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OZET

Tez calismasinda, ¢ekirdek-kabuk manyetik mikrokiireler tizerinde hedef patojene spesifik
aptamerin immobilizasyonu yolu ile yeni bir manyetik ayrim sistemi hazirlandi. Bu amag
dogrultusunda, manyetik poli(hidroksipropil ~metakrilat/etilen glikol dimetakrilat)
(p(HPMA/EGDMA)) mikrokiireleri siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile sentezlendi.
Daha sonra, manyetik mikrokiireler, yiizeyde baglatilan atom transfer radikal
polimerizasyonu (SI-ATRP) kullanilarak glisidil metakrilat (GMA) ile asilandi. Manyetik
mikrokiireler iizerine Salmonella’ya spesifik olarak affinite gdsteren aptamerler ile
fonksiyonlandirildi ve On-zenginlestirme isleminde kullanildi. Gida Orneklerinden
Salmonella bakterilerinin se¢ici ve spesifik tayini i¢in gelistirilen kuvartz kristal mikrodenge
(QCM) sensorii, manyetik mikrokiirelerin kullanildig1 ayristirma islemi ile entegre edildi.
Hedef bakteri hiicrelerine duyarli ve spesifik tespiti i¢in biyoafinite ajanlarina dayanan
bircok sensor gelistirilmis olsa da, gida numuneleri i¢in sensér uygulamalarinin
gelistirilmesi olduk¢a zordur. Bu calismada, hedef patojenin hizla zenginlestirilmesi i¢in
aptamer temelli manyetik ayirma sistemini ve spesifik ve ger¢ek zamanli izleme i¢in QCM
analizini birlestiren yeni ve duyarli bir strateji sunuldu. Bu manyetik ayirma sistemi,
hiicreleri kisa silirede (10 dakikadan daha kisa bir siirede) etkili bir sekilde
yakalayabildiginden, yakalanan bakterilerin bir QCM akis hiicresi sistemine beslenmesi,
ornek gida numunesinden 100 CFU/ml’de Salmonella hiicrelerinin spesifik olarak tespit
edildigini gosterdi (Orn. siit).
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ABSTRACT

A magnetic separation system developed by the immobilization of a target pathogen-specific
aptamer on the core-shell magnetic microbeads was reported. For this purpose, the magnetic
poly (hydroxypropyl methacrylate)/ethyleneglycole dimethacrylate), p(HPMA/EGDMA)
beads were synthesized by suspension polymerization. The magnetic microbeads were
grafted with glycidylmethacrylate (GMA) using surface- initiated atom transfer radical
polymerization (SI-ATRP). A quartz crystal microbalance sensor (QCM) was developed for
sensitive and specific detection of Salmonella cells in food samples by integrating a magnetic
bead purification system. Although many sensor formats based on bioaffinity agents have
been developed for sensitive and specific detection of bacterial cells, the development of
robust sensor applications for food samples remained a challenging issue. A novel and
sensitive high throughput strategy that combines an aptamer based magnetic separation
system for rapid enrichment of target pathogens and a QCM analysis for specific and real-
time monitoring was reported in this research. Since this magnetic separation system can
efficiently capture cells in a relatively short processing time (less than 10 min), feeding
captured bacteria to a QCM flow cell system showed specific detection of Salmonella cells
at 100 CFU/mI from model food sample (i.e., milk).
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1. GIRIS

Fakiiltatif bir bakteri olan Salmonella, insanlarda ve diger memelilerde gastroenteriteye
sebep olabilen bir patojendir. Bu bakteriler, bagirsak i¢ yilizeyindeki epitel hiicrelerine
girdiginde, konak hiicrelerin yiizeyindeki mikrovilluslarda hasara neden olur [1]. Salmonella
infeksiyonlar1 genel olarak, kontamine olmus gidanin tiiketilmesinden kaynaklanmaktadir
[1-3]. Salmonella ile gidalarin kontamine olmasi hala en onemli sorunlardan basinda
gelmektedir. Bu nedenle, hassas ve dogru tayin sistemleri, bulasma olmayan yiyecek ve su
kaynaklarini giivenceye altina alinmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu dogrultuda, koloni
sayimi, niceleyici PCR, elektrokimya ve optik yontemler gibi ¢cok sayida farkli yontemler
Salmonella nin varligini tayin i¢in kullanilmistir [4-7]. Yiizey plazmon tinlasim (SPR) ve
kuvars kristal mikroterazi (QCM) gida {iriinlerinde Salmonella’nin dogrudan Sl¢iimii icin
kullanilabilecek, ayrica reaktif kullanimini gerektirmeyen olduk¢a 6nemli yeni tekniklerdir.
Bu sistemlerde, antikor ve / veya aptamerler gibi 6zgiin biyo-afinite molekiilleri, ger¢ek
zamanli, kovalent olmayan etkilesimler yoluyla hedef molekiillere secici baglama i¢in
kullanilmaktadir [8]. Cok sayida QCM ve SPR sensorleri, gida ve ¢evresel 6rneklerde hedef
patojenlerin niceleyici tayini i¢in kullanilmig ve erigilen sonuglart literatiirde rapor edilmistir

[9-10].

Biyosensor, canli sisteminin bulundugu cevresindeki degisiklikleri algilayabilen ve bu
biyolojik yanit1 optik, termal veya elektrik sinyaline ¢evirebilen analitik bir cihazdir. Bu
amagla enzimler veya tiim hiicre metabolizmasi, ligand baglama ve antikor-antijen
reaksiyonu gibi biyolojik sistemlerde, biyolojik olarak tepki veren materyaller reseptor yani
algilayict olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, gida 6rneklerinden Salmonella tayini igin
QCM tabanli sensor sistemi gelistirilmesi hedeflendi. Hedef bakteriye 6zgiin aptamer

biyobilesen olarak kullanildi ve salmonella tayini icin QCM tabanli bir sensor gelistirildi.

QCM tabanli sensor uygulamalari, kiiciik molekiillerin veya bakteriyel ve okaryotik
hiicrelerin sulu ortamlardan tayinlerini kapsamaktadir [1]. QCM sistemindeki tayin prensibi,
Sauberry iliskisi olarak bilinen, kristal lizerine eklenen kiitleyle dogrusal orantili frekans
azalmasina dayalidir [2]. Bu yontemlerde, 6zel tanimlayict molekiiller (6rnegin, aptamer ya
da antikor gibi), hedef bakteri ile 6zgiil etkilesim i¢in sensor ylizeyi lizerine tutuklanir. Bu
yolla hazirlanan, spesifik fonksiyonel QCM ylizey ¢ipleri ile hedef organizma arasindaki

kovalent olmayan etkilesim, diisiik konsantrasyonlarda bile tayin edilmesine olanak



saglayan bir frekans degisimine neden olur. Bu yolla, basit ve 6zel molekiiler etkilesimler,
gida iirlinlerinde patojenlerin hizli olarak belirlenmesi i¢in olduk¢a dnemli bir potansiyele

sahiptir.

Bir¢ok hassas algilama sistemleri, mikroorganizmalarin tespiti i¢in gelistirilmis olmasina
ragmen, karmagsik Orneklerden kaynaklanan girisim, gercek ornek uygulamalarinda goz
Oniline alinmasinda gerekli en 6nemli problemlerden biridir. Son yillarda, manyetik ayirma
teknolojileri, enzim immobilizasyonu [11-12], biyolojik makromolekiillerin ayrimlari
(6rnegin, protein ve hiicreler gibi) [13-14] ve kompleks bir karisimdan hedef molekiillerin
on deristirilmesi i¢in, sensor sistemlerine entegre edilmistir. Manyetik tagiyict malzemelerin
essiz ve cazip bir 6zelligi, 6rnek soliisyonlardan hedef bakteri hiicrelerinin, bir dis manyetik
alanin uygulanmasiyla, kolayca izole edilebilir olmasidir [15]. Paramanyetik malzemeler,
disarirdan  uygulanan manyetik alanin  uzaklastirilmasindan  sonra, aglomerat
olusturmadigindan, yeniden kullanilabilir veya sulu ortam igerisinde tekrar kolaylikla
dagitilabilirler. QCM ile manyetik 6n deristirme sistemleri birlestirilerek, gida {irtinlerinde
patojen tespiti icin gelistirilen birka¢ ¢alisma literatiirde rapor edilmistir. Ornek olarak,

manyetik ayirma ve PCR analizi ile patojen tayini i¢in birka¢ metot rapor edilmistir [5,6,16].

Aptamerler, SELEX olarak bilinen, bir metod ile, kompleks niikleik asit kiitliphanelerinden
secilen, 0zgiil biyo-tanima molekiilleridir [3]. DNA aptamerleri, antikorlara kiyasla, cesitli
avantajlara sahiptir. Aptamerler, daha yiiksek bir kararliliga sahip olmasiin yaninda daha
kiiclik boyut ve kolay kimyasal modifike edilmeleri gibi bazi avantajlara sahiptir. DNA
aptamerleri, sensdr uygulamalarinda hedef analit ile 6zgiil etkilesime giren bir algilama
molekiilii olarak c¢ok sayida arastirmada kullanilmistir. Mikroorganizmalar i¢in bir¢ok
hassas algilama sistemi gelistirilmis olmasina ragmen, karmasik orneklerinde meydana
gelen girigim, bu tiir uygulamalarin basarisin1 engelleyen biiyiik bir dezavantajdir [17-18].
Onceki ¢alismalarda, kompleks drneklerden hizli bakteri saflastirilmas icin ¢ekirdek-kabuk
tipt manyetik ayirma sistemi gelistirilmis ve gergek zamanli PCR ile entegre edilerek yeni
bir tayin yontemi gelistirilmistir [5,6]. Sunulan tez caligmamizda ise, hassas ve gercek
zamanli QCM sistemi, benzer bir aptamer-manyetik asagi ¢ekme sistemi ile kombine
edilerek, hedef bakteri hiicrelerin saptanmasi i¢in kullanilmas1 planlanmistir[19]. Aptamer
molekiillerinin laboratuvar kosullar1 altinda kolaylikla elde edilmesi, dis etkenlerden
etkilenmemesi ve hedef mikroorganizmaya kast secici olarak baglanabilmesi gibi

nedenlerden dolay: afinite ligandi olarak kullanilmasi tasarlandi. Aptamer ligandinin tekrar



kullaniminm1 saglamak amaciyla, manyetik 0Ozellik kazandirilmis manyetik polimerik
mikrokiireler iizerine tutuklanmasi glutaraldehit ile aktive edildikten sonra kiirelerin
yiizeyine kovalent yolla immobilize edilmesi saglandi. Bu yolla, immobilize edilen aptamer
ligand1, ¢ozelti ortamindan hedef mikroorganizma Salmonella’nin 6n zenginlestirme
islemine tekrar, tekrar kullanilmasina olanak sagladi. Ayrica, aptamer ligandi QCM sensorii
olusturmak iizere kristal ¢ip yiizeyine de immoblize edilerek, biyolojik 6rneklerdeki patojen
organizmanin varliginin ve miktarinin belirlenmesi i¢in de kullanildi. Salmonella ile
kontamine edilmis siit 6rneklerinden hedef bakterinin 6n zenginlestirmesi i¢in aptamer
immobilize edilmis manyetik mikrokiireler kullanildi. Daha sonra bu yolla yakalanan
hiicreler, eliie edilerek, Salmonella hiicrelerinin varliginin izlenmesi icin, aptamer bazl
QCM sensorii ile etkilestirildi. Elde edilen sonuglar, siit orneklerinden, hedef bakteri
hiicrelerinin yakalanabilecegini ve hiicrelerin sayisinin, QCM sistemi ile belirlenebilecegini

gosterildi.






2. KURAMSAL BILGILER

2.1. Polimer ve Sentezi

Kiictik molekiillii monomerlerin kimyasal baglarla bir araya gelerek gelerek biiyiik mol
kiitlesine sahip makromolekiilleri olusturmasina polimerlesme, olusan iiriine ise polimer adi
verilmektedir. 'Poli' Latince bir sdzciik olup ¢ok sayida anlamina gelmektedir. Polimer
zincirinin uzunlugu, zincir boyunca tekrarlanan birimlerin sayisina baghdir ve bu sayiya
polimerizasyon derecesi denir. Cogu monomer, karbon, hidrojen, oksijen ve azottan
meydana gelmektedir. Flor, klor, siilfiir gibi bazi diger elementler de monomerlerin
yapisinda istege bagli olarak bulunabilir. Ist ve basing uygulamasi ile kaliplar veya
polimerizasyon reaktdrler icerisinde yliriitiiliir ve kiigiik monomerik birimler birbirlerine
kovalent baglarla baglanmasi ile polimerler sentezlenir. Polimerlerin sentezinde kullanilan
yontem ise polimerizasyon islemi olarak adlandirilir. Proteinler, seliiloz ve ipek gibi bazi
polimerler dogada bulunurken, polistiren, polietilen ve naylon gibi diger polimerler sadece
sentetik yollarla tiretilebilmektedir. Baz1 dogal polimerler sentetik olarak da iiretilmektedir.
Bunun 6nemli bir 6rnegi, sentetik olarak iiretilen poliizopren olarak bilinen dogal (Hevea)

kauguktur.

20. Yiizyiln ikinci yarisiyla birlikte daha onceleri fazlasiyla kullanilan madenlerin yerini
almaya baslayan polimerler, metallerden daha hafif ve ucuz olmasi, kolay islenebilmesi gibi
bazi avantajlari nedeni ile glinlimiizde hemen hemen her yerde karsilastigimiz tiriinler haline

gelmistir.

Baz1 tropikal bitkilerin 6zsuyundan (lateks) veya petrol ve dogal gazdan elde edilebilen
kagugugun tarihi 5000 y1l 6ncesine dayanmaktadir ve yaygin bir kullanim alanina sahiptir.
1031°de ilk sentetik kauguk iiretilmis, 1927°de seliiloz asetat ve polivinil kloriir, 1928 yilinda

poli(metil metakrilat) ve 1929°da iireformaldehit re¢ineleri tiretilmistir [20].

2.1.1. Polimerlerin sitmiflandirilmasi

Kiigiik baslangi¢ molekiillerine sahip olan ve bir zincir boyunca tekrar eden birimlere
monomer adi verilir. Genel olarak, polimer zincirleri birkag bin kere tekrar birimlere

sahiptir. Cok sayida monomerin kovalent baglarla baglanarak olusturdugu polimerler elde



edilis yontemlerine, kimyasal yapilarina, fiziksel 6zelliklerine, kaynaklarma ve molekiil
yapilarina gore siiflandirilmaktadirlar. Glinlimiizde binlerce farkli polimer sentezlenmis ve
gelecekte daha fazla sayida {iretilecegi Ongoriilmektedir. Polimer yapisi dikkate alinarak
yapilan spesifik simiflandirmalar, elde edilecek nihai idrlinlerin  6zelliklerinin

degerlendirilmesi ve tartisilmasini kolaylastirmasi bakimindan 6nemlidir.

Biitiin polimerler termal davranislarina gore, thermoplastik ve termosetler olmak {tizere iki
ana gruba ayrilabilir. Is1 veya basing uygulayarak yeniden sekil verilebilen polimerlere
termoplastik denir. Polistiren, poliolefinler (polietilen ve polipropilen) ve poli(vinil klortir)
termoplastiklere 6rnek olarak verilebilir. Termosetler ise uygulanan 1s1l isleme, mekanik
deformasyona ve ¢oziicli etkisine karsi direng gosterir ancak 1s1 ile yeniden islenemez.
Kompozitler, kaplamalar ve yapiskan uygulamalar i¢in uygun materyaller olan termosetlere,
epoksi, fenol-formaldehit recineleri ve fiberglas gibi cam takviyeli kompozitlerin imalatinda

kullanilan doymamis poliesterler 6rnek olarak verilebilir [21].

Polimerler ayrica zincir yapilarinin kimyasal yapisina gore de gruplanabilirler. Ornegin,
polimer zinciri boyunca karbon atomlarina sahip olan polimerler homozincirli polimerler
olarak siniflandirilirlar. Polimer zinciri boyunca sadece tekli baga sahip polimerlere
polialkilenler, Dien elastomerleri (poliizopren ve polibutadien gibi) gibi zincir boyunca ¢ift
bag igeren polimerlere, polialkenilenler denilmektedir. iskelet yapilarinda birden fazla atom
tipt igeren heterologlu polimerler, zincir boyunca konumlandirilan atomlarin ve kimyasal

gruplarin (karbonil, amid veya ester gibi) tiirlerine gére gruplandirilir.

Polimerlerin 6zellikleri, zincir yapisina bagl olarak 6nemli derecede degismektedir. Ayni
cins monomerlerin kimyasal baglarla baglanarak olusturduklar1 polimerler homopolimer
olarak siiflandirilirken, genellikle, polimerizasyon sirasinda iki veya ti¢ farklt monomeri
veya tekrar eden birimi baglayarak yeni ve istenen 6zelliklere sahip polimerleri kopolimerler
olarak siniflandirilmaktadir. Ticari olarak, en 6nemli kopolimerler stiren, etilen, akrilonitril

ve vinil kloriir gibi vinil monomerlerden iiretilmektedir [21].

Benzer sekilde, zincir boyunca monomer birimlerinin dizilimi, kopolimerizasyon islemi
sirasinda her bir monomerin goreceli reaktivitesine bagli olarak biiylik 6lciide degisiklik
gostermektedir. Polimer zinciri igerisinde, monomer yerlesimi tamamen rasgele olabilir

veya mitkemmel sekilde degisebilir ve buna bagli olarak da rastgele kopolimer, alternatif



kopolimer, diblok koplimer, triblok koplimer olarak isimlendirilebilir. Bu kopolimer
yapilara ek olarak, as1 kopolimerleri, bir polimer zincirinin iizerinde olusturulan dallanmig

polimeri ifade etmektedir.

Polimerler dallanma tiiriine gore de; dogrusal, dallanmis ve ag yapili polimerler olarak da
siniflandirilabilir. Polimerler kaynaklarina gore de; dogal, yari sentetik ve sentetik

polimerler olarak da gruplandirilmaktadirlar [22-23].

2.2. Polimerlerin Sentezi ve Elde Edilis Yontemleri

Polimerlerin 1s1l islem o6zelliklerine, zincir tipine, dallanmasma ve icerdigi monomer
sayisina ve polimerlesme tipine veya kaynagina gore siniflandirilmasina ilaveten, polimerler
polimerizasyon mekanizmalarina gore de siniflandirilmaktadirlar. Genel olarak, polimerler
sentez yontemlerine gore de basamakli polimerizasyon (kondensasyon polimerizasyonu) ve
katilma polimerizasyonu (zincir polimerizasyonu) olmak iizere iki sekilde elde

edilebilmektedirler.

