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OZET

DIKLOFENAK BASKILANMIS YUZEY PLAZMON REZONANS
TEMELLI BiYOSENSORUN HAZIRLANMASI

Kivilebm GAKTU GULER
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Adil DENIZLi

Eylul 2014, 96 sayfa

Sunulan g¢alismanin amaci, diklofenak (DFC) tayini icin DFC baskilanmig yuzey
plazmon rezonans (SPR) sensorin hazirlanmasidir. Bu amagla, SPR biyosensor,
alil merkaptan ile modifiye edilmis ve alil gruplarinin baglanmasi saglanmistir. ilk
basamakta, DFC ile metakrilik asit (MAA) monomeri arasinda 6n kompleks
olusturulmus ve hazirlanan bu kompleks, SPR altin ¢ip ytzeyinde UV is1d1 altinda
polimerlestiriimistir. Elde edilen DFC baskilanmis SPR ¢ip FTIR-ATR, elipsometre,
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve temas acisi olguimleri alinarak karakterize
edilmistir. DFC baskilanmamis ¢ip elde etmek amaciyla, DFC kullanilmadan yeni
bir ¢ip yapiimis ve bu ¢ipin karakterizasyonu igin elipsometre, AFM ve temas agisi
Olcum aleti kullanilmigtir. DFC baskilanmis SPR sensorlerin - duyarliligini
belirlemek icin farkli derisimlerde hazirlanan DFC c¢ozeltileri kullaniimistir. Farkh
derisimlerdeki DFC  c¢Ozeltileri baglanma  kinetiklerinin  belirlenmesinde
kullaniimistir. Langmuir adsorpsiyon modeli hazirlanan sensor i¢in en uygun
adsorpsiyon modeli olarak bulunmustur. DFC baskilanmis SPR sensoérin
seciciligini gostermek icin DFC ve karbamazepin vyarismali adsorbsiyonu
arastinimistir.  SPR  ¢ipin baskilama segiciliginin  belirlenmesi icin DFC
baskilanmamis SPR sensor hazirlanmistir. DFC baskilanmis SPR sensorun tekrar



kullanilabilirligine bakmak igin ¢ip, ayni DFC derisimi kullanilarak 10 kez SPR

sisteminde kullaniimigtir.

Anahtar Kelimeler: Diklofenak (DFC), yuzey plazmon rezonans (SPR), sensor.



ABSTRACT

PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE BASE
BIOSENSORS DIKLOFENAC MOLECULAR IMPRINTED

Kivilcebm GAKTU GULER

Doctor of Philosophy, Division of Nanotechnology and

Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi

September 2014, 96 pages

The aim of this study is the preparation of diclofenac (DFC) imprinted surface
plasmon resonance sensor for detecting DFC. For this reason, SPR biosensors
were modified with allyl mercaptane and the orientation of allyl groups was
ensured. In the first step, the precomplex was prepared using DFC and
methacrylic acid (MAA) monomer and prepared complex with crosslinker, EGDMA
was polimerized on the golden surface of SPR under UV light. DFC imprinted SPR
chip was characterized with FTIR-ATR, ellipsometry, atomic force microscopy
(AFM) and contact angle measurements. A new chip was prepared without DFC in
order to obtain DFC nonimprinted SPR sensor and the chip was characterized with
ellipsometry, AFM and contact angle measurements. DFC sensing ability of DFC
imprinted SPR sensor was investigated from DFC solutions with different
concentrations. DFC solutions with different concentrations were used to
determine the adsorption kinetics. Langmuir adsorption model was found as the
most suitable model for DFC imprinted SPR chip. Competitive adsorptions of DFC

and carbamazebine were investigated to show the selectivity of DFC imprinted



SPR sensor DFC nonimprinted SPR sensor was prepared to determine imprinting
selectivity of DFC imprinted SPR sensor. DFC imprinted SPR chip was
investigated 10 times with same concentrations of DFC solution in order to show

reuse of the chip.

Keywords: Diclofenac DFC, surface plasmon resonance (SPR), sensor.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

nm Nanometre

um Mikrometre

°C Santigrat derece
P9 Pikogram

ng Nanogram

mg Miligram

g Gram

mi Mililitre

i Mikrolitre
Kisaltmalar

MAAD Metakrilik asit diklofenak kompleksi

SPR Yuzey plazmon rezonans
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1.GIRIS

1959 yilinda Richard Feynman’in “Asagilarda daha ¢ok yer var” adli konugsmasiyla,
maddenin daha kul¢lk olgeklerde kontrol edilip kullaniima fikriyle nanoteknolojinin
temelleri atilmig oldu. 100 nm’den kiguk malzeme, arag ve sistemlerin kullaniimasi,
olusturulmasi ve c¢ahgtiriimalarini kapsayan nanoteknoloji son yillarda hizla gelisen
bilim dali olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Nanoteknolojinin bu denli hizli gelismesinin
nedenlerinden biri elde edilen urunlerin, klasik yigin malzemelerde gdézlenmeyen
ancak teknolojide ihtiya¢c duyulan pek c¢ok fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip
olmalaridir. Nano boyutlara inildikge malzemelerin kazandigi essiz Ozellikleri
sayesinde, saglik, temiz enerji, katalizor, sensor, polimer, elektrot, bilgi depolama,
boya, super akigkanlar, ulusal guvenlik gibi bircok alanda nanoteknolojik UGrlnler

tercih edilmektedir.

Biyosensorler, biyomolekuller arasindaki 6zgun etkilesimleri temel alan
biyomolekullerin sabit ozelliklerinin yani sira, farklihklarini da aninda ve yuksek
hassasiyette saptamaya yarayan optik, elektrokimyasal, piezoelektrik vb. yapidaki
aletlerdir. Biyosensorler, taniyici bélim, taniyan ile taninan arasindaki etkilesimi
elektrik sinyaline donusturen gevirici bolum ve elektronik bolim olmak Gzere U¢ ana
bilesenden olusur. Geleneksek analitik tekniklerle karsilastirildiginda biyosensoarler,
hizli ve gergek zamanh tespit, disuk maliyet, tasinabilirlik, basit kullanim, 6érnek
hazirlama isleminin kolayligi gibi bircok 6zellige sahiptir. Sahip oldugu bu
avantajlardan o6tiri biyosensoérler saglik alaninda (tani ve teshiste), cevresel
analizlerde, eczacilik, gida, kimya, madencilik ve savunma sanayii gibi alanlarda
siklikla kullaniimaktadir [1].

Yuzey plazmon rezonans (SPR), molekullerin etkilesimlerinin incelenmesinde
kullanilan bir yontemdir. SPR biyosensorleri, sensor yuzeyindeki ve ¢ozeltideki
molekullerin etkilesimlerini molekulleri etiketlemeye gerek kalmadan, kompleks
olusumu ve ayrilmalari, kirilma indisindeki degisimlere bagl olarak Olcerek belirler.
Etkilesimler gergcek zamanli olarak izlenebilir ve baglanan ligandin miktari belirlenip
ayrilma (koff) ve baglanma sabitleri (kon) ylksek duyarlilikla dlgulebilir. SPR yontemi
son yillarda biyosensor uygulamalarinda yerini almis, protein, oligonukleotit, faj,viral
partikuller ve hatta canli hucrelerin de bulundugu farkl biyolojik sistemlerdeki

etkilesimleri caligmak icin kullaniimaktadir [2].



Molekuler baskilama teknigi, capraz bagh polimer matriks icerisinde kalip molekulin
boyut ve seklini tanima 0zelligine sahip bosluklar olusturulmasi temeline
dayanmaktadir. Kalip molekulinin desorpsiyon yontemiyle uzaklastiriimasi, sabit
pozisyonlardaki fonksiyonel monomer gruplarin acgiga ¢ikmasini saglanarak, kalip
molekile eslenik bir yapi olusturmaktadir. Molekller baskilama tekniginde kalip
molekul olarak, aminoasitler, hormonlar gibi biyolojik molekullerin yani sira, gesitli
kirleticiler, ilaclar ve, mikroorganizmalar kullaniimaktadir. Molekuler baskilanmig
malzemeler, kalip molekul i¢in essiz bir segicilige sahip olmalarinin yani sira mekanik
strese, organik ¢ozucullere, suya, Isiya ve farkli pH araliklarina karsi direngli bir

yapiya sahiptirler [3].

llaglar, cevresel sulardaki varliklari nedeniyle son zamanlarda dikkat ceken énemli
kirleticilerdir. Bu ilaclara en tipik 6érnek olan diklofenak steroid olmayan 6énemli bir
anti- inflammatuar bir ilactir. Diklofenak romatizmal agrilarda ve akut yaralanmalarda
agri kesici olarak sik¢a kullanilmaktadir. Yuksek dozda alinimi ve dusuk biyo-
¢6zunurlige sahip olmasi yeralti ve icme sularinda, atik su aritim fabrikalarinin gikis
suyunda yuksek miktarda bulunmasina neden olmustur. Bu molekulin dusuk

derisimlerde bile toplum ve cevre Uzerinde ki etkisi oldukga fazladir.

Bu calisma kapsaminda diklofenak tanima bdlgelerine sahip SPR sensorler
hazirlanmistir. SPR yuzeyinde diklofenak tanima bdlgeleri hazirlamak igcin metakrilik
asit (MAA) monomer olarak kullaniimigtir. Hazirlanan SPR ¢iplerinin yUtzeyinin
karakterizasyonu atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, temas agisi ve
FTIR-ATR spektrofotometre analizleri ile yapilmigtir. SPR sensorun kararhligi,

segiciligi ve tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji

insanoglunun yasam kalitesini arttirmak, giindelik hayatini kolaylastirmak, zaman ve
para tasarrufu saglamak amaciyla teknoloji alaninda her gegen gun yeni gelismelerle
karsilagmaktayiz. Son yillarda hizla geligsen teknoloji alanlarinda biri de nanoteknoloji
olmustur. Nanoteknoloji, kimya, fizik, biyoloji, muhendislik, eczacilik, tip ve

veterinerlik gibi farkli disiplinler i¢in arastirma konusu olmustur.

Nanoteknoloji kavrami, Yunancada “cuce” anlamina gelen nano ile teknoloji
kelimelerinin birlesiminden olusmaktadir. Nano ile tanimlanan ifadeler, herhangi bir
Olcinin milyarda birini ifade etmek icin kullanilir. Nanometre ise metrenin milyarda
birini (Lnm = 107°) ifade etmektedir. Bu biiylikliikte yaklasik olarak ard arda diziimis 5-
10 atom boyutundadir. Daha da somut ifade etmek gerekirse karinca basinin
genisligi bir milyon nanometre, insan sag telinin kalinligi 100.000 nanometre, biyolojik
hicrelerin ¢capi 1.000 nanometre, DNA molekdilleri 2.5 nanometredir [4,5]. Sekil 1’de

nanometre boyutunu anlatan ornekler verilmistir.
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Sekil 2.1. Nano boyuttaki bazi ilgili 6rnekler.

Nanoteknoloji, 1-100 nm arasinda atom ve molekuller seviyede calisarak, degisen
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip malzemelerin ve yapilarin molekuller dizeyde
islenmesi, olusturulmasi ve manipule edilmesi olarak tanimlanmaktadir.
Nanoteknolojinin son 15 yilda hizla gelismesinin nedeni nano boyutlara inildikge
maddenin kazandigi yeni kimyasal ve fiziksel 6zellikler sanayi ve teknolojide ihtiyag
duyulan ozellikler olmasidir. Bu ozellikler arasinda esneklik, 1s1 ve elektrik iletkenligi,
manyetik ve optik 6zelliklerinde dnemli dlgide azalma ve artma yer almaktadir. Bu
farkli Ozellikleri ortaya c¢ikaran nedenlerden biri pargacik boyutu kuguldikce

malzemede yuzey-hacim oranlarinin artmasidir. Diger bir nedeni ise nano boyutlara



inildikge valans ve iletim bantlarindaki durum yogunluklarinin degismesine neden

olan kuantum boyut etkileridir [6,7].

2.1.2. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Yeni gelisen bir bilim dal olmasina ragmen gunluk hayatimizda siklikla
karsilagtigimiz Grunlerin pek ¢ogu nanoteknolojiyle Uretmektedir. Nanoteknolojik
urtnlerin yuksek hassasiyet, alisilandan farkli 6zellikler sergileyerek, daha dayanikli
ve hafif olmalari ayni zamanda da az enerji ve malzeme kullanilarak dretilmis
olmalari teknolojinin her alanindan siklikla tercih edilme nedeni olmustur.

Gunumuzde nanoteknolojik Urlinlerin uygulama alanlarini su sekilde siralaya biliriz.
2.1.2.1. Tip ve Saglk Alaninda Nanoteknoloji

Tip ve saglik alaninda nanoteknolojinin en blyldk hedefleri arasinda biyolojik
sistemlerin korunmasi, tedavisi, tani ve teshislerinin yani sira etkin goruntileme
sistemlerinin gelistiriimesinde ve tUm bunlari molekiler seviyede Uretilmis cihaz ve
nano-yapilardan yararlanilarak yapilmasi gelmektedir. Nanoteknoloji Urinu olan
yapilarin en buyuk avantaji 1-100 nm araliginda olmalaridir. Bu sayede biyolojik
sistemlerde calisma sansi artmistir. Ornegin ilag tasima sistemleri hem hiicre
yuzeyinde hem de hicre igiyle etkilesebilmelidir. Bu nedenle nano-ilag tasima
sistemleri; sadece nanometre boyutlarindaki kemoterapik ilaglar tagsimamali ayni
zamanda da, hiicre icerisine girip tek seferde ilaci yaymaldir. ilag tasima
sistemlerinin yani sira nanorobotik sistemlerin Uretimi, yapay doku ve organ uretimi,
implant yapilarinin tasarlanmasi nanoteknolojinin soluk buldugu yeni alanlar
arasindadir [8,9]

2.1.2.2. Cevresel ve Tarimsal Uygulamalarda Nanoteknoloji

Nanoteknolojik yaklagimlarla elde edilen UrUnler sagliktan sonra en yaygin olarak
cevresel uygulamalarda kargimiza ¢ikmaktadir. Litaratlre yesil nanoteknoloji olarak
girmis uygulamalar bulunmaktadir. Bu uygulamalarin basinda su ve toprak
orneklerindeki mikrobiyal, kimyasal ve ila¢ Kirleticilerinin analizleri i¢in kullanilan
sensorler gelmektedir. Geleneksel analiz ydntemlerine oranla hizli cevap vermesi,
daha ucuza mal olmasi, dusuk derigsimlerde dahi cevap vermesi bu sensorlerin tercih

nedenleri olmustur. Nanopartikuller gibi cesitli nanomalzemeler kullanilarak atik



sularin iyilestiriimesi ve su aritim sistemlerinde etkin aritim olusumunun saglanmasi

hedeflenmektedir.

Hassas tarim uygulamalarinda kuresel uydu konumlandirma sistemleri ve uzaktan
algilama cihazlari sayesinde yerel c¢evre kosullarinin belirlenerek tohumlama,
sulama, hasat igin uygunlugunun olgtlmesi, yeni ila¢ ve gubrelerle bitkilerin saglikli
ve daha verimli olmasinin saglanmasi, daha besleyici ve hastalik direnci yluksek
bitkileri eldesi, yuksek kalite ve guvenlikte hayvansal Urunlerin eldesi nanoteknolojinin

zirai alanlarda uygulanma noktalarini olusturmaktadir [10].

2.1.2.3. Tekstil Sanayide Nanoteknoloji

Pek ¢ok alanda oldugu nanoteknoloji tekstil alaninda da kargimiza ¢ikmaktadir. Peki
nanoteknoloji giydigimiz bir elbisede ne ise yarar, neyi hedefler? Tekstilde en buyuk
hedef kirlsmaz, hava alabilen, kir tutmayan, antimikrobiyal olan, mekanik, kimyasal,
ISIk ve 1slya kargl dayanikli olan giysi ve diger tekstil Urlnlerini elde etmektir.
Goodweave Textiles Co. Ltd ureticileri tarafindan Uretilen nano-gumus antibakteriyel
ve deodorantli ayakkabi tabanlari sayesinde terleyen ve asiri koku ¢ikaran mantar
olusumuna yatkin ayaklara sahip bireyler i¢in elzem ve pratik ¢ozUm getirmistir.
GUmUs pargaciklarindaki anti-bakteriyal ve anti-fungal 6zelliklerden yararlanilarak

uretilen bu tabanliklar kasinti mantar ve kotu koku olusumunu engellemektedir [8].

