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Kortizol, psikolojik ve fizyolojik strese tepki olarak insan viicudu tarafindan salinan bir
steroid hormonudur. Kortizol, sinir, bagisiklik, kardiyovaskiiler solunum, iireme, kas-
iskelet, ortii sistemleri gibi hemen hemen her organ sistemini etkileyebilir. Bunun yaninda
kortizol, ¢ok sayida hastalik igin bir biyobelirtectir ve kan basinci, glikoz seviyeleri ve
kabohidrat metabolizmas1 gibi ¢esitli fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde onemli bir rol
oynar. Ayrica kardiyovaskiiler, immiin, renal, iskelet ve endokrin sistemin homeostazinda
onemli bir rol oynar. Kortizoliin sagliga etkileri, hormonun viicutta ne siklikta dolastigina
baghdir. Kortizoliin fazla veya az {iretimi viicutta cesitli hastaliklara neden olabilir. Bu
ylizden kortizol tespitine yonelik etkin, duyarl ve segici bir yontemin gelistirilmesi olduk¢a
onemlidir. Bu ¢alismada plazmonik sensor ile molekiiler baskilama yontemi ve altin
nanopartikiiller bir arada kullanilarak, yapay plazma, yapay idrar ve sulu g¢ozeltilerden,
kortizolii yiiksek hassasiyet ve secicilik ile tayin edebilen plazmonik bir sensor
tasarlanmistir. Bu amag ile kortizol baskilanmis N-metakroil-(L)-histidin metil ester-altin
nanopartikiiller (MIP-AuNP), ayni receteyle hazirlanan kortizol baskilanmamis (AuNP-
NIP) ve ayni regeteyle hazirlanan altin nanopartikiil eklenmeden kortizol baskilanmig (MIP)
olmak tizere 3 adet plazmonik sensor hazirlanmistir. Altin nanopartikiillerin boyut analizi
yapildiktan sonra hazirlanan her plazmonik sensor AFM, temas agis1 ve FTIR-ATR



spektrometre analizleri ile karakterize edilmistir. Plazmonik sensor yanitini yiikseltmek
amaci ile yapiya eklenen AuNP’lerin etki mekanizmasini incelemek icin altin nanopartikiil
eklenmeden hazirlanan MIP plazmonik sensor ile AUNP-MIP plazmonik sensor arasinda
derisim analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler 1s1iginda plazmonik sensoriin
verdigi sinyal yanitlar1 karsilastirilmigtir. AUNP-MIP plazmonik sensor 0.01-100 ppb
kortizol derisimleri arasinda 0.9744 korelasyon katsayisi ile gergek zamanli analiz yaparken
MIP plazmonik sensor 1-100 ppb kortizol derisimleri arasinda 0.9862 korelasyon katsayisi
ile gercek zamanl analiz edebildigi gézlenmistir. AuNP-MIP plazmonik sensdriin LOD ve
LOQ degerleri 0.0082 ve 0.027 olarak hesaplanmis ve AuNP-MIP plazmonik sensoriin
Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline uydugu goriilmiistiir. Bunu yan1 sira AuNP-MIP,
MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensorleri ile klobetazol ve flutikazon yarigsmaci ajanlari ile
secicilik deneyleri yapilmis ve AuNP-MIP plazmonik sensoriin klobetazole ve flutikazona
gore sirasiyla 6.26 ve 6.11 kat daha segici oldugu goriilmiistiir. Ayrica baskilama etkinligini
belirlemek i¢in ise AuNP-MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensorleri ile ayn1 yarigsmaci ajanlar
kullanilmis ve AuNP-MIP plazmonik sensoriin kortizol molekiiliine AUNP-NIP plazmonik
sensore gore 4.96 ve 4.71 kat daha segici oldugu goriilmistiir. AuNP-MIP plazmonik
sensoriin bes defa pespese yapilan tekrar kullanilabilirlik analizinde herhangi bir performans
kayb1 olmadan kortizol tayin edebildigi sonucuna varilmistir. Buna ek olarak AuNP-MIP
plazmonik sensdriin sadece sulu ortamda degil yapay plazma ve yapay idrar gibi karmasik
bir ortamda da kortizol tayin edebildigi goriilmiistiir. Validasyon ¢alismalart ytiksek

performanslt s1vi kromatografi (HPLC) cihazi ile yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Altin nanopartikiil, kortizol, molekiiler baskilanmig polimer, plazmonik

sensor, ylizey plazmon rezonans.
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Cortisol is a steroid hormone released by the human body in response to psychological and
physiological stress. Cortisol can affect almost every organ system such as nervous, immune,
cardiovascular, respiratory, reproductive, musculoskeletal, and covering systems. Besides,
cortisol is a biomarker for numerous diseases and plays an important role in regulating
various physiological processes such as blood pressure, glucose levels and carbohydrate
metabolism. It also plays an important role in homeostasis of the cardiovascular, immune,
renal, skeletal and endocrine systems. The health effects of cortisol depend on how often the
hormone circulates in the body. High or low level amount of cortisol production can cause
various diseases in the body. Therefore, it is very important to develop an effective, sensitive
and selective method for the detection of cortisol. In this study, a plasmonic sensor that can
detect cortisol from artificial plasma, artificial urine and aqueous solutions with high
sensitivity and selectivity was designed by using a combination of plasmonic sensor,

molecular imprinting method and gold nanoparticles.

With this purpose; Three plasmonic sensors were prepared: cortisol imprinted N-metacroyl-
(L)histidine methyl ester-gold nanoparticles- MIP-AuNP, NIP-AuNP prepared with the
same recipe without cortisol imprinting and also cortisol imprinted MIP prepared with the
same recipe without adding gold nanoparticles. After the size determination of the gold



nanoparticles, each prepared plasmonic sensor was characterized by AFM, contact angle and
FTIR-ATR spectrometry analyses. Concentration analyzes were performed with the MIP
plasmonic sensor prepared without adding gold nanoparticles and the AUNP-MIP plasmonic
sensor in order to examine the mechanism of action of AuNPs added to the structure in order
to increase the plasmonic sensor response. In the light of the data obtained, it was observed
that while the AuNP-MIP plasmonic sensor was able to analyze in real time with a
correlation coefficient of 0.9744 between 0.01-100 ppb cortisol concentrations, the MIP
plasmonic sensor was able to analyze in real time with a correlation coefficient of 0.9862
between 1-100 ppb cortisol concentrations. The LOD and LOQ values of the AUNP-MIP
plasmonic sensor were calculated as 0.0082 and 0.027, and it was seen that the cortisol
adsorpsion onto the AuNP-MIP plasmonic sensor fit to the Langmuir adsorption isotherm
model. In addition, selectivity experiments were performed with AuNP-MIP, MIP and
AuUNP-NIP plasmonic sensors using clobetasol and fluticasone selected as competitor
agents, and it was found that the AUNP-MIP plasmonic sensor was 6.26 and 6.11 times more
selective than clobetasol and fluticasone, respectively. Also, the same competitor agents
were applied to the AuNP-MIP and AuNP-NIP plasmonic sensors to determine the
imprinting efficiency, and it was observed that the AuUNP-MIP plasmonic sensor was 4.96
and 4.71 times more selective to the cortisol molecule than the AUNP-NIP plasmonic sensor.
It was concluded that the AUNP-MIP plasmonic sensor was able to detect cortisol without
any loss of performance in five consecutive reusability analysis. In addition, it has been
observed that the AUNP-MIP plasmonic sensor can detect cortisol not only in aqueous media
but also in complex media such as artificial plasma and artificial urine. Validation

experiments were performed with high performance liquid chromatography (HPLC) studies.

Keywords: Cortisol, gold nanoparticles, molecularly imprinted polymer, plasmonic sensor,

surface plasmon resonance.
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1. GIRIS

Kortizol, psikolojik ve fizyolojik strese tepki olarak insan viicudu tarafindan salinan bir
steroid hormonudur ve bu nedenle viicudun stres tepkisinde, metabolizma ve bagisiklik
tepkisinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yiiksek kortizol diizeylerinin yansittigi
kronik stres, yiiksek kaygi, depresyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve zayiflamis bagisiklik
tepkaisi riskleri ile iligkilidir (Tang ve ark., 2021). Etkili, hizl1 ve giivenilir kortizol tespiti,
kapsamli kendi kendini izleme, saglik yonetimi ve kisisellestirilmis saglik hizmetlerine
yonelik dinamik stres-tepki profili olusturma i¢in son derece degerlidir (Hogenelst ve ark.,
2019, Gatti ve ark., 2009). Kisisel sagligin ilgi odagi haline geldigi, hizla gelisen bir
diinyada, basit, hizli, merkezi olmayan testler ve kortizoliin invaziv olmayan izlenmesi,

kisisel stres yonetimi i¢in rehberlik saglamak icin kritik 6neme sahiptir.

Kortizol, tiikiiriik, kan, idrar, ter ve interstisyel sivilar dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik
stvilarda bulunabilir. Bu biyoakiskanlarda kortizoliin merkezi laboratuvar ortamlarinda
gerceklestirilen geleneksel tespiti, hedef kortizol ile enzim etiketli analit arasindaki rekabetci
immiinoassaylere ve ardindan enzimatik reaksiyon iirlinliniin optik veya elektrokimyasal
Olctimlerine dayanir (Moreno-Guzman ve ark., 2010, Raff, Homar, Skoner, 2003). Optik
sensorler sinifindan olan ylizey plazmon rezonans sensorleri, iki katmandaki kirilma indisi
degisikliklerini Olgen iki ana nesnenin (polarize 151k ve metal katman) iliskisine dayanir.
Yiizey plazmon rezonans sensorleri, farklt molekiil tiirleri arasindaki etkilesimlerin
izlenmesi i¢in giliclii araclardir. Ayrica molekiillerin baglanmasi sirasinda 6zgiilliik, afinite
ve kinetik parametreler gergek zamanli olarak belirlenebilir. Algilayici yiizeylerinde yiiksek

ozgiilliik, secicilik ve hassasiyete sahip tanima bolgeleri olusturmak gereklidir.

Son yillarda, hedef molekiillerin i¢ bosluklarinin polimerik matrikslere doniistiiriilmesiyle
“molekiiler baskilama” ad1 verilen belirgin bir yontem gelistirilmistir. Hedefin taninmasi,
molekiiler baskilama ile ayirma, tespit ve saflastirma ic¢in kullanilan bir¢ok g¢alismada
basariyla uygulanir (Erdem ve ark., 2019). Molekiiler olarak baskilanmis polimerler, kalip
molekiiliin zor bir sekilde ¢ikarilmasi, yavas kiitle transfer hiz1 ve kalip molekiil i¢in zayif
sitelere erisilebilirlik gibi bazi dezavantajlara sahip oldugundan bu dezavantajlarin
iistesinden gelmek icin, tanima bolgeleri, alt tabaka ylizeyinin {izerine veya yakinina
yerlestirilmelidir. Yiizey baskilama teknigi, makromolekiiller, 6zellikle biyolojik olarak
ilgili kalip molekiiller (protein, bakteri, virlis vb.) i¢in kullanilir. Makromolekiillerin

yiizeylerinde baglanma bolgeleri olusturmak igin farkli yontemlerin kullanilmasi gerekir. Bu



teknikle ayirma ve anlamlandirmadaki 6nemli sorunlar ¢oziilebilir (Ren ve Zare, 2012;
Schirhagl, Ren, Zare, 2012). Yiizey molekiiler olarak baskilanmis polimerlerin baskili
bosluklar1 yiizeyde dagilmistir. Bu da kalip molekiillerin kolayca g¢ikarilmasini ve
difiizyonunu kolaylastirir. Kalip molekiiliin ¢ikarilmasindan sonra, baskili yilizey 6zel olarak
islevsel hale gelir (Hachutka ve ark., 2010; Saylan ve ark., 2017, Li ve ark., 2014). Ayrica,
nanoteknoloji  kullanilarak molekiiler baskilanmis polimerlerin baglanma Kkinetigini

tyilestirmek i¢in yeni analitik yontemler gelistirilmistir.

Bu caligmada, altin nanopartikiiller ile modifiye edilen kortizol baskilanmig plazmonik
sensOr hazirlanarak kortizoliin hem sulu ¢ézeltiden hem de yapay plazma ve yapay idrar gibi
karmagik bir ortamda gergek zamanli kortizol tayini gerceklestirilmistir. Kortizol tayin
etmek amaciyla kortizole 6zgii tanima bolgeleri iceren molekiiler baskilanmis plazmonik
sensorler hazirlanmis ve kortizoliin tayin limitini diigiirmek ve plazmonik sensér sinyal
yanitinin hassasiyetini arttirmak amaciyla ortama altin nanopartikiiller eklenmistir. Bu

calisma asagidaki basamaklar sirasiyla izlenerek gerceklestirilmistir:

Plazmonik sensor sinyal yanitinin hassasiyetini arttirmak amaciyla eklenen altin

nanopartikiiller (AuNP) sentezlenmis ve Zeta boyut analizi ile karakterizasyonu yapilmistir.

Hem AUNP ile hem de kortizol ile kompleks yapict N-metakroil-(L)-histidin metil ester
(MAH) monomeri sentezlenmis ve MAH-AUNP ve MAH-AuUNP-kortizol 6n-kompleksi ayri
ayr1 hazirlanarak Fourier dontisiimlii kizil6tesi-zayiflatilmis toplam yansima (FTIR-ATR)

spektrofotometresi ile ayr1 ayr1 karakterize edilmistir.

Molekiiler baskilanmig plazmonik sensor hazirlamak icin yiizeyler 3-(trimetoksilil)propil

metakrilat (TMSPM) ile modifiye edilerek vinil gruplar1 baglanmistir.

Hazirlanan MAH-AuUNP-kortizol 6n-kompleksine 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)

monomeri eklenerek goreceli hidrofilik karisim elde edilmistir.

Hazirlanan karisima etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) capraz baglayicist eklenerek

monomer karisimi polimerizasyona hazir hale getirilmistir.

Hazirlanan monomer karisimina 2,2-azobisizobutironitril (AIBN) baslaticis1 eklenerek
TMSPM ile modifiye edilmis sensor ylizeyine damlatilmis ve dondiirmeli kaplayici

kullanilarak yiizeyin homojen bir sekilde kaplanmasi saglanmaigtir.



Polimerizasyon islemi, ultraviyole (UV) 15181 altinda monomer karisiminin kortizol
baskilanmis nanofilme doniistiiriilmesi saglanarak molekiiler baskilanmis plazmonik sensor

(AuNP-MIP) hazirlanmustr.

Kortizol kalip molekiilii asetik asit ve metil alkol karisimi desorpsiyon ¢ozeltisi kullanilarak

polimerik nanofilmden uzaklastirilmistir.

AuNP’in sinyal artiric1 etkisinin dogrulanmasi i¢in AuNP’ler eklenmeden hazirlanan
kortizol baskilanmis (MIP) plazmonik sensor hazirlanarak kinetik ve segicilik

calismalarinda kullanilmistir.

Baskilama isleminin etkinligini tespit edebilmek i¢in baskilanmamis (AuNP-NIP)
plazmonik sensorii kortizol kalip molekiilii olmadan AuNP-MIP plazmonik sensor ile ayni

kosullarda hazirlanmis ve segicilik ¢alismalarinda kullanilmustir.

AUNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensorlerin yiizeylerindeki polimerlerin
karakterizasyon calismalart FTIR-ATR spektrofotometresi, atomik kuvvet mikroskobu

(AFM) ve temas acis1 analizleri yapilarak gerceklestirilmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin kinetik ¢alismalarinda kullanilmak tizere PBS-etil alkol
icerisinde sekiz farkli kortizol derisim (0.01-100 ppb) degerine sahip kortizol 6rnekleri
hazirlanarak adsorpsiyon c¢alismalar1 gerceklestirilmis ve ger¢ek zamanli kirilma indisi

degerlerindeki degisim plazmonik yanit olarak 6l¢tilmiistiir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin kinetik ¢alismalarindan elde edilen veriler 1s181nda en diisiik

tayin limiti (LOD) ve en diislik miktar limiti (LOQ) degerleri hesaplanmustir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin kinetik c¢alismalarindan elde edilen veriler 1s18inda
baglanma, Scatchard, Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerine ait

matematiksel hesaplamalar yapilarak uygun adsorpsiyon izoterm modeli belirlenmistir

MIP plazmonik sensdriin kinetik ¢aligmalarinda kullanilmak tizere PBS-etil alkol igerisinde
alt1 farkli kortizol derisim (1-100 ppb) degerine sahip kortizol Ornekleri hazirlanarak
adsorpsiyon calismalar1 gergeklestirilmis ve gergek zamanl kirilma indisi degerlerindeki

degisim plazmonik yanit olarak 6l¢iilmiistiir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin segiciligini test etmek amaciyla, sekil ve boyut gibi
ozellikler bakimindan kortizol ile benzer ozellikler gosteren klobetazol ve flutikazon

yarigmaci ajan olarak se¢ilmis ve kirilma indisi degisiklikleri 6l¢iilmiustiir.



Ayrica MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensorleri ile klobetazol ve flutikazon kullanilarak
secicilik calismalar1 yapilmis ve elde edilen veriler 1s1g8inda segicilik ve bagil secicilik

katsayilar1 hesaplanmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensdriin tekrar kullanilabilirliginin anlagilabilmesi i¢in ayn1 kortizol
ornegi bes defa pespese verilerek sinyal yanit1 verme performansinda herhangi bir kayip olup

olmadig1 arastirilmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensor ile kortizol eklenen yapay plazma ve yapay idrar 6rnekleri

etkilestirilerek sensoriin karmasik ortamdaki ¢alisabilirligi 6l¢iilmiistiir.

AUNP-MIP plazmonik sensor ile kortizol segici tayininin validasyon c¢aligmalar1 yiliksek

basing¢li s1vi kromatografisi (HPLC) analizleriyle yapilmistir.



2. GENEL BILGI

2. 1. Kortizol

Hidrokortizol olarak da bilinen kortizol, memelilerin adrenal bezinde adrenal korteks
tarafindan iretilen stres yOnetiminden sorumlu ana steroid hormondur. Kortizol, diisiik
molekiiler agirlikli (~362 Dalton) bir lipofilik steroiddir. Kortizol, bir steroid hormondur ve
kolesterolden sentezlenir. Adrenal korteksin zona fasikiilata tabakasinda sentezlenir. On
hipofizden salinan adrenokortikotropik hormon (ACTH), diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) reseptorlerini artirma ve kolesterolii pregnenolona doniistiiren ve kortizol sentezinin
hiz sinirlayict basamagi olan kolesterol desmolaz aktivitesini artirma iglevi goriir (Thau,
Gandhi, Sharma, 2021). ACTH'in adrenal korteks hiicrelerindeki membran reseptorlerine
baglanmasinin ardindan kortizol sentezlenir ve kan dolagimina salinir. Glukokortikoidlerin
cogu, ya kortikosteroid baglayici globuline (CBG) ya da alblimine bagli olarak aktif olmayan
bir bigimde dolasir. Inaktif form, cogu dokuda 11-beta-hidroksisteroid dehidrojenaz 1 (11-
B-HSDI) tarafindan aktif formuna donistiiriiliircken, 11-B-HSD2 bdbrek ve pankreasta
kortizolii tekrar kortizona etkisiz hale getirir (Ramamoorthy ve Cidlowski, 2016).