Kondenzasyon polimerleri, iki molekiiliin rasgele tepkimesiyle elde edilir. Bir
polikondensasyon tepkimesine katilan bir molekiil, her biri, karboksilik asit veya hidroksil
gruplar1 gibi tamamlayici iglevsel ug birimlere sahip olan bir monomer, oligomer veya daha
yiiksek molekiil agirlikli bir ara madde olabilir. Genellikle su molekiileri bir bir yapidan
ayrilirken esterifikasyon veya amidasyon gibi herhangi bir yiiksek verimli yogunlagma
reaksiyonu ile yiiksek molekiil agirlikli bir polimer elde edilir. Bir yogunlastirma
polimerizasyonuna, adipik asit ve heksametilendiamin'in polikondensasyonu ile naylon-6,6

sentezi veya bisfenol-A ve fosjenden polikarbonat sentezi rnek olarak verilebilir.

2.2.1. Serbest radikal polimerlesmesi

Katilma polimerizasyonu radikalik ve iyonik polimerizasyon olmak tizere iki sekilde
ilerleyebilir. Zincir biiylimesini saglayan aktif merkezler radikalik karekterde ise radikalik
zincir polimerizasyonu (radikalik polimerizasyon), iyonik karekterde ise iyonik zincir

polimerizasyonu (iyonik polimerizasyon) tanimalamalar1 kullanilir.

Serbest radikal polimerlesmesi iic asamada gergeklesmektedir. Baslangigta monomer

molekiilleri ¢esitli yontemler kullanilarak radikal haline dontistiiriiliir. Radikal olusumu, 1s1,



fotokimyasal, radyasyon veya cesitli baslaticilar tarafindan saglanir. Bu amagla ortamda
radikal olusturmak icin en yaygin yontem ortama disaridan bir baslatici eklemektir.
Baslatic1, radikal olusturarak vinil grubundaki ¢ift baga atak yaparak polimerizasyon
islemini baslatmis olur. Baglatici olarak ¢esitli peroksitler, diazo bilesikleri ve redoks ciftleri

kullanilir.

Peroksit baslaticilardan en yaygin kullanilani benzil peroksittir. Bu baslatici 1s1 ile kolaylikla
parcalanarak serbest radikal olusturmaktadir. Daha sonra baslama agsamasinda olusan
radikaller monomer molekiiliindeki ¢ift bag1 kirarak polimerizasyonu baslatirlar. Olusan
yeni radikaller ortamda bulunan monomerler ile reaksiyona girerek polimer zincirinin
biliylimesine neden olurlar. Polimerizasyon ilerledik¢e polimer zinciri biiylir ve molekiil
agirhigr artar. Ortamdaki radikaller gesitli yollar ile (dallanma yeni ¢ift bag olusturma veya

bir bagka radikal ile reaksiyona girerek) soniimlenir ve polimerizasyon islemi tamamlanir.

2.2.2. Tyonik polimerizasyon

Iyonik zincir polimerizasyonu, aktif merkezin karekterine baglh olarak katyonik zincir
polimerizasyonu (katyonik polimerizasyon) ve anyonik zincir polimerizasyonu (anyonik
polimerizasyon) seklinde iki ayr1 baglik altinda incelenir. Katyonik polimerizasyonda zincir
biliylimesi katyonik merkezler, anyonik polimerizasyon da ise anyonik merkezler lizerinden
saglanir. Monomer molekiilleri bu aktif merkezlere ardarda katilarak asagida sematik olarak

gosterilen aktif polimer zincirlerine dontistirler (Sagak 2006).

Zincir polimerizasyonu serbest radikaller iizerinden oldugu kadar iyonlar ve koordinasyon
kompleks yapici ajanlar iizerinden de yliriiyebilir. Bir vinil monomerinin hangi mekanizma
iizerinden polimerlestirilecegi, siibstiiye gruplara baglidir. Ornegin halojenlenmis viniller
(vinilkloriir, vb. gibi) ve vinil esterler yalmzca radikallerle polimerlestirilirler. Iyonik
polimerizasyon genellikle katalizorlerin ayr1 bir fazda bulundugu heterojen sistemleri igerir.
Reaksiyon hizi radikal polimerizasyonuna gore ¢ok hizlidir. Baz1 durumlarda reaksiyon
hizin1 kontrol etmek icin polimerizasyon islemi ¢ok diisiik sicakliklarda gergeklestirmek

gereklidir.



2.2.3. Kondenzasyon polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerleri benzer veya farkli yapidaki poli-fonksiyonel monomerlerin,
genellikle kiiciik bir molekiil ¢ikararak reaksiyona girmesiyle elde edilir. Burada en 6nemli
kosul monomerlerin poli-fonksiyonel olusudur. Hidroksil, karboksil ve amin gibi
fonksiyonel gruplardan en az iki tane tasiyan monomerler esterlesme, amidlesme, vb. gibi
reaksiyonlarla, kiigilk molekiiller ¢ikararak, kondenzasyon polimerlerini olustururlar.
Poliiiretanlarin elde edildigi iiretan olusumu ve naylon 6'nin elde edildigi kaprolaktam halka
acilmas1 gibi, kiiciik molekiil ¢ikis1 olmadan dogrudan monomerlerin katilmasi seklinde

yiirliyen polimerizasyon reaksiyonlari da genellikle bu grup i¢cinde degerlendirilmektedir
[24].

2.2.4. Kiitle (y1gin) polimerizasyonu

Kiitle polimerizasyonu ve ¢dzelti polimerizasyonu homojen polimerizasyon, siispansiyon ve
emiilsiyon polimerizasyonlar1 da heterojen polimerizasyon teknikleridir. Bu tekniklerden
slispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyonu mikrokiire tiretiminde kullanilmaktadir [25]. Bu
tiir polimerizasyonda monomer, i¢ine uygun bir baslatici ilave edildikten sonra, belli sicaklik
ve basingta dogrudan polimerlestirilir. Bu yontemin en 6nemli 6zelligi ve kullanim nedeni
oldukga saf polimerlerin tretilebilmesidir. Proses, polimerizasyon sonucu olusan {iriin,

iiretim sonras1 ayirma, saflastirma, vb. gibi bir cok islemi gerektirmez.

Bu yontemin en Onemli dezavantaji ise ortaya c¢ikan 1simin ortamdan kolay kolay
uzaklastirilamayisi, dolayisiyla sicaklik kontroliiniin gii¢c olmasidir. Bu hususa 6zellikle
radikal polimerizasyonunda dikkat edilmelidir. Bu tiir polimerizasyonlar siddetli
ekzotermiktir. Bu nedenden dolay1 yiiksek molekiil agirlikli polimer molekiillerinin hemen
olusmasina ve ortam viskozitesinin hizla artmasina sebep olur. Sicaklik kontrolii son derece
zorlagir. Yerel sicaklik artiglari, polimerin bozunmasma ve monomerin kaynamasi sonucu
gaz olusumuna, hatta siddetli patlamalara neden olabilir. Sivi, kati, gaz halindeki
monomerler bu yolla polimerlestirilebilir. Ancak daha ¢ok sivi monomerlerin

polimerlestirilmesi igin tercih edilir.

Ancak polimerizasyon sirasinda artan ortam viskozitesi, 1s1 aktarimini ve karigtirmayi

zorlastirir.  Ayrica tepkimeye girmeyen monomerlerin temizlenmesi gerekir. Bu
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dezavantajlar biiyiik olgeklerde iiretim yapilmasmi smirlar. Ozellikle laboratuvar

caligmalarinda kullanilan bir polimerizasyon yontemidir.

2.2.5. Dispersiyon polimerizasyonu

Bu polimerizasyon teknigi ile 1-10 mikrometre arasinda monodispers polimerik partikiiller
elde edilir. Dispersiyon polimerizasyonunun &zelligi monomer fazi, dagitma fazinda
coziinmektedir ama polimerizasyon isleme sonunda olusan polimer dagitma fazinda

¢Oziinmemektedir.
2.2.6. Emiilsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonunda birbiri ile karismayan iki faz s6z konusudur. Monomer fazi
dagitma fazi i¢inde emiisyon halinde dagitilmistir. Siispansiyon polimerizasyonundan farkli
olarak burada baslatici dagitma fazinda ¢6ziinmiistiir. Cesitli emiilsiyon yapici maddeler
kullanilarak monomer fazi dagitma faz1 i¢inde kararli olarak tutulmasini saglarlar.
Bunlardan en yaygin kullanilan sodyumdodesilsiilfattir. Bu polimerizasyon teknigi ile 1.0

mikrometre civarinda tek diize kiiresel partikuller elde etmek i¢in kullanilmaktadir.

2.2.7. Siispansiyon polimerizasyonu

Suspansiyon polimerizasyonu ilk defa 1909 yilinda Holfman ve Delbruch tarafindan
gelistirilmigtir. Endiistride biiylik 6l¢ekli polimer {iretiminde kullanilan bu polimerizasyon
teknigi ile reaktor isletim kosullarina bagl olarak 50-1000 mikrometre capinda, gozenekli
veya gozeneksiz partikuller elde edilebilmektedir. Bu teknikte, polimerizasyon sistemi
monomer ve dagitict fazdan olusmaktadir. Monomerin dagitici fazdaki ¢oziiniirliiglintin ¢ok
diisiik olmasi beklenir. Bu amagla, hidrofilik monomerler i¢in yag ve petrol eteri gibi
hidrofobik sivilar kullanilirken, hidrofobik monomerler i¢in ise dagitma fazi olarak
genellikle su kullanilmaktadir. Monomer damlaciklart yapisinda ¢oziinmiis olarak
baglaticiyr igerir. Is1 gibi etkiler ile polimerizasyon reaksiyonu baglatilir ve reaksiyon
sonucunda her monomer damlasi bir polimer partikuliine doniisiir. Siispansiyon
polimerizasyonunda karsilasibilecek en biiyiik sorun partikullerin birbirlerine yapisarak
y1gin faza doniisme egilimidir. Bunu onlemek i¢in stabilizér maddelerin polimerizasyon

sistemine ilave edilmesi gerekmektedir. Nihai olarak elde edilecek polimer partikuliiniin
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capmin ve dagilimin, kullanilan stabilizatére ve ortamin karigtirilma hizina bagl olarak

PN

degistigi rapor edilmistir [26].
2.3. Calismada Kullanilan Monomerler

Hidroksipropil metakrilat (HPMA) temelli malzemeler, baski miirekkepleri, reaktif
yapistiricilar ve kaplamalar, tekstil liflerinin ylizey modifikasyonu, termal olarak ¢apraz
baglanabilir boya formiilasyonlari, fotorezistler ve radyasyonla sertlestirme, metal
uygulamalar i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir. HPMA’1n ¢apraz baglama alanlarina
dahil edilmesi, yiizeylere yapigsmayi arttirir ve aginma direnci kazandirir. HPMA, yapisinda
hidroksil gruplarinin bulunmasi nedeniyle, yumusak kontak lenslerdeki 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) yerine kullanilabilir. HPMA monomeri daha iyi bir su direnci direnci
gerektigi zaman HEMA ile birlikte kullanilabilir. Daha iyi biiziilme direnci i¢in de tercih

edilir.

OH

5 0O -
HQC\HLOCSHBOH

CHs CH3 n

Sekil 2.1. HPMA ve pHPMA 1n kimyasal yapisi

HPMA monomeri, bazi komonomerler kullanilarak kiire veya film yapida hazirlanabilen
polimerinin, mekanik dayanimmin yiiksek olmasi, kimyasal ve mikrobiyal degradasyona
kars1 dayanikli olmasi, bu destek materyalini farkli alanlarda kullanilir hale getirmektedir.
HPMA ve pHPMA nin kimyasal yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir. pHPMA ’1n yiizey yapist,
gozenekli hazirlanmaya uygun oldugundan, genis bir yiizey alam1 elde etmek ve yiiksek
oranda ligand baglamak miimkiindiir. Ek olarak, ylizeyinde hidroksil gruplarinin bulunmasi,

ligandlarin baglanmasina olanak tanimaktadir.

Glisidil metakrilat (GMA), diger akrilik monomerlere kiyasla diisiik toksisiteye ve maliyete
sahip hidrofilik bir vinil monomerdir. Yapisinda epoksi ve akrilik olmak iizere iki 6nemli

fonksiyonel grup bulundurur [27]. GMA’da bulunan epoksi gruplari (Sekil 2.2), amin, tiyol
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ve fenolik gruplarla kolayca reaksiyona girerek kararli kovalent baglar olusturur. Epoksi
grubuna sahip glisidil metakrilatin (GMA) genis bir araliktaki niikleofil ile reaksiyona girme
kabiliyeti nedeniyle GMA, protein ayriminda kullanilmak tizere gézenekli polimerlerin
hazirlanmasinda 6nemli bir monomerdir. Epoksi fonksiyonel gruplar igeren alkil(met)akrilat
polimer esaslt capraz bagli malzemeler, kaplamalar, kaliplama ve biyolojik olarak aktif
maddeler i¢gin tasiyici olarak uygulamalar1 dnem kazanmaktadir [28-29]. Ozellikle, hidroksi
fonksiyonel metakrilatlar ve glisidil metakrilat (GMA) komonomerlerinden olusan
kopolimerleri daha iyi mekanik 6zelliklere sahip olduklar1 rapor edilmistir [30]. Ornegin,
serbest radikal polimerizasyonu ile, GMA ile islevsellestirilen seliiloz nanokristallerinin
varliginda hazirlanan akrilamit esasli ag yapili nanokompozit hidrojellerin hazirlanmasi ile

polimerin modul, kuvvet ve toklugunda keskin bir artisin elde edildigi belirtilmistir [31].

O

HQC\ O%

CHs O

Sekil 2.2. GMA’nin kimyasal yapis1

Ozellikle enzim molekiillerinin immobilizasyonu islemlerinde ve depolamaya Kkarsi
kararlilig1 arttirmak i¢in, epoksi gruplar1 igeren GMA ’nin kullanimi 6nem kazanmaktadir
[32]. Metakrilat esasli hidrojellerin, baz1 biyomedikal uygulamalarda yiizeylerde hiicre
baglanmasina ve biiyiimesine direng gosterdigi bilinmektedir. Santander-Borrego ve
arkadaslari, epoksi gruplar ile tiirevlendirilen hidrojellerin {iretimi i¢in, fonksiyonelite
derecesinin ayarlanabilir hidroksietil metakrilata (HEMA) ve GMA'nin kopolimerini basit
bir teknikle hazirlamiglardir [33]. Ek olarak, glisidil metakrilat monomeri, poliolefinlere ve

diger akrilatlara epoksi islevsellestirme saglamak i¢in de kullanilmigtir.

HPMA ve GMA kullanarak hidroksil fonksiyonel metakrilat esasli c¢apraz baglanmis
materyallerin hazirlanmasma ve bu yolla hidrofobik yapidaki GMA komonomerinin,
hidroksipropil metakrilat temelli polimer yapisina katilarak mekanik o6zelliklerin
gelismesine katki sagladigi rapor edilmistir [34]. HPMA monomeri farkli birgok monomer
kullanilarak kopolimerlestirilebilmektedir. Duyarli materyallerin iiretimi i¢in polimerlerin
GMA ile fonksiyonlandirilmasi veya asilanmasi iizerine yogun caligmalar yapilmis olsa da,

hidroksi fonksiyonel metakrilatlara dayanan polimerlerin hazirlanmasina yonelik ¢caligmalar
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sinirli sayidadir. Hidroksipropil metakrilat (HPMA) esasli kopolimer polimer yapilarinin
tasarlanmasi, islevsel komonomerlerin kullanilmasi ile basarilmigtir. Radikalik
polimerizasyon ile elde edilen termal duyarli p(NIPA-ko-HPMA) hidrojellerinde
intramolekiiler hidrojen baglarinin potansiyel olusumu, Ilic-Stojanovic ve arkadaslari
tarafindan OH- gruplarina sahip HPMA'nin termal kararlilik ve kristalinite {izerine etkisini
aciklamak icin ¢aligilmistir [35]. NIPA-HPMA'nin 1s1ya duyarli kopolimer hidrojelleri gama
1sinlamasi ile de sentezlenmis ve jel fraksiyonunun ilk soliisyonda HPMA oranini arttirarak
hafif¢e arttigi bulunmustur. Ayrica, glukoza yanit olarak insiilinin ge¢irgenligi, membrandan
insiilinin gecirgenlik katsayisinin pH ile degistigi N, N-dietilaminoetil metakrilat ve HPMA
kopolimer polimeri kullanilarak arastirilmis ve pH 6,8'in altinda gecirgenlik katsayisinda
bliylik bir artis gozlemlenmistir [36]. Radyasyonla hazirlanan Akrilamid / hidroksipropil
metakrilat / maleik asidin (AAm / HPMA / MA) terpolimer hidrojellerinin sisme ¢alismalari,
HPMA'nin AAm ve MA'dan daha az hidrofilik oldugundan, HPMA'nin AAm'ye dahil
edilmesi ile sisme derecesini diislirdiglinii gostermistir [37]. Bir¢ok sensor siteminin
gelistirilmesinde, metakilata dayali akilli hidrojellerin, implante edilebilir biyomedikal
sensorler ve ilag salim sistemlerine son derece uygun oldugu gosterilmistir [38-39]. Lin ve
arkadaglar1 belirli mol oraninda tetractilenglikol dimetakrilat (TEGDMA) ile capraz
baglanmis HPMA ve N, N-dimetilaminoetil metakrilati (DMAEMA) kullanarak =400 pm
kalinliginda akilli polimerik ince filmler hazirlamislar ve kemo-mekanik sensor olarak

kullanilmistir [40].

Tez calisas1 kapsaminda capraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), bir
esdeger etilen glikol ve 2 esdeger metilakrilik asit yogusmasiyla olusan bir diesterdir.

EGDMA monomerinin kimyasal yapis1 Sekil 2.3°de gosterilmistir.

