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OZET

TEZIN BASLIGI: Belirli mikoplazma tiirlerinin tanisina yénelik optik biyosensdr

tasarimi

YAZAR ADI: Burcu INANC

Hiicre kiiltiirii caligmalari, tibbi ve biyolojik bilimlerin yanisira, kanser kok
hiicre aragtirmalarinda da en Onemli deney sistemlerinden biridir. Mikoplazma
kontaminasyonlari ilgili deneylerin sonuglarini giivenilmez kilmakta, degerli hiicre
soylarinin kaybolmasina, materyal ve zaman kaybina neden olmaktadir. Bakteri ve
mantar enfeksiyonlarinin aksine, mikoplazmalarin, hiicre kiiltiirlerinde gozle goriilen
degisiklikler olusturmamasindan dolayi, arastirmaci tarafindan belirlenmeleri
olduk¢a wugrastirict ve zordur. Calismamizda hiicre ve doku Kkiiltiirlerinde
kontaminasyona neden olan belirli mikoplazma tiirlerinin hizli ve etkin bir bigimde
belirlenmesine yonelik SPR temelli ve dalga kilavuzu temelli sol-jel tabanli optik

biyosensorlerin tasarlanmasi hedef alinmistir.

SPR temelli DNA biyosensorii olusturulmast amaciyla mikoplazma
16SrDNA’smna 6zgiil tiyol modifiye DNA problari, altin ylizeyine immobilize
edilerek, yiizey 6zellikleri SEM ile incelenmistir. Tiyol modifiye problarin yiizeye
adsorpsiyonunu takiben, biyosensoriin DNA hibridizasyon verimliligi, eslenik
sentetik oligoniikleotitler kullanilarak belirlenmistir. Deneysel olarak, c¢esitli
laboratuvarlardan toplanarak mikoplazma bakimindan incelenmis hiicre kiiltiirlerine
ait denature PCR f{iriinleri ve genomik DNA ornekleri kullanilmistir. Tasarimu
yapilan SPR temelli biyosensoriin, sentetik oligoniikleotitler ve mikoplazma 16S
rDNA’sindan ¢ogaltilan PCR iiriinlerine 6zgiil ve tekrar tekrar kullanilabilir oldugu
gosterilmistir. Fakat mikoplazmaya ait genomik DNA Ornekleriyle yapilan

Olclimlerde, kirilma indisi degisimine (ARIU) rastlanmamustir.

Sol-jel yapida optik dalgakilavuzu temelli DNA biyosensorii, boyut artisi
nedeniyle, SPR temelli biyosensorlere gore yaklasik 100 kat artmus hassasliga

sahiptir. Bunun yamisira, sol-jel matrisi hibridizasyon reaksiyonu ve
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biyomolekiillerin kararligim1 saglamak {izere sulu bir ortam sunmaktadir. Sol-jel
yapisindaki sensOr yiizeyinin prizma ¢iftleyici cihazinda dalgakilavuzu olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Prizma ¢iftleyici ile yapilan effektif refraktif indis
Olclimleri, amin modifiye tek zincirli DNA probunun sol-jel ylizeyine amin
kimyasiyla basarili  bir sekilde immobilize oldugunu  gostermektedir.
Immobilizasyonun orani, eslenik floresan isaretli oligoniikleotitler kullanilarak
floresan mikroskobunda incelenmistir. Her ne kadar baglanmis oligoniikleotitlerin
miktarin1  sayisal olarak belirlemek zor olsa da kontrol Ornekleriyle
karsilagtirildiginda, elde edilen floresan yogunluklari tatmin edicidir. Gelecekte,
16SrDNA’ya 6zgiil problarin sol-jel yiizeyinde immobilizasyonunun gelistirilmesi
ve vylizeyin optik, mikroskobik aletler kullanilarak karakterize edilmesi

planlanmaktadir.

Bu c¢alismada, gelistirilen SPR temelli DNA biyosensorii su an igin
mikoplazma genomik DNA’smin belirlenmesi i¢in yeterli duyarhilikta degildir, fakat
sentetik oligoniikleotitler ve PCR iiriinlerinin analizi i¢in etkin bir sistem olarak
ortaya ¢cikmaktadir. Bundan dolayi, bu kosullar altinda SPR sinyalini arttirabilmek
icin, hedef DNA molekiilleri floresan veya kiitle artis1 saglayacak isaretlerle,
birlestirilmelidir. Ancak, SPR biyosensorlerine gore yaklagik 100 kat daha hassas
oldugundan, sol-jel temelli mikoplazma 06zgiil biyosensorde, bu gereklilik ortadan

kaldirilabilir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, hiicre kiiltiirli, mikoplazma, yiizey plazmon
rezonans (SPR), taramali elektron mikroskobu (SEM), polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR), kirinim indisi degisimi (ARIU).



SUMMARY

TITLE OF THESIS: Development of optic biosensors to detect certain
mycoplasma species

AUTHOUR: Burcu INANC

Cell culture systems are important tools for basic research in medicine and
biological sciences as well as for the stem cell and cancer research. Mycoplasma
contaminations cause unreliable results in cell culture experiments leading to loss of
valuable cell lines, materials, and time. Unlike from bacterial and fungal
contamination, mycoplasma does not produce any visible change in cell cultures
making its detection a very cumbersome and formidable task for the scientist. In this
study we aimed to develop a novel optical DNA biosensor based on SPR and a sol-
gel based optical waveguide sensor for fast and effective detection of Mycoplasmas

in cell cultures.

In order to construct a DNA biosensor based on SPR, thiol-derivatised DNA
probes specific to mycoplasma 16S rDNA are directly immobilized onto gold
surface and the characterization of the surface was made by SEM. Following
adsorption of modified oligonucleotides onto surface, DNA hybridization efficiency
was tested using complementary synthetic oligonucleotides. Experimental set up
included both denaturized PCR products and genomic DNA samples isolated from
tested cell cultures collected from various laboratories. We demonstrated that the
designed SPR based biosensor was reproducible and robust for the specific
hybridization reactions with synthetic oligonucleotides and specific PCR products
from mycoplasma 16S rDNA. However, we were not able to produce significant

refractive index (ARIU) change with the mycoplasma genomic DNA samples.

Sol-gel based optical waveguide DNA biosensor promises ~100 fold
increased sensitivity compared to SPR based sensors due to the increased dimension.

Besides sol-gel matrix provides aqueous environment for the hybridization reaction
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and for the stability of biomolecules. It has been shown that the sensor surface in the
sol-gel structure can be used as a waveguide in the prism coupler. The effective
refractive index measurements made by prism coupler have suggested that the
amine-derivatised ss-DNAs successfully immobilized on the sol-gel surface via
amine chemistry. Primarily we tested the immobilization efficiency by using
fluorescent labeled complementary oligonucleotides to the immobilized probes under
fluorescent microscope. Although it is quantitatively hard to calculate bound
oligonucleotides, the relative fluorescent intensities suggest that there is a decent
amount of bound oligonucleotide compared to control samples. We are planning to
further characterize and improve the sol-gel immobilization of 16S rDNA specific

probes using both optic and microscopic instruments.

SPR based DNA sensor designed in this study is currently below the required
resolution level for detecting mycoplasma genomic DNA but it appears rather
efficient for detecting synthetic oligonucleotides and PCR products. Therefore under
defined circumstances either fluorescent or bulk tag should be conjugated to target
DNA molecules to enhance SPR signal. However, sol-gel based mycoplasma
specific biosensor may remove this requirement by providing ~100 fold increased

sensitivity over SPR based sensors.

Key words: Biosensor, cell culture, mycoplasma, surface plasmon resonance
(SPR), scanning electron microscopy (SEM), polymerase chain reaction (PCR),
refractive index change (ARIU).
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1.GIRIS

Biyosensorler, biyomolekiiller arasindaki 6zgiin etkilesimleri temel alan,
biyomolekiillerin sabit 6zelliklerinin yani sira, farkliliklarin1 da aninda ve yiiksek
hassasiyetle saptamaya yarayan optik, elektrokimyasal, piezoelektrik vb. yapidaki

aletlerdir.

Bir biyosensor, iic temel bilesenden olusur : (i) tantyici boliim; (ii) taniyan
ile tanmman arasindaki etkilesmeyi elektrik sinyaline c¢eviren “gevirici
(“transducer); ve (iii) elektronik bolim. Tanryict bolimde immobilize edilmis

biyomolekiiller bulunmaktadir.

Biyosensoriin tantyici tabakasina takilmig bulunan ligand (“algilayict™) ile
tayini gerceklesecek olan analit (“taninan™) arasinda, sensOr yiizeyinde yliksek
diizeyde secici ve Ozgiin etkilesme gergeklesir. Etkilesmenin sonucunda olusan
degisiklik, drnegin, kimyasal bir iirlin olabilecegi gibi, baslangicta ortamda bulunan
ve etkilegsme ile kaybolan bir kimyasal madde olabilir. Bunun yam sira, etkilesim
sonucu, elektrokimyasal degisiklik olabilir, 1s1 agiga ¢ikabilir veya kaybolabilir; optik
ozellikler degisebilir; veya kiitle degisimi gozlenebilir. Cihazdaki “cevirici” birimi
bu degisimi algilar ve elektrik sinyaline ¢evirir, ki bu da elektronik boliim tarafindan

degerlendirilir ve sayisal okunabilir verilere doniistiiriiliir.



BiYOSENSOR
ORNEK BiYORESEPTOR CEVIRICI
Enzim
_h -
OA OE Antikor Elektrokimyasal
no o Niikleik asit Optik
— . . Termal
A O Mikroorganizma I]H[;'> Elektriksel Sinyal
IL': 0 Hiicre Mekanik
LA 1—» Aptamer Kiitle duyarl
Molekiiler Tamima Cevrim

Sekil 1.1. Biyosensérlerin yapist ve ¢alisma prensibi (Temiz ve ark., 2006).

Bir biyosensériin ana elemani, ¢ogunlukla uygun bir gevirici sistemin yiizeyine
immobilize edilmis, antikor, enzim veya tek zincirli DNA gibi biyolojik
materyallerdir. Bu sistemde, biyolojik materyalin cevirici yiizeyde analiti 6zgiil
olarak tanima olgusu bir sinyale doniistiiriiliir. Biyomolekiiliin analiti 6zgiil ve secici
olarak tanmimasi biyokimyasal bir reaksiyon sonucunda miimkiin olur. Affinite
biyosensorlerinde  ylizeye baglh affinite kompleksi olusurken, katalitik
biyosensorlerde ise analit enzimatik bir reaksiyonla {iriine doniisiir. Biyosensoriin
sinyal iletim mekanizmasi olarak hangi fiziksel yontem kullaniliyor olursa olsun,
biyosensOr tasariminda en Onemli nokta, ¢evirici sistemin ylizeyine immobilize
edilmis biyolojik materyalin fonksiyonel aktivitesini en iist diizeyde korumasini
saglamaktir. Bu durum cevirici yiizeyin mikro, nano boyutlara indirgendigi
durumlarda  o6zellikle 6nemlidir. Immobilize  biyomolekiiliin ~ fonksiyonel
biitiinligilinlin yaninda, bir biyosensorden alinan sonuglarin 6zgilligi, kararliligi ve
giivenilirligi bakimindan dikkat edilmesi gereken diger bir nokta, yiizeydeki herbir
biyomolekiiliin, analit molekiillerle etkilesime girmelerini saglamaktir (Telefoncu A.,

1999).



1.1 Biyomolekiillerin immobilizasyonu

Biyosensorler farkli 6zellikteki iki farkli elemanin (biyomolekiil ve ¢evirici
sistem) kombinasyonu ile olusurlar. Uygun biyomolekiill ve g¢evirici sistem
secildikten sonra bunlarin birbirine baglanmasi asilmasi gereken en 6nemli sorundur.
Bu baglama islemi immobilizasyon olarak adlandirilir. Immobilizasyon
biyoreseptoriin kararliligit ve tekrar kullanimi agisindan biiylik avantaj saglar.
Immobilizasyonda en ©6nemli nokta biyomolekiiliin islevselligini korumasini
saglamaktir. Immobilizasyon yéntemi biyomolekiiliin kimyasal ve fiziksel yapis1 goz
onlinde bulundurularak belirlenir. Bu amagcla baslica dort yontem kullanilmaktadir.

(Eggins et al.,2002).
1.1.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon ikiye ayrilir; fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon. Fiziksel
adsorpsiyon van der Waals kuvvetleri ve bazen de hidrojen baglariyla gergeklesirken,
kemisorpsiyon fiziksel adsorpsiyona gore ¢ok daha kuvvetli olan kovalent baglarin
olusumuyla gergeklesir. Bir yiizeye adsorbe olan biyomolekiiller pH, sicaklik ve
iyonik kuvvet degisimlerine c¢ok duyarlidir. Immobilizasyon yontemi olarak

adsorpsiyonla olusturulan bir biyosensoriin dmrii yaklasik bir giindiir.
1.1.2 Mikro-Kapsiilleme

Bu yontemde inert bir membran, g¢evirici sisteme yakin olacak sekilde
biyomolekiilii hapseder. Cok sayida avantajlara sahiptir. Farkli sartlara adapte
olabilen, giivenilir, pH, sicaklik, iyonik kuvvet ve kimyasal kompozisyondaki
degisimlerle uyumlu bir yontemdir. Omrii yaklasik bir haftadir. Ayrica,
biyodegradasyon ve kontaminasyon olasili§inin aza indigi bir yontemdir (Eggins et

al.,2002).



1.1.3 Kovalent Baglama

Biyomolekiiliin yilizeye bir fonksiyonel grup {iizerinden kovalent olarak
baglanmasidir. Bu fonksiyonel gruplar, NH, gibi niikleofilik gruplardir. Omrii 4-14
ay arasinda degisir (Schlecht, 2002).

1.1.4 Capraz Baglama

Tutuklama yOntemiyle kimyasal baglanmanin birlestirilmis seklidir. Her ne
kadar son derece kararli bir yontem olsa da, hedef molekiillerin difflizyonunu

siirlandirabilir. (Pierce et al., 2004).
1.2 DNA Molekiilii ve Yapisi

DNA molekiili, iki poliniikleotit zincirinin seker fosfat omurgalarinin ortak
bir eksen ¢evresinde esit ¢apli ve sag yone dogru doniimler olusturmasiyla meydana
gelmis sarmal yapida bir molekiildiir. Deoksiriboz ile fosfat gruplar1 ester baglariyla
birbirlerine baglanmistir. ki kolun arasindaki merdiven basamaklarinda gelisigiizel
bir siralanma yoktur; her zaman Guanin (G), Sitozinin (C ya da S); Adenin (A),
Timinin (T) karsisina gelir. Hem piirin (adenin ve guanin) ile pirimidinler (sitozin ile
timin) arasindaki hidrojen baglari, hemde diger baglar, meydana gelen heliksin
diizgiin olmasini saglar. Hidrojen baglari, fosfor baglar1 kadar kuvvetli olmadig: icin
pH degisikligi, sicaklik ve basing gibi etkenlerle kolaylikla birbirlerinden
ayrilabilmektedir. DNA nin kendi kopyasini yapmasi ve gen anlatimi, niikleotitler
arasindaki hidrojen baglarinin ayrilmasi ile gergeklesmektedir. Hidrojen baglarinin
0zellesmesi; uygun niikleotit molekiillerinin karsilikli gelerek birbirlerine yine uygun
sayida hidrojen baglari ile baglanmasini saglar. Boylece zincirin bir kolunda bulunan
niikleotitlerin dizilisi, kars1 kolda bulunan niikleotitlerin dizilisini kontrol eder (Sekil

1.2).



Niikleotitlerin bazlar1 molekiiliin omurgasinin i¢ kisminda bulunur. Bazlar sarmalin
eksenine 90 derece ac1 yapacak sekilde konumlanmistir. Birbirine komsu baz
ciftlerinin déniimleri arasindaki uzaklik 3,4A’diir. Ayrica her baz ¢ifti komsusuna 36
derecelik ag¢1 yapacak sekilde yerlesmistir. Buna gore, yaklasik 10 baz ¢ifti 360

derecelik tam bir doniimii tamamlayacagindan, her déniimiin boyu 34A diir.

Niikleotitler birbirlerine fosfat baglariyla baglanarak, seker ve fosfat
kisimlarinin birbirlerini izledigi serilerden olusan bir omurgaya sahip uzun ve
poliniikleotit zincirlerini meydana getirmistir. Kovalent ester baglar1 veya
fosfodiester baglar1 olarak da bilinen bu baglar son derece kuvvetlidir. Fosfodiester
baglarinin varligt DNA molekiiliiniin tek zincirli yapt halinde iken bile dayanikli ve

kararli bir yapida olmasini saglar.

Niikleotitlerin yapisinin bazik olmasina karsin omurgadaki POy (fosforik asit)
gruplarinin varligi poliniikleotit zincirlerin asit 6zellikte olmalarina yol agar ve

nikleik asit terimi de bu 6zellikten koken alir.

DNA’nm iki zinciri, birbirine sadece H baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle

bagli olduklarindan, niikleotitleri arasindaki kovalent baglarda herhangi bir kopma
olmaksizin ¢dozilebilirler (denatiirasyon). Ayni sekilde ¢6ziilmiis molekiiliin
zincirleri tamamlayici bazlar1 arasinda H baglarinin olusumu ile birlesip sarmal
yapiyt yeniden olusturabilir (renatiirasyon) (Martin et al., 2002). Bu o&zellikleri
nedeniyle, DNA molekiilii biyosensor algilayicilart igin gerekli tiim ozelliklere

sahiptir denilebilir.

Aptamerler, yiiksek 6zgiinlilkte molekiiler hedeflerine baglanabilen niikleik
asit yapisinda veya peptit yapisindaki makromolekiillerdir. Niikleik asitlerde oldugu
gibi, tipik bir niikleik asit aptameri A,U,T,C ve G’den olusan 15-40 niikleotit
uzunlugunda dogrusal bir dizidir. Cdzelti i¢inde niikleik asit zincirleri, molekiil ici
etkilesimlerle 3 boyutlu yapida bir molekiil olusturacak sekilde katlanir. Aptamerin

yapisi, hedef molekiile sikica baglanmasina izin verir.



Aptamerler, kiiciik molekiiller, proteinler, niikleik asitler hatta hiicre ve
dokular gibi c¢ok ¢esitli molekiiler hedeflere baglanabilirler. Aptamerler,
biyoteknolojik ve tedavi amacglh uygulamalarda, siklikla kullanilan antikorlara gore
cok daha iistiin tanima 6zellikleri sergilerler. Ustiin ayirt edici tanima 6zelliklerine ek
olarak, aptamerler tamamiyle test tiiplerinde {iretilmeleri nedeniyle antikorlara
nazaran, kolaylikla kimyasal olarak sentezlenebilen, tercih edilir saklama
ozelliklerine sahip molekiillerdir. Tiim bu nedenlerden dolay1, aptamerler, biyosensor

uygulamalarinda biyoreseptor olarak kullanilmak {izere oldukga elverisli ve umut

vericidirler.
Deoksittboniildeik Asit (DNA) Niikleotitlar
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Sekil 1.2 DNA molekiilii ve niikleotitlerin yapist
(http://www.mbscientific.com/1 MorphogenesisGeneAngle.htm).



1.3 DNA Hibridizasyon Biyosensorleri

Tek zincirli iki DNA (ssDNA) molekiiliiniin yiiksek secicilikle hibridizasyon
reaksiyonuyla birbirlerine baglanarak cift zincirli DNA (dsDNA) hibrid molekiilii
olusturmalart prensibinden yararlanilarak, genetik hastaliklarla iligkili olarak tek
niikleotit varyasyonlar1 (SNP’ler) veya farkli tipte nokta mutasyonlarinin
belirlenmesi  veya  biyolojik  Orneklerde  6zgiil olarak  mikrobiyolojik

kontaminasyonlarin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.

DNA biyosensorlerinin ¢alisma prensibi, ¢evirici yilizeye immobilize edilmis
0zgiil tek-zincirli DNA dizilaria (prob), analit i¢inde eslenik olan tek-zincirli DNA
(ssDNA) dizilarinin eslesmesine dayanir. DNA dizilerini, 6zgiil ve se¢ici olarak (tek
baz uyumsuzlugunu belirleyecek diizeyde) belirleyebilme kabiliyeti, bir DNA
biyosensoriinde aranan en onemli 6zelliktir. Gliniimiizde, jel bazli yontemler gibi
diger hibridizasyon yontemleri oldukca yavastir ve giivenilir sonuglarin alinmasi
saatler silirmektedir. Biyosensorlerde ise yapilan gercek zamanli hibridizasyon

analizleriyle hizli, 6zgiil ve giivenilir sonuglar elde edilir.

DNA biyosensorlerinde, hibridizasyonun belirlenmesi optik, yiizey akustik

dalga veya elektrokimyasal geviricilerle saglanir.
1.4 Kat1 Yiizeyler Uzerinde DNA Hibridizasyonu

Kat1 ylizeyler lizerine DNA hibridizasyonu, ilk olarak membran {izerinde
1970’lerde gelistirilmistir. Uygulama alan1 ne olursa olsun, bir biyosensoriin en
onemli 6zelligi ylizeyde smirlandirilmis biyokimyasal bir siirecin Olgiilebilir bir
sinyale doniismesidir. DNA biyosensorlerinde ¢evirici element kat1 yiizey iizerindeki
tek veya cift zincirli oligoniikleotit varligin1 belirleyebilmektedir. Maksimum
duyarlilig1 saglamak, yani en yiiksek hibridizasyon verimliligini olusturmak iizere
gereken kosullarin belirlenmesi, biyosensor tasariminda ¢ok 6nemli bir basamaktir.
Yiizey tizerinde hibridizasyon, ¢ozelti i¢inde hibridizasyonla benzer bir siire¢ olarak

goriinse de farkli kosullarin olusturulmasi gerekmektedir.



Optimum hibridizasyon i¢in goéz Oniinde bulundurulmasi gereken faktorler
sOyle siralanabilir:
a) Yiizey iizerinde siirlandirilmis bir prob’un karakterizasyonu; prob’un ¢evre
kosullarinin tanimlanmasi, baglanma yontemi ve yiizey yapisi.
b) Yiizeye tutundurulmus prob oligoniikleotitlerin, sivi fazdaki hedef

oligoniikleotitlerle etkilesimlerinin hibridizasyon kosullari.

iki eslenik zincirin rastgele ¢arpismasi, kat1 yiizey iizerinde hibridizasyonun
meydana gelebilmesi i¢in en 6nemli gerekliliktir. Carpigsma sikli§i veya olasilig
hibridizasyon prosesinin kinetigini belirler. Carpisma oldugu anda hibrid olusturmak
lizere birlesme (annealing) meydana gelmelidir. Eger olusan hibrid tamamiyla
eslenik ise hibrid kararli olur. Baz dizilimleri tamamiyla eslenik olmasa bile yine
hibrid olusabilir. Fakat bu hibridler tamamen eslenik hibridler kadar kararli degildir.
Eslenik ve eslenik-olmayan hibridlerin olusumu icin gerekli kosullar (pH, iyonik

kuvvet, sicaklik vb.) belirlenerek ayirimlar: yapilabilir.

Niikleotit ¢iftinin yapist Dbirbirine gegmis 2 antiparalel molekiil
goriiniimiindedir. Ug boyutlu yap1 tek basina zayif ancak hep birlikte gii¢lii olan ve
cift helikal yap1 icinde molekiilleri kararli halde tutabilen bir dizi zayif etkilesimle
saglanir. Bu etkilesimler hidrojen baglari, hidrofobik, elektrostatik, van der Waals ve
dipol dipol etkilesimleridir. Hibridizasyon, sikica paketli heliks yapisini olusturmak

izere bu etkilesimlerle meydana gelir.

Iki zinciri bir arada tutan bu giiclerin olusumu, dzellikle bazlar arasindaki
hidrojen baglart ve iyonik etkilesimler, deneysel olarak fizikokimyasal
parametrelerle degistirilebilir. Bu parametreler bir bakima bu zayif etkilesimlerin
olusumunu veya bozulmasini etkileyerek yiizey tlizerinde hangi hibridlerin kalacagini

belirleyebilir.

1.4.1 Hibridizasyon Verimliligi ve Duyarhhgi

Sivi ortamda iki komplementer niikleik asit zincirinin hibridizasyon stireci,

iki molekiil arasinda 6zgiil bir etkilesim olup, ¢ozelti i¢inde homojen sekilde olur.



Yiizey hibridizasyonunda ise bu proses 6zgiil bir adsorpsiyon prosesidir. Her ne
kadar ayni etkilesimler s6z konusu olsa da farkli bir sekilde karakterize

edilmelidirler.