2.1.2.4. Uzay ve Havacilikta Nanoteknoloji

Her gegen gun uzay arastirmalariyla ilgilenen bilim insani sayisi ve devletin bu alan
icin ayirdigi butce artmaktadir. Yapilan ¢alismalarinin kalitesini arttiracak gelismeler
sunan nanoteknolojiden uzak durmak uzay ve havacilik ¢alismalarinda neredeyse
imkansiz hale gelmistir. Ozellikle enerji depolamada, mekanik sistemlerde ve
sensorlerde kullanim alani bulan karbon nanotupler bu alanda en ¢ok tercih edilen
nanoteknolojik Grin olmustur. Sagladigi Ustin o6zelliklerden dolayr Boeing 787 ve
Airbus A380 gibi ticari ugaklarda karbon nanotuplerin kullanim orani her gecgen yil
artacaktir. Karbon nanotuplerin hafifligi, termal 06zelligi, manevra kabiliyeti gibi
Ozellikleri sayesinde yeni nesil ugaklarin, rotorlu ugaklarin, insansiz hava araglarinin
ve flzelerin pek ¢ok gereksinimini karsilayacaktir. Karbon nanotipler 6zellikle ugak

govdesinde ve elektrik devrelerinde suan kullanilan materyallerin yerini alacaktir.



Ayrica karbon nanotuplerin ugaklardaki potansiyel uygulama alanlarinin arasindan
ucak buzlanmasinin énlenmesi, yildinrmdan koruma, itme ve guvenli gorus sistemleri

yer almaktadir [11].

2.1.2.5. Biyoteknolojide Nanoteknoloji

Nanobiyoteknoloji, nanoteknolojinin ve biyoteknolojinin arastirma ve uygulama
alanlarinin g¢akigmasiyla son yillarda ortaya ¢ikan yeni bir ¢alisma alanidir.
Nanobiyoteknolojinin temel amaclarindan biri molekuller biyoloji g¢alismalarinda
biyolojik sistemlerin ¢alisma prensiplerini ile ilgili dnemli bulgulari ortaya koymaktir.
Boylece mikro ve nano olgekli Uretim yontemleri kullanilarak biyolojik ve biyomedikal
cihazlarin kdgultulmesini ve yeni cihazlarin Uretiminin biyoteknoloji endustrisine
gelecekte yeni bir sekil kazandirmasi hedeflenmektedir. Ayrica nanobiyoteknolojinin
hedefledigi arastirma ve uretim alanlarinin arasinda nano-biyomolekuler cihazlar ve
analiz yontemleri nano Olgekli hucre biyolojisi ve hucre—yluzey etkilesimleri de
bulunmaktadir. Hucrelerin buyudklukleri mikrometre Olgeginde olsa da, hucrelerin
cevresiyle etkilesimi ve bu g¢evrenin elemanlari nanometre Olgegindedir. Bu
etkilesimleri ve hucreleri tek tek incelemek, onlar Uzerinde butunlUklerini bozmayacak
mudahalelerde bulunabilmek ve tibbi/biyolojik ciktilari en Ust dizeyde hassas
teknolojik gelisme seviyesine ulasmak igin yapilacak galigmalarda nanometrik olgekte
olmasi gerekmektedir. ileri fizik ve mihendislik arastirmalari sayesinde her gecen
gun alet ve cihazlar kullanilarak canli hucreleri nanometre duzeyinde gozlemlemek
ve Olcimler yapmak mumkun olmaktadir. Ayrica her gegen gin nano ve mikro
dlgekte 6lglim yapabilen yeni aletler uygulamalar eklenmektedir. Ornegin birgok
proteini kapsayan analizlerin yani sira hucre iglevlerini, ilag etkilerini es zamanli
incelemek ve farklh ilaglarin canli hicre iglevine etkilerini goruntilemek artik
yaplilabilirlik sinirlari arasindadir. Bu ve benzeri ¢galismalarda nano-pargaciklar, nano-
uretim sonucu elde edilmis aletler ve molekuler tasarim bilgileri kullaniimaktadir.
Ayrica hucre biyolojisi, ileri fizik Grand mikroskoplar ve olgum cihazlari ile
arastirilabilmektedir. Ornegin atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak DNA Gzerindeki
dizisel degisiklikler nanometre ¢ozunurligunde gozlenebilmektedir [12,13]. Her gegen
gun gelisecek ve ilerleyecek olan nanoteknoloji sayesinde nanobiyoteknoloji
uygulamalarina verilecek ornekler artacaktir. Bugun hayal edilmesi gl¢ olan bazi
seylerin gelecekte nanoteknoloji ve nano-Urunler sayesinde imkansiz olmaktan

kurtulacaktir.



2.2. Biyosensorler

Fiziksel olgulari elektriksel sinyale donusturen cihazlara sensor denilmektedir.
Mekanik duyu organlari da diyebilecegimiz bu sensorler calisma sekillerine ve
donustirict adi  verilen vyapilarina goére siniflandirmak mUmkdnddr.  Bu
siniflandirmaya 6rnek olarak termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensorler

ve biyosensorler verilebilir.

Biyosensorler, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)
terminolojisine gore, "kimyasal bir bilesige kargi verilen biyolojik yaniti optik, termal
ya da elektriksel sinyallere donusturen cihazlar" olarak tanimlanmistir. Bu tanimi
biraz daha acacak olursak; biyosensorler hedef analitlerin denetmek amaciyla
yapisinda biyolojik bir duyargaci bulunan ve bir fizikokimyasal geviriciyle birlestiriimis
analitik cihazlardir. Biyosensorin amaci, analiz edilecek maddenin miktariyla orantili

olarak elektrik sinyali Uretmektir [14,15].

Biyosensor sistemlerinin  bilesenlerini GU¢ ana baglk altinda toplayabiliriz. Bu
bilesenlerden ilki tanima 06zelligine sahip biyoajanlar, bir digeri tanima bdlgesi ile
incelenen analitin etkilesmesi sonucu olugan fizikokimyasal sinyalleri elektronik

sinyallere donusturebilen gevirici ve Uglncl olarak da elektronik bolumlerdir [14].

Hizla gelisen teknolojiden biyosensorler pay almistir. ilk yapilan biyosensérden bu
yana hem analizi yapilan analitlerin sayisi hem de biyosensoérlerin gesitliligi hizla
artmaktadir. Bu artis ayni zamanda biyosensorlerden elde edilen basariya da
baglidir. Bugln, vicut sivilarindaki analizlerden tutun da gidalar ve ¢evre kimyasal
bilesiklerin, toksinlerin veya patojenlerin analit olarak kullanildigi analizlerin ¢ogu
biyosensorlerle gerceklestiriimektedir. Etkin bir biyosensérde bulunmasi gereken

Ozellikleri soyle siralayabiliriz [16].

o Duyarhhk: Biyosensorun analit derigsimindeki degisime verdigi cevaptir.
Duyarllik yuksek ise analitteki birim degisim sensoriun ekraninda hemen belli
olur.

o Segcicilik: Biyosensoriun sadece tespiti istenilen analite 6zglin olmasi, analite
yapisal olarak yuksek benzerlikleri olan baska molekullere cevap

vermemesidir.



o Olgiim araligi: Biyosensoriin 6lcebildigi analit miktaridir. Bir biyosensor
hazirlanirken, analitin  bulundugu ortamdaki en dusuk ve en yuksek
konsantrasyon degerleri belirlenmelidir. Tespit araliginda olmayan analit
derisimleri igin dogru dlgimler alinamaz.

o Olgiim siiresi: Biyosensoriin analitin varligini tespit ettigi stiredir. Bu siirenin
kisalgi geleneksel yontemler karsisinda kazanilmis bir GsttnlUktar.

o Kararlilik: Birkag tekrarli yapilan analizlerde biyosensorin verdigi cevaplarin
(sinyal) birbirleriyle ortismesidir.

o Raf omrii: Biyosensorlerin diger analiz cihazlan karsisinda gosterdigi
ustunliklerde biri de tekrar kullanilabilirliginin yuksek olmasidir. Her
kullaniminda yaptidi analizlerin dodru sonug¢ vermesi, kullanicilarina ticari

anlamda da avantaj sunmaktadir [11,12].

2.2.1.Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

2.2.1.1. Tanima Elemanlarina Gore Biyosensorler

2.2.1.1.1. Enzimler

Tarihteki ilk biyosensor calismalarina baktigimizda enzim biyosensorli olan ve
1962’de Clarrk ve Lyons ve 1967’de Updike ve Hick tarafindan hazirlanan glukoz
tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrotlari karsimiza ¢ikmaktadir. Hazirlanan
biyosensorde enzimlerinin bilinen en iyi biyoreseptdr olmalari ve analitlere olan
0zgunligu kullaniimis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Gunumuizde ilerleyen
enzim calismalari ve kesfedilmeyi bekleyen enzimler, yeni enzim biyosensorlerinin
mujdecisi olacaktir. Ancak unutulmamalidir ki enzim c¢aligsmalarinda oldugu gibi
biyosensorlerde de enzimleri kullanirken ortamin pH, 1s1, iyonik siddet ve diger ¢evre
kosullana dikkat edilmelidir [17,18,19].

2.2.1.1.2. Antikorlar

Glikoprotein olan antikorlar kan proteinlerinin =~ %20’sini  olugtururlar  ve
immunoglobinler diye de adlandirilirlar. Y seklinde olup iki adet antijen tanima
bolgesine sahiptirler. Her antikorun kendine 6zgu antijen tanima bolgeleri vardir. Bu
tanima bolgelerine kovalent olmayan ancak guglu bir sekilde gegici olarak baglanirlar
[20,21]



Kullanim amaglarina bagh olarak antikorlarin modifiye edilebilmeleri sahip olduklari
diger bir avantajdir. Uretim sekillerine gore poliklonal ve monoklonal olmak lizere
ikiye ayrilirlar. Rekombinant antikorlar, antikorlarin antijene baglanma bdlgelerindeki
domainleri genetip olarak manipule edilen yapilardir. Ustelik rekombinant antikorlari

uretmekte daha ucuz ve hizhdir.

Antikor temelli biyosensorler kullanilarak, HIV, Hepatit B, Hepatit C, Ebola, EBV,
Rubeola, Measles, Salmonella typhimurium, botulinum toksinlerinin tespitinde ve
tanimlanmasinda kullaniimaktadir. Benhar ve arkadaslari, tek zincirli antikorla
kapladiklari karbon elektrotlu elektrokimyasal biyosensor ile Listeria monocytogenes

ve MtKatG enzimi eksprese eden M. tuberculosis'i tesbit etmiglerdir [22,23].
2.2.1.1.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, genellikle zehirli kimyasallarin veya kendi varliklarinin tespitinde
siklikla kullanilabilir. Gida, su, toprak ve vicut sivilari gibi 6érneklerin ¢ogunda
rastlanilmasi ve tespitine ihtiya¢ duyulmasi mikrobiyal kaynakli biyosensorlerin
gelistiriimesini saglamistir. Genetik modifikasyonlardaki uyumu bu sensoérlerin

hazirlanmasindaki onemli avantajlar arasindadir [24,25].
2.2.1.2. Donusturuciilerine Gore Siniflandirma
2.2.1.2.1. Optik Sensorler

Optik biyosensorler, donusturicu sistem olarak optik lifler Gzerine uygun bir yontemle
molekulin immobilize edilmesiyle hazirlanan dlgim aygitlaridir. Ortamda meydana
gelen fizikokimyasal ya da kimyasal degisimi sinyal, 1gIk yansimasi, sagilimi ya da
yayimi sonucu meydana gelir. Ornegin optik lifin tGzerine enzim immobilizasyonuyla
hazirlanan optik esasli enzim sensoérleri temelde absorpsiyon, floresans,

biyoliminesans gibi temel ilkeler gercevesinde iglev gorurler [17].

2.2.1.2.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler sanayi, trafik, c¢evre ve medikal gorintilemede,
metabolizmanin arastiriimasi ve biyolojik sureclerin kontrolinde siklikla kullanilan
sensorlerdir. Bu sensorler orneklemeye ihtiyagc duymadan kimyasallarin in situ

Olciminde gergcek zamanh bilgi veren gucla aletlerdir. Kullanilan elektrota badl
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olarak elektrokimyasal sensorler -30°C ile 1600°C arasindaki sicakliklarda
kullanilabilirler. Elektrokimyasal sensorler kendi aralarinda amperometrik veya

potansiyometrik modda kullanilirlar [26].

2.2.1.2.3. Piezoelektrik Sensorler

Piezoelektrik materyalleri ve ylzey akustik dalga cihazlar kutle degisimine karsi son
derece hassastir. Eger biyoreseptorde tanima reaksiyonu sonrasinda kutle artigi
oluyor ise, bu tip dénusturiculer icin uygundur. Mesela kuvars kristal mikroterazi
(QCM) adi da verilen piezoelektrik silikon kristalleri hali hazirda pikogramlik kutle
degisimlerini bile hissedebilmektedirler. QCM sensdrleri ¢gevre igin buyuk risk tagiyan

17 dstradioltn tayininde yapilmigtir [27].
2.3. Yuizey Plazmon Rezonans

1902 yilinda Wood ilk kez yuzey plazmon olgusunu ortaya koyarken, polarize 1s1gin
bir kirlhm duzenleyici yluzeyinden bir aynaya yansittigi zaman aynada karanlik ve
aydinlik bantlar olustugunu tespit etmistir. Bu ¢alismanin ardindan Lord Rayleigh ve
Fano bu teorinin geligsimine katkida bulunsalar da yuzey plazmon rezonans olgusu
tam olarak 1968 yilinda tam olarak anlasiimistir. 1968 yilinda Otto [28], Kretschmann
ve Raether [29] tarafindan yluzey plazmonlarin olusumun rapor etmislerdir. Yuzey
plazmon rezonans ile ilgi meydana gelen gelismeler, yuksek secicilikte sensorlerin
hazirlanmasini mumkuin kilmistir. SPR temelli ilk biyosensor Liedberg ve arkadaglari
tarafindan hazirlanmistir. Bu c¢alismanin ardindan, bu konu ile ilgili yapilan
calismalarin sayisi her gegen gun artmaktadir [30,31]. YUzey plazmon rezonans,
metal yuzeye yakin kirilma indisindeki degisimi Olgerek basit ve dogrudan 6lgum

yapan bir tekniktir.

Yuzey plazmon yonteminde gegirgen ve farkli kirillma indisli iki ortam arasinda (cam
prizma ve c¢ozelti) ince bir metal film kullanilir. Metal film genellikle altin veya
gumaustar. Kritik bir aginin Uzerinde duzlem polarize 1sik, yuksek kirllma indisli bir
ortama girdiginde (cam prizma) toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu kosullarda
kendiliginden s6nimli dalga adi verilen 1s1k, metal filmin i¢cine nifuz eder. Belli bir
kirllma acgisinda bu dalga, metal yluzeydeki serbest elektronlarin yuzey plazmonlari
olusturmasina sebep olur ve yansiyan i1sigin yogunlugu duser. Bu olaya yuzey

plazmon rezonans denir ve sadece rezonans agisi denilen belli bir agida gozlenir.
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Rezonans agisi yuzeye analit eklenmesiyle degisir. Bu degisim yuzeyin hedef
molekuline goére modifiye edilmesiyle bu moleklle segici olmasi saglanir. Bu

durumda da SPR biyosensoérlerin temelini olusturmaktadir.
2.3.1. Yiizey Plazmon Rezonans Teorisi

Yuzey plazmon rezonansin (SPR) teorisi, enerji tasiyan 1sik fotonunun metalin
elektronlari ile birlesmesi veya enerji transferi ilkesine dayanmaktadir. Birlesmenin
(veya enerji transferinin) gercgeklestigi 1s1gin gelis acgisi her metal ve metal yuzeyinin
cevresine gore degismektedir. Isik fotonlari ve metal ylzeyindeki elektronlar arasinda
bir eslesme vel/veya rezonans yakalandiginda enerji transferi gergeklesir. Bu enerji
transferi, metal filmin alt ylzeyinden yansiyan 1sigin miktarinin dlgiimesiyle
belirlenebilir. Her 1sik bircok agida yansirken, 1s1din bir bolumud resonans agisinda

absorplanmaktadir.