0 CH,
H,C (0]
CH, 0

Sekil 2.3. EGDMA’1n kimyasal yapisi

EGDMA monomeri kullanilarak homopolimer ve kopolimer hazirlanabilir. EGDMA’nin
kopolimerleri; akrilik asit ve tuzlari, amidleri ve esterleri ile; ve ayrica metilakrilat,
akrilonitril, maleik asit esterleri, vinil asetat, vinil klorid, viniliden klorid, stiren, biitadien,

doymamis poliesterler ve kuruyan yaglar vb. ile hazirlanabilir. Etilenglikol dimetakrilat
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monomerinin farkli organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girmeye yatkin olmasi ve
diistik viskozite, adezyon, esneklik, ve yiliksek capraz bag yogunlugu sunan bir hidrofilik
disfonksiyonel metilakrilat olmasi nedeni ile genis bir kullanim alanina sahiptir. Polimerik
sistemlere capraz baglayici olarak EGDMA ilave edilmesi, materyallerin etkinliginin ve

mekanik 0zelliklerinin arttirilmasina neden olmaktadir.
2.4. Manyetik Ozellik Kazandirilmis Polimerler
2.4.1. Manyetik partikiiller

Manyetik alandan etkilenen maddeler paramanyetik olarak adlandirilirken, manyetik alan
varliginda tepki gostermeyen maddeler ise diamanyetiktik olarak adlandirilmaktadir. Hava,
aliminyum ve silisyum paramanyetik gruba giren maddeler olarak orneklendirilebilir.
Ferromanyetik maddeler ise, manyetik alan varliginda kalict olarak kuvvetlice etkilenen
maddelerdir. Belirli bir biiyliklikteki nanopartikiillerden olusan demir, nikel, kobalt ve
alagimlarini igeren maddeler bu gruba dahildir. Tez calismasinda kullanilan, kimyasal
formiili Fe304 olan ve FeO.Fe203 seklinde de gosterilebilen magnetit dogal miknatis
ozelligi siirekli olan demir oksit mineralidir. Magnetitde demirin iki farkli yilikseltgenme
basamagini igerdiginden (2+ ve 3+) bu materyalin iletkenligi Fe2O3 e kiyasla daha fazladir.
Manyetik mikrokiireler genellikle Fe, Co, Cu, Mn tuzlarinin ¢oktiiriilmesiyle elde edilen
ferritler veya Fe304 (magnetit), Fe203 (maghemit) gibi demir oksitler kullanilarak
sentezlenebilmektedir [41]. Manyetik 6zellik kazandirilmis inorganik veya organik temelli
materyaller ayirma teknolojilerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ferromanyetik
manyetik 6zellige sahip Fe304 partikullerin islemsel, kimyasal ve mekanik kararliligini
arttirmak icin inorganik veya sentetik ve/veya dogal polimerik malzemelerle kaplanmasi
siklikla basvurulan yontemler arasindadir. Bu amagla inorganik malzemelerin kullanilmasi;
yiiksek mekanik diren¢ kazandirilmasi ve sulu ortaminda ¢6ziilmez olmalar1 ve ¢ok uzun raf
Omiirleri saglamalari nedeni ile Onemli avantajlar saglamaktadir. Ancak, Fe304
nanopartikiillerinin inorganik malzemelerle kaplanirken yiizey modifikasyonlarina yeterince

olanak tanimamas1 6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir.

Fe304 nanopartikiillerinin kararliligini arttirmak i¢in kullanilan bir diger yontem ise organik
kokenli dogal veya sentetik polimerik materyallerle manyetitin kaplanmasidir. Inorganik

temelli materyallere kiyasla polimerik materyallerin kullanimi, farkli uygulamalara cevap
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vermek lizere istenen sekilde tasarlanarak sentezlenebilmeleri, farkli geometrik yapilarda ve
gozenkli veya gozeneksiz olarak hazirlanabilmeleri ve yiizeylerindeki fonksiyonel gruplar
sayesinde islevsellendirilebilmelerini saglar. Bu sayisiz avantajlari nedeni ile sentezlenen
manyetik Fe304 nanopartikiillerinin organik temelli polimerik materyallerle kaplanmasi
tercih edilmektedir. Manyetik partikiillerin kullanildig1 ayirma teknikleri sundugu bir¢ok
avantaj ile laboratuvar ve endiistriyel 6lgekli uygulamalarda tercih edilmektedir. Manyetik
ayirma tekniginin kullanimi ile santrifiigasyon veya filtrasyon gibi ekip veya sistemlere
gerek duymadan karisimdaki hedef analitin dogrudan ayristirilmasi ve saflastirilmasi
islemlerinde kullanilmasi; sundugu islemsel kolaylik, diisiik maliyet ve etkin verim nedeni

ile biyoteknoloji uygulamalarinda oldukga ilgi uyandirmistir.

Gilintimiizde farkli geometrilerde iiretilen polimerlerin bir¢ok kullanim alan1 bulunmaktadir.
Geometrik olarak kiire, cubuk veya membran yapilara sahip polimerik destek
materyallerinin kullanilabildigi uygulamalarda, 6zellikle kiire yapidaki tastyic1 destekler

sagladigi avantajlardan dolayi tercih edilmektedir [42].

Manyetik 6zellik kazandirilmis polimerik mateyaller, biyolojik karisimlardan protein veya
enzimlerin ayrigtirllmas1 ve saflastirilmast isleminde, enzim immobilizasyonunda,
adsorpsiyon islemlerinde kullanilmaktadir. Ayrica medikal alanda, ila¢ hedeflemede ve
hipertermia isleminde, kontrollii ila¢ saliminda, hedef proteinlere secici ylizeylerin
hazirlanmasinda, kromatografik destek materyallerinin sentezinde, sensor sistemleri veya
onzenginlestirme sistemleri hazirlanmasinda, yapay kas uygulamalarinda, immiinolojik test
ve tami Kkitlerinde ve molekuler biyoloji alanindaki arastirmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir [43].

Manyetik alana duyarli polimerler, genellikle polimer agin i¢ine demir oksit “Fe304”
(magnetit) veya “Fe203” (hematit) gibi manyetik Ozellige sahip nanopartikiillerin
immobilizasyonu ile hazirlanmaktadir. Ek olarak, kobalt (Co) ve nikel (Ni) gibi elementlerin
polimerin icine yerlestirilerek ve ayrica demir karmasik bilesikleri kullanilarak manyetik
ozellige sahip destek materyalleri hazirlanabilmektedir [44-45-46]. Giinliimlizde, 6zellikle
biyoteknoloji ve tip alaninda ¢esitli hiicre, viriis ve viriis benzeri yapilarin ayrimi, protein,
DNA, RNA saflastirma veya isaretleme, gida analizleri, ilag tasinimi, biyokataliz ve teshis
amach ¢alismalarda manyetik ayirma yontemlerinden faydalanilmaktadir [47-48]. Yapilan

bir ¢alismada tirozinaz enzimini magnetit (Fe304) {lizerine tutuklamis ve serbest enzime
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kiyasla islemsel ve 1sisal kararliligimin arttirilldigi ve kati destege tutturulan enzimin
aktivitesinde sadece %5 degerinde bir kayip oldugu bildirilmistir [49]. Horak ve digerleri
tarafindan, polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR), immiinomanyetik ayirmalarda,
Salmonella hiicrelerinin saptanmasinda, DNA diyagnostiklerinde ve genomik DNA
isolasyonunda kullanilmak iizere dispersiyon polimerizasyonu ile manyetik poliglisidil
metakrilat mikrokiireleri hazirlanmistir [50]. Manyetik polimerlerin genellikle iyi kiitle
aktarimi1 ve secici ayirma gibi baslica iki 6zellikten dolay1 tercih edildigi literaturde rapor
edilmistir [51]. Manyetik 6zellik kazandirilmis polimerlere, ilgili reseptore karsi protein
veya monoklonal antibadi ile kaplayarak DNA fragmentlerini, hedef enzimleri, 6zellikli
kanser hiicrelerini, T- ve B- lenfositleri, graniilositleri, 10kositleri, monositleri, dendritik
hiicreleri, viicut sivilarindaki (kemik iligi, dalak ve idrar) dogal koruyucu yapilar1 tutma ya

da ayirma ozellikleri kazandirilabildigi belirtilmektedir [52-53].

2.5. Polimerlerin Modifikasyonu

2.5.1. Asilama

Atom transfer radikal polimerizasyonu, (ATRP), polimerlerin modifikasyonu i¢in kullanilan
yeni bir yontemdir. Bu teknik, monomerden polimer ve kopolimer elde etmek amaciyla
kullanilan bir sentez yontemi olan serbest radikal polimerizasyon teknigine dayali bir
polimerizasyon yontemidir. Bu yontemle, zincir uclarinda fonksiyonel gruplar bulunan, mol
kiitlesi kontrol edilebilen ve dar mol kiitlesi dagilimli polimerler hazirlanabilir. Son gruplarin
fonksiyonel olmasi polimer zincir geometrisinin kontroliine olanak saglar ve yildiz, tarak
veya ast tiirli (ko)polimerler hazirlanir. ATRP yontemi kullanilarak ¢ok zengin geometrilere
sahip blok kopolimerler, dendrimerler, hiper dallanmis zincirler ve agst kopolimerler elde

edilmektedir.

ATRP tekniginin mekanizmasi, yigin halde, c¢ozeltide, ya da mikroemiilsiyon,
miniemiilsiyon, emiilsiyon, siispansiyon, dispersiyon ve ters miniemiilsiyon gibi heterojen

ortamlarda polimerlesme i¢in kullanilabilir.
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2.5.2. Ligand baglanmasi

Hedef molekiile secici olarak baglanma yetenegi olan molekiiller ligand olarak
tanimlanmaktadir. Polimerik destek materyaline kovalent olarak baglanan ligand
molekiilleri ile hedef molekiil arasinda genellikle, iyonik etkilesim, hidrojen baglar1 veya
zayif ve uzun mesafeli van der Waals etkilesimleri gibi zayif etkilesimler ger¢eklesmektedir

[54].

Enzimler, koenzimler, kofaktorler, antikorlar, amino asitler, oligopeptidler, aptamerler,
proteinler, niikleik asitler ve oligoniikleotidler gibi ¢esitli fonksiyonel molekiiller, yeni
desteklerin tasariminda ligand olarak kullanilabilmektedir. Ligand olarak kullanilabilen
aptamerler hem ucuz hem de hedef analite yiiksek baglanma afinitesi sergilemesi nedeni ile

hali hazirda arastirmacilarin dikkatini ¢eken bir makromolekiil olmustur.

2.6. Aptamerler

Aptamerler; peptidler, vitaminler, ilaglar, mikroorganizmalar, bakteri sporlari gibi ¢cok cesitli
molekiillere yiiksek affinite ve Ozgiillikte baglanabilen oligoniikleotidlerdir ve 19901
yilinda SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) yontemi olarak
bilinen, in vitro seleksiyon ve amplifikasyon teknigi ile kesfedilmislerdir. Gelistirilen bir
yontem sayesinde tek zincirli DNA, RNA oligoniikleotitleri istenen dizilime gore
sentezlenip saflastirilabilmistir. Bu ydntem bir dizi tekrarlanan islemden olusur. ilk olarak
tiim niikleik asitler hedef molekiil ile inkiibe edilir. Hedef ile sik1 baglanan niikleik asitler,
baglanmayanlardan ayrilarak PCR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan baglanma dizileri, hedef ile
tekrar inkiibe edilir. Her hedef i¢in bu islem 6-12 kere tekrarlanarak hedef molekiile en sik1
baglanan niikleik asit secilmis olur. Secilen niikleik asit klonlandiktan sonra sekanslanir
[55]. Boylece hedefe en siki baglanan aptamerin niikleik asit dizisi belirlenmis olur. Son
zamanlarda, aptamerler, yani dizilis havuzlarindan rastgele secilen belirli niikleik asitler
biyosensorlerde biyoalgilama materyali olarak kullanilmistir. Aptamerler, yliksek afinitiye
sahip kiiciik molekiiller ve proteinler gibi niikleik olmayan asit hedeflerini baglama
kabiliyetine sahiptir [56]. DNA, RNA ve aptamer problari, biyosensorlerde tipik olarak
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve manyetik transdiiserler ile integre edilebilir. Yapilan
bir ¢alismada, hazirlanan aptamer esasli biyosensor sistemi kullanilarak karmagik biyolojik

karisimlardan, proteinlerin es zamanl olarak tespiti ve miktarsal tayini yapilmistir [57].
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Biyosensorlerdeki hem birincil, hem de ikincil antikorlar genel olarak elektrokimyasal, optik
ve piezoelektrik transdiiserler aracilii ile birlesirler. Sigir siitlerindeki progesteronun
dogrudan Ol¢limiinii yapmak i¢in gelistirilmis antikor esasli optik biyosensor [58-59] gida
numunelerinde E. coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium’un hizli tespiti i¢in iizerinde
calisilmis etiketsiz QCM imiinosensor [60] ve sudaki antibiyotik ve pestisit kalintilarini

tespit i¢cin sunulmus bir optik imiinosensor [61] Ornekler arasinda sayilabilir.

Aptamerlerin, molekiiler tanida kullanilan yontemler igindeki rolii ve Onemi giderek
artmaktadir. Aptamer temelli biyosensdrler, antikor ve enzim temelli olanlarla

karsilastirildiklarinda sahip olduklari avantajlar su sekilde siralanabilir.

» Yiiksek afinitedeki aptamerler, in vitro kosullarda herhangi bir hedefe karsi segilebilirler.
Bu yolla, bircok farkli aptamer tabanli biyosensorlerin gelistirilmesini miimkiin
kilmaktadir.

* Hedef molekiile karsi secilmis olan aptamerlerin sekans dizileri kolayca
belirlenebileceginden, yiiksek miktarda ve saflikta sentezlenebilir. Bununla birlikte
protein tabanl antikor ve enzimlerden farkli olarak, DNA aptamerleri ¢ogunlukla yiiksek
diizeyde kararlidirlar. Aptamer molekiilleri, oda sicakliginda saklanabilirler.

* Aptamerler hedefe baglandiklarinda, belirgin konformasyonel degisikliklere ugrarlar. Bu
ozellikleri ytliksek oOzgiillikte ve secicilikteki yeni biyosensorlerin tasarlanmasinda

esneklik saglar [62-63].

Zelada-Guillen ve digerleri biyoreseptor olarak aptamer ve iletken olarak karbon nanotiip
kullandiklari, Salmonella Typhi'yi tespit edebilecek bir biyosensor gelistirmislerdir.
Arastirmacilar gelistirdikleri biyosensor ile 5 ml'lik siv1 igerisindeki tek bir bakteriyi %100
duyarlhlikta ve 6zgiiliikte tayin edebilmislerdir. Kantitatif 6l¢iim de yapabilme kapasitesine
sahip bu biyosensor; aptamer ve bakteri arasindaki baglanmay1 60 saniyeden kisa siirede
gostermistir. Diger bir ¢alismada; serumda Hepatit C viriisiiniin (HCV) NS5 kor antijeni,
RNA aptameri ile yiiksek 6zgiilliikte tespit edilebilmistir [64]. Aptamer biyosensorler ile
bakterilerin tespiti viriislere gére daha yeni bir alandir. Bacillus anthracis, Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli ve Bacillus thuringiensis gibi bakterilerin dogrudan tayininde
kullanilmistir. Ayn1 zamanda Bacillus thuringiensis sporlarinin, kolera toksini, shiga toksin,
stafilokokal enterotoksin B gibi mikroorganizma iiriinlerinin aptamer biyosensorler ile

gosteriligi ¢alismalar literaturde mevcuttur [65]. DNA ve RNA’nin yap1 tasi olan niikleik
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asit molekiilleri de oldukga hassas biyobilesenlerdir. Her hiicrenin kendine has bir genetik
yapisi oldugundan niikleik asit dizilimleri de kendilerine 6zgiildiir. Aptamer kullanilarak
gelistirilen bir biyosensor sayesinde 5 mililitrelik bir sivi igindeki tek bir Salmonella

bakterisini 60 saniyeden kisa siirede tespit etmek miimkiin olmus.
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Sekil 2.4. Ussel zenginlestirme yolu ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (SELEX) prosesinin
sematik gosterimi

Aptamer sentezi i¢in Selex yontemi Oncelikle niikleik asit havuzunun olusturulmasi
sonrasinda inkiibasyon ve amplifikasyon ile devam edip izalasyon ile tamamlanir. Bu
yontemin baslangi¢ noktasi rasgele DNA kiitiiphanesinin Kimyasal olarak sentezlenmesidir
[105].

Aptamerler yiiksek ligand yogunluklar1 ve kimyasal olarak kolay modifiye edilebilmeleri
sayesinde 0zgiin hedefler i¢in biyosensdrlerde bir bilesen olarakda kullanilmaktadirlar.
Problar; akustik algilama [66] optik algilama [67-68-69] etiketleme yapilmadan tayini
saglayict biyosensorler, [70] ve floresan sinyal algilama [71] gibi sensorlerde bir bilesen

olarak kullanildiklar1 rapor edilmistir.
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2.7. Biyolojik Makromolekiillerin Kati1 Destek Uzerine immobilizasyonu
2.7.1. immobilizasyon

Enzimler protein yapida biyolokik katalizér molekiilleridir. Enzimler reaksiyonlar sonunda
reaksiyon ortamindan degismeden ¢ikarlar. Bu nedenle biyokatalizdrler bir¢ok kereden fazla
kullanilabilir, ancak enzimin reaksiyon ortaminda ¢Ozilinlir halde bulunmasi, enzimin
cozeltiden ayrilmasini zorlastirmaktadir. Boyle durumlarda enzim destek bir kati yiizeye
tutuklanarak reaksiyon ortaminda uzaklastirilarak tekrar tekrar kullanilmaktadir. Enzim
immobilizasyonu, enzimin sulu ortamlarda serbest ¢oziiniirliigiinii engelleyen bir yontemdir.
Kisaca, biyolojik olarak aktif bir katolizdriin aktivitesini kaybetmeden bir destek iizerine
tutturulmasi veya hapsedilmesine immobilizasyon denir. Biyolojik kararliligin1 arttirmak,
verimini yiikseltmek, segiciligini ve dayanmimini arttirmak gibi avantajlari olan
immobilizasyon  enzimlere, hiicresel  organellere, mikrobiyal  hiicrelere

uygulanabilmektedir.

Genel olarak immobilize biyokatalizdrler kararlidir ve kesikli tip reaksiyonlarda tekrarl

olarak ya da akiskan sistemlerde siirekli olarak kullanilmaktadir [72].

Baslica immobilizasyon yontemleri

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir maddenin bir matriks ylizeyine tutunmasi olayidir.  Adsorpsiyon
yonteminin bazi avantajlar1 vardir. Bu yontem daha basit, ucuz ve tutuklanan enzimde
yiiksek katalitik aktivite korundugu i¢in diger metotlardan daha yiiksek bir ticari potansiyele
sahiptir. Biyokomponent matriks yilizeyine kovalent olmayan etkilesimler hidrojen baglari,

Van der Waals kuvvetleri ile tutturularak gergeklestirilir.

Kovalent baglama

Kovalent baglama, baglanma yiizeyindeki veya biyomakromolekiil iizerindeki tiyol (-SH),
hidroksil (-OH), amin (-NH2), karbonil (-C=0), karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel
gruplar1 arasinda meydana gelen kovalent baglarla gerceklesmektedir. Kovalent olarak

enzim tutuklanmasi icin c¢esitli destek materyalleri mevcuttur. Hidrofilik 6zellikli
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tastyicilarin genel olarak basarili olarak uygulamalarda kullanildiklari rapor edilmistir.
Omek olarak, enzim immobilizasyonunda tasiyici olarak cesitli karbohidrat polimerleri
siklikla kullanilmaktadir (seluloz, dekstran, nisasta ve agaroz gibi). Bunlarin yaninda akrilat
kokenli polimerler ve ayrica ak gdzenekli silika partikullerde kullanilmaktadir, ancak

bunlarimn hidrofilik 6zelligi karbohidrat polimerlerinden daha diisiiktiir.
Capraz baglama

Capraz baglama metodunda tasiyict bir metaryal olmaksizin enzimlerin ¢esitli ¢apraz
baglhyicilar kullanilarak birbirine baglanmasi ile gercgeklestirilen bir immobilizasyon
yontemidir. Ornek olarak, gluteraldehit gibi reaktif bi-foknsiyonel malzemeler
kullanilmaktadir. Capraz baglama ile elde edilen immobilizasyon iiriinlerinde suda

¢Oziinmemektedir.
Matriks i¢i tutuklama yontemi

Bu yontemde enzim bir polimer ag yapinin igerisine tutuklanmaktadir. Bu tutuklama
yonteminde, substratin matriksin ag yapisindan igeri girmesine izin verilirken, protein de
disart ¢ikmasina izin verilmemektedir. Bu yontemin kovalent baglanma ve ¢apraz

baglanmadan farki enzimin matriks icerisnde serbest olmasidir.
2.8. Patojen Mikroorganizmalar

Patojen kelimesi, eski Yunanca’'daki "pathos" (ac1) ve "genesis" (olusma) kelimelerinin
birlesimidir. Hastalifa sebebiyet veren her tiirlii organizmalara patojen denilmektedir.
Bakteriler, virlisler, fungular ve mantarlar patojen gruplarda igeririler. Genel olarak,

infeksiyonlara ve gidasal zehirlenmelere yol acarlar.
2.8.1. Salmonella

Genel olarak Salmonella tiirleri 2,0-5,0 pm boyunda ¢ubuk seklinde peritrik ayaklar
aracili81 ile hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, gram negatif ve fakiiltatif bir anaerobik bakteridir.
Salmonella bakterilerinin iireme sicaklik araligi 20-40 °C dir. Genellikle S tipi koloniler
yaparlar. M tipi koloni olusturan tiirleride vardir (Salmonella schottmuelleri).