Hibridizasyon verimliligi yiizeyde, optimum hibridizasyon kosullarinda
eslenik zincirlere hibridize olan prob oligoniikleotitlerin oraninin o6lgiisiidiir.

Hibridizasyon hizi ise hedef zincirlerin yiizeye akis hizidir (Cooper et al., 2004).

1.4.2 Prob Oligoniikleotitin Yap1 ve Dinamigi

Her ne kadar ¢ift zincirli DNA’nin yapisi ¢ok iyi ¢alisilmis olsa da, 6zellikle
kat1 yiizey lizerindeki tek zincirli DNA’nin yapisi ¢ok az tanimlanabilmistir. Ciinkii
yilizeydeki prob yapisi ve prob yogunlugunun belirlenmesi, yiizeydeki miktarin ¢ok
kiigiik olmas1 nedeniyle oldukg¢a zordur. Prob yapisi, ylizey yiikii, hidrofobiklik, prob
immobilizasyon yontemi, fizikokimyasal ve kimyasal kosullar gibi ¢ok sayida

parametreye baghidir (Cooper et al., 2004).

1.4.2.1 Prob Uzunlugu ve Konumu

Prob’un ¢ozelti i¢indeki ulasilabilirligi hem hibridizasyon verimliliginde hem
de hibridizasyon hizinda etkilidir. Probun uzunlugu ve sahip oldugu ara grup
(spacer), olusturacagi sekonder yapiyr belirler. Oligoniikleotidin  yiizeye
tutundurulmasi eger ara bir grup ile yapilirsa komsu ¢evredeki sterik etkiler azalir ve

hibridizasyon verimliligi artar.

Prob molekiiliin konumu biiylik 0Olgiide destegin yiizey oOzelliklerine
(hidrofobik yap1, yik v.b.) baghdir. Negatif yiiklii yiizeyler, oligonikleotitleri
ylizeyden iterken, pozitif yiikli ylizeyler, fosfat gruplariyla baglantiya gecerek,
oligoniikleotidin yatay konuma gelmesine neden olur. Hidrofobik yiizeyler,
oligoniikleotitlerin bazlariyla etkilesime girerek, oligolar1 hibridizasyon i¢in uygun

olmayan bir konuma getirir (Chan V. et al.,1998).
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1.4.1.2 Prob’un Yiizey Konsantrasyonu

Yiizeyde oligoniikleotitlerin sikismasi sonucunda olusan sterik engeller
hibridizasyon verimliliginde dogrudan sorun olusturacaklardir (Southern et al.,
1997). Bu nedenle yiizey konsantrasyonunun dikkatli bir sekilde kontrolii, uygun

hibridizasyon verimliligini belirleme sinirlarini olusturmak i¢in 6zellikle 6nemlidir.

GoOz Oniinde bulundurulmasu gereken diger bir faktor ise yakin komsular
arasindaki hibridizasyonlar1 etkileyebilen hedef zincirler arasindaki uzunluk
farkliliklaridir. Hedef zincir prob’dan kiigiik ise, hibridizasyon hiz1 uzunluk farkiyla
dogru orantili olarak artacaktir. Hedef zincir uzadikg¢a, hibridizasyon hizi azalir

(Cooper et al., 2004).

1.4.1.3 iyonik Kuvvet

Iyonik kuvvet, hibridlerin kararliligini, olusma hizim ve yiizeye bagl prob
molekiillerin etkilesimlerini etkiler. Yiiksek iyonik kuvvet, hibridlerin kararliligini ve

hibridizasyon kiitle transferiyle sinirlanmadig1 miiddetce hibridizasyon hizini arttirir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 yiizeye bagl tek ve cift zincirli molekiiller
arasindaki elektrostatik etkilesimleri azaltmak agisindan Onemlidir. Bu nedenle,
yilksek iyonik kuvvete sahip c¢oOzeltilerde daha Dbiiyilkk oranlarda prob
immobilizasyonu saglanir (Georgiadis R. M. et al., 2001).

1.4.1.4 Sicakhik

Hibridizasyonda en 6nemli parametrelerden birisi sicakliktir. Hibridizasyon
sicakligl, erime sicakligina ‘T,,’ (verilen bir oligoniikleotit i¢in, zincirin %50’sinin
eslenigiyle hibridize oldugu sicaklik) gore belirlenir. Erime sicakhigi ‘T,,’, baz

uzunlugu, kompozisyonu ve tuz konsantrasyonuna baglidir.

Ty=81 .5+16.6(10g[Na+]+0.4 1(%G+C)-600/L
(%G+C: oligoniikleotitin G ve C igerigi, L: baz sayis1)
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Cozelti i¢inde, maksimum hibridizasyona Tm’in yaklagik 20-25 °C’ta altinda
ulagilir. Sicaklik Tm’e yaklastik¢a hibridler ayrilmaya basladigindan, hibridizasyon
miktarinda azalma meydana gelir. Her ne kadar yiizeye bagl hibridizasyon detayli
olarak calisilmis olmasa da, benzer sekilde davrandig diisiiniilmektedir (Cooper et

al., 2004).

1.4.1.5 Kiitle Transferi

Hedef zincirin ylizeye bagh eslenik zincirle ¢arpisma olasilig1 fiziksel olarak
hedef zinciri iceren ¢ozeltinin akis hizini arttirarak saglanir. Kiitle transferinin
diizeyi, hibridizasyon hiicresini karigtirarak veya sallayarak da arttirilabilir. Hacmi
azaltarak veya prob modifiye ylizeyin alaninin hacme gore oranini arttirarak,

yiizeydeki diftizyonal kiitle transferi daha iyi hale getirilebilir. (Cooper et al., 2004).

1.5 Kendiliginden Olusan Tektabakalar (KOT)

KOT, yiizey aktif molekiillerin kat1 bir ylizeye adsorpsiyonlariyla olusan,
diizenli molekiiler tabakalardir (Abraham U., 1996). Kendiliginden bir araya gelme
prosesi, belirli deneysel kosullarda, organik bilesiklerin kendiliginden biraraya gelip
kenetlenerek termodinamiksel olarak dengede, iyi bir sekilde diizenlenmis 2 veya 3

boyutlu supramolekiiler yapilar olusturmasidir.

Cok sayidaki organik molekiilin belirli kat1 substratlarin {izerinde
kendiliginden biraraya gelerek tek katmanli tabakalar (KOT) olusturma kapasitesi
giivenilir ve molekiiler yap1 olarak iyi diizenlenmis ¢evirici ylizeylerin tasarlanmasini
miimkiin kilar. Bu sayede, 6zgiil olmayan adsorpsiyonlar elimine edilir, yani sadece
secilen biyomolekiile, (bdlgeye 6zgiil kovalent olmayan etkilesimlerle) onun dogal

yapisini bozmaksizin baglanmasi saglanir.

Siilfiir bilesikleri, ge¢is metallerinin yiizeylerine yliksek affinite gosterirler.
Tiyol (R-SH), disiilfid (R-S-S-R) ve siilfid (R-S-R) gibi siilflir bilesikleri, cesitli
transisyon metallerinin (altin, glimiis, platin v.b.) temiz ylizeylerinde, yiizeyle

baglanti kurarak kendiliginden adsorbe olurlar. Boylelikle, c¢ok kararli ve
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tekrarlanabilir monomolekiiler filmler olusur. Alkiltiyollerin altin iizerindeki
kemisorpsiyon mekanizmas1 sOyle agiklanabilir: Altin ylizeyine S-H baginin
oksidatif eklenmesi ve bunu takiben hidrojenin indirgenerek ¢ikarilmasit ve

alkiltiyolat iyonlarinin olusumu.
RSH + Au — RS — Au+¢ + H" (Porter et al., 1991).

Di-n-alkil disiilfiirlerin adsorpsiyonu ise S-S baginin altin yiizeyine oksidatif
eklenmesidir. Disiilfidlerde S-S bagi adsorpsiyon prosesi sirasinda kirilir. Bu farkli
reaksiyonlarin sonucunda, alkiltiyol ve di-n-alkil disiilfiiriin altin ylizeyine
kemisorpsiyonu, hemen hemen ayni, kendiliginden olugsmus monomolekiiler

tabakalar meydana getirir (Walschus et al., 2005).
1.5.1 Altin Yiizeyine ss-DNA Immobilizasyonu

DNA hibridizasyon sensorii hazirlamak i¢in en basit yontem, altin yiizeyine
tiyol iceren ssDNA problarinin kemisorpsiyonuyla, sensor yilizeyinde ssDNA
tek tabakast olusturmaktir. Tim affinite sensorlerinde oldugu gibi, DNA
hibridizasyon biyosensdrlerinde optimum performans, yiizeye bagli fonksiyonel
olarak aktif ss-DNA probunun sayisini en iist diizeye ¢ikararak ve ssDNA probuyla

ylizey arasindaki 6zgiil olmayan etkilesimleri en aza indirgeyerek saglanabilir.

Her ne kadar tiyollii ss-DNA problari, altin yiizeyiyle tiyol gruplari {izerinden
etkilesime girmeyi tercih etse de, niikleotit zincirinin nitrojen iceren tarafi da
ylzeyle etkilesime girebilir. Bu nedenle, sadece tiyollii ss-DNA ile altin ylizeyinin
kaplanmasi, sensor yiizeyine paralel ss-DNA’larin oldugu, yani hedefle etkilesime
giremeyen diizensiz bir ss-DNA tabakasinin olusumuna yolagar. (Sekil 1.3.) Bu
durumu ortadan kaldirmak amaciyla, tiyollii ss-DNA’lar, alkiltiyolle seyreltilirler,
seyreltici alkiltiyoliin ylizeye kemisorpsiyonundan sonra, tiyollii ssDNA’lar kimyasal
olarak inert olduklar1 altin yiizeye tutturulur. Bu sayede hedef ssDNA molekiilleri

icin ulasilabilir hale gelirler.
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Sekil 1.3. DNA hibridizasyon sensériinde yiizeyin hazirlanmasi: Seyreltici alkiltiyol
¢ozeltisinin altin ylizeyine kemisorpsiyonundan sonra tiyollii ss-DNA problarinin altin yilizeyine
kemisorpsiyonu (Gorton, 2005).

SPR tabanli DNA biyosensorlerinin 6nemli bir dezavantaji, hedef olarak
kullanilan ss-DNA molekiillerinin, oldukca diisiik olan molekiiler agirligindan
dolayi, hibridizasyon reaksiyonu sonucunda sensdr yiizeyindeki immobilize
tabakanin kalinliginda ¢ok az bir degisime yol a¢gmasidir. Bu tiir biyosensorde
hibridizasyon belirleme limiti, yiliksek-molekiiler-agirlikli bir molekiil yardimiyla
sensOr yiizeyinde ikinci bir affinite reaksiyonu olusturularak, sensoérden elde edilen
sinyalin giiclenmesi saglanir. Iki biiyiik protein olan avidin ve streptavidin (70 kDa),
4 baglanma bolgesiyle biotine yiiksek Olgiide affinite gosterir. Ornegin, yiizeye
tutuklanmig ss-DNA problariyla biotin tasiyan hedef ss-DNA molekiillerinin
hibridizasyonu sonrasi, streptavidin molekiillerinin ortama katilmasiyla yiizeye baglh
ikincil bir affinite kompleksi olusturularak, yiizeydeki hibridizasyon reaksiyonu daha
yluksek oOlctide belirlenebilir (Sekil 1.4) (Gorton, 2005).

B B §
E E EHs-sst

I

A Altin sensbr yiizeyi

® ® @ @ Biotin

5g EE BE EE
EE ég E% gg Biotinli ssDNA
g

Pl s bt B e sk
* 4

x x@ Streptavidin

I

r F 4

Sekil 1.4 SPR temelli DNA hibridizasyon biyosensériinde ideal bir sensér yiizeyinin hazirlanisi
(Corn et al., 1997).
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1.6 Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinde Mikoplazma Kontaminasyonu

Hiicre kiiltiirli teknolojisinde, hiicre soylarinin mikoplazma kontaminasyonu,
karsilagilan en  biiylik problemlerden biridir. Mikoplazma kontroliinde,
kontaminasyon belirleme yonteminin 06zgiin, duyarli ve gilivenilir olmasi ¢ok
onemlidir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda, yeni gelen hiicrelere ek

olarak siirekli kiiltiirler de, belirli araliklarda kontrol edilmelidir.

Rutin hiicre kiiltiirii uygulamalarinda akut hiicre soyu kontaminasyonlar
siklikla gozlenmektedir. Bu kontaminasyonlar kisa bir inkiibasyon zamanindan sonra
besiyerinde goriilen bulaniklik veya inverted mikroskop altinda numunenin
incelenmesi ile belirlenebilir. Hiicre kiiltiirlerinde, pseudomonad ve diferoid gibi,
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri, maya, protozoa ve fungal enfeksiyonlara ek
olarak diger sakli enfeksiyonlar da (mikoplazma ve virlis gibi) meydana

gelebilmektedir.

Literatiirde hiicre kiiltiirlerinde mikoplazma kontaminasyonuyla ilgili
literatiirde ¢ok sayida yayin olmasina ragmen, bilim insanlarinin biiylik bir kismi
hiicre kiiltlirlerindeki potansiyel mikoplazma enfeksiyonundan haberdar degildir
veya bu duruma gereken 6nemi vermemektedir. Bunun bir nedeni de rutin olarak is

giicli gerektirmesi ve zaman almasidir.

Hiicre kiiltiirii tekniginin ilk yillarinda kullanilan serumlar enfeksiyonlarin
biiylik bir ¢ogunlugundan sorumludur ancak, bu sorun giinlimiizde asilmistir.
Mikoplazma temel olarak, laboratuvar ekipmani, primer doku (<1%), kiiltiir
bilesenleri, besiyeri, ¢ozeltiler, laboratuvar ¢alisanlar1 ve enfekte olmus kiiltiirlerden

capraz kontaminasyonla yayilmaktadir.

1.6.1 Mikoplazma

Mikoplazmalar, ileri derecede Ozellesmis, sert hiicre duvari yokluguyla
karakterize edilen biiylik bir bakteri grubu olan Mollicutes smifina aittir. Genom

biiytikliikleri yaklagik 580 - 2220 kb arasinda degisen mikoplazmalar, kendi kendine
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cogalabilen ve tek basina yasayabilen en kii¢iik (300 nm-800 nm) prokaryotlardir.
Cok yiiksek konsantrasyonlara ulagabilen mikoplazmalar (106—108/ml), cok kiiciik
boyutlarda olduklarindan sadece elektron mikroskopuyla saptanabilirler (Naot et al.,
1998) (Sekil 1.5).

Mikoplazmalar ¢ift zincirli dairesel DNA genomuna sahiptir. Kodlama
bolgelerinde yeniden diizenlemeler yaparak genomlarinin kodlama potansiyellerini
arttirmaya ¢alisirlar. Kisitli genomlarindan dolayi, pekgok bakteri tiiriinde goriilen
enzimatik yolaklara sahip degildirler. Bu nedenle, bu organizmalarin besin
gereksinimleri farkhidir. Yiksek seviyede niikleaz ve proteaz gibi parcalayici
enzimler {iiretirler ve gerekli besinleri temel olarak oOkaryotik hiicrelerden temin

ederler (Dybvig et al., 1999).

Buna ek olarak, mikoplazma DNA’s1 diisiik oranda guanin ve sitozin
icerigine sahiptir. Ayrica, 6nemli yiizey antijenlerini kodlayan genlere ait tekrarlayan
elementler icerirler. Diger bir farkli 6zellikleri de kodon kullanimlaridir. TGA pek
¢ok organizmada bitis kodonuyken, ¢ogu mikoplazma tiiriinde triptofan1 kodlar
(Dybvig et al., 1996). Cogu mikoplazma tiirii membran fonksiyonu ve gelisimi i¢in

prokaryotlarda az goriilen, ekzojen kolestrole ihtiya¢ duyar (Baseman et al., 1997).

Mikoplazmalar, konak hiicreleriyle cesitli sekillerde etkilesime girerler. Insan
ve hayvanlar1 enfekte eden cogu mikoplazma, solunum sistemi ve {irogenital yollarin
epitel Ortiilerine sikica yapisirlar (Razin et al., 1985). Baz1 mikoplazmalar da konak
hiicre i¢ine giris i¢in ¢esitli mekanizmalar olusturmustur. Bdylelikle hiicre i¢i ortam
paraziti olarak, hem immiin sistemden hem de antibiyotiklerin etkisinden korunmusg
olurlar (Rottem et al., 2003 ve Citti et al., 2005). Hiicre duvarinin olmamasi
mikoplazmanin konak hiicreyle dogrudan baglanti kurmasini kolaylastirir. Uygun

kosullarda, bu durumda hiicre fiizyonu olusabilmektedir (Rottem et al., 2003).

Mikoplazmalar, bulunduklar1 konak hiicreye c¢esitli mekanizmalarla zarar
verirler. Mikoplazmalar ve konak hiicreler arasindaki biyosentetik Onciiller i¢in
olusan rekabet sonucunda konak hiicre biitiinliigii bozularak, hiicresel fonksiyonlar
degisime ugrayabilir. Hiicre membranina yapigsmis mikoplazma ve konak hiicre

arasindaki iliski, membran reseptorlerinde ve hiicrenin transport mekanizmalarinda
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degisime yol acabilir. Ayrica, hiicre, parazit tarafindan salgilanan metabolitlere karsi
korunmasiz oldugundan, hiicre veya doku hasari meydana gelebilir. Hiicre
membraninda, peroksit ve siiper-oksit radikallerle oksidatif hasar olusabilir. Fiizyon
siirecinde, mikoplazma bilesikleri konak hiicreye tasinarak, hiicrenin normal
fonsiyonlarini etkiler. Ornegin; etkin bir fosfoprotein fosfatazin salinimi, hiicrenin
normal sinyal iletim sistemlerinde degisikliklere yol agabilir. Bunun disinda, bazi
durumlarda 6karyotik hiicrelere mikoplazmanin yapismasi sitopatik etkilere neden
olabilir. Bu etkiler mikro-lezyonlarin ve kiiciik nekroz odaklarinin meydana
gelmesine neden olan mikro-kolonilerin olusumundan kaynaklanabilir (Rottem et al.,
2003). Cogunlukla hiicre dis1 parazitler olan fakat hiicre i¢ini de invaze edebilen
mikoplazmalar kommensal olarak goriilebilir ve azalmis metabolik aktiviteleriyle
(hiicre kiiltlirline gdre) uzun siireli jenerasyon zamanina sahip olabilirler, bu nedenle
Okaryotik hiicrelerden daha ¢ok biiyiiylip hiicrelerin Oliimlerine neden olmazlar.
Cizelge 1.1°de goriilebilecegi gibi, dkaryotik hiicrelerin biyolojik 6zellikleri iizerine

etkileri ¢cok ¢esitlidir.

Sonu¢ olarak insan ve hayvan mikoplazma enfeksiyonlari, lokalize
enfeksiyonlar ve pndmoni, endometrit gibi hastaliklarla sonuglanabilir (Citti, 2005).
Bunun disinda kiiltiir hiicrelerinde de barinarak, cogaldiklarindan yapilan
arastirmalarda elde edilen verilerin gegerliligini tehlikeye atarlar. Bu nedenle, hiicre
kiiltiirlerinde mikoplazma kontaminasyonun belirlenmesi ve kontrolii i¢in ayrica
zaman ve ¢aba harcanmasi gerekmektedir. Mikoplazmalar yiiksek dozda ve uzun
stireli antibiyotik uygulamalarinda dahi zorlukla ortadan kaldirilirlar. Ayrica bakteri
hiicre duvar sentezini inhibe ederek calisan antibiyotiklere direnclidirler (Citti et al.,
2005). Fakat, tetrasiklin, makrolid ve quinolonlara hassastirlar (Razin et al., 1985).
Mikoplazmalar ¢ok kii¢iik boyutta olmalar1 ve esnek yapidaki hiicre membranlar

sayesinde 0,45 um’ ye kadar olan konvansiyonel filtrelerden de kolayca gecebilirler.
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Sekil 1.5 A: HELA hiicrelerinde M. penetrans enfeksiyonu (30 000 X biiyiitme)
B: MDCK hiicre soyunda M. arginini enfeksiyonu (30 000 X biiyiitme)
C:HELA hiicrelerinde A.laidlawii enfeksiyonu (20 000 X biiyiitme) (Uphoff et al., 2002).

Okaryotik Hiicrelerdeki Genel Etkileri

Degisime ugramig protein, DNA, RNA sentezi

Degisime ugramis hiicresel metabolizma

Kromozomal bozukluklar

Membran kompozisyonunda bozukluklar (yiizey antijeni, reseptor ekspresyonu v.b)

Morfolojide degisim

Hiicresel transformasyon

Proliferasyon karakteristiginde degisiklikler (bilylime, yasam siiresi)

Viriislerin gogalmasinda artis veya azalig

Sinyal iletiminde ¢esitli etkiler

Cizelge 1.1 Mikoplazma tiirlerinin dkaryotik hiicreler tizerindeki etkileri (Uphoff et al., 2002).

20’den fazla mikoplazma tiirii kontamine olmus hiicre kiiltiirlerinden izole
edilmistir. Kontamine hiicre Kkiiltiirlerinin tiir bakimindan, daha ayrintili olarak

incelenmesiyle, biiyilik boliimiiniin belirli Mycoplasma ve Acheloplasma tiirlerine ait
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oldugu anlagilmisir: kontaminasyonlarin %90-95’inden sorumlu tiirler M. orale, M.
hyorhinis, M. arginini, M. fermantas, M. hominis ve A. laidlawii’dir (Cizelge 1.2).

Insan mikrobiyal florasinda agiz boslugunda bulunan M. orale, hiicre kiiltiirlerindeki
tim mikoplazma enfeksiyonlarinin %20-40’1indan sorumludur. Diger patojenik
olmayan, insan kaynakli, orofarenkste goriilen ve ayn1 zamanda hiicre kiiltiirlerinde
kontaminasyona yol acan tirler; M. fermentas ve M. hominis’tir. Hiicre
kiiltiirlerinden izole edilen tiirler mikoplazma tiirleri sigir kaynakhidir. En c¢ok
goriilenler M. arginini ve A. laidlawii’dir. Enfeksiyonlarin biiyik bir kimimdan

sorumlu olan M. hyorhinis ise domuz burun boslugunda yasayan bir tiirdiir.

Mikoplazma Tiirii Goriilme Sikhgi Kaynak
M. orale 20—40% Insan

M. hyorhinis 10-40% Domuz

M. arginini 20-30% Sigir

M. fermentans 10-20% [nsan

M. hominis 10-20% Insan

A. laidlawii 5-20% Sigir

M. pirum Bilinmiyor Bilinmiyor
M. salivarium Bilinmiyor Bilinmiyor

Cizelge 1.2 Hiicre kiiltiirii kontaminasyonlarindan sorumlu mikoplazma tiirleri (Uphoff et al.,

2002).

Yukarida bahsedilen tiim bu nedenlerden dolayr her hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda mikoplazma kontaminasyonunu belirlemek i¢in hassas, ekonomik ve

hizli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikoplazmalarin  biyolojik ¢esitliligi ve hiicre kiiltiirlerine kolay
adaptasyonlar1, tek bir genel tahlilde tiim kontaminasyonlarin belirlenmesini

zorlagtirir. Bu nedenle ¢ok sayida yontem kullanilabilir. Mikoplazma tiiriine 6zgiin
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cok sayida ve degisken ylizey antijeninin ekspresyonu, organizmanin segici olarak
taninmasi i¢in uygun hedefler olusturur. Enfeksiyona neden olan protein veya
immonolojik temelli tan1 teknikleri rutin olarak mikoplazma tiiriiniin tanimlanmasi
icin kullanilmaktadir. Bu immiinolojik teknikler, mikoplazmaya ait yiizeysel veya
sitoplazmik antijenlerin antikorlarla etkilesimine dayanir. Monoklonal antikorlar
klinik 6rneklerde mikoplazma tiirline 6zel tani i¢in enzim bagli immiin testlerde

(ELISA) kullanilirlar (Markham, et al., 2005 ve Sharew et al., 2005).

Mikoplazma DNA’sina 06zgll olarak DNA’ya baglanan fluorokrom
boyalarinin kullanimiyla, mikoplazma enfeksiyonu belirlenebilir. Mikoplazma
DNA’sinin restriksiyon endoniikleazlarla parcalanmasi ile elde edilen paternler
kullanilarak, Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile mikoplazma
tiriniin  belirlenmesi saglanabilir (Razin, 1985), (Markham, 2005). Fakat bu
yontemlerin (mikrobiyolojik kiiltiir, ELISA, elektron mikroskobu, radyoaktif DNA
boyama v.b.) ¢ogu uzun ve karmasik olup rutin hiicre kiiltiirlerine uygulanabilir
degildir veya sadece bir kisim mikoplazma tiirlerinin belirlenmesini saglar. Bu
anlamda PCR ¢ok duyarli ve 6zgiil bir mikoplazma belirleme yontemidir. PCR’da

primer dizilarinin se¢ilimi en 6nemli basamaklardan birisidir.

