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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAKIR (II) [YONUNUN ETIKETSIZ G-QUADRUPLEKS TABANLI
FLORESAN METOT iLE TESPITI

Yasemin Acar

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomiihendislik Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Abdullah Tahir BAYRAC
Temmuz 2019, 111 Sayfa

Bu tez c¢aligmasinda bakir (II) iyonunun hizli, secici ve hassas tespiti i¢in, guanin
niikleotidi yoniinden zengin bir DNA dizisi ile Thioflavin T’nin G-quadrupleks yapi
olusturmasini temel alan etiketsiz bir algilama sistemi gelistirilmistir. Bakir (II) iyonuna
secicilik gosteren G-quadrupleks yapi olusturabilme potansiyeli bulunan DNA dizisi
dort GGG tekrarina sahiptir. Kendiliginden floresan 6zellik gostermeyen Thioflavin T,
bu DNA dizisi ile etkilesime girerek G-quadrupleks yapinin olusumunu indiiklemekte
ve floresan molekiiler rotor yapisi nedeniyle yiiksek floresan emisyon yogunluguna
neden olmaktadir. Bakir (II) iyonlarmin varliginda, G-quadrupleks yapi olusturmus
DNA dizisi yiiksek segicilik gosterdigi hedefine baglanmak i¢in Thioflavin T ile
olusturmus oldugu kompleksten ayrilmakta ve konformasyonel degisiklige ugrayarak
G-quadrupleks yapidan tek zincirli haline geri doniis yapmaktadir. Bu ayrilma ve
konformasyonel degisiklikler ile birlikte floresan emisyon yogunlugunda onemli bir
diisiis olugsmaktadir. Bakir (II) iyonlarinin ortamdaki konsantrasyonuna gore floresan
emisyon yogunlugunda meydana gelen bu degisim sayesinde bakir (II) iyonlarmin
etiketsiz, diisiik maliyetli, hizli, hassas ve segici bir bicimde tespiti saglanabilmektedir.
Diinya iizerindeki bir¢ok organizma i¢in hayati Oneme sahip olan, yiiksek
konsantrasyonlarda maruz kalindiginda oldukga toksik ve hatta 6liimciil etkilere sebep
olabilen bakir (IT) iyonunun canlilar ile temasinin birincil kaynagi su ekosistemleridir.
Tasarlanan algilama sistemi, genis bir lineer aralikta dogrudan su numunelerinde bakir
(IT) iyonlarin1 6l¢mek i¢in 30,7 nM tespit limitine, 102,5 nM tayin limitine sahip bir
duyarliliga ve segicilige sahiptir. Karaman sehir sebeke sularindan alinan su numuneleri
ile yapilan deneyler ile tasarlanan metodun yiiksek geri kazanim oranina sahip oldugu
goriilmiistiir. Tasarlanan metot bakir (II) iyonuna, farkli iyonlarin varliginda bile ytliksek
oranda segicilik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: G-quadrupleks, Thioflavin T, Bakir (II) iyonu, Floresan
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ABSTRACT

Ms Thesis

A LABEL-FREE G-QUADRUPLEX BASED FLUORESCENT ASSAY FOR THE
DETECTION OF COPPER (11) ION

Yasemin ACAR

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering
Supervisor: Assistant Professor Dr. Abdullah Tahir BAYRAC
July 2019, 111 pages

In this thesis, a label free detection system based on the formation of G-quadruplex
structure of Thioflavin T and a DNA sequence rich in guanine nucleotides was
developed for rapid, selective and sensitive detection of copper (II) ion. The DNA
sequence with four GGG repeats has the potential to form a G-quadruplex structure and
shows high selectivity to the copper (1) ion. Normally non-fluorescent Thioflavin T
induces the formation of the G-quadruplex structure by intercalating into DNA
sequence and causes high fluorescence emission intensity due to the fluorescent
molecular rotor structure. In the presence of copper (Il) ions, the DNA sequence is
dissembled from the complex formed with Thioflavin T to bind to its target of high
selectivity and causes the G-quadruplex structure to separate by conformational
modification. Conformational changes together with this separation lead to a significant
decrease in the intensity of the fluorescence emission. Thanks to this change in the
fluorescence emission; untagged, low cost, fast, sensitive and selective detection of
copper (1) ions can be achieved. Water ecosystems are the primary source of the
contact of living beings with copper (I1) ions, which are very toxic and even lethal when
exposed at high concentrations. The designed detection system has a sensitivity and
selectivity with a detection limit of 30.7 nM and quantification limit of 102.5 nM for
copper (1) ions directly in water samples in a wide linear range. With the experiments
conducted from Karaman city municipal water, the designed method showed a high
recovery rate.

Keywords: G-quadruplex, Thioflavine T, Copper (I1) ion, Fluorescence
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1. GIRIS

Teknolojik gelismelerin hayatimizi kolaylagtirmasinin yaninda saglik ve ¢evreye verilen
dolayli ya da dolaysiz zararlar1 her gegen giin artmaktadir. Sehirlesmenin artisi,
sehirlerde yasayan insan popiilasyonunun artis1 ve teknolojiyle birlikte ilerleyen
sanayilesme ¢evre sorunlarinin artmasina sebep olan 6nemli faktorlerdendir. Ekolojik
dengenin bozulmasi ve dolayistyla olusturdugu saglik problemleri gliniimiizde kiiresel

diinyanin ortak sorunu haline gelmistir.

Su tiim organizmalar i¢in hayati 6neme sahip bilesenlerden biridir. Diinya iizerindeki
canlilarin istifade ettigi sularin kirlenmesi c¢esitli dogal faaliyetlerle olabilecegi gibi
evsel atik, pestisit kullanimlari, sanayi iiretim merkezlerinde lretilen c¢esitli zararl
atiklarla da olabilmektedir. Sularin kirlenmesi ciddi saglik ve ekoloji sorunlarina yol
acabilir. Bundan dolayr sudaki ¢esitli materyallerin diizeylerinin tespiti cok onemlidir.
Ciinkii sucul ortamlar ¢evre kirliliginin en yogun olarak goriildiigii alanlardandir. Bir¢ok
canltya ev sahipligi yapmalarmin yani sira insan ve hayvan tiiketiminde de

kullanildiklarindan tiim organizmalari direkt olarak etkilemektedir (Anonim, 2004).

Cesitli maden iiretimi yapilan fabrikalarin ¢evreye salinmasina sebep oldugu bazi zararh
maddeler su, toprak ve hava mikroflorasinin degismesine ve bu maddelerin birikmesine
yol agmaktadir. Agir metaller bu zararli maddelerin basinda gelen maddelerdendir ve
Ozellikle fabrika yakinlarindaki cevrelerde canlilar i¢in toksik olabilecek seviyelere
cikabilmektedir. Cevreye salinan agir metaller su, asit yagmurlari, toprak ya da hava
yoluyla canlilara etki etmektedir. Insan ve hayvanlarin sagliklarmi tehlikeye atan
risklerden dolayr ¢esitli viicut sivilarinin ya da ekolojik ¢evredeki numunelerin
icerisinde agir metallerin tespiti ve miktarlarinin analizi ¢ok 6nemlidir. Bu tespit ve
analizler 151¢1nda durum hakkinda bilgi sahibi olunarak ¢esitli iyilestirme yollar1 aramak
ya da kullanilacak bir madde hakkinda bilgi sahibi olmak kolaylagsmaktadir (Souli ve
ark., 2017; Trumbo ve ark., 2001).

Bakir; ABD Cevre Koruma Kurumu (EPA) tarafindan hem bir besin ve hem de bir
toksin olarak tanimlanan bir agir metaldir (Anonim, 1997). Bakir solunum enzimi
kompleksi sitokrom ¢ oksidazinin anahtar bir bilesenidir. insanlarda ve hayvanlarda eser

miktarda bulunmasi hayati agidan 6nemlidir. Fakat bu agir metalin fazla olma durumu



cesitli hayati Oneme sahip yolaklarda yer alan protein yapilarint etkilediginden
zararlidir. Ozellikle bakir esyalarin ¢cok kullanimi, evlerdeki bataryalarin bakir olmasi
ya da su, toprak ve havanin ¢esitli atitk maddeler tarafindan kirlenmesiyle maruz kalinan
bakir orani1 artmakta ve organizmalarda birikebilmektedir. Canli yasami igin hayati
tehlikeleri bulunan bu agir metalin hizli ve giivenilir tespiti 6zellikle insan saglig

acisindan biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Hassas, giivenilir ve hizli Ol¢iimler yapabilen sensor sistemleri tespit ve analiz
yontemlerinde 6zellikle son yillarda arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilan
yontemlerdendir. Su, toprak, giibre gibi ¢evresel dokulardan ya da kan, plazma, idrar
gibi viicut sivilarindan alinan 6rneklerdeki agir metaller gibi ¢esitli analitlerin 6l¢timii
yiiksek hassasiyetle yapilabilmekte ve sonuclar yiliksek dogrulukla alinabilmektedir
(Kong ve ark., 2013; Sun ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2013).

G-quadrupleksler genom igerisinde guanin niikleotidi yoniinden zengin bazt DNA ya da
RNA dizilerinin guanin tetratlar1 olusturmasmin ardindan konformasyonel degisim
gostererek ti¢ boyutlu yapiya kavusan ikincil genetik materyal yapilarindandir (Phan ve
Patel, 2003). G-quadrupleks yapilarin in vitro ortamda olusmasimin indiiklenerek
algilama sistemlerinde kullanilabilmesinin kesfi bu ikincil yapilar ile yiriitiilen
calismalarin bambagka bir boyut almasini saglamistir. G-quadrupleks olusturmaya
elverisli bir G-quadrupleks dizi yardimiyla gesitli analitlerin var-yok analizi ve miktar
tespitinin yapilabildigi birgok algilama sistemi mevcuttur. Genellikle spektroskopik
yontemlerin  kullanildigi  bu algilama sistemlerinde G-quadrupleks olusumunu
indiiklemek amaciyla kendiliginden floresan 6zelligi bulunmayan ancak G-quadrupleks
dizi gibi gesitli yapilarla bir araya geldiginde bu &6zelligi kazanabilen floresan boyalar
kullanilmakta ya da niikleotit dizisi floresan bir boya ile etiketlenmektedir. Analit
maddeye 6zglin olan bu diziler; daha fazla afinite gosterdikleri analit maddenin ortamda
bulunmasi halinde G-quadrupleks yapiyr bozarak analite baglanma egilimi
gostereceklerdir. Bu baglanmalarin ve bozulmalarin floresan emisyon spektrumunda
olusturdugu farklar ile anlamli sonuglar elde edilerek bir numunede aranilan analitin
tespiti ve/veya hangi miktarlarda bulundugu saptanabilmektedir (Bhasikuttan ve
Mohanty, 2015; Mohanty ve ark., 2012).



Floresan boyalarin yardimiyla tasarlanan sensor sistemleri hizli, gilivenilir ve diisiik
maliyetli sistemler olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yiiksek maliyet, ekipman, uzman
varlig1 gerektiren ve uzun siiren diger analiz testleri ile kiyaslandiginda biiyiikk bir
kolaylik saglayan sistemlerdir. Bakir metalinin tespiti i¢in de hizli, etiketlemeye gerek
duyulmayan hassas bir algilama sistemi gelistirilmek istenmis ve hizli, diisitk maliyetli,

hassas ve giivenilir G-quadrupleks tabanli bir sensor sistemi tasarlanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Bakir, kaya, toprak, su, sediment ve havada dogal olarak bulunan bir agir metaldir.
Bakir tim bitki ve hayvanlarda dogal olarak bulunmaktadir. Tiim canli organizmalar
i¢in iz element olarak alinmasi onemli bir elementtir. Yiiksek seviyelerde ise toksik

etkiler olusturabilmektedir.

Metalik bakir kolayca kaliplanabilmekte veya sekillendirilebilmektedir. Bakirin birgok
bilesigi var olmakla birlikte piring, bronz gibi alasimlar adi verilen birgok metal
karisiminda da bakir bulunmaktadir. Pek ¢ok bakir bilesigi mavi-yesil renkleriyle
taninabilir. Bakir esas olarak tel, sac, boru ve diger metal iirlinlerin imalatinda metal
veya alasim olarak kullanilmaktadir. Bakir bilesikleri, tarimda kif gibi bitki
hastaliklarinin tedavisinde veya su aritiminda, ahsap, deri ve kumaslarda koruyucu

olarak kullanilir (Anonim, 2004).

Bakir dogada organik malzemelere ve kil, kum gibi topragin iist katmanlarindaki diger
bilesenlere kuvvetlice baglanabilmektedir (Hiroki, Kadzunori, ve Tosiharu, 1985).
Yedigimiz ve igtigimiz pek ¢ok yiyecek ve igecekte cesitli konsantrasyonlarda

bulunmaktadir (Souli ve ark., 2017).

Insan viicudunda bakir, homeostaz ile korunmaktadir (Bertinato ve L'Abbé, 2004).
Bakir alimi, insan tolerans araligini asarsa toksik etkilere neden olmaktadir. Bu toksik
etkiler iizerine yapilan ¢alismalarda, bakirin yiiksek oranda aliminin lipid profilinde
degisikliklere, oksidatif strese ve bobrek fonksiyon bozuklugu gibi bir dizi toksikolojik
aktiviteye yol acabilecegi belirtilmektedir (Galhardi ve ark., 2004; Zietz ve ark., 2003).

G-quadrupleks yapilar, dort guanin bazinin Hoogsteen hidrojen bagi ile biraraya gelerek
olusturduklart guanin tetratlarindan olusan yapilardir (Smith ve Feigon, 1992). G-
quadrupleks yapilar1 genomda telomer bolgelerinde ve onkogen promotorlarinda
olugabildigi gibi uygun kosullar altinda in vitro ortamda da olusabilmektedir. Bu
ozellikleri arastirmacilarin G-quadrupleks yapilarini algilama, tespit ve sinyal olusturma

caligmalarinda kullanmasina olanak saglamistir.

Molekiiller, bir foton ile uyarildiklarinda, uyarilmis bir duruma ulagmaktadirlar.

Ardindan bu uyarilmis durumdan temel durumlarina doniis yapma egilimi gosterirler.



Farkli sekillerde saglanabilen bu temel duruma donme sonrasit floresan o6zellik
olusmaktadir. (Elmer, 2000). Floresan molekiiler rotorlar, florofor olarak adlandirilan 7-
konjuge bagi igeren floresan molekiilleridir. Floresan yogunlugu, ¢evresel viskoziteden

etkilenen rotatorlerin molekiil i¢i donme derecesine gore degismektedir.

Molekiiler rotorlar, ortamin polaritesine ve viskozitesine karst hassas duyarliliga
sahiptir ve bu Ozellikleri onlarin viskozite sensOrii problart olarak kullanimi
uygulamalarini artirmistir (Hosny ve ark., 2013). Floresan molekiiler rotorlar organeller
ve mikroakigkan kanallar dahil olmak tizere cesitli ortamlarda viskozite sensorleri

olarak gorev yapabilmektedirler (Lee ve ark., 2018).

Floresan molekiiler rotolar ve G-quadrupleks tabanli algilama sistemleri ¢alismalarinin
temelinde, tespit edilecek maddeye 0zgilin, guanin niikleotidince zengin ve G-
quadrupleks yapisini olusturmaya elverisli bir DNA dizisi seg¢ilmesi ve ardindan
floresan Ozelligi bulunan cesitli boyalar yardimiyla G-quadrupleks olusumunun

tetiklenerek floresan yogunlugunun artmasi ve floresan bir sinyal alinmasi yatmaktadir.
2.1 Bakir

Bakir, ¢esitli kayalarda ve minerallerde bol miktarda bulunan eser elementlerden biridir
(Bowen, 1985). Bakir ayn1 zamanda hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda ¢ok ¢esitli
metabolik islemlerde gérev alan temel mikro besinlerden de bir tanesidir. Sitokrom ¢
oksidaz, nitrat rediiktaz gibi redoks katalizorleri veya hemosiyanin gibi dioksijen
tastyicilari olarak gérev yapan ¢ok sayida bakir ile iligkilendirilmis enzim bilinmektedir
(Flemming ve Trevors, 1989). Bakir ile iliskili proteinler &zellikle aerobik
organizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir ve temel olarak iki islevleri vardir,
elektron transferi ve oksijen taginmasi-aktivasyonu. Bakir proteinleri; solunum, demir
tasinmasi, oksidatif stresten korunma, kan pihtilagmasi ve pigmentasyon gibi hayati

slireglerde rol oynamaktadir (Puig ve Thiele, 2002).

Bakir, hemoglobin olusumu, ilag metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi,
katekolamin biyosentezi ile ilgili bir dizi metaloenzime dahil edilir. Sitokrom ¢ oksidaz,
stiperoksit dismutaz, ferroksidazlar ve monoamin oksidaz gibi bakira bagl enzimler,
reaktif oksijen tiirlerini azaltma islevi gormektedir. Bakir, glukoz 6-fosfataz ve

glutatyon rediiktaz gibi c¢esitli enzimlerin siilthidril gruplarina baglanabilir, bdylece



hiicrelerin serbest radikal hasarlarindan korunmasina engel olur. Bakir, gastrointestinal
sistemden demir emilimini tesvik eder, demirin dokulardan plazmaya taginmasinda rol
oynar, sinir sisteminde miyelinin korunmasina yardimci olur, hemoglobin sentezi ve

diger 6nemli fonksiyonlar i¢in gereklidir (Anonim, 2004; Flemming ve Trevors, 1989).

Bakir tiim canlilar i¢in gerekli bir element olmasina ragmen, yliksek seviyelerde toksik
hale gelmektedir; bu nedenle dogal ortamlarda bulunan bakir seviyeleri onemlidir.
Biyolojik sistemler tarafindan kolayca kullanilabilir olmasi i¢in, bakirin suda ¢6ziiniir
bir bi¢imde mevcut olmasi gereklidir. Baz1 toksik elementler nadir ¢oziinebilir veya
coziinemez oldugu icin biyolojik sistemler tarafindan kullanilamamaktadir. Cevrede
biyolojik olarak erisilebilen bakir seviyeleri insan faaliyetlerinin bir sonucu olarak
artmaktadir. Bakirin ekolojik ortamlara salindigi antropojenik faaliyetler; metal
kaplama, ¢elik {iretimi, rafineriler gibi endiistriyel islemler (Forstner ve Wittmann,
1979), giibre (Barkay ve ark., 1985), antibakteriyel ve antifungal tarim ilaci olarak

kullanimi1 (Giiven ve ark., 2004), evsel atiklar ve atik su tortular1 olabilmektedir.

Metallerin ve diger kirleticilerin dogal ortamlardaki organizmalar iizerindeki etkilerini
belirlemek ¢evre dengesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Flemming ve Trevors, 1989).
Metal kirliliginin yogun oldugu ortamlar arasinda denizler, tatli yiizey sulari, ¢okeltiler
ve topraklar bulunur (Stauber ve Florence, 1987). Bu ortamlarda kirlenmeye sebep olan

etkenler ciddi gevreyle ilgili sonuglara neden olabilmektedir.

Analitik yontemler, numunelerin toplam bakir igerigini belirlemeye yardimci
olmaktadir. Numunelerdeki 6zgiin bakir bilesiklerinin ve komplekslerinin belirlenmesi
zordur. Cevresel numuneler i¢in kullanilan en yaygmn yontemler atomik absorbsiyon
spektroskopisi (AAS), endiiktif olarak eslesmis plazma atomik emisyon spektroskopisi
(ICP-AES) ve endiiktif olarak eslesmis plazma kiitle spektrometrisidir (ICP-MS). Bakir
analizi i¢in kullanilan diger analitik yontemler arasinda x 151 floresansi, anodik
styirma voltametrisi, ndtron aktivasyon analizi, foton kaynakli x 1511 emisyonu ve
kromatografik analizler bulunur (Ahmed ve Davies, 1993; Apte ve ark., 1990; Anonim,
2004). Son zamanlarda bu yontemlere alternatif olarak hizli, diisiik maliyetli ve hassas
sonuglar veren sensor sistemleri bakir gibi cesitli agir metallerin tespitinde kullanilmak

lizere arastirilmaktadir (Zeng ve ark., 2006).



2.1.1 Agir Metaller

Agir metaller genellikle yiiksek yogunluga, atomik agirliga ve atomik sayiya sahip
metaller olarak tanimlanmaktadir (Hawkes, 1997). Bu metaller dis yoriingelerinde
benzer elektron dagilimina sahiptiler. Atom numaralar1 63-200 arasinda ve yogunluklari
5 g/cm*’ten biiyiiktiir (Duffus, 2002). Bu metallere demir, bakir, kalay, civa, kobalt,
¢inko, galyum ve talyum ornek verilebilir (Valkovic, 1990). Kobalt, bakir, krom, demir,
magnezyum, manganez, molibden, nikel, selenyum ve ¢inko gibi bazi metaller g¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olan temel besinlerdir. Bu mikro
besin maddelerinin yetersiz olmasi ¢esitli eksiklik hastaliklar1 veya sendromlar1 ile

sonuglanabilmektedir (Tchounwou ve ark., 2012).

Ortalama 70 kg bir insanin viicudu yaklasik % 0.01 agir metal igermektedir, bu oran
yaklasik olarak iki kurutulmus bezelyenin agirligina esdeger miktar olan 7 gramdir. Bir
insan viicudunda yaklasik olarak 4 g demir, 2,5 g ¢inko, 120 mg kursun, 70 mg bakir,
30 mg kalay, 20 mg vanadyum ve kadmiyum, 15 mg nikel, 14 mg selenyum, 12 mg

manganez ve 200 mg diger agir metaller bulunmaktadir (Emsley, 2011).

Agir metallerden bazilarinin eser miktarlar1 canli formlariin bazi biyolojik aktiviteleri
icin hayati déneme sahiptir. Ornegin bakir; katalaz, siiperoksit dismutaz, peroksidaz,
sitokrom c oksidazlar, ferroksidazlar, monoamin oksidaz ve dopamin p-monooksijenaz
dahil olmak iizere oksidatif strese bagli ¢esitli enzimler i¢in temel bir kofaktor olarak
gorev yapar. Bu nedenle, hemoglobin olusumu, karbonhidrat metabolizmasi,
katekolamin biyosentezi, kollajen, elastin ve sa¢ keratinin ¢apraz baglanmasi ile ilgili
bir dizi metaloenzime dahil edilen temel bir besindir (Harvey ve McArdle, 2008; Stern,
2010).

Biyolojik aktivitelerdeki rollerinin yaninda agir metaller ¢cevreye ve canlilara zararlar
verebilmektedir. Krom, arsenik, kadmiyum, civa ve kursunun elementel ya da farkli
elementlerle birlesik formlarinin her tiirliisii ¢evreye ve dolayisiyla insanlara biiytik
zararlar verme potansiyeline sahiptir (Nahar, 2017). Hekzavalent krom, civa buhari ve
bircok civa bilesigi karsinojenik o6zellikleri bulunan agir metallerdendir (Kozin ve
Hansen, 2013). Bu agir metaller elementler kiikiirte yiiksek bir afinite gosterirler ve

insan viicudunda genellikle tiyol gruplar1 (-SH) vasitasiyla metabolik reaksiyonlarin



hizin1 kontrol etmeden sorumlu olan bazi enzimlere baglanirlar (Rusyniak ve ark.,

2010).

