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Kardiyak miyozin baglayici protein-C (cMyBP-C), kalp kasinin kasilmasinda kritik bir
rol oynar ve bu proteinin islev bozukluklar1 ciddi kardiyovaskiiler hastaliklara yol
acabilir. Bu tez, mevcut tan1 yontemlerinin sinirlamalarint ve kardiyak miyozine bagl
bozukluklarinin teshisinde karsilasilan zorluklari ele alarak, optik temelli sensorlerin bu
alandaki potansiyelini arastirmaktadir. Tez galismasinin temel amaci, kardiyak miyozin
baglayici protein-C proteinin tanimlanmasi ve analizi igin ylizey plazmon rezonans (SPR)
sensorlerin gelistirilmesi ve optimizasyonudur. Bu baglamda, mikrotemas baskilama
yontemi kullanilarak belirli molekiiler hedefleri taniyan ve baglayabilen polimer matrisler
olusturulmaktadir. Mikrotemas baskilama yontemiyle sensorlerin hassasiyet ve
seciciligini artirmak i¢in kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler, sensor yiizeyinde hedef
molekiiliin yapisinin baskilandigi bir polimerik kalip olusturularak, sensore hedef
molekiil tanimlamas1 yapilir. Bu yaklagim, hedef molekiiliin sensére baglanma olasiligini
artirir ve boylece sensoriin performansini iyilestirir. Mikrotemas baskilama yontemi, tibbi
tani, gida giivenligi ve cevresel izleme gibi alanlarda yaygin olarak kullanilarak daha

giivenilir biyolojik tespit sistemleri gelistirmeye olanak saglar.



Kardiyak miyozin baglayic1 protein-C tayini i¢in hazirlanan cMyBP-C baskilanmis
(MIP) ve baskilanmamis (NIP) poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan)
(poli(HEMA-MATTrp)) polimerik film temelli SPR sensorler ile kinetik analizler,
secicilik ve yapay plazma gibi farkli kinetik ¢alismalar gerceklestirilmistir. cMyBP-C
proteini mikrotemas baskilanmis yontemi kullanarak hazirlanmigs SPR sensorlerin,
cMyBP-C baskilanmamig SPR sensorlere gore daha fazla duyarlilbik gostermistir.
Baskilanmis ve baskilanmamis sensoérlerin cMyBP-C’e tespit duyarliligi, pH 7.4 fosfat
tamponunda ve yapay plazma ¢ozeltilerinde hazirlanan farkli derisimlerde cMyBP-C
¢ozeltileri hazirlanarak adsorpsiyon kinetiklerinin belirlenmistir. cMyBP-C baskilanmis
SPR sensorlerde kinetik analiz verileri kullanilarak en diisiik tayin limiti (LOD) 0.019
ng/mL ve en diisiikk miktar limiti (LOQ) 0.064 ng/mL olarak hesaplanmistir. cMyBP-C
proteini baskilanmis sensorlerin segiciligini géstermek igin kardiyak troponin T(cTnT) ve
kreatin kinaz-MB(CK-MB) yarigmact ajanlart kullanilmistir. Secicilik deneyleri
sonucunda, cMyBP-C proteini baskilanmis SPR sensorlerin yiiksek segicilik ve
duyarlilikta oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuclari, cMyBP-C tespiti alaninda

yeni ve etkili sensorlerin gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak miyozin baglayici protein-C, yilizey plazmon rezonans

(SPR), sensdr, molekiiler baskilama, mikrotemas baskilama, kardiyovaskiiler hastaliklar.



ABSTRACT

PREPARATION OF OPTICAL-BASED SENSORS FOR THE
DETERMINATION OF CARDIAC MYOSIN BINDING PROTEIN-C

Mert Korkmaz

Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Do¢. Dr. Duygu Cimen

June 2024, 72 pages

Cardiac myosin binding protein-C (cMyBP-C) plays a critical role in the contraction of
cardiac muscle, and dysfunctions in this protein can lead to severe cardiovascular
diseases. This thesis addresses the limitations of current diagnostic methods and the
challenges encountered in diagnosing disorders related to cardiac myosin. It explores the
potential of optical-based sensors in this field. The primary objective of the thesis is to
develop and optimize surface plasmon resonance (SPR) sensors for the identification and
analysis of cardiac myosin binding protein-C. In this context, molecularly imprinted
polymer matrices are created using microcontact printing methods to recognize and bind
specific molecular targets. The methods used to enhance the sensitivity and selectivity of
the sensors through microcontact printing are discussed. These methods involve creating
a polymeric mold that imprints the structure of the target molecule onto the sensor surface,
thus facilitating the identification of the target molecule. This approach increases the
likelihood of the target molecule binding to the sensor, thereby improving the sensor's

performance. Microcontact printing methods enable the development of more reliable



biological detection systems, which have broad applications in medical diagnostics, food

safety, and environmental monitoring.

For the determination of cardiac myosin binding protein-C, kinetic analyses, selectivity
studies, and various Kinetic experiments in artificial plasma were conducted using
cMyBP-C imprinted (MIP) and non-imprinted (NIP) poly(2-hydroxyethyl methacrylate-
N-methacryloyl-L-tryptophan) (poly(HEMA-MATrp)) polymeric film-based SPR
sensors. The SPR sensors prepared using the microcontact printing method for the
cMyBP-C protein exhibited greater sensitivity compared to the non-imprinted SPR
sensors. The sensitivity of both imprinted and non-imprinted sensors for detecting
cMyBP-C was determined by preparing cMyBP-C solutions at different concentrations
in pH 7.4 phosphate buffer and artificial plasma solutions, and adsorption Kinetics were
analyzed. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for cMyBP-C
imprinted SPR sensors were calculated to be 0.019 ng/mL and 0.064 ng/mL, respectively,
based on the kinetic analysis data. To demonstrate the selectivity of the cMyBP-C
imprinted sensors, competitive agents such as cardiac troponin T (cTnT) and creatine
kinase-MB (CK-MB) were used. The results of the selectivity experiments showed that
the cMyBP-C imprinted SPR sensors exhibited high selectivity and sensitivity. The
findings of this study contribute to the development of new and effective sensors for the
detection of cMyBP-C.

Keywords: Cardiac Myosin Binding Protein-C, surface plasmon resonance (SPR),

sensor, molecular imprinting, microcontact imprinting, cardiovascular diseases.
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1. GIRIS

Bu ¢alisma, kardiyak miyozin bozukluklarinin tanisinda karsilagilan zorluklar1 ve mevcut
tan1 yontemlerinin smirlamalarin1 ele alarak, optik temelli sensdrlerin bu alandaki
potansiyelini kesfetmektedir. Kardiyak miyozin baglayici protein-C (cMyBP-C), kalp
kasinin kasilmasinda kritik bir rol oynar ve bu proteinin islev bozukluklari, ciddi
kardiyovaskiiler hastaliklara yol agabilir. Bu tez ¢alismasinin temel amaci, kardiyak
miyozin baglayici protein-C proteinlerinin tayini igin ylizey plazmon rezonans (SPR)
sensorlerin gelistirilmesi ve optimizasyonudur. Kardiyak miyozin baglayict protein-C,
kalp kasinin kontraktil fonksiyonlarinda kritik bir rol oynayan bir motilite proteinidir ve
bu proteinin iglevsel bozukluklari ¢esitli kardiyomiyopatilere ve diger kalp hastaliklarina
neden olabilir. Bu baglamda, SPR teknolojisi kullanilarak Kardiyak miyozin baglayici
protein-C’in yapisal ve islevsel parametrelerinin detayli bir sekilde incelenmesi

amaclanmaktadir.

Kardiyak miyozin baglayici protein-C, kalp kasinin kasilmasini saglayan temel motor
proteinlerden biridir ve kalp fonksiyonlarinin diizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir.
Kardiyak miyozinin genetik mutasyonlar1 veya post-translasyonel modifikasyonlari,
hipertrofik kardiyomiyopati (HCM) gibi ciddi kardiyak hastaliklara yol agabilir. Bu
nedenle, kardiyak miyozin baglayici protein-C yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini hassas
bir sekilde belirlemek, erken teshis ve hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

i¢in kritik 6nem tasir.

Yiizey plazmon rezonans (SPR) sensor, molekiiler etkilesimlerin ger¢ek zamanli ve
etiketleme gerektirmeyen analizini saglayan gii¢lii bir aractir. Bu teknoloji, 6zellikle
protein-protein, protein-ligand gibi etkilesimlerinin kinetiklerini ve termodinamiklerini
analiz etmek icin kullanilmaktadir [1]. SPR, biyolojik bilimlerde, biyoteknolojide ve
farmasotik alanlarda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve bu sensorler, hastalik
biomarkerlarinin tespiti, ilag gelistirme ve biyomolekiiler aragtirmalar i¢in vazgecilmez

hale gelmistir [2].



SPR sensorlerinde mikrotemas baskilama yontemi, 6zellikle kardiyak miyozin baglayici
protein-C gibi belirli hedef proteinlerin sensor ylizeyine yerlestirilmesi i¢in kullanilir.
Sensor yiizeyi polimerik filmle kaplanir ve bu filmde hedef molekiiliin yapisinin
baskilandig1 polimer kaliplar olusturulur. Bu diizenleme, sensér yiizeyinin molekiiler
yapist baskilanmis molekiillerle etkilesim kapasitesini, segiciligini ve SPR ile yapilan

Olclimlerin hassasiyetini 6nemli 6l¢iide artirir.

Mikrotemas baskilama yontemi, belirli bir molekiiliin yapisal 6zelliklerinin bir polimerik
matris i¢inde yiizeyde olusturulmasi ve diizenlenmesi i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu
teknik genellikle sensorlerde ve nanoteknoloji uygulamalarinda molekiiler diizeyde
kontrol ve diizenleme gerektiren alanlarda kullanilir [3]. Mikrotemas baskilama, 6zellikle
bir yilizeyde belirli bir molekiiliin tanimlanmas1 ve analizi icin segicilik ve hassasiyetin

artirtlmasi amaciyla kullanilir.

Bu yontemde, sensor yiizeyine hedef molekiiliin yapisina uygun bir kalip olusturulur. Bu
kalip, genellikle bir polimerik matristen olusur ve hedef molekiiliin spesifik yapisal
ozelliklerini taklit eder. Sonrasinda, bu kalip lizerine hedef molekiiliin baglanmas1 veya
algilanmast i¢in uygun bir yontem kullanilir. Bu sekilde, sensor yiizeyinde hedef

molekiiliin tanimlanmasi ve analizi i¢in 6zgiilliik ve duyarhilik artirilir.

Bu ¢alismada, kardiyak miyozin baglayici protein-C (CMyBP-C) tespiti i¢in mikrotemas
baskilama yontemi kullanilarak baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) poli(2-
hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan) (poli(HEMA-MATrp)) polimerik
film temelli yilizey plazmon rezonans (SPR) hazirlanmistir. Bu sensorler ile farkli
derigsimlerde hazirlana cMyBP-C ¢ozeltileri ile kinetik analizler gergeklestirilmis ve
cMyBP-C'nin tespit duyarliligi belirlenmistir. MIP sensoriinde en diislik tayin limiti
(LOD) ve en diisiik miktar limiti (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara
gore, mikrotemas baskilama yontemi kullanilarak hazirlanan MIP sensoriin, NIP sensore
gore daha yiiksek duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Secicilik ¢alismalart i¢in, MIP
sensoriiniin cMyBP-C'yi diger kardiyak belirtegler olan kardiyak troponin T (cTnT) ve
kreatin kinaz-MB (CK-MB) ile karsilastirmak igin yarigmaci ajanlar kullanilmistir. Bu
deneyler sonucunda, MIP sensoriiniin yiiksek secicilik ve duyarhilik gosterdigi
gosterilmistir. MIP sensor iizerinde tekrarlanabilirlik ¢alismalart gerceklestirilmis ve

sonuclar tutarlilik gostermistir.



SPR sensoriin performansini degerlendirmek i¢in, yapay plazma ¢ozeltisi kullanilarak
elde edilen sonuglar ile karsilastirma yapilmistir. Yapay plazma ¢ozeltisi, gercek
biyolojik orneklerin analizine benzer fizyolojik kosullar1 taklit eden bir ortamdir. Bu
karsilastirma sonucunda, MIP sensoriiniin yapay plazma cozeltisi i¢inde de yliksek
duyarlilik gosterdigi ve gercek Orneklerde elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu
gorililmiistiir. Ayrica, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testi de yapilarak
elde edilen sonuglarla karsilastirmali bir degerlendirme gerceklestirilmistir. Bu
karsilastirma, SPR sensor platformunun ELISA gibi standart yontemlere gore
performansin1 objektif bir sekilde degerlendirmek i¢in yapilmistir. Karsilastirmali
analizler, MIP sensorlerinin yapay plazma ¢ozeltisi ile hazirlanan 6rneklerde ELISA
sonuglarina gére cMyBP-C seviyelerini dogru ve giivenilir bir sekilde tespit edebildigini
gostermektedir. Bu ¢aligmanin sonuglari, cMyBP-C tespitinde yeni ve etkili sensorlerin
gelistirilmesine katki saglamakta ve biyomedikal arastirmalarda ve tibbi tani

uygulamalarinda kullanilabilirligini artirmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miyozin
2.1.1.Miyozin ve Ozellikleri

Miyozin, birgok smifa gruplanmis iyeleri olan genis ve cesitli bir protein ailesidir.
Miyozinler, aktinle etkilesen molekiiler motorlarin bir ailesidir ve biyokimyasal olarak
aktin-aktive Mg?*-ATPazlar olarak tanimlanirlar. Bu fonksiyonellik, yaklasik 80 kDa
bliyiikliigiinde olan ve neredeyse tamamen N uglarinda bulunan motor domaininde yer
alir; bu domain, tiim miyozinler arasinda yiiksek derecede korunmustur. Motor domaini,
kisa bir diizenleyici domain takip eder: simdiye kadar incelenen tiim miyozinlerde, bu
domain bir veya daha fazla kalsiyum baglayici protein ailesi olan kalsimodulin tiyeleri ile
iligkilendirilmistir. Bu proteinler, miyozin iizerinde 'lQ-motif' olarak adlandirilan bir
bolgeye baglanir; bu motifin konsensiis siralamasi Ile-GIn-x-x-x-Arg-Gly-x-x-x-Arg

seklindedir.

Sekil 2.1-Miyozin II yapisinin bir boliimii. Agir zincirdeki atomlar pembe renkle, hafif

zincirlerdeki atomlar soluk-turuncu ve soluk-sar1 renklerle boyanmistir.

Miyozinler, ATP'ye bagli, aktin temelli motor proteinlerin bir siiper ailesidir. Kas
kasilmasinin yani sira, miyozinler hiicrelerde intraselliiler kargo tasinmasi dahil olmak
tizere bir dizi hareket islevinde rol alir. Tipik olarak, miyozin molekiilleri, bir kuyruk,

mentese ve bas bolgesine sahip agir zincir ile miyozin basinin yakininda bulunan ve



miyozin tarafindan kuvvetin kalsiyuma bagli iletimini modiile eden hafif zincirlerden
olusur. Miyozin basi, hem aktin baglama hem de ATP baglama ve ATPaz aktivitesine
sahiptir. Dinlenme durumunda, miyozin aktine baghdir. ATP, miyozin basina
baglandiginda, bas aktin filamentinden ayrilir. Bagli ATP'nin ADP'ye hidrolizi ve fosfatin
salinim1 miyozinin rijor durumunu (miyozin-aktin etkilesimini yeniden kurar) olusturur
ve bu siirecte aktin filament boyunca yiirliyerek kuvvet tiretir. Miyozin basina yeni bir
ATP molekiiliniin baglanmasi, miyozini aktinden serbest birakarak dongiiyii

tekrarlamasini saglar. Miyozinin yapisi ve islevi kiiresel olarak korunmustur [4].

Ik kesfedilen miyozin (M2), 1864 yilinda Wilhelm Kiihne tarafindan kesfedilmistir.
Kiihne, iskelet kasindan viskoz bir protein c¢ikarmis ve bu proteini kasin gerilim
durumunu korumaktan sorumlu tutmustur. Bu proteine miyozin adini vermistir. Terim,
cizgili kas dokusu ve diiz kas dokusu hiicrelerinde bulunan benzer ATPazlar grubunu
icerecek sekilde genisletilmistir. 1973 yilinda, Acanthamoeba castellanii'de miyozin
benzeri islev géren enzimlerin kesfi ile birlikte, 6karyotlarin alan1 boyunca ¢esitli miyozin

genleri kesfedilmistir [5].

Baglangicta miyozinin sadece kas hiicreleri ile siirli oldugu diisiiniilse de (bu ylizden
myo-(s) + -in), tek bir "miyozin" yoktur; bunun yerine, ¢ok biiyilik bir gen siiper ailesi,
aktin baglama, ATP hidrolizi (ATPaz enzim aktivitesi) ve kuvvet aktarimi gibi temel
ozellikleri paylasan protein iiriinlerini igerir. Neredeyse tiim Okaryotik hiicreler miyozin
izoformlarini igerir. Bazi izoformlar belirli hiicre tiplerinde (6rnegin kas) ozellesmis
islevlere sahipken, diger izoformlar yaygindir. Miyozin yapist ve iglevi tiirler arasinda
kiiresel olarak korunmustur, dyle ki bir tavsan kas miyozin II, bir amipin aktinine

baglanacaktir [6].