Mikoplazma Belirleme Yontemleri

Elektron Mikroskobu Transmisyon elektron mikroskobu

Taramali elektron mikroskobu

Biyokimyasal Yontemler Enzim testleri

Protein analizleri

Immunolojik Prosediirler Antikorla floresan/ enzimatik isaretleme
DNA fluorokrom boyama DAPI boyama

Hoechst 33258 boyama
Mikrobiyolojik Kiiltiir Agarda koloni olusumu
Polimeraz zincir reaksiyonu Tiir / cins- 6zgiil primerlerle PCR

Evrensel primerlerle PCR

Cizelge 1.3 Mikoplazma Belirleme Y éntemleri (Uphoff et al. 2002).

Ribozomal RNA genleri, en iyi karakterize edilmis Mollicute genleridir. Cogu
durumda, 16S rRNA genleri PCR’da hedef dizi olarak kullanilir. Ozellikle tiirler

arasinda cok iyi korunmus olan 16S rRNA genlerinin dizileri, filogenetik,
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taksonomik ve diagnostik a¢isindan 6nemli bilgiler saglar (Naot et al., 1998).
Mollicute rRNA genlerinin ‘align’ edilmesi sonucunda tiir, hatta cinsler arasinda
korunmus ve korunmamis bolgeler belirlenmistir (Cizelge 1.4). Bu sayede
mikoplazmalarin belirlenip tanimlanabilmesi bu bolgelerden uygun primerlerin
secilimiyle miimkiin olmaktadir. Biiylk o0lglide korunmus 16S rRNA gen
bolgelerinden evrensel primerlerin seg¢ilimiyle, tim mikoplazma tiirleri tek bir
reaksiyonla belirlenerek, hiicre kiiltiirlinde mikoplazma kontaminasyonunun varligi
saptanabilir. Bunun yaninda tiirler arasinda az korunmus 16S-23S intergenik
bolgelerden uygun primerlerin secilimiyle, kiiltirde hangi tiir mikoplazma
kontaminasyonu oldugunu belirlemek de miimkiin olabilmektedir (Dussurget et al.,

1995, Razin., 1994, Drexler et al., 1999).

M. arginini GLGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGLCGLGGTAATACATAGGTCGCAAGC

M. hominis GCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGC

M. orale GCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGCAAGC

M. salivarium | GCGATGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGTCGENAGC

M. fermentans | GCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACATAGGTTGENAGC

M. hyorhinis | GCGACGGCAAACTATGTGCCAGCAGLCGLGLTAATACATAGGTCGLAAGT

A. Taidlawii GCCCCGLITAACTATGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACATAGGLGGCGAGC

R RE R R R R e R R R R R R R R R R R OREW

516
533
242
546
543
510
521

Cizelge 1.4 Hiicre kiiltiirii kontaminasyonundan sorumlu gesitli Mikoplazma tiirlerine ait 16STRNA
gen dizilerinde ‘aligment’ sonucundan bir boliim.

1.7. Optik Ozellikler

1.7.1 Siir Acis1 ve Tam Yansima

Isigin dalga bigciminde oldugu ve foton denilen pargaciklardan olustugu
bilinmektedir. Saydam bir maddenin ylizeyine gelen dalganin bir kismi yansir, bir
kism1 da kirilarak kiitle iginde ilerler. Isigin boslukta yayilma hizi ¢’nin maddenin

icinde yayilma hiz1 v’ye oranina kirilma indisi denir.

Kirilma indisi n= c¢/v
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Kirilma indisi n; olan bir ortamdan kirilma indisi n, olan bir ortama gecgen
151k icin, kirilma indisleri, giris acist ¢; ve kirilma agist @, 15181n birinci ortamdaki

hiz1 v; ve 151811 ikinci ortamdaki hizi v, arasinda su baginti vardir (Sekil 1.6).

n; /ny=sing, /sing ,= v, /v, (snell bagintisi)

Bir ortamin kirilma indisi ve 1518in normalle yaptigi aci bilinirse 1s181n
ortamda yayilma hizi hesaplanabilir. Kirilma indisi gelen dalgalarin enerjisine ve
yayildig1 ortamin yogunluguna baghdir. Yiiksek enerjili dalgalar, maddeler i¢indeki
elektronlar ile daha siddetli etkileseceginden hizlarinda azalma daha biiylik olur.
Buna gore saydam bir ortama giren 151k demetinde yiiksek enerjili mor 1sinlar daha
cok, diisiik enerjili kizil 1sinlar daha az sapar. Ortamin yogunlugu yiiksek ise ve
yiiksek atom numarali elemanlar icerirse elektron yogunlugu artar, dolayisiyla 151k

dalgalari ile etkilesme daha siddetli olur ve bunun sonucunda kirilma indisi artar.

Gelen Isin Yansiyan Isin

1

ni

nz

~9

Kinlan Isin

Sekil 1.6 Isigin kirilmas:

Isik 1snlari, kirilma indisi kiigiik ortamlardan biiyiik ortamlara hangi ag1 ile
gelirse gelsin normale yaklasarak kirilir ve ikinci ortama geger. Isik 1sinlar1 ¢ok
yogun ortamdan az yogun ortama gecerken normalden uzaklasarak kirilir. Cok yogun
ortamdan az yogun ortama gelen 1sinlar ikinci ortama her zaman gegemez. Ancak

belli agilardan, kii¢iik agilarla geldigi zaman gecer. Gelme agis1 biiyiidiik¢e kirtlma
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acis1 da bliyiir ve 15181n kirilma agist 90° oldugu andaki gelme agisina sinir agisi
denir. Eger 151k 1sinlar1 smir agisindan daha biiylik aciyla gelirse ikinci ortama
gecemez ve geldigi ortama normalle esit a1 yaparak geri doner. Bu olaya tam

yansima denir (Serway et al., 2002).

1.8 Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensorleri

Yiizey Plazmon Rezonans, metal elektronlarinin 1sikla etkilesimlerini igeren
optik-elektriksel bir olgudur. SPR’1n optik-elektronik temeli,bir metal yiizeyinde bir
serbest olarak salmim yapan grup elektrona (plazmon) 1sik fotonlariyla enerji

aktarimina dayanir.

Yiizey plazmon rezonansi, makromolekiiler etkilesimlerin incelenmesinde
kullanilan bir yontemdir. SPR biyosensorleri, sensor yiizeyindeki ve ¢ozeltideki
molekiillerin etkilesimlerini molekiilleri etiketlemeye gerek kalmadan, kompleks
olusumu ve ayrilmalari, kirilma indisindeki degisimlere bagli olarak dlgerek belirler.
Etkilesimler ger¢ek zamanl olarak izlenebilir ve baglanan ligandin miktar1 belirlenip
ayrilma (kofr) ve baglanma sabitleri (kon) yiiksek duyarlilikla dl¢iilebilir. SPR yontemi
son yillarda biyosensor uygulamalarinda yerini almig, protein, oligoniikleotit, faj,
viral partikiiller ve hatta canli hiicrelerin de bulundugu farkli biyolojik sistemlerdeki

etkilesimleri ¢alismak i¢in kullanilmaktadir (Gauglitz et al., 1999).

1.8.1 Yiizey Plazmon Rezonans

SPR’1 tanimlayabilmek i¢in, toplam i¢ yansima (TIR) kavramimi agiklamak
gerekir. Yiiksek kirilma indisli ortamdan gonderilen 151k demeti diisiik kirilma indisli
ortamin arayiiziinde kritik a¢idan yiiksek bir agiyla gelerek, ylizeyde tamamen yansir
ve ylksek kirilma indisli ortama geri doner (Sekil 1.7). Her ne kadar tam olarak
yansiyan 1s1k TIR yiizeyinde net bir enerji kaybina ugramasa da, 1s1k 1511 diisiik
kirilma indisli ortama dogru, sonen dalga denilen elektriksel alan olarak sizar. Metal
bir tabaka varlig1 s6z konusu oldugunda soénen dalga alani artabilir ve dis yiizeydeki
serbest elektronlar alan i¢inde salinim yapmaya baslarlar. Bu durum yliizey plazmon

rezonansi olarak adlandirilir (Mirabella et al., 1985).
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Bir yiizey plazmonun optik uyarmmi sonen dalgadan kaynaklanir ve ancak
gelen 151k 15111 (p veya TM polarize) dielektrik ortam ve ince metal tabakasinin
arayliziine rezonans acist adi verilen belli bir aciyla carptiginda meydana gelir.
Rezonans meydana geldiginde, yani s6z konusu rezonans acgisinda, yansiyan 1s1gin

yogunlugunda ani bir diisiis yasanir (Sekil 1.8).

Gelen Yansivan
Isik Isnk

Sekil 1.7 Toplam i¢ yansima: Kirilma indisi n; olan ortamdan gonderilen 151k daha diisiik kirilma
indisli (n,) ortamin yiizeyinde toplam i¢ yansima yapar. Sonen dalga, E, ¢apraz gegisli olmayan tim
uzaysal yonlerde bilesenlere sahip olan, n, ortamina dogru alan yogunlugu azalan bir dalgadir (0:
gelen 15181 agis, k; :ylizey plazmon resonans dalga vektorii) (http://www.biacore.com).

Yansiyan
151k
vogunlugu |

p-polarize
151k

Yansiyan
151k

Sekil 1.8 Yiizey plazmon rezonans (SPR), metal film yiizeyinde olusur ve sénen dalga alani
(evanescent field) (E) genligi artar. SPR yansiyan 151k yogunlugunda yansimanin belirli bir agisinda,
bir diisiis olarak gozlenir(ky, ve ky :yiizey plazmon resonans dalga vektorii) (http://www.biacore.com).
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Sekil 1.9 a) Kretschmann konfigiirasyonunda, sonen dalga varliginda SPR uyarimi: (k=gelen 15181n
dalga vektorii, e=dielektrik sabiti. b) Metal ve dialektrik ortamin arayiiziinde gergeklesen plazmon
yayiliminin ayrintili gérintimi.

Yiizeyde elektromanyetik dalga ile birlikte yiizey plazmon olusumu igin,
rezonans kosullarinin  yerine getirilmesi gerekmektedir. Yani, hem yiizey
plazmonlarin (ky) hem de elektromanyetik dalgalarin (kyq) vektorleri esit olmalidir.

Havadan gelen 15181n dalga vektorii:

Burada, o frekans, &, ise havanin dielektrik sabitidir. Dalga vektorii
eslesmesi oldugunda, dalga vektoriiniin yiizeye parallel bileseni (kyq), rezonans

kosullarini saglamalidir.

— | .
K, = E%."'gd -sIn 6 = 27 |'| ¥m
c ANe,+ts,

Burada 6 gelme acis1, e metalin dielektrik sabiti ve gq 1s prizmanin dielektrik
sabitidir. Esitlikten anlasildigi gibi, SPR’in meydana gelmesi ancak, en < -gg
oldugunda miimkiindiir (Sekil 1.9). Bu durum, metalin ve dielektrik ortamin
dielektrik  gecirgenliginin ~ zit  isaretlerde  oldugunda yilizey plazmonun
varolabilecegini aciklamaktadir. Bu kosul sadece spektrumun kizilotesinden goriiniir
bolgesine kadar olan frekanslarda, altin ve giimiis gibi metallerde saglanir. Metal
filmin kalinli§i, minimum yansima degeri i¢in kritik dneme sahiptir ve optimal

kalinlik ¢evre ortamin optik sabitlerine ve gelen 15181n dalga boyuna baglhidir.
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Rezonans kosullarinin yerine getirilmesi i¢in optik uyarilma genellikle iki
sekilde saglanabilir: prizma ciftleyici yapisinda toplam yansimayla (Kretschmann
konfigiirasyonu) ve optik kirmnim aginda kirmimla. Rezonans agisi, plazmon alani
icinde kalan mesafedeki, metal yiizeyin hemen yakinindaki ortamin refraktif indis
degisimlerine son derece duyarlidir. Bu alan ic¢inde refraktif indisteki herhangi bir
degisim, plazmon rezonans agisinda ag¢1 pozisyonunda bir kaymayla sonuglanacaktir

(http://www.biacore.com).

Altin ¢ok sayida baglanma kimyasiyla uyumlu olmasi ve zamanla okside
olmamas1 bakimindan SPR caligmalarinda en ¢ok tercih edilen metaldir. Sonen dalga
kisa penetrasyon derinligine sahip oldugundan, bulk ¢ozeltideki proseslerin SPR
acisinda (minimum yansima agis1) etkisi azdir. Bu durum rezonans eslesmesinin,
sensOr yiizeyine ¢ok yakin bolgelerin (birkagyliz nanometrelik mesafe) optik

ozelliklerine bagli oldugunu gostermektedir (Cooper, 2003).

1.8.2. Biyomolekiiler Etkilesimler ve Yiizey Plazmon Rezonans

Plazmon frekansinin ylizeyde olabilecek degisikliklere hassas bir sekilde
bagli olmasi bize bu fiziksel mekanizmanin algilayic1 olarak kullanilabilmesi

imkanini saglar (Sekil 1.10).

Sensor yiizeyindeki kirilma indisindeki bir degisim rezonans agisinda bir
kayma olarak gozlenebilir (Sekil 1.11). Ger¢ek zamanli olarak bu degisim hassas bir
sekilde su olgiimleri yapmak i¢in kullanilabilir:

1) baglh analitin miktar1
2) reseptdriin affinitesi

3) baglanma ve ayrilma kinetigi (Sekil 1.11)

Analit ylizeydeki molekiillere baglandik¢a, sensor yiizeyine komsu ortamin

kirilma indisi artar, bu durum rezonans sinyalinde artisa neden olur (Cooper, 2003).
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Sekil 1.10 Yiizey plazmon rezonansin belirlenmesi: Polarize 151k altin sensér yiizeyine génderilir,
kritik agida enerji transferi meydana gelerek, yansimada diisiis meydana gelir. Bu ag1 sensor yiizeyine
yakin akis kanalindaki veya sensor yiizerindeki bolgelerdeki kirilma indis farkliliklarina gére degisim
gosterir. Molekiillerin baglanmasiyla kiitlesel degisimdeki farklilik kirilma indiste degisimler
meydana getirir. Bu degisim algilayici birim tarafindan sinyale ¢evrilir ve yansimanin zamana baglt
degisimi kaydedilir (http://www.reichertspr.com/principles.html). (Bir rezonans birimi (RU),
1 pg/mm?® ‘a denk gelen SPR agisindaki 0.0001°°lik degisime karsilik gelmektedir (Tien et al., 1999))
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Sekil 1.11 Optik bir biyosensére ait tipik bir baglanma dongiisii: Uygun bir kimyayla reseptdr
molekiiller yiizeye baglanir. t=0 s’de, mikrofluidik bir sistemde tampon ¢dzelti reseptorle bulusur.
t=100s’de analit ¢cozeltisi, reseptor lizerinden gegmeye baslar. Analit ylizeye baglandikga, sensor
yiizeyinin hemen yakinindaki ortamin kirinim indisi artarak, rezonans sinyalinde artis meydana gelir.
Elde edilen bu egrinin analizi gdzlenen baglanma hizini (ko) verir. Eger analitin konsantrasyonu
biliniyorsa, etkilesimin baglanma hiz sabiti (k,) belirlenebilir. Dengede, reseptdre baglanan ve
ayrilan analit miktar1 birbirine esittir. t=320s’de analit ¢dzeltisi tampon ¢ozeltisiyle yer degistirilir ve
reseptor-analit kompleksi ayrilmaya baglar. Bu bilginin analizi etkilesimin ayrilma hiz sabitini (kgis)
verir. Etkilesimin affinitesi hiz sabitlerinin oraniyla (Kp=1 /Ks=kgis/Kass) hesaplanabilir (Cooper,
2003, Ross et. al., 1998, Zeder-Lutz et al., 1997).
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SPR teknigiyle, DNA etiketlenmeksizin altin sensor yiizeyindeki, tek ve c¢ift
zincirli DNA bolgeleri ayirt edilebilir. Bu 6zellik DNA 6rneklerinin hazirlanmasini
kolaylagtirdigindan ve DNA’lar arasindaki etkilesimler sirasinda etiket tarafindan
olusturulacak problemleri ortadan kaldirdigindan, ¢ogu DNA hibridizasyonu
belirleme yontemlerine goreceli bir Ustiinliik saglar. SPR teknigi gercek zamanlh
olarak sensor yiizeyindeki degisimlerin gozlenmesine olanak sagladiindan, artan
DNA analitini yikama geregi yoktur. Bu sayede hibridizasyon ve denatiirasyon in
situ olarak takip edilebilir. Cogu DNA hibridizasyon tekniginde tek baz
uyumsuzluklariin ayirimini1 yapmak icin gereken yikama kosullarimi belirlemek zor

oldugu igin, SPR bu 6zelligi ile one ¢ikar (Serge et al., 2001).

1.8.3 SPR Cihazimin Deneysel Kurulumu

Calismamizda kullanilan SPR cihazi, dort ana bilesenden olusmaktadir:
Sensor, enjektdr, peristaltik pompa ve veri toplama birimi. ilgili kimyasallar,
cozeltiler ve Ornekler, sensoriin akim hiicresinden akitilmaktadir. Sensor dalga
kilavuzu olarak Kretschmann geometrisindeki prizma igermektedir. Akim hiicresi,
prizma yiizeyinin iizerinde bulunan sensor yiizeyini barindirmaktadir. Prizma ve altin
ylizey arasindaki optik devamlilik, refraktif indeks uyumlu yag ile saglanmaktadir.
Cozeltilerin ve Orneklerin akim hiicresine akisi, mikrofluidik birim kontroliinde
yapilmaktadir. “SPR v2.21a alpha”, veri toplama yazilimi, zamani, piksel sayisini,
rezonans agisindaki ve mikrorefraktif indisteki (uRIU) degisimi ve sicakligl ayri
siitunlarda kaydetmektedir. Isik kaynagi 780 nm’lik lazer diyottur ve 3700 piksel
yike bagli CDD detektor, yansiyan 15181 yakalamaktadir. Sensor c¢ip, 0,95mm
kalinligindaki cam iizerine 1 nm krom tabakasi ve onun iizerinde 50 nm altin kaph
tabakadan olusmaktadir. Analitin sensor yiizeyine baglanmasi sirasinda olusan
cevap, cihaz tarafindan zamana gore mikro refraktif indis birimi (uRIU) seklinde
kaydedilmektedir. Bir rezonans birimi (RU), SPR agisindaki 0.0001°’lik degisime
karsilik gelmektedir (Tien et al., 1999). SPR 4-phase Fresnel yansima
hesaplamalarina gore refraktif indis birimi (RIU) ile, rezonans birimi (RU) arasinda
goreli olarak baglanti kurulabilir: 1pRIU=0.733 RU. RIU’nun zamana gore
degisimiyle, sensogramda meydana gelen etkilesimlerin ayrilma ve baglanma

kinetigi gorlintilenmektedir (Subramanian et al., 2006).
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1.9 Sol-Jel Siireci

Kolloid, daginik fazin ¢ok kii¢iik oldugu (~1-1000nm), bu nedenle yergekimi
kuvvetlerinin ihmal edilebildigi ve kisa mesafeli etkilesimlerin hakim (van der Walls
etkilesimleri ve ylizey yiikleri) oldugu bir siispansiyondur. Sol, sivi igindeki kati
partikiillerin kolloidal siispansiyonudur. Aerosol, partikiillerin gaz i¢indeki kolloidal
siispansiyonudur. Emiilsiyon bir sivi i¢indeki bagka bir sivinin damlaciklarinin
stispansiyonudur. Tiim bu kolloid tiirleri, seramik malzemelerinin yapilabilecegi
polimer veya partikiillerin olusturulmas: amaciyla kullanilabilir. Sol-jel prosesinde
kolloid olusumu igin onciiler (baslangic bilesikleri) ¢cok sayida ligandla (metal veya
metalsi atom igermeyen uzantilar) ¢evrelenmis bir metal veya metalsi elementten
olusur. Ornegin; aliiminyum oksit igin yaygin &nciiler karbon icermeyen AI(NOs);
gibi inorganik tuzlar ve AI(OC4Hy); gibi organik bilesiklerdir. Al(OC4Hy)s, sol-jel
calismalarinda siklikla kullanilan alkoksit oncii sinifina ait bir 6rnektir. Alkan genel
formiilii C, Hap+2 olan, metan (CH4) ve etanda (C,Hg) oldugu gibi, tek bag ile bagh
karbon ve hidrojen atomlarindan olusan bir molekiildiir. Alkil, metil (-CHs3) veya etil
(CoHs) gibi bir alkan molekiiliinden 1 hidrojenin (proton) atilmasiyla olusan
liganddir. (- bag yapmak i¢in uygun olan elektronun varligini belirtir.) Alkol, metanol
(CH30H) ve etanolde (C,HsOH) oldugu gibi bir alkil molekiiliine (veya baska bir
molekiile) hidroksil (OH) grubunun eklenmesiyle olusan bir molekiildiir. Alkoksi ise,
metoksil(OCHs) ve etoksil (-OC,Hs) gibi bir alkolden bir protonun

uzaklagtirilmasiyla olusan bir liganddir.
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Alkyl Alkoxy
methyl °CH, methoxy °OCH,4
ethyl eCH,CH,; ethoxy *OCH,CH,
n-propyl *CH,CH,CH; N-pPropoxy *Q(CH,),CH;
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Cizelgel.5 Kullanilan Ligandlar

Metal alkoksitler, metal veya metalsi bir atoma bagli organik bir liganda
sahip metalorganik bilesikler smifinin bir {iyesidir. En ¢ok c¢alisilmis 6rnegi silikon
tetraetoksittir (veya tetraetoksisilan, veya tetraetil ortosilikat TEOS) Si(OC;Hs)a.
Organometalik bilesikler, metal alkoksitlerde goriilen metal-oksijen-karbon bagina
sahip olmayan, dogrudan dogruya metal-karbon bagma sahip bilesiklerdir. Bu
nedenden otiirii, literatiirde siklikla kullanilmalarina ragmen, metal alkoksitler
organometalik bilesikler degillerdir. Metalalkoksitler suyla kolayca reaksiyona
girdiginden popiiler bilesiklerdir. Bu bir hidroliz reaksiyonudur, sonu¢ olarak

goriildiigii gibi bir hidroksil iyonu metal atomuna bagl hale gelmektedir:

Si (OR); + H,0 — HO- Si(OR); +ROH. (1)

R bir proton veya bagka bir ligand1 belirtir (eger R alkil ise, -OR alkoksi
grubudur), ROH bir alkoldiir (¢izgi (—) kimyasal bag1 gostermek amaciyla kullanilir).
Varolan su ve katalizér miktarina bagli olarak, hidroliz tamamlanmaya kadar

gidebilir, boylelikle tim OR gruplar1 OH ile yerdegistirir,
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Si(OR); + 4H,0 — Si (OH)4 + 4ROH (2)

veya metal kismi olarak hidrolize durumdayken reaksiyon sonlanir, Si(OR)4-n(OH)n.

Kismen hidrolizlenmis molekiiller yogunlagsma reaksiyonuyla tekrar

birbirlerine baglanabilirler.

(OR);Si—OH + HO-Si(OR); — (OR);Si—O-Si(OR); + H,O (3)
veya

(OR);Si—OR+ HO-Si(OR); — (OR);Si-O-Si(OR); + ROH. (4)

Tanim olarak, yogunlagsma reaksiyonu, su veya alkol gibi kiiciik bir molekiilii
serbest birakir. Bu tiir bir reaksiyon devam ederek, polimerizasyon islemiyle giderek

daha biiyiiyen ve silikon igeren molekiillerin olusmasini saglayabilir.

