmistir. Hussain ve c¢alisma
arkadaslarn tarafindan gelistirimis 5 nm’nin altinda 6rnegin alkil tiyoeter sonlu
fonsiyonellestirilmis poli(metakrilik asit) gibi tiyoeter ya da tiyol fonksiyonel polimer
ligandlar kullanarak yuksek oranda tek boyutlu dagiimig altin nanopartikillerin
sulu ortamda tek asamali bir yontemle hazirlanmasini saglamislardir (Hussain,
2005). Bu yaklasimla, partikil boyutu ve partikil dagilimi polimer yapisinin,
derisiminin ve yogunlugunun c¢ok kuguk degisimleriyle kontol edilmektedir.
Sistematik olarak polimerin altina orani degistirilerek nanopartikullerin boyutlari
ayarlanabilmektedir ve floresan olmayandan floresan nanopartiklllere gegis

cekirdek ¢api 1.7 ile 1.1 nm arasinda gozlemlenmektedir.

Brust- Schiffrin prosesi:

AuCl 4 (aq) + TOAB(org) — AuCl 4 -TOAB(org),

AuCI™, -TOAB(org) + RSH(org) —(—Au*SR-),(polimer)(org),
(~Au'SR-),(org) + BH™4 (aq) — Aux(SR),(org).
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2.2.2. Altin Nanopartikiil Problarin Stabilizasyonu ve Fonksiyonellestirilmesi

ileri altin nanopartikiil uygulamalari icin molekiiler tanima bdlgelerinin (8rnegdin
fonksiyonel gruplarin) nanopartikullere kararli bir sekilde yapisi bozulmadan
baglanarak prob nanopartikuller hazirlanmaktadir. Bu asamada molekuler tanima
bdlgeleri aktif halde olup partikll ylzeyine aktif bdlgelerinden baglanmamalidir.
Ayrica problar birbirlerine ya da sistemdeki hi¢ birseyle non-spesifik olarak
etkilesmemelidir. Farkli molekuler tanima molekulleri takilmis nanopartikil problari
kullanillarak  biyoanalitik c¢alismalarda es zamanlh birden fazla tayin
gercgeklestirilebilmektedir. Ancak bu c¢alismalarda karsilasilan problemler
arastinimakta olup altin nanopartikillerin stabilizasyonu ve fonksiyonlastiriimasi
calismalari halen devam etmektedir. Elektrostatik etkilesim, spesifik tanima
(antibadi-antijen, biyotin-avidin gibi) ve kovalent baglama (Au-S kovalent) gibi G¢
tip yontem yaygin olarak kullanilarak altin nanopartikil problar hazirlanmaktadir
(Sekil 2.3). Ligand molekillerinin altin nanopartikil ylzeyine elektrostatik
etkilesim ya da fiziksel adsorpsiyon yontemleri ile immobilizasyonu daha basit, az
zaman almaktadir. Kovalent immobilizasyon yontemi elektrostatik etkilesim
yontemine gore daha zor ve karmasik bir prosestir. Ancak elektrostatik etkilesimle
immobilizasyonda baglanma vyeterince kuvvetli olmadigi igin bazi biyolojik
calismalarin daha ileri safhalarinda inkibasyon kosullari ve yikama asamalarinda
yeterli baglanma saglanamamaktadir. Proteinleri oksidasyondan korumak igin
kiguk yuksuz ve iki tiyol grubu iceren ditiyotretol molekulti, DNA hibridizsyon
calismalarinda ise yuksek tuz derisimi igeren tampon c¢ozeltilerinin kullanildigi
siddetli deneysel kosullari gerektiren bazi biyolojik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
sekildeki biyolojik calismalarda bu tarz tampon c¢oOzeltisi ile uzun sire
inkiibasyonda altin nanopartiktl problar ve analitler arasinda spesifik olmayan

guclu etkilesimler tayinin segiciligini azaltmaktadir.

Elektrostatik etkilesim ya da fiziksel adsorpsiyonla immobilizasyon teknikleri
karsilastirildiginda kovalent baglanma tekniginin daha kompleks olmasina karsin
ligandlarin altin nanopartikul ylizeyine kovalent baglanmasi daha iyi kararlilik ve
saglamlik gostermektedir. Ornegin; yiiksek tuz derigimi (2M NaCl) ve kaynama
sicakhgi gibi kosullarda da kararlilik devam etmektedir. Ayrica tiyol, fosfin ve amin

gruplari iceren molekuller tarafindan olan saldirilara bir d&lgide engel
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olabilmektedir. YUksek kararlilikta testler gerektiren birgok uygulama alaninda
kovalent olarak immobilizasyon teknigi tercih edilmelidir. Ligandlarin altin
nanopartikil ylzeyine immobilizasyonunda en ¢ok altin-tiyol (Au-S) kovalent bag
olusumu teknigi kullaniimaktadir. Partikul yuzeyindeki altin atomlari ile ligand
arasinda altin-tiyol kovalent baginin olugturulmasi icin tiyol, disulfit, tiyolester gibi
sulfur iceren ya da sulfur takilmis ligandlar kullaniimaktadir. Altin nanopartikdl
yuzeyine alkantiyolatlar, glutatyon, tiyopronin, tiyolli poli etilen glikol, tiyol ya da
disulfitle modifiye edilmis DNA, peptit gibi degisik molekuller takilabilmektedir. Alkil
bazli tek tabaka protein denaturasyonuna neden olmaktadir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak iginde 6zellikle nanopartikul-protein ara ylzeyinde bir tetra(etilen glikol)
uzatma kolu kullaniimaktadir. Son zamanlarda aptamer-altin nanopartikil
problarina dayali biyosensor uygulamalarina olan ilgi artmaktadir. Aptamer,
taninacak hedef analitlere ylksek afinite ve segicilikte baglanabilen tek zincirli
DNA veya RNA molekudludar. Aptamerler, SELEX (systematic evolution of ligands
by exponential enrichment) adi verilen ligandlarin in vitro olarak eksponansiyel
zenginlestiriimesi yontemiyle olusturulmaktadirlar. Aptamerle fonksiyonlandiriimig
altin nanopartikuller proteinler, metal iyonlari ve kuglk organik bilesikler gibi birgok
analitin tayin edilmesinde kullaniimigtir. Zhou ve arkadasglari altin nanopartikul ve
aptamer ile pseudo sandavi¢ yapisi olusturarak adenosin gibi kiigik molekilleri
SPR spektroskopi yontemiyle tayin etmislerdir (Wang, 2008). Oligonukleotit ve
proteinlere spesifik yliksek afinite gosteren biyolojik molekuller ile nanopartikulleri
fonksiyonlandirmak en ¢ok uygulanan yéntemlerden biridir. Ornegin, streptavidinle
fonksiyonlandirilmigs  altin ~ nanopartikilleri  biyotinli  proteinler ya da
oligonukleotitlerin, protein A ile fonksiyonlandiriimis altin nanopartikiller degisik
immunoglobulinlerin  degisken Fc kisimlarinin, karbonhidrat modifiye edilmis
partiktller ise yuksek afinite gosterdikleri proteinlerin tayin edilmesinde
kullaniimaktadir. Bu molekuller arasindaki yuksek baglanma sabiti nedeniyle

blylk avantajlar saglamaktadir (Wang, 2009).
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Sekil 2.3. Altin nanopartikul problari olusturma yontemleri

2.2.3. Altin Nanopartikiil Problarinin Kullanim Alanlari

Altin nanopartikul problari analitik ve biyolojik bilimlerde daha ¢ok kimyasal sensor
ve goruntileme ajani olarak kullaniimaktadir. Mirkin ve arkadasglari
nanopartikullerin  agregasyonu sonucu renk degistirmeleri  Ozelliginden
yararlanarak tek zincirli oligonUkleotit takili altin nanopartikilin eslenik
oligonukleotit ile etkilesimini olusan renk degisiminden belirlemiglerdir. Mirkin tipi
renk degisimine bagli tani sistemleri altin nanopartikullere genis bir uygulama alani
agcmistir. Daha sonra metal iyonlari, kiigik organik bilegikler, proteinler, nukleik
asitler ve hacreler gibi birgok hedef molekuli tayin edebilen c¢esitli altin

nanopartikil esasli tani sistemleri gelistiriimistir (Mirkin, 1996).

2.2.3.1. Agir Metal Katyonlarinin Belirlenmesi

Pb?*, Cr** ve Hg®" gibi agir metal iyonlari gevre ve insan sagligi icin biiyiik tehlike
olusturan maddelerdir. Lu ve grubu, altin nanopartiktlleri DNAz enzimi ile modifiye
ederek agir metal katyonlarini yerinde, es zamanli, herhangi bir etiket
gerektirmeyen hizli ve basit bir sekilde tayin edecek kalorimetrik sensor
gelistirmislerdir.  Hg®*  iyonlari  timin-timin  bazinin  yanlis  eslesmesini
indiiklemektedir. Liu ve Mirkin grubu ortamdaki Hg?* iyonlarinin timin-Hg**-timin

baz cifti olusturmasina dayanan duyarli ve segici herhangi bir enzim gerektirmeyen
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sicaklik kontrollii kalorimetrik bir sensér olusturmuslardir. Hg?* iyonlarinin derisimi
DNA-altin nanopartikil agregatinin bozulma sicakliginda ¢ozelti rengindeki

degisimle belirlenmigtir (Wang, 2009).

2.2.3.2. DNA Tayini

DNA tayini igin altin-nanopartikil esasli kalorimetrik metotlar genis c¢apl
kullanilmis ve literatirde ¢ok fazla yer almaktadir. Au nanopartikil esasli DNA
tayini icin yeni teknikler gelistirimeye baglanmistir. Mirkin ve arkadaslari, cift
sarmal genomik DNA’yl tayin edebilmek icin biyo barkod tani sistemi
gelistirmiglerdir. Bu yontemle biyolojik silah ajanlari dogru ve hizli bir sekilde tayin
edilebilecegi belirtiimigtir (Mirkin, 2007). Fan ve arkadaslari “chronocoulometry”
DNA sensoru (CDS) tasarlayarak sandavig stratejisi izlenerek hedef DNA'yi tayin
etmislerdir. Altin elektrod ylzeyine prob DNA immobilize edilip hedef DNA ile
hibridizasyonunu izlemek i¢in haberci DNA altin nanopartikul ile etiketlenmistir.
Hibridizasyon sonucu altin nanopartikuller elektrod yuzeyine yakinlasmistir.
“Chronocoulometry” elektrod yuzeyindeki DNA dizilimine elektrostatik olarak
baglanmistir (Fan, 2007).

Dong ve arkadaslari, DNA hibridizasyonunu yuksek hassasiyette elektriksel
yontemle tek duvarli karbon nanotlp (single-walled carbon-nanotube) yapisi ile
haberci DNA’ya konjuge edilmis altin nanopartikuller ile tayin etmislerdir. Bu
yontemle femtomolar gibi ¢ok klglk miktarlara kadar tayin gergeklestirilebilecegi
bildirilmistir (Dong, 2008).

Hedef molekull yuksek hassasiyet ve segicilikte tayin etmek igin aptamer konjuge
edilmis altin nanopartikil esasli sensorler de gelistirilmistir. Liu ve arkadaslari,
adenosine yuksek affinite gosteren aptameri kullanarak iki tip DNA ile
fonksiyonlandirilmig altin nanopartikulleri ile etkilestiriimigtir (Sekil 2.4). Aptamer ve
altin nanopartikll ytzeyindeki DNA dizilimi hibridize olup daha sonra adenosin
molekull ilave edilerek aptamerin adenosine olan ylksek affinitesiyle yapi
degistirerek altin nanopartikul yapisi ortamdan ayrilarak renk mordan kirmiziya
gecmistir (Lui, 2007).
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Sekil 2.4. Aptamer konjuge edilmis altin nanopartikil esasli sensorler.

2.2.3.3. Protein Analizi

Biyolojik orneklerdeki proteinlerin gortuntulenmesi igin antibadi konjuge edilmis
altin nanopartikulleri 151k ve elektron mikroskobunda c¢ok kullaniimaktadir. Altin-
protein yapilari biyoanalitik tani ve teshis, immunohistokimyasal uygulamalarda

prob olarak kullaniimaktadir.

Maier ve arkadaslari, optik rezonans artirmali absorpsiyon esasli alerji yapan
maddeleri tayin etmek i¢in immunogip biyosensorleri gelistirmiglerdir. Bu yontemle
sandavi¢ yapi olusturarak herhangi bir okuma cihazi gerektirmeden, hizli ve basit

bir sekilde giplak gdzle immunokimyasal baglanma gézlemlenmistir (Maier, 2008).

Ambrosi ve arkadaslari, altin nanopartiktllerin optik ve elektrokimyasal 6zelliklerini
birlikte kullanarak protein tayini gerceklestirmiglerdir (Sekil 2.5). Anti-insan 1gG
peroksidaz (HRP) altin nanopartikilleri ile etiketlemislerdir. Antijen-antibadi

baglanmasi sonucu manyetik altin nanopartikulleri sandavi¢ yapi olusturarak altin
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nanopartikalin hem optik hem de elektrokimyasal 0Ozelliginden faydalanarak

karakterizasyon yapilarak protein tayini gergeklestirilmistir (Ambrosi, 2007).
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Sekil 2.5. Altin nanopartikullerin optik ve elektrokimyasal Ozelliklerini birlikte

kullanarak protein tayini.

Karbonhidrat-protein etkilesimi canli organizmalardaki biyolojik prosesler hakkinda
onemli bilgilerin yani sira biyomedikal 6nemli ajanlarin geligtiriimesini
saglamaktadir. Russell ve arkadaslari, tiyol modifiye edilmis basit sekerleri altin
nanopartikul ylzeyine takarak bu sekildeki glikonanopartikulleri lektin ve
konkavalin A gibi proteinlere baglanan karbonhidratlari belirlemek igin kalorimetrik

problar olarak kullanmigtirlar (Russell, 2007).

Dong ve arkadaslari, trombine yuksek affinite gosteren aptamer altin
nanopartikiillere konjuge edilerek kalorimetrik sensér gelistirmiglerdir. insan
plazmasi gibi kompleks biyolojik drneklerdeki hedef molekil ylksek segicilik ve

hassasiyetle bu eknikle tayin edilebilecegi bildirilmigtir (Dong, 2008).
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2.2.3.4. Enzimatik Aktivite Tayini

Enzimatik aktivitenin ve kinetik parametrelerin yuksek hassasiyette belirlenmesi
yeni farmasotik ve medikal teshis ve tani cihazlarinin gelistiriimesinde 6nemli bir
parametredir. Enzim bagli immunolojik tani sistemi olan ELISA ydnteminde iyi
kalitede antibadi Uretiimesi gerekmekte ve uzun zaman kaybedilmektedir.
Arastirmacilar bu dezavantajlari ortadan kaldirmak icin altin nanopartikullerin optik

ve elektronik 6zelliklerini iceren yeni yontemler geligtiriimesine yonelmislerdir.

Genellikle enzim aktivitesini tayin etmek icin radyoaktif ya da floresan etiketler
kullaniimaktadir. Mirkin ve arkadaslari, enzimatik aktivitenin incelenmesi ve
izlenmesinde altin nanopartikullerin kalorimetrik indikator olarak kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (Mirkin, 2007). Willner ve arkadaslari, altin elektrod ytzeyine glikoz
moleklll glikoz molekiline de altin ¢ekirdek partikil takmiglardir. Glikoz
molekulin okside olmasi sonucu glukonik asit ve H,0, molekult olugmaktadir.
H,0, molekult de AuCl,” molekull icin indirgeyici bir ajandir. Elektrod yuzeyindeki
glikozun oksidasyonu sonucu olusan H,0, altin ¢ekirdek molekullerini indirgeyerek
altin ylizeyine daha fazla altin metalinin gdkmesiyle altin ¢ekirdek yapi bliylimeye
baglamigtir. H,0, miktari glikoz derigimi ile kontrol edilmektedir. H,0, miktari da
altin nanopartikalin buyumesini kontrol etmektedir. Sekil 2.6’da gosterildigi gibi
biyokatalitik donusum optik ve elektrokimyasal olarak altin nanopartikulin geligimi
ile izlenmistir (Willner, 2008).
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Sekil 2.6. Biyokatalitik doniasimun altin nanopartikiller ile izlenmesi.

2.2.3.5. Hiicresel Analiz

Altin nanopartikillerin essiz optik ozellikleri, kolay  sentezlenip
fonksiyonlandirilabilmesi ve biyouyumlu olmasi gibi avantajlari nedeniyle hicre igi
teshis ve tani uygulamalarinda ¢ok kullaniimaktadir. Kanser hicresinin erken ve
dogru teshisi eskiden pahali cihazlarla uzun sirede tayin edilmekteydi. Tan ve
arkadaslari, kanser hucreleri direk olarak kalorimetrik yontemle belirlemigtir.
Kanser hucrelerine yuksek affinite gosteren aptamerler ile altin nanopartikilleri
fonksiyonlandirihp, hedef hlcre ile 6rnek etkilesimi sonucu ¢ok farkli bir renk
degisimi olurken diger hucreler de herhangi bir renk degisimi gézlemlenmemigtir.
Bu yontemle herhangi bir cihaza gerek kalmadan sadece absorbans Olgimu ve
ciplak gdzle yuksek hassasiyette teshis yapilmistir (Tan, 2008).

Son zamanlarda hlcresel analiz igin altin yapilar iceren SERS optik sensorleri
geligtiriimigtir. Hlcresel SERS sinyalleri hicresel yapinin molekuler bilesimi ve
lokal pH gibi diger kimyasal Ozellikleri hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 2.7).
Kneipp ve arkadaslari, canli epitelyum ve makrofaj hicrelerdeki endozomdan
SERS spektrumlarini 6lgmus ve hucrelerdeki altin nanopartikillerin 6zelliklerini

incelemiglerdir. Farkli hiicre hatlarindaki nanoyapilardan farkli SERS spektrumlari
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elde edilerek o hucre igindeki ilgili molekulun fiziksel oOzelligi tanimlanmistir
(Kneipp, 2005; Kneipp, 2006 Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Endozom igindeki hiicresel molekullerin SERS spektrumu.

2.3. Altin Kaph Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik demir oksit nanopartikulleri biyotip alaninda ¢ok kullanilan bir malzeme
haline gelmistir. Manyetit (Fe3O,4) nanopartikillerin yiksek manyetik momente
sahip olmalari, toksik olmamalari ve kolay sentezlenebilmeleri gibi avantajlar
nedeniyle protein ve enzim immobilizasyonu, manyetik rezonans goruntileme
(MRI), DNA belirlenmesi ve hibridizasyonu, biyolojik tani, hedefli ila¢ salimi ve gen
terapisi gibi bircok uygulamada kullaniimaktadir. Manyetik nanopartikullerin en
onemli avantaji ortamdan manyetik alan kullanilarak kolaylikla ayrilabilmeleridir.
Bu 6zelliklerinin yani sira fiziksel ortamlarda kararlihgini korumasi ve biyomedikal
uygulamalarda kullaniimak Uzere yuzeyine biyolojik bir molekul takilabilmesi igin
polisitiren, polietilen glikol, polivinil alkol ve kitosan gibi degisik dogal ve sentetik
polimerler ile fonksiyonlandirilarak kompozit yapilari olusturulmaktadir. Son
yilllarda bu partiklllere yeni 6zellikler kazandirmak, inert bir yapi olusturmak,
manyetik ¢ekirdegin oksidasyonunu onleyerek manyetik 6zelligini kaybetmeyecek
inert bir dis kabuk olusturmak igin yeni arayiglar igine girilmigtir. Bunun sonucunda
altin, gumus gibi metalik yapilarla kapli manyetik nanopartikiller ortaya ¢ikmistir.
ilk olarak 2001 yilinda Cui ve arkadaslari bu yeni kompozit partikilleri
sentezlemislerdir (Cui, 2005).
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Altin hem insan hem hayvan uygulamalari igin toksik olmamasi, biyouyumlu
olmasi, kimyasal kararli olmasi ve ylzey plasmon 0Ozelliginden dolayr UV-gorunir
bolgede bir absorpsiyon bandi gostermesi gibi 6zellikleri nedeniyle en ¢ok tercih
edilen kabuk malzemesi olmustur. Ayrica enzim, protein, DNA gibi biyolojik
molekuller altin yuzeyine kovalent olarak daha guglu baglanabilmektedir. DNA ya
da antibadi gibi biyolojik molekuller manyetik-Au nanopartikillerine direkt olarak
baglanamazlar. Geleneksel baglanma ydntemleri temel olarak ikiye ayrilir. Birincisi
biyotinlenmis  DNA  kullanilarak  avidinle  aktive edilmis  manyetik-Au
nanopartikullerine baglanma saglanir. Diger yontem ise altinin tiyole olan
afinitesinden faydalanarak tiyol modifiye edilmis DNA gibi biyolojik molekullerin
kullaniimasidir. Bu yontem digerine gore daha az zaman ve emek
gerektirmektedir. Boylece altin kabugunun biyolojik uygulamalara uygun olmasi,
gOsterdigi optik 6zelligi, manyetik ¢ekirdek partikilin manyetik 6zelligi nedeniyle
hem altinin hem de manyetitin O6zelliklerinin birlikte kullanilabilecegi ¢ok

fonksiyonlu partikuller ortaya ¢ikmistir (Sun, 2010).

2.3.1. Altin Kapli Manyetik Nanopartikiil Sentez Yontemleri ve Uygulama

Alanlari

Altin kapli manyetik nanopartikil Gretimi manyetik ¢ekirdek ve altin kabuk olmak
uzere iki ana prosesten olugsmaktadir. Altin kapli manyetik nanopartikil sentez
yontemleri ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi manyetit partikulleri ve bunun
etrafini kapliyacak altini igceren sabit reaktorler seklindeki ters misel yontemidir.
Ters misel ydnteminde verim dugik, Uretim zordur. ikinci yéntem ise hem
magnetite  nanopartikillerin  hemde  kaplama isleminin  sulu fazda
gerceklestiriimesidir. Demir tuzlarinin alkalin bir ortamda ikili ¢okturdlmesiyle
olusturulan manyetit nanopartikullerinin kloraurik asit ile indirgenerek altin
kaplamanin olusturulmasidir. Bu su fazli metot basit, hizli ve Uretilen partikiller su
icinde dagitilabilmektedir. Bu yontemde partikll boyu, altin kabuk kalinligi ¢gok zor
kontrol edilebilmektedir. Ayrica altin ile kaplanmis partikiller ile kaplanmamig
manyetit nanopartikuller ayni 6rnek iginde bulunup birbirinden ayrilmasi problem
olusturmaktadir. Diger bir Gglinci ydontemde manyetit sentezi ve altin kaplamanin
organik fazda yapilmasidir. Demir (lll) oleatin 1sil bozulmasiyla olusan manyetit

nanopartikullere kaplayici bir ajan varliginda altin asetatin indirgenmesiyle
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kaplama gergeklestirilmistir. Organik metot da partikul boyu ve altin kabuk kalinligi
kontrol edilebilirken manyetik 6zellikleri az olup sulu ¢Ozelti fazina gegtiklerinde
¢okme goOstermektedirler. Ayrica kullanilan ¢ozuculer gevre dostu olmayip buyuk
Olcekte sentez de problem olusturmaktadir. Partikil boyutunu konrol edip
bulundugu sulu ortamda kararlihdini saglamak i¢cin manyetik 6zellikteki ¢cekirdegin
organik fazda altin kaplama igleminin sulu ortamda yapildigi sentez yontemi
gelistirilmigtir. Bu yontemde partikil boyutu c¢ok iyi kontrol edilirken tamamen
kaplama islemi bir derecede basariimis olup kararlihginin saglanmasi tam olarak

kesfedilememistir.

Manyetit nanopartikil yUzeyini tamamen kaplamayacak sekilde altin
nanopartikullerin - baglandigi altin-manyetit kompozitleri olusturulmustur. Bu
kompozitler, protein ayirma, optik gorintileme ya da kataliz gibi tam kaplama
gerektirmeyen uygulamalar igin kullanigh yapilardir. Bu tarz kompozitler amin ya
da tiyol gruplari gibi fonksiyonel molekdulleri tagiyan manyetit nanopartikul ylizeyine
altin nanopartikullerin kovalent ya da gama isinlari uyariimasiyla baglanarak
hazirlanmaktadir. Bu yontemle kompozit yapilarin kararlihigini saglayabilecek
derecede manyetit ylzeyine baglanan altin nanopartikill kontrol edememektedir.
Tamamen altin nanopartiktl ile kaplanmamis kompozitler manyetit ¢ekirdegin
bozulmasi ya da okside olmasi nedeniyle c¢ok kisith cevrelerde
kullanilabilmektedir. Ozellikle partikillerin  bir araya gelip aglemarasyon
olusturdugu kan damarlarinin tikanmasi gibi istenmeyen durumlarin meydana
geldigi in vivo uygulamalarda partikil aglemerasyon kararliigi ¢ok onemlidir.
Demir oksit kararliigini etkileyen partikil boyu, ylzey fonksiyonalitesi, pH ve
iyonik guc gibi parametreler bilinmekte olup, Au-FeszO, kompozitler igin

aglemerasyon kararhliginin detaylari henuz bilinmemektedir.

Goon ve arkadaslari 50-150 nm araliginda manyetit-altin kompozitleri
sentezlemiglerdir. Ikili ¢oktirme yéntemiyle hazirlanan manyetit nanopartikillerin
yuzeyini biyouyumlu polietilenimin ile kaplayarak 2 nm boyutundaki altin
nanopartikullerin bu yuzeye baglanmasini gergeklestirmislerdir. PEI ile partikilerin
aglemerasyona karsi kararhligini saglarken altin nanopartikillerin manyetit
yuzeyine baglanmasiyla manyetit ¢cekirdegin kimyasal saldirilarina karsi koruyucu

bir tabaka olusturmustur (Goon, 2008).
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Pham ve arkadaslar sitrat indirgeme ajanini kullanarak 15-40 nm boyutunda altin
kapli manyetik nanopartikiiller sentezlemislerdir. Fe** ve Fe®*" tuzlarinin giiglii bir
alkalin ¢ozeltisi ile ikili ¢Okturulmesi sonucu olusturulan manyetit ¢ekirdegi sitrat ile
stabilize edilip altin tuzunun ilave edilmesiyle kaplama gergeklestirilmistir.
Sentezledikleri bu partikilleri IgG proteinini  biyolojik ayirma igleminde
kullanmiglardir (Pham, 2008).

Wang ve arkadaslari, yetigkin bir sicanin omiriliginden izole edilmis sinir kok
hucresine manyetik altin kapli nanopartikulleri yukleyerek manyetik rezonans
goruntilemede kontrast artirici olarak kullanilabilecegini arastirmiglardir. 20
hicreye bu partikiller ile etiketledikten sonra siganlarin omiriligine yerlestirerek 48
saat ve bir ay sonra MRI ile izlemiglerdir. Yaptiklari ¢calismalar sonucunda altin
kapli manyetik nanopartikullerin guglu kontrast artirici 6zellik gosterdiklerini ve
nakledilen htcrelerin uzun dénem in vivo izlenmesi igin glizel MRI etiketleri olarak
kullanilabilecegi belirtiimigtir (Wang, 2006).

Liu ve arkadaslari, polyol prosesi ile es boyutlu altin kapli manyetik nanokristalleri
sentezlemislerdir.  Bu nanokristallerin hlicre ayirmasi ve saflastirimasi gibi
biyomedikal uygulamalar da kullanilabilirligini arastirmislardir. Ylzeyi karboksil
gruplanyla fonksiyonlandiriimis Fe3O4-Au nanokristallerine karbodimid aktivasyonu
ile FITC’li streptavidin immobilize etmislerdir. Hiicre karisimlari igcinden biyotinli anti
CD* antibadisi baglanmis hiicrelere yilksek secicilik ve verimde baglanarak
hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Bu sekilde sican dalagindan izole edilmis CD** T
lenfositlerine bu partikillerin baglanabilirligi test edilmigtir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda bu partikiillerin biitin dalak hiicrelerinden CD** T lenfositlere yiiksek
secicilikte baglandigini gostermistir. Boylece bu nanokristallerin, hicre ayirma
igslemleri icin kullanigh araglar olabilecedi ayrica c¢esgitli hastaliklarin tanisi,
izlenmesi ve tedavisini igeren biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek

potansiyel malzemeler olabilecegi belirtiimistir (Liu, 2008).

Pita ve arkadaslari, kobalt ferit nanopartikillerini sentezleyip, altin tuzunun
tekrarlamali indirgenmesiyle es boyutlu suda dagilabilir 21-29 nm araliginda altin
kapli manyetik nanopartikilleri elde etmislerdir. Tiyol modifiye edilmis peptit
nikleik asit oligomerleri ile bu partikiller fonksiyonlandirilarak ¢ozeltideki hedef

DNA molekulu ile hibridizasyonu Rodamin 6G floresan etiketi ile incelenmigtir. Tek
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nukleotit mutasyonuda arastirilarak ¢ok zaman alan DNA genotipleme galigsmalari
icin biyosensor calismalarinda bu partikullerin kullanilabilecegdi bildirilmistir (Pita,
2008).

Mandal ve arkadaslari, 13 nm boyutunda misel ¢oOzeltisinde Fe304
nanopartikullerini sentezleyip stabilitesini korumak ve okside olmasini 6nlemek igin
altin, gumus gibi metallerle kaplamiglardir. Fe3O,4 nanopartikullerini toksik olmayan
glukoz indirgeme ajani ile kaplayarak (FesOa)cekirdek-AU kabuk V€ (F€304)cekirdek-AQ
kabuk Yapisinda partikiller elde etmiglerdir. Cesitli yontemlerle karakterize edilerek
manyetik Ozellikleri incelenmigtir.  Bu partiktllerin MRI ve DNA sensorl gibi

uygulamalrada kullanilabilecegi belirtiimigtir (Mandal, 2005).

Pradhan ve arkadaglari, sonokimyasal metot denilen ultrasonik ses dalgalariyla
altin-manyetit nanopartikilleri sentezlemiglerdir. Belli derisimde tetrakloraurat altin
tuzu ¢ozeltisinden 20 dakika argon gazi gegirilip, metanol, dietilenglikol ya da oleik
asit ilave edilip metanol icinde dagitiimigs manyetit nanopartikullerini ekleyerek
argon gazi gegcirilmigtir. Bu karisimi su sogutmali ceket igceren reaktor icinde belli
bir slire sonike ederek altin-manyetit nanokompozitleri elde etmiglerdir. Bu yeni
partiktllerin biyomedikal, elektronik, optoelektronik, magnetoptik ve sensor

uygulamalrda kullanilabilecegini belirtmiglerdir (Pradhan, 2008).

Jeong ve arkadaslari, maghemit (Fe,O3) nanopartikillerini sentezleyerek etrafinda
altin kabuk olusturmak icin altin tuzunu hidroksilamin ile indirgemislerdir. Altin
kapli bu manyetik partikillerin yluzeyine karboksil igceren alkil tiyol grubu olan
merkaptohekzadekaniok asit (MHA) immobilize ederek pozitif yukli hekza-argin
esteraz (Args-esterase) enzimi ile etiketlemislerdir. Esteraz enzimi takilmig bu altin
kapli manyetik partikulleri ile p-nitrofenol butirat olan renkli substratinin kopma
(dissociation) hizi izlenerek enzimatik aktivitesi incelenmigtir. Enzim immobilize
partiklller substrat c¢ozeltisiyle etkilestirilip UV-goranuar bolge spektrumu ile p-
nitrofenol butirat GrinUndn kopma hizi izlenmistir. Enzim immobilize partikuller
manyetik olarak ayrilip tekrar yeni bir substrat ¢ozeltisi ile etkilestirilerek tekrar
tekrar bu partiktllerin kullanilabilirligi arastinilmistir.  Yapilan bu c¢alismalar
sonucunda her bir manyetik ayirmadan sonra enzim immobilize edilmig altin kapl
manyetik nanopartikullerin higbir enzim aktivitesinde kayip olmadan tekrar tekrar

kullanilabildigini gozlemlemiglerdir (Jeong, 2006).
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Polietilenimin (PEI) gibi suda ¢6zinen hem amino hem imin gurplari igeren
katyonik polimerlerle de elektrostatik olarak manyetik-altin nanopartikilleri
kaplanabilmektedir. Sun ve arkadaslari, PElI modifiye edilmis Fe304-Au
nanopartikilleri sentezleyerek bunlarla memeli hlcrelerinden genomik DNA’nin
yuksek verim ve saflikta ekstraksiyonu ve DNA’nin serbest birakilmasini

basarmislardir (Sun, 2010).

Cui ve arkadaglari, altin kapli manyetik nanopartikllleri sentezleyerek 1gG ve IgM
antibadilerini partikil yuzeyine immobilize etmiglerdir. Kan igindeki HBV antijenini
belirlemek igin bunlari kati faz substrat olarak kullanmislardir. Yapilan arastirmalar
sonucunda bunlari immunolojik ve affinite esasli tayinler igin yeni bir substrat

olabileceklerini belirtmiglerdir (Cui, 2005).

Manyetik altin kapl nanopartikuller in vivo gen ve ilag salimi uygulamalarinda
tasiyici olarak da kullanilmaktadir. Jafari ve arkadaslari, ters misel yontemiyle
sentezledikleri manyetik-altin nanopartikilleri ilag salimi ve MRI igin biyouyumlu
poligliserol ile kaplamiglardir. MTT ile hicre toksititesi ve manyetik ozellikleri
incelenerek biyomedikal uygulamalar igin uygun tasiyici olabilecekleri bildirilmistir
(Jafari, 2010).

Silva ve arkadaslari, mikroemdulsiyon yontemi ile 9nm boyunda demir oksit
nanopartikulleri sentezleyip indirgeme ajani olarak glikozu kullanarak altin ile
kaplamayi gerceklestirmiglerdir. Yeni bir altin ¢ekirdek olusumundan kaginarak
altin kabugun olusumunu kontrol ederek cesitli yontemlerle karakterize ederek
kaplama sonucunda manyetik Ozelliinde azalma oldugunu gdézlemlemiglerdir
(Silva, 2010).

SlUperparamanyetik demir nanopartikilleri (SPION), hicre etiketleme ve ayirma,
manyetik rezonans goéruntileme (MRI), ilag salimi ve manyetik hypertermia gibi
biyomedikal uygulamalarda ¢ok kullaniimaktadir. Bu partikulleri altin ile kaplayarak
ve biyolojik molekiller ile fonksiyonlandirarak olugsturulan c¢ok fonksiyonlu bu
yapilar birgok biyomedikal uygulama igin gesitli firsatlar sunmaktadir. Suda dagilan
altin kapl demir oksit nanopartikulleri genellikle manyetik ¢cekirdek yluzeyinde Au®*
iyonlarinin hidroksilamin ya da sitrat ile tekrarli indirgenmesiyle elde edilmektedir.

Lu ve arkadaslari sitratla Au®' iyonlarini manyetik nanopartikil c¢ekirdekleri
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yuzeyinde indirgeyerek altin ile kaplamayi gergeklestirmiglerdir. Bu partikullerin
manyetik Ozelliklerini inceleyerek saf altin nanopartikil herhangi bir manyetik
Ozellik gostermezken, altin kapli manyetik partiktllerin siperparamanyetik 6zellik
gosterdigini belirterek bu partikillerin manyetik ayirma ve saflastirma gerektiren

biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegini bildirmiglerdir (Lu, 2006).

Klresel sekilde altin kapli manyetik nanopartikullerin yani sira elipsoid sekilde altin
kapli manyetik nanopartiktllerde olusturulmaktadir. Bu yeni sekildeki partikullerin
hem nanogubuk hem de nanokabugun optik 6zellikleri ¢cok ilgi ¢cekicidir. Bu yapilar
hem eksenel hem de radyal plasmon gostermektedir. Kabuk kalinligi degisirken
eksenel plasmon sabit kalirken radyal plasmon kabuk kalinligr arttikca
azalmaktadir. Bu nanopiring (nanorice) yapilarin ¢evreye yuksek duyarli plasmon
Ozellikleri, kimyasal ve biyolojik proseslerde ortam dedgisikliklerini lokal olarak
izlemek igin buyuk potansiyel tasimaktadirlar. Bu essiz optik Ozellikteki yeni
nanoyapilarin yuzey artirilmis spektroskopiler ya da SPR sensorleri gibi
nanosensor uygulamalarinda onemli bir yere sahip olacaklari dusunulmektedir.
Wang ve arkadaslari, c¢ubuk seklinde maghemit (Fe,O3) nanopartikilleri
sentezleyerek aminopropiltrimetoksilan (APTMS) ile fonsksiyonlandirarak altin
kolloidlerin yapiya baglanmasi saglanmigtir. Bu sekildeki c¢ekirdek partikullerine
altinin otokatalitik kaplanmasi ile kabuk yapisi olusturulup piring seklinde

“nanorice” denilen kompozit partiktller elde edilmistir (Wang, 2006).
2.4. Altin Nanogubuklar

Altin nanopartikullerin sentezi ve ozellikleri ile ilgili birgok galisma bulunmaktadir.
Cubuk seklindeki nanopartikillere olan ilgi akimi Mie-Gans teorisinden dolayi
essiz optik 0zeliklerinden dolayi olusmustur.

2.4.1. Altin Nanogubuklarin Optik Ozellikleri

Klguk partikullerin elektronik, kristalografik, mekanik ve katalitik 6zellikleri bulk
materyallerinden farklidir. Kiguk elipsoid partikillerin uzunluk/cap (aspect ratio,
L/D) oranlarinin degismesiyle plasmon mod piklerinin nasil degistigi Gans’ esitligi
ile ispatlanmistir.
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Altin  nanogubuklar degisik refraktif indeksine sahip farkli ¢ozuculer iginde
renklerini degistirmektedir. Bu da altin nanogubuklarin g¢evrelerindeki dielektrik
Ozelliklerine oldukga duyarli oldugunu gdstermektedir. Uzunluk/cap oranlarina
bagll olarak renklerinde de degisme goOstermektedirler. Partikullerin bu optik
Ozellikleri boy ve sekline gore degismektedir. Bu optik Ozellikleri, metal iletken
elektronlar ile elektromanyetik 1sima bilesenlerinden elektrik alanla arasindaki
etkilesime baghdir. Ozellikle altin, gimus, kursun gibi metaller glgli absorpsiyon
bandlari gorunur bolge spektrumunda gosterirler ve parlak renk verirler. Bulk

halindeki meteryallerde bu 6zelligi gostermezler.

Altin  nanocgubuklarin etrafi bir kabukla kaplandiginda ise kabugun refraktif
indeksine gére bir degisim gdsterir. ince absorpsiyon yapmayan bir kabugun etkisi,
ayni refraktif indeksteki ortam icinde bulunan partikillerdeki spektral kayma ayni
olur. Kabuk katmani partikilin bulundugu ortamin refraktif indeksinden farkh ise
hem eksenel hemde radyal moddaki ylzey plazmonunda kaymaya neden olur.
Ornegin antibadi takilmis bir altin nano cubuk antijen bulunan bir ortamda, eger
antijenin refraktif indeksi sudan daha buylkse plazmon modunda bir kaymaya

neden olacaktir (Perez-Juste, 2005).
Oryantasyon Etkisi

Nanocgubuklarin hem eksenel hem de radyal yondeki lokalize plazmon
rezonanslari birbirinden ayrilir. Bunlar polarize 1sik ile altin nano gubuklarin uzun
eksenine paralel ve dikey elektrik alaninin osilasyonu ile segici olarak
uyariimaktadir. Isik gubugun uzun eksenine paralel (0°) de polarize edildiginde
sadece eksenel yluzey plazmonu uyarilarak 645 nm ‘de bant gostermektedir. Tam
tersi, 1s1k uzun eksenine dik polarize edildiginde (90°) ylzey plasmon uzun band
tamamen uzaklasarak sadece radyal mod uyariimaktadir. Aradaki acilarda ise her
iki modun dagilimi ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 2.8’de su iginde oryante olmus altin

nanogubuklarin farkl agilarda gosterdigi spektrum gosterilmigtir.
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Sekil 2.8. Su icinde oryante olmus altin nanogubuklarin farkli agilarda gosterdigi

spektrum.
2.4.2. Altin Nanogubuk Sentezi ve Olusum Mekanizmasi
2.4.2.1. Template Metot

ik olarak bu metot Martin ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Bu metot, nano
gozenekli polikkarbonat ya da alimuna template membranlarinin gézeneklerinde
altinin elektrokimyasal ylklenmesi (deposition) yontemine dayanmaktadir. Martin
ve arkadaslan Au/alimina kompozitlerinin optikge seffaf oldugunu ve ayrica
hazirlanan  nanosilindirlerin  uzunluk/gap oranlarini  degistirerek kompozit
membranlarinin  renklerini  degistirebilmiglerdir. Baslangigta elektrokimyasal
metotla bir polikarbonat membran Uzerine altinin depozite edilmesiyle mikroskopik
elektrotlar hazirlamak icin template metot kullaniimigtir. Daha sonralari bu metot
nanokompozitleri sentezlemek igcin degil ayrica templatede sentezlenmis altin
nanogubuklari su icinde dagitmak iginde uygulanmigtir. Ayrica polimer
stabilizasyonu ile membrani ¢6zen organik c¢ozuculer igcinde de c¢ubuklarin

suspanse edilmesini saglamigtir (Martin, 1996).

Bu metot kisaca soyledir; baslangigta az miktarda Ag ya da Cu alimina destek

membrani Uzerine puskudrtilerek elektrodeposition igin iletken bir film
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olusturulmaktadir. Daha sonra bu yuzey uUzerinde Au nanopartikillerin
elektrokimyasal olarak buyumesi igin kullaniimaktadir. Altin aliminanin nano
gozenekleri iginde elektrodepozite edilmektedir. Diger adimda polivinil pirolidon
gibi polimerik bir stabilizor varliginda alimuna membran ve bakir ya da gumus gibi
filmi secici gozme islemi yapilmaktadir. Son adimda da olusturulan nanogubuklar
su ya da organik faz icinde sonikasyonla dagitiimaktadir. Bu sekilde sentezlenen
altin nanopartikullerin ¢api alimuna membranin gozenek c¢api ile baglantilidir.
Bdylece istenilen farkli ¢aptaki altin nanogubuklari kullanilan template’in gézenek
¢ap! kontrol edilerek hazirlanabilmektedir. Nanogubuklarin uzunlugu ise, membran
gOzenegdi icine deposite edilen altin miktari ile ayarlanabilmektedir. Benzer teknikle
degisik membranlar kullanilarak degigik altin nanotupler, nanokompozitler
gelistirilmigtir. Template metodundaki temel limitasyon verimidir. Tek tabaka gubuk
yapinin hazirlanmasi zor ve bunun sonucunda ¢ok az miligram miktarinda gubuk

elde edilmektedir.
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Sekil 2.9. Altin nanogubuk sentezleme yontemleri. A) Template metot, B)

Elektrokimyasal metot
2.4.2.2. Elektrokimyasal Metot

ilk olarak Wang ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Wang ve arkadaslarinin
yaklasimi, organik ¢dzucu sistemlerinde ters miseller iginde gegis metal kurelerinin
elektrokimyasal sentezine dayanmaktadir (Wang, 1999). Bu metot yuksek verimde
altin nanocubuklarin sentezini saglamaktadir. Bu sentez basit iki elektrot tipi
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elektrokimyasal bir hicrede gergeklestiriimektedir. Bir altin plaka anot olarak,
platin plaka ise katot olarak ayni boyutlarda kullaniimaktadir. Her iki elektrotta
katyonik yluzey aktif madde (surfaktant) olan, Ci16TAB
(hekzadesiltrimetilamonyumbromide) ve az miktarda nanogubuk olusumunu
saglayan kosurfaktant olarak kullanilan hidrofobik katyonik surfaktant olan
tetradodesil amonyum bromid (TC1,AB) igeren c¢ozelti icine daldirihr. C1TAB
ayrica olusan nanopartikuller iginde stabilizor olarakta davranmaktadir. Bu karigimi
iceren elektrostatik hlicrede 36 °C’de ultrasonik banyo igine daldirilir. Elektrolizden
once, gerekli miktarda aseton ve siklohekzan elektrolitik ¢ozelti igine ilave edilir.
Aseton, Ci16TAB miselleri igindeki silindirik sekli saglayan kosurfaktanttir. Misel
yapisini olusturmasini bollastirmak igin kullaniimaktadir. Siklohekzan ise C1sTAB
miseller icindeki c¢ubuk seklindeki yapinin uzatilmasini artirmak igin
kullaniilmaktadir. Kontrolli akim elektrolizi 3 mA akim ile 30 dk'da proses
gerceklestirimektedir. Bu sentez boyunca, bulk altin metal anodu tuketilerek
AuBr,4 iyonu olusturulmaktadir. Bu anyonlar katyonik surfaktantlarla kompleks
olusturarak indirgenmenin oldugu katota gocerler. Yalniz hala ¢ekirdeklenmenin
katot Uzerinde mi miseller iginde mi oldugu bilinmemektedir. Sonikasyon iglemide,
olusan cgubuklari ylUzeyden uzaklastirmak ya da katot ylzeyinde gubuklarin
kirllmamasi icin yapilmaktadir. Altin nanogubuklarin uzunluk/gap oranlarini kontrol
etmek icinde Pt elektrodun arkasinda elektrolitik ¢ozeltinin igine bir gumus plaka
daldinimaktadir. Gumus plaka tarafindan olusturulan gumus iyonlari ile anot
tarafindan olusturulan altin iyonlari arasinda redoks reaksiyonu olmaktadir. Sekil
2.9da elektrokimyasal metot sematik olarak gosterilmigtir. Wang ve arkadaslari
gumus iyonlarinin derisimi ve bunlarin salinim hizinin nanogubuklarin uzunlugunu
belirledigini  bulmuslardir. GUmuls iyonlarinin  mekanizmadaki roli henlz

bilinmemektedir.
2.4.2.3. Gekirdek Gelistirme Metodu (Seed Growth Methot)

Monodispers kolloit partikullerin, ¢ekirdek geligtiriimesi yontemi 1920’lere
dayanmaktadir. Birgcok arastirmaci tarafindan monodispers metal nanopartikllerin
sentezlenmesinde bu yontemi kullanmistir. Cekirdek gelistirme metotu ile altin
nanogubuk sentezleme yontemi Sekil 2.11'de godsteriimektedir. Natan ve

arkadaslan kuresel altin nanopartikll ¢ozeltisi igindeki altin kolloid yuzeyinde
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hidroksilamin gibi zayif bir indirgeyici ajanla Au®*  ‘Gn indirgenmesine
dayanmaktadir (Natan, 1998). Frens metoduyla monodispers 20 ve 100 nm
boyuntunda olusturulan altin nanopartikulleri kullanarak sodyum sitrati indirgeyici
ajan olarak kullanarak altin nanogubuklari sentezlemislerdir. Bu arastirmacilar,
hidroksilaminle yapilan altin nanogubuk olusumunun ¢ok az oldugunu
belirtmiglerdir. Jana ve arkadaslari, 12 nm boyunda sitratla stabilize edilmis altin
nanopartikulleri degisik indirgeme ajanlari ve kosullarini kullanarak c¢ekirdek
gelistirme yontemiyle altin nanogubuk olusumunu calismiglardir. Cekirdeklerin
varhginda ek bir c¢ekirdeklenmenin oldugunu belirtmiglerdir. Ek  bir
cekirdeklenmeden indirgeme ajaninin metal ¢ekirdek ve metal tuzu ¢ozeltisine
ekleme hizi, indirgeme ajaninin kimyasal indirgeme potansiyeli gibi kritik
parametrelerin kontrol edilmesiyle kacinilabilinecegini ifade edilmistir (Jana, 2001).
Adim adim partiktl buyltme metodu buyuk gekirdek/altin tuzu oraninda basaril
gelistirme adimlari boyunca devam ettirilebilmektedir. Murphy ve arkadaslari 5-40
nm boyutunda kiresel uniform boyda altin nanopartikilleri sentezlemislerdir.
Birincil ¢gekirdek denilen 3.5 nm ¢apinda altin ¢ekirdekleri sitrat varliginda altin
tuzunun borohidrit ile indirgenmesiyle hazirlamislardir. Geligtirme adiminda,
surfaktant c¢ozeltisi ortaminda gergeklestirmislerdir. ikinci cekirdeklenmeyi
gelistirme adiminda gelistirme  (buydtme) kosullarini  kontrol  ederek
engellemiglerdir. Bunun icinde, ¢ekirdek yok iken misellerin varliginda altin tuzunu
indirgemeyen zayif indirgeme ajani olan askorbik asidi kullanarak yapmislardir
(Murphy, 2001). istenilen uzunluk/gap oraninda altin nanogubuklar surfaktant
¢Ozeltisi ortamindaki buyutme kosullari kontrol edilerek sentezlenebilmektedir.
Gumus nitratin  (AgNO3) eklenmesi sadece altin nanocgubuklarin verimi ve
uzunluk/cap oranini etkilemesinin yani sira altin  nanogubuk olusum
mekanizmasini ve buna bagl olarak kristal yapisinida etkilemektedir. Boylece
AgNOg3, altin nanogubuklarin kristal yapisi, morfolojisi ve optik 6zelliklerinde énemli

bir rol oynamaktadir.
a) AgNO3; Kullanmadan Altin Nanogubuk Sentezi

Murphy ve arkadaslari, sitrat varliginda sodyum borohidrit ile indirgenerek 3.5 nm
boyunda altin nanogekirdekleri kullanarak ytksek uzunluk/cap oranina sahip altin

nanogubuklar sentezlemiglerdir. Bu yontemde C;6sTAB ve askorbik asit derisimini
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optimize ederek, 2 ve 3 adimda c¢ekirdeklenme prosesi uygulayarak buyutme
kosullarini gok dikkatli kontrol etmislerdir. Bu yontemle yaklagik %4 gibi bir
verimde altin nanocubuk elde etmislerdir. Uzun altin nanogubuklari kuresel ve
fazla olan yluzey aktif maddeden santrifijle ayriimistir. Daha sonra ayni grup
sadece pH kontrolu ile monodispers buyuk uzunluk/gap oraninda altin nanogubuk
sentezi gergeklestirmiglerdir. Buyutme ¢ozeltisinin pH'In1 2.8’ den 3.5 ve 5.6'ya
cekerek 18.8 ve 20.2 uzunluk/cap oraninda altin nanogubuklar elde etmislerdir.
Cubuk seklinde nanopartiklllerin, surfaktant ¢dzeltisi ortaminda olusum
mekanizmasi henuz tam acgiklanamamistir. Fikirlerden birine goére Ci6TAB
molekull altin  nanogubuklarin  Gzerine ¢ift kath yad molekdli gseklinde
absorplanmaktadir. Tetrametil amonyum bas gruplari altin ylzeyinde ilk tek
tabakayi olusturmaktadir. Murphy ve arkadaslari C1sTAB nin bas gruplarinin altin
nanogubugun pentahedral cift tarafli kristalografik yuzeylerine baglandigini
savunmaktadirlar. Altin nanogubuklar C16TAB molekdllerinin gubuk gelistiriimesi
sirasinda farkh kristal ylzeylerine absorplanmasiyla misel bir yapi meydana
getiriimesiyle olusturulmaktadir. C,TAB’deki hidrokarbon uzunlugu nanogubugun
sadece uzunlugunu degil ayrica verimini de etkilemektedir. Kisa zincir uzunlugu
kisa gubuklar olustururken uzun zincir uzunlugu yuksek verimde uzun gubuklar
olusturmaktadir. C16TAB'in farkh kristal yluzeylerine cift katli tercihli absorpsiyonu
incelendiginde, yuzey aktif madde kuyruklarinin fermuar seklinde (zipping) yap!i
olusturmasiyla kararh c¢ift kath tabaka ile uzun nanogubuk olusumuna o6ncu
olmaktadir (Sekil 2.10). (Murphy, 2001; Murphy 2003).
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Sekil 2.10. Altin nanogubuk olusumunda kullanilan C,TAB yuzey aktif maddesinin
olusturdugu cift tabakali fermuar (zipping) yapisi.

Perez-Juste ve arkadaslari sicaklik ve C16TAB derisimi azaltildiginda uzunluk/gcap
orani 1 ve 6 arasinda klguk uzunluk/cap oraninda ve %50 verimle altin
nanogubuk sentezlenecegini belirtmislerdir. Uzunluk/gcap oraninin kontrol edilmesi,
monodispersite ve verimi etkileyen birgok faktor bulunmaktadir. Bunlar, ¢gekirdegin
kararhligi, sicaklik, surfaktantin yapisi ve derigimidir. C;sTAB ile kaph
cekirdeklerden sitratla stabilize edilmis c¢ekirdeklerden daha c¢ok verimle altin
nanogubuk sentezlendigi belirtiimistir. Az miktarda c¢ekirdek eklendiginde
uzunluk/cap orani ylksek altin nanogubuklar elde edilmistir. Bu da eksenel
plasmon bandinda kaymaya neden olmaktadir. Uzunluk/cap orani arttikgca
eksenel plasmon dalga bandinda kayma gostermektedir. Perez ve arkadaslari
surfaktant ¢ozeltisinde altin nanogubuk sentezinde bir elektrik alani uygulamislar
ve katyonik misellere altin tuz iyonlarinin baglanmasiyla ilgili mekanizmayla bir

takim sonugclar almiglardir (Perez-Juste, 2004). Bunlar:
e Cekirdeklerin kolloidal stabiliteleri arttikga olusan ¢ubuk verimi artmistir.

e Br iyonlarinin C,TA" varliginda CI iyonlarina gére daha iyi cubuk
olusumunu destekledigidir. Surfaktant kuyrugunun (C,) uzunlugunun
artmas! cubuklarin uzunluk/cap oranini ve c¢ubuk olusum verimini
artirmaktadir. NaCl, NaS3; ya da NaBr eklenmesi gubuklarin uzunluk/cap
oranini azaltmaktadir. Iyonik giiciin artirilmasi gubuk olusum verimini

azaltmaktadir.

e Optimum kosullarda cekirdek/HAuCl, orani ile uzunluk/cap orani kontrol
edilebilmektedir. Cekirdek/HAuCl, orani artikga uzunluk/cap orani

azalmaktadir.

e AuCly ve AuCly iyonlari C1TAB’e absorplanmaktadir. C16TAB/ HAUCI,
optimum derisim orani ¢ok dar bir pencerededir. C1,TAB/HAUCI, orani
10:1’den klUgUkse ¢okme olur. Sicakligin artirlmasindan kaginilmali yoksa

yuksek sicakliklarda gubuk olusum verimi azalmaktadir.
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Gelistirme Cozeltisi (Growth Solution)

CTAB : Hexadecytrimethylammonium bromde

beiCly & IR AAANAANNANY_E
Birinci indirgeme Reaksiyonu Amd;,'f.fﬂd
i )i? \u ™

Au +35 R Au +1

ikinci indirgeme Reaksiyonu
Ay *+1 , Au ©

Cekirdek ¢ozeltisi .."
L

(catalyst, nucleation sitz)

Sekil 2.11. Cekirdek gelistirme metotuyla altin nanogubuk sentezi.

C16TAB varliginda, askorbik asit Au""y1 Au"e indirgemektedir.
AuCly + 26 «— AUCl, + 2CI

Kolloidal altin olusmamakta AuCl,-C1TAB’e parcalanmaktadir. C14TAB varliginda
kolloidal altina HAuCl, eklenerek AuCl,-C15TAB olusmaktadir.

3AuCl; «—» AuCly + Au®+2CI k=15.5 10’

Au"e indirgenmesiyle elektronca zengin altin gekirdeklerinin yiizeyine elektron

transferi olmaktadir.
AuCly +2e" «—>» 2Au%+ 2CI
C16TAB varliginda indirgeme reaksiyonu asagidaki gibi olur.
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Tipik mikroelektrot tipi cOktirme boyunca, elektronlar altin nanopartikullere transfer
olunur. AuCly iyonlari elektronlari alarak uygun absorpsiyon bolgelerine

absorplanir. Tipik kuresel altin nanopartikullerin olusturulmasi bu sekildedir.

C16TAB igeren ¢ozeltide altin gekirdekleri C16sTAB ile kapsullenerek altin iyonlari
CisTAB’e baglanir. Altin nanogubuk olugum hizi, AuCl, ile yukla katyonik
misellerle katyonik altin g¢ekirdek partikullerinin  ¢arpisma frekansi ile
belirlenmektedir. Bu etkilesim miseller ile altin nanogubuklar arasindaki elektriksel
cift tabakanin etkilesimi ile kontrol edilmektedir. Reaksiyon hizi misellerin garpisma
hiziyla kontrol edilir. Misellerin u¢ kisimlarinin yan bdlgelerinden daha hizli
carpismasiyla c¢ubuk olusmaktadir. Sekil 2.12°de altin nanogubuk olusum
mekanizmasi gosterilmektedir. Monodispers altin nanogubuklari kuguk boyuttaki
kiresel partikillerden santrifljle ayrilmaktadir. Ayni boyuttaki cubuk ve kurelerin
birbirinden ayrilmasinda santrifijleme iglemi kullanisli degildir. Boyut segici
¢Oktirme ya da ekstraksiyon metotlari farkh boydaki kiresel karigimlari ayirmak
icin kullanilirken c¢ubuklarin buyuk boyutlari i¢in kullanilmamaktadir. Nano
g6zenekli filtrelerle sekil ayrimi yapilmasinda da cubuklarin kisa eksenlerinin
kUresel olanlarla yaklasik ayni boyutta oldugu i¢in kullanigh bir yontem degildir.

Wang ve arkadaslari boyut kromotografi yontemiyle c¢ubuklari kirelerden

ayirmiglardir.
AuCl, - i CTAB
'@ U ) \uCl,

P2, o’ 9o & ;e

K :“ 9 [og 4 @ - 4
L d 5} € F R e g o | +
v2¢ Slow

L AT ) ° 3 -

AuCl, @ @, 9@ AuCl AuCl, @ @, ® AuCl, + + +

Sekil 2.12. Altin nanogubuk olusum mekanizmasi.

b) AgNO; Kullanarak Altin Nanogubuk Sentezi

AgNOj3 varliginda altin nanosenteziyle elektrokimyasal ya da diger metotlara gore
sekli daha iyi kontrol edilebilmekte ve ayrica gubuk olugum verimi artmaktadir. Ag*
iyonlarinin metal nanoparikullerin sekillerini modifiye etme mekanizmasi heniz

anlasilamamistir. Hipoteze gore Ag® iyonlari partikil yizeyine AgBr seklinde
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absorplanip AgBr ile pasifize edilmis kristal ylzeylerinin  gelismesi
engellenmektedir. Askorbatin indirgeme gucunu ¢ok dusuk pH’larda azalmaktadir.
Nikoobakht ve El Sayed yeni bir gekirdek gelistirme metodu gelistirerek daha
onceki metottaki bazi sinirlamalari ve zorluklar ortadan kaldirmistir. Sitrat kapli
cekirdekler yerine C16TAB kapli gekirdekleri kullanarak silindirik olmayan ya da
farkh sekilsiz partikillerin olusumunu engelemiglerdir. %99 verimle uzunluk/gap
orani 1.5 ile 5 arasinda altin nanogubuklar elde etmiglerdir. Her iki tip ¢ekirdekle
olusturulan altin nanocgubuklarin farkli kristal yapisina sahip oldugunu
gormuslerdir. Cubuk gelistirme ¢oOzeltisindeki gumus iyonlarinin  miktarinin
artirlmasiyla istenilen uzunluk/gap oraninda altin nanogubuklar elde edilmistir.
GUmus derisiminin  artirlmasiyla eksenel plasmon bandinda kayma
olusturulmustur. Ancak kritik bir gimus derigiminin Uzerinde altin nanogubuklarin
uzunluk/cap oraninin tekrar azaldigi gorulmagtir. Altin  nanogubuklarin
uzunluk/cap oraninin Ag iyonlari ile kontrol edilebildigi gibi ayrica sabit derisimdeki
Ag® varhiginda nanogubuk gelistirme cdzeltisine cekirdek cozeltisi miktarinin
artinimasiyla da kontrol edilebilmektedir. Altin iyon derigimi (Au3+) ~6.10" Ma
cikartildiginda daha blUyuk uzunluk/cap oranina sahip altin nanogubuklar elde
edilmektedir. Askorbik asit derisimi olusturulan c¢ubugun yapisinin (morfolojisi)
yaninda verim ve uzunluk/cap oranini da etkilemektedir. Askorbik asit miktari
arttikga uzunlugun ve verimin azaldigi gorulmustir. Bu etki ¢ok fazla miktardaki
indirgeme ajanlarinin  varhginda ¢ekirdeklerin ¢ok hizli bir substrat gibi
davranmasindan kaynaklanmaktadir. Tek bilesenli C16TAB gibi bir surfaktant
kullanilarak gumus iyonlari ya da altin ¢ekirdek derigiminin artiriimasiyla eksenel
plasmon bandi 825 nm’ye kadar uzunluk/cap orani 4.5 kadar olan altin
naogubuklar sentezlenmektedir. Nikoobakht ve El Sayed uzunluk/gap orani 5’in
uzerinde olan altin nanogubuk sentezlemek icin BDAC (Benzildimetil
amonyumklorit) / C;6TAB karisimi olan ikili surfaktant sistemi kullanmislardir.
BDAC/ CcTAB orani 16’dan 2’'ye kadar degistirilerek uzunluk/cap orani 5 ve 8'e
kadar altin nanogubuklar sentezlemislerdir. ik gelisme adimi 1 saat iginde olurken
ikinci gelistirme adimi 1 haftadan fazla zaman almigtir. Surfaktant orani arttikga
cok miktarda kuresel nanopartikilleri olusumunu azaltarak altin nanogubuk sentezi
gergeklestirilmistir. ilk gelisme adimindan sonra farkli miktarlarda gelisme gozeltisi
asama asama eklenerek nanogubugun boyu uzatiimigtir (Nikoobakht, 2003; El
Sayed, 2003).

39



Altin  nanogubuk olusumundaki gumus nitratin etkisinin mekanizmasi henlz
aciklanamamustir. iki farkli mekanizma ileri sirilmektedir. Bunlardan birincisi,
surfaktant derisimi ve ¢ozeltinin iyonik giicline bagh belli bir boyutta surfaktant bir
kalip olusturmaktadir. Altin ve gumus iyonlari iceren geligtirme ¢ozeltisine askorbik
eklendiginde altin iyonlari indirgenmektedir; ¢unkli gumus iyonlari sadece bazik
pH’larda indirgenmektedir. Nikoobakht ve El Sayed C;sTAB surfaktantinin bas
gruplarina gimdas iyonlarinin yerlesmesiyle Ag-Br cifti olusturup bromid iyonlarinin
yuk yogunlugu azalmaktadir. Boylece altin yuzeyindeki birbirine komsu bas gruplar
birbirini  iterek Ci;6TAB misel vyapilari uzayacaktir. Bu sadece CisTAB
monomerlerinin  yan vyuzeylere u¢ yuzeylerine gore daha fazla afinite
gOstermesinde olabilmektedir. HRTEM goruntuleri altin  nanogubuklarin  dort
yluzeyinin  oldugunu gostermektedir. BDAC:C;sTAB surfaktant karigimi
kullanildiginda C;6TAB monomerleri yan yuzeylere BDAC monomerlerinin ug
yuzeylere yuksek afinite gostermesiyle Ag-Cl ciftinin Ag-Br ciftine gore daha zayif

baglanmasiyla eksenel yonde gelisme hizi daha buyuk olmaktadir.

ikinci mekanizmaya gére, C1sTAB monomerlerinin rijit yapisi nedeniyle tek yénlii
gelisme oldugudur. Gumds iyonlarinin olmadiginda uzun c¢ubuklarin zipping
mekanizmasiyla olusumuna benzer bir mekanizma gostermektedir. Askorbik asit
ilave edildiginde gumus iyonlari indirgenmeyerek Ag-Br yapisi olusturmaktadir.
Ag-Br yapisinin altin nanokristaller ylzeyine adsorplanmasiyla altin indirgenmesini

yavaglatarak altin nanogubuklarin tek kristal olusumunu saglamaktadir.
2.4.2.4. Diger Altin Nanogubuk Sentez Yontemleri

Diger metotlarla elde edilen altin nanogubuk yontemlerinde az verimde,
tekrarlanabilirligi az olan ve yeterli verimde uzun nanogubuk elde edilememesi gibi

kisittamalarla karsilagiimistir.

