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OZET

Manyetik ozellige sahip olan demir-altin yapisinda ve farkh sekillere sahip
(kiire, cubuk, kiip) nanopartikiillerin biyolojik aktiviteleri arastirilmistir.
Ayrica, bu partikiillerden biyo-uyumlulugu en yiiksek bulunan avidinli kiire
partikiillerin patojen algillanmasinda kullamlabilmesi icin o6rnek bir
immiinosensor modeli tasarlanmstir. Partikiillerin biyo-uyumluluklarinin ve
biyo-karakterizasyonlarinin belirlenebilmesi icin yapilmis biyolojik aktivite
calismalarinda; partikiillerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri, saghkl
hiicre hattinda sitotoksisite ve baz1 kanserli hiicre hatlarinda antikanserojenik
ozellikleri, genotoksik etkileri, bakteri yiizeyindeki tutunumlar1 ¢ahsilmistir.
Partiklllerin antioksidan aktiviteleri yiizde DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
giderim ve lipid peroksidasyon inhibisyonuna gore belirlenmistir. En yuksek
DPPH giderimine 5mg/mL’lik konsantrasyondaki avidin bagh Kiire
partikiillerin sahip oldugu (% 69,1) tespit edilmistir. Benzer sekilde, lipid
peroksidasyon gideriminde de avidin bagh kiire partikiiller aym
konsantrasyonda en yiiksek aktiviteyi (% 44,8) gostermistir. Boylece Kire
partikiillerin Kkullanmmimmin daha avantajii oldugu saptanarak izleyen
calismalarda avidin bagh kiire nanopartikiiller kullamlmastir.

Nanopartikullerin  antikanserojenik  etkilerinin  saptanmasi  amaciyla



kolorekteral kanser hicre (CCL-221), serviks kanser hiicre (HeLa) ve gogiis
kanser hiicre (Mcf-7) hatlar1 ¢ahsilmistir. Sitotoksik etkilerinin belirlenebilmesi
amaciyla da saghkh hiicre (gingival fibroblast) hatti ¢cahsilmistir. En yiksek
antikanserojenik  etki (%34) kodre nanopartikillerin 0,1 mg/mL’lik
konsantrasyonunda gdzlenmistir. Bu partikiiliin aym dozdaki sitotoksik etKkisi
ise gingival fibroblast hiicresinde %19 olarak bulunmustur. Nanopartiktllerin
neden olabilecegi DNA hasar yiizdesini saptamak amaciyla genotoksisite testi
uygulanmistir. Kiire ve avidin bagh kiire seklindeki nanopartikiillerin degisik
konsantrasyonlariyla (0,005 — 0,1 mg/mL) insan kanindan izole edilmis olan
lenfosit hicreleri Uzerinde komet testi uygulanmis ve partikiillerin genotoksik
etkisi gozlenmemistir (% 0,66). Tiim c¢alismalarda artan nanopartikiil
konsantrasyonlari ile sonuclar arasinda korelasyon olup olmadigi incelenmis ve
bu sonuglar istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p < 0,01). Yapilms olan
tutunum c¢alismasinda kiire nanopartikiillerin L. monocytogenes bakterisi
yiizeyinde tutunum gosterdikleri tespit edilmistir (2,8 x 10’ cfu/mL kadar canli
bakteriden, 5,7 x 10° cfu/mL bakteri tutunmustur). Biyolojik karakterizasyonu
yapilmis olan nanopartikiiller ile tasarlanmis olan immiinosensor modelinde ise
L. monocytogenes’e partikuller yiksek ve secgici baglanma gostermistir (4,6 x
10" cfu/mL kadar canh bakteriden, 2,1 x 10° cfu/mL bakteri tutunmustur).
Immiinosensor basarisim dogal bir ortamda test etmek amaciyla siit ortamm
secilmis ve siit icerisindeki hedef bakteriyi tamlama basarisim1 6lcmek amaciyla
Raman cihaza ile de c¢ahsmalar yapilmistir. Raman cihazinda artan
konsantrasyonlarda artan diizeyde giiclendirilmis Raman sac¢ilmas1 (SERS)

sinyalleri elde edilmistir ve bu sonuglar tutunma sonuclari ile de uyumlu

bulunmustur.
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ABSTRACT

Biological activities of iron-gold structures having magnetic properties and
different shapes (sphere, rod, cube) have been studied. Sphere shaped particles
have been observed to have the highest bio-compatibility, and a sample
immunosensor model has been designed to use avidin attached sphere particles
for pathogen detection. Biologic activity studies have been done to identify bio-
compatibility and bio-characterization of the particles, reporting: antimicrobial
and anti-oxidant activities, cytotoxicity on healthy cell lines and anti-carcinogen
effects on some cancer cell lines, genotoxic effects, attachment capacity to
bacterial surfaces have been investigated. Antioxidant effects of the particles
have been measured in terms of percent DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
elimination and inhibition of lipid peroxidation. The highest DPPH elimination
(69.1 %) has been found with avidin attached sphere particles at 5mg/mL
concentration. Similarly, avidin attached sphere particles have shown the
highest activity (44.8 %) of lipid peroxidation elimination at the same
concentration. Thus, sphere particles has been found to be advantageous and
sphere shaped avidin attached nanoparticles have been used in the rest of our
studies. With the purpose of determining anti-carcinogen effects of
nanoparticles, cell lines of colorectal cancer (CCL-221), cervix cancer (HelLa)

and breast cancer (Mcf-7) have been studied. A healthy cell line (gingival



vii

fibroblast) has been studied for determining cytotoxic effects of the particles.
The highest anti-carcinogen effect (34%) has been exhibited by sphere
nanoparticles at 0.1mg/mL concentration. The cytotoxic effect of the particle at
the same dosage on gingival fibroblast cell has been found out to be 19 percent.
A genotoxicity test has been applied for measuring the DNA damage
percentage that can be caused by the nanoparticles. Comet test with sphere and
avidin attached sphere shaped nanoparticles has been applied on lymphocytes
isolated from human blood at varying concentrations (0.005 — 0.1 mg/mL) and
no genotoxic effect has been observed (0.66%). In all studies, whether a
correlation exists between the measured results and the increasing nanoparticle
concentrations, and the confidence level of results have been found to be
significant (p < 0.01). In the conducted attachment studies, it has been observed
that sphere shaped nanoparticles have been attached successfully on the L.
monocytogenes target bactery (5.7 x 10° cfu/mL bacteria out of 2.8 x 10" cfu/mL
live bacteria). In the immunosensor model designed with biologically
characterized nanoparticles high and selective attachment to L. monocytogenes
has been observed (4.6 x 10’ cfu/mL out of 2.1 x 10° cfu/mL bacteria).

In order to determine immunosensor success in a natural environment milk
medium has been chosen and studies have been made with Raman device to
determine detection success on target bactery in milk. Using the Raman device
intensified Raman scattering (SERS) stronger signals have been obtained with
increasing concentrations and these measurements have been found out to be in

accordance with the attachment results.
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Key Words : Nanoparticles, biological activity, immunosensor, Listeria
monocytogenes

Page Count : 133
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1. GIRIS

Nanopartikiiller 100 nm’den kiiclik ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere (elektron tutucu
etki, gegici miknatislik 6zelligi, yiizey plazmon rezonansi gibi) sahip bilesiklerdir.
Boyutlar1 ve bu 6zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilirler
[Hayat, 1989]. Nanometre boyutlarindaki inorganik bilesikler diger maddelerden
daha farkhidirlar, ¢iinkii elektron tutucu etkileri gibi yapisal boyutlarima 6zgil
ozelliklere de sahiptirler. Bu bilesikler “nanopartikiil” olarak adlandirilirlar.
1970’lerden beri bilim insanlar1 nanopartikiilleri incelemekte ve Ozelliklerini

belirlemeye ¢alismaktadirlar [Portakal, 2008].

Fonksiyon verilebilen nano boyutlu yapilar1 nanopartikiller, nano gubuklar, nano
teller, nano g0zenekli ve nano boyutlu, c¢ekirdek-kabuk yapilart olarak
smiflandirabiliriz [Asefa ve ark., 2009]. Nano Olciide materyallerin kimyasal
algilamada, biyomedikal ¢alismalarinda ve biyolojik analizlerde kullanilmasi verimli
gorilmektedir [Shimizu ve ark., 2008; Schultes ve ark., 2007]. Biylk miktarda
ayarlanabilir boy ve sekil bagimli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nanomalzemelerin
iimit verici olmasini saglamaktadir. Nanopartikiiller ile olusturulacak nanosensorler
ayrica istisnai yiizey kimyasi, termal dayaniklilik, yiiksek yilizey alanmi ve ¢ok
g6zenekli hacimleri sayesinde sensor fabrikasyonu igin kullanilabilirler. Ayrica yeni
gelismelerle yiiksek diizeyde tek tip nano boyutlu materyallerin biyo-goruntileme
ve biyo-algilama igin altlik olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [Asefa ve ark.,
2009].

Aragtirmalar peptid, protein ve niikleik asit gibi biyolojik molekiillere baglanabilen
ve optik, elektronik ve manyetik 6zelliklere sahip nanopartikiillerin gelistirilmesi
iizerinde yogunlasmistir (Portakal, 2008). Burada kullanilan nano boyutlu
malzemenin manyetik olmasi spesifik hiicrelerin ayriminda, tanilanmasinda kolaylik
saglayan bir Ozelliktir. Manyetik partikiiller son yillarda saglik, biyokimya ve
teknoloji alanlarinda protein, enzim ve bunun gibi biyoaktif yapilarin

immobilizasyonunda da kullanilmaya baslanmistir. Bu gibi tayin ve immobilizasyon



caligsmalar1 i¢in nano boyutlu sensorler tasarlanabilir. Bu sensdrler oldukg¢a kisa

stirede hizli ve guvenilir sonuclar verebilmektedir.

Nanomalzemelerin ~ kullanim  alanlarmmin  6nemli  bir kismin1  da  bazi
mikroorganizmalarin tayin c¢alismalari olusturmaktadir. Cesitli nano yapilar
gelistirilerek, bakteri ile segici olarak etkilesebilen hizli ve dogru 6lglim yapmaya
olanak  saglanayan sensorler bakteri tamilanmasi i¢in  kullanilabilirler.
Biyomolekdllerin tayini tip, ¢evre ve gida analizinde biiylik 6nem tasimaktadir.
Antijen-Antikor, Enzim-Substrat gibi biyolojik tanima mekanizmalarindan
faydalanarak hedeflenen molekiiliin saptanmasi ve miktar tayini c¢aligmalari
siirdiiriilmektedir. Immiinosensdr tasarimi antijen-antikor iliskisine dayanmaktadir.
Biyomolekiil tayininde hedef molekiiliin baglandig1 sensor ylizeyine ihtiya¢ vardir.
Bu nedenle nanopartikiller poliklonal veya monoklonal antikor modifikasyonu ile
hedef antijene kars1 segicilik gostererek baglanabilirler. Bu antikor modifikasyonlari
sayesinde antikor kapli nanosensor ile biyolojik hedefin antijenleri birbirlerini
tanilaylp baglanma gergeklestirirler. Bdylece ortamdan sadece istenilen hedef
organizma ya da molekiiliin segilimi saglanabilir. Bu sekildeki bir sens0r modeliyle
gida zehirlenmelerine neden olan patojen mikroorganizmalar, kontamine olmus gida
ortamlarindan hizli ve gilivenilir bir bi¢imde teshis edilip ayrimi yapilabilirse

gidalarda tiiketim giivenirligi de arttirilmig olur.

Bu kadar genis bir kullanim alanina sahip olan nano boyutlu malzemeler biyolojik
sistemlerde ila¢ ya da herhangi bir savunma mekanizmasi olarak da kullanilabilir.
Ancak, bu tiir modellemelerde bu malzemelerin canli sistemler igerisinde meydana
getirebilecegi olumlu ve olumsuz biyolojik aktivitelerinin ve biyo-uyumluluklarinin
test edilmesi oldukga 6nemlidir. Ozellikle biyo-uyumlu malzemeler saglik alaninda

bir¢ok tan1 ve tedavide sensor veya nano ilag olarak kullanilabilirler.

Yapilacak olan aktivite caligsmalart ile bu nanomalzemelerin biyoteknolojik
sistemlerle uyumlulugunun karakterizasyonu gergeklestirilecek ve buna bagli olarak

biyolojik uyumlu etkiye sahip nanomalzemelerin kullanim alanlar1 ve amaglari



arttirilabilecektir. Bu nedenle bu calismada sensér modeli olarak kullanilacak
nanopartikullerin oncelikle antimikrobiyolojik ve antioksidan aktiviteleri, sitotoksik
ve antikanserojenik etkileri, olusturabilecegi DNA hasar miktarinin belirlenebilmesi
icin genotoksisite testleri ve bakteri yiizeyindeki tutunumlari gibi biyolojik
karakterizasyon ¢aligsmalarinin yapilmasi hedeflenmistir. Daha sonra bu partikuller
kullanilarak L. monocytogenes’e karsi gelistirilen bir imminosensér modeli
tasarlanmis ve bu immiinosensorin segiciliginin ortaya konulmasi planlanmistir. Bu

sensorler insanlari ve diger canlilar1 tehdit eden hastaliklar1 engelleyebilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanopartikiller

Boyutlar1 100 nm ve altinda olan tozlar olarak tanimlanan nanopartikiillerin,
nanoboyutlu malzemelerin ve dolayisiyla da nanoteknolojinin temelini olusturdugu
sOylenebilir [GUrmen ve Ebin, 2008]. Nanomateryaller son yillarda, farkli yardime1
yapilar, kompozitler ve Ozellikle ¢esitli sensorlerin Uretilmesinde basariyla
kullanilmistir [Asefa ve ark., 2009]. Nanoteknolojinin tip ve biyoloji ile
entegrasyonu molekiiler tan1 ve tedavi alanlarindaki beklentileride beraberinde
getirmistir. Nanopartikiller immunomanyetik resonans incelemelerinde, kontrast
ajanlarmin gelistirilmesinde, ila¢ dagitiminda ve saliniminda aktaricilarin yerine
kullanilabilecek ve doku miihendisliginde yapisal iskelenin yerini alabilecektir [Sun
ve ark., 2002]. Nanopartikiiller farkli kimyasal yapiya sahip olan materyallerden
uretilebilirler. Bu materyallerden en ¢ok kullanilanlar; metaller, metal oksitler,
silikatlar, organik ve karbon materyaller ile biyomolekullerdir. Morfolojik olarak ise
nanopartikiller genellikle kire, silindir, tiip seklinde olabilmektedirler.
Nanopartikuller spesifik uygulamalara uygun yiizey modifikasyonlarinin kolaylikla
gerceklestirilebilmesi i¢in uygun sekilde dizayn edilebilirler [Temur, 2010].

2.2. Nanopartikiillerin Sensér Uretiminde Kullanim

Nanomateryallerin modifikasyonlariyla Uretilen sensorler; metal, polimer, metal
oksit, karbon ve silika nanomalzemelerin ¢esitli yapilarinda nanopartikiilleri, nano
telleri, nano gozenekli yapilari ve ¢ekirdek-kabuk yapilarini igermektedir [Asefa ve
ark., 2009]. Nanopartikiiller kullanilarak hedefe yonelik birgok sensér modeli
gelistirilmistir. Nanopartikiil bazli sensorler, altin, giimiis, demir oksit gibi metal ve
metal oksit 6zelliginde olabilirler. Bu tiir nanopartikiiller ¢ok sayida sensor ve biyo-
analitik cihazlarin tiretiminde kullanilmistir. Bu nanomateryallerde bulunan istisnai
optik ve manyetik Ozelliklerden sensdr uygulamalarinda yararlanilabilir. Bu

nanopartikiller genellikle organik, biyolojik yonden uyumlu, biyolojik hedefe



spesifik kabuklar ile kaplanarak istenilen 6zgun 6zelliklere minimum zarar verecek
sekilde biiyliklik ve hidrodinamik yari1 ¢aptadir. Metal nanopartikil gekirdekleri,
silika [Yoon ve ark., 2006; Berry ve Mater, 2005], biyolojik tirler (DNA gibi),
biyolojik dengeli polimerler (Polietilen glikol, dekstran gibi) [Lacava, 2001;
Prencipe ve ark., 2009] ile kaplanabilmektedir. Ayrica hedef spesifik biyo-
molekiiller veya florosan/Raman aktif boyalar ile sensorler olusturulmaktadir. Metal
nanopartikiillere baglanan ligantlar polar veya polar olmayan analitlerin (1-propanol
aseton ve sikloheksan) [Kim ve ark., 2005; Arbiol ve ark., 2002] absorbsiyonunda
onemli bir rol oynarlar. Biyolojik aktif par¢aciklarla fonksiyonel hale getirilen metal
nanopartikiiller; MRI (manyetik rezonans goriintiilleme) ajanlar1 olarak, biyo barkot
bazli DNA analizinde [Georganopoulou ve ark., 2004; Nam ve ark., 2004],
hiicre/doku goriintiilemesi igin ve yiizeyde gelistirilmis Raman spektroskopisinde
(SERS) kullamlabilirler [Biju ve ark., 2008]. Ornek olarak tiyol ile
fonksiyonlandirilmig altin nanopartikiller renk 6élctimiinde [Zheng ve He, 2009], jel
elektroforezinde [Qin ve Yung, 2007], aglomerasyon [Sato ve ark., 2005],
polinukleotid [Elghanian ve ark., 1997] ve DNA belirleme analizérlerinde [Cerruti

ve ark., 2006] basariyla kullanilmustir.

Dogal iletken o6zellikleri ve gozenekli yapilari olan bir¢ok polimer [Debarnot ve
Epaillard, 2003; Kamloth, 2002], metalik iyonlarla ve nanomateryaller ile sabitlenip
algilama uygulamalarinda kullanilarak 0zelliklerinde gelismeler saglanabilir. Birgok
nanopartikul sensor olarak kullanilabilecek kadar dayanikli degildir ve polimerik bir
matriks veya membran ile sabitlenmesi gerekir. Polimerler bir yandan
nanopartikiillerin  bir araya toplanmasim1 engelleyerek c¢evrelerine olan
duyarhiliklarini arttirabilirken, diger yandan da polimer icinde nanopartikillerin
bulunmasi polimerin veya kompozit yapisinin iletkenligini arttirabilir. Polimerin
morfolojisini yonetmekteki esneklik nano kompozitlere ek bir avantaj saglayarak
kemosensor ve biyosensorlerin iiretilmesini kolaylastirmaktadir. Ornek olarak Pt,
Pd, Au, metal oksit nanopartikilleri ve karbon nano tupleri polimerik matrisler icine
kapatarak karbonmonoksit, azotdioksit, amonyak gibi c¢esitli gazlarin tespitini

saglayan hassas sensorler tiretilmistir [Xing ve ark., 2006; Forzani ve ark., 2007].



Nano boyutlu kabuk malzemeler ¢ok ilging elektronik, optik, manyetik, yapisal ve
kimyasal 6zellikler gosterir. Bu o6zellikler yiiksek hedef 6zel uyarlanabilirligi olan
biyo-gorintl, biyo-sensor ve biyo-diagnostik uygulamalar icin uygundur [Asefa ve
ark., 2009]. Ornek olarak, nano boyutlu ginko oksit (ZnO) filmleri iginde altin
nanopartikiillerinin bulunmas1 malzemenin biitan gazini tespit etme yetenegini
arttirmistir [Socol ve ark., 2007]. Bakir nanopartikiillerinin metal oksitler icine
gomiilmesi ile oda sicakliginda hidrojen siilfit tespiti i¢in hassas kimyasal sensorler
tiretilmistir [Niranjan ve ark., 2002]. Bir diger ¢alismada ise soy metalleri ve metal
iyonlarin1 metal oksitler igine yerlestirerek yiiksek hassasiyette metal oksit sensorler
elde edilmistir. Yakin zamanda yeni bir kolorimetrik kemosensér paladyum
komplekslerini silika icine yerlestirerek ¢ok yanici olan etilen gazini algilamak igin
sensorler liretilmistir. Bu sensorlerin boru hatlarinda etilen kagaklarini algilamada ve

meyvelerin olgunlasmasinin izlenmesinde biiylik potansiyeli vardir [Asefa ve ark.,

2009].

Ayrica daha biiyiik hassasiyet, hizli cevap siiresi ve seciciligi olan kimyasal
sensorlerin  gekirdek-kabuk nanopartikiillerle olusturulabilecegi gosterilmistir.
Ornegin kompozit ¢ekirdek-kabuk nanokiireler gelistirilerek cok diisiik yogunlukta
coklu-buhar algilamasi yapilmistir [Si ve ark., 2006]. Cekirdek ve kabuk toksik gaz
buharlarinin 6zelliklerine bagli olarak {iretilebilir [Asefa ve ark., 2009]. Metal oksit
nanomateryallerin i¢ine Pd ve Pt yerlestirilmesi metaloksitin yar1 iletkenlik ve
elektronik Gzellikleri Gzerinde gok etkilidir [Erades ve ark., 2006]. Ornek olarak
bakir ve bakir oksit gibi maddelerin igerisine ¢inko oksit (ZnO) yerlestirilmesi onun
karbonmonoksit gibi kirletici gazlarin algilama 6zelligini ve elektrik iletkenligini
arttirtr [Choi ve Choi, 2000]. Bir diger ¢alismada Zeng ve arkadaslari Zn-ZnO
kompozit ¢ekirdek-kabuk nano kiireleri bakir ile doldurarak ¢ok diisiik yogunlukta
CO algilayabilen ¢ok hassas Cu-Zn/ZnO cekirdek-kabuk nanokompozitler
iiretmislerdir [Zeng ve ark., 2009].

Nanoteller, nano Slgekte algilayicilarin gelistirilmesi icin yararli oldugu ispatlanan

kritik 6Gneme sahip bir malzeme sinifidir. Yakin zamandaki gelismelerde nanotellerin



metal, metaloksit, polimerler, vb. ile sentezlenmesi basarilmis ve bu ortaya ¢ikan
alanda derinlik ve genislik saglanmistir. Nanoteller NO,, NO, N,O, NHy4, HS, Cl,
gibi toksik gazlarin varligiin algilanmasinda kullanilmis ve nem sensorii,
hidrokarbonlar, etanol, ozon, H; i¢in miikkemmel algilama yetenegi gostermistir.
Nanotellerin yiiksek alan-hacim orani ve 6zgiin elektronik ve optik 6zelliklerinin yol
actig1 nanotel yiizeyindeki yliksek reaktiviteleri onlarin ilgi merkezi olmalarina
neden olmustur. Cesitli hedef gaz bilesiklerine genis bir sicaklik araliginda yiiksek

hassasiyet ve secicilik gosterirler [Asefa ve ark., 2009].

Kuantum nokta denilen yari iletken nano kristaller 10 nm ¢apindan kiigiik
olmaktadir. Cesitli boyutlardaki kuantum noktalar fizyolojik siirecleri daha az (st
tiste gelen parlaklik ve daha dogru sekilde goriintiileme i¢in kullanilabilirler [Asefa
ve ark., 2009]. Ligant pasiflestirilmis kuantum noktalarin kullanilmas: ¢ok sayida
biyo-uyumlu, sitotoksik olmayan ve uzun Omdirlii liminant (aydinlatici) biyo-
goruntileme ve biyo-etiketleme cihazinin ortaya ¢ikmasini saglamistir [Ma ve ark.,
2007; Zaman ve ark., 2009]. Antikor veya DNA pasiflestirilmis kuantum noktalar
kullanilarak insan servik kanser (HeLa) hicrelerini [Goto ve ark., 2008] ve glioma
hiicrelerini [Chen ve ark., 2008] izlemek mimkiindiir. Ornek olarak triostilfosfin
oksit (TOPO)- kaplanmis ZnS- kabuk CdSe- cekirdek kuantum noktalar
Polimetakrilat polioksikarbonil 4-nitrofenol ve poli (L-laktik asit) HeLa hicrelerinin
florosans goriintiilemesinde kullanilmistir [Goto ve ark., 2008]. Birgok ¢aligmada
fibroblast hiicrelere karst hedef spesifik biyokonjugat baglarin ve kuantum nokta
ylzey kaplama boyutlarinin akillica segilmesiyle yiiksek spesifiklige ulagilmistir
[Green, 2004]. Kuantum noktalar optik biyosensorler olarak da kullanishdir. Ornek
olarak CdTe kuantum noktalar ve glikoz oksidaz kombinasyonlart ile hidrojen
peroksit sensorleri sentezlenmistir [Yuan ve ark., 2009]. Tabaka tabaka kuantum
noktalarin birlestirilmesi teknigi ile etkin bir kan seker sensorii gelistirilmistir [Li ve

ark, 2006].



2.2.1. Immiinosensorler

Bazi1 nanomateryaller ile ¢esitli ligantlar ve biyoaktif gruplarla spesifik analitler i¢in
segici sensorler iiretilebilir. Iki veya daha fazla cekirdek-kabuk ve diger kompozit
yapili nano yapilarin kombinasyonu ile avantajli hassasiyeti arttiran ve yanit siiresini
azaltan sensOr Ozellikleri elde edilebilir [Asefa ve ark., 2009]. Son yillarda
besinlerdeki bakteri patojenlerinin teshisi icin, ylksek derecede hassasiyete sahip
mikroarray tabanli sensorlerin  kullanimi  siireyi olduk¢a kisaltmaktadir.
Biyosensorlerin diisiik maliyetlerinin yani1 sira, ¢oklu ¢alisma olanagini da saglamast

bir diger avantajidir [Patel, 2006].

Bakterilerin hizli bir sekilde taninmasi, tibbi teshis konulmasinda, gida
giivenliginde, ilag iiretiminde ve terdrizm ile micadelede énemli bir role sahiptir
[Naja ve ark., 2007]. Besinlerdeki patojen mikroorganizmalarin belirlenmesi gida
matrisinin karmasiklig1 ve az sayida patojenin gida 6rneginde bulunmasi nedeniyle
zordur [Sandhy ve ark., 2008]. Bu nedenle patojenlerin ve diger biyomolekiillerin
baglanmasi igin yeni analitik yontemler gerekmektedir. Immiino-manyetik ayrim
(IMS) bu zorluklar1 agan yontem olarak goriilebilir [Dudak ve Boyaci, 2008]. IMS,
mikrop tanimlanmasi ve sayilmasi i¢in son on yil i¢inde gelistirilmistir. Antikor
kaplanmis paramanyetik kiirecikler veya nanopartikiiller, hiicrelerin yizeylerinde
bulunan antijenlere baglanirlar ve boylece hiicreleri yakalayarak kireciklere
baglanan hiicrelerin yogunlugunu arttirirlar. IMS ¢ok sayida bakteriyal Orneklere
uygulanmistir [Dudak ve Boyaci, 2008; Hibi ve ark., 2007]. Son yillarda nano
boyutlu malzemelerin ve nanoteknolojinin hizla gelismesi ile biyoteknoloji ve
patojen taninmasi alanlarinda manyetik nanopartikiiller ¢ok ilgi ¢ekmektedirler.
Manyetik o6zellikleri, diisiik toksik etkileri ve biyo uyumluluklar1 nedeniyle
manyetik nanopartikiiller teshis, ayristirma, ve tan1 koyma alanlar1 i¢in manyetik

rezonans goruntileme uygulamalarinda kullanilmiglardir [Giiven ve ark., 2010].

Patojenik mikroorganizmalarin sayist ¢ok fazladir ve bunlarin icinde algilanmasi

gereken, farkli ortamlarda bulunan birka¢ organizma olabilir. Bakteriyolojik



testlerde geleneksel mikrobiyoloji ¢ok zaman alan bir prosedirdur. Organizmalar
izole edilmeli ve ¢ogaltilmalidir, ve genellikle tanimlama i¢in bir seri biyokimyasal
test tamamlanmalidir [Heldrich, 1990]. Bu nedenle birka¢ yeni yontem, dzellikle
biyosensorleri kullanarak gelistirilmekte ve boylece hizli, hassas, ve segici bir
sekilde patojenik mikroorganizmalar algilanabilmekte ve bunlara maruz kalabilecek

kitlelere etkin tedavi saglanabilmektedir [Love ve Jones, 2008].

Immiinosensérlerin ~ kullanim  potansiyellerinin ~ nedeni;  genel  olarak
kullanilabilmeleri, antijen-antikor reaksiyonunun spesifik ve segici olmasi ve
yontemin yuksek hassasiyetidir. Antijen-antikor kompleksi her tiir algilayicida
kullanilabilir. Antijen-antikor baglanmasi ile a¢iga ¢ikan fizikokimyasal degisim
elektrokimyasal olarak algilanabilen bir sinyal iiretmez. Bu nedenle enzimler,
floresan bilesikler, elektokimyasal aktif altliklar, veya avidin-biotin kompleksleri
antijeni ya da antikoru etiketleyerek biyolojik tanima olaymi algilamak igin
kullanilirlar. Kullanilan antikorlar antijenin tstiindeki epitopa segicidir. Eger bu
epitop yasayan canli veya Olii bir mikroorganizmada bulunuyorsa antikor antijeni
yakalayacak ve pozitif bir sinyal kaydedecektir. Konakta hastaliga neden olabilmesi
icin bakteriyal gida patojenin tiiketilmesi gerektigi durumda canli olmayan
hiicrelerden pozitif sinyal iiretilmesi yanlis bir alarm verilmesine neden olabilir

[Alocilja ve Tahir, 2008].

Biyosensorler segicilikleri, hassasiyetleri (tanima elemaninin se¢imine bagimlidir)
ve kisa siirede sonu¢ vermeleri nedenleriyle patojenik mikroorganizmalarin
algilanmasinda ve tanimlanmasinda O6zellikle ilgi cekmektedirler. Biyosensorler
karmagik Ornek matrislerinin analizine de izin verirler [Hobson ve ark., 1996,
Ivnitski ve ark., 1999]. Korunma saglamak amaciyla kisa siirede patojenlerin varligi
konusunda uyar1 veren biyosensorler ¢evresel 6rneklerin analizinde de kullanilirlar.
Bunun yarattigi ek bir problem ise 6rnek iginde diger mikroorganizmalarin da
bulunabilmesidir. Dedektor istiinde c¢alisilan patojeni arka plandakilerden
ayirabilmelidir ve bunun birka¢ yolu vardir. Bu yontemler arasinda sunlar

bulunmaktadir. a) Partikiillerin sayisindaki artisin  belirlenmesi b) Biyolojik
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partikullerin sayisindaki artigin tespit edilmesi c) Patojen biyolojik ajanalarin
algilanmas1 veya d) Biyolojik ajanlarin spesifik olarak tanimlanmasi. Spesifik
tanima hedef analitin (Or; protein) tanimlama elemaniyla (6r; antikor) etkilesimine
bagimlidir. Biyosensdrlerin bir patojenik mikroorganizmay1 hassas, spesifik olarak
tanimast i¢in kullanimi hala asilmasi gereken Onemli bir engeldir, ve basariy1
belirleyen algilama elemaninin (spesifik ligant) dogas1 ve hedef analitin segimidir
[Labadie ve Desnier, 1992].

