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OZET
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DNA’YI TANIMA BOLGELERINE SAHiP MOLEKULER BASKILANMIS
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Sibel EMIR DILTEMIiZ
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Kimya Anabilim Dah
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2006, 141 sayfa

Bu caligmada, niikleotid belleklere sahip kendi organize olabilen Yiizey Plazmon
Rezonans (SPR) ¢iplerin ve Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) elektrotlarin DNA
tayininde kullanilmasi, tasarlanilan molekiiler baskilanmis polimerik (MIP) filmlerin
molekiiler tanimlama acgisindan degerlendirilmesi ile guanozin belleklerle donatilan
nanokabuklara sahip CdS kuvantum nokta nanosensorlerin hazirlanmast ve DNA tanima
bolgeleri agisindan degerlendirilmesi arastirilmistir. Calismanin birinci agsamasinda,
molekiil belleklerin olusturulmasi basamaginda kullanilmak iizere metakroilamidosistein
(MAC), metakroilamidohistidin (MAH), MAC-Hg(Il) ve MAH-Pt(Il) monomer
sistemlerinin sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Calismanin ikinci
boliimiinde, MAH-Pt(II)-Guanozin, MAC-Hg(Il)-Adenin ve MAH-Pt(II)-Guanin 6n
organize monomer sistemleri kullanilarak DNA nin baglanma bolgelerini taniyan
belleklerin SPR ¢ip ve QCM elektrot ylizeyinde olusturulmasi ¢alismalart yapilmistir.
Calisgmanin {igiinci boliimiinde ise guanozin belleklere sahip CdS kuvantum nokta
nanosensorlerin DNA tanima bolgeleri agisindan etkinligi ve guanozin, guanin, ss-DNA,

ds-DNA tayininde kullanilabilirligi arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiil Baskilanmig Polimerler (MIP), Yiizey Plazmon Rezonans
(SPR), Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM), Kuvantum Nokta
Nanokristaller, Guanozin bazli sentetik reseptorler, CdS

nanokristaller
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ABSTRACT

PhD Dissertation

INVESTIGATION OF THE BIOSENSOR BASED ON MOLECULAR
IMPRINTING POLYMER TECHNIQUE CONTAINING DNA RECOGNITION
SITES
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Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Ridvan SAY
2006, 141 pages

In this work, the usage of self organized surface plasmon rezonance (SPR) chips
and quartz crystal microbalance (QCM) electrode containing nucleotide memories for
DNA assay, evaluating molecular imprinted polymeric films (MIP) for molecular
recognition, preparation of CdS quantum dots having nanoshells with guanozin memory
and evaluation of these quantum dots for DNA recognition have been investigated. At
first stage; synthesis and caracterization of methacrylolycystein (MAC),
methacrylolyhistidine (MAH), [MAC-Hg(Il)] and [MAH-Pt(II)] monomers have been
done in order to use in the preparation of molecular memories. In the second part; the
preparation of memories for the recognition of DNA binding site on the surface of SPR
chips and QCM electrode using MAH-Pt(II)-Guanosine, MAC-Hg(II)-Adenine and
MAH-Pt(II)-Guanine pre-organized monomers have been done. In the third stage;
efficiency of CdS quantum dots having guanosine memory on DNA recognition sites and
using these nanosensors in the determination of guanosine, guanine, ss-DNA and ds-DNA

have been investigated.

Keywords: Molecularly Imprinted Polymers (MIP), Surface Plasmon Rezonance
Spectroscopy (SPR), Quartz Crystal Microbalance (QCM), Quantum Dot

Nanocrystals, Guanosine Synthetic Receptors, CdS nanocrystals
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1. GIRIS

Son yillarda biyoteknoloji, biyokimya, tip ve eczacilik alanlarindaki
gelismeler,  Ozellikle  genetik  miihendisliginde  saglanan  ilerlemeler,
biyomolekiillerin (enzimler, proteinler, hormonlar, niikleik asitler, vb) sentetik
ortamlarda, biiylik kapasitelerle endiistriyel iiretimini giindeme getirmistir.
Modern biyoteknolojik yontemlerle liretilen veya biyolojik ¢evrelerinden (kan,
viicut sivisy, vb) ayrilarak elde edilen biyomolekiillerin ¢ogu saglkla ilgili
alanlarda kullanildigindan triinlerin yeterli saflikta olmas1 gerekmektedir. Bu da
dogal olarak arastirmacilarin ve endiistrinin biyomolekiillerin ayrilma ve
saflastirma yontemleri ile daha yogun bir sekilde ilgilenmelerine yol a¢mustir.
Biyomolekiillerin saflastirilmasinda iiriin safliginin yani sira iizerinde durulmasi
gereken en Onemli husus siiphesiz iirliniin biyolojik aktivitesini uygulanan
islemlerle kaybetmemesidir. Uriiniin ¢ok saf olmasi ve biyolojik aktivitesinin
korunmas1 zorunluluklarina ilave olarak biyomolekiiliin kompleks bir ortamdan
ayrilmasi, biyomolekiil saflastirilmasinda kullanilacak yontemleri ve kosullari
kisitlamaktadir (Turkova 1992).

Gegen yirmi yil igerisinde sensor teknolojisi alaninda oldukga fazla sayida
calisma gerceklestirilmistir. Biyosensorler yiiksek secicilikleri ve spesifiklikleri
nedeniyle oldukca ilgi ¢cekmektedirler. Kimyasal sensorler, bir ¢ok engel yapict
tirler varliginda hedef molekiilin taninmasi imkanimi saglayarak geleneksel
teknolojilere alternatif olan kuvvetli ve ucuz bir yontemdir. Yontem bir ¢ok farkl
hedef tiirler i¢in gelistirilmistir. Ornegin anestetikler, toksikler, sinir gazlari, ¢esitli
metabolik molekiiller (glukoz, iire, hormon,steroid), agir metaller ve iyonlar,
proteinler ve mikroorganizmalar (bakteri, viriis, parazit) i¢in gelistirilmis sensorler
bulunmaktadir. Bununla birlikte biyosensoérler kolay bozulan biyolojik tanima
elementlerine (enzim veya antibadiler gibi) dayandigi i¢in, kararliliklarinin az
olmasi ve cihazlarin depolanmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle de
biyosensorler beklenen ticari basariya ulasamamustir.

Bir alternatif saglamak amaciyla ortaya ¢ikan yeni bir teknoloji
“Molekiiler Baskilama” olarak adlandirilmistir. Bu teknikte secici molekiiler

tanima  Ozelliklerine sahip olan olduk¢a kararli sentetik polimerler



hazirlanmaktadir. Hazirlanan bu polimer matrikslerindeki tanima yerleri, analitin
fonksiyonel gruplarinin bigim ve konumlarin1 tamamlayict niteliktedir. Bu
polimerlerin bazilar1 monoklanal antibadiler ve reseptorler gibi dogal tanima
sistemleriyle karsilastirilabilir 6l¢iide yiiksek secicilik ve afiniteye sahiptirler, bu
da onlart analitik kimya i¢in olduk¢ca uygun bir kimyasal sensor {iyesi
yapmaktadir.

Deoksiriboniikleik asit (DNA), genetik bilginin bir nesilden digerine
aktarilmasinda 6nemli rol oynadigi bilinen, yasam molekiilii olarak disiiniiliir.
DNA tayini molekiiler biyoloji, klinik tanimlama, tarim, adli tip ve patojenlerin
belirlenmesinde oldukga genis uygulama alanlaria sahiptir. DNA biyosensorlerin
gelistirilmesi bu cihazlarin analizlerde hizli ve etkili cevap verebilme
yeteneklerinden dolay1 oldukca giinceldir. Spesifik gen dizilimlerinin belirlenmesi
icin kullanilan geleneksel yontemler hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve gesitli kimyasal yontemler temeline dayanir. Bu pahali, zaman alic1
teknikler uzmanlik ve olduk¢ca zaman alan Ornek hazirlama siirecleri
gerektirmektedir. Bu gibi zorluklarin {istesinden gelebilmek i¢in pek c¢ok
aragtirmaci fiziksel bir transduser (optik, piezoelektrik ya da elektrokimyasal) ile
birlestirilmis uygun destek iizerine DNA probe immobilizasyonu temeline
dayanan DNA biyosensor hazirlamislardir. DNA biyosensor hazilamak i¢in uygun
destek 1iizerine ¢ift zincir veya yek zincir DNA’nin immobilizasyonu
gergeklestirilir. Grafit (Wang ve Kawde 2001), cam karbon elektrot (La-Scalea ve
ark. 2002), iletken polimerler (Cha ve ark. 2002; Lassalle ve ark. 2001; Youssoufi
ve Makrouf 2002; Garnier ve ark. 1999; Malhotra ve ark. 2006) ve cam substratlar
gibi cesitli destekler DNA’nin immobilizasyonu i¢in kullanilmistir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin DNA ve benzeri biyolojik aktif
molekiillerin izlenmesi ve tayininde kullanilmasi amaciyla elipsometri (Andersson
ve ark. 1988), dogrusal dikroizm (Steinke ve ark. 1995), fiber optik floresans
(Jenkins ve ark. 1999), yiizey plasmon rezonans (SPR) (Vlatakis ve ark. 1993),
kuvartz kristal mikroterazi (QCM) (Lin ve ark. 2004) gibi yontemlerle birlikte
hibrit optik sensor gelistirilmesine dayanan ¢alismalara literatiirde son zamanlarda

sik sik rastlanmaktadir.



MIP’lerin, biyolojik  aktif molekiillerin  secici  ayrilmast  ve
saflagtirilmasinda kullanilmasi temelinde; proteinlerin, amino asitlerin rasemik
ayrilmasina ve peptid ayrilmasina yonelik ¢alismalar bulunmaktadir. Bu yontem
ile L-fenil alanin ve L-valin gibi aminoasitler ve peptidler, etiladenin gibi
niikleotid baz analoglari, efedrin, psddefrin gibi B. adrenerjik uyaricilar ile
timolol, propranolol gibi B. Adrenerjik blokerler, kolesterol, kortikosteroidler,
testesteron gibi hormonlar i¢in baskilanmis polimer temelli afinite tastyicilari
hazirlanmistir. Sonug olarak bu molekiiler baskilanmis ve hedef molekiilii tanima
yetenegi olan tasiyict polimerlerin saflastirilmasi istenilen hedef molekiile
mitkemmel bir segicilik gosterdigi ve basariyla uygulanabildigi kanitlanmistir
(Haupt ve Mosbach 2000).

Molekiiler baskilanmig polimer ile kuvartz kristal mikrobalans (QCM)’nin
birlestirilmesiyle yapilan sensor dizayni ilk olarak Mosbach ve ark.(1997)
tarafindan bildirilmistir. Bu tip QCM sensorleri altin elektrotlar {izerinde
baskilanmis polimer tabakasi igerirler. QCM direkt molekiiler tanima tayinlerinde
olduk¢a kullanigh bir nicel tekniktir. QCM aparatlar1 elektrot {izerindeki kiitle
degisimine gore frekans degisimi gosterirler. Bu nedenle bu teknik molekiiler
baskili polimerle yapilan tanima iglemini, sensor sinyaline doniistiirmek icin
olduk¢a uygundur. Baskilanmis polimerlerle birlestirilmis QCM sensorleri
biyomimetik ve kimyasal alanlarda uygulanmaktadir.

Chun Zhou ve ark. (2001) kuvartz kristal mikrobalansa dayali
mikrogravimetrik bir DNA sensorii gelistirmisler, oligontikleotid immobolizasyon
yontemleri ve genetik teshislerdeki uygulamalarin karsilastirmasini yapmislardir.
Genetik B-talesemi mutasyonlarindaki bdlgeleri tamamlayict bir 18-mer DNA
probu QCM elektrodu iizerine kovalent bag veya elektrostatik adsorbsiyon
yoluyla immobilize etmislerdir. DNA sensorlerinin kinetigini in-situ frekans
degisimleri yoluyla calismislardir. Hibiridizasyonda kullanilan hedef niikleik asit
derisimini ve tampon ¢dzeltinin iyonik etkisini de ¢alismislardir. Uretilen DNA
biyosensor bir dizi gercek o6rnek tayininde kullanilmistir .

MIP ve SPR teknolojilerinin birlikte kullanildig1 ¢alismalara bakildiginda
ise ¢cok az yayina (5’ 1 gegmeyen) ve Temmuz 2003 tarihinde onaylanan 500.000
$ lik NSF projesine rastlanmaktadir. Bu ¢alismalardan Taniwaki ve ark’nin (2003)



yapmis oldugu c¢alisma biyomakro-molekiillerin baskilandigi tek ¢alisma olup,
SPR spektroskopisiyle polisulfon ile SPR’nin altin ¢ip yiizeyinde MIP yiizey
olusturularak oligopeptid molekiiler tanima bdlgeleri elde edilmis ve etkilesimli
analiz gergeklestirilmistir.

Kuvantum nokta nanokristaller ¢ok genis uygulama alanlarina sahiptir. Bu
uygulamalarin ¢ogu fotoniklerle ilintilidir. Bunun yaninda nanokristaller biyolojik
arastirmalarda da 6nemli bir anahtar olmustur. Isik yayan diyodlar, lazerler, gilines
hiicreleri ve elektronik uygulamalarda yaygm olarak kullanilmaktadirlar.
Kuvantum nokta nanokristallerin en ¢ok kullanim buldugu alanlardan biri de
tiimor gibi hastaliklarin teshisine yonelik ¢alismalardir (Gao ve ark. 2005).

MIP ve kuvantum nokta nanokristallerin kombinasyonu ile molekiillerin
secici tamimlanmasina yonelik literatirde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir
(Kharitonov ve ark. 1999; Lin ve ark. 2004; Mattoussi ve ark. 2004). Lin ve ark.
(2004) yapmis olduklar1 ¢alismada 4-vinilpiridin ile aktive edilmis CdSe/ZnS
nanokristalleri birlestirerek, fonksiyonalize edilmis nanokristalleri monomerler,
capraz baglayicilar ve kalip molekiillere ilave etmis ve nanokristalleri MIP
icerisine polimerizasyon sirasinda almistir. Hazirladiklart molekiiler baskili
kuvantum nokta nanokristalleri kafein tayininde kullanmiglardir. Literatiirde
baskili kuvantum nokta nanokristaller ile pek c¢ok molekiil i¢in c¢alisma
yapilmasina ragmen DNA tayinine yonelik ¢alisma bulunmamaktadir.

Sagliga dayali teknolojilerden en Onemlilerinden olan teshis
kimyasallarinin ve teknolojilerinin gelistirilmesinde en 6nemli konulardan birisi
de DNA tayini ve etkilesimlerinin incelenmesidir. Bu ¢alismada; DNA’nin duyarl
tayini i¢in ultra-ince, uniform ve DNA’ya secici ligand degisimine dayanan ve
yeni nesil nanoteknolojilerin kullanildig1r molekiiler baskilanmis polimer filmleri

ile modifiye edilmis biyosensor gelistirilmistir.

1.1. Niikleik Asitler

Niikleik asitler viicut agirliginin yalmizea %?2' sini olusturmalarina karsin
genetik bilginin depolanmasi, tanimlanmasi ve iletilmesi gibi c¢ok Onemli

gorevleri listlenmis molekiillerdir.



Kimyasal olarak birbirinden farkli iki degisik niikleik asit vardir:
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riiboniikleik asit (RNA). DNA hiicrenin
kromozomlarinda, mitokondrilerinde ve bitkilerin kloroplastlarinda bulunur.
Hiicrelerde ayrica, plazmit adi verilen kromozom yapisinda olmayan sitoplazmik
DNA'lara da rastlanir. Organizmanin yasamini siirdiirebilmesi i¢in hiicrelerin
cogalmasi gereklidir. Dollenmis bir yumurtada bulunan DNA, o organizmanin
gelisimini yonlendirecek bilgiyi igerir. Hiicrelerin boliinerek ¢cogalmasi sirasinda
DNA tam olarak tekrarlanir ve bdliinen hiicrenin 6zelligine gore, secici olarak
belirli bilginin ifade edilmesi s6z konusudur (Champe ve ark.1998; Goziikara
2000).

Her iki niikleik asit de niikleotidlerin polimerize olmasi ile meydana
gelmektedir. Makro molekiiler yapida seker ve fosfat birimleri fosfodiester bagi
ile birbirine baglanarak molekiiliin ana omurgasini olusturur. Azotlu bazlar ise iki
omurgay1 bir arada tutmaktadir. Kisacasi niikleik asitler bir¢cok yapisal {initenin
bir diizen dahilinde bir araya gelmesi ile ortaya c¢ikmaktadir (Champe ve

ark.1998; Murray ve ark. 2000).

Bunlar;

e Sckerler

e Purin ve piirimidin bazlari

e Niikleozitler

e Niikleotidler

e Poliniikleotitler (Niikleik asitler)

1.1.1. Sekerler

Sekerler niikleik asitlerin en 6nemli ana elemanlarindan biridir. Hem RNA
hem de DNA'da pentozlar niikleik asitlerin ana omurgalarini1 olusturur. RNA'da
riboz, DNA'da ise 2-deoksiriboz sekerleri bulunur (Sekil 1.1). Niikleik asit
bilinyesindeki seker {initelerinin atomlar1 azotlu bazlarin atomlar ile karismamasi
icin 1') 2'......5" gibi {iis isaretleri ile isaretlenmis durumdadir. Niikleik asit

sekerlerinin 3' karbon atomuna bagli OH grubu kendinden sonra gelen niikleik asit



sekerinin 5' karbon atomuna bagl fosfat grubu ile reaksiyona girerek ester bagi
olusturur. Seker {niteleri arasindaki fosfodiester baglar1 niikleik asitlerin lineer

yapidaki omurgasini olusturur.

HOH,C 5

0 OH.
4 1
Hy' T H
3o|-| 20H

Sekil 1.1. Riboz ve deoksiriboz sekerleri

1.1.2. Piirin ve piirimidin bazlari

Azotlu bazlar olarak da bilinen piirin ve piirimidinler niikleik asitlerin
yapisina katilan onemli organik bilesiklerdir. Piirinler biri alt1 digeri bes atomdan
olusan iki halkali yapinin kaynasmasindan ortaya c¢ikmistir. Piirimidinler ise
yalnizca alt1 iiyeli bir tek halkadan ibarettir. Sekil 1.2°de goriildiigii gibi dort adet
plirin, dort adet de piirimidin bazlar1 mevcuttur. Cizelge 1.1°de piirin ve piirimidin

bazlarinin kimyasal isimleri verilmektedir.

Cizelge 1.1. Piirin ve piirimidin bazlar

Piirinler Piirimidinler
Adenin: 6-amino piirin Urasil: 2,4-dioksi piirimidin
Guanin: 2-amino-6-oksi piirin Timin: 2,4-dioksi-5-metil piirimidin
Hipoksantin: 6-oksi piirin Sitozin: 2-oksi-4-amino plirimidin
Ksantin: 2,6-dioksi piirin Orotik asit: 2,4-dioksi-6-karboksi
plirimidin
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Sekil 1.2. Piirin ve piirimidin bazlariin yapilari
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Adenin, guanin ve sitozin hem DNA hem de RNA'nin yapisinda

bulunmaktadir. Urasil ise yalnizca RNA'da bulunur. Timin normal olarak DNA'da

bulunmasina ragmen bazen urasil gibi tRNA yapisina katilir (Lehninger ve ark.

2000).

1.1.3. Niikleozitler

Bir piirin veya piirimidine riboz veya 2-deoksiriboz sekerlerinden birisi

eklenirse niikleozit ad1 verilen bilesikler meydana gelir (Sekil 1.3). Niikleozitlerde

sekerin birinci karbon atomu piirin bazlarinin dokuzuncu; piirimidin bazlarinin ise

birinci azot atomlarina bagli durumdadir (Lehninger ve ark. 2000; Mathews ve

Van Holde 1996).
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Sekil 1.3. Cesitli niikleozitler

1.1.4. Niikleotidler

Niikleozitlerin riboz veya deoksiriboz sekerlerine bir veya daha ¢ok fosfat
grubunun eklenmesi ile niikleotidler ortaya ¢ikar. Genellikle fosfat grubu sekerin
5' karbonuna ester bagi ile bagli durumdadir. Eger birden fazla fosfat grubu soz
konusu olursa bunlar birbirine yiiksek enerjili asit anhidrit bagi ile baglanirlar. Bu
durumda fosfat grubunun yerini ifade etmek iizere niikleotit isminin 6niine karbon
atom numarasint yazmaya gerek yoktur. Eger 5' karbon atomundan farkl
pozisyonda baglanma soz konusu olursa niikleotit isminden ©6nce baglanma

noktasinin yeri belirtilir (Sekil 1.4) (Minniti 1998).



NH, NH,
Baz (Sitozin) Baz (Sitozin)
Fosfat Fosfat
N N
II I}
_o_|:|>—o 0 -O—FI’—O 0
O Seker (Deoksiriboz) o) Seker (Riboz)
fon A on off
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Sekil 1.4. DNA ve RNA'daki niikleotitler (a) Deoksiriboniikleotit; (b) Riboniikleotit.

1.1.5. Poliniikleotitler

Niikleotitler 3'-5' fosfodiester baglari ile polimerize olarak poliniikleotitleri
olustururlar. Riboniikleotitlerin polimerizasyonu RNA olusumuna yol agarken
deosiriboniikleotitlerin polimerizasyonu sonucu da DNA olusur. DNA ve RNA

arasindaki dnemli farklar Cizelge 1.2'de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.2. RNA ve DNA arasindaki farkliliklar

RNA DNA
Seker Birimleri Riboz Deoksi-riboz
[Azotlu Bazlar A,G,C,U A,G,C,T
Sarmal Yap1 Tek sarmal Cift sarmal
Niikleer, mitokondrial ve
Tiirler tRNA, mRNA, rRNA
plazmid DNA'lar1

DNA ¢ok sayida deoksiriboniikleotit molekiiliiniin, birbirine 3' - 5'
fosfodiester bagi ile baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan bir biyopolimerdir.
Fosfodiester bag1 ardisik niikleotit sekerlerinden birisinin 5'-hidroksil grubunun,
digerinin 3' hidroksil grubuna fosfat kopriisii araciligi ile baglanmasiyla olusur.
Sonugta uzun ve diiz bir zincir yapisi ortaya ¢ikar. DNA zincirinin ana ¢atisin1 bu

deoksiriboz-fosfat iskeleti olusturur. Bu iskelet boyunca yerlesmis olan baz
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dizeleri geleneksel olarak zincirin 5' ucundan 3' ucuna dogru yazilir. DNA ve
RNA'da niikleotitler arasinda bulunan fosfodiester baglar1 ya kimyasal hidroliz ya
da enzimatik yolla agilabilir. Hidroliz yapan enzimlerin genel adi niikleazlardir.
DNA'da deoksiriboniikleazlar, RNA'da ise riboniikleazlar hidrolizi gerceklestirir.
Niikleik asit zincirinin i¢ kisimlarindaki niikleotitleri hidrolize ederek sertlestiren
niikleazlara endoniikleazlar; zincirin her iki ucundaki niikleotitleri hidrolize
edenlere ise ekzoniikleazlar denir (Champe ve ark.1998; Lehninger ve ark. 2000;
Aktipis 1992).

Tek sarmallt DNA igeren birkag virlis disinda, DNA ¢ift sarmallidir (Sekil
1.5). Sarmali olusturan iki zincir ortak bir eksen etrafinda donerek, ¢ift heliks
yapiy1 olustururlar. Bu yapida zincirler birbirine antiparalel konumda bulunurlar.
Sarmalin 5' ucu diger sarmalin 3' ucu ile eslesir. DNA heliksinin en sik rastlanan
sekli, klasik "B" seklidir. Burada zincirlerin hidrofilik deosiriboz fosfat ana
iskeleti molekiiliin dis kisminda bulunur. Hidrofobik bazlar ise ice dogru, heliks
eksenine dik olarak yerlesmislerdir. Heliksdeki bu yerlesim diizeni sarmallar
arasinda bir tane genis (major), bir tane de dar (mindr) oluk ortaya ¢ikarir (Hantz

ve ark. 2001).

Majér
Oluk

Mindr |
Oluk

Sekil 1.5. DNA ¢ift sarmal yapisi
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DNA molekiiliiniin iki zinciri, piirin ve piirimidin bazlar1 arasinda yer alan
hidrojen baglar1 tarafindan bir arada tutulmaktadir (Sekil 1.6). Cift zincirli helikste
bazlar heliksin i¢ kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kisminda yer aldig:
icin heliksin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. Piirin ve
plrimidin niikleotitleri arasindaki eslesmeler A karsisinda T; G karsisinda C
bulundugu i¢in son derece spesifiktir. Bu nedenle ¢ift heliks yapisinda yer alan bir
zincirdeki baz dizisi verildiginde; ikinci zincirdeki baz dizisi belirlenebilir

(Ravanat ve ark. 1999).