Yang ve arkadaslari, fotokimyasal metotla altin nanogubuk sentezlemislerdir.
Elektrokimyasal yontemine benzer bir gubuk gelistirme ¢ozeltisi hazirlanarak farkli
miktarlarda gumus nitrat eklenerek herhangi bir indirgeme ajani kullanmadan
gercgeklestiriimigtir. Altin nanogubuk olusumu UV isik ile induklenmektedir. Gimus
iyonu artirildiginda uzunluk/cap orani artmig, gumus iyonu olmadiginda kiresel

partikll olusturulmustur (Yang, 2002). Yamada ve arkadaslari mika yuzeyi
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Uzerinde gumus nitrat icermeden c¢ekirdek gelistirme yontemini kullanmislardir.
Mika yuzeyine kuresel c¢ekirdek nanopartikilleri yerlestirilerek Ci6TAB igeren
gelistirme c¢ozeltisine daldirnimistir.  Yaklasik %15 oraninda nanogubuk
geligtiriimigtir. Wei ve arkadaslari ayni metodu cam yuzeyler igin modifiye
etmiglerdir. Cekirdek ylUzeyine takilmig uzatma kolunun ve altin tuz derigiminin

olusturulan altin nanoyapilara etkisi incelenmistir (Yamada, 2003).
2.4.3. Altin Nanogubuklarin Kullanim Alanlari

Altin nanogubuklari temel olarak hastalik tayini ve teshisi, hastalik tedavisi olmak

uzere iki farkli alanda kullanimi bulunmaktadir.
2.4.3.1. Tedavi Uygulamalan

Altin nanogubuklarin gen transferi ve fototermel terapi olmak Uzere iki tedavi

uygulamasida bulunmaktadir.
Gen Transferi

Gen terapisi, plasmid DNA'nin hedef hucreye tasinip etkili bir sekilde salinmasina
baglidir. Gen transferinde genellikle tasiyici sistemler dnemli hiicresel bariyerlerle
karsilagsmaktadir. Son zamanlarda biyolojik aktiviteyi tetiklemek icin foton
Isinlamasi uygulayarak nano tasiyici sistemlerin iyi kontrol edilme ile ilgili
calismalar baslamistir. Bu sekilde taslyici sadece geni hlcreye transfer etmeyip
ayni zamanda gen ekspresyonunu da baglatmaya yardim etmelidir. Yakin kizilalti
isint (NIR) iyi bir tedavi ajanidir. Dokularin en derin kisimlarina kadar nuifuz
etmekte ve UV-gorunur isini ile karsilastirildiginda daha az zarar vermektedir.
Ornegin, yesil floresan protein geni (EGFP) konjuge edilmis altin nanogubuklari
hem in vivo hem de in vitro olarak gen ekspresyonunu izlemek ve goruntilemek
icin kullaniimigtir. NIR 1sininin etkisini UV-gorinir spektroskopisi, elektroforez ve
TEM ile karakterize etmislerdir. EGFP-altin nanogubuk yapisinin laser
uygulamadan dnce ve sonraki optik ve yapisal 6zellikleri incelenmigtir. EGFR-altin
nanogubuk konjugati femto saniye NIR 1sinina maruz birakildiginda altin
nanogubuklarin boyutu ve sekli degiserek DNA’y1 Hela hlcresine gonderip ayni
dozda NIR i1ginina maruz birakilmig hiucrelerde bu dozda herhangi bir dlduruculuk

g6zlenmezken GFP eksperyonunun laser gonderilen yerde basladigi gdézlenmistir.
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Altin  nanogubuklarla gen transfeksiyonunun verimi hicreye hedef ligandlar

kullanarak artirilabilecegi bildirilmistir ( Megan, 2007).

Salem ve arkadaslari, go6zenekli-alumina membraninda elektrodepozisyon
yontemiyle altin-nikel nanogubuklari sentezleyerek gen transfeksiyonunu
incelemiglerdir. Nanogubugun nikel segmentinde karboksil ug grubu olusturularak
plasmid DNA nikel kismina baglanmigtir. Hedef hicreye yonlendirmek igin hedef
hicreye spesifik transferin proteinini nanogubugun altin segmentine baglanmistir.
Bu nanocgubuk yapisi kullanilarak insan embriyonik bobrek memeli hicre hattina
(HEK293) yesil floresan proteini (GFP) ile etiketli genlerin in vitro transfeksiyonu
gerceklestiriimistir. Altin-nikel nanogubugun hicre stoplazmasina girisi TEM ile
incelenerek hucreye girmeden 6nce plasmidin salimi gézlemlenmistir. Sematik
olarak Sekil 2.13’de gosterilmigstir (Salem, 2003).

Plasmid Hedef hiicre
DNA proteini

Sekil 2.13. Nikel-altin nanogubuk yapisiyla gen transfeksiyonu.
Fototermal Terapi

Genellikle cerahi miudahale kullaniimadan termal terapi ya da “hyperthermia”
olarak adlandirilan 1si etkisi ile timor hucrelerinin pargalanmasi yontemidir. Hedef
bdlgede sicakhigin artirlmasinda, infrared lambalari, ultrasonik ses dalgalari,
radyo frekansi gostermelerine karsin, nanokabuk ya da nanocgubuklara gore
Isitiima verimlerinin daha dusUk olmasi ve orta gorunur bolge dalga boylarinda
rezonans olusturmalari nedeniyle doku orneklerinde fototermal terapi
uygulamalarinda ¢ok fazla kullanilamamaktadir. Altin nanogubuklarla bu
limitasyonlar asilarak g1k enerjisi termal enerjiye verimli bir gekilde
donusturalmektedir. Altin  nanogubuklarin eksenel plasmon rezonans dalga
boyunun NIR dalga boyunda olmasi nedeniyle doku uygulamalari bu araliga

girmektedir. Ayrica dar plasmon absorpsiyon band genisligi gostermektedir. Bu
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Ozelliklerin hepsi fototermal terapi sirasinda saglikhi hudcrelerin zarar gérmesini
azaltmaktadir. in vitro galismalarda altin nanogubuklar hedef molekiile spesifik

molekul ile fonksiyonlandirilip hedef hiicre ile etkilestirilip daha sonra uyariimistir.

Huff ve arkadaslari, folik asit ligandlarini altin nanogubuklarina konjuge etmislerdir.
Folik asit konjuge altin nanogubuklari, agiz epitel turevli tumor hicre hatlar olan
KB kanser hucrelerine yuksek secicilikte baglanmaktadir. Laser isinlamasi sonucu

hicre membranlarinda fototermal hasar olugsmustur (Huff, 2007).

Huang ve arkadaslari, bifonksiyonel altin nanogubuklari kullanarak kanser
hacrelerini fototermal olarak tahrip etmislerdir. Anti-EGFR ile altin nanogubuklari
konjuge edip bu antibadiye spesifik kanserli olmayan epitelyum hudcre hatti
(HaCaT) ve iki kanserli adiz epitelyum hicre hatlari [HOC313, HSC3) ile inkibe
etmiglerdir. Laser 1sinlanmasi sonucu kanser hucreleri normal hicreleri oldirmek
icin gerekli lazer akisinin yarisi kadar bir aki ile tahrip edilmistir (Huang, 2006). Bu
yontemle sadece kanser hdcreleri tahrip edilmemektedir. Pissuwan ve
arakadaslari, makrofaj hiicre hatlarina spesifik baglanan CD11b antibadisini altin
nanogubuklara konjuge ederek laser igsinlamasi ile bunlar tahrip etmiglerdir.
(Pissuwan, 2007). Ayrica ayni grup, patojenik parazit olan Toxaplasma gondii ‘e
spesifik baglanan antibadi konjuge edilmis altin nanogubuklarini kullanarak laser

uygulamasindan sonra %80 oraninda organizmanin “tachyzoites”i tahrip edilmistir.
2.4.3.2. Hastalik Teghis ve Tani Uygulamalari

Altin nanopartikullerinin gugla 1s1k absorpsiyonu ve sacilimi nedeniyle biyomedikal
tani sistemlerindeki goruntilemede etiket ve kontrast ajani (contrast agent) olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle altin nanogubuklarin optik absorpsiyon verimleri ayni
hacimde kuresel altin nanopartikillerine gére 20 kat daha fazla olmasi ve isik
sacllma sabitinin nanokure ve nanokabuklara gore olduk¢a buyuk olmasi
nedeniyle biyomedikal tani ve teshis uygulamalarinda altin nanogubuklar daha ¢ok

kullaniimaya baglanmistir.
Goriintliilemede Hastalik Tayin ve Teshis Belirteci Olarak Kullanimi

Kanser hucreleri, farkli biyolojik 0zellik gosteren heterojen hucre toplulugundan

olusmaktadir. Hicre yuzey isaretcilerine spesifik olarak baglanabilen antibadiler
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floresan bir molekulle etiketlenerek flow sitometre (flow cytometry) ile hucrelerin
immunofenotipleri belirlenerek kanser tani ve teshisi konulabilmektedir. Bu yontem
de kullanilan floresan molekdillerin genis bir absorpsiyon bandi gostermesi 300-
700 nm gibi dar bir dalga boyunda uyariimasi nedeniyle spektral bandlarin Ust Uste
¢cakismasi nedeniyle ¢oklu tani yontemlerde kullanilamamaktadir. Maksimum 7
hdcre tipi incelenebilmektedir. Bunlara alternatif olarak kuantum kristalleri (Qdot)
olarak adlandirilan yapilar boyutuna bagli olarak essiz floresan 6zellik gostermeleri
nedeniyle ¢oklu tani sistemlerinde kullanilabilecegi belirtilmigtir. Bunlarinda in vivo
calismalarda toksik olmalari nedeniyle toksik olmayan kimyasal floroporlardan
daha parlak i1sik sacan, kisa siirede rengini kaymetmeyen, 10™** M gibi cok kiigiik
derisimlerde bile tayin yapabilen, 600-2000 nm araligi gibi genis bir aralikta optik
sinyal verebilen altin nanogubuk esasli molekuler problar geligtiriimistir. Altin
nanogubuklarla yaklasik 30 molekuler prob olusturularak ¢oklu tani sistemlerinde
kullanilabilecegi belirtiimigtir. Farkli hicre isaretgilerine affinite gdsteren antibadi
takilmis altin nanocgubuklarini kullanarak htcrelerin farkli immunofenotip profilleri

basit ve es zamanli olarak teshis edilebilmektedir (Pissuwan, 2008).

Kanser gibi hastaliklarin teshis ve tanisinda optik gortuntlileme teknolojileri ¢ok
tercih edilmektedir. Bu teknolojilerde hastaligin hucresel 6zelliklerini goruntulemek
icin etiket bir molekll ya da nanopartikiller kullaniimaktadir. Organik boyalarin
fotokimyasal yapilarinin zamanla bozulmasi (photodecomposition), kuantum
kristallerinin in vivo ve in vitro uygulamalarda Ozellikle insan saghgi
uygulamalarinda c¢ok toksik olmasi nedeniyle altin nanogubuklarin biyouyumlu
olmasi, fotokimyasal bozunma gdstermemeleri, optik ve elektron mikroskobunda
gorunebilmeleri nedeniyle hastalik teshis ve tanisi uygulamalarinda kullaniimaya
baglanmigtir.

Huang ve arkadaslari, altin nanogubuklari monoklonal anti-epidermal blyume
faktor reseptér antibadisi (anti-EGFR) ile fonksiyonlandirarak anti-EGFR-altin
nanocubuk konjugatlari olusturmuslardir. EGFR kanserli epitel timoér hicrelerini
“over-express” ettigi bilinmektedir. Hazirlanan bu konjugatlari normal ve kanserli
hidcre hatlari ile inkibe etmiglerdir. Kanser hicreleri ylzeyine baglanan altin
nanogubuk-anti EGFR konjugatlarinin sactigi kirmizi 1sik ile karanhk mod

mikroskobu altinda kanser hucreleri tayin edilmigtir (Huang, 2007). Ayrica bu
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konjugatlart Raman spektroskopisinde kanser hacrelerini belirlemek iginde

kullanmiglardir (Huang, 2006).

Altin nanogubuklari fotoliminisans ajani olarakta kullaniimaktadir. Ozellikle doku
derinliklerinde yer alan kanser hucrelerini belirlemek igin iki-foton luminans
goruntilemede (two-photon luminescence) parlak kontrast ajani olarak Durr ve

arkadaglari kullanmiglardir (Durr, 2007).

Altin nanocgubuklar kullanilarak hucre ve derin dokularin goruntilenmesi igin
optoakustik ya da fotoakustik tomografi gibi yeni teknikler gelistiriimistir. Li ve
arkadaslari boy/cap orani 3.7 ve 5.9 olan iki altin nanogubuk karigimini
optoakustik goruntileme yodntemiyle kanser hudcrelerini erken teshis etmek igin
kullanmiglardir. Kisa altin nanogubuga anti-HER2, uzun olanina anti CXCR4
antibadisi konjuge ederek belli bir dalga boyundaki laser 1ginlari ayni ornek iginde
iki farkh boldegedeki altin nanogubugun eksenel plasmon rezonansi ile

goruntilenme saglanmigstir (Li, 2007).

Kim ve arkadaslar, poliakrilik asit modifiye altin annogubuklarini hiicreye spesifik
antibadiler takarak bu konjugatlarin uyariimig hucrelere baglanmasi sonucu olusan
optoakustik goruntl yogunlugu uyariimamis hicrelere gére daha yuksek oldugu
g6zlemlenmistir. Altin nanogubuklarin, iltihapl tepkilerin erken asamalarinda in
vitro teshis edilmesinde mukemmel kontrast ajani olarak kullanilabilinecegi
bildirilmistir (Kim, 2007).

Biyosensor Uygulamalari

Altin nanogubuklar, boyut ve sekline bagh olarak farkli optik 6zellikler gdstermeleri,
protein ve DNA gibi biyolojik molekillerle yuzeyi kolayca modifiye edilebilmesi
nedeniyle daha ¢ok sensor uygulamalarinda kullaniimaktadir.

Gecmis yillarda biyolojik tani sistemleri, etiketleme ve sensor sistemlerinde
floresan Ozellik gosteren boyalara olan ilgi buyldkti. Bu geleneksel metota
alternatif nanopartikul barkot etiketler, rezonant Rayleigh sacilmasi, nanopartikul
agregasyonu, lokal refraktif indeks degisimleri ve yuk transfer etkilesimleri gibi

nanopartikul esasli biyosensor teknikleri gelistirilmistir.
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Metal nanopartikullerin 1s1k absorpsiyonu ve sacilimi sonucu olusturduklari gok
guzel renkler arastirmacilarin ilgisini bu yeni olugumlara yonlendirmistir. Metal
nanopartikuller bilegsimi, boyu, sekli, ortamin dielektrigi ve gozlenen metal
suspansiyonunun rengi gibi materyal 6zelliklerine bagli olarak farkli optik 6zellikler
gostermektedir. Pratik olarak nanoyapilarin plasmonik ozelligi ayarlanabilen
nanopartikulleri olusturmak igin ¢ok fazla yontem bulunmaktadir. En sik kullanilan
metot metal tuzlarinin indirgenmesidir. Partikul boyutu, kullanilan reaktantlarin
derisimi  ve kullanilan indirgeme ajanlarin indirgeme gucu ile kontrol
edilebilmektedir. Altin ve gimus nanopartikilleri beyaz 1sik altinda uyarildiginda
boyut, bilesim ve sekline bagli olarak farkli renkte 151k sagmaktadir. Ornegin 80 nm
boyutundaki gumus nanopartikil suspansiyonu mavi, ayni boyutta altin
nanopartikil suspansiyonu ise sarl, 60 nm boyutundaki altin nanopartikul
suspansiyonu yesil, 200 nm boyutundaki altin nanopartikll suspansiyonu kirmizi

IStk sagmaktadir.

Altin  nanogubuklarla molekuler tani sistemleri igin gelistirilen biyosensorler
literatiirde oldukca fazla yer almaktadir. insan IgG ‘sine affinite gdsteren protein
altin nanogubuga konjuge edilerek insan IgG’si immobilize edilmis membran ile
inkube edilmistir. inkubasyon sonrasi membran (zerinde mavi-gri spot

olusturulmustur (Alekseeva, 2005).

Li ve arkadaslari, altin nanogubuklarin floresan o6zelliklerini inceleyerek buylk
boy/cap oranina sahip altin nanogubukklarin ylksek floresan yogunlugu
gOsterdigini bildirmislerdir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak DNA analizi igin optik
biyosensor uygulamalari ve floresan prob mikroarray teknikleri gelistirmislerdir (Li,
2005).

Oyelere ve arkadaslari, altin nanogubuklari Raman esasli hicreigi biyosensor
uygulamasinda kullanmiglardir. Altin nanogubuklarina simian viris ¢ekirdek
sekans peptitini  immobilize ederek altin  nanogubuk-peptit konjugati
olusturmusglardir. Bu konjugatlari normal ve kanser hucreleri ile inkUbe ederek
Raman sinyalleri ol¢giimustir. Normal ve kanser hucrelerinden alinan Raman
spektrumlarindaki farklliklar incelenerek kanser teshisi gercgeklestirilmistir
(Oyelere, 2007).
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Altin  nanogubuklarin biyosensor uygulamalari bolim 2.5°deki lokalize yuzey

plasmon rezonans (LSPR) biyosensorleri kisminda ayrintili olarak ele alinmigtir.

2.5. Lokalize Yiuzey Plasmon Rezonans (LSPR) Biyosensorleri

Biyosensor, analite 6zgun olarak baglanan bir biyolojik eleman ve bu baglanma
sonucu gercgeklesen cevabl, fiziksel ve goézlenebilir sinyale g¢eviren bir sinyal
ceviriciden olusur. Sinyal geviricisine gore elektrokimyasal, termal ve optik olmak
uzere birgok sensor bulunmaktadir. Bu metotlarin her birinin kendine gore guglu ve
zayif olugu yonleri bulunmaktadir. Optik cgeviricilerin birgok uygulama igin bazi
avantajlari vardir. Optik biyosensérlerin en énemli avantajlari, duyarli olmalari ve
biyomolekiler etkilesimlerinin es zamanl go6zlemlenebilmesidir. Optik sensoér
teknikleri kemiliminisans, floresen, i1sik absorpsiyonu ve saciimasi, reflektans,
yuzey plasmon rezonans ve raman sagihmi gibi g¢evirici (transducer)
mekanizmalarini kullanarak tayin yapmaktadir. Son 20 yildir yiksek segicilik ve
duyarlilikta hastaliklarin tayini ve goruntilenmesi, ila¢ arastirmalari, ¢evre Kirliligi
ve biyolojik ajanlarin teshisi gibi bircok uygulama igin optik nanobiyosensorler
uzerine galismalar yapilmistir. Arastirmacilar, optik biyosensorleri gelistirmek igin
metal nanopartikillerin olaganuistl optik 6zelliklerine dayanan alternatif stratejiler

arastirmaya baslamiglardir.

Lokalize yuzey plasmon rezonansina (LSPR) dayali optik sensorler altin, gumus
gibi metalik nanopartikillere dayali sensoérdur. Nanopartikul esasl bu sensorler
kimyasal ve Dbiyolojik hedef molekullerin miktarini etkili bir gsekilde
Olculebilmektedir. Bu sensorlerin temeli, metal nanopartikil yuzeyindeki biyolojik
ya da kimyasal molekulin ortamda bulunan hedef molekuline baglanmasi sonucu
ortamin dielektrik sabitinin degisimine bagh olarak yuksek hassasiyette ylzey

plasmon rezonans dalga boyundaki kaymanin élgtlmesine dayanmaktadir.

Lokalize ylzey plasmon rezonansi (LSPR) partikil boyuna, sekline, partiktller
arasi uzaklik, materyalin dielektrik 6zelligi ve nanopartikilin etrafindaki ortamin
dielektrik 6zelligine baghdir. Nanopartikullerin maksimum absorbans yaptigi yuzey
plasmon dalga boyu UV- gorunudr bolge spektroskopisi ile olgulmektedir.
Partikullerin yuzey plasmon rezonanslari bulunduklari c¢evreye bagli olarak
degismektedir. Bu nanopartikullerin yuzeyindeki molekul hedef molekuline
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baglandiktan sonra ortamin dielektrik sabitinin degismesiyle yuzey plasmon
rezonansinda degisime neden olmaktadir. Bu degisim Olgulerek tayin

gerceklestiriimektedir.

LSPR nanosensorleri, ylksek secicilik ve duyarlilikta, herhangi bir etiket
gerektirmeyen, basit, ucuz, hizli ve ¢oklu tayin yapilabilen diger sensorlere goére
bircok avantajlari olan bir sensordur. Ayrica basit, ucuz, kuguk ve tasinabilir
sistemlerdir (Zhao, 2006).

Lokalize ylzey plasmon rezonans (LSPR) sensorleri, ylzey ve sispansiyon esasli

olmak uzere ikiye ayriimaktadir.
2.5.1. Yuzey Esasli Lokalize Yiizey Plasmon Rezonans (LSPR) Biyosensorleri

Yizey esasli lokalize ylzey plasmon rezonans sensdrlerinde ilk olarak
nanopartikuller olusturularak c¢esitli yontemlerle bir substrat yuzeyi Uzerine
yerlestiriimektedir. Substrat Uzerine immobilize edilmis nanopartikiller hedef
molekull taniyan prob molekul ile kimyasal olarak modifiye edilmektedir. Son
olarak bu sekilde hazirlanan sensoér ylzeyi hedef molekdlleri ile etkilestirildiginde
prob molekllin hedef molekile baglanmasi sonucu ortamin refraktif indeksinin
degismesiyle nanopartikullerin ylUzey plasmon rezonans dalga boylarinda bir
kayma gerceklesmektedir. Bu dalga boyundaki kayma UV-gorandr bdlge

spektroskopisi ile goruntulenmektedir.

Yuzey esasli lokalize yuzey plasmon rezonans sensorlerinde substrat yuzeyine
nanopartikillerin  yerlestirimesinde partikil boyu, sekli ve partiklller arasi
boslugun iyi kontrol edildigi nanoklre litografisi (Nanosphere Litografy, NSL)
yontemi sik kullaniimaktadir. Nanolitografi yonteminde &énce es boyutlu belli
captaki nanokureler ile substrat ylzeyinde tek tabaka iki boyutlu kolloidal bir
maske olusturulur. Substrat ylizeyine nanokurelerin ytklenmesi icin spin kaplama,
damla kaplama (drop coating) ve termoelektrik sogutmali agi kaplama
(thermoelectrically-cooled angle coating) gibi yontemler uygulanir. Mika, cam gibi
negatif yukli ylzey Uzerine karboksilat ya da sulfat gibi negatif yukllu fonksiyonel
grup modifiye edilmis nanokureler kullanilarak nanokirenin bulundugu ¢ozlcu
buharlastirilip nanokureler kapiler kuvvetle bir araya gelerek substrat Gzerinde bir

arada hekzagonal guzel bir sekil olustururlar. Bu nanokire maskesinin Gzerine
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metal termal buharlastirma, elektron demeti yukleme (electron-beam deposition)
ya da laser sinyali yukleme (pulsed laser deposition) yontemiyle yuklenir. Metal
yuklemeden sonra nanokure maskesi genellikle sonike edilerek substrat
yuzeyinden ayrilir. BOylece sekil, boyut ve partikuller arasi bogluk kontrol edilerek
istenilen yapida yuzeyi metal nanopartikul ile desenlendirilmis yuzeyler olusturulur.
Cozelti esasli sisteme gore bu yontemle daha iyi optik Ozellikler kontrol

edilebilmekte ayrica tekrar ayni desende Uretim yapilabilmektedir (Sekil 2.14).

3.Dry

Sekil 2.14. Nanokiire litografisi ydontemi.

Nanokure litografi ydontemiyle cam substrat tGzerine genisligi 100 nm ylUksekligi 51
nm olan Ag uUg¢gen prizma nanopartikuller olusturulmustur. Ag nanopartikullerin
LSPR Amax 561.4 nm Olgulmastir. Ag nanopartikul yluzeyi kendiliginden duzenlenen
tek tabaka olusturacak alkanetiyol-merkaptoundekanik asit ile
fonksiyonlandirildiktan sonra LSPR Amax 598.6 nm Olcllerek 38 nm’lik bir kayma
gerceklesmistir. Ag nanopartikil yuzeyindeki karboksil fonksiyonel gruplarindan
biyotin molekullu kovalent olarak baglanmis ve LSPR Amax 609.6 nm dlgllerek 11
nm’lik bir kayma olusmus daha sonra hedef molekil olan streptavidinle etkilesimi
sonusu LSPR Amax 636.6 nm dlgilerek 27 nm’lik bir kayma olugmustur. Bu sekilde
dalga boyu kaymasina dayanan nanopartikil esasli sensorler literatirde ¢ok

saylda yer almaya baslamistir (Haes, 2004).

Haes ve arkadaglari, nanokure litografi yontemiyle basit ve ucuz bir yontemle
boyut ve sekil kontrolli array sistemi olusturmuglardir. Cam substrat yuzeyi
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Uzerine es boyutlu polistiren nanokureleri ¢oktlurup, nanoklire maskesi Uzerine 1si
ya da 1sik sagilmasi yontemiyle metal yukleme yapilip daha sonra polistiren
nanokureler uzaklastirilarak iki boyutlu es buyuklukte Ug¢gen prizma yapisinda
nanopartikullerden olugan cam substrat yuzeyinde array yapilari olusturmuslardir.
Ayni  yontemle Ag uggen prizma nanopartikulleri olusturarak dinitrofenil
molekulinu partikil ylizeyine kimyasal olarak baglayip anti difenil iceren ¢ozelti ile
etkilestirmislerdir. Baglanma sonucu olugan dalga boyundaki kaymayi tayin ederek

baglanma katsayisini belirlemislerdir (Haes, 2004).

Haes ve arkadaslari Alzheimer hastaligini gosteren amiloid turevli olan ADDL
(Amyloid-derivede diffusible ligand) molekuliunu LSPR sensoéru ile tayin etmislerdir.
Cam substrat Uzerine yerlestiriimis gimuis Uc¢gen prizma nanopartikali 11-
merkaptoundekanoik asitle fonksiyonlandiriip karbodimid reaksiyonu ile anti
ADDL antibadisini kovalent olarak partikil yuzeyine baglamistir. Anti ADDL
molekull ile modifiye edilmis Ag nanopartikillerin ylzey plasmon rezonansini
Olcup ADDL antibadisini iceren ¢ozelti ile 30 dakika inkUbe ettikten sonra ylzey
plasmon rezonansindaki degisimi oOlgmustur. Tekrar anti ADDL molekulu ile
etkilestirerek sandavi¢ yapiyi olusturmustur. Bu sekilde hem insan beyni ekstrakti
hemde sentetik ADDL molekulu ile galismalari gergeklestirerek kisa surede yluksek
hassasiyetle Alzheimer hastaliinin LSPR biyosensoru ile tayin edilebilecedini
belirtmistir (Haes, 2005).

LSPR sensoru ile birden fazla hedef molekul ayni anda ucuz, basit klguk bir ¢ip
uzerinde, kisa surede daha az analit hacmi ile tayin edilebilmektedir. Yonzon ve
arkadaslari, LSPR karbonhidrat sensoértu gelistirmiglerdir. 35 nm ve 75 nm
yuksekligine sahip iki Ag Ug¢gen prizma nanopartikili tek bir cam substrat
yuzeyinde olusturduktan sonra 75 nm vyuksekligine sahip Ag partikild 5 mM
mannoz ile modifiye etmislerdir. Konkovalin A ile inkibe ettikten sonra dalga
boyunda 5nm’lik kayma olugsmustur. 35 nm yuksekligindeki Ag partikulleri 5 mM
galaktoz ile modifiye edilip konkovalin A ile inkibasyonu sonunda dalga boyunda
herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Konkovalin A mannoza spesifik oldugu
icin sadece mannoz takili partikilin dalga boyunda degisim olmustur. Yonzon ve

arkadaslari bu calismaya dayanarak LSPR sensorinin hassasiyetinin yuksek
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oldugunu ve bir substrat Uzerinde birden fazla hedef molekulin tayin

edilebilecegini vurgulamiglardir (Yonzon, 2004).

Nath ve arkadaslari, 12-48 nm araliginda kuresel altin nanopartikul sentezleyerek
etiket gerektirmeyen ¢ip formatinda nanoSPR biyosensorlu gelistirmislerdir.
Substrat olarak cam kullanip bunlari uygun yontemler ile temizledikten sonra
aminopropiltrietoksilan (APTES) ile muamele ederek aminle fonksiyonlandiriimig
sensor ¢ipi uzerinde 39 nm boyundaki altin nanopartikil sispansiyonu 24 saat
inkibe edilmigtir. Partikil yuzeyinde de karboksil grubu olusturmak igin
merkaptopropiyonik asit (MPA) ile etkilestirilmistir. YUzeydeki karboksil gruplarina
karbodiimid reaksiyonu ile amin uglu biyotin takilarak streptavidin tayininde
kullanilmak Uzere lokalize yuzey plasmon degisimi Olgumune dayanan metal
nanopartikillerin  optik  6zelliinden faydalanarak nanoSPR biyosensori
gelistirilmigtir (Nath, 2004).

Altin nanogubuklarin lokalize yuzey plasmon 6zelliklerinden yararlanarak hastalik
teshisi ve ilag arastirmalari gibi uygulamalar igin geligtirilen cesitli biyosensor
sistemleri olusturulmustur. Chen ve arkadaslari elektrokimyasal yontemle altin
nanogubuklar sentezlemiglerdir. Cam slayt yuzeyini merkaptopropiltrimetoksisilan
(MPTMS) ile muamele edip tiyol uc¢lu substrat hazirlamislardir. Bu cam slayt
yuzeyine altin nanogubuklari immobilize edip nanogubuk ylzeyinde sistamin tek
tabakasi olusturmuslardir. Karbodimid reaksiyonu ile biyotin baglayarak biyotin-
streptavidin etkilesimini ortamin refraktif indeksinin degisimine bagh olarak SPR
spektrumundaki pik kaymasini UV-gorunir spektrofotometresi ile incelemiglerdir.
Bu sekilde herhangi bir ornek hazirlamaksizin kan icindeki ¢gok dusuk derigsimdeki
analitlerin birka¢ dakika gibi kisa bir surede tayin edilebilecegi biyosensorlerin
olusturulabilecegi bildirilmistir (Chen, 2007).

Huang ve arkadaslari, etiket gerektirmeyen altin nanogubuklarin lokalize yuzey
plazmon rezonansina dayali optik biyosensor gelistirmiglerdir. Cekirdek gelistirme
yontemiyle sentezledikleri altin nanocgubuklari tiyol uglu cam slayt Uzerine
immobilize ederek ylzeyine kegi IgG antibadisi takarak lokalize ylzey plasmon
rezonansindaki pik kaymasi ile antijen-antibadi etkilesimini tayin etmislerdir.
Proteomiks ve in vitro tani ve teshis uygulamalrinda LSPR sensorlerin

kullanilabilecegi belirtiimigtir (Huang, 2009).
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Haes ve arkadaglari ayrica nanokure litografi yontemiyle hazirladigir Ag tggen
prizma partikullerini ¢ozelti faza alarak ¢ozelti faz Ag Uggen prizma nanopartikulleri
hazirlamiglardir. Nanokure litografi yontemiyle cam yuzey Uzerinde olusturulan
nanopartikuller alkantiyol etanol ¢ozeltisi ile 48-96 saat inkube edilmigtir. Alkantiyol
molekulleri nanopartikil ylzeyinde kendiliginden duzenlenen tek tabaka
olusturmustur. Daha sonra nanopartikiller etanol ¢ozeltisinde 3 dakika sonike
edilerek substrat ylzeyinden koparilip ¢ozelti faza alinmistir. Cozeltiye alkanditiyol
ilave edilerek nanopartikullerden dimer yapilari olusturulmustur. Her asamada
yluzey plasmon rezonans spektrumlari incelenerek ¢ozelti icinde dimer yapisi
olusturan nanopartikullerin LSPR spektrumlarinda énemli bir degisim gozlenmistir.
Haes ve arkadaslari, ¢ozelti fazdaki bu dimer yapilar ile sandavi¢ yapida biyolojik
hedeflerin tayin edilebilecegini ve canli sistemlerde nanobiyosensorlerin

geligtirilebilecegdini belirtmiglerdir (Haes, 2004).

2.5.2. Suspansiyon Esaslhi Lokalize Yuzey Plasmon Rezonans (LSPR)

Biyosensorleri

Suspansiyon esasli array sistemi basit fakat henlz gugcli bir yontem degildir.
Biyosensor calismasinda en c¢ok calisilan moleklller sulu fazda biyolojik
molekullerdir. Analit molekul ile hedef molekulin birbirine baglanmasini hassas ve

spesifik bir sekilde belirleyecek sistemler gerekmektedir.

Aggregasyon esasl tayin yontemleri klinik calismalarda c¢ok kullaniimaktadir.
Lateks ¢Okelme testi (LAT) olarak bilinen test ilk olarak 1956 yilinda gelistirilmistir
(Singer, 1956). Lateks ¢okelme testi ve buna benzer testlerde lateks mikrokureler
biyomolekuller spesifik antibadiler ile fonksiyonlandiriip mikrokire problar
hazirlanir. Kan ya da Ure gibi hedef antijeni iceren ¢ozelti ile bu mikroktre problari
etkilestirilerek antibadi-antjen etkilesimi sonucu lateks kurelerinde gozle gorinen
¢cOkelme izlenerek tayin gerceklestirilir. Lateks ¢okelme testi etkili ve 15 dakika ile
1 saat gibi kisa slUrede tayin gercgeklestirilebilen hizli bir yontemdir. Dedektor
olarak insan gozlemi ve yuksek derisimde analit gerektirmesi nedeniyle g¢ok
hassas bir yontem degildir.

Suspansiyon esasli LSPR sensoérlerinin yluzey esasli LSPR sensorlerinden farki

herhangi bir substrat kullanmadan stspansiyon iginde tayinin gergeklestiriimesidir.
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Suspansiyon esasli lokalize yuzey plasmon rezonans (LSPR) sensorleri ile tant,
partikiller arasi etkilesim sonucu ortamin refraktif indeksinin degisimine bagl
olarak lokal yuzey plazmon rezonansindaki degisimle gergeklestirimektedir. Lokal
yuzey plasmon rezonansindaki degisim de UV-gorunur bodlge ve rezonant

Rayleigh sacilim spektroskopisi ile incelenmektedir.

Son zamanlarda, altin nanopartikul esash UV-gorunur bolge teknigi ile DNA tayin
edilmektedir. Altin yuzeyine takilan oligonukleotit dizisinin eslenik DNA dizisi ile
hibridizasyonu sonucu absorbans spektrumunda dolayisiyla ¢ézelti renginde renk
degisimi olugmaktadir. Kalorimetrik tayin yontemi olarak bilinen bu yontemle hedef
oligonukleotit femtomol gibi dusuk derigsimlere kadar tayin edilebilecegi
bildirilmigtir. Nanopartikullerin aggregasyonuna dayanan tayin yontemlerinin
geleneksel floresan esasli yontemlere goére 100 kat daha hassas oldugu da
belirtilmigtir (Taton, 2000).

Resonant Rayleigh i1sik sacgilmasina dayali tayin kalorimetrik teknige gbre daha
kuvvetli olmasina karsin hentiz ¢ok fazla bu konu ile ilgili yayin bulunmamaktadir.
60 nm boyutundaki altin nanopartikillerinden bir kismina insan anti-IgG ile bir
kismida insan 1gG ‘si takilarak antijen ve antibadi yuklu bu iki altin nanopartikilu
bir test tupu iginde karistirihp dijital kamera ile goérunttilenmistir. Altin yuzeyindeki
proteinler eslenik proteini ile etkilesimi sonucu partikuller bir araya gelmis ve
lokalize ylzey plasmon rezonansinda “red-shift’” olarak adlandirilan kirmiziya
kaymaya neden olmaktadir. Bagta yesil renk olan ¢ozelti rengi antijen-antibadi
etkilesimi sonucu bir araya gelen altin nanopartikuller nedeniyle15 dakika i¢inde
turuncuya donmastar. Bu renk degisimi ile antijen-antibadi etkilesimi tayin
edilmigtir. Bu tarz tayin yOntemlerinin  dezavantajlari, nanopartikil
agglemerasyonunun analit-hedef molekil arasi etkilesim sonucu olup olmadiginin
net olarak bilinememesi, tersinir olmasi ve nicellestirmenin zor olmasidir. Bu
dezavantajlari nedeniyle daha c¢ok bir susbtrat ylzeyine nanopartikillerin
yerlestiriimesiyle yluzeyde gerceklesen baglanma sonucu olusan lokalize plasmon
rezonansindaki kaymaya dayanan biyosensorler gelistiriimigtir (Roll, 2003).

Wang ve arkadaslari, iki farkli boy/cap oranina sahip amin fonksiyonel u¢ grup
tasiyan altin nanocgubuklar sentezlemiglerdir. Nanogubuklardan birine anti-Ecoli

digerine anti-S. Typhimurium immobilize ederek E-coli ve S. Typhimurium
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patojenlerini tayin etmek igin nanogubuk problari hazirlamislardir. Bu iki tip
nanogubuk karisimini E-coli ve S. Typhimurium bakteri karigimi ile karistirarak
UV-gorunur bolge spektroskopisi ile plasmon rezonans dalga boyundaki kayma
incelenmigtir. Yapilan élgiim sonucunda her iki tip nanogubuk probun ilgili spesifik
antibadiye baglanmasi sonucu eksenel plasmon dalga boyunda kayma oldugunu
g6zlemlemiglerdir. Bu yontem ile basit, hizli, ucuz, 30 dakika gibi kisa bir surede,
ekstra kompleks bir cihaza gerek kalmadan birden fazla patojenin es zamanl tayin

edilebilinecegini belirtmislerdir (Wang, 2008).

Yu ve arkadaslari, ¢ekirdek gelistirme yontemiyle farkli boy/cap oranina sahip Ug
altin  nanogubuk sentezlemislerdir. Her bir nanogubuga u¢ farkli antibadi
(monoklonal insan IgG, monoklonal sigan IgG, monoklonal koyun IgG) immobilize
ederek Uc¢ farkh nanogubuk problari hazirlamislardir. Her Gg farkli probu Gg¢ farkh
hedefin bulundugu antibadi karigimi ile inkibe ederek her bir nanogubuk probun
ilgili hedef molekuline baglanmasi sonucu eksenel plasmon piklerindeki dalga
boyu kaymalarini incelemiglerdir. Yaptiklari g¢alismalar sonucunda, altin
nanocubuklarin boyuna bagh olarak gosterdikleri farkli optik 6zelliklerinden
faydalanarak basit, hassas ve bir deney tupu iginde birden fazla biyoojik hedefin
tayin edilebilecedi bir test tUpu iginde laboratuvar (lab-in-a-tube) tabir edilen

biyosensor gelistirdiklerini belirtmiglerdir (Yu, 2006).

Pan ve arkadaslari, ¢ekirdek gelistirme ydontemiyle boy/cap orani 3 ve 8 olan altin
nanogubuklar olusturmuslardir. Yuzeyine sigir serum albumin (BSA) immobilize
ederek triptofan ile altin nanogubuk-albumin etkilesimi sonucu floresan o6zelligi
incelenmistir. Altin nanogubuk derisimi arttikca floresan yodunlugunun arttigini
g6zlemlemiglerdir. BSA’'nin altin nanogubuga baglanma sabiti ve baglanma
kapasitesini triptofana floresan 6zelligini artirarak incelemislerdir (Pan, 2007).

2.6. Yiizey Plasmon Rezonans (SPR) Biyosensori

SPR, sensor yuzeyinde antijen-antibadi ya da nikleik asit eslesmeleri gibi cesitli
nedenlerden olusan ve SPR yuzeyinde biriken biyolojik filmler nedeniyle kiriima
indisindeki (“refractive index”, RI) kuglk degisiklikleri belirleyebilen ve ¢ok sikga
kullanilan bir analitik 6lgim cihazidir. SPR etiketsiz ¢alisan bir yontem oldugu icin

tayin edilecek biyomolekulin herhangi bir etikete ihtiyaci olmamaktadir. 30 yil
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askin bir suredir kullanildigindan, SPR ile ilgili pek ¢ok farkli ¢galisma ve gelistirme
yapiimistir. Tum galismalar sonucunda gunumuzde SPR, kimyasal ve biyolojik
etkilesimlerin incelenmesinde kullanilan etiketsiz bir karakterizasyon ve tayin

metodu olarak kabul edilmekte ve kullanilmaktadir (Duman, 2007).

SPR Teorisi

Yuzey plazmonu, biri metal (iletken) ve digeri de dielektrik (yalitkan) olan iki
ortamin ara yuzeyi boyunca yayllan ve duzlem boyunca ilerleyen yuk
yogunlugudur. Metal serbest elektron modeline uygun olarak serbest elektron
davranisi gosterecedinden kullanilan metalin tart ¢ok énemlidir. Ylzey plazmonu
yaratmak icin uygun metaller arasinda gumus, altin, bakir, aliminyum, platin gibi
metaller mevcuttur ve altin ile gumus literaturde sikga rastlanilan metallerdir.
Gumus, keskin bir SPR egrisi verdigi icin, altin ise daha kararh oldugu igin tercih
edilir. YUzey plazmonunun uyariimasi igin Otto (1968) ve Kretchmann (1971)
tarafindan iki farkli optik dizen gelistiriimistir. Ancak, Kretchmann tarafindan
geligtirilen, azaltilmis tam yansima (“attenuated total reflection”, ATR) dizeni, cogu

SPR cihazinin tasariminda kullanilan bir yapidir.

SPR cihazinin temeli olan Kretchmann dizeninde, (Sekil 2.15.) optik olarak daha
yogun olan bir ortamdan (6rnegin cam) gelen 1s1gin, optik olarak daha az yodun bir
ortam (6rneg@in hava veya ince altin film) ile daha yogun ortam ara ylzeyinden
gecemeyerek yogun ortama geri yansimasi ile ortaya ¢ikan “igten tam yansima”
prensibi kullanilir. Gelen 1sik tamamen yansimasina karsin, bu 1s1gin manyetik
bileseni, yaklasik bir dalga boyu mesafe ile daha az yogun olan ortam igerisine

nufuz eder.
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Sekil 2.15. Ylzey plazmon rezonansi olusturmak igin Kretchmann dizenegi.

SPR, bu i¢ yuzeye gegis yapan manyetik alanin, SPR ylzeyinde kullanilan
metaldeki serbest elektronlari uyarmasi sonucu 1sik siddetindeki degisimi dlgen bir
cihazdir. Tam yansima sonucu elde edilen sonumli dalganin dalga vektoru Esgitlik

2.1. deki gibi verilir.

ev

w, .
K 2?779 sin@ (2.1.)

Burada, K, ;s6nimli dalganin dalga vektorl, o,; gelen i1s1gin frekansi, c; 1s1gin

ev?

bosluktaki hizi, 7,; optik olarak yogun ortamin (6rnegin cam) kirma indisi, 6;

IS1gin gelis acisidir.

Yuzey plazmonunun dalga vektoru ise esitlik 2.2." deki gibi ifade edilir:

2
K = @, Emlls
sp 2 (2.2)
c \e&, +7n.
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Burada, K,,;yluzey plazmon dalgasinin dalga vektord, w,; gelen isigin frekansi,
c; 1s1gin bosluktaki hizi, n,; dielektrik ortamin (6rnegin ¢ozelti) kirma indisi, ¢, ;

metal filmin dielektrik sabitidir.

Gelen 1sik ile metal filmde-serbest salinim yapan elektronlar (plazmonlar) belirli bir

gelis agisinda K, =K olacak sekilde rezonansa girer ve bu rezonans ylzey

plazmon rezonansi olarak adlandirilir. Esitlik 2.2.’den gorllecegi gibi K_, metal

sp!?
filmin Ust tarafindaki dielektrik ortamin kirma indisine baghdir. Bu nedenle, metal
yuzeyi ile temasta olan biyolojik ortamin kirma indisinin herhangi bir etkilesim ile

degismesi sonucu, yuzey plazmon rezonansinda bir degisiklik gozlenir.

Tipik bir SPR cihaz konfigurasyonu ve ylzey modifikasyonlarin gesitli ornekleri
Sekil 2.16.’da verilmigtir.

alas hitcresi —--:__)\ /E;:-n-
altm film kaph —=
cam slayt
151k
algllayicidar

odaklamms

151k 151 \ IY

sensor viizevi
( : ’ Tipik SPR
ed1isl

dekstran matiis hpid bilayer

? e -3
spin kaplama polimer  YUZeYE€ adsorplanmms

Lkopolinerler

\_ SAMSs )

Sekil 2.16. Tipik SPR konfigirasyonu ve sensér modifikasyonu tiplerine érnekler.

57



2.7. Elipsometrik Sensorler

Elipsometre, polarize monokromatik isik duzlem dalgasinin belirli bir agida bir

yluzeyden yansimasi ile elde edilen polarizasyon degisiminin élgtlmesine dayanir.

Bilinen Polarizasyon Olgiilen Polarizasyon

(.{.'P

Algilayici Tabaka

Substrat

Sekil 2.17. Elipsometre temelli algilamanin sematik gésterimi.

Elipsometre dolayli olgum teknigidir ve yuzey hakkinda gerekli bilgi Ol¢ulen
parametrelerin  optik bir modelde c¢o6zimlenmesi ile elde edilir. Temel
blayuklUklerden birisi, ince bir tabakanin veya bir substratin kompleks dielektrik
fonksiyonudur. Bazi durumlarda kompleks kirinim indisi deg@erinin kullaniimasi

daha uygun olabilir.

Spektroskopik Olgimlerde bu parametreler foton enerjisinin bir fonksiyonudur.
Elipsometre ile hesaplanan bir diger temel 6zellik ise tabakanin kalinligidir (d).

Cok katmanli drneklerde birka¢ tabakanin kalinligi bilinemeyebilir.

Biyolojik tabakalar genellikle kirnim indisi duguk ve tipik olarak kalinliklari
nanometre mertebesinde olan tabakalardir ve biyolojik tabakalar elipsometre ile
incelenmeye uygundur. Yansima katsayilari, substrat ve Ust tabakalarin optik
Ozellikleri ile bilesimine, kalinhk ve morfolojisine ve yuzey puruzliligine bagh

oldugundan, elipsometre teknigi ile yapilan olgimler 6zellikle biyolojik molekullere
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zarar vermez. Elipsometrik sensorler herhangi bir isaretleme teknigi gerektirmeden
biyolojik etkilesimleri inceleyebilmektedir. Literatirde, elipsometre temeline
dayanan optik biyosensorler ile c¢aligsmalar bulunmaktadir. Bu tip elipsometrik
sensorler ile antikor-antijen baglanmasinin ve enzimatik reaksiyonlar
izlenebilmektedir. Bu tur biyosensorlerde analitik olarak bazi sorunlar bulunmakla
beraber sensorlerin calisma temeli biyo-6zgunlige dayanmaktadir. Ancak farkli
molekdllerin tayini ve ayrimi, c¢oklu sensor verisinin alinmasi ile sistemin
oOzgunlugu arttinlabilir. Biyogip olarak adlandirilan, belirli bolgelerde biyo-6zgun
alanlar igeren test yuzeyleri bu amag icgin kullanilabilmektedir. Antijen-antikor
baglama c¢alismalarinda, bir seri antijen ya da antikor daha dnceden belirlenmis
bdlgelere immobilize edilir. Bu bdlgelerin sayisi, ayni floresans-temelli
biyosensorlerde oldugu gibi binlerce olabilir. Tamamen gelistirilmis bir sistemde,
en kucluk spotun boyutu ve yeri bir gérintileme sistemi yardimiyla belirlenebilir.
Antikor ve antijen arasindaki etkilesim, etkilesim dncesi ve sonrasi elipsometre ile
ilgili alanin kalinh@inin élgtilmesi ile belirlenmistir. Grubumuz tarafindan yapilan bir
baska calismada ise, elipsometre bir DNA sensorl olarak kullaniimistir (Demirel,
2008). DNA hibridizasyonunun, incelenen bdlgenin kalinhigini degdistirmedigi
bilinen bir gergektir. Hibridizasyon sonrasi, baglanma bdlgesinin yogunlugu ve
dielektrik sabiti degismekte, bu degisimde elipsometrik olarak etkilesimin

incelenmesine olanak tanimaktadir.

2.8. Array ve Array Platformlarinin Olugturulmasi

Gunumuzde nanoteknoloiji ile ilgili calismalarda oncelikli konular arasinda yer alan
array teknolojileri surekli gelismektedir. Tip, arastirma, gida, c¢evre, tarim ve
hayvancilik gibi birgcok alanda uygulama alani bulunan array teknolojilerinde en
dnemli ve kritik kisim “tani’nin yapiimasidir. Ornegin gida driinlerinin ve gevredeki
Kirliligin (6rnegin mikrobiyal kdkenli) tanisi zorunlu/kaginiimazdir; tip alaninda da
bircok hastaligin énce tanisi yapilir daha sonra tedavi uygulanir. Bugine kadar
bircok alanda kullanilan klasik laboratuvar yontemleriyle yapilan tanilar zor ve
uzun surelidir. Bu yontemler kullanilarak “bir tani bir test’ ile (test kiti ile) yapilir.
Gunumuz teknolojisinde ise tani molekiler duzeyde yapilmaktadir. Molekuller

duzeyde tani klasik laboratuvar yontemleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha zor ve
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pahahdir. Array teknolojileri “cok sayida 6&rnegin ayni anda”, c¢ok hizh
degerlendirildigi ve dolayisiyla ¢oklu taniya olanak saglayan, ¢ok hizla gelisen ve
yaygin uygulama alanina sahip molekuler dizeyde tani yapan énemli bir teknoloji
dalidir. Yuzey esasl ve suspansiyon esasli array platformlari olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Genel olarak bir tani sisteminde hedef molekuli segici olarak
taniyan bir molekll (“prob”) kullaniir ve bu bir tasiyici yizeye (platforma)
yerlestirilir (immobilize edilir). Taniyici molekdl ile hedef etkilestirilir, bu etkilesim
sonucu ortaya ¢ikan sinyal bir gevirici ile olgulebilir sinyale donusturultur ve bir
cihaz ile bu sinyal Olculerek tani gergeklestirilir. Array teknolojisinde ¢ok sayida
taniyici molekll array platformlarina yerlestirilerek ayni anda ¢ok sayida hedef
molekul saptanabilmektedir. Biyolojik sistemlerde tani icin genellikle biyolojik
molekuller (tek sarmal oligonukleotidler, oligopeptidler, proteinler) prob olarak
kullanilir. Bunlarin secgiminde, ylksek saflikta dretiimis olmalari ve array
platformlarina istenilen sekilde yerlestiriimis olmalari kritik 6neme sahiptir. Array
teknolojilerinde taninin yapilmasi igin kullanilan array platformlari kati (silikon
waferlar, cam slaytlar, bunlarin metal (6zellikle altin) ya da polimer kapli formlari,
polimerik membranlar/filmler) ylzeylerdir. Bu array platformlari kullanim alanina ve
tanisi yapilacak molekile gore istenilen desende ve istenilen molekulle modifiye
edilmektedir. Array platformu Uzerine taniyici molekiliun yerlestiriimesinden sonra
taniyici molekull ile hedef molekilin etkilesmesi, hedef molekilin genellikle
optikge aktif floresan boya ile etiketlenmesi ve bu etkilesimin gesitli optik cihazlar
kullanilarak olgimu ile gergeklestirilir. Tani sistemlerinde etiket kullanimi pahali ve
zor bir yontemdir. Bu nedenlerden dolayi son zamanlarda etiket kullanmadan
Olcim yapilabilecek, 6rnegin kitle degisim esash (QCM) ve yine optik (SPR,
elipsometre, vb.) cihazlarin array teknolojilerine uygulanmasi Uzerine yogun

calismalar yapiimaktadir (Glokler, 2003).

Siuspansiyon-Esasli Array Platformlari

Array platformlari “ylzey esasli” ve “suspansiyon esasli” olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Silikon, cam gibi ytzeylere prob molekillerin immobilize edilip
hazirlanan array platformlar ylzey esasl olarak tanimlanirken tasiyici platform
olarak nanopartikullerin kullanildigi ve suUspanse fazda gerceklestirilien array

sistemleri suUspansiyon esasl array platformlari olarak adlandiriimaktadir.
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Ozellikle son yillarda “ylizey esasli” array platformlarinin yani sira “siispansiyon
esasl” platformlar geligtirilmis ve ticari Urlnler piyasaya sunulmustur. (6rnegin BD
Biosciences (ABD), lllumina (ABD), Evident (ABD)). Bu sistemlerde farkli
renklerde polimerik mikro veya nanopartiklller hatta, “quantum dot’lar kullanilir.
Farkli renkte partikil yuzeyine farkl bir tir prob immobilize edilir. Bu partikuller bir
araya getirilerek “suspansiyon array platformu” olusturulur. Stispansiyon ortami
hedef molekilleri iceren ortam ile karistiriir ve etkilesim bir optik (lazerli)
okuyuculu ile akig-sisteminde belirlenir. Ozellikle nanopartikiller kullanildiginda
(cok ylUksek yuzey alani nedeniyle) kig¢uk hacimde ylksek prob derisimine
ulasmak dolayisiyla sistemin hassasiyetini énemli 6l¢clide artirarak ¢ok sayida

taniyi bu suspansiyon ortaminda gergeklestirme olanagi vardir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan c¢alisma kapsaminda yapilan deneysel calismalar farkh sekil, boyut ve
yapida altin nanopartikullerin sentez, karakterizasyonu ve bu nanopartikillerin
nanotip uygulamalari olmak Uzere iki ana grup altinda toplamak mumkundur. Tez
kapsaminin ilk bolumunde Ug¢ farkli nanopartikil Uretiimesi amaclanmigtir.
Nanoboyutta beklenmedik optik 6zellikleri olan kolaylikla modifiye edilerek aktif ajan
(prob) takilabilen kiresel ve cubuk formunda altin nanopartikiil ve nanogubuklar,
cekirdek/kabuk formunda altin kapl manyetik nanopartikiller (Fe3O4/Au) olmak Uzere
uc farkli nanopartikillerin sentez ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Partikdl
boyuna ve sekline etki eden parametreler incelenerek optik 6zelliklerine olan etkileri
arastinlmistir. Farkh boyutta kuresel altin nanopartikulleri, tetrakloraurat altin tuzunun
(HAUCl,) indirgeme ajani (sodyum sitrat) ile indirgenmesi yontemiyle sentezlenmisgtir.
Cubuk formundaki altin nanopartikilleri ise kuresel formdaki altin nanopartikil
cekirdeklerinin gelistiriimesi yontemi ile hazirlanmigtir. Kiresel ve ¢ubuk seklindeki
altin nanopartikullerin partikil boyuna dolayisiyla optik o6zelliklerine etki eden
parametreler incelenmisgtir. Cekirdek/kabuk seklindeki nanopartikullerde
superparamanyetik Ozellik gosteren manyetit (FesO,) nanopartikullerin altin ile
kaplanmasiyla elde edilmistir. Sentezlenen nanopartikillerin Zeta-Sizer, AFM ve TEM
yontemleriyle partiktl boy ve boy dagilimlari, Zeta Potential ile partikul yuzey yukleri,
UV-Vis-Infrared ve Fluoresan Spektrofotometresi ile optik ozellikleri incelenmistir.
FTIR ve XRD yontemleriyle kimyasal yapilari, VSM yontemiyle manyetik ozellikleri

incelenmigtir.

Tez kapsaminin ikinci bolumuinde, ilk kisimda yapilan c¢alismalar sonucunda
sentezlenmis ve karakterize edilmis farkli boyut ve sekildeki altin nanopartikillerin
mikroemulsiyon fazda tani kitleri ya da nanoarray sistemlerinde ve cam gibi tasiyici
yuzeylere adsorbe edilerek SPR destekli elipsometrik biyosensdrlerinde
kullanilabilirlikleri olmak Uzere iki farkli nanotip uygulamasi ¢aligmalari
gerceklestiriimistir. Bu iki ¢calismada birinci bolimde sentezlenmis ve karakterize
edilmis kuresel sekilde altin nanopartikdl, iki farkh uzunluk ve g¢apta altin nanogubuk
ve manyetit iceren altin kapli nanopartikillerden en uygun olani segilerek dort farkl

ornek Uzerinde galismalar yapilmigtir.
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Mikroemllsiyon fazda tani kiti ya da nanoarray c¢alismalarinda secilen dort tip altin
nanopartikullerin yuzeyine tiyollu oligonukleotitler immobilize edilerek nanoproplar
hazirlanmistir. Bu calismalarda M. Tuberculosis Kompleks'ine (MTB) ve M.
Gordonae patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu
takilmis oligonUkleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullanilmistir. Oncelikle
sentezlenen farkh sekil ve yapidaki altin nanopartikullerin optik 6zellikleri incenelenip
yuzeylerine farkli derisimlerde prob oligonukleotitler immobilize edilerek optik
Ozelliklerindeki degisimler incelenmigtir. Daha sonra prob takili bu altin
nanopartikiller farkli derisimdeki hedef (komplementer) oligontkleotitleri ile
etkilegtirilerek, optik 6zelligindeki degisimler izlenerek hibridizasyonun olup olmadigi
izlenmigtir. Ayrica sistemin hassasiyetini arastirmak amaciyla nanopartikil yluzeyine
immobilize edilmis prob oligonukleotitin eslenigi olmayan bir oligonukleotit ile
etkilestirilerek hem dalga boylarindaki kayma hem de fluoresan sinyal siddetindeki
degisimler incelenmistir. En son asamada yuzeyinde farkl problar takilmig iki farkl
sekil ya da yapidaki altin nanopartikil karigimlarini iceren mikroemdulsiyonlar
(“nanoarrayler”’) hazirlanmigtir. Bu mikroemdulsiyon karisimlarina sadece birinin
hedefini iceren oligonlkleotit ¢dzeltisi eklenerek hedef oligonukleotitin ilgili probunu
iceren nanopartiktlin plasmon dalga boyundaki kaymalar incelenmigtir. Bu sekilde
altin nanopartikullerin (farkh sekil ve boyutta) optik o6zelliklerinden faydalanarak
mikroemulsiyon fazda altin nanopartikil esasli DNA tani kiti ve DNA arrayler

olusturulmustur.

SPR destekli elipsometrik biyosensdr calismalarinda oOncelikle tasiyici destek
materyali olarak kullanilacak cam slaytlar 6nglriimus uygun yontemle temizlenmigtir.
Temizlenmig cam slaytlar 6-Merkaptopropilmetoksisilan (MPTS) ¢ozeltisiyle silanize
edilip tiyol u¢ grubundan dort tip altin nanopartikilin kimyasal olarak
immobilizasyonu saglanmigtir. Farkh derisimlerde dort tip altin nanopartikul cam
yuzeyine immobilize edilerek SPR destekli elipsometrik oOlgimlerle optimum
nanopartikil derigimi belirlenmigtir. Daha sonra optimum derisimde cam yuzeyine
kimyasal olarak immobilize edilmis altin nanopartiklller ile genisletiimis cam slaytlar,
SPR sisteminde taslyici matriks olarak kullaniimistir. Bu sekilde hazirlanmis altin
nanopartikiller ile genigletiimis cam slaytlara dort farkli derisimde M. Gordonae
patojenik bakterisine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmis

oligonUkleotit problari gonderilerek SPR destekli elipsometrik dlgimlerle optimum
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prob derisimi belirlenmistir. Optimum prob derisiminde oligonUkleotit takilmis cam
slaytlara daha sonra dort farkli derisimde problarin hedefi olan oligonukleotitler
gondererek SPR destekli elipsometrik dlgimlerle hibridizasyon sonucundaki kalinlk
degisimi incelenmigtir. Ayrica optimum hedef oligonUkleotit derisiminde hedef
olmayan oligonukleotit ¢ozeltisi gdnderilerek sistemin segiciligi incelenmigtir. Yapilan

tum deneysel galigsmalar farkli bélimler altinda ayrintili olarak anlatiimistir.

3.1. Nanopartikillerin Sentezi

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kuresel altin nanopartikll sentezi ¢alismalar sirasinda kullanilan
cam malzemeleri Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen sulfurik asit (H2SO4,%90
v/v) ve nitrik asit (HNO3, %90 v/v) ¢ozeltilerinin 3:1 oranindan karigtirilarak hazirlanan
kral suyu c¢ozeltisi ile temizlenmigtir. Altin nanopartikiil sentezinde hidrojen
tetrakloraurat(lll) trihidrat altin  tuzu (HAuCl;.3H,0,%99.9), tri sodyum sitrat
(NazCeHs507,%99.9) ve sodyum borhidrit (NaBH; %99.9) Sigma-Aldirich (ABD)

firmasindan temin edilerek kullaniimigtir.

Altin  nanocubuklarin sentezinde hidrojen tetrakloraurat(lll) trihidrat altin tuzu
(HAUCl4.3H20,%99.9), setil trimetilamonyum bromur (CTAB, %99.9), L-askorbik asit
(%99.9) ve sodyum borhidrit (NaBH4) herhangi bir saflagtirma iglemine tabi
tutulmadan Aldrich (ABD) firmasindan temin edildigi gibi kullaniimistir. Gimus nitrat
(AgNO3,%99.9) Fluka (ABD) firmasindan satin alinmistir.

Altin kapli manyetik nanopartikillerin sentezinde daha oOnce ylksek lisans tez
calismamda (Sayar, 2004) uretmis oldugum suda suspanse edilmis yaklasik 40 ve 90
nm boyutundaki manyetit (Fe3;O4) nanopartikilleri kullanilmigtir. Bu partikillerin
etrafinin altin kaplanmasi sirasinda hidrojen tetrakloraurat(lll) trihidrat altin tuzu
(HAuUCl4.3H20,%99.9) ve tri sodyum sitrat (NazCeHs07,%99.9) Sigma-Aldirich (ABD)
firmasindan temin edilerek kullaniimigtir. Altin kapli manyetik nanopartikillerin altin
kapli olmayan manyetit nanopartikullerinden ayirmak igin okzalik asit ve amonyum
okzalattan olugsan okzalat ¢oOzeltisi kullaniimistir. Okzalat ¢ozeltisinde kullanilan
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okzalik asit (C2H204, %99.9) ve amonyum okzalat monohidrat ((NH4).C,04.H,0,
%99) Sigma-Aldirich (ABD) firmasindan temin edilerek kullaniimistir.

