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Vucutta dogal bir antimikrobiyal savunma mekanizmasina yardimci olan lizozim,
cesitli dokularda bulunarak mikroorganizmalarin hicre duvarlarini pargalayarak
etki gosterir. Bu 6zelligi sayesinde, vucudu bir dizi patojen mikroorganizmadan
koruyan onemli bir bilesen olarak kabul edilir. Alzheimer, Chron gibi bazi
hastaliklarin teghisi igin lizozim tespiti kritik bir Sneme sahiptir. Bu tez ¢alismasi,
molekuler baskilama teknigini kullanarak hazirlanan lizozim baskilanmis yuzey
plazmon rezonans (SPR) sensorlerin, sulu ¢ozeltiler ve yapay érnekler lizerinde
lizozim tayini igin kullaniimasini icermektedir. Altin nanopartikillerin (AuNP)
kullanildidi bu calismalarda, AuNP'lerin sagladigi sinyal kazanci dikkat gekicidir.
Lizozim baskilanmig polimerik film (MIP), lizozim baskilanmis altin nanopartikil
temelli polimerik film (AuNP-MIP) ve baskilanmamis altin nanopartikil temelli
polimerik film (AuNP-NIP) SPR sensorleri, analizler ve karsilastirmalar Gzerinden
detayli bir sekilde incelenmigtir. Baskilanmis ve baskilanmamig biyosensorlerin
lizozim tespit duyarlihdi, lizozim g¢ozeltileri (pH: 7.4 fosfat tamponunda), yapay
idrar, yapay goOzyas! ve yapay plazma kullanilarak aragtirilmistir. Lizozim
baskilanmis ve altin  nanopartikil kullanilarak hazirlanan  sensorler,

baskilanmamis ve altin nanopartikll kullanilarak hazirlanmis sensorlere goére



lizozime daha fazla duyarhlik gdstermistir. Adsorpsiyon kinetiklerinin belirlenmesi
icin farkli derisimlerde lizozim ¢ozeltileri kullaniimistir. AUNP-MIP SPR sensorde
kinetik analiz verileri kullanilarak en dusuk tayin limiti (LOD) 0.008 ug/mL ve en
dusuk miktar limiti (LOQ) 0.026 upg/mL olarak hesaplanmigtir. MIP sensorlerde
ise bu degerler LOD 0.095 pg/mL iken LOQ 0.317 pg/mL olarak belirlenmisgtir.
Lizozim baskilanmig AuNP-MIP ve MIP sensorlerin segiciligini gostermek igin
lizozim, miyoglobin ve hemoglobin yarismaci ajanlari kullaniimistir. Segicilik
deneyleri sonucunda, lizozimin hazirlanan AuNP-MIP ve MIP sensorlere yuksek
segicilik ve duyarhlikta oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, lizozim

tespiti alaninda yeni ve etkili sensorlerin gelistiriimesine katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Lizozim, biyosensor, molekuler baskilama, yizey plazmon

rezonans.
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Lyzozyme, a natural antimicrobial defense mechanism in the body, acts by
breaking down the cell walls of microorganisms and is found in various tissues.
Due to this property, it is considered an important component that protects the
body from a range of pathogenic microorganisms. The detection of lysozyme is
crucial for the diagnosis of certain diseases such as Alzheimer's and Crohn's.
This thesis involves the use of molecular imprinting techniques to prepare
lysozyme-imprinted surface plasmon resonance (SPR) sensors for the

determination of lysozyme in aqueous solutions and artificial samples.

In these studies, gold nanoparticles (AuNPs) are used, and the signal
amplification provided by AuNPs is remarkable. Lyzozyme-imprinted polymeric
film (MIP), lysozyme-imprinted gold nanoparticle-based polymeric film (AuNP-
MIP), and non-imprinted gold nanoparticle-based polymeric film (AuNP-NIP)
surface plasmon resonance (SPR) sensors have been thoroughly examined
through analyses and comparisons. The lysozyme detection sensitivity of
imprinted and non-imprinted biosensors is investigated using lysozyme solutions
(pH: 7.4 phosphate buffer), artificial urine, artificial tears, and artificial plasma.

Sensors prepared with lysozyme imprinting and gold nanoparticles show higher



sensitivity to lysozyme compared to non-imprinted and gold nanoparticle-

prepared sensors.

Lysozyme solutions at different concentrations are used to determine the
adsorption kinetics. Using kinetic analysis data from AuNP-MIP SPR sensors, the
limit of detection (LOD) is calculated as 0.008 pg/mL, and the Ilimit of
quantification (LOQ) is 0.026 pg/mL. For MIP sensors, these values are
determined as LOD 0.095 pg/mL and LOQ 0.317 pg/mL, respectively. To
demonstrate the selectivity of lysozyme-imprinted AUNP-MIP and MIP sensors,
competitive agents such as myoglobin and hemoglobin are used. Selectivity
experiments show that lysozyme exhibits high selectivity and sensitivity for the

prepared AUNP-MIP and MIP sensors.

The results of this study contribute to the development of new and effective

sensors in the field of lysozyme detection.

Keywords: Lysozyme, biosensors, molecular printed, surface plasmon
resonance.



TESEKKUR

Yuksek lisans o6grenimim boyunca engin bilgi birikimi ve deneyimlerinden
yararlandigim, destegini, guler yUzini benden esirgemeyen c¢ok kiymetli
danisman hocam Prof.Dr. Adil DENiZLi'ye,

Calismalarim boyunca, sonsuz sabri ve anlayisiyla bu suregte ilerleyebilmemi
saglayan ve sevgisini eksik etmeyen, beni her zaman cesaretlendiren ¢ok degerli
hocam Dog.Dr. Duygu CIMEN’e,

Beni her zaman guler ylzleriyle karsilayan ve desteklerini hissettiren degerli

BIOREG ailesine ve hocalarina,

ik is hayatina adim attigim dénemde birlikte calisma firsatina sahip oldugum, is
arkadasindan ¢ok bana yol gosterici olan, her zaman daha iyiye gitmemi tesvik
eden, bu yolculukta yardimlarini ve tecrubelerini benden hi¢ esirgemeyen ¢ok
degerli hocalarim Dr. Esra KENDIR TEKGUL'e ve Dog.Dr. Atakan TEKGUL’e,

Bu surecte destegini ve tavsiyelerini benden esirgemeyen, enerjisiyle beni her
daim motive eden canim hocam Esra ARMAN KARAASLAN’a,

Hayatimin butin anlarinda yanimda olan, bikmadan usanmadan beni dinleyen,
yanindayken tum dertlerimi unuttugum, akademik basarisini 6érnek aldigim can

yoldasim, sevgili dostum Aras.Gor. H.Kiibra Ozdogan’a,

Bana iyi bir insan olmayi 6greten, sevgileriyle buyuterek beni bu noktaya getiren,
desteklerini her zaman arkamda hissettigim canim annem Kadriye ERIS’e, canim
babam Yusuf ERiS’e ve bir tanecik abim Burak ERIiS’e,

Bu yolculugu bitirebilmemde buyuk katkisi olan, beni her kosulda destekleyen,
distigiim zamanlarda kalkip devam etmemi saglayan yol arkadasim Omer Faruk
RESULOGLU'na,

sonsuz tesekkur ederim..






ICINDEKILER

OZE T e [
AB ST R A CT iii
TESEKKUR ...ttt ettt et et e et e ae e eteeneeereens %
107 1N = =1 TR Vi
SEKILLER DIZINI .....oiieeeiee ettt viii
CIZELGELER DIZINI .....cveieiecee ettt iX
SIMGELER VE KISALTMALAR........coviiiieieeieeieeeeeee e e eeeee e eae e see s s sae e e, X
1. GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER . .....ciiiiiieiee ettt 4
FZ00 O IR o .4 | 1 RPN 4
2.1.1. Lizozim Tayin YONteMIEri...........oiiiiiiiiiiiiiiiii e 7

2.2. Molekuler Baskilama YONtemi.............uooiiiiiiiiiiiiiiieeeii e 8
2.2.1. Molekuler Baskilama Teknikleri............ccccooooviiiiiiiiiiiiiieeeeee, 12
2.2.1.1. KovalentBaskilama ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiii e, 12
2.2.1.2. Kovalent Olmayan Baskilama.................cccccvvviiiiiiiceninnnnnn, 12

2.3. Yluzey Plazmon Rezonans (SPR) ........coiiiiiiiiiiiiecie e 13
2.3.1. Yuzey Plazmon Rezonans Sensorler ........ccccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiinnenen. 15

3. DENEYSEL CALISMALAR .....ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnneessnnnnnaennnnsnnnnnnnnnnnnnnes 17
3.1. Kimyasal Malzemeler..........ccoooieiiiiiiiiie e 17
3.2. SPR Sensor Yilzey ModifikaSyonu ........cccooooevviiiiiiiiiiiieeeceeeeecee e 17
3.3. Lizozim Baskilanmig ve Baskilanmig SPR Sensorlerin Hazirlanmasi.... 17
3.3.1. AuNP-MIP sensorlerin hazirlanmasi..........ccccoveeeeeveeeeiiiiiiiee e, 19
3.3.2. AuNP-NIP sensorlerin hazirlanmasi ...........ccoooeeeiiiviiiiiiiiiineeeeeeeens 19
3.3.3. MIP sensorlerin hazirlanmas! ...........coooveiiiiiiiiieeeiiiii e 20
3.4. Karakterizasyon Calismalart ... 20
3.4.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi............ccccoovieeiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
3.4.2. Gegirimli Elektron MikroSKODU(TEM) .......cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 21
3.4.3. Temas AGISI OIGUMIETT .......ccocoveeeiieceeeece e 21



3.5, KINEUK ANAINZIET ... e 22

3.5.1. Segicilik CaliSmMalart ..........cccooiiiiiiiiiiii e 23
3.5.2. Tekrar Kullanilabilirlik Calismalart ............ccccuiiiiiiiiiiiicceee 23
3.5.3. Yapay plazma, gozyasi ve idrar orneklerinden lizozim tayini ......... 24

4. SONUGCLAR VE TARTISMA ... 25
4.1. SPR Sensorlerin Karakterizasyon Calismalar ..............cccoovvvvviciinneeenn. 25
4.1.1. Temas AGISI OIGUMIETT ........occveiiiiece e 25
4.1.2. Atomik Kuvvet MiKroSKOPISI..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 26
4.1.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)..........oviiiiiiiiiiiiicie e, 26
4.2, KiNetiK ANALIZIET ... 27
4.3. SPR Sensorlerin Segiciliklerinin Incelenmesi.............c.cceeveeveeviveeenennnn, 36
4.4. Yapay plazma, idrar ve goz yagi orneklerden lizozim tayini................... 39
4.5. Tekrar Kullanabilirligin Incelenmesi............oovooiiviciiicceeeeeeeee e, 41
5. YORUM Lo 43
6. [N 1 S I A 46
EK 1 - Tez Calismasi Orjinallik RapOru.........ccooooeiiiiiiii 54
OZGECMIS ..o ettt et 55

vii



SEKILLER DiZziNi

Sekil 2.1. Hindi Yumurta Lizozim Kompleksinin X-Ray YapiS!..........cccueeeeiiieieeeeennnee. 4
Sekil 2.2. Lizozim Kimyasal YapIST .....oiiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e eeeennne 5
Sekil 2.3. Molekuler Baskilama Yodnteminin Sematik Gosterimi ............................. 10
Sekil 2.4. Yluzey plazmon rezonans sensorin sematik gosterimi. ...........ccccoooooc. 14

Sekil 3.1. Lizozim Baskilanmis SPR Sensoérlerin Hazirlanmasinin Sematik Gosterimi

....................................................................................................................... 18
Sekil 3.2. Temas AgISI OIGUM CINAZI......c.coeeeeeeeieeeeeeceeeee e 22
Sekil 3.3. SPR Sensor Analiz Cinazl ... 23
Sekil 4.1. Modifiye edilmemis SPR altin ¢ip ylzeyi (A), MIP (B), AuNP-MIP (C) ve

AuUNP-NIP (D) SPR sensor yluzeylerinin temas agisi fotograflari .................... 25

Sekil 4.2. SPR sensor yuzeylerin yari temas modunda alinan AFM goéruntuleri A)
Modifiye edilmemis SPR c¢ip yuzeyi, B) MIP, C) AuNP-MIP ve D) AuNP-

NIP.SENSOr YUZEYIET. ..o 26
Sekil 4.3. AUNP-MIP sensor yuzeyinin TEM gorintlsuU...........ceeeeveeeivveeiiiiiinieeeeene, 27
Sekil 4.4. AuUNP-MIP SPR sensériun 0.01-500 pg/mL arasindaki lizozim derigimleri

icin elde edilen sensorgramlart. ... 28

Sekil 4.5. MIP SPR senso6rin 0.5-500 pg/mL arasindaki lizozim derisimleri igin elde
edilen SENSOIgramMIArs. ........cooii i 28
Sekil 4.6. 0.01-500 ug/mL araliginda lizozim derigimi ile %AR arasindaki iliski. .....29
Sekil 4.7. 0.01-500 ug/mL araliginda lizozim derigimi ile %AR arasindaki iliski. .....30
Sekil 4.8. Baglanma kinetik yaklasimi (A) ve Denge analiz yaklagimi (B). ............. 33
Sekil 4.9. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm
MOARIIEIT .. 35
Sekil 4.10. AuNP-MIP (A) ve AuNP-NIP (B) SPR sensorlere ait segicilik
= g ISToTe | =T o] F= T o USRI 37