Cogu miyozin molekiilii, bir bas, boyun ve kuyruk bdlgesinden olusur.Bas bolge,
filament6z aktini baglar ve ATP hidrolizini kullanarak kuvvet iiretir ve tiiylii (+) uca
dogru filament boyunca "yiiriir" (miyozin VI'nin aksine, bu tiir miyozinler sivri (-) uca
dogru hareket eder). Boyun bolgesi, katalitik motor bolgesi tarafindan iiretilen kuvveti
iletmek i¢in bir baglant1 ve bir kaldira¢ kolu olarak islev goriir. Boyun bdlgesi ayrica,

genellikle diizenleyici islevlere sahip olan ve makromolekiiler bir kompleksin pargasi



olan farkl proteinler olan miyozin hafif zincirleri i¢in bir baglanma yeri olarak da hizmet
verebilir. Kuyruk bolgesi genellikle kargo molekiilleri ve/veya diger miyozin alt birimleri
ile etkilesimi aracilar. Bazi durumlarda, kuyruk bélgesi motor aktivitesini diizenlemede

rol oynayabilir.

Kuyruk

Sekil 2.2-Miyozin Yapisi

Coklu miyozin II molekiilleri, ATP hidrolizinden elde edilen enerji ile gii¢lendirilmis bir
glic vurus mekanizmast yoluyla iskelet kasinda kuvvet iiretir. Giic vurusu, ATP
hidrolizinden sonra miyozin molekiiliinden fosfatin salinimi sirasinda gergeklesirken
miyozin aktine sikica baglidir. Bu salimin etkisi, molekiilde aktine karsi ¢eken bir
konformasyonel degisikliktir. ADP molekiiliiniin salinimi, miyozin i¢in sdzde rijor
durumuna yol agar. Yeni bir ATP molekiiliiniin baglanmasi, miyozini aktinden serbest
birakacaktir. Miyozin i¢indeki ATP hidrolizi, dongiiyli tekrarlamak i¢in onun tekrar
aktine baglanmasina neden olacaktir. Sayisiz glic vurusunun birlesik etkisi, kasin
kasilmasina neden olur. Okaryotik filumlarda bulunan miyozin genlerinin genis
cesitliligi, kesfedildikleri farkli semalara gore adlandirilmistir. Bu nedenle, organizmalar
arasinda ve icinde miyozin proteinlerinin islevlerini karsilastirmaya calisirken

nomenklatiir biraz kafa karistirici olabilir.

Kas liflerindeki bollugu nedeniyle miyozin siiper ailesinin en belirgin iyesi olan iskelet
kas1 miyozini ilk kesfedilenidir. Bu protein, sarkomerin bir parcasini olusturur ve ¢ok
sayida miyozin alt biriminden olusan makromolekiiler filamanlar seklinde yer alir.
Benzer filament olusturan miyozin proteinleri, kardiyak kas, diiz kas ve kas dis1
hiicrelerde bulunmustur. Ancak 1970'lerde, arastirmacilar basit 6karyotlarda tek basina

islev goren proteinler kodlayan yeni miyozin genlerini kesfetmeye basladilar ve bu



proteinler Sinif I miyozinler olarak adlandirildi. Bu yeni miyozinler kolektif olarak
"geleneksel olmayan miyozinler" olarak adlandirildi ve kas disindaki bir¢ok dokuda
bulundu. Bu yeni siiper aile {yeleri, bas bdlgelerinin amino asit dizilerinin
karsilastirilmasindan tiiretilen filogenetik iliskilere gore gruplandirilmistir ve her sinifa
bir Roma rakami atanmistir. Geleneksel olmayan miyozinler ayrica, benzersiz iglevler

oneren farkli kuyruk bolgelerine sahiptir.

Farkli miyozinlerin amino asit dizilerinin analizi, kuyruk bolgeleri arasinda biiyiik
degiskenlik gosterirken, bas bolgesi dizilerinin giicli bir korunumu oldugunu
gostermektedir. Muhtemelen bu, miyozinlerin kuyruklari araciligryla birgok farkli kargo
ile etkilesime girebilmesi igindir, ancak her durumda hedef aktin filamentleri boyunca
hareket etmek — ayn1 kalmaktadir ve bu nedenle motorun ayni makineyi gerektirmektedir.
Ornegin, insan genomu 40'tan fazla farkli miyozin geni igermektedir. Bu sekil farkliliklari
ayrica miyozinlerin aktin filamentleri boyunca hareket hizin1 da belirler. ATP'nin
hidrolizi ve ardindan fosfat grubunun serbest birakilmasi, agir zincirin "kaldira¢ kolu"
veya "boyun" bolgesinin ileri ¢ekildigi "gii¢ vurusunu" meydana getirir. Gii¢ vurusu her
zaman kaldira¢ kolunu ayni agiyla hareket ettirdiginden, kaldirag kolunun uzunlugu,
kargonun aktin filamentine gore yer degistirmesini belirler. Daha uzun bir kaldirag kolu,
kaldirag kolunun ayni agisal yer degistirmesine ragmen kargonun daha biiyiik bir mesafe
kat etmesine neden olur — tipki daha uzun bacaklara sahip bir kisinin her adimda daha
fazla mesafe kat edebilmesi gibi. Bir miyozin motorunun hizi, tam bir kinetik dongii
boyunca ATP'nin baglanmasindan ADP'nin serbest birakilmasina kadar gecen siireye

baghdir.

2.1.2.Miyozin Siiflar
Miyozin |

Miyozin I, yaygin bir hiicresel protein olarak, monomer olarak islev goriir ve vezikiil
tasinmasinda gorev alir. Adim boyutu 10 nm'dir ve i¢ kulaktaki stereosillerin uyum

yanitindan sorumlu oldugu 6ne siirtilmiistiir [7].



Miyozin Il

Miyozin II (ayn1 zamanda geleneksel miyozin olarak da bilinir), ¢cogu hayvan hiicre
tipinde kas hiicrelerinde kas kasilmasini lireten miyozin tiiriidiir. Ayrica, stres lifleri ad1
verilen kasilmaya yonelik demetlerde kas-dis1 hiicrelerde de bulunur [8]. Miyozin I, bas
ve kuyruk bolgelerini olusturan, her biri yaklasik 2000 amino asit uzunlugunda iki agir
zincir igerir. Bu agir zincirlerin her biri N-terminal bas bolgesini igerirken, C-terminal
kuyruklar1 birbirine sarilmig iki yilani andiran (kadiiseus gibi) bir sarmal-sarmal
morfolojiye sahiptir. Boylece, miyozin II'nin iki bas1 vardir. Ara boyun bdlgesi, bas ile
kuyruk arasindaki agiy1 olusturan bolgedir [9]. Diiz kaslarda, tek bir gen (MYHI1)
miyozin II'nin agir zincirlerini kodlar, ancak bu genin dort farkli izoformu sonuglanan
dizi varyantlar1 vardir. Ayrica, bas basina ikiser olmak lizere 4 miyozin hafif zinciri
(MLC) igerir; bunlar 20 (MLC20) ve 17 (MLC17) kDa agirligindadir. Bunlar, bas ve

kuyruk arasindaki "boyun" bolgesinde agir zincirlere baglanir.

Tropomiyosin

Z-disk —

B-Miyosin
Agir Zincir
Miyosin
Hafif Zincir
Miyosin Baglayici Protein C
Sekil 2.3-Miyozin igeren kardiyak sarkomer yapisi
Miyozin 111

Miyozin III, miyozin ailesinin yeterince anlasilmamis bir {yesidir. Drosophilanin
gozlerinde in vivo olarak incelenmistir ve fototransdiiksiyonda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Insanlara 6zgii miyozin III geni olan MYO3A, Insan Genom Projesi

araciligiyla kesfedilmistir.



Miyozin IV

Miyozin 1V, tek bir IQ motifi igerir ve sarmal-sarmal yap1 olusturan herhangi bir dizisi
olmayan bir kuyruga sahiptir. Miyozin VII ve XV'in kuyruk boélgeleri ile benzer
homolojiye sahiptir [10].

Miyozin V

Miyozin V, dimer olarak islev goren ve adim boyutu 36 nm olan geleneksel olmayan bir
miyozin motorudur. Aktin filamentleri boyunca tiiylii uca (+ u¢) dogru ilerler. Miyozin
V, hiicrenin merkezinden c¢evresine kadar kargo (6rn. RNA, vezikiiller, organeller,
mitokondri) tasinmasinda gorev alir, ancak ayrica dinamik bir bag olarak hareket ettigi
ve vezikiilleri ile organelleri hiicrelerin aktin zengini ¢evresinde tuttugu gosterilmistir.
Son yapilan tek molekiil in vitro rekonstitiisyon c¢aligmasi, montaj halindeki aktin
filamentleri tizerinde yapildi ve bu ¢alisma, Miyozin V'nin yeni montajlanan (ADP-Pi
zengini) F-aktin tizerinde daha uzun mesafeler kat ettigini, eski (ADP zengini) F-aktin

tizerindeki isleyici kosu uzunluklarinin ise daha kisa oldugunu 6ne siirmektedir [11].

Miyozin VI

Miyozin VI, esas olarak bir dimer olarak isleyen ancak ayni zamanda islemeyen bir
monomer olarak da hareket eden geleneksel olmayan bir miyozin motorudur. Aktin
filamentleri boyunca yiiriir ve filamentlerin sivri ucuna dogru ilerler. Miyozin VI'nin,

endositik vezikiilleri hiicre i¢ine tasidigi diisiiniilmektedir [12].

Miyozin VII

Miyozin VII, kuyruk bolgesinde iki FERM domeni bulunan geleneksel olmayan bir
miyozindir. Bes kalsiyum modiilin baglama IQ motifi ile devam eden tek bir alfa sarmali
(SAH) igeren uzatilmis bir kaldira¢ koluna sahiptir. Miyozin VII, Dictyostelium
discoideum'da fagositoz, C. elegans'ta spermatogenez ve fareler ile zebra baliklarinda

stereosilya olusumu i¢in gereklidir.



Miyozin V11

Miyozin VIII, hiicre bdliinmesiyle iligkilendirilen bitki 6zgii bir miyozindir; 6zellikle,
hiicreler arasinda sitoplazmanin akisini diizenlemede ve vezikiillerin fragmoplasta

yerlesiminde rol oynar.

Miyozin I1X

Miyozin IX, tek basli motor proteinler grubudur. Ilk olarak, eksi uca yonelik oldugu
gosterilmisti [13], ancak daha sonraki bir ¢alisma, arti uca yonelik oldugunu ortaya

koymustur [14]. Bu miyozinin hareket mekanizmasi yeterince anlagilmamastir.

Miyozin X

Miyozin X, dimer olarak islevsel olan geleneksel olmayan bir miyozin motorudur.
Miyozin X'in dimerizasyonunun antiparalel oldugu diisiiniilmektedir [15]. Bu davrans,
diger miyozinlerde gozlemlenmemistir. Memeli hiicrelerinde, motor filopodyalarda
lokalize oldugu bulunmustur. Miyozin X, filamentlerin tiiylii u¢larina dogru yiiriir. Bazi
arastirmalar, tek filamentler yerine aktin demetleri iizerinde tercihen yliriidiiglinii 6ne

stirmektedir [16]. Bu davranisi sergileyen ilk miyozin motorudur.

Miyozin XI

Miyozin XI, bitki hiicrelerinde plastidler ve mitokondri gibi organellerin hareketini
yonlendirir [17]. Isik yogunluguna gore kloroplastlarin 1s1ga yonelik hareketinden ve
farkli plastidler arasinda stromiillerin olusumundan sorumludur. Miyozin XI ayrica,
kutupsal kdk ucu biiyiimesinde kritik bir rol oynar ve uygun kok saci uzamasi igin
gereklidir. Nicotiana tabacum'da bulunan 6zel bir Miyozin XI, aktin filament boyunca 35
nm adimlarla saniyede 7pum hizla hareket ederek bilinen en hizli isleyen molekiiler motor

olarak kesfedilmistir [18].

Miyozin XIV

Bu miyozinin bilinen islevleri arasinda fagosomlari ¢ekirdege tasimak ve konjugasyon

sirasinda gelisimsel olarak diizenlenen makroniikleusun eliminasyonunu bozmak yer alir.
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Miyozin XV

Miyozin XV, i¢ kulakta bulunan hareketsiz stereosilyalarin aktin ¢ekirdek yapisinin

gelisimi i¢in gereklidir. Monomer olarak islevsel oldugu diisiiniilmektedir.

Miyozin XVI1

MYOI18A, 17ql1.2 kromozomunda bulunan bir gendir ve aktin tabanli motor
molekiillerini kodlar. Bu molekillerin ATPaz aktivitesi bulunur ve hiicreler arasi1 temasin

stirdiiriilmesi i¢in gereken stromal hiicre iskelesinin korunmasina katkida bulunabilirler.

Miyozin XIX

Geleneksel olmayan miyozin XIX (Myo19), mitokondri ile iligkili bir miyozin motorudur

[19].

2.1.3. Kardiyak Miyozin Baglayic1 Protein C (C(MyBP-C) ve Yapisi

Kardiyak miyozin baglayici protein C (cCMyBP-C), tiim ¢izgili kaslarin miyofibrillerinde
bulunan miyozin baglayici proteinler grubundan biridir. Bu protein, A bandinda bulunan
capraz kopriilerin oldugu bolgede (C bolgesi) 7 ila 9 enine ¢izgi boyunca 43 nm araliklarla
bulunur. cMyBP-C , molekiiliin C ucu terminusunda, ii¢ izoformun (yavas iskelet, hizli
iskelet ve kardiyak) hepsinde miyozin ve titin baglama bolgeleri igerir. Kardiyak izoform,
iskelet izoformlarinda bulunmayan, fosforile edilebilir {i¢ site ve N terminusunda ek bir
immiinoglobulin modiilii igeren bir dizi amino asit kalintis1 da igerir. cMyBP-C’nin iki
onemli islevi bulunmaktadir. Miyozin ve titin'e baglanma sonucunda sarkomerik
miyofibrilin olusumundaki rolii ve kardiyak izoformda, fosforilasyon yoluyla kasilmanin
diizenlenmesi. Ilk islev, cMyBP-C’nin kalin filamentte miyozin paketlenmesine olan
etkisi, miyofibrillogenez sirasinda sarkomerler ve cMyBP-C’nin ortaya ¢ikisinin bir arada
olmast ve cMyBP-C’nin titin ve/veya miyozin baglama yerlerinin eksik oldugunda
sarkomerlerin hatali olusumu ile desteklenir. Ikinci islev, kardiyak cMyBP-C’deki 6zgiil
fosforilasyon yerleri, kalin filamentte cMyBP-C fosforilasyonu i¢in 6zgiil bir enzimin
bulunmasi, CcMyBP-C fosforilasyonu ile kalin filament yapisinin degisimi ve cMyBP-C
fosforilasyonunun kalpte inotropiyi modiile eden tiim énemli fizyolojik mekanizmalarla

birlikte olmasi ile desteklenir [20].

11



Kardiyomiyositler
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Sekil 2.4-Yap1: (A) Saglikli Kardiyositlerde ve (B) Kardiyosit Hasar1 Sirasinda cMyBP-
C ve Kardiyak Troponinler [21]

Hastaliklar ve miyozin diizeylerine dair genel bir degerlendirme yapmak gerekirse;

Kalp krizi (Miyokard enfarktiisii): Kalp krizinde genellikle kalp kas1 (miyokard) hasar
goriir ve bu durumda miyozin gibi kardiyak enzimlerin diizeyleri kan dolagiminda
yiikselir. Bu, hasar goren kardiyak hiicrelerin igeriklerini dolagima salmalar1 nedeniyle

olur.

Kalp yetmezligi: Kalp yetmezligi durumunda kalp kasinin fonksiyonunda azalma goriiliir.
Ancak miyozin seviyelerinin yiikselip yiikselmedigi, hastaligin tipine ve siddetine bagh
olarak degiskenlik gosterebilir. Kronik kalp yetmezligi durumunda, kardiyak miyozin

diizeyleri normal veya degisken olabilir.
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Iskemik kas hastalig: iskemik durumlar, kas dokusunun yeterince kan akis1 alamamasi
durumudur. Bu durumda kas hiicreleri zarar gorebilir ve miyozin gibi kas proteinlerinin

serum diizeyleri artabilir.

Kas distrofisi: Kas distrofisi, kaslarin zayiflamasina ve islev kaybina neden olan genetik
hastaliklardir. Bu durumda, kas hiicreleri zayifladigi ve yikildigi icin genellikle
serumdaki kreatin kinaz gibi belirli kas enzimleri yiikselebilir. Ancak miyozin

seviyelerinin diisiik olmasi, kas kiitlesinin azalmasina bagli olabilir.

Kas hasar1: Kas hasar1 genellikle travma, asir1 kullanim veya kasiltilardan sonra goriiliir
ve kas hiicrelerinin igeriklerini, miyozin dahil, kan dolagimina salmasiyla sonuglanir. Bu

nedenle, kas hasarinda serum miyozin diizeyleri genellikle yiikselir.

2.1.3.1. Kardiyak Miyozin Baglayic1 Protein C (c(MyBP-C) Yapisi

Insan, tavuk, tavsan ve fare gibi farkli canlilardan elde edilen cMyBP-C’nin birkagc farkli
izoformu klonlanmis ve dizilenmistir. Bu, yapilarin derinlemesine karsilastiriimasini
saglar. Proteinin li¢ izoformu bulunmaktadir: hizli iskelet, yavas iskelet ve kardiyak.
cMyBP-C yalnizca ¢izgili kaslarda bulunur ¢ilinkii hizli ve yavas iskelet cMyBP-C’ye
yonelik probler insan pankreasi, bobregi, karacigeri, akcigeri, plasenta, beyni veya kalbi
ile hibridize olmaz. Kardiyak izoform yalnizca kalpte bulunur. Insanlarda bu ii¢ izoform
farkli kromozomlara haritalanmistir: yavas iskelet 12. kromozoma, hizli iskelet 19.
kromozoma ve kardiyak 11. kromozoma, bu izoformlarin alternatif dizi ekleme {irtinleri

olmadigin1 géstermektedir.