Ayrica tim calismalar boyunca ¢ozeltiler hazirlanirken ve yikama islemleri yapilirken

yuksek saflikta (6zgul direnci > 18 MQ) deiyonize H,O (DI H,O) kullaniimistir.

3.1.2. Kuresel Altin Nanopartikiillerin Sentezi

Altin nanopartikuller i¢in bir nm den bir kag mikrometreye kadar ¢ok sayida hazirlama
yontemi literatlrde yer almaktadir. 10 nm’den 150 nm’ye kadar altin nanopartikil elde
etmek igin saptanan en yaygin uygulanan prosedur altin(lll) tuz gesitlerinin sitrat ile
indirgenmesi klasik Turkevich-Frens yontemidir. Tez kapsaminda kuresel altin
nanopartiklllerin tretimi igin izlenen metot Turkevich-Frens yontemi olup séyledir: Ik
olarak sentez sirasinda kullanilacak cam malzemeler kral suyu ¢oOzeltisinden
gegcirilerek saf su ile yikanmigtir. 75 mg tetrakloraurat (HAuCl,;.3H,0) denilen altin
tuzu 250 ml deionize su iginde ¢ozunerek (0.88 mM) ¢oOzelti geri sogutucu altinda
yiiksek karistirma hizinda kaynama noktasina kadar isitiimistir. indirgenme ajani
olarak kullanilan trisodyum sitrattan agirlikgca %1 oraninda sitrat iceren 26.25 ml’lik
indirgeme c¢oOzeltisi hazirlanarak kaynama noktasina gelmis altin tuzu c¢ozeltisine
hizlica ilave edilmistir. Cozeltinin ilave edilmesiyle ilk 15 dakika iginde renk sirasiyla
saridan mora, griye ve kirmiziya donusmustir. Ayni sicaklikta 15 dakika daha
kanigtinllarak  kuresel altin  nanopartiklleri  sentezlenmigtir. Oda sicaklhidina
sogutulmus nanopartiktllerden blyuk agregatlari uzaklastirmak ve sterilize etmek
igin 0.22 um’lik filtreden gegirilmigtir. Sentezlenen altin nanopartkalleri 20000 rpm’de
santrifijlenerek su ile UG¢ defa ylkanarak +4°C’de buzdolabinda karanlikta

saklanmistir.

Farkli boylarda altin nanopartikiller Uretebilmek igin altin tuzu mol miktar sabit
tutulup trisodyum sitrat mol degeri degistirilerek bir seri deney yapilmistir. Trisodyum
sitrat/HAuCls mol orani 1.0-4.5 arasida degistirilerek trisodyum sitrat miktarinin elde
edilen altin nanopartikullerin optik 6zelliklerine, partikil boy ve boy dagilimina etkileri
incelenmistir. Uretilen altin nanopartikiillerin fluoresan spektrofotometre ile fluoresan
Ozellikleri, X-RD ile kristal yapisi, FTIR ile kimyasal yapisi, VSM ile manyetik
Ozellikleri karakterize edilmisgtir.
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3.1.3. Altin Kaph Manyetik (Fe;O4/Au) Nanopartikillerin Sentezi

Altin kapl manyetik nanopartikiller, manyetit (FesO,4) nanopartikillerin bulundugu
cozeltide demir oksit ylizeyinde Au®* iyonlarinin hidroksil amin, trisodyum sitrat gibi
cesitli indirgeyici ajanlar ile indirgenmesi yontemiyle dretilmektedir. Tez kapsamindaki
bu partikullerin Uretilmesinde indirgeyici ajan olarak trisodyum sitrat kullaniimigtir.
Cekirdek/kabuk (Fe3O4/Au) yapisindaki nanopartikillerin sentezi, ilk olarak manyetik
Ozellik gosteren manyetit (FesO4) nanopartikullerin Uretimi daha sonra bunlarin altin
ile kaplanmasi olmak uzere iki asamada gerceklestiriimigtir. YUksek lisans tez
calismam (Sayar, 2004) sonucu elde ettigim tecriibe ve deneyimler sonucu manyetit
(FesO4) nanopartikuller, Fe(ll) ve Fe(lll) iyonlarinin NaOH gibi alkali ortamda
¢cOkturtlmesiyle Uretilmistir. Manyetit nanopartiktllerin Uretimi i¢in izlenen ydntem
soyledir: Dort boyunlu bir reaktorde geri sogutucu altinda, mekanik karistirici ve su
banyosu kullanilarak, N, atmosferinde, 80°C’deki 160 ml deionize su igine ylksek
karistirma hizinda 120 ml 1.25 M Fe?" ve Fe®" tuz ¢ozeltisi ile 120 ml 5M NaOH
¢Ozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyonun hemen basinda siyah bir ¢okelek olusumu
g6zlenmistir. Bu ¢ozelti 80°C’de 2 saat ¢ok ylksek karistirma hizinda karistirilmistir.
Manyetik ayirici (MCB 1200 Biomagnetic Processing Platform, Sigris, ingiltere)
yardimiyla manyetik olan partikiller ile olmayan partikuller birbirinden ayrildiktan
sonra birkac defa su ile yilkama islemi uygulanmigtir. 0.1 M’lik tetrametilamonyum
hidroksit (TMAOH, Sigma, ABD) cozeltisi ile stabilize edilerek 0.01 M’lik HNOg3 ile bir
kere yikanmistir. 0.01 M’hk HNO3 ¢ozeltisinde dagitilan nanopartikiller 80-90°C’de
¢Ozelti rengi kahverengi olana kadar karistirilmistir. Bu sekilde okside olan Fe3Oq4
nanopartikilleri 0.1 M’lik TMAOH c¢ozeltisi icinde stspanse edilip pH 11 olana kadar
su ile yikanmigtir. Tetrametil amonyum ile stabilize edilmis okside Fe304

nanopartikulleri hazirlanmigtir.

ikinci asamada, 1.2 ml tetrametii amonyum ile stabilize edilmis okside FesO,
nanopartikulleri 200 ml deionize su iginde suspanse edilip, 0.7 ml 155.2 mM’lik
trisodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilerek sitrat iyonlarinin OH" iyonlari ile degigsmesi igin
15 dakika sonike edilmigtir. Daha sonra ¢ozelti yuksek karigtirma hizinda kaynama
noktasina kadar isitilmistir. Cozelti ilk kaynama noktasina ulastiginda etrafini altinla

kaplamak icin Au* iyonlarinin FesO4 nanopartikiillerinin etrafinda indirgenmesi igin
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10 ml 10 mM’lik tetrakloraurat (HAuCl,.3H,0) ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika kaynama
noktasinda karistirilmistir. Bu slre sonunda ¢ozelti oda sicakhgdina gelinceye kadar
yuksek hizda karistirmaya devam edilmigtir. Baglangigta agik sari olan ¢ozelti rengi
kahverengi ve koyu renge donerek en son kirmizi kahve olmustur. Elde edilen
nanopartikiller 10000 rpm’de santrifijlenerek miknatis yardimiyla manyetik olan
nanopartikuller ile manyetik olmayanlar birbirinden ayrilmistir. Bu sekilde manyetik
Ozellik gostermeyen gekirdeginde manyetit nanopartikuli icermeyen sadece kuresel
altin nanopartiktller uzaklastiriimistir. Bu islem birka¢ defa tekrarlanmigtir. Daha
sonra altin ile kaplanmamig manyetit nanopartikulleri altin kapli olanlardan ayirmak
icin her ikisi de manyetik Ozellik gostermesi nedeniyle manyetik ayirma
yapilamamistir. Literatirde altin ile kaplanmamis manyetit nanopartikulleri ayirmak
icin 1 M HCI c¢ozeltisi ile yikanip birkag kez de su ile yikama iglemi ile
gerceklestiriimistir (Cui, 2005). Ancak Liu ve arkadaslari altin kapli manyetik
nanopartiktllerin 2 M ve Uzeri HCI ¢dzeltisi icinde stabilitesini incelemiglerdir. Yapilan
¢alisma sonucu hem manyetit nanopartikillerin hem de altin kaplh manyetik
nanopartiklllerin derigik asit ¢ozeltisi icinde hemen ¢6zinduguni belirtmiglerdir (Liu,
2008). Bu nedenle altin kapli olmayan manyetit nanopartikilleri kaplh olanlardan
ayirmak igin karisim 0.02 M’k okzalat ¢ozeltisinde 1 saat mekanik karigtiriimigtir.
Okzalat ¢ozeltisi icersinde sadece manyetit nanopartikullerin ¢éztundugu literatirde
belirtiimistir (Goon, 2008). Tekrar su ile santrifljleme islemi yapilarak sUpernatant
kisminda ¢6ziUnmus manyetit nanopartikullerin olmasi nedeniyle ¢oken kisimda altin

kapli manyetik nanopartikuller miknatis yardimiyla ortamdan uzaklastiriimigtir.

Altin tuz miktari olusturulan manyetik altin kapl nanopartikillerin etrafindaki altin
kabuk kalinhgini etkilemektedir. HAuCl, miktari 10, 15 ve 20 mM olacak sekilde Ug¢
farkli nanopartikil sentezi gerceklestirilierek HAuCl,; miktarinin partikil boyuna ve
plasmon 6zelligine olan etkileri incelenmigtir. Ayrica ortalama partikal boyu 40 ve 90
nm olan Fe3z0,4 nanopartikill kullanilarak iki farkh boyutta manyetit iceren altin kapl
manyetik nanopartikil (Fe3O4/Au) sentezlenerek partikil boyu, plasmon 6zellikleri ve
manyetik ozellikleri arastirilmigtir. Uretilen altin kapli manyetik nanopartikillerin
fluoresan spektrofotometre ile fluoresan 6zellikleri, X-RD ile kristal yapisi, FTIR ile

kimyasal yapisi, VSM ile manyetik 6zellikleri karakterize edilmistir.
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3.1.4. Altin Nanogubuklarin Sentezi

Genel ¢cubuk formundaki altin nanopartikllerin sentezlenmesi kiresel formdaki altin
nanopartikul c¢ekirdeklerinin buyutulmesi yontemi olan c¢ekirdek gelistirme metotu
(Seed Growth methot) ile sentezlenmektedir. Altin nanogubuklarin Uretimi, kiresel
yapida altin gekirdeklerinin hazirlanip bu ¢ekirdeklerin buyutme ¢ozeltisinde silindirik
yaplya donusturulmesi olmak tzere iki ana prosesten olugmaktadir. llk olarak kuresel
yapida altin cekirdeklerin sentezinde izlenen yontem séyledir: 7.5 ml 100 mM’lik
setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) ¢ozeltisine 250 yL 10 mM’lik tetrakloraurat
(HAuUCl4.3H20) ¢ozeltisi eklenerek hafifce karistiriimigtir. 600 yl 10 mM’lik sodyum
borhidrit (NaBH,) c¢o6zeltisi hazirlanarak buzdolabinda belli bir sure bekletilip
karistirllan ¢ozeltiye eklenerek 2 dakika karistirilmistir. Cozelti rengi agik saridan acik
kahveye donuserek cekirdek (seed) ¢ozeltisi hazirlanmistir.  Cekirdek ¢dzeltisinin

reaktif hale gegmesi igin 2-5 saat aralijinda karanhkta bekletilmigtir.

ikinci asamada nanocubuk gelistirme (growth) ¢ézeltisi hazirlanmistir. Nanogubuk
gelistirme c¢ozeltisi, setiltrimetilamonyum bromid (CTAB), altin tuzu (HAuCl4.3H,0),
gumus nitrat (AgNO3) ve askorbik asitten olugmaktadir. 40 ml 100 mM’hk CTAB
cozeltisine 1.7 ml 10 mM’ Ik HAuUCI4.3H,O c¢ozeltisi eklenerek diusuk karistirma
hizinda karistiriimistir. Bu ¢oézeltiye dnce 250 pl 10 mM’ ik AgNO3 ve daha sonra 270
Ml 100 mM’lik askorbik asit eklenmigtir. Askorbik asitin eklenmesiyle ¢ozelti rengi
kahverengi saridan su gibi seffaf renge donismustir. Bu sekilde hazirlanan
nanocubuk gelistirme c¢oOzeltisine daha 6nce hazirlanip reaktif hale gegmesi icin
beklenen c¢ekirdek ¢oOzeltisinden 420 pl eklenerek dusik karistirma hizinda
kanstinimistir. Cekirdek ¢ozeltisinin ilave edilmesinden 10 dakika i¢inde elde edilen
nanogubugun uzunluk/gap oranina gore bir renk olusumu gozlenmigtir. Elde edilen
nanogubuklar 30 dakika 6000 rpm’de santrifijlenerek su ile yikanip ¢ubuk seklindeki
Au nanopartikullerden kiresel formdaki altin nanopartikiller ayrilarak 0.1M’lik CTAB
¢cOzeltisi icinde suUspanse edilmistir. Bu sekilde altin nanogubuklarda herhangi bir

degisiklik olmadan aylarca saklanabilmektedir.

Karesel partikillerin uzamasiyla gubuk yapisinin olusum mekanizmasinin komplike

olmasindan dolayi altin nanogubuk yapisinin olusumu tam olarak agiklanamamigtir.
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Reaksiyonda kullanilan HAuCls, AgNOs3, indirgeme ajanlari, askorbik asit, NaBHy,,
CTAB ve gekirdek g¢ozeltisindeki en ufak degisiklik gubugun morfoloji ve boyutunda
blyuk degisikliklere neden olmaktadir. Ayni prosedure karsin degdisik renk ve boyutta
farkli optik 6zellikler gdsteren altin nanogubuklar sentezlenebilmektedir. Tezin
amagclarindan biri olan mikroemtlsiyon fazda DNA nanoarray gelistiriimesi oldugu igin
farkll boyutta altin nanogubuklarin sentezlenmesi igcin uzunluk/cap oranini (aspect
ratio) etkileyen AgNOs; miktar, c¢ekirdek ¢ozelti miktar, askorbik asit miktari,
surfaktant tlrl ve derisimi, reaksiyon sicakligi, farkli ¢ekirdek ¢ozeltilerinin ve farkl
surelerde bekletiimis ¢ekirdek c¢oOzeltilerin  kullanilmasi  gibi  parametrelerin
uzunluk/cap oranina dolayisiyla ¢ozelti rengi ve optik 6zelligine olan etkisi

incelenmigtir.

3.2. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Tez kapsaminda kuresel yapida altin nanopartikuller, ¢ubuk yapisinda altin
nanopartikiller ve ¢ekirdek/kabuk yapisinda altin kapli manyetik nanopartikuller
olmak Uzere Ug tip nanopartikil hazirlanmig ve bunlarin fiziksel ve kimyasal yapilari,
optik Ozellikleri gesitli yontemlerle karakterize edilmistir. Asagida bu partikulleri
karakterize etmek icin kullanilan cihazlar ve kullanim gsekilleri ayrintili olarak

anlatilmigtir.

Hazirlanan nanopartikullerin boy ve boy dagilimlarini belirlemek icin Zeta-Sizer
(3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir. Cihaz dlgiim ydntemi olarak
Dinamik Isik Sagiimasi (DLS) kullanmaktadir. Dinamik 1sik sagilmasi, mikro saniyenin
onda biri ile mili saniye zaman arahdinda, 6rnek ¢ozeltinin kiguk bir kismindan
sacllan 1s1IgiIn zamanla degdisiminin OdlglUlmesidir. Sentez sonrasi yikanip,
santrifijlenen partikiller distile-deionize su kullanilarak seyreltiimis ve yaklasik 3 ml
hacimli ornek c¢oOzeltisi polistiren kuvet icersine konulmustur. Deneyler, sicaklik
kontrolll bir bélme icersine yerlestirilen polistiren kivetin igersindeki ¢ozeltiden 633
nm’lik kirmizi lazer 1s1i§inin gegciriimesi ile gergeklestirilmistir. Ornek igersinden
gecirilen lazer 1sigindan sacgilan 1sik 90° ’ye yerlestirilen detektér tarafindan
Olculmustur. Dedektorde Olgulen 1sik siddeti, elektronik sinyallere donusturulup
korelatore gelmektedir. Korelatorde kiguk zaman araliklarinda sagilan 1sik siddeti

degerleri karsilastirilir ve 1sik siddetinin degisim hizi belirlenmektedir. Sacilan 1s1gIn
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siddetindeki degisimler, calisilan bdlgenin icinde ve disindaki molekillerin diflizyon
hiziyla ilgilidir (Brownian hareketi) ve analiz edilen veriler direkt olarak 1gik
sacgllmasina neden olan partikullerin difizyon katsayilarini vermektedir. Difizyon ile
partikil buyuklugu arasindaki iligki, klresel partiklller i¢in Einstein tarafindan
gelistirilen ve Brownian hareketi ile agiklanan teorik denklikle agiklanmaktadir. Bu
denklikten, kiresel partikillere ait difuzyon katsayilari fonksiyonlastirilip,

hidrodinamik ¢cap hesaplanmaktadir.

Partikil boy ve boy dagiliminin olglilmesinde kullanilan cihaz, partikillerin zeta
potansiyallerini de vermektedir. Partikul yuzeyinden belli bir uzaklikta bulunan iyonlar
hareket eden partikil ile birlikte suriklenmemektedir. Bu uzakliga kayma duzlemi
denilmekte bu aralikta Olgulen elektrik potensiyali zeta potensiyali olarak
tanimlanmaktadir. Cihaz mikroelektroforez teknidini kullanarak zeta potensiyali
Olcmektedir. Bu teknik bir elektrik alani i¢indeki yUuklu partikulin hizinin dlgulmesi

esasina dayanmaktadir.

Nanopartikullerinin kimyasal yapisi Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi
(FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenmis olan
partikiller vakum etivinde kurutulduktan sonra KBr ile (agirlikga %1 olacak sekilde)

kanigtirllarak disk haline getiriimis ve FTIR spekturumlari oda sicakliginda ¢ekilmistir.

Uretilen nanopartikillerinin karakterizasyonu ve kristal yapisinin belirlenebilmesi igin
X-1sin1 kirinim difraktometresi (Rigaku RU-200, Japonya) kullaniimistir. 0.5 mm Pyrex
kapilerde hazirlanan érneklerin 50 Kv x150 Ma glicinde, 60 dak délgumlerle, 20-100°

20 agisinda spektrumlari gekilmistir.

Nanopartikullerin manyetik 6zelliklerinin incelenmesinde Titresimli Manyetometre
(Vibrating Sample Magnetometer, Fieldial Mark Il Varian, Almanya) cihazi da
kullanilmigtir. Vakum etlvinde kurutulmus olan érneklerin O ile 20000 Gauss’luk bir
manyetik alandaki miknatislik degerleri, oda sicakhiginda dl¢gliimustir. Manyetik alan
icindeki partiktllerin manyetik 6zellikleri birim kutle basina manyetik moment (emu)
seklinde ifade edilmistir. Bu 6lgim tekniginde kurutulmus olan érnege sabit frekansta
manyetik alan uygulanmaktadir. Ornek manyetik 6zellige sahipse bir miknatis gibi
davranir ve gegici bir manyetik akig nedeniyle iletken gubugun iginde potansiyel farki
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olusur. Titresimli manyetometre bu potansiyel farki dlgcerek o6rnegin manyetik

Ozelligini belirlemektedir.

Hazirlanan partikullerin fluoresan 6zellikleri fluoresan spektrofotometre (Cary Eclipse,
Avustralya) cihazi ile incelenmistir. Belli derisimdeki partiklller kuartz klvete
konularak uyariima dalga boyu 280 nm’de sabit tutularak, emisyon spektrumu 400-
600 nm araliginda taranmistir. Tarama sonucu her bir partikil igin maksimum
emisyon dalga boyu bulunmustur. Her bir partikdl igin bulunan emisyon dalga boyu
sabit tutularak, uyariima dalga boyu i¢in 200-400 nm arasinda maksimum dalga boyu
taramasi yapilarak emisyon, uyarima dalga boylari ve fluoresan sinyal siddeti

degerleri belirlenmistir.

Uretilen partikillerin  optik  dzelliklerini  incelemek igin  UV-gorinir  bdlge
spektrofotometresi (V-530,Jasco) kullaniimistir. Belli derisimdeki partikilleri kuartz
klvete konularak 200-1100 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans yaptigi

dalga boylari belirlenmigtir.

Uretilen nanopartiklllerin cap ve uzunluklarini belirlemek ve gérintilemek igin
Transmission Elektron Mikroskobu (TEM, Tecnai G? F30, FElI Company)
kullaniimigtir. Belli derisimdeki nanopartikiller karbon kapli altin grid Uzerine
damlatilarak vakum sisteminde kurutulduktan sonra 200 kV voltaj geriliminde
gorintiler elde edilmistir. Butlin TEM 6lgctmleri Bilkent Universitesi Malzeme Bilimi ve
Nanoteknoloji Enstitusinde (UNAM) yapilmistir. Ayrica altin nanopartikilleri
gorutulemek amaciyla Atomik Kuvvet mikroskobunda (AFM Nanosurf) non kontakt

modunda 200 mV voltajda goruntuler alinmistir.

Hazirlanan U¢ farkli nanopartiktllin kullanildigi SPR destekli elipsometrik sensor
yuzeylerinin ortalama kalinlik dlgumleri goéruntulemeli “nulling” elipsometre (Nanofilm,
EP3SW, Almanya) cihazi ile karakterize edilmistir. Elipsometrik élgiimler sonucu elde
edilen psi (W) ve delta (A) agilari ile sensér ylzeyinde olusan DNA karisiminin
olusturdugu tabakanin kalinligi ve optik 6zellikleri hakkinda bilgi edinilmigtir. Bu islem,
elde edilen elipsometrik acilarin, uygun bir gekilde modellenmesi ile
gerceklestiriimistir. Kalinlik élgimleri 532 nm dalga boyunda lazer kaynagina sahip

elipsometre ile substrata gére en uygun elipsometrik analiz agisi olan 70° gelis
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acisinda gergeklestirilmistir. Substrat ylizeyinde 2 ayri noktadan, 3 bdlgede dlgme
islemi gerceklestiriimig, “nulling” algoritmasi olarak da 4 bodlge sifilama (“4-zone
nulling”) kullanilarak, yuzey anizotropisi ve muhtemel deney hatalari etkisinin en aza
indiriimesi amaclanmistir. Elde edilen veriler, u¢ katmanli modelde, sirasiyla hava,
organik katman, altin nanopartiktil ve cam substrat (BK7) kullanilarak modellenmis ve
organik katmanin kalinligi bulunmustur. Modelde hava igin n=1,0000; organik katman
icin n=1,4600 altin nanopartikul icin n=0,4137 k=2,2721 ve kalinllk 50 nm; BK7

substrat icin n=1,5183 olarak alinmistir.

3.3. Nanopartikiillerin Nanotip Uygulamalari

3.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Mikroemulsiyon fazda tani kiti ve nanoarray ¢alismalarinda tiyol u¢ gruplu 6 karbon
uzatma kolu iceren MTB ve GOR prob ve hedef oligonukleotitleri MOLIBOL
(Almanya) tarafindan satin alinma yoluyla saglanmistir. MTB patojenlerine 6zgu
oligonukleotid probu olarak 5—HS-(CH,)e—(T)15s GGG TGC ATG ACA ACA AAG TTG
G-3’ dizisi, eslenik hedef dizisi olarakta 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3
sirasi kullaniimistir. M. gordonae patojenine 6zgl oligonikleotid probu (GOR) olarak
5—HS-(CH,)e—(T)15s CAC CCT CGG GTG CTG TC-3 dizisi, eslenik hedef dizisi
olarak ta 5-GA CAG CAC CCG AGG GTG-3’ dizi kullaniimigtir. Tiyol u¢ grubu
tasiyan oligonukleotitlerin altin nanopartikullerin yuzeyine baglamasinda buffer olarak
kullanilan fosfat buffer salin (PBS, pH 7.5) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir.YUzeyinde oligonukleotit tasiyan altin nanoproblarin hedef oligonuikleotitleri
ile hibridizasyonunu gergeklestirmek igin pH 7.4’de PBS, 0.1 M NaCl ve 0.01% (w/w)

Tween iceren hibridizasyon bufferi kullaniimistir.

Tez kapsamindaki calismalarda SPR destekli elipsometre uygulamalarinda taban
malzeme olarak kirilma indisi bilinen BK7 cam slaytlar kullaniimis ve daha sonraki
modifikasyonlar igin  25mmx25mm‘lik pargalara kesilmisti. Cam slaytlarin
temizlenmesi igin Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen hidroklorik asit-HCI (% 37,8
v/v), sulfurik asit-H,SO,4 (%70), mutlak etil alkol-C,HsOH (% 99 v/v) kullaniimistir.
Temizlenen ylzeyler BOS firmasindan alinan yuksek saflikta azot gazi ile
kurutulmustur. Ayrica tum calismalar boyunca c¢ozeltiler hazirlanirken ve yikama

islemleri yapilirken yuksek saflikta (6zgul direnci > 18 MQ) deiyonize H,O (DI H,0)
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kullaniimigtir. Cam slaytlarin yuzeyine altin nanopartikullerin baglanmasi igcin cam
slaytlarin  silanlanmasi  igin  kullanillan  6-Merkaptoaminopropilmetoksisilan-
CH3CH,CH3Si(OCHs3)s (MPTS, % 99 v/v) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmigtir.
SPR destekli elipsometre ¢alismalarinda M. gordonae patojenine 6zgu tiyol modifiye
edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmis oligontkleotid probu (GOR prob) 5-HS-
(CH2)6—(T)15 CAC CCT CGG GTG CTG TC-3’, eslenik hedef dizisi (GOR hedef) 5—
GA CAG CAC CCG AGG GTG-3’ ve eslenik olmayan oligonukleotit dizisi 5-C CAA
CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3' MOLIBOL (Almanya) tarafindan satin alinma
yoluyla saglanmistir. Altin nanopartikullerin ylzeyine istenilen prob oligonukleotitlerin
immobilizasyonu igin kullanilan pH 3.8 KH,PO, tamponu ve eslenik dizilerinin
hibridizasyonunda hibridizasyon tamponu olarak kullanilan pH 7.4 fosfat tamponu icin
gerekli olan NaCl, Na;HPO,4, EDTA, Tween 20 (%0.005) gibi kimyasallar Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Sensér ylzeyinin olusturulmasindaki son
asamada, bloklama ajani olarak kullanilan 1-merkapto-6-hekzanol-HS(CH,)sOH

(MCH, %99 v/v) ayni sekilde Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmigtir.
Kullanilan Cihazlar

Yapilan ¢alismalarda kullanilan ytzeylere fiziksel veya kimyasal olarak bagh organik
tabakalarin temizlenmesi icin oksitleyici ortama ihtiya¢g duyulmaktadir. Bu nedenle
slayt yuzeylerini temizlemek ve yuzeyde oksitleme iglemini gerceklestirmek igin
oksijen plazma yapilmis ve islemler plazma cihazinda gerceklestiriimis (Diener,
Tetra, Clairton, PA, ABD) cihazi kullaniimistir.

Tez kapsamindaki tum calismalarda SPR baglanma kinetikleri ve yuzeylerindeki
kalinhik oOlgimleri igin Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Goéttingen, Almanya)
kullanilmigtir. Akis hlcresine istenilen hizda akis verebilmek i¢cin ISMATEC (MCP-
Process IP 65, Wurttemberg, Almanya) marka peristaltik pompa, uygun silikon ve
teflon hortumlar kullaniimistir. Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.°de sirasiyla ¢alismalarda

kullanilan géruntilemeli elipsometre ve akis hicresi gorulmektedir.
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Sekil 3.1. Tez calismasinda kullanilan goértuntulemeli elipsometre (Nanofilm EP3-

Nulling Elipsometre) cihazi.

Sekil 3.2. Tez galismasinda kullanilan elipsometre akis hicresi.

3.3.2. Mikroemiilsiyon Fazda DNA Tani Kiti veya Nanoarray GCalismalari

Tez calismasinin amaglarindan biri sispanse fazda altin nanopartikiil esasli DNA
tani kiti ya da DNA arraylerin olusturulmasidir. Bu amagla kuresel ve ¢gubuk yapisinda
altin nanopartikuller ve g¢ekirdek/kabuk yapisinda altin kapli manyetik nanopartikuller
sentezlenmistir. Bu nanopartikillerin  karakterizasyonu vyapilip optik ozellikleri
incelendikten sonra dort tip altin nanopartikll bu calisma icin secilmis olup, bunlar 13

nm ortalama partikul capina sahip kuresel altin nanopartikil, uzunlugu 32.3 nm ¢api
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6.7 nm (uzunluk/cap orani 4.8) olan altin nanogubuk, uzunlugu 40 nm ¢api 19 nm
(uzunluk/gcap orani 2.1) olan altin nanogubuk, ortalama ¢api 87 nm olan altin kapl

manyetik (FezO4/Au) nanopartikullerdir.

3.3.2.1. Siispansiyon Fazda Altin Nanopartikiil Esasli DNA Tani Kiti

Mikroemulsiyon fazda tani kiti ya da nanoarray calismalarinda secilen dort tip altin
nanopartiklllerin ytzeyine tiyol modifiye edilmis oligontkleotitler immobilize edilerek
nanoproplar hazirlanmistir. Bu ¢alismalarda M. Tuberculosis Kompleks’ine (MTB) ve
M. Gordonae patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma
kolu takilmis oligonukleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimigtir.
Oncelikle sentezlenen farkli sekil ve yapidaki altin nanopartikullerin UV-gériiniir bolge
spektrofotometresi ile maksimum absorbans yaptigi dalga boylari belirlenmigstir. Daha
sonra farkli derisimlerde (0.5-3.0 yM) tiyol modifiye edilmis prob oligonukleotitleri
nanopartikil iceren ¢ozeltiye eklenerek 50 °C’'de 24 saat inkUbe edilmistir. Tiyoltn
altina olan afinitesinden faydalanarak prob oligonukleotitler nanopartikil ytzeylerine
immobilize  edilmistir. Prob  oligonukleotitlerin  altin  nanopartikil yUzeyine
immobilizasyonunda uygulanan deneysel ¢alisma soyledir: Nanopartiktl (nanogubuk,
kuresel altin nanopartikll, altin kapli manyetik nanopartikul) stok ¢ozeltisinden 1’er
ml'lik doért oérnek alinarak 0.5;1.0;2.0 ve 3.0 uM derisimlerinde PBS (pH 7.4)
bufferinda hazirlanmis tiyol modifiye edilmis prob oligonukleotit (MTB, GOR)
¢cOzeltileri bu nanopartikil c¢ozeltilerine eklenmistir. Nanopartikil oligonukleotit
karisimlari 50°C’de 24 saat inklbe edilmistir. Oligonukleotitin nanopartikil yluzeyine
spesifik baglanma verimini arttirmak icin PBS bufferi eklenerek ¢ozeltinin iyonik glicu
artiriimistir. Bu ¢dzelti tekrar 50°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
nanopartikil yuzeyine baglanmayan prob oligonukleotitleri uzaklagtirmak i¢cin 10000
rpm’de santrifijleme igslemi yapiimistir. Coken kisim tekrar PBS bufferinda dagitilarak
UV-gorunur bdlge spektrofotometresi ile maksimum absorbans yaptidi dalga boylari
Olgulerek “red-shift” (kirmizi kayma) olarak adlandirilan dalga boylarindaki kayma
incelenmigtir. Her bir nanopartikulin oligonukleotit immobilize edilmeden o6nceki
dalga boylar ile farkh derisimde (0.5-3.0 uM) prob oliigonukleotit immobilize
edildikten sonraki dalga boylari karsilastirilarak optimum prob oligonukleotit derigimi
belirlenmigtir. Farkh derigsimlerdeki prob oligonukleotitlerin nanopartikul yuzeyine
baglanmasiyla derisme bagli olarak ne kadarlik bir dalga boyu kaymasina neden
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oldugu incelenmistir. Sistemin hassasiyetini arastirmak amaciyla nanopartikdil
yuzeyine immobilize edilmis prob oligonukleotitin komplementeri olmayan bir
oligonukleotit ile ayni deneysel yontem izlenerek dalga boylarindaki kayma
Olclilmustir. Ayrica dort farkh altin nanopartikilin ylzeyinde prob oligontkleotit
yokken, ylzeylerine prob oligonUkleotit takildiktan sonra ve hedef oligonukleotitle
hibridize olduktan sonraki fluoresan ozellikleri incelenmistir. Hedef oligonukleotit
takildiktan sonra ¢oOzelti dehibridize oldugu sicakhgda isitilip santrifUjlendikten sonra
fluoresan spektrofotometre ile tekrar fluoresan &zellikleri goézlemlenmigtir.
Suspansiyon fazda altin nanopartikil esasli DNA tani kiti sistemi, plasmon dalga
boylarindaki kaymalarinin incelenmesinin yani sira fluoresan sinyal siddetindeki

degisimler ile de arastiriimigtir.

Optimum prob derigsimi belirlendikten sonra o derisimde prob takili altin
nanopartikillerin ~ farklhi  derisimlerde  (0.5-3.0 pM) hedef (komplementer)
oligonUkleotitleri ile hibridizasyonu saglanmigtir. Optimum prob derisiminde
hazirlanan altin nanoproblari hibridizasyon bufferi iginde suUspanse edilmigtir.
Cozeltiye 1.0; 2.0; 3.0 yM derisimlerinde hedef oligonlkleotit ¢ozeltisi eklenerek
hibridizasyonun gerceklesmesi igin 25 °C’de 12 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi hibridize olmayan oligonukleotitler 10000 rpm’de santrifujlenerek ayrilmistir.
Coken kisim tekrar PBS bufferinda dagitilarak plasmon dalga boylarindaki kaymalar
Olclilmustir. Prob oligonukleotitin  farkli  derisimlerdeki hedef oligonikleotitle
hibridizasyonu sonucu farkli derisimdeki hedef oligontkleotitlerin ne kadarlik bir dalga
boyu kaymasina neden oldugu incelenmistir. Dort farkli altin nanopartikil igin
yukarida anlatilan iglemler ve 6lgimler aynen uygulanarak her bir nanopartikul igin
optimum prob ve hedef oligonukleotit derisimi belirlenmigstir. Ortalama 13 nm partikil
capina sahip kuresel altin nanopartikil ve uzunlugu 32.3 nm c¢api 6.7 nm
(uzunluk/gap orani 4.8) olan altin nanogubuklar ile yapilan galismalarda M. Gordonae
patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmis
oligonukleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimistir. Uzunlugu 40 nm
¢ap! 19 nm (uzunluk/cap orani 2.1) olan altin nanogubuk ve ortalama ¢api 87 nm
olan altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikil ile yapilan c¢alismalarda M.
Tuberculosis Kompleks’ine (MTB) 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu

takilmis oligonuikleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimistir.
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3.3.2.2. Mikroemilsiyon Fazda Nanoarray Calismalari

Bu bolumde farkli problar takilmig iki farkl sekil ya da yapidaki altin nanopartikul
karisimlarini iceren mikroemdulsiyonlar (“nanoarrayler”) hazirlanmistir.  Bunlar

soyledir:

a) Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob
karigsimi,

b) Kiresel altin nanopartikil GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob
karisimi,

c) Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin kapli manyetik (FeszO4/Au)
nanopartikal MTB prob karigimi,

d) Kuiresel altin nanopartikil GOR probu ile altin kapli manyetik (FeszO4/Au)
nanopartikul MTB prob karigimi.

Optimum derisimde prob oligonukleotit tagiyan altin nanoproblar ayri ayri yukarida
anlatilan immobilizasyon iglemi uygulanarak hazirlanmistir. Birinde GOR prob
oligonUkleotiti digerinde MTB prob oligonukleotiti tasiyan iki farkh nanopartikil
yaklasik esit hacimde olacak sekilde karistirilarak mikroemdulsiyon karigimi
hazirlanmistir. ik olarak olusturulan bu mikroemiilsiyon karigimlarinin UV-gérindir
bdlge spektrofotometresi ile maksimum absorbans yaptigi dalga boylari belirlenmistir.
Karigim igindeki her bir nanoprobun kendine 6zgu plasmon piki verip vermedigi
arastiniimistir. Daha sonra bu mikroemulsiyon karisimi 10000 rpm’de ¢okturulerek

hibridizasyon bufferi icinde dagitiimistir.

Nanoproblardan birinin hedefini igeren belli derisimdeki hedef oligontkleotit ¢ozeltisi
eklenerek 25 °C’ de 12 saat inklUbe edilerek hibridizasyon gergeklestirilmistir.
inkiibasyon sonrasi hibridize olmayan oligonikleotitler 10000 rpm’de santrifiijlenerek
ayrilmistir. Coken kisim tekrar PBS bufferinda dagitilarak hedefin probunu tasiyan
nanopartikilin plasmon pikinde hibridizasyon sonucu dalga boyu kaymasi olup
olmadigi arastiriimistir. Hedefin probunu tagimayan nanopartikiliin plasmon pikinde
herhangi bir degisimin olup olmadigi incelenmistir. Bu sekilde mikroemulsiyon fazda

altin nanopartikul esasli DNA tani kiti ve DNA arrayler olusturulmaya c¢alisiimistir.
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3.3.3. SPR Destekli Elipsometre Galigmalari

SPR destekli elipsometrik biyosensor ¢alismalarinda tasiyici destek materyali olarak
kirllma indisi bilinen BK7 cam slaytlar kullaniimis ve daha sonraki modifikasyonlar
yapilmadan oOnce yuzey homojenligini saglamak icin yuzeylerin immobilizasyon
igslemlerinde sorun yaratacak organik kirliliklerden arindirilmasi gerekmektedir. Bunun
icin 6nce cam slaytlar deiyonize su ve etanolle birkag kez yikanip, ylzeydeki
kirlilikleri ve puarazltlikleri gidermek amaciyla 1:3 oraninda derisik HNO3z ve H,O
iceren ¢ozeltide 30 dakika boyunca kaynama sicakhdinda bekletiimesiyle
temizlenmistir. Bu islemden sonra yuzeyler tekrar etanolle yikanmig ve azot akiminda
kurutulmustur. Son olarak, altin nanopartikil immobilize edilecek cam slaytlar vakum
altinda dogrudan oksijen gazi ya da havanin oksijenini kullanarak olusturulan plazma
yoluyla yluzeyde oksitleme igslemi gergeklestiren plazma (Diener, Tetra, Clairton, PA,
ABD) cihazinda 30 dakika bekletilmistir.

3.3.3.1. Cam Slayt Yiizeyine Altin Nanopartikiillerin immobilizasyonu

Yukarida anlatilan islemlerden ge¢cmis cam slaytlarin ylzeyinin silanlanmasi igin
hacimce %5’lik 6-Merkaptoaminopropilmetoksisilan  (MPTS) iceren etanol
cozeltisinde 3 saat oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Tekrar etanol ve saf su
ile yikkama iglemlerinden sonra azot akiminda kurutulmustur. Silanlanmis cam
yuzeylerindeki tiyol ug¢ gruplarindan altin nanopartiktllerin tiyol grubuna olan
afinitesinden faydalanarak immobilizasyonu gerceklestiriimistir. immobilizasyon igin
nanopartikillerin cam yuzeyleri Gzerinde oda sicakliinda 24 saat bekletilmistir. Daha
sonra cam slaytlar su ile yikanip azotla kurutularak yuzeye baglanmamis altin
nanopartikileri uzaklastinimistir. Dort farkl derisimde altin nanopartikul yukaridaki
yontemle hazirlanmis cam slaytlara immobilize edilerek SPR destekli elipsometrik
Olcimlerle ylzey uzerinde tek tabaka olusturacak sekilde optimum nanopartikil
derisimi belirlenmigtir. Daha sonra optimum derisimde cam yuzeyine kimyasal olarak
immobilize edilmis altin nanopartikiller ile genisletiimis cam slaytlar, SPR esasli

elipsometrik biyosensorlerde sensor ylzeyi olarak kullaniimistir.
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3.3.3.2. Altin Nanopartikiil Yiizeyine GOR Prob Oligoniikleotitinin Baglanmasi

Sensor yuzeyine immobilize olan oligonukleotid problarin daha sonraki hedef
dizileri ile eslesme asamasinda en iyi sonucu verebilmeleri i¢in ne kadar siklikta ve
miktarda baglanmalarinin arastiriimasi igin sensor yuzeyine farkli derisimlerdeki
problarin immobilizasyonu incelenerek optimum prob derisimi belirlenmistir. Bu
calismalarda M. gordonae patojenine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma
kolu takilmis oligontikleotid probu (GOR) olarak 5'—-HS-(CH,)e—(T)15s CAC CCT
CGG GTG CTG TC-3' dizisi kullaniimistir. GOR prob derigim degerleri daha dnce
grubumuzda altin film kapli cam slaytlar tGzerine GOR prob oligonukleotitinin
baglanmasi konusunda calismis olan Mehmet Duman’in doktora tez galismasina
dayanilarak 0.5-2.0 uM arah@ olarak segilmistir [Duman, 2008]. immobilizasyon
islemi sirasinda kullanilan tampon ¢ozelti, baglanmada etkili oldugu i¢in galismanin
bu asamasinda nanopartikil baglanmig cam slayt yuzeyine uygun prob
immobilizasyonu saglayacak tampon ¢ozeltisi literatir taramasi sonucunca 1M’lik
pH 3.8 fosfat (KH,PO,) tamponu olarak belirlenmistir. Bu iglem igin sirasi ile
optimum altin nanopartikil derisimindeki cam slayt SPR akis hicresine
yerlestiriimistir. SPR akis hucresine sirasiyla ilk 30 dakika 1M’hk pH 3.8 fosfat
(KH,PO,4) tampon c¢ozeltisi ve farkh derisimlerdeki (0.5-2.0 uM) GOR prob
¢Ozeltileri oda sicakliginda akis hicresinden 10.2 pl/dakika akis hizinda gegirilerek
dengeye gelinceye kadar oOlgcumler alinmigtir. Her bir derigsimdeki kalinliklar
elipsometre ile dl¢iimus elde edilen kalinlik de@erleri ile kinetik baglanma sonuglari

birlikte degerlendirilerek optimum prob derisim degeri belirlenmigtir.

3.3.3.3. Altin Nanopartikul Yiizeyindeki GOR Prob Oligonukleotit Dizisinin

Hedef ile Hibridizasyonu

Optimum prob derisimi belirlendikten sonra yuzeye immobilize olan optimum prob
derisimindeki oligonukleotitin daha sonraki hedef dizisi ile eslesmenin en yi
gozlendigi optimum hedef oligonukleotit derigsimi incelenmigtir. GOR prob
oligonukleatitinin eslenik hedef dizisi olarak da 5-GA CAG CAC CCG AGG GTG-3’

sirasi kullaniimigtir.

Optimum prob derisiminde oligonukleotit takilmis dort cam slayta dort farkh derisimde
(0.5-2.0 yM) GOR probunun eslenik dizisi olan oligonukleotit ¢ozeltileri gonderilerek
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eslesme sonucunda olugan kalinlik degisim degerleri olgulmustur. Bu islem igin sirasi
ile yuzeye altin nanopartikul takilmig cam slayt SPR akis hicresine yerlestirilerek 30
dakika 1M’hk pH 3.8 fosfat (KH,PO,) tampon ¢ozeltisi ve optimum derisimde GOR
prob c¢ozeltisi 10.2 pl/dakika akis hizinda akis hilcresinden gegcirilerek dengeye
gelinceye kadar dlgumler alinmistir. Tiyol modifiye tek sarmal oligontkleotid problarin
altin yizeye hem tiyol grublarindaki sulfur atomundan kovalent olarak hem de bazi
durumlarda nukleotidlerin yapilarinda bulunan amin grublarindan 6zgun olmadan
yuzeye vyapisip hedef dizileri ile eslesmeyi saglayan amin gruplarinin kapali
olmasindan dolayl hibridizasyon gerceklesememektedir. Bu nedenle prob
oligonukleotitlerin hedef dizileri ile eslesmelerinin en etkili sekilde olmasini saglamak
igin bloklama ajani olan 1 mM’lik 1-merkapto-6-hekzanol (MCH) ¢o6zeltisi 30 dakika
gecirilerek 06zgun baglanmayan oligonukleotid problar sensor yuzeyinden

uzaklastiriimigtir.

Sensor yuzeyine optimum derigsimde prob ve bloklama ajani immobilizasyonu sonrasi
yuzeydeki problar hedef dizileri ile eslesmeye hazir duruma gelmistir. Uygun
eslesmeyi saglayacak tampon cozeltisi, pH ve sicaklik parametreleri Mehmet
Duman’in doktora tezi temel alinarak, hibridizasyon tampon c¢ozeltisi pH 7.4 fosfat
tamponu (20 mM Na;HPO,4, 150mM NaCl, 0.1mM EDTA, %0.005 Tween 20) ve
eslesme sicakligi ise oda sicakhi§i (25°C) olarak belirlenmistir. Daha sonra akis
hicresinden 15 dakika hibridizasyon tampon c¢ozeltisi ve 0.5-2.0 uM derisimlerinde
hazirlanmis GOR hedef oligonikleotit ¢dzeltisi sirasiyla gegirilerek dengeye gelene
kadar Olgumler ahnmistir. Eslesme sonrasi sensor ylzeyinde eslesmeden
kaynaklanan ortalama kalinhk degisimi bolum 3.1.1° de belirtildigi sekilde “nulling”

elipsometre ile dlgulmugtur.

Son olarak da SPR destekli elipsometrik sensérinin segiciligini incelemek amaciyla
optimum derisimde prob immobilize edilmis cam slayta optimum hedef oligontikleotit
derisiminde fakat immobilize edilmis probun eslenigi olmayan bir oligonukleotit
¢Ozeltisi gonderilmistir. Bu ¢alismada da yukaridaki islemler aynen uygulanmig olup
eslenik olmayan oligonukleotit dizisi olarak 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA
CCC-3’ sirasi kullaniimigtir.

Prob immobilizasyonu, bloklama islemi ve problarin hedef dizileriyle eslesmesi

sonrasi 6zgun olmayan etkilesimlerden dolayi sensoér yuzeyine tutunan oligonukleotit
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dizileri ve MCH molekdlleri, kullanildiklari tampon c¢ozeltiler ile yikanarak
uzaklastiriimigtir. Bu islem tim SPR destekli elipsometre sensorinin hazirlanmasi
ve kullaniimasi sirasinda gergeklesen tum basamaklarda 6zgin olmayan

etkilegsimlerin ylzeyden uzaklastiriimasi i¢in kullaniimigtir.

SPR destekli elipsometrik sensér ¢alismasi, 13 nm ortalama partikil ¢apina sahip
kuresel altin nanopartikul, uzunlugu 54 nm c¢api 15 nm (uzunluk/gap orani 3.5) olan
altin nanogubuk, uzunlugu 54 nm ¢api 21 nm (uzunluk/cap orani 2.6) olan altin
nanocgubuk, ortalama ¢api 87 nm olan altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikdil
olmak Uzere dort tip nanopartikdl igin yapilmigtir. Hepsinde de M. Gordonae

bakterisine 6zgu prob ve hedef oligonukleotiti kullaniimigtir.

81



4. SONUCLAR ve TARTISMA

Nanoteknoloji, tipta devrim yaratma potansiyeline sahip yeni bir alan olarak ifade
edilmektedir. Bu alanin kalbi, nanometre boyutunda nanoyapilarin olusturulup
bunlarin boyutuna bagl olarak gosterdikleri cesitli essiz fiziksel ve kimyasal

Ozelliklerinin kullanilmasina dayanmaktadir.

Nanopartikuller, yuksek ylzey alanin yaninda farkh optik, elektronik, manyetik ve
fluoresan 6Ozelliklere sahip olmalarindan dolayi birgok uygulama alanina sahip Ustin
malzemelerdir. Manyetik nanopartikiller, altin ve gimus gibi metalik nanopartikuller
ve fluoresan 6zellik gosteren yari iletken nanokristaller (Kuantum pargaciklari, Qdot)
bunlara érnek gosterilebilir. Ozellikle medikal alanda gesitli patojenik ve genetik
hastaliklarin teshis ve tanisinda kullaniimak Uzere tasarlanan biyosensdrlerde, timoér
hucrelerinin erken teshis edilmesinde bu nanopartikullerin manyetik, optik ve

fluoresan ozelliklerinden yararlaniimaktadir.

Son yillarda cesitli hastaliklarin teshis ve tanisi, g¢evresel Kkirliliklerin ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi igin yuksek segicilik ve hassasiyette optik nanobiyosensorler
gelistiriimektedir. Bu biyosensor uygulamalarinda oOzellikle Au ve Ag gibi metalik
nanopartikullerin egsiz optik ozelliklerinden yararlaniimaktadir. Au nanopartikullerin
kararli olmasi, toksik olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekullerin kolay baglanmasi
gibi avantajlari nedeniyle ¢ok kullanilan metalik nanopartikullerdir. Son yillarda DNA
hibridizasyonu, antijen antibadi etkilesimi gibi molekiler dizeyde etkilesmelerin
kantitatif izlenmesi icin Au film tabakasi yerine altin nanopartikillerin kullanildigi
lokalize SPR sistemleri normal SPR sistemlerine alternatif olarak gelistiriimistir. Bu
sistemlerde taniyici (ligand) molekulleri cam slaytlarin ylzeyine yerlestirilmis altin
nanopartikillerinin ylizeyine immobilize edilmekte ve hedef molekulu iceren sivi fazla
etkilestirilerek, ortamin dielektirik sabiti ve dolayisiyla refraktif indeksi degisiminin
optik olarak gozlenmesiyle tayin gerceklestirimektedir. Boylece herhangi bir
ceviriciye gerek olmadan yuksek secicilik ve hassasiyette, etiket gerektirmeden,
basit, ucuz ve tasinabilir altin nanopartikul esasli SPR sensorleri gelistirilerek gesitli
patojenik bakteriler ve genetik hastaliklar tayin edilebilmektedir. Ayrica Au ve Ag

nanopartikullerinin partikil boyuna ve sekline bagli olarak farkh optik ozellikler
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gOstermesi nedeniyle birden fazla analitin es zamanli tayininde yapildigi SPR

biyosensorleri de gelistiriimektedir.

Manyetik yUkli polimerik nanopartikiller, manyetik 6zellik tasiyan (manyetit (Fe30,),
maghemit (Fe»O3), kobalt (Co), nikel (Ni) gibi) inorganik maddeler igeren polimerik
partikullerdir. Manyetik nanopartikillerin en 6nemli avantaji ortamdan manyetik alan
kullanilarak kolaylikla ayrilabilmeleridir. Bu 6zelliklerinden dolayi birgok biyomedikal
uygulamalarda kullanimi artmaktadir. Bu amagla manyetik 6zellik tasiyan inorganik
maddeler ile yukli sentetik (polistiren, polivinilalkol, poliakrilamit, poliakrilik asit gibi)
ve dogal (kitosan, aljinat, dekstran gibi) polimerik partiktller Uretilmekte ve bunlari
ticari olarak bulunabilmektedir. Manyetik nanopartikiller, manyetik hiicre ayrilmasi ve
saflastinimasi, ilag salimi, manyetik hedefleme (ilag ve radyofarmdsetikler),
immunotestler, molekuler biyoloji, RNA-DNA saflagtirlmasi, Manyetik Rezonans
Goruntileme (MRI) ve diagnostik kitler gibi cesitli biyomedikal uygulamalarda
kullaniimaktadir. Son zamanlarda 6zellikle gen terapisi uygulamalarinda kullanilan
plasmid DNA gibi genetik materyallerin yiksek saflikta ve etkin konformasyonunu
kaybetmeden elde edilmesi icin c¢esitli saflastirma sistemleri gelistirimektedir. Bu
amagcla mevcut saflastirma kitlerine alternatif olarak basit, ucuz ve birgok saflastirma
basamagi gerektirmeden sadece disaridan bir manyetik alan kullanilarak

superparamanyetik nanopartikullerin kullanildigi sistemlere olan ilgi artmigtir.

Altin nanoyapilarin suspanse oldugu ¢ozeltiler boyut ve geometrik sekillerine bagh
olarak guc¢li plasmon bandlarn gostermektedirler (Perez-Juste, 2005). Altin
nanoyapilarin biyolojik reseptdr (antibadi, oliginikleotit) molekiilleri ile aktivasyonu
sonucu dielektrik 6zelliklerinin degisimine bagh olarak plasmon dalga boylarinda red-
shift denilen dalga boyu kaymasina neden olmaktadir. Bu 6zelliklerine dayanan
birgok uygulamalar bulunmaktadir (Nath, 2004; Yonzon, 2004; Haes, 2002; Lee,
2005). Suspansiyon esasli immunoassay gelistirmek amaciyla kiresel altin
nanopartikillerin  ylUzeyindeki antibadinin antijenle etkilesimi sonucu refraktif
indeksinin dolayisiyla plasmon spektrumundaki degisim arastirilmistir (Englebienne,
1998; Englebienne, 2000). Hedef molekulin baglandigi plasmon spektrumundaki
dalga boyu kaymasi ya da belli bir dalga boyundaki absorpsiyon yogunlugunun
degisimi ile analiz edilmekte olup dalga boyu kaymasinin incelenmesinin daha
hassas oldugu rapor edilmistir (Yu,2006). Altin nanogubuklar hem eksenel hemde
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radyal yonde plasmon bandi gdstermektedirler. Ozellikle eksenel ydndeki plasmon
dalga boylari bulunduklar ortamin dielektrik Ozelliklerinin  degisimine daha
duyarlidirlar. El-Sayed ve arkadaslari altin nanogubuklarin “aspect ratio”
oranlarindaki en ufak bir degisikligin ¢ozelti renginde ve plasmon spektrumunda
degisiklige neden oldugunu belirtmiglerdir. Literaturde altin nanocgubuklarin bu
Ozelliklerinden yararlanilarak farkli 6zelliklerdeki nanogubuklarla birden fazla analitin
es zamanl tayin edildigi multipleks biyosensorleri gelistiriimeye calisiimistir. Wang ve
arkadaslar E. coli and anti-S. Typhimurium patojenik bakterilerine 6zgt antibadilerle
hazirladiklari altin nanogubuk problarin ilgili antijenleri ile etkilesimi sonucu eksenel
plasmon dalga boyu kaymalarini inceleyerek patojenleri tayin etmiglerdir (Wang,
2008).

Sunulan bu cgalismada ug¢ farkli nanopartikil Uretilmesi amaglanmistir. Bunlardan
birincisi son yillarda ¢ok yogun bir sekilde arastirmalar yapilan, 6zellikle nanoboyutta
beklenmedik optik 6zellikleri olan ve kolaylikla modifiye edilerek aktif ajan (prob)
baglanabilen altin nanopartiktllerdir. Bunlarin farkli boyut ve sekillerde uretilmeleri,
hem mikroemulsiyonlar ve hem de cam tasiyici yuzeylere tek tabakali adsorbe

edilerek, alternatif DNA tani kitleri ve nanoarrayler gelistiriimesi hedeflenmistir.

Tez kapsamindaki calismalarda nanoboyutta beklenmedik optik Ozellikleri olan
kolaylikla modifiye edilerek aktif ajan (prob) takilabilen kiresel ve cubuk formunda
altin nanopartikil ve nanogubuklar, ¢ekirdek/kabuk formunda altin kapli manyetik
nanopartikuller (FesO4/Au) olmak Uuzere U¢ farkli nanopartikiliun sentez ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra bu nanopartikillerin mikroemilsiyon
fazda tani kitleri ya da nanoarray sistemlerinde ve cam gibi tasiyici ylzeylere
adsorbe edilerek SPR destekli elipsometrik biyosensorlerinde kullanilabilirlikleri

olmak Uzere iki farkli nanotip uygulamasi ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Mikroemulsiyon fazda tani kiti ya da nanoarray c¢alismalarinda secilen dort tip altin
nanopartikullerin yuzeyine tiyollu oligonukleotitler immobilize edilerek nanoproplar
hazirlanmistir. Bu c¢alismalarda M. Tuberculosis Kompleks'ine (MTB) ve M.
Gordonae patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu
takilmis oligonUkleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullanilmistir. Oncelikle
sentezlenen farkh sekil ve yapidaki altin nanopartikillerin optik 6zellikleri incenelenip

yuzeylerine farkl derisimlerde prob oligonlkleotitler immobilize edilerek optik
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Ozelliklerindeki degisimler incelenmistir. Daha sonra prob takili bu altin
nanopartikuller farkli derisimlerde hedef (komplementer) oligonukleotidleri ile
etkilegtirilerek, optik 6zelligindeki degisimler izlenerek hibridizasyonun olup olmadigi
izlenmistir. Ayrica sistemin hassasiyetini arastirmak amaciyla nanopartikul yluzeyine
immobilize edilmig prob oligonukleotitin eslenigi olmayan bir oligonukleotit ile
etkilestirilerek hem dalga boylarindaki kayma hem de fluoresan sinyal siddetindeki
degisimler incelenmistir. En son asamada yuzeyinde farkl problar takilmig iki farkl
sekil ya da yapidaki altin nanopartikil karigimlarini igceren mikroemulsiyonlar
(“nanoarrayler”’) hazirlanmigtir. Bu mikroemdulsiyon karisimlarina sadece birinin
hedefini igceren oligonukleotit ¢ozeltisi eklenerek hedef oligonukleotitin ilgili probunu
iceren nanopartiktlin plasmon dalga boyundaki kaymalar incelenmigtir. Bu sekilde
altin nanopartikillerin (farkh sekil ve boyutta) optik 6zelliklerinden faydalanarak
mikroemulsiyon fazda altin nanopartikil esasli DNA tani kiti ve DNA arrayler

olusturulmustur.

SPR destekli elipsometrik biyosensdr calismalarinda oOncelikle tasiyici destek
materyali olarak kullanilacak cam slaytlar 6ngurulmas uygun yontemle temizlenmistir.
Temizlenmig cam slaytlar 6-Merkaptopropilmetoksisilan (MPTS) ¢ozeltisiyle silanize
edilip tiyol u¢ grubundan dort tip altin nanopartikilin kimyasal olarak
immobilizasyonu saglanmistir. Farkli derisimlerde (0.25-1.0 (%v/v)) dort tip altin
nanopartikilin cam ylUzeyine immobilize edilerek SPR destekli elipsometrik
Olcimlerle cam slayt yuzeyini tek tabaka kapliyacak sekilde optimum nanopartikil
derisimi belirlenmistir. Daha sonra optimum derisimde cam yuzeyine kimyasal olarak
immobilize edilmis altin nanopartikiller ile genisletilmis cam slaytlar, SPR sisteminde
tasiyici matriks olarak kullaniimistir. Bu sekilde hazirlanmig altin nanopartikillerle
genigletiimis cam slaytlara dort farkh derisimde (0.25-2.0 uM) M. Gordonae patojenik
bakterisine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmig oligonukleotit
problari génderilerek SPR destekli elipsometrik olgimlerle optimum prob derigimi
belirlenmistir. Optimum prob derigsiminde oligonukleotit takilmis cam slaytlara daha
sonra dort farkh derisimde problarin hedefi olan oligonukleotitler gondererek SPR
destekli elipsometrik dlgumlerle hibridizasyon sonucundaki kalinlik degisimi
incelenmigtir. Ayrica optimum hedef oligonlkleotit derisiminde hedef olmayan

oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilerek sistemin segiciligi incelenmistir.
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Ug farkh nanopartikiilin sentezi, karakterizasyonu ve bunlarin nanotip uygulamalari

calismalari asagida ayri bolumler altinda sunulup tartisiimistir.
4.1. Nanopartikillerin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu
4.1.1. Kuresel Altin Nanopatrtikiillerin Sentezi

Nanoboyutta beklenmedik optik &zellikleri olan farkli boyutta kiresel altin
nanopartikulleri Turkevich-Frens yontemi olarak adlandirilan sitratla indirgeme
yontemiyle Gretilmistir. Bu bolimde kuresel altin nanopartikillerin tretimi igin izlenen
metot soyledir: Ik olarak sentez sirasinda kullanilacak cam malzemeler kral suyu
cozeltisinden gecirilerek saf su ile yikanmistir. 75 mg tetrakloraurat (HAuCl,.3H,0)
denilen altin tuzu 250 ml deionize su iginde ¢ozinerek (0.88 mM) ¢ozelti geri
sogutucu altinda yuksek karistirma hizinda kaynama noktasina kadar isitiimistir.
indirgenme ajani olarak kullanilan trisodyum sitrattan agirlikga %1 oraninda sitrat
iceren 26.25 ml'lik indirgeme ¢ozeltisi hazirlanarak kaynama noktasina gelmis altin
tuzu ¢ozeltisine hizlica ilave edilmistir. Cozeltinin ilave edilmesiyle ilk 15 dakika icinde
renk sirasiyla saridan mora, griye ve kirmiziya donusmastir. Ayni sicaklikta 15
dakika daha karistirilarak kiresel altin  nanopartikilleri sentezlenmistir. Oda
sicakligina sogutulmus nanopartikuller buyuk agregatlar uzaklastirmak ve sterilize
etmek i¢in 0.22 uym’lik filtreden gegirilmistir. Sentezlenen altin nanopartkulleri 10000
rom’de santrifUjlenerek su ile U¢ defa yikanarak +4°C’de buzdolabinda karanlikta

saklanmistir.

Altin nanopartiktlin boyutu indirgeyici/stabilizor ajan (trisodyum sitrat) ve altin (Ill)
tuz tdrevleri (hidrojen/sodyum tetraklorat(lll)) arasindaki oranla kontrol
edilebilmektedir. Altin nanopartikiller boyutuna bagl olarak farkl optik o6zellikler
gosterdidi icin tez kapsaminda farkh boylarda altin nanopartikuller Gretebilmek igin
altin tuzu mol miktari sabit tutulup trisodyum sitrat mol degeri degistirilerek bir seri
deney yapilmistir. Trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani 1.0- 4.5 arasinda degistirilerek
trisodyum sitrat miktarinin optik o6zelliklerine, partikil boy ve boy dagilimina etkileri
incelenmigtir.  Cizelge 4.1’de farkli trisodyum sitrat/HAuCl, mol oraninda Uretilen
kuresel altin nanopartikullerin boy, boy dagilimi, zeta potansiyel ve radyal plasmon
dalga boylari gibi 6zellikleri verilmigtir. Sekil 4.1’de trisodyum sitrat/HAuCl,; mol

oranina karsi ortalama partikll ¢capi degisimi gdsterilmistir. Ayrica Sekil 4.2'de farkl
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sitrat/HAuCIl, mol oraninda dretilen altin nanopartikillerin  UV/Vis absorpsiyon

spektrumlari verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli trisodyum sitrat/HAuCl, mol oraninda uretilen kiresel altin

nanopartikullerin 6zellikleri.

Ornek [Sitrat/HAUCl,]  Amax Ortalama Partikul Heterojenlik  Zeta Potansiyeli

No Mol orani (nm) capi (nm) indeksi (PI) (mV)
1 4.5 519 13 1.420 -32.3
2 3.5 522 16 1.527 -31.7
3 2.5 525 21 1.457 -28.9
4 1.5 527 26 1.580 -26.8
5 1.2 530 41 1.745 -25.0
6 1.0 545 66 1.756 -24.5

Altin nanopartikiller boyutuna bagli olarak farkli radyal plasmon dalga boyu
vermektedirler. Altin nanopartikilin boyutu ise indirgeyici alan olarak kullanilan
trisodyum sitrat ve altin tuzu arasindaki oranla kontrol edilmektedir. Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1’de goraldugu gibi trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani arttikga Uretilen altin
nanopartikillerin ¢gapi azalmistir. Trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani 4.5 iken 13 nm
bu oran 1.0’e dusuruldiginde 66 nm c¢apinda kdresel altin nanopartikuller elde
edilmigtir.  Altin  nanopartikil boyu arttikca heterojenlik indeksininde arttigi
gorulmustur. Ayrica zeta potansiyel degerlerine bakildiginda kuresel altin
nanopartikillerin negatif yUkli oldugu belirlenmistir. Trisodyum sitrat/HAuCl, mol
orani azaldikga partikul boyu artmis ve buna bagh olarak yuzey yuklerinin azaldigi
gorulmus olup zeta potansiyel degerleri -32.3 mV ile -24.5 mV degerinde degismistir.
Sekil 4.1°de trisodyum sitrat/HAuCl, mol oranina kargi ortalama partikil gapi degisimi

gosterilmisgtir.