Salmonella, tifo, paratifo ve gida zehirlenmesine yol agabilen, ¢ubuksu, gram


https://tr.wikipedia.org/wiki/Tifo
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Paratifo&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/G%C4%B1da_zehirlenmesi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-negatif
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negatif bir enterobakteri tiiriidiir [73-74]. Genellikle tiiketilen gidalar yolu ile bulasirlar.
Patojenik Salmonella suslart insan ve diger bircok memeli tiirlinde hastalik etkenidir.
Salmonella serotipleri gastroenteritden, tifo, bakteremi, fokal infeksiyonlar ve yasam boyu
tasiyiclt duruma kadar genis bir hastalik spektrumuna yol acabilmektedir. Tifoid olmayan
Salmonella enfeksiyonlari, iilkemizde ve diinya genelinde en 6nemli gida infeksiyonlarindan
biridir. Hastalik siddetli karin agrisi, ates, diyare, bulanti ve bazen kusma ile kendini
gostermekte, cocuklarda ve yashilarda asir1 su kaybina bagli olarak hayati tehlike
yaratmaktadir. Salmonella tiim diinyada gidalar araciligi ile infeksiyona yol acan en 6nemli
etmendir. Salmonella siit ve siit {irlinleri, et ve et {irtinleri ile bulagan gida zehirlenmelerine
neden olmaktadir. Salmonella spp., Listeria spp. ve S. aureus gibi patojenlerin
kontaminasyonu, gida endiistrisinde karsilasilan en 6nemli sorun olmakla birlikte bu
mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilan yontemler uzun zaman gerektiren ve
yilksek maliyetli gerektirmektedir. Salmonella’nin yol agtigi gastroenterit Sliimle
sonuclanabilir. Gastroenteritin siddeti konagin yasina baglidir. Yenidoganlarda, bebeklerde
ve yaglilarda daha siddetlidir. [75-76]. Hastalik Kontrol Merkezleri (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC)’nin en son raporlarina gore, biitiin gida kaynakli bakteriyel
patojenler igerisindeki genel siralamada en yaygin ikinci cins olup, salginlarin % 23’iinii,
hastaliklarin % 31’ini ve hastaneye kaldirilma vakalarinin % 62’sini Salmonella vakalari

kapsamaktadir [77-78].

2.8.2. Patojen tayin yontemleri

Klasik yontem

Genel olarak; patojenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi amaciyla kullanilan analiz

yontemlerinin bazi temel niteliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Bunlar;

*  Analizlerin kisa siirede tamamlanmasi (zaman faktorti),
* Ucuz olmasi (maliyet faktorii),

»  Spesifik olmasi (duyarlilik faktorii),

*  Dogru sonug¢ vermesi (dogruluk faktorii),

*  Kolay uygulanabilir olmasi,

+  Kalifiye eleman ve alet-ekipman gereksiniminin fazla olmamasi seklinde siralanabilir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-negatif
https://tr.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
https://tr.wikipedia.org/wiki/Cins
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Kiiltiirel yontemlerin en 6nemli dezavantaji ise analizlerin sonuglandirilmasiin oldukga

uzun bir siireye gereksinim duyulmasidir.

Salmonella ‘nin belirlenmesindeki klasik kiiltiirel yontemler genellikle dnzenginlestirme
(16-20 saat), selektif zenginlestirme (24-48 saat), selektif kat1 besiyerlerinde izolasyon (24-
48 saat), biyokimyasal tanimlama ve siipheli kolonilerin serolojik dogrulanmasi (48-72 saat)
basamaklarindan olusmaktadir. Bu nedenle gidalardan klasik kiiltiirel yontemlerle

Salmonella izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in en az 5-7 giine ihtiya¢ duyulmaktadir [79].

Biitiin bunlara bagli olarak da gidalarda Salmonella belirlenmesi i¢in hizli yontemler

gelistirme ¢abalarinin arttigi gézlenmektedir [80-81].

PCR

PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ daki 6zgiil bolgelerin ¢ogaltilmasin
(amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basarili bir in vitro DNA sentezi yontemidir.
PCR; DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapan bir

tekniktir. PCR 1n alanlar kisaca;

* DNA’ nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda

* Genetik hastalik teshisinde ( orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X sendromu,
AIDS, I6semi vb. )

» DNA parmak analizinde

+ Insan evrimi arastirmalarinda

+ Insan Genom Projesi’ ndeki arastirmalarda

 Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin
belirlenmesinde

* Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesi (analik babalik tayini)

» Tarimda ( tohum safliginin belirlenmesi)

» Sistematik ve evoliisyon ¢aligmalarinda (dogadaki cesitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler
arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde)

» Hatta Misir’ daki mumyalardan DNA klonlamasinda da kullanilmaktadir.
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PCR teknolojisi gida su ve klinik Orneklerinin hizli mikrobiyal incelenmesi i¢in

gelistirilmekte ve onaylanmaktadir [82-83].

Giiniimiizde kullanilan DNA bazl1 tekniklerin birgogu (Gen klonlama, DNA dizi analizi ve
genetigi  degistirilmis  mikroorganizmalarla yapilan c¢aligmalar) PCR temeline
dayanmaktadir. PCR ile gen ¢ogaltmada gerekli maddeler kopyalanacak hedef DNA,
deoksiriboniikleotidler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ve dUTP), DNA polimeraz enzimi (Taq
polimeraz), gene 6zgii veya genel primerler ve reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in gerekli
olan uygun PCR tamponudur. Teknigin prensibi; bu maddelerin hedef DNA ile birlikte ayni
ortama konularak homojen bir sekilde karistirildiktan sonra PCR aletine yerlestirilerek hedef
DNA’ nin ¢ogaltilmasi ve olusan PCR f{irlinlerinin agaroz jel elektroforezi ile tespit edilip

goriintiilenmesidir [84-85].

PCR reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla; hedef DNA ¢ift zincirinin
acilmasi (denaturation; 94 °C’de 30-90 saniye), primerin baglanmasi (annealing; 55-60
°C’de 0.5-2 dakika) ve primerin uzamasi (extension; 72 °C’de 1 dakika) asamalaridir. Bu
sicaklik dongiisii 30-35 defa tekrar ettirildikten sonra polimerizasyonun tam olarak
gerceklesmesi i¢in 5 dakika daha beklenerek reaksiyon tamamlanir. Bir sonraki kullanimina
kadar PCR iiriinleri 4-25 °C'de bekletilir. Burada her bir dongiiden sonra olusan zincirler

yeni dongtiniin hedef zinciri olarak gorev yapmaktadir [86].

PCR, 1985 yilinda Cetus sirketinden Kary Mulis tarafindan ilk uygulamasi yapilan bir teknik
olup, belirli bir DNA parg¢asinin kopyalanmasina ve ¢ogaltilmasina olanak saglayan in vitro
bir yontemdir. DNA ikili sarmalinin yiliksek sicaklikla birbirinden ayrilmasindan sonra
sicaklik disiiriiliir, ve bu sayede oligonukleotid primerler ¢ogaltilacak olan DNA pargasi
izerinde karsilikli olarak eslenik sekanslara baglanirlar. PCR soliisyonundaki DNA
polimeraz enzimi yiiksek sicakliklarda calisabilen bir enzimdir ve PCR dongiileri arasinda
ikili sarmalin agilmasi i¢in kullanilan yiiksek sicakliga dayanabilir. Primerlerin
baglanmasindan sonra sicaklik polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in uygun bir sicakliga
diisiiriiliir: Primerler uzatilir ve primerlerin arasinda kalan bolge sentezlenir. Sarmallar tekrar
denatiire edilir, yeni primerler baglanir ve DNA sentezi tekrar tekrar gergeklesir; Bu islem
genelde 20 ila 50 dongii arasinda tekrarlanir. Bir 1s11 dengeleyici ve programlanabilir su
banyosu sayesinde siire¢ i¢in gerekli olan sicaklik degisimleri ayarlanabilir. Bu siirecte,

DNA polimeraz olarak termofil bakteri Thermus aquaticus’dan izole edilen ve yiiksek
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sicakliklarda ¢alisabilen Taq DNA polimeraz enzimi kullanilir. Siire¢ oldukca basittir, ancak

kontaminasyon yaratan herhangi bir DNA da bu sekilde ¢ogaltilabilir.
2.9. Sensor

Elektronik uygulamalarda algilama islemini yapan sistem yada clemanlara sensor denir.
Ayrica algilayict yada duyarga olarak da bilinmektedir. Her gecen giin yeni ve yiiksek
hassasiyet gerektiren yontemlere olan ihtiya¢ artmaktadir. Bu yeni yontemlerden birisi de
yiiksek secicilige sahip biyosensorlerin kullanilmasidir. Sensorlerin temel fonksiyonu girdi
miktarina yanit olarak gelen sinyalleri iiretmektir. Sensorler 6l¢iim sistemlerine gore
siflandirilabilirler. Ornek olarak; Ortamdaki 1s1 degisimini algilamamiza yarayan sensdr
181 sensoOril denilmektedir. Bu tiir sensorler sicaklik degisimi ile direng gosterimi degisen

maddelerle yapilir. Burada kullanilan maddelere ise termistor denilmektedir.

Gilinlimiizde siklikla kullanilan X-ray, hazine arama dedektorii ve maden arama dedektorleri
manyetik sensorlere 6rnek verilebilir. Bu sensorler manyetik alan etkisinden yararlanilarak

olusturulan sensorlerdir.

Herhangi bir kuvvet ve basing degisimini algilayip bunu elektriksel sinyale ¢evirebilen
sensor cesidine basing sensorii denmektedir. Piezoelektrik Basing sensorleri bu alanda
oldukg¢a kullanilmaktadir. Bu tiir basing sensorlerinde quartz, baryum turmalim gibi kristal
yapili maddeler kullanilir. Ani kuvvet ya da basing degisikliklerini 6lgmek i¢in olduk¢a
basarili bir yontemdir. Isik siddetine prensibine gore calisan sensorlere optik sensor denir.
Bu sonsorler 151k siddetlerine gore direnglerini artmasi veya azalmasi prensibine gore
caligmaktadir. Ses sensorleri ise havadaki basing degisikligini algilayarak sesi elektrik

sinyale doniistiiriin sensorlere mikrofon (ses sensorleri) denilmektedir.
2.9.1. Biyosensorler

Patojen tayininde teknolojininde gelismesiyle biyoloji, kimya, fiziki elektronik dallarinin
ortak ¢aligmalar1 sonucu sensorler gelistirilmektedir. Sensorler, fiziksel ortam ile elektronik
cihazlar1 birbirine baglayan bir koprii gorevi goriirler. Sistemdeki sensér veya sensor
gruplar1 yapis1 hangi degiskene duyarli ise sistem disindaki degiskeni algilar ve elde ettigi

degerleri sistemin karar verme birimine yollar.
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Giin gectikge sensdrlere daha fazla ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle gida ve tibbi alanlar igin
sensor ¢alismalart hizla artmaktadir. Sensorler, pek ¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden
yararlanip molekiillerin veya sistemlerin secimlilik 6zellikleri ile modern elektronik
tekniklerin birlestirilmesiyle gelistirilen analitik cihazlar olarak tanimlanabilir. Cogunlukla
kullanim alanlar1 klinik amacli olsa da sensorler ¢ok farkli amaglar i¢in kullanilabilir.
Sensorler analiz edilen madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren aktif bir bilesenin, bu
etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin
bir Olglim sistemiyle kombinasyonuyla olusturulur (Sekil 2.5) [87]. Tiim bu amaglar
dogrultusunda, sensorlerde tanima elemani olarak enzimler, anti-badiler, biyoreseptorler
veya aptamerler gibi biyolojik tanima makromolekiillleri kullanilmaktadir. Genel olarak
biyosensorler, biyolojik veya biyolojik olarak tiiretilmis sensér elementinin, bir
fizikokimyasal ¢evirici veya tranduser ile biitiinlestirilmesiyle olusan kompakt analitik
araglardir [88]. Ilk biyosensor sistemi L.C. Clark’in kandaki oksijen seviyesini Oz duyar
amperometrik bir elektrotla ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda ise Oz
duyar amperometrik elektrot ylizeyine glikoz oksidaz enzimini immobilize ederek
hazirladig1 glikoz biyosensoriidiir [89]. 1975°de Divis’in bakterilerin biyolojik element
olarak alkol 6l¢iimiinde mikrobiyal elektrotlarda kullanilabilecegini belirtmesiyle birlikte
biyosensorlerin biyoteknolojik ve ¢evresel calismalarda kullanilmasmna yonelik bir¢ok

calisma baslamistir [90].

Biyosensér
Ornek Biyoreseptor Transduser Elektronik Veriigleme
Enzimler
O U™ | Antibadier Elektrodar
A OA Niikleik asitler Transistorler
+R¢ ﬂl Mikroorganizmalar Termists
—» ermistorler _ _
o A H Dokular I I Mikroelektronik
Optik fiberler
ﬂ O Hiicreler
[] Piezoelektrik
A 07 Vapaybiyolojic Kristaller
reseptdrler

Sekil 2.5. Biyosensor sistemlerinin genel gosterimi [106]
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Biyosensorlerin genel olarak temel calisma sistemi, analiz edilecek maddenin biyosensor
yiizeyindeki biyoreseptorle etkilesime girmesi ve bunun sonucunda transduser yiizeyinde
analit miktariyla orantili bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢giim cihazina iletilmesi
ilkesine dayanmaktadir. Biyosensorde kullanilan en 6nemli bilesen tayin edilecek analite
kars1 son derece hassas fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren biyoreseptordiir. Antikor,
enzim, mikroorganizma, niikleik asit, hiicre gibi biyolojik elementlerden olusan biyoreseptor
sayesinde biyosensor, spesifik oldugu hedef analiti taniyarak etkilesime girer. Biyoreseptor
molekiilii, biyosensor i¢erisindeki biyolojik hassasiyete sahip olan kisim olup 6lgiilecek olan
maddenin taninmasindan sorumludur. Uretilen bir biyosensdr de segicilik ve hassasiyet
biyoreseptorler sayesinde kontrol edilir. Bu reseptorler sadece hedef molekiilleri ile

etkilesecek ozellikte secilmeli, diger molekiiller ile etkilesmemelidir.

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda goérev alan biyokomponentin tilirline gore

siiflandirdigimizda:

1. DNA temelli biyosensorler

2. Enzim temelli biyosensdrler

3. Doku temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensorler (immiinobiyosensdrler)

5. Mikrobiyal kokenli biyosensorler seklinde siniflandirilirlar.

Biyosensorlerde en 6nemli konulardan biri seciciliktir. Biyosensér sadece algilanmasi
istenilen analite 6zgilin olmali ve diger reaktiflere ilgi gostermemelidir. Segicilik yeterli
diizeyde olmadiginda ek islemlerle bu eksiklik giderilmelidir. Biyosenseriin hedef analit
tekrarlanabilirligi, kararliligi ve duyarliligi yiiksek olmalidir. Biyosensorde analizlenmesi
hedeflenen 6rnege en uygun biyokomponent ve transdiiser secilmeli ve bu iki eleman
birbirine baglanmali yani biyokomponent transdiiser yiizeyine kovalent olarak immobilize

edilmelidir [91].

Enzimler biyosensorlerde kullanilan ilk biyokomponentlerdir. Enzimlerin saflastirilmasi,
enzim stabilizasyonu ve immobilizasyon yontemleri konusundaki ilerlemeler ve
biyosensorlerde cevaplama hizinin artmasi, analiz sliresinin azalmasina katkilar

saglamaktadir.
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Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale doniistiirebilen
sistemlere transduser denir [92]. Bundan yarim asir oncesinde ilk enzim elektrotunun
bulunmasindan bu yana biyosensor teknolojisinin ¢ok hizli gelisim gosterdigi
belirtilmektedir [93]. Nitelikli bir biyosensoérde hassasiyet, secicilik, diisiik 6l¢iim siiresi,

omrii, kararlilig1, dmrii gibi detaylarin istenilen kriterlere uygun olmalidir.

2.9.2. Elektrokimyasal sensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik baglanma sonucu meydana gelen degisimleri
yararl elektrik sinyallerine cevirirler. Elektrokimyasal biyosensorler sagladiklari hizli
Ol¢iim alma, kolaylik, diisiik maliyet ve tayin kapiseteleri sayesinde son yillarda en ¢ok
iizerinde durulan sensor uygulamalaridir. Daha da Onemlisi altin nanopartikiillerin,

elektrokimyasal sensorlerde kullanilmasi son donemde en ¢ok ilgilenilen konularin basinda

gelmektedir [94].

2.9.3. Optik biyosensorler

Fiberoptik problarin ucuna yerlestirilen enzim veya boyalar (floresans) ile 15181n etkilesmesi
sonucu 151k siddetinde meydana gelen degisimlerin Olcililmesi ile analit miktarinin

belirlenmesi prensibine dayanarak ¢aligan sensorlerdir.

2.9.4. Termal sensorler

Bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak substrat derigiminin
belirlenmesine dayanir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir. Enzimatik reaksiyon
sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu arasindaki dogrusal iligkiden
sonuca ulagilir. Sicaklik degisimleri termal olarak yalitilmis ortamdaki termistorler veya
termofiller araciligiyla izlenir. Kullanilan termistorler ¢ok kiiciik sicaklik degisimlerine bile
duyarhdir. Dolayisiyla ¢ok diisiik miktardaki substrat derisiminin 6lgiimiine (10-5 M) olanak

tanir.

