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Onséz

Bu proje de manyetik pargaciklarin kullanildigi biyosensérlerde kullaniimak izere manyetik
parcaciklarin topaklanmasini esas alan isaret kuvvetlendirme ve bdylece hassasiyet
gelistirme calismalari gergeklestirilmistir. Literatirde manyetik ayristirma igin gelistirilen
manyetik pargaciklarin dipol-dipol etkilesimi teorik olarak incelenmis daha sonra da deneysel
olarak biyosensoérlerde isaret arttirma amaciyla kullanimi irdelenmistir. Bulunan sonuglar ile
SCI indeksli bir makale, Biosensor2016 konferansinda poster ve NanoTR12 konferansinda
s6zIU bildiri Gretilmistir.

Bu proje 3001 Baslangic Ar-Ge projeleri destegi kapsaminda TUBITAK tarafindan

desteklenmistir. Emegi gegenlere ve degerlendirenlere tesekkir ederiz.
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icin manyetik parcaciklarin ylzeye yapisma oranlari dijital kameralar ve lazer kirinim ile
dlglilmustir. isaret kuvvetlendirmek igin biyolojik DNA artinrmina dayali bir teknik
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Ozet

Bu projenin amaci 6ncelikle kameralar ile gorinti kayit etme esasina dayall veya lazer ile
kirinim tabanl 6lgme sistemlerinde uygulanabilecek mikro/nano demir pargaciklar yardimiyla
manyetik parcaciklardan elde edilecek sinyallerin kuvvetlendiriimesidir. Biyomolekiiller ve
mikro/nano parcaciklar kullanarak hedef molekilden elde edilecek isareti kuvvetlendirme
cesitli metotlarla gergeklestiriimektedir. Halihazirdaki bu teknikler biyomolekiillerin etkilesimi
esasina dayanmakta olup pahali olma, sicaklik ve pH degerlerine bagh olma gibi bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Bu projede amacg bahsedilen dezavantajlara sahip olmayan
ferromanyetik/paramanyetik pargaciklari ve demir mikro/nano pargaciklari beraber kullanarak
yeni bir isaret kuvvetlendirme teknigi gelistirmektir. Ferromanyetik/paramanyetik pargaciklar
hedefi yakalama, ayristirma ve hareket ettirmek igin kullanilacakken Gzerlerine uygulanan
manyetik alan nedeni ile manyetik hale gelirler. Ortama eklenecek demir parcaciklar
ferromanyetik/paramanyetik parcaciklara manyetik olarak baglanarak ve onlardan elde
edilecek kitle dlgimu, gorinti kaydi gibi 6lgim metotlarinda hedef molekilden elde edilen
isareti kuvvetlendirerek hassasiyeti arttirmistir. Yapilan élgimler ile hedefi yakalamis tek bir
manyetik pargacik icin minimum 3 kat maksimum 60 kat isaret artirrminin mimkin oldugu

gOsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: manyetik pargaciklar, biyosensérler, isaret kuvvetlendirme, mikro-elektro-
mekanik sistemler (MEMS)

Vi



Abstract

The purpose of this project is to develop a new technique that uses iron micro/nano particles
and can be applied to enhance imaging signals recorded by cameras from magnetic particles
or can be applied to laser diffraction based biosensors. There are various techniques to
amplify the signals acquired from target molecules. The current methods depend on
biomolecular interaction and have some drawbacks such as being costly, temperature and
pH dependency. The goal of this project to develop a novel technique for signal
enhancement by combining iron micro/nano particles together with
ferromagnetic/paramagnetic beads that does not have the mentioned drawbacks. The duties
of ferromagnetic/paramagnetic beads are 1) as usual to capture, separate and manipulate
target molecules 2) to form a binding site for iron particles after magnetic filed applied. The
stack of ferromagnetic/paramagnetic beads and iron particles have a higher mass and a
larger area in the image. It was shown that for a magnetic bead that captured a target
molecule minimum 3 fold to maximum 60-fold amplification is possible with the developed
technique.

Keywords: magnetic beads, biosensors, signal amplification, microelectromechanical
systems (MEMS)
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1. Giri

Manyetik mikro/nano pargaciklar hedef hicreleri 3ada molekiilleri kan, idrar, serum vb. Gibi
ortam sivilarinda yakalama ve ayirma islemleri icin kullaniimaktadir. Yakalama ve ayirma
islemi oncul olarak gercgeklestirilip daha sonra hedefi algilama, manipile etme, o6lgcme
islemlerinin kolayca yapilmasina olanak saglar. Bu faydalarindan dolayi tercih edilen bu
parcaciklari Uretip satan firmalar oldugu gibi arastirma guruplar tarafindan laboratuvarlarda
farkl 6zelliklerde sentezlenebilmektedir.

Manyetik mikro/nano pargaciklar biyosensérlerde isaret algilama ve kuvvetlendirme amaci ile
de kullaniimaktadir. Bu proje kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalar ile manyetik etkilesim
sonucu pargaciklarin birbirine baglanmasi irdelenmigtir. Manyetik pargaciklarin topaklanma
dinamikleri deneysel olarak incelenmis ve kontrol edilebilir oldugu gdsterilmistir. Topaklanan
parcaciklarin gorintileri optik mikroskop ve cep telefonu + lens sistemleri ile kayit edilerek
analiz edilmistir. Bu goéruntilerde topaklanma alan artigi ve karsilik gelen piksel sayisinin
artmasi yada gorintilerdeki kontrast artisi seklindeki degisimler algilanmistir.

Geligtirilen isaret artinm teknigi biyomolekillerin etkilesimine bagli olmadidi icin ¢esitli

avantajlar1 barindirmaktadir bu bilgiler ilerleyen bolimlerde detayli olarak agiklanacaktir.



