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OZET

TEZiN BASLIGI: CEVRE KiRLILiGININ iZLENMESI iCIN FIBER-OPTIiK
DNA BIYOSENSORLERININ GELiISTIiRILMESI VE URETIMI

YAZAR ADI: ZEHRA BANU BAHSI

Bu ¢alismada, cevre kirliligi izlemesi igin optik tabanli DNA biyosensdriiniin
tretimi ve gelistirilmesi amaglanmigtir. Hem DNA tutuklanmasi igin uygun
yiizeylerin saglanmasi hem de optik 6zelliklere uygun, dalga kilavuzu ozelligine
sahip kat1 altliklarin olusturulmasi i¢in SiO,-TiO; ince filmler cam altliklar iizerine
sol-jel teknigi ile daldirarak kaplama cihazinda kaplanmistir. SiO,-TiO, ince
filmlerin nanoboyutta homojen dagilmis porlara ve Kkovalent olarak DNA
tutuklanmas1 i¢in gerekli olan —OH baglarina sahip oldugu sirasiyla Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ve Fourier Doniisiimli Kizilotesi (FTIR)
Spektroskopisi  karakterizasyonlariyla ~ gosterilmistir.  Film  yilizeyi  3-
(trietoksisil)propilamin (APTES) ile silanize edilmistir. Daha sonra bu tek tabakanin
lizerine ¢apraz baglayici gorevi gorecek olan 1,4-fenilen diisotiyosiyanat (PDC)
uygulanmugtir. Teorik olarak, APTES tek tabakasindaki epoksi gruplariyla film
yiizeyindeki —OH gruplarinin reaksiyona girdigi ve PDC’ nin de karbon (C) bagh
uclarindan bir ucuyla APTES tabakasinda bulunan amin grubundaki, diger ucuyla ise
amin modifiye DNA’ daki amin grubundaki azot (N) ile baglanarak tutuklanmanin

gerceklestigi diistiniilmektedir.

Burada su kirliliginin indikator parametresi olarak bilinen ve suyoluyla bulasan
ciddi hastaliklara yol acan koliform grup bakterisi E.coli (koli basili)’ nin patojen bir
tiirii olan E.coli O157:H7 bakterisine 6zgii DNA (Gen numarasi 957271), Prob DNA
olarak secilmistir. Dontstiiriicii  olarak, dielektrik filmlerin  kirilma indisi
degisimlerini yiiksek dogruluk pay1 ile 6lgen prizma ¢iftleyici cihazi kullanilmistir.
Boylece DNA tutuklanmasi ve hibritlesmesi sonrasindaki kiiciik kirilma indisi
degisimlerinden algilama yapilmistir. DNA tutuklanmasimin ve hibridizasyonun

gerceklestigi Floresan Mikroskobu fotograflariyla desteklenmistir. Ayrica sentetik



DNA ile yapilan hibridizasyon islemleri, evsel atiksu numunesinden DNA Kkiti
(Bacteria DNA Preparation Kit from Jena Bioscience) kullanilarak izole edilen
DNA’ lar (Numune DNA) ile de yapilmustir. Prizma ¢iftleyici cihaziyla Prob DNA
tutuklanmasi ve Numune DNA hibridizasyonu kirilma indisi degisimlerinden

algilanmistir.
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SUMMARY

TITLE OF THE DISSERTATION: FABRICATION AND DEVELOPMENT
OF FIBER-OPTIC DNA BIOSENSORS FOR ENVIRONMENTAL
MONITORING

AUTHOR: ZEHRA BANU BAHSI

The purpose of this study is to fabricate and develop fiber-optic DNA
biosensors for environmental monitoring. Sol-gel derived SiO,-TiO; thin films were
deposited on glass substrates by using dip coater to obtain suitable surfaces for DNA
immobilization and waveguide properties. SEM (Transmission Electron Microscope)
micrographs showed that SiO,-TiO, thin films had homogenous nanosize pores.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) confirmed that thin films had —OH
groups on the surface for DNA immobilization. First, the substrate surface was
silanized with APTES (3-(Triethoxysilyl)propylamine) monolayer. Then PDC (1,4
phenylene diisothiocyanate) was applied as a homobifunctional crosslinker. It is
known that -OH groups on the film surface react with ethoxy groups of APTES.
Then Carbon (C) terminals of PDC attach with nitrogen (N) terminals in amine
groups of APTES and amine modified DNA.

Coliform bacteria like E.coli are indicators for water contamination and cause
severe waterborne illnesses. Therefore, the DNA of E.coli O157:H7 (Gene ID
957271) which is the pathogen strain of E.coli, was chosen as a Prob DNA in this
study. Prism coupler is used as an optical transducer that measures the refractive
index changes of the dielectric films accurately. Thus, minute changes in refractive
index could be detected after DNA immobilization and hybridization process. DNA
immobilization and hybridization processes were supported by fluorescent
microscope images. The developed biosensor was tested with domestic wastewater
samples. First, DNA (Sample DNA) from the wastewater samples was extracted by
using DNA isolation kit (Bacteria DNA Preparation Kit from Jena Bioscience).
Later, prob DNA immobilization and sample DNA hybridization processes were

detected from the refractive index changes by using prism coupler.
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1. GIRiS

Biyosensorler, istenilen analiti (uyarici) biyolojik algilama elemani ile
fizikokimyasal bir doniistliriicliyli (transducer) bir araya getirerek Ol¢en cihazlara
denir. Burada biyolojik algilama elementi genellikle dontstiiriicii ile temas
halindedir. Analit ile biyolojik algilama elementi temas haline geldiginde biyolojik
algilama elementi ile analit belirli etkilesimlerde bulunarak biyolojik algilama
elementinde ya da onun bulundugu ortamda bir degisiklige yol agar. Bu degisikligi
de doniistiirticii elektriksel bir sinyale ¢evirir. Burada biyosensorleri diger
sensorlerden farkli kilan 6zellik, biyosensoriin biyolojik algilayic1 elementi

kullanarak algilama islemini gerceklestirmesidir.

Biyosensorlerde biyolojik algilama elemani olarak kullanilan dogal ya da
sentetik biyomolekiillerin segiciliginin oldukg¢a yiiksek olmasi, biyosensdrlerin
taginabilir boyutlara getirilme potansiyelinin bulunmasi, hizli sonug¢ verebilmesi,
giivenilirligi ve gercek zamanli 6l¢lim olanagi bulunmasi biyosensdrlerin dnemini
ortaya koyar. Biyosensorler genis uygulama potansiyellerine bagli olarak, son
yillarda Ozellikle ¢evresel, tibbi ve askeri alanlardaki uygulamalar ile ilgili ¢ok

sayida aragtirmanin konusu haline gelmistir.

Diinyadaki sinirli ve kolaylikla Kirletilebilen dogal kaynaklarin korunmasi i¢in
gerek yonetimsel ve gerekse bireysel olarak cevrenin korunmasi ve kirletilmis
cevrenin eski haline getirilmesi i¢in ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Cevre
izlemesi, cevrenin korunmasi ve eski haline getirilmesi bakimindan biiyiik 6nemi
haizdir. Cevrede kirletici unsurlarin sayisindaki artistan dolayi, ¢evre kirliliginin
izlenmesi i¢in daha hizli ve daha ucuz analitik tekniklerin gelistirilmesine gereksinim
duyulmustur. Bu ihtiyacla biyosensorler, geleneksel analitik metotlara
(kromatografik metotlar gibi) alternatif veya tamamlayic1 analitik cihazlar olarak

goriilmektedir [Rodriguez-Mozaz et al., 2005].
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Toprakta, suda ve havadaki kirliligin izlenmesi, iki temel kategoride
smiflandirilabilir. Bunlar: (i) sadece evet veya hayir cevabini igeren tanimlama veya
gorlntiileme teknikleri ve (i1) istenmeyen kirletici parametrelerin konsantrasyonlarini
belirleme ya da kirliligin miisade edilebilir seviyeler icerisinde olup olmadigini
iceren kantitatif veya yar1 kantitatif tekniklerdir. Biyosensorler ile bu iki teknigi bir
arada kullanmak miimkiindiir. Kisa siirelerde numune hazirlama metotlarina ihtiyag
kadar hizli, siirekli ve ¢ok elemanli analizlere olan ihtiyacin da biiyiimesinden dolay1

biyosensorler ortaya ¢ikmistir [Sadik and Mulchandani, 2000].

Sularla bulasan hastaliklar ¢ok biiyiik kitleleri etkilediginden, patojenlere karsi
savunmada suyun saghkli olmasi kritik bir oneme sahiptir. I¢gme suyunun
patojenlerden geleneksel uygulamalar yoluyla arindirilmasindan sonra, enfeksiyona
sebep olan mikroplarin kirletemeyecegi nitelikteki bir su dagitma sebekesiyle
dagitilmasi ayrica biiyiik énem tasir. Ozellikle biiyiik metropollerdeki su dagitim
sebekelerinde her yil ¢ok sayida sorun yasandigindan, yapilan analizlerden kisa
stirede sonug¢ almak {izere hizli testlere gereksinim vardir. Patojenleri hizla bulma
yeteneginde olan biyosensorler c¢evre Kkirlenmesine neden olan patojenlerin
tanilanmasinda giderek biiyiiyen bir kullanim alanina sahip olacaktir [Alocilja, and
Radke, 2003]. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda patojenlerin
algilanmasinda biyosensorlerin hizla gelismekte olan bir teknoloji haline geldigi
goriilmektedir (Sekil 1.1). Patojenlerin algilanmasi, 6zellikle besin endiistrisi, klinik,
su ve ¢evre kalite kontrolii alanlarinda son derece 6nemlidir. Bununla ilgili yapilan
caligmalara gore E.coli ve Salmonella en ¢ok caligilan bakteri tiirleridir [Lazcka et

al., 2007].
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Biyosensorlerde kullamlan
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Sekil 1.1 Arastirmalara gore olusturulan siralama. (Kaynak 1SI web of science. Ca. Son 20
yildaki patojen bakteri {izerine bulunan 2500 makale).

Bu ¢alismada, ¢evre kirliliginin izlenmesinde dogrudan (isaretsiz, label-free)
Ol¢im yapabilen optik bir biyosensor, yeni bir optik doniistiiriicii olarak prizma
ciftleyici cihazi kullanilarak tasarlanmistir. Prizma ¢iftleyici, ince dielektrik filmlerin
kirtlma indislerini yiiksek hassasiyetle 6lgme yetisine sahip bir cihazdir (Sekil 1.2).
Ayn1 zamanda bu ¢alisma, son derece ucuz, basit ve yiiksek kimyasal homojenlik
imkani saglayan sol-jel daldirma yontemiyle elde edilen SiO,-TiO, ince filmlerinin,
prizma ciftleyicide kullanilabilecek dalga kilavuzlari olarak elde edilmesi de oldukca
yeni bir caligmadir. Bu filmlerin kovalent DNA baglanmasi i¢in uygun kimyaya
sahip yiizeyler barindirmalar1 ve poroz filmler iiretilerek baglanma yiizeyinin

arttirtlmasi saglanmaistir.
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Sekil 1.2 Metricon 2010 Prizma Ciftleyici cihazinin resmi (http://www.metricon.com/).

Prob DNA (biyoalgilayici element) olarak igme ve kullanma sularinda kirliligin
indikator parametresi olarak bilinen, insan ve hayvanlarda g¢esitli hastaliklara sebep
olan koliform bakteri grubundan E.Coli bakterisinin patojen bir tiirii olan E.Coli
O157:H7 tiiriine ait DNA (gen numaras1 957271) secilmistir.

Calismada yiiksek hassasiyette dogrudan oOlgiim yapabilen yeni bir
biyosensoriin {iretimi ve gelistirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma ileride taginabilir
(portable), yerinde dlgiimlerde kullanilabilecek bir cihaz gelistirilmesi hedefinin 6n

asamasini teskil etmektedir.


http://www.metricon.com/
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2. BIYOSENSORLER

Sensorler, bir sinyali veya uyariciy1 (analit, stimulus) kabul eden ve yanitlayan

cihazlardir. Sensorler baglica li¢ gruba ayrilir:

a)  Fiziksel sensorler, uzunluk, agirlik, sicaklik, basing ve elektrik akimi gibi
fiziksel miktarlar1 6l¢en cihazlardir.

b)  Kimyasal sensorler, fiziksel veya kimyasal yanitlarla kimyasal maddeleri 6l¢en
cthazlardir.

C)  Biyosensorler ise biyolojik algilama elementi (reseptor) kullanilarak kimyasal

maddeleri dl¢en cihazlardir [Fraden, 2004].

Biitiin bu cihazlar, dlgiilebilir cevaplar meydana getiren bir doniistiiriiciiye
(transducer) baglidir. Biyosensorler de doniistiiriiciiyle baglantili biyolojik algilama
elementinin birlesiminden olusur (Sekil 2.1). Ozet olarak biyosensérler, déniistiiriicii
elemanla direk baglanti halinde olan bir biyolojik algilama elementinin
kullanilmasiyla kantitatif veya yar1 kantitatif analitik bilgilerin saglanabildigi
kendine yeten biitlinlesik bir cihazdir [http://ocw.mit.edu/NR/rdonlyres/Materials-
Science-and-Engineering/3-051JSpring-2006/09FC4F88-E15A-4B89-B28A-
0CDD596FA246/0/lecturel?.pdf].

7

h 4

Sinyal
Sinyal 1glemci
| A I (Bilgisayar)
Biyolojik  Donigtiiricii
algilama
elementi

Sekil 2.1 Biyosensoriin sematik gosterimi (Eggins, B.R., Biosensors: An Introduction,
Copyright 1996.©John Wiley & Sons Limited).
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Biyosensorler, Sekil 2.2” de biyolojik algilama elemanlarinin, doniistiiriiciilerin
ve tutuklanmanin cesitlerine gore genel olarak gosterilmistir. Biyolojik algilama
elemanlar1 olarak kullanilan biyomolekiillerin birbirleri arasindaki etkilesimlerin
seciciligi biyosensorlerin temelini olusturur. Bir enzimin yalniz ¢ok 6zel bir substrat
ile reaksiyona girmesi, DNA tek zincirlerinin yalniz kendisinin tamamlayant olan
zincir ile ¢iftlesmesi bu segicilige baz1 6rneklerdir. Biyolojik algilama elemani olarak
antikor, niikleik asit, doku, organel, hiicre reseptorii ve enzim gibi biyomolekiiller

kullanilabilir.

Dontistiiriiciiler, biyolojik algilama elementinin analit ile etkilesimini 6lgerek
bunu elektriksel sinyale doniistiren elemanlardir. Bu donilisim genelde
elektrokimyasal, elektriksel, termal, manyetik, akustik veya optik yontemlerle yapilir
[Rogers et al, 1995]. Donistiriiciilerin algilama limitinin  diisik olmasi,
sinyal/giiriiltii oraninin yiiksek olmasi, hassasiyetinin yiiksek olmasi ve dogruluk

payinin yiiksek olmas1 beklenir.

Kimyasal

Katalitik (Kararll durum) z
>Kovalent baglama

> Enzim
» Tum hiicre »Capraz baglama
. Fiziksel
ligi » Adsorpsiyon
> Antikor > Yakalama
> DNA

> Hapsetme
> Kapstulleme

DONUSTURUCU

> Elektrokimyasal > Optik
Amperometrik Floresan
Potantiyometrik SPR
Digerleri ECL

> Piezoelektrik Digerleri

> Termometrik

Sekil 2.2 Biyosensorler.

(http://www.karstenfaehnrich.de/Biosensors/biosensors.htm)
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2.1 Biyolojik Algilama Elemanlarina (Reseptor) Gore

Biyosensorlerin Tanimlanmasi

Algilama elemanlari, sensor cihazlarinin anahtar bilesenidir. Algilama
elemanlar1, sensoriin belli bir analit veya analit grubunu, diger maddelerin
girisiminden kaginarak, se¢ici olarak cevaplamasina olanak verirler. Biyosensorlerde,
algilama elemani1 olarak antikor (antibody), enzim ve DNA en sik kullanilan

biyomolekiillerdir.

2.1.1 Reseptor Olarak Antikor (Antibody) Kullanilmasi

Antikorlar bagisiklik sisteminin merkezi araglaridir. Antikorlar patojenler gibi
yabanci organizma molekiillerini spesifik olarak baglayan proteinlerdir. Insanlarin
bagisiklik sistemleri 10" farkli tipte ve her biri farkli baglanma 6zelligine sahip
antikor yaratma kabiliyetine sahiptir. Bu dogal iiretime modern metotlarla tiretilen
antikorlarda ilave edildiginde gergekte herhangi bir molekiilii yiiksek afinite ile
taniyabilen antikorlarin rutin olarak saglanmasi miimkiindiir. Antikorlar kullanilarak
tan1 testlerinin (diagnostic tests) gelistirilmesi biyoteknolojinin temel basarilarindan
biridir [Goodsell, 2004]. Antikor kullanilarak gelistirilen sensorler imiinosensorler
olarak da adlandirilir. Imiinosensérler antikorlara baglanan analitlerin (antijen)

algilanmasi esasina dayanir [Liu and Saltman, 1996].

2.1.2 Reseptor Olarak Enzim Kullanilmasi

Enzimler biyolojik reaksiyonlar katalize eden 6zel proteinlerdir. Bir katalizor
kimyasal reaksiyonlarin hizini artirir. Enzimler substratlari {irline doniistiirme hizinm
artirirken ayn1 zamanda her bir enzim 6zel bir iirlinii tanimlar. Enzimler yiiksek

secicilige sahip biyokatalizorlerdir. Genellikle bir enzim bir reaksiyonu katalize eder.
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Enzimlerin katalizleme prensibi, kimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesiyle
benzerdir. Enzimler {irlin olusturma hizin1 aktivasyon enerjisini disiirerek
hizlandirirlar. Aktivasyon enerjisindeki degisim ise enzimler iiriin olusturacak
substratlarla etkilesime girip subtratlar1 stabilize ettiginde basarilmis olur.
Aktivasyon enerjisindeki diislis yeterli aktivasyon enerjisine sahip olan molekiil

sayisint arttirir (Sekil 2.3).