Kretschmann prizma yapisi, SPR prizmalarinin hazirlanmasinda en sik kullanilan
tasarimdir. Sekil 2.2 goéruldigiu gibi, metal film ylUzeyindeki yik yodunluk salinimi
uyaran stk demetinin toplam i¢ kirilmasi ile olusan ve kendiliginden sénumli
dalganin kullanildigi bir yaklagsim vardir. Bu elektron salinimlari, ylizey plazmonlari
olarak adlandiriimaktadir. Gegici alanin girisim derinligi 1s1gin dalga boyuna, is1gin
geldigi ortam ile ¢evresinin kirinim agisi indekslerinin oranina ve fotonun parlakhgdina
baglidir. Enerji alani ylzeyden uzaklastik¢a Ustel olarak azalmaktadir. Bundan dolayi,

girisim derinligi aniden dugmektedir.

Girisim derinligi asagidaki esitlikle tanimlanmaktadir:

A

d =
i 47r\/7712 sin® @ —n?

(2.1)

Burada;

» N1 Ve ny, birinci ve ikinci ortamin kirinim agisi indeksi,

» 0, 1s191n metal ylzeye gelis acisidir.
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-

Ince metal film SIH'SIIT' -
(altin, gims) Gegici dalga erinligi (1/€?)

Ortam 2 l

Yiksek indeks
(cam, epoksi)
Ortam 1 )

Gelen 11k Yansiyan i1k
Ksin(8)

Sekil 2.2. Dielektrik sinirlarda gergeklesen toplam i¢ kirinim.

Metal ylzeye uygun p-polarize 1sik, metal film ile birlesmek i¢in prizmanin igerisine
girer. Sadece p-polarize 1sik plazmon olusumuna sebep olmaktadir. Bunun nedeni
sadece bu polarizasyonun metal film normaline uygun elektrik alan vektor salinimina
sahip olmasidir. Bu o0Ozellik, metal yuzeyindeki elektron plazmalarinin transvers
manyetik (TM) dalgasi olarak adlandiriimaktadir [28,29]. Oysa s-polarize, transvers
elektrik (TE) polarizasyonu yuzey plazmonlarini olusturamamaktadir. Cunku s-
polarize 1s19In elektrik alan vektorld, metal filme paralel olarak olugmaktadir.

Salinimlarin dalga vektori (Ksp) asagidaki esitlikle tanimlanir:

aQ E . &
Ksp =— |—" 32 2.2)
c\e, +e,

Burada;

> w, salinimin frekansi,

» ¢, 181k hizi,
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» &, metal yuzeyine temas eden ornek ortaminin dielektrik fonksiyonu,
» €m, metalin dielektrik fonksiyonudur.

Gelen 1s1QIn bir bilesenine ait dalga vektori asagidaki esitlikle tanimlanir:
), i
KX :znpsu’]e (2.3)

Burada;

» 0, 1s1§in metal film ylzeyine gelis agisi,

» Np, prizmanin kKirinim agisidir.
Metal filmin Ust ylUzeyinde salinan ve toplanan yuzey plazmonlari, p-polarize 1s131
absorplar ve toplam i¢ kirlnimina ugrayan 1s1gin parlakligini (I;) degistirir. Bu nedenle,
I’e karsi gelis (veya kirinim) agisi (8,) grafige gecirildiginde acisal parlaklik profili elde

edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans agisinda keskin bir azalma gézlenir.

Bu olayin gergeklesmesi, yuksek kirinim indeksine sahip bir prizma gerektirmektedir.
Bu tip bir prizmaya gereksinim, havadaki isik yayilmasi ile yuzey plazmonlarin
uretilememesinden kaynaklanmaktadir. Yuzey plazmon rezonans sirasinda, gelen
ISIgIn ve yuzey plazmonun dalga vektorleri esit olmalidir. Fakat Sekil 2.6'da
goruldagu gibi, 19191n havadaki (Ka: w/c) ve metalin plazmonundaki (Ksp) dagiima
egrisi kesismemektedir. Bundan nedenle, dalga vektéri ve frekansi es zamanl
olarak cakigtirilmasina imkan yoktur. Bunun tersine; Ks, ve cam yuzeyin (Ky) dagiima

egrilerinin kesismektedir (Sekil 2.3).
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Frekans (w)

Dalga Vektori (K)

Sekil 2.3. Hava, cam ve ylzey plazmonlari igin dagilma egrileri.

Yuzey plazmon dalga vektoru, metal filme yakin bdlgedeki ortamin kirlnma indeksi ile

iligkilidir. Bundan dolayi, Ks, esitligi su sekilde basitlestirilebilir:

2 2
0,
Ksp = — —727”‘775 > (2.4)
C\7m+7s
Bu formulde;

» Nm, metalin,

» ns, Ornegin kirinim indeksleridir.

Kompleks kirinim indeksi teriminin karmasik bileseni, absorbans ile iligkilidir. YUzey
plazmon rezonansin profili, secilen metale gore degisiklik gostermektedir. Clnku her
metal, dielektrik gegirgenlik gibi farkli 6zgul optik 6zelliklere sahiptir. Sekil 2.4’de altin

ve gumdus film igin, yansiyan isigin parlakligina karsi gelen isigin agisini gosteren
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egriler verilmistir. Gumus daha keskin bir rezonans pikine sahiptir. Bu rezonans piki,
metal filmdeki ylzey plazmon salinimlarinin kendiliinden azalmasi nedeniyle
olmaktadir. Tum yuzey plazmon metalleri, uyariima isiginin elektrik alaninin
sacllmasina bagh olarak bu salinimlari azaltma egilimindedir. Birgok metal ylzey
plazmon Uretebilir. Ylzey plazmon rezonans i¢in kullanilacak olan metal, uygun acih
Isikla rezonansa girebilecek iletkenlik bandi elektronlarina ve sensor olarak
kullanilabilmek igin gerekli kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun o6zelliklere sahip
olmalidir. Altin belirtilen iki temel 6zellige birden sahip olan nadir metallerden biridir.
Bu 6zelliklere sahip olan diger metallere gére uygulamasi oldukga kolaydir. Ornek
olarak, indiyum gibi bazi elementler ¢ok pahalidir; sodyum gibi elementler oldukga
reaktiftir; bakir, aliminyum gibi bazilarinin ylizey plazmon cevaplari ¢cok genistir veya

gumus gibi bazi elementler oksitlenmektedir [32].

A
———
Ag Au
i)
~
©
©
o
[
i)
o
[
2
&
L
Aci 6

Sekil 2.4 Gumus ve altina ait yuzey plazmon egrileri.

Yuzey plazmon rezonansin (SPR) analitik bir cihaz olarak kullaniimasi, plazmon alani
araligindaki ¢evrenin kimyasal bilesimindeki degisimin sebep oldugu is1gin rezonans

acisindaki kaymanin olgulmesine dayanmaktadir. Kimyasal bilegenlerdeki degisim
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absorplanan 1si1gin gelis acgisinda kaymaya neden olmaktadir. Agi kaymasinin
blayUkligu, nicel olarak kimyasal degisimle ilgilidir. Bir sensérde, ince metal film
Uzerine substrat baglanmis bir prizma (genel olarak cam ve plastik) Uzerine
uygulanir. Daha sonra 60zel bir analite (hormon, ilag, tumor belirteci vb.) 6zgul
molekuller metal film Gzerine spesifik olmayan bir sekilde adsorplanir. Sensdre analit
iceren ornek uygulandiginda gergeklesen etkilesim (antibadi ve analit baglanmasi
gibi) gelen 1sigin rezonans agisindaki kaymanin Olglldigd metal ylzeyindeki
kimyasal bilesen degisimine neden olur. Rezonans agisindaki kaymanin boyutu,
ornek igerisindeki analitin miktari ile orantihdir. Molekuller arasindaki iliski oldukca
0zgul oldugundan dolayl diger molekiller sensoér tarafindan olglilememekte ve

capraz-reaktivite gozlenmemektedir.

2.3.2. Yuzey Plazmon Rezonans Biyosensorler

SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan
biyomolekullerin etkilesimlerini Olgebilirler. Bu o6zellikleri nedeniyle, molekuler
etkilesimlerin anlasiimasi i¢in bu cihazlarin dnemi artmistir. Etkilesimleri es zamanli,
dogrudan olgebilmek; kinetik, termodinamik parametrelerin, derigsimin veya ligandlarla
analitler arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesini saglamaktadir. SPR temelli
biyosensorlerin  hizli cevap suresi ve yuksek segiciligi vardir. Enzim veya
radyoisaretleme ydntemleri gibi diger tekniklerle karsilastinldiginda SPR
biyosensorler sahip olduklari bu 6zelliklerden dolayi, protein-protein, antibadi-antijen,
reseptor-ligand etkilesimlerinden dusuk molekdl agirlikh bilesiklerin tanimlanmasina
kadar degisen ¢ok gesitli biyomolekuler mekanizmalarin anlagiimasinda kullanilabilir
[33].

SPR Dbiyosensorler, metal yuzeyinde biyo-tanimaylr saglayacak bdlgelerin
olusturulmasiyla elde edilir. Biyo-tanimayl saglamak igin antibadiler [34] ya da
nanopartikuller kullanilabilir [26,35]. Hedef moleklll igeren ¢ozelti biyosensorle
etkilestiginde hedef molekll sensér ylzeyine baglanir ve ylzeyin yodunlugunun
artmasina neden olur. Yuzeydeki yogunluk artigi ylizeyin kirilma indisinin artmasina
neden olur. Kirtllma indisindeki bu artig ise rezonans agisinin kaymasi ile sonuglanir.
Bu etki zamana bagli olarak incelenirse Sekil 2.5’dekine benzer bir sensorgram elde
edilir. Sekil 2.8’de goruldugu gibi, yuzeye analit baglanmasi ile rezonans agisi
artmaktadir. Desorpsiyon ¢dzeltisinin sisteme verilmesiyle analit, yizeyden ayrilimaya

baslar ve belli sire sonra sinyal tekrar eski seviyesine doner.
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Sekil 2.5 Tipik bir SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi.

Yasam bilimlerinde ve farmasoétik calismalarda makromolekillerin ve onlarin
etkilesimlerinin aragtirilmasi icin SPR biyosensorlerden yararlaniimaktadir. Ayrica
SPR biyosensorler c¢evresel Kkirleticilerin tespitinde [36,37], gida teknolojisinde
[38,39,40] hastaliklarin teshisinde [41,42,43] kullaniimaktadir.

C. Parvum su ve gida yoluyla bulasan ve ishale neden olan protozoan bir parazittir.
Klorlanmis sularda daha ¢ok bulunan parazitin oositleri halk saghgi igin tehdit
unsurudur. 2005 yilinda Kang ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada parazit
olan C. Parvum oositlerini tespit amagh modifiye edilmis SPR biyosensorleri
hazirlamislardir. Hazirladiklari SPR biyosensér, 1x10? ile 1x10° oosit/ml araliginda
tespit dzelligine sahiptir. Ayrica, hizli ve spesifik cevaplar vermesiyle bu tarz analizler

icin SPR sensorlerinin Ustinltgina ortaya koymustur [44].

SPR sensoérlerine en ¢ok ihtiyag duyulan alanlardan bir digeri de gida
arastirmalaridir. Son yillarda yazili ve goérsel haberlerde gidalarin icin de var

olmamasi gereken kimyasallarin oldugu ve bunlarin 6zellikle gunluk tukettigimiz
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gidalar oldugu konulu pek ¢ok haber yayinlanmaktadir. Ozellikle, hayvanlara
ongorilenden daha yuksek dozlarda antibiyotik verilmesi, kesilme suresinden dnce
hayvanlarin kesilmesi veya bekleme suresinden 6nce urlnlerin tliketime sunulmasi
hayvansal gidalarda antibiyotik kalinti riskini arttiran faktorler arasindadir. Toksisitesi
ve hayvan kaynakli gidalarda bulunma ihtimalinden dolay! kloremfenikolin (CAP)
gida Ureten hayvanlarda kullanimi Avrupa Birligince yasaklanmistir. Ancak hayvan
yetigtiricileri CAP’a kolay eristiklerinden ve ucuz olmasindan dolayi illegal olarak
kullanmaktadirlar. CAP’In dusuk konsantrasyon duzeyinde tayininin yapilmasi

oldukga zordur.

CAP’In kantitatif tayinleri sinirli sayida laboratuvarda yuksek maliyet gerektirmektedir.
Bu durum SPR biyosensarleri igin yeni bir arastirma yaratmis oldu. 2010 yilinda Kara
ve arkadaslari tarafindan yapilan bu c¢alismada molekller baskilama teknigi
kullanilarak hazirlanan SPR sensoérler hazirlamiglardir. Hazirlanan bu sensorin
seciciligini belirlemek icin florfenikol (FAP) ve tiyamfenikol (TAP) antibiyotikleri
yarismaci bilesen olarak secilmisltir. Her iki antibiyotige gore 8 kat Ustlnluk gdsteren
bu sensorlerin tayin limitini 0,04 ug/kg olarak bulmuslardir. CAP’nin tayini igin
hazirladiklari bu biyosensor piyasadaki en ucuz, hizli cevap veren ve segici sensor

olmustur [45].

Saglik alaninda da SPR biyosensorlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Cunkd hizh ve ucuz
analizin yani sira glvenilir cevaplara en ¢ok saglik alaninda ihtiya¢ duyulmaktadir.
Saglik alanindaki teshislerin ¢cogu dusuk biyomarker seviyesine inilemedidi icin de
gerceklesememektedir. Bu biyomarkerlardan biri de miyoglobindir. Miyoglobin
dizeyindeki artis basta iskelet kasi harabiyeti olmak Uzere kas erimesi (maskuler
distrofi) ve polimyositis gibi kas hastaliklarinda yukselir. Miyoglobinin fazla miktarda
bulunmasi bobreklere zehirli etki yapar. Kanda ¢ok fazla miktarda miyoglobin bulunan
bir kiside bobrek yetmezligi nedeniyle miyoglobinin tam olarak uzaklastiriimasi
imkénsizdir. Bu nedenle kandaki miyoglobin seviyesinin izlenmesi bobrek
fonksiyonlarinin degerlendiriimesi agisindan o6nemlidir. Bu amagla Osman ve
arkadaslarn tarafindan hazirlanan SPR biyosensoérlerin ylzeyinde miyoglobin tanima
bélgeleri bulunmaktadir. Bu sayede kandan miyoglobin tespitini hedeflemislerdir.
Yaptiklari deneyde hazirladiklari biyosensorunun segiciligini kontrol etmek igin
sitokrom c ve lizozimi yarismaci ajan olarak segmiglerdir. Bu biyosensorin sitokrom

c’'ye gore 10,68 kat ve lizozime goére 6,71 kat daha duyarl oldugu tespit edilmigtir.
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Dusuk derigsimlerdeki biyomarkerlari bile hizli ve 6zgin cevap veren SPR sensorleri
kullanilarak hem zamandan hem de maddi agidan tasarruf edilmesi saglanacaktir
[46].

2.4. Molekuler Baskilanmig Polimerler (MIP)

ik kez 1972 yilinda Giinter Wulff ve calisma grubu tarafindan tanimlanan molekdler
baskilama yontemi, ilgilenilen analit i¢in secici tanima bdlgelerine sahip sentetik
polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan yuksek segicilik gostermesi nedeniyle
saflastirma teknikleri arasinda en Umit veren yontemdir. Wulff ve arkadaslari sentetik
polimerlerde fonksiyonel gruplarin tG¢ boyutlu yapilarinin dizenlenmesiyle oldukga
secici baglanma bdlgeleri elde etmek amaciyla kullaniimistir. Daha sonra yapilan
calismalarda istenilen enzim tepkimelerinin substratlarini, GrGnlerini veya gegis
analoglarini kalip molekil olarak kullanarak bu ydéntemle "YAPAY ENZIM" elde
edilebilecegini de gostermistir [47]. Antikor gibi biyoreseptorler yuksek secicilikleri
nedeniyle spesifik antijenlerini saflastirmada kullanilan popdler ligandlardir. Ancak,
yuksek secicilige sahip olan bu molekuller ve protein yapilari ortamlardaki asidik
sartlarda, yuksek sicakliklarda ya da proteolitik aktivite sonucunda hizla denattre
olur. Antikor/antiien ya da enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin tanima
mekanizmasini  polimerik yapilara aktaran teknige “molekuler baskilama”

denilmektedir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP); essiz molekil tanima bdlgelerine sahip,
kolay hazirlanabilen ve UstunlUklerine gore de ucuz yapilardir. Ayrica molekuler
baskilanmis polimerlerin sahip oldugu yuksek mekanik dayaniklilik, isiya ve basinca
olan direncleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar, metal iyonlari ve organik
¢ozuculer gibi ekstrem sartlarda yuksek kararliliklari onlari dayanikl kilan diger Ustun
ozellikleridir [50].