2. Literatiir Ozeti
Biyosensorlerde sandvi¢ yapisi kullanarak isaret elde etme ¢ok yaygin kullanilan bir metot

olup su an laboratuvar standardi olan ELISA gibi yontemlerin temelini olusturmaktadir
(Mendoza et al. 1999). Sekil 1'de gorilen bu yapida amag¢ algilanmak istenen hedef
biyomolekiile isaret elde edilebilecek baska molekiiller badlayarak hedefi tespit edilebilir hale
getirmektir. Bu projede manyetik parcaciklar ve demir parcaciklar ile sandvi¢ yapisi
olusturmak istenmektedir. Manyetik parcaciklar sahip olduklari dnemli avantajlardan dolayi
farkli biyomedikal ve biyolojik uygulamalarda kullaniimaktadir: manyetik ayristirma
(Neuberger et al. 2005; Olsvik et al. 1994), manyetik rezonans gorintileme (MRI) (Gleich
and Weizenecker 2005), gen iletimi (Plank et al. 2002). Manyetik parcaciklarin tercih sebebi
olmasinda en énemli 6zellikler 1) Manyetik parcaciklarin disardan manyetik alan uygulanarak
hareketleri kontrol edilebilir 2) Manyetik parcaciklar farkli biyomolekdiller ile kaplanarak
baska biyomolekillere baglanabilir ve biyo-uyumlu hale getirilebilir 3) Boyutlari kontrol
edilerek uygulamalara 6zel Uretilmeleri mimkundir (Pankhurst et al. 2003). Bu avantajlarin
gosterildigi bir uygulamada laminin kapli 10 um ¢apli manyetik pargaciklar tek bir kalp miyosit
hicresine baglanarak bu hicrenin kasilma glcu o6lgllmustir. Bu 6lgim i¢im sabit bir
manyetin uzakligi degistirilerek manyetik alanin siddeti ayarlanmistir (Yin et al. 2005). Biyo-
algilayicilarda manyetik pargaciklar kullanarak biyomolekiler algilamada hassasiyeti
arttirmanin mimkin oldugu (Osaka et al. 2006) tarafindan gdsterilmistir (Sekil 2). Bu
calismada magnetite ¢ekirdek fonksiyonel hale getirilerek biotin baglanmistir. Hedef molekdl
olarak streptavidin secilmis ylizeye sabitlenen biotin molekilleri ile sandvi¢ yapisi
olusturulmustur. Manyetik parcaciklarin kullanildigi gida maddelerindeki zararli kalintilarin
tespitine Ornek bir calismada (Zacco et al. 2006) atrazine (bitki 6ldirici) maddesinin
portakal suyundaki miktarini tespit etmistir. Manyetik parcaciklarin ayni zamanda
mikroakiskan c¢iplerde (Suzuki, Ho, and Kasagi 2004) ve kanser hicrelerinin Urettigi
proteinlerin algilanmasinda (Lee et al. 2010) kullanildigi érnekler bize bu pargaciklarin biyo-

algilayicilardaki potansiyelini gdéstermektedir.
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Sekil 2. Biotin ile fonksiyonellestiriimis manyetik parcaciklar ile streptavidin algilama. Silisyum
dioksit yiizey biotin APTES (3-Aminopropyl) triethoxysilane ile streptavidine baglanacak
sekilde fonksiyonel hale getirilmisken baglanmanin olmamasi istenen bdlgeler
Octadecyltrimethoxysilane (ODS) ile bloklanmistir. (a) da optik mikroskop ile cekilen ve belli
alanlara baglanmis manyetik parcaciklar (b) de kontol yiizeyi (c) de ise manyetik pargaciklarin
SEM goriintiisii verilmistir (Osaka et al. 2006)

Manyetik pargaciklarin kullanildigi biyogiplerde optik mikroskoplar, CCD kameralar (Osaka et
al. 2006) lazer ile algilama (Lee et al. 2010) ve SPR (Teramura, Arima, and lwata 2006) gibi

teknikler kullaniimaktadir.

Literatlirde manyetik parcaciklarin kullanildi§i ve sandvi¢ yapisinin olusturuldugu biyosensor
uygulamalari mevcuttur. Bunun igin algilayici reseptoérler ylzeylere sabitlenir. Mikro-kontak
basim teknigi manyetik parcaciklarin kullanildigi basit ve hassas dlglimler elde etmeyi
saglayan bir teknik olarak kalp hastaliklarinda belirte¢ olan S-adenosyl homosistine proteini
ve kanser belirteci folate reseptori (FR) gibi farkli hedef molekdillerin tespitinde kullaniimistir
(Acharya et al. 2007, 2008). Sekil 3’de gosterildigi Uzere 6nce ylzeylere reseptorler mikro-
kontak basim teknigi ile dizgun aralkl gizgiler seklinde yerlestiriimistir. Es zamanli olarak
manyetik pargaciklar hedef molekllleri yakalama, ayirma ve ylzeye getirme islemlerini

gerceklestirmis ylzeyde sandivi¢ yapisini olusturmustur.
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Sekil 3. Yiizeylere reseptor olarak F-BSA molekiilii mikro-kontak basim teknigi ile yerlestirilmistir. Folate
reseptor antikoru ile kaplanmis manyetik parcaciklar hedef molekiilii yakalama ve ayirma islemlerinden
sonra ylizeye eklenerek sandivi¢ yapisi olusturulmustur. Lazer kirinim tabanlh olg¢iimler ile FR iin

konsantrasyon degisimine gére manyetik parcacik yogunlugundaki farklar tespit edilmistir (Acharya et al.
2007).

Manyetik pargaciklarin kullanildid1 biyosensorlerde isaret artinmi icin farkli metotlar
geligtiriimistir. Genellikle biyomolekiillerin etkileserek birbirine baglanmasi esasina dayanan
bu metotlar i¢in ortamin sicakligi, pH degeri kontrol edilmelidir. Hedef molekiile baglanan
etiket sayisini attirmak yada etikete baglanan farkh etiketler kullanmak yada hedef Uzerinde
baglanma ylzeylerini arttirmak gibi stratejiler elde edilen isareti arttirmak igin kullaniimistir
(Sekil 4).
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Sekil 4. Biyosensorlerde manyetik parcaciklarin kullanildigi farkl isaret kuvvetlendirme teknikleri, solda
hedef (target), biyomolekiiller ile kapli manyetik pargacik (coated MB) ve diger biyomolekiiller ile kapl
parcaciklar bulunmaktadir (Malhotra et al. 2012), ortada hedef molekiile baghh manyetik parcacik ve altin
nanoparcaciklar bulunmaktadir (Almeida et al. 2013), sagda hedef molekiile baglanan ikincil molekiil

yardimiyla yiizey alani artirllmis ve daha fazla manyetik parcacigin baglanmasi saglanmistir (Lee et al.
2010).