Sekil 4.11. AUNP-MIP SPR sensor ile yapay plazma, yapay idrar ve yapay gozyasi

orneklerinde lizozim tayinine ait kinetik analiz sensorgramlari. ............c.......... 40
Sekil 4.12. AUNP-MIP SPR sensdrun tekrar kullanilabilirlik sensorgrami............... 41
Sekil 4.13. AuNP-MIP SPR sensorin farkh zamanlarda tekrar kullanilabilirlik

ST TS ] e =T 0 | P 42

viii



GIZELGELER DiziNi

Cizelge 2.1 Cesitli lizozim kaynaklarinda bulunan lizozim miktarlari .................. 6
Cizelge 2.2. Lizozimin kimyasal 6zelliKIeri..............ccoovviieeiiiiiiii e, 6
Cizelge 2.3. Cesitli 6rneklerde bulunan lizozim igeriKleri............cccoooeeviiveiiinnnnnnn. 7
Cizelge 2.4. Dogal Biyomolekul ve MIP arasindaki farklar ............cccccccceveeeen. 10
Cizelge 2.5. Molekuler Baskilama Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlari ......... 15
Cizelge 4.1. Lizozim tespitine yonelik literaturdeki bazi galigmalar .................. 31
Cizelge 4.2.Kinetik hiz sabitleri ............cooviiiiiiiic e, 34
Cizelge 4.3.Adsorpsiyon izoterm modellerin parametreleri ..............cccevvvvnnnnn. 36
Cizelge 4.4. Segicilik ve bagil segicilik katsayilar .............ccccccceiiiiniiiiiiieennen. 38



Simgeler

SIMGELER VE KISALTMALAR

kDa: Kilo dalton

C : Analit derisimi

ka : Baglanma hiz sabiti

ka : Ayrilma hiz sabiti

Ka : Baglanma sabiti

Kb : Ayrilmaz sabiti

Kisaltmalar

SPR

MIP
AuNP-MIP
AuNP-NIP
ELISA
AIBN
EGDMA
HEMA
HPLC
LOD

LOQ

Yuzey Plazmon Rezonans

Molekuler Baskilanmig Polimer

Altin Nanopartikll ile Modifiye Molekuler Baskilanmis Polimer
Altin Nanopartikul ile Modifiye Baskilanmamis Polimer
Enzime Bagli Immunosorban Yontem

Azoizobisbutironitril

Etilen Glikol Dimetakrilat

2-hidroksietilmetakrilat

Yuksek Performans Sivi Kromatografisi

En dlsuk tayin limiti

En duguk miktar limiti






1. GIRIS

Antimikrobiyal bir enzim olarak bilinen lizozim, vicutta yer alan birgcok dokuda
bulunmaktadir. Lizozim, hidrolitik olarak ¢alisir ve bakteri, virus ve mantar gibi
mikroorganizmalarin hucre duvarini pargalar. Boylece, vucudun bakteri, virls ve
mantar gibi mikroorganizmalara kargi korunmasina yardimci olan sistemin bir
pargasi haline gelmektedir [1]. Ozellikle beyaz kan hicreleri ve mukoza
dokularinda fazla miktarda bulunmaktadir. Vicudun direncini arttirmada dneme
sahip olan lizozim, enfeksiyon, soguk alginhdi, bronsit, astim, |16semi, kanser,
Crohn hastaligi ve romatoid artrit gibi birgok hastaligin tanisinda da buylik 6neme
sahiptir [2]. Lizozimin elde edildigi en yaygin kaynak olarak tavuk yumurtasi aki

gOsterilmektedir.

Kimyasal yontemler, lizozimin kimyasal 6zelliklerini kullanarak tespitini saglar ve
genellikle reaktiflerle yapilan 6zel reaksiyonlara dayanir [3]. Enzimatik yontemler,
lizozimin dogal bir enzim oldugu gerceginden yola g¢ikarak spesifik enzimatik
reaksiyonlari kullanir [4]. immiinolojik yéntemler, lizozim molekillerini 6zel
antikorlar araciligiyla taniyarak tespit eder ve genellikle immunolojik
reaksiyonlara dayalidir [5]. Spektroskopik yontemler ise lizozimin 6zellikle UV-Vis
spektroskopisi veya kizilotesi spektroskopi gibi dlgim tekniklerini kullanarak
analizini saglar [6]. Her bir yontemin kendine 6zgu avantajlari ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Kimyasal yontemler genellikle duguk maliyetlidir ancak
spesifiklikleri konusunda sinirlamalara sahip olabilir. Enzimatik yontemler, dogal
bir slrecle calistiklari igin spesifik ve hassas olabilir, ancak bazi durumlarda
zaman alici olabilir. immiinolojik ydntemler, yiiksek spesifiklik ve duyarllik
sunabilir, ancak maliyeti ve karmasikligi artirabilir. Spektroskopik yontemler ise
non-invaziv olmalari ve hizli sonuglar saglamalari bakimindan avantajlidir, ancak
ekipman maliyeti ylUksek olabilir. Bu gesitliik nedeniyle, lizozim tayininde
kullanilacak en uygun yontemin secimi, ornek turu, miktari ve kalitesi gibi
faktorlere bagl olarak yapilmalidir. Her bir ydntemin 6zellikleri ve avantajlari géz
Oonune alinarak, analiz surecinin gereksinimlerine en iyi sekilde uyan yontem

secilmelidir [7].



Protein yapilarini belirlemek amaciyla 20. ylzyilin baslarinda baslayan molekuler
baskilama teknigi, molekuler kilitte uyumlu bir molekuler anahtar olusturma
metodunu ifade etmektedir [8]. Molekuler baski teknigi, belirli bir sekli, boyutu ve
fonksiyonel gruplari uygun sekilde tamamlayabilen 6zel baglanma bdlgelerine
sahip molekiler baskilanmig polimerlerin (MIP) Uretilmesini amaclayan bir
yontemdir [9]. Bu teknigin temel prensibi, bir hedef molekl ile etkilesime giren ve
ardindan bu molekdlin bir kalibini olugturan bir polimer materyalin
olusturulmasidir. Bu polimer materyal, hedef molekulle 6zdes olan veya onunla
benzer Ozelliklere sahip olan 6zel baglanma bolgelerine sahiptir. MIP'ler, bu
benzersiz baglanma bdlgeleri araciligiyla hedef molekille secici bir etkilesim
saglarlar. Bu secicilik, molekuler baskilama teknigini, biyokimyasal analiz, ilag
gelistirme ve kimyasal algilama gibi birgok alanda kullanigh kilmaktadir [10].
Molekuler baskilama teknigi, 6zellestirilebilir yapisi sayesinde birgok farkh
uygulama alaninda kullanilabilecek genig bir potansiyele sahiptir. Bu yontem,
molekuler dizeyde tanima ve algilama sureclerini anlama, kontrol etme ve
optimize etme acgisindan Onemli bir ara¢ olarak bilim dinyasina katki

saglamaktadir [11].

Yuzey plazmon rezonans(SPR) temelli sensdrler, sensor ylzeyi yakinindaki
kirlma indisi degisikliklerinden dolayr baglanma olaylarinin hizli, isaretleme
gerektirmeden es zamanli izlenmesi avantajini optik biyoalgilama avantaji ile
sunmaktadir [12].

1990'larin sonlarindan bu yana, SPR sensorleri hem yasam bilimlerinde hem de
farmasotik arastirmalarda biyomolekuler etkilesimlerin incelenmesinde ana arag
haline gelmistir [13]. Ayrica tibbi teshis, ¢evresel izleme ve gida guvenligi gibi
onemli alanlarda kimyasal ve biyolojik maddelerin tespitinde de gun gectikge
daha fazla uygulanmaktadir [14]. SPR sensorlerinin bu genis uygulama
yelpazesi, bilimsel arastirmalardan endustriyel uygulamalara kadar birgok alanda
onemli bir etki yaratmistir. Bu sensorler, hem temel bilim arastirmalarinda hem
de pratik uygulamalarda biyomolekller etkilesimlerin anlasiimasi ve

izlenmesinde guglu ve esnek bir arag olarak one ¢ikmaktadir [15].

Bu galismada, lizozim tespiti igin altin nanopartikullerle modifiye edilmis bir SPR

sensor hazirlanmig ve lizozim gergcek zamanli olarak tayin edilmigtir. Altin

2



nanopartikdller, lizozimin tespit limitini disirmek ve sensor sinyal kazancini

artirmak amaciyla kullanilmistir.

Ayrica, bu calismada polimerik film temelli bir ylizey plazmon rezonans (SPR)
sensOrd kullaniimis ve bu sensérin miyoglobin ve hemoglobin gibi diger
molekdllerle etkilesimleri ile lizozime olan segiciligi incelenmigtir. Altin
nanopartikillerle modifiye edilen SPR sensoérin, farkl biyomolekillerle etkilesim
kapasitesini degerlendirmek icin yapilan bu deneyler, sensorin genis
uygulanabilirlik ve yuksek segicilik yeteneklerini gostermistir. Elde edilen
sonuglar, molekuler baskilanmis SPR sensoérin, biyolojik érneklerde lizozim
tespiti icin duyarli ve guvenilir bir ara¢ olarak potansiyel tasidigini ortaya

koymaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Lizozim

Lizozim, 1922 yilinda Alexander Fleming tarafindan kesfedilmigtir. Muramidaz
olarak da adlandirilan lizozim, bakteriler, bakteriyofajlar, mantarlar, bitkiler ve
memeliler gibi gesitli organizmalarda yaygin olarak bulunur [16]. Gram-pozitif
bakterilere karsi etkinligi ile bilinen proteinlerden bir tanesidir. Bakterinin
peptidoglikan hicre duvarinda yer alan N-asetii muramik asit ve N-asetil
glukozamin arasindaki glikozidik baglari kirar [17]. Bakteri hucre duvarlarini

pargaladigi icin vicudun kendi antibiyotigi olarak degerlendiriimektedir.

Sekil 2.1. Hindi Yumurta Lizozim Kompleksinin X-Ray Yapisi.



Sekil 2.2. Lizozim Kimyasal Yapisi [18]

Bunlara ek olarak, tipta, gida endustrisinde sarap, peynir ve sosis Uretiminde
antibakteriyel bir madde olarak kullaniimaktadir. Protein ve enzim ¢aligsmalarinda
da blyuk bir 6neme sahiptir [19]. 1965 yilinda X-isini kristalografisi ile yapisini
atomik ¢ozunurlikte ¢dzen ilk enzimdir [20]. Lizozim, tukaruk, gdzyasi, idrar,
dalak gibi birgok vicut sivisi ve dokuda bulunmaktadir.  Insan sitiinde de
bulunan lizozim emzirme ile ¢ocuklara gecer ve bagisiklik sistemlerini

olusturmada yardimcidir [21].



Cizelge 2.1 Cesitli lizozim kaynaklarinda bulunan lizozim miktarlari

Lizozim Kaynagi Lizozim Miktan
Tavuk Yumurtasi Aki 2500-3500 pg/mL
Ordek Yumurtasi Aki 1000-1300 pg/mL
Kaz Yumurtasi Aki 500-700 pg/mL
Gozyasi 3000-5000 pg/mL
insan St 55-75 ug/mL

inek St 10-15 pg/mL
Dalak 50-160 mg/kg
Timus 60-80 mg/kg
Pankreas 20-35 mg/kg

Lizozim molekuler agirlik olarak 129 amino aside sahiptir ve yaklasik 14 kDa ile
15 kDa'dir. Yaklasik olarak pH 11 izoelektrik noktasina sahiptir [22]. Alzhemir,
meme kanseri ve romatoid artrit gibi ¢esitli hastaliklarin teshisinde biyobelirteg
olarak kullaniimaktadir [23]. Artan lizozim seviyesi, |6semi ve menenjit gibi
hastaliklar icin de spesifik olmayan bir géstergedir. Lizozim miktarinin yiksek
olmasi, yara sivisinda enfeksiyona beyin omurilik sivisinda bakteriyel menenijite

ve idrarda |0semiye isaret edebilmektedir [24].

Cizelge 2.2. Lizozimin kimyasal 6zellikleri

Ozellik Deger
Molekuler Agirhk 14,700
Alt Birim Sayisi 1
Aminoasit 129

pl 10,7
Disuilfit Bag 4

% Karbonhidrat 0




insanlarda, farkli viicut sivilarinda farkli  konsantrasyonlarda lizozim
bulunmaktadir. Lizozimin kuguk bir protein olmasi, protein tayininde tercih sebebi
olmaktadir [25].