2.9.5. Piezoelektrik biyosensorler

Sensor yiizeyindeki nanogram seviyelerinde kiitle degisimini 6lgebilen son derece hassas

ylizey sensorleridir. Kiitle duyarli bu sensorlerin c¢alisma prensibinin temeli asimetrik
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kristallerin sahip olduklar1  “piezoelektirik etki” Ozelligine dayanmaktadir [95].
Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller genellikle 10-16 mm boyutlarinda,
yaklasik 0,15 mm kalinliginda disk, kare veya dikdortgen seklindedir. Rezonans frekanslari
5,9 veya 10 MHz olan kuvars kristaller tercih edilir [96]. Cevirici olarak piezoelektrik
kristallerin kullanildig kiitle hassas biyosensorler, rezonans frekanstaki degisime dayanarak
santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle degisimini dlgebilen ve bu ylizden de antikor-
antijen etkilesimlerinde sik¢a kullanilan biyosensorlerdir. Kiitle hassas biyosensorlerin
caligma prensibi piezoelektrik etkiye dayanir. Farki tiirde kristaller piezoelektrik 6zellik
gosterse de analitik uygulamalarda fiziksel, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri sebebiyle
kuvars kristaller tercih edilir. Piezoelektirik sensorlerin en 6nemli uygulamasi “Kuvars
Kristal Mikroterazi” (QCM) dir. Piezoelektrik sensor grubunda ki QCM Kkiitle algilayict bir

sensordur.

2.10. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM)

[k kullanim1 18. yiizyilin baslaria dayanir. Bu donemlerde kalitatif tayinler icin kullanilan
QCM, Sauerbrey (1959) esitliginin olusturulmasindan sonra kantitatif tayinler i¢in de
kullanilmaya baslanmistir. Kuvars kristal mikroterazi (QCM), kiitlesel degisiklikleri, bir
elektrik sinyaline g¢evirebilen miikemmel bir yaklasimdir. Oldukga hassastir ve frekansin
¢ikis sinyaline doniisiimii kolaydir. Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve Si02
kimyasal formiiliine sahiptir. Ticari olarak kullanilan baslica piezoelektrik maddesi kristalin

kuvarsdir (silikon oksit).

Quartz Kristal Mikrobalans (QCM) transduserde 10 MHz AT kesimli quartz kristallerinin
resonans  frekansimin  absorplanan  kiitleyle  orantili  degismesi  Gzelliginden
yararlanilmaktadir. Bu transduserde 1HZ'lik bir frekans degisimi cm?de 1 ng'lik absorplanan
kiitleye karsilik gelmektedir. Uzerine kaplanan segici bir kimyasal arayiizeyle istenen
molekiil algilanabilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda sensor yiizeyine immobilize edilmis
antibadilerin kullanildigi QCM immiinosensorler, HIV viriisiiniin de dahil oldugu pek ¢ok

analitin tayini i¢in kullanilmistir [97-99].

QCM’in kiitle hassasiyeti, Sauerbrey denklemi tarafindan verilen, kristalin toplam
kiitlesindeki osilasyon frekansi ve metal kapl kristallerde kalan materyallerin adsorbe

edilmis tabakalar1 arasindaki iliskilerden kaynaklanmistir [100]. Bu denklem, frekans
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degisikligi, Af, ve kristal cip yiizeyi tlizerindeki kiitle degisimi, Am, arasindaki iliskiyi,
asagidaki gibi agiklar:

Af=-2Am fo? | A (u pg)®° = -Ct Am (2.1)

Burada Af 6l¢iilen rezonans frekans azalmasidir (Hz), fo kristalin temel modunun, rezonans
frekansidir, Am elastik kiitle degisimidir, A, kristal tizerine kaplanmis altin diskin alanidir,
pg, kuvarsm yogunlugudur (2,684 x10° ng/cmq), ve x, kuvarsin yirtilma modiiliidiir (2,947 x
10%° ng/cm s?). Am / A, birim alan (ng/cm?) basna kiitle artisidir.

2.11. Denge izotermleri Parametreleri

Aptamer ligandi bagli QCM ¢iplerinin hedef analit, Salmonella hiicreleri i¢in denge
baglanma parametrelerinin tespiti i¢in ileri ve geri baglanma sabitleri, Ka (ML/CFU) ve Kg
(CFU/mL) gibi, denge izoterm parametreleri iki farkli denge izoterm modeli, genellikle
Langmuir ve Freundlich kullanilarak belirlenmektedir. Elde edilen deneysel veriler bu teorik
izoterm modellerine uygulanarak denge model sabitleri belirlenebilmektedir. Langmuir ve

Freundlich model denklemleri sirasi ile agagidaki gibi verilmektedir.
Am = (Ammax / Kd + C) (22)
Am = Kg C1" (2.3)

Bu esitliklerde, Am QCM sensériin birim alani {izerinde artan kiitle miktaridir (ng/cm?);
Ammax teorik doygunluk kapasitesidir; C Salmonella hiicrelerinin miktaridir (CFU/mL); Kgq
(CFU/mL) denge ayrilma sabitidir ve denge birlesme sabitinin tersine esittir (1 / Ka); Krve

n ise, Freundlich model sabitleridir.
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3. METARYAL VE METOT

3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Hidroksipropil metakrilat (HPMA), etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) ve glisidil
metakrilat (GMA), benzoil peroksit (BP), bipiridin, CuBr, 2-bromo-2-etilpropionil bromiir
(BMP), trietilamin ve tetrahidrofuran, toluen, etilen diamin, 6-merkaptoheksanoik asit,
karbodiimid (1-etil-3-3-dimetil-aminopropil karbodiimid hidrokloriir) ve polivinil alkol
(PVA), Sigma-Aldrich Chemical Co. (Almanya)’dan temin edilmistir. Monomerler,
azaltilmis basing altinda ve hidrokinon varliginda distile edilmis ve kullanilana kadar 4°C
'de saklanmistir. Dwivedi ve digerleri tarafindan segilen [4] ve lontek Sirketi (Istanbul,
Tirkiye) tarafindan sentezlenen Salmonella taniyici (6zellikli) aptamer, (NH2-C6
CTGATGTGTGGGTAGGTGTCGTTGATTTCTTCTGGTGGGG) ilgili firmadan temin
edilmis ve kullanilmistir. Diger tiim kimyasal maddeler analitik derecededir ve Merck AG
(Darmstadt, Almanya) sirketinden satin alinmistir. Saflastirilmis su, arastirmada
kullanilmustir ve siit (> % 1.5 yag) yerel bir magazadan elde edilmistir. Olgiimler sirasinda

tiim deney seti, li¢ kez tekrarlanmistir.
3.1.2. Cihazlar

UV-VIS spektrofotometre

Hazirlanan manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) kiireleri iizerine Salmonella
bakterilerinin segici olarak baglanabilmesi i¢in, NH> grubu igeren aptamerler ligandi yiizeye
kovalent olarak baglanmasi i¢in kullanildi ve baglanan aptamer miktar1 spektrofotometrik
olarak UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak belirlendi (PG Instruments Ltd., Model
T80+; PRC)).

Kuartz kristal mikrobalans (QCM) sistemi

QCM aptamer-sensorii hazirlamak i¢in QCM sensor kristali tizerine Salmonella’ya spesifik
aptamerin immobilizasyonu gergeklestirildi, Salmonella bakterisinin miktarsal tayininde

kullanilmak tizere kalibrasyon grafigi elde edildi. Daha sonra, PBS i¢inde veya seyreltilmis
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slit icinde siispanse edilen Salmonella ve E. coli bakteri hiicreleri, QCM sensorii ile
hazirlanan kalibrasyon egrisi yardimi ile miktarsal tayinleri (CHI 400A, CH Instruments,

Teksas, ABD) QCM sistemi kullanilarak gergeklestirildi.

QCM cipi

Salmonella’ya spesifik aptamer ligandinin baglanmasi igin kullanilan, kuvars kristal ¢ipleri
(15 mm ¢apinda ve parlatilmis Au elektrotlarin ¢apt = 5,0 mm, kalinlig1 = 1000 A, EQCM
icin 10,0 MHz AT-kesim piezoelektrik kuvars tabaka (CH Instruments, Teksas, ABD) CHI

firmasindan temin edildi.

Kuartz kristal mikrobalans (QCM) akis sistemi

QCM sensor kristali iizerine Salmonella’ya spesifik aptamerin immobilizasyonu isleminde
altin kapli kuartz kristal ¢ipleri, QCM akis hiicresine (EQCM flow cell kit, CH Instruments,
Teksas, ABD) yerlestirilerek ¢alisildi.

Enjeksiyon pompasi

QCM ciplerine aptamer ligandi immobilizasyonunda ve hedef bakteriye seciciliginin
belirlenmesi islerinde, QCM akis hiicresinden analitlerin siirekli gecisi bir enjeksiyon

pompa (ISOLAB, Model: 540060-B, Almanya) kullanilarak saglandi.

Kullanilan diger cihazlar

Manyetik karistirict (Velp Scientifica, Italya), pH metre (NEL Elektronik, Tiirkiye), vakum
etiivii (Niive EVO018, Tirkiye), calkalamali su banyosu (Niive ST402, Tiirkiye), inkiibator
(ENO025, Tiirkiye), sirkiilatorlii 1siticili sogutuculu su banyosu (Labcon CPE20, Labcon
LTBI12140, Giiney Afrika).
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3.2. Yontem
3.2.1. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin hazirlanmasi

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri siispansiyon polimerizasyon
yontemi kullanilarak hazirlandi ve glisidilmetakrilat (GMA) polimer zincirleri manyetik
mikrokiirelerin ylizeyine asilanarak yiizeyde fonksiyonel gruplar elde etmek i¢in modifiye
edildi [15]. Siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile capraz baglayict (etilenglikol
dimetakriat, EGDMA), hidroksipropil metakrilat (HPMA) monomeri kullanilarak hedef
patojen bakteriye spesifik aptamer ligandinin immobilizasyonunda ve ger¢ek numune
uygulamalarinda 6n zenginlestirme isleminde kullanilmak iizere manyetik 6zellik
kazandirilmig kiire geometrisinde poli(hidroksipropimetakrilat/etilenglikoldimetakrilat),
p(HPMA/EGDMA), mikrokiireleri hazirlandi. Bu amag dogrultusunda,
etilenglikoldimetakrilat monomeri polimerizasyon igsleminden dnce, NaOH-NaCl ¢ozeltisi
kullanilarak monomer i¢indeki inhibitor uzaklastirildi ve ¢capraz baglayici igerisinde kalacak
muhtemel su molekiilleri ise CaCl, kullanilarak uzaklastirildi. p(HPMA/EGDMA)
mikrokiirelerinin sentezi ve manyetizasyonu iki asamada gerceklestirildi. Birinci agsamada,
demir iceren p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, Fe*? iyonlar1 varliginda siispansiyon
polimerizasyonu yoluyla hazirlandi. Polimerizasyon karisimi (HPMA (7,5 mL), EGDMA
(7,5 mL)) ve stabilizator olarak da, polivinil alkol (PVA) ¢6zeltisinden (15 mL, %5,0 w/v)
olusan organik fazi iceren polimerizasyon ¢ozeltisi bir reaktor icerisine aktarildi ve sicakligi
65 °C olan su banyosu igerisine yerlestirildi. Dagitict ortam olarak kullanilan toluen (15 ml)
icerisinde benzoil peroksit (0,2 g) ¢oziildii ve elektrolit olarak FeCls (0,3 M, 300 ml) igeren
sulu ¢ozeltide reaktore ilave edildi. Polimerizasyon islemi, 250 rpm karistirma hizinda 70
°C’de 2,0 saat ve 80 °C’de 1,0 saat mekanik karistirici ile siirekli karistirilarak
gerceklestirildi. Tkinci asamada ise p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin yapisinda demir
oksit kristali olusumu i¢in Fe*? iyonlar1 igeren NHs-H20 sulu ¢ozeltisinde klasik termal
coktiirme reaksiyonu gerceklestirildi. Ko-presipitasyon islemi i¢cin p(HPMA/EGDMA)
mikrokiireleri (50,0 g) 100 mL distile su igerisinde FeCl, (4,0 g) ¢ozeltisinin bulundugu
reaksiyon kabina aktarildi. Mekanik karistiricr ile siirekli karistirilan reaktor, azot atmosferi
altinda 50 ° C'de 4,0 saat ve sonra, 90 °C sicaklikta 2,0 saat siiresince geri sogutucu altinda
damla damla NH3.H20 amonyak (50 mL, %25 w/v) eklenerek reflaks islemine tabi tutuldu.
Termal ¢oktiirme reaksiyonu stiresince, p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin igerisinde

Fe304 nanopartikiilleri olusturuldu. Bu isleminin tamamlanmasinin ardindan, biihner hunisi
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ile siiziilen manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, reaksiyon ortamindan ayrildi, 3 saat
etanol ¢ozeltisi (70%; 250 ml) ile yikandi ve daha sonra sirasi ile distile su, sitrik asit, nitrik
asit, NaCl ¢ozeltisi ve su ile yikandi. Manyetik mikrokiireler bir miknatis yardimi ile
topland1 ve 50°C'de vakum etiiviinde kurutuldu ve kullanilana kadar oda sicakliginda

muhafaza edildi.

3.2.2. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin hazirlanmasi

Siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanan manyetik p(HPMA/EGDMA) Kkiireleri,
yiizeyde baslatilan atom transfer radikal polimerizasyonu (SI-ATRP) teknigi kullanilarak
p(GMA) ile firga tipi polimer ile asilandi [27]. Bu amag¢ dogrultusunda, 75-150 pm boyut
dagilimina sahip mikrokiireler, p(GMA) ile asilama i¢in kullanildi. Bu amagla 6ncelikle
manyetik p(HPMA/EGDMA) kiireleri Br-u¢lu fonksiyonel mkikrokiireler olarak hazirlandi
ve sonrasinda ise glisidil metakrilat monomeri brom ile fonksiyonlandirilan mikrokiirelerin

yiizeyine ATRP yontemi ile asiland1 ve ylizeyde p(GMA) fircalar olusturuldu.

3.2.3. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin yiizeylerinin Br- uglu
fonksiyonlandirilmasi

Manyetik p(HPMA/EGDMA) kiireleri ylizeyinde p(GMA) fircalar1 elde etmek icin, 2-
bromo-2-metilpropiyonil bromid (BMP) ile, literatiirde tanimlandig1 gibi modifiye edildi
[5]. Manyetik p(HPMA/EGDMA) kiireleri (yaklasik 20 g), 200 mL tetrahidrofuran ve 6,0
mL trietilamin, bir balon igerisine aktarildi ve manyetik olarak 50 dev/dak'da karistirildi.
Daha sonra, manyetik mikrokiireleri i¢eren bu ¢ozelti ortamina 2-bromo-2-metilpropiyonil
bromid (5,0 mL) siirekli karigtirilarak 30 dakika igerisinde damla damla ilave edildi ve
brominasyon reaksiyonunun oda sicakliginda 5 saat siiresince devam etmesi saglandi.
Brominasyon reaksiyonun tamamlanmasimin ardindan, manyetik mikrokiireleri disaridan
uygulanan manyetik alanla ¢ozelti ortamindan uzaklastirildi ve elde edilen manyetik
mikrokiireler, p(HPMA/EGDMA)-Br olarak gosterildi. Cozelti ortamindan uzaklastirilan
manyetik p(HPMA/EGDMA)-Br mikrokiirleri 5 kez aseton ve saf su ile yikandi ve bir

vakum etiiviinde 50 °C’de kurutuldu.
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3.2.4. p(GMA) fircalarinin Br-ile fonksiyonlandirilan manyetik p(HPMA/EGDMA)
mikrokiirelerine ATRP ile Asilanmasi

Br-sonlu fonksiyonlandirilmis manyetik mikrokiireler (10,0 g), bir reaktére (100 mL)
aktarildi ve 30 mL glisidil metakrilat (GMA) monomeri eklendi. Reaktor igerisine, CuBr
(0,6 g), bipiridin (2,81 g) ve dioksan (30 mL) ilave edilerek 65 °© C'de 10 saat siiresince
asilama polimerizasyonu gerceklestirildi. Reaksiyonun tamamlanmasimin ardindan, elde
edilen manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri, disaridan uygulanan
manyetik alanla ¢ozelti ortamindan uzaklastirildi ve aseton (250 ml) igerisine aktarilarak
polimerizasyon kalintilar1 uzaklastirildi. Daha sonra, P(GMA) asilanmis manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, yaklasik % 2,0’lik (w/v) EDTA igeren bir cozelti
ortamina aktarilarak bakir iyonlarinin uzaklastirilmasi igin 48 saat siirekli karistirildi.
Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri 5 kez olmak iizere su ve etanol ile
arka arkaya yikandi ve 4 ° C'de % 70 etanol igerisinde saklandi.

3.3.5. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerine aptamer ligandinin
baglanmasi

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri (yaklasik 50 mg), fosfat tamponu
(50 mM, pH 8.,5) i¢inde, 2 saat silire boyunca dengeye getirildi. Tampon igerisinden
uzaklastirilan p(GMA) asili manyetik mikrokiireler, Salmonella bakterisine 6zgiin —NH>
gruplarina sahip olan yukarida niikleik asit dizisi verilen aptamer ligandlarinin (100 pnL, 200
uM; 50 mM, pH 8,5) iceren, baglanmasi i¢in kullanildi. Aptamer ligandinin manyetik
mikrokiirelere immobilizasyonu yukarida verilen kosullarda 18 saat siirekli olarak
karistirilan reaksiyon ortaminda, 25 °C'de, ger¢eklestirildi. Aptamer ligand1 baglanma islem
basamagmin ardindan, fiziksel olarak adsorplanan aptamer molekiillerinin manyetik
mikrokiirelerden uzaklastirilmasi igin, fizyolojik tampon ¢ozeltisi (PBS; 50 mM, pH 7,4) ile
yikandi. Elde edilen mikrokiireler aptamer immobilize edilmis mikrokiireler (Salmonella-

aptamer-mikrokiire) olarak adlandirildi.
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3.4.6. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin karakterizasyonu

Manyetik mikrokiirelerin SEM g0riintiisii

Vakum etiiviinde kurutulmus manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri bir stap {izerine
yerlestirildi ve azaltilmis basing altinda altin ile kaplandi. SEM mikrograflar1 JEOL (JMS
5600) taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.

Manvyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin boy-boyut dagilimi

Manyetik mikrokiirelerin ortalama boy ve boyut dagilimi farkli gézenek boyutuna sahip

molekiler elekler kullanilarak belirlendi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-0-p(GMA) mikrokiirelerinin yiizey
alanlarinin belirlenmesi

Manyetik mikrokiirelerin yiizey alani, BET (Brunauner-Emmett-Teller) metodu kullanilarak
yiizey analizi cihazi ile 6l¢iildii. Cok tabakali fiziksel adsorpsiyonu ifade eden teorik BET
denklemi asagidaki esitlik ile ifade edilir [101].