87



70 4

60

50 4

404 ™

Partikal Capi (nm)

30 4

20 - \-

10 4

T T — T T T T
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 50

[SitratyHAuCI ] Mol Orani

Sekil 4.1. Trisodyum sitrat/HAuCl, mol oranina kargi ortalama partiktl gapi degisimi.

Trisodyum sitrat, Au(lll) altin tuzunu indirgemek amaciyla kullaniimaktadir. Yapilan
calismada altin tuzu miktar1 sabit tutulup sitrat miktari degistirilmis olup trisodyum
sitrat/HAuCl, mol oranina azaldiginda sitrat miktari azalmaktadir. Bu sitrat miktari da
daha c¢ok miktarda altin tuzunu indirgeyemediginden partikil boyunun arttig
gorulmustar. Sekil 4.1’de goraldugu gibi trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani 1.5’dan
daha buyuk oranlarda ortalama partikil boyunda buyuk bir degisim olmadigi
gorulmastur. Fakat bu mol orani 1.5’dan biraz az azaltildiginda bile partikul boyunda
blylk bir artisin oldugu gérilmistir. Ornegin trisodyum sitrat/HAuUCIl, mol orani 1.5
iken 26 nm c¢apinda nanopartikul elde edilirken bu oran 1.2'ye dusuruldugunde
partikul ¢api yaklasik 2 kati artarak 41 nm olarak Olgulmustur. Nidhi ve arkadaglari
trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani 4.6 iken 12.8 nm, bu oran 1.14 oldugunda 48 nm
ortalama partikdl capinda kuresel altin nanopartiktller elde etmis olup, sitrat miktari
azaldikca daha buyuk partikullerin elde edildigini rapor etmiglerdir (Nidhi, 2004).
Yapilan bu ¢alismayla literatar ile ayni sonuglar elde edilmistir.

Altin nanopartiklller boyuna bagli olarak farkli optik 6zellikler gdstermeleri nedeniyle
Sekil 4.2’de farkli sitrat/HAuCl, mol oraninda Uretilen altin nanopartikillerin UV/Vis

absorpsiyon spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli sitrat/HAuCl, mol oraninda uretilen altin nanopartikullerin UV/Vis

absorpsiyon spektrumliari.

Klresel altin nanopartiklller sadece radyal yonde olmak Uzere tek bir plasmon dalga
boyu vermektedirler. Sekil 4.2’de goéruldugu gibi altin nanopartikillerin partiktl ¢api
arttikga radyal plasmon dalga boylarininda arttigi goérulmustir (Cizelge 4.1).
Ortalama partikil ¢api 13 nm olan altin nanopartikil 519 nm’de plasmon dalga boyu
verirken partikil ¢capi 66 nm’ye arttiginda plasmon dalga boyu 545 nm olarak
OlcUlmustir. Partikil boyu arttikca dalga boyu kaymasi (red-shift) oldugu
gorulmustur. Literatur ile ayni sonuglar elde edilmistir (Nidhi, 2004; Kim, 2006).

Yapilan calismalar sonucu Cizelge 4.1’deki 1 nolu 6rnedin TEM goruntusu, 6 nolu

orneginde AFM géruntusu Sekil 4.3 A ve B’ de verilmistir.
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Sekil 4.3. A) 6 nolu kuresel altin nanopartikilin AFM goértntisu B) 1 nolu kiresel

altin nanopartikilin TEM goérintusu (skala bar 20 nm’dir).

Sekil 4.3. A ve B’de gorlldigu gibi altin nanopartikillerin kuresel sekilde oldugu ve
partikil boyu arttikga partiktllerin bir araya geldigi gorilmastir. Trisodyum sitrat
indirgeme ajaninin yani sira altin nanopartikul stabilizatdrt olarak ta kullaniimaktadir.

Dolayisiyla sitrat miktar azaldikga partikul boyununu arttigi ve partikullerin bir araya
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geldigi soylenebilir. Ayrica sitrat miktari azaldik¢a partikullerin eg boyutlu olmayip boy

dagilimi gosterdigi de gorulmektedir (Cizelge 4.1).

4.1.2. Kuresel Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.2.1. Fluoresan ozellikleri

Tez kapsaminda Uretilen ortalama partikil ¢aprt 13 nm olan kiresel altin
nanopartiklllerin fluoresan 6zelligi incelenmistir. Fluoresan 6zelliklerini incelemek igin
Fluoresan spektrofotometre cihazi kullaniimis olup uyarilma dalga boyu 280 nm’de
sabit tutularak, emisyon spektrumu 400-600 nm araliginda taranmigtir. Tarama
sonucu nanopartikdl igin maksimum emisyon dalga boyu bulunmustur. Nanopartikil
icin bulunan emisyon dalga boyu sabit tutularak, uyarilma dalga boyu igin 200-300
nm arasinda maksimum dalga boyu taramasi yapilarak emisyon, uyariima dalga
boylari ve fluoresan sinyal siddeti degerleri belirlenmistir. Farkl derigsimlerde altin
nanopartikiller hazirlayarak derisim ile fluoresan sinyal siddetindeki degisimler
incelenmigtir. Sekil 4.4’de klresel altin nanopartikiliin emisyon ve uyariima dalga
boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari verilmistir. Ayrica Sekil 4.4
icinde farkli derisimde hazirlanmis altin nanopartikillerin derisime karsilik fluoresan

sinyal siddeti grafikleri gdsterilmistir.

91



200 - A
150 Tl
S H
2100
U) L
© —
>
1= : ; -
& &0 0 20
U) 5[} ] Wanopardivdl Dergimi (%)
0
' I ! 1
450 500 550
Dalga Boyu (nm)
200
B
150 4 a0
E :: ol )
5 100 - 2
) A
— 50
)
= -
=
{0 00 —=‘I'l '.'Ill ,-'n i’IU
5[} T Nanopartiki | Derigimi [wv]
0 -
1 ! 1 ! 1 ! ] ! 1 ! 1 !
200 220 240 260 280 300
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4. Kiresel altin nanopartikillerin A) emisyon B) uyariima dalga boylarina

karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari.
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Sekil 4.4’de goruldigu Gzere altin nanopartikiller 249 nm’de uyarildiginda 498 nm
dalga boyunda emisyon vermislerdir. Fluoresan sinyal siddetlerine bakildiginda altin
nanopartikiller 170 civarinda bir sinyal siddeti vermistir. Altin nanopartikillerin
fluoresan o&zellikleri altin nanogubuklar ile kiyaslandiginda; altin nanogubuklar
uzunluguna bagl olarak 650 ve 1000 civarinda sinyal siddeti vermiglerdir. Buna gore
altin nanogubuklarin altin nanopartikullere gore daha iyi fluoresan ozellik gosterdigi
sOylenebilir. Ayrica altin nanopartikullerin derigimi azaldik¢a fluoresan sinyal siddeti

azalmistir.

4.1.2.2. FTIR analizi

Altin nanopartikullerin kurutma sonrasi FTIR spektrumlari ¢cekilmistir. Sekil 4.5°de tipik
bir FTIR spektrumu verilmigtir. Spektrumdaki altini temsil eden karakteristik pikler ise
Cizelge 4.2’de sunulmaktadir. Sekil 4.5’de goruldugu gibi indirgeme ajani olarak
kullanilan trisodyum sitrat yapisindaki C=0O gerilme titresimi ve CH,-O deformasyon
ile ilgili karakteristik pikleri 1543 ve 1458 cm™ dalga sayisinda gdzlenmistir. 1637 cm’
! dalga sayisindaki pik tri sodyum sitrat bilesenlerinden karboksilat gruplarina, 3350
cm™deki pik serbest su molekillerine aittir. FTIR spektrumunda elde edilen
karakteristik pikler literatirde rapor edilenlerle uyum icindedir (Nghiem, 2010; Li,
2007).
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Sekil 4.5. Kuresel altin nanopartiktl FTIR spekturumu
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Cizelge 4.2. Kuresel altin nanopartikullerinin  FTIR spektrumunda gorulen

karakteristik pikler

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik pik

3550 OH gerilimi

1637 Karboksilat gruplari
1543 -CH, —O deformasyon
1458 -C=0 gerilimi

4.1.2.3. X-Isinlar kirilmasi (X-RD) analizi

Sentezlenen altin nanopartikullerin kristal yapilarinin belirlenmesi igin X-isinlari
kirllmasi (X-RD) analizi yapilmis ve ilgili spekturum Sekil 4.6’da sunulmustur. Altin
kristalleri icin verilmis ASTM kartlari (PDF 98-000-0230) kullanilarak altin kristallerine

ait piklerin yerleri belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Kiresel altin naopartikillerin tipik bir X-RD spekturumu.
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Altin nanopartikullerin X-RD spektrumundaki piklerin literatir ile uyumlu oldugu
gorulmastur. Altinin kristal yapisina 6zgu (111), (200) (220) ve (311) pikleri sirasiyla
37, 43, 63 ve 77 iki teta degerlerinde gozlenmistir. Literaturle benzer X-RD
karakterizasyon sonuglari elde edilmistir (Jafari, 2010; Silva, 2010; Mandal, 2005).

4.1.2.4. Manyetometre ile manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen altin nanopartiktllerin manyetik 6zellikleri titresimli
manyetometre (VSM) cihazi ile belirlenmistir. Bir manyetik alan igindeki
nanocgubuklarin manyetik 6zellikleri birim kitle basina manyetik moment (emu)
seklinde ifade edilmigtir. Kiresel altin nanopartikillerin manyetik alana karsi

doygunluk miknatisligi egrisi Sekil 4.7°’de gosterilmigtir.
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0,0002

0,0001

T T T
10000 20000
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T T T
-20000 -10000

-0,0002

-0,0003

-0,0004 -

Sekil 4.7. Kiresel altin nanopartikillerin miknatishk egrileri

Sekil 4.7°de goruldugu Uzere sentezlenen kiresel altin nanopartikullerin diyamanyetik
etki gosterdigi goriimustir. Toplam manyetik momenti sifir veya ¢ok kiglk olan
atomlar diyamanyetik davraniglar gdsterirler. Altin, gimus, bakir, elmas, grafit, bizmut
gibi bazi katilar bu gruba girer. Bir manyetik alana getirilen diyamanyetik bir madde,
daima alan sgiddetini zayiflatacak bicimde bir etki yapar. Dolayisiyla altin
nanopartikullerin diyamanyetik malzemeler oldugu ve herhangi bir manyetik alana

karsi manyetik 0zellik gostermedigi gorulmustuar.
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4.1.3. Altin Kaph Manyetit (Fe3O4/Au) Nanopartikiillerin Sentezi

Cekirdek/kabuk (Fe3O4/Au) yapisindaki nanopartikillerin sentezi, ilk olarak manyetik
Ozellik gosteren manyetit (FesO4) nanopartikullerin Uretimi daha sonra bunlarin altin
ile kaplanmasi olmak uzere iki agsamada gercgeklestiriimistir. YUksek lisans tez
calismam sonucu elde ettigim tecribe ve deneyimler sonucu manyetit (Fe3Oy)
nanopartikuller, Fe(ll) ve Fe(lll) iyonlarinin NaOH gibi alkali ortamda ¢okturtlmesiyle
uretilmistir. Ikinci agsamada, 1.2 ml tetrametil amonyum ile stabilize edilmis okside
Fe304 nanopartikllleri 200 ml deionize su iginde suspanse edilip, 0.7 ml 155.2 mM’lik
trisodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilerek sitrat iyonlarinin OH" iyonlari ile dedismesi icin
15 dakika sonike edilmigtir. Daha sonra ¢ozelti yuksek karistirma hizinda kaynama
noktasina kadar isitiimigtir. Cozelti ilk kaynama noktasina ulastiginda etrafini altinla
kaplamak icin Au** iyonlarinin FesO4 nanopartikiillerinin etrafinda indirgenmesi icin
10 ml 10 mM’lik tetrakloraurat (HAuCl;.3H,0) ¢ozeltisi ilave edilerek 15 dakika
kaynama noktasinda karistiriimistir. 15 dakika sonra ¢6zelti oda sicakligina gelinceye
kadar yuksek hizda karistirmaya devam edilmistir. Baglangigta acik sari olan ¢ozelti
rengi en son kirmizi kahve olmustur. Elde edilen nanopartikiller 10000 rpm’de
santrifijlenerek miknatis yardimiyla manyetik olan nanopartikiller ile manyetik
olmayanlar birbirinden ayrilmistir. Bu sekilde manyetik 06zellik gostermeyen
cekirdeginde manyetit nanopartikill igermeyen sadece kuresel altin nanopartikuller
uzaklastirlmistir. Bu islem birka¢g defa tekrarlanmistir. Daha sonra altin ile
kaplanmamis manyetit nanopartikulleri altin kapli olanlardan ayirmak igin her ikisi de
manyetik 6zellik gostermesi nedeniyle manyetik ayirma yapilamamigtir. Literatirde
altin ile kaplanmamis manyetit nanopartikilleri ayirmak i¢cin 1 M HCI ¢ozeltisi ile
yikanip birka¢ kez de su ile yikama islemi gergeklestirilmistir (Cui, 2005). Ancak Liu
ve arkadaglar altin kapl manyetik nanopartikillerin 2 M ve Gzeri HCI ¢dzeltisi iginde
stabilitesini incelemiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucu hem manyetit nanopartikullerin
hem de altin kapli manyetik nanopartiktllerin derigik asit ¢ozeltisi igcinde hemen
¢6zundugunu belirtmislerdir (Liu, 2008). Bu nedenle altin kapli olmayan manyetit
nanopartikulleri kaph olanlardan ayirmak i¢in karigim 0.02 M’lik okzalat ¢ozeltisinde 1
saat mekanik karnistinlmistir. Okzalat c¢ozeltisi igersinde sadece manyetit
nanopartikillerin ¢ézindugu literatlrde belirtiimistir (Goon, 2008). Tekrar su ile
santrifijleme islemi vyapilarak sUpernatant kisminda ¢6zinmis manyetit

nanopartikullerin olmasi nedeniyle ¢oken kisimda altin kapli manyetik nanopartikuller
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miknatis yardimiyla ortamdan uzaklastiriimistir.  Sekil 4.8’de altin nanopartikdl,
manyetit (FesO4) nanopartikil ve sentezlenen altin kapli manyetik (Fe3O4/Au)

nanopartikullerin UV/Vis absorpsiyon spektrumu birlikte verilmigtir.

1.5

1.0 4 % Fe,O, nanopartikil
% -

Absorbans
'/’
e
/

0.5 1

Au nanopartikil

0.0

! I f I ! 1
300 400 500 600
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Sekil 4.8. Altin kapli manyetit (FesO4/Au) nanopartikullerin UV/Vis absorpsiyon

spektrumu.

Sekil 4.8’de altin nanopartikilt 522 nm dalga boyunda absorpsiyon verirken manyetit
(FesO4) nanopartikilin herhangi bir dalga boyunda absorpsiyon vermedigi
gozlenirken manyetit nanopartikullerin altinla kaplanmasi sonucu elde edilen
Fe304/Au nanopartikulinun 547 nm dalga boyunda absorpsiyon verdigi gozlenmistir.
Dolayisiyla buna dayanarak manyetit nanopartikillerin altin ile kaplandigi

sOylenebilir.

Altin tuz miktari olusturulan manyetik altin kapli nanopartikillerin etrafindaki altin
kabuk kalinhigini etkilemektedir. Bu nedenle yukaridaki deneysel prosedir aynen
uygulanarak HAuCl, miktari 10, 15 ve 20 mM olacak sekilde U¢ farkh nanopartikdl
sentezi gergeklestiriimistir. HAuCl, miktarinin partikil boyuna ve plasmon 6zelligine

olan etkileri incelenmigtir. Ayrica ortalama partikil boyu 40 ve 90 nm olan Fe3O4
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nanopartikili kullanilarak iki farkli boyutta manyetit iceren altin kapli manyetik
nanopartikul (FesO4 /Au) sentezlenerek partikul boyu ve plasmon o6zellikleri Cizelge
4.3'de gosterilmis olup elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari Sekil 4.9'da

verilmigtir.

Cizelge 4.3. Farkli HAuCl, miktarinda ve farkl ortalama partikil gapinda manyetit

(Fes0,) ile Uretilen FezO4/Au nanopartikullerin 6zellikleri.

Ornek Fe;0, [HAUCI,] Amax Ortalama Partikil  Heterojenlik Zeta Potansiyeli

No capi (nm) mM (nm) ¢api (nm) indeksi (PI) (mV)
1 40 10 536 87 1.328 -34.3
2 40 15 540 125 1.527 -30.7
3 40 20 548 147 1.457 -24.6
4 90 10 551 175 1.580 -31.8

Cizelge 4.3’de goruldigu gibi dort farkh FezO4/Au nanopartikili sentezlenmistir.
Bunlardan ilk UGg¢lnde ortalama partikil ¢apt 40 nm olan Fe3O4 nanopartikili
kullanilarak (yukaridaki deney prosedirld aynen uygulanmis olup) sadece altin tuz
[HAUCI,] miktar1 degistiriimistir. Altin tuz miktar arttikga partikil boyunun arttigi
dolayisiyla plasmon dalga boyununda arttiyi (saga kaydigi) goérulmustar. Altin tuzu
derisimi 10 mM iken ortalama partiktl ¢api 87 nm, 20 mM iken 147 nm capinda
Fe304/Au nanopartikull elde edilmistir. 87 nm ¢apindaki FesO4/Au nanopartikalti 536
nm dalga boyunda plasmon verirken 147 nm ¢apindaki nanopartikiller 548 nm dalga

boyunda absorbans vermistir (Sekil 4.9).

Ortalama partikil capi 90 nm olan Fe3zO4 nanopartiklll ile elde edilen altin kaph
manyetik (FezO4/Au) nanopartikilin ¢api 175 nm O&l¢ilmis olup 551 nm dalga
boyunda absorbans verdigi goriimustir. FesO4/Au nanopartikillerinin negatif yukli
oldugu ve -34.3 ile -31.8 mV araliginda zeta potansiyel dl¢Uimustir.

Fe304/Au nanopartikiller boyuna bagli olarak farkh optik Ozellikler gdstermeleri
nedeniyle Sekil 4.9'da uretilen altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikillerin
UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmigtir.
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Sekil 4.9. Fe30,4/Au nanopartikullerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari.

Fe304/Au nanopartikiller sadece radyal yonde olmak Uzere tek bir plasmon dalga
boyu vermektedirler. Sekil 4.9'da goéruldugu gibi FesO4/Au nanopartikillerin partikdil
¢ap! arttikga radyal plasmon dalga boylarininda arttigr géraimustir (Cizelge 4.3).

Yapilan calismalar sonucu Cizelge 4.3'deki 1 nolu 6rnegin TEM goérintistu Sekil
4.10’da verilmistir. Sekil 4.10’da goéruldugu gibi Fe3O4/Au nanopartikillerin kiresel
sekilde oldugu ve birkag tane c¢ekirdek/kabuk yapisinda yapilarin oldugu
gorulmektedir. Cekirdek kismindaki manyetit (Fe3O4) nanopartikillerden birka¢ tane
bulundugu gérilmekte olup FesO4/Au nanopartikilin ortalama partikil boyu 87 nm
olarak olgllmustur. Cekirdek kismini olusturan manyetit nanopartikullerin ortalama
partikil capi Zeta-Sizer ile 40 nm olarak Olgulmug olup, aslinda bunlarin 40 nm

olmayip daha klguk partikil ¢apinda oldugu goralmustar.
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Sekil 4.10. Altin kapli manyetit (Fe3O4/Au) nanopartikilin AFM goértntasu (skala bar
50 nm’dir).

4.1.4. Altin Kapli Manyetit (Fe;O.4/Au) Nanopartikullerin Karakterizasyonu
4.1.4.1. Fluoresan ozellikleri

Tez kapsaminda altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartiktllerin fluoresan 6zelligi
incelenmistir. Fluoresan 6zelliklerini incelemek igin Fluoresan spektrofotometre cihazi
kullaniimig olup uyariima dalga boyu 280 nm’de sabit tutularak, emisyon spektrumu
400-600 nm araliginda taranmistir. Tarama sonucu nanopartikdl i¢in maksimum
emisyon dalga boyu bulunmustur. Nanopartikil icin bulunan emisyon dalga boyu
sabit tutularak, uyariima dalga boyu igin 200-300 nm arasinda maksimum dalga boyu
taramasi yapilarak emisyon, uyariima dalga boylari ve fluoresan sinyal siddeti
degerleri belirlenmistir. Farkli derisimlerde altin kapli manyetik (FezOJ/Au)
nanopartikiller hazirlayarak derisim ile fluoresan sinyal siddetindeki degisimler
incelenmigtir. Sekil 4.11 A ve B'de Fe3O4 nanopartikillerinin emisyon ve uyariima
dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari, Sekil 4.12 A ve B'de
Fe304/Au nanopartikillinin emisyon ve uyarilma dalga boylarina karsilik fluoresan
sinyal siddeti spektrumlari verilmistir. Ayrica Sekil 4.12 A ve B iginde farkl derisimde
hazirlanmis FeszO4/Au nanopartikillerin derisime karsilik fluoresan sinyal siddeti

grafikleri gosterilmigtir.
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Sekil 4.11. Fe30,4 nanopartikilin A) emisyon B) uyariima dalga boylarina karsilik

fluoresan sinyal siddeti spektrumlari.
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Sekil 4.12. Altin kapli manyetik (FezO4/Au) nanopartikullerin A) emisyon B) uyariima

dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari.
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Sekil 4.12'de goruldigu tzere altin kaph manyetik (FesO4/Au) nanopartiktller 249
nm’de uyarildiginda 498 nm dalga boyunda emisyon vermiglerdir. Fluoresan sinyal
siddetlerine bakildiginda Fe3O4/Au nanopartikiller 500 civarinda bir sinyal siddeti
verirken klresel altin nanopartikiller 170 civarinda sinyal siddeti vermiglerdir. Buna
gore Fe3O4/Au nanopartikillerin altin nanopartikillerden daha iyi fluoresan 6zellik
gosterdigi soylenebilir. Ayrica Sekil 4.11. A ve B’ye bakildiginda manyetik 6zellik
gosteren manyetit (Fe3O4) nanopartikillerin  herhangi bir fluoresan o&zellik
gOstermedigi belirlenmistir. Bunlarin altin ile kaplanmasindan sonraki fluoresan
Ozellikleri etrafindaki altin kabuktan kaynaklanmaktadir. Fe3O4/Au nanopartiklllerinin
fluoresan Ozellik gostermelerine dayanarak manyetit nanopartikilerin altin ile

kaplandigi sdylenebilir.

Sekil 4.12 icinde farkl derisimlerde hazirlanmis Fe3zO4/Au nanopartiklllerin derisime
kargi fluoresan sinyal siddeti grafikleri verilmistir. Sekil 4.12’den goéruldigu gibi

Fe304/Au nanopartikullerin derisimi azaldik¢a fluoresan sinyal siddeti azalmistir.

41.4.2. FTIR analizi

Arastirma kapsaminda manyetit (Fe3O4) ve altin kaph manyetik nanopartikullerin
(FesO4/Au) kurutma sonrasi FTIR spektrumlari ¢ekilmigtir. Manyetit (Fe3O4) ve altin
kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikillerin FTIR spekturumlari sirasiyla Sekil 4.13’
A ve B’'de verilmistir. Karakterize edilen nanopartikullerin FTIR spektrumlarinda

gorulen karakteristik pikleri Cizelge 4.4 ve 4.5’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.4. Manyetit nanopartikillerinin FTIR spektrumunda gorilen karakteristik

pikler

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik Pik

3350 OH’ piki

673 Fe-O gerilme titresim modu
408 Fe-O gerilme titresim modu

103



Sekil 4.13’ A’da goéruldugu gibi Fe-O gerilme titresimi ile ilgili karakteristik pik gruplari
673 ve 408 cm™ dalga sayisinda gézlenmistir. Bu pikler manyetitin oktahedral ve
tetrahedral bolgelerdeki Fe-O gerilimini gosteren manyetitin karakteristik pikleridir.
3350 cm™deki pik serbest su molekiillerine aittir. FTIR spektrumunda elde edilen

karakteristik pikler literatirde rapor edilenlerle uyum icindedir [Deb, P; 2001].

Cizelge 4.5. Altin kaph manyetik nanopartikillerinin  (Fe;O4/Au) FTIR

spektrumunda gorulen karakteristik pikleri.

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik pik
3383 OH gerilimi

1635 Karboksilat gruplar
1541 -CH; —O deformasyon
670.02 Fe-O gerilimi

417.13 Fe-O gerilimi

Sekil 4.13 B’de goruldugu gibi altin kapli manyetik nanopartikillerinin (Fe3O4/Au) FTIR
spektrumunda 670 cm™ ve 417 cm™ dalga sayilarinda pik gériilmektedir. Bu da
manyetitn 673 cm™ ve 408 cm™ dalga sayilarinda oktahedral ve tetrahedral
bolgelerdeki Fe-O geriliminden kaynaklanmaktadir. FTIR spekturumuna dayanarak altin
kapli manyetik nanopartikullerin yapisinda manyetit (Fe3O4) nanopartikillere 6zgu
karakteristik piklerin gorilmesi nedeniyle yapi icersinde manyetit nanopartikillerin
oldugu sdylenebilir. Literatiirde 670 cm™ ve 400 cm™ dalga sayisi arasindaki piklerin Fe-
O gerilim piki oldugu belirtiimis olup literatur ile benzer sonuglar elde edilmistir (Mandal,
2005). 1635 ve 1541 cm™ dalga sayisindaki pikler sirasiyla manyetit nanopartikillerin
altin ile kaplanmasinda indirgeyici ajan olarak kullanilan trisodyum sitrat yapisindaki
karboksilat gruplarina ve trisodyum sitrat yapisindaki CH,-O deformasyonuna ait
piklerdir.

104



95.29
80.00
g
X
=
(O]
©  60.00 .
i
D]
O
40.00 A
35.41 T T T T T T T T T
4600.0 4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 400.0
Dalga Sayisi (cm™)
91 58
b ,rv"'-fu'u'\.,-ul B
80.00 — /_w \I\-,., M,ll[rwm
/ | l['u'U o
.'I L' |r'-I ’T
f | { ui
- f \ ||'
& 60.00— ' b
x q; I! IIII ||
— II |
g ~' |I - Y
= | '.'JI Bo
o ! ! o
& 40.00 - | 2
| o
| ] -
1 |
| |
| IJ
20.00 — L
1'-J'
B.52
- T I T I I T I | T
4600.0 4000.0 2000.0 1500.0 1000.0 400.0

Dalga Sayisi (cm-1)

Sekil 4.13. FTIR spekturumlari: (A) Manyetit nanopartikil (Fe3O4); B) Altin kapl

manyetik nanopartikul (Fe;O4/Au)
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4.1.4.3. X-Isini kinlmasi analizi

Sentezlenen manyetit (Fe3O4) ve altin kapli manyetik nanopartikillerinin (Fe3O4/Au)
kristal yapilarinin belirlenmesi i¢in X-iginlari kirilmasi (X-RD) analizi yapilmis ve ilgili

spekturumlar sirasiyla Sekil 4.14 A ve B’de sunulmustur.
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Sekil 4.14. X-RD spekturumlari: (A) Manyetit nanopartikil (FeszO4); B) Altin kaph
manyetik nanopartikul (Fe;O.4/Au)
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Sekil 4.14 A’da goéruldugu gibi 30, 35 ve 62 iki teta degerlerinde manyetit
nanopartikulleri sirasiyla (220), (311) ve (440) kristal yapisina 6zgu karakteristik
piklerini gostermektedir (Pita, 2008). Bu nanopartikullerin altin ile kaplanmasi sonucu
elde edilen nanopartikillerin X-RD spekturumlarina bakildiginda (Sekil 4.14 B), 37,
43, 63 ve 77 iki teta degerlerinde (111), (200), (220) ve (311) altinin kristal yapisina
0zgu pikler elde edilmigtir. 37, 43 ve 77 iki teta degerlerinde manyetit nanopartikulleri
herhangi bir pike sahip degilken altin ile kaplanmasi sonucu bu teta degerlerinde
altinin kristal yapisina 6zgu pikler gozlemlenmigtir. Dolayisiyla altin kapli manyetik
nanopartikillerin (FesO4/Au) manyetit nanopartikillerin kristal yapisina 6zgu piklerin
gorulmemesi nedeniyle manyetit nanopartiktllerin ylUzeyinin tamamen altin ile
kaplandigi soylenebilir. Liu ve arkadaslari manyetit nanopartiktlleri farkli kalinlikta
altin ile kaplayarak X-RD ile kristal yapilarini incelediklerinde manyetit
nanopartikilleri ¢ok ince altin ile kaplandiginda manyetite 0zgu pikler
gozlemlemiglerdir. Cok ince kabuk kalinliginda X-ray isinlarinin gekirdekte bulunan
manyetit nanopartikillere kadar nufuz ettigini dolayisiyla X-RD spektrumunda
manyetite 6zgu (220) ve (311) piklerinin gézlendigini belirtmislerdir. Kalin bir tabaka
altin ile kaplandiginda ise manyetite 6zgu piklerin olmadigini ve kaplaminin yeterli
oldugunu ifade etmislerdir (Liu, 2008). Dolayisiyla altin kapli manyetik nanopartikiller
icin elde ettigimiz X-RD spektrumunda manyetite 6zgu pikler gérilmediginden kabuk
kalinhginin kalin ve kaplamanin gercgeklestigi soylenebilir. Literattrle benzer sonuglar
elde edilmistir (Jafari, 2010; Silva, 2010; Mandal, 2005).

4.1.4.4. Manyetometre ile manyetik ozelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen manyetik nanopartikillerinin  manyetik 6zellikleri

titresimli manyetometre (VSM) cihazi ile belirlenmistir. Bir manyetik alan igindeki

partikillerin manyetik 6zellikleri birim kutle basina manyetik moment (emu) seklinde

ifade edilmistir. Sekil 4.15'de altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikullerinin

manyetik alana kargi doygunluk miknatisligi egrisi goOsterilmigtir. Manyetit (Fe3O,)

nanopartikilinin manyetik o6zelligi ile etrafinin altin kaplanmasi sonucu manyetik

Ozelliginin  kolay karsilastirilabilmesi amaciyla Sekil 4.16’da manyetit (Fe3Oy)

nanopartikuli ile altin kapli manyetik nanopartikulinin manyetik alana karsi doygunluk

miknatisligi egrisi birlikte gosterilmigtir.
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Sekil 4.15. Altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikilinin miknatislik egrisi
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Sekil 4.16 Manyetit (Fe3O,4) ve altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikullerinin

miknatislik egrileri.
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Sekil 4.16’da goraldugu gibi manyetit (FesO4) nanopartikill 10000 Gauss manyetik
alanda 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatisligi goOsterirken altin kapli manyetik
nanopartiktli (FesO4 /Au) ise 10000 Gauss manyetik alanda 0.003 emu/g (Ms)
doygunluk miknatishgr gostermektedir. Manyetit nanopartikullerinin  altin ile
kaplanmasi sonucu doygunluk miknatishginin azaldigi goérulmustur. Dolayisiyla
manyetit nanopartikillerin etrafinin altinla kaplanmasinin manyetik 6zelligini azalttig
sOylenebilir. Jeong ve arkadaslari maghemit nanopartikullerini altin ile kaplamadan
once 10000 (Oe) manyetik alanda 36.8 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi
gOsterirken altin ile kaplandiktan sonra 10000 (Oe) manyetik alanda 1.08 emu/g (Ms)
doygunluk miknatisligi élgmuslerdir. Manyetik 6zellik gosteren nanopartiktllerin altin
ile kaplanmasi sonucu manyetik 6zelligin azaldigini rapor etmislerdir (Jeong, 2006).
Jafari ve arkadaslari ters misel ydntemiyle 9-16 nm boyutundaki manyetit
nanopartikulleri 2 nm kalinliginda altin ile kaplamislardir. Altin ile kaplama sonucu
doygunluk miknatishdinin altin kabuk kalinhdinin ince olmasi nedeniyle az azaldigi
rapor edilmistir (Jafari, 2010). Buna dayanarak manyetit nanopartikillerin altin ile
kaplanmasi sonucu doygunluk miknatishginin ¢ok azalmasina gore urettigimiz
nanopartikillerin etrafindaki altin kabuk kalinh@inin blytk oldugu séylenebilir. Ayrica
Sun ve arkadaglari altin kapli manyetik nanopartikulleri sentezleyip PEI ile modifiye
etmislerdir. Elde ettikleri nanopartikillerin PEI ile modifiye edilmesi sonucu doygunluk
miknatisliginin azaldigini belirtmislerdir (Sun, 2010).

Manyetit nanopartikuli, manyetik alana karsi miknatislik egrisinde histerisis egrisi
olusturmadigindan slUperparamanyetik davranig gosterdigi dusunulmektedir. Ayrica
bu nanopartiktllin altin ile kaplanmasi sonucunda elde edilen manyetik yukli altin
nanopartikullerininde histerisis egrisi gostermemesinden superparamanyetik 6zelligini
devam ettirdigi gdzlenmigtir. Sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikil
suspansiyonu herhangi bir manyetik alana cevap vermezken santrifijlenip
¢Okturaldikten sonra uygulanan manyetik alana cevap vermektedir. Sekil 4.17°de
Fe304/Au nanopartikil stispansiyonunun cokturilmeden ve coktirildikten sonraki
manyetik 6zelligi gosterilmistir.

109



Sekil 4.17. Fe304/Au nanopartikil stspansiyonunun A) c¢oktirtilmeden onceki B)

santrifijleme ile ¢oktirtlmesi C) ¢okturtldikten sonraki manyetik 6zelligi.

Ayrica tez kapsaminda farkl boydaki manyetit nanopartikullerin altin ile kaplanmasi

sonucu elde edilen nanopartikullerin manyetik 6zelliklerindeki degisimi incelemek

amaciyla ortalama 40 ve 90 nm boyuna sahip manyetit nanopartiklleri ayni yontemle

altinla kaplanmistir. Sekil 4.18'de farkli boydaki manyetit nanopartikillerin altin ile

kaplanmasi sonucu elde edilen nanopartikillerin manyetik alana karsi doygunluk

miknatisligi egrisi gosteriimektedir.
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Sekil 4.18. Farkli boyda manyetit (Fe3O,) iceren altin kapli manyetik (FezO4/Au)

nanopartiklllerinin miknatislik egrileri a) 90 nm manyetit iceren altin kapli manyetik

nanopartikil b) 40 nm manyetit igeren altin kapl manyetik nanopartikdl
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Bir manyetik partikildeki manyetik momentlerin hepsi uygulanan alan yonunde
yonlendiginde Olculen toplam manyetik moment sabit kalir. Bu noktaya doygunluk, bu
noktada Olgulen manyetik momente doygunluk miknatishgi, doygunluga
ulasildigindaki alan doygunluk manyetik alani olarak tanimlanmaktadir. Sekil 4.18’de
goruldiugu gibi 40 nm ¢apinda manyetit iceren FezO4/Au nanopartikili 20000 Gauss
manyetik alanda 0.0030 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgr gosterirken 90 nm
¢apinda manyetit iceren Fe3O4/Au nanopartikili 20000 Gauss manyetik alanda
0.0090 emu/g (Ms) doygunluk miknatishigi gostermistir. Manyetik 6zellik kazandiran
cekirdek de bulunan manyetit (Fe3O4) nanopartikilinin boyunun artmasiyla
doygunluk miknatish@inin ti¢ kat arttigi géralmastur. ilgili literatiirde partikiil boyunun
artmasiyla partikul icindeki manyetik birimlerin sayisinin artmasi nedeniyle doygunluk

miknatisliginin arttigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2002).

Ayrica  her iki  nanopartikilinde  histerisis  egrisi  olugturmadigindan

superparamanyetik davranis gosterdigi dusunulmektedir.
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4.1.5. Altin Nanogubuklarin Sentezi

Altin nanogubuklar, Sekil 4.19° da gosterildigi gibi iki farkli plasmon rezonansi
gOstermektedir. Transverse plasmon (TP) nanogubugdun ¢api boyunca uyariimasina
bagll olarak gosterdigi kuresel altin kolloidlerin plasmon rezonansina benzer
rezonanstir. Digeri longitudinal plasmon (LP) denilen nanogubugun uzunlugu
boyunca wuyariimasi sonucu olugan plasmon rezonansidir. Nanogubuklarin
uzunluk/cap orani denilen “aspect ratio” degeri degistik¢ce plasmon rezonans pikleride
degismektedir. Boylece farkhh uzunluk ve c¢ap oranindaki altin nanogubuklarla
gorundrden yakin infrarede kadar plasmon rezonans goésteren altin nanogubuklar
elde edilebilmektedir. Uzunluk/cap oranina bagh olarak farkh optik 6zellik gésteren
altin  nanogubuklarin  bu  06zelliklerinin ~ kullanildigi  birgok uygulama alani

bulunmaktadir.
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Sekil 4.19. Altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumu.

Bu boélimde farkhh uzunluk/cap oraninda altin nanogubuklarin Uretiimesi ve
uzunluk/cap oranina bagl optik dzelliklerindeki degisim incelenmistir. Uretilen altin
nanogubuklarin nanotip uygulamalarinda kullanilmak Uzere karakterizasyonu

gerceklestirilmigtir.
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Altin  nanogubuklarin Uretimi, kUresel yapida altin ¢ekirdeklerinin hazirlanip bu
cekirdeklerin buyutme g¢ozeltisinde silindirik yapiya donusturilmesi olmak Uzere ikKi
ana prosesten olugsan c¢ekirdek gelistirme metotu (Seed Growth methot) ile
sentezlenmistir. Altin nanogubuk genel sentez regetesi soéyledir: 7.5 ml 100 mM’lik
setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) c¢oézeltisine 250 yL 10 mM’lik tetrakloraurat
(HAuCl4.3H,0) ¢ozeltisi ilave edilerek hafifce karigtiriimigtir. 600 pl 10 mM’lik sodyum
borhidrit (NaBH,4) c¢o6zeltisi hazirlanarak buzdolabinda belli bir sure bekletilip
karigtirilan ¢ozeltiye ilave edilerek 2 dakika karistiriimistir. Cézelti rengi acik saridan
aclk kahveye donuserek cekirdek (seed) c¢ozeltisi hazirlanmistir. Cekirdek
cozeltisinin reaktif hale gegmesi igin 5 saat karanlikta bekletilmistir. ikinci agsamada
nanogubuk geligtirme (growth) c¢ozeltisi hazirlanmistir.  Nanogubuk gelistirme
cozeltisi, setiltrimetilamonyum bromide (CTAB), altin tuzu (HAuCl4.3H,0), gumis
nitrat (AgNQO3) ve askorbik asitten olusmaktadir. 40 ml 100 mM’lik CTAB ¢o6zeltisine
1.7 ml 10 mM’lik HAuCl4.3H,O c¢ozeltisi ilave edilip dusuk karistirma hizinda
kanstinimistir. Bu ¢ozeltiye once 250 yl 10 mM’lik AQNO3 ve daha sonra 270 ul 100
mM’lik askorbik asit eklenmistir. Askorbik asitin eklenmesiyle ¢ozelti rengi kahverengi
saridan su gibi seffaf renge donismustir. Bu sekilde hazirlanan nanogubuk
gelistirme ¢ozeltisine daha Once hazirlanip reaktif hale gegmesi icin beklenen
cekirdek c¢ozeltisinden 420 ul eklenerek dusuk karistirma hizinda karigtiriimigtir.
Cekirdek c¢ozeltisinin ilave edilmesinden 10 dakika iginde elde edilen nanogubugun
uzunluk/gap oranina goére bir renk olusumu gdézlenmistir. Elde edilen nanogubuklar 30
dakika 6000 rpm’de santrifUjlenerek su ile yikanip c¢ubuk seklindeki altin
nanopartikullerden kuresel formdaki altin nanopartikiller ayrilarak 0.1M’lik CTAB
¢cOzeltisi icinde suspanse edilmigtir. Bu sekilde altin nanogubuklarda herhangi bir

degisiklik olmadan aylarca saklanabilmektedir.

Literatlrde kuresel partiklllerin uzamasiyla gubuk yapisinin olusum mekanizmasinin
komplike olmasindan dolayr altin nanogubuk yapisinin olusumu tam olarak
aciklanamamigtir. Reaksiyonda kullanilan HAuCls;, AgNOs, indirgeme ajanlari,
askorbik asit, NaBH4, CTAB ve c¢ekirdek ¢ozeltisindeki en ufak degisiklik gubugun
morfoloji ve boyutunda buyuk degisikliklere neden olmaktadir. Ayni prosedire karsin
degisik renk ve boyutta dolayisiyla farkh optik 6zellikler gdsteren altin nanogubuklar
sentezlenebilmektedir. Tez kapsaminda mikroemulsiyon fazda DNA nanoarray
geligtiriimesi amaglanmistir. Bu nedenle farklh boyutta altin nanogubuklarin
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sentezlenmesi icin uzunluk/cap oranini (aspect ratio) etkileyen AgNO3; miktari,
cekirdek ¢ozelti miktari, askorbik asit miktari, surfaktant tira ve derisimi, reaksiyon
sicakhgi, farkh c¢ekirdek ¢ozeltilerinin ve farkh surelerde bekletiimis c¢ekirdek
cozeltilerin kullaniimasi gibi parametrelerin uzunluk/cap oranina dolayisiyla ¢ozelti
rengi ve optik Ozelligine olan etkisi incelenmistir. Bu parametrelerin partikul
uzunluk/cap oranina dolayisiyla optik 6zelligine olan etkileri asagidaki alt bolimlerde
ayrintili olarak sunulup tartisiimistir. Asagida verilen alt bolimlerde bu formulasyonda
yalniz bir parametre degistiriimis, digerleri sabit tutulmustur. Ayrica Uretilen altin
nanocubuklarin fluoresan 6zellikleri de incelenip, X-RD ile kristal yapisi, ATR ile

kimyasal yapisi, VSM ile manyetik 6zellikleri karakterize edilmistir.

4.1.5.1. Farkh ¢ekirdek ¢ozeltilerinin etkisi

Altin  nanogubuklarin  ¢ekirdek gelistiriimesi yontemiyle sentezi sirasinda
nanugubuklarin uzunluk ve ¢apina etki eden faktorler arasinda ¢ekirdek ¢ozeltisinin
yapisinin énemli bir roli olmaktadir. Negatif ve pozitif yukli olmak Uzere iki tip
cekirdek c¢ozeltisi bulunmaktadir. Trisodyum sitratla hazirlanan g¢ekirdek c¢ozeltisi
negatif, CTAB ile hazirlanan gekirdek ¢ozeltisi pozitif yukli olmaktadir. Cekirdek
¢Ozeltisinin olusturulan nanogubugun yapisina dolayisiyla optik o6zelligine olan
etkisini incelemek amaciyla iki farkh ¢ekirdek ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bunlardan bir
tanesi trisodyum sitrat kullanilarak yapilan negatif yukli cekirdek c¢ozeltisi olup,
digeri CTAB kullanilarak hazirlanan pozitif yukli ¢ekirdek ¢ozeltisidir. Asagida her

bir gcekirdek ¢ozeltisi icin sentez recetesi verilmistir.

Pozitif yiiklii cekirdek c¢ézeltileri: 7.5 ml 100 mM’lik setiltrimetilamonyum bromid
(CTAB) ¢ozeltisine 250 pyL 10 mM’lik tetrakloraurat (HAuCl,.3H20) ¢ozeltisi ilave
edilerek hafifge karistiriimigtir. 600 yl 10 mM’lik sodyum borhidrit (NaBH,) ¢ozeltisi

hazirlanarak buzdolabinda belli bir sure bekletilip karigtirilan ¢ozeltiye ilave edilerek
2 dakika karistinimistir. Cozelti rengi acik saridan agik kahveye dénuserek ¢ekirdek
(seed) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cekirdek ¢dzeltisinin reaktif hale gegmesi igin 5 saat

karanlikta bekletilmistir.

Negatif yliklii _cekirdek c¢ézeltisi: 10 ml 0.25 mM tetrakloraurat (HAuCl,;.3H,0)

¢cozeltisine 10 ml 0.25 mM trisodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilerek hafifge
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karistinimistir. 600 yl 10 mM’lik sodyum borhidrit (NaBH,) ¢ozeltisi hazirlanarak
buzdolabinda belli bir sure bekletilip karistirilan ¢ozeltiye ilave edilerek 2 dakika
karnistinimistir. Cozelti rengi acgik saridan agik pembeye donmastir. Cekirdek

¢Ozeltisinin reaktif hale gegmesi icin 5 saat karanlikta bekletilmistir.

Bu iki farkh cekirdek ¢ozeltisi ayni gelistirme ¢ozeltisi iginde ayni miktarlarda
kullaniimistir. Sekil 4.20 ve Sekil 4.21° de farkh gekirdek ¢ozeltisi ile sentezlenmis
altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ile TEM goérintileri verilmis

olup elde edilen altin nanogubuklarin 6zellikleri Cizelge 4.6’ da gosterilmistir.

Sitratl seed

CTAB'll seed

Absorbans
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Sekil 4.20. Farkl gekirdek ¢ozeltileri ile sentezlenen altin nanogubuklarin UV/Vis

absorpsiyon spektrumu a) sitrat kaph b) CTAB kapli.

Sekil 4.20'de goéruldigu gibi CTAB kapli ¢ekirdek ¢ozeltisi ile olusturulan altin
nanogubuklarin eksenel plasmon absorbans degeri 2.8 iken sitrat kapli ¢ekirdek
¢Ozeltisinin eksenel absorbans dederi 1.6’dir (Cizelge 4.6). Buna goére CTAB kapl
cekirdek coOzeltisi ile elde edilen altin nanogubuklarin verimi sitrat kaph cekirdek
cOzeltilerine gore daha yuksek oldugu soylenebilir. Literatirde de CTAB kapl

cekirdek c¢ozeltisindeki nanopargaciklarin daha kararl kolloidal yapilar olmasindan

115



dolayr CTAB kapli ¢ekirdek ¢ozeltileri ile elde edilen altin nanogubuk veriminin daha

iyi oldugu rapor edilmigstir (Perez-Juste, 2005).

CTAB kapli ¢gekirdek ¢ozeltisi ile olusturulan altin nanogubuklar 795 nm’de eksenel
yonde plasmon dalga boyu verirken sitrat kapli ¢ekirdek c¢ozeltisi ile elde edilen
nanogubuk ise 713 nm’de eksenel plasmon vermigtir. Buna bagli olarak CTAB kapli
cekirdekle hazirlanan altin nanogubuk daha buylk “aspect ratio” orani vermis olup
“aspect ratio” orani 3.5°dir. CTAB kapli c¢ekirdekle daha ylksek “aspect ratio”

oraninda altin nanogubuklarin Uretilecegi sdylenebilir.

Cizelge 4.6. Farkli cekirdek ¢ozeltileri ile sentezlenen altin nanogubuklarin 6zellikleri.

Cekirdek A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap

Cozeltisi uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani

Pozitif yUklu 795 2.88 48.5 12.6 3.8
(CTAB) 511 0.82

Negatif yuklu 713 1.64 46.6 18.6 2.5
(Sitrat) 527 2.17

Sekil 4.21. Farkh c¢ekirdek cozeltileri ile sentezlenen altin nanogubuklarin TEM
goruntileri A) sitrat kapli B) CTAB kaph (A icin skala bar 50 nm, B i¢in skala bar 20

nm).
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Sekil 4.21°deki TEM goruntulerinden goruldugu gibi sitrat kapli negatif yuklu ¢ekirdek
cOzeltileri ile olusturulan altin nanogubuklarin yani sira kiresel buyuk boyutta
nanopartikillerinde olustugu gorulmektedir (Sekil 4.21 A). Silindirik sekilde altin
nanogubuklarin sayisinin az oldugu da goérilmektedir. Sitrat kapli ¢ekirdek
¢Ozeltilerinin olusturdugu altin nanogubuklarin radyal yondeki plasmon absorbans
degerinin eksenel plasmon absorbans degerinden buylk olmasi da bunu
desteklemektedir (Cizelge 4.6). CTAB kapl pozitif yUkli cekirdek ¢ozeltisi ile
tamamen silindirik sekilde altin nanogubuklarin elde edildigi goraimustir (Sekil 4.21
B).

Yapilan ¢alisma sonucu en iyi gekirdek ¢ozeltisinin CTAB kapl pozitif yukli ¢ekirdek
cOzeltisi oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bundan sonraki ¢alismalarda CTAB kapli

cekirdek ¢ozeltileri kullaniimigtir.

4.1.5.2. Farkl suirede bekletilmis ¢ekirdek ¢ozeltilerinin etkisi

Cekirdek cozeltisindeki en ufak degisiklik cubugun morfoloji ve boyutunda buylk
degisikliklere neden olmaktadir. Altin nanogubuk sentezinin ilk asamasinda
hazirlanan ¢ekirdek ¢ozeltilerin reaktif hale gelmesi igin belli bir stre karanlikta
bekletiimektedir. Bu slreye “aging” zamani denilmektedir. Farkli “aging” strelerinde
bekletilen cekirdek c¢ozeltileri ile altin nanogubuk olusturularak uzunluk/cap oranina
dolayisiyla optik 6zelligine olan etkisi incelenmigtir. Bu amagla altin nanogubuk genel
sentez regetesindeki ¢cekirdek hazirlama yontemi aynen uygulanmig olup, ¢ozeltinin
aktif hale gelmesi igin 5, 10 ve 24 saat olmak Uzere U¢ farkli “aging” zamaninda
bekletiimis cekirdek ¢ozeltileri kullanilarak altin nanogubuklar sentezlenmistir. Sekil
4.22 ve 4.23’ de sirasiyla farkl “aging” surelerinde bekletilmis cekirdek ¢ozeltileri ile
hazirlanan altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ile TEM goruntuleri

verilmigtir.
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Sekil 4.22. Farkh aging surelerinde bekletiimis cekirdek c¢ozeltileri ile hazirlanmis

altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari a) 5 saat b) 10 saat c) 24 saat.

Sekil 4.22°deki farkli aging surelerinde bekletiimis ¢ekirdek ¢ozeltileri ile hazirlanan
altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlarina bakildiginda aging suresi
arttikga eksenel yondeki plasmon dalga boylarinin azaldigi goéralmustur. 5 saat aging
edilmis cekirdek c¢ozeltisi ile elde edilen altin nanogubuk radyal yonde 513 nm
eksenel yonde 795 nm de plasmon dalga boylari vermektedir. 10 saat aging edilmis
cekirdek ¢ozeltisi ile olusturulan altin nanogubuk ise radyal yonde 527 nm ve 586 nm
de eksenel yonde 756 nm plasmon dalga boyu gostermekte olup radyal yonde iki
plasmon piki gosterdigi gortulmastir. Sekil 4.23 B’'deki TEM goéruntusine bakildiginda
nanogubuk yapilarinin yani sira nanokup yapilarininda olustugu gorulmektedir. 586
nm’deki bu ikinci plasmon piki altin nanokuplerin dipolar rezonansindan
kaynaklanmakta olup nanokup yapilarinin da olustugunu gostermektedir. 24 saat
aging edilmis ¢ekirdek ¢Ozeltisi ile elde edilen altin nanogubuk 534 nm de yuksek
absorbans deg@erinde tek bir pik gostermistir. Bu da yapida silindirik yapinin hemen
hemen hi¢ olmadigini ve sekilsiz yapilarin olusmasindan kaynaklanmaktadir. Cizelge
4.7’deki eksenel yondeki plasmon absorbans degerlerine bakildiginda aging suresi
arttikga absorbans degerlerinin azaldigi gorulmuastur. Buna dayanarak aging suresi
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arttiginda Uretilen altin nanogubuklarin verimlerinin azaldigi sdylenebilir. Ayrica 10 ve
24 saat aging edilmis cekirdek ¢ozeltileri ile hazirlanan altin nanogubuklarin radyal
yondeki plasmon absorbans degerlerinin 5 saat aging edilmis ¢ekirdek ¢ozeltisine
gore arttig1 gorulmustur. Bu da 5 saatten buyuk surelerde aging edilmis c¢ekirdek
cozeltileriyle elde edilen altin nanogubuk ¢ozeltilerinde silindirik yapilarin veriminin az
oldugunu ve daha c¢ok sekilsiz ve kup seklinde altin nanoyapilarin olustugunu
gostermektedir. TEM goruntileri de bunlar desteklemektedir. Literatirde de buna
benzer sonuglar elde edilmistir. Aging suresi arttikga ¢ekirdek ¢ozeltisindeki kuresel
altin nanoparcgaciklarinin boyutu artmaktadir. Jiang ve arkadaslar 2 saat aging
edilmis gekirdek ¢ozeltilerindeki altin pargaciklarinin 3.5 nm oldugunu aging suresinin
artmasi sonucu bu pargaciklarin boyutunun artip daha uniform ¢apa sahip kuresel
nanopartikiller haline geldigini TEM gorintileri ile rapor etmiglerdir (Jiang, 2007).
Cekirdek c¢ozelti icersindeki nanoparcaciklarin boyutunun artmasiyla olusturulan
nanogubuklarin hem morfolojisinin hem de boyutlarinin dolayisiyla optik 6zelliklerinin

degistigi belirtiimistir (Perez-Juste, 2005).
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Sekil 4.23. Farkli aging surelerinde bekletilmis ¢ekirdek ¢ozeltileri ile hazirlanan altin
nanogubuklarin TEM géruntileri. A) 5 saat B) 10 saat C) 24 saat. (Skala bar 20

nm’dir).

5 saat aging edilmis c¢ekirdek ¢ozeltisiyle hazirlanan altin nanogubuklarin sekilleri
belirgin silindirik yapidadirlar (Sekil 4.23 A). 10 saat aging edilmis c¢ekirdek
¢Ozeltisiyle hazirlanan altin nanogubuklarin  sekil 4.23 B’ de gorilen TEM

goérintulerine gore silindirik yapinin yani sira kibik ve klresel sekilde yapilarinda
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olustugu gorulmuagtur. 24 saat aging edilmis cekirdek ¢ozeltisi ile elde edilen
nanogubuklarin TEM goéruntiusinde de silindirik yapi tamamen olugsmayip ¢ok sayida
sivri uglu sekilsiz yapi olusmustur (Sekil 4.23 C). 24 saat aging edilmis ¢ekirdek
¢cOzeltisiyle olusturulan altin naogubugun UV/vis absorpsiyon spektrumunda da
silindirik yapiya 6zgl eksenel plasmon piki gériimemis sadece 688 nm’de ¢ok klguk
burun olusmustur (Sekil 4.22). Bu pikte sekil 4.23 C’de gorulen sivri uglu sekilsiz
yapilar ve az sayidaki dambil seklindeki yapilardan kaynaklanmaktadir. Buna gore
yuksek verimde ve silindirik yapida altin nanogubuk sentezi igin ¢gekirdek ¢ozeltisinin

5 saat aging edilmesinin yeterli oldugu sonucuna variimigtir.

Cizelge 4.7. Farkli aging surelerinde bekletiimis ¢ekirdek c¢ozeltileri ile hazirlanmis

altin nanogubuklarin 6zellikleri.

Aging A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
Sdlresi (saat) uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani
5 795 2.89 48.5 12.6 3.8

513 0.82

10 756 2.33 44.6 14.5 3.0
586 1.25
527 1.18

24 688 0.57 - 21 -
534 1.57

Cizelge 4.7’ ye bakildiginda 5 saat aging suresinde 3.8 aspect ratio oranina sahip
nanogubuklar elde edilirken 10 saat aging suresinde bu oran 3.0’a dusmustur. Aging
suresi arttiginda nanogubuklarin  boyunun kisalip c¢apinin arttigi dolayisiyla
uzunluk/cap oraninin azaldigi goérulmustur. Aspect ratio oraninin azalmasi ¢ekirdek
cOzeltilerinin icindeki reaktif nanopargaciklarinin boyutlarinin aging suresiyle

artmasindan kaynaklanmaktadir.
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4.1.5.3. Surfaktant turiu ve derigimi

Surfaktant tiirii altin nanogubuklarin gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle
kullanilan surfaktantin karbon zincirinin uzunlugu olusturulacak olan nanogubugun
verimini, uzunlugunu dolayisiyla aspect ratio oranini etkilemektedir. Kullanilan
surfaktantin karbon zincirinin uzunlugu arttikgca nanogubugun aspect ratio oraninin ve
veriminin arttigi literatirde ifade edilmigtir (Gao, 2003). Tez kapsaminda surfaktant
tirinin nanogubugun verimine ve aspect ratio oranina etkisini incelemek amaciyla
CTAB (setil trimetilamonyum bromid), CTAC (setil trimetilamonyum Klorid) ve
BDAC/CTAB  (benzildimetilamonyum klorid/ setil trimetilamonyum bromid) ikili
surfaktant karisimi olmak Uzere ug¢ farkli surfaktant kullanilarak altin nanogubuk
sentezi gergeklestiriimistir. Altin nanogubuk genel sentez regetesi aynen uygulanmis
olup sadece surfaktant turleri degistiriimistir. BDAC/CTAB surfaktant karisimi ile
yapilan sentezde BDAC/ CTAB derisim orani 1 olucak sekilde uretim yapilmistir.
Sekil 4.24 ve Sekil 25’ de farkl surfaktant turleri ile elde edilen altin nanogubuklarin

UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ile TEM goéruntuleri verilmistir.

3.0 b o
CTAC
CTAB
25 4
BDAC/CTAB

Absorbans

T T T T T
400 600 800 1000

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.24. Farkh surfaktant turleri ile elde edilen altin nanogubuklarin UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari a) CTAC b) CTAB c) BDAC/CTAB.
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Sekil 4.24'de goruldugu gibi CTAC surfaktanti ile olusturulan altin nanogubuklarin
eksenel dalga boyunda plasmon vermeyip sadece radyal yonde 528 nm’de plasmon
dalga boyu olusturmaktadir. Buna goére CTAC surfaktantiyla silindirik yapida altin
nanogubuklarin elde edilmedigi sadece kuresel altin nanopartikillerin olustugu
gorulmastur. Sekil 4.25 A'daki TEM goruntusunde de silindirik yapilarin olmadigi
gorulmektedir. CTAC surfaktantt CTAB surfaktanti ile ayni hidrofobik bas gruba sahip
olup sadece Br yerine CI" iyonu igcermektedir. Ama CTAC surfaktanti ile nanogubuk
yapilar elde edilememistir. Buna dayanarak surfaktantin yapisindaki Br™ iyonunun bile
altin nanogubuk olugsumuna etkisinin buyudk oldugu soylenebilir. Literatirde Br
iyonlarinin CI" iyonuna goére daha iyi gubuk olusumunu saglayan bir ajan oldugu
belirtiimistir (Sharma, 2009; Perez-Juste, 2005). CTAB surfaktanti ile yapilan sentez
sonucu altin nanogubuklar radyal yonde 512 nm, eksenel yonde 795 nm plasmon
dalga boylari vermektedir. BDAC/CTAB ikili surfaktant karigimiyla elde edilen altin
nanogubuk radyal yonde 530 nm eksenel yonde 856 nm de plasmon dalga boyu
gOstermekte olup eksenel plasmon dalga boyunda 61 nm’lik bir kayma olmustur.
Dolayisiyla bu ikili surfaktant karisimiyla daha ylksek aspect ratio oraninda altin
nanogubuklarin  olusturulabilecegi  sOylenebilir. ~ Altin  nanogubuk  olusum
mekanizmasina gore CTAB surfaktant monomerleri altin nanogubuklarin eksenel
yondeki yulzeylerine radyal yondeki ylzeylerine goére daha ylksek affinite
gOstermelerinden dolayr yan ylzeylere adsorbe olmaktadir. BDAC surfaktant
monomerleri ise altin nanogubuklarin radyal yondeki yuzeylerine daha ¢ok adsorbe
olmaktadir. Surfaktant monomerlerindeki Br" ve CI iyonlari nanogubuk sentezi
sirasinda ilave edilen AgNO3; molekull ile Ag-Cl ve Ag-Br ciftleri olusturmaktadir. Ag-
Cl cifti Ag-Br ciftine gére daha zayif oldugu ic¢in altin nanogubugun eksenel yondeki
gelisim hizi radyal yondeki gelisim hizindan buyuk olmasi nedeniyle bu ikili surfaktant
karisimiyla ylksek aspekt ratio oraninda altin nanogubuklar elde edilmistir. Fakat
eksenel plasmon absorbans degerlerine bakildiginda BDAC/CTAB surfaktant
karisiminin  absorbans degerinin  dusuk olmasi nedeniyle daha az verimde
nanogubuklar elde edilmigtir. Literatirde de ayni sonuclarin elde edildigi rapor
edilmistir. Ayrica BDAC surfaktantinin tek basina kullaniimasiyla altin nanogubuklarin
olusturulamadigi belirtilmistir. (Nikoobakht, 2003; Torigoe, 1992). Gao ve arkadaslari
farkli zincir uzunlugunda alkil trimetilamonyum bromid (C,TAB, n=10,12,16 ve 18) ve
setilpridinium klorir (C16PC) ile altin nanogubuk sentezi gerceklestirmiglerdir. Zincir
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uzunlugu arttikga aspect ratio oraninin arttigini belirtmislerdir. C15PC sufaktantinin
setilpridinium bas grubunun CTAB’e gére buylk olmasi, ¢ok anizotropik olmasi ve
yukli iyonlarinin farkli olmasi nedeniyle gubuk seklinin haricinde kiiresel, Gggen ve
sekilsiz partiklllerin elde edildigi rapor edilmistir (Gao, 2003). Yapilan bu c¢alismalar

sonucunda en iyi surfaktantin CTAB oldugu sonucuna variimistir.

Sekil 4.25. Farkh surfaktant turleri ile hazirlanan altin nanogubuklarin TEM
goruntuleri. A) CTAC B) CTAB C) BDAC/CTAB. (A ve B igin skala bar 20 nm, C igin

skala bar 50 nm’dir).
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Sekil 4.25'deki TEM gorantilerine bakildiginda CTAC surfaktanti ile ortalama ¢api 24
nm olan irili ufakl kuresel yapida altin nanopartikillerin Uretildigi gorulmektedir (Sekil
4.25 A). Sekil 4.25 B ve C’ de ise CTAB surfaktantiyla ortalama uzunlugu 48.5 nm ve
¢capl 12.6 nm, ikili surfaktan karisimi ile ortalama uzunlugu 34.6 nm ve ¢api 6.2 nm
olan silindirik yapilarin olustugu goérilmektedir. Farkli surfaktant tirleri ile elde edilen
nanogubuklari daha iyi kiyaslayabilmek i¢in nanogubuklarin 6zellikleri Cizelge 4.8’de

verilmigtir.