Bir polimer (‘¢ok iiyeli’) en az iki bag yapabilme Ozelligine sahip ve
monomer denilen yiizlerce veya binlerce birimden olusan ¢ok biiyiik bir molekiildiir
(makromolekiil olarak da tanimlanabilir). Oligomer , “mono”dan daha biiyiik,
“makro”dan daha kiiciik olmak iizere orta boyutta bir molekiildiir . Bir monomerin
olusturabildigi bag sayisi, onun fonksiyonelligi (f) olarak adlandirilir. Tipik bir oksit
monomeri bifonksiyonel (f=2), trifonksiyonel (f=3), tetrafonksiyonel (f=4) olur,
bunlarmn herbirisi polifonksiyonel olarak da adlandirilabilir. iki reaktif olmayan R
grubu ve 2 reaktif hidroksil grubuna sahip olan, dort ligandli bir metal atomu
MR,(OH), ele alindiginda, bu bilesik Sekil 1.12° de goriildigii gibi ancak lineer

zincir ve halkalara polimerize olabilir.
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Sekil 1.12 =2 Fonksiyonelligine Sahip Monomerin Polimerizasyonu

Eger f>2 olan ¢ok-fonksiyonlu bir iinite varsa, zincirler ighoyutlu bir yap1
olusturacak sekilde capraz baglantilarla birlesebilir. Ornegin, silikon alkoksitin
polimerizasyonu, tamamiyle hidrolize Si(OH); monomeri tetrafonksiyonel
oldugundan, polimerin kompleks dallanmasina neden olabilir. Diger yanda, diisiik su
konsantrasyonu gibi belirli kosullarda dort liganddan daha azi yogunlasma

yetenegine sahiptir, boylelikle az miktarda dallanma meydana gelir ( Sekil 1.13).
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Sekil 1.13 f>2’ye Sahip Monomerin Polimerizasyonu (Brinker et al., 1990)

Bir monomer ikiden fazla bag kurabiliyorsa, o zaman olusabilecek molekiiliin
boyutunda bir kisitlama olamaz. Eger bir molekiil makroskobik boyutlara ulasirsa ve
bulundugu ¢ozeltinin i¢inde her yere yayilirsa, bu maddeye jel denir. Jel noktasi, bu
dev molekiiliin olusumunu tamamlayan son bagin yapildigt zamandir (veya
reaksiyon derecesidir). Bu nedenle jel, siirekli sivi fazi ¢evreleyen stirekli kati
iskeletine sahip bir maddedir. Kati yapinn siirekliligi jele esneklik kazandirir. Jeller
ayni zamanda pargacikli kolloid ¢ozeltilerinden de olusabilir, dagilma kuvvetlerinin
etkisiyle, parcacikli kolloid c¢ozeltiler bir ag olusturacak sekilde birbirlerine
yapistiginda bu durum s6z konusu olur. Jellerin 6zellikleri bag yapisina bagl
degildir: polimerik jeller kovalent bag ile, jelatin jeller zincirlerin biribirine
dolasmasiyla, parcacikli jeller ise van der Walls etkilesimleriyle olusurlar. Jel,
kolloidal boyutlarda siirekli kat1 ve akigskan fazdan olusur. Siireklilik, 6rnegin bir
ucundan diger ucuna kat1 faz i¢inde siv1 faza girmeden veya siv1 faz i¢inde kat1 faza

girmeden gerceklestirilen yolculuk olarak tanimlanabilir.

Bag olusumu jellesme noktasinda sona ermez. ilk asamada, ag uyumludur, bu

nedenle jel aginin parcalari daha fazla yogunlasmaya izin verecek ol¢iide yakin bir
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bicimde hareket edebilirler. Buna ek olarak, jel agi i¢cinde hala kolloid ¢ozeltisi
bulunmaktadir ve daha kiiclik partikiil ve polimerler ag icine katilmaya devam
ederler. Yillanma, monomerler veya oligomerlerin daha da yogunlastiriimasini,
¢Oziinmesini ve yeniden ¢okelmesini veya kat1 ve sivi faz i¢indeki faz doniistimlerini

kapsar.

Genel olarak, jellesme siirecinin, sizma teorisine gore, birbirlerine ¢arpmaya
baslayicaya kadar biiyliyen fraktal kiimelenmelerin olugsmasiyla basladigi, ardindan
da bu kiimelerin birbirlerine baglandiklar1 goriilmiistiir. Yani, jel noktasinin
yakininda, baglar hemen hemen hareketsiz olan kiimelenmelerin (polimer veya
partikiil topluluklar1) bir ag icerisinde baglanmasiyla rastgele bir sekilde olusurlar.
Jel noktasi, kolloid ¢ozeltisinin her yerine yayilan bir tek kiime belirdigi zaman,
sizma esigine denk diiger. Jellesme kolloid ¢ozeltisinin bir kaliba dokiilmesinden
sonra meydana gelebilir, boylelikle istenilen bicimde objeler elde edilebilir. Eger
jelin en kii¢iik boyutu birka¢ milimetreden biiyiikse, malzeme monolit olarak
adlandirilir. Bunun yaninda, jellesme film ve fiberlerin yapiminda oldugu gibi

¢ozeltinin hizla buharlastirilmasiyla da gergeklestirilebilir (Brinker et al., 1990).

1.9.1 Sol-Jel ve Optik Biyosensorler

Kat1 fazdaki optik biyosensorler, ayn1 anda sahip olunmasi gereken pek ¢ok
Ozelligi biinyelerinde barindirmalidirlar. Birinci ve en 6nemli 6zellik malzemenin,
UV’den kizilotesine dek farkli dalga boylarinda optik gecirgenlige sahip olmasidir.
Ikinci 6zellik ise malzemenin kimyasal olarak kararli, reaksiyona girmeyen yapida ve
hem gaz hem de sivilarda islevsel olmasidir. Malzeme biyomolekiille etkilesime
girmemeli, analitlerin girisine izin vermelidir. Optik biyosensorlerde biyomolekiiliin
kat1 destek iizerine immobilizasyonu, fiziksel adsorpsiyon, kovalent bag ve fiziksel
tutundurulmayla saglanir. Tim bu bahsedilen 06zelliklere sahip malzemenin

gelistirilmesi sirasinda ¢ok sayida problemle karsilasilir.

Son yillarda, bu ozellikleri karsilamak iizere Sol-jel silika malzemeler
gelistirilmistir (Zink et al., 2002). Cam ve polimer arasinda bir yapida olan, sol-jel
malzemelerin biyomolekiillerin immobilizasyonuna uygun oldugu anlasilmis

biyosensor uygulamalarinda yeni imkanlar saglamistir (Gorton, 2005). Sol-jel
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matriksler optik olarak geg¢irgen oldugundan tutuklanan biyolojik molekiillerin
kimyasal etkilesimlerine ve bu etkilesimlerin gosterimine olanak saglarlar.
Biyomolekiillerin sol-jel i¢inde tutuklanmasi ¢alismalar1 son yillarda gittikge gelisen
yeni bir alandir (Mackenzie, 2003; Gill and Ballesteros, 2000; Sakka, 2003; Jin and
Brennan, 2002). Sol-jel i¢cinde molekiillerin kapsiillenme ydntemleri, geleneksel
immobilizasyon yOntemlerine alternatif yeni ve umut verici stratejilerdir. Fiziksel
kapsiilleme yontemi desorpsiyon sorunlarini yok eder ve biyomolekiillerin kovalent
modifikasyonunu gerektirmez. Sol-jel yapidaki kati matriks, UV ve goriiniir 151k
spektrumunda gegirgen oldugundan spektroskopik analizlere olanak saglar (Avnir et.
al., 1994; Dave et al., 1994). Silika mekanik, termal ve kimyasal bakimdan kararl
bir malzemedir (Zink et al., 2002). Sol-jel siirecinde, jellesme derecesinin
polimerlesme derecesine orani kontrol edilerek malzemelerde yogunluk, kirilma
indisi/sertlik, esneklik/sikistirilabilme derecesi/aginmaya karst direng ve kopma

egilimi tasarlanan sekilde degisiklige ugratilabilir.

Sol-jel malzemeler, gézenekli ve hidrofilik yapilariyla su ile dolu gézeneklere
ev sahipligi yapar. En Onemli 6zelligi ise yapisindaki gozeneklerin nano boyutlarda
olmasidir. inorganik ag icinde biiyiik biyomolekiiller immobilize edilebilirken kiigiik
iyon ve molekiiller bu ag icine ve disia difiize olabilirler (Sekil 1.13-1.14). Bu
sayede immobilize edilen biyomolekiiliin, yakin ¢evresinde gelisen kimyasal

degisimlere tepki vermesi miimkiin olmaktadir (Zink et al., 2002).
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Sekil 1.14 Sol-jel Siireci

Sol-jel teknigiyle basartyla tutuklanan ilk biyomolekiiller, enzimlerdir (Gill
and Ballesteros, 2000). Bunun disinda sol-jel malzemelerle hiicrelerin ve bakterilerin
tutuklanmasi da calisilmis ve cesitli basarilar elde edilmistir; bakteri (Branyik and
Kuncova, 2000; Peralta-Perez et al., 2001; Coiffier et al., 2001; Nassif et al., 2002;
Fennouh et al.,, 1999), hayvan hiicreleri (Sglavo et al., 1999) ve bitki hiicresi
(Cartursn et al., 1998). Ayrica, sol-jel matrikslerin olusturulmasinda DNA’nin kalip
olarak kullanildigi bir uygulama da olmustur (Numata et al., 2004) (Sekil 1.15).

1.9.2 Sol-Jel Kimyasi

Biyosensor uygulamalarinda temel gereksinim, iyi bir optik kalite ve kararli
yapida sol-jel tabanli cams1 matrikstir (Gupta et al., 2007). Sol-jel siireci, amorf
inorganik katilarin tiretiminin yapildigi1 kimyasal sentez teknigidir (Zink et al., 2002).
Sol-jel siireci sivi haldeki ‘sol’ bilesiminin, kati ‘jel’ fazina geg¢isini igeren bir
olusumdur. Genel olarak, sol-jel yontemi, alkoksit Onciilerinin asidik veya bazik

kosullarda hidrolizini ve bunu takiben hidroksillenmis birimlerin yogunlagsmasini
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(kondensasyon) veya ¢oklu yogunlagmasini igeren, gozenekli yapida jel olusumuyla

sonuclanan bir stirectir.

Sol-jel siireci sirasinda, diisiik molekiiler agirlikli alkoksit 6ncii molekiilleri,
ornegin; tetrametoksi silan (TMOS) veya tetra etoksisilan (TEOS), dncelikle su veya
asit katalizoriinde ya da her ikisinde de hidrolize olur (Gill et al., 2000). Metal
alkoksit oncii molekiillerinin (TMOS veya TEOS) hidrolize ugramas: sonucunda,
silanol gruplar1 (Si-OH) olusur. Kondensasyon reaksiyonuyla bu silanol gruplar
etkilesir ve siloksanlar1 (-Si-O-Si) olustururlar. Son olarak da silanol veya siloksan
gruplarinin ¢oklu kondensasyonuyla, yillanma siireci veya kurutma siireci sonrasinda
Si02 matriksleri meydana gelir. Olusan matriksin yapisal 6zelligi, 6rnegin gézenek

biiyiikliigiiniin dagilimi, hidroliz ve yogunlagma reaksiyonlarinin birbirine oranlarina

bagli olarak degisir.
Hidroliz
=Si-OR + H20 < =Si—OH + ROH
Esterlesme
Alkol yogunlagmasi
=Si—OR + HO-Si= > =Si—O—-Si=+ ROH

Alkoliz

Su yogunlagmasi

=Si—OH + HO-Si= «  =Si-0-Si=+ H,0

Hidroliz

Jellesme noktasi, silika matriksin i¢inde bulundugu kabin iginde siirekli
yapida olustugu andir. ki ayr1 fazdan olusur: amorf silika partikiilleri ( 5-10 nm

capinda) ve bunlarin arasindaki sivi faz.

Jellesme zamani, sentezlenme kosullarina gore birkag saniyeden birkac giine
degisebilmektedir. Jellesme sonrasi, sol-jel materyali dinamik bir yap1 olarak kalir;
yogunlagsma reaksiyonlari, geriye kalan hidroksil ve alkoksi gruplar1 birbirlerine etki
edecek kadar yakin olduklar1 miiddetce devam eder. Jellesmeden sonra jel, kserojel
olusturmak iizere kurutulabilir. Kuruma sirasinda sivi kisim ortamdan g¢ekildikge

silika matriks i¢ine dogru kiiciiliir. Sonug olarak kserojel ilk hacminin ~10-15%’ine
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kiiciilerek, 100 A’dan daha kiigiik gbzenek biiyiikliigiine sahip olabilmektedir. Bunun
yaninda jel su veya tampon cozeltiyle hidrat formda tutulabilir, bu tiir jellere

yillanmis jel denir (Zink et al., 2002).

Olusan sol-jel, birbirine bagl, sert yapida ve mikrometreden daha kii¢iik
boyutlarda gézeneklere ve ortalama biiyiikliigii mikrometreden biiyiik olan polimerik
zincirlere sahiptir. Hidroliz i¢in en ¢ok HCI ve amonyak kullanilir ama bunun disinda
asetik asit, KOH, aminler, KF, HF, de kullanilabilir (Brinker et al., 1990). Hidrolizin
hiz1 ve uzunlugu, biiyiik Ol¢lide kullanilan asit veya baz katalizoriin giliciinden ve
konsantrasyonundan etkilenir (Aelion et al., 1950). Genellikle zayif asitler, bir
reaksiyon i¢in giiclii asitlere goére c¢ok daha fazla zaman gerektirir. Ayni
konsantrasyonlarda, bazla katalizlenen silikon alkoksit hidrolizi, asitle katalizlenen

reaksiyonlardan ¢ok daha yavas gerceklesir (Xi et al.,1995).

Silika sol-jeller seffaftir, kimyasal olarak tepkimeye girmez ve mekanik
olarak kararli yapidadir. Her ne kadar kirilgan bir yapida olsalar da, biyokapsiillenme

icin elveriglidirler (Kandimalla et al., 2006).
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Kimyasal Maddeler Biyomelekiiller

Oncii Sol
hidroliz

R, Si(OR),., + HLO ——— » (R,),Si(OR OH), + nROH
(R),SIOR), + H,0 e (R, SI(OR) ., (OH),

yogunlagma
2 (R,),Si(OR),.,.,(OH), ———— (R,),Si(OR},,.,(OH),,.;-O- (CH),,4,(OR),.,., Si(R,),+ H;0

' ' coklu yogunlagma ' ' ' '
[-§i-O-§i-f—————— [-§i-0-§i-0-§i-0-5-0-] , + H,0

Jellesme

Bivomolekiilleri barmdian sol-jel olusumu

Yillanma
Yogunlasma ve ¢cokluvosmunlasma reaksivonlan
Coziiciiniin buharlagsmas ve Sol-Jelin biiziisine si

Sekil 1.15 Sol-jel tabanli inorganik, organik nanobilesiklere biyomolekiillerin tutundurulma
yontemleri

® Analit

e Erigilemez Protein
Fonksiyonel i
Protein Denature Protein

Sekil 1.16 Sol-jel matris iginde tutuklanmus proteinin olas1 mikrogevresi (Jin et al., 2002).
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1.9.3 Sol-Jel ve Kaplama

Sol-jel tabanli ince filmler, biyosensor tasariminda, analitin biyomolekiile
ulagmasi i¢in difiize olmasi gereken yolun kisa olmasi ve bu sayede analitin hizla
belirlenebilmesine olanak sagladig i¢in siklikla tercih edilir (MacCraith et al., 1995;
Lev et al., 1995; Malins et al., 2000).

1.9.4 DNA ve Sol-Jel

DNA gibi biyomolekiil tiirlerinin kullanim1 uygun bir ylizey iizerine basarilt
bir sekilde immobilizasyonlarina baghdir. Organik, inorganik veya polimerik
ylizeyler iizerine biyomolekiil immobilizasyonu yiizeye kovalent baglanma,

mikrokapsiillenme veya tutuklanma ile saglanir (Colello D. et al., 2003).

Silika sol-jeller DNA hibridizasyon calismalar1 i¢in ¢ok sayida ozellige
sahiptir. Bu 6zellikler arasinda, yiiksek i¢ yiizey alan1 ve gdzeneklere sahip olmalari,
yiiksek sicakliklar gerektirmeyen iiretim teknikleriyle olusturulmalart ve

biyomolekiillerle uyumlu olmalar1 siralanabilir (Conroy et al., 2000).

Biyomolekiillerle uyumlu silika jellerin i¢ yapis1i geleneksel tekniklerle
tiretilen ve yapisinda etanol bulunan sol-jellerin aksine, tamamiyle sulu bir ortama

sahiptir (Brinker et al., 1990), (Conroy et al., 2004).

1.9.5 Silan Kaph Yiizeye DNA immobilizasyonu

Sol-jel yapili silan filmlerin DNA “microarray” caligmalart i¢in uygun
yiizeyler olusturdugu bilinmektedir. Silan yapida filmlerin kullanilmasiyla, DNA
problarinin yiizeye kovalent olarak baglanmasi, probun yonlendirilmesi bakimindan

biiylik 6l¢iide kontrol saglar.

Silan kimyasi, 6zellikle amin modifiye DNA problarin immobilizasyonunda
kullanilmaktadir. Reaktif fonksiyonel gruplar DNA’nin kovalent baglanmasi i¢in

uygundur: amino, merkapto ve epoksi gruplari. Siklikla kullanilan silanize edici
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kimyasallar sunlardir: 3-aminopropiltrimetoksilan (APS), 3-
merkaptopropiltrimetoksisilan  (MPS),  3-glisidoksipropiltrimetoksisilan ~ (GPS)
(Lingerfelt et al.,2005). Bu bifonksiyonel gruplar, sirastyla, amino, merkapto ve
epoksi fonsiyonelligine sahip yiizeyler olustururlar. Bu gruplarin kimyasal olarak
kararli ve sterik engellere bagli karisikliklari elimine kadar edecek uzun oldugu

belirlenmistir (Southern et al., 1992).

Uygun yapida hidrokarbon (C5, C6, C7) ara gruplara sahip amin modifiye
oligoniikleotitler epoksi ve aminden tiiremis ylizeylere baglanabilirler. Amin
modifiye problar, amin yapisindaki yilizeylere baglanirken 1,4 fenilendiisotiosiyanat
(PDITC) ve 4-fenilendiisotiosiyanat (PDC) gibi ¢ift fonksiyonlu ¢apraz baglayici
kullanilir (Lingerfelt et al.,2005).

Amin modifiye DNA’nin kovalent baglanabilmesi i¢in fonksiyonel gruplar
saglayan 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES), 1,4-fenilendiisotiosiyanat (PDC) gibi
bir capraz baglayica ihtiya¢ duyar. PDC’nin yoklugu amin-modifiye DNA’nin
APTES ylizeyine kovalent baglanmasini engeller, ¢ilinkii tek basina 2 amino grubu

birbirleriyle bag yapamazlar (Fritzsche et al., 2005).

APTESIPDC
00H,CH, §=C=N N=C=$ OCHCH, s
PDC — 8y ——
OH +H30H200_|Si/\v/\'NH2 + - o3 H C_H@N~C_S
OCH,CH, OCH,CH,
Aptes
H,N— oligoniikleotit OCH,CH, g g
+ —— O—Si/\/\N—(I:l:— H_ I_N_o]igonﬁkleotit
| H H H
OCH,CH,

Sekil 1.17 DNA baglanmasi igin yiizeyin silan modifikasyonu: 3-aminopropiltrietoksisilan
(APTES)’ in amin baglanma kimyasi. Amin-modifiye DNA’lar cift tarafli baglayici 1,4-
fenilendiisotiosiyanat (PDC) iizerinden APTES e baglanirlar (Fritzsche et al., 2005).
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1.10 Ince Filmler

Sol-jel teknolojisinin en Onemli yanlarindan birisi, jellesme oOncesinde,
akiskan veya kolloid ¢ozeltinin daldirma, dondiirme ve piiskiirtme yontemlerini
kullanarak ince film olusturulmasi i¢in ideal olmasidir. Kalinligi 1 pm’den kiiciik
olan filmlere ince film denir. Sol-gel filmlerinin ilk uygulamalar1 optik
kaplamalardir. Sol-jel yontemiyle, ii¢ tip film elde etme yontemi mevcuttur. Bunlar;
daldirma (dip coating), dondiirme (spin coating) ve piiskiirtme teknikleridir.
Daldirma yonteminde, filmin her tarafinda ayni, diizenli bir kalinlik elde edilebilir.
Doéndiirmeli kaplama yonteminde, daldirma yontemine gore ¢cok daha fazla ¢oziicii
buharlagsmas1 meydana gelir bu da sol-jelin fiziksel 6zelliklerinde hizli1 degisimlere

yol agar (Brinker et al., 1990).

Geleneksel ince film olusturma yontemleriyle karsilastirildiginda, sol-gel
yontemiyle film yapimi daha az donanim gerektirir ve daha az masraflidir. Sol-gel
yonteminin en dnemli avantaji, kaplanan filmin mikro yapisinin (gozenek biiyiikligii,

gbzenek hacmi ve yiizey alani) kontrol edilebilmesidir.

Daldirma ve dondiirme ile kaplamada filmin mikro yapisi, kaplama siiresince
yogunlasma ve buharlasmanin oranma ve kaplama oncesi ¢ozeltinin dallanmasina
(ve topaklanmasina) ve boyutlarina baghdir. Bu faktorlerin kontrolii, istenilen film
gbzenek yapisinin kontrol altina alinmasini saglar. Ornegin; gdzenek hacmi %0’dan
%65’e, gozenek boyutu <0,4 nm’den >5 nm’ye ve yiizey alam <l m?%g’dan

>250m*/g’a degistirilebilir.

Ince filmlerin olusumunda en &nemli faktorler, filmin kalinhg, diizenliligi,
homojenligi, substrat adezyonu, catlamalara kars1 direnci, sabit i¢ ortaminin olmast,

tutuklanmis molekiillerin sizma potansiyellerinin en aza indirgenmesidir.

Sol-jel yapidaki filmlerin kalinliklari, biiylik olgilide dokiim ¢ozeltisinin
viskozitesine bagli olarak gelisen sol’iin jellesme bicimine baglidir. Tampon
cozeltiyle karistirilan hidrolize silanin jellesme oranini etkileyen ana faktorler soyle

siralanabilir: a) organosilan tiirii ve orani, b) eklenen polimerlerin molekiiler agirlig
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ve konsantrasyonu, c¢) tamponun tiirii, pH’1 ve konsantrasyonu. Jellesme siiresi,
organosilan, polimer miktarindaki veya tampon pH’indaki artigla ve tampon ¢ozelti

konsantrasyonundaki azalmayla artar (Gupta et al., 2007).

1.10.1 Daldirarak Kaplama

Daldirarak kaplama islemi bes boliime ayrilir: daldirma, baslama, kaplama,
kurutma ve buharlagsmadir. Alkol gibi ugucu ¢oziiciiler kullanildiginda buharlagma,
kaplama ve kurutma basamaklar1 sirasinda meydana gelir. Sekil 1.18.f’de gosterildigi
gibi siirekli daldirarak kaplama, islemi kolaylastirir. Ciinkii baglama ve kurutma

zamanini elimine eder.

Kaplama yapilan altlik yukar1 dogru cekilirken, ylizeyde olusan sivi tabaka
ikiye ayrilir. Althga yakin tabaka altlikla birlikte yukar1 ¢ikar. Distaki tabaka asagi
dogru stiziilerek banyoya geri doner. Dig tabaka banyoya geri dondiigiinde, icteki
tabaka, altlikla beraber yukar1 dogru hareket eder. Kaplanan filmin kalinlig1, asagiya
ve yukariya dogru hareket eden tabakalarin aerodinamik boliinmesiyle baglantilidir.
Film kaplanan bolgedeki alt1 kuvvetin aralarindaki rekabetle, film kalinli§in1 ve akim
¢izgisinin pozisyonunu gelistirir. Bu alti kuvvet; (1) Hareketli alt tabakayla sivi
tizerinde yukar1 dogru viskoz siiriiklenme, (2) Yergekimi kuvveti, (3) Konkav sivi
siitununda ylizey genlesmesinin etkin kuvveti, (4) Kaplanan bélge sinirindaki sivinin
eylemsizlik kuvveti, (5) Yiizey gerilim gradyani, (6) Ayrisma ve birlestirme basinci
(1 pm kalinliktan daha az olan filmler i¢in 6nemlidir) olarak tanimlanir (Brinker et

al., 1990).
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ZINN

a) DALDIRMA b) YUKARI CEKME ) KAPLAMA ve SUZULME

i

d) KURUTMA ¢) BUHARLASMA n SUREKLI

SIVI
BANYO
YUZEYI

Sekil 1.18 Daldirarak Kaplama Isleminin Basamaklari: (a-e)banyo; (f) siirekli.
Siirekli igsleminin 3 ile gosterilen alandaki sivi akis noktalarmin detayi: U-¢ekme hizi, S-
durgunluk noktasi, 6-bagli tabaka ve h- akigkan filmin kalinlig1 (Brinker et al., 1990).