Substratlarin  enzimlere nasil baglandigin1  agiklayan iki ana teori
bulunmaktadir. Bunlardan ilki anahtar-kilit (lock and key model) teorisidir. Bu
teoriye gore enzim lizerinde substrat icin baglanma bolgeleri sabit (degismez)
bicimlidirler ve yalnizca 6zel sekilli bilesikler bu bicime uyar. Burada enzimi bir kilit
olarak diisiiniirsek sadece buna uygun anahtar yani substrat uygun kontagi olusturur.
Diger bir teori de enzimin bi¢imlendirilebilecegini dne siiren alternatif bir teoridir.
Substratin enzime baglanmasindan sonra enzim seklinin degismesi ve kararli iki

elemanli kompleks bir yapinin olusmasidir (induced fit theory) [Weiner, 2006 ].

Enzimsiz
Enzimsiz
aktivasvon
enerjisi

Enzimli

Eneriji

aktivasvon
enerjisi

Raaksiyon siirssincs
sarbast kalan enerji

Reaksiyon yonii

Sekil 2.3 Enzimli ve enzimsiz reaksiyonlarin enerji diyagrami

[http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Carbonic_anhydrase_reaction_in_tissue.svg].
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2.1.3  Reseptor Olarak DNA Kullanilmasi

Hiicrenin kromozomu (genom) niikleik asit ve histon olarak bilinen pozitif
yiiklii bir proteinden olusur. DNA, bir eksen ve birbiri etrafina sarilarak ¢ift sarmal
(double helix) meydana getiren, iki DNA sirasindan olusan biiyiikk bir molekiildiir.
DNA’ y1 olusturan ¢ift sarmalin her siras1 “niikleotid” birimlerinin pespese dizilmesi
ile poliniikleotid olarak olugmaktadir. Her bir DNA yap1 blogu 5 karbonlu pentoz
sekeri (deoksiriboz), fosfat molekiilii ve azot ihtiva eden kapali halka yapisinda piirin
ve pirimidin bazlarindan ibaret bir niikleotiddir. Piirin bazlar1t Adenin (A) ve Guanin
(G) dokuz atomdan olusan iki adet karbon-azot halkasi ihtiva ederken, Primidin
bazlar1 Timin (T) ve Sitozin (C) alt1 atomdan olusan bir adet karbon-azot halkasindan
ibarettir. Niikleotidler seker-fosfat omurgasi olusumu icin kovalent fosfodiester
baglariyla birbirlerine baglanirlar. Tiim hiicrelerin DNA’ lar1 birbirinin tamamlayicisi
olan 2 niikleotid zincirinin olusturdugu bir helikal yapidan olusur. Negatif yiikli
seker-fosfat iskeleti DNA molekiiliiniin disinda, bazlar ise heliksin merkezinde
yeralmaktadir. Diger bir ifade ile hidrofilik karakterde olan seker-fosfat omurgasi
helikal yapinin dis kisminda, hidrofobik bazlar ise helikal yapinin i¢ kisminda
yeralmaktadir. DNA’ y1 olusturan iki ipligin arasi sabit olup (yaklasik 2 nm) H
baglar1 ile baglanmstir (Sekil 2.4) [Dilsiz, 2004][Villee et al., 1989]. iki ipligin
arasindaki merdiven basamaklarinda gelisigiizel bir siralanma yoktur; her zaman
Guanin (G), Sitozinin (C); Adenin (A), Timinin (T) karsisina gelir. Hem piirin
(adenin ve guanin) ile pirimidinler (sitozin ile timin) arasindaki hidrojen baglari,
hem de diger baglar, meydana gelen heliksin diizgiin olmasini saglar. Bazlarin
konumlar1 sarmalin eksenine dik durumludur. Birbirine komsu baz ¢iftlerinin
doniimleri arasindaki uzaklik 3,4 A’ dur. Ayrica her baz ¢ifti komsusuna 36°” lik ag1
yapacak sekilde yerlesmistir. Buna gore, yaklasik 10 baz ¢ifti 360°° lik tam bir

doniimii tamamlayacagindan, her doniimiin boyu 34A° dur.
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Fosfat Seker Adenin (A) Timin (T) Seker Fosfat
—— ———\ 7 N7 I 4 N
i H  OH
H. 2 3
0—p——0- cn2 |/ "
I vl N ' y
H H,C -0 —-T_o
o
Adenin niikleotid Timin niikleotid

Seker- fosfat
omurgast "

Timin
[A"{ Adenin
Sitozin

Guanin

Deoksiriboz gekeri
~=wr  Fosfat

Hidrojen bag:

DNA ¢ift sarmah

Sekil 2.4 DNA molekiiliiniin yapisi.

DNA’nin iki zinciri, birbirine sadece H baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle
bagli olduklarindan, niikleotidleri arasindaki kovalent baglarda herhangi bir kopma
olmaksizin ¢oziilebilirler (denatiirasyon). Denatiirasyon olarak adlandirilan bu
¢oziilme DNA’ nin bazi fiziksel 6zelliklerinde degismelere neden olur. Bunlardan
biri molekiiliin UV-15181 absorbe etme derecesinin degisimidir. Niikleotidlerin
heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki UV-1sikta maksimum absorpsiyon
yaparlar. DNA zincirlerinde bazlar arasindaki H baglarinin kopmasi absorpsiyon
derecesinde yiikselmeye yol agar. Bir DNA ¢0zeltisinin 1sitilmasi esnasinda degisen
sicakliklarda DNA’ nin 260 nm dalga boyunda absorbe ettigi ultraviyole 1s1k
oOlgiiliirse, Sekil 2.5’ de gosterilen erime egrisi elde edilir. Sekilde ayrica erime
egrisinin farkli bolgelerinde DNA molekiiliinlin durumu gosterilmektedir. Artis
baslamadan 6nce, molekiil timii ile c¢ift sarmaldir. Artis bolgesinde, molekiiliin

cesitli kistmlarindaki baz c¢iftleri ayrilmaktadir. Ayrilan baz ¢ifti sayisi, sicaklik artisi
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ile artmaktadir. 260 nm’ deki absorbans artisinin yarisinin tamamlandig: sicaklik
erime sicakligt (Tr) olarak adlandirilmaktadir. Ty, sarmalin kararliligi konusunda
onemli bir 6l¢iim parametresi saglar. T, GC baz ¢ifti oranina baghdir. DNA
molekiilii ne kadar ¢ok GC baz ciftine sahipse iki ipligin ayrilmasi icin gereken

enerjide o denli fazla olmaktadir.

1.30

Sarmalin
ayrilmasi

A, degeri

110 ¢+

. A .
30 50 70 Tm 90 100 110
Sicakhk, °C

Sekil 2.5 Erime sicakligi (Ty,) egrisi.

Ayni sekilde ¢oziilmiis molekiiliin zincirleri tamamlayici bazlari arasinda H
baglarinin olusumu ile birlesip sarmal yapiy1 yeniden olusturabilir (renatiirasyon)
[Temizkan, 1999]. Cift sarmalin renatiirasyonu, DNA’ nin denatiirasyonu sonucu
ortadan kalkan tiim orijinal 6zellikleri yeniden olusturur. Farkli tiirlerden veya aym
tire ait farkli Orneklerden niikleik asitlerin dahil oldugu reaksiyon genellikle
hibridizasyon olarak tanimlanir [Bal ve Karatag, 2007; Temizkan, 1999]. Bu
ozellikleri nedeniyle, DNA molekiilii biyosensor algilayicilart igin gerekli tiim
ozelliklere sahiptir denilebilir [Alberts et al., 2002; inang, 2008].

DNA tabanli biyosensorler, yiizeyde biyolojik olarak aktif tabakada molekiiler
algilama elemani olarak tutuklanmis DNA’ y1 igeren ve temelde elektrokimyasal,
optik, pizoelektrik doniistiiriiciileri kullanarak DNA ile baglanma prosesini 6lgen
cihazlardir. Bir DNA hibridizasyon biyosensoriiniin ¢alisma prensibi, kat1 destek

(doniistiirticli) tizerine tutuklanmig belli tek zincir DNA (single strand DNA, ssDNA)
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dizileriyle (prob), analit icerisinde eslenik olan ssDNA (hedef) dizilerinin
eslesmesine dayanir. DNA dizilerini, &zgiil ve secici olarak belirleyebilme

kabiliyeti, bir DNA biyosensoriinde aranan en oénemli 6zelliktir [Brett, 2005].

2.1.3.1 Kati1Yiizeyler Uzerinde DNA Tutuklanmasi ve Hibridizasyonu

Kat1 yiizeyler tizerine DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu, ilk olarak
membranlar {izerine 1970’lerde gelistirilmistir. Uygulama alan1 ne olursa olsun, bir
biyosensor cihazinin en bilinen yoni yiizeyde sinirlandirilmis fizyokimyasal
prosesin ¢evrilebilir bir sinyale dontismesidir. DNA biyosensorlerinde cihazin
donitstirici elementi, kat1 ara yiizeylerdeki tek ve ¢ift zincirli oligoniikleotidler
arasindaki farki ayirt eder. Yiiksek derecede duyarliligi saglamak ve maksimum
hibridizasyon verimliligi igin optimum sartlarin tanimlanmasi ¢oziilmesi gereken bir
meseledir. Yiizey iizerinde hibridizasyon, ¢ozelti iginde hibridizasyonla benzer bir
sire¢ olarak goriinse de farkli kosullarin olusturulmasi gerekmektedir. Optimum
hibridizasyon i¢in g6z oOniinde bulundurulmas: gereken faktorler sOyle

siralanabilir:

. Yiizeyle sinirlandirilmis probun karakterizasyonu; probun gevre kosullarinin

tanimlanmasi, baglanma metodu ve yiizey yapisi,

ii.  Yizeye tutundurulmus prob oligoniikleotidlerle sivi fazdaki hedef

oligoniikleotidler arasindaki etkilesimleri tanimlayan hibridizasyon sartlari.

Iki eslenik olan zincir arasindaki rastgele carpisma, kati yiizey iizerinde
gergeklesen hibridizasyon i¢in temel bir gerekliliktir. Carpisma olasiligi veya
sikligi hibridizasyon prosesinin kinetigini belirler. Carpisma oldugu anda hibrid
olusturmak {izere birlesme (annealing) meydana gelmelidir. Eger olusan hibrid
tamamiyla eslenik ise hibrid kararli olur. Baz dizilimleri tamamyla eslenik

olmasa bile yine hibrid olusabilir. Fakat bu hibridler tamamen eslenik hibridler
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kadar kararl degildir. Eslenik ve eslenik olmayan hibridlerin olusumu igin gerekli
kosullar (pH, iyonik kuvvet, sicaklik vb.) belirlenerek ayirimlari yapilabilir.

Niikleotid ¢iftinin  yapis1 birbirine gegmis iki antiparalel ~molekiil
goriiniimiindedir. Ug boyutlu yap:1 tek basina zayif ancak hep birlikte giiclii olan
ve ¢ift sarmal yapi icinde molekiilleri kararli halde tutabilen bir dizi zayif
etkilesimle saglanir. Bu etkilesimler hidrojen baglar1, hidrofobik, elektrostatik, van
der Waals ve dipol etkilesimleridir. Hibridizasyon, siki paket sarmal egri yapisini

olusturmak tizere bu etkilesimlerin olusumunu igerir.

Iki zinciri bir arada tutan bu giiclerin olusumu, 6zellikle bazlar arasindaki
hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler, deneysel olarak fizyokimyasal parametrelerle
degistirilebilir. Bu parametreler bir bakima bu zayif etkilesimlerin olusumunu
veya bozulmasini etkileyerek yiizey iizerinde hangi hibridlerin kalacagini

belirleyebilir.

2.1.3.1.1  Hibridizasyon Verimliligi ve Hassasiyeti

Sivi ortamda iki eslenik olan niikleik asit zincirinin hibridizasyon prosesi,
iki molekiil arasinda o6zgiil bir etkilesim olup, ¢6zelti iginde homojen sekilde olur.
Yiizey hibridizasyonunda ise bu proses ozgil bir adsorpsiyon prosesidir.

Temelde ayn etkilesimler meydana gelir, fakat farkli karakterize edilebilir.

Hibridizasyon verimliligi, optimum hibridizasyon kosullarinda yiizeyde eslenik
zincirlerle hibridize olan prob oligoniikleotidlerin oramnin  bir  6lgiisiidiir.

Hibridizasyon hizi ise hedef zincirlerin yiizeye akis hizidir.
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2.1.3.1.2  Prob Oligoniikleotidin Yapi ve Dinamigi

Her ne kadar ¢ift zincirli DNA’nin yapisi ¢ok iyi ¢alisilmis olsa da, 6zellikle
kat1 ylizey tizerindeki tek zincirli DNA ¢ok az tanimlanmistir. Olay1 ¢ekici kilan
sudur ki kat1 ylizey iizerine konmus prob tek zincir oligoniikleotidlerin, ayakta
diimdiiz eslenik olan hedef tek zincir oligoniikleotidle hibridizasyon ic¢in hazir
bulunmasidir. Gergekte prob yapisi ve yiizey yogunlugunun, yiizeydeki miktarnin
¢ok kiigiik olmasi nedeniyle karakterizasyonu zordur. Yiizeydeki prob yapisi, yiizey
yiki, hidrofobiklik, prob tutuklanma metodu, fizikokimyasal ve kimyasal kosullar
gibi ¢ok sayida parametreye baglidir.

2.1.3.1.2.1 Prob’ un Yiizey Konsantrasyonu

Yiizeyde oligoniikleotidlerin  yliksek yiizey paketlenmesi sonucunda
hibridizasyondaki siterik engel, hibridizasyon verimliligi {lizerine direk bir etkiye
sahiptir. Bu nedenle yiizey konsantrasyonunun dikkatli bir sekilde kontrolii,

uygun hibridizasyon verimliligi ve 6lgim limiti igin 6zellikle 6nemlidir.

Goz oniinde bulundurulmasi gereken diger bir faktor ise yakin komsu
hibridizasyonlar: etkileyebilen hedef zincir uzunluklarindaki farkliliklardir. Hedef
zincir, prob’ tan daha kiigiik oldugunda, hibridizasyon hizi uzunluktaki farklilikla

dogru orantili olarak artacaktir. Hedef zincir uzadikga, hibridizasyon hizi azalir.

2.1.3.1.2.2 Prob Uzunlugu ve Oryantasyonu

Prob’ un ¢ozelti i¢indeki kullanilabilirligi hibridizasyonun hem hizi hem de
verimliligi iizerine direk etkilidir. Probun uzunlugu ve sahip oldugu ara grup

(spacer) ikincil yapiy1r belirler. Prob molekiiliiniin oryantasyonu da desteklenen
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yiizey Ozelliklerine baghdir (Sekil 2.6). Oligoniikleotidin ara bir grup ile yiizeye
baglanmas1 en yakin komsu sterik etkileri azaltir ve hibridizasyon verimliligini
tyilestirir. Ara grubun, uzunluk ve Ozellikleri (yiik, hidrofobiklik, esneklik)
onemlidir ve prob tabakasinin yapisini etkiler. Glikoller ve amino tabanl ara gruplar,
suda daha ¢ok c¢ozilinlirler ve farkli uzunluk ve uclu (terminal) reaktif gruplarla

kullanilabilirler.

(a) (b) (c)
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Sekil 2.6 Yiizeye baglh tek zincirli oligoniikleotidlerin sematik gosterimi: (a) ¢ozeltideki
uzamasi, (b) ylizeyle yiiklii fosfat omurgasinin etkilesimi, (c) yiizeyle bazlarin etkilesimi, (d)
ara gruplar yoluyla baglanmasi.

8-10 bazdan daha az uzunlukta tek zincirli oligoniikleotidler i¢in molekiiller
zayif ikincil yap1 gostereceklerdir. 11 niikleotidden daha uzun oligoniikleotidler
kendi {izerine kivrilabilir ve sag tokasi (hairpin) seklini alabilir (Sekil 2.7). Boyle sag
tokas1 yapisinin meydana gelmesi ¢ozeltideki probun kullanilabilirligini azaltir ve
hibridizasyon verimliligini diigiirir. Sa¢ tokasi yapisinin, sicaklik uygulamasiyla
veya formaldehid gibi denatiirasyon ajanlar1 ilave edilmesiyle kolaylikla kararlilig

bozulabilir [Caruana, 2004].
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Sekil 2.7 Sag tokasi seklini almig bir prob oligoniikleotidin sematik gdsterimi.

Yiizeyin fizikokimyasal dogasi (hidrofob, yiik, elektrik potansiyel v.b.), probun
yapisini etkileyecektir. Yiizey ile oligoniikleotidin negatif yiiklii omurgas1 arasindaki
elektrostatik kuvvetler molekiilin yapisina etki eder. Negatif yiiklii yiizeyler,
oligoniikleotidleri yiizeyden iterken, pozitif yikli yiizeyler, fosfat gruplariyla
baglantiya gegerek, oligoniikleotidin yatay konuma gelmesine neden olur
[Lemeshko et al., 2001]. Hidrofobik yiizeyler, oligoniikleotitlerin bazlariyla
etkilesime girerek, oligolar1 hibridizasyon igin uygun olmayan bir konuma getirir
(Sekil 2.7) [Chan et al.,1998].

2.1.3.1.3  Hibridizasyon Sartlar

Hibritlesme reaksiyonunun ¢o6zeltideki kinetigi ikinci mertebe hiz denklemi
(second order rate equation) ile ifade edilir. Kat1 yiizey {izerindeki hibridizasyon
kinetigini ise deneysel olarak gercek zamanli izlemek olduk¢a zordur. Yine de
hibridizasyon sartlarinin ayarlanmasiyla optimum hibridizayon verimliligi ve
kararlilig: elde edilir. Hibritlesme kararlilig1 ve verimliligi ortam sicakligina, baz ¢ifti
uyusmazligl sayisina, iyonik giice, rastgele adsorpsiyona ve kiitle taginimina baglidir

[Caruana, 2004].
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2.1.3.1.3.1  Sicakhk

Hibridizasyonda en onemli parametrelerden birisi sicakliktir. Hibridizasyon
sicakhigi, erime sicakhgina (T,) gore belirlenir. Oligoniikleotidin erime
sicakligi T,,, baz uzunlugu ve tuz konsantrasyonuna asagidaki Esitlik 2.1” e gore

baghdir:

T, = 81.5 + 16.6(log[Na*]) + 0.41(%G + C) — 600/L (2.1)

(%G+C: oligoniikleotidin G ve C igerigi, L: baz ¢iftinin uzunlugu)

Cozelti iginde, hibridizasyonun maksimum hizina Ty’ in yaklagik 20-25 °C
altinda ulasilir. Sicaklik Ty, e yaklastikga hibridizasyon hizinda azalmayla hibridler
ayrilmaya baslar. Her ne kadar yiizeye bagl hibridizasyon hizi1 lizerine detayh
olarak ¢alisilmis olmasa da, benzer sekilde davrandigi diistiniilmektedir [Caruana,
2004].