Qden = BQ® Cden / (Cs-Cuen)[1 + (B-1)(Cen/Cs] (3.2)

Burada, Cs adsorplanan bilesenin doygunluk konsantrasyonu, B ve Q° ise sirasiyla
adsorplayict yiizeyi ile ¢oOzelti arasindaki etkilesim enerjisini gosteren ve tek tabaka

adsorpsiyon kapasitesini ifade eden bir sabittir.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiurelerinin sisme
orani

Manyetik mikrokiirelerinin sisme orani, distile su igerisinde tayin edildi. Vakum etiiviinde
kurutulan mikrokiireler (~ 1,0 g) icerisinde distile su bulunan voliimetrik kaba aktarilarak
sabit sicakliktaki (25+0,5 °C), izotermal su banyosu i¢ine yerlestirildi ve 24 saat sonundaki

yiikseklik okundu. Kiirelerin sisme orani asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

Sisme Oran1 = ilk ytikseklik / son yiikseklik (3.2)
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Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokirelerindeki demir oksit miktarinin tayini

Manyetik mikrokiireler bulunan Fe3Os miktarinin tayini literatiirde tanimlandigi gibi
gravimetrik yontem kullanilarak belirlendi. Manyetik kiireler, 110 °C’de vakum firininda,
yapisal suyun uzaklastirilmasi i¢in 2 saat kurutuldu ve oda sicaklifinda sogutuldu. Sonra,
ornek manyetik kiireler, bir krozeye alind1 ve oda sicakliginda tartildi. Ornek igeren kroze
500 °C’de 4 saat siire ile bir kiil firinina yerlestirildi, bu siire sonunda organik tamamen

yakilarak uzaklastirildi. Daha sonra, kroze oda sicakligina sogutuldu ve tartildi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin
vogunluk tayini

Manyetik mikrokiirelerin yogunlugu Gay Lussac piknometresi ile, 25°C sicaklikta manyetik

mikrokiireler i¢in ¢6ziicli olmayan bir s1vi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-Br mikrokiirelerindeki bromiir tayini

Br ile fonksiyonlandirilan manyetik p(HPMA/EGDMA )-Br mikrokiirelerinin bromiir igerigi
titrimetric yontem kullanilarak belirlendi. Bu amagla, 0,2 g brom ile fonksiyonlandirilmis
mikrokiire, 50 ml’lik balonda 10 ml metanolik NaOH ¢d6zeltisi (5,0 M) ile 4 saat reflaks
edildi. Karisim filtre edildi ve distile su ile yikandi ve filtrat bir volumetrik kap igine
aktarilarak su ile 250 ml’ye seyreltildi. Cozeltinin NaBr igerigi merkiirik tiyosiyanat metodu

[102] ile kolorimetrik olarak analiz edildi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin epoksi grubu tayini

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin, erisilebilir epoksi grubu icerigi
literatiirde tanimlanan piridin-HCI yontemi ile belirlendi [103]. Bu amagla, 0,5 g manyetik
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiire piridin-HCI ¢6zeltisi (50 ml) ile 20 dakika geri
sogutucu altinda etkilestirildi. Reaksiyon sonunda 6rnek ayarli NaOH ¢dzeltisi (0,1 M) ile
titre edildi.
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Manvetik p(HPMA/EGDMA) Mikrokiirelere p(GMA) asilama viizdesinin belirlenmesi

Asilama ylizdesi (AY) asagidaki esitlik kullanilarak agirhiktaki ylizde artigin

hesaplanmasiyla belirlendi:

AY= [(mg—mo) / mg] X 100 (3.3)

Burada mo ve mg sirasiyla asilamadan 6nce ve sonra kiirelerin agirliklaridir.

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA\) vapisindan magnetit sizma calismalari

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinden sizan magnetit miktarin
belirlemek i¢in, mikrokiireler (200 mg), 0,1 M HNOs3 derisimine sahip desorpsiyon ortamina
(15 ml) aktarild1 ve 24 saat galkalayici inkiibatdrde inkiibe edildi. Ortam igerisine sizan Fe
iyon miktari, atomik absorpsiyon spektrofotometresi (AAS; AA 6800, Shimadzu, Japan) ile

belirlendi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin FTIR
spektrumu

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin Fourier
transform infrared (FTIR) spektrasi, bir FTIR spektrofotometre (FTIR 8000 Series,
Shimadzu, Japan) kullanilarak elde edildi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin
manvyetik Ozelliginin belirlenmesi

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-gp(GMA) mikrokiirelerinin
manyetizasyonuna karsi, uygulanan manyetik alan, titresimli 6rnek manyetometresi (VSM;

Model 155, Digital Measurement System, Inc., Westwood, MA, ABD) ile belirlendi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin termal

ozelligi

p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g p(GMA) manyetik mikrokiirelerinin
termogravimetrik analizi (TGA), bir DSC—diferensiyel termal analiz (DTA) cihazi (Model
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DSC-60-DTG-60H, Shimadzu, Japan) kullanilarak gerceklestirildi. Her analiz 10 mg 6rnek
ile 10 °C/dak 1sitma hizinda, azot atmosferi altinda yapildi ve ornekler, hava geciren

alliminyum kaplara yerlestirildi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerine baglanan aptamer ligandi
miktarinin belirlenmesi

Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerine kovalent olarak baglanan
Salmonella bakterisine 6zgiin baglanan aptamer ligand miktari, UV-vis spektrofotometre
kullanilarak 6l¢iildii. Derigimi bilinen standart aptamer ligand1 ¢ozeltilerin absorbansi, bir
UV-vis spektrofotometresi (PG Instruments Ltd., Model T80+; PRC) kullanarak, 265 nm
dalga boyunda Olciilerek kalibrasyon grafigi olusturuldu ve immobilizasyon isleminden
sonra baglanan aptamer miktar1 bu kalibrasyon grafigi yardimi ile belirlendi. Ayrica,
baglanan aptamer ligandi miktar1 Istanbul Kemerburgaz Universitesi’nde bulunan UV-vis

NanoDrop 2000 (Nanodrop products, Wilmington, ABD) kullanarak, 265 nm'de 6l¢iildii.

3.5. QCM Sensér Kristali Uzerine Salmonella’ya Ozgiin Aptamerlerin
Immobilizasyonu

Kuvars kristalin altin elektrod yiizeyi, ilk olarak sicak pirana ¢ozeltisi (%30
H202:H2S04/1:3) ile 15 siire ile dakika temizlendi, daha sonra, etanol ve su ile yikandi.
Kurutuldukdan sonra QCM akis hiicresi sistemi ic¢ine yerlestirildi [104]. Akis hiicresi, iki
vida ile bir arada tutulan bir iist ve bir alt parcgasi olan, akrilik polimerden olugmaktadir.
QCM kristali, list ve alt pargalardaki, iki O-ring-halkasi arasinda sabitlenmistir. QCM
sensOriiniin frekans degisimi akis hiicresi uygulamalar siiresince ger¢ek zamanli olarak
gozlendi. Her islemin ardindan, baslangi¢ ve sonug frekans degisim farki sensor ylizeyi
modifikasyon basamaklar1 sirasinda kullanilan yigin uygulamalar i¢in kaydedildi.
Salmonella bakterisine 6zgiin aptamer, kuvars kristal yiizeyi (15 mm ¢apinda ve parlatilmis
Au elektrotlarm cap1 = 5,0 mm, kalinligi=1000 A, EQCM i¢in 10,0 MHz AT-kesim
piezoelektrik kuvars tabaka; CH Instruments, Teksas, ABD) iizerinde asagida verildigi gibi

immobilize edildi.
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3.5.1. QCM sensor Kkristalinin modifikasyonu

Kuvars kristalin yukarida verilen akis hiicresine yerlestildi ve akis hiicresi 10 mL'lik bir
siringa igceresen injeksiyon pompasina baglandi. Miyarlarin gecisi oda sicakliginda 100
mL/s’lik akis ile saglandi bu yolla QCM c¢ipi iizerinde farkli modifikasyon islemleri
gerceklestirildi. Ilk basamakta, 6-merkaptoheksanoik asitin altin kristal iizerinde
kendiliginden olusan tek tabaka olusturulmasi saglandi. 6- merkaptoheksanoik asit
cozeltisinin (% 2’lik, 5,0 mL, pH 8,0), 2,0 saat siire ile akis hiicresi igerisinden gegisi
sagland1 ve istenilen tabakanin ¢ip ylizeyinde olusumu saglandi. Bu siirenin sonunda,

modifiye edilmis altin kristal, PBS ile (5,0 mL, 10 mM, pH 8,0) yikandi.

Yukaridaki islem basamagmin ardindan, kristal {izerine immobilize edilen 6-
merkaptoheksanoik asitin karboksil grubu karbodiimid ile aktive edildi. Bu islem i¢in, QCM
cipi akis hiicresi yerlestirildi ve karbodiimid ¢ozeltisi (5,0 mL, 4,0 mg/mL, pH 4,0), bir
injeksiyon pompasi kullanilarak akis hiicresi igerisinden injeksiyon yolu ile ¢ozeltinin gecisi

saglandi1 ve kristalle yaklagik 3,0 saat slire boyunca temasi saglandi.
3.5.2. Aktive edilen QCM sensor Kristaline aptamer ligandimin immobilizasyonu

Tez galigmasinin bu kapsamdaki deneyler, aptamer ligandinin temini, immobilizasyonu
Istanbul Kemerburgaz Universitesinden Saym Dog. Dr. V. Cengiz OZALP’mn
danismanliginda gergeklestirildi.

Aktive edilmis altin kristal, Salmonella bakterisine 6zgiin aptamer (PBS i¢erisinde 100 mg
mL) ihtiva eden bir reaksiyon kabina yerlestirildi. Aktive edilmis altin kristal tizerindeki
amino etiketli aptamerin immobilizasyonu, 18,0 saat boyunca oda sicaklifinda yavasca
reaksiyon ortami calkalanarak gerceklestirildi. Bu siire sonunda, QCM c¢ipi, reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi ve 1,0 M NaClI ile ve daha sonra PBS ile yikandi. Ureticinin
kilavuzuna gore (CH Instruments) 1,0 Hz'lik bir net degisiklik, 0,196 cm?’lik kristal yiizeyi
alani lizerinde, 1,34 ng kiitle degisimine karsilik geldigi belirtildi ve gerekli hesaplamar bu

dogrultuda yapildi [27].
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3.6. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Tez galismasinin bu kapsamdaki deneyler, Istanbul Kemerburgaz iiniversitesi'nde saym
Dog. Dr. V. Cengiz OZALP 1 arastirma laboratuvarinda gerceklestirildi [27]. Salmonella
ve E. coli bakterileri, tripton soya sivi besi yeri (TSB) i¢inde 37 °C’de, donmus stoktan bir
gece boyunca biiylitiildi. Koloni sayim1 deneyleri i¢in, numuneler, TSB agar lizerinde ylizey
iizerine ekildi. Plaklar, 18 saat siireyle inkiibe edildi ve tek koloni olusturan birimler
kaydedildi. ki tip numune, biyo-algilayici analiz i¢in hazirlanmistir. PBS iginde ve
seyreltilmis siit icinde siispansiyon haline getirilmis bakteri hiicreleri, QCM sensorlerinin
kalibrasyonu i¢in kullanildi. Bakteri iceren PBS ve siit 6rneklerinin hazirlanmasi, deneyin
her bir seti icin benzerdir. Salmonella ve E.coli kiiltiirlerinin sabit bir hacmi (1,0x10°
CFU/mL), bakteriyel hiicreleri ayirmak i¢in, 15 dakika boyunca 4000 rpm'de santrifiije tabi
tutuldu. Siipernatantin uzaklastirilmasindan sonra, elde edilen ¢okelti, PBS i¢inde veya
seyreltilmis siit i¢inde yeniden siispansiyon haline getirildi. Bakteriyel ¢ozeltiler, farkl
sayida hiicre iceren numunelerin hazirlanmasi i¢in PBS ile (0,137 M NaCl ihtiva eden 10
mM, pH 7,4) seyreltildi. Her diliisyonun 0,1 mL’si, Agar plaklari {izerine yayilarak ekildi ve
18 saat, 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Agar plaklar1 tizerindeki, koloni olusturan
birimler (CFU), daha sonra CFU/mL olarak sayilmistir. QCM aptamer-sensorii igin

Salmonella standart egrisi ¢izilirken, her seyreltmedeki hiicrelerin sayilar1 kullanildi.

3.6.1. Bakteriyel hiicrelerin manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)-aptamer
mikrokiireleri kullanilarak 6n-deristirilmesi

Salmonella bakteri hiicrelerinin toplanmasi i¢in uygulan yontem daha Onceki bir
calisgmamizda verilmistir [6]. Farkli sayilarda bakteri hiicreleri iceren PBS ve siit 6rnekleri
hazirlandi. Aptamer immobilize edilmis manyetik kiireler yaklasik 1,0 mg’lik, 1,0 mL
bakteri iceren ¢ozelti 6rnegi lizerine ilave edildi ve bir vorteks kullanilarak karistirildi.
Karisim bir inkiibatore yerlestiridi ve stirekli ¢alkalama yolu ile 25 °C'de 30 dakika siire
boyunca inkiibe edildi. Manyetik kiirelere adsorplanan bakteri hiicreleri, 2 kez, toplam 2,0
mL PBS ile yikandiktan sonra, manyetik ayirma yolu ile ortamdan izole edildi. izole edilen
hiicreler, 20 mM NaOH muamelesi ile kiirelerden eliie edildi ve asetik asitle notralize edildi.
Bakteri hiicreleri ihtiva eden son numuneler QCM analizine veya koloni sayimi i¢in kiiltiir

plaklamasina tabi tutuldu [27].
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3.6.2. Instriimantasyon ve 6l¢iim

Salmonella bakterisine 6zgiin aptamer immobilize edilmis QCM ¢ipi, gida orneklerinde
Salmonella’nin gergcek zamanli tespiti i¢in kullanildi. Kuvars kristal mikroterazi sistemi
(Modeli CHI 400A, CH Instruments, Teksas, ABD) bir akis yolu olan hiicre, osilatér ve bir
analizor icermektedir. Aptamer immobilize edilmis QCM ¢ipi, akis hiicresi igerisine
yerlestirildi, sonra osilatore ve analizorle baglantist saglandi. Akis hiicresi, bir injeksiyon
pompasina (ISOLAB, Model: 540060-B, Almanya) baglandi. Cihaz kisisel bilgisayar
tarafindan kontrol edildi ve Windows XP isletim sistemi altinda ¢alistirildi. QCM’in kiitle
hassasiyeti, Boliim 2.6’da Sauerbrey denklemi ile verilen, kristalin toplam kiitlesindeki

osilasyon frekansi degisimi goz Oniine alinarak gerekli hesaplamalar yapildi [101].

QCM’in frekans kaymasi (AF) ve Salmonella bakteri hiicreleri yogunlugu arasindaki
dogrusal iligki, verilen deneysel kosullar altinda gozlendi. Aptamer immobilize edilmis
kuvars kristal, QCM akis hiicresi i¢ine yerlestirildi, kristalin sadece bir tarafi, hiicre kuyusu
icinde ornek cozeltisi ile temas ettirildi. PBS i¢indeki Salmonella bakteri hiicreleri, bir
enjektor pompasi yardimiyla, belli bir akis hizinda (50 mL/dak), QCM akis hiicresi i¢inden
gecirildi ve aptamer immobilize edilmis QCM sensor kristali iizerinde Salmonella
hiicrelerinin adsorpsiyon yolu ile 6zgiil olarak baglandigi1 gozlendi. Rezonans frekansi, bir
kuvars kristali frekans sayaci kullanilarak siirekli olarak kaydedildi. Veri, ana ekranda
gorlintiilendi ve frekans sayaci ara yiiziine baglanan bir bilgisayar tarafindan dogrudan
okundu. Bazal rezonans frekans degerleri, immobilize edilmis Salmonella baglayan
aptameri ile, Salmonella hiicrelerinin etkilesiminin 6ncesinde ve sonrasinda kaydedildir.
Baslangi¢ (Fa) ve sonug (Fg) kararli frekans degerleri arasindaki frekans degisimi (AF = Fg
- Fa) olarak bildirildi ve biriken kiitle miktari, yukarida agiklandigi gibi, Sauerbrey
denklemine (2.1 Esitligi) gore, hesaplanmustir. Biitiin deneyler, 25°C’de gergeklestirildi ve
uygulanan yontem, deneyin her bir seti i¢in ayn1 kosullar altinda gerceklestirildi [27].

Ozetle, Salmonella baglayici aptamer immobilize edilmis kuvars kristal hiicresi, sirali
olarak, 20 mM NaOH c¢ozeltisi, saf su ve PBS ile, bir siringa pompasi kullanilarak, 1,0
mL/dak akis hizi ile yikandi. Sonra, Salmonella’y1 6zgiin taniyan aptamerler immobilize
edilmis QCM sensoriiniin yaniti, kararli bir frekans okumasi elde edilene kadar izlendi.
Bundan sonra, degisken yogunluktaki Salmonella bakteri hiicreleri (102 ve 10° CFU/mL),
PBS (3,0 mL) i¢inde hazirland1 ve 6rnek hiicre siispansiyonu, 50 mL/dak’lik akis hizindaki
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bir siringa pompasi vasitast ile QCM akis hiicresi i¢ine enjekte edildi, ve her numune igin

frekans kaymasi izlendi.

Bakteri hiicrelerinin aptamer bagli QCM c¢iplerinden desorpsiyonu, 1,0 mL/dak akis hizinda,
20 mM NaOH ¢ozeltisinin 4,0 mL’sinin uygulanmasi ile gerceklestirildi. Desorpsiyon
sonrasinda, sensOr hiicresi, saflastirilmis su ve PBS ile yikandi. Aptamer tasiyan sensoriin
Salmonella’ya 6zgiinliigiinii ve segiligini gostermek igin, sensoriin yaniti, E. coli hiicreleri
kullanilarakda izlendi. Gergek zamanli veri, SigmaPlot 11 (Systat software Inc.) tarafindan,

negatif iissel diizeltme yoluyla arastima igin islendi.

3.6.3. Denge izoterm parametrelerinin belirlenmesi

Aptamer bagli QCM ¢ipleri ile, Salmonella hiicrelerinin tespitinde elde edilen deneysel
verileri teorik olarak tiiretilen ve bdliim 2.7°de verilen Langmuir ve Freundlich izoterm
modelleri ve 2.2 ve 2.2 FEsitlikleri kullanilarak denge izoterm model parametreleri
belirlenmistir. Salmonella’ya spesifik aptamer immobilize edilmis QCM sensorii verileri,
ileri ve geri baglanma sabitleri, Ka (MI/CFU) ve Ky (CFU/mI) gibi, denge izoterm

parametrelerinin belirlenmesi i¢in analiz edilmistir [27].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Manyetik tasiyicilar, genellikle partikiil formunda, c¢esitli sentetik polimerlerden,
biyopolimerlerden veya gézenekli camdan kompozit olarak ya da ylizeyi modifiye edilmis
magnetik gibi, inorganik magnetik materyallere dayanan magnetik partikiillerden
hazirlanmaktadir [19, 26, 32, 51]. Magnetik partikiillerin boy boyut dagilimi1 <18 nm altinda
oldugunda, dis magnetik alana kars1 siiperparamagnetik gibi davranirlar ve magnetik alanin
uzaklastirilmasi sonucunda bu 6zellillerinden dolay1r hemen sistem igerisinde kolaylikla
yeniden suspansiye olmalari biiyilk avantaj saglamaktadir. Ayrica, manyetik alan

yoklugunda kendi aralarinda manyetik bir etkilesim olmamaktadir [34, 50].