2.3. Nanopartikiiller ile Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalari

Biyolojik uyum i¢in; malzemenin kimyasal yapisi, restorasyonun tasarimi, elde
edilme yontemleri, mekanik 6zellikleri, doku ile temasmin sekli ve dokunun
Ozellikleri gibi bir c¢ok faktdriin bir arada uyum igerisinde olmasi gereklidir.
Biyolojik uyum 06zelligi olmayan materyaller doku reaksiyonuna yol agmaktadirlar
[Hanks ve ark., 1996]. In-vitro kosullarda kullanilmasi diistiniilen materyallerin
viicut dokulart iizerindeki toksik etkilerinin degerlendirilmesi ve olusturabilecekleri
biyolojik reaksiyonlarm taklit ve tahmin edilebilmesi amaci ile in-vitro
biyouyumluluk testleri gelistirilmistir [Hanks ve ark., 1996; Smith ve Williams,
2001]. In-vitro biyouyumluluk testlerinde; viicut dokularinin iizerine veya igerisine
yerlestirilen malzemelere Kkarsi gelisecek olan biyolojik reaksiyonlarin test

ortaminda olusturulmasi amaglanmaktadir [Hanks ve ark., 1996].

Ayrica nanopartikiil matrislerine ¢oziinmiis ila¢ tutuklamasi, kapsiillenmesi ya da
eklenmesi yapilabilmektedir. Hazirlanigs metoduna gére nanopartikiiller, nanokiireler
ve nanokapsuller elde edilebilmektedir. Nanokapstllerde tek bir polimer membran
ile igerisindeki boslukta ilact hapsedebilen sistemler olusturulabilmektedir
[Mohanraj ve Chen, 2006]. Boyle bir ilag tutuklamasinin yapilacagi sistemde
kullanilacak partikiillerin canli sistemler lizerinde meydana getirebilecegi etkilerinin
ayrintili olarak arastirilmasi bu nano yapilarin kullanimmin ne kadar glvenilir
oldugunun tespit edilebilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle kullanilacak nano

yapilarda bazi biyolojik aktivite ¢alismalarinin yapilmasi avantaj saglayacaktir.
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2.3.1. Antioksidan aktivite

Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda en 6nemli ve temel ¢alismalardan
birisi de ¢esitli materyal ve bilesiklerin antioksidan potansiyelleridir. Antioksidanlar,
serbest radikalleri giderici etkileri sayesinde biyolojik stireclerde biyosistemler icin
oldukca 6nemli bir role sahiptir. Antioksidan aktivite calismalari canli sistemler
icerisinde biyomolekiillerin arastirilacak materyaller ile aralarindaki reaksiyonun

g6zlenmesine izin verir [Saikia ve ark., 2010].

Vicudumuzdaki biyomolekdller her gin oksijen gerektiren birgok reaksiyona
ugrarlar. Bu reaksiyonlarin kag¢inilmaz iirlinii olarak serbest radikaller ortaya cikar.
Cok reaktif molekiiller olan serbest radikaller hiicre hasarlarina neden olurlar.
Oksidasyon sonucu molekiillerin eslenmemis elektronlara bdliinmesiyle serbest
radikaller olusur. Oksijen yasam i¢in metabolizma islemlerinde gereklidir. Bu
metabolizma islemleri oksidasyon ve rediiksiyon (Molekiile elektronlar ekleyen
kimyasal reaksiyon) kimyasal reaksiyonlarina baglhdir. Oksijenin zararli etkilerinin
gozlenmesine bir 6rnek dilimlenmis bir elmanin havayla temas edince kahverengiye
donmesidir. Cevremizde bulunan oksitleyici ajanlar serbest radikallerle birlesip
hiicrelerimize zarar vererek yaslanmaya ve kronik hastaliklara neden olurlar.
Antioksidanlar serbest radikalleri zarar veremeden durdurabilir ve oksidatif

reaksiyonlar1 engelleyebilirler [Milbury ve Richer, 2007].

Antioksidanlarin tek roliiniin serbest radikalleri etkisiz hale getirmek oldugu
sanilmaktadir. Gergekte antioksidanlar ve radikaller yasam biyokimyasinin ¢ogunu
etkilerler. Antioksidanlar biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin diizeyini regtle
ederler. Boylece zarar vermeden yararli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmeleri
saglanir. Kac¢milmaz olarak viicuttaki kritik molekiillere zarar verilir ve bdylece
hiicre yasamini sirdirmek icin onarim sistemlerine gerek duyar [Halliwell ve
Gutteride, 2006].
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Serbest radikaller

Biyolojik sistemlerin kendi i¢lerinde serbest radikal olusumuna neden olan faktorler
bulunmaktadir. Ancak bulunduklari ¢evrede maruz kaldiklar1 kimyasal maddeler ve
radyasyon gibi diger faktorlerde bulunur. Bir biyolojik sistem igerisinde stirekli
olarak reaktif tiirlerin olusmasina neden olan faktérlerin sistem iizerinde giiclii

etkileri olabilir [Ozdogan, 2007].

Molekuler oksijen, temel hiicre fonksiyonlarinda 6nemli gorevler alan birincil
biyolojik elektron alicisidir. Ancak oksijenin zararli 6zellikleri siiperoksit (O2*),
hidrojen peroksit, ve hidroksil radikal (OH*) gibi reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
elde olmayan nedenlerle olusmasindan kaynaklanir. Eger azaltilmazsa ROS aerobik
hiicrelerin 6nemli bir tehlike kaynagi olabilir ya da oliimlerine neden olabilir
[Scandalios, 2005]. Serbest radikallerin olusumunun Onlenmesinden ve

gideriminden antioksidan maddeler sorumludur.

Antioksidatif etkinin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Oksidasyona  neden olan  reaksiyonlarin ~ 6nlenmesinde  antioksidanlar
kullanilmaktadir. Baz1 bilesikler antioksidatif 06zellige sahiptir. Bir bilesigin
antioksidatif etkisinin belirlenebilmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilart DPPH giderim aktivitesinin hesaplanmasi ve bilesigin lipid

peroksidasyonunu inhibe etme derecesinin saptanmasidir.

DPPH giderim aktivitesi

DPPH serbest kok baglama metodu, lipid oksidasyonunu dnleyen antioksidanlar icin
kabul edilmis genel bir mekanizmadir. Diger metodlarla karsilastirildigi zaman; bu
metod, antioksidan aktivitelerin nisbi olarak kisa sirede belirlenmesini

saglamaktadir. Antioksidanlarin DPPH serbest kokiinii baglama aktivitelerinin,
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hidrojen (H) iyonu verme yeteneklerinden kaynaklandigi dustintilmektedir [Turan,
2005].

DPPH giderim aktivitesi metodunda, test edilen 6rneklerin H iyonu verme
kapasiteleri, stabil bir serbest kok olan DPPH maddesi kullanilarak aragtiritlmaktadir.
H iyonu verme yatkinlig1 olan bir bilesigin varliginda DPPH kokii indirgenir ve
stabil serbest kok formu olusur [El-Nehir ve Karakaya, 2003]. Calismanin esasi; test
edilen Ornegin, ortama verilmis olan DPPH radikallerini siipiirebilme yetenegine

dayanmaktadir.

Plazma lipid peroksidasyon giderim yontemi

Antiosidanlar lipid peroksidasyonunu engellemek veya geciktirme kabiliyetine
sahiptirler [Kiralan ve ark., 2004]. Birgok ¢alismada, 6zgiin polifenollerin alkoksi
kokleri ve hidroksil koklerini tuttugu, lipid peroksil koklerini indirgedigi ve lipid
peroksidasyonunu 6nledigi bildirilmektedir [Turan, 2005]. Bu ¢alismada 6rneklerin
lipid peroksidasyon diizeyini diisiirme basarilar1 spektrofotometrik yontemle

belirlenmektedir.

2.3.2. Antikanserojenik ve sitotoksik aktivite

Sitotoksik maddeler toksik sekilde hiicreyi etkileyen, hiicrenin fonksiyonunu bozan
ya da onlar1 6ldiiren maddelerdir. Antikanserojenik maddeler ise kanserli hicreleri
belirli oranlarda inhibe edebilirler. Kullanilan nanopartikiillerin kullanim alanlariyla
da iliskili olarak c¢esitli kanserli ve saglikli hiicre hatlar1 iizerinde etkilerinin
incelenmesi bu partikiillerin kullaniminda avantaj saglayacaktir. Belirli amaglar i¢in
sentezlenmis, tasarlanmis nano biiyiikliikteki bir¢ok partikilin antikanserojenik ve
sitotoksik etkileri ¢alisilmis ve glinimiizde de hala yogun olarak calismalarina

devam edilmektedir.
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Sitotoksisite testleri, test malzemesinin uygun hticre klttrlerindeki hicre biyime
orant ve morfolojik 6zellikleri lizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplar:
kullanilarak degerlendirildigi bir yontemdir [ISO 1999; ISO 1997]. Sitotoksisite
testleri genellikle malzemelerin, hiicre membran biitiinliigli, hiicre sayis1 veya
blylmesi, biyosentez veya enzim aktivitesi ve hiicre genetik malzemesi Uzerindeki
etkilerini 6lgcer [Tuncel, 2005]. In-vitro sitotoksisite testleri, diger metabolik
olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasinda spesifik bir fonksiyonun
degerlendirilmesi, ¢ok sayida Ornegin kisa zamanda ve ekonomik olarak
degerlendirilip kantitatif sonuglara ulasilabilmesi ve toksik maddelerin daha hassas
degerlendirilmesi gibi avantajlara sahiptir [Schmalz, 1997].

In-vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar1 oldugu gibi bazi dezavantajlar1 da
mevcuttur. Bunlar; her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi, kiltir hlcrelerinin konak
hiicrelerinden farkli olmasi, Kiltiir ortaminda enflamatuar ve diger doku koruyucu
mekanizmalarin olmamasidir [Schmalz, 1997]. Tum sitotoksisite testlerinde, test
sisteminin non-toksik, steril ve tekrarlanabilir olmasi da 6nem tagimaktadir [Tuncel,
2005].

2.3.3. Genotoksik aktivite

Tasarlanmis nanopartikiillerin ticari liretiminde gittikge artan seviyelerde bir seri
standart testlere ve biyolojik sistemlerde bu tasarlanmis partikiillerin toksisite
potansiyallerini degerlendirme protokollerine 6énemle ihtiya¢ duyulmaktadir [Barnes
ve ark., 2008]. Bu nedenle partikiillerin sitotoksik etkilerinin yan1 sira genotoksik

etkilerinin de arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Nanomateryal miihendisliginin giderek artan hakimiyetine ragmen bu materyallerin
cevre saghigi ve gilivenligi iizerindeki potansiyel etkileri ¢ok az bilinmektedir.
Nanotoksikoloji alan1 bu eksikligi gidermek ve sonu¢ elde etmek igin arastirma
calismalarindan olusmustur. Nanotoksikoloji, nanomateryaller ve onlarin in-vitro ve

in-vivo fonksiyonlarinin etkilerini tespit i¢in bir¢cok analitik metota dayanir.
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Genotoksik etkinin belirlenmesinde DNA hasar tespit ¢calismalari en sik bagvurulan
yontemlerden birisidir. DNA hasarin1 belirlemek icin en sik ve ortak kullanilan
metot ise Komet analiz teknigidir. Bu teknik tek hiicre jel elektroforezi olarak da
adlandirilmaktadir [Marquis ve ark., 2009]. Komet analiz teknigi ilk olarak Singh ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir. Bu teknikte hiicreler agaroz jel igerisine
gomiilmekte ve sonrasinda elektroforez (ayirim icin) ve etidyum bromid (sayim i¢in)
ile etiketleme yoluyla DNA denatirayonu ve hiicrelerin pargalanmasi
gozlemlenmektedir [Singh ve ark., 1988]. Hiicrede olusan kuyrugun miktar1 ya da
elektroforez sonrasi olusgan DNA fragmentlerinin siiriintiisii DNA hasarinin
gostergesidir. Bir¢cok calisma hiicrenin nanopartikiil ile muamele edildikten sonra
DNA hasarmin belirlenmesi i¢in Komet teknigini kullanmustir [Jalcobsen ve ark.,
2008; Barnes ve ark., 2008; Karlsson ve ark., 2008; Mroz ve ark., 2007; Colognato
ve ark., 2008; Kisin ve ark., 2007].

2.3.4. Antimikrobiyal aktivite

Bir¢ok kullanim alanina sahip olan nanopartikiiller baz1 mikroorganizmalar ilizerinde
oldiiriicti etki yaratmaktadir. Calisilacak olan nanopartikiiliin bir mikroorganizma
uzerindeki etkileri test edilebilmektedir. Bu durum kullanilacak olan nanopartikiiliin

amacina yonelik olarak avantaj ve dezavantaj saglayabilmektedir.

2.4. Patojen Mikroorganizmalar

Bakteriler diinyamizda yasayan en eski organizmalar olup ekosistemin
korunmasinda temel bir rol oynarlar. insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde biyiik
miktarda bakteriler bulunur ve aralarinda simbiyotik bir iligki vardir. Bakterilerin
yalnizca kiigiik bir kismi zararlidir ve hastaliklara neden olabilirler. Diinyamizda
yilda ortalama 1-2 milyar insanin bakterilerce enfekte edildigi ve bunun % 70’inin
gidalardan kaynaklandigi tahmin edilmektedir [Allos ve ark., 2004]. Uzun yillar
boyunca patojenligin ve virulansin kesin tanimlamalar1 {izerinde ¢ok miktarda

tartisma yapilmistir. Bu iki kelime siklikla birbirinin yerine kullanilmaktadir, fakat
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patojenlik bir organizmanin hastalia neden olabilme 06zelligi ve virulans
organizmanin neden oldugu hastaligin goreceli olarak siddetidir [Watson ve
Brandly, 1949]. Artan sekilde goriilmektedir ki virulans ¢ok karmasiktir ve konak ile
mikroorganizma arasindaki etkilesime baghdir [Casadevall ve Pirofski, 2001].
Virulansin tanimindaki problemleri de g6z Oniine alarak virulans faktorlerinin
belirlenmeside zor olmustur. Virulans faktorleri i¢in 6ne siiriilen iki tanim vardir: 1.
Patojenden ¢ikarildig1 zaman virulansi azaltan ama canlilig1 etkilemeyen komponent
[Wood ve Davis, 1980]. 2. Bir patojenin hastaliga neden olmasimi saglayan
mikrobiyal bir Griin [Smith, 1977].

2.4.1. Patojen mikroorganizmalarin bulasma yollari

Toksinler

Bazi1 mikroorganizmalar (Bacillus anthracis) drettikleri toksinlerle hastalarda
gbzlenen klinik semptomlara neden olurlar. Toksinler lipopolisakkarit
(endotoksinler) gibi bakterinin biitlinsel bir parcasi olabilirler ya da disar1 salinan
molekiiller (egzotoksinler) olabilirler. Toksinler siklikla yapistirict liretimi gibi diger
fonksiyonlar1 yerine getirirler [Tuomanen ve Weiss, 1985]. Toksin salgilanmasi
bakteriler tarafindan verilen kontrolli bir karsiligin parcast olarak regiile
edilebilirler. Lipopolisakkarit (LPS) patojenik Gram negatif hilicre duvarlarinin
icinde bulunur ve hiicre oldiigiinde ya da parcalandiginda (otoliz ya da konagin

bagisiklik sistemince) agiga ¢ikarlar [Love ve Jones, 2008].

Yapisma

Bir mikroorganizmanin bulagma gerceklestirebilmesinde bir diger 6nemli faktor
onun konak hiicresine ya da bir hiicre dis1 matrise yapisabilme 6zelligidir. Konak
hiicre reseptorlerine secici olarak eklentilerin  yapilmasinda  kullanilan

makromolekiillere ve yapilara siklikla adhesin denir [Krogfelt, 1991].
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Konak bagisiklik sisteminden kacinma

Bakteriyal patojenlerin yiizey elemanlarinin ¢ogu, konagin bagisiklik sisteminden
kagmasina yardimci olur. Polisakkaritler, proteinler, ve glikoproteinlerin
karigimindan olusan kapsiiller ¢esitli mekanizmalarla bakteri hiicresinin yiizeyinde
C3 konvertazinin toplanmasint inhibe ederek komplement aktivasyonunu
engellerler. C3 konvertazinin bakteri ylizeyinde toplanmasinin Onlenmesi

fagositozun etkinligini 6nler [Taylor ve Roberts, 2005].

2.4.2. Patojen mikroorganizmalarin enfeksiyon yollar

Patojenler bircok cesitli kaynaklar yoluyla bulasarak saglik agisindan canli
sistemlerde birgok hastaliga neden olabilmektedir. Bunlar dogal enfeksiyonlar, su ve

gida kaynakli enfeksiyonlar ve hastane enfeksiyonlar1 olarak siiflandirilabilir.

Dogal enfeksiyonlar

Patojenik bakteriler genis alana dagilmistir ve bakteri tiirlerine gére toprakta, diger
hayvan veya insanlarda, yiyeceklerde, ya da suda bulunabilirler. Butin bunlar
enfeksiyonun potansiyel kaynaklaridir. Enfeksiyon birkag degisik yoldan;
solunumla, beslenmeyle, deri yoluyla, kontamine kanla ya da bir bocek vektérindn
1ssirigryla olabilir. Enfeksiyonun gergeklesme yontemi ilgili organizmaya baglidir
ve hastaligin tahmini sonuglarin1 da etkileyebilir [Mock ve Fouret, 2001]. Dilinya
capinda Onemli olan birka¢ hastalik vardir. Ancak bu c¢alismada patojenik
mikroorganizmalarin hizli ve hassas algilanmasi ii¢ degisik alanda incelenmistir: Su
ile bulasan patojenler, gida ile bulasan patojenler ve hastane enfeksiyonlari1 [Love ve

Jones, 2008].
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Su ve gidalar

Bakteri, viriis, parazit, prion ve bakteri toksinleri gibi gidalarla tasinan ¢ok sayida
patojen vardir. Hastalik semptomlar1 genelde hafif veya siddetli gastrointestinal
bulanti, kusma, veya ishaldir, ancak hayati tehdit eden renal (bobrek), hepatik
(karaciger), ve norolojik komplikasyonlar1 da icerebilir. Gidalarla bulasan
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar genellikle “mide {islitmesi” gibi jenerik
tanilarla verilir ve hastalarin semptomlar1 ¢ok siddetlenmedikce tibbi tedaviye
basvurmamasi nedeniyle gerceginden daha az sayida rapor edilirler. Hastalik siiresi
degismekte olup bakteriyal enfeksiyonlarda kisa, viral veya parazit enfeksiyonlarda
kroniklesebilir. Gidalarin bakteriyal kirlenmesinde bilinen faktorler; gidalarin
uygunsuz sekilde islenmesi ve depolanmasi, yetersiz pisirme ya da 1sitma, ¢ig ve
pisirilmis gidalar veya taze sebzeler arasindaki ¢apraz kirlenme ve hizmetlilerin
temizlik kosullarina uymamalaridir. Gidalarla bulasan hastaliklarin ABD’ de yilda
76 milyon hastaliga neden oldugu tahmin edilmektedir [Mead ve ark., 1999].
Gidalarla siklikla bulasan patojenler Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella
spp., Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculasis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfiringes,
Clostridium botulinum, mayalar, kiifler ve mikotoksinlerdir. Gida ile bulasan
patojenler bulagma sikliginda, bulasiciliklarinda, ve hastalik semptomlarinda ¢ok
degisiklik gosterirler. Bazilar1 sadece rahatsizlik verirken bazilari hayati tehlike

yaratabilirler [Love ve Jones, 2008].

Hastane enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlari diinyanin her yerinde gelismis ve gelismemis iilkelerde
gortlmekte olup hasta 6limlerindeki en sik goriilen nedenlerden biridir [Ponce de
Leon, 1991]. Enfeksiyonlar genelde alt solunum yollarinda, ameliyat yaralarinda ya
da bosaltim yolundadir. 2002 Diinya saglik orgiitii raporuna gore en ¢ok enfeksiyon
yogun bakimda, akut ameliyat ve ortopedik boliimlerinde gorilmektedir. Hastalar

genelde yas, diger bir hastalik, ya da kemoterapi gibi bagisiklig1 diisiiren tedaviler
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nedeniyle bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerdir [Geddes ve Ellis, 1985]. 2002
Diinya Saglik Orgiti (WHO, World Health Organization) raporuna gore gida ile
tasinan patojenlerdeki gibi ¢esitli organizmalar enfeksiyona neden olabilir:
bakteriler, virsler, mantarlar ve parazitler gibi. Bireyler, insandan insana bulasma,
bakteriler ya da kirlenmis nesnelerle temas ederek enfekte olabilirler. Bakteriyal
hastane enfeksiyonlarinin ¢ogunun nedeni Staphylococcus aureus, Koagulaz-negatif

Staphylococci, Enterococci veya Enterobacteriacae’dir.

2.4.3. Yapilan ¢alismalarda hedeflenen patojen bakteri: L. monocytogenes

L. monocytogenes kuyruklu yapisindan dolay1 hareketli olarak nitelendirilen Gram
pozitif bir bakteri tipidir. insanlarin %1-10'u L. monocytogenes tasiyicisi olabilir. Bu
bakteri tiirline baz1 balik ve kabuklu deniz iiriinleri ve 17 kus tiirlinde rastlanildig:
gibi hem vahsi hem de evcil olmak (zere en az 37 memeli hayvan tlriinde de
rastlanmilmistir. L. monocytogenes, toprak ve diger c¢evresel kaynaklarda da
bulunabilir. L. monocytogenes spor olusturmayan bakteriler i¢in, dondurma, kurutma
ve 1sitma islemlerinin yok edici etkilerine karsi olduk¢a dayanikli ve direnclidir.
Bircok L. monocytogenes, bazi durumlara g0re patojenik 06zellik gosterir

[www.food-info.net].

L. monocytogenes, insanlarda ve hayvanlarda hastaliga neden olan en 6nemli gida
kaynakli patojenlerdendir. L. monocytogenes’in buzdolabi sicakliklarinda bile
cogalip gelisebilme yetenegi nedeniyle, 6zellikle tiiketime hazir gidalarda 6nemli bir
sorun teskil etmektedir. L. monocytogenes ile kontamine olmus gidalardan
kaynaklanan listeriozis vakalarina olduk¢a sik rastlanmaktadir [Yavuz ve
Korukluoglu, 2010]. L. monocytogenes genis bir alana yayilmakta ve su, silaj, lagim
suyu, mezbaha atiklari, saglikli ineklerin siitleri, insan ve hayvan digkisinda oldugu

gibi pek cok yerde bulunabilmektedir [Farber ve Peterkin, 1991].

L. monocytogenes siit ve siit tirtinleri, s1g1r ve domuz eti ile fermente sucuk gibi et ve

et Uriinleri, turp, lahana gibi taze iirlinler ile deniz iirlinlerinden ve gidalarin
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hazirlandig1 ortamlardan izole edilmistir [Rocourt ve Cossart, 1997; Gudbjonsdottir
ve ark., 2004]. Charlton ve arkadaslar1 1990 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada siit isleme
alanlarindan aldiklar1 6rneklerin %12,6’sinda  (75/597) Listeria tiirlerini izole
etmisler ve bunlarin yaris1 L. monocytogenes olarak tanimlanmistir. Cig siit, Gnemli
bir L. monocytogenes kaynagi olarak bilinmektedir. Bu dogrultuda 1986 yilinda
Hays ve arkadaslar1 ise ABD’de inceledikleri 100 kadar ¢ig siit Orneginin
%12’sinden bu bakteriyi izole etmislerdir. Listeria’nin ¢evreye yayilmasi; enfekte
hayvandan, toprak ve yesil yemlerin kontaminasyonuna, buradan da et ve siit
hayvanlarina tekrar gecmesi seklinde bir dongii gosterdigi bildirilmektedir. Boylece
kontamine sebze, meyve, sit ve etten insanlara gegis gerceklesmektedir [Arda ve
ark., 1999; Roche ve ark., 2009]. Listeriozise neden olan vakalar her zaman
goriilmekle birlikte, 1980 yillarindan baslayarak ozellikle Kuzey Amerika ve
Avrupa Ulkelerinde L. monocytogenes ile kontamine olmus siit, yumusak peynir
(Meksika tipi), lahana salatasi, az pismis tavuk, sosis, ¢ig et iirlinleri, balik ve
kabuklu deniz iirlinleri gibi gidalarin toplu tiiketimleri sonucu biiylik epidemiler
ortaya c¢ikmis ve % 30'lara varan Oliimler goriilmistir [Beuchat, 1996;
Gudbjonsdottir ve ark., 2004]. L. monocytogenes onemli bir patojendir. insanlarda
menenjit, septisemi, konjuktivit, deri ve mukoza lokalizasyonlar1 ve kan tablosunda
monositoza neden olmaktadir. Kontamine gida tiikketimi ile diisiik miktarda L.
monocytogenes alimi, saglikli yetiskinlerde herhangi bir klinik belirtiye yol
acmazken bebeklerin, ¢ocuklarin, yaslilarin, hamile, ilag veya hastalik nedeniyle
bagisiklik sistemi bozuk olan kisilerin bu canliya daha duyarli oldugu bilinmektedir
[Goulet ve ark., 2006]. Ancak etkili oldugu hastaliklarin nadiren saglikl
yetiskinlerde de goriildiigli bildirilmektedir. Bunun nedeni olarak kontamine gida
tiiketimi ile gok sayida mikroorganizmanm alinmasi ileri siiriilebilir. Ozellikle
hamilelerde listeriozis enfeksiyonlari, grip benzeri semptomlar gostermekte ve
plasenta yolu ile fetusa gegebildigi i¢in erken sanci, abortus, 6lii dogum, yeni dogan
bebeklerin erken Oliimiine veya konjenital anomali dogumlara neden olabildigi
gdzlenmistir. Oliim oran1 oldukga yiiksektir, bebeklerde %50 ve diger gruplarda en
az %25’dir [Rhoades ve ark., 2009].
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2.4.4. Yapilan ¢calismalarda kullamlan diger bakteriler ve genel 6zellikleri

Yapilan deneylerde modifikasyonsuz ve modifikasyonlu manyetik nanopartikiller
lizerinde tutunma ve hedefe spesifik baglanma gibi mikrobiyolojik ¢alismalarda ve
Raman spektroskopisinde karsilastirma amagli Salmonella typhimurium ve

Staphylococcus aureus bakterileride kullanilmistir.

Salmonella typhimurium

Salmonella, fakultatif anaerob, Gram negatif, ¢ubuk seklinde bir bakteridir.
Salmonella cinsi iginde yalniz insanlarda, yalniz hayvanlarda ve hem insanlarda hem
de hayvanlarda hastalik yapan birgok tiir bulunmaktadir [www.mikrobiyoloji.org].
Salmonella etkenleri Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella cinsine
ait tiirlerin icerdigi serotiplerdir. Son simiflandirmaya goére bu cinste iki tiir
bulunmaktadir. Bunlar ~ Salmonella enterica ve  Salmonella bongori’dir.
Gunumuzde bircok patojeni iceren S. enterica tiirii altinda ise alt1 alt tiir
bulunmaktadir. insan ve hayvanlarda infeksiyon olusturan Salmonella suslarinin %
99’u S. enterica subsp. enterica alt grubuna dahildir ve bu grup ¢ok fazla serotip
icermektedir [Brenner ve ark., 2000].

Salmonella’ya genellikle koliform grup bakteriler tarafindan yogun dlzeyde
kontamine olmus gidalarda rastlanir. Klasik bir gida enfeksiyonu olarak bilinen
salmonellosis etmeni nedeniyle Salmonella’larin gida mikrobiyolojisindeki rolleri
blyuktir. Salmonella’larin neden oldugu gastroenterit de 6liimle sonuglanabilir.
Mikrobiyal gida zehirlenmeleri arasinda diinyada en ¢ok goriilen hastaliklardan biri
olan salmonellosisin sadece ABD’de yilda 2-4 milyon kadar olan vakaya neden
oldugu ve hastalik sayisinin  giderek  arttigit  tahmin  edilmektedir

[www.mikrobiyoloji.org].
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Staphylococcus aureus

S. aureus mikroskobik olarak incelendiginde cift, kisa zincirli ve iiziim salkimi gibi
oldugu gozlenen, kok seklinde Gram pozitif bir bakteridir. Baz1 suslar1 insanlarda
hastaliga neden olan yiiksek 1s1ya dayanikli protein toksinleri iiretme egilimindedir
[www.food-info.net]. Fransa’da gida zehirlenmelerinde Salmonella’dan sonra ikinci
olarak en ¢ok salgina bakteriyal patojen S. aureus neden olmaktadir. Hastalik
icindeki bakteri suslarinca tiretilen enterotoksinlerin kirlettigi gidanin tlketilmesi ile
gida zehirlenmesi ortaya cikar. Cig ve pismis et ile siit ve siit Uiriinleri insanlara

patojen bulagsmasinin ana yollaridir [Boujday ve ark., 2008].

Stafilokoklar deri ve mukozal ylizeylerin normal florasinda bulunmaktadirlar.
Normal saglikli eriskinlerin yaklasik olarak %15’i devamli olarak S. aureus
tasiyicisidir. Bu oran hastanede yatan hastalarda, saglik calisanlarinda, diabet,
egzema ve ila¢ bagimlilig1 gibi durumlarda daha yiiksektir. Toplumun %60°1 ise
belirli araliklarla burunlarinda S. aureus tasirlar [Murray ve ark., 2002, Topgu ve
ark., 2002].