2.1.3.1.3.2 lIyonik Kuvvet

Iyonik kuvvet, hibridlerin kararlihigini, olusma hizim ve yiizeye bagh prob
molekiillerin etkilesimlerini etkiler. Yiiksek iyonik kuvvet, hibridlerin kararliligini
diizenler ve hibridizasyon kiitle transferiyle sinirlanmadigi miiddetce hibridizasyon

hizini arttirir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlari yiizeye bagh tek ve c¢ift zincirli molekiiller
arasindaki elektrostatik etkilesimleri azaltmak agisindan 6nemlidir. Bu nedenle,
yiiksek iyonik kuvvete sahip ¢ozeltilerde daha biiylik oranlarda prob tutuklanmasi
saglanir [Caruana, 2004].
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2.1.3.1.3.3 Baz Uyusmazhg

Oligoniikleotid hibritlerinin ayrismalarindan sonra tekrar bir araya gelmeleri
icin bazlarin tekrar esleniklerinin karsilarina gelmeleri ve hidrojen baglar
olusturmalart gerekmektedir. Bazlar tamamen eslenik olmadiklar1 zaman da
hibritlesme olusabilir. Bu da baz ¢ifti uyusmazligina yol acabilir. Yeniden birlesme
olaymnin derecesi, bu uyusmazliklarin sayis1 ve ¢esidine baghdir. Yeniden birlesme
ile olusan hibritlesmis oligoniikleotid dizilerinin kararliligi asagidaki etkenlere

baglidir:

e Molekiiliin orta kisminda olusan bir uyusmazlik, kenarlarda olusacak bir
uyusmazliga gore daha diisiik bir kararliliga yol agacaktir.

e Molekiil uzunlugunun bir yiizdesi olarak ifade edilen uyusmazlik sayisi olusan
cift zincir molekiiliin kararliligin1 etkiler. Birden fazla sayidaki uyusmazliklar
dagilmissa, toplanmis haldeki uyusmazliklardan daha biiyiik bir kararsizliga yol
acarlar.

e Uyusmazlik meydana getiren bazlarin ¢esitleri de degisik kararsizliklara yol

acabilir.

Reseptor olarak oligoniikleotid kullanan biyosensorlerin ¢ogunlukla tek baz
uyusmazligint algilayabiliyor olmasi beklenir. Genel bir kural olarak, prob
oligoniikleotid uzunlugu azaldik¢a tek baz uyusmazliginin tespiti veya eslenik-
eslenik olmayan oligoniikleotid ayriminin yapilmasi kolaylasir. Hibritlesmis
oligontikleotidlerde birbirinin eslenigi olmayan baz c¢iftleri bulunuyorsa bunlarin
rastgele etkilesim (nonspecific interaction) sonucu ortaya ¢ikmis oldugu ve bu tiir
olusumlarin engellenmesi gerektigi sOylenebilir. Her %1’ lik birbirinin eslenigi
olmayan baz cifti iceren DNA ¢ift sarmalinin ergime sicakligi 1+0.5 °C kadar azalir.
Birbirinin eslenigi olmayan baz ¢ifti iceren DNA c¢ift sarmalinin ergime sicaklig

asagidaki Esitlik 2.2” deki formiille bulunabilir:
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Tm=81.5 + 16.6(log[Na’]) + 0.41(%G+C) - 600/L - (50 x M/L) (2.2)

Bu formiilde M minimum eslenik olmayan baz ¢ifti sayisi, L toplam baz cifti

sayisidir [Caruana, 2004; Biiylikaksoy, 2009].

2.1.3.1.3.4 Kiitle Tasinimi

Kiitle tagmiminin hibritlesme verimine etkisi en ¢ok icinde analit
oligoniikleotidleri bulunduran bir ¢ozelti akisi ile 6l¢iim yapan biyosensorlerde
gortliir. Hedef zincirin yiizeye bagh eslenik zincirle carpisma olasihig: fiziksel
olarak hedef zinciri igeren ¢o6zeltinin akis hizim1 arttirarak saglanir.  Kiitle
tastmmminin - hizi, hibridizasyon hiicresini  kanstirarak veya sallayarak da
arttirilabilir. Hibritlesme sirasinda yiizeye dogru difiizyon ile beraber yiizey boyunca
difiizyon da meydana gelir. Bu yiizden prob oligoniikleotid yapismis olan yiizey
alanin1 arttirmak ya da analit ihtiva eden ¢6zelti hacmini azaltmak analitin yiizeye

dogru diflizyonunu arttiracaktir [Caruana, 2004; Biiylikaksoy, 2009].

2.1.3.1.3.5 Rastgele Yiizeye Yerlesme (Nonspecific Adsorption)

Rastgele yiizeye yerlesme (nonspecific adsorption) oranini azaltmak, yiiksek
sinyal/gliriiltii elde etmek i¢in gereklidir. Oligontikleotide kars1 hassas yiizey iki ayr1
yapigma (yerlesme) konumundan meydana gelir. ilki oligoniikleotid ile istenilen bag
yapan probdur. Digeri de probun etrafindaki alandir. Bu alanda yiizeye istenilen
yapisma olusmaz. Burada meydana gelen yapisma rastgele yapigsmadir. Yiizeye
rastgele yapisma prob oligoniikleotidlerin etrafindaki alanin yapisina, ortamin pH
degerine, iyonik giiciine ve sicakliga baglidir. Biyosensor tasarimlarindaki amag¢ bu
rastgele yapismanin olmamasi ve prob ile analitin istenilen bi¢imde birbirine

yapismasidir [Caruana, 2004; Biiyiikaksoy, 2009].
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2.2 Doniistiiriiciillere (Transducer) Gore Biyosensorlerin

Gruplandirilmasi

Biyosensor uygulamalarinda reseptoriin analit ile etkilesimi bir¢ok sekilde

Olctilebilir. Doniistiiriictiler baslica dort ana grup altinda toplanabilir:

2.2.1 Elektrokimyasal Doniistiiriiciiler

I. Potansiyometrik (Potentiometric): Genel anlamda bir ¢aligma ve referans
elektrot arasindaki potansiyel farkinin Ol¢iimiinii esas alir. Elektrot potansiyelinin
belirlenmesi dogrudan analit konsantrasyonunu tanimlar.

[www.scribd.com/doc/9380782/biyosensorler-2].

ii. Amperometrik (Amperometric): Amperometri genel anlamda belli bir
potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limiinii esas alir. Genellikle elektrokimyasal olarak
aktif olmayan analitleri ¢alisan elektrot ilizerinde okside veya rediikte edilebilen
triinler haline katalitik olarak ¢evirebilen bir enzim sistemine dayanir.
Amperometrik biyosensorlerde kullanilan enzimler genellikle oksijen-substrat
reaksiyonunu katalizleyen oksidaz enzimleridir

[www.lIsbu.ac.uk/biology/enztech/amperometric.html].

iii. Kondaktometrik  (Conductometric): Cogu  reaksiyon  ¢0zeltinin
kompozisyonunda bir degisim icerir. Bu normalde, elektriksel olarak oOlgiilebilen,

¢ozeltinin elektriksel iletkenliginde bir degisimle sonuglanir [Eggins, 2002].

iv. FET- Tabanh Sensorler: Minyatiirlestirme, silikon ¢ip-tabanli alan-etkili
transistor  (silicon chip-based field-effect transistor) {izerine elektrokimyasal
dontstiiriiciilerden birinin yapilandirilmasiyla basarilabilir. Bu metot temelde
potansiyometrik sensdrlerle kullanilmigtir, fakat amperometrik veya kondaktometrik

sensorlerlede kullanilabilir [Eggins, 2002].


http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/amperometric.html
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2.2.2  Pizo-elektrik (Piezo-electric) Cihazlar

Bu cihazlar, bir kristal titresiminden elektrik akiminin iiretimini igerirler.
Titresim frekansi, reaksiyondaki degisimle baglantili olan, yiizeydeki adsorplanan
malzemenin kiitlesinden etkilenir. Yiizey akustik dalga (surface acoustic wave)

cihazlar1 bu tiir sistemlerdir [Eggins, 2002].

2.2.3 Termal Sensorler

Tim kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar, sicakligin {retimini veya
absorbsiyonunu igerir. Bu sicaklik degisimi, hassas termistorlerle Olgiilebilir ve

buradan analizi yapilacak maddenin miktariyla iliskilendirilir [Eggins, 2002].

2.2.4  Optik Doniistiiriiciiler

Optik doniistiiriiciiler, daha biiyiik esneklige ve minyatiirlestirmeye olanak
sagladigindan fiber optiklerin gelistirilmesiyle hayatimizda 6nemli bir yer almigtir.
Kullanilan teknik, absorpsiyon spektroskopiyi, floresan spektroskopiyi, liiminesans
spektroskopisini, i¢sel yansima (internal reflection) spektroskopisini, yiizey plasmon
(surface plasmon) spektroskopiyi ve 1s1k sagilmasini igerir [Eggins, 2002]. Optik
biyosensor formatlarinda analit molekiilleri direk (isaretsiz, label-free) ya da dolayli

(isaretli, labeled) yollardan algilanabilir.

Optik sensorler, sapan manyetik alanlara ve elektrostatik engellere karsi
duyarsiz olduklarindan pek ¢ok hassas uygulama i¢in uygundurlar. Optik sensor, bir
151k kaynagi, bir fotodetektdr ve 151k kilavuzu cihazi (lensler, aynalar, optik fiberler

gibi) olmak iizere en az li¢ elemana gereksinim duyar. Optik fiberler disinda 15181
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hedefe lenslerle odaklanmasi ve tekrar detektore yansitilmasiyla da gelistirilen

cihazlar mevcuttur [Fraden, 2004].

Optik biyosensorler bir biyokimyasal etkilesimin doniistiiriilmesi i¢in optik
Ozellikler kullanarak uygun bir dis sinyali olusturan sensoér cihazlar1 olarak
tanimlanir. Sensor yiizeyi lizerindeki biyokimyasal etkilesim doniistiiriictiniin (siddet,
faz, polarizasyon, v.b.) 1sik karakteristigini degistirir. Biyoalgilama olay1
absorpsiyon, floresan, luminesans veya kirilma indisi gibi farkli optik 6zelliklerin

degisimiyle olg¢iilebilir.

Optik biyosensorlerin temeli optik dalga kilavuzudur (optical waveguide).
Optik dalga kilavuzlari, telekomiinikasyon uygulamalari i¢in gelistirilmesine ragmen
mekanik kararliliklari, degisken (flexible) sekilleri, giiriiltiiden etkilenmemeleri ve
uzun mesafelere kadar etkin 1s1k iletimi gibi Ozeliklerinden dolayr sensor

uygulamalarinda da iyi bir yer edinmistir.

Optik biyosensorler klinik, endiistriyel kontrol prosesleri, veterinerlikle ilgili
alanlar, gida, cevresel izlemeler gibi ¢cok genis uygulama alanlara sahiptir. Bu
uygulamalar i¢in yiiksek hassasiyette, hizli cevap verebilen ve gercek zamanli 6l¢tim
yapilabilecek kompakt bir sensore ihtiya¢ vardir. Bu Ozellikler optik sensorlerle
basarilmistir. Ciinkii optik sensorler, gercekte emisyon, absorpsiyon, floresan,
refraktometri veya polarimetri temelli ¢cok sayida farkli teknigi icermektedir. Bu
avantajlarimin  yaninda kigtltiilebilir, saglam, giivenilir olmasi, diisiik enerji
tilketimleri ve igerdigi optik elementlerin dizilimlerinin kolaylig1 sebebiyle de tercih

edilmektedirler.

Optik biyosensor formatlarinda analit molekiilleri dogrudan (direct; label-free,
isaretsiz) ya da dolayl (indirect; labelled, isaretli) yollardan algilanabilir. Dogrudan
6l¢iim metodu, floresan, radyoaktif maddeyle isaretleme veya enzim biiyiitme gibi
dolayli olarak olciilen metottan daha hassas degildir. Fakat genellikle oncelikli
numune hazirlamaya ihtiyag yoktur. Ger¢cek zamanli degerlendirmelerde

kullanilabilir. Biyomolekiil konsantrasyonu, baglanma 6zellikleri ve kinetik sabitler
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dogrudan &lgiim metoduyla hesaplanabilir. Ilk isaretsiz (label-free) biyosensérler
(dogrudan Slgen) (Biacore™) 1990 yilinda ticaretlestirildiginden beri, biyomolekiiler
etkilesimlerin analizinin yararlariyla ilgili sayilar1 artarak giden pek cok yayin

yapilmustir.

Optik teknikler hizli, yenilenebilir ve yiiksek hassasiyete sahip yontemlerdir.
Fakat bazi1 durumlarda biyomolekiillerin kimyasal 6zelliklerini degistirme ihtimali

olan isaretler kullanilmasinin gerekmesi bir dezavantajdir [Fan et al., 2008].

2.2.4.1 Dolayh (isaretli, Labeled) Optik Algilama

Dolayli yoldan algilamada biyomolekiil bir ¢esit isaretle isaretlenir ve bu
isaretin optik Ozelliklerde meydana getirdigi degisiklik olgiiliir. Bu isaretleme hem
hedef molekiile hem de biyoalgilayici elemente yapilabilir. Isaretlemede floresan
boyalar gibi etiketler (tags) kullanilir. Floresanin siddeti, hedef molekiillerin varligin
ve hedef molekiille biyoalgilayict element arasindaki giiglii etkilesimi gosterir. Her
bir molekiildeki floresan sayisi kesin olarak kontrol edilemedigi gibi etkilenmis

(bias) floresan sinyalinden dolayr miktar analizi yapmak zordur.

2.2.4.2 Dogrudan (isaretsiz, Label-Free) Optik Algilama

Dogrudan optik algilama da hedef molekiillerine herhangi bir isaretleme veya
degisiklik yapilmaz. Hedef molekiiller dogal formlarinda algilanir. Bu tip bir
algilama uygulamada kolay ve ucuzdur. Ayrica molekiiler etkilesimlerin kinetik ve

miktar 6l¢iimlerine izin verir.
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2.2.4.3 Fiber Optik (FO) Tabanh Biyosensorler

Fiber optik tabanli biyosensorler fiber tel boyunca isigmn iletimi temeline
dayanir. FO tabanli biyosensorler distan (extrinsic) ve igten (intrinsic) olmak tizere
iki temel grupta siniflandirilir (Sekil 2.8). Distan sensorler sadece giren ve ¢ikan 15181
esas alip tek bir fiber kullanarak yapar. Igten sensdrler sénen dalga dlgiimiine

dayanur.

[ Fiber Optik
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Sekil 2.8 Fiber Optik Biyosensor. (a) Distan: fiber optik, sensér alanma ve disina 151k
kilavuzlugunda kullanilir. (b) Icten: fiber optik kaplamasi kaldirildiktan sonra alict
molekiiller, fiber ¢ekirdegi iizerine tutuklanir.

Distan teknikte 151k tutuklanmis tabakanin da oldugu FO boyunca hareket eder.
Yansiyan, sagilan veya yayilan 151k numuneden ikinci fiberle veya ikiye ayrilmis
orijinal fiberle geri doner. Yayilan 151k detektore gelir. Boylece ilgili analitin
konsantrasyonu Olgiiliir. En basit FO tabanli biyosensér verilen dalga boyunu
absorplayan analitin konsantrasyonundaki herhangi bir degisimi belirlemek igin
absorbans 6lgiimlerini kullanir. Isaret (label) kullanilarak floresan 6lgiimii yapmakta

miimkiindiir (Sekil 2.8a).
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Icten sensorlerde gittikge incelen erimis silis fiber kullamlir. Absorbans,
luminesans, polarizasyon veya kirilma indis degisimleri 6l¢iiliir. Fakat direk 6lgim
genellikle miimkiin degildir. Floresan isareti kullanilarak rekabete dayali

konfigiirasyonlar kullanilir (Sekil 2.8b).

FO tabanli biyosensorler, optik doniistiiriiciilerin  gelistirilmesi, daha iyi
elektronikler ve tutuklanma metotlariin diizenlenmesiyle endiistriyel proseslerde,
cevre izlemesinde, gida prosesinde ve klinik uygulamalarda gittik¢e artan kullanima
sahiptirler. FO tabanli biyosensorler kolayca kiigiiltiilebilir ve farkli hedef
bilesiklerinin belirlenmesi i¢in entegre edilebilir. Bu da ticari FO tabanh

biyosensorlerin gelismesini miimkiin kilar [Lechuga, 2005].

2.2.4.4 Yiizey Plasmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance,
SPR) Tabanh Biyosensorler

Yiizey Plasmon Rezonansi, metal elektronlarinin 1sikla etkilesimlerini igeren
optik-elektriksel bir olaydir. SPR’ 1n optik-elektronik temeli bir metal yiizeyinde bir

grup elektrona (plasmon) 1sik fotonlariyla enerji aktarimina dayanr.