Arsenik, neredeyse tiim ¢evresel matrislerde diisiik konsantrasyonlarda tespit edilen bir
elementtir. Arsenik ¢esitli mitokondriyal enzimlerin inhibisyonu ve oksidatif
fosforilasyonda ayrismamasina neden oldugu igin hiicresel solunumun bozulmasina yol
acmaktadir. Arsenik, protein ve enzimlerin siilthidril gruplariyla etkilesime girebilme ve
cesitli biyokimyasal reaksiyonlarda fosfor yerine ge¢me kabiliyetinden dolayr toksik
ozellik tasimaktadir (Belton ve ark., 1985; Hughes, 2002; Wang ve Rossman, 1996).

Krom, yer kabugunda mevcut olan ve krom (II) ile krom (VI) arasinda degisen
oksidasyon durumlar1 bulunan dogal bir elementtir (Jacobs ve Testa, 2005). Ozellikle
krom (VI)’in hiicre zarlarindan gegebilme 06zelligi ve bunun ardindan hiicre igi
indirgeme ile reaktif ara maddelere indirgenmesi toksisiteye sebep olmaktadir (Connett

ve Wetterhahn, 1983).

Kursun, yer kabugunda az miktarda bulunan dogal bir metaldir. Kursun ¢evrede dogal
olarak meydana gelmesine ragmen, c¢esitli antropojenik faaliyetler yiiksek
konsantrasyonlarda kursunun serbest birakilmasina neden olmaktadir (Gabby, 2006).
Kursunun toksikolojik 6zellikleri; kalsiyumun etkilerini 6nleme, kalsiyumu taklit etme
ve proteinlerle etkilesime girme yeteneginden ileri gelmektedir. Memeli iskeleti
icerisinde kursun, kalsiyum yerine mineralin igine dahil edilir. Kursun biyolojik
molekiillere baglanir ve bu molekiillerin fonksiyonlarin1 ¢esitli mekanizmalarla
engeller. Kursun, siilthidril ve amid enzim gruplarma baglanir, konfigilirasyonlarini

degistirir ve aktivitelerini azaltir (Flora ve ark., 2007).

Son yillarda, agir metaller tarafindan cevresel kirlenmeye bagli olarak artan ¢evreyle
ilgili Kirlenmeler halk sagligi agisindan endise olusturmaktadir. Ayrica, cesitli
endiistriyel, tarimsal, evsel ve teknolojik uygulamalarda kullanimlarinin katlanarak
artmasi sonucu insan maruziyeti ¢arpici bir sekilde artmistir (Bradl, 2005). Ayrisma ve
volkanik patlamalar gibi dogal olaylar ile birlikte rafinerilerde metal isleme, santrallerde
komiir yakma, petrol yakma, niikleer santraller ve kagit isleme tesisleri gibi endiistriyel
kaynaklarin da agir metal kirliligine 6nemli 6lgiide katkida bulundugu bildirilmistir (He
ve ark., 2005; Nriagu, 1989; Shallari ve ark., 1998).



2.1.2 Bakar (IT) Iyonu Yapisi ve Genel Ozellikleri

Bakir; simgesi Cu (Latince cuprum) ve atom numarasi 29 olan, dogada serbest veya
birlesik olarak bulunan bir elementtir (Meija ve ark., 2016). Bakir ¢ok yiiksek 1s1 ve
elektrik iletkenligine sahip yumusak ve islenebilir bir metaldir. Yeni agiga ¢ikmig saf
bakirin ylizeyi pembemsi turuncu renktedir (Haynes, 2014). Bakir, dogada dogrudan
kullanilabilir metaller yani dogal metaller formunda olusabilen az sayidaki metallerden
biridir. Bu 06zelligi sebebiyle bazi bolgelerde insan kullanimima kalkolitik ¢agdan
itibaren baglanmigtir (McHenry, 1992). Bakir metalinin il kullanim kayitlarina Kibris’ta
rastlanmaktadir ve Roma doéneminde bakir genellikle bu boélgede ¢ikarilarak
kullanilmistir (Balthazar, 1990). Ismini de Kibris’tan alan bakir latince cuprum, eski

Ingilizcede coper olarak kullamlmistir ve giiniimiizde copper olarak da bilinmektedir.

Bakir, suyla dogrudan reaksiyona girmez, ancak atmosferik oksijenle yavasca
reaksiyona girerek kahverengi-siyah bakir oksit tabakasi olusturur ve paslanmay1 6nler.
Eski bircok yapmin catis1 (Van Grieken ve Janssens, 2014) ve Ozgiirliik Amit1 (Sekil
2.1) gibi eski bakir yapilarda yesil bir bakir katmani goriiliir (Moyer ve Everett, 2014).
Bakir, cesitli bakir stilfiirler olusturmak iizere reaksiyona girdigi bazi siilfiir bilesiklerine
maruz kaldiginda kararir. Diger metallerde oldugu gibi, bakir baska bir metalle temas

ettirilirse, galvanik korozyon meydana gelir (Rickett ve Payer, 1995).



Sekil 2.1: Bakir Metali Ile Olusturulan Ozgiirliik Anit1 (Schwen, 2008)

Bakir, giimiis ve altin gibi periyodik tablonun 11. grubunda bulunmaktadir. Bakirin dort
farkli oksidasyon sekli mevcuttur: Cu (O), Cu (I), Cu (II) ve Cu (III) (Lenntech, 2009).
Bakir; dolu bir d-elektron kabugunun iistiinde bir s-orbital elektrona sahiptir. d-elektron
kabugu dolu olmayan metallerin aksine, bakirdaki metalik baglar kovalent bir
karakterden yoksundur ve nispeten zayiftir. Bu da bakir kristallerinin diisiik sertligini ve
yiiksek stinekligini agiklamaktadir (George ve Edmund, 1992). Dogada bakirin 29
izotopu vardir, bu izotoplarda %3Cu ve ®Cu izotoplar1 kararlidir, diger biitiin izotoplar1

ise radyoaktifdir (Audi ve ark., 2003).

Bakir biyostatiktir, yani bakteri ve diger birgok yasam sekli iizerinde iireyemez.
Ozellikle denizel ¢evrelerdeki asirt kosullarda bile biyolojik kirlenmeyi Onleyerek
korozyona dayaniklilik gosterir (Powell ve Stillman, 2009). Bakir alasimli yiizeyler
Escherichia coli (E. coli). Staphylococcus aureus (S. aureus), influenza A viriisi,
adenovirlis ve mantarlar gibi ¢ok cesitli mikroorganizmalarin iliremesini ve canlilik
faaliyetlerini, viriislerin aktiflesmesini engelleyen ozelliklere sahiptir (Souli ve ark.,
2017). EPA, bakir alagimli yiizeyleri "halk sagligi yararina sahip antimikrobiyal

malzemeler" olarak tescillemistir (Biurrun ve ark., 1999). Antimikrobiyal bakir alagimli
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tiriinler su anda diinyanin birgok iilkesinde saglik tesislerinde, metro tagima hatlarinda
(Efstathiou, 2011) ve antimikrobiyal koruyucu kumaslar olusturmak igin fiberlerle
karistirtlarak kullanilmaktadir (Yan ve Cheng, 2005).

Bakir aerobik solunum yapan tiim canlilar i¢in hayati Oneme sahiptir. Bakair,
mitokondride oksidatif fosforilasyondaki son protein olan sitokrom c¢ oksidazin anahtar
bir bilesenidir. Sitokrom ¢ oksidaz, oksijeni bakir ve demir arasina baglayan proteindir.
Yumusakcalarda ve kabuklularda bakir, kandaki pigment olan hemosiyaninin bir
bilesenidir. Hemosiyanin mavi oldugu igin, bu organizmalarin demir bazh
hemoglobinin kirmizi kanindan ziyade mavi kanlart vardir. Baliklarda ve diger
omurgalilarda ise demir-kompleksli hemoglobin seklinde bulunmaktadir. Insanlarda
bakir, ¢ogunlukla karacigerde, kaslarda ve kemiklerde bulunur (Johnson ve Larry,
2008). Yetiskin bir insanda, viicut agirliginin kilogrami basina 1,0 ila 1,4 mg bakir
bulunmaktadir (Karim, 2018).

Bakirin zorunlu temel elementlerden birisi olma o6zelligi oksidasyon durumlarini
degistirme, bakir (I) ve bakir (II) iyonlar1 arasinda gecis yapma ve elektron verici veya
alic1 olarak hareket etme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir (Ralph ve McArdle, 2001).
Bakar, ¢ok sayida kritik enzim reaksiyonunda bir katalitik kofaktor olarak, bir allosterik
enzim bileseni olarak ve oksidan savunma sisteminde 6nemli bir rol oynayan giiclii bir
antioksidan olarak gerekli bir iz elementtir. Bununla birlikte bakirin asir1 yiiklenmesi;
hidroksil radikalleri {iretebilen veya oksidatif hasar liretebilen bagli olmayan iyonik
bakir olusumuna neden olabilmektedir (Bertinato ve L'Abbé, 2004; Letelier ve ark.,
2005).

2.1.3 Bakar (IT) fyonunun Insan Sagh Acisindan Onemi

Bakir insan yagaminin siirdiiriilebilmesi i¢in zorunlu elementlerden biridir. Bakir insan
viicudun tiim dokularinda; kanda, idrarda, diskida, sagta ve tirnaklarda bulunmaktadir.
Bakir  eksikligi, ¢ocuklarin gelisim siireglerindeki kemik sakatliklar1 ile
iliskilendirilmistir ve yetigkinlerde de osteoporoz ile ilintili bir faktordiir (Allen ve
LaMont, 1982). Bakir eksikliginin ¢ok fazla olmasi durumunda insanlarda kalp krizi
riskinin artis1 ve kolesterol metabolizmasinda degisiklikler goriilebilmektedir. Bakirla
birlikte alinan bazi maddeler de gastrointestinal sistemden kan dolagimina giren bakir

miktarini etkileyebilir. Bu nedenle bakir metabolizmasi diger mikro minerallerle de siki
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sikiya iligkilidir ve bakir eksikliginin; demir mobilizasyonunu bozdugu ve ikincil demir

eksikligine neden oldugu bilinmektedir (Rayssiguier ve ark., 1993).

Bakir igeren yiyecekler ya da igecekler, yenildikten veya igildikten sonra kan
dolasimina hizli bir sekilde girerek viicut boyunca dagilmaktadir. Insanlarda bakir
bagirsakta emilip, daha sonra albumine bagli olarak karacigere tasinmaktadir (Adelstein
ve Vallee, 1961). Bakirin karacigerde emilimi saglandiktan sonra kandaki bakiri tasiyan
protein olan seriiloplazmin ile diger dokulara dagitilmaktadir. Seriiloplazmin ayrica siite
salgilanan bakir1 da tasimaktadir ve 6zellikle bu bakirin digerlerine gore emilimi fazla
olan bakir oldugu da bilinmektedir (Linder ve ark., 1998). Bakir, daha sonra viicuttan
idrar ve digki yoluyla atilir. Bakirin viicudunu terk etmesi birkag giin stirebilmektedir
(Davis ve Johnson, 2002; Anonim, 2000). Insan viicudu yiiksek miktarda bakirin kan
dolasimina girmesini engellemede iyi bir mekanizmaya sahiptir. Genel olarak, viicuttaki
bakir miktar1 sabit kalir yani viicuda giren miktar, birakilan miktara genellikle esittir.
Bakir homeostazi, bakir toksisitesinin 6nlenmesinde dnemli bir rol oynamasina ragmen,
asirt bakir seviyelerine maruz kalmak bir dizi olumsuz saglik etkisine neden

olabilmektedir (Gulson ve ark., 2001).

Cogu besin dogal olarak bakir icermektedir. Gidalardan tahmini giinliik bakir alimi
yetigkinler i¢in giinde ortalama 1,0-1,3 mg arasindadir (Pennington, ve ark., 1986).
Diizenli olarak karaciger, bobrek gibi organ etleri, findik, tohum, baklagiller ve
tahillarin tanecik kisimlarmi tiiketen kisiler i¢in bakirin diyet aliminin bu ortalamanin
tizerinde olmasi beklenmektedir. Bu alimlarin, diinya saghk Orgiitiiniin belirledigi

Onerilen maksimum 10-12 mg/giin limitini agmamas1 gerekmektedir (Anonim, 1996).

EFSA 2013 yilinda, insanlarda diyetle giinliik bakir alimi i¢in Onerilen degerleri rapor
etmistir. Bu rapora gore Onerilen bakir diyeti miktarlari, 18 yas ve istii kadin ve
erkekler icin sirastyla giinde 1,3 ve 1,6 mg olarak belirlenmistir. Hamilelik ve emzirme
déneminde bu miktar giinde 1,5 mg'dir. Cocuklar i¢in 6nerilen bakir diyet miktarlari, 1-
17 yas arasi i¢in giinliik 1,3 mg olmakla birlikte her yas artisinda bu miktarin 0,7 mg
daha artmasinin insanlarda tolere edilebilir degerler oldugu belirlenmistir Anonim,

2013).

Esansiyel metaller viicut tarafindan esansiyel olmayan metallerden veya diger kimyasal

maddelerden farkli sekillerde kullanilmaktadir. Bu nedenle, doz yanitini modellemeye
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yonelik olan kavramsal yaklagimlar, beslenme gereksinimlerini karsilayan ve toksisiteyi
Onleyen kabul edilebilir bir oral alim araligi saglayan homeostatik bir cergeve

gerektirmektedir (Anonim, 2002).

Bakir tozuna uzun silire maruz kalmak burunda, agizda ve gozlerde tahrise ya da bas
agrisi, bag donmesi, bulant1 ve ishale neden olabilmektedir. Normal seviyelerden yiiksek
oranda bakir iceren su i¢ilmesi durumunda bulanti, kusma, mide kramplar1 veya ishal
gorilebilir. Kasith olarak yiiksek miktarda bakir alim1 karaciger ve bobrek hasarina ve
hatta 6liime neden olabilir. Yeterli insan veya hayvan kanseri ¢aligmasi olmadigindan

EPA, bakir1 insan kanserojen olarak siniflandirmamaktadir (Anonim, 2004).

Kronik bakir toksisitesi oOncelikle karacigeri etkilemektedir, ¢iinkii bakirin kana
girdikten sonra ilk birikme bolgesi karacigerdir. Bakir toksisitesi tipik olarak hemoliz
ataklar1 olan karaciger sirozu ile kendini gosterir. Belirtiler koma, hepatik nekroz ve
oliime kadar ilerleyebilir (Winge ve Mehra, 1990). Kronik bakir toksisitesi, bakir i¢eren
tiip yoluyla diyaliz alan diyaliz hastalarinda (Klein ve ark., 1972), bakir igeren pestisit
kullanan is¢ilerde (Winge ve Mehra, 1990) ve intravendz total parenteral beslenmede

uzun siire muhafaza edilen bebeklerde gortilmistiir (Beshgetoor ve Hambidge, 1998).

EPA, 2008 yilinda igme suyunda tolere edilebilir bakir miktarini, litre bagina 1 mg
olarak belirlemistir (Anonim, 2008). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2004 yilinda
yayinlanan kilavuza goére ise igme suyunda bakir konsantrasyonu 2 mg L™yi
gecmemelidir (Anonim, 2004). ISKI 2019 subat raporunda Tiirkiye’deki igme sularinda
kabul edilebilir bakir orammi 2 mg L™ olarak belirlemistir (Anonim, 2019). I¢me
suyundaki bakir konsantrasyonlari, pH ve su kaynaginin sertligindeki degisikliklerin bir

sonucu olarak degisiklikler gostermektedir (Pettersson ve ark., 2003).

Yiiksek miktarlarda bakir ile kirlenmis su veya yiyeceklerin tiiketilmesi, akut
gastrointestinal semptomlarin gelismesiyle iliskilidir (Knobeloch ve ark., 1998). Bakir
zehirlenmesi, erken evrelerde zayiflik, uyusukluk ve anoreksi ile ileri evrelerde ise
gastrointestinal sistemin epitelyal astarinin asinmasi, karacigerde hepatoseliiler nekroz
ve akut bobrekte tiibiiler nekrozla sonuglanabilmektedir (Barceloux, 1999). Bakir
baglayici proteinlerin anormallikleri Menkes bozuklugu ve Wilson hastaligi ile

iliskilendirilmistir (Strausak ve ark., 2001).
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Bir tiir erken ¢ocukluk dénemi karaciger sirozu olan Hintli olmayan ¢ocukluk sirozu,
karacigerde asir1 miktarda bakir birikimi sonucunda karaciger sirozuna yol agan bir
hastaliktir. Yapilan calismalarda bu hastaligin en biiylik sebeplerinden birinin bakir
veya piring kaplarda depolanan ya da kaynamis siitten emilen yiiksek miktarda bakir

alimi1 oldugu rapor edilmistir (Tanner ve ark., 1979; Tanner, 1998).

Bakir, noral fonksiyonlar icin gerekli olan proteinlerin 6nemli bir bilesenidir. Bununla
birlikte bakir Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi ve lateral skleroz gibi
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Sayre ve
ark., 2000; Strausak ve ark., 2001). Alzheimer hastaligi, artan bakir, demir, ¢inko
konsantrasyonlar1 ve beyinde artan amiloid B protein yapilarinin birikimi ile olusan

noral dejenerasyon ile karakterize edilmektedir (Multhaup, 1997).

Bakir esansiyel bir besin maddesi ve oksidatif hasar1 baslatabilen bir redoks aktif gegis
metalidir. Yiiksek bakir konsantrasyonlart lipitlerde, proteinlerde ve DNA'da oksidatif
hasarin artmasina sebep olarak norodejeneratif hastaliklara sebep olabilmektedir. Bazi
besinler bakir ile etkilesime girerek toksisitesini degistirebilmektedir. Mevcut bilgiler E
vitamininin bakir kaynakli oksidatif hasara kars1 biiyiik 6l¢iide azaltilmasini sagladigini
gostermektedir (Gaetke ve Chow, 2003).

Bakir, polimerlerde, plastiklerde, metalik kaplamalarda ve miirekkeplerde katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (G. Liu ve ark., 2004). Nano-bakir partikiilleri, kolumbik
ozelliklerinden dolay1 sarj-desarj 6zelligini 6nemli Olclide arttirabildiklerinden lityum
iyon piller i¢in yiiksek oran performansl: bir anot malzemesi olarak kullanilmaktadir (K.
Guo ve ark., 2002). Bakir alasimli yapilar, Saccharomyces cerevisiae, E. coli ve S.
aureus gibi bazi hedef mikroorganizmalarin bilylimesini inhibe edebilen antimikrobiyal
biyoaktif kaplamalarda da kullanilmaktadir (Cioffi ve ark., 2005). Bu 6zelliklerinden
dolayt bakir, birgok farkli yollar iizerinden c¢evreyle ve canlilarla etkilesime
girebilmektedir (Chen ve ark., 2006).

2.1.4 Bakar (IT) Iyonunun Ekolojik A¢idan Onemi

Metallerin ve diger kirleticilerin dogal ortamlarda yasayan mikroorganizmalar
tizerindeki etkilerini, birincil ayristiricilar olarak cevreyle ilgili dnemlerinden dolay1

belirlemek olduk¢a Onemlidir (Flemming ve Trevors, 1988). Toprak ve sediment
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cozeltileri ile tathh su ve deniz suyu sistemleri kimyasal olarak karmasiklardir. Bu
sistemlerde metaller, inorganik ve organik ligandlar karisim halinde bulunmaktadir. Bu
sistemler yiiksek yiizey alanina sahip olduklarindan iclerinde bulunan yapilar dinamik

degisime aciktir (Florence ve ark., 1980).

Bakir topraga salindiginda, organik malzemeye ve kil, kum gibi topragmn iist
katmanlarindaki diger bilesenlere kuvvetlice baglanabilmekte ve ¢ok uzaga hareket
edememektedir (Hiroki ve ark., 1985). Bakir ve bakir bilesikleri suya salindiginda
¢Oziinen bakir yiizey sularinda bakir bilesikleri seklinde, suda asili pargaciklara baglh
bakir seklinde veya serbest bakir olarak taginabilmektedir. Suya giren bakir nehir, gol
ve hali¢ ¢Okellerinde toplanmaktadir. Bakir, bitkilerde, hayvanlarda ve midye, istiridye
gibi filtre besleyicilerinde gesitli konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bakir ayrica, igme
suyu da dahil olmak iizere, yedigimiz ve igtigimiz pek cok yiyecek ve igecekte cesitli

konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Souli ve ark., 2017).

Havadaki bakir konsantrasyonu, bir metrekiip hava iginde 1-200 ng (m®)* arasinda
degismektedir. Bakir cevherini metale isleyen endiistrilerin yakininda, havadaki bakir

konsantrasyonlar: 5.000 ng (m?)! ‘e ulasabilmektedir (Breslin, 1999).

Musluk sularindaki ortalama bakir konsantrasyonu 20-75 ppb arasindadir (Pizarro ve
ark., 1999). Bununla birlikte, birgok evde 1000 ppb'nin {izerinde bakir konsantrasyonlari
bulunabilmektedir. Bu; bir litre su i¢in 1 miligramdan fazla bir miktar demektir. Bunun
nedeni, suyun gece boyunca borularda oturmasi durumunda bakirin bakir borulardan ve
piring musluklardan ¢6ziinmesidir. Suyun 15-30 saniye akmasina izin verildikten sonra,
sudaki bakir konsantrasyonu kabul edilebilir icme suyu standardinin altina diigmektedir
(Anonim, 2004). igme suyu, bakirin canlilar tarafindan normal oranlarmin iizerinde
alinmasimin  birincil kaynagini1 olusturmaktadir. Gollerde ve nehirlerde bakir
konsantrasyonu ortalama 0,5-1000 ppb arasinda degismektedir. Yeralti sularindaki

ortalama bakir konsantrasyonu gol ve nehirlerdekine yakindir (Town ve Filella, 2000).

Suda yasayan canlilarin, bakira duyarhliklar biiyiik 6l¢tide degisiklik gostermektedir.
Yiiksek konsantrasyonlarda bakir, baliklarda solungag, bobrek, mekanik reseptorlerde
ve diger dokularda histolojik degisikliklere neden oldugundan baliklar1 olumsuz olarak
etkilemektedir (Sorensen, 1991). Yapilan bir ¢alismada, bir gole 2000 pug L™ bakir

eklenmesi iizerine, o golde yasayan zooplankton popiilasyonlarinin 6nemli 6lgiide
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azaldig1 gorillmiistiir (Mclntosh ve Kevern, 1974). Tath su géllerinden birine 0.005-
0.01 mg L oraninda eklenen bakir siilfatin ise mavi algleri ortadan kaldigi, yesil
alglerin artisina sebep olarak alg biyokiitlelerinde 6nemli bir diisiise sebep oldugu ve
algal topluluk yapisinda bir dengesizlige neden oldugu rapor edilmistir (Effler ve ark.,
1980). igme suyundaki bakir konsantrasyonunun artirilmasi sonucunda, 2-6 giin i¢inde
koliformlarda % 90’a yakin hasara ve daha uzun siireli maruz kalmalar sonrasinda hiicre

6liimiine sebep oldugu gorilmiistiir (Domek ve ark., 1984).

