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OZET

BILIRUBIN TAYINi ICIN BASKILANMIS SENSORLERIN
HAZIRLANMASI

Cigdem CiCEK
Yuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ

Haziran 2014, 81 sayfa

Yapilan g¢alismanin amaci hiperbilirubinemili insan serumundan ve bilirubin sulu
cOzeltisinden bilirubin tayinine yonelik kuvars kristal mikroterazi sensor
hazirlanmasidir. QCM biyosensoér, QCM c¢ipin altin ylzeyine bilirubin baskilanmis
PHEMATrp nanofilminin tutturulmasi ile hazirlanmigtir. Komplekslestirici monomer
olarak metakroiltriptofan (MATrp) secilmistir. ilk olarak metakroiltriptofan metil
esteri ve metakroil klorlr reaksiyonundan metakroiltriptofan (MATrp) sentezlenmis
ve FTIR ile karekterize edilmigtir. Daha sonra bilirubin MATrp ile 06n
komplekslestirilerek bilirubin baskilanmis poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakroil
triptofanmetil esteri) (PHEMATrp) MIP nanofilmi fotopolimerizasyon ile
sentezlendi. Ayrica baskilanmamis PHEMATrp (NIP) nanofilmi ayni ydntemle
sadece ortamda kalip molekul (bilirubin) eklenmeksizin sentezlenmigtir. Bilirubin
baskilanmis polimer ¢ozeltisi QCM ¢ipin altin ylzeyine damlatilip, UV lamba
altinda 20 dakika polimerlesmesi saglanmistir. Hazirlanan QCM sensoérler, atomik
kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, FTIR-ATR ve temas agisi olgumleri ile
karaterize edilmistir. Kalinhk olgumleri ve AFM goruntuleri, nanofilmlerin tek



tabakali oldugunu gostermistir. Karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan elde
edilen baskilanmig ve baskilanmamigs sensorler QCM sistemine baglanarak hedef
molekule ait kinetik ve afinite baglanma calismalari yapilmistir. Daha sonra kan
serumu QCM sensoére gdnderilerek serumdaki bilirubin miktari tayin edilmigtir.
Baskilanmis nanofilmin, baskilanmamis nanofilme gore hedef molekule (bilirubin)
daha fazla duyarhlik gostermistir. Adsorpsiyon kinetikleri farkli derisimlerdeki
bilirubin ¢o6zeltisinin QCM sisteminden gecirilmesi ile belirlenmistir. Langmuir
adsorpsiyon modeli, bu afinite sistemi igin en uygun model olarak bulunmustur.
Bilirubin baskilanmis PHEMATrp nanofilmin segiciligini gostermek icin bilirubin,
kolesterol ve d&strodiol yarismaci adsorbsiyonu arastirnimigtir.  Sonuglar,
baskilanmis sensorlerin  bilirubin igin yuUksek secicilige ve duyarliiga sahip

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Bilirubin, hiperbilirubinemi, molekiler baskilama, kuvars

kristal mikroterazi.



ABSTRACT

PREPARATION OF MOLECULARLY IMPRINTED SENSOR FOR

BILIRUBIN DETECTION

Cigdem CICEK
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ

June 2014, 81 pages

The aim of this study is preparation of quartz crystal microbalance (QCM)
biosensor for the detection of bilirubin from hyperbilirubinemic human serum and
bilirubin solution. QCM biosensor was prepared by attachment of bilirubin
imprinted poly(2-hydroxyethyl methacrylate-N-metacryloyl tryptophan methyl ester)
(PHEMATrp) nanofilm on the gold surface of QCM sensor. In the first step,
functional monomer MATrp was synthesized by the reaction of tryptophan
methylester and metacryloyl chloride and characterized with FTIR. Then, bilirubin
was pre-complexed with MATrp and bilirubin-imprinted poly(2-hydroxyethyl
methacrylate-N-metacryloyl tryptophan (PHEMATrp) (MIP) nanofiims were
producted by fotopolimerization. Non-imprinted PHEMATrp (NIP) nanofilms were
synthesized by the same experimental procedure without bilirubin. A small amount
of bilirubin imprinted polimer were dropped on the gold surface and then was
allowed polimerization 20 minute with UV lamb. Prepared QCM sensors
characterized with atomic force microscopy (AFM), ellipsometer, fourier transform
infrared spectro-photometry (FTIR) and contact angle measurement. The



thickness measurement and AFM observation indicated that nanofilms were
almost monolayer. After the characterization studies, the imprinted and non-
imprinted QCM sensors were connected to QCM system to obtain the kinetic and
affinity studies for the target molecule. Then human serum of bilirubin was
determineted with QCM. Imprinted nanofilms showed more sensitivity to bilirubin
than non-imprinted ones. Bilirubin solution with different concentration were
applied to QCM system to determine the adsorption kinetics. Langmuir adsorption
model was found as the most suitable model for this affinity system. In order to
show the selectivity of the bilirubin imprinted PHEMATrp nanofilms, competitive
adsorption of bilirubin, cholesetrol and ostradiol was inverstigated. The results
showed that the imprinted nanosensor has high selectivity and sensitivity for

bilirubin.

Key Words: Bilirubin, hyperbilirubinemi, molecular imprinting and quartz crystal

microbalance.
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1. GIRIS
Bilirubin yaslanmis kirmizi kan hucreleri igerisindeki hem proteinin normal
metabolizmasi sirasinda olusturulmus bir tetrapirol dikarboksilik asittir ve normalde
suda ¢oézunlr kompleks olusturmak icin albimin ile konjuge edilir [1]. Serum
bilirubini  ¢esitli  karaciger hastaliklarinin  belirlenmesinde ve karaciger
fonksiyonlarina bakilmakta onemli bir endekstir [2]. Serbest bilirubin toksiktir.
yuksek konsantrasyonda serbest bilirubin hepatik ve safra yolu hasarina ve
gegirgenliginden dolayl beyin hasarina yada o6lime sebep olabilir [3]. Egder
serumda bilirubin konsantrasyonu 15 mg/dL’ nin Uzerine ¢ikarsa, kernikterus gibi
norolojik bozukluklar ya da bilirubin ensefalopatisi geligebilir.  Yuksek
konsantrasyonda bilirubinin gegici ve kalici etkilerinin ortadan kaldirilmasi igin,
hiperbilirubineminin zamaninda tespit ve tedavisi 6nemlidir. Hiperbilirubinemi
tedavisinde kullanilan baslica ydontemler; fototerapi, kan degisimi, farmakolojik
tedavidir [4]. Fototerapi, bilirubini lipofilik Ozelligi azalmis olan foto-Urinlere
cevirerek detoksifiye eder. Daha az lipofilik olmus bilirubin karacigerin
konjugasyon sistemini atlar. Daha sonra metabolik olaylara gereksinim kalmadan
safraya atilir. Bilirubin, 1s1§1 adsorbe ederek fotoizomerlerine dontsir. Ancak
fototerapinin etkili olabilmesi icin deriyi en ¢ok gecebilen mavi-yesil 450-520 nm
dalga boyundaki 1siga gereksinim vardir [5,6]. Kan degisimi teknigi ilk kez
Wallerstein tarafindan ortaya konuldu ve 1951 yilinda Diamond ve arkadaslari
tarafindan  gelistiriildi. Rh  uygunsuzluu nedeniyle meydana gelen
hiperbilirubinemiyi kontrol etmek ve kernikterustan korunmak i¢in uygulanan kan
degisimi teknigi ilk tedavi yontemidir. Kan dedisimi ile bilirubin dizeylerini
dusurmeye ek olarak, maternal antikorlari uzaklastirmak, Uzerine antikor bagli
eritrositleri ve diger toksik maddeleri temizlemek, hemolizin yol actigi anemiyi

dizeltmekte amaclanmigtir [7].

Yapilan calismada hiperbilirubinemiye sebeb olan kandaki serbest bilirubin tayini
icin molekuler baskilama ydntemi ile kuvars kristal mikroterazi (QCM) sensorlerin
hazirlanmasi amaglanmigtir. QCM sensér ylzeyine tutturmak Uzere bilirubin
baskilanmis nanofilm hazirlanarak bilirubinin yuksek hassasiyetli ve secimli

tayininin saglanmasi galismanin temel amacidir.