Seker-Fosfat Seker-Fosfat
Omurgasi Oomurgasi

Sekil 1.6. DNA ¢ift sarmali baglanmalar

DNA'nin i¢inde bulundugu ortamin pH's1 degistirilirse veya ortamin 1sis1
arttirtlirsa bazlar arasindaki hidrojen baglari etkilenerek, ¢ift sarmal yap1 agilabilir.
Seker {initeleri arasidaki fosfodiester baglar1 ise hafif degiskenliklerden

etkilenmezler. Heliks yapisinin agildigi 1stya, DNA'nin erime derecesi denir. DNA



12

zincirinin agilarak ¢ift heliks yapisinin tiimiiyle bozunmasina "denatlirasyon"
denir. Denatiirasyon, DNA ¢ozeltisinin 260 nm'deki absorbansi ile dlgiilebilir. 260
nm dalga boyunda tek sarmal DNA, ¢ift sarmal DNA'ya oranla daha fazla
absorbans olusturur. G ve C arasinda li¢ (G=C); A ve T arasinda iki (A=T)
hidrojen bagi bulundugundan yiiksek derisimde G ve C tasiyan DNA, A ve T
yoniinden zengin DNA'ya gore daha yiiksek sicaklikta denatiire olur. Ilimh
kosullarda birbirinden ayrilan DNA c¢ift zinciri, kosullar diizelince tekrar eski
haline doniigebilir, bu islem "renatiirasyon" olarak isimlendirilir (Champe ve

ark.1998; Goziikara 2000; Lehninger ve ark. 2000).

1.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP)

Molekiiler etkilesim kavrami oldukga eski bir kavram olup ilk kez 1894°de
Fischer’in enzim-substrat etkilesimini ortaya koyan iinlii “anahtar-kilit” modelini
ortaya atmasiyla birlikte konuyla ilgili modern fikirler ortaya ¢ikmaya baglamistir.
Bu tanima gore enzim molekiiliiniin yiizeyinde substrat molekiiliiniin seklini
tamamlayan ve bu sekle uygun yapilar bulunmaktadir. Bdylece substrat bir anahtar
gibi enzimin aktif bolgeleriyle etkilesir. Molekiiler etkilesim kavraminin en yeni
ve biiylik c¢apta ilgi goren uygulamalarindan biride molekiiler baskilama
yontemidir. Molekiiler baskilama (bellekleme) yontemi farkli matrikslerden
iyonlar, organik molekiiller ve biyomolekiillerin segiciligi yiiksek olarak ayrilmasi
icin akilli polimer elde edilmesi ve bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini
yayginlastiran yeni bir malzeme gelistirme yontemidir.

Molekiiler baskilamada, hedef molekiil ¢evresi ile etkilesen bir kalip
olarak davranir, capraz bagli monomerler hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve
kalip benzeri bir tabaka olusturmak {izere birlikte polimerlesirler. Temel olarak
monomerler kovalent veya non-kovalent etkilesimler yoluyla yuva molekiil ile bir
kompleks olusturur. Polimerizasyondan sonra yuva molekiil uzaklastirilir ve
baglanma bdlgeleri yuva molekiile biiyiikliik, sekil ve fonksiyonel gruplarin
yerlesimi olarak tamamlayicidir. Boylece esas olarak yuva molekiilii se¢ici olarak
tekrar baglayabilen polimer Tlizerine bir molekiiler ‘bellek’ baskilanmistir.

Molekiiler baskilanmig polimerler biyolojik reseptorlerin en 6nemli iki 6zelligine
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yani tanima yetenegi ve spesifik hedef molekiilleri baglama yetenegine sahiptirler.
Fakat molekiiler baskilanmig polimerler biyolojik reseptorlerden su agilardan

farklidirlar.

e Molekiiler baskilanmis polimerler ¢ok biiyiik, kat1 ve ¢oziinmezdirler.

e Buna karsin bunlarin dogal karsiliklart olan biyolojik reseptorler daha
kiigiik, esnek ve ¢ogu durumlarda ¢oziiniirdiirler.

o Biiyiikliiklerine bagl olarak molekiiler baskilanmis polimerler binlerce
veya milyonlarca baglanma bolgesine sahiptirler.

¢ Buna karsin biyolojik reseptdrler ¢ok az veya sadece bir tane baglanma
bolgesine sahiptirler.

e flave olarak molekiiler baskilanmis polimerlerdeki baglama

bolgelerinin popiilasyonu heterojendir.

Ayrica baskilama i¢in kullanilan pek ¢ok polimerin karmasik yapisi,
heterojen gozenek biiyilikliigli dagilimi ve baglama bdlgelerinin kati materyal
boyunca bulunmasi genellikle kiitle aktarimini yavaslatir. Her zaman problem
olmamasina karsin bu Ozellikler molekiiler baskilanmis polimerlerin genel
uygulamalarda dogal reseptorlerin yerini almalarini dnlerler.

Molekiiler baskilanmis polimerler yliksek mekanik dayanikliliklari, 1siya
ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar metal iyonlar1 ve
organik ¢oziicliler gibi zorlayici sartlarin varliginda yiiksek kararliliklar1 sebebiyle
olduk¢a dayanikhidirlar. Birkag¢ yil boyunca performansinda degisim olmaksizin

saklanabilir. Ayrica MIP’ler yapay afinite ortami olarak diisiiniilebilirler.

1.2.1. Molekiiler baskilanmis polimer hazirlama teknikleri

Molekiiler baskilanmig polimer hazirlama yontemi genellikle iic
basamaktan olusur:
e Fonksiyonel monomerler ve kalip molekiil arasinda bir baglanma

gercgeklestirilir.
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e C(Capraz baglayici ajanlarla olusturulan fonksiyonel monomer-kalip
kompleksi polimerlestirilir.
e Uygun bir yikama ajam1 ile kalip molekiiliin polimerden

uzaklastirilmasi saglanir.

Sekil 1.7°de MIP hazirlama asamalar1 gosterilmistir.

i 1. Adim
+ _—
l</

Kalip Molekiil

Fonksiyonel Monemerler Polimerizasyon ﬂ 2. Adim

Yikama

3. Adim

Sekil 1.7. Molekiiler baskili polimer hazirlama asamalari

Molekiiler baskili polimerleri hazirlamak i¢in kalip molekiil ve
fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesime gore iki farkli yaklagim kullanilir.
Bunlardan biri Wulff ve ark. (1977) tarafindan gelistirilen On-organizasyon
yontemidir. Bu yontemde kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler birbirlerine
kovalent baglanma ile baglanirlar ve polimerizasyon boyunca bu kompleks yap1
kararliligini korur (Sekil 1.8a).

Diger yaklasim Mosbach ve ark. (1981) tarafindan gelistirilmis olan
kovalent baglanma yerine kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasinda

hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve iyonik



gruplar arasinda gerceklesen Coulomb etkilesimleri gibi etkilesimleri igine alan

kovalent olmayan yaklagimdir (Sekil 1.8b) (Vlatakis ve ark. 1993).

o T o
l

|

Kovalent Kovalent olmayan
kalip-monomer kalip-monomer
kompleksi kompleksi
l Polimerizasyon l Polimerizasyon
Kalip Kalip
Uzaklastirimasi l Uzaklastirilmasi

.
¥

(a) (b)
Sekil 1.8. (a) Kovalent ve (b) kovalent olmayan molekiiler baskilama ydnteminin gematik

gorunimu

Serbest radikal polimerizasyonu, ¢ok yonlii uygulamalart ve deneysel
kolayliginin yaninda ekonomik bir yontem oldugu i¢in MIP’lerin hazirlanmasinda
en cok kullanilan tekniktir. Giiniimiizde endiistride en ¢ok bu teknik tercih edilir
(Komiyama ve ark. 2002). Polimerizasyon 2,2'-azobis(izobutironitril) (AIBN) gibi
bir radikal baslaticinin termal bozulmasiyla baglatilabilir (Sekil1.9).
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Sekil 1.9. AIBN’in termal bozunma reaksiyonu

Serbest radikaller elde etmenin bir diger yolu da foto baslaticilar
kullanmaktir. Ozellikle yiiksek sicakliklarda kalip ve fonksiyonel monomerler
arasinda kararsiz non-kovalent baglanmalar olmast durumunda kullanilirlar.
Fotokimyasal polimerizasyon baglaticilarinin ~ kullanildigi  polimerizasyon
islemlerinde, polimerizasyon UV 15181min yogunluguna, 151k kaynagindan uzakliga
ve radikal {iriiniin i¢ine ulastig1 mesafeye baglidir.

Serbest radikal polimerizasyonunda oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi
son derece onemlidir. Ciinkii oksijen serbest radikale peroksi radikal formunda
baglanir. Bunun sonucunda da ya bu peroksi radikal baslatict bir baska baglatici
molekiili ile etkilesir ya da ortamda bulunan polimer, monomer ve diger
bilesenlerle reaksiyona girer (Sekil 1.10). Ortamdaki oksijeni uzaklastirmak igin

azot veya argon gazi kullanilabilir.

CN CN
| o |
HsC c|:- »  H,C T O—Oe
CH3 X CH3
|
H20=c|: RH
Y
CN X CN
| Ha | |
H;C——C——0——0——C———C HsC T O—O0——H T Re
CHg Y CHs

Sekil 1.10. Radikal polimerizasyonunda oksijen ile baglatici radikal reaksiyonlar1
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Bu zamana kadar yapilan pek c¢ok molekiiler baskilanmis polimer
caligmas1 radikal polimerizasyonu ile hazirlanan organik polimerleri agiklamaya

yoneliktir.

Organik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler:
e Bazik (vinilpiridin)

e Asidik gruplar (metakrilik asit)

e Yiikli gruplar ( 3-akrilamidopropiltrimetilamonyum klortir)
e Hidrofobik (sitiren)

e Hidrojen bag1 gosteren (akrilamit) vb sayilabilir.

Molekiiler baskilanmig polimer hazirlamak i¢in kullanilan yontemlerin
baslicalari:

¢ Yi8in polimerizasyonu

e Siispansiyon polimerizasyonu

e Kimyasal grafting

¢ Yumusak litografi

e Molekiillerin kendilerini yonlendirmesi yaklasimi

e Elektropolimerizasyondur.

1.2.2. Farkhh MIP hazirlama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Kovalent ve kovalent olayan baskilama yontemlerinin her ikiside avantaj
ve dezavantajlara sahiptir (Haupt ve ark. 2002). Giiniimiizde pek ¢ok arastirmaci
baskilanmis polimer hazirlamak i¢in kovalent olmayan yaklagimi kullanmaktadir
(Kriz ve ark. 1997; Zhong ve ark. 2001). Kovalent olmayan yaklagim
polimerizasyon oncesinde non-kovalent etkilesimlerle kalip molekiil etrafinda
fonksiyonel monomerlerin diizenlenmesine imkan tanidigindan basit ve
sorunsuzdur. Kalip molekiiliin kovalent modifikasyonuna gerek yoktur ve kalip-
monomer kompleksi olusturmak i¢in farkli baglanma etkilesimleri kullanilabilir.
Kovalent olmayan baglanma kinetigi kovalent baglanmayla kiyaslandiginda

enzim-substrat baglanmalarina benzer (Sellergren 1988). Baskilanmis polimerler,
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kalip molekiiliin yapisi ve reaktivitesi hakkinda spesifik bilgi gerektirmeksizin
hazirlanabilir. Bununla birlikte kovalent olmayan baskilamada kalip molekiil ve
fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler spesifik degildir. Kovalent
olmayan polimerlerde baglanma bdlgelerinin dagilimi heterojendir ve bu da non-
spesifik baglanmalara ve kalip molekiiliin zay1f molekiiler taninmasina neden olur
(Katz ve Davis 1999; Dong ve ark. 2002). Eger hazirlanan polimer kromatografi
calismalarinda kullanilacaksa pik genislemesi meydana gelebilir (Malik ve ark.
1994; Yoshizako ve ark. 1998).

Kovalent yaklasimda baskilama islemi Oncesinde kararli kalip-monomer
kompleksi olusturuldugu i¢in baglanma bolgelerinin homojen dagilimi saglanir
(Ikegami ve ark. (2004). Bununla birlikte dezavantajlarinin ¢oklugu nedeniyle
kovalent yaklagimin kullanimi daha sinirhidir. Kovalent yaklasimda polimer ag
orgiisii igindeki monomer-kalip molekiil arasindaki kovalent baglar1 kirip kalibin
polimerden uzaklastirilmasi islemi oldukg¢a zordur (Kriz ve ark. 1997; Sellergren
1988). Ayrica polimeri kullanarak kalip tanima basamaginda kalip ile polimer
arasinda kovalent bag olusumu genellikle yavas bir basamakta gerceklestigi icin
ve kromatografik ayirmalarda polimer sabit fazi ve analit arasinda hizli bir
etkilesim gergeklestiginden zayif kromatografik sonuglar elde edilir (Steinke ve
ark. 1995; Caro ve ark. 2002). MIP hazirlama yonteminde kullanilan farkli kalip-

monomer etkilesimleri Sekil 1.11°de goriilmektedir.
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| IME@N (a)

@ 7y
2. .y
KALIFP

H

Sekil 1.11. Molekiiler baskilanmis polimerlerde kalip-fonksiyonel monomer etkilesimleri: (a) n-n

etkilesimi, (b) kovalent etkilesim, (c) metal-ligand etkilesimi, (d) hidrojen bag: ile
etkilesim, (e) hidrofobik ya da van der Waals etkilesimi, (f) iyonik etkilesim

1.2.3. Molekiiler baskih

polimer hazirlamada kullamlan fonksiyonel
monomerler

Molekiiler baskili polimerlerde kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler
arasindaki geri-baglanma basamagi c¢ok Onemli oldugu ic¢in fonksiyonel
monomerlerin se¢imi kritiktir. Fonksiyonel monomer i¢in anahtar eleman

etkilesimin gerceklesmesi i¢cin uygun baglanma bolgelerinin sayisidir. MIP’lerin

sentezinde en ¢ok kullanilan fonksiyonel monomerlerin listesi Cizelge 1.3°de
verilmigtir.
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Cizelge 1.3. Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler

(Dmitrienko ve ark. 2004)

Fonksiyonel Monomer

Monomerin Yapisal Formiilii

Akrilik asitler
(R=H, CHj;, CF;, CH,COOH)

Vinilbenzoik asitler

Akrilamidosiilfonik asitler

H
Aminometakril amidler /\/N\/\
o NR,
N>
N7
N,N'-Dietil-4-vinilbenzamin AN \
7% NH
N=/

Vinilimidazoller
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Cizelge 1.3. (Devam) Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel

monomerler (Dmitrienko ve ark. 2004)

Fonksiyonel Monomer Monomerin Yapisal Formiilii
4 X
Vinilpiridinler |
N/

o N~ Co
4-(Vinilbenzil)iminodiasetik asit I\
A COOH

Kovalent olmayan molekiiler baskilamada hidrojen bagi olusturma
Ozelligine sahip olmasi nedeniyle metakrilik asit yapisinda da bulunan karboksilik
asit gruplar1 kullanilir (Lanza ve Sellergren 1999; Takeuchi ve ark. 1999). Sekil
1.12°de metakrilik asit yapis1 goriilmektedir.

HQ  CH,

U

\
0 'CH,

Sekil 1.12. Kovalent olmayan molekiiler baskilanmis polimer hazirlamada kullanilan metakrilik

asit (MAA) yapisi

Metakrilik asit hidrojen bagi olustururken dondr ve akseptor olarak
davranabilmektedir ve bu o6zelligi geri-baglanma ¢aligmalarinda pek ¢ok analitin
tutulmasi i¢in avantaj saglamaktadir (Andersson ve ark. 1994; Sellergren 2000).
MAA temel fonksiyonel gruplarla gii¢lii etkilesimler yapabilmesine karsin, polar
¢oziiclilerde hidrojen bagi olusturma yetenegi c¢ok giiglii degildir. Bu nedenle
asetonitril gibi kloroformdan daha polar ¢oziiciilerde gergeklestirilen molekiiler

baskilamalarda fonksiyonel monomer olarak MAA yerine akrilamid monomerleri
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tercih edilir. Akrilamid, MAA’dan daha az asidik olmasina karsin daha polardir ve

kalipla polar ortamda giiclii hidrojen bag1 olusturur.

1.2.4. Molekiiler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢capraz baglayicilar

MIP hazirlarken bir diger onemli nokta capraz baglayicinin se¢imidir.
Capraz baglayici, kalibin polimerden uzaklastirilmasindan sonra kararli ve analiti
hafizasinda tutan polimer ag Orgiisii olusturmak icin kullanilir (Idziak ve ark.
2001). Cizelge 1.4’de yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilarin listesi
verilmistir. Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) en c¢ok kullanilan ¢apraz
baglayicidir.

Cizelge 1.4. Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar

Capraz Baglayici Capraz Baglayicinin Molekiiler Yapisi

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) 1
(0]

p-Divinilbenzen %
A\

Pentaeritrol tetraakrilat o ‘
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Cizelge 1.4. (Devam) Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baglica capraz baglayicilar

Capraz Baglayici

Capraz Baglayicinin Molekiiler Yapisi

Pentaeritrol triakrilat

Y\
Héwf

N,N'-1,4-fenilendiakrilamid

N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol

N,N'-metilendiakrilamid

Trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM)
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MIP’lerde polimer ag-orgiisii i¢inde analite secici oyuk olusumu uygun
capraz baglayict ve capraz baglayici / fonksiyonel monomer derisim oranina
baghdir. Farkli capraz baglayic1 / fonksiyonel monomer derisim oranlari
molekiiler baskili polimerlerdeki farkli sayida baglanma bdlgelerinin olusumuna

neden olur ve bu da segiciligi etkiler (Dickert and Hayden 1999).

1.2.5. Molekiiler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢oziiciiler

Genellikle MIP’ler ¢oziicii bazli ortamlarda hazirlanir ve kullanilir. Bu
nedenle MIP’lerin sentezinde Onemli bir nokta da ¢oziicii se¢imidir. Coziicii
polimerizasyon bilesenlerini ¢dzmesine, tiim bilesenlerin tek fazda bulunmasina
ilaveten gozenek olusumunu ve sicaklik dagilimini saglar. Genellikle sentez i¢in
polar olmayan organik ¢oziiclilerin kullanildigt MIP’ler polar organik ¢oziiciilerin
kullanildigt MIP’lerden daha iyi segicilige sahiptir (Yu ve Mosbach 1997).
Hazirlanan polimerin analite seciciligi i¢in olusan kavitenin analite tam uygun
boyutta olmast yani ne ¢ok dar ne de ¢cok gevsek olmasi ¢oziicii se¢imine baglidir.
Ayrica MIP’ler farkli ¢oziiciilerde farkli sisme oOzellikleri gosteririler. Sisme
fonksiyonel gruplarin ii¢ boyutlu yapisimt degistirdigi icin ve bu MIP’in
seciciliginin degismesine yol actifindan analit tanima basamaginda daha zayif

baglanmalar olugsmaktadir.

1.2.6. Molekiiler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlari

Molekiiler baskilanmis polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik secici
molekiiler tanima alanlarinda siklikla kullanilmaktadirlar (Zhong ve ark. 2001).
Siv1 kromatografi, kapiler elektroforez, kapiler elektrokromatografi ve kati1 faz
ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde MIP’lerin kullanimina yonelik caligsmalar
stirekli artmaktadir (Andersson 2000; Haupt 2001). Bir diger uygulama alani ise
sensorlerde tanima elemani olarak kullanimlaridir (Spégel ve ark. 2002).
Molekiiler baskilamayla hazirlanan polimerler amino asit tlirevleri, ilaglar ve
seker tlirevlerinin siral ayrimi i¢in, antibadi-reseptér benzeri olarak steroidler,

proteinler ve protein analoglari igin, organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak
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ve iyon secici absorbanlar olarak basariyla kullanilmaktadir (Yu ve Mosbach
1997). MIP bazl siral-sabit faz ayirmalarinda saf enantiyomerik kalip molekiil
kullanilarak kovalent ya da non-kovalent baskilama teknigi ile seciciligi oldukca
yiiksek polimerler elde edilebilir. Daha sonra polimer ezilip parcalanir ve kolono

uygun boyut icin elenerek kromatografik kolona doldurulur (Ikegami ve ark.

2004).
1.3. Yiizey Plazmon Rezonans Spektroskopisi (SPR)

Yiizey plazmon rezonans (SPR) olgusu Waxwell esitliginin
tiiretilmesinden beri bilinmektedir, ancak Ritchie ve ark.’nin (1968) yayinladiklari
makaleye kadar SPR ile yapilmis deneysel bir calisma yaymlanmamuistir. izleyen
yillarda, Kretschmann giliniimiizde de Kretschmann konfigiirasyonu olarak bilinen
ve ticari SPR sistemlerinin pek cogunda kullanilan konfigiirasyonu kullanarak
ince glimiis filmlerin sicakliga bagli plazma rezonans emisyonlarini (Kretschmann
1969) ve ince filmlerin optik sabitlerini (Kretschmann 1969) igeren bir ¢alisma
bildirmistir. SPR’nin biyosensor olarak kullanimi ilk kez 1983’te Liedberg
tarafindan bildirilmistir. Giinlimiizde ise SPR sistemleri biyomolekiiler etkilesim
calismalarinda kinetik ve denge sabitlerinin belirlenmesi i¢in olduk¢a yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.
1.3.1. SPR’1n teorisi

Bir metalin i¢indeki elektronlar, esitlik 1.1'de verilen plazma frekansindaki

(®p) plazma olarak diisiintilebilir.

4 2
0, = A4nNg” (1.1)
\ me,
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Bu esitlikte

q : elektron ytikii,

N : elektron yogunlugu,

M . elektronun kiitlesi

€0 : serbest uzayin gecirgenligidir.

Tersine, frekansin fonksiyonu olarak metaldeki elektron bulutunun plazma

dielektrik sabiti 1.2 esitligi ile aciklanabilir.

2

®
g, () =1-—= (1.2)

2
(0]

Plazma frekansinin altinda, kirilma indisi komplekstir ve diiz dalgalar
metalin iginde iissel olarak soniimlenir. Bununla birlikte plazma frekansinin
iistiinde kirilma indisi biiyiik 6l¢iide reel ve pozitif olur ve elektromanyetik dalga
metalin i¢ine dogru ilerleyebilir. Metaller i¢in plazma frekansi tipik olarak UV
bolgesinde gerceklesir ve bu olgu metallerin mordtesi saydamligi olarak
isimlendirilir (Jackson 1972). Bir ylizey plazmasi, bir metal ve dielektrik
arayiiziinde gergeklesen ortak yiik-yogunluk titresimidir. Metaldeki iletken
elektronlar metal kristal kafesi boyunca serbestce hareket edebilirler ve bazi
zamanlarda kinetik enerjilerinden dolay1 metalin yilizeyinden ayrilabilirler. Bir
elektron yiizeyden uzaklastiginda, degisen yiik dagilimindan kaynaklanan geri
toparlama kuvveti elektronu kafesin icine geri c¢eker. Yiizeydeki elektronlarin
ylizeyin normal diizlemi ile yaptiklar1 ortalama hareket, harmonik osilatore benzer
sekilde olgiilebilen belirli bir frekanstadir.

Yiizey plazmon rezonans 151k ile metal ylizeyinin etkilesiminden meydana
gelen optik-elektriksel bir olgudur. Belirli sartlar altinda 151k fotonlar1 tarafindan
taginan enerji, metal yilizeyinde bulunan ve "Plazmon" adi verilen elektron
paketciklerine transfer edilir. Enerji transferi 1518in spesifik bir rezonans dalga
boyunda meydana gelir. Bu rezonans dalga boyu fotonlar tarafindan kuantlagmis

enerjinin plazmonlarin kuantlasmis enerji seviyesine esit oldugu dalga boyudur.
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Yiizey plazmonlarinin titresimleri sonucu elektromanyetik dalgalar olusur ve

optik olarak uyarilma 6zellikleri vardir (Sekil 1.13) (Homola ve ark. 1999).

hava (n2)

ucucu dalga

cam (nl)

H"Eefen 151k yansiyan lsll:‘\\jl

Sekil 1.13. Yiizey plazmonlarmin titrersimleri sonucu elektromanyetik dalganin olusumu

Yiizey plazmon resonansi iki optik ortamin ara ylizeyine ince iletken bir
film yerlestirildiginde meydana gelir. Spesifik bir gelis acisinda metal
ylizeyindeki elektronlar (yiizey plazmonlari) frekanslarinin eslesmeleri nedeniyle
gelen 151k ile rezonans durumuna gelecektir. Bu rezonans durumunda enerji
absorblanacagi i¢in yansiyan 1smin ( I ) yogunlugunda bir azalma meydana gelir.

