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OZET

Glikozillenmis Protein Tayini icin Boronat Temelli Yiizey Plazmon

Rezonans Sensorler

Merve CALISIR

Yuksek Lisans, Kimya Bolumi
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Handan Yavuz ALAGOZ
Ocak 2019, 57 sayfa

Seker hastalarinin kan sekeri seviyelerinin takibinde en yaygin kullanilan testler kan
glukozu ve glikozillenmis hemoglobin (HbA1c) olcumuadur. Kan glukozu o6lgumd,
gunlik glisemik durumun gostergesi iken HbA1c ve diyabet gelisme riskinin bir
gostergesidir.  Glikozillenmis hemoglobin (HbA1c) hemoglobinin B-zincirinin N-
terminal valinine glukoz baglanmasi sonucu olusur ve gecmis 2-3 aylik donemdeki
ortalama glukoz degerini yansitir. HbA1c’nin kandaki derigiminin 141mg/dL’den
yuksek olmasi seker hastaligi teshisi konmasi igin gogu zaman yeterlidir. Boronik asit
tirevleri, cis-diol etkilesimini temel alan karbonhidrat iligkisi sayesinde HbA1c
tayininde siklikla kullanilir ve bu iligki temel alinan tayinler ¢ogunlukla enzimatik
sensorler ve HPLC ile yurutilmektedir. Bu yontemlerin yani sira sensor ¢alismalari da
alternatif olarak gelistirimeye baslanmistir. Bu ¢alismada bir boronik asit tlrevi olan
vinil fenil boronik asit ile modifiye edilmis bir ylizey plazmon rezonans sensoru ile
HbA1c tayini yapmak amaclanmistir. Calismada pH degerinin baglanmada énemli bir
parametre oldugu ve derisim attikga alinan sinyalin de arttigi goérildugunden
baglanmanin basaril bir sekilde saglandigi sensogramlardan alinan grafiklerle ortaya
konulmustur. 10 ug/mL derisimde dahi sinyal alinabildiginden klinik degerlerden ¢ok
daha hassas Olgum yapilabildigi de kanitlamistir. Yapay plazma galigmalarinda insan
serum albumini, IgG, hemoglobin gibi baglanma gdsterebilecek molekiillere karsi



seciciligi ayirt edici bir sekilde fazla oldugu alinan farkli sensogramlarla teyit edilmistir.
Tekrar kullanilabilirlik testlerinde kirinim degerinin olduk¢a az degisim gostermesi
duguk maliyet hedeflenen galigmalar i¢cin de uygun oldugunu gostermigtir. Sonuclar
ayrica bir SPR biyosensoruniun HbA1c dlgiminun dogrulugunu ve yine dogrulugunu

arttirmak icin hassas bir teknik olarak kullanilabilecegini kanitlamigtir.

Anahtar Kelimeler: Glikozillenmis hemoglobin, vinil fenil boronik asit, yiizey plazmon

rezonans sensorler



ABSTRACT

Boronate Based Surface Plasmon Resonance Sensor for

Determination of Glycosylated Protein

Merve CALISIR

Master of Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ
January 2019, 57 pages

Blood glucose and glycosylated hemoglobin (HbAlc) measurements are the most
commonly used tests for diagnosing diabetics. Measurement of blood glucose is an
indicator of daily glycemic status. HbAlc measurement is an indicator of the risk of
and diabetes to develop. Glycosylated hemoglobin (HbAlc) is the result of glucose
binding of the B-chain of hemoglobin to N-terminal valine and reflects the average
glucose value over the past 2-3 months. HbAlc in the blood concentration of more
than 141mg / dL is often enough to diagnose diabetes. Boronic acid derivatives are
often used in HbAlc determination due to the carbohydrate relationship based on the
cis-diol interaction and determinations based on this association are mostly carried
out by enzymatic sensors and HPLC. In addition to these methods, sensor studies
have also started to be developed as an alternative. In this study it was aimed to
determine HbAlc by a surface plasmon resonance sensor modified with a boronic
acid derivative vinyl phenyl boronic acid. In the study, it was shown that the pH value
is an important parameter for binding and the signal received is increased as the
concentration is increased. Even at 10 pg/mL low concentration, signal can be
received and showed that at clinical values more accurate measurement can be

made. In artificial plasma studies, different sensograms were obtained for human



serum albumin, 1gG, and hemoglobin molecules which all could bind to modified chip
and the selectivity to the molecules are distinctively differentiated in comparison with
HbAlc. In the re-usability tests, the diffraction value varies considerably low,
indicating that low cost is also suitable for targeted studies. The results also
demonstrate that a SPR biosensor can be used as a precision technique to increase

accuracy of HbAlc measurement.

Keywords: Glycosylated hemoglobin, vinyl phenyl boronic acid, surface plasmon

resonance sensor
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1. GIRIS

Seker hastaligi, vicuttaki insulinin azhgi veya etkisinin disikligld durumunda ortaya
cikan, yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasini bozarak kanda ve dokulardaki
anormal glukoz artisina sebep olan ¢ok yaygin bir hastaliktir. Tip 1 seker hastalig
(T1DM) ve Tip 2 seker hastaligi (T2DM) olarak ikiye ayrilir. Tip 1 seker hastaliginin
gorulme orani Tip 2'ye gore ¢ok daha dusuktur fakat Tip 1 seker hastalidi tanisi
konulan hastalar gerekli insulini tedarik edemedikleri durumunda yasamlarini
surdiremezler. Tip 1 seker hastaliginda pankreastaki Beta hicreleri glukozun
kandan hucrelere gecisini saglamaya yarayan insulini yeteri kadar uretmeyi

saglayamazlar [1].

TD2M vyani Tip 2 diyabet dunya genelinde seker hastaliginin en bilinen tipidir ve
genellikle 50’li yaslarin bagslarinda fiziksel hareketin azalmasi ve kilo artigiyla beraber
gelisebilir. Hastaligin seyri boyunca pankreas beta hicrelerinin de ¢ok yorulmasiyla
beraber hiperglisemi (kanda yiksek glukoz seviyesi) Onlenemez ve glukoz
metabolizmasinda bozukluklar goraltr. Bu bozukluklar vicutta kendini korluk, bobrek

yetmezligi, kalp rahatsizliklari gibi disavurumlarla da belli ederler [2].

Seker hastaligi 6ncesi olarak tanimlanan safhada hastalik belirtileri gézlemlenemez
Kandaki glukoz seviyeleri ylksek olsa da tani icin gerekli sinirlarda olmayabilir. Klinik
muldahale olmayan bu safhadan sonra da hastalar Tip 2 diyabet gelistirebilirler.
Genelde yashlik veya baska sebeplerden hastalarda fazla susamak, tuvalete, daha
fazla gitme ihtiyaci, kendini yorgun ve halsiz hissetme, slrekli aglik hali, yaralarin
yavas iyilesmesi, cilt enfeksiyonlari, degisken ruh hali, bas agrilari, bacaklarda veya
ayaklarda agri uyusma gibi belirtiler fark edilmeyebilir. Seker hastaligi adaylarinin kalp
damar hastaliklarina yakalanma riskleri de yuksek oldugundan [3] hastaligin erken

teshisi hayati bir 5nem kazanmaktadir.

Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) bilinen adiyla gebelik sekeri hastahidi da
bircok Ulkede takip edilmesi zorunlu tibbi risklerden birisidir. Hamilelik slrecinde

ortaya cikabilecek sik rastlanan ve potansiyel olarak ciddi bir durumdur. Hem anne

1



hem de yeni doganlarda olumsuz etkilere neden olur. Bu etkiler arasinda artan
sezaryen dogum artiglari, bebegin normalden iri olmasi, amniyon sivisinin artig1 ve

kontrol altinda tutulamayan kan sekeri durumlarinda ani bebek 6lumleri sayilabilir [4].

Ozetle seker hastaligi, kontrol altina alinmasi gereken ve ciddi bir tedavi siirecini
iceren bir saglik problemidir ve gunumuz dunyasindaki artis hizina gore tanisinin
koyulmasi konusundaki yontemlerin iyilestiriimesi de yine hayati derecede 6nemli hale

gelmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glikozillenmig Hemoglobin (HbA1c)

Glikozillenmis hemoglobin, kisaltilmis adiyla HbA1c, hemoglobinin uzun slire boyunca
yuksek seviyelerde kan sekerine maruz kaldiginda olusan bir turevidir. Gorece buyuk
bir protein olan hemoglobin 4 zincirden olusmaktadir. 2 alfa 2 beta adi verilen bu
zincirlerin her biri tekil halka yapida ve merkezinde bir demir atomu olan “heme”

grubuna sahiptir [5].

Sekil 2.1: Hemoglobin (A) ile Glikozillenmis Hemoglobin (B) molekiillerinin
tasarlandigi bir gorsel.

Katyon degisim kromatografisi ile hemoglobin HbA1 daha fazla negatif ylke sahip en
az U¢ minor bilesene ayrilabilir. Bu mindr hemoglobinler baska bir deyigle hizli
hemoglobinler (elektrik alanda daha hizli hareket edebilmelerinden dolayi) en basta
HbA1 adini alsalar da daha sonra elisyon hizlarindan dolayi HbAla, HbAlb ve
HbA1c olarak adlandiriimiglardir. Batin bu HbA1 molekillerinde bir karbonhidrat

grubu bulunur ve globin zincirlerinden birine tutunur.

Glukozun enzimatik olmayan bir sekilde proteinin amino grubuna eklenmesi islemine
glikasyon adi verilir ve dolayisiyla, HbA1a, HbA1b ve HbA1c topluca glikozillenmig
hemoglobinler olarak adlandirilir. HbA1c, HbA1'in yaklasik % 80'ini olusturan ana
fraksiyondur [6].



HbA1c iki asamada olusur. ilk olarak, glukoz, Schiff bazi olarak da adlandirilan bir
aldimin bilesidi olusturmak Uzere B-zincirlerinin N-ucundaki valinin a-amino grubuyla
birlesir. Bu ilk reaksiyon geri dénusimlidir ayrisma kolayca gergeklesir. Ikinci
asamada ise aldimin bilesiginin Amadori tepkimesiyle yer degistirmesiyle kararli bir

ketoamin olan HbA1c olusur. Bu reaksiyon ise geri donusumla dedildir [7].

H xﬂ H M-pratein H Il-l
\/4 N !
C ¢’ H— C — N-protein
HCOH HCOH C=0
' Hizli Yavas
HOCH + HzN-protein — = HOCH - * HOCH
HCOH HCOH Amaden ooy
. Yer degistirmesi
HCOH HCOH HCOH
CH.OH CH,OH CH,OH
Glikoz Aldimin Ketoamin
(Shiff Baz) (HDoA1C)

Sekil 2.2: HbA1c olusumu [8].