Toprak genellikle 2-250 ppm arasinda bakir igermektedir, ancak bakir ve piring {iretim
tesislerinin yakininda bu oran 17000 ppm'e kadar ¢ikabilmektedir. Toprakta yiiksek
konsantrasyonlarda bakir bulunabilmektedir, ¢iinkii bu endiistrilerden gelen toz havadan
yayilabilmekte veya madencilikten ve diger bakir endiistrilerinden gelen atiklar topraga
atilabilmektedir. Topraktaki bir baska yaygin bakir kaynagi, atik su aritma tesislerinden
¢ikan ¢amurun yayilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bakir genellikle toprak yiizeyine

kuvvetli bir sekilde baglanmaktadir (Tyler ve Mcbride, 1982).

Toprak ve sedimentlerdeki yiiksek bakir konsantrasyonlari da toprakta bulunan
mikroorganizma popiilasyonlarini etkilemektedir. Bir bataklik sedimenti mikrokozmuna
1000 bakir eklenmesi, bu bolgedeki ATP biyokiitlesinin biiyiik 6l¢lide azalmasina neden
olmustur (Capone ve ark., 1983). Celtikli bir topraga 1600 pg.g™ bakir ilavesinin ise o
bolgedeki mantar cesitliligini % 40 oraninda azalttigi rapor edilmistir (Hiroki ve ark.,
1985).

Bakair, tiitiin dumaninin da bulunan bir bilesenidir (Talhout ve ark., 2011). Tiitiin gibi
baz1 bitkiler etraflarinda bulunan topraktan bakir gibi agir metalleri yapraklarina

kolayca emerek biriktirmektedirler (Pourkhabbaz, 2012).
2.2 G-quadrupleks

Cift sarmal DNA yapisinin 1953 yilinda aydinlatilmasinin ardindan DNA yapisinin
gizeminin ¢Oziilebilmesi {izerinde c¢alismalar baslamis ve giiniimiize kadar devam
etmistir. DNA, ¢ift sarmal yapinin yani sira gesitli molekiil igi ya da molekiiller arasi
sekonder yapilara da katlanabilmektedir. Guanin bakimindan zengin niikleik asit
birimleri, ¢esitli iyonlarin varliginda ve uygun kosullar altinda G-quadrupleks olarak
adlandirilan dort iplikli yapilari olusturabilmektedirler (Kerwin, 2000).
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G-quadrupleks yapilar, dort guanin bazinin Hoogsteen hidrojen bagi ile bir araya
gelerek olusturduklari guanin tetratlarindan olusan polimorfik yapilardir (Smith ve
Feigon, 1992). G-quadrupleks yapilar1 canlilarda telomer bolgelerinde, onkogen
promotorlarinda ve 3°-5" okunmayan gen bolgelerinde olusabildigi gibi uygun kosullar
altinda in vitro da olusabilmektedir. G-quadrupleks yapilari DNA iplikg¢iklerinin
oryantasyonuna bagli olarak paralel, antiparalel gibi ¢esitli topolojiler
benimseyebilmektedir (Bochman ve ark., 2012). G-quadrupleks yapilarinin topolojisi
ve kararliligi, toplam G-quadrupleks motifinin uzunluk ve dizi bilesimi, guaninler
arasindaki ilmeklerin biyiikliigl, iplik¢iklerin stokiyometrisi, katyonlarm varligr gibi
birgok faktore bagli olarak degismektedir (Guedin ve ark., 2010; Hardin ve ark., 2000).

Floresan boyalar, organizmalardaki makromolekiillerin lokalizasyonunu incelemek igin
kullanilan gii¢lii bir aragtir (Vummidi ve ark., 2013). G-quadrupleksler tek zincirli yada
dubleks DNA yapilarindan 2-10 kat daha yiiksek kuantum floresan verimi
sergilemektedirler (Miannay ve ark., 2010). G-quadrupleks yapilara baglandiginda
floresan davraniginda giiclii bir degisiklik gosteren c¢esitli boyalar bulunmaktadir (Yan
ve ark., 2012). Fakat bu boyalardan hepsi segicilik gostererek sadece G-quadrupleks
yapilara baglanmamakta, ayni zamanda tek ya da ¢ift zincirli DNA yapilarina da
baglanabilmektedirler. Bu nedenle, G-quadrupleks yapilar1 segici bir sekilde indiikleyen
ve stabilize edebilen boya ve ligandlarin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir
(Mohanty ve ark., 2012).

2.2.1 Guanin Tetratlar1

Guanin, DNA ve RNA niikleik asitlerinde bulunan bes ana niikleobazdan birisidir (Sekil
2.2). CsHsNsO formiiliine sahip olan guanin, konjiige cift baglara sahip pirimidin-
imidazol halka sisteminden olusan bir purin tiirevidir. Guanin sitozine ti¢ hidrojen
bagiyla baglanmaktadir. Niikleobazlar arasinda en biiyiigii olan guanin, sadece Watson-
Crick tamamlayici niikleotidi sitozin ile degil ayn1 zamanda timin, adenin ve kendisiyle

de birlesmek i¢in ¢ok yiiksek bir egilim gostermektedir (Vorlickova ve ark., 2012).
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Sekil 2.2: Guanin Molekiilii (Azargun ve Fridgen, 2015)

Niikleik asitler olduk¢a polimorfik molekiillerdir. Tek iplikli, ¢ift iplikli ve ¢ iplikli
yapilarin yani sira, tetra iplikli yapilar da olusturabilmektedirler. Guanin molekiillerinin,
G-quadrupleks yapilar1 olusturmak i¢in tetratlar halinde bir araya gelmesi de niikleik
asitlerin bu essiz yeteneginin bir sonucudur (Mergny ve ark., 1995). Guanin tetratlar
dort guanin niikleotidinin Hoogsteen hidrojen bagiyla bir araya gelerek olusturdugu
dortlii yapilardir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Guanin Tetrat1 (Azargun ve Fridgen, 2015)

Guanin tetratlari, kiimeler olusturarak guanin quadrupleks (G-quadrupleks) yapilar
icinde istiflenmektedir. Guanin tetratlar1 tarafindan olusturulan merkezi bosluk, cesitli
katyonlara ev sahipligi yapmaktadir. Tek degerlikli katyonlar, bu merkezi bosluga
girerek G-quadrupleks yapisinin stabilizasyonda rol almaktadirlar (Neidle ve
Balasubramanian, 2006). Tek degerlikli katyonlarin tetratlarin orta kisminda alacagi
kesin konumu dort guanin molekiilii i¢cin de esit uzakliktaysa stabilitesi yiiksek, esit

uzaklikta degilse ve baz1 guanin molekiillerine daha yakin bazilarina ise daha uzak ise
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stabilitesi diisiik G-quadrupleks yapilar1 olusturmaktir (Guedin ve ark., 2010; Hardin ve
ark., 2000).

Potasyum (K") ve Sodyum (Na") arastirmacilarca en fazla rapor edilmis guanin tetrati
stabilizasyonunu yiikselten katyonlardandir (Nagesh & Chatterji, 1995). G-quadrupleks
yapilar1 icin metal katyon tercihi genellikle, K" > Ca*>" > Na" > Mg?" > Li* >Rb" > Cs"
egilimini izlemektedir (Hardin ve ark., 1992). Genellikle in vitro ortamda G-
quadrupleks yapilar lizerinde galisan arastirmacilarin ilk yaptigi deneysel ¢alismalardan
biri katyonlarin G-quadrupleks yap1 {lizerindeki etkisini incelemek ve uygun katyon tiiri

ve oranini belirlemektir (Smargiasso ve ark., 2009).

2.2.2 G-quadrupleks Yapis1

G-quadrupleksler guanince zengin diziler tarafindan olusturulan 4 iplik¢ikli sekonder
niikleik asit yapilaridir (Frees ve ark., 2014). Guanin ydniinden zengin
oligoniikleotitlerin kendilerini koordine edebildigi bilgisi, ¢ift sarmal DNA yapisinin
aydinlanmasindan daha once bilinen bir olguydu. Yapinin molekiiler ¢alismalar ile G-
quadrupleks yapilarin, dért guanin bazinin Hoogsteen hidrojen bagi ile biraraya gelerek
olusturduklart guanin tetratlarindan olusan polimorfik yapilar olduklari anlasilmigtir

(Sekil 2.4) (Guo ve ark., 2016).

Sekil 2.4: G-quadrupleks Yapist Modeli (Guo ve ark., 2016)

Niikleik asitlerin hiicre igindeki gorevleri pasif bir rolden ¢ok daha fazlasidir. Niikleik
asit dizilerinin protein kodlayic1 bilgi igeriklerine ek olarak, farkli 6zelliklerde ikincil
yapilar olusturabilmeleri niikleik asitlerin hiicre fonksiyonuna kattigi Onemli

bilesenlerden biridir. Bir hiicrede bulunan DNA yapilarinin ¢ogu, klasik ¢ift sarmal
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seklinde olmasina ragmen tek sarmalli ve siradanin diginda bazi niikleik asit yapilarinin
da varligi, bu yapilar1 arastirllmasi ve niikleik asitlerin islevselligiyle aralarindaki
iliskinin anlasilmaya baslamasimi saglamistir (Zhang ve ark., 2013). G-quadrupleks
yapilari, fizyolojik kosullar altinda yiiksek yapisal stabiliteleri ve G-quadrupleks yapisi
ile uyumlu dizilerin yaygin dagilimi nedeniyle dikkat ¢eken alternatif bir niikleik asit

yapist ailesidir (Gomez ve ark., 2004; Miiller ve ark., 2010).

Guanin agisindan zengin tiim diziler kararli G-quadrupleksler olusturamaz. Guanin
niikleotitlerinin fonksiyonel olarak calismasi, belirli bir niikleik asit sekansinin G-
quadrupleks olusturabilmesi i¢in dnemli bir gerekliliktir. Bu nedenle, bu dizilerin bu
yapiy1 olusturup olusturmadigini deneysel olarak dogrulamak gerekmektedir (Mergny
ve Lacroix, 2009). Erime sicakligi belirleme, termal veya izotermal fark spektrumlari
ve niikleer manyetik rezonans (NMR) gibi G-quadrupleks yapisin1 belirleyen ¢esitli
teknikler mevcuttur, ancak hepsi nispeten zaman alicidir ve 6zel ekipmanlar gerektirir.
Yiizlerce dizinin analiz edilmesi ve G-quadrupleks yapilarinin tespiti i¢in hizli ve basit
tarama yontemleri gerekmektedir (Mergny ve ark., 2005). Bu g¢alismalar kapsaminda
[GnNmGnNoGnNpGn] seklindeki ilk nesil algoritmalar G-quadrupleks tespiti i¢in
cesitli arastirmacilar tarafindan gelistirmis araglardandir (Murat ve Balasubramanian,
2014; Parkinson ve ark., 2002). Guanin zenginlik ve guanin egriligini dikkate alan,
G4Hunter olarak adlandirilan bir algoritma ise Bedrat ve grubu tarafindan tasarlanmistir

(Bedrat, Lacroix, ve Mergny, 2016).

\
N

Sekil 2.5: Farkli topolojilerdeki G-quadrupleks yapilari (Ma ve ark., 2013)

G-quadrupleksler yapisal olarak polimorfiktir ve katlanma topolojileri DNA dizilerine,
ilmek geometrisine ve iyonlarin, ligandlarin veya baglayici proteinlerin varhigi gibi

ortamin fiziksel kosullarina baglidir (Jin ve ark., 2013). G-quadrupleks yapilari gesitli

20



olas1 iplik¢ik kombinasyonlarinin, ilmek biiylikligiiniin ve dizi ¢esitliliginin bir sonucu

olarak ¢ok ¢esitli topolojiler gosterebilmektedir (Sekil 2.5) (Parkinson ve ark., 2002).

G-quadrupleks olusturma potansiyeli olan guanin niikleotidince zengin diziler genomik
DNA'da oldukg¢a yaygin olarak bulunmaktadir ve bunlar telomerik DNA ya da gen
promotdr gibi biyolojik a¢idan dnemli birgok bolgede tanimlanmistir (Palumbo ve ark.,
2008; Rachwal ve ark., 2007). Virisler ve bakteriler de dahil olmak tizere gesitli tiirlerin
DNA ve RNA'lar1 ne kadar ¢ok incelenirse, o kadar etkileyici fonksiyona, yapiya,
potansiyel ila¢ hedefleme 6zelliklerine sahip, G-quadrupleks olusturma potansiyeli olan
sekanslar ortaya ¢ikmaktadir (Murat ve Balasubramanian, 2014). Son yillarda, yiiksek
¢cozlinirliklii dizileme bazli yontemler kullanilarak, insan genomunda 710000'in
izerinde potansiyel G-quadrupleks olusturucu boélge bulundugu gosterilmistir

(Chambers ve ark., 2015).

G-quadrupleks yapilart ile ilgili ¢alismalar giiniimiizde 6nemli bir bicimde artmaktadir.
Bu calismalarin c¢ogu; telomer biyolojisi (Cian ve ark., 2008), transkripsiyon
diizenlenmesi (Siddiqui ve ark., 2002), translasyon ve RNA olgunlagmasi (Millevoi ve
ark., 2012) ve replikasyon ve genomik stabilite (Lopes ve ark., 2011) iizerinde G-
quadrupleks yapilarinin etkilerinin in vivo kanitini saglamaktadir. Genom igerisinde, tek
iplik¢ikli ve guanin bakimindan zengin telomerik 3’ u¢ disinda, G-quadrupleks
olusturma potansiyeline sahip genetik dizilerin cogu ¢ift iplikli genomda gomiilii
bulunmaktadir. G-quadrupleks olusumu yiiksek olasilikla transkripsiyon, replikasyon ve

rekombinasyon islemleri sirasinda meydana gelmektedir (Burge ve ark., 2006).

Telomerler, kromozomlarin ucunda bulunan ve kromozom stabilitesi i¢in gerekli olan
DNA-protein yapilaridir. Telomerik DNA yapilarinin ¢ogu ¢ift sarmal olmasina
ragmen, telomerin 3' ucu tek sarmalli guanin niikletotidince bakimindan zengin bir
DNA kismindan olusur. Guanin yoniinden zengin telomerik DNA yapilarimin G-
quadrupleks yapilarii olusturma yetenegi bulunmaktadir (Rhodes ve Giraldo, 1995).
Telomerik DNA'nin uzunlugu hiicre boliinmesi devam ettikce yavas yavas
kisalmaktadir, bu durum da hiicresel yaslanmay: tetiklemektedir. G-quadrupleks
yapilarinin indiiksiyon veya stabilizasyonu, normal somatik hiicrelerde dormant halde
olup tiimoér hiicrelerinin %80—85'inde asir1 ekspres edilen telomerlerin kisaltilmasini ve

hiicre Olimiinii engelleyen telomeraz enzimi aktivitesini diistirmektedir Yiiksek
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telomeraz aktivitesi, kanserlerin %85'inde de yer aldigindan, G-quadruplekslere
baglanan ve stabilize molekiillerin aragtirilmasi ve ilag gelistirme i¢in Onemli bir
arastirma alamidir (Huppert ve Balasubramanian, 2005). G-quadrupleks yapilarinin bu

Ozellikleri onlar1 ilag tasarimlar1 i¢in uygun hedefler haline getirmektedir.

Telomerik DNA birimleri gibi genomda biyolojik olarak G-quadrupleks yapilari
olusturma potansiyeli bulunan bagka birimler de rapor edilmistir (Torigoe ve ark., 1995;
Weitzmann ve ark., 1996). Yiiksek riskli insan papilloma viriislerinde (HPV) meydana
gelen guanin yoniinden zengin sekanslar G-quadrupleks yapilari olusturabildiginden,
potansiyel ila¢ hedefleri olarak kullanilabilmektedirler (Giancola ve Montesarchio,
2017).

2.2.3 G-quadrupleks DNA Tabanlh Algilama Sistemleri

G-quadrupleks yapilarinin organizmalarda olusabildigi gibi uygun sartlar altinda in vitro
ortamda da olusturulabilmesi, arastirmacilarin bu yapilar1 algilama, tespit ve sinyal
olusturma caligsmalarinda kullanmasina olanak saglamistir. Bu calismalarin temelinde
tespit edilecek maddeye 6zgiin, guanin niikleotidince zengin ve G-quadrupleks yapisini
olusturmaya elverisli bir DNA dizisi se¢ilmesi ve ardindan floresan 6zelligi bulunan
cesitli  boyalar yardimiyla G-quadrupleks olusumunun tetiklenerek floresan
yogunlugunun artmasi ve floresan bir sinyal alinmasi yatmaktadir. Tespiti yapilmak
istenen analit maddenin ortama eklenmesiyle, bu analit molekiil yiiksek 06zgiinliik
gosterdigi G-quadrupleks DNA dizisine baglanarak floresan boyanin G-quadrupleks
yapisindan ayrilmasint ve floresan yogunlugunun sonlimlenmesini (quenching)
saglamaktadir. Floresan yogunlugunda meydana gelen bu degisim sayesinde elde edilen
cesitli grafikler yardimiyla, absorbans degerlerine bakilarak bir numunede o analitin ne
kadar oldugu yiiksek dogruluk degeri ile bulunabilmektedir (Yan ve ark., 2012; Zhang
ve ark., 2013).

Liu ve ark. yaptig1 bir calismada ATP tespiti i¢in G-quadrupleks olusumu esasina
dayanan optik bir algilama sistemi gelistirilmistir. Bu c¢alismada kullanilan ATP
molekiiliine 6zgiin DNA dizisi, G-quadrupleks yapisini olusturabilen guanin niikletodi
yoniinden zengin bir dizidir. Bu dizi ThT boyasiyla bir araya geldiginde G-quadrupleks
yapt olusturulmasi indiiklenmekte ve normalde floresan 6zelligi olmayan ThT boyasi

floresan yogunlugunda yiiksek bir artisa sebep olmaktadir. ATP ortama eklendik¢ce ATP
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molekiiliine 6zglin olan DNA dizisi ThT den daha yiiksek afinite gosterdigi ATP ile
kompleks olusturmakta ve ThT’yi G-quadrupleks yapilarindan ayirmaktadir. Bu ayrilma
floresan soniimlemeye yani floresan yogunlugunun azalmasina sebep olmaktadir.
Florimetre cihazi ile ortama eklenen ¢esitli konsantrasyonlarda ATP ile birlikte floresan
yogunlugunda meydana gelen degisimler tespit edilmistir. Grubun floresan yogunluklari
esas almarak olusturdugu dogrusal grafiklerle elde ettigi denklemler sayesinde ATP
konsantrasyonu bilinmeyen bir numune igerisindeki ATP miktar1 bu yontemle

etiketlemeye gerek duyulmadan belirlenebilmektedir (Liu ve ark., 2017).

Bir bagka c¢aligma Sun ve ark. yaptigt Thiazole orange boyasi kullanarak genis
spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasiklin tespiti i¢in tasarlanan G-quadrupleks tabanli
algilama sistemidir. Bu ¢aligmada tetrasikline baglanabilen ve G-quadrupleks yapida
olan DNA dizisi kullanilmistir. Thiazole orange boyasi ThT gibi sulu ¢ozeltilerde
normalde floresan Ozellik gostermeyen fakat G-quadrupleks yapilari ile bir araya
geldiginde interkalasyon yaparak G-quadrupleks yapinin olusmasini indiiklemekte ve
floresan yogunlugunda yiiksek bir artis meydana gelmesini saglamaktadir. Hedef
tetrasiklin varliginda, G-quadrupleks DNA dizilerinin hedefleri olan tetrasikline 6zgiin
olarak baglanmasi, DNA dizilerinin G-quadrupleks yapilardan sa¢ tokasi yapilarina
konformasyonel olarak degisimini indiiklemektedir. Bunun gibi hedefe bagh
konformasyonel degisiklikler, floresan emisyonunun séniimlenmesine yol agmakta ve
G-quadrupleks tabanli etiketsiz floresan algilama sistemlerinin temel mekanizmasini
olusturmaktadir (Sun ve ark., 2018). Bu yontemler DNA dizisinin etiketlenmesine ya da
komplike cihazlara ihtiya¢ duymadigindan avantajlidir. Ayrica numuneden dogrudan
Olclime olanak saglamaktadir. Grup yaptigi bu calisma sayesinde siitte yer alan

tetrasiklin antibiyotigini tespit edebilmistir.

Okratoksin A (OTA) molekiiliiniin tespiti i¢cin Kefeng ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, hizli, hassas ve etiketlemeye ihtiya¢ duyulmayan G-quadrupleks tabanli
floresan bir sensor sistemi tasarlanmistir. Okratoksin A yem ve gida maddelerini
kirleten en yaygin mikotoksinlerden biridir. Et {irlinleri, bira, kurutulmus meyveler,
baharatlar gibi bircok yerde bulunan okratoksin insanda ndrodejeneratif, karsinojenik
etkilere sahip oldugundan tespiti biiylik 6nem tasimaktadir. OTA’ya 6zgin G-
quadrupleks dizisi, guanin niikleotidi agisindan zengindir. OTA’ya 0zgin G-
quadrupleks DNA dizisi, ThT boyasi ile G-quadrupleks yapisi olusturarak yiliksek
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floresan sinyali olusmasini saglamaktadir. OTA ortama eklendiginde G-quadrupleks
dizi 6zgiin molekiiliine baglanarak ThT ile olusturduklar1 kompleksten ayrilmaktadir.
Bu ayrilma floresan sinyalinde onemli bir diisiise neden olmaktadir. Bu metod
sayesinde okratoksin tespiti 10 dakika gibi kisa bir siirede tamamlanabilmektedir.
Ayrica bu calismada gercek numune sonuglarmin olgiilebilmesi i¢in kirmizi sarapla

deneyler yapilmistir ve OTA’nin tespiti saglanabilmistir (Wu ve ark., 2018).

Etanolamin tespiti i¢in Heilkenbrinker ve ark. yaptigi bir ¢alismada G-quadrupleks
olusumuna dayanan bir aptasensor gelistirilmistir. Alzheimer hastaligi, sizofreni gibi
cesitli hastaliklarla iligkilendirilen etanolamin c¢ok kiiciik bir organik molekiildiir. Bir
mikroarray yiizeyine etanolamin baglayict aptamerler immobilize edilmistir.
Etanolamin ile etanolamin baglayic1 aptamerlere afinite gosteren floresan etiketli
oligoniikleotitler ylizeye belirli oranlarda eklenmistir. Floresan etiketli oligoniikleotitler
etanolamin baglayici aptamerlere baglandiginda G-quadrupleks olusumu indiiklenmekte
ve floresan yogunlugunda artis meydana gelmektedir. Etanolamin konsantrasyonunun
arttirllmasi, etanolamin baglayict aptamerler ile floresan etiketli oligoniikleotitlerin
hibritlesmesinin azalmasia ve dolayisiyla floresan yogunlugunun azalmasina neden
olmustur. Bu metod sayesinde etanolamin, 10 pM kadar diisiik bir deteksiyon limiti ile

tespit edilebilmektedir (Heilkenbrinker ve ark., 2014).