Stafilokok kaynakli gida zehirlenmesi S. aureus’ un bazi suslarinin irettigi
enterotoksinlerin  sebep oldugu bir durumdur. Stafilokok kaynakli gida
zehirlenmesinin baslangi¢ belirtileri bireyin toksine olan duyarliligina, tiiketilen
kontamine gida miktarina, gida ig¢inde alinan toksin miktarina ve genel anlamda
hastanin sagligina bagl olarak hizli ve ani gelisir. En ¢ok goriilen belirtiler; mide
bulantis1 kusma, karin agrisidir. Baz1 bireyler, hastalikla ilgili biitiin bu belirtileri
gostermeyebilir. Zehirlenmenin daha siddetli oldugu durumlarda, bireyde bas agrisi,
kas kramplari, kan basinci degisiklikleri ve ¢arpinti gozlemlenebilir. Genellikle,
hastanin iyilesme siireci iki glindiir fakat siddetli durumlarda bu siirecin ii¢ giin
olmast hatta bazen daha fazla devam etmesi beklenebilir. Staphylococcal gida
zehirlenmesinde rol alan gidalar et ve et iirlinleri; kiimes hayvanlar1 ve {iriinleri;
salatalar (yumurta, tuna, balik, patates ve makarna salatalar1 gibi); firin tiriinleri

(kremali pastalar ve tartlar, cikolata); sandvicler; sut ve gunluk Grunlerdir.
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Hazirlanma asamasinda dikkatli bir isleme tarzi gerektiren ve bu asamadan sonra
azar azar yikselen sicakliklarda tutulan gidalar, staphylococal gida zehirlenmesi

riski altindadir [www.food-info.net].

S. aureus’un tespit ve sayiminda genellikle standart mikrobiyolojik kiiltiir testleri
uygulanir. Bu metotlar hassas ve spesifik olmalarina ragmen zaman alic1 olmalari,
kisisel beceri gerektirmeleri ve 24-48 saat aralifinda sonuglanmalar1 gibi bazi
dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle patojen bilesenlerinin spesifik algilanmasinda,
DNA fragmentleri igin genellikle PZR tabanli analiz [McKillip ve Drake, 2004] ya
da antikorlar kullanilarak immiinolojik analiz yontemleri gibi alternatif yontemlerin
gelistirilmesi igin ¢ok biiyiik ¢abalar sarf edilmektedir [Bennett, 2005; Hughes ve
ark., 1999; Brett, 1998; Delibato ve ark., 2005].

2.5. Manyetik Nanopartikdiller ile Patojen Algilayabilen immiinosensorler ve

Tasarimi

Patojenik bakterilerin hizli bir gsekilde tanilanmasi ve teshisi i¢in siirekli olarak
araclar gelistirilmektedir. Kiiltiir yontemleri “altin” standart olarak devam etmekte,
nikleik asit bazli metotlar kullanilabilmektedir ve gtinct olarak da immin analiz
yontemleri tercih edilmektedir [Gracias ve McKillib, 2004; Bhunia, 2006]. Ancak
immun analiz metotlar diger ikisine gore ¢ok daha hizlidirlar. Kiiltiir metotlar1 24-48
saat veya daha fazla surebilmektedir. Mycobacterium tuberculosis gibi bazi
bakterilerin teshisi 7-14 giinliik bir siire almaktadir [Cheng ve ark., 2005]. Buna
karsin antikor bazli tanilama yontemlerinin ¢ogu lateral akis ve deep stick gibi
immin analiz yontemleri ve slide baglama testleri ile labaratuvar disinda yapilarak

10-15 dk. iginde sonug alinabilir [Banada ve Bhunia, 2008].

Nanoteknoloji ve nanobilimin en Onemli arastirma alanlarindan birisi; ¢esitli
mikroorganizmalarin  kontroli ve tayinidir [Luo ve Stutzenberger, 2008].

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin sekli, yapisi ve boyutlari uygun kimyasal
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yontemlerle kontrol edilebilir. Yiizeylerine farkli kimyasal gruplar eklenerek

modifikasyonlar ile yeni 6zellikler kazandirilabilir.

2.5.1. Manyetik nanopartikiller

Manyetik nanopartikiiller analitik biyokimya, saglik ve biyoteknoloji alanlarinda
protein, enzim ve diger biyoaktif ajanlarin immobilizasyonunda gittikge artan
uygulama alanlar1 bulan en ¢ok kullanilan materyaldir [Yang ve ark., 2004].
Manyetik nanopartikiiller molekiillerin ve spesifik hiicrelerin ayriminda,
armdirilmasinda, tanilanmasinda gesitli konsantrasyonlarda ayarlanabilirler [Hnaiein
ve ark., 2008].

Nano boyutlu metal malzemeler, nano boyutta tanecik biiyiikliigiine ve yapisina
sahip metallerdir. Genelde tanecik biiyiikligiic 1-100 nm arasindadir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalar, bu malzemelerin 6zelliklerinin ¢ogunlukla tanecik
boyutuna bagli oldugunu gostermistir [Klabunde ve ark., 1996]. Sentezlemedeki
gelismelerle 2-20 nm ¢apindaki manyetik nanopartikiillerin boyutlarinda kesin
olarak kontrol yetenegi elde edilmistir [Sun ve Zeng, 2002]. Nanomalzemelerin
yapisi, fiziksel ve kimyasal oOzellikleride onemli degisimlere sebep olmaktadir.
Manyetik malzemelerdeki zorlayict kuvvet degistirilebilir, ylizeyin tepkimeye girme
kabiliyeti ve katalitik yetenegi gelistirilebilir ve mekanik dayaniklilik bes veya daha
fazla kat artirilabilir [Li ve ark., 2006].

Varshney ve arkadaglari tarafindan immiinomanyetik ayirma teknigi gelistirilmis ve
manyetik nanopartikil konjtgeleri poliklonal anti-E. coli antikorlar1 ile biyotin ve
streptavidin sistemi kullanilarak kaplanmis ve E. coli O157:H7 yakalamak igin
kullanilmistir. Béylece yakalama etkinligi %69’dan 94,5’e c¢ikarilmistir [Varshney
ve ark., 2005].

Yapilan bir ¢aligmada nanopartikiil bazli immiinomanyetik ayrigtirma ve es zamanl

PZR yontemleri birlestirilerek L. monocytogenes bakterisinin hizli ve kantitatif
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algilanmast i¢in bir yontem gelistirilmistir. Karboksil modifiyeli manyetik
nanopartikuller tavsan anti-L. monocytogenes antikoru ile amin gruplari araciligiyla
kovalent baglanmistir. Immiinomanyetik nanopartikiillerin miktari, reaksiyon ve
toplama siireleri, yikama agamasi gibi ¢esitli faktorlerin en 1yi degerleri arastirilarak
bulunmus ve suni olarak kirletilmis siitten L. monocytogenes teshisi igin
nanopartikiil bazli immiinomanyetik ayirim ile es zamanli PZR birlikte kullanilarak

basaris1 6l¢iilmiistiir [ Yang ve ark., 2007].

Uygulamalarda kullanilan bakteri tayini arastirmalari i¢in g¢aligilacak olan nano
boyutlu yapilar ¢ekirdek-kabuk nanomateryal bazli modifiye edilmis manyetik
sensorlerdir. Resim 2.1°de de goriildii gibi gesitli sekillerde (kiire, kiip ,gubuk vs.)
sentezlenebilen bu nanoyapilar demir bir ¢ekirdek ve bunun iizerine kaplanmis olan

altin kabuk yapisindan olugsmaktadir [Temur ve ark., 2010].
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Resim 2.1. Altn kiire nanopartikiillerin ve altin nanogubuklarin TEM gdoruntuleri
[Temur ve ark., 2010]

Nanopartikiiliin ¢ekirdegini olusturan demir bu nanopartikiillere manyetik 6zellik
kazandirmaktadir ve bu sayede bulunduklar1 ortamdan miknatis yardimiyla ayrimlari

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi kolaylikla gergeklestirilebilmektedir.
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(

Sekil 2.1. Manyetik nanopartikiillerin miknatis yardimiyla ayrimi (M: Miknatis)

2.5.2. Cekirdek—Kabuk bazlh nanosensorler

Bu malzemeler cok ilging elektronik, optik, manyetik, yapisal ve kimyasal 6zellikler
gosterir. Bu 0Ozellikler yiliksek hedef 6zel uyarlanabilirligi olan biyogdriinti,
biyosensor ve biyodiagnostik uygulamalari i¢in uygundur. Buradaki ¢ekirdek-kabuk
malzemeler bazi organik ve inorganik tabakalarina nanopartikiil kaplanmig
yapilardan farkli olarak 6nemli biiyiikliikte ¢cekirdek ve kabuk yapilarina sahiptir.
Cekirdek-kabuk nanomalzemeler genellikle her ikiside nanometre Olg¢ustndeki bir
cekirdek ve kabuktan olusup, birbirini izleyen adimlarda sentezlenerek birbirini

tamamlayan Ozelliklere sahiptir [Potyrailo ve ark., 2008; Shi ve Asefa, 2007].

Daha biiyiik hassasiyet, hizli cevap siiresi ve segiciligi olan kimyasal sensorlerin
cekirdek-kabuk nanopartikillerle olusturulabilecegi gosterilmistir. Ornek olarak
kompozit cekirdek-kabuk nanokiireler gelistirilerek ¢ok diisiik yogunlukta ¢oklu
buhar algilamasi1 yapilmistir [Li ve ark., 2006].

2.5.3. Bakteri tayini icin immunosensdr modelinin tasarlanmasi
Nanopartikiillerin ~ optik, elektrokimyasal ve manyetik Ozellikleri teshis

yontemlerinin  hizim1  ve basar1 oranlarin1  arttirabilir.  Bunlarin  ¢esitli

konfigiirasyonlarda kullanilabilmeleri hasta basi sistemlerin ya da ¢ok amaclh
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cihazlarin gelistirilmelerini saglayabilir [Sanvicens ve ark., 2009]. Ayrica, Klinik
teshisi, gida analizi ve ¢evre gozlemlemesi gibi cesitli alanlarda patojen bakterilerin
teshis edilmesi i¢in alternatif enzim ve immiinosensorlerin gelistilmesi konularinda
ilerlemeler kaydedilmektedir. Enzim, nukleik asit ve antikor gibi kullanilan
biyolojik elemana bagli olarak c¢esitli biyosensorler gelistirilebilir [Ivnitski ve ark.,
1999]. Nano yapidaki partikiillerin boylar1 ayarlanabilir 6zelliktedir. Bu biyosensor
Uretimi icin oldukca énemlidir. Hedef biyolojik pargalarin yiliksek tanilama, yiiksek
secicilik ve yiiksek hassasiyet ile teshisi i¢in en uygun biyofonksiyonlu manyetik
partikiil boyutlarmin belirlenmesinde iki basit prensip kullanilabilir: (1) Partikal
yiizeyinde birden ¢ok ligant bulunabilmesi ve bu sayede ¢ok yonlii etkilesimlere izin
verilmesi icin partikiil boyutu yeterince biiyiik olmalidir. (2) Yiiksek yiizey alani-
hacim oranlari, iyi koloid stabilite ve yiiksek baglanma icin hizli hareket saglayacak
kadar boyutlar1 kiigiik olmalidir. Ornegin; Proteinlerin ayriminda nanopartikiillerin
boyutlar1  biyomakromolekiillerin  boyutlarina yakin  olmalidir.  Hiicrelerin
yakalanmasinda nanopartikiil boyutu 8-10 nanometre ¢apinda olmalidir [Gu ve ark.,

2006].

Nanosensorler iki genis kategoriye ayrilabilirler: Hedef analitin dogrudan teshisi i¢in
sensorler ve dolayli teshis yapan (etiketlenmis) sensorler. Bu iki sensor tlrindn
genel yapisi Sekil 2.2°de gosterilmistir. Dogrudan teshis sensorleri bir biyospesifik
reaksiyonu bir kompleks formasyon ile ortaya c¢ikan fiziksel degisikliklerin
Olcllmesi yoluyla aninda ve dogrudan belirler. Dolayli teshis biyosensorlerinde
onceden gergeklesen bir biyokimyasal reaksiyonun ortaya cikardigi iirinler daha

sonra bir sensor tarafindan algilanir [Ivnitski ve ark., 1999].
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B

Sekil 2.2. Biyofonksiyonel molekiillerin 2 farkli yontemle bir nanopartikiile
baglanmast (mavi kisa c¢ubuklar parga yilizey tutucusunu
gOstermektedir.) A. Dogrudan teshis igin gelistirilen sensér modeli, B.
Dolayli teshis amacryla gelistirilen sensér modeli

Biyofonksiyonel gruplar degisik 2 ydntemle nanoylizeylere baglanabilir. Sekil
2.2.’de goriilen A yonteminde reaktif bir grup igeren bir tek molekiil tabakasi
nanopartikil Gzerinde dretilir, sonra biyofonksiyonel molekiller bu tek katmanla
reaksiyona girerek biyofonksiyonel nanopartikilleri Uretirler. B yonteminde ise 6nce
ylizey ile reaksiyona girecek grup biyofonksiyonel biyomolekiile baglanir, daha
sonra bu birlesim nanopartikiil ile reaksiyona girerek istenen tiriinii verir. A yontemi
basit ve cesitlenebilir bir yontemdir, ancak tiiketilmemis reaktif gruplar geride
kalabilir. B yonteminde iyi tanimlanmis bir tek tabaka iretilir, fakat ylizeyle
reaksiyona girecek bir grup iceren biyofonksiyonel bir molekulun tretilmesi ¢ok zor
olabilir [Gu ve ark., 2006].
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2.5.4. immiinolojik tamlama

Nanopartikiillerin yiizeyleri hedefe 6zel olarak se¢ilmis protein yapisindaki spesifik
antikorlar ile baglanarak sensorlerin ortamda algilanmasi istenen bakteriye yiiksek
oranda tanilama ve baglanma gostermesi saglanabilir. Boylece 0zel antikorlarla
fonksiyonlandirilmis nanopartikiiller ve hedef organizmanin antijenleri immiinolojik

tanima mekanizmalar1 sayesinde birbirlerine spesifik olarak baglanabilirler.

Antijenler

Organizmada reaktif immiin cevap olusturabilen maddelere “immiinojen”
denilmektedir. Boyle bir immiin cevap sonucu, kendilerine karsi spesifik antikor
olusturabilen maddelere ise “antijen” denilmektedir. Antijenlerin simgesi “Ag”dir.
En guclu antijenler makromolekuler proteinlerdir. Polisakkaridler, sentetik peptid ve
polimerler bazi uygun sartlarda antijen olabilirler [Kiligturgay, 1997]. Antikor
sentezi olusturmayan, ancak olugsmus antikorlarla spesifik bigcimde birlesen
molekillere “hapten” denir. (saf polisakkarit ve lipidler gibi). Haptenler bir protein
molekuli ile birlesirlerse, antijen 6zelligi kazanarak bagisik yanita neden olurlar.
Hapten protein bilesiginde, protein molekiiliine tasiyict denir [Giilmezoglu ve
Erglven, 1994].

Bir molekulin iyi bir antijen olabilmesi igin bazi ozelliklere sahip olmasi

gerekmektedir. Bunlar:

1. Molekul organizmaya yabanci olmalidir. Bir tiiriin bir ferdine ait molekiiller, gene
ayni tiiriin bagka bir ferdi igin antijenikse, bu molekiller izoantijendirler. Bir
molekil, konagin molekiillerine ne kadar yabanci ise, o konak i¢in o kadar iyi

antijen olarak kabul edilir.

2. Molekiiliin mol agirligit 10 KD’dan fazla olmahdir. Istenilen antijenlerin

molekler agirliklari ise genellikle 100 KD’dan fazladir.
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3. Molekil, immin sistemi stimile edecek siire kadar konakta kalabilmeli, hemen

oldurucu toksik etki gostermemelidir.

4. Molekiil, organizma ile uygun biyolojik iligski kurabilmek ydniinden, kimyasal

kompleksite’ye sahip olmalidir.

5. Molekiil elektrik yiikii tasimalidir. Ciinkii elektrik yuklu gruplar, sulu ortamda
molekiile erirlik kazandirarak cevre ile daha iyi temas etmelerini, dolayisiyla
onlarim immiin sistem hiicrelerine kolay girmelerini saglayan hidrofilik nitelik

tasirlar.

6. Antijenin konaga verilis yolu ve dozu da immiin cevabin siddetini ve kalitesini
etkileyebilir. Iyi bir immiin cevap icin, uygun yoldan verilecek yeterli doz
secilmelidir [Kiligturgay, 1997].

Enfeksiyonlara  kars1  bagisiklikta  ylzeysel antijenler  Ozellikle  6nem
kazanmaktadirlar. Mikroorganizmalarin hiicre i¢i yapilarida antijeniktir, fakat bu
antijenlerin etkin olabilmesi i¢in hiicrelerin par¢alanmasi gereklidir [Giilmezoglu ve
Ergliven, 1994].

Antikorlar

Antikorlar glikoproteinlerin immiinoglobiilin (Ig) siipergen familyasindandirlar
[Banada ve Bhunia, 2008]. Antikorlar hiimoral imminite veya antikora bagimli
immuniteden sorumlu olup glikoprotein yapisindaki molekillerdir. Antikorlar
binlerce farkli antijeni taniyabilecek bicimde farklilik gostermektedirler. Bu
farkliliklar oldukea ¢esitli genlerin bir araya gelmesi sayesinde olusur. Bir kisinin
kaninda bulunan antikorlar bir karisimdir ve ¢esitli antijenlerin ¢esitli determinant
gruplara karsit olusmuslardir. Antikorlarin her biri belirli B hiicre klonlari
tarafindan olusturulmustur. Antikorlarin saf bir bicimde elde edilmesi ¢alismalarinda

plazma hiicresi tiimorii olan “Multiple myeloma” olgularindan yararlanilmistir. Tek
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tip plazma hiicresinden sentezlenen antikor molekiilleri ayn1 yani “monoklonal”
olmaktadir. Monoklonal antikorlar sayesinde ve X 1sin kristallografi yontemiyle
antikorlar {i¢ boyutlu yapilariyla ayrintili olarak incelenebilmislerdir [Glilmezoglu

ve Erglven, 1994].

>

Antijen baglanma bolgeleri
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Sekil 2.3. Bir antikor molekiiliiniin yapisi

Sekil 2.3’te goriildigii gibi antikor molekili 4 polipeptitden olusmaktadir. Bu
polipeptitlerden ikisi kisa, ikisi ise uzundur. Kisa aminoasit zinciri 25.000 mol
agirliginda olup biitiin immiinoglobulin sinif ve alt siniflarinda aynidir. Her sinif ve
alt siifta farklidir. Bu hafif (L) ve agir (V) zincirler birbirleriyle kovalent ve non-
kovalent kuvveterle baglanmiglardir. Bir antikor molekiiliinde agir zincirlerin ikisine
de ayni tip hafif zincir baglanir. Hafif zincir iki bolgeden olusur. Bir amino ug¢ kismi
ki bu bolge aminoasit siralamasinda antikordan antikora gore cok degismeler
gosterir. Bu bolgeye “degisken bolge” (Variable Light Chain) VL denir. Diger
karboksi ucu ise fazla degisiklik gostermez ve bu bolgeye “degismez bolge”
(Constant Light Chain) CL denir. Tipik bir antikor molekiilii g6z oniine alindiginda
hafif zincirleri 212 amino asitten olusur, asagi yukari yarisi 105 aminoasit VL
kismini olusturur. Hafif zincir iginde birisi degisken olan digeri ise sabit kisminda

olmak Uzere iki adet ilmik bulunur. Bu ilmik aminoasit zincirinin kivrilip disulfit
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bagiyla etkilesmesi ile olusur. Hafif zincirde iki disiilfit bag1 vardir, birisi degisken
digeri sabit kismindaki olusumda rol oynar. Agir zincirler birbirleriyle, hafif
zincirler de agir zincirlere disiilfit baglariyla baglanir [Gllmezoglu ve Ergiiven,
1994]. Hafif ve agir zincirlerdeki bu iki degisken bdlge, antijenin (Ag) taninmasini
ve baglanmasini saglar. Bu bolgedeki aminoasit dizisi ¢cok degiskendir, bu sayede
antikorlar ¢ok sayida hedef molekiili tanima giicline sahip olurlar. Antikorlarin
degisik smiflar1 vardir: IgA, 1gG, IgM, IgE ve IgD. Pratik nedenlerle immin analiz
uygulamalar1 i¢in bazi smiflar dengelilikleri, baglanma gii¢leri, ve diisiik c¢apraz
reaksiyonlar1 nedeniyle ¢ok tercih edilirler. Antikorlarin kompleks bir karigimda bile
0zel antijenik bolgelere (epitope) yiiksek gilicle baglanmasi ve tanilamasi,

antijenlerin kalitatif ve kantitatif 6l¢timii i¢in kullanilir [Banada ve Bhunia, 2008].

Bir immiin analiz yonteminin basariyla tasarlanmasi; uygun antikorun Uretilmesine,
secilmesi zorunlu olup poliklonal antikor veya monoklonal antikor secimine,
bispesifik, veya flizyon proteinlerine ve goreceli maliyete bagl olarak degisecektir
[Liddell, 2005]. Kullanilacak antikor tipi (PAb veya MADb) 6zgiin uygulamaya
baglidir. Mumkinse monoklonal antikorlar tercih edilmelidir. Ancak, bunlarin
uretiminin  yuksek maliyetli olmasi, poliklonal antikorlar1 hala daha cazip
yapmaktadir. Hedefe 6zel yiiksek basariya sahip antikor 0retilmesi igin kiguk
peptidler veya polipeptidler gibi antijenik molekillerin imminojen olarak secilmesi

ve kullanilma stratejisinin uygunlugu 6nemlidir [Banada ve Bhunia, 2008].

Antikorlarin fonksiyonlari

Antikorun temel fonksiyonu antijenle baglanmasidir. Eger toksinle baglanirsa
notralize eder, virlisle baglanirsa viriisiin hiicreye girmesini onler. Biyolojik
molekiiller, sekerler, lipidler, hormonlar, kompleks karbonhidratlar, fosfolipidler,
niikleik asitler, proteinler kendilerine 6zgiil antikorlariyla birlesen antijenlerdir.
Halbuki bu molekillerden sadece makromolekiller lenfositleri aktive ederek,
immiin yanita neden olabilirler boyle maddelere “immiinojen” denir. Kiigiik

molekiillerin immiin yanit ¢ikartabilmesi i¢in biiyiik bir molekiile baglanmalari
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gerekir. Burada kiigiik molekiile “hapten” denilmektedir. Makromolekule ise tasiyici
denir ve cogunlukla yabanci bir proteindir. Hapten tasiyict kompleksi bir immiinojen
gibi etki yapar. Bu makromolekiiller genelde bir antikor baglanma yerinden
biiyiiktiir. Antijenle baglanma antikorun “Fab” adini verdigimiz kismiyla olur.
Antikorlarin antijen baglama yerindeki 3 boyutlu yapiyr aminoasit siralanmalari
tayin eder. Antikor molekiiliiniin hafif ve agir polipeptit zincirlerinin degisken
bolgelerinin aminoasit siralanmalar1 incelendiginde bazi bdlgelerin  aminoasit
farkliliginin daha fazla oldugu goriilmistiir. Bu bolgeler 30, 50 ve 95. aminoasit
bolgeleridir. Bu bolgelere “hipervariable bolgeler” denmistir. Bu bdlgelerin antijen
baglanmasinda 6nemli yerler oldugu distliniilmektedir. Agir ve hafif zincirlerin
degisken kisimlar1 karsilikli olarak Oyle yerlesirler ki, bu bélgeler antijene 6zgul tg¢

boyutlu boslugu olustururlar [Gililmezoglu ve Ergtiven, 1994].

Poliklonal antikorlar

Poliklonal antikorlarin esasi, bir antijene bagisiklik sisteminin cevabi birden ¢ok B-
hiicresinin hepsi antijen iizerindeki 6zel bir epitopu hedefleyecek sekilde aktif hale
getirilmesine dayalidir. Secicilikleri ve hedefledikleri epitoplar bakimindan ¢ok
sayida antikorun 0retilmesi nedeniyle bunlara poliklonal antikorlar denir
[www.randoxlifesciences.com]. Bir poliklonal antikor preperatinda gesitli simif ve
alt siniflardan antikor karisimlari bulunabilir ve birden ¢ok antijeni ya da ayni
antijenin uzerinde bulunan birden ¢ok epitopu taniyabilirler. Aksine bir monoklonal
antikor sadece bir antijen Uzerindeki 6zel bir epitopu tanir. Poliklonal antikorlar
bakterileri tanilamak i¢in iretilirler ve bir antijeni karakterize etmek i¢in ¢esitli
epitoplarla  etkilesebilme yetenekleri nedeniyle ilk immunolojistler ve
mikrobiyolojistlerce ¢ok kullanilmiglardir. Cogu ticari yontemlerde poliklonal
antikorlar kullanilir ve ananliz formati kiimelesme (agliitinasyon), ¢okelme veya
enzim-bagli immiinosorbent yontemi (ELISA) kullanilir. Poliklonal antikorlar
monoklonal antikorlardan hedef molekilleri yakalama ve konsantre etme
bakimindan daha {stiindiir ve immiinomanyetik veya immiinokiire bazli yakalama

icin kullanilirlar [Nolan ve ark., 2005].
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Uretim amaciyla bu antikorlar ilgilenilen antikor ile bagisiklanmis hayvanlarin kan
serumundan uyarilmig B-lenfositlerin {iretti§i genis cesitlilikte o antijene ozel
imminoglobulinin saflastirilmasi ile elde edilir. Amacg yuksek kalitede ve ylksek
yakalama giiciinde antikorlarm Uretilmesidir. Gunumuzde poliklonal antikorlar
biyolojinin bir¢ok alaninda arastirma amagli kullanilmaktadir. Bu amaglarin bazilari
histokimya, ELISA, hastalik teshisi, immune turbidimetrik yontemler, Western
Blot’lar ve biyogip teknolojisidir. Poliklonal antikorlar sandivi¢ yontemlerde ikinci
asama antijen algilayicilar1 olarak ¢ok uygundurlar. Siklikla poliklonal antikorlar at
turpu peroksidaz veya alkalin fosfataz gibi raporlayici molekiillerle etiketlenir
boylece antikorlarin varligi 151k veya renk degisiklikleri ile algilanabilir

[www.randoxlifesciences.com].

Monoklonal antikorlar

Normal antikor sentezleyen B-hicresiyle, miyeloma hicresinin fiizyonu sonucunda,
bilinen ozgiilliikte devamli antikor sentezleyebilen hibrid hiicrelerden olusan bir
hiicre kiiltlirii elde edilmistir. Bu hiicrelerin sentezlendigi antikorlar “Monoklonal

antikorlar” olarak adlandirilirlar [Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994].

Monoklonal antikorlar bir tek B-lenfositin 6zel bir epitopa karsi {rettigi
antikorlardir.  B-hiicreleri bagisiklanmig  hayvanlarin  dalagindan ve lenf
diigiimlerinden kolayca izole edilebilirler. Ancak bu hiicreler sadece kisitli bir
sayida treyebilirler, buna 'Hayflick limit' denir. Bu nedenle B-hiicreleri dogrudan
kaltir edilemezler. Bir antikorun arastirma ya da endiistride kullanilabilmesi i¢in
blylk miktarlarda kolayca dretilebilmesi gerekir. Ancak Hayflick limit nedeniyle

B—hiicreleri i¢in bu miimkiin degildir.

1975 yilinda Oliimsiliz heteromiyoloma hiicreleri ile lenfositler birlestirilmis ve
genetik materyalleri karistirilmistir. Uretilen bu hiicre tipine hibridoma denir ve
sonsuz miktarda antikor Uretebilir. Ancak sadece bir B-hicresinin iirettigi tek bir

antikor bu yontemle elde edilecektir ve buna monoklonal antikor denir. Bu teknoloji
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ile bilim adamlar1 karmasik bir antikor karisimindan bir antikoru ayrigtirabilir ve saf
olarak hiicre klonlama yontemi ile tiretebilirler. Bu klon s1vi nitrojen iginde istendigi
kadar saklanabilir ve bu sayede gerek duyuldugunda canli ortamda biiyiik

miktarlarda dretilebilir [www.randoxlifesciences.com].

Monoklonal antikorlar, belirli hiicre tipinin yiizey fenotipik isaretini ayirt etmede,
immunodiagnosiste, timoérin tan1 ve tedavisinde, hiicre yiizey molekiilleri ve
salgilanan molekdllerin fonksiyonel analizinde kullanilabilmektedir [Giilmezoglu ve
Erglven, 1994]. Monoklonal antikorlar saflastirmada kullanilmak {izere modifiye
edilebilirler. Bu amacla 6zel bir antijene monoklonal antikorlar baglanarak 6rnekteki
diger maddeler yikanarak atilabilir. Kanser tedavisi i¢in monoklonal antikorlarin ¢ok
blyuk potansiyelleri vardir ¢iinkii radyoaktif ajanlarla veya diger bilesiklerle
baglanarak viicuda verilebilir ve sadece kanser hiicrelerini hedef alirlar. Monoklonal
antikor terapisi organ veya doku nakil reddini azaltir ve hastanin yabanci protein
tanima sistemi ile etkileserek otoimmiin hastaliklarin etkilerini azaltirlar

[www.wisegeek.com].

Monoklonal antikorlar birgok hedefe karsi {iretilebilir. Hassasiyet ve bagska
antijenlerle reaksiyon diizeyleri gibi ¢esitli parametrelere gore antikorlar secilebilir
ve boylece istenen Ozellikleri gdsteren herhangi bir hiicre hatti tanimlanabilir.
Monoklonal antikorlar bir grup molekiille capraz reaksiyon yapacak sekilde
uretilebilirler [www.randoxlifesciences.com]. Hedefe 6zel antikorlar Salmonella,
Listeria, Escherichia, Clostridium, Staphylococci, Pseudomonas gibi bakterilerin
hlcrelerinin veya toksinlerinin tanilanmasi i¢in gelistirilebilirler [Banada ve Bhunia,
2008]. Antikorlarla kaplanan paramanyetik Kirecikler bakteriyal hicrelerin
kompleks cevre orneklerinden algilanmasinda ve konsantresinde kullanilmaktadir.
Paramanyetik kiirecikler ancak bir manyetik alan i¢inde manyetik 6zellik kazanir ve
bu manyetik alan kaldirildiginda manyetizmalarin1  kaybederler. Bu 6zellik
sayesinde sivi siispansiyon i¢inde manyetik kirecikler hedef antijenlerle serbestce

etkilesebilecek ancak birbirlerine manyetik gii¢le cekilmeyeceklerdir.
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Immiinomanyetik ayirma (IMS) ile yiyecek siispansiyonu iceren matrislerden
mikroorganizmalarm ~ %10-70’i  yakalanabildigi  i¢cin  siklikla  yiyecek
siispansiyonlarinin bakteri sayisini arttirmak i¢in On zenginlestirme veya se¢me
islemi gereklidir. Yakalanan mikroplar daha sonra besleyici/segici agar tabakalara
yerlestirilerek PZR, immin analiz metotlari, flov sitometri ve kemiliiminisans

uygulanir [Feng, 2001].
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Hedef molekiiller antibadiler Biyosensdrlerin miknatis
aracilifryla tutulur. Baglanmavyan yardimiyla ayrimi.

antijenler yikanir ve uzaklastirilir.