2.1.1. HbA1lc Tarihgesi

Amerikan Diyabet Dernegi tyelerinden Samuel Rahbar, 1968 yilinda analitik testlerde
HbAlc'nin klinik ®nemini kesfetti. ilk baslarda kapsamli olarak 6nemini takdir
edemese de, zaman gectikgce glukoz metabolizmasinda 6énemli bir klinik gosterge
oldugunu ve Tip 2 diyabet gelistirme olasiligini belirlemede énemli bir arag olacagini
ortaya koydu. 60’larda hemoglobinin kesfinin sonrasinda yapisal varyantlarinin ve
bunlarin gorevlerinin arastiriimasi, birgok arastirmaci gibi Rahbar’t da bu ¢alismalarin
icine aldi [9]. Ozellikle hemoglobinin HbAla, HbAlb, HbAlc, HbAld ve HbAle
turevlerinin kesfinde rol oynayan Rahbar, HbA1c varyantinin kanda olmasi gereken
yuzdelerini ve hasta bireylerdeki degerlerini kargilagtirarak bu varyantin glisemik
durum hakkinda bir igaret molekul olabilecegini ortaya c¢ikardi [10]. 1978 yilinda
HbAlc seviyesinin idrardaki glukoz seviyesiyle orantili oldugu ortaya c¢ikarildi [11].
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Bulunan tim bu bilgiler 1siginda HbA1c'nin Tip 1 ve Tip 2 seker hastaligi tespitinde
kullanilabilecek kan sekerini kontrol etme ve uzun donemde potansiyel seker hastaligi

komplikasyonlarini 6nlemede degerli bir bilesen oldugu ac¢iklandi [10].

2.1.2. HbAlc Fizyolojisi

Geleneksel olarak kan sekeri ya aglk durumunda ya da belli bir seker yuklemesi
sonrasinda yapilan olgumler ile belirlenir. HbA1c Olgcimu ise gunumuzde, diyabetli
bireylerde glisemik kontrolu izlemek igin en g¢ok kullanilan ve kabul edilen yoldur.
Hemoglobin proteini bir kez glikozillendikten sonra, kalan 2-3 aylik eritrositler
yikilincaya kadarki 6mru boyunca kanda ayni degerde kalir. HbA1c duzeyi direkt

teshis igin yeterli olmasa da hastaligin seyri hakkinda énemli bulgular verir [12].

Eritrositler glukoza serbest¢ce bagdlanabildiginden, HbA1c olusum hizi ortamdaki
glukoz konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir. Tahara ve arkadaslar plazma glukoz
seviyesinin HbA1c'ye katkisinin zaman araliklarina bagli oldugunu gdsterdiler [13].
Elde ettikleri sonuclar, HbAlc'nin % 50'sinin, 6énceki 1 aylik stire boyunca plazma
glukoz seviyesine gore belirlendigini gosterirken, % 25'inin, bu aydan 6nceki 1 aylik
donemde kalan plazma glukoz duzeyi ile belirlendigini ve kalan % 25’inin, bu 2 aydan
onceki 2 aylik sire boyunca plazma glukoz seviyesi ile belirlendigini gosterdi. Bu
oranlar, kisa geg¢miste kandaki HbA1c derisiminin glukoz seviyesinin agirhgini

yansitmada ¢ok fazla katkisi oldugunu kanitladi.
2.1.3. HbA1lc Tayini ve Klinik Degerleri

HbA1c olgumu kronik hipergliseminin degerlendirmesinde en guvenilir yol olarak kabul
edilmektedir ve bu o6lguim, Tip 2 seker hastaligi komplikasyonlarinin gelisme riskini
gostermektedir. HbA1c kontrolu ile bu hastaliktan dolayl hastanede yatis yapan
bireylerin sayisinda yillik % 2 azalma tespit edildi [14]. Bu yaklagimin kesfinden beri
diyabetin yonetimi ¢ok degismistir ve glisemik kontrolin daha sik yapilmasi gerektigini
ortaya koyarak erken tani ile hastaligin azalmasi yolunda buyuk bir yol alinmigtir.



HbA1c’nin seker hastaligi siniri kanda, DCCT birimiyle % 6.5 veya IFCC birimi ile
48mmol.mol™dir. HbA1c seviyesi kan sekeri konsantrasyonundaki giinliik
dalgalanmalardan etkilenmediginden diger glukoz klinik parametrelerine kiyasla
diyabetin daha iyi bir tani araci ve biyokimyasal belirleyicisi olarak kabul edilmigtir,
dolayisiyla acglik hali saglanmasi sart degildir. Bu analizler ayni zamanda sadece bir
tek kan numunesi gerektirir ve HbA1c'nin gunluk degdiskenligi acglik kan sekeri
Olgumlerine gore Onemsizdir. Bu nedenle tekrar testlerinde yanlig negatiflerin ve

yanls pozitiflerin olasiligini azaltarak daha guvenilir sonuglar sunar [15].

HbA1c analizinin birgok yararina ragmen, dunya genelinde diyabette bir tarama ve
tani araci olarak dogrulugu ve duyarlligi agisindan pek ¢ok endiseyi beraberinde
getirmigtir. Akut hipergliseminin varliginda HbA1c, gunluk kan glukoz konsantrasyonu

izlemesinde bir tespit yontemi olarak kullanima uygun degildir [16].

HbA1c analizi akut hipergliseminin yaninda, kisa omuarli kirmizi kan hucreleri
nedeniyle hemoglobinapatiler, talasemi ve diger kirmizi hidcre devri anormallikleri
(hemolitik anemi, kronik sitma ve kan transflzyonlari) olan hastalarda da uygun
degildir [17].

Cizelge 2.1: Aclik kan sekeri ve glikozillenmis hemoglobin tayini karsilagtirmasi.

Analitik Aclhik Kan Glikozillenmisg
Test Sekeri Hemoglobin

Kan sekerinin 8-12 saatlik aglk 3ay

gb6zlenme suresi

Zamanlama Anlik muhtemel sonugtan Gecmise donuk veriden

teshis teshis

Kararhhk Orta kararlilik Gunluk degiskenlere bagli
degil

Hasta Hazirhgi Kati acglik kurallarina baghlik | Yok




HbA1c DEGERLERI

NORMAL GIZLI
DIYABET

<39 mmol/mol 39-47 mmol/mol

Sekil 2.3: IFCC biriminde HbA1c degerlerine gore diyabet teshisi.

2.1.4. HbAlc Tahlil YOntemleri

HbA1c analiz sistemleri 1970’lerden beri gelistiriimektedir. Analizler, ilk o6nce
hemoglobin ile hemoglobin A1c’nin farkh elektrik yuklerini temel almis, daha sonra ise
glikozillenmis hemoglobin ile glikozillenmemis hemoglobinin yapisal farklarindan

yararlanilarak yapilmaya galisiimigtir.

YUk farkina gore yapilan galismalar izoelektrik noktasi farkini temel alarak ¢aligir ve
bu da iyon degisim kromatografisi, elektroforez, kapiler elektroforez ve izoelektrik
odaklanma gibi yontemleri uygulamayr mumkin kilar [18]. Uygulanabilen bu
yontemlerde hemoglobin ailesinin diger Uyeleri ile yapilan ayrimlarda karigmalar s6z
konusu olabilmektedir dolayisiyla segicili§i arttirmak elzem hale gelmektedir. ilk
calismalardaki odak noktasi segicilikten ziyade analiz vaktini kisaltmaya ¢alismakti ve
bu durum tek kullanimlik mini kolonlarin Uretiimesiyle 2 saat kadarlik bir sireye
indirilebildi, fakat shiff bazi ve karbamilat hemoglobinlerin segciciligi dlisirmesi ve
sonuglarin sicakliga son derece bagl olmasi problem olmaya devam ediyordu.

Yuksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) sistemlerinin gelistiriimesi [19] ve



Sekil 2.4: Bio-Rad firmasinin Urettigi HbA1c 6lgcimua yapan HPLC cihazi

uygun kalibratoérlerin  kullanilmasi ile  sonuclarda uluslararasi  degerlerin
standardizasyonu vyapilabildi schiff bazi ve karbilamitlerin Kirliliginin de o6nune
gecilebildi. Ornek kapasitesinin azligi ve tek bir amag igin kullanilabilen bir alet olmasi

da dezavantajlari arasinda kalmaya devam etti.

Yapi farkina dayanan analizlerde HbA1c’nin icinde bulunan glukoz grubu devreye
girdi. Glukozun varligiyla spesifik olarak etkilesime giren ajanlar daha sonra gelistirilen
analitik metotlarin ¢ikis noktasi haline geldi. lyon degisim kromatografisiyle paralel
olarak mini kolonlarin Uretilmesi ile baslayan sure¢ afinite kromatografiyle devam etti.
Burada ortaya ¢ikan sikinti sadece HbA1c degil, tim glikohemoglobinlere baglanma
oldugundan degerlerin beklenilenden yiksek gelmesiydi. Fakat glikoproteinlerin

olusumu yuzdelerle orantili oldugundan 6tlru sonuglar standardize edilebildi.

Yapisal farklari temel alan analizlere alternatif olarak immunokimyasal asseyler de
90 yillarda kullanima katildi [20].



Antikor, B N-terminal glikozillenmis tetrapeptid grubuna karsi hedeflenir. Assayler
immunoturbidimetreden enzimatik tayine kadar degisik sekillerde tasarlanabilir ve
bircok kimyasal analiz cihazina uygun bir sekilde Uretilebilir. Immonokimyasal
asseyler elektrik yuklerinden etkilenmediginden rutin laboratuvar tetkiklerine kolayca
adapte edilebilir fakat dezavantajlari dogrusal bir kalibrasyon egrisine sahip
olmamalaridir. Kullanilan ajanlarin kararliligi sabit olmadigindan tekrar tekrar
kalibrasyona ihtiya¢ duyarlar ve toplam hemoglobinle HbA1c'nin dlgumunu ayri ayri

yapmasindan dolayi sonuglarda dengesizlikler meydana gelebilmektedir.

Yapisal farka dayanan bir diger tahlil yontemi de enzimatik asseylerdir [21]. 2000’li
yillarda geligtirilen enzimatik testlerde ¢ézinmus kan oOrnekleri proteolitik sindirime
tabi tutulur. Glikolize edilmis valinler serbest birakilir ve fruktozil valin oksidaz igin
substrat olarak gorev yapar. Uretilen hidrojen peroksit, bir kromojen ile yaban turpu
peroksidaz katalizorli bir reaksiyon kullanilarak olgullr ve dezavantajlari asagi yukari

immunokimyasal asseylerde olan zorluklar ile aynidir.

Gunumuz pazarinda Birlesik Devletlerde yapilan bir ankete gére laboratuvarlarin
yuzde 60’inda immunokimyasal testler, yluzde 30'unda otomatik iyon degisim
kromatografisi HPLC ve yuzde 10 unu kadarinda affinite kromatografik yontemler
kullaniimaktadir [22]. Avrupa’da ise laboratuvarlarin yizde 60'inda HPLC, ylzde
35’'inde immonokimyasal assayler ve kalan ufak bir ylzdelik dilim de afinite

kromatografik yontemler hastalara uygulamaktadir [23].

2.2. Biyosensorler

Biyosensorler optik, elektrokimyasal, termometrik, piezoelektrik, manyetik veya
mikromekanik olabilen bir fizyokimyasal cevirici ile entegre olan, doku,

mikroorganizmalar, organeller, hicre reseptorleri, enzimler, antikorlar, nukleik asitler



gibi biyolojik bir materyal iceren analizleri yapan cihazlar olarak tanimlanirlar [24].
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Sekil 2.5: Biyosensorlerin genel ¢calisma prensibi

Biyosensdrler genellikle belirli bir analit veya analit grubunun konsantrasyonuyla
orantili olan dijital bir elektronik sinyal verir. Sinyal prensipte surekli olabilirken,
cihazlar belirli pazar gereksinimlerini kargilamak icin tek dlgimler saglayacak sekilde

yapilandirilabilir.

Biyokimya alanlarinda zaman iginde oldukca fazla kullaniimaya baslanan bu teknolojik
cihazlar genel olarak immunosensorler, enzimatik sensorler ve okuma sekillerine gore

elektrokimyasal ve optik sensorler olarak kategorize edilebilirler.