Cesitli arastirmacilar tarafindan Onerilen ve daha sonra Gilbert tarafindan ifade edilen
bir hipoteze gore, erken yasam formlarinda genetik bilginin iletiminin RNA'ya
dayandig: belirtilmektedir (Gilbert, 1986). RNA molekiiliiniin RNA replikazi enzimine
dayali olmayan metot ile replike edilebilmesi ise arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Enzimatik olmayan RNA kopyalamasi aslina uygunlugun diisiik olmasi, yavas olmasi
ve birden fazla c¢ogaltma turu elde etmenin zorlugu gibi cesitli zorluklara sahiptir.
Mevcut analiz yontemleri ¢ogunlukla denatiire edicidir ve kopyalama isleminde tiretilen
RNA iplik¢iginin katlanma kabiliyeti diismektedir. Yeni sentezlenen RNA zincirinin
yapisal biitlinliigii i¢in RNA ipliklerinin katlanma kabiliyeti ¢ok dnemlidir bu nedenle
daha hassas yeni metotlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Giurgiu ve ark. yaptig1 bir
caligma; adenin niikleotidinin floresan analogu olan 2-aminopurini i¢cermektedir. 2-
aminopurin, 6zel bir ¢oziiciiye maruz kaldiginda floresan hale gelmekte ancak c¢ift
sarmall1 bir dubleks i¢ine dahil edildiginde sondiiriilmektedir (Johnson ve ark., 2012).

Bir dupleks kalip-primer ile baslayarak, K* varliginda primerin 3’ ucuna iki guanozin
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eklenerek paralel bir G-quadrupleks yapist olusturulur ve primer kaliptan g¢ikarilir.
Kimyasal RNA replikasyonunun uzun siiredir devam eden problemine sistem
yaklasimini kolayliklar saglayan bu sistem ile kopyalamanin derecesi ger¢ek zamanl
olarak dlgebilecektir. Tasarlanan metot G-quadrupleks olusumuna dayanmaktadir ve bu
nedenle guanin bakimindan zengin RNA iplik¢ikleri olusturmakla sinirlidir (Giurgiu ve
ark., 2018).

Gumdiis (1) iyonlar1 insanlarda sitotoksisite gelistirmektedir ve organ yetmezligi de dahil
bir dizi tibbi komplikasyonla iliskilendirilmektedir. Viicuttaki giimiis iyon seviyesi
tayini olduk¢a onemlidir. Man ve ark. sulu ¢ozeltide giimiis (I) iyonu saptamasini
gerceklestirmek igin, kloro-platin (II) kompleksi kullanilarak 1sima bazli bir G-
quadrupleks algilama sistemi gelistirilmistir. Giimiis (I) iyonlar1 G-quadrupleks yapisini
kararsizlastirabildiginden, G-quadrupleks yapilart dubleks hale gegerek yapisal
degisiklige ugrayabilirler. Olusan dubleks yapi, kloro-platin (Il) kompleksi
interkalasyonunu saglayarak yiiksek emisyon yogunluguna neden olmaktadir. Bununla
birlikte, giimiis (I) iyonu yoklugunda, kloro-platin (I1) kompleksinin G-quadrupleks
yap1 ile zayif etkilesimi nedeniyle diisiikk emisyon yogunlugu goriilmektedir. Glimiis
disindaki c¢esitli metal iyonlarinin eklenmesi iizerine emisyon yogunlugu hafifce
artmakta ve sistemin giimiis (I) iyonlari igin segiciligine isaret etmektedir (Man ve ark.,
2010).

Insan nétrofil elastazi (HNE), kolajen, proteoglikan, fibronektin ve laminin iceren gesitli
fonksiyonel ve yapisal proteinleri pargalayan bir tip serin proteazdir. HNE viicutta agir1
tiretildiginde normal dokulara zarar verebilmektedir ve bu durum gesitli otoimmiin
hastaliklarin gelismesi ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, HNE ile iliskili hastaliklarin
teshisi i¢in dogru bir tespit platformu ¢ok Onemlidir. Leung ve ark. tasarladigi bu
etiketsiz metotta, sinyal transdiiksiyon elemani olarak G-quadrupleks yapilara 6zgiin
floresan 6zelligi bulunan iridyum (III) kompleksi kullanilmistir. Bu sistemde, ya sulu
bir ¢ozelti icinde ya da HNE aptamerini igeren ¢ift sarmal DNA dizisinin varliginda,
iridyum (III) kompleksi floresan 6zellik gostermemektedir. HNE ilavesiyle birlikte ¢ift
sarmal DNA dizilerinin ayrigmasi indiiklenmistir. HNE aptameri daha sonra serbest
birakilarak G-quadrupleks yapisina katlanmaktadir. UV 15181 altinda da kolayca
goriilebilen arttirtlmig bir floresan 1s1ldama tepkisi, iridyum (111) kompleksinin HNE

aptameri ile olan giiclii etkilesimini kanitlamistir. HNE konsantrasyonu ile iridyum (III)
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kompleksinin floresan yogunlugu arasinda dogrusal bir iliski gozlenmistir. Tasarlanan
metot oligoniikleotitlerin kovalent etiketlemesini ortadan kaldirmaktadir, dolayisiyla

diisiik maliyetli, basit ve kolay kullanima sahiptir (Leung ve ark., 2013).
2.3 Floresan Boyalar

Luminesans olgusu antik caglardan beri bilinmektedir. Antik zamanlarda elmaslarin
giinese maruz kaldiklarinda karanlikta birkag dakika parladiklar1 fark edilmistir. Diger
bir luminesans 6rnegi ise farkli mitolojilerde ortaya ¢ikan parlak solucanlardir (Valeur,
2004). Bunlar tarihi agidan floresan fenomeninin bilinen ilk 6rneklerindendir. Floresan
ismi 1852 yilinda Ingiliz fizik¢i George Gabriel Stokes tarafindan; kalsiyum floriir
kristallerinin ultraviyole (UV) 15181 altinda aydmnlatildiginda mavi 1sik yaydiginin
gozlemlenmesinin ardindan verilmistir (Valeur ve Berberan-Santos, 2012). Floresan
ozellik gdsteren canlilar da bulunmaktadir. Ozellikle ABD'nin bat1 kiyisinda yasayan ve
floresan Ozelliklere sahip bir protein olan yesil floresan proteini (GFP) sentezleyen
denizanasi cesidi olan Aequorea victoria canlilart bulunduklari boélgeye mor rengi
vermektedirler. Osamu Shimomura, ¢ok sayida uygulamasi sebebiyle molekiiler
biyolojide devrim yaratan bu proteinin varhigimi vurgulayan ilk kisi olmustur (Locquet
ve ark., 2006).

Giliniimiizde goriilen en yaygin floresan uygulamalarindan biri, 6zellikle ¢ok yonliligi
ve hizi nedeniyle floresan spektroskopisidir. Florometre veya spektroflorometre olarak
da adlandirilabilen floresan spektroskopisi bir numunenin floresan 6zellige sahip olma
durumunu analiz eden bir tiir elektromanyetik spektroskopi tiiriidiir. Baz1 bilesiklerin
molekiillerindeki elektronlar1 uyaran ve 151k yaymalarina neden olan, genellikle
ultraviyole 1s1k gibi bir 151k kaynagi kullanimi1 gerektirir (Jameson, 2014). Bu teknigi
kullanarak, 1s1ma sirasinda iretilen 151k yayilimini, bir dizi dalga boyu boyunca
kaydetmek miimkiindiir. Bu kayitlara floresan spektrumlar1 denir. Farkli uyarma dalga
boylar1 i¢in farkli emisyon spektrumlarini 6lgmek miimkiindiir. Bu nedenle, elde edilen
uyarma-emisyon matrisleri iki boyuta sahiptir, uyarma dalga boylar1 ve emisyon dalga
boylari. Floresan matrisleri, bir karisimin floresan haritasinin ¢ikarilmasini saglamakta
ve boylece onlarin karakterizasyonlarimin da saglanmasina yardimci olmaktadir

(Soltzberg ve ark., 2012).
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Floresan spektrumlari birkag uyarma dalga boyu i¢in yapildiginda, floresan
spektrumlarinin yan yana toplanmasi, saptanan floresan yogunluklarinin ii¢ boyutlu bir
gosterimini  olusturmaktadir. Bunlar {ic boyutlu floresan spektrumu veya uyarma
emisyon matrisi (EEM) olarak adlandirilmaktadir (Johnson ve ark., 1977; Ndou ve
Warner, 1991). U¢ boyutlu (3D) floresan spektrumlari karmasik numuneleri analiz
etmek ic¢in giiclii spektroskopi tekniklerinden birisidir. Bu teknik sayesinde emisyon
yogunlugu, uyarma ve emisyon dalga boylarinin tiim olast kombinasyonlar1 ig¢in
Olclilmekte, boylece tek bir ii¢ boyutlu ¢izimde birgok farkli uyarma ve emisyon
spektrumuna karsilik gelen bilgileri 6zetlemektedir. Ug boyutlu floresan spektroskopisi,
nehirler (Baker, 2002), haligler (Scully ve ark., 2004) ve bir¢ok su ekosistemi gibi
multifloforik ortamlardan toplanan numunelerin analizinde kullamilan faydali bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Baker ve Spencer, 2004; Carstea ve ark., 2016).
Cesitli numunelerin toplam floresan Ozellik gosteren molekiill kompozisyonlar
bilinmediginden, genis bir uyarim ve emisyon dalga boylar1 araliginda bir ii¢ boyutlu
floresan spektrumu numunenin bir spektral parmak izinin elde edilmesini miimkiin
kilmaktadir.

Tek ve c¢ift sarmalli DNA gibi bircok yapisal DNA formunu iceren kompleks
karisimlarin varliginda G-quadrupleks DNA yapilarinin 6zgiin olarak tespiti, mevcut bir
teknikle miimkiin degildir. Porfirin gibi bazi boyalarin, G-quadrupleks yapilarin
varliginda floresan 6zellik gosterdigi ancak ¢ift sarmal ve tek zincirli DNA yapilarinda
floresan oOzellik olusturmadiklari saptanmistir. Bu boyalar G-quadrupleks yapilarin
Ozgiin tespitini saglamada yardimci ajanlar olabilecegi diistiniilmektedir (Arthanari ve

ark., 1998).

Floresan boyalar ¢ok c¢esitli biyomedikal amaglar i¢in kullanilmaktadir. Cesitli ilaglarin
ve antijenlerin immiinokimyasal tespiti floresan boyalarin kullanildigi molekiiler
arastirmalarin kiiglik bir 6rnegidirler. Floresan spektroskopisinde gozlemler karanlik bir
arka plana karsi yapildigindan, ¢ok c¢esitli molekiiler arastirmalarin Ol¢limleri icin

oldukca hassas bir sekilde alinabilmektedir (Lakowicz, 2013).

Floresan yogunlugu, 151k kaynaginin parlakligi veya dedektdriin hassasiyeti gibi

cthazdan cihaza degisen faktorlere biiyiik Olgiide baglidir. Bu parametreler yapilan
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caligmalarda siki bir sekilde denetlenmeli ve bu sebeplerden dolay: algilama sisteminin

hassasiyetinin degismesine izin verilmemelidir (Demchenko, 2005).

Farkli uyarma ve emisyon dalga boylarina sahip bir¢ok farkli floresan boyanin varligi,
ayn1 numunedeki birkac¢ hedefin ¢capraz girisim olmadan bir kerede degerlendirilebildigi
cok katli analizlerin yapilmasini miimkiin kilmaktadir. Floresan boyalarin bu cazip
0zelligi nedeniyle, son yillarda floresan sinyal verme kabiliyetine dayanan algilama
sistemlerinin tasarlanmasinda siklikla kullanim bulmuslardir (Sun ve ark., 2018; Zhang
ve ark., 2013).

2.3.1 Floresan Molekiiler Rotorlar

Floresan molekiiler rotorlar, florofor olarak adlandirilan n-konjuge bagi igeren floresan
molekiilleridir. Floresan yogunlugu, c¢evresel viskoziteden etkilenen rotatorlerin
molekiil i¢i donme derecesine gore degismektedir. n-konjuge floresan molekiiler rotor

kopriisii genellikle elektron verici ve alici1 gruplardan olusmaktadir.

Floresan molekiiler rotorlarin emisyon Ozellikleri ¢ogunlukla c¢oziicliye ve ortama
baglidir ve bu nedenle de ¢oziicii viskozitesi floresan kuantum veriminin birincil
belirleyicisidir (Haidekker ve ark., 2005). Diisiik viskoziteli ortamlarda, rotatorlerin
hizli doniisli, uyarma enerjisinin 1s1masiz olarak gerceklesmesini indiikler, bdylece
floresan quantum verimini azaltarak floresan yogunlugunun baskilanmasiyla
sonuglanmaktadir. Ortam viskozitesi arttiginda, rotatorlerin doniisii kademeli olarak
inhibe edilmekte bu da kademeli olarak floresan quantum verimini arttirarak floresan
yogunlugunun artmasini saglamaktadir. Bu viskoziteye duyarli davranig, floresan
molekiiler rotorlarin akiskanlar mekanigi, polimer kimyasi, hiicre fizyolojisi ve gida
bilimleri gibi alanlarda viskozite ve sicaklik problar1t olarak kullanilabilmesini

saglamaktadir (Haidekker ve Theodorakis, 2010).

Floresan molekiiler rotorlar, biikiilmiis molekiil i¢i yiikk aktarimi (TICT) yapabilme
kabiliyetleri ile karakterize edilen bir floresan molekiil grubudur. Dogal olarak
biikiilmiis halde bulunan bu floresan molekiil grubunun tyeleri, bikiilmiis
durumlarindan  kurtulup  c¢oziildiikklerinde  floresan  o6zellik  gostermektedirler

(Klymchenko ve Mely, 2013).
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Tipik olarak, bir molekiiler rotor ii¢ alt birimden, bir elektron verici iinitesinden, bir
elektron kabul {initesinden ve diizlemsel konformasyonda -elektron transferinin
gerceklesmesini saglayan elektron bakimindan zengin n-konjuge baglanti {initesinden
olusmaktadir. Biikiilmiis hallerinde, igsel floresan sonmiis vaziyette bulunmaktadir,
ancak yiliksek viskoziteli ¢ozeltilerde oldugu gibi doniisleri engellendiginde molekiil
biikiilmiis halden ¢oziilerek ve floresan hale gelmektedir (Beens ve Weller, 1975;
Grabowski ve ark., 2003; Klymchenko ve Mely, 2013).
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Sekil 2.6: Floresan Molekiiler Rotorlarin Sematik Ornekleri a.) Dimetilaminofenilik ve
Pirolik Rotatdrlerin Kimyasal Yapisi b.) Cesitli Yogunluklarda Floresan Yogunlugunun
Degisimi c.) Farkli Rotatorlerin Degisen Viskozite Kosullarina Gore Floresan
Kontrastinda Meydana Getirdigi Degisiklikler (Lee ve ark., 2018)

Sekil 2.6.a'da gosterilen floresan molekiiler rotorlar elektron vericileri ve alicilart olan
bir m-konjuge kopriisiinden olusmaktadir (siyano gruplari). Elektron vericileri olan pirol
ve dimetilaminofenil gruplar rotatdr olarak gorev yapmaktadirlar. Viskozite degisimi
ile floresan yogunlugundaki degisikliklerde anahtar rol oynayan w-konjuge
kopriisiindeki tek C-C bagi boyunca donerler. Sekil 2.6.b, floresan viskozitesinin bir
fonksiyonu olarak floresan yogunlugu degisikligini gostermektedir. Ortam viskozitesi
arttiginda, rotorun donmesi yavasladigindan floresan yogunlugu da artmaktadir.
Floresan kontrast1 (I/I,) burada diisiik viskozitedeki floresan yogunluguna gore yiiksek
viskozitedeki floresan yogunlugunun oranini olarak tanimlamaktadir. Sekil 2.6.c'de
gosterildigi gibi, floresan kontrasti (I/I,) genellikle Forster-Hoffmann teorisini esas

almaktadir.
In (1/10)=C +xIn (1)

Bu denkleme gore C deneysel bir sabittir, x floresan molekiiler rotorun viskozite

duyarlhiligidir ve n ortamin viskozitesidir (Haidekker ve Theodorakis, 2016; Kuimova,
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2012). Floresan kontrasti, floresan molekiiler rotorlardaki rotatorlerin donme yetenegine
giiclii bir sekilde baglidir. Pirolik rotatorler, a’da gosterildigi gibi dimetilaminofenil
bazli rotatorlerden daha kolay donebilmektedirler. Sekil 2.6.c'de gosterildigi gibi,
pirolik rotator bazli floresan molekiiler rotorlar, dimetilaminofenil rotator bazli floresan
molekiiler rotorlardan daha yiiksek floresan kontrasti gostermektedir. Bu nedenle rotator
se¢imi, viskoziteye duyarli floresan performansini yoneten 6nemli bir faktordiir (Lee ve

ark., 2016).

Molekiillerde genel olarak oksidasyon veya rediiksiyonla bir elektron kaybedildiginde
veya kazanildiginda yapisal degisikliklerin eslik ettigi bir dipol momenti olugmaktadir.
Elektriksel olarak wuyarilmis haldeki molekiiller de ayrica dipol momentleri
olusturmaktadir ve bir elektron kaybeden ya da kazanan molekiiller gibi
davranabilmektedirler. Benzer sekilde, tek bir bag ile baglanan verici-alict molekiiller,
yapisal esneklikleri nedeniyle, uyarildiklarinda yapisal degisiklikler yasamaktadirlar
(Lee ve ark., 2018). Polar ¢oziiciiler ile molekiiler rotorlar, optik ve/veya elektriksel
uyarim tarafindan iiretilen dipol momentleriyle aktif olarak etkilesime girmektedirler.
Ote yandan, kayda de@er viskoziteye sahip olan fakat polar olmayan ¢oziiciiler,
molekiiler rotorlarla pasif bir sekilde etkilesime girmekte ve rotorlarin doniislerini

siirlamaktadirlar (Kohle ve ark., 1992).

1. n-hekzan
1.20 2. dibiitil eter

1.00 3. dietil eter
0.80 4. biitil klorit

0.60 5. asetonitril
0.40

0.20

0.00 -
160 180 200 220 240 260 280 Y (1000 em™l

Sekil 2.7: DMABN ile yapilan floresan emisyonu calismalar1 (Kohler ve ark., 1992)

Farkl1 polaritelere sahip gesitli solventlerde DMABN'nin floresan emisyon spektrumlari.

p-N, N-dimetilamino-benzonitrilin (DMABN, Sekil 2.7)'nin hem tek hem de ikili
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floresan emisyonu verdigi durumlari incelemistirler. Floresan emisyonunun ¢oziicii
polaritesine ve sicakligina kuvvetle bagl oldugunu bildirmislerdir (Lippert ve ark.,
1961). DMABN’nin polar olmayan solventlerde tek floresan emisyonu, polar
solventlerde 1ise ¢ift floresan emisyonu sergiledigini yaptiklar1 ¢alisma ile

bildirmislerdir.

DMABN'nin polarite bagimli floresan davranisini agiklamak ic¢in hidrojen baglanma
(Cazeau ve ark., 1983), proton transferi (Kosower ve Dodiuk, 1976), TICT (Rotkiewicz,
Grellmann ve Grabowski, 1973), vericinin ve alicinin yeniden hibridizasyonu (Leinhos
ve ark., 1991) ve molekiiler planarizasyon (Schuddeboom ve ark., 1992) gibi ¢esitli
hipotezler onerilmistir. Bu hipotezler arasinda TICT, DMABN'den gelen ikili floresan
dinamiklerini tanimlayan en iyi model olarak kabul edilmistir. TICT uyarilmis
durumlarinin  olusum oraninin, ¢oziicliniin polaritesi ile belirlendigine dikkat
edilmelidir. Bu nedenle, DMABN'nin ¢iftli floresan emisyonu yalnizca belirli
¢oziiciilerde meydana gelmektedir. Sekil 2.3 farkli polaritelerdeki ¢esitli ¢oziictilerde

DMABN'nin floresan emisyon spektrumlarini géstermektedir.

Yogun aragtirmalarin ve DMABN'in floresan emisyon dinamiklerinin iyice
anlasilmasimin ardindan, TICT araciligiyla yapisal biikiimiin eslik ettigi bir¢ok diger
alici-verici molekiil bildirilmistir (Grabowski, Rotkiewicz ve Siemiarczuk, 1979;
Siemiarczuk ve ark., 1977). Polar ¢oziiciilerin, hidrojen baglar1 olusturarak alici-verici
molekiillerin TICT uyarilmis hallerini stabilize ettigi bu calismalarin ardindan fikir

birligine varilan goriis olmustur (Schuddeboom ve ark., 1992).

Benzer sekilde, c¢oziicliniin viskositesi, alici-verici molekiillerde TICT wuyarilmis
durumun olusum oranini da etkilemektedir. Ortamin viskozitesi arttikca, tek baglarinin
sinirli olmasina ragmen molekiillerin doniisii (biikiim) engellenmektedir. Daha once
belirtildigi gibi, alici-verici bazli molekiiler rotorlar, ¢éziicii ortamin polaritesinden ve
viskozitesinden etkilenen g¢evre ile etkilesime girerek yapisal degisiklikleri indiiklemek
igin itici gligler tiretmektedir. Viskozite algilamasi i¢in, ¢ogu alici-verici molekiillerin
aksine, molekiiler rotorlarin floresan emisyonu secici olarak ortam viskozitesine cevap
vermeli ve ortam polaritesinden etkilenmemelidir (Haidekker ve ark., 2005; Loutfy ve
Law, 1980). Baska bir deyisle, molekiiler rotorlardan floresan saliniminin yogunlugu ve

enerjisi yalnizca ¢oziicliniin viskozitesinden etkilenmelidir. Bu nedenle, tek bir floresan
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emisyonuna sahip molekiiler rotorlar, en yaygin kullanilan viskozite sensorleridir,
¢linkii bu tekli floresan emisyonu, ¢oziicli polaritesinden etkilenmemektedir (Allen ve
ark., 2005).

Molekiiler rotorlarin, ortamin polaritesine ve viskozitesine karsi olan hassas duyarhiligi,
onlarin viskozite sensorii problari olarak kullanimi uygulamalarint artirmistir (Hosny ve
ark., 2013). Floresan molekiiler rotorlar organeller ve mikroakigkan kanallar dahil

olmak tizere ¢esitli ortamlarda viskozite sensorleri olarak gorev yapabilmektedirler (Lee

ve ark., 2018).

2.3.2 Floresan Molekiiler Rotorlarin Biyolojik ve Kimyasal
Uygulamalari
Viskozite, hiicrelerin temel fizyolojik fonksiyonlarini giiglii bir sekilde etkileyebilen
hiicresel sivilarin ortak bir ozelligidir. Ornegin, hiicre zar1 viskozitesi, hiicre zari
proteinlerinin aktivitesini ve molekiillerin hiicre zar1 boyunca difiizyon dinamiklerini
yonetilmektedir. Sitoplazmanin viskozitesinin birgok metabolik reaksiyonu etkiledigi ve
cesitli hastalik durumlarini yansitan anormal fizyolojik islemlerle baglantili oldugu
bilinmektedir. Fizyolojik siirecler ve hastalik ilerlemesi hiicresel viskozitenin hem
zamansal hem de mekansal degisimini i¢erdiginden, mikro viskozitenin dogru sekilde

olgtilebilmesi olduk¢a 6nemlidir (Demchenko ve ark., 2009; Kowada ve ark., 2015).

Protein igeren kan plazmasi, dokular arasi sivilar gibi biyolojik sivilarda viskozite
degisiklikleri, ¢ogunlukla degisen protein seviyeleri ile iliskili olan ¢esitli hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Haidekker ve Theodorakis, 2007). Bu hastaliklara verilebilecek
ornekler arasinda enfeksiyonlar ve enfarktiis (Harkness, 1971), hipertansiyon (Letcher
ve ark., 1981), diyabet (McMillan, 1982) ve ateroskleroz (Otto ve ark., 2001)
bulunmaktadir. Ayrica sigara tiikketimi ile plazma viskozitesinin ylikselerek
kardiyovaskiiler hastaliklarin artmasina sebep olabilecegi de diistiniilmektedir (Ernst ve

ark., 1987).

