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Nanoyapilar—

Bilim diinyasi son on yilda bir¢ok hastaligin

teshisi icin DNA ve protein isaretlerin

tayini amaciyla nanomalzemelerin

kullaniminda bir patlamaya tanik olmustur.

Yogun aragtirmalar mevcut teknolojilerin

eksikliklerini gidererek kullanimi kolay,

saglam, yiiksek duyarlilikta ve segici

teshis araglar1 gelistirme gereksiniminden
kaynaklaniyor. Bu kapsamda kimyacilar

teshis sistemlerinde kullanilmak tizere yeni
malzemelerin gelistirilmesinde 6nemli »
gorevler iistleniyorlar. Nanomalzemelere
dayal1 teshis sistemleri mevcut yontemlere
gore teshisin duyarliligy, seciciligi ve
kullanim kolaylig1 bakimindan énemli-
avantajlara sahiptir. Bu yeni yontemlerin
bazilar1 biyolojik uygulamalarma ve genel -
ozelliklerine gore gruplandirilmistir.
Bu yazida niikleik asitler, proteinler
ve biyolojik 6neme sahip bazi kiigtik
molekiillerin biyoteshis amaciyla izlenmesi

icin nanomalzeme temelli sistemlerin -
gelistirilmesindeki mihenk taglar: kisaca

anlatilmustir. Ayrica bazi nanomalzemelerin

onlar1 6zel teshis uygulamalari icin essiz r
yapan temel 6zelliklerine deginilmistir.
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tikleik asit dizilimi her organizma igin
N(bakteri, viriis veya patojen) ozgildiir ve

cesitli hastaliklarin teshisi i¢in kullanigh bir
hedeftir. Hizli dizi analizi olanaklarinin gelismesi sa-
yesinde birgok hastalik ve ayrica biyoteror saldirila-
r1igin DNA dizi bilgisi elde edilebiliyor. Bu hastalik-
larla tibbi alanda daha etkili bir miicadele ve biyote-
ror saldirilarina kargi daha hizli cevap igin, DNA isa-
retlerinin erken ve dogru teshisi ¢cok énemlidir. Bu
alanda kimyacilar, biyokimyacilar ve fizikgcilerden
olusan disiplinleraras aragtirma gruplar1 “molekii-
ler florofor” (florofor: floresans yapan maddeler) ta-
yinine bagh polimeraz zincir tepkimesi (PCR) ile et-
kin olarak rekabet edebilecek, nanomalzemeleri kul-
lanan tayin yontemleri gelistirmeye ¢alisiyorlar. PCR
yani olasi hedefin parcalarini ¢ogaltmaya yarayan
teknoloji, duyarlihik bakimindan hassas bir yéntem-
dir. Ancak, kontaminasyonlara duyarli ve karmagik
olmasi, maliyeti, tasinma sorunu ve ayn: anda bir-
¢ok analize olanak vermemesi gibi dezavantajlara sa-
hiptir. Bir¢ok arastirmaci bu teknolojiyi, 6rnegin bir
doktorun muayenehanesinde, savag alaninda, ti¢in-
cii diinya tilkelerinde ve biyoterore kars1 ilk savunma
asamasinda kullanmanin giigliiklerini yasamustir. Bu
kisitlamalar ucuz, tek kullanimlik, hizli ve dogru so-
nug veren ve kullanim becerisi gerektirmeyen teshis
yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kiliyor. Nano-
malzemelerin niikleik asit tayininde PCR ve molekii-
ler florofor teknolojileriyle yarisabilmesi igin bu so-
runlarin ¢oziilmesi gerekli. Bazi proteinlerin anor-
mal miktarlar1 siklikla cesitli kanser tiirlerinin ve di-
ger hastaliklarin varligini isaret eder. Ancak, mevcut
yontemler, sadece proteinlerin belirli bir esik diizeyi-
ni agmalarinin ardindan teghise olanak verir. Genel-
likle de bu diizeylerde hastalik 6nemli derecede iler-
lemistir. Protein isaretlerin daha erken donemde tes-
hisine olanak verecek daha duyarl bir yontemin ge-
listirilmesi, hastaliklarin tedavisinde, hastalarin ya-
sam siirelerinin uzatilmasinda ve 6lim oranlarinin
azaltilmasinda muhtemel bir devrim niteliginde ola-
caktir. Protein teshisi alaninda mevcut yéntem, piko-
metre diizeyinde tayin olanag saglayan, florofor eti-
ketlemeyle de ¢aligabilen enzim bagli immiinosor-
bent testidir (ELISA). Protein teshisi alaninda PCRa
esdeger bir yontem mevcut degildir. Ancak, mole-
kiiler floroforlarin tayininde gorece pahali cihazla-
ra ihtiyag duyulmas: gibi 6nemli bir dezavantaj oldu-
gu unutulmamahdir. Bu kisitlamalar nedeniyle daha
ucuz ve taginabilir sistemler kullanigh olacaktir. Pro-
tein teshisi alaninda nanomalzemelerin rekabetgi ol-
masl i¢in molekiiler floroforlarin kullanimiyla ortaya
¢tkan bu kisitlamalari asmas gereklidir.