Kortizol aktif (konjuge olmayan) formda iken lipit bariyerlerini kolayca gegebilir. Bu
nedenle serbest kortizol beyin omurilik sivisi, tiikiiriik, ter, semen, idrar, gibi tim viicut
stvilarinda goriiliir. Kortizol adrenal korteksin orta katman tabakasindan salinan ana
glukokortikoid hormonudur ve kromozom 10, CYP17 bdlgesinde bulunan ve P450 enzimleri
olarak bilinen spesifik enzimler tarafindan iiretilir. Etki mekanizmalari, ¢cok ¢esitli biyolojik
bolgelerde yaygin olarak dagitilan ve boylece bir¢ok farkli hedef dokuyu iceren spesifik

reseptorlere baglanmalarina baghdir.

2.1.1. Kortizoliin Mekanizmasi

Stres hormonu olarak bilinen kortizol hormonu, insanlarin psikolojik veya fiziksel olarak
stresli olduklarinda bobrek iistii bezi tarafindan salgilanir. Bu salgi, hipotalamus tarafindan
salgilanan kortikotropin salgilatici hormon tarafindan uyarildiginda, hipofiz bezi tarafindan
salgilanan adrenokortikotropik hormon tarafindan adrenal bez uyarildiginda meydana gelir.

Bu seri kortizol salgilama sistemi, kronik stresten etkilenen ve anormal kortizol



salgilanmasina neden olan hipotalamus-hipofiz bezi-adrenal bez ekseni olarak adlandirilir
(Ku ve ark., 2020).

Bazal kosullar altinda, kortizol, uyandiktan sonra sabah maksimum 30-50 dakika ile
baslayan ve giin boyunca kademeli olarak azalan ve <1 saat gibi kisa bir yarilanma 6mrii
olan karakteristik bir sirkadiyen sekresyon ritmine sahiptir (Bakke ve ark., 2004). Kortizol,
insanda dolasan baslica glukokortikoiddir ve nispeten yiiksek miktarlarda, 15 mg giin*
salgilanir. Endojen glukokortikoidler, hipotalamo-hipofiz-adrenal eksenin kontrolii altinda
adrenal korteksin fasikiiler bolgesinde iiretilir ve albiimin ve spesifik serum protein
transkortin ile protein kompleksleri seklinde hedef reseptorlerine taginir. Kortizol dolasimda
bagli form ve serbest formda bulunur. Serbest kisim biyolojik olarak aktiftir ve toplam

kortizol salgilama oraninin sadece %1'ini temsil eder.

Kortizol/kortizon derigiminin kontrolii, aktif kortizoliin aktif olmayan metabolit kortizona
doniistimiinii katalize eden 11-beta-hidroksisteroid dehidrojenazin (11-p-HSD) iki izoformu
tarafindan ¢aligtirilir. Iki izomerinden biri olan 11-B-HSD tip 1, agirlikli olarak bir 11-okso-
rediiktaz gorevi goriir (yani, kortizonu Kortizole doniistiiriir), 11-B-HSD tip 2, 11-B-
dehidrojenasyonu katalize eder (kortizolii kortizona doniistiiriir) (Frasconi ve ark., 2009).
Serbest kortizol kapillerden dokulara pasif difiizyon ile gecebilir. Total kortizol, bagh

kortizol ile serbest kortizoliin toplanmastyla elde edilir (Levine ve ark., 2007).

Glukokortikoidlerin ¢ogu, ya kortikosteroid baglayici globuline (CBG) ya da albiimine bagl
olarak aktif olmayan bir bicimde dolasir. Inaktif form, cogu dokuda 11-beta-hidroksisteroid
dehidrojenaz 1 (11-B-HSD1) tarafindan aktif formuna doniistiiriiliirken, 11-B-HSD2 bobrek
ve pankreasta kortizolii tekrar kortizona doniistiiriir. Hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen,
kortizoliin hem {iiretimini hem de salgilanmasini diizenler. CBG, kandaki toplam kortizoliin
yaklasik %9011 baglayan, kortizol i¢in ana tasima proteinidir. Alblimin, bazi raporlarda
%10'a kadar degisse de, toplamin yaklasik %4'ii kadar serbest diizeyle birlikte yaklasik %6
ila %7'sini tagir (Bikle, 2020). Kortizoliin ana fraksiyonu, plazma proteini kortikosteroid
baglayici globuline (CBG veya transkortin) ve alblimine bagli olarak dolasir. Bunlar,
hormonun hedef hiicrelerin zarma niifuz etmesini engeller. CBG, kortizol i¢in yiiksek

afiniteli spesifik plazma tasima glikoproteinidir ve her CBG molekiiliiniin tek bir steroid


https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.abb2891#pill-con1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bakke+M&cauthor_id=15477699

baglanma yeri vardir. CBG'nin birincil rolii, glukokortikoidin biyouygunlugunu ve

metabolik klirensini diizenlemektir (Gatti ve ark.,2009).

Kortizol salimimi hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin kontrolii altindadir.
Kortikotropin salgilatict hormon (CRH), hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi (PVN)
tarafindan salinir. Daha sonra, adrenal kortekse etki eden ACTH serbest birakmak i¢in 6n
hipofiz iizerinde hareket eder. Negatif bir geri besleme dongiisiinde, yeterli kortizol hem
ACTH hem de CRH salinimin1 engeller. HPA ekseni sirkadiyen bir ritmi takip eder. Boylece
kortizol seviyeleri sabahlar yiiksek, geceleri diisiik olacaktir (Ramamoorthy ve Cidlowski,
2016). Kortizol gibi steroid hormonlar1 birincil habercilerdir. Yagda ¢oziinebilme 6zellikleri
nedeniyle sitoplazmik membrani gegebilirler. Hiicre zarlar1 fosfolipid ¢ift katmanlarindan
olusur; bunlar yagda ¢oziinmeyen molekiillerin gegmesini engeller. Kortizol hiicre zarindan
gecip hiicreye girdikten sonra sitoplazmada belirli reseptorlere baglanir. (Thau ve ark.,
2019).

2. 1. 2. Kortizoliin Islevleri

Hiicrelerin ¢ogu kortizol i¢in reseptorler igerdiginden bu hormon kan dolagimina
salindiginda hangi tiir hiicrelere etki ettigine bagli olarak bir¢ok farkli eylemin tetikleyicisi
olabilir. Glukokortikoid reseptorleri viicuttaki hemen hemen tiim dokularda bulunur. Bu
nedenle kortizol sinir, bagisiklik, kardiyovaskiiler solunum, iireme, kas-iskelet, Orti
sitemleri gibi hemen hemen her organ sistemini etkileyebilir (Kadmiel ve Cidlowski, 2013).
Bir streoid hormon olan kortizol, ¢ok sayida hastalik i¢in bir biyobelirtegtir ve kan basinci,
glikoz seviyeleri ve karbohidrat metabolizmas1 gibi ¢esitli fizyolojik siireglerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica kardiyovaskiiler, immiin, renal, iskelet ve
endokrin sistemin homeostazinda 6nemli bir rol oynar (Oakley ve Cidlowski, 2013).
Glindiiz-gece dongiisii disinda, yeme aliskanliklari ve fiziksel aktivite gibi kontrol edilebilir
birka¢ faktor kortizol seviyelerini etkileyebilir. Kortizol diizeylerindeki anormal artis,
iltihab1 engeller, bagisiklik sistemini baskilar, kandaki yag ve amino asit diizeylerini
yiikseltir. Kortizol varyasyonu iizerindeki en baskin etki psikolojik/duygusal stresten gelir,

bu nedenle kortizol halk arasinda “stres hormonu” olarak adlandirilir (Kaushik ve ark.,2014).

Kortizolun temel gorevlerinde biri tehlike, baski gibi durumlarda ortaya ¢ikan zihinsel,

ruhsal fiziksel strese karsi viicudun savunma mekanizmalarini harekete gegirmektir. HPA



ekseni ve son lirlinli olan kortizol, strese yeterli yanit i¢in gereklidir. Kortizol, stres sonrasi
homeostazin eski haline gelmesinde rol oynayan dnemli bir steroid hormondur. Insan kan
serumundaki seviyesi iyi bilinen bir stres gostergesidir (Mitchell, Lowe ve Ingram 2008).
Insan viicudu siirekli olarak i¢ ve dis stres faktdrlerine tepki verir. Viicut stresli bilgiyi isler
ve tehdidin derecesine bagh olarak bir tepki ortaya ¢ikarir. Viicudun otonom sinir sistemi,
sempatik sinir sistemi (SNS) ve parasempatik sinir sistemi (PNS) olarak ikiye ayrilir. Stres
zamanlarinda, SNS etkinlestirilir. SNS, bir dizi hormonal ve fizyolojik tepkiye neden olan
doviis ya da kag tepkisinden sorumludur. Amigdala, uygun yanit1 belirlemek igin korku,
uyarilma ve duygusal uyaranlari islemekten sorumludur. Gerekirse amigdala hipotalamusa
bir stres sinyali gonderir (Hakamata ve ark., 2017). Hipotalamus daha sonra SNS'yi aktive
eder ve adrenal bezler epinefrin gibi bir katekolamin dalgalanmasi salgilar. Bu, artan kalp
hiz1 ve solunum hiz1 gibi etkilere neden olur. Viicut uyaranlar: tehdit olarak algilamaya
devam ederken, hipotalamus HPA eksenini harekete gecirir. Kortizol, adrenal korteksten
salinir ve viicudun yiiksek tetikte kalmaya devam etmesini saglar. Akut olarak kortizoliin

katabolik mekanizmalar1 viicuda enerji saglar (Lee, Kim, Choi, 2015).

Kortizol, her viicut sistemini o kadar biiyiikk dl¢lide etkileyen bir glukokortikoiddir ki,
eylemlerini kisaca karakterize etmek zordur (Ousova ve ark., 2004). Glukokortikoidlerin
temel islevlerinden biri, amino asitlerin ve hiicrelerden gelen yagin, onlar1 enerji olarak ve
ayni zamanda yeni bilesiklerde sentez i¢in kullanilabilir hale getiren hizli mobilizasyonudur.
Bu islev, viicudun fizyolojik ve psikolojik stres faktorlerine tepkisini diizenlemede merkezi
bir rol oynar (Mizoguchi, 2004). Glukokortokoidler ayrica mineralokortikoid aktiviteye
sahiptir, ayrica travmatize dokular iizerinde antiinflamatuar etkiye sahiptir ve bagisiklik
sistemini baskilarlar. Merkezi olarak, glukokortikoidler birgok beyin aktivitesinin
stirdiiriilmesinde dnemli bir rol oynar. Ayrica glukokortikoidlerin prefrontal kortikal biligsel
islev icin, 6zellikle de isleyen bellek i¢in 6nemi bildirilmistir. Ek olarak, glukokortikoidlerin
uyku diizeni, ruh hali ve duyusal girdilerin alinmas1 gibi insan davranisi {izerinde bir¢cok
etkisi vardir. Kortizol, insan glukokortikoidlerinin en 6nemlisidir ve kadinlarda erkeklerden

daha yiiksek seviyelerde bulunur (Levine ve ark., 2007).

Glukokortikoidlerin bagisiklik sisteminde bir takim etkileri vardir. Proinflamatuar T
hiicrelerinin apoptozunu indiikler, B hiicresi antikor iiretimini baskilar ve inflamasyon
sirasinda notrofil gogilinii azaltirlar (Kadmiel, Cidlowski , 2013). Kortizol, viicudun kan

sekeri diizeylerini kontrol etmek ve metabolizmay1 diizenlemekle sorumludur. Kan sekeri


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031938406003799#!

seviyesini artirmak i¢in proteini glikoza doniistiiriir; sabit tutmak iginse insiilin hormonuyla
birlikte ¢alisir. Kortizol, strese ve diisiik kan-glikoz derisimine yanit olarak salinir, bu da
glukoneogenez ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi yoluyla kan sekeri seviyesinde bir
artisa neden olur. Kortizol gibi glukokortikoidlerin varligi, kan sekerinin beyne ulagmasini
artirir. Kortizol karaciger, kas, yag dokusu ve pankreas lizerinde etkilidir. Karacigerde
yliksek kortizol seviyeleri glukoneogenezi artirir ve glikojen sentezini azaltir (Kuo ve ark.,

2015).

Glukoneogenez, glikozu piruvat molekiillerine dontistiirmek i¢in kullanilan glikolizi tersine
cevirir. Glikoliz, substrat diizeyinde fosforilasyon ve oksidasyon reaksiyonlari yoluyla
enerjiyi serbest birakmak ic¢in kullanilir. Glikolizden farkli olarak glukoneogenez, viicut
enerjiye ihtiya¢ duydugunda aktif hale gelir. Kortizol varliginda kas hiicreleri glikoz alimim
ve tiikketimini azaltir ve protein yikimini artirir (Exton, 1979). Yag dokularinda kortizol
lipolizi artirir. Son olarak, kortizol, instilini azaltmak ve glukagonu artirmak icin pankreas
tizerinde etki eder. Kortizol, glukagon, epinefrin ve diger katekolaminlerin aktivitesini
arttirir.  Glikojen, lipidler ve proteinlerin par¢alanmasini tesvik ederek karbohidrat, yag
ve protein kullanimimi yonetir. Kortizol hafiza olusumunu etkiler ve hafizayi korur. Kisa
stireli olarak artmasi durumu hafizanin olusumuna yardimci olurken, uzun siireli artmasi
hipokampiis hiicrelerinin zedelenmesine neden olur. Bu hasar 6grenmenin bozulmasina
neden olur. Kanda epinefrin ve norepinefrin artisi damarlarda daralma yaparak kan
basincinin artmasina neden olur. Kortizol yetmezligi durumunda vazodilatasyon genel bir
tablo olarak ortaya ¢ikar. Kortizol ayrica bobreklerden hipotonik idrar iiretimine neden olur
(Ozgdcer, 2016). Kortizol, tuz ve su dengesini kontrol eder. Kortizol, bircok tiirde dogum
sirasinda kilit siirecleri tetiklemekten sorumludur. Fetiisiin gelisimine yardimer olur. Uyku-
uyaniklik dongiisiinii diizenler. Kisa stireli salgilanan kortizol viicut direncini artirir. Kortizol
noronlarin elektriksel aktivitelerini etkileyerek kisilerin uyarilabilirlik, davranis ve ruhsal

durumunu diizenlenmesini saglar (Aydinkal ve ark.,2014).

2.1.3. Kortizol Seviyelerindeki Degisime Bagh Hastaliklar

Kortizoliin sagliga etkileri, hormonun viicutta hangi siklikta dolastigina baglidir. Kortizoliin
fazla veya az liretimi viicutta hastaliklara neden olabilir. Psikolojik veya fiziksel strese maruz

kalma siklikla HPA ekseninin aktivasyonuna neden olur. Stres sirasinda yiikselen CRH,
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ACTH ve kortizol seviyeleri, viicudun allostatik homeostatik tepkileri olarak yorumlanir.
HPA aktivitesinin kronik diizensizligi, psikosomatik ve psikiyatrik bozukluklarin baslangici
ve seyri ile iligkili goriiniir. Ornegin, majér depresyonda HPA hiperaktivitesi gdzlenmistir
ve ayrica bulasici ve kardiyovaskiiler hastaliklara duyarlilikla iliskili goriiniir. Ote yandan,
HPA hiporeaktivitesinin lupus eritematozus, multiplskleroz veya nérodermit gibi otoimmiin

stireglerle iligkili oldugu bildirilmistir (Wust ve ark., 2000).

HPA ekseninin son iiriinii olarak glukokortikoid hormon kortizoliin anormal salgilanmasi,
kronik psikososyal stres deneyimini saglik iizerindeki olumsuz etkilere baglamada c¢ok
onemli bir faktor olarak kabul edilir. Akut stres faktorlerine karsi reaktivitenin yani sira,
kortizol sekresyonunun sirkadiyen diizenlemesindeki degisikliklerin de bu baglamda 6nemli
oldugu diistiniilmektedir (Stalder ve ark., 2015). Kortizol sekresyonu 24 saatlik bir dongii
boyunca sirkadiyen bir ritim izler, en yiiksek seviyelerin giin dogumu sirasinda (uyandiktan
30 dakika sonra), giin icinde orta seviyelerde ve saglikli bireylerde gece uykusunda énemli
Olctlide diisiik seviyelerde olur. Kortizol seviyesi giin iginde degistigi i¢in kortizol testinin
zamanlamasi1 énemlidir. Kan basinci, glikoz seviyeleri ve karbohidrat metabolizmas: gibi
cesitli fizyolojik stiregler, bir glukokortikoid hormon ve stres i¢in klinik olarak kanitlanmig
bir biyobelirte¢ olan kortizol tarafindan diizenlenir. Yiiksek bir kortizol seviyesinin
inflamasyonu engelledigi, bagisiklik sistemini baskiladig1 ve kandaki yag ve amino asit

seviyelerini arttirdig1 bilinir (Khan ve ark., 2019).

Kortizol seviyelerinde beslenme aligkanliklar1 ve fiziksel aktivitelere bagli olarak meydana
gelen dalgalanmalar g6z Oniine alindiginda, normal bir aralik 250 ng/mL ile 20 ng/mL
arasinda olarak tanimlanmustir. Viicuttaki kortizol fazlaligi, obezite, yorgunluk ve kemik
kirilganlig1 ile Cushing sendromuna yol acabilirken; kortizol eksikligi, asir1 kilo kayb,
yorgunluk ve cilt kivrimlarinin koyulagmasi ile kendini gésteren Addison hastaligina neden
olabilir (Dhull ve ark., 2019). Bir¢ok psikolojik stres bi¢iminin kortizol sentezini ve
salinimini arttirdigina dair tutarl kanitlar vardir. Asirt ve siirekli kortizol salgilanmasi ciddi
yan etkilere neden olabilir. Kortizol seviyelerindeki kronik yiikselmeler, beyin
yaslanmasina, hipokampal atrofiye ve biligsel bozulmaya, kemik mineral yogunlugu

kaybina, sarkopeniye veya immiin fonksiyon bozukluguna yol agabilir. Kortizol derisiminin
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mutlak degerini ve sirkadiyen varyasyonunu, bireylerde stresle ilgili hastaliklarin tani

indekslerinde kullanmak miimkiindiir (Yamaguchi ve ark., 2013).