SPR, makromolekiiler etkilesimlerin incelenmesinde kullanilan bir
yontemdir. SPR tabanli biyosensorler, sensor ylizeyindeki ve c¢ozeltideki
molekiillerin etkilesimlerini, molekiilleri isaretlemeye gerek kalmadan (kompleks
olusumu ve ayrilmalar1) kirilma indisi degisimlerini 6lcerek belirler. Etkilesimler
gercek zamanli olarak goriintiilenebilir ve baglanan ligandin miktar1 belirlenip
ayrilma ve baglanma sabitleri yiiksek duyarlilikla olgiilebilir. SPR yontemi son
yillarda biyosensor uygulamalarinda yerini almis, protein, oligoniikleotid, faj, viral
partikiiller, hiicreler gibi farkli biyolojik sistemlerdeki etkilesimleri ¢alismak igin

kullanilmaktadir [Homola et al., 1999; Inang, 2008].
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2.2.4.4.1 Yiizey Plasmon Rezonansi (SPR)

Genellikle rezonans sartlarinin bagarilmasi i¢in optik uyarilmanin iki yolu
vardir. Bunlardan ilki prizma ¢iftleyici yapisinda toplam yansima ve digeri de kafes
kirmiminda (diffraction gratings) kirilmadir. En ¢ok kullanilan1 kolay olmasindan
dolayi toplam yansimadir. Bu Kretschmann konfigiirasyonu olarak adlandirilir. Tipik
bir Yiizey Plasmon Rezonansi diizeneginde, gelen 151k prizmanin i¢ yiizeyinden
yansitilir. Bu prizmanin dis yiizeyi ise ince metal bir filmle kaphdir. Kritik bir agida
(rezonans agis1) yansiyan 1s181n siddeti dramatik bir sekilde diiser. Bunun nedeni de,
bu yansima sirasinda meydana gelen sonen dalganin (evanescent wave) metal
yiizeyinde elektronlarla rezonans yaratmasidir. Isik siddetinin dramatik diistiigi

kritik a¢1 metal yilizeyindeki malzemenin kirilma indisine baghdir [Biiyilikaksoy,
2009].

Metal filmin kalinlig1 minimum yansima degeri i¢in kritiktir. Optimum kalinlik
15181n dalga boyuna ve sinir ortamin optik sabitlerine baglidir. Altin i¢in optimum

kalinlik, 790 nm dalga boyunda 45 nm’ dir.

Rezonans agisi, plasmon alaninin algilama mesafesi icerisinde metal ylizeye
yakin ortamin kirtlma indisi degisimlerine kars1 ¢ok hassastir. Malzemenin homojen
degisimi (gaz gibi) veya kimyasal etkilesim gibi kirilma indisinin herhangi bir
degisimi plasmon rezonans agisinin agisal pozisyonundaki degisimle dlgiilebilir. Tim
bu durumlarda SPR egrisi daha yiliksek acgilara dogru degisir. Bu gergek algilama
uygulamalari i¢in kullanilabilir. Genelde SPR sensoérii belirli bir analit icin islevsel
hale getirilmis 6zel sensor ylizeyi kullanilarak biyospesifik etkilesimlerin Sl¢lilmesi
icin oldukga yiiksek oOzellikli bir biyosensére doniistiiriilebilir [Lechuga, 2005;
Lawrence and Geddes, 1997; Liu et al., 2004].
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2.2.4.4.2 Prizma Ciftleyici (Prism Coupler)

Fotodetektor

Yansima

S e siddeti

1 L 1 1 i
Baglanti kismi 20° 10° o -10° -20° ¢
(coupling head)

Sekil 2.9 (a) Prizma Ciftleyicinin sematik gosterimi, (b) Yansiyan 1518in siddeti (i)’ ye karsi
gelen ag1 (0)’ nin grafigi.

Prizma ¢iftleyici dielektrik ve polimer filmlerin kirtlma indisi ve film
kalinligin1 6lgmek i¢in kullanilan bir cihazdir. Malzemenin kirilma indisi gegen
elektromanyetik radyasyonun dalga boyuna bagl oldugundan kirilma indisi bilinen
bir prizmayla baglantili olarak monokromatik bir lazer kullanilir. Lazer 1sini,
prizmaya dogru yonlendirilir ve diger taraftaki fotodetektore yansitilir. Ancak gelen
ac1 0’ nin belirli degerlerinde 151n yansimaz fakat bunun yerine film tabanma dogru
gecer. Bu acilar “mod agilari (mode angles)” olarak adlandirilir. Bilgisayar siirticiilii
donen masa (rotary table) lazerin gelen agisiyla degisir. Bulunan ilk mod agisi
kirilma indisini, bir moddan digerine ag¢1 farkliligi da numune kalinligin1 belirler
[http://en.wikipedia.org/wiki/Prism_coupler]. 6’ nin mod agilar1 olarak adlandirilan
belirli degerlerinde, fotonlar toplam igsel yansima kriterini (total internal reflection
criterion) bozarlar ve prizma tabanindan hava bosluguna dogru oradan da film
icerisine gecerler ve optik yayilma moduna girerler. Bu da fotodetektore carpan
15181n siddetinde ani diisiise neden olur. Eger fotodetektore ¢arpan siddet, 8 acisinin
bir fonksiyonu olarak c¢izilirse Sekil 2.9b’ dekine benzer bir karakteristik elde
edilecektir. Verilen altlik tipi icin modlarin agisal yerleri sadece film kalinlig1 ve
indisine baglidir. Bundan dolayr iki mod agis1 Olgiiliirse uygun bir bilgisayar
algoritmastyla film kalinlig1 ve indisi hesaplanabilir. m. modu i¢in (en soldaki mod
m=0 oldugu yer), 6zgiin deger esitligini takiben, mod esitligi olarak tarif edilen

asagidaki Esitlik 2.3 yazilir:
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(27‘[//1) *ncos(6) *T+ o+ =mn (m=012..) (2.3)

Formiilde yer alan A dalga boyunu, n filmin indisini, T film kalinligin1 ve y1o
ve y12’ de sirasiyla film-hava ve film-altlik ara yiizeyindeki Fresnel faz degisimini
gostermektedir. Yukaridaki esitlik sayisal olarak ¢oziilmek zorunda olan oldukga
karmagik soyut (transcendental) bir esitliktir. Fakat iki mod igin esitligin simultane

¢oziimii film kalinlig1 ve indisini saglamaktadir.

2.2.4.4.2.1 Efektif Indeksin (B-Degeri) Tanimi

Her bir mod, ¢ok iyi tanimlanmis prizma tabanina gelen agiyla karakterize
edilirken, n, indisine sahip prizmanin tabanina 6 agisiyla carpan 151k icin B-degeri

basit olarak asagidaki Esitlik 2.4° deki formiille tanimlanir:

B(6) = n, sin(6,) (24)

Genellikle herhangi bir 151k i¢in B- degeri basit¢e nsinf’ dir. Burada n 15181n

hareket ettigi ortamin indisi ve 6’ da gelen agidir. Snell’s yasasiyla,

ny sin(6,) = n, sin(6,) (2.5)

B-degeri, 151k 1smimin iki ortam arasindaki sinirda kirilmaya ugradiginda
korunur. Ayrica fotonlar prizmanin tabanindan film optik yayilma modu igerisine

gecerken sanki prizma/film araylizeyinde kirmir gibi davranir. Bdylece Snell’s
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yasasina uyulur. Isik 1sminin B-degeri prizma ve film arasinda degismez. Buna ek
olarak, eger prizmanin baglanti (coupling) agisi biliniyorsa prizma giris yiizeyine
gelen herhangi bir a¢1 i¢in prizma tabani iizerine 1518in gelme acis1 kolaylikla
hesaplanabilir. Bundan dolay1r herhangi bir mod i¢in B-degeri, mod goézlenirken

prizmanin girig yiizeyine gore 151g1n yaptig1 agidan hesaplanabilir.

B-degeri ¢ok Onemlidir. Ciinkii Fresnel faz degisimlerinin (y10 ve Wi2)
hesaplanmasina imkan verir. Eger iki f-degeri deneysel olarak hesaplanabilirse g
ve 2 belirlenebilir ve 6zgiin deger Esitlik 2.3” de ince filmin kalinlik ve indisini
belirlemede kullanilabilir. Bundan dolay1 prizma ciftleyici teknigi film modlar1 igin
B-degerinin Olgiilmesinde bir metot saglar. Sonra da mod esitligi icerisinde bu

degerlerin yerine konmasiyla kirilma indisi ve kalinligin hesaplanmasina imkan tanir.

Ayrica B-degerleri toplam igsel yansima oldugu zaman ki belirlemelerde de
gereklidir. Ornegin prizma tabanmina 151k carptigi zaman, B-degeri film indisi
asagisina diisene kadar Snell’s yasasiyla komsu film igerisinde kirilmaya ugrayamaz
ya da optik yayillma moduna geg¢emez. Bundan dolayr tiim film modlar1 i¢in B-
degerleri film indisinden daha diisiik olmak zorundadir. Buna ilaveten, daha yiiksek
indise sahip film iiste gelecek sekilde cift film tabakasi oldugu durumlar igin f-
degerleri alt tabakadaki diisiik film indisinden yiiksek olacagindan 11k yiiksek/diisiik
film araylizeyinde biitlinliyle yansiyacaktir. Benzer olarak daha diisiik indise sahip
altlik iizerinde tek bir film tabakasi iginde altlik indisinden daha yiiksek -degerleri

ile modlar film-altlik ara yiizeyinde biitiiniiyle yansiyacaktir.

Ozet olarak, B-degerleri prizma ciftleyici teknigiyle film parametrelerinin
hesaplanmasina imkan taniyan hammaddelerdir. Herhangi bir mod i¢in B-degerleri
kolaylikla Esitlik 2.4 den bulunur. Sonugta herhangi bir mod i¢in B-degerleri film
indisini asamaz ve eger bir mod icin B-degeri altlik veya film indisinden daha
yiiksekse, 151k filmin daha diisiik sinirinda tam ig¢sel yansimanin sonucu olarak filmde

hapsolacaktir [Metricon, 2003].
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2.2.4.4.2.2 Prizma Ciftleyici ile Biyomolekiillerin Algilanmasi

Prizma c¢iftleyici cihazi daha Ooncede bahsedildigi gibi dielektrik filmlerin
kirilma indislerini dlger. Bu ¢alismada ise sol-jel yontemiyle elde edilen TiO,-SiO;
ince filmler iizerine biyoalgilayici element olarak tutuklanan Prob DNA ve
sonrasinda Hedef DNA (Eslenik olan ve Eslenik olmayan) hibridizasyonu sonucunda
meydana gelen kirilma indisi degisimleri, doniistiiriicii olarak prizma c¢iftleyici

cihazinin kullanilmasiyla arastirilmistir.

Buna benzer bir ¢alisma, dalgakilavuzu olarak kullandigimiz TiO,-SiO; ince
filmler yerine poroz silikon kullanilmasiyla daha 6nce Rong et al. ile De Tomassi et
al. tarafindan yapilmistir [Rong et al., 2006; De Tomassi et al., 2006]. Bu
calismalarda poroz silikon kullanilmasindan dolayt DNA’ nin tutuklanmasi da farkl

yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.3 Biyolojik Elemanlarin Tutuklanma (Immobilization)

Yontemleri

Biyosensorler ve pek ¢ok biyoanalitik metotlar yliksek yogunluklu fonksiyonel
molekiillere, uzun doénemli kararliliga ve dayanima ihtiya¢ duyarlar [Shriver-Lake,
1998]. Uygun bir biyosensoriin yapilmasi igin biyolojik elemanlarin donistiiriici
lizerine baglanmasi gerekir. Bu proses tutuklanma olarak bilinir. Sensor ylizeyi
tizerine alic1 molekiiliin tutuklanmasi sensor performansi i¢in bir anahtar noktasidir.
Bes temel metot kullanilarak tutuklanma yapilir [Eggins, 2002]. Adsorpsiyon,
yakalama (entrapment) ve kovalent baglama kati1 yiizeyler {izerine biyomolekiillerin
tutuklanmasinda baslica kullanilan tekniklerdir [Shriver-Lake, 1998]. Bu teknikler

asagida kisaca 0zetlenmistir.
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2.3.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak ftizere ikiye ayrilir.
Fiziksel adsorpsiyon, van der Waals baglarinin olusumuyla, bazen de hidrojen
baglariyla meydana gelirken, fiziksel adsorpsiyona goére ¢ok daha kuvvetli olan
kimyasal adsorpsiyon kovalent baglarin olusumuyla gergeklesir. Yiizeye adsorbe
olan biyomalzeme pH, sicaklik ve iyonik kuvvet degisimlerine karsi ¢ok

hassastir. Adsorpsiyonla olusturulan bir biyosensoriin 6mrii yaklasik 1 giindiir.

2.3.2  Mikro Kapsiilleme

Bu metotta biyomalzemenin doniistiiriicli iizerine tutuklanmasi i¢in inert bir
membran kullanilir. Membran ile doniistiiriicii ve biyomalzeme arasinda yakin bir
baglant1 saglanir. Bu metot sicaklik, pH, iyonik kuvvet ve kimyasal kompozisyon
degisimlerine kargi kararli haldedir. Mikro kapsiilleme metoduyla olusturulan bir

biyosensoriin Omri 1 haftadir.

2.3.3 Yakalama (Entrapment)

Monomer bir ¢ozeltiyle karigtirllan biyomalzeme polimerizasyonla jel
icerisinde hapsedilir. Bu metodun icerdigi bazi problemler vardir. Bunlardan ilki
biiyiik bariyerlerin meydana gelmesidir. Bu da althga diflizyonu engelleyerek
reaksiyonu yavaslatip sensériin cevap verme zamanini da geciktirmis olur. Ikinci

problem ise jeldeki porlara dogru biyoaktivite kaybinin gézlenmesidir.

2.3.4 Capraz Baglama

Biyomalzemenin bifonksiyonel reaktifler kullanarak kati yiizeylere kimyasal

olarak baglanmasidir. Limitli difiizyon ve biyomalzemenin zarar gormesi gibi bu
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metodunda sinirlamalari vardir. Buna ilaveten sistemin mekanik kuvveti ¢cok zayiftir.

Fakat adsorbe olmus biyomalzemelerin kararlilig1 i¢in gerekli bir metottur.

2.3.5 Kovalent Baglama

Biyomalzeme igerisindeki fonksiyonel gruplarla doniistiiriicii arasinda olan
kovalent baglanmadir. Bu metot NH,, CO,H, OH, CsH,OH ve SH gibi niikleofilik
gruplar1 kullanir. Bu metot kullanilarak olusturulan biyosensoriin omrii 4-14 ay
arasinda degismektedir [Eggins, 2002]. Biyomalzemelerin tutuklanmasinda kovalent
baglanma tercih edilmektedir. Bu metotla tutuklanmis biyomolekiillerin yiiksek

yiizey yogunluklari elde edilmistir [Shriver-Lake, 1998].

Baglama ajanlar1 olarak organik fonksiyonel silanlar organik bilesikleri
(proteinler) inorganik altliklara (silika, kuartz, platinyum, vb.) baglamak icin
kullanilir. Biyomolekiilleri kovalent baglamak ve silanize ylizeyler i¢in pek ¢ok

yontem vardir.

2.3.6  Silanizasyon

Pek ¢ok sensor uygulamasi igin altlik malzemesi olarak erimis (fused) silis,
kuartz veya cam kullanilir. Spesifik olmayan protein adsorpsiyonu bu tiir yiizeyler
icin bir problem olusturmaktadir. Silanlar hem spesifik olmayan adsorpsiyonu
azaltmak hem de kovalent baglamada uygun kisimlari saglamak i¢in yiizeyleri
degistirmede kullanilir. Pek ¢ok altlik, silanlarin metoksi/etoksi ucuyla reaksiyona
giren igerdikleri yiizey hidroksilleriyle degistirilebilir. Silanlarin diger sonu da

biyomolekiilleri veya ¢apraz baglayicilar1 baglamada reaktif bir ug saglar.

Biyomalzemelerin tutuklanmasi i¢in {i¢ temel silan bilesigi kullanilir.

Bunlardan ilki ucunda tiyol grubuna sahip merkaptopropiltrimetoksisilandir. Ikinci



49

silanda ucunda amin grubu bulunan aminopropiltrimetoksisilandir. En sonuncusu ise
epoksi ucu igeren glisidoksipropiltrimetoksisilandir. Hangi silanin kullanilacag:
biyomolekiil iizerindeki reaktif grubun (amin, tiyol, karbonhidrat) se¢imine ve ¢apraz

baglayicilarin tipine (homobifonksiyonel veya heterobifonksiyonel) gore belirlenir.

Altliklarin silanizasyonu ig¢in iki prosediir uygulanir. Bunlardan ilki sivi faz
metodu olarak bilinen silan ¢ozeltisi igerisinde bekletmedir. Diger prosediir ise altlik
lizerine silanin gaz kaplamasidir. Sivi faz metodunda altlik su veya organik ¢ozelti
icinde %2-10 arasinda bulunan silanli ¢ozeltiye yerlestirilir. Gaz kaplama
metodunda ise silan gazinin iiretimi i¢in silan igeren organik bir ¢oziicliniin geri akisi

(reflux) gerekir.

2.3.6.1 Silanizasyonda Kullanilan Althk Yiizeyleri

Biyomalzemelerin etkili tutuklanmas:t i¢in reaktif hidroksil gruplarin
tiretiminde altliklarin temizlenmesi kritiktir. Silika yiizeyinde olusabilen birkac Si-
OH grubu vardir. Bunlardan bir ¢ift (geminal) ve yalitilmis olanlar reaktif, benzer
(vicinal) silanol ve siloksan gruplari reaktif degillerdir (Sekil 2.10). Eger yiizey yag,
kir, deterjan gibi kalintilardan temizlenmezse reaktif hidroksil gruplan
olugmayacaktir. Bunun sonucunda da silan ylizeye uygun olarak kaplanmayacaktir.
Yiizeyde diizglin olmayan bir silan tabakasinin olugsmasinin sebebi ylizeyin yetersiz

temizlenmesi, silanin bozulmasi ve polimerizasyonudur.
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Sekil 2.10 Silika yiizeyinde olusabilen Si-OH gruplari.