Daha 6nceki calismamizda (Lee et al. 2010) platelet-derived growth factor (PDGF) proteinini
tespit etmek icin gelistirdigimiz yontemde Rolling circle amplification (RCA) ydntemi

kullanarak biyolojik olarak isareti kuvvetlendirmeyi gergeklestirdik (Sekil 5). Ortama eklenen




enzimler ve oligonukleitler sicakligin kontrol edildigi bir ortamda uzun DNA pargalari olusturur
ve manyetik parcaciklar igin baglanma ylizeyleri meydana getirir. Hedef molekilin —PDGF-
konsantrasyonu degistirilerek picomolar seviyesinde hassasiyetle tespitin mimkin oldugu
gorulmastir. Bu hassasiyeti RCA olmadan sadece hedef molekiile baglanacak manyetik
parcaciklar ile elde etmenin mimkin olmadigi RCA kullaniimayan durum ile RCA kullanilan
durum karsilastirilarak gosterilmistir. Bu metot icin 6nce altin ylzey Uzerine aptemerler
yerlestiriimis, daha sonra RCA gergeklestiriimis en son asamada da mikroskoptan alinan
kamera goruntisi ve kirinim tabanli lazer yansimalari ile isaret algilanmigtir. Kirinim tabanh
lazer yansimasi altin ylzey ile manyetik pargaciklar arasindaki yukseklik farkinin neden
oldugu kirinimin olusturdugu parlaklik farkinin fotodiyotlar ile 6lglimesi esasina dayanir.
Lazerin kullaniimasi hassas 6l¢imii sagdlarken techizat maliyetini arttirmaktadir. Onerdigimiz
bu proje ile gerceklestirecegimiz teknik lazere gereksinimi ortadan kaldirip sadece kamera
goruntileri ile algilamayr muamkin kilabilir ki bu da daha o6nce bahsettigimiz mobil
teknolojilerin kullanildigi son derece portatif, maliyeti disik ve kolay bir algilama metodu
olur. Projede ki ilk hedef dnerdigimiz isaret kuvvetlendirme teknigini uygulamak, ikinci hedef
ise bu teknigin ucuz ve basit kameralar ile goriinti kayit etme ve isleme sistemleri ile beraber
calistiginda hassasiyet azalmasi olmadan algilamanin mimkin oldugunu gostermektir.

Benzer sistemlerde manyetik parcaciklarin sayisinin arttiriimasi isareti kuvvetlendirmek igin
basvurulan ilk metot olmakla beraber gerceklestirimesi biyokimyasal reaksiyonlara
gereksinim duyuldugundan her durumda mumkin olmamaktadir. Ayrica bu biyokimyasal
reaksiyonlar icin ekstra biyomolekillere ihtiyac olup (Teramura et al. 2006) bu durum
maliyeti attirmakta ve gene manyetik parcalar kullanildidi icin algilama limitinin tespitini
zorlastirmaktadir. Bu projede gelistirilecek ydntem bu dezavantajlari ortadan kaldirabilecek

potansiyeldedir.
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Sekil 5. Manyetik parcaciklarin kullanildigi kanser hiicrelerinin lirettigi platelet-derived growth
factor (PDGF) proteinin algilamasi igin gelistiriimis biyosensor. Degisik konsantrasyonlar igin
manyetik parcaciklarin yilizeye yapigsma oranlar dijital kameralar ve lazer kirinim ile
olgiilmiistiir. isaret kuvvetlendirmek igin biyolojik DNA artirimina dayali bir teknik kullanilmistir.
Bu teknik hem uzun zaman almakta hem de maliyeti arttirmaktadir (Lee et al. 2010)




3. Gereg ve YOntem
Manyetik parcaciklarin kullanildigi biyosensérlerde isaret artirrmi i¢cin manyetik etkilesim

tabanli yeni bir metot gelistirmek amaciyla basladigimiz calismalarda biyomolekdillerin
etkilesimine dayanan baglanmalari en aza indirgeyerek maliyeti disirmek, kisa slrede
uygulanabilen ve sicaklik, pH gibi ortam kosullarindan etkilenmeyen kuvvetlendirme yontemi
gelistirmistir. Manyetik etkilesim ile manyetik pargaciklarin topaklanmasi ve bu topaklanma
ile artan hacim/alan/kitlenin/kontrastin isaret artirrmina neden olabilecegini gostermek ve
analiz etmektir. Manyetik topaklanmanin mekanizmasini daha iyi anlayabilmek icin ilk olarak
teorik analiz yapilmistir.

Teorik Analiz:

Manyetik alana maruz birakilan manyetik parcaciklar zerinde manyetik dipoller olusur. Bu
dipol-dipol etkilesimi ile pargaciklar birbirine kuvvet uygular. Bu kuvvetler literatlirde manyetik
filtreleme ve ayirma calismalarinda incelenmis olup esitlik (1) ve (2) de verilmistir (van Kleef
et al. 1983; Lu, Pugh, and Forssberg 2005).

2my?B%a3b3
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Her bir manyetik pargacik, manyetik alan etkisinde bulundugunda etrafinda bir kuvvet alani
olusturmaktadir. Bu kuvvet alanini esitik 1 ve 2 de belirtlen F, ve Fy Kkuvvetleri
olusturmaktadir.