Cizelge 2.3. Cesitli 6rneklerde bulunan lizozim igerikleri

Kaynak igerik

Sat 40-500 pg/mL
Plasenta 15-20 pg/mL
Takuruok 150-200 pg/mL
idrar < 4 yg/mL

Plazma 4-13 ug/mL
Gozyasi 7000 + 20% pg/mL
Mukus 250-500 pg/mL

2.1.1. Lizozim Tayin Yontemleri

Ozellikle bakteri, mantar ve bazi bitkilerin hiicre duvarlarini pargalamak icin etkili
olan lizozimin tespiti igin birkag yontem bulunmaktadir. Litik aktivitenin
Micrococcus lysodeikticus hucreleri ile belirlenmesi ve enzim baglantih
immunosorbent deneyleri (ELISA) cogunlukla uygulanan yontemlerdir [16]. Bu
yontemlerin saptama limitinin dusuk olmasi, rutin analizlerin imkansizligi, karigsan
maddelerden dolayi hatali dlgim gibi bazi dezavantajlari vardir. ELISA, dusuk
saptama limiti, yuksek 6zgullik ve duyarliidi nedeniyle umut verici bir yontem
olmasina ragmen, yontem hala ¢6zim beklemektedir [19, 26]. Lizozim belirleme
yontemlerinde enzim aktivitesine dayali mikrobiyolojik testler kullaniimig, ancak
alternatif HPLC yontemleri de gelistiriimistir. Spektrofotometri yéntemi ile lizozim
konsantrasyonu belirlenebilmektedir. Bu yontemle lizozim ¢oézeltisini belirli bir
dalga boyundaki 1siga maruz birakarak, absorbans OlgUmleri ile lizozim
konsantrasyonu hesaplanabilmektedir [27]. Lizozim tayini igin kullanilan
yontemler arasinda olan elektroforez ile lizozimin diger proteinlerden ayrilmasi ve

taninmasi ic¢in kullanilabilmektedir. Bu yontemde ise, lizozim, bir jel Gzerinde



elektrik alan icerisinde hareket ettirilerek farkli proteinlerden ayrilmasi
saglanmaktadir [28].

Lizozim tespitiyle ilgili literatirde yapilan g¢alismalarda, genellikle farkli 6rnek
tiplerinin analiz edildigi ve bu orneklerin gesitliliginin dikkat cekici oldugu
gozlenmektedir. Bu oOrnekler arasinda yapay tukuruk, tavuk yumurtasi aki,
seyreltimemis serum, sut ve sarap gibi c¢esitli matrisler bulunmaktadir. Bu
cesitlilik, lizozim tespiti icin gelistirilen yontemlerin pratik uygulanabilirligini ve
yayginhgini artirmak i¢in 6nemli bir katki saglar.

Ote yandan, yiizey modifikasyonu icin kullanilan organikler de ¢alismalara gore
degisiklik gdstermektedir. Ornegin, Poly-scopoletin film, PEDMAH NP, PMAPA
NP, rGO ve AgNP'ler gibi gesitli organik materyaller bu amacla kullaniimigtir. Bu
organikler, yuzeydeki etkilesimleri ve 6zellikleri degistirerek lizozim tespitine olan
hassasiyeti ve 6zgullugu artirabilirler.

Bu calismalarda, hem analiz edilen o6rneklerin farklihdi hem de ylzey
modifikasyonunda kullanilan organiklerin gesitliligi nedeniyle kinetik calisma
arali§l ve saptama siniri da degiskenlik gostermektedir. Ornegin, bazi organik
modifikasyonlar lizozimin ylUzeydeki etkilesimini artirirken, bazilari ise analiz
duyarlihgini artirmak igin kullanilabilir. Dolayisiyla, her bir ¢galismanin ozellikleri
ve amaglarina bagli olarak, belirli bir kinetik ¢alisma arahdi ve saptama siniri
tercih edilmistir. Bu da lizozim tespiti alaninda yapilan arastirmalarda gesitlilik ve

yenilikgilik saglar.
2.2. Molekiiler Baskilama Yontemi

1972’de ilk olarak Gunter Wulff ve arkadaslari tarafindan acgiklanan molekler
baskilama teknolojisi, molekuler boyutta anahtar-Kkilit iliskisi olarak tanimlanabilir.
Bu teknolojide amag, yapay tanima bdlgeleri yaratmaktir [29]. Hedef molekl igin
secici ve spesifik tanima bdlgelerine sahip matriksleri kullanarak ayirma ve
saflastirma yapilabilmektedir [30]. Molekuler baskili polimerler ise hedeflenen
molekdl igin sentetik reseptorler olarak ifade edilebilir. Polimerik malzeme, kalip
(hedef) molekldl varliginda sentezlendikten sonra, kalip molekul polimer
matriksinden uzaklastirilir ve bdylece kalip molekulin sekil ve boyutuna uygun
bosluklar iceren ve ¢ok yuksek segicilikle kalip moleklle yeniden baglanabilen
polimerik malzeme meydana getiriimis olur [31]. Bu polimerlerin en 6nemli

avantajlari, baskilama yénteminde kullanilan hedef molekl i¢in ylksek segicilik



ve afinitiye sahip olmalaridir. Molekller baskilama yonteminde kullanilan
malzemeler; fonksiyonel monomerler, ¢apraz baglayicilar, polimerizasyon igin
¢Ozuculer ve baslaticilar olarak siralanmaktadir [32]. Fonksiyonel monomerler,
baglanma etkilesimlerini gerceklestirirken, ¢apraz baglayicilar ise kalip molekdl
etrafinda sabit bir yapi olusturarak bu yapiyr kontrol etmektedirler. Coziculer,
polimerlesme adiminda kullanilan buttn bilesenlerin tek fazda bulunmasini ve
baskilanmis polimerin gdzenekli bir yapida olmasini saglamaktadir. Baslaticilar
ise, radikal polimerizasyonda radikal baglaticilarin 1sil bozunmasi ile
baslatiimasina katki saglamaktadir [9]. Etkili bir baskilama gergeklestirebilmek

icin bu parametrelerin optimizasyonu buyuk dneme sahiptir .

Nukleik asitler ve proteinler gibi biyolojik sistemlere kiyasla ylksek fiziksel
dayanikhilik, kuvvet, yuksek sicakllk ve basin¢ karsisinda direng
sergilemektedirler [33]. Molekuler olarak baskilanmis polimerler ve bunlarin
cesitli transduser platformlariyla birlestiriimesi, birgok analitin tespiti icin umut
verici yaklagsimlardan birisi haline gelmistir. Son yillarda, 6zellikle kromatografi,
biyosensor, ila¢ salinimi ve kataliz gibi ¢ok sayida uygulama alaninda

kullaniimaktadir.

Sentezin kolay ve ucuz bir sekilde gercgeklestirilebilmesi bu teknigin en onemli
avantajlaridir ve bunlarin yani sira dogal tanima elementlerine karsi daha birgok

avantaji bulunmaktadir [34].
Molekuler baskilama yontemi temelde U¢ basamakta meydana gelmektedir:

On-kompleklesme: Hedef molekiiliin tic boyutlu yapisi ve kimyasal ézelliklerinin
onemli oldugu bu etkilesimde, uygun fonksiyonel gruba sahip olmasi ve
polimerlesebilen monomer hedef molekul ile kovalent veya kovalent olmayan

etkilesimlerle kompleks olusturmaktadir [35].

Polimerizasyon: Fonksiyonel bir monomer Uzerinden polimerlesme, uygun bir
baslatici ve ¢apraz baglayici kullanilarak monomer-hedef molekil kompleksi

olusturulmasiyla gerceklestirilir [36].

Hedef molekllun uzaklastiriimasi: Hedef molekul, uygun ¢éztcl veya ¢ozucl

karigimlari kullanilarak polimerik yapidan uzaklagtirilir [37].



Cizelge 2.4. Dogal Biyomolekul ve MIP arasindaki farklar [38]

Dogal Biyomolekiiller

Molekiiler Baskilanmig Polimerler

Dusuk kararhlik

Dusuk/yliksek pH’larda,basingta ve

sicaklikta kararli

Pahali

reseptorler)

malzemeler (enzim ve

Kolay ve ucuz hazirlik

Susuz ortamda genellikle duasuk

Organik ¢ozuculerde galigabilir

kuvvet, sicaklik)

performans
Farkli tanima elementleri farkli | Minimal  gereklilikleri  oldugundan
gerekliliklere sahiptir (pH, iyonik | MIP’e dayali multisensorlerin dizayni

kolaydir.

Kalip Molekiil

. me,

Fonksiyonel Monomerler

Yeniden Baglanma

Birlesme

On-Komplekslesme

11je|Seg +diAejgeg zeude)
uoAseziiswijod

|

&

Molekiiler Baskilanmig Polimer

Kalip Molekul Gikarilmasi

Sekil 2.3. Molekuler Baskilama Yonteminin Sematik Gosterimi

Sekil 2.3'te agikga gosterildigi gibi, molekuler baskilama ydnteminde, kalip

molekll ve fonksiyonel monomer arasinda birlesme gercekleserek bir 6n-

kompleks olusturulur. Bu 6n-komplekslesme asamasi, molekuler baskilama

surecinde kritik bir adimdir. Daha sonra, ¢apraz baglayici ve baslatici maddeler
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eklenerek polimerizasyon asamasina gegilir ve polimerizasyon sureci baslar. Bu
adimda, kalip molekul ile fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler,

polimerin olusumu i¢in temel yapi taglarini saglar.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, baglanmamis kalip molekulleri uygun bir
¢Ozelti kullanilarak ortamdan uzaklastirilir ve geriye sadece polimer materyali
kalir. Bu asama, baskilanmis polimerin olusturulmasi ve kalip molekulun geride
biraktigr bosluklarin kapsanmasi anlamina gelir. Sonug¢ olarak, elde edilen
polimer materyali, orijinal kalip molekulinun bir "ayni" veya tanitici bir kopyasi
olan bir molekuler baski 6zelligine sahip olur. Bu molekuler baskilama sureci,
belirli molekullerin taninmasi, ayrilmasi veya algilanmasi gibi uygulamalarda etkili

bir yontem olarak kullaniimaktadir [39].

Molekuler baskilama teknigi, genellikle kovalent ve kovalent olmayan baskilama
olmak Uzere iki temel yaklagsima dayanir. Bu teknikler, fonksiyonel monomer ve
kalip molekll arasindaki bag cesidine bagh olarak belirlenir [40]. Kovalent
baskilama, kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasinda kovalent baglar
olusturulmasi esasina dayanir. Bu baglar, 6zellikle kalip molekdl ile monomer
arasinda belirli bir tanima ve baglanma yetenegi saglar. Bu sayede, baskilamig

sensorler 6zel bir hedef molekiline karsi daha secici ve duyarli hale gelir [41].

Ote yandan, kovalent olmayan baskilama, kalip molekiil ve fonksiyonel monomer
arasinda kovalent bag olusturmadan, non-kovalent etkilesimler kullanarak
gerceklesir. Bu etkilesimler genellikle hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri
ve elektrostatik etkilesimleri icerir [42]. Kovalent olmayan baskilama yontemi,
daha esnek ve ¢esitli kosullara uygundur, ¢unkl kovalent bag olusturmak yerine
molekuller arasindaki zayif baglantilart  kullanir. Bu, c¢esitli analitleri
hedefleyebilen ve genis bir uygulama yelpazesi sunabilen baskilanmig
sensoérlerin tasariminda avantaj saglar [43]. Sonug olarak, molekuler baskilama
teknigi, hedef molekulin spesifik taninmasi ve tespiti i¢in kullanilan etkili bir
strateji olarak 6ne cikar. Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemleri,
sensorlerin tasariminda esneklik saglar ve gesitli uygulamalarda kullanilabilecek

Ozel ve duyarli biyosensorlerin gelistiriimesine olanak tanir [44].
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2.2.1. Molekiiler Baskilama Teknikleri

2.2.1.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama teknigi, bir veya daha fazla polimerize edilebilir fonksiyonel
monomerin kullanimiyla ayirt edilir, bu monomerler kuvvetli ve tersinir kovalent
bagdlar olusturabilen kalip molekullere baglanirlar. Bu yaklasim, 6zellikle spesifik
bir tanima ve baglanma yetenegi gerektiren hedef molekullerin tespiti igin etkili
bir strateji sunar [45]. Polimerizasyon surecinden sonra, kovalent baglar kirilabilir
ve baglanma bodlgesinde kalan islevsellik, kovalent bagin yeniden kurulmasiyla
hedef molekulle 6zgul bir sekilde etkilegsime girebilir [46]. Bu yaklagimin avantajl,
islevsel gruplarin yalnizca kalip molekulle etkilesmesidir. Bu durum, baskilanmis
polimerin sadece hedef molekille 6zgll bir etkilesime girmesini saglar. Ancak, bu
yontemle sinirli sayida bilesik, 6zellikle alkoller, ketonlar, aldehitler, karboksilik
asitler ve aminler gibi belirli kimyasal gruplari iceren hedef molekuller, basariyla
baskilanabilir. Kovalent bag olustugu icin baglanma kinetikleri genellikle daha
yavas bir sekilde gerceklesir. Bu yavas baglanma kinetikleri, kovalent baskilama
tekniginin bazen daha uzun analiz surelerine ihtiya¢ duyabilece@i anlamina gelir.
Bununla birlikte, ozellikle belirli hedef molekullerin segici tespiti gerektigi
durumlarda, kovalent baskilama teknigi, 6zgullik ve segicilik agisindan yuksek
performans sergileyebilen bir molekller tanima stratejisi olarak 6ne ¢ikar. Bu
avantajlar, 6zellikle biyosensor uygulamalarinda ve biyolojik analitlerin tespitinde
kullaniimak Uzere tasarlanan molekuler baskilama sensorlerinin gelistiriimesinde

degerli bir ydontem olarak kabul edilir [47].