2.2.1. Enzimatik sensorler

Enzimatik sensorler biyosensor teknolojisinin dnemli bir kismini olugturmaktadirlar ve
aktif proteinlerin hedef molekillerine karsi afinitesini ve segiciligini kullanarak klinik
teshislerde ve anlik Olgumlerde etkin olarak kullanilmaya baslanmigtir. Enzim

biyosensorleri, katalitik olarak aktif proteinlerin hedef molekullerine karsi afinitesini ve
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seciciligini kullanirlar. Genellikle sinyal gevirici ylizeyine sabitlenen enzim degismeden
kalirken, substrati, inhibitdrt, yardimci substrati veya yardimci faktoru ile temsil edilen

analit ile etkilesime girer.

Sinyal cevirici genellikle, enzimin analitle etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan etkiyi
elektriksel bir sinyale donusturtr. Assay tipine baglh olarak, iki temel enzim sensoru
cesidi mevcuttur Birincisinde enzim bir substrat veya es-substrat/kofaktor varligini
tespit eder. Bu islem enzimatik aktivitenin artigini izlemek igin kullanilan bir
dénustiirtict araciliiyla yapilir ve en bilinen érnegi glukoz biyosensorleridir. ikinci
grup enzimatik sensoérler ise enzim substrat varliginda inhibitor varli§ini temsil eder ve

bu sistemle enzim inhibisyonunun neden oldugu sinyalin azalmasi izlenir.

Bu yontemin en yaygin ornegi, bocek ilaci ve savag zamaninda sinir sistemi bozucu
ajanlar olarak kullanilan organofosfat bilesiklerinin tespitidir. Sinyal c¢eviriciler
elektrokimyasal, optik, ses ve 1si tipinde olabilirler. Tium bu yaklagimlarin en buyuk
avantaji, segilen tek bir analitin yuksek duyarlilikta ve 06zgullikte biyolojik olarak

taninmasidir.

Enzimatik biyosensdrler, genetigi dedistiriimis yeni enzimlerin kullanimi ve mevcut
analitlerin (glukoz, bdcek ilaglari vb.) tespiti icin mevcut biyosensorlerin gelismis
performans &zelliklerini kullanarak alanlarinda énemli gelismelere imza atmistir. Bu
hizda ilerlemeleri yeni markerleri tespit etmek icin genetigi degistirilmis enzimlerin
kullaniimasi sayesinde olmustur. Bir diger avantaji da karbon nanotlpleri ve diger
farkli "geleneksel olmayan" iletken polimerleri donustirici malzemeleri olarak

kullanmasindan ileri gelir.

Dikkat cekici yapisal ve elektriksel gelisimleri, 6zellikle elektrokimyasal algilama

teknolojileri alaninda yeni segenekler sunmustur.

Bu ilerlemeler sadece farkli materyallerin kullaniimasiyla degil, ayni zamanda yeni,
orijinal yaklagimlari bunyesine katabilmesiyle de meydana gelmistir. Bu tur yeniliklerin
bir 6rnegi de yeni ortaya cikan biyomolekiuler hesaplama alanidir. Elektronik
hesaplama cihazlarinin tipik islemlerini taklit eden cesitli hesaplama islemlerini
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gergeklestirmek icin enzimatik algilama sistemlerinin  kullanildigi bu alana
biyohesaplama adi verilir ve sik biyomolekuler tasarimlari, kimyasal bilgiyi igslemek igin
geri donusumll, yeniden yapilandirilabilir ve sifirlanabilir "biyo-mantik" algilama
mimarilerini igine alir. Bu 6zellikle, simdiye kadar, birkag farkli tirin eszamanl analizi
icin biyosensoOr veya biyoanaliz dizilerinin kullanilmasinin gerekli oldugu enzimatik

biyosensor uygulamalarinda kullanighdir.

Enzimatik biyosensorlerin teknolojisi, bagka higbir biyoanalitik sistemde bulunmayan
guclu bir performans ve analitik 6zellik kombinasyonu sunar. Sadece genel bakista
fark edilen potansiyeli bile gelecekteki bircok gelismeyi tesvik edebilir, bu da Klinik,
cevresel veya endustriyel teshis alanindaki cesitli uygulamalar igin yeni nesil

enzimatik biyosensor Uretilmesinin onund agacaktir [25].
2.2.2. immiinosensérler

immiinosensorler, spesifik antijen-antikor etkilesimlerine dayanan ve ceviricinin
dogrudan veya dolayli olarak immunokimyasal reaksiyonlari tespit ettigi
biyosensorlerdir.  immiinosensoérler, uygulanan tespit prensibine gére kategorize
edilebilir. Baglica tipleri elektrokimyasal, optik  ve mikrogravimetrik
immunosensorlerdir.  Dolaylh  yaklasimda immun  kompleksin  saptanmasi,
immunoassay formatina bagh olarak antikor veya antijenin etiketlenmesi ile elde edilir.
Sandvi¢ tiurl, rekabet, yakalama ve ¢odu zaman optik bir algilama flloresans
kemiliminesans, elektrokimyasal parlakhk, absorbans kullanilir. Dogrudan tespit
yaklagimlari, antikor ve hedef analit (antijen) arasindaki spesifik baglanma olayinin
fizikokimyasal Ozelliklerde bir degisiklik veya varyasyonla izlendigi -etiketsiz
yontemlerdir. Bu durumda, algillama yontemleri elektrokimyasal empedans
spektroskopisi, mikrogravimetri ve ylzey plazmon rezonansi (SPR) icerir. Ek olarak,
bu dogrudan tespit yontemleri ayrica antijen-antikor reaksiyonu hakkinda kinetik bilgi

saglayabilir.
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Ozel analitlerin tespit edilmesinin yaninda, yiiksek performansl sistemler icin yapilan
arastirmalar, mikro ve nanoteknolojilerin yardimi ile ve mikro akigkanlarin

minyaturlestirilerek sensorlere entegre edilmesini sagladi [26].

immiinoassay teknolojisinin gelisimi, 6zellikle klinik laboratuvar igin bir basari
oykusudur ve halen canh bir arastirma alani olmaya devam etmektedir [27]. Daha
fazla gelisme ve otomasyon, klinik bilimlerde immunoassay analiz olanaklarini
genisletecektir. Son on yilda gida endustrisinde eser miktardaki elementlerin ¢cevresel
analizleri ve besin endustrisi alaninda kalite kontrollerini iceren immunoassayler
kullanilarak yeni alanlar tanimlanmistir. Bu uygulamalar surekli bir kontrole ihtiyag
duydugundan, c¢alisan bir imminoassay sistemi olarak bir immudnosensor fikri, bu

Ozellikleri kapsayan sekilde tasarlanmigtir.

immiinosensdr simdi immiinokimyasal alanda énemli bir gelisme olarak kabul edilir.
Cok sayida makaleye ragmen bu alan, klinik tanilamalarda immunosensorlerin
yalnizca birka¢ ticari uygulamasi bulunmaktadir. Bunun nedenleri arasinda
donusturtcu yuzeyindeki immobilizasyon zorluklari ve antikorlarin veya antikora bagl
reaktiflerin spesifik 6zellikleri ile ilgili ¢ozulmemis temel sorular bulunmaktadir. Ek
olarak asil kritik sorun ise klinik uygulamalarin rutin tibbi laboratuvardaki

immunosensor cihazlardan ne kadar faydalanabilecegidir.

Kullanilacak analiz cihazlarinda bir analitin belirlenmesi igin serum, plazma, idrar veya
beyin omurilik sivisi gibi matrislerden alinan numunelere bir 6n islem uygulanmadan
Olcim yapilabilmelidir. Klinik laboratuvarda, immunosensorlerin  gelecekteki bir
immunoassay yonteminin yerini alabilmesi i¢cin ¢ok daha avantajli ve c¢ok yonlu

olabilmesine baglidir.

Geligtirilecek immunoanaliz uygulamalari sadece klinik analizler icin degil, ayni
zamanda cevresel analizler, ilag ve gida endustrilerinde kalite kontroll, biyoguvenlik
ve biyo-terdrizmin dnlenmesi ve son olarak protein profili ve protein-protein etkilesimi
calismalari ile proteomik dénem igin son derece dnemli ve genis alanlarda fayda
saglama potansiyeline sahiptir [28].
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2.2.3. Elektrokimyasal Sensdorler

Kimyasal sensdrlerin bir sinifi olan elektrokimyasal sensoérler, elektrik tepkisi olusturan
induklenmig bir kimyasal degigsimi temel alan cihazlardir. Tasarimlari, donusturucu

eleman olarak bir elektrot kullanir [29].

Elektrokimyasal algilama tekniklerinin gogu potansiyel ve akimda olusan degisiklikleri
kullanir. Sinyal iletim sekillerine gore ayirt edilen elektrokimyasal sensor kategorileri

genel olarak potansiyometrik, voltametrik ve konduktometriktir [30].

Potansiyometrik sensorler basit kullanima sahip cihazlardir ve ylksek segicilik ve
disuk maliyete sahip olmalari nedeniyle alan c¢alismalarinda tercih edilen

yontemlerdir [31].

Bir ¢oOzelti icindeki bilesik ve bir algilama elemani arasindaki elektron degisimi,
potansiyometrik sensoérlerde ana fenomendir. Dogrudan potansiyometrik olgimler,
kimyasal bir bilegigin aktivitesini segici olarak Olgen bir gosterge olarak iyon segici
elektrot kullanirlar. Iyon segici elektrotlar gogunlukla gdzenekli olmayan membran
bazli cihazlardir ve iginde aktif bir iyon ¢ozeltisi vardir. Membran segici olarak iyonlari
baglar ve elektrik potansiyeli membran boyunca Uretilir. lyon secici elektrottan tiretilen
potansiyel referans elektrota gore kullanilan ¢ozeltideki hedeflenen iyonun aktifligiyle

orantilidir ve hesaplamalari bu yontemle yapilir [32].

Amperometrik veya voltametrik tayin ise elektrot ylzeyinde meydana gelen
indirgenme ve ylkseltgenme sirasinda olusan akimi temel alarak calisir. Uretilen
akim dogrudan kullanilan 6rnedin konsantrasyonuyla orantilidir. Kronoamperometri,
cOzeltideki molekullerin  yukseltgenmedigi veya indirgenmedigi bir baslangic

potansiyeline sahip elektrot kullanilan bir yontemdir. Potansiyel aniden degiserek bir
elektrokimyasal reaksiyon baslatir. Potansiyelin asamali olarak degismesi, analiz
edilen maddede ani bir reaksiyon baslatir, bu nedenle elektrot ylzeyi ve ¢evresindeki
solUsyon arasinda bir konsantrasyon gradyani uretilir ve bilesigin elektrotta difizyonu

baslatilir. Tepkime devam ettikge elektrotun yanindaki ¢ozelti tikenmeye baslar ve
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konsantrasyon gradyani azaldidi igin akimda da dusus gdzlemlenir ve hesaplamalari

bu yontemle yapilir [33].

Amperometrik sensorler potansiyometrik cihazlardan daha hassastir ve daha hizhdir.
Diger elektrokimyasal sensor gruplari, direng ve empedans olgumlerine dayanan
rezistans ve siga sensorleri igerir ve iyonlarin iletkenlik degigikliklerini temel alarak

Olgcim yapar.