Cizelge 4.8. Farkli surfaktant turleri ile elde edilen altin nanogubuklarin 6zellikleri.

Surfaktant A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
Tard uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani
CTAC 528 1.27 - 24 -
515 0.82
CTAB 795 2.89 48.5 12.6 3.8
512 0.82
BDAC/CTAB 856 0.92 34.6 6.2 5.6
530 0.79

Cizelge 4.8’ den CTAB surfaktanti ile uzunluk/cap orani 3.8, BDAC/CTAB surfaktanti
ile uzunluk/cap orani 5.6 olan altin nanocubuklarin elde edildigi ve ikili surfaktant

karisimi ile aspect ratio oraninin arttigi gérulmektedir.

Surfaktant (CTAB) derigsiminin olusturulan altin nanogubuklarin aspect ratio oranina
olan etkisini incelemek igin gelistirme ¢ozeltisindeki CTAB derisimi degistirilerek altin
nanogubuklar sentezlenmistir. Literatirde optimum CTAB/HAuCI, molar oraninin dar
bir aralikta oldugu ve bu oranin 10’dan kig¢uk oldugunda ¢okme oldugu belirtilmistir
(Perez-Juste, 2005; Jana, 2001). Cokme olmamasi i¢in bu oran 10’dan blylk olacak
sekilde CTAB derisimi kullanilmigtir.  Altin nanogubuk genel sentez regetesindeki
batin parametreler aynen uygulanmis olup sadece gelistirme ¢dzeltisinde kullanilan
CTAB surfaktant ¢ozelti derisimi 100 mM; 200 mM ve 300 mM olacak sekilde Gg¢ farkl
sentez gergeklestirilmistir. Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de farkli CTAB derigiminde uretilen
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altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ve TEM gorintileri verilmigtir.
Ayrica farkli CTAB miktarlarinda olusturulan altin nanogubuklarin 6zellikleri Cizelge

4.9’ da gosterilmistir.

3.0 5 a
100 mM CTAB
200 mM CTAB

300 mM CTAB

Absorbans

' 1 ' 1 ' I
400 600 800 1000
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.26. Farkli CTAB miktarlarinda elde edilmis altin nanocubuklarin UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari a) 100 mM b) 200 mM c¢) 300 mM.

Sekil 4.26’da goéruldigu gibi 100 mM derisimde CTAB kullanildiginda elde edilen altin
nanocubuk eksenel yonde 803 nm plasmon dalga boyu verirken, CTAB derisimi U¢
kat artinldiginda eksenel yonde 631 nm de plasmon dalga boyu gostermigtir.
Goruldagu gibi surfaktant derisiminin U¢ kat artirilmasiyla eksenel plasmon dalga
boyunun azaldigi goralmustir. CTAB derisimi arttikga olusturulan altin
nanogubuklarin aspect ratio oraninin azaldigr gérilmustir. CTAB surfaktanti altin
nanogubuk geligimi sirasinda su iginde gubuk seklinde misel yapilar olusturmaktadir.
Altin nanopartikil ylzeyinde surfaktantin olusturdugu yapi hem altin nanogubuk
olusumu boyunca kararlihgr saglarken hem de nanogubugun uzamasina neden
olmaktadir. Dolayisiyla surfaktant derigimi arttikga su da olusturulan gubuk seklindeki
misellerin boyutu artmaktadir. Buna bagli olarak olusturulan altin nanogubuklarin

uzunlugunun dolayisiyla aspect ratio oranlarinin artmasi beklenmektedir. Fakat
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beklenenin tam tersine surfaktant derisimi arttikga aspect ratio oraninin azaldigi
gorulmastur. Bu da kullanilan askorbik asit miktarinin sabit olmasindan dolay fazla
miktarda CTAB surfaktantinin olusturdugu uzun nanogubuk misellerini yeterince
indirgeyememesinden kaynaklandigi soylenebilir. Cizelge 4.9’a bakildiginda
surfaktant miktari arttikca elde edilen nanogubuklarin ortalama uzunlugunun 27
nm’den 46 nm arttigi gorulmustiur. Bu da surfaktant miktari arttikga uzun nanogubuk
misellerin olustugunu desteklemektedir. Ortalama ¢ap degeri ise 6 nm’den 17 nm
artarak askorbik asit miktarinin yeterli olmamasindan dolayi gelisim yonu c¢ap
yonunde olmustur. Bu nedenle de aspect ratio orani azalmigtir denilebilir. Altin
nanogubuk gelisiminde CTAB derigsiminin kritik oldugu literatiirde de belirtilmis olup
surfaktant derisiminin aspect ratio oranina etkisi hakkinda herhangi bir bilgi rapor

edilmemistir.

Cizelge 4.9. Farkli CTAB miktarlarinda elde edilmis altin nanogubuklarin 6zellikleri.

CTAB A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
(mM) uzunluk (nm) ¢ap (nm) (A.R) orani
100 803 2.89 27.3 6.1 4.4
519 0.83
200 764 2.31 34.2 8.9 3.8
516 0.85
300 631 131 46.5 17.1 2.7
527 0.95

Cizelge 4.9'da goéruldugu Uzere surfaktant derisimi arttikca eksenel plasmon
absorbans degeri 2.89'dan 1.31’e azalmis dolayisiyla veriminde azaldigi soylenebilir.
100 mM surfaktant degerinde aspect ratio orani 4.4 iken surfaktant degeri U¢ kat

artirildiginda 2.7 olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.27. Farkli surfaktant miktarlar ile hazirlanan altin nanogubuklarin TEM
gorantdleri. A) 100 mM B) 200 mM C) 300 mM. (Skala bar 20 nm’dir).

Sekil 4.27°deki TEM gdéruntilerine bakildiginda her Ug¢ surfaktant derisiminde silindir

seklinde nanogubuklarin olustugu goérilmektedir. Ayrica Sekil 4.27 A ve B’de az

miktarda da olsa kubik yapilarin olustugu goérulmustar.
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4.1.5.4. AQNO3 miktari

Altin  nanogubuk sentezinde gumus nitratin (AgNO3) kullanilmasi hem altin
nanogubuklarin verimini, uzunluk/¢cap oranini hem de altin nanogubuk olusum
mekanizmasini ve buna bagh olarak kristal yapisinida etkilemektedir. Altin
nanogubuk gelistirme ¢ozeltisinde kullanilan AgNO3; miktarinin olusturulan altin
nanogubuklarin verimine ve aspect ratio oranina dolayisiyla optik 6zelligine olan
etkisini incelemek amaciyla dort fakli miktarda AgNO3 kullanilarak altin nanogubuk
sentezi gergeklestiriimistir. Altin nanogubuk genel sentez recetesi aynen uygulanmig
olup sadece 10 uM’lik AgNO3 ¢ozeltisinden 125 ul; 250 pl; 375 pl ve 500 pyl AgNO;
ilave edilerek dort farkli altin nanogubuk Uretilmistir. Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da farkl
miktarlarda AgNOg; kullaniimis altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari
ve TEM goruntileri verilmigtir. Ayrica AgNOjz; miktarinin  olusturulan altin
nanogubuklarin o6zelliklerine olan etkisini kiyaslayabilmek amaciyla elde edilen

nanogubuklarin 6zellikleri Cizelge 4.10°da gosterilmigtir.

Absorbans

r T r r T
400 600 800 1000
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.28. Farkh AgNO; miktarlarinda elde edilmis altin nanogubuklarin UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari a) 125 ul b) 250 pl ¢) 375 pl d) 500 pl.
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Sekil 4.28’de goriuldugu gibi AgNO3; miktari arttikga altin nanogubuklarin eksenel
plasmon absorbans degerlerine bakarak nanogubuk olugsum veriminin arttigi
gorulmektedir (Cizelge 4.10). AgNO3; miktart 125 pl; 250 pl; 375 pl icin eksenel
plasmon dalga boylari sirasiyla 639, 792 ve 813 nm olarak olgtlmustir. AgNO3
miktari arttikca eksenel yondeki plasmon dalga boylari artarken 500 pl AgNOj3
eklendiginde eksenel yondeki plasmon dalga boyu 766 nm Olglilmus olup tekrar
azalmigtir. Literatirde AgNO3 miktari arttikga nanogubuk veriminin arttigi ve aspect
ratio oraninin da arttigi belirtilmistir. Fakat kritik bir Ag* iyonu miktarindan daha biyik
miktarlarda aspect ratio oraninin tekrar azaldigi rapor edilmistir (Perez-Juste, 2005;
Afshar, 2007). Yapilan bu calisma ile kritik AgNO3 miktarinin 375 pl'den sonra
oldugunu soyleyebiliriz. AQNO3z nanogubuk olusumunu yavasglatmakta olup gumus
nitratla aspect ratio orani daha iyi konrol edilebilmektedir. GUmus nitrat, altin
nanopartikilin ylzey yapisina spesifik surfaktant gibi davranmaktadir. GUmus
iyonlari segici olarak altin nanogubugun (110) ylzeyine deposite olmakta ve bu da bu
yuzeyin gelisimini yavaglatmaktadir. AQNO3; miktar kritik bir degeri astiginda CTAB
surfaktantlarin adsorbe oldugu yerlere ondan 6nce adsorbe olarak nanogubugun
eksenel yonde gelisimini yavaslatarak aspect ratio oranini azaltmaktadir. Literatlrde
AgNO3 kullanmadan altin nanogubuk Uretim yontemleri de bulunmaktadir. AgNO3
kullanilmadan olusturulan altin nanogubuklarin aspect ratio oranlarinin daha buyuk

oldugu fakat verimin ¢cok dustk oldugu belirtilmistir (Sharma, 2009).

Cizelge 4.10. Farkh miktarlarda AgNO; kullaniimis altin nanogubuklarin 6zellikleri.

AgNO; A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
Miktari (pl) uzunluk (nm) ¢ap (nm) (A.R) orani
125 639 1.26 42.3 17.8 2.3
515 0.82
250 792 1.68 48.1 134 3.5
522 1.91
375 813 2.13 534 13 4.1
515 0.81
500 766 2.31 57.0 18 3.2
514 0.80
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Sekil 4.29. Farkh miktarlarda AgNO;3; kullaniimig altin  nanogubuklarin TEM
goruntdleri. a) 125 pl b) 250 yl ¢) 375 ul d) 500 pl. (A, B ve D’de skala bar 50 nm,
C’de 20 nm’dir).

Farkli AgNO; miktarlarinda hazirlanan altin nanogubuklarin TEM gorantilerine
bakildiginda hepsinde silindirik nanogubuklarin olustugu goérilmektedir (Sekil 4.29).
125 ul AgNOs3 kullanildiginda uzunlugu kisa ve ¢api blyuk silindirik yapilar varken
(Sekil 4.29 A) AgNO3 miktari arttikga uzunlugu artmis ¢api kigulmus silindirik yapilar
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olusmustur (Sekil 4.29 C). 500 ul AgNOg; kullaniimis altin nanogubuklarin TEM
goruntisune bakildiginda ise uzunlugu biraz artmig ¢api buyimus nanogubuklar elde
edilmistir (Sekil 4.29 D). AgNOs; miktarlari arttikgca nanogubuklarin ortalama
uzunluklari 42 nm’den 57 nm’ye artmistir (Cizelge 4.10). Ortalama caplarinda ise
AgNO3 miktarlart 125 pl’'den 375 pl'ye kadar artirildidinda 17 nm’den 13 nm’ye
dusmastur. 500 pl'de ise ortalama capin 18 nm’ye arttigi gorulmuastur. Cizelge
4.10’dan 125 pl'den 375 pl'ye kadar aspect ratio oraninin 2.3’ den 4.1’e arttigi
gorulmektedir. 500 ul'de ise aspect ratio orani tekrar 3.2° ye dusmustir. Buna goére
uyguladigimiz sentez regetesinde kritik AQNO3z miktarinin 375 plI' den sonra oldugu
ve bu degerden fazla AgNOj; miktarlarinda ¢api buylyen dolayisiyla aspect ratio

orani azalan altin nanogubuklarin sentezlenebilecegi soylenebilir.

4.1.5.5. Askorbik asit miktari

Cekirdek gelistirme yoOntemiyle altin nanogubuk Uretme prosesindeki en 6nemli
basamaklardan biri olusturulacak olan nanogubuklarin ozelliklerini belirleyen
indirgeme ajaninin tirl ve indirgeme reaksiyonunun hizi dolayisiyla indirgeme
ajaninin derisimidir. Silindirik sekilde yapilarin olusabilmesi igin kullanilacak olan
indirgeme ajaninin kuvvetli olmayip zayif bir indirgeme ajani olmasi gerekmektedir.
Literatirde zayif bir indirgeme ajani olan askorbik asit kullaniimaktadir. Yapilan
calismada da indirgeme ajani olarak askorbik asit kullaniimistir. indirgeme hizinin
olusturulan altin nanogubuklarin yapisina olan etkisini daha iyi anlayabilmek

amacilyla indirgeme reaksiyonu asagida verilmistir.
Altin iyonlarinin askorbik asit ile indirgenme reaksiyonlari:

Birinci indirgeme reaksiyonu: Au** —Au**
CTA-AuBr+ CH O—» CTA-AuBr+CHO + 2H + 2Br

ikinci indirgeme reaksiyonu: Au** —» Au°
2CTA-AuBr+ CHO — 2Au+ CH O + 2CTA +2H +4Br

Birinci indirgeme reaksiyonu metalomiseller ile sinirlandiriimig olup ikinci indirgeme

reaksiyonu gekirdek ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle baglamaktadir.
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Toplu reaksiyon:
2 CTA-AuBr+3CHO— 2Au+3CHO+2CTA +6H +8 Br

Askorbik asit (AA) derisiminin altin nanogubuklarin olusumuna etkisini incelemek
amaciyla 100 yM’lik askorbit asit ¢ozeltisinden 135 pl; 270 ul; 540 pl; 675 pl ve 810
Ml olmak Uzere bes faklh miktarda kullanilarak altin  nanogubuk Uretimi
gerceklestiriimistir. Yapilan sentezlerde daha once verilmis olan altin nanogubuk
genel sentez regetesi kullaniimis olup diger deneysel kosullarin hepsi ayni
tutulmustur. Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°’de farkh miktarlarda askorbik asit kullaniimis
altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ve TEM goruntaleri verilmistir.
Ayrica askorbik asit miktarinin olusturulan altin nanogubuklarin 6zelliklerine olan
etkisini kiyaslayabilmek amaciyla elde edilen nanogubuklarin o6zellikleri Cizelge

4.11'de gosterilmigtir.
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Sekil 4.30. Farkli miktarlarda askorbik asit kullanilmig altin nanogubuklarin UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari a) 135 ul b) 270 ul ¢) 540 ul d) 675 ul e) 810 pl.

Sekil 4.30’da goéruldigu gibi askorbik asit miktari arttikca eksenel plasmon dalga
boylarindaki absorbans degerleri 1.07°den 2.9’a artmigtir. Dolayisiyla askorbik asit
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miktari arttikga altin nanogubuk olugsum veriminin de arttigi soylenebilir. Ayrica

askorbik asit miktarinin 135 uyl'den 540 pl'ye artiriimasiyla eksenel plasmon dalga

boyunun 768 nm’den 828 nm’ye arttigi dolayisiyla uzunluk/cap oraninin da arttigi

gorulmustar. 540 pl'den daha buylk askorbik asit miktarlarinda ise eksenel plasmon

dalga boylari daha kuguk dalga boylarina kaymis olup 756 ve 717 nm olarak

OlcUimustir. 540 pl'den daha buyuk askorbik asit miktarlarinda elde edilen altin

nanogubuklarin uzunluk/cap oranlari azalmistir.

Cizelge 4.11. Farkh miktarlarda askorbik asit kullaniimis altin nanogubuklarin

Ozellikleri.

AA Miktari A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
(S1)) uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani
135 768 1.07 49.2 15 3.3

511 0.32

270 813 2.13 48.5 12.3 3.9
514 0.81

540 828 2.20 35.3 7.6 4.6
508 0.55

675 756 2.33 33.8 10.7 3.1
587 1.26
514 0.80

810 717 2.9 36.1 12.6 2.8
588 1.27
519 1.3

Cizelge 4.11°den goruldigu uzere 135 uyl'den 540 ul'ye kadar askorbik asit miktarinin

artirlmasiyla aspect ratio oraninin 3.3’ den 4.6’ya arttigr gorulmustir. 540 pl'den

daha buyuk miktarlarda ise aspect ratio orani tekrar 2.8’ e dusmusgtur.
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Sekil 4.31. Farkli miktarlarda askorbik asit kullaniimis altin nanogubuklarin TEM
goérintuleri. a) 135 pl b) 270 pl ¢) 540 ul d) 675 pl e) 810 pl. (A, D ve E’'de skala bar
50 nm, B ve C’de 20 nm’dir).
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Askorbik asit miktarinin nanogubuk morfolojisine olan etkisi Sekil 4.31°'de verilen TEM
goruntilerinde gorulmektedir. 135 yl'den 540 ul'ye kadar askorbik asit kullanildiginda
silindirik sekilde nanocgubuklarin oldugu (Sekil 4.31 A,B,C), 540 pl'den fazla
miktarlarda askorbik asit kullanildiginda ise dambil seklinde yapilarin (Sekil 4.31 D,E)
olustugu gorulmustar. Sekil 4.31 A’da nanogubuklarin etrafinda kuguk kuresel
partiktller bulunmaktadir. Askorbik asit miktari az oldugu icin c¢ekirdek cozeltisi
icindeki bir kisim nanopargacik indirgenememistir. Nanogubuklarin etrafindaki bu
kiresel partikuller cekirdek c¢ozeltisi igindeki indirgenememis nanopargaciklari
gostermektedir. Cizelge 4.11'e bakildiginda askorbik asit miktari arttikca
nanogubugun ortalama uzunluk degerinin 49 nm’den 36 nm’ye azaldig
gorulmektedir. Ortalama cap degerleri ise 540 ul'ye kadar azalirken askorbik asit
miktari 540 pl'den buyidk oldugunda cap tekrar artmaya baslamistir. Dolayisiyla
askorbik asit miktari 540 pl'den buylk oldugunda nanogubudun c¢api yodninde
blyume gdsterdigi sdylenebilir. Hatta bu degerden sonra artik yapinin merkeze dogru
bir incelme gdstererek dambil seklinde yapilar olusturdugu Sekil 4.31 D ve E’de
gorulmektedir. Ayrica 540 ul ’den daha buyuk askorbik asit miktarlarinda elde edilen
nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlarinda da 587 nm dalga boyunda
pikler gorulmektedir (Sekil 4.30). Bu da olusan dambil seklindeki yapilardan
kaynaklanan plasmon pikleridir. indirgeme hizi indirgeme ajaninin derisimine baglidir.
Askorbik asit miktari arttikga indirgeme daha hizli olup, surfaktant madde
nanogubugun gelisim yonunu sinirlamadan 6nce indirgeme reaksiyonu gergeklesir.
Surfaktant maddenin nanogubugun ylzeyine adsorpsiyonu altin prekorsirin
indirgemesine karsi yarismaktadir. indirgeme ajani derisimi arttiginda altin
prekorsirlarin indirgenmesi daha hizli olacagindan dambil seklinde nanogubuklarin
elde edildigi literaturde rapor edilmigtir (Sharma, 2006) .

4.1.5.6. Gekirdek ¢ozelti miktari

Altin nanogubuk sentezindeki en son asama daha oOnce hazirlanan c¢ekirdek
¢Ozeltisinin belli bir aging suresinden sonra gelistirme ¢ozeltisine ilave edilmesidir.
Cekirdek ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle gelistirme ¢dzeltisinde bulunan askorbik asit ile
Au '"in AW’ indirgeme reaksiyonu baslamaktadir. Cekirdek cozelti miktarinin

olusturulan altin nanocgubuklarin aspect ratio oranlarina olan etkisini incelemek

136



amaciyla daha dnce hazirlanan ve 5 saat reaktif hale gelmesi igin beklenen ¢ekirdek
gcozeltisinden 210 pl; 420 pl ve 840 pl olmak Uzere Ug farkli miktarda c¢ekirdek
¢Ozeltisi kullanilarak altin nanogubuk sentezi gergeklestirilmistir. Altin nanogubuk
genel sentez recgetesi aynen uygulanmistir. Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’de farkli
miktarlarda gekirdek ¢ozeltisi ile elde edilen altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon
spektrumlart ve TEM goéruntuleri verilmigtir. Ayrica farkh c¢ekirdek c¢ozeltisi ile

olusturulan altin nanogubuklarin 6zellikleri Cizelge 4.12’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.32. Farkli miktarlarda ¢ekirdek ¢ozeltisi ile olusturulan altin nanogubuklarin
UV/Vis absorpsiyon spektrumlari a) 210 pl b) 420 pl ¢) 840 pl.

Sekil 4.32’de goruldigu Uzere gekirdek ¢ozelti miktari arttikga altin nanogubuklarin
eksenel yondeki plasmon dalga boylarinin dolayisiyla aspect ratio oranlarinin
azaldigi gorulmustir. 210 pl cekirdek cozeltisiyle elde edilen altin nanogubugun
eksenel yondeki plasmon dalga boyu 836 nm iken dort kat fazla ¢ekirdek ¢ozeltisinin
kullanildigi altin nanogubugun eksenel plasmon dalga boyu 629 nm’dir. Cekirdek
¢cozelti miktar arttikca eksenel plasmon dalga boyu kugulmekte dolaysiyla aspect
ratio orani azalmigtir. Cekirdek ¢ozelti miktar arttikga igindeki ¢cekirdek nanopargagik

sayisi artmakta ve daha uzun nanogubuk miselleri olusturulabilirken askorbik asit
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miktari sabit kaldigi icin ¢api boyuncaki gelisim hizi eksenel yondeki gelisim hizindan
daha buyuk olmaktadir. Bu nedenle gekirdek ¢ozelti miktari arttikga ¢ap yonundeki
blyume nedeniyle aspect ratio orani azalmaktadir. Literatirde de benzer sonuglarin
elde edildigi rapor edilmistir Ancak sabit Ag* derisiminde altin nanogubuk gelistirme
¢cOzeltisine eklenen cekirdek c¢ozeltisinin miktari ayarlanarak altin nanogubuklarin

aspect ratio oranlarinin kontrol edilebilecedi ifade edilmigtir (Perez-Juste, 2005).

Cizelge 4.12. Farkli miktarlarda gekirdek ¢ozeltisi ile elde edilen altin nanogubuklarin

ozellikleri
Cekirdek A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
Co6z. Miktari (ul) uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani
210 836 1.96 25.9 5.2 4.8
525 1.64
420 792 1.98 45.3 13.2 3.4
520 1.21
840 629 2.45 47.6 22.6 21
519 1.63

Cizelge 4.12’de goruldugu Uzere cekirdek c¢ozelti miktarinin artmasiyla eksenel
plasmon absorbans degeri 1.96’dan 2.45’e yukselmistir. Buna dayanarak c¢ekirdek
¢ozelti miktar arttikga verimin arttigi sdylenebilir. Ayrica aspect ratio orani da 4.8’den

2.1’e azalmistir.
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Sekil 4.33. Farkli miktarlarda g¢ekirdek ¢ozeltisi ile olusturulan altin nanogubuklarin
TEM goruntileri. a) 210 ul b) 420 pl ¢) 840 ul.(A ve C’'de skala bar 20 nm, B’de ise 50

nm’dir).

Sekil 4.33'de verilen TEM goéruntulerine gore her uUg¢ c¢ekirdek ¢ozelti miktarinda
silindirik sekilde nanogubuk yapilarin olustugu goértulmuastir. Cekirdek ¢ozelti miktari
arttikga ortalama uzunluk degeri 25 nm’den 47 nm’ye artmistir. Cekirdek sayisinin
artmasiyla olusan nanogubuk misellerinin artmasindan kaynaklanmaktadir. Ortalama
cap degerleri ise ¢ekirdek ¢ozelti miktarinin artmasiyla 5 nm’den 22 nm’ye artmigtir.

210 pl gekirdek ¢ozeltisi kullanildiginda yaklasik 25 nm uzunlugunda 5 nm c¢apinda
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nanogubuklar elde edilirken ¢ekirdek ¢ozelti miktari dort kat artirildiginda uzunlugu iki
kat capr dort kat artan 47 nm uzunlugunda 22 nm g¢apinda nanogubuklar elde
edilmistir (Sekil 4.33 A ve C).

4.1.5.7. Reaksiyon sicakliginin etkisi

Nanocgubuk Uretimindeki reaksiyon sicakliginin nanogubugun uzunluk/cap oranina ve
dolayisiyla optik 6zelligine olan etkisini incelemek igin yapilan sentezlerde daha once
verilmis olan altin nanogubuk genel sentez recetesi kullaniimig olup reaksiyon
sicakhgi hari¢ diger deneysel kosullarin hepsi ayni tutulmustur. Yalnizca reaksiyon
sicakhdr 20 °C, 30 °C ve 50 °C olacak sekilde 3 farkl sicaklikta altin nanogubuklar
uretilmigtir. Cizelge 4.13'de farkli sicakliklarda sentezlenen altin nanogubuklarin
Ozellikleri verilmigtir. Sekil 4.35 ve $ekil 4.34’de sirasiyla sicakhdin altin
nanogubuklarin uzunluk/cap oranina etkisini gosteren TEM goruntuleri ve optik

Ozelligine olan etkisini gosteren UV/Vis absorpsiyon spektrumu verilmigtir.

Absorbans

T T T T T T
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Sekil 4.34. Farkh sicakliklarda sentezlenen altin nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon

spektrumu.
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Sekil 4.34°de goraldugu gibi 50°C sicaklikta elde edilen nanogubuklar 665 nm dalga
boyunda eksenel plasmon piki verirken 20 °C’de 807 nm dalga boyunda eksenel
plasmon piki vermektedir. Sicaklik arttikca eksenel plasmon dalga boyunun azaldigi
dolayisiyla uzunluk/cap oranlarininda azaldi§i goérulmustar. Ayrica sicaklik arttikga
eksenel plasmon pikinde verdigi absorbans degerleri 50 °C’de 1.88 iken 20 °C’de
2.57 ‘dir. Bu degerlere bakarak sicaklik arttikga nanogubuk olugsum veriminin azaldigi

sOylenebilir.

Cizelge 4.13. Farkl sicakliklarda sentezlenen altin nanogubuklarin 6zellikleri.

Sicaklik A (nm) Absorbans Ortalama Ortalama Uzunluk/cap
(°C) uzunluk (nm) cap (nm) (A.R) orani
20 807 2.57 62.8 14.7 4.3
509 0.69
30 738 2.35 44.7 15.2 3.0
514 1.01
50 665 1.88 41.7 19.7 21
518 1.01

Cizelge 4.13'de goruldugu gibi sicaklik arttikga nanogubuklarin uzunluk/gap orani
4.3 den 2.1'’e azalmigtir. Sicakligin artmasiyla nanogubuklarin ortalama c¢ap
degerlerinin arttigit bu da uzunluk/cap oraninin azalmasina neden oldugu
gorulmustir. Sicaklikla nanogubuklarin ortalama uzunlugu 62 nm’den 41 nm’ye
azalirken ortalama c¢api 14 nm’den 19 nm’ye artmistir. Dolayisiyla sicaklik arttikga
uzunluk azalirken ¢apin buyudugu soéylenebilir. Dusuk sicakliklarda indirgeme hizinin
azalmasina bagl olarak nanogubuklarin olusumundaki bliylimenin sadece gubugun
gap! boyunca olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. ilgili literatiirde de sicakh@in
artmasiyla uzunluk/cap oraninin azaldigi belirtiimigtir (Zijlstra, 2006). Jana ve
arkadaslan c¢ekirdek gelistirme yontemiyle altin nanogubuk Uretiminde ylUzey aktif
madde olarak kullanilan CTAB misellerinin 50 °C’nin Gzerindeki yuksek sicakliklarda
bozuldugunu 50 °C’nin altindaki sicakliklarda olustugunu belirtmislerdir. Template,

metot, fotokimyasal, elektrokimyasal ve cekirdek gelistirme yontemi gibi degisik
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yontemler ile Uretilen altin nanogubuklarin hep oda sicakhdinda yapildigi ifade
edilmistir (Jana, 2005). Ayrica Perez-Juste ve arkadaslari da oda sicakliginda yuksek
verimde altin nanogubuklarin elde edildigini belirtmiglerdir (Perez-Juste, 2004).

Sekil 4.35. Farkli sicakliklarda sentezlenen nanogubuklarin TEM géruntileri a) 20 °C
b) 30 °C c) 50 °C. (Skala bar 20 nm’dir).

Sekil 35'de verilen TEM goruntulerinde her Gg¢ sicaklikta da silindirik sekilde altin
nanogubuklarin elde edildigi gértlmektedir. 20 °C de uzun ve ince silindirik yapilar

olusurken 50 °C’de daha kisa ve kalin silindirik yapilar olusmustur.
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Yapilan tim bu c¢alismalar sonucunda farkh uzunluk/cap oranina sahip farkh renkte
ve farkh optik Ozellik gosteren altin nanogubuklar Uuretilmigtir. Altin  nanogubuk
sentezinde kullanilan reaktiflerin altin nanogubuklarin optik &zelliklerine olan etkisi
incelenmigtir. Kisacasi ayni deneysel kosullari saglamamiza karsin farkli yapida ve
optik dzellikte gok gesitli nanogubuklar elde dilmektedir. istenilen uzunluk/cap oranina
sahip altin  nanogubuk dretiminin tekrar edilememesi buyuk bir problem
olusturmaktadir. Literatirde de ayni deneysel kosullara kargin birka¢ kez altin
nanocgubuk sentezinde hep farkli aspect ratio oraninda altin nanogubuk olusturuldugu
rapor edilmistir (Jiang, 2006). Sekil 4.36’da farkli optik Ozelliklere sahip altin

nanogubuklarin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ile birlikte ¢ozelti renkleri verilmigtir.

Absorbans
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Sekil 4.36. Farkh dalga boyu araliklarinda olusturulan altin nanogubuklarin UV/Vis

spektrumu ve ¢ozelti renkleri.

Cozelti rengi kirmizimsi kahve olanlarin eksenel plasmon dalga boylari mavi ve
mavinin tonlari rengindeki ¢dzeltilerden daha buyuk oldugu gorulmastir. Cozelti rengi
mavi ve tonlari olan altin nanogubuklarin aspect ratio oranlari dustukken bu oran
arttikga ¢oOzelti rengi kirmizimsi kahve ve acgik kahveye donmektedir. Bu sekilde
eksenel plasmon dalga boyu 600-900 nm arahdinda aspect ratio orani 2.0-5.0
araliginda olan gok kusagi seklinde farkli optik 6zelliklere sahip altin nanogubuklar

elde edilebilmistir.
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4.1.6. Altin Nanogubuklarin Karakterizasyonu
4.1.6.1. Altin nanogubuklarin fluoresan ozellikleri

Tez kapsaminda mikroemulsuyon fazda altin nanogubuklarin DNA tani kiti ve
nanoarray c¢alismalarinda kullaniimak Gzere iki farkh altin nanogubuk secilmistir.
Bunlardan biri aspect ratio orani 4.8 olan kirmizimsi-kahve olan altin nanogubuk
digeri ise mavi renkli aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuktur. Segilen bu iki
altin nanocubugun fluoresan 0zelligi incelenmigtir. Altin nanogubuklarin fluoresan
Ozellik gosterdigi ve bu ozelliklerinin kullanildigi birgok uygulama alani bulunmaktadir
(Pissuwan, 2008; Huang 2006; Huang 2007; Durr, 2007; Li, 2007, Kim, 2007).
Fluoresan Ozelliklerini incelemek igin Fluoresan spektrofotometre cihazi kullanilimig
olup uyariima dalga boyu 280 nm’de sabit tutularak, emisyon spektrumu 400-600 nm
araliginda taranmistir. Tarama sonucu her bir partikdl icin maksimum emisyon dalga
boyu bulunmustur. Her bir partikul igin bulunan emisyon dalga boyu sabit tutularak,
uyariima dalga boyu icin 200-300 nm arasinda maksimum dalga boyu taramasi
yapilarak emisyon, uyarilma dalga boylar ve fluoresan sinyal siddeti degerleri
belirlenmistir. Farkli derisimlerde altin nanogubuklar hazirlayarak derisim ile fluoresan
sinyal siddetindeki degisimler incelenmistir. Sekil 4.37°’de aspect ratio orani 4.8 olan
altin nanogubugun emisyon ve uyariima dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal
siddeti spektrumlari verilmigtir. Ayrica Sekil 4.37 icinde farkl derisimde hazirlanmig
altin nanogubuklarin derisime karsilik fluoresan sinyal siddeti grafikleri gésterilmistir.

Sekil 4.38’de ise aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubugun emisyon ve uyariima
dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari verilmistir. Sekil 4.38
icinde farkh derisimde hazirlanmis altin nanogubuklarin derisime karsilik fluoresan

sinyal siddeti grafikleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.37. Aspect ratio orani 4.8 olan altin nanogubugun a) emisyon b) uyariima

dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari.
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Sekil 4.38. Aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubugun a) emisyon b) uyariima

dalga boylarina karsilik fluoresan sinyal siddeti spektrumlari.
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Sekil 4.37 ve Sekil 4.38’de gorulduigu Uzere 4.8 ve 2.1 aspect ratio oranindaki altin
nanogubukar 249 nm’de uyarildiginda 498 nm dalga boyunda emisyon vermislerdir.
Goruldagu gibi aspect ratio oraninin degismesi ile uyariima ve emisyon dalga
boylarinda herhangi bir degisim olmayip her ikiside ayni dalga boylarinda uyarilip
ayni dalga boylarinda emisyon vermiglerdir. UV/Vis absorpsiyon spektrumlarindaki
gibi aspect ratio oranina bagli olarak uyarilma ve emisyon dalga boylarinda degisim

gozlenmemisgtir.

Fluoresan sinyal sgsiddetlerine bakildiginda 2.1 aspect ratio oranindaki altin
nanogubuklar 1000 civarinda bir sinyal siddeti verirken 4.8 aspect ratio oranindaki
altin nanogubuklar 650 civarinda sinyal siddeti vermislerdir. Buna goére 2.1 aspect
ratio oranindaki nanogubuklarin 4.8 aspect ratio oranindaki altin nanocubuklardan
daha iyi fluoresan 6zellik gosterdigi sdylenebilir. Literatirde nanogubuklarin eksenel
uzunluklar arttikca fluoresan 6zelliklerinin de arttigi rapor edilmistir (Mohamed, 2000;
Zhu, 2004; Imura, 2004; Varnavski, 2003; Nicewarner-Pena, 2003; Dickson, 2000).
Aspect ratio orani 2.1 olan nanogubuklarin ortalama uzunlugu 40 nm iken 4.8 aspect
ratio oranina sahip olan altin nanogubugun ortalama uzunlugu ise 32 nm’dir.
Dolayisiyla eksenel boyu uzun olan 2.1 aspect ratio oranindaki altin nanogubugun
fluoresan sinyal siddetinin digerine gore buyuk olmasi nedeniyle boyu uzun olan
nanogubugun daha iyi fluoresan ozellik gosterdigi tarafimizca da goézlemlenmigtir.
Ayrica literaturde eksenel uzunlugu 30 nm’den kuguk olan altin nanogubuklarin

herhangi bir fluoresan 6zellik géstermedikleri rapor edilmistir (Mohamed, 2000).

Sekil 4.37 ve Sekil 4.38 icinde farkl derigsimlerde hazirlanmig altin nanogubuklarin
derisime kargi fluoresan sinyal siddeti grafikleri verilmistir. Sekil 4.37 ve 4.38’den
goéruldugu gibi hem 4.8 hem de 2.1 aspect ratio oranina sahip her iki altin
nanocubugun derisimi azaldikca fluoresan sinyal siddeti azalmistir. Literatlirde de
altin nanogubuk derigimi azaldik¢ga fluoresan sinyal siddetinin azaldigi belirtilmistir.

(Li, 2005). Yapilan galisma sonucu literattr ile ayni olan sonuglar elde edilmistir.
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4.1.6.2. ATR analizi

Arastirma kapsaminda Uretilen altin nanogubuklarin (FezO4/Au) kurutma sonrasi ATR

spektrumlari ¢ekilmistir. Altin nanogubuklarin ATR spekturumu Sekil 4.39° da

verilmistir. Karakterize edilen nanocgubuklarin ATR spektrumlarinda gorulen

karakteristik pikleri Cizelge 4.14’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.14. Altin nanogubuklarin ATR spektrumunda gorulen karakteristik pikleri.

Dalga Sayisi (cm™)

Karakteristik pik

3383 OH gerilimi

1640 CHj, titresim

1280 C-N gerilim titregimi
1107 CTA"-Au bagi

960 CTA*-Au bag

890 CTA"-Au bagi

817 CTA"-Au bagi

Cizelge 4.14’de goruldugu gibi, altin nanogubuklarin ATR spektrumunda, sentez

sirasinda yuzey aktif madde olarak kullanilan setil trimetil amonyum bromtr (CTAB)

molekiilinden gelen -CH, titresim frekansi spektrumda 1640 cm™, -C-N gerilim
titresimi 1280 cm™ civarinda agiga cikmaktadir. 1107, 960, 890, 817 cmdeki piklerin
varligi CTAB molekiliiniin altin nanogubuk ylizeyine CTA*-Au bagi ile baglandigini

gostermektedir. Literatiirde 1500-800 cm™ arasi olan pikler CTAB ile altin nanogubuk

arasi etkilesimi goOsteren pikler oldugu belirtiimistir. Gdzlenen spektrumlara ait

yorumlar literatlr ile tamamen uyusmaktadir (Gole, 2004).

148



100 o
98 - N « .k

o 9O
w D
oy 0

96 -

1107
817

94 - g

o)
92

Gegirgenlik (%)

©
o
1

GaiSaT ¢
3383.73

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.39. Altin nanogubuklarin tipik bir ATR spektrumu

4.1.6.3. X-Isinlarn kirilmasi (X-RD) analizi

Sentezlenen altin nanogubuklarin kristal yapilarinin belirlenmesi igin X-isinlari
kirlmasi (X-RD) analizi yapiimis ve ilgili spekturum Sekil 4.40’da sunulmustur. Altin
kristalleri icin verilmis ASTM kartlari (PDF 98-000-0230) kullanilarak altin kristallerine
ait piklerin yerleri belirlenmistir.

Sekil 4.40’da gorildagu gibi yildizla isaretli pikler altin nanogubuklara ait karakteristik
pikler olup diger piklerde ylzey aktif madde olarak kullanilan CTAB molekullerinin

tam olarak uzaklastinimadigindan kaynaklanan piklerdir.
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Sekil 4.40. Altin nanogubuklarin tipik bir X-RD spekturumu.

Altin  nanogubugun X-RD spektrumundaki piklerin literatar ile uyumlu oldugu
gorulmustir. Wu ve arkadaslar gekirdek gelistirme yontemi ile yuksek verimde buyuk
uzunluk/cap oranina sahip altin nanogubuklar sentezlemislerdir. Ortalama uzunlugu
355.3 nm capi 18.7 nm (uzunluk/cap orani 19) olan altin nanogubuklarin X-isinlari
kirllmasi analizi sonucunda 2 teta degeri 37 iken (111) difraksiyon pikinin diger
piklerden daha gug¢li oldugunu ve sinyal siddetinin 3000’lerde oldugunu
gostermiglerdir. Bu da altinin (111) kafes yapisinin altin nanogubuklarin uzun
eksenine paralel yonde uzadigini ve uzun ince yapida altin nanogubuklarin varhgini
gosterdigini belirtmiglerdir (Wu, 2007). Dolayisiyla tez kapsaminda sentezlenen altin
nanogubugun X-RD spektrumundan da goéruldigu gibi 2 teta degeri 37 iken (111)
difraksiyon pikinin diger piklerden gugli oldugu ve sinyal siddetininde literattrdeki
kadar binler seviyesinde olmayip 400’lerde oldugu gortlmektedir (Sekil 4.40). (111)
difraksiyon piki sinyal siddetinin literatire goére dustk olmasinin nedeni
sentezledigimiz altin nanogubuklarin uzunluk/gap orani daha kugik altin

nanogubuklar olmasindan kaynaklanmaktadir.

150



4.1.6.4. Manyetometre ile manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda sentezlenen altin nanogubuklarin manyetik 6zellikleri titresimli
manyetometre (VSM) cihazi ile belirlenmistir. Bir manyetik alan igindeki
nanocgubuklarin manyetik 6zellikleri birim kitle basina manyetik moment (emu)
seklinde ifade edilmigtir. Nanogubuklarin manyetik alana karsi doygunluk miknatishgi

egrisi Sekil 4.41’de gosterilmistir.
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Sekil 4.41. Altin nanocgubuklarinin miknatislk egrileri

Sekil 4.41°de goruldigu Uzere sentezlenen altin nanogubuklarin diyamanyetik 6zellik
gosterip bazi safsizliklardan dolayi da azda olsa paramanyetik etkilerde gézlenmisgtir.
Toplam manyetik momenti sifir ya da ¢ok kuguk olan atomlar diamanyetik davraniglar
gosterirler. Altin, gimus, bakir, elmas, grafit, bizmut gibi bazi katilar bu gruba girer.
Bir manyetik alana getirilen diyamanyetik bir madde, daima alan siddetini zayiflatacak
bicimde bir etki yapar. Dolayisiyla altin nanogubuklarin diyamanyetik malzemeler
oldugu ve herhangi bir manyetik alana kargi manyetik Ozellik gostermedigi

goralmustar.
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4.2. Nanopartikiillerin Nanotip Uygulamalari

Son yillarda gesitli hastaliklarin teshis ve tanisi, ¢evresel kirliliklerin ve biyolojik
ajanlarin belirlenmesi igin yuksek segicilik ve hassasiyette optik nanobiyosensoérler
gelistiriimektedir. Bu biyosensor uygulamalarinda ozellikle Au ve Ag gibi metalik
nanopartikullerin egsiz optik Ozelliklerinden yararlaniimaktadir. Au nanopartikullerin
kararli olmasi, toksik olmamasi ve yuzeyine biyolojik molekullerin kolay baglanmasi

gibi avantajlari nedeniyle ¢cok kullanilan metalik nanopartikullerdir.

Altin nanoyapilarin sispanse oldugu ¢ozeltiler boyut ve geometrik sekillerine bagh
olarak gucli plasmon bandlarn goéstermektedirler (Perez-Juste, 2005). Altin
nanoyapilarin biyolojik reseptor (antibadi, oligontkleotit) molekilleri ile aktivasyonu
sonucu dielektrik 6zelliklerinin degisimine bagh olarak plasmon dalga boylarinda red-
shift denilen dalga boyu kaymasina neden olmaktadir. Bu &zelliklerine dayanan
bircok uygulamalar bulunmaktadir (Nath, 2004; Yonzon, 2004; Haes, 2002; Lee,
2005). Mirkin ve arkadaslar yizeyine DNA baglanmig altin nanopartikillerin eglenigi
ile hibridizasyonu sonucu renk degisimini gozlemleyerek DNA hibridizasyonunu tayin
etmislerdir (Mirkin, 1997; Jin, 2003; Taton, 2000). Lee ve Perez-Jana epoksi ile
fonksiyonlandiriimis altin  nanoyapilarin ylzeyine protein baglanmasi sonucu
plasmon spekturumlarindaki degisimleri incelemislerdir (Lee, 2005). Suspansiyon
esasli immunoassay gelistirmek amaciyla kiresel altin nanopartikillerin ytzeyindeki
antibadinin antijenle etkilesimi sonucu refraktif indeksinin dolayisiyla plasmon
spektrumundaki degisim arastiriimistir (Englebienne, 1998; Englebienne, 2000).
Hedef molekulin baglandigi plasmon spektrumundaki dalga boyu kaymasi ya da
belli bir dalga boyundaki absorpsiyon yogunlugunun degisimi ile analiz edilmekte
olup dalga boyu kaymasinin incelenmesinin daha hassas oldugu rapor edilmistir
(Yu,2006). Altin nanogubuklar hem eksenel hemde radyal yonde plasmon bandi
g6stermektedirler. Ozellikle eksenel yoéndeki plasmon dalga boylari bulunduklari
ortamin dielektrik 6zelliklerinin degisimine daha duyarlidirlar. Ornegin ortamin
refraktif indeksindeki 0.1 birimlik bir degisim bile altin nanogubuklarin eksenel
plasmon dalga boyunda 40 nm’lik bir dalga boyu kaymasina neden oldugu
belirtiimistir (Perez-Juste, 2005). Bu duyarhligin altin nanogubuklarin uzunluk/cap
(aspect ratio) oraninin artmasiyla daha c¢ok arttigi rapor edilmistir. El-Sayed ve

arkadaslan altin nanogubuklarin aspect ratio oranlarindaki en ufak bir degisikligin
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¢ozelti renginde ve plasmon spektrumunda degisiklige neden oldugunu
belirtmislerdir. Literatirde altin nanogubuklarin bu 6zelliklerinden yararlanilarak farkli
Ozelliklerdeki nanogubuklarla birden fazla analitin es zamanl tayin edildigi multipleks
biyosensorleri gelistiriimeye cahlsiimistir. Yu ve arkadaslari farkli aspect ratio
oranindaki altin nanogubuklara farkli antijenler baglayarak altin nanogubuk problari
hazirlayarak bunlarin hedefleri ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga
boylarindaki kaymayi inceleyerek multipleks biyosensorler gelistirmislerdir (Yu,
2006). Wang ve arkadaslari E. coli and anti-S. Typhimurium patojenik bakterilerine
0zgu antibadilerle hazirladiklari altin nanogubuk problarin ilgili antijenleri ile etkilegimi
sonucu eksenel plasmon dalga boyu kaymalarini inceleyerek patojenleri tayin
etmislerdir (Wang, 2008).

Ayrica son yillarda DNA hibridizasyonu, antijen antibadi etkilegimi gibi molekuler
dizeyde etkilesmelerin kantitatif izlenmesi igcin Au film tabakasi yerine Au
nanopartikullerin kullanildigi lokalize SPR sistemleri normal SPR sistemlerine
alternatif olarak geligtiriimistir. Bu sistemlerde taniyici (ligand) molekulleri cam
slaytlarin yuzeyine vyerlestiriimis altin nanopartikullerinin  ylzeyine immobilize
edilmekte ve hedef molekull iceren sivi fazla etkilestirilerek, ortamin dielektirik sabiti
ve dolayisiyla refraktif indeksi  degisiminin optik olarak gbdzlenmesiyle tayin
gerceklestirimektedir. Boylece herhangi bir geviriciye gerek olmadan yuksek segicilik
ve hassasiyette, etiket gerektirmeden, basit, ucuz ve tasinabilir Au nanopartikil
esasli SPR sensorleri gelistirilerek gesitli patojenik bakteriler ve genetik hastaliklar
tayin edilebilmektedir. Ayrica Au ve Ag nanopartikullerinin partikil boyuna ve sekline
bagli olarak farkli optik Ozellikler gostermesi nedeniyle birden fazla analitin es

zamanli tayininde yapildigi SPR biyosensorleri de gelistiriimektedir.

Tez kapsaminda son yillarda ¢ok yogun bir sekilde arastirmalar yapilan, 6zellikle
nanoboyutta beklenmedik optik 6zellikleri olan ve kolaylikla modifiye edilerek aktif
ajan (prob) baglanabilen altin nanoyapilar ile hem mikroemulsiyon fazda ve hem de
cam tasiyici yluzeylere tek tabakali adsorbe edilerek, alternatif DNA tani kitleri ve
nanoarrayler gelistiriimesi hedeflenmistir.

Daha onceki bolumde uretilip optik 6zellikleri incelenen kiresel altin nanopartikul,
altin nanogubuk ve c¢ekirdek/kabuk yapisinda altin kaplh manyetik nanopartikuller

olmak Uzere ug farkl altin nanoyapilarin tretimi ve optik 6zellikleri incelenmistir. Bu
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bélimde ise Uretilen bu altin nanoyapilar ile mikroemiulsiyon fazda DNA tani kiti veya
nanoarray gelistirimesi ve SPR destekli elipsometre esasli biyosensor gelistiriimesi
olmak uzere iki farkli nanotip uygulamasi galismalari yapilmigtir. Altin nanoyapilar ile

yapilan bu iki farkli nanotip uygulamasi ¢alismalari ayri bagliklar altinda anlatiimistir.
4.2.1. Mikroemilsiyon Fazda DNA Tani Kiti veya Nanoarray Caligsmalari

Sunulan bu galismada, boyut ve sekline bagh olarak farkli optik 6zellikler gosteren
altin nanopartikilerin bu optik 06zelliklerinden faydalanarak M. Tuberculosis
Kompleks’ine (MTB) ve M. gordonae patojenine 6zglu suspanse fazda altin

nanopartikul esasli DNA tani kiti veya DNA arraylerin olusturulmasi amaclanmistir.

Tez galismasinin bu kisminda Bolum 4.1’de ayrintili olarak ele alinan farkh boy, sekil
ve yapidaki altin nanopartikillerin sentez ve karakterizasyonu sonucu suspanse
fazda DNA tani kiti veya nanoarray gelistirimesini arastirmak tGzere doért farkli altin
nanopartikdl ile galismalar yapilmigtir. Bunlar; 13 nm ortalama partikil ¢capina sahip
kuresel altin nanopartikal, uzunlugu 32.3 nm ¢ap! 6.7 nm (uzunluk/gap orani 4.8)
olan altin nanogubuk, uzunlugu 40 nm ¢api1 19 nm (uzunluk/cap orani 2.1) olan altin
nanocubuk, ortalama capi 87 nm olan altin kapli manyetik (Fe304/Au)
nanopartikillerdir. SUspanse fazda altin nanopartikil esashi DNA tani kiti veya
nanoarray gelistiriimesi calismalarinda M. gordonae patojenine 6zgu oligontkleotid
probu (GOR) ve eslenik hedef dizisi, MTB patojenlerine 6zgu oligonukleotid probu ve

eslenik hedef dizisi kullanilmistir. Calisilan oligontkleotit dizileri asagidaki gibidir:

Cizelge 4.15. Oligonukleotit baz dizi.

Oligoniikleotit baz dizileri

GOR prob dizisi: ~ 5~HS-(CH,)s—(T)1s CAC CCT CGG GTG CTG TC-3’
GOR eslenik dizisi: 5~GA CAG CAC CCG AGG GTG-3’
MTB prob dizisii  5=HS-(CH2)e—(T)1s GGG TGC ATG ACA ACA AAG TTG G-3’

MTB eslenik dizisi: 5—C CAACTT TGT TGT CAT GCA CCC-3’
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Bu calisma icin segilen doért farkl altin nanopartiktllerin dnce plasmon dalga boylari
belirlenmistir. Daha sonra farkh derigsimlerde prob oligonukleotitleri altin
nanopartikullerin ~ ylzeyine immobilize edilerek altin nanopartikil problari
hazirlanmistir. Prob derigsimine bagl olarak plasmon dalga boylarindaki kaymalar
incelenmigtir. En son agsamada bu altin nanopartikil problarinin farkli derigsimlerdeki
hedef oligonukleotitle hibridizasyonu gergeklestirilerek plasmon dalga boylarindaki
kaymalar belirlenmigtir. Ayrica sistemin hassasiyetini arastirmak amaciyla
nanopartikil yldzeyine immobilize edilmis prob oligonukleotitin eslenigi olmayan bir
oligonUkleotit ile etkilestirilierek hem dalga boylarindaki kayma hem de fluoresan
sinyal siddetindeki degisimler incelenmigtir. Bu vyapilan c¢alismalar asagida
suspansiyon fazda altin nanopartikll esasli DNA tani kiti baglikli bolimlerde ayrintili

olarak anlatilmistir.

iki farkli hedefin ayni anda tayin edilebilmesi amaciyla yiizeyinde farkli problar
takilmis iki farkll sekil ya da yapidaki altin nanopartikil karigimlarini igeren
mikroemdulsiyonlar (“nanoarrayler’) hazirlanmigtir. Olusturulan bu mikroemulsiyon
karisimlarinin plasmon dalga boylari belirlenmistir. Nanopartiktllerden birinin hedefini
iceren belli derisimdeki hedef oligonukleotit ¢ozeltisi ilave edilerek, hedefin probunu
tasiyan nanopartikuldeki hibridizasyon sonucu plasmon dalga boyundaki kayma
incelenmigtir. Bu sekilde mikroemulsiyon fazda altin nanopartiktl esasli DNA tani Kiti
ve DNA arrayler olusturulmustur. Bu yapilan galismalar asagida mikroemdulsiyon

fazda nanoarray baslikh bolimde ayrintili olarak ele alinmigtir.

4.2.1.1. Suspansiyon fazda uzunluk/cap orani 4.8 olan altin nanogubuk esasli
DNA tani kiti

Altin nanogubuk ylUzeyine herhangi bir biyolojik molekulin baglanmasi sonucu
ortamin refraktif indeksinin degisimine bagli olarak plasmon dalga boylarinda
degisime neden olmaktadir. Literatirde altin nanogubuklarin bu &6zelliklerinden
faydalanarak slUspansiyon fazda array sistemleri gelistiriimistir (Wang, 2008; Yu,
2009). Tez kapsaminda suspansiyon fazda altin nanogubuklar ile DNA tani Kkiti
gelistiriimesi amaciyla dort farkh derisimde tiyol modifiye oligonikleotit probu
nanogubuk ylzeyine immobilize edilerek derisime bagll eksenel yondeki plasmon

dalga boyundaki kaymalar incelenmisgtir.
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GOR prob oligoniikleotitin altin nanogubuk (A.R. 4.8) ylizeyine immobilize

edilerek nanogubuk problarinin hazirlanmasi

Bolum 4.1.5’de sentezlenip karakterize edilen ortalama uzunlugu 32.3 nm ¢api 6.7
nm (uzunluk/cap orani 4.8) olan altin nanogubuk secilmistir. Eksenel yonde 836 nm
radyal yonde 525 nm dalga boylarinda absorbans veren nanogubugun ozellikleri
Sekil 4.42'de verilmistir. Bu nanocgubuklar ile yapilan galismalarda M. Gordonae
patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmig

oligonUkleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimistir.

836 nm
0.96
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Sekil 4.42. Sispansiyon fazda DNA tani kiti calismasinda kullanilan altin
nanogubugun (A.R 4.8) ozellikleri.

Altin nanogubuk suspansiyonundan 1 ml alinarak yuzeyine oligonukleotit immobilize
edilmeden dnceki eksenel ve radyal yondeki absorbans dalga boylari belirlenmistir.
Bu nanocgubuk stok ¢ozeltisinden 1’er ml’lik dort 6rnek alinarak 0.5;1.0;2.0 ve 3.0 uM
PBS (pH 7.4) bufferinda hazirlanmis tiyol modifiye edilmis GOR prob oligonikleotit
cOzeltileri bu nanogubuk c¢ozeltilerine ilave edilmigtir. Nanogubuk oligonukleotit
karisimlari 50°C’de 24 saat inkube edilmistir. Oligonukleotitin nanogubuk yuzeyine

spesifik baglanma verimini arttirmak i¢cin PBS bufferi eklenerek ¢dzeltinin iyonik gucu
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artinlmistir. Bu ¢dzelti tekrar 50°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
nanogubuk yuzeyine baglanmayan GOR prob oligonukleotitleri uzaklagtirmak igin
10000 rpm’de santrifUjleme islemi yapilmistir. Coken kisim tekrar PBS bufferinda
dagitilarak UV-goérunur bolge spektrofotometre ile karisimin absorbans yaptidi dalga
boylari belirlenmigtir. Sekil 4.43’de farkli derisimlerde GOR probu immobilize edilmis
uzunluk/cap orani 4.8 olan altin nanogubugun UV-gorunur bolge spektrofotometre
sonuglari verilmigtir. Ayrica eksenel plasmon dalga boylari ve dalga boyu kayma

(red-shift) degerleri ayrintili olarak Cizelge 4.16’da gdsterilmistir.

483 MD + GOR proh 4.8 Nanogubu k
0.5pM GOR prob

1.0pM GOR prob

0.8
30pM GOR prob

Absorans

0.2 o
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Dalga Boyu {nm)

Sekil 4.43. Farkli derisimlerde GOR probu immobilize edilmis altin nanogubuk (A.R.
4.8) problarinin UV/Vis absorpsiyon spekturumu.
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Cizelge 4.16. Farkh derisimlerde GOR probu baglanmig altin nanogubugun (aspect

ratio 4.8) eksenel yondeki plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler Absorbans Eksenel Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
4.8 Altin nanogubuk 0.96 836 -
4.8 ND+0.5 uM GOR prob 0.94 836 0
4.8 ND+1.0 uM GOR prob 0.88 840 4
4.8 ND+2.0 uM GOR prob 0.76 868 32
4.8 ND+3.0 yM GOR prob 0.71 993 157

(Altin nanogubuklar ND kisaltmasi ile gosterilmigtir).

Sekil 4.43 ve Cizelge 4.16’dan goruldugu gibi altin nanogubuk ylzeyine GOR prob
oligonukleotiti baglanmadan 6nce 836 nm dalga boyunda eksenel plasmon dalga
boyu verirken farkh derisimlerde GOR prob oligontkleotiti baglandiktan sonra
eksenel plasmon dalga boylarinda kayma gdézlenmistir. GOR prob derisimi arttikga
eksenel plasmon dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi absorbansin
azaldigr gorulmustar. 0.5 pyM derigsiminde GOR prob baglanmis altin nanogubugun
eksenel plasmon dalga boyunda herhangi bir degisiklik olmazken 3.0 uM derigimdeki
GOR prob derigsiminde 157 nm’lik bir dalga boyu kaymasi olglulmustir. Altin
nanogubuklarin eksenel ve radyal yondeki plasmon dalga boylari ve yodunluklari
bulunduklari ortamin refraktif indeksi ve dielektrik sabitinin dedismesine bagl olarak
degisim gostermektedir. Sekil 4.43’ den goruldigu Uzere radyal yondeki plasmon
dalga boylari 525 nm civarinda olup ylizeyine GOR prob baglanmasindan sonra
radyal yondeki plasmon dalga boylarinda eksenel yondeki dalga boylarindaki kayma
kadar bir degisim gorulmemigstir. Buna gore altin nanogubuklarin bulunduklari ortamin
lokal refraktif indeks degisimine eksenel plasmon dalga boylarinin radyal plasmon
dalga boylarina goére daha duyarli oldugu sodylenebilir. Literatirde de buna benzer
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sonuglar elde edilmistir (Wang, 2008; Yu, 2006). Bu nedenle daha c¢ok eksenel

yondeki plasmon dalga boylari dikkate alinmigtir.

Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR problarinin hedef oligonukleotiti ile

hibridizasyonu

Altin nanogubuk yuzeyine farklh derisimde GOR prob oligonleotit baglanmasi sonucu
olusan dalga boyu kaymalar dikkate alinarak 2.0 yM GOR prob derisimi optimum
prob derisimi olarak secilmigtir. 2.0 yuM derisiminde GOR prob baglanmis dort altin
nanocgubuk probu hibridizasyon bufferlari icinde dagitiimistir. Cozeltiye 1.0; 2.0; 3.0
MM derisimlerinde GOR hedef oligonlkleotit ¢dzeltisi ilave edilerek hibridizasyonun
gergeklesmesi igin 25 °C’de 12 saat inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasi hibridize
olmayan oligonukleotitler 10000 rpm’de santrifujlenerek ayrilmistir. Coken kisim
tekrar PBS bufferinda dagitilarak eksenel plasmon dalga boylarindaki kaymalar
Olclimustlr. Sekil 4.44°de altin nanogubuk (aspect ratio 4.8) GOR probunun farkl
derisimlerde GOR hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu sonucu plasmon dalga
boylarindaki degisimi gosteren UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmigtir. Ayrica
eksenel plasmon dalga boylari ve dalga boyu kayma (red-shift) degerleri ayrintili

olarak Cizelge 4.17’de gdsterilmistir.

Suspansiyon fazda altin nanogubuklarin eksenel plasmon dalga boyu kaymalarina
dayanan DNA tani kiti geligtiriimesi ¢alismasinin segiciligini belirlemek amaciyla da
2.0 yM derisimde GOR prob baglanmis altin nanogubuk probuna 2.0 uM derisiminde
GOR probun hedefi olmayan MTB hedef oligonikleotit ¢ozeltisi kullaniimistir.
Yukarida anlatilan iglemler aynen uygulanarak eksenel plasmon dalga boyundaki
kayma incelenerek geligtirilen sistemin hassasiyeti belirlenmigtir. Sekil 4.44’de elde
edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu, Cizelge 4.17'de eksenel plasmon dalga boyu

ve red-shift degeri verilmigtir.
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Sekil 4.44. Altin nanogubuk probunun farkh derisimlerde GOR hedef oligonukleotiti

ile hibridizasyonu sonucu elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.44 ve Cizelge 4.17°den goéruldagu gibi altin nanogubuk GOR probu 867 nm
dalga boyunda eksenel plasmon dalga boyu verirken farkli derisimlerde GOR hedef
oligonukleatiti ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylarinda kayma
g6zlenmistir. GOR hedef derisimi arttikca eksenel plasmon dalga boylarinin ve dalga
boyu kaymalarinin arttigi gértalmasttr. 1.0 yM, 2.0 uM, 3.0 yM derisimlerinde GOR
hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylarindaki
kayma sirasiyla 20 nm, 57 nm ve 61 nm olarak ol¢cliimustur. Hibridizasyon sonucu
eksenel yondeki plasmon dalga boylarindaki kayma radyal yondeki plasmon dalga
boyundaki kaymadan daha buyuk oldugu Sekil 4.1 gorulmektedir. Ayrica gelistirilen
sistemin hassasiyetini belirlemek igin yapilan 2.0 yM derisiminde GOR hedefi
olmayan MTB hedefi ile yapilan ¢alisma sonucunda 3 nm gibi kiiguk bir dalga boyu
kaymasi Olgctulmustur. Diger dalga boyu kayma degerlerine gore ¢ok kuguk bir dalga
boyu kaymasi oldugundan sistemin hassas oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.17. Altin nanogubuk probunun farkli derisimlerde GOR hedef oligonUkleotiti
ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylari ve dalga boylarindaki

kayma degerleri.

Ornekler Absorbans Eksenel Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
4.8 Altin nanogubuk 0.91 836 -
4.8 ND+2.0 uM GOR prob 0.64 867 -
4.8 ND+2.0 uM GOR prob 0.56 887 20

+1.0 uM GOR hedef

4.8 ND+2.0 uM GOR prob 0.53 924 57
+2.0 yM GOR hedef

4.8 ND+2.0 uM GOR prob 0.51 928 61
+3.0 yM GOR hedef

4.8 ND+2.0 pM GOR prob 0.70 870 3
+2.0 yM MTB hedef

Altin nanogubuklarin bir diger o6zelligide fluoresan 0Ozellik gdstermeleridir. Li ve
arkadaslar altin nanogubuklarin fluoresan o6zelliklerine dayanan DNA biyosensori
gelistirmiglerdir (Li, 2005). Bu nedenle eksenel yodndeki plasmon dalga boyu
kaymasina dayanan yontemi desteklemek amaciyla fluoresan sinyal siddetindeki
degisim de incelenmistir. Fluoresan spektrofotometre cihazi kullanilarak 6l¢gim
yapilmistir. Olgiim sirasinda érnekler 200-300 nm arali§inda uyarilarak 400-600 nm
dalga boyu araliginda emisyon dalga boyu ve sinyal siddeti taramasi yapiimigtir. Altin
nanogubugun (A.R.4.8) fluoresan sinyal siddeti, yuzeyine GOR prob oligonukleotiti
ve hedef olionlUkleotiti baglandiktan sonraki fluoresan sinyal siddetindeki degisim
incelenmigtir. Ayrica hedef olmayan MTB hedefi ile olan etkilesimi sonucu fluoresan
sinyal siddeti dlcilmustar. Sekil 4.45°'de altin nanogubuk, altn nanogubuk GOR prob,
GOR hedef ve MTB hedef ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetindeki degisimi

verilmigtir.
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Sekil 4.45. Altin nanogubuk ve altn nanogubugun GOR prob, GOR hedef ve MTB

hedef ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetindeki degisimi.