Lenfatik sivinin viskozitesi, dogrudan kan plazma viskozitesine baglidir, ¢linkii lenfatik
sistem dokuya yayilan siviy1 ve proteini yakalamakta ve onu damar sistemine geri
dondiirmektedir. Ornegin lenfatik sivi viskozitesi meme kanseri tedavisi ile birlikte
artmaktadir ve viskozite degisiklikleri akut sok sirasinda lenfatik sivi dolasiminm

degistirmektedir (Bates ve ark., 1993).
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Floresan molekiiler rotorlar c¢esitli ortamlarda viskozite problari olarak islev
gorebilmektedir (Kotani ve ark., 2017; Lee ve ark., 2011). Viskoziteye duyarl rotorlar,
Ozgiin hiicresel organellerin ve biyomolekiillerin mikroviskozitesini Glgerek
biyomedikal goriintileme ve tami dahil ¢esitli uygulamalarda kullanim ig¢in
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir (Su ve ark., 2017). Bu rotorlar ayrica mikroakiskan
cihazlarda kanal i¢i viskoziteyi tespit etmek, sicaklia duyarli tepkileri ve cam gegis
sicakligi gibi 6zgiin faz gegis sicakliklarii 6l¢gmek i¢in de kullanishidir (Lichlyter ve
Haidekker, 2009).

Organik aerosoller ila¢ endiistrisinde ©nemli rol oynamaktadirlar. Aerosol
pargaciklarinin viskozitesi ve fazlari; icindeki kimyasal tiirlerini, parcacik morfolojisini,
faz davraniglarini, optik 6zelliklerini, yaslanma siireclerini ve kullanim 6mriinii 6nemli
Olciide etkilemektedir. Bununla birlikte aerosol boyutundaki ve bilesimindeki genis
degiskenlik, aerosollerin dogal fizikokimyasal 6zelliklerine iliskin modellerin ve veri
yorumlamasinin gelismesini engellemektedir. Bennet ve ark. tarafindan yapilan bir
calisma ile farmasdtik aerosol damlaciklarinin viskozitesi; nem, sicaklik ve gaz akisinin
tam olarak kontrol edilebildigi bir cevre odasinda floresan molekiiler rotorlar

kullanilarak 6l¢iilmistiir (Bennet ve ark., 2011).

Floresan molekiiler rotorlar, in vivo ve in vitro kosullar altinda ve mikroakiskan
kanallarda cesitli organellerde mikro viskoziteyi Olgmek ve goriintiilemek igin
mitkemmel bir potansiyele sahiptir (Lee ve ark., 2018). Kiimelenme ve polimerizasyon
slireglerinin gergek zamanl olarak izlenmesi (Loutfy ve Teegarden, 1983), protein
kiimelenmesinin ve proteinin konformasyonel degisikliklerinin izlenmesi (Hawe ve
ark., 2010), mikro ¢evre ozelliklerinin degisiminin es zamanli olarak bilinmesinin kilit
bir rol oynadig1 siklodekstrinlerin karakterizasyonu (Al-Hassan ve Khanfer, 1998),
fosfolipit ¢ift tabakalarin ve hiicre zarlarinin incelenmesi (Haidekker ve ark., 2000)

molekiiler rotorlar ile yapilan arastirmalardan sadece bazilaridir.

2.3.3 Thioflavin T

Thioflavinler genellikle histolojik boyamalarda ve protein agregasyonlarinin
biyofiziksel ¢alismalarinda kullanilan boyalardandir. Thioflavin T (ThT, Basic Yellow
1), hidroklorik asit varliginda metanol ile dehidrotiyotoluidin metilasyonu ile elde

edilen bir benzotiyazol tuzudur (Sekil 2.8). Bu boya o6zellikle gegmiste yaygin olarak
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hem in vitro hem de in vivo olarak amiloid olarak adlandirilan protein agregatlarinin
varligini gorsellestirmek ve tespit etmek igin kullanilmistir (Biancalana ve Koide,
2010).

Sekil 2.8: Thioflavin T molekiilii modeli (Sulatskaya ve ark., 2010)

ThT 1959 yilinda Vassar ve Culling tarafindan; doku kesitlerindeki amiloid yapilara
baglandiginda yiiksek floresan 6zellik gosteren katyonik bir benzatiazol boya olarak
tanmtilmigtir (Vassar ve Culling, 1959). Yanhs katlanmis proteinlerin agrege olup
amiloid fibril yapilarini olusturmasi Alzheimer, Parkinson ve tip 2 diyabet gibi ¢ok
cesitli insan hastaligin altinda yatan ortak bir 6zelliktir (Eisele ve ark., 2015). ThT,
amiloid agregatlar1 gibi beta tabaka bakimindan zengin yapilara baglandiginda emisyon
spektrumunda karakteristik bir kirmizi kayma ve yiiksek oranda artan bir floresan
yogunluk gostermektedir (Groenning, 2010; LeVine, 1999). ThT’nin floresan
spektrumunda olusturdugu bu degisiklik, benzotiazol ve anilin halkalarini birlestiren

merkezi C-C baginin rotasyonundan kaynaklanmaktadir (Srivastava ve ark., 2010).

Yirminci yiizyilin baglarinda ve ortalarinda, amiloidin histolojik tespiti i¢in kumas
endistrisinde kullanilan koyu kirmizi bir boya olan Kongo kirmizis1 siklikla
kullanmilmistir. Kongo kirmizisi boyama siireci zahmetli bir siirectir, polarize 151k
mikroskobu kullanimini gerektirir ve olusturdugu piklerin yorumlanmasi oldukga
zordur (Howie ve ark., 2008). Kongo kirmizisi gibi dogrudan boya oldugu diisiiniilen
cogu boyalar, fibrillere ve fibril olmayan materyallere farkli afinitelerde baglandigindan
kullanimlar1 boyama ve ardindan yikama yapilmasint gerektirmektedir, bu da diisiik

diizeyde tekrarlanabilirligin yan1 sira 6nemli diizeyde arka plan boyamasina yol

acmaktadir. Bunun tersine, ThT gibi boyalar, sadece belirli bir molekiiler varliga
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baglandiklarinda yiiksek oranda floresan hale gelirler ve bu nedenle hiicresel bilesenleri
ve yapilart saptamak i¢in yiiksek hassasiyetli ve uygun boyalar olarak karsimiza

¢ikmaktadirlar (Elghetany ve Saleem, 1988).

ThT amiloid fibrillere baglanma 6zgiinliigiinden dolay1 floresan mikroskopi kullanilarak
doku kesitlerinde amiloid tanis1 (Hobbs ve Morgan, 1963; Keliényi, 1967), floresan
spektroskopi kullanilarak in vitro amiloid yapilarinin tespiti, amiloid fibril olusumunun
dogrudan gézlemlenmesi ve beyin dokusundaki beta amiloid yapilarinin in vivo olarak
incelenmesi gibi alanlarda sik¢a c¢alisilan bir boya olmustur (Klunk ve ark., 2001;
LeVine, 1999; Naiki, ve ark., 1989; Vassar ve Culling, 1959). Ancak ThT, amiloid
yapilart i¢in tam olarak 0zgiin degildir. Belirli ortam sartlarina bagli olarak ThT;
prekiirsér monomerlere, kiigiik oligomerlere, yiiksek beta tabaka igerigine sahip agregat
halinde olmayan materyallere veya hatta alfa heliks agisindan zengin proteinlere
baglanarak spektroskopik olarak bir degisiklige sebep olabilir (Wolfe ve ark., 2010)
veya olmayabilir (LeVine, 1999; Cloe ve ark., 2011).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar ile ThT nin ¢ift zincirli DNA yapisina baglanarak
yaklagik 250 katlanma gegcirdigi G-quadrupleks yapilara baglanarak ise 1700’den fazla
katlanma ge¢irdigi ve bu sayede ¢ok daha fazla floresan yogunlugu olusumuna sebep
oldugu anlasilmistir (Mohanty ve ark., 2012). Ayrica Mergny ve grubu ThT’nin
floresan sinyalinde olusturdugu oldukga yiiksek degisiklik sayesinde G-quadrupleks
olusumunun tespit edilebilecegini gostermislerdir. Ciinkii ThT’ nin yiiksek floresan
ozellik gostermesi ortamda G-quadrupleks olusturacak yapilarmn varhigini da yiiksek
olasilikla gostermektedir. Wang ve arkadaslari; ThT’ ye 0zgli aptamer tasarlayan ilk

gruptur (Wang ve ark., 2016).

Simdiye kadar ThT-G-quadrupleks kompleksi olusumunun floresan yogunlugunda
meydana getirdigi degisiklik esasina dayanan metot ile protein (Liu ve ark., 2015) ,
RNA metabolizmasi (Sugimoto ve ark., 2015) , niikleik asit (Tong ve ark., 2013) ,
biyotiyol (Tan ve ark., 2014) ve civa iyonu (Ge ve ark., 2014) gibi birgok farkli analite

0zgii floresan prob tasarlanarak bu analitlerin 6l¢timii gosterilmistir.

ThT guanin niikleotidi bakimindan zengin oligoniikleotit sekanslarmin G-quadrupleks
yapt olusturmasini indiikleyerek floresan 6zellik kazanarak yiiksek bir floresan 1s1maya

sebep olmaktadir (Zhao ve ark., 2014). G-quadrupleks yapilara baglanan boyalarin ¢ogu
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tek ve cift zincirli DNA yapilarina da baglanarak G-quadrupleks yapilara 6zgiin olarak
kullanilamadigindan G-quadrupleks yapilara 0zgiin boya ya da ligandlara duyulan
ihtiyac artmistir. ThT gibi G-quadrupleks yapilara 6zgiin boyalar ile G-quadrupleks yap1
olusumu indiiklenip stabilize edilerek in vitro ve in vivo ortamlarda G-quadrupleks
yapilarin tespiti saglanabilmistir (Lubitz ve ark., 2010; Miiller ve ark., 2010; Yang ve
ark. 2009).

ThT nin floresan spektrum araliklari, 425 nm uyarma ve 490 nm emisyon dalga boylari
arasindadir. Genel floresan malzemelerle uyumlu spektrum araliklarina sahiptir ve
kendiliginden floresan olmayip bazi yapilara baglandiginda floresan o6zellik
kazanmaktadir. Ozellikle de ucuz maliyetli olmasi bakimindan hem amiloid fibriller
hem de G-quadrupleks yapilar igin tasarlanan floresan problarda ¢ok sik bagvurulan
boyalardan birisidir. ThT tabanli algilama yontemleri; ucuz maliyet, suda ¢oziiniirlik,
kullanim kolayligi, hassas ve hizli tespit ve nispeten daha az g¢alisilmis olmasi gibi

etkenlerden otiiri siklikla kullanilmaktadir (Ma ve ark., 2016)

ThT, yiiksek beta tabaka igerigine sahip protein agregatlarina veya G-quadrupleks
yapilart gibi 6zgiin oldugu molekiiller ile etkilesime girdikten sonra floresan kuantum
veriminde yiiksek bir artig olugturmaktadir (LeVine, 1999). Yapilan ¢aligmalar ThT'nin
fotofiziksel ozelliklerinin floresan molekiiler rotor modeline uydugunu ve boyanin
uyarilmis durumunun devre dis1 birakilmasinin ya floresandan sorumlu radyasyon gecisi
yoluyla ya da TICT bagl olarak gerceklestigini ortaya koymustur (Stsiapura ve ark.,
2008; Valeur ve Berberan-Santos, 2012).

Sekil 2.9: ThT TICT modeli (Gogoleva ve ark., 2018)

ThT'deki TICT islemi, dimetilanilin kismina bagli bulunan benzotiazol kisminin ig
rotasyonunu igermektedir (Sekil 2.9). Bu rotasyonun hizi, ThT mikro-ortaminin

viskozitesine baglidir.  Diisiik viskoziteli ortamlarda, TICT isleminin orani, c¢ok
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yiiksektir ve foto-uyarilmis ThT'nin devre disi birakilmasi, temel olarak floresan
yogunlugunun azaltilmasiyla sonuglanan i1ginim yapmayan yoldan ger¢eklesmektedir.
Yiiksek viskoziteli ortamlarda veya amiloidler ve G-quadrupleksler gibi bazi yapilara
baglandiginda, TICT isleminin hizi ©6nemli oOlgiide azalmaktadir ve floresan
yogunlugunun dramatik bir sekilde artmasimi saglayan radyatif gecis, uyarilmis
durumun deaktivasyonu i¢in ana yol haline gelmektedir (Amdursky ve Huppert, 2012;
Gogoleva ve ark., 2018; Stsiapura ve ark., 2008).

DCVJ (Lindgren ve ark., 2005), Auramin O (Amdursky ve Huppert, 2012), Michler'in
Hydrol Mavisi (Kitts ve ark., 2011), PicoGreen (Mora ve ark., 2016), BODIPY bazh
boyalar (Ono ve ark., 2012) gibi birgcok boya molekiiler rotor motifine uygun

davranislar sergilemektedirler.

ThT’nin 1s1ma yapip sonebilen floresan diizenlemesi; siklodekstrin (Raj ve Ramaraj,
1999), polimer membranlar (Raj ve Ramaraj, 2001), SDS miseller (Kumar ve ark.,
2008), para-siilfonatocaliks[4]arene (Saravanan, 2018) ve yakin zamanda gosterildigi

gibi gozenekli silikon ile indiiklenebilmektedir (Hutter ve ark., 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler; Trizma Hidroklorit (RDD009), Thioflavin
T (T3516), Manganez (II) Kloriir Tetrahidrat (221279), Nikel (II) Kloriir (N6136),
Lityum Kloriir (793620), Cinko (II) Kloriir (793523), Amonyum Kloriir (A4514),
Kalsiyum (1) Kloriir Dihidrat (31307), Sodyum Kloriir (71376), Magnezyum (II)
Kloriir Hekzahidrat (13152), Potasyum Kloriir (12636), Bakir (II) Kloriir (222011),
Sezyum Kloriir (C4036) Sigma Aldrich firmasindan, Demir (1) Kloriir Tetrahidrat
(2000431 803) ise Merck Millipore firmasindan temin edildi. Deney malzemelerinin
hazirlanmasinda ve Ol¢limlerin alinmasinda gerekli olan Vortex (Scilogex MX-S),
Manyetik Karistirict (Scilogex MS-H280-Pro), Jel Goriintiilleme Cihazi (Biorad,
ChemiDoc MP), Hassas Terazi (Highland, HCB1002), Buz Makinas1 (Hoshizaki,
FMS80EE), pH metre (Inolab Ph7110), Ceker Ocak (Hedlab), UV Spektrofotometre
(Shimadzu 1800) ve Florimetre cihazi (F7100 Hitachi, Japan) cihazlari kullanildu.

Deneylerde kullanilan 5°- GGG TTA GGG TTA GGG TAG GG -3’ niikleotit
dizilimine sahip G-quadrupleks DNA Integrated DNA Technologies Inc. (Coralville,
USA) sirketinden HPLC ile saflagtirilmis bigimde temin edildi.

3.2 Metot

3.2.1 Floresan Ol¢iimleri

Floresan yogunlugunu 6l¢mek ig¢in F7100 (Hitachi, Japan) Florimetre cihazi kullanild.
Uyarma (eksitasyon) 425 nm, toplama (emisyon) araligi ise 450-600 nm’dir. Yarik

genislikleri 10 nm, gerilim miktar1 ise 400 V olarak kullanildi.

3.2.2 Tampon Cozelti, ThT ve G-quadrupleks DNA Stoklarinin
Hazirlanmasi
Deney boyunca kullanilan tampon ¢6zelti 5 mM  Trizma-HCl’dir. 5 mM, 2x olacak
sekilde Trizma-HCI tartilip distile su ile tamamen ¢6ziindiikten sonra pH dl¢timii yapildi
ve pH 7.0’ye ayarlandi. Tiim galigsmalarda da bu tampon ¢6zelti kullanildi. ThT ana
stogu 100 uM stok olacak sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlandi. G-quadrupleks
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DNA 100 uM stok olacak sekilde 0,22 um’lik ¢aplara sahip filtre ile filtrelenmis distile

suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.2.3 Uygulanabilirlik Calismasi

Tasarlanan floresan algilama sisteminin uygulanabilirlik c¢aligmasi i¢in 4 Grnek
hazirland1. Her érnege 2x tampon ¢dzeltiden 500 pL eklendi. ilk tiipe 10 pM ThT igin
100 uM’lik ThT stogundan 10 pL ThT eklendi. ikinci tiipe yine ayn1 miktarda ThT ve
10 uM bakir (II) iyonu i¢in 100 uM’lik bakir (II) iyonu stogundan 10 pL eklendi.
Ugiincii tiipe ayn1 miktarda ThT ve 200 nM G-quadrupleks DNA igin 10 uM’lik ara
stoktan 20 uL eklendi. Son tiipe diger tiiplerde kullanilan miktarlarda ThT, G-
quadrupleks DNA ve bakir (II) iyonu eklendi. Kalan hacimler distile su ile 1 mL’ye

tamamlandi.

3.2.4 ThT Optimizasyonu

Tiim deneysel ¢alismalar boyunca biitiin dlgtimlerde son hacim her bir 6rnek igin 1’er
mL olacak sekilde tasarlandi, hesaplamalar bu dogrultuda yapildi ve 1,5 mL’lik tiipler
kullanildi.

Her tiipe 2x tampon ¢6zeltiden 500 pL eklendi. 200 nM G-quadrupleks DNA her tiipte
sabit olarak kullanildi ve 10 pM’lik ara stoktan her tiipe 20 pL eklendi. O ve 15 uM
degerleri arasindaki ThT i¢in 100 uM’lik ThT ara stogundan tiiplere sirasiyla 1, 3, 5, 7,
9, 11, 15 uL ThT eklendi. Son hacimler ise ThT eklendikten sonra distile su ile 1 mL’ye
tamamlandi. Devam eden tiim deneylerde tampon ¢ozelti, G-quadrupleks DNA ve ThT
(segilen optimum miktar) bu oranlarda kullanildi ve deney sartlari degistirilmedi.

Deneyler ii¢ tekrarli olarak hazirlandi ve florimetre cihazi araciligiyla 6lgiimler alindi.

3.2.5 Bakar (II) iyonu ile Floresan Soniimleme Deneyi

Tampon ¢ozelti, G-quadrupleks DNA ve ThT gerekli miktarlarda her tiip igin sabit
olarak eklendi. 0,1 - 02 -03-04-05-06-07-08-09 -1 uM
konsantrasyonlarinda bakir (IT) iyonu i¢in 100 uM stogundan, 1,25 - 1,5 - 1,75 - 2 —
225-25-275-3-325-35-375-4-425-45-475-5-525-55-575—
6-625-65-6,75-7-725-75-775-8-825-85-875-9-925-95-
9,75-10-15-20-25-30-35-40-45-50-60—-70-80—-90 — 100 uM

konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonu i¢in 1 mM bakir (II) iyonu stogundan gereken
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miktarlarda tiiplere eklendi ve kalan hacimler 1 mL’ye distile su ile tamamlandi. Her
bakir (II) konsantrasyonu i¢in 3’er tiip hazirlandi ve florimetre cihazi ile Olglimleri

alindi.

3.2.6 Bakar (II) Iyonu Secicilik Deneyi

Tampon ¢o6zelti, G-quadrupleks DNA ve ThT gerekli miktarlarda her tiip i¢in sabit
olarak eklendi. Bakir (II) iyonunun analogu olan manganez (II) kloriir, lityum Kloriir,
amonyum kloriir, ¢inko (Il) Kloriir, sodyum kloriir, potasyum kloriir, sezyum kloriir,
magnezyum (I1) kloriir hekzahidrat, kalsiyum (Il) klortir dihidrat, demir (Il) kloriir
tetrahidrat, baryum (II) kloriir ve nikel (I1) kloriir iyonlarinin her biri i¢in 1 mM ve 100
uM’lik stoklar hazirlandi. Bakir (II) iyonu ile floresan soniimleme deneyinde oldugu
gibi01-02-03-04-05-06-0,7-08-0,9-1 uM konsantrasyonlarinda iyon
icin 100 uM iyon stogundan, 1,25-15-1,75-2-225-25-2,75-3-3,25-3,5—-
3,715-4-425-45-475-5-525-55-575-6-6,25-6,5-6,75-7-7,25—
75-775-8-825-85-8,75-9-9,25-95-9,75-10-15-20-25-30-35—
40 —45—-50-60— 70— 80 — 90 — 100 uM konsantrasyonlarinda iyon i¢in 1 mM iyon
stogundan gereken miktarlarda tiiplere eklendi ve kalan hacimler 1 mL’ye distile su ile
tamamlandi. Her iyon icin 0-100 puM arasindaki konsantrasyonlar i¢in 3’er tiip

hazirland: ve florimetre cihazi ile 6lgiimleri alind.

3.2.7 Bakar (IT) Iyonu ile Yarismah Segicilik Deneyi

G-quadrupleks DNA, ThT ve tampon ¢6zelti deneylerin hepsinde kullanilan standart
miktarlarda tiiplere eklendi. Bakir (II) iyonu her tiipte 4 uM olacak sekilde eklendi.
Ardindan her bir bakir (IT) iyonu analogu iyon 40 uM olacak sekilde ayr1 ayr tiiplere
eklendi. Igerisinde hi¢ iyon bulunmayan bir set de ayrica hazirlandi ve tim iyon
konsantrasyonlari i¢in 3 tekrarli setler halinde hazirlandi. Florimetre cihazi ile dlglimler

alindi.

3.2.8 U¢ Boyutlu Floresan Ol¢iimii

ThT, G-quadrupleks DNA, bakir (II), ThT-G-quadrupleks DNA, ThT-bakir (II), G-
quadrupleks DNA-bakir(Il) ve ThT-G-quadrupleks DNA-bakir(I)’m deneylerde

kullanilan oranlari ile 7 tiip hazirlandi. Her bir tiip i¢in florimetre cihazinda 700-250 nm
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uyarma ve 760-240 nm emisyon dalga boylar1 arasinda, 10 nm yarik genislikleri, 400 V
gerilim miktar1 ve 12.000 nm/dk tarama hizi ile {i¢ boyutlu 6l¢iim alind.

3.2.9 Geri Kazamim Deneyi

Karaman sebeke sularindan alinan 2 numune ile 100 uM konsantrasyonunda bakir (II)
iyonu hazirland1. Deneyde standart olarak kullanilan ThT, G-quadrupleks DNA, tampon
cOzelti her tiipe gereken miktarda eklendi. 0,2 — 0,4 — 0,6 — 0,8 -1 uM arasi
konsantrasyonlar i¢in her su 6rneginden sirasiyla 2 — 4 — 6 — 8 10 puL bakar (I1) iyonu
tiiplere eklendi. Kalan hacim 1 mL’ye distile su ile tamamlandi. Florimetre cihazinda

Olgtimleri alinda.