Molekuler baskilama yontemi temelde G¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.6):

1) On-komplekslesme: Uygun fonksiyonel gruba sahip ve polimerlesebilen
monomerler kalip molekille (hedef, analit) kovalent ya da kovalent olmayan
etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur. Bu basamakta kalip etrafinda
fonksiyonel monomerin baglandigi bir yapi olusumu s6z konusudur. Bu etkilesimde

hedef molekulun G¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri 6nemlidir.
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2) Polimerizasyon: Monomer-analit kompleksi, uygun bir capraz baglayici ve baslatici

kullanilarak fonksiyonel monomer tzerinden polimerlestirilir.

3) Analit molekulliniin uzaklastiriimasi: Segici kavitelerin olusturulmasi igin hedef
molekulin uzaklastinimasi gerekir. Bunun igin uygun ¢ozucu veya ¢ozucu karigimlari
kullanilarak polimerik yapidan molekullu uzaklagtirilir. Baskilanan molekulin polimerden
uzaklagtirilmasi sonucunda polimerde baskilanan molekule kimyasal ve topolojik
(bOyUklUk, sekil ve G¢ boyutlu yapi) olarak segici bellekler elde edilir ve bir karisimda

baskilanan molekul polimere segici olarak tekrar baglanabilir [51].

e
\.:
On organizasyon :

—_—
Kalip /
Baskilanmig kalip
Polimerizasyon Kalibin sokiilmesi
R P
—

Kalibin geri baglanmasi

Sekil 2.6. Molekuler baskilamanmig tekniginin basamaklari

2.4.1. Molekiiler baskilanmig polimerlerin 6zelliklerini etkileyen faktorler
Molekuler baskilanmis polimerlerin beklenilen basariyla islevini yerine getirmesinde
polimerin matriksin yapisi oldukca etkilidir. Kavitelerin 6zgul yapisi polimer zincirinin
dizenlenigine ve dusuk molekuler agirlikl kaliplara baghdir. Polimerin sertligi
kavitelerin kalip molekll uzaklastiktan sonra sekillerini korumasinda etkilidir. Bu da
capraz baglayicinin ylksek oranda kullaniimasi ile gergeklesir. Optimum spesifiklik
ve secicilige sahip polimerler uygun monomer ve gapraz baglayici segimi ile elde
edilir.
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Matriks yapisi ve konfigurasyonu, kullanilan kalip molekll, ¢apraz baglanmanin
derecesi gibi matriksin karakteristik dzelliklerini belirleyen etkenler yeniden baglanma
uzerinde oldukga etkilidir. Polimer matriksteki fonksiyonel monomerin polimerin
yapisina rastgele girmesi, polimerin 6zgullugunu azaltir. Polimerizasyon sirasinda
kalip ve monomer arasindaki etkilesim oldukca kuvvetli oimalidir. ideal olan kovalent
etkilesimlerdir. Fakat desorpsiyonda yasanan sikintilar ve yavas baglanma kinetigi
kovalent etkilesimlerin tercih edilmesini engellemektedir. Molekuler baskilanmig
polimerlerin en ideali desorpsiyon ve tekrar baglanma igin ilimli kosullarin oldugu

non-kovalent baglanmadir.

Molekuler baskilanmig polimerlerin  Ozelliklerini etkileyen faktorleri su sekilde

siralayabiliriz [46].

2.4.1.1. Fonksiyonel Monomerler

Baglanma bolgelerindeki baglanma etkilesimlerinden fonksiyonel monomerler
sorumludur. Fonksiyonel monomerin ve kalip molekilin fonksiyonel gruplarinin uyusmasi
baskilama etkinliginin artinimasi ve kompleks olusumu igin oldukga onemlidir. Kalip
molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki sterik ve elektronik etki sayesinde
kopolimerizasyon gergeklesir. Asidik, bazik ve notral oOzelliklere sahip yaygin olarak
kullanilan bazi fonksiyonel monomerler vardir. Asidik yapiya sahip olan fonksiyonel
monomerlere ornek olarak metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit, akrilik asit (AA), 2-
(triflorometil)-akirilik asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan sulfonik asit (AMPSA)
verilebilir. 4-vinil pridin (4-VP), 2-vinil pridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil imidazol,
allilamin, N,N’-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM) bazik 6zellige sahipken; akrilamit,
metakrilamit, 2-hidroksi metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN), metilmetakrilat (MMA), stiren,
etilstiren ise notral 6zellige sahip fonksiyonel monomerlerdir. En yaygin olarak kullanilan
fonksiyonel monomerler ve monomerlerin yapisal formulleri Tablo 2.1 de verilmigstir [52,
53].
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Cizelge 2.1. Molekuler baskilanmig polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel

monomerler
Asidik ’ o M on AN
fonksiyonel \( Ll
¢ 0 0
monomeriler
Akrilik asit Metakrilik asit Triflorometil akrilik asit
Bazik 4. a N o
. | il NS ‘ W W
fonksiyonel | N
e N |
monomeriler 0
4-vinilpiridin 2-vinilpiridin N,N-dimetilaminoetil
metakrilat
Metallerle ,."':]\“‘:,f A <coor;:OOH 7\\
selat \ | N A
olusturabilen | al R
i i \= ([ ® )
5-vinilimidazol NS
fonksiyonel L _ o _
4-vinilbenzil 1-(4’-vinilbenzil)-1,4,7-
monomerier iminodiasetik triazacyclon
asit
siral YY .
fonksiyonel |
monomerier (S)-(-)-N-
metakroil-1-
naftiletilamin

2.4.1.2. Baskilanacak Kalip Molekiiliin Ozellikleri

Fonksiyonel monomer ile etkileserek molekuler tanima bodlgelerinin sayisini ve
kalitesini etkileyen kalip molekul, molekuler bakilama islemlerinde merkezi bir 5neme
sahiptir. Tum molekullerin kalip molekul olarak kullaniimasi imkansizdir. Molekuler
baskilanmis  polimerler, c¢ogunlukla serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlenmektedir. Bu nedenle, polimerizasyon gergeklegtirilebilmesi igin, kalip
molekul polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert olmahdir. Kalip molekl
radikalik reaksiyonlara katiliyorsa ve polimerizasyon kosullarinda dayanikli degil ise
alternatif baskilama yoéntemleri kullanilmalidir. Kalip molekilde olmasi gereken

Ozellikleri su sekilde siralayabiliriz.
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e Kalip molekulin polimerlesebilir gruplar tagimasi gerekir.

e Serbet radikal polimerizasyonu yavaglatacak veya engelleyecek gruplari ya da

kalintilari (tiyol, hidrokinon kalintilari gibi) icermemelidir.

e Kalip molekul polimerizasyonun gergeklestirildigi sicakliklarda ya da UV

Isigina karsi duyarli olmamalidir.

llaglar, aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler, nikleotid bazlar, hormonlar,
pestisitler, koenzimler ve iyonlar baskilanacak molekul olarak kullanilabilir. Ancak
baskilanacak molekll olarak iyonlar segilmigse polimerik malzemenin segiciligi,
baskilanmis iyonun yukine, boyutuna, koordinasyon sayisina ve geometrisine
baglidir [46].

2.4.1.3. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilarin ¢ temel goérevi vardir. Bunlar; polimer matriksin jel tipi,
makraog6zenekli ya da mikrojel toz gibi morfolojinin belirlenmesi, polimer matrikse
mekanik dayaniklilik kazandiriimasi ve baskilanmig polimer bolgelerin kararhliginin
saglanmasidir. Polimerizasyon agisindan bakildiginda yeterli mekanik dayanikliliga
sahip makro gozenekli malzemeler elde etmek igin genellikle yiksek c¢apraz
baglanma oranlari kullaniimakta ve hazirlanan polimerlerde ¢apraz baglanma orani
%80'i asmaktadir. Ayni zamanda yilksek oranda c¢apraz baglanma polimerin
¢ozlulmesini Onleyerek kolayca kullanimini saglamaktadir. Ancak unutulmamalidir ki
capraz baglayici ile fonksiyonel monomer orani oldukga énemlidir. Eger mol oranlari
cok kucukse, kalip molekdllerin baglanma bdlgeleri birbirine ¢ok yaklasir, hedef
molekuliin baglanma bdlgeleri komsu bdlgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug
elde edilmez. Cok buyuk mol oranlarinda, capraz baglayicinin fonksiyonel
monomerlerle ya da kalip molekille kovalent olmayan etkilesimlere girmesi sonucu

baskilamanin etkinligi yine azalmaktadir [46].

Molekuler baskilanmis polimerler hazirlanirken siklikla tercih edilen bazi ¢apraz
baglayicilar bulunmaktadir. Capraz baglayicilarin gogu ticari olarak Uretilmektedir.
Organik ¢ozlculerde molekuler baskilama icin etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve
divinil benzen (DVB) suda ise N,N metilen bisakrilamit yaygin olarak kullanilan

capraz baglayicilardir. Diger ¢capraz baglayicilar Cizelge 2.2’de verilmistir [46, 54].
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Cizelge 2.2. Molekuler baskilanmig polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan ¢apraz

baglayicilar

Capraz baglayicilar Adi Ozellik

8] :
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\)J\C O)J\/
\Bil/ Penta eriotritol triakrilat | Hidrofilik
HO X O
Y—\

O
O,
/IH/ T . 2-hidroksi-etil-metakrilat Hidrofilik
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2.4.1.4. Gozuciler

Monomer-kalip etkilesimlerinin yani sira, polimerizasyon oncesi kullanilan ¢ozlcu,
elde edilen polimerin spesifik ylzey alani ve gézenek ¢api gibi morfolojik 6zellikleri
uzerinde 6nemli rol oynar. Genel olarak diusuk yuzey alani ve diusuk gozeneklilik
tekrar baglanma deneylerinde, hedef yapinin gézeneklerden yavas diflizyonu
nedeniyle zayif hedef tanimasina yol acar. Uygun c¢oziclnin 6nceden tahmin
edilmesi gugtir c¢unkl On polimerizasyon asamasinda ¢o6zucu, kalip-monomer
etkilesimlerini kararli hale getirse bile gerekli morfolojideki polimerin elde edilmesini

saglamayabilir.

Dusuk dielektrik sabite sahip kloroform ve toluen gibi ¢dziciler monomer ve kalip

arasindaki hidrojen baglarini ve/veya elektrostatik etkilesimleri kararli hale
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getirdiginden tercih edilmekte ve polimerizasyon islemi sirasinda buyuyen zincirlerin
de c¢oOkmesini saglanmaktadir. Yuksek dielektrik sabite sahip (asetonitril gibi)
¢ozlculer kullanildiginda, elde edilen polimerler genellikle kaliba dusuk afinite
gosterirler. Su ve metanol gibi protik ¢oztculer hem polimerizasyonu hem de kalip-

monomer etkilesimlerini boldugunden tavsiye edilmezler.

Molekuler baskilanmis polimer hazirlandiginda serbest baglanma bolgelerinin ortaya
¢ikmasi igin kalibin uzaklastiriimasi gereklidir. Bu basamak genellikle polimer kalip-
monomer etkilesimlerini kiran bir ¢ozlcuyle surekli olarak yikanarak veya Soxhlet

ekstraksiyonuyla yaratulur [54].
2.4.1.5. Basglaticilar

Komplekslesmenin hidrojen bagi ile gergeklestigi durumlarda disuk polimerizasyon
sicakhgi tercih edilir ve bu sartlarda dusuk sicakliklarda etkili olan baslaticilar tercih
edilir. Azobisisobutironitril (AIBN), benzoilperoksit (BPO), azobisdimetilvaleronitril
(ABDV), 4,4 -azo-(4-siyanovalerik asit) yaygin olarak kullanilan baglaticilardir [52].

Sekil 2.7’te yaygin olarak kullanilan baslaticilar verilmistir.

CN CHj o
H3C—|—N=N—|—CH3 ©_<
0-0
CH;  CN )_@
o

Sekil 2.7. Yaygin olarak kullanilan baslaticilar

Molekuler baskilama ydntemi fonksiyonel monomer ile kalip molekul arasinda olusan

bagin kovalent ya da kovalent olmamasina gore ikiye ayrilir.

2.4.2. Kovalent Baskilama

Polimerizasyon isleminden once fonksiyonel monomer ile kalip molekll birbirlerine
kovalent baglarla baglanmaktadir. Kalip-monomer kompleksi ester, asetal/ketal, Schiff
bazi, metal koordinasyonu vb. gibi tersinir kovalent baglanma ile olugsmaktadir.
Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kiriimakta ve kalp, polimerden
uzaklastirimaktadir. Hedef molekdl, baskilanmigs polimerle etkilestirildiginde ayni kovalent

bag yeniden olusur (Sekil 2.8). Spesifik ve homojen baglanma bdlgeleri elde etmek igin
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baskilama islemi esnasinda uygun kalip-monomer kompleksleri elde etmek
gerekmektedir. Kovalent baskilamada kullanilan fonksiyonel monomer, capraz baglayici
ve kalibin oranlari, non-kovalent baskilamaya gére daha farkl kullaniimaktadir. Kovalent
baskilamada kullanilan kalip sayisi, olduk¢a sinirlidir ve polimerlesebilen monomerlerle
tersinir kovalent etkilegsimlerinin sayisi da azdir. Ayrica kalip ve fonksiyonel monomer

arasindaki kovalent bagin kiriima islemi, ¢cogunlukla asit hidrolizini gerektirmektedir [55,

56, 57]
analitin
kimyasal haj lanmasy
r
albieitill ¥

Sekil 2.8. Kovalent baskilamanin sematik gosterimi

"
, , kimyasal polimerizasyon
seniez

— —

Avantajlari:
1. Monomer-kalip molekul kompleksi oldukga kararlidir ve stokiyometrik oranlarda

gerceklesir.

2. Polimerizasyon kosullar (yuksek sicaklik, ylksek veya dusuk pH ve polar ¢oziculer
gibi) istenildigi gibi uygulanabilir, ¢inkl konjugatlar kovalent baglarla olugturulmustur ve
oldukga kararlidirlar [58,54].

Dezavantajlari:

1. Monomer-kalip molekul konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir ve sentez
islemi pek ekonomik degildir.

2. Hedef molekulln polimere tersinir olarak baglanma sayisi sinirlidir.

3. Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetikleri yavastir.

4. Polimerizasyondan sonra hedef moleklll uzaklastirmak zordur [53, 55] .

2.4.3. Kovalent Olmayan Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekuliin baglanmasi non-kovalent (hidrojen bagi ve
koordinasyon bag olusumu gibi) etkilesimlerle gerceklesir. Kalipp  molekdl
polimerizasyondan sonra uygun g¢ozuculerle polimerden uzaklastinhir. Hedef molekdl ile
baskilanmis polimerler non-kovalent etkilesimlerle baglanir (Sekil 2.7). Non-kovalent

baskilama, kalibin uzaklastirma isleminin basitligi ve polimerde ¢ok sayida afinitesi yuksek
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bolgeler olusturmasi nedeniyle molekiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda
gunumuzde siklikla tercih edilen bir yontemdir. Bu yaklasim esnasinda kalip ve monomer
arasinda baglanma gercekleserek 6zel baglanma bdlgeleri olusur ve ardindan c¢apraz
baglayici ile kopolimerizasyon gergeklesir. Non-kovalent etkilesimde kalip molekul olarak,
hidroksil, karboksil, amino ve amit gibi polar gruplarn olan bilesikler secilmelidir.
Baskilanmisg molekdller, non-kovalent etkilesimler (hidrofobik, hidrojen badi ve metal
koordinasyonu gibi) yoluyla polimerle hem baskilama islemi hem de tekrar baglanma ile
etkilesmektedir [55, 56, 57,59 60,61].

analitin
haglanmas1

desorpsivon

Sekil 2.9 Non-kovalent baskilamanin sematik gosterimi

, , "'haglanma * polimerizasyon
— —

E,?-if

Non-kovalent baskilamada ©On polimerizasyon iglemi esnasinda kalip molekul ile
fonksiyonel monomerin komplekslesmesi, farkli derecelerde meydana gelir. Bu durum

farkli baglanma afinitelerine sahip farkli baglanma bdlgeleri olusturur (Sekil 2.10) [62].