QCM sensorler, basitligi, uygulanabilirligi, dusuk fiyatt ve eszamanli Olgim
gerceklestirebilme Ozelligine sahiptir [8]. Molekuler baskilanmig polimer ile kuvars
kristal mikrobalans (QCM)’in birlestiriimesiyle yapilan sensoér tasarimini ilk olarak
Mosbach ve ark. 1997°de gergeklestirdi. Bu tip QCM sensoérleri altin elektrotlar
uzerinde baskilanmis polimer tabakasi igerirler. QCM direkt molekuler tanima
tayinlerinde oldukga tutarli bir nicel tekniktir. QCM aparatlarn elektrot Uzerindeki
kitle degisimine gbre frekans Olcllimesine dayanmaktadir. Baskilanmis
polimerlerle birlestiriimis QCM sensoérleri biyomimetik ve kimyasal alanlarda

uygulanmaktadir [9].

Sunulan c¢alisma kapsaminda kuvars kristal mikroterazi (QCM) biyosensorler

hazirlanmistir. Calisma 3 ana baslik altinda gergeklesmistir.

)] Bilirubin kalip molekdlle etkilesmek icin uygun yapida fonksiyonel
monomer olarak segilen N-metakriloil-L-triptofan metil ester (MATrp), L-
triptofan metil esteri ve metakroil klortriin reaksiyona sokulmasiyla
sentezlenmistir. Daha sonra NMR ve FTIR olcimleriyle karekterize
edilerek bilirubin baskilanmis nanofilm hazirlanmistir.

1)) Altin sensor yuzeyler temizlenmig, karekterize edilmis, hazirlanan
nanofilm ylzeye tutturulmus ve kinetik-afinite sabitleri belirlenmigtir.

iii) Sensorun kararhihdi, seciciligi ve spesifikligi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bilirubin

Kirmizi kan hacrelerinin dmurleri yetigkinlerde yaklagik 120 bebeklerde 70 gunddr.
Kirmizi kan hdcresindeki aktif bilesen hemoglobindir. Hemoglobin demir atomu
merkezli porfirin halkasina sahiptir. Bu halka dokulara oksijen ve akcigere
karbondioksit aktarimini saglar. Bilirubin hemoglobin metabolizmasindan uretilir.
Hem, metan kopruleri ile baglanmis dort tetrapolar halkaya sahiptir. Bu halkalar,
mikrozomal enzim olan hem oksijenaz ile gama-metil képristinden agilirlar.
Baslangigta, indirgeyici ajan Fe(ll)'ye elektrofilik atak yapar ve NADPH indirgenir.
Sirasiyla alfa-metil kdprusundeki karbon, karbon monoksit (CO) olarak ayrilir.
Gama-metil kdprisunin yanindaki porfirin halkasina dahil karbon atomu ise iki
oksijen alarak oksitlenir. Sonug olarak bilirubin ve biliverdinde ki iki laktam oksijeni
olusturur. Elektron eklenmesi ile Fe(lll), Fe(ll)’ye indirgenir daha sonra tetrapolar

yap! acilir ve demir serbest kalir [10,11].
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Sekil 2.1. Hem halkasinin agilmasi ve biliverdinin bilirubine dénisima [12].

Hem oksijenaz enziminin halkayr agmasiyla olusturdugu urun, kus, balik ve birgok
amfibik tlr i¢in spesifik olan biliverdindir. Biliverdin suda ¢dztinebilen ve non toksik
oldugu kabul edilen yesil bir pigmenttir. Birgok memeli biliverdini, turuncu pigment
olan bilirubine donustiurur. Daha az polar olan bilirubin plasental membranlardan

biliverdine gore kolayca gecger [13,14].



Bilirubinin biliverdine indirgenmesi sitozolik enzim ailesinden olan biliverdin
reduktaz tarafindan katalizlenir. Kofaktor olarak pH 6.7 ‘de nikotinamin adenin
dindkleotit (NADH) ya da pH 8.5tA (NADPH) kullanilir. Kobay karacigerde
biliverdin reduktaz 70-kDa luk bir proteindir [15,16].

Bilirubinin  sistemik ismi  1’,8’-dioxo-1,3,6,7-tetrametil-2,8-divinilbiladien-alfa,c-
dipropionik asittir. DUz kimyasal yapisini Fisher ve Plieninger belirlemigtir ve x-
Isinlar kristalografi ile dogrulamislardir [17]. Bilirubinin sulu ¢ozeltide kararsiz ve
gergin olmasindan dolayi ¢ozunurlugunu belirlemek zordur. Kolloidal ¢ozeltideki
bilirubinin hlcre yuzeyi ile etkilesimi sonucu suda ¢ézunmez. Fakat polar ¢ozucu
icerisinde, molekdl icin hidrojen baglarinin bozulmasiyla ¢6zinir hale gelir.
Bilirubin ve silfonamid gibi polar ligandlar albiminin polar baglanma bdlgesini
paylasirlar [18,19,20].

Dogal antioksidan seviyeleri dustuk oldugu zaman, bilirubin ve biliverdin 6zellikle
yenidogan doneminde oOnemli sayilabilen guclu antioksidan etkiye sahiptirler.
Biliverdin hem kardiyak hemde kuguk bagirsak nakillerinde doku reddini azaltmak
icin gérunar [21,22]. Bilirubin ylksek konsantrasyonlarda noérotoksik olmasina

ragmen, guclu antioksidandir ve sitoprotektif aktiviteye sahiptir [23].

Biyolojik 6neme sahip hem proteinin yikimi ile bilirubin Uretilir. Bilirubin kantitatif
olarak safraya atildi§i icin, miktari safrada belirlenir. Konjuge olmayan bir kisimda
safraya atilarak enterohepatik donglye maruz kalabilir [24,25]. Bilirubin
hesaplamada, isaretli radyoizotoplu bilirubinin déngust uygun bir metot olarak
kullanilabilir.  Etiketlenmis aralikta plazma bilirubin  konsantrasyonu ve
radyoaktivite, damar icine enjekte edilen isaretlenmis albimin bagl bilirubini takip
ederek hesaplanabilir. Bilirubin uzaklastiriimasi plazma bilirubin konsantrasyonu
ve klirens ile hesaplanir. Kararli haldeki bilirubin seviyesinde, uzaklasan bilirubin

orani ile sentezlenen oran aynidir [26].

Bilirubin ilk bakista basit bir molekul gibi géziksede, kendine has sterokimyasal
yapiya sahiptir. Tim hidrofilik gruplarin gugli hidrojen bagina katilimi ile molekal
kararli konformasyona doéner [28,29]. Bu hidrojen baglari ankonjuge bilirubini
hidrofobik hale getirirler. Ayrica merkezdeki -CH, — koruyarak diazo reaktifi igin

erigilmez hale getirir. Plazma pH’na bagl olarak UCB, monoanyon ya da dianyon



olarak yuklenmemis diasit seklinde gozlenir. pKa degerleri 8.12 ve 8.44 olarak

belirlendigi igin iyonize kisimlar alkali ortamda 6nemli hale gelir [29].

2.1.1 Bilirubin metabolizmasi

Bilirubin hemoglobindeki hem proteinden turetilmistir ve yaslanmig eritrositlerin
yikimi sirasinda serbest kalir. Miyoglobin, sitokrom P450 enzimi gibi hem proteini
kaynakh bilirubin gunlik ortalama %20 oraninda uretilir. Kemik iligi ve dalaktaki
monolitik makrofajlarda ve karaciger kuffer hicrelerinde olusturulup plazmaya
salinir. Normal bir yetigkinde her 24 saatte 3,8 mg/kg ya da ortalama 250-300mg

bilirubin olusturulur. Yenidoganda bu olusum daha fazladir [30].