Sekil 4.45’de goraldugu gibi uzunluk/gap orani 4.8 olan altin nanogubugun 500 nm
emisyon dalga boyunda 650 fluoresan sinyal siddeti dlgulmustir. Daha sonra 2.0 uM
GOR prob baglandiginda yine ayni emisyon dalga boyunda 450 fluoresan sinyal
siddeti vermis olup, 2.0 uM GOR hedef ile hibridizasyon sonucu sinyal siddetinin
20’lere dustigu gorulmustar. 2.0 yM derigsiminde GOR probunun hedefi olmayan
MTB hedef oligonukleotiti ile etkilesimi sonucu tekrar fluoresan sinyal siddetinin
200’lere yukseldigi gorulmustur. Bu olgum sonuglarina dayanarak basta yuksek
fluoresan sinyal siddeti veren altin nanogubuk ytzeyine GOR prob baglandiktan ve
bunun GOR hedef oligonUkleotiti ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetinde

azalma olmus, MTB hedefi eklendiginde ise fluoresan sinyal siddeti tekrar artmistir.

Ayrica altin nanogubuk GOR probunun GOR hedef ¢o6zeltisi ile hibridizasyonu
sonrasi 60 °C’ye (GOR hedef oligonikleotitinin melting temperature sicakligi) ¢ozelti
Isitilarak  hedef oligonUkletotitin  dehibridize olmasi  saglanmistir.  Cozelti
santrifijlenerek hedef oligonukleotit ortamdan uzaklastirilarak tekrar emisyon yaptigi

dalga boyu ve fluoresan sinyal siddeti olgUimustur. Sekil 4.46’da altin nanogubugun,
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GOR prob ve eslenik oligonukleotitle hibridizasyonu sonrasi ve isitilarak dehibridize
edildikten sonraki emisyon yaptigi dalga boyu ve fluoresan sinyal siddeti Olgum

sonuglari ayni grafik Gzerinde topluca verilmistir.
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Sekil 4.46. Altin nanogubuk ylzeyindeki hibridizasyonunun sitilarak dehibridize

edilmesi sonucu fluoresan spektrofotometresi.

Sekil 4.46’da goruldagu Uzere altin nanogubuk yuzeyindeki GOR probunun hedefi ile
hibridizasyonu sonucu fluoresan sinyal siddeti 20 civarinda iken isitilarak
hibridizasyonun bozulmasi sonucu olgulen sinyal siddeti tekrar 350’ye yukselmistir.
Yapidan hedef oligonukleotitinin ayrilmasi ile sinyal siddeti tekrar artmigtir. Emisyon
yaptigi dalga boyunda her iki durumda da herhangi bir degisiklik olmayip 480 nm
olarak olgulmustir. Bu calismada dalga boylarinda herhangi bir kayma goérulmeyip
sinyal siddetlerinde degisim olmustur. Literatirde de buna benzer c¢alisma
bulunmaktadir. Li ve arkadaslari altin nanogubuklarin fluoresan &zelliklerinden
faydalanarak DNA hibridizasyonunu altin  nanogubuklarin  fluoresan sinyal
siddetindeki degisimi inceleyerek belirlemiglerdir. Buna dayanarak DNA
biyosensorleri gelistirilebilinecegini rapor etmiglerdir. Elde ettigimiz sonuglarla uyum
gostermektedir (Li, 2005). Suspansiyon fazda altin nanogubuklar ile geligtirilen DNA

tani kiti sistemi, eksenel yondeki plasmon dalga boylarindaki kaymalarinin
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incelenmesinin  yani sira fluoresan sinyal siddetindeki degdisimler ile de

desteklenmisgtir.

4.2.1.2. Suspansiyon Fazda Uzunluk/gap orani 2.1 olan Altin Nanogubuk Esasli
DNA Tani Kiti

iki farkli hedefin ayni anda tayin edilebilmesi amaciyla yiizeyinde farkli problar
takilmis iki farkll sekil ya da yapidaki altin nanopartikil karigimlarini igeren
mikroemulsiyonlar (“nanoarrayler”) hazirlamak amaciyla aspect ratio orani 2.1 olan
altin nanogubuklar ile de ¢alisma yapilmistir. Ortalama uzunlugu 40 nm ¢api 19 nm
(uzunluk/gap orani 2.1) olan altin nanogubuk ile yapilan ¢alismalarda M. Tuberculosis
Kompleks’ine (MTB) 6zgu tiyol modifiye edilmis 6 karbonlu uzatma kolu takilmis
oligonUkleotit problari ve bu problarin hedef dizileri kullaniimistir. Eksenel yonde 639
nm radyal yonde 515 nm dalga boylarinda absorbans veren nanogubugun o6zellikleri
Sekil 4.47°de verilmigtir.
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Sekil 4.47. Suspansiyon fazda DNA tani kiti calismasinda kullanilan altin
nanogubugun (A.R. 2.1) ozellikleri.
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Bu bolumde aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuk MTB problari hazirlanmigtir.

Altin nanogubuk sUspansiyonundan 1 ml alinarak yuzeyine oligonukleotit immobilize

edilmeden onceki eksenel ve radyal yondeki absorbans dalga boylari belirlenmistir.

0.5;1.0;2.0 ve 3.0 uyM derisiminde MTB prob oligonukleotitleri altin nanogubuk

yuzeyine immobilize edilmigtir. Aspect ratio orani 4.8 olan altin nanogubuklar da

yapilan immobilizasyon islemleri aynen uygulanmistir (Bolum 4.2.1.1). Sekil 4.48'de

farkll derisimlerde MTB probu immobilize edilmis uzunluk/cap orani 2.1 olan altin

nanogcubugun UV/Vis absorpsiyon spektrum sonuglari verilmistir. Ayrica eksenel

plasmon dalga boylar ve dalga boyu kayma (red-shift) degerleri ayrintil olarak

Cizelge 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.48. Farkh derisimlerde MTB probu immobilize edilmis altin nanogubugun

(A.R. 2.1) UV/Vis absorpsiyon spekturumu.
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Cizelge 4.18. Farkh derisimlerde MTB probu baglanmis altin nanogubugun (A.R. 2.1)

eksenel yondeki plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler Absorbans Eksenel Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
2.1 Altin nanogubuk 0.96 639 -
2.1 ND+0.5 yM MTB prob 0.91 654 15
2.1 ND+1.0 yM MTB prob 0.89 658 19
2.1 ND+2.0 yM MTB prob 0.60 685 46
2.1 ND+3.0 yM MTB prob 0.55 699 60

Sekil 4.48 ve Cizelge 4.18’den goéruldugu gibi altin nanogubuk yiizeyine MTB prob
oligonUkleotiti baglanmadan 6nce 639 nm dalga boyunda eksenel plasmon dalga
boyu verirken farkli derisimlerde MTB prob oligonukleotiti baglandiktan sonra eksenel
plasmon dalga boylarinda kayma gozlenmistir. MTB prob derisimi arttikgca eksenel
plasmon dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi absorbansin azaldigi
gorulmustar. 0.5 pyM derigsiminde MTB prob baglanmig altin nanogubugun eksenel
plasmon dalga boyunda 15 nm’lik bir kayma olurken 3.0 uM derigsimdeki MTB prob
derisiminde ise 60 nm’lik bir dalga boyu kaymasi olgulmustur. Aspect ratio orani 4.8
olan altin nanogubuga 3.0 uM derisimdeki GOR prob baglandiginda 157 nm’lik dalga
boyu gosterirken aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuktan daha fazla dalga
boyu kaymasi gostermigtir. Literatirde de aspect ratio orani arttikgca dalga boyu

kaymasinin daha fazla arttigi belirtilmistir (Yu, 2006).

Sekil 4.48 den goéruldugu Uzere radyal yondeki plasmon dalga boylari 515 nm
civarinda olup yuzeyine MTB prob baglanmasindan sonra radyal yondeki plasmon
dalga boylarinda eksenel yondeki dalga boylarindaki kayma kadar bir degisim
gorulmemigtir. Buna goére altin nanogubuklarin bulunduklari ortamin lokal refraktif
indeksi degisimine eksenel plasmon dalga boylarinin radyal plasmon dalga boylarina
gore daha duyarl oldugu soylenebilir.
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Altin nanogubuk ylzeyine farkli derisimde MTB prob oligonleotit baglanmasi sonucu
olusan dalga boyu kaymalari dikkate alinarak 2.0 yM MTB prob derisimi optimum
prob derisimi olarak secilmistir. 2.0 yuM derigsiminde MTB prob baglanmig dort altin
nanogubuk probu hibridizasyon bufferlari icinde dagitiimistir. Cozeltiye 1.0; 2.0; 3.0
MM derisimlerinde MTB hedef oligonukleotit ¢ozeltisi ilave edilerek hibridizasyon
gerceklestiriimigtir. Bolum 4.1.2.1°de 4.8 aspect ratio oranindaki altin nanogubuk igin
uygulanan deneysel kosullar aynen uygulanmistir. Sekil 4.49'da altin nanogubuk
(aspect ratio 2.1) MTB probunun farkli derisimlerde MTB hedef oligonukleatiti ile
hibridizasyonu sonucu plasmon dalga boylarindaki degisimi gdsteren UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari verilmistir. Ayrica eksenel plasmon dalga boylari ve dalga
boyu kayma (red-shift) degerleri ayrintili olarak Cizelge 4.19°'da gosterilmigtir. Ayrica
gelistirilen sistemin segiciligini belirlemek amaciyla da 2.0 yM derisimde MTB prob
baglanmis altin nanogubuk probuna 2.0 uM derisiminde MTB probun hedefi olmayan
GOR hedef oligonukleotit ¢ozeltisi kullaniimigtir. Yukarida anlatilan iglemler aynen
uygulanarak eksenel plasmon dalga boyundaki kayma incelenerek gelistirilen
sistemin hassasiyeti belirlenmigstir. Sekil 4.49'da elde edilen UV/Vis absorpsiyon
spektrumu Cizelge 4.19'da eksenel plasmon dalga boyu ve red-shift degeri

verilmigtir.
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Sekil 4.49. Altin nanogubuk probunun farkli derisimlerde MTB hedef oligontkleotiti ile

hibridizasyonu sonucu olgtlen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.49 ve Cizelge 4.19°dan goruldugu gibi altin nanogubuk MTB probu 685 nm
dalga boyunda eksenel plasmon dalga boyu verirken farkli derigsimlerde MTB hedef
oligonukleatiti ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylarinda kayma
g6zlenmistir. MTB hedef derisimi arttikca eksenel plasmon dalga boylarinin ve dalga
boyu kaymalarinin arttigi géralmustar. 1.0 yM, 2.0 uyM, 3.0 uM derisimlerinde MTB
hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylarindaki
kayma sirasiyla 18 nm, 36 nm ve 60 nm olarak Olgulmustur. Ayrica gelistirilen
sistemin hassasiyetini belirlemek igin yapilan 2.0 yM derisiminde MTB hedefi
olmayan GOR hedefi ile yapilan ¢alisma sonucunda 4 nm gibi kliguk bir dalga boyu
kaymasi Olgulmustur. Diger dalga boyu kayma degerlerine gére ¢ok klguk bir dalga

boyu kaymasi oldugundan sistemin hassas oldugu soylenebilir.
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Cizelge 4.19. Altin nanogubuk probunun farkli derisimlerde MTB hedef oligontikleotiti
ile hibridizasyonu sonucu eksenel plasmon dalga boylari ve red-shift degerleri.

Ornekler Absorbans Eksenel Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
2.1 Altin nanogubuk 0.96 636 -
2.1 ND+2.0 yM MTB prob 0.63 685 -
2.1 ND+2.0 uM MTB prob 0.55 703 18

+1.0 uM GOR hedef

2.1 ND+2.0 yM MTB prob 0.52 721 36
+2.0 yM GOR hedef

2.1 ND+2.0 pM MTB prob 0.48 745 60
+3.0 yM GOR hedef

2.1 ND+2.0 yM GOR prob 0.59 689 4
+2.0 uM MTB hedef

4.2.1.3. Suspansiyon Fazda Kiiresel Altin Nanopartikiil Esasli DNA Tani Kiti

Ortalama 13 nm partikil ¢apina sahip kuresel altin nanopartikil ile yapilan
calismalarda M. Gordonae patojenik bakterilerine 6zgu tiyol modifiye edilmis 6
karbonlu uzatma kolu takilmis oligonukleotit problari ve bu problarin hedef dizileri
kullaniimigtir. Yukarida altin nanogubuklar ile yapilan ¢alismalarin aynisi bu kiresel
altin nanopartiklller ile de yapilmistir. Mikroemulsiyon fazda farkli sekil ve boyutta
altin nanoyapilarla nanoarrayler olusturmak icin kiresel altin nanopartikil GOR
problari hazirlanmigtir. Sekil 4.50°de galisilan kiresel altin nanopartikillerin 6zellikleri

verilmistir.
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Sekil 4.50. Suspansiyon fazda DNA tani kiti ¢calismasinda kullanilan karesel altin

nanopartikillerin ézellikleri.

Altin nanopartikul sispansiyonundan 1 ml alinarak yuzeyine oligonukleotit immobilize
edilmeden Onceki plasmon dalga boylari belirlenmigtir. 0.5;1.0;2.0 ve 3.0 uM
derisiminde GOR prob oligonukleotitleri altin nanopartikil ylzeyine immobilize
edilmigtir. Aspect ratio orani 4.8 olan altin nanogubuklar da yapilan immobilizasyon
islemi aynen uygulanmistir (Bolim 4.2.1.1). Sekil 4.51’de farkli derisimlerde GOR
probu immobilize edilmis altin nanopartikillerin UV/Vis absorpsiyon spektrumu
sonuglari verilmistir. Ayrica plasmon dalga boylari ve dalga boyu kayma (red-shift)

degerleri ayrintili olarak Cizelge 4.20°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.51. Farkh derisimlerde GOR probu immobilize edilmis kuresel altin

nanopartikaliin UV/Vis absorpsiyon spekturumu.

Cizelge 4.20. Farkh derisimlerde GOR probu baglanmis kiresel altin nanopartiktlin

radyal yondeki plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler Absorbans Radyal Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
Altin nanopartikdl 0.84 520 -
Au+0.5 yM GOR prob 0.77 522 2
Au+1.0 yM GOR prob 0.72 523 3
Au+2.0 uM GOR prob 0.68 525 5
Au+3.0 uM GOR prob 0.65 527 7
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Klresel altin naopartikiller altin nanogubuklardan farkh olarak sadece radyal yonde
plasmon dalga vermektedirler. Sekil 4.51 ve Cizelge 4.20'den goruldigu gibi altin
partikil yuzeyine GOR prob oligonukleotiti baglanmadan 6nce 520 nm dalga
boyunda radyal plasmon dalga boyu verirken farkh derisimlerde GOR prob
oligonUkleotiti baglandiktan sonra radyal plasmon dalga boylarinda kayma
gozlenmigtir. GOR prob derisimi arttikga radyal plasmon dalga boylarinin ve dalga
boyu kaymalarinin arttigr gorulmustur. En yuksek GOR prob derisiminde 7 nm’lik bir
red-shift géstermis olup altin nanogubuklar kadar ylksek bir dalga boyu kaymasi
gOstermemigtir. Literatirde de altin nanogubuklarin refraktif indeksindeki degisime
daha duyarli oldugu rapor edilmistir. Ortamin refraktif indeksindeki 0.1 birimlik bir
degisim eksenel plasmon dalga boyunda 40 nm’lik red-shift olusturdugu belirtiimigtir
(Wang, 2008; Yu, 2006). Yapilan bu calisma ile kiresel altin nanopartikillerin altin
nanocubuklar kadar ortamin refraktif indeksi degisimine c¢ok duyarli olmadigi

goralmustar.

Altin nanopartikul yuzeyine farkl derisimde GOR prob oligonukleotit baglanmasi
sonucu olugsan dalga boyu kaymalari dikkate alinarak 2.0 yM GOR prob derigimi
optimum prob derisimi olarak secilmistir. 2.0 uM derisiminde GOR prob baglanmis
dort altin nanopartikil probu hibridizasyon bufferinda sispanse edilmistir. 1.0; 2.0;
3.0 uM derisimlerinde GOR hedef oligonukleotit ¢ozeltisi ilave edilerek hibridizasyon
gerceklestiriimistir. Bolum 4.2.1.1’de 4.8 aspect ratio oranindaki altin nanogubuk i¢in
uygulanan deneysel kosullar aynen uygulanmistir. Sekil 4.52’de altin nanopartikdl
GOR probunun farkli derisimlerde GOR hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu
sonucu plasmon dalga boylarindaki degisimi gosteren UV/Vis absorpsiyon
spektrumlari verilmigtir. Ayrica radyal plasmon dalga boylari ve dalga boyu kayma
(red-shift) degerleri ayrintili olarak Cizelge 4.21°'de gosterilmistir. Ayrica gelistirilen
sistemin segiciligini belirlemek amaciyla da 2.0 yM derisimde GOR prob baglanmig
altin nanopartikil probuna 2.0 yM derisiminde GOR probun hedefi olmayan MTB
hedef oligonukleotit ¢ozeltisi kullaniimistir.  Yukarida anlatilan islemler aynen
uygulanarak radyal plasmon dalga boyundaki kayma incelenerek gelistirilen sistemin
hassasiyeti belirlenmistir. Sekil 4.52’de elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu

Cizelge 4.21’de eksenel plasmon dalga boyu ve red-shift degeri verilmistir.
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Sekil 4.52. Altin nanopartikil probunun farkli derisimlerde GOR hedef oligonUkleaotiti

ile hibridizasyonu sonucu dlgulen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.52 ve Cizelge 4.21’den goruldugu gibi altin nanopartikil GOR probu 525 nm
dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu verirken farkli derisimlerde GOR hedef
oligonukleaotiti ile hibridizasyonu sonucu radyal plasmon dalga boylarinda kayma
gozlenmigtir. GOR hedef derisimi arttikga radyal plasmon dalga boylarinin ve dalga
boyu kaymalarinin arttigi gorulmustir. En ylUksek GOR hedef oligonukletit
derisiminde 8 nm’lik bir kayma olgulmustur. Ayrica gelistirilen sistemin hassasiyetini
belirlemek icin yapilan 2.0 uM derisiminde GOR hedefi olmayan MTB hedefi ile
yapilan c¢alisma sonucunda 2 nm’lik bir dalga boyu kaymasi Olgulmastir. 1.0 yM
derisiminde GOR hedef oligonUkleotiti ile hibridizasyonu sonucunda da 2 nm’lik bir
dalga boyu kaymasi olgulmustir (Cizelge 4.21). Bu nedenle kuresel altin
nanopartikiller ile olusturulan sispansiyon fazda DNA tani kiti sisteminin hassasiyeti

altin nanogubuklar kadar iyi olmadigi géralmustur.
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Cizelge 4.21. Altin nanopartikil probunun farklh derisimlerde GOR hedef

oligonukleatiti ile hibridizasyonu sonucu radyal plasmon dalga boylari ve red-shift

degerleri.

Ornekler Absorbans Radyal Dalga Red Shift

Boyu A (nm) (AA, nm)

Altin nanopartikul 0.83 520 -
Au+2.0 uM GOR prob 0.73 525 -
Au+2.0 uM GOR prob 0.69 527 2
+1.0 uM GOR hedef
Au+2.0 uM GOR prob 0.65 530 5
+2.0 yM GOR hedef
Au+2.0 uM GOR prob 0.62 533 8
+3.0 yM GOR hedef
Au+2.0 uM GOR prob 0.71 527 2

+2.0 yM MTB hedef

Kldresel altin  nanopartikillerin ~ fluoresan  ozellikleri  incelenmigtir.  Altin
nanopartikillerin fluoresan sinyal siddeti, ylizeyine GOR prob oligonukleotiti ve hedef
olionlUkleotiti baglandiktan sonraki fluoresan sinyal siddetindeki degisim
arastiriimistir. Hedef olmayan MTB hedefi ile olan etkilesimi sonucu fluoresan sinyal
siddeti olciimustir. Ayrica altin nanopartikil GOR probunun GOR hedef ¢ozeltisi ile
hibridizasyonu sonrasi 60 °C’ye (GOR hedef oligonikleotitinin melting temperature
sicakhigl) c¢ozelti 1sitilarak hedef oligonikletotitin dehibridize olmasi saglanmigtir.
Cozelti santrifijlenerek hedef oligonukleotit ortamdan uzaklastirilarak tekrar emisyon
yaptigi dalga boyu ve fluoresan sinyal siddeti OlgUimastir. Sekil 4.53.’de altin
nanopartikil, altn nanopartikil GOR prob, GOR hedef ve MTB hedef ile etkilesimi ve
isitilarak dehibridize edildikten sonraki emisyon yaptigi dalga boyu ve fluoresan

sinyal siddeti 6lgim sonuglari topluca verilmistir.
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Sekil 4.53. Altin nanopartikil ve altn nanopartikil GOR prob, GOR hedef, MTB hedef
ile etkilesimi ve altin nanopartiktl yluzeyindeki hibridizasyonunun isitilarak dehibridize

edilmesi sonucu fluoresan sinyal siddetindeki degisimi.

Sekil 4.53’de goruldugu gibi altin nanopartikiltin 500 nm emisyon dalga boyunda 106
fluoresan sinyal siddeti olgilmuistir. Daha sonra 2.0 yM GOR prob baglandiginda
yine ayni emisyon dalga boyunda 91 fluoresan sinyal siddeti vermis olup, 2.0 yM
GOR hedef ile hibridizasyon sonucu sinyal siddetinin 10’lara dustigu gorulmastar.
2.0 uM derigsiminde GOR probunun hedefi olmayan MTB hedef oligonukleotiti ile
etkilesimi sonucu tekrar fluoresan sinyal siddetinin 36’lara yukseldigi gértlmustir. Bu
Olcim sonuclarina dayanarak basta yulksek fluoresan sinyal siddeti veren altin
nanopartikul yizeyine GOR prob baglandiktan ve bunun GOR hedef oligonukleotiti
ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetinde azalma olmus, MTB hedefi
eklendiginde ise fluoresan sinyal siddeti tekrar artmistir. Ayrica Sekil 4.3’de
goruldigu Uzere altin nanopartikil ylzeyindeki GOR probunun hedefi ile
hibridizasyonu sonucu fluoresan sinyal giddeti 10 civarinda iken sitilarak
hibridizasyonun bozulmasi sonucu o6lgllen sinyal siddeti tekrar 48’e yukselmigtir.
Yapidan hedef oligonukleotitinin ayrilmasi ile sinyal siddeti tekrar artmigtir. Emisyon
yaptigi dalga boyunda her iki durumda da herhangi bir degisiklik olmayip 500 nm
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olarak Olgulmustur. Bu calismada dalga boylarinda herhangi bir kayma gortlmeyip

sinyal siddetlerinde degisim olmustur.

4.2.1.4. Suspansiyon Fazda Altin Kapli Manyetik (Fe3;O,/Au) Nanopartikil Esasl
DNA Tani Kiti

Ortalama capi 87 nm olan altin kaph manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikil ile yapilan
calismalarda M. Tuberculosis Kompleks’'ine (MTB) 6zgu tiyol modifiye edilmis 6
karbonlu uzatma kolu takilmig oligonukleotit problari ve bu problarin hedef dizileri
kullaniimistir. Yukarida altin nanopartikiller ile yapilan ¢alismalarin ayni FezO4/Au
nanopartikilleri ile de yapilmistir. Mikroemllsiyon fazda farkli sekil ve boyutta altin
nanoyapilarla nanoarrayler olusturmak icin altin kapli manyetik nanopartikil MTB
problari hazirlanmistir. Sekil 5.54°de g¢aligilan altin kapli manyetik nanopartikillerin

ozellikleri verilmigtir.
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Sekil 4.54. Suspansiyon fazda DNA tani kiti galismasinda kullanilan altin kaph
manyetik (FesO4/Au) nanopartikullerin 6zellikleri.
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Altin kapli manyetik (Fe3O4/Au) nanopartikil sudspansiyonundan 1 ml alinarak
yuzeyine oligonukleotit immobilize edilmeden onceki plasmon dalga boylari
belirlenmistir. 0.5;1.0;2.0 ve 3.0 pyM derisiminde MTB prob oligonukleotitleri altin
nanopartikul ylzeyine immobilize edilmistir. Aspect ratio orani 4.8 olan altin
nanogubuklar da yapilan immobilizasyon iglemi aynen uygulanmistir. Sekil 4.55°de
farkl derisimlerde MTB probu immobilize edilmis (FezO4/Au) nanopartikullerin UV/Vis
absorpsiyon spekturum sonuglari verilmigtir. Ayrica plasmon dalga boylari ve dalga

boyu kayma (red-shift) degerleri ayrintili olarak Cizelge 4.22’de gdsterilmistir.

2.0 31
Fe O, /Au+MTB prob
i ” Fe,O,/Au Nanopartikiil
16 0.5 M MTB prob
' 1.0 uM MTB prob
3.0 M MTB prob

12 M P
w
j
w
0
[
o
2 5!
= 08

0.4 -

0.0 ! I ' I ' I ' I ' 1

400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.55. Farkli derisimlerde MTB probu immobilize edilmis altin kapli manyetik

(FesO4/Au) nanopartikullerin UV/Vis absorpsiyon spekturumu.

177



Cizelge 4.22. Farkh derisimlerde GOR probu baglanmis altin kapli manyetik
(FesO4/Au) nanopartikulin radyal yondeki plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler Absorbans Radyal Dalga Red Shift
Boyu A (nm) (AA, nm)
Fe304/Au nanopartikdl 1.08 536 -
Fe304/Au +0.5 yM MTB prob 0.98 538 2
Fe304/Au +1.0 yM MTB prob 0.87 540 4
Fe304/Au +2.0 yM MTB prob 0.84 544 8
Fe304/Au +3.0 yM MTB prob 0.72 548 12

Sekil 4.55 ve Cizelge 4.22’den goruldagu gibi Fe3O4/Au nanopartikllleri de kiresel
altin nanopartikuller gibi sadece radyal yonde plasmon gostermektedirler. Fe3O4/Au
nanopartikilleri 536 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu vermistir.
Yuzeyine farkli derisimlerde MTB prob oligonikleotiti baglandiktan sonra radyal
plasmon dalga boylarinda kayma gdézlenmistir. MTB prob derisimi arttikga radyal
plasmon dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi gértlmuastur. En yuksek
MTB prob derisimde kuresel altin nanopartikiller gibi 12 nm’lik az bir dalga boyu
kaymasi gostermis olup altin nanogubuklar kadar yuksek bir dalga boyu kaymasi
gOstermemigtir. Yapilan bu calisma ile kiresel altin nanopartikiller gibi altin
nanogubuklar kadar ortamin refraktif indeksi degisimine ¢ok duyarli olmadigi

goralmustar.

Yapilan bu c¢alisma sonucunda 2.0 pyM derisiminde MTB probu baglanmig dort
Fesz04/Au nanopartikll hibridizasyon bufferi icinde slspanse edilmistir. 1.0; 2.0; 3.0
MM derisimlerinde MTB hedef oligonukleotit ¢ozeltisi ilave edilerek hibridizasyon
gerceklestiriimistir. 4.8 aspect ratio oranindaki altin nanogubuk igin uygulanan
deneysel kosullar aynen uygulanmistir. Sekil 4.56’da Fe3zO4/Au nanopartikil MTB
probunun farkli derisimlerde MTB hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu sonucu
plasmon dalga boylarindaki degisimi gosteren UV/Vis absorpsiyon spektrumlari

verilmistir. Ayrica radyal plasmon dalga boylari ve dalga boyu kayma (red-shift)
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degerleri ayrintil olarak Cizelge 4.23’de gosterilmistir. Ayrica gelistirilen sistemin
seciciligini belilemek amaciyla da 2.0 uM derisimde MTB prob baglanmis Fe3;O4/Au
nanopartikil probuna 2.0 uM derisiminde MTB probun hedefi olmayan GOR hedef
oligonukleotit ¢ozeltisi kullaniimigtir. Yukarida anlatilan islemler aynen uygulanarak
radyal plasmon dalga boyundaki kayma incelenerek geligtirilen sistemin hassasiyeti
belirlenmistir. Sekil 4.56’da elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu Cizelge

4.23'de eksenel plasmon dalga boyu ve red-shift degeri verilmistir.
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Sekil 4.56. Fe3;O4/Au nanopartikil probunun farkli derigsimlerde MTB hedef

oligonukleatiti ile hibridizasyonu sonucu dl¢lilen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari.

Sekil 4.56 ve Cizelge 4.23’den goruldigu gibi altin kapli manyetik nanopartikil MTB
probu 544 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu verirken farkli derigsimlerde
MTB hedef oligonulkleotiti ile hibridizasyonu sonucu radyal plasmon dalga boylarinda
kayma gdzlenmistir. MTB hedef derigimi arttikga radyal plasmon dalga boylarinin ve
dalga boyu kaymalarinin arttigi gérulmustur. En yiksek MTB hedef oligoonukletitinde
9 nm’lik bir kayma olgulmustir. Ayrica geligtirilen sistemin hassasiyetini belirlemek

179



icin yapilan 2.0 uM derisiminde MTB hedefi olmayan GOR hedefi ile yapilan ¢alisma
sonucunda 2 nm’lik bir dalga boyu kaymasi olgulmustar. 1.0 yM derisiminde MTB
hedef oligonUkleatiti ile hibridizasyonu sonucunda da 2 nm’lik bir dalga boyu kaymasi
Olciimustlr (Cizelge 4.23). Dolayisiyla suspansiyon fazda Fe3zO4/Au nanopartikil
esasli DNA tani kiti sisteminin hassasiyeti altin nanogubuklar kadar iyi olmadigi

goralmustar.

Cizelge 4.23. Fe304/Au nanopartikil probunun farkh derisimlerde MTB hedef

oligonUkleatiti ile hibridizasyonu sonucu radyal plasmon dalga boylari ve red-shift

degerleri.

Ornekler Absorbans Radyal Dalga Red Shift

Boyu A (nm) (AA, nm)

Fe304/Au nanopartikul 1.13 536 -
Fe3O04/Au +2.0 yM MTB prob 0.94 544 -
Fe3O04/Au +2.0 yM MTB prob 0.88 546 2
+1.0 yM MTB hedef
Fe304/Au +2.0 yM MTB prob 0.81 549 5
+2.0 yM MTB hedef
Fe304/Au +2.0 yM MTB prob 0.79 553 9
+3.0 yM MTB hedef
Fe3O04/Au +2.0 yM MTB prob 0.90 546 2

+2.0 pM GOR hedef

FesO4/Au nanopartikillerin ~ fluoresan  6zellikleri incelenmisgtir. FeszO4/Au
nanopartikillerin fluoresan sinyal siddeti, yuzeyine MTB prob oligonukleotiti ve hedef
olionUkleotiti baglandiktan sonraki fluoresan sinyal siddetindeki degisim
arastiriimistir. Hedef olmayan GOR hedefi ile olan etkilesimi sonucu fluoresan sinyal
siddeti Olglimustir. Ayrica Fe3O4/Au nanopartikil MTB probunun MTB hedef
¢ozeltisi ile hibridizasyonu sonrasi 60.3 °C’ye (MTB hedef oligonukleotitinin melting

temperature sicakhgi) c¢ozelti 1sitilarak hedef oligonUkletotitin dehibridize olmasi
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saglanmistir. Cozelti santrifljlenerek hedef oligontkleotit ortamdan uzaklastirilarak
tekrar emisyon yaptigi dalga boyu ve fluoresan sinyal siddeti olgulmustir. Sekil
4.57'de Fe3O4/Au nanopartikll, Fe3zO4/Au nanopartikil MTB prob, MTB hedef ve
GOR hedef ile etkilesimi ve isitilarak dehibridize edildikten sonraki emisyon yaptigi

dalga boyu ve fluoresan sinyal siddeti 6lcim sonugclari topluca verilmistir.
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Sekil 4.57. Fe304/Au nanopartikil ve FezO4/Au nanopartikil-MTB prob, MTB hedef,
GOR hedef ile etkilesimi ve Fe304/Au nanopartikil ylzeyindeki hibridizasyonunun

Isitilarak dehibridize edilmesi sonucu fluoresan sinyal siddetindeki degisimi.

Sekil 4.57°de goruldugu gibi Fe3O4/Au nanopartikulin 500 nm emisyon dalga
boyunda 278 fluoresan sinyal siddeti dl¢ulmustir. Daha sonra 2.0 yM MTB prob
baglandiginda yine ayni emisyon dalga boyunda 170 fluoresan sinyal siddeti vermis
olup, 2.0 yM MTB hedef ile hibridizasyon sonucu sinyal siddetinin 30’lara dustigu
gorulmustar. 2.0 yM derisiminde MTB probunun hedefi olmayan GOR hedef
oligonukleatiti ile etkilesimi sonucu tekrar fluoresan sinyal siddetinin 70’lere ylkseldigi
gorulmustar. Bu Olcim sonuglarina dayanarak basta yuksek fluoresan sinyal siddeti
veren Fe3zO4/Au nanopartikil yizeyine MTB prob baglandiktan ve bunun MTB hedef
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oligonUkleaotiti ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetinde azalma olmus, GOR
hedefi eklendiginde ise fluoresan sinyal siddeti tekrar artmistir. Ayrica Sekil 4.57°de
goruldugu uzere Fe3O4/Au nanopartikul ylzeyindeki MTB probunun hedefi ile
hibridizasyonu sonucu fluoresan sinyal siddeti 30 civarinda iken isitilarak
hibridizasyonun bozulmasi sonucu 6lgulen sinyal siddeti tekrar 135’e yukselmistir.
Yapidan hedef oligonukleotitinin ayrilmasi ile sinyal siddeti tekrar artmigtir. Emisyon
yaptigi dalga boyunda her iki durumda da herhangi bir degisiklik olmayip 500 nm
olarak Olgulmustur. Bu calismada dalga boylarinda herhangi bir kayma gortlmeyip

sinyal siddetlerinde degisim olmustur.

4.2.1.5. Mikroemiilsiyon Fazda Nanoarray Caligmalari

Bu boélimde farkli problar takilmig iki farkli sekil ya da yapidaki altin nanopartikil
karisimlarini iceren mikroemulsiyonlar (“nanoarrayler”’) hazirlanmistir.  Bunlar

soyledir:

a) Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob
karisimi,

b) Kiresel altin nanopartikil GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob
karisimi,

c) Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin kapli manyetik (FeszO4/Au)
nanopartikul MTB prob karigimi,

d) Kuresel altin nanopartikil GOR probu ile altin kapli manyetik (FeszO4/Au)
nanopartikil MTB prob karigimi.

Bu ikili karnigimlar ile olusturulan mikroemdulsiyon fazda DNA nanoarray caligsmalari
ayri bagliklar altinda anlatiimistir.
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Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob

karigimi

2.0 yM derisiminde GOR prob oligonukleotiti baglanmis altin nanogubuk (A.R. 4.8)
probu ile 2.0 yM derigsiminde MTB prob oligonukleotiti baglanmis altin nanogubuk
(A.R. 2.1) probu ayni hacimde karistirimigtir. Sekil 4.58’de farkli altin nanogubuk
prob karigsiminin plasmon dalga boylarini gésteren UV/Vis absorpsiyon spektrumlari
verilmistir. Ayrica Sekil 4.59’da altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu, altin
nanocubuk (A.R. 2.1) MTB probu ve bu her iki nanogubuk prob karisiminin UV/Vis
absorpsiyon spektrumlari ayni gekil Uzerinde gosterilmistir. Cizelge 4.24’de altin
nanogubuk problarinin ve farkli iki prob takili altin nanogubuk karisiminin eksenel

plasmon dalga boylari verilmistir.
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Sekil 4.58. Farkli altin nanogubuk prob karigiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumu
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Sekil 4.59. Farkli altin nanogubuk prob karisiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumu a)
altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu b) altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probu c)
altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probu

karisimi.

Cizelge 4.24. Altin nanogubuk problarinin ve farkl iki prob takili altin nanogubuk

karisiminin eksenel plasmon dalga boylari.

Ornekler 2.pik 3.pik 2.pik dalga 3.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)

4.8 ND-GOR prob 0.76 - 868 -

2.1 ND-MTB prob 0.60 - 686 -

ikili prob karigimi 0.42 0.56 685 871

Sekil 4.59°da goruldugu gibi altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu 868 nm dalga
boyunda, altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probu 686 nm dalga boyunda eksenel
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plasmon dalga boyu gostermistir. iki farkli prob takili bu altin nanogubuk karigimi ise
biri 685 nm digeri 871 nm’de olmak Uzere iki tane eksenel plasmon dalga boyu
vermigtir. Goruldugu gibi 685 nm’deki plasmon dalga boyu MTB probu baglanmis
aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuk probunu 871 nm’deki plasmon dalga boyu
ise GOR probu baglanmis aspect ratio orani 4.8 olan altin nanogubuk probunu
gostermektedir. Dolayisiyla farkli iki nanogubuk prob karisiminin her bir nanogubuga

0zgu pikini kaybetmeden ¢ok az dalga boyu kaymasi gostererek tasidigi goralmustar.

iki farkli prob takili altin nanogubuk karisimi hem GOR hedefi ile hem de MTB hedefi
ile ayri ayri hibridizasyonu gergeklestirilerek eksenel plasmon dalga boyu kaymalari
incelenmistir. ki farkli prob takili altin nanogubuk karisimi 2.0 uM derisiminde GOR
hedef ve MTB hedef oligontkleotitleri ile ayri ayr etkilestirilerek elde edilen UV/Vis
absorpsiyon spektrumu sirasiyla Sekil 4.60 ve Sekil 4.61°de verilmistir. Cizelge 4.25
ve Cizelge 4.26’da sirasiyla iki farkli prob takili altin nanogubuk karisiminin GOR
hedefi ve MTB hedefi ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boylari ve red-shift

degerleri gosterilmigtir.

Cizelge 4.25. iki farkli prob takili altin nanogubuk karigiminin GOR hedefi ile

etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler 2.pik 3.pik 2.pik dalga 3.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)
ikili prob karisimi 0.42 0.55 685 871
2.0 yM GOR hedef 0.39 0.45 687 906
Absorbans degisimi 0.03 0.10 - -
Red-Shift (AAcor, NM) - - 2 35
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Sekil 4.60. iki farkl prob takili altin nanogubuk karisiminin GOR hedefi ile etkilesimi
sonucu UV/Vis absorpsiyon spektrumu.

Sekil 4.60 ve Cizelge 4.25’de goéruldugu uzere iki farkh prob takili altin nanogubuk
karisimi 685 nm ve 871 nm olmak Uzere iki farkli dalga boyunda eksenel plasmon
dalga boyu gostermektedir. Bu karisim GOR hedefi ile etkilesimi sonucu 687 nm ve
906 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goraldigu gibi MTB probuna
0zgu plasmon dalga boyunda 2 nm’lik dalga boyu kaymasi gésterirken GOR probuna
0zgl plasmon dalga boyunda 35 nm’lik dalga boyu kaymasi gozlemlenmistir.
Dolayisiyla GOR probu baglanmis altin nanogubugun GOR hedefi ile etkilestigi
bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu gorulmuagtir. MTB probu takili
altin nanogubukta ise eslenigi GOR hedef olmadigi igin énemli bir derecede dalga
boyu kaymasi goralmemigtir.

iki farkli prob takili altin nanogubuk karisimi 2.0 yM derisiminde MTB hedef
oligonukleatiti ile etkilestirilerek elde edilen UV-Vis absorpsiyon spektrumu Sekil
4.61’de verilmistir.
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Sekil 4.61. iki farkli prob takil altin nanogubuk karisiminin MTB hedefi ile etkilesimi

sonucu UV/Vis absorpsiyon spektrumu.

Cizelge 4.26. iki farkli prob takili altin nanogubuk karigiminin MTB hedefi ile

etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boyu ve red-shift degerleri.

Ornekler 2.pik 3.pik 2.pik dalga 3.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)
ikili prob karigimi 0.42 0.55 685 871
2.0 yM MTB hedef 0.31 0.51 712 880
Absorbans degisimi 0.10 0.04 - -
Red-Shift (AAvts, NM) - - 27 9
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Sekil 4.61 ve Cizelge 4.26’da goruldugu uzere iki farkh prob takili altin nanogubuk
karisimi 685 nm ve 871 nm olmak uzere iki farkli dalga boyunda eksenel plasmon
dalga boyu gostermektedir. Bu karisim MTB hedefi ile etkilesimi sonucu 712 nm ve
880 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Gértuldugu gibi MTB probuna
0zgu plasmon dalga boyunda 27 nm’lik dalga boyu kaymasi gosterirken GOR
probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 9 nm’lik dalga boyu kaymasi gozlemlenmigtir.
Dolayisiyla MTB probu baglanmis altin nanogubugun MTB hedéefi ile etkilestigi bunun
sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu goridlmustir. GOR probu takili altin
nanogubukta ise eglenigi GOR hedef olmadigi icin 9 nm’lik birdalga boyu kaymasi

gorulmus olup 27 nm’lik kaymanin yaninda ¢ok fazla 6nem arz etmemektedir.

Ayrica Sekil 4.62’de iki farkh prob takili altin nanogubuklarin GOR ve MTB hedef
oligonUkleotitleri ile etkilesimi sonucu elde edilen UV/vis absorpsiyon spektrumlari
ayni sekil Gzerinde gosterilmigtir. GOR ve MTB takili farkl iki altin nanogubuk prob
karisiminin GOR ve MTB hedef ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boylari

ve red-shift kayma degerleri topluca Cizelge 4.27°de verilmisgtir.
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Sekil 4.62. a) GOR ve MTB takil farkl iki altin nanogubuk prob karigiminin b) GOR
hedef ile etkilesiminin ¢c) MTB hedef ile etkilesiminin UV/Vis absorpsiyon

spektrumlari.

Sekil 4.62 ve Cizelge 4.27°de goruldugu gibi farkh iki prob takili altin nanogubuk
problarinin GOR hedefi ile etkilesimi sonucu GOR probuna 6zgu plasmon dalga
boyunda 35 nm’lik bir red-shift gésterirken MTB hedefi ile etkilesimi sonucu MTB
probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 27 nm’lik bir red-shift gostermistir. Literatlirde
yapilan benzer calismalarla uyumlu sonuglar elde edilmigtir. Wang ve arkadaglar
aspect ratio orani 2 ve 3.2 olan altin nanogubuklara sirasiyla anti-E. coli and anti-S.
typhimurium antibadilerini konjuge ederek altin nanogubuk problari hazirlamiglardir.
Bu nanogubuk problarini karistirarak farkl derigsimlerde E. coli and S. Typhimurium
antijenleri ile etkilegtirerek eksenel plasmon dalga boyu kaymalarini incelemislerdir.
Her bir nanogubuk biyoprobunun ilgili hedef antijeni ile etkilestigini ve bunun
sonucunda ilgili hedefin etkilestigi nanogubugun eksenel plasmon dalga boyunda
kayma oldugunu belirtmiglerdir. Bu sekilde farkli aspect ratio oranindaki altin
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nanocgubuklarin farkli patojen tirleri ile fonksiyonlandirilarak iki farkli hedefin es
zamanli olarak basit, kisa slUrede, herhangi kompleks bir sisteme ihtiyac olmadan

tayin edilebilinecegini rapor etmislerdir (Wang, 2008).

Cizelge 4.27. GOR ve MTB takih farkli iki altin nanogubuk prob karisiminin GOR ve

MTB hedef ile etkilesimi sonucu eksenel plasmon dalga boylari ve red-shift kayma

degerleri.
Ornekler 2.pik 3.pik 2.pik dalga 3.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)
ikili prob karigimi 0.42 0.55 685 871
2.0 yM GOR hedef 0.39 0.45 687 906
Absorbans degigimi 0.03 0.10 - -
Red-Shift (AAcor, NM) - - 2 35
ikili prob karisimi 0.42 0.55 685 871
2.0 yM MTB hedef 0.31 0.51 712 880
Absorbans degdisimi 0.10 0.04 - -
Red-Shift (A)\MTBy nm) - - 27 9

Kiuresel altin nanopartikiil GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob

karigimi

2.0 uM derigsiminde MTB prob oligonukleotiti baglanmis altin nanogubuk (A.R. 2.1)
probu ile 2.0 uM derisiminde GOR prob oligonukleotiti baglanmis kiresel altin
nanopartikdl probu ayni hacimde karistiriimistir. Sekil 4.63’de altin nanogubuk (A.R.
2.1) MTB probu, altin nanopartikil GOR probu ve bu her iki prob karisiminin UV/Vis

absorpsiyon spektrumlari ayni sekil Uzerinde gosterilmistir. Cizelge 4.28'de altin
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nanogubuk MTB probu, altin nanopartikil GOR probu ve farkh iki prob takili altin

nanogubuk ve nanopartikil karisiminin plasmon dalga boylari verilmistir.

1.0
Au nanopartikil-GOR prob
+
2.1 ND-MTB prob
0.6 4 a
b Karigimi
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Sekil 4.63. a) Altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probunun b) Altin nanopartikil GOR
probunun c¢) Altin nanocubuk (A.R. 2.1) MTB probu ile altin nanopartikil GOR probu

karisiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumu.

Cizelge 4.28. Altin nanogubuk ve nanopartikil problarinin ve bu iki farkli prob

karisiminin plasmon dalga boylari.

Ornekler 1.pik 2.pik 1.pik dalga 2.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)

Au-GOR prob 0.67 - 527 -

2.1 ND-MTB prob 0.65 0.74 517 686

ikili prob karigimi 0.66 0.69 522 691

191



Sekil 4.63’de goruldugu gibi altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probu 517 nm ‘de radyal
686 nm’de eksenel plasmon dalga boyu verirken altin nanopartikil GOR probu
sadece 527 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu gostermistir. iki farkl prob
takili bu altin nanoprob karisimi ise biri 522 nm digeri 691 nm’de olmak Uzere iki tane
plasmon dalga boyu vermistir. Bunlardan ilki radyal plasmon dalga boyu olup digeri
eksenel plasmon dalga boyudur. Goruldugu gibi 522 nm’deki plasmon dalga boyu
GOR probu baglanmig altin nanopartikil probuna 691 nm’deki plasmon dalga boyu
ise MTB probu baglanmis aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuk probuna ait
oldugu sdylenebilir. Dolayisiyla farkli iki nanoprob karisiminin hem altin nanopartikl
probuna hem de altin nanogubuk probuna 6zgl pikini kaybetmeden tagidigi
gorulmustar. Altin nanopartikll probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 5 nm’lik blue-
shift, altin nanogubuk probuna 6zgl plasmon dalga boyunda 5 nm’lik bir red-shift

olugsmustur.

iki farkh prob takili altin nanoprob karisimi hem GOR hedefi ile hem de MTB hedefi
ile ayri ayri hibridizasyonu gerceklestirilerek plasmon dalga boyu kaymalari
incelenmistir. iki farkh prob takili altin nanopartikiil ve nanogubuk karisimi 2.0 uM
derisiminde GOR hedef ve MTB hedef oligonukleotitleri ile ayr ayr etkilegtirilerek
elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu ayni sekil Uzerinde gosterilmis olup Sekil
4.64’de verilmigtir. Cizelge 4.29'da iki farkli prob takili altin nanoprob karisiminin
GOR hedefi ve MTB hedéefi ile etkilesimi sonucu plasmon dalga boylari ve dalga boyu

kayma degerleri birlikte gosterilmigtir.
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Sekil 4.64. a) GOR ve MTB takih farkli iki altin nanoprob karisiminin b) GOR hedef

ile etkilesiminin ¢c) MTB hedef ile etkilesiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari

Sekil 4.64 ve Cizelge 4.29'da goruldugu uzere iki farkli prob takili altin nanoprob
karisimi 523 nm ve 691 nm olmak Uzere iki farkli dalga boyunda plasmon
vermektedir. Bu karisim GOR hedefi ile etkilesimi sonucu 540 nm ve 686 nm dalga
boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goraldagua gibi MTB probuna 6zgu
plasmon dalga boyunda 5 nm’lik dalga boyu azalmasi seklinde blue-shift gdsterirken
GOR probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 17 nm’lik dalga boyu kaymasi (red-shift)
g6zlemlenmistir. Dolayisiyla GOR probu baglanmis altin nanopartiktlin GOR hedefi
ile etkilestigi bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu goralmastar. MTB
probu takili altin nanogubukta ise eslenigi GOR hedef olmadigi i¢in dnemli bir

derecede dalga boyu kaymasi olmayip tam tersi dalga boyu azalmasi gértlmustar.
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Cizelge 4.29. GOR ve MTB takili farkli iki altin nanoprob karisiminin GOR ve MTB

hedef ile etkilesimi sonucu plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri.

Ornekler 1.pik 2.pik 1.pik dalga 2.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)
ikili prob karigimi 0.66 0.69 523 691
2.0 uM GOR hedef 0.64 0.63 540 686
Absorbans degisimi 0.02 0.10 - -
Red-Shift (AAgor, NM) - - 17 5
ikili prob karigimi 0.66 0.69 523 691
2.0 yM MTB hedef 0.62 0.57 533 712
Absorbans degisimi 0.04 0.12 - -
Red-Shift (AAyrs, nm) - - 10 21

Ayni sekilde iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi MTB hedefi ile etkilestiginde
533 nm ve 712 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermigtir. Goruldugu gibi
MTB probuna 6zgl plasmon dalga boyunda 21 nm’lik dalga boyu kaymasi
gosterirken GOR probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 10 nm’lik dalga boyu
kaymasi g6zlemlenmistir. Dolayisiyla MTB probu baglanmig altin nanogubugun MTB
hedefi ile etkilestigi bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu gorulmastar.
GOR probu takil altin nanopartiktlde ise eslenigi GOR hedef olmadigi i¢in 10 nm’lik
bir dalga boyu kaymasi goriimuis olup 21 nm’lik kaymanin yaninda ¢ok fazla dnem
arz etmedigi dusunulmektedir. Goruldugu gibi  farkli ki prob takih altin
nanoproblarinin GOR hedefi ile etkilesimi sonucu GOR probuna 6zgu plasmon dalga
boyunda 17 nm’lik bir red-shift gésterirken MTB hedefi ile etkilesimi sonucu MTB
probuna 6zgl plasmon dalga boyunda 21 nm’lik bir red-shift gdstermigtir.
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Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin kaph manyetik (FeszO./Au)
nanopartikil MTB prob karigsimi

2.0 uyM derisiminde GOR prob oligontkleotiti baglanmis altin nanogubuk (A.R. 4.8)
probu ile 2.0 uM derisiminde MTB prob oligonukleotiti baglanmis altin kapli manyetik
nanopartikdl probu ayni hacimde karigtinimistir. Sekil 4.65°de altin nanogubuk (A.R.
4.8) GOR probu, Fe304/Au nanopartikil MTB probu ve bu her iki prob karigiminin
UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ayni sekil tGzerinde gosterilmigtir. Cizelge 4.30'da
altin nanogubuk GOR probu, Fe;O4/Au nanopartikil MTB probu ve farkli iki prob
takili altin nanogubuk ve Fe3zO4/Au nanopartikil karisiminin plasmon dalga boylari

verilmigtir.
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Sekil 4.65. a)Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probunun b) Fe3O4/Au nanopartikdl
MTB probunun c) Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile FesO4/Au nanopartikul
MTB probu karigiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumu.
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Cizelge 4.30. Altin nanogubuk ve Fe3zO4/Au nanopartikil problarinin ve bu iki farkl

prob karigsiminin plasmon dalga boylari.

Ornekler 1.pik 2.pik 1.pik dalga 2.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)

Fe304/Au-MTB prob 0.84 - 544 -

4.8 ND-GOR prob 0.56 0.76 528 868

ikili prob karigimi 0.64 0.65 542 870

Sekil 4.65 ve Cizelge 4.30’da goéruldigu gibi altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu
528 nm’de radyal 868 nm’'de eksenel plasmon dalga boyu verirken, Fe3O4/Au
nanopartikil MTB probu sadece 544 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu
gdstermistir. iki farkli prob takili bu altin nanoprob karisimi ise biri 542 nm digeri 870
nm’de olmak Uzere iki tane plasmon dalga boyu vermistir. Bunlardan ilki radyal
plasmon dalga boyu olup digeri eksenel plasmon dalga boyudur. Géruldugu gibi 542
nm’deki plasmon dalga boyu MTB probu baglanmis Fe3O4/Au nanopartikil probuna
870 nm’deki plasmon dalga boyu ise GOR probu baglanmig aspect ratio orani 4.8
olan altin nanogubuk probuna ait oldugu séylenebilir. Dolayisiyla farkli iki nanoprob
karisiminin hem Fe304/Au nanopartikil probuna hem de altin nanogubuk probuna
0zgu pikini kaybetmeden tasidigr goéralmustir. FezO4/Au nanopartikil probuna 6zgl
plasmon dalga boyunda 2 nm’lik blue-shift, altin nanogubuk probuna 6zgu plasmon

dalga boyunda 2 nm’lik bir red-shift olusmustur.

iki farkl prob takili altin nanoprob karisimi hem GOR hedefi ile hem de MTB hedefi
ile ayri ayri hibridizasyonu gergeklestirilerek plasmon dalga boyu kaymalari
incelenmistir. iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi 2.0 yM derisiminde GOR
hedef ve MTB hedef oligonukleotitleri ile ayri ayri hibridizasyonu gergeklestiriimigstir.
Hibridizasyon iglemi sonunda baglanmayan hedef oligontkleotitler santrifijleme
islemi ile uzaklastinimistir. Daha sonra karisim igindeki Fe3;O4/Au nanopartikillerin
manyetik Ozelliklerinden faydalanarak manyetik ayirma islemi yapilarak manyetik

Ozellik tasiyan ve tasimayan kisimlarin ayri ayri UV/Vis absorpsiyon spekturum
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OlcimU yapilmistir. Hedefin ilgili oldugu probun UV/Vis absorpsiyon spektrumu ile
manyetik 6zellik gosteren ve gostermeyen kisimlarin UV/Vis absorpsiyon spektrumu
kargilastiriimis olup ayni sekil Uzerinde gosterilmistir. Sekil 4.66'da altin nanogubuk
(A.R 4.8) ve Fe304/Au nanopartikil prob karisiminin GOR hedef ile etkilesimi sonucu
manyetik ayirma sonrasi elde edilen manyetik Ozellik gosteren ve gostermeyen
cozeltilerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmigtir. Cizelge 4.31’de nanopartikil
prob karisiminin GOR hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi manyetik
Ozellik gosteren ve gostermeyen c¢oOzeltilerin plasmon dalga boylari ve red-shift

kayma degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.66. Altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe3O4/Au nanopartikil prob karisiminin
GOR hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi elde edilen manyetik
Ozellik gosteren ve gostermeyen ¢ozeltilerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari a) Altin
nanogubuk (A.R.4.8)-GOR prob b) GOR hedef ile etkilesim sonucu manyetik
olmayan kisim ¢) GOR hedef ile etkilesim sonucu manyetik olan kisim.
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Cizelge 4.31. Altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe304/Au nanopartikil prob karigiminin
GOR hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi manyetik 6zellik gosteren

ve gostermeyen ¢ozeltilerin plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri.

Ornekler 1.pik 2.pik 1.pik dalga 2.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)

4.8 ND-GOR prob 0.56 0.76 528 868

2.0 yM GOR hedef 0.49 0.62 536 898

(Manyetik olmayan kisim)

Fe304/Au-MTB prob 0.79 0.09 540 897
(Manyetik kisim)

Red-Shift (A)\GOR; nm) - - - 30

iki farkli prob takili altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe;O4/Au nanopartikiil karisimi GOR
hedefi ile etkilestirilip manyetik olarak ayrilmistir. Manyetik 6zellik gosteren c¢ozelti
MTB probu tasiyan Fe3zO4/Au nanopartiktuldir. Manyetik 6zellik gosteremeyen ¢ozelti
ise GOR probu tasiyan altin nanogubuktur (A.R 4.8). Bu ikili karisim GOR hedef
oligonukleatiti ile etkilestirildiginde manyetik 6zellik gostermeyen ¢ozeltinin plasmon
dalga boyunda kayma gostermesi beklenmektedir. Prob karisiminin GOR hedef ile
etkilesimi sonucu dalga boyu kaymasi gosterip gdstermedigini incelemek amaciyla
hedefin ilgili oldugu GOR probu tasiyan altin nanogubugun (A.R 4.8) UV/Vis
absorpsiyon spektrumu karsilastinimistir Sekil 4.66 ve Cizelge 4.31’e bakildiginda
manyetik Ozellik gostermeyen c¢ozeltinin 536 nm’de radyal 898 nm’de eksenel
plasmon dalga boyu vermistir. GOR probu tasiyan altin nanogubuk (A.R 4.8) ise 528
nm’de radyal 868 nm’de eksenel plasmon dalga boyu gdstermektedir. Radyal yonde
8 nm’lik eksenel yonde ise 30 nm’lik bir dalga boyu kaymasi gortulmustir. Prob
karisimi igcindeki GOR probu tasiyan altin nanogubugun GOR hedef oligonUkleotiti ile
etkilestigi ve bunun sonucu 30 nm’lik bir dalga boyu kaymasi olusturdugu
gorulmustir. Manyetik 6zellik tasiyan ¢ozelti ise 540 nm’de radyal yonde plasmon

verirken ¢ok dusuk absorbans degerinde 897 nm’de eksenel plasmon dalga boyu
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vermigtir. MTB probu tasiyan FezO4/Au nanopartikilinin plasmon dalga boyuna
bakildiginda (Cizelge 4.30) sadece 544 nm’'de radyal plasmon dalga boyu
vermektedir. Dolayisiyla MTB probu tasiyan FezO4/Au nanopartikilinin radyal
plasmon dalga boyunda kayma olmadigi GOR hedefin MTB probu tasiyan Fe3;O4/Au
nanopartikult ile etkilesmedigi gorulmustir. Ayrica manyetik Ozellik gosteren
¢ozeltinin 897 nm’de gosterdigi ¢ok kucuk degerdeki eksenel plasmon dalga boyu
manyetik ayirma sirasinda bir kisim GOR hedef baglanmig GOR prob tasiyan altin

nanogubuklarinda karigtigini gostermektedir.

Sekil 4.67°de altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe3O4/Au nanopartikal prob karigiminin
MTB hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi elde edilen manyetik 6zellik
gOsteren ve gostermeyen coézeltilerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmistir.
Cizelge 4.32’de nanopartiklil prob karisiminin MTB hedef ile etkilesimi sonucu
manyetik ayirma sonrasi manyetik 6zellik gosteren ve gdstermeyen c¢ozeltilerin

plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.32. Altin nanocubuk (A.R 4.8) ve Fe304/Au nanopartikil prob karisiminin
MTB hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi manyetik 6zellik gosteren

ve gostermeyen ¢ozeltilerin plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri.

Ornekler 1.pik 2.pik 1.pik dalga 2.pik dalga
absorbans absorbans  boyu (nm) boyu (nm)

Fe304/Au-MTB prob 0.84 - 544 -

2.0 yM MTB hedef 0.49 0.12 559 871

(Manyetik kisim)

4.8 ND-GOR prob 0.48 0.68 532 872
(Manyetik olmayan kisim)

Red-Shift (A)\MTBy nm) - - 15 -
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Sekil 4.67. Altin nanogcubuk (A.R 4.8) ve Fe304/Au nanopartikil prob karisiminin
MTB hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi elde edilen manyetik 6zellik
gOsteren ve gostermeyen c¢ozeltilerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari a) Fe3zO4/Au
nanopartikil-GOR prob b) MTB hedef ile etkilesim sonucu manyetik olan kisim c)

MTB hedef ile etkilesim sonucu manyetik olmayan kisim.

iki farkli prob takil altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe;0./Au nanopartikil karisimi MTB
hedefi ile etkilestirilip manyetik olarak ayrilmistir. Manyetik 6zellik gosteren ¢ozelti
MTB probu tasiyan Fe3;O4/Au nanopartikildir. Manyetik 6zellik géstermeyen ¢ozelti
ise GOR probu tasiyan altin nanogubuktur (A.R 4.8). Bu ikili karisim MTB hedef
oligonukleatiti ile etkilestirildiginde manyetik 6zellik gosteren ¢ozeltinin plasmon dalga
boyunda kayma gostermesi beklenmektedir. Prob karigiminin MTB hedef ile
etkilesimi sonucu dalga boyu kaymasi gosterip gostermedigini incelemek amaciyla
MTB hedefin ilgili oldugu MTB probu tasiyan Fe3;O4/Au nanopartikilin UV/Vis
absorpsiyon spektrumu karsilastiriimistir. Sekil 4.67 ve Cizelge 4.32’e bakildiginda
manyetik Ozellik gosteren ¢ozeltinin 559 nm’de radyal 871 nm’de eksenel plasmon
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dalga boyu vermistir. MTB probu tasiyan Fe3O4/Au nanopartikili ise 544 nm’de
radyal plasmon dalga boyu gostermektedir. Radyal yonde 15 nm’lik bir dalga boyu
kaymasi gorulmastir. Prob karisimi icindeki MTB probu tasiyan Fe3;O4/Au
nanopartikilin MTB hedef oligonukleotiti ile etkilestigi ve bunun sonucu 15 nm’lik bir
dalga boyu kaymasi olusturdugu gorulmustur. Ayrica manyetik ozellik gosteren
¢ozeltinin 871 nm’de gosterdigi ¢ok kuglk degerdeki eksenel plasmon dalga boyu
manyetik ayirma sirasinda bir kisim GOR prob tagiyan altin nanogubuklarin oldugunu
gostermektedir. Manyetik 6zellik gostermeyen ¢ozelti ise 532 nm’de radyal yonde
plasmon verirken 872 nm’de eksenel plasmon dalga boyu vermistir. GOR probu
tasiyan altin nanogubugun (A.R 4.8) plasmon dalga boyuna bakildiginda (Cizelge
4.30) 528 nm’de radyal 868 nm’de eksenel plasmon dalga boyu vermektedir.
Dolayisiyla GOR probu tasiyan altin nanogubugun (A.R 4.8) hem radyal hem de
eksenel yonde 4 nm’lik bir dalga boyunda kayma olustugu goértlmustir. Bu 4 nm’lik
dalga boyu kaymasi manyetik ayirma sirasinda bir kisim MTB probu tasiyan
Fe3O04/Au nanopartikilin ¢ozelti icinde olabilecedinden kaynaklanmakta olup 15
nm’lik dalga boyu kaymasi yaninda 4 nm’lik kaymanin ¢ok 6énemli olmadigi
dusunudlmektedir. Dolayisiyla MTB hedefin GOR probu tasiyan altin nanogubuk (A.R
4.8) ile etkilesmedigi sdylenebilir.