1.10.2 Dondiirerek Kaplama

Bu yontem, tastyicinin yatay olarak bir eksen etrafinda dondiiriiliirken
tizerine sol damlatilmasi ve soliin merkezka¢ kuvvetinin etkisiyle tasiyici ylizeyine
yayillmas1 esasina dayanmaktadir. Dondiirerek kaplam yontemi 5 kisimdan
olusmaktadir. Damlatma asamasinda, donecek yiizeye sabitlenmis olan tasiyici
lizerine sol damlatilir. Baslangicta durmakta olan tasiyici dondiriiliir. Tastyici,
miimkiin olan en kisa siirede istenilen donme hizina ulagsmalidir. Cilinkii donme
hizinin sabit olmasi, film kalinligimin diizgiin olmasini etkileyecektir. Donme
sirasinda, tasiyici iizerine damlatilmis sol, merkezkag kuvvetinin etkisi ile tasiyicinin
tim ylizeyine yayilir. Eger sol fazla miktarda damlatilmissa, fazlalik sol tasiyici
tizerinden savrulur. Donme esnasinda, filmin kalinlig1 azalir. Dénme sonunda, filmin
kalinlig1 tasiyicinin her ylizeyinde aymi olur. Ardindan buharlasma asamasi gelir.

Tastyici bu islemden sonra firinlanabilir.
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1.11 Optik Dalga kilavuzu

Optik dalgakilavuzlarinin g¢alisma prensibi, optik fiberlere benzer. Cam
ylzey, daha diisiik kirmmim indisine sahip 0.1-10um kalinhiginda dielektrik filmle
kaplanir. Biyomolekiil igeren substrat bu ylizeyin iizerine gelecek sekilde olusturulur.
Cihaza gonderilen 15181n biiyiik bir kismi, ortam boyunca ilerleyerek pek ¢ok kez
yansima yapar. Bununla birlikte, bir miktar 151k da biyomolekiil tabakasinin igine
dogru sizar. Bu 1sik, iletilen 1s1k miktarinda farkliliga yol acan faz degisimiyle
birlikte, dalga kilavuzuna geri yansir. Boylelikle, biyoaktif substrat tabakasindaki
degisimler, yansiyan 1sik miktarindaki degisikliklerle belirlenebilir hale gelir
(Donald, 1993).

Biyomolekiil tabakas

. Y i

Dalga Kilavuzu

Detektir

Lazer

Sekil 1.19 Optik Dalga kilavuzu Olgiim Prensibi.

1.11.1 Dalga Kilavuzuna Dayalhh DNA Biyosensorii

DNA hibridizasyonu ve biyomolekiillerin affinite ¢aligmalarinda ve
biyomolekiillerin isaretlenmesine gerek olmayan optik biyosensorlerde oOrnek
hazirlama siireci oldukc¢a kolaylasmaktadir. Bu tiir sensorlerde, 6rnegin DNA
hibridizasyonunu belirleme, kirnim indisi degisimiyle miimkiin olmaktadir.
Gozenekli silikon (Psi) yapidaki dalga kilavuzu temelli biyosensorlerin g¢alisma
mekanizmasi, biyomollekiiller arasindaki etkilesimler sonucunda, dalga kilavuzunda
effektif refraktif indis degisimine bagli a¢1 kaymalarina dayanir (Weiss et al., 2006).

Yapilan hesaplamalar sonucunda, teorik olarak optimize edilmis dalga kilavuzu
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temelli sensorlerin geleneksel SPR sensorlerine gore ~100 kat daha hassas oldugu

belirtilmektedir (Sipe et al., 2005).

Prizma

Hava boslugu

SR AN V. / BV gozenekli silikon yap1 ve DNA
Cok gozenekli silikon yap1
Silikon numune

O~

Sekil 1.20 Gozenekli silikon yapidaki dalga kilavuzu temelli biyosensor

Sekil 1.19°da goriildiigli gibi, olusturulan yiiksek alan / hacim oranina sahip
gozenekli silikon yapidaki sensor yiizeyinin iist tabakasi (d) az sayida gbzenege bu
nedenle yiiksek kirinim indisine sahipken, altindaki daha ¢ok gbézenege sahip tabaka
(D) daha diisiik kirinim indisine sahiptir. Bu nedenle, prizma tabanindan ¢ikan 0
acistyla gelen 1sinla, az gozenekli iist silikon tabakanin arayiiziinde toplam ig
yansima meydana gelir. Olusan toplam i¢ yansimayla, uygun dalga vektoriine sahip
sonen dalga, gelen 15181 uygun bir agida olmasi durumunda, dalga kilavuzu moduna
gecer. Biyomolekiiliin bulundugu tabakada optik enerjinin sinirlanmasiyla, effektif
refraktif indis biyomolekiildeki degisimlere son derece hassas hale gelir (Weiss et al.,
2006). Az gozenekli silikon tabakasina tutundurulan DNA prob’larina hibridize
olmak tizere ortama verilen hedef DNA’larin yiizeye gecisiyle, hibridizasyonla
birlikte az gozenekli silikon tabakasinin kirmmim indisi degisir. Bunun nedeni
silikonun go6zenekli yapisindan dolayr (~10nm) effektif bir ortam olarak

davranmasidir (Weiss et al., 2006).

1.11.2 Prizma Ciftleyici Cihazimin Ol¢iim Teorisi

Calismamizda Metricon (2010 model) prizma ¢iftleyici cihazi kullanilmistir.
Prizma ¢iftleyici cihazinda, dl¢lim yapilacak 6rnek prizma tabaniyla temas edecek
sekilde, film ve prizma arasinda ¢ok kiiciik bir hava boslugu olusturularak
yerlestirilir. Prizmaya ¢arpan lazer 1s1n1, prizma tabanindan foto detektore toplam i¢
yansima yapararak ulasir. Gelme agisinin belirli degerlerinde “mod agis1 (€)”,

fotonlar toplam i¢ yansima durumunu bozarak, hava boslugundan filme gecerek
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dalga kilavuzu moduna gecer, bu noktada detektore ulasan 151k yogunlugunda keskin
bir diisiis meydana gelir. Prizma tabanina gelme agisi, her bir mod icin karakterize
edildiginden, n; indisine sahip prizmanin tabanina ulasan herhangi bir 6, a¢il1 15181 3

degeri soyle belirlenir:

B(0)=n, sin(0,)

a) I b)
Lazer igig! _h']fﬁ‘*. lf’_\l —

— . _—~ fotodetektor || ihi "ll,lll "'.I [,

S Flm I \f
(= substrat v
[E Yansitilan
Yodunluk T 2

Sekil 1.21 a) Prizma giftleyicinin sematik gdsterimi, b) yansitilan 151k yogunlugu (I), gelme agis1 (6),
(http://www.metricon.com/).

Daha genel bir tanimla, herhangi bir 151k 15111 i¢in B degeri; n.sin(0)’dur (n: 151810

yol aldig1 ortamin indisi, 8: gelme agis1).

n; sin(0;)= n, sin(6;)

B degerleri, 151k 1511 iki ortamin sinirinda yansitildiginda korunur. Ayrica,
fotonlar prizma tabanindan filme dalga kilavuzu modunda girdiklerinde, prizma/film
ylizeyinde yansitilmig gibi davranarak Snell yasasina bagl kalirlar, boylelikle prizma
ve film arasindaki B degeri degismeden kalir. Prizma ciftleyici cihaziyla, ince
filmlerin  kalmhigt ve kirilma indisi degerlerinin  Ol¢iimii  yapilabilir

(http://www.metricon.com/).
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1.12 Calismanin Amaci

Bu calismada, hiicre ve doku kiiltiirlerinde kontaminasyona neden olarak
deney sistemlerini farkli seviyelerde etkileyen belirli Mikoplazma tiirlerinin (M.
arginini, M. fermentas, M. hominis, M. hyorhinis, M. orale, M. pirum, M salivarium)
hizli ve etkin bir bigimde belirlenmesine yonelik SPR ve dalga kilavuzu temelli sol-
jel igeren optik biyosensorlerin tasarlanmasi hedef alinmistir. Mikoplazma tiirlerine
ait 16S rRNA dizileri tiirler arasinda biiyiik dl¢lide korunmus bdlgeler igerdiginden,
sensorlerde kullanilan problar ve PCR primerleri, belirlenen tiirleri ayn1 anda teshis

etmeye yonelik olarak minimum sayida se¢ilmistir.

Sensor olusturulmasi amaciyla ilk olarak, altin ve aptes yiizeyinde kimyasal
olarak 5’ucundan cesitli bi¢imlerde modifiye tek =zincirli hedef DNA’larin
immobilizasyonu gerceklestirilmis, PCR yontemi kullanilarak sensor giivenilirligi

test edilmistir.

Mikoplazma tanisina yonelik optik biyosensdrlerin tasarimiyla, ekonomik ve
ayni zamanda ¢abuk ve etkin tani1 olanag1 yaratilarak hiicre ve doku kiiltiirii yapan
arastirma gruplarinin o6rneklerini siklikla ve giivenilir bir sekilde test edebilmelerine

olanak saglamak amaclanmistir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler
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Kimyasal Madde Firma
1,4-Fenilendiisosiyanat Aldrich

50 bp DNA Belirteci Fermentas
Agaroz Sigma
Amonyak ¢ozeltisi (%25) Merck
Aptes Merck
Asetil aseton Merck
Aseton Merck
Dimetil siilfoksit Sigma
Disodyumfosfat AppliChem
DMEM Sigma
DMEM-F12 Sigma
dNTP set Fermentas
Etanol Merck
Et-Br Sigma
Fetal Bovin Serum Gibco
Fetal Bovin Serum Sigma
Hidrojen peroksit Merck
MilliQsu Merck
N-N Dimetil formamid Merck
PBS Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco
Potasyum kloriir Sigma
Primerler fontek
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Problar Thermo Fisher Scientific
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen
RPMI-1640 Gibco
RPMI-1640 Sigma
SDS Sigma
Sodyum bikarbonat Sigma
Sodyum kloriir Sigma
Taq DNA Polimeraz Fermentas
TEOS Merck
Triton X-100 Sigma
Trypsin-EDTA (10X) Sigma

2.1.2. Cihazlar ve Diger Malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler Firma

Laminar akimli kabin Heraeus

0,2um filtre Schleicher&Schuell
Agaroz jel yiiriitme {initesi Bio-Rad

Altin kapl yiizey Reichert

Cam pipet Iso-Lab

CO; inkiibatoru Thetmo Forma
Cryo tiipler Nunc

Enjektor (5-20cc) Set

Ependorf tiip VWR

Etliv Binder
Evoporasyon cihazi Leybold Univex

Isik mikroskobu

Nicon Inverted Microscope

Manyetik karistirict

Ikamag RH

Mikro pipetor (2-200ul)

Gilson, Eppendorf, Brand

MJ mini termal dongii cihazi

Bio-Rad

Otoklav

Hirayama, Hiclive, HVE-50

Prism Coupler cihaz1

Metricon
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Santrifiij Beckman coulter microfuge 18,
Biofuge 15 R Heraey

Santrifiij tiipleri (15ml ve 50ml), TRP

Sicak su banyosu Memmert

S1v1 azot tanki Union Carbide

Spektrometre Bio-Rad Smart Spec

SPR Spektroskopisi Reichert tek kanalli SPR

Steril tek kullanimlik polistren kaplar Nunc (Kiiltiir kaplar1 (25 cm’, 75cm’))

Taramali elektron mikroskobu Philips XL30 SFEG,

Ultrasonik banyo Somibtec

Vorteks IKA

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler

1) Hiicre Kiiltiirii Cozeltileri

10X RPMI-1640: 15,8 gr RPMI-1640, 90 ml steril distile su i¢inde ¢oziilerek
toplam hacim steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. 0,22 um por

capli filtre ile steril edilerek +4°C’ta saklanmustir.

e 10X DMEM-F12: 12 gr DMEM-F12, 90 ml steril distile su i¢inde ¢oziilerek
toplam hacim steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. 0,22 um por

capli filtre ile steril edilerek +4°C’ta saklanmuistir.

e 10X DMEM: 10 gr DMEM, 90 ml steril distile su i¢inde ¢dziilerek toplam
hacim steril distile su ile 100 mI’ye tamamlanmigtir. 0,22 pm por ¢aph filtre

ile steril edilerek +4°C’ta saklanmustir.

e 10X NaHCOs;, 2,43 gr NaHCOs, 90 ml steril distile suda ¢oziilerek toplam
hacim steril distile su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmistir. 0,22 pm por ¢aph

filtre ile steril edilerek +4°C’ta saklanmustir.
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1X Tripsin-EDTA Soliisyonu: 45 ml Puck’s saline A soliisyonuna, 5 ml
10X Tripsin-EDTA soliisyonundan eklenerek % 9,2’lik NaHCO; veya 1N

HCl ile pH 7,4’e ayarlanmistir ve +4°C’ta saklanmistir.

% 9,2 NaHCO3: 9,2 gr NaHCO3 90 ml steril distile suda ¢oziilerek toplam
hacim steril distile su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmuistir. 0,22 pm por ¢aph

filter ile steril edilerek +4°C’ta saklanmustir.

1 N HCI: 91,72 ml steril distile suya, 8,28 ml % 37’lik HCI eklenerek 0,22

um por capl filtre ile steril edilmis ve +4°C’ta saklanmustir.

1X PBS (Phosphate Buffered Saline): 137mM NaCl, 1,47mM KH,PO,,
8,26mM NaH,PO4, 500 ml steril distile suda hazirlanmistir. 0,1M’lik
NaHCOs; ile pH 7,3¢ ayarlanarak, 0,22 um por ¢apl filtre ile steril edilerek

kiigiik hacimlerde —20°C’ta saklanmustir.

DMEM Besiyeri: 50 ml FBS (Fetal Bovine Serum), 50 ml 10X DMEM, 50
ml 10X NaHCO; (Sodyum bikarbonat) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin
tizerine steril distile su eklenerek hacim 500 ml’ye tamamlandiktan sonra pH
7,2-7,4’e %9,2°lik NaHCO;3; veya IN HCI ile ayarlanmistir ve +4°C’ta

saklanmustir.

DMEM-F12 Besiyeri: 50 ml FBS, 50 ml 10X DMEM-F12, 50 ml 10X
NaHCO; ve 5 ml Penisilin-Streptomisin steril lizerine distile su eklenerek
hacim 500 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 7,2-7,4’e %9,2’lik NaHCO; veya

IN HCl ile ayarlanmistir ve +4°C’ta saklanmustir.

RPMI-1640 Besiyeri: 50 ml FBS, 50 ml 10X RPMI-1640, 50 ml 10X
NaHCOs, ve 5 ml Penisilin-Streptomisin iizerine steril distile su eklenerek
hacim 500 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 7,2-7,4’e 9%9,2’lik NaHCO; veya

IN HCl ile ayarlanmistir ve +4°C’ta saklanmustir.
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e 1X Hiicre Saklama Soliisyonu: 5 ml DMSO, 45 ml FBS’ye eklenerek %

10’luk stok medyum yapilmis ve +4°C’ta saklanmustir.

2) Kullamilan Kimyasallar

e Triton X-100 (% 0,1’lik) Hazirlanmasi: 50 pl Triton X-100, 49,95 ml

PBS’e eklenerek +4°C’ta saklanmustir.

e Etanol (% 70’lik) Hazirlanmasi: 70 ml etanole 30 ml steril distile su

eklenmis ve +4°C’ta saklanmustir.

e 1M Tris: IM Tris- HCI steril distile su ile hazirlanarak 0,1M NaHCOs ile pH

8’e ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

e 0,5M EDTA: 0,5M EDTA steril su ile hazirlanarak, 0,1M NaHCO; ile pH

8’e ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

e 1M EDTA: IM EDTA steril su ile hazirlanarak, 0,1M NaHCOj ile pH 8’¢

ayarlanmig ve oda sicakliginda saklanmustir.

e % 10 SDS: 20 g SDS son hacim 200 ml olacak sekilde distile suda ¢oziinmiis

ve oda sicakliginda saklanmistir.

e 1X TE: 10mM Tris-HCI, pH 8 ve ImM EDTA pH 8 steril distile su ile

hazirlanarak oda sicakliginda saklanmustir.

e 50X TAE: 121g Trisbase 300 ml steril distile suda ¢oziilmiistiir. 28,55 ml
glasial asetik asit ve 50ml EDTA (0,5 M, pH3.8) eklenmis ve toplam ¢ozelti
500 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmis ve oda sicakliginda

bekletilmistir.

e Agaroz jel (%2’lik): 2 gr Agar 1X TAE ile 100 ml’e tamamlanarak,
mikrodalga firinda eriltilmis ve kaliba dokiilmeden ©nce Et-Br (final

konsantrasyon: 0.5 pg/ml) eklenmistir.
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Altin yiizeyleri yikama cozeltisi: Sirasiyla hacimsel olarak 1:1:5 oranlarinda

H,0; (30%), NH3 (30%) ve distile su karistirilarak hazirlanmistir.

Immobilizasyon cozeltisi: 0,5 M KH,PO, ve 0,5 M K,HPO, ayr1 ayn distile
suda hazirlanarak, karigtinlmigtir. pH 3.8’1 olacak sekilde IN HCI ile

ayarlanmistir. 22 um por ¢apli filtre ile steril edilmistir.

6-merkapto-1-heksanol (MCH) bloklama cozeltisi: 1| mM MCH c¢ozelitisi
hazirlamak amaciyla, 13.6 pl %99°luk MCH, 100 ml distile su ile tamamlanip

karistirilarak hazirlanmustir.

SPR icin hibridizasyon ¢ozeltisi: 150mM NaCl, 20mM Na,HPO4, 0.1 mM
EDTA ve 0.005% Tween 20, 500 ml distile suda hazirlanip, 1N HCI ile pH

7.4’e ayarlanmustir. 22 um por ¢apli filtre ile steril edilmistir.

0,37 M TEOS kaplama coézeltisi: Sirasiyla 1:1:0,5:3 molar oranlarinda

sirastyla, TEOS: etanol: asetil aseton: distile su ilave edilerek hazirlanmistir.

%0.2 PDC c¢ozeltisi: 0.2 g PDC, 100 ml DMSO i¢inde 60°C’ta ¢oziinene dek

karistirilarak hazirlanmstir.

%2’lik APTES cozeltisi: 1:1 oraninda dH,O ve metanol iginde %2’liik
APTES c¢ozeltisi manyetik karistiricida hazirlanmustir.

Sol-Jel yapidaki DNA biyosensorii icin immobilizasyon ve hibridizasyon
cozeltisi: 20 mM Hepes icin, 0,953 g Hepes 200 ml suda c¢oziilerek

hazirlanmustir.



2.2. Yontem

2.2.1. Cahsilan Hiicre Kiiltiirleri
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Cesitli hiicre kiiltiirii 6rneklerinde Mikoplazma kontaminasyonu varligmin

belirlenmesi amaciyla hiicre kiiltiirii calisan farkli arastirma gruplarindan toplanan

ornekler asagidaki tabloda listelenmistir. Toplanan hiicreler, mikoplazma igermedigi

PCR ile test edilen besiyerleri kullanilarak ¢ogaltilmis ve tekrar eden ¢aligmalar igin

-86 °C’ta muhafaza edilmistir.

Hiicre Tipi | Morfoloji Biiyiilme | Besiyeri | Kaynak
karakteri
C6 fare glioblastoma | adherent DMEM-F12 | istanbul Tip Fakiiltesi- Histoloji ve
hiicreleri Embriyoloji AD
Prof. Dr. Ayhan Bilir
BM sican primer | adherent DMEM Yeditepe Universitesi Genetik  ve
kemik hiicreleri Biyomiihendislik B. - Dog¢.Dr. Gamze
Kose
K562 insan lenfosit | siispansiyon RPMI-1640 | Sabanci Universitesi, Biyoloji Bilimleri
hiicreleri (KML) ve Biyomiihendislik B. - Dog. Dr. Batu
Erman
Istanbul Universitesi
DETAE - Immiinoloji AD — Dr. Esin
Aktas
DETAE Genetik AD - Dr. Duran Ustek
GYTE - Biyoloji B. - Arastirma
Géorevlisi - Mine Giil Seker
K5 62(GF+) insan lenfosit | siispansiyon RPMI-1640 | Istanbul Universi.tesi - DETAE Genetik
hiicreleri (KML) AD - Dr. Duran Ustek
SP2-0 fare miyolema | slispansiyon RPMI-1640 | GYTE - Biyoloji B. - Arastirma
hiicreleri Gorevlisi - Mine Giil Seker
Thp—l insan monosit | slispansiyon RPMI-1640 | Istanbul Univers@.tesi - DETAE Genetik
hiicreleri AD - Dr. Duran Ustek
MCF-7 insan meme | adherent DMEM-F12 | GYTE - Molekiiler Biyoloji AB -Yrd.
adenokarsinoma Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu
hiicreleri
203-T insan bobrek | adherent DMEM Istanbul Universitesi - DETAE Genetik
adenokarsinoma AD - Dr. Duran Ustek
hiicreleri Sabanci Universitesi, Biyoloji Bilimleri
ve Biyomiihendislik B - Dog. Dr. Batu
Erman
S A primer adherent DMEM-F12 | GYTE - Molekiiler Biyoloji AD - Yrd.
endometriyum Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu
kanser hiicreleri
SPC111 insan adherent RPMI-1640 | GYTE - Molekiiler Biyoloji AD- Yrd.
mezotelyama Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu
hiicreleri
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SPC212 insan adherent RPMI-1640 | GYTE - Molekiiler Biyoloji AD - Yrd.
mezotelyoma Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu
hiicreleri

EL4 fare lenfosit | siispansiyon RPMI-1640 | Sabanci Universitesi, Biyoloji Bilimleri
hiicreleri ve Biyomiihendislik B - Dog. Dr. Batu

Erman

Ishikawa insan adherent DMEM-F12 | Istanbul Tip Fakiiltesi - Histoloji ve
endometriyum Embriyoloji AD - Prof. Dr. Ayhan Bilir
kanser hiicreleri

T47-D insan meme bezi | adherent DMEM-F12 | GYTE - Molekiiler Biyoloji AD - Yrd.
duktal karsinoma Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu
hiicreleri

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan hiicre hatlari

2.2.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Bir onceki kiiltiirdeki flask ylizeyinin yaklasik %80’ini kaplayan hiicrelerin 1/3’i
(1x10° hiicre/ml) 25 cm? veya 75 cm” lik flasklara aktarilarak, bu flasklarda tercih
ettikleri besiyerinde (1:1) (DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) F12,
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) veya RPMI-1640), ve %10 FBS
(Fetal Bovin Serum), 1x NaHCOj;, %1 Penisilin/Streptomisin varliginda %5 CO,
varliginda, 37°C’ta inkiibe edilmistir.

Uc giinde bir tekrar eden pasajlamalarda; hiicrelerin flask yiizeyinden
ayrilmast i¢in 1X Tripsin-EDTA kullanilmig, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildikten sonra taze besiyerine alinarak flasklara aktarilmis ve pasajlar1 yapilmistir.

2.2.1.2. Hiicre Stoklama ve Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

%80’1ik flask yiizeyi hiicrelerle kaplandiginda, tripsinle muamele edilmis
hiicreler, 1X PBS ile yikanmis, yiizeyden ayrilan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra 10% DMSO (Dimetil siilfoksit)
iceren serum ile silispanse edilerek 1,5 ml’lik kriyo tiiplere alinan hiicreler ve -

86°C’ta bir gece birakildiktan sonra sivi azot tankina aktarilmigtir.

Kiiltiir baglatmak igin sivi azota alinan hiicreler 37°C’ta hizli sekilde

coziildiikten sonra RPMI-1640 (DMEM-F12, DMEM) besiyeri ilave edilerek 1000
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rpm’de 5 dakika santriflij edilmis ve sivi kisim uzaklastirilmistir. Olusan pelet ilgili

besiyeri ile tekrar siispanse edilerek 25 cm? lik flasklara alinmustir.
2.2.2 DNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii 6rneklerinden Mikoplazma ve hiicre genomik DNA’sinin

saflastirilmast icin QIAGEN’nin QIAamp 96 DNA saflastirma kiti kullanilmistir.
2.2.2.1 QIAGEN DNA Saflastirma Kiti Protokolii

Belli bir yogunluga ulasan adherent hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve besiyeri vakumla g¢ekilerek uzaklastirildiktan
sonra 1’er ml soguk PBS eklenen hiicreler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilarak
1000 rpm’de ve +4°C’ta 5 dakika sanrifiij edilmistir. Ust s1vi uzaklastirildiktan
sonra, hiicrelere toplam hacim 200ul olacak sekilde 1X PBS eklenerek
kanistirilmistir. Bunun iizerine 20ul Proteinaz K ve kit tarafindan saglanan 200 pl
hiicre liziz tamponu eklenip, 6rnek yeteri kadar karistirilarak hiicrelerin lizize
ugramasi saglanmistir. Ornekler 55°C’ta 10 dakika bekletilmistir. Sonra, 200 ul 96%
etanol eklenerek, 6rnekler vortekslenmis ve DNA baglayan kolonlara uygulanmigtir
ve ardindan 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda kolonlar
2 ml’lik toplama kaplarina aktarilarak, kolonlara kit tarafindan saglanan yikama
cozeltisinden 500 pl eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmastir.
Santrifiij sonrasinda kolonlar tekrar yeni 2 ml’lik toplama kaplarina aktarilarak,
kolonlara kit tarafindan saglanan bir diger yikama ¢ozeltisinden 500 pl eklenerek,

14000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilmistir.