2.2.1.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Bu baskilama teknigi, hedef molekulin spesifik taninmasi ve tespiti icin kullanilan
etkili bir stratejidir. Bu teknikte, fonksiyonel monomer ve hedef molekuil arasindaki
etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari ve koordinasyon baglari
gibi kovalent olmayan baglanmalar araciligiyla bir araya getirilir [48]. Fonksiyonel
monomer, hedef molekil ile belirli kimyasal 6zelliklere sahip olacak sekilde
tasarlanir, bu da spesifik tanima ve baglanma yetenegini saglar. Bu etkilesimler,
molekuller baskilama polimerinin olusumunu baslatir ve 6zellikle hedef molekdil

ile monomer arasinda kuvvetli bir iligki olugturulmasini mumkun kilar [49].
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Polimerizasyon asamasindan sonra, elde edilen baskilanmis polimer matrisi,
kalip molekulu icerir. Bu agsamada, kalip molekul polimer matrisinden uygun
¢ozlucu kullanilarak uzaklastirilir. Kalp molekulin g¢ikartiimasi, baskilanmig
polimerin icerisinde hedef molekull ile birebir baglanti kurmaya hazir hale
gelmesini saglar. Ardindan, hedef molekul ile baskilanmis polimer arasinda
kovalent olmayan etkilesimler araciligiyla birlesim gerceklesir. Bu baglantilar,
onceki etkilesimlerin devami niteligindedir ve hedef molekulin 6zgul

algilanmasini ve taninmasini saglar [50].

Bu sureg, sonunda baskilanmis polimerin hedef molekul ile 6zgul bir kompleks
olusturdugu bir biyosensor elde edilmesini saglar. Molekuler baskilama teknigi,
Ozellikle biyolojik ve kimyasal analitlerin tespiti amaciyla ylksek secicilik ve
duyarhlik gerektiren bircok uygulamada kullaniimaktadir. Bu, o6zellestirilebilir
tasarimi ve genis bir analit yelpazesi Uzerinde etkili galisabilme ozelligi ile

molekuler baskilamanin dnemini vurgular.

2.3. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

SPR, ilk kez 1902 yilinda Wood tarafindan, polarize 15191 metal destekli bir kirinim
Izgarasina tuttugunda, yansiyan isikta olagandisi koyu ve agik bantlardan olugsan
bir modelin ortaya ¢cikmasi ile gézlemlenmistir [51]. YlUzey plazmon rezonansi,
molekul etiketlemesine gerek duyulmamasi, ek reaktifler, tahliler veya zahmetli
olabilecek numune hazirlama adimlari gerektirmemesi sebebi ile tercih edilen bir
analiz yontemidir. Ylzey plazmon rezonansi, molekuler baglanma olaylarinin
neden oldugu kirilma indisindeki degisikliklere basitge yanit verebilen bir tekniktir
[52].

SPR algilama sistemi, sensor ¢ipi, 1Sik kaynagi ve detektdrden olugsmaktadir [53].
Yuzey plazmon rezonansi, gelen 1s1gin bir fotonu metal bir ylzeye, tipik olarak
bir altin ylzeye, ¢arptiginda meydana gelmektedir. Belirli bir gelis agisinda, 151k
enerjisinin bir kismi metal yuzey tabakasindaki elektronlarla birlesir ve
uyarildiklari igin hareket ederler. Bu durumda elektron hareketleri artik plazmon
olarak adlandirimakta ve metal ylzeye paralel olarak yayllmaya devam
etmektedir. SPR algilamasi, bir dedektorde elde edilen yansiyan igiktaki

degisiklerin olgilmesiyle gergeklesir. Tipik bir SPR biyosensdrinin algilama
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sinirt 10 pg/mL olarak belirtimektedir. [54] SPR algilamasinin ¢alisma mantigi
Sekil 2.4.’te gosterilmigtir.

Prizma

Altin Ylzey

—) Akig Hiicresi

Sekil 2.4. Ylzey plazmon rezonans sensoriin sematik gosterimi.

Sekil 2.4’de gosterildigi Uzere, altin ¢ip ylzeyi, 1sIk kaynagdi ile uyarildiginda,
yansiyan isiktaki kirilma indisi degisiklikleri, altin ¢ip yuzeyinden gegirilen 6rnegin
varligini sistem Uzerindeki dedektore iletmektedir. Ylzey plazmon rezonans
(SPR) sensorleri, bu 6zelligi kullanarak, 6rnekle etkilesime giren molekdillerin
tespitini gergeklestirmektedir. Isigin altin ¢ip yuzeyindeki kirllma indisinden
kaynaklanan bu veri, SPR sensorinun ornek tayini yapabilme yetenegine olanak
saglamaktadir [55, 56].

Altin ¢ip yuzeyinin uyariimasiyla baslayan bu sureg, ornekle etkilesime gecen
molekuler duzenlemelerin neden oldugu kirilma indisi degisikliklerini olcerek,
sistem tarafindan algilanmasini igerir [57]. Bu veri, SPR sensorinun ylzeyindeki
biyomolekuler etkilesimleri izlemek ve analiz etmek igin kullanilir. Bu teknoloji,
Ozellikle biyolojik ve kimyasal molekullerin tespiti, miktarinin belirlenmesi ve
etkilesim mekanizmalarinin anlasiimasi gibi birgok uygulamada 6énemli bir arag

olarak kullaniimaktadir [58].

Yuzey plazmon rezonans sistemi avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Cizelge

2.5.'da bunlardan bazilari belirtilmigtir.
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Cizelge 2.5. Molekuler Baskilama Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlari

Avantaj

Dezavantaj

Etiketlemeye ihtiya¢c duymaz

Immobilizasyon etkileri

Gergek zamanli, devamli 6lgim

Baglanma olaylarinda

engel

yapisal

Farkli molekuller i¢in genel bir yontem

Spesifik olmayan baglanma

Hizli test

Sinirli katle taginimi

Yuksek hassasiyet

Kontrol deneyi gerekli

Kuguk hacimde numune kullanma

Verilerin yanlis yorumlanmasi

Pahali

ekipmanlari

Spesifik bolgede baglanma biyosensor  ¢ip ve

2.3.1. Yuzey Plazmon Rezonans Sensorler

1982'de Liedeberg ve Nylander tarafindan yuzey plazmon rezonansinin (SPR)
optik bir sensor olarak faydasi gosterilmistir. O zamandan bu yana SPR, kimya,
fizik ve biyoloji arasinda ortak bir platform kurulmasini kolaylastirarak ylzey
kimyasina bir destek saglamistir [59]. SPR, akademi, endustri ve teknolojiyi
kapsayan binlerce arastirma makalesini kapsayan bir optik biyosensoér olarak

yaygin sekilde kullaniimaktadir [60].

Son yillarda, yluzey plazmon rezonans (SPR) sensoérleri, sagladigi avantajlar
nedeniyle tibbi teghis, cevresel izleme, gida guvenligi ve guvenligi alanlarinda
giderek artan bir sekilde kullaniimaktadir. Bu teknolojik gelismeler, kimyasal ve
biyolojik maddelerin tespiti konusundaki ihtiyaglari karsilamak, analitik stregleri
gelistirmek ve daha hassas, hizli sonuglar elde etmek amaciyla yapilan

arastirmalarda 6nemli bir role sahiptir [61].

SPR tabanl sensorler, 6zellikle biyomolekiler etkilesimlerin anlagiimasinda ve

cesitli analitik uygulamalarda kullanimiyla dikkat cekmektedir. Bu sensorler,
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etkilesen molekuller arasindaki baglantilari es zamanl ve dogrudan Olgerek,
analiz sureclerini hizlandirir ve sonuglarin guvenilirligini artirir. Tibbi teghis
alaninda, o6zellikle hastaliklarin erken teshisi ve biyolojik belirte¢lerin tespiti gibi
klinik uygulamalarda SPR sensorleri kritik bir rol oynamaktadir [62]. Gida
guvenligi ve ¢evresel izleme konularinda ise SPR sensorleri, zararli kimyasallarin
ve patojenlerin tespiti gibi sorunlara ¢6zum sunarak, guvenli ve surdurulebilir bir
cevre ile saghkh gida uretimi icin dnemli bir ara¢ haline gelmigstir. Bu nedenle,
SPR sensorleri, multidisipliner bircok alanda kullanilabilirligi ve etkinligi ile on

plana ¢ikan énemli bir analitik aractir [63].

SPR sensorlerinde prob molekiller dncelikle sensoér ylzeyine immobilize edilir.
Hedef molekullerin solisyonu ylzeyle temas ettirildiginde, afinite etkilesimi
yoluyla bir prob-hedef baglanmasi meydana gelir ve sonug olarak SPR sensor

yuzeyinde kirilma indisinde bir artisa neden olur [64].

Son yillarda, bir dizi tibbi rahatsizliktan (Alzheimer, hepatit, diyabet, [6semi ve
kanser gibi) muzdarip hastalardan toplanan biyosivilardaki antikorlarin,
proteinlerin, enzimlerin, ilaglarin, kug¢uk molekullerin, peptitlerin ve nukleik
asitlerin izlenmesine yonelik ilk 6érnekler ortaya ¢ikmistir ve digerlerinin yani sira
prostat ve meme kanserleri klinik kimyada yuzey plazmon rezonansin ilerlemesini
goOstermektedir [65]. Biyomolekullerin afinite baglanmasinin izlenebilmesi i¢in en

gucll yontem olarak SPR sensoérler gosterilmektedir [66].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), azoizobisbutironitril (AIBN), etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA), allii merkaptan, yapay gozyasi (Bausch & Lomb,
Rochester, ABD) ve yapay plazma Sigma Aldrich, ABD firmasindan satin
alinmigtir. Lizozim, Fluka firmasindan temin edilmigstir. SPR sensor cipler
Genoptics firmasindan temin edilmigtir. Analitik saflikta olan diger butin

kimyasallar ise Merck firmasindan satin alinmistir.

3.2. SPR Sensor Yiizey Modifikasyonu

Yuzey plazmon rezonans ¢ip yuzeyine lizozim baskilamadan once yuzeyde bagli
olarak bulunan organiklerden kurtulmak amaciyla (3:1 v/v, H2SO4:H202) oraninda
hazirlanan pirana c¢oOzeltisi ile yikanmistir. Daha sonra etil alkol ile yikanip,
deiyonize su ile durulanmistir. Sicakhgi 40°C’ye ayarh olan etivde kurutulmaya
birakilmigtir. Bu islemden sonra yuzey organik baglamaya uygun hale getirilmigtir
ve tiyol gruplarini baglama islemi gerceklestiriimistir. Tiyol grubunu (-SH)

olusturmak icin allil merkaptan kullaniimistir.

3.3. Lizozim Baskilanmis ve Baskilanmig SPR Sensorlerin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda, altin nanopartikuller kullanilarak lizozim baskilanmis
(AUuNP-MIP) ve baskilanmig (AuNP-NIP) SRP sensorler ile altin nanopartikuller

kullaniimadan lizozim baskilanmis (MIP) SPR sensér hazirlanmistir.
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Sekil 3.1. Lizozim Baskilanmigs SPR Sensoérlerin Hazirlanmasinin  $Sematik

Gosterimi

Sekil 3.1.’de detayl olarak gosterildigi Uzere, altin ¢ip yuzeyi baglangigta allil
merkaptan ile modifiye edilmistir. Bu modifikasyon adimi, altin ylzeyin 6zel tiyol
gruplar (-SH) ile donatilmasini saglar ve molekuler baskilama stirecinin temelini
olusturur. Daha sonra, polimer kompleksi eklenerek, UV lamba altinda
gerceklestirilen bir polimerizasyon adimiyla altin ¢ip yuzeyi modifiye edilir. Bu
adim, -SH gruplari arasinda ¢apraz baglar kurarak, polimerin olusumunu tetikler

ve molekuler baskilama icin bir matrisin olusturulmasini saglar.