Insanlardaki hizli tip, 1142 amino asit igerir (¢(DNA dizisine dayanarak) ve tahmini
molekiiler kiitlesi 128 kDa'dir, bu deger jel elektroforezinden ¢ikarilan degerden daha
azdir. Her iskelet cMyBP-C, ayn1 sirayla dizilmis 7 immiinoglobulin (Ig) C2 motifleri ve
3 fibronektin (Fn) tip III motiflerinden olusan 10 bolge icerir (Ig-1g-1g-1g-l1g-Fn-Fn-1g-
Fn-Ig) (Modiiller I'den X'e kadar tanimlanmistir). cMyBP-C’nin elektron mikroskobik
goriintiisii cubuk sekli, V sekli ve U sekli karisimidir. Iskelet izoformlar1 3 nm ¢apinda
ve 32 nm uzunlugundadir, buna karsin kardiyak izoform daha uzundur, 40 ila 44 nm
arasinda degisir ve ayni sekilleri gosterir. Molekiillerin dimerler olusturabilecegine dair
isaretler vardir. Kardiyak izoform, iki iskelet izoformundan {i¢ 6nemli yonden farklilik

gosterir.
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C-terminal modiilii (modiil X, ayrica CX olarak da bilinir), miyozine baglanma yeri igerir
ancak bu modiil gerekli olmasina ragmen, miyozine maksimal baglanma i¢in yeterli
degildir. cMyBP-C’nin miyozine olan afinitesi, C terminaline eklenen VII'den 1X'a kadar
olan ii¢ bitisik modiil ile giderek artar. Bu ek modiillerin miyozine baglanmadaki énemi,
modiil X'i kodlayan bir peptidin cMyBP-C’yi miyozinden uzaklastiramamasiyla da

kanitlanmustir.

cMyBP-C’nin miyozin baglama yeri disinda, C-terminalin son {i¢ bolgesinde (VIII'den
X'e kadar), titin'deki belirli immiinoglobulin ve fibronektin bolgelerine baglanan yerler
bulunur. cMyBP-C, hem diizenlenmis hem de diizenlenmemis filamentlerde aktine
baglanabilir. Diizenlenmis filamentlerde, kalsiyum cMyBP-C’nin baglanma miktarini
artirir, bu da kalsiyum olmadan meydana gelmeyen filamentin yan yana iligkisini tiretir.
Diizenlenmemis aktinde, stokiyometri yaklasik olarak 1 cMyBP-C /3 ile 5 aktin
arasindadir ve kalsiyum baglamay1 etkilemez. Dissosiasyon sabiti mikromolar
araligindadir, bu da baglamanin belirli bir fizyolojik rolii olmasinin olasi olmadigini

gosterir.

2.2.Molekiiler Baskilama Yontemi

Molekiiler baskilama yontemi, belirli molekiilleri taniyabilen ve secici olarak
baglayabilen polimerlerin tasarlanmasi ve liretilmesi siirecidir. Bu yontem, spesifik hedef
molekiillere yiiksek derecede segicilik saglayan sentetik reseptorler olusturmak igin
kullamilir. ilk olarak 1970'lerde ortaya ¢ikan bu teknoloji, hedef molekiillerin yapisal
ozelliklerini taklit eden monomerlerin polimerizasyonu ile isler. Bu siirecte, hedef
molekiil, monomerler arasina yerlestirilir ve ardindan polimerlesme gerceklestirilir.
Polimerlesme tamamlandiktan sonra, hedef molekiil polimer matrisinden ¢ikarilir,

bdylece molekiiliin sekli ve boyutu ile uyumlu 6zgiin bosluklar birakilir [22] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 -Molekiiler Baskilama Y 6nteminin Sematik Gosterim

Molekiiler baskilanmis polimerlerin (MIP) olusturulmasi siireci, hedef molekiiliin uygun
polimerizasyon monomerleri ile karistirilmasiyla baslar. Bu monomerler, hedef
molekiiliin etrafinda belirli bir diizen i¢inde yer alarak polimerik bir ag olusturur. Siireg
sirasinda kullanilan ¢oziicti, kalip molekiilii ¢ézer ve sonrasinda geriye, hedef molekiiliin
ti¢ boyutlu yapisina uyum saglayacak sekilde olusmus polimer kapli bosluklar birakir. Bu
bosluklar, molekiiliin 6zgiil yiik dagilimini ve yapisal hafizasini igerir, bdylece yalnizca

bu yapiya uygun molekiiller bu bosluklara sigabilir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin 6nemli avantajlari arasinda, hazirlanma siirelerinin
kisa olmasi ve maliyetlerinin diisiik olmasi yer alir; polimerizasyonda kullanilan
monomerler ekonomiktir ve polimerler sert kosullarda dahi uzun siireli kararliliklarini
koruyabilir. Baz1 yapilar, islevlerini birkag yil boyunca siirdiirebilir. Bu polimerlerin
potansiyel kullanim alanlarindan biri, kan gibi biyolojik sivilardan istenmeyen
maddelerin uzaklastinlmasidir [23]. Ornegin, bobrek hastaligi olan bir hastanin kani,
zararli maddeleri siizerek temizlemek icin disar1 alinabilir ve 6zellestirilmis polimerlerle

dolu bir kolondan gegirilir. Kan, kolondaki kiireler tarafindan secilen maddeleri tutar ve
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arindirildiktan sonra hasta icin tekrar kullanilabilir. Bu siireg, teorik olarak siirekli

hemodiyaliz ihtiyacini azaltabilir.

Ayrica, MIP'ler, viicudun diger bolgelerinden istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasinda
da kullamilabilir. Ornegin, kolesterolii kan dolasimindan cikarmak icin kolesterolle
baskilanmig polimerler kullamilabilir. Tlag endiistrisinde ise, MIP'ler daha saf ilag iiriinleri
elde etmek amaciyla kullanilabilir. Ilaclarmn zararli formunun yararli formdan
ayrilamamasi1 sonucunda ciddi saglik sorunlar1 yasanmustir. Ilag iireticileri genellikle
enantiyomerlerini ayr1 olarak sentezlemeye ¢aligsa da, iiretim siirecleri bazen istenmeyen
molekiillerin de olugmasina neden olabilir [24]. Bu nedenle, MIP'lerin bu alandaki

kullanimy, ilag gilivenligini artirabilir ve yan etkileri minimize edebilir.

Molekiiler baskilanmig polimerlere dayali yontemler, tipik ticari uygulamalara kiyasla
istenmeyen molekiilleri teshis etmek ve uzaklastirmak i¢in daha etkin bir alternatif sunar.
Bu yontemlerde, her bir polimer boslugu sadece kendisine uygun olan molekiille
mitkkemmel bir sekilde eslesir. Bu 0Ozgiinliik, terdr tehditleri ve tanimlanamayan
hastaliklarla miicadelede, ozellikle toksinler ve patojenlerin algilanmasi i¢in sensor
bilesenleri gelistirilmesine imkan tanir. Molekiiler baskilanmis polimerler, zararl
bilesiklerin teshisinde kullanilmakta olup; bunlar arasinda bitki 6ldiiriicii atrazin ve
biyoterdr silahi olarak kullanilan sinir gazi sarin yer almaktadir. Ornegin, 1990'larin
ortalarinda Japonya'da sarin gazi, teror saldirilarinda kullanilmis ve bu saldirilar 19
kisinin 6liimiine, binlerce kisinin de zehirlenmesine yol agmistir. Ayrica, 2001 yilinda
ABD'de baz1 devlet memurlarina ve medya ¢aliganlarina génderilen mektuplarda bulunan

antraks sporlarinin teshisinde de molekiiler baskilanmig polimerlerden faydalanilmistir.

Daha etkileyici olan ise, g¢esitli molekiiler baskilanmis polimerlerle donatilmis bir
sensorle tek seferde birden fazla bilesigin tayin edilebilmesidir. Bu ¢ok islevli sensorler,
bir elektronik ¢ip lizerine entegre edildiginde, hedef maddelerden biri algilandiginda,
cevresel varligi hakkinda aliciya bir sinyal gonderir. Boylece, ¢cok sayida molekiiler
baskilanmis polimer igeren boliimler, istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasinda da
kullanilabilir. Kamu ve sanayi sektorleri, gollerin, akarsu ve topraklarin temizlenmesi

amaciyla molekiiler baskilanmis polimerlere artan bir ilgi gostermektedir [25] [26] [27].
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2.2.1.Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama yoOntemi, bir veya daha fazla polimerize edilebilir fonksiyonel
monomerin kullanimiyla ayirt edilir. Bu monomerler, kuvvetli ve tersinir kovalent baglar
olusturabilen kalip molekiillere baglanirlar. Bu yaklasim, 6zellikle spesifik bir tanima ve
baglanma yetenegi gerektiren hedef molekiillerin tespiti i¢in etkili bir strateji sunar [28].
Polimerizasyon silirecinden sonra, kovalent baglar kirilabilir ve baglanma bolgesinde
kalan islevsellik, kovalent bagin yeniden kurulmasiyla hedef molekiille 6zgiil bir sekilde
etkilesime girebilir [29]. Bu yaklasimin avantaji, islevsel gruplarin yalnizca kalip
molekiille etkilesmesidir. Bu durum, baskilanmis polimerin sadece hedef molekiille 6zgiil
bir etkilesime girmesini saglar. Ancak, bu yontemle sinirli sayida bilesik, 6zellikle
alkoller, ketonlar, aldehitler, karboksilik asitler ve aminler gibi belirli kimyasal gruplari
iceren hedef molekiiller, basariyla baskilanabilir [30]. Kovalent bag olustugu igin
baglanma kinetikleri genellikle daha yavas bir sekilde gergeklesir. Bu yavas baglanma
kinetikleri, kovalent baskilama yonteminin bazen daha uzun analiz siirelerine ihtiyag
duyabilecegi anlamina gelir. Bununla birlikte, 6zellikle belirli hedef molekiillerin segici
tespiti gerektigi durumlarda, kovalent baskilama yontemi, 6zgiilliik ve segicilik agisindan
yiiksek performans sergileyebilen bir molekiiler tanima stratejisi olarak 6ne ¢ikar. Bu
avantajlar, Ozellikle sensor uygulamalarinda ve biyolojik analitlerin tespitinde
kullanilmak iizere tasarlanan molekiiler baskilanmis sensorlerinin gelistirilmesinde

degerli bir yontem olarak kabul edilir [31].

2.2.2.Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilama yontemi, hedef molekiiliin spesifik taninmasi ve tespiti i¢in
kullanilan etkili bir stratejidir. Bu yontemde, fonksiyonel monomer ve hedef molekiil
arasindaki etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve koordinasyon
baglar1 gibi kovalent olmayan baglanmalar araciligiyla bir araya getirilir [32].
Fonksiyonel monomer, hedef molekiil ile belirli kimyasal 6zelliklere sahip olacak sekilde
tasarlanir, bu da spesifik tanima ve baglanma yetenegini saglar. Bu etkilesimler,
molekiiler baskilama polimerinin olusumunu baslatir ve 6zellikle hedef molekiil ile

monomer arasinda kuvvetli bir iligki olusturulmasini miimkiin kilar [33].

Polimerizasyon asamasindan sonra, elde edilen baskilanmis polimer matrisi, kalip

molekiilii igerir [34]. Bu asamada, kalip molekiil polimer matrisinden uygun ¢oziicii
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kullanilarak uzaklagtirilir. Kalip molekiiliin ¢ikartilmasi, baskilanmis polimerin i¢erisinde
hedef molekiil ile birebir baglanti kurmaya hazir hale gelmesini saglar [35]. Ardindan,
hedef molekiil ile baskilanmis polimer arasinda kovalent olmayan -etkilesimler
araciligiyla birlesim gerceklesir. Bu baglantilar, Onceki etkilesimlerin devami

niteligindedir ve hedef molekiiliin 6zgiil algilanmasini ve taninmasini saglar [36].

Bu siire¢, sonunda baskilanmis polimerin hedef molekiil ile 6zgiil bir kompleks
olusturdugu bir sensér elde edilmesini saglar [37]. Molekiiler baskilama ydntemi,
ozellikle biyolojik ve kimyasal analitlerin tespiti amactyla yiiksek segicilik ve duyarlilik
gerektiren bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir. Bu, 6zellestirilebilir tasarim1 ve genis bir
analit yelpazesi tlizerinde etkili caligsabilme 6zelligi ile molekiiler baskilamanin énemini

vurgular [38].

2.2.3.Mikrotemas Baskilama

Mikrotemas baskilama, molekiiler tanima bolgeleri olusturmak i¢in kullanilan bir ylizey
desenleme yontemidir [39] [40]. Mikrotemas baskilama, dzellikle biyolojik molekiiller,
proteinler ve DNA gibi hedef molekiillerin tespiti ve taninmasinda etkili bir strateji sunar.
Bu teknik, yiizey iizerinde yiiksek ¢oziiniirliikkte ve hassasiyette desenler olusturarak,

sensOr uygulamalari i¢in ideal bir yontem olarak kabul edilir [41].
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Sekil 2.6-Mikrotemas baskilama yonteminin sematik gosterimi

Mikrotemas baskilama yontemi 3 agamadan olugmaktadir (Sekil 2.6) [42] [43] :

1. Adim: Ilk olarak hedef protein kalibinin olusturulacagi cam yiizey temizlenip bu
ylizeye kalip protein adsorbe edilerek monomer karigimi ile 6n muameleye tabi
tutulur.

2. Adim: Protein kalibi, monomer kaph sensor yiizeyi ile temas ettirilerek UV-
polimerizasyonu ile proteinin substrat lizerinde baskilanir.

3. Adim: Protein kalib1 yiizeyden uzaklastirilir.

Bu yontem, 6zellikle biyomolekiiller ile calisirken, geleneksel baskilama yontemine gore

baskilanan biyomolekiiliin aktivite kaybinin minimuma indirgenmesi, baskilama i¢in
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oldukca diisiik miktarda kalip molekiiliin yeterli olmasi, proteinin baskilama sirasinda
monomer ¢0zeltisi i¢cinde bulunmasi gerekmediginden proteinin konformasyonel

biitiinliigiinii korumasi gibi 6nemli avantajlara bulunmaktadir.

Mikrotemas baskilama, g¢esitli biyomolekiillerin yiizeye spesifik bir sekilde
yerlestirilmesine olanak tanir [44]. Bu, sensorlerin ve tibbi teshis cihazlarinin
gelistirilmesinde biiyiik bir avantaj saglar [45]. Ozellikle, proteinlerin ve antikorlarmn
belirli bir diizen iginde yiizeye yerlestirilmesi, yiiksek duyarlilikla biyomolekiiler
etkilesimlerin izlenmesini miimkiin kilar. Mikrotemas baskilama ile iiretilen ylizeyler,

biyolojik analizlerde ve hiicresel arastirmalarda genis bir uygulama alanina sahiptir.

Mikrotemas baskilama yoOnteminin avantajlar1 arasinda diisiik maliyet, yiiksek
¢Ozliniirliik, tekrarlanabilirlik ve hizli iretim siirecleri yer alir [46]. Bu ozellikler,
yontemin laboratuvar aragtirmalarindan endiistriyel uygulamalara kadar genis bir
yelpazede kullanilmasini saglar [47]. Ayrica, mikrotemas baskilama yontemi, gesitli
ylizeyler iizerinde uygulanabilir ve bu da teknigin ¢ok yonliiliigiinii artirir. Farkli
yiizeylerde uygulanabilen mikrotemas baskilama, sensorlerin yani sira mikroelektronik
cihazlarin tiretiminde de kullanilabilir [48]. Bu baskilama ydntemi, ayrica, gevresel
izleme sistemlerinde de &nemli bir rol oynar. Ornegin, mikrotemas baskilama ile iiretilen
sensorler, su kalitesinin izlenmesi, hava Kkirliliginin tespiti ve toksik maddelerin
belirlenmesi gibi ¢evresel analizlerde kullanilabilir [49]. Bu sensorler, diisiik maliyetli ve
tagiabilir olmalar sayesinde genis bir kullanici kitlesine hitap eder [50]. Sonug olarak,
mikrotemas baskilama, biyolojik molekiillerin tespiti ve yiizey desenlemesi i¢in etkili ve
yenilik¢i bir yontemdir [51]. Yiiksek c¢oziiniirlikte ve hassasiyette yiizeyler
olusturabilmesi, bu teknigin sensorler, tibbi teshis cihazlar1 ve ¢evresel izleme

sistemlerinde genis bir uygulama potansiyeline sahip olmasini saglar [52].

2.2.3.1.Molekiiler Baskilama Yonteminin Uygulama Alanlar

Sensorler: MIP'ler, yiiksek secicilikleri sayesinde cesitli biyolojik ve kimyasal
sensorlerde kullanilmaktadir. Bu sensdrler, ¢evresel izlemeden hastalik teshisine kadar

genis bir yelpazede uygulamalara sahiptir [53].
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llag Salim Sistemleri: Ilaglarin kontrollii salimi i¢in MIP teknolojisi, belirli ilag
molekiillerini hedef alacak sekilde tasarlanabilir. Bu, ilaglarin daha etkin ve yan etkisiz

bir sekilde kullanilmasini saglar.

Gida Giivenligi ve Tarim: Pestisit, herbisit gibi kimyasallarin kalintilariin tespit
edilmesinde MIP'ler 6nemli rol oynar. Bu polimerler, gida giivenliginin saglanmasinda

ve ¢evresel kontaminantlarin izlenmesinde kullanilir.

Klinik Diagnostik: MIP'ler, spesifik proteinler, hormonlar ve diger biyomolekiiller i¢in

yiiksek secicilik sunarak hastaliklarin teshisinde kullanilabilir.

2.2.3.2.Molekiiler Baskilama Yonteminin Avantajlar

Yiiksek Segicilik: MIP'ler, molekiiler tanima 6zellikleri sayesinde ¢ok yiiksek segicilige
sahiptir.

Diisiik Maliyet: Uretimi daha ekonomiktir.

Kimyasal ve Fiziksel Stabilite: MIP'ler, sicaklik ve kimyasal maddelere kars1 yiiksek
dayaniklilik gosterir.