Gunumuzde elektrokimyasal sensorler, c¢evresel, klinik, endustriyel, tarimsal
analizlerde ve gunluk yasamda, ornegin otomobillerde iletken oksijen kismi basing
sensorl, kan sekeri sensorl, bir elektrokimyasal hicreli karbon monoksit detekt6ri

olarak yaygin olarak kullaniimaktadir.

2.2.4. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler en sik kullanilan biyosensérler sinifidir. Algilama, optik alanin bir
biyo-tanima elemani ile etkilesimi kullanilarak elde edilir. Yeni optik biyosensorlerin
uygulanmasinda, mikroelektronik ve mekanik sistemler, nano teknolojiler, molekler
biyoloji, biyoteknoloji ve kimya gibi ¢oklu ileri kavramlar ve ¢ok disiplinli yaklasimlar
uygulanmaktadir. Optik biyosensorlerin arastirmasi ve teknolojik gelisimi, son on yilda
ustel bir buyime yasamistir. Optik biyosensor arastirma ve gelistirme, temel olarak

saglik hizmetleri, cevre uygulamalari ve biyoteknoloji endustrisine yoneliktir [34].

Biyosensorlerin tip, ¢evre ve biyoteknoloji alanindaki potansiyel uygulamalari ¢oktur
ve her birinin kendi gereksinimleri vardir. Olgiilecek analitin konsantrasyonu,
hassasiyeti, numune konsantrasyonu, probu tamamlamak icin harcanan sure,
biyosensorun tekrar kullaniimasini saglamak igin gereken sire ve sistemin temizleme

gereksinimleri bu gereksinimlerden bazilaridir.

Optik biyotanima genel olarak iki genel bolimde ele alinir; etiketsiz ve etiketli. Kisaca
aclklamak gerekirse, etiketsiz optik biyotanima, tespit edilen sinyal dogrudan analiz

edilen materyalin gevirici ile etkilesimi yoluyla Uretilir.  Buna kargilik, etiketsiz optik
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tanima, bir etiket kullanimini igerir ve optik sinyal daha sonra kolorimetrik, floresan
veya luminensan yontemle dretilir. Glukoz gibi basit molekiller, etiket destekli
algilama kullanilarak enzimatik oksidasyonla tespit edilebilir. Ornegin seker hastalig
icin kandaki glukoz analizini yapan biyosensorler pazarda yerini almistir ve bu

uygulamalarin basarili uygulamalarindan birisidir.

2.2.5. Yuzey plasmon Rezonans Sensorleri (SPR)

Yuzey plazmon rezonansi, optik biyosensor uygulamalari icinde kullanilan en yaygin
yontemlerden biridir. 1982'deki ilk tanitimindan bu yana bu yontem etiketsiz ve hassas

algilanmasi ve ¢ok yonlulugu nedeniyle giderek daha populer hale geldi [35].

Ylzey plazmon rezonans (SPR) biyo tanima sistemleri, ilk basta kanser gdstergeci
kursunlu ilaglar ve gida endustrisinde toksinler gibi sayisiz analit i¢in tasarlanmigtir
[36]. Uygulama alaninin yani sira orneklerin 6zellikleri ve sayisi ve olgimun amaci,
alet ve algilama ylzeyi tasarimi igin bazi gereklilikler belirlemistir. Bu gerekililikleri
derinlemesine anlamak deneylerin planlanmasi ve optimizasyonu igin sarttir. Sonraki
bolimlerde SPR fenomeninin ardindaki temel teori tanimlanmakta, temel SPR
enstrimantasyonunun yapisi gosteriimekte ve SPR biyosensorlerinin kargilastigr en

yaygin zorluklarin bazilari listelenmektedir.
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Sekil 2.6: SPR sensorin sematik temel gosterimi [36]

2.2.5.1. Yuzey Plazmon Rezonans Teorisi

Yuzey plazmonlari, iki ortamin ara ylzinde c¢ogalan yik yogunlugundaki
salinimlardir. Bu enlemesine manyetik polarize elektromanyetik dalgalar, ara ylzde
maksimuma ulagir ve yogunluklari, birlesik her iki komgu ortamda da gitgide azalir. Bu
iki komsu ortamlarin dielektrik sabitleri, ylzey plazmonlarinin olugmasina izin vermek
icin zit isaret olmahdir. Biyo okuma igin ortamlardan birisinin incelenecek ortam
olmasi gerekmektedir ve 6rnek sivi da olsa gaz da olsa dielektrik sabiti pozitif
olmalidir. Bu da diger ortamin negatif dielektrik sabitine sahip olmasini gerektirir. Bu
sebepten tanima yuzeyi olarak genellikle metaller tercih edilir. Ylzey plazmon
rezonans biyosensoérleri icin ¢ogunlukla altin ve gumus metalleri kullanilir ¢tnku

kimyasal kararlliklari diger metallerden ¢ok daha yuksektir. Bunlarin diginda yenilikgi
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cok katmanli metal filmler, sensorlerin hassasiyetini artirmak igin metallere alternatif

olarak tasarlanmaya baslamistir [37].

Ylzey plazmonlarini uyarmak igin, numunenin karsi tarafindaki metalin tzerine 1s1k
dusmesi gerekir. Metal icerisinden 1s1gin gecgebilecegi kadar ince olmahdir ki bu
kalinhgin altin ve gumus metallerinde nufus etme derinligi yaklasik 100 nanometredir
[38]. Uyarilma kosulu, olay fotonlarinin momentumunun ydzey plazmonunun
momentumuyla eslesmesidir; Bu kosullarda rezonansa ulasilir ve fotonlarin enerjisi en

verimli sekilde plazmaya aktarilir.

Elektrik Alan Dielektrik
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Sekil 2.7: Bir metal ve dielektrik ara ylzeyinde yayilan ylzey plazmonu [39]

Yuzey plazmonun yayilma sabiti ksp,

27 €Em€d
A \/ €Em T €d

ksp —

ile formile edilir, e, ve €4 metal ve dielektrik ortamlarin sabitleriyken lamda ise
vakumda gelen 1s191n dalga boyudur. Yayilma sabiti, ger¢cek ve hayali bilesenleri olan
iki bélime ayrilabilir. Gergek kisim, enerjiyi ylzey plazmonlarina baglamak igin

rezonans kosullarini belirlerken, hayali kisim ise yayilma kaybiyla ilgilidir.
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Ylzey plazmon cogalmasinin gergeklesmesi icin, fotonlarin momentumu, ylzey
plazmonlarinin momentumuna esit olacak sekilde gelistiriimelidir. Fotonlarin yayiima

sabiti kpp,

ke =

ile formile edilir ve €; dielektrik sabiti, n; metallerin yansimasindan once fotonlarin
cogaldigr ortamin kirihma indisidir. Standart yontem, fotonlarin metal UGzerinde
yansimasindan o6nce yuksek kirilma indeksli bir ortamdan (n;) gectigi prizma
baglamasidir. Yaygin olarak kullanilan malzeme camdir. Cam gesitli yuksek kirilma
indislerine sahip olabilir ve ince metal film biriktirme i¢in uygun bir ylzey sunabilir.
Kullanilan iki olasi yapilandirma vardir: Kretschmann ve Otto. Kretschmann
konfigirasyonunda, prizma direkt olarak metal ile temas halindeyken, Otto
konfigirasyonunda dielektrik ortam prizma ile metal arasindadir. Kretschmann
konfiglrasyonu ¢ok daha fazla tercih edilir. Prizma baglanmasinda fotonlarin yayiima

sabiti,

27 ,
kph = —npsint

A

formuna doéndslr ve polarizasyon kadar 1si§in gelis agisina da bagimh hale gelir ve

enine manyetik polarize i1sik uyarilmig yuzey plazmonlara ihtiya¢ duyar.

Rezonansta, gelen 1s1gin enerjisi, yayillmalarina izin veren yuzey plazmonlarina
aktarildigindan yansima yogunlugu en aza indirgenir. Bu olgu, yansiyan isigin
yogunlugunu, gelen 1s1gin agisi veya dalga boyu ya degisen bir girdi parametresi
araliginda Olgerek gozlemlenebilir. Parametre arttikga, 1siIk yogunlugu yansima ve
iletim arasinda, yansima toplaminin oldugu bir noktaya ulasana kadar bolunur. Bu
toplam i¢ yansima bolimiunin baslangicina kritik agi (veya dalga boyu) denir. Girdi

parametresi artmaya devam ettikgce, rezonans kosullarinin saglandigi ve yuzey
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plazmonlarinin yayildigi nokta olan baska bir donim noktasina ulasir. Buna rezonans
acisi (veya dalga boyu) denir ve minimum yogunlugun konumuna karsilik gelir.
Yansitilan yogunlugun, gelis acgisinin veya dalga boyunun bir fonksiyonu olarak

izlenmesi, bize bir SPR egrisine verir.

Analt —» ‘ .
Y Y Y{ Y Y Y-—BiyolojikTanlma—hg’ Y ‘? $’ !

Elementi

Kirllma Indisin Kirilma indisi n'=n+An

Sekil 2.8: Analitin baglanmasiyla olusan rezonans degdisimi ve agl kaymasi

Yuzey plazmon rezonans Olgumlerinin tepkisi, numunenin kirilma endeksine baghdir
ve bu da onu biyo okuma icin hassas dolayisiyla avantajh bir teknik haline getirir.
Kirilma indisi baglanma olaylarindan dolay!r degistiginde, ylzey plazmonunun
rezonans kosullari da degisir. Bir SPR yaniti elde etmek icgin kullanilan iki ana
modulasyon formati, yogunluk modilasyonu ve agisal moduilasyondur. Acisal
modulasyonda yansima yogunlugu degisken agi ile olg¢ulebilir. Bu formatta, tim
egrinin gbézlemlenmesi mumkundur ve rezonans agisindaki degisim hesaplanabilir.
Yogunluk modulasyonu igin ise yansima, egimin en buyuk oldugu rezonans agisina
dogru keskin bir dusus ile gosterilen aralikta secilen sabit bir acida izlenir. Bu
konfiglrasyon, algilama yuzeyinin buyUk bir bolumdna bir kerede gorsellestirmek igin
genis kamera da kullanilabilir ve buna SPRI, Yuzey Plazmon Goéruntuleme adi verilir.
Acisal modulasyonun avantajlari, alt tespit limiti ev SPR egrisi ile daha fazla bilgiye
erisme imkani tanimasidir. Yogunluk modulasyonu avantajlari ise daha basit alet

tasarimi ve daha yuksek ¢oklama kabiliyetidir.
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Basarili bir biyosensoérin olabildigince kuguk bir tespit sinirt (limit of detection LOD)
olmalidir. Bir sensorin kirllma endeksi birimindeki ¢ozunurligu, belirli bir analitin
Olcllebilen en kuguk konsantrasyonuna eslenebilir. Biyosensorlerle ilgili yapilan
arastirmalarin ¢ogu, erken teshiste kullanabilip hayat kurtarici 06zellige sahip
olabileceginden tespit sinirini iyilestirmeye odaklanmak ¢ok onemlidir. Bu durumda,
temel zorluklar, daha az guraltali detektorler kullanarak ve daha verimli veri igleme

yontemleri gelistirmek suretiyle toplanan verilerin kalitesini arttirmaktir.