2.3.6.2 Capraz Baglayicilar

Homobifonksiyonel ve heterobifonksiyonel olmak {izere iki grup c¢apraz
baglayici vardir. Capraz baglayicilar protein veya diger molekiilleri kovalent
baglayabilmek i¢in iki reaktif gruba sahip molekiillerdir. Reaktif gruplar arasinda
kopriidiirler. Heterobifonksiyonel c¢apraz baglayicisinda farkli 6zellikli iki ayr
fonksiyonele sahip reaktif gruplar vardir. Heterobifonksiyonel ¢apraz baglama ile
baglanma secici olarak kontrol edilebilir olup iki basamakta gerceklesir. Diger
taraftan homobifonksiyonel ¢apraz baglamada reaktif gruplar aymidir. Bu tip bir
capraz baglamada genellikle tek basamakli bir prosediir uygulanir [Shriver-Lake,
1998].
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3. SOL-JEL TEKNIGI

Sol-jel prosesleri camlarin ve seramiklerin tozsuz proseslerinde uzun zamandir
kullanilmaktadir. Cam ve polimerler arasinda yer alan sol-jel malzemeleri,
biyotutuklanma igin kullanilarak biyosensér malzemesi olarak yeni imkanlar
saglamistir. Bundan dolay1 antikor, DNA, RNA, antijenler, bitki ve hayvan hiicreleri
ve bakteriler bu metot kullanilarak ¢esitli altliklar {izerine baglanmistir. Temelde bu
teknik iki basamaktan olusur. Ilk basamak ‘sol’ {iretimi icin sulu ¢dzeltideki
baslangi¢ maddelerinin (AI(IID), Ti(IV), V(V), Sn(IV), silisli (1V) veya polisilisli
(IV) esterler) hidrolizidir. Bunu takiben ikinci basamakta sulu oksit hidrojelin
olusumu i¢in faz ekstraksiyonu ve polimerizasyonudur. Sol-jel sensér malzemeleri
arasinda pratik uygulamalarda en ¢ok kullanilanlar, kimyasal olarak tepkimeye
girmeyen, 1s1l, fotokimyasal ve yapisal kararliliga ve miikemmel optik saydamliga

sahip olarak karakterize edilen camlardan tiiretilenlerdir [Andreescu et al., 2005].

‘Kolloid’ ¢ok kii¢lik parcalardan olusan bir siispansiyondur. Par¢a boyutu ¢ok
kiigiik oldugunda (~1-1000nm) yercekimi kuvvetleri ihmal edilebilir olup pargalar
aras1 etkilesim kuvvetleri Van-der Waals ¢ekimi ya da ylizey yiikleri gibi kisa
menzilli kuvvetlerdir. Dagitilmis fazlarin eylemsizligi 6yle kiiciiktiir ki askida kalan
molekiiller carpigmalarindan meydana gelen momentumla rastgele siiriiklenirler.
‘Sol” bir s1v1 igerisindeki kati partikiillerin kolloidal siispansiyonudur. ‘Ayrosol’ ise
bir gaz igerisinde partikiillerin kolloidal silispansiyonudur (Siispansiyon eger
partikiiller siviysa ‘sis’ olarak eger kati ise ‘duman’ olarak adlandirilabilir).

‘Emiilsiyon’ diger bir siviya dokiilmiis sivinin siispansiyonudur. Kolloidlerin bu tiim

tipleri, iiretilen polimerler veya seramiklerden yapilabilen partikiillerde kullanilabilir.
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Tablo 3.1 Kullanilan ligandlar.

Alkil Alkoksi

methyl *CH, methoxy *OCH,

ethyl *CH,CH, ethoxy *OCH,CH,
n-propyl *CH,CH,CH, n-propoxy *O(CH,),CH,
iso-propyl H,C(*C)HCH, iSO-propoxy H,C(*O)CHCH,
n-butyl *CH,(CH,),CH, n-butoxy *O(CH,),CH,

sec-butyl H,C(*C)HCH,CH, sec-butoxy H,C(*O)CHCH,CH,
iso-butyl *CH,CH(CH,), iso-butoxy *OCH,CH(CH,),
tert-butyl *C(CH,), tert-butoxy *OC(CH,),
Diger

acetylacetonate H,COC(*O)CH(O*)COCH,

H H H
HC=0=C~C—=C=0~CH
H I H | H
(o] O
- -
acetate *OOCCH,
H
HC—=C—=0O-e

H |
(0]

Soljel kaplama isleminde, metal veya metaloid elementlerden ibaret bir
kolloidin hazirlanmasi i¢in baslangi¢ ¢ozeltileri degisik ligandlar (diger metal veya
metaloid atomlar1 igermeyen ekler) ile gevrelenir. Ornegin aliiminyum oksit igin
baglangi¢ bilesikleri AI(NOs3); gibi inorganik tuzlar (karbon igermeyen) veya
Al(OC4Hg); gibi organik bilesikler icerir. Son zamanlardaki sol-jel arastirmalarinda
cok genisce kullanilan baslangi¢ bilesiginin sinifi alkoksitlerdir. ‘Alkanlar’, ‘metan’
(CHy) ve ‘etan’ (C2Hs)” da ki gibi tekli bagla baglanmis sadece karbon ve hidrojen
iceren organik molekiillerdir. Genel formiilleri (CpHans1)’ dir. ‘Alkil’ alkan
molekiiliinlin iiretilmesinden bir hidrojenin kaldirilmasiyla elde edilen ligand
formudur. Ornek olarak ‘metil’ (+CH3) veya ‘etil’ (*CyHs) verilebilir. ‘Alkol’
metanol (CH3OH) veya etanol (C,HsOH)’ deki gibi alkil veya diger molekiillere OH
(hidroksil) grubunun ilavesiyle elde edilen molekiil formudur. ‘Alkoksi’, metoksi
(+OCHgs) veya etoksi (*OC,Hs)’ deki gibi alkoldeki hidroksilden bir protonun
kaldirilmasiyla elde edilen ligand formudur. Tablo 3.1’ de ¢ok kullanilan ligand

ornekleri verilmektedir.

Metal alkoksitler, bir metal veya metaloid atomuna bagli organik liganda sahip,

metalorganik bilesikleridir. Bu dogrultudaki c¢alismaya ornek silikon tetraoksittir
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(veya tetraetoksisilen veya tetraetil ortosilikat, TEOS, Si(OC;Hs),). Organometalik
bilesikler, metal alkoksitlerdeki gibi metal-oksijen-karbon baglantisi olmayan, direk
metal-karbon baglarma sahip olarak tanimlanirlar. Bundan dolay1 alkoksitler
organometalik bilesikler degildirler. Metalalkoksitler, su ile kolay reaksiyona girdigi
icin baslangic cozeltilerinde yaygin olarak kullanilirlar. Bu reaksiyon sirasinda bir
hidroksil iyonu metal atomuna baglh hale geldiginden, reaksiyonun adi hidrolizdir.

Asagidaki reaksiyonda alkoksitlerin hidroliz reaksiyonuna 6rnek olarak verilebilir:

Si(OR)s + H,0 — HO — Si(OR); + ROH (3.1)

R, bir proton veya diger ligandlar1 gosterir (eger R alkilse, sonra *+OR alkoksi
grubudur) ve ROH alkoldiir. (-) isareti, kimyasal bagi gostermek i¢in kullanilir.
Hidroliz reaksiyonu mevcut katalistin ve suyun miktarina bagl olarak sonuna kadar
gidebilir (bunun sonucu OR grubunun tiimii OH tarafindan yer degistirir) veya metal
kismi (partial) hidrolize ugrar [Si(OR)4(OH),]. Inorganik baslangic ¢ozeltileri de

hidrolize olabilirler.

Si(OR)s + 4H,0 — Si(OH)s + 4ROH (3.2)
(OR)3Si— OH + HO —Si(OR); — (OR)3Si— 0 —Si(OR); + H,0 (3.3)
veya

(OR);Si — OR + HO —Si(OR); — (OR);Si— 0 —Si(OR); + ROH (3.4)
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gibi iki kismi hidrolize olmus molekiil yogunlastirma reaksiyonunda birlikte
baglanabilir (Esitlik 3.3) (Esitlik 3.4). Bu tanimlamayla yogunlagma, su veya alkol
gibi kii¢iik molekiillerin serbest birakilmasidir. Reaksiyonun bu tipi, polimerizasyon
islemiyle silikon icerikli daha biiyiik molekiiller yaparak devam edebilir. ‘Polimer’
monomer olarak adlandirilan hiicrelerin yilizlerce veya binlercesinin baglanmasiyla
genis bir molekiil olarak sekillenir. ‘Oligomer’ molekiiliin ara boyutudur. ‘Mono’
dan ¢ok daha biiyiik fakat ‘makro’ dan ¢ok daha kiicliktiir. Monomerlerin bag
yapabilme sayisina fonksiyonellik denir ve f ile gosterilir. Metal atomunu M ile
gosterirsek, 4 ligand ile baglanan MR,(OH); bilesiginde, ligandlarin ikisi reaktif
olmayan R grubu, diger ikisi reaktif olan hidroksil grubudur (f=2). Bu tiir bilesikler
Sekil 3.1’ de gosterildigi gibi lineer halkalar veya zincirler seklinde polimerize
olabilir. Eger f>2 ise zincirler birbirinin i¢ine gecen ii¢ boyutlu yapi (crosslinking)
olusturabilir. Silikon alkoksitin polimerizasyonu sirasinda kompleks dallanma
olabilir (Sekil 3.2). Ciinkii tamamen hidrolize olmus monomer [Si(OH)4]
tetrafonksiyoneldir. Diger taraftan su konsantrasyonun diisiik oldugu durumlarda
(dort ligandtan daha az) yogunlagma olabilir ve genellikle bu durumda daha az

sayida dallanma meydana gelir.

Bir polimer 1ii¢ boyutlu yapida olusabildiginden kati maddelerle
ozdeslestirebiliriz. Ornegin, elmas tetrafonksiyonel C monomerin bir polimeri olarak

sayilabilir.

Eger monomer ikiden daha g¢ok bag yapabilirse, sekillenebilen molekiiliin
boyutlar1 iizerinde higbir limit olmaz. Eger bir molekiill makroskobik boyutlara
yaklasirsa ve ¢ozelti boyunca genislerse, bu malzemeyi ‘jel’ olarak adlandirabiliriz.

Baska bir deyisle jel, bir siv1 fazin igerisinde kat1 iskelet iceren maddedir.
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Dimer

R R R R

| | | |
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I | I |

R R R R
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Sekil 3.1 iki fonksiyonel (f=2) monomerle halka ve zincirlerin olusumu; (a) dimer, (b)
zincir, (c) halka.

A7

Sekil 3.2 Cok fonksiyonel monomerin (f>2) dallanmasiyla yapilan parca polimer.

Jelin elastisitesi kat1 yapinin siirekliligi sonucu olusur. Parcaciklar arasi ¢ekim
kuvvetleri, parcaciklari birlestirerek bir ag yapisinin sekillenmesine sebep oldugunda
jeller pargaciklarin birlesmesiyle olusan sollerden meydana gelebilir. Jellerde degisik
bag tipleri bulunur. Polimerik jeller, kovalent baglidirlar. Jelatinli jeller zincirlerin

birbirine dolagmasiyla olusur. Partikiil jeller van der Waals kuvvetleri tarafindan
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kurulur. Baglar, partikiil sistemlerindeki gibi tersinirdir (reversible) yada polimerik

sistemlerdeki gibi kalicidir.

Henisch’ e gore ‘jel” siviya yaklasan yar1 kati ozellikte iki elemanli sistem
olarak tanimlanmistir. Ayn1 zamanda jel, kolloidal boyutlarda stirekli kat1 ve sivi
fazlardan meydana gelen malzeme olarak tanimlanabilir. Stirekli manasi, numunenin
bir tarafindan diger tarafa kati fazin i¢inden siv1 fazin i¢ine gegmeden gidebilmesidir

(Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Jel yapisinin sematik gosterimi. P oku bir porda baglar ve bir kat1 fazin iginden
gecerek farkli bir pora girer. S oku ise bir kat1 fazdan diger bir kat1 faza gecer. Jeller kolloid
Ol¢iisiinde ii¢ boyutlu bir yap1 olduklari i¢in bu oklar 1um’ den kiigiiktiir.

Jel olusumu topaklarin birbirine carpacak kadar bilyiimesiyle baglar. Daha
sonra bu topaklar kiimelesir ve kiimeler birbirleriyle baglanir. Jellesme kalip igerisine
dokiilen ¢ozeltiden sonra meydana gelebilir. Bu sekilde arzu edilen sekillerde
cisimler elde edilir. Eger jelin en kiigiik boyutu birka¢ milimetreden daha biiytikse,
nesne ‘monolit’ olarak adlandirilir. Alternatif olarak, jellesme c¢o6zeltinin hizl
buharlastirilmasiyla da fretilebilir. Bu sekilde fiberler veya filmler hazirlanabilir

[Brinker and Scherer, 1990].
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Ozet olarak, sol-jel prosesi kolloidal siispansiyonun olusumuyla inorganik agin
gelisimini (sol) ve siirekli sivi faz igerisinde agin olusumu i¢in soliin jellesmesini
igerir (gel). Bir sol-jel inorganik agin oOzellik ve karakteristigi, hidroliz ve
yogunlastirma reaksiyonlarinin hizlarin1 etkileyen birka¢ faktore baglhidir. Bu
faktorlerden en 6nemli olanlar1 pH, katalizoriin niteligi ve konsantrasyonu, H,O/Si
mol orant (R) ve sicakliktir. Bundan dolay1 bu faktorlerin kontroliiyle ¢cok genis
araliklarda sol-jel’ den tiiretilmis inorganik agmn yap1 ve ozelliklerini degistirmek
miimkiindiir. Sol-jel ile elde edilen silikon oksit ag1 asit katalizorlii sartlar altindaysa
lineer veya rastgele dallanmis polimerler saglanir. Diger taraftan baz katalizorlii
sartlar altinda elde edilen silikon ag1 ise jellesmeden Once birbirinin i¢ine gegcmemis
biiylik Ol¢iide dallanmis kiimeler iiretir. Bundan dolayr ayr1 kiimeler halinde

bulunurlar (Sekil 3.4) [http://www.psrc.usm.edu/mauritz/solgel.html].

#® Asit katalizorli

Lineer veya rastgele
dallanmis polimer saglanir

#® Baz katalizorlu

Biiyiik olctide
dallanmis kiimeler saglanir

Sekil 3.4 Sol-jel ile elde edilen silikon oksit agin, asit ve baz katalizorlii sartlar altindaki
durumu.

3.1 Film Olusumu

Sol-jel kaplama isleminde, jellesmeden Once daldirma, dondiirme veya

puskiirtme ile hazirlanan ince filmler igin siv1 sol veya ¢ozelti kullanilir (Sekil 3.5).
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Sol-jel ile film olusumu, CVD, buharlastirma veya piiskiirtme gibi geleneksel ince
film olusum islemleriyle karsilastirildiginda diisiik maliyetli bir kaplama islemidir.
Ayrica sol-jel kaplama isleminde por hacmi, por ¢api, yiizey alani gibi kaplanan

filmlerin mikro yapis1 kontrol edilebilir.

Daldirma veya dondiirme ile kaplamada filmin mikro yapisi, kaplama siiresince
yogunlasma ve buharlasmanin oranimna ve kaplama oncesi ¢ozeltinin dallanmasina
(ve topaklanmasina) ve boyutlarina baghdir. Bu faktorlerin kontrolii, istenilen film
porozitesinin de kontrol altina alinmasini saglar. Ornegin, por hacmi %0’ dan %65’

e, por boyutu <0.4 nm’ den > 5 nm’ ye ve yiizey alan1 <1 m%g’ dan > 250 m%g’ a

degistirilebilir.
02
0000000 0 0P
0000000 0.0 0
0000000 g [|%%0 | —n
0000000 00 o0
nO000000 o O

Sol
Jellesme
a Buhariasma

A
Xerogel Film

181

[ 2 A sk |

Yogun Film

Sekil 3.5 Sol-jel yontemiyle film olusumu (sol taraf).
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3.1.1 Film Olusumunun Fizigi

3.1.1.1 Daldirarak Kaplama

Daldirarak kaplama islemi bes boliimde tanimlanir. Bunlar daldirma, baslama
(start-up), kaplama, kurutma ve buharlasmadir (Sekil 3.6). Alkol gibi ugucu
coziiciiler kullanildiginda buharlagsma, baslama, kaplama ve kurutma basamaklari
sirasinda da meydana gelir. Sekil 3.6 de gosterildigi gibi siirekli daldirarak

kaplama, islemi kolaylastirir. Clinkii baglama ve kurutma zamanini elimine eder.

A)

DALDIRMA YUKARI CEXME KAPLAMA vo SUZULME

(a) (b) (©)
®) : 3
KURLUTMA BUHARLAGMA SUREKLI
(@) )
u
$ n

YUZEYI

[/,,\¥

Sekil 3.6 (A) Daldirarak kaplama isleminin basamaklari: (a-e) banyo; (f) siirekli. (B) siirekli
islemin 3 ile gosterilen alandaki sivi akis noktalarinin detayi. U ¢ekme hizi, S durgunluk
noktasi, 6 bagl tabaka ve h akiskan filmin kalinlig.

w Sivi
\ S BANYO
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Altlik yukar1 dogru ¢ekilirken, yiizeyde olusan sivi tabaka ikiye ayrilir. Althiga
yakin tabaka altlikla birlikte yukari ¢ikar. Distaki tabaka asagi dogru siiziilerek
banyoya geri doner. Dis tabaka banyoya geri dondiiglinde, igteki tabaka, altlikla
beraber yukar1 dogru hareket eder. Kaplanan filmin kalinligi, asag1 ve yukar1 dogru
hareket eden tabakalarin ayrodinamik boliinmesiyle baglantilidir. Film kaplanan
bolgedeki alti kuvvetin aralarindaki rekabetle, film kalinligin1 ve akim ¢izgisinin
pozisyonunu gelistirir. Bu alt1 kuvvet; (1) Hareketli alt tabakayla s1v1 tizerinde yukar1
dogru viskoz siiriiklenme, (2) Yercekimi kuvveti, (3) Konkav sivi siitununda yiizey
genlesmesinin etkin kuvveti, (4) Kaplanan bolge simirindaki sivinin eylemsizlik
kuvveti, (5) Ylizey gerilim gradyani, (6) Ayrisma ve birlestirme basinct (1um
kalinliktan daha diistik filmler igin Onemlidir), olarak tanimlanir [Brinker and
Scherer, 1990].

3.2 Sol-Jel Teknigi ve Optik Biyosensorler

Kati fazdaki optik biyosensorler, ayn1 anda sahip olunmasi gereken pek c¢ok
ozelligi biinyelerinde barindirmalidirlar. Birinci ve en 6nemli 6zellik malzemenin,
UV’ den kizilétesine farkli dalga boylarinda optik gecirgenlige sahip olmasidir.
Ikinci 6zellik ise malzemenin kimyasal olarak kararli, reaksiyona girmeyen yapida ve
hem gaz hem de sivilarda fonksiyona sahip olmasidir. Malzeme biyomolekiille
etkilesime girmemeli, analitlerin girigine izin vermelidir. Optik biyosensorlerde
biyomolekiiliin kat1 destek {izerine tutuklanmasi, fiziksel adsorpsiyon, kovalent bag
ve fiziksel tutundurmayla saglanir. Tiim bu bahsedilen 6zelliklere sahip malzemenin

gelistirilmesi sirasinda ¢ok sayida problemle karsilasilir [Inang, 2008].