.- - - et N = AN
L2 1]\- li\ = 1%-
o _ N KL H K
-
baglanma afinitesi -

Sekil 2.10. Non-kovalent baskilama mekanizmasinin farkli derecelerde baglanma
ozellikleri.
Non-kovalent baskilama, fonksiyonel monomerlerle non-kovalent etkilesime girebilme

yetenegine sahip olan, biyolojik bilesikleri de iceren ¢ok sayida bilesik olmasindan dolayi
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molekuler baskilama igin kovalent baskilama ydntemine gore daha ¢ok gelecek vaat
etmektedir [57].

Avantaijlari:
1. Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur. Sentez oldukga

basittir.

2. Kalip molekuliin uzaklagtirimasi dogrudan basit bir ¢ozicu ekstraksiyonu ile
gerceklesir.

3. Kalip molekdl, polimerizasyondan sonra polimerden kolayca uzaklastinlr; ¢lnki
non-kovalent etkilesimler daha zayiftir.

4. Hedef molekulin tekrar baglanma kinetigi hizhdir.

5. Non-kovalent baskilama, kovalent baskilama metoduna gore daha kolaydir ve
kovalent baglanmaya goére daha ylksek afiniteye sahip baglanma bdlgeleri olusmaktadir
[54].

Dezavantajlari:

1. Non-kovalent etkilesimleri arttirmak amaciyla uygulanabilecek polimerizasyon
kosullari sinirhdir.

2. Fonksiyonel monomerler, bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca
kullanilir ve non-spesifik baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olabilir [54].

Molekuler baskilamanin her iki tipinde de kalip molekll uzaklastirildiktan sonra kalip
molekull boyut, blyUklik ve fonksiyonel grubuyla taniyan Gg¢ boyutlu bir malzeme

olusur. Bu baskilanmig polimerik matrikste molekuler “hafiza” yaratir [57].

Gunumuzde MIP, cogunlukla non-kovalent baskilamayla hazirlanmaktadir. Yaygin
olarak da metakrilik asit gibi metakrilik monomerler ve Kkloroform, toluen,
tetrahidrofuran ve asetonitril gibi gdzenek yapici ¢ozeltilerde hazirlanan farklh ¢capraz

baglayicilar (cogunlukla etilen glikol dimetakrilat) kullaniimaktadir [63, 64, 65].

Goruldugu gibi her iki yontemin de birbirlerine gore UstinlUkleri vardir. Yontemin segimi,
hedef molekillin c¢esidine, yapisina, segiciligin derecesine, zamana ve maliyete gore
degismektedir.

Molekuler baskilama yonteminin kullanildigi ilk yillarda temel kavramlarin gelismesi ve
baskilanmis polimerlerin optimize edilmesi, kovalent etkilesimlerle gergeklestirilmistir [59].

Non-kovalent etkilesimler, uygulamadaki kolayliklari nedeniyle giderek daha cazip hale
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gelmigtir. Baskilanmis polimerler temeline dayanan en etkin katalitik sistemlerde

gunumuizde kovalent ve stokiyometrik non-kovalent etkilesimler kullaniimaktadir.

2.4.4. Molekiiler Baskilama Tekniginin Uygulama Alanlari
i.  Afinite esash kati faz ekstraksiyonu (SPE)
ii.  Kapiler elektroforez (CE) ve kapiler elektrokromotografi (CEC)
ji.  Sivi kromatografisi
iv.  Biyolojik reseptorleri taklit eden yapilar
v.  Biyolojik sensorler
vi.  Katalitik aktiviteye sahip polimerler veya yapay enzim olarak
vii.  Secimli difizyonu saglamak Uizere tasarlanmis membran yapimi
vii. ~ Agir metal iyonlarinin atkk sulardan uzaklagtinlmasi ve agr metal

detoksifikasyonunda kullaniimaktadir.

2.4.5. Molekiiler Baskilama Teknigiyle Hazirlanan Nanofilmler

Molekuler baskilama teknigi gunimuize kadar protein [66] ve biyomolekul hatta
enantiyomerlerin ayriimasi iginde kullaniimig, basarili sonuglaf elde edilmistir. Yasanan bu
gelismelerle birlikte hizla gelisen nanoteknoloji alaninda da molekuler baskilama teknigi
kullanilarak kimyasal sensorler gelistiriimistir. Nano boyuttaki filmlerin baskilanmis oldugu
sensorlerde, baskilanma bdlgeleri ylzeye yakindir ya da yuzeydedir ve ylzey/hacim
orani yuksek ve baglanma kinetikleri hizlidir. Ayrica hedef molekule olan duyarliigin ve
seciciligin artmasi gibi avantajlari da mevcuttur. Bu Ozelliklerini de g6z o6ninde
bulundurarak bu nanofilmler elektrokimyasal elektrot [66], kuvars kristal mikroterazi cip
(QCM) ve yluzey plazmon rezonans (SPR) ciplerinin ylzeyinde siklikla
sentezlenmektedirler. Nanofilmleri hazirlamak igin dondurmeli kaplama (spin coating)

yontemi kullanilabilir. Bu yontem sayesinde film kalinhgi ayarlanabilir.

2.5. Su Kirliligi

Bir gezegenden canliigin var olup olmadigini arastirirken, suyun varligi 6nemli bir
kriterdir. CUnku su canlilarin yagsamasini saglar. Yerylzindeki su iginde ortaya ¢ikmis
canlilarin  karalar Uzerine yayiligindan onceki 3 milyar yil boyunca su iginde
evrimlesmislerdir. Ayrica karasala hayat formlar da dahil olmak Uzere tim canlilara suya

muhtagtir. Bir hlicrenin %70-95'i sudan ibaret dunyanin ise 3/4’U su ile kaplidir.
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Suyun canlilar i¢in 6nemli olmasinin bazi nedenleri vardir. Bu nedenlerden ilki
organizmalarin su molekull arasindaki kohezyondan yararlanmalaridir. Hidrojen baglari
sayesinde olusan kohezyon suyun yergekimine zit yonde taginmasini mumkun kilar ve su
koklerden yapraklara mikroskobik su kanallari igcinde tasinir. Suyun yuzey geriliminin
yuksek olmasi diger bir 6zelligidir. Bu 06zelligi sayesinde bazi hayvanlarin suyun
yuzeyinde durabilmesi, yurlyebilmesi, kosabilmesi gerceklesmistir. Suyun canlilik igin
onemli olmasinin nedenlerinden bir digeri ise su dunya Uzerindeki sicakliklari belli sinirlar
icinde tutmasidir. Sucul canlilar icin buyuk bir ekosistem olan gol ve okyanuslar kigin
tamamen donmazlar. Bu da suyun canliigin devamini saglayan énemli 6zelliklerinden
birdir.

Canilar icin bunca 6nemini saydigimiz suyun tlketimi, hizla artan nufus ve geligsen
teknoloji sayesinde artmaktadir. Bilindigi gibi icme, kullanma, endustri ve tarimsal sulama
gibi intiyaclar giderildikten sonra su kirlenmektedir. Su kirliliginin tanimini yapacak olursak;
su kaynagin kimyasal, fiziksel, mikrobiyal, radyoaktif ve ekolojik &zelliklerin olumsuz
yonde degismesi sekilde gozlenen ve dogrudana ya da dolayl olarak biyolojik
kaynaklarda insan sagliginda su UrUnlerinde su kalitesi ve suyun diger amaclarla
kullaniimasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde ve enerji atiklarinin
bosaltiimasini ifade eder [68]. Sular cogu zaman geri déntstiimsiz olarak kirlenmektedir.
Kirlenen su hem temiz su kaynaklarini yok etmekte hem de cevre igin yeni bir kirletici ve

risk kaynag@i olmustur.

2.5.1. Su Kirleticileri

2.5.1.1. Mikroorganizmalar ve hastalik yapici canlilar

Sularin hijyenik acgidan kirlenmesine neden olan mikroorganizmalar, en buyuk
hastallk etkenleridir. Donem doénem salgin hastaliklara da neden olan
mikroorganizmalar dogrudan temasla ya da atik sularin karistigi sulardan dolayli
olarak bulagir. Mikrobiyal su Kkirleticilerini su sekilde siralayabilirizz Adenovirus,
Campylobacter jejuni, Enterovirus, Escherichia coli (0157), Helicobacter pylori,
Hepatitis A virus, Legionella pneumophila, Mycobacterium avium, Naegleria fowleri,

Salmonella enterica, Shigella sonnei [69].
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2.5.1.2. Organik Maddelerden Kaynaklardan Kirlilik

Su ortamindaki organik maddeler kirleticilerin bayUk bir kismini olustururlar. Bazi
endustriyel atiklar ve kentsel atiklarin cogu bozulabilir, kararsiz organik maddelerdir.
Dogada, olu bitki ve hayvanlardan gelen organik maddelere biyolojik yasam
zincirlerini  hizla diger canhllar tarafindan kullanilabilecek kararli maddelere
donustarurler. Bir dénisum igin gerekli oksijen akarsu tarafindan saglanir. Bu
nedenle organik kirletici yukl, biyokimyasal donusum icin gerekli olan oksijen

miktarinin bir fonksiyonu olarak olgulebilir.
2.5.1.3. Endustriyel Atiklar

EnduUstriyel faaliyetler sonucu olusan arsenik, siyanur, krom, fenol, civa, kursun,
bakir, kadminyum gibi zehirli maddelerin ve agir metallerin neden oldugu Kkirliliktir.
Teknolojik ve endustriyel gelisimden daha ¢ok kontrolsliz atik bosaltma sistemlerinin

neden oldugu Kirliliktir.
2.5.1.4.Radyoaktivite

Dunyada kurulumu artan nukleer enerji tesislerinden g¢ikan reaksiyon Urlnleri de
radyoaktiftir. NUkleer atiklarin yeraltinda ve denizaltinda ¢ok uzun zaman boyunca
saklanmasi ic¢in kullanilan kaplardan kaynaklanabilecek sizmalar bu maddelerin
olusturabilecegi zehirli etkiler agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica radyoaktif
kirlenmenin kaynadi olarak hastaneler, arastirma kuruluslar, nukleer silah

denemeleri de gosterilebilir [68].
2.5.1.5. Hormonlar

2010 yilinda yapilan dlgimler dogrultusunda igme sularinda bile 7 hormona rastlandi.
Bu hormonlarin igerisinde estriol, 173 &stradiol, 17a-etinilestradiol, testosterone,
estrone, 4-androstene-3, 17dione ve equilin érnek verilir. Bu hormonlarin tayin limiti
araligi 0,04-2,9 ng/L’dir [69].

2.5.1.6. ilaglar

Dinyada ve ulkemizde son yillarda ilag tiketimi ve dolayisiyla ilag UGretimi hizla
artmaktadir. ilaglar sadece insanlarin teshis ve tedavilerinde degil veterinerlikte
hayvan vyetistiriciliginde de tedavi ve buylme hormonu olarak kullaniimaktadir.

llaglarin hastalar tarafindan kullanildiktan sonra bir kismi metabolizma tarafindan
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kullanilirken, kullaniimayan kismi idrar ve diski yoluyla disari atilir ardindan
kanalizasyon ve oradan da aritim tesisine ulasir. Bu sirada biyolojik olarak
bozunmazlarsa ya da aritim tesislerinde aritim sirasinda yok edilmezlerse i¢cme
sularina bile karisabilirler. ilag atiklari sadece atik sularda degil sedimentlerde de
biriktigi gorulmastir. Artma tesisi ¢ikis sulart ve ¢amurlari tarim alaninda
kullanilabilir. Bu kullanimlar sonucu ilag atiklari topraga oradan da yeralti sularina
kadar ulasabilir (Sekil 2.11). Ayrica yapilan ¢alismalarda bitkiler Gzerinde ilag birikimi

de gozlenmistir.

Tibbi ilaglar Veteriner ilaglan
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igme suyu

Sekil 2.11. ilag kalintilarinin gevreye yayilma profili [69].

Sucul ortamlardaki ilaglarin varligi son donemlerde yeni arastirma konularinin
arasinda gelmektedir. Yapilan ¢aligmalarda gozlenen bilesikler arasinda hormonlar,
lipid dusurucu ajanlar, agr kesiciler, anti-kanser ilaclari, sitostatik bilegikler, anti-
epileptikler ve kan basincini diuzenleyen ilaglar olmak Uzere genis bir ila¢ ¢esidi

bulunmaktadir [71]. Sucul ortamlarda bunulan bazi ilaglar Cizelge 2.3’'de verilmigtir.
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Antibiyotikler (sulfonomitler)

Cizelge 2.3. Sucul ortamda bulunan ilaglarin bazilari verilmistir.

Sulfamethoxazole,
Sulfachlorpyridazine,
Sulfamerazine,sulfamethazine,
Sulfathiazole,sulfadimethoxine,

Sulfamethiazole

Analjezikler/anti-inflammatuvar

ilaglar(agri kesiciler)

Diclofenac, Ibuprofen, Ketorofen,
Naproxen, Indometacine,
Fenoprofen, Phenazone,
Acetaminophen(Paracetamol),
Acetylsalicylicacid,
Demethylaminophenazone,
Meclofenamic asit,

Tolfenamic asit

Lipid duzenleyiciler

Bezafibrate, Gemfibrozil, Clofibric

acid, Fenofibric acid

Diger bulunanlar

lopromide, Diatrizoate,
Metformin(antidiabetic agent),

Fluoxetine(antidepressant)
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2.6. Diklofenak

Diklofenak sodyum sarimtirak - bayaz renkli; kismen higroskopik, kristalize toz
seklinde bulunmaktadir. Diklofenak sodyumun kimyasal formali Sekil 2.12 ’'de

verilmistir.

o | CO;Na
= NH
Clo A _-C
| A

Sekil 2.12 :Diklofenak sodyumun kimyasal sekili.

Diklofenak sodyum, antiinflamatuvar, analjezik ve antitipiretiketkili non-steroidal
antiinflamatuvar (NSAII) bir ilagtir. Fenilasetik asit tirevi olan diklofenak genellikle
sodyum tuzu halinde romatoid artrit, osteoartrit ve ankiliyozan spondilit gibi iskelet
kasi ve eklem rahatsizliklarinda; kesecik iltihabi ve tendon iltihabi gibi peri artikuler
rahatsizliklarda; burkulma ve kasiima gibi yumusak doku rahatsizliklarinda ve de
renal kolik, akut gut, dismenore, migren ya da bazi cerrahi iglemler gibi agrili
durumlarda kullanimi tercih edilmektedir. Diklofenak sodyumunun gb&zdeki
uygulamalari da mevcuttur. Ozellikle katarakt ameliyatlarinda intra-operatif
miyozisten korunmak, gdzdeki lazer ve cerrahi uygulamalar sonrasi inflamasyonun
tedavisi, ameliyat sonrasi veya travmatik kazalar sonrasi korneal epiteliyal

rahatsizliklarin agrisini gidermek igin siklikla kullaniimaktadir.

Antiinflamatuar etki, yapisinda bulunan iki aromatik halka arasindaki 69°lik acl
sayesinde ¢ikar. Bu aginin olugsma nedeni; ayni aromatik halkada birbirine gore orto
konumunda yer alan iki klor atomudur. Nonsteroidal antinflamatuar ilaclarin etki
mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamig olmasina ragmen bu konu hakkinda bazi
mekanizmalar ©ne sudrulmadstiar. Bu mekanizmalardan en Onemlisi  “iltihap
olusumunda prostaglandin hipotezi” olup antinflamatuar etkinin buna goére

aciklanmasidir. Prostaglandinler, vicutta ¢ok genis bir aralikta etki gOsterir. Hasar
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goren dokuda agri olusumu ve inflamasyon; mide ve oniki parmak bagirsagi ¢eperini
Ulser olusumuna karsi korumak; kan basincini dastirmek ve dogum sirasindaki
kasiimalari tetiklemek prostaglandinlerin  etkileri arasinda yer almaktadir.
Nonsteroidal antinflamatuar ilaglar, prostaglandin sentezini ve salgilanmasini inhibe
ederler, fakat enjekte edilen prostaglandinlerin olusturdugu agri, enflamasyon ve
atesi inhibe etmezler. Nonsteroidal antinflamatuar ilaglar, siklooksijenaz basamagini
inhibe ederek prostaglandin endoperoksitlerin dolayisi ile prostaglandinler ve diger
bazi bilesiklerin (prostasiklin ve tromboksanlar) olusumunu engellerler [62, 63].
Diklofenak sodyumun etken madde olarak kullanildigli bazi piyasa Urunleri Cizelge

2.4’de verilmistir.
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Cizelge 2.4: Etken madde olarak Diklofenak igeren piyasa Urunlerinin bazilari [68].