2.2.5.2. SPR Sensorlerin Avantajlari ve Zorluklari

Yuzey plazmon rezonans (SPR) teknolojisi, biyomolekuler etkilesimleri gercek
zamanli olarak izlemek icin etiketsiz bir yaklasimdir. SPR, makro molekillerin
baglanmasi sirasinda 6zgullik, afinite ve kinetik parametreleri belirlemek icin glcli bir
tekniktir.  Ornekler kiiclik molekillerden ham hiicre o6zitlerine, lipid vezikillere,
viruslere, bakterilere ve Okaryotik hicrelere kadar cesitlilik gosterir. Protein-protein
protein-DNA enzim-substrat veya inhibitor reseptér-ilac lipid membran proteini hiicre
veya virls-protein gibi ¢cok sayida etkilesimi gdzlemleyecek ekipmani saglayabilmesi
en buyuk avantajlarindan birisidir. Bunun yaninda teknigin avantajlari arasinda gergek
zamanl izleme, az miktarda numune gereksinimi, karmasik numunelerden
etkilegenlerin saptanabilmesi, esnek deneysel tasarim, yeniden kullanilabilir sensor
cipleri ve tekrarlanabilir dlcimler genel olarak sayilabilir. Etiketsiz olmasi da en énemli

avantajlarindan birisidir.

Diger tekniklerde 6rnegin floresan spektroskopisinde molekull etiketlemek gereklidir
ve bu numune ve zaman kaybina sebebiyet verir. SPR'de standart olan sadece kuguk
bir miktar numune kullanimi onu 6zellikle klinik uygulamalarda hastalarin konforunu

saglamak adina kullanmaya ¢ok daha elverigli hale getirir.

HbAlc oOl¢cumlerinde kullanilan immunoassaylerden siklikla kullanilan Eliza testi ile
karsilastirdigimizda ise ¢ok sayida avantaji bulunmaktadir. Konsantrasyon
analizlerinde Eliza testinde antijen sabitlemesi, ¢ok fazla yikama ve kurutma iglemi,

zayif 6zgullik goOsteren antibodilerin  ylkamada gitmesi gibi dezavantajlar
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bulunmaktadir. Ustelik bir tarama bes ila otuz saat arasinda degisebilmektedir. Yiizey
plazmon rezonans teknolojisinin Eliza testine gére en blyuk avantaji kisa sireli tayin
yapabilme imkani taniyabilmesidir ve bu sire en fazla 30 dakikayr almaktadir. Her
ornek igin yikama kurutma gibi islemlerin beklenmesine gerek yoktur, sistem
kurulduktan sonra kullanimi igin egitimli personele dahi ihtiya¢c kalmadan sonug
alinabilir. Baglanma seviyesinin yaninda kinetik analizleri de sensogramdan okumak

mumkinddr.

Spr tekniginin zorluklari arasinda spr ekipmanlarinin pahali olmasi, immobilizasyonun
saglanmasinda egitimli personel ihtiyaci sayilabilir. Spr tekniginin kullaniminda dikkat
edilecek hususlar arasinda hava kabarcigi olusumunu kontrol etmek de 6énemli bir
esastir ve kullanim dezavantajlarindan sayilabilir. Hava kabarciklari molekullerin
absorbansini etkileyip analitle olan etkilegsimi engeller. Ylzeyde kalmalari durumunda,
sinyal yanitinda uzun sureli yer degistirmelere neden olabilirler. Fakat sensor
uygulamalari arasinda en dusuk konsantrasyon araliklarinda calisabilme ve yuksek
hassasiyet isteyen islemlerde gerekeni verebilmeleri adina, pazarda kullanimlarinin

da artmasiyla maliyet ve kullanim dezavantajlarinin azalacagi 6n gortlmektedir.

2.3. Boronik Asit Seker Baglanmasi

Bor-poliol etkilegsimleri, insan saghgi, bitki gelisimi ve bazi bakteriler arasindaki
taninmanin saglanabilmesi i¢in buyuk bir 6neme sahiptir [40]. Bu cesitlilik belki de
borun deniz suyundaki en bol bulunan on elementten biri oldugu ve karbonhidratlarin
gezegenin en bol bulunan biyokitle sinifini olusturdugu gergedi g6z Onlne
alindiginda aslinda hi¢c de sasirtici degildir. Afinite kromatografisi yontemleri ile
glikoproteinlerin saflastiriimasi igin gesitli boronik asit matrisleri ticari olarak temin
edilebilir [41]. Karbonhidrat taniyici boronik asit molekullerinin kullaniimasi, erken
teshislerde 6nemli olabilecek bazi spesifik sekerlerin taninmasi igin de alternatif bir yol
olarak geligtirilebilir. Ayni zamanda hicre yuzeyindeki sekerlerini hedef alarak
hazirlanan bor bazli bir prob, hastaliklarin tanimlanmasi igin belirli karakteristik

epitoplari taniyabilir ve yine erken teshislerde buyuk yarar saglayabilir.
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Optik rotasyon Uzerine yapilan ufuk agici gcalismalarda bor ve polioller arasindaki
evliligin ilk ipucular tespit edildi [42]. Oncelikle tartarik asidin rotasyonunun borik asit
varliginda degistigi kesfedildi. Bor asitlerin (borik, boronik ve borinik asit) ve
monosakaritlerin etkilesiminin detayl bir sekilde galisilmasi bu gelismeden tam bir
yuzyll sonra baslayabildi. Boronik asitle diol arasinda olusan kovalent Urlne bir
karboksilat esteri gibi boronat ester adi verilir. Bu etkilesimler, tetrahedral boronat
esterin olustugu bazik pH araliklarinda desteklenir. Sulu ¢6zelti iginde bor asitleri ve

iki ligand arasindaki degisim, pH'a bagh olarak kompleks olusturabilir ve degisiklik

gosterebilir.
OH HO. _R HO, /O R

HO-B + I ‘ B \@ + H0
OH HO” "R HO 07 R

Sekil 2.9: Sekerin komsu diolu ile borik asit etkilesimi [43]

Borik asit kokenli iki ana organoboron ailesi vardir ve diollerden su ¢ikararak ester
olusturabilir. Bunlar borik asidin bir hidroksi grubu yerine karbon atomunun gectigi
boronik asitler ve iki hidroksi grubun yerine gegen karbon bazli ikamelerin oldugu
borinik asitlerdir. Boronatlar polar olmayan c¢oziculer icinde notr esterler
olusturabilirler, suda anyonik boronat esterler olusturma egilimindedirler. Boronat
ester olusumu fizyolojik pH seviyesinde pek desteklenmezken ve kuvvetli asidik

kosullar altinda ise tamamen pargalanir.
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Sekil 2.10: Degisken pH'da fenilboronik asit ile diol degisimi [43].
2.4. Glikozillenmis Hemoglobin Tayininde Yapilan Sensor Calismalari

Glikozillenmis hemoglobin tayininde boronik asit formlari kullanilarak yapilan sensoér
analizleri mevcuttur. Bu ¢alismalarda genellikle elektrokimyasal sensorlerin alt siniflar
olan voltametrik ve empedans sensoérler kullaniimistir. Boronik asit tlrevleri olarak
kullanilan molekuller arasinda baslica Tiofen-3-boronik asit (T3BA) ve 3-Aminofenil

boronik asit (APBA) vardir. Yapilan ¢alismalarin bazilari sunlardir:

Hsieh ve arkadaslari etiketsiz ve dustuk maliyetli, dusik numune hacmine sahip ve
deneylerde ek reaktif gerektirmeyen HbAlc tespiti icin bir afinite biyosensori
empedans Olcimine dayanan sensor sistemi gelistirmislerdir. Halka seklinde
tasarladiklari interdigital elektrotlar (RSIDE'ler) ile HbA1c'nin dagilim esgitligini ve
immobilizasyon verimliligini arttirmak amaclanmigtir ve ayrica empedans degisikligini
karakterize edilmis ve cesitli HbA1c konsantrasyonlarini kullaniimistir. Kendinden
olusumlu Tiofen-3-boronik asit (T3BA) ile elektrotun altin yizeyi modifiye edilmistir.
Daha sonra, HbAlc ve T3BA arasindaki esterifikasyon reaksiyonu, elektrot ylzeyinde
elektriksel 6zellikte nispi bir potansiyel farkli olusturmustur. T3BA modifiyeli RSIDE'ler
100 ila 10 ng/pL gibi genis bir aralikta sonug verebilmekte ve 1 ng/uL dislk saptama
limiti ile HbA1c tayininde iyi bir segicilik sunmaktadir [44].
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Bir diger calismada yine empedans temelli etiketsiz bir sensér, HbA1c tayini igin
tasarlanmistir ve boronik asit tlrevi olarak 3-Aminofenil boronik asit kullaniimistir
(APBA). Birlesmis altin mikroelektrotlar (IDAs) kendinden olusumlu sistein ile modifiye
edilmis ve c¢apraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilmis daha sonra APBA
baglanmistir. Empedans algilama, klinik HbA1c seviyelerinde (% 0.1-% 8.36) yuksek
derecede duyarli oldugu gostermistir ve tayin limiti sirasiyla % 0.024 (3o /edim) ve %
0.08 (100/egim) olarak gikmigtir [45].

Elektrokimyasal ydntemlere basvurulan bir baska ¢alisma da yine APBA modifiyesi ile
diyabet tayininde kullanilmak Uzere tasarlanmigtir. Bu c¢alismada etiketsiz
elektrokimyasal algilama icin ¢ok katmanli bir manyetik k&gitla birlestirilmis balmumu
desenli kagit Uzerinde ¢ift ekranli bir elektrottan olusan basit bir 3D-PEID Uretilmistir.
Klinik seviyelerde (S/N = 3) of 0.08 g.dL™ and % 0.21 tayin limitleri ile fabrikasyon igin

uygun hassaslikta bir sistem tasarlayabilmislerdir [46].

Amperometrik sensorler kullanilarak yapilan bir g¢alisma da literatire katilmistir.
Sensor probunu Uretmek icin iletken bir polimer olan, poli (tertiofen benzoik asit)
(pTTBA), elektrokimyasal yolla altin nano partiktllerin tzerinde olusturulmustur daha
sonra HbA1c yakalamasi i¢cin APBA kovalent olarak baglanmistir. Hidrojen peroksitin
HbA1c tarafindan sensor probu Uzerinde yakalanan katalitik indirgeme tepkisi, analitik
bir sinyal olarak izlendi. HbAlc analizi icin deneysel parametreler, H,0,
konsantrasyonu, pH, sicaklik, uygulama potansiyeli ve girisimler agisindan optimize
edilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, amperometre ile HbA1c'nin lineer dinamik
araligr % 0.1 ila 1.5 arasinda ve tespit sinir % 0.052 = 0.02 olarak belirlenmigtir.
Onerilen HbA1c sensériiniin guivenilirligi, bir kan numunesinin bir damlasi kullanilarak
geleneksel yontem, empedans yontemi ve oOnerilen amperometri arasindaki

sonuglarin karsilastiriimasiyla dederlendirilmigtir [47].