Tek bir pargacigin diger parcaciga uyguladigi kuvvet kiresel koordinat sisteminde iki
parcacik arasindaki mesafe ve aciya bagl bilesenlerden olusmaktadir ve sekil 6’da temsili
olarak gosterilmistir. Esitlik 1 ve 2 incelendiginde iki parcacik arasindaki manyetik kuvvetin,
manyetik alana (B), parcacik vyarigaplarina (a, b), aradaki mesafeye (R), parcacik
malzemesinin manyetik alan duyarhligina (x), parcaciklar arasindaki agiya (6) bagl oldugu

gorulmektedir.
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Esitlik 1 ve 2 manyetik topaklanma dinamikleri hakkinda teorik olarak bilgi verirken, deneysel
olarak saglamasi yapilmalidir. Hem teorigin pratikle ne kadar uyumlu oldugunu belirlemek
hem de ayristirma ve filtreleme icin kullanilan formdillerin benzer ama biraz farkli bir
uygulamada nasil sonug verecegini irdelemek icin deneysel galismalar gerceklestiriimistir.
Bunun icin tasarlanan deney diizenegdi sekil 7°de gosterilmistir. Bu deney diizenegdinde sabit
miknatislar ile olusturulan manyetik alan icerisinde manyetik parcaciklarin topaklanma
dinamikleri optik mikroskop yardimiyla kayit edilen gorintiler ve videolar yardimiyla

incelenebilmektedir.
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Sekil 7: Sinyal kuvvetlendirme deney diizenegi.

Sekil 7’de gdrilen turuncu renkli manyetik parcacik biyomolekiller ile kapl olup pembe
renkli hedef molekili dogal ortaminda yakalamak ve ayirmak goérevini yerine getirmektedir.
Gri renkli manyetik parcaciklar ise herhangi bir biyomolekil ile kapli olmayip manyetik
etkilesim neticesinde turuncu manyetik parcacik etrafinda topaklanmakta ve kayit edilen
goérintide tek bir turuncu manyetik pargacik yerine topaklanmis bir katlenin olmasini
saglamaktadir (renkler temsili verilmistir). Bodylece hedef molekilden alinan gorinti

isaretinde topaklanma nedeni ile hacim/alan artmasi meydana gelmektedir.

Deneylerde kullanilan konsantrasyonlar ve miktarlari belirlemek icin bir cok 6ncli deney

sonucu degerlendiriimis ve parametreler optimize edilmigtir. Ferromanyetik ve paramanyetik




parcaciklar icin 0.244 mg/mL konsantrasyon, superparamanyetik parcaciklar icin 0.067
mg/mL konsantrasyon ve miktar olarak 2 pL damlalar deney dizenedine eklenmistir.
Sonuglari verilen deneyler optimize edildikten sonra 6 kere platformun orta noktasi etrafinda
4 boélgeden alinan goruntilerin islenmesi yontemiyle verilerin toplanmasi gerceklestirilmistir.

istatiksel analiz olarak T-test ve ANOVA testleri kullaniimigtir.

3.1 Deney platformunun karakterize edilmesi
Deneyler i¢in hazirlanan platformun icinde miknatislar ile olusturulan manyetik alanin

karakterize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle poly methyl methacrylate (PMMA) malzeme
kullanilarak olusturulan platform igine miknatislar yerlestiriimis ve aralarindaki manyetik alan

Gauss metre ile dlgtlmustir (Sekil 8).
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Sekil 8: A: hedefi yakalamis manyetik parcacik (gri renkli) ile manyetik etkilesim ile diger manyetik
parcaciklarin (turuncu renkli) ¢izgi seklinde dizilmesi, topaklanmasi. B: manyetik platformun fotografi 1:
damlalarin konuldugu cam pargasi, 2: miknatislar. C: Manyetik alanin miknatis sayisina ve miknatislar
arasindaki mesafeye gore degisimi, Gauss metre ile dlgililmiistiir

Bu deney dizeneginde manyetik alani arttirmak icin yeni miknatislar eklenebilir yada
miknatislarin arasindaki mesafe kisaltilabilir. Sekil 8B’de gdsterilen platform icin kirmizi ok
1.5 cm uzunlugu gdstermektedir, manyetik alan iki miknatisin arasinda orta noktada
azalmakla beraber daha standart bir degere ulasmaktadir. Bu ylzden olabildigince orta
noktada deneyler yapilmistir.

Ayrica altin ylzeylere sabitlenmis ylzey reseptorlerine baglanma ve isaret kuvvetlendirme
deneyleri igin farkh manyetik platformlar yapiimistir. Standart mikroskop lami Uzerinde akrilik
malzemeden katman-katman olusturulan kapali yapilara mikro akigkan tipler baglanarak sivi
girisi ve cikisi kontrol edilmistir. Bdylece sivi akisi saglanarak altin ylzeyin Uzerinde

topaklanma duizeyleri mikroskop yardimiyla kayit edilen gorintilerden olgiimustr.
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Sekil 9: A: Mikroakiskan deney diizenegi, B: Optik i1sik mikroskobu ile goriintiilerin kayit edilmesi

4. Bulgular

4.1 Pargaciklar arasindaki a¢i (0)'nin etkisinin incelenmesi
Esitlik 1 ve 2 parcaciklar arasindaki agiya 8’ya bagh olup 6=90 ve 270 derece oldugu zaman

itme kuvveti, diger durumlarda ise gekme kuvveti seklinde etki etmektedir ve sekil 10’daki
kuvvet alan cizgilerinin yoninu 6 acisi belirlemektedir. Deneysel olarak 8’nin incelenmesi igin
farkli boyuttaki ferromanyetik parcaciklar manyetik platformdaki cam pargasinin Uzerine
konmus daha sonra da ayni boyuttaki manyetik pargaciklar ilave edilirken pargaciklarin
manyetik alan varken ki etkilesimli hareketleri video kaydina alinmigtir. Bu kayitlar daha
sonra gorintd analiz programi ile incelenerek pargacik ciftlerinin hareket ydéringeleri
cikarilmistir  (Sekil 10). Ayni boyutta parcacik ciftlerinin hareketinin incelenmesi ile
gorulmastir ki parcaciklar birbirine 6=0 veya 180 derece olan manyetik alan ¢izgisine paralel
noktalarda baglanmaktadir. 4 ve 18 no’lu yoringelerde goérildiglu UGzere 6=90 olarak
yaklasan manyetik parcacik itiimekte daha sonra 6=0 veya 180 derece olan yerlere

yonelmektedir

NORMALIZED PATHS FOLLOWED BY THE ATTRACTED MAGNETIC PARTICLES
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Sekil 10: Normalize edilmis manyetik parcacik hareket yoriingeleri, sabit parcacik merkezde olacak
sekilde mavi renk 2 ym, yesil renk 4 pym ve kirmizi renk 8 um boyutlarindaki manyetik parcaciklarin
hareketlerini gostermektedir.