Yeniden Kullanilabilirlik: MIP'ler, birden fazla kez kullanilabilir ve kolayca yeniden

islenebilir.

2.2.3.3.Zorluklar ve Siirlamalar

Kompleks Molekiillerle Uyum Saglama: Yiiksek karmasgikliktaki molekiiller i¢in etkili

MIP'lerin tasarlanmasi zor olabilir.

Baglama Kapasitesi: Polimer matris icinde homojen olmayan baglama bdlgeleri

olusabilir, bu da diislik baglama kapasitesine yol acabilir.
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2.3. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

Yiizey plazmon rezonansi (SPR), 1s1gin ince bir metal yiizeye uygun bir agiyla
carptiginda, yiizeyde serbest elektronlarin (plazmonlarin) uyarilmasiyla meydana gelen
bir optik olaydir. Bu olay, metalin yiizeyindeki elektron yogunlugu dalgalarinin harekete
gecmesini saglar. Bu uyarilmis elektron dalgalari, ylizeye paralel olarak yayilir ve belirli
bir rezonans durumu olusturur. SPR, ince bir metal levha lizerine yonlendirilen polarize
15181, metalin serbest elektronlariyla etkilesime girmesi ile ¢alisir. Isigin metal yiizeye
girdigi ac1 (giris agis1), gok onemlidir ¢linkii SPR siirecinin baslatilabilmesi i¢in belirli bir
acida gelen 151k gereklidir. Bu ag1, metalin malzeme Ozelliklerine, 6zellikle kirilma
indisine baglidir. Bu, SPR'yi belirli maddeleri (analitleri) tespit etmek i¢in 6nemli bir
teknik haline getirmektedir ve ¢esitli 6nemli biyomarkerlari tespit etmek iizere SPR
sensorleri gelistirilmistir [54] [55] [56].

\u o uv/

Altin Ylzey

Prizma ‘

Detektor

Sekil 2.7-SPR Sensoriin Semasi1 Gosterimi

Sekil 2.7 de gosterildigi iizere, sistemde lazerden ¢ikan 151k 6nce prizmaya yonlendirilir.
Prizma, lazer 151811 kritik bir acida altin kapli ¢ip yilizeye yonlendirerek ylizeydeki
serbest elektronlarin (plazmonlarin) uyarilmasina ve yiizey plazmon dalgalarinin
olusumuna neden olur. Bu dalgalar, altin ylizey boyunca yayilir ve yiizey 6zelliklerine

bagli olarak degisir. [57].

Cip ylizeyinde meydana gelen bu plazmon dalgalari, yiizeyde mevcut olan veya yiizeye

eklenen maddelerin Ozelliklerine bagli olarak degisiklik gosterir. Bu degisiklikler,
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yanstyan 15181n kirilma indisinde farkliliklara yol acar. Yansiyan 1s1k daha sonra detektore
yonlendirilir ve burada, kirilma indisindeki degisiklikler tespit edilir. Bu degisiklikler,
analiz edilen maddenin 6zellikleri hakkinda bilgi verir ve bu bilgiler, ¢esitli biyolojik ve
kimyasal analizlerde kullanilir. Bu siireg, molekiiler diizeyde -etkilesimlerin ve
baglanmalarin detayli bir sekilde incelenmesine olanak tanir, boylece bilim insanlar1 ve
arastirmacilar, molekiiller arasi etkilesimleri ve bu etkilesimlerin dinamiklerini ger¢cek

zamanli olarak gozlemleyebilir. [58].

Cip Hucresi

Prizma

Rezonans aci

Sekil 2.8 — GenOptics SPRiLab sistemi

Sekil 2.8’de yiizey plazmon rezonansi (SPR) cihazinin temel bilesenleri goriilmektedir.
Cihazin ana parcalar1 arasinda 151k kaynagi, prizma, ¢ip hiicresi, kamera ve rezonans agis1
ayarlama diizenegi bulunmaktadir. Isik kaynagi, genellikle bir lazerdir ve cihazin en kritik
elemanlarindan biri olarak islev goriir. Lazer 15181, plazmonlarin uyarilmasi igin gerekli
olan belirli bir dalgaboyunda ve agida prizmaya yonlendirilir. Prizma, lazer 15181 altin
kapl ¢ip yiizeyine dogru ydnlendirerek ylizey plazmonlarinin olusumunu saglar. Bu
ylizeyde, cesitli biyolojik ornekler veya kimyasal maddeler bulunabilir ve bunlarin

etkilesimleri SPR ile incelenebilir.
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Rezonans agisi, lazer 15181n1n ¢ip ylizeyine ¢arptigt agidir ve sonuglarin bagarili bir sekilde
gerceklesebilmesi i¢in dogru ayar yapilmasi biiyiik 6nem tasir. Bu agi, cihaz iizerindeki
0zel bir diizenegi kullanarak ayarlanabilir. Kamera, ¢ip lizerinden yanstyan 15181 yakalar

ve bu goriintii, analiz ve degerlendirme i¢in incelenir.

Bu bilesenlerin bir araya gelmesiyle, SPR cihazi biyolojik ve kimyasal maddelerin ylizey
plazmonlar1 ile olan etkilesimlerini hassas bir sekilde algilayabilir ve bu verileri
arastirmacilara sunabilir. Bu cihaz, 6zellikle biyomedikal arastirmalar ve kimyasal

analizler i¢in vazgegilmez bir aragtir.

Hedef Biyoreseptor Cevirici

Sekil 2.9-Sensor sisteminin temel bilesenleri

Sekil 2.9'de gosterilen sensor yapisi, hedef molekiiller, biyoreseptor ve cevirici olmak
lizere li¢ ana boliimden olusur. Hedef olarak adlandirilan kisim, sensor tarafindan
algilanacak molekiilleri ifade eder ve bunlar arasinda proteinler, viriisler, bakteriler gibi

biyolojik ogeler veya gesitli kimyasallar yer alabilir.

Biyoreseptor boliimii, hedef molekiillerle 6zgiil bir sekilde etkilesime girecek biyolojik
yapilar1 igerir. Bu yapilar genellikle antikorlar, enzimler veya reseptor proteinler gibi
tanima elemanlarindan olusur. Bu biyoreseptorler, hedef molekiilii yakaladiginda, bu

etkilesimi ceviriciye iletir.
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Cevirici ise, biyoreseptor ve hedef molekiil arasinda gergeklesen etkilesimi Olciilebilir bir
sinyale doniistliriir. Bu sinyal, genellikle elektriksel veya optik bir degisim seklinde
olabilir ve bu sinyal daha sonra bir ekran veya bilgisayar araciligiyla izlenebilir. Bu
sinyal, Olciilen molekiiler etkilesimin siddeti ve niteligi hakkinda 6nemli bilgiler saglar,
dolayistyla sensoriin duyarliligi ve dogrulugu bu bilesene baglidir. Bu yaps, spesifik hedef
molekiillerin hizl1 ve hassas bir sekilde tespit edilmesini saglayarak biyolojik ve kimyasal
analizlerde kritik bir rol oynar. Cesitli saglik teshis uygulamalarindan c¢evresel izlemeye

kadar genis bir uygulama yelpazesinde degerli bir aragtir.

2.3.1.Uygulama Alanlari

Yiizey plazmonlari, floresans, Raman sagilmasit ve ikinci harmonik tiretimi gibi ¢esitli
spektroskopik Olgiimlerin yiizey duyarliligini artirmak i¢in kullanilmigtir. En basit
haliyle, SPR yansitma Ol¢limleri, polimerler, DNA veya proteinler gibi molekiiler
adsorpsiyonu tespit etmek i¢in kullanilabilir. Teknik olarak, minimum yansima agisini
(maksimum absorpsiyon agis1) 6lgmek yaygindir. Bu ag1, ince (yaklasik birka¢ nanometre
kalinliginda) film adsorpsiyonu sirasinda yaklasik 0.1° kadar degisir. Diger durumlarda,
absorpsiyon dalga boyundaki degisimler takip edilir [59].

Tespit mekanizmasi, adsorbe olan molekiillerin yerel kirilma indisini degistirmesiyle,
ylizey plazmon dalgalarinin rezonans kosullarini degistirmesine dayanir. Aym ilke,
kayipsiz dielektrik ¢ok katmanli (DBR) yapilarina dayanan ve daha keskin rezonansh
ylizey elektromanyetik dalgalarini  destekleyen rekabet¢i bir platformda da
kullanilmaktadir (Bloch yiizey dalgalar1) [60]. Yiizey farkli biyopolimerlerle
desenlenmisse, uygun optik ve goriintiileme sensorleri (6rnegin bir kamera) kullanilarak
teknik, ylizey plazmon rezonans goriintiilleme (SPRI) olarak genisletilebilir [61]. Bu
yontem, adsorbe olmus molekiillerin miktarina dayali olarak goriintiilerin yiiksek

kontrastin1 saglar.
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Cizelge 2.1-Farkli Sensorlerin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Biyosensor Tiirii

Avantajlar

Dezavantajlar

Optik 1. Gergek zamanli tespit 1. Guvenilir sistem gerektirir
2. Hizli sinyal alma siresi 2. Yluzey modifikasyonu zorlugu
3. Yuksek hassasiyet
Elektrokimyasal |1. Basit ve gercek zamanli sinyal alma |1. Zaman alici
2. Surekli analiz imkani 2. Cevreden istenmeyen sinyaller
1. Sicaklik ve neme yiiksek
Piezoelektrik 1. Yiksek hassasiyet hassasiyet
2. Hizli 2. Sadece dinamik dl¢iim
3. Yuksek frekansh yanit 3. Pahal
4. Dayaniklilik
Akustik 1. Basit Uretim 1. Sivilarda uygulanamaz

2. Dustk maliyet

[\

. Sicakliga bagli

3. Dusuk hiz

4. lyi yanit siiresi

Yari iletken

1. Sinirl algilama orani

N

. DUstk hassasiyet

2. Hizli yanit

2. Neme duyarli

3. Hizl iyilesme

3. Yuksek sicaklikta calisma

4. Cok yuksek hassasiyet

Konsol

(Cantilever)

1. Gergek zamanli tespit

N

. Cevreye duyarli

2. Birden fazla analiti tespit etme

yetenegi

[\

. Sicakliga duyarl

3. Yuksek hassasiyet

3. Hantal cihazlar gerekli

26




2.3.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Tanisi

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), ¢ogu gelismis iilkede 6liimiin 6nde gelen nedeni
olarak taninmaktadir. Tikanmis kan damarlari, kalbe kan akisini engelleyebilir ve bu
durum, oksijen yetersizligi nedeniyle kan pihtilari olusumu ve akut miyokard enfarktiisii
(AME) olusumuna yol agabilir. Dolayisiyla, AME'nin erken tespiti, enfarktiisiin
ilerlemesini ve ardindan gelen kardiyak disfonksiyonu onlemek i¢in hayati oneme
sahiptir. Miyokard enfarktiisii (ME), cesitli akut koroner sendromlara yol acabilir ve
nihayetinde kalp dokusunda geri doniisiimsiiz hasara neden olabilir. ME tanisi i¢in
yapilan cabalar biiyiik Ol¢iide elektrokardiyografiye dayanir, bu yontem akut ME
vakalarmin sadece %50-57'sini dogru bir sekilde tespit edebilir. Bu nedenle, tam
hatalarindan kaynaklanan oliimlerin sayisini azaltacak hizli, hassas ve maliyet etkin bir

tan1 platformuna 6nemli bir ihtiya¢ vardir.

Biyomarkerlarin kullanimi, klinik ve temel arastirmalarda biiyiik ilgi gérmekte olup,
kardiyak bozukluklarin teshisinde ¢ok popiilerdir. Gergekten de, kardiyak aktivitedeki
herhangi bir degisiklik her zaman kardiyak biyomarker seviyelerinde bir degisiklikle
birlikte gerceklesir. Bu nedenle, kandaki kardiyak biyomarker seviyelerinin 6lgiilmesi
yoluyla yapilan kardiyak izleme, yaralanma tiirlinli, yaralanma seviyesini ve kalp krizi
olasiligin1 agikliga kavusturabilir. Bu baglamda, c¢esitli kardiyak biyomarker
seviyelerinin yiikseltilmesi, kardiyak miyositlerin disfonksiyonu ile tekrar tekrar
iliskilendirilmigstir. Aspartat aminotransferaz ve laktat dehidrogenaz izoenzimleri,
miyokard enfarktiisiiniin teshisinde ilk olarak kullanilmistir. Daha sonra, ME teshisinde
anahtar biyomarkerler olan miyoglobin, kardiyak miyozin baglayici protein C, kreatin
kinaz ve farkli tiirdeki troponinler kullanilmistir [62]. Giiniimiizde kardiyak miyozin
baglayict protein C (CMyBP-C), ME tespiti i¢in potansiyel bir biyomarker olarak
kullanilmaktadir [63]. Su ana kadar, kardiyak hastalik biyomarkerlerinin taninmasi,
ylizey plazmon rezonansi (SPR), kapasitif algilama, immiinokromatografi, transistor
dizileri, elektrokimyasal sensdrler, kemiliiminesans ve immiinoassay gibi c¢esitli

yontemlerle yapilmistir [64] [65] [66].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Kardiyak Miyozin Baglayici Protein-C (cMyBP-C), kardiyak troponin T (cTnT), kreatin
Kinaz (CK-MB), Glutaraldehit, 3-amino-propil-trietoksisilan (APTES), a-o’-
azobisizobutironitril  (AIBN), hidrojen peroksit (H20.), siilfiirik asit (H2SO.), 2-
Hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen-glikol-dimetakrilat (EGDMA) Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Cam mikroskop slaytlar1 (24 x 40
mm) (IsoLab), mikrotemas baskilama ydnteminde proteinin immobilize edildigi protein
kalib1 olarak kullanilmistir. Diger kimyasal maddeler analitik saflikta olup Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek
akislt seliiloz asetat membran (Barnsteadt, D2731) ile ters ozmoz Barnsteadt (Dubuque,
IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnsteadt D3804 NANOpure® organik/kolloid
uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastirilmistir.

Elde edilen saf suyun direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. SPR Sensor Ciplerin Yiizey Modifikasyonu

Yiizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyine cMyBP-C baskilamadan once (3:1 vlv,
H2S04:H20:2) oraninda hazirlanan pirana ¢ozeltisi ile yikanmigstir. Daha sonra etil alkol
ve deiyonize su ile yikanarak sicakligi 40°C’de etiivde kurutulmaya birakilmistir. Bu
islemden sonra yiizey organik baglamaya uygun hale getirilmistir ve tiyol gruplarimi
baglama islemi gerceklestirilmistir. Tiyol grubunu (-SH) olusturmak i¢in allil merkaptan

kullanilmistir.

3.3. Cam Slaytlarin Temizlenmesi, Yiizey Modifikasyonu ve Protein Kalibinin

Hazirlanmasi

Ik olarak, cam slaytlar oda sicakliginda 30 dakika boyunca %10 v/v Hidrojen peroksit-
Stlfiirik asit (H202:H2SOa4, 70:30, v/v) ¢ozeltisinde bekletilmis, ardindan saf su ile
yikanarak 80°C'de kurutulmustur. Kurutulan cam slaytlar, aseton ile hazirlanmis %5 v/v
APTES (3-aminopropiltrietoksisilan) ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilmis ve tekrar

asetonla yikanarak 80°C'de kurutulmustur. Daha sonra, pH 7.4 fosfat tamponu ile
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hazirlanmis %2.5 v/v glutaraldehit ¢ozeltisinde 2 saat bekletilmis ve pH 7.4 fosfat

tamponu ile yikanarak kurutulmustur.

En son asamada ise modifiye edilmis cam yiizeyler 10 ml 300 ng/mL cMyBP-C
cozeltisinde 24 saat boyunca +4°C'de bekletilmistir. Bu siiregte, pH 7.4 fosfat tamponu
¢ozeltisi ile yikanarak baglanmayan proteinler ylizeyden uzaklastirilmigtir (Sekil 3.1). Bu
islem, ylizey modifikasyonunun etkisini ve sensdr performansini artirmak amaciyla
gergeklestirilmistir. Elde edilen sensorler, protein baglanma yeteneklerinin optimize
edilmesi i¢in cesitli karakterizasyon teknikleri kullanilarak analiz edilmistir. Bu
sensorlerin hazirlanmasinda kullanilan yontemler, SPR sensorlerinin giivenilirligini ve

performansini artirmak igin titizlikle se¢ilmistir.

A)

cam cam \30 dk cam [~

N\ 30dk (17
!
H20>-H:S0x
"o JTo @ %5 APTES

80 C, 2 saat 80C, 2 saat

2 saat

@ ®
Modifiye Edilmemis

APTES ile modifiye edilmis

Glutaraldehit ile modifiye edilmis cam

B)

= —— " Cam Slayt
@
® o°

Miyoglobin ¢ozeltisi pH = 7.4

Sekil 3.1-Cam Slaytlarin Hazirlanmasi
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3.4.Kardiyak Miyozin Baglayici1 Protein-C Baskilanmis (MIP) ve Baskilanmamis
(NIP) poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan) Poli(HEMA-
MATTrp) SPR Sensorlerin Hazirlanmasi

e CcMyBP-C baskilanmis poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-
triptofan) (poliHEMA-MATTIp)) SPR Sensoriin Hazirlanmasi

Kardiyak miyozin baglayici protein C (cMyBP-C), kalp kas1 fonksiyonlarinda énemli rol
oynayan bir proteindir. Bu proteinin tespiti ve analizi, kardiyak biyomarkerlar arasinda
yer almakta ve kalp sagliginin izlenmesi ag¢isindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu
bolimde, cMyBP-C'nin tespiti icin SPR sensorlerinin  hazirlanmasi iizerine

odaklanilmistir.

cMyBP-C: Kardiyak miyozin baglayici protein C, hedef protein olarak kullanilirken 0.2

mmol miktarinda kullanilmastir.