Matrikse bagli DNA’lar1 ayristirmak amaciyla, kolonlar yeni 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilmig, 200 pl niikleaz icermeyen su eklenerek drnekler oda
sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda eppendorf tiipiinde toplanan DNA Orneginin, bir boliimii hem
%0.7’lik agaroz jelde ytiriitiilerek Et-Br boyama ile analiz edilmis, hem de her bir

ornek i¢in DNA miktarlar1 spektrofotometrik olarak ayrica saptanmustir.



57

2.2.3 16S rRNA Genlerinin PCR ile Cogaltimi

Hiicre kiiltiirii bulaglarinin % 95’inden sorumlu 6 Mikoplazma tiiriine ve 1
Acheloplasma tiiriine (M. arginini, M. fermentas, M. hominis, M. hyorhinis, M. orale,
A. laidlawii, M salivarium) ait NCBI gen veri bankasindan indirilen 16S rRNA
genlerine ait niikleotit dizilerinde, ClustalW2 dizi karsilagtirma programi
kullanilarak, korunmus bdlgeler belirlenmistir. Bu bolgelerden 2 farkli primer ¢ifti
tasarlanmistir (McGarrity, 1982). Cizelge 2.2°de bu tez calismasi kapsamina alinan
hiicre kiiltiirii 6rneklerinde Mikoplazma kontaminasyonlarmi PCR ile belirlemek

amaciyla kullanilan primer dizileri belirtilmistir.

Primer Primer Dizisi Aciklama Tm Uriin
Ad1 Boyutu
MYA | 5- GGCGAATGGGTGAGTAACACG -3’ | ileri 56.2°C | 460 bp
MYB | 5°- GGATAACGCTTGCGACCTATG -3° | geri 57.6 °C

MYPR | 5'- TCACGACACGAGCTGACGA -3’ ileri 57.9°C | 310-
MYPF | 5°- TGGGGAGCAAACAGGATTAGA -3’ | geri 57.5°C | 320 bp

Cizelge 2.2 Primer listesi

Bu calismada ‘Bio-Rad MJ Mini’ termal dongili cihazi kullanilmstir.
Optimizasyon igin her bir primer ¢ifti, 60 °C’tan 55 °C’e dogru farkli tutunma
sicakliklarinda (60°C/ 59.7°C/ 59°C/ 58.1°C/ 57 °C/ 56.1 °C/ 55.4 °C/ 55.0 °C) ve
1.5, 2.0, 3.0 ve 4.5 mM MgCl, konsantrasyonlarinda denenmistir.

Agaroz jelde elde edilen sonuglar 15181nda, reaksiyonlarin MYA-MYB primer
cifti icin 3 mM MgCl,’de, 57°C’ta ve MYPR-MYPF primer ¢ifti icin 2 mM
MgCl,’de 57°C’ta gergeklestirilmesine karar verilmistir.

20 pl final PCR hacmi 1x Taq DNA polimeraz tamponu, primer ¢iftine uygun
olarak 2mM veya 3mM MgCl,, 0,2 mM dNTP karigimi, 0.5 pM gene 6zgiin ileri
primer, 0.5 uM gene 6zgiin geri primer, 1.25U/tiip Taq DNA polimeraz ve uygun
miktarda dH,O igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR, 95°C’ta 4 dakika ilk

denatiirasyonu takiben 25 dongii olacak sekilde 95°C’ta 1 saniye denatiirasyon,




58

primer ¢iftine uygun Tm’de 1 dk baglanma ve 72°C’ta 1 dakika uzatma ile 72°C’ta 7
dakika son uzatma adimmi icerecek sekilde uygulanmigtir. PCR iiriinleri (20 pl),
%2.0’lik agaroz jel ve 1X TAE tamponu kullanilarak agaroz jel elektroforezi
yontemiyle incelenmistir. PCR {irlinlerinin uzunlugunu belirlemek i¢in agaroz jelde

50 bp standart DNA belirteci kullanilmistir. PCR {iriinleri -20 °C’ta saklanmustir.

2.2.4 Biyosensor icin Prob Tasarimi

Hiicre kiiltiirlerinde goriilen bulaglarin % 95’inden sorumlu ve Mollicutes
smifina ait 6 mikoplazma tiiriine ve 1 acheloplasma tiirtine (M. arginini, M.
fermentas, M. hominis, M. hyorhinis, M. orale, A. laidlawii, M salivarium) (Tezin
bundan sonraki boliimlerinde tiim bu tiirler i¢in mikoplazma ifadesi kullanilacaktir.)
ait 16S rRNA genlerinin, MYA ve MYB primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan
460 bp’lik pargasi i¢in tiim tiirler i¢in korunan bir bolgeden prob tasarlanmistir. Bu
amacla NCBI gen veri bankasindan elde edilen ilgili Mikoplazma tiirlerine ait 16S
rDNA dizilerinde, ClustalW2 (coklu dizi karsilastirma programi) kullanilarak,
korunmus bdlgeler incelenmistir. Prob olusturulmasi i¢in uygun goriilen dizi,
5’ucundan tiyol ve amin modifiye olarak Thermo Fisher Scientific firmasina
sentezletilmistir. 5’ probe uzantilarinda, altin ylizeyine tutundurma igin tiyol kimyasi
ve sol-jele yiizeyine tutundurma i¢in ise amin kimyasi kullanilmistir. Cizelge 2.3’de
biyosensor ¢alismasi kapsaminda kullanilan prob DNA dizileri ve kimyasal yapilari

belirtilmistir.
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Prob DNA dizisi

Modifikasyon Kimyasal Formiil ve
Yapr
19bp HS-ssDNA  5’-HS-(CH,)s-ssDNA-3’
0 s
S ™™ P —0 —oligoniikleotit
OH

5'- AACTATGTGCCAGCAGCCG - 3

19bp NH;-ssDNA  5’- NH,-ssDNA-3’

[:l 5|

II - - .
D =P =0 —oligoniikleotit
KN OH

5'-AACTATGTGCCAGCAGCCG- 3'

%100 Eslenik Hedef DNA
(Pozitif Kontrol)

19bp biotin-ssDNA  5’-biotin-ssDNA-3’

5'-CGGCTGCTGGCACATAGTT- 3'

O
" JL - Aciklama: Pozitif kontrol olarak kullanilan
H DNA’nm, biotin modifiye edilmesindeki
0
5 NWD—P—D—DHQDHUHEDM amag; floresan isaretli anti-biotin kullanilarak
1
o OH floresan mikroskobunda immobilizasyonun
gosterilmesidir.
Isim Eslenik olmayan Hedef DNA’lar
(Negatif Kontroller)
19bp ssDNA ssDNA 5'-TCACGACACGAGCTGACGA-3’
21bp ssDNA ssDNA 5’-TGGGGAGCAAACAGGATTAGA-3
19bp ssDNA ssDNA 5’-TTAGCCTTACCGGGTGGTC-3’
17bp ssDNA ssDNA 5’-TGGTGGATGCCTTGGGT-3’
Modifikasyon DNA dizisi

19 bp FITC-ssDNA

5'-CGGCTGCTGGCACATAGTT- 3'

20 bp FITC-ssDNA

5'-ATCGGCTATGCCGTCGTACA- 3
Acgiklama: Sol-jel yapili biyosensor yiizeyinde

hibridizasyonun tanimlanmasi igin FITC

igaretli ss-DNA problar1 kullanilmistir.

Cizelge 2.3 Prob ve hedef DNA’larm dizileri ve yapilari




60

2.2.5 Kaplama Yapilacak Althklarin Temizlenmesi

Sensdr ylizeyini olusturmak iizere kullanilacak ve bu amagla kaplama
yapilacak altliklarin se¢imi ve temizlenmesi ¢ok Onemlidir. Althigin miimkiin
oldugunca az sayida yiizey kusuruna sahip olmasi gerekir. Ayni zamanda 1sisal ve

mekanik agidan da dayanikli olmasi gerekmektedir.

Altlik olarak yiizey kusuru c¢ok az olan mikroskop camlar1 kullanilmustir.
Mikroskop camlart istenilen boyutlarda elmas uc¢lu kalem kullanilarak kesildikten
sonra, Oncelikle deterjanla yikanmis, daha sonra ultrasonik su banyosunda énce HCI

sonra su ile 30’ar dakika yikanmustir.

2.2.6 Cam yiizeylerin Altin ile Kaplanmasi

Uygun boyutlarda kesilen ve temizlenen camlar, altinin yiizeye tutunabilmesi
icin Oncelikle termal evaporatdr cihaziyla, vakumlu ortamda yaklasik 5Snm kalinlikta
olacak sekilde krom ile kaplanmistir. Bundan sonra krom kapli yiizeyler, “sputter”
cihaziyla, yaklasik 50 nm kalinlikta olacak sekilde altin ile kaplanmistir (Mascini et
al., 2004).

2.2.7 HS-ssDNA Immobilizasyon Calismalari

Immobilizasyon oncesi altin kaplanan yiizeyler 400 °C’ta sicakliga, 1 saat
boyunca tabi tutulmustur. Bu islem sonunda yiizeyler ultrasonik su banyosunda,
1:1:5 oranlarinda NH3, H,O,, dH,O karisimi iginde 5 dakika yikanmis ve sonrasinda

pek ¢ok kez dH,O’da durulandiktan sonra etiivde kurumaya birakilmistir.

IM  KH,PO4/K,HPO, immobilizasyon ¢ozeltisi  icinde, toplam
konsantrasyonu 1uM olacak sekilde HS-ssDNA c¢oziilerek, altin yilizey lizerine
mikropipet yardimiyla 50 pl spotlanarak 48 saat 4 oC’ta inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon bitiminde ornekler 6ncelikle immobilizasyon tampon ¢ozeltisiyle ve
sonra dH,O ile yikanarak etiivde kurutulmustur. Hazirlanan 6rnekler 1 saat 1 mM 6-

merkapto-1-heksanol(MCH) ((HS-(CH,)s-OH)) ¢ozeltisi iginde oda sicaklifinda ve



61

karanlikta bloklanmustir (Mascini et al., 2005). Sonrasinda 5-6 defa dH,O ile

yikanan ornekler etiivde kurutulmustur.

2.2.7.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Hazirlanan ornekler yeteri kadar iletkenlik gdstermediginden, yiizeyler
altinla tekrar 3 dakika kaplandiktan sonra mikroskop altinda incelenebilmistir.
Calismalar sirasinda Philips XL30 SFEG taramali elektron mikroskobu kullanilmis

ve immobilizasyonun basarili olup olmadigi incelenmistir.
2.2.8 Yiizey Plazmon Rezonans Spektroskopisi Caliymalari

Bu calismada Istanbul Teknik Universitesi, Dr. Orhan Ocalgiray Molekiiler
Biyoloji-Biyoteknoloji ve Genetik Aragtirmalart Merkezi’nde Karakterizasyon
Laboratuvar’indaki Reichert tek kanalli SR7000 SPR Spektroskopisi, Aragtirma
Gorevlisi Urartu Safak Seker’in rehberliginde kullanilmistir.

2.2.8.1 Altin Yiizeyin Temizlenmesi

Urettigimiz altin kaph yiizeylerde kullanilan camn kirilma indisi, kullanilan
SPR cihazinin spesifikasyonlarina uymadigindan, sensor ylizeyi olarak, Reichert
firmasindan tedarik edilen altin kaph yiizeyler (1.3x1.3 mm?) kullanilmustur.
Immobilizasyon o6ncesi, altin yiizeyler sirastyla 1:1:5 oranlarinda hazirlanan
NH3/H,0,/H,0 i¢inde ~80 °C’ta 5 dakika kaynatilmistir. Bu islemi takiben ylizeyler
isopropanol, etanol ve dH,O i¢inde ultrasonik su banyosunda 2’ser dakika yikanmus,
parmak izi, toz v.b. kirliliklerden arindirilmistir. Sonra altin kapli ylizeyler nitrojen

gazi akiminda kurutularak, SPR cihazina yerlestirilmistir.
2.2.8.2 immobilizasyon

SPR ¢alismalarinda yikama, baglama ve rejenerasyon islemleri, 25ul/dk akis
hizinda 25°C‘ta gergeklestirilmistir. Immobilizasyon 6ncesi, sensér yiizeyinde

immobilizasyon tampon ¢dzeltisi ile kalibrasyon yapilmustir.
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Immobilizasyon ¢ozeltisi ig¢inde konsantrasyonu 1uM olacak sekilde
hazirlanan 2 ml HS-ssDNA c¢ozeltisi, 25ul/dk akis hizinda sisteme verilerek,
yaklagik 80 dakika boyunca immobilizasyon iglemine devam edilmis ve SPR 6l¢iimii

yapilmistir.

Immobilizasyon sonrasinda yiizey, immobilizasyon ¢dzeltisiyle yikanmis ve
ImM (1ml) tiyol blok soliisyonuyla (MCH) oda sicakliginda 1 saat karanlikta
bekletilmistir. Bloklama sonrasi ylizey, sistem i¢inde en az 1 saat boyunca dH,O ile

yikanmig, kurutulmus ve hibridizasyon islemi i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2.8.3 Sentetik Oligoniikleotitlerle Hibridizasyon

Hibridizasyon Oncesi, sensor yiizeyinde hibridizasyon tampon ¢ozeltisi ile
kalibrasyon yapilmistir. Hibridizasyon c¢alismalari, hibridizasyon ¢ozeltisi i¢indeki
konsantrasyonu 10uM (200ul) olmak tizere prob’a %100 eslenik olan 5’ucu biotinle
modiye sentetik tekzincirli oligoniikleotitler ve prob’a eslenik olmayan sentetik tek
zincirli oligoniikleotitler kullanilarak gerceklestirilmistir. 25ul/dk akis hizinda
yaklagik 5 dakika boyunca gerceklestirilen hibridizasyon siireci sonrasinda sistem 2
dakika boyunca hibridizasyon tampon c¢ozeltisiyle yikanmis ve tiim bu islemler
sirasinda  SPR Ol¢limii  yapilarak, kalibrasyon grafikleri elde ¢izilmistir.
Hibridizasyon sonrasinda, biyosensor 2.5 mM HCIl rejenerasyon ¢ozeltisi

kullanilarak 1 dakika siireyle rejenere edilmistir.
2.2.8.4 PCR Uriinleriyle Hibridizasyon

Hibridizasyon 6ncesi, sensor yiizeyi hibridizasyon tampon ¢ozeltisi ile kalibre

edilmis ve anahat ¢izgisi elde edilmistir.

Birinci yontem olarak Mikoplazma varlig1 arastirilan hiicre kiiltiirlerine ait
PCR fiiriinleri ve kalip DNA icermeyen PCR 0&rnekleri hibridizasyon ¢aligmasi
oncesinde termal denatlirasyona ugratilmistir. Bu amagla ilgili 200 ng/pl

konsantrasyondaki PCR 6rnegi (40 pl) ile hibridizasyon ¢ozeltisi (60ul) karistirilarak
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hazirlanmis, 95 °C’ta 5 dakika denatiire edildikten sonra hemen buz i¢ine alinarak
istenmeyen renatlirasyonun Oniine gecilmesi hedeflenmistir. Hemen ardindan
ornekler, 25ul/dk akis hizinda 25 °C’ta sisteme verilerek SPR ol¢iimii yapilmustir.
Sistem 25 M HCI rejenerasyon ¢ozeltisi kullanilarak 1 dakika siireyle rejenere
edilmistir. Ikinci ydntem olarak hem termal hemde kimyasal denatiirasyon
uygulamas1 yapilmistir. Bunun i¢in 200 ng/pl’lik bir PCR 06rnegi, hibridizasyon
¢ozeltisi ve kimyasal denatiirasyondan sorumlu formamid sirasiyla hacimsel olarak
4:5:1 oranlarinda alinarak, elde edilen toplam 150ul’lik bu karisim 95 °C’ta 5 dakika
inkiibe edildikten sonra, 1 dakika buzda bekletilmistir. (Visconti et al., 2006). Hemen
ardindan 6rnekler, 25ul/dk akis hizinda 25 °C’ta sisteme verilerek SPR 6lclimii
yapilmustir. Sistem 25 mM HCI rejenerasyon ¢ozeltisi kullanilarak 1 dakika siireyle
rejenere edilmistir. Her bir O6rnek i¢in en az 3 ayri Ol¢iim yapilmis, elde edilen

sonuglarin ortalamasi ve standart sapmalar1 ayr1 ayr1 hesaplanmistir.

2.2.9 Genomik DNA’nin Enzimatik Kesimi ve SPR’da incelenmesi

Spektroskopik olarak miktar1 belirlenmis olan genomik DNA’nin halkasal
yapist itibari ile hizli renatiirasyonunu 6nlemek amaci ile DNA 4 farkli enzim (Pstl,
BseGl, Ecol30l, Xapl) ile ayn1 anda kesime ugratilmistir. Reaksiyon 50 pl hacim
iginde, 37 °C’ta, 2 saat siireyle gerceklestirilmistir( ¢izelge2.4).

200ng/u! Ishikawa 140 ng/ul Primer sigan
hiicreleri genomik DNAs1 | kemik hiicreleri (BMK)
genomik DNAs1

Genomik DNA 10 pl 14 pl

Pstl 0.5 ul 0.5 ul

Pstl Tamponu Sul Sul

BseGl 0.5 pl 0.5 ul

BseGl Tamponu Sul Sul

Eco130I 0.5 ul 0.5 ul

Ec01301 Tamponu 5ul Sul

Xapl 0.5 ul 0.5 ul

Xapl Tamponu Sul Sul

Su 18 ul 14 ul

Toplam 50 ul 50 ul

Cizelge 2.4 Genomik DNA’nin enzimatik kesim reaksiyonu kogullart
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Bu islem sonrasinda, elde edilen genomik DNA fragmanlari, hibridizasyon
¢ozeltisi ve formamid varliginda (hacimsel olarak 2.5:5:1 oranlarinda —» genomik
DNA fragmani ¢ozeltisi: hibridizasyon ¢ozeltisi: formamid), termal ve kimyasal
denatiirasyona ugratildiktan sonra, SPR sisteminde altin yiizeyine immobilize probla,

hibridizasyon bakimindan incelenmistir.

2.2.10 Dalga Kilavuzuna Dayali DNA Biyosensorii Tasarimi

Bu c¢alismada yiizey olarak mikroskop camlari kullanilmistir. Mikroskop
camlar1 istenilen boyutlarda elmas ug¢lu kalem kullanilarak kesildikten sonra
oncelikle deterjanla yikanmis, sonrasinda 1:1:1 HCI, H,O, ve dH,O’da yikanip
etlivde kurutulmustur. Aktive edilen cam yiizeyler 24 °C’ta pH’1 3.99, viskositesi
1.51 olan 0.37 M TEOS (tetractilortosilikat) c¢ozeltisiyle daldirarak kaplama
yontemiyle (geri ¢ikis hizi 10mm/sn) 10 kat kaplanmistir. Her kat kaplamadan sonra
ylzey, firinda 400 °C’ta 20 dakika kurutulmustur. Numune soguduktan sonra bir
sonraki kaplamaya ge¢ilmistir. 10 kat kaplamadan sonra TEOS kapli yiizeyin,

Metricon Prizma Coupler cihazinda kirilma indisi 6l¢iimleri yapilmistir.

TEOS kaph yiizeyler %2’lik APTES (3-aminopropyltriethoxysilane) ¢ozeltisi
icinde 20 dakika bekletilmistir. Silanizasyon sonrasinda yiizeyler dH,O ile
durulandiktan sonra 100 °C sicaklikta firinda 10 dakika 1sil isleme birakilmistir.
Yiizeyler, 60 °C’ta DMSO iginde hazirlanan %0.2’lik PDC c¢ozeltisiyle, oda
sicakliginda yaklasik iki saat bekletilmistir, sonra sirasiyla metanol ve aseton ile
yikanip, nitrojen gazi ile kurutulmuslardir (Hogan et al., 1994, Smith et al., 1994,
Fritzsche et al., 2005).

Kuru yiizey HEPES tampon c¢ozeltisinde oda sicakliginda 10 dk tutulup,

tekrar HEPES c¢ozeltisinde durulanip, nitrojen gaziyla kurutulmustur.

5’ ucu aminle modiye prob oligoniikleotitler HEPES tampon c¢ozeltisinde
konsantrasyonu 100 M olacak sekilde hazirlandiktan sonra, HEPES’te bekletilmis
ylzeyde 37 °C’ta 1 saat bekletilip, ardindan tekrar HEPES c¢ozeltisinde durulanarak

ve nitrojen gaziyla kurutulduktan sonra kirilma indisi 61¢tiimii yapilmistir.



65

HEPES tampon ¢ozeltisi i¢inde konsantrasyonu 80uM olacak sekilde prob’a
%100 eslenik olan 5’ucu biotinle modiye sentetik tekzincirli oligoniikleotit ¢ozeltisi
ve prob’a eslenik olmayan 80 puM sentetik tek zincirli oligoniikleotit ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kaplanan yiizeyler 37 °C’taki oligoniikleotit ¢dzeltilerinin i¢inde 2
saat bekletilip, ardindan tekrar HEPES ¢6zeltisinde durulandiktan ve nitrojen gaziyla

kurutulduktan sonra kirilma indisi dl¢iimleri yapilmistir.

2.2.10.1 Dalga Kilavuzuna Dayali DNA Biyosensoriine ait

Yiizeylerin Floresan Mikroskobunda incelenmesi

Dalga kilavuzuna dayali DNA biyosensorii i¢in, Boliim 2.9.9’da anlatildig:
tizere sirastyla TEOS-APTES-PDC ile kapli yiizeyler; amin modifiye ss-DNA
yapisinda olan prob’un immobilizasyonunun ardindan, FITC isaretli prob’a eslenik
olan ve olmayan HEPES tampon ¢6zeltisinde hazirlanmis 100 uM konsantrasyonda
tek zincirli oligoniikleotitler kullanilarak, ylizey 37°C’ta 2 saat siire ile
hibridizasyona birakildi. Sonrasinda yiizeyler HEPES tampon ¢ozeltisiyle iyice
yikanip nitrojen akiminda kurutuldu ve floresan mikroskobunda incelemeye alindi.
Bu amagla ITU MOBGAM mikroskop laboratuvarindaki, Olympus BX60 model
floresan mikroskobu, FITC u¢lu oligolar i¢in mavi filtre setiyle 488 nm eksitasyonda,

0,88 Gamma, 0,91 parlaklik kosullarinda ve 200X biiyiitmede incelendi.



66

3. BULGULAR

3.1 Mikoplazma Kontaminasyonunu Belirlemek Amaciyla

16S rRNA Genlerinin PCR ile Cogaltimi

Mikoplazma 16S rDNA’sinin  korunmus o6zgiil bdlgelerine yonelik
primerlerin MgCl, ve T,, optimizasyonlari yontem kisminda verilen termal dongii
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Agaroz jel analizleri sonucunda,
reaksiyonlarin MYA-MYB primer ¢ifti i¢cin 3 mM MgCl, derisiminde, 57°C’ta ve
MYPR-MYPF primer ¢ifti icin 2 mM MgCl, derisiminde 57°C’ta
gerceklestirilmesine karar verilmistir. Jel analizleri sonucunda, toplam 14 farkh
hiicre soyuna ait 36 farkli 6rnegin 28 tanesinde beklenen PCR iiriinleri goriilmiistiir.
Bu sonug incelenen drneklerde %77 diizeyinde mikoplazma kontaminasyonuna igaret
etmektedir. Buna karsin, 6 adet hiicre kiiltiirii 6rneginde ve calisilan 2 farkli sirkete
ait (Gibco ve Sigma) serum Orneklerinde herhangi bir PCR iirlinii saptanmamustir. Bu

da bize mikoplazma kontaminasyonlarinin serum kaynakli olmadigin1 géstermistir.