Kortizol seviyeleri, yaralanma ve hastalik gibi fiziksel streslerin yani sira depresyon ve
yorgunluk gibi psikolojik streslere yanit olarak artar. Serum kortizol diizeylerinin 6lgiilmesi,
hastalarin hastalik durumunun yani sira genel stresin de 6nemli bir tan1 gostergesi haline
gelmistir (Stevens ve ark., 2008). Hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenleri tarafindan
denetlenen ve bobrek listii bezi korteksinde iiretilen glukokortikoid hormonlardan, baglicasi
olan kortizoliin, glikoz intoleransi, obezite ve hipertansiyona katkisinin oldugu bilinir.
Artmis kortizol salinimi, 6zellikle abdominal obezitesi olanlarda glikoz toleransini ve insiilin
sekresyonunu bozabilir. Yag ve proteinlerin yikimi, ve karaciger disinda bulunan amino asit
ve keton cisimlerinin seferber edilmesine neden olan kortizol, insiilin antagonisti olarak
etkisini gosterir. Pankreas beta hiicrelerinden insiilin salinimini baskilar. Diger taraftan
glukokortikoidler merkezi etkisiyle insiilin salinimi {izerine olan vagal uyariy1 artirirlar. Bu
etkiler ile insiilin direncine yol agarak kan glikoz diizeyi yiikselir ve karacigerde glikojen
olusumu artar (Giir ve ark., 2005). Bir dizi kesitsel kohort ¢alismasi, 0.900 saatlik daha
yiiksek plazma kortizoliinliin ve/veya artan toplam 24 saatlik idrar kortizol metabolit
atilimimin insiilin direnci, yiiksek kan basinci, hiperlipidemi ve hiperglisemi ile iligkili

oldugunu bulmustur (Andrews ve ark., 2002).

Kritik hastaliga siklikla hipotalamik-hipofiz-adrenal eksenin stres kaynakli aktivasyonuna
atfedilen hiperkortizolemi eslik eder. Bununla birlikte, kritik hastalarda diisiik kortizol
metabolizmasina baglh olabilecek diisiik kortikotropin seviyeleri de bildirilmistir. Kritik
hastaliga genellikle hastaligin siddetiyle orantili olarak hiperkortizolemi eslik eder. Bu
gozlem geleneksel olarak hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin stres kaynakli
aktivasyonuna ve artan kortikotropin kaynakli kortizol iiretimine baglanmistir. Ayrica, kritik
hastalik sirasinda kortikotropin diizeylerinin yalnizca gegici olarak yiikseldigi bildirilmis ve
kortizol diizeyleri yiiksek kalirken, diger stres kosullarinda da gozlenen kortizol ve
kortikotropin diizeyleri arasinda paradoksal bir ayrisma gozlenmistir. Kritik hastalik
esnasinda, kortizol metabolize eden enzimlerin baskilanmis ekspresyonu ve aktivitesi ile
iligkili olarak azalan kortizol yikimi, hiperkortizolemiye ve dolayisiyla kortikotropin

baskilanmasina katkida bulunur (Boonen ve ark., 2013).
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2.1.4. Kortizol Tayin Yontemleri

Kortizol diizeylerinin geleneksel klinik degerlendirmesi, kromatografik teknikler,
florimetrik testler, radyoimmiinoassayler, akis immiinoassayler ve enzim bagli immiino
sorbent testleri (ELISA) gibi gesitli tayin yontemleri kullanilarak gerceklestirilir.
Gilintimiizde, kortizol seviyelerinin belirlenmesi i¢in Raman spektroskopisi, kuvars kristal
mikro terazisi, amperometrik algilama, kimyasal direngler ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi gibi son teknoloji dl¢lim yontemleri tanitilmistir. Bu analitik yontemler,
normal fizyolojik varyasyonlar araliginda kortizol saptamasini miimkiin kilsa bile, diisiik
duyarlilik, 6zgiilliik eksikligi, uzun saptama siiresi, birden fazla adimin dahil olmasi
nedeniyle prosediirel karmagiklik ve maliyet nedeniyle kortizoliin etkin bir sekilde
saptanamamasiyla sinirlidir. Bu nedenle kortizol tayini i¢in etkin, duyarli ve segici bir

yontemin gelistirilmesi 6nemlidir (Jo ve ark., 2020).

2.2. Sensorler

Sensorler, yliksek secicilik ve hassasiyet saglayan minyatiir, tam otomatik, gelecek vaat eden
analitik araglardir. Enzimler, antikor, niikleik asit, lektin, hiicreler veya dokular gibi spesifik
bilesenler kullanirlar. Sensorler; optik algilama yontemleri, elektrokimyasal algilama
yontemleri ve kiitle algilama yontemleri olarak siniflandirilir (Das, Kumar, Swain, 2013).
1967'de Updike ve Hicks ilk sensorii Onermislerdir. Sekil 2.1°de gosterildigi gibi
giiniimiizde, optik, elektrokimyasal, termometrik, piezoelektrik veya manyetik gibi algilama

i¢in birgok yontem vardir (Zhao ve ark., 2018).
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Sekil 2.1. Sensorlerin siniflandirilmasinin sematik gosterimi.

2.2.1. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler, elektroanalitik yontemlerin duyarliligini biyolojik bilesenin
dogal biyoseciciligi ile birlestirir. Sensordeki biyolojik bilesen, analitini tanir ve sonugta
analit derisimiyle orantili olan bir doniistiiriicii tarafindan izlenen bir elektrik sinyali {ireten
bir katalitik veya baglanma olayiyla sonuclanir. Bu sensor cihazlari klinik, g¢evresel,
endiistriyel ve tarimsal uygulamalarda rutin olarak kullanilir (Guth, Vonau, Zosel, 2009).
Elektrokimyasl sensorler, elektrokimyasal dontstiiriiciilerin diistik algilama limitleri ile
duyarliligini biyolojik tanima siire¢lerinin yiiksek 6zgiilliigii ile birlestirir. Bu cihazlar, hedef
analit ile secici olarak reaksiyona giren ve calisilan analitin derigimi ile ilgili bir elektrik
sinyali tireten bir biyolojik tanima elemani (enzimler, proteinler, antikorlar, niikleik asitler,
hiicreler, dokular veya reseptorler) igerir. Elektrokimyasal sensorler, tanima siirecinin
dogasina gore, katalitik cihazlar ve afinite sensorleri olmak tizere iki ana kategoriye
ayrilabilir. Katalitik cihazlar, hedef analiti taniyan ve elektroaktif tiirler iireten enzimleri,
tiim hiicreleri veya doku dilimlerini igerir. Algilama cihazlarinda bir¢ok tiirde biyotanima
eleman1 kullanilmis olmasina ragmen, -elektrokimyasal sensorler, yiiksek katalitik

aktiviteleri ve 6zgilliikleri nedeniyle dncelikle enzimleri kullanir (Grieshaber, 2008).
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Tanima elemani olarak enzimleri kullanan katalitik sensorler genellikle nispeten basit
tasarimlara sahiptir ve pahali enstriimantasyon gerektirmez. Bu tiir sensorler tipik olarak
kullanimi1 kolay, kompakt ve ucuz cihazlardir. Sabit 6rnek ¢ozeltisine kars1 akis kosullar
veya toplu numune ¢ozeltisine karsi bir mikroelektrot kullanilarak saptanan bir mikro damla
gibi farkli algilama konfigiirasyonlar1 kullanilabilir. Katalitik sensorler ayrica otomatik
klinik laboratuvara ve/veya endiistriyel analize kolayca uyarlanabilir. Kisisel kan sekeri
izleme cihazlari, katalitik sensorlerin en basarili ticari uygulamasidir. Katalitik sensorler,
hedef analiti taniyan ve elektroaktif tiirler veya baska tespit edilebilir sonuglar iireten
enzimler, tam hiicreler veya doku dilimleri gibi biyolojik bilesenleri igerir (Wang, 2006).
Afinite sensorleri, analit ile bir antikor, niikleik asit veya bir reseptor gibi biyolojik bir
bilesen arasindaki segici bir baglanma etkilesimine dayanir. Immiinosensérler ve
elektrokimyasal algilamali DNA hibridizasyon sensdrleri, afinite sensorlerine 6rnek olarak
verilebilir. Afinite sensorleri, 6lgiilebilir bir elektrik sinyali iiretmek igin antikorlar (Ab),
membran reseptorleri veya oligoniikleotitler gibi biyomolekiillerin bir hedef analit ile segici
ve giiclii baglanmasini kullanir. Afinite sensorlerinde molekiiler tanima, esas olarak, ilgili
analite baglanma bolgesinin tamamlayict boyutu ve sekli ile belirlenir. Biyomolekiiliin
ligand1 i¢in yiiksek afinitesi ve 6zgiilliigii, bu sensorleri ¢ok hassas ve segici hale getirir.
DNA hibridizasyonu veya antikor-antijen (Ab-Ag) komplekslesmesi gibi baglanma siireci,

termodinamik hususlar tarafindan yonetilir (Ronkainen ve ark., 2010).

2.2.2. Kiitleye Duyarh Sensorler

Piezoelektrik sensorler olarak da bilinen kiitleye duyarli sensorler, ¢ok hassas olan ve
kiitledeki kiiciik degisiklikleri algilayan piezoelektrik kristalleri kullanir. Bu sensoriin
temeli, sabit frekansl alternatif bir elektrik akimi uygulandiginda piezoelektrik kristallerin
belirli bir frekansta titresmesine dayanmaktadir. Bu frekans kristal kiitlesine baghdir.
Kimyasal etkilesimler, ¢ikis sinyali olarak 6lciilen salmimlarin frekansini etkiler. Iki ana
kiitleye duyarl sensor, 1) yigin dalga cihazlari ve ii) yiizey akustik dalga cihazlaridir (Bereli
ve ark., 2020). Kiitle tabanli algilama, kullanim1 nispeten kolaydir, uygun maliyetlidir ve
artirtlmis hassasiyet ve 6zgiillik ile dogrudan etiketsiz analiz sunar (Velusamy ve ark.,
2010).
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Piezoelektrik sensorler, temel bir frekansta rezonansa giren salinimli bir piezoelektrik kuvars
kristaline dayanan kiitleye duyarli dedektorlerdir. Piezoelektrik etkiden yararlanmak icin
genel yaklasim, bir piezoelektrik kristali, hedef molekiil icin yiiksek segicilige sahip
antikorlar veya enzimler gibi biyolojik malzemelerle kaplamaktir. Kaplanmis kristal ilgili
maddeye maruz birakildiginda, adsorpsiyon meydana gelir ve absorbe edilen malzeme
miktarini belirlemek igin kullanilabilecek bir frekans degisikligine neden olur (Babacan ve
ark., 2000). Piezoelektriklik veya piezoelektrik etki, bir malzemenin mekanik olarak
gerildiginde voltaj liretme yetenegini ifade eden fiziksel bir olgudur. Etki, zit durumda da
calisir. Bir piezoelektrik malzemenin yiizeyine verilen voltaj, voltaj degisken oldugunda
mekanik strese veya salinimlara neden olur. Anizotropik kristaller, yani simetri merkezi
olmayan Kkristaller, piezoelektrik uygulayan tipik malzemelerdir. Aliiminyum fosfat,
alliminyum nitriir, ¢inko oksit, kristalize topaz, baryum ve kursun titanat, galyum ortofosfat,
kuvars, tartarat tetrahidrat, poliviniliden floriir, polilaktik asitler tipik piezoelektrik
malzemeler olarak bahsedilebilir (Zu, Wu, Wang, 2016). Herhangi bir spesifik reaktif
uygulama gerekliligi olmaksizin afinite etkilesimlerini basit¢e kaydedebilir. Ote yandan,
salinimlarda 6lgiilebilir bir degisiklik yapmak i¢in gerekli olan mikrogramlardaki hassasiyet
ve kirilganlik gibi bazi spesifik yonler dikkate alinmalidir. Piezoelektrik platformlarin sayisi
oldukca fazladir. Adaptasyon sayisi fazla oldugu i¢in kullanilan biyotanima parca sayisi ve

sensorlerin tasarimlar1 da fazladir (Pohanka, 2018).

2.2.3. Optik Sensorler

Optik sensorler, bircok biyolojik ve kimyasal maddenin dogrudan, gergek zamanli ve
etiketsiz olarak saptanmasini sagladiklarindan, geleneksel analitik tekniklere gore biiyiik
avantajlar sunar. Avantajlar arasinda yliksek 6zgiilliik, duyarlilik, kiigiik boyut ve maliyet
etkinligi  sayilabilir.Yeni  optik  sensoOrlerin  uygulanmasinda  mikroelektronik,
mikroelektromekanik sistemler (MEMS'ler), mikro/nano-teknolojiler, biyoteknoloji, kimya,
molekiiler biyoloji, dahil olmak iizere ¢ok sayida ileri kavram ve ¢ok disiplinli yaklagimlar
uygulanmaktadir (Kooyman ve Lechuga, 1997; Freeman ve ark., 1995). Optik sensorlerin
arastirma ve teknolojik gelisimi, son on yilda {istel bir biiylime yasanmistir. Optik sensor
aragtirma ve gelistirmesi, temel olarak saglik, cevre uygulamalari ve biyoteknoloji
endistrisine yoneliktir. Sensorlerin tip, ¢evre ve biyoteknoloji alanlarindaki potansiyel

uygulamalar1 ¢oktur (Dey, Goswami, 2011).
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Sensdr, Olgiilecek analitin derisimi, ¢iktinin gerekli hassasiyeti, gereken numune derisimi,
probun tamamlanmasi i¢in gegen siire, sensoriin yeniden kullanilmasi i¢in gereken siire ve
cihazin temizleme gereksinimleri agisindan kendi gereksinimlerine sahiptir. Optik sensorler,
en yaygin olarak bildirilen sensor sinifidir. Optik algilama, optik alanin bir biyolojik tanima
elemani ile etkilesiminden yararlanilarak gerceklestirilir. Optik biyoalgilama genel olarak
iki genel moda ayrilabilir: Etiketsiz ve etiket tabanli. Etiketsiz mod, algilanan sinyal,
dogrudan analiz edilen materyalin doniistiiriicii ile etkilesimi ile liretilir. Buna karsilik, etiket
tabanli algilama, bir etiketin kullanimini igerir ve optik sinyal daha sonra kolorimetrik,
floresan veya 1sildayan bir yontemle iiretilir. Glikoz gibi basit molekiiller, etiket destekli
algilama kullanilarak enzimatik oksidasyon ile tespit edilebilir. Kanin glikoz analizi, bir
sensOriin, yani seker hastalar1 tarafindan kullanilan el tipi glikoz Slgerin ticari olarak
(simdiye kadar) en basarili uygulamasidir. Ancak bazi durumlarda, 6rnegin bir etiketin
biyoreaktanlardan biriyle konjuge oldugu antikor-antijen etkilesimi, etiketleme baglanma

ozelliklerini degistirebilir ve bu nedenle sensor analizine sistematik hata getirebilir.

Bir optik sensor, bir optik doniistiiriicii sistemi ile entegre edilmis bir biyolojik tanima
algilama elemani igeren kompakt bir analitik cihazdir. Bir optik sensoriin temel amaci,
Olciilen bir maddenin (analitin) derisimiyle orantili bir sinyal liretmektir. Optik sensor,
biyotanima elemanlar1 olarak, antikorlar, antijenler, reseptorler, niikleik asitler, enzimler,
tiim hiicreler ve dokular dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik malzemeleri kullanabilir. Yiizey
plazmon rezonanst (SPR), kaybolan dalga floresanst ve optik dalga kilavuzu
interferometrisi, biyo-tanima elemaninin analit ile etkilesimini saptamak igin sensor

yiizeyine yakin olan gegici alan1 kullanir (Damborsky, Svitel, Katrlik, 2016).

Optik sensorler, biyolojik algilama elemaninin segiciligi, kapsamli numune 6n igleme veya
biiylik numune hacimlerine ihtiyag duymadan karmagik karigimlarda gercek zamanli analiz
i¢cin oldukca spesifik cihazlarin gelistirilmesi i¢in firsat sunar. Optik sensorler son derece
hassas, hizli, tekrarlanabilir ve kullanimi kolay analitik araglardir. Optik sensdrlerin
potansiyeline yonelik olumlu 6zelliklerine ragmen, aragtirma laboratuvarindan piyasaya
cikislar1 yavas olmustur. Buradaki engeller temel olarak sunlarla ilgilidir: Sensorde
biyomalzeme varligi (donistiriiciiler tizerindeki biyomolekiillerin immobilizasyonu,
enzimlerin ve antikorlarin kararliligl), sensor cihazinin gelistirilmesi (hassasiyet ve
tekrarlanabilirlik sorunlar1) ve optik sensorlerin eksiksiz sistemlere entegrasyonu. Sensoriin

tiretimi i¢in bir diger 6nemli sorun da maliyet faktoriidiir (Chumanov, Malynych, 2006).
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Gilinlimiize kadar gelistirilen baz1 ana optik sensorler su sekilde siralanabilir. Optik fiberler,
ylizey plazmon rezonans (SPR) sensorleri, dalga kilavuzu tabanli SPR, entegre
interferometreler (Mach-Zehnder ve Young interferometreler), diferansiyel mod
interferometrisi, rezonans ayna, 1zgara kuplorii, bidifraktif kuplorler, optik dalga kilavuzu
151k modu spektroskopi sistemi (OWLS), refraktometrik girisim spektroskopisi (RIfS)
(Wang ve ark., 2011). Gelen 151k huzmesindeki reseptor-analit etkilesimi tarafindan tiretilen
etkinin tiiriine gore optik sensorleri siniflandirmak yaygin bir uygulamadir. iki ana yaklasim
kullanilmistir: Kirilma indisinin ger¢ek kismindaki degisimin tahmini veya kirilma indisinin
sanal kismindaki degisimin tahmini. Optik sensorlerdeki ¢ogu gelisme, analit ile temas
halinde olan optik ortamin kirilma indisinin gercek kismindaki degisimden yararlanir . Bu
bliytikliikteki herhangi bir degisiklik, belirli bir dalga kilavuzu modunun yayilma sabitinde
karsilik gelen bir degisiklige neden olur. Bu nedenle, esas olarak bir faz kaymasi nedeniyle

yonlendirilen 151k 6zelliklerinde 6l¢iilebilir bir degisiklik tiretir.