Sekil 2.4. Hedefe yonelik hazirlanmig bir immiinosensorle bakteri tanilama ve IMS
ayirma yontemi

Sekil 2.4’te hedef antijen konsantrasyonu ve yakalama i¢in immunomanyetik ayirma
yontemi gosterilmistir. Manyetik kiirelere bakteri kiiltiirleride eklenerek spesifik
antikorlar ile konjuge edilmis. Manyetik alan igerisinde paramanyetik kiireler

alinmis ve baglanmayan antijenler yikanarak ortamdan uzaklastirilmistir [Banada ve

Bhunia, 2008].
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Nanosensorler igin antikor segimi

Hem poliklonal hemde monoklonal antikorlarin avantajlar1 olup farkli uygulama
alanlar1 onlar1 kullanish yapar. Sensorlere kazandirilmak istenen 6zelliklere gore bu

iki antikordan birisi tercih edilebilir.

Poliklonal Antikorlar ;
Cok sayida PAb, MAb’lara gore, daha ¢abuk ve ucuz bir sekilde uretilebilir. Segici
olmayip herhangi bir antijen iizerindeki birden ¢ok epitopu taniyabilirler. Bu

yetenegin bir¢cok avantaji vardir:

e Antikor birden ¢ok epitopa baglanacag: i¢in daha giicli sinyal Uretir.

e MAD’ lara gOre antijen degisikliklerine daha az duyarlidir.

e Antijen dogas1 bilinmediginde de kullanilabilir.

e Birden ¢ok epitop hedefledigi icin daha gilivenilir algilama saglar

[www.randoxlifesciences.com].

Monoklonal Antikorlar;

e Hibridomalar 6limsuz bir hiicre hattiyla sinirsiz miktarda antikor Uretimine izin
Verir.

e Uretilen her seri birbirinin tipkis1 olacak ve sadece bir epitopa dzel tanima
yaparak Klinik testlerde ve terapi uygulamalarinda standartlagsma saglayacaktir.

e MADb’ larin yiiksek seciciligi arka plan giiriiltiisiinii ve capraz reaksiyonlari
azaltarak tekrarlanabilen sonucglar uUretecek ve yakalama saflastirmasini

garantileyecektir [www.randoxlifesciences.com].

Antijen-antikor etkilesimi

Antijen-antikor birlesmesi 6zgiil bir reaksiyon olup antijen ve antikordan birisi

biliniyor ise digeri belirlenebilir.
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e Antijen—antikor birlegsmesi kimyasal bir reaksiyondur. Bu birlesmede kovalent
olmayan baglar rol oynar. Bu baglar kuvvetli degildir.

e Antijen-antikor reaksiyonu 6zgiil bir reaksiyondur. Ornegin S. typhimurium’ a
kars1 olusan antikor en uygun olarak bu mikroorganizma ile birlesir.

e Antijen-antikor reaksiyonu geriye doniisebilen bir reaksiyondur.

e Antijen-antikor birlesmesinde uygun oranlar kurali gecerlidir. Antijen ve
antikor uygun oranlarda karistirildiklarinda en hizli ve en fazla birlesme

meydana gelir.

Antijen ve antikor birlesmesinde elektrostatik kuvvetler, hidrojen baglari, van der
walls ve hidrofobik molekiillerin olusturdugu kuvvetler gibi bazi kuvvetler énemli

rol oynamaktadir [Gililmezoglu ve Ergiiven, 1994].

Antijen molekdlinde molekdlin timd, antikorla 6zgll birlesmeden sorumlu
degildir. Molekul antikorla sadece belirli bolgeleri araciligiyla baglanti kurar.
Antikora 6zgil baglantiy1 saglayan bu noktalarin her birine “antijenik determinant”
veya “epitop” denilmektedir. Bir antijendeki epitop sayisi, molekiiliin
kompleksitesine ve biiyiikliigiine baghdir. Makromolekiil yiizeyinde yer alan
epitoplarin hepsi birlikte o antijenin 6zgiilliigiinii olustururlar. Ancak bu yapilarin
hepsi immiinolojik degildir. Proteinlerin baz1 bolgeleri, kendilerine karsi dogrudan
immin cevap olusan bolgelerdir. Bir antijene karsi olusan antikorlar onun
epitoplarina yonelirler. Bir epitopa kars1 olusan antikorlar, bu epitopa sahip iki farkl
molekiilii tanilayabilirler. Buna karsilik bir antijende birden fazla epitop bulundugu
icin, farkli epitoplara karsi olusmus farkli antikorlar ayni antijeni tanilayabilir

[Kiligturgay, 1997].

2.6. Nanosensorlerle Patojen Algilanmasim Test Etmek Amach Kullanilan

Yontemler

Hassas manyetik immiino analiz yontemlerin tagidig1 ¢ok biiyilik bir avantaj ihtiyag

duyulan 6rnek ve ajanlarin hacmidir. Bu 6zellikle sahada ve miimkiinse tasinabilir
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bir cihaz ig¢inde hizli bir patojen testi yapilmasi gereken durumlar i¢in faydalidir.
Tasinabilir teknolojilerin halen bulunmasina ragmen diisiik maliyetli, hassas, elde
taginabilen cihazlarla biyolojik hedeflerin kantitatif algilanmasinda hala zorluklar
bulunmaktadir. Yakin zamanda ¢ip istiinde analiz, nanomanyetik partikiller ve
kuantum noktalar1 biyo-algilama i¢in kullanan biyosensorler basariyla
gerceklestirilmistir. Bunun anlami biyolojik hedeflerin hizli algilanmasinin,
gelecekte uygulanabilecek yiiksek hassaslikta immiin tanimayla birlikte yiiksek
etkinlikte immiinomanyetik ayirim kullanan tasmabilir bir cihaz gelistirilebilir
olmasidir. Sonug¢ olarak, immiinomanyetik patojen algilama teknolojileri Ozel
iiretilmis nanomanyetik partikiilleri ve minimal ajan hacimlerini kullanan hizli ve
hassas bir algilama sistemi araciligiyla maliyet diisiiriicii bir yol gostermektedir. Bu
sistem birden fazla patojenin test edilmesi i¢in ayarlanabilmekte ve bu nedenle tibbi
teshis ve cevre korumasi gibi diger alanlarda da kullanilabilen bir platform
olusturmaktadir [Haik ve ark., 2008]. Patojen algilanmasi i¢in gelistirilen partikiiller
hedef organizma ile etkilestirildikten sonra istenilen spesifik secilimin test

edilebilmesi amaciyla ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

2.6.1. Biyoanaliz calismalarinda teshis edilecek 6rnegin hazirlanmasi

Teshis siireglerinde 6zellikle kantitatif dl¢limlere gére uygun bir 6rnek almak zor bir
adimdir.  Her bir tanilama yonteminin ihtiyaclarma goére Ornek hazirlanmasi
prosediirin 6nemli bir kismudir ve bu nedenle son algilama Ornegine dogru
ozellestirilmelidir. Yinede g6z oOniine alinmasi gereken bazi temel gereksinimler
vardir. Mikrobiyolojik incelemelerde kullanilmasi planlanan o6rnek hazirlama
stireclerinin taninabilecek hedeflerin sayisini artirirken engelleyici ya da hedefle
karistirilabilecek maddelerin sayisini azaltmalidir. Ayrica, 6rnek hazirlanmasinin
kisa siirede yapilabilmesi i¢in hizli tanimlama yontemlerinin kullanilmasindaki

avantajlar kaybetmemek gereklidir [Kretzer ve ark., 2008].

Biiyiik miktarlarda, 6rnegin yiliksek hacimli, analizlerle islenmesinin saglamak igin

islenecek Ornek boyutu kiigtltilmelidir. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
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ELISA, biyogipler, ya da biyosensor-bazli yontemler mikro-6l¢ek formatinda
uygulanirlar. Bu nedenle 6rnek yogunlastirilmasi ihtiyaci aciktir. Filtreleme ya da
santrifllj gibi fiziksel yontemlerin yanisira manyetik partikiil bazli ayristirma genis
sekilde uygulanarak son 20 yil icinde c¢esitli zorlu problemlerin ¢oziilmesini
saglamistir. Yeni yiiksek segicilikte baglanma saglayan mesaj molekiillerinin
gelistirilmesi sayesinde hiicrelerin manyetik partikiil temelli ayristirilmast hedef
hiicrelerin etkin bir sekilde ayristirilarak konsantre edilmesini ve 6rnek matrisinden
karisabilecek maddelerin ¢ikarilmasini saglayabilen umut verici bir yontemdir. Yeni,
hizli, etkin algilama yontemlerinden en iyi sekilde yararlanmak icin bu yontemler,
ornek hazirlanmasindan baglayan ve bu adimdan ¢ok biiyiik 6l¢iide etkilenen tam bir

akis semasinin pargasi olarak kullanilmalidir [Kretzer ve ark., 2008].

2.6.2. Immiin analiz yontemleri

Immiin analiz teknigi antijen ve antikor arasindaki etkilesime ve bu etkilesimi
algilamak ya da 6lgmek i¢in ihtiya¢ duyulan teknolojiye dayanir. Cok ¢esitli immiin
analiz yontemleri vardir ve bu teknikler toksikoloji ve patojen algilanmasi alanlarida
dahil genis olarak kullanilmaktadir [Yousef, 2008]. Immiin analiz yontemleri
genellikle proteinlerin antijen-antikor etkilesimi ile istenilenin  varliginin
Ol¢iilmesinde kullanilirlar. Algilama sinyali radyoaktif, kolorimetrik veya florasan
olabilir. Immiin analiz metotlarnin hassasiyeti ve segiciligi kullamlan antikorla
iliskilidir. Antijen-antikor reaksiyonlari, yani bir hiicresel komponent bazli teknoloji,
0zel mikroorganizmalar1 veya hiicresel komponentleri algilamak i¢in kullanilabilir.
Bu tiir sistemler patojen algilanmasi i¢in yararlidir ve tanimlama i¢in de
kullanilabilir. Baz1 durumlarda sistemler algilanan hiicrelerin canli olup olmadigini
ayirt edemeyebilir [Pharmeuropa 2004]. ELISA gibi ¢esitli patojen algilama kitleri

patojen tiirtine bagli olarak bulunmaktadir [Banada ve Bhunia, 2008].

Cesitli karmasiklik diizeylerindeki serolojik analizler, bakteri taninmasi igin siklikla
kullanilan testlerdir. Antijen-antikor reaksiyonlari baglanma, c¢oktiirme, renk

degisimi  (ELISA  gibi), veya immunofloresans seklinde algilanirlar.
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Otomatiklestirilmis immiin analiz metotlar1 izole edilmis bakterileri tanimlamak igin
ticari olarak satisa sunulmus araglardir [Yousef, 2008]. Krieg 2005°e gore bu testler

hizl1 ve giivenilir bakteri tanimlanmasi i¢in iy1 bir yoldur.

Radyoimmdin analiz (RIA) yontemi

Bu yontemde bir gama-radyoaktif izotop (Iyodin veya tirozin) antijene etiketlenmis
ve antikor ile karigtirilmistir. Karisima daha sonra daha yiiksek konsantrasyonlarda
etiketlenmemis antijenler eklenmistir. Antikor ile etiketlenmemis antijene
baglanmay1 tercih eder ve yeri degisen etiketlenmis antijenin radyoaktif sinyali
Olciilerek baglanma egrisi ¢izilir. Bu yontem c¢ok hassas ve bakteri hiicreleri veya
toksinleri i¢in ¢ok secicidir ancak radyoizotoplarin maliyeti ve yiiksek riskleri
yaygin kullanimimi engellemektedir. Son zamanlarda bu yodntemin yerine
kolorimetrik ve florosan bazli enzim immiin analiz (EIA) yontemi bu ydntemin

yerini almistir [Banada ve Bhunia, 2008].

Enzim immun analiz (EIA) metotlari

Bunlarin arasinda enzim-bagli immiinosorbent analiz (ELISA) en guvenilir kantitatif
algilama metotudur. ELISA hizli bir immiinokimyasal yéntem olup, antijen-antikor
reaksiyonu kromojenik veya floresan sinyal {ireten bir enzim tarafindan katalize
edilmektedir [Banada ve Bhunia, 2008]. ELISA ve enzim bagli floresan immin
yontemler hedeflenen bakteriyal patojenin antijenlerini algilamak i¢in uyarlanabilen
immiinolojik tekniklerdir. Bu nedenle patojen algilama yontemlerinde bu teknikler

kullanish gozlem ya da tanima araglaridir [Yousef, 2008].

ELISA hicresel komponent bazli bir teknolojidir. Bu teknoloji 6zel
mikroorganizmalar1 ya da hiicresel komponentleri algilamak igin bir antijen-antikor
reaksiyonunu  kullanir.  Klinik uygulamalarda wuzun yillar  kullanilmistir
[Moldenhauer ve Yvon, 2005]. Analiz sureleri bakteriler icin 24-52 saati ve

mikrobiyal toksinler igin 4-24 saati bulmaktadir. Algilamay1 garantilemek i¢in ¢ogu
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imminolojik testte 10* hiicre/mL bulunmasi gerektirdiginden zenginlestirme
yapilmasi gerekebilir [Newby ve Johnson, 2003]. ELISA mikrobiyologlar arasinda
yiyecek, su ve cevresel veya klinik 6rneklerde hassas ve kantitatif olarak bakterilerin
veya toksinlerinin algilanmasinda popiiler olarak kullanilir [Yeh ve ark., 2002;
Gracias ve McKillip, 2004; Haggerty ve ark., 2005].

ELISA antijenin veya antikorun kati1 yiizey tizerine yerlestirilmesine gore farkli
sekillerde uygulanir ; 1. Yarismali ELISA, 2. Dolayli ELISA, 3. Sandvi¢ ELISA.
Bakteri tayininde mikroplaklar dnce bir yakalama antikoru ile kaplanir ve sonra
antijen eklenir. Reaksiyon bir kerede etiketli tanima veya izleyici antikor ile
gelistirilir ya da iki adimli olarak ek bir ikincil antikor konjiigesi kullanilir [Banada
ve Bhunia, 2008]. ELISA endosporlar, kapsiiller, ya da endospor olusturan
bakterilerin hiicre duvarlar1 komponentlerini algilamak ic¢in kullanilabilir. ELISA
testlerinde birkag adim olup, baglanmamis bilesikleri atmak i¢in yikamay1 da igerir.
Bu basamaklar Sekil 2.5°te verilmistir. Ilk 6nce ¢oklu plagin kat1 yiizeyine bir
antikor baglanir. Daha sonra biitiin mikroorganizmalar1 veya endosporlari igeren bir
antijen suspansiyonu test edilmek (zere antikor kaplanmis yiizeye uygulanir.
Antikor antijeni yakalayarak yiizeye baglar. Bir enzim ile baglanmis bir antikor
antijene baglanir ve uygun bilesik eklendiginde enzim kataliz gorevi gérerek onu
oksitleyerek renkli ya da floresan bir bilesigi spektrofotometre gibi uygun bir cihazla
algilanabilecek sekle doniistiiriir. Antikor ve antijenin sandviglenmesi i¢in degisik
varyasyonlar olup ¢esitli antikorlarin en son enzim bagl antikor baglanmadan 6nce
uygulanmasini da igerebilir. Tipik ELISA algilama limitleri endospor ve tiim hiicre
algilamasi igin 10%-10° bakteri araligindadir [Speight ve ark., 1997; Rowe ve ark.,
1999]. ELISA’nin tipik dezavantajlari ise analiz ¢alistirma siiresi ve dusiik raf 6mrii

olan yenilenebilir ajanlara gerek duyulmasidir [Banada ve Bhunia, 2008].



HRP ' — = Enzim etiketli antibadi
Substrat

LS ¢
<
**

Tanilama antibadisi

Hedef protein

Yakalama antibadisi

96 ‘lik plaklardaki kuyucuklar spesifik, yakalayici
antibadiler ile kaplanur.

Sekil 2.5. Tipik bir ELISA testinde uygulanan basamaklar
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ELISA’nin hassasligini ve algilama siiresini iyilestiren varyasyonlar: gelistirilmistir.

Bakteriyal sporlara serin ultrasonik kavitasyon uygulandiginda 20 kat daha iyi

algilama yapilmistir [Borthwick ve ark., 2005]. Tasinabilir bir ELISA bazli algilama

cihaz1 lazer-indiiklii floresans algilama sistemi bir tek endospor veya bakteriyi

algilayabilmektedir [Song ve ark., 2005]. Hizl1 ve hassas kiirecik bazli enzim etiketli

bir immiin analiz sistemi sporlarin algilanmasi i¢in gelistirilmistir [Farrell ve ark.,

2005]. Floresan-difosfatin floresana enzimatik ¢evrimi es zamanli olarak 30 dk.’da

luminisans spektrometre ile 2,6 x 10% endospor/mL limitinde 6lgiilmiistiir [Banada

ve Bhunia, 2008].
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2.6.3. Raman spektroskopi teknigi

Raman spektroskopisi saglam bir mikroorganizmanin benzersiz spektral isaretlerini
tiretebilen bir tekniktir. On yildan fazla siiren g¢aligmalar bu biitiin organizma
isaretlerinin bakteriler, maya ve sporlar dahil patojenlerin belirlenmesinde sus
diizeyinde birbirine ¢ok benzeyen mikroorganizmalar {izerinde bile basariyla
kullanilabildigini gostermistir. Raman mikroskopisi ve ylizeyde kuvvetlendirilmis
Raman dagilim1 (SERS) gibi yeni bulunan teknikler sinyalin biiyiikliigiinii arttirarak
tek bir hiicre hassasiyetinde Raman isaretlemesi yapilabilmesini saglamistir. Daha
yakin zamanda Raman mikroskopisi ve SERS biyomolekiil yakalanmasi ile entegre
edilerek mikro SERS denilen yeni bir mikro analiz teknolojisi tiretilmistir. Bununla
patojenlerin ve toksinlerin karmagik 6rneklerden, etiketsiz, drnegin on islemesi veya
kiiltiirii yapilmadan hizla belirlenmesi yapilabilmektedir. Isaret tanima teknikleri ile
birlestirilebilen 6rnek toplanmasi, konsantrasyonu ve islenmesi i¢in yaratici
yontemler gozden gecirilmektedir. Ayrica bakterilerin, sporlarin ve toksinlerin
kompleks oOrnekler icinde belirlenebilmesi icin mikro SERS analizindeki son
gelismeler sunulmakta; canli veya cansiz mikroorganizmalarin ayirt edilmesi,
mikrobiyal fenotiplerin lireme kosullarinin belirlenmesi yakalama biyomolekiilleri

icin segicilikleri/ilgileri degerlendirilebilmektedir [Grow, 2008].

Titresim spektroskopisi (Infrared spektroskopisi veya Raman gibi) patojenlerin
algilanmasini ve taninmasini herhangi bir ekstakt, biiyiitme, etiketleme veya boyama
adimlarma gerek olmadan yapabilmektedir. infrared spektroskopisinin bakterileri
tanima potansiyeli 1950’1lerin baslarinda gériilmistiir [Stevenson ve Bolduan, 1952;
Thomas ve Greenstreet, 1954]. Bu spektral analiz problemi bilinmeyen kimyasallar
icin yaygin olarak kullanilan problemle temelde aynidir. Bilinmeyen bir kimyasalin
spektrumu toplanarak c¢ok sayida bilinen kimyasalin spektrasinin bulundugu bir
referans veri tabani ile karsilastirilmaktadir. Her bilesik kendi 6zel spektrumunu
veya isaretini iirettigi icin bilinmeyen sadece spektral isaretini kullanarak taninabilir.
Benzer sekilde infrared spektroskopisi biitiin bir bakteriyi analiz etmek igin

kullanildiginda elde edilen “biitiin-organizma isareti” tanima yapmak ig¢in bilinen
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bakterilerin isaret veri tabani tizerinde kullanilabilir [Grow, 2008]. Ancak bakteriyal
isaret hiicrenin bilesiminde bulunan biitiin kimyasallarin biitlinlesik spektrasindan
olustugu i¢in bakteri taninmasi daha zordur. Hiicre bilesenlerinin ¢ok olmasi
nedeniyle spektral araligin i¢inde dagilmis birbiri iistiine binmis spektral bantlar
goriilmekte ve spektra sinyalleri yerine genis ve kompleks konturlar gostermektedir.
Bu ise kaynagi bilinmeyen bir isaretin biiyilk referans veri tabanlari ile
karsilastiritlmasini daha da zorlastirmaktadir. Bu nedenle doku tanima algoritmalari
gelistirilene kadar bakteri tanimasi konusunda ¢ok az ilerleme saglanmistir. Arama
algoritmalari, kiime analizi ve ¢ok degiskenli istatistiklerin kullanilarak bilinmeyen
organizmalarin isareti referans 1 veri tabanindaki bilinen organizmalarin infrared
spektroskopi isaretleri ile karsilastirilmakta ve bakterilerin tiir ve sus diizeyinde
yiiksek dogrulukla tanilanmasi yapilabilmektedir [Helm ve ark., 1991; Naumann ve
ark., 1991; Holt ve ark., 1995]. Klinik ornekler gibi kompleks ortamlarda bakteri
tanilamasi yapabilmek i¢in 6rnek konur ve mikro koloniler standart kosullarda
iiretilir ve toplanan isaret referans veri tabaninda aranir. Infrared isaretlemesi o kadar
hassastir ki biyokemotipleme, plazmit veya lipopolisakkarit doku analizinden,
multilokus enzim elektroforez, dig zar veya biitiin hiicre protein doku analizinden
daha faydali bir sekilde epidomiyoloji uygulamalarinda suslarin taninmasinda

kullanilabilir [Seltmann ve ark., 1994].
2.6.4. Floresan tanillama yontemi
Sensorlerde florasan goruntileme ile bakteri immobilizasyon tespiti, hem

patojenlere karsi tanima spesifikliginin hemde sensorlerin kantitatif yanitlarinin

dogrulanmasina olanak saglar [Boujday ve ark., 2008].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullamlan nanopartikuller

Calismalarda kullanilan manyetik 6zellige sahip olan kiire, ¢ubuk ve kiip
formundaki Fe-Au nanopartikiiller ve bunlarin imminosensér modifikasyon
islemleri icin ara basamak olan partikiillerin avidin kaplanmas1 Gazi Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali’nda Dog¢. Dr. Ugur Tamer ve

ekibi tarafindan gergeklestirilmistir.

L. monocytogenes tanilamaya yonelik sentezlenmis olan immiinosensdr modelinde
avidin bagl nanopartikiiller kullanilmigtir. Manyetik Fe-Au yapisindaki kiire
nanopartikiillerin ylizeyindeki karbonil gruplari aktif hale getirilmis daha sonra 0,5
mg/mL’lik avidin tamponu icerisinde bu partikiller 30 dk. boyunca bekletilerek
avidin baglanmas1 gerceklestirilmistir. Avidin bagl kiire ylizeylere biyotinli L.
monocytogenes’e spesifik antikorun baglanmasi ise avidin-biotin afinitesi Uzerinden
gerceklestirilmistir. 0,1 mg/mL biotin isaretli antikorun fosfat tamponu (PBS) ile
hazirlanmis ¢ozeltisi i¢ine avidin bagh kiire partikiillerin birakilmast ve 30 dk.
etkilestirilmesiyle sensor modeli elde edilmistir. Bu sensor modeli izerinde spesifik
olmayan baglanmalarin engellenebilmesi i¢in agikta kalan karbonil gruplart %

10’luk etanol amin ¢ozeltisi ile kapatilmistir.

Ayrica kiire formundaki antikor bagli nanopartikiiller Raman c¢alismasi igin
hazirlanan 5,5’- ditiyobis (DTNB) bagli cubuk formundaki antikorlu altin
nanopartikiller ile immiinosensér modeli i¢in modifiye edilerek arastirmalarda

kullanilmustir.
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3.1.2. Calismada kullamlan bakteriler

Bu ¢alisma kapsaminda 3 tiir mikroorganizmanin saf kiiltiirleri kullanilmigtir. TUm
bakterilerle yapilan ¢alismalarda, bakterilerin safliklart Gram boyama sonrasi 151k
mikroskobunda morfolojik inceleme ve ¢izgi ekimle koloni morfolojilerine gore
yaptlmistir. Ticari olarak elde edilmis Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslarinin yami sira Gazi Universitesi Fen
Fakultesi Biyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonu suslari igerisinde bulunan,

Salmonella typhimurium BASTO1 susu da ¢alismalarda kullanilmistir.

3.1.3. Calismada kullamilan besiyerleri

Nutrient Sivi Besi Yeri

Calismalarda kullanilan L. monocytogenes, S. typhimurium ve S. aureus bakterilerini
gelistirmek i¢in genel bir besi yeri olan Nutrient sivi besi yeri kullanilmistir.
Nutrient s1vi besiyeri igin Cizelge 3.1°de verilen maddeler hazirlanilacak miktara
gore oranlanip tartilarak {izeri istenilen miktarda distile su ile tamamlanmistir. Besi
yeri pH’ 1 7,5 £ 0,2 olacak sekilde ayarlanmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in ise
besiyerine bunlara ilaveten % 1,5 oraninda agar (Merck) eklenerek otoklavda
121°C’de 15 dk. steril edilmistir.

Cizelge 3.1. Nutrient siv1 besi yeri icerigi

Maddeler Miktar (1000 mL) ‘
Pepton 109
Et 6zutu 10g

Sodyum Kklorur 590
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CHROMaaqar Listeria

CHROMagar Listeria besi yerinde L. monocytogenes suslart Resim 3.1°de
gosterildigi gibi mavi renk koloni olusturmaktadir. Bu besi yerinin kullanimi1 hem
test amaglt olarak hem de karigik kiiltiirlerde yapilan koloni sayimlarinda L.

monocytogenes kolonilerinin kolaylikla ayrimini saglamstir.

Resim 3.1. CHROMagar Listeria besi yerinde L. monocytogenes kolonileri

Hazirlanigi:

1000 mL’lik besi yeri i¢in 51,5 g CHROMagar Listeria besiyeri (LM852) tozundan
kullanilmaktadir. Hazirlancak miktara gore oranlanip tartilarak iizeri distile su ile
tamamlanmistir. Bu besi yeri pH’ 1 7,0 + 0,5 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha
sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir. 47 °C £ 2 °C’ lik su banyosunda

sogutulmus ve petrilere alinmustir.
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CHROMagar Salmonella

CHROMagar Salmonella besi yerinde S. typhimurium suslar1 Resim 3.2’de
gosterildigi gibi leylak renginde koloniler olusturmaktadir. Bu besi yerinin kullanimi
hem test amagli olarak hem de karisik kiiltlirlerde yapilan koloni sayimlarinda S.

typhimurium kolonilerinin kolaylikla ayrimini saglamistir.

Resim 3.2. CHROMagar Salmonella besi yerinde S. typhimurium kolonileri

Hazirlanisi:

1000 mL’lik besi yeri i¢in 34,9 g CHROMagar Salmonella besiyeri tozundan
(SA132) tartilmaktadir. Hazirlancak miktara gore oranlanip tartilarak tizeri distile su
ile tamamlanmistir. Bu besi yeri pH’1 7,6 + 0,2 olacak sekilde ayarlanmistir.
Manyetik karistiricida maddenin distile su igerisinde ¢éziinmesi saglandiktan sonra
100 °C’ye ayarlanmis su banyosunda besi yeri kaynatilmistir. Daha sonra 45-

50°C’lik su banyosunda sogutulmus ve petrilere alinmistir.
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3.1.4. Calismada kullanilan hiicre hatlar:

Sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan saglikli hiicre hatt1 (gingivial fibroblast), ve
antikanserojenik etkinin belirlenmesinde kullanilan kolorekteral kanser hiicre hatti
(CCL-221), serviks kanser hiicre hatt1 (HeLa) ve gogiis kanser hiicre hattt (Mcf 7)
Molekiiler Biyoloji Arastirma ve Uygulama Merkezin’den (MOBAM) temin
edilmistir. Hiicreler %10 fetal sigir serumunda (FBS, Gibco), % 1
penisilin/streptomisin  antibiyotigi (Sigma) iceren DMEM (Invitrogen) besi
ortaminda 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde gelistirilmistir. Her U¢ gunde bir besi
ortam1 degistirilmistir [Morita ve ark., 2002]. Kiiltir kaplarinda % 80 yayilma
gosteren hiicreler Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile kaldirilarak sayilmistir. Sayilan

hicreler 96 kuyulu mikroplakalara alinarak gelistirilmistir.

3.1.5. Cahsmada kullamlan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Fosfat Tampon Tuz (Phosphate Buffered Saline -PBS) Cozeltisi

PBS ¢oOzeltisinin  hazirlanmasinda 0,1 M Na,HPO, ve KH,PO, c¢ozeltileri
karistirilarak pH degeri 7,4 olan tampon hazirlanmigtir. Daha sonra tampon igerisine
son hacimde 8 g/L NaCl ve 0,2 g/ KCI olacak sekilde tuz ilavesi yapilarak PBS

tamponu elde edilmistir.

Serum Fizyolojik (SF) Cozeltisi

0,875 g NaCl tartilip Gzeri 100 mL distile su ile tamamlanmistir. Boylece %
0,875’1ik bir NaCl ¢ozelti elde edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

L. monocytogenes, S. aureus, S. typhimurium bakteri kiiltiirleri Nutrient sivi besi
yerinde % 2 oraninda asilandiktan sonra 37 °C’de etiivde 24 saat gelistirilmistir.
Yapilan tiim caligmalarda iki kez aktiflestirilmis ve 1s1tk mikroskobunda kontrol

edilmis saf kiiltiirler kullanilmastir.

3.2.2. Nanopartiktllerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

Nanopartikullerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenebilmesi igin 2 farkli yontem

kullanilmistir.

Ik yontem tarafimizdan gelistirilmis ve sentezlenmis olan kiire formundaki
manyetik demir-altin nanopartikiillerin L. monocytogenes, S. aureus ve S.
typhimurium suslarina karsi ayr1 ayri antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Her
bir bakteri stogu nutrient sivi besi yerinde 2 kez aktiflendikten sonra caligilmistir.
Tum bakteri aktiflerinin yogunluklart McFarland cihazi (Grant-bio, DEN1) ile 0,5 ¢
(L. monocytogenes, ~ 10”; S. aureus, ~ 10™: S. typhimurium, ~ 10" cfu/mL)
ayarlandiktan sonra daha 6nceden hazirlanmis olan steril, nutrient sivi besi yerine
100 pL kadar asilanip, bu kontrol olarak kullanilmistir. Bir diger nutrient siv1 besi
yerinde ise 100 pL bakteri soliisyonunun yani sira 100 pL’de konsantrasyonu 1
mg/mL olan nanopartikiil soliisyonundan ilave edilmistir. Tiim bu karigimlar 24 saat
boyunca 37 °C’lik etlivde bekletilmistir. Seri dillisyonlar sonrasinda nutrient agara

yapilan ekimlerle canliliklar belirlenerek, sonuglar kontrollerle karsilastirilmistir.