Bu durum Sekil 1.14’°de gosterilmektedir (Homola ve ark. 1999).
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~ Ince altin film = ucucu dalga
hava (n2) "

cam (nl)

l\--.’ A gelen 151k yansiyan 151k /}J‘
Iy :}
0

0 acisindaki degisim

Sekil 1.14. Optik ortam arayiizeyine iletken film yerlestirildiginde olusan yiizey plazmon

rezonansi

Rezonans dalga boyunun belirlenmesinde 3 faktor etkilidir:

i- Metalin cinsi
ii- Metal yiizeyinin yapisi

11i- Metal ylizeyi ile etkilesim halinde bulunan ortam

SPR i¢cin uygun bir metal, 151k ile uygun dalga boyunda rezonansa
girebilecek iletim bandi elektronlarina sahip olmalidir. Genelde en ¢ok kullanilan
metaller altin, giimiis, bakir, aliiminyum, sodyum ve indiyumdur. Metal se¢imi

sirasinda iki kritik kisitlama soz konusudur.

1) Metal ylizeyi oldukga saf olmalidir; atmosferik nedenlerle olusabilecek
oksitler, stilfitler ve diger film tabakalar1 rezonansi engeller.

i1) Metal analiz edilecek maddelerle uyumlu olmalidir.



29

Secilebilecek metaller arasinda en yaygin kullanilani altindir. Altin metali,
yakin IR spektrum bolgesinde oldukga giiclii ve kolay Olciilebilen rezonans sinyali
verir. Ayrica oksidasyana ve diger atmosferik kirlenmelere kars1 oldukca
direnclidir. Uzerinde cesitli tiirde bagli molekiilleri barmdiracak kadar reaktiftir
(Caide ve Sen-Fang 2000).

Diger metaller altin kadar kullanish degildir. Indiyum ¢ok pahali oldugu
icin, Na oldukca reaktif oldugu i¢in, Ag ise oksidasyana kars1 direncli olmadigi
icin pek tercih edilmezler.

Rezonans kriterini yerine getirecek ve fotonlarin momentumunu

degistirecek ii¢ genel SPR cihazi vardir. Bunlar;

1. Prizma esasli SPR sistemi
2. Grating esasli SPR sistemi
3. Optik dalga yonlendirici esasli SPR sistemi

Sekil 1.15’de goriilen her ii¢ sistem de yiizey plazmon rezonansini
meydana getirmek i¢in kullanilir. En sik kullanilan sistem prizma esasli sistemdir.
Kretschmann prizmasi olarak bilinen bu prizma, 151g1n bir kisminin iletken filme
eslesmesi, bir kisminin ise kirilarak optik foto-detektdre ulagmasi i¢in kullanilir
(Karlsen ve ark 1995).

Eger prizma son derece yiiksek kirma indisine sahip bir materyal ile
kaplanirsa, ylizeye gonderilen 15181n neredeyse tamami yansir. Buna karsilik 15181n
cogunlugu prizma i¢inde geri yansir, bir kismi1 da geri yansimadan yiizeyden diger
ortama gecer. Dogrudan yansimadan gegcen bu 1s18a "ucucu dalga (evanescent
wave)" adi verilir. Iste yiizeyden gegen bu ucucu dalga ile serbest metal
elektronlarinin rezonansa gelmesi s6z konudur. Genellikle prizmay1 bir materyal
ile kaplamak yerine, prizmanin ince bir metal tabakasina sahip bir sensor cipe

monte edilmesi tercih edilir (Sekil 1.16).



Optik 151k
al
Prizma
Metal tabaka
Analit
m=-1
Ontik 151k s m=0
b
Analit
Metal tabaka
Grating
v ... . Metal tabaka
Yonlendirici optik Analit Dalgayénlendirici
<) dalga ’ tabaka
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Sekil 1.15. (a) Prizma esasli, (b) Grating esasli ve (c¢) Optik dalga yonlendirici esasli SPR

sistemleri
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Yogunluk
Isik
Kaynag

Polarize /I

Isik

Yansiyan
Isik

Altin kaph

sensor yiizeyi ‘

Sensorgram

Akis Kanah

Sekil 1.16. Yiizey plazmon rezonans spektroskopisi

Sensorde altin yiizeyine analiti taniyacak, analite 6zgii antibody, protein,
enzim vb. gibi spesifik molekiiller baglanir. Sensor, analit molekiilleri i¢eren
ornek 1ile karsilagtigi zaman, sensor yilizeyindeki analiti taniyict reseptor
molekiiller, spesifik etkilesimler yoluyla analit molekiillerini kendisine baglar.
Meydana gelen baglanma miktar1 6rnek icindeki analit derisimi ile dogru
orantilidir. Burada reseptdr molekiil ile hedef molekiil arasindaki etkilesim sonucu
olusan baglanma, sensor yiizeyindeki ortamin bilesimini degistirir. Bu degisiklik
ylizey plazmon rezonans dalga boyunda ve rezonans agisinda bir kaymaya neden
olur. Iste SPR sensoérlerde amag rezonans agisindaki bu kayma miktarim tespit
etmektir. Rezonans ag¢isindaki kaymanin biiyiikliigli yine baglanma miktar ile
dogru orantilidir. SPR analizleri esnasinda, analit molekiillerini igeren ¢ozelti
belirli bir akis hiziyla akis kanalina enjekte edilir. Daha sonra polarize olmus 151k
sensOr yiizeyine gonderilir ve molekiiler baglanma olaylar1 sonucu meydana gelen
rezonans agisindaki degisimler tespit edilir ve etkilesimlere ait sensogram elde

edilir.
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Sekil 1.17. SPR ¢ip yiizeyinde olusan etkilesimler ve elde edilen sensogram

Sekil 1.17°de verilen 6rnek sensogramda 6rnek enjeksiyonu siiresince
analit molekiilleri metal yiizeyine tutturulmus ligand molekiillerine baglanir ve bu
baglanma esnasinda sinyalde bir artis meydana gelir. Enjeksiyon sonunda,
baglanmis analit molekiilleri akis kanalindan gecgen bir tamponla yer degistirerek
sensoOr yiizeyinden ayrilmaya baslarlar ve bu durum sinyalde azalmaya neden olur.
Rezonans sinyali rezonans birimi (RU) olarak ifade edilir. 1000 RU= 1 mm?’lik
sensOr yiizeyinde 1 ng’lik derisim degisimi demektir. Bu iligki yardimiyla SPR
calismalarinda kantitatif sonuglar elde edilebilir.

Cizelge 1.5°de SPR parametreleri ve bunlara karsilik gelen degerler

verilmistir.
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Cizelge 1.5. SPR parametreleri ve bunlara karsilik gelen degerler

SPR PARAMETRELERI KARSILIK DEGERLER

SPR agis1 kaymast 120 miliderece

Yiizeye bagli molekiil derigim

Degisimi I ng/ mm?*

Ortamin kirma indisi degisimi 0.001

1.3.2. Otto konfigiirasyonu

1968 yilinda Andreas Otto, diiz bir ylizey iizerinde optik olarak uyarilan
plazma dalgasi i¢in ilk teknigi gelistirmistir (Otto 1968). Bu konfigiirasyon genel
olarak Otto konfigiirasyonu veya Otto geometrisi olarak adlandirilir ve Sekil
1.18'de gosterildigi gibi prizmanin igindeki gelen 1s1k slitununun toplam ig
yansimasini olusturmak i¢in bir prizma kullanilir. Prizma, metalden hava veya
vakum gibi diisiik indisli bir malzeme ile ince bir bosluk halinde ayr1 tutulur.
Prizma hava arayiiziinde soniimlenen dalga, hava metal arayiiziinde ylizey plazma

dalgasini uyarmak i¢in hava boslugu boyunca hava bosluguna niifuz eder.

Madde
X
\ N
Bosluk+—
e ~ ™ Metal Tabaka
Gelen Isik Yanstyan Isik

Sekil 1.18. Yiizey plazma dalgasinin Otto konfigiirasyonu
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Araligin boyutu arttik¢a, prizmadan metal yiizeyine eslesme azalir ve
dolayisiyla rezonans derinligi de azalir. Bununla birlikte e§er aralik ¢ok kiigiik
olursa plazma dalgast 15181 prizmanin i¢ine geri yayar ve bu da minimum
rezonansda daha yiiksek yansimaya neden olur. Goriiniir 151k i¢in optimum aralik

500 nm civarindadir.

1.3.3. Kretschmann konfigiirasyonu

Kretschmann, soniimlenen dalga yoluyla ylizey plazma dalgasina gelen
1siktan enerji transferi i¢in ihtiya¢ duyulan eslesme araliginin metalin kendisi
tarafindan saglanabilecegini anladiginda, Otto konfiglirasyonunda kokli bir
degisiklik yapmistir (Kretschmann ve Raether 1968; Kretschmann 1971). Sekil
1.19'da sematik olarak gosterildigi gibi Otto konfigiirasyonundaki hava araligi,
Kretschmann konfigiirasyonunda ince bir metal tabakasi ile degistirilmistir.
Prizma metal arayliziinde olusturulan sonlimlenen dalgalar, metal dielektrik
arayliziinde ylizey plazma dalgasini uyarmak i¢in metal filme niifuz etmektedir.
Kretschmann konfigiirasyonunun belirgin avantaji, 6l¢iim yiizeyi prizmadan ve

optiklerden uzaktir ve boylece sensor konfigiirasyonlart miimkiindiir.

]
a Metal Tabaka

Gelen Isik Yansiyan Isik

Sekil 1.19. Yiizey plazma dalgasinin Kretschmann konfigiirasyonu

Kretschmann konfigiirasyonu i¢in metal film kalinliklari, yiizey plazma

dalgasimma verimli bir optik eslesme elde edebilmek i¢in dikkatli secilmelidir.
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Metal filme niifuz eden elektrik alaninin enerjisi arayiize dik dogrultuda {issel
olarak azaldigindan, etkilesim giicii metal tabakanin kalinliginin  bir
fonksiyonudur. Bununla birlikte, eger metal film ¢ok ince olursa, etkilesim ¢ok
fazla giiglii olacak ve optik enerjinin bir kism1 yiizey plazma dalgas: tarafindan
absorbe edilecegine tekrar yayilacaktir. Bu da minimum yiizey plazma

rezonansinda daha yiiksek yansimaya neden olacaktir.

1.3.4. Ligand immobilizasyonu

SPR deneylerinde hedef molekiilii taniyacak ve tutacak reseptor molekiiliin
yapisi bozulmadan sensor ylizeyine baglanmasi gereklidir. Bu baglanma iki

sekilde gergeklesir

e Kovalent immobilizasyon

e Kovalent olmayan immobilizasyon

1.3.5. Kovalent immobilizasyon

Metal yiizeyi ile ligand arasinda giiclii bir etkilesim kurulur. Bu tiir
baglanmanin en biiyiik avantajlarindan birisi hemen hemen her protein igin
uygulanabilmesidir. Fakat iki onemli dezavantaji vardir. Birincisi kovalent
immobilizasyon ile yiizeye baglanan molekiillerin rejenerasyonu ¢ok zordur.

Ikincisi bu tiir baglanma ile analitin reseptdr molekiillere tutunmasi giiglesir.

1.3.6. Kovalent olmayan immobilizasyon

Hidrojen baglanmasi, Wan Der Waals etkilesimleri, dipol-dipol
etkilesimleri gibi ikincil baglanmalar ile de metal yiizeyine molekiillerin
baglanmasi1 saglanabilir. Kovalent olmayan baglanmanin avantajlarindan en
Oonemlisi, bu baglanma ile proteinlerin ¢ok nadiren yapilarinin bozulmasidir

(Myszka 1999).
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1.3.7. SPR sensorlerin uygulama alanlar:

e Biyomolekiiler Etkilesimlerin Kinetiginin Belirlenmesi
. Protein-Protein Etkilesimi
il. Protein-DNA Etkilesimi
iil. DNA-DNA Etkilesimi

1v. Enzim-Substrat Etkilesimi

V. Antibadi-Antibadi Etkilesimi
e Klinik Teshisler
e C(Cevresel Analizler

e Tarimsal Pestisit ve Antibiyotik Incelemeleri

1.4. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM)

1.4.1. Sensorler

Endiistri, ¢evre miihendisligi ve ila¢ alanindaki gelismeler, her gegen giin
yeni yoOntemler ve yiiksek hassasiyet gerektiren yoOntemlere olan ihtiyaci
arttirmaktadir. Bu yeni yontemlerden birisi de yiiksek secicilige sahip sensorlerin
kullanilmasidir. Genel anlamda sensorler, kimya, biyoloji, fizik, miithendislik gibi
pek ¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden yararlanip molekiillerin veya sistemlerin
secimlilik Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin birlestirilmesiyle
gelistirilen analitik cihazlar olarak tanimlanabilir. Sensorler analiz edilen madde
ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren aktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucunda
ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir l¢iim
sistemiyle kombinasyonuyla olusturulur (Wang 1997). Bir sensoriin genel
gosterimi Sekil 1.20°de verilmistir.

Sensorlerin dogasi, girdi miktarina yanit olarak gelen sinyalleri iiretmektir.
Cikis sinyali genellikle elektrikseldir, dijital voltaj pulslarini veya girdi miktarinin
degerini frekansi halinde gosteren olasi titresen voltaji igerir. Belirli bir analiz i¢in

kullanilan sensorlerin uygunluguna katkida bulunan faktorler sicaklik ve basing
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gibi fiziksel parametreler ya da 6rnek matriksinden dogan kimyasal girisimler
icerebilir. Sensorlerin hepsi idealden az ya da ¢ok sapmaktadir. Ayrica kabul
edilebilir karakteristikler genellikle uygulama fonksiyonlaridir. Bu nedenle,verilen
matrikste bulunan belirli bir analiti saptamak i¢in iyi bir performansa sahip sensor

farkli kosullarda ayni1 analiti saptamak i¢in uygun olmaz.

Aktif Yiizey Transdiiser

Elektrokimyasal : Elektrot

Is1 : Termistor

/ Isik : Foton Sayici

Kiitle degisimi : Piezoelektrik
cihazlar

N U T X

Elektrik Sinyali

Sekil 1.20. Sensorlerin genel gosterimi

1.4.2. Gravimetrik sensorler

Gravimetrik sensorler, sensor yiizeyindeki nanogram seviyelerinde kiitle
degisimini Olcebilen son derece hassas yiizey sensorleridir. Kiitle duyarli bu
sensorlerin ¢alisma prensibinin temeli asimetrik kristallerin sahip olduklari

“piezoelektirik etki” 6zelligine dayanmaktadir (Ralf ve ark. 2000).



38

1.4.3. Piezoelektrik etki

Piezoelektrik etki, bir elektrik potansiyelinin uygulanmasiyla asimetrik bir
kristalin deformasyonudur ve bu 0&zellik olduk¢a duyarli kiitle sensorlerinin
yapilmasinda kullanilir. Piezoelektrik etkiye sahip bir kristal mekanik olarak
deforme oldugunda, yilizeyinde elektiriksel bir potansiyel olusur. Bunun tersine
kristalin yiizeyine potansiyel uygulandigi zaman kristal deforme olur. Bu 6zellige
sahip bir kristal uygun bir elektrik devresine baglanirsa kristalin kiitlesine ve
sekline bagli olan sabit bir frekansta titresim yapar (Yao 1997).

Sekil 1.21°de piezoelektrik etkiye sahip kuvars kristalinin x-ekseni
dogrultusunda uygulanan itme veya cekme kuvvetleri ile deformasyonu ve y-
ekseni dogrultusunda olusan yiik degisimi gosterilmistir. Kuvars kristallerin bu
ozelliginden pek c¢ok dogru ve duyarli analitik cihaz yapilmasinda
yararlanilmaktadir. Piezoelektirik sensdrlerin en 6nemli uygulamasi ise “Kuvars
Kristal Mikroterazi” (QCM) dur.

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SiO, kimyasal
formiiliine sahiptir. Kuvars sadece SiO;’nin olusturdugu bir mineral degildir. SiO;
kumun ana bilesenlerinde de ¢ok miktarda bulunmaktadir. Kuvars kristali dogada
bulunabilmesine ragmen, yiiksek fiyat1 kuvars endiistrisinin gelisimini arttirmistir.
Piezoelektrik ve mikroelektroniklerin kombinasyonuyla cihaz tasarimlar
1960’larda baglamistir. Ticari olarak kullanilan baslica piezoelektrik maddesi
kristalin kuvarsidir (silikon oksit). U¢ boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve
merkezi bir simetriye sahip degildir. Gerilimden yoksun olmas1 oksijen ve silikon
atomlarmin hareketine neden olur. Bu deformasyon, sarj merkezlerinin ve elektrik
polarizasyonunun ayrilmasi ile sonug¢lanir. Kuvars kristal elektriksel, mekanik ve
kimyasal 6zellikleri nedeni ile ticari piezoelektrik malzemelerin en kullanighsidir
(Lu ve Czanderna 1984).

Kuvars kristal, kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kiitlesine bagh
olan dogal bir titresim frekansina sahiptir. Kristalin kirilmasinin rezonans frekansi
tizerinde bir etkisi vardir (Heising 1946). AT-kesimli bir kristal, uzunluk yonii
olarak (x-ekseni) 35 derece 15 dakika agisinda kuvars bir kristalin kesilmesi ile

olusur. AT-kesim kuvars kristal diizlemi Sekil 1.22°de gosterilmistir.
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Sekil 1.21. Piezoelektrik etkinin sematik gésterimi
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35015

Sekil 1.22. AT-kesim kuvars kristal diizlemi

Kristollagrafik eksene bagli olan kuvars kristal diizleminin yonlenimindeki
kiigtik bir degisiklik, rezonans tiiriinii degistirmez. Bununla birlikte kristallografik
yonlenim ve rezonans frekansi 1s1 ve gerilimin etkisine karsi asir1 duyarlidir (Lu
ve Czanderna 1984). Standart AT-kesimli kuvars kristalinin avantaji oda sicaklig
civarindaki sicakliklarda neredeyse sifir frekans degisimine sahip olmasidir. Bu
oda sicakliginda islem yapilabilmesi i¢in rezonatdr gerektiren uygulamalar igin
oldukca fazla tercih edilen bir 6zelliktir.

Kuvars kristali, karsilikli olarak mekanik enerjiyi elektrik enerjisine
doniistirme yetenegine sahiptir. Bir piezoelektrik kuvars kristal rezonatort,
kuvarsin tek kristalinden kesilmis bir par¢adir. Kuvars kristal birimine periyodik
bir voltaj uygulandiginda kuvars kristal varolan voltajin frekansinda titresim

yaratabilir.
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1.4.4. Sauerbrey esitligi

Nicel kiitle oOlc¢limleri i¢in piezoelektrik kuvars rezonatdrlerinin
uygulanmasi i¢in, bagil bosluk ve rezonans frekans ile eklenen kiitle boslugu
arasindaki nicel iligkinin gelistirilmesi gereklidir. 1959’dan once, frekans
boslugunu kapsayan bu kiitlenin anlagilmasi sadece nitel bir bazda olmustur. Ama
Sauerbrey (1959) kuvars kristal bir rezonatoriin frekans boslugunun eklenen kiitle
ile direkt orantili oldugunu gostermistir. Sauerbrey’in caligmasi genel olarak
bilimde biiyiik bir bulus ve ¢ok kiictik kiitlelerin dlgiilmesinde yeni bir nicel arag
olarak kabul edilebilir. Kuvars plaka kiitlesindeki bir artis, rezonans frekansinda

bir diisiise neden olmaktadir.

Kuvars M,

dM‘i I ...-.............................. lllllllllll f -
- Kuvars M, I
|

Sekil 1.23. Kuvars kristal mikroterazinin basitlestirilmis bir modeli

Sekil 1.23°de verilen kuvars kristal mikroterazinin basit seklinde M,
kiitlede ve [, kalinhgindaki titresimli kuvars kristalinin isleyis prensibi
goriilmektedir. Temel durumda, kuvars bir kristal levhanin salinmasi i¢in rezonans

frekansi su sekilde tanimlanir: (Lu ve Czanderna 1984)



42

fo=—t=—- (1.3)
ﬂ’q lq
Bu esitlikte;
Jq :rezonans frekansi
Vq :dalga hizinin kirilmasi

A :dalga boyudur ve 2/, ye esittir.

q

Kristal kalinhgindaki ¢ok az bir degisim (dl,), titresim frekansinda
kaymaya (df,) neden olur.

Yy _ Ay (1.4)

fo

M, kiitleli kuvars kristal i¢in dM, kiitle degisimi asagidaki esitlikle verilir.

Yy g (1.5)

Esitlik (1.4) ve(1.5)’iin birlestirilmesiyle esitlik (1.6) elde edilir.

qu[zfqz J AM, (1.6)
P, A
Burada;

Afy  :frekans degisimi

fq : degisiklikten 6nceki rezonatoriin rezonans frekansi

AM, :Kkiitle degisimi

A : ossilasyon altindaki kuvars diizlemin alani

o, : kuvarsin yogunlugudur.
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1.4.5. Sicakhigin rezonans frekansina etkisi

Sicaklik degisimi birgok maddenin fiziksel sabitlerini etkilediginden
kuvars kristal mikroterazi cihazlari iizerinde de 6nemli etkilere sahiptir. Uretim
yonli ve kesimi farkli piezoelektrik malzemeler sicaklik degisikliklerinde farkli
ozellik gosterirler (Thompson ve Stone 1997). Bu nedenle, sicaklik sensorlerini
baz alan ve pek c¢ok kuvars kristallerinin gelistirilmesine olanak saglayan, spesifik
sicaklik  ozelliklerine sahip kuvars kristal rezonans cihazlar1 gelistirmek
miimkiindiir. (Hauden ve ark. 1981; Neumeister ve ark. 1990; Viens ve Cheeke
1990).

Sicakligin rezonans frekansina olan etkisinin kristallografik ydnlenime
duyarli oldugu bulunmustur (Lu ve Czanderna 1984). Standart bir AT-kesimli
kuvars kristali rezonatorii ig¢in rezonans frekansi oda sicakligindaki sicaklik
degisimlerine daha az duyarhidir. Cizelge 1.6’da AT-kesimli (35° 157) kuvars
kristal rezonatoriiniin frekans kaymasinin sicaklik degisimine bagimliligi

verilmistir (Lu ve Czanderna 1984).

Cizelge 1.6. AT-kesimli (35° 10") kuvars kristal rezonatoriin sicaklik etkisiyle frekans kayma

degerleri

T (0 Af1f (ppm)
20 0
30 0
60 4
80 18
100 45

1.4.6. Kuvars kristal mikroterazi uygulamalari

Kuvars kristal mikroterazi (QCM), kiitlesel degisiklikleri, bir elektrik

sinyaline c¢evirebilen miikemmel bir yaklagimdir. Ciinkii oldukca hassastir ve
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frekansin ¢ikis sinyaline donilisimii kolaydir. QCM elektrokimyada ¢okca
kullanilan piezoelektrik bir transdiiserdir. ilk kullanimi 18. yiizyilin baslarina
dayanir. Bu cihazlar bir elektrokimyasal islem sirasinda meydana gelen kiitle
degisimlerini, kolayca olgiilebilen bir sinyal olan, rezonans frekansinda sapmaya
doniistiiriirler. Cihazlarin en onemli 6zelligi ¢alismalarda bir elektrokimyasal
reaksiyon siiresince yiiksek kiitle hassasiyeti gostermesidir.

QCM ozel bir bigimde kesilmis kuvars kristaller igerir. Bu kuvars kristal
piezoelektrik etkiye sahiptir. QCM aparatlar1 genellikle kuvars elektrot, ossilator
ve PC ylizeylerarasi frekans sayicidir. Alternatif, yiiksek akimli bir elektrik alan
uygulanmasiyla, QCM mekanik rezonans modunda salmim yapar. Kiitle
hassasiyeti kristalin toplam kiitlesi iizerindeki osilasyon frekansina bagli olarak
ortaya ¢ikar. Cozelti ile temas eden resonator (ki bu genellikle kuvars kristaldir)
oldukca kararli sinyal veren bir elektronik devreye baglidir. Rezonator iizerindeki
herhangi bir degisiklik osilasyon frekansinda ani bir degisime neden olur. Elektrot
tizerindeki kiitle birikiminin neden oldugu frekans degisimi Sauerbrey (1959)
esitliginden elde edilir.

QCM sensorleri bir 6rnek ve bir referans olmak tizere iki adet kuvars
kristal icerirler. Elektrik akimi uygulandiginda her bir kristal yaklasik 15 MHz’lik
(kristal sicakligma bagli olarak) bir rezonans frekansina sahip olur. Ornek kristal,
referans elektrottan yaklasik olarak 1kHz den asagi frekansta yerlestirilmistir.
Kristaller optik olarak parlatilmis ve bir metal (genellikle altin veya giimiis) ile
kaplanmistir. Ornek kristali iizerinde madde birikirken rezonant frekansi da
degisir ve Sauerbrey esitliginde de goriildiigii gibi bu frekans degisikligi direkt
olarak, kiitle degisimi ile orantilidir. Yontemin hassaslig1 ¢ok kiigiik sicakliklara
bagimli 6zel kesim kristaller ve referans kuvars kristallerin kullanimiyla
saglanmaktadir.

