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Biyolojik Ol¢iimler ve Nanopartikiiller

[Bioassays and Nanoparticles]

Oytun Portakal OZET

Nanometre boyutlarindaki inorganik bilesikler diger maddelerden daha farklidirlar,
¢linkii elektron tutucu etki gibi yapisal boyutlarina 6zgiil 6zelliklere sahiptirler. Bu
bilesikler “nanopartikiil* olarak adlandirilirlar. 1970’lerden beri bilim insanlar1 na-
nopartikiilleri incelenmekte ve 6zelliklerini belirlemeye ¢aligmaktadir. Calismalar
baslangicta optik ve elektronik cihazlar tizerinde yogunlagmisken, simdi biyodl-
¢limler tizerinde ¢ok sayida aragtirma yapilmaktadir. Bu kisa yazi, biyodlgiimlerde
nanopartikiiller ile yapilan son uygulamalari ele almaktadir. .
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ABSTRACT

Inorganic compounds with nanometer dimensions are different from the bulk mate-
rials because of having some specific features about their structures, like electronic
confinement effects. These compounds are called “nanoparticles”. Since the 1970s
scientists have investigated nanoparticles to identify and determine their proper-
ties. In the beginning, studies centered on optic and electronic devices, however,
researches now focus on bioassays. This short view outcomes recent applications
in bioassays with nanoparticles.
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1960’larin basinda, biyolojik ol¢limlerde radyoimmii-
noassay (RIA)1n kesfi yiiksek duyarlilik ve 6zgiilligii
nedeniyle bir devrim olarak nitelendirildi. Ancak bu
metod potansiyel radyoaktif tehlike varligi ve radyoak-
tif atiklarin 6zel olarak yokedilmesi gibi dezavantajlar
tastyordu. Kemiluminesans ve floresan isaretleyiciler ve
metal atomlar1 gibi radyoaktif olmayan isaretleyicilerin
kesfi, radyoaktif metodlarin bu dezavantajlarini ortadan
kaldird1 ve DNA dizi analizi ve biyolojik dl¢timler gibi
bir¢ok alanda kullanilmaya baslandi. 1990’larda arasti-
ricilar nanopartikiillere yoneldiler (1-3). Nanopartikiil-
ler 100 nm’den kiigiik ve boyutlarina 6zgiil 6zelliklere
(elektron tutucu etki, gegici miknatishik 6zelligi, ylizey
plazmon rezonansi gibi) sahip bilesiklerdir. Boyutlar1 ve
bu 6zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca en-
tegre olabilirler. Biyoolgiimler i¢in ilk nanopartikil uy-
gulamalar1 1970’lerde 5-50 nm ¢apli kolloidal altin kul-
lanim1 ve elektron mikroskop i¢cin immunositokimyasal
prob kullanimi ile baslamistir (4). Arastirmalar peptid,
protein ve niikleik asit gibi biyolojik molekiillere bag-
lanabilen ve optik, elektronik ve manyetik 6zelliklere
sahip nanopartikiillerin gelistirilmesi tizerinde yogun-
lagmistir. Su anda iizerinde ¢alisilan konu siispansiyon
icinde yer alan nanopartikiillerdir.

Nanopartikiiller biyodl¢imlerde farkli amaglarla kulla-

nilabilir:

1) Miktar tayininde organik flurofor veya radyoaktif
isaretlemeyi elimine etmek i¢in nanopartikiiller ter-
cih edilebilir. Bu amagla en ¢ok kuantum noktalar
(quantum dots) ve metal nanopartikiiller kullanilir.
Kuantum noktalar 10-100 A ¢apli, elektron tutucu
etkiye sahip sferik yapilardir, bu nedenle optik ve
elektronik ozelliklere sahiptirler. Parlak floresan,
floresan sinyalin ayarlanabilir olmasi, dar emisyon
spektrumu, genis UV eksitasyon ve fotostabilitesi-
nin daha fazla olmasi geleneksel boya molekiillerine
gore en biiylik avantajlaridir.

Kuantum noktalar; a) Biyomolekiiler yiizey kaplamala-
rin gelistirilmesinde kullanilabilir (5,6). b) Fluoresan
prob olarak kullanilabilir: meme kanseri belirleyici-
si Her-2’nin hiicre yiizeyinde belirlenmesinde IgG
ve streptavidin bagli kuantum noktalarin kullanimi
(7) ve invazif ve invazif olmayan kanser hiicrelerinin
ayriminda kuantum noktalar ile hiicre motilitesinin
belirlenmesi (8) gibi. ¢) Elektronik 6zelliklerinden
yararlanilarak DNA hibridizasyon tayini yapilabilir
(9) d) Kuantum noktalar ayrica floresan rezonans
enerji transferi (FRET) i¢in organik fluoroforlardan
daha iyi bir vericidir (10).