4.2 Pargacik malzemesinin manyetik alan duyarliliginin (x) topaklanmaya etkisinin
incelenmesi
Yapilis malzemesine goére ferromanyetik yada paramanyetik 6zellik goésteren manyetik

parcaciklarin manyetik alan etkisinde topaklanma dinamiklerinin zamana gore
karsilastirilarak incelenmesi igin ayni Ureticiden, ayni boyutta temin edilen ferromanyetik ve
paramanyetik parcaciklar manyetik platforma yerlestirildi. Uygulanan sabit manyetik alan
altinda zaman gdére topaklanma bu durumda zincir olusturma o6zellikleri incelendi (sekil 11).
Ferromanyetik pargaciklarin sahip olduklari ylksek manyetik duyarlihktan dolayi
paramanyetik parcaciklara gére daha uzun zincirler meydana getirdigi yapilan olcimler

sonucunda gozlenmistir.
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Sekil 11: Ayni boyutta, ayni firmanin urettigi ferromanyetik ve paramanyetik parcaciklarin sabit
manyetik alan altinda zaman gore topaklanmasi. A: Deneysel olarak olgiilen uzunluk-zaman
degisimi. B: Zaman araliklariyla ¢ekilen fotograflar

4.3 Manyetik Alan Siddetinin Topaklanmaya Etkisi
Ferromanyetik / Paramanyetik boncuklarin manyetik alan etkisinde topaklanma

dinamiklerinin manyetik alana gére karsilastirimasi i¢in ayni boyutta paramanyetik yada
ferromanyetik parcaciklarin oldugu ortama 1 pum boyutlu superparamanyetik parcaciklar
eklenmistir. Superparamanyetik pargaciklarin olusturdugu topaklanma uzunluklari élgulerek

karsilastiriimigtir (Sekil 12).
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Sekil 12: Manyetik alan siddetinin topaklanmaya olan etkisinin incelenmesi A: Deneysel olarak
elde edilen topaklanma kuyruk uzunlugu-uygulanan manyetik alan siddeti grafigi, B: Optik
mikroskop goriintiileri

Bu amacgla manyetik platformdaki miknatis ciftlerin sayisi arttinlarak yada aralarindaki
mesafe degistirilerek (farkl platformlar Gretilerek) manyetik alanin siddeti degistirilmistir.
Ayni konsantrasyonlar, boyutlar igin ferromanyetik ve paramanyetik pargaciklar etrafinda
topaklanan superparamanyetik parcaciklarin uzunluklari yaklasik 8 mT’ dan sonra doyuma
ulasmakta 18 mT’ dan sonra da pargaciklar manyetik alanin etkisinde miknatislara dogru
hareket etmektedirler. Bu yluzden bu degerden ylksek degerlerde saglikh 6lgim yapmak
mimkin olamamaktadir. Goéruldigu Uzere manyetik alanin arttirlmasi ile topaklanma
uzunlugu artmaktadir ve kontroli mumkuindur. Ferromanyetik pargaciklar ayni manyetik alan

altinda daha ylksek topaklanmalara sahip olabilmektedir.

4.4 Manyetik parc¢acik boyutunun topaklanmaya olan etkisinin incelenmesi
Esitik 1 ve 2 de go6rildigu Uzere teorik olarak manyetik etkilesim altindaki manyetik

parcaciklarin boyutlari birbirlerine uyguladiklari kuvvetlere 3 dereceden etki etmektedir. Bu
durumun incelenmesi igin yapilan deneylerde ayni Ureticiden ayni malzemeler ile yapilmis
farkh boyuttaki manyetik parcaciklar manyetik platforma yerlestiriimis, sabit manyetik alan
altinda eklenen 1 pm boyutlu superparamanyetik pargaciklarin olusturdugu zincirlerin

uzunluklari élgilmuastur (Sekil 13).
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Sekil 13: Manyetik pargcacik boyutunun zincir uzunluguna etkisinin incelenmesi A: Deney
sonuglariyla elde edilen farkli boyuttaki manyetik pargaciklarin karsilastiriimasi B: Manyetik
parcgaciklarin ve kuyruklarinin optik mikroskop goriintiileri

Teorik olarak daha ylksek kuvvet uygulanmasi 3 dereceden fark olmasi beklenirken
deneysel olarak bu kadar fark ¢ikmamistir. Bu durumun da manyetik pargaciklarin ideal
olmayan yapilarindan, ortamda etki eden yergekimi kuvveti, sivi ortamda ylzey surtiinmeleri,
manyetik pargaciklarin ortam icerisinde her yerde ayni dagiimamasi gibi nedenlerle ilgili
oldugu disutnulmektedir. Bunun yaninda beklendigi gibi blylk pargaciklarin daha uzun

kuyruklara sahip oldugu deneyler sonucunda gézlemlenmistir.