QCM’in yonteme adin1 veren en yaygin uygulamasi, sensor elektrotlar
tizerindeki kiitle birikimlerinin  6l¢limiidiir. Kimyasal maddelerin veya
biyomolekiillerin spesifik tayinleri i¢in yapilan uygulamalarda kristal elektrotlar,
molekiillerin baglanmasi veya adsorbsiyonu i¢in ince filmlerle kaplanir. QCM igin

kullanilan kuvars elektrot Sekil 1.24’te goriilmektedir.
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Sekil 1.24. Kuvars kristal elektrot sekli

QCM’in kimyadaki uygulamalar1 oldukca genistir. Ornegin toksik
gaz sensorii olarak, modifiye metal yiizeylerinde, antijen/antibadi etkilesimleriyle
spesifik molekiil tayinlerinde kullanimi son zamanlarda oldukca popiiler hale
gelmigtir. QCM uygulamalar1 iginde kiitlenin yani1 sira yogunluk, elastiklik,
viskozite ve kayralite tayinleri de yer alir. Genellikle s1vi ortamda gergeklestirilen
QCM sensor uygulamalarinda, analiz edilecek sivinin yogunlugu ve viskozitesi
titresen kristalin rezonant davranisini etkiler ve bdylelikle sensor tarafindan 6l¢iim

gerceklestirilmis olur (Behling ve ark. 1998).

1.5. Kuvantum Nokta Nanopartikiiller (Nanokristaller)

Kuvantum nokta nanopartikiiller nanoyapida malzemelerdir (Niemeyer
2001). Ayn1 zamanda nokta yapili malzemeler, yar1 iletken nanokristaller ya da
nanokristaller olarak da bilinirler. Kiiresel yapidadirlar ve yarigaplart 1-12 nm
araligindadir. Boylesine kiiciik yapilar (yigin malzemeler ile kiyaslandiginda Bohr
yarigapindan daha kiigiik veya yakin) kuvantum kapama etkisi nedeniyle yigin
katilardan farkli davranig gosterirler (Alivisatos 1996; Murphy ve Coffer 2002).
Kuvantum nokta nanopartikiiller yiiksek emisyon kuvantum verimleri, boyutlari
ile ayarlanabilir emisyon profilleri ve dar spektral bantlar1 ile Onemli
optielektronik 6zelliklere sahiptirler (Murphy ve Coffer 2002; Weller 1993). Bu

ozellikleri nedeniyle bilim ve teknolojide yeni uygulamalara yon vermektedirler.
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Yari iletken nanopartikiiller birka¢ nm biiytlikliiglindeki atomlarin birkag¢ yiiz ve
binlik kristalin kiimelenmesi ile olusur (Sekil 1.25). Bu kolloidal nanokristalik
yart iletkenler periyodik tablonun II-VI, III-V ya da IV-VI gruplarindan olusabilir.

Atom Kigiik boya Floresans Kolleidal Bakteri Hayvan
Molekiilleri Proteinler Altin Hiicresi
- C W g
A ] =3 ALl
« = 8@ €0
> et % s
FITC

GFP PE

I_I_IJ_uLu!_I_IJ_uLu!_I_IJ_LLLu!_I_IJ_LLm!_I_I_LLLm!_I_I_I_LLul!
1A 1 fimn 10 rim 100 rum 1 prm 10 pum 100 pm

T:I_T

kuvantum nokta nonopartikiil

Sekil 1.25. Kuvantum nokta nonopartikiillerin biiyiikliigiiniin diger materyallerle kiyaslanmasi

(GFP: Yesil floresans protein, PE: Phycoerythrin, FITC: Floresans izotiyosiyonat)

CdS’tin  kolaylikla sentezlenebilmesi (Herz 2003), yar1 iletken
nanopartikiillerin spesifik optik, elektronik, fiziksel ve kimyasal ozellikleri
nedeniyle yaygin kullanimini arttirmistir.  Genellikle floresans olmayan bu
bilesikler, nanometre Ol¢eginde sentezlendikleri zaman yogun, uzun siiren
luminesans yayilima sahip olurlar. Yari iletken kuvantum nokta nanopartikiiller,
degerlik ve iletkenlik bantlar1 arasindaki enerji diizeyleri ile karakterize edilirler.
Bu ozellikler nanopartikiillerin yiiksek yiizey/hacim oranma sahip olmasindan,
ylizey atomlarinin oranin fazla olmast ve kuvantum sinirlama etkisinden
kaynaklanmaktadir (Tong ve Zhu 2006; Martinez ve ark. 2005). Yar1 iletkenlerin
biiyiikliiklerinin ve bilesiminin degistirilmesi ile optik ve elektronik 6zelliklerinin
degistirilmesi  saglanabilir.  Elektronik band araliklar1  nanopartikiillerin
blyiikliigiine ve sekline baglh oldugundan CdS nanopartikiilleri farkl
uygulamalarda kullanilabilir.

Yariiletkenlerin ylizeyi matriks materyalleri ile, organik ¢oziiciilerle ve su

ile uyumlu hale getirilebilir. Polimerler, epoksiler, silikonlar, oksitler, sol-jeller,
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silika ve titanyum gibi matriks malzemeleri ile birlestirilmeleri sonucunda opto-
elektronik alanda genis kullanim alanina sahiptir. Diger kullanim alanlar ise
fotovoltaik aletlerde, elektroliiminesans davramislarda, 1s1tk yayan diyodlarda,
giines hiicrelerinde, telekomiinikasyonda, sensor ve optik olarak veri
kaydedicilerde uygulama alanina sahiptir. (Zn, Mn)Se gibi seyreltik manyetik yar1
iletken nanopartikiiller spintronik aletlerde kullanilir (Tong ve Zhu 2006; Chu ve
ark 2005).

Quantum dotlarin biiytikliige bagli 6zelliklerinin yaninda ayn1 zamanda
biyolojik makro molekiillerle boyutsal benzerlikleri nedeni ile son zamanlarda
kuvantum nokta nonopartikiillerin biyolojik c¢alismalarda kullanimi artmustir.
Yariiletken nanopartikiillerin ylizey aktifliginin fazla olmasi1 ve biyolojik
molekiillerle etkilesimi sayesinde kuvantum nokta nonopartikiil biyokonjugeleri
hazirlanabilir (Li ve ark. 2003). CdS nanopartikiilleri streptavidin, biyotin,
antibodi, oligoniikleotit gibi molekiillerle konjuge etmek olasidir ve bu
molekiillerin spesifik molekiiler tanima 6zellikleri sayesinde biyolojik analizlerde
biyoorganik dedektdr olarak kullanilabilmektedir. Nanopartikiillerin  bu
uygulamalar1 sayesinde organik floroforlarin kullanimi azalmistir. Kuvantum
nokta nonopartikiiller organik florofor gruplar1 ile kiyaslandiginda dar,
ayarlanabilir ve simetrik emisyon spektrumu, genis bandli uyarilma, yiiksek
fotoagarma esigi ve kimyasal kararliliginin iyi olmasindan dolay1 avantajlidir.

CdS nanopartikiillerle konjuge edilen antibodilerle proteinlerin
etkilesimlerine bagli olarak proteinlerin kantitatif tayini ¢oklu olarak
gerceklestirilebilir. Son zamanlarda nanokristallerin protein molekiillerinin
konjugasyonu iizerine ¢alismalar yapilmig, bunun yaninda oligoniikleotitlerle ve
niikleik asitlerle baglanmasina yonelik uygulamalar da yaygin olarak calisiimustir.
Bunun yaninda CdS ve CdSe gibi nanopartikiillerinin yiizeyi immunoglobin G
(IgG) ve streptavidin ile konjuge edilmesi sonucunda canli sisteminde kanserli
hiicrelerin goriintiillemesinde ve teshisinde kullanilmistir (Merkogi ve ark. 2005;
Riegler ve Nann. 2004; Wang. 2005; Mattoussi ve ark. 2004; Arya ve ark 2005)
ve elde edilen floresans spektrumlari Sekil 1.26’°da verilmistir.

Kuvantum nokta nonopartikiillerin biyolojik molekiillerle baglanmasi

kovalent etkilesimle, elektrostatik etkilesimle, hidrojen bagi ve hidrofobik
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kuvvetlerle olabilir (Lin ve ark. 2003). Yariiletken nanopartikiillerin yiizeylerinin
cesitli stabilize edici maddelerle kaplanmasi sonrasinda Cu, Zn, Ag gibi ¢esitli

iyonlarin secici olarak ayrimi gerceklestirilebilmektedir (Chen ve Rosenzweig

2002; Chen ve Zhu 2005; Xie ve ark 2004).

=
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Sekil 1.26. Organik florofor grubu ile kuvantum nokta nonopartikiillerin absorpsiyon ve floresans

spektrumlari
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1.5.1. Nanopartikiillerin 6zellikleri

Yariiletken kuvantum nokta nanopartikiiller degerlik ve iletken elektron
bandlar1 arasindaki band araliina bagli olarak karakterize edilebilir.
Nanopartikiillerin biiylikliigi azaldik¢a yariiletken nanokristallerin bant araligi
artar. Kuvantum nokta nonopartikiillerin biiyiikliigii degistiginde bant aralig1 ve
kuvantum sinirlama enerjileri degistigi i¢in yayilan 1s1n rengi degisir (Sekil 1.27).
Materyalin tiiriine ve biiyilikliigline bagl olarak kuvantum nokta nonopartikiiller
gonderilen 15181 farkli dalga boylarinda yayarlar. Ornegin 4-5 nm biiyiikliigiindeki
CdSe UV 1s1ginda tutuldugunda yiiksek floresans 6zellik gosterir (José ve ark.

2006).

Floresans

Foveg h=a400 sman ) :

— 3 mm —~— <& mm — T

Floresans
Yogunlugu

500 550 600 650 700
Dalga Boyu, nm

Sekil 1.27. Fakl biiyiikliikteki nanopartikiillerin farkli dalga boylarinda 15181 yaymast

Nanokristallerin baglica 6zellikleri soyledir;

* Kararlilik: Nanokristaller ¢cok kararlidir. Basit inorganik bilesiklerden olusan

nanokristaller kimyasal olarak inerttir, dig kabuklar1 fotokimyasal hasara kars1
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dayaniklidir. Nanokristallerin kolloidal siispansiyonlar1 ¢ok kararhidir ve
zamanla ¢okmezler.

Cevresel duyarlilik: Nanokristallerin ligandlar ile kaplanmasi ile g¢evresel
sartlara bagl olarak degisime duyarsizdir.

Emisyon spektrumu: Organik boyalara gore kiyaslandiginda emisyon
spektrumlar1 daha dardir. Tekli nanokristallerin partikiil boyutu 12 nm’den
daha kiigiik olabilir. Nanokristallerin emisyon dalga boyu, biiyiikligiine
baglidir, bu nedenle ayarlanabilir.

Uyarilma spektrumu: Uyarilma spektrumu ¢ok genistir. Bu nanokristaller i¢in
avantajhdir, boylelikle nanokristaller emisyon pikinden daha diisiik herhangi
bir dalga boyunda uyarilabilirler. Farkli emisyon piklerine sahip
nanokristallerin karisimi tek dalga boyuna sahip 1sinla etkili bir sekilde
uyarilabilir, bu sekilde eszamanli olarak tayini, goriintiillemeyi ya da kantitatif
tayini kolaylastirir. Nanokristaller ¢cok parlak floresans yayarlar. Uyarilma ve
emisyon dalgaboylar1 arasindaki fark yiiksektir, bu sayede uyarilma ve
emisyon 1s1n1 daha kolay ayrilir ve sagilmadan dolay: giiriiltii azalir.

Floresans Omrii: Nanokristaller, organik boyalar (1-5 ns) ve hiicresel
otofloresanslara (2-3 ns) gore uzun floresans dmriine sahiptirler (10 ns). Bu
nedenle floresans Omiir deneylerinde diger floresans kaynaklarindan ayirt
edilebilir.

Yiizey kimyasi: Nanokristaller farkli kaplama gruplar ile kaplanmasi ile
yluzey kimyasi calismalart genisletilebilir. Belirli biyolojik molekiillerle
spesifik olarak baglanabilirler (Knight ve ark. 2004). Nanopartikiillerin
ozelliklerini kontrol edebilmek i¢in nanopartikiillerin yilizeyi kontrol
edilebilmeli ve modifiye edilebilmelidir. Bu yiizey modifikasyonu kimyasal
yontemlerle gerceklestirilebilir. Yiizey pasiflestirilmesi, partikiillerin organik
ve inorganik materyallerle kaplanmasi ile gergeklestirilebilir. Tiyopiridinler ve
tiyolatlar gibi organik ligandlarla kaplanma sonucunda ylizey hatalar1 azalir ve
liiminesans etkinliginde artma gozlenir. Iyi bir yiizey modifikasyonu icin ise
CdS nanopartikiilleri ile ¢ekirdek/kabuk nanopartikiilleri hazirlanabilir.
Stabilize edici maddelerin kullanilmas1 ile yiizey modifikasyonu

gerceklestirilmesi sonucunda partikiillerin biiytimesi ve aglomerasyon onlenir.
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Stabilizorler nanopartikiillerin kararhiligi, ¢ozliniirliigli ve 151k emisyonu gibi
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini etkiler. Stabilizorlerle yiizey modifikasyonu
onemli bir sekilde kuvantum verimini arttirir. Fosfin oksit, fosfatlar, cesitli

tiyol gruplari, biyolojik molekiiller yaygin olarak kullanilan stabilizorlerdir.

1.5.2. Kuvantum nokta nanopartikiillerin sentezi

Yiiksek kaliteli yar1 iletken nanokristallerin sentezlerindeki ilerlemeler
kuvantum nokta nanopartikiillerin uygulamalarindaki gelismelerde kritik bir rol
oynamistir ve oynamaya devam etmektedir. Litografi temelli teknolojiler,
kuvantum nokta nanopartikiillerin uygun substratlar iizerinde gelistirilmesinde
yaygin olarak kullanilmistir (Henini ve ark. 1997). Bununla birlikte, tek kristalli
yapilartyla, 1yi kontrol edilen boyut ve boyut dagilimlartyla kolloidal
nanokristaller, karisim ¢ozeltilerinde organometalik isaretleyiciden baslatilarak
nispeten daha kolay nanokristal-biiyiitme teknikleriyle hazirlanabilirler (Alivisatos
1996; Murphy ve Coffer 2002).

Isaretleyicilerin bulunabilirligi ve kristallesmenin basitligi nedeniyle CdS
ve CdSe en ¢ok calisilan kolloidal kuvantum nokta yapilardir. Murray ve ark.
(1993), yiiksek sicakliklarda koordinasyon ¢ozeltisinin varliginda kuvantum nokta
nanokristal isaretleyici olarak dimetilkadmiyum kullanarak yiiksek kaliteli Cd-
kalgojenit nanokristallerin sentezlendigini rapor etmislerdir.

Kullanilan en yaygin diizenleyici ¢oziiciiler; trioktilfosfin oksit (TOPO),
trioktilfosfin (TOP) ve hekzadesilamin (HDA)’dir. Bu gibi ¢oziiciiler, nanokristali
kaplar ve onun yiizeyini stabilize ederler, organik medyadaki pargacik
coziinlirliigiinii  belirler ve nanokristalin geri dondiiriilemez agregasyonunu
Onlerler. Bununla birlikte, bu hidrofobik kaplamalarla sarilmis kuvantum nokta
nanokristaller sulu tayin kosullartyla uyumlu degillerdir. Sonug olarak kuvantum
nokta nanokristallerin uygulama alanlarin1 genigletebilmek i¢in, hidrofilik
kaplama ajanlar1 bulunmalidir. Cd-kalgojenit nanokristaller icin yas kimya
yolunun gelistirilmesinde donliim noktasi, sulu ¢ozeltilerde stabilize edici ajan
olarak tiyol’un kullanilmasi olmustur (Rogach ve ark. 1999). Suda ¢6ziinebilen

nano pargaciklar, sulu ¢ozeltide tiyol kapli kristalin nano pargaciklarin, merkapto-
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alkoller (6rn, 2-merkaptoetanol veya 1-tiyogliserol) ve merkapto-asitler (e.g.,
tiyoglikolik asit veya tiyolaktik asit) kullanilarak sentezlenmesi ile hazirlanmistir
(Rogach ve ark. 1999). Floresans standardi olarak kullanimi i¢in hazirlanacak
nanopartikiiller ¢ok yakin biiytikliikte ya da monodispers olmalidir. Monodispers
nanopartikiil ~ dretimi  i¢in  asir1  doygun c¢ozeltiden nanokristallerin
cekirdeklesmesini yavas bliylime fazi takip eder. Tiim nanokristaller es zamanl
olarak ¢ekirdeklesmisse hepsi benzer biiyiime hizina sahip olacaklardir ve olusan
nanokristallerin ~ popiilasyonu  dar  biytiklik  dagilim1 = gOsterecektir.
Nanokristallerin  bliytikliigii biiyiime fazinin siiresine bagli olarak degisir.
Cekirdeklesme olay1 basladiginda biiyiime baglar ve derisim c¢ekirdeklesme
esiginin altina diiser. Cekirdeklesme fazi boyunca ¢ok az biiylime gerceklesirse
biiytlikliikk dagilim orani az olur ve monodispers nanokristaller elde edilir (Sekil
1.28).

Partikiil biiyiikliigiinii etkileyen etmenler; dogal olmayan partikiillerin
varligr (partikiillerin biiylimesine neden olur), elektrostatik enerji bariyeri
(koloidal partikiiller yiiklii olabilir, benzer yiikli partikiillerin birbirini itmesi ile
koagiilasyon Onlenebilir) ve sterik itmedir (surfaktan eklenmesi ile kolloidler
stabilize edilebilir, nanopartikiiller icin tercih edilen bir yontemdir ve

nanopartikiillerin optoelektronik 6zelliklerini etkiler).

hormoien Anci leritile agregasyon bitime
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Sekil 1.28. Polimerik nanopartikiil olusum asamalari
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Nanopartikiillerin biiyiikliikk dagilimini gelistirmek i¢in;

. Hizli ¢ekirdeklesmeyi yavas biiyiime takip etmelidir,

= Belirli bir reaksiyon ortam1 saglanmalhidir (sicaklik egilimi,
reaksiyon ortamindaki kimyasal bilesim degisimi ayarlanarak),

. Homojen reaksiyon ortami elde etmek i¢in reaktiflerin hizli

karistirilmasi gerekir,

= Karigtirma reaksiyon siiresinden daha kisa zamanda olmalidir ve
. Reaksiyon sigesinde termal homojenlik saglanmalidir.
Doyurulmusg Coziinmez
Monomerler Nonopartikiiller Cekirdeklenme
220
et
.:'. - @
Coziinen
konsantrasyonu
Agregasyon —

Sekil 1.29. Zaman ve derigsime bagli olarak ¢ekirdeklesme, biiylime ve agregerasyon

(Coziicii nanopartikiil biiylirken nanokristallerin yiizeyini stabilize etmek
icin kullanilir ve nanopartikiiliin topaklanmasint Onler, bunun i¢in genellikle
trioktilfosfin oksit (TOPO) ve hekzadesilamin kullanilir. Bu bilesikler
nanokristallerin kaplanmasinda 6nemli rol oynar ve nanokristallerin ¢oziiniirliik
ve diger Ozellikleri iizerine etkilidir. Nanokristali suda ¢oziiniir hale getirmek i¢in
merkaptokarboksilik asitler yerdegistirici kaplama gruplart olarak kullanilabilir.
Bu bilesikler ¢ift fonksiyonludur, polar grubu ile nanokristali ¢oziiniir hale

getirirken merkapto grubu ile nanokristal ylizeyine kuvvetli bir sekilde baglanir.
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Chan ve Nie’nin grubu merkaptoasetik asit kullanarak nanokristali suda ¢oziiniir
hale getirmistir ve ¢apraz baglayici ajanlarin kullanilmasi ile nanokristale protein
molekiillerinin baglanmas1 gerceklestirilmistir.

Nanopartikiil olusum dinamigi tiirlerin ¢oziiciide c¢o6ziinmesine dayali
olarak ¢oziicliniin dielektrik sabitine, sicaklik ve c¢ozeltilerin derisimine baglidir.
Seyreltik c¢ozeltiler kullanildiginda partikiiller arasi c¢arpisma azalacagindan
aglomerasyon ve c¢okelme gerceklesmez. Biiylime islemi katyonlarin ve
anyonlarin bagil derisimine bagli olarak degisir. Partikiiliin biiytikliigii iki iyonun
baslangi¢ derisimine bagli olarak degisir. Cd’un iyonik c¢ap1 S’den daha kiigiik
oldugu i¢in Cd*" iyonlar1 daha hareketlidir ve zayif sekilde kristalin orgiisiine
baglanir, bu nedenden dolayr kristalin ylizeyine baglanma egilimi yiiksektir.
Biriken Cd*" iyonlar yiizeydeki diger Cd*" iyonlariyla cift dielektrik tabakasi

olusturur ve kristallerin biiytimesini durdurur (Sekil 1.30).
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Sekil 1.30. Farkli oranlardaki Cd(NO;), ve (NH,),S ile hazirlanan nanopartikiillerin biiyiiklikleri
ve biiytikliik dagilimi
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Partikiillerin sayist
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Sekil 1.30. (Devam) Farkli oranlardaki Cd(NOs), ve (NHy),S ile hazirlanan nanopartikiillerin
biiytikliikleri ve bitytiklik dagilimi

Sekil 1.31’de zamanla degisim ve Cd(NOs), ile (NHy),S oranina bagl
olarak CdS biyiikliik dagilimi verilmektedir (Pal ve ark 2000). Baska bir
calismada S/Cd oraninin artmas: ile nanopartikiiliin biyiikliglinde artig
gbzlenmigstir (Chen ve Zhu 2005). Li ve ark.’nin (2003) yaptig1 ¢alismada CdS
kuvantum nokta nonopartikiil-¢itosan kompozit filmi hazirlanirken reaksiyon
zamanmin ve Cd*" derisiminin artis1 ile nanopartikiilin biyiikliginde artma

gbzlenmistir (Sekil 1.32).
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Sekil 1.32. Farkli derisimlerdeki Cd*" ile hazirlanan CdS-gitosan kompozitinin UV-vis spektrumu
ve degisen Cd*" derisimiyle partikiil biiyiikliigiiniin degisimi

Winter ve ark.’nin (2005) yaptig1 ¢aligmada Cd/S oraninin artisi ile
partikiil biiytikliiglinde azalma gozlenmistir. Na,S derisiminin artmasi ile CdS

olusumu i¢in ve partikiil biiyiimesi i¢in daha fazla SH™ grubu saglar. CdCl,
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derisiminin fazla olmasiyla kaplama ligandlar ile yiizeysel reaksiyona girecek
daha fazla Cd atomu saglar. Ligand derisiminin artist pH ayarlanmadiginda
partikiiliin  biiyiikliglinii etkilememistir. pH 8.2’ye ayarlandiginda ligand
derisiminin artistyla partikiiliin biiyiikliigiinde artis gozlenmistir.

Ligand biiylidiikge partikiiliin biiyiikliiglinde de azalma olur ve pH
ayarlanmadiginda zincir uzunlugunun artis1 ile kuvantum verim etkinliginde
azalma gozlenmistir. pH Na,S ile 8.2°ye ayarlandiginda ise ligand zincir
uzunlugunun artis1 ile floresans siddeti artar. Nanopartikiillerin pH’a bagl
biiylikliik kaymasi ligand derisimine de bagli olarak degisir (Winter ve ark. 2005).

Nanoboyutlu CdS sentezi i¢in hidrotermal sentez, organik termoliz,
mikroemiilsiyon yontemi, ultraviyole ve mikrodalga 151k ve lazer teknolojisi
kullanilabilir (Yang ve ark. 2005). Organometalik yaklagimin kullaniimasiyla
yiiksek oranda monodispers liminesans nanokristaller sentezlenebilir.
Organometalik termoliz yonemi trioktilfosfin, trioktilfosfin oksit, hekzadesilamin
gibi organik c¢oziiciiler igerisinde yliksek sicakliklarda gergeklestirilir. Coziiciide
coziilen dimetilkadmiyum gibi 6ncii kadmiyum kaynagi sicak ¢oziiciiye hizla
eklenir. Kuvantum nokta nonopartikiil hemen ¢ekirdeklesmeye baglar, istenen
bliyiikliikte nanopartikiil elde etmek icin ise eklenen Oncii maddenin miktar1 ve
zaman ayarlanir. lyi kalitede ve verimli olarak nanopartikiil elde etmek icin hizli
karigtirma, yliksek sicaklik ve nemin ve oksijenin uzaklastirilmasi gerekir.
Sicakliga, biiyiime zamania gore farkli biiytikliiklerde nanopartikiil elde edilir.
Sicakligin ayarlanmas1 ile dar biiyiiklik dagilimh partikiil elde edilir.
Organometalik sentezle kaliteli nanopartikiiller elde edilse de dimetilkadmiyum
gibi organometalik Onciiniin pirolizi pahali, karmasik, zaman harcayici ve ¢evresel
olarak zararlidir. Elde edilen nanokristaller surfaktan maddelerle kapli oldugundan
hidrofobiktir. ~ Surfaktan molekiilleri kuvantum nokta nonopartikiillerin
aglomerasyonunu onler. Sulu ¢ozeltilerde ise tiyol gruplar stabilize edici ajan
olarak kullanilabilir, stabilizér olarak merkapto alkol ve merkaptoasitlerin
(merkapto etanol, 1-tiyogliserol, tiyoglikolik asit) kullanilmasiyla suda
¢Oziinebilir nanopartikiiller hazirlanabilir (Jos¢ ve ark 2006; Merkog¢i ve ark.