Fenil boronik asit ve pirolokuinolin kuinin (PBA-PQQ) kompozitlerin kullanilarak grafen
oksit indirgenmesine dayanan bir voltametrik elektrokimyasal sensér de HbAlc tayini

icin tasarlanmigtir. Camsi karbon (GC) elektrotunda grafen oksit (ERGO) biriktirilmis
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daha sonra, PQQ ile cok katmanli ERGO / GC elektrotunun ylzeyi modifiye edilmistir.
Yizeye en son fenilboronik asit baglanarak PBA-PQQ/ERGO/GC elektrotunun
hazirlanmasi tamamlanmistir. PBA'nin spesifik boronik asit-diol tanimasi amaclanarak

HbA1c ile komplekslestiriimesi saglanmis 1.25 pg.mL™ tayin limiti elde edilmistir [48].
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Sekil 2.11: T3BA ve APBA kullanilarak hazirlanan sensérlerin sematik goésterimi.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Polimerizasyon icin kullanilan etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), 2-hidroksimetil
metakrilat (HEMA), fostat tamponlarinin hazirlanmasinda kullanilan dipotasyum
hidrojen fosfat (K;HPO,4) ve mono potasyum fosfat (KH,PO,), ylizey modifikasyonu
icin kullanilan allil merkaptan ve 4-vinil fenil boronik asit (VPBA) Sigma Aldrich (St
Louis, ABD) firmasindan yuksek analitik saflikta oldugu teyit edilerek satin alinmigtir.
Nanofilm hazirlanmasinda kullanilan baslatici a,a’ azoizobutironitril (AIBN) Fluka A.G.
(Buchs, isvicre)'den, yapay insan plazmasi ise Tokra Medical (Ankara, Tirkiye)den
temin edilmistir. Ylzey plazmon rezonans altin ¢ipleri, SPR sensoriine uygun olarak
GWC Technologies (Madison, Wisconsin, ABD)den temin edilmistir. Deneylerde
kullanilan saf su Barnstead D2731 ters ozmoz sistemi kullanilarak elde edilmistir.

HbA1c ClinChek Controls (Almanya)’dan temin edilmistir.

3.2. SPR Nanofilmlerin Hazirlanmasi

Yuzey plazmon rezonans ciplerinin yizey modifikasyonu yapilmadan once altin
yuzeyleri 10 mL saf etil alkol, saf su ve sulfurik asit/hidrojen peroksitli asidik piranha
cOzeltisi ile (3:1 v/v) ayri ayri 10 dakika boyunca yikanmis ve daha sonra 200mmHg

basing ve 37°C derece altinda kurumaya birakilmistir.

3.2.1. SPR Ciplerinin Allil Merkaptan ile Modifikasyonu

SPR altin ¢ip ylzeyi 3 mM allil merkaptan ¢ozeltisi (CH,CHCH,SH) damlatilarak 12
saat slreyle inkibe edilmigti. Daha sonra baglanmamis allii merkaptanin
uzaklastiriimasi igin etil alkolle temizlenmis ve vakum etiviinde 220 mmHg basing ve

25°C de tekrar kurutulmustur.
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Sekil 3.1: Altin ylzeyin allil merkaptanla kaplanmasi sonucu olugan baglanmanin
sematik gosterimi.

3.2.2. Vinil Fenil Boronik Asit Nanofilm Sentezlenmesi

13.9 uyL HEMA, 40 uL EGDMA ve 4-vinil fenil boronik asit (VPBA) iceren stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Devaminda polimerizasyon baslatici olarak 0.1 mg AIBN c¢ozeltiye
eklenerek ¢dzinmesi saglanmistir. Hazirlanan ¢ozelti SPR ¢ip yuzeyine damlatilarak
esit yayihm saglanmistir. 100 W ve 365 nm’de UV i1s1d1 altinda polimerlesme igin 20-
25 dakika azotlu ortamda bekletilmistir. Beklenen polimerlesme gbézlemlendikten

sonra ylzey asetat tamponu (25 mM ve pH 5) ve saf suyla yikanmistir [49].
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Sekil 3.2: Boronik asit temelli nanofilm kapli altin ylzeyin sematik gosterimi.

3.3.Spr Ciplerin Karakterizasyonu

Boronik asit temelli nanofiim kaplanmis ve kaplanmamis ¢ip ylzeylerinin
karakterizasyonu igin Fourier Doénusimllu Infrared Spektrofotometresi (FTIR),

elipsometre ve temas agisi 6lgumleri yapilmistir.
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3.3.1. FTIR Olgiimu

Boronik asit temelli nanofilm kapl SPR giplerin karakterizasyonu oncelikle FTIR ile
yapilmistir. FTIR spektrometresi ( Thermo Fisher Scientific Nicolet 1S10 Waltham,
MA, ABD) kullanilan analizde boronik asitli malzeme KBr ile tablet haline getirilmis ve

450-4000 cm™ dalga sayisi araliginda élciim yapilmistir.

3.3.2. Elipsometre Olcumleri

Boronik asit temelli nanofilm kaplanmis ve kaplanmamis ¢iplerin kalinhk él¢gimleri igin
Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Géttingen, Almanya) kullanilmistir. 62° aci ve 532

nm dalga boyu ayarinda dlgumler alinmig, ortalama degerler kaydedilmistir.

s —
Sekil 3.3: Kullanilan elipsometre cihazi.
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3.3.3. Temas Agisi Olgiimleri

Temas acisi dlgimleri KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi ile yapiimistir.
Kati ylUzeylerin karakterizasyonunda kullanilan ve damlatilan sivinin yayilma
goruntisunu yakalamaya dayanan “Sessile drop” yontemi ile olgum yapilmistir.
Nanofilm ile modifiye edilen ve edilmeyen ¢ip ylizeylerinin ayri ayri verileri alinmistir.

Sekil 3.4: Temas agisi 6lgim cihazi.

3.4.Ylzey Plazmon Rezonans Sensdrlerle Kinetik Analizler

Boronik asit temelli nanofilm kaph sensorlerin hazirlanmasindan sonra kinetik
calismalara gecilmistir. ilk énce farkli pH drnekleri denenerek optimum pH degerleri
belirlenmis, daha sonra farkli derigsimlerde ¢alismalar yapilmis, bunlari en son tekrar

kullanilabilirlik ve yapay plazma 6rneginde alinan dlgimler takip etmigtir.
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HbA1c’nin izoelektrik noktasi pl= 6.74 olarak literatirden alinmistir. Bu deger cikis
noktasi alinarak yakin pH araliklarinda olgimler yapilmis ve optimum sinyal pH 6
degerinde elde edilmistir. Ornekler pH 6 fostat tamponu iginde hazirlanmistir ve 10
mL hacminde ¢ozeltiler deney igin hazirlanmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi olarak pH 7.4
fosfat tamponu ve 0.1 M NaCl ¢oézeltileri kullaniimistir. Derigsim taramalari 10-200
pg/mL derigsim araliginda yapilmistir. GWC Technologies SPR sensor cihaziyla
yapilan c¢aligmalarin basamaklari su sekildedir: Sensoér cipleri cihaza dikkatli bir
sekilde yerlegtirildikten sonra sistem calistiriimistir. Ornekler, su ve desorpsiyon
cozeltileri gecirilmeden peristaltik pompa her defasinda durdurulmustur. Bu, hava
kabarcigi olusmamasi igin alinmasi zorunlu dnlemlerden birisidir. Sistemin dengeye
gelmesi amaclanarak dncelikle saf su sistemden gegirilmigtir. Kullanim sikligina gore
10-15 dakika arasinda su gegirilen yuzey artik denge tamponunun gegirilmesi icin
hazir hale gelmistir. icinde érnek olmayan pH6 fosfat tamponu saf suyu takiben
sisteme verilmigtir. Denge hali sensogramdan izlenerek gozlemlenmistir. Yaklagik 2
dakikalik bir tampon gecisinden sonra ornek iceren pH 6 ¢ozeltisi ile 6lgim alinmaya
baslanmistir. 5 dakikalik bir okumadan sonra sisteme baglanan molekdilleri s6kme
amaci ile pH 7.4 desorpsiyon ¢ozeltisi 2 dakika sire ile sistemden gecirilmistir. Bu
islem farkl derisimdeki orneklerin her biri i¢in uygulanmistir. Her derigim igleminden
sonra daha kuvvetli bir desorpsiyon icin 0.1 M NaCl 5 dakika sire ile sistemden

gecirilmigtir ve bunlarin karsiligi SPR egrileri elde edilmistir.
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Sekil 3.5: GWC Technologies SPR cihazi.

3.4.1. Tekrar Kullanilabilirlik Caligmasi

Tekrar kullanilabilirlik calismalari, sisteme takili olan boronik asit temelli nanofilm ile
modifiye edilmis ¢ip ¢ikartiimadan ayni derigsimdeki 6rnek tekrar gegirilerek yapiimistir.
Tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalarinda denge igin 3 dakika pH 6 tamponu gegcirilmis,
daha sonra 10 dakika sure ile ayni derisimdeki 6érnek gegcirilmis ve son olarak pH7.4
tamponundaki desorpsiyon c¢ozeltisi 3 dakika gegirilmistir. Bu islem 5 kez tekrar

edilmis ve sonunda tekrar kullanilabilirlik sensorgrami elde edilmistir.

3.4.2. Yapay Plazma Galigmalari

Yapay plazma galismalari, kullanilan ¢ozeltiler ile gergek érneklerin kargilastirmasina
dayanir ve sistemin pratikte kullaniminin uygunlugu hakkinda énemli bilgiler verir.
Boronik asit temelli sensor cipi icin HbA1c ornegi iceren c¢ozeltileri, HbAlc iceren

yapay plazma 6érnegi ile kargilastiriimistir.
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4. BULGULAR VE YORUM

4.1. Yuzey Plazmon Rezonans Cip Yuzeyin Karakterizasyonu

Yuzey plazmon rezonans cip yuzeyinin karakterizyonu icin FTIR ve Elipsometre

analizlerinin yani sira temas agisi olgimleri de yapilmigtir.

4.1.1. FTIR Analizi
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Sekil 4.1: VPBA ile modifiye edilmis SPR sensoérin FTIR spektrumu

VPBA ile modifiye edilmis ¢ipin ylzey karakterizasyonu icin FTIR spektrometresi
tercih edilmistir. 4000-400 cm™ bandinda analiz yapiimistir. FTIR analizinde amac
boronik asit temelli nanofilmin karakterizasyonun yapilmasidir. Boronik asit, hedef
molekul olan glikozillenmis hemoglobini baglayacak olan kisim oldugundan bazi
0zgun pikleri vermesi beklenmektedir. Nanofilmin yapisindaki EGDMA varhigi 1140
cm™ piklerinde C-O titresimleriyle kendini gdstermektedir. O-H gerilme bandi 3467
cm™ de kendini gdstermistir. Bunun yaninda 1450 ve 2950 cm™ pikleri de fenil

gruplari icin alinan tipik piklerdir. Karbonil gerime bandi ise 1720 cm™ de
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gorilmektedir. B-O gerilmesi 1375 cm™ de bellidir. Ayrica B-C gerilmesi de 1140 cm™

de pik vererek boronik ait temelli polimerin varligini dogrulayan verilerdendir [50].

4.1.2. Elipsometre Analizi

VPBA temelli nanofilm ile modifiye edilmis, sadece allil merkaptan ile modifiye edilmis

ve son olarak herhangi bir islem uygulanmamis bos SPR c¢iplerinin kalinliklar
elipsometri cihaziyla élgtimuastr.
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Sekil 4.2: Bos altin ylzey (A), allilenmis ylzey (B), VBPA eklenmemis nanofilmli
yuzey (C) ve VPBA nanofilmli altin ylzey elipsometri gértntuleri.

Elipsometri analizi sonucu allil merkaptan ile modifiye edilmis yluzey 32+1.2 nm,

VBPA eklenmemis nanofilmli ylizey 48+2.1 nm ve VPBA eklenmis nanofilmli ylzey

kalinhigi 50+4.1 nm olarak olguimustur ve bu degerler cizelge 2'de gosterilmistir.. Bu
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Olcimlerden yola c¢ikarak nanofiimin homojen bir sekilde ylzeye uygulandigini

sdylemek mumkundur.