Ikinci yéntemde ise, L. monocytogenes, S. aureus ve S. typhimurium suslar1 2 kez
aktiflendikten sonra yogunluklari ayr1 ayr1 McFarland cihazi (Grant-bio, DEN1) ile
0,5’ e (L. monocytogenes, ~ 10"; S. aureus, ~ 10'% S. typhimurium, ~ 10’ cfu/mL)

ayarlanmistir. Daha 6nceden hazirlanmis ve steril edilmis olan igerisinde % 1,5’luk
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agar bulunan 3 adet 250 mL’lik nutrient sivi besi yerine bu bakterilerden %1
oraninda asilanmistir. Daha sonra bu karisim petrilere dokiilerek donma islemi
gerceklestikten sonra agarda delge¢ yardimiyla kuyular agilmistir. Bu kuyulara 1
mg/mL konsantrasyonunda ki nanopartikul solusyonundan 25 pL ilave edilmistir. 24
saatlik 37 °C’lik etlivde inkiibasyon sonrasi canlilik arastirilmistir [Reinheimer ve
ark., 1990]. Tum antimikrobiyal c¢aligsmalar1 bes paralelli ve iki tekrarli olarak

yapilmistir.

3.2.3. Nanopartikillerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

Nanopartikullerin  antioksidan  aktivitelerinin  belirlenebilmesi igin  ¢esitli
konsantrasyonlarda (0,1-5 mg/mL) manyetik demir-altin &zelligine sahip kiire,
cubuk ve kiip sekillerine sahip nanopartikiller ve bu partikiillere avidin baglandiktan
sonraki modifiye kiire partikiiller kullanilmigtir. Partikillerin antioksidan aktiviteleri

DPPH radikal stpirtcu etki ve lipid peroksidasyon yontemleri ile arastirilmistir.

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) giderim metotu

Nanopartikullerin radikal sipiiriicti  aktivitesi, Blois’in metotuna gore bazi
modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. DPPH’1n metanol soliisyonunun etkisini
diistirme kapasitesine gore spektrofotometrik yontem kullanilarak partikiillerin

serbest radikal giderim kapasiteleri saptanmuistir.

Calisma yapilacak olan nanopartikiiller iyice sonike edildikten sonra ekstrakt
soliisyonlari, % 0,004’ lik DPPH (metanol igerisinde) soliisyonuna eklenmis ve
karigim kuvvetli bir sekilde ¢alkalanmistir. Daha sonra bu karisim oda sicakliginda
30 dk. boyunca karanlikta yatay ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin ardindan bu karisim 12.500 rpm’de 5 dk. boyunca santrifilj edilerek
partikiillerin dibe ¢okmesi saglanmigtir. Santriflij sonras1 iist fazlar1 517 nm dalga

boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-800) blank’e karsi okunmustur
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[Blois ve ark., 1958]. Orneklerin, DPPH serbest radikalini giderme orani (% I)

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

%1 = ( [A kontrol — A t)rnek] ! A kontrol ) X100

A ontroi - Blank’in absorbans degeri, A ek : Test edilen 6rnegin absorbansini ifade
etmektedir.

Calismalar {i¢ kere tekrarlanmis ve dogal antioksidan 6zelligindeki BHA (2,6-di-
tert-butyl-4-methylphenol), BHT (butylated hydroxyanisole) ve a- tokoferol pozitif

kontrol olarak kullanilmistir.

Plazma lipid peroksidasyon inhibisyonu

Plazma (0,4 mL; Gazi Universitesi Hastanesi, Kan Merkezi’nden elde edilmistir.),
0,1 mL Fe SO, soltsyonu, (0,5 Mm), 0,1 mL H,0O, (0,5 Mm) ve 0,2 mL ¢aligilacak
olan farkli nanopartikiil konsantrasyonlar1 (2 mg/mL) karistirilip 37 °C’de 12 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon solusyonlart 375 pL
trikloroasetik asit (4 %) ve 75 pL BHT (0,5 Mm) eklenerek 5 dk. boyunca buz
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 8000 rpm’de 15 dk. santrifiij yapilip, iist
fazlar1 galisilmak tizere elde edilmisir. Bu st fazlara TBA (2-thiobarbituric acid)
(0,2 mL; 0,6 %) ilave edilmistir. Karisim iyice calkalanarak 95 °C’ lik su
banyosunda 30 dk. bekletilip sonrasinda sogutulmustur. Karigimin igerisine
karigimla ayni1 oranda 1-biitanol eklenip ¢alkalandiktan sonra absorbans degerleri
spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-800) 532 nm’de olgiilmiistiir [Martinez ve
Torres, 1992]. Orneklerin, lipid peroksidasyonunu yiizde inhibe edici aktiviteleri

(%I) asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

%1 = ( [ A ontrol — A ()'rnek] ! A kontrol ) X 100

A kontrol - Blank’in absorbans degeri, A grek : Test edilen drnegin absorbans degerini
ifade etmektedir.
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3.2.4. Nanopartikullerin sitotoksik ve antikanserojenik etkilerinin belirlenmesi

Partikillerin ¢esitli konsantrasyonlarda (0,005 — 0,1 mg/mL) degisik hiicre hatlari
uzerindeki (CCL-221, He La, Mcf 7, Gingival fibroblast) etkileri ticari olarak elde
edilmis “Cayman’s WST-1 Cell Proliferation Assay Kit” (Katolog No: 10008883)
ile incelenmistir. Bu kit ile nanopartikiillerin hiicrelerin gelisimi lizerindeki arttirici
ya da engelleyici etkileri in-vitro olarak arastirilmistir. 96 kuyucuklu plaklarda 10%-
10 hiicre/plak yogunlugunda hiicre bulunan kuyucuklara 100 uL. DMEM igerisinde
test edilecek nanopartikiil konsantrasyonlart uygulanmistir. 24 saat boyunda
37°C’de COy’ 1i etiivde inkiibasyona birakilan hiicrelerin iizerine her bir kuyucuga
10 pL kit igerisinden ¢ikan maddelerle elde edilmis WST-1 karisimi uygulanmustir.
1 dk. kadar yatay ¢alkalayicida bekletilen plak 2 saat tekrar CO,’ li etiivde bekletilir
ve olusan renk dagilimmin homojen olmasi i¢in 1 dk. yatay ¢alkalayicida bekletilen
plagin 450 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda (Biotek-Epoch) absorbans
degerleri okutulmustur. Kontrol olarak, 6rnek konulmadan 100 pL DMEM ile
muamele edilen kuyucuklarin absorbans degerleri kullanilmigtir. Uygulanan
nanopartikiil konsantrasyonlarinin hiicreler iizerindeki canliliga olan etkileri yiizde

canlilik olarak asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

% Canllllk = (A ('jrnek/A kontro|) X 100

A iontrol - Blank’in absorbans degeri, A srmek : Test edilen 6rnegin absorbans degerini
ifade etmektedir.

Yilzde Canliliklar1 belirlenmis olan hiicrelerin yiizde 6liim oranlarida bu sonuca gore
hesaplanmistir. Yapilmis olan bu antikanserojenite ve sitotoksisite testleri bes

paralelli ve iki tekrarli olarak ¢aligilmustir.

Yapilan sitotoksik etki belirleme c¢alismalarinda kit yonteminin yani sira hicreler
partikiiller ile muamele edildikten sonra, partikiillerin hiicrelerde neden olabilecegi
olimlerin go6zlemlenebilmesi igin floresan mikroskopta canli ve olii hiicrelerin

belirlendigi bir metod kullanilmigtir. Bu metot; apoptotik, nekrotik ve canli
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hiicrelerin floresan mikroskopta farkli 1simalar yaparak canli-6l0 htcrelerin
kolaylikla ayrimmi saglayabilen bir ¢ift boyama yontemidir. Bu metotta Kit
yonteminde kullanilmis olan en yiiksek konsantrasyon olan 0,1 mg/mL’lik kiire ve
avidinli kiire partikiil soliisyonlari, en yiiksek antikanserojenik etinin gorildigi
Mcf-7 ve CCL-221 hiicrelerine uygulanmuslardir. 6 kuyucuklu plaklarda 4 x 10*-10°
hiicre/plak  yogunlugunda hiicre bulunan kuyucuklara DMEM igerisinde
konsantrasyonu ayarlanmis olan partikiillerden 500 pL uygulanmustir. 24 saat
boyunda 37 °C’de CO’li etiivde inkiibasyona birakilan hiicreler PBS ile yikanmis
ve bu hiicrelerin iizerine hazirlanmis olan boya soliisyonundan ilave edilerek 15 dk.
boyunca 37 °C’de CO’ li etiivde hiicrelerin boyanmasi saglanmistir. Bu calisma
sollisyonu, 2 pg/mL hoechst boyasi, 1 pg/mL propidyum iyodiir ve 100 pg/mL
DNAse (RNAse icermeyen) icermektedir. Kuyucuklara bu boya solusyonundan
eklenmis ve sonrasinda 15 dk. kadar 37 °C’de CO;’li etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrast PBS ile hiicreler yikanarak 40X’ lik objektifle
floresan mikroskopta incelenmistir. Bu yontem de hoechst boyasi ile canli hiicreler
mat mavi, apoptotik hiicreler parlak mavi boyanirken, propidyum iyodid ile nekrotik

hiicreler ise pembe boyanmaktadir [Ada ve ark., 2010].

3.2.5. Nanopartiktllerin genotoksik etkisinin belirlenmesi

Bu calismada genotoksik etkinin belirlenebilmesi amaciyla saglikli goniilliilerden
alian kandaki lenfositler izole edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in gerekli olan etik
rapor Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
163 karar numarasi ile onaylanmis ve bu rapor ek 1’de sunulmustur. Calisilan her
nanopartikiil ¢esiti i¢in gontllulerden (25-30 yas araliginda, saglikli, alkol, sigara ve
ilag kullanmayan) erkek ve bayan bireyler segilmistir. Bireylerden elde edilen kan
lenfositleri (zerinde degisen nanopartikiil konsantrasyonlarinin DNA’ da hasar
olusturup olusturmadigi test edilmistir. Bu hasarin arastirilmasinda Singh ve
arkadaslar1 [1988] tarafindan gelistirilen Komet (tek hiicre jel elektroforez) teknigi

kullanilmisgtir.
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Bu ¢alismadaki tiim islemler olusabilecek ekstra bir DNA hasarinin 6nlenmesi
amaciyla karanlikta yapilmustir. Icerisinde heparin bulunan steril enjektor ile saglikli
gontllilerden alinmis olan kan 6rnekleri 1:1 oraninda PBS (fosfat tampon ¢ozeltisi)
ile seyreltilmistir. PBS ilave edilmis kan 6rnegine 2 mL kadar Biocoll (lenfosit
ayiracl) eklenerek 4°C’ye ayarlanmis olan santrifiijde (Sigma-2-16 KC) 2400
rpm’de 20 dk. boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda ince bir
tabaka halinde iist kisimda bulunan lenfositlerin 2 mL’si alinarak lenfosit izolasyonu
gergeklestirilmistir. Alinan bu 2 mL’lik s1v1 buz igerisine konulmus olan yeni steril
bir tiipe aktarilmistir. Bu tuplerin Gizerine 2 mL PBS ilave edilip tekrar 20 dk. 2400
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant kismi atilmis ve dipte kalan
hiicreler PBS igerisinde karistirilarak homojen ¢ozelti elde edilmistir. izole edilmis
olan bu lenfositler ¢esitli nanopartikill konsantrasyonlari ile (0,005 — 0,1 mg/mL)
muamele edilerek 1 saat boyunca 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonras1 5 dk. boyunca 3000 rpm’de santrifiij islemi gerceklestirilmis ve
supernatant kismi atilmistir. Hiicrelerin 100 pL’si ile 75 uL diisiik erime 1s1l1 agar
karistirilarak daha Onceden normal erime 1sili agar ile kaplanmig olan lamlara
damlatilarak lamelle yayma yapilmis ve tizerleri kapatilmistir. Preperatlar buz
Uzerinde bekletilerek agarin katilagsmasi saglanip agar tabakasi bozulmadan agar
uzerindeki lameller dikkatlice alinmistir. Bu preperatlar daha onceden hazirlanip,
buz dolabinda soguk bir sekilde bekleyen lizis ¢6zeltisi igerisine daldirilarak buz
dolabinda 1 saat kadar bekletilmistir. Lizis isleminden sonra lamlar, igerisinde soguk
elektroforez tamponunun bulundugu elektroforez tankinda DNA sarmal yapisinin
bozulmasi i¢in 20 dk. bekletilmistir. Bu islemden sonra 25 V, 300 mA’ lik akim
verilerek 20 dk. boyunca elektroforez uygulanmistir. Lamlar 15 dk. sireyle
notralizasyon tampon cozeltisinde (pH: 7,5), 4°C’de bekletilmistir. Son olarak
lamlar Gzerine etidyum bromidten (20 pg/mL) 50 pL alinip yayilarak lamel ile
lamlar kapatilmistir. Boyanmis olan preperatlar Leica DFC 425C (Germany) marka
floresan mikroskobunda bilgisayarli goriintiileme sistemi ile (Comet Analysis
Software, version 4.0, UK) her bir preperatta 100 hiuicre degerlendirilerek DNA
hasar dereceleri kontrol gruplar ile karsilastirilarak DNA” da ki yiizde kuyruk hasari
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asagidaki formiile gore hesaplanmistir [Singh ve ark., 1988]. Komet testi ¢alismasi

bes paralelli ve iki tekrarli olarak yapilmustir.

% Kuyruk DNA Hasar1 = 100 X (Kuyruk DNA Yogunlugu / Hiicre DNA
Yogunlugu)

3.2.6. Nanopartikillerin sensor igin fonksiyonlandirma asamalari

Avidinli nanopartikillere biyotinli antikor baglanmasi

Sentezlenmis olan manyetik 6zellige sahip demir-altin nano kiireler iizerine avidin
baglanmasi antikorun baglanmasi i¢in bir ara basamak olusturmaktadir. Ticari olarak
elde edilmis L. monocytogenes antikoru (Novus Biologicals-NB100-62724) biyotin
baglanmis formdadir. Nanaopartikiil yiizeyinin avidin ile modifiye edilmesi
sayesinde avidin-biotin etkilesimi gergeklesir ve antikor bu etkilesim sayesinde
nanoyiizeye baglanmis olur. 0,1 mg/mL biotin isaretli antikor ve avidin bagh
nanopartikiller PBS tamponu icerisinde 30 dk. karistirilarak etkilestirilmistir.
Burada kullanilan manyetik nanopartikillerin derisimi 0,5 mg/mL olacak sekilde
ayarlanmistir. Biotinli antikorlarin avidin-biotin afinitesi iizerinden baglanmasi
saglanmistir. Baglanmayan biyotinli antikorlar PBS ile yapilan yikamalarla

ortamdan uzaklastirilmistir.

Spesifik olmavan baglanmalarin engellenmesi

Nanopartikiillere avidinin baglanmasindan sonra biontinli antikorun baglanmasi
saglanarak bakteriyi taniyan nanosensor ¢aligmasi sonlandirilmistir. Bu asamadan
sonra ortamda olmasi1 muhtemel acikta kalan karbonil gruplarinin kapatilmasi igin
%10 luk (v/v) etanolamin ¢ozeltisi kullamilmistir. Cozelti partikiiller ile karistirict
lizerinde bir saat boyunca etkilestirilmistir. Islem sonunda yiizeyler ve

nanopartikiiller PBS ile iki kez yikanmustir.
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3.2.7. Bakterilerin nano yizeylere tutunma miktarlarimin belirlenmesi

Bakterilerin nanopartikil yuzeylerine sensdér modifikasyonundan 6nce ve sonra
tutunma miktarlarinin belirlenmesi i¢in ¢esitli mikrobiyolojik ¢caligmalar yapilmistir.
Bu calismalarda kullanilan bakterilerin her biri iki kez aktiflestirilerek deneyde
kullanilmistir. Hem c¢esitli patojen mikroorganizmalarin sensdr oncesi ylizeylerde
tutunumunu belirlemek amaciyla hemde hedef bakteri L. monocytogenes icin
olusturulmus sensoriin hedefe yonelik basarisinin belirlenebilmesi igin kontrol
amacl diger bakterilerin de bulundugu karisik kiiltiir ortamlarinda denemeler
yapilmistir. Bu calisma bizim tarafimizdan gelistirilmis bir metot olup benzer

herhangi bir ¢alisma literatiirlerde mevcut degildir.

Tek bir bakteri tir( icin bakterilerin nano vyizeylere tutunma miktarlarinin

belirlenmesi

Bu ¢alismalarda L. monocytogenes, S. typhimurium ve S.aureus turlerinin kire ve
avidinli kire yizeylerdeki ayr1 ayri tutunum basarilar1 ve hedef bakteri olan L.
monocytogenes’in immiinosensor olarak tasarlanmis spesifik antikor bagli nano

ylzeylerdeki tutunma miktarlar1 tespit edilmistir.

TUm bu tutunma ¢alismalarinda nanopartikiillerin konsantrasyonlari steril SF (serum
fizyolojik - 0,875 g/100 mL) igerisinde 0,5 mg/mL olacak sekilde ayarlanmustir.
Bakteriler calismalar igin iki kez aktiflestirilmis ve aktif kiiltirleri 10,000 rpm’de 15
dk. santrifijlenerek iki kez SF ile yikanmuis, pellet yine SF igerisinde siispanse
edilmistir. Yikanan kiiltiiriin yogunlugu McFarland cihaz1 ile (Grant-bio, DEN1)
0,5’ e (L. monocytogenes, ~ 10"; S. aureus, ~ 10'%; S. typhimurium, ~ 10’ cfu/mL)
ayarlanmistir. Daha sonra bulanikligi ayarlanmis olan SF igerisindeki bakteri
kaltirinden ve SF igerisinde sonike edilerek dagitilan 0,5 mg/mL
konsantrasyonundaki nanopartikiillerden esit miktarlarda bir tlipe alinarak 30 dk.
boyunca karanlik ortamda, yatay ¢alkalayicida orta hizda bekletilmistir. Daha sonra

miknatis yardimiyla nanopartikiillerin ve ona tutunmus olan bakterilerin tiipte
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kalmas1 saglanarak 2 kere SF’le yikama islemi gergeklestirilmistir. Bdoylece
tutunmayan bakteriler ortamdan uzaklastirilarak sadece partikiil yiizeyine tutunan
bakterilerin canlilik degerleri seri diliisyonlar yapilip cfu/mL cinsinden
hesaplanmistir. Kontrol amach olarak yogunlugu McFarland cihaz1 (Grant-bio,
DENL1) ile 0,5’ e ayarlanmig bakteri kiiltlir soliisyonundan ve steril SF’den esit
miktarlarda alinarak seri diliisyonlarla Nutrient Agar’a ekimler yapilmistir. Boylece
ortamda bulunan bakterilerin ne kadarmmin tutundugu cfu/mL cinsinden

hesaplanmuistir.

Yarismali ortamlarda bakterilerin nano yizeylere tutunma miktarlarinin belirlenmesi

Yarismali ortamlarda yuzeylerde bakterilerin tutunma oranlarini tespit edebilmek
icin 2 ayr1 calisma yapilmustir. Ik c¢alismada L. monocytogenes ile S.
typhimurium ’un ayni ortamda bulundugu ve L. monocytogenes ile S. aureus 'un aym
ortamda bulundugu karisik kiiltiirlerin avidin bagli nanoyuzeylerde (ylzeyi antikor
ile modifiye edilmemis) tutunma miktarlar1 arastirilmis; diger bir ¢alismada ise
immuinosensorin L. monocytogenes tlrinu algilama basarisinin test edilebilmesi
icin L. monocytogenes ve S. aureus’un bulundugu karigik kiltiirlerin ve L.
monocytogenes ve S. typhimurium’ un bulundugu karigik kiiltiirlerin imminosensér
olarak tasarlanmig (L. monocytogenes’e 0Ozgii antikor ile modifiye edilmis)

yuzeylerdeki tutunma miktarlari belirlenmistir.

L. monocytogenes ile S. typhimurium’un ve L. monocytogenes ile S. aureus’un
bulundugu karigik kiiltiirlerin avidin bagli nano ylizeylere tutunma miktarlarinin
belirlenmesi ¢alismasinda kullanilacak nanopartikiillerin konsantrasyonlar steril SF
(serum fizyolojik-0,875 g/ 100 mL) icerisinde 0,5 mg/mL olacak sekilde
ayarlanmistir. Her {i¢ bakteri susu da ¢alismalar icin iki kez aktiflestirilmis ve aktif
kiltdrleri 10,000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek iki kez SF ile yikanmus, pellet yine
SF igerisinde siispanse edilmistir. Yikanan tiim bakterilerin yogunlugu (Grant-bio,
DEN1) McFarland cihazi ile 1’ e ayarlanmistir. Yogunluklar1 ayarlanmis olan

kiltarlerin her birinden 1 mL alinip kanstirilarak yeni karistk bir kiiltiir elde
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edilmistir. Daha sonra bu karigik bakteri kiiltiiriinden 2 mL ve SF igerisinde sonike
edilerek dagitilan 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki nanopartikillerden 2 mL cekilip
steril yeni bir tiipe alinmis ve 30 dk. boyunca karanlik ortamda, yatay ¢alkalayicida
orta hizda bekletilmistir. Daha sonra miknatis yardimiyla nanopartikiillerin ve ona
tutunmus olan bakterilerin tiipte kalmasi saglanarak 2 kere SF’le yikama iglemi
gerceklestirilmistir. Boylece tutunmayan bakteriler ortamdan uzaklastirilarak sadece
partikiil ylizeyine tutunan bakterilerin canlilik degerleri, seri diliisyonlar yapilip
onceden hazirlanmis olan CHROMagar Listeria ve CHROMagar Salmonella besi
yerlerine ekilip cfu/mL cinsinden hesaplanmistir. Kontrol amagli olarak ayni
yogunlukta karisik bakteri kiiltiirtinden ve steril SF’den esit miktarlarda alinarak seri
diliisyonlarla ayni besi yerlerine ekimler yapilmistir. Boylece ortamda bulunan
bakterilerin ~ hangisinden ne kadarmin tutundugu cfu/mL  cinsinden
hesaplanabilmistir. Sayim i¢in kullanilan CHROMagar Listeria besi yerinde L.
monocytogenes kolonileri; mavi, 3 mm’ den daha kiigiik, dizenli koloniler
olustururken S. typhimurium bakterileri bu besi yerinde gelisim gostermemekte ve S.
aureus kolonileri ise krem rengi yuvarlak bir morfoloji g6stermektedir.
CHROMagar Salmonella besi yerinde ise S. typhimurium kolonileri leylak renkli
koloniler olusturmustur. Bu besi yerleri kullanilarak canlilik sayimi sirasinda

kolonilerin hangi bakterilere ait oldugu rahatlikla saptanabilmistir.

Immiinosensér basarisinin test edilmesi amaciyla L. monocytogenes ve S .aureus
bakterilerinin ayni1 ortam igerisinde bulundugu ve yine L. monocytogenes ve S.
typhimurium bakterilerinin ayn1 ortamda bulundugu rekabet ortamlari yaratilarak
hedef bakteri olan L. monocytogenes’in nano boyutlu imminosensor ylzeyindeki
tutunma miktar1 belirlenmistir. L. monocytogenes’e 6zgii antikor baglanmis
nanosensorlerin basar1 orani bu yontemle belirlenmistir. Calismada kullanilacak
nanopartikil konsantrasyonu steril SF (serum fizyolojik-0,875 g/ 100 mL) igerisinde
0,5 mg/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Her {i¢ bakteri susu da ¢alismalar igin iki
kez aktiflestirilmis ve aktif kiiltlirleri 10.000 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek iki kez
SF ile yikanmig, pellet yine SF igerisinde siispanse edilmistir. Yikanan tiim

bakterilerin yogunlugu McFarland cihaz1 (Grant-bio, DEN1) ile 1’ ¢ ayarlanmustir.
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Yogunluklar1 ayarlanmig olan Kkultirlerin her birinden 250 pL alinip karigtirilarak
yeni 500 pL’lik karigik bir kiiltiir elde edilmistir. Daha sonra bu karisik bakteri
kiltdriinin 500 pL’si ve SF igerisinde sonike edilerek dagitilan 0,5 mg/mL
konsantrasyonundaki nanopartikiliin 500 pL’si yeni bir tiipe alinip 30 dk. boyunca
karanlik ortamda, yatay calkalayicida orta hizda etkilestirilmistir. Daha sonra
miknatis yardimiyla nanopartikiillerin ve ona tutunmus olan bakterilerin tiipte
kalmas1 saglanarak 2 kere SF’le yikama islemi gercgeklestirilmistir. Boylece
tutunmayan bakteriler ortamdan uzaklastirilarak sadece partikiil yiizeyine tutunan
bakterilerin canlilik degerleri, seri diliisyonlar yapilip 6nceden hazirlanmis olan
CHROMagar Listeria besi yerine aktiflenmistir. Kontrol amagli olarak caligmada
kullanilan bakteri yogunlugunun tespiti i¢in 500 pL’lik bu karisik bakteri kiiltiirii ve
500 pL steril SF karigimindan dilisyonlarla ayni besi yerine ekimler yapilmistir ve
boylece baglangicta ortama koymus oldugumuz bakterilerin canliliklar1 cfu/mL

cinsinden hesaplanabilmistir.

3.2.8. Raman ¢alismalari

DeltaNu Examiner Raman Mikroskop (Deltanu Inc., Laramie, WY) 785 nm lazer
kaynag1, mikroskop igin hareketli lamel-numune tutma haznesi ve CCD dedektor ile
birlikte L. monocytogenes tayini i¢in kullanmilmistir. Cihaz parametreleri ise 20x

objektif, 112 mW lazer gilicu, 60 saniye veri toplama siiresi olarak ayarlanmustir.

L. monocytogenes bakterisivle vapilan SERS olciimleri

Bu c¢alismada sandvi¢ immiinoanaliz yontemi kullanilmistir. Bu nedenle hem L.
monocytogenes’e 0zgu antikor ile modifiye edilmis kiire nanosensorler hem de
Raman’da SERS etiketi olarak kullanilan DTNB molekiilii ile isaretlenmis ve yine
L. monocytogenes’e 6zgii antikor ile kaplanmis nanogubuk partikiiller kullanilmistir.
Bakteriler once antikor bagh kiire formundaki nanosensorler ile etkilestirilir.
Ortamdaki nanosensorlerin L. monocytogenes’i tanilayip yakalamasi saglanmig

olmaktadir.  Ortamdaki  baglanmayan  bakteriler —yikama islemleri ile



62

uzaklastirilirmisgtir.  Ancak yakalanmis olan bu bakterilerin Raman’ da tayin
edilebilmesi igin antikor ve DTNB bagli ¢gubuk formundaki altin nanopartikiillerin
de ortama verilerek bu yakalanmis olan L. monocytogenes bakterilerine baglanmasi
saglanmistir. Bu sayede gelistirilen nanosensoriin bakteriyi tutma basaris1 Raman

teknigi kullanilarakta belirlenmistir.

0,1 mg/mL biotin isaretli antikor ve avidin bagli nanopartikiiller PBS tamponu
icerisinde 30 dk. kanstirilarak etkilestirilmistir. Burada kullanilan manyetik

nanosensorlerin derisimi 0,5 mg/mL olacak sekilde ayarlanmustir.

L. monocytogenes bakteri kilturleri nutrient besi yerine %2 oraninda asilandiktan
sonra 37°C’lik etiivde 1 giin gelistirilmistir. Yapilan caligmalarda iki kez
aktiflestirilmis kiltiirler kullanilmigtir. Bu kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dk. boyunca
santrifiijlenerek besi yeri ortamindan uzaklastirilmis ve serum fizyolojik ¢ozeltisi ile
2 kez yikanmustir. McFarland cihazi (Grant-bio, DEN1) ile bakteri yogunlugu 0,5’¢
ayarlandiktan sonra bu tilipten iclerinde 900 pL. SF bulunan 6 adet eppendorfa
diliisyonlar yapilarak 10 yogunluga kadar bakteri diliisyonlari elde edilmistir. Bu
diliisyonlarmm her biri % 50 oraninda tekrar SF ile seyreltilerek 0,5 mg/mL
konsantrasyonundaki L. monocytogenes’e 6zgii antikor bagli manyetik demir altin
nanopartikiiller ile etkilestirilmistir. Bunun i¢in her bir bakteri dilisyonun 200 pL’si
ile 0,5 mg/mL’lik modifiye edilmis nanopartikiillerin 200 pL’si 30 dk. boyunca
yatay calkalayicida karistirilarak bakterilerin segici partikiil yiizeyine baglanmasi
saglanmistir. Baglanmayan bakterilerin ortamdan uzaklastirilmas: igin yiizeye
tutunmus bakteriler miknatis yardimiyla toplanip 2 kere PBS ile yikanarak yine 200
uL PBS tamponuna alinmigtir. Tutunmus olan bakteri miktarinin Raman’da tayin
edilebilmesi icin spesifik nanopartikiillere baglanmis olan bu bakterilerin 200 uL’si
ile antikor ve DTNB bagli ¢ubuk formundaki altin nanopartikillerin 200 pL’si
etkilestirilmistir. Bu calismada nanosensore baglanmis olan bakteri miktarinin
belirlenmesi amaciyla mL’deki canlilik sayimlar1 icin CHROMagar Listeria kati

besi yerine ekimler yapilmustir.
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Siit numunesinde SERS 6lcumil ile L. monocytogenes tayini

Raman Spektroskopisinde, SERS o6l¢iimii teknigi ile gelistirilen analiz yonteminin
gercek Orneklerde kullanilabilirliginin test edilmesi amaciyla marketten alinan sut
orneginde L. monocytogenes tayinine yonelik ¢alisma yapilmis ve elde edilen

sonuclar klasik sayim metotlari ile karsilastirtlmistir.