Tim floroforlarin biyoteshis 6l¢ctimleri icin uy-
gun ajanlar olmadig: gibi, tim nanomalzemeler de
biyotayin i¢in avantajlidir denemez. Bazi nanomal-
zemeler, kii¢iik boyutlar1 (1-100 nm) ve buna bag-
I1 olarak genis yiizey/hacim oranlari; kimyasal ola-
rak degistirilebilir, boyut, bilesim ve sekil gibi fi-
ziksel ozellikleri; olaganiistii hedef molekiil bagla-
ma kapasiteleri; dayanikliliklar1 nedeniyle olduk-
¢a ¢ekici adaylardir. Nanomalzemenin i¢ yapisi-
na gore boyutu daha 6nemlidir. Ciinkii hedef mo-
lekiiliin baglanmasi nanomalzemenin fiziksel 6zel-
liklerinde 6nemli degisiklikler yapar ve boylelik-
le sinyal iiretimi i¢ yapidan bagimsiz olarak sagla-
nabilir. Degistirilebilir fiziksel 6zellikler, nanomal-
zemelerin 6nemli bir 6zelligidir. Aslinda nanomal-
zemeler ile biyoloji, nanopargaciklarin biyobaglan-
ma ve hiicresel etiketleme ajan1 olarak kullanildig:
uzun bir ge¢mise sahiptir. Ancak, nanomalzemeler
i¢in yeni sentez, isleme ve karakterizasyon yontem-
leri, boyutlari, sekilleri ve bilesimleri ile ilgili degi-
sikliklerinin, dolayisiyla 6zelliklerinin kontroliiniin
miimkiin oldugunu ortaya koymustur. Nanomalze-
melerin fiziksel 6zelliklerinin kontrol edilebilmesi,
biyoteshis uygulamalarinda kullanilabilmeleri i¢in
gereklidir. Metal nanoparcaciklar ve kuantum nok-

Au kiireler
~50nm

Au kiireler
~100nm

Ag nanoprizmalar
~100nm

Ag kiireler
~100nm

= 200 nm (tiim goriintiler icin ayni)

www.mse.nus.edu.sg

Metal nanoparcaciklarin boyutu,
sekli ve bilesimi sistematik olarak
degistirilerek farkli 151k sagiima
dzellikleri elde edilebilir.

Ag kiireler
~ 80nm

Ag kiireler
~40nm
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talarmin boyut, sekil ve bilesimleri sistematik ola-
rak degistirilebiliyor ve 6zgiin emisyon, sogurma ve
151k sagilma ozelliklerine sahip, ¢oklu analizlere uy-
gun yapilar olusturulabiliyor. Nanotel ve nanotiip
gibi nanomalzemelerin bilesimi de kontrol edilebi-
liyor ve dolayisiyla hedef analit varliginda iletkenlik
ozelliklerindeki degisimin 6l¢iilmesine olanak ve-
riyor. Ayrica, ylizey modifikasyonu i¢in gelistirilen
araglar ve yontemler, biyomolekiillerin nanoélgek-
li analizinde ilerlemeler saglamistir. Bu olanaklarin
her biri aragtirmacilarin PCR ve ELISAnin molekii-
ler florofor temelli yontemleriyle rekabet edecek ye-
ni analizlere ve gelismis sinyal iletim yollarina y6-
nelmelerini saglamustir.