Polimerizasyon adimi tamamlandiktan sonra, lizozim molekullleri uygun
desorpsiyon ajani kullanilarak yuzeyden uzaklastirilir. Desorpsiyon iglemi,
lizozim molekullerinin polimer matrisi i¢indeki bosluklara yerlesmelerini ve
boylece molekuler baskilama isleminin tamamlanmasini saglar. Bu asamadan
sonra, altin ¢ip yuzeyi, 6zgun lizozim molekullerinin izlerini tagiyan bir molekuler

baskilama matrisi ile kaplanmis olur.
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Bu karmasik ancak hassas sulreg, altin ¢ip ylzeyinin 6zel bir sekilde modifiye
edilmesi, polimerizasyon adimi ve desorpsiyon islemi arasindaki etkilesimleri
icerir. Bu sayede, molekuler baskilama teknigi, belirli bir hedef molekulin
tanimlanmasi veya tespiti igin 6zel olarak tasarlanmis yuzeylerin Uretilmesini
sadlar. Bu teknik, sensorlerde ve molekuler tani uygulamalarinda kullaniimak
uzere tasarlanan oOzellestirilebilir yluzeylerin olusturulmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir.

3.3.1. AuNP-MIP sensorlerin hazirlanmasi

N-Metakriloil-L-triptofan ~ (MATrp) monomeri lizozim  baskillanmig ve
baskilanmamis SPR sensorlerin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak
kullaniimistir [67]. Lizozim (Lyz) baskilanmig polimerik filmin hazirlanmasi igin ilk
olarak 1 mmol lizozim ile 2 mmol MATrp kompleksi olusturularak on-
polimerizasyon karisimi 30 dakika 20 rpm hizinda rotatorde karistirilmigtir. Daha
sonra Lyz:MATrp 6n polimerizasyon kompleksine 2 mmol AuNP’ler eklenerek
kalip molekul, monomer ve AuNP’ler arasinda koordinasyonu saglamak igin 30
dakika boyunca 20 rpm hizinda karistirmistir. Bu karisima gapraz baglayici
olarak 2 mmol EGDMA ve 1 mmol HEMA monomeri eklenmistir. Hazirlanan bu
polimerizasyon karigimina baslaticisi olarak 2 mg AIBN eklenmigtir. Bu
polimerizasyon karisimi tiyol gruplari ile iglevsellestiriimis olan SPR ¢ip yuzeyine
4 uL damlatilarak spin coater cihazi ile ¢ip yuzeyinde homojen bir dagilim olmasi
amaclanmistir. SPR ¢ip yuzeyinde polimerik filmin olugmasi igin UV lamba
alinda (365 nm, 100 W) 30 dakika boyunca polimerlesme tepkimesi
gerceklestiriimistir.

3.3.2. AuNP-NIP sensorlerin hazirlanmasi

Lizozim baskilanmamis AuNP-NIP sensor kalip molekul olarak kullanilan lizozim
kullanilmadan AuNP-MIP sensoru hazirlama prosedurt adimlari kullanilarak ayni
sekilde hazirlanmstir. ilk olarak, 2 mmol MATrp monomeri ve 2 mmol AuNP 30
dakika boyunca 20 rpm hizinda rotatorde karigtirimigtir. Bu karigima, capraz
baglayici olarak 2 mmol EGDMA ve 1 mmol HEMA monomeri eklenmistir. Bu

polimerizasyon karisimina baslaticisi olarak kullanilan 2 mg AIBN ilave edilmistir.
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Hazirlanan karisim, SPR ¢ip yuzeyine 4 uL damlatilarak ¢ip yuzeyindeki
homojenizasyonu saglama amaciyla spin coater cihazi kullanilmistir. SPR ¢ip
yuzeyinde polimerik filmin olugsmasi i¢in UV lamba altinda (365 nm, 100 W) 30
dakika boyunca polimerlesme tepkimesi gergeklestiriimistir. Son adim olarak da,
kalip molekul lizozim molekllinin SPR sensor yuzeyinden %10’luk (v/v) etilen
glikol ¢ozeltisi ile uzaklastiriimistir. Desorbe edilen SPR sensér ylizeyi deiyonize

su:etil alkol karisimi ile 1 saat boyunca yikanmis ve etliivde kurutulmustur.

3.3.3. MIP sensorlerin hazirlanmasi

Lizozim baskilanmis SPR sensorlerin hazirlanmasi igin ilk olarak 1 mmol lizozim
ile 2 mmol MATrp monomerinden olusan Lyz:MATrp 6n polimerizasyon karigimi
30 dakika boyunca 20 rpm hizinda rotatorde karistirilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan on polimerizasyon karigimina 2 mmol EGDMA ve 1 mmol HEMA
monomeri eklenmistir. Bu polimerizasyon karisimina baslatici olarak 2 mg AIBN
ilave edilmistir. Hazirlanan bu karigim, tiyol gruplari ile ylzeyi modifiye edilen
SPR cip ylzeyine 4 pyL damlatilarak ¢ip yuzeyindeki homojenizasyonu saglama
amaciyla spin coater cihazi kullaniimigtir. SPR ¢ip yuzeyinde polimerik filmin
olugsmasi i¢cin UV lamba altinda (365 nm, 100 W) 30 dakika boyunca
polimerlesme tepkimesi gerceklestiriimistir. Son adim olarak da, kalip molekiil
lizozim molekllinin SPR sensor ylzeyinden %10’luk (v/v) etilen glikol ¢ozeltisi
ile uzaklastirimistir. Desorbe edilen SPR sensor yuzeyi deiyonize su:etil alkol

karigsimi ile 1 saat boyunca yikanmis ve etivde kurutulmustur.

3.4. Karakterizasyon Calismalari
3.4.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), polimerlerden seramiklere, camdan biyolojik
numunelere kadar genis bir ylzey yelpazesini nano Olgekte ve yUksek
¢ozunurlikte goruntuleyebilen son derece guglu cihazlardir. AFM, materyallerin
ve oOrneklerin yuzey Ozelliklerini incelemek, nano yapilari gézlemlemek ve
molekuler dizeyde detayli analizler yapmak icin kullaniimaktadir. Bu ¢alismada,
modifiye edilmemis SPR c¢ip yuzeyi, AUNP-MIP, AuNP-NIP ve MIP SPR sensor
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yuzeylerinin karakterizasyonu, Nanomagnetics Instruments tarafindan uretilen
atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak gergeklestiriimistir. SPR ¢ipleri, drnek
tutucuya cift yuzla karbon bantla sabitlenmis ve goruntileme galismalari hava
ortaminda, 341.30 kHz salinim rezonans frekansiyla ve vyari modda
gerceklestiriimistir. Titresim ve bos titresim genligi sirasiyla 1 Vrus ve 2 Vrus'tir.
Ornekler, 2 um/s tarama hizi ve 256x256 piksel ¢ézunurlikte SPR ¢ip ylzeyleri
icin (2x2 pm?)'lik bir alandan goruntuler elde edilmistir. Bu sonuglar, SPR
sensorlerin  nano Olgekteki yuzey karakterizasyonunda ve molekuler
etkilesimlerin anlasiimasinda atomik kuvvet mikroskoplarinin degerli bir arag

oldugunu vurgulamaktadir [68].

3.4.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu(TEM)

AuNP'lerin morfolojisi, gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) kullanilarak detayli
bir sekilde karakterize edilmistir. Bu amagla, AuNP'ler dncelikle bakir kapli bir
Izgaraya Yyerlestiriimis ve ardindan oda sicakliginda kurutulmustur. TEM
mikrograflari, yiksek ¢6zunurlikli bir TEM mikroskobu olan FEI Tecnai G2 F30
modeli kullanilarak 200 kV enerjide alinmistir. Bu iglem, nanoparcgaciklarin
boyutu, sekli ve dagilimi gibi kritik 6zelliklerinin belirlenmesi igin yapilmistir.
Ozellikle, TEM goruntiileme teknikleri, nanomalzemelerin yapisal ve morfolojik
Ozelliklerini incelemek icin yaygin olarak kullanilan guglu araglardir. Bu nedenle,
AuNP'lerin  karakterizasyonunda TEM analizi, malzemenin 06zelliklerinin

anlasiimasina ve belirlenmesine buyuk katki saglamistir.

3.4.3. Temas Agisi Olgiimleri

SPR sensor yuzeylerinin su temas agi olgumlerini  belirlemek icin KRUSS
DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi kullanilarak analiz edilmistir. SPR
sensorlerinin yuzeylerine, yapisik damla yontemi kullanilarak su damlatilarak
hidrofilite 6zellikleri belirlenmistir. Cip ytzeyinin farkli bélgelerine su damlatiimis
ve her bir bdlge icin detayh fotograflar gekilmistir. Bu fotograflar, her bir alanin
temas acisini belirlemek igin kullaniimigtir. Modifiye edilmemis SPR ¢ip yuzeyi ile
AuNP-MIP, MIP ve AuNP-NIP SPR sensér yuzeyleri icin belirlenen temas agisi
degerleri DSAZ2 yazilimi kullanilarak belirlenmis ve 10 ayri dlgimin ortalamasi

alinarak hesaplanmigtir. Temas agisi de@erleri, analiz sirecinde DSA2 yazilimi
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kullanilarak belirlenmigtir. Bu &lgimler, her bir sensér ylzeyinin hidrofilite
Ozelliklerini belirlemede kullanilan etkili bir yontem olarak ortaya ¢ikmigtir. Elde
edilen hidrofilite verileri, yuzey modifikasyonlarinin su ile etkilesim yetenekleri
uzerindeki etkilerini degerlendirmek ve sensor performansinin anlasiimasina

katkida bulunmak adina énemli bir referans saglamaktadir [69].

Sekil 3.2. Temas Acisi Olglim Cihazi

3.5. Kinetik Analizler

SPR imager Il cihazi kullanilarak AuNP-MIP, AuNP-NIP ve MIP SPR sensorlerin
kinetik analizleri incelenmigtir. Lizozimi tayin etmek amaciyla, pH 7.4 fosfat
tamponunda hazirlanan 0.5-500 ug/mL derisiminde lizozim sulu ¢ozeltilerinden
kinetik analizler gergeklestirilmistir. ilk olarak kinetik analizlere baglamadan énce,
SPR sensor ylzeyinden 2 dakika boyunca 1.0 M pH 7.4 fosfat tamponu akis hizi
2 mL/dk akis hizinda gegirilmistir. Daha sonra, 0.5-500 ug/mL araliginda farkli
derisimlerde lizozim ¢ozeltileri hazirlanmis 2 mL/dk akis hizinda SPR sistemi
uzerinde 5 dakika suresince galistirlmigtir. Son olarak 2 dakika boyunca etilen
glikol desorpsiyon ¢ozeltisi SPR sisteminden geciriimesi ile kinetik analizler
tamamlanmistir. Denge-adsorpsiyon-desorpsiyon basamaklarindan olusan tim

kinetik analizlerde toplam analiz suresi dahil tim adimlar yaklasik 9 dakikada
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gergeklestiriimistir. Elde edilen sensorgram sonuglarina gére zamana karsi 1s1gin

kirilma indisi degisimi (% AR) hesaplanarak degerlendirilmigtir.

Sekil 3.3. SPR Sensdr Analiz Cihazi

3.5.1. Secicilik Caligmalari

Lizozim baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensoérin segiciligi icin lizozim (MA:
14.3 kDa) molekuline karsi benzer molekul yapisi ve molekul agirliklarina gére
hemoglobin (Hb, MA: 64.5 kDa) ve miyoglobin (MA: 17kDa) yarismaci ajan olarak
secilmis ve kinetik analizler yapilmistir. ilk olarak, 50 pg/mL derisimlerinde
hazirlanan lizozim, miyoglobin ve hemoglobin hazirlanarak sisteme tek tek
veriimis  sonrasinda ikili miyoglobinthemoglobin  karisimi ve gl
lizozim+miyoglobin+hemoglobin  karisimlari  hazirlanarak kinetik analizler
yapiimistir. Diger kinetik analizlerde oldugu gibi 2 dakika dengeleme tamponu
olan pH 7.4 fosfat tamponu, 5 dakika adsorpsiyon ¢ozeltisi ve 2 dakika %10’luk
etilen glikol desorpsiyon ¢ozeltisi seklinde tum kinetik analizler tamamlanmistir.

Analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview yazilim programi ile belirlenmistir.

3.5.2. Tekrar Kullanilabilirlik Galigsmalari

Lizozim baskilanmig SPR sensdrlerinin tekrar kullanilabilirlik 6zellikleri, ayni gin
icinde arka arkaya dort kez Olgum yapilarak degerlendirilmigtir. Ayrica, uzun
vadeli kullanilabilirlik performansini degerlendirmek amaciyla, farkh zaman
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araliklarinda (1.ay, 2.ay, 4.ay ve 6.ay gibi) 50 ug/mL derisiminde hazirlanan
lizozim sulu ¢ozeltisi kullanilarak denge-adsorpsiyon-desorpsiyon-rejenerasyon
dongusu gergeklestiriimigtir. Bu donguler, 2.0 mL/dakika akis hizinda

tekrarlanmig ve elde edilen sensor verileri detayl bir sekilde analiz edilmigtir.