2005; Riegler ve Nann 2004).
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Yapilan bir ¢calismada, Peng ve ark.’1 (2001) yiiksek kaliteli CdTe, CdSe
ve CdS nano kristallerin sentezlenmesini isaretleyici olarak Cd(CHj3); yerine CdO
kullanarak yaptiklarini belirtmislerdir. Cd(CHj3), bilesigi zehirli, kararsiz, patlayict
ve pahalidir, kuvantum nokta yapilar1 sentezleme projelerinin uygulanmasinda
kullanilmas1 biiyiik olgekli sentezlemelerde uygun degildir. Bu yeni yaklasimla
sentezlenen nanokristaller (Peng ve ark. 2001) daha once bildirilen ¢aligmalarla
karsilastirilabilir ve daha iistiin bulunmustur. Ayrica, bildirilen sentez diizenlemesi
(Sekil 1.33), tekrarlanabilir, 1limli ve basit kosullara dayali, endiistriyel

uygulamalara 6l¢geklenme potansiyeline sahip goriilmektedir.

Nanopartikiil sentezi
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Misel yontemi genellikle su/yag emiilsiyonunda gergeklestirilir. Ters misel
icindeki su fazi istenen nanokristalin tuzunu igerir. Nanokristaller kars1t iyonun
eklenmesi ile misel igerisinde c¢oktiiriiliir. Biyoanalitik uygulamalar icin bu
yontem uygulanabilir. Bu yontemin avantaji basit olmasidir. Dezavantaji ise
nanopartikiil monodispers olarak elde edilemez, bunun sonucunda genis spektral
¢izgi olusur (Riegler ve Nann 2004).

Antolini  ve ark.’t  (2006) polimer matriksi icindeki metal
alkantiyolatlarimin lazer 1sminin odaklanmasiyla bdlgeye gore secimli termal
ayrigmaya ugramasit sonucunda CdS nanokristalini elde etmislerdir. Bu yontem
diisiik kimyasal ¢arpismay1 saglamasi ve lazerin kimyasal doniisiimii saglamasi
nedeni ile avantajlidir.

Yang ve ark.’1 (2005) 50 ml 0.05 M CdCl, ¢ozeltisine 50 ml 0.05 M
sodyum siilfiir ¢ozeltisi ekleyerek mikrodalga cihazinda CdS nanopartikiiliinii
sentezlemistir. Bu calismada tiim c¢ozeltiler suda hazirlanmistir. Bu karisim
eszamanli olarak karistirillip ve ultrasonik banyoda tutulmustur. Daha sonra
¢ozeltinin bulundugu kap reflaks sistemi ile baglanarak mikrodalga firininda 10
dakika tutulmustur. Oda sicakliginda sogutularak, sar1 ¢okelek santrifiijlenip,
yikanmis ve 60 °C’de 10 saat vakumda kurutulmustur.

Yan ve ark.’1 (2004) sicakliga duyarlilig1 yiiksek olan poli(N-isopropil
akrilamid) P(N-IPAAm) matriksine CdS nanopartikiillerini gomerek ¢ok iyi
floresans Ozellik gosteren ve yeni organik-inorganik optik ya da fotoelektron
materyali olmaya aday nanokompozit elde etmistir. 8 g N-iPAAm 30 ml H,O’da
coziilerek renksiz transparan ¢ozelti elde edilmistir. 0.01 g APS baslatic1 olarak
kullanilmis  ve ¢ozelti 66-68 °C’de isitilarak 2 saat azot atmosferinde
karigtirilmistir. Olusan kati 300 ml H,O’da ¢oziilerek 30 ml ¢ozelti esdeger
molariteye sahip Cd(Ac),.2H,0 ve CH;CSNH, eklenmis ve reaksiyon 30 °C’de 2
saat frekanst 20 kHZ ve giicii 100 W/cm® olan ultrasonik alanda tutulmustur.
Olusan kat siiziildiikten sonra 60 °C’de 24 saat vakumda kurutulmustur.

Flenniken ve ark.’nin (2004) yaptigi diger bir calismada ise CdS
nanokristali prokaryotik organizma icinde sentezlenmistir. Bakteri zengin bir
besiyeri ortaminda 37 °C’de CdCl, ve Na,S eklenmesi ile biiyiitiilmiistiir. Bu

calismada sentezlenen CdS nanopartikiilii 2-5 nm biiyiikliiglindedir.
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Kulkarni ve ark.’nin (2005) yaptig1 calismada ise sulu ve susuz ortamda
CdS sentezlenmis, sentez siiresince ortama DNA eklenmesi ile kararli bir
kompleks elde edilmis ve olusan partikiiliin yiiksek floresans 6zellik gostermesi
nedeni ile protein sensorii olarak kullanilabilecegi Onerilmistir. Sadece CdS
sentezi i¢in 0.01 M 2 ml kadmiyum asetat ¢ozeltisi (etanolde) azot atmosferinde
yarim saat karistirllmistir. Daha sonra karistirilan ¢ozeltiye ayn1 hacimde 0.01 M
NayS c¢ozeltisi (etanolde) yavasca eklenmis ve karigtirmaya yarim saat daha
devam edilmistir. Karistirma islemi sonlandiginda ¢ozelti santrifiijlenerek ¢okelti
toplanmis ve ¢okelek deiyonize su ile yikanmis ve havayla kurumasi saglanmistir.
Sentezin hepsi oda sicaklifinda gergeklestirilmistir. CdS-DNA nanopartikiilii
senetezi ise su, dimetilformamid (DMF), etanol, metanol, propanol gibi

coziiclilerle Na,S eklenmeden DNA eklenmesi ile gerceklestirilmistir.

1.5.3. Kuvantum nokta nanopartikiillerle optik algilama

Biyolojik tanimlama uygulamalarinda ilk olarak kararli luminesans
sensorlerin amaglanmasindan bu yana bes yildan fazla bir siire ge¢mistir. Bu
konuda yapilan ilk ¢alismalardan birinde, Alivisatos ve ark. (1998) biyolojik
isaretlemede nano kristallerin kullanimini1 saglamak, onlar1 biyo uyumlu ve suda
¢oOziinebilir yapmak i¢in yiizeyi ilave bir kat silika ile kaplanmis ve CdS/ZnS
cekirdek ile CdSe kabuk ve biyomolekiiller arasinda bir bag oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda, Chan ve Nie (1998) tek bir nanokristal seviyesinde
hassas belirleme i¢in merkaptoasetik asit ile ylizeyi modifiye edilmis suda
¢oOziinebilir biyo uyumlu nanokristalleri biyomolekiillere baglamiglardir. Nano
parcaciklarin luminesans emisyonunun Ol¢iilmesiyle spesifik antibadi veya
antijenlerin tanimlanmasi i¢in uygun immuno molekiillerle nanokristallerin
birlesiminin kullanilabilecegini gostermislerdir.

Pek ¢ok c¢alismada nanokristal biyo bilesiklerin geleneksel organik
boyalara gore, foto agarma ve daha dar spektral bant genisligiyle
karsilastirildiginda daha yiiksek parlaklik, yiiksek kararlilik gibi, belirgin
avantajlart vurgulanmistir. Bununla birlikte, kuvantum nokta nanokristaller

biyolojik tanimlama uygulamalarinda daha yavas bir sekilde kendini belli
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etmektedir. Bunun nedeni kismen kararli kuvantum nokta nanokristal-
biyomolekiil komplekslerini {iretmekteki zorluklardir. Gelismeler, protein ve
DNA immuno tayin i¢in tanimlayici olmasi yoluyla biyoanaliz ve teshiste
tanimlama i¢in luminesans nanokristallerin gelistirilmesinde uygun yiizey
modifikasyonunun 6nemini vurgulamaktadir. Cok sayida calisma luminesans
kuvantum nokta nanokristallerin bu tiir biyokimyasal uygulamalar igin
kullanimin1 6zetlemektedir (Sutherland 2002; Chan ve ark. 2002; Smith ve Nie
2004; Riegler ve Nann 2004; Alivisatos 2004). Daha da &tesi nanokristallerin
sentezindeki hizli gelisme ve iyilesmeler, analitik kimyacilarin heniiz
kesfedilmemis bir potansiyel olan luminesans esasli yeni nesil optik sensorler i¢in

bu nano malzemelerin gelistirilmesini arastirmaya yeni baglamiglardir.

1.5.4. Floresans esashh kuvantum nokta nanosensorler

Kuvantum nokta nanokristallerin luminesansi, nanokristallerin ylizey
durumuna son derece duyarli oldugundan, nano parcaciklarin yiizeyi ve verilen
kimyasal tiir arasindaki kimyasal veya fiziksel etkilesimlerin ¢ekirdek-elektron
bosluk kombinasyonunun veriminde degisikliklere yol agacagini beklemek
olduk¢a mantiklidir (Moore ve Patel 2001). Bu durum, nanokristallerin problara
dayali yeni optik sensorlerin gelistirilmesindeki arastirma aktivitelerinde temel
olusturmaktadir.

Bu yaklagimi takiben, Cd-esasli nanokristallerin kiiclik molekiil ve iyonlar
icin optik secicilik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bir ¢alismada, Cd iyonlarinin,
unpasifize edilmis CdS nano pargaciklari igeren bir sulu c¢ozeltiye ilave
edilmesiyle, parcacik boyutlarinda belirlenebilir bir degisiklik olmaksizin nano
parcaciklarin luminesans kuvantum verimlerinde 6nemli seviyede gelisme oldugu
bildirilmistir (Spanhel ve ark. 1987). Bu etki, yiik tastyicilarin radyoaktif olmayan
kombinasyonlarini etkili bir sekilde elimine eden CdS c¢ekirdek iizerinde Cd(OH),
kabuk olusumuna baglanmaktadir.

Benzer bir fotoluminesans aktivasyon etkisi CdS veya ZnS nanokristallerin

kolloidal ¢6zeltisine Zn veya Mn iyonlarinin ilavesinden sonra da goriilmektedir
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(Moore ve Patel 2001; Sooklal ve ark. 1996). Bu davranis, kuvantum nokta

partikiiller ile bu tiir metalik katyonlarda optik algilama i¢in temel olusturmustur.

Cizelge

1.7°de

kuvantum

nokta

nanokristaller

kullanilarak

gercgeklestirilmis bazi kiiclik molekiillerin ve iyonlarin tayinleri verilmistir.

Cizelge 1.7. Kuvantum nokta nanokristaller kullanilarak yapilmis tayinler (José ve ark. 2006)

Kuvantum Kaplama . .
Nanokristal Materyali Analit Ortam Tayin Sinir1
. Cu(Il) Fosfat
CdS Gly-His-Leu-Leu-Cys Ag(Il) tamponu 0.5 uM
Pohfosfat Cu(II) 0.8 mM Zn(II)
CdS L-sistein Fe(III) Su 0.1 mM Cu(Il)
Tiyogliserol Zn(1l) )
2-merkaptoetan
CdSe siilfonik asit Cu(Il) Su 32nM
CdSe-Zns Bovin serum albumin Cu(Il) Su 10 nM
Merkaptoasetik asit +
CdSe Bovin serum albumin Agl) Su 70 nm
CdTe 3 'merkap;(;implyomk Cu(Il) Su 0.19 ng/mL
. T Zn(1I), Mn(II)
CdTe Tiyoglikolik asit Ni(IT). Co(II) Su -
Cds Polifosfat I Metanol -
2-merkaptoetan .
CdSe stilfonik asit CN Su LT uM
Cds L-sistein Ag’ Su 5.0 uM
. Trietilamin
CdSe Polimer film o Gaz ortami -
Benzilamin
CdSe-ZnS Tiyoglikolik + Paraokson Su 10 nM

organofosforoz
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1.5.5. Floresans rezonans enerji-transfer-esash  kuvantum nokta

nanosensorler

Enerji iletim mekanizmalar1 farkli alanlarda genis bir sekilde
kullanilmaktadir ve bu, yeni nesil luminesans sensorlere temel olusturmaktadir
(Traviesa ve ark. 2004). Yeniden sekillendirilmis (boyut yoniiyle) kuvantum
nokta nanosensorlerin foto emisyon oOzellikleri, cok sayida geleneksel organik
boya ile etkili enerji transferine izin vermektedir. Boylece fotokimyasal kaynakli
floresans rezonans enerji transfer (FRET) mekanizmasi esasina dayali, sensor
veya kimyasal tayin uygulamalarinda nano parcaciklarin kullanilmasi artmustir.
Bununla birlikte, nanokristallerin emisyon spektrumu geleneksel organik

floroforlardan daha dar ve daha simetriktir.

1.5.6. Yiizey plazmon rezonans uygulamalar:

Kuvantum nokta nanosensorler pek ¢ok caligmada ylizey plazmon
rezonansinin (SPR) dl¢iilmesinde kullanilmiglardir. Kimyasal olarak modifiye
edilmis yiizeyler lizerinde gerceklesen indirgenme doniisiimleri ara yiizeyin
kirilma indisini biiyiik Ol¢iide degistirmekte ve bdylece SPR spektrumunun
plazma agisinda degisiklige neden olmaktadir (Zayats ve ark. 2003). Bu yaklagimi
takiben, Au nanoparcactk / CdS-nanokristal diizenlemesinde Au nano
parcaciklarin foto-elektrokimyasal yiik etkisi esasina dayali, asetilkolin-esteraz
inhibitorleri i¢in bir SPR sensorii hazirlanmistir (Zayats ve ark. 2003).

Enzimlerin, Au yar iletken ve nano parcacik diizenine eslestirilebilecegi
ve boylece foto-elektrokimyasal fonksiyonlar1 aktive edecegi gercegi, yiizeyi
modifiye edilmis nanosensorler ile kombine edilmis SPR spektroskopisinin
kullantminin, yeni SPR sensor problar i¢in alternatif bir ara¢ saglayabilecegini

gostermektedir.
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1.5.7. Fosforesans esashh kuvantum nokta nanosensorler

Bu giine kadar nanosensorlerle kombinasyonlu foto luminesans algilama
icin c¢ogunlukla floresans algilama kullanilmistir. Bununla birlikte nokta
nanosensorlerin luminesans Ozelliklerinin arastirilmasi yavas yavas gilivenilir
optik sensorlerin tasarlanmasinda pek c¢ok avantaj saglayabilecek bir belirleme
prensibi olan fosforesansa dogru kaymaktadir (Kuijt ve ark. 2003; Sanz-Medel
1993).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Sunulan ¢alisma kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar1 su ana bagliklar
altinda toplamak miimkiindiir:

1. Metakrilamidosistein  (MAC), metakrilamidohistidin (MAH),
metakrilamidosistein-Hg(II) [MAC-Hg(II)] ve metakrilamidohistidin-Pt(II)
[MAH-Pt(IT)] monomerlerinin sentezi ve karekterizasyonu,

2. MAH-Pt(Il)-Guanozin [MAH-Pt(I)-Gz], MAC-Hg(II)-Adenin
[MAC-Hg(II)-Ad] ve MAH-Pt(Il)-Guanin [MAH-Pt(II)-Gu], ©6n organize
monomer sistemlerini kullanarak SPR ve QCM biyosensor ¢iplerin hazirlanmasi
ile DNA nin baglanti bolgelerini taniyan belleklerin SPR ¢ip ve QCM elektrot
ylizeyinde olusturulmasi,

3. Kendi organize olabilen SPR ¢iplerin ve QCM elektrotlarin DNA
tayininde kullanilmas1 ve tasarlanilan molekiiler baskilanmis (MIP) malzemelerin
molekiiler tanimlama agisindan degerlendirilmesi.

4. Guanozin belleklerle donatilan nanokabuklara sahip CdS kuvantum
nokta nanosensorlerin hazirlanmast ve DNA tanima bolgeleri agisindan

degerlendirilmesi.

2.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Azobisizobutironitril (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA), guanozin,
guanin, adenin, adenozin Fluka AG (Buchs, Switzerland) firmasindan alinmis ve
etilenglikoldimetakrilat hidrokinonin inhibitorii ile vakum altinda distile edilerek
kullanilmadan 6nce 4°C’da saklanmistir. L-sistein, histidin, metakroilkloriir, platin
(IT) kloriir, civa (II) kloriir ve poliguanilikasit Aldrich (Milwaukee, WI, USA)
firmasindan temin edilmistir. Diger biitiin kimyasallar ve biyokimyasallar analitik
saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir.

Deneylerde kullanilan su; yiiksek akisli selilloz membranli Barnstead

(Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
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Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18

megaohm/cm'dir.
2.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu c¢alismada 15181n gelis agisindaki kayma degerlerinin (A#) belirlenmesi
icin dalgaboyu 660nm olan Genoptics SPRi spekroskopisi cihazi ve
mikrogravimetrik dl¢timler icin 9 MHz, teflon tutturucuda AT-cut kuartz kristaller
ve QC 922 (Seiko EG&QG) kuartz kristal analizor kullanilmistir. Guanozin baskili
CdS nanokristallerin uyarilma ve emisyon dalgaboylar1 arasindaki ayirim igin
floresans oOlgiimleri Varian Cary Eclipse marka spektroflorometre kullanilarak

gerceklestirilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1.Metakrilamidosistein (MAC) monomerinin sentezi

2-metakriloamidosistein monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
5.0 g L-sistein ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO, (% 5, v/v) c¢ozeltisi igerisinde
¢oziilmiistiir. Cozelti 0°C’a sogutulmus ve 4.0 mL metakroilkloriir, yavasca bu
¢ozeltinin iistiine dokiilmiistiir. Karigim azot atmosferi altinda, manyetik karistirict
ile 2 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Bu siirenin sonunda, ¢ozeltinin pH’1
7.0’ye ayarlanmis ve etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doner
buharlastiricida uzaklastirnllmis ve kalan kisim (MAC), etanol ve etilasetat ile

kristallendirilmistir.
2.2.2. Metakrilamidohistidin (MAH) monomerinin sentezi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;

5.0 g histidin ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO; (% 5, v/v) ¢ozeltisi igerisinde

¢Oziilmiistiir. Cozelti 0°C’a sogutulmus ve 4.0 mL metakroilkloriir, yavas¢a bu
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¢oOzeltiye ilave edilmistir. Karigim azot atmosferi altinda, manyetik karistirict ile 2
saat oda sicaklhiginda karistirilmistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, ¢6zeltinin
pH’1 7.0’ye ayarlanmis ve etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doner
buharlastirict kullanilarak uzaklastirllmis ve kalan kisim (MAH), etanol ve

etilasetat ile kristallendirilerek saflastirilmistir.

2.2.3. Metakrilamidohistidin-Pt(II) [MAH-Pt(II)] metal-selat monomeri

sentezi

Metakrilamidohistidin-Pt(II) metal-selat monomeri [MAH-Pt(II)], MAH
ve platin (II) kloriir bilesiklerinin etkilestirilmesi ile sentezlenmistir. Bunun i¢in
platin (II) kloriir (1 mmol) ve MAH monomeri (1 mmol) etanolde ayr1 ayri
coziindiiriilerek etkilestirilmis ve kahverengi MAH-Pt(II) metal-gselat monomeri

etanol/etilasetat ile kristallendirilerek saflagtirilmustir.

2.2.4. Metakrilamidosistein-Hg(Il) [MAC-Hg(II)] metal-selat monomeri

Ssentezi

Metakrilamidosistein-Hg(II) metal selat monomerinin [MAC-Hg(II)],
sentezi i¢in MAC monomeri (2.0 mmol) 15 mL etanolde ¢oziilmiistiir. Uzerine 1.0
mmol civa (II) kloriir yavasca siirekli karistirilarak eklenmistir. Doner
buharlastiricida ¢oziicii uzaklastirilarak MAC-Hg(II) metal selat monomeri

etanol/asetonitril karisimindan kristallendirilmistir.

2.2.5. Metakrilamidohistidin-Pt(I)-Guanozin [MAH-Pt(II)-Gz] metal-selat

monomerinin 6n organizasyonu

Metakrilamidohistidin-Pt(II)-Guanozin =~ [MAH-Pt(I1)-Gz] monomeri
sentezi i¢in hazirlanan MAH-Pt(II) metal selat monomeri (1.0 mmol) 15 mL
etanol igerisinde ¢oziilmiis ve hedef molekiil olan guanozin (1 mmol) ¢bzeltisi ile

etkinlestirilerek (1:1) monomerin 6norganizasyonu gerceklestirilmistir.
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2.2.6. Metakrilamidosistein-Hg(II)-Adenin [MAC-Hg(II)-Ad] metal-selat

monomerinin 6n organizasyonu

Metakrilamidosistein-Hg(II)-Adenin [MAC-Hg(IT)-Ad] monomeri sentezi
icin hazirlanan MAC-Hg(II) metal selat monomeri (1.0 mmol) 15 mL etanol
icerisinde ¢oziilmiis ve hedef molekiil olan adenin (1 mmol) c¢ozeltisi ile

etkinlestirilerek (1:1) monomerin 6norganizasyonu gerceklestirilmistir.

2.2.7. Metakrilamidohistidin-Pt(I)-Guanin [MAH-Pt(II)-Gu] metal-selat

monomerinin 6n organizasyonu

Metakrilamidohistidin-Pt(II)-Guanin [MAH-Pt(I)-Gu] monomeri sentezi
icin hazirlanan MAH-Pt(II) metal selat monomeri (1.0 mmol) 15 mL etanol
icerisinde ¢oziilmiis ve hedef molekiil olan guanin (I mmol) c¢ozeltisi ile

etkinlestirilerek (1:1) monomerin 6norganizasyonu gerceklestirilmistir.

2.2.8. Guanozin baskilanmis SPR sensoriin hazirlanmasi

SPR sensoriin ylizeyinde nano biiyiikliikkte kaplanmis olan Au filmi tiyol
ucundan metakroil modifiye etmek amaciyla metakrilamidosistein (MAC-
etanol/su (4:1, v/v) iginde hazirlanmis) ile mikro-hacimde spotlanarak 24 saat
siireyle vakum desikatérde tutulmustur. Daha sonra sensor etanol ve deiyonize su
ile yikanarak tepkimeye girmeyen tiyol gruplar1 ylizeyden temizlenmis ve altin
ylizeyde kararli ve homojen bir tabaka olusturulmustur. Bu sekilde metakroil
modifiye edilen SPR sensor 0.25 mmol [MAH-Pt(II)-Gz] metal-gelat monomeri ve
3.75 mmol N,N’-metilbisakrilamid (N,N’-MBAA) c¢apraz baglayic1 esliginde
NayS,05/K,S,05 baglatici karisimiyla spotlanarak UV 151k altinda polimerize
edilmistir. Ayn1 sekilde guanozin belleklere sahip olmayan baskilanmamis SPR
sensorde karsilastirma amaciyla polimerize edilmistir. Guanozin bellek olusturmak
amaciyla SPR spotlar 0.1 M glisin-HCI ve fosfat tamponuyla yikanmistir. SPR

sensor yiizeyinde guanozin belleklerin olusumu Sekil 2.1 *de gosterilmistir.



Sekil 2.1.

-

DNA
tanimaigin
guanozin ki

SPR sensdr yiizeyindeki guanozin bellek olusumu
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2.2.9. Adenin baskilanmis SPR sensoriin hazirlanmasi

Guanozin baskil1 sensor hazirlama teknigine benzer sekilde adenin baskil
sensOrde hazirlanmistir. Bu amacgla SPR sensoriin ylizeyinde Au filmi tiyol
ucundan metakroil modifiye etmek amaciyla metakrilamidosistein (MAC-
etanol/su (4:1, v/v) iginde hazirlanmis) mikro-hacimde spotlanarak 24 h siireyle
vakum desikatdrde tutulmustur. Daha sonra sensér etanol ve deiyonize su ile
yikanarak tepkimeye girmeyen tiyol gruplart yiizeyden temizlenmis ve altin
ylizeyde kararli ve homojen bir tabaka olusturulmustur. Bu sekilde metakroil
modifiye edilen SPR sensor 0.25 mmol [MAC-Hg(I)-Ad] metal-selat 6norganize
monomeri ve 3.75 mmol EDMA capraz baglayic1 esliginde AIBN baslatict
karisimiyla spotlanarak UV 151k altinda polimerize edilmistir. Ayni sekilde adenin
belleklere sahip olmayan baskilanmamis SPR sensorde karsilagtirma amactyla
polimerize edilmistir. Adenin bellek olusturmak amaciyla SPR spotlar 0.1 M
glisin-HCl ve fosfat tamponuyla yikanmistir. SPR yiizeyinde adenin belleklerin

olusumu Sekil 2.2°de gosterilmistir.