Nanoparcacik Temelli Tayin Yontemleri

Niikleik Asitler

Nanomalzemelerin teshis ajani olarak kullanil-
ma potansiyeline yonelik ilk uygulama, 1996da oli-
goniikleotid baglanmis nanopargaciklarin, tamam-
layic1 niikleotid dizileriyle birlesmesi temeline go-
re hedef DNA ile birlesip olagan dis1 optik ve eri-
me Ozellikleri olusturmasiyla ortaya ¢ikmistir. Al-
tin nanoparcaciklar (13 nm ¢apinda) analizde kul-
lanildiginda ¢6zeltinin rengi, analit baglanmasiyla
151k sacilma Ozelliklerinin degismesi sonucu kirmi-
zidan maviye doner. Bu basit davranis, nanoparga-
ciklarin hedef niikleik asitler i¢in “litmus testi” gi-
bi DNA tayin ajani olarak kullanimini diistindiir-
miistiir. Gergekten de, beyaz bir yiizeye ¢ozeltinin
damlatilmasiyla kolorimetrik bir degisim gercekle-
sir ve her bir test i¢in kalic1 bir kayit olusur. Kolo-
rimetrik degisim bir hastaligin teshisi i¢in basit ve
ucuz bir yoldur. Geleneksel molekiiler-florofor eti-
ketli yapilarin tamamlayict DNA ile hibritlestiginde
gosterdigi genis profile gore daha keskin erime pro-
fili sayesinde bu nanopargaciklarla yapilan deneyler
daha secicidir. Bu yontem floresans 6lgiimiine da-
yali yontemlere gore birka¢ avantaja sahiptir: mii-
kemmel eslesen hedef oligoniikleotidlerle, tek bir
baz ifti eslesmeyen hedefler arasinda ¢ok iyi ayi-
rim saglar; hizli ve kolaydir; optik okumasi pahali
ve karmagik cihazlar gerektirmez.

Elektriksel niikleik asit tayin yontemleri, ozel-
likle cesitli cevresel uygulamalar icin tasinabilir-
lik olanag: saglar. Nanopargacik sandvi¢ yontemle-
ri gimiis amplifikasyonu ile birlikte kullanilarak el-
de tasinabilir bir sekilde DNAnin elektriksel tayi-
ni i¢in kullanilabilir. Iki elektrot arasina oligoniik-
leotid tanima dizileri tutturulur, sandvi¢ formatin-
da analiz yapildiginda, DNA iki elektrot arasindaki

elektrik akimi veya direncin degisiminin bir fonk-
siyonu olarak tayin edilebilir. Hedef DNA ortamda
olmadiginda elektrod boslugunda akim akis: yok-
tur, ama hedef DNA, nanopargacik problar ve kata-
litik olarak biriktirilmis gimils varlhiginda elektrot-
lar arasindan akim gegebilir. Bu yontemin tayin s1-
nir1 500 x 10" molardir.

Manyetik nanopargaciklar da DNAnmn ¢ozel-
ti temelli tayinlerinde umut vaat ediyor. Topaklas-
ma ile manyetik nanoparcaciklar, ¢cevreleyen sudaki
protonlarin spinlerini etkileyerek durulum (relaxa-
tion) siiresinde uzama saglayan manyetik durulum
donistiiricti (MRS) gibi davranirlar. Bu durum ba-
z1 aragtirmacilarca biyotayinde kullanilmugtir. Or-
negin oligoniikleotid bagli demir oksit pargaciklar
hedef oligoniikleotid varliginda (20 x 10" molar s1-
nir) topaklagir ve gevreleyen suda durulum zama-
ninda él¢iilebilir bir artis (30 milisaniye, ms) sag-
lar. Hedef dizide tek baz ¢ifti uyusmamasi 1-21 ms
artisa neden olur. Bu durum bahsedilen sistemle-
rin DNA mutasyonlarinin belirlenmesinde potan-
siyel kullanimini diigiindtiriir.
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Tamamlayict hedef DNA varliginda oligoniikleotid tasiyan

altin nanoparcaciklar topaklagir (A), ¢ozeltide kirmizidan maviye renk degisimi
gerceklesir (B), topaklasma islemi UV-Vis spektrofotometreyle veya

basitce cozeltiyi silika yiizeye damlatarak izlenebilir (C).

Proteinler ve kiigiik biyolojik molekiiller

Nanopargaciklarla protein ve kiigitk molekiille-
rin teshisi genellikle nanoparcaciga bagl antikor-
larla hedef arasindaki etkilesimlerin olusturdugu
optik yanitin dl¢iilmesine dayalidir. Bu uygulama-
lar i¢in nanoparcacik ylizeyinin degisken kimya-
s1 6nemlidir ve nanoparcaciklar uygun antikorlarla
modifiye edilerek sayisiz uygulama i¢in kullanilabi-
lirler. Yapilan bir ¢alismada sulu ortamda, serum-
da ve kanda, antikor baglanmis altin kapli nano-
pargaciklarla protein tayini yapilmistir. Hedef pro-
teinle etkilesimin ardindan antikor bagli nanopar-
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caciklar topaklasir ve 720 nmde ger¢eklesen nano-
kabuk sontim pikinde orantili bir genisleme gozle-
nir. Bu yontem basit ve hizlidir (10 dakika). Ayri-
ca ELISAnin 6l¢iim araligi olan 88-0,88 ng/mL de-
risimlerdeki proteinleri tayin edebilir. Bu yonte-
min g6z ardi edilmemesi gereken diger bir 6nem-
li 6zelligi de 6rnek hazirlama ve 6n saflastirmanin
gergeklestirilemeyecegi kosullarda serum ve kanda
protein analizine olanak vermesidir.
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Yakalayici/hedef/prob sandvig iki elektrot arasindaki bosluga
yerlestiginde sandvic sistem iizerinde katalitik giimils indirgenmesi gerceklesir
ve sinyal elektriksel olarak dlcilliir.