Metal nanopartikiiller kolorimetrik, elektrokimyasal ve
kiitle spektrometresi metodlarinda isaretleyici ola-
rak kullanilir a) Elektrokimyasal dl¢timlerde kollo-
idal altin tercih edilir. Bir elektrodun iizerine bagl
oligoniikleotid ile hibridize olmus kolloidal altinla
isaretli DNA, differansiyel akim voltmetresi ile tayin
edilebilir (11) veya oligoniikleotidler altin nanoparti-
kiiller ile isaretlendikten sonra giimiisle ¢oktiiriiliip
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2)

“stripping™ potansiyometre ile saptanabilir (12). Bu
elektriksel olgiimlerde duyarlilik metal isaretleyici-
nin blytikliigline baglidir. b) Kolloidal altin veya gii-
miis tayininde 1s1k sagilimi ve Raman sagilimi gibi
optik yontemler kullanilabilir. Farkli biytikliikteki
altin nanopartikiiller farkli dalga boyunda 151k saci-
limina neden olurlar ve mikrodizilimde (microarray)
iki renk tayinine izin verir (13). Alkol dehidrogenaz
varhiginda NADH bagimli Cu*nin indirgenerek
altin nanopartikiiller tizerinde birikimi ve nanopar-
tikiil hacminin genislemesi ile artan sinyal amplifi-
kasyonu etanol ol¢iimiinde kullanilabilir (14). Glu-
koz oksidaz varliginda hidrojen peokside bagl altin
nanopartikiil hacminin genislemesi ile artan sinyal
amplifikasyonu glukoz tayininde kullanilabilir (15).
Kantitatif glukoz tayini igin baska bir metod Raman
sacilimidir (Surface-Enhanced Raman Scattering
SERS). Bu metodda oligoniikleotid hem Raman aktif
boyasi (syanin 5) hem de altin nanopartikiille kap-
lanir, hibridize edilir. Hibridizasyondan sonra mik-
rodizilim (microarray) giimiisle ve bir indirgeyici
ile reaksiyona girer ve SERS ortaya ¢ikar (16). Yeni
jenerasyon isaretleyicilerden biri ince silika tabakasi
ile kapli Rutenyum kompleksleridir, bunlar 16semi
hiicrelerinin taninmasinda fotostabil luminofor bi-
yobelirte¢ olarak kullanilabilir (17).