Miistahzar ismi  Dozaj Sekli Firma Adi
Voltaren Ampul 75mg/3mL Novartis
Deflamat Ampul 75mg/3mL Tripharma
Diclojik Ampul 75mg/3mL Osel
Miyarden Enterik Draje 50 mg Yavuz ilag
Dikloron Ampul 75mg/3mL Deva
Miyaden Ampul 75mg/3mL Yavuz ilag
Volfenaks Ampul 75mg/3mL I.E. Ulagay
Actinoma Jel 3% Orva
Diklo-S Jel 4% Bilim
Romatim Jel 1% Kurtsan
Aftojel Jel 3% Orva
inflaset Steril Oftalmik Griin 0,10% Bilim

Go6z damlasi

Ocubrax Steril Oftalmik Urdn 0,10% Liba

Go6z Damlasi

2.6.1.Diklofenak Sodyumun Gevre Uzerindeki Etkisi

llaglar 6zellikle de agri kesici ilaglarin bilingli ya da bilingsiz tiiketimi son yillarda hizla
artmistir. Bu artis beraberinde bazi sorunlari da getirmigtir. Basit bir eklem agrisini
gideren ilagtan tutun da g6z damlalarinin iginde dahi bulunan diklofenagin son
doénemlerde gevre saglhigini olumsuz yonde etkiledigi bazi arastirmacilar tarafindan
ortaya konulmustur. Son zamanlarda yapilan arastirmalar sulardaki ug/L dizeyinde

bulunan diklofenaga maruz kalan canlilarda bir takim hasarlar meydana geldigini
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goOstermigstir. 2004 yilinda Scgwaiger ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada
lug/L ile 500ug/L arasindaki derigsimlerdeki diklofenak gokkusagi baliklarinin
yasadigl ortama uygulanmistir. 28 gun sonra, 5ug/L ve Uzeri diklofenak derigsiminde

baliklarda bazi hasarlar ortaya ¢ikmistir [64].

Hofmann ve arkadaslarinin 2007 yilinda yapmis olduklari arastirmalar akbaba
populasyonu uzerine de diklofenagin dldurucu etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikariimistir
[65].

Wuersch ve arkadaslari,isvigre’de 3 farkli atik su artim tesisinde bazi asidik ilaglarin
(ibuprofen, mefenamik asit, ketoprofen, klofibrik asit ve diklofenak) olusumunu
incelemis ve risk degerlendirmesini galismiglardir. Bu arastirma sonucu ibuprofen,
mefenamik asit ve diklofenagin atik su aritim tesislerinde ¢ok az giderildigi, c¢ikis
sularinda yuksek derisimlerde bulundugu, bu ilaglarin yizey sulan igin potansiyel

Kirletici oldugu ve gevresel risk olusturdugu tespit edilmistir [66].
DelLorenzo ve arkadaslari deniz fitoplanktonu olan Dunaliella tertiolecta Uzerinde

diklofenak etkisini arastirmiglardir. 25 mg/L ve Uzerindeki derisimlerdeki diklofenak

miktarinin bu canlilar igin zehirli oldugunu rapor etmiglerdir [67].
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3. Materyal ve Yontemler

Tez kapsaminda yapilan deneysel calismalari asagida verilen bagliklar altinda
toplayabiliriz:

» Metakrilik asit-diklofenak dnkompleksinin hazirlanmasi,

» Metakrilik asit-diklofenak (MAAD) énkompleksinin karakterizasyonu

» SPR ¢ip altin ylzeyinin alil merkaptan ile yizey modifikasyonu

» Diklofenak baskilanmis metakrilik asit-diklofenak (PMAAD) ve diklofenak

baskilanmamis metakrilik asit (PMAA) SPR sensorlerin hazirlanmasi,

A\

Kalip molekdl diklofenakin SPR sensoér ylzeyinden uzaklastiriimasi,
Diklofenak baskilanmis PMAAD ve diklofenak baskilanmamis PMAA SPR

sensorlerin karakterizasyonu,

A\

» Diklofenak baskilanmis PMAAD SPR sensorun sulu ¢dzeltiden farkl
derisimlerdeki diklofenak etkilesimleri icin SPR analizlerinin gergeklestiriimesi,

» Diklofenak baskilanmis PMAAD ve baskilanmamis PMAA SPR sensoérin
karbamazepin bulundugu ortamda segiciliginin incelenmesi,

» PMAAD sensorun tekrar kullanabilirliginin incelenmesi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Metakrilik asit-diklofenak (PMAAD) nanofilmin hazirlanmasinda kullanilan temel
bilesenlerden, 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA), kalip
molekul olarak kullanilan diklofenak(DFC), Tetrahidrofuran (THF), toluen, segicilik
calismalarinda kullanilan karbamazepin (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan
temin edilmistir. Reaktifler kullanilana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Calismada
kullanilan diger kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin

edilmistir ve analitik safliktadir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akigli sellloz asetat zar (Barnstead D2731) ile ters
ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon
sistemi kullanilarak saflastinimistir. Elde edilen saf suyun direnci 18MQ/cm’dir.
Deneylerde kullanilan cam malzemeler bir gece boyunca 4.0 M nitrik asitte

bekletilerek temizlenmistir.
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3.2. Metakrilik asit-Diklofenak (MAAD) Onkompleksinin Karakterizasyonu

UV spektrofotometresi (UV mini 1240 SHIMADZU) kullanilarak MAAD
onkompleksinin UV spektrumu elde edilmistir. Farkli mol oranlarinda hazirlanan
fonsiyonel monomer ve analit, 275 nm dalga boyunda UV spektrofotometrisine tabi

tutulup spektrumlari alinmistir.

3.3. SPR Cip Altin Yiizeyinin Allil Merkaptan ile Yuzey Modifikasyonu

SPR c¢ip altin yuzeyi allil merkaptan (CH,CHCH,SH) kullanilarak modifiye edilmistir
(Sekil 3.1). Modifikasyon Oncesinde c¢ip altin ylzeyi asidik pirana ¢ozeltisi ile
temizlenmistir. 20 mL asidik pirana ¢ozeltisi igine daldirilan altin yuzeyler 20 saniye
asidik ¢ozelti icinde kalmistir. Cozeltiden cikarilan cipler saf etil alkol ile yikanmis ve
vakum etlviande (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur. Temizlenen SPR ¢ip altin
yuzeyine 10 pL allil merkaptan damlatiimis ve 12 saat c¢eker ocakta muhafaza
edilerek bekletilmigtir. Bu islemlerden sonra altin yuzeyler etil alkol ile yikanmis ve
azot atmosferinde kurutulmustur. Modifikasyon sonucunda SPR cip altin ylzeyine

allil gruplari baglanmigtir.

3.4. Diklofenak Baskilanmig PMAAD ve Baskilanmamigs PMAA SPR Sensorlerin
Hazirlanmasi

Diklofenak tanima bdlgelerine sahip nanofilm, metakrilik asit-diklofenak &n
kompleksinin EDMA ¢apraz baglayicisi esliginde polimerlestiriimesiyle elde edilmigtir.
Metakrilik asit-diklofenak 6n kompleksi kalip molekil olarak diklofenak, fonksiyonel
monomer olarak metakrilik asit monomerinin etkilesimiyle hazirlanmistir. Bunun igin
10 mg diklofenak, 381 mL metakrilik asit ile 3,14x102 (mmol) kalip molekiil,
fonksiyonel monomer orani saglanarak komplekslestirildi. (PMAAD) 6n kompleksine
1370 pL toluen ve 430 pL tetrahidrofuran aprotik ¢ozicu karisimi eklenerek 6n
kompleksin homojen ¢oézeltisi hazirlanmistir.  Cozilmis olan (PMAAD) 6n
kompleksine 110 yL EDMA c¢apraz baglayici eklenerek sonikatorde 10 dakika
¢ozulmeleri saglandi. Polimer ¢ozeltisinden 5 dakika N, gazi gegirilerek ¢ozinmus O,
ortamdan uzaklastirilmistir. Baslatici olarak 10 mg AIBN eklendikten sonra alillelmis
cip altin yuzeyine 1 uL polimer c¢ozeltisi damlatiimistir. Cip ylzeyindeki
polimerizasyon UV lamba altinda 40 dakika fotopolimerizasyon ile saglanmistir.
Polimerizasyon sonrasi reaksiyona girmeyen monomerler etil alkol ile

uzaklastinlmigtir. Kalip molekal, monomer ve c¢apraz baglayici orani 1:11:14°t0r.
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Cozelti igindeki monomer ylUzdesi %25 (w/v) olarak belirlenmigtir. Diklofenak
baskilanmamis nanofilm, baskilanmis polimer c¢ozeltisine benzer olarak diklofenak

eklenmeden hazirlanmistir.

3.5. Kalip Molekiil Diklofenakin SPR Sensor Yuzeyinden Uzaklastirilmasi

Elde edilen polimerik SPR sensérden kalip molekil diklofenakin uzaklastirilmasi igin
metanol: asetik asit (9:1, viv) desorpsiyon ¢ozeltisi olarak kullaniimistir. Diklofenak
baskilanmis SPR sensor oda sicakliginda desorpsiyon ¢ozeltisi kullanilarak her on
bes dakikada bir desorpsiyon ¢ozeltisi yenilenerek bir buguk saat boyunca
yikanmistir. Bu iglem kalip molekll olarak kullanilan diklofenakin 275 nm’de UV

spektrofotometresiyle tayin edilmeyene kadar tekrarlanmistir.

%H 1C;H %H
Alil merkaptan CH CH CH Al guplannr
cOzetisi (3 mM) CHy Chy CH yonlenmesi
\/ [y
SH SH SH
- A
o
SPR D SPRip

Sekil 3.1. Allil merkaptan ile yizeyin modifiye edilmesi ve allil gruplarinin baglanmasi.

3.6. SPR Sensorlerin Karakterizasyonu
3.6.1. Atomik Kuvvet Mikroskobisi

Diklofenak baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensérlerin altin yutzeylerinin
karakterizasyonu yari temas modunda atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics

Instruments, Oxford, ingiltere) kullanilarak elde edilmistir. Kullanilan atomik kuvvet
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mikroskobu cihazi, serbest kantileverli interferometre 0zelligi ile ¢ok yuksek
¢ozunurlikte (4096 x 4096 piksel) dlgum alabilmektedir. SPR sensorler cift yuzlU
karbon bant ile érnek tutucuya yerlestiriimistir. SPR sensoéri gorintileme galismalari
yari temas modunda, hava ortaminda gerceklestiriimigtir. Salinim rezonans frekansi,
341.30 Hz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vrus ve bos titresim genligi ise 2
Vrws'dir. Ornekler 2 um/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziin(rlikte, 1 x 1 um?lik

bir alanin goruntusu olarak alinmigtir.

3.6.2. Elipsometre Olgiimleri

SPR sensorlerin yuzeyindeki polimerin kalinli§gi gérintileme yapan elipsometre
(Nanofilm EP3 — Nulling Elipsometre Goéttingen, Almanya )(Sekil 3.2) ile olgulmustar.
Polimerin kalinlik dlgimleri 658 nm dalga boyunda, 65°lik bir gelis agisinda, 10x
buayltme ve %Z2’lik lazer gucinde gerceklestiriimistir. SPR cipi lazer 1sik kaynagi
altina yerlestirilmis ve ylzey kalinhgi hesaplama programi igin SF10 prizma+45 nm
altin veri olarak 6ngérilmistir. Olglimler sensor yiizeyinde yaklasik 350 ym x 350
pm’lik bir alanda, 3 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve sonuglar bu degerlerin
ortalamasi alinarak elde edilmistir. Diklofenak baskilanmis ve baskilanmamis SPR
sensorlerin analiz etmek igin 4 faz modeli (hava/polimerik tabaka/altin/krom ve SF10

cam) uygun gorulmustar.
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Sekil 3.2. Nanofilm EP3 elipsometre cihazi.

3.6.3. Temas Agisi Olgiimleri

Bos SPR c¢ipi altin ylzeyinin, diklofenak baskilanmis ve baskilanmamigs SPR
sensorlerin ylzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas agisi
cihazi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.3). SPR c¢iplerin ylzeyine 1 damla su
damlatilarak, yapisik damla ydontemiyle statik dlgimde temas agisi belirlenmigtir. Cip
yuzeyinin farkl bolgelerine su damlatilarak fotograflar ¢ekilmis ve her bir fotograf icin
ayri temas acisi belirlenmigtir. Temas ag¢i degerleri damlacigin kati ile sol temas
noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas noktasindan alinan sagdan temas
acisi olarak belirlenmigtir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama temas
acisi degerleri elde edilmistir. Bos SPR ¢ipi altin yuzeyi, diklofenak baskilanmig ve
baskilanmamis SPR sensor yuzeyleri igin temas agisi degerleri, her biri igin alinan 10
OlcimUn ortalama degerleri olarak hesaplanmistir. Temas acisi degerleri DSA2

yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.3. Kriiss DSA100 temas agisi cihazi.

3.6.4. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

SPR ¢ipinin altin ylzeyinin karakterizasyonu, FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo
Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilarak elde edilmigtir. SPR
sensor, cihazin érnek yuvasina yerlestiriimis 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda

yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktari élgulmastur.

3.7. Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Olgiimleri

SPR sensorlerin, ylzey plazmon egrileri ylzey plazmon rezonans sistemi SPRiLab
(GenOptics, Orsay, Fransa) ile alinmigtir. 25.0 x 12.5 mm ylzey alanina sahip 50 nm
kalinlikta altin kapli SPR sensorler GenOptics firmasindan (Orsay, Fransa) temin
edilmistir. Gorlntl alinmasi sirasinda i1s1gin SPR sensore ulasma agisi degistirilerek
(48.7-56.7°) 1519In % kiriima degerleri elde edilmigtir. Alinan degerler incelenmis ve
yuzey plazmon egrileri 1$131n gelis agisina karsli % kirilma miktari ve egimi grafige

gegirilerek rapor edilmigtir.

3.8. Diklofenak Baskilanmig SPR Sensorle Kinetik Analizler
Diklofenak baskilanmis SPR nanosensorun hazirlanmasi ve karakterizasyonundan
sonra kinetik c¢alismalara gegilmigtir. Kinetik c¢alismalar, farkli derigimlerdeki

diklofenak c¢ozeltileri ile gergeklestirilmistir. Farkli derisimlerdeki bu ¢dzeltilerde
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metanol:su (1:1) karisiminda 0,005-10,0 yg/mL arasinda hazirlanarak SPR sistemine
verilmigtir. Sekil 3.4’de GenOptics SPRiLab sistemi gdsterilmektedir. GenOptics
SPRiLab, lazer kaynagi, ayna sistemi, CCD kamera sistemi, peristaltik pompa ve
bilgisayardan olusmaktadir. Yuzeyinde diklofenak tanima bolgelerine sahip nanofilm
tutturulan SPR sensor, kinetik analiz galismalarinda kullaniimigtir. SPR sisteminde
kullanilan deneysel yontem su sekildedir: SPR nanosensor ylzeyi deiyonize su (50
ml) ile yikanmistir. Sistemden metanol-su karisimi(1:1) gecerken yilzey plazmon
egrileri alinmis ve rezonans kirllma agisi tespit edilmigtir. Cihaz belirlenen kirilma
agisina ayarlanarak, kinetik ¢calismalar bu agi degerinde gergeklestirilmistir. SPRview
yazihminin Kinetik goruntuleme programi kinetik analiz galismalarinda kullanilimistir.
Bu program, dakikada yaklasik 150 kirilma miktari degerini 6lgmekte ve anlik olarak
% kirllma miktari degisiminin gézlenmesini saglamaktadir. Plazmon egrileri alinmasi
ve aynanin rezonans agisi degerine ayarlanmasinin ardindan, SPR sisteminden 5
dakika sureyle dengeleme tamponu olarak metanol-su kariginin verilmesine devam
edilmistir. Bu basamaktan sonra, farkli derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltileri (10 mL,
2.0 ml/dakika akis hizi)teker teker SPR sistemine verilmigtir. Rezonans frekansindaki
kayma degerleri anlik olarak gbézlenmis ve denge durumuna geldiginde sisteme
%10’luk asetik asit-metanol ¢ozeltisi (10 mL, 2.0 ml/dak. Akis hizi, 25°C) desorpsiyon
ajani olarak verilmigtir. SPR sensdrin desorpsiyonundan sonra, sensoér su ve
metanol-su ¢ozeltisi ile yikanmistir. Farkl derigimlerdeki birbiri ardi sira diklofenak
cOzeltileri SPR sistemine verilmeden oOnce adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme

islemleri tekrarlanmigtir.
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Sekil 3.4. GenOptics SPRiLab sistemi.