Kilavuzlu 1s18in  yayilimindaki degisikliklere dayanan doniistiiriictiler, ulasilabilen
hassasiyet i¢in daha ilgingtir. Ilgili etkiler arasinda faz degisimi, dalga kilavuzu yapilari
arasindaki birlestirme etkileri, yiizey plazmon rezonansi, 1zgara kuplorleri, ¢ift 151n ve mod
vurus interferometrisi yer alir. Ayrica ince filmlerde ya elipsometri ya da ¢oklu yansima
girisimi (beyaz 151k girisimi) gibi refraktometrik teknikler uygulanabilir. Kirllma indisinin
sanal kisminin degisimine dayanan bazi optik sensorler (absorbans sensorleri olarak) da
rapor edilmistir. Ancak bu sensorler genel olarak daha az duyarliliga sahiptir ve referans
kullamlamiyorsa zayif secicidir. Igsel optik sensorlerin onemli bir grubu, algilama
bolgesinde liretilen 1s1ldayan radyasyona dayanmaktadir. Bu sensorlerde, algilama katmant,
dalga kilavuzundan somut bir dalga boyundaki 15181 emer ve daha sonra ayn1 dalga kilavuzu
tarafindan toplanan farkli bir dalga boyunda 151k yayar. Algilayic1 tabakayr olusturan
malzemenin liiminesan 6zellikleri, analit ile etkilesiminin bir sonucu olarak degisir. Bu
nedenle, yayilan radyasyonun o6zellikleri analitin dogas1 ve derisimi ile ilgilidir ve sonug
olarak bu radyasyonun analizi istenen analitik bilgiyi verir (Lechuga, 2005). SPR'de
reseptorler, ince bir metalin yiizeyinde hareketsiz hale getirilir. Belirli bir dalga boyundaki
elektromanyetik radyasyon, ince metalin elektron bulutu ile etkilesir ve gii¢lii bir rezonans
tiretir. Hedef analit metal yiizeye baglandiginda, bu etkilesim kirilma indisini degistir ve

elektron rezonansi igin gerekli dalga boyunun degismesine neden olur (Law ve ark., 2015).
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2.2.3.1. Fiber Optik Sensor

1980'lerin basindan beri, fiber optik (FO) sensorlerin gelistirilmesine, potansiyel
hassasiyetleri, algilama hizlar1 ve ¢ok ¢esitli test kosullarina uyarlanabilirlikleri nedeniyle
Oonemli arastirma ¢aligmalar1 yapilmistir. Optik fiber sensorlerin alant oldukca genistir ve
literatiirde, 6zellikle kaybolan dalga algilama yoluyla ¢ok sayida uygulama tanimlanmaistir.
FO algilama i¢in bir dizi olasilik 6nerilmis ve bunlardan bazilar ticari gelisime ulagsmistir
(Ligler, Taitt, 2002). Fiber optik sensorler, 1s18in bir fiber iplik boyunca analiz yerine
iletilmesine dayanir. FO sensorleri iki ana grupta siniflandirilabilir: Digsal ve icsel. Digsal
sensorler, yalnizca gelen ve giden 15181 yonlendirmek icin tek bir fiber kullanir ve igsel
sensorler, kaybolan dalga algilamasina dayanir. Digsal teknikte, uygun bir kaynaktan gelen
151k, FO boyunca hareketsiz bir algilama katmaninin bulundugu uzak uca dogru hareket eder.
Yansiyan, sagilan veya yayilan 151k, ikinci bir lif veya orijinal lifin c¢atallanmas1 yoluyla
numuneden geri doner.Yayilan 151k dedektdrde yorumlanir ve ilgilenilen analitin derisiminin
bir Olciisiidiir. En basit FO sensorii, belirli bir dalga boyunu emen analitin dersimindeki
herhangi bir degisikligi belirlemek i¢in absorbans 6l¢iimlerini kullanir. Bir etiket kullanarak
floresan 6lgiimii yapmak da miimkiindiir. Igsel sensdrlerde, genellikle, iizerinde ve
cekirdegin soyulmasindan sonra, belirli biyolojik reseptdrlerin iyi kurulmusg bir kimyasal
prosediir yoluyla hareketsiz hale getirildigi, konik, kaynasmis bir silika lifi kullanilir.
Absorbans, liiminesans, polarizasyon veya kirilma indisindeki degisiklikler tespit edilir.
Ancak dogrudan 6l¢iim genellikle miimkiin degildir ve fliioresan etiketler kullanilarak
rekabetgi konfigilirasyonlar kullanilir. Optik doniistiiriiciilerin, daha iyi elektroniklerin ve
gelismis immobilizasyon yontemlerinin ortaya ¢cikmasiyla birlikte, FO sensorleri endiistriyel
proses ve cevresel izleme, gida isleme ve klinik uygulamalara giderek daha fazla
uygulanmaktadir. Fiber optik sensorler kolayca minyatiirlestirilebilir ve farkli hedef
bilesiklerin belirlenmesi i¢in entegre edilebilir. Bu, ticari FO sensorlerinin gelistirilmesini

miimkiin kilmistir (Wolfbeis, 2000).

2.2.3.2. Entegre optik (I10) sensorler

10 sensorlerini, ayni alt tabaka iizerinde ve 1s1k yonlendirme yapisi ile birlikte 1zgara,
boliiciiler, birlestiriciler vb. gibi bazi diger optik bilesenleri i¢erebilen diizlemsel/kanal dalga
kilavuzlarina dayali sensorler olarak tanimlanir. FO sensorlerinin aksine, entegre optik
sensorler, 6rnegin SPR sensorlerinin imalatinda kullanilanlardan daha karmasik teknikler

kullanilarak, amaca uygun olarak tasarlanmali ve iiretilmelidir. Interferometrik cihazlar,
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1zgarali kuplor cihazlar1 ve rezonans ayna cihazlar1 olmak iizere 3 ana smif entegre optik

sensor vardir (Campbell, McCloskey, 2002).

2.2.3.3. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

SPR, Wood (1902) tarafindan optik fenomenin kullanilmasiyla ilk gézleminden bu yana
kapsamli bir bilylime gormiistiir. Baglangicta gelismis holografi (Cowan, 1972), yiizey
gelistirilmis Raman sagilmasi (SERS) veya uyumlu antiStokes Raman sagilmasi (CARS) ve
ince dielektrik filmlerin yiiksek kontrastli goriintiilenmesi i¢in yiizey plazmon mikroskobu
(SPM) dahil olmak iizere cesitli spektroskopik ve fiziksel karakterizasyonlar igin
kullanilmistir. Ince bir metal film yiizeyinin ¢evresinde meydana gelen kirilma indisi (1))
degisiklikleri, basit ve dogrudan algilamali SPR teknigi ile problanir. Bu teknik, optik bir
sensoOr ylizeyi olarak islev gormek i¢in farkli kirllma indeksine sahip iki seffaf ortam (yani
cam prizma ve 0rnek ¢ozeltisi) arasinda tipik olarak altin veya giimiis olmak iizere ince bir
metal film kullanir. Daha yiiksek kirilma indeksli ortama (cam prizma) giren diizlem polarize
bir 151k demeti, kritik ac1 asildiginda toplam i¢ kirllmaya maruz kalabilir. Isigin
elektromanyetik alan bileseni olan kaybolan dalganin altin filme niifuz etmesi bu kosullar
altinda gergeklesir. Spesifik bir gelis agisinda, ylizey plazmonunun uyarilmasi, bu dalganin
altin film yiizeyindeki serbest salinan elektronlarla etkilesimi ile gergeklesir ve ardindan
yansiyan 151k yogunlugunda bir azalmaya neden olur. SPR fenomeni, yalnizca altin film
ylizeyine analitin eklenmesiyle modifiye edilen ve bdylece baglanma olaylarmin

izlenmesine izin veren belirli bir agida meydana gelir (Y1lmaz ve ark., 2017).

Yiizey plazmon rezonans (SPR) sensorleri, sensor yilizeyinin yakinindaki kirilma indisi
degisiklikleri nedeniyle baglanma olaylarinin hizli, etiketsiz eszamanli izlenmesini saglayan
bir optik sistem teknolojisidir. SPR sensorleri, immiinoassay, klinik analiz ve hastalik
teshisi, ilag, hastalik taramasi, endiistriyel isleme, izleme ve ¢evre kirliligi kontroli,
veterinerlik, gida ve tarim uygulamalar1 gibi birgok alanda genis bir uygulama alanina
sahiptir (Jalilzadeh ve ark., 2019). Kromatografi yontemleri, kemiliiminesan enzim
immunoassay, radyo immunoassay uygulamalar1 gibi klasik analitik yontemlere kiyasla
ylizey plazmon rezonans sensorleri gergek zamanli izleme, hizli, analiz siiresi, duyarlilik ve
diisiik maliyet gibi avantajlara sahiptir (Cimen ve ark., 2020). 1983'te Liedberg, SPR'ye

dayali ilk sensorii 6nermistir. Bununla birlikte, SPR'ye dayal1 geleneksel prizma sensorleri,
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noktadan noktaya algilamada pratik uygulamay: sinirlayan hacimli algilama cihazindan
muzdariptir. Ancak optik fiber sensor, biyo-algilamada ¢ok dikkat ¢eken kiiciik hacimli,
hafif, anti-elektromanyetik girisim, uzun mesafeli iletim, yerinde izleme ve benzeri gibi
biiylik avantajlara sahiptir. 1996 yilinda Kao, hafif kuvars optik fiberlerin iletim 6zelliklerini
ve kaybini ayrintili olarak incelemis ve teorik olarak diisiik kayipli optik fiberler yapma
olasiligini kanitlamistir. 1970 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Corning
Corporation, optik fiberin bir 1s1k iletim ortami olarak uygulanabilirligini kanitlayan,
kelimenin ilk diisiik kayipli kuvars optik fiberini basartyla gelistirmistir. 1993 yilinda
Jorgenson, ilk olarak SPR'ye dayal1 fiber optik probu 6nerdi. Optik fiberin gesitli algilama
yapist nedeniyle, SPR tabanli fiber optik sensor ¢cok dikkat ¢ekmis ve tatmin edici sonuglar
elde edilmistir (Zhao ve ark., 2018). Yiizey plazmon rezonans yontemi, bir metal iizerine

adsorbe edilen ¢ok ince malzeme katmanlarinin kirilma indisini 6l¢gmek i¢in kullanilir.

Sekil 2.2 deki gibi keskin bir sekilde tanimlanmis bir agiyla gelen 1s1k enerjisinin bir kismu,
metal filmdeki (plazmon) delokalize elektronlarla etkilesime girebilir, bdylece yansiyan 1s1k
yogunlugunu azaltir. SPR teknigi, belirli sartlar altinda metal film iizerinde bulunan ylizey
plazmonlarinin fotonlar tarafindan uyarilabilmesi ve boylece bir fotonu yiizey plazmonuna
dontistiirmesi gercegine dayanir. Bu olay, adsorbathigin kirilma indisine baglidir. Bir
plazmon uyarildiginda, bir foton kaybolur ve bu belirli acida yansiyan 1sikta bir diisiis
meydana gelir. Adsorbatin kirilma indisine bagli olan ag1, yiiklii bir ¢ift cihaz (CCD) ¢ipi ile
Olgiilir. SPR sinyalindeki degisimin boyutu, hareketsiz hale getirilen kiitle ile dogru
orantilidir ve bu nedenle, etkilesimin stokiyometrisi agisindan kabaca yorumlanabilir.
Sinyaller, ¢cok diisiik miktarlarda (bir mikrogramdan daha az) malzemeden kolayca elde
edilir. SPR sinyali yalnizca hareketsizlestirilmis kalip molekiile baglanmaya bagh

oldugundan, molekiillerden baglanma olaylarini incelemek de miimkiindiir (Pattnaik, 2005).
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Sekil 2.2. Yiizey plazmon rezonans sensoriin sematik gosterimi.
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Sekil 2.3. Yiizey plazmon rezonans algilama {initesi.

Gergek zamanli ve etiketsiz izleme ile algilama yiizeyinin yakininda kirtlma indisindeki
degisimi 6lcen SPR tabanli sensorler, ilgilenilen klinik analit de dahil olmak tizere cesitli
molekiillerin daha yiiksek algilama kabiliyeti nedeniyle oldukga ilgi ¢ekmistir (Masson,
2017; Sankiewicz, ve ark., 2018; Marian ve Minunni, 2014). SPR sensoriin algilama

ylizeyinde analite 0zel reseptdr olusumu veya antijen/antikor immobilizasyonu gibi bazi

ylizey modifikasyonlarmin uygulanmasi, SPR tabanl
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norotransmiterler ve biyobelirtecler gibi hedef molekiillere kars1 segicilik performansini da

artirabilir (Sekil 2.3).

Son zamanlarda, altin (Au) ve giimiis (Ag) nanopartikiiller (NP) gibi asil metal bazli NP'lerin
SPR sensorleri iizerinde uygulanmasi, SPR tepkilerini artirma yetenekleri nedeniyle SPR
sensorlerinin  duyarliligin1 artirabilir (Bereli ve ark., 2021). Nanoteknolojideki son
gelismelerle birlikte, nanomalzemeler, kimyasal ve biyolojik algilamadaki miikemmel
hassasiyetleri nedeniyle sensorler alaninda biiyiik ilgi gérmiistiir. Metal nanopartikiiller,
oksit nanopartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller ve nanoboyutlu iletken polimerler dahil
olmak iizere bir¢ok tiirde nanopartikiil sensorlerde kullanilmistir. Ornegin, sensor
substratlar1 olarak Au- ve Ag- NP’lerin veya glimiig-silika hibrit nanoyapilarin kullanimi
birkag¢ aragtirma grubu tarafindan rapor edilmistir. MnOz2 ve CdS nanopartikiiller gibi bazi
oksit ve yari iletken nanopartikiilleri de sensor olusturmak i¢in uygulanir. Bu benzersiz
ozellikler sayesinde, farkli tiirde nanopartikiiller, farkli algilama sistemlerinde her zaman
farkli roller oynar. Genel olarak, metal nanopartikiiller her zaman “elektronik tellerin”
bilesenleri olarak kullanilir. Oksit nanopartikiiller genellikle molekiilleri immobilize etmek
icin kullanilirken, yar1 iletken nanopartikiiller genellikle etiketler veya izleyiciler olarak
kullanilir. Sensorlerde bilesen olarak kullanilan nanomalzemeler arasinda, AuNP'ler, gesitli
ilging oOzelliklere sahip olduklar1 i¢in en biylik ilgiyi ¢ekmistir. 1-100 nm c¢apindaki
AuNP'ler, aktivitelerini koruyan biiyiik miktarda molekiiliin kararli bir immobilizasyonunu
saglamak i¢in yiiksek ylizey-hacim oranina ve yiiksek ylizey enerjisine sahiptir. Ayrica,
AuNP'ler, cok ¢esitli elektroaktif tiirler ve elektrot malzemeleri arasinda hizli ve dogrudan
elektron transferine izin verme yetenegine sahiptir. Ek olarak, yerel elektromanyetik alanin
151k yayma oOzellikleri ve son derece biiyiikk gelistirme yetenegi, AuNP'lerin cesitli
sensorlerde sinyal amplifikasyon etiketleri olarak kullanilmasini saglar (Li, Schluesener, Xu,
2010).

Nanopartikiillerin biyolojik sonu ve potansiyel toksisitesi de tibbi uygulamalar i¢in
kullanimlarin1 kisitlayabilecek ¢ok onemli konulardir. Bazi nanopartikiillerin (6rnegin,
kuantum noktalar1), dogal toksisiteleri potansiyel bir dezavantajdir, ancak digerleri (6rnegin,
demir oksit ve AuNP'ler) i¢in toksisite sorunlar1 daha az orandadir. Nanopartikiil biyo-

dagilim, partikiiliin tipine ve boyutuna ve ayrica yiizey kimyasina bagli olarak biiyiik dlciide
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degisebilir (Hoshyar, ve ark., 2016; Zein, Sharrouf, Selting, 2020). Biyomedikal
uygulamalar i¢in, AuNP'ler, biyomolekiilleri hedefleyerek ¢ok yonlii bir islevsellestirme
imkani1 sunarak, daha kesin teshis ve lokalize terapétik etkilere izin verir. Ayrica, Sekil 2.4°te
de gosterildigi gibi farkli biyomedikal kullanimlara uyarlanmis AuNP'ler elde etmek i¢in
nanokiireler nanokabuklar, nanogubuklar, nanokafesler ve nanoyildizlar gibi sekillerden

altin nanopartikiillerinin boyut ve seklini manipiile etmek igin farkli yontemler vardir (Silva,

Cabral Campello.Paulo, 2020).

‘ (S
)
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Nanokabuk l l Nanokafes

Nanogubuk Nanokiime

Sekil 2.4. Sekillerine ve morfolojilerine gore farkli AuNP tiirleri (Silva Cabral
Campello.Paulo, 2020°den uyarlanmigtir).

Optik sensorlerde farkli algilama teknikleri uygulansa da hepsinin sivi-kat1 arayiiziindeki
etkileri 6lgmesi gerekir. Daha sonra alici molekiiliin sensor ylizeyinde immobilizasyonu
sensoriin performansi i¢in kilit noktadir. Se¢ilen immobilizasyon yontemi, bagli biyolojik
reseptoriin stabilitesini ve aktivitesini korumalidir. Genel olarak, dogrudan adsorpsiyon
yeterli degildir ve biyolojik aktivitede dnemli kayiplara ve reseptorlerin rastgele yonelimine
neden olur. Bu zorluklara ragmen, basit, hizl1 ve 6zel reaktifler gerektirmedigi i¢in dogrudan
adsorpsiyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Mevcut immobilizasyon yontemleri genel
olarak ikiye ayrilir: (i) Kovalent baglanma ve (ii) afinite kovalent olmayan etkilesimler.
Kovalent baglanma, reseptorler yiizeyden ayrilmadigi veya ¢ozeltideki diger proteinlerle

degis tokus etmedigi igin stabil bir immobilizasyon saglar. Afiniteye immobilizasyon
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ve/veya kovalent baglanmaya dayali olarak gesitli yiizey kimyalar1 gelistirilmistir. Afinite
baglamada, yiiksek afiniteli yakalama ligandi sensor ylizeyinde geri doniistimsiiz olarak
hareketsiz hale getirilir. Afinite baglanmasi, avidin, streptavidin veya nétravidin ile modifiye
edilmis yiizeylere biyotin-konjuge ligandlar ile gergeklestirilebilir. Bu yontemin avantaji,
esit baglanma bolgeleri saglayan yonlendirilmis bir baglanmadir. Kaybolan dalga sensorleri
i¢in, kaybolan alanin tiim hacmini daha verimli bir sekilde kullanarak, {i¢ boyutlu bir matriste
daha fazla aliciy1 hareketsiz hale getirerek sensoriin hassasiyetini artirmak miimkiindiir. Ek
olarak, ii¢ boyutlu bir agda ligand, reseptdrii dogru yonde baglama konusunda daha fazla
Ozgiirlige sahiptir. Bir polimer matrisinin kullanilmasi, yiizey kapasitesini ve dolayisiyla
cithazin hassasiyetini biiyiik 6l¢lide artirarak, kaybolan alan tarafindan problanan etkilesim
hacmini en iist diizeye ¢ikarir (Lofas ve ark., 1995). Son yillarda, molekiiler baskilanmis
polimer (MIP) nanopartikiil veya nanofilmleri ile entegre SPR nanosensorleri, biyolojik

tanima elemanlari olarak biiyiik ilgi gérmiistiir (Kim ve ark., 2009, Sener ve ark., 2011).