MATrp: Agik adi N-metakriloil-amidotriptofan ise SPR ¢ip yiizeyinde cMyBP-C tanima
bolgelerine sahip poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan) P(HEMA-

MATrp) polimerik film sentezinde monomer olarak 0.6 mmol miktarinda kullanilmstir.

AIBN: Azobisisobutyronitril, polimerizasyon siirecinde radikal baslatict olarak

kullanilirken 4 mg miktarinda kullanilmistir.

HEMA: 2-Hidroksietil metakrilat, sensor ylizeyinde polimerizasyon i¢in fonksiyonel

monomer olarak kullanilirken 0.2 mmol miktarinda kullanilmistir.

EGDMA: Etilen glikol dimetakrilat, ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilirken 0.4 mmol

miktarinda kullanilmistir.

Protein kalib ile allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipi ile birlestirilmeden 6nce
bir monomer karisimi hazirlanmistir. Ik olarak, ¢cMyBP-C baskilanmis poli(2-
hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan) (poli(HEMA-MATrp)) polimerik
film i¢in 0.6 mmol MATrp monomeri, 0.2 mmol fonksiyonel monomer HEMA ve 0.4
mmol ¢apraz baglayict EGDMA eklenerek polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve 1 saat
oda sicakliginda karigtirllmistir. Bu karigima, polimerizasyon siirecini baslatmak icin 4
mg AIBN eklenir. Bu monomer karisimindan 4 pulL SPR ¢ip yiizeyine damlatilmistir.
Daha sonra hazirlanan protein kalibinin oldugu cam slayt SPR ¢ip ylizeyine ters

cevrilerek kapatilmis ve UV lambasi altinda (100 W, 365 nm) 20 dakika boyunca
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polimerizasyon islemi gergeklestirilmistir. SPR ¢iplerin hazirlanmasi basamaklar sekil
3.2’de verilmistir. Polimerizasyon isleminden sonra protein kalibi ylizey SPR c¢ip
yiizeyinden alinmistir. Polimer kaplanmis SPR ¢ipler 10 mM fosfat tamponu (pH 7.4),

distile su ve etanol ile yikanmustir.

Modifiye edilmis SPR MATrp f
SH SH ¢ip }rﬁzeyine EZT:)NI‘:II‘;
Altin SPR ¢ip ylizeyinde SH polimerizasyon ABN
allil merkaptan ile karigiminin
\ modifikasyonu | damlatiimasi
— — \
Altin SPR Cip
Yizeyi

Protein kalibin SPR
¢ip Uzerine ters
cevrilmesi ve UV
polimerizasyonu

cMyBP-C molekiilinin
SPR ¢ip ylzeyinden
sokiilmesi

\ ** N —

UV Lambasi
cMyBP-C molekiiliiniin
ee SPR gip ylizeyine
b baglanma cMyBP-C Basklulanm|5
cMyBP-C SPR Sensor
molekiilleri

Sekil 3.2- cMyBP-C baskilanmis SPR ¢ip ylizey hazirlanmasinin sematik gosterimi

e Baskilanmamis poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-triptofan)
(Poli(HEMA-MATTp)) SPR Sensorlerinin Hazirlanmasi

Baskilanmamis  poli(HEMA-MATrp) SPR sensoriin - hazirlanmasi  iginde ayni
polimerizasyon adimlart uygulanmistir. Sadece, protein kalibin hazirlanmasinda son
asamada modifiye edilmis cam yiizeyler 10 ml 300 ng/mL cMyBP-C ¢ozeltisinde
bekletilmemistir. Bu sayede, SPR ¢ip ylizeyinde kalip molekiil cMyBP-C’e ait herhangi
bir spesifik bosluk olusmamis ve SPR ¢ip yiizeyi sadece kalip molekiil igermeyen

polimerik film bulunmaktadir.
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3.5. Karakterizasyon Calismalari
3.5.1.Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), genis materyal yelpazesi iizerinde nanometrik
Olcekte yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiileme saglayan gelismis bir analitik teknolojidir. Bu
cihaz, polimerlerden seramiklere, camdan biyolojik numunelere kadar ¢esitli yiizeyleri
detayli bir sekilde analiz etmek, polimer yapilar1 gozlemlemek ve molekiiler diizeydeki
etkilesimleri incelemek i¢in kullanilmaktadir [67]. Calismada, Nanomagnetics
Instruments tarafindan tretilen bir atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak modifiye
edilmemis, CMyBP-C molekiilii ile baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) polimerik
temelli SPR ¢ip yiizeylerinin detayli karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

SPR c¢ipleri, yapisal biitiinliiklerini korumak ve ylizey taramasi sirasinda stabil bir
konumda tutmak i¢in ¢ift tarafli karbon bant kullanilarak 6rnek tutucuya sabitlenmistir.
Tarama islemleri, hava ortaminda yari temas modunda yapilmistir. Bu mod, 6rnekle prob
arasindaki minimal etkilesimi saglayarak yilizeyin dogal yapisini bozmadan detayli
gorilintiiler elde etmeye olanak tanir. Mikroskop, 341.30 kHz salinim rezonans
frekansinda c¢alistirilmig olup, titresim ve bos titresim genlikleri sirasiyla 1 VRMS ve 2
VRMS olarak ayarlanmistir. Bu parametreler, ylizeyin yiiksek ¢oziiniirliikte taranmasini

ve atomik diizeyde piiriizliiliik 6l¢timlerinin yapilmasini saglar.

Orneklerin taramast, yiiksek ¢dziiniirliik gerektiren uygulamalar igin uygun olan 256x256
piksel ¢oziiniirliikte gerceklestirilmistir. Tarama hiz1 2 pm/s olarak belirlenmis olup, bu
hiz, ylizey Ozelliklerinin tarama sirasinda yeterince ayrintili olarak kaydedilmesini
saglamak icin optimize edilmistir. Her bir ornek i¢in 2x2 pm?lik alanlar taranarak,
yiizeyin lokal heterojenliklerini ve nano 6l¢ekteki yapisal farkliliklar: gdzlemleme imkani

sunulmustur.

Bu detayli tarama yontemi sayesinde, modifiye edilmemis, MIP ve NIP yiizeylerin
piirtizliiliikk degerleri basariyla elde edilmis, boylece cMyBP-C molekiiliiniin yiizeylere
baskilama isleminin etkinligi ve polimer matrisin yapisal 6zellikleri iizerindeki etkileri

molekiiler diizeyde degerlendirilmistir. Atomik kuvvet mikroskobu, ylizey
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modifikasyonlarinin nano 6lgekteki etkilerini kapsamli bir sekilde analiz etmek ve bu
yilizeylerde gerceklesen molekiiler etkilesimleri anlamak i¢in degerli bir arag olarak 6n

plana ¢ikmaktadir.

3.5.2.Temas Agis1 Olgiimleri

KRUSS DSA100 cihaz1 kullanilarak yiiriitiilen su temas agist Ol¢timleri, SPR sensor
ylizeylerinin hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerinin belirlenmesinde temel bir yontemdir.
Bu analiz, Hamburg, Almanya'dan temin edilen ileri teknolojiye sahip bir cihaz
araciligiyla gerceklestirilmekte olup, sensor yiizeylerinin su damlalar ile etkilesimini
mikroskopik diizeyde incelemeyi miimkiin kilar. Bu 6l¢iimler, yiizey modifikasyonlarinin
su ile olan etkilesim kabiliyetleri iizerindeki etkilerini degerlendirmek ve sensor

performansini anlamak igin kritik Gneme sahiptir.

Olgiim Metodolojisi:
Yiizey Hazirlama ve Su Damlasi Uygulama:

SPR sensor yiizeylerine, dikkatle kontrol edilen miktarlarda su damlatilarak, her bir yiizey
bolgesinde homojen damla dagilimi saglanmistir. Yiizey 6zelliklerine gore su damlasinin
yayilma sekli, ylizeyin hidrofilik veya hidrofobik karakteristigini belirlemede temel bir

gosterge olarak kullanilmastir.
Gorsel Kayit ve Analiz:

Her bir damla i¢in yiiksek ¢oziiniirliiklii fotograflar ¢ekilmistir. Bu fotograflar, temas
acisinin belirlenmesinde kullanilmak tizere detayli bir sekilde analiz edilmistir. KRUSS
DSA100'e entegre edilen DSA2 yazilimi, bu fotograflardaki damlalarin konturlarini

analiz ederek, damlanin yiizey ile olusturdugu agiy1 otomatik olarak hesaplamaktadir.

Temas Acis1 Hesaplamalari ve Istatistiksel Analiz:

Her bir yiizey bolgesi i¢in yapilan en az on farkli 6l¢iim, istatistiksel bir analize tabi
tutulmustur. Bu oOlglimlerden elde edilen verilerin ortalamasi alinarak, yiizeylerin nihai
temas agilar1 belirlenmistir. Bu istatistiksel islemler, elde edilen verilerin giivenilirligini

ve tekrarlanabilirligini artirmak i¢in kritik dneme sahiptir.
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Olgiimlerin Degerlendirilmesi:

Yapilan bu 6l¢limler sayesinde, modifiye edilmemis ve ¢esitli yiizey modifikasyonlarina
sahip SPR sensor yiizeylerinin suyla etkilesim kabiliyetlerindeki degisiklikler objektif bir
sekilde degerlendirilmistir. Elde edilen temas agis1 verileri, yiizeylerin su damlalar ile
olan etkilesimlerini ve bu etkilesimlerin biyomolekiiler tespit sistemlerindeki potansiyel
uygulamalarini aydinlatmaktadir. Sonuglar, sensor yiizeylerinin performansinin ve su
itme Ozelliklerinin, yiizey modifikasyonlarima bagli olarak nasil degistigini
gostermektedir, bu da ylizey tasarimi ve islevselligi lizerine onemli etkiler yaratmaktadir.
Bu tiir detayh yiizey karakterizasyonlari, Sensorlerin gelistirilmesi ve optimize edilmesi

acisindan vazgegilmezdir.

3.5. Kinetik Analizi

cMyBP-C proteininin tayini i¢in 0.05 ng/mL ile 300 ng/mL arasinda genis bir derisim
araliginda  cMyBP-C c¢ozeltileri, 10 mM fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler, biyolojik deneylerde siklikla kullanilan standart bir tampon
¢ozeltisi olan fosfat tamponu ig¢inde hazirlanmis olup, pH 7.4 fosfat tamponu, cMyBP-C

proteininin biyolojik aktivitesi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir.

Belirtilen derisimlerde cMyBP-C ¢ozeltileri titizlikle hazirlanmis ve belirlenen siralama
gore sistem iizerinden sekansiyel olarak gecirilmistir (Sekil 3.3). Bu prosediir, her bir
konsantrasyon i¢in CMyBP-C molekiillerinin sensér yiizeyi ile etkilesiminin

incelenmesine olanak tanimustir.

Her bir konsantrasyon seviyesi i¢in sensorgramlar gercek zamanli olarak kaydedilmistir.
Sensorgramlar, sensor yiizeyindeki CMyBP-C molekiillerinin baglanma kinetigini ve
miktarini yansitan 15181 kirilma indisi (AR) grafiksel olarak gdsterir. Bu optik yogunluk
degisimleri, cMyBP-C proteininin yiizeye baglanma kapasitesi ile dogrudan iligkilidir.
Elde edilen AR degerleri, CMyBP-C konsantrasyonlarina kars1 grafige ¢izilmistir. Bu
islem, diigiikten yiiksek konsantrasyona dogru kademeli olarak gergeklestirilmis, her bir

derisim degeri i¢cin AR degerleri belirlenerek bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
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Sekil 3.3 - SPR Sensor Analiz Cihazi

Kalibrasyon grafigi, 300, 150, 100, 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 ve 0.05 ng/mL gibi spesifik
konsantrasyon degerlerini igermekte olup, bu degerler cMyBP-C konsantrasyonunun
hassas bir sekilde tespit edilmesine imkan tanimaktadir. Ayni zamanda farkli derisimler
icin Ol¢iim stireleri esit tutulmus ve karsilastirma icin birbiriyle es lgekte grafikler elde
edilmistir. Her farkli derisimin 6l¢limii i¢in sistemden 2 dakika tampon ¢6zeltisi, 6 dakika
cMyBP-C ¢ozeltisi ve son olarak 2 dakika desorpsiyon (%10’luk Etilen Glikol) ¢ozeltisi
gecirilmis ve tiim analiz siiresi toplam 10 dakikadir. Bu 6l¢iim ve degerlendirme yontemi,
cMyBP-C proteininin konsantrasyonunun dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesini
saglamakta olup, sensor yiizeyindeki molekiiler etkilesimlerin kuantitatif olarak analiz
edilmesine olanak vermektedir. Elde edilen kalibrasyon grafigi, sensor teknolojisinde
cMyBP-C tespiti i¢in bir referans noktasi olarak kullanilabilir, bdylece biyolojik
orneklerde cMyBP-C konsantrasyonlarinin hizli ve etkin bir sekilde belirlenmesi

miimkiin hale gelmektedir.

3.5.1.1zotermler ve Baglanma Kinetikleri

[zoterm modelleri, belirli bir biyomolekiiliin SPR sensor yiizeyine baglanma davranisini

anlamak i¢in gereklidir. Izoterm modelleri, bu baglanma siireglerinin mekanizmalarini ve
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ylizey Ozelliklerini detayli bir sekilde analiz etmek i¢in kullanilir. Her bir model, farkli

ylizey baglanma senaryolarini ve adsorpsiyon siire¢lerini aciklamak i¢in gelistirilmistir.

Langmuir izoterm modeli, adsorpsiyon siireclerinin homojen yiizeylerde ve tek katmanli
adsorpsiyonun ger¢eklestigi durumlar varsayimina dayanir ve her baglanma yerinin esit
enerjide oldugunu Ongoriir. Bu model, tek katmanli (monolayer) adsorpsiyonun
karakterize edilmesinde kullanilir. Modelin temel denklemi, adsorbanin yiizeyine

baglanan molekiillerin miktarini tanimlayan bir denge iliskisidir.

AR = ARmax C/ KD + C (31)

AR: Sensor ylizeyinde baglanan madde miktar1 (genellikle yanit veya sinyal birimi

cinsinden).
ARmax: Yiizeydeki maksimum baglanma kapasitesi (sinyal birimi).
Kb: Dissosiyasyon sabiti, baglanma dengesi ile ilgili parametre (ng/mL).

C: Cozelti konsantrasyonu (ng/mL).

Freundlich izoterm modeli, heterojen ylizeylerdeki ve cok katmanli adsorpsiyon
stireclerinin analizinde kullanilir. Bu model, adsorpsiyonun yiizeydeki baglanma
yerlerinin heterojen oldugunu ve bu yerlerin farkli enerjilere sahip olabilecegini varsayar.
Freundlich denklemi, genellikle yiizey iizerindeki adsorban yogunlugunun logaritmik bir

fonksiyonu olarak ifade edilir.

AR = ARpmax. C¥1 (3.2)
AR: Sensor yiizeyinde baglanan madde miktar1 (sinyal birimi).
1/n: Heterojenlik faktorii, adsorpsiyon yogunlugunu gdosterir

C: Cozelti konsantrasyonu (ng/mL).
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Langmuir-Freundlich izoterm modeli, Langmuir ve Freundlich modellerinin 6zelliklerini
birlestirerek hem homojen hem de heterojen yiizeyler icin uygulanabilir hale gelir. Bu

model, hem tek katmanli hem de ¢ok katmanli adsorpsiyonu agiklamada kullanilir.

AR = ARmax C"/ Kp + CY/1 (3.3)
AR: Sensor ylizeyinde baglanan madde miktar1 (sinyal birimi).

ARmax: Yiizeydeki maksimum baglanma kapasitesi (sinyal birimi).

1/n: Heterojenlik faktorii, adsorpsiyon yogunlugunu gosterir.

C: Cozelti konsantrasyonu (ng/mL).

Kb: Dissosiyasyon sabiti, baglanma dengesi ile ilgili parametre (ng/mL).

Bu izoterm modelleri, adsorpsiyon siirecinin dogasini ve yilizeyin baglanma kapasitesini
belirlemeye yardimci olur. Deneysel olarak elde edilen veriler, bu modellerle uyumlu
oldugunda, biyomolekiiliin baglanma davranisi hakkinda detayli bilgi saglanir. Bu
bilgiler, sensor tasarimi ve gelistirilmesi siirecinde kritik 6neme sahiptir ve sensorlerin
performansin1 optimize etmek icin kullanilir. Ozetle, izoterm modellerinin kullanimi,
biyomolekiillerin yiizeylere baglanma davranigin1 anlamak, yiizey o6zelliklerini
karakterize etmek ve adsorpsiyon siireglerini optimize etmek igin gereklidir. Bu deney,
biyomolekiil-sensor etkilesimlerini anlamak ve gelecekteki sensor uygulamalarinda daha

etkili ¢oztimler gelistirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

Serbest analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldigi ideal birinci derece kosullar

altinda, baglanma asagidaki sekilde ifade edilir;

dAR/dt=ka .C . (ARmax - AR) - kq. AR (3.4)
Burada,

dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi;

R ve Rmax, baglanma ile 6l¢iilen maksimum sinyal;

C, analit derigimi (ng/mL),

Ka, baglanma hiz sabiti (mL/ng.s) ve
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kg, ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir.
Baglanma sabiti Ka (mL/ng),

Ka Ve Kq sabitlerinin oranindan hesaplanir (Ka = Ka / Kq)

Denge durumunda, dAR/dt = 0 alinarak esitlik basitlestirilir:
ARdenge/ C= KA.ARmax — KA.ARdenge (35)
Bundan dolay1, baglanma sabiti Ka, ARdenge / C'ye karst ARgenge grafiginden hesaplanir.

Ayrilma sabiti Kp, Ka'nin tersidir, yani Kp = 1/Ka seklinde hesaplanir.