Cizelge 4.1: Allil merkaptan ile modifiye edilmig yuzey, VPBA katilmamig nanofilmli
yuzey ve VPBA nanofilmli ylzey kalinliklari.

Yuzey Yuzey Kalinligi (nm)
Allil Merkaptan ile Modifiye Edilmis Ylizey 32+1.2
VPBA Katilmamis Nanofilmli Yuzey 48+2.1
VPBA Nanofilmli Ytzey 50+4.1

4.1.3. Temas Agisi Olgiimleri

Kati yluzey ile temas eden bir sivi belli miktarda bir a¢i olusturur. Bu agi temas edilen
katinin ve temas eden sivinin ne olduguna bagli degisir. Temas acisi dlgumu ylzeyin
hidrofilik mi hidrofobik mi oldugu hakkinda bilgi verir. Bu aginin buyudklugu ayni
zamanda kohezyon ve adezyon kuvvetlerinin buyuklugune baghdir. Temas agisi 90

dereceden biyukse yizeyin hidrofobik, distkse hidrofilik 6zellikte oldugunu gdsterir.

Deneyde ylzey karakterizasyonu icin VBPA temelli nanofilm ile modifiye edilmis,
sadece allil merkaptan ile modifiye edilmis ve son olarak VPBA eklenmemis nanofilm

ylizeyinde SPR ciplerinin temas agi dlgumleri yapilmistir.

36



A) B)

Sekil 4.3:  Yizey temas agisi fotograflari sirasi ile allil merkaptan ile modifiye
edilmis yuzey (A), VPBA katiimamis nanofilmli ylzey (B) ve VPBA
nanofilmli yuzey (C).

Temas acilarina bakildiginda allil merkaptan ile modifiye edilmis ylzey, VPBA
katilmamis nanofilmli yizey ve VPBA nanofilmli yizeyde olgulen dederler sirasiyla,
81.4, 68.1 ve 55.2 derecedir. Bos ¢ip yuzeyine yapilan allilleme islemi ve daha sonra
uygulanan VBPA'’siz nanofilm ve en son VBPA eklenmesi ile her basamakta aci
degeri dismustir. Bagka bir ifadeyle yapilan eklentilerin hepsi yuzeyin hidrofilik

ozelligini arttirmigtir.

Cizelge 4.2: Allil merkaptan ile modifiye edilmig yuzey, VPBA katilmamis nanofilmli
yuzey ve VPBA nanofilmli ylizey temas acilari.

Yiizey Temas Acisi (°)
Modifiye Edilmemis Altin YUuzey 81.4 (referans)
Allil Merkaptan ile Modifiye Edilmis Yulzey 81.1

VPBA Katilmamig Nanofilmli Ylzey 68.1

VPBA Nanofilmli Ytzey 55.2
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4.2.Yuzey Plazmon Rezonans Sensor ile Yapilan Kinetik Caligsmalar

4.2.1. Baglanmaya pH Etkisinin incelenmesi

Boronik asit temelli nanofilm ile modifiye edilen SPR ¢iple yapilan kinetik galigmalara
uygun pH araliklari ve derisim degisimlerine olan tepkileri g6zlemlenerek
baslaniimistir. Uygun pH belirlenmesi icin HbAlc'nin izoelektrik noktasi 6.74 temel
alinarak sirasiyla pH 5.0, 6.0, 7.0, 7.4 ve 8.0 degerlerindeki baglanma sinyalleri
g6zlemlenmistir. 1zoelektrik noktasina en yakin deger olan pH 6.0 fosfat tamponunda
en yuksek sinyal alinmistir. Yine bu calismadan yola ¢ikilarak desorpsiyon ¢ozeltisinin
pHInin 7.4 dederinde, ¢ip ylzeyinin tahribatini saglamadan amacina ulasabilecegi

tespit edilmigtir.
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Sekil 4.4: pH degerinin baglanmaya etkisi.
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4.2.2. Baglanmaya Derigimin Etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismalarda 10, 50, 75, 100, 120, 150 ve 200 ug/mL derisimde pH 6.0 tampon

¢Ozeltisi icinde HbA1c Ornekleri hazirlanmig ve sensorgramlari alinmistir.
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Sekil 4.5: Farkli derigsimlerdeki HbA1c ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki
etkilesimin sensorgramlari.

Sistemden oOncelikle 5 dakika stresince pH 6.0 tampon ¢ozeltisi gegirilmis daha sonra
belirtilen derisimlerdeki HbaAlc c¢ozeltilerinden biri 8 dakika sure ile gegirilmis, sonra
2 dakika boyunca pH 7.4 desorpsiyon c¢ozeltisi ile sdkme islemi yapilmistir. 10 pg/mL-
200 pg/mL derisimleri arasinda yapilan farkli 7 6rnekte goéruldigu tzere, HbA1c

derisimi arttikga AR deg@erinin arttigi agik bir sekilde gortlmektedir.
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Sekil 4.6: Boronik asit temelli nanofilm kaph ¢ipin HbA1c derisimiyle verdigi AR
kiriniminin kalibrasyon grafigi.

10 pg/mL-200 pg/mL derigim araliginda alinan dogrusal grafigin denklemi y=0.0642x-
2.9286 olarak hesaplanmistir. Bu denklemden dogrusallik R?=0.9867 olarak
hesaplanmistir. R? degeri baglanma ile oranti gésterdiginden baglanmanin % 98.67

dogrusallikta oldugu belirlenmistir [51].

Kalibrasyon grafiginden cikarilan standart sapma ve edim dederlerinden tayin limiti ve
miktari hesaplanmaktadir. Tayin limiti hesaplamasinda (LOD) LOD = 3*s/b, tayin
miktari hesaplamasinda (LOQ) LOQ = 10*s/b esitligi kullaniimistir. Bu esitliklerde
kullanilan s degeri kalibrasyon grafiginden elde edilen standart sapmayi, b degeri de
yine bu grafigin egimini ifade etmektedir. Yapilan hesaplamalar sonucu LOD ve LOQ
degerleri sirasi ile 2.86 ve 9.52 olarak bulunmustur. Daha 6nce bahsedilen ¢alismalar

ile birlikte hesaplanan tayin limiti degerleri gizelge 3’te gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3: Boronik asit turevleri kullanilarak hazirlanan HbA1c tayini sensorleri

Kullanilan Modifiye Elemani Tayin Metodu | Tayin Limiti
Boronik Asit veya Elektrotu (LOD)
Turevi

T3BA AU/IgG-FITC Empedans 1

APBA glutaraldehit-SAM Cys | Empedans % 0.024
APBA glutaraldehit-ESMs Empedans % 0.19-0.21
APBA pTTBA-Au NPs Amperometrik | % 0.052
APBA PQQ-ERGO/GCE Voltametrik 1.25

VPBA VPBA-EGDMA-HEMA | SPR 2.86

4.2.3. Denge Analizi

Denge analizleri Scatchard izotermi ile incelenmistir. Scatchard analizi bagdlanan
ligand ile baglanmayan ligand arasindaki derisim miktarini belirleyebilen bir grafiktir.
Geri dontsumlu ligand-reseptor baglanmasi iligkisini inceler. Scatchard grafigi, ylzey
plazmon rezonans sensoérlerinde baglanan ve baglanmayan madde derigimini, Kirinim
degisimi, yani AR, esas alinarak hesaplar. Bu sebepten dolayi fazladan kuitle/derisim

doénusumlerine gerek duyulmamaktadir. Scatchard esitliginde;
d AR/dt=k,C (ARmax- AR)kgAR (2)

ka ve kg parametrelerinde k, baglanma hiz sabiti ve kq ayrilma hiz sabiti olarak
isimlendirilir. Bunlarin birbirlerine orani ki/ky ise tepkimenin baglanma sabiti olan Ka
degerini verir. Denge halinde ¢ip yuzeyi stabil kalacagindan kirilan 1s1gin agisinda bir
degdisim gozlenmesi beklenemez. Bu yuzden kirilnimdaki degisim sifir olacagindan

dAR/dt sifira esitlenir. Bu esitlik sadelestirildiginde

Al:\)denge/C = KaARmaks— KAARdenge
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esitligi hesaplamalar igin elde edilmis olur. (2)

Scatchard grafigi uyguladigimiz derisimde c¢ikarildigi takdirde x eksenini kestigi
noktalar teorik olarak baglanma noktalarini gosterirken, y eksenini kestigi noktalar ise
ayrilma noktalarini verir. AR’nin maksimum oldugu degerde bir noktadan baglanma
yapildigi varsayildiginda, (2) numarali esitlik kullanilarak Ka ve Kp degerleri elde

edilebilir.

Scatchard grafikleri baglanmanin yorumunu baglanma bdlgelerinin sayisindan
yararlanarak yapar. Kp degerinin Ka degerinden disuk oldugu durumlarda, ligand ve
analit arasindaki baglanmanin birden ¢ok noktada oldugu soylenir. Eger Ka degeri Kp
degerinden ¢ok dusukse, bu durumda baglanma tek bir noktadan guglu bir sekilde
yapilmistir. Grafikteki degerlerde Kp degerinin Ka degerinden buyuk olmasi da VPBA-

glukoz baglanmasin tek bir noktada oldugunun gostergesidir.

Scatchard
0.06 -
y = 0.0043x + 0.014
0.05 - R?=0.8633
0.04 -
(5]
¢ 0.03 -
<
0.02 -
0.01 -
[]' T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
AR

Sekil 4.7: Scatchard denge analiz grafigi.
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Cizelge 4.4: Scatchard denge analizi

Scatchard Denge Analizi
ARmaks 9.66
Ka (Mmg/ml) 0.01
Ko (ml/mg) 142.86
R® 0.86

4.2.4. Baglanma Kinetik Analizleri

Baglanma kinetigine gecildiginde denge analizi icin uyguladigimiz (1) esitligi tekrar

duzenlenerek bir analiz yapilabilir.
dAR/dt=kaCARmaks-(KaC+kg)AR (3)

Egimi -(kaC +kq) olan yukaridaki dogru grafigi baglanma hizi ve analit derigiminin
iligkisini verir ve miktarini hesaplamada kullanilabilir. Rmnas degerinin  egitlikte
kullaniimasiyla kq ve k, degerleri hesaplanabilir. Sensér ylzeyini tam kapasite
doldurmak i¢in kullanilacak o6rnek miktari ¢cok fazla olacagindan, farkli 6rnek
derigsimlerinde alinacak sensorgramlarin AR ve dAR/dt grafiklerinden ileri ve geri hiz

sabitleri hesaplanarak yine egimden k, ve kq degerleri bulunabilir.
S-kaC+ky (4)

Esitlik 4’de verilen dogrunun egimi ky'dir ve kesim noktasi kq degerini verir. Belirlenen
bir baslangic noktasinda baglanma sabiti ayriima sabitinden ¢ok daha yuksek
olacagindan kg degerinin hesaplanmasini zorlagtiracaktir. Belirlenen t; ve t
zamanlarindaki ARy ve AR: kirinimlari oraninin dogal logaritmasi, kq degerini

hesaplamada daha kesin bir sonu¢ vermektedir.
|n(ARt0/ARt) = kd (t — to) (5)

Bu esitliklerden tim baglanma kinetigi parametreleri hesaplanir [52].
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Sekil 4.8: Baglanma kinetigi grafigi.

Cizelge 4.5: Baglanma kinetigi parametreleri.