Bir bagka yol da protein tanima molekiillerine
altin nanopargacik yiizeyini kaplayan oligoniikle-
otidlerle tamamlayici oligoniikleotid kuyruklarin
eklenmesidir. Bu molekiiller daha sonra ¢ozeltide-
ki 6zgiil proteinlerle etkilesecek ve nanopargacik
sisteminde topaklagmaya yol acacaktir. Bu yonte-
min de oligoniikleotid kuyruk takilmis birgok fark-
l1 protein hedef icin gelistirilebilme 6zelligi vardur.

Manyetik nanopargaciklarla gézlenen manyetik
durulum 6zelligi, protein ve viriislerin tayininde de
kullanilabilir. Cozelti ve serumda viriislerin belir-
lenmesi i¢in arastirmacilar Herpes simplex virtis ki-
lifindaki antijenlere 6zgii antikorlari, manyetik na-
nopargacik yiizeyine baglayarak bu parcaciklar: vi-
riis iceren serum ve ¢ozeltilerle etkilestirmisler-
dir. Bunun sonucunda viriisiin varliginin topaklas-
ma olusumunu tetikledigi goriilmiis ve dolayisty-
la gevreleyen ortamin durulum zamaninda orantili
bir artig l¢tilmiistiir. Virtis pargaciklarinin derisi-
mi arttik¢a durulum zamaninin da miktar él¢iimii-
nii saglayacak sekilde arttigini gérmiislerdir. Man-
yetik sinyal analit ortaminin bulanikligindan etki-
lenmediginden bu tayin yontemi analizler icin ol-
dukg¢a uygundur.

Metal Iyonlar
Kolorimetrik tayin yontemi basitligi sayesin-
de cok cesitli tiirde analite uygulanabilir genel bir

yontemdir. Bazi arastirmacilar sulu ¢ozeltilerde ve
kursun iceren boya o6rneklerinde Pb(II) iyonlari-
nin tayini i¢in oligoniikleotid-bagli nanopargacik-
lar olugturmuslardir. Baglayic1 dizinin orta bolgesi
Pb(II) iyonlarina ilgisi yiiksek DNAzime (enzima-
tik aktivite gosteren DNA) tamamlayicidir. Pb(II)
varliginda DNAzim, baglayici diziyi hidroliz eder
ve nanopargacik topaginin ayrigmasina ve mordan
kirmiziya renk déniigiimiine yol agar. Bu yontem-
le Pb(II) 400 x10** molar kadar diisiik derisimlerde
tayin edilebilir. Fenantrolin ligand ile etkilestirilmis
bir bagka altin nanoparcacik Li* iyonlari icin kulla-
nilmustir. Li* iyonlar varliginda pargaciklar topak-
lagir Li* iyonlarinin tayinine olanak verir. Altin na-
nopargacik sistemleri ayrica Na* iyonlar1 varliginda
K* iyonlarmin tayinine olanak verir. Yontem yiik-
sek oranda Na* iceren serum 6rneklerinde K* iyon-
larmin él¢iilmesi i¢in oldukea kullanighdir. Ligand
tasarimindaki gelismeler daha fazla sayida ve daha
secici olarak metal iyonlarinin tayinine olanak ve-
recektir. Metal iyonlarinin in vivo tayini ve izlen-
mesi i¢in hiicre i¢i ortama dayanabilecek olduke¢a
secici ve saglam teshis araclar1 gereklidir. Nanopar-
cacik temelli yontemler bu anlamda kullanigh arag-
lardir. Ozellikle, biyouyumlu bir polimer matrikste
baglanmus floresan boyalar iceren farkli nanoparga-
cik problar cesitli hiicre ici katyonlarin (kalsiyum,
¢inko ve magnezyum gibi) tayini i¢in tasarlanabilir.
Polimer matriksin degistirilmesi hem hidrofobik
hem hidrofilik boyalarin baglanmasina olanak ve-
rir. Ayrica farkli boyalar tek bir pargacikta toplana-
rak miktar tayini i¢in sinyal 6l¢eklemesi yapilabilir.

Manyetik Viral
Nanosensorler

Viriisle Saglanan
Nanobirlesme

Viral kapsiiller (kirmizi) lizerindeki antijene (mavi) 6zgii antikor ile

etiketli (yesil) siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklar (kahverengi kiireler),
hedef viriislerin varliginda topaklar olustururlar ve ortamin manyetik durulum
zamaninda dlciilebilir bir dedisim olusur.
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