UCB suda c¢oézinmediginden dolayl, plazmada gucli bir bag ile albimine
baglanmis olarak gozlenir. Albuminin ilk baglanma bolgesindeki ayrisma sabiti
Kg=7x107M™ dir . UCB in fizyolojik pH'ta ¢dziiniirlii§ii, monoanyon yapida %17
iken dianyon yapida ¢ok azdir [31]. Bilirubin hepatosiklik mikrozomlarda konjuge
edilir ve uridin difosfat sekerleri ester bagdina takilir [32,33]. Tepkimeyi katalizleyen
UDP-glukoriltransferaz enzimi,  bilirubin konjugasyonu temel olarak glukronik
asitle yapmasina karsin, daha fazla olarak kedi kopek ve kemirgenlerde glukoz ve
xylose ile de safrada konjugasyon yapilir [34,35]. Propiyonik asitidin yan zincirinde
bulunan —COOH grubuna bir yada iki seker parcasi eklenerek, sirasiyla
monokonjuge ve dikonjuge bilirubin olusturulur. Esterlesme UCB’in molekil igi
hidrojen baglarini parcalanarak safra ile atihmi saglanabilen, amfipatik yada suda
¢6zunebilen konjuge bilirubin haline gevirir. Bilirubin, U¢ tek karbon kopruasuyle
birbirine baglanmig doért pirol halkasindan olusur. Ortadaki karbon képrisu, orta 2
pirol halkasina tek olarak baglanir, yanlardaki 2 karbon kdprusu ise diger iki pirol
halkasina cift bagla baglanir. Bu c¢ift baglarda 2 farkh konfigurasyon olabilir.
Bunlardan birine Z (Almanca zusammen = beraber), digerine E (Almanca
entgegen=kargilikll) denir. Ana molekul olan hemde bu ¢ift baglar Z konumunda
oldugu i¢in bilirubin de 4Z, 15Z bilirubin IX a adini alir. Bu molekalin tug¢ boyutlu
yapisinda, butiin polar gruplar molekdl icinde bulundugundan hidrofobik ve lipofilik

bir 6zellik kazanir [36].
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Sekil 2.1. Bilirubin Konjugasyonu [37].

Membranlardan gecisi kolaylastiran bu lipofilik 6zellik intramolekuler hidrojen
baglari sayesinde ortaya cikar ve lipofilik 6zellik intrauterin donemde plasenta
yoluyla temizlenmeyi saglarken postnatal ddnemde kan-beyin bariyerini kolayca
gecgebilmesine ve zararl etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Retikiloendotelyal
sistemde meydana gelen bilirubin, albumine baglanarak karacigere tasinir. Her bir
albumin molekuliine 2 bilirubin molekuli baglanabilir. 1 g albuminin teorik olarak

baglama kapasitesi 8,5 mg bilirubindir [38].

Konjugasyon, albumine baglanma ile azalir ve hidrofilik ajanlarin intestinal
duvardan zor gecisinden dolayl bagirsak geri emilimi konjugasyonla onlenir.
Hepatositlerdeki konjuge bilirubin konsantrasyon gradiyentine gore safra ile atilir
[35]. Ankonjuge formda ki bilirubin sari renktedir ve spektrografikal piki 450 nm de
verir. Bilirubin 1g1ga ve oksidasyona ¢ok duyarli oldugundan dolayi serum ornekleri

direk 1siktan korunur ve analizler hemen yapilir [39,40].

2.2. Bilirubin Toksisitesi

Yenidogan bilirubinin beyine olan toksik etkisi son 5 yuzyildir bilinmektedir.
Bozulmus beyin hdcrelerinin sari bilirubin pigmentleri ile birlestigi 1949 da rapor
edilmistir [28]. Bilirubinin norotoksik etkisi, protonlamig diasite sahip serbest
ankonjuge bilirubinin beyin hicrelerine difiz etmesine bagl olarak gelisir. Hicre
seviyesinde, enerji metabolizmasinin bozulmasi ve apopitoza dahi sebep
olabilecek mitokondriyal hasara sebep olurlar. Hicre membranin karigsmasi ile

norotransmitterlerin gecisi engellenmis olur [41].



Sarilik, yetiskin ve ¢ocuklarda genellikle farkli durumlarda ortaya ¢ikar. Ankonjuge
bilirubin safrada baskin olarak bulunur ve sadece %4’U konjugasyona ugrar. Fazla
bilirubin Uretildiginde, ankonjuge oran ve konjuge edilmis kisimlar total bilirubin
seviyesini artirirlar. Yuksek konsantrasyonlarda bilirubin ndérotoksiktir. Daha ¢ok
basal gangliyonlarini ve beyin hiucre fonksiyonlarini etkiler. Fototerapi bilirubini
safrada atilabilen geometrik ve yapisal izomerine gevirerek serum bilirubin

seviyesini azaltir. Boylelikle bilirubin konjuge edilmeden safra ile atilabilir [42].
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Sekil 2.2. Bilirubin izomerleri [43].

Bilirubin plazma albimine bagli olarak tasinir. Albimin bilirubin baglama
kapasitesinin Uzerine ¢iktiginda, intraseluller hucrelerden bilirubinin salinimi artar.
Plazma konsantrasyonu 300 pM’in  Gzerinine ¢iktiginda, kernikterus diye
adlandirilan noérolojik bozukluk yada bilirubin ensefalopati gelisir. Ankonjuge
bilirubinin fizyolojik pH’ ta ¢6zunurligli yok denecek kadar azdir. Plazmada
albumine baglanmasi ile dokularda c¢okmesi ve depolanmasi 6nlenmig olur.
Kolaylastirilmis tasima ile karaciger gibi organlardan uzaklastirilir [44,4]. Bilirubin
seviyesi 15 mg/dL Uzerine ¢iktiginda sarilik klinigi gozlenir [45]. Hiperbilirubinemi
iki kategoride siniflandirilir. Bilirubin konjugasyon bozuklugu yada bilirubinin fazla
uretiminden kaynakli ankonjuge hiperbilirubinemi ve safra bozuklugu yada
kanalikular atilim bozuklugundan kaynakli konjuge hiperbilirubinemi [46].

Ankonjuge hiperbilirubinemi, ektravaskuler hemoliz, intravaskuler hemoliz, inefektif
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eritropoeziz yada buyluk hematomdan kaynakli hem katobolizmasinin artmasi
sonucu artan bilirubin Gretimidir. Plazma ankonjuge bilirubin seviyesi 4-5 mg/d|

oldugu durumda ankonjuge hiperbilirubinemi tanisi konulur [28].

Yenidoganda, bilirubinin fetal dénglsinden dolayr ilk dogdugu an sarilik
gozlenmez. Fakat saglikh yetiskinlerle karsilagtirildiginda, tim yenidoganlar
yuksek serum bilirubin konsantrasyonuna sahiptirler. Klinik gozlemlere gore
yenidoganlarin %50 sinde yasamlarin ilk 5 glninde sarilik geligir. Normalde
yenidoganda yaklasik 72 saatte serum bilirubin seviyesi 6 mg/dl kadar ¢ikar fakat
7 ile 10 gun arasinda 1 mg/dl nin altina duger. Fizyolojik sarilik olarak tanimlanan
bu klinikte ankonjuge bilirubin baskindir. Fizyolojik sariligin artmasi yenidoganda
kernikterus riskini artirir. Fizyolojik sarilik, artan bilirubin Gretimi ve yetigkinlere
gore karaciger yikim kapasitesinin disuk olmasi durumlarinin bir araya gelmesi ile
olusabilir [47].

2.3 Bilirubinin Belirlenmesi

Serumda Bilirubin konsantrasyonunu belirlemede kullanilan geleneksel ydntem
1883’te Ehrlich tarafindan tanimlanan dizazo reaktifi metotudur. Bu reaksiyonda
diazotize edilmig sulfanik asit (diazo reaktifi) bilirubinle reaksiyona girerek iki
azodipirolleri olusturur. Olusan Urlnler nétral pH’da morumsu-kirmizimsi; dusuk
pH'da mavi renk verirler. 1916’da Van den Bergh ve Miuller bu reaksiyonu,
serumda bilirubinin miktarini tespit etmek icin kullanmislardir. iki tirli Van den

Bergh reaksiyonu vardir;

1. Direkt Diazo Reaksiyonu (beta ve gama kismi; glukronat ile konjuge edilmis
bilirubin)

2. indirekt Diazo Reaksiyonu (alfa kismi; ankonjuge bilirubin)

Plazma konjuge bilirubin yiksek kalmaya devam edecek olursa, konjuge bilirubinin

bir kismi albiminle kovalent olarak birleserek delta bilirubini olusturur [48].