2. 3. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama, molekiiler bir kalip kullanarak bir makromolekiiler matriste tanima
bolgeleri olusturmaya yonelik bir teknolojidir (Odabasi, Say, Denizli, 2007). Molekiiler
baskilama yontemi, temel olarak bir kalip molekiiliin spesifik molekiiler taninmasina dayanir
(Saylan ve Denizli, 2020). Kalip molekiiliin sekil goriintiisii ve kalip molekiil ile etkilesime
girecek fonksiyonel kisimlarin hizalanmasi, polimerik malzemelerin olusumu sirasinda kalip
molekiiliin taninmasi veya ayrilmasi i¢in makromolekiiler matrikste hafizaya alinir (Asir ve
ark., 2005). Molekiiler baskilama teknigi, sekil tanima, hidrojen bagi ve hidrofobik
etkilesimler nedeniyle kalip molekiiliin bellegi ile bir polimer matriksinde secici bolgeler
olusturan antijen ve antikor arasindaki etkilesimi in vivo olarak simiile ederek gelistirilen bir
teknolojidir (Zeng ve ark., 2012). MIP'ler, kararl fiziksel ve kimyasal 6zellikler ve mekanik
ozellikler, ytliksek sicaklik ve yiiksek basinca dayanma kabiliyeti, asitlere, alkalilere karsi
giiclii direng, yiiksek derigimlerde iyon ve organik ¢oziiciiler, kolay sentez, uzun performans
omrt, tekrarlanan ve geri doniisiim kullanim1 gibi birgok mitkemmel 6zellige sahiptir (Yan,
Row, 2006). MIP'lerin pek ¢ok avantaji olmasina ragmen, performans i¢in baz1 eksiklikleri
de vardir, 6rnegin, homojen olmayan morfoloji popiilasyonu ve baski bolgeleri, yavas
aktarim hizi, baglanma bolgelerinin zayif tekrarlanabilirligi ve daha da iyilestirilmesi

gereken diisiik afinite (Zimmerman, Lemcoff, 2004).
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Algilama alani, farkli matrikslerdeki g¢esitli analitleri saptamak i¢in yiiksek yeteneklere ve
cok yonliiliige sahip, gelismekte olan bir teknolojiyi temsil eder ve algilama performansi,
bir¢ok sistemdeki birkag temel prosediirde 6nemli bir islev goriir. Dogal tanima elemanlar1
hedeflerine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir ancak yiiksek basingta, sicaklikta ve organik
coziiciilerde zayif dayanikliliklar1 ve yiiksek veya diisik pH tamponlarinda diisiik
kararliliklar1 nedeniyle pratik uygulamalarda kullanilamazlar (Saylan ve ark., 2019). Son
zamanlarda, bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in en Onemli modifikasyon
yontemlerinden biri molekiiler baskilama yontemidir. Bu yontem ilk olarak 1970'lerin
baginda Wulff ve Sarhan tarafindan rapor edilmistir (Wulff, Sarhan 1972). Molekiiler
baskilanmis polimerler (MIP'ler), bir kalip molekiiliin etrafindaki monomerlerin polimerize
edilmesiyle olusturulur. Secilen monomerler genellikle 6n polimer baglama kompleksleri
olusturmak icin kalip molekiiliin 6zelligini tamamlar. Polimerizasyon iizerine, kalip
molekiil, capraz bagli polimer matriksi tarafindan basilir. Kalip molekiilii ¢ikardiktan sonra,
yeniden baglamak icin kalip molekiile 6zgii bir bosluk iiretilir. MIP'lere, spesifik
baglanmalarini ve uygun maliyetli polimerik dogalarii vurgulamak i¢in plastik antikorlar
da denir (Zhang ve ark., 2017). Molekiiler baskilama, yiiksek tanima kabiliyetine sahip
kararli ve secici malzemeler yaratmak i¢in olduk¢a umut verici bir tekniktir. Molekiiler
baskilanmis polimerler (MIP'ler), bir kalip molekiil, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici
ve bir baslaticidan olusan reaksiyon ortaminin polimerizasyonu yoluyla hazirlanabilir. i1k
olarak, kalip molekiiliin ve fonksiyonel monomerin karmasik olusumu mevcuttur. Ikinci
olarak, monomerler i¢inde tutulan kalip molekiil ve belirli miktarda ¢apraz baglayiciya sahip
ic boyutlu bir yap1 elde etmek i¢in polimerizyon gercgeklesir. Son olarak, kalip molekiilleri
sekil, boyut ve islevsellik acisindan tamamlayict olan hedef molekiiliin tanima boélgeleri,

kalip molekiiliin polimer yapisindan ¢ikarilmasiyla iiretilebilir (Andag ve ark., 2020).

Molekiiler tanima, polimerik ag boyunca kalip molekiil etrafindaki fonksiyonel gruplarin
diizenlenmesiyle kalip molekiil ve monomerlerin 6n-komplekslestirilmesinden kaynaklanan
baskilama etkisine dayanir. Bu nedenle sekil ve boyut agisindan ve hatta sicaklik ve pH
bellegi acgisindan bile kalip molekiilii tamamlayici olarak yliksek secicilige sahip kararl
baglanma bolgeleri olusturulur (Fu ve ark., 2015; Ozkahraman, 2018). MIP'lerin baglanma
afinitesi, fonksiyonel monomerlerin, c¢apraz baglayicilarin, baglaticilarin ve solvent
sisteminin tipine ve ayrica baslatma ve polimerizasyon yontemine baglidir (Corman ve ark.,

2016). Kalip molekiiliin baglanma bolgesine baglanmasi, 6n-komplekslestirme adiminda
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meydana gelebilecek elektrostatik, H-baglama, van der Waals ve metal koordinasyonu gibi
ikincil etkilesimlerin giicii ve kimyasi1 tarafindan belirlenir. Ayrica, bu kalip molekiil ve
baglanma yeri etkilesimleri, pH ve sicaklik bellegi ve polimerizasyon isleminde kullanilan
fonksiyonel monomer ve komonomerlerin dogasi ile gelistirilebilir. Ek olarak, tanima
bolgelerinin 6zellikleri, kalip molekiiller etrafinda iyi tanimlanmis kafesler olusturan ¢apraz
baglanma siireciyle giiclii bir sekilde iliskilidir (Murray ve Ormeci, 2017). Molekiiler
baskilanmis polimerler, ortamda bulunan baska molekiillere karsilik kalip molekiilii yiiksek
ozgiilliikte baglayabilir. MIP'ler, ¢esitli capraz baglayicilar, fonksiyonel monomerler ve
¢oziiciiler kombinasyonuyla elde edilebilir (Algieri ve ark., 2014). MIP'lerin Kkalitesi ve
baglanma 6zelliklerini, yalnizca karisimin kombinasyonu etkilemez, Buna ek olrak, baslatici
tiiri ve miktari, polimerizasyon sicaklifi, etkilesim mekanizmalari vb. gibi deneysel kosullar
da etkiler. Genellikle kalip molekiiliin kritik bir molekiil gibi davrandig: varsayilir ve diger

bilesikler kalip molekiiliin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore se¢ilmelidir (Saylan ve

ark., 2017).

Organize Olma . Polimerizasyon

/; On Kompleks Capraz Baglayici

Kalip Molekiil Fonksiyonel Monomer

Kahp Cikarilmasi

Geri Baglanma .

Molekiiler Baskilanmis Polimer

Sekil 2.5. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gosterimi (Saylan ve ark., 2019’dan

uyarlanmustir.)

Molekiiler baskilama, molekiiler kalip kullanilarak sentetik polimerlerde se¢ici baglanma
bolgeleri yapmak i¢in bir yontemdir. Polimerin seciciligi, boslugun boyutu ve sekli ve
yeniden baglanma etkilesimleri gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Kovalent etkilesimler,

kovalent olmayan etkilesimler, elektrostatik etkilesimler ve metal iyon koordinasyonu,
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fonksiyonel monomerleri kalip molekiil etrafinda diizenlemek i¢in kullanilabilir. Esasen,
kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasindaki kovalent baglara veya kovalent
olmayan etkilesimlere dayali olarak iki tiir molekiiler baskilama stratejisi olusturulmustur.
Her iki durumda da, baskili molekiiliin fonksiyonel gruplar ile etkilesimlere izin verecek
sekilde segilen fonksiyonel monomerler, baskili molekiil varliginda polimerize edilir. Ozel
baglanma bolgeleri, baski kalibinin fonksiyonel grubu ile monomer arasindaki kovalent veya
daha yaygin olarak kovalent olmayan etkilesim ve ardindan c¢apraz baglhh bir
kopolimerizasyon ile olusturulur (Takeda, Kobayashi, 2005). Iki stratejiden kovalent

olmayan yaklasim, asagidaki {i¢ nedenden dolay1 daha yaygin olarak kullanilmistir:

(1) Kovalent olmayan protokol kolayca yiiriitiiliir ve 6n polimerizasyon kompleksinin

sentezinden kaginilir.

(2) Kalip molekiiliin ¢ikarilmasi genellikle ¢ok daha kolaydir, genellikle siirekli ekstraksiyon
ile gergeklestirilir.

(3) Kovalent olmayan yontemler kullanilarak MIP baglanma bolgesine daha fazla gesitlilikte
islevsellik katilabilir.

Kovalent yaklasimda, baskili molekiil, polimerize edilebilir bir molekiile kovalent olarak
baglanir. Bu tip polimerin baglanmasi, tersine ¢evrilebilir kovalent baglara dayanir. Capraz
baglayici ile kopolimerizasyondan sonra baski molekiilii, yiiksek diizeyde capraz bagh
polimerden kimyasal olarak ayrilir. Ayrica, kovalent baskinin gereklilikleri, o6zellikle
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayict ve kalip molekiil oranlar1 bakimindan, kovalent
olmayan baskidan farklidir. Bununla birlikte, tersinir kovalent etkilesimlerin se¢imi ve
potansiyel kalip molekiillerin sayisi biiyiik 6l¢iide sinirli oldugundan, polimerize edilebilir
monomerlerle tersinir kovalent etkilesimlerin sayis1 daha azdir ve kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasindaki kovalent baglari1 parcalamak i¢in siklikla bir asit hidroliz

islemi gerektirir.

Kovalent olmayan yaklasim, MIP hazirlamak amaciyla oldukga sik kullanilan bir metoddur..
Bu yaklagim sirasinda, kalip molekiil ve monomer arasindaki kendi kendine bir araya gelme
ve ardindan g¢apraz bagl bir kopolimerizasyon ile 6zel baglanma bolgeleri olusturulur
(Svenson, Karlsson, Nicholls, 2004, Ekberg, Mosbach, 1989). Baski molekiilleri, hem

baskilama prosediirii hem de yeniden baglama sirasinda polimer ile kovalent olmayan
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etkilesimler yoluyla etkilesime girer. Bu yaklasim, kovalent baglanma yapmayan bilesik
cesitliligin oldukc¢a fazla sayida olmasindan dolay1; molekiiler baskilamanin gelecegi i¢in
diger yaklagimlara kiyasla daha fazla potansiyele sahip gibi goriinmektedir (Michael ve ark.,
1995, Sellergren, Kenneth, 1993). Kovalent olmayan molekiiler baskilamanin sinirlari, 6zel
molekiiler tanima sartlari ile belirlenir. Cogunlukla, monomerler ve kalip molekiil arasindaki
etkilesimler hidrofobik ortamlarda stabilize olurken, polar ortamlar onlar1 kolayca bozar.
Baska bir sinir, birkag farkli etkilesim noktas1 ihtiyaci ile temsil edilir: Izole edilmis bir
karboksil gibi tek bir etkilesimli grup ile karakterize edilen bazi molekiiller, genellikle pratik
uygulamalarda ¢ok az ilgi ¢eken c¢ok sinirlt molekiiler tanima 6zelliklerine sahip baskill
polimerler verir. Kovalent olmayan yoOntemlerin temel optimizasyonunu anlamak iki
nedenden dolay: onemlidir: Metodoloji, kovalent yontemlere gore daha basittir ve daha
yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri iretir. Kovalent olmayan baskili polimerlerdeki
baglanma ve secicilik egilimleri, en yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri icin ¢oklu
fonksiyonel monomerlerin dahil edilmesiyle en iyi sekilde agiklanir. Polimer baglama
sahasindaki artan sayida baglanma etkilesimi, sahanin daha fazla aslina uygunlugundan
sorumlu olabilir ve dolayisiyla sahaya daha fazla afinite ve segicilik kazandirabilir. Bu,
polimer baglanma bolgesindeki fonksiyonel gruplarin sayisinin dogrudan ¢ozelti fazi 6n-
polimer kompleksi tarafindan belirlenmedigini gosterir; daha ziyade, polimerizasyon
sirasinda belirlenir. Polimerizasyon sirasinda ve sonrasinda baglanma bdlgesi yapilarini
karakterize etmenin zorlugu nedeniyle, nihai baglanma bolgesi yapisini belirleyen gergek

olaylar hala ana zorluktur.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

N-Metakroil-L-histidin metil ester (MAH) monomerinin sentezinde kullanilan L-histidin
metil ester ve metakriloil kloriir Merck firmasindan temin edilmistir. Sodyum sitrat tribazik
dihidrat ve altin (IIT) klortir trihidrat, 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), azoizobisbiitironitril
(AIBN) ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) Sigma firmasindan temin edilmistir.
Kortizol Merck firmasindan satin alinmistir. Plazmonik sensor yiizeyler Genoptics
firmasindan satin alinmistir. Analitik saflikta olan diger tiim kimyasallar Merck firmasindan
temin edilmistir. Deneylerde kullanilan, 18 M€/cm dirence sahip deiyonize suyu elde etmek
amaciyla yiiksek akish seliilloz asetat membran (Barnstead D2731), ters osmoz Barnstead
ROpure LP® birimi, Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve

iyon degistirici dolgulu kolon sistemleri kullanilmistir.

3.2. Optik Sistem

Optik temelli yiizey plazmon rezonans sensor sistemi igin SPR imager 1l (GWC
Technologies) cihazi kullanilmistir (Sekil 3.1). 1 mm x 18 mm x 18 mm boyutlarina ve 50
nm ylizey kalinligina sahip altin sensorleri Genoptics firmasindan satin alinmistir. Sistemin
lazer 151k kaynagi Quartz Halogen Lamps (6 volts 10 watt 2000 H) kullanilmigtir. SF10
equilateral prizma kullanilmistir. Prizma yiizeyleri Fisherbrand lens kagidi kullanilarak

temizlenmistir.

Sekil 3.1. SPR imager II cihazinin goriintiisii.
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3.3. Fonksiyonel Monomerin Sentezi ve Karakterizasyonu

N-Metakroil-L-histidin metil ester (MAH) fonksiyonel monomerin sentezi sirasiyla su
adimlar izlenerek gerceklestirilmistir: 5.0 g L-histidin metil ester ve 0.2 g hidrokinon, 100
mL diklorometan ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildiikten sonra, ¢ozelti 0°C'a sogutulmustur. 12.7 g
trietilamin bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. Daha sonra 5.0 mL metakriloil kloriir yavas bir
sekilde bu ¢ozeltinin {istiine dokiilmiistiir. Bu reaksiyon karigimi azot atmosferi altinda
manyetik karistirict ile 2 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Kimyasal reaksiyonun
sonunda, reaksiyona girmeyen metakriloil kloriir, % 10'luk NaOH ¢ozeltisi ile ekstrakte
edilmistir. Sulu faz doner buharlastiricida uzaklastirilmis ve kalan kisim etanolde
¢Oziilmiistiir. Daha sonra kristallendirme islemi ile saf N-metakroil-L-histidin metil ester
kat1 halde elde edilmistir (Garipcan ve Denizli, 2002). Elde edilen MAH monomeri ile
birlikte hazirlanan MAH-AUNP ve MAH-AuNP-kortizol 6n-kompleksin icerdigi
fonksiyonel gruplarin analizi i¢in FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet iS10, ABD) kullanilmistir. Cihazin 6rnek yuvasina ayri ayri yerlestirilen 6rnekler
400-4000 cm dalga sayis1 araliginda FTIR spektrumu ¢ekilmis ve &rneklerde gergeklesen

toplam yansima miktar1 6l¢iilmiistiir.

3.4. Altin Nanopartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu

Kortizol-baskilanmis (AUNP-MIP) ve baskilanmamis (AuNP-NIP) plazmonik sensorler
poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakroil-(L)-histidin metil ester-altin nanopartikiillerin
altin ylizeyine baglanmasi ile elde edilmistir. Molekiiler baskilama etkinligini ve AuNP’in
sinyal arttirma Ozelligini test etmek amaciyla monomer karisimina kortizol ve AuNP
eklenmeden plazmonik sensorler hazirlanmistir. AuNP'ler, Turkevich yontemine gore
sodyum sitrat kullanilarak HAuCls tuzunun Au'ya indirgenmesiyle hazirlanmistir. (Enustun,
Turkevich, 1963). AuNP'lerin derisimi, zeta boyutu Olglimii ile belirlenen AuNP'lerin
ortalama boyutu kullanilarak tahmin edilmistir (Liu ve ark., 2007).

AuUNP’lerin boyutlarin1 lgmek i¢in Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments) cihazi
kullanilmigtir (Sekil 3.2). Analizde deiyonize suyun yogunlugu 0.88 mPa.s ve kirinma
indeksi 1.33 olarak ayarlanmigtir. Sentezlenen nanopartikiillerin ¢dzeltisi boyut

analizoriiniin 0rnek haznesine yerlestirilerek zeta boyut analizi islemi yapilmistir. Oda
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sicakligindaki 151k sagilmasmin 90°’lik gelis acisinda oOlgiilmesi ile partikiil sayisi

hesaplanmis ve dlgiimler ii¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 3.2. Zeta—sizer cihazinin goriintiisii.

_ mpD?
N = IED (3.1)
C = ol (3.2)
A

Esitlik 3.1, nanopartikiil (N) basina Au atomlarinin sayisint hesaplamak i¢in kullanilirken,
Esitlik 3.2, AuNP derisimi (C) hesaplamak ic¢in kullanilir. Denklemlerde p, Au'nun
yogunluguna, M Au'nun atom agirligina ve D AuNP'lerin ¢apina, N toplam Au atom

miktarina, V ¢ozelti hacmine ve NA Avogadro sayisina karsilik gelir (Liu, 2007).

3.5. Plazmonik Sensor Yiizeyinin Modifikasyonu

Plazmonik sensor ylizeyi, kortizol baskilanmis nanofilm ile kaplanmadan 6nce asidik pirana
cozetisi (3:1, H2SO4:H202, v/v) ile yikanmistir. Altin ylizeyler pirana ¢ozeltisiyle
yikandiktan sonra sirasiyla deiyonize su ve etil alkol ile yikanmis ve etiivde (40°C) 3 saat
kurutulmustur. Bir sonraki agsama olan vinil gruplarinin baglamasi basamagina gegilmistir.
Vinil gruplarinin yiizeye baglanmasi islemi su sekilde gerceklesmistir: Altin yiizey pirana
cozeltisi ile aktiflestirildikten sonra 3-(trimetoksilil)propil metakrilat (TMSPM)’in metil
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alkoldeki (50:50, v/v) ¢ozeltisinde 24 saat siiresiince 35°C bekletilerek yapiya katilmasi
saglanmustir (Sekil 3.3). Daha sonra baglanmayan vinil guplarinin uzaklastirilmasi amaci ile

plazmonik sensor ylizeyi etil alkol ile yikanarak nanofilm kaplamasi i¢in hazir hale

getirilmistir.
T P, O
S0 oS0 ot
o) 5 (o] O oy (0] o) S (0]
[P1 51 [9]
3-(Trimetoksilil)propil metakrilat : Metil akol
(TMSPM)
ALTIN ELEKTROT ALTIN ELEKTROT

Sekil 3.3. Altin sensor ylizeyine vinil gruplarininin baglanmasinin sematik gosterimi.