Son yillarda, bu ozellikleri karsilamak {izere sol-jel silika malzemeler
gelistirilmistir [Rickus et al., 2002]. Sol-jel teknolojisi kolayligindan ve ¢ok
yonliiliigiinden dolay1 optik sensor ve biyosensorlerin gelismesinde artarak giden bir
kullanima sahiptir. 250 nm dalgaboyunun {izerindeki dalgaboylarinda saydam

(transparent) olabilirler. Bu 6zellik sol-jel malzemeleri optik uygulamalar i¢in uygun
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hale getirir [Jeronimo et al., 2007]. Cam ve polimer arasinda bir yapida olan sol-jel
malzemelerin, biyomolekiillerin tutuklanmasima da uygun oldugu anlasilmis, bu da
biyosensor uygulamalarinda yeni imkanlar saglamistir [Andreescu et al., 2005]. Sol-
jel matrisler optik olarak gecirgen oldugundan tutuklanan biyolojik molekiillerin
kimyasal etkilesimlerine ve bu etkilesimlerin gOsterimine olanak saglarlar.
Biyomolekiillerin sol-jel i¢inde tutuklanmasi ¢alismalar1 son yillarda gittikge artan
yeni bir alandir [Gill and Ballesteros, 2000; Jin and Brennan, 2002]. Sol-jel yapidaki
kat1 matris UV ve goriiniir 151k spektrumunda gecirgen oldugundan spektroskopik
analizlere olanak saglar [Avnir et al., 1994; Dave et al., 1994]. Silika mekanik,
termal ve kimyasal bakimdan kararli bir malzemedir [Rickus et al., 2002]. Sol-jel
siirecinde, jellesme derecesinin polimerlesme derecesine oranit kontrol edilerek
malzemelerde yogunluk, kirilma indisi, sertlik, esneklik, sikistirilabilme derecesi,

asinmaya karsi direng ve kopma egilimi tasarlanan sekilde degisiklige ugratilabilir.

Sol-jel malzemeler, gozenekli ve hidrofilik yapisiyla su ile dolu gozeneklere ev
sahipligi yapar. En onemli 6zelligi ise yapisindaki gozeneklerin nano boyutlarda
olmasidir. inorganik ag i¢inde biiyiik biyomolekiiller tutuklanabilirken kii¢iik iyon ve
molekiiller bu ag i¢ine ve disina diflize olabilirler (Sekil 3.7). Bu sayede tutuklanan
biyomolekiiliin yakin ¢evresinde gelisen kimyasal degisimlere tepki vermesi

miimkiin olmaktadir [Rickus et al., 2002].

Sol-jel teknigiyle basariyla tutuklanan ilk biyomolekiil enzimlerdir [Gill and
Ballesteros, 2000]. Bunun disinda sol-jel malzemelerle hiicrelerin ve bakterilerin
tutuklanmasina galisilmis ve gesitli basarilar elde edilmistir; bakteri [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 [Carturan et al., 1998]. Ayrica, sol-jel
matrislerin olusturulmasinda DNA’ nin kalip olarak kullanildigi bir uygulamada

olmustur [Numata et al., 2004].
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Elektrod yazeyinde
ince film

TMOS\TEOS Biyomolekdller

soljel onculeri

J Tiziksel\mekanik olarak
.‘ kuguk pargalara ayrnimasi

Biyomolekul Kafesleri

Sekil 3.7 Sol-jel siireci.

Belirli niikleik asitlerin teshisi i¢in hibridizasyon testleri basta ¢ok genis
aragtirma alanlart olmak {izere, siirekli klinik ve Ongorii analizlerinde
kullanilmaktadir. Buna karsin yeni biyosensor teknolojileri daha hizli, diisiik
maliyetli ve DNA test edebilmesi sarttir. Sol-jel, biyosensorlerin iiretilmesi
bakimindan uzun vadeli tekrar kullanilabilirligi, yiliksek hassasiyeti ve diisiik
maliyetli bir yontem oldugu i¢in, sol-jel temelli optik biyosensorler, DNA tanisi igin
cok kullanisli olabilirler. Bu avantajin bilinmesiyle birlikte, sol-jel teknigi
kullanilarak iiretilen yeni nesil biyosensorlerin tasarim, performans ve iretim

optimizasyonu i¢in gelistirilmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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4. ESCHERICHIA COLI (E.COLI)

E.coli biitiin diinyada iizerinde en ¢ok ¢alisilan bakteri tiirlerinden biridir. Ilk
kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan izole edilmistir. Enterobacteriaceae
familyasinin koliform grubu icginde yeralir. Koliform grup denince, aerob ve
fakiiltatif anaerob, gram negatif, spor olusturmayan ve 35 °C’ de 48 saat iginde
laktozdan gaz ve asit olusturan tiim ¢ubuk bakteriler anlasilir. Koliform grubun
icinde sadece E. Coli dogrudan bagirsak kokenlidir. Bu nedenle gidalarda, igme ve
kullanma sularinda, deniz ve gollerde E. coli bulunmasina izin verilmez. Grubun

diger iiyeleri dogal olarak toprakta bulunabilir.

E.coli farkli antijenik Ozellikleri ile ¢ok sayida sus (Strain) ve serotipe
ayrilmaktadir. Baz1 sus ve serotipler insan ve hayvanlar i¢in patojenite gosterir.
Insanlarda diyareye neden olan E.coli suslari 2. Diinya savasindan sonra ortaya
cikarilmistir. Bugiin insanlarda diyareye neden olan E.coli serotipleri patojenik,
enteropatojenik, enterovirulent, diyarejenik serotipler olarak adlandirilmaktadir. Bu
serotipler viriilens 6zellikleri, patojenite mekanizmasi, klinik sendromlar ve O:H
serotiplerine gore baslica; enteropatojenik (EPEC), enterotoksijenik (ETEC),
enteroinvaziv (EIEC), enterohemorajik (EHEC), difuz-adhering (DAEC), entero-
agregativ (EAggEC) olmak {izere 6 ana grup altinda toplanmaktadirlar. EHEC olarak
tanimlanan grubu baslica E.coli O157:H7 serotipi olusturur. EHEC izolatlar ¢esitli
toksinler olusturmakla birlikte bunlardan sadece birkag¢i tanimlanabilmistir. Diyareye
neden olan en &nemli E.coli serotipleri E.coli O157:H7 ve O126:H7’ dir. ilk kez
1955 yilinda tanimlanmis olan hemolitik iiremik sendrom (HUS) en fazla 6liime

neden olan hastaliktir.

E.coli O157:H7 serotipi genel olarak Kuzey Amerika kitas1 tilkelerinde daha
siklikla goriilmekle beraber, bugiin 6 kitada en az 16 iilkede giderek artan sayida
vakaya rastlandigi, genel olarak mayis-ekim aylarinda vaka sayisinda artis oldugu,
hastaligin 5 yas ve daha altindaki ¢ocuklar ile 65 ve daha yukar1 yaglilarda daha fazla
goriildiigii bildirilmektedir. E. coli O157:H7 serotipinin kaynagi {izerinde farkli

goriigler bulunmaktadir. Arastirma sonuglar1 bu bakterinin basta siit inekleri olmak
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tizere sicakkanli hayvanlar olarak tanimlanan memeli ve kanatli hayvanlarin digkilar
ile ete, siite, topraga, suya ve dolayisiyla tiim ¢evreye yayildigini gostermistir. Basta
sigir digkis1 olmak {iizere dogrudan veya dolayli olarak hayvanlarin digkisinin
bulastig1 her tiirlii gida maddesi E.coli O157:H7 enfeksiyonu bakimindan potansiyel
tehlike tagimaktadir. Nitekim pek ¢ok gida maddesinde ve ayrica igme ve kullanma
sular ile yiiziilen gollerde E.coli O157:H7 varlig1 gosterilmistir. 2000 yil1 haziran
ayinda Kanada’ da klorlama iinitesindeki basit bir ariza nedeniyle nehir suyuna
karigsmis olan E.coli O157:H7 serotipi salgina ve dliimlere neden olmustur. 1999
yilinda Washington’ da insanlar kirlenen i¢cme sularindan ve Clark eyaletinde

kirlenmis suda yiizmekten dolayr hastalanmiglardir.

Sonug olarak, E.coli bakterisinin yiizlerce ¢esidinden biri olan E.coli O157:H7
cok giiglii toksin iretir, su ve gidalarla gegen ¢ok ciddi hastaliklara neden olur
[Halkmanveark., 2001; http://www.epa.gov/safewater/contaminants/ecoli.html#two].
Sekil 4.1° de E.coli O157:H7’ ye ait ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM) fotografi

goriilmektedir.

Eccn 0157

Sekil 4.1 E. coli O157:H7’ nin gegirimli elektron mikroskobu fotografi.


http://www.epa.gov/safewater/contaminants/ecoli.html#two
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5. DENEYSEL CALISMALAR

5.1 Calismanin Amaci

Bu calismada ¢evre kirliliginin izlenmesinde optik DNA biyosensorii, yeni bir
optik doniistiiriici olarak prizma ¢iftleyici cihazinin kullanilmasiyla gelistirilmistir.
Dogrudan o6l¢iim yapabilen optik biyosensoriin liretiminde doniistiiriicii olarak
prizma ¢iftleyici cihazinin kullanilmasi bir yeniliktir. Bu cihazin kullanilmasiyla
yiiksek hassasiyette ve dogrudan Olglim yapmak miimkiindiir. Boyle bir cihazin
kullanilmasiyla yapilan galismalar ileride tasiabilir (portable), yerinde olgiimlerde
kullanilabilecek bir biyosensoriin gelistirilmesi hedefinin 6n asamasini teskil

etmektedir.

Ayni1 zamanda bu calisma, son derece ucuz, basit ve yiliksek kimyasal
homojenlik imkani saglayan sol-jel daldirma yontemiyle elde edilen SiO,-TiO; ince
filmlerinin, prizma ciftleyicide kullanilabilecek dalga kilavuzlar olarak elde edilmesi
de olduk¢a yeni bir ¢aligmadir. Biyolojik algilayici elemanlarin (Prob DNA)
tutuklanmasi igin uygun yiizey yapisina sahip kati yiizeyler, SiO»-TiO; ince filmlerin

tiretilmesiyle saglanmistir.

5.2 Kaplama Yapilacak Cam Althklarin Temizlenmesi

Kaplama yapilacak altliklarin se¢imi ve temizligi cok dnemlidir. Althgin temiz
olmamasi filmin yapisini, elektriksel ve optik 6zelliklerini olumsuz etkileyeceginden
dolay1 althik ¢ok iyi temizlenmelidir. Althgin miimkiin oldugunca az sayida ylizey
kusuruna sahip olmasi1 gerekir. Ayn1 zamanda 1s1l ve mekaniksel acidan da dayanikli

olmalidir.
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Altlik olarak yiizey kusuru ¢ok az olan mikroskop camlar1 kullanilmistir.
Mikroskop camlart 6nce deterjan ile yikandiktan sonra saf su ve etanol ile temizlenip
100 °C’ lik etiivde kurutulmustur. Kaplama yapildiktan sonra istenilen boyutlarda

elmas uglu kalem kullanilarak kesilmistir.

5.3 Sensor Tasariminda Kullamilacak Althklarin Uretimi

Dalga Kilavuzu 6zelligi gosteren Ti katkili SiO- filmlerinin iretim agamalart,
Sekil 5.1° ve 5.2” deki akis diyagraminda gosterilmistir. SiO, ve TiO, kaynagi olarak
sirasiyla TEOS (Tetraetil ortosilikat, CgH2004Si) ve TBOT (Tetra-n-butil ortotitanat,
C16H3604Ti) kullanilmustir. flk olarak TEOS, etanol (C,Hs-OH), asetil aseton
(CsHgO2) ve su  (H2O) igerisinde mol oranlar1  sirastyla  1:0,5:1:3
(TEOS:Etanol:Asetilaseton:Su) olacak sekilde karistirilmistir. Karisima katalizor
olarak Hidroklorik asit (HCI) ilave edilmistir. Sekil 5.1° de ¢ozelti 1 saat
karigtirildiktan sonra berrak ¢ozelti elde edilmistir. Daha sonra TBOT, TEOS:TBOT
mol orani 1:1 olacak sekilde ¢ozeltiye ilave edilmistir. Cozelti 70 °C* de 15 dakika
karistirildiktan sonra 24 saat yaslandirmaya birakilmistir. Sekil 5.2° de ise katalizor
ilavesinden sonra Amonyum ¢ozeltisi (NH4OH) ile pH =7’ ye ayarlanmistir. 1 saat
karistirildiktan sonra berrak ¢ozelti elde edilmis ve daha sonra TBOT (TEOS:TBOT;
1:1) ilavesi yapilmistir. Cozelti 70 °C’ de 15 dakika karistirildiktan sonra film
yiizeyinde homojen porlarin olusumu i¢in 0,5 mL PEG 400 (polietilen glikol,
(HO(C,H40),H)) ilave edilmistir. Her iki tiretim metodunda da ¢ozeltiler cam
altliklar tizerine 50 mm/dk geri ¢ikis hiziyla daldirarak kaplama (dip coating) teknigi
kullanilarak kaplanmistir. Her bir kaplamadan sonra Sekil 5.1 ve Sekil 5.2° de
strastyla filmler 400 °C ve 450 °C’ de 10 dakika kurutulmustur. Istenilen kalinliga 15
kat kaplamadan sonra ulasilmistir. Sol-jel yontemiyle daldirarak kaplama cihazi

kullanilarak SiO,-TiO; ince filmler tiretilmistir.
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Tetraetil ortosilikat
(TEQS, Si(OCH; -CHy- CHg)4)

Etanol Asetilaseton Su
(C2Hs-0OH) (CsHg0,) (H20)
[ [ [
< Hidroklorik Asit (HCI) —pH~2,8
\4
Karistirma
1saat
A 4
Berrak Cozelti
P Tetra-n-bitilortotitanat
v (TBOT, C16H3604Ti)
Karistirma
70°C, 15 dk.
v
Yaslandirma
24 saat
v
Daldirarak Kaplama
50 mm/dk.
15 kat
\4
Film Kurutma

(400°C, 10dk.)

A4

Si0,-TiO, Ince F

ilm

Sekil 5.1 SiO,-TiO, ince Filmlerin iiretim akis diyagramu.
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Tetraetil ortosilikat Etanol Asetilaseton Su
(TEQS, Si(OCH; -CHz- CH3)y) (CoHs-OH) (CsHsO2) (H20)
[ [ [ |
Hidroklorik Asit (HCI)

A

< Amonyum Cozeltisi (NH,OH) =»H~7

A\ 4

Karistirma
1saat

\ 4

Berrak Cozelti

Tetra-n-bitilortotitanat
(TBOT, CysH360,Ti)

<
l

A\ 4

Karistirma
70°C, 15 dk.
- Polietilen glikol 400
"‘ (PEG 400, (HO(C2H40),H))

Daldirarak Kaplama |,
50 mm/dk. )

15kat

\ 4
Film Kurutma
(450°C, 10dk.)

\ 4

Si0,-TiO, Ince Film

Sekil 5.2 PEG 400 Katkili SiO,-TiO, Ince Filmlerin iiretim akis diyagramu.

5.4 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizleri

Calismalar sirasinda Phillips XL30 SFEG taramali elektron mikroskobu

kullanilmis ve filmlerdeki porlarin boyut, miktar ve dagilimlar incelenmistir.
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5.5 Fourier Doniisimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Analizleri

Filmlerin kimyasal yapisinin belirlenmesi i¢in FTIR, Bio—Rad Tropical Option
for FTS 175 C cihaz1 kullanilarak sodyum kloriir camimna kaplanan filmler
incelenmistir. Boylece kaplamada mevcut olan Si-O-Si baglar1 ile camda bulunan Si-
O-Si baglarmin ayirt edilebilmesi ve tutuklanma igin gerekli olan yiizeydeki —OH

baglarinin varliginin tespiti saglanmistir.

5.6 DNA Tutuklanmasi (Immobilization) i¢cin SiO,- TiO, Ince

Film Yiizeylerinin Hazirlanmasi ve DNA Hibridizasyonu

Amin modifiye DNA problarinin SiO;- TiO; ince film yilizeyine ya da yapidaki
porlarin igerisine kovalent baglanabilmesi igin film yiizeyi ¢esitli kimyasal

islemlerden gecirilmistir. Sekil 5.3° de gosterilen ylizey hazirlama islemleri

yapilmustir.
OCH2CH3 OCHZCH3
I I
OH + H3CH2CO—S|i/\/\NH2—> O_Sli/\/\NHz N s:C=N—©*N=C=S_'
OCH,CH3 OCH,CH3
NG /)
\_Y_} Ny ~ J ~
Cam+Si0,-TiO
Lo APTES PDC
Ince Film
OCH,CH3 s
I
o—Si /\/\N—C_N N=C=S + H,N— DNA zinciri —»
H H
OCH,CH;3 N J
~
Prob DNA
OCH,CH
| 2 3 lsl ﬁ
O—Si NN N—C —NON—C—N—DNA zinciri
| H H H H
OCH,CH3

Sekil 5.3 DNA baglanmasi i¢in Yyiizeyin hazirlanmasi.
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Ik olarak film yiizeyi, saf su ve metanol (1:1) karisimi igerisindeki %2’ lik
APTES (3-(Trietoksisil)propilamin, CgH,3NO3Si) ¢ozeltisiyle 20 dakika silanize
edilmistir. Silanizasyondan sonra saf su ile yikanan filmler etiivde 100 °C’ de 10
dakika kurutulmustur. Daha sonra film yiizeyleri, DMSO’ da (Dimetil siilfoksit,
CH3),S0) %0,2 olan PDC (1,4-fenilen diisotiyosiyanat, C¢H4(NCS),) ¢ozeltisinde 2
saat bekletilmistir. Filmler sirasiyla metanol ve asetonla yikandiktan sonra azot
gaziyla kurutulmustur. DNA tutuklanmasindan 6nce film yilizeyleri 20 mM’ lik
HEPES tampon ¢6zeltisinde 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra HEPES tampon
cozeltisiyle yikanip azot gaziyla kurutulmustur. Boylece film yiizeyleri amin
modifiye DNA tutuklanmasi i¢in uygun hale getirilmistir. DNA tutuklanmasi i¢in
prob DNA zinciri 100 uM konsantrasyonda olacak sekilde HEPES tampon
¢ozeltisinde ¢ozllmistiir. DNA tutuklanmasi inkiibatérde 37 °C’ de 1 saat olarak
yapilmistir. Tutuklanma isleminden sonra film ylizeyleri, kovalent baglanmayan
kalinti DNA’ lardan giderilmek i¢in HEPES tampon ¢ozeltisiyle yikanip, azot
gaziyla kurutulmustur. DNA tutuklanmis film yiizeyleri 37 °C* de 2 saat 100 uM
Hedef DNA c¢ozeltisiyle hibridize edilmistir. DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu

akis semasi Sekil 5.4” de verilmistir.