Sekil 2.2. SPR sensor yiizeyindeki adenin bellek olusumu
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2.2.10. Guanin baskilanmis SPR sensoriin hazirlanmasi

Guanin baskili sensér guanozin ve adenin baskili sensor hazirlama
teknigine benzer sekilde hazirlanmistir. Bu amagla SPR sensdriin yiizeyinde nano
biiyiikliikte kaplanmis olan Au filmi tiyol ucundan metakroil modifiye etmek
amaciyla metakrilamidosistein (MAC-etanol/su (4:1, v/v) i¢inde hazirlanmis) ile
mikro-hacimde spotlanarak 24 h siireyle vakum desikatorde tutulmustur. Daha
sonra sensOr etanol ve deiyonize su ile yikanarak tepkimeye girmeyen tiyol
gruplart yilizeyden temizlenmis ve altin yiizeyde kararli ve homojen bir tabaka
olusturulmustur. Bu sekilde metakroil modifiye edilen SPR sensoér 0.25 mmol
[MAH-Pt(IT)-Gu] metal-selat monomeri ve 3.75 mmol N,N’-metilbisakrilamid
(N,N'-MBAA) capraz baglayici esliginde Na,S,0s/K,S,0g baslatic1 karisimiyla
spotlanarak UV 151k altinda polimerize edilmistir. Ayni sekilde guanin belleklere
sahip olmayan baskilanmamis SPR sensorde karsilagtirma amaciyla polimerize
edilmistir. Guanin bellek olusturmak amaciyla SPR spotlar 0.1 M glisin-HCI ve
fosfat tamponuyla yikanmistir. Guanin baskilt polimer olusumu Sekil 2.3’de

gosterilmistir.



Sekil 2.3. SPR sensor yiizeyindeki guanin bellek olusumu
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2.2.11. Guanozin baskilanmis QCM elektrodun hazirlanmasi

Polimerizasyon Oncesinde altin elektrotlar 1:1:5 oraninda deiyonize su
(%33), H,O, (%33) ve NH; (%33) iceren kaynayan ¢ozelti ile temizlenmiglerdir.
Kristaller 10 dakika siireyle c¢ozelti ig¢ine daldirilmis ve deiyonize su ile
yikandiktan sonra bir giin siireyle kurutulmustur. QCM’in metakriloil gruplarini
etkinlestirmek i¢in temizlenmis altin yiizeyleri MAC igeren etanol/su (4:1, v/v)
cozeltisinde 24 saat siireyle tutulmustur. Tiyol gruplarimin asirisini uzaklagtirmak
icin kristal, etanol ve deiyonize su ile yikanmistir. Polimerizasyon i¢in metakroil
ile aktive edilmis kristaller, metal-selat (MAH-Pt(I1)-Gz) monomer (0.25 mM),
capraz baglayict (N,N'-MBAA) (5 mM) ve polimerizasyon baslatici
(NaxS,05/K,S,05) iceren ¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha sonra reaksiyon karigimi,
QCM yiizeyinin iizerine damlatilmistir. Oksijen varliginda polimerizasyon
engellendigi i¢in reaksiyon azot atmosferi altinda gerceklestirilmistir.
Polimerizasyon azot atmosferi altinda 75 dakika boyunca UV 15181 ile oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Referans olarak kullanilmak {izere baskilanmamis
polimer kapli QCM, MAH-Pt(Il) ile benzer sekilde hazirlanmistir. Kullanimdan
once kuartz kristalleri 15 dakika etanol ile yikanmis ve kurutulmustur. Kalip
uzaklagtirilmast i¢in elektrotlar 0.1 M glisin-HCI ve fosfat tamponuyla

yikanmuigtir.

2.2.12. Guanozin baskilanmis QCM elektrot ile sensor ol¢iimleri

Guanozin baskilt kristaller ilk olarak 0.05 M fosfat tamponu (pH:10.0) ile
oda sicakliginda kararli hale getirilmis ve sabit rezonans frekansi (Fj)
belirlenmistir. Daha sonra fosfat tamponu i¢indeki (20.0 uL) guanozin’in standart
cozeltisi QCM ¢iplerinin lizerine damlatilmig ve 15 dakika siire ile
etkinlestirilmistir. Sensoriin frekans1 kararli hale gelene kadar (F)) izlenmistir.
Guanozinin herbir konsantrasyonu i¢in frekans kaymasi, AF=F, — F esitliginden
hesaplanmistir. Her bir 6l¢limden sonra guanozin énce 0.1 M glisin-HCI ¢ozeltisi
ile daha sonra ii¢ kez fosfat tamponu ile yikanarak uzaklagtirilmistir. Sensoriin

frekansi yaklasik olarak F degerine kadar geri elde edilmistir.
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2.2.13. Adenin baskilanmis QCM elektrodun hazirlanmasi

Adenin baskili QCM sensor hazirlamak amaciyla guanozin baskili QCM
sensOr hazirlama teknigi tekrarlanmistir. Bu amagla polimerizasyon Oncesinde
altin elektrotlar 1:1:5 oraninda deiyonize su (%33), H,O, (%33) ve NH; (%33)
iceren kaynayan ¢ozelti ile temizlenmislerdir. Kristaller 10 dakika siireyle ¢ozelti
icine daldirilmis ve deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin siireyle
kurutulmustur. QCM’in metakroil gruplarini etkinlestirmek i¢in temizlenmis altin
yiizeyleri MAC igeren etanol/su (4:1, v/v) ¢ozeltisinde 24 saat siireyle tutulmustur.
Tiyol gruplarinin agirisim1 uzaklagtirmak igin kristal, etanol ve deiyonize su ile
yikanmistir. Polimerizasyon i¢in metakroil ile aktive edilmis kristaller, metal-selat
(MAC-Hg(Il)-Ad) monomer (0.25 mM), capraz baglayici (EDMA) (5 mM) ve
dimetilsiilfoksit (DMSO) (330 uM) icinde radikal polimerizasyon baglatici
(AIBN) igeren ¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha sonra reaksiyon karigimi, QCM
ylizeyinin lizerine damlatilmistir. Oksijen varliginda polimerizasyon engellendigi
icin reaksiyon azot atmosferi altinda gerceklestirilmistir. Polimerizasyon azot
atmosferi altinda 75 dakika boyunca UV 15181 ile oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Referans olarak kullanilmak tizere baskilanmamis polimer
kapli QCM, MAC-Hg(Il) ile benzer sekilde hazirlanmistir. Kullanimdan once
kuartz kristalleri 15 dakika etanol ile yikanmis ve kurutulmustur. Kalip
uzaklagtirilmast i¢in elektrotlar 0.1 M glisin-HCI ve fosfat tamponuyla

yikanmuigtir.

2.2.14. Adenin baskilanmis QCM elektrot ile sensor dl¢iimleri

Adenin baskilt kristaller ilk olarak 0.05 M fosfat tamponu (pH:10.0) ile
oda sicakliginda kararli hale getirilmis ve sabit rezonans frekansi (Fj)
belirlenmistir. Daha sonra fosfat tamponu i¢indeki (20.0 pL) adenin’in standart
cozeltisi QCM ¢iplerinin iizerine damlatilmis ve 15 dakika siire ile
etkinlestirilmistir. Sensoriin frekansi1 kararli hale gelene kadar (F)) izlenmistir.
Adeninin herbir konsantrasyonu i¢in frekans kaymasi, AF=F, — F esitliginden

hesaplanmistir. Her bir 6l¢iimden sonra adenin 6nce 0.1 M glisin-HCI ¢6zeltisi ile
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daha sonra ii¢ kez fosfat tamponu ile yikanarak uzaklastirilmistir. Sensoriin

frekansi yaklasik olarak F degerine kadar geri elde edilmistir.

2.2.15. Guanin baskihh QCM elektrodun hazirlanmasi

Guanin baskili polimer hazirlamak amaciyla oncelikle elektrotlar 1:1:5
oraninda deiyonize su (%33), H>O, (%33) ve NH3 (%33) iceren kaynayan ¢ozelti
ile temizlenmislerdir. Kristaller 10 dakika siireyle ¢ozelti icine daldirilmig ve
deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin siireyle kurutulmustur. QCM’in
metakriloil gruplarimi etkinlestirmek i¢in temizlenmis altin yiizeyleri MAC igeren
etanol/su (4:1, v/v) ¢ozeltisinde 24 saat siireyle tutulmustur. Tiyol gruplarinin
asirisint  uzaklastirmak icin kristal, etanol ve deiyonize su ile yikanmustir.
Polimerizasyon igin metakroil ile aktive edilmis kristaller, metal-selat (MAH-
Pt(II)-Gu) monomer (0.25 mM), capraz baglayict (N,N'-MBAA) (5 mM) ve
polimerizasyon baslatict (Na,S,05/K,S,03) igeren ¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha
sonra reaksiyon karisimi, QCM yiizeyinin {izerine damlatilmigtir. Oksijen
varliginda polimerizasyon engellendigi i¢in reaksiyon azot atmosferi altinda
gergeklestirilmistir. Polimerizasyon azot atmosferi altinda 75 dakika boyunca UV
15181 ile oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Referans olarak kullanilmak {izere
baskilanmamis polimer kapli QCM, MAH-Pt(Il) ile benzer sekilde hazirlanmistir.
Kullanimdan once kuartz kristalleri 15 dakika etanol ile yikanmig ve
kurutulmustur. Kalip uzaklastirilmasi i¢in elektrotlar 0.1 M glisin-HCI ve fosfat

tamponuyla yikanmistir.

2.2.16. Guanin baskilanmis QCM elektrot ile sensor ol¢ciimleri

Guanin baskili kristaller ilk olarak 0.05 M fosfat tamponu (pH:10.0) ile
oda sicakliginda kararli hale getirilmis ve sabit rezonans frekansi (Fj)
belirlenmistir. Daha sonra fosfat tamponu icindeki (20.0 pL) guanin’in standart
cozeltisi QCM c¢iplerinin lizerine damlatilmig ve 15 dakika siire ile
etkinlestirilmistir. Sensoriin frekansi kararli hale gelene kadar (F) izlenmistir.

Guaninin herbir konsantrasyonu icin frekans kaymasi, AF=F, — F esitliginden
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hesaplanmistir. Her bir 6l¢iimden sonra guanin once 0.1 M glisin-HCI ¢ozeltisi ile
daha sonra ii¢ kez fosfat tamponu ile yikanarak uzaklastirilmistir. Sensoriin

frekansi yaklasik olarak F degerine kadar geri elde edilmistir.

2.2.17. Guanozin baskilanmis nanokabuklara sahip kuvantum nokta

nanosensorlerin hazirlanmasi

Guanozin baskili nanokabuklara sahip kuvantum nokta nanosensorleri
hazirlamak igin Oncelikle CdS nanokristaller sentezlenmistir. Bu amagla
Cd(OAc);2H,O’m 6 mL 0.01 M’lik ¢ozeltisi etanolde ¢oziilerek hazirlanmistir.
Cozelti 30 dakika azot atmosferinde siirekli karistirilmis ve bu ¢ozeltiye 6 mL
0.01 M Na,S c¢ozeltisi ilave edilmis ve azot atmosferi altinda 30 dakika
karigtirilmistir. Ardindan ¢ozelti olusan ¢okelegin ayrilmasi igin santrifiij edilmis
ve ¢okelek iki kez damitik su ile yikanmis ardindan kurutulmustur. Sentezin tiim
basamaklari oda sicakliginda gerceklestirilmistir (Kulkarni ve ark. 2005)

CdS nanokristallerin yiizeyinde metakroil gruplarmi olusturmak ve
nanopartikiillerin yiizeyini stabilize etmek yoluyla agregasyonu 6nlemek i¢in CdS
nanokristaller 0.2 mg MAC igeren etanol c¢ozeltisi ile 30 dakika siire ile
etkinlestirilmistir. ~ Ardindan  nanokristaller  tiyol gruplarinin  fazlasini
uzaklastirmak i¢in 10 dakika siire ile etanol ve deiyonize su ile yikanmistir. Bu
islem yapilarak literatiirde ilk olarak biyouyumlulugu yiiksek sistein molekiilii
yoluyla hidrofilik ve monomerik bir kaplama sistemi ger¢eklestirilmistir.

Guanozin tanima bolgelerine sahip nanokristallerin sentezi i¢in metakroil
gruplan ile aktive edilmis nanokristaller metal selat (MAH-Pt(I1)-Gz) monomer
(0.05 mmol), ¢apraz baglayici (0.4 mmol) ve etanol i¢inde radikal polimerizasyon
baslatict (AIBN) iceren c¢ozeltiye ilave edilmistir. Hazirlanan karigim cam
polimerizasyon kabinda 600 rpm karigtirma hizinda manyetik karistirict ile 60°C
da 48 saat silireyle karistirilmistir. Polimerizasyon sonrasinda guanozin
nanokabuklara sahip CdS  nanokristaller polimerizasyon ortamindan
uzaklagtinnlmigtir. Kalip molekiil olan guanozinin uzaklagtirllmasi igin

nanokristaller 15 mL KOH ile 24 saat siireyle iki kez yikanmistir. Sekil 2.4’de



guanozin baskili CdS nanokristallerde metal selat monomer ve guanozin molekiilii

arasindaki kimyasal etkilesimlerin boyut ve yonlenimi goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Guanozin baskili CdS nanokristallerin sematik gosterimi
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2.2.18. Guanozin baskilanmis CdS nanokristallerin luminesans ol¢iimleri

Guanozin baskilanmig CdS nanokabuk sensorlerin guanozin tanima
kapasitesi ve segicilik c¢aligmalart guanin, ss-DNA, ds-DNA ve adenozin
cozeltileri kullanilarak floresans spektrofotometresi ile belirlenmistir. Guanin,
guanozin, ss-DNA, ds-DNA o6rneklerinin ve CdS kuvantum nokta nanosensorlerin

uyarilma daldaboyu 300 nm’de ve emisyon dalgaboyu 600 nm’de belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hazirlanan Monomerlerin Karakterizasyonu

3.1.1. MAC ve MAC-Hg(II) monomerlerinin karakterizasyonu

Sekil 3.1°de acik yapist verilen MAC monomerinin karakterizasyonu i¢in
iki farkli ¢oziiciide (DMSO-Ds ve D,0) '"H-NMR spektrumlari almmustir. Sekil
3.2. NMR spektrumlarin1 gostermektedir. Karakteristik pikler su sekildedir; 7.67-
7.36 ppm arasindaki pikler -SH ve -NH protonlarina ait olup suda bu piklerin
gbzlenmemesi hareketli proton olmalarindan kaynaklanmaktadir. 5.67 ve 5.31
ppm de etilen protonlari gézlenmektedir. 4.16 ppm’de -CH, 1.88 ppm’de -CHj3

pikleri gézlenmektedir

H,C \lc/ \CH2

SH O

metakrilamidosistein

Sekil 3.1. Metakrilamidosistein monomerinin molekiil formiili
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Sekil 3.2. MAC monomerinin NMR spektrumu

Sekil 3.3’de goriilen FTIR spekturumundan MAC yapisinda bulunan

karbonil gruplarinin agirlikli 1615 cm-!'de, baglh N-H gerilmelerinin 3414 c¢cm-

I'de, C-S gerilmelerinin ise 706 ve 622 cm™1'de band olusturdugu sdylenebilir.
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Sekil 3.3. MAC monomerinin FT-IR spektrumu

MAC monomeri ve Hg (II) arasindaki kompleks olusumu FTIR ve
RAMAN spektroskopisi ile karakterize edilmistir Sekil 3.4’de MAC-Hg(II)

kompleks monomerinin yapisi goriilmektedir.

M0 —.0Of,
\:ngj"
CH, HS ) CH,
| | | ! |
CHy——C—C——NH  CH, HCy, N C——C——CHj
H CH CH ||
0 )\ o)
HO 5 o) OH

Sekil 3.4. MAC-Hg(II) monomerinin yapisi

Sekil 3.5°de verilen MAC monomerinin FTIR spektrumunda 1612 cm™ ve
2541 cm™ de —COO" asimetrik gerilmesine ve —SH gerilmesine ait titresim bantlar1
goriilmektedir. MAC ve Hg(Il) arasindaki kompleks olusumu sonucunda —SH

gerilme titresim bant1 2541 cm™’den 2521 cm™’e kaymustir.
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Sekil 3.5. MAC ve MAC-Hg(II) metal selat monomerine ait FTIR spektrumlari

Hg-S-gerilme titresimlerinin frekans araligi yaklasik 400-180 cm™dir.
Sekil 3.6’da verilen MAC monomerine ait Raman spektrumu incelendiginde 691
cm’de C-S gerilme titresimine ait bant gdzlenmektedir. MAC-Hg(II)
kompleksinde ise bu bantin 670 cm™’e kaydigi goézlemlenmistir. MAC
monomerindeki sistein yapisinda bulunan karbon (C-C-C) gruplarina ait egilme
band ise kompleks olusumu sonrasinda 514 cm™ degerinden 510 cm™ degerine
kaymigtir. Ayrica kompleks olusumunu destekleyen (C-S-Hg) biikiilesine ait 280

cm’ band: ve (Hg-S) asimetrik titresimine ait 847 cm™' bantlar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.6. MAC ve MAC-Hg(II) metal selat monomerine ait Raman spektrumlari

3.1.2. MAH ve MAH-Pt(II) monomerlerinin karakterizasyonu

Sekil 3.7°de acik yapist verilen MAH monomerinin yapisinin

belirlenmesinde "H-NMR kullanilmustir.

HzC\\ // H
HaC C_C\HN ﬁ?
3 \CH—CH
HO—C/ 2
\\o

Sekil 3.7. Metakrilamidohistidin monomerinin molekiil formiilii

Yukarida agik yapisi gorillen MAH monomerinin Sekil 3.8’de verilen 'H-
NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler
goriilmektedir. Bu karakteristik pikler: IH-NMR (CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz,
CH3), 1.42 (m; 2H, CH?), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s;
1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (d; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.8. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu

MAH-Pt(IT) monomeri FTIR ile karekterize edilmistir. Sekil 3.9’de FT-IR

spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlar1 1653

ve 1629 cm-l'de, amid II gerilme titresim bandi ise 1529 cm~1'de gériilmektedir.

Ayrica Pt-N tiresimine ait bandlar 552 ve 441 cm-l'de gorilmektedir ki bu Pt(II)

iyonlarinin MAH yapisina koordine oldugunu gostermektedir. Bu spektrum hedef

metal-selat monomer yapinin sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 3.9. MAH-Pt(II) monomerinin FT-IR spektrumu

Ayrica MALDI-TOF-MS ile yapilan aydinlatma ¢aligmalar1 kapsaminda;
kiitle analizleri pozitif reflektor modunda 2,5-dihidroksibenzoik asit ve a-Cyano-
4-hidroksisinnamik acid matriksleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 3.10 ve
Sekil 3.11°deki kiitle spektrumlarindan da goriilecegi lizere MAH-Pt-(H,0),
metal-selat olusumu 443 ile baslayan m/e degerlerinden de ortaya konulmustur.
Kiitle spektrumlarinda 415-417 arasinda goriilen pikler de platinin izotoplarini da

i¢gine alacak sekilde MAH-Pt olusumunu desteklemektedir.
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Sekil 3.10. MAH-Pt matriks 2,5-dihidroksibenzoik asit oldugunda MALDI-TOF-MS kiitle

spektrumu
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Pt matiks a-Cyano-4-hidroksicinnamic acid oldugunda MALDI-TOF-MS kiitle

Sekil 3.11. MAH

spektrumu
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3.1.3. CdS nonosensorlerin ?C-NMR ve TEM karakterizasyonlar

Sekil 3.12 a,b ve c’de sirasiyla metakrilamidosistein ile aktive edilmis CdS
nanopartikiillerin ve guanozin baskili nanosensorlerin kalip uzaklastirilmadan
6nce ve sonra alman “C CP-MAS NMR spektrumlari verilmistir. Sekil 3.12 a’de
verilen CdS nanokristallere ait spektrumda sistein yapisindaki karbonil grubuna ait
pik 194.4 ppm’de, metakroil yapisindaki karbonil grubuna ait pik ise 198 ppm’de
goriilmektedir. Ayrica metakroil yapisindaki metin ve metilen karbonlarina ait
pikler sirastyla 60.9 ve 73.8 ppm de, sistein yapisinda bulunan karbon atomlari
icinse 38.2 ppm ve 50 ppm’de pikler goriilmektedir.

Sekil 3.12 b’de goriildiigii gibi guanozin baskili CdS nanokristallere ait
NMR spektrumunda polimerizasyon sonrasinda yapiya baglanan histidin gruplari
nedeniyle 60.9 ve 73.8 ppm’deki pikler kaybolmustur. Ayrica spektrumda 66.3 ve
79.4 ppm’de histidin yapisindaki karbon atomlaria ait pikler ve 88-82.1 ppm’de
guanozin yapisindaki C4', C1' ve C3' pikleri goriilmektedir. Spektrumda 200 ppm
civarinda sinyaldeki artis polimerizasyonda capraz baglayici olarak kullanilan
etilenglikoldimetakrilattan kaynaklanmaktadir.

Sekil 3.12 c¢’de kalip molekiill olan guanozinin  yapidan
uzaklastirilmasindan sonra alinan NMR spektrumu verilmistir. Spektrumda
goriildiigli gibi guanozin molekiiliiniin yapidan uzaklastirilmas: ile 88-82 ppm
sinyalleri kaybolmustur. Ayrica MAC yapisindaki tiol gruplarina ait 41.7 ppm ve
MAH-Pt yapisina ait 81-66 ppm sinyalleri CdS nanosensorlerin kararliligimi

korudugunu gostermektedir.
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Sekil 3.12. Metakrilamidosistein ile aktive edilmis CdS nanopartikiillerin (a) ve guanozin baskili
nanosensorlerin kalip uzaklastirlmadan 6nce (b) ve sonra (c) alinan °C CP-MAS

NMR spektrumlart



92

— 198.7825

—— 80,7453
—66.1500
41.7234

; T . . . ; T . T : ; T . T . . . T . ;
200 150 100 50 [ppm]

(©)

Sekil 3.12. (Devam) Metakrilamidosistein ile aktive edilmis CdS nanopartikiillerin (a) ve guanozin

baskili nanosensorlerin kalip uzaklastirilmadan énce (b) ve sonra (c) alman °C CP-

MAS NMR spektrumlari

MAC ile kaplanmis CdS nanopartikiillerin ve guanozin kalip
uzaklastirllmadan 6nce ve uzaklastirildiktan sonra CdS nanopartikiillerin alinan
TEM goriintiileri Sekil 3.13, 3.14 ve 3.15°de verilmistir. Sekil 3.13’de goriildiigii
gibi MAC ile kaplanmig CdS nanopartikiiller kiiresel formda ve ortalama 35 nm
boyutundadir.  Sekil 3.14’de CdS  nanopartikiillerin  guanozin  kalip
uzaklastirllmadan 6nce alinan TEM goriintiisiinde ise nanopartikiillerin kiiresel
formda ve ortalama 46 nm boyutta olduklar1 goriilmektedir. CdS nanopartikiillerin
metanolik KOH ile yikanarak guanozin kalibin uzaklastirilmasindan sonra alinan
TEM goriintiisiinde (Sekil 3.15) nanopartikiillerin kiiresel seklini korudugu ve

ortalama 45 nm boyutta olduklar1 gériilmektedir.




Sekil 3.13. MAC ile kaplanmig CdS nanopartikiillerin TEM goriintiisii
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Sekil 3.14. MAC ile kaplanmig CdS nanopartikiillerin guanozin kalip uzaklastirilmadan once
TEM gortntiisi
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Sekil 3.15. MAC ile kaplanmig CdS nanopartikiillerin guanozin kalip uzaklastirildiktan sonra
TEM gortntiisi
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3.2. Guanozin, Adenin ve Guanin Baskili Polimerler ile SPR Olc¢iimleri

3.2.1. Guanozin baskili SPR sensoriin DNA tamima etkinlig¢inin incelenmesi

SPR, altin bir yiizeye yakin ortamdaki kirilma indisi degigsimlerini
belirleme esasina dayanan optik bir metoddur. Yansima siddeti ve gelme agisi
arasindaki iligki, altin-¢6zelti araylizeyi arasindaki yilizey plazmonunun
uyarilmasindan kaynaklanan minimum yansima siddetini verir. Minimum
yansima siddetini veren gelme agisinin degeri (6), altin ylizeyine bitisik arayiiz
bolgesindeki kirilma indisinin degisimiyle kayar (Taniwaki ve ark. 2003). & daki
kaymanin miktar1 (A6), ylizeyde adsorplanan maddenin miktariyla orantilidir. A&
degeri kullanilarak, verilen hedef molekiiliin a¢ik bir adsorpsiyon izoterm'i
cizilebilir. Bu temel bilgiden hareketle guanozin hedef molekiiliinlin DNA
tanimadaki etkinligi ortaya konulmustur.