3.6. Plazmonik Sensor Yiizeylerinin Hazirlanmasi
3.6.1. AUNP-MIP plazmonik sensoriin hazirlanmasi

AUNP-MIP plazmonik sensoériin hazirlanmasi i¢in ilk olarak MAH-AUNP kompleksi
olusturulmus ve AuNP’lerin fonksiyonel monomere koordine olmasi saglanmistir. Daha
sonra kortizol ile etkilestirilerek MAH-AUNP-kortizol 6n-kompleksi hazirlanmistir. Bunun
icin ilk olarak 0.4 mmol MAH monomeri, 0.01 nmol AuNP ile 1 saat siireyle 20 rpm hizla
rotatorde karistirilmistir. Daha sonra kalip molekiil 0.05 mmol hidrokortizol, MAH-AuUNP
kompleksiyle ayni1 sekilde 1 saat siireyle 20 rpm hizla rotatérde etkilestirilerek MAH-AUNP-
kortizol, onkompleksi Sekil 3.4’teki gortildiigii gibi olusturulmustur. Daha sonra 6n-
kompleks karisimima 0.4 mmol etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) capraz baglayict ve
hidrofilikligi saglamasi i¢in 0.2 mmol 2-hidroksi etilmetakrilat (HEMA) monomeri
eklenmistir. Monomer karisimina baslatici olarak 2.5 mg 2,2-azobisizobutironitril (AIBN)
baslaticis1 eklenmistir. 3-(trimetoksilil)propil metakrilat (TMSPM) eklenerek modifiye
edilen sensor ylizeyine hazirlanan AuNP’li monomer ¢ozeltisinden 10 pL hacminde

damlatilmistir. Nanofilmin sensor yilizeyinde homojen olarak dagilmasi i¢in dondiirmeli
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kaplama cihazi kullanilmistir. Yiizeyinde nanofilm olusmasi i¢in UV lamba (365 nm, 100

W) altinda 1 saat boyunca polimerlesme reaksiyonu gerceklestirilmistir (Sekil 3.5).

X X

N0 — __g,,;-iN o) ~ ’g;w 0

O Au \ Kortizol(C,4H3;05) \
O 2 - ° AN ° AN
HN— HN-7 N

Hidojen bagi
0O

Sekil 3.4. MAH-AuUNP-kortizol 6n-kompleks yapisinin sematik gosterimi (Elnour ve
ark.,2017).

Sekil 3.5. Dondiirmeli kaplamanin ve UV lambasinin goriintiileri.

Kalip molekiil kortizol desorpsiyon ¢6zeltisi metil alkol (CH3OH) ve asetik asit (CH3COOH)
karistmi (1:1) kullanilarak nanofilm ylizeyinden uzaklastirilmistir. Bu amagla, 20 mL
desorpsiyon ¢ozeltisi i¢inde ¢alkalamali inkiibatérde 90 rpm hizinda ve oda sicakliginda 2
saat boyunca ¢alkalanarak yikanmistir. Sonrasinda, desorbe edilen sensor yiizeyi deiyonize
su ve saf etil alkol karisiminda 2 saat siireyle bekletilerek yikanmis ve etiivde (40°C)

kurutulmustur.
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3.6.2. MIP plazmonik sensoriin hazirlanmasi

MIP plazmonik sensoriin hazirlanmasi igin ilk olarak MAH fonksiyonel monomeri kortizol
ile etkilestirilerek MAH-kortizol 6n-kompleksi hazirlanmistir. Bunun igin ilk olarak 0.4
mmol MAH monomeri kalip molekiil 0.05 mmol hidrokortizol, 1 saat siireyle 20 rpm hizla
rotatorde etkilestirilerek on-kompleks olusturulmustur. Daha sonra 6n-kompleks karigimina
0.4 mmol etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayici ve hidrofilikligi saglamasi
icin 0.2 mmol 2-hidroksi etilmetakrilat (HEMA) ko-monomeri eklenmistir. Monomer
karisimina baglatict olarak 2.5 mg 2,2-azobisizobutironitril (AIBN) baslaticisi eklenmistir.
3-(trimetoksilil)propil metakrilat (TMSPM) eklenerek modifiye edilen sensor yiizeyine
hazirlanan monomer ¢ozeltisinden 10 pL hacminde damlatilmistir. Nanofilmin sensor
ylizeyinde homojen olarak dagilmasi i¢in dondiirmeli kaplama cihazi kullanilmistir.
Yiizeyinde nanofilm olusmasi i¢in UV lamba (365 nm, 100 W) altinda 1 saat boyunca
polimerlesme reaksiyonu gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Kalip molekiil kortizol desorpsiyon
¢oOzeltisi metil alkol (CH30H) ve asetik asit (CH3COOH) karistmi (1:1) kullanilarak
nanofilm ylizeyinden uzaklastirilmistir. Bu amagla, 20 mL desorpsiyon ¢ozeltisi iginde
calkalamal1 inkiibatorde 90 rpm hizinda ve oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalanarak
yikanmustir. Sonrasinda, desorbe edilen sensor yiizeyi deiyonize su ve saf etil alkol

karisiminda 2 saat siireyle bekletilerek yikanmis ve etiivde (40°C) kurutulmustur.

3.6.3. AUNP-NIP plazmonik sensoriin hazirlanmasi

AUNP-NIP plazmonik sensoriin hazirlanmasi i¢in AUNP-MIP plazmonik sensoriin
hazirlanma stirecindeki tiim basamaklar aynen gerceklestirilmis, sadece kalip molekiil olan
kortizol kullanilmamistir. Bu amagla, ilk olarak MAH-AuNP kompleksi olusturulmus ve
AuNP’lerin fonksiyonel monomere koordine olmasi saglanmistir. Bunun igin ilk olarak 0.4
mmol MAH monomeri, 0.01 nmol AuNP ile 1 saat siireyle 20 rpm hizla rotatoérde
karistirtlmistir. Daha sonra 6n-kompleks karisimina 0.4 mmol etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) c¢apraz baglayict ve hidrofilikligi saglamasi i¢in 0.2 mmol 2-hidroksi
etilmetakrilat (HEMA) ko-monomeri eklenmistir. Monomer karisimina baslatici olarak 2.5
mg 2,2-azobisizobutironitril  (AIBN) baslaticis1 eklenmistir.  3-(trimetoksilil)propil
metakrilat (TMSPM) eklenerek modifiye edilen sensor yilizeyine hazirlanan monomer
¢ozeltisinden 10 pL hacminde damlatilmistir. Nanofilmin sensor yiizeyinde homojen olarak

dagilmasi i¢in dondiirmeli kaplama cihazi kullanilmistir. Yiizeyinde nanofilm olugmasi igin
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UV lamba (365 nm, 100 W) altinda 1 saat boyunca polimerlesme reaksiyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Sonrasinda, sensér yiizeyi deiyonize su ve saf etil alkol
karisiminda 2 saat siireyle bekletilerek yikanmis ve etiivde (40°C) kurutulmustur. Tim

plazmonik sensorlerin hazirlanmasi recetesi Cizelge 3.1°de detaylari ile gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. AUNP-MIP, AuNP-NIP ve MIP plazmonik sensorlerin hazirlanma recetesi.

AuNP-MIP AuNP-NIP MIP
0.05 mmol HC - 0.05 mmol HC
0.4 mmol MAH 0.4 mmol MAH 0.4 mmol MAH
0.4 mmol EGDMA 0.4 mmol EGDMA 0.4 mmol EGDMA
0.2 mmol HEMA 0.2 mmol HEMA 0.2 mmol HEMA
0.01 nmol AuNP 0.01 nmol AuNP -

3.7. Plazmonik Sensor Yiizeylerinin Karakterizasyonu
3.7.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensor
yiizeylerindeki nanofilmlerin piiriizliiliik ve derinlik karakterizasyonu AFM analizleri ile
incelenmistir. Sekil 3.6’da gosterilen Asylum Research 3D Standalone (Oxford Instruments)
cihazinda atomik boyutlara kadar inceltilip sivriltilmis igne ucu oOlglim yaparken
kullanilmistir. Plazmonik sensorlerin yiizeyi yiiksek ¢oziiniirlik ile taranarak iki ve lig
boyutlu goriintiiler elde edilmistir. Yiizeylerin, hava ortaminda milimetrelik boyutlara sahip
bir ¢ap icerisine yerlestirilerek ve yar1 degen modda goriintlisii alinmistir. Goriintiilerin

tarama hiz1 1 um/s iken 1x1 pm?’lik bir alandan gériintii elde edilmistir.
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Sekil 3.6. AFM cihazinin goriintiisii.

3.7.2. Temas Ac¢is1 Analizi

AUNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor yiizeylerindeki nanofilmlerin
hidrofilitesini belirlemek igin 1slanabilirligi dlgen temas acis1 degerleri KRUSS DSA100
cihazi ile belirlenmistir (Sekil 3.7). Islem sirasinda yapisik damla metodu ile temas acis1 elde
edilmis ve plazmonik sensorlerin 1slanabilirligi ylizeylerine 1 damla su damlatilarak
Olciilmiistiir. 10 farkli bolgeye su damlatildiktan sonra her bolgedeki goriintiiler alinmis ve
farkli temas agilar1 belirlenmistir. Belirlenen temas agis1 dl¢timleri plazmonik sensor yiizeyi
ile damlacigin sol temas noktasindan alinan temas agis1 ve sag temas noktasindan alinan
temas agist degerleri baz alinarak, bu degerlerin ortalamasi ile ortalama temas agisi tespit

edilmistir.

Sekil 3.7. Temas agis1 6l¢tim cihazinin goriintisii.
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3.7.3. FTIR-ATR Analizi

AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensor yiizeylerindeki nanofilmlerin igerdigi
fonksiyonel gruplarin analizi i¢in FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet iS10) kullanilmistir. Plazmonik sensér yiizeylerin 400-4000 cm™ dalga sayist
araliginda FTIR-ATR spektrumu ¢ekilmis ve yilizeyde gerceklesen toplam yansima miktari
Ol¢tilmiistiir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. FTIR-ATR spektrofotometre cihazinin goriintiisii.

3.8. Plazmonik Sensorler ile Kinetik Analizler

AUNP-MIP, MIP ve AuUNP-NIP plazmonik sensorlerin kinetik analiz ¢alismalari sonucu elde
edilen yiizey plazmon egrilerini goriintiilemek icin SPR imager II cihaz1 kullanilmistir.
Plazmonik sensorlerin yiizeyine 151k ulastiginda 1518 %kirtlma indisi degisimi (AR)
degerlerini tespit etmek amaciyla goriintii alinmasi sirasinda plazmonik sensorlere ulasma
acis1 degistirilmistir. Her bir 6rnek i¢in 15181 gelis acgisina karsi elde edilen AR degerleri

grafiklere gegirilerek rapor edilmistir.

3.8.1. Derisim Analizleri

AUNP-MIP ve MIP plazmonik sensorlerin SPR cihazi kullanilarak farkli derisimlerdeki
ornekler iizerinde kinetik calismalar yapilmstir. {1k olarak AuNP-MIP plazmonik sensér ile

0.01-100 ppb derisim araliginda kortizol ornekleri hazirlanmistir. Cozelti 6rneklerinde
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adsorpsiyon tamponu olarak PBS-etil alkol ¢ozeltisi (50:50, v/v) kullanilmistir. Ayrica,
AuNP’lerin plazmonik sensdr sinyal yanitinin artisina sebep oldugunu gostermek i¢in 1-100
ppb derisim araliginda kortizol 6rnekleri ile MIP plazmonik sensorii de etkilestirilmistir.
Optimum bir rezonans agis1 ayarlandiktan sonra belirlenen kirilma agisi, ¢alisma agis1 olarak
belirlenmistir. Yapilan kinetik analizler i¢in kinetik goriintiileme programini igeren SPR
view yazilimi kullanilmistir. Rezonans agisinin tespitinden sonra her derisim ic¢in denge-
adsorpsiyon-desorpsiyon adimlari izlenerek analizler gergeklestirilmistir. Rezonans agisina
ayarlanan sensor sisteminden ilk olarak 180 saniye boyunca denge ¢ozeltisi gegirilmistir.
Sistem dengeye geldikten sonra farkli derisimlerde hazirlanan kortizol ¢ozeltileri sirasi ile
300 saniye boyunca 0.2 mL/dk akis hizinda sensor sistemine peristaltik pompa araciligiyla
verilmistir. Rezonans frekansindaki gozlemlenen kayma degerleri anlik olarak rapor
edilmistir. Kayma acisindaki degisim gozlendikten sonra desorpsiyon ¢ozeltisi metil alkol
ve asetik asit (50:50, v/v) 120 saniye siireyle sisteme verilmistir. Desorpsiyon isleminden
sonra sisteme 10 dakika siireyle deiyonize su verilmis ve denge tampon ¢ozeltisi ile sistem

tekrar dengeye getirilmistir. Bu iglemler her derigim i¢in tekrarlanmstir.

3.8.2. Adsorpsiyon izoterm Modelleri Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensor yiizeyi ile Kortizol arasindaki etkilesimin kinetik ve izoterm
analizi, kalip molekiil ve polimerik nanofilm etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilmistir.
Bu amagla ilk olarak denge (Scatchard) ve baglanma analizleri yapilarak farkli adsorpsiyon
izoterm modelleri incelenmistir. Toplam ligand miktar1 ([B]o), yilizeyin maksimum analit
baglama kapasitesi olarak tanimlanmis ve diger tiim derisim degerleri sensor sinyali olarak
belirtilmistir. Serbest kortizol derisiminin akis hiicresinde sabit olarak kaldig: sartlar altinda
baglanma Esitlik 3.3 deki gibi ifade edilmistir:

dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-K¢AR (3.3)

Bu esitlikte dAR/dt, sensor sinyalinin degisim hizi; AR ve ARmaks, baglanma esnasinda
olgiilen ve maksimum elde edilen sinyal; C kortizol derisimi (ppb), Ka, baglanma hiz sabiti
(ppbL.st) ve kq, ayrilma hiz sabiti (s1)’dir. Baglanma sabiti Ka (ppb™), ka ve ka degerlerinin
oranindan hesaplanmigtir. Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak Esitlik 3.4’deki gibi

sadelestirilmistir:
ARdenge /C = KAARmaks — KAARdenge (3.4)
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Baglanma sabiti Ka, ARdenge/c’ye karst ARdenge grafiginden hesaplanmistir. Ayrilma sabiti
Kb ise; 1/Ka esitligi ile elde edilmistir. Esitlik 3.3 diizenlendiginde Esitlik 3.5 elde edilmistir.

dAR/dt = kaCARmaks — (kaC+ ka)AR (3.5)

Esitlikte, etkilesim kontrollii kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt’ye karst AR grafiginin, egimi —
(Kac + kd) olan bir dogru verdigi goriilmistiir. Baslangi¢ baglanma hizi kortizol derisimi ile
dogrusal bir iligkili oldugu goriilmiis ve nicel olarak derisim hesaplanmasinda kullanilmistir.
ARmaks’1n deneysel olarak tespit edilmesi zor oldugundan takip edilen yaklasim, bir¢ok farkl
analit derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasi olmustur. Esitlik 3.6°deki gibi
ileri ve geri yondeki hizlarin analizi i¢in ¢izilen dAR/dt’ye kars1 AR grafikleri, ileri ve geri

yondeki hiz sabitleri ile alakali bir egim degeri (s) vermistir:
S = kaC + kd (3.6)

s’ye kars1 C grafigi, egimi ka olan bir dogru ve teorik olarak da kesim noktasi kd degerini
vermistir. Fakat kaC >> kd oldugu durumlarda kd hesaplamasi i¢in bu yontem ¢ok giivenilir
olmadigindan Esitlik 3.7°deki gibi ayrilma kinetiginin incelenmesi yontemi se¢ilmistir:

In(ARo / AR:) = kd (t — to) (3.7)
Burada ARo ve AR:, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki sensor sinyal degerlerini

vermistir.

AUNP-MIP plazmonik sensorii ile kortizol arasinda gergeklesen etkilesimi tayin etmek
amactyla iki farkli adsorpsiyon izoterm modeli uygulanmistir. Langmuir adsorpsiyon
izoterm modelinde homojen baglanma varsayimina dayanirken Freundlich adsorpsiyon

izoterm modelinde ise heterojen baglanma varsayimina dayanir.
AR={ARmaks[C]/KD+[C]} (3.8)
AR=ARmaks[C]1/n (3.9)

Bu esitlikte ARmaks maksimum sensor sinyal kaymasi; ARdenge, denge halindeki sensor sinyal
kaymast; [C], kortizol derisimi (ppb); Ka (ppb™), baglanma denge sabiti Ko (ppb), ayrilma
denge sabiti; 1/n, Freundlich ylizey heterojenite indeksidir.

3.8.3. Secicilik Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensoriiniin kortizol molekiiliine karst seciciligini gostermek igin

PBS-etil alkol (50:50, v/v) tamponunda hazirlanan yarigmaci ajanlar flutikazon (100 ppb) ve
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klobetazol (100 ppb) ¢ozeltileri ayr1 ayri1 sisteme verilerek adsorpsiyon calismalari
degerlendirilmistir. Yarismali analizlerde de kinetik analizler basamaginda izlenen denge-
adsorpsiyon-desorpsiyon adimlar1 ayni sekilde gergeklestirilmistir. Buna ek olarak, AuNP-
MIP plazmonik sensoriin baskilama segiciligini ve AuNP’lerin sinyal yanitina etkilerini
belirlemek i¢in MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensorler ile 100 ppb derisimdeki kortizol
coOzeltisi etkilestirilmis ve elde edilen veriler 1518inda secicilik (k) ve bagil secicilik (k)
katsayilar1 hesaplanmstir. k ve k> degerlerinin hesaplanmasi i¢in kullanilan esitlikler Esitlik

3.10 ve 3.11°de verilmistir.

k = AR kortizol/ARyansmaa (3.10)

k' = kuip/knip (3-11)

3.8.4. Tekrar Kullanilabilirlik Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensoriin tekrar kullanilabilirligini géstermek amaciyla adsorpsiyon
¢ozeltisi icerinde 100 ppb derisimdeki kortizol 6rnegi hazirlanmis ve bes tekrarli bir sekilde
sensor yiizeyi ile etkilestirilmistir. ilk olarak adsorpsiyon ¢ozeltisi olarak PBS-etil alkol
cozeltisi 180 saniye siireyle sisteme verilmis ve sistem dengeye getirilmistir. Daha sonra her
180 saniye aralikta kortizol 6rnegi ve desorpsiyon ¢ozeltisi pespese sisteme verilmistir. Bu
islemleri iceren adimlar bes tekrarlama yapilarak gercek zamanli sinyal yaniti

gbzlemlenmistir.

3.8.5. Karmasik Ortam Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensoriin karmasik ortamda kullanilabilir oldugunun anlasilabilmesi
icin yapay plazma ve Yyapay idrar Ornekleri hazirlanmistir. Bu amagla adsorpsiyon
cozeltisinde 100 ppb derisimde kortizol 6rnegi hazirlamak igin yapay plazma ve yapay idrar
orneklerinin her birinden 10 pL alinarak drnek ¢ozeltilerine eklenmistir. Ornekler sirasi ile

sensor sistemine verilerek AUNP-MIP plazmonik sensor ile etkilestirilmistir.