Alfa ve delta kisimlar direk reaksiyonda okunabilmesine ragmen ¢ok hassas bir
yontem degildir. Konjuge bilirubin seviyesini belirlemede daha hassas yontem
yuksek performansli sivi kromatografisidir (HPLC). Bu metod normal kosullar
altinda fareler ve kobay domuzlarda test edildi ve sonra safra kanalina baglandi.
Normal kosullar altinda serum konjuge bilirubin 0,006 mg/dl seviyesinde

belirlenemedi. Safra kanalina baglandiktan sonra HPLC kullanilarak konjuge
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bilirubin seviyesi 10 dakikada belirlenmesine karsin, geleneksel yontemlerle bu
sure 120 dakikaya kadar yukselmistir. Misel elektrokinetik kromatografi ile serum
bilirubin kisimlari (alfa, beta, gama ve delta) ayrilir. Ayrica bilirubin oksidaz

aktivitesi ve katalitik reaksiyonun izlenmesi ile bilirubin belirlenebilir [49,50].

2.4 Molekuler Baskilama Teknolojisi

Antibadi/antijen yada enzim substrat gibi sistemlerin tanima mekanizmasinin
polimerik yapilara aktarilmasi yada birbirleriyle etkilesip yapisal ayrim yapma
yontemi molekuler baskilama olarak adlandirilir. Molekuler tanima, reseptor ve

substrat arasinda ki komplekse dayanmaktadir.

Baskilanmis molekullerin olusumunu anlatan ilk makale 1931 yilinda yayinlandi
fakat molekuller baskilanma ile ilgili arastirmalar son yirmi yildir giderek artt.
Molekuler baskilamada ilk kayitlar 1930 da Sovyet kimyaci M.V. Polyakov
tarafindan gercgeklestirildi. Polyakov silika matrikslerle deney yaparken enteresan
adsorbsiyon 6zelliklerini farketti [51]. Dikney etil ve metil turuncu boyasi igin
spesifik baglanma bdlgelerine sahip silika jelleri gelistirdi [52]. 1959’da yayinlanan

makalesiyle Morrison segici adsorbsiyon icin dnerilerde bulundu [53].

Molekuler baskilanmis sentetik polimerler ilk kez 1972'de tanimlandi. Fonksiyonel
grubun U¢ boyutlu yapisinin duzenlenmesi ile sentetik polimerler yuksek segici
baglanma balgeleri igerir. Antikor gibi biyoreseptorler, yuksek segicilikleri nedeniyle
antijenleri saflastirmada populer ligandlar olmalarina ragmen ortam sartlarindan
kolay etkilenir ve protein yapilan asidik sartlarda, ylksek sicakliklarda ya da

proteolitik aktivite sonucunda denatlre olur [54].

Molekuler baskilama, bir polimerizasyon iglemi igerir ve yapay ligand boalgeleri
islemi goren spesifik bosluklar Uretilir. Yapilan deneylerle enzim aktivitesini taklit
etmeye uygun, fonksiyonize edilmis kaviteler gosterildi. Molekller baskilama
genellikle kovalent etkilesimler ( daha sonra non-kovalent) ile hedef molekdlin,
fonksiyonel grup igeren monomere uygun baglanma temeline dayanir. Daha sonra
kopolimerizasyonun sonucu olarak, hedef molekil bir capraz baglanma ajani ile
spesifik baglanma bdolgelerine sahip rijit makrogdézenekli polimer olusturur. Hedef
molekulin uzaklastiriimasi ile hedef molekilin spesifik baglanma bdlgelerine,
sekline, boyutuna 6zgu kaviteler igceren polimer elde edilmis olur [55]. Molekuler
baskilanmis polimerler kalip molekul igin yuksek segicilige sahip olup mekanik



stres, Is1, asit, baz, suya ve organik c¢ozuculere direnglidir [56]. Birkag yil
performanslarinda degisim olmadan saklanabilmeleri, ucuz ve elde edilmelerinin
kolay olmasi bu tarz polimerlerin genis alanlarda tanima ve ayirma amagl

kullaniimalarina olanak saglamistir [57].

Ayrica yuksek kararlliklari, dusuk maliyetli ve polimerizasyon basamaklarinin
sensor teknolojisinde kullanimi, mikrouretime tamamen uyumlu olmasi pek ¢ok
uygulamada sentetik tanima elemani olarak kullaniimalarini saglamistir [58]. TUum
bunlardan dolay! kimyasal/biyosensor gelistiriimesinde oldukga yogun bir sekilde
kullaniimaktadirlar. Herbisitler, sekerler, nukleik asit ve amino asit turevleri, ilaglar
ve toksinler ve cozlucllerde molekller baskilanmis polimer temelli sensorler

geligtirilip uygulanmistir [59].

Sentetik polimerlerin molekuler baskilanmasi, yapay makromolekiler reseptdrlerin
olusumu icin kabul edilen bir tekniktir ve ayirma alanindaki kiguk kalip molekuller
icin, yapay enzimlerde, kimyasal reseptorler ve tibbi ilaglarda basariyla
uygulanmistir [60]. Molekuler baskilanmis polimerler biyolojik reseptére gére ¢ok
buyuk, kati ve ¢ozinmez buna karsin biyolojik reseptor daha kuguk, esnek ve

¢6zunme olasiligli daha yuksektir [61].

2.4.1. Molekiiler baskilama teknigi

Molekuler baskilama teknigi temel olarak U¢ basamaktan olugsmaktadir.
BASAMAK |: On-Komplekslesme

Hem fonksiyonel gruba hemde polimerlesebilecek doymamis baglara sahip olan
uygun monomerler kalip yada baska bir deyisle hedef molekile kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur. Bu etkilesimde

hedef molekllin G¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri onemli bir yer tutar.
BASAMAK II: Polimerizasyon

Monomer- kalip kompleksi, uygun bir capraz baglayicinin da kullaniimasiyla

fonksiyonel monomer Gzerinden polimerlestirilir.
BASAMAK III: Kalip (hedef )molekilin uzaklastiriimasi

Yapida hedef molekllin yerini alacak bosluklarin olusturulmasi amaciyla, kalip

molekul polimerden uzaklastiriir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip
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molekulin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal ozelliklerini tanir, segici ve etkin

olarak kalip molekult baglar [62].

+ —
"

Kalip Molelkiil

Fonksiyonel Monemerler Polimerizasyon H 2. Adim

Yikama

3. Adim

Sekil 2.3. Molekuler baskili polimer hazirlama asamalari.

2.4.1.1 Kalip (Hedef) Molekiil

Baskilanan kalip molekulin fonksiyonel monomerle kompleks yapacak fonksiyonel
gruplar icermesi 6nemli parametrelerden biridir. Kalip molekulin hidrojen bagi ve
elektrostatik etkilesim ( karbonil, amino, hidroksil ve amid gruplar) yapabilecek
bolgeleri kompleks olusumu icin en ¢ok tercih edilen bolgeleridir [63]. Kalip
molekul kimyasal reaksiyonun gerceklestigi kosullar altinda kararli kalmalidir.
Kalip molekulin konformasyonundaki ufak degisiklikler bile baskilanma igleminin
basarisini etkilemektedir [64]. Baskilanacak molekul olarak, ilaglar, aminoasitler,
karbonhidratlar, proteinler, nukleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve

iyonlar kullanilabilir [65].

2.4.1.2 Fonksiyonel Monomer
Fonksiyonel monomer, polimer matriksler ile hedef molekdl igin spesifik baglanma

bolgeleri olugturmaktan sorumludur. Kompleks olusumu igin baskilama etkinliginin
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artirlmasi oldukga 6nemlidir. Daha sonra olusan bu kaviteler ile hedef molekulin

tekrar baglanmasi saglanir.