Genellikle biyomateryal ve biyoteknoloji uygulamalarinda kullanilan magnetik destek
materyalleri polimerizasyon islemi sirasinda ortama magnetik demiroksit partikullerinin
ilavesi ile hazirlanmaktadir. Ticari olarak temin edilebilen veya laboratuvar kosullarinda
hazirlanan magnetik destek materyaller iki temel yapidan olugmaktadir. Birinci yapi1, Fe3Og,
MnFe;04 ve CoFe2O4 gib inorganik magnetik nanopartikiillerin olusturdugu magnetik
merkezdir. Magnetik materyalleri olusturan, ikinci yap1 ise magnetik merkezi ¢cevreleyen bir
polimer tabakadir. Magnetik merkez materyale magnetik 6zellik kazandirirken fonksiyonel
group iceren polimerik yap1 daha ¢ok saflagtirma ve immobilizasyon gibi amaclara hizmet
etmektedir [12]. Biyolojik sivilardan hedeflenen analitin tanisinda, ayrigtirllmasinda ve
saflagtirilmasi, dogal veya sentetik kdkenli polimerler (polisakkaritler, poliakrilamitler,
polivinil polimerler ve poliakrilatlar) destek materyalleri olarak kulanilmaktadir. Bunlar
arasinda, akrilat kokenli polimerler uzun Omiirlii sentetik polimerlerdir. Bu nedenle,
manyetik ayirma teknolojilerinde, manyetik 06zellik kazandirilmis akrilat temelli

polimerlerin biyoteknolik uygulamalari dikkat gekmektedir [13, 32].

Bu dogrultuda, tez c¢alismasi kapsaminda manyetik Ozellik kazandirilmig
poli(hidroksipropimetakrilat/etilenglikoldimetakrilat), p(HPMA/EGDMA), mikrokiireleri
slispansiyon polimerizasyon yontemi kullanilarak hazirlandi ve glisidilmetakrilat (GMA)
polimer zincirleri manyetik mikrokiirelerin yiizeyine asilanarak yiizeyde fonksiyonel gruplar
olusturuldu [25]. Elde edilen manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri
kullanilarak hedef patojen bakteriye spesifik aptamer ligandinin immobilizasyonunda ve

gercek numune uygulamalarinda 6n zenginlestirme isleminde kullanildi.
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4.1. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin hazirlanmas1 ve
karakterizasyonu

Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri slispansiyon polimerizasyonu ydntemi ile
sentezlendi. Hazirlanan mikrokiirelere magetik 06zellik kazandirmak iki basamakta
geceklestirilmistir. Ik olarak, Fe(Ill) igeren p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, Fe(III)
iyonlar1 varliginda siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile HPMA ve EGDMA
monomerlerinden hazirlandi. Ikinci basamakta ise p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin
yapisinda demir oksit kristali olusumu i¢in Fe(II) iyonlar1 igceren NHs-H20 sulu ¢ozeltisinde

klasik termal ¢oktiirme reaksiyonu ile kiirelere manyetik 6zellik kazandirild1 (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin sentezinin sematik gosterimi

Daha sonra hazirlanan bu magnetik kiirelere ATRP yontemi ile ylizeyde tarak tipi GMA
zincirleri ilave edildi. GMA nin yapisinda bulunan fonksiyonel epoksi grubu, biyolojik
molekdllerin amin, tiyol ve hidroksil gruplari ile reaksiyona girerek hedef molekiiliin yiizeye
kovalent olarak tek basamakta baglanmasini saglar. Ayrica, cesitli aktivasyon islemlerine
olanak tanir, depolama esnasinda ve ¢ozelti ortaminda kararlidir ve farkli fonksiyonel
gruplar tasiyan molekiiller ile (amino, tiyol, hidroksil gibi) kararli O-C ve N-C kovalent
baglar1 olustururlar. Glisidil metakrilat iceren polimerik yapilar yliksek mekanik kararliliga
sahip olmalar1 nedeni ile genis pH araliginda biyomedikal ve biyoteknoloji alanindaki ¢esitli
uygulamalarda etkili ve giivenli olarak kullanilmaktadir [16, 37, 54]. Bu nedenlerden dolay1
tez calismasinda, fonksiyonel epoksi grubu iceren glisidil metakrilat (GMA), manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerine aptamer ligandinin kovalent olarak baglanabilmasi igin
asitlama monomeri olarak kullanildi. Yiizeyde baglatilan atom transfer radikal
polimerizasyonu  (SI-ATRP) yontemi ile, p(GMA) zincirlerinin  manyetik
p(HPMA/EGDMA) kiirelerine agilanmasini igeren yiizey modifikasyonu iglemi Sekil 4.2°de
gosterildi.
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Sekil 4.2. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin sentezinin sematik
gosterimi

Sentezlenen manyetik p(HPMA/EGDMA) kiireleri yiizeyinde p(GMA) fircalar1 elde etmek
i¢in, 2-bromo-2-metilpropiyonil bromid (BMP) ile modifiye edildi ve brom igerigi gram

manyetik mikrokiire basina 0,28 mmol brom olarak belirlendi.

Glisidil metakrilat monomeri Br-uglu fonksiyonel manyetik p(HPMA/EGDMA)
mikrokiirelerin ylizeyine SI-ATRP yontemi ile asiland1 ve ylizeyde p(GMA) firgalar
olusturuldu. SI-ATRP reaksiyon zamani 10 saat siirdiiriildii ve yiizde asilama verimi
yaklagik %129 olarak bulundu. Kiitle artis1 monomerlerin polimerize olan fraksiyonunu
gosterdiginden, bu sonucun asilama reaksiyonlariin verimi olarak rapor edildi (Sekil 4.3).
Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri iizerindeki erisilebilir epoksi
gruplarinin miktar1, HCI-piridin metoduyla belirlendi ve 3,89 mmol/g olarak belirlendi.
Agirlik kazanimi (%129) manyetik mikrokiirelerin 10 saat agilama reaksiyonundan sonra
elde edildi. Bu, manyetik mikrokiirelerin grami basmna (asili p(GMA) miktari, gram
manyetik mikrokiire basina 1,29 g’dir ve GMA’nin molar kiitlesi 142 g/mol’diir)
[(1,29/142)/(1+1,29)](10%) = 3,97 mmol GMA asilandigin1 gostermektedir. Asilanan
polimer kiitlesi, baslangic brom igerigine (0,26 mmol/g) boliinlinerek, baslama bolgesi
basina, polimerizasyonun ortalama derecesi 12 birim (3,97 / 0,26 =15,3 birim) olarak
bulundu. Boylece, baslama bdlgesi basina ortalama 15 GMA tekrarlayan birimi oldugu
hesaplandi.



48

150 -
~ 120 -
o~
€ 90 -
o
s 60
(v -
=
ks
g} 30 A
O 1 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10

Reaksiyon siresi (saat)

Sekil 4.3. Br-uglu fonksiyonel manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin yiizeyine
p(GMA) asilama veriminin reaksiyon siiresine gore degisimi

Vakum etiiviinde kurutulan manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) destek materyalinin
boy ve boyut dagilimi belirlendi. 53-300 um arasinda dagilim gosterdi ve polimerizasyon
verimi % 87 olarak hesaplandi. 75-150 um boy ve boyut dagilimina sahip boliintii DNA

aptamer ligandinin immobilizasyonu ¢alismalarinda kullanildi.

Biyoteknoloji uygulamalarinda, hedef analite yiiksek afinite gostermesi beklenen polimerik
malzemenin biyolojik sistemlerinde kullanimi diisiiniildiigiinde su igerigi, olduk¢a dnem
kazanmaktadir [14]. Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)
mikrokiirelerinin sisme oram siras1 ile 27,8 ve 21,3 olarak bulundu. Bu deger biyolojik
uygulamalar i¢in ylizey islanabilirligi g6z oOniine alindiginda uygun smirlar arasinda
bulunmaktadir. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin, glisidil metakrilat
monomerinin asilanarak modifiye edildiginde, firca tipi polimer zincirleri iceren asili
mikrokiirelerin su igeriginin azaldig1 gorildi. p(GMA) nin polaritesinin diisiik oldugu ve
herhangi bir sabit yiike sahip olmadig1 géz 6nilinde bulunduruldugunda bu sonucun tutarl
oldugu gorilmektedir. Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)

mikrokiirelerinin yogunlugu siras1 ile 1,27 ve 1,09 g/cm?® olarak belirlendi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin iginde

cokeltilmis demir oksit kristallerinin miktari, gram mikrokiire basina sirastyla 173 ve 79 mg
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olarak bulundu. Manyetik polimerin yapisinin kararliligi, ortam pH’s1 0,5 M HCI ve NaOH
kullanilanarak 1,0-12,0 araliginda ayarlanan saf su igerisinde 48 saat inkiibe edilmesiyle
calisildi. Inkiibasyondan sonra, manyetik kiireler kurutuldu ve Fe;Os igerigi gravimetrik
olarak belirlendi. Fe2O3 igeriginde ve manyetizasyonunda, ¢alisilan genis pH araliginda (pH

1.0 ve 12.0 arasinda) kayit edilecek degisiklik gostermedi.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin spesifik
yiizey alanlar;, BET 6l¢iimleri ile sirasi ile 9,3 ve 7,1 m?/g olarak belirlendi. p(GMA\) ile
mikrokiirelerin asilanmasindan sonra spesifik ylizey alaninda goriilen azalma, asilama
sonucunda manyetik kiirelerin gozenekliginde belirli bir azalmayr neden oldugunu

diistindiirdii.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin,
manyetik davraniglari, VSM ile degerlendirildi (Sekil 4.4). Spesifik doygunluk
manyetizasyonu (os), manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireler i¢in 13,9 emu/g ve
manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri i¢in 6,7 emu/g olarak belirlendi. Bu
sonu¢, manyetik mikrokiirelerin, kalici bir miknatis ile birka¢ saniye icinde sucul
ortamlardan  kolayca  ayrilabilecegini = gosterdi. Fe3sOs4  nanopartikiillerinin
p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin i¢yapisinda olusumu, gravimetrik analiz ile de teyit
edildi ve mikrokiirelerin i¢inde tutuklanmis demir oksit kristalinin miktari, gram mikrokiire
basina 169 mg olarak bulundu. p(GMA) ile asilamadan sonra kiirelerin doygunluk
manyetizasyonundaki azalma, p(GMA) polimer katmaninin diamanyetik katkisindan dolayz,
birim agirlik basina manyetik momentlerin miktarindaki azalma ile aciklanabilecegini

diistindiirdii.
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Sekil 4.4. Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)
mikrokiirelerinin VSM egrileri

Sentezlenen manyetik 6zellik kazandirilmis p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin SEM
mikrografinda kiiresel bir yapiya ve polimerizasyon islemi siiresince olusan gézeneklerden
dolayida piirtizlii bir yiizeye sahip oldugunu gosterdi (Sekil 4.5). Mikrokiirelerin gézenekli
yiizey yapisi, genis bir ylizey alani sagladigindan ytiksek ligand immobilizasyonu ve yiiksek

miktarda hedef analite baglanma kapasitesine erisilmesini saglayacagi diistiniildii.
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Sekil 4.5. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin SEM mikrografi

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin 1sisal
kararlilig1, termal gravimetrik analiz (TGA) kullanilarak belirlendi. Sekil 4.6 (A) manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin ve Sekil 4.6 (B) ise manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-
p(GMA)  mikrokiirelerinin ~ DTA/TGA  egrisini  gdstermektedir. Manyetik
p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin baslangi¢ agirlik
kaybi, Orneklerdeki az miktardaki nemin varligindan kaynaklandigini disiiniildi.
Basglangictaki agirlik kaybi, sicaklik artisiyla birlikte, keskin ve siirekli bir agirlik kaybini
izledi. TGA egrisinden de goriildiigii iizere, Fe3Os kristalleri igeren manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)
mikrokiirelerinden daha kii¢iik bir egim ve yiiksek bir 1s1sal kararlilik gosterdi (Sekil 4.6).
Degradasyon tamamlandiktan sonra, p(GMA) asilanmis manyetik mikrokiireler i¢in kalan
kalinti, agilanmamis manyetik mikrokiirelerinkinden daha az oldugu goriilmiistiir. Bu,
p(GMA)-asili manyetik mikrokiirelerin kompozisyonunun daha ¢ok organik bilesen i¢erdigi
icin, p(GMA)’nin gosterdigi katman etkisinden kaynaklandigr goriildi. Manyetik
p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerindeki ¢okeltilmis

demir oksit kristalinin miktar1 sirasiyla 173 ve 79 mg/g olarak belirlendi.
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Sekil 4.6. Manyetik p(HPMA/EGDMA) (a) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) (b)
mikrokiirelerinin DSC ve TGA egrileri

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin FTIR
spektrumlari, Sekil 4.7 ve 4.8’de sunuldu. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin
FTIR spektrumu, 3435 cm™’de alkoliin hidrojen bagmin karakteristik gerinim titresimine
sahiptir (Sekil 4.7). 2930 cm™’de metilen titresimi hidroksipropil metakrilat ve asilanan
glisidil metakrilatin her ikisinin karakteristik titresimleri arasinda yer alir (Sekil 4.7 ve 4.8).
1730 cm™"deki titresim her iki monomerin ester konfigiirasyonunu géstermektedir. p(GMA)
asilanan manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin FTIR spektrumunda 908 cm™’de

gbozlemlenen pik epoksi halkasina ait titresim bandidir. Bu sonug, p(GMA) zincirlerinin
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manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiire yiizeyine asilandigini gosterdi. FesOa, 600 cm™’de
karakteristik banda sahiptir ve Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de 594 ve 596 cm™*de gériilen bu pikler
sirast  ile, manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)
mikrokiirelerinin yapis1 i¢inde Fe3Os molekiillerinin basarili bir sekilde olustugunu
gostermektedir. Sonug olarak, FTIR spektral analizi, p(GMA) zincirlerinin manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerine asilandigini ve manyetik p(HPMA/EGDMA) ve
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin igindeki Fe3O4 varligini onaylamustir.
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Sekil 4.7. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin FTIR spektrumu
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Sekil 4.8. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin FTIR spektrumu

4.2. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerine Salmonella bakterisi
icin spesifik aptamer ligandinin immobilizasyonu

Polimer yiizey modifikasyonundan sonra potansiyel olarak, cesitli biyomolekiillerin
imobilizasyonunda ve bunun sonucunda da spesifik etkilesim i¢in istenen afinite 6zelliklerini
ortaya ¢ikaran materyalleri hazirlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu yondeki yiizey
modifikasyon islemleri genel olarak, hedef biyomolekiiller i¢in spesifik ya da pseudospesifik
bir ligandla yiizeyi zenginlestirmeyi igermektedir. Modifiye edilen polimerler, polimer
yiizeyi ile biitiin hiicre, organel, enzim ve niikleik asitlerin etkilesimini iceren biyoteknolojik
alanlarda kullanilmaktadir [37, 54, 95]. Biyolojik molekiillerin immobilizasyonu i¢in
kovalent veya non-kovalent metodlar kllanilmaktadir. Kovalent baglanma metodlart,
molekiillerin ylizeye kararli baglanmasini saglamasinin yaninda, oldukca genis araliktaki

biyolojik molekiillere uygulanabilirligi ve tekrar kullanimin ytiksek olmasinida saglar.

Sacakli p(GMA) polimeri asilanmis manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri, aptamer,
protein, niikleik asit, lipit ve sekerler de dahil olmak iizere gesitli ligandlarin iizerinde

bulunan hidroksil, amino veya tiyol gruplari iizerinden kovalent olarak baglanma yoluyla,
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uygun immobilizasyonuna olanak saglar. Manyetik mikrokiirelerin tizerindeki sagakli yap1
cok tabakali ligand baglanmasina olanak saglayarak polimerik materyale ligandin baglanma
kapasitesini arttirir  [5, 27]. Tez c¢alismasinda, p(GMA) asilanan manyetik
p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin yilizeyinde bulunan fonksiyonel epoksi gruplari ile
aptamer ligandinin amin grubu arasindaki reaksiyon sonucunda, mikrokiire ylizeyine hedef
patojen Salmonellaya spesifik aptamer ligandi kovalent olarak immobilize edildi (Sekil 4.9).
Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerine aptamer immobilizasyonu
prosediiriinii takiben, her mikrokiirenin yiizeyinde immobilize olan 6930 Salmonella-
aptamer molekiili oldugunu hesaplandi. Aptamer ligandi bagli  manyetik
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri sulu ortamdan hedef hiicrelerin yakalanmasi
icin kullanilmistir (Sekil 4.9).

W %@%Sif o

ImmobIHzatIon Aptam!r magnetlc

wO

Aptamer-magnetic beads Specific binding to E.coli

Sekil 4.9. Manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA ) mikrokiirelerine Salmonella’ya spesifik
aptamer ligandin baglanmasi isleminin sematik gosterimi

4.3. Salmonella bakterisi icin spesifik QCM ciplerinin hazirlanmasi

6-merkaptohekzanoik asit QCM ¢ipi iizerinde tek tabaka olusumu i¢in kullanildi ve pH
4,0’de suda ¢oziinebilir karbodiimid ile aktive edildi. Bu yolla, reaktif imid gruplari, aptamer
ligandinin immobilizasyonu ig¢in, kristal yiizeyinde olusturulmus oldu (Sekil 4.10). Aminle
modifiye edilmis aptamer dizilerinin kovalent baglanmasi, sensor kristalinin imin gruplari
ve Salmonella’ya spesifik aptamer ligandinin amino gruplari arasinda gergeklestirildi (Sekil
4.10). Bu amagcla, Salmonella’ya 6zgiil aptamerin immobilizasyonu siiresi sonunda (18 saat
siiresince inkiibasyonu sonucunda), frekansin 21 Hz azalmasi ile sonuglandi. Bu azalma,
aptamer molekiillerinin 28,14 ng/cm?’lik yiizey kaplamasma karsihk geldigi yukarida

verilen formiille hesaplandi. QCM, elektriksel uyarimda, piezoelektrik kuvars kristal’deki
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degisimleri dlgen, bir yigin akustik dalga dl¢limii metodudur ve bu frekans degisiklikleri,
Saubery esitliginde verildigi gibi sensoriin yiizeyindeki kiitleyle dogrusal orantilidir [2, 27].
Yiizeye aptamer immobilizasyonundan sonra, sensOr ¢ipi, baglanma deneyleri i¢in bir

siirekli akis hiicresine ile irtibatlandirildi.

v

QCM sensor  6-Mercaptohexanoic acid
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Sekil 4.10. QCM kristalinin yiizeyinin fonksiyonlandirilmasinin sematik gosterimi

4.4. Denge izotermleri parametreleri

Salmonella’ya spesifik aptamer ligandi QCM sensér sistemine bakteri hiicrelerinin
baglanma egilimi ¢alisildi. Farkli konsantrasyonlarda hiicreler, yaklasik 5 dakika boyunca,
sistemden siirekli olarak gecisi saglanan PBS tamponuna ilave edildi (Sekil 4.11). Spesifik
olarak baglanmayan hiicreler, sistemden tekrar 5 dakika siiresince, PBS’nin akisina izin
verilerek uzaklastirildi. Salmonella hiicrelerinin eklenmesi, frekans degerlerinde azalma ile

sonuclandi.
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Sekil 4.11. Salmonella bakterisine karst QCM de frekans degisimi (CFU/ml)

Frekans degisiklikleri, bir baglanma egrisi elde etmek icin Salmonella bakteri hiicre
sayilarina kars1 ¢izildi (Sekil 4.12). Hiicrelerin sayisinin artirilmasi ile, frekans -32 Hz’lik
bir doygunluk seviyesine kadar azaldig1 gézlendi. Aptamer immobilize QCM c¢ipleri, daha

sonra Salmonella bakterilerinin tespiti i¢in kullanildi.
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Sekil 4.12. Salmonella'ya yanit olarak frekans degisiklikleri (CFU/mL): Degisen Salmonella
hiicre sayilarina karsi aptamer ligandi baghh QCM ¢ip yiizeyi i¢in belirlenen
frekans degisimi

Salmonella’ya 6zgiil aptamer immobilize edilmis kuvars kristal QCM g¢ipleri kullanilarak
elde edilen veriler, ileri ve geri baglanma sabitleri, Ka (mL/CFU) ve Kq (CFU/mL) gibi,
denge izoterm parametrelerinin belirlenmesi i¢in analiz edildi. Bu amag i¢in, Boliim 2.7°de
verilen iki farkli denge izoterm modeli, Langmuir ve Freundlich, aptamer immobilize

edilmis kristal yiizeylerine Salmonella adsorpsiyonu i¢in uygulandi.