3.9. Validasyon Analizleri

Kortizol molekiiliiniin 6rneklerden AuNP-MIP plazmonik sensor ile tayini HPLC sistemi

kullanilarak dogrulanmigtir. Kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla 1-100 ppb kortizol
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cozeltileri kullanilmigtir. Cozeltiler hazirlanirken tampon ¢ozeltisi olarak 10 mM metil
alkol:asetonitril:su (21:25:54, V/V) iginde 1 mg/mL derisimdeki stok kortizol ¢ozeltisinden
hazirlanmistir. Hazirlanan 10 mM’lik tampon ¢ozelti 6rnekleri HPLC siteminde mobil faz
olarak kullanilmistir. Kortizol igeren ¢ozeltiler, yapay plazma ve yapay idrar ile 100 ppb
derisiminde hazirlanmistir. Hazirlanan 6rneklerin analizi C18 kolonu kullanilarak 220 nm

dalga boyunda gergeklestirilmistir (Gallego, Arroyo, 2002).

41



4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Altin Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Plazmonik sinyal yanitini arttirmak amaciyla eklenen AuNP’lerin derisimini tespit etmek
i¢in ilk olarak AuNP’in boyut dagilim1 analizi Nano Zetasizer boyut cihazi ile yapilmistir.
Sekil 4.1 AuNP’lerin zeta boyut analiz cihazi ile boyut 6l¢iimiinii gosterir. Sekilden de
goriildigi tizere diistik polidispersite indeks degerinden (PDI=0.154), homojen bir ortalama
boyut dagilimina sahip es boyutlu AuNP’lerin elde edildigi ve farkli boyutlardaki
partikiillerin olmamasi nedeniyle sistemde agregasyonun goriilmedigi tespit edilmistir.
AuNP'lerin ortalama boyutu ii¢ kez (n=3) tekrarlanan 6l¢iimler ile 56.61 nm olarak tespit
edilmistir. Daha sonra AuNP’lerin derisimi, tespit edilen ortalama boyut degeri kullanilarak

2.5%1078 M olarak hesaplanmustr.

Size (d.nm): % Intensity:
Z-Average (d.nm): 56.61 Peak 1: 67.91 100.0
Pdl: 0.154 Peak 2: 0.000 0.0
Intercept: 0.936 Peak 3: 0.000 0.0

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

14 ................ . ............... , ............... : ............... : ........
I I A A s s v e s om e
1 R——. e N A Y e e

Intensity (Percent)
oo

0.1 1 10 100 1000
Size (d.nm)

Sekil 4.1. AuNP’lerin boyut analizi sonucu.

42



4.2. MAH-AUNP-Kortizol On-komplekslerin Karakterizasyonu

Sekil 4.2 incelendiginde MAH monomerine ait spektrumundaki 1732 cm™ de C=0 bagina
ait olan pikin dalga sayisinin AuNP baglandiktan sonra 1732 cm™den 1741 cm™ e kaymus
olmast AuNP lerin MAH monomeriyle koordine oldugunu gésterir. MAH-AUNP-kortizol
on-kompleksine ait spektrumda 1369 cm™ dalga boyunda goriilen C-O bagma ait pikin
belirgin bir sekilde gézlemlenmesi ve 1292 cm™ dalga boyunda gériilen C-N bagina ait pikin
goriiniir hale gelmesi kortizoliin yapiya entegre oldugunu gosterir.

57 mau
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MAH-Au
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(R . [ [ . . o E . . o E . ' [ E ' . . o . . [ '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 4.2. MAH-AuUNP-kortizol 6n-komplekslerin FTIR-ATR spektrumlari.

4.3. Plazmonik Sensor Yiizeylerinin Karakterizasyonu

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensor
ylzeylerindeki nanofilmlerin morfolojik 6zellikleri AFM analizleri ile incelenmistir.
Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensor
yiizeylerindeki nanofilmlerin ortalama piiriizliiliikk degerleri sirasiyla 0.8 £ 0.2 nm (Sekil
4.3), 4.1 = 1.1 nm (Sekil 4.4), 3.7 = 2.3 nm (Sekil 4.5) ve 2.4 + 1.9 nm (Sekil 4.6) olarak
Ol¢iilmiistiir. Ayrica Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP
plazmonik sensor yiizeylerindeki nanofilmlerin ortalama derinlik degerleri sirasiyla 3.4 nm,
16.59 nm, 14.87 nm ve 12.36 nm olarak Sl¢iilmiistiir. Bu sonuglar plazmonik sensorlerin

altin yiizeylerine nanofilmlerin basarili ve homojen bir sekilde baglandigini gostermistir.
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32 nm

0nm

Sekil 4.5. MIP plazmonik sensor yiizeyinin iki ve {i¢ boyutlu AFM goriintiileri.
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Sekil 4.6. AUNP-NIP plazmonik sensor yiizeyinin iki ve ti¢ boyutlu AFM goriintiileri.

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AuNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor
ylizeylerinin su ile yaptig1 temas acgilar1 ol¢tilmiistiir. Sekil 4.7°de goriildiigi tizere modifiye
edilmemis yiizeyin temas acist degeri 79.2°+0.3 iken AuNP-MIP plazmonik sensor
ylizeyinin temas ac¢ist degeri 76.3°+0.7 olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.8). Temas acisindaki bu
azalmanin nedeni, sensor ylizeyinin su sevme (hidrofilik) 6zelliginin arttig1 anlamina gelir.
AUNP-MIP plazmonik sensor ylizeyi hazirlanirken kullanilan fonksiyonel monomer ve kalip
molekiilden kaynakli kismi hidrofiliktir. Ayrica, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°de sirasiyla
gosterilen MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensor ylizeylerinin temas agis1 degerleri sirastyla
77.9°+1.2 ve 73.6°t1.1 olarak Olclilmistir. AuNP’lerin varligi plazmonik sensor
ylizeylerinin hidrofilik karakterinin artmasina sebep olmustur. Her bir yiizeyin temas agis1

degerlerinin kiyaslanmasi Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.7. Modifiye edilmemis bos yiizeyin temas agist goriintiisii.
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Sekil 4.8. AUNP-MIP plazmonik sensor yiizeyinin temas agisi goriintiisii.

Sekil 4.9. MIP plazmonik sensor yiizeyinin temas agisi goriintiisii.

Sekil 4.10. AUNP-NIP plazmonik sensor yiizeyinin temas ag¢is1 goriintiisii.
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Sekil 4.11. Bos, AuNP-MIP, MIP, AUNP-NIP sensor yiizeylerinin temas agis1 degerleri.

AUNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor ylizeylerinde bulunan polimerik
nanofilmlerinin yap: analizi FTIR-ATR ile gerceklestirilmistir. Ilk olarak plazmon sinyal
yanitin1 arttirmak amaci ile yapiya eklenen AuNP’lerin yapiya dahil olup olmadigini
belirlemek i¢cin AUNP-MIP ve MIP plazmonik sensorleri Sekil 4.12°te goriilen FTIR-ATR
spektrumlari karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Daha sonra baskilama etkinligini belirmek
amactyla AUNP-MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensorlerin Sekil 4.13°de goriilen FTIR-ATR
spektrumlart karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Buna gore AUNP-MIP plazmonik
sensoriine ait spektrumda belirgin hale gelen 1664 cm™ ve 1587 cm™ dalga sayilarinda
goriilen N-H baglar1 yapinin AuNP ile koordinasyon gerceklestirirek belirgin hale geldigini
gosterir. AUNP-MIP plazmonik sensoriinde 1732 cm™ dalga sayisinda goriilen C=0 bagina
ait pik siddetinin artmas1 ve MIP plazmonik sensériindeki 1670 cm™ dalga sayisinda goriilen
amid | bagma ait pikin AUNP-MIP plazmonik sensériinde 1664 cm™ dalga sayisina kaymasi,

AuNP’lerin basaril bir sekilde yapiya dahil oldugunu gosterir.

Sekil 4.13 incelendiginde AUNP-MIP plazmonik sensér igin 2938 cm™ dalga sayisinda
goriilen C=0 bag1 ve 1316 cm™ dalga sayisinda gériilen C-N bagina ait piklerin belirgin bir
sekilde goriiniir hale gelmesi kortizoliin yapiya basarili bir sekilde entegre oldugunu gosterir.

Buna ek olarak AUNP-MIP plazmonik sensdre ait spektrumda 1732 cm™ dalga sayisinda
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goriilen C=0 bagina ait pik siddetinin AUNP-NIP plazmonik sensdr 1729 cm™ dalga sayisina

kaymasi ve siddetinin belirgin bir sekilde azalmasi kortizoliin yapiya dahil oldugun gosterir.
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Sekil 4.12. AUNP-MIP ve MIP plazmonik sensorlerin FTIR-ATR spektrumlari.
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Sekil 4.13. AuNP-MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensorlerin FTIR-ATR spektrumlari.

4.4. Plazmonik Sensorler ile Kinetik Analizler

Bu tez ¢alismasinda AUNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensorleri hazirlanmis ve
kinetik analizler sonucunda sensorgramlar elde edilmistir. Sensorgramlar elde edilirken,
sensOr sisteminden ilk olarak denge ¢Ozeltisi, sonra farkli dersimlerdeki kortizol 6rnekleri
ve son olarak desorpsiyon ¢ozeltisi gegirilerek her derisim i¢in bu basamaklar aynen
tekrarlanmistir. AUNP-MIP plazmonik sensor ile ger¢ek zamanli kortizol tayini i¢in 0.01-

100 ppb derisim araliginda hazirlanan kortizol ornekleri kullanilarak kinetik analizler
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gercgeklestirilmistir. Sekil 4.14-Sekil 4.21 arasinda farkli derisimlerde hazirlanmig kortizol
cozeltilerinin  AUNP-MIP plazmonik sensor tarafindan verilen sensér yanitlarinin
sensorgramlar1 gosterilmistir. Ayrica Sekil 4.22°de tiim sensorgramlarin c¢akisik hali elde
edilmis ve kortizol derisimi arttikca sensor tepkisinin arttigi rahat bir sekilde gozlenmistir.
Bununla birlikte Sekil 4.23’de elde edilen kalibrasyon grafigine bakildiginda
y=0.2561x+3.3624 esitligi ile birlikte AUNP-MIP plazmonik sensoriin 0.01-100 ppb kortizol
derisimi araliginda 97% dogrulukta tayin yapabildigi sOylenebilir. Elde edilen veriler
1s18inda AUNP-MIP plazmonik sensoriin en diisiik tayin limiti (LOD) ve en diisiik miktar
limiti (LOQ) degerleri 0.0082 ppb ve 0.027 ppb olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.14. 0.01 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.15 0.1 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.16. 1 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.17. 10 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.18. 25 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.19. 50 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.20. 75 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.21. 100 ppb kortizol derisimi i¢in elde edilen sensorgram.
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Sekil 4.22. Farkli derisimlerdeki kortizol 6rnekleri i¢in elde edilen sensorgramlar.
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Sekil 4.23. Farkl1 derisimlerdeki kortizol 6rnekleri i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.

MIP plazmonik sensor ile ger¢ek zamanli kortizol tayini igin 1-100 ppb derisim araliginda
hazirlanan kortizol drnekleri kullanilarak kinetik analizler ger¢eklestirilmistir. Sekil 4.24 ve
Sekil 4.25’te farkli derisimlerde hazirlanmis kortizol ¢ozeltilerinin MIP plazmonik sensor

tarafindan verilen sensor yanitlarinin sensorgramlari ve kalibrasyon grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Farkli derisimlerdeki kortizol 6rnekleri igin elde edilen sensorgramlar.
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Sekil 4.25. Farkl1 derisimlerdeki kortizol 6rnekleri i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin farkli kortizol derisimleri analizinden elde edilen veriler
1s1ginda Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de denge ve baglanma kinetik analizleri i¢in grafikler
cizilmistir. Bu grafiklere ait ARmaks, Ka, Kda, Ka ve Kb kinetik sabitleri Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, denge analiz yaklagimi Scatchard’da hesaplanan teorik
ARmaks degerinin (6.991), 0.01-10 ppb kortizol derisimi araliginda deneysel elde edilen
ARmaks degerine (7.270) olduke¢a yakin oldugu goriilmiistiir. Ayn1 sekilde baglanma analiz
sonucuna gore de kortizoliin AUNP-MIP plazmonik sensor yiizeyin %98 dogrulukta

baglandig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Kinetik sabitler.

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmax 6.991 Ka 0.0203
Ka 9.795 Kd 0.216
Kb 0.102 Ka 0.094
R? 0.987 Kb 10.64
R? 0.980
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Sekil 4.26. Denge analiz (Scatchard) yaklagimi.
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Sekil 4.27. Baglanma kinetik yaklagima.

AUNP-MIP plazmonik sensorii ile Kkortizol ornek ¢ozeltisi arasinda meydana gelen

etkilesimin tiiriinii belirlemek amaciyla iki farkli izoterm modeli (Langmuir ve Freundlich)

uygulanmistir. Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°a gore deneyler sonucu olarak elde edilen veriler ile

kortizol tayinine en uygun model Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli oldugu
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goriilmistiir. Bu sonuglar 1s18inda, hazirlanan AuNP-MIP plazmonik sensorii yilizeyine
kaplanan nanofilmin kortizol baglanma 6zelliklerinin minimum yanal etkilesimli, homojen
dagilimli, es enerjili ve tek tabakali oldugunu gosterir. Bu grafiklerden hesaplanan ARmaks,
Ka, Kb ve 1/n kinetik sabitleri Cizelge 4.2’de 6zetlenmistir. Cizelge incelendiginde de elde
edilen sabitler ile Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinde hesaplanan teorik ARmaks
degerinin (6.916) 0.01-10 ppb derisim araliginda deneysel elde edilen ARmaks degerine
(7.270) oldukga yakin oldugu goriilmiis, bu da Langmuir modelinin hazirlanan AUNP-MIP
plazmonik sensdre en uygun adsorpsiyon izoterm modeli oldugunu dogrulamistir. Ayrica,
matematiksel hesaplamalara gore elde edilen korelasyon katsayilari karsilagtirildiginda
Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinde (R?=0.9999) Freundlich adsorpsiyon izoterm

modeline (R?=0.9082) gore daha yiiksek bir korelasyon katsayisina sahip oldugu

gorilmiustiir.
2 -
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0 ; . .
% . 0 0.02 0.04 0.06
0.5 -
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Sekil 4.28. Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli.
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Sekil 4.29. Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli.
Cizelge 4.2. Adsorpsiyon izoterm modeli sabitleri.
Langmuir Freundlich
ARmax 6.916 ARmax 4.32
Ka 480.3 1/n 0.356
Kb 0.002 R? 0.908
R? 0.999

4.5. Secicilik Analizleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda diisiik maliyetle ger¢cek zamanli kortizol tayini i¢in hassas ve
secici plazmonik sensor hazirlanmigtir. Bu amagla AuNP’lerin etkilesimi i¢in imidazol
grubu saglayicisi histidin amino asitini iceren MAH fonksiyonel monomeri ile
etkilestirilmistir. Amino asit temelli yeniden kullanilabilir AUNP-MIP plazmonik sensdriin
kortizol molekiilii ppb derisim diizeyinde tayin edebildigi tespit edilmistir. Molekiiler
baskilanmis polimerler, polimerik bir yapidaki bir kalip molekiiliin yapis1 i¢in spesifik bir
bosluk ve se¢ici tanima bolgeleri olusturmak i¢in kullanilir (Bakhshpour ve ark., 2020). Sekil

4.30'da gosterildigi lizere, AUNP-MIP plazmonik sensoriin kortizoliin segici tayinini

incelemek amacryla, flutikazon ve klobetazol ile yarismaci adsorpsiyon ¢aligmalari
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yapilmistir. Bu amagla, ayr1 ayr1 hazirlanan klobetazol (100 ppb) ve flutikazon 6rnekleri
(100 ppb), AuNP-MIP plazmonik sensorii ile etkilestirilmis ve spesifik olmayan

etkilesimlerin kismen diisiik oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.30. AuNP-MIP plazmonik sensoriin segicilik sensorgramlari

4.6. Baskilama Etkinliginin Belirlenmesi

MIP plazmonik sensor ile ayr1 ayri hazirlanan klobetazol (100 ppb) ve flutikazon &rnekleri
(100 ppb) etkilestirilerek Sekil 4.31°deki sensorgramlar elde edilmistir. Ayrica, AuNP-MIP
plazmonik sensoriiniin baskilama etkinligi i¢in kortizol kullanilmadan hazirlanan AUNP-NIP
plazmonik sensor ile gosterilmistir. AUNP-NIP plazmonik sensor ile yapilan 100 ppb
derisimli kortizol tayininde AR degerinin 29.52°ten 2.73’¢e diistiigii gozlenmistir (Sekil 4.32).
Boylece, AUNP-NIP plazmonik sensoriin kortizol ile kayda deger bir etkilesime girmedigini
sinyal siddetinde meydana gelen azalma ile gozlemlenmistir. Ayrica, flutikazon ve
klobetazol yarismact ajanlari kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiler AUNP-NIP plazmonik sensor
ile etkilestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére AUNP-NIP plazmonik sensér yarismaci
ajanlara kars1 spesifik olmayan diisiik sinyaller verdigi gézlenmistir. Yapilan segicilik (k) ve
bagil secicilik (k’) katsayilar1 hesaplamalr1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Buna gére AuNP-

MIP plazmonik sensoriin kortizol molekiiliine AuNP-NIP plazmonik sensore gore 4.96 ve
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4.71 kat daha secici oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak AUNP-MIP plazmonik sensoriin,

kortizolii se¢ici olarak tayin ettigi goriliir.
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Sekil 4.31. MIP plazmonik sensoriin segicilik sensorgramlari.
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Sekil 4.32. AUNP-NIP plazmonik sensoriin segicilik sensorgramlari.
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Sekil 4.33. Plazmonik sensorlerin kiyaslama grafigi.

Cizelge 4.3. Secicilik ve bagil se¢icilik katsayilari.

AuNP-MIP AuNP-NIP
AR k AR k k'
Kortizol 29.52 2.73
Klobetazol 6.26 4.72 2.87 0.95 4.96
Flutikazon 6.11 4.83 2.66 1.03 4.71

4.7. Tekrar Kullanilabilirlik Analizi

AUNP-MIP plazmonik sensoriin tekrarlanabilirlik ¢aligmalar: 100 ppb kortizol ¢ozeltisinin
sensOr sistemine bes tekrardan olusan denge adsorpsiyon-desorpsiyon adimlarinin
uygulanmasiyla incelenmis ve sensor yanitt Sekil 4.34'te gosterilmistir. Elde edilen sonuca
gbre baglanma bolgelerinde herhangi bir bozulma ve dolayisiyla herhangi bir performans

kayb1 olmaksizin AUNP-MIP plazmonik sensor yiizeyi tekrar tekrar kullanilabilmektedir.
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Sekil 4.34. AUNP-MIP plazmonik sensoriin tekrar kullanilabilirlik sensorgrami.