Kiresel altin nanopartikiii GOR probu ile altin kaph manyetik (Fe3O4/Au)
nanopartikil MTB prob karigsimi

2.0 M derisiminde GOR prob oligonukleotiti baglanmis altin nanopartiktl probu ile
2.0 uM derisiminde MTB prob oligonukleotiti baglanmig altin kapli manyetik
nanopartikil (FesO4/Au) probu ayni hacimde karistinimistir. Sekil 4.68’de altin
nanopartikil GOR probu, Fe3zO4/Au nanopartikil MTB probu ve bu her iki prob
karisiminin  UV/Vis absorpsiyon spektrumlari ayni sekil Uzerinde gdsterilmistir.
Cizelge 4.33'de altin nanopartikil GOR probu, Fe3;O4/Au nanopartikil MTB probu ve
farkli iki prob takili altin nanopartikil ve Fe3zO4/Au nanopartikil karigsiminin plasmon
dalga boylari verilmistir.
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Sekil 4.68. a) Altin nanopartikil GOR probunun b) Fe3O4/Au nanopartikil MTB
probunun c) Altin nanopartikil GOR probu ile FezO4/Au nanopartikil MTB probu
karisiminin UV/Vis absorpsiyon spektrumu

Cizelge 4.33. Altin nanopartikil ve Fe3O4/Au nanopartikll problarinin ve bu iki farkl

prob karigsiminin plasmon dalga boylari.

Ornekler 1.pik 1.pik dalga
absorbans boyu (nm)
Au-GOR prob 0.90 527
Fe304/Au-MTB prob 0.73 544
ikili prob karigimi 0.78 535

Sekil 4.68 ve Cizelge 4.33’de goruldugu gibi her iki altin nanoprob kuresel
partiktllerden olustugu igin sadece radyal yonde plasmon dalga boyu vermistir. Altin

nanopartikil GOR probu 527 nm’de radyal plasmon dalga boyu verirken FezO4/Au
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nanopartikil MTB probu 544 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu
g6stermistir. Iki farklh prob takill bu altin nanoprob karigimi ise sadece kiiresel
partiktllerden olustugu icin sadece 535 nm dalga boyunda olmak Uzere tek bir
plasmon dalga boyu vermistir. Farkli iki nanoprob karisiminin hem Fe3zO4/Au
nanopartikil probuna hem de altin nanopartikil probuna 6zgu piki goéstermedigi
gorulmustir. FeszO4/Au nanopartikil probuna gore 9 nm’lik blue-shift altin

nanopartikul probuna gore 8 nm’lik bir red-shift olusmustur.

iki farkl prob takili altin nanoprob karisimi hem GOR hedefi ile hem de MTB hedefi
ile ayri ayri hibridizasyonu gerceklestirilerek plasmon dalga boyu kaymalari
incelenmistir. Iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi 2.0 yM derisiminde GOR
hedef ve MTB hedef oligonukleotitleri ile ayri ayri hibridizasyonu gerceklestiriimistir.
Hibridizasyon igslemi sonunda baglanmayan hedef oligonikleotitler santrifijleme
islemi ile uzaklastinimistir. Daha sonra karisim igindeki Fe3;O4/Au nanopartikillerin
manyetik Ozelliklerinden faydalanarak manyetik ayirma islemi yapilarak manyetik
Ozellik tasiyan ve tasimayan kisimlarin ayri ayri UV/Vis absorpsiyon spekturum
dlclimi yapilmistir. ikili nanoprob karisimi her iki nanoproba 6zgii pik tasimadigindan
prob ile hedef oligonukleotitin etkilesimi sonucu dalga boyu kaymasini incelemek
amaciyla hedefin ilgili probunun UV/Vis absorpsiyon spektrumu ile manyetik 6zellik
gOsteren ve gostermeyen kisimlarin UV/Vis absorpsiyon spektrumu ayni sekil
Uzerinde gosterilmistir. Sekil 4.69'da nanopartikil prob karisiminin GOR hedef ile
etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi manyetik 6zellik gosteren ve gostermeyen
cozeltilerin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmigtir. Cizelge 4.34 ‘de nanopartikll
prob karisiminin GOR hedef ile etkilesimi sonucu manyetik ayirma sonrasi manyetik
Ozellik gosteren ve gostermeyen cozeltilerin plasmon dalga boylari ve red-shift

kayma degerleri gosterilmigtir.
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Sekil 4.69. Nanopartikul prob karisiminin GOR hedef ile etkilesimi sonucu manyetik
ayirma sonrasi elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu. a) Au nanopartikil-GOR
prob b) GOR hedef ile etkilesim sonucu manyetik olmayan kisim ¢) GOR hedef ile

etkilesim sonucu manyetik olan kisim.

Cizelge 4.34. Nanopartikil prob karisiminin GOR hedef ile etkilesimi sonucu

manyetik ayirma sonrasi plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri.

Ornekler 1.pik 1.pik dalga
absorbans boyu (nm)
Au-GOR prob 0.90 527
2.0 yM GOR hedef 0.72 535
Absorbans degisimi 0.18 -
Red-Shift (AAgor, NM) - 8
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iki farkli prob takili altin nanopartikiil karisimi absorpsiyon spektrumuda her bir
probun kendine 6zgu plasmon dalga boyunu gostermemektedir. Bu nedenle hedefin
ilgili oldugu probun UV/Vis absorpsiyon spektrumu ile manyetik 6zellik gosteren ve
gostermeyen kisimlarin UV/Vis absorpsiyon spektrumu karsilastiriimistir.  Altin
nanopartikil prob karisimi 2.0 uM derisiminde GOR hedef oligonukleotiti ile
etkilestirildiginde manyetik ayirma sonucu manyetik 6zellik gosteren ve gostermeyen
kisim birbirinden ayrilmigtir. Sekil 4.69'da goruldugu uzere karigim GOR hedefi ile
etkilegtirildiginde manyetik ayirma sonucu manyetik olmayan kisim 535 nm dalga
boyunda plasmon vermistir (Sekil 4.69 b). Manyetik olmayan kisimda klresel altin
GOR prob ve GOR hedef ¢ozeltisi bulunmaktadir. Dolaysiyla altin nanopartikil GOR
probu 527 nm dalga boyunda plasmon verdiginden GOR prob ve GOR hedefin
etkilesimi sonucu 8 nm’lik bir dalga boyu kaymasi gerceklesmistir (Cizelge 4.34).
Manyetik 6zellik gosteren kisimin UV/Vis absorpsiyon spektrumuna (Sekil 4.69 c)
bakildiginda ise 544 nm dalga boyunda plasmon vermis olup FezO4Au MTB
probunun gosterdigi plasmonu vermistir. GOR hedefin MTB probu tasiyan Fe;O4/Au
nanopartikili ile etkilesmedigi dolayisiyla herhangi bir dalga boyu kaymasi

olusturmadigi gorulmustur.

Sekil 4.70’de nanopartikll prob karisiminin MTB hedef ile etkilesimi sonucu manyetik
ayirma sonrasi elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumlari verilmigtir. Ayrica
Cizelge 4.35’de nanopartikil prob karisiminin MTB hedef ile etkilesimi sonucu
manyetik ayirma sonrasi plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri

gOsterilmistir.

Cizelge 4.35. Nanopartikil prob karisiminin MTB hedef ile etkilesimi sonucu

manyetik ayirma sonrasi plasmon dalga boylari ve red-shift kayma degerleri.

Ornekler 1.pik 1.pik dalga
absorbans boyu (nm)

Fe304/Au- MTB prob 0.75 544

2.0 yM MTB hedef 0.65 550

Absorbans degisimi 0.10 -

Red-Shift (AAyrs, NmM) - 6
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Sekil 4.70. Nanopartikul prob karisiminin MTB hedef ile etkilesimi sonucu manyetik
ayirma sonrasi elde edilen UV/Vis absorpsiyon spektrumu. a) FesO4/Au- MTB prob b)
MTB hedef ile etkilesim sonucu manyetik kisim ¢c) MTB hedef ile etkilesim sonucu

manyetik olmayan kisim.

iki farkli prob takili altin nanopartikiil karisimi absorpsiyon spektrumuda her bir
probun kendine 6zgl plasmon dalga boyunu géstermemektedir. Bu nedenle hedefin
ilgili oldugu probun UV/Vis absorpsiyon spektrumu ile manyetik 6zellik gdsteren ve
gostermeyen kisimlarin UV/Vis absorpsiyon spektrumu karsilastiriimistir.  Altin
nanopartikil prob karisimi 2.0 uM derisiminde MTB hedef oligonukleotiti ile
etkilestirildiginde manyetik ayirma sonucu manyetik 6zellik gosteren ve gostermeyen
kisim birbirinden ayrilmistir. Sekil 4.70’de goruldigu uzere karigim MTB hedefi ile
etkilegtirildiginde manyetik ayrima sonucu manyetik olan kisim 550 nm dalga
boyunda plasmon vermigtir (Sekil 4.70 b). Manyetik olan kisimda Fe3;O4/Au-MTB
prob ve MTB hedef ¢ozeltisi bulunmaktadir. Dolaysiyla Fe3O4/Au-MTB probu 544 nm
dalga boyunda plasmon verdiginden MTB prob ve MTB hedefin etkilesimi sonucu 6
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nm’lik bir dalga boyu kaymasi gerceklesmistir (Cizelge 4.35). Manyetik olmayan
kisimin UV/Vis absorpsiyon spektrumuna (Sekil 4.70 c) bakildiginda ise 527 nm
dalga boyunda plasmon vermis olup Au nanopartikil GOR probunun gosterdigi
plasmonu vermisti. MTB hedefin GOR probu tasiyan altin nanopartikill ile

etkilesmedigi dolayisiyla herhangi bir dalga boyu kaymasi olusturmadigi goraimagtar.

Yapilan bu galisma ile kuresel nanopartikul problarinin hedef ile etkilesimi sonucu
dalga boyu kayma degerlerinin altin nanogubuk problarina gére daha az oldugu
gorulmustar. Literatirde de ortamin refraktif indeks degisimine eksenel plasmon

dalga boylarinin daha hassas oldugu belirtilmigtir (Yu, 2006).
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4.2.2. SPR Destekli Elipsometre Galigmalari

SPR sensorleri, altin, gimusg gibi metalik film ile kapl yuzey Uzerinde antijen-antibadi
ya da nukleik asit eslesmeleri gibi cesitli nedenlerden olusan ve SPR ylzeyinde
biriken biyolojik filmler nedeniyle kiriima indisindeki (“refractive index”, RI) kiguk
degisiklikleri belirleyebilen ve ¢ok sikga kullanilan bir analitik 6lgim cihazidir. Son
yillarda Au film tabakasi yerine Au nanopartikillerin kullanildigi lokalize SPR
sistemleri normal SPR sistemlerine alternatif olarak gelistirilmistir. Bu sistemlerde
taniyici  (ligand) molekilleri cam slaytlarin  ylzeyine yerlestiriimis altin
nanopartikillerinin ylizeyine immobilize edilmekte ve hedef molekulu iceren sivi fazla
etkilestirilerek, ortamin dielektirik sabiti ve dolayisiyla refraktif indeksi degisiminin
optik olarak gozlenmesiyle tayin gergeklestiriimektedir. Boylece herhangi bir
geviriciye gerek olmadan yuksek secicilik ve hassasiyette, etiket gerektirmeden,
basit, ucuz ve tasinabilir Au nanopartikil esasli SPR sensorleri gelistirilerek cesitli
patojenik bakteriler ve genetik hastaliklar tayin edilebilmektedir. Sunulan bu
calismada, boyut ve sekline bagh olarak farkli optik 6Ozellikler gbésteren altin
nanopartikilerin plasmon 6zelliklerinden faydalanarak M. gordonae patojenine 6zgu
nanopartikil esasli SPR sensoru gelistiriimesi ve sistemin seciciliginin arastirilmasi

amaclanmistir.

Tez calismasinin bu kisminda BélUm 4.1°de ayrintili olarak ele alinan farkh boy, sekil
ve yapidaki altin nanopartiklllerin sentez ve karakterizasyonu sonucu SPR destekli
elipsometre biyosensorlerinde kullanilabilirligini arastirmak Uzere dort farkli altin
nanopartikdl ile galismalar yapiimigtir. Bunlar; ortalama 13 nm g¢apa sahip kuresel
altin nanopartikll, uzunlugu 54 nm ¢api 15 nm (uzunluk/gap orani 3.5), uzunlugu 54
nm ¢ap! 21 nm (uzunluk/gap orani 2.6) olan iki farkh altin nanogubuk ve 87 nm ¢apa
sahip ¢ekirdek/kabuk yapisinda altin kapli manyetik nanopartikil (FesO4/Au) olmak
uzere dort farkh oOrnektir. SPR destekli elipsometre galismalarinda M. gordonae
patojenine 6zgu oligontkleotid probu (GOR) olarak 5-HS-(CH2)s—(T)15s CAC CCT
CGG GTG CTG TC-3 dizisi, eslenik hedef dizisi olarak ta 5—-GA CAG CAC CCG
AGG GTG-3’ dizi kullanilmisgtir.

Bu calisma igin secilen dort farkh altin nanopartikil farkli derisimlerde cam tasiyici

yluzeylere adsorbe edilerek ylzey Uzerinde tek tabaka olusturacak optimum
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nanopartikil derigimleri belirlenmigtir. Daha sonra M. gordonae tlrune ait
mikroorganizmalarin taninmasinda kullanilan farkli derisimlerde oligonukleotid
problar bu nanopartikillerin ylizeyine immobilize edilerek optimum prob derigimleri
belirlenmistir. M. Gordonae mikroorganizmasi igin hazirlanan nanopartikil esasl
SPR sensorlerin - farkh  derisimlerdeki hedef dizileri ile hibridizasyonlar
gerceklestirilerek sensorlerin duyarliliklari ile ¢alisma araliklari ve kinetik baglanma
sabitleri belirlenmigtir. Bu érneklerle yapilan ¢alismalar asagida ayri bolimler halinde

anlatiimigtir.

4.2.2.1 Kuresel Altin Nanopartikiillerin SPR Destekli Elipsometre Sensoériunde

Kullanimi

Son yillarda molekiler dizeyde etkilesmelerin kantitatif izienmesi icin gelistirilen en
iyi sistemlerden biri olan SPR’de taniyici (ligand) molekiilleri altin kapli cam slaytlarin
yuzeyine immobilize edilmekte ve hedef molekull igeren sivi fazla etkilestirilerek,
yuzeydeki yogunluk degisiminin optik olarak g6zlenmesiyle tayin
gerceklestiriimektedir. Grubumuzda altin kaph cam slaytlar kullanilarak M.
tuberculosis kompleks (MTB), M. gordonae, influenza A ve influenza B virlist igin
SPR sensorleri gelistiriimistir (Duman, 2007). Tez g¢alismanin bu kapsaminda ayni
¢alismanin altin kapli cam slayt yerine altin nanopartikil immobilize edilmis cam
slaytlar kullanilarak sadece M. Gordonae patojenik bakterisine 6zgu sensor

gelistiriimeye calisiimigtir.

Bolum 4.1 'de yapilan optimizasyon sonucu ortalama 13 nm partiktl ¢apina sahip,
520 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren kiresel altin nanopartikuller ile
ilk SPR destekli elipsometre sensoru galigmasi yapiimis ve kullanilan nanopartiktlin

Ozellikleri Sekil 4.71’de verilmistir.
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Sekil 4.71. SPR destekli elipsometre sensdrinde kullanilan kiresel altin

nanopartikillerin 6zellikleri.

Cam Slayt Yiizeyine Kiiresel Altin Nanopartikiillerin immobilizasyonu

SPR destekli elipsometre biyosensorlerinde kullanilabilirligini arastirmak Gzere
sentezlenen nanopartikullerin cam slayt Uzerinde tek tabaka olusturacagdi optimum
nanopartikul derigimini  belirlemek icin farkli derisimlerde (0.25-1.0 %(v/v))
nanopartikiil  gozeltileri  hazirlanmistir.  Once cam  slaytlar  %1lik  3-
merkaptopropiltrimetoksisilan (MPTS) ¢ozeltisi ile modifiye edilerek ylzeyinde tiyol
grubu olugucak sekilde silanlama isleminden gegcirilmistir. Sonra yuzeylerindeki tiyol
u¢ gruplarindan altin nanopartikullerin tiyol grubuna olan afinitesinden faydalanarak
farkh derisimlerdeki nanopartikul ¢ozeltileri cam yuzeyleri Uzerinde oda sicakhginda
24 saat bekletilerek immobilizasyon iglemi gerceklestirilmistir. Farkh derigim

degerlerine karsilik dlgulen delta degisim degerleri Sekil 4.72’de verilmigtir.
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Sekil 4.72. Cam slaytlara immobilize edilmis farkh derisimdeki kiresel altin

nanopartikullerin delta degigimi.

Sekil 4.72.’de goéruldugu Uzere nanopartikll derisiminin artmasiyla delta degisimi de
artmistir. Hacimce yuzde 0.25 nanopartikil iceren ¢ozeltinin cam slayt ylzeyine
immobilizasyonu sonucu deltada 20°’lik bir degisim gdzlenmistir. Hacimce yuzde 1.0
nanopartikul iceren ¢ozeltinin cam slayt ylUzeyine immobilizasyonu sonucu delta
degisim degeri 80°lerde olgulmustir. Bu sekilde Olcllen yiksek delta degisim
deg@erleri cam slayt ylzeyinde nanopartikillerin tek tabaka degil de c¢oklu tabaka
olusturdugunu gostermistir. Bu nedenle cam yulzeyini tek tabakali kapliyacak

optimum nanopartikul derigimi 0.25 (%v/v) olarak belirlenmistir.
Kiresel Altin Nanopartikiil Yiizeyine GOR Prob Oligoniikleotitinin Baglanmasi

Oligonukleotid prob molekiillerinin, kati yizeylere immobilizasyonu, DNA biyosensor
ve nanoarray uygulamalarinda ¢ok énemli bir basamaktir. Bu hibridizasyonun verimi
belirlemekte ve tayin icin sinyal gucunu etkilemektedir (Garipcan, 2008).
Oligonukleotitler ylzeye substrata dogru (dik) oriyente olmus konformasyonda
immobilize olursa ve tam kaplanirsa yuksek kalinliklar beklenir. Ancak, buyuk
ihtimalle  yuzeyin tamamiyle kaplanmasini  engelleyen iyi ydénlenmemis

immobilizasyon yuzinden elipsometreden elde ettigimiz kalinlik degerleri
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bekledigimiz degerlere gore daha dusuktir. Bu durumda daha sonraki hedef
oligonukleotitlerle hibridizasyon asamasi icin substrat yuzeylerinde dogru oriente
edilmis prob oligonlkleotitlerin sayisi yeterli olacaktir. Clnkl ylksek yogunlukta
sikistirlilmis prob immobilizasyonu; yuzeyde immobilize edilmis oligonukleotitlerin
hedef oligonukleotitlerle hibridizasyonunu olasi sterik engelleme nedeniyle
zorlastirdid1 ya da azalttigi icin genelde ¢ok istenmeyen bir durumdur (Wang, 2001).
Bu bdlimde GOR prob molekillerinin  nanopartikll yldzeyine immobilizasyonu
derisimin etkisi, farkh derigsimlerde oligonukleotid c¢o6zeltilerinin kullaniimasi ile

arastinimistir.

Cam yuzeyini tek tabakali kapliyacak optimum nanopartikil derisimi 0.25 (%v/v)
olarak belirlendikten sonra ayni derisimde kuresel nanopartikil immobilize edilmis
dort cam slayt hazirlanmistir. Daha sonra kuresel altin nanopartikil immobilize
edilmis dort cam slayta M. gordonae patojenine 6zgu 5’-tiyollenmis farkli derigimlerde
GOR oligonukleotit probu génderilerek SPR destekli elipsometrik élgiimlerle optimum

GOR prob derigsimi belirlenmisgtir.

GOR prob derisim degerleri daha 6nce grubumuzda altin film kapli cam slaytlar
uzerine GOR prob oligonukleotitinin baglanmasi konusunda g¢alismis olan Mehmet
Duman’in doktora tez g¢alismasina dayanilarak 0.25-2.0 uM arahdi olarak segcilmistir
[Duman, 2009]. immobilizasyon islemi sirasinda kullanilan tampon cozelti,
baglanmada etkili oldugu icin calismanin bu asamasinda nanopartikil baglanmig
cam slayt yuzeyine uygun prob immobilizasyonu saglayacak tampon ¢ozeltisi literatur
taramasi sonucunca 1M’k pH 3.8 fosfat (KH,PO,4) tamponu olarak belirlenmigstir
(Wang, 2004; Manelli, 2005; Jiang, 2005; Peterlinz ve Georgiadis, 1997; Herne ve
Tarlov, 1997). Bu islem igin sirasi ile optimum altin nanopartiktl derigsimindeki cam
slayt SPR akis hicresine yerlestiriimistir. SPR akis hlicresine sirasiyla ilk 30 dakika
1M’k pH 3.8 fosfat (KH,PO,4) tampon ¢ozeltisi ve farkli derisimlerdeki (0.25-2.0 uM)
GOR prob ¢ozeltileri oda sicakliginda akis hicresinden 10.2 ul/dakika akis hizinda
gecirilerek dengeye gelinceye kadar dlguimler alinmistir. SPR’de farkl derisimlerde
elde edilen delta-zaman egrisindeki degisimi Sekil 4.73.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.73. Kiresel altin nanopartikiller ylzeyine farkli derisimdeki GOR prob

oligonukleotitlerin baglanmasina bagl delta-zaman egrisindeki degisim.

Sekil 4.73.’de goruldigu tzere GOR oligonukleotit prob derisiminin artmasiyla delta
degisimi de artmistir. 0.25 pMlk GOR prob c¢ozeltisi SPR akis hicresinden
gegirilirken deltada 0.5°’lik bir degisim goézlenmistir. 2 pM‘daki GOR probunun

baglanma grafigine bakildiginda delta degisiminin

2.5°

civarinda oldugu

gorulmektedir. Optimum GOR prob derisim tayin sinirini belirlemek igin deltadaki

degisim degerlerine karsilik derisim grafigi cizilmistir (Sekil 4.74).
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Sekil 4.74. Kuresel altin nanopartikil ylizeyine baglanan GOR prob oligonukleotit

derisim degerlerine karsilik delta degisimleri.

Sekil 4.74.’den prob derisim degerleri arttikga delta degisim dederlerininde artigi
g6zlemlenerek en ylksek tayin limitinin 2uM, en dusuk tayin limitin ise 0.05uM olarak
belirtebiliriz. Sonug olarak, 1 ve 2uM’ Ik GOR prob derisim degerlerinde yaklasik
ayni delta degisim degeri Olguldugunden optimum prob derisim degeri 1 yM olarak

belirlenmistir.
Oligoniikleotitlerin Nanopartikiil Yiizeyine Baglanma Kinetiginin incelenmesi

Reseptor ile ligand arasindaki affinite ya da baglanma gucinu ifade eden baglanma
katsayisi (Kp, binding konstant) kinetik hesaplamalar sonucu hesaplanmaktadir. A
reseptor B ligand olarak ifade edildiginde A ile B arasindaki etkilesim; A+B=AB
seklinde gosteriimektedir. A ile B arasindaki etkilesim sonucu olusan AB Urinu
olusum hiz sabiti Ko, (association rate constant), AB Urinunidn A ve B’ye ayrilma hiz
sabiti Ky (dissociation rate constant) olarak ifade edilmektedir. Baglanma katsayisi
(Kp), KoilKon oranindan hesaplanmaktadir. Literaturde bu sekilde birgok
biyomolekulin baglanma katsayisi hesaplanmistir. Lin ve arkadaslari DNA'ya
baglanan Sandramycin, Actinomycin, Mithramycin, Ditercalinium gibi ilaglarin hedef
DNA’ya baglanma katsayilarini SPR biyosensor teknolojisi ile belirlemislerdir (Lin,
2005). Jecklin ve arkadaslar, protein-ligand baglanma katsayisini etiket
gerektirmeyen ylzey plasmon rezonans (SPR), nanoelektrospray iyonizasyon kutle

spektrometri (NESI-MS) ve izotermal titrasyon kalorimetri (ITC) ydntemlerini
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kullanarak tayin etmislerdir. Stlfamid inhibitorlerinin insan karbonik anhidraz | (hACI)
ligantina baglanma katsayisini kinetik ¢alismalar sonucu hesaplamislardir (Jecklin,
2009). Ayrica tez kapsaminda yaptigimiz ¢calismalarda kullandigimiz SPR sensori
kullanilarak poliklonal anti-rabbit IgG ligantinin altin film kapli cam substrat ylzeyine
immobilize edilmis 1gG reseptor molekiline baglanma sabiti tayin edilmigtir

(Nanofilm Surface Analysis, Application Note, www.nanofilm.de).

Tez kapsaminda SPR destekli elipsometre calismalari sonucu elde edilen veriler
kullanilarak altin nanopartikillerin yluzeyine baglanan oligonukleotitlerin baglanma
katsayisini  belirlemek icin kinetik c¢alismalar da yapilmistir. Kiresel altin
nanopartikiller reseptor GOR prob oligonukleotiti ligand olarak dusundldugunde
GOR prob oligonikleotitinin ylzeye baglanma kinetigi incelenerek Sekil 4.75'de
gOsterilmistir. Zamana karsi delta degisim degerleri kullanilarak 4.1 ve 4.2 esitlikleri
kullanilarak ylzeye baglanma hiz sabiti (Ko, association rate constant), yuzeyden
ayrilma hiz sabiti (Ko, dissociation rate constant) ve baglanma katsayisi (Kp)
degerleri hesaplanmigtir. Bu hesaplamalar tez kapsami boyunca kullandigimiz SPR
cihazinin software kitapc¢iginda yer alan kinetik baglanma galismasinda verilmis 4.1
ve 4.2. esitlikleri kendi sistemimize uyarlanarak Origin 8.0 programi kullanilarak

yapiimistir. Ornek bir hesaplama ekler kisminda ayrintili olarak verilmistir.

‘_'\E.;I"L{ | = jt.f__|- 1 — E-“'-F'-'; —_ i ! T (41)
L ., T .-": __.':
] = =
. ; = '{L.H:EIL.:.- T I{L.*yr'r' ........................................................................................................ (4.2)
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Sekil 4.75. GOR prob oligonukleotitinin kuresel altin nanopartikil yizeyine baglanma

Kinetigi.

Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.75'de géruldigu gibi GOR prob
oligonukleotitinin yuzeye baglanma sabiti (Kp) 0.546 M olarak bulunmustur. Kp degeri
reseptor ile ligand arasindaki affinite ya da baglanma gucund belirleyen bir ifadedir.
Ko degeri ne kadar kiguk olursa baglanmanin o kadar iyi oldugu bilinmektedir.
Jecklin ve arkadaslari SPR c¢alisma verilerini kullanarak sulfuridin  ve
asetazolamidinin hCAl ligantina baglanma katsayisini (Kp) sirasiyla 35.6 ve 0.0130
MM olarak hesaplamiglardir (Jecklin, 2009). Lin ve arkadaglari, DNA'ya baglanan
Sandramycin ve Acridine tlrevi gibi ilaglarin hedef DNA’ya baglanma sabitini (Kp)
siraslyla 9.107 ve 5.10° M oldugunu belirtmislerdir (Lin, 2005) Literatiirde yapilan bu
calismalarda elde edilen baglanma katsayilari ile bizim elde ettigimiz baglanma
katsayisi kiyaslandiginda GOR probunun altin nanopartikil yldzeyine baglandigi
fakat Kp degeri ne kadar kuguk olursa baglanmanin o kadar iyi oldugu bilgisiyle
literatUrdeki kadar iyi olmadigi seklinde yorum yapilabilir.

Kuresel Altin Nanopartikiil Yiizeyindeki GOR Prob Oligonukleotit Dizisinin

Hedef ile Hibridizasyonu

Hibridizasyon olgumleri, GOR hedef oligonuleotid c¢ozeltilerinin elipsometrik akis

hicresine 25 °C de enjeksiyon edilmesiyle yapilmistir. Elipsometrik delta ve psi
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elipsometrik parametrelerini elde etmek igin tek dalga boylu 1gik kaynagi
kullaniimistir. Ozellikle faz kaymasi; 1s1§in yansidi§i tabakalarin optik 6zellikleriyle
cok baglantilidir. ince filmlerin (cam slayta birikmis katmanlar) karmasik refraksiyon
indeksleri tek dalga boylu elipsometre ile dlgllen elipsometrik parametrelerle kolayca
iligskilendirilebilir. Dielektrik malzemelerde, bizim durumumuzda oligonukleotidlerde,
homojen tabakalar igin refraksiyon parametrelerinin tabaka kalinhigindan etkilendigi
varsayimi yapmak anlamhdir. Bu varsayimla, hibridize olmus yuzeylerde kalinlik
tayini goreceli elipsometrik parametre varyasyonu olarak rapor edilmigtir.
Hibridizasyon sdreci sirasinda, yuzeyde hedef oligonukleotidler, prob
oligonukleotidleri ile hibridize oldugunda elipsomterik acgi (delta) gelen Is1gIn
yansimasina dayandiriimistir  (Arwin, 2000). Bu degdisim sayesinde, DNA

hibridizasyonu elipsometreyle kolayca goruntulenebilmigtir.

Optimum prob derisiminde oligonukleotit takilmis dort cam slayta doért farkl derisimde
(0.25-2.0 pM) GOR hedef dizisi olan oligonukleotit ¢ozeltileri gdnderilerek
hibridizasyon sonucunda olusan kalinhk degisim degerleri dlgiimustir. Bu iglem igin
siras! ile ylzeye altin nanopartikil takilmis cam slayt SPR akis hicresine
yerlestirilerek 30 dakika 1M’lik pH 3.8 fosfat (KH,PO,) tampon ¢ozeltisi ve 1 pM’lik
GOR prob ¢ozeltisi 10.2 pl/dakika akis hizinda akis hicresinden gecirilerek dengeye
gelinceye kadar élgumler alinmigtir. Tiyol modifiye tek sarmal oligonlkleotit problarin
altin ylizeye hem tiyol grublarindaki sulfur atomundan kovalent olarak hem de bazi
durumlarda nukleotitlerin yapilarinda bulunan amin grublarindan 6zgin olmadan
yuzeye vyapisip hedef dizileri ile eglesmeyi saglayan amin gruplarinin kapali
olmasindan dolaylr hibridizasyon gerceklesememektedir. Bu nedenle prob
oligonukleotitlerin hedef dizileri ile eslesmelerinin en etkili sekilde olmasini saglamak
icin bloklama ajani olan 1 mM’lik 1-merkapto-6-hekzanol (MCH) ¢ozeltisi 30 dakika
gegirilerek  6zglin baglanmayan oligonukleotit problar sensér yuzeyinden
uzaklastirimistir. Sensoér yuzeyine optimum derisimde prob ve bloklama ajani
immobilizasyonu sonrasi yuzeydeki problar hedef dizileri ile eslesmeye hazir hale
gelmistir. Uygun eslesmeyi saglayacak tampon ¢ozeltisi, pH ve sicaklik parametreleri
Mehmet Duman’in doktora tezi temel alinarak, hibridizasyon tampon ¢ozeltisi pH 7.4
fosfat tamponu (20 mM Na;HPO4, 150mM NaCl, 0.1mM EDTA, %0.005 Tween 20)
ve eglesme sicakhdi ise oda sicakligi (25 °C) olarak belirlenmistir. Daha sonra akig
hiacresinden 15 dakika hibridizasyon tampon ¢oOzeltisi gegcirilmigtir. Calisma
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araligindaki derisimde hazirlanmis GOR hedef oligonukleotit ¢ozeltisi SPR akis
hucresine 10.2 pl/dakika akis hiziyla enjekte edilmistir. Reaksiyon, yaklasik 270
dakika suresince izlenmistir. Baglanmaya iliskin analitik sinyal Delta (A) degerindeki
goreceli degisim olarak rapor edilmistir. Farkh hedef GOR derisimine bagli olan DNA
hibridizasyona bagl delta-zaman egrisindeki degisim Sekil 4.76 'da gosterilmistir.

Ayrica hedef olmayan oligonukleotit dizisi kullanilarak da kontrol deneyi yapilmigtir.
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Sekil 4.76. Kuresel altin nanopartikiller yuzeyine baglanmig GOR prob
oligonukleotitinin farkli derigsimlerdeki hedef ile hibridizasyona bagh delta-zaman
egrisindeki degisim. GOR prob oligontkleotid derigimi; 1uM.

Sekil 4.76’da goruldigu gibi SPR akis hucresine yerlestirilen kiresel nanopartikdl ile
genisletilmis dort cam slayta optimum prob derigsiminde oligonukleotit gdnderildiginde
hepsinde yaklasik 100 dk gibi bir zaman araliginda ayni delta degisim degeri
OlctlmUstir. Bundan sonra gdénderilen hedef oligonukleotit derisimi arttikga delta
degisim degeri artmigtir. Verilen butiin hedef derigimleri i¢in hibridizasyon basamagi,
dereceli olarak doyuma yaklasik 125 dakikada ulasmistir. Hibridizasyon hizi hedef
derigiminin 0.25’ten 2.0 pyM’a artmasiyla belirgin olarak artmaktadir. 125 dakika
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icindeki delta degisimleri sirasiyla 0.3°, 0.5°, 1.2° ve 1.5°dir. Bu zaman araligindan

sonra, deltadaki degisimler genelde sabittir (plato degerine ulagir).

Ayrica SPR destekli elipsometrik sensoérunidn segiciligini incelemek amaciyla
optimum derigsimde 1 yM’lik GOR prob immobilize edilmis cam slayta 2 yM’lik GOR
probun eslenigi olmayan bir oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilmigtir. Bu ¢alismada da
yukaridaki islemler aynen uygulanmis olup eslenik olmayan oligonukleotit dizisi
olarak 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3’ siras! kullaniimigtir. Sekil 4.76’
da goruldugu gibi GOR probunun eslenigi olmayan oligonukleotitle hibridize olmadigi
Sekil 4.6'da gorulen delta degerinde herhangi bir degisim gozlenmemigtir. Optimum
GOR hedef oligonulkleotit derisim tayin sinirini belirlemek icin deltadaki degisim

degerlerine karsilik derisim grafigi cizilmistir (Sekil 4.77).
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Sekil 4.77. Kuiresel altin nanopartikil ylzeyine baglanmig GOR prob
oligonukleotitinin GOR hedef oligonukleotiti ile eslesmesi sonucu derisim degerlerine

kargilik delta degisimleri.

Sekil 4.77°de goruldugu gibi dengedeki sensor yanitlarina gore, sensoér kalibrasyon
egrisi hedef derigin araliginin (0-2.0 yM) Ustunde c¢izilmistir. Kalibrasyon egrisi 0.05
MM ile 2.0 uM arasinda 0.984 dogrusal regrasyon katsayisiyla lineer sensor yanit

bolgesini vermistir.
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Hedef GOR oligonukleotitinin prob molekulu ile hibridizasyon kinetigi incelenerek
Sekil 4.78'de gosterilmistir.  Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu $ekil 4.78'de
goruldugu gibi GOR hedef oligonulkleotitinin eslenigine baglanma sabiti (Kp) 0.305 M

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.78. GOR hedef oligonukleotitinin kuresel altin nanopartikul yluzeyine

baglanma kinetigi.

4.2.2.2 Altin Nanogubuklarin (A.R 3.5) SPR Destekli Elipsometre Sensorunde

Kullanimi

Bolum 4.1.3’de sentezlenip karakterize edilen ortalama uzunlugu 54 nm, ¢api 15 nm
(uzunluk/cap orani 3.5) olan nanogubuklar, kiresel altin nanopartikiller ile yapilmis
olan M. Gordonae patojenik bakterisine 6zgu sensor geligtiriimesi calismasinda
oldugu gibi altin nanogubuk esasli SPR destekli elipsometre sensoru ¢alismasinda
kullanilmistir.  Eksenel yonde 795 nm radyal yonde 513 nm dalga boylarinda

absorbans veren nanogubugun 6zellikleri Sekil 4.79°da verilmigtir.
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Sekil 4.79. SPR destekli elipsometre senséri c¢alismasinda kullanilan altin

nanocubugun (A.R 3.5) ézellikleri.

Cam Slayt Yiizeyine Altin Nanogubuklarin immobilizasyonu

Ozellikleri yukarida verilen nanogubuklarin cam slayt (izerinde tek tabaka
olusturacagi optimum nanogubuk derisimini belirlemek igin farkli derigsimlerde (0.25-
1.0 (% v/v)) nanogubuk ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cam slaytlar silanlanma igleminden
gecirildikten sonra yuzeylerindeki tiyol u¢ gruplarindan altin nanogubuklarin tiyol
grubuna olan afinitesinden faydalanarak farkli derigsimlerdeki nanogubuk c¢ozeltileri
cam yuzeyleri Uzerinde oda sicakliginda 24 saat bekletilerek immobilizasyon iglemi
gerceklestiriimistir. Farkli derigsim degerlerine karsilik ol¢ulen delta degisim degerleri
Sekil 4.80°de verilmistir.
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Sekil 4.80. Cam slaytlara immobilize edilmis farkli derisimdeki altin nanogubuklarin
(A.R 3.5) kalinhik degisimi.

Sekil 4.80°'de goruldugu Uzere nanogubuk derigsiminin artmasiyla delta degisimi de
artmis olup hacimce yuzde 0.6 olan derisimden sonraki nanogubuk derigimlerinde
delta degisim degerlerinde sabitlenme goértlmuastir. Hacimce ylizde 1.0 (%v/v)
kiresel altin nanopartikil iceren ¢ozeltinin cam slayt yuzeyine immobilizasyonu
sonucu gosterdigi delta degisim degeri 80°’lerde iken ayni derisimde nanogubugun
cam slayt yuzeyine immobilizasyonu sonucu gosterdigi delta degisim degeri 16°’dir.
Bu da klresel altin nanopartikillerin cam slayt ylzeyinde birden fazla tabaka
olusturdugunu gostermektedir. Elde edilen sonuglar 1siginda optimum nanogubuk

derisimi hacimce 0.85 (%v/v) olarak belirlenmigtir.

Altin Nanogubuk Yiizeyine GOR Prob Oligontukleotitinin Baglanmasi ve Kinetik

Baglanmasinin incelenmesi

Optimum nanogubuk derisimi hacimce 0.85 (%v/v) olarak belirlendikten sonra ayni
derisimde altin nanogubuk immobilize edilmis dort cam slayt hazirlanmistir. Daha
sonra altin nanogubuk immobilize edilmig dort cam slayta M. gordonae patojenine
0zgu tiyol modifiye edilmis farkli derisimlerde GOR prob oligonukleotiti gdnderilerek
SPR destekli elipsometrik dlgimlerle optimum GOR prob derisimi belirlenmistir. GOR

prob derigsim degerleri araligi yine kuresel altin nanopartikiller ile yapilan galismadaki
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0.5-2.0 uM araligi olarak secilmistir. Cam slayt yuzeyine uygun prob immobilizasyonu
saglayacak tampon c¢Ozeltisi olarak 1M'hk pH 3.8 fosfat (KH,PO,) tamponu
kullaniimistir.  Farkh derisimlerdeki (0.25-2.0 pM) GOR prob c¢ozeltileri oda
sicakhginda SPR akis hulcresinden gegcirilerek dengeye gelinceye kadar dlgumler
alinmistir. SPR’de farkli derisimlerde elde edilen delta degisimi degerleri Sekil
4.81'de gOsterilmigtir.
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Sekil 4.81. Altin nanocubuklarin (A.R 3.5) yuzeyine farkli derisimdeki GOR prob

oligonuklectitlerin baglanmasina bagli delta-zaman egrisindeki degisimi.

Sekil 4.81’de goruldigu Uzere GOR oligonukleotit prob derisiminin azalmasiyla delta
degisimi de azalmistir. 0.25 pM‘lk GOR prob c¢o6zeltisi SPR akis hucresinden
gegirilirken deltada 0.2°’lik gibi ¢ok kiiguk bir degisim gbézlenirken 2 uM‘lik GOR prob
derigiminde 0.7°’lik bir degisim gdzlenmigstir. Kiresel altin nanopartikil ylzeyine farkli
derisimde GOR probunun baglanmasi sonucu olgllen en ylksek delta degisim
degeri 2.5° iken nanogubuk ile yapilan ayni ¢calismada elde edilen en yuksek delta
degisim degeri 0.7° olmustur. Optimum GOR prob derigsim tayin sinirini belirlemek

icin deltadaki degisim degerlerine karsilik derisim grafigi gizilmistir (Sekil 4.82).
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Sekil 4.82. Altin nanogubuk (A.R 3.5) ylzeyine baglanan GOR prob oligonikleotit

derisim degerlerine karsilik delta degisimleri.

Sekil 4.82'den prob derisim degerleri arttikga delta dedisim de@erlerininde artigi
g6zlemlenerek en yuksek tayin limitinin 1 ve 2uM, en dusuk tayin limitin ise 0.05uM
olarak belirtebiliriz. Sonug¢ olarak, 1 ve 2uM’ ik GOR prob derisim degerlerinde
yaklagik ayni delta degisim degeri olguldugunden optimum prob derigim degeri 1 yM

olarak belirlenmisgtir.

Ayrica GOR prob oligonukleotitinin altin nanogubuk yuzeyine baglanma kinetigi
incelenerek Sekil 4.83'de gdsterilmisti.  Zamana karsi delta degisim degerleri
kullanilarak 4.1 ve 4.2 esitlikleri kullanilarak ylzeye baglanma hiz sabiti (Kop),

ylzeyden ayrilma hiz sabiti (Ko) ve baglanma sabiti (Kp) degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.83. GOR prob oligonukleotitinin altin nanogubuk (AR 3.5) ylzeyine baglanma
kinetigi.

Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu S$ekil 4.83'de goérulduagu gibi GOR prob
oligonukleatitinin altin nanogubuk ylzeyine baglanma sabiti (Kp) 0.27 M olarak
bulunmustur. Ayni oligonukleotitin kuresel altin nanopartikil yUzeyine baglanma
sabiti 0.546 M olup altin nanogubuk yuzeyine baglanma sabitinin iki katidir. Kp degeri
reseptor ile ligand arasindaki affinite ya da baglanma gucund belirleyen bir ifadedir.
Ko degeri kiculdikge baglanmanin gucinin artmasina dayanarak GOR prob
oligonukleotitinin kuresel altin nanopartikullere nazaran altin nanogubuk yuzeyine

daha iyi baglandigi soylenebilir.

Altin Nanocgubuk Yiizeyindeki GOR Prob Oligoniikleotitinin Hedef Dizi ile

Eslesmesi

Hibridizasyon ¢alismasi, optimum prob derisiminde oligonUkleotit takilmis dért cam
slayta dort farkli derisimde (0.25-2.0 yM) GOR hedef dizisi olan oligonukleotit
¢Ozeltilerinin SPR akis hlcresine génderiimesiyle gerceklestiriimistir. Bu ¢alisma da
yapilan iglemler kuresel altin nanopartiktllerin yuzeyindeki GOR probunun hedef dizi
ile hibridizasyonu kisiminda ayrintili olarak anlatildigi sekilde aynen uygulanmistir.
Hibridizasyon sonucunda baglanmaya bagl analitik sinyal Delta (A) degerindeki
goreceli degisim olarak rapor edilmistir. Farkli hedef GOR derisimine bagli olan DNA
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hibridizasyona bagli delta-zaman egrisindeki degisim Sekil 4.84’de gosterilmistir.

Ayrica hedef olmayan oligonukleotit dizisi kullanilarak da kontrol deneyi yapilmigtir.
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Sekil 4.84. Altin nanocgubuklarin (A.R 3.5) ylzeyine baglanmis GOR prob
oligonukleatitinin farkli derisimlerdeki hedef ile hibridizasyonu sonucu delta-zaman

egrisindeki degisim. GOR prob oligonukleotid derisimi; 1uM.

Sekil 4.84’de goruldigu gibi SPR akis hlcresine yerlestirilen altin nanogubuk ile
genigletiimisg dort cam slayta optimum prob derisiminde oligonukleotit gonderildiginde
hepsinde yaklagik 100 dk gibi bir zaman araliginda ayni delta degisim degeri
Olculmastlr. Bundan sonra gonderilen hedef oligonukleotit derisimi arttikga delta
degisim degeri artmistir. Verilen biutlin hedef derisimleri i¢in hibridizasyon basamagi,
dereceli olarak doyuma yaklasik 90 dakikada ulagsmistir. Hibridizasyon hizi hedef
derisiminin 0.25’ten 2.0 yuM’a artmasiyla belirgin olarak artmaktadir. 90 dakika
icindeki delta degisimleri sirasiyla 0.4°, 0.6°, 1.0° ve 1.2°dir. Bu zaman araligindan

sonra, deltadaki degisimler genelde sabittir (plato dederine ulagsir).

Ayrica SPR destekli elipsometrik sensoérunidn segiciligini incelemek amaciyla
optimum derisimde 2 uM’hik GOR prob immobilize edilmis cam slayta 2 uM’lik GOR
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probun eslenigi olmayan bir oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilmigtir. Bu ¢alismada da
yukaridaki iglemler aynen uygulanmis olup eslenik olmayan oligonukleotit dizisi
olarak 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3’ sirasi kullaniimigtir. Sekil 4.84’
de goéruldigu gibi GOR probunun eslenigi olmayan oligonukleotitle hibridize olmadigi

Sekil 4.84°de gorulen delta degerinde herhangi bir degisim goézlenmemigtir.

Optimum GOR hedef oligonukleotit derisim tayin sinirini belirlemek icin deltadaki

degisim degerlerine karsilik derisim grafigi cizilmistir (Sekil 4.85).
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Sekil 4.85. Altin nanogubuklarin (A.R 3.5) ylzeyine baglanmig GOR prob
oligonuklectitinin  GOR hedef oligonukleotitleri ile eslesmesi sonucu derisim

degerlerine karsilik delta degisimleri.

Hedef GOR oligonukleotitinin egslenidi ile hibridizasyon kinetigi incelenerek Sekil
4.86’da gosterilmistir. Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.86’da goruldugu
gibi GOR hedef oligonukleotitinin eslenigine baglanma sabiti (Kp) 1.7 M olarak
bulunmustur. Kiresel altin naopartikil yizeyine immobilize edilmis GOR probunun
eslenigine baglanma sabiti 0.305 M olup, altin nanogubuk vylzeyindeki GOR
probunun eglenik dizi ile hibridizasyonundan daha iyi oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.86. GOR hedef oligonukleotitinin altin nanogubuk (AR 3.5) yuzeyine

baglanma kinetigi.

4.2.2.3 Altin Nanogubuklarin (A.R 2.6) SPR Destekli Elipsometre Sensoriinde

Kullanimi

Tez kapsaminda M. Gordonae patojenik bakterisine 6zgu sensoér gelistiriimesi
calismasinda farkh uzunluk ve ¢ap oranina sahip iki altin nanocubuk kullaniimistir.
Altin nanogubuklar farkli uzunluk/cap oranlarina bagli olarak farkli optik 6zellik
gOstermeleri nedeniyle gelistirilen biyosensoérlerde uzunluk/cap oranlarina bagli
olarak ne gibi farkhliklar olusturdugunu incelemek amaciyla ayni ¢alismalar ortalama
uzunlugu 54 nm, capt 21 nm (uzunluk/cap orani 2.6) olan nanogubuklar da
kullanilarak yapilmigtir. Karesel altin nanopartikuller ile yapilmig olan c¢alismalarin
aynisi bu nanocubuklar ile tekrar yapilarak farkli uzunluk/cap oranina sahip altin
nanogubuklarla elde edilen sonuglar karsilastiriimigtir. Eksenel yonde 629 nm radyal
yonde 519 nm dalga boylarinda absorbans veren nanogubugun oOzellikleri Sekil

4.87°de verilmistir.
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Sekil 4.87. SPR destekli elipsometre sensori c¢alismasinda kullanilan altin

nanocubugun (A.R 2.6) 6zellikleri.

Cam Slayt Yiizeyine Altin Nanogubuklarin immobilizasyonu

Ozellikleri yukarida verilen nanogubuklarin cam slayt (izerinde tek tabaka
olusturacagi optimum nanogubuk derisimini belirlemek igin farkli derigsimlerde (0.25-
1.0 (% v/v)) nanogubuk ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cam slaytlar silanlanma igleminden
gegcirildikten sonra yuzeylerindeki tiyol u¢ gruplarindan altin nanocgubuklarin tiyol
grubuna olan afinitesinden faydalanarak farkli derigsimlerdeki nanogubuk c¢ozeltileri
cam yuzeyleri Uzerinde oda sicakliginda 24 saat bekletilerek immobilizasyon islemi
gerceklestiriimistir. Farkl derisim degerlerine karsilik olgulen delta degisim degerleri
Sekil 4.88’de verilmigtir.
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Sekil 4.88. Cam slaytlara immobilize edilmig farkli derisimdeki altin nanogubuklarin
(A.R 2.6) kalinlik degisimi.

Sekil 4.88'de goruldugu Uzere nanogubuk derisiminin artmasiyla delta degisimi de
artmis olup hacimce yuzde 0.80 olan derisimden sonraki nanogubuk derisimlerinde
delta degisim degerlerinde sabitlenme goértilmuastir. Hacimce ylzde 1.0 (%v/v)
kiresel altin nanopartikul igceren c¢ozeltinin cam slayt yuzeyine immobilizasyonu
sonucu gosterdigi delta degisim degeri 80°, ayni derisimde uzunluk/cap orani 3.5
olan nanogubugun delta degisim degeri 16° iken ayni derisimde uzunluk/gap orani
2.6 olan nanogubugun delta degisim degeri 25°dir. Kiuresel altin nanopartikillerin
cam slayt ylzeyinde altin nanogubuklara gore 4 kat daha fazla bir delta degisim
degeri gostermesi cam slayt yuzeyi Uzerinde birden fazla tabaka olusturdugunu
gOstermektedir. Elde edilen sonuglar 1s1ginda optimum nanogubuk derisimi hacimce

0.85 (%vV/v) olarak belirlenmisgtir.

Altin Nanogubuk Yiizeyine GOR Prob Oligoniikleotitinin Baglanmasi ve Kinetik

Baglanmasinin incelenmesi

Optimum nanocgubuk derisimi hacimce 0.85 (%vV/v) olarak belirlendikten sonra ayni
derisimde altin nanogubuk immobilize edilmis dort cam slayt hazirlanmistir. Daha
sonra altin nanogubuk immobilize edilmis doért cam slayta M. gordonae patojenine
Ozgu tiyol modifiye edilmis farkli derisimlerde GOR prob oligonukleotiti gonderilerek

SPR destekli elipsometrik dlgimlerle optimum GOR prob derigimi belirlenmistir. GOR
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prob derisim degerleri araligi yine 0.25-2.0 yM araligi olarak secilmistir. Cam slayt
yuzeyine uygun prob immobilizasyonu saglayacak tampon ¢ozeltisi olarak 1M’k pH
3.8 fosfat (KH,PO,4) tamponu kullaniimigtir. Farkli derisimlerdeki (0.25-2.0 yM) GOR
prob ¢ozeltileri oda sicakliginda SPR akis hlicresinden gegirilerek dengeye gelinceye
kadar olgumler alinmistir. SPR’de farkli derisimlerde elde edilen delta degisimi

degerleri Sekil 4.89’da gosterilmigtir.
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Sekil 4.89. Altin nanogubuklarin (A.R 2.6) yuzeyine farkli derisimdeki GOR prob

oligonukleotitlerin baglanmasina bagl delta-zaman egrisindeki degisimi.

Sekil 4.89'da goruldagu tzere GOR oligontkleotit prob derisiminin artmasiyla delta
degisimi de artmistir. 0.25 uM‘lik GOR prob derisiminde 0.5°, 2 uM‘lik GOR prob
derisiminde 0.85%delta degisimi gozlenmigtir. Kiresel altin nanopartikil yulzeyine
farkh derisimde GOR probunun baglanmasi sonucu oélgulen en ylksek delta degisim
degeri 2.5° iken uzunluk/gap orani 3.5 olan nanogubuk ile yapilan ayni ¢alismada
elde edilen en yuksek delta degisim degeri 0.7°, uzunluk/cap orani 2.6 olan
nanogubuk igcin 0.85° olmustur. Uzunluk/cap orani 3.5 olan altin nanogubukla
uzunluk/cap orani 2.6 olan nanogubuk 54 nm ayni uzunluga sahip olmasina ragmen
caplari sirasiyla 15 ve 21 nm olmak Uzere farkhdir. Dolayisiyla uzunluk/cap orani 2.6

olan nanogubugun 7 nm daha kalin olmasi nedeniyle ylzeyine immobilize edilmis
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GOR probu sonucu olusturdugu delta degisim degerinin de digerine gore biraz daha
fazla oldugu gorulmustar. Ayrica bu veri sonucunda altin nanogubuklarin cam slayt
ylzeyine yatay olarak immobilize oldugu séylenebilir. Optimum GOR prob derisim
tayin sinirini belirlemek icin deltadaki dedisim degerlerine karsilik derisim grafigi
cizilmistir (Sekil 4.90)
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Sekil 4.90. Altin nanogubuk (A.R 2.6) yuzeyine baglanan GOR prob oligonukleotit

derisim degerlerine karsilik delta degisimleri.

Sekil 4.90’da goéruldugu gibi dengedeki sensoér yanitlarina gore, sensor kalibrasyon
egrisi prob derisim arahdinin (0-2.0 uM) Ustlnde gizilmistir. Kalibrasyon egrisi 0.05
MM ile 2.0 yM arasinda 0.9821 dogrusal regrasyon katsayisiyla lineer sensor yanit

bdlgesini vermistir. Optimum prob derisim degeri 2 uM olarak belirlenmistir.

Ayrica GOR prob oligonukleotitinin yuzeye baglanma kinetigi incelenerek S$ekil
4.91’de gosterilmigtir. Zamana kargi delta degisim degerleri kullanilarak 4.1 ve 4.2
esitlikleri kullanilarak ytzeye baglanma (Kon, association hizi), yizeyden ayriima (Ko,

dissociation hizi) ve dengede Ky degeri hesaplanmistir.
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Sekil 4.91. GOR prob oligonukleotitinin altin nanogubuk (AR 2.6) ylzeyine baglanma
Kinetigi.

Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.91’de goéruldaga gibi GOR prob
oligonukleotitinin uzunlugu 54nm ve ¢api 21 nm olan altin nanogubuk ylzeyine
baglanma sabiti (Kp) 4.4 M olarak bulunmustur. Ayni oligonukleotitin uzunlugu 54 nm
¢ap!l 15 nm olan altin nanogubuk yuzeyine baglanma sabiti 0.27 M olup, ayni
uzunlukta ve 7 nm daha kalin olan altin nanogubuk ylUzeyine baglanma sabiti 16 kat
daha dusuk oldugu goérulmuastir. Buna gore GOR prob oligonukleotitinin daha kiguk

capa sahip altin nanogubuk ylzeyine daha iyi baglandigi sdylenebilir.

Altin Nanocubuk Yuzeyindeki GOR Prob Oligoniikleotitinin Hedef Dizi ile

Eslesmesi

Hibridizasyon c¢alismasi, optimum prob derisiminde oligonukleotit takiimis dort cam
slayta dort farkli derisimde (0.25-2.0 yM) GOR hedef dizisi olan oligonukleotit
¢Ozeltilerinin SPR akis hlcresine gonderilmesiyle gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma da
yapilan iglemler kuresel altin nanopartiktllerin yuzeyindeki GOR probunun hedef dizi
ile hibridizasyonu kisiminda ayrintili olarak anlatildigi sekilde aynen uygulanmistir.
Hibridizasyon sonucunda baglanmaya bagl analitik sinyal Delta (A) degerindeki

goreceli degisim olarak rapor edilmistir. Farkl hedef GOR derisimine bagli olan DNA
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hibridizasyona bagl delta-zaman egrisindeki degisim Sekil 4.92 ’de gosterilmistir.

Ayrica hedef olmayan oligonukleotit dizisi kullanilarak da kontrol deneyi yapilmigtir.
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Sekil 4.92. Altin nanocgubuklarin (A.R 2.6) yuzeyine baglanmis GOR prob
oligonukleotitinin farkli derisimlerdeki hedef ile hibridizasyonu sonucu delta-zaman

egrisindeki degisim. GOR prob oligonukleotid derisimi; 2uM.

Sekil 4.92’de goruldigu gibi SPR akis hilcresine yerlestirilen altin nanogubuk ile
genisletilmis dort cam slayta optimum prob derisiminde oligonukleotit gonderildiginde
hepsinde yaklagik 100 dk gibi bir zaman araliginda ayni delta degisim degeri
Olcllmastir. Bundan sonra gonderilen hedef oligonlkleotit derisimi arttikca delta
degisim degeri artmistir. Verilen butlin hedef derigsimleri i¢in hibridizasyon basamagi,
dereceli olarak doyuma yaklasik 90 dakikada ulasmistir. Hibridizasyon hizi hedef
derisiminin 0.25’ten 2.0 yM’a artmasiyla belirgin olarak artmaktadir. 90 dakika
icindeki delta degisimleri sirasiyla 0.2°, 0.8°, 0.9° ve 1.2°dir. Bu zaman araligindan
sonra, deltadaki degisimler genelde sabittir (plato dederine ulagir).

Ayrica SPR destekli elipsometrik sensorunun segiciligini incelemek amaciyla
optimum derigsimde 2 uM’lik GOR prob immobilize edilmis cam slayta 2 yM’llk GOR
probun eslenigi olmayan bir oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilmigtir. Bu ¢alismada da
yukaridaki iglemler aynen uygulanmis olup eslenik olmayan oligonukleotit dizisi
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olarak 5-C CAA CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3’ sirasi kullanilmigtir. Sekil 4.92°
de goruldugu gibi GOR probunun eglenigi olmayan oligonukleotitle hibridize olmadigi

Sekil 4.22°de gorulen delta degerinde herhangi bir degisim goézlenmemistir.

Optimum GOR hedef oligonukleotit derisim tayin sinirini belirlemek icin deltadaki

degisim degerlerine karsilik derigim grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.93).
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Sekil 4.93. Altin nanocgubuklarin (A.R 2.6) yuzeyine baglanmis GOR prob
oligonukleotitinin  GOR hedef oligonukleotitleri ile egslesmesi sonucu derigim

degerlerine karsilik delta degisimleri.

Hedef GOR oligonukleotitinin eglenigi ile hibridizasyon kinetigi incelenerek Sekil
4.94’de gosterilmistir. Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.24’da goéruldugu
gibi GOR hedef oligonlkleotitinin eslenigine baglanma sabiti (Kp) 1.0 M olarak
bulunmustur. Kiresel altin naopartikll ylizeyine immobilize edilmis GOR probunun
eslenigine baglanma sabiti 0.305 M olup, altin nanogubuk yuzeyindeki GOR

probunun eglenik dizi ile hibridizasyonundan daha iyi oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.94. GOR hedef oligonukleotitinin altin nanogubuk (AR 2.6) ylzeyine

baglanma kinetigi.

4.2.2.4. Altin Kaph Manyetik (Fe3O4/Au) Nanopartikiillerin SPR Destekli

Elipsometre Sensoriinde Kullanimi

Tez kapsaminda M. Gordanea patojenine 6zgu biyosensoér gelistiriimesi amaciyla
kUresel altin nanopartikul, farkh uzunluk/cap oranina sahip nanogubuklar ile yapilan
SPR destekli elipsometre calismasi ortalama 87 nm partikll ¢gapina sahip, 536 nm
dalga boyunda maksimum absorbans veren altin kapli manyetik (Fe3zO4/Au)
nanopartikiller ile de yapilmistir. Kullanilan nanopartikilin 6zellikleri Sekil 4.95’de

verilmistir.
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Sekil 4.95. SPR destekli elipsometre sensdrinde kullanilan altin kapli manyetik

(FesO4/Au) nanopartiktillerin 6zellikleri.

Cam Slayt Yiizeyine Manyetit igeren Altin Kapli (Fes04/Au) Nanopartikiillerin

immobilizasyonu

Manyetik 6zellik gosteren altin kapli nanopartikillerin cam slayt Gzerinde tek tabaka
olusturaca@i optimum nanopartikil derisimini belirlemek igin farkh derisimlerde (0.25-
1.0 %(v/v)) nanopartikil g¢ozeltileri hazirlanmistir. Once cam slaytlar %71’lik 3-
merkaptopropiltrimetoksisilan (MPTS) ¢ozeltisi ile modifiye edilerek ylzeyinde tiyol
grubu olugucak sekilde silanlama isleminden gegcirilmistir. Sonra ylzeylerindeki tiyol
uc gruplarindan altin nanopartikillerin tiyol grubuna olan afinitesinden faydalanarak
farkh derisimlerdeki nanopartikul ¢ozeltileri cam yuzeyleri Uzerinde oda sicakhdinda
24 saat bekletilerek immobilizasyon islemi gercgeklestirilmistir. Farkh derigim

degerlerine karsilik dlgtlen delta degisim degerleri Sekil 4.96’da verilmigtir.
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Sekil 4.96. Cam slaytlara immobilize edilmis farkh derisimdeki manyetik altin kapli

(FesO4/Au) nanopartikullerin kalinhk degisimi.

Sekil 4.96'da goruldugu Uzere nanopartikul derisiminin artmasiyla delta degisimi de
artmistir. Hacimce yuzde 0.25 nanopartikul iceren ¢ozeltinin cam slayt yuzeyine
immobilizasyonu sonucu deltada 1°’lik bir degisim gézlenmistir. Hacimce ytzde 1.0
nanopartikul igeren ¢ozeltinin cam slayt yluzeyine immobilizasyonu sonucu delta
degisim degeri 11°lerde Oolgulmustur. Bu sekilde dlgulen yUksek delta degisim
degerleri cam slayt yuzeyinde nanopartikullerin tek tabaka degil de ¢oklu tabaka
olusturdugunu gostermistir.  Bu nedenle cam yuUzeyini tek tabakali kapliyacak

optimum nanopartikil derisimi 1.0 (%vV/v) olarak belirlenmigtir.

Manyetit iceren Altin Kaph (Fes;04Au) Nanopartikiil Yiizeyine GOR Prob

Oligoniikleotitinin Baglanmasi ve Baglanmanin Kinetik incelenmesi

Optimum nanopartikil derigsimi hacimce 1.0 (%v/v) olarak belirlendikten sonra ayni
derisimde altin kapli manyetik nanopartikil immobilize edilmis dért cam slayt
hazirlanmistir. Daha sonra nanopartikul immobilize edilmis dort cam slayta M.
gordonae patojenine 6zgu tiyol modifiye edilmis farkh derisimlerde GOR prob
oligonukleotiti gdnderilerek SPR destekli elipsometrik dlgimlerle optimum GOR prob
derisimi belirlenmistir. GOR prob derisim degerleri araligi yine 0.25-2.0 yuM araligi

olarak secilmistir. Cam slayt yuzeyine uygun prob immobilizasyonu saglayacak
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tampon ¢ozeltisi olarak 1M’lik pH 3.8 fosfat (KH,PO,4) tamponu kullaniimigtir. Farkli
derigsimlerdeki (0.25-2.0 uM) GOR prob ¢ozeltileri oda sicakliginda SPR akis
hicresinden gecirilerek dengeye gelinceye kadar olgumler alinmistir. SPR’de farkh

derisimlerde elde edilen delta degisimi degerleri Sekil 4.97°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.97. Manyetik kapl altin nanopartikiller yizeyine farkl derisimdeki GOR prob

oligonukleotitlerin baglanmasina bagl delta-zaman egrisindeki degisim.