4.5 Demir Nano Pargacik Deneyleri
Demir parcaciklar stiiperparamanyetik olarak piyasada bulunan pargaciklara gore ¢ok daha

ucuza satilmaktadir. Hem fiyat avantajindan hem de 60-80 nm boyutlarindaki pargaciklarin
topaklanmasini incelemek icin demir nano parcgaciklar ile deneyler gercgeklestirilmigtir.
Manyetik alan altindaki ferromanyetik parcaciklarin bulundugu manyetik platforma demir

nano pargaciklar eklenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14: Demir nano parcacik deneyleri. A: Manyetik alan altinda demir nano pargaciklarin
manyetik parcacik etrafinda topaklanmasini gosteren gizim B: kontrol deneyi, C,D,E: demir
nano pargaciklarin olusturdugu topaklanmalarin optik mikroskop ile elde edilen goériintiileri.
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Kontrol deneyinde manyetik alan altinda hi¢ demir pargacik yokken ki durum goézlenmistir.
Eklenen demir pargaciklarin topaklanmasi sadece uzunluk Olgllerek degil géruntilerdeki
alanlar o6lgulerek hesaplanmistir. Topaklanmadan kaynakli piksellere karsilik gelen alan artigi
2-3 kat olarak tespit edilmistir. Ureticinin boyut bilgisi temel alindiginda ortalama 7000 adet
60-80 nm boyutundaki demir pargacigin tek bir ferromanyetik pargacik etrafinda topaklandigi
deneysel olarak gosterilmigtir. Topaklanmayi kontrol etmek icin manyetik alan siddeti

arttinlmis ve daha fazla pargacigin birbirine baglandigi dl¢ulerek gézlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15: Manyetik alan siddeti arttirilarak yaklagik 9000 adet 60-80 nm boyutundaki demir
parcacigin tek bir ferromanyetik pargacik etrafinda topaklanmasi.

Nano parcaciklarin adedinin belirlenmesinde gériintilerden alan délgimleri gergeklestirilmis,
parcaciklarin boyutu ortalama 70 nm kabul edilerek tek bir dizlem Uzerinde olduklar
varsayllmistir. Gergekte ise daha fazla tanecigin topaklandigi kabul edilebilir, bu durum ise

geligtirilen metot acisindan daha fazla pargacik topaklanmasi hedefi ile gelismemektedir.

4.6 Bakteri uizerine gergeklestirilen deneyler
Sinyal kuvvetlendirme metodunun potansiyelini géstermek i¢in arastirma planinda yer alan 4.

is paketinde bahsedilen tasarlanan yeni deneyler kapsaminda gerceklestiriien E. Coli
bakterisini yakalamak, ayirmak ve isaret artirrmi icin yapilan deneyler gerceklestiriimistir.
Gergeklestirilen deneyler sekil 16’da gosterilmistir. Burada amacg standart gida analiz
laboratuvarlarinda kullanilan manyetik parcaciklar ile ayirma islemine bu projede 6nerilen
isaret arttirma yodnteminin uygulanabilecegini géstermektir. Bu amagla ilk olarak E. Coli
bakterileri iceren ortama anti-E.Coli antikorlari kapli manyetik parcaciklar eklenmistir. Uygun
karistirma ve bekleme surelerinden sonra disardan uygulanan manyetik alan ile yakalanmig
bakteriler ortamdan ayristirimistir. Bu asamalar 1SO tarafindan belirlenmis standart
adimlardir ve gida analiz laboratuvarlarinda siklikla yerine getiriimektedir. Bakteriler optik
mikroskop altinda kolaylikla gérintilenemeyecek olmalarindan dolayr mor renkli boya ile
standart disi boyanmistir. Boyanan bakterileri yakalamis anti-E.Coli parcaciklar projede
gelistirdigimiz yénteme uygun olarak manyetik alan altinda manyetik parcaciklarin eklenmesi

ile topaklanma gerceklestirmigtir.
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Sekil 16: A: E. Coli bakterilerini yakalama icin anti-E Coli antikorlari ile kaplanmis manyetik
parcaciklarin ortama eklenmesi, E.Coli nin yakalanmasi ve ayristiriimasi. B: Manyetik alan
uygulayarak olusturulan isaret arttirma yonteminin uygulanmasi. C kirmizi oklar E. Coli
bakterisini gostermektedir (mor renge boyanmis), turuncu ok E. Coli spesifik manyetik
boncuklari, siyah ok ise manyetik dipol-dipol etkilesiminden kaynaklanarak topaklanan
manyetik boncuklari géstermektedir. D: spesifik olmayan baglanmalari géstermektedir. E: sivi
icerisinde manyetik alan boyunca dizilmeyi gostermektedir. F: kurumus bir 6rnekte hala
manyetik etkiden manyetik boncuklar bir arada bulunmaktadir.

Bakteri deneylerinde ulagilan kuvvetlendirmenin 6zeti tablo 1 de gdsterilmektedir.

Tablo 1: Bakteri deneyleri sonucunda o6lgililen piksel alanlari ve hesaplanan normalize kuvvetlendirme
oranlari

Ortalama Piksel alanlari Normalize

kuvvetlendirme oranlari

E. Coli 1911 1
Anti E. Coli Pargacik 7335 3.8
Kaplanmamis  manyetik 81510 42.6
parcacik

Gorildugu Uzere 40 kat alan artisi topaklanma sayesinde elde edilebilmektedir. E. Coli
deneyleri standart algilama deneyleri olmayip sadece ydntemin uygulanabilir oldugunu ve
potansiyeli gdstermek icin gerceklestiriimistir, standart hale getiriimesi isi bagka bir projenin
konusu olabilecek kapsamdadir.

Gergeklestirilen deneyler ve teorik analiz gostermistir ki manyetik topaklanma temelli isaret

artinmi  gerceklestirmek muUmkindur ve bilgimize gbére daha o6nce yapilmamistir.
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Topaklanmaya etki eden parametreler deneysel olarak irdelenmis uygulamalar icin gerekli
bilgi alt yapisi olusturulmustur. Kullanilan manyetik pargaciklarin boyutu ve miktarina goére
farkl kuvvetlendirme oranlarina ulasmak mumkindir. Daha dnce gergeklestirdigimiz RCA
kuvvetlendirme yontemi 4-5 kat kuvvetlendirme elde etmek igin fazladan 5 biyomolekiil
kullanmasi 37 °C ve 95 °C sicaklik kontroliiniin gerceklestiriimek zorunda olmasi gibi
nedenlerden dolayi bu projede gelistirdigimiz metot ile kiyaslandiginda manyetik topaklanma
temelli isaret kuvvetlendirmenin sicaklik kontroli gerektirmedigi, pahali biyomolekilere
gereksinim duymamasi ve kisa slirede uygulanabilir olmasi nedeniyle ¢ok daha avantajli

oldugu gérulmektedir (Lee et al. 2010).