4.8. AUNP’lerin Plazmonik Sensor Hassasiyetini Artiric1 Etkisi

AUNP gibi iletken polimerler, sinyal yanitin1 artirmak amaci ile yaygin olarak kullanilir.
AUNP-MIP plazmonik sensor, artan kortizol derisimine karsilik artan bir plazmon agisi
yanit1 vermistir. Ayrica, 100 ppb derisiminde kortizol 6rnegi tayini analizinde AuNP-MIP
plazmonik sensor ile AUNP eklenmeden hazirlanan MIP plazmonik sensor
karsilastirildiginda, AuNP'in sinyal siddetini arttirmada etkili oldugu gosterilmistir (Sekil
4.35).
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Sekil 4.35. AuNP’lerin hassasiyet artirici etkiSinin sensorgramlari.

4.9. Karmagsik Ortam Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensoriin gergek drneklerde kullanilabilir oldugunun anlasilabilmesi
icin yapay plazma ve yapay idrar ornekleri hazirlanmistir. Sekil 4.36°da goriildigi gibi
AUNP-MIP plazmonik sensor ile yapay plazma ve yapay idrar 6rneklerinden Kortizol tayini
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda AUNP-MIP plazmonik sensoriin sadece sulu
cozelti ortaminda degil yapay plazma ve/veya yapay idrar gibi kompleks ortamlarda da
kortizol tayini gergeklesebilecegini gostermistir. Ayni ortamda bulunan diger molekiiller
AUNP-MIP plazmonik sensoriin baglanma bolgelerinde deformasyon olusturmadigi ve tayin

performansinda herhangi bir kayip olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.36. AuNP-MIP plazmonik sensoriin karmasik ortam sensorgramlari.

Insan viicudu icin énemli olan kortizol molekiiliiniin tayini olduk¢a énemlidir. Kortizol
tayini i¢in birgok sensor tipi gelistirilmistir. Son yirmi yilda sensorlere yonelik ¢alismalarin
artmasinin nedenlerinden bazilar1 diisiik tespit limiti, segicilik, tekrar kullanilabilirlik gibi
farkli parametrelere sahip olmasi ve baska yontemler ile birlestirilebilir olmasidir. Cizelge
4.4°de farkli sensor tiplerinin, Kortizol tayini i¢in kullanilmasindan olugan sensor yanitlari

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.4. Kortizol tayininde kullanilan sensérler ile bu ¢alismanin karsilastirilmasi.

Kaynak Sensor Tipi Tespit Arahgi Tayin Limiti Gercek
Ornek
Frasconi ve ark., 2009 SPR 9-132 ug/L 3 ug/L Tiikiiriik,I
Stevens ve ark., 2008 SPR 1.5-10 ng/mL 1.0 ng/mL Tiikiiriik
‘Yamaguchi ve ark., 2013 Immunosensor 0.1-10 ng/mL - Tiikiirik
Khan ve ark., 2019 Elektrokimyasal 1 pg /m-10 ng/mL 0.87 pg/ mL Tiikiiriik
Munje ve ark., 2015 Elektrokimyasal 10 -200 ng/mL 1 pg/mL Insan ve
Yapay Ter
Manickamve ark., 2018 Elektrokimyasal 1.81-36.2 ng/mL 18 fg/mL Tikdriik
Parlak ve ark., 2019 Elektrokimyasal 3.6-3624 ng/mL - Ter
Kinnamon ve ark, 2017 Elektrokimyasal 0.5-500 ng/mL 0.5 ng/mL Ter
Vasudev ve ark., 2013 Elektrokimyasal 0.003-36 ng/mL 10 pg/mL -
Cruz ve ark., 2014 Elektrokimyasal 0.003-181 ng/mL 0.36 pg/mL -
Manickam ve ark, 2016 Elektrokimyasal 0.36 pg/mL-3624 3624 ng/mL -
ng/mL
Nandhakumar ve ark., 2018 Immunosensor 10.8 pg/mL- 0.36 10.8 pg/mL Serum
pg/mL
Kéamadrdinen ve ark., 2018 Elektrokimyasal 0.5- 55.1 ng/mL 1.7 ng/mL Tikdriik
Lee ve ark., 2019 Elektrokimyasal 1-100 ag/mL 2 ag/mL Idrar
Abdulsattar ve ark., 2020 Elektrokimyasal 0.001-50 ng/mL 1.03 pg/mL Yapay tikiiriik
Sun ve ark., 2017 Elektrokimyasal 0.1-1000 ng/mL 0.05 ng/mL Serum
Liu ve ark., 2020 Elektrokimyasal 0.18-72 ng/mL 40 pg/mL Tikdrik
Kumar ve ark., 2007 Elektrokimyasal 3.6-28.9 ug/mL 7.4 pg/mL Serum
Kumar ve ark, 2007 Elektrokimyasal 3.7-12 pg/mL 3.7 pg/mL Serum
Bu ¢alisma SPR 0.01-1 ppb 0.0082 ppb Yapay

plazma ve

idrar
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4.10. Validasyon Analizleri

AUNP-MIP plazmonik sensor kullanilarak yapay plazma ve yapay idrar numunelerindeki
kortizoliin secici olarak tayin edilmesi, HPLC sistemi kullanilarak dogrulanmistir. Bu
amagla, kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in 1, 25, 50, 75 ve 100 ppb derisimlerindeki kortizol
cozeltileri hazirlanarak HPLC sistemine verilmistir (Sekil 4.37). Kortizol igeren yapay
plazma ve yapay idrar ¢ozeltileri, kortizol eklenerek hazirlanmis ve ters fazli C18 kolonu ile
analiz edilmistir. Kortizoliin stok olarak hazirlanan ¢ozeltisi, 10 mM asetonitril:metilalkol:su
(25:21:54) karisimi igcinde 1 mg/mL derisiminde hazirlanmistir. Kalibrasyonda kullanilan
coOzeltiler, stok ¢ozeltinin asetonitril:metilalkol:su (21:25:54) karisimi ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. HPLC sistemi kullanilarak 220 nm'de yapilan analizler ile kortizol miktar:
izokratik eliisyon sistemi ile belirlenmistir. 100 ppb derisiminde olacak sekilde kortizol
eklenmis yapay plazma ve yapay idrar c¢ozeltilerindeki kortizol miktarinin, AuNP-MIP
plazmonik sensor tarafindan tahmin edilen sonuglarla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.
Kalibrasyon egrilerinin kromatogramlar1 ve 100 ppb kortizol katkilanmis yapay idrar Sekil
4.38’de ve yapay plazma Sekil 4.39°de gosterilmistir.

6.00_CORT External UV_VIS 2
"7 JArea [mAU*min]

5,00{
4,00{
3,00{
2,00{

1,00

000-cF——F"——FT"————
0 13 25 38 50 63 75 88 100 120

Sekil 4.37. Kortizoliin HPLC ile analizi i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.38. Kortizol katkilanmis ve katkilanmamis yapay idrar Orneginin HPLC

kromatogramlari.

U TAT WVL:240 nnf

1-CORT - 12,283

Sekil 4.39. Kortizol katkilanmis ve katkilanmamais yapay plazma 6rneginin HPLC

kromatogramlari.

Sekil 4.38 ve 4.39 da goriildiigii lizere kortizol baskilanmis yapay idrar ve yapay plazma

orneklerinin alan degerlerinden hesaplanan konsantrasyon degerlerinin katkilanan miktara

karsilik geldigi hesaplanmustir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada kortizol analizi i¢in kullanilan AuNP-MIP plazmonik sensdr, sinyal yanitini

arttiric1 olarak AuNP’lerin eklenmesi ile elde edilmistir.

AuNP’lerin derisimini tespit etmek amaciyla, ilk olarak AuNP’lerin boyut dagilimi Nano

Zetasizer boyut analizi cihazi ile belirlenmistir.

Diisiik polidispersite indeks degerinden (PDI=0.154) homojen ortalama boyut dagilimina
sahip monodispers AuNP’ler elde edilmistir

AuNP’lerin ortalama boyutu 56.61 nm &lgiilmiis ve derisimi 2,5x10° M olarak

hesaplanmustir.

Kortizol analizi i¢in hazirlanan AuNP-MIP plazmonik sensor i¢in kullanilan MAH-AuUNP-
kortizol 6n-kompleks olusumu FTIR-ATR spektrometre ile dogrulanmistir.

MAH-AuNP-kortizol ~ 6n-kompleksinin, FTIR-ATR  spektrofotometrik  dl¢iimleri
incelendiginde MAH monomerine ait spektrumundaki 1732 cm™ de C=0 bagma ait olan
pikin dalga sayisinin AuNP baglandiktan sonra 1732 cm™ den 1741 cm™ e kaymis olmasi
AuNP lerin MAH monomeriyle koordine oldugunu gosterir. MAH-AuNP-kortizol 6n-
kompleksine ait spektrumda 1369 cm™ dalga boyunda gériilen C-O bagina ait pikin belirgin
bir sekilde gézlemlenmesi ve 1292 cm™ dalga boyunda gériilen C-N bagina ait pikin goriiniir

hale gelmesi kortizoliin yapiya entegre oldugunu gostermistir.

AUNP-MIP plazmonik sensorii hazirlamak i¢in, MAH-AuNP-kortizol 6n-kompleksine,
hidrofilik monomer HEMA, capraz baglayict EGDMA ve baslatici olarak AIBN eklenmis

ve nanofilm elde edilmistir.

Kalip molekiil olan kortizoliin yapidan uzaklastirilmas:1 amact ile desorpsiyon ¢ozeltisi

olarak metil alkol:asetik asit karigimi kullanilmstir.

Kortizol baskilanmamis AuNP-NIP plazmonik sensor, kortizol baskilanmig AuNP-MIP
plazmonik sensor hazirlanmasi i¢in kullanilan regeteye gore hazirlanmistir. Yalnizca kalip

molekiil kortizol eklenmemistir.

AuNP-NIP  ve  AuNP-MIP  plazmonik sensorlerin = FTIR-ATR  spektrumlar
karsilastirildiginda, AUNP-MIP plazmonik sensdr i¢in 2938 cm™ dalga sayisinda goriilen
C=0 bag1 ve 1316 cm™ dalga sayisinda gériilen C-N bagina ait piklerin belirgin bir sekilde

goriiniir hale gelmesi kortizoliin yapiya basarili bir sekilde entegre oldugunu gdstermistir.
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Buna ek olarak AuUNP-MIP plazmonik sensdre ait spektrumda 1732 cm™ dalga sayisinda
goriilen C=0 bagina ait pik siddetinin AuNP-NIP plazmonik sensér 1729 cm™ dalga sayisina
kaymas1 ve siddetinin belirgin bir sekilde azalmasi kortizoliin yapiya basarili bir sekilde

dahil oldugu goriilmiistiir.

Kortizol baskilanmig MIP plazmonik sensor, AuNP-MIP plazmonik sensor hazirlanmasinda
kullanilan regeteye gore hazirlanmis, sadece AuNP eklenmemistir. Sinyal yanitini arttiric
olarak yapiya eklenen AuNP’lerin yapiya dahil olup olmadigini belirlemek i¢in, bu iki

plazmonik sensoriin FTIR-ATR spektrumlari karsilastirilmistir.

FTIR-ATR spektrumalrt karsilastirildiginda  AuNP-MIP plazmonik sensoriine ait
spektrumda belirgin hale gelen 1664 cm™ ve 1587 cm™ dalga sayilarinda gériilen N-H
baglar1 yapmin AuNP ile koordinasyon gerceklestirirek belirgin hale geldigini gosterir.
AUNP-MIP plazmonik sensoriinde 1732 cm™ dalga sayisinda goriilen C=O bagina ait pik
siddetinin artmas1 ve MIP plazmonik sensériindeki 1670 cm™ dalga sayisinda goriilen amid
I bagina ait pikin AuNP-MIP plazmonik sensdriinde 1664 cm™ dalga sayisina kaymasi,

AuNP’lerin basaril1 bir sekilde yapiya dahil oldugunu gostermistir.

AUNP-MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensdrlerin morfolojik 6zellikleri ise AFM ve temas

agis1 Ol¢iimleri ile karakterize edilmistir.

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AuNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor
ylizeylerindeki nanofilmlerin ortalama piirtizliiliik degerleri sirasiyla 0.8 £ 0.2 nm, 4.1 £ 1.1

nm, 3.7+ 2.3 nm ve 2.4 £ 1.9 nm olarak ol¢iilmiistiir.

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AuNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor
yiizeylerindeki nanofilmlerin ortalama derinlik degerleri sirastyla 3.4 nm, 16.59 nm, 14.87

nm ve 12.36 nm olarak ol¢iilmiistiir.

Bu sonuglar plazmonik sensdrlerin altin yiizeylerine nanofilmlerin basarili ve homojen bir

sekilde sentezlendigini gostermistir.

Modifiye edilmemis bos yiizeyin, AuNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensor
ylizeylerinin su ile yaptig1 temas acilar1 6l¢iilmiistiir. Modifiye edilmemis ylizeyin temas
acist degeri 79.2° £ 0.3 iken AuNP-MIP plazmonik sensor yiizeyinin temas agis1 degeri 76.3°

+ 0.7 olarak olgiilmiistiir.
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Temas agisindaki bu azalmanin nedeni, sensor ylizeyinin su sevme (hidrofilik) 6zelliginin
arttigr anlamina gelir. AuNP-MIP plazmonik sensor yiizeyi hazirlanirken kullanilan

fonksiyonel monomer ve kalip molekiilden kaynakli kismi hidrofiliktir.

Ayrica, gosterilen MIP ve AuNP-NIP plazmonik sensdr yiizeylerinin temas agis1 degerleri
sirastyla 77.9°+1.2 ve 73.6°%1.1 olarak 6l¢tilmiistiir. AuNP’lerin varlig1 plazmonik sensor

ylizeylerinin hidrofilik karakterinin artmasina sebep olmustur.

AUNP-MIP, MIP ve AUNP-NIP plazmonik sensorler hazirlandiktan sonra farklh
derisimlerdeki kortizol ¢ozeltisine karsilik verilen sinyal yanitininin karsilastirilabilmesi igin

AUNP-MIP plazmonik sensorler ile kinetik ¢aligmalar yapilmaistir.

AUNP-MIP plazmonik sensorlere farkli derisim degerlerine sahip kortizol ¢ozeltileri

uygulanmustir. Derisimler arttifinda sensor yanitt AR degerlerininde arttig1 tespit edilmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin 0.01-100 ppb kortizol derisimi araliginda alinan AR
degisimi dogrusalligi incelendiginde ve dogrunun denklemi ile dogrusalligi edilen
kalibrasyon grafigine bakildiginda y=0.2561x+3.3624 esitligi ile birlikte AuNP-MIP
plazmonik sensoriin 0.01-100 ppb kortizol derisimi araliginda 97% dogrulukta tayin
yapabildigi soylenebilir.

Deneyler sonucu olarak elde edilen veriler ile kortizol tayinine en uygun model Langmuir

adsorpsiyon izoterm modeli oldugu goriilmiistiir.

ARmaks degerinin (6.991), 0.01-10 ppb kortizol derisimi araliginda deneysel elde edilen
ARmaks degerine (7.270) oldukea yakin oldugu goriilmiistiir.

Baglanma analiz sonucuna gore de kortizoliin AuNP-MIP plazmonik sensor yiizeyin %98
dogrulukta baglandigi goriilmiistiir. Langmuir denkleminden hesaplanan baglanma ve

ayrilma sabitleri olan Ka ve Kp degerleri sirasiyla 480.3 ve 0.002 olarak hesaplanmaistir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin kortizol tayini i¢in segiciligini tespit etmek amaciyla,
kortizole biiyiikliik ve sekil bakimindan benzer yarismaci molekiiller, klobetazol ve
flutikazon molekiilleri kullanilmis ve AuNP-MIP plazmonik sensodriin verdigi sinyal yaniti

degerlendirilmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensdér ve AuNP-NIP plazmonik sensoriin kortizole karst
seciciliginin belirlenmesi amaciyla yarigmali adsorpsiyon ¢alismalar1 flutikazon ve

klobetazol ¢ozeltileri uygulanarak yapilmastir.
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AUNP-MIP plazmonik sensoriin kortizol i¢in verdigi sinyal yamiti (AR) 29.52 iken,

klobetazol ve flutikazon ¢bzeltilerine verdigi sinyal degeri sirasiyla 6.26 ve 6.11°dir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin kortizolii klobetazole gore 4.72, flutikazona gore 4.83 kat

hassas tayin edebildigi belirlenmistir.

Baskilamanin kortizolii segici tayinine olan etkisi, AuNP-NIP plazmonik sensoriin kortizol
ve yarismaci ajanlar, klobetazol ve flutikazonu tayin ederken hesaplanan se¢icilik katsayilar
ile belirlenmistir. AuNP-MIP plazmonik sensor kortizolii, AUNP-NIP plazmonik sensoriin

kortizolii klobetazol ve flutikazona gore sirasi ile 4.96 ve 4.71 kat daha segici tayin etmistir

AUNP-MIP plazmonik sensor sisteminin tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 100 ppb kortizol
¢ozeltisinin sensor sistemine bes tekrardan olusan denge adsorpsiyon-desorpsiyon

adimlarinin uygulanmasiyla incelenmis ve sensor yanit1 degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuca gore baglanma bdlgelerinde herhangi bir bozulma ve dolayisiyla
herhangi bir performans kayb1 olmaksizin AUNP-MIP plazmonik sensor yiizeyi tekrar tekrar

kullanilabilir.

AUNP-MIP plazmonik sensor, artan kortizol derisimine karsilik artan bir plazmon agisi
yanit1 vermistir. Ayrica, 100 ppb derisiminde kortizol 6rnegi tayini analizinde AuNP-MIP
plazmonik sensor ile AuNP eklenmeden hazirlanan MIP plazmonik sensor

karsilastirildiginda, AuNP'in sinyal siddetini arttirmada etkili oldugu gosterilmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensoriin karmasik ortamda kullanilabilir oldugunun anlasilabilmesi
icin yapay plazma ve yapay idrar 6rnekleri hazirlanmigtir. AuNP-MIP plazmonik sensor ile

yapay plazma ve yapay idrar 6rneklerinden kortizol tayini gergeklestirilmistir.

Elde edilen veriler 151831nda AuNP-MIP plazmonik sensoriin sadece sulu ¢ozelti ortaminda
degil yapay plazma ve/veya yapay idrar gibi karmasik ortamlarda da kortizol tayini
gerceklesebilecegini gostermistir. Ayni ortamda bulunan diger molekiiller AuNP-MIP
plazmonik sensoriin baglanma bolgelerine gosterilen afiniteyi engellemedigi i¢in tayin

performansinda herhangi bir kayip olmadig1 gozlenmistir.

AUNP-MIP plazmonik sensor kullanilarak yapay plazma ve yapay idrar numunelerindeki

kortizoliin secici olarak tayin edilmesi, HPLC sistemi kullanilarak dogrulanmaistir.

Bu amagla, kortizol igeren yapay plazma ve yapay idrar ¢ozeltileri hazirlanmig ve ters fazl
C18 kolonu ile analiz edilmistir. HPLC sistemi ile 220 nm dalga boyunda yapilan analizler

ile kortizol miktar1 izokratik eliisyon sistemi araciligiyla belirlenmistir.
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Yapay plazma ve yapay idrar ¢ozeltilerindeki kortizol miktarinin, AuNP-MIP plazmonik

sensor tarafindan tahmin edilen sonuglarla dogru orantili oldugu tespit edilmistir.
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