SPR sensorlerinden alinan sensorgram verileri Uzerinde gergeklestirilen kinetik
analizler sonucunda elde edilen %AR degerleri, sensorlerin tekrar kullanilabilirligi
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Bu deg@erler, sensdrlerin lizozim tespiti
icin hassasiyet ve istikrarini degerlendirmek Uzere kullaniimigtir. Elde edilen
sonuglar, lizozim baskilanmis SPR sensdrlerinin hem ayni gln igcinde hem de
uzun vadeli periyotlarda guvenilir ve tekrar kullanilabilir 6zelliklere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu 6zellik, sensorun pratik uygulamalarda surekli ve etkili bir

sekilde kullanilabilmesi agisindan énemlidir.

3.5.3. Yapay plazma, gozyasi ve idrar érneklerinden lizozim tayini

Lizozim iceren yapay plazma, yapay gozyas! ve yapay idrar sivilarinda lizozimi
tespit etmek igin lizozim baskilanmis SPR sensoérleri de kullanilabilmektedir. Bu
calismada kullanilan yapay plazma ve yapay gozyasi hazir olarak satin
alinmigtir. Yapay idrar ise laboratuvar ortaminda hazirlanma prosedurine uygun
sekilde hazirlanmistir. Yapay idrar saf su icerisinde, pH 6.0 olacak sekilde, 170
mM Ure, 2.0 mM sitrik asit, 7 mM KH2PO4, 7 mM K2HPO4, 25 mM NaHCOs, 2.5
mM CaClz, 90 mM NaCl, 2.0 mM MgSOs4, 10 mM NazSO4 ve 25 mM NH4CI
¢ozunerek hazirlanmistir [70]. Yapay plazma, yapay gozyas! ve yapay idrar
cozeltileri 10 ug/mL derisiminde lizozim ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Lizozimi tayin
etmek amaciyla oncelikle sistemden pH 7.4 fosfat tamponu gecirilmis,
sonrasinda yapay plazma, yapay gozyas! ve yapay idrar ¢ozeltilerinde 10 ug/mL
lizozim derisiminde hazirlanan ¢ozeltiler ayri ayri sisteme verilmis ve son olarak
%10’luk etilen glikol desorpsiyon ¢ozeltisi sistemden gegirilerek kinetik analizler
tamamlanmistir. Bu deneyler sonucunda elde edilen sensorgramlar gercek

zamanl olarak analiz edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. SPR Sensorlerin Karakterizasyon Caligmalari
4.1.1. Temas Agisi Olgiimleri

KRUSS DSA100 cihazi kullanilarak yapisik damla yéntemi ile modifiye edilmemis
SPR ¢ip yuzeyi ile AUNP-MIP, AUNP-NIP ve MIP SPR sensor ylzeylerinin temas
agisi Olgumleri yapilmigtir. Her ¢ip ylzeyine bir damla su damlatiimig ve 10 farkli
temas agcisi Olgumleri yapilanarak ortalamalari alinmistir. Modifiye edilmemis
SPR ¢ip yluzeyinin temas acisi 79.4° iken, MIP SPR sensdr ylzeyinin temas agisi
82.9% dir. MIP SPR sensor yuzeyindeki polimerik flmde hem lizozim hem de
MATrp monomerinin hidrofobik 6zelliklerinden dolayr temas agisi artmigtir.
AuUNP-MIP SPR sensodr yuzeyinin temas agisi 78.2°" iken AuNP-NIP SPR sensor
ylzeyinin temas acisi ise 77.4° dir. SPR sensor yuzeyindeki polimerik film icine
hidrofilik 6zellige sahip AuNP eklenmesi ile hazirlanan AuNP-MIP ve AuNP-NIP
SPR sensorlerin ylzey temas agilarinin azalmasina sebep olmustur (Sekil 4.1).

A

Sekil 4.1. Modifiye edilmemis SPR altin ¢ip ytzeyi (A), MIP (B), AuNP-MIP (C) ve
AUNP-NIP (D) SPR sensoér ylzeylerinin temas agisi fotograflari
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4.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

Modifiye edilmemis SPR c¢ip yuzeyi, MIP, AUNP-MIP ve AuNP-NIP SPR sensor
yuzeylerinin ylzey pduruzlilik karakterizasyonu AFM cihazi kullanilarak
yapilmistir. Modifiye edilmemis SPR cip yuzeyi, MIP, AUNP-MIP ve AuNP-NIP
SPR yuzeylerinin purtzltlaga sirasi ile 10.50 nm, 50.62 nm, 78.57 nm ve 71.32
nm bulunmustur (Sekil 4.2). AFM sonuglari incelendiginde allil merkaptan ile
modifiye edilmis SPR ¢ip ylzeylerine lizozim baskilamanin basaril bir bigimde

baskilandigi sonucuna varilmistir.

A s

Sekil 4.2. SPR sensor yluzeylerin yari temas modunda alinan AFM gorantaleri A)
Modifiye edilmemis SPR c¢ip ylzeyi, B) MIP, C) AuNP-MIP ve D) AuNP-

NIP.sensor yuzeyleri

4.1.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobuyla elde edilen Sekil 4.3'teki gorlntuye gore, altin
nanopartikillerin belirgin bir kiresel yapiya sahip oldugu gézlemlenmektedir.

Goruntiudeki analizlere dayanarak, altin nanopartikillerin ortalama boyutlarinin
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50.0-60.0 nanometre arasinda oldugu belirlenmigtir. Bu nanopartikillerin
homojen dagilimi ve belirgin sekli, yapilan deneyler surecindeki kontrolin ve
karakterizasyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigini isaret etmektedir. Bu
bulgular, altin nanopartikullerin 6zellikle belirli uygulamalar igin istenen boyut ve
sekilde Uretildigi ve karakterize edildigi sonucunu desteklemektedir. Gegirimli
elektron mikroskobuyla yapilan bu analiz, malzemenin yapisal Ozelliklerini
anlamak ve ilgili uygulamalar igin uygunlugunu degerlendirmek acisindan

onemlidir.

A

2o -
Sekil 4.3. AUNP-MIP sensor yuzeyinin TEM goéruntisi

4.2. Kinetik Analizler

Farkli derigsimlerde lizozim sulu ¢Ozeltilerinden ve yapay idrar, plazma ve gozyasi
orneklerinden gergek zamanl olarak lizozim tespit edebilmek igin MIP, AuNP-
MIP ve AuNP-NIP SPR sensorler hazirlanmigtir. Bu ¢alismada kinetik galigmalar
icin GWC, SPRimager Il (WIl, ABD) marka SPR cihazi kullanilmigtir. Farkli
derigsimlerde hazirlanan sulu lizozim c¢ozeltileri sisteme ayri ayri verilerek
SPRview programi ile rezonans frekansindaki degisimler anlik olarak takip
edilmis ve kinetik analiz sonuglari Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.'te verilmistir. Kinetik
analizlerde SPR sensor yuzeyinden ilk olarak 2 dakika dengeleme tamponu
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olarak pH: 7.4 fosfat tamponu gecirilerek sistem dengeye getirilmistir. Daha
sonra farkli derigsimlerde (0.01-500 ug/mL) sahip lizozim ¢ozeltileri 2 mL/dk akis
hizinda 5 dakika boyunca SPR sistemine ayri ayri verilmis ve son olarak da 2
dakika boyunca desorpsiyon ¢Ozeltisi olarak %10’luk etilen glikol ¢ozeltisi
sistemden gegcirilerek kinetik analizler gergeklestirilmistir. Denge-adsorpsiyon-

desorpsiyon dahil tim adimlar yaklasik 9 dakikada gergeklestirilmistir.

20 ~

—500 pg/mL
18 - —250 pg/mL
[ —100 pg/mL
16 1 [ —50 pg/mL
14 A 25 pg/mL
——10 ug/mL
12 A —5 pg/mL
@
S 10 1 pg/mL
S —0.1 yg/mL
8 - —0.01 pg/mL
6 4
4 4
2 1 -\
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Zaman (saniye)

Sekil 4.4. AuNP-MIP SPR sensorun 0.01-500 pg/mL arasindaki lizozim
derisimleri igin elde edilen sensorgramlari.

4.5 1 ——500 pg/mL
4 { ——250 pg/mL
——100 pg/mL
35 - 50 pg/mL
——25 pg/mL
3 [ —
10 pg/mL
- 25 | 5 pg/mL
g —1 pg/mL
S 2 ——0.5 yg/mL
1.5 A
1 A
0.5 - /
/
0 ; — ; ; ; ; .
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Zaman (saniye)

Sekil 4.5. MIP SPR sensorun 0.5-500 ug/mL arasindaki lizozim derisimleri igin
elde edilen sensorgramlari.
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Sekil 4.6’da goéruldugu Uzere AuNP-MIP SPR sensoru icin 0.01-500 ug/mL
lizozim derigsim araliginda alinan veriler incelendiginde elde edilen dogrunun
denklemi y=0.1897x+0.2525 ve dogrusallik katsayisi ise (R?) 0.9955 iken 100-
500 pg/mL lizozim derisim aralidinda alinan verilerde ise; elde edilen dogrunun
denklemi y=0.0061x+14.115 ve dogrusallik katsayisi ise (R?) 0.9396 olarak
hesaplanmistir. AUNP-MIP SPR sensorde kinetik analiz verileri kullanilarak en
dusuk tayin limiti (LOD: 3s/m) ve en dusuk miktar limiti (LOQ: 10s/m) degerleri
hesaplanmistir. ‘s’ ve ‘m’ sirasiyla sensére denge ¢ozeltisi verildiginde elde
edilen sinyal degeri (AR) dlgumlerine ait standart sapma degeri ve kalibrasyon
grafiginin egimini ifade etmektedir. Denge ¢ozeltisi icin (AR) degeri elde edilen 5
Olcimun ortalamasi hesaplanarak, ayrica olgimlerin standart sapmalari ile SPR
sensorler igin sirasiyla 0.0005 olarak belirlenmistir. Buna gore kalibrasyon
grafigine ait y=0.1897x+0.2525 denklemi kullanilarak LOD 0.008 pg/mL ve LOQ
0.026 pug/mL olarak belirlenmistir.

20 +
18
14

y =0.0061x + 14.115
12 4 R? = 0.9396

% AR

; y = 0.1897x + 0.2525
8 1 i R? = 0.9855

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
C (ug/mL)

Sekil 4.6. 0.01-500 pyg/mL arahginda lizozim derisimi ile %AR arasindaki iligki.

MIP SPR sensoru i¢in 0.5-50 pg/mL ve 100-500 pg/mL lizozim derigim araliginda
alinan verilerden elde edilen dogru denklemleri sirasi ile y=0.0472x+0.1583 ve
dogrusallik katsayisi (R?) 0.989 ve y=0.0026x+3.044 ve dogrusallik katsayisi (R?)
0.8125 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7). MIP SPR sensodrde kinetik analiz verileri
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kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Denge ¢ozeltisi igin (AR)
degeri elde edilen 5 6lgcimUn ortalamasi hesaplanarak, ayrica dlgumlerin standart
sapmalari ile SPR sensorler igin sirasiyla 0.0015 olarak belirlenmistir. Buna gore
kalibrasyon grafigine ait y=0.0472x+0.1583 denklemi kullanilarak LOD 0.095
pg/mL iken LOQ 0.317 pg/mL olarak belirlenmistir.

4.5 -

y = 0.0026x + 3.044
[ ] R?=0.8125

% AR

2.5 [
i y=0.0472x+0.1583
24 R? = 0.989

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
C (ug/mL)

ekil 4.7. 0.01- pg/mL araliginda lizozim derigimi ile % AR arasindaki iligki.
Sekil 0.01-500 pyg/mL arahdinda lizozim derigimi ile %AR daki iligki

Literatlrde lizozim tespitine yonelik yapilan ¢alismalar asagdida bulunan Cizelge

4.1.’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.1. Lizozim tespitine yonelik literaturdeki bazi ¢calismalar

Kinetik . . ..
yoo Saptama | Analiz Edilen Yuzey
Sensor Tipi Qal@nga Siniri Ornek Modifikasyonu Kaynak
Arahgi
. 20 yM - 150 | 62 nM ve A Poly-scopoletin
Elektrokimyasal M 141 nM Yapay Tukuruk film [71]
Tavuk
SPR 1 -500nM | 0.66 nM Yumurtast Aki PMAPA NP [72]
SPR 0-40 ug/mL | 3.5nM Seyrsen”mem@ (GO [73]
erum
L-SPR 3-150 nM 1.5 nM Sat AgNP [74]
Tavuk
SPR 21-1400 nM | 0.084 nM Yumurtasi Aki PEDMAH NP [75]
0.05 - 80
SPR ug/mlL 2.4nM Sarap Aptamer [76]
Yapay Plazma
SPR 0.01 - 500 0.095 Y"apay AUNP Bu tez
pg/mL pg/mL Gozyasli calismasi
Yapay idrar

Analitin serbest hali akis hucresine sabit bir sekilde baglandiginda, bu
baglanmanin birinci dereceden kosullar altinda nasil degistigini ifade etmek icin

asagidaki denklem kullanilir:

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

Yukaridaki denklemde, dAR/dt SPR sinyalindeki degisim hizini, R ve Rmaks,
baglanma ile dlgilen maksimum sinyali, C (ug/mL) analit derigimini, ka (mL/pug.s)

baglanma hiz sabitini ve kq (1/s) ayrilma hiz sabitini temsil etmektedir.
Baglanma sabiti Ka ise su sekilde hesaplanir:
Ka=Ka/Kd (4.2)

Denge durumunda, dAR/dt=0 olur ve bu durumda denklem basitlestirilir ve su

hale gelir:

ARdenge /C = Ka ARmaks — Ka ARdenge (43)
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Bu denklem, baglanma sabiti Ka'ya bagli bir denklem saglar, bdylece Ka,
ARdenge/C’ye karsi ARdenge grafiginden hesaplanabilir. Ayrilma sabiti Kp, 1/Ka'dir.
Esitlik 4.2 ve Esitlik 4.3kullanarak, Ko yerine kd/ka yazilarak denklem yeniden

duzenlenir:

dAR/dt = ka CARmaks — (Ka C + kd )AR (4.4)

Bu denklemin verdigi, egimi —(kaC + kd) olan bu dogru, etkilesim kontrolll
kinetikler icin cizilen dAR/dt'ye karsi AR grafigidir. Baslangic baglanma hizi
analitiginin dogrusallik saglamasi nedeniyle, kantitatif derisim belirlenirken
kullanilir. Bu, belirli bir analit maddesinin bir yizeye baglanma hizinin, baglangi¢
konsantrasyonuyla dogru orantili oldugu anlamina gelir. Dolayisiyla, analitin
belirli bir konsantrasyonu ile baglanma hizi arasindaki iligkiyi belirlemek igin

baslangi¢ baglanma hizi analitigi kullanilabilir.