Langmuir modeli, es enerjili ve yan etkilesimleri olmayan homojen araylizey etkilesimlerini
tanimlamak icin kullanilmaktadir. Freundlich modeli ise heterojen yiizeylere daha uygundur.
Langmuir modelleri i¢in elde edilen yiiksek korelasyon katsayilar1 (R? 0,9998 den yiiksek)
ve ilgili semi-resiprokal egriler, Salmonella’ya 6zgiil aptamer bagli QCM gipleri igin,
dogrusal degisimlerle sonuglanmistir. Bu dogrunun egiminden, maksimum kapasite
(Ammax), 47,4 (ng/cm?) olarak bulunmustur. Teorik olarak hesaplanan bu Ammax degeri,
deneysel degere (46,6 ng/cm?) ¢ok yakin bulunmustur (mgeneysel). Bu sonuglar, Salmonella
hiicrelerinin, Salmonella’ya spesifik aptamer ligandina baglanmasi isleminin, Langmuir

modeli ile tarif edilebilecegini gostermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Aptamer ligand1 bagli QCM ¢ip yiizeyi ve salmonella hiicreleri arasindaki
baglanma i¢in elde edilen deneysel, Langmuir ve Freundlich izoterm egrisi

Denge baglanma egrisinden afinite sabiti (Kqg), 3259 CFU/mL olarak belirlendi. Denge
izoterm parametresi Ka, 3,07x10* ml/CFU olarak hesapland:. Freundlich modelinden elde
edilen denge baglanma, (0,998’in iizerinde R?) sulu bir ortamdan Salmonella hiicrelerinin,
aptamer immobilize edilmis QCM sensorleri iizerine, yliksek bir adsorpsiyon kapasitesiyle
kolayca baglandigini gostermistir (Sekil 4.13). Deneysel olarak test edilen Salmonella’ya
spesifik aptamer ligand1 bagli QCM c¢ipi i¢in belirlenen n degerlerinin biiytikligi (6,16),
sulu ¢ozeltiden Salmonella hiicrelerinin yiizeye spesifik adsorpsiyon islemi igin yeterince

yiiksek oldugunu gosterdi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Salmonella’ya spesifik aptamer ligandi bagli QCM kristali i¢in belirlenen
1zoterm model sabitleri ve korelasyon katsayilar

Deneysel Langmuir Freundlich

Ammax, deneysel Ammax Kad R? Kr n R?

(ng/cm?) (ng/cm?)  (CFU /mL)

46,6 47,4 3259 0,998 7,30 6,16 0,992

4.5. Salmonella bakterilerinin sulu ortamlardan manyetik olarak spesifik yakalanmasi

Fonksiyonel  epoksi grubu tasiyan manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)

mikrokiirelerine, Salmonella’ya spesifik aptamer ligandi dogrudan immobilize edildi ve sulu
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ortamdan hedef patojen hiicrelerin yakalanmast i¢in kullanildi (Sekil 4.9). Disaridan
uygulanan basit bir manyetik malzeme ile, aptamer ligand1 immobilize edilmis manyetik
mikrokiireler sulu ortamlardan Salmonella bakterilerini kolaylikla ayristirilmasini sagladi.
Literatiirde, benzer g¢ekirdek-kabuk tipi manyetik kiireler, siit 6rneklerinden Salmonella
bakterilerin manyetik ayirma yolu ile ayritirarark gercek zamanli PCR yolu ile birlikte tayin
edildigi bildirilmistir [6]. Aptamer ligandinin kullanidig1 manyetik ayirma iglemleri, ¢ozelti
ortaminda Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda biyolojik malzemeler mevcut oldugunda,
gelismis bir platform saglayarak bakteri tespitinde 6nemli gelismeler saglanmasina neden
oldugu rapor edilmistir. Literatiirde antikor veya aptamer ile (biyo-algilama molekiili
olarak) iglevsellestirilen manyetik kiirelerin kompleks 6rneklerdeki Salmonella bakterilerin
tamaminin yakalanmasinin miimkiin oldugunu da gostermistir [6,7]. Bu nedenle tez
caligmasinda, QCM analizi ile bakteriyel hiicrelerin ger¢ek zamanli olarak saptanmasi igin,
sentezlenen manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri On-zenginlestirme
(veya On-deristirme) yoOntemi olarak kullanilmistir. Aptamer immobilize manyetik
mikrokiirelerden, yaklasik 10° aptamer-manyetik kiire alinarak, 10° CFU/ml bakteriyel
hiicreye 15 dakika inkiibe edildi. Bakteriyel hiicrelere maruz birakilan kiirelerin mikroskopi
gorlintiisii, aptamer ligandi bagli mikrokiirelerin, Salmonella ya spesifik olarak baglandigini

gosterdi.
4.6. QCM Sensoriiniin Siitte Salmonella’nin Tayininde Kullanim

Yiiksek afinite ile Salmonella bakterilerine baglanan spesifik aptamer sekanslari, manyetik
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin yiizeyi lizerine yukarida verildigi gibi
baglandi ve siit 6rneklerinden Salmonella bakterilerin hizli bir yolla izolasyonunda da
kullanildi. Bu caligmada, gida numunelerinde bulunan ve analiz i¢in girisim yapan bilesikler,
manyetik 6n-deristirme metodu izlenerek, basarili bir sekilde uzaklastirildi. On deristirme
yonteminde, aptamer ligandi immobilize edilmis manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA)
mikrokiireleri gida numunesi ile etkilestirildiginde, 6rnek icerisinde sadece hedef patojenler
aptamer ligand1 iizerine secici olarak adsorplandigindan karisimdaki diger bilesenler bu
yolla uzaklastirilmis oldu. Gida 6rnegindeki hedef bakteri, manyetik mikrokiirelerden eliie
edildi ve eliie edilen bakterilerin miktar1 hazirlanan QCM sensor sistemi ile analiz edildi.
Elde edilen verilerden gida Orneklerinden bu gelistirilen yontemle hedef bakterilerin

dogrudan tespitinin yapilabilecegini gosterdi.
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Siit 6rneklerinden Salmonella’nin gergek zamanl belirlenmesi igin, manyetik mikrokiireler
den eliie edilen bakteri hiicreleri, aptamer temelli QCM sensorii ile temas ettirilerek gergek
zamanl olarak miktarsal tayinleri yapildi. Yukarida da belirtildigi gibi gida 6rneklerinde
kompleks biyolojik bir ¢ozelti olsa bile ve arka planda bakteriyel kontaminasyon varliginda,
tez ¢alismasinda kullanilan yontem ve hazirlanan QCM sensdrii ile yiiksek 6zgiinliikte tayin
edilmeleri saglandi. Dogrudan baglanma analiz deneyleri, canli Salmonella i¢in, tayin

limitini belirlemek amaciyla gergeklestirildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Salmonella'ya yanit olarak belirlenen frekans degisimi (CFU/ml).

Canli Salmonella hiicrelerinin tayin sinirinin belirlenmesi i¢in yapilan baglanma deneyleri,
gerceklestirildi. Farkli konsantrasyondaki hiicreler, Sekil 4.12°de verilen dogrusal kismi elde

etmek i¢in aptamer immobilize QCM sensor ¢ipi ile inkiibe edildi

Sekil 4.12°de verilen egrinin dogrusal kismin1 elde etmek i¢in, ¢esitli konsantrasyonlardaki
hiicreler, aptamer immobilize edilmis sensor ¢ipleri ile tamasi saglandi. Siit 6rnekleri, %5 -

10 mertebelerinde seyreltilerek QCM ile analiz edildi [8]. Bu ¢alismada amacimiz, orijinal
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orneklerin seyreltme islemine gerek kalmadan, dogrudan siitte bakteri hiicrelerini tespit
etmekti. Yukarida, sensor karakterizasyonu kisminda tarif edildigi gibi, yontemler,
Salmonella hiicreleri eklenmis siit 6rneklerinden de Salmonella nin belirlenmesi igin
kullanildi. Sekil 4.15°de ¢esitli seyreltmelerde siit o6rneklerinin enjeksiyonundan sonra
belirlenen frekans degisiklikleri gosterilmektedir. Siit icerigi % 10'dan daha fazla olan bir
seyreltme, 400 Hz’den fazla bir frekans degisimi ile sonuglandi, bu deger, PBS’deki frekans
degisikliklerinden, yaklagik 10 kat daha yiiksektir. Sekil 4.16, aptamer immobilize edilmis
manyetik mikrokiirelerden, eliie edilen bakteriyel hiicrelerin enjeksiyonuna karsilik olan,
QCM sensoriiniin frekans degisikligidir, eliient hiicreleri, Salmonella veya E. coli igeren

kontamine siit 6rneklerinden manyetik asagi cekme yontemiyle elde edilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda siit 6rneklerinin frekans degisimleri (6rnegin dogrudan
enjeksiyonu)
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda siit orneklerinin frekans degisimleri (manyetik kiirlerle
on saflagtirma igsleminden sonra enjeksiyon) (Kontrol E. coli hiicrelerini ifade
etmektedir. Bakteri ornekleri 10* CFU/mI sabit konsantrasyonunda enjekte
edildi)

Aptamer-sensoriiniin -~ 6zgilinliigii, gida Orneklerindeki en sik goriilen bakteriyel
kontaminantlarinda biri olan gram negatif (E. coli) bakterisi kullanilarakda test edildi
[35,36]. Kontrol olarak E. coli hiicreleri, deneyde kullanilan Salmonella bakteri hiicreleri ile
yer degistirerek kullamldi ve 6rnekler 10* CFU/ml’de kullanildi. Sonuglar, Salmonella
tayininin, 10* CFU/ml aym konsantrasyonda kullamlan diger bakterilerden ayirt
edilebilecegini gosterdi. Ayrica, siit drnekleri, 10* CFU/ml sonug konsantrasyonunu elde
etmek igin bakteri hiicreler ile karistirildi ve Salmonella hiicrelerini eliie etmek igin,
manyetik ayirma yontemi bu boliimde de kullanildi. % 50 siit igerigine kadar, numuneler,
herhangi bir siit ilavesi olmayan numunelere benzer QCM yanitim1 verdi. Direkt siit
orneklerinde (% 100) biraz daha yiiksek frekans degisimi ile sonuglanmis olmasina ragmen,
fark, ihmal edilebilir diizey gozlendi (% 100 siitte 28 Hz’e kars1 PBS tamponunda 26 Hz)
olarak belirlendi. Sensoriin 6zgiilliigii, manyetik olarak muamele edilmis, E. coli hiicreleri

ile karistirilmis siit 6rneklerinin enjekte edilmesiyle calisildi (Sekil 4.16).
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4.7. Salmonella hiicreleri i¢in QCM Kkristalinin rejenerasyonu ve tekrar
kullanilabilirligi

Aptamer ligandi immobilize edilmis QCM ¢ipleri, Salmonella hiicrelerinin tekrar
baglanmasi i¢in kullanildi. QCM sensor yiizeyine baglanan Salmonella hiicreleri, 20 mM
NaOH soliisyonu igsleme sokuldu, sensor ylizeyinden bakteriler bu yolla uzaklastirildi. Bu
islemin QCM sensdriiniin herhangi bir inaktivasyonuna sebep olmadigi, NaOH ¢d6zeltisin
uygun bir eliisyon ajani oldugunu gosterdi. Bu rejenerasyon yonteminin aptamer ligandi
bagli QCM c¢ipinin Salmonella hiicrelerine kars1 baglama kapasitesininde belirgin bi kayba
neden olmadigi, altinci kez kullanim sonucunda yaklasik olarak hiicrelerin % 97’sinin

yakalanabildigi belirlendi.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda manyetik Ozellik kazandirilmis
poli(hidroksipropimetakrilat/etilenglikoldimetakrilat), p(HPMA/EGDMA), mikrokiireleri
slispansiyon polimerizasyon yontemi kullanilarak hazirlandi ve glisidilmetakrilat (GMA)
polimer zincirleri manyetik mikrokiirelerin yiizeyine asilanarak yilizeyde fonksiyonel gruplar
olusturuldu. Manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri slispansiyon polimerizasyonu
yontemi ile sentezlendi. Hazirlanan mikrokiirelere magetik 6zellik kazandirmak iki
basamakta geceklestirilmistir. ilk olarak, Fe(IIl) iceren p(HPMA/EGDMA) mikrokiireleri,
Fe(III) iyonlart varliginda siispansiyon polimerizasyonu yontemi ile HPMA ve EGDMA
monomerlerinden hazirlandi. Ikinci basamakta ise p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin
yapisinda demir oksit kristali olusumu i¢in Fe(IT) iyonlart igeren NH3-H20 sulu ¢ozeltisinde

klasik termal ¢oktiirme reaksiyonu ile kiirelere manyetik 6zellik kazandirildi.

Yiizeyde baslatilan atom transfer radikal polimerizasyonu (SI-ATRP) yontemi ile, p(GMA)
zincirlerinin manyetik p(HPMA/EGDMA) kiirelerine agilandi. SI-ATRP reaksiyon zamani
10 saat siirdiiriildii ve yiizde asilama verimi yaklasik %129 olarak bulundu. Manyetik
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri tizerindeki erisilebilir epoksi gruplarinin
miktar1, HCI-piridin metoduyla belirlendi ve 3,89 mmol/g olarak belirlendi.

Vakum etiiviinde kurutulan manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) destek materyalinin
boy ve boyut dagilimi belirlendi. 53-300 um arasinda dagilim gosterdi ve polimerizasyon
verimi % 87 olarak hesaplandi. 75-150 pum boy ve boyut dagilimina sahip boliintii DNA
aptamer  ligandinin immobilizasyonu caligmalarinda  kullanildi. Manyetik
p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin sisme orani sirasi
ile 27,8 ve 21,3 olarak bulundu.

Manyetik p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin spesifik
yiizey alanlari, BET 6lciimleri ile siras1 ile 9,3 ve 7,1 m?/g olarak belirlendi. p(GMA) ile
mikrokiirelerin asilanmasindan sonra spesifik yilizey alaninda goriilen azalma, asilama
sonucunda manyetik kiirelerin gozenekliginde belirli bir azalmayr neden oldugunu

diistindiirdii.
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Spesifik doygunluk manyetizasyonu (os), manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiireler i¢in
13,9 emu/g ve manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri i¢in 6,7 emu/g olarak
belirlendi. Bu sonug, manyetik mikrokiirelerin, kalic1 bir miknatis ile birka¢ saniye i¢inde

sucul ortamlardan kolayca ayrilabilecegini gosterdi.

p(GMA) asilanan manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerinin FTIR spektrumunda 908
cm¥’de gozlemlenen pik epoksi halkasina ait titresim bandidir. Bu sonug, p(GMA)
zincirlerinin manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiire ylizeyine asilandigin1 gosterdi. FTIR
spektrumunda gozlemlenen 594 ve 596 cm™’de goriilen pikler sirasi ile, manyetik
p(HPMA/EGDMA) ve p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiirelerinin yapist iginde

Fe3O4 molekiillerinin bagarili bir sekilde olustugunu gostermektedir.

Tez calismasinda, p(GMA) asilanan manyetik p(HPMA/EGDMA) mikrokiirelerin
yiizeyinde bulunan fonksiyonel epoksi gruplari ile aptamer ligandinin amin grubu
arasindaki reaksiyon sonucunda, mikrokiire yiizeyine hedef patojen Salmonellaya spesifik
aptamer ligandi kovalent olarak immobilize edildi. Mikrokiirenin yiizeyinde immobilize
olan 6930 Salmonella-aptamer molekiilii oldugunu hesaplandi. Aptamer ligandi bagh
manyetik p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri sulu ortamdan hedef hiicrelerin 6n-

zenginlestirme islemi i¢in kullanildi.

QCM sensdorleri ¢ok yiiksek derecede hassas kiitle 6l¢iim cihazidir, cihazin temel frekansi,
QCM kristal yiizeyindeki nanogram seviyelerdeki kiitle artisiyla, dogrusal olarak azalir. Bu
calisma, aptamer-manyetik ayirma ve QCM aptamer-sensér metodunun kombinasyonunun,
gida Orneklerindeki kontaminantlarin hizli ve hassas tayin i¢in kullanilabilir oldugunu
gostermistir. Yukarida verildigi gibi yeni bir QCM biyosensorii, gida orneklerindeki
Salmonella hiicrelerinin tayini igin gelistirildi. Bu amagla, Salmonella bakterisine 6zgiin
aptamerler, modifiye altin kapli QCM elektrodun ylizeyine kovalent olarak baglandi ve
basarili bir sekilde, immobilize edildi. Sonuglarimiz agik bir sekilde, manyetik
p(HPMA/EGDMA)-g-p(GMA) mikrokiireleri iizerinde Salmonella spesifik aptamerlerinin
immobilizasyonunun, 6n deristirme ve QCM sensoriiniin isletilmesi sonrasinda yiiksek
yeniden kullanilabilirlige sahip oldugunu gosterdi. QCM aptamer sensorii, optimize kosullar
altinda, hizli yanit (10 dakikadan az), hedef bakteri i¢cin genis dogrusal aralik ve yiiksek
hassasiyet gosterdi. Deneysel sonuglar, 100 hiicrelik tayin sinir1 ile, istenen segiciligi ve 100

ila 4x10* CFU/ml hiicreye kadar, dogrusal bir yamt araligmi gosterdi, bu nedenle, bu
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gelisrilen manyetik 6n zenginlestirme ve aptamer QCM yonteminin birlikte kullanimi

Salmonella tayini i¢in potansiyel bir uygulama oldugunu gosterdi.
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