Esitlik kullanilarak, Kp yerine Kd/ka yazilirsa, denklem asagidaki sekilde yeniden

diizenlenir:

dAR/dt = ka .C.ARmax — (Ka .C + kg) . AR (3.6)

Bu denklemden elde edilen dogrunun egimi -(ka. C + Kq) olup, bu, etkilesim kontrollii
kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt'ye kars1 AR grafigidir. Baglangic baglanma hizi analitiginin
dogrusalliginin saglanmasi, belirli bir analitin ylizeye baglanma hizinin baslangig
konsantrasyonuyla dogru orantili oldugunu gosterir. Bu nedenle, bir analitin belirli bir
konsantrasyonu ile baglanma hizi arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in baslangi¢ baglanma

hiz1 analitigi kullanilabilir.

ARmax degeri bilindiginde, tek bir sensorgram kullanarak ka (baglanma hizi sabiti) ve kg
(ayrilma hizi1 sabiti) degerleri belirlenebilir. Ancak, bu yontemin uygulanabilmesi i¢in
genellikle yiizey doygunlugu saglayacak yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyulur. Bu,
deneysel olarak ARmax'in dogru bir sekilde belirlenmesini zorlastirabilir. Bu nedenle,
farkli analit konsantrasyonlarinda alinan baglanma sensorgramlar tercih edilmektedir.
Bu yaklasim, ¢esitli konsantrasyonlarda baglanma hizlarinin degerlendirilmesine ve
sonrasinda bu verilerin analiz edilmesine imkan tanir. dAR/dt'ye kars1 AR grafikleri, ileri
ve geri yondeki hiz sabitleri ile iliskilendirilen bir egim degeri (S) sunar. Bu egim,
baglanma ve ayrilma hiz sabitleri ile iligkilidir; dolayistyla bu grafiklerin analizi, analitin

baglanma kinetiginin daha detayli anlagilmasina yardimci olabilir.

38



S =ka.C + kg (3.7)

Bu denklem, ilgili hiz sabitlerinin baglanma ve ayrilma siireclerine etkilerini ve bu
siireclerin analizin geneline katkisini gosterir. S'ye kars1 C grafigi, e§imi ka olan bir dogru
verir ve teorik olarak kesim noktasi kq degerini vermelidir. Ancak, ka.C / kg oldugu
durumlarda k¢ hesaplamasi igin bu yontem cok giivenilir degildir. Daha giivenilir bir

yontem, ayrilma kinetiginin incelenmesidir.
In(ARo / ARy) = Kq.(t - to) (3.8)
Burada, ARg ve ARy, ayrilma egrisindeki tO ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir.

Baglanma kinetik analizi, belirli bir biyomolekiiliin (bu ¢alisma i¢in cMyBP-C) ylizey
plazmon rezonansi (SPR) sensor yiizeyine baglanma hizini incelemek i¢in kullanilir. Bu
analiz, biyomolekiil ve sensor ylizeyi arasindaki etkilesimlerin zaman icindeki
dinamiklerini anlamak amaciyla gerceklestirilir. Baglanma kinetik yaklasimi, cMyBP-C
molekiillerinin farkli konsantrasyonlarda sensor yiizeyine nasil baglandigini ve bu

baglanma hizinin nasil degistigini belirlemek i¢in kullanilir.

Baglanma kinetigi analizi, SPR sensor yiizeyine baglanan cMyBP-C molekiillerinin
zaman i¢indeki miktarini belirlemek i¢in kullanilir. Bu analizde, cMyBP-C derisimi
arttikca baglanma kinetiginde bir artis gozlenir. Baglanma orani, sensdr yiizeyine
baglanan molekiillerin miktarina ve ¢ozelti icindeki cMyBP-C derisimine bagli olarak
degisir. SPR sensorlerinin cMyBP-C molekiillerini tespit etme kapasitesini ve baglanma
kinetigini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Baglanma kinetigi analizi,

asagidaki nedenlerle yapilmistir:

Baglanma Hizim1 Belirlemek: cMyBP-C molekiillerinin sensor yiizeyine baglanma hizini

belirlemek ve bu hizin cMyBP-C derisimi ile nasil degistigini anlamak.

Kinetik Parametreleri Elde Etmek: Baglanma kinetik egrisinden kinetik parametreleri
(6rnegin, baglanma hizi sabiti) elde etmek ve bu parametrelerin ¢cMyBP-C tespiti

tizerindeki etkisini degerlendirmek.

Sensor Performansini Degerlendirmek: SPR sensorlerinin cMyBP-C tespitinde ne kadar

etkili oldugunu ve baglanma kinetiginin bu tespit tizerindeki roliinii incelemek.

Baglanma kinetik analizi, biyomolekiillerin sensor yiizeyine baglanma hizin1 ve bu hizin
cozelti derisimine bagimliligini anlamak ic¢in kritik 6neme sahiptir. Bu analiz, SPR

sensorlerinin biyomolekiiler etkilesimleri tespit etme ve degerlendirme kapasitesini
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belirlemek i¢in kullanilir. Yiiksek dogruluk ve giivenilirlik, bu tiir kinetik analizlerin SPR
sensorlerinin  biyomolekiiler etkilesimlerin izlenmesi ve degerlendirilmesinde

kullanilabilirligini vurgular.

Baglanma kinetik yaklasimi, SPR sensorlerinin klinik ve aragtirma uygulamalarinda
biyomolekiil tespiti ve etkilesimlerinin analizinde etkin bir ara¢ oldugunu
dogrulamaktadir. Bu tiir analizler, biyosensdrlerin performansini optimize etmek ve

biyomolekiiler siireclerin dinamiklerini anlamak i¢in gereklidir.

3.5.2.Yarismaci Proteinler ile Sec¢icilik Calismalari

Bu tez calismasinda, cMyBP-C baskilanmis sensérlerin yarigsmact proteinlere karsi
seciciligi degerlendirilmistir. Kardiyak miyozin baglayict protein-C (cMyBP-C),
kardiyak troponin T (cTnT) ve kreatin kinaz (CK-MB) gibi kalp hastaliklarinda kritik
Oneme sahip proteinler bu analizler i¢in kullanilmistir. cMyBP-C baskilanmis ve
baskilanmamig SPR sensdriin seciciligi icin cMyBP-C molekiiliine karst benzer molekiil
yapis1 ve molekiil agirliklarina gore kardiyak troponin T (cTnT) ve kreatin kinaz (CK-

MB) yarismaci ajan olarak se¢ilmis ve kinetik analizler yapilmistir.

Her bir protein i¢in, pH 7.4 degerinde 10 mM fosfat tamponu igerisinde 100 ng/mL
konsantrasyonda c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiler tekli, ikili ve iigli
kombinasyonlar halinde diizenlenerek sirasiyla cMyBP-C baskilanmig SPR sistemine
enjekte edilmistir. CoOzelti kombinasyonlart sunlar icermektedir: cTnT, CK-MB,
cMyBP-C, c¢TnT/cMyBP-C, CK-MB/cMyBP-C, c¢TnT/CK-MB ve cTnT/CK-
MB/cMyBP-C. Segicilik Kinetik analizlerinde 2 dakika pH 7.4 fosfat tamponu, 6 dakika
adsorpsiyon ¢ozeltisi ve 2 dakika %10’luk etilen glikol desorpsiyon ¢ozeltisi SPR
sistemine verilmis ve analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview yazilim programi ile

belirlenmistir.

cMyBP-C baskilanmis SPR sensdrlerde, her bir protein ve protein kombinasyonu i¢in
sensorgramlar kaydedilmistir. Bu sensorgramlar, sensor yiizeyinde gerceklesen protein-
protein etkilesimlerinin kinetiklerini ve baglanma dinamiklerini detayli bir sekilde
gorsellestirir. Sensorgramlar, ylizeydeki baglanma olaylarini ve ilgili proteinlerin sensor

tizerindeki dinamiklerini belgelemek i¢in kullanilmistir.
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Elde edilen sensorgramlar iizerinden analiz yapilarak, cMyBP-C baskilanmis sensdrlerin
cTnT, CK-MB ve cMyBP-C'ye karsi gosterdigi baglanma kapasitesi ve secicilik
degerlendirilmistir. Bu analizler, tekli, ikili ve ii¢lii protein kombinasyonlar1 arasindaki
etkilesim giiciinii ve 6zgiilliglinii kapsamli bir sekilde ortaya koymaktadir. Bagil segicilik
katsayilari, yilizeylerin her bir protein veya protein kombinasyonuna olan spesifik
baglanma egilimlerini belirlemekte ve yarigsmaci proteinler arasindaki segicilik katsayilari

incelenmistir.

Cizelge 3.1 - Secicilik ¢alismalarinda kullanilan yarismaci proteinler ve 6zellikler

Izoelektrik
Molekiil Agirh@1 | Noktasi
Protein (MA) (p1) Sekil
Kardiyak Troponin T (cTnT) |37 kDa 5.2
Kreatin Kinaz (CK-MB) 86 kDa 55
Kardiyak Miyozin Baglayici
Protein-C (cMyBP-C) 140 kDa 55

Secicilik katsayisi (k), bir sensoriin belirli bir analite kars1 duyarliligini ve segiciligini
belirlemek i¢in kullanilir. Bu katsayi, hedef molekiiliin (analitin) sensdr ylizeyine

baglanma yanitinin (AR) baska bir molekiiliin baglanma yanitina orani olarak tanimlanir.
k=ARanalit/ AR referans (3.9)

ARanaiit: Hedef molekiiliin (analit) sensor yiizeyine baglanma yaniti.

ARreferans: Referans molekiiliin (yarigsmaci molekiil) sensor yiizeyine baglanma yaniti.

Bagil secicilik katsayisi, MIP ve NIP sensor arasindaki segicilik farkini degerlendirmek
icin kullanilir. Bu katsay1i, MIP sensoriindeki segicilik katsayisinin NIP sensoriindeki

secicilik katsayisina oran1 olarak tanimlanir.
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k'=kmip/Knip (3.10)
kmip: MIP sensoriindeki segicilik katsayist.

knip: NIP sensoriindeki segicilik katsayisi.

3.5.3.Tekrarlanabilirlik Calismalari

cMyBP-C baskilanmis sensorlerin dayaniklilig: ve siirdiiriilebilirligi, tekrarli kullanim ve
uzun siireli performans testleriyle detayli bir sekilde incelenmistir. Bu ¢aligma, cMyBP-
C baskilanmig sensorlerin klinik ve laboratuvar ortamlarinda karsilagilabilecek sik ve
yogun kullanim kosullarina uygunlugunu ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla

tasarlanmistir.

cMyBP-C baskilanmis sensorlere, pH 7.4 olan 10 mM fosfat tamponu i¢inde ¢oziilen 100
ng/mL konsantrasyonundaki cMyBP-C c¢ozeltileri 4 kez art arda enjekte edilmistir. Bu
sik1 test siireci, sensorlerin siirekli kullanim sirasinda karsilasabilecekleri zorlayici
kosullar altinda performansini degerlendirmek icin gerceklestirilmistir. Ayrica, bu tez
calismasi kapsaminda, 1., 2., 4., ve 6. aylarda da cMyBP-C baskilanmis sensorlerin
performansi tekrar tekrar degerlendirilerek, zaman ig¢indeki performans degisiklikleri
izlenmistir. Farkli aylarda yapilan Kinetik analizlerde ise 2 dakika dengeleme tamponu
olan pH 7.4 fosfat tamponu, 6 dakika adsorpsiyon ¢ozeltisi ve 2 dakika %10’1luk etilen
glikol desorpsiyon ¢ozeltisi SPR sistemine verilmis ve analiz sonrasinda elde edilen

veriler SPRview yazilim programu ile belirlenmistir.

Her bir enjeksiyon sonrasinda ve belirlenen zaman dilimlerinde, sensérden alinan optik
yanitlar (AR) Olclilmistiir. AR degerleri, sensdr yiizeyine baglanan cMyBP-C
proteinlerinin miktarindan kaynaklanan 1s1k yansimasindaki degisiklikleri temsil eder. Bu
degerler, sensoriin baglanma kapasitesi ve islevsel biitiinliigiiniin korunup korunmadigimn
gostermek igin kullamlmustir. Olgiilen AR degerleri {izerinden, sensor yiizeyinin protein

baglanma etkinliginin zamanla nasil degistigi detayl bir sekilde analiz edilmistir.

3.5.4. Yapay Plazma Cozeltisi ile Kinetik Analizler

cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin ger¢ek ornek olarak yapay plazma ¢ozeltisinde
cMyBP-C tayini test edilmistir. Yapay plazma ¢6zeltisi kullanilarak farkli derisimlerde
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50 ve 100 ng/mL cMyBP-C ¢ozeltiler hazirlanmis ve kinetik analizler gergeklestirilmistir.
Yapay plazma c¢ozeltisi kullanimi, cMyBP-C baskilanmig SPR sensorlerinin hastalik
orneklerindeki tespit kapasitesini standardize etmek ve dogrulamak amaciyla kritik

Oneme sahiptir.

Yapilan 6l¢iimler, enzim bagli immiinosorbent deneyi (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELIZA) ile elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir. Bu karsilastirma, SPR sensor
platformunun ELISA gibi standart yontemlere goére performansini objektif bir sekilde
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Karsilastirmali analizler, cMyBP-C baskilanmis SPR
ciplerinin, yapay plazma c¢dozeltisi ile hazirlanan 6rneklerde ELISA sonuglarina gore
hastalik 6rneklerindeki cMyBP-C seviyelerini ne derecede dogru ve giivenilir bir sekilde

tespit edebildigini gostermektedir.

43



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. SPR Sensorlerin Yiizey Karakterizasyonu
4.1.1. Temas Acist Olciimleri

Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyi ve cMyBP-C baskilanmis ve baskilanmamis SPR
sensOr yiizeylerinin temas acilar1 yapisik damla yontemi ile KRUSS DSA100 cihazi ile
olgtilmiistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1- KRUSS DSA100 cihazi

Biitiin ¢ip yiizeylerine bir damla su damlatilmis ve 5 farkli temas agis1 dlglimlerini
ortalamalar1 alinarak hesaplanmistir. Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyinin temas agisi
79.1° iken, cMyBP-C baskilanmigs SPR sensor yiizeyinin (MIP) temas agis1 83.3° iken
baskilanmamis SPR sensor ylizeyinin (NIP) temas acgis1 82.4°°diir (Sekil 4.2).
Baskilanmig ve baskilanmamig SPR sensor yiizeyindeki polimerik filmin yapisinda
bulunan kalip molekiil cMyBP-C ve MATrp monomeri hidrofobik 6zelliklerindedir. Bu
sebepten dolay1 baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensor ylizeylerinin temas agilari
modifiye edilmemis SPR c¢ip ylizeye gore artmistir. Bu sonuglar, ylizey
modifikasyonlarmin etkinligini ve CcMyBP-C’nin yiizeye basarili bir sekilde
baskilandigini dogrulamaktadir. MIP yiizeyinin daha yiiksek temas agisina sahip olmasi,

ylizeyin suyu itme yetenegini artirmis ve bu da hidrofobik karakterin belirginlestigini
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gostermektedir. Bu tiir yiizey modifikasyonlari, biyomolekiillerin tespiti ve sensor

ylizeylerinin optimize edilmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Sekil 4.2-SPR sensor yiizeylerinin temas acilarinin fotografi; Modifiye edilmemis SPR
altin ¢ip yiizeyi (A), cMyBP-C baskilanmig (MIP) (B) ve Baskilanmamis NIP (C) SPR

sensor yiizeyleri

4.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyi, CMyBP-C baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis
(NIP) SPR sensor yiizeylerinin yiizey piriizlilikleri AFM cihazt kullanilarak
karakterizasyon c¢aligsmasi yapilmistir. Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyi, cMyBP-C
baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR sensor yiizeylerinin piirtizliiliigii sirasi
ile 8.23 nm, 113.94 nm ve 90.34 nm bulunmustur. AFM sonuglar1 incelendiginde
modifiye edilmis SPR ¢ip ylizeylerine cMyBP-C baskilamanin basarili bir bigimde
gerceklestigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3- SPR sensor yiizeylerin yari temas modunda alinan AFM goriintiileri; A)
Modifiye edilmemis SPR ¢ip ylizeyi, B) MIP sensor yiizeyi, C) NIP sensor yiizeyi

4.2. Kinetik Analizler

Farkl1 derisimlerde cMyBP-C sulu ¢ozeltilerinden ve yapay plazma 6rneklerinden gergek
zamanlt olarak cMyBP-C tespit edebilmek i¢in cMyBP-C baskilanmis (MIP) ve
baskilanmamis (NIP) SPR sensorler hazirlanmistir. Bu tez calismasinda, Kinetik
calismalar icin GWC, SPRimager II (WI, ABD) marka SPR cihazi kullanilmistir. Farkli
derigimlerde hazirlanan sulu cMyBP-C ¢ozeltileri sisteme ayri ayri verilerek SPRview
programi ile rezonans frekansindaki degisimler anlik olarak kaydedilmis ve kinetik

analiz sonuglar Sekil 4.4’de verilmistir. Kinetik analiz deneyleri ii¢ ana adimdan olusur:

Ik 2 dakika: pH 7.4 fosfat tamponu ile deney baslatilir. Bu adim, SPR sensor yiizeyinin
dengelenmesi ve stabilize edilmesi amaciyla gergeklestirilir. Fosfat tamponu, sensor
yilizeyindeki herhangi bir ge¢mis etkilesimin temizlenmesine ve yiizeyin yeni protein

eklemeleri i¢in uygun hale getirilmesine yardimci olur.
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Ardindan 6 dakika: Farkli derisimlerde cMyBP-C ¢ozeltileri sensor yiizeyine uygulanir.
Bu siirecte, proteinin sensor yiizeyine baglanmasi ve bu baglanmanin kinetigi incelenir.
Daha yiiksek derisimlerde daha fazla protein baglanmasi ve bu baglanmanin ylizeyde

nasil doygunluk yarattig1 gézlemlenir.