Sandvi¢ immiinanaliz yontemi bu ¢alisma i¢inde kullanilmistir. L. monocytogenes
bakteri kulturleri nutrient besiyerine % 2 oraninda asilandiktan sonra 37 °C’lik
etiivde 1 giin gelistirilmistir. Yapilan ¢alismalarda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler
kullanilmustir. Bu kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dk. boyunca santriftijlenerek besi yeri
ortamindan uzaklastirilmis ve serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmistir.
McFarland cihaz1 (Grant-bio, DEN1) ile bakteri yogunlugu 0,5’¢ ayarlandiktan
sonra bu tiipten iclerinde 900 pL SF bulunan 6 adet eppendorfa diliisyonlar
yapilarak 10° yogunluga kadar bakteri diliisyonlar1 elde edilmistir. Bu diliisyonlarin
her biri % 50 oraninda tekrar SF ile seyreltilerek 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki L.
monocytogenes’e 0Ozgii antikor bagli manyetik demir altin nanopartikiiller ile
etkilestirilmistir. Bunun i¢in 200 pL’lik siit Orneklerinin bulundugu steril
eppendorflarin igerisine her bir bakteri diliisyonun 200 uL’si ile 0,5 mg/mL’lik
modifiye edilmis nanopartikiillerin 200 uL’si de ilave edilerek 30 dk. boyunca yatay
calkalayicida karistirilip  bakterilerin  segici partikiil ylizeylerine baglanmasi
saglanmistir. Baglanmayan bakterilerin ortamdan uzaklastirilmas: igin yiizeye
tutunmus bakteriler miknatis yardimiyla toplanip 2 kere PBS ile yikanarak yine 200
uL PBS tamponuna alinmistir. Tutunmus olan bakteri miktarinin Raman’da tayin
edilebilmesi i¢in spesifik nanopartikiillere baglanmis olan bu bakterilerin 200 pL’si
ile antikor ve DTNB bagli ¢ubuk formundaki altin nanopartikiillerin 200 ulL’si
etkilestirilmistir. Bu calismada nanosensore baglanmis olan bakteri miktarinin
belirlenmesi amaciyla mL’deki canlilik sayimlar1 icin CHROMagar Listeria kati

besiyerine ekimler yapilmustir.
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3.2.9. SEM ve TEM analizleri ile nano ylzeylerde bakteri baglanma tespiti

Bu caligmada L. monocytogenes’in kiire, avidin modifiyeli kiire ve tasarlanmis olan
immiinosensér modelindeki partikiil yiizeylerine tutunumlarin1 SEM ve TEM’de
belirlemek ve goriintillemek amacglanmigtir. Kontrol olarak S. aureus tirlerinin de
ayni partikiiller iizerindeki tutunumlar1 goriintiilenmis ve L.monocytogenes ile S.
aureus’un bulundugu karisik kiiltiir ortamlarida hazirlanarak yarismali durumlardaki
tutunumlar goriintiilenmistir. Caligmada L. monocytogenes’in yaninda S. aureus
tiirlerinin sec¢ilmesinin nedeni bu iki bakteri tiirlinlin farkli mikroskobik morfolojiye
sahip olmalidir. L. monocytogenes bakterileri basil seklindeyken S. aureus tirleri
kok seklindedir. Bu sayede mikroskopta elde edilmis bakteri goriintiilerinin hangi
bakteriye ait olduklar1 kolaylikla tespit edilebilmistir. Farkli L. monocytogenes
bakteri kulturleri nutrient besi yerine % 2 oraninda asilandiktan sonra 37°C’lik
etiivde 1 giin gelistirilmistir. Yapilan ¢alismalarda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler
kullanilmistir. Bu kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dk. boyunca santrifiijlenerek besi yeri
ortamindan uzaklastirilmis ve serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmistir.
McFarland cihaz1 (Grant-bio, DEN1) ile bakteri yogunlugu 0,5’¢ ayarlandiktan
sonra bu tiipten igerisinde 900 pL SF bulunan eppendorfa diliisyon yapilarak 10™
yogunluguna ulasilmistir. Bu diliisyon % 50 oraninda tekrar SF ile seyreltilerek 0,5
mg/mL konsantrasyonundaki nanopartikiller ile 30 dk. boyunca yatay ¢alkalayicida
bekletilmistir. Yiizeye tutunmayan bakterilerin ortamdan uzaklagtirilmasi igin
ylizeye tutunmus bakteriler miknatis yardimiyla toplanip 2 kere PBS ile yikanarak

yine PBS tamponuna alinmistir.

Ayrica spesifikligin test edilebilmesi i¢in S. aureus ve L. monocytogenes’in
bulundugu karigik kiiltiir ortamlarinda da bu analizler gerceklestirilmistir. Bu
caligmada ise McFarlandlar1 1’e ayarlanmis olan S. aureus ve L. monocytogenes
bakterilerinden esit miktarda alinarak igerisinde 900 pL SF bulunan eppendorfa
diliisyon yapilip 10™ yogunluguna ulasilmistir. Bu diliisyon % 50 oraninda tekrar SF
ile seyreltilerek 0,5 mg/mL konsantrasyonundaki nanopartikdller ile 30 dk. boyunca

yatay calkalayicida bekletilmistir. Yiizeye tutunmayan bakterilerin ortamdan
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uzaklastirilmasi icin ylizeye tutunmus bakteriler miknatis yardimiyla toplanip 2 kere
PBS ile yikanarak yine PBS tamponuna alinmistir. SEM ve TEM analizleri igin bu
karisimlar kullanmilmustir. Bu deney metodunda, SEM ve TEM analizleri icin
orneklerin hazirlanmasi herhangi bir g¢alisma referans alinmadan tarafimizdan

gelistirilmis bir metottur.

3.2.10. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago,
IL) kullanilmistir. Pearson’un korelasyonuna gore, partikillerin konsantrasyon
artislariyla birlikte DPPH giderim aktiviteleri, plazma lipid peroksidasyonu,
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arasinda korelasyon olup olmadig1 incelenmistir.
Calismalarda kullanilan farkli nanopartikiil ¢esitlerinin DPPH giderim aktiviteleri,
plazma lipid peroksidasyonu, sitotoksik ve genotoksik aktivitelerinin degerleri
arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirleyebilmek icin parametrik testlerden
cift ornekli T testi, nonparametrik testlerden ise Wilcoxon isaret sira testi ve
Friedman testi ile kullanilmistir. Orneklerin normal bir dagilima sahip olup olmadig

bu analiz 6ncesinde tek 6rnekli Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsilan Mikroorganizmalarin Saflik Kontrolleri

Calismada kullanilan L. monocytogenes, S. aureus, S. typhimurium bakterilerinin
Gram boyamalar1 yapilarak, morfolojik kontrolleri yapilmis ve saflik durumlarina
bakilmistir. Mikroorganizmalarin 100 X’lik objektifte ¢ekilmis mikroskobik

goruntdleri Resim 4.1’de verilmistir.

Resim 4.1. Calisilmis olan patojen bakterilerin 151k mikroskobunda, 100 X’lik
objektifte elde edilmis gorintileri (a- L. monocytogenes ATCC 7644; b-
S. typhimurium BASTO1; c- S. aureus ATCC 25923)
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4.2. Nanopartikullerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kire formundaki manyetik demir-altin nanopartikiillerin L. monocytogenes ATCC
7644, S. aureus ATCC 25923 ve S. typhimurium BASTO1 suslarina kars1 ayri ayri
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenebilmesi igin 3.2.2°de anlatilan yontemler
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore nutrient sivi besi yerinde gelistirilip,
nutrient agara ayri ayri ekilmis, bu G¢ kiltirde de nanopartikullerin antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Icerisinde nanopartikiil bulunmayan,
sadece L. monocytogenes bakterisi bulunan kontrollerde canlilik 6,8 x 107 cfu/mL
olarak belirlenmistir. igerisinde 1 mg/ml’lik konsantrasyonda nanopartikiillerin de
bulundugu tiipte ise L. monocytogenes canlilik sayimlarinda ise 6,5 x 10" cfu/mL
olarak bulunmustur. Ayni deneyler S. aureus ve S.typhimurium ile de yapilmis ve
sonuclar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Elde edilmis olan bu canlilik miktarlarina
baktigimizda birbirlerine ¢ok benzer sonuglar elde edilmis ve ortamda bulunan
nanopartikiillerin bakterilerin gelisimini etkilemedigi tespit edilmistir. Kuyu
difiizyon yonteminde de benzer sekilde igerisinde bakteri bulunan donmus kat1 besi
yerinde kuyucuklar agilmis ve 1 mg/mL konsantrasyonundaki partikiller

damlatilmis kuyularin ¢evresinde zon olusumuna rastlanmamustir.
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Cizelge 4.1. Nanopartikiillerin baz1 bakteri tiirlerinde antimikrobiyal aktiviteleri

Bakteri Suslari Kontrol Bakterilerinin Test Bakterilerinin
Yogunlugu (cfu/mL) Yogunlugu (cfu/mL)
L. monocytogenes 6,8 x 10’ 6,5 x 10’
ATCC 7644
S. aureus ATCC 10,4 x 10" 9,9 x 10"
25923
S. typhimurium 7,2x 10’ 7,5 x 10’
BASTO1

Sonuglara gore nanopartikillerin  herhangi bir antimikrobiyal aktivitesine
rastlanmamistir. Bu sonug¢ tutunma caligmalarinin giivenilir bir sekilde test edilme
imkanini yaratmistir. Cilinkii tutunma sonuglarinda tutunan bakteri miktari, agarda
canlilik sayimi yontemiyle belirlenmistir. Eger bu partikiiller, bakteriler iizerinde
oldurucu etki gosterselerdi bakteriler 61diigii igin tutunma sonucunda canli bakteri
sayilar diisiik olacak, bu da nanopartikiillerin tutunma kapasitelerinin zayif oldugu
gibi yalanci negatif sonu¢ alinmasina neden olacakti. Bakteri ylzeyindeki partikiil
tutunumlarmin goriintiilendigi SEM ve TEM analiz gorintulerinde partikullerin
bakteri ylzeyine tutunduklari belirlenmistir. Nanopartikullerin antibakteriyel
etkilerinin olmamasi, partikiillerin bakteri hucresinin igerisine girmemeleri ile

iligkilendirilmistir.
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4.3. Nanopartikullerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Nanopartikullerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin, manyetik kire, cubuk ve
kiip seklindeki nanopartikiiller ve avidin baglanmigs kiire seklindeki
nanopartikiillerin degisik konsantrasyonlar1 (0,1-5 mg/mL) kullanilmistir. Bu
partikullerin antioksidan aktiviteleri, DPPH giderim ve plazma lipid peroksidasyon

inhibisyon yontemleri esas alinarak tespit edilmistir.

4.3.1. Nanopartiktllerin DPPH giderim aktivitesi

Nanopartikullerin serbest radikalleri stpirtci etkisine DPPH testi ile bakilmistir.
Ortama verilen bir ¢esit radikal madde olan DPPH’in ortama eklenen
nanopartikiiller tarafindan siipiiriilmesi nanopartikiillerin antioksidan aktivitelerine
baglidir. Nanopartikiillerin yiizde DPPH giderim aktiviteleri belirlenmis kontrol
amaciyla kullanilmis sentetik antioksidanlarla (BHA, BHT, a-Tokoferol) DPPH

yuzde giderim aktiviteleriyle karsilastirilmigtir.

DPPH radikali % giderim aktivitesi, tim test edilen nanopartikuller icin kendi artan
konsantrasyonlariyla dogru orantili olarak anlamli artiglar gostermistir. Bu da
nanopartikullerin, ortamdaki konsantrasyonlarinin arttirildiginda DPPH radikalini
stipiirmede daha basarili oldugunu gostermistir. Ortama DPPH radikali verildiginde
olusan mor rengin giderimi ile orantili olarak antioksidan aktivite artmaktadir.
Calismada 0,1-5 mg/mL arasinda degisen 4 farkli konsantrasyon ¢esitli
nanopartikiiller icin kullanilmistir. Bu nanopartikiiller; kiire, ¢ubuk ve kiip
seklindeki demir-altin nanopartikiiller ile avidin baglanmis kiire nanopartikiillerdir.
Nanopartikiil cesitleri arasinda DPPH radikal giderim aktiviteleri en yuksekten
diistige dogru; avidinli kire nanopartiktl > kire nanopartikil > ¢ubuk nanopartikul
> kiip nanopartikiil olarak siralanabilir. Burdan farkli sekillere sahip partikiillerin,
farkli antioksidatif aktivitelere sahip olduklar1 sonucu ¢ikartilmigtir. TUm bu
nanopartikiil ¢esitleri arasinda en yiksek DPPH giderim aktivitesi, avidin baglanmis
kire nanopartikilin en yuksek konsantrasyonunda 69,1 olarak tespit edilirken, kiip

nanopartikiillerin hi¢ bir konsantrasyonunda DPPH siipiiriicti etki bulunamamustir.
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Bu sonuglara gore nanopartikiillere avidin baglanarak antioksidan etkiyi
arttirdigimiz1 soyleyebiliriz. Bu 6nemli bir sonuctur ¢linkii immiinosensér modeli
olusturulurken partikiillere avidin baglanmasi gerekli bir ara basamaktir. Yapilacak
olan bu mecburi modifikasyon ile ayni zamanda partikiillerin antioksidan
aktivitesini de arttirmis oluyoruz. Denenmis olan kiip formundaki nanopartikil
konsantrasyonlarinin higbirinde antioksidan aktivite gézlenmemistir. Test edilen
nanopartikiillerin konsantrasyonlari, bu konsantrasyonlarin DPPH giderim ytzdeleri
ve sentetik antioksidanlarin (BHA, BHT, a-Tokoferol) cesitli
konsantrasyonlarindaki antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Sentetik
antioksidanlar, nanopartikiillerin antioksidan aktivitelerine bakildigr en diisiik
konsantrasyon olan 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlarda % 92,1 + 0,1 ile 94,6 + 0,8
arasinda degiskenlik gdstermislerdir. Bu sonuclara gore sentetik antioksidanlarin
oldukga guclu bir DPPH giderim aktivitesi oldugunu gérmekteyiz. 0,1 mg/mL’lik
nanopartikiil konsantrasyonlarinda bu giderim aktivitesi diigiik bulunmustur. Ancak
nanopartikiil konsantrasyonlarini arttirdigimiz zaman avidinli kiire nanopartikillerin
5 mg/mL’lik konsantrasyonlarinda DPPH giderim aktivitesinin % 69,1 + 2,2° ye
kadar ¢ikabildigini gormekteyiz. Konsantrasyon arttirildiginda aktivite de artmustir.
Bu da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,01). Nanopartikullerin sentetik

antioksidanlara yakin sonuglar verebilmesi de oldukga énemlidir.



DPPH giderim aktiviteleri

Cizelge 4.2. Degisen konsantrasyonlarda, farkli sekillere sahip manyetik, Fe-Au nanopartikullerin ve bazi sentetik antioksidanlarin %

Nanopartikuller (%)

Sentetik Antioksidanlar (%0)

Konsantrasyon Kire Avidinli Kiire Cubuk Kip i
(mg/mL) Nanopartikll| Nanopartikil | Nanopartikil | Nanopartikul Eln'a Eulll G QUL
0,1 1,4+£0,6 8,1£0,7 1,0+£0,6 b 94,6 +0,8 92,1+0,1 93,7+15
0,5 76104 17,4+£0,6 56+0,8 b 96,4+2,1 94,6 +2,2 95,9+0,8
1,0 11,7+ 1,6 258+15 90+£0,1 b 98,7+15 96,1+04 96,9 +2,2
5,0 178+2]1 69,1+ 2,2 14,4 £ 0,1 b 99,3+0,6 98,7+0,6 99,8+0,4

b: DPPH aktivitesi bulunmamaktadir

1.
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4.3.2. Plazma lipid peroksidasyon inhibisyonu

Yapilmis olan bu g¢alismada kan plazmasinda bulunan lipidlerin peroksidasyonu
saglanarak, bu oksidasyonun nanopartikiiller tarafindan inhibisyon yiizdelerinin
hesaplanmasi amaglanmistir. Calismada kiire, ¢gubuk ve kiip sekline sahip demir-
altin nanopartikiiller ile avidin baglanmis kiire formundaki nanopartikdllerin 0,1-5
mg/mL araligindaki 4 farkli konsantrasyonu incelenmistir. TUm nanopartikil
cesitlerinde goriilen ortak sonug, konsantrasyon miktarlarina bagl olarak lipid
peroksidasyon inhibisyonunun da dogru orant1 gostermesidir. Bu durum istatistiksel
olarakta anlamli bulunmustur (p< 0,01). En yiiksek inhibisyon yiizdesi, avidin bagli
kire nanopartikilin 5 mg/mL’lik konsantrasyonunda gériilmiistiir (% 44,8). Burada
test edilen nanopartikillerin ytizde plazma lipid peroksidasyon inhibisyonlart en
yliksekten diisiige dogru; avidinli kiire nanopartikiil > kiire nanopartikiil > ¢ubuk
nanopartikiil > kiip nanopartikiil olarak siralanabilir. Bu a¢idan burada elde edilen
sonuclar DPPH giderim metotuyla da benzerlik goéstermektedir. Kip formundaki
nanopartikultin farkli konsantrasyon denemeleri ise en diisiik inhibisyon yilizdesinin
bu formda oldugunu gostermistir. Tiim nanopartikiiller ve konsantrasyonlarinin

yiizde plazma lipid peroksidasyon inhibisyonlar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.



Cizelge 4.3. Degisen konsantrasyonlarda, farkli sekillere sahip, manyetik Fe-Au nanopartikillerin % plazma lipid peroksidasyon
giderimleri

Lipid Peroksidasyon inhibisyonu (%)

Konsantrasyonlar

Kire Nanopartikdl

Avidinli Kiire

Cubuk

Kiip

(mg/mL) Nanopartikl Nanopartikul Nanopartikl
0,1 7,1+0,5 19,3+0,1 44+13 b
0,5 85+0,5 219+04 88+1,2 b
1,0 230+14 279+14 22501 19,7+0,6
5,0 27,0+0,9 448 +13 284+16 229+0,9

b: Plazma lipid peroksidasyon giderimi bulunmamaktadir.

€L
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4.4. Nanopartikillerin  Sitotoksik  ve  Antikanserojenik  Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Sitotoksisite testi i¢in saglikli hiicre hatt1 olarak gingival fibroblast hicre kiltirt
kullanilmistir. Antikanserojenik etkinin belirlenebilmesi igin ise, farkki kanserli
hiicre hatlar1 (CCL-221, HelLa, Mcf 7) kullanilmigtir. Yapilmis olan antioksidan
aktivite calismalarinda kullanilan nanopartikiiller arasindan en yiiksek aktiviteyi
gosterdikleri i¢in kiire seklindeki nanopartikiiller ile avidin baglanmis kiire
nanopartikiller sitotoksisite ve antikanserojenite testleri i¢in se¢ilmistir. TUm
hiicrelerde, nanopartikil konsantrasyonlarindaki artig hicre 6lim ylzdesini de
belirgin miktarda arttirmistir. Ancak partikiillerin tiim konsantrasyonlarinin kanserli
hiicrelere nazaran, saglikli hiicre hatti (gingival fibroblast) (zerinde daha az
oldirtct etki goOstermesi bu partikiillerin  kullanilabilirligini ~ arttirmaktadir.
Partikillerin ~ saghikli  hiicredeki,  sitotoksik  etkilerinin  diisik  olmasi
biyouyumluluklarin1  arttirmaktadir. Canli  sistemlerde de c¢esitli amaglarla
kullanilabilen partikiillerin biyolojik uyumlu olmalar1 istenilen bir Ozelliktir. Bu
nedenle sitotoksik etkisi diigsiik olan partikiillerin canli sistemlerde kullanilmasi
avantaj saglayacaktir. Calismalarimizda en diislik sitotoksik etkiyi 0,005 mg/mL
konsantrasyonundaki avidinli kire nanopartikil, gingival fibroblast hiicresinde
gostermistir (% 1). Test edilen partikiillerin konsantrasyonlarinin artisiyla sitotoksik
etkinin de arttig1 belirlenmistir. Bu da istatistiksel olarak yapilan korelasyon
caligmasiyla anlamli bulunmustur (p< 0,01). Partikullerin kanser hdcrelerinin
canliliginda belirli oranlarda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Avidinli ve
avidinsiz klrede tim kanser hiicrelerinde ¢ok biylk bir fark gérilmemekle birlikte,
en yuksek antikanserojenik etkiyi kire formundaki (0,1 mg/mL) nanopartikil, Mcf 7
hiicre hatt1 tizerinde gostermistir (% 34). Partikiillerin gesitli konsantrasyonlarinin bu
hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik ve antikanserojenik etkileri Cizelge 4.4°te

verilmistir.



Cizelge 4.4. Degisen konsantrasyonlarda kiire ve avidinli kire formundaki manyetik Fe-Au nanopartikiillerin bazi hiicre hatlarinda

meydana getirdikleri antikanserojenik ve sitotoksik etkiler

% Oliim Oranlar1

Test Edilen

... | Konsantrasyonlar Gingival
Nanopartlkul (mg/mL) HelLa Mcf-7 CCL-221 Fibroblast
Cesitleri
0,005 51 912 3x1 20
0,025 12+1 18+1 5x1 5x1
Kdre
Nanopartikdil
0,050 19+1 302 14+0 13+1
0,100 27 +2 34+2 30+1 19+2
0,005 6+1 71 4+0 1+0
Avidinli 0,025 11+1 15+2 11+1 6+1
Kdre
Nanopartikil 0,050 17 +2 26+ 1 2242 10+0
0,100 24+ 1 32+2 27 +1 18+1

72
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Kit yontemiyle antikanserojenik etkinin en yiiksek bulundugu iki hiicre, Mcf-7 ve
CCL-221 hucrelerinde 0,1 mg/mL’lik partikiil konsantrasyonlarinin antikanserojenik
etkilerinin belirlendigi yiizde 6liim oram1 % 27-34 arasinda bulunmustur. Bu hiicre
hatlarinda, avidinli kiire ve ¢iplak kiire nanopartikiillerden kaynakli 6lii hiicrelerin
goriintiilenmesi amaciyla canli-6li boyamalar1 yapilarak floresan mikroskopta
40X’lik objektifte resimler elde edilmistir. CCL-221 ve Mcf-7 hiicre hatlarmin
nanopartikiil ile muamelesi sonrasinda floresan boyama yapilarak, hiicrelere olan

etkileri floresan mikroskopta incelenmis ve goriintiileri alinmistir (Resim 4.2 ve
4.3).



77

Resim 4.2. Mcf-7 hicrelerinin nanopartikuller ile muamele edildikten sonraki
floresan mikroskopta ¢ift boyama teknigi kullanilarak 40X’lik
objektifle elde edilmis goriintiileri (Yesil oklar; canli hiicreleri, sari
oklar ise apoptotik hicreleri gdstermektedir.) a) Kire nanopartikil
uygulanmis hiicreler, b) Avidinli nanopartikiil uygulanmig hiicreler
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N\

Resim 4.3. CCL-221 hiicrelerinin nanopartiktller ile muamele edildikten sonraki
floresan mikroskopta ¢ift boyama teknigi kullanilarak 40X’lik objektifle
elde edilmis goriintiileri (Yesil oklar; canli hiicreleri, sar1 oklar ise
apoptotik hiicreleri gostermektedir.) a) Kiire nanopartikiil uygulanmis
hicreler, b) Avidinli nanopartikiil uygulanmis hiicreler

Resim 4.2 ve Resim 4.3 incelendiginde nanopartikillerin 0,1 mg/mL’lik
konsantrasyonlarinin kanser hiicrelerinin bir kismini apoptoza gotiirdiigiinii, ancak
olii ve canli hiicrelerin oranlandigi zaman hala biiyiik bir kismmin canli oldugu

¢ekilmis olan floresan mikroskop goriintiileriyle belirlenmistir. Bu sonuglar cizelge
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4.3.’de verilen sonuglari dogrulamigtir. Hucrelerin nanopartikiller ile muamelesi

sonrasinda partikiillerin hiicreleri nekroza gotiirmedigi de saptanmustir.

4.5.  Nanopartiktllerin Genotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin biyolojik sistemler igerisinde de giivenli kullaniminin miimkiin
olup olmadiginin arastirilmasi igin antioksidan ve sitotoksik etkilerine bakilmis olan
partikillerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi de olduk¢ca 6nemlidir. Bu
partikiillerin DNA’da herhangi bir hasara yol agip agmadigi, hasar olusturuyorsa
miktarinin belirlenmesi amaciyla izole edilmis insan lenfositlerinde Komet testi
uygulanmustir. Calismada avidin baglanmis kiire ve modifiyesiz kire Fe-Au
nanopartikillerinin 0,005 ve 0,1 mg/mL arasinda degisen dort konsantrasyonu
se¢ilmis ve bunlarin genotoksik etkilerinin olup olmadigi belirlenmistir. Tek hucre
jel elektroforez yonteminde DNA kirilmalarinin boyutunu saptamak olasidir. Bunu
belirlemek amaciyla partikiiller ile etkilestirilmis hiicrelerin elektroforez sonrasi
kuyruk yogunluguna ve kuyruk momentine bakilmistir. Partikiil konsantrasyonlari
steril distile su icerisinde ayarlanmistir. Bu nedenle ¢oziicii kontrol ve pozitif
kontrolde ¢alismalarda yer almaktadir. Bu g¢alismanin sonuglari Cizelge 4.5’te

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Degisen konsantrasyonlarda kiire ve avidinli kiire formundaki manyetik
Fe-Au nanopartikillerin insan lenfosit hiicrelerinde olusturduklar
genotoksik etkiler

Nanopartikul | Konsantrasyon Kuyruk Kuyruk Kuyruk DNA
Cesitleri (mg/mL) Uzunlugu (um) Momenti Hasar1 (%)
0,005 30,98 £ 0,27 0,06 +£ 0,01 0,35+ 0,06
) 0,025 31,03 +4,49 0,07 £0,01 0,41 £ 0,03
Kire
Nanopartikdl
0,050 30,50 £ 0,70 0,10 £ 0,03 0,54 £ 0,01
0,100 32,03 +£ 2,88 0,12 £ 0,00 0,66 £ 0,04
0,005 32,47 +0,12 0,06 + 0,01 0,34 +0,01
Avidinli 0,025 33,42 £ 2,95 0,09 £ 0,01 0,38 £ 0,01
Kire
Nanopartikil 0,050 3350+024 | 015+003 | 0,53+0,04
0,100 34,28+ 2,10 0,12 + 0,00 0,65+0,01
coael ; 31,00£2,83 | 0024000 | 012+0,02
Kontrol
Mg ; 3338+235 | 0024000 | 0,10+002
Kontrol
Pozitif
Kontrol 50 mM 32,16 £1,73 0,35+ 0,00 3,05+0,15
(H20,)

Coziicii Kontrol: Distile su ile izole edilmis lenfosit hiicrelerinin muamelesi
Negatif Kontrol: Izole edilmis lenfosit hiicreleri
Pozitif Kontrol: 50 mM’lik H,0; ile izole edilmis lenfosit hiicrelerinin muamelesi

Resim 4.4’te calisilmis olan partikiillerin izole edilmis lenfositler lizerinde belirgin
bir kuyruk olusumuna neden olmadig1 goriilebilir. Kontrol amacglh sayilan lenfosit
hiicreleri ve partikiillerle etkilestirilmis lenfosit hiicreleri arasinda belirgin bir

kuyruk uzunlugu ya da yiiksek bir kuyruk yogunluk farkinin olmamasi genotoksik
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etkinin ¢ok diigiikk oldugunu gostermekle birlikte artan konsantrasyonlarda % DNA
kuyruk hasar1 artiglar gostermektedir. Bu artislar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,01). Komet testi sonuglarinda, kuyruk uzunlugunun bas
uzunluguna orant % 5,0’ altindaysa DNA hasarinin olmadig1 kabul edilmektedir
[Yen ve ark., 2001]. Bu nedenle partikullerin bu sonuclar neticesinde hi¢ bir
genotoksik etkiye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Burada kullanilan partikiil ¢esitleri
ve konsantrasyonlar1 sitotoksisite testinde kullanilanlarla aynidir. Nanopartikiillerin
yiiksek bir genotoksik etkiye sahip olmamalar1 canli sistemlerde ¢esitli amaclarla bu
partikiillerin kullanilabilirligini arttirmaktadir. Partiklllerin genotoksik etkileri
kontrollere karsi incelendiginde bu konsantrasyon araligindaki nanopartikiillerin

olduk¢a diisik DNA hasarina neden oldugu goriilmiistiir. Komet testi sonucunda

lenfositlerde DNA hasari, floresan goriintiileme sistemi ile belirlenmistir.

Resim 4.4. Nanopartikiillerin izole edilmis lenfosit hiicrelerine karsi gosterdigi
genotoksik etki. a) Nanopartikiil ile etkilestirilmis lenfosit hiicrelerinin
floresan mikroskoptaki gorintist (x40); b) Negatif kontrol amagh
kullanilmus lenfosit hiicrelerinin floresan mikroskoptaki goérintisi (x40)

4.6.  Bakterilerin Nano YUzeylere Tutunma Miktarlarimin Belirlenmesi

Calismada partikillerin ve imminosensorlerin tutma kapasiteleri test edilerek,
farklar1 ortaya konulmaya calisilmistir. Bu ¢alismalarda standart olarak 0,5 mg/mL
konsantrasyonundaki manyetik partiktller ortamdaki bakterilerin tutunmalarini

belirlemek icin kullanilmustir. Ayrica yiizeylerde spesifik tanilamaya 06zgii
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hazirlanmis avidin iizerine L. monocytogenes antikoru baglanmis olan partikiillerin
yani sira modifikasyon oncesi avidin bagli nanopartikiil yiizeylerin de bakteri tutma
kapasiteleri arastirilmistir. Boylece bakterilerin tek tek ve yarismali olarak
nanopartikiillere ve immiinosensorlere tutunumlart belirlenmistir. Sivi ortam
icerisinde partikiller Resim 4.5’te de goriilebilecegi gibi miknatis yardimiyla
tutularak manyetik partikiillere baglanmis olan bakteriler ortamdan izole edilerek

canlilik sayimlar1 kolaylikla yapilabilmistir.