Cizelge 2.1. Molekuler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel
monomerler [69].

Fonksiyonel monomer Monomerin yapisal formull
O
Akrilik asitler
R OH
\ 0O
Vinilbenzoik asitler i j :OH
H
AN
Akrilamidosiilfonik asitler 78 \Y\SO3H
N
Aminometakril amidler /\O/ \/\NRZ
N
N,N'"-Dietil-4-vinilbenzamin N7

Vinilimidazoller N=/

= X

Vinilpiridinler | —
N
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.. I\t . H H H N ﬁco
4-(Vinilbenzil)iminodiasetik asit k
R COOH

Hedef analitin fonksiyonel gruplarin monomer ile bu fonksiyonel kavitelerin
olusumunu saglar. Molekuler baskilamanin gelisiminde ve optimizasyonunda
fonksiyonel monomer iglevselliginden dolayr 6nemli bir husustur. Karim ve ark.
literatre 4000 in Uzerinde polimerlesmeye uygun potansiyel fonksiyonel monomer
rapor etmigtir [66]. Bu monomerler, elektrik yUklenmig, asidik, bazik ve notral
olarak gruplandiriir [67,68]. Asidik yapilya sahip olan fonksiyonel monomerlere
metakrilik asit (MAA), P-vinilbenzoik asit, akrilik asit (AA), 2-(triflorometil)-akrilik
asit (TFMAA), akriloamido-(2-metil)-propan sulfonik asit (AMPSA) 6rnek verilebilir.
Bazik olarak 4-vinil piridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil imidazol, allilamin,
N,N’-dietil aminoetil metakrilamit (DEAEM) kabul edilirken, akrilamit, metakrilamit,
2-hidroksietil metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN), metilmetakrilat (MMA), stiren,

etilstiren notral olarak kabul edilen fonksiyonel monomerlerdir [62].

2.4.1.3. Capraz Baglayicilar

Mikrojel toz yada makrogozenek, jel-tip gibi polimerlerin olusumundaki morfolojide
temel sorumlulardan biri gapraz baglayicilardir. Baskilanmig polimerin rijit olmasini
saglayan capraz baglayici monomer, analitin foksiyonel konfiglirasyona tekrar
baglanmasi ve fonksiyonel kaviteler icinde dodru uzaysal yapisinin olugsmasi ile
uygun baglanmanin artiimasi i¢in anahtardir. Polimerin mekanik kararlliginin
olusumunda son nihai rolu c¢apraz baglayicilar saglar [67].  Fonksiyonel
monomerden ¢ok daha az ¢apraz baglayici kullanimi higte azimsanamayacak bir
durumdur.[70].

Capraz baglayicilar veya ¢apraz baglanma miktari polimerik matriksin ¢oztclde
¢bzunmesini engellemesinin yanisira c¢apraz baglayici ajanin fonksiyonel
monomere oranida polimerizasyonun istenilen sekilde olusmasini saglar [68,71].
Etkin bir baskilama gergeklestirmek igin c¢apraz baglayicilar ile fonksiyonel
monomerin uyum icinde olmasi gerekir aksi durumda ikisinden biri baskin ¢ikar ve

istenilen homojen kopolimerizasyon gergeklesmez. Capraz baglayici/fonksiyonel
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monomer derisim oranlari molekuler baskilanmis polimerdeki farkli sayida spesifik
kaviteler olusmasini saglar ve boylece segcicilik etkilenmis olur [71]. Capraz
baglayici fonksiyonel monomer orani istenilenden disuk olursa kalip molekillerin
baglanma bdlgeleri birbirine ¢ok yaklasir ve komsu bdlgeler tarafindan kapatilir.
Cok buylk mol oranlarinda ise c¢apraz baglayicinin, fonksiyonel monomerlerle
veya kalip molekulle non-kovalent etkilesimler gostermesi ile baskilanmanin

etkinligi azaltilir [62].

2.4.1.4. Cozucu

Cozuculer basta sentez olmak Uzere molekuler baskilanmis polimerin performansi
ve karekterizasyonunun merkezindedirler. Monomer, hedef molekil, baslatici gibi
tim bilesenlerin ayni fazda olmasini saglar [68]. On kompleks olusumunda polimer
bilesenlerini bir araya getirmesinin yani sira fonksiyonel monomer ve hedef
molekul arasi etkilesimlerin dizenlenmesinde temel roli oynar [72]. Ayrica
¢bzlcu, faz ayriminin etkisiyle gézenek derecesinin belirlenmesinden sorumludur
[73]. Bu nedenle c¢oziclye genellikle “gbézenek olusturucu” da denir.
Makrogdzenekli polimerin hazirlanmasi agsamasinda ¢dzlcu, gdzeneklerin yapisi
ve seviyesi, morfolojisi ve toplam gdézenek hacmini kontrol etmek i¢cin énemli bir
unsurdur ve gozeneklilik baglanan hedef molekilin polimerden salinmasini
kolaylastirir. Polimerizasyonda ¢6zlcu molekilleri polimerin icine dahil edilir ve

son bir islemle uzaklastirilir [68].

Fonksiyonel monomerin, 6n kompleks ve hedef molekul ile maksimum etkilesimde
olmasi gerekir ve olusan polimerin maksimum afinite géstermesi 6nemlidir.[74] .
Bu etkilesimler, ¢dzlicu tarafindan karsilanir ve desteklenir. Genellikle baskilama
icin non-kovalent etkilesimler kullanilir. Cozlcu ayrica polimerizasyon sirasinda
reaksiyon isisinin egit olmasini saglar, 1sinin esit olmamasi durumunda reaksiyon
Isisi bolgesel olarak artabilir ve istenmeyen yan dGrunler olusur. Kovalent
baskilamada, tum bilesenleri iyi ¢cdzebilecek bir¢ok ¢dzucu kullanilabilir. Kovalent
olmayan baskilamada, etkilesimin olusumu ve baskilama etkinliginin artiriimasi
icin ¢dzlcu segimi daha dnemlidir [62].

2.4.1.5. Basglaticilar

Peroksit temelli radikalik Grunler ve gama 1sima ile molekuler baskilama
teknolojisinde bir ¢cok cgesit baslatici metodlari uygulanir [75,76,77]. Radikalik
polimerizasyon serbest radikal olusturan baslaticilarin 1sil bozunmasi ile
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baslatilabilir.Genellikle  2,2’-azobis(izobutironitril)  (AIBN), 2,2’-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) (ADVN) ve benzoil peroksit (BPO) kullanilir. Bu azo-bilesenleri
hem termal hemde fotokimyasal radikalik bozunmaya maruz kalirlar. Hedef
molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki non-kovalent etkilesim gibi,
etkilesimin zayif oldugu durumlarda, etkilesimi daha iyi hale getirmek igin gok
yuksek sicakliklara gikilmaz. Termal bozunma yerine fotokimyasal bozunma tercih
edilir [78,79].

CN CN CN

HiC—C—N—N—C—CH; = 2 Hg{—C + N,

CHyq CHq CHs
Sekil 2.4. AIBN'’in termal bozunma reaksiyonu [80].

2.4.2 Molekuler Baskilama Yontemleri
Molekuler baskilama yontemi temel olarak fonksiyonel monomer ile kalip molekul

arasinda olugan bagin ¢esidine gore ikiye ayrilir.

2.4.2.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilanma fonksiyonel monomer ve hedef molekll arasinda tersinir
kovalent baglar igerir. Hedef-molekul kompleksi kimyasal islemle polimer matriks
icine dahil edilir. Kalip molekil ve fonksiyonel monomer polimerizayondan 6nce
kovalent baglarla baglanir ve polimerizasyon bittikten sonra kovalent baglar
kirlhr.Daha sonra hidroliz ile fonksiyonel kaviteler ile kalip molekil arasindaki
kovalent baglar kirilir. Kalip molekll baskilanmis polimerle etkilestiginde ayni

kovalent baglar tekrar olusur [81].
Avantajlari

Kovalent baskilanmada fonksiyonel monomer ve kalip molekllin stokiyometrik
oranlarda gerceklestirilir ve polimerizasyon boyunca kovalent baglanma ile
monomer-kalip molekul kompleksinin kararhligi artirilir ve baglanma bdlgelerinin
homojen dagihmi saglanir [67]. Baskilama kovalent baglarla olustugu igin
polimerizasyon kosullari istenilen sekilde olabilir.