Nanopartikiiller soliisyondaki biyolojik 6lgiimlerde
substrat olarak kullanilabilir. Mikrodizilim (micro-
array) bazli dlcimler ile karsilastirildiginda bu siis-
pansiyon-bazli 6l¢limler daha hizli, daha esnek, daha
yiiksek tekrarlanabilirlige sahiptir ve daha az 6rnek
ve reaktif kullanir. Analit tayini organik isaretleyi-
ciler ile yapilir. Soliisyon bazli 6l¢iimde, kuantum
nokta karistmi mikron boyutundaki polimer par-
tikiillerinin igine yerlestirilir, partikiillerin yiizeyi
spesifik oligoniikleotid problar ile kaplanir ve orga-
nik boya molekiilii hedef DNA’y1 direkt isaretlemek
icin kullanilir. Bu metodda, organik boyanin sinyali
baz alinir, her bir boncugun floresan spekturumu
orjinal 6rnekteki hedef dizinin varligint veya yoklu-
gunu gosterir, analitin ne oldugu yerlestirilen kuan-
tum noktalara ait floresan parmak izi (fluorescence
fingerprint) ile saptanir (18). Biyobarkodlar (biobar-
codes) en 6nemli substratlardan biridir (19). Biyobar-
kodlar farklit DNA dizilerine sahip altin nanoparti-
kiiller icerir, boylece farklit DNA dizilerinin farkli
erime sicakliklari avantaj saglar. Olgiim agregasyon
ile yiritiiliir, enzimatik hedef veya sinyal amplifi-
kasyonu gerekmez. Antikorla kaplt manyetik boncuk
antijenle kompleks olusturur, buna tek zincirli DNA
(barkod) igeren altin nanopartikiil baglanir. Komp-
lementer zincir mikrodizilimde (microarray) hib-
ridizasyonla tayin edilir. Her bir nanopartikiil ¢ok
sayida oligoniikleotid tasidigi i¢in, her bir proteinin
baglanmasiyla ¢ok sayida amplifikasyon gerceklesir.
Cok diisiik diizeylerdeki PSA bu metodla saptana-
bilir (20). Nanobarkodlar (nanobarcodes) énemli bir
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diger substrattir. 20-500 nm ¢apinda, silindirik ya-
pida, altin ve giimiig cubuklar iceren metal nanopar-
tiktillerdir (21). Kuantum noktalarin tersine analiti
kantite etmek i¢in floresan 6lgiimler gereklidir. DNA
bazli nanobarkodlar, uglar1 boya ile isaretli birbirine
komplementer ii¢ tek zincirli DNA’nin olusturdugu
Y-DNA yapilaridir. Y-DNA’lar biraraya gelerek dalli
bir yapi (dendrimer) olusturabilirler. Boya molekiil-
lerinin farkli kombinasyonlarinda ortaya ¢ikan farkli
floresan yogunluklar: bilgisayar tarayici veya fluro-
sans 151k mikroskobu ile saptanir (22).
3) Sinyal iletici olarak etki gdsteren nanopartikiiller
biyolojik ornegin isaretlenmesini elimine ettikle-
ri i¢in ¢ogunlukla tanisal dl¢timlerde kullanilirlar.
Sinyal iletiminde nanopartikiiliin bir digerine gore
lokalizasyonu degisir ya da dl¢iimiin biyolojik bile-
senlerinde bir diizensizlik meydana gelir; sonugta 6l-
clilebilen sinyalde bir degisim ortaya ¢ikar. Sistem-
deki en 6nemli degisiklik altin nanopartikiillerinin
agrege olmalaridir. Antijen kapli altin-partikiilleri-
nin agregasyonunun bir fonksiyonu olarak antikor
konsantrasyonu tayin edilebilir (23). Agregasyon
metodu ile tam kanda immunogulobulin 6l¢iimii igin
altin nanokabuklar kullanilabilir (24). Nanokabuklar
(nanoshells), kiiresel nanopartikiillerdir; genellikle
silika iceren bir dielektrik ¢ekirdek ve etrafini sa-
ran ince metal bir kabuktan olusurlar. Yakin infrared
(IR) bolgede giiclii absorban dzellige sahiptirler, ¢cev-
re hiicrelerin fazla 1sinmasina ve hiicre hasarina yol
acabilirler. Bu nedenle nanokabuklar kanser hiicrele-
rinin sicaklik ile yokedilmesinde kullanilabilir (25).
Canli hiicreleri izlemek i¢in oksijen duyarli PEBB-
LE (Probes Encapsulated By Biologically Localized
Embedding) sensorler kullanilabilir (26).
Fonksiyonel nanopartikiiller (nanomateryaller) bi-
yolojik reaksiyonlarin katalizi gibi islevleri yiiriite-
bilmek icin partikiillerin spesifik fiziksel ve kim-
yasal Ozelliklerini kullanirlar. DNA ¢ift zincirine
baglanmuis altin nanopatikiil radyo-frekans manyetik
alan kullanilarak sitilir ve dehibridizasyon sagla-
nir. Sicakligin 10-20°C yiikselmesi denaturasyon
icin yeterlidir (27). TiO,-DNA nanobilesenleri 1s1k-
la indiiklenebilen endoniikleaz aktivitesi gosterirler
(28). Cekirdek hedeflemede cok fonksiyonlu altin
nanopartikiil-peptid kompleksleri olusturulabilir
(29). Bunlar DNA tamir dizileri tagtyan sigir serum
albiimini ile kapli 20 nm ¢apindaki nanopartikiil-
lerdir. Bu partikiiller hiicre ve ¢ekirdek membranini
gegebilecek kadar kiigiik, endozomal ve lizozomal
islemlere dayanikli ve niikleer lokalizasyon i¢in he-
def peptidleri icerir. Nanomateryallerin manyetik
ozellikleri de vardir. Silika kapli paramanyetik na-
nopartikiiller kanser hiicrelerinin manyetik parga-
lanmasinda kullanilabilir (30).
Nanoteknolojinin tip ve biyoloji ile iyi entegrasyonu
molekiiler tan1 ve tedavi alanlarindaki beklentileri de
beraberinde getirmistir. Nanopartikiiller in vivo man-
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yetik resonans incelemelerinde kontrast ajanlarin, ilag
dagitim1 ve saliniminda tastyicilarin ve doku mithendis-
liginde yapisal iskelelerin yerini alabilir. Bu amagla bos
nanopartikiiller sentezlenmistir (31). Bos nanopartikiil-
ler es zamanli biyodl¢iim ve ilag dagilim sistemlerinde
kullanilabilir. Bu alanda karbon-nanotiipler (carbon-na-
notubes) de 6nemli rol oynayabilir (32,33). 0.8 nm ¢apli
simdiye dek gelistirilmis en kii¢lik isaretleyici olan ve
suda ¢oziinebilen nanonokta (nanodots) isaretleyiciler
tek-molekiil tayin yontemlerinde kullanilabilir (34).
Nanopartikiiller glinlimiiziin en son teknolojisini olus-
turmaktadir. Ancak nanopartikiiller su anda var olan
teknolojilere gore daha iyi 6l¢iim performansi, kullanim
kolaylig1 ve daha ucuz fiyat olanaklar1 sagladigi zaman
biyodl¢iimler icin gegerli olacaktir. Nanopartikiiller
daha genis iiretim hacmi ve dagitim kapasitesine ulasi-
labildiginde ve genis kitleler tarafindan ticari olarak el-
desi miimkiin oldugunda biyodl¢limler icin rutin olarak
kullanilabilir hale gelecektir.
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