SPR ile guanozin baskilanmig MIP filminin DNA tanima kapasitesini
incelemeden Once, kontrol filmi olarak baskilanmamamig (guanozin
kullanilmayan) malzeme Olgiilmiistir. A& degeri, adsorplanmis maddenin
miktariyla orantili olmasina ragmen, SPR-MIP film {izerinde adsorbe edilmis
maddenin derigsimine dogrudan ¢evrilemez. Bu calismada, molekiiler olarak
baskilanmis malzemede, adsorbe edilen malzeme derisimi A& degerini veren bir

faktor "f" ile ¢arpilarak dikkate alinmustir.

A@=f [madde]n (3.1)

/. [madde], derisim degerini A@ya ceviren faktordiir.

Guanozin baskilanmig MIP filme adsorplanan guanin ve guanozinin
adsorpsiyon izotermleri, madde derisiminin bir fonksiyonu olarak gozlemlenen A&
'nin ¢izilmesi ile elde edilmis ve bir arada Sekil 3.16'da gosterilmigtir. Ayrica
kontrol amaciyla hazirlanan guanozin kullanilmayan SPR filmin etkisi de grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Guanozin baskilanmis ve baskilanmamis filmlere substratlarin adsorpsiyon izotermleri

Guanin ve guanozin i¢in goriilen her iki adsorpsiyon izotermi, MIP filmin
bu iki elemana belli bir afinitesi oldugunu gostermektedir. Guanozin
baskilanmamis kontrol filmi i¢in ise guanozine duyarli olmadigini gosteren ve
orijin noktasindan gecen dogru elde edilmistir. Bu durum, guanozin substratinin
baskilanmamig kontrol malzemesinde spesifik olmayan bir sekilde adsorbe
edildigini gostermektedir.

MIP’deki adsorplanan  guanozinin  derisimi  asagidaki  esitlikte

gosterilebilir.

Ky, Lsite] [G2]
1+K,  [Gz]

AO=Ff[Gzln =1 { knapp [GZ] + } (3.2)

S.app

[Gz]m, MIP’deki adsorbe edilmis Gz’nin toplam derisimi, Kapp, Gz
substrat1 ve guanozin molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite sabiti, [site]o
MIP’deki molekiiler tanima bdlgeleri derisimi ve [Gz] ise tampondaki Gz
derigimidir. Gz ve olusturulan molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite sabiti
asagidaki yontemle belirlenmistir:

Gz ve belleklendirilmis molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite

sabiti, verilen derisimlerde Gz ve 6rnegin, benzer bir molekiilii olan adenozin (Az)
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kullanilarak belirlenmistir. Guanozin ve Ornekler arasindaki rezonans frekans

kaymasi, (A60)s, asagidaki esitlikle korele edilebilir.

(Ae)s:f{ Ks,app[Site]o[Gz]

1+K, [Gz] J 3-3)

S,app

¢ daki adenozine goreceli bir kayma ile (A6)s 'in sonsuz derigimdeki
(AO)s (= f [site]p) orant Gz derisiminin bir fonksiyonu olarak belirlenebilir ve

(AB)s/ (AB)s asagidaki esitlikle korele edilebilir (Taniwaki ve ark. 2003).

(AG)S — KS,app[GZ]
(A0)s, 1+K,, [GZ]

(3.4)

S.app

(AO)s / (AB)s oranm1 ve Gz derisimi arasindaki iliskiden, Sekil 3.17'de
goriilen adsopsiyon izotermlerinden her bir molekiil i¢in guanozin baskilanmig
malzemenin afinite sabiti belirlenmistir. Belirlenmis mevcut afinite sabitleri,

K app, Cizelge 3.1'de 6zetlenmistir.

0.02
—e— Guanozin
0.015 1 —=— Guanin
ssDNA
=]
0.01 A
< dsDNA
—m— Adenozin
0.005 -
—e— Baskilama yapilmayan
guanozin
O T T T T T
0 100 200 300 400 500
substrat(umol/L)

Sekil 3.17. Guanozin bellekli SPR sensoriin adenozin ve diger substaratlara iliskin adsorpsiyon

izotermleri
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Sekil 3.17°den goriilecegi tlizere guanozin belleklere sahip MIP-SPR
sensOrii adenozin i¢in orjinden gecen bir iliski olusturmaktadir ki bu durum MIP
filmin adenozin molekiilii i¢in spesifik olmayan ve Az ye afinite gdstermeyen bir
ozellige sahip oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 3.1°de verilen adenozine goreceli afinite sabitlerinin biiyikligi,

DNA taniyan molekiil belleklerin olustugunu ve etkin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.1. Guanozin baskili polimerin adenozine goreceli afinite sabitleri

Substrat Substrat ve Adenozin (AB)s / (AB)oo Kattinity (1 / M)
(0.05mM) arasindaki (A0)s

Guanozin 0.0070 0.389 66382

Guanin 0.0065 0.382 59463

ssDNA 0.0055 0.344 35908

dsDNA 0.0035 0.269 12511

Literatiirde guanozin belleklere sahip MIP filmlerin kullanildigt DNA
mimik malzemelerin etkinligine yonelik caligmalar bulunmamaktadir. Metal-selat
yaklagimmnin kullanildig1 niikleotit bazi baskilanmis calisma kaydedilmekle
birlikte su ana dek yaptigimiz ¢aligmalarda MAH-Pt metal-selat monomeriyle
guanozin baskilamanin sonug¢ verdigini ve belleklerle guanozinin (66382 1/M),
guanin, ss-DNA ve ds-DNA nin guanin ayagindan oldukga yiiksek secicilikte
etkilesime girdigini soyleyebiliriz.

Sonug olarak guanozin spesifik tanima bdlgesine sahip malzemeler igin
olan adsorpsiyon secicilik profilinde gozlemlendigi gibi, Gz'ye dogru olan
adsorpsiyon segiciligi MIP filmin ylizeyinde DNA elemanlarindan olan guanin ve
guanozin molekiillerini tanima bolgelerine sahip belleklerin  olustugunu
sOyleyebiliriz. Aynt zamanda biyouyumlulugu ¢ok yiiksek olan sulu ¢ozeltilerde

polimerlesmeyi saglayacak bir teknik gelistirilmistir.
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3.2.2. Adenin baskili SPR sensoriin DNA tanima etkinliginin incelenmesi

SPR ile adenin baskilanmig MIP filminin DNA tanima kapasitesini
incelemeden once, kontrol filmi olarak baskilanmamamis (adenin kullanilmayan)
malzeme Ol¢iilmiistiir. Adsorbe edilen adenin derisimi, guanozin baskili polimerde

oldugu gibi A@degerini veren bir faktor, "f", ile ¢arpilarak dikkate alinmustir.

A@=f. [madde], (3.5)

/i [madde],, derisim degerini Afya geviren faktordiir.

Adenin baskilanmig MIP filme adsorplanan adenin ve adenozin

adsorpsiyon izotermleri, madde derisiminun bir fonksiyonu olarak gdzlemlenen

A0 'nin ¢izilmesi ile elde edilmis ve bir arada Sekil 3.18'de gosterilmistir. Kontrol

amaciyla hazirlanan adenin kullanilmayan SPR filmin etkisi de grafikte

gosterilmistir.
0,02
0,015 1 —e— Adenin
D 0,01 1 —=&— Adenozin
<

—aA— Baskilama yapilmayan

0.005 adenin

0 100 200 300 400 500

substrat(umol/L)

Sekil 3.18. Adenin baskilanmig ve baskilanmamig filmlere substratlarin izotermleri

Adenin ve adenozin icin goriilen her iki adsorpsiyon izotermi, MIP filmin
bu iki elemana belli bir afinitesi oldugunu gostermektedir. Adenin baskilanmamig

kontrol filmi i¢in ise adenine duyarli olmadigini gosteren ve orijin noktasindan
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gecen bir dogru elde edilmistir. Adenin substrati icin A&, baskilanmamis kontrol
malzemesinde spesifik olmayan bir sekilde adsorbe edildigini gostermektedir.

MIP’deki adsorplanan adenin derisimi asagidaki esitlikle gdsterilebilir.

site],[ Ad]
[Ad]

KS upp[
AO=f[Ad]m = { knapp [Ad] + — } (3.6)

1+ K

S.app

[Ad], MIP’deki adsorbe edilmis Ad’nin toplam derisimi, K., Ad
substrati ve adenin molekiiler tanima bdlgeleri arasindaki afinite sabiti, [site]o
MIP’deki molekiiller tanima bolgeleri derisimi ve [Ad] tampondaki Ad
derisimidir. Ad ve olusturulan molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite sabiti
asagidaki yontemle belirlenmistir.

Ad ve belleklendirilmis molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite
sabiti, verilen derisimlerde Ad ve 6rnegin, benzer bir molekiilii olan guanin (Gu)
kullanilarak belirlenmistir. Adenin ve Ornekler arasindaki rezonans frekans

kaymasi, (A6),, asagidaki esitlikle korele edilebilir.

[site],[Ad]

Ad] } (3.7)

K
AQ)= S.app
(A0)s=f{ T+ K

S,app

6 daki guanozine goreceli bir kayma ile (A6)s 'in sonsuz derisimdaki
(AO)s (= f[site]p) oran1 Ad derisiminun bir fonksiyonu olarak belirlenebilir ve

(AO)s/ (AB)s asagidaki esitlikle korele edilebilir.

(AQ)S — KS,app[Ad]
(A0)s, 1+K,, [Ad]

(3.8)

S,app [

(AO)s / (AB)s oran1 ve Ad derisimi arasindaki iliskiden, Sekil 8.19'da
goriilen adsopsiyon izotermlerinden her bir molekiil i¢in adenin baskilanmis
malzemenin afinite sabiti belirlenmistir. Belirlenmis mevcut afinite sabitleri,

K app, Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.19. Adenin bellekli SPR sensoriin adenin ve diger substaratlara iliskin adsorpsiyon

izotermleri

Sekil 3.19°dan goriilecegi lizere adenin belleklere sahip MIP-SPR sensorii
guanin i¢in orjinden gecen bir iligki olusturmaktadir ki bu durum MIP filmin
guanin molekiilii i¢in spesifik olmayan ve guanine afinite gostermeyen bir
ozellige sahip oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 3.2°de verilen guanine goreceli afinite sabitlerinin biiyiikligii

DNA taniyan molekiil belleklerin olustugunu ve etkin oldugunu géstermektedir.

Cizelge 3.2. Adenin baskil1 polimerin guanozine goreceli afinite sabitleri

Substrat Substrat ve Guanin (AB)s / (AB)o Kattinity (1 / M)
(0.05mM) arasindaki (AB8)s

Adenin 0.0086 0.421 52326
Adenozin 0.0078 0.416 49981
dsDNA 0.0055 0.323 15182

Literatiirde adenin baskilanmis c¢aligmalara bakildiginda Shea ve
ark’nin.(1996) calismalarma gore kloroform ve/veya asetonitril c¢oziiciilerin
kullanilmasiyla metakrilik asit varliginda yapilan MIP malzemelerin afinite

sabitleri 700-2400 1/M arasinda degismektedir. Yine adenozin baskilanmis bagka
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bir ¢alismada (Taniwaki ve ark. 2003) polisiilfon malzeme kullanilmig ve Ka
degerleri 13000-16000 1/M olarak bulunmustur. Calismalarimiz sonucu elde
edilen Ka degerleri literatiir degerlerine gore oldukca yliksektir. Bu ¢alismalarda
bize MAC-Hg metal-selat monomeriyle adenin baskilamanin sonug¢ verdigini ve
belleklerle adenin, adenozin ve ds-DNA nin adenin ayagindan oldukc¢a yiiksek
secicilikte etkilesime girdigini géstermektedir.

Sonug olarak MIP filmin yiizeyinde DNA elemanlarindan olan adenin ve
adenozin molekiillerini tanima bolgelerine sahip belleklerin  olustugunu

sOyleyebiliriz.

3.2.3. Guanin bellekli SPR sensoriin DNA tanima etkinliginin incelenmesi

SPR ile guanin baskilanmig MIP filminin DNA tanima kapasitesini
incelemeden once, kontrol filmi olarak baskilanmamamis (guanin kullanilmayan)
malzeme Ol¢iilmiistiir. Molekiiler olarak baskilanmis malzemede, adsorbe edilen

malzeme derigimi AO degerini veren bir faktor "f" ile ¢arpilarak dikkate alinmustir.

A@=f. [madde]n (3.9

f: [madde], derisim degerini Afya ceviren faktordiir.

Guanin baskilanmug MIP filme adsorplanan guanin ve guanozinin
adsorpsiyon izotermleri, madde derisiminun bir fonksiyonu olarak gdzlemlenen
A@ 'nin ¢izilmesi ile elde edilmis ve birarada Sekil 3.20'de gosterilmistir. Ayrica
kontrol amaciyla hazirlanan guanin kullanilmayan SPR filmin etkisi de grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 3.20. Guanin baskilanmis ve baskilanmamuis filmlere substratlarin izotermleri

Guanin ve guanozin i¢in goriilen her iki adsorpsiyon izotermi, MIP filmin
bu iki elemana belli bir afinitesi oldugunu gostermektedir. Guanin baskilanmamis
kontrol filmi i¢in ise guanine duyarli olmadigin1 gosteren ve orijin noktasindan
gecen dogru elde edilmistir. Bu durumda, guanin substrati i¢in A6, baskilanmamais
kontrol malzemesinde spesifik olmayan bir sekilde adsorbe edildigini
gostermektedir.

MIP’deki adsorplanan guaninin derisimi asagidaki esitlikte gosterilebilir.

KS,app[
1+ K

site],[Gu]
[Gu]

AO=f[Gulm =1 { knap [Gu] + } (3.10)

S.app

[Gu]m, MIP’deki adsorbe edilmis Gu’nin toplam derisimi, Ksap,, Gu
substrat1 ve guanozin molekiiler tanima bdlgeleri arasindaki afinite sabiti, [site]o
MIP’deki molekiiler tanima bolgeleri derisimi ve [Gu] ise tampondaki Gu
derigimidir. Gu ve olusturulan molekiiler tanima bdlgeleri arasindaki afinite sabiti
asagidaki yontemle belirlenmistir:

Gu ve belleklendirilmis molekiiler tanima bolgeleri arasindaki afinite
sabiti, verilen derisimlerde Gu ve Ornegin, benzer bir molekiilii olan adenin (Ad)
kullanilarak belirlenmistir. Guanin ve O&rnekler arasindaki rezonans frekans

kaymasi, (A6, asagidaki esitlikle korele edilebilir.
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(Atg)g:f{ K oppLsite]y[Gu]

1+ K, [Gu] J 3-11)

S.app

@ daki adenine goreceli bir kayma ile (A6)s 'in sonsuz derisimdaki (A6)s
(= f [site]y) oran1 Gu derisiminin bir fonksiyonu olarak belirlenebilir ve (A6)s /
(AO)s asagidaki esitlikle korele edilebilir.

(AG)S — KS,app[Gu]
(A0)s, 1+K;,, [Gu]

(3.12)

S,app

(AO)s / (AB)s oran1 ve Gu derisimi arasindaki iliskiden Sekil 3.21'de
goriilen adsopsiyon izotermlerinden her bir molekiil i¢in guanin baskilanmis
malzemenin afinite sabiti belirlenmistir. Belirlenmis mevcut afinite sabitleri,

K app, Cizelge 3.3'de dzetlenmistir.

—e— Guanin

—m— Guanozin

ssDNA

—x—dsDNA

—m— Adenin

—e— Baskilama
yapilmayan guanin

0 100 200 300 400 500
Substrat (umol/L)

Sekil 3.21. Guanin bellekli SPR sensoriin adenin ve diger substaratlara iliskin adsorpsiyon

izotermleri

Sekil 3.21°den goriilecegi iizere guanin belleklere sahip MIP-SPR sensorii

adenin i¢in orjinden gegen bir iliski olusturmaktadir ki bu durum MIP filmin
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adenin molekiilii i¢in spesifik olmayan ve Ad ye afinite géstermeyen bir 6zellige
sahip oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 3.3°de verilen adenine goreceli afinite sabitlerinin biiyiikligi,
DNA tanima bdlgelerine sahip molekiil belleklerin olustugunu ve etkin oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.3. Guanin baskil1 polimerin adenine goreceli afinite sabitleri

Substrate Substrat ve Adenin (AB)s / (AB)o Kattinity (1 /M)
(0.05mM) arasindaki (AB)s

Guanin 0.0074 0.395 65827

Guanozin 0.0068 0.388 61548

ssDNA 0.0042 0.331 37206

dsDNA 0.0033 0.255 14368

Sonug olarak guanin spesifik tanima bdlgesine sahip malzemeler i¢in olan
adsorpsiyon segicilik profilinde gézlemlendigi gibi, Gu'ye dogru olan adsorpsiyon
seciciligi MIP filmin yilizeyinde DNA elemanlarindan olan guanin ve guanozin
molekiillerini tanima bolgelerine sahip belleklerin olustugunu sdyleyebiliriz. Ayni
zamanda biyouyumlulugu c¢ok yiiksek olan sulu ¢ozeltilerde polimerlesmeyi

saglayacak bir teknik gelistirilmistir.

3.3. Guanozin, Adenin ve Guanin Baskih Polimerler ile QCM Ol¢iimleri

3.3.1. Ligand etkilesimi aracihigiyla guanozin baskih QCM sensorlerin

baglama etkilesimlerinin dl¢iimii

Altin kuartz kristaller {izerine guanozin ligand-degisim metoduyla baskili
polimerlerini hazirlamak icin metakroil bazli yeni bir yontem gelistirilmis ve
guanozin baskili MAH-Pt(II)-Gz polimerinin guanozin segiciligi incelenmistir.
Hedef molekiiliin metakroil temelli metal-selat kopolimerine baglanmasi kristalin
frekansina yansiyan kiitlede bir degisime (Am) neden olmaktadir. Am ve frekans

kaymasi1 (AFy) arasindaki iliski asagidaki esitlik ile ifade edilebilir.
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AF = - M (3.11)
A pu
Bu esitlikte;
Fy : temel frekans
A : piezoelektriksel yiizey alani
: Kuartzin yogunlugu
1) : Kuartzin kayma modiiliinii ifade etmektedir.

Fosfat tamponu icinde baskili polimer kapli sensoriin frekansi kararli hale
geldigi zaman guanozin c¢ozeltisi dedektor hiicresinin {izerine damlatilmistir.
Guanozin ¢ozeltisi ilave edildikten sonra sensoriin frekansit azalmistir ve 12
dakika i¢inde sabit bir degere ulasmistir (Sekil 3.22).

Ligand degisim reaksiyonunun olduk¢ca cabuk dengeye geldigi
goriilmiistiir ve bu frekans degisimleri kuartz kristal iizerindeki baskilanmig
polimere guanozin molekiillerinin tutundugunu gostermistir. Bunun yani sira

baskilanmamis polimere guanozin baglanmasimnin ¢ok daha zayif oldugu

gozlenmistir.
0
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Sekil 3.22. Guanozin baskili ve baskisiz sensoriin frekans degerleri
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Baskili polimer ve guanozin kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve
esitlikleri Scatchard analizi yontemi ile elde edilmis ve bu yontem MIP
calismalarinda daha oOnceleri de kullanilmistir. Bu analizde asagidaki esitlik

kullanilmaktadir.

B B B (3.12)

Bu esitlikte;
B : Polimere baglanan guanozin miktarini
[F] : Serbest guanozin derisimini

Bmax : Baglanma boélgelerinin maksimum sayisini
Kp . Ligand-degisim temelli metal-gselat  kopolimerinin ayrigsma
sabitini

ifade etmektedir.

0,008 -

B/[F] (nmol/mM)

0,007 -

0,006 ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2

B (nmol)

Sekil 3.23. Guanozin baskili polimerin Scatchard egrisi

Sekil 3.23°de 0.1-20 mM araligindaki guanozin ¢o6zeltisinin Scatchard

grafigi goriilmektedir. Bu aralik i¢indeki elde edilen Scatchard regrasyon esitligi



109

% =-0.00001580 B + 0.0086 (3.13)

Esitlik 3.13’den MIP sensdre guanozin baglanmasi i¢in baglanma sabiti
(K,) 63291 M ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi, Bpa, 0.0086 nmol olarak
bulunmustur. K, degeri baglanma bolgelerindeki afinitenin olduk¢a giiclii

oldugunu gostermektedir.
3.3.2. Guanozin baskilanmis QCM elektrodun seciciligi

Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin metal-selat baglanma bolgeleri
arasindaki etkilesiminin seciciliginin anlagilmasi i¢in guanozin ile benzer yapiya
sahip olan adenozinin baskili kuartz kristal sensor iizerine adsorpsiyonlari
incelenmistir. Sekil 3.24°de adsorpsiyon izotermlerinde gorildigli gibi
frekanstaki degisim guanozin, ve adenozin konsantrasyonlari ile direk orantilidir.
Adsorpsiyon izotermlerinden guanozin igin egimdeki azalma —27 Hz mmoL™, ve
adenozin i¢in —5 Hz mmoL™"' olarak elde edilmistir. Guanozin baskili QCM’in
secicilik katsayist adenozin i¢in 5.4 (27/5) olarak bulunmustur. Elde edilen
degerlerden goriildiigii gibi MAH-Pt-Gz kompleksinin guanozin igin segicilik
katsayis1 adenozine gore yliksektir. Bu sonuglar guanozinin metal iyonlar1 ile selat
olusturabilmesi ve boyut olarakta elde edilen kaviteye tam uyum gdstermesi ile

agiklanabilir.
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Sekil 3.24. Guanozin ve adenozin i¢in QCM sensor verileri

3.3.3. Guanozin baskilanmis QCM elektrodun analitik performansi

Sekil 3.25°de guanozin baskili kuartz kristalin guanozin derigim
degerlerine kars1 frekans kaymasi degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi
goriilmektedir. Guanozinin 0.01 ve 10 mM derisim araliginda dogrusal bir grafik
elde edilmistir ve guanozin baskili kuartz kristalin tayin smir1 0.01 mM’dir.
Guanozin derisimi arttik¢a frekans degerlerinin de arttigi goriilmiistiir ve elde
edilen dogru egimi 38 Hz mmol™ olarak bulunmustur. Deneyler en az ii¢ kez
tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in ortalama degerler ve standart sapmay1
hesaplamak {izere standart istatistiksel yontemler uygulanmistir. Giiven aralig1 %

95 tutulmustur.
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Sekil 3.25. Guanozin sensor igin kalibrasyon grafigi

3.3.4. Ligand etkilesimi araciigiyla adenin baskih QCM sensorlerin baglama

etkilesimlerinin ol¢iimii

Altin kuartz kristaller iizerine adenin baskili MAC-Hg(II)-Ad polimerinin
adenin seciciligi incelenmistir. Hedef molekiiliin metakroil temelli metal-selat
kopolimerine baglanmasi Souerbrey esitligi ile hesaplanmustir.

Fosfat tamponu i¢inde baskili polimer kapli sensoriin frekansi kararli hale
geldigi zaman adenin cozeltisi dedektor hiicresinin lizerine damlatilmistir. Adenin
¢oOzeltisi ilave edildikten sonra sensoriin frekansi azalmistir ve 15 dakika icinde
sabit bir degere ulagsmistir (Sekil 3.26). Elde edilen frekans degisimleri kuartz
kristal tizerindeki baskilanmis polimere adenin molekiillerinin tutundugunu
gostermistir. Bunun yani sira baskilanmamis polimere adenin baglanmasinin ¢ok

daha zay1f oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.26. Adenin baskili ve baskisiz sensoriin frekans degerleri

Baskili polimer ve adenin kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve

esitlikleri Scatchard analizi yontemi ile elde edilmistir.