Dezavantajlari
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Kalip molekulin uzaklasma ve geri baglanma kinetigi yavas oldugundan,
polimerden kalip molekulin uzaklastiriimasi problemi vardir.Kovalent baskilama
yontemi, kromatografi gibi hizli baglanma kinetigi gdsteren uygulamalarda, yavas
kinetige sahip oldugu icin ilgi ¢ekici degildir ve zayif kromatografik sonuglar ortaya

cikmasina sebep olur [52].

kalip-monomer

l Kovalent
kompleksi

l Polimerizasyon

Uzaklastirilmasi

l Kalip

?

Sekil 2.5. Kovalent baskilama sekli.

2.4.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilama, non-kovalent etkilesimlerle (hidrojen bag,
elektrostatik etkilesimler hidrofobik etkilesim, dipol-dipol kuvvetler yada mn-m
etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) kalip molekul ve fonksiyonel

monomer arasinda olugur. Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozucu ile kalip
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molekul polimerden uzaklastirilir ve hedef molekul baskilanmig polimere kovalent
olmayan etkilesimlerle baglanir. Kalip molekul etrafinda fonksiyonel monomerlerin

dizenlenmesini sagladigi i¢in basit ve sorunsuzdur [55,67,82].

Avantajlari

Polimerizasyondan sonra kalip molekll polimerden, kovalent olmayan
etkilesimlerden dolayi kolayca uzaklastirilir. Hedef molekilin baglanma kinetigi
hizli oldugundan dolayi, bugun molekuler baskilanmada uygulanma alani
kovalent baskilanmaya oranla daha c¢oktur. Kovalent monomer—kalip molekdl
konjugatina gerek yoktur. Kalip molekulin polimerizasyon boyunca zarar gorme

riski duguktdr.
Dezavantajlar

Fonksiyonel monomerler, bad olusum dengesini artirmak amaciyla, fazlaca
kullanilir.Bu da spesifik olmayan baglanma bdlgeleri olusturarak 6zgul olmayan
baglanmalara ve kalip molekulin zayif molekuler tanimasina sebep olur [83,84].
Kovalent olmayan polimerlerde baglanma bdlgelerinin dagilimi heterojendir.
Kovalent olmayan etkilesimi artirmak icin kosullar sinirlidir. Kovalent olmayan
baglanmalarda hidrofobik etkilesimlerin kinetigi hizlidir fakat bu seciciligin
azalmasina neden olur. Kovalent baskilanmaya gore kovalent olmayan
etkilesimler birgcok bilegside uygulanabilmeleri, hizli kinetikleri, daha uygun
kosullarda bag olusturmalari ve kirilma ozellikleri gostermemeleri nedeniyle
molekuler baskilama teknolojisinde daha genis uygulama alanina sahiptirler
[55,85].
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Sekil 2.6. Kovalent olmayan baskilama sekli.

2.4.3. Baskilama isleminin Kontrolii

Molekuler baskilanmis polimerlerin yuksek segicilikte taninmasi ve baskilanmig
polimerler tarafindan baglanmasini materyalin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri
belirler. Molekuler baskilanmis polimerlerin daha kullanigh olmalari, substratin
seciciliginin ~ yanisira, uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma
kinetiginin de hizli olmasi istenir . Bu nedenle molekuler baskilanmig materyallerin
tasarimi yapilirken uygun baglanma etkilesimlerinin segimi 6nemli parametredir.
Coklu baglanma bdlgelerinin  olmasi, monomerin baglanma bdlgeleri ile hedef
molekul arasindaki etkilesimlerin daha iyi olmasi, dolayisiyla molekuler tanimanin

daha segici olmasini saglar.
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Yapilan galismalar baskilanmamig polimer ile karsilastirmali olarak yuarutulir ve
polimer kalip molekilin yoklugunda ayni polimerizasyon iglemi uygulanarak elde
edilir. Baskilanmamis polimerler, baskilanmis polimerlerle spesifik bosluklar
disinda ayni kimyasal ozelliklere sahiptir. Bu yuzden baskilanmig polimerlerle kalip
molekul arasinda gelisen etkilesimlerin dogasi, baskilanmamig polimerlerle kalip
molekul arasindaki etkilesimlerin dogasiyla aynidir. Etkilesimdeki bu hassasiyet,
kalip molekulin G¢ boyutlu yapisinin polimerik hafizaya alinmasindan
kaynaklanmaktadir. Polimerlerin secicilikleri, baskilanmis/baskilanmamis
polimerlerle etkilestiriimesi; baskilanmis ve baskilanmamis polimerlere ait dagilim
katsayilarinin (k) hesaplanmasi ve baskilama faktori olarak degerlendirilen bagil

dagihm katsayisinin (k') belirlenmesiyle goésterilir.

2.4.4. Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Uygulama Alanlari

Molekuler baskilanmig polimerler sensoérlerde tanima elemani olarak, kontrolll
salinim sistemlerinde, farmakolojik, biyolojik secici molekiller tanima alanlarinda
yogun bir sekilde kullaniimaktadirlar [86]. Sivi kromatografi, kapiler elektroforez,
kapiler elektrokromatografi ve kati faz ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde

MIP‘lerin kullanimina yonelik gcalismalar surekli artmaktadir [87,88].

Son yapilan c¢alismalarda, molekller baskilanmis polimerlerin immuno
deneylerinde tanima elemani olarak kullanildi§i ve dogal antibiyotiklerin yapay

baglanma takliti yaptigi gosterilmistir [89].

Bir diger uygulama alani ise sensorlerde tanima elemani olarak kullanimlaridir .Bu
sensorlerde kullanilan biyomolekiller ¢ogunlukla zayif fiziksel ve kimyasal
kararlihk gosterirler. Bu sebeble yapay reseptorlere duyulan ilgi artmaktadir.
Ozellikle MIP‘ler zorlayici sartlarda gésterdikleri dayaniklilik ve ylksek segicilikte
tanima bolgelerine sahip olmalari nedeniyle tercih edilmektedir. MIP temelli ilk
sensoOr baskili-polimer membran ince filmi igeren bir alan-etki kapasitorudir ve

analitin baglanmasiyla kapasitansta meydana gelen degisim olgulmustar [90].

Molekuler baskilamayla hazirlanan polimerler aminoasit turevleri, ilaglar ve seker
turevlerinin kiral ayirimi igin, organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve iyon
secici adsorbanlar olarak basariyla kullaniimaktadir [91]. Son yillarda molekuler
baskilama temelli elektrokimyasal ve optik sensorler hakkindaki yayinlarin sayisi
ise hizla artmaktadir [92].
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2.5. Biyosensorler

Canlilarin, c¢evrelerindeki degdisimi algilama ve yanit verme sistemleri,
biyosensorlerin gelistiriimesi icin temel teskil etmekte ve siklikla biyojik analizler
icin kullaniimaktadir [93,94]. Biyosensorler; "International Union of Pure and
Applied Chemistry" (IUPAC) tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi verilen
biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donusturen cihazlar" olarak

tanimlanmistir [95].