Resim 4.5. Manyetik nanopartikiillerin sivi ortamlarda miknatis yardimiyla ayrimi

4.6.1. Tek bir bakteri tard icin bakterilerin nano vyizeylere tutunma

miktarlarmin belirlenmesi

Bu ¢aligmada 2 ayri tutunma deneyi yapilmustir. ilk deneyde L. monocytogenes, S.
typhimurium ve S. aureus tirlerinin kire ve antikor baglamada ara basamak olan
avidin baglanmis kiire nanopartikiillerin ylzeylerindeki tutunum basarilar1 ayr1 ayri
belirlenmistir. Calismada bakterilerin tutunma basarilari, basta ortama konulmus
olan bakteri yogunlugunun cfu/mL cinsinden belirlenip yikama sonrasi ylizeyde
tutunmus olan bakteri yogunlugu (cfu/mL cinsinden) ile karsilastirilmasiyla test
edilmigtir. Ortama verilmis olan bakteri miktar1 calismada kontrol olarak

kullanilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Manyetik, Fe-Au yapisindaki kiire ve avidinli kiire nanopartikiil
yuzeylerine tek tek L. monocytogenes, S. typhimurium, S. aureus
bakterilerinin tutunma kapasiteleri

Bakteri Suslar Testler Kire Nanopartikul Avidinli
(cfu/mL) Nanopartikul

(cfu/mL)

L. monocytogenes b 2,8 x 10’ 2,8 x 10’
ATCC 7644

t 5,7 x 10° 7,9 x 10°

S. typhimurium b 4,4 x 10’ 4,4 x 10’

BASTO1

t 8,0 x 10° 9,5 x 10°

S. aureus b 9,6 x 10™° 9,6 x 10™°
ATCC 25923

t 6,9 x 10° 2,1 x 10°

b: Baslangicta partikiiller ile muamele edilmis olan canli mikroorganizma sayisi
t: Uygulama sonrasi partikiil yiizeylerinde tutunmus olan canli mikroorganizma
sayi1sl

Cizelge 4.6’ya bakildiginda ylzeylere ortamda bulunan bakterilerin buyik bir
kisminin tutundugu belirlenmistir. Partikiiliin bakteriye tutunmasi bakteri tiirliniin
farkliligina gore segicilik gostermistir. Bununla birlikte avidinli ve kure
ylizeylerdeki tutunum basarilarinin belirlenebilmesi igin her tiire 6zgli ¢alismada
kendi iginde ortama konulmus olan bakteri miktarlari esit oldugu halde avidin bagh
kire yuzeylerde yikama sonrasi tutunmanin kire ylzeylere gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Bu da tlrlerin protein yapisindaki avidine ilgisinin daha ytiksek

oldugunu gostermektedir. Sensor tasariminda yiizeye avidin baglanmasi antikorun
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baglanabilirligi ag¢isindan gereklidir. Avidinin yuzeydeki tutunma miktarini
arttirmast ¢alismalar i¢in pozitif bir sonuctur. Ayrica, bakteri tiirleri arasindaki
tutunum miktarlar1 karsilastirildiginda, her bir bakterinin yizeylere olan ilgisinin

degisiklik gosterdigi belirlenmistir.

Diger bir ¢alismada ise hedef bakteri olan L. monocytogenes’in immiinosensor
olarak tasarlanmig spesifik antikor bagli nano yiizeylerdeki tutunma miktarlari tespit
edilmistir. Avidin bagli nanopartikiiller Uzerine L. monocytogenes’e 0zgl antikor
baglanarak elde edilmis immiinosensorlerin L. monocytogenes® i yakalama basarisi
test edilmistir. Immiinosensdér tasariminda, tanilamada hedef tiir olarak L.
monocytogenes  secilmistir.  Avidinli  kiire  nanopartikiiller  avidin-biotin
etkilesiminden yararlanilarak biotinli L. monocytogenes antikoru ile modifiye
edilmistir. Boylece L. monocytogenes tiiriinii tanilayan bir immiinosensér modeli
gelistirilmistir. Bu modifikasyon islemi ile ortamda bulunan 4,6 x 10" cfu/mL L.
monocytogenes bakterilerisinden 2,1 x 10° cfu/mL’sinin yakalandigi tespit
edilmistir. Cizelge 4.7°de L. monocytogenes turunin imminosensor yuzeylerindeki

tutunma miktarlar1 verilmistir.



85

Cizelge 4.7. L. monocytogenes ATCC 7644 susunun, L. monocytogenes’e 6zgii
spesifik antikor baglanarak gelistirilmis manyetik imminosensor
modelindeki tutunma miktarlar

Bakteri Susu Testler Tutunan Canh Bakteri Miktari
(cfu/mL)
b 4,6 x 10’

L. monocytogenes ATCC 7644

t 2.1x10°

b: Baslangicta partikiiller ile muamele edilmis olan canli mikroorganizma sayisi
t: Uygulama sonrasi partikiil yiizeylerinde tutunmus olan canli mikroorganizma
sayi1sl

Elde edilen sonuglara bakildiginda L. monocytogenes’in immiinosensor yiizeylerine
olan tutunma basaris1 oldukga ylksektir. Bu sonuglar Cizelge 4.6 ile
karsilastirildiginda tutunma miktarinin avidinli kiire nanopartikiil ylizeylere gore
immiinosensorlerde biraz daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bunun nedent,
immUnosensor tasariminda spesifikligin saglanabilmesi igin avidin-biyotinli antikor
etkilesimi saglandiktan sonra agikta kalan avidin uglarin etanolamin ile
kapatilmasidir. Bu da bakterilerin baglanabilecegi ylizey alanini diistirmiistiir. YUzey
alaninin diistiriildigi dikkate alinirsa elde edilen tutunma sonuglarinin olduk¢a
yiksek oldugu disiiniilebilir. Kapatma islemi sayesinde ortamda bulunan diger

bakterilerin agik uglara baglanmasi engellenerek spesifiklik de arttirilmigtir.
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4.6.2. Yanismah ortamlarda bakterilerin nano yuzeylerde tutunma

miktarlarmin belirlenmesi

Bu calismada birden fazla bakteri turd kullanilarak yarigsmali ortamlarda avidinli
nanopartikuller ile bakteri tutunum miktarlar1 iki ayri deneyle belirlenmistir.
Tasarlanmis sensor modelinde avidin baglama islemi gerekli bir islem oldugu i¢in
bu c¢alismalarda sadece avidinli kiire nanopartikiiller kullanilmis, kiire

nanopartikiiller ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Ik deneyde ayn1 ortamda bulunan L. monocytogenes ve S. aureus varliginda ve gene
ayn1 ortamda bulunan L. monocytogenes ve S. typhimurium varliginda karisik kiiltiir
ortamlarinda, avidin bagli nanopartikiil yiizeylerde bu bakterilerin tutunma

miktarlari tespit edilmistir. Deney sonucu Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. L. monocytogenes ile S. aureus bakterilerinin bulundugu ve L.
monocytogenes ile S. typhimurium bakterilerilerinin bulundugu
yarigmalt ortamlarda manyetik avidin bagli kire yuzeylerdeki
tutunma miktarlar

Yarismah Ortamdaki | Testler Sonuglar (cfu/mL)
Bakteri Suslar
b 5,8 x 10’
L. monocytogenes
ATCC 7644 .
t 2,7x10
b 7,2x10"
S. aureus
ATCC 25923 9
t 1,6 x 10
b 4,5 x 10’
L. monocytogenes
ATCC 7644
t 2,4 x 10’
b 4,2 x 10°
S. typhimurium
BASTO1 ¢ 23 % 10°

b: Baglangicta partikiiller ile muamele edilmis olan canli mikroorganizma sayisi
t: Uygulama sonrasinda partikiil yiizeylerinde tutunmus olan canli mikroorganizma
sayl1sl
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Bu c¢alisma sonucunda elde edilen verilere gore her iki yarismali ortamda da L.
monocytogenes tirinin S. typhimurium ve S. aureus tlrlerine gore ylzeydeki
tutunum basarisinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Immiinosensor
modifikasyonu 6ncesi avidinli ylzeylerde her bakteri tlrQ icin tutunma kapasitesinin

farkli oldugu gozlemlenmistir.

Diger bir deneyde ise, immiinosensOr tasarimi sonrasinda yarismali ortamlarda
nanoyuzeye L. monocytogenes’in baglanma basarisin1 test etmek amaciyla
yapilmustir. Karigik kiiltiir ortamlarini hazirlamak i¢in L. monocytogenes’in yani sira
ortama S. aureus ve S. typhimurium bakterileri de verilmistir. Karigik kiiltiir
ortamlarindan birincisi 6,8 x 10’ cfu/mL yogunlugunda L. monocytogenes ve 4,0 x
10" cfu/mL yogunlugunda S. aureus ile hazirlanmistir. Bu kiiltiir ortami L.
monocytogenes’t  tanillamaya  yonelik  tasarlanmig  immiinosensorler ile
etkilestirildikten sonra yapilan yikama islemleri sonrasinda sensorlere tutunan L.
monocytogenes miktarit CHROMagar Listeria besi yerinde 2,9 x 10" cfu/mL olarak
bulunmustur. Resim 4.6.°da goriildiigii gibi bu besi yerinde bakterilerin
olusturabilecegi kolonileri saptamak amaciyla denemeler yapilmis ve L.
monocytogenes kolonileri; mavi, 3 mm’den daha kiglk duzenli koloniler
olustururken, S. aureus Kkolonileri krem rengi ve daha biylik koloniler
olusturmustur. Bu da canlilik sayimi sirasinda kolonilerin birbirinden kolaylikla

ayrimini saglamustir.
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Resim 4.6. CHROMagar Listeria besi yerinde L. monocytogenes ve S. aureus
kolonileri (Kirmiz1 ok, L. monocytogenes kolonilerini; mavi ok ise S.
aureus kolonilerini gostermektedir.)

Diger bir karisik kiiltiir ortamu ise 5,4 x 107 cfu/mL yogunlugunda L. monocytogenes
ve 4,9 x 10° cfu/mL yogunlugundaki S. typhimurium ile hazirlanmustir. Bu kiiltiir
ortami L.monocytogenes’i tanilamaya yonelik tasarlanmis immiinosensorler ile
etkilestirildikten sonra yapilan yikama islemleri sonrasinda sensdrlere tutunan L.
monocytogenes miktart CHROMagar Listeria besi yerinde 2,1 x 10" cfu/mL olarak

bulunmustur.

Deney sonuglart Cizelge 4.9’da verilmistir. Ortamda bulunan L. monocytogenes
bakterilerinin tiimiiniin sensdre baglanmamis olmasi spesifikligin saglanmasi i¢in
etanolamin ile kapatilmis olan uglardan kaynaklanmaktadir. Kullanilan
immiinosensOr konsantrasyonu arttirilarak ortamdaki diger L. monocytogenes

bakterilerinin de ayrim1 saglanabilir.
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Cizelge 4.9. Yarismali ortamlarda L. monocytogenes’i tanilamaya yonelik olarak
tasarlanmis  olan  manyetik  immulnosensér  modelinde L.
monocytogenes’in tutunma basarisi

Yarismalh Ortamda Bulunan | Testler (cfu/mL)

Bakteri Suslar

b 6,8 x 10’
L. monocytogenes ATCC 7644

S. aureus ATCC 25923 t 2,9 X 10’

b 5,4 x 10
L. monocytogenes ATCC 7644

S. typhimurium BASTO01 2,1x 10’

b: Baslangigta partikiiller ile muamele edilmis olan canli L. monocytogenes bakteri
sayi1sl
t: Partikiil yiizeylerinde tutunmus olan canli L. monocytogenes bakteri sayisi

4.7. Raman Calismalari

SERS ile L. monocytogenes tayini igin uygulanan sandvi¢ yapisinda SERS etiketi
olarak DTNB molekiilii kullanilmistir. Altin nanopartikiillerden olusturulmus
Raman etiketi kullanilarak elde edilmis SERS spektrumlar1 L. monocytogenes
analizi icin Sekil 4.1°de verilmistir. L. monocytogenes’e ait kalibrasyon grafigi,
DTNB’ye ait baskin olan 1336 cm™deki simetrik NO, gerilme band: takip edilerek

1

artan bakteri konsantrasyonlarina karst 1336 cm™ nitro grubunun artan Raman

sinyali grafige gecirilerek cizilmistir.
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Sekil 4.1. DTNB’nin 2,2x10%-10° cfu/mL L. monocytogenes derisimleri arasinda
gosterdigi simetrik NO; gerilme pikleri a) Listeria monocytogenes yok,
b) 2,2 x 10" cfu/mL, ¢) 2,2 x 10% cfu/mL, d) 2,2 x 10% cfu/mL, €) 2,2 x
10* cfu/mL, ) 2,2 x 10° cfu/mL, g) 2,2 x 10° cfu/mL

Sekil 4.1°de nanogubuklar kullanilarak tamamlanan analizin SERS spektrumu
goriilmektedir. DTNB” ye spesifik olan bu spektrumda 1336 cm™de ki DTNB’nin
nitro grubuna ait pikleri kullanilarak artan bakteri konsantrasyonuna karst sinyalin
arttig1 goriilmektedir. 1336 cm™ de bulunan pikin secilmesinin nedeni etiket olarak
kullanilan molekiiliin artan bakteri konsantrasyonlarina kars1 dogrusal olarak artig
gostermesidir. Calismada bakteri kullanilmadan birincil antikorun bagli oldugu
yiizey iizerine ikincil antikorun bagli oldugu altin nanopartikiiller génderilerek korv
denemesi gerceklestirilmistir. Ortamda bakteri olmadigi zaman bir kisim ikincil
antikorun baglh oldugu nanopartikiiller spesifik olmayan bir baglanma gdstermis ve

yikama prosediirii sonrasinda ortamdan uzaklasmadig goriilmiistiir.

Sekil 4.2’de tasarlanmig olan immiinosensér modeli kullanilarak, ortamda artan
bakteri derisimine kars1 SERS sinyalleri elde edilerek ¢izilmis kalibrasyon grafigi
yer almaktadir. Kalibrasyon grafiginde her bir derisim i¢in NO; pik siddeti

kullanilmistir. Degisen her L. monocytogenes konsantrasyonuna karsilik SERS
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sinyali alinmaktadir ve grafikten goriildiigii tizere 10* cfu/mL bakteri ayirt edici bir
sekilde 6rnek iginde tayin edilebilmektedir. Kalibrasyon grafigi 2,2 x 10*- 2,2 x 10°

cfu/mL bakteri konsantrasyonu araliginda dogrusal bir artis géstermektedir.
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Sekil 4.2. Tasarlanmis olan nano boyutlu immunosensér modelinde L.
monocytogenes bakterilerinin sensdre tutunma basarilarina gore, artan
konsantrasyonlarda elde edilen SERS sinyalleriyle olusturulmus
kalibrasyon grafigi (R? degeri 0.991 olarak bulunmustur.)

Sekil 4.2°de pik siddetine gore cizilen kalibrasyon egrisine bakildiginda korelasyon
katsayist (R?) 0,991 olarak bulunmustur. Bu dikkate alindiginda tasarlanmis olan
immunosensér modelinin yiiksek hassasiyette oldugu artan bakteri konsantrasyonlari
ile tutunma kapasitesinin de dogru orantili olarak arttigi tespit edilmistir. L.
monocytogenes icin gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) degerleri
sirastyla 0,48 cfu/mL ve 1,28 cfu/mL olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri
kor c¢ozelti lizerinden sirayla alinan ii¢ Ol¢iim sonunda standart sapmalarin

ortalamalar1 kullanilarak bulunmustur.

Kullanilan analiz metodunun dogrulugunun kontrolii ig¢in gercek numune (sit)
icerisinde, Raman cihazinda elde edilmis olan SERS sinyallerine gore canli L.

monocytogenes tayini sonuglari ile elde edilen mikrobiyolojik klasik sayma yontemi
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sonuglar1 karsilagtirilmistir. Ger¢ek numuneler, slt igerisine L. monocytogenes
asilanarak hazirlanmigtir. L. monocytogenes icin ¢izilmis kalibrasyon egrisi
kullanilarak gercek numunedeki bakteri konsantrasyonu tayin edilmistir. Klasik
sayim yontemi ile siit numunesindeki L. monocytogenes sayimindan elde edilen
sonuglar ve gelistirilen SERS yontemi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.10°da

verilmistir.



Cizelge 4.10. Tasarlanmig olan immiinosensdr modelinin siit ortaminda, bakteri yakalama basarisinin Raman ve klasik sayim
yontemiyle belirlenmesi ve sonuglarinin karsilastirilmasi

Yontem Canhilik Miktarlari (cfu/mL)
a
Klasik Sayim Yontemi | 0,38 x 10° 0,40 x 10° 0,42 x 10* 0,52 x 10° 0,45 x 10°
b
SERS Sinyali ile 0,36 x 10° 0,39 x 10° 0,45 x 10* 0,60 x 10° 0,48 x 10°
Bakteri Sayim
Y ontemi
C
Yiizde Geri Kazanim % 94,7 % 97,5 % 107,1 % 115,4 % 106,7

a:

Sensore tutunmus olan bakterileri miktarinin, mikrobiyolojik sayim yontemi ile belirlenmesi

b: Sensdre tutunmus olan bakterileri miktarinin, énceden elde edilmis olan SERS sinyalleri ve canlilik miktarlarina gore ¢ikartildig
standart kullanilarak belirlenmesi
c: a ve b yontemlerinin karsilastirilmasi

v6
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Immiinosensér modelinin, gercek ortam (siit) icerisinde de ayni hassasiyeti
yakaladig1 elde edilen SERS sinyalleri ile tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
klasik yontemle elde edilen sonuglar ve gelistirilen yontemle elde edilen sonuglar
arasindaki en yiiksek fark 1,2 kat olarak bulunmustur. Iki ydntem arasindaki
sonuclara baktigimizda farkin oldukc¢a diisiik olmasi Raman spektrofotometri
tekniginin Onemini arttirmaktadir. Ortamdaki organizmalarin canliliklarinin
belirlenmesinde mikrobiyolojik sayim yontemi olduk¢a giivenilir bir teknik
olmakla birlikte uzun bir 6n ¢alisma ve zaman gerektirmektedir. Raman’da ise
herhangi bir ortamda hedeflenen bakterinin tanilanmasi ve miktarinin belirlenmesi

oldukgca kisa siirede yapilabilmektedir.

4.8. SEM ve TEM Analiz Goruntileri

4.8.1. SEM gorantuleri

Bu calisma, bakteri ylizeylerinde ¢esitli nanopartikiillerin tutunumlarinin
goriintiilenmesi amaciyla yapilmistir. Ayrica spesifikligin test edilebilmesi i¢in L.
monocytogenes’in yani sira S. aureus bakterileride kontrol amacli kullanilmistir.
L. monocytogenes bakterileri basil, S. aureus bakterileri ise kok morfolojisine
sahiptir. Yarigmali ortamlarda bu morfolojik farkliliklar nedeniyle goriintulenen
bakterilerin hangi tiire ait olduklar1 kolaylikla ayirt edilebilmistir. Resim 4.7°de bu

bakterilerin nanopartikuller ortamda yokken ¢ekilmis SEM goriintiileri mevcuttur.
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Resim 4.7. Calismada kullanilmis olan bakterilerin SEM goruntaleri. a) L.
monocytogenes bakterisine ait goruntu (x18.000), b) S. aureus
bakterisine ait SEM goériintusi (x8.000)

Resim 4.8’de ise, L. monocytogenes ve S. aureus bakterilerinin yuzeylerine
manyetik, Fe-Au yapisindaki klre nanopartikullerin tutunumlari gériintiilenmistir.
Bu gorintulerde manyetik Fe-Au kire nanopartikillerin S. aureus tirine ait
bakterilerin yiizeylerinin buyuk bir kismina tutunurken L. monocytogenes turine
ait bakterilerin ylzeylerinde ise oldukca az bir tutunma gosterdikleri tespit
edilmistir. Her iki bakterininde bulundugu yarigsmali ortamda cekilmis olan SEM

goriintlleride bunu destekler niteliktedir.
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Resim 4.8. Kire nanopartikillerin, ortamda tek bir bakteri varliginda ve yarigmali
ortam olusturuldugunda bakteriler {izerindeki tutunumlarinin SEM ile
cekilmig goriintiileri a) L. monocytogenes bakterileri ve nanopartikiiller
(x10.000), b) S. aureus bakterileri ve nanopartikiller (x13.000), c) L.
monocytogenes ve S. aureus bakterileri ile olusturulmus yarismali
ortam ve nanopartiktller (x10.000). (Mavi oklar, L. monocytogenes;
kirmizi oklar, S. aureus bakterilerini gostermektedir.)

Resim 4.9°da 10.000’lik biiylitmede hentiz antikor ile fonksiyonlandirilmamis
olan manyetik Fe-Au yapisindaki avidin bagl kire nanopartikullerin, L.
monocytogenes bakteri ylzeyinde sadece belirli bolgelerde oldukga diisiik bir

tutunma gosterdigi SEM analizinde gorilmektedir.
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Resim 4.9. L. monocytogenes bakterisi yizeyinde, avidinli nanopartikillerin
tutunum SEM gorintlsi (x10.000)

Avidinli nanopartikullerin, L. monocytogenes bakterilerinin yiizeyinde bir miktar
tutunma gostermelerine ragmen yine manyetik kire yiizeylerde de oldugu gibi

bakteri ylizeyini kaplamadig1 goriilmiistiir.

Resim 4.10°da ise 10.000 ve 15.000’1ik biiyiitmelerde L. monocytogenes antikoru
ile spesifiklestirilmis immiinosensér modelinin L. monocytogenes bakterilerinin
ylizeylerini tamamen orttiigii gézlemlenmektedir. Bakterilerin antijeni ile antikor
kaplanmis nanopartikiiller antijen-antikor etkilesimi nedeniyle yiizeyde yiiksek

baglanma gostermislerdir.
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1SkL 18, 8868 1rrmn 28kl *15, 8ag

Resim 4.10. L. monocytogenes bakterisi ve immunosensorlerin SEM gorintlsu. a)
x10.000 b) x15.000

L.monocytogenes’in yani sira S. aureus’un da bulundugu yarismali ortamda,
immunosensorlerin bu bakteri yizeylerinde gosterdikleri tutunma Resim 4.11°de
mevcuttur. Immiinosensérler L. monocytogenes bakterisinde daha fazla yiizey
kaplarken, S. aureus bakterisinde immiinosensor tutunumunun olmadigi

g6zlenmektedir.
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Resim 4.11. Yarismali ortamda immunosensorlerin bakteri ylzeylerine tutunum
SEM analiz goérintdleri. a) L.monocytogenes bakterisi (x12,000), b)
S. aureus bakterisi (x14,000)

4.8.2. TEM goruntuleri

L. monocytogenes ve S. aureus bakterilerinin yizeylerine manyetik, Fe-Au
yapisindaki kiire nanopartikiillerin tutunumlarini belirlemek amaciyla TEM’de
gorintlleme analizleri yapilmistir. Resim 4.12° de goriilebilecegi gibi manyetik
Fe-Au kire nanopartikdller, L. monocytogenes tlrline ait bakterilerin yiizeylerinde
yok denecek kadar az bir tutunma gosterirken S. aureus bakterilerinde ise oldukga
yogun tutunma gostermislerdir. Bu nedenle bu partikillerin S. aureus tiriine karsi

daha fazla ilgi duyduklarini sdyleyebiliriz.
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200 nm

Mic Mag HV  HFW Date Mag | HV HFW Date
JEM-140080000 x 80 kV 1.8 um 12/06/12, 18:12 —200 nm- JEN 0000 x 100.5 kV/ 1.8 pm 12/06/12, 16:44 —200 nm-

Resim 4.12. TEM’de L. monocytogenes ve S.aureus ile muamele edilmis olan
manyetik Fe-Au yapisindaki kiire nanopartiktllerin  bakteri
yiizeylerindeki tutunumlart a) L. monocytogenes bakterisi ve
manyetik Fe-Au nanopartikuller, b) S. aureus bakterisi ve manyetik
Fe-Au nanopartikuller

Spesifik antikor baglanmis immiinosensorlerin ve modifikasyonsuz manyetik Fe-
Au kire nanopartikullerin L. monocytogenes yiizeyinde yapmis oldugu tutunumlar
Resim 4.13’de verilmistir. Bu resimler karsilastirildiginda, kiire nanopartikiillerin
L. monocytogenes bakterisi Uzerinde oldukca az tutunurken, bu bakteri icin
gelistirilmis immunosensorlerin bakteri yiizeyinin bilyiikk bir kismimni kapladigi
goriilmistiir. Bu da immunosensdrde bulunan L. monocytogenes’e 6zgii antikor ile
saglanmistir. BOylece L. monocytogenes tanilamasinda kullanilacak olan
sensOrlerin bu bakterilere ilgisinin yiiksek oldugu ve nano yapilarin bakteri

ylizeyine tutunumlarinin arttirildig1 saptanmustir.
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Mic Mag HV HFW Date
JEM-140060000 x 80 kV 2.5 ym|12/06/12, 14:32 —500 nm——

Resim 4.13. TEM’ de L. monocytogenes bakterisi yuzeyinde kire partikillerin ve
immiinosensorlerin - tutunumlar1  a) Manyetik, Fe-Au kire
nanopartikillerin L. monocytogenes bakterisi ylzeyindeki tutunumu,
b) Immiinosensér modelinin L. monocytogenes bakterisi yiizeyindeki
tutunumu

L. monocytogenes ve S. aureus ile hazirlanmis olan yarigmali ortamda
immuinosensérin L. monocytogenes yuzeyine tutunumu Resim 4.14°te verildigi
sekilde TEM ile goriintilenmistir. Bu resimde immiinosensorlerin bakteri

ylizeyinin biiyiik bir kisminda tutunduklari goriilmektedir.
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Resim4.14. TEM’de, yarismali ortamda L. monocytogenes bakterisinde
imminosensor tutunumu
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda; son yillarda saglik, gida, endiistri ve biyoteknoloji gibi birgok
alanda kullanilan nano boyutlu yapilarin biyolojik aktiviteleri ve bunlarin

immiinosensor olarak patojen algilamasindaki basarilart 6l¢iilmiistiir.

Fe-Au yapisindaki manyetik nanopartikillerin biyolojik aktivitelerini saptamak
amaciyla bu partikiillerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmis,
sitotoksik, antikanserojenik ve genotoksik etkileri arastirilarak kullanimda
olusabilecek avantaj ve dezavantajlar1 belirlenmistir. Biyolojik aktiviteleri
belirlenmis olan nanopartikiiller L. monocytogenes’e 6zgii antikor ile modifiye
edilerek hedef organizma icin 6rnek bir sensor tiretimi gergeklestirilmistir.
Gelistirilmis olan bu sensor modeli ile sensorlin ana iskelet yapisi olusturulmustur.
Bagka bir patojen organizma tanilanmak istenildiginde, sadece hedeflenmis olan
mikroorganizmanin antikorunun bu partikiillerle kullanilmast yeterlidir.
Partikiillere modifiye edilecek antikor degistirilerek istenilen organizmay1
tanilayabilen bagka sensOr modelleri bu tasarim iizerinden kolaylikla

gelistirilebilir.

Yapmis oldugumuz antimikrobiyal aktivite calismalarinda kire formundaki
manyetik demir Gzeri altin kapli olan nanopartikullerin L. monocytogenes ATCC
7644, S. aureus ATCC 25923 ve S. typhimurium BASTO1 suslarina kars1 ayr1 ayri
antimikrobiyal aktiviteleri iki farkli ¢alisma ile belirlenmistir. Bunun icin ilk
calismada petrilerde yapilan canlilik sayimlar1 karsilastirmalar1 sonucunda,
ortamda bulunan partikiillerin bakteri canliligini olumsuz etkilemedigi ortaya
cikmistir. Diger calismada ise % 1 oraninda agarli besi yerine asilanmis olan
bakteriler petriye alinip kuyucuklar agilmis ve bu kuyucuklara 1 mg/mL
konsantrasyonundaki nanopartikiil soliisyonlari eklenmistir. 24 saat sonunda
kuyularin gevresi incelendiginde herhangi bir zon olusumu goriilmemistir. Biradar
ve arkadaslar1 [2012], benzer bir sekilde agarda kuyu yontemiyle cesitli
antibiyotiklerle kombin edilmis altin nanopartikiillerin S. aureus, K. pnemonea, P.

aureginasa ve E. coli bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir.
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Bu ¢alismada nutrient agar igerisine bakteri solusyonlar siispanse edilerek petri
kaplarinda kuyucuklar a¢ilmig ve bu kuyucuklara 0,25 ve 100 pL arasinda,
antibiyotik i¢eren 5 farkli nanopartikiil miktar1 uygulanmustir. 24 saat boyunca 37
°C’de inkiibasyona birakilan petrilerde zon olusumlart goriilmiis ve
hesaplanmistir. Ancak antibiyotiksiz altin nanopartikiillerin test bakterilerine karsi
antibakteriyal etkiye sahip olmadiklar1 belirtilmistir. Buna goére tek basina altin
nanopartikillerin herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini, ancak
cesitli antibiyotiklerle kombinlenerek bu partikiillere kullanim alanma gore
istenilen antimikrobiyal &zelligin kazandirilabilecegi sOylenebilir. Partikillerin
genel olarak tek bagina antimikrobiyal Ozellikleri bulunmamaktadir. Ancak
partikiiller oldukga genis bir kullanim alanina sahiptir. Ornegin nano-ilaca yonelik
ya da ortamdaki herhangi bir organizmanin inhibisyonuna yonelik bir 6zellik
kazandirilmak istenirse bazi modifikasyonlar yapilarak bu antimikrobiyal

Ozellikler nanopartikllere kazandirilabilir.

Nanopartikuller ile yapilmis olan diger antimikrobiyal ¢alismalar incelendiginde
giimiis nanopartikiillerin yliksek miktarda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
gorilebilir. Glimiis iyonunun ve tuzlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu
bilinmektedir. Ancak gliimils nanopartikiillerin mikroorganizmalara olan
antimikrobiyal mekanizmasi heniiz tam anlamiyla agiklik kazanmamistir. Kim ve
arkadaglar1  [2007], tarafindan yapilmis olan bir c¢alismada glimiis
nanopartikillerin maya, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’ a karsi
antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Bu caligmada Muller Hinton agar petrileri
kullanilmis ve glimiis nanopartikiillerin ¢esitli konsantrasyonlar1 sivi sistem
icerisine ilave edilmistir. Sonu¢ olarak diisik glimiis nanopartikiil
konsantrasyonlarinin E.coli ve maya canli miktarlarlarinda azalmaya neden
olurken S. aureus iizerindeki biiylime engelleyici etkisinin ise oldukga diisiik
oldugu saptanmistir. Bunun sonucunda nanopartikiillerin yapilarindaki iyonlarin
degisik bakteri tiirlerinde farkli antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugunu
soyleyebiliriz.
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Bu tez kapsaminda nanopartikullerin antioksidan aktiviteleri DPPH giderim
aktivitesi ve plazma lipid peroksidasyon inhibisyonu gibi in-vitro testler ile
degerlendirilmistir. Yapilan caligmalar serbest radikallerin yaslanma ve tiimor
olusumundan yiiksek miktarda sorumlu olduklarini gostermektedir. Bir teoriye
gore hiicre igindeki serbest radikal reaksiyonlar1, nukleik asitler ve proteinler gibi
ana molekiillerin ¢apraz baglanmasina yol acarak fonksiyonel hasarlara neden
olmaktadir [Harman, 1956]. Nanopartikullerin antioksidan etkilerinin belirlenmesi
de bu serbest radikallerin vicut icerisinde oOnlenebilmesi agisindan Onem
tasimaktadir. Tez kapsaminda yapilan DPPH c¢alismasinda, 0,1 ve 5 mg/mL
arasinda degisen konsantrasyonlarda manyetik Fe-Au 6zelligindeki kiire, cubuk ve
kiip sekillerine sahip nanopartikiiller ile avidin bagli kiire nanopartikiillerin
antioksidan ozellikleri karsilagtirtlmigtir. Karsilastirilmis olan tiim  partikiil
cesitlerinin kendi igerisinde artan konsantrasyonlarma bakildiginda % DPPH
stiptiriici etkilerininde arttigin1 gorebiliriz. Kire formundaki partikillerin daha
yliksek DPPH giderim aktivitesine sahip oldugu goézlenmistir. Bunun yani sira
avidin baglanmis kiire nanopartikiliin en yiiksek aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
protein yapisindaki avidinin antioksidan aktivitesini arttirdigini sdyleyebiliriz. 5
mg/mL konsantrasyonundaki avidin modifiyeli kire partikil % 69,1 + 2,2 gibi
oldukca yuksek bir oranda DPPH siipiiriicii aktivite gostermistir. Ayrica ¢ubuk
nanopartikillerin kire formundaki partiklllere gore daha diisiik antioksidan
aktivite gostermeleri, kip partikillerin ise hi¢ bir DPPH giderim aktivitesi
gOstermemesi dikkat cekicidir. Bu aktivite farkliligi partikillerin degisik sentez
basamaklarina sahip olmalarindan ya da sentez sirasinda kullanilan farkli
kimyasallardan kaynaklanabilir. Literatlrlerde diger g¢esitli nanopartikiillerin
DPPH giderim aktiviteleri benzer yollarla arastirilmistir. Ancak degisik sekillere
sahip olan partikillerin (cubuk, kip vb.) DPPH giderim aktivitelerinin

karsilastirildigi herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.