4.7 Altin Yuzeylerde Gergeklestirilen Deneyler
Altin ylzeylerde gerceklestirimek istenen yapi sekil 17°de gértlmektedir. Demir parcaciklar

manyetik alan altinda manyetik parcaciklar ile dipol-dipol etkilesimi gosterecek ve manyetik

olarak baglanacaktir. Topaklanma kayit edilen goriintiilerde alan artisi, kontrast degisimi gibi

Olculebilir parametreler yardimiyla algilanabilecektir.

Demir
Pargaciklar

K
CnS

AA A A

BBSA

A_BH R
A): A A % Parcaciklar

Sekil 17: Altin Yiizeyler lizerinde gergeklestiriimek istenen yapi

Manyetik

¥
A

Algilayici reseptorleri ylzeylere sabitlemenin farkli yollari mevcuttur. Kolay uygulanabilir
olmasi ve reseptorleri kararli sekilde ylizeye sabitleyebilmesinden dolayi mikro-kontak basim
teknigi tercih edilmistir. Bu teknikte mikro-Uretim teknikleri ile sekillendirilen
polydimethylsiloxane (PDMS) damga (stamp) olarak kullaniimigtir. Mikro-kontak basim
teknigi ile altin ylzeylere Biotinli Bovine Serum Albumin (BBSA) reseptdor olarak
sabitlenmistir (Sekil 18). Kontrol ylzeyleri ise Bovine Serum Albumin (BSA) ile pasifize
edilmistir. Daha sonra streptavidin kapli manyetik parcaciklar yizeye eklenerek spesifik
olarak BBSA kapli kisimlara baglanmalari goézlenmistir. Mikroakigkan chip igerisine
yerlestirilen altin yuzeylere siringa pompalari yardimiyla demir nano pargaciklar sivi

icerisinde eklenmistir. Sivi akigi ile
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baglanmayan hiicreler ortamdan uzaklastiriirken manyetik etkilesim ylzeye tutunmus

manyetik parcaciklara baglanan nano parcaciklar topaklanmaya neden olmaktadir.

& receptor
L immunomagnetic bead
°

uncoated magnetic particle/
iron nanoparticle

inlet outlet inletj outlet

H

» o&uﬁ’i}:.’(”'.:?’ »%’_‘é&z&?_\
e e @ | <_|
\ |

Sekil 18: Altin yiizeylere mikro-kontak basim teknigi ile BBSA yerlestiriimesi ve manyetik topaklanma
deneylerini goésteren gizim

Kuvvetlendirme 6ncesinde ve sonrasinda kayit edilen goéruntuler Matlab programi yardimiyla
incelenmistir. Kuvvetlendirme %32 alan artisina sebep olurken en fazla degisim goérinen

yesil renk yogunluk degdisimi 2-3 kattir (Sekil 19).

o 100 0 300
Distance along profile

Sekil 19 Ust: Kuvvetlendirme dncesi ve sonrasini gosteren optik mikroskop gériintiileri A: Altin yiizey
tizerinde manyetik parcaciklarin yer aldigi sandvi¢ yapisinin optik mikroskop ile ¢ekilmis goriintiisii B:
Demir nano parcaciklarin manyetik alan altinda topaklanmasi. Kirmizi referans ¢izgi boyunca mavi-yesil-
kirmizi renk piksellerinin yogunluk degisimi grafigi. Farkhh manyetik parcaciklarin neden oldugu
renklerdeki yogunluk degisimleri negatif tepecikler olarak gorilmektedir. Alt: Kuvvetlendirme 6ncesi ve
sonrasini gosteren optik mikroskop goriintileri (yakinlastiriimis hali). A: Kuvvetlendirme oncesi altin
yuzeye biyomolekiillerin etkilesimi (streptavidin-biotin) ile baglanmis manyetik parcaciklar (base beads)
B: Kuvvetlendirme igslemi sonucu eklenen demir nano parcgaciklarin (added particles) manyetik etkilesim
ile base beadlere baglanmasi.




4.8 Mobil Cihazlar ile Yapilan Olgiimler
Cep telefonlarinin tim diinyada yayginlagsmasi sonucunda, bu cihazlarin iletisimin yani sira

tibbi uygulamalar icin algilama sistemi olarak kullaniimasi fikri dogmustur ve cep telefonlarini
mikroskoplara geviren cesitli tasarimlar gelistiriimistir (Bishara et al. 2010; Greenbaum et al.
2013). Bu sistemler optik mikroskoplara goére portatif ve distk maliyetli olmalarindan dolayi
yeni nesil biyosensorler icin alternatif bir 6lcim metodu olusturmaktadir.

Gelistirdigimiz kuvvetlendirme metodu manyetik pargaciklarin topaklanmasini sagladigi igin
cep telefonu-mikroskop sistemleri ile beraber kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Bu durumu
test etmek icin cep telefonlarina lens takiimis ve topaklanmis pargaciklarin gorintilenmesi
gerceklestiriimistir (Sekil 20). Elde edilen gérintiler laboratuvarda bulunan Nikon marka

optik mikroskop ile kayit edilen goérintiler ile karsilastiriimigtir.

A R S
150um : o
B
.
150um
Sekil 20: A: Nikon mikroskop 10X objektif ile elde edilen manyetik baglanma ile birbirine
baglanmig pargaciklarin goriintiisii B: Cep telefonu+lens ile kayit edilen goriintii.