Rmaks deg@eri bilindiginde, tek bir sensorgram kullanilarak ka (baglanma hizi sabiti)
ve kd (ayrilma hizi sabiti) degerleri belirlenebilir. Ancak, bu ydntemin uygulanmasi
yuzey doygunlugu igin yuksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyar ve bu da deneysel
olarak Rmaks'in belilenmesini zorlastirir. Bu nedenle, genellikle farkli analit
konsantrasyonlarinda baglanma sensorgramlarinin alinmasi tercih edilir. Bu
yaklasim, farkli konsantrasyonlarda baglanma hizinin degerlendiriimesine ve
daha sonra bu verilerin analiz edilmesine olanak tanir. dAR/dt'ye karsi AR
grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleriyle iligkili olan bir egim degerine (S)
karsilik gelir. Bu egim degeri, baglanma ve ayrilma hiz sabitleriyle iligkilidir ve bu
nedenle bu grafiklerin analizi, analitin baglanma kinetiginin daha iyi anlasilmasina

yardimci olabilir.

S =ka C + kd (4.5)

S’ye karsi C grafigi, egimi ka olan bir dogru verir, bu dogru teorik olarak C eksenini

kestiginde kd degerini verir. Ancak, bu yaklasim her zaman kesin ve dogru
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sonuglar vermeyebilir. Clinkd deneylerde cesitli faktorler, 6zellikle deneysel
hatalar ve sistemsel varyasyonlar, hesaplamalari etkileyebilir. Ornegin, arka plan
gurdltusa, yuzey ozelliklerindeki degisiklikler veya analitik kimyasal etkilesimler
gibi faktorler, sonugclari etkileyebilir ve kesim noktasinin dogrulugunu etkileyebilir.
Bu nedenle, ayrisma kinetiginin daha iyi anlasiimasi i¢in genellikle daha fazla
analiz yapilmasi gereklidir. Ayrisma kinetigi, analitin yuzeyden ayrilma hizini
ifade eder ve bu da baglanma kinetigi kadar onemlidir. Bu kinetik streg, analitlerin
baglanma sitesinden nasil aynldigint ve bu ayrilmanin hizini tanimlar.
Dolayisiyla, baglanma ve ayriima kinetiginin birlikte incelenmesi, analitlerin
yuzeye baglanma davranisinin daha kapsaml bir sekilde anlagilmasina yardimci
olabilir. Ayrica, kda degerinin hesaplanmasi icin farkli ydontemler ve kontrol
deneylerinin kullaniimasi da yaygindir. Bu, kesinligi artirabilir ve sonuglarin
guvenilirligini saglayabilir. Ozetle, baglanma ve ayrilma kinetiginin kapsamli bir
sekilde incelenmesi, biyosensor galismalarinda analitlerin yizeye baglanma ve
ayrilma davraniglarinin daha iyi anlasilmasina ve bu bilgilerin daha dogru bir

sekilde kullaniimasina olanak tanir.

IN(ARo / ARY) = Kd (t — to) (4.6)

Burada, ARo ve AR: ayrilma edrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal

degerleridir.
04 - 0,7
0301 A RS
0,32 y=00007x +00002 .~ 1 Y= -D028x » Ogf024
0,28 - Riz0992 - 05 1.
0,24 -
? Q 0,4 T °
w 02 v
0716 i . 0,3
0,12 1 024 * Te
0,08 1 o’ e, ®
0,1 1
004 { & .
e 2
o0& ; : . 0 ———
0 200 400 600 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
C (ng/mL) AR

Sekil 4.8. Baglanma kinetik yaklagimi (A) ve Denge analiz yaklagimi (B).
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Cizelge 4.2.Kinetik hiz sabitleri

Baglanma Kinetik Denge Analizi

Analizi (Scatchard)

Ka, (g/mL)*s: 0.0007 ARmaks: 17.59

ka, s :0.0002 Ka, (ng/mL)™: 0.028
Ka, (ng/mL)?t: 3.5 Kb, (ng/mL): 35.71
Ko, (ng/mL): 0.285 R2: 0.7029

R?: 0.992

Adsorpsiyon izoterm modelleri, hem heterojen hem de homojen baglanma
bdlgelerini hesaba katarak malzemelerin adsorpsiyonunu analiz etmek igin
gelistirilmigtir. Bu modeller, molekuler tanima amaciyla molekuler baskilanmis
polimerlere uygulanabilir. Adsorpsiyon izoterm modelleri, analitler ile MIP
yuzeyleri arasindaki etkilesimleri karakterize ederek adsorpsiyon kimyasini

anlamayi ve MIP'lerin baglanma 6zelliklerini sayisal olarak tanimlamayi1 amaglar.

Lizozim baskilanmis SPR sensor icin elde edilen kinetik veriler ile Langmuir
(Esitlik 4.7), Freundlich (Esitlik 4.8) ve Langmuir—Freundlich (Esitlik 4.9)
adsorpsiyon izoterm modelleri incelenmigstir. Bu G¢ modelin esitlikleri asagidaki
gibidir:

AR = ARmax C/ Kp + C (4.7)
AR = ARmax CUn (4.8)
AR = ARmax CY"/ Kp + CUn (4.9)

Kinetik analizde en yiksek SPR sinyal kaymasi ARmaks olarak ifade edilirken,
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dAR/dt sinyal degisimin hizini, ARdenge denge halindeki sinyal kaymasini, C
(ug/mL) analit derigimini, Ka (ug/mL)? baglanma denge sabitini, Ko (ug/mL):

ayrisma denge sabitini, 1/n Freundlich ylzey heterojenite indeksini temsil eder.

Sekil 4.9.da gosterildigi Uzere, Langmuir, Freundlich ve Langmuir—Freundlich
olmak Uzere Ug farkl adsorpsiyon izoterm modeli uygulanarak AUNP-MIP sensor
ile lizozim ¢ozeltisi arasinda meydana gelen etkilesim tura belirlenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda, $Sekil 4.9.’a dayanarak elde edilen veriler, lizozim tayini igin
en uygun modelin Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli oldugunu gostermistir.
AuNP-MIP sensoérin ylzeyine kaplanan filmin tek tabakali bir yapiya sahip
oldugu gosterilmistir. Cizelge 4.2'de hesaplanan ARmaks, Ka ve Kp kinetik sabitleri
Ozetlenmigtir. Matematiksel hesaplamalara gore elde edilen korelasyon
katsayilari  karsilasgtirildiginda, Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin
(R?=0.9999) Freundlich adsorpsiyon izoterm modeline (R?=0.9702) gbre daha

yuksek bir korelasyon katsayisina sahip oldugu gozlemlenmistir.

180 -
160 | A y = 1.6658x - 0.0524 ..
R?=0.9999
y = 0.7479x - 1.0206 .

R? = 0.9702 .

In AR
I S ST R N = T \CIE C RNy T )

0 20 40 60 80 100 120 ) ] ]
1/IC InC
225 -
C

200 1 7 y=6.3643x - 3.0337 .

175 | R2=0.986
150 -
o 125 4

g

= 100 -
75 -
50 4
25 1

0 8 16 24 32 40
(1/c) tin

Sekil 4.9. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-Freundlich adsorpsiyon
izoterm modelleri
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Cizelge 4.3.Adsorpsiyon izoterm modellerin parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks: 2.77 ARmaks: 0.329
ARmaks: 19.08
1/n: 0.7479 1/n: 0.7479
Kb, (ug/mL): 31.79
R2: 0.9702 Kb, (ng/mL): 0.2.09

Ka, (pg/mL): 0.031
Ka, (ng/mL)™: 0.476
R2 0.999
R2 0.986

4.3. SPR Sensorlerin Segiciliklerinin incelenmesi

Segicilik galismalarinda yarismaci ajan olarak sekil, boyut ve molekuler agirhgi
bakimindan lizozim molekuline benzer hemoglobin ve miyoglobin kullaniimistir.
Fosfat tamponunda (pH 7.4) 50 ug/mL derisiminde hazirlanan yarismaci ajanlar
hemoglobin ve miyoglobin ilk olarak ayri ayri sisteme verilmis sonrasinda ikili
hemoglobin+miyoglobin  karisimi  ve Uc¢li lizozim+hemoglobin+miyoglobin
karisimi SPR sistemine verilerek kinetik analizler yapilmistir. Sekil 4.10. A’da
AuUNP-MIP sensor igin yarigsmaci ajanlar miyoglobin ve hemoglobinin lizozim
kadar SPR sensor yuzeyine baglanamadigi dolayisiyla SPR sensérun lizozime
karsi secici oldugu gosterilmistir. Ayrica karmasik ortamda lizozimin etkisiyle yine
sinyal cevabinda artis oldugu goézlemlenmistir. Sekil 4.10.B’'de SPR
sensorgramlari verilen AuNP-NIP kinetik analizlerinde, molekuler baskilamanin
etkisini gostermek amaciyla yapilmigtir. AUNP-MIP deneylerinde yapildigi gibi 50
pg/mL’lik ¢cozeltiler ayri ayri sisteme verilerek sensor cevaplari gergcek zamanli
olarak gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglarda, AUNP-NIP sensorun yarismaci
ajanlara ve lizozime karsi olan baglanma kinetiginin AUNP-MIP sensorlere gore

daha dusuk oldugu ve hatta lizozime kargl da segici olmadigini gdstermistir.
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Sekil 4.10. AuNP-MIP (A) ve AuNP-NIP (B) SPR sensorlere ait segicilik
sensogramlari

Asagida yer alan esitliklerle, lizozim, miyoglobin ve hemoglobin molekullerine

gore dagiima ve segicilik katsayilari belirlenmistir.

Kda = [(Ci— C1)/Ci] x VIm (4.10)
k = ARiizozim / ARyangmam (4.11)
K" = kmip / knip (4.12)
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Yukarida verilen denklemlerde kullanilan fonksiyon degiskenlerde dagiima
katsayisi Ka (ug/mL)?, kullanilan niikleozidlerin ilk ve son derisimleri Ci ve Cs

(ug/mL), ¢ozelti hacmi V (mL) ve polimerin kutlesi m (g) ile ifade edilmektedir.

Esitlik 4.11 secicilik katsayisini (k) belirlerken kullanilirken, Esitlik 4.12 bagil
secicilik katsayilarini (k’) belirlerken kullaniimaktadir. Karsilastirilan lizozim
baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensorler arasinda, lizozim igin sinyalde
onemli bir dusus tespit edilmigtir, bunun sonucunda lizozim baskilanmig sensorin
hemoglobin ve miyoglobin icin tepkisinin daha zayif oldugu belirlenmistir. Bagil
secicilik katsayilarina (k') dayanarak, lizozim baskilanmig SPR sensoérinin
lizozim, hemoglobin ve miyoglobin gibi molekullere kargi seciciliginin arttig
g6zlemlenmistir. Ayrica, lizozim baskilanmis SPR sensdrin, diger molekillerin
adsorpsiyonuna karsi daha etkili bir baskilama faktérine sahip oldugu
bulunmustur. Bu bulgular, molekuler baskilanmis filmlerin adsorpsiyon segiciligini
artirma potansiyeline sahip oldugunu ve spesifik tanima bdlgelerinin diger
molekdller igin daha az uygun hale geldigini 6ne surmektedir. Bu, molekuler
tanima ve ayirma uygulamalarinda molekuler baskilanmis filmlerin énemli bir rol
oynayabilecegini gosterir. Bu filmler, dzellikle belirli bir hedef molekulin segici bir

sekilde yakalanmasi ve tespit edilmesi gerektigi durumlarda kullanilabilir.