Sekil 4.97°de goruldagu tzere GOR oligontkleotit prob derisiminin artmasiyla delta
degisimi de artmistir. 0.25 pM‘hk GOR prob derisiminde 0.5°, 2 yM‘hk GOR prob
derisiminde 0.85°delta degisimi gozlenmistir. GOR prob oligonukleotitinin kiresel
altin nanopartikal ve farkli uzunluk/cap oranina sahip altin nanogubuk ylzeylerine
baglanmasi sonucu Olgllen en ylksek delta dedisim dederleri sirasiyla 2.5°, 0.7° ve
0.85° olmustur. Altin kaph manyetik nanopartikil galismasinda elde edilen en yuksek
delta degisim degeri de altin nanogubuklarla yapilan ¢aligmadakilerle yaklasik ayni
deger elde edilmistir. Goruldugu gibi en yuksek delta degisim degeri kuresel altin

nanopartikullerle yapilan galismada elde edilmisgtir.

Optimum GOR prob derisim tayin sinirini belirlemek igin deltadaki degisim
degerlerine karsilik derisim grafigi cizilmistir (Sekil 4.98).
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Sekil 4.98. Manyetik kapli altin nanopartikiller ylzeyine baglanan GOR prob

oligonukleotit derisim degerlerine karsilik delta degisimleri.

Sekil 4.98'den prob derisim degerleri arttikgca delta degisim degerlerininde artigi
gozlemlenerek en yuksek tayin limitini 2uM, en duguk tayin limitin ise 0.05uM olarak

belirtebiliriz. Optimum prob derisim degeri 2 uM olarak belirlenmigtir.

Ayrica GOR prob oligonukleotitinin yluzeye baglanma kinetigi incelenerek S$ekil
4.99'da gosterilmigtir. Zamana kargi delta degisim deg@erleri kullanilarak 4.1 ve 4.2
esitlikleri kullanilarak yluzeye baglanma hiz sabiti (Ko,), ylzeyden ayrilma hiz sabiti

(Kofr) ve baglanma sabiti (Kp) degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.99. GOR prob oligontkleotitinin manyetik altin kaph nanopartikil (FeszO4/Au)

yuzeyine baglanma kinetigi.

Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.99°da goéruldagu gibi GOR prob
oligonukleatitinin altin kapli manyetik nanopartikil ylizeyine baglanma sabiti (Kp) 0.13
M olarak bulunmustur. Ayni oligonukleotitin kiresel altin nanopartikil ve farkl
uzunluk ve ¢ap oranina sahip altin nanogubuk yuzeyine baglanma sabitleri (Kp)
sirasiyla, 0.546, 0.27, 4.4 M’'dir. Goruldigu gibi en duslik baglanma sabitine altin
kapli manyetik nanopartikuller ile yapilan ¢alismada elde edilmigtir. Kp degeri ne
kadar kagUk olursa baglanmanin o kadar iyi oldugu bilgisi ile GOR prob
oligonukleotitinin diger nanopartikullere nazaran altin kapli manyetik nanopartikul

yuzeyine daha iyi baglandigi sdylenebilir.

Literatirde buna benzer yapilan caligmalarda elde edilen baglanma katsayisi
degerleri nM ve pM seviyesinde oldugundan bizim elde ettigimiz bagdlanma
katsayilari ile kiyaslandiginda GOR probunun nanopartikil ve nanogubuk ylzeyine

baglanmasinin literatirdeki kadar iyi olmadigi gorulmustur.

Manyetit iceren Altin Kaplh (Fe:;0./Au) Nanopartikiil Yiizeyindeki GOR Prob
Oligoniikleotitinin Hedef Dizi ile Eglesmesi

Hibridizasyon c¢alismasi, optimum prob derisiminde oligonukleotit takilmis dort cam
slayta dort farkl derisimde (0.25-2.0 uM) GOR hedef dizisi olan oligonukleotit

¢Ozeltilerinin SPR akis hlcresine gonderilmesiyle gergeklestiriimistir. Bu ¢alisma da
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yapilan iglemler kuresel altin nanopartikullerin yiuzeyindeki GOR probunun hedef dizi
ile hibridizasyonu kisiminda ayrintili olarak anlatildigi sekilde aynen uygulanmistir.
Hibridizasyon sonucunda baglanmaya bagli analitik sinyal Delta (A) degerindeki
goreceli degisim olarak rapor edilmistir. Farkli hedef GOR derisimine bagli olan DNA
hibridizasyona bagl delta-zaman egrisindeki degisim Sekil 4.100 'de gosterilmistir.

Ayrica hedef olmayan oligonukleotit dizisi kullanilarak da kontrol deneyi yapilmigtir.
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Sekil 4.100. Manyetik kapl altin nanopartikiller yuzeyine baglanmis GOR prob
oligonukleotitinin farkli derisimlerdeki hedef ile hibridizasyona bagh delta-zaman

egrisindeki degisim. GOR prob oligonukleotid derisimi; 2uM.

Sekil 4.100°de goéruldugu gibi SPR akis hlcresine yerlestirilen altin kapli manyetik
nanopartikul ile genisletiimis dort cam slayta optimum prob derigiminde oligonukleotit
gonderildiginde hepsinde yaklasik 75 dk gibi bir zaman araliginda ayni delta degisim
degeri dlgulmUstir. Bundan sonra gonderilen hedef oligonukleotit derisimi arttikga
delta degisim degeri artmistir. Verilen butin hedef derisimleri icin hibridizasyon
basamagi, dereceli olarak doyuma yaklasik 80 dakikada ulagsmigtir. Hibridizasyon
hizi hedef derigsiminin 0.25°ten 2.0 yM’a artmasiyla belirgin olarak artmaktadir. 80
dakika igindeki delta degisimleri sirasiyla 0.4°, 0.6°, 0.7° ve 1.0°dir. Bu zaman

araligindan sonra, deltadaki degisimler genelde sabittir (plato degerine ulasir).
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Ayrica SPR destekli elipsometrik sensorunun segiciligini incelemek amaciyla
optimum derigsimde 2 yM’lik GOR prob immobilize edilmis cam slayta 2 yM’lik GOR
probun eslenigi olmayan bir oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilmistir. Bu calismada da
yukaridaki islemler aynen uygulanmig olup eslenik olmayan oligonukleotit dizisi
olarak 5—C CAA CTT TGT TGT CAT GCA CCC-3’ siras! kullaniimigtir. Sekil 4.100°
de goruldugu gibi GOR probunun eslenigi olmayan oligonukleotitle hibridize olmadigi

Sekil 4.100°de gorulen delta degerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Optimum GOR hedef oligonukleotit derisim tayin sinirini belirlemek icin deltadaki

degisim degerlerine karsilik derisim grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.101).
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Sekil 4.101. Manyetik kapli altin nanopartiklller ytuzeyine baglanmis GOR prob
oligonukleotitinin GOR hedef oligonukleotiti ile eslesmesi sonucu derigsim degerlerine

kargilik delta degisimleri.

Hedef GOR oligonukleotitinin eglenidi ile hibridizasyon kinetigi incelenerek Sekil
4.101’de gosterilmigti.  Yapilan kinetik hesaplamalar sonucu Sekil 4.101’de
goruldugua gibi GOR hedef oligonukleotitinin eslenigine baglanma sabiti (Kp) 4.6 M
olarak bulunmustur. Kuresel altin nanopartikil, farkli uzunluk ve ¢ap oranina sahip
altin nanogubuk yuzeylerine immobilize edilmis GOR prob oligonUkleotitlerin eslenik
dizisine baglanma sabitleri (Kp) sirasiyla, 0.305, 1.7, 1.0 M’dir. Goéruldigu gibi en
dusuk baglanma sabitine kuresel altin nanopartikiller ile yapilan ¢alismada elde
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edilmigtir. Kuresel altin nanopartikil ylzeyindeki GOR prob oligonukleatitinin

eslenigine iyi baglandigi sdylenebilir.
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Sekil 4.102. GOR hedef oligonukleotitinin manyetik altin kaplh nanopartikul
(Fes04/Au) ylzeyine baglanma kinetigi.

Genel olarak degisik nanopartiklller ile yapilan SPR destekli elipsometre galismasi
sonucunda elde edilen sonuglar sdyledir. Altin kiresel nanpartikillerde delta degsimi
manyetik etrafi altin kapliya gére daha fazladir. Altin nanopartikilleri 520 nm de
absorbans verdigi icin kullandigimiz lazer kaynagi bu dalga boyundaki altin
nanopartikilleri rezonansa getirmektedir. Manyetik etrafi altin kapli nanopartikiller
ise 535 nm de absorbans verirken lazer kaynagimiz bunlarida bu dalga boyunda
rezonansa getirebilir; ancak cekirdekte bulunan manyetit partikilleri bu rezonasi
sonume ugrattigindan daha az delta degisimi gergeklestirdigi dusunulmektedir.
Ayrica altin nanogubuklardaki delta degisiminin de az oldugu goérulmustir. Bu da
kullandigimiz lazer kaynaginin sadece radyal dalga boyunda rezonans
olusturabilirken eksenel yondeki dalga boyunda olusturamamaktadir. Eksenel
yondeki absorbans dalga boyu 600-800 nm dalga boyunda oldugu igin ve altin
nanogubuklarin cam yuzeyine yatay yerlestigi icin kullandigimiz lazer kaynagi bunlari

rezonansa getirmek icin uygun dalga boyunda degildir.
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5. SONUCLAR

Altin nanopartikiller boyutuna bagh olarak farkli radyal plasmon dalga boyu
vermektedirler. Altin nanopartiklin boyutu ise indirgeyici alan olarak kullanilan
trisodyum sitrat ve altin tuzu arasindaki oranla kontrol edilmektedir. Trisodyum
sitrat/HAuUCl, mol orani 1.0- 4.5 arasinda degistirilerek trisodyum sitrat miktarinin
optik 6zelliklerine, partikil boy ve boy dagilimina etkileri incelenmistir. Trisodyum

sitrat/HAuCl4 mol orani arttikga uretilen altin nanopartiklllerin gapi azalmistir.

Trisodyum sitrat/HAuCl, mol orani 4.5 iken 13 nm bu oran 1.0’e dusuruldaginde
66 nm capinda kuresel altin nanopartikuller elde edilmigtir. Ayrica zeta potansiyel
degerlerine bakildiginda kiresel altin nanopartikillerin negatif yUkli oldugu

belirlenmistir.

Kuresel altin nanopartikuller sadece radyal yonde olmak Uzere tek bir plasmon
dalga boyu vermektedirler. Altin nanopartikullerin partikil ¢api arttikca radyal
plasmon dalga boylarininda arttigi gérilmustar. Ortalama partikil capi 13 nm olan
altin nanopartikil 519 nm’de plasmon dalga boyu verirken partikil ¢api 66 nm’ye
arttiginda plasmon dalga boyu 545 nm olarak olgliimustur. Partikil boyu arttikga

dalga boyu kaymasi (red-shift) oldugu gértulmustur.

Uretilen ortalama partikiil cap1 13 nm olan kiiresel altin nanopartikllerin fluoresan
Ozelligi incelenmigtir. Altin nanopartikiller 249 nm’de uyarildiginda 498 nm dalga
boyunda emisyon vermiglerdir. Fluoresan sinyal siddetlerine bakildiginda altin
nanopartikuller 170 civarinda bir sinyal siddeti verirken altin nanogubuklar
uzunluguna bagh olarak 650 ve 1000 civarinda sinyal siddeti vermiglerdir. Buna
gore altin nanogubuklarin altin nanopartikullere gore daha iyi fluoresan o6zellik
gosterdigi gorulmastur. Altin nanopartikullerin derisimi azaldikga fluoresan sinyal

siddeti azalmigtir.
Altin nanopartikillerin FTIR spektrumunda trisodyum sitrat yapisindaki C=0

gerilme titresimi ve CH,-O deformasyon ile ilgili karakteristik pikleri 1543 ve 1458
cm™ dalga sayisinda gdzlenmistir.
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Altin nanopartikullerin X-RD spektrumundaki piklerin literatur ile uyumlu oldugu
gorulmustar. Altinin kristal yapisina 6zgu (111), (200) (220) ve (311) pikleri
sirasiyla 37, 43, 63 ve 77, 2 teta degerlerinde gozlenmistir.

Sentezlenen altin nanopartikillerin manyetik 6zellikleri titresimli manyetometre
(VSM) cihazi ile belirlenmistir. Altin nanopartikillerin diyamanyetik malzemeler
oldugu ve herhangi bir manyetik alana kargi manyetik 6zellik gostermedigi

goralmustar.

Altin nanopartikili 522 nm dalga boyunda absorpsiyon verirken manyetit (FezO,)
nanopartikulin herhangi bir dalga boyunda absorpsiyon vermedigi gozlenirken
manyetit nanopartikillerin altinla kaplanmasi sonucu elde edilen Fe304/Au
nanopartikilinin 547 nm dalga boyunda absorpsiyon verdigi gozlenmigtir.
Dolayisiyla buna dayanarak manyetit nanopartikillerin altin ile kaplandigi

gorulmustar.

Altin tuz miktari olusturulan manyetik altin kaph nanopartikillerin etrafindaki altin
kabuk kalinhgini etkilemektedir. HAuCl,; miktarinin partikiil boyuna ve plasmon
Ozelligine olan etkileri incelenmistir. Altin tuz miktari arttikga partikil boyunun
arttigi1 dolayisiyla plasmon dalga boyununda saga kaydigi goérulmastur. Altin tuzu
derisimi 10 mM iken ortalama partikal ¢api 87 nm, 20 mM iken 147 nm ¢apinda
Fe304/Au nanopartikili elde edilmistir. 87 nm ¢apindaki Fe3;O4/Au nanopartikili
536 nm dalga boyunda plasmon verirken 147 nm c¢apindaki nanopartikuller 548

nm dalga boyunda absorbans vermistir.

Ortalama partikdl ¢capt 90 nm olan Fe30,4 nanopartikill ile elde edilen altin kaph
manyetik (FesO4/Au) nanopartikilun ¢api 175 nm Olguimus olup 551 nm dalga
boyunda absorbans verdigi gorulmustar.

Fe304/Au nanopartikiller sadece radyal yonde olmak Uzere tek bir plasmon dalga
boyu vermis olup, partikul ¢api arttikga radyal plasmon dalga boylarininda arttigi

goralmustar.
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Fe304/Au nanopartikilin ortalama partikial boyu 87 nm olarak o6lgulmus olup,

kiresel sekilde ¢cekirdek/kabuk yapisinda yapilarin olustugu goriimustar.

Manyetit (Fe3O4) ve altin kapli manyetik (FesO4/Au) nanopartiktllerin fluoresan
Ozelligi Fluoresan spektrofotometre cihazi ile incelenmistir. Manyetik 6zellik
gosteren manyetit (Fe3O4) nanopartikllleri herhangi bir fluoresan 6zellik
gOstermezken bunlarin altin ile kaplanmasi sonucu elde edilen Fe3O4/Au
nanopartikullerin fluoresan 6zellik gosterdigi gorulmustur. Bu fluoresan ozellikleri
etrafindaki altin kabuktan kaynaklandigi ve buna dayanarak manyetit
nanopartikulerin altin ile kaplandigi sonucuna variimigtir. Altin kapli manyetik
(FesO4/Au) nanopartikiller 249 nm’de uyarildiginda 498 nm dalga boyunda
emisyon vermiglerdir. Fluoresan sinyal siddetlerine bakildiginda Fe3;O4/Au
nanopartikilleri 500 civarinda bir sinyal siddeti vermislerdir. Fe3zO4/Au

nanopartiklllerin derisimi azaldik¢a fluoresan sinyal siddeti azalmistir.

Manyetit (FesO4) ve altin kapli manyetik (FesO4/Au) nanopartikillerin kimyasal
yapisi FTIR spekturumu ile incelenmigtir. Altin kapli manyetik nanopartikullerinin
(FesO4/Au) FTIR spektrumundaki 670 cm™ ve 417 cm™ dalga sayilarinda pikler
manyetitin 673 cm™ ve 408 cm™ dalga sayilarinda oktahedral ve tetrahedral
bolgelerdeki Fe-O geriliminden kaynaklanmaktadir. FTIR spekturumuna
dayanarak altin kapli manyetik nanopartikillerin yapisinda manyetit (FezO,)
nanopartikillere 6zgl karakteristik piklerin gortulmesi nedeniyle yapi igersinde

manyetit nanopartikillerin oldugu sonucuna variimigtir.

Manyetit (Fe3O4) ve altin kapli manyetik nanopartikillerinin (Fe3O4/Au) kristal
yapilarinin belirlenmesi igin X-isinlari kiriimasi (X-RD) analizi yapiimis 30, 35 ve
62 2 teta degerlerinde manyetit nanopartikilleri sirasiyla (220), (311) ve (440)
kristal yapisina 6zgu karakteristik piklerini gosterirken, altin kapl manyetik
nanopartikulleri 37, 43, 63 ve 77, 2 teta deg@erlerinde (111), (200), (220) ve (311)
altinin kristal yapisina 6zgu pikler vermistir. 37, 43 ve 77 iki teta degerlerinde
manyetit nanopartikulleri herhangi bir pike sahip degilken altin ile kaplanmasi
sonucu bu teta degerlerinde altinin kristal yapisina 6zgu pikler gézlemlenmistir.

Dolayisiyla altin  kapli manyetik nanopartikillerin  (Fe3O4/Au) manyetit
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nanopartikullerin kristal yapisina 6zgu piklerin gorulmemesi nedeniyle manyetit

nanopartiktllerin yizeyinin tamamen altin ile kaplandigi sonucuna variimistir.

Manyetit (Fe3O,4) ve altin kapli manyetik nanopartikullerinin (Fe3O4/Au) manyetik
Ozellikleri titresimli manyetometre (VSM) cihazi ile belirlenmigtir. Manyetit (Fez0,)
nanopartikili 10000 Gauss manyetik alanda 24 emu/g (Ms) doygunluk
miknatisligi gosterirken altin kapli manyetik nanopartikili (Fe3O4/Au) ise 10000
Gauss manyetik alanda 0.003 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi gostermistir.
Manyetit nanopartikullerinin altin ile kaplanmasi sonucu doygunluk miknatisliginin

azaldigi dolayisiyla manyetik 6zelliginin azaldigi goralmagtar.

Manyetit nanopartiktld, manyetik alana karsi miknatislk egrisinde histerisis egrisi
olusturmadigindan superparamanyetik davranis gosterdigi bunlarin altin ile
kaplanmasi sonucu elde edilen nanopartikullerinde superparamanyetik ozelligini

devam ettirdigi gozlenmistir.

40 ve 90 nm capindaki manyetit nanopartiktllerin altin ile kaplanmasi sonucu elde
edilen nanopartikullerin manyetik Ozelliklerindeki degisim incelenmistir. 40 nm
capinda manyetit iceren Fe304/Au nanopartikili 0.0030 emu/g (Ms) doygunluk
miknatisligi gosterirken 90 nm capinda manyetit iceren Fe3O4/Au nanopartikili
0.0090 emu/g (Ms) doygunluk miknatisligi gostermistir. Manyetik 06zellik
kazandiran c¢ekirdek de bulunan manyetit (FesO4) nanopartikilinin boyunun

artmasiyla doygunluk miknatisliginin ¢ kat arttigi gérulmustuar.

Altin nanogubuklarin Uretimi, kuresel yapida altin gekirdeklerinin hazirlanip bu
cekirdeklerin buyutme ¢ozeltisinde silindirik yapiya donusturtlmesi olmak Uzere iki
ana prosesten olusan c¢ekirdek gelistirme metotu (Seed Growth methot) ile

sentezlenmistir.

Farkli boyutta altin nanogubuklarin sentezlenmesi igin uzunluk/gcap oranini
(aspect ratio) etkileyen AgNOs; miktari, gekirdek ¢ozelti miktari, askorbik asit
miktari, surfaktant tirt ve derisimi, reaksiyon sicakligi, farkli ¢ekirdek ¢ozeltilerinin

ve farkli surelerde bekletilmis ¢ekirdek ¢ozeltilerin kullaniimasi gibi parametrelerin
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uzunluk/cap oranina dolayisiyla ¢ozelti rengi ve optik 6zelligine olan etkisi

incelenmigtir.

Altin  nanogubuklarin  ¢ekirdek gelistiriimesi yontemiyle sentezi sirasinda
nanugubuklarin uzunluk ve capina etki eden faktorler arasinda cekirdek
¢Ozeltisinin yapisinin énemli bir roli olmaktadir. CTAB kaph (pozitif yUKkIU)
cekirdek cozeltileri ile elde edilen altin nanogubuk veriminin sitrat kapl (negative
yukll) cekirdek ¢ozeltileri ile elde edilen altin nanogubuklara gore daha iyi oldugu
gorulmustar. CTAB kapl c¢ekirdekle daha ylksek aspect ratio oraninda altin
nanocgubuklar elde edilmistir. CTAB kaph pozitif yukli c¢ekirdek c¢ozeltisi ile
tamamen silindirik sekilde altin nanogubuklarin elde edilirken, sitrat kapli negatif
yukllu c¢ekirdek c¢ozeltileri ile olusturulan altin nanogubuklarin yani sira kuresel
blyUk boyutta nanopartikillerinde olustugu gorulmustur (Sekil 4.21 A ve B).
Yapilan calisma sonucu en iyi gekirdek ¢ozeltisinin CTAB kapl pozitif yukld

cekirdek ¢ozeltisi oldugu belirlenmistir.

Cekirdek cozeltisindeki en ufak degisiklik gubugun morfoloji ve boyutunda buyuk
degisikliklere neden olmaktadir. Altin nanogubuk sentezinin ilk asamasinda
hazirlanan gekirdek g¢ozeltilerin reaktif hale gelmesi igin belli bir stre karanlikta
bekletiimektedir. Farkli aging surelerinde bekletilen cekirdek c¢ozeltileri ile altin
nanocubuk olusturularak uzunluk/cap oranina dolayisiyla optik 6zelligine olan
etkisi incelenmistir. Farkli aging surelerinde bekletiimis c¢ekirdek c¢ozeltileri ile
hazirlanan altin nanocubuklarin aging suresi arttikca eksenel yondeki plasmon
dalga boylarinin ve uretilen altin nanogubuklarin verimlerinin azaldigi gorulmustuar.
5 saatten daha fazla surede aging edilmis ¢ekirdek ¢ozeltileri ile elde edilen altin
nanogubuklarin TEM goruntilerinde kibik ve sivri uglu sekilsiz yapilarin olustugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.23. A, B ve C).

Surfaktant tirinin nanogubugun verimine ve aspect ratio oranina etkisini
incelemek amaciyla CTAB (setil trimetilamonyum bromid), CTAC (setil
trimetilamonyum Kklorid) ve BDAC/CTAB (benzildimetilamonyum klorid/ setil
trimetilamonyum bromid) ikili surfaktant karigimi olmak Uzere Ug¢ farkli surfaktant
kullanilarak altin nanogubuk sentezi gergeklestiriimistir. CTAC surfaktanti ile
kiresel altin nanopartikiller elde edilmesi, BDAC/CTAB ikili surfaktanti ile daha
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az verimde altin nanogubuk olusturulmasi nedeniyle en iyi surfactant tlr olarak
CTAB belirlenmistir.

Surfaktant (CTAB) derigiminin olusturulan altin nanogubuklarin aspect ratio
oranina olan etkisini incelemek icin U¢ farkh derisimde CTAB kullanilarak altin
nanogubuklar elde edilmisti. CTAB derisimi arttikca olusturulan altin

nanogubuklarin aspect ratio oraninin azaldigi géralmustar.

Altin nanogubuk gelistirme ¢ozeltisinde kullanilan AgNO3 miktarinin olusturulan
altin nanogubuklarin verimine ve aspect ratio oranina dolayisiyla optik 6zelligine
olan etkisini incelemek amaciyla dort fakli miktarda AgNO3; kullanilarak altin
nanogubuk sentezi gerceklestiriimistir. AQNO3; miktar arttikga nanogubuk olusum
verimi artmis ve aspect ratio oraninin da arttigi gérulmuastar. Literatlrde kritik bir
Ag® iyonu miktarindan daha buyik miktarlarda aspect ratio oraninin tekrar
azaldigi rapor edilmis olup bu kritik AQNO3z miktarinin 375 ul oldugu belirlenmistir.
Bu degerden fazla AgNO3; miktarlarinda capi blylyen dolayisiyla aspect ratio

orani azalan altin nanogubuklar elde edilmigtir. (Sekil 4.29. A, B, C ve D).

Silindirik sekilde yapilarin olusabilmesi igin kullanilacak olan indirgeme ajaninin
kuvvetli olmayip zayif bir indirgeme ajani olmasi gerekmektedir. indirgeme ajani
olarak askorbik asit kullanilmistir. Askorbik asit derigiminin altin nanogubuklarin
olusumuna etkisini incelemek amaciyla 100 uM’lik askorbit asit ¢ozeltisinden 135
pl; 270 pl; 540 pl; 675 pl ve 810 pl olmak Uzere bes fakli miktarda kullanilarak
altin nanogubuk Uretimi gerceklestiriimistir. Askorbik asit miktari arttikga altin
nanogubuk olugsum verimi artmistir. 540 pl'ye kadar artan askorbik asit miktarinda
altin nanogubuklarin uzunluk/cap orani artmis bu degerden fazla askorbik asit
miktarlarinda uzunluk/cap orani tekrar azalmigtir. Ayrica askorbik asit miktari
arttikca altin prekorsirlarin daha hizli indirgenmesi nedeniyle dambil seklinde

nanogubuklarin olustugu goériimustir (Sekil 4.31 D ve E).

Altin nanogubuk sentezi sirasinda gelistirme ¢ozeltisine eklenen ¢ekirdek ¢ozeltisi
miktarinin olusturulan altin nanogubuklarin aspect ratio oranlarina olan etkisini
incelemek amaciyla Ug¢ farkli miktarda gekirdek ¢ozeltisi kullaniimistir. Cekirdek
¢ozelti miktar arttikga altin nanogubuklarin eksenel ydndeki plasmon dalga

boylarinin dolayisiyla aspect ratio oranlarinin azaldigi gorulmustur. Cekirdek
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cozelti miktar arttikca verim artmistir. Her Ug ¢ekirdek ¢ozelti miktarinda silindirik
yapilar elde edilmis olup, ¢ekirdek ¢ozelti miktarinin artmasi ile olusturulan altin
nanogubuklarin ¢apinin uzunluguna gore daha fazla arttigi bu nedenle aspect

ratio oranlarinin azaldigi gértalmastur (Sekil 4.33 A, B ve C).

Reaksiyon sicakliginin nanogubugun uzunluk/cap oranina ve dolayisiyla optik
Ozelligine olan etkisini incelemek icin ¢ farkh sicaklikta altin nanogubuklar
uretilmigtir. Sicakhgdin artmasiyla nanogubuklarin ortalama ¢ap degerlerinin arttigi
bu da uzunluk/cap oraninin azalmasina neden oldugu dolayisiyla eksenel
plasmon dalga boyunun azaldigi gorulmustir. Sicaklik arttikga nanogubuk olusum
verimi de azalmigtir. 20 °C de uzun ve ince silindirik yapilar olusurken 50 °C’de

daha kisa ve kalin silindirik yapilar olusmustur (Sekil 4.35 A, B ve C).

Yapilan butun bu c¢alismalar sonucunda farkl uzunluk/cap oranina sahip farkl
renkte ve farkl optik 6zellik gésteren altin nanogubuklar uretilmistir. Cozelti rengi
mavi ve tonlari olan altin nanogubuklarin aspect ratio oranlari distukken bu oran
arttikga ¢ozelti rengi kirmizimsi kahve ve acgik kahveye donmektedir. Bu sekilde
eksenel plasmon dalga boyu 600-900 nm arahdinda aspect ratio orani 2.0-5.0
araliginda olan g6k kusagi seklinde farkli optik o6zelliklere sahip altin

nanogubuklar elde edilmigtir.

Uzunluk/cap orani 4.8 (kirmizimsi-kahve renkli) ve 2.1 (mavi renkli) olan altin
nanogubuklarin fluoresan 6zelligi incelenmistir. 4.8 ve 2.1 aspect ratio oranindaki
altin nanogubukar 249 nm’de uyarildiginda 498 nm dalga boyunda emisyon
vermiglerdir. Goruldigu gibi aspect ratio oraninin degismesi ile uyariima ve
emisyon dalga boylarinda herhangi bir degisim olmayip her ikiside ayni dalga
boylarinda uyarilip ayni dalga boylarinda emisyon vermiglerdir. Aspect ratio orani
4.8 ve 2.1 olan altin nanogubuklar sirasiyla 650 ve 1000 civarinda fluoresan
sinyal siddeti gostermistir. Nanogubuklarin eksenel uzunluklari arttikga fluoresan
Ozelliklerinin arttigi  gézlemlenmigtir. Altin  nanogubugun derisimi azaldikga

fluoresan sinyal siddeti azalmistir.

Sentezlenen altin nanogubuklarin kimyasal yapisi ATR spektrumu ile incelenmis
olup, sentez sirasinda surfactant olarak kullanilan CTAB molekulinden gelen -

CH, titresim frekansi spektrumda 1640 cm™, -C-N gerilim titresimi 1280 cm™
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civarinda aciga ¢ikmaktadir. 1107, 960, 890, 817 cm™deki piklerin varligi CTAB
molekilinin altin  nanogubuk yilizeyine CTA'-Au bagi ile baglandigini

gostermigtir.

Sentezlenen altin nanogubuklarin kristal yapilarinin belirlenmesi igcin X-RD analizi
yapilmistir. 2 teta degeri 37 iken (111) difraksiyon pikinin altin nanogubuklarin
uzun eksenine paralel yonde uzadigini gosterdiginden bu pikin sinyal siddetinin
literatire gore dusik olmasi nedeniyle uzunluk/cap orani kiguk altin nanogubuk

oldugu belirlenmistir.

Altin nanogubuklarin manyetik 6zellikleri titresimli manyetometre (VSM) cihazi ile
belirlenmis olup, diyamanyetik malzemeler oldugu ve herhangi bir manyetik alana
karsi manyetik 6zellik gostermedigi gorulmustuar.

Mikroemdlsiyon fazda tani kiti veya nanoarray gelistirimesi ¢calismalarinda; altin
nanocgubuklar (aspect ratio orani 4.8 ve 2.1), kiresel altin nanopartikil ve
Fe3O4/Au nanopartikil ylzeyine farkli derisimlerde (0.5-3.0 pM) tiyollu
oligonukleotitler (MTB ve GOR) immobilize edilerek nanoproplar hazirlanmistir.
Prob derisimine baglh olarak doért farkli altin nanopartikilin plasmon dalga

boylarindaki kaymalar incelenmigtir.

Eksenel yonde 836 nm radyal yonde 525 nm dalga boylarinda absorbans veren
4.8 aspect ratio oranindaki altin nanogubugun yuzeyine farkli derisimlerde GOR
prob baglanmasi sonucu eksenel plasmon dalga boylarinda kayma goézlenmis
olup, GOR prob derisimi arttikca eksenel plasmon dalga boylarinin ve dalga boyu

kaymalarinin arttigi absorbansin azaldigi gérulmastur.

2.0 PM derisimde GOR prob baglanmis altin nanogubuk probunun farkh
derisimlerde (1.0-3.0 uM) hedef oligonUkleatiti ile hibridizasyonu gerceklestirilerek
dalga boyu kaymalari incelenmistir. GOR hedef derigimi arttikca eksenel plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigr gorulmustar. 1.0 uyM, 2.0 uM,
3.0 pM derisimlerinde GOR hedef oligonukleotiti ile hibridizasyonu sonucu
eksenel plasmon dalga boylarindaki kayma sirasiyla 20 nm, 57 nm ve 61 nm

olarak dlgulmustar.
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Suspansiyon fazda altin nanogubuklarin eksenel plasmon dalga boyu
kaymalarina dayanan DNA tani kiti geligtirimesi c¢aligmasinin segiciligini
belirlemek amaciyla da 2.0 uM derisimde GOR prob baglanmis altin nanogubuk
probuna 2.0 pM derisiminde GOR probun hedefi olmayan MTB hedef
oligonukleotit ¢ozeltisi kullanilmigtir. 2.0 yM derigsiminde GOR hedefi olmayan
MTB hedefi ile yapilan ¢alisma sonucunda 3 nm gibi kiglk bir dalga boyu
kaymasi olgulmus olup, diger dalga boyu kayma degerlerine gore ¢ok kuguk bir

dalga boyu kaymasi oldugundan sistemin hassas oldugu sonucuna variimistir.

Altin nanogubuk (4.8 A.R) yuzeyine GOR prob oligonukleotit baglandiktan ve
hedef oligonukleotiti ile etkilesimi sonucu fluoresan sinyal siddetindeki degisim
incelenmigtir. Fluoresan sinyal siddeti 650 olan altin nanogubuk yuzeyine 2.0 yM
derisiminde GOR prob baglandiginda 450, 2.0 uM derisiminde GOR hedef ile
hybridize oldugunda 20’lerde fluoresan sinyal siddeti 6lgulmus olup, 2.0 uM
derisiminde GOR probunun hedefi olmayan MTB hedef oligonukleotiti ile
etkilesimi sonucu tekrar fluoresan sinyal siddetinin 200’lere ylUkseldigi

gorulmustar.

Altin nanogubuk ylzeyindeki GOR probunun hedefi ile hibridizasyonu sonucu
fluoresan sinyal siddeti 20 civarinda iken isitilarak hibridizasyonun bozulmasi
sonucu Olgllen sinyal siddeti tekrar 350’ye vyukselmistir. Yapidan hedef
oligonukleotitinin ayrilmasi ile sinyal giddeti tekrar arttigi goralmustdr.
Suspansiyon fazda altin nanogubuklar ile gelistirilen DNA tani kiti sistemi, eksenel
yondeki plasmon dalga boylarindaki kaymalarinin incelenmesinin yani sira

fluoresan sinyal siddetindeki degisimler ile de desteklenmistir.

Eksenel yonde 639 nm radyal yonde 515 nm dalga boylarinda absorbans veren
2.1 aspect ratio oranindaki altin nanogubugun ytzeyine farkl derisimlerde MTB
prob baglanmasi sonucu eksenel plasmon dalga boylarinda kayma goézlenmis
olup, MTB prob derigimi arttikga eksenel plasmon dalga boylarinin ve dalga boyu
kaymalarinin arttig1 absorbansin azaldigi gériimus olup, 0.5 yM, 1.0 uM, 2.0 uM
ve 3.0 yM derigimlerinde MTB prob baglanmis altin nanogubuklarin eksenel
plasmon dalga boylarindaki kayma sirasiyla 15 nm, 19 nm, 46 ve 60 nm olarak

Olctlmustar.
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2.0 pM derisimde MTB prob baglanmis altin nanogubuk probunun farkh
derisimlerde (1.0-3.0 uM) hedef oligonUkleatiti ile hibridizasyonu gerceklestirilerek
dalga boyu kaymalari incelenmistir. MTB hedef derisimi arttikga eksenel plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi goéralmuastur. 1.0 yM, 2.0 pM,
3.0 uM derigsimlerinde MTB hedef oligonukleatiti ile hibridizasyonu sonucu eksenel
plasmon dalga boylarindaki kayma sirasiyla 18 nm, 36 nm ve 60 nm olarak

Olculmustar.

Suspansiyon fazda altin nanogubuklarin eksenel plasmon dalga boyu
kaymalarina dayanan DNA tani kiti geligtiriimesi ¢alismasinin segiciligini
belirlemek amaciyla da 2.0 yM derisimde MTB prob baglanmis altin nanogubuk
probuna 2.0 uyM derisiminde MTB probun hedefi olmayan GOR hedef
oligonUkleotit ¢ozeltisi kullaniimistir. 2.0 uM derisiminde MTB hedefi olmayan
GOR hedefi ile yapilan ¢alisma sonucunda 4 nm gibi klguk bir dalga boyu
kaymasi olgulmus olup, diger dalga boyu kayma degerlerine gore ¢ok kuguk bir

dalga boyu kaymasi oldugundan sistemin hassas oldugu sonucuna variimistir.

520 nm dalga boyunda radyal yonde plasmon veren kuresel altin nanopartikul
yuzeyine farkli derisimlerde GOR prob baglanmasi sonucu radyal plasmon dalga
boylarinda kayma gdzlenmis olup, GOR prob derigimi arttikga eksenel plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi absorbansin azaldigi
gorulmus olup, 0.5 pM, 1.0 uM, 2.0 yM ve 3.0 uM derisimlerinde GOR prob
baglanmis kiresel altin nanopartikillerin radyal plasmon dalga boylarindaki
kayma sirasiyla 2 nm, 3 nm, 5 ve 7 nm olarak dlgulmustur. En yuksek GOR prob
derisiminde 7 nm’lik bir red-shift gostermis olup altin nanogubuklar kadar ylksek
bir dalga boyu kaymasi gostermemistir. Klresel altin nanopartikullerin altin
nanogubuklar kadar ortamin refraktif indeksi degisimine ¢ok duyarli olmadigi

goralmustar.

2.0 uM derisimde GOR prob baglanmis altin nanopartikil probunun farkh
derisimlerde (1.0-3.0 uM) hedef oligonUkleatiti ile hibridizasyonu gerceklestirilerek
dalga boyu kaymalari incelenmistir. GOR hedef derisimi arttikga radyal plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigr gorulmustar. 1.0 uyM, 2.0 uM,

3.0 pM derisimlerinde hedef oligonUkleotiti ile hibridizasyonu sonucu radyal
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plasmon dalga boylarindaki kayma sirasiyla 2 nm, 5 nm ve 8 nm olarak

OlcUimustar.

Suspansiyon fazda altin nanopartikullerin radyal plasmon dalga boyu kaymalarina
dayanan DNA tani kiti geligtiriimesi ¢calismasinin segiciligini belirlemek amaciyla
da 2.0 uM derisimde GOR prob baglanmis altin nanopartikil probuna 2.0 yM
derisiminde GOR probun hedefi olmayan MTB hedef oligonukleotit ¢ozeltisi
kullaniimigtir. 2.0 uM derigsiminde GOR hedefi olmayan MTB hedefi ile yapilan
calisma sonucunda 2 nm’lik dalga boyu kaymasi 6lgilmus olup, diger dalga boyu
kayma degerlerine yakin bir dalga boyu kaymasi oldugundan klresel altin
nanopartikuller ile olusturulan suspansiyon fazda DNA tani kiti sisteminin

hassasiyeti altin nanogubuklar kadar iyi olmadigi géralmustar.

536 nm dalga boyunda radyal yonde plasmon veren FezO4Au nanopartikdl
yuzeyine farklh derisimlerde MTB prob baglanmasi sonucu radyal plasmon dalga
boylarinda kayma gozlenmis olup, MTB prob derigimi arttikga eksenel plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi absorbansin azaldigi
gorulmus olup, 0.5 uyM, 1.0 uM, 2.0 yM ve 3.0 pM derisimlerinde MTB prob
baglanmis Fe3O4/Au nanopartikillerin radyal plasmon dalga boylarindaki kayma
sirasiyla 2 nm, 4 nm, 8 ve 12 nm olarak olgulmustur. Kuresel altin nanopartikuller
gibi altin nanogubuklar kadar ortamin refraktif indeksi degisimine c¢ok duyarli

olmadigi goérulmustar.

2.0 uM derisimde MTB prob baglanmis Fe3zO4/Au nanopartikil probunun farkh
derisimlerde (1.0-3.0 uM) hedef oligonlkleatiti ile hibridizasyonu gerceklestirilerek
dalga boyu kaymalari incelenmistir. MTB hedef derigimi arttikga radyal plasmon
dalga boylarinin ve dalga boyu kaymalarinin arttigi géralmustar. 1.0 uM, 2.0 uM,
3.0 pM derisimlerinde hedef oligonUkleotiti ile hibridizasyonu sonucu radyal
plasmon dalga boylarindaki kayma sirasiyla 2 nm, 5 nm ve 9 nm olarak

OlcUimustar.

Suspansiyon fazda Fe3zO4/Au nanopartiklllerin radyal plasmon dalga boyu
kaymalarina dayanan DNA tani kiti geligtiriimesi c¢alismasinin seciciligini
belirlemek amaciyla da 2.0 uM derisimde MTB prob baglanmis FezO4/Au
nanopartikil probuna 2.0 yM derisiminde MTB probun hedefi olmayan GOR
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hedef oligonlkleotit ¢dzeltisi kullaniimigtir. 2.0 yM derisiminde MTB hedefi
olmayan GOR hedefi ile yapilan galigma sonucunda 2 nn7’lik dalga boyu kaymasi
Olctimus olup, diger dalga boyu kayma degerlerine yakin bir dalga boyu kaymasi
oldugundan Fe304/Au nanopartikiller ile olusturulan stspansiyon fazda DNA tani

kiti sisteminin hassasiyeti altin nanogubuklar kadar iyi olmadigi gorulmustar.

Farkl problar takilmis iki farkl sekil ya da yapidaki altin nanopartikal karisimlarini
iceren mikroemdulsiyonlar (“nanoarrayler”) hazirlanmistir. Bunlar; altin nanogubuk
(A.R. 4.8) GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob karisimi, kiresel
altin nanopartikiil GOR probu ile altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB prob karisimi,
altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu ile altin kapli manyetik (Fe3zO4/Au)
nanopartikil MTB prob karisimi, kuresel altin nanopartikil GOR probu ile altin
kapli manyetik (FezO4/Au) nanopartikil MTB prob karigimidir.

Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu 868 nm dalga boyunda, altin nanogubuk
(A.R. 2.1) MTB probu 686 nm dalga boyunda eksenel plasmon dalga boyu
g6stermistir. iki farkli prob takili bu altin nanogubuk karisimi ise biri 685 nm digeri
871 nm’de olmak Uzere iki tane eksenel plasmon dalga boyu vermigtir. 685
nm’deki plasmon dalga boyu MTB probu bagdlanmis aspect ratio orani 2.1 olan
altin nanogubuk probunu 871 nm’deki plasmon dalga boyu ise GOR probu
baglanmis aspect ratio orani 4.8 olan altin nanogubuk probunu gostermektedir.
Dolayisiyla farkl iki nanogubuk prob karigiminin her bir nanogubuga 6zgu pikini

kaybetmeden ¢ok az dalga boyu kaymasi gostererek tasidigi goralmustar.

iki farkli prob takil altin nanogubuk karisimi GOR hedefi ile etkilesimi sonucu 687
nm ve 906 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goruldagu gibi
MTB probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 2 nm’lik dalga boyu kaymasi
gosterirken GOR probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 35 nm’lik dalga boyu
kaymasi gozlemlenmistir. Dolayisiyla GOR probu baglanmis altin nanogubugun
GOR hedefi ile etkilestigi bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu
gorulmastir. MTB probu takih altin nanogubukta ise eslenigi GOR hedef olmadigi
icin dnemli bir derecede dalga boyu kaymasi gorulmemistir.
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iki farkli prob takili altin nanogubuk karigimi MTB hedefi ile etkilesimi sonucu 712
nm ve 880 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goraldugu gibi
MTB probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 27 nm’lik dalga boyu kaymasi
gosterirken GOR probuna 6zgl plasmon dalga boyunda 9 nm’lik dalga boyu
kaymasi gozlemlenmistir. Dolayisiyla MTB probu baglanmis altin nanogubugun
MTB hedefi ile etkilestigi bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu
gorulmustir. GOR probu takili altin nanogubukta ise eslenigi GOR hedef olmadigi
icin 9 nm’lik birdalga boyu kaymasi gorilmus olup 27 nm’lik kaymanin yaninda

cok fazla 6nem arz etmemektedir.

Altin nanogubuk (A.R. 2.1) MTB probu 517 nm ‘de radyal 686 nm’de eksenel
plasmon dalga boyu verirken altin nanopartikil GOR probu sadece 527 nm dalga
boyunda radyal plasmon dalga boyu géstermistir. iki farkli prob takili bu altin
nanoprob karisimi ise biri 522 nm digeri 691 nm’de olmak Uzere iki tane plasmon
dalga boyu vermistir. 522 nm’deki plasmon dalga boyu GOR probu baglanmis
altin nanopartikil probuna 691 nm’deki plasmon dalga boyu ise MTB probu
baglanmis aspect ratio orani 2.1 olan altin nanogubuk probuna ait oldugu
sOylenebilir. Dolayisiyla farkh iki nanoprob karisiminin hem altin nanopartikul
probuna hem de altin nanogubuk probuna 6zgu pikini kaybetmeden tasidigi

gorulmustar.

iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi GOR hedefi ile etkilesimi sonucu 540
nm ve 686 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goraldugu gibi
MTB probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 5 nm’lik dalga boyu azalmasi
seklinde blue-shift gosterirken GOR probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 17
nm’lik dalga boyu kaymasi (red-shift) gézlemlenmistir. Dolayisiyla GOR probu
baglanmis altin nanogubugun GOR hedefi ile etkilestigi bunun sonucunda dalga

boyu kaymasinin olustugu gorulmastur.

iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi GOR hedefi ile etkilesimi sonucu 533
nm ve 712 nm dalga boylarinda plasmon dalga boyu vermistir. Goraldugu gibi
MTB probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 21 nm’lik dalga boyu kaymasi
gosterirken GOR probuna 6zgu plasmon dalga boyunda 10 nm’lik dalga boyu
kaymasi gozlemlenmistir. Dolayisiyla MTB probu baglanmis altin nanogubugun

MTB hedefi ile etkilestigi bunun sonucunda dalga boyu kaymasinin olustugu
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gorulmustir. GOR probu takili altin nanogubukta ise eslenigi GOR hedef olmadigi
icin 10 nm’lik bir dalga boyu kaymasi gorulmus olup 21 nm’lik kaymanin yaninda

cok fazla 6nem arz etmedigi dusunulmektedir.

Altin nanogubuk (A.R. 4.8) GOR probu 528 nm’de radyal 868 nm’de eksenel
plasmon dalga boyu verirken, Fe3;O4/Au nanopartikil MTB probu sadece 544 nm
dalga boyunda radyal plasmon dalga boyu géstermistir. iki farkli prob takili bu
altin nanoprob karigimi ise biri 542 nm digeri 870 nm’de olmak Uzere iki tane
plasmon dalga boyu vermigtir. Dolayisiyla farkh iki nanoprob karisiminin hem
Fe3O04/Au nanopartikiil probuna hem de altin nanogubuk probuna 6zglu pikini

kaybetmeden tasidigi gérulmustar.

iki farkli prob takili altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fe304/Au nanopartikil karigimi
GOR hedefi ile etkilegtirilip manyetik olarak ayrilmistir. Manyetik 6zellik
gostermeyen ¢dzeltinin 536 nm’de radyal 898 nm’de eksenel plasmon dalga boyu
vermistir. GOR probu tasiyan altin nanogubuk (A.R 4.8) ise 528 nm’de radyal 868
nm’de eksenel plasmon dalga boyu gostermektedir. Radyal yonde 8 nm’lik
eksenel yonde ise 30 nm’lik bir dalga boyu kaymasi gorilmustir dolayisiyla prob
karisimi icindeki GOR probu tasiyan altin nanogubugun GOR hedef oligontkleotiti

ile etkilegmistir.

iki farkli prob takili altin nanogubuk (A.R 4.8) ve Fez04/Au nanopartikil karigimi
MTB hedefi ile etkilestirilip manyetik olarak ayriimistir. Manyetik 6zellik gosteren
¢ozeltinin 559 nm’de radyal 871 nm’de eksenel plasmon dalga boyu vermigtir.
MTB probu tasiyan Fe3O4/Au nanopartikill ise 544 nm’de radyal plasmon dalga
boyu goOstermektedir. Radyal yonde 15 nm’lik bir dalga boyu kaymasi
gorulmustar. Prob karisimi igcindeki MTB probu tasiyan FezO4/Au nanopartiktlin
MTB hedef oligonukleatiti ile etkilestigi ve bunun sonucu 15 nm’lik bir dalga boyu

kaymasi olusturdugu gorulmustar.

Altin nanopartikil GOR probu 527 nm’de radyal plasmon dalga boyu verirken
Fe304/Au nanopartikil MTB probu 544 nm dalga boyunda radyal plasmon dalga
boyu gdstermistir. iki farkli prob takili bu altin nanoprob karisimi ise sadece
kuresel partikillerden olustugu icin sadece 535 nm dalga boyunda olmak Uzere

tek bir plasmon dalga boyu vermistir. Farkli iki nanoprob karisiminin hem
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Fe3O4/Au nanopartikil probuna hem de altin nanogubuk probuna 6zgu piki
gOstermedigi gorulmustar. FezO4/Au nanopartikil probuna gore 9 nm’lik blue-shift

altin nanopartikul probuna gore 8 nm’lik bir red-shift olusmustur.

iki farkli prob takili altin nanopartikiil karisimi 2.0 yM derisiminde GOR hedef
oligonukleaotiti ile etkilestirildiginde manyetik ayirma sonucu manyetik Ozellik
gosteren ve gostermeyen kisim birbirinden ayrilmistir. Manyetik ayrima sonucu
manyetik olmayan kisim 535 nm dalga boyunda plasmon vermis olup, manyetik
olmayan kisimda kuresel altin GOR prob ve GOR hedef ¢ozeltisi bulunmaktadir.
Dolaysiyla altin nanopartikil GOR probu 527 nm dalga boyunda plasmon
verdiginden GOR prob ve GOR hedefin etkilesimi sonucu 8 nm’lik bir dalga boyu
kaymasi gergeklesmistir. Manyetik 6zellik gdsteren kisim 544 nm dalga boyunda
plasmon gdstermis olup, Fe;O4/Au MTB probunun gosterdigi plasmonu vermistir.
Dolayisiyla GOR hedefin MTB probu tasiyan Fe3zO4/Au nanopartikill ile
etkilesmedigi dolayisiyla herhangi bir dalga boyu kaymasi olusturmadigi

goralmustar.

iki farkli prob takili altin nanoprob karisimi 2.0 yM derisiminde MTB hedef
oligonukleaotiti ile etkilestirildiginde manyetik ayirma sonucu manyetik Ozellik
gOsteren ve gostermeyen kisim birbirinden ayrilmistir. Manyetik ayrima sonucu
manyetik olan kisim 550 nm dalga boyunda plasmon vermis olup, manyetik
Ozellik gosteren kisimda Fe3O04/Au-MTB prob ve MTB hedef c¢ozeltisi
bulunmaktadir. Dolaysiyla Fe304/Au-MTB probu 544 nm dalga boyunda plasmon
verdiginden MTB prob ve MTB hedefin etkilesimi sonucu 6 nm’lik bir dalga boyu
kaymasi gergeklesmistir. Manyetik olmayan kisim ise 527 nm dalga boyunda
plasmon vermis olup Au nanopartikil GOR probunun goésterdigi plasmonu
vermistir. MTB hedefin GOR probu tasiyan altin nanopartikilt ile etkilesmedigi
dolayisiyla herhangi bir dalga boyu kaymasi olusturmadigi gorulmustar.

SPR destekli elipsometrik biyosensor galigmalarinda, temizlenmis cam slaytlar
MPTS c¢odzeltisiyle silanize edilip tiyol u¢ grubundan doért tip altin nanopartiktlin
kimyasal olarak immobilizasyonu saglanmigtir. Uzunluk/gap orani 3.5 ve 2.6 olan
altin nanogubuklar, kiresel altin nanopartikil ve FeszO4/Au nanopartikulleri ile

calismalar yapiimigtir.
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Farkli derigimlerde (0.25-1.0 %(v/v)) dort tip altin nanopartikil cam yuzeyine
immobilize edilerek SPR destekli elipsometrik dl¢gimlerle optimum nanopartikil
derisimi belirlenmistir. Kdresel altin nanopartikdl igin 0.25 (%v/v), uzunluk/cap
orani 3.5 ve 2.6 olan nanogubuklar igin 0.85 (%v/v) ve Fe3O4/Au nanopartikul igin

1.0 (%vV/v) optimum nanopartikil derigimi 0.25 (%vV/v) olarak belirlenmisgtir.

Dort farkh altin nanopartikiller ile genisletiimis cam slaytlara farkh derisimlerde
(0.25-2.0 uM) GOR oligonukleotit problari gonderilerek SPR destekli elipsometrik
Olcumlerle optimum prob derigimi incelenmistir. Kuresel altin nanopartikul ve
uzunluk/cap orani 3.5 olan altin nanogubuk i¢in 1.0 uM, uzunluk/gap orani 2.6
olan nanogubuk ve Fe3O4/Au nanopartikil icin 2.0 uM optimum GOR prob
derisimi olarak belirlenmigtir. Her dort farkli nanopartikil icin GOR oligonukleotit
prob derigsiminin artmasiyla delta degisimi de artmistir. Kuaresel altin nanopartikul
icin 2.5°, uzunluk/gcap orani 3.5 olan altin nanogubuk i¢in 0.7°, uzunluk/cap orani
2.6 olan altin nanogubuk ve Fe3O4/Au nanopartikial igin 0.85° delta degisim
degerleri Olgulmustir. En yuksek delta degisim degeri kuresel altin

nanopartikullerle yapilan ¢alismada elde edilmistir.

Altin nanopartikullerin yuzeyine baglanan oligonukleotitlerin baglanma katsayisini
belirlemek icin kinetik ¢alismalar da yapilmistir. GOR prob oligonukleotitini
nanopartikul yizeyine baglanma sabitleri (Kp) kuresel altin nanopartikil icin 0.546
M, uzunluk/cap orani 3.5 olan altin nanogubuk icin 0.27 M, uzunluk/cap orani 2.6
olan altin nanogubuk icin 4.4 M, Fe304Au nanopartikil igin 0.13 M olarak
bulunmustur. GOR probunun nanopartikil yuzeylerine baglandigi fakat Kp degeri
ne kadar kiguk olursa baglanmanin o kadar iyi oldugu bilgisiyle literattirdeki kadar

iyi olmadigi gorulmustar.

Optimum prob derisiminde oligonukleotit takilmis doért cam slayta doért farkl
derisimde (0.25-2.0 uM) GOR hedef dizisi olan oligonukleotit ¢ozeltileri
gonderilerek hibridizasyon sonucunda olusan kalinhk degisim degerleri
Olcllmustlr. Hibridizasyon hizi hedef derisiminin 0.25’ten 2.0 yM’a artmasiyla
belirgin olarak artmigtir. Kiresel altin nanopartikuller i¢cin 125 dakika icindeki delta
degisimleri sirasiyla 0.3°, 0.5°, 1.2° ve 1.5°; uzunluk/cap orani 3.5 olan altin
nanogubuk icin 90 dakika igindeki delta degisimleri sirasiyla 0.4°, 0.6°, 1.0° ve

1.2°; uzunluk/cap orani 2.6 olan altin nanogubuk igcin 90 dakika icindeki delta
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degisimleri sirasiyla 0.2°, 0.8°, 0.9° ve 1.2°; Fe304/Au nanopartikdl igin 80 dakika
igindeki delta degisimleri sirasiyla 0.4°, 0.6°, 0.7° ve 1.0°dir.

Nanopartikil immobilize edilmis cam slayt Uzerindeki nanopartikil problarina
hedef olmayan oligonukleotit ¢ozeltisi gonderilerek sistemin segiciligi
arastinlmistir. Herhangi bir delta degisimi gézlenmeyerek prob oligonukleotitlerin
hedef olmayan oligonukleotitler ile hibridize olmadigi sistemin hassas oldugu

belirlenmistir.

Nanopartikll ylzeyindeki GOR prob oligontkleotitinin hedef oligonUkletiti ile
hibridizasyon kinetigi incelenerek baglanma sabitleri belirlenmistir. Kuresel altin
nanopartikdl icin baglanma sabiti (Kp) 0.305 M, uzunluk/gap orani 3.5 olan altin
nanogubuk icin baglanma sabiti (Kp) 1.7 M, uzunluk/gap orani 2.6 olan altin
nanogubuk igin baglanma sabiti (Kp) 1.0 M, Fe3O4/Au nanopartikil icin baglanma
sabiti (Kp) 4.6 M olarak belirlenmigtir. En disuk baglanma sabitine kiresel altin
nanopartikuller ile yapilan calismada elde edilmistir. Kuresel altin nanopartikl

yuzeyindeki GOR prob oligonukleatitinin eslenigine iyi baglandigi sdylenebilir.

Genel olarak degisik nanopartikiller ile yapilan SPR destekli elipsometre
¢alismasi sonucunda elde edilen sonuglar sdyledir. Altin kiresel nanpartikillerde
delta degisimi manyetik etrafi altin kapliya goére daha fazladir. Altin
nanopartikulleri 520 nm de absorbans verdigi igin kullandigimiz lazer kaynagi bu
dalga boyundaki altin nanopartikulleri rezonansa getirmektedir. Manyetik etrafi
altin kaph nanopartikiller ise 535 nm de absorbans verirken lazer kaynagimiz
bunlarida bu dalga boyunda rezonansa getirebilir fakat c¢ekirdekte bulunan
manyetit partikulleri bu rezonasi sonume ugrattigindan daha az delta degisimi
gerceklestirdigi dustunulmektedir. Ayrica altin nanogubuklardaki delta degisiminin
de az oldugu goérulmustur. Bu da kullandigimiz lazer kaynaginin sadece radyal
dalga boyunda rezonans olugturabilirken eksenel yondeki dalga boyunda
olusturamamaktadir. Eksenel yondeki absorbans dalga boyu 600-800 nm dalga
boyunda oldudu icin ve altin nnaogubuklarin cam yuzeyine yatay yerlestigi icin
kullandigimiz lazer kaynagi bunlari rezonansa getirmek igin uygun dalga boyunda

degildir.
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EKLER

EK-1 Oligonukleotitlerin Altin Nanopartikil Yizeyine Baglanma Kinetiginin

incelenmesi

Tez kapsaminda SPR destekli elipsometre calismalari sonucu elde edilen veriler
kullanilarak altin nanopartiklllerin yuzeyine baglanan oligonukleotitlerin baglanma
katsayisini  belirlemek icin kinetik calismalar da yapilmistir. Kuiresel altin
nanopartikuller reseptér GOR prob oligonukleotiti ligand olarak dusunuldigiunde

GOR prob oligonikleotitinin yizeye baglanma kinetigi incelenmistir.

Zamana karsi delta degisim degerleri kullanilarak 4.1 ve 4.2 esitlikleri kullanilarak
yuzeye baglanma hiz sabiti (Ko, association rate constant), yuzeyden ayrilma hiz
sabiti (Ko, dissociation rate constant) ve bagdlanma katsayisi (Kp) degerleri
hesaplanmigtir. Bu hesaplamalar tez kapsami boyunca kullandigimiz SPR cihazinin
software kitapciginda yer alan kinetik baglanma calismasinda verilmis 4.1 ve 4.2.

esitlikleri kendi sistemimize uyarlanarak Origin 8.0 programi kullanilarak yapilmigtir.
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Klresel altin nanopartikil ylizeyine GOR prob oligonikleotiti baglanma katsayisinin

(Kp) belirlenmesi:
Farkli GOR prob derisimde zamana karsi delta degisim grafigi origin sayfasinda

aciimistir. Her bir GOR prob derisim egrisi icin “non-linear curve fit” yapilarak yo,A;
ve t; degerleri elde edilmisgtir.
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Sekil 4.73. Kiresel altin nanopartikiller ytzeyine farkli derisimdeki GOR prob

oligonukleotitlerin baglanmasina bagl delta-zaman egrisindeki degisim.

2.0 yM GOR prob derisimini icin “non-linear curve fit” yapildiginda elde edilen veriler

asagidaki gibidir.

NL Fit (ExpGroT) (852070 02:06:36)
# Notes

+ Input Data

-1 Parameters

WYalue Standard Error

yl  2.48428 0.07525

B a1 28173 01021
t1 -28.18426 288807

Iterations Performed = &

Total lterations in Session = 8

Fit converged - tolerance criterion satisfied.
= SIHL’SL’C"S

L

urves Plot

B
Mumber of Points 27
Degrees of Freedom 24
Reduced Chi-Sqr 0.02605
Fesidual Sum of Squares 0.62511
Adj. R-Zquare 0.896681
Fit Status Succeeded{ 100}

Fit Status Gode :
100 : Fit convenged
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1.0uM GOR prob derisimini igin non-linear curve fit yapildiginda elde edilen veriler
asagidaki gibidir.

-1 ML Fit (ExpGrot) (852010 02:07:36)
+ Noles

+ Input Data

-l Parameters

Yalue Standard Error

yo|  1.75479 0.09078

D a1 -1.87451 0.0856
) -47.30135 G.556584

Iterations Performed = 5

Total lterations in Session =5

Fit converged - tolerance criterion satisfied.
Some input data points are missing.

< Stalistics - Fitted Curves Plot
Mumber of Points ’ 20 D
L i i &
Degrees of Freedom 17
Reduced Chi-3qr 0.00993 '
Residual Sum of Squares 01697
Adj. R-3quare 0.96956
Fit Status Succeeded{100]
Fit Status Code : T . v
100 : Fit converged

0.5uM GOR prob derigimini i¢in non-linear curve fit yapildiginda elde edilen veriler
asagidaki gibidir.

=1 NL Fit (ExpGroi) (8/5/2010 02:07:20)
+ Notes

+ [nput Data

-l Paramelers

Yalue Standard Error

yo|  3.03228 0.38517

Gl Al -3.2132 0.32938
1 -70.83273 17.18585

Total lterations in Session = 5
Fit convenged - tolerance criterion satisfied.

Some input data points are missing.
- Statistics
=
Mumber of Points 21
Degrees of Freedom 18
Reduced Chi-Sqr 0.03108
Residual Sum of Squares 055884
Adj. R-2quare 095122
Fit Status Succeeded{100)
Fit Status Code - T . t
100 : Fit convenged
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0.25 pM GOR prob derigimini i¢cin non-linear curve fit yapildiginda elde edilen

veriler asagidaki gibidir.

=l NL Fit (ExpGrot) (852010 02:07:51)
+ Notes

+ Input Data

- Paramelers

YValue Standard Error

y0| -0.28063 0.199389

E| A1 0.3230 016913
1 87.29983 24 28154

lterations Performed = 12

Total Iterations in Session = 12

Fit convenged - tolerance criterion satisfied.
- SIE,IL' f-'CS

_ E = Fitted Gurves Plot
rumber of Foints 18
Degrees of Freedom 15 E

Reduced Chi-Sqr 0.00404
Residual Sum of Squares 0.06056
Adj. R-Zquare n.asa0g
Fit Status Succeeded{100}

Fit Status Code : . . .

100 : Fit convenged

ty degeri ¢ degerine esgittir. Her bir GOR prob derigimi igin bu sekilde ¢ degeri
belirlenmistir. GOR prob derisimine karsi 1/ ¢ grafigi cizilerek Ko, ve Ko degerleri

belirlenerek Kon/Koit =Kp degeri hesaplanmistir.

0.04

0.035 -
Ky=0.546M
0.03 -

0035 1 K,,=0.013s1M

0.02 - y=0.0139X+0.0076  Ker=0.0076s

R?=0.9989

1/t,, [s7]

0.015 +

0.01 +

0.005 -

0 T T T T 1

a 0.5 1 1.5 2.5
GOR prob derigimi [pM]

[¥]

Sekil 4.75. GOR prob oligonukleotitinin kiresel altin nanopartikul yizeyine baglanma
Kinetigi.
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