2.5.1. Biyosensorlerin Kisa Tarihgesi

Clark ve Lyons (1962) ilk defa biyosensor terimini ifade etmiglerdir. Enzim-elektrot
kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glikoz senséri olarak kullanmislardir.
Sensor, oksido-reduktaz enzim olan glikoz oksidazin platin elektrotuna immobilize
olmasindan ibarettir. Platin elektrot enzim tarafindan dretilen H,O, tarafindan
+0.6\’ da polarize olur. iste basitce bu prensibe gdére calisan tarihin ilk
biyosensori 1974 vyilinda piyasada Yellow Spirngs Instrument (YSI) olarak
gorulmustar.  YSI sensorinun geligtiriimesinde ana oOzellik yeni nesil
membranlardir. Clark burada sandvic membran kullanmigstir. Enzim nukleopor
polikarbonat membran ve sellliloz asetat membran arasinda birakiimistir. Bu
membranlar normalde ortamin potansiyel yapisini etkileyecek olan diger faktoérleri
elimine etmekte ve cihazin duyarlligini ve 6zgunlugunu artirmaktadir. Mesela,
Clark’in kullandigi membran H,O,I diffize ederken askorbat ve diger parazitik

kimyasallarin gegisini engellemektedir [34] .

Bir biyosensor, biyolojik algilayici elementin segiciligi ile hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili bir gsekilde sinyal Uretebilen donusturdcinin
birlesiminden olusan bir cihazdir ve bu sinyal proton konsantrasyonundaki
degisimden, amonyak ve oksijen gibi gazlarin salinmasi yada yUkseltgenmesi, 11k
emisyonu, absorbsiyon yada reflektans, 1si emisyonu, kutle degisimi ve bunun gibi
degisimlerden kaynaklanir. Sinyal donustlrdcinin yardimiyla akim, potansiyel,
sicaklik degisimi, 1s1gin absorbsiyonu yada elektrokimyasal, termal, optik olarak
piezoelektrik anlamda kutle artisiyla dlgulebilir forma donustartlar. Sinyal ayrica
ileriki analizler igin guglendirilebilir, iglenebilir yada depolanabilir. Prensipte
herhangi bir reseptdr herhangi bir donutsturucu ile birlestirilip isleyen bir biyosensor
uretilebilir [97].
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Biyosensorler biyolojik tepkimelerde, hedef analitleri denetlemek icin kullanilan
kUguk algilayicilardir, birbiri icine gegmis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal
Ozellikteki iki c¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kisim analizlenecek
maddeyle etkileserek tanimayi saglar ve bu tanima olayinin sonucunda bir
biyokimyasal (riin olusmaktadir. Ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise bu

tanima olayini okunabilir (6lgulebilir) bir sayisal degere ¢evirmektedir [98].

Son yillarda mikroelektronik alanindaki gelismeler ve biyolojik molekillerin
olaganustlu duyarlihiktaki yanit verme kapasitelerinin kesfedilmesi, biyosensoér
teknolojilerinin  hizla gelismesine neden olmustur, bunun  sonucunda; tip,
eczaclilik, gida guvenligi, ¢evre Kirliligi, askeri uygulamalar gibi bir ¢ok alanda

kullaniimak Uzere farkl tipte biyosensoérler gelistirilmistir [99,100].

Biyosensorde, biyoreseptdr (ligand) olarak  adlandirilan, hedef molekuilin
yakalandigi biyolojik baglanma bdlgesi ve gergeklesen baglanma sonucunda
olusan, biyokimyasal/fizikokimyasal etkilesimleri oOlcUlebilir elektronik sinyallere
ceviren donusturtcl (transduser) kisimi vardir . Biyoreseptor ve donustirtcinin

tipi biyosensorin sinifini belirlemekedir.

Biyoreseptor bir analitin taninmasinda biyosensoérin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir ve biyosensorun hassasiyeti ile segiciliginde etkilidir ve bu reseptorler tek
bir 6zel substrati baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak oOzellikte
olmalidir; temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit
reseptorleri) altinda toplanirlar.  Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen
formdan Dbelirlenebilir forma donustirerek transduserle kaydedilebilir ve
belirlenebilir kilar [101].
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Biyosensér
Ornek Biyoreseptor Transduser Elektronik Veri isleme
Enzimler
O _U=> | Antibadiler Elektrodlar
A o A Nlikleik asitler Transistérler

LR ﬂ Mikroorganizmalar Termists
—» ermistérler . .
A - Dokular I I Mikroelektronik
ﬂl Optik fiberler
ﬂ 0 Hiicreler

0 A Piezoelektrik
—» Yapay biyolojik kristaller
reseptérler

Sekil 2.7. Bir biyosensorun konfigrasyonu [102].

Biyokatalitik tanima elementleri enzim (mono veya multi enzim) iceren sistemler,
hicreler (mikroorganizmalar, 6rn; bakteriler, mantarlar, o6karyotik htcreler,

mayalar), hiicre organelleri ve bitki, hayvan doku pargalarindan olusur [103].

Enzimler biyosensorlerde kullanilan ilk biyokomponentlerdir. [104] Biyosensor
yapimi icin pekcok enzimle cahisiimigtir; oksidorediktazlar, laktat [105], malat
[106], askorbat [107], aminoasitler [108], alkol [109], kolesterol [110], gliserol
[106]; transferazlar asetik asitlerin biyosensor analizlerinde [111], kaptan [112]
veya atrazin [113] gibi ksenobiyotiklerin belirlenmesinde; hidrolazlar sukroz [114],
liyazlar sitrikasit analizlerinde [115]; ligazlar DNA nokta mutasyon tespitinde [116]
kullanilirlar. Enzim temelli biyosensorlerin performansina uygun pH’in kullanimi,
kofaktorleri ve sicaklik etkimesinin yanisira immobilizasyon metodu ve sensor
yuzeyindeki enzim kalinligi ise elektrot performansini etkileyen parametrelerdendir
[106].

Antibadiler, nukleik asitler, lektinler, boyalar, hicre membran reseptorleri ve diger
spesifik baglayici ajanlar gibi biyolojik komponentler biyoafinite reseptorierine
ornektir ve hormonlar, ilaglar, virusler, tumor antijenleri, bakteri antijenleri ve diger
bircok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve o6lgumua, immunolojik teknikler

vasitasiyla dugsuk konsantrasyonlarda dahi bagarilabilmektedir [101].
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Affinite bazli biyosensorler ise belirli bir ligandi termodinamik olarak stabil

kompleks formuna donusturen segici etkilesimler olustururlar [103].

Hibrit reseptorlerde biyosensor uygulamalarinda nukleik asit kullanimi rapor
edilmistir . Bu sensdrlerin kullanim alanlari DNA’da meydana gelen zararlari
kimyasal olarak belirleme ve DNA’'nin tlire 6zgu diziliminin hibridizasyonuyla

mikroorganizmalarin belirlenmesidir [101].

DNA biyosensérlerinin esasi DNA hibridizasyonuna dayanmaktadir. islemin ilk
asamasinda belirlenmek istenen hedef diziye karsilik gelen kisa bir baz dizimine
sahip olan sentetik oligomerin (tek sarmal DNA, prob) elektrot yuzeyine
baglanmaktadir. Sonrasinda biyosensorin hedefi iceren bir 6rnek ¢ozeltisine
daldinimasiyla elektrot yuzeyinde hibrit olusumu saglanir. Hibridizasyon,

elektrokimyasal veya optik bir dénustirtcu sinyali ile gézlemlenir [117].

Genel olarak biyolojik komponent uygun bir sekilde immobilizasyonla transdusere

baglanir.

immobilizasyon metodu immobilize edilecek biyokomponentin yapisina gére
belirlenir. Kullanilan transduksiyon elementi ve analitin fiziksel durumu da
secilecek metod icin 6nemli faktorlerdir. Genel olarak 5 yaygin metot

bulunmaktadir. Bunlar;
1-Adsorpsiyon
2-Mikroenkapsulasyon
3-Tutuklama

4-Capraz baglama
5-Kovalent baglama’dir [101].