3.2.10 UV Spektral Tarama Deneyi

G-quadrupleks DNA dizisi ve ThT kompleksinde bakir (II) iyonu konsantrasyonu
arttikca meydana gelen degisikliklerin UV Spektral dl¢iimleri alindi. Bu c¢alismada
deneylerde kullanilan G-quadrupleks DNA, bakir (II) iyonu ve ThT ile her biri i¢in ayri
ayri tlipler hazirlandi. Ardindan ThT-G-quadrupleks kompleksi iceren tiipler hazirland
ve 1, 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonu bu kompleksin
bulundugu tiiplere ayr1 ayr1 eklendi. Baseline olarak deneylerde kullanilan 5 mM Tris-

HCI (pH 7.0) tampon ¢ozeltisi kullanilarak UV spektrofotometresi ile dlgtimler alindi.

3.2.11 Floresan Soniimleme Goriintiileme Deneyi

Bakir (II) iyonlarimin ortamda g¢esitli konsantrasyonlarda bulunmas: ile floresan
yogunlugunda olusan degisikligin renkli olarak goriintiilerinin elde edilmesi i¢in 6 farkli
bakir (II) iyonu konsantrasyonu i¢in jel elektroforez goriintiileme cihazinda goriintiiler
alindi. Bu ¢alisma i¢in G-quadrupleks DNA dizisi ve ThT deneylerde kullanilan
miktarlarda 6 tiipe eklendi ve 1, 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda bakir (I1)
iyonu tiiplere eklendi. igerisinde hi¢ bakir (II) iyonu bulunmayan bir tiip de kontrol
olarak hazirlandi ve Gel Image Analysis cihazinda ThT i¢in en yakin dalga boyu
araliklarina sahip olan 480 nm uyarma ve 510 nm emisyon araliklarina sahip metot ile

gOriintli analizi yapildi.

3.2.12 Jel Goriintiilleme Deneyi

Jel goriintiileme deneyi i¢in 50 mL % 5 konsantrasyonunda agaroz jel hazirlandi. Jelin

hazirlanmasi i¢in 2,5 gram agaroz tartilip ve 50 mL TBE (%5) tampon c¢ozeltisi
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icerisine eklenerek mikrodalga firinda eritildi. Eritilip kaynama derecesine gelen jel
mikrodalga firindan ¢ikarildiktan bir dakika sonra ¢eker ocaga alindi ve igerisine 5 uL
ethidium bromide eklendi. Karistirilarak yavasea jel tankina kondu. Jel donduktan sonra
jel yiriitme tankina alindi ve tanka % 0,5 TBE tampon c¢ozelti eklendi. Jeldeki
kuyucuklardan ilkine DNA cetveli yiiklendi. Her kuyucuga eklenecek 6rnek igin 1 pL
yiirlitme boyasi bir parafin {izerine spotlandi ve tiim Ornekler bununla pipetleme
yapilarak yiiklendi. Deneylerde kullanilan oran olan 200 nM G-quadrupleks dizi
kullanildi. ThT 7 uM ve floresan sonlimlemenin saglandigi bir bakir (I)
konsantrasyonu olan 10 uM bakir (II) iyonu kuyucuklarda kullanilan miktarlar oldu.
Ikinci kuyucuga deneyde kullanilan G-quadrupleks DNA miktar1 yiiklendi. Ugiincii
kuyucuga aynt DNA miktar1 ile deneyde kullanilan ThT miktar1 eklenerek yiiklendi.
Dordiincii kuyucuga G-quadrupleks DNA ile 10 uM bakir(IT) (ImM’lik stoktan 10 pL)
yiiklendi. Besinci kuyucuga ise ThT-G-quadrupleks DNA-bakir(II) kombinasyonu
yiiklendi. Altinc1 ve son kuyucuga ise loading dye 1 puL eklendi ve 10 dakikada bir

gOriintli alindi.
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4. BULGULAR

4.1 Uygulanabilirlik Calismasi

Tasarlanan metodun teoride oldugu gibi pratikte de uygulanabilirliginin goriilebilmesi
icin Onciil bir calisma yapildi. Bu c¢alismada literatiirden elde edilen bilgiler 1s18inda
ThT, G-quadrupleks DNA dizisi ve bakir (II) iyonlar i¢in kullanilabilecek ortalama
konsantrasyonlar tercih edildi.

350 -
300 - ——ThT
== ThT + Bakir (II)

5 250 -
3" ThT + G-quad.
c
& 200 - e==ThT + G-quad. + Bakir(II)
2
8 150 -
o
o
Y 100 -

50 -

0 Z . f&
450 470 490 510 530 550 570 590
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4. 1: Tasarlanan Algilama Metodunun Uygulanabilirlik Ol¢iimii

Sekil 4.1°de agikca goriildiigii gibi ThT kendiliginden floresan 6zellige sahip degildir.
Bakir (II) iyonlartyla bir araya geldiginde de yine floresan ozellikten s6z etmek
miimkiin degildir. Fakat ThT ve G-quadrupleks DNA bir araya geldiginde floresan
yogunlugunda ¢ok yiiksek bir artisa neden olmaktadir. Bu artis 495 nm dalga boyunda
maksimum seviyeye ulagsmaktadir. Bakir (II) iyonlari ortamda bulundugunda ise bu

floresan yogunluk soniimlenmekte ve yine floresan 6zellik ortadan kalkmaktadir.
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4.2 ThT Optimizasyonu

ThT optimizasyonu deneyi yapildiktan ve florimetre cihazi ile Slglimleri alindiktan
sonra FL Solutions spektrofotometre programi araciligiyla deney verileri elde edildi ve
0-15 uM konsantrasyonlarinda ThT’nin floresan spektrumunda meydana getirdigi
degisikligin goriilebilmesi i¢in 495 nm dalga boyunda elde edilen maksimum floresan
yogunlugu degerleri ile Sekil 4.2°de yer alan grafik olusturuldu.

450 ~

400 -

w
(%
o

200 ~

150 -

Floresan Yogunlugu

100 -

50 -

0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

ThT konsantrasyonu (uM)

Sekil 4. 2: Artirilanan ThT Konsantrasyonlar: Ile Floresan Yogunlugunda Meydana
Gelen Degisim

Sekil 4.2’de gorildiigi gibi 200 nM G-quadrupleks DNA dizisi varliginda, ThT miktart
arttikca floresan yogunlugu da basta artt1, ardindan 7-15 uM konsantrasyonlar1 arasinda
birbirlerine ¢ok yakin bir gekilde ilerledi. ThT nin 7 uM ve sonraki konsantrasyonlarda
baglanabildigi maksimum G-quadrupleks diziye baglanarak ortamda daha fazla ThT nin
olmasi durumunda dahi belirli bir absorbans sonucundan fazlasinin alinamadigi
goriildii. Buradan hareketle ThT ile maksimum floresan yogunlugunu yakalanabildigi 7
uM ThT konsantrasyonu, takip eden tim deneylerde kullanilmak {izere secilen ThT

konsantrasyonu oldu.
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4.3 Bakar(IT) iyonu ile Floresan Soniimleme Deneyi

Uygulanabilirlik ¢alismasi basarili olduktan ve en yiiksek floresan sinyalinin
alnabildigi ThT konsantrasyonu belirlendikten sonra farkli bakir (II) iyonu
konsantrasyonlarinda floresan yogunlugunda olusan degisimin goriilmesi amaglandi. Bu
ama¢ dogrultusunda metot kisminda belirtilen araliklarda farkli konsantrasyonlarla O-
100 puM arasinda bakir (II) iyonu ile calisma yapild1 ve Sekil 4.3°te goriilen grafik elde
edildi. Bu grafik yardimiyla 495 nm dalga boyunda en yiiksek floresan yogunlugunun
elde edildigi ve bu dalga boyundan diisiik ya da yiiksek dalga boylarinda floresan
yogunlugunun giderek azaldigi goriildii. Takip eden caligmalarda da floresan yogunlugu
degerleri incelenirken 495 nm dalga boyundaki maksimum yogunluk degerleri esas
alindi. Ayrica bu grafikte ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bakir (II) iyonu ile bile floresan
yogunlugunda diisiislerin meydana geldigi acik¢a bellidir. Bu diistlislerin anlamli bir
diisiis olusturmasi halinde tasarlanan sistemin basarisinin daha net goriilebilecegi

anlasildi.

350 -

300 +

0 pM Bakar (II)

l

400 uM Bakar (IT)

250 +

200 -+

Floresan Yogunlugu

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4. 3: Floresan Yogunlugunun 0-100 pM Arasindaki Bakir (II) Iyonlariyla
Degisimi

Floresan soniimlemenin daha net bir sayisal grafikle goriilebilmesi i¢in 495 nm dalga

boyunda maksimum floresan yogunlugu sonuglariyla Sekil 4.4°te yer alan grafikler elde
edildi. Sekil 4.4.b ve 4.4.d grafikleri O ile 1 uM arasindaki diisiik konsantrasyon
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araliklarinda bakir (II) iyonunun Olg¢iilmesine dayanan standart egri grafikleri ve

denklemleri igermektedir.

350
a
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b| 540 0-1 uM CuCL
= 250 < 300 y =-146,32x + 302,36
1 ) R2 = 0,9825
= S 200
5 200 c
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Sekil 4. 4: Farkli Bakir (IT) Iyonu Konsantrasyonlarinda Floresan Yogunlugunda Olusan
Degisim (a) 0-100 uM konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonunun floresan yogunlugunda
olusturdugu degisim (b) 0-1 pM konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonunun floresan
yogunlugunda olusturdugu degisimle elde edilen standart grafik (¢) 0-100 uM
konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonunun floresan yogunlugunu degistirme orani (d) 0-1
uM konsantrasyonlarinda bakir (IT) iyonunun floresan yogunlugunu degistirme oraniyla
elde edilen standart grafik
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Tasarlanan algilama sisteminin bakir (II) iyonlarina 6zgiin hassasiyetinin tespit
edilebilmesi i¢in 0 ve 1 uM konsantrasyonlar arasindaki artig 0,1 uM, 1 ve 10 uM arast
artis 0,25 uM, 10 ve 50 uM aras1 artig 5 uM ve 50-100 uM aras1 artis 10 uM kadar
olacak sekilde bakir (II) iyonlar1 konsantrasyonlar1 birbirlerine ¢ok yakin araliklarla
secildi. Sekil 4.4.a’da goriildiigii iizere yaklasik 8 uM bakir (II) ile dahi floresan
sonlimleme neredeyse tamamland1 ve sonraki konsantrasyonlar i¢in de artik herhangi
bir floresan ozellikten s6z edilmesine olanak kalmadi. Bakir (II) iyonlar1 ortama
eklendiginde G-quadrupleks DNA dizisi, 6zgiin oldugu ve ¢ok yiiksek afinite gosterdigi
bakir (II) iyonlarina baglanmak tizere ThT ile olusturmus oldugu G-quadrupleks
yapisindan ayrilir. Bu ayrilma ThT’nin G-quadrupleks yapidan ayrilarak serbest
kalmasina, floresan kuantum verimini diislirmesine ve floresan yogunlugunun
soniimlenmesine neden olmaktadir. Her bakir (II) iyonu konsantrasyonu degisiminde
floresan  yogunlugunda soniimlemesi ve 8 uM konsantrasyonda floresan
sonlimlenmenin tamamlanmasi, tasarlanan algilama sisteminin bakir (II) iyonuna 6zgiin

hassasiyetini agikga gosterir.

Bakir (II) iyonu konsantrasyonunun artmasi ile floresan yogunlugunda meydana gelen
degisimin daha rahat anlagilabilmesi i¢in Sekil 4.4.c’de goriilen (Fo-F)/F grafigi de
ayrica cizildi. Burada Fo degeri igerisinde hi¢ bakir iyonu bulunmayan tiiplerdeki
floresan yogunlugu degeridir. F degeri ise icerisinde bakir iyonu bulunan tiiplerdeki
floresan yogunlugu degerleridir. Bu degerler her bir bakir konsantrasyonu i¢in ayr1 ayri
hesaplandi. Fo-F degeri ile floresan miktarinda meydana gelen degisim goriildii.
Ardindan her konsantrasyonun Fo-F degeri kendi F miktarina boliinerek bu degisimin
floresan yogunluguna orani ile floresan soniimleme oraninin artis miktar1 hesaplandi.
Her iki grafik icerisine de standart egri olusturulabilecek minimum degerler (0-1 uM
arasi) ile ayrica kiigiik grafikler de gosterildi. Bakir (II) iyonlari, Sekil 4.4.b ve 4.4.d
grafiklerinden de anlasilacagi tizere, 0 ve 1 uM arasindaki 0,1 pM’lik kiiciik

konsantrasyon degisimleri bile floresan soniimlemesinde 6nemli artiglar sagladi.
Elde edilen standart grafiklerin denklemleri her iki grafik tiirii i¢in asagidaki sekildedir.

a.) y=-146,32x + 302,36 R>=0,9825 — Sekil 4.3.b
b.) y=0,8914x - 0,0327 R>=0,9947 — Sekil 4.3.d
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Diisiik konsantrasyonlardaki bakir (II) iyonu ile belirgin soniimleme sonuglari sayesinde
0 ve 1 uM konsantrasyonlar1 arasindaki degerler ile ¢izilen kiigiik dogrusal grafiklerin
egimleri sayesinde elde edilen denklemler araciligiyla, herhangi bir numunedeki bakir
(IT) iyonunun konsantrasyonunun bilinmemesi halinde floresan yogunlugu sonucundan
yararlanilarak o numunedeki bakir (II) iyonunun konsantrasyonu biiyiik bir dogruluk
orani ile bulunabilmesi amaglandi. Floresan yogunlugunun séniimlenmesi esasina gore
bir algilama sistemi tasarlandigindan dolay1 Sekil 4.4.b’de gosterilen standart grafigin

denklemi hem tespit limit hem de tayin limiti hesaplamalarinda kullanildi.

4.4 Floresan Séniimleme Uzerinde Cesitli iyon Konsantrasyonlarinin Etkileri
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Sekil 4. 5: Lityum Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 6: Manganez (11) Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 7: Sezyum Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 8: Sodyum Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 9: Magnezyum (11) Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 10: Potasyum Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 11: Amonyum Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 12:

Cinko (I1) lyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 13: Nikel (11) Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 14: Demir (II) Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 15: Baryum (1) Iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 16: Kalsiyum (I1) iyonunun Floresan Yogunlugu Uzerindeki Etkisi
35 -
= ol
=~ MnCh
== LiC1
&= NH4Cl
== ZnCh
& =&~ NaCl
=
—_—
2 —+= KCl
bt e CuCl2
—— MgCh
-t CaCl
N . — S— S - R S X
R T e e e e} L
NiCh

fyon konsantrasyonu (uM )

Sekil 4. 17: Bakir (II) ve Diger Tiim Iyonlarm Floresan Séniimleme Uzerinde Etkisi
((F.-F)/F)

Floresan soniimleme iizerinde bakir (II) iyonundan farkli olarak diger iyonlarin nasil
etkilerinin olabileceginin anlasilmasi i¢in bakir (II) iyonu ile yapilan floresan

soniimleme deneyinde oldugu gibi 0 ile 100 pM arasinda degisen konsantrasyonlarda
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farkli iyonlar ile deney yapildi. Bundan dolay1 0 ve 10 uM konsantrasyonlar arasindaki
artis 1 uM, 10 ve 50 uM arasi artis 5 uM ve 50-100 uM arasi1 artis 10 uM kadar olacak
sekilde iyon konsantrasyonlar1 birbirlerine yakin araliklarla segildi. Sekil 4.5 lityum,
Sekil 4.6 manganez, Sekil 4.7 sezyum, Sekil 4.8 sodyum, Sekil 4.9 magnezyum, Sekil
4.10 potasyum, Sekil 4.11 amonyum, Sekil 4.12 ¢inko, Sekil 4.13 nikel, Sekil 4.14
demir (II), Sekil 4.15 baryum, Sekil 4.16 kalsiyum iyonunun 495 nm dalga boyunda,
floresan soniimleme {izerinde olusturdugu degisikliklerin grafikleri incelendiginde
acikca goriilmektedir ki bakir (II) iyonu gibi ¢ok diisiik iyon konsantrasyonlarda
floresan yogunlugunda biiyiikk bir degisim iyonlarin higbirinde gergeklesmedi ve
neredeyse higbir iyon ile floresan sonliimleme tam olarak saglanamadi. Ayrica Sekil
4.17°de tiim iyonlarin 0-100 uM iyon konsantrasyonlari arasindaki floresan yogunlugu
degisim oranlar1 toplu bir sekilde goriilebilmektedir. Rolatif floresan birimi (RFU)
olarak da adlandirilan birimsel ilerleme goz Oniine alindiginda tiim iyonlarin 10 pM
konsantrasyonda floresan yogunlugunda RFU oranin1 0,5 bandinda seyrederken bakir
(II) iyonu 10 uM konsantrasyon ile floresan yogunlugunu 13 RFU olarak degistirdi.
Aradaki dramatik fark iyon konsantrasyonlar1 arttikca devam etti ve daha da c¢ok artt1.
Son olarak 6l¢iimii alinan 100 uM konsantrasyonda floresan yogunlugunu degistirme
orani diger tiim iyonlar i¢in 1 ve 3 RFU arasinda degisirken bakir (II) iyonu i¢cin RFU
degeri 29 birime ulasti. Bu veriler yardimiyla tasarlanan algilama sisteminin bakir (I1)
iyonlarina yiiksek miktarda 6zgiinliik gosterdigi ve floresan yogunlugunu etkileme

oranlari ile diger tiim iyonlar arasindan rahatlikla segilebildigi agik¢a goriildii.
4.5 Bakar (IT) Secicilik Deneyi

Bakir (II) iyonu ve analog iyonlarmin 1, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda iyonlar

icin secicilik deneyi sonuglarinin grafikleri Sekil 4.18de bulunmaktadir.
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Sekil 4. 18: Farkli Konsantrasyonlarda Bakir (II) ve Diger Tiim Iyonlarin 1-10-50-100
uM Konsantrasyonlarinda Segiciligi

Cesitli iyonlarin 0-100 pM arasindaki konsantrasyonlarinin floresan soniimleme
tizerindeki etkisi goriildiikten sonra sistemin bakir (II) iyonlarina olan 6zgiinliigli bir
sonraki arastirma konusunu olusturdu. Bu dogrultuda elde edilen deneysel veriler ile
Sekil 4.18’deki grafikler elde edildi. 1, 10, 50 ve 100 uM iyon konsantrasyonlar1 i¢in
ayr1 ayn grafikler olusturularak farkli konsantrasyonlarda bakir (II) iyonu ile diger tiim
iyonlarin ayni konsantrasyonlardaki floresan soniimleme oraninin net bir sekilde
goriilebilmesi amaglandi. Floresan soniimleme oraninin artis miktar1 (Fo-F)/F degerleri
ile hesaplandi. Fy degeri igerisinde hi¢ bakir (II) iyonu bulunmayan analitin floresan
yogunlugu degeridir. F degeri ise bu analitlerin igerisinde 1, 10, 50 ve 100 uM bakir ve
diger iyonlar bulundugundaki floresan yogunlugu degeridir. (Fo-F)/F degeri de floresan
yogunlugunda meydana gelen artis miktaridir. Elde edilen grafikler dogrultusunda her
bir konsantrasyonda bakir (II) iyonunun floresan soniimleme oranini en ¢ok artiran iyon
oldugu goriilmektedir. Her konsantrasyon artis1 ile birlikte floresan soniimleme
oranindaki artis biiylimekte fakat sonuglar diger iyonlar i¢in degismemektedir. Bu
grafiklerden de anlasilacag iizere tasarlanan algilama sistemi bakir (II) iyonlarina ¢ok
yiiksek oranda Ozgilindiir ve diger iyonlara gore bakir (II) iyonu kolaylikla ayirt

edilebilecek kadar biiyiik bir floresan soniimleme oranina sahiptir.
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4.6 Tespit Limiti ve Tayin Limitinin Hesaplanmasi

Tespit limiti (LOD) ve kantitatif limit (LOQ) parametreleri birbirleri ile iligkili ancak
farkl1 tanimlara sahip terimlerdir. iki terim igin de amacg, bir metot ile tespit edilebilecek
en kiiclik analit konsantrasyonunu tanimlamak ve o metot sayesinde hassasiyetle
Olgiilebilen en diisiik analit konsantrasyonunu tanimlamaktir. Tespit limiti uygulanan
metot ile belirli kosullar altinda aranilan analitin var/yok analizinin yapilabilecegi en
diisiik analit konsantrasyonudur. Tayin limiti ise, uygulanan metot ile belirli sartlar
altinda kabul edilebilir hassasiyet ve dogrulukla aranilan analitin miktarinin
oOlciilebildigi en diisiik analit konsantrasyonudur. Farkli yontemlerle hesaplanabilmesine
ragmen, analitik ¢calismalarda en sik kullanilan1 dogrusal egri egimi ve en diisiik analit
konsantrasyonu igin alinan 6lglimlerin standart hatalar iceren denklemler ile hesaplanan
yontemdir. Bu denklemlere goére tespit limiti; en diisiik analit konsantrasyonunu iceren
Olgiimlerinden alinan sonuglarin standart hatasinin 3 katinin  dogru egimine
boliinmesiyle hesaplanmaktadir. Kantitatif limit ise en diisiik analit konsantrasyonunu
iceren Olglimlerinden alinan sonuglarin standart hatasinin 10 katinin dogru egimine

boliinmesiyle hesaplanmaktadir.

Tasarlanan metodun hassasiyetini degerlendirmek i¢in, optimum deney kosullar1 altinda
0-400 uM arasinda farkli bakir (II) konsantrasyonlarinin artirildigi ve floresan
sonlimlemenin tespit edildigi deney sonuglarindan hareketle tespit limiti belirlendi.
Sekil 4.4.b ve Sekil 4.4.d’deki kiigiik grafiklerde 0-1 uM konsantrasyonlarinda bakir (II)
iyonu ile floresan sonliimleme arasinda dogrusal bir iligki oldugu goriilmektedir. Bu
grafiklerin regresyon katsayis1 ve grafik egimlerini i¢eren denklemleri bulunmaktadir.
En diisiik analit konsantrasyonunu iceren Ol¢limlerin standart hatasi 0,15°tir. Sekil
4.2°de yer alan floresan yogunlugu i¢ grafiginde, olusan dogrunun egimi 146,32 olarak
goriilmektedir. Bu sonuglar 1518inda tasarlanan metodun tespit limiti 30,7 nM ve

kantitatif limiti 102,5 nM olarak hesapland:.
4.7 Bakar (IT) Iyonu ile Yarismah Secicilik Deneyi

Bakir (II) iyonunun 4 pM, analoglarinin ise 10 kat1 kadar oldugu yarismali segicilik

deneyi sonuglar1 Sekil 4.19°da goriilmektedir.
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Sekil 4. 19: Bakir(II) iyonu Ile Diger Tiim Iyonlarmn Yarismal Segiciligi

Bakir (II) iyonunun bulundugu kompleks ortamlar ele alindiginda bakir (II) iyonunun
tek olarak bulunmadigi ve diger iyonlar ile etkilesim halinde oldugu bir¢cok ortam
bulundugundan, bakir (II) iyonunun ortamda diger iyonlar bulunuyorken de seciciligi
arastirildi. Bu dogrultuda floresan yogunlugunu tam olarak sondiirmeyen fakat bariz bir
floresan degisikliginin goriilebildigi 4 uM bakir (II) konsantrasyonu secildi. Icerisinde
hi¢ bakir iyonu bulunmayan tiiplerin de floresan yogunluklari referans alinarak, 4 uM
bakir (II) iyonu ile gerceklesen floresan soniimlemenin Ol¢limleri alindi. Bakir (II)
disinda kalan tiim iyonlar, bakir (IT) iyonunun 10 kati olarak 40 pM konsantrasyonda
icerisinde 4 uM bakir (II) iyonu bulunan tiiplere eklendi ve dlglimleri boylece alindi.
Meydana gelen degisimin daha rahat izlenebilmesi igin Fo-F grafikleri ¢izildi. Fo degeri
icerisinde hi¢ bakir (II) iyonu bulunmayan tiiplerin floresan yogunlugu degeridir. F
degeri ise icerisinde 4 pM bakir ve 40 uM iyon bulundugundaki floresan yogunlugu
degeridir. Fo-F degeri ile floresan yogunlugunda meydana gelen degisim miktar
ozetlendi. Sekil 4.19°deki grafikten hareketle floresan yogunlugunda bakir ile birlikte

higbir iyonun yiiksek bir floresan yogunlugu soniimlemesine neden olmadig1 anlasildi.
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4.8 Uc¢ Boyutlu Floresan Olciimii

ThT- Bakar (II) ve G-quadrupleks DNA dizisinin ikili ve ii¢lii kombinasyonlarimnin 700-
250 nm uyarma ve 760-240 nm emisyon dalga boylar1 arasinda alinan 3 boyutlu

floresan Ol¢limiiniin goriintiileri Sekil 4.20°da bulunmaktadir.