MY A-MYB primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonununa ait
ornekler %2’lik agaroz jel elektroforezinde incelendiginde, mikoplazma-6zgiin 460
b¢ uzunlugundaki bandin varlig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, MYPR-MYPF primer
cifti kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonuna ait 6rnekler incelendiginde ~310

be biiyiikliigiinde mikoplazmaya 6zgilin bandin varlig1 gosterilmistir.
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+ + + + + 4 + + + + + -
a) MC1MC2MC3MC4 C61 C62 M €63 C64 20T1 20T2ISH W M

500 bp
400 bp

b) THP1

500 bp
400 bp

C) C6\1 C6'3 C6'S C6\T C69 FM

500 bp
400 bp

d] SPC21l/a SPC21h SPC2lic SPCll.-ra SPC11/h SPClla‘c

500 bp
400 bp

E] 5P20/a SP204h SP204h ES62ia ES625h ES62/c K562.-‘(+) M

500 bp
400 bp

Sekil 3.1 Cesitli hiicre kiiltiirli 6rneklerinde mikoplazma kontaminasyonunu gosteren MYA-MYB
primer gifti ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu iiriinlerinin (460 bp) agaroz jel goriintiileri.

(+): Mikoplazma Pozitif, (-): Mikoplazma Negatif. M: 50 bp belirte¢ (Fermentas). W: dH,0 kontrol,
FM: Gibco Fetal bovine serum, FB:.Sigma Fetal bovine serum, MC1,2,3,4: MCF-7 / Insan meme
adenokarsinoma hiicreleri, C61,2,3,4,5,7,9: Fare glioblastoma hiicreleri, 29T1,2: 293T / insan bobrek
adenokarsinoma hiicreleri, ISH: Ishikawa / insan endometriyum kanser hiicreleri, BMK,1,2: sican
primer kemik hiicreleri, THP-1: insan monosit hiicreleri, SPC21a,b,c: SPC212 / insan mezotelyama
hiicreleri, SPCl1a,b,c: SPC111 / insan mezotelyama hiicreleri, SP20a,b,c: SP2-0 / fare miyolema
hiicreleri, K562a,b,c (+): insan lenfosit hiicreleri (KML).
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- - - - - + + + o+ o+ o+ + +
a) W BMIBM2 FB FM THP1 M Cél C62 C63 A5 ISH MCl MC2Z M

500 hp
400 hp
300 hp
250 hp

200 hp
150 bp

+ + + + + + + + o+

b) WBMKSPC2la SPC21h SPC21c M T47D1T47D2 C65 C67 C69 THP1 M

500 bp

400 bp

300 by
250hy
200by

150 hbp

+ + + + + + + + + o+ + +
C—] W SE0Aa SEX0E SEX0/C Scllsa Sellbh Sell/c BSb/a WD ESGh ES6hx 93T 29310 ES6+ 2 W

500 hp
400 hp

300 hp
250 hp

200 hp
150 hp

Sekil 3.2 Cesitli hiicre kiiltiirii 6rneklerinde mikoplazma kontaminasyonunu gdsteren MYPR-MYPF
primer c¢ifti ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu {iriinlerinin (310 bp) agaroz jel gorlintiileri. (+):
Mikoplazma Pozitif, (-): Mikoplazma Negatif. M: 50 bp belirte¢ (Fermentas). W: dH,0 kontrol, FM:
Gibco Foetal bovine serum, FB:.Sigma Foetal bovine serum, MC1,2,3,4: MCF-7 / Insan meme
adenokarsinoma hiicreleri, C61,2,3,4,5,7,9: Fare glioblastoma hiicreleri, 293T1,2: 293T / insan bobrek
adenokarsinoma hiicreleri, ISH: Ishikawa / insan endometriyum kanser hiicreleri, BMK,1,2: sican
primer kemik hiicreleri, THP-1: insan monosit hiicreleri, SPC21a,b,c: SPC212 / insan mezotelyama
hiicreleri, SPCl1a,b,c: SPC111 / insan mezotelyama hiicreleri, SP20a,b,c: SP2-0 / fare miyolema

hiicreleri, K562a,b,c (+): insan lenfosit hiicreleri (KML).
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3.2 SEM Sonuclan

Altin ylizeyinde tiyol modifiye ss-DNA immobilizasyonunun gerceklesip
gerceklesmedigini belirlemek amaciyla, immobilizasyon c¢alismasi yapilan altin
ylizeyler ve sadece immobilizasyon ¢dzeltisiyle muamele edilen altin yiizeyler genel
morfolojinin  belirlenmesi  i¢in  yliksek  biiylitmelerde taramali  elektron
mikroskobunda incelenmistir. Incelemeler sonucunda, altin yiizeyler ve
immobilizasyon ¢alismasi yapilmis yiizeyler arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.
Bunun, yiizeye immobilize edilmek istenen 20 baz uzunlugundaki tek zincirli tiyol
DNA’larin ortamala boyutuna (68 A=6.8 nm (2 baz aras1 (3.4 A)) yaklasik oldugu
diistiniilmiistiir. Bunun yaninda DNA’nin altin yiizeyle nitrojen tizerinden etkilesime
girerek yatay poziyona gelebilme olasiligi bulundugundan, bu tiir bolgelerde yilizeyde
olusturacag: yiiksekligin birka¢ nanometreyle sinirli olmasi nedeniyle SEM’in kisa
oligoniikleotit immobilizasyonu ¢alismalarin goriintiilenmesine uygun olmadigi
diisiiniilmiistiir. Incelemeler sonucunda yiizeyde goriilen ve gesitli biiyiikliikteki tuz
cokeltileri oldugu diisiiniilen beyaz noktalar goriilmektedir. Fakat her ne kadar
ylizeyde ss-DNA’nin varligi dogrudan goriintiilenemese de, ss-DNA igeren ve
icermeyen goriintiilerde, altin ylizeyinde olusan tuz ¢dkeltilerinin yapisi birbirinden
farkli goriilmektedir. Bu farklilik altin ylizeyine immobilize olan DNA’dan
kaynaklanmaktadir. Yapilan SPR calismalar1 sonucunda da tiyol modifiye DNA’nin
altin ylizeyine immobilize oldugu acikg¢a gosterilmisti. Bu durum SEM

analizlerinden elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

Ayrica, SEM ile yapilan ¢aligsmalarda yiizeylerin incelemeden once altinla
tekrar kaplanmasina ragmen c¢ok kisa siirede yandigi ve yiiksek biiyilitmelerde

incelemenin ¢ok zor oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.3 Tiyol modifiye ss-DNA immobilizasyonu ¢aligmast yapilan altin yiizeyin a) yiiksek
biiyiitmedeki (2um) b) daha yiiksek biiyiitmedeki (S00nm) goriintiisii, ¢) immobilizasyon ¢6zeltisiyle
muamele edilmis altin yiizeyin yiiksek biiyiitmedeki (2um) d) daha yiiksek biiylitmedeki goriintiisii
(500nm).

3.3 DNA Tabanh SPR Biyosensorii

SPR caligmalarinda oOncelikle 1 ml immobilizasyon tampon ¢o6zeltisi
sistemden 25ul/dk akis hizinda gegirilerek cihaz kalibre edilmistir. Sekil 3.4’te
goriildigi gibi HS-ssDNA ¢ozeltisinin sisteme verilmesinden yaklasik 700 saniye
sonra, HS-ssDNA’lar yiizeye baglanmaya baslamis, ~1800 saniyeden sonra DNA
cozetisi sadece DNA icermeyen hibridizasyon ¢ozeltisi ile degistirildiginde sistem
dengeye ulagmistir, bdylelikle immobilizasyonun basariyla  gerceklestigi

anlagilmustir.
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Refraktif
indis degisimi (URIU)

1000+
800 4
BOO -
400 +
200 4

I:I T T T T T 1
00 1000 1500 2000 2500 3000

Zaman (sn)

L=

-200

Sekil 3.4 SH-ssDNA’nin altin ylizeyine immobilizasyon grafigi
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Sekil 3.5 Sentetik oligoniikleotitlere ait hibridizasyon grafigi (Kirmiz1 ¢izgi: proba eslenik olmayan
oligoniikleotite ait grafik, Siyah ¢izgi: proba %100 eslenik oligoniikleotite ait grafik). Proba eslenik
olmayan oligoniikleotite ait grafikte, ~700. sn'de goriilen refraktif indisindeki kiigiik degisimler
anlamli degildir, bu nedenle dikkate alinmazlar.

Prob’a eslenik olmayan sentetik oligoniikleotit ve %100 eslenik olan biotinle
modifiye 10uM ss-DNA ile yapilan SPR Ol¢limleri sonucunda elde edilen grafik
Sekil 3.5’de goriilmektedir. Sistem Oncelikle tampon ¢ozeltisiyle kalibre edilmistir.
Hibridizasyon ¢ozeltisi i¢cinde hazirlanan eslenik olmayan oligoniikleotitler sisteme
verildiginde, biiylik bir refraktif indis degisimi goriilmiistiir. Bir miiddet sonra
(~900sn) oligoniikleotit ¢ozeltisi hibridizasyon ¢ozeltisiyle degistirildiginde refraktif
indis sistemin ilk haline dondiigiinden beklenildigi iizere prob’la hibridizasyon

olmadigi anlagilmistir.  Grafikte 500 sn’den ~900 sn’ye kadar refraktif indis
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degisiminin goriilmesi, yiizeyde prob ile oligontikleotitler arasinda bir takim

etkilesimler oldugunu diisiindiirmektedir.

SPR testinden dnce mikoplazma pozitif ve negatif PCR ornekleri, tekzincirli
DNA elde etmek amaciyla 95 °C’ta 5 dakika tutularak denatiirasyona ugratilmis ve 1
dakika buzda bekletilerek renatiirasyon dnlenmistir. C6 hiicrelerine ait, mikoplazma
pozitif PCR lirilinlerine yapilan termal uygulamanin ardindan &rnek, SPR’in
mikrofluidik sistemine verilerek uygulama gerceklestirilmistir. Sekil 3.6’da
goriildiigii gibi PCR f{iriinlerinin sisteme verilmesinden 6nce ve sonrasinda refraktif
indis degisimi olusmamistir. Hem kimyasal hem de termal denatiirasyona ugratilan
PCR orneklerinde 1ise, hibridizasyon Oncesi elde edilen anahat c¢izgisi ve
hibridizasyon sonrasi elde edilen anahat ¢izgisi arasinda olusan mikrorefraktif indis
degisimleri, herbir hiicreye ait 3 farkli PCR 6rnegi icin ayr1 ayr1 hesaplanmistir.
Mikoplazma pozitif olan 293T hiicrelerine ve Mikoplazma negatif olan si¢an primer
kemik hiicrelerine ait 3 farklit PCR o6rneginin SPR grafikleri Sekil 3.9 ve 3.10°da
goriilmektedir. Elde edilen mikro refraktif indis degisimleri Cizelge 3.1°de
goriilmektedir. Sekil 3.7°de tek zincirli 420 bazlik PCR iiriinlin olusturabilecegi
muhtemel ikincil yapilardan birisi goriilmektedir. Termal denatiirasyonla birlikte
formamid kullanimiyla bu tiir ikincil yapilarin ortadan kaldirilmasi saglanmis, kendi

icinde PCR iirilinlerinin kendi i¢inde hibridizasyon reaksiyonlar1 engellenmistir.
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Sekil 3.6 a) C6: Mikoplazma pozitif C6 hiicre soyuna ait PCR’la cogaltilmis 6rnegin termal

denatiirasyon sonrasi sisteme verilmesiyle elde edilen uRIU degisiminin zamana gore grafigi, b)

grafigin (-500-1000 pRIU) araliginda ve (0-2500 sn) araliginda yakinlastirilmis gosterimi
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Sekil 3.7 [Na']=0.5 M, [Mg"]=0 M, 25 Cde, 420 bazlik tek zincirli PCR iiriiniin olusturacag:
olas1 sekonder yapilardan biri (http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/hybrid/quikfold.php).

Sadece PCR bilesenlerini igeren, yani kalip DNA igermeyen PCR ¢ozeltisinin
SPR analizi yapildiginda, ¢ozelti yiizeyden gegerken Sekil 3.8’de gorildiigii lizere
refraktif indis sinyalinde artis goriilmiis, fakat ¢ozelti hibridizasyon tamponuyla yer
degistirdiginde sistem hizla eski haline donmiistiir. Bu da sistem dengeye eristiginde

yilizeyde bir diger molekiiliin (eslenik DNA) olmadigini agikc¢a gostermektedir.
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a) PCR bilesenleri b) PCR bilesenleri
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3.8 a) Kalip DNA icermeyen PCR karigiminin sisteme verilmesiyle elde edilen pRIU degisiminin -
zamana gore grafigi, b) grafigin (-500-400 pRIU) araliginda ve (0-3000 sn) araliginda yakinlastirilmis

gosterimi.
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Sekil 3.9 Mikoplazma pozitif 293T hiicre soyuﬁa ait PCR’la ¢ogaltilmig a) birinci 6rnegin b) ikinci
ornegin ¢) liglincili 6rnegin sisteme verilmesiyle elde edilen pRIU degisiminin zamana gore grafigi, d)
293T/1’e ait grafigin (-200-100 pRIU) araliginda ve (0-2000 sn) araliginda e) 293T/2’ye ait grafigin (-
1000-200 pRIU) araliginda ve (0-2500 sn) araliginda f) 293T/3’e ait grafigin (-400-200 pRIU)
araliginda ve (0-1800 sn) araliginda yakinlastirilmis gosterimi. araliginda ve (0-1800 sn) araliginda

yakinlastirilmig gosterimi. akinlastirilmis gosterimi. yakinlagtirilmis gosterimi.
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Sekil 3.10 Mikoplazma negatif sican primer kemik iligi hiicrelerine ait PCR’la ¢ogaltilmis a) birinci
Ornegin b) ikinci 6rnegin c) igiincli ornegin sisteme verilmesiyle elde edilen pRIU degisiminin
zamana gore grafigi, d) BMK/1 e ait grafigin (-300-300 pRIU) araliginda ve (0-1400 sn) araliginda
e) BMK/2’ye ait grafigin (-300-300 puRIU) araliginda ve (0-1200 sn) araliginda f) BMK/3’e ait
grafigin (-300-300 uRIU) araliginda ve (0-1400 sn) araliginda yakinlastirilmis gosterimi.
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Hiicre Tiirii SPR sinyali Standart SPR sinyali Elektroforez
Hibridizasyon sonrasinda Sapma Hibridizasyon Analizi
meydana gelen sonrasinda meydana
mikrorefraktif indis gelen resonans birimi
degisimi (ApRIU) degisimi (ARU)

293T 196.657 52.11 144.149 +
Cé 169.66 28.65 124.36 +
ISHIKAWA 198.667 58.9 145.622 +
K562 (gf+) 149.667 30.44 109.705 +
T47 113.333 47.31 83.073 +
MCF7 88 26.54 64.504 +
K562 106 13.36 77.698 +
SP2 83.666 25.1 61.327 +
THP1 87 28.08 63.771 +
SC111 31 5.35 22.723 -
BMK 18.33 4.78 13.435 -
BM1 30 3.26 21.99 -
PCR bilesenleri | 12.78 3.69 9.367 /

Cizelge 3.1 Hiicre kiiltiirii orneklerine ait PCR iiriinlerinin (n=3) mikoplazma varlig1 bakimindan,
jel-elektroforezi ve SPR sinyali sonuglarinin kargilastirilmasi.

300

250
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150

100

50

Mikro Refraktif indis Degisimi (AuRIU)

Hicre Tipi

Cizelge 3.2 PCR caligmasina alian Mikoplazma negatif ve pozitif gesitli hiicre kiiltiirii 5rneklerinin
(n=3 )incelenmesi sonucunda elde edilen SPR sinyali sonug¢larinin mikrorefraktif indis degisimi
ortalamalar1 bakimindan karsilagtirilmasi.
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Mikoplazma pozitif hiicre kiiltiirii PCR O6rnekleri i¢in elde edilen ApRIU
degerleri arasindaki farkliliklar, baslangic mikoplazma miktarindaki farkliliklarla
aciklanabilir (Cizelge 3.2). Mikoplazma negatif hiicre kiiltiiri PCR 6rnekleri igin
elde edilen ApRIU degerlerinin, pozitif 6rnekler icin elde edilen AuRIU degerleri
yaninda olduk¢a diisiik kalmasi elde edilen sonucun giivenilir oldugunu

gostermektedir.

Restriksiyon enzimleriyle kesilen genomik DNA fragmanlarinin SPR analizi
sonucunda, Sekil 3.11 ve 3.12°de goriildiigii gibi hem mikoplazma pozitif hemde
negatif Ornekler i¢in anlamli bir refraktif indis degisimi goriilmemis ve bu nedenle
sadece genomik DNA’nin kullanildigi herhangi bir ylizeyde hibridizasyonun
olugsmadigi anlasilmigtir. Genomik DNA’nin SPR sinyali iiretememesi iki sekilde
aciklanabilir: genomik DNA, PCR f{iriiniine oranla ¢ok diisiik miktarda kopya sayisi
icerdiginden, probla etkilesim olasiliginin az olmasi1 ve buna bagli olarak saptanabilir
bir rezonans sinyali olusturamamasidir. Bunun yaninda genomik DNA, PCR f{iriiniine
gore ¢ok daha uzun bir molekiil oldugundan renatiirasyon sirasinda kendi esini bulma
kinetigi ylizeye bagli probu bulma hizindan ¢ok daha yiiksek olacaktir. Bu nedenle
daha sonraki calismalarda, genomik DNA’nin sonikasyonla optimal biiyiikliikteki

parcalara ayrildiktan sonra sisteme uygulanmasi diisiiniilmektedir.

a) Ishikawa DNA b) Ishikawa DNA
. = f % “,ll \
3 L s ) Taman (s

3.11 a) Mikoplazma pozitif Ishikawa hiicre soyuna ait genomik DNA’nin enzimle kesilmesiyle elde
edilen 6rnegin (170 pl) SPR’da incelenmesiyle elde edilen pRIU degisiminin zamana gore grafigi. b)
Ishikawa’ya ait grafigin (-100-100 pRIU) araliginda ve (0-1800 sn) araliginda yakilastirilmisg
gosterimi.
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3.12 a) SC111: Mikoplazma negatif SC111 hiicre soyuna ait genomik DNAnin enzimle kesilmesiyle
elde edilen 6rnegin (170 pl) SPR’da incelenmesiyle elde edilen pRIU degisiminin zamana gore
grafigi, b) SC111°e ait yandaki grafigin (-100-100 pRIU) araliginda ve (0-1600 sn) araliginda
yakinlastirilmis gdsterimi.

3.4 Dalga Kilavuzuna Dayalh DNA Biyosensorii Tasarimi

Sol- jel yapida dalga kilavuzuna dayali biyosensor tasariminda cam iizerinde
TEOS tabakast olusturulmustur. Cama gore daha yiiksek refraktif indisli TEOS
tabakasiyla dalga kilavuzu meydana getirilmistir. Prizma ile numune arasinda ise
uygun genislikte hava boslugu birakilmistir. Bu sayede prizma tabanindan gelen
isinla, TEOS tabakasinin arayliziinde toplam i¢ yansima meydana gelmesi

saglanmistir.
Biyomolekiiliin bulundugu TEOS tabakasinda optik enerjinin sinirlanmasiyla,

kirilma indisi Ol¢limlerinin bu tabakadaki biyomolekiillere bagli degisimlere son

derece hassas hale gelmesi beklenmektedir (Weiss et al., 2006).

Prizma

Hava boslugu DNAPDC

APTES monotabakasi

TEOS (dalgalalavuzu)

CAM

Sekil 3.13 Sol-jel yapida dalga kilavuzu optik biyosensor tasarimi
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TEOS kaph yilizeyin kirilma indisi olgiimleri ve APTES ve PDC ile islem
gordiikten sonra prob DNA immobilizasyonu yapilan TEOS kapl yiizeyin kirilma
indisi dl¢limlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. Bu
Olgiimlerden elde edilen verilere gore, DNA immobilizasyonu sonrasi yiizeyin
effektif refraktif indisi artmistir. TEOS yiizeyindeki porlara infiltre olarak kovalent
bag ile baglanmasi1 beklenen prob DNA molekiilerinin dalga kilavuzuna giren 15181n
acisin1 degistirerek effektif indisi arttirmasi beklendiginden elde elde ettigimiz

sonuglardan, DNA’nin baglandig1 sonucunu elde edebiliriz.

Prob DNA’nin immobilizasyonu sonrasi proba %100 eslenik olan ve eslenik
olmayan sentetik hedef DNA’larla hibridizasyon ger¢eklestirilmistir. Fakat bu islem
sonrasinda prizma c¢iftleyici cihazinda ylizeyle temas kurulamadigindan kirilma

indisi 6l¢timii gergeklestirilememistir.

Kirllma 1Indisi Ol¢iim | TEOS TEOS + APTES + PDC + HEPES
Degerleri + PROB DNA

Ortalama 1.684837 | 1.687275

Standart Sapma 0.000355 0.000319

Cizelge 3.3 TEOS kapli yiizeyin kirilma indisi 6lgiim degerleri. APTES ve PDC ve HEPES tampon
cozeltisiyle islem gordiikten sonra prob DNA immobilizasyonu yapilan TEOS kapli yiizeyin 3 farkli
(herbir nokta i¢in 4 dl¢iim yapilmistir) noktadan kirilma indisi 6l¢iim ortalamalar1 ve standart
sapmalari.

3.6 Dalga Kilavuzuna Dayali DNA Biyosensoriine ait Yiizeylerin

Floresan Mikroskobunda Incelenmesi

Dalga kilavuzu DNA biyosensorii i¢in olusturulan sensor yiizeyinde prob
DNA immobilizasyonu sonrasi, FITC isaretli prob’a eslenik ve eslenik olmayan

oligolarla hibridizasyon reaksiyonunun gerceklesip ger¢eklesmedigini anlamak igin
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floresan mikroskobunda inceleme yapilmistir. Floresan mikroskobunda yapilacak bu
incelemeyle ayni zamanda prizma cifleyicisiyle elde ettigimiz verilere ek olarak,
DNA immobilizasyonun basarili olduguna destekleyici kanit elde edilmesi

planlanmustir.

Buna gore Sekil 3.14°de goriildiigli gibi proba eslenik oligoyla hibridizasyon
yapilan bolgede yer yer ¢ok floresan i1sima goriiliirken, proba eslenik olmayan
oligoyla hibridizasyon yapilan bolgede hemen hemen higbir 1s1manin goriilmemesi
immobilizasyon ve bunu takiben yapilan hibridizasyon isleminin basarili oldugunu

gostermektedir.

b)

Sekil 3.14 Dalga kilavuzu sensor yilizeyinde prob DNA immobilizasyonu sonrasi, a) FITC isaretli
prob’a eslenik b) eslenik olmayan oligolarla hibridizasyon sonrasi floresan goriintiileri (200X
biiyiitme).
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4. TARTISMA VE SONUC

Tez ¢alismast kapsaminda, altin igeren sensor yiizeyi, 5’tiyol modifiye prob
ile kaplanmistir (Wang et al., 2004). Immobilizasyonun basaris1, 6zellikle DNA
¢oOzeltisinin iyonik kuvvetine baghdir. Diisiik iyonik kuvvetli ¢ozeltilerde, prob
zincirleri arasinda biiyiik Olclide elektrostatik itmeler goriilmektedir. Yiiksek iyonik
kuvvetli ¢ozeltilerde ise prob molekiiller arasindaki elektrostatik itmeler biiyiik
Ol¢iide azalarak, daha yiiksek oranda yiizeyin probla kaplanmasi saglanabilmektedir.
Herne ve Tarlov tarafindan probla maksimum o6lgiide kaplanma diizeyine KH,PO4
konsantrasyonu 0.4 M’dan yiiksek oldugunda ulasilmistir (Tarlov et al., 1997).
Calismamizda bu nedenden &tiiri 0.5 M K,HPO,4 kullanilmistir. Sekil 3,7’de
goriildiigii gibi tiyol grubu tasiyan problar, altin ylizeye basariyla immobilize

edilmistir (Sekil 3.7).

Fakat tiyol iceren problar tek baslarina, oligoniikleotitin bazlar1 ve altin yiizey
arasinda olusabilecek olas1 etkilesimlerden dolayi, yap1 olarak diizenli ve yogun bir
ylizey olusturamaz. Bu nedenle diizensiz sekilde adsorbe olmus problarin yerini
almas1 ve kaplanmamis yerleri doldurmas1 amaciyla bloke edici tiyol olan MCH
kullanilarak immobilizasyon ve dolayisiyla hibridizasyon verimliligininin arttirilmasi

amaglanmistir.