Biyosensorlerle tespit geleneksel analitik tekniklere gore bir¢ok avantaji vardir ve
bu avantajlar taginabilir olmalari, 6rnek hazirlama igleminin basit olmasi, 6rnek
kullaniminin az olmasi, kompleks karigimlardan analizin yapilabilir olmasi, kiguk
olmasi, hizli olmasi. Fakat bazi biyosensdrler hala birka¢g dezavantaja sahiptirler.
Son zamanlarda birden fazla analiti tespit edebilecek sensodrler tasarlanmasina
ragmen, c¢ogunlukla biyosensorler sadece bir analitin tespitine olanak

saglamaktadirlar [118].
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Doénasturaculer temelde dort grup altinda toplanirlar;[119].
1-Elektrokimyasal dénusturicu

e Amperometrik
e Potansiyometrik

e Konduktometrik
2-Optik dénusturuci
3-Akustik donusttricl
4-Termal donustirici

Bundan 40 yil 6ncesinde ilk enzim elektrotunun bulunmasindan bu yana biyosensor

teknolojisinin gok hizli gelisim gosterdigi belirtiimektedir [120,121].

2.6. Piezoelektrik Kristalli Biyosensorler (Kutle Duyarli Biyosensorler)

Piezoelektrik etki 1880 yilinda Pierre ve Jacques Curie tarafindan kuartz kristal
iceren bir materyal ile kesfedildi. Piezoelektrik kelimesi yunanca kokenli olup baski
anlamina gelen ‘piezin’ den gelmektedir. Kristalin Uzerine mekanik kuvvet
uygulandigi zaman, piezoelektrik etki diye adlandirilan artan bir elektriksel
potansiyel farki olusur. Capraz sapmadan dolayi, bukulme, basing, kirilma yada
egilme kuvvetinden kaynaklanan elektriksel yik meydana gelir. Bu etki simetrik
olmayan birimlere sahip materyallerdeki iyon degisimi ile aciklanir. Materyale
basin¢g uygulandigi zaman, herbir birimde iyonlar yer degistirir ve bu birimler
elektrik polarizasyonuna sebep olur. Materyal yapisindaki dizenden dolayi, kristal
yuzeyinde toplanarak Olculebilir elektrik potansiyel farkina sebep olur. Yapilan
calismalarda elektriksel potansiyel farkinin, uygulanan mekanik gerilimin dogrudan
deqil, bu gerilimin ortaya c¢ikartig1 kristaldeki boyut degisimi ile iliskili oldugu
anlasiimistir. Piezoelektrik kristallere mekanik stres uygulandigi zaman,elektriksel
alan altindaki ylzeyde polar eksenler olusur ve elekriksel alan nedeniyle
deformasyona ugrarlar [122]. Bu ters piezoelektrik etki olarak Lippman tarafindan

kesfedilmis daha sonra Curie kardesler tarafindan onaylanmistir [123].

Curie kardegler sonraki yaptiklari ¢alismalarda, piezoelektrik kristalin iki yuzeyi
arasinda uygulanan elektriksel gerilim farkinin kristallerde boyut degistirmeye ve

gerinime sebep oldugu gozlenmigtir. Ters piezoelektrik etki olarak bilinen bu etkiyi
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kullanarak, uygulanan elektriksel gerilimin siddetini degistirerek, piezo kristalin
boyutlarini degistirmek mumkun olmaktadir. Bu 6zellige sahip kristal uygun bir
elektrik devresine baglanirsa, kristalin kutlesine ve sekline bagl olan sabit bir

frekansta titresim yapar.

f‘.
~§9
Baski altinda olmadig
durum

Gerilme

Baski durumu

silikon @ oksijen
atomu atomu
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Sekil 2.8. Silikon oksitin piezoelektrik etkinin sematik gosterimi.

Sekilde piezoelektrik etkiye sahip kuartz kristalin x-ekseni dogrultusunda
uygulanan itme veya c¢ekme Kkuvvetleri ile deformasyonu ve y-ekseni

dogrultusunda olusan yuk degisimi gosterilmistir [124].

(d) (e)

(@) (b)

Sekil 2.9.Piezoelektrik etki.

Piezoelektrik etkinin sematik gosterimi, (a) kristalin mekanik baski veya elektrik
potansiyel uygulanmamig hali (b) mekanik baski ile sikigltirilan kristalin pozitif
potansiyel Uretimi (c) mekanik olarak ¢ekilen kristalin negatif potansiyel tretimi, (d)
uygulanan negatif potansiyel ile kristalin sikismasi, (e) uygulanan pozitif potansiyel

ile kristalin uzamasi.

a-duzlemi

Sekil 2.10. Kuvars kristal.

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SiO, kimyasal formuline
sahiptir. Genellikle silikon diye adlandirilan SiO,, isvecli kimyager Jéns Jakob
Berzelius tarafindan 1823 yilinda kesfedildi. Ticari olarak kullanilan basglica

piezoelektrik maddesi kuvars kristaldir. U¢ boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve
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merkezi bir simetriye sahip degildir. Gerilmeden yoksun olmasi, oksijen ve silikon
atomlarinin hareketine neden olur. Bu deformasyon, sarj merkezlerinin ve elektrik
polarizasyonun ayrilmasi ile sonuglanir. Kuvars kristal elektriksel, mekanik ve
kimyasal Ozellikleri nedeni ile ticari piezoelektrik malzemelerin en kullanighisidir
[125].

Kuvars kristal, kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kutlesine bagli olan dogal
bir titresim frekansina sahiptir. Kristalin kirlmasinin rezonans frekansi tzerinde bir
etkisi vardir. Kuvars yuzeyin ylksek ve dusik metal elektrotlari boyunca alternatif
elektrik alan uygulandiginda, kristal karakteristik frekans Uuretir. Kristalin
kirllmasinin rezonans frekansi Uzerinde bir etkisi vardir [126]. QCM temel olarak
bir frekans sayacli, gerilim kaynagi ve bir osilatér devreden olusur. Kuvars
plakalarin temel rezonans frekanslari 5-30 MHz olmasina ragmen, ticari
kullanimlari daha ¢ok 5-10 MHz arasindadir [127]. Iki metal elektrot arasina
sandvi¢ edilmis kuvars plakalar ters yonde siyirma modu (TMS) rezonator olarak
adlandiriir [128]. Metal elektrotlar altin, gimus, aliminyum veya nikel olabilir.
Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller genellikle 10-16 mm
boyutlarinda, 0,15 mm kalinhginda disk, kare veya dikdortgen seklindedir.
Rezonans frekanslar 5, 9, veya 10 MHz olan kuvars kristaller tercih edilir [129].

AT-Kesme

Ry
kuvars plaka o elektrod elektrod
(alt
kisim)

Sekil 2.11. AT-BT kesim kuvars kristal dizlemi [127,130].
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Kuvars kristaller belli bir acgi ile kesildiginde, piezoelektrik dedektor ozelligi saglar.
AT ve BT kesme agllari sirasiyla 35°15’ ,-49°00’ dir. Kristal yapisinin karesteristik
duzlemi ile kesme tabakasinin arasindaki agi olarak tanimlanir. QCM sensor ince
siyirma mod’da en duyarl oldugu i¢in bu oryantasyonda kesilir.AT-kesme kristaller
Af/f~10® gibi yiksek frekans kararlii§i ve 0-50° araliginda sifira yakin sicaklik
katsayisina sahip olmalarindan dolayi piezoelektrik uygulamalarinda genellikle
tercih edilirler. Bu durumda AT- kesme kristallerini pek ¢ok elektronik cihaz igin
cazip hale getirmektedir [131].

Kuvars kristal mikroterazi piezoelektrik etkiye sahip belli bir agi ile kesilmis kristal
rezonatorler icerir. Alternatif bir elektrik alan uygulandigi zaman, kristal yigin
yapisinda mekanik stres olusur. Mekanik stresin etkisi ile kuvars kristalin iki yuzu
birbirine paralel olacak sekilde hareket eder. Salinan elektrik alan kristal boyunca
yayilan akustik bir dalga olusturur. Rezonatortn kalinhginin akustik dalga boyunun
yarim katlari olmasi halinde minimum direncle karsilasir [132]. Bu kosullar altinda

titresimin yanal genigligi 1-2 nm’dir.

Kuvars kristal plakalar belli bir oryantasyonda ve diuzgun kesildigi zaman (AT-
kesme ya da BT-kesme), istenilen titresim frekansina ulasilabilir. Alternatif yiksek
akimli bir elektrik alan uygulanmasi ile QCM mekanik rezonans modunda salinim
yapar. Kristalin