7 [
ThT - Bakar (II) o5 I Bakar (IT) - G-quad. DNA
/ /‘j

EM(nm)

[
I ThT - G-quad. DNA - Bakr (1I)

EM(nm) EM(nm)

Sekil 4. 20: ThT-G-quadrupleks DNA-Bakir (II) Iyonu Ug¢ Boyutlu Floresan
Spektrumlari a.) ThT-Bakir(IT) b.)Bakir(I1)-G-quad. DNA ¢.)ThT-G-quad. DNA d.)ThT-
G-quad. DNA-Bakir (I1)

Ug boyutlu floresan spektroskopisi sayesinde bir malzemenin, secilen tiim uyarma dalga
boylarindaki emisyon spektrumlari adeta o malzemelerin parmak izini olusturacak
sekilde goriilebilmektedir. Uyarma ve emisyon dalga boylarmin tim olasi
kombinasyonlar1 6l¢iilmektedir. Yani her bir 6l¢lim sonucunda farkli uyarma dalga
boylarindaki emisyon spektrumu goriilmektedir. Bu yOntemin avantajmi kullanarak
farklt uyarma dalga boylarinda ThT, G-quadrupleks DNA ve bakir (II) iyonlarinin
kombinasyonlari ile floresan yogunlugunun artmasi ya da sondiiriilmesinin; uyarma ve

emisyon araliklarinda olusturdugu farkliliklarin daha agik¢a goriilebilmesi amaglandi.
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Bu deneylerde ThT ve G-quadrupleks dizi miktar1 tiim deneyler boyunca sabit olan
konsantrasyonlarda kullanildi. Bakir (II) iyonu ise soniimlemeyi tam olarak saglayan bir

konsantrasyon olan 10 uM kullanild:.

Deneylerde boyunca kullanilan Tris-HCl tampon ¢ozeltiSinin yalniz olarak olgiimii
alind1 ve ThT-G-quadrupleks kompleksine gore herhangi bir farki olmadigi ve bir arka
plan sinyali olusturmadig: tespit edildi. Ardindan ThT, G-quadrupleks DNA ve bakir
(IT) iyonlarimin tampon c¢ozelti igerisinde tekli olarak ol¢timleri alindi. Tampon
¢ozeltideki olglim sonuglarinin aynisi elde edildi. Ardindan bakir (II)-G-quadrupleks
DNA, ThT-G-quadrupleks DNA, bakir (II)-G-quadrupleks DNA ve bakir (II)-G-
quadrupleks DNA-ThT olgtimii  alinarak, farkli kombinasyonlardaki 6l¢iim
farkliliklarinin goriilmesi amaglandi. Sekil 4.20°de goriildiigii gibi floresan yogunlugu
artis1 ancak ThT-G-quadrupleks kompleksi ile olugsmaktadir. Deneyler boyunca 6l¢iim
alman ThT uyarma araliklar1 olan 425-450 nm dalga boylarinda maksimum emisyonun
alindigr ve tepe noktasinin da bu kisimda olustugu agikga goriilmektedir. Bu da
kullanilan boyanin kendiliginden floresan yogunlugu artisini saglamadigi fakat G-
quadrupleks DNA gibi gesitli yapilarla birlestiginde floresan yogunlugunu artirdigini tig
boyutlu olarak kanitlamaktadir.

ThT-G-quadrupleks-bakir (II) kompleksi ile alinan &lgiim sonuglarinda da floresan
yogunlugunun eski haline dondiigii yani artik bir floresanliktan s6z edilemeyecegi
acikca anlasildi. Tiip igerisinde ThT-G-quadrupleks miktar1 degismedigi halde bakir (I1)
iyonlarinin ortamda bulunmasiyla ThT’nin G-quadrupleks yapisindan ¢ikarildigi ve
yerine bakir (II) iyonlarmin gectigi goriilmektedir. Yapilan {ic boyutlu spektroskopi
caligmalar1 sayesinde algilama sisteminin tasarlandigi gibi calistigi, ortamda G-
quadrupleks DNA ve ThT oldugunda yiiksek bir floresan yogunlugunun olustugu fakat
ortama bakir (II) iyonlar1 eklendiginde bu yogunlugun kademeli olarak hassasiyetle

azaldig1 ve nihayetinde son buldugu tekrar kanitlanmaktadir.
4.9 Geri Kazamim Deneyi

Karaman ilinin sebeke sularindan alinan 2 numune ile yapilan geri kazanim deneyinin

sonuglar1 Tablo 4.1°deki gibidir.
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Eklenen Tespit Edilen Geri Kazanim Tespit Edilen Geri Kazanim

Bakar(IT) Kons. Kons. Yiizdesi Kons. Yiizdesi
(uM) (1. Numune) (1. Numune) (2. Numune) (2. Numune)

0 0 100 0 100

0,2 0,21 102,34 0,14 72,49

0,4 0,42 105,91 0,40 101,49

0,6 0,61 101,03 0,63 105,20

0,8 0,74 92,61 0,77 96,56

1 1,17 117,54 1,03 100,35

Tablo 4.1. Karaman Sebeke Suyu Orneklerinin Referans Degerler ile Benzerlik Oranlari

Yapilan deneyler neticesinde basarili oldugu anlasilan algilama sistemi ile su
numunelerindeki bakir oranlariin 6l¢iilmesi ve sistemin hassasiyet oraninin goriilmesi
istendi. Bu dogrultuda Karaman ili sebeke sularindan iki farkli bélgeden numuneler
toplanmistir ve bu numuneler ile G-quadrupleks DNA, ThT ve bakir (II) iyonlari
deneylerde kullanilan konsantrasyonlari kullanilarak algilama sisteminin ana deneyleri
yapildi ve dl¢lim sonuglart alindi. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi 2 farkli su numunesi ile
yapilan deney sonuglar yiiksek giivenilirlikle referans degerlerle uyum saglamaktadir.
Ozellikle 0,4 puM bakir (II) konsantrasyonu i¢in her iki su numunesinden alinan
sonuglarda 0,4 degeri elde edildi. Ayn1 sekilde 0,6 uM bakir (IT) konsantrasyonlar1 igin
2 numuneden alinan sonuglar da 0,6 degerini gostermektedir. Bakir (II) iyonu 1 pM
konsantrasyona ulastiginda da yine 2 su numunesinin de benzer sonuglar olusturdugu
gorildii ve sistemin hassasiyeti acikca anlasildi. Bu sonuglar neticesinde tasarlanan
algilama sisteminin su numunelerinde bakir (II) iyonu tespitinde kullanilabilecegi ve

elde edilecek sonuglarin da referans degerlere ¢ok yakin degerler oldugu gortildii.
4.10 UV Spektral Tarama

Bakir (II) iyonu konsantrasyonu arttik¢a, G-quadrupleks DNA dizisi ve ThT
kompleksinde meydana gelen degisikliklerin UV Spektral olgiimleri Sekil 4.21°de

bulunmaktadir.
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Sekil 4. 21: ThT-G-quadrupleks DNA-Bakir (1I) Iyonu Kombinasyonlarini 200-800
nm Dalga Boylarinda UV Spektral Taramas1

Icerisinde herhangi bir G-quadrupleks DNA dizisinin bulunmayan serbest haldeki ThT,
410-420 nm dalga boylar1 arasinda yiiksek bir pik olusturdu. Tek basina bakir (II) iyonu
absorbans spektrumunda herhangi bir degisiklige neden olmadi. Sadece G-quadrupleks
DNA dizisinin absorbans sonucuna gore ise DNA absorbans spektrum dalga boyu olan
260 nm dalga boyunda pik olusturdu. Igerisinde hi¢ bakir (II) iyonu bulunmayan ThT-
G-quadrupleks kompleksi, hem DNA absorbans dalga boyu olan 260 nm’de hem de
ThT absorbans dalga boyu olan 410-420 nm dalga boylarinda birer pik olusturdu. Bakir
(Il) konsantrasyonu arttikca ThT ‘nin absorbans dalga boyu olan 410-420 nm dalga
boylarindaki pik neredeyse hi¢c degismedi fakat artan her bakir (II) iyonu
konsantrasyonuyla birlikte DNA absorbans dalga boyu olan 260 nm’deki pikler artti. Bu
artts G-quadrupleks DNA dizisinin, bakir (II) iyonunun artistyla birlikte ThT-G-
quadrupleks kompleksinden ayrilarak bakira konformasyonel baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Bakir (II) iyonu arttikga G-quadrupleks yapidan ayrilan G-
quadrupleks DNA dizisi artmakta, bu da 260 nm’deki absorbans pikinin daha da

artmasina yol agmaktadir.
4.11 Floresan Soniimlemenin Goriintiilenmesi

Floresan soniimleme iizerinde bakir (II) iyonu konsantrasyonu artiginin etkilerinin renkli

olarak goriintiilenebilmesi igin jel goriintiileme cihazinin ThT i¢in en uygun olan 480
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nm uyarma ve 510 nm emisyon araliklarindaki metot kullanildi. G-quadrupleks-ThT
kompleksinin olusturdugu floresan yogunlugunun bakir (II) iyonu konsantrasyonunun

artirilmasiyla kademeli olarak diisiisiiniin goriintiileri Sekil 4.22°de yer almaktadir.

Sekil 4. 22: Artan Bakir (1) Konsantrasyonlari ile Floresan Yogunlugunda Meydana
Gelen Degisimin Goriintiilenmesi

Sol bastan itibaren igerisinde hig¢ bakir (II) iyonu bulunmayan ve 1, 5, 10, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda bakir (II) iyonu bulunan tiiplerin floresan yogunluklarinda
meydana gelen degisim Sekil 4.22°de agik¢a goriilmektedir. 1 uM bakir (II) iyonu
varliginda dahi floresan yogunlugunda gbzlenen c¢arpici azalma, tasarlanan sistemin

hassasiyetini gdstermektedir.
4.12 Jel Goriintiilleme Deneyi

Deney sonuclarmin hepsinde goriilen floresan yogunlugu artist ve soniimlenmesi
fenomeninin jel goriintileme c¢alismalariyla da pekistirilmesi amaclandi. Bu
caligmalarda da ii¢ boyutlu floresan spektroskopisi ¢alismalarinda oldugu gibi kullanilan
G-quadrupleks DNA, ThT ve bakir (II) iyonlarin deneylerde kullanilan
konsantrasyonlarda kullanildi. Fakat bu yontem ile igerisinde DNA bulunmayan bir
kombinasyon herhangi bir sonu¢ alinamayacag i¢in kullanilmadi. Tim
kombinasyonlarin icerisinde G-quadrupleks DNA bulunmaktadir. Aksi takdirde agaroz
jel igerisinde elektriksel yiik yardimi ile yiirime yapabilecek bir analit

bulunmayacagindan bir goriintii de alinamayacaktir.
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G-q G-g+ThT G-g+Cu G-q+ThT+Cu N

Sekil 4. 23: G-quadrupleks DNA ile ThT ve Bakir (II) iyonlarmin Kombinasyonlarmin
Jel Yiirtitme Deneyi Goriintiisii (10 dk)

Sekil 4.23’te 10 dakika yliriitiilen jel goriintileme sonucu bulunmaktadir. G-
quadrupleks DNA dizisi uzunlugu ¢ok kisa oldugundan 10 dakika sonra goriintiileme
yapilmistir ve kuyucuklardaki yiirime oranina bakildi. Bu nedenle ladder olarak
adlandirilan ve 25 baz ¢ifti uzunlugunda olan DNA referans g¢ercevesi tam olarak
acilmadi. G-quadrupleks DNA dizisini barindirmayan kombinasyonlar jel elektroforezi
yonteminde goriintiilenemeyecegi i¢in kullanilmadi. Sekildeki jel goriintiisiinde agikca
goriilebildigi gibi igerisinde ThT bulunan kuyucuklarda siiriiklenmeli bir bant elde
edildi ve diger kuyucuklara gére daha az yiiriiddii. Negatif olan kuyucukta sadece
yuriitme boyas1 kullanildi ve herhangi bir kontaminasyon sonucunun olusmadigi

gorildii.
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S. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Agir metaller yerkabugunda bulunan dogal bilesenlerdir ve tiim diinya ekosisteminde
bulunmaktadir. Bakir hem bir zorunlu iz element hem de zararh bir agir metal olarak
hayatin bir¢ok alaninda karsimiza ¢ikmaktadir. Bakirin eksikligi canlilarin yasamsal
faaliyetlerini sikintiya sokabilecegi gibi ¢ok fazla olmasi da yagami tehlikeye sokabilir.
Bu miikemmel dengenin kurulmasinda en 6énemli faktor bakirin miktaridir. Boyle hassas
bir denge i¢in ancak aymi hassasiyette Ol¢iim metotlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
ithtiya¢ dolayisiyla hassas bir 6l¢iim metodu olarak etiket gerektirmeyen, zamandan ve
maliyetten tasarruf saglayan G-quadrupleks olusumuna dayanan bir sensor sisteminin
gelistirilmesi amaglanmistir ve bu tez kapsaminda calisilmistir. Cesitli agir metal
iyonlar1, antibiyotikler ve ¢ok c¢esitli molekiillere 6zgli bu tarz algilama sistemleri
onceki ¢alismalarda da tasarlanmis ve basariya ulasmistir (Giurgiu ve ark., 2018; Leung
ve ark., 2013; Man ve ark., 2010).

Planlanan sistemin temel mekanizmasi; bakir iyonuna 6zgiin ama ayni zamanda da G-
quadrupleks olusturabilecek bir DNA dizisi ile normalde floresan 6zelligi bulunmayan
fakat belirli yapilarla birlestiginde artan floresan 6zellik gosteren, floresan molekiiler
rotor grubundan bir boyanin kompleks olusturmasi ve bunun sonucunda yiiksek bir
floresan yanitin alimmasidir. Ardindan da G-quadrupleks DNA yapisina daha 6zgiin
baglanma gosterecek olan bakir (II) iyonunun ortama eklenmesi ile floresan
yogunlugunda diisme saglanarak sonliimleme isleminin tamamlanmasi. Bu
soniimlemenin bakir konsantrasyonundaki degisiklikler ile paralel olarak anlamli bir
sonu¢ olusturarak elde edilecek bulgularin bakir (II) iyonunun miktarinin tespitinde

kullanilmasidir.

Planlanan algilama ve Olgme sistemini gerceklestirmek igin  G-quadrupleks
olusturabilen bir DNA dizisi ve floresan molekiiler rotor 6zelligine sahip bir boya olan
ThT secilmistir. Guanin tetratlar1 ve ardindan da G-quadrupleks yapisini olusturabilecek
guanin niikleotidince zengin DNA dizisi literatiir taramalari ile secilmistir. Yine literatiir
aracilifiyla sensor caligmalart gecmisi ¢ok eskiye dayanmayan, floresan kuantum

verimi belirli maddelerle baglandiginda artis gosteren ve diisiik maliyetli bir boya olan
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ThT boyasi ¢alismada kullanilmak iizere se¢ilmistir. Potasyum iyonunun G-quadrupleks
tabanli bir yontemle tespiti i¢in Ueyama ve ark.’nin ¢aligmalarinda kullandigi 5 mM
Tris-HCI (pH 7,0) tampon ¢o6zeltisi deneyde kullanilmak tizere segilmistir (Ueyama,
Takagi, & Takenaka, 2002).

Bir dalga boyunda uyarilan cisimdeki elektronlar, uyarilmanin etkisiyle bir iist enerji
kabuguna c¢ikmaktadirlar. Bu kabukta titresim halinde ve kararsiz olarak bulunan
elektronlar temel durumlarindaki enerji kabuguna doniis yapmaktadirlar. Bu doniis
esnasinda foton olarak adlandirilan bir 151k birimi yaymaktadirlar. Floresan, bir dalga
boyundaki bir fotonun absorbe edilmesi ve ardindan daha farkli bir dalga boyunda bir
fotonun yayilmasiyla gergeklesen 1sik verme olayir olarak agiklanmaktadir. Floresan
ozellige sahip molekiiller genellikle aromatik molekiillerdir. Floresan 6zelligi en ¢ok
etkileyen durumlardan biri floresan 6zellige sahip molekiillerin floresan kuantum
verimleridir. Kuantum verimi o molekiiliin absorbe ettigi fotonlarin sayisina gore
yaydigi fotonlarin sayisidir. Rodamin gibi yiiksek kuantum verimine sahip molekiiller

en parlak floresan yogunluguna sahip olmaktadirlar (Lakowicz, 2013).

Floresan molekiiler rotor siifina ait benzatiazol bir boya olan ThT hem elektron alici
hem de elektron verici gruplardan olusmaktadir. Her iki grubu da biinyesinde
bulunduran ThT gibi boyalar TICT mekanizmasi ile floresan 06zellige sahip
olmaktadirlar. Uyarilan durumdaki ThT, benzatiazol pargasin1 dimetilalanin halkasina
baglayan molekiiliin ortasindaki tek karbon baginin etrafinda dénmesinin bir sonucu
olarak yiik transferi duruma ge¢mektedir. Bu biikiimlii i¢ yilik transferi ThT nin
molekiiler rotor davranisindan sorumludur (Lakovicz, 2013). ThT molekiiliinde bulunan
benzatiazol kismindaki pozitif yiikli azotun cesitli yapilarla hidrojen bagi kurarak
O0zglin bir baglanma olusturdugu disiiniilmektedir. Baglanmanin ardindan ThT
molekiiliinde karbon molekiiliiniin etrafinda devamli rotasyon yapan dimetilalanin
halkasinin rotasyonu kisitlanmaktadir. Kisitlanma ile birlikte ThT molekiilii diizlemsel
bir hal almaktadir ve floresan kuantum veriminde biiyiik bir artis meydana gelmektedir
(Sulatskaya ve ark., 2011). Bu sayede normalde kendiliginden floresan 0Ozelligi
bulunmayan ThT molekiilii amiloid fibriller gibi ya da G-quadrupleks gibi ikincil
yapilarla bir araya geldiginde floresan yogunlugunda biiyiik bir artig olusturmaktadir.
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Planlanan deney sisteminin anlamli bir sonug olusturup olusturmayacaginin anlagilmasi
icin Oncil bir ilk deney gergeklestirilmistir. Sekil 4.1°de gorildiigii iizere ThT
kendiliginden floresan spektrumunda anlamli bir artisa sebep olmamaktadir. Bakir (II)
iyonlariyla bir araya geldiginde de floresan yogunlugunda artis olusmamistir. ThT, G-
quadrupleks DNA dizisi ile birlestiginde floresan yogunlugunda dramatik bir artis
goriilmistiir ve bu kompleks i¢in floresan ozellikten s6z edilebilir hale gelmistir.
Ardindan ayni sistemin igerisinde bakir (II) iyonlarmin da varhiginda floresan
yogunlugunun eski haline dondiigiiniin ve floresan 0Ozelligin ortadan kalktigi
goriilmektedir. ThT amiloid fibriller gibi B tabaka yogun molekiiller gibi yapilara
baglandiginda, molekiil yapist diizlemsel hale gelmektedir, molekiiler rotasyonu
kisitlanmaktadir ve bu sayede floresan kuantum veriminde biiyiik bir artis meydana
gelerek floresan yogunlugunda artis olusturmaktadir. Ortamda G-quadrupleks DNA
dizisinin daha 6zgiin oldugu bakir (II) iyonu bulundugunda ise, bakir (II) iyonu yiiksek
afinite gosterdigi G-quadrupleks dizi ile kompleks olusturacagindan G-quadrupleks
DNA ThT ile olan etkilesiminden ayrilmaktadir ve soniimleme olarak adlandirilan
floresan yogunlugunda diisiis meydana gelmektedir. Onciil deneyden elde edilen
floresan degeri sonuglarma gore planlanan deney mekanizmasinin basariyla

ilerleyebilecegi anlagilmistir.

Deneylerde kullanilacak kimyasal malzemeler acgisindan en dikkate deger ve yiiksek
maliyetli olan G-quadrupleks DNA oldugu igin literatiirde genel olarak kullanilan oran
olarak 200 nM sabit konsantrasyon olarak se¢ilmis ve optimizasyona gerek
duyulmamistir. Ciinkii aptamer konsantrasyonu arttikca ortam viskozitesi de
artacagindan floresan quantum veriminin artmasi da beklenen bir durumdur. Bu sonug
cok acgik oldugu icin ve malzemelerin en minimumuyla maksimum verim alinmasi
mantif1 ile daha yiiksek konsantrasyonlarda G-quadrupleks DNA dizisi i¢in

secilmemistir.

Belirlenen G-quadrupleks DNA dizisi ve artan ThT konsantrasyonunda floresan
yogunlugu degisiminin goriilmesi amaglanmistir. Floresan yogunlugunun maksimum
goriildiigii dalga boyu olan 495 nm’deki floresan yogunlugu degerleri alinarak Sekil
4.2’deki grafik ThT konsantrasyonuna karsi floresan yogunlugu biciminde ¢izilmistir.
Sekil 4.2°de goriildiigii gibi ThT miktar arttik¢ca floresan yogunlugu da basta artmus,

ardindan 7-15 uM arasinda sabit olarak ilerlemistir. Elde edilen sonuglar neticesinde
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anlagilmistir ki ThT miktarinin ¢ok artirilmast floresan yogunlugunda da hep artisa
sebep olmamaktadir. G-quadrupleks DNA dizisi ile etkilesime giren ThT molekiiliiniin
baglanma yapabildigi maksimum bir konsantrasyon mevcuttur ve bu konsantrasyonun
tizerinde ThT nin ortamda bulunmasi floresan yogunlugunda artisa sebep olmamaktadir.
Buradan hareketle en diisiik ThT konsantrasyonuyla maksimum floresan yogunlugunu
yakalayabildigimiz 7 uM konsantrasyonu takip eden tiim deneylerde kullanilmak {izere

secilen konsantrasyonu olmustur.