3.9. SPR Cipin Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

Diklofenak tanima bolgelerine sahip SPR sensorlin segiciligini gostermek icin
diklofenak baskilanmamis SPR sensoér hazirlanmigtir. Diklofenak ve karbamazepin
molekullerinin kullaniimasiyla olusturulan karigimlar (0,5 pyg/mL, 10 ml, 2.0 mi/dak.
Akis hizi, 25°C) SPR sisteme verilmigtir. Hazirlanan c¢ozeltilerin  sisteme

verilmesinden sonra grafikler elde edilmigtir.
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07 “NH,

Sekil 3.5. Karbamazepinin kimyasal formalu

3.10. Diklofenak Baskilanmis Sensériin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Diklofenak baskilanmis sensoérin tekrar kullanilabilirliginin incelenmek amaciyla 0.5
pg/mL derigsimlerde hazirlanmis diklofenak igeren ¢ozeltiler (0.5 pyg/mL, 10 mL, 2.0
mL/dak. Akis hizi, 25°C) SPR sistemine verilmistir. Bu islem on kez tekrar edilmistir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

4.1.Diklofenak-metakrilik asit On Kompleksinin Hazirlanmasi

MAAD 6n kompleksini hazirlamak igin diklofenak ve metakrilik asit kullaniimistir.
Diklofenak-metakrilik asit kompleksini olusturan kalip molekll olarak kullanilan
diklofenak fonksiyonel monomer olarak kullanilan metakrilik asitin stokiyometrik
olarak birlesme oranlarini tayin etmek igin farkh oranlarda MAAD (1:7; 1:8; 1:9; 1:10;
1:11) kompleksleri hazirlanmigtir. Kalip molekul (diklofenak) oranlari sabit tutularak
artan mol oranlarinda metakrilik asitin komplekslesmeye etkisi spektrofotometre
kullanilarak incelenmigtir. 200-700 nm dalga boyu arahgindaki MAAD 06n
komplekslerinin absorbanslari dlgulmustar. (Sekil 4.1). Elde edilen absorbanslardan,
absorbansin artan metakrilik asit orani ile arttigi, 1:11 MAAD oraninda degisiklik

gOstermedigi tespit edilerek kalip molekul : monomer orani 1:11 olarak bulunmustur.

3,5
3 - "HI = Dikofenak
se 'I' ——DikofenakcMAA (1:7)
5 |
2 | DiklofenakMAA (1:8)
2 27 | ——DiklofenakMAA (1:9)
§1.5 - | ——DiklofenakMAA (1:10)
= - | DikofenalcMAA (1:11)
|
0,5 |
. ) —

o 200 400 00 800 1000
Dalga boyu.A (nm)

Sekil 4.1. Kalip molekidl diklofenak:fonksiyonel monomer oraninin belirlenmesi;

MAAD monomerlerinin mol orani (1:7; 1:8; 1:9; 1:10; 1:11).
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4.2. SPR Sensorlerin Yiuzey Karakterizasyonu
4.2.1. Elipsometre Analizi

Diklofenak baskilanmig ve baskilanmamis SPR sensorlerin yuzey kalinlik dlguimleri
elipsometre cihazi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.2). Alinan dlgimler 658 nm
dalga boyunda, 60°’lik gelis agisinda gergeklestirilmistir. Diklofenak baskilanmigs SPR
sensorun ortalama kalinligi 20.6 nm, ortalama purazltligad 1.514 nm olarak
bulunmusken, diklofenak baskilanmamis SPR sensorun ortalama kalinhdr 7.3 nm,

ortalama purtzIUlaga de 1.452 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2 Diklofenak baskilanmig (a) ve baskilanmamis (b) SPR sensdrlerin

elipsometrik dlgimde alinan 3 boyutlu goruntuleri.
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4.2.2.Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Bos SPR ¢ip, Diklofenak baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢iplerinin yluzey
morfolojisi atomik kuvvet mikroskobuyla yari temas modunda elde edilmistir. Asidik
pirana ¢Ozeltisi ile temizlenmis bos SPR c¢ipin yuzey derinligi 4.55 nm olarak tespit
edilmigtir (Sekil 4.3). Diklofenak baskilanmigs SPR senso6rin ortalama puriazltliga
8.16 nm (Sekil 4.4), diklofenak baskilanmamis SPR sensoérin ortalama kalinhgr 1.51
nm (Sekil 4.5) olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar diklofenak baskilanmis ve
baskilanmamis nanofilmlerin SPR altin ylzeyine basaril bir sekilde tutundugunu

gOstermektedir.

404 -
354 -
3.03 -
253 -
202 -

152 -

1.01 -

051 -
0.00 - 4

Sekil 4.3. Bog SPR ¢ip altin yuzey derinligi.
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282 -

2735 -
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1641 -

Sekil 4.4. Diklofenak baskilanmis SPR ¢ipin yari temas modunda alinan AFM

gOruntasu.

1318 -

1098 -

1.00 um
90

Sekil 4.5. Diklofenak baskilanmamig SPR ¢ipin yari temas modunda alinan AFM

gOruntasu.
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4.2.3. FTIR-ATR Analizi

Metakrilik asit polimerini karakterize etmek igin FTIR-ATR cihazi kullaniimistir (Sekil
4.6). 1731 cmdeki band metakrilik asit monomerindeki C=0O bandindan
kaynaklanmaktadir. 3423 cm™deki bant —-COOH gruplariyla iligkili bazi su
molekiillerinden kaynaklanmaktadir. 1272 cm™deki bant asit dimerlerinden gelen
banttir. Monomer yapisina ait titresim, gerilme ve egilme bantlari, metakrilik asit

monomerinin sentezinin gergeklestigini gostermektedir [61,62].

125,0
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120 ‘
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118 372547 353599
3423,01
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|
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| 224291
2924,64
T 110 216672
2141}3,4 960,85 !
2156,99|[ 1976,05 1465,60 |
110 2133,7] 838,43 ‘
205}[27 ‘ ‘ 813,03 | 704,49
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108 2013,40 112434 665,25
1731,20 |
1272,35
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104
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100,8
3999,8 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 649,9

cm-1

Sekil 4.6. SPR temelli nanofilme ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2.4. Temas Agisi Olgiimleri

Bos SPR c¢ip, diklofenak baskilanmis ve baskilanmamigs SPR sensorlerin ylzey
karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Elde edilen temas acisi degerleri DSA2 yazihimi kullanilarak
hesaplanmigtir. Bog SPR altin ylzeyinin, diklofenak baskilanmig ve baskilanmamis

SPR sensorlerin yuzey temas agisi degerleri Cizelge 4.1'de verilmistir.
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Cizelge 4.1’den goruldugu Uzere bos SPR cipinin altin ylzeyinin temas agisi degeri
81.4° iken, diklofenak baskilanmis SPR c¢ipte 76.8ye dusmustir. Diklofenak
baskilanmamis SPR cipin temas acgisi degeri 75.4° olarak belirlenmistir. YUzeyin
temas acisi degerindeki bu azalma yuzeyin hidrofilitesinin arttigini géstermektedir. Bu
durum su sekilde aciklanabilir. Metakrilik asit hidrofilik karakterde bir malzeme
oldugundan dolayi, yltzeyde hidrofilik bir polimerin bulunmasi ylzey hidrofilitesini
arttirmis ve temas acisi degerini dusurmustir. Sekil 4.7a’da bos SPR ¢ip altin
yuzeyinin, Sekil 4.7b’de diklofenak baskilanmis SPR sensorin ve $ekil 4.7c’'de

diklofenak baskilanmamig SPR sensor yuzeyinin temas agisi goruntuleri verilmistir.

(@)
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(€)

Sekil 4.7. Bos altin yuzey (a), diklofenak baskilanmis SPR sensor yuzeyi (b) ve

diklofenak baskilanmamis SPR sensor yluzeyi (c) temas agisi fotograflari.
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Cizelge 4.1. Bos SPR ¢ipinin yuzeyi, Diklofenak baskilanmig ve baskilanmamis SPR

sensor yuzeylerinin temas agilari.

Modifiye edilmemis altin ylzey 81.4°
Diklofenak baskilanmis SPR sensor ylzeyi 76.8°

Diklofenak baskilanmamis SPR sensor yuzeyi 75.4°

4.3. SPR Nanosensorlerle Kinetik Analizler

Biyomolekdlllerin tayininde siklikla kullanilan enzim, radyoaktif veya floresan
isaretleme ydntemlerinin aksine SPR temelli biyosensérler, herhangi bir isaretlemeye
gerek duyulmadan kullanilabilirler. isaretleme isleminin yapiilmamasi hem zaman
kazandirmakta hem de maliyeti dusirmektedir. isaretleyici olarak kullanilan
molekullerin ortamda bulunan diger molekullerle etkilegsiminden dolayi yanlig sonuglar
elde edilebilmektedir. SPR temelli sensorlerin kullaniimasiyla s6z konusu sorunlar
giderilebilmektedir. Ayrica SPR sensodrlerde analit ve ylzey etkilesimi gercek
zamanda ve dogrudan dl¢ulebilmektedir. Bu 6zellik nicel olarak kinetik, termodinamik
ve derisim parametrelerinin belirlenmesini veya nitel olarak ligand ile analit arasindaki

iligkinin karakterize edilmesini saglamaktadir.

Bu calisma kapsaminda diklofenak baskilanmis SPR nanosensoérler hazirlanmistir.
Diklofenak derisimi ile SPR sinyali arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi icin farkl
derigsimlerde (0,005-10,0 upg/mL) diklofenak ¢oézeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler
peristaltik pompa kullanilarak SPR nanosensorler ile etkilestiriimis ve SPRview
yazilimi kullanilarak kinetik veriler alinmistir. Sekil 4.8'de farkli  derisimlerde

hazirlanan diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen grafikler verilmistir.

Cesitli ortamlarda diklofenak tayinine yonelik bazi ¢alismalar yapiimistir. Schwaiger
ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada, gokkusadi baliklarinin yasadiklari
ortamlara 1.0 pg/L ve 500 pg/L arahdindaki farkli diklofenak derisimini 28 gln
boyunca uygulamiglardir. 28. gunun sonunda 5 pg/L - 500 pg/L ‘lik diklofenak
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derisimi baliklarin farkli organlarini olumsuz etkiledigi ortaya ¢ikmistir. Yapilan tim
calismalar bu araliklar referans alinak yapilmistir. Noee ve arkadaslari diklofenagin
idrar Orneklerindeki miktarinin 5 mg/L oldugu tesbit edilmis ve hazirladiklari
diklofenak baskilanmig mikrokurelerle bu ortamdan diklofenagin uzaklastiriimasini
hedeflemiglerdir. Uzaklastirmanin ardindan ortamda 0,227- 0,085 mg/L araliginda

diklofenak oldugu belirlemislerdir.

Sekil 4.8'de farkli derisimlerde diklofenak g¢ozeltilerinin  SPR nanosensorlere
uygulanmasi ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilden
de gorlldugu gibi sensoér ylzeyine diklofenak uygulanmasiyla birlikte % kirilma

degeri artmaktadir.

Sekil 4.9'de tim grafikler bir arada verilmigtir. Standart bir 6lgimde, sistemden
oncelikle denge tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar
diklofenak ¢ozeltisi gegirilmis ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullaniimigtir.
Batin Odlgimlerde sistemin dengeye ulasmasi i¢in 35 dakika beklenilmistir.

Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri yaklasik 20 dakika i¢cinde gergeklestirilmistir.
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88

a) 0.005 pg/ml diklofenak

87
86
85 -
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% kinlima

83

2 e g M“H

81 -
a0

o 5 10 15 20 25 30 35 40
zaman [dak.)

Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensoérlere uygulanmasi
ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pug/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 pg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 pg/mL (j) 10.0 pg/mL.
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Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensdrlere uygulanmasi

ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 yg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 yg/mL (j) 10.0 yg/mL (devami).
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Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensdrlere uygulanmasi
ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 yg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 pg/mL (j) 10.0 pg/mL (devami).
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Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensdrlere uygulanmasi

ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 yg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 pug/mL (j) 10.0 pg/mL (devamu).
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Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensdrlere uygulanmasi
ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 yg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 pg/mL (j) 10.0 pg/mL (devami).
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Sekil 4.8. Degisik derisimlerde diklofenak ¢ozeltilerinin SPR sensdrlere uygulanmasi
ile elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 0.005 pg/mL; (b) 0,01 pg/mL;
(c) 0.025 pg/mL; (d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 yg/mL; (h) 2.0
pg/mL; (1) 3.0 pg/mL; (i) 5.0 pug/mL (j) 10.0 pg/mL (devamu).

Derisimdeki artigla birlikte % kirilma degerindeki artisin daha fazla oldugu
goérulmektedir. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile ylzey arasindaki sUructu glg¢ olan

derisim farkinin artmasi gosterilebilir.
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Sekil 4.9. Diklofenak ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait % kirilma

zaman grafigi.

Sekil 4.10’da farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi

AR derisimlerini gdsteren grafikler verilmektedir.

Sekil 4.11’de farkl derisimlerdeki diklofenak c¢ozeltileri ve SPR temelli sensor

arasindaki etkilegsimlere ait AR zaman grafigi verilmigtir.
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Sekil 4.10. Farkli derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 ug/mL; (b) 0,01 ug/mL; (c) 0.025 ug/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 ug/mL; (h) 2.0 ug/mL; (1) 3.0
pg/mL; (i) 5.0 uyg/mL (j) 10.0 pg/mL.
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c) 0.025 pg/mL diklofenak

o
=
T T T o 1
1 5 10 15 20 25 30 35 40
zaman (dak.)
9 .
d) 0.05 pg/mL diklofenak
B -
? -
E -
5 -
w4
=
3 -
2 -
1 -
u B T T T 1
1 o 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman (dak.)

Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 yg/mL; (b) 0,01 pg/mL; (c) 0.025 pg/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 ug/mL; (h) 2.0 yg/mL; (1) 3.0
pg/mL; (i) 5.0 uyg/mL (j) 10.0 pg/mL (devami) .
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e) 0.1 pg/mL diklofenak
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Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 ug/mL; (b) 0,01 ug/mL; (c) 0.025 ug/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 yg/mL; (g) 1.0 pg/mL; (h) 2.0 yg/mL; (1) 3.0
pg/mL; (i) 5.0 yg/mL (j) 10.0 pg/mL (devamu).
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Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 ug/mL; (b) 0,01 ug/mL; (c) 0.025 ug/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 yg/mL; (g) 1.0 pg/mL; (h) 2.0 yg/mL; (1) 3.0
pg/mL; (i) 5.0 yg/mL (j) 10.0 pg/mL(devami).
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Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 ug/mL; (b) 0,01 ug/mL; (c) 0.025 ug/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 pg/mL; (g) 1.0 pg/mL; (h) 2.0 yg/mL; (1) 3.0
pg/mL; (i) 5.0 yg/mL (j) 10.0 pg/mL (devamu).
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Sekil 4.10. Farkl derisimlerdeki diklofenak ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi
AR derigimlerini gosteren grafikler: (a) 0.005 ug/mL; (b) 0,01 ug/mL; (c) 0.025 ug/mL;
(d) 0.05 pg/mL; (e) 0.1 pg/mL; (f) 0.5 yg/mL; (g) 1.0 pg/mL; (h) 2.0 yg/mL; (1) 3.0
pa/mL; (i) 5.0 ug/mL (j) 10.0 pg/mL (devami).
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Sekil 4.11. Farkh derisimlerdeki diklofenak cozeltileri ve SPR sensor arasindaki

etkilesimlere ait AR zaman grafigi.

Sekil 4.12°de goruldugu gibi SPR sensor iki farkli derisim araliginda derisim-sinyal
dogrusalligi gostermektedir. 0,005 pg/ml — 0,1 pg/ml derigim araliginda alinan veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi y=39.159x+0.48 ve dogrusallii

(R 0,9745; 0,5 pg/ml — 10 pg/ml derisim araliginda alinan veriler
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degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi y=0.2467x+9.7461 ve
dogrusalligi (R?) 0.8921 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu verilerle SPR sensor,
0,005 pg/mL — 0,1 pg/mL arahdinda %97, 0,5 pg/mL — 10 pyg/mL arahginda %96

dogrulukta 6lgim yapmaktadir.