0,0152433
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Sekil 3.27 Adenin baskili polimerin Scatchard egrisi

Sekil 3.27°de 0.1-20 mM araligindaki adenin ¢ozeltisinin Scatchard grafigi

goriilmektedir. Bu aralik i¢cindeki elde edilen Scatchard regrasyon esitligi
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%2-0.0000191 B +0.0121 (3.14)

Esitlik 8.14°’den MIP sensore adenin baglanmasi i¢in baglanma sabiti (K,)
52356 M ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi, Bmsx 0.0121 nmol olarak
bulunmustur. K, degeri baglanma bolgelerindeki afinitenin oldukca giiclii

oldugunu gostermektedir.
3.3.5. Adenin baskilanmis QCM elektrodun seciciligi

Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin metal-gelat baglanma bolgeleri
arasindaki etkilesiminin seciciliginin anlagilmasi i¢in adenin ile benzer yapiya
sahip olan adenozinin baskili kuartz kristal sensor iizerine adsorpsiyonlari
incelenmistir. Sekil 3.28’de adsorpsiyon izotermlerinde gorildigii gibi
frekanstaki degisim adenin, ve adenozin konsantrasyonlar1 ile direk orantilidir.
Adsorpsiyon izotermlerinden adenin i¢in egimdeki azalma —24 Hz mmoL™, ve
adenozin icin —8 Hz mmoL™ olarak elde edilmistir. Adenin baskili QCM’in
secicilik katsayist adenozin i¢in 3.0 (24/8) olarak bulunmustur. Elde edilen
degerlerden gorildiigii gibi MAC-Hg-Ad kompleksinin adenin igin secicilik
katsayis1 adenozine gore yiiksektir. Bu sonucglar adeninin metal iyonlari ile selat

olusturabilmesi ve boyut olarakta elde edilen kaviteye tam uyum gdstermesi ile

aciklanabilir.
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Sekil 3.28. Adenin ve adenozin i¢in QCM sensor verileri
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3.3.6. Adenin baskilanmis QCM elektrodun analitik performansi

Sekil 3.29’da adenin baskili kuartz kristalin adenin derisim degerlerine
kars1 frekans kaymasi degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
Adeninin 0.01 ve 10 mM derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir ve
adenin baskili kuartz kristalin tayin smir1 0.01 mM olarak bulunmustur. Adenin
derigimi arttikca frekans degerlerinin de arttig1 goriilmistiir ve elde edilen dogru
egimi 39 Hz mmol™ olarak bulunmustur. Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir.
Her bir veri seti i¢in ortalama degerler ve standart sapmay1 hesaplamak tizere

standart istatistiksel yontemler uygulanmistir. Giiven araligt % 95 tutulmustur.
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Sekil 3.29. Adenin sensor i¢in kalibrasyon grafigi

3.3.7. Ligand etkilesimi araciligiyla guanin baskili QCM sensorlerin baglama

etkilesimlerinin dl¢iimii

Guanin baskilt MAH-Pt(I1)-Gu polimerinin guanin segiciligi incelenmistir.
Hedef molekiiliin metakroil temelli metal-selat kopolimerine baglanmasi
Souerbrey esitligi ile hesaplanmigtir.

Fosfat tamponu i¢inde baskili polimer kapli sensoriin frekansi kararli hale

geldigi zaman guanin cozeltisi dedektor hiicresinin tizerine damlatilmistir. Guanin
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¢oOzeltisi ilave edildikten sonra sensoriin frekansi azalmistir ve 15 dakika i¢inde
sabit bir degere ulasmistir (Sekil 3.30). Frekans degisimleri kuartz kristal
tizerindeki baskilanmis polimere guanin molekiillerinin tutundugunu gdstermistir.
Bunun yani sira baskilanmamis polimere guanin baglanmasinin ¢ok daha zayif

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.30. Guanin baskili ve baskisiz sensoriin frekans degerleri

Baskili polimer ve guanin kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve

esitlikleri Scatchard analizi yontemi ile elde edilmistir.
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Sekil 3.31. Guanin baskili polimerin Scatchard egrisi

Sekil 3.31°de 0.1-20 mM arali§indaki guanin ¢6zeltisinin Scatchard grafigi

goriilmektedir. Bu aralik i¢cindeki elde edilen Scatchard regrasyon esitligi

%=—0.0000161 B +0.0103 (3.15)

Esitlik 3.15°ten MIP sensore guanin baglanmasi i¢in baglanma sabiti (K,)
62112 M ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi, Bpa 0.0103 nmol olarak
bulunmustur. K, degeri baglanma boélgelerindeki afinitenin oldukca giiclii

oldugunu gostermektedir.
3.3.8. Guanin baskilanmis QCM elektrodun segiciligi

Kalip molekiil ve MIP-QCM sensériin metal-gelat baglanma bdlgeleri
arasindaki etkilesiminin segiciliginin anlagilmasi i¢in guanin ile benzer yapiya
sahip olan guanozinin baskili kuartz kristal sensor iizerine adsorpsiyonlari
incelenmistir. Sekil 3.32°de adsorpsiyon izotermlerinde goriildiigii gibi
frekanstaki degisim guanin, ve guanozin konsantrasyonlar: ile direk orantilidir.

Adsorpsiyon izotermlerinden guanin i¢in egimdeki azalma —27 Hz mmoL™, ve
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guanozin i¢in —5 Hz mmoL " olarak elde edilmistir. Guanin baskili QCM’in
secicilik katsayisi guanozin i¢in 5.4 (27/5) olarak bulunmustur. Elde edilen
degerlerden gorildigi gibi MAH-Pt-Gu kompleksinin guanin i¢in segicilik
katsayis1 guanozine gore yiiksektir. Bu sonuglar guaninin metal iyonlari ile selat
olusturabilmesi ve boyut olarakta elde edilen kaviteye tam uyum gdstermesi ile

aciklanabilir.
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Sekil 3.32. Guanin ve guanozin i¢in QCM sensdr verileri

3.3.9. Guanin baskilanmis QCM elektrodun analitik performansi

Sekil 3.33°de guanin baskili kuartz kristalin guanin derisim degerlerine
kars1 frekans kaymasi degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
Guaninin 0.01 ve 10 mM derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir ve
guanin baskili kuartz kristalin tayin sinir1 0.01 mM’dir. Guanin derisimi arttikga
frekans degerlerinin de arttig1 goriilmiistiir ve elde edilen dogru egimi 59 Hz
mmol™ olarak bulunmustur. Deneyler en az ii¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri
seti i¢in ortalama degerler ve standart sapmayi hesaplamak iizere standart

istatistiksel yontemler uygulanmistir. Gliven araligi % 95 tutulmustur.
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Sekil 3.33. Guanin sensor i¢in kalibrasyon grafigi

3.4. Molekiiler Baskili Nanokabuk Sensorlerin Etkinligi

CdS nanokabuk sensorler ile guanozin, guanin, ss-DNA, ds-DNA ve
adeninin baglanma ve sentetik reseptor secicilik calismalari floresans
spektrofotometresi  kullanilarak  gerceklestirilmistir. ~ Hazirlanan ~ CdS
nanokristallerin, MAC ile kaplanmis CdS nanokristallerin, kapli nanokristallerin
MAH-Pt-Gz ile polimerlestirilmesinden sonra hazirlanmis guanozin baskih
polimerlerin ve bu polimerlere substratlarin adsorpsiyonu sonucu floresans
siddetinin degisimi Sekil 3.34’te verilmistir. Sekilden goriildigi gibi CdS
nanokristallerin 600 nm’deki floresans siddeti yapiya kalip molekiil olan
guanozinin baglanmas1 sonucunda artmistir. Hazirlanan polimer yapisindan
baglanan guanozinin uzaklastirilmasindan sonra floresans siddeti 170 I degerine
diismekte ve sonra tekrar kullanilabilirlik agisindan degerlendirmek i¢in guanozin
baglanma c¢aligmasinda ise floresans siddeti 815 I'ya yiikselmektedir. Ayni
zamanda hazirlanan nanosensorlerin floresans siddeti guanin ve  ss-DNA
(poliguaninik asit, PGA) baglanmasiylada sirasiyla 814 ve 583 I’ ya artmaktadir.
Sonug olarak diyebiliriz ki ¢apraz bagli nano kabuk polimer matriksinin spesifik

tanima bolgelerine guanozin, guanin ve ss-DNA baglanmas: sonucunda CdS
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nanokristallerin fotoliiminesans emisyonu artmakta ve bu nedenle floresans

siddetinde belirgin bir artig olmaktadir.

Sekil 3.34. Nanokristallerin 600 nm’deki floresans siddetindeki degisim

Sekil 3.35’den goriildiigii gibi ¢apraz bagli polimer yapisindaki spesifik
baglanma bolgeleri ile guanozin, guanin ve ss-DNA’nin etkilesimi sonucu artan

substrat konsantrasyonu ile floresans siddetinde artis olmaktadir.
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Sekil 3.35. Guanozin baskili CdS nanosensoriin guanozin ve diger substratlara iligkin floresans

siddetine bagli adsorpsiyon izotermleri

Konsantrasyona bagli floresans siddeti degisimi guanozin ve guaninin 400
pg/L konsantrasyonunda maksimum degere ulasmistir. Ayrica ¢izilen adsorpsiyon
izotermlerinden gorildiigii gibi guanozin baskili nanokristaller adenozine karsi
afinite gostermemekte ve floresans siddetinde dnemli bir degisim olmamaktadir.
Guanozin, guanin ve ss-DNA baslangic konsantrasyonun artmasiyla floresans
siddetide artmaktadir. Literatiirde ilk defa yapilan bir yaklagimla guanozin baskili
CdS nanosensorlerin guanozin ve diger substratlara iliskin afinite sabitleri
Scatchard analizi (Tsoi ve ark 2000; Yang ve ark. 2006) ve Langmuir izoterm
(Persson ve ark. 1997) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Guanozin ve CdS nanosensorler arsindaki baglanma denklemi 3.16
esitliginde verilmistir.

kla

Gz + KNS [GZ-KNS] (3.16)
<—

ky



121

Bu esitlikte;

Gz : ¢ozeltideki guanozin ve benzer yapidaki substratlar

KNS : guanozin baskili kuvantum nanosensorleri

Gz-KNS : guanozin ve nanokristaller arasindaki kompleks yapiy1
gostermektedir.

Bu denkleme ait Scatchart esitligi 3.17°de verilmistir.

CLO = Il’g";“ - K]D (3.17)
Bu esitlikte;
Kp : ayrigma sabitini
I : floresans siddetini
Linaks : maksimum floresans siddetini
Co . konsantrasyonu gostermektedir.

Floresans siddetinin 1/Cy’ye kars1 grafige gecirilmesi sonucu elde edilen dogru
egiminden her bir substrat i¢in afinite sabitleri (K,) hesaplanmistir. Ayrica
bulunan afinite sabitlerinin karsilagtirilmasi i¢in esitlik 3.19’da verilen Langmuir

izoterm denklemi kullanilmigtir.

G L, G
I 1

(3.19)

maks maks

Guanozin baskili CdS nanosensorlerin Langmuir adsorpsiyon analizine

iliskin dogrular Sekil 3.36°da verilmistir.
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Sekil 3.36. CdS nanokristallerin Langmuir adsorpsiyon analizi

Sekil 3.37 ab,c,d ve e’de guanozin baskili nanosensorlere sirasiyla
guanozin, guanin, ss-DNA, ds-DNA ve adenozinin Scatchard analizine iliskin

dogrular verilmistir.

=-0,0106x + 10,717
61 R? = 0,8603

IIC (a.u L pg™
o
*

0 200 400 600 800 1000
I (a.u)

(a)

Sekil 3.37. CdS nanokristallere (a) guanozin, (b) guanin, (c¢) ss-DNA, (d) ds-DNA ve (e)

adenozinin Scatchard analizleri
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Sekil 3.37. (Devam) CdS nanokristallere (a) guanozin, (b) guanin, (c) ss-DNA, (d) ds-DNA ve (e)

adenozinin Scatchard analizleri
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Sekil 3.37. (Devam) CdS nanokristallere (a) guanozin, (b) guanin, (c) ss-DNA, (d) ds-DNA ve (e)

adenozinin Scatchard analizleri

Cizelge 3.4. Guanozin baskili nanokristallerin Langmuir ve Scatchard analizlerinin

karsilastirilmast
. Langmuir, Scatchard,
Molekiil Lnaks (a.u) Lnaks (a.u)
Ka L/pg Ka L/ pg
Guanozin 1.71 x 107 909.1 1.06 x 107 1011
Guanin 5.92x 107 1000 50x 107 1053
ss-DNA 3.81x 107 833.3 1.6x 107 1525
ds-DNA 2.86x 107 333.3 32x10° 313.8
Adenozin 8.82x 10 250.0 0.9x 107 250.7

Gerek Langmuir gerekse Scatchard yaklasimi kullanilarak yapilan
hesaplamalara iliskin bulunan afinite sabitleri Cizelge 3.4’te karsilastirilmistir.
Scatchard analizi ile bulunan Ku ve Iaks degerleri Langmuir analizi ile bulunan
verilere oldukca yakindir ve nanokristallerin guanozin tanima bdélgeleri guanozine
olduk¢a segicidir. Antibadilerin baglanma sabitlerinin 10’-10° M oldugu
diisiiniildiiginde (Blake ve ark. 1996, Yagisawa ve ark. 1986) sentezledigimiz
guanozin bellekli sentetik nanoreseptorlerin guanozin ve guanini 10° M

degerlerinde secici baglamasi nanokabuklarda etkin ve her bir baglanma bdlgesine



125

tek bir molekiiliin baglandigi homojen bir sentetik antibadi olusturdugumuz
sOylenebilir.

Guanozin baskilanarak hazirlanan polimerlerde olusturulan kavite
guanozin ve analoglarma oldukga yiliksek bir secicilige sahiptir. Ayrica cesitli
niikleotit oligomerleri i¢in guanin yapisindaki N ile platin arasinda oldukca
yuksek bir afinite oldugu bulunmustur. (Kaim ve Schwederski 1994) Guanozin,
Pt(Il) metal iyonuyla selat olusturabilmektedir. Bu nedenle Pt(II) iyonlar1 ve bos
koordinasyon kiireleri arasindaki etkilesim hazirlanilan guanozin baskil
polimerlerde ve CdS nanokristallerde de etkilidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
platin ve guanozin yapisindaki O ve N atomlariyla boyut segici kavitenin afinite
sabitinin 4.841 10° M, serbest guanin baziyla 0.894 10° M, tek sarmal DNA
(ss-DNA) ile 3.81 107 L/ug ve cift sarmal DNA (ds-DNA) ile 2.86 107 L/pg
oldugu bulunmustur. ss-DNA yapisindaki guanozin ile platin arasindaki etkilesim
icin bulunan afinite sabiti ds-DNA etkilesiminin afinite sabitinden daha biiytiktiir.
Ciinkii platin ile DNA zinciri tizerindeki iki komsu guanozin niikleotidinin N
atomlar1 arsindaki etkilesimi ds-DNA guanozinleri arasindaki etkilesimden daha

giicliidiir (Kaim ve Schwederski 1994).
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu calismada MAH-Pt(Il)-Guanozin , MAC-Hg(II)-Adenin ve MAH-
Pt(I[)-Guanin 6n organize monomer sistemlerini kullanarak SPR ve QCM
biyosensor ciplerin hazirlanmasi ile DNA’nin baglanti bolgelerini taniyan
belleklerin SPR ¢ip ve QCM elektrot yiizeyinde olusturularak kendi organize
olabilen SPR c¢iplerin ve QCM elektrotlarin DNA tayininde kullanilmasi ve
tasarlanilan molekiiler baskilanmig (MIP) malzemelerin molekiiler tanimlama
acisindan degerlendirilmesi caligmalar1 ve guanozin belleklerle donatilan
nanokabuklara sahip CdS kuvantum nokta nanosensoérlerin hazirlanmasi ile DNA
tanima bolgeleri agisindan degerlendirilmesi ¢aligmalari yapilmistir.

MAC monomerinin karakterizasyonu i¢in iki farkli ¢dziiciide (DMSO-Dg
ve D,0) 'H-NMR spektrumlari almmustir. Karakteristik pikler su sekildedir; 7.67-
7.36 ppm arasindaki pikler -SH ve -NH protonlarina ait olup suda bu piklerin
gbzlenmemesi hareketli proton olmalarindan kaynaklanmaktadir. 5.67 ve 5.31
ppm de etilen protonlari gozlenmistir. 4.16 ppm’de -CH, 1.88 ppm’de -CHj3
pikleri gozlenmistir MAC monomerinin FTIR spekturumundan MAC yapisinda

bulunan karbonil gruplarmin agirlikli 1615 cm~!'de, bagli N-H gerilmelerinin

3414 cml'de, C-S gerilmelerinin ise 706 ve 622 cm~!'de band olusturdugu
bulunmustur.

MAC monomeri ve Hg (II) arasindaki kompleks olusumu FTIR ve
RAMAN spektroskopisi ile karakterize edilmistir. MAC monomerinin FTIR
spektrumunda 1612 cm™ ve 2541 cm™ de —COO" asimetrik gerilmesine ve —SH
gerilmesine ait titresim bantlar1 elde edilmisti. MAC ve Hg(Il) arasindaki
kompleks olusumu sonucunda —SH gerilme titresim bant1 2541 cm™’den 2551 cm’
e kaymustir.

MAH monomerinin yapisinin belirlenmesinde "H-NMR kullanilmustir. 'H-

NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler elde
edilmigstir. Bu karakteristik pikler: IH-NMR (CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz,
CH3), 1.42 (m; 2H, CH?), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s;
1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (d; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak bulunmustur. MAH-Pt(II) monomeri
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FTIR ile karekterize edilmistir. FT-IR spektrumu incelendiginde MAH yapisina
ait karakteristik karbonil bandlar1 1653 ve 1629 cm-1'de, amid II gerilme titresim
band1 ise 1529 cm-1'de gorlilmektedir. Ayrica Pt-N tiresimine ait bandlar 552 ve

441 cm-l'de goriilmektedir ki bu Pt(I) iyonlarmin MAH yapisina koordine
oldugunu gostermistir. Bu spektrum hedef metal-selat monomer yapinin
sentezlendigini gostermektedir. Ayrica MALDI-TOF-MS ile yapilan aydinlatma
calismalar1 kapsaminda; kiitle analizleri pozitif reflektor modunda 2,5-
dihidroksibenzoik asit ve a-Cyano-4-hidroksisinnamik acid matriksleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kiitle spektrumlarindan goriilecegi tizere MAH-
Pt-(H,0), metal-selat olusumu 443 ile baslayan m/e degerlerinden de ortaya
konulmugtur. Kiitle spektrumlarinda 415-417 arasinda goriilen pikler de platinin

izotoplarini da i¢ine alacak sekilde MAH-Pt olusumunu desteklemistir.

Metakrilamidosistein ile aktive edilmis CdS nanopartikiillerin ve guanozin
baskili nanosensérlerin kalip uzaklastirilmadan 6nce ve sonra °C CP-MAS NMR
spektrumlart alinmigtir. CdS nanokristallere ait spektrumda sistein yapisindaki
karbonil grubuna ait pik 194.4 ppm’de, metakroil yapisindaki karbonil grubuna ait
pik ise 198 ppm’de, metakroil yapisindaki metin ve metilen karbonlarina ait pikler
strastyla 60.9 ve 73.8 ppm de, sistein yapisinda bulunan karbon atomlar1 i¢inse
38.2 ppm ve 50 ppm’de pikler eldedilmistir. Guanozin baskilt CdS nanokristallere
ait NMR spektrumunda polimerizasyon sonrasinda yapiya baglanan histidin
gruplar1 nedeniyle 60.9 ve 73.8 ppm’deki pikler kaybolmustur. Ayrica spektrumda
66.3 ve 79.4 ppm’de histidin yapisindaki karbon atomlarina ait pikler ve 88-82.1
ppm’de guanozin yapisindaki C4', C1' ve C3' pikleri elde edilmistir. Kalip molekiil
olan guanozinin yapidan uzaklastirilmasindan sonra alinan NMR spektrumunda
ise. guanozin molekiiliiniin yapidan uzaklagtirilmasi ile 88-82 ppm sinyalleri
kaybolmustur. Ayrica MAC yapisindaki tiol gruplarina ait 41.7 ppm ve MAH-Pt
yapisina ait 81-66 ppm sinyalleri CdS nanosensorlerin kararliligini korudugunu
gostermektedir. Ayrica MAC ile kaplanmis CdS nanopartikiillerin ve guanozin
kalip uzaklastirilmadan 6nce ve uzaklastirildiktan sonra CdS nanopartikiillerin
TEM goriintiilerinden MAC ile kaplanmis CdS nanopartikiillerin kiiresel formda
ve ortalama 35 nm boyutta oldugu bulunmustur. CdS nanopartikiillerin guanozin

kalip uzaklagtirilmadan oOnce alinan TEM goériintlisiinde ise nanopartikiillerin
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kiiresel formda ve ortalama 46 nm boyutta olduklari,. CdS nanopartikiillerin
metanolik KOH ile yikanarak guanozin kalibin uzaklastirilmasindan sonra alinan
TEM goriintiistinde ise nanopartikiillerin kiiresel seklini korudugu ve ortalama 45
nm boyutta olduklari bulunmustur.

Guanozin, adenin ve guanin baskili polimerler ile yapilan SPR 6l¢timleri
sonucunda MAH-Pt(I1)-Gz monomeriyle guanozin baskilamanin sonug¢ verdigini
ve belleklerle guanozinin (66382 1/M), guaninin (59463 1/M), ss-DNA’nin
(35908 1/M) ve ds-DNA nin (12511 1/M) guanin ayagindan etkilesime girdigi,
MAC-Hg(IT)-Ad monomeriyle adenin baskilamanin sonucunda belleklerle
adeninin (52326 1/M), adenozinin (49981 1/M) ve ds-DNA nin (15182 1/M)
adenin ayagindan etkilesime girdigi ve MAH-Pt(II)-Gu monomeriyle guanin
baskilama sonucunda elde edilen belleklerle guaninin (65827 1/M), guanozinin
(61548 1/M), ss-DNA’nin (37206 1/M) ve ds-DNA’nin (14368 1/M) oldukga
yuksek secicilikle etkilesime girdigi bulunmustur.

Guanozin, adenin ve guanin baskili polimerler ile QCM olclimleri
sonucunda guanozin baskili MIP sensére guanozin baglanmasi i¢in baglanma
sabiti (K,) 63291 M ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi, Bpax 0.0086 nmol
olarak bulunmustur. Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin metal-selat baglanma
bolgeleri arasindaki etkilesiminin seciciliginin anlagilmasi i¢in guanozin ile
benzer yapiya sahip olan adenozinin baskili kuartz kristal sensor {izerine
adsorpsiyonlar1 incelendiginde adsorpsiyon izotermlerinden guanozin igin
egimdeki azalma —27 Hz mmoL™, ve adenozin i¢in —5 Hz mmoL™" olarak elde
edilmistir. Guanozin baskili QCM’elektrodun segcicilik katsayisi adenozin i¢in 5.4
(27/5) olarak bulunmustur. Adenin baskilt MIP sensdre adenin baglanmasi igin
baglanma sabiti (K,) 52356 M™' ve ligand-degisim bolgelerinin sayisi, Bpax 0.0121
nmol olarak bulunmustur. Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin metal-selat
baglanma bolgeleri arasindaki etkilesiminin seciciliginin anlagilmasi i¢in adenin
ile benzer yapiya sahip olan adenozinin baskili kuartz kristal sensor iizerine
adsorpsiyonlar1 incelendiginde adsorpsiyon izotermlerinden adenin i¢in egimdeki
azalma —24 Hz mmoL™, ve adenozin icin —8 Hz mmoL "' olarak elde edilmistir.
Adenin baskili QCM elektrodun secicilik katsayisi adenozin i¢in 3.0 (24/8) olarak

bulunmustur. Guanin baskilit MIP sensore guanin baglanmasi i¢in baglanma sabiti
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(Ka) 62112 M ve ligand-degisim bélgelerinin sayist, Bpax 0.0103 nmol olarak
bulunmustur. Kalip molekiil ve MIP-QCM sensoriin  metal-selat baglanma
bolgeleri arasindaki etkilesiminin segiciliginin anlasilmasi i¢in guanin ile benzer
yapiya sahip olan guanozinin baskili kuartz kristal sensor iizerine adsorpsiyonlari
incelendiginde adsorpsiyon izotermlerinden guanin i¢in egimdeki azalma —27 Hz
mmoL™", ve adenozin i¢in -5 Hz mmoL™" olarak elde edilmistir. Guanin baskili
QCM elektrodun segicilik katsayis1 guanozin i¢in 5.4 (27/5) olarak bulunmustur.

CdS nanokabuk sensorler ile guanozin, guanin, ss-DNA, ds-DNA ve
adeninin baglanma ve sentetik reseptor secicilik calismalari floresans
spektrofotometresi  kullanilarak  gerceklestirilmistir. Konsantrasyona bagl
floresans siddeti degisiminin guanozin ve guaninin 400 pg/L konsantrasyonunda
maksimum degere ulasmistigi ve ¢izilen adsorpsiyon izotermlerinden guanozin
baskili nanokristallerin adenozine karsi afinite gdstermedigi bulunmustur. Ayrica
Langmuir ve Scatchard yaklasimi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda
bulunan afinite sabitleri karsilastirilmistir. Scatchard analizi ile bulunan K, ve
Imaks degerleri (Guanozin i¢in 1.06 x 107, guanin igin 5.0 x 107, ss-DNA icin 1.6 x
107, ds-DNA igin 3.2 x 10 ve adenozin igin 0.9 x 10~ L/ug) Langmuir analizi ile
bulunan verilere (Guanozin i¢in 1.71 x 102, guanin i¢in 5.92 x 107, ss-DNA i¢in
9.81 x 107, ds-DNA igin 2.86 x 10 ve adenozin i¢in 8.82 x 10™ L/ug) oldukea
yakindir.
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