Tasarlanan metodun hassasiyetinin Olgiilmesi i¢in ¢esitli  bakir (II) iyonlar
konsantrasyonlarinin floresan yogunlugu iizerindeki soniimleme oranlari Sl¢lilmiistiir.
Bu kapsamda bakir (II) iyonlar1 konsantrasyonlari ¢ok kiigiik araliklarla artirilmaistir.
Sekil 4.3°te grafikte goriilecegi lizere baslangicta 0,1 uM konsantrasyonundaki bakir
(IT) iyonu varhiginda dahi Onemli floresan soniimlemelerine sebep olmustur ve
soniimleme anlamli bir bigimde bakir (II) iyonu konsantrasyonu arttikga devam etmistir.
Ardindan elde edilen sonuclarin daha net goriilebilmesi agisindan, yine en yiiksek
floresan yogunlugu degerlerinin gdzlemlendigi 495 nm’deki floresan yogunlugu
degerleri alinarak bakir (II) iyonu konsantrasyonuna karsi floresan yogunlugu grafikleri
elde edilmistir. Sekil 4.4.a’da goriildiigii lizere yaklasik 8 pM bakir (I) ile floresan
soniimleme neredeyse tamamlanmigtir ve sonraki konsantrasyonlar i¢in de artik
herhangi bir floresan o6zellikten s6z edilmesine olanak kalmamistir.  Bakir (II)
miktarinin artmasi ile floresan yogunlugunda meydana gelen degisimin daha rahat
anlagilabilmesi igin Sekil 4.4.b’de (Fo-F)/F grafigi de ayrica ¢izilmistir. Burada Fy
degeri icerisinde hig¢ bakir iyonu bulunmayan tiiplerdeki floresan yogunlugu degeridir. F
degeri ise igerisinde x uM bakir iyonu bulunan floresan yogunlugu degerleridir. Fo-F
degeri ile floresan miktarinda meydana gelen degisim goriilmiistiir. Ardindan her
konsantrasyonun F degeri kendi degisim miktarina béliinerek bu degisimin floresan
yogunluguna orani ile floresan soniimleme oraninin artis miktar1 hesaplanabilmistir.
Bakar (IT) iyonlar1 Sekil 4.4.c ve 4.4.d’de bulunan kiiclik grafiklerden de anlasilacagi
tizere 0 ve 1 pM arasindaki kiiciik konsantrasyon degisimleri bile floresan
sonlimlemesinde onemli artiglar saglayarak sistemin hassasiyetinin ¢ok fazla oldugunu
gozler oniline sermistir. Bu kiigiik grafikler igerisinde regresyon katsayisi1 ve denklemler
yer almaktadir. Her iki grafik i¢cin de regresyon katsayilar1 1 tam degerine ¢ok yakin

degerler olmustur ve elde edilen diisme verilerinin deneysel olarak ¢ok basarili oldugu
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goriilmiistiir. Denklemler sayesinde ise herhangi bir numunede bakir (II)
konsantrasyonu bilinmeyen bir numunenin floresan yogunluguna bakilarak denklemler
yardimiyla igerisinde yaklasik olarak ne kadar bakir (II) iyonu bulundugu

hesaplanabilecektir.

Algilama sisteminin dogrusal aralifinin 0-100 uM konsantrasyonlar1 arasinda oldugu
goriilmiistiir. Bunun ardindan sistemin hassasiyetinin de tespit edilebilmesi i¢in tespit ve
tayin limitleri hesaplanmistir. Standart hata degerleri ve standart egri egimi degerlerine
dayanan ve metot kisminda agiklanan yontem sayesinde tespit ve kantitatif limit
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda tespit limiti 30 nM ve tayin limiti 100 nM
seklinde elde edilmistir ve ardindan literatlir taramasi1 yapilarak bakir (II) tespiti

yapabilen farkli metotlara ait tespit limiti verileri arastirilmistir.

Tespit Limiti Lineer Aralhk Tespit Yontemi Referans
Zhou ve ark.,
50 uM 10-500 uM Altin-Nanopargacik
2008
Grafen Kuantum Wang ve ark.,
0.226 uM 0-15 uM
Noktalar1 2014
Fonksiyonellestirilmis
0,15 uM 0-2 mM ) Awual, 2015
Kompozit Adsorban
Y akin-Kizil6tesi ]
50 nM 0-5 uM Li ve ark., 2011
Floresan Prob
30 nM 0-10 uM ThT-G-quadrupleks Bu ¢alisma
CdSe Kuantum Chan ve ark.,
5nM 0-100 uM
Noktalar1 2010

Tablo 4.2. Bakir (IT) Iyonunun Tespiti I¢in Farkli Analitik Yontemlerin Karsilastirilmasi

Tablo 4.2°de farkli metotlar ile elde edilen lineer araliklar ve tespit limitleri
gorilmektedir. Tabloda yer alan farklt metotlarin ¢ogu 6n bir hazirlanma siirecine ve
yiiksek maliyetli ekipmanlar gerektirmektedir. Ornegin CdSe kuantum noktalar ile
yapilan bakir (II) tespiti i¢in giimiis nanoprizmalarin, kadmiyum selenidin ve farkli
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yapilarin UV ozon altinda cam yiizeylere immobilizasyonunun ardindan iyon tespiti
islemlerine gegilebilmektedir. Uzun 6n islem asamalarina sahip metotlar hem ekipman
acisindan hem de zaman ve maliyet agisindan Glglimlere kisitlamalar getirebilmektedir.
Buradaki 6rnekte oldugu gibi uzun bir 6n islem asamasi kismina gerek duymayan
tasarladigimiz metot es zamanl olarak yliksek hassasiyetle ve hizli bir bi¢imde sonug
olusturmakta ve iyon tespitini aninda gergeklestirebilmektedir. Diigiik tespit limitine,
yiiksek hassasiyete ve diisiik maliyete sahip olan bu metot kullanilabilecek en avantajli

yontemlerden birisi haline gelmektedir.

Floresan soniimleme iizerinde katyonik bakir (II) iyonuna analit olabilecek katyon
yapidaki farkli iyonlarin nasil bir etkisinin oldugunun goriilebilmesi i¢in 0 ile 100 uM
arasinda degisen konsantrasyonlarda iyonlar ile floresan soniimleme deneyi yapilmistir.
Sekil 4.17°de toplu bir sekilde goriilebilen floresan soniimlemedeki artis oranlari
incelendiginde bakir (II) disinda kalan tiim iyonlarin 100 uM konsantrasyonda bile 3
birim artig saglamisken, bakir (II) iyonu 5 pM konsantrasyonda 3 birime ulagmis ve 100
UM konsantrasyonda bu rakam 30’a ulasmistir.  Bakir (II) iyonunda diisiik
konsantrasyonlarda dahi goriilen 6nemli floresan yogunlugu degisimi diger iyonlarin
hicbirinde ger¢eklesmemistir ve neredeyse higbir iyon ile floresan soniimleme tam

olarak saglanamamuistir.

Farkli konsantrasyonlarda bakir (II) iyonu ile birlikte diger tiim iyonlarin floresan
sonlimleme tizerindeki etkilerinin net bir sekilde goriilebilmesi igin 1, 10, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlar segilerek bu konsantrasyonlarda tiim iyonlarin soniimleme artis
oranlar1 incelenmistir. Sekil 4.18’teki grafikte, her bir konsantrasyonda bakir (II)
iyonunun floresan sonliimleme oranini en ¢ok artiran iyon oldugu goriilmektedir. Her
konsantrasyon artisi ile birlikte floresan soniimleme oranindaki artig biiyiimekte fakat
sonuglar diger iyonlar icin degismemektedir. Bu grafiklerden de anlagilacag: iizere
tasarlanan algilama sistemi bakir (II) iyonlarina ¢ok yiiksek oranda 6zgiindiir ve diger
iyonlara gore bakir (II) iyonu kolaylikla ayirt edilebilecek kadar biiylik bir floresan

sonlimleme oranina sahiptir.

Viicut icerisindeki sistemler ya da dogal cevre ortami diisliniildiigiinde bakir (II)
iyonunun tek olarak bulunmadigi ve diger iyonlar ile etkilesim halinde oldugu bir¢ok

ortam bulundugundan bakir (II) iyonunun ortamda diger iyonlar bulunuyorken de
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seciciligi arastirllmistir.  Olusabilecek herhangi bir degisimin net bir sekilde
gozlemlenebilmesi icin tam olarak soniimlemeyi saglamayan 4 pM bakir (II)
konsantrasyonu se¢ilmistir ki séniimleme tizerinde diger iyonlar1 katkisi ne kadar olacak
anlagilabilsin. Floresan yogunlugundaki degisim oranlar1 esas alinarak olusturulan Sekil
4.19°deki grafiklerde floresan yogunlugunda bakir ile birlikte higbir iyonun yiiksek bir
floresan yogunlugu soOniimlemesine neden olmadigi acik¢a goriilebilmektedir.
Kompleks sistemler diisiintildiiglinde herhangi bir yap1 igerisinde bakir (II) iyonu ile
birlikte herhangi baska iyonlarmm da bulunmasi floresan yogunlugunda biiyiik bir

degisiklige sebep olusturmamaktadir.

Spektroskopi tekniklerinden biri olan ii¢ boyutlu floresan spektroskopisi teknigi ii¢
boyutlu bir tarama yontemi olup, uyarma ve emisyon dalga boyuna karsi floresan
yogunlugunun dagilim grafigi ile sonug¢lanmaktadir. Hem floresan spektrumu hem de
absorbansi ayn1 anda dlgerek bir numunedeki toplam floresan yogunlugu modeli ortaya
cikarmaktadir. Uyarma-emisyon matriksi ya da floresan parmak izi olarak da
adlandirilan bu yontem genellikle kromoforik ¢oziinmiis organik maddelerin
incelenmesi i¢in ve 6zellikle de suyun kalite analizi i¢in kullanilmaktadir (Sugiyama ve
ark., 2013). Farkli uyarma ve emisyon dalga boylarinda ThT, G-quadrupleks DNA ve
bakir (II) iyonlarinin kombinasyonlar1 ile floresan yogunlugunun artmasi ya da
sondiiriilmesinin; uyarma ve emisyon araliklarinda olusturdugu farkliliklarin acikca
goriilebilmesi amaglanmistir. Sekil 4.20.a ve Sekil 4.20.b’de goriilen sonuglara gore
ThT-bakir ve ThT-G-quadrupleks kompleksleri absorbsiyon spektrumlarinda bir
degisiklige neden olmamistir. Sekil 4.20.c’de goriildiigi gibi ThT ve G-quadrupleks
kompleksi spektrumda 2 bolgede 6zel pikler olusturmustur. Uyarma dalga boyu hem
400-500 araliginda biiylik bir pik olusmustur hem de 200-300 araliginda bir pik
olusmustur. ThT nin deneyler boyunca 6l¢iimii alinan dalga boylar1 da 400-500 uyarma
dalga boyu bandinda bir pik olusturdugunu kanitlamaktadir. Ayrica heterosiklik bir
yaptya da sahip olan ThT, G-quadrupleks DNA yapisiyla bir araya gelince de 200-300
nm bandinda bir pik olusturmustur. Olusan her iki pik de ThT molekiiliinin G-
quadrupleks yapiyla olan etkilesimi dogrultusunda meydana gelmistir. Sekil 4.20.d’de
ise ortamda hem G-quadrupleks DNA’nin hem de bakir (II) iyonunun bulunmasi ile
birbirlerine 6zgiin olan iki molekiil kompleks olusturmuslardir ve G-quadrupleks

DNA’dan ayrilip tek hale donen ThT nin varlig1 bile absorbsiyon spektrumunda bir pik
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olugmasint saglayamamistir. Soniimleme mekanizmasinin rahat¢ca anlasilabildigi bu
deney sonuclart sayesinde, ThT’nin G-quadrupleks yapiyla Ozgiin bir sekilde
baglanarak floresan yogunlugunda artisa sebep oldugu, ortamda G-quadrupleks yapinin
bulundugu durumda ise sistemden ¢ikarilarak floresan yogunlugunun soéniimlendigi ve

ThT’nin kendiliginden floresan bir 6zelligi bulunmadig1 goriilmektedir.

Yapilan deneyler neticesinde bagarili oldugu anlasilan algilama sistemi ile su
numunelerindeki bakir oranlariin Olc¢lilmesi istenmistir. Bu dogrultuda Karaman ili
sebeke sularindan iki farkli bélgeden numuneler toplanmistir ve bu numuneler ile G-
quadrupleks DNA, ThT ve bakir (II) iyonlar1 deneylerde kullanilan konsantrasyonlari
kullanilarak algilama sisteminin ana deneyleri yapilmistir ve 6l¢giim sonuglart alinmistir.
Ardindan absorbans sonuglar1 $Sekil 4.4.b’de yer alan denklem igerisinde yerine konmus
ve x faktorii hesaplanarak bakir (II) iyonunun su numunelerindeki konsantrasyonlari
hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlarin birbirilerine benzerlik orani yiizdelik olarak da
ayrica ifade edilmistir. Tablo 4.1°de goriildiigi gibi elde edilen bakir (IT) iyonu 6l¢iim
sonuclar1 ¢ok yiiksek oranda referans ve yiizdelik degerler ile benzerlik oranlarinin
giiven sinirlar igerisinde bulundugu goriilmektedir. Bu sonuglar neticesinde tasarlanan
algilama sisteminin su numunelerinde bakir (II) iyonu tespitinde kullanilabilecegi ve

elde edilecek sonuglarin da referans degerlere ¢ok yakin degerler oldugu goriilmistiir.

Su numuneleri ile yapilan basarili Olglimlerin ardindan floresan soniimleme
mekanizmasinin UV spektral 6lgtimleri ile pekistirilmesi amaglanmistir. Sekil 4.21°de
UV spektral tarama sonuglar1 goriilmektedir. Bu sonuca gére ThT yalniz basma 410-
420 nm bandinda yiiksek bir pik olusturmustur. Bakir (II) iyonu yalniz basina ¢ok diistik
bir absorbsiyon gostermis ve herhangi bir yerde pik olusturmayan bir sonu¢ vermistir.
ThT ile bir arada bulunmayan G-quadrupleks DNA dizisi ise DNA yapisinin pik verdigi
260 nm’de beklenilen bir sekilde bir pik olusturmustur. ThT ile G-quadrupleks
DNA’nin bulundugu fakat hi¢ bakir (II) iyonunun bulunmadigi numunede ThT pikinde
bir degisiklik goriilmemisken 260 nm’deki pikte de yine neredeyse sadece G-
quadrupleks DNA’da goriilen bir pik goriilmiistiir. Fakat ortamdaki bakir (II) iyonu
arttikca ThT i¢in olan 410-420 nm’de bir degisiklik gozlemlenmezken DNA ig¢in olan
260 nm kisminda kademeli olarak bir atig goriilmiistiir. DNA yapisindaki fosfodiester
baglarinin uyarilmasi ile absorbsiyonunun alindigi 260 nm dalga boyunda, DNA tek
zincirli hale gegtiginde ¢ift zincirli ya da quadrupleks halinden daha yiiksek absorbans
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gostermektedir (D’Abramo ve ark., 2013). Hiperkromik kayma olarak adlandirilan bu
mekanizma sayesinde ortamda bakir (II) iyonu konsantrasyonu arttikca ThT’den ayrilan
G-quadrupleks DNA yapis1 artmakta ve bakir (II) iyonlart ile 6zgiin bir baglanma
yaparak tek zincirli hale gectigi desteklenmektedir.

Floresan yogunlugu bakir (II) iyonu konsantrasyonu arttikga degisiminin
goriintliilenmesi amaciyla 0, 1, 5, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda bakir (II) iyonu
bulunan 6 tiip hazirlanmistir. Jel goriintiileme analizinin yapildigi cihazda Cy2 metodu
ile goriintiileme yapilmustir. ThT igin en yakin dalga boyu araliklarina sahip olan 480
nm uyarma ve 510 nm emisyon araliklarina sahip metot kullanilarak ThT nin uyarma ve
emisyon araliklarinin en yakin oldugu araliklar goriintiileme igin secilmistir. Sekil
4.22°de goriildiigii gibi igerisinde hi¢ bakir (II) iyonu bulunmayan numunedeki floresan
yogunlugu ¢ok keskin ve yliksektir. 1 uM bakir (II) iyonunun dahi ortamda bulunmasi
ile floresan yogunlugunda ciddi bir azalma ve renk degisimi gozlemlenmistir. Bakir (II)
konsantrasyonu arttik¢a floresan yogunlugu ¢ok hizli bir sekilde azalmis ve beklenilen
tizere 5 ve 10 uM konsantrasyonda ve daha sonrasinda floresan soniimleme tamamen
gerceklesmistir. Bu sonuglardan hareketle sistemin hizli, hassas ve giivenilir olarak
bakir (II) iyonlarinin tespitini yapabildigi bir kez daha goriilmiistiir. Yapilan ¢alismanin
ilerletilmesi halinde yakin gelecekte cep telefonlarina bile yiiklenebilecek bir uygulama
sayesinde floresan yogunlugu degisiminden yola ¢ikilarak bir numunedeki bakir (II)
iyonunun tespiti yapilabilecek seviyeye gelebilir. Yapilan ¢caligma bu agidan umut verici

olmustur.

Deney sonuglarinin hepsinde goriilen floresan yogunlugu artisi ve soniimlenmesi
fenomeninin agaroz jel goriintiileme c¢alismalariyla pekistirilmesi amaglanmistir. Bu
yontem ile icerisinde DNA bulunmayan bir kombinasyon herhangi bir sonug
alinamayacagi i¢in kullanilmamistir. Tiim kombinasyonlarin igerisinde G-quadrupleks
DNA bulunmaktadir. Sekil 4.23°de 10.dakikada almman jel goriintiilleme sonucu
goriilmektedir. Ik kuyucukta 25 baz ¢ifti uzunlugunda DNA cetveli bulunmaktadir.
DNA cetvelinin kisa tercih edilmesinin sebebi kullanilan G-quadrupleks DNA dizisinin
baz ciftine yakin sayida olmasidir. Diger tiim kuyucuklarda yliriitme boyasi ile birlikte
diger bilesenler kullanilmistir. Ikinci kuyucukta G-quadrupleks DNA, iiciincii
kuyucukta G-quadrupleks DNA ve ThT, dordiincii kuyucukta G-quadrupleks DNA ve
bakir (II), besinci kuyucukta G-quadrupleks DNA, ThT ve bakir (II) ve son olarak
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altinc1 kuyucukta negatif olarak yalnizca yiiriitme boyasi kullanilmstir. Jel goriintiisii
sonucunun 10 dakika sonra elde edilmesinin sebebi kullanilan G-quadrupleks DNA
dizisinin kisa olmasi ve ilerleyen dakikalardaki jel goriintiilemelerinde netliginin
kaybolmasidir. Elde edilen jel goriintiisiinden anlasilacagr tizere ThT igeren
kuyucuklarda siiriiklenme meydana gelmistir ve daha geg¢ ylirliime gozlemlenmistir ve
bu sonu¢ ThT’nin G-quadrupleks yapiya baglandigini destekler niteliktedir. ThT nin
bulunmadig1 kuyucuklarda ise yiiriime daha ¢ok olmustur ve stiriikklenme goriillmemistir.
G-quadrupleks DNA-ThT-Bakir (II) kombinasyonunda ise goriintii agisindan bir fark

goriilmemekle birlikte yine siiriiklenme ve gec yiiriime oldugu anlagilmistir.

5.2 Sonug¢

Sonug olarak bakir (IT) iyonunun hizli, etiketsiz, glivenilir ve diisiik maliyetli tespiti i¢in
G-quadrupleks olusumuna dayanan bir algilama sistemi tasarlanmis ve basariyla
gerceklestirilmistir. Bakir (IT) iyonunun hassas tespiti igin, guanin niikleotidince zengin,
bakir (IT) iyonuna yiiksek secicilik gosteren bir DNA dizisi ile Thioflavin T'nin G-
quadrupleks yap1 olusturmasini ve ardindan da bakir (II) iyonu eklenerek bu yapinin
eski haline donmesini temel alan etiketsiz bir algilama sistemi gelistirilmistir. Guanin
niikleotidi yOniinden zengin dizi ThT ile karsilagtiginda G-quadrupleks yapilari
olusturmakta ve floresan kuantum veriminde dnemli bir artis saglamaktadir. Fakat daha
yiiksek secicilik gosterdigi bakir (II) iyonu ortamda bulundugunda, bakir (II) iyonuna
baglanabilmek i¢in G-quadrupleks yapidan ayrilmakta ve bu da floresan kuantum
veriminde diislise yani soniimlemeye neden olmaktadir.. Bakir (II) iyonuna yiiksek
hassasiyet gosteren bu sistem sayesinde nanomalar seviyelerde bakir (II) iyonu
analizine olanak saglanmistir. Bu soniimleme mekanizmasi sayesinde soniimleme
oranina bakilarak bakir (II) iyonu tespiti yapilabilmistir. Elde edilen sonuglar yardimiyla
olusturulan standart grafikler sayesinde bir numunede ne kadar bakir (II) iyonunun
bulundugu tespit etmek icin absorbans degerinin bilinmesine dayanan bir denklem
kurulmustur. Bu sayede absorbans degeri yardimiyla o numunedeki bakir (II) iyonu
miktar1 yiiksek hassasiyet ve dogruluk oraniyla bulunabilmektedir. Yine bu sayede
sistemin hassasiyeti ile ilgili hesaplamalar yapilmis ve sistemin 30 nM tespit limiti ve
100 nM tayin limitine sahip oldugu goriilmiistiir. Bakir (II) iyonu tespiti i¢in kullanilan
diger yontemler ile karsilastirildiginda oldukca diistik tespit ve tayin limitlerine sahip

olan sistemin zaman, maliyet ve ekipman agisindan bir¢cok avantaja sahip oldugu
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goriilmistiir. Cevresel sartlar goz Oniline alindiginda, bakir (II) iyonunun farkli agir
metaller ile birlikte soniimleme oraninin biiyiik bir oranda etkilenmemesi sistemin farkl
cevrelerde ve bagka iyonlarin varliginda da bakir (II) iyonlarina segicilik gosterdigini
acikca gostermektedir. Ayrica bu algilama sistemiyle farkli su numunelerindeki bakir
(II) iyonu oraninin yiiksek dogruluk oraniyla tespit edilebilmesi, hatta baz1 dl¢iimlerde
cok yiiksek dogrulukta bir geri kazanim oranina sahip olmasi; bu sistemin su
numunelerinden bakir (II) analizi yapilmak amaciyla rahatlikla kullanilabilecegini

gostermektedir.

Canlilar i¢in hayati 6neme sahip olan, yliksek konsantrasyonlarda maruz kalindiginda
oldukca toksik ve hatta oliimciil etkilere sebep olabilen bakir (II) iyonunun canlilar ile
temasmin birincCil kaynaklarindan olan su ekosistemlerinden alinacak bir numune ile
dogrudan bakir (II) iyonu analizi yapilabilmektedir. Oyle ki ileride telefonlarda bile
kullanilabilecegi oOngoriilen ¢esitli programlar vasitasiyla bu calismanin dogrudan
yapilabilecek seviyede olmasi gelecek ¢aligmalar i¢in de umut vericidir. Son yillarin
gelismekte olan algilama sistemi tekniklerinden birisi olan G-quadrupleks tabanl
algilama sistemi; bakir (II) iyonunun hassasiyetle, hizli ve giivenilir dl¢iimlerine olanak

saglayarak algilama sistemlerinde kullanilabilirligini bir kez daha kanitlamistir.
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