Yiizeye immobilize problara %100 eslenik olan 19 niikleotitlik 5’biotin
modifiye sentetik oligo ve eslenik olmayan 19 niikleotitlik sentetik oligo
kullanilarak, biyosensor karakterize edilmistir. Bunun sonucunda tamamen eslenik
oligo icin elde edilen refraktif indis degisimi 514 pRIU=376.762 RU olarak
goriiliirken, eslenik olmayan oligo i¢in elde edilen degerler 80 uRIU=58.64 RU
olarak bulunmustur (Sekil 3.5). Rastgele diziye sahip eslenik olmayan oligo icin
elde edilen degerin, eslenik oligo i¢in elde edilen degere gore cok kiiciik olmasi ve
hibridizasyon sonrasinda hibridizasyon tampon ¢dzeltisi ile muamele sonucunda bu
degerin hibridizasyon oncesi orjinal diizeyine donmesi DNA eslesmesinin 6zgil

oldugunu gostermektedir.
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Hibridizasyon optimizasyonunu takiben ilk olarak PCR ile ¢ogaltilan hedef,
DNA pargalar1 ile SPR temelli biyosensor tasarimin etkinligi analiz edilmistir. Bu
amagcla, hiicre kiiltiirii 6rneklerine ait mikoplazma pozitif ve negatif PCR 6rnekleri,
tekzincirli DNA elde etmek amaciyla SPR testinden 6nce 95°C’ta 5 dakika siiresince
denatiirasyona ugratilmistir ve daha sonra renatiirasyonu 6nlemek amaciyla 1 dakika
buzda bekletilmistir. Bunu takiben O6rnegin sisteme uygulanmasiyla Sekil 3.6’da
goriildiigii gibi trilinlerin sisteme verilmesinden Once veya sonra refraktif indis
degisimi olusmamustir. Refraktif indis degisiminin goriilmemesi, Mariotti ve
arkadaslarinin elde ettigi sonuglarla uyumludur (Mariotti et al., 2002). Bunun nedent,
termal denatlirasyon sonucu tek zincirli oldugu diisiiniilen PCR iiriinlerinin yiizeye
bagli problara baglanma hizinin kendi eslenigine baglanma hizindan daha diisiik
olmasidir. Ayrica, kiitle transferi sonucu ylizeye yaklasan tek zincirli PCR
parcalarinin hareket halindeki ¢ozelti i¢indeki miktara kiyasla az olmasi da
nedenlerden biri olarak gosterilebilir. Bu nedenle, SPR testinden 6nce PCR
orneklerinde, hem kimyasal hemde termal denatiirasyon ayni anda uygulanmigtir

(Buiatti et al., 2003).

Termal ve kimyasal denatiirasyon sonrasi inceledigimiz 460 baz ciftlik
mikoplazma pozitif PCR iiriinlerinin her birisi i¢in en az ii¢ kez yapilan 6l¢iimlerde,
RU degisimi 63-143 araliginda iken, mikoplazma negatif hiicreler i¢in RU degisimi
13.1-22.6 olarak bulunmustur. Mikoplazma negatif O6rnekler i¢in bulunan refraktif
indis degisimlerinin pozitif olanlara gore belirgin bir sekilde daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. PCR f{irlinleri, probun yaklagik 21 kati uzunlugundadir. Bu nedenle
ylizeyin siirekli tampon ¢ozeltisi akimi altinda oldugu diisiiniiliirse, proba hibridize
olmus tek zincirli PCR {iriinlerinin bdyle bir ortamda, bir miiddet sonra 20 niikleotit
tizerinden bagli olduklar1 probdan ayrilmasi ve kendi icinde sekonder yapilar
olusturmasi olasidir. Bu durum, kendi kendine eslesme ile birlikte yiizeydeki probla
eslesmeyi olumsuz yonde etki etmektedir. Sistemin hibridizasyondan bir siire sonra

referans ¢izgisine donmesi bu sekilde agiklanabilir.

Literatiirde, DNA hibridizasyonuna dayali ¢ok sayida SPR ¢aligmasi
mevcuttur. Bunlar ¢ok ¢esitli yiizeyler olusturularak gerceklestirilmistir. 2004 yilinda
Mascini ve arkadaslar1 Biacore SPR cihazini kullanarak, genetik olarak modifiye

misir tayini igin, altin ylizey iizerinde tiyol modifiye prob tabakasi olusturmus ve
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ilgili PCR firiinlerinin probla hibridizasyonunu incelemistir. Bunun sonucunda
kimyasal ve termal denatiirasyona ugramis 243 bazgciftlik pozitif PCR 6rnekleri i¢in
ARU, 85-94 olarak elde edilirken, negatif Ornekler icin ARU 53-55 olarak
bulunmustur. Calismamizda, bu c¢alismada oldugu gibi altin yilizeyinde tiyolli prob
tabakasi olusturulmus ve PCR f{iriinlerinin hibridizasyonu incelenmistir. Buldugumuz
sonuclar Mascini ve arkadaglariin (2004) elde ettigi sonuclarla uyumluluk

gostermektedir.

SPR biyosensorlerinde hedef olarak kullanilan tekzincirli DNA’lar
hibridizasyon sonucunda, sensor yiizeyinde c¢ok az bir kalinhik (kiitle) degisimi
meydana getirmektedir. Bu nedenle hibridizasyon belirleme sinirinin arttirilmast,
elde edilen sinyalin arttirllmasi 6nem tagimaktadir. Bu amagla hibridizasyonu takip
eden ve biiylik molekiiler agirlikli bir molekiiliin kullanildig1 ikinci bir affinite
reaksiyonuyla ylizeyde olusan refraktif indis degisimi arttirilabilir. Bu amagla cesitli
stratejiler gelistirilerek elde edilen sinyal arttiralarak sistemin hassasiyeti arttirilabilir.
Ornegin, biotin tagiyan tek zincirli hedef DNA'larmn hibridizasyonundan sonra ortama
streptavidin  eklenerek sinyal artis1 saglanabilir (Gorton, 2005). Zezza ve
arkadaslarinin (2006), bugdayda Fusarium culmorum varligin1 belirleyebilmek igin
gelistirdikleri SPR temelli DNA biyosensoriinde, streptavidin kapli sensor yiizeyine
biotin ilizerinden baglanan biotin isaretli DNA problar1 ve 570 baza sahip denatiire
PCR iirlinleri arasinda gergeklestirilen reaksiyonlarda, pozitif ornekler icin SPR
sinyalinin 258 ile 298 ARU arasinda degistigi goriilmiistiir. Bu sonuclar elde
ettigimiz verilerle karsilastirildiginda, sensor ylizeyinde yapilan kiitle artisiyla
refraktif indis degisiminde daha biiyiik bir fark olusacagi ve sistemin hassasiyetinin
daha ¢ok artacagi diisiiniilmektedir. Kuskusuz bu ek bir maliyeti de beraberinde

getirmektedir.

Sol-jel tabanli sensor yiizeyi, sulu mikrogdézenekli yapisindan dolay1 ve SPR
temelli biyosensorlere gore, sahip oldugu daha fazla yiizey alaniyla biyomolekiillerin
etkilesimleri i¢in uygun bir ortam saglar. TEOS yapisindaki sol-jel yiizeyinde prizma
ciftleyici cihazi ile yapilan amin kimyasiyla gergeklestirilen DNA immobilizasyonu
oncesi ve sonrasi Olglimler sonucunda, effektif refraktif indisin beklendigi gibi DNA
immobilizasyonu sonrasi artti1 goriilmistiir. Bu artis, immobilizasyon sonrasi ylizey

yapisindaki mikrogozeneklerin DNA ile kaplanmasindan kaynaklanmaktadir. Sekil
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3.14’te gosterilen ylizeye immobilize prob ve eslenik olmayan floresan isaretli
oligoniikleotitlerle hibridizasyonun sonrasinda, eslenik floresan oligoniikleotitle
yapilan hibridizasyona gore cok ¢ok az miktarda sayilabilecek bir 1s1manin
goriilmesinin nedeninin floresan isaretli oligoniikleotitlerin iyi yikanamamasi ve
ylzeyin gozenekli yapisindan dolayr mikrogozenekler i¢ine tutuklu kalmasiyla
aciklanabilir. Sonu¢ olarak kontrol Ornekleriyle karsilastirildiginda elde edilen
floresan yogunluklarindan hibridizasyonun ve buna bagli olarak DNA
immobilizasyonun bagariyla gerceklestigi goriilmektedir. Festag ve arkadaslari
(2005), APTES yiizeyi tizerinde amin kimyasiyla DNA immobilizasyonu sonrasi,
floresan oligoniikleotitlerle hibridizasyon gerceklestirmis, bunu takiben yaptiklari
floresan Ol¢limleri sonucu yiizeydeki DNA dagiliminin  homojen oldugu
gostermiglerdir.  Calismamizda, proba eslenik floresan oligoniikleotitlerle
hibridizasyon sonrasit ylizeyde homojen olmayan floresan 1simaninin, yilizeyin
gozenekli yapist nedeniyle, bu gozenekler icinde birikim yapan floresan isaretli

oligolardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Tiyol modifiye problarin dogrudan altin yiizeyine immobilize edilmesinin
hedeflendigi bu ¢alismada, sistemin kurulumunun diger yontemlere gore kolayligi ve
kimyasal ve termal denatiirasyona ugramis PCR’la ¢ogaltilmis gergek Orneklerin
analizine izin vermesi ve sistemin tekrar tekrar kullanilabilir olmasi, SPR’in DNA

analizinde alternatif bir yontem olusturdugunu gostermektedir.

SPR dogal olarak yiizeye bagli prob sayisinin arttirilabilmesi ve “array” tarzi
matris olusturularak daha fazla sayida farkliligi belirleme potansiyeli bakimindan
avantajli bir biyosensor tiirii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Geldigimiz noktada, analit
konsantrasyonunu binlerce kat arttiran PCR basamaginin ortadan kaldirilmasi igin,
refraktif indis degisimini dogrudan etkileyecek bulk gruplarin (floresans veya kiitle
tiiriinde) analite eklenmesi gerekli goriilmektedir. Bu nedenle, sol-jel tabanli dalga
kilavuzu biyosensorii kullanilan tasarim agisindan bir avantaj sunmaktadir. 2 boyutlu
SPR’dan 3 boyutlu dalga kilavuzu temelli sensore gegisle hem hassasiyetin ~100 kat
artmas1 hem de biyomolekiillerin kararliligini korumasi saglandig i¢in daha avantajh
bir sistem ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, lazerin SPR’daki sonen dalga yerine dalga
kilavuzunda yer alan etkilesimleri dogrudan algilamasiyla, farkliliklarin daha yiiksek

hassasiyette belirlenmesi olasidir. Sol-jel matriksinde aslinda ¢oklu taniya olanak
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verebilecek tasarimlarin yapilabilmesi miimkiindiir ve bu ag¢idan da SPR’a iyi bir

alternatif olusturacagi diisiiniilmektedir.



87

KAYNAKLAR

Abraham, U. 1996. Formation and structure of self-assembled monolayers.
Chem. Rev. 96: 1533-1554.

Aeclion, R., Loebel, A. and Eirich, F. 1950. Hydrolysis of ethylsilicate.
Journal of the American Chemical Society. 72:5705-5712.

Albert, B., Johnson, A., Alexander, L., Julian, R. and Martin, R. 2002.
Molecular Biology of The Cell. New York and London: Garland Science.

Avnir, D., Braun, S., Lev, O. and Ottolenghi, M. 1994. Enzymes and other
proteins entrapped in sol-gel materials. Chem. Mater. 6, 1605.

Aykut, U. ve Temiz, H. 2006. Biyosensorler ve gidalarda kullanimi. Gida
Teknolojileri Elektronik Dergisi. 3: 51-59.

Bernard, B. and Lengeler, B. 1978. Electronic structure of noble metals and
polariton-mediated light scattering. Springer, Berlin Heidelberg New York.

Brinker, C. J. and Scherer, G. W. 1990. Film formation, Sol-gel science- The
Physics and Chemistry of Sol-Gel Processing, New York, Academic Press.

Brinker, C.J., Hurd, A.J., Schunk, P.R., Frye, G.C. and Ashley, C.S. 1992.
Review of sol-gel thin film formation. J. Non-Cryst. Solids. 147 & 148: 424-436.

Carturan, G., Dal Monte R., Pressi G., Secondin S. and Verza P. 1998.
Production of valuable drugs from plant cells immobilized by hybrid sol-gel Si02.
Journal of Sol-Gel Science and Technology. 13: 273-276.

Coiffier, A., Coradin, T., Roux, C., Bouvet, O.M.M. and Livage J. 2001. Sol-
gel encapsulation of bacteria: A comprasion between alkoxide and aqueous routes.
Journal of Materials Chemistry. 11: 2039-2044.

Colello, D., Barnes, A. and Durucan, C. 2003. Patterned hybrid sol-gels for
DNA transport and immobilization’. Penn State Nanofabrication Facility. 42-43.

Conroy, J.F.T., Power, M.E., Martin, J., Earp, B., Hosticka, B., Daitch, C.
and Norris, P.M. 2000. Cells in Sol-Gels I: A cytocompatible route for the
production of macroporous silica gels. J. Sol-Gel. Sci. Technol. 18:269-283.

Cooper, J. M. and Cass. A. E. G. 2004. Biosensors: a practical approach.
Oxford : Oxford University Press, 2nd Edition.



88

Cooper, M. A. 2003. Label-free screening of bio-molecular interactions. Anal
Bioanal Chemistry. 377 : 834-842.

Dave, B.C., Dunn, B., Valentine J.S. and Zink J. 1. 1994. Sol-Gel
Encapsulation Methods for Biosensors. Anal. Chem. 66, 1120A.

Drexler, H. G. and Uphoff, C.C. 2002. Mycoplasma contamination of cell
cultures: Incidence, sources, effects, detection, elimination, prevention.
Cytotechnology. 39: 75-90.

Fennouh, S., Guyon, S., Jourdat, C., Livage, J. and Roux, C. 1999.
Encapsulation of bacteria in silica gels. Comptes rendus de I’ Academie des sciences
Paris Ilc. 625-630.

Festag. G., Steinbriick, A., Wolff, A., Csaki, A., Moller, R. and Fritzche, W.
2005. Optimization of gold nanoparticle-based DNA detection for microarrays.
Journel of Fluorescence. 15: 161-170.

Giakoumaki, E., Minunni, M., Tombelli, S., Tothill, I., Mascini, M., Bogani,
P. and Buiatti, M. 2003. Combination of amplification and post-amplification
strategies to improve optical DNA sensing. Biosensors and Bioelectronics.
19,4: 337-344

Gill, I. and Ballesteros, A. 2000. Bioencapsulation within synthetic polymers
(part-1): sol—gel encapsulated biologicals. Trends in Biotechnology. 18:282-296.

Gorton, L. 2005, Sol-Gel Materials. Elsevier, Biosensors and Modern
Biospecific Analytical Techniques, Vol XLIV. Wilson & Wilson’s.

Guiseppi-Elie, A. and Lingerfelt, L. 2005. Impedimetric detection of DNA
hybridization: Towards near-patient DNA diagnostics. Top Curr. Chem. 260:161-
186.

Gupta R., Chaudhury N.K., 2007. Entrapment of Biomolecules in sol-gel
matrix for applications in biosensors: Problems and future prospects. Biosensors and
Bioelectronics. 22: 2387-2399.

Herne, T. M. and Tarlov M.J. 1997. Characterization of DNA probes
immobilized on gold surfaces. J. Am. Chem. Soc. 119: 8916-8920.

Homola, J., Yee, S. S. and Gauglitz, G., 1999. Surface plasmon resonance
sensors: review. Sensors and Actuators B. 54: 3—15.

http://www.biacore.com. Biacore, Surface plasmon resonance, Technology
note 1, 2007.

http://www.metricon.com, 2008.



89

http://www-cmls.lInl.gov/?url=science and technology-chemistry-
solgel chemistry, 2007.

Irudayaraj, J., Ryan, T. and Subramanian, A. 2006. Mono and dithiol surfaces
on surface plasmon resonance biosensors for detection of Staphylococcus aureu.
Sensors and Actuators B. 114: 192—-198.

Jiang, T., Minunni, M., Wilson, P., Zhang, J., Turner, A. P. F. and Mascini,
M. 2005. Detection of TP53 Mutation using a portable surface plasmon resonance
DNA-based biosensor. Biosensors and Bioelectronics. 20: 1939-1945.

Jin, W. and Brennan, J. D. 2002. Properties and applications of proteins
encapsulated within sol-gel derived materials’. Anal. Chim. Acta. 461: 1-36.

Kandimalla, V. B., Tripathi, V. S. and Huangxian, J. 2006. ‘Immobilization
of biomolecules in sol-gels: Biological and analytical applications’.  Critical
Reviews in Analytical Chemistry. 36:73—-106.

Kuncova, G., Podrazky, O., Ripp, S., Trogl, J., Sayler, G.S., Demnerova, K.
and Vankova, R. 2004. Monitoring of the viability of cells immobilized by sol-gel
process. Journal of Sol-Gel Science and Technology. 31, (1-3): 335-342.

Lahiri J., Whitesides, M., Isaacs, L. and Tien, J. 1999. A strategy for the
generation of surfaces presenting ligands for studies of binding based on active aster
as a common reactive intermediate: a surface plasmon resonance study. Anal. Chem.
71: 777-790.

Lev, O., Tsionsky, L., Rabinovich, L., Glezer, V., Sampath, S., Pankratov, I.
and Gun, J. 1995. Sol-gel-derived nanocrystalline gold—silicate composite biosensor.
Anal. Chem. 67 (1): 22A-30A.

Lin, J. and Brown, C.W. 1997. Sol-gel glass as a matrix for chemical and
biochemical sensing. Trends Anal. Chem. 16 (4): 200-211.

Luderer, F. and Walschus, U. 2005. Immobilization of oligonucleotides for
biochemical sensing by self-assembled monolayers: Thiol-organic bonding on gold
and silanization on silica surfaces. Top. Curr. Chem. 260: 37-56.

MacCraith, B.D., McDonagh, C.M., O’Keefte, G., McEvoy, A.K., Butler, T.
And Sheridan, F.R. 1995. Sol-gel coatings for optical chemical sensors and
biosensors. Sens. Actuators B. 29 (1-3): 51-57.

Malins, C., Glever, H.G., Keyes, T.E., Vos, J.G., Dressick, W.J., MacCraith,
Mannelli 1., Minunni, M., Tombelli, S., Wang, R., Spiriti, M. and Mascini, M. 2005.



90

Direct immobilisation of DNA probes for the development of affinity biosensors.
Bioelectrochemistry. 66: 129— 138.

Mariotti, E., Minunni, M. and Mascini, M., 2002. Surface Plasmon resonance
(SPR) biosensor for genetically modified organism (GMOs) detection. Anal. Chim.
Acta. 453:165-172.

Maskos U. And Southern E.M. 1992. Oligonucleotide hybridizations on glass
supports: a novel linker for oligonucleotide synthesis and hybridization properties of
oligonucleotides synthesised in situ. Nucleic Acid Research. 20:1679-1684.

McGarrity, G. J. 1982. Detection of Mycoplasmal infection of cell cultures.
Advances in cell culture, Academic Press, New York. Vol. 2, p. 99-131.

Mirabella, F. M. and Harrick, N.J., 1985. Internal reflection spectroscopy:
Review and supplement. Harrick Scientific Corporation, 3.

Nassif, N., Bouvet, O., Rager, M.N., Roux, C., Coradin, T. and Livage, J.
2002. Living Bacteria in Silica Gels. Nature Materials. 1: 42-44.

Numata, M., Sugiyasu, K., Hasegawa, T. and Shinkai, S. 2004. Sol-Gel
Reaction Using DNA as a Template: An Attempt Toward Transcription of DNA into
Inorganic Materials. Angewandte Chemie International Edition. 43: 3279-3283.

Peralta-Perez, M.R., Saucedo-Castaneda, G. and Gutierrez-Rojas, M. 2001.
SiO2Xerogels: A Suitable Inert Support for Microbial Growth. Journal of Sol-Gel
Science and Technology. 20:105-110.

Peterson, W. A., Heaton, R. J. and Georgiadis, R. M. 2001. The effect of
probe density on DNA hybridization. Nucleic Acid Research. 29:24, 5163-5168.

Phinney, J.R., Conroy, J.F., Hosticka, B., Power, M.E., Ferrance, J.P.,
Landers, J.P. and Norris P.M. 2004. The design and testing of a silica sol-gel-based
hybridization array. Journal of Non-Crystalline Solids. 350:39-45

Rickus, J. L., Dunn, B. and Zink, J. I. 2002. ‘Optically based sol-gel
biosensor materials’. Optical Biosensors: Present and Future. 14: 427-456.

Rong, G., Najmaie, A., Sipe, J. E. and Weiss, S. M. 2006. Porous silicon
waveguides for DNA detection. IEEE. 13-15.

Rong, G., Saarinen, J. J., Sipe, J, E. and Weiss, SM. 2006. High sensitivity
sensor based on porous silicon waveguide. Mater. Res. Soc. Symp. Proc. 934.

Roos, H., Karlsson, R., Nilshans, H. and Persson, A. 1998. Biosensors and

the search for structure-activity correlations. J Mol Recognit. 11:204-210.



91

Saarinen, J. J., Fauchet, P.M., Weiss, S. M. and Sipe, J. E. 2005. Optical
sensor based on resonant porous silicon structures. Optics Express. 13, 10: 3754-
3764.

Schepinov, M.S., Case-Green, S.C. and Southern, E. M. 1997. Steric factors
influencing hybridisation of nucleic acids to oligonucleotide arrays. Nucleic Acid
Research. 25: 1155-1161.

Seliger, H., Hinz, M. and Happ, E. 2003. Arrays of immobilized
oligonucleotides — Contributions to nucleic acids technology. Current Pharmaceutical
Biotechnology. 4: 379-395.

Serge, L. B. 2001. Strategies in the preparation of DNA oligonucleotide
arrays for diagnostic applications. Current Medicinal Chemistry. 8: 1213-1244.

Serway, R. A., Beichner, R. J. and Jevett, J. W. 2002. Fen ve miihendislik
icin fizik, 5th edition. Ankara, Palme Yayincilik.

Sglavo, V.M., Carturan, G., Dal Monte, R. and Muraca, M., 1999. SiO,
Entrapment of animal cells. Journal of Material Science. 34: 3587-3590.

Subramanian, A., Irudayaraj, J. and Ryan T. 2006.Mono and dithiol surfaces
on surface plasmon resonance biosensors for detection of Staphylococcus aureus.
Sensors and Actuators B. 114: 192—-198.

Sung, H., Kang, H., Bae, Y.J., Hong, J. T., Chung, Y. B., Lee, C. and Song,
S., 2006. PCR-based detection of mycoplasma species. The Journal of
Microbiology. Vol. 44, No. 1, p.42-49.

Tanga, J., Hub, M., Leec, S. and Roblind, R. 2000. Polymerase chain reaction
based method for detecting Mycoplasma/Acholeplasma contaminants in cell culture.
Journal of Microbiological Methods. 39: 121-126.

Telefoncu, A. Biyosensorler, 1999. Tiibitak.

Tonya, M. HernE, T. M. and Tarlov, M. J. 1997. Characterization of DNA
probes immobilized on gold surfaces. J. Am. Chem. Soc. 119, 8916-8920.

Uphoff, C. and Drexler, H.G. 2002. Mycoplasma contamination of cell
cultures: Incidence, sources, effects, detection, elimination, prevention.
Cytotechnology. 39: 75-90.

Uphoff, C. and Drexler, H.G. 2003. Detection of mycoplasma

contaminations. Basic Cell Culture Protocols, 31 Edition, Humana Press. 290,13-24.



92

Wang, R., Tombelli, S., Minunni, M., Spiriti, M. M. and Mascini, M. 2004.
Immobilisation of DNA probes for the development of SPR-based sensing.
Biosensors and Bioelectronics. 20: 967-974.

Widrich, CA., Chung, C. and Porter, M. D. 1991. The electrochemical
desorption of n-alkanethiol monolayers from polycrystalline Au and Ag electrodes J.
Electroanal. Chem. 310:335-359.

Zeder-Lutz G, Zuber E, Witz J, Van Regenmortel MH., 1997.
Thermodynamic analysis of antigen-antibody binding using biosensor measurements
at different temperatures. Anal Biochem. 246:123—132.

Zezza, F., Pascale, M., Giuseppina, M. and Visconti, A. 2006. Detection of
Fusarium culmorum in wheat by a surface plasmon resonance- based DNA sensor.

Journal of Microbiological Methods. 66: 529-537.



93

OZGECMIS

1981 yilinda izmir’de dogdu. 1999 yilinda Kabatas Erkek Lisesi’nden, 2004
yilinda Istanbul Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimi Lisans Programi’ndan mezun oldu. 2006 yilinda Gebze Yiiksek
Teknoloji Enstitlisii Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi.

Halen yiiksek lisans egitimine devam etmektedir.



	kapak
	burcu_inanc_ozet_tr.pdf
	burcu_inanc_ozet_en.pdf
	TEŞEKKÜR
	ÖZET-ÇİZELGE DİZİN ŞEKİL son
	burcu_inanc_tez.pdf