Cizelge 4.4. Secicilik ve bagil secicilik katsayilari

AuNP-MIP AUNP-NIP
Kullanilan molekiller AR k AR k K
Lizozim 9.94 - 0.81 - -
Miyoglobin 1.49 6.67 0.83 0.97 6.88
Hemoglobin 0.78 12.74 0.71 1.14 11.18
Miyoglobin+Hemoglobin 1.15 8.64 0.73 1.11 7.78
Lizozim+Miyoglobin+Hemoglobin| 8.98 1.11 0.79 1.02 1.08
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4.4. Yapay plazma, idrar ve goz yasi orneklerden lizozim tayini

Yapay idrar, plazma ve gozyasi drneklerinde lizozimi tayini icin AUNP-MIP SPR
sensoérler kullanilabilmektedir. Bu amagla, yapilan bu calismada 10 ug/mL’lik
lizozim iceren yapay idrar, yapay plazma ve yapay gozyasi ¢ozeltileri hazirlanmis
ve Sekil 4.11.’de AuNP-MIP sensorle yapilan bu deneylerin kirilma indisi
degisimleri gosterilmistir. Ilk olarak, yapay plazma g¢o6zeltisinde 10 ug/mL
derisiminde lizozim ¢ozeltisi hazirlanmistir. 2 dakika boyunca pH 7.4 fosfat
tamponu sisteme verilerek sistem dengeye getirilmis sonrasinda 5 dakika
boyunca sadece yapay plazma ¢ozeltisi sisteme verilmis ve son asama olarak da
2 dakika boyunca desorpsiyon c¢ozeltisi olan %10’luk etilen glikol ¢ozeltisi
sistemden gecirilmistir (Sekil 4.11. A). Ayniislem 10 ug/mL lizozim igeren yapay
plazma c¢ozeltisi icin de gergeklestirilmis olup iki sensorgram Sekil 4.11. A’'da

verilmigtir.

Yapay idrar ¢ozeltisi, yapay plazma deneylerinde yapildigi gibi 10 pg/mL lizozim
iceren c¢ozelti hazirlanarak AuNP-MIP SPR sensor ile kinetik analizler
gerceklestirilmistir. Oncelikle sisteme, sirasiyla 2 dakika fosfat tamponu, 5 dakika
yapay idrar ¢ozeltisi ve 2 dakika %10’luk etilen glikol ¢dzeltisi verilmigtir. 10 yg/mL
derisimde lizozim igeren yapay idrar ¢ozeltisi igin de ayni islemler yapilmistir ve

alinan sensorgramlar Sekil 4.11. B’de gosterilmigtir.

Yapay idrar ve yapay plazma ¢aligsmalarinda da anlatildigi gibi yapay gozyasi
deneyleri de 10 pg/mL lizozim igeren ¢dzelti hazirlanarak AUNP-MIP SPR sensor
ile kinetik analizler gergeklestirilmistir. Oncelikle sisteme, sirasiyla 2 dakika fosfat
tamponu, 5 dakika yapay gdzyasi ¢oOzeltisi ve 2 dakika %10’luk etilen glikol
coOzeltisi verilmistir. 10 ug/mL derisimde lizozim iceren yapay gdzyasi ¢ozeltisi igin
de ayni iglemler yapimistir ve alinan sensorgramlar Sekil 4.11. C’'de

gOsterilmigtir.

SPR kinetik analizlerinde yapay plazma, idrar ve géz yasi érneklerine 10 uyg/mL
lizozim eklendiginde geri kazanimlar sirasiyla 99.78, 99.71 ve 99.89 olarak
hesaplanmistir.
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Sekil 4.11. AuNP-MIP SPR sensoér ile yapay plazma, yapay idrar ve yapay
gbzyasi orneklerinde lizozim tayinine ait kinetik analiz sensorgramlari.
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4.5. Tekrar Kullanabilirligin incelenmesi

AuUNP-MIP SPR sensorun tekrar kullanabilirligini gosterme amaciyla 50 pg/mL
iceren lizozim ¢ozeltisi sisteme pes pese 4 kez verilerek ger¢cek zamanli sensor
verileri elde edilmigtir. Kinetik analiz bolumunde de anlatildigi gibi deneyler ilk
olarak 2 dakika pH 7.4 fosfat tamponu, sonrasinda 5 dakika boyunca 50 pg/mL
iceren lizozim ¢ozeltisi ve en son da 2 dakika %10’luk etilen glikol desorpsiyon
cOzeltisi ile SPR sisteminden gegirilerek kinetik analizler gergeklestirilmistir. Sekil
4.12’de goéruldugu gibi AUNP-MIP sensor, 4 dongl boyunca tekrarlanabilir tepki
goOstermis oldugu gozlemlenmis ve SPR sensorin yuzde olarak verimi 98.6

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.12. AuNP-MIP SPR sensorun tekrar kullanilabilirlik sensorgrami

AuNP-MIP SPR sensorin tekrar kullanabilirligi, farkh aylarda test edilmis ve 50
pg/mL derigsimde lizozim igeren sulu ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanan érneklerle
kinetik analizler gergeklestirilmistir, bu sonuglar Sekil 4.13'te gosterilmigstir. Elde
edilen kinetik analiz sonuglari, SPR sensorgramlarindan ¢ikarilarak AuNP-MIP
SPR sensoérun verimliliginin %95 olarak hesaplandigini géstermistir. Bu bulgular,
AuNP-MIP SPR sensorlerinin farkli zamanlarda tekrar tekrar kullanilabilirlik
acisindan yuksek kinetik verimlilik ve kararlilik sergiledigini ortaya koymaktadir.
Bu 0zellik, sensoérin uzun vadeli performansinin degerlendiriimesi ve cgesitli

uygulama senaryolarinda guvenilir bir sekilde kullanilabilmesi agisindan
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onemlidir. Verimlilik oraninin ylksek olmasi, sensorun tekrar kullanilabilirligi
konusunda guglu ve istikrarli bir performans sergiledigini vurgulamaktadir. Bu
sonuglar, AuNP-MIP SPR sensorlerinin pratik uygulamalarda surekli ve etkili bir
sekilde kullanilabilme potansiyelini desteklemektedir.

11 -

9.98 9.94 9.89

% AR
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Sekil 4.13. AuNP-MIP SPR sensorun farkli zamanlarda tekrar kullanilabilirlik
sensorgrami
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5. YORUM

Bu tez calismasinda, molekiler baskilama ydntemi kullanilarak hedef
molekdl olan lizozim molekile 6zgl ve yuksek segicilikte lizozim
baskilanmis ve baskilanmamis altin nanopartikil temelli ylzey plazmon

rezonans (SPR) sensorler hazirlanmigtir.

llk olarak, SPR altin gip ylzeyi, asidik pirana c¢ozeltisi kullanilarak

temizlenmis ve ardindan etil alkol ile yikanarak temizlenmistir.

Daha sonra, SPR ¢ip yuzeyinde tiyol gruplar olusturmak amaciyla altin
¢ip yuzeyine allil merkaptan ¢ozeltisi damlatiimis ve 24 saat boyunca

immobilizasyon saglanmistir.

Lizozim molekulinin tespiti icin dnceden belirlenmis olan hedef molekul
miktari sabit tutularak, lizozim tayini i¢in 6n kompleks olusturulmustur. Bu
on kompleks, lizozim molekuli ve MATrp monomerin bir araya

getirilmesiyle hazirlanmistir.

Bu 6n kompleks, belirli derisimlerde lizozim igermekte olup, hedef
molekulun tespiti igin 6zel olarak hazirlanmigtir. Bu adim, molekuler
baskilama surecinin temelini olugturur ve lizozim molekulunun 6zel olarak
taninmasini  saglamak Uzere 0zel olarak tasarlanan yuzeylerin

olusturulmasina olanak tanir.

Bu tez calismasi, molekiler baskilanmig ylzey plazmon rezonans (SPR)
sensorlerin, ¢esitli vicut sivilarindan lizozim tayini yapabilme kabiliyetini
ortaya koymakla kalmayip ayni zamanda altin nanopartikdl kullaniminin

sinyaldeki kazanca ne kadar faydali oldugunu da gostermistir.

Oncelikle, molekiler baskilama teknigi kullanilarak hazirlanan SPR
sensorler, lizozim moleklline 06zgu yuksek secicilik ve duyarlihk

sergilemigtir.

Bu sensorler, farkli vacut sivilarindan elde edilen ornekler Uzerinde
basarili bir sekilde lizozim tespiti gergeklestirmistir. Yapay plazma, idrar ve
gbzyasi gibi farkh vicut sivilarindan alinan oOrneklerde, molekiler
baskilama teknigi kullanilarak hazirlanan SPR sensdrlerinin istikrarl ve

guvenilir bir sekilde lizozim tespiti yapabildigi gdozlemlenmistir.
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Ayrica, altin nanopartikullerin kullanimiyla elde edilen sinyal kazancinin,
molekuler baskilanmigs SPR sensorlerinin performansini énemli dlglide
artirdigr  belirlenmistir. Altin  nanopartikullerin  katkisiyla sensorlerin
duyarlilik seviyeleri artarken, 6lgim sonuglarindaki sinyal-guralti oraninda
da belirgin bir iyilesme saglanmistir. Bu durum, altin nanopartikullerin
kullaniminin, molekuler baskilama teknolojisinin duyarliik ve oOlgim
hassasiyetine olumlu bir katki sundugunu gostermektedir. Bu sonuglar,
molekller baskilanmis SPR sensorlerinin - biyomedikal ve klinik

uygulamalarda basariyla kullanilabilecek potansiyeli oldugunu vurgular.

Hedef molekl olan lizozimi ¢ip ylzeyine baglamak igin dnce ylzey, asidik
piranha c¢oOzeltisi ile hidroksillestiriimis ve ardindan -SH gruplarina
baglanmistir. Modifiye edilmemis SPR ¢ip ylzeyinin temas agisi 79.4°
iken, MIP SPR sensor ylzeyinin temas acisi 82.9°’ dir. Hem lizozim hem
de MATrp monomerinin hidrofobik 6zelliklerinden dolayl temas agisi

artmistir.

AuUNP-MIP SPR sensor yluzeyinin temas acisi 78.2°° iken AUNP-NIP SPR
sensoOr yluzeyinin temas acisi ise 77.4° dir. SPR sensor ylzeyindeki
polimerik film i¢ine hidrofilik 6zellige sahip AuNP eklenmesi ile hazirlanan
AuNP-MIP ve AuNP-NIP SPR sensorlerin yuzey temas agcilarinin
azalmasina sebep olmustur. Bu sonuglar, o6zellikle nanoteknolojinin ve
nanomalzemelerin biyosensor teknolojilerinde potansiyel uygulamalarini

anlamak adina 6nemli bilgiler sunmaktadir.

SPR sensor yuzeylerinin ylzey puruzlGliga AFM cihazi ile belirlenmis ve
modifiye edilmemis SPR ¢ip ylzeyi, MIP, AuUNP-MIP ve AuNP-NIP SPR
sensor yuzeylerinin puruzlilugu sirasi ile 10.50 nm, 50.62 nm, 78.57 nm
ve 71.32 nm bulunmustur. Bu sonuglari, allil merkaptan ile modifiye edilmis
SPR c¢ip yuzeyine lizozim molekulinin basaril bir bicimde baskilandigi

sonucuna varilmasini saglamaktadir.

Farkli yapay orneklerden, gesitli lizozim derigimleri igeren ornek setleri
hazirlanmistir. Her bir ornek seti icin belirlenen lizozim derisiminin

artmasiyla birlikte, sistemde gdézlemlenen kirilma indisi de belirgin bir
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sekilde artis gdstermistir. Bu bilgiler biyosensoér teknolojileri ve analitik

uygulamalarda kullanilabilecek potansiyel bilimsel bulgular sunmaktadir.

Ayrica altin nanopartikul ile yuzeyi islevsellestiriimis ¢ip yuzeyinden daha
yuksek sinyal alinmis olup, guraltinin de azaldigi gézlenmistir. Bu durum,
altin nanopartikullerin kullaniminin ¢ip yuzeyinin 6zelliklerini arttirdigini ve
analiz sonuglarinin duyarlilik ve guvenilirlik agisindan daha avantajli hale

geldigini gostermektedir.

Art arda gergeklestirilen tekrarlanabilirlik deneyleri, hazirlanan ¢ip
yuzeyinin tekrar tekrar kullanilabilecek 6zelliklere sahip oldugunu
goOstermigtir. Bu tekrarlanabilirlik 6zellikleri, ¢ipin dayanikhligini ve uzun
omurlalagund vurgular, boylece birgok analiz veya dlgum sureci boyunca
guvenilir sonuglar alinabilir. Yapilan deneylerde ¢ip yuzeyinin stabilitesi ve
performansinin zaman iginde degismedigi gézlemlenmistir. Bu durum,
hazirlanan ¢ip yuzeyinin SPR sensor uygulamalarinda kullanilabilecek

guvenilir bir analitik platform olma potansiyelini artirir.
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