Si0,-TiO, Ince Film
¥

Silanizasyon
3-aminopropiltrietoksisilan (APTES, CgH»3NO3Si)
20 dk

¥

Yikama
Saf su

]
Kurutma
100 °C 10dk
]

Capraz Baglama
1, 4-fenilendiisotiy osiyanat (PDC, CgH4(NCS),)
2 sa.
v
Yikama
M etanol, Aseton

¥

Kurutma
Azot gaz1

]

DNA Yiizeyi Hazirlama
4-(2-hidroksietil)-1-pip erazineetansiilfonik asit (HEPES, CgH1gN,0,4S) tampon ¢ozeltisi
25°C 10 dk.

¥

Yikama
HEPES tampon ¢ozeltisi

i

Kurutma
Azot gaz1

]

DNA Tutuklanmasi
37°C 1 sa.

]

Yikama
HEPES tampon ¢ozeltisi

¥

Kurutma
Azot gaz1

v
Prob DNA+ SiO,-TiO, ince Film
]

DNA Hibridizasyonu
37°C 2 sa.

]

Yikama
HEPES tampon ¢ozeltisi

!

Kurutma
Azot gaz1

¥
Hedef DNA+Prob DNA+ SiO,-TiO; ince Film

Sekil 5.4 DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu akig semasi.
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5.7 Prizma Ciftleyici (Prism Coupler) Cihaz1i Kullanmilarak
Olusturulan Deney Seti Kurulumu

Sekil 5.5 de prizma ciftleyici cihazi kullanilarak olusturulan deney seti
kurulumu gosterilmistir. Prob DNA tutuklanmasindan 6nce, sonra ve Hedef DNA
hibridizasyonundan sonra dlgiimler alinmustir. Olgiimlerin dogrulugu agisindan her

bir basamakta numunenin farkli noktalarindan o6lglim yapilmig ve ortalamalari

alinmustir.

Hava Boslugu

Proh DIN&T He def DINA

ARATEATATATALATATATATATATATALATATATATATATA LA LA T ATA LA LA ANARANA N ANA N ANANANANANS
m e S A

APTES

5i03 - TiO; Ince Film

Cam Alihk

Sekil 5.5 Prizma Ciftleyici cihazinin deneysel kurulumu.

5.8 Floresan Mikroskobu Analizleri

Prizma giftleyici cihaziyla alinan sonuglari desteklemek amaciyla Floresan
mikroskopu kullanilmis ve Floresan bagli Hedef DNA hibridizasyonunun

gerceklesip gerceklesmedigi incelenmistir.
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5.9 Su Kirlenmesinde Indikatér Bakteri olarak Kullanilan E.

coli’ nin Izlenmesi icin Secilen Sentetik DNA Zinciri

Calismamizda E.coli bakterisinin zararli bir tiirii olan E.coli O157:H7 EDL933
tiriine ait Gen numarast 957271 olarak verilen 20 mer’ lik Prob DNA zinciri
secilmistir. Sentetik Prob DNA ve Hedef DNA (Eslenik olan (Complementary) ve
Eslenik olmayan (Non-complementary)) =zincirleri asagidaki Tablo 5.1° de

verilmigtir.

Tablo 5.1 Su kirlenmesinde indikator bakteri olarak kullanilan E. coli’ nin izlenmesi igin
secilen sentetik DNA zincirleri.

Adlandirma Sentetik DNA Zincirleri

5’- (_C6Amino) CACCTCCGCAACCGATATTA -3’
Prob DNA

5’- (_C6Thiol) CACCTCCGCAACCGATATTA -3’

Eslenik olan
(Comp.) 5’- (_FLSN) TAATATCGGTTGCGGAGGTG-3’

Hedef DNA

Eslenik olmayan
(Non-comp.) 5’-(_FLSN) CGGCTGCTGGCACATAGT-3’

5.10 Evsel Atiksu Numunesiyle Yapilan Cahsmalar

Su igerisinde koli basili algilamas1 yapilmak tizere evsel atiksu aritim tesisinin
girisinden alinan ham atiksu ilk olarak silizgegten gecirilerek biiylik partikiillerden
temizlenmistir. Daha sonra kaba filtreden gecirilen atiksu askida katilarinda ¢okmesi
icin 2 gece karanlik ortamda bekletilmistir. Askida katilar ¢oktiikten sonra tizerindeki

su kaba filtreden tekrar siiziilmiistiir. Daha sonra 1L elde edilen su vakumlu stizme
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diizeneginde por ¢ap1 0,45 pm olan seliiloz-asetat membran filtreden (47mm filtre
cap1) gecirilmis ve su igerisindeki bakterilerin filtrede toplanmasi saglanmistir.

Filtrede biriktirilen bakteriler +4 °C’ de buzdolabinda saklanmustir.

DNA kiti (Bacteria DNA Preparation Kit from Jena Bioscience) kullanilarak
bakterilerin DNA izolasyonu yapilmistir. Bunun igin DNA kitinde bulunan hazirlama
prosediirii sirasiyla takip edilmistir (Sekil 5.6). Ilk olarak filtreler kiiciik parcalar
halinde kesilmistir. Daha sonra 1,5 mL’ lik mikrotiiplerin i¢erisine 300 pL hiicre liziz
cozeltisi (cell lysis solution) ve bakterilerin bulundugu kesilmis filtre parcalari ilave
edilmistir. Mikrotiipler 15000 ¢’ de 1 dakika santrifiijlenerek hiicrelerin lizize
ugramasi saglanmistir. Daha sonra tiipler igerisindeki ¢6zelti yeni mikrotiiplere
aktarilmigtir. Tiiplerin igerisine 1,5 uL RNase A ¢ozeltisi (RNase A solution) ilave
edilmis ve elimizle hafif altiist ederek (inverting) karistirilmistir. Daha sonra
mikrotiipler 37 °C’ de 15 dakika inkiibe edilmis ve 1 dakika buzda bekletilmistir.
RNase aritimi basamagindan sonra proteinin ¢oktiiriilmesi i¢in mikrotiiplere 100 pL
protein ¢oktiirme ¢ozeltisi (protein precipitation solution) eklenerek 20 saniye
vortekslenmistir. Daha sonra 15000 g’ de 5 dakika santrifiij yapilmistir.
Mikrotiiplerin igerisinde iki faza ayrilmis kisimdan istte olani, igerisinde 300 pL
isopropanol (>%99) bulunan yeni mikrotiiplere aktarilmistir. Elimizle 50 kez tiip
altiist edilerek karistirilmistir. Daha sonra mikrotiiplerdeki iistte kalan sivi dokiilmiis
ve tiip 15000 g’ de 1 dakika santrifiijlenmistir. DNA kiigiik beyaz peletler seklinde
elde edilmistir. Daha sonra 500 pL etanol (%80’ 1ik) ilave edilerek DNA peletlerinin
birka¢ kez yikanmasi i¢in tiipler elimizle altiist edilmis sonra 15000 g’ de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Son olarak dikkatli bir sekilde etanol uzaklastirilmis ve tiip agik
havada oda sicakliginda 10 dakika kurumaya birakilmistir. DNA hidrasyonu i¢in 100
uL DNA hidrasyon ¢ozeltisi (DNA hydration solution) eklenmis ve hidrasyon olmus
DNA 65 °C’ de 60 dakika inkiibe edilmistir. DNA Kiti ile izole ettigimiz DNA’ ya
spektrofotometrede bakilarak konsantrasyonu 440 ng/uL olarak hesaplanmistir. izole

ettigimiz DNA’ lar +4 °C’ de buzdolabinda saklanmustir.



Bakteni Birktirilmis Filtre Kazd

-

300 uL Hicre Liziz Cozlisi —

? Santnifia (15000 g1 dk)

1.5 uL RNase &4 Cozeltisi \ ? Cozeltmm Yeri Tiape Aktanm

? Altiast etme (Rrvertmg)

100 pL Protemn Coktiinme Cozeltisi \ . ? Inkitbasyon (37 °C 15 dk) & Buzda Bekktme (1 dk)

? WVorteks (20 sn) & Sartrifiyj (15000 z1dk)
. i
e \ ? Ustteki Fazm Yeni Tipe Aktamu

? Altiast etre (dwvertmz) (50 kez) & Ustteki staviuzaklasgtima

? Santnifia (15000 g1 dk)
DNA peletleri

500 uL. Etano] (%480) \
\ ? Swun uzaklagimbnasy

? Altiast etre (Dwverting) & Santrifiz (130002 1 dk)

100 L. DN A Hidrasyem Cézeltisi
\ Etarolinuzaklastimbnas: & Kungma (25 °C 10 dk)

E Inkithasyon (65 °C €0 dk)

DN4 + DNA Hidrasvon Cozeltisi —»

Sekil 5.6 DNA kiti kullanilarak bakteriden DNA izolasyonu semasi.
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DNA kiti kullanilarak evsel atiksudan izole edilen bakteri DNA” s1 (440 ng/uL)
ince filmler iizerine tutuklanan prob DNA iizerine hibridize edilmistir. Evsel
atiksudan izole edilen bakteri DNA’ siin (Numune DNA) hibridizasyonunu
desteklemek amaciyla ayni zamanda ince filmin farkli bolgelerine sentetik eslenik
olan DNA ve eslenik olmayan DNA’ lar da hibridize edilmistir. Tim bu DNA
tutuklanmasi ve hibridizasyonu asamalari daha 6nce bahsedilen sekilde (Sekil 5.4
bkz.) gergeklestirilmistir. Prizma ¢iftleyici cihaziyla her bir asamadan sonra (prob
DNA tutuklanmasi oncesi, sonrasi, Numune DNA, Eslenik olan DNA ve Eslenik

olmayan DNA hibridizasyonlar1 sonras1) dl¢timler yapilmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 SiO,-TiO, ince Filmlerin SEM Sonuclar:

Sekil 6.1 SiO,-TiO, ince Filmlerin SEM Mikrografi.

Sekil 6.1’ deki SEM mikrografinda 400 °C’ de kurutulan filmlerde uniform
dagilmig nano-boyutlu porlarin  bulundugu homojen bir yiizey morfolojisi
gozlenmistir. Yiiksek homojenlik ve ylizey alani hem DNA’ larin uniform
baglanmasimi hem de bunun sonucunda prizma ciftleyici cihazi dlglimlerinin daha
giivenilir olmasini saglar. Ayrica filmlerin amorf yapida olmasi, tane siirlarindan
gecen 1518 sagilmasimi  azalttigindan  dolayr  dalgakilavuzu  6zelligini
desteklemektedir. Filmlerimiz amorf yapida olsa bile dalgakilavuzu 6zelligi
gerekmektedir. Clinkii prizma ¢iftleyici cihazinda lazerin prizmadan gecerek film
icerisinde ilerlemesi istenmektedir. Lazerin film igerisinde ilerlemesi sirasinda
detektore gelen yansiyan 1518 siddetindeki diisiisten elde edilen dalga kilavuzu
yapisindaki piklerin maksimumunun yarisindaki tam genisligin (Full Width Half
Maximum, FWHM) belirgin diisiisiiyle gergeklesir. Pik genisliginin diisiik yani
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piklerin daha keskin ¢ikmasi, altliktan etrafindaki daha diisiik indisli yerlere (cam ve
hava) 1sik kaybinin diisiik olmasiyla saglanir. Tasarlanan sensor hassasiyeti de elde
edilen piklerin FWHM degerlerine baghdir. Elde edilen piklerin FWHM degeri 0,1

olarak hesaplanmistir. Bu deger sensoriimiiziin hassasiyetinin iyi oldugunu gosterir.

Sekil 6.2 PEG 400 Katkili SiO,-TiO, ince Filmlerin SEM Mikrografi.

Sekil 6.2° deki 450 °C’ de kurutma yapilan PEG 400 katkili ince filmlerin
SEM mikrografina gore, filmlerin oldukg¢a piiriizlii bir yilizeye sahip oldugu ve
homojen dagilmig porlarin boyutlarinin 50-500 nanometre arasinda dagilmis
bulundugu gdzlenmistir. Filmlerdeki nanoboyutta porlu piiriizlii yiizeyler PEG 400
katkisiyla elde edilmistir. Ciinkii PEG kurutma sirasinda oksitlendikten sonra karbon
dioksit olarak ayrigir. Filmden karbondioksit ayrilirken nanoboyutta porlar meydana
gelir [Kato, 2005]. Bu porlarla hem filmin yiizey alan1 hem de Prob DNA baglanmasi

icin uygun alanlarin sayis1 artmis olur.
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6.2 SiO,-TiO, ince Filmlerin FTIR Spektroskopisi Sonuclari

Sekil 6.3’ de ince filmlerin FTIR grafigi goriilmektedir. Her iki filmde de
(Katkisiz ve PEG 400 Katkili) ¢ikan FTIR sonuglar1 aynidir. Grafige gore 940 em™
civarinda Si—O-Ti baglarmin titresiminden, 1030 cm? civarinda ise Si-O-Si
baglarinin titresiminden pikler elde edilmistir. 3400 cm™ civarindaki genis bant ise
filmlerdeki Ti-OH ve Si—-OH gruplarmin titresiminden meydana gelmistir.
Ortamdaki CO, ve adsorbe olmus H,O’ nun varlig1 sirasiyla 2350 em™ ve 1620 cm
civarinda meydana gelen piklerle goriilmiistiir. Bu bag titresimlerini destekleyici
cesitli makalelerde yapilan FTIR sonuglar goriilmiistiir [Wang et al., 2005] [Tian et
al., 2007] [Song et al., 2002].
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$i-0-5i
HZO
Co,
Ti-OH & Si-0H
| @ O0-Hserbest su

0.8 4

o
o
L
H# D

Absorbans (au)
o
FoN

=
o)
1

0.0 —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalgasaysi { ori)

Sekil 6.3 SiO,-TiO, ince Filmlerin (Katkisiz ve PEG 400 Katkili) FTIR grafigi.

SiO,-TiO, ince filmler, cam althiktan daha yiiksek kirilma indisli,
dalgakilavuzu 6zelligine sahip tabakalar ve APTES tek tabakasi i¢in uygun yiizeyler
saglamak icin tiretilmistir. FTIR dl¢limleriyle desteklenen sol-jel teknigiyle iiretilmis

filmlerdeki Ti—-OH ve Si-OH gruplarmin varligt APTES’ deki etoksi (ethoxy)
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gruplariyla baglanmasi i¢in uygun bolgelerdir. Bifonksiyonel ¢apraz baglayict olarak
kullanilan PDC ise uglarinda sahip oldugu karbon atomlartyla bir ugtan APTES” deki
azot atomuna diger ugtan da amin modifiye Prob DNA’ daki amino grubundaki azot
atomuyla kovalent baglanma gerceklestirir. Ileri siiriilen yiizey yapisi Sekil 5.3
(bkz.)’ de gosterilmistir. Benzer yilizey kimyasi cam altliklar {izerine Festag et al.

tarafindan onerilmistir [Festag et al., 2005].

6.3 Prizma Ciftleyici Ol¢iim Sonuclar

SiO,-TiO; (Si:Ti; 1:1) ince filmlerin teorik kirilma indisi degeri, SiO; (1,46) ve
TiO; (~2,57)’ in kirllma indislerinin agirlikli ortalamalarindan 2,01 olarak
hesaplanmistir. Prizma ¢iftleyici cihaziyla 6lgiimlerde alinan ilk efektif indis degeri
(ilk pik) kirilma indisi degerine ¢ok yakin oldugu icin efektif indis yerine kirilma
indisi olarak adlandirilabilir. Prizma ciftleyici cihaziyla yapilan dl¢iimlerde sirasiyla
katkisiz ve PEG katkili ince filmler iizerine yapilan prob DNA tutuklanmasindan
onceki ortalama kirilma indisi degerleri 1,6928 ve 1,5798 olarak Olgiilmistiir.
Olgiimlerde ¢ikan ortalama kirilma indisi degerlerinin teorik degerden diisiik
¢ikmasinin nedeni ise SEM mikrograflarindan da agik¢a goriildiigi gibi filmlerin
porlu bir yapiya sahip olmasidir. Ortalama kirilma indisi degerlerinden hesaplanan
yiizde por hacimleri sirasiyla katkisiz ve PEG katkili filmler i¢in yaklasik % 32 ve %

43 olarak hesaplanmistir.

Katkisiz ince filmler iizerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi dncesi, sonrasi
ve Hedef DNA (Eslenik olan) hibridizasyonu sonrast 12 farkli noktadan ol¢iilen
prizma ¢iftleyici cihazi 6lgiim degerleri ve grafikleri sirasiyla Sekil 6.4, Sekil 6.5 ve

Sekil 6.6” da gosterilmektedir.
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Sekil 6.4 Prob DNA tutuklanmasindan 6nce 12 farkli noktadan aliman prizma ¢iftleyici
cihazi 6l¢tim degerleri ve siddete (i) karsi basamak (steps) grafikleri (grafiklerin {izerinde
yildiz ile gosterilen ilk deger basamagi, parantez igerisindeki deger ise kirilma indisi

gostermektedir).
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Sekil 6.5 Prob DNA tutuklanmasindan sonra 12 farkli noktadan alinan prizma ¢iftleyici
cihaz1 6l¢tim degerleri ve siddete (i) kars1 basamak (steps) grafikleri (grafiklerin tizerinde

yildiz ile gosterilen ilk deger basamagi, parantez igerisindeki deger ise kirilma indisi
gostermektedir).
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Sekil 6.6 Hedef DNA (Eslenik olan) hibridizasyonundan sonra 12 farkli noktadan alinan
prizma giftleyici cihazi 6l¢im degerleri ve siddete (i) karsi basamak (steps) grafikleri
(grafiklerin iizerinde yildiz ile gosterilen ilk deger basamagi, parantez igerisindeki deger ise
kirilma indisi gostermektedir).