Cep telefonu + lens sistemi tek bir parcacigi algilamak sahip oldugu ylksek gurultiden
dolay! istenen sonuglara ulagsamazken, manyetik alan ile birbirine bagli pargaciklarin
olusturdugu zincirler gurtltiye ragmen dlgulebilmektedir. Bu deneyler gostermistir ki algilama
sistemi gurdltili olmasina ragmen isaret kuvvetlendirme ydéntemi sayesinde Odlgllebilen
isaretlere ulagsmak mimkindir. Bu ydntemin gelistirilerek tam ve gergek algilama

uygulamasinda kullaniimasi gelecek arastirma hedeflerimiz arasindadir.

17



5. Tartisma/Sonug

Tamamlanan bu proje ile manyetik pargaciklarin topaklanmasi esasina dayali isaret arttirma
konusu irdelenmistir. Manyetik ayirma islemi igin kullanilan formdllerin temel alinarak
manyetik dipol-dipol etkilesiminin sinyal kuvvetlendirme amaci igin kullanilabilecedi deneysel
calismalar ile gdsterilmistir.

Daha o6nce gelistiriimis isaret kuvvetlendirme metotlar direkt hedef molekile yada hedef
molekile baglanmis 1. derece etiketlere anitkor-antijen, DNA hibridizasyonu gibi
biyomolekullerin  etkilesimi esasina dayanan baglanmalar ile gergeklestiriimistir.
Biyomolekiillerin etkilesimi esasina dayanan bu yontemlerin c¢esitli dezavantajlari mevcuttur:
1) Biyomolekullerin kullaniimasi fiyatlar arttirmaktadir, 2) Baglanma ic¢in uygun ortam
sicakliklari ve pH degerleri saglanmalidir, sicaklik ve pH kontrol edilmelidir 3) Birkag
basamaktan olusan islemler uzun sire alabilmektedir.

Bu proje de gelistirilen yontem ise biyomolekdullerin etkilesi yerine manyetik etkilesim esasina
dayandigindan geleneksel isaret kuvvetlendirme metotlarinin dezavantajlarina sahip dedgildir.
Esitlik 1 ve 2’de yer alan parametreler deneyler ile incelendiginde manyetik kuvvete ve
dolayisiyla manyetik topaklanmaya olan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Manyetik parcaciklarin
boyutlari, icerdikleri malzemenin manyetik O&zellikleri, parcaciklarin birbirlerine goére
konumlari, ve uygulanan manyetik alan siddeti degistirilerek farkli topaklanma miktarlari elde
edilebilmektedir.

Manyetik parcaciklar hedef molekile baglanarak hedefi bulundugu ortamdan (kan, serum,
gida maddeleri vb gibi) ayirma islemi i¢in standart laboratuvar teknidi olarak halihazirda
kullaniimaktadir. Birgok firma tarafindan farkh biyomolekiller ile kaplanarak satilan
immunomanyetik parcaciklari temin etmek nispeten kolaydir. Gelistirdigimiz ydntem
immunomanyetik parcaciklarin kullanildigi ayirma islemine kolaylikla entegre edilebilir,
ayristirma isleminden sonra uygulanabilir. Bu potansiyeli géstermek icin E.Coli deneyleri
gerceklestiriimistir. Gergeklestirilien deneylerde heniiz secicilik bulunmamaktadir ve ileriki
hedeflerimiz arasindadir, fakat E. Coli ye baglanan immunomanyetik parcaciklarin etrafinda
manyetik etkilesim ile topaklanan parcaciklar algilanan ylzey alanini arttirarak isareti
kuvvetlendirmistir.

Segciciligi de saglamak icin altin kapl ylzeylere algilayici reseptorler tutturularak sivi akisi ile
baglanmayan parcaciklarin uzaklastiriimasi saglanmistir. Daha sonra ortama eklenen
manyetik parcaciklar ylzeylere baglanmis immunomanyetik pargaciklarin etrafinda
topaklanmigtir. Elde edilen goéruntilerin incelenmesi ile eklenen pargaciklarin gérintilerde
kontrast farkhgina yol actigi bu sayede isaret kuvvetlendirmenin kontrast farklihgr seklinde

Olgilmesinin mumkin oldugu gézlenmistir.
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Cep telefonuna lens takilarak olusturulan gérintileme sisteminin geligtirilen isaret
kuvvetlendirme yontemi ile kullanilabilecedini gbstermek icin ¢esitli deneyler
gerceklestiriimigtir. Hala devam etmekte olan bu calismalar bize sahada algilama igin
tasinabilir disuk maliyetli entegre bir sistemin gelistiriime potansiyelini oldugunu géstermistir.
Deneyler igin kullanilan manyetik parcaciklar dretici firmalardan temin edilmis ancak
piyasada satilmakta olanlar kullanilabilmistir, kuvvetlendirme isleminde kullanilabilmeleri igin
irdelenen parametreler 1s1ginda optimize edilmeleri gerekmektedir. Manyetik parcacik sentezi
yapan arastirmacilar ile isbirligi yapilarak farkli uygulamalara uygun istenen O6zelliklerde
parcacik Uretilmesi gerceklestirilebilir. Bu konunun da gelecek arastirma aktivitelerimiz
arasinda yer almasi planlanmaktadir.

Proje kapsaminda 1 adet SCl'da taranan makale, 1 adet konferansta poster sunumu, 1 adet
konferansta s6zIi sunum gergeklestiriimistir. Ayrica yeni bir makale hazirliklari da devam
etmektedir.

Projede 1 bursiyer (ylksek lisans 6grenci) uzun zamanli, 2 bursiyer (ylksek lisans ve lisans
ogrencileri) kisa sureli gérev almistir.

Proje bultgesi ¢cogunlukla sarf malzeme alimi ve 6grenci burslari icin kullaniimistir ve bu
olana@in saglanmasinda katkisi bulunanlara tesekkiir ederiz. Ulkemiz de Tubitak’in sagladi§!
destekler olmasa bilimsel calismalari gergeklestirmek mimkin olamaz, bu ylizden Tlbitak
desteklerine tesekklr etmekle beraber hizli yanit verme ve akademisyene olabildigince

esneklik taninmasi konusunda isteklerimizi belirtmek isteriz.
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