Baglanma Kinetigi Parametreleri

ka, (Mg/L)"s™ 0.0005
ka, ™ 0.0215
Ka, (Mg/L)™? 43

Kp, (mg/L) 0.0233
R? 0.9714

Baglanma kinetigi analizinin sonuglari incelenirken Ky degeri ne kadar yluksekse Kp
degerinin o kadar dugsuk olmasi beklenir ¢unkl bu durum analitin aliciya yuksek
afinite gdsterdiginin kanitidir. Ka degerinin 43 mg/L™ ve Kp degderin de 0.0233 mg/L
ciktigi bu grafikte, iki oranin birbirine oranin yuksekligi gorulmektedir ve HbA1c'nin
modifiye ettigimiz sens6re baglanmasinin basarili bir sekilde gergeklestiginin
kanitlarindan birisidir.
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4.2.5. Denge izoterm Galismalari

Freundlich modeli, heterojen yuzeyler uzerinde olusan adsorpsiyon i¢in uygulanan bir
izoterm modelidir. Ylzey plazmon rezonans icin standart parametreleri uyarlanarak

asagidaki formulle ifade edilir,
AR=AR as[C]"

Langmuir izotermi ise, yuzeyde adsorplanan molekullerin tek tabaka halinde ve
homojen bir gekilde adsorplandigi varsayimi yapilarak alinir. Adsorpsiyonda ylzeyin
her tarafinda adsorpsiyon enerjisinin ayni oldugu ve yuzeyde tutunan molekuller
arasinda etkilesme olmadidi kabul edilir. Langmuir izotermi denklemlerinin ylzey

plazmon rezonans sensoéru AR degerine uyarlanmis formuld,
AR={ARmaks[C)/(Kp+[C])}

seklindendir. Langmuir-Freundlich izoterm modellerinin kabullerinin birlestigi bir

yaklasimda da;
AR={ARmaks[C]*™Ko+[C]'™}
esitligi kullanilir.

HbAlc ile boronik asit temelli sensor sistemi arasindaki iletisimi incelemek igin sirayla

Freundlich, Langmuir ve Freundlich-Langmuir izoterm grafikleri ¢ikariimistir.

dAR/dt ylzey plazmon rezonans sinyal degisim hizi, m kitle, ARnyas Olcllen
baglanma sinyali, C derisimi, ka baglanma hiz sabiti ve kq ayrilma hiz sabiti, 1/n
Freundlich heterojenite indeksini ifade etmektedir. Baglanma analiz parametreleri

Cizelge 4.6’da verilmistir
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In AR
(]

Freundlich izotermi

L 4
y =1.2709x - 4.7882 *
R? = 0.8573 *
L 4
T T T T T 1
1 2 3 4 5 6
L 4
L 4
InC

Langmuir izotermi

y=43.979x + 0.0782
R*=0.9288

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
1/C (uM)
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8 - Langmuir-Freundlich izotermleri

7 - *

y = -164.55x + 9.0506
2 R? =0.9244

O T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

1/c(1/n)

Sekil 4.9: Freundlich, Langmuir ve Langmuir-Freundlich izoterm grafikleri

Cizelge 4.6: Hesaplanan Freundlich, Langmuir ve Langmuir-Freundlich izoterm
parametreleri

Freundlich Langmuir Langmuir -Freundlich
ARmaks 2.977 ARmaks 12.787 ARmaks 0.11
1/n 1.27 Ko, (mg/l) 601.023 1/n 9.05
R? 0.8573 Ka(mg/l)™? |0.00166 Kp,(mg/l) 18.18
R? 0.9288 Ka (mg/MH™* |0.06
R? 0.92

Elimizdeki izoterm modellerinin  hepsinde basarili  bir baglanma oldugu
gozlemlenmigtir. Fakat 6zellikle Langmuir modelinin, ARmaks 12.787 degeri ile VPBA

nanofilm SPR sensoér ile HbA1c moleklli arasindaki etkilesimi en uygun model
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oldugu goérulmustir. Bu sonuglar, SPR nanosensor Uzerine HbA1c baglanmasinin tek

tabakall ve homojen oldugunu da gostermektedir.

4.2.6. Yapay Plazma Galigmalari

Boronik asit temelli yizey plazmon rezonans sensorunun segiciligini belirleyebilmek
igin yapay plazma ile 6lgumler alinmigtir. HbA1c’'nin boronik aside gosterdigi cis-diol
etkilesimine dayanan ylUksek afinitenin plazmada bulunan IgG, HSA ve Hb igin de
ayni derecede baglanip baglanmadigi gérmek igin élgimler yapiimistir. 120 um/mL

derisimde hazirlanan tum orneklerin sensorgrami sekil 4.10’da gosterilmistir.

6

5

4

3 120 pg/mL Hbalc
o
<] 120 pg/mL lgG

2 120 pg/mL Hb

1 120 pg/mL HSA

0

0 200 400 600 800 1000 1200
-1 Zaman,(s)

Sekil 4.10: HbA1c’nin IgG, hemoglobin ve insan serum albumine gore baglanma
sinyalinin karsilagtiriimasi.

Bu calismalarin yani sira yapay plazmaya HbA1c eklemek suretiyle bir sensorgram
daha elde edilmistir. Yapay plazma ornegine 120 pg/mL, 50 pg/mL, 30 pg/mL
derisimde olmak uzere HbA1c eklenmigtir. 30 pg/mL gibi normal tayin sinirlarinin gok

altindaki seyreltik ¢ozeltide bile sinyal alinabilmigtir.
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Sekil 4.11: Yapay plazmada 120 pg/mL,50 pm/mL, 30 um/mL derisimde HbAlc
eklenerek alinan sensorgram.

Hazirlanan sensorun segicilik katsayisinin belirlenmesi i¢cin k denge sabitinin

bulunmasi gerekmektedir. k denge sabiti esitligi,

k=ARHbAlc/ARyar|§maC| (7)
formulanden bulunur. Bagil segicilik katsayisi (k") ise

K =kvpga/ kbos (8)

esitligi ile elde edilebilir. Yapilan hesaplamalar sonucu Cizelge 4.7°’de goruldugu gibi,
boronik asit nanofilmli sensor ile modifiye edilmemis sensor arasindaki degerlerde

blyuk farklihklar bulunmaktadir.
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Cizelge 4.7: Vinil fenil boronik asit (VPBA) modifiyeli ve modifiyesiz sensorin 1gG,
insan serum albimin (HSA), hemoglobin ve HbA1c igin karsilastirmali
segicilik katsayilari

VPBA Nanofilmli SPR VPBA Eklenmemis SPR
AR k AR k k'
HbalC 5.2 0.15
19G 0.7 7.3 0.11 1.3 5.4
HSA 0.3 17.3 0.1 1.5 11.6
Hb 0.2 34.6 0.1 1.5 231

VPBA nanofilmli SPR i¢in HbA1c sirasiyla, IgG’ye gore 7.324 kat, HSA'ya gore
17.333 kat, Hb’a gore 34.667 kat fazla segicilik gostermektedir. Ayrica modifiye
edilmemis cip ile AR karsilastirmasina bakildigi zaman 5.2/0.15 gibi ciddi bir fark
gorulmektedir ki bu nanofilmin HbA1c ile ylksek afinite gostererek basarili bir sekilde

baglandiginin kanitidir.

4.2.7. Tekrar Kullanilabilirlik Caligmasi

Tekrar kullanilabilirlik ¢alismasinda sisteme 75 pg/mL derisimde pH 6.0 tamponunda
HbA1c ¢oOzeltisi verilmigtir. Tampon sistemden gegcirildikten sonra yaklagik 5 dakika
ornek verilmis, desorpsiyon ¢ozeltisi ise 3 dakika gecirildikten sonra ayni islem 5 defa
tekrarlanmigtir. Sekil 4.12°de goruldugu gibi tekrarlanan her érnekte neredeyse ayni

AR degeri elde edilmisgtir.
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Sekil 4.12: VPBA temelli sensorin HbA1c élgimundeki tekrarlanabilirlik sensogrami.
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5. SONUC

Seker hastaligi tayini ve erken teshisi icin hayati onlem tasiyan glikozillenmis
hemoglobinin (HbA1c), ylzey plazmon rezonans sensoriyle (SPR) tayin edilmesini
amagclayan calismalar yapilmistir. Glukoz-boronik asit arasindaki cis-diol etkilesimlerin
O0zgun ve kuvvetli olacagl ongoruldugunden vinil fenil boronik asit (VPBA) baglanmig
nanofilm sentezlenmis ve glikozillenmis hemoglobin arasindaki iligkisi deneyler ile
gozlemlenmigtir. Sentezlenen film SPR ¢ip yuzeyine uygulandiktan sonra FTIR,
elipsometri ve temas acisi karakterizasyon calismalari yapimistir. FTIR’da
gozlemlenmek istenen pikler alinmigtir. Temas agisi ve elipsometri sonuglari da
yuzeyi tanima, filmin kalinhgr ve dagihmi hakkinda istenen sonuglari dogrulamigtir.
Yapilan kinetik ¢alismalarda derisim, pH etkisi, denge analizleri ve denge izotermleri
sonuglari analiz edilmistir. Derigim artigiyla AR de@eri artmig ve alinan grafige gore %
98.67 dogrusallikta baglanma oldugu hesaplanmistir. Denge analizleri ve baglanma
analizleri ise baglanmanin varsayildigi gibi tek bir bélgeden guclu bir sekilde oldugunu
grafik sonuglari dogrultusunda goOstermistir. Denge izotermlerinin  hepsinde
baglanmayr dogrulayan sonuglar alinmigtir.  Ozellikle Langmuir izotermi
ARmaks=12.787 degeri diger izotermlerin bir adim ©6nlne gecerek HbAlc
baglanmasinin tek tabakali ve homojen oldugu konusunda sensOrumuzu
ispatlamistir. Yapay plazma calismalarinda afinite gosterebilecedi diger molekuller
arasindan ¢ok daha yuksek sinyal seviyesiyle ayrilimis ve segiciligi kanitlanmigtir.
Yaptigimiz calismada tayin limiti 2.86 olarak hesaplanmistir. Bu deger diger
calismalarda hesaplanan limit degerlerinden ylksek olsa da kalibrasyon asamasinda
yapilacak derisim ve cihaz degisiklikleri ile daha asagiya cekilebilir. Ayrica daha
onceden vurgulanan Kklinik degerlerin ¢ok altinda oOlgcim yapilabilmesi, yapilan
calismanin  gecerliligini  kanitlamaktadir. Son olarak tekrar kullanilabilirlik
calismalarinda tekrar eden 5 egit deneyde nerdeyse ayni kuvvetle sinyal vererek
tekrar kullanima uygun bir sistem oldugunu gostermistir. Kanda HbAlc normal
plazma degerleri 117 mg/dL-141 mg/dL olarak literatirde yer almaktadir. Yapilan
deneylerde 10-200 pg/mL arasi derisimlerde net ve kuvvetli sinyaller alindigi

gosterildiginden sistemin HbA1c molekuli tayinini istenen hassaslikta yapabilir
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oldugunu kanitlamigtir. Boronik asit ve seker arasindaki cis-diol etkilesimi ise teoride
oldugu kadar uygulamada da basarili sonuglar vermistir. HbA1c tayini icin caligilan
enzimatik, immuin, empedans, amperometrik ve voltametrik sensor sistemlerine
alternatif olarak yuzey plazmon rezonans sensorlerinin de gelistirilebilecegdi veriler ile

kanitlanmistir.
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