Katkisiz ince filmler iizerine yapilan prob DNA tutuklanmasindan Onceki
Olglilen ortalama kirilma indisi degeri 1,6928 olarak o6lgiilitken prob DNA
tutuklanmasindan sonraki Olgiilen ortalama kirilma indisi degeri 1,6937 olarak
artmistir. Hedef DNA (Eslenik olan) hibridizasyonundan sonra &lgiilen ortalama

kirtlma indisi degeri de 1,6949” dur. Tablo 6.1° de ortalama kirilma indisi degerleri
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ve standart sapmalar1 verilmistir. Olgiim sayisina karsihik dlgiilen kirilma indisi

degerleri de Sekil 6.7 de grafik olarak verilmistir.

Tablo 6.1 Katkisiz ince filmler iizerine yapilan DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu sonrasi
Prizma ¢iftleyici 6l¢iim Sonuglari.

Prob DNA Prob DNA Hedef DNA
Oncesi Sonrasi Sonrast
Ortalama Kirilma
Indisi Degerleri 1,6928 1,6937 1,6949
Standart Sapma 0,00009 0,00008 0,00012

1,6950
1,6945
1,6940 -
1,6935

1,6930 - &

Kirmun Indisleri

1,6925

1,6920 - .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Olciim Sayis1

H Prob DNA 6ncesi M Prob DNA sonrasi MHedef DNA sonrasi (eslenik olan)

Sekil 6.7 Katkisiz Ince Film iizerine yapilan DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu igin
6l¢tim sayisina Karsilik kirllma indisi degerleri grafigi.

PEG katkili ince filmler {izerine yapilan Prob DNA tutuklanmasindan 6nceki
Olgiilen ortalama kirilma indisi degeri ise 1,5798 iken Prob DNA tutuklanmasindan
sonra Olgiilen ortalama kirilma indisi degeri 1,5814 olarak artmustir. Sonrasinda
Hedef DNA olarak hem Eslenik olan hem de Eslenik olmayan DNA hibridizasyonu
yapilmustir. Eslenik olan DNA hibridizasyonu sonucunda 6lgiilen ortalama kirilma

indisi degeri 1,5819 olarak artarken, Eslenik olmayan hibridizasyon da ise ortalama
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kirilma indisi degeri 1,5813 olarak 6lciilmiistiir. Olgiilen ortalama kirilma indisi

degerleri ve standart sapmalar: Tablo 6.2 de verilmistir.

Tablo 6.2 PEG Katkili Ince Filmler iizerine yapilan Prob DNA tutuklanmas1 ve Hedef DNA
(Eslenik olan ve Eslenik olmayan) hibridizasyonu i¢in Prizma giftleyici cihazi ortalama
6l¢iim sonuglar1 ve standart sapmalari.

Prob DNA Prob DNA Eslenik olan  Eslenik olmayan

Oncesi Sonrasi DNA DNA
Ortalama Kirilma
Indisi Degerleri 1,5798 1,5814 1,5819 1,5813
Standart Sapma 0,0007 0,0004 0,0004 0,0008

Prob DNA tutuklanmasindan sonraki dlgiilen ortalama kirilma indisi degerleri
artmistir. Bunun sebebi DNA’ larin ylizeye tutuklanirken ayni zamanda porlar
icerisine de tutunmasidir. Boylece porlar icerisindeki havanin (n=1) yerini DNA”’ lar
(n=1,5) doldurmus ve kirilma indisi degerini yiikseltmistir. Eslenik olan DNA
hibridizasyonundan sonraki ortalama kirilma indisi degerinin yiikselmesi ise porlarda
tek DNA zinciri yerine ¢ift DNA zincirinin olusmasidir. Eslenik olmayan DNA
hibridizasyonunda ise Olgiilen ortalama kirilma indisi degeri (1,5813), Prob DNA
tutuklanmasindan sonraki degerle (1,5814) yaklagik olarak aynidir. Bunun sebebi

Eslenik olmayan DNA ile hibridizasyonun ger¢ceklesmemis olmasidir.

Katkisiz ince film iizerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi ve Hedef DNA
hibridizasyonu sonrasindaki ortalama kirilma indisi degisimlerine karsilik gelen
ciftlesme agisina karsi siddet grafigi Sekil 6.8’ de verilmistir. Grafige gore agilar,
Prob DNA o6ncesi 60,0736°, Prob DNA sonras1 60,1332° ve Hedef DNA (Eslenik
olan) hibridizasyonu sonrasi ise 60,1578% dir. Prob DNA tutuklanmas: ve Hedef

DNA (Eslenik olan) hibridizasyonu sonrasinda agilar artmistir.
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Sekil 6.8 Katkisiz Ince Film {izerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi &ncesi, sonrast ve
Hedef DNA hibridizasyonu sonrasi dlgiilen I¢ A¢iya Kars1 Siddet grafigi.

Kirilma indisinin ve aginin bu artis1t Rong et al. tarafindan yapilan ¢aligmalarla
da uyum saglamaktadir [Rong et al., 2006][Rong et al., 2006, p.13-15]. Bu
calismalarda DNA i¢in ayn1 sekilde prizma giftleyici cihaziyla 6l¢lim yapilmis, fakat
dalgakilavuzu olarak poroz silikon kullanilmistir. Olgiim limiti 2,17 pM olarak rapor
edilmistir. Calismalarimizda ise Ol¢lim limitimiz ayni aralikta (8,13 uM) ve 0,002°
rezonans degisimiyle (prizma ¢iftleyicinin ¢oziiniirliigli) uyumlu olarak saglanmistir.
Caligmamiz, farkli dalgakilavuzu malzemesi ve farkli porozite seviyeleri kullanmig
oldugumuzdan dolay1 biraz daha diisiik prob yogunlugu ve daha yiiksek olcim
limitiyle sonuglanmistir. Buna ragmen ¢alismalarimiz gostermistir ki sol- jel
teknigiyle rettigimiz SiO,-TiO; ince filmlerin prizma giftleyici cihaziyla yapilan

oligoniikleotid dl¢limleri i¢cin uygun oldugudur.

PEG katkili ince filmler iizerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi ve Hedef
DNA (Eslenik olan ve Eslenik olmayan) hibridizasyonu sonrasi O6l¢iilmiis olan
ortalama kirilma indisi degerlerine karsilik gelen i¢ aciya karsi siddet grafigi Sekil

6.9’ da verilmistir. Kirilma indisi degerlerine karsilik gelen i¢ ag1 degerleri sirasiyla
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Prob DNA sonras1 53,5961°, Eslenik olan DNA hibridizasyonu sonrast 53,6227° ve
Eslenik olmayan DNA sonrasi ise 53,5923° olarak &lgiilmiistiir. Olciilen agilarda
Eslenik olan DNA kisminda artis olurken Eslenik olmayan DNA kisminda ise bir
degisim gozlenmemistir. Bu sonug hibridizasyonun yalnizca eslenik hedef DNA’ lar

kullanildiginda gergeklestigini ve sensoriin dogru ¢alistigini kanitlamaktadir.

200 \

Prob DNA
"""" Eslenik olan DNA
---- Eslenik olmayan DNA

180 \

160

Siddet (a.u.)

140 -

5350615 ey ~ 53.62277°

525 530 535 540 545

T T + T T T T T T T T 1
53.3 53.4 53.5 53.6 53.7 53.8 53.9

Ic Ac1 (Derece)

Sekil 6.9 PEG Katkili ince Filmler iizerine yapilan Prob DNA tutuklanmas1 ve Hedef DNA
(Eslenik olan ve Eslenik olmayan) hibridizasyonu sonrasinda odlgiilen I¢c Agiya Karsilik
Siddet grafigi. € isareti ile gosterilen hibridizasyon sonucu a¢1 degisimi.

6.4 Optik Tabanlh DNA Biyosensoriine ait Yiizeylerin Floresan

Mikroskobunda Incelenmesi

Prizma ¢iftleyici cihaziyla yapilan Ol¢im sonuglarini desteklemek amaciyla
PEG katkili ince filmler {izerine yapilan DNA tutuklanmasindan sonra FLSN
(floresan) baglh Eslenik olan ve Eslenik olmayan DNA hibridizasyonu yapilmis ve

numuneler floresan mikroskobunda incelenmistir (Sekil 6.7). Bu mikroskopta uygun
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dalga boyundaki 151k hedef oligoniikleotidlerin floresan isaretlerini uyarir. Yiizeyde

hedef oligoniikleotidler varsa 1s1ma goriiniir, eger yoksa arka plan goriiniir.

Buna gore Sekil 6.10° da goriildiigii gibi Eslenik olan DNA hibridizasyonu
kisminda (Sekil 6.10a) yer yer ¢ok floresan 1s1ma goriiliirken, Eslenik olmayan DNA
hibridizasyonunda (Sekil 6.10b) hemen hemen higbir 1simanin goriilmemesi
tutuklanma ve bunu takiben yapilan hibridizasyon isleminin basarili oldugunu

gostermektedir.

Sekil 6.10 FLSN bagli (a) Eslenik olan DNA, (b) Eslenik olmayan DNA hibridizasyonundan
sonraki Floresan mikroskobu resimleri.

Burada 100 pM gibi yiiksek konsantrasyonda Prob DNA kullanildigi igin
homojen olmayan bir parlama dagilimi goriilmektedir. Festag et al.” da yaptiklar
calismalarda bunu gézlemlemistir [Festag et al., 2005]. Yiiksek konsantrasyonlarda
(100 uM) daha diisiik konsantrasyonlara (50 uM) gore homojen olmayan bir 151ma
dagilimi elde etmislerdir. Bu ¢aligmay1 hibridizasyon etkisi olmadan FLSN bagh
Prob DNA ile de denemisler ve ayni sonuca ulagsmigslardir. Ayrica ¢alismalarinda
Prob DNA tutuklanmasi i¢in iki farkli yiizey kimyasali olarak APTES/PDC ve GOPS

(3-glisidoksipropiltrimetoksisilan) ~ kullanmislardir. ~ Tutuklanma  yontemleri
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karsilagtirildiginda APTES/PDC baglanmasiyla elde edilen resimlerde ¢ok daha

homojen bir DNA baglanma dagilim1 gormiislerdir.

6.5 Evsel Atiksu Numunesinden Izole Edilen Bakteri DNA’ s1
ile Yapilan Prizma Ciftleyici Cihaz1 Ol¢iim Sonugclar

PEG katkili ince filmler {izerine yapilan prob DNA tutuklanmasindan 6nceki
Olciilen deger 1,5827 iken prob DNA tutuklanmasindan sonra Olgiilen ortalama
kirtlma indisi degeri 1,5835 olarak artmistir. Sonrasinda Hedef DNA olarak evsel
atiksudan izole edilen bakteri DNA’ s1 (Numune DNA), Eslenik olan ve Eslenik
olmayan DNA hibridizasyonlart yapilmistir. Numune DNA hibridizasyonu
sonucunda oOlgiilen ortalama kirilma indisi degeri 1,5841 ve Eslenik olan DNA
hibridizasyonu sonucunda oOlgiilen ortalama kirilma indisi degeri de 1,5857 olarak
artarken, Eslenik olmayan hibridizasyon da ise ortalama kirilma indisi degeri 1,5834
olarak &lgiilmiistiir. Olgiilen ortalama kirilma indisi degerleri ve standart sapmalar

Tablo 6.3’ de verilmistir.

Tablo 6.3 PEG Katkili Ince Filmler iizerine yapilan DNA tutuklanmasi ve hibridizasyonu
(Numune DNA, Egslenik olan ve Eslenik olmayan DNA) igin Prizma giftleyici cihazi
ortalama Ol¢lim sonuglari ve standart sapmalart.

Prob DNA Prob DNA Numune Eslenik olan Eslenik
Oncesi Sonrast DNA DNA olmayan DNA
Ortalama
Kirilma 1,5827 1,5835 1,5841 1,5857 1,5834
Indisi
Degerleri
Standart 0,00004 0,00004 0,00009 0,00005 0,00008

Sapma
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Sekil 6.11 PEG Katkili ince Filmler tizerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi ve Numune
DNA hibridizasyonu sonrasinda 6lgiilen I¢ A¢iya Karsilik Siddet grafigi.

PEG katkili ince filmler {izerine yapilan Prob DNA tutuklanmasi ve Numune
DNA hibridizasyonu sonrasi Ol¢iilmiis olan ortalama kirilma indisi degerlerine
karsilik gelen i¢ aciya karsi siddet grafigi Sekil 6.11° de verilmistir. Kirilma indisi
degerlerine karsilik gelen i¢ ac1 degerleri sirasiyla Prob DNA sonrasi 53,6988°,
numune DNA hibridizasyonu sonras1 53,7292°, eslenik olan DNA hibridizasyonu
sonrast 53,8128° ve eslenik olmayan DNA sonrasi ise 53,6950° olarak ol¢lilmiistiir.
Grafik ve oOlgiilen degerlerden agikga goriildiigii gibi Numune DNA ve Eslenik olan
DNA kisimlarinda artis olurken Eslenik olmayan DNA kisminda ise bir degisim

gozlenmemistir. Bu sonuglar sensoriin dogru ¢alistigini bir kez daha kanitlamaktadir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

SiO,-TiO; Ince filmler istenilen 6zelliklerin saglanabildigi diisiik maliyetli bir
yontem olan sol-jel teknigi kullanilarak daldirarak kaplama cihaziyla kaplanmistir.
Hem prizma ciftleyici cihazi i¢in uygun dalga kilavuzu 6zelligine hem de DNA
tutuklanmasi i¢in uygun yiizeyde —OH gruplarina sahip filmler elde edilmistir. Ayn
zamanda DNA tutuklanma miktarini artirmak i¢in de nanoboyutta homojen dagilmis
porlara sahip yiizeyler saglanmistir. PEG 400 katkili ince filmlerle daha poroz
yiizeyler elde edilmistir. Tiim bu 6zellikleriyle filmlerimiz biyosensor tasariminda
kullanilabilecek biyoalgilayici elementin (Prob DNA) tutuklanmasi igin uygun yeni

kat1 ylizeylerdir.

Film ylizeyine Prob DNA tutuklanmasi i¢in kovalent baglanma yontemi
secilmigtir. Kovalent baglanma diger yontemlere gore daha gii¢lii ve kararli bir
yontemdir. Ayrica kovalent baglanma i¢in APTES/PDC kimyasallar1 se¢ilmistir. Bu
da daha homojen bir baglanma saglamaktadir. Bu ¢alismaya ilaveten film yiizeyinde
microarray  (desen, pattern) olusturularak sol-jel igerisine  hapsetmeyle
(encapsulation) veya kovalent baglamayla DNA tutuklanmasi gergeklestirilebilir. Bu
yontemle de birden fazla gesitte biyoalgilayici element tutuklanmasi ve boylece

coklu algilama yapilabilir.

Cevre izlemesi i¢in Prob DNA olarak su kirliliginin indikatdr parametresi olan
E.coli bakterisinin patojen bir tiirii olan E.coli O157:H7 se¢ilmistir. Prob DNA
konsantrasyonu olarak 100 upM tayin edilmistir. Fakat daha disik
konsantrasyonlarda ¢alisarak daha homojen bir dagilim elde edilebilir. Bu ¢alismada
amacimiz yeni bir optik doniistiiriicli (prizma ¢iftleyici) ve yeni bir tutuklanma kati
yiizeyiyle (SiO2-TiO, Ince filmler) cevre izlemesi icin optik bir biyosensoriin iiretimi
ve gelistirilmesidir. Basariyla gergeklestirilen bu caligmanin ilerisinde yapilacak bir

calismayla farkli tutuklanma konsantrasyonlarinin 6lgiime etkisi gosterilebilir.
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Optik dontistiirticti olarak prizma ¢iftleyici cihazi kullanilmistir. Prizma
ciftleyici filmlerin kirilma indisini yiiksek hassasiyette Ol¢en cihazlardir. Prizma
ciftleyici cihazinin biyosensorlerde doniistiiriicii olarak kullanilmasi daha oncede
bahsedildigi gibi yeni bir ¢alismadir. Boylece dogrudan (isaretsiz) 6l¢iim yapabilen
yeni bir optik biyosensor gelistirilmistir. Prizma ¢iftleyici cihazinin ileride
kiigiiltiilebilir, taginabilir (portable), yerinde ve dogrudan (isaretsiz) 6l¢limlere olanak

tanimasi da bu cihazin ilgi ¢eken yonlerindendir.

Calismamizda filmler {izerine Prob DNA tutuklanmasi ve sonrasinda Hedef
DNA (Eslenik olan ve Eslenik olmayan) hibridizasyonu sonucunda prizma giftleyici
cihaziyla olgiilen kirilma indisi degisimlerinden tutuklanmanin ve hibridizasyonun
gerceklesip  gerceklesmedigi  algilanmistir. Bu  Olglimlerden Prob DNA
tutuklanmasinin ve sonrasinda Eslenik olan DNA hibridizasyonunun basariyla
gerceklestigi artan kirilma indisi degerlerinden ve ayni zamanda Eslenik olmayan
DNA tarafindaki hemen hi¢ degismeyen kirilma indisi degerlerinden gosterilmistir.
Ayrica evsel atiksu numunesinin filtreden siiziilerek filtrede kalan bakterilerin DNA
izolasyon Kkitiyle izole edilmesi sonucu elde edilen Numune DNA’ da Hedef DNA
olarak Prob DNA ile hibridize edilmis ve Eslenik olan DNA hibridizasyonun da
oldugu gibi kirilma indisini artirdigr goézlenmistir. Bu sonuglar biyosensoriimiiziin

calistigini kanitlamaktadir.
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