Son 2 dakika: %10’luk etilen glikol igeren desorpsiyon sivisi ile yikama iglemi yapilir.
Bu adim, baglanmig proteinlerin yiizeyden ¢oziilmesi ve desorbe edilmesi (ylizeyden
ayrilmasi) i¢in kullanilir. Bu islem, baglanmanin ne kadar giiclii oldugunu ve proteinin

yilizeyden ne kadar kolay ayrilabildigini degerlendirmek i¢in dnemlidir.
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Sekil 4.4- cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin 0.05-300.0 ng/mL (A) ve 0.05-1.0
ng/mL (B) arasindaki farkli derisimlerde hazirlanan cMyBP-C ¢ézeltileri ile yapilan

kinetik analizlerde ait SPR sensorgramlari
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Sekil 4.4’deki veriler, sensor yilizeyindeki baglanmanin derisimle dogrusal bir iliski i¢inde
oldugunu ve yiiksek derisimlerde daha fazla cMyBP-C’nin baglandigini gostermektedir.
Ayrica, yiikksek derisimlerdeki hizli artis ve sabitlenme, sensor yiizeyinin doygunluk
kapasitesine ulastigin1 gostermektedir. Bu kinetik analizler, cMyBP-C baskilanmig SPR
sensOrlerinin genis bir derisim araliginda cMyBP-C’yi yiiksek duyarlilikla tespit
edebildigini gostermektedir. Yiiksek derisimlerde (300.0 ng/mL) sensor ylizeyinde
doygunluga ulasan belirgin bir baglanma gozlenirken, diisiik derisimlerde (0.05 ng/mL)
bile sensor duyarli bir sekilde cMyBP-C’yi tespit edebilmistir. Bu sonuglar, SPR
sensorlerinin cMyBP-C tespitinde potansiyel olarak ytiksek performansl ve giivenilir bir

ara¢ oldugunu gostermektedir.

Bu veriler, sensorlerin cMyBP-C tespiti i¢in biyomolekiiler etkilesimlerin kinetik
analizlerini ve bu etkilesimlerin dogrusal bir baglanma izoterm modeli ile uyumlu
oldugunu gostermektedir. Ayrica, sensor ylizeyindeki baglanmanin hizinin ve doygunluk
seviyelerinin, cMyBP-C derisimi ile nasil degistigi detayli bir sekilde analiz edilmistir.
Bu bulgular, cMyBP-C’nin klinik tespitinde SPR sensorlerinin uygulanabilirligini

desteklemektedir.

cMyBP-C derisimi (C, ng/mL) ile 15181n kirilma indisi degisimi (%AR) arasindaki iliski
iki farkli dogrusal regresyon modeli ile temsil edilmektedir. Veriler iki farkli dogrusal
bolgeyi gostermekte ve bu bolgeler igin dogrusal regresyon denklemleri ve korelasyon

katsayilar1 (dogrusallik katsayis1) (R?) hesaplanmustir.
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Sekil 4.5 - 0.05-300 ng/mL araliginda hazirlanan cMyBP-C derisimleri ile %AR

arasindaki iliski

0.05-50 ng/mL araliginda %AR degeri, cMyBP-C derisimi ile yiiksek oranda dogrusal bir
iliski gostermektedir. Yiiksek R* degeri (0.9088), bu araliktaki verilerin dogrusal modele
iyi uyum sagladigin1 ve cMyBP-C derisiminin %AR degisimi tizerinde 6nemli bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Yani, 0.05-50 ng/mL araliginda cMyBP-C derisimi arttikga,
%AR degeri belirgin sekilde artmaktadir. Bu, sensoriin diisiik derisimlerde yiiksek
duyarhilikla calistigini ve ¢cMyBP-C’nin bu araliktaki tespitinin dogrusal bir sekilde

arttigin1 gostermektedir.

50-300 ng/mL aralig1 %AR degeri, cMyBP-C derisimi ile daha diisiik bir egimle dogrusal
bir iligki gostermektedir. R* degeri (0.871), bu araliktaki verilerin dogrusal modele
nispeten iyi uyum sagladigini, ancak onceki araliga kiyasla biraz daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Bu, daha yiiksek derisimlerde sensor ylizeyinin doygunluga

yaklagmasiyla gostermektedir.

Sonug olarak, SPR sensorlerinin cMyBP-C tespiti i¢in genis bir derisim araliginda etkili
oldugunu ve cMyBP-C’nin diisiik ve yliksek derisimlerde tespit edilebilirligini
dogrulamaktadir. Diisiik derisim araliginda sensor yiiksek duyarlilikla ¢alisirken, yiiksek
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derisim araliginda sensor yiizeyi doygunluga ulasmakta ve %AR artis hiz1 azalmaktadir.
Bu sonuglar, cMyBP-C’nin klinik tespitinde SPR sensorlerinin kullanilabilirligini

desteklemekte ve sensdrlerin farkli derisim araliklarinda performansini gostermektedir.

4.2.1. Denge ve Baglanma Kinetik Analizleri

Baglanma Kinetik Yaklasimi (A)

Sekil 4.6(A)’ya bakildiginda cMyBP-C derisimi arttik¢a baglanma kinetiginin (%AR) de
arttigin1 gostermektedir. Bu, cMyBP-C molekiillerinin SPR sensor yiizeyine baglanma
oraninin, ¢dzelti icindeki cMyBP-C derisimine dogrudan bagli oldugunu ortaya koyar.
Yiiksek derisimlerde, sensor yiizeyine daha fazla cMyBP-C molekiilii baglanmakta ve bu

da %AR'nin artmasina neden olmaktadir.

Denklemy =0.0012x - 0.0022, cMyBP-C derisimindeki her bir ng/mL artis igin %AR'nin
yaklagik olarak 0.0012 birim arttigini1 gostermektedir. R* degeri 0.9821, modelin verilerle
oldukea 1yi uyum sagladigini gostermektedir. Bu yiiksek uyum degeri, baglanma kinetigi
analizinin glivenilirligini ve dogrulugunu vurgular. Yiiksek R?, verilerin dogrusal modele
1yl uydugunu ve regresyon analizinin gegerli oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, SPR
sensOrlerinin  ¢cMyBP-C  tespitinde baglanma kinetigini basarili  bir sekilde
gerceklestirebildigini  gdstermektedir. Sensor ylizeyinde baglanma olaylarinin
dinamikleri, bu tiir kinetik analizlerle etkili bir sekilde degerlendirilebilir. Yiiksek
dogruluk ve giivenilirlik, SPR sensorlerinin biyomolekiiler etkilesimlerin izlenmesi ve

degerlendirilmesinde kullanilabilirligini vurgular.

Denge analiz yaklasinm (B)

Sekil 4.6 (B)’ye bakildiginda SPR sensorlerinde cMyBP-C tespiti i¢in denge analizinin
sonuclarint  gdstermektedir. Grafik, kirilma indisi degisimi (%AR) ile denge
konsantrasyonu (y) arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir. Elde edilen dogrusal
regresyon denklemi ve R? degeri, bu iliskinin kuvvetini ve dogrulugunu degerlendirmek
icin kullanmilmistir. Cizelge 4.1°deki veriler, SPR sensorlerinin ¢cMyBP-C tespiti i¢in
kinetik ve denge analizlerinin etkinligini ve dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilir.

Kinetik analiz verileri, cMyBP-C’nin baglanma ve ayrilma hizlarini ve yiizeye baglanma
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afinitesini belirlerken, denge analiz verileri sensor ylizeyinin baglanma kapasitesini ve
baglanma egilimini gosterir. Her iki analiz de SPR sensorlerinin cMyBP-C tespiti i¢in
yiiksek performans sergiledigini ve biyomolekiiler etkilesimlerin degerlendirilmesinde

kullanilabilirligini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.6- Baglanma kinetik yaklasimi (A) ve Denge analiz yaklagimi (B)

Cizelge 4.1- Kinetik hiz sabitleri

Baglanma Kinetik Denge Analizi

Analizi (Scatchard)

Ka, (ng/mL)*st: 0.0012 ARmaks: 9.89

kg, s :0.0022 Ka, (ng/mL)™*: 0.0196
Ka, (ng/mL)™: 0.545 Kb, (ng/mL): 51.02
Kp, (ng/mL): 1.833 R?: 0.9465

R?: 0.9821

Kirilma indisi degisimi (%AR) arttikca denge konsantrasyonunun azaldigini
gostermektedir. Bu, yilizeydeki baglanma yerlerinin dolmasi ile serbest cMyBP-C

molekiillerinin azalmasi arasindaki iliskiyi agik¢a ortaya koyar. Baglanma yerleri
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doldukga, yiizeydeki serbest molekiillerin konsantrasyonu azalmakta ve bu durum negatif

bir dogrusal iliski olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bu sonuglar, SPR sensorlerinin cMyBP-C tespitinde denge analizlerini basarili bir sekilde
gerceklestirebildigini  gostermektedir. Sensor ylizeyinde baglanma olaylarinin
dinamikleri ve dengeye ulasma siiregleri, bu tiir denge analizleri ile etkili bir sekilde
degerlendirilebilir. Yiksek dogruluk ve giivenilirlik, SPR sensorlerinin biyomolekiiler

etkilesimlerin izlenmesi ve degerlendirilmesinde kullanilabilirligini vurgular.

Denge analiz yaklagimi, SPR sensdrlerinin cMyBP-C tespitinde ylizeydeki baglanma
yerlerinin dolma kapasitesini ve serbest molekiil konsantrasyonlarindaki degisiklikleri
anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Grafik, yiizeydeki baglanma yogunlugunun
artmastyla birlikte denge konsantrasyonunun azaldigini ve bu iligkinin yiiksek dogrulukla
temsil edildigini gostermektedir. Bu analiz, SPR sensorlerinin ¢cMyBP-C’nin klinik
tespitinde ve biyomolekiiler etkilesimlerin degerlendirilmesinde etkin bir ara¢ oldugunu

dogrulamaktadir.

4.2.2. Denge izoterm modelleri

3 farkli denge izoterm modelleri Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich Modeli
cMyBP-C’nin SPR sensor yiizeyine baglanma davranisini aciklamak i¢in kullanildi ve

her model farkli baglanma mekanizmalarini temsil eder:

. Langmuir Modeli: Yiizeydeki baglanma yerlerinin homojen oldugunu ve cMyBP-
C’nin yiizeye monolayer olarak baglandigini1 gosterir. Bu model, en yiiksek R? degeriyle

verilerle miikemmel bir uyum saglar.

. Freundlich Modeli: Yiizeydeki baglanma yerlerinin heterojen oldugunu ve
cMyBP-C’nin ylizeye ¢ok katmanli olarak baglandigini gdsterir. Bu model, yiiksek R?

degeriyle verilerle iyi bir uyum saglar.

. Langmuir-Freundlich Modeli: Her iki modelin 6zelliklerini birlestirir ve cMyBP-
C’nin yiizeye hem monolayer hem de ¢ok katmanli olarak baglandigin1 gosterir. Bu

model, verilerle iyi bir uyum saglar ve yiizeyin heterojenligi hakkinda bilgi saglar.
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Sekil 4.7 - (A) Langmuir; B) Freundlich; (C) Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm

modelleri

Cizelge 4.2- Adsorpsiyon izoterm modellerin parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaksi 6.128 ARmaksZ 1.337
ARpas: 8.203
1/n: 0.8029 1/n: 0.8029
Kb, (ng/mL): 40.67
R% 0.9768 Kb, (ng/mL): 11.54

Ka, (ng/mL)*: 0.024
Ka, (ng/mL)*: 0.086
R?: 0.9999
R?: 0.9687

Yapilan deneyler sonucunda, Sekil 4.7°e dayanarak elde edilen veriler, cMyBP-C’nin
tayini i¢in en uygun modelin Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli oldugunu
gostermistir. CMyBP-C baskilanmis sensoriin yiizeyine kaplanan polimerik filmin tek
tabakal1 bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir. Cizelge 4.2'de hesaplanan ARmaks, Ka ve

Kp kinetik sabitleri Ozetlenmistir. Matematiksel hesaplamalara gore elde edilen
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korelasyon katsayilar1 karsilagtirildiginda, Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin
(R?=0.9999) Freundlich adsorpsiyon izoterm modeline (R?>=0.9768) gore daha yiiksek bir

korelasyon katsayisina sahip oldugu gozlemlenmistir.

4.2.3. Kardiyak Miyozin Baglayic1 Protein C (cMyBP-C) Tespitine Yonelik

Literatiirdeki Calismalar

Cizelge 4.3’de Ozetlenen caligmalar, CMyBP-C tespiti icin ¢esitli sensor tiplerinin ve
ylizey modifikasyonlarinin etkinligini gostermektedir. Her bir sensor tipi, belirli derisim
araliklarinda yiiksek duyarlilik ve dogruluk sunmakta olup, klinik tan1 ve biyomedikal
aragtirmalar i¢in Onemli avantajlar saglamaktadir. Elektrokimyasal sensorler ve SPR
sensorleri, genis bir derisim araliginda yiiksek duyarlilik gosterirken, nanopartikiil bazli
ve floresan tabanli sensorler de benzer sekilde etkili sonuglar sunmaktadir. Bu ¢alismalar,
cMyBP-C tespiti icin cesitli sensor teknolojilerinin uygulanabilirligini ve etkinligini

vurgulamaktadir.

Calismamizda kullanilan SPR sensorleri, cMyBP-C tespitinde yiiksek duyarlilik ve
secicilik saglamaktadir. Mikrotemas baskilama yontemi kullanilarak, cMyBP-C'nin genis
bir calisma araliginda giivenilir bir sekilde tespit edilmesi miimkiin kilinmistir. Bu
yontem, modifiye edilmis yiizeyler kullanarak, cMyBP-C'nin spesifik baglanma bdlgeleri
olusturmasini saglar. Bu sayede, sensorlerimiz hem diisiik saptama sinir1 hem de yiiksek

secicilik ile cMyBP-C'yi tespit edebilir.

Mikrotemas baskilama yontemi, yiizey lizerinde kontrollii ve homojen bir protein
yerlesimi saglayarak, sensor performansini optimize eder. Bu yontem, mevcut sensor
teknolojilerine kiyasla daha ytiksek dogruluk ve giivenilirlik sunar. Ayrica, biyomedikal
uygulamalarda, 6zellikle kalp sagliginin izlenmesi ve kardiyak olaylarin erken teshisi
acisindan biiyiik potansiyele sahiptir. Bu sensdrler, kan plazmasi ve serum 6rneklerinde

etkin bir sekilde kullanilabilir, béylece klinik uygulamalarda genis bir kullanim alani
bulabilir.

55



Cizelge 4.3 - cMyBP-C Tespitine Yonelik Literatiirdeki Calismalar

Kinetik Analiz
Saptama ) Yiizey
Sensor Tipi Calisma Edilen . Kaynak
Sinir1 . Modifikasyonu
Arahgi Ornek
. Kan
Elektrokimyasal 1pM-10 Karbon
0.1 pM |jplazmasi, [68]
Sensorler nM Nanotiipler
serum
Kan
Yiizey Plazmon 10nM - 10 Altin
10 nM plazmasi, _ [69]
Rezonansi (SPR) uM Nanopartikiiller
serum
Kan
Nanopartikiil Bazh Karbon
0.01-1uM|0.01 uM ||plazmasi, [70]
Sensorler Nanotiipler
serum
Kan .
0.1nM - Silika
Optik Sensorler 1nM plazmasi, _ [71]
100 nM Nanopartikiiller
serum
Kan
Floresan Tabanh |0.1nM -1
0.1nM |plazmasi, |Floresan Boyalar [72]
Sensorler uM
serum
Kan
Aptamer Tabanh ||0.01 pM -1 |0.01 pM - Aptamer Tabanl
plazmasi, || [73]
Biyosensorler nM 1nM Biyosensorler
serum
Kan ' o
Quantum Dot 10 nM to Sinyal artirimi i¢in
0.1nM |jplazmasi, [74]
Biyosensorler 100 uM kuantum noktalar1
serum
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4.2.4. SPR Sensorlerin Seciciliklerinin incelenmesi

Yiizey plazmon rezonansi (SPR) sensorler, biyomolekiillerin yiizeylere baglanma
olaylarin1 ger¢cek zamanli ve etiketlemesiz olarak izleme yetenegi sayesinde sensor
alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu teknoloji, 6zellikle molekiiler tan1 ve biyomedikal
arastirmalarda kullanilmaktadir. SPR sensorleri, hedef molekiillerin ylizeye baglanmasini
ylizeydeki kirilma indisi degisiklikleri iizerinden algilayarak ¢alisir. Bu ¢alisma, cMyBP-
C molekiiliiniin belirli ve spesifik baglanma 6zelliklerini incelemek i¢in tasarlanmistir.
Molekiillerin baglanma afiniteleri ve segicilikleri, molekiiler tanimlama ve hastalik tespiti

i¢in kritik 6neme sahiptir.

Molekiiler baskilanmis (MIP) sensorler, 6zgilil hedef molekiillere yiiksek baglanma
kapasitesi ve secicilik sunarken, baskilanmamis (NIP) sensorler daha genel bir baglanma
profili gosterir. Bu ¢alismada, MIP ve NIP SPR sensorlerinin cMyBP-C, ¢cTnT ve CK-

MB gibi farkli biyomolekiillere karsi kinetik baglanma ve segicilik analizleri yapilmistir.