4,5 1 y=39,159x + 0,48
4 A R?=10,974

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

C

(@)

14 7

12 -

10 -

8 7 y=0,2177x + 9,9498
R?=0,9616

AR

(b)
Sekil 4.12. Diklofenak baskilanmis SPR nanosensoér ve AR arasindaki iligki (a) 0,005
pg/mL — 0,1 pg/mL araliginda (b) 0,5 pyg/mL — 10 pg/mL.

70



-Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([B]o), ylzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tum derigim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. Boylelikle
kUtlenin derisime donusturilme isleminin yapilmasina gerek kalmayacaktir. Serbest
analit derigiminin akig hucresinde sabit kaldigi yalanci-birinci derece kosullari altinda

baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-ksAR (4.2)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rnas, baglanma ile dlgulen
maksimum sinyal; C, analit derisimi (ug/ml), ks, baglanma hiz sabiti (ml/pg.s) ve kg,
ayrilma hiz sabiti (1/s)'dir. Baglanma sabiti Ka (ml/ug), ka ve kq sabitlerinin oranindan

hesaplanir (Ka=ka/kg). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik basitlestirilir:

ARdenge IC = KAARmak — KAARdenge (4.2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka, ARgenge/C’ye karsi ARgenge grafiginden
hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

-Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar dizenlendiginde;

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrolli kinetikler igin gizilen dAR/dt'ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kaC + kg) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baslangic
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iliski icerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. E§er Rmaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak k, ve kq degerleri hesaplanabilir. YUzeyi tamamen doygunluga erigtirmek
icin ¢cok yuksek analit derisimleri gerekli oldugu ig¢in Rmaks'In deneysel olarak

belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, birgok farkh analit derisimlerinde
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baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yondeki hizlarin analizi igin
cizilen dAR/dt'ye karsi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir egim

degeri (S) vermektedir:

S = kaC + kq (4.4)

S’ye karsi C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim noktasi
kq degerini vermektedir. Fakat, kaC >> kg oldugu durumlarda kq'nin hesaplamasi igin
bu yontem c¢ok guvenilir degildir. Daha guvenilir yontem, ayrisma kinetiginin

incelenmesidir.

IN(ARo / ARy) = kg (t — to) (4.5)

Burada; AR, ve AR, ayrilma egrisindeki t; ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
[70]. Sekil 4.13’de denge analizi ve baglanma kinetik analizi i¢in gizilen dogrular
verilmigtir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARpaks, Ka, K4, Ka Ve Kp

degerleri Cizelge 4.2’de verilmigtir.

Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 11.46 Ka, ug/mL.s 0.6481
Ka, Hg/mL 7.124 kg, 1/s 0.091
Kp, mL/ug 0.140 Ka, Hg/mL 7.14
R? 0.96 Ko, mL/ug 0.14
R® 0.9802

4.4. Denge izoterm Modelleri

Diklofenak baskilanmigs SPR nanosensor ile diklofenak arasindaki etkilesimi
incelemek amaciyla dort farkl izoterm modeli uygulanmigtir: Scatchard, Langmuir;

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.
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Scatchard ARdenge /[C] = KA(ARmaks' ARdenge)

Langmuir AR={ARmaxs[C]/Kp+[C]}
Freundlich AR=AR as[C]"
Langmuir-Freundlich AR={ARmas[C]*™/Kp+[C]¥™

Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge, denge halindeki SPR
sinyal kaymasi; [C], analit derisimi (ug/ml); Ka (ug/ml), baglanma denge sabiti; Kp

(ml/ug), ayrisma denge sabiti; 1/n, Freundlich yluzey heterojenite indeksidir.

100
-
80 1 y=-T124x% + 81,679
R2 =096

60 -
(8]
@ 407
=

20

14

AR

-20 -
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8 - y=073T4x + 0,2747
R® =0,9802

C

(b)

Sekil 4.13. Kinetik hiz sabitlerinin belilenmesi. (a) Denge analiz yaklasimi

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi.

Sekil 4.14’te gore deneysel olarak elde edilen veriler diklofenak tayinine en uygun
model Langmuir modelidir (R>= 0.991). Bu sonug, hazirlanan sensor yiizeyindeki
diklofenak baglanma ozelliklerinin homojen dagiimh, tek tabakali, es enerjili ve
minumum yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her G¢ izoterm modelinden elde

edilen sonuglar Cizelge 4.3'de verilmigtir.

Cizelge 4.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks, MG/mL  8.52 ARmaks, Mg/mL 7.38 ARmaks, Mg/mL  5.347
Kp, mL/ug 0.089 1/n 0.4251 | 1/n 0.288
Ka, pg/mL 11.24 R? 0.9055 | Kp, mL/ug 1.138
R? 0.991 Ka, Hg/mL 0.88
R? 0.9141
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Sekil 4.14. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-

Freundlich.

4.5. Yangmali kinetik analizler
Hazirlanan diklofenak baskilanmis sensoérin diklofenaga karsi segiciliginin
belirlenmesi i¢in yarismali adsorpsiyon c¢alismalari diklofenak ve karbamazepin

biyomolekullerinin kullaniimasiyla gerceklestiriimigstir.

Karbamazepin igin diklofenak molekulerine gore dagilma ve segicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Kq = [(Ci — Cf)/Cf] x VIm (4.6)

Esitlikte Ky, dagiima katsayisini (ml/g); Ci ve C;, biyomolekdllerin baglangi¢ ve sonug
derigimlerini (pg/mL); V, kullanilan ¢6zelti hacmini (mL) ve m, polimerin kutlesini (g)
ifade etmektedir. SPR sensér uygulamalarinda, derisim ve kutle parametrelerinin
donusturulmesi gercgeklestirimektedir [70]. Bu yaklagimdaki temel sebepler;
baslangic ve son derigimleri arasinda 6nemli bir fark gézlenememesi; polimerin
kUtlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derisimin AR ile dogrusal iliskide

olmasidir.
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Bu durumda segicilik katsayisi,

k= ARkallp/ ARgirigimci (4.7)
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi ise;
k'= kbaskllanm@/kkontrol (4.8)

seklinde ifade edilebilir.

Sekil 4.14 ve 4.15 ((a) 0,5 pg/mL diklofenak; (b) 0,5 pg/mL karbamazepin; (c) 0,5
pMg/mL diklofenak- karbamazepin) incelendiginde; diklofenak baskilanmis SPR
nanosensorin karbamazepin moleklilleriyle spesifik bir etkilesime girmedigi ve sinyal
vermedigi belirlenmigtir. Bu durum diklofenak baskilanmis ¢ipin, diklofenak
molekiliine segici oldugunu gdstermektedir. ikili karisim dikkate alindiginda,
diklofenak karigimlarinin gosterdigi AR kayma degerleri, tekli ¢ozeltilere gore daha
dusuktar. Bu durum, molekullerin karisim halinde bir yarismaci ajan olarak

davrandigi ve AR kayma degerinde azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. Diklofenak ve karbamazepin tekli ve ikili ¢ozeltileri ile SPR sensor

arasindaki % kirilma-zaman grafikleri.
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Sekil 4.16. Diklofenak ve karbamazepin tekli ve ikili ¢ozeltileri ile SPR sensor

arasindaki AR-zaman grafikleri.
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4.6.Diklofenak baskilanmig sensoriin baskilama segiciliginin belirlenmesi

Diklofenak baskilanmis sensorin baskilama segiciligini gostermek icin diklofenak
baskilanmamis SPR ¢ip  hazirlanmistir.  Diklofenak ve  karbamazepin
biyomolekullerinin kullaniimsiyla olusturulan karisimlar SPR sistemine verilmigtir. Bu
¢cozeltiler metanol-su ¢ozeltisiyle 0.5 ug/mL derisimde hazirlanmislardir. Sekil 4.16’da
% kinlma/zaman, Sekil 4.17’7da AR/zaman grafikleri verilmigtir. Sekil 4.17
incelendiginde; diklofenak baskilanmamig SPR nanosensorin karbamazepin ile
herhangi bir etkilesime girmedidi ve sinyal vermedigi gozlenmigstir. Tekli ve ikili
karisimlarda; diklofenak baskilanmis SPR sensdrlere benzer sonuglar elde edildigi ve
karisgimlarin  sinyal degerlerinde antagonistik bir etki oldugu goérulmektedir.
Diklofenak, karbamazepin bulundugu ortamda daha az AR degeri vermesinin sebebi;
bu molekullerin yarismaci ajan olarak davranip diklofenagin baglandigi bdlgelere
baglanmak istemesidir. Diger bir muhtemel sebepte ikili karigimin bulundugu
ortamdaki sterik engellerin oldukga fazla olmasi ve diklofenak molekiillerinin
baglanmasi gereken bosluklara ulasamamasidir. Diklofenak baskilanmig ve
baskilanmamis SPR sensodrler karsilastirildiginda; Diklofenak sinyalinin 9.38’den
1.03’e dustugu gorulmektedir (Cizelge 4.4). Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilarak hesaplanan
secicilik katsayilari, karbamazepin igin 8.4 (baskilanmig), 7.92 (baskilanmamis)
olarak bulunmustur. Bagil secicilik degeri, 1'in ne kadar Uzerindeyse baskilama

isleminin o kadar etkin oldugu bilinmektedir.
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Sekil 4.17. Diklofenak ve karbamapazin ¢ozeltileri ile diklofenak baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait kirllma-zaman grafikleri .
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Sekil 4.18. Diklofenak ve karbamapazin ¢ozeltileri ile diklofenak baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait AR-zaman grafikleri .
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Sekil 4.18. Diklofenak ve karbamapazin ¢ozeltileri ile diklofenak baskilanmamis SPR

sensoOr arasindaki etkilesimlere ait AR-zaman grafikleri (devami).

Cizelge 4.4. Diklofenaga gore karbamazepin igin segcicilik ve bagil secicilik katsayilari.

MIP NIP
Biyomolekil AR k AR k K’
Diklofenak 9.38 - 1.03 - -
Karbamazepin | 1.12 8.4 0.13 7.92 1.06

4.7. Diklofenak baskilanmig SPR sensoriin tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesi

Diklofenak baskilanmis SPR sensoérin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla
0.5 pg/ml derisimlerde diklofenak igeren gozeltiler SPR sistemine tekrarl (10 kez) bir

sekilde enjekte edilmis ve sonugclar sekil 4.18'de verilmistir.
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Sekil 4.19. Diklofenak baskilanmis SPR sensoérin tekrar kullanilabilirligi.
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5.YORUM

Diklofenak-metakrilik asit on kompleksini hazirlamak icin kalip molekll olarak
diklofenak fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit kullaniimistir. Diklofenak-
metakrilik asit kompleksini olusturan kalip molekul olarak kullanilan diklofenak
fonksiyonel monomer olarak kullanilan metakrilik asitin stokiyometrik olarak birlesme
oranlarini tayin etmek icin diklofenak-metakrilik asit (1:7; 1:8; 1:9; 1:10; 1:11)
kompleksleri hazirlanmigtir. Elde edilen absorbanslardan, absorbansin artan
metakrilik asit orani ile arttidi, 1:11 diklofenak-metakrilik asit oraninda degisiklik

goOstermedigi tespit edilerek kalip molekul:monomer orani 1:11 olarak bulunmustur.

SPR sensorlerin yuzey karakterizasyonu FTIR-ATR spektrofotometresiyle yapilmistir.
1731 cm™deki band metakrilik asit monomerindeki C=0O bandindan
kaynaklanmaktadir. 3423 cm™deki band —COOH gruplariyla iliskili bazi su
molekiillerinden kaynaklanmaktadir. 1272 cm™¥deki bant asit dimerlerinden gelen
banttir. Monomer yapisina ait titresim, geriime ve eg@ilme bandlari, metakrilik asit

monomerinin sentezinin gerceklestigini gdstermektedir.

Bos SPR ¢ip, diklofenak baskilanmis ve baskilanmamig SPR ¢iplerin temas agisi
Olcimlerinden goruldigu tzere; bos SPR ¢ipin ylzey temas acisi degeri 81.4° iken,
diklofenak baskilanmis SPR g¢ipin temas acisi degeri 76.8%ye, diklofenak
baskilanmamis SPR ¢ipin temas agisi degeri de 75.4°’ye dismustir. Temas agisinda
meydana gelen dususin nedeni su sekilde aciklanabilir: Metakrilik asit hidrofilik
karakterde bir malzeme oldugundan dolayi, ytuzeyde hidrofilik bir polimerin bulunmasi

yuzey hidrofilitesini arttirmig ve temas agisi degerini dugtrmustar.

Diklofenak baskilanmis SPR sensérin ortalama yuzey kalinligi elipsometre ile elde
edilmistir. Diklofenak baskilanmis SPR sensérleriin yiizey kalinhgi 20.60 nm,

Diklofenak baskilanmamis SPR ¢ipin yluzey kalinhid1 7.30 nm olarak tespit edilmigtir.

Diklofenak baskilanmis SPR sensorin ylzey morfolojisi yari temas modunda atomik

kuvvet mikroskobu kullanilarak gergeklestirilmistir. Diklofenak baskilanmis SPR
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sensorun ortalama yluzey purtzltliga 8.16 nm, Diklofenak baskilanmamis SPR ¢ipin

ortalama ylUzey purazlaligu 1.51 nm olarak tespit edilmistir.

Diklofenak baskilanmis SPR sensér artan derisimlerde hazirlanmis diklofenak
cozeltileriyle etkilestiriimigtir. Artan derigimlerle birlikte AR degerlerinde de bir artis
gorulmustdr. Bunun nedeni; sensor yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki suricu gug¢ olan

derisim farkinin artmasidir.

AR’'ye karsilik zaman grafikleri bir arada cizildiginde derigsimin artmasiyla AR

degerlerinin arttig1 acgik bir sekilde goriimektedir.

SPR sensor iki farkli derisim araliginda derigim-sinyal dogrusalligi gostermektedir.
0,005 pg/mL — 0,1 pg/mL derigsim araliginda alinan veriler degerlendirildiginde elde
edilen dogrunun denklemi y=39.159x+0.48 ve dogrusalligi (R?) 0,9745; 0,5 pg/mL —
10 pg/mL derisim araliginda alinan veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun
denklemi y=0.2467x+9.7461 ve dogrusalligi (R?) 0.9621 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu verilerle SPR sensor, 0,005 uyg/mL — 0,1 pg/mL arahdinda %97, 0,5 yg/mL
— 10 pg/mL araliginda %96 dogrulukta 6lgim yapmaktadir.

Langmuir modelin hazirlanan SPR sens6re en uygun izoterm model oldugu
gOrulmustir. Hesaplanan ARmaks dederi (8.52), Ka ve Kp degerleri sirasiyla 11.24 ve

0.08 olarak hesaplanmistir.

Hazirlanan diklofenak baskilanmis SPR sensoérin diklofenaga karsi segiciliginin
belirlenmesi icin yarismali baglanma c¢alismalari diklofenak ve karbamazepin
cozeltileri kullanilarak gerceklestiriimistir. Diklofenak baskilanmis SPR sensoérin
diklofenaga verdigi sinyal degeri (AR) 9.38 iken, ayni derigsimlerde hazirlanan
karbamazepin ¢ozeltisine verdigi sinyal degeri 1.12°dir. Bu sonuglara gore hazirlanan
sensor diklofenagi karbamazepin gére 8,4 kat daha duyarli tayin etmektedir.
Etkilesimdeki bu hassasiyet kalip molekll olan diklofenagin ¢ boyutlu yapisinin

polimerik hafizaya alinmasindan kaynaklanmaktadir.

Diklofenak baskilanmis SPR sensorun baskilama segiciligini goéstermek igin

diklofenak baskilanmamis SPR sensoér hazirlanmis ve segicilik galismalarinda oldugu
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gibi ayni derigimlerde diklofenak ve karbamazepin SPR sistemine enjekte edilmistir.
Diklofenak baskilanmamis SPR sensorin ayni derisimlerdeki diklofenak ve
karbamazepin ¢ozeltilerine verdigi tepki daha az olmustur. Diklofenak baskilanmis ve
baskilanmamis SPR sensorler karsilagtiriidiginda DFC sinyal duyarliidinin 9.38’den
1.03’e dustugu goérulmektedir. Segicilik katsayilari, karbamazepin igin 8.40

(baskilanmig), 7.92 (baskilanmamis) olarak bulunmustur.

Diklofenak baskilanmis SPR sensérin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin; ayni
derisimde diklofenak igeren ¢ozeltiler 10 kez SPR sistemine verilmis ve hazirlanan
SPR sensorln diklofenak tayin miktarinda énemli bir disis olmadan diklofenagi tayin

ettigi gordimustar.
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