Saikia ve arkadasglar1 [2010], yapmis olduklar1 arastirmada DPPH (1°1'—
diphenylpicryl-hydrazyle) giderim yontemini kullanarak belirli stirelerde yapay bir

serbest radikal olan DPPH’a kars1i nikel oksit nanopartikillerinin serbest
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radikalleri stpurticu etkilerine bakmislardir. 100 mg toz nikel oksit nanopartikdl
ve DPPH reaktifi karistirilarak reaksiyonu baslatmiglar ve santrifiij sonrasi tist fazi
spektrofotometrik yontemle degerlendirmislerdir. 30. dk’da % 50 oraninda olan
siipiiriicii etkinin 60. dakikada % 90’ a kadar ¢ikabildigini gostermislerdir.
Calismada partikiillerin bu aktivitesi standart yontemde belirtildigi tizere 30.
dakikada incelenmistir ve bu siire sonunda avidin bagl kiire nanopartikiillerin 5
mg/mL’lik konsantrasyonuyla % 69,1 gibi énemli bir DPPH slpuricu etki tespit
edilmistir. Inkiibasyon siiresi arttirildiginda test edilen nanopartikillerin DPPH

giderim aktivitelerinin arttirilabilecegini soyleyebiliriz.

DPPH yonteminin yanisira nanopartikiillerin antioksidan aktivitelerini test etmek
amaciyla kullanilan bir diger in-vitro yontem ise nanopartikillerin plazma lipid
peroksidasyon inhibisyonlarinin belirlenmesidir. Yaglarin yiikseltgenmesi sonucu
lipid yapilarinin  bozulmast lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir.
Peroksidasyonun nedeni lipidlerin bilesiminde bulunan doymamis molekiillerin
oksijenle yiikseltgenmesidir. Antioksidan 6zelligindeki maddeler peroksidasyon
derecesini azaltabilir. Yaptigimiz c¢aligmada nanopartikiillerin % plazma lipid
peroksidasyon inhibisyonlar1 arastirilmistir. Avidin bagh kiire nanopartikilin en
yiiksek konsantrasyonu olan 5 mg/mL’lik partikiil, en yuksek (% 44,8 + 1,3)
aktiviteyi gosterirken; kup formundaki 0,1 ve 0,5 mg/mL’lik konsantrasyonlarda
ise hi¢ bir antioksidan aktiviteye rastlanmamistir. Schaffazick ve arkadaslar
(2005) yaptiklar1 bir ¢alismada degisik dozlarda melatonin igeren nanokire ve
nanokapsiillerin, lipid peroksidasyonunu onleyici etkilerini benzer bir yontemle
belirlemislerdir. i¢erdigi degisen melatonin konsantrasyonlariyla baglantili olarak
bu nanopartikillerin, lipid peroksidasyonunu % 8 ve % 51 arasinda 6nleyebilecegi
sonucuna varmiglardir. Ancak bu caligmada nanokiire ve nanokapsiiller 200 ve
400 mM’lik konsantrasyonlarda melatonin i¢ermektedir ve melatonin lipid

peroksidasyonunu engelleyici bir etkisi bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda partikillerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmig olan her iki yontemin sonuglar1 birbirlerini destekleyici niteliktedir.
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Bu sonuclara g0re, nanopartikiil konsantrasyonlarinin arttirilmasi  ve
nanopartikillerin avidin ile modifikasyonunun antioksidan aktivitesini arttirdigi
goriilmiistir. Cubuk ve kiip seklindeki partikiillerin daha diisiik antioksidan
aktivite gostermeleri nedeniyle kire formundaki partikiiller 6n plana ¢ikmis ve
daha sonraki galismalarda da bu nedenle sadece kire ve avidin modifiyeli kiire
partikullerin biyolojik aktivitelerine bakilmistir.

Antioksidan aktivitelerinin yiiksek bulundugu kiire ve avidin bagh kiire
partikullerin sitotoksik etkileri saglikli gingival fibroblast hiicre hattinda ve
antikanserojenik etkileri ise kanserli CCL-221, HelLa, Mcf-7 hiicre hatlarinda
aragtirtlmistir.  Sitotoksisite testleri icin bu partikillerin 0,005 ve 0,1 mg/mL
arasinda degisen 4 farkli konsantrasyonu “Cayman’s WST 1 Cell Proliferation
Assay Kit” ile calistlmigtir. Partikil konsantrasyonlarinin arttirilmasi ile
hiicrelerde sitotoksik etkide artmistir. Ancak kanser hiicrelerinde denenmis olan
antikanserojenik etkide konsantrasyon artisiyla paralellik gostermistir. Bu noktada
kullanilacak olan partikiiliin kullanom alanina da bagli olarak uygun
konsantrasyonun belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Kullanim i¢in se¢ilmis olan
partikiil dozu minumum sitotoksik etkiyi gosterirken ayni1 dozda partikdl belirli bir
antikanserojenik etkiyede sahip olabilir. Nano partikiillerin canli sistemlerde nano
ilac ve bazi hastaliklar1 tanilayici ajanlar olarak kullanimina yonelik birgok
caligma yapilmistir. Partikillerin biyo-uyumlu olmasi canli sistemlerde kullanimi
acisindan en onemli faktordiir. Bu nedenle sitotoksisite ¢alismalar1 partikiillerin
kullanim alanlarini ve dozlarimi belirleyen 6nemli testler arasinda yer almaktadir.
Yapilan caligmalarda konsatrasyon artisinin, antioksidatif etkiyi arttirirken,
hiicrelerdeki canlilik oranlarin1 da disiirdigii goriilmektedir. Bu nedenle
nanopartikullerin avantaj ve dezavantajlarimin ayrintili olarak g6z Onlinde
bulundurulmasi1 gerekir. Kanserli ve saglikli hiicre hatlar1 {lizerindeki canlilik
oranlar1 incelendigi zaman saglikli hiicre hatt1 gingival fibroblast hiicrelerindeki
canlilik oranlarinin ayni dozlardaki kanser hiicrelerinin canlilik oranlarina gore
daha yiiksek olmasi dikkat g¢ekicidir. Bu da pozitif bir sonugtur. En ylksek

konsantrasyon olan 0,1 mg/mL’lik avidin bagli nanopartikiil konsantrasyonunda
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6lum oran1 HeLa hticresinde % 24, Mcf-7 hiicresinde % 32, CCL-221 hiicresinde
% 27 oranindayken saglikli gingival fibroblast hiicresinde 6liim oran1 % 18’dir.
Kire nanopartikillerin sitotoksisite sonuglarida bu sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Kanserli hiicre hatlarinda  partiktllerin  daha  ylksek
antikanserojenik etkiye sahip olmalari, partikillerin ileride ¢esitli ilag

modifikasyonlariyla kanserli hiicrelerde kullaniminda avantaj saglayabilir.

Nano boyutlu materyallerle yapilmis olan diger ¢alismalara bakildiginda in-vitro
kosullarda hiicre canliligin1 ya da oliimiinii belirlemek tizere genellikle kullanilan
yontemler; hiicreyle ornekler belirli bir siire c¢oklu plaklarda etkilestirildikten
sonra hicrelerin 3-(4,5-dimetilthiaol-2-yl)-2,5-difenilltetrazolium (MTT) ya da
tripan mavisi ile boyanmasidir. Boyama sadece 6lii ya da canli hiicreleri hedef
aldigi i¢in kuyucuklardaki renk yogunlugu farki ile hiicredeki canlilik ya da 6lim
oranlar1 diger ¢alismalarda belirlenebilmektedir. Ancak bu boyalar hiicrelerle
muamele edilmis olan partikilleride boyayip yikama sonrasi uzaklastirilamazlarsa
yalanci pozitif sonu¢ verebilirler. Calismalarimizda kullanilan partikillerin
sitotoksik etkilerinin daha hassas olarak belirlenebilmesi amaciyla kit yontemi
tercith edilmistir. Mevcut literatiirlerde bu kit ile ¢alisilmis nanopartikiil
sitotoksisite ¢alismalarina rastlanmamistir. Daha ¢ok MTT ve trypan mavisi ile
boyama yontemlerinin kullanildigi goriilmiistiir. 2008 yilinda yapilmis olan bir
calismada Bacillus tlrlerinin Cin hamster ovaryum (CHO) hiicre hattinda
meydana getirdikleri toksik etkiyi WST-1 bazli ve standart MTT bazli sitotoksisite
testlerini kullanarak aragtirmiglar ve iki yontem arasindaki farkliliklar1 ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismanin sonucuna gére WST-1 sitotoksisite testi, MTT bazli
sitotoksisite testine gore daha giivenilir ve tekrarlanabilir bulunmustur. Her iki
yontemin sonuglari karsilastirildiginda toksinlerin tanilanmasinda WST-1 Kit
yonteminin, MTT sitotoksisite belirleme ydntemine benzer ya da daha hassas
sonuglar verdigi sonucuna varilmigtir [Ngamwongsatit ve ark., 2008]. Bu nedenle
bu tez kapsaminda partikiillerin olusturabilecegi sitotoksik etkilerin daha hassas ve

glvenilir olarak belirlenebilmesi igin WST-1 kit yontemi kullanilmustir.
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AshaRani ve arkadaglar1 [2009] yapmis olduklart bir ¢alismada, giimiis
nanopartikiillerin degisik konsantrasyonlarinin, insan hiicrelerindeki sitotoksik
aktivitelerini liiminisans ve floresan tabanli hassas analiz yoOntemleriyle
belirlemislerdir. Calismada saglikli insan akciger fibroblast (IMR-90) ve kanserli
glioblastoma (U251) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda 24, 48
ve 72 saatlik caligmalar sonucunda sitotoksik etkinin konsantrasyon ve zaman
farkindan etkilendigi belirtilmistir. 72 saatlik inkibasyon sonucunda her iki
hiicrede de canlilik oranlarinin diger 24 ve 48 saatlik caligsmalara gore daha diisiik
oldugu calismada saptanmustir. Tez kapsaminda bizim ¢alismalarimizda 24 saatlik
inkiibasyon sonrast canlilik oranlart hesaplanmistir. Bu literatirde bulunan 24
saatlik inkiibasyon sonrasi canlilik oranlariyla ¢alismamizi karsilastirdigimizda bu
calismada 0,1’lik konsantrasyonun, saglikli IMR-90 hiicre hattinda olusturdugu
olim oram1 % 30’lardayken, c¢alismalarimizda kullanilan Fe-Au manyetik
nanopartikiiliin ayni konsantrasyonda saglikli gingival fibroblast hicresindeki
sitotoksik etkisi % 18 olarak hesaplanmistir. Bu fark c¢alisilan hiicre hatlarinin
farkli olmasindan kaynaklanabilecegi gibi Fe-Au nanopartikillerin, glimiis

partikullere oranla daha az sitotoksik etki gostermesinden de kaynaklanabilir.

Nanopartikullerin ~ viicut i¢i kullanimlarinda yaratabilecegi dezavantajlarin
saptanabilmesi icin sitotoksisite testinin yani sira, olusabilecek DNA hasarlarini
da incelemek amaciyla Komet testi kullanilarak genotoksisite arastirmalari
yapilmigtir. Karsilagtirmanin yapilabilmesi amaciyla sitotoksisitede kullanilan
konsantrasyonlar ile bu ¢alisma konsantrasyonlar1 ayni tutulmustur. Ancak en
yuksek konsantrasyonda bile yiiksek bir % DNA hasarina rastlanmamistir. Negatif
ve ¢Oziicii kontrollere bakildiginda olusan DNA hasar1 farkinin ¢ok az olmasi bu
partikullerin bu konsantrasyonlarda hig bir genotoksik etkiye sahip olmadiklarini
gostermektedir. 0,1 mg/mL’lik en yuksek konsantrasyonda bile % DNA hasari,
her iki partikiil ¢esitinde de yaklasik % 0,65 olarak belirlenmistir. Komet testi
sonuglarinda, kuyruk uzunlugunun bas uzunluguna orani % 5,0’1n altindaysa DNA
hasarmin olmadigi; % 5,1 ile % 20 arasindaysa diisiik DNA hasari; % 20,1 ile %
40 arasindaysa orta dereceli DNA hasart; % 40,1 ile % 95,0 arasinda ise yiiksek
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DNA hasart oldugu ve % 95,1°den fazla ise DNA’nin tamamen hasar gordigi
kabul edilmektedir [Yen ve ark., 2001]. Bu gruplamaya gore bizim elde etmis
oldugumuz en yiiksek % DNA hasar1 gosteren kiire nanopartikiillerin 0,1°lik
konsantrasyonlarinda kuyruk uzunlugunun bas uzunluguna orani 0,47 olarak
bulunmustur.  Dolayisiyla  test etmis  oldugumuz  partikiillerin ~ ve
konsantrasyonlarinin genotoksik etkiye sahip olmadiklarini sdyleyebiliriz. Bu
sonuglar, bu partikiillerin biyouyumluluklarinin yiiksek oldugunun 6nemli bir
kanitidir. Biyouyumlu partikiiller nanoilaca yonelik ¢alismalarda ya da
hastaliklarin tanilanabilmesi igin olusturulacak sistemlerde kullanilabilirler ve
genotoksik etkilerinin olmamas: da bu nedenle oldukga 6nemli bir sonugtur.
Barnes ve arkadaslar1 [2008] benzer sekilde Komet protokoliinii kullanarak 4 ve
40 pg/mL’lik konsantrasyonlarda silika nanopartikiillerin genotoksik etkilerinin

bulunmadigini géstermislerdir.

Biyolojik aktivasyonlar1 arastirilmig olan bu partikiiller daha sonra immiinosensor
tasarimi i¢in kullanilmigtir. Avidin bagli Fe-Au manyetik nanopartikiller, biyotin
etiketli 6zel antikor ile avidin-biyotin etkilesimi sayesinde hedefe spesifik antikor
ile kaplanmistir. Bu sayede hedef patojen ortamda kolaylikla tanilanip, segilerek
partikiillerin manyetik 06zelligi sayesinde ortamdan uzaklastirilabilmistir.
Calismada hedef patojen olarak L. monocytogenes bakterisi seg¢ilmistir. Bu
nedenle nanopartikuller bu bakteriye 6zgu spesifik antikorla kaplanmistir. Ancak
bu immiinosensor tasarimini heniliz gerceklestirmeden once kiire ve avidin bagh
kiire ylzeylerde L. monocytogenes, S. typhimurium, S. aureus bakterilerinin
tutunma kapasiteleri immiinosensér  tasarimi sonrasi sonuglarla
karsilastirilabilmek i¢in belirlenmistir. TUm bakteriler i¢cin hem avidinli kiire hem
de kiire yiizeylerde ayr1 ayr1 tutunumlar hesaplanmstir. Her t¢ bakteri de avidinli
kiire ylzeylere daha fazla tutunum gostermistir. Bunun nedenini avidinin protein
yapisinda bir bilesik olup, bakterilerin avidine daha yuksek ilgi duymasi olarak
aciklayabiliriz.  Ancak yiizeylerdeki tutunum miktarlarini  birbirleriyle
karsilastirdigimizda her bakteri tlrinin yizeylere olan ilgisinin degisik oldugu

tespit edilmistir. Sensdr Oncesi tutunum sonuglarina gore en ¢ok Yylzeyde
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tutunumu L. monocytogenes tiirii gostermistir. 2,8 x 10" cfu/mL bakteriden kiire
yiizeylerde 5,7 x 10° cfu/mL; avidin bagl kiire yiizeylerde 7,9 x 10° cfu/mL
bakteri tutunmustur. Bu da bize sunu gostermektedir; partikiiller bakteri
ylzeylerine tutunmada secilim gostermektedir. Bunun nedeni her bir bakteri
tirinun farkli yiizey oOzelliklerine sahip olmasidir. Tutunmanin bu ¢alisma
kapsaminda oOnemli bir Ozellik oldugunu ancak nanopartikiillerin tibbi

nanomateryal olarak kullaniminda ise dezavantaj olusturacag: diisiiniilmektedir.

Immiinosensér tasarimi igin avidinli yiizey (zerine L. monocytogenes’e &zgii
antikor baglanmis ve agikta kalan uglar etanolamin ile kapatilmistir. Kapatma
islemi 6nemlidir ¢iinkii partikiillerin acik yiizeylerinde onceden de test edildigi
lizere birgok bakteri tutunum gosterebilir. Bu da spesifikligin diismesine neden
olabilir.  Sensér modeli  olusturulduktan sonra  immiinosensoriin L.
monocytogenes’i yakalama basarist incelenmistir. Sensore 4,6 x 10" cfu/mL L.
monocytogenes bakterisinden 2,1 x10%’simn tutundugu tespit edilmistir. Antikor
kaplanmamis avidin bagh kiireyle bu sonug¢ karsilastirildiginda sensor sonrasi
daha az bakteri tespit edilmis gibi goriinsede bu agik uclarin kapatilarak
spesifikligin arttirilmasindan kaynaklanmaktadir. Ortamda hedef bakteri disinda
baska bakteri tiirleride mevcut olabilir. Hazirlanan sensoriin basarisi yarigsmali
ortamlar olusturularak incelenmistir. Karigik kiiltiir ortamimi hazirlamak igin L.
monocytogenes ve S. aureus bakterileri ile L. monocytogenes ve S. typhimurium
bakterilerinin bulundugu iki ayri ortam hazirlanmistir. Sensor bu ortamlarda L.

monocytogenes e oldukga yiiksek baglanma gostermistir.

Gercek ortamda L. monocytogenes bakteri yogunlugu, Raman spektrometri teknigi
kullanilarak L. monocytogenes tanilamaya yonelik gelistirilen manyetik
immunosensorler ile belirlenmistir. Bu sonuclar klasik bir yoéntem olan
mikrobiyolojik canlilik sayim yontemi sonuglar ile karsilastirilmistir. Gelistirilen
bu yontem bakteri yogunlugunun belirlenmesinde klasik yontemlere gore daha
hizli sonuglar vermektedir. Sahada yapilmasi gereken hizli ve basit tanilama igin

Raman spektoskopi kullanilmas1 daha avantajhidir. Klasik yontem baz alinarak %
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geri kazanim hesaplandiginda sonuglar % 94,7 - 115,4 araliginda bulunmugstur. Bu
sonuclar bize klasik yontem ve gelistirilen yontem arasinda tutarlilik oldugunu
gOstermistir. Bazi konsantrasyonlarda sonuglarin % 100°den fazla ¢ikmasinin
nedeni spesifik olmayan baglanmalardir. 2011 yilinda Giiven ve arkadaslar
benzer bir teknik kullanarak E. coli tayinini gergeklestirmislerdir. Yapilmis olan
bu calismada klasik sayma yontemi ile Raman yontemi kullanilarak elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonrasinda her iki yontemde benzer
sonuclar elde edilmistir [Guven ve ark., 2011]. Klasik sayim yontemlerinde
deneyin hazirlik asamasi ve sonuglarin elde edilmesi giinler alabilirken, Raman
yonteminde es zamanli sonuglar alinabilmektedir. Bu da gelistirilen yontemi

avantajl kilmaktadir.

Yapilmis olan SEM ve TEM analiz goriintileri ile nanopartikiillerin
modifikasyonlu ve modifikasyonsuz hallerinin farkli bakteri yiizeylerine olan
ilgilerinin ve tutunumlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Manyetik Fe-Au
nanopartikillerin bakteri yuzeylerindeki tutunumlari bakteri tiirlerine gore
degisiklik gostermistir. Elde edilen SEM gorintilerinde bu partikullerin S. aureus
bakteri yiizeylerinin biiyiik bir kismini1 kaplarken, L. monocytogenes bakterilerine
neredeyse higbir tutunma gostermemistir. Bu partikil ylzeyleri Uzerine avidin
baglandiktan sonra yapilmis olan tutunma caligmalarinda da partikiillerin L.
monocytogenes bakterileri iizerindeki tutunumlarinda belirgin bir artis
gozlemlenmemistir. Ancak L. monocytogenes tiirlinii tanilamaya yonelik
gelistirilmis  olan antikor bagli immiinosensér modelindeki tutunmaya
baktigimizda L. monocytogenes bakterilerinin yiizeylerinde ¢ok yogun tutunmalar
meydana gelmistir. Ayn1 zamanda antikor partikiillere baglandiktan sonra
partikiller S. aureus’a olan yogun ilgilerini kaybederek bu bakteriye neredeyse hig
bir baglanma gostermemislerdir. Bu sonucglara gdre L. monocytogenes turiind
tanilamaya yonelik gelistirilmis nanosensoér modeli, oldukc¢a yiiksek bir baglanma
basarist gostermis ve spesifikliginin de ¢ok yiliksek oldugu belirlenmistir. Elde

edilmis olan TEM goriintiileri de bu sonuglar1 destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar son yillarda olduk¢a genis kullanim alani
bulunan nano boyutlu malzemelerin avantajlarinin  ve dezavantajlarinin
belirlenebilmesinde oldukca 6nemlidir. Nano partiktller goruntulemede, sensor
tasariminda kullanilabildigi gibi ileride viicut i¢i sistemlerde ilagla modifiye
edilerek tedavide ya da viiciit i¢i hastaliklarin teshisinde ve farkli ortamlarda
cesitli amaglara yonelik patojen algilama esasli sensorlerin tasarimlarinda da
kullanilabilir. Bu nedenle bu partikiillerin biyolojik sistemler icerisindeki
etkilerinin arastirilmast olduk¢a Onemlidir. Tez kapsaminda kullanilmis olan
manyetik, Fe-Au nanopartikiiller ile yapilmis olan biyouyumluluk belirleme
calismalari, kullanim alanina gore secilecek olan baska tip nanopartikiillerde ya da
malzemelerde de kolaylikla uygulanabilir yontemlerdir. Eger canli organizmalara,
nano-ilaca yotnelik ya da gorintilemeye yonelik modifiye nanopartikillerin
verilmesi amaciyla calismalar yapiliyorsa toksisite testleri ile bu materyallerin
vucut icerisinde genotoksik ya da sitotoksik etkilerinin arastirilmasi onerilir.
Ciinkii kullanilan materyalin toksik etkisi yuksekse vicut ici sistemlerde
organizma Uzerinde yarardan ¢ok ciddi zararlara sebebiyet verebilir. Bu olasi
zararlarin  tespit edilebilmesi amaciyla biyolojik sistemlerde kullanilmasi
hedeflenen nanopartikillerin biyolojik uyumluluklarinin belirlenmesi partikillerin
farkli kullanim alanlar1 ve giivenilirligi agisindan 6nemlidir. Calisilan manyetik,
Fe-Au partikillerin biyouyumluluk testleri sonucunda sitotoksik etkilerinin diisiik
oldugu, bir miktar anti kanserojenik etkiye sahip olduklar1 ve genotoksik
etkilerinin neredeyse hi¢ olmadigr belirlenmistir. Bu yoniiyle partikiillerin
denenen konsantrasyonlarda biyo uyumlu olmasi nedeni ile canli sistemlere zarar
vermeden kullanimi miimkiin olabilir. Ayrica, partikillerin antioksidan etkilerinin
de bulundugu yapilan testlerle belirlenmistir. Bu da partikiillerin viicut ici
sistemlerde kullaniminda, ayri bir avantaj olarak degerlendirilebilir. Ancak
partikillerin daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi diistiniiliiyor ise toksik
etkilerinin  kullanilacak  olan  konsantrasyonlarda  tekrar  belirlenmesi
onerilmektedir. Clinkii artan konsantrasyonlarda toksik etkilerinin de arttig1

caligmalarda belirlenmistir. Ayrica, nanomalzemelerin, yapay organ, implant gibi
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viicut igerisinde kullanilabilecek materyaller oldugu da disiiniildiigiinde,
mikroorganizmalara karsi tutunum testlerinin yapilmasi hayati 6nem tasimaktadir.
Ciinkii kullanilan ylizey malzemesi, sistem igerisindeki patojen tiirlerin gelisimi ve
malzeme U(zerine tutunumu i¢in uygun olabilir. Bu durumda materyaller,
kullanilan canlilar i¢in biliylik bir tehdit olusturabilir. Bu nedenle ayrintili
caligmalara gerek duyulmaktadir. Biyouyumluluk caligmalarinin yanisira degisik
patojen mikroorganizmalarla yapilimis olan tutunum ¢alismalarinda, partiktllerin
farkli mikroorganizmalara karsi degisik tutunma egilimleri gosterdigi ortaya
cikmistir. Bu tip malzemelerde materyallerin ortamda bulunabilecek farkli
mikroorganizmalart tutma O6zelliklerinin bilinmesi gereklidir. Biyolojik agidan
kismi karakterizasyonu yapilmis bu nanopartikiillerin sensor harici farkli amacla

biyoteknolojik olarak kullanimi1 da miimkiin olabilcektir.

Calismada biyouyumluluklar1 test edilmis nanopartikiiller ile karnisik kiiltiir
ortamlarinda spesifik bir bakteriyi tanilayabilen bir sensor modeli gelistirilmistir.
Sensor modelinin L. monocytogenes’i tanilama basarisi, ¢esitli parametrelerle
aragtirtlmis  ve olduk¢a yiikksek bulunmustur. Tasarlanan sensor ile L.
monocytogenes bakterisinin dogal bir ortam olan sut icerisinde de rahatlikla tespit
edilebildigi goriilmistiir. L. monocytogenes tiirii insan ve hayvanlarda hastaliga
neden olan en dnemli gida kaynakli patojenler arasindadir. Bu tiir 6zellikle siit ve
sut drlnlerinde, etlerde, deniz iiriinlerinde ve baz1 sebzelerde bulunabilmektedir.
Bu besinlerin tiiketilmesi yoluyla da gida zehirenmelerine yol agmaktadir. Bu
yoniiyle sensor iretimi ve kullanimiyla gida kaynakli zehirlenmelerin 6niine
gecilebilecektir. Tez kapsaminda tasarlanan immiinosensér modelinin son
basamagindaki antikor baglama isleminde segilen antikor tipi hedef bakteriye gore
degistirilerek, ayn1 basamaklarla her turlu ortamda ayrimi istenilen herhangi bir
bakteri tlrind tanilayabilecek nitelikte tekrar tasarlanabilir. Yani bu model esas
alimarak gida patojeni ve kontaminant olabilecek bakteriler i¢in de ayirict
immiinosensdr olusturmak miimkiin olabilecektir. Bu calismanin daha sonra

yapilacak olan diger sensor tasarimlarina da 1s1k tutacagi diistiniilmektedir.
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ove Reanimasyon Anestve Rea. AD - =
) 7
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EK-1 (Devam) Gazi Universitesi klinik aragtirmalar etik kurulu degerlendirme

formu

N
Y
- N o GUDF [/
Prof.Or.Emin TURKQOZ Restoratif Dis P, \ A
- oL . | Restoratif Dis Ted. ve | E EC HE [ER HDO A
UYE Tedavisi ve Endodonii Endedonti AD w /
Prof Dr.Seyhan ERSAN s [GUEF (EczMes Bil) % !
Al Farmasstik Kimya | 22 o Kimya A.D, K E[] |H E[Q H Katiimadi
el
i P G.UTF o
Prof.Dr.%efer AYCAN Halk Saghd Halk Sagld: AD E EC] (HIKK
YE
Prof.Dr Mustafa KAVUTCU © Tibbi Bivokimya GUTF E EC HE |E M |/
| OYE wor Blyormy Tibbi Biyokimya A.D _ W
Prof.Dr.Oznur LBOYUNAG Radyoloji GUTF K E[] |H ER H 7 oy
| rof. Luaz\r}ér . NAGA adyoloji Racyoloji 4 D E X %%
I ic Hastalikt GUTF ' N P C
i o ¢ Hastalikian LT
! Prof Dr.Calip GUZ : He ) ) E EC |HE (ER WO /
| OVE Eriskin Nefraloji I Hastaliklan A.D. o %\
i - = GUTF = =
j Pref Df-maE- POYRAZ Tibbi Patoloji Tibbi Patolgji A.D | K e |H ELD HE Katimadi
i
. Kufak-Burun-Bogaz Kulak-Burun-Bagaz \ ™ s
Prof Dr.l\fluitg YILMAZ Hast Hast AD E EQ HE (EE }—@ by
Prof.Dr.Nestin COBANOGLU GUTF )
o Tip Etigi ve Tip Tarihi Tip Etigi ve Tip K E[] |H EL] H Katilmad
Tarihi A.D
Dog.Dr Birol DEMIREL AdliTip GUTF E EQ HX e W Katimadi
Eaid ; Adli Typ A.D. -
7 Yy
N ; W, Rekisrik f
Huk Miis.Adem GELIR Hukuk Masavirligi Hukuk Musavirigi | E EJ |H ER [H[TI M C (“ /
| £ n.—)\
R B ’
Emine SEKER Sivit Temsilci Sivil Temsilci K EQ HE ER HIOI %
UYE

* Aragtima ile liigki
** :Toplantida Bulunma
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