57



% AR

% AR

0.8

0.7

0.6

0.2

0.1

——cMyBP-C
cMyBP-C+cTnT +CK-MB
——cTnT
——cTnT+CK-MB
CK-MB

e,

—

P:“:,m

™~

0

A

__..-‘-_‘u'.I—_—A—n- : \- 4

60

180 240 300 360 420 480 540 600

Zaman (saniye)

——cTnT
—cMyBP-C
cMyBP-C+cTnT+CK-MB
—cTnT+CK-MB
CK-MB

T T T T T T 7'7ﬂa
180 240 300 360 420 480 540 600

Zaman (saniye)

120

Sekil 4.8- cMyBP-C baskilanmis (MIP) (A) ve baskilanmamis (NIP) (B) SPR

sensorlere ait secicilik kinetik analizleri icin SPR sensogramlari
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Sekil 4.8’da goriildiigii gibi, cMyBP-C baskilanmis (MIP) ve baskilanmamig (NIP) SPR
sensorlerin farkli biyomolekiillere karsi segiciliklerini degerlendirmek i¢in yapilan

kinetik analiz sonuglarin1 gostermektedir.

cMyBP-C baskilanmis (MIP) SPR sensor, cMyBP-C 'ye kars1 yiiksek spesifiklik ve
afinitesi ile en yiiksek %AR degerlerini gostermektedir. Karisik biyomolekiillerin
varliginda bile sensor, cMyBP-C’yi etkin bir sekilde taniyabilmektedir. Diger molekiiller
(cTnT ve CK-MB) sensor tarafindan daha disik afinitelerle tanimmaktadir.
Baskilanmamig (NIP) SPR sensor, baskilanmamis yiizeyde ¢TnT'ye kars1 daha yiiksek
bir baglanma gdstermekte olup, cMyBP-C’ye karsi daha diisiik bir afinitesi vardir. Bu,
sensOr ylizeyinin spesifik baglanma bdlgelerinin eksik oldugunu ve yilizeydeki

baglanmanin daha genel ve spesifik olmayan etkilesimlerle gerceklestigini gdsterir.

cMyBP-C baskilanmig ve baskilanmamis SPR sensorler karsilastirildiginda cMyBP-C
SPR sinyalinin 7.08’den 0.67’ye diistiigli goriilmiistiir. Sonuglar, cMyBP-C baskilanmis
SPR sensoriiniin cTnT ve CK-MB ig¢in tepkilerin Sekil 4.8'deki cMyBP-C daha diisiik
oldugunu gostermektedir. cMyBP-C/cTnT ve cMyBP-C/CK-MB igin cMyBP-C
baskilanmis SPR sensoriiniin bagil secicilik katsayilari (k), sirastyla 4.18 ve 10.71 katidir
(Cizelge 4.4). Ayrica cMyBP-C baskilanmig SPR sensoriiniin cMyBP-C baskilanmamis
SPR nanosensore gore segiciligi, ARmip/ARNip olarak belirlenen baskilama faktorii (IF)
10.56 olarak hesaplanmigtir. cMyBP-C igin baskilama faktorii, diger yarismaci

molekiillerin IF'lerinden daha yiiksek oldugu goériinmektedir.

Bu sonuglar, cMyBP-C baskilanmis (MIP) SPR sensorlerin, cMyBP-C’yi yiiksek
spesifiklik ve afiniteleri ile tantyabildigini ve karisik biyomolekiillerin varliginda bile
etkin bir sekilde tespit edebildigini gostermektedir. Baskilanmamig (NIP) sensorler,
spesifik baglanma bolgelerinden olmamasi diisiik afiniteli baglanmay1 gostermektedir.
Kinetik analizler, MIP SPR sensorlerin ¢cMyBP-C tespitinde yiiksek performans
sergiledigini ve klinik uygulamalarda spesifik biyomolekiillerin tespiti i¢in
kullanilabilirligini vurgulamaktadir. Sensorlerin segicilik performansi, cMyBP-C

baskilanmis ylizeylerin gelistirilmesi ve optimize edilmesiyle artirilabilir. Bu sonuglar,
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cMyBP-C’nin klinik tanisinda MIP SPR sensorlerin etkinligini ve giivenilirligini

dogrulamaktadir.
Cizelge 4.4 - Segicilik ve bagil secicilik katsayilari

Kullanmilan MIP SPR sensor | NIP SPR sensor

molekiiller AR k AR k k'
cMyBP-C 7.08 - 0.67 - -
cTnT 1.84 3.85 0.73 0.92 4.18
CK-MB 0.56 12.64 0.57 1.18 10.71
cTnT+ CK-MB 1.27 5.57 0.58 1.16 4.80
cMyBP-C + cTnT+ CK-MB 5.97 1.19 0.60 1.12 1.06

Cizelge 4.4, cMyBP-C baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR sensorlerin farkli
biyomolekiillere kars1 secicilik ve bagil secicilik katsayilarini géstermektedir. Secicilik
katsayilar1 incelendiginde, MIP SPR sensorlerin ¢cMyBP-C’yi yiiksek segicilik ve
afiniteleri ile tespit edebildigini ve diger biyomolekiillere kiyasla daha yiiksek %AR
degerleri ve segicilik katsayilar1 gosterdigini ortaya koymaktadir. NIP SPR sensorler ise,
spesifik baglanma bolgelerinden yoksun olup, daha diisiik afiniteli ve daha diisiik se¢icilik

performansi sergilemektedir.

4.2.5. Yapay plazma érneklerden kardiyak miyozin baglayici protein-C tayini

Sekil 4.9’da cMyBP-C baskilanmig SPR sensoriin yapay plazma 6rneklerinde cMyBP-C
tayini i¢in farkli derisimlerde (50 ng/mL ve 100 ng/mL) yapilan kinetik analiz sonuglarini

gosterilmektedir. Ayrica, saf numune (kontrol) i¢in de bir 6l¢iim yapilmistr.
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Sekil 4.9- cMyBP-C baskilanmis SPR sensor ile farkli derisimlerde cMyBP-C ile yapay

plazma orneklerinde cMyBP-C tayinine ait kinetik analiz sensorgramlari

Sekil 4.9’a gore, 100 ng/mL derisimde %AR degeri yaklasik olarak 5.5 seviyesinde
sabitlenmektedir. Baglanma baslangicinda hizli bir artis gdzlemlenmekte ve ardindan bu
yiiksek seviyede sabit kalmaktadir. Bu, sensoriin yiizeyine yiiksek derisimde cMyBP-C

baglandigini ve baglanma doygunluguna ulasildigin1 gostermektedir.

50 ng/mL derisimde %AR degeri yaklasik olarak 3.0 seviyesinde sabitlenmektedir.
Baglanma kinetigi daha diisiik derisimle uyumlu olup, yiizeyde orta seviyede bir

baglanma yogunlugunu gostermektedir.

Saf Numunesi i¢in %AR degeri sifira yakin olup, bu sensor yiizeyinde cMyBP-C
baglanmasinin ger¢eklesmedigini dogrulamaktadir. Bu, kullanilan sensoriin spesifikligini

ve dogru ¢alistigini gdsterir.
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Cizelge 4.5 - cMyBP-C baskilanmis SPR sensorlerin yapay plazma 6rneklerindeki
bulunan cMyBP-C analiz sonuglari (n:3)

Eklenen cMyBP-C Bulunan cMyBP-C Miktari Geri Kazanim
Miktan (ng/mL) (%)
(ng/mL) SPR ELISA SPR ELISA
50 ng/mL 49.71+0.271 49.15+0.092 | 99.42+0.093 | 98.29+0.185
100 ng/mL 97.944+0.0096 | 97.93+0.0095 | 97.93+0.010 | 97.94+0.010

Yapay plazmada hazirlanan 50 ng/mL ve 100 ng/mL derisimlerinde cMyBP-C ¢ozeltileri
ile yapilan kinetik analizler hem SPR hemde ELISA sonuglar1 karsilastirilmis ve geri
kazanim degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Geri kazanim oranlar1 yapay plazmada
hazirlanan 50 ng/mL ¢cMyBP-C i¢in SPR i¢in %99.42 + 0.093 ve ELISA i¢in %98.29 +
0.185 iken 100 ng/mL cMyBP-C i¢in SPR i¢in %97.93 + 0.010 ve ELISA igin %97.94 +
0.010'dur. Bu sonuglar, yiiksek derisimlerde de SPR ve ELISA yo6ntemlerinin

giivenilirligini ve dogrulugunu dogrulamaktadir.

Bu sonuglar, cMyBP-C baskilanmis SPR sensorlerin, yapay plazma orneklerinde
cMyBP-C tespitinde yiiksek dogruluk ve giivenilirlik sergiledigini gostermektedir. Farkli
derisimlerde yapilan analizler, sensorlerin genis bir derisim arali§inda etkili oldugunu ve
geri kazanim oranlariin yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. SPR sensdrlerinin ELISA
yontemi ile karsilastirilmasi, her iki yontemin de yiiksek dogruluk ve giivenilirlikle
calistigin1 ve cMyBP-C’nin dogru bir sekilde tespit edilebildigini gostermektedir. Bu
veriler, SPR sensorlerinin biyomolekiiler tespit ve analizlerde klinik uygulamalar i¢in
uygun ve giivenilir bir arag oldugunu dogrulamaktadir. Bu sonuglar, cMyBP-C’nin klinik

tanisinda SPR sensorlerin etkinligini ve giivenilirligini desteklemektedir.
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4.2.6. Tekrar Kullanabilirligin Incelenmesi

cMyBP-C baskilanmigs SPR sensoriin tekrar kullanabilirligini 100 ng/mL cMyBP-C
¢Ozeltisi sisteme pes pese 4 kez verilerek ger¢ek zamanli SPR sisteminde Kinetik analizler
gerceklestirilmigtir. Tekrarlanabilirlik i¢in kinetik analiz i¢in ilk olarak 2 dakika pH 7.4
fosfat tamponu, sonrasinda 6 dakika boyunca 100 ng/mL cMyBP-C ¢ozeltisi ve en son
da 2 dakika %10’luk etilen glikol desorpsiyon ¢ozeltisi ile SPR sisteminden gegirilerek
gerceklestirilmistir. Sekil 4.10°da gorildigu gibi cMyBP-C baskilanmis SPR sensor, 4
dongii sonrasinda SPR sensoriin ylizde olarak verimi 96.46 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar, cMyBP-C baskilanmis SPR sensorlerin tekrar kullanilabilirligini ve
rejenerasyon siireclerinin etkinligini dogrulamaktadir. Bu, SPR sensorlerinin uzun siireli

ve tekrarli kullanimlar i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

c
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Sekil 4.10- cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin tekrar kullanilabilirlik sensorgrami (a:

adsorpiyon, b: desorsiyon, c: rejenerasyon).
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Tekrar Kullanilabilirlik Avantajlart:
Ekonomiklik: Sensorlerin tekrar kullanilabilir olmasi, maliyetlerin azaltilmasini saglar.

Stirdiirtilebilirlik: Tekrar kullanilabilir sensorler, atik miktarmi azaltir ve gevresel

stirdiiriilebilirligi destekler.

Verimlilik: Hizli rejenerasyon siiregleri, sensorlerin daha hizli ve verimli bir sekilde

kullanilmasina olanak tanir.

Bu analizler, SPR sensorlerinin biyomolekiiler tespit ve analizlerde yiiksek performans
sergiledigini ve c¢MyBP-C’nin klinik tamisinda giivenilir bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Tekrar kullanilabilirlik, bu sensorlerin pratik
uygulamalarda avantajlarin1 artirmakta ve kullanicilar i¢in 6nemli bir 6zellik

sunmaktadir.

cMyBP-C baskilanmig SPR sensoériin farkli zamanlarda tekrar kullanabilirligi incelenmis
ve 100 ng/mL cMyBP-C derisimde sulu gozeltiler kullanilarak hazirlanan 6rneklerle
kinetik analizler gergeklestirilmistir (Sekil 4.11) Elde edilen kinetik analiz sonuglarina
gore cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin verimliliginin %91 olarak hesaplandigin
gostermistir. Bu bulgular, cMyBP-C baskilanmig SPR farkli zamanlarda tekrar tekrar

kullanilabilirlik agisindan yiiksek kinetik kararlilik ve verimlilik gostermistir.

8 -

HH

HH

l.ay 2.ay 4.ay 6.ay

Sekil 4.11- cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin farkli zamanlarda tekrar

kullanilabilirlik sensorgrami
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Performans Stabilitesi: ilk alt1 ay boyunca sensoriin %AR degerlerinde minimal azalmalar
gozlemlenmistir. Bu, sensor ylizeyinin zamanla stabil kaldigini ve etkinligini korudugunu

gostermektedir.

Uzun Siireli Kullanim: Sensor ylizeyi, alt1 ay boyunca tekrar kullanilabilirligini korumus
ve yiiksek performans sergilemistir. Bu, SPR sensorlerinin uzun siireli ve tekrarh
kullanimlar i¢in uygun oldugunu ve biyomolekiiler tespitlerde giivenilir bir ara¢ oldugunu

dogrulamaktadir.

Bu grafik, cMyBP-C baskilanmis SPR sensorlerin zaman i¢inde tekrar kullanilabilirligini
ve performans stabilitesini degerlendirmek icin onemlidir. Farkli zaman dilimlerinde
yapilan ol¢iimler, sensér yiizeyinin uzun siireli kullanimda bile yiiksek duyarlilik ve

baglanma kapasitesini biiyiik 6l¢lide korudugunu gostermektedir.
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasinda, kardiyak miyozin baglayici protein C (C(MyBP-C) kardiyak islev ve
yapisal biitiinliik agisindan kritik dneme sahip bir protein olarak bilinmektedir. cMyBP-
C, ozellikle kardiyak kas hiicrelerindeki kontraktil protein komplekslerinin
diizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir. Bu proteinin modifikasyonu veya
islevselligindeki herhangimiz bozulmalar, ¢esitli kardiyomiyopatiler dahil olmak iizere
kardiyak hastaliklarin patojenezinde 6nemli bir faktor olarak kabul edilir. Bu baglamda,
cMyBP-C’nin dogru sekilde tespit edilmesi, hastalik teshisinde erken ve hassas
biomarkerlar kullanilmasina olanak saglamakta ve kardiyak hastaliklarin daha iyi

anlasilmasina katkida bulunmaktadir.

SPR sensor ve mikrotemas baskilama yontemin avantajlari birlestirilerek gerceklestirilen
bu tez ¢alismasinda, cMyBP-C’nin SPR sensor ylizeylerine baskilanmasi, bu proteinin
yiizeyler tizerinde spesifik olarak taninmasini ve baglanmasini saglamistir. Bu sensorler,
cMyBP-C ile zenginlestirilmis ylizeyler (MIP) iizerinde yiiksek baglanma kapasitesi ve
spesifiklik gostermislerdir. Kinetik analizler, cMyBP-C’nin ¢esitli konsantrasyonlarina
kars1 yanitin, diisik konsantrasyonlardan yiiksek konsantrasyonlara dogru dogrusal bir
iliski gosterdigini ortaya koymustur. 0.05-300 ng/mL derisim aralifinda hazirlanan
cMyBP-C ¢ozeltileri ile kinetik analizler gerceklestirilmis ve en diisiik tayin limiti (LOD)
0.019 ng/mL ve en diisiik miktar limiti (LOQ) 0.064 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu,
sensorlerin kardiyak hastaliklarin erken teshisi ve izlenmesi i¢in potansiyel olarak yararli

araglar olabilecegini gostermektedir.

SPR sensoriin segicilik analizlerinde, cMyBP-C’nin yan1 sira diger kardiyak markerlar
olan Troponin T ve kreatin kinaz gibi yarismaci molekiiller ile karsilastirildiginda,
cMyBP-C 'ye 0Ozgii yiiksek secicilik gosterdigini ortaya koymustur. cMyBP-C
baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensorler karsilastirildiginda cMyBP-C SPR
sinyalinin 7.08’den 0.67’ye diistigii gorilmiistiir. cMyBP-C/cTnT ve cMyBP-C/CK-MB
icin CMyBP-C baskilanmig SPR sensoriiniin bagil se¢icilik katsayilari (k), sirastyla 4.18
ve 10.71 katidir. Bu yiiksek segicilik degerleri, cMyBP-C baskilanmis (MIP) yiizeylerin,
diger proteinlerin (yarismasi1 molekiiller) varliginda bile cMyBP-C’yi etkin bir sekilde

tantyabilmesine olanak tanir. Bu 6zellik, klinik 6rneklerdeki karmasik matrisler igerisinde
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cMyBP-C’nin dogru tespitini saglar, bdylece kardiyak hastaliklarin teshis ve

izlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

cMyBP-C baskilanmis SPR sensoriin tekrar kullanabilirligi, gercek zamanli SPR
sisteminde kinetik analizler yapilarak degerlendirilmistir. cMyBP-C baskilanmig SPR
sensor, ayni giin i¢inde yapilan 4 Kinetik analiz dongiisii sonrasinda SPR sensoriin yiizde
olarak verimi 96.46 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, cMyBP-C baskilanmis SPR
sensorlerin  tekrar  kullanilabilirligini  ve rejenerasyon siireglerinin  etkinligini
dogrulamaktadir. Bu, SPR sensérlerinin uzun stireli ve tekrarli kullanimlar i¢in uygun

oldugunu gostermektedir.

Yapay plazmada hazirlanan farkli derisimlerde cMyBP-C ¢ozeltileri ile yapilan kinetik
analizler sonucunda hem SPR sensoér hem de ELISA sonuglart karsilagtirilmis ve geri
kazanim degerleri incelenmistir. Bu sonuglar, yiliksek derisimlerde de SPR sensor ve

ELISA yontemlerinin giivenilirligini ve dogrulugunu dogrulamaktadir.

Sonug olarak, cMyBP-C tayini i¢in yapilan bu caligma, SPR sensor teknolojisinin,
kardiyak biyomarkerlerin tespiti konusunda ne kadar etkili ve giivenilir oldugunu
gostermektedir. Bu bulgular, kardiyak hastaliklarin erken teshisi, yonetimi ve tedavisinde
SPR sensdrlerinin kullaniminin genigletilmesine zemin hazirlamaktadir. Bu caligmalar,
kardiyak biyoloji ve hastaliklarin molekiiler temellerini anlama konusunda da yeni kapilar

agabilir.
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