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Tez kapsaminda canli yapisinda 6nemli molekiil olmakla birlikte idrar ve serum
seviyelerinin ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarla dogrudan veya
dolayl olarak baglantis1 bulunan adenozin niikleozidinin allil merkaptan ile yiizeyi aktif
hale getirilen altin ¢ip tizerine baskilanmasi saglanmistir. Nanofilm yiizey modifikasyonu
molekiiler baskilama teknigi yoluyla gergeklestirilmistir ve fonksiyonel monomer olarak
metakrilik asit (MAA) kullanilmistir. Adenozin tayini i¢in ylizey plazmon rezonans
(SPR) cihazi kullanilmistir. Adenozin tayini igin 3.0 -7.4 araliginda pH taramas1 yapilmis
ve optimum pH 7.4 olarak belirlenmistir. Kinetik ¢alismalarda ise pH 7.4 fosfat tampon
¢ozeltisi ile tespit araligi i¢in 0.5 NnM- 400.0 nM araliginda farkli derisim seviyeleri ile
analizler yapilmistir ve nanosensoriin ¢alisma aralifi belirlenmistir. Gelistirilen
nanosensoriin segicilik analizlerinde guanozin ve sitidin niikleozidleri de kullanilarak
farkli oranlarda derisimlerdeki ¢ozeltilerde SPR nanosensoriiniin segiciligi belirlenmistir.
Molekiiler baskilanmamais polimer (NIP) ¢ip yiizeyi MAA monomeri ile kaplanmis ve pH
7.4 fosfat tampon c¢ozeltisiyle adenozin, guanozin ve sitidin ile farkli derisim ve
karigimlarda yapilarak hem kinetik ¢aligmalart hem de segicilik tayinleri yapilmistir.

Adenozin baskilanmis nanosensor ¢ipi ile adenozin tayinleri ayni giin igerisinde pespese



yapilmis ve ayn1 zamanda farkli zaman araliklarinda da adenozin analizleri yapilmigtir.
Adenozin baskilanmig SPR c¢ipinin ger¢ege uygun medikal analiz ve arastirmalarda
kullanilmast amaglandigindan adenozin analizlerinde 1.0 nM- 5.0 nM derisim araliginda
yapay idrar ve serum Orneklerinde de ¢alisilarak geri kazanimlar1 hesaplanmaistir. Yapilan
calismada 0.1 nM- 100.0 nM lineer araliginda sulu ¢6zeltilerde tespit limiti(LOD) degeri
0.018 nM, yapay plazmada tespit limiti degeri 0.015 nM ve yapay idrarda tespit limiti
degeri 0.013 nM olarak belirlenmistir. Ayrica miktar tayini sinir1 (LOQ) degerleri ise sulu
¢ozelti, yapay plazma ve yapay serumda sirasiyla 0.061 nM, 0.052 nM, 0.046 nM olarak
hesaplanmistir. Adenozin baskilanmis SPR ¢ipinin yiizeyi atomik kuvvet mikroskobu,

elipsometre ve temas agisi Ol¢limleri alinarak karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin, Molekiiler Baskilanmis Polimerler, Nanofilm Yiizey

Modifikasyonu, SPR, Nanosensorler



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF OPTICAL BASED NANOSENSORS
FOR THE DETERMINATION OF ADENOSINE

Zehra Tugce KURT

Master of Science, Department of Bioengineering

Supervisor: Dog¢. Dr. Nilay BERELI

January 2022, 79 pages

In this thesis, a novel measurement method is proposed to measure the level of adenosine
nucleoside which is a significant molecule utilized as a direct or indirect indicator to
detect diseases such as neurodegenerative diseases and cancer in the human body with a
novel impriting technique applied onto a gold chip whose surface is activated with allyl
mercaptan. The nanofilm surface modification is implemented by means of the molecular
impriting technique and methacrylic acid (MAA) is utilized as the functional monomer.
For the adenosine determination, a surface plasmon resonance (SPR) device is used, pH
scanning is performed between 3.0 and 7.4, and the optimum pH is determined as 7.4.
During the kinetic studies, on the other hand, an analysis is run with the phosphate buffer
solution of pH 7.4 and of different concentrations ranging from 0.5 nM up to 400.0 nM
to detect the interval of determination for a proper nanosensor operation. Guanosine and
cytidine are also included in the analysis to detect the selectivity of the SPR nanosensor

realized. The non-imprinted polymer (NIP) chip surface is covered with the MAA



monomer, in this way, both the kinetic studies and sensitivity tests are performed with the
phosphate buffer solution of pH 7.4 and different concentrations and mixtures of
adenosine, guanosine and cytidine. By using the adenosine molecular imprinted polymers
(MIP) nanosensor chip, adenosine detections are consecutively collected within the same
day and analysis are executed within several different time intervals. Since the adenosine
impriting SPR chip is intended to be used in realistic medical analysis and research, its
recovery was calculated by working with artificial urine and serum samples in the range
of 1.0 nM - 5.0 nM concentration in adenosine analysis. In the study, the limit of detection
(LOD) value in aqueous solutions in the linear range of 0.1 nM - 100.0 nM was
determined as 0.018 nM, the limit of detection value in artificial plasma was determined
as 0.015 nM, and the limit of detection in artificial urine was determined as 0.013 nM. In
addition, the limit of quantification (LOQ) values were calculated as 0.061 nM, 0.052
nM, and 0.046 nM in aqueous solution, artificial plasma and artificial serum, respectively.
The surface of the adenosine-imprinted SPR chip was characterized by taking atomic

force microscopy, ellipsometry, and contact angle measurements.

Keywords: Adenosine, Molecular Imprinted Polymers, Nanofilm Surface Modification,

SPR, Nanosensors
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1. GIRIS

Biyoteknolojik calismalarin son yillarda hiz kazanmasi, bilim ve teknik alanindaki
caligmalarin biitiinlesik olarak ilerlemesi tip,medikal teknikler,genetik alan1 gibi saglik
alanlarinda bir ¢ok soruna ¢oziim getirmistir. Medikal ¢oziimlerde bulunan yeni teknikler
hastalik teshisinde yeni bir donem baslatmis bulunmaktadir. Insanlarda hastaligin
tedavisinden once dogru, hizli ve yerinde bir teshisin yapilmasi daha oncelikli olarak
gelmektedir. Giiniimiizde bulasici hastaliklar, kanser ve ndrolojik hastaliklarin hizl
teshisine 6nem verilmektedir. Elbette bu teshislerde kisilerden patolojik 6rnek alinmadan,
pahali ve zaman alan cihazlara 6ncelik verilmeden teshis etmek sensor teknolojileri ile
miimkiin olabilmektedir. Sensor teknolojilerinin gelismesi hizli tan1 kit ve ¢iplerinin
Kuvarz Kristal Mikroterazi (QCM), Yiizey Plazman Rezonans (SPR) veya
elektrokimyasal destekli analitik cihazlarla birlikte kullanilmasi hassas tani, teshis ve

tedavide etkili olmaktadir.

Insan viicudu birgok biyolojik madde icermektedir. Bu maddeler sadece kan ve dokuda
bulunmamakla birlikte gozyasi, ter, idrar atiklar1 olarak viicuttan metabolit olarak
atilmaktadir. Insan viicudundan atilan ¢ogunlugu nanoboyutlardaki bu metabolik
maddelerin her biri tanilar {izerinde bir biyobelirte¢ olma 6zelligi tasimaktadir. Boylelikle
glinlimiiz biyomedikal teknolojilerinde patolojik doku pargalari ve kan alinmaksizin
hastaliklarin teshisini miimkiin kilmaktadir. Son yillarda 6zellikle idrar ve serum
orneklerinde yiiksek ve al¢ak seviye biyolojik metabolit miktarlarina gore arastirma ve
degerlendirmeler artmistir. Tiim canlilar belirli bir genetik yapidan meydana gelmektedir
ve bu genetik yapilarin en kiigiik anlamli yapilar1 deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
riboniikleik asit (RNA) olarak adlandirilmaktadir. DNA ve RNA'larin en kiigiik yapi tasi
olan niikleotid bazlar ise biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir. Fakat niikleotidlerin
hiicre i¢i ve hiicreler aras1 anlamli yapilar niikleozidlerdir. Niikleozidler ve analoglarinin
idrar ve hiicreler aras1 miktarindaki derisim seviyeleri ise oldukga 6nemlidir. Adenozin
ise bu biyobelirteglerden biri olan insan viicudundaki temel niikleozidlerden biridir. Insan
saglig1 i¢in 6nemli bir yasamsal bilesen olan adenozin, adenozin trifosfat (ATP)'nin
ayrilmaz bir bilesenidir ve viicuttaki her doku ve organin islevini diizenler. Bunun sebebi

olarak adenozin direkt olarak viicuttan atilabilen bir niikleozid 6zelligi tasimamasidir.



Boylelikle idrar ve serum biyobelirteci olarak adenozin niikleozidi bir ¢ok bilimsel
calismaya konu olmus ve son yillarda ise idrar ve serumdaki seviyelerinin ndrodejeneratif
hastaliklar, kalp, bobrek, akciger, otoimmiin hastaliklarda, bagirsak iltihaplanmalarinda,
Parkinson hastaliginda, beyin iltihaplanmasinda ve 6zellikle giiniimiiz hastaliklaridan

kanser ile baglantili oldugu saptanmustir.

Bilimsel calismalardaki biyolojik materyallere kolay ulasim ise onemli bir husustur.
Polimer teknolojilerinin hizlanmasi, biyolojik materyallerin baskilanma 6zelligi ile bu
sorunlar ortadan kaldirilmistir. Molekiiler Baskilanmig Polimerler (MIP) olarak
adlandirilan ve kendine 6zgii tekniklerle nanoboyutlardaki maddelerin biyobenzetimi
saglanarak calismalar kolaylastirilmistir. Molekiiler baskilama ydntemi ile segici
molekiiler tanima bolgelerine sahip kararli sentetik polimerler hazirlanmaktadir.
Molekiiler Baskilama Teknikleri (MIT) ile nano ve mikro boyutlardaki hizli bozunabilen
biyolojik maddeler olan niikleozidlerin ise bilimsel ¢alismalarda daha etkili ve kolay
sekilde kullanim1 yayginlagmistir. MIP tip, yasam, farmakoloji, ¢cevre bilimleri ve gida
gibi bircok alanda tanima elementi olarak siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler
baskilanmis polimerlerin uygulama alanlarindan biri de tanima elemani olarak sensorlerin
kullanilmasidir. Biyolojik bir yanit1 6l¢iilebilir bir sinyale doniistiiren analitik cihazlar
olan biyosensorler, bir denemenin biyoanalitik performansindan dogrudan sorumlu

olduklari i¢in cihazlarin ¢ok kritik bilesenidir.

Ozellikle optik sensorlerden SPR sistemi MIP teknolojisiyle birlikte etkili olarak
kullanilmaktadir. Nanosensor alanindaki ¢alismalarda siklikla kullanilan optik tabanli
SPR sensorler polarize 151g¢in bir metal yiizeye yansimasiyla olusan elektromanyetik
dalgalarin kirilma indisindeki degisiklikleri 6lgen segici ve duyarli sensor sistemleridir.
Son yillarda optik sensor ¢iplerine MIP teknikleri ile ylizey iizerine modifikasyonlari
uygulanarak bilimsel ve deneysel ¢alismalarin hiz kazanmasi saglanmistir. Hastaliklarin
erken bir asamada teshis edilebildigi i¢in hizli tibbi kararlar alinmasini saglar; bu da
hastalarin erken tedaviye baglamasimi saglayan saglik sonuglarinin iyilestirilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Literatiirde son yillarda MIP olarak ilag, protein, peptid, amino
asit, vitamin gibi biyolojik aktif molekiillerin segici olarak belirlenmesinde sensorler ile

gerceklestirilen kompleks galismalar bulunmaktadir.



Tez kapsamindaki caligmalarda kalip molekiil olan adenozin i¢in segici baglanma
bolgelerine sahip SPR nanosensorler hazirlanarak adenozin baskilanmis SPR
nanosensorler ile adenozin arasindaki kinetik etkilesimler incelenecektir. MIP teknigi
kullanilarak nanofilm SPR altin ¢ip yiizeyine yiizey modifikasyon yontemi kullanilarak
adenozin niikleozidi baskilanmistir. Yapay idrar ve serum Orneklerinden adenozinin

gercek zamanli olarak tayin edilebilen nanosensor tasarlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Niikleotidler ve Niikleozidler

Tiim canlhilarin hiicrelerinde hayati bilesikleri olarak niikleik asitler bulunmaktadir.
Niikleik asitlerin ana bilesenleri sekerler, fosfat gruplari, piirin ve pirimidin bazlaridir.
Niikleotitler Sekil 2.1°de goriildiigii gibi; azot i¢eren bir baz, bes karbonlu bir seker ve bir
veya daha fazla fosfat grubundan olusur. DNA ve RNA, niikleotid ad1 verilen monomer
bilesimlerinden olusan polimerlerdir. Niikleotitler sirayla niikleozid adi verilen
molekiillerden olusur. Niikleozidler iki sekerden (DNA'da 2-deoksiriboz ve RNA'da
riboz) ve piirin veya pirimidin olan heterosiklik bazlardan meydana gelmektedir. DNA,
timin (T), adenin (A), sitozin (C) ve guanin (G) RNA ise Timin yerine Urasil bazina sahip
olmak tizere dort molekiil niikleotid dizilerine sahiptir. Bu molekiiller, iki ipligi birbirine
baglayan A-T cift hidrojen bagli veya G-C ii¢ hidrojen bagh baz ¢iftleri olarak eslestirilir,
tamamlayici diziler i¢eren iki niikleik asit polimeri, ¢ok kararl etkilesimler olusturabilir
ve bu tiir eslesme, genetik materyalin ¢ift sarmalli yapisinin temelini olusturur [1, 2].
Niikleotidler DNA ve RNA biyosentezinin 6nemli metabolitleridir ve ayrica ¢ok sayida
biyokimyasal doniisiimiin yardimci substratlar1 ve kofaktorleri olarak islev goriirler.
Niikleozidler ise biiyiik yapisal ¢esitlilik ile karakterize edilen genis bir dogal bilesikler
ailesi ve bunlarin kimyasal olarak degistirilmis analoglaridir. DNA ve RNA'da bulunan

ana bazlarin niikleotid, niikleozid isimleri ve kisaltilmalar1 Cizelge 2.1°de listelenmistir.

Cizelge 2.1. DNA ve RNA'da bulunan Temel Baz ve Niikleozidler ve Kisaltilmalari

BAZ iSMi KISALTILMASI | NUKLEOSID | NUKLEOSID
KISALTILMASI

Urasil U(Ura) Uridin Urd

Sitozin C(Cy?) Sitidin Cyd

Timin T(Thy) Timidin

Adenin A(Ade) Adenozin

Guanin G(Gua) Guanozin




Niikleozitler ve deoksiniikleozitler, sirasiyla RNA dongiisiinden ve DNA bozulmasindan
salgilanan endojen metabolitlerdir. Bu metabolitler, bes karbonlu bir sekere (riboz veya
deoksiriboz) kovalent olarak bagli niikleobazlardan olusur. Cizelge 2.2’de temel
niikleozidlerin molekiiler gosterimlerimleri listelenmistir. Cogunlukla benzer olmasina
ragmen, riboniikleozidler timin yerine urasil igerir. Riboza veya deoksiriboza bagl her

niikleobaza sirasiyla niikleozid veya deoksiniikleozid denir.

NUKLEOZID
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| | |
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Sekil 2.1. Niikleozid ve Niikleotid temel molekiiler yapisi

Niikleozidler genel olarak adenin, sitozin, urasil ve guanin niikleotidlerinden

olusmaktadir. Bu niikleotidlerin niikleozidleri, adenin i¢in adenozin, sitozin igin sitidin,

urasil i¢in tiridin ve guanin i¢in guanozindir [3, 4].



Cizelge 2.2. Temel Niikleobaz ve Niikleozidlerin molekiiler gosterimi

Niikleobaz Niikleozid
NH MH;
M
a <I&
; ‘ ?‘
H N ™
Adenin Adenozin
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N N NH
74 l NH 4 \ )\HH:
H N NH,
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fo) O
{ NH | "
Timin OH OH
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NH, N
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N 0
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Niikleozidler, DNA ve RNA sentezi, hiicre sinyalizasyonu, enzimatik diizenleme ve
metabolizma gibi farkli hiicresel siireclerde anahtar rol oynayan endojen bilesiklerdir [5,
6]. Niikleozidler, riboza C1 konumunda bagli piirin veya pirimidinden olusur. Ilk bilesige
niikleobaz, ikincisine bir seker parcast denir. Ayni genel yapi disinda, modifiye edilmis
niikleozidlerin ¢ogu, genellikle bir niikleozid bazinda bulunan (6rnegin metillenmis veya
asetillenmis) ek pargalara sahiptir [7]. Hiicre ve organizma iginde niikleotidler,
niikleozidler ve bazlar, enerji transferi, metabolizma, sinyallesme,koenzim aktivitesi ve
niikleik asit sentezi gibi 6nemli islevleri bulunmaktadir. Niikleik asitlerin ve niikleotid
kofaktorlerinin pargcalanmasindan kaynaklanan piirin ve pirimidin niikleozidleri, hiicreler
icinde kurtarilir ve niikleik asitlere dahil edilebilen niikleotitler iiretilir. Niikleozidler,
niikleotidlere ¢cok benzer yapilara sahiptir fakat B-glikosidik bag olarak da adlandirilan
N-glikosidik bag yoluyla bir sekere baglanan bazdan olusur ve yapilarinda ¢ogunlukla
fosfat grubu bulunmamaktadir. Her baz, bir niikleozid olusturan bir sekere baglidir ve her
bir zincirde niikleozidler fosfatlar ile baglanir. Bu niikleozid bazli niikleotidler, ¢cok ¢esitli
hiicre tiplerinde purinerjik reseptorleri aktive edebilir. Benzer sekilde, hiicre ici
niikleotidler ve niikleozidler, farkli kosullarda hiicrelerden salinabilir.

Genel olarak, niikleozid ve niikleotit analoglari, birgok hastaligin replikasyon
dongiilerinde anahtar biyolojik yollar1 hedeflemektedir. Niikleozidler ve metabolitleri,
cesitli temel biyolojik islemlerde 6nemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif RNA hasarinin
incelenmesi, kanserle ilgili arastirmalarda degerlidir.Modifiye edilmis niikleozidlerin
kanser hastalarinin idrarinda yiikseldigi gosterilmis ve meme kanseri, tiroid kanseri,
mesane kanseri ve bobrek kanseri gibi ¢ok ¢esitli kanserler igin potansiyel gostergeler

oldugu 6ne stiriilmiistiir [8-10].



2.2. Biyobelirte¢ Niikleozidler

Niikleozidler son yillarda 6zellikle kanser olmak iizere bir ¢ok hastaligin biyobelirteci
olarak arastirma konusu olmustur. Niikleozidler tekrar niikleotid elde edilmek iizere
fosforilasyonda Kkatalize edilemediginde idrarla disar1 atilmaktadir. Fizyolojik ve
patolojik etkiler i¢in hiicresel metabolizmada rol oynayan niikleozidler hiicre disinda da
hareket etmektedir. Iltihaplanma ve koti huylu hastaliklarin siirecinde ise RNA
dongiisiinlin hizl1 olmasindan dolay1 kanda ve idrarda niikleozid seviyeleri artmaktadir.
Urogenetik kanser, AIDS, meme kanseri, kolorektal kanseri, karaciger hastaliklari,
Parkinson ve bagisiklikla ilgili hastaliklarda niikleozid seviyelerinin yiikseldigi
bildirilmistir [11-14]. Kanser teshisinde klinik teshis ve erken tani i¢in HPLC, LS/MS-
MS, MALDI-TOF ile hasta bireylerden alinan idrar numuneleri {izerine ¢alisilmistir ve
calismalarda genellikle adenozin (Ado), guanozin (Guo), inozin (Ino), ksantin (XO),
sitidin  (Cyd), iridin (Urd) niikleozidleri ve modifiye niikleozidler iizerine

yogunlagilmistir [15-18].

2.3. Adenozin

Adenozinin ilk olarak 6nemi 1930'lu yillarda Drury ve Szent-Gyorgy tarafindan
adenozinin kalp ve damar hastaliklar1 iizerine etkileriyle birlikte rapor edilmistir.
Ilerleyen yillarda Green ve Stoner kan basincinin yiikselmemesine ragmen adenozin ve
tiirevlerinin uygulanmasinin koruyucu etkilerini bulmuslardir. Bennet ve Drury, hipoksi
ile enerji eksikliginin miyokardiyal adenin niikleotidlerinin pargalanmasina neden
oldugunu ve yikim iriinlerinin koroner vazodilatasyona yani koroner damarlarinda
gevsemeye neden olabildigini gdstermistir [19]. ilerleyen yillarda ise bilim adamlarinin
arastirmalar1 hiz kazanarak, adenozinin yalnizca kalp ve damar ile ilgili olmadig1 ayrica
hiicre metaboliti olarak hiicre sinyallesmesi, hiicre ve dokular arasi diizenleyici oldugu ve

insan viicudunda olusabilecek bir¢ok hastalik ile ilgili oldugu anlagilmistir.

Ado Cizelge2.2’deki molekiiler yapisinda goriildiigii gibi bir beta-N9-glikosidik bag (6-
amino-9-bD-ribofuranosil-9-H- purin) yoluyla bir riboz seker kismina baglanan bir
adenin molekiiliinden dogal olarak olusan endojen piirin niikleozididir. Hem ATP'nin
hem de sinyal molekiilii siklik adenozin monofosfatin (¢cAMP) niikleozid tabamdir. insan
fizyolojisinde her yerde bulunan temel fonksiyonlara sahip olan Ado, hiicre dis1 bir sinyal
molekiiliidiir. Kardiyovaskiiler sistemde 6nemli bir role sahip olup, hem terapdtik hem de

tanisal yetenekleri agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir [20].



Omurgalilarin merkezi sinir sistemi dahil olmak iizere tiim dokularinda bulunur ve ¢esitli
fizyolojik stiregleri diizenler [21]. Adenozin, gesitli norotransmiterlerin etkisinde yerel
bir diizenleyici olarak da islev gérmektedir. Ado,hem beyinde hem de periferik sinir
sisteminde, ¢ogu olmasa da birgok norotransmitterin salinimini diizenler; bu nedenle
fizyolojik etkilerin ¢ogunu adenozinin lokal seviyesi belirlemektedir. Bu, adenozinin,
ilgili hiicrelere ve belirli dokulara bagli olarak ¢ok sayida etkiye sahip oldugu anlamina
gelir [22, 23]. Metabolizma, hiicresel iletisim ve DNA metilasyonu dahil olmak {izere bir
dizi islevde dogrudan yer alir. Adenozin ve metabolitleri tarafindan purinerjik sinyalleme,
cesitli reseptorler araciligiyla meydana gelebilir ve hiicre ici etkilere sahip olabilir. Bu
nedenle, beyindeki homeostatik adenozin seviyelerini korumak ¢ok 6nemlidir [24].
Etkisi, hiicre i¢i etki hipotezi ileri sliriilmesine ragmen, hiicre dist varlig1 ise sinirhidir.
Adenozinin hiicre dis1 derisimleri, iiretimi ve doniigiimii arasindaki dengeye baglidir [25].
Adenozin, hemen hemen tiim hiicrelerden salinan endojen bir niikleozid modiilatoriidiir
ve hiicre dis1 boslukta, ATP'nin ENTDase (CD39) ve 50-niikleotidaz (CD73) dahil olmak
tizere bir dizi enzim yoluyla parcalanmasiyla iiretilir. Sonuncusu, hiicre disi AMP'yi
adenozine defosforile eder ve olusumunda sinirlayici bir adim olusturur. Hiicre dist
adenozin konsantrasyonu, belirli tasiyicilarin  etkisi ile ¢alistirilan geri alim
mekanizmalari tarafindan dengede tutulur. Bu niikleozid, A1, Aza, A2s Ve Az adli dort G-
protein-bagli reseptor (GPCR) ailesinin aktivasyonu yoluyla etkilidir. Bu reseptorler,
adenozin igin afiniteleri, topladiklar1 G proteinlerinin tipi ve son olarak hedef hiicrelerde

aktive olan sinyal yollarinda farklilik gosterir.

Interstisyel sividaki adenozin seviyelerinin 20-200 nM araliginda oldugu tahmin
edilmektedir. Adenozin derisimleri metabolik olarak elverissiz kosullar altinda artar.
Hiicre dis1 adenozin, iltihaplanma, hipoksi ve iligkili hiicresel hasar ve stres sirasinda
birikebilir. Ornegin, doku hipoksisi, ATP'nin daha fazla parcalanmasina ve adenozin
liretiminin artmasina neden olur. Adenozin, bir¢ok farkli fizyolojik ve farmakolojik
stirecin gli¢lii bir diizenleyicisidir. Adenozin, ¢ogunlukla dogrudan hiicre dis1 bosluga
tasinabilmesine ragmen, ATP'nin hiicre dis1 hidrolizinden iretilir. Adenozin, hemen
hemen tiim viicut sivilarinda farmakolojik olarak ilgili derisimlerde bulunurken, derisimi
hizla artirilabilir veya azaltilabilir. Reseptorlerinde hareket eden adenozin, patojenlere
verilen tepkilere aracilik etmede ve diizenlemede ve eklemdeki homeostaz: siirdiirmede
onemli bir rol oynar. Adenozin reseptorleri viicutta yaygin olarak dagitilir ve dokular

arasinda bagisiklik dokulari, kikirdak, kemik, kalp ve beyin de bulunur [26, 27].



2.3.1 Adenozin Reseptorleri

Hiicre dis1 bosluktaki adenozin seviyesinin belirlenmesinde ve adenozin dongiisiindeki
onemli etkenlerden biride adenozin reseptorleridir. Adenozin niikleozidi fizyolojik
etkilerine, GPCR'ler ile etkilesim yoluyla aracilik etmektedir. Hiicre dis1 adenozin
tarafindan aktive edilen adenozin reseptorleri (AR)'ler Az, Aza, Azg Ve As olmak iizere
dort alt tip olarak siniflandirilir (Sekil 2.2). Aza ve Azg AR'leri, A1 ve Az AR'lerinde
oldugu gibi 6zdesligi bakimindan yakindir fakat baglanma durumlarina gére AiR ve
A2aR, en hassas adenozin reseptorleri olup nanomolar aralikta aktifken, A2sR ve AsR
mikromolar aralikta aktiftir. Adenozin, A1 ve A2a AR'lerinin yliksek afiniteli baglanma
bolgelerinde 10-30 nM'lik bir afiniteye sahiptir. A2g, AR arasinda adenozin i¢in tiim alt

tiplere oranla en diisiik afiniteye sahiptir ve A3’lin afinitesi orta diizeydedir.

Aoa ve Agg alt tipleri Gs proteinleri araciligiyla adenilat siklazin enzim aktivitesini
arttirarak hiicre ici cAMP seviyesini arttirir ve A1 ve As alt tipleri Gi proteinleri yoluyla
adenilat siklaz aktivitesini inhibe ederek hiicre i¢i CAMP seviyesini azaltir [22, 27]. Dort
AR alt tipi viicudun strese adaptasyonunda, genellikle damar genisligini arttirarak yerel
kan akisini artirma baglaminda onemlidir[23]. A2a ve Acg adenozin reseptorlerinin
aktivasyonu, koroner dolasim dahil miyokardiyal kan akisinda bir artisa neden olur. A;
reseptorleri kardiyovaskiiler olarak kalp atis hizim1 diisiiriirken, bobreklerde sodyum
yeniden emilimini arttirir, merkezi sinir sisteminde norotransmitter madde salinimini
azaltirken ,hiicre metabolizmasinda instilin duyarliligini arttirir. Aza reseptor aktivasyonu
ayrica anti-enflamatuar etkiler tiretir, Az reseptorleri insan mast hiicrelerinde bulunur ve
mast hiicresi degraniilasyonu ve bronsiyal daralma tirettigi diistintilmektedir. Az reseptorii

ise alerjik durumlarda mast hiicrelerinin salinimini saglamaktadir [28].

Ado, dokular1 ve organlari hasardan korumada hayati ve 6nemli roller oynayan neredeyse
her yerde bulunan hiicresel sinyal aracilaridir. Ozellikle oksijen ile ilgili olarak oraninda
bir artig, 6n kosullandirma, anti-inflamatuar etkiler ve anjiyogenezin uyarilmasi dahil
olmak {izere farkli reseptdr aracili mekanizmalar tarafindan doku koruma ve onarimini

tetikler [26].
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Sekil 2.2. AR’lerin bagli oldugu G proteinleri ve uyarici etkileri

2.3.2. Adenozin Metabolizmasi

Adenozin metabolizmasi ¢ok ¢esitli enzim ve ara triinlerin yer aldigi bir dongtdiir.
Adenozinin dongiisii hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda devam etmektedir. Sekil
2.3.'de adenozine ait metabolizma doniigiisiinin bir kismi goriilmektedir. Hiicre
igerisindeki dongiisiinde adenozin, adenozin kinaz (ADK) enzimi ile fosforilasyona
ugrayarak, adenozin monofosfat (AMP) olusturulur ayni sekilde 5'AMP’den Ado
olusumu ise 5'NT enzimi yoluyla gergeklesmektedir. Hiicre disi boslukta ise adenozin
konsantrasyonu dengeleyici niikkleozid tastyicilar (ENT) tastyicilart veya dolayli olarak
ATP’nin 6nce CD39 enzimi yoluyla ADP’ye ve daha sonra AMP ye doniismesinin
ardindan AMP nin CD73 enzimi ile adenozine hidrolize ederek ters reaksiyonu
gerceklestirir. ENT'ler, adenozin dahil olmak iizere niikleozid substratlarini hiicreden
disar1 ¢ikarabilir. Adenozinin, adenozin deaminaz (ADA) enzimi tarafindan molekiilden
bir amin grubu ¢ikararak deaminasyonu saglayabilir. Daha spesifik olarak, ADA yan iiriin
olarak amonyak {iretirken, hem adenozin hem de 2'-deoksiadenozinin sirastyla inozin ve
2'-deoksiinozine deaminasyonunu katalize eder. Bu enzimlerin tiimii hiicre i¢i ve hiicre

dis1 adenozinin toplam miktarini diizenleyebilir [24].
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Ado, ADA tarafindan bozundugunda veya hiicre dist ortamdan ¢ikarildiginda, P1
reseptorlerinin aktivasyon siiresini sinirlamak i¢in adenozin sinyallemesi sona erdirilir.
Adenozin biyolojik membranlara niifuz edemediginden, fosfolipid ¢ift tabakas1 boyunca
tasinmasi, spesifik adenozin tasiyici proteinler aracilifiyla gergeklesir. Adenozin,
ENT'ler ve konsantre niikleozid tastyicilari (CNT'ler) adli iki tip tasiyici yoluyla hiicre i¢i
piirin-niikleotit sentezi i¢in yeniden kullanilmak iizere hiicre dis1 ortamdan alinir[8].
Hiicre igersinde adenozin dnce inozine ve daha sonra hipoksantine ilerler [29]. Hiicre
diginda ise adenozinin hipoksantineden sonra iirikasit son iiriiniine doniisiir. Ayrica hiicre
disinda adenozin sinyalizasyon goérevini saglamak icin 4 alt tipi olan reseptorlerine de
baglanabilir. Adenozin niikleozidine ait bu metabolik olaylarin ana akisi bu sekilde
ilerlerken yukarida bahsedilen ge¢isler sinyalizasyon ve doniisiimleri milisaniyelerde
meydana gelmektedir. Beyin dokusunda her doku c¢esidine ait reseptér ve lokal
metabolizma durumundan dolayr net olarak hiicre i¢i ve hiicre dist adenozin

seviyelerinden bahsetmek pek miimkiin olmamaktadir.

Hixcre disi bosiuk

inozin ——>  Ksantin —> ﬁ":k
asit
T ADA
ADP

——— Adenozin AMP X ATP

(1)73 Ij f')f‘jfj u: / -”’4
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Adenozin AMP " — @ ADP ) < ([ATP
aR— A
5'NT
\
ADA (
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Sekil 2.3. Adenozinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 bosluk metabolizmasinin gésterimi
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2.3.3. Adenozin Seviyeleri ve Adenozine Bagh Hastaliklar

Hiicre dis1 niikleotidler ve niikleozidler, doku homeostazi, yara iyilesmesi,
norodejenerasyon, bagisiklik, iltihaplanma ve kanser gibi temel patofizyolojik siirecler
purinerjik sinyal diizenleyicidir. Adenozin de hiicre dist niikleozidlerden onemli bir
niikleozitdir ve ayrica idrarda metabolom olarak biyobelirte¢ &zelligi tasimaktadir.
Yapilan arastirmalarda epilepsi [30, 31], Alzheimer [32, 33], anksiyete [34], nérolojik
hastaliklar [35, 36], diyabet [37], akut bobrek hastaligi, bagisiklik hastaliklart [38] ve
kolorektal kanseri [39] , meme kanseri [40], prostat kanseri [41], akciger kanseri [42] gibi
bir ¢ok kanser tiiriinde [43, 44] hiicreye 6zgii ve hiicre dis1 siireglerinin gesitli yonlerini
diizenlemede adenozin sinyallesmesinin ¢ok Onemli bir roliinii vurgulanmistir [45].
Adenozin enzimlerinden olan CD73 ve CD39'un yiiksek ekspresyonu, tiimor bolgesinde
adenozinin agir1 tretimi ile iliskilendirilmektedir. Bu artis, metastaz, anjiyogenez ve
hiicre proliferasyonu gibi gesitli tiimor ozelliklerini gelistiren tiimor bolgesindeki bir
immiinosupresif durumla iliskilidir. Adenozin/CD73/CD39/AR e¢kseninin kolorektal
kanserin immiinopatogenezindeki 6nemli rolii oldugu ¢alismalar ile gosterilmistir [39,
46]. Adenozin seviyelerinin tek bir degerinin bulunmadigi doku tipine, cinsiyete,
hamilelik ve hastalik durumuna gore adenozin seviyelerinin plasma ve idrar 6rneklerinde
farkliliklar gosterdigi  bilinmektedir. Bazi sartlar altinda Ado sinyallesmesinde
farklilasmis AR’leri ve enzimsel aktivitelerin degismesinden otiirii hiicreler arast Ado
seviyelerinin arttigi  boylelikle idrar Orneklerinde Ado derisiminin da arttigi
bildirilmektedir. Ado’nun yart émriini ve donlisiimiinii belirlemek i¢in yapilan bir
aragtirmada saglikli goniillillerden alinan plazma Orneklerinde Adenozinin in vitro
plazma seviyeleri 82 +/- 14 nM olarak bulunmustur [47]. Cinsiyetlere gore yapilan bir
aragtirmada Kadin (208 +/- 90 nM) ve erkek (239 +/- 85 nM) denekler arasinda plazma
Ado seviyelerinde anlamli bir farklilik gosterilmistir [48]. Genel olarak, normal insan
idrarindaki Ado derisimi 2.0 ila 7.0 uM araligindadir ve akciger kanseri hastasinda
adenozinin referans limiti 7.0 uM'den yiiksektir [49]. Diyabet hastaligina bagh olarak
yapilan bir arastirmada saglikli deneklerde (0.32 = 0.11 pumol/mmol Cr) ve Tip 1 diyabet
hastalarinda tiriner adenozin klemplenmis hiperglisemi sirasinda idrar adenozinin arttig1

(0.40 £ 0.11 ve 0.45 £ 0.12 pmol/mmol Cr) degistigi goriilmiistiir [50].
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Adenozinin kalp hastaliklariyla da baglantisini aragtirmak iizerine yapilan bir ¢alismada
plazma Ado seviyeleri iskemik ve iskemik olmayan kalp yetmezligi olan hastalarda Ado
derisim seviyesinin arttig1 (sirastyla 218423 ve 2114+21 nmol/L, saglikli denekler igin
62+3 nmol/L) ve adenozin seviyelerindeki artislarin kapsaminin, kronik kalp
yetmezliginin ciddiyeti ile baglantili oldugunu belirlenmistir [51]. Hiicre dis1 sivilardaki
ortalama Ado derisimi , insanlarin hiicre disi sivilarinda 0,5 pM’dir. Hamilelik
doneminde gebelik zehirlenmesine ugramis hamile kadinlarda ve koroner kalp hastaligi
olan bireylerde Ado seviyelerinin arttigi goriilmiistiir [52]. Ayrica gebe olmayan, tekil
gebe ve ikiz gebe kadinlarda ortalama serum Ado seviyeleri sirastyla 10.7 +/-2.6 IU/L,
9.2+/- 2.3 IU/L ve 11.6 +/- 2.8 TU/L olarak yapilan arastirmalarda bulunmustur [53].
Farkl1 yayinlar, yaklagik 10 nmol/L ila 1 umol/L arasinda dolasimdaki konsantrasyonlari
ve 30 umol/L'ye kadar yerel konsantrasyonlari bildirmistir. Ado derisimlerini 6l¢gmek,
esas olarak kandaki kisa yar1 dmrii nedeniyle teknik olarak ¢ok zor oldugundan, rapor

edilen konsantrasyonlarda yiiksek degiskenlik vardir [25].

2.3.4. Adenozin ve Niikleozid Tespitinde Gelismeler

Son yillarda sensor ve malzeme teknolojisinin ilerlemesiyle idrar ve plazmadan adenozin
ve niikleozidlerin tespit ve tayini i¢in kullanilan kapiller elektroforez, ELISA, HPLC,
LS/MS-MS gibi analitik yontemlere alternatif olarak sensor {izerine gesitli ¢aligmalar
yapilmistir. Kevasan ve ark., melamin kullanarak iki asamali bir diazotizasyon stratejisi
ile cams1 karbon elektrotuna grafen ile modifiye ederek elektrottan elektrokimyasal
yontemle kan ve idrarda adenozin varliginda teofilinin segici olarak belirlenmesi iizerine
calismistir [54]. Hussain ve ark., kanserli hiicrelerde Ado ve metabolitlerin tespiti i¢in
coklu enzim yiiklii tek elektrotlu sensér (SES) ve cift elektrotlu sensor (DES)
tasarlamiglardir. Caligmada SES, tri-enzimler, adenozin deaminaz, purin niikleozid
fosforilaz ve ksantin oksidaz (XO) ile hidrazin (Hyd)nin islevsellestirilmis bir iletken
polimere kovalent baglanmasiyla tiretildi. DES'deki enzim reaksiyon elektrotu, XO ve
Hyd’nin Au nanopartikiiller iizerinde kaplanmis pTTBA'ya kovalent baglanmasiyla
dinamik aralik 0,5 nM ila 120,0 uM iken saptama limitini sirasiyla adenozin, inozin ve
hipoksantin i¢in 1,43 nM + 0,02, 0,76 nM + 0,02 ve 0,48 nM = 0,01 olarak bulunmustur
[55].
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Lin ve ark.,adenozin tespiti i¢in kemiliiminesan biyosensor tasarlanmislardir ve DNA
hidrojeli i¢cine Au@HKUST-1 enkapsiilasyonunu saglayarak aptamer tabanli bir
biyosensor elde etmislerdir. Elde edilen sensorde 4x1073 — 1.5x10® mol/L lineer
araliginda 1,04x10"*® mol/L kadar diisiik bir algilama limitiyle adenozin miktarini
belirlemislerdir [56]. Yousefi ve ark., insan idrar 6rneklerinde adenozin florometrik
aptasensor gelistirilmistir. Calismada aptamer i¢in floresan olarak nitrojen ve kikiirt
katkili karbon kuantum noktalarin1 ve gimiis nanopartikiilleri kullanmiglardir.

Caligmalarinda lineer aralig1 50-200 nM’da saptama sinir1 13 nM olarak bulmuslardir.

[57].

2.4. Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP)

Molekiiler baskilama kavrami 1930'lara kadar uzanmaktadir. Tarihsel ge¢cmisinde
1930'larin baginda bir kat1 iizerinde molekiiler baskiya yonelik ilk ¢alisma Poljakov
tarafindan gerceklestirilmistir. Poljakov alkilbenzenlerin varliginda sentezlenen silikanin,
bu hidrokarbonlarin yaklasik %15 adsorpsiyonu ile artan segicilige sahip oldugunu
gostererek bu kavrama dair ilk calismalar1 yapmistir. Ilerleyen zamanlarda Dickey metil
ve etil molekiilleri i¢in spesifik molekiiler tanima yetenegine sahip silikanin
gelistirilmesine odaklanmistir ve bir silika jel olusturma amaciyla sablon olarak metil
molekiiliinii kullanarak sablonun ¢ikarilmasindan sonra, metil adsorpsiyon kapasitesi, etil
adsorpsiyon kapasitesinden birkag kat daha yiiksek oldugunu gostermistir. 1950-70'
lerdeki yapilan diger calismalarda, sentez sirasinda eklenen sablonun silisin gdzenek
boyutunu ve adsorpsiyon Ozelliklerini ve metalik katalizorlerin aktivite ve segiciligini
etkiledigini gosteren makaleler ortaya c¢ikmistir. Bu zamana kadar agiklanan c¢ogu
inorganik matrislere dayali organize ylizeylerin sentezi i¢in molekiiler sablonlarin
kullanilmasina yonelik calismalarin ortak dezavantaji olarak olusturulan baskilarin
stabilitesi diisiik olmustur. Bu durum, dnce kovalent (1972) ve sonra kovalent olmayan
(1981) baski ile gesitli organik bilesiklerin molekiiler olarak olusturdugu izlere sahip
polimerik malzemelerin hazirlanmasina yonelik yontemlerin ¢ikmasiyla degismistir.
1994 yilinda, MIP'ler ilk olarak kimyasal analizde kullanilmistir [58-60]. Molekiiler
damgalamanin modern cagi, katalitik MIP'lere yonelik oncii ¢abalara ek olarak MIP
malzemelerinin spesifik baglayici yonlerini gelistirmeye devam eden Wulff, Shea ve

Mosbach tarafindan baglatilmistir.
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1972'de Wulff ve Klotz tarafindan organik polimerlerle baski yapmak i¢in gelistirilmistir.
1972 yilina kadar Wulff, "molekiiler baskilama" kavramini 6nererek MIT gelisiminde bir
atilim olan D-gliserol asit icin kiral tanima yetenegine sahip molekiiler baskilanmis
polimeri (MIP) hazirlamistir. Mosbach grubu tarafindan 1980'lerin basinda gelistirilen
organik polimerlerin kovalent olmayan baskilama, 1990'larin basindaki caligmalarin
cogunda uygulanan en popiiler yaklasim olmustur. 1993'te Mosbach'in grubu,
oniimiizdeki yirmi yilda MIT'nin gelisimini destekleyen MIP teofilin {izerine
calismalarini yayinlamustir [61, 62]. 20 yy.'nin baslarinda baslayan kesifler yillar gegtikge
aragtirmalar sonucunda gilinlimiiz molekiiler baskilamig polimerler kavramini almistir.
Kimyasal ve biyokimyasal alanlardaki sensdrlere, kromatografik adsorbanlara ve
katalizorlere uygulamalart bu donemden sonra hizla geligsmistir. Son yillarda ise
molekiiler baskilanmis polimerler (MIP'ler), biyoteknoloji i¢in hem modeller hem de
analitik araclar olarak 6nemli olmustur. Daha yakin zamanlarda, ilaglar, biyosensorler

veya biyotahlil materyalleri gibi dogrudan uygulama alanlarinda da MIP'lerin kullanimi1

artmistir [63, 64].

2.4.1. MIP Tanimi

Molekiiler baskilanmis polimerler, hedef bir bilesigi veya molekiilii spesifik olarak
yeniden baglayabilen yapay olarak olusturulmus tanima bdlgelerine sahip olarak
hazirlanmis sentetik malzemelerdir. Bu malzemeler, bir sablon molekiiliin etrafindaki
fonksiyonel ve ¢apraz baglanan monomerlerin polimerize edilmesiyle elde edilir, bu da
yiiksek oranda c¢apraz bagl {i¢ boyutlu ag polimerine yol agar [65]. Molekiiler
Baskilama’da olusan {i¢ boyutlu polimerik matrislerdeki bu yapay tanima bolgeleri boyut,
sekil ve fonksiyonel gruplarin uzamsal diizenlenmesi olusur [66]. Hedef bolgelerdeki
spesifik olarak olusturulmus polimerik matrisler tanimlanacak bdlgeler igin fiziksel ve
kimyasal olarak da se¢ici bir sekilde lig-boyutlu biyomimetik bosluklar tiretir [67]. Sekil
2.4’de goriildiigi gibi islemin ilk adimi, sablon, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici,
baslaticinin bir porojen (porojenik ¢dziicli) iginde ¢6ziinmesi ile baglantilidir [68].
MIP'ler, sablon hedef molekiil (ilgilenen bir analit) ile kovalent veya kovalent olmayan
baglar kullanilarak fonksiyonel monomer(ler) arasinda bir kompleks olusturularak
olusturulur. Kovalent olmayan baskilama yoluyla hazirlanan MIP'ler, hidrofobik,
elektrostatik ve iyonik gibi ¢esitli etkilesimler yoluyla hedefleriyle tersinir bir sekilde

etkilesime girebilir.
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Bir polimerizasyon reaksiyonunda bir ¢apraz baglama ajani kullanilir, ardindan sablonun
polimerden ¢ikarilmas1 ve spesifik baglanma bélgeleri olusturulur. Uretilen baglanma
bolgeleri, fonksiyonel gruplarin sekil, boyut ve yonelimi bakimindan sablonu (analit)
tamamlayici niteliktedir [69]. Fonksiyonel monomerler ve sablon molekiil arasindaki
tamamlayict etkilesimler, polimerizasyon islemi ile li¢ boyutlu olarak korunur ve
polimerin ¢apraz baglanmasiyla daha da stabilize edilir. Bu nedenle ortaya ¢ikan MIP,
secicilik 6zelligini kazanmis olur [70]. Kovalent olmayan molekiiler baskilama iglemi,
genellikle hedef molekiil, fonksiyonel bir monomer, bir ¢apraz baglayici ve porojenik bir
¢oziicii olmak tizere bir sablon gerektirir. Sablon molekiil, fonksiyonel gruplar veya
birlesme yerleri sayesinde fonksiyonel monomer ile bir 6n polimerizasyon kiimesi
olusturur. Daha sonra bu kiime, ii¢ boyutlu bir yapida fonksiyonel monomerin ¢apraz
baglayici ile radikal polimerizasyon veya kopolimerizasyonu yoluyla birlestirilir. Sablon
daha sonra baskilanmig polimerlerden ¢ikarilir ve sablonla sekil ve islevsellik agisindan
tamamlayict bir bosluk birakilir [71]. Molekiiler baskilama islemi; kovalent olmayan,

kovalent, yar1 kovalent, elektrostatik ve metal aracili olarak bes gruba ayrilabilir [67].

A |

* Birlesme \A
——) Polimerizasyon Islemi
* Capraz
Fonksiyonel Kalip molekiil l Baglayici
Monomer Kalip molekiil- Fonksiyonel

Monomer Kompleksi

Yeniden baglanma

e
———

Kalip Molekiiliin
Uzaklastirilmasi

Molekiiler Baskili Polimer

Sekil 2.4. MIP’lerin polimerlesme mekanizmasindaki asamalar
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2.4.2. MIP Bilesenleri

Sablonda sekil, boyut ve sterik konfigiirasyonda sablon molekiilleri ile tamamlayic1 olan

bosluklar birakmak i¢in MIT'nin temelleri sunlari igerir:

» Molekiillere baglanan ve tanima bdlgeleri saglayan fonksiyonel monomerler;

» Sablon-monomer etkilesimlerini ytliksek diizeyde ¢apraz bagli bir polimerik
matris i¢inde yakalayarak sabitleyen ¢apraz baglayici;

» Bir polimer olusturma siirecinde, polimerizasyon siirecini baglatmak i¢in

genellikle baslaticilara (1s1k, elektrik, 1s1 vb.) ihtiya¢ duyulur.

2.4.2.1. Sablonlar

Molekiiler baskilamada temel amag, se¢ilen sablonun molekiillere afinite ile polimer agi
olusturmasidir. Sablon molekiiller, polimerizasyon sirasinda aktif olmayan fonksiyonel
gruplart ve kararli kalip molekiil-monomer kompleksleri olusturabilen fonksiyonel
gruplart igermelidir. Genel olarak kalip molekiiller; iyonlar, organik molekiiller,

biyomakromolekiiller, hiicreler ve viriisler gibidir [72].

2.4.2.2. Fonksiyonel Gruplar

Fonksiyonel = monomerler, sablonlarla 6n  polimerizasyon  komplekslerinin
olusturulmasinda rol oynamaktadir. Fonksiyonel monomerlerin fonksiyonel gruplari
etkilesecek ve sablon molekiile baglanarak olusan baglanma bolgeleri tek tip dagilimiyla
spesifik bosluklar elde etmeyi saglar. Dogru fonksiyonel monomerin se¢imi, sablon
molekiiller olarak tasarlanmis 0zel bosluklar iiretmek igin esastir. Fonksiyonel
monomerlerin asidik, bazik ve notr olarak farkli sekilde molekiilleri bulunmaktadir. Bu
monomer se¢iminin yapilmasi tanima bolgesinin yapisini, kullanillan derigim, baglanma
bolgelerinin sayisini etkilemektedir. Metakrilik asit, MIP'lerin sentezinde en yaygin

olarak kullanilan fonksiyonel monomerdir [72, 73].

2.4.2.3. Capraz Baglayicilar

MIP'nin bir reaktifi olarak ¢apraz baglayici, MIP'nin olusumunda 6nemli bir role sahiptir.
Capraz baglayicinin rolii, MIP'de polimerlerin fiziksel o6zelliklerinin olugumuna
katilmaktir. Polimerizasyon islemi sirasinda fonksiyonel monomerleri kalip molekiillerin
etrafina sabitler, boylelikle yiiksek diizeyde ¢apraz bagl kat1 polimer aginin olugsmasiyla
sonuglanir. Polimerizasyon i¢in kullanilan ¢apraz baglayicilarin tiirii ve sayisi da dahil

olmak tizere, capraz baglayicilarin kullaniminda birka¢ 6nemli faktor vardir.
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Daha yiiksek sayida capraz baglayici, kararli bir gozenekli malzeme etmeyi ve MIP
adsorpsiyonunun ¢apraz baglayicinin konsantrasyonuyla iliskilendirilebilir. Fakat
optimum kosullara ulastiktan sonra ¢apraz baglayicinin eklenmesi ters etki gostererek
adsorpsiyon performansini diigiirmektedir. Capraz baglayicinin varligindan etkilenen
polimerin fiziksel 6zelliklerine etkisi, emici yapinin morfolojik 6zellikleri, ii¢ boyutlu
yap1, optimal sertlik ve MIP'nin dayanikliligidir. MIP'lerin sentezinde kullanilan ¢apraz
baglayicilarin iginde en c¢ok tercih edilen bilesik etilen glikol dimetakrilat,
trimetilolpropan trimetakrilat, divinilbenzendir. Capraz baglayicilar, polimer matrisinin
morfolojisini ve mekanik 6zelliklerini etkilerken olugan MIP'lerin ise segiciligini ve

baglama kapasitesini etkiler [68, 74].

2.4.2.4 Porojen ajanlar

Porojen ajanlarin iki islevi bulunmaktadir. Ilk olarak polimerizasyon asamasinda gézenek
olusturucu ajanlar olarak ikinci olarak ise bir fazda etkilesimlerin ger¢eklesmesine izin
vermek icin sablonu, fonksiyonel monomerleri, ¢apraz baglayiciy1 ve baslaticiy1 bir araya
getirmek i¢in ¢oziicii olarak islev gormektedirler [75]. Kullanilan ¢oziiciiniin tipi,
baskilama verimini, sablon ve fonksiyonel monomerler arasinda olusan etkilesimi,
absorpsiyon 6zelligini ve polimerlerin morfolojik yapisim etkilemektedir. Kullanilan
¢ozilicli miktarinin artmasi, gézeneklerin boyutunda artisa sebep olur, boylelikle uygun
miktarda ¢6ziicii, sablon molekiilleri baglanmasini saglamak i¢in tasarlanmig spesifik
bosluklarin olusumunda daha etkili olacaktir. Daha az polar ¢oziiciiler ise fonksiyonel
monomer-sablon komplekslerinin olusumunu gelistirirken polarlig1 yiiksek ¢oziicii
maddeler olusan komplekslerdeki etkilesimleri bozmaktadir. Bu nedenle protokollerin bir

cogunda su gibi ¢oziiciiler kullanilmamaktadir [76].

2.4.2.5. Baslaticilar

Baglatici, polimerizasyon reaksiyonunun kiigiik bir boliimiinii olusturur ve genellikle
serbest radikallerin olusumu yoluyla islev goriir. Baslaticilar, sol-jel silika
polimerizasyonundaki asit veya baz reaksiyonlarinin yani sira termal, fotobagslatma veya
radyasyon baglatma yoluyla ¢alisabilir. Bu yontemler arasinda termal ve fotobaglatma en
yaygin olarak kullanilanlardir [77]. Peroksi ve azo bilesikleri, serbest radikal
polimerizasyonu ile MIP'lerin sentezinde baslatici olarak yaygin sekilde kullanmaktadir.
Baslaticilardan en ¢ok tercih edilen ise azobisizobiitironitrildir (AIBN). AIBN bozunma

sicakligr 50-70°C'dir. Boylelikle termoliz ve fotoliz ile ayristirilabilmektedir. Uretilen
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stabilize ve karbon merkezli radikaller polimerizasyonu baslatir. Oksijen ile olas1 yan
reaksiyonlara karst serbest radikal polimerizasyonu inert gaz atmosferinde

gerceklestirilmelidir [72].

2.4.3. MIP Stratejileri

Son zamanlarda, molekiiler baskilanmis polimer (MIP) hazirlamak icin kovalent,
kovalent olmayan ve yari kovalent baskilama olarak ii¢ farkli uygulama yontemi
kullanilmistir. Kovalent yaklasimda, baskilanmis molekiil, polimerize edilebilir bir
molekiile kovalent olarak baglanir. Bu tip polimerin baglanmasi, tersine cevrilebilir
kovalent baglara dayanir. Capraz baglayici ile kopolimerizasyondan sonra baski
molekiilii yiikksek capraz bagli polimerden kimyasal olarak ayrilir. Ayrica kovalent
baskinin, kovalent olmayan baskidan farkli olmasi 6zellikle fonksiyonel monomer,
capraz baglayici ve sablon oranlar1 bakimindan farkli olmasidir. Kovalent baski, spesifik
olmayan etkilesimleri 6nemli Ol¢iide azaltir, ancak karmasik yeniden baglama islemi,

uygulamalarda pratik olmamaktadir.

Kovalent olmayan baskilama, sentez siirecinin goreceli basitligi ve c¢ok cesitli
kimyasallarin islevsellikleri sebebiyle MIP arastirmalarinda en yaygin olanidir. Kovalent
olmayan yaklagim sirasinda, sablon ve monomer arasindaki kendi kendine bir araya
gelme ve ardindan capraz bagli bir kopolimerizasyon ile 6zel baglanma boélgeleri
olusturulur. Baski molekiilleri, baskilama sirasinda ve yeniden baglama esnasinda
polimer ile kovalent olmayan etkilesimler (iyonik, hidrofobik ve hidrojen bagi gibi)

yoluyla etkilesim haline girer [78, 79].

Baskilanmis polimerlerin kontrolii amaciyla hem kovalent hem de kovalent olmayan
stratejilerin avantajimi birlestiren yar1 kovalent bir yaklasim da ortaya ¢ikmistir. Yari
kovalent strateji, boliinebilir bir bag ile fonksiyonel bir monomere kovalent olarak
baglanan bir sablonun polimerizasyonuna dayanir. Kopolimerizasyondan sonra, gablonun
cikarilmasi, yeniden baglama adiminda sablonla kovalent olmayan bir anlamda

etkilesime girebilen bir baski tagiyan fonksiyonel gruplar olusmasini saglar [80].
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2.4.4. MIP Polimerizasyon Cesitleri

Molekiiler baskilama yontemlerinde farkli polimerizasyon tiirlerine ait bilgiler alt
basliklarda verilmistir. Molekiiler baskilanmig polimerlerin hazirlanmasi igin
polimerizasyon tiirlerinde y181n, emiilsiyon, ¢cokeltme, siispansiyon, yiizey baskilama gibi
farkli teknikleri mevcuttur. Bu teknikler arasinda farkliliklar mevcuttur. Yapilacak isleme

gore tekniklerin belirlenerek uygulanmasi gerekmektedir [67].

2.4.4.1. Siispansiyon Polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu, s1vi matris ve monomer damlaciklari olmak iizere iki faz
iceren heterojen polimerizasyondur, monomer ve capraz baglayici ¢oziinmezdir, bu

nedenle sivi matris iginde damlalar olustururlar [81].

2.4.4.2. Y1gin Polimerizasyonu

Geleneksel polimerizasyon, monomer, ¢apraz baglayici, baslatict ve sablonun bir kalip
polimerizasyonunda karigtirllmasin1 ve ardindan sablonun c¢ikarilmasindan sonra
ogiitiilmesini ve elenmesini igeren en kapsamli kullanilan yontemdir. Bu yontemin kolay
ve anlasilir olmasina ragmen, yavas yeniden baglanma kinetigi, sablon molekiiliin
potansiyel eksik eliminasyonu, diizensiz pargacik sekilleri ve baglanma bolgelerinin

homojen olmayan tahsisi gibi baz1 dezavantajlari vardir [82, 83].

2.4.4.3. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonu, bir yiizey aktif madde varliginda stirekli bir fazda dagilmis
monomerlerin polimerizasyonunu igeren, tek tip kiiresel polimer pargaciklari elde etmek
i¢in etkili bir tekniktir. Heterojen sulu sistem igindeki serbest radikal polimerizasyonuyla

hidrofobik bir monomer arasindaki reaksiyondan kaynaklanir.

Siirekli fazlarin sulu veya yag o6zelliklerine gére normal emiilsiyon polimerizasyonu ve
ters emiilsiyon polimerizasyonu olarak ikiye ayrilabilir. Bu yontemden elde edilen
partikiil boyutu 10 nm ile 1000 nm arasindadir. Ayrica emiilsiyon haline getirilmis
damlaciklarin boyutlarina gore makroemiilsiyon, miniemiilsiyon ve mikroemiilsiyon
polimerizasyonlar1 olarak da siniflandirilabilir. NanoMIP'ler farkli miniemiilsiyon ve

mikroemiilsiyon polimerizasyonlar1 kullanilarak basariyla hazirlanabilmektedir [84, 85].
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2.4.5. MIP Yiizey Baskilama

Yiizey molekiiler baskilama, kat1 fazda bulunan yiizeyde meydana gelen polimerizasyon
reaksiyonlarini ifade eder. Yiizey polimerizasyonu sirasinda, tanima bolgeleri kati dis
tabaka veya yiizeye dagitilir. Geleneksel molekiiler baskilanmis polimerizasyon
yontemlerinin aksine daha yiiksek ayirma verimliligine ve daha hizli baglanma
bolgelerine sahiptir. Bu islem basit, hizli ve kullanmishdir. Genel olarak yiizeye
baskilanmig MIP hazirlanma siireci fonskiyonel monomer ve sablon arasindaki 6n
kompleks, capraz baglama ajani ve baslaticilarin eklenmesi, fiziksel ve kimyasal etkiler
sonucu yiizeyde olusan secici katmanin yikanmasi olmak {izere ii¢ asamada

gerceklestirilir [86].

Yiizeyde MIP baskilanmasinda polimerizasyon isleminde dis fiziksel etkilerine gore
termal polimerizasyon [87, 88], fotopolimerizasyon [89] ve elektropolimerizasyon [90]

olarak ti¢ sekilde olusturulabilmektedir.

2.4.6. MIP Formlari

Molekiiler baskilanmis polimer, uygulama ve polimerizasyon yontemine gére nanosensor
tasarimlari i¢in nanopartikiil [91], nanokiire [92], nanotel [93, 94], nanofilm [95-97] ve

nanokompozit [98] gibi farkl: fiziksel formlarda sentezlenebilir.

2.5. Nanoteknoloji ve Nanosensorler

Nanoteknoloji, maddeyi yaklagik 1-100 nm aralifinda atomik ve molekiiler seviyelerde
kontrol etme ve yeniden yapilandirma yetenegi olan bir alandir.Tek atomlar veya
molekiiller ile iliskili olarak bu 0Olgekte farkli ozelliklerden yararlanma olarak
belirtilmektedir. Amag, kiiclik yapilan tasarlayarak temelde yeni 6zelliklere ve islevlere

sahip malzemeler, cihazlar ve sistemler olusturmaktir [99].

Nanoteknolojideki ilerlemeler, miikemmel hassasiyet ve ¢cok yonliiliige sahip nano 6lgekli
biyosensorlerin gelistirilmesine yol agmistir. Nanobiyosensérler ayni nanosensor
konseptidir ancak herhangi bir numune tiirlindeki kimyasal tiirlerin konsantrasyonuyla
orantili dlgiilebilir bir sinyal {iretmek icin biyolojik olarak aktif bir elemente sahiptir.
Biyolojik tanima ve algilamaya dayanirlar. Bu nedenle, ¢cogu geleneksel algilama
sistemine gore Onemli Olcliide gelistirilmis biyouyumluluk, duyarlihik ve Ozgiilliikk

gosterirler [100].
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Nanobiyosensorlerin amaci, belirli bir hastalikla iligkili herhangi bir biyokimyasal ve
biyofiziksel sinyali tek bir molekiil veya hiicre diizeyinde tespit etmektir. Molekiiler
teshisi kolaylastirmak i¢in ¢ip {lizerinde laboratuvar teknolojilerine entegre edilebilirler.
Sensér boyutunun kii¢tiltiilmesi, tasinabilir, giyilebilir ve hatta implante edilebilir tibbi
cihazlara dahil edilmek i¢in ¢ok yonliiliik saglar. Nano 6l¢ekli ultrahassas biyosensorlerin
diger cihazlarla birlesik olarak ¢alismasi, teshis noktasi agisindan ve her yerde bulunan
saglik sistemleri dahil olmak iizere gelismekte olan tibbi alanlar1 gelismesini
saglamaktadir (Sekil 2.5). Yeni nesil nanobiyosensor cihazlart olusturmak igin farkli

stratejiler olusturmustur. Bunlar;

e algilama amaglari i¢in tamamen yeni bir nanomalzeme sinifinin kullanilmast,
e yeni immobilizasyon stratejileri,
e yeni nanoteknolojik yaklasimlar olarak farkli c¢esitlerde nanosensorlerin

olusturulmasina olanak saglamistir [101].

Nanosensorlerdeki kullanilan ve genel olarak nanoparcaciklar veya nanomalzemeler
olarak bilinen bu malzemeler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri Sebebiyle
ozellikle medikalde tibbi goriintiilemelerde, analizlerde ve optik alanlarinda genis bir

uygulama alan1 bulmustur [102].

Nanosensorlerin siniflandirilmasi, biyoalgilama islemine dahil edilen nanomalzemelerin

doniistiiciilerle birlikte kullanilmasina dayali oldugu i¢in ¢esitli alanlar sunar [103].
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Sekil 2.5. Yiizeyde Molekiiler Baskilanmis Polimerler ve Nanoboyutlar
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2.5.1. Nanobiyosensor Cesitleri

Bir nanosensoriin {i¢ ana modiilii vardir: bir doniistiiriicti, bir alic1 ve dijital ¢ikish bir
dedektor. Hedef molekiil, reseptore baglanir ve biyolojik tespit bileseni, bir reaksiyon
yoluyla biyolojik bir molekiilii tanimlar. Bundan sonra doniistiiriicii, degisiklikleri
dedektor tarafindan nicelenen bir sinyale doniistiirlir. Nanosensorler, uygulanabilir
calisma, olaganiistii performans, yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyet, hizl1 yanit, yogun boyut,
taginabilirlik ve gergek zamanli analiz dahil olmak iizere bir¢cok yetenek sunar [104].
iki sekilde

cesitlendirilmektedir. Doniistiirticiilerine gore elektrokimyasal, optik, ve mekanik/kiitle

Nanobiyosensorler doniistiirici  ve  biyoreseptdrlerine  gore ayri

(piezosensorler) olarak 3 ana baglik altinda toplanabilir [100, 105]. Biyoreseptorlerine

gore ise DNA, enzim, antibadi, hiicre ve nanopartikiiller olarak ¢esitlendirilmektedir.
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Sekil 2.6. Nanosensor bilesenleri ve akist
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2.5.2.Doniistiiriiciilerine Gore Nanobiyosensorler

2.5.2.a.Elektrokimyasal Nanobiyosensorler

Elektrokimyasal biyosensor, biyolojik sistemden bilgi ¢ikarmak i¢in temeli bir elektrota
ve elektrotta kullanilan malzemeler temel bilesenidir. Bu sensoriin temeli enzim substrat
reaksiyonu ve antijen-antikor etkilesimiyle sonucunda olusan biyokimyasal olaylar1 akim
voltaj empedans gibi elektrik sinyallerine doniistiiren analitik cihazlardir. Biyoalgilama
cihazlar antikorlar, niikleik asitler, hiicreler ve mikroorganizmalar gibi ¢esitli tanima
Ogelerini kullanmasina ragmen, elektrokimyasal saptama teknikleri agirlikli olarak

enzimleri kullanir [106-108].

2.5.2.b. Piezo Nanobiyosensorler

Piezoelektrik etki, bir malzemenin mekanik olarak gerildiginde voltaj liretme yetenegini
ifade eden fiziksel bir olgudur. Bir piezoelektrik malzemenin ylizeyine verilen voltaj,
voltaj degisken oldugunda mekanik strese veya salinimlara neden olur. Piezoelektrik
kristallerin bir elektrik alaninin etkisi altinda titresen Ozelligi ve rezonans frekans
degisiklikleri ile kristalin yiizeyinden adsorbe edilen molekiillerin kiitlesi arasindaki
iliski, piezoelektrik biyosensorlerdeki transdiiksiyon mekanizmasinin temelidir. QCM,

PQC, TSM, BAW ve SAW, piezo nanobiyosensorler ¢esitleridir [109, 110].

2.5.2.c. Optik Nanobiyosensorler

Optik algilama, gbézlenen yiizeyin optik 6zelliklerindeki degisime baghdir. Bu degisiklik,
meydana gelen algilama olaymin meydana gelmesi nedeniyle bir absorpsiyon,
adsorpsiyon, gecirgenlik, yansima, emisyon, sacilma ve kirilma degisikligi olarak

olgiilebilir. Optik algilamay1 gerceklestirmenin ¢esitli yollari olabilir [111].

Optik algilama, analitin konsantrasyonuyla orantil1 bir elektrik sinyali iiretmek i¢in optik
alanin bir biyolojik tanima elemani ile etkilesiminden yararlanarak calisir. Sinyal,
absorbans, floresan, kemiliiminesans, kolorimetri, interferometri veya yiizey plazmon

rezonanst olabilir.

Optik biyosensorler, bir¢ok biyolojik ve kimyasal maddenin dogrudan, gercek zamanli
tespitine olanak sagladigindan dolay1 geleneksel analitik tekniklere gore biiylik avantajlar
sunar. Avantajlar1 arasinda yiiksek 6zgiilliik, duyarlilik, kiigiik boyut ve maliyet etkinligi
sayilabilir. Optik biyosensor aragtirma ve gelistirmesi, temel olarak saglik [112], cevre

[113], gida [114], tarimsal [115] alanlarina yoneliktir.
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Nanosensorler tarafindan optik sinyal algilama, nanomalzemelerin aktif bolgelerinin 151k
sinyalleriyle ayirt edici baglantilarinin bir sonucu olarak yiiksek hassasiyet saglar.
Bununla birlikte hassasiyet, biiyiik 6l¢iide optik algilama moduna baghdir. Optik
sensorler, absorpsiyon, goriiniir radyasyon, fliioresans, Raman, yiizey gelistirilmis Raman
sacilmasi (SERS), kirilma ve kalitatif analiz gibi birka¢ farkli spektrografik analiz tiirii
icin kullanilir [114, 116].

Bir optik biyosensor, bir optik doniistiiriicii sistemi ile entegre edilmis bir biyo-tanima
algilama elemani igeren kompakt bir analitik cihazdir. Bir optik sensoriin temel amaci,
oOlgiilen bir maddenin (analitin) konsantrasyonuyla orantili bir sinyal iiretmektir. Optik
sensOr, biyotanima elemanlari olarak enzimler, antikorlar, antijenler, reseptorler, niikleik
asitler, tiim hiicreler ve dokular dahil olmak {izere c¢esitli biyolojik malzemeleri

kullanabilir [117].

2.6.Yiizey Plasmon Rezonans Sensorler

Serbest yiiklii bir metal gibi kat1 bir malzemenin yiizeyinde, ylizey yiikii (¢cogunlukla
elektronlar) 151k 151masi nedeniyle toplu olarak salinir. Bu olusuma yiizey SPR denir. SPR
kaynakli ylizey yiikii salinimlar, belirli kosullar altinda elektromanyetik dalgalarla
birlestirilir. Bu salinimlarin kuantumu, yiizey plazmon polariton (SPP) olarak tanimlanir
ve SPP'nin uyarilmasi, SPR biyosensorlerinde énemli bir asamadir. SPR, 1sinlanan 151k

ve alt tabaka arasindaki rezonans kosullari ile karakterize edilmektedir [118].

Biyomolekiiler etkilesimlerin ger¢ek zamanli arastirilmasin1  saglayarak, SPR
biyosensorleri molekiiler biyolojide 6dnemli bir ara¢ haline gelmistir. Ek olarak, SPR
biyosensorlerinin, tibbi teshis, ¢cevre analizleri, gida giivenligi ve analizleri gibi birgok
alanda kimyasal ve biyolojik tiirlerin etiketsiz hizli tespiti i¢in biilyiik bir potansiyele sahip

oldugu gosterilmistir [119-122].

Bu ilerlemeler, yeni algilama konseptleri ve uygulamalarimin kapilarimi ag¢muigtir.
Plazmonik nanoyapilara dayali optik biyosensorler, ¢ok sayida ¢alisma konusu olmustur
[123]. Isik kaynagy, tipi, spektral renk tercihi ve boyutu SPR sensor platformunun belirli
bir konfigiirasyonu ve algilama metalindeki yiizey plazmonunu uyarmak i¢in ig¢in
onemlidir [124].SPR yonteminin yiiksek duyarliligi ve ¢ok yonliiliigiiniin yan1 sira gergek
zamanli okuma ve baglanma kinetiginin dogrudan 6l¢iimii olasilig1 nedeniyle en gelismis

ve en ¢ok kullanilan algilama tekniklerinden biridir.
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SPR sensorleri, yiizey plazmonlari olarak adlandirilan elektromanyetik dalgalarin
aydinlatma {izerine yayildig1 bir metal filmin yilizeyinde meydana gelen kirilma
indisindeki degisiklikleri dlger. SPR algilama asamasi genel olarak 1sik kaynagindan
gelen 15181 yliksek kirtlma indeksi olan cam prizmadan gegerek spesifik bir gelis acisiyla
ylizey plazmonunun uyarilmasim saglar. Bu dalganin altin film yiizeyindeki serbest
salinan elektronlarla etkilesimi saglandiktan sonra yansiyan 1sik yogunlugunda bir

azalmaya neden olur ve yansiyan 1s1ik dedektorde algilanir [121].
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Sekil 2.7. SPR algilama ve ¢alisma prensibi

SPR sensorlerinin performansi, kimyasal arayiize ve biyo-islevsellestirmenin yani sira
cthazin optik, elektriksel ve yapisal Ozelliklerine biiyiik 6l¢iide baghdir. Bir tanima
elemaninin se¢imi, tespit duyarliligi ve spesifikligi tizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir.
Etkilesime giren molekiiliin immobilizasyonu ¢ok énemlidir. Sensor yiizeyindeki saglam
bir biyomolekiil kaplamasi stabil olmali ve ¢ogu durumda tercihen yenilenebilir
olmalhdir. Yiizey kaplamasinin ve immobilizasyonun, tamima elemaninin biyolojik
aktivitesini bozmamasini veya birlesmeye engel olmamasini saglamak kritik 6neme
sahiptir ve ayni anda spesifik olmayan baglanmay1 en aza indiren giivenilir sinyalleri

saglamak icin yeterli sayida molekiil ylizeyde hareketsiz hale getirilmelidir.
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Ayrica, nanoyapilara dayali bir¢ok tasarim, sensorlerin bazi optik ve biyolojik

siirlamalarinin tstesinden gelebilmektedir [125].

2.7. MIP-SPR Sensorlerinin Medikal Uygulamalari

Biyobelirteglerin sensér ve polimer teknolojileriyle birlikte kullanilmasi medikal
alanindada bir c¢ok yenilikleri beraberinde getirmistir. Bdylelikle medikal alaninda
biyobelirtegler ile hastalik teshislerinin yapilmasint miimkiin kilmaktadir. Cimen ve ark.,
molekiiler baskilama teknolojisini kullanarak norotransmitter madde olan L-fenilalainin
tespiti i¢cin SPR sensorii tasarlayarak MIP polimerik filmler sensor ¢ipinden 5.0-400.0
uM konsantrasyon araliginda kinetik analizinde tespit ve miktar belirleme limiti sirasiyla
0,0085 ve 0,0285 uM olarak elde etmistir [126]. Topgu ve ark, kan ve idrardaki
seviyelerinin insan viicudu i¢in 6nemli bir bileseni olan keratininin teshisi i¢cin N-
metakriloil-(L)-histidin metil ester fonksiyonel monomerini kullanarak keratinin
baskilanmig SPR sensorii tasarlamis ve 1-100mM araliginda karakterize caligsmalari
sonucunda keratinin tespit sinir1 (LOD) 57.0 uM ve tayin sinir1 ise 190.0 uM bulmustur
[127]. Sarikaya ve ark., insan viicudundaki piirin metabolizmasinin son iiriinii olan {irik
asit tespiti i¢in UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe*" nanoparcaciklarini SPR ¢ipi
lizerine immobilizasyonu ile SPR sensorii tasarlamistir ve ¢alismada 0.5-40 mg/L
konsantrasyon araliginda UA ¢o6zeltilerinde SPR sensorii i¢cin LOD degerini ve LOQ
degerleri sulu ¢ozelti igin sirastyla 0.247 ve 0.825 mg/L olarak hesaplamistir [128].
Baldoneschi ve ark., kalp yetmezligi i¢in ¢ok 6nemli bir biyobelirte¢ olan Troponin I'nin
erken tespiti i¢in polinorepinefrin PNE tabanli baskilanmis bir SPR biyosensorii

gelistirmistir [129].
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3.DENEYSEL CALISMALAR

3. 1. Kullanilan Kimyasallar

Kalip molekiil olarak adenozin, metakrilik asit (MAA), etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA), 2,2'-azobisizobiitironitril (AIBN), 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), segicilik
analizleri i¢in guanozin, sitidin niikleozidleri,asetat tamponu, fosfat tamponu, yapay idrar
icin amonyum kloriir (NH4ClI), dipotasyum fosfat (KoHPO4), mono potasyum fosfat
(KH2POg4), sodyum siilfat (Na2SOs), magnezyum siilfat (MgSOa), kalsiyum Kkloriir
(CaCly), iire (CH4N20), sodyum bikarbonat (NaHCOs), sitrik asit (CsHgO7), allil
merkaptan Sigma (Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir. Yapay plazma ise
Tokra (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Tiim kimyasallar analitik
safliktadir. Deneyler sirasinda kullanilmis olan su saflastirma islemi ytiksek akisl seliiloz
asetat membran (Barnstead D2731) ve ters osmoz Barnstead (Dubuque,lA) Ropure LP®
birimi ve Barnstead D2731D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve

iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilmistir.

3. 2. Metakrilik Asit- Adenozin On Polimerizasyon Kompleksi Karakterizasyonu

1.33 mg adenozin hassas terazide tartilarak 4 adet farkli molar araliklarindaki fonsiyonel
monomer ve kalip molekiil (MAA:Ado) ¢ozeltileri hazirlanarak UV spektrofotometresi
ile UV taramasi yapilmis ve nanosensor calismalart i¢in 267 nm dalga boyunda

spektrumu alinmistir [130].

3. 3. SPR Altin Cip Yiizeyinin Aktiflestirilmesi

SPR altin ¢ip yiizeyi allil merkaptan (CH,CHCH2SH) kimyasal1 yoluyla ¢ip yiizeyinin
modifikasyona aktif hale gelmesini saglamaktadir. Bu islemde oncelikle ¢ip yiizeyi 10
mL asidik pirana ¢ozetisi (3:1 H2SO4:H202, v/v) ile temizlenmis ve daha sonrasinda saf
etil alkol ile yikandiktan sonra 1 saat etiivde 40°C’de kurutulmasi saglanmistir. Cip
yiizeyine 10 uL allil merkaptan damlatilarak 1 giin kadar bekletilmistir. Son olarak, tiyol
(-SH) gruplart ile modifiye edilmis SPR ¢ip yiizeyi etil alkol ile temizlenerek
baglanmayan allil gruplarindan armndirilmasi saglanmigtir. SPR ¢ip yiizeyi aktif allil

gruplar1 ile modifikasyona hazir hale getirilmistir.
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3.4. Fonksiyonel Monomer ve Kalip Molekiil ile On-Polimerizasyon Kompleks

Olusturma

Bu tez ¢alismasinda, adenozin tayini i¢in adenozin baskilanmis ve baskilanmamis SPR
temelli nanosensorler hazirlanmigtir. Kalip molekiil olarak kullanilan adenozin monomer
olarak metakrilik asit (MAA) ile MAA: Ado 6n polimerizasyon kompleksi olusturulurken
stokiyometrik birlesme oranlarini tayin etmek i¢in farkli molar oranlarindaki MAA: Ado
kompleksleri olusturulmustur. Uygun polimerizasyon karisiminin belirlenmesi igin
MAA:Ado molar oran1 (1:1, 5:1, 10:1, 20:1 M) seklinde degistirilerek adenozin
baskilanmig ve baskilanmamis polimerik film hazirlanmistir. 10 nM adenozin sulu

¢ozeltisi kullanilarak baskilama faktori (IF: %ARmip/%ARNip) hesaplanmustir.

3.5. Adenozin Baskilanmis ve Baskilanmamis SPR Cip Yiizey immobilizasyonu

HEMA: 1.2 mL, EGDMA: 56.5 uL, AIBN: 4 mg, adenozin: 1.33 mg, MAA:548uL
miktarlarindaki kimyasallar tartilmistir. Adenozin ve MAA tartilarak Santrifiij tiipiinde
vortekslenmistir. Bu sekilde adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerin hazirlanmasinda
ilk olarak MAA monomeri ile adenozin arasinda 6n polimerizasyon kompleksi
Olusturulmustur. HEMA ve EGDMA da santrifiij tiipiinde vortekslendikten sonra cam
tiipe almarak karistirilmistir. Oncelikle 6n polimerizasyon kompleks ile homojen karigimi
saglanmistir. AIBN baslaticist eklenerek vortekslenmis ve allillenmis SPR ¢ip yiizeyine
pastor pipet ile 4 puL polimer karisimindan ¢ip lizerine damlatilmistir. Dondiirerek
kaplama cihazi (Spin Coater, LAURELL, WS 650Mz-23NPP, USA) ile polimer karisimi1
¢ip ylizeyine homojen olarak dagilimi saglanmistir. SPR ¢ip yiizey1 UV 15181 ile 30 dakika
bekletilerek polimer karigiminin fotopolimerizasyon ile polimerlesmesi saglanmistir

[131] (Sekil 3.1).

MAA monomeri ile adenozin arasinda ikincil kuvvetlerden kaynakli bir etkilesim
mevcuttur. Bu etkilesimi kirabilecek bir desorpsiyon ajani segilmistir. Adenozin
baskilanmis SPR ¢ip desorpsiyon ¢ozeltisi ile calkamali inkiibatérde oda sicakliginda 200
rpom’de 2 saat calkalanmistir. Desorbe edilen SPR nanosensoér, deiyonize su ile
yikandiktan sonra vakumlu etiivde (200 mmHg, 25°C) kurumasi saglanmistir. Adenozin
baskilanmamis SPR ¢ipler (NIP) de ayn1 prosediir kullanarak hazirlanmistir. Sadece kalip
molekill adenozin eklenmeden polimer karigimi sentezlenmis ve NIP nanosensor

hazirlanmuistir.
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Sekil 3.1. SPR ¢ip yiizeyine Adenozin baskilanmig nanofilmin olusturulmasi
3.6. SPR Cip Yiizeylerinin Karakterizasyon Calismalari

3.6.1.Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

SPR sensor altin ¢ip yiizeylerin karakterizasyonu atomik kuvvet mikroskobunda
(Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) yar1 temas modunda kullamlarak elde
edilmistir [132].

AFM cihazi, serbest kantileverli interferometre Ozelligi sayesinde ¢ok yiiksek
¢ozlinirliklerde (4096 x 4096 piksel) 6lglim alabilmektedir. SPR sensorii goriintiileme
calismalar1 hava ortaminda gercgeklestirilmistir. Adenozin baskilanmis ve adenozin
baskilanmamis SPR sensor ¢ipleri ¢ift yiizlii karbon bant ile tutucuya yerlestirirlerek
salinim rezonans frekansi (341.30 kHz) olarak uygulanmistir. Titresim genligi, | VRMS
ve bos titresim genligi 2 VRMS’dir ve ornekler 2 pm/s tarama hizi ve 256 x 256 piksel

¢oziiniirliikte, 1 x 1 pm?’ lik bir alanin goriintiisii olarak alinmustir.

3.6.2.Elipsometre

Elipsometre, ¢ip ylizeyini kaplayan nanofilmin kalinligin1 6lgmek i¢in kullanilan bir
alettir. Prensibi olarak, 1s18in farkli yilizeylerdeki yansimasi veya iletilmesi arasindaki

degisikliklerin 6l¢iilmesine dayanir.
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Adenozin baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip yiizeylerindeki polimer kalinligi EP3-
Nulling Elipsometre (Géttingen, Almanya) cihazinda 6l¢iilmiistiir. Olgiimler 532 nm
dalga boyu ve 62°’lik bir gelis a¢isiyla gerceklestirilmistir. SPR ¢ip yiizeylerinin 6 farkli
noktasinda 3 kere tekrarlanmistir. Sonuglar, alinan degerlerin ortalamasiyla rapor
edilmistir [131].

3.6.3.Yiizey Temas A¢isi Olciimleri

Modifiye edilmemis SPR c¢ip ylizeyi, adenozin baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip
yiizeylerinin karakterizasyonu Kriiss DSA 100 (Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi ile
hesaplanmistir [133].

[k olarak, SPR altin ¢iplerin yiizeylerinde farkli bolgeler belirlenrek su damlatilmis ve
fotograflar ¢ekilmistir. Alinan her goriintii icin ayr1 temas agisi belirlenmistir. Temas ag1
degerleri, damlacigin sol ve sag temas temas noktasi olmak iizere alinan her iki bélgenin
ortalamast alinarak, temas agilarinin ortalama degerleri elde edilmistir. Adenozin
baskilanmig altin ¢ip ylizeyleri ve adenozin baskilanmamus altin ¢ip yiizeyindeki temas
acist degerleri, her biri i¢in alinmig 10 Olgiimiin ortalama degerlerinin alinmasiyla

hesaplanmustir.

3.7. Adenozin Baskilanmis SPR Nanosensorlerin Kinetik Analizleri

Adenozin baskilanmis SPR nanosensorii hazirlanip karakterizasyon caligmalarinin
ardindan kinetik ¢alismalar yapilmistir. Bu asamada, farkli derisimlerde hazirlanan
adenozin ¢ozeltileri ile kinetik analizler gerceklestirilmistir. Sekil 3.2’de GenOptics
SPRiLab sistemi gosterilmektedir. GenOptics SPRiLab, lazer kaynagi, ayna sistemi,

CCD kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan olusmaktadir.

Cip yiizeyinde adenozin baskilanmasiyla modifikasyonu saglanarak nanofilm iizerinde
tamima bolgeleri olusturulmus ve SPR sensor cihazi kinetik analiz g¢alismalarinda

kullanilmasgtir.
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Sekil 3.2. GenOptics SPRiLab sistemi

3.7.1. pH Taramasi

Kinetik analizlerinin uygun pH araliginin bulunmasi i¢in farkli asetat ve fosfat tamponlari
hazirlanmistir. 0.1 M’lik pH 4.0 ve pH 5.0 araliklarindaki Kinetik galismalar igin asetat
tamponu ve pH 6.0, pH 7.4, pH 8.0 araliklarindaki Kinetik galismalar igin ise 0.1 M’lik
fosfat tamponlar1 kullanilarak 10 nM derisiminde adenozin ¢6zeltisi hazirlanarak Kinetik

analizler gerceklestirilmistir.

3.7.2. Derisim Taramasi

Kinetik analizlere baslamadan 6nce deneysel yontemde oncelikle SPR ¢ip yiizeyi
deiyonize sudan (10 mL) gecirilmistir. Adenozin baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis
(NIP) nanosensorler hazirlanmistir. Sistemden pH 7.4 fosfat tamponu gecerken plazmon
egrisi ve rezonans kirilma agisi (%AR) alinmistir. SPR view yaziliminin kinetik
goriintiileme programi agilarak SPR sisteminden dengeleme tamponu olarak pH 7.4 fosfat
tamponu verilmesine baslanmis ve 3 dakika boyunca dengeleme islemine devam
edilmistir. Bu asamanin ardindan, pH 7.4 fosfat tamponuyla 0.5 - 400 nM derisim
araliginda adenozin ¢ozeltileri hazirlanarak (2 mL/dakika akis hizi) SPR sistemine 8
dakika boyunca verilmistir. Rezonans frekansinda olusan kayma degerleri anlik olarak
takip edilmis ve denge durumuna ulastiginda 0.1 M NaCl ¢ozeltisi desorpsiyon asamasi
i¢in sistemden 3 dakika boyunca geg¢irilmistir. Tampon ve desorpsiyon ¢ozeltileri her bir
derisim analizinde ayr1 sekilde sistemden gecirilmistir. SPR sensorgramlar alinmis ve

%AR degerleri belirlenmistir.
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3.7.3. Yapay Plazma ve Yapay Idrar Adenozin Teshisi

Yapay plazma analitik analizler igin hazir olarak temin edilmistir. Yapay idrar 6.0'da 2.0
mM sitrik asit, 25 mM NaHCOs, 170 mM iire, 2.5 mM CaClz, 90 mM NacCl, 2.0 mM
MgSOs, 10mM NazSOs, 7 mM KH2PO4, 7 MM K2H PO4 ve 25 mM NH4Cl saf su iginde
¢ozlinerek pH 6.0’a ayarlanmistir [134]. Yapay plazmada seyreltilme islemi yapilamis ve
hazirlanan 1 nM ve 5 nM derisimlerindeki adenozin ¢6zeltisi eklenmistir. Yapay idrar ise
hazirlandiktan sonra seyreltilmeden 1 nM ve 5 nM derisimlerinde hazirlanmis adenozin
cozeltileri eklenmistir. SPR cihazinda adenozin tayini yapilirken dncelikle pH 7.4 fosfat
tamponu gecirilmistir ardindan hazirlanan ¢ozeltiler sistemden gegtikten sonra 0.1 M

NaCl ¢ozeltisi gegirilerek desorpsiyon islemi tamamlanmustir.

3.7.3. Tekrar Kullanilabilirlik

Adenozin baskilanmig SPR nanosensoriin tekrar kullanilabilirligini incelemek i¢in 50 nM
pH 7.4 tampon ¢ozeltisiyle hazirlanmis Adenozin ¢ozeltisi aym giinler icerisinde tekrarli
olarak 5 kez okutulmustur. Nanosensorlerin raf dmiirlerinin belirlenmesi amaciyla farkl
giinlerde tekrar kullamilabilirlik analizi yapilmistir. 1. giin 4, 2. giin 5 kez olmak {izere
farkli zaman araliklarinda 50 nM adenozin ¢ozeltileri (10 mL, 2.0 mL/dak., 25°C) kinetik

analizler gergeklestirilmistir.

3.7.4. Secicilik Testleri

Adenozin baskilanmis SPR nanosensor segiciligini belirlemek igin adenozin
baskilanmamis nanosensorler hazirlanmigtir. Bu asama igin Ado (Molekiil agirhigr:
267.24 g/mol), Guo (Molekiil agirl1g1:283.241 g/mol ) ve Cyd (Molekiil agirl1g1:243.217
g/mol) niikleozidleri kullamilarak Kinetik analizler yapilmistir (Sekil 3.3). ilk olarak
sistemden 50 nM adenozin ¢ozeltisi (10 mL, 2.0 mL/dak., 25°C) SPR sisteminden
gecirilmis ardindan Ado ve Guo (1:1) ¢ozeltilerinden alinarak ¢ozelti sistemden
gecirilmistir. Son olarak Ado: Guo: Cyd (1:1:1) seklinde hazirlanarak 50 nM’lik bir

cozelti elde edilerek secicilik Kinetik analizleri tamamlanmustir.
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Sekil 3.3. Secicilik analizleri i¢in kullanilan Guo(A) ve Cyd(B) niikleozidlerinin

molekiil yapist.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Karakterizasyon Calismalari

4.1.1. Elipsometre

Elipsometre, bilinen bir polarizasyon durumunda bir 151k huzmesi olusturmay1 ve bunu

diizlemsel bir yiizeye sahip bir numuneden yansitmay1 igeren bir optik dl¢iim teknigidir.
Cok ince filmlerin veya malzemelerin katmanlarinin kalinligin1 ve optik 6zelliklerini
olgmek igin optik bir tekniktir. Adenozin baskilanmig ve baskilanmamig SPR
nanosensorlerin yiizey kalinliklarinin dlgtimleri elipsometre cihazi ile elde edilmistir.
Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR nanosensoriiniin ortalama kalinligi 64.4 nm
olarak ol¢iilmustiir (Sekil 4.1.A). Adenozin baskilanmis SPR ¢ipinin ortalama kalmnligi
119.2 nm (Sekil 4.1.B), baskilanmamig SPR ¢ipinin ortalama kalinligi 115 nm (Sekil
4.1.C) olarak olgiilmiistiir.
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Sekil. 4.1. Allil merkaptan ile modifiye edilmis (A), adenozin baskilanmis (B) ve
baskilanmamis (C) SPR nanosensorlerin elipsometrik dl¢iimiinde alinmis olan 3 boyutlu
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4.1.2. Yiizey Temas Acis1 Ol¢iimleri

Temas aci1s1, polimer membran ylizeyinin hidrofillik 6zelligini belirlemek i¢in 6nemli bir
parametredir. Temas acis1, yiizeylerdeki kaplamalarda hidrofobik veya hidrofilik
etkilesim degerlendirilmeleri i¢in gereklidir. Modifiye edilmemis SPR nanosensor ¢ipi,
adenozin baskilanmig ve baskilanmamis SPR nanosensor ¢ip yiizey karakterizasyonu
Kriiss DSA100 temas agis1 cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Modifiye edilmemis
altin ylizeyinin, adenozin baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensorlerin yiizey
temas agis1 degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Sekil 4.2.A’da modifiye edilmemis SPR
¢ip ylizeyi, Sekil 4.2.B’de adenozin baskilanmis (MIP) SPR ¢ip yiizeyi ve Sekil 4.2.C’de
adenozin baskilanmamis (NIP) SPR ¢ip yiizeyinin temas agis1 gorlintiileri verilmistir.
Modifikasyon yapilmamis SPR ¢ipinin altin yiizeyinin temas agis1 degeri 84.9° iken,
adenozin baskilanmis ¢ip de temas agis1 73.1°°ye diismiistiir. Adenozin baskilanmamig
NIP ¢ipin temas acist degeri ise 70.5° olarak belirlenmistir. SPR yiizeylerinin
hidrofilikliginin artmasina bagh olarak yiizey temas acilarinda azalma gdzlemlenmistir.
MAA monomerinin hidrofilik fonksiyonel gruplar1 nedeniyle ylizeyin hidrofilik
karakterinin artmasi beklenmektedir [135].

Sekil 4.2. Modifiye edilmemis SPR altin ¢ip yiizeyi (A), adenozin baskilanmis (B) ve
baskilanmamigs SPR (C) ¢iplerin yiizey temas agis1 fotograflar



Cizelge 4.1. Yiizey temas agilarinin giplere ylizeylerinde olusturdugu temas agisi

Yiizey Cesidi Temas Acisi
Modifiye edilmemis SPR altin ¢ip yiizeyi 89.9°
Adenozin Baskilanmis SPR cip yiizeyi 73.1°
Adenozin Baskilanmamis SPR ¢ip yiizeyi 70.5°

4.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

AFM, polimerler, seramikler, kompozitler, cam ve biyolojik 6rnekler dahil olmak tizere
hemen hemen her tiir ylizeyi goriintiileyebilen bir tekniktir. Yapisma kuvveti, manyetik
kuvvetler ve mekanik 6zellikler dahil olmak iizere bir¢cok kuvveti 6lgmek ve niteligini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. AFM gergek bir ti¢ boyutlu yiizey profili saglar. AFM
tarafindan goriintiilenen numuneler, numuneyi geri dondiiriilemez sekilde degistirecek

veya numuneye zarar verecek higbir 6zel islem gerektirmemektedir.

Cip yiizey karakterizasyonunun AFM goriintiilleme asamasinda adenozin baskilanmis ve
baskilanmamis SPR ¢ip yiizeylerinin morfolojisini yar1 temas modunda elde edilmistir.
AFM goriintiileme sonuglarinda adenozin baskilanmis SPR ¢ip yiizey piriizliligi 45.68
nm (Sekil 4.3) iken, adenozin baskilanmamis SPR ¢ip yiizeyi (Sekil 4.4) ise ylizey
puriizliligii 41.11 nm olarak belirlenmistir. Boylelikle adenozin baskilanmis ve
baskilanmamis nanofilmlerin SPR altin ylizeyinde modifikasyonun olusturuldugu

gOrilmiistiir.
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Sekil 4.3. Adenozin Baskilanmis SPR ¢ip ylizeyinin yar1 temas modunda alinan AFM 3B

goriintiisii (1x1 pm?)
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Sekil 4.4. Adenozin baskilanmamis SPR ¢ip yiizeylerin yari temas modunda alinan AFM
3B goriintiisii (1x1 pm?).
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4.2. Adenozin Tayini icin Kinetik Analizler

4.2.1. MAA:Adenozin On Polimerizasyon Kompleks Oranmmn Optimizasyonu

MAA:Adenozin 6n polimerizasyon kompleksi, kalip molekiil olarak adenozin
fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit (MAA) monomeri kullanilarak
hazirlanmistir.  MAA:Adenozin 6n polimerizasyon kompleksini olusturmadan
stokiyometrik birlesme oranlarini tayin etmek amaciyla farkli molar oranlarinda

MAA:Ado (1:1, 5:1, 10:1, 20:1 M) kompleksleri hazirlanmstir.

Kalip molekiil adenozin orani sabit tutulup monomer MAA miktar1 degistirilerek
hazirlanan adenozin baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR ¢ipler
hazirlanmistir. 10 nM adenozin sulu ¢ozeltisi ile SPR sensorgramlari alinarak %AR

degerleri belirlenmis ve sekil 4.5A°de verilmistir.

Analiz sonuglariyla kalip molekiil:monomer orani 10:1 olarak calismalara devam
edilmistir. Sekil 4.5B” de bu oranlar (MIP-1; 1:1, MIP-2; 5:1, MIP-3; 10:1, MIP-4; 20:1)

olarak goriilmektedir.
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25 —MIP-2
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2 —NIP
2
d15
L
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0
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Sekil 4.5. Farkli molar oranlarinda MAA:Adenozin i¢eren polimerizasyon karigimlari ile
hazirlanan adenozin baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR nanosensdrlerden

ile elde edilen sensorgramlar (A) ve IF:%ARmip/%ARNip degerleri (B).

4.2.2. Optimum pH Degerinin Bulunmasi

Adenozin baskilanmig SPR nanosensorlerin ¢alismasinda uygun ¢alisma etkinligini
belirlemek i¢in farkli pH araliklarinda (pH 3.0-7.4) kinetik analizler yapilmistir (Sekil
4.6). pH calismalan farkli asetat tamponu ve fosfat tamponlarinda 10 nM derisiminde
adenozin sulu ¢ozeltileri hazirlanmis ve kinetik analizler gergeklestirilmistir. Kinetik
analiz icin SPR sisteme calisilacak tampon ¢ozeltisi 3 dakika boyunca 2mlL/dakika akis
hizinda verilmis ve SPR ¢ip yiizeyinin dengeye gelmesi saglanmistir. Biitiin kinetik analiz
caligmalarinda kinetik goriintiileme i¢cin SPRview yazilimi kullanilmastir.

Sistem dengeye geldikten sonra hazirlanan adenozin sulu ¢ozeltisi sisteme 8 dakika
boyunca 2 mL/dakika akis hizinda verilmistir. Sistem dengeye geldikten sonra 0.1 M
NaCl ¢ozeltisi ile 3 dakika boyunca 2 ml/dakika akis hizinda desorpsiyon islemi
gerceklestirilmistir. Her kinetik analiz i¢in toplam analiz siiresi 14 dakikadir. Adenozin
baskilanmig SPR nanosensorle en yiiksek kirilma indisi ile SPR sensorgramlardan alinan
calisma sonuglarmma gore pH 7.4 fosfat tamponunda elde edilmis ve caligsmalarin

devaminda pH 7.4 fosfat tamponu ile devam edilmistir.
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Sekil 4.6. Adenozin SPR nanosensorde etkin pH araligi caligmasi

4.2.3. Adenozin Baskilanmis Nanosensor ile Kinetik Analizler

Bu tez ¢alismasinda, adenozin baskilanmis ve baskilanmamis nanofilm temelli SPR
nanosensorler  hazirlanmigtir.  SPR sinyali  ile  adenozin  derisimlerinin
degerlendirilebilmesi igin farkli derisimlerde (0.5- 400 nM) adenozin sulu ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Adenozin ¢ozeltileri SPR cihazindan alinan prizma 1sininin yansimasi ve
etki sonuglarinda SPR view yazilimiyla veriler hesaplanmistir. Farkli derisimlerde
hazirlanan adenozin sulu ¢ozeltilerinden elde edilen sensorgramlar sekil 4.7°de
verilmistir. Ayrica farkli derisimlerde uygulanan adenozin ¢ozeltilerinin nanosensorlerde
% kirllma indisi- zaman grafikleri goriilmektedir. Nanosensor ¢ipi yiizeyine adenozin
¢ozeltisi uygulanmasiyla % kirilma indisinde artig goriilmektedir. SPR sisteminde
adenozin ¢ozeltisini sistemden gegirmeden Once denge ¢ozeltisi olan pH 7.4 fosfat
tamponu gegirilerek 3 dakika boyunca SPR sisteminin dengeye getirilmesi saglanmustir.
SPR sisteminin dengeye gelmesinin ardindan adenozin ¢ozeltisi 8 dakika boyunca
sistemden gegirilerek farkli derisimler igin sensorgramlar elde edilmistir. Bu asamadan
sonra sisteme 0.1 M NaCl desorpsiyon ¢ozeltisi 3 dakika boyunca verilerek islemler farkli
derisimlerde devam etmistir. Analizlerin yerinde ve dogru bir sonug vermesi ve sistem

dengesi i¢in bir analiz dongii stiresi 14 dakika igerisinde yapilmustir.
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Sekil 4.7. Adenozin ¢o6zeltisi ile adenozin baskilanmis SPR nanosensOr arasindaki

etkilesimlere ait sensorgram grafigi (0.5-400 nM).

Sekil 4.7°de 0.5nM-400 nM adenozin derisim araliginda SPR nanosensér Kinetik
analizlerinden elde edilen sensorgram grafigindeki sonuglarda 400 nM’ da yiiksek kirtlma
indisi verdigi derisim distiikce grafiklerdeki kirilma indisinde azalma oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.8. 0.5- 50 nM ve 100- 400 nM araliginda Adenozin derisimi ile %AR arasindaki
iligki
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Sekil 4.8’deki grafikte gorildigii tizere derisim miktar1 arttikca %AR degeri gitgide
artmaktadir. SPR nanosensorler igin farkli adenozin derisim araliklarinda derisim-sinyal
linerligi ayn1 grafikte verilmistir. 0.5-50 nM adenozin derisim araligindaki verilere
bakildiginda elde edilen derisim-AR grafiklerinden y=0.1866x+0.4712 denklemiyle elde
edilmistir. Dogrusallik katsayis1 hesaplandiginda (R?) 0.9815 olarak elde edilmis ve
buradan yola ¢ikarak tasarlanan nanosensoriin %98 dogrulukta 6l¢tim yaptigi ve 100-400
nM da ise y=0.0148x+11.175 denklemi elde edilerek R? degerinin 0,8987 oldugu ve
yaklasik %90 dogrulukta 6l¢iim yaptig1 goriilmiistiir. Ayni sekilde elde edilen verilerden
yola ¢ikarak adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerin kinetik analizlerinden tespit
sinirt (LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ) degerleri hesaplanmustir. Tespit sinirinin (LOD)
hesaplanmasi i¢in 3s/m denklemi ve miktar tayin sinirinin (LOQ) hesaplanmasi igin ise
10s/m denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir. Bu denklemlerde, s degeri denge
cozeltisi (kor ¢ozelti) nanosensor yiizeyinden gegerken alinan sinyal degeridir. (AR)
olgtimlere ait standart sapma degeri ve m degeri ise kalibrasyon grafiginde olusan egimi
ifade etmektedir.

Denge ¢ozeltisi i¢in (AR) degeri 10 l¢iimiin ortalamas1 alinmgtir. Olgiimlere ait standart
sapma degeri ile birlikte SPR nanosensorler igin 0.0011 olarak belirlenmistir. Boylelikle
kalibrasyon grafigine ait y=0.1866x+0.4712 denklemiyle tespit simir1 (LOD) 0.018 nM
ve miktar tayin sinir1 (LOQ) 0,061 nM olarak hesaplanmistir [131].

4.2.4. Kinetik Hiz Sabitlerinin Belirlenmesinde Denge Analizleri ve Baglanma

Kinetigi Yaklasimlar:

Serbest analitin derisiminin akis hiicresinde sabit kaldig1 birinci derece kosullart altinda

baglanmasi su sekilde ifade edilmektedir:

dAR /dt =ka C (ARmaks -AR) - kg AR (Esitlik 4.1)

Esitlik 4.1°de, dAR/dt, SPR sinyalindeki degisim hizi; R ve Rmaks, baglanma ile dlgiilen
maksimum sinyal; C, analit derisimi (ug/mL); k= baglanma hiz sabiti (mL /ug.s) ve kq,
ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir.
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Baglanma sabiti Ka (mL/pg), ka Ve Kq sabitlerinin oraniyla hesaplanmaktadir

Ka=Ka/Kd (Esitlik 4.2)

Denge durumundayken, dAR/dt=0 alir ve Esitlik 4.2 ile birlikte Esitlik 4.1 basitlestirilirse,

ARgenge /C = Ka ARmaks — Ka ARdenge (Esitlik 4.3)

Esitlik 4.3°’de baglanma sabiti Ka’ya bagli bir denklem elde edilmis olur boylelikle Ka,
ARgenge /C’ye karst ARgenge grafiginden hesaplanir.

Ayrilma sabiti Kp ise 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir. Esitlik 4.3 ve Esitlik 4.2°den yola

cikarak Kp yerine Ka/Ka yazilarak tekrar diizenlenirse;
dAR/dt = ka CARmaks — (ka C + kg )AR (Esitlik 4.4)
esitligi elde edilmektedir.

Buradan, etkilesim kontrollii kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt’ye kars1 AR grafiginin, egimi
—(kaC + kd) olan bir dogru verdigi goriilmektedir. Baslangic baglanma hizi analit
derisimiyle dogrusallik sagladigindan dolayr kantitatif derisim belirlenirken
kullanilmaktadir. Eger Rmaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram ile ka ve kq degerleri
bulunabilir fakat yiizey doygunlugu i¢in yiiksek konsantrasyonlar gerektiginden deneysel
olarak Rmaks’1n belirlenmesi zor olmaktadir. Burada, farkli analit konsantrasyonlarinda
baglanma sensorgramlarinin alinmasi tercih edilen bir yaklasimdir. dAR/dt’ye karst AR
grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleriyle iliskili olan bir egim degerini (S)

vermektedir:
S=kaC+ky (Esitlik 4.5)

S’ye kars1 C grafigi, egimi ka olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim noktasi kg
degerini verir. Bu yaklasim, K¢ 'nin hesaplanmasi i¢in herzaman kesin ve dogru sonuglar

vermeyebilir. Bu sebeple ayrigsma kinetiginin incelenmesi gerekir.

In(ARo / ARy) = kg (t — to) (Esitlik 4.6)

Burada; ARo ve ARy, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir.
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Sekil 4.9. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesinde Denge Analiz yaklasimi grafigi
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Sekil 4.10. Kinetik hiz sabitlrinin belirlenmesinde Baglanma Kinetik yaklasimi grafigi

Yukaridaki Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°daki grafikler ve analiz yaklasimlarinda kullanilan
formiiller aracigiyla Kinetik Hiz sabitlerindeki degerler hesaplanmistir. Bulunan degerler

Cizelge 4.2.”de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi Baglanma Kinetik
(Scatchard) Analizi
ARmaks: 19.358 ka, (NM.s): 0.0008
Ka, (nM): 0.0173 kq, (1/s): 0.0006
Kb, (1/nM): 57.803 Ka, (nM): 1.333
R2:0.9774 Kb, (1/nM): 0.75
R2:0.9877

4.2.5. Denge izotermleri

[zoterm modelleri, hem heterojen hem de homojen baglanma bélgelerinin malzemelerle
adsorbant baglanmasini hesaba katmak i¢in gelistirildiginden, bu modeller MIP'lere
uygulanabilir. Adsorpsiyon izoterm modelleri, adsorpsiyon kimyasinin anlagilmasini
gelistirmek ve performansin karsilastirilmasi i¢in MIP baglama 6zelliklerinin sayisal
tanimlayicilarini saglamak icin analitler ve MIP yiizeyleri arasindaki etkilesimleri
karakterize etmek icin kullanilimaktadir. MIP'lere uygulanan modeller arasinda
Langmuir (LI), Freundlich ( FI) ve Langmuir—Freundlich (L-FI) izotermleridir. Adenozin
baskilanmis SPR nanosensor bu 3 denge izoterm modelleriyle de analiz sonuglarina gore

hesaplamalar yapilarak degerlendirilmistir. Bu ii¢ modelin esitlikleri asagidaki gibidir;

Langmuir AR = ARmax C/ Kp + C (Esitlik 4.7)
Freundlich AR = ARmax C*" (Esitlik 4.8)
Langmuir—Freundlich AR = ARmax C*"/ Kp + C" (Esitlik 4.9)
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Kinetik analizde en yliksek SPR sinyal kaymasi: ARmaks,
dAR/dt: sinyal degisimin hizi,

ARGgenge: denge halinde sinyal kaymast,

C (nM): analit derisimi,

Ka (1/nM): baglanma denge sabiti,

Kb (nM): ayrisma denge sabiti,

I/n: Freundlich yiizey heterojenite indeksini ifade etmektedir.

Adsorpsiyon izoterm modelleri, SPR nanosensorde baskilanmis ve baskilanmamis ¢ip
ylizeyinin homojen ve heterojenliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Homojen
baglanma bolgeleri modeli olan Langmuir izoterm modeli, ilk olarak gaz-kati faz
adsorpsiyonunu tanimlamak i¢in tasarlansada cesitli adsorbanlarin adsorpsiyon
kapasitesini 6lgmek ve karsilagtirmak i¢in de kullanilir.

Langmuir izotermi, adsorpsiyon ve desorpsiyonun (dinamik denge) belli oranlarini
dengeleyerek homojen bir kat1 yiizeyi ¢evreleyen adsorbant molekiillerinin kaplamasini
aciklar. Cip yiizeyi en yiiksek seviyede doyma noktasina ulastiginda tek bir tabaka olusur
boylelikle madde miktar sabit kalir. Freundlich izotermi, heterojen yiizeylerde meydana
gelen adsorpsiyon islemlerinde uygulanabilir. Bu izoterm, yiizey heterojenligini ve aktif
bolgelerin istel dagilimini ve enerjilerini tanimlayan bir ifade verir. Langmuir-Freundlich
izotermi, adsorpsiyon heterojen yiizeylerin bilgisini icerir. Adsorpsiyon enerjisinin
adsorbanin heterojen ylizeyine dagilimini tanimlar. Diisiik adsorbat konsantrasyonunda
bu model Freundlich izoterm modeli olurken, yiiksek adsorbat konsantrasyonunda

Langmuir izotermi olur [136, 137].

Yukarida verilen modellere ait Esitlik 4.7, Esitlik 4.8, Esitlik 4.9 uygulandiginda farkli

izotermlere gore asagida bulunan grafikler, denklemler ve R2 degerleri elde edilmistir.
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Sekil 4.11. Langmuir (A), Freundlich (B) ve Langmuir-Freundlich (C) adsorpsiyon

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

Langmuir ARmaks, (NM): 2.793
Ko, (1/nM): 7.402
Ka, (NM): 0.135

R?:0.9714

Freundlich ARmaks, (NM): 2.394
1/n:0.7173

R?: 0.9426

Langmuir-Freundlich ARmaks, (NM): 3.317
1/n: 0.7173

Kp, (1/nM): 9.123
Ka, ("M): 0.109

R?:0.9517

Cizelge 4.3’de korelasyon katsayist (R) degerleri incelendiginde adenozin ile adenozin
baskilanmig SPR sensorler arasindaki etkilesimin Langmuir izotermi modeline uydugu
gdzlemlenmistir. Langmuir izoterm modeli i¢in ARmaks degeri 2.793 nM ve R? degeri

0.9714"diir.
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Cizelge 4.4. Adenozin tayinin i¢in literatiirde yer alan farkli sensor ¢aligsmalar

Kullanilan Yontem Derigim Araligi Tespit Sinirt Kaynak
(LOD)

Elektrokimyasal Sensor | 5 nM - 2000nM 5nM [138]
Elektrokimyasal Sensor | 0.37 -37.4 uM 0.21 uM [139]

Optik Sensor 4x101-15x10%M 1.04 x 103 M [140]

Optik Sensor 60 nM -280 nM 21 nM [57]

Optik Sensor 1.0 uM -5.0 uM 45nM [141]

Optik Sensor 10 uM - 600 uM 0.30 uM [142]

SPR nanosensor 0.5-400 nM(sulu ¢ozelti) | 0.018 nM Tez

Calismasinda

4.2.6. Secicilik Analizleri

Secicilik analizleri ¢alismasi adenozin baskilanmis SPR nanosensoriin adenozine karsi

seciciligin belirlenebilmesi amaciyla yarigsmali adsorpsiyon caligmalart sitidin (Cyd),

guanozin (Guo) yarismaci molekiilleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.12).

Adsorpsiyon segicilik ¢alismalarinda Ado, Cyd, Guo, ikili Guo+Cyd ve fgli

Ado+Guo+Cyd ¢ozeltileri hazirlanarak kinetik analizler gergeklestirilmistir. Adenozin

baskilanmis SPR nanosensor ile en yiiksek kirilma noktasi ve sinyal cevabi goriilmiistiir.

Sonuglar degerlendirildiginde hazirlanan adenozin baskilanmis SPR nanosensoérde en

yiiksek kirilma indisi adenozin molekiiliinde elde edilmistir. Sitidin ve guanosin ile

adenosin igeren ¢ozeltilere kiyasla daha az etkilesime girdigi gézlenmistir (Sekil 4.12).
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MIP'ye 6zgii olmayan baglanmanin biiytlikliiglinii bilmek de 6nemlidir. Bu amagla, her
MIP i¢in karsilik gelen bir baskilanmamis polimer (NIP) yapilir. Bunun i¢in bu MIP ve
NIP’de yiizeyde secici olan ve segici olmayan polimerik filmin nanosensor yiizeyine
sabitlenmesi gerekir. Optimum nanosensor performansti igin, dlgiimler sirasinda MIP ve
NIP polimerik tabakanin sensor yiizeyine baglanmasi onemlidir. Adenosin baskilanmig
SPR nanosensorlerin baskilama segiciligini belirlemek i¢in Adenozin baskilanmamis
SPR sensorler de hazirlanmistir. Adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerde yapildigi
gibi 50 nM adenozin, guanozin ve sitidin sulu ¢ozeltiler hazirlanmis ve kinetik analizler
gerceklestirilmistir. Daha sonra 50 nM derisimde olacak sekilde Guo + Cyd olmak iizere
ikili ¢ozelti ve son olarak da Ado + Guo + Cyd olarak tiglii ¢ozelti hazirlanarak kinetik
analizler gergeklestirilmistir. Sensorgramlar incelendiginde yalnizca adenozin igeren
cozeltiye gore diger niikleozidleri iceren g¢ozeltilerin AR degerinin daha az oldugu

goriilmektedir.

Adenozin, guanozin ve sitidin molekiilerine gére dagilma ve segicilik katsayilar1 asagida

yer alan esitlik ile saptanmaistir;

Kd = [(Ci— Cf)/Cs] x VIm (Esitlik 4.10)
k = ARadenozin / ARyarl@mam (Esltlik 4.11)
k> =kmip / Knip (Esitlik 4.12)

Yukaridaki denklemlerde kullanilan fonksiyon degiskenleri
Kd (1/nM): dagilma katsayist,

Ci ve Ct (nM): kullanilan niikleozidlerin ilk ve son derisimleri,
V (mL): kullanilan ¢6zelti hacmi,

m (g): polimerin kiitlesini gostermektedir.

Esitlik 4.11 denklemi segicilik katsayisini (k) ve Esitlik 4.12 bagil segicilik katsayilarini
(k) seklinde belirlenebilmektedir.

SPR sensor uygulamalarinda, derisim ve kiitle parametrelerinin doniistiiriilmesi
gerceklestirilmektedir. Bu doniisiimlerin yapilmasimin Sebepleri, baslangic ve son
derisimler arasinda 6nemli bir fark goézlenmemesi, polimer kiitlesinin kesin olarak

belirlenememesi ve derisimin AR ile dogrusal iliskide olmasindan dolayidir.
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Adenozin baskilanmis SPR nanosensériin adenozin molekiilleriyle spesifik bir etkilesime
girmeyerek sinyal vermedigi goriilmistir. Boylelikle adenozin baskilanmis ¢ipin,
adenozin molekiiline segici oldugu belirlenmistir. Adenozin harici iki niikleozidle
olusturulan ¢ozelti dikkate alindiginda, adenozinle olusturulan karisimin gosterdigi AR
kayma degerlerine gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum, niikleozid
molekiillerinin karigim halinde bir yarismaci ajan olarak davrandigini ve AR kayma
degerinde azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.

Adenozin baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensorler karsilastirildiginda
Adenozin SPR sinyalinin 10.43’den 2.52’ye diistigii goriilmustiir. Sonuglar, adenozin
baskilanmis SPR nanosensoriiniin Cyd ve Guo igin tepkisinin Sekil 4.12'deki
adenozinden daha diisiik oldugunu géstermektedir. Ado/Cyd ve Ado/Guo i¢in adenozin
baskilanmig SPR nanosensoriiniin bagil secicilik katsayilari (k’), sirastyla 3.836 ve 3.427
katidir (Cizelge 4.5). Ayrica adenozin baskilanmig SPR nanosensoriiniin adenozin
baskilanmamis SPR nanosensore gore segiciligi, ARwmip/ARnip oOlarak belirlenen
baskilama faktorii (IF) ile hesaplanmistir. Adenozin baskilanmig SPR nanosensoriin,
Ado, Guo ve Cyd molekiillerine karsi baskilama faktorleri sirasiyla 4.14, 1.07 ve 1.21
olarak hesaplanmistir. Adenozin igin baskilama faktorii, diger yarigmacit molekiillerin
[F'lerinden daha yiiksek oldugu goriinmektedir. Bu sonuglar, molekiiler baskilanmis
nanofilmin adsorpsiyon segiciligini énemli olgiide artirabilecegini ve spesifik tanima

bolgelerinin diger molekiiller i¢in uygun olmadigini gostermektedir [143].

Cizelge 4.5. Adenozin (Ado), guanozin (Guo), ve sitidin (Cyd) igin segicilik ve bagil
secicilik katsayilari

Molekiil MIP NIP
Adlan Sensor Sensor

AR k AR k k’

Ado 10.43 - 2.52 - -
Guo 2.59 4.011 2.41 1.046 3.836
Cyd 3.08 3.386 2.55 0.988 3.427
Cyd+Guo 2.90 3.597 2.44 1.033 3.482
Ado+Cyd+Guo 8.09 1.289 2.47 1.020 1.264
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4.2.6. Yapay Plazma ve Yapay idrar Orneklerinden Adenozin Tayini

Son yillarda hem idrar hem de kan 6rneklerinden adenozin bilesiklerinin hizh, giivenilir
ve gercek zamanli tayini igin c¢esitli yontemler arastirilmaktadir. Tasarlanan SPR
nanosensorlerin  gergege yakin Olgiimlerde dogrulugunu ve algilama sisteminin
degerlendirilmesini ortaya koymak icin yapay plazmalarda 6rnek denemeleri yapilmustir.
Yapay plazma pH 7.4 fosfat tamponu ile 1/10 oraninda seyreltilmistir. 1/10 oraninda
seyreltilen yapay plazma orneklerine 1 nM ve 5 nM adenozin sulu ¢ozeltileri ilave
edilerek SPR sistemine verilmistir. Yapay idrarda analizler ise direk olarak 1nM ve 5 nM

adenozin derisimlerindeki sulu ¢ozeltiler yapay idrar i¢ine karigtirilmastir.

SPR sisteminden oncelikle denge i¢in pH 7.4 fosfat tamponu gecirilerek 3 dakika
boyunca SPR sistemi dengeye getirilmistir. SPR sisteminin dengeye gelmesinin ardindan
hazirlanan adenozin eklenmis yapay plazma yapay ve adenozin eklenmis yapay idrar
ornekleri 8 dakika boyunca sistemden gecirilerek farkli derisimler i¢in sensorgramlar elde
edilmistir. Bu asamadan sonra sisteme 0.1 M NaCl desorpsiyon ¢ozeltisi 3 dakika

boyunca verilerek kinetik analizler gergeklestirilmistir (Sekil 4.13A).
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Sekil 4.13. Adenozin baskilanmig SPR nanosensorler ile yapay plazmada adenozin
miktarinin belirlenmesine ait SPR sensorgramlar (A) ve 0.1 1-0 nM derisim araligindaki

kalibrasyon egrisi (B).

SPR sensorgramlardan elde edilen verilerden %AR degerleri y=0.2122x+0.068
denklemiyle yapay plazmada bulunan Ado miktarlar1 hesaplanmistir. Sekil 4.13.B’deki
yapay plazma kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Yapay plazmada Ado tayinine yonelik
verilerin dogrulugu R? =0.9927 olarak bulunmustur. Adenozin baskilanmis SPR
nanosensorlerin yapay plazma orneklerinde kinetik analizlerinden tespit sinir1 (LOD) ve
miktar tayin smir1 (LOQ) degerleri de hesaplanmistir. Kor ¢ozelti icin (AR) degeri 10
6l¢timiin ortalamasinin alinmasiyla, dlgiimlere ait standart sapma degeri ile birlikte SPR
nanosensorler igin  0.0010 olarak belirlenmistir. Kalibrasyon grafigine ait
y=0.2122x+0.068 denklemiyle yapay plazmada adenozin tespit sinir1 (LOD) 0.015 nM
ve miktar tayin sinir1 (LOQ) 0.052 nM olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.6°da ise yapay plazma ve yapay idrar 6rneklerindeki bulunan adenozinin, SPR
sistemindeki analiz sonuglart ve karsilagtirilmast sonucunda ortaya c¢ikan veriler
bulunmaktadir. SPR yonteminde 1 nM ve 5 nM ile hazirlanan farkli Ado miktarlarindaki
% geri kazanimlar karsilagtirtlmistir. Yapay plazma 6rneklerinde Ado’nun belirlenmesi

icin 1yi bir geri kazanim gostermektedir.
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Sonugclar, gelistirilen nanosensor sisteminde kompleks yapay plazmada calistigi gibi
gercek numunelerden alinan 6rneklerde de galisabilecegini ve klinik ve medikal arastirma
ve teshislerde adenozin tayini i¢in umut verici olabilecegini gostermistir.

Adenozin seviyesinin plazmada tayini kadar idrarda da 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Endojen bir
niikleozid olan adenozin normal sartlar altinda idrardaki seviyesi ¢ok diisiiktiir. Bunun
sebebi adenozinin viicuttan atilirken oncelikle inozin ardindan hipoksantin ve en son
olarak {irik asit yoluyla idrarla viicuttan atilmasi saglanmaktadir Normal bir insanin idrar
ornegindeki Ado konsantrasyonu (2.0x10° mol/L den 7.0x10°® mol/L ye kadar) kanser
hastalarininkinden énemli dl¢iide diisiiktiir. Idrar seviyesindeki artis ise bir hastaligin
belirteci olarak goriilmektedir. Bu sebeple ¢ok diisiik miktarlarda analiz yapilmasi

nanosensor hassasiyeti ve etkin kullanimi agisindan énemlidir.
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Sekil 4.14. Adenozin baskilanmis SPR sensorler ile yapay idrarda adenozin miktarinin
belirlenmesine ait SPR sensorgramlari (A) ve 0.5-10 nM adenozin derisiminde

kalibrasyon grafigi (B)

Adenozin biyobelirtecinin 5 nM ve 1 nM degerlerindeki yapay idrarli ¢ozeltileri
sistemden gecirilmistir. Sistemden ¢ikan sonuglarda sensorgramlar alinmistir ve farkl
konsantrasyonlarda yapay idrardaki adenozin seviyelerinin zamana bagli kirilma indisleri
ise Sekil 4.14°de gorilmektedir. Adenosin baskilanmis nanosensdr SPR sisteminde yapay
idrar 6rneklerinden kalibrasyon grafigi ve ¢ikarilmis ve y=0.2183x + 0.0416 denkleminde
degerler yerine konuldugunda R? degeri 0,9995 olarak bulunmustur. Yontemin LOD' u
ile ilgili olarak, normal bir insanin idrar 6érneginde Ado’nun saptanmasi miimkiindiir.
Adenozinin hastalik biyobelirteg olarak belirlemeye yonelik yontemin pratik
uygulamasini gostermek igin yapay idrarda adenozin konsantrasyonu belirlenmistir.
Numuneler deney béliimiinde aciklanan prosediire gore hazirlanarak analiz edilmistir.
Numunelere iki konsantrasyon seviyesinde (1 nM ve 5 nM) adenozin eklenmis ve geri
kazanimlar hesaplanmistir. Adenozin baskilanmis SPR nanosensérlerin yapay idrar
orneklerinde kinetik analizlerinden tespit sinir1 (LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ)
degerleri de hesaplanmistir. Kor ¢ozelti icin (AR) degeri 10 6l¢imiin ortalamasi alinarak,
ol¢timlere ait standart sapma degeri ile birlikte SPR nanosensorler igin sirasiyla 0.0010
olarak belirlenmistir.

58



Kalibrasyon grafigine ait y=0.2183x+0.0416 denklemi kullanilarak yapay idrarda
adenozin tespit simir1 (LOD) 0.013 nM ve miktar tayin siir1 (LOQ) 0.046 nM olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerin yapay plazma ve yapay idrar

orneklerindeki bulunan adenozin analiz sonuglari (n: 3)

Eklenen Bulunan Adenozin Miktar1 (nM) Geri Kazanmim (%)
Adenozin
Miktar1 (nM) Yapay Plazma Yapay Idrar Yapay Plazma Yapay Idrar
1.0nM 0.988+0.0008 0.982+0.0006 98.8+0.082 96.9+0.058
5.0 nM 4.97+0.0009 4.98+0.0082 99.36+0.019 98.7+0.115

Sonuglar, idrar analizi ve plazma analizleri i¢in yontemin yeterli kesinligini ve
dogrulugunu gostermistir. Ayrica standart yontemler, gelistirilen yonteme gore bir
numunenin hazirlanmasi ve analiz siiresi olarak karsilastirildiginda ¢ok daha zahmetli

goriilmektedir.

4.2.7. Tekrar Kullanilabilirligin incelenmesi

SPR temelli nanosensorlerde en 6nemli avantaj tasarlanan nanosensér ¢ipinin raf
Omiirlerinin uzun ve tekrar kullanilabilme yaninda tanima elemam olarak biyolojik
molekiillerin kullanilmasi durumunda tekrar kullanimi i¢in oldukg¢a avantajlidir. Bunun
baslica sebebi kullanilan ¢dzeltilerdeki biyolojik molekiillerin hizli bozunmaya sebep
olarak ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasi ve nanosensor tanima kapasitesinin degigsmesidir.
Tasarlanan ¢ipin ve kullanilan ¢o6zeltilerin bozunmadan dolayr zaman igerisinde
tekrarlanabilirliginin azalmasidir. Tasarlanan nanosensor c¢ipinde MIP yontemiyle
biyolojik maddenin yapisal kavitelerinin baskilanmasiyla saglamlik ve dis kosullara
dayanikliligt artmaktadir ve bdoylelikle tekrar kullamilabilirlikleri uzun siire

saglanmaktadir [144].
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Adenozin baskilanmis nanosensoriin tekrar kullanilabilirligini incelemek igin 6ncelikle
sistem dengesini saglamak igin pH 7.4 fosfat tamponu geg¢irilmis ardindan adenozin
icerikli 50 nM derisimindeki ¢ozeltiler sistemden giin icerisinde tekrarli olarak ardarda 4
kere gecirilmistir. Her bir adenozin igerikli ¢ozelti sistemden gegtikten sonra 0.1 M NaCl
cozeltisi desorpsiyon amaciyla sisteme verilmistir.

Cihazdan alinan zamana bagli sensorgram sonuglari Sekil 4.15’de goriilmektedir. Kinetik
analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview yazilim programu ile belirlenerek elde
edilen kinetik analiz sonuglart SPR sensorgramlarinda %AR degerleri olarak
hesaplanmistir. Adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerde art arda yapilmis olan bu
analize sirasinda SPR sinyalinde bir azalma goézlenmemis ve verimlilik degeri %98.06

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Adenozin baskilanmig SPR nanosensoriin ayni giinde tekrar kullanilabilirligi

(a: adsorpsiyon, b: desorpsiyon, c: rejenerasyon).

SPR sisteminde ayni giin igerisinde alinan sonuglar kadar raf 6mrii de kullanilacak bir
nanosensor ¢ipinin hem maliyeti hem de giivenirliligi i¢in olduk¢a onemlidir. Tekrar
kullanilabilirlik deney sonuglarinin SPR zamana bagl kirilma indisleri Sekil 4.16°da

goriilmektedir.
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50 nM adenozin varliginda ilk giin, 1. ay, 2.ay, 4. ay Ve 6. ay olarak belirlenmis farkli
zaman araliklarinda tekrar kullanildiklarinda SPR nanosensorlerin verimliliginde ciddi
bir degisme olmadig1 gézlemlenmistir. Tasarlanan SPR nanosensoriin 180 giin boyunca
4 °C'de saklanarak bu siire sonunda tekrar 6l¢iim alindiginda %84.58 olarak stabilitesini

korudugunu gostermektedir.

SPR nanosensor yiizeyinde adenosinin segici MIP tabakasi {izerinde yiizey
immobilizasyonundan kaynaklanan bir stabilite seviyesine sahiptir. Stabilitenin bu
sekilde korunakli olmasi ise MIP tekniginin yilizeyde kullanilarak adenozine yonelik

secici bosluklarin polimerlerden dolay1 korunakli olmasindan kaynaklanmaktadir.

% AR
N WA OO N ® © O

—

o

Ik giin 1. ay 2. ay 4. ay 6. ay

Sekil 4.16. Adenozin baskilanmis SPR nanosensorlerin farkli zamanlarda tekrar
kullanilabilirligi
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5. YORUM

Tez ¢alismasinda tasarlanan nanosensorde sablon molekiil olan adenozin insan viicudu
icin hayati 6neme sahiptir ve plazma ve idrar seviyelerinin ise bir¢ok hastaligin belirteci
oldugu bir niikleozidtir. Calismada SPR nanosensor ve MIP avantajlar1 nanoboyuttaki
biyomolekiil olan adenozin tayini amaciyla kullanilmigtir. Biyomolekiiller ¢abuk
bozunma 6zelligine sahip oldugundan genellikle analizlerde sorun yasanmasina sebep
olmaktadir. MIP teknolojisi adenozinin segici bosluklarinin bir kopyasini ¢ikararak SPR
nanosensor ¢ipi ylizeyine fotopolimerizasyon yontemiyle is yogunlugunu azaltici,
maliyeti diisiiriicli ve nanoboyutlarda hassas 6l¢iim yapmay1 saglayan bir MIP nanofilm
olusturmayr saglamistir. Cip ylizeyi karakterizasyon c¢aligmalari, kinetik, denge,
baglanma, secicilik, hassaslik ve tekrar kullanilabilirlik analizleri yapilmistir. Adenozin

tayinine yonelik analizler SPR cihazina bagl olarak siirdiirtilmiistiir.

¢ MAA-Adenozin On Polimerizasyon Kompleks Oraninin Optimize Edilmesi
Adenozin baskilanmis nanofilm olusturulurken ilk olarak polimerizasyon karigiminin
bilesimi ve adenozinin molekiiliin yapisi dikkate alinmistir. Calismalarda, MAA
molekiiliiniin veya sablon molekiilleriyle koordinasyonlu baglarin olusturma yetenegine
gore fonksiyonel monomer olarak secilmistir. Polimer matrisi, molekiiler tanimanin elde
edildigi, baskilama bdlgelerinin kararli bir 3 boyutlu yapisinin olugsmasini saglamak
amaciyla capraz ajan kullanilmistir. Bu MIP'in segiciligini ve baglanma kabiliyetini
giiclii bir sekilde etkiler. Literatiir caligmalar1 sonucu ¢apraz baglayici olarak MAA'ya
dayali MIP'lerin sentezinde en sik kullamilan EGDMA’dir ve capraz baglayict se¢imi
monomere gore yapilmistir. Adenozin ve MAA arasinda olusabilecek kovalent olmayan
etkilesimlerin fazla olmasi, 6n polimerizasyon kompleksinin stabilitesi, MIP'lerin
afinitesini ve adenozin molekiillerin taninmasindaki segiciligini belirlemektedir. Bu
sebeplerle adenozin ile MAA arasindaki molar oran, yiizey baskilarinin sayisini,
polimerizasyon bilesiminin 6zelliklerini ve MIP tarafindan absorbe edilen adenozinin
miktari 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Ayrica 6n polimerizasyon karisimindaki sablon
molekiiliiniin miktari, kaplamanin yapisi, baski sayisi, stabilitesinde dnemli bir faktor
oldugundan dolay1 sensoriin analitik sinyalini onemli dlgiide etkilmektedir.
Bu sebeple ilk olarak baskilama faktorii belirlenmesi igin MAA:Adenozin (1:1, 5:1, 10:1,
20:1) molar oranlarina bakilarak 1:1’de en diisiik baskilama faktorii bulunurken 10:1°de
en yiiksek baskilama faktorii bulunmustur. 1:1° den 10:1’e kadar baskilama faktorii

artarken 20:1’de baskilama faktorii tekrar diismiistiir bunun sebebinin metakrilik asidin
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fazla miktarlarda kullanilmasiin kopolimerizasyona veya homopolimerizasyona sebep
olabileceginden dolay1 hidrojen baglarinda ve kalip ile etkilesimde azalmasina sebep
olmasindan dolayidir. MAA:Ado molar optimizasyonunda 10:1 temel alinarak
polimerizasyona baglanmigtir ve UV-VIS analiz sonuglarinda 267 nm  olarak
belirlenmistir. Polimerizasyon fiziksel etkeninden fotopolimerizasyonda yaklasik 1 saat
tutulmustur. Bu siire fazla tutuldugunda ters etki yapabilmektedir. Bu yiizden kristal UV
lamba altinda ¢ok uzun siire maruz birakmamaya gayret edilmistir. MAA-adenozin
baskilanmig (MIP) ve adenozin baskilanmamis (NIP) nanosensor gipleri elde edilmistir.
Immobilizasyon yapilirken ayni islemler gergeklestirilmis sadece baskilanmamis NIP
¢ipine sablon molekiil olan adenozin eklenmeden immobilizasyon saglanmistir.

e SPR Nanosensor Ciplerinin Yiizey Karakterizasyonlar1 incelemesi
Immobilizasyonun basarili olarak gerceklesmesini anlamak amacgh analizlere
baslamadan once yiizey karakterizasyonu ¢alismalart AFM, elipsometre ve yiizey temas
Olgiimleriyle yapilmistir. Yapilan elipsometre ¢alismasi sonucunda sadece allil merkaptan
modifiye edilmis ¢ip yilizeyinde 64.4 nm, adenozin baskilanmis ¢ip yiizeyinde 119.2 nm
ve adenozin baskilanmamis ¢ip yiizeyinde ise 115 nm yilizey kalinligi bulunmustur.
Adenozin baskilanmis ve baskilanmamis g¢iplerde yiizey kalinligin allilenmis ¢ip
yilizeyinden fazla oldugu bdylelikle yiizeyde olusan polimerizasyon islemin basarili bir
sekilde gergeklestigini goriilmektedir. AFM sonuglar incelendiginde ise ¢ip yiizeyinin 3
boyutlu morfolojik sonuglarinda adenozin baskilanmus ¢ip yiizeyinin 45.68 nm , adenozin
baskilanmamis ¢ip ylizeyinin ise 41.11 nm oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ bize
adenozinin yilizeyde olusturdugu adenozin segici bosluklarin olustugunu bu sebeple
adenozin baskilanmamis ¢ip yiizeyinden kalin oldugunu géstermektedir. Ugiincii olarak
yapilan yilizey temas acisi karakterizasyon calismasinda sadece allil merkaptan ile
modifiye edilmis ¢ip ylizeyinde 84.9° iken adenozin baskilanmis ¢ip ylizeyinde 73.1° ve
adenozin baskilanmamis yiizeyde ise 70.9°’lik bir a¢1 bulunmustur. Allil merkaptan ile
modifiye edilmis yiizeyle adenozin baskilanmis yiizey kiyaslandiginda temas agisi
degerindeki bu azalma baskilanmis yiizeyin MAA molekiiliiniin olusturdugu hidrofilik
Ozelliginden kaynakli MIP nanofilmde olarak segici bir sekilde hidrofilik yap1 ve dagilim
olusturdugunu gostermektedir.

o Kinetik Analizlerde pH Degerinin Belirlenmesi
Adenozin tayini i¢in kinetik ¢alismalara baslamadan 6nce adenozin tayin edilecek tampon
cozeltisinin pH degerinin belirlenmesi amactyla oncelikle literatiir taramasi yapilmistir.

Yapilan benzer adenozin ¢aligmalarinda pH tampon degeri en yiiksek degerde 7.5 ve en
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alt degerde 7.0 olarak belirlenmistir. Ayrica pH idrar ve plazmada adenozin analizi
yapilacagi i¢in onemlidir. Clinkii insan idrar pH’1 4.5-8.0 arasinda degisirken, plazma
pH’1 ise 7.4 fosfat tamponudur. Adenozin baskilanmig SPR nanosensor ¢iplerinde pH
taramasi icin 3.0-7.4 araliginda 10 nM adenozin derisiminde ¢alismalar yapilmis ve
alinan sensorgram sonuglarinda en yiiksek kir1lma indisinin pH 7.4 e ait oldugu goriilmiis
ve caligsmalar i¢in pH 7.4 fosfat tampon kullanilmasina karar verilmistir.

e Adenozin Baskilanmis Nanosensorde Kinetik Analizlerin Degerlendirilmesi
Adenozin baskilanmig nanosensor ¢ipinin kinetik calismalarinda 0.5 nM-400 nM
araligindaki derisimlerde calisilarak SPR sensorgramlari elde edilmistir. SPR ¢alisma
stiresi sadece bir konsantrasyon ¢aligmasi i¢in tampon, analit, desorpsiyon siiresi olarak
toplam 14 dakika olarak belirlenmistir. Yapilan konsantrasyon analizleri sonucunda
adenozin ¢ozeltileriyle adenozin baskilanmis nanosensOr arasindaki etkilesimlerin
sensorgramlari elde edilmistir. Elde edilen degerler incelendiginde nanosensoriin 0.5 nM
-50 nM konsantrasyon araliginda adenozine ve kirilma indisleri grafikleri elde edilmistir.
Elde edilen bu sensorgramlar ve grafiklerden, tasarlanan adenozin baskilanmig
nanosensorde analizlerin dogrusallik araligi ve dogrusallik % si bulunmustur. Grafikler
incelendiginde 0.5-50 nM araliginda y=0.1866x+0.4712 denklemi ve R? degeri 0.9815,
50-400 nM araligindaki analiz sonuglarinda y=0.0148+11.175 denklemi ve R? degeri ise
0,8987 olarak bulunmustur. Bu degerlerde 0.5 nM-50 nM konsanstrasyonu arali§inda
nanosensoriin adenozini %98 dogrulukta ve 50 nM-400 nM araliginda ise yaklasik %90
dogrulukta 6l¢iim yaptigin1 gostermektedir.

e Kinetik Hiz Sabitlerinin Belirlenmesinde Denge Analizi ve Baglanma

Kinetigi Yaklasimlarimin incelenmesi

Hedef molekiil adenozinin olusturulan polimer nanofilm ile etkilesimlerinde olusan
denge ve baglanmanin incelenmesi amaciyla konsantrasyonlar ve denge sabitleri
belirlenen formiiller kullanilarak grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen grafiklere gére denge
analizi grafiginde y=-0.0173x+0.3349 denklemi ve R>=0,9774 elde edilmistir.

Buradan yola ¢ikarak denge sabiti i¢in Rmaks= 19.358, Ka=0.0173, Kp=57.803 olarak
bulunmustur. Baglanma kinetigi degerleri icin elde edilen grafikte y=0.0008x-0.0006
denklemi ve R?=0,9877 bulunmustur. Baglanma kinetigi i¢in grafik géz oniine alinarak
ka=0.0008, kg=0.0006, Ka=1.333, Kp=0.75 olarak bulunmustur. Ayrica, denge
Izotermleri yoluyla LI, FI, L-FI olmak {izere 3 farkli model uygulanmistir. Olusturulan
grafik ve denklemler yoluyla Rmaks, R? degerleri sirasiyla 2.793 nM ve 0.9714 bulunarak

adenozin ile adenozin baskilanmig SPR sensorler arasindaki etkilesimin Langmuir
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izotermi modeline uydugu gozlemlenmistir. Bu sonug, adenozin baskilanmig SPR
nanosensor yiizeyindeki adenozin molekiillerinin baglanma o6zellikleri ile ilgili tek
tabakali, esit enerjiye sahip, minimum yanal etkilesimli ve homojen dagilimli oldugu
bilgilerini ifade etmistir.

e Nanosensorde Adenozinin Secicilik Analizinin Incelenmesi

Segicilik analizleri olusturulan nanosensor igin biiyiik 6nem arz etmektedir. Niikleozid
yapilar1 genelde yapisal olarak birbirlerini andiran fakat birbirlerinden farkl
molekiillerdir. Secicilik analizlerinde guanozin ve sitidin niikleozidleri kullanilmstir. Bu
niikleozidler ayrica idrar ve serumda bulunan ve adenozin gibi bir biyobelirteg 6zelligi
tagimaktadir. Secicilik analizleri boylelikle adenozinin secici olarak tespit edilmesini
saglamistir. Boylelikle, adenozin baskilanmis ve adenozin baskilanmamis olarak
hazirlanan nanosensoérlerde Ado, Guo ve Cyd niikleozidleri farkli derisim ve oranlarda
karisgtirilarak analiz edilmistir. Analiz sonuglarinda, adenozin baskilanmis (MIP)
nanosensorden ve adenozin baskilanmamis (NIP) nanosensoriinden alinan
sensorgramlardan ilk olarak adenozin baskilanmis nanosensorde yiiksek bir sensorgram
piki olustugu goriilmektedir. Ayrica adenozinin segiciligini berlirlemek i¢in alinan
sonuglar secicilik analiz denklemlerinde kullanilarak segicilik katsayis1 ve bagil secicilik
hesaplanmustir.
Sonuglar incelendiginde Ado baskilanmig (MIP) AR degeri 10.43, Ado baskilanmamis
(NIP) AR degerinin 2.52 oldugu bulunmustur. Diger niikleozid degerleride
incelendiginde nanosensoriin  Ado niikleozidine karsi secici bir analiz yaptigin
gostermektedir.

e Yapay plazma ve Yapay idrar 6rneklerinde Adenozin Tayinin incelenmesi
Tasarlanan adenozin nanosensoriiniin amacina uygun bir sekilde analiz yapmasini
kanitlamak i¢in ger¢ege uygun olarak yapay idrar ve yapay plazma Orneklerinde
Adenozin analizleri yapilmistir. 1 nM, 5 nM ve saf numunelerle yapilan analizlerden
sensorgramlar elde edilmistir. Sonuglardan elde edilen grafikler ve denklemlerden yola
¢ikarak yapay plazmada adenozin igin y = 0. 2122x+0.068 denklemi (n:3) ve R? degeri
0,9927 olarak bulunmustur. Yapay idrar 6rneginde ise y=0.2183x+0.0416 denklemi (n:3)
ve R? degeri ise 0,9995 olarak bulunmustur. Bulunan degerler sonucunda yapay plazmada
ve idrarda adenozin dogrulugu %99 oldugu goriilmiistiir. Bu asamada geri kazanimlar
incelendiginde tasarlanan adenozin nanosensoriiniin medikal ve analitik arastirmalar i¢in

umut verici oldugu goriilmektedir.
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e Tekrar Kullanilabilirligin Degerlendirilmesi
Calisma sonucunda elde edilmis seciciligi yiiksek adenozin baskilanmis nanosensoriin
tekrar kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in ayni giin igerisinde pespese ve farkli zaman
araliklarinda olmak iizere analizler yapilmistir. Bu analiz nanosensoriin maliyet ve bir
zaman sonra bile ortalama hassasiyetini gostermek icin 6nemlidir. 1. ay, 2. ay, 4. ay ve 6.
aylarda alinan analizlerin % kirilma indisleri incelendiginde 6. aym sonunda %84.58
olarak yapisal formunu korudugu goriilmektedir. Adenozin MIP teknolojisi
kullanilmadan direkt kullanilsaydi biyolojik materyal oldugundan dolayi bozunmasi kisa
siirede gerceklesecekti. Tekrar kullanilabilirlik adenozin baskilanmis nanosensoriiniin
MIP sayesinde uzun siire raf dmriine sahip oldugunu goéstermistir. Boylelikle tasarlanan
adenozin baskilanmig SPR nanosensoriin tekrar kullanilabilirliginin yiiksek oldugunu
medikal uygulama ve arastirmalarda uzun siireli bir sekilde kullanilabilecegini

gosterilmistir.

e Diger Adenozin Sensorleri ve Tasarlanan Nanosensoriin Karsilastirilmasi
Literatilirde adenozin tespitine dayali bir¢ok sensor ¢alismasi bulunmaktadir 6zellikle son
yillara dogru adenozinin 6zellikle kanser hastaligi basta olmak iizere bir¢cok hastalik
teshisleri lizerine sensdrleri ve analitik yontemleri lizerine ¢alisilmistir. Elektrokimyasal,
florometrik, enkapsiilasyon partikiil, aptamer, kolorimetrik gibi yontemlerle insan serum
ve idrar 6rnekleri lizerine analizler yapilmistir. Ado molekiiliiniin plazma seviyesi in vivo
olarak saniyeler icerisinde degistiginden ve in vitro ¢alismalarda da hizli bozunma
gosterdiginden dolay:r analizlerde diisiik konsantrasyonlarda ve gergek zamanli olarak
hizl1 analiz yapilmas1 6nemlidir. Tez kapsaminda tasarlanan nanosensérde SPR ve MIP
teknolojilerinin avantajlar1 géz oniine alarak hem bozunma engellenmesi hem de gercek
zamanli hizli bir analiz yapilmasi saglanmistir. Calismalardaki analiz sonuglarina gore
0.1 nM - 100 nM lineer derisim araliginda, sulu ¢ozeltilerde, yapay plazmada, yapay
idrarda adenozin tespit sinir1 (LOD) sirastyla 0.018 nM, 0.015 nM, 0.013 nM olarak
bulunmustur. Miktar tayini sinir1 olan LOQ degerleri ise sulu ¢ozeltide 0.061 nM, yapay
plazmada 0.052 nM, yapay idrarda 0.046 nM olarak hesaplanmistir. Bu degerler
literatlirdeki birgok adenozin sensor ve tespit ¢alismalarindan ¢ikan sonuglara gore gok
daha hassas bir degere sahip olmustur. Tasarlanan nanosensoriin medikal ve aragtirma

alanlarinda ilerleyen zamanlarda etkili olacag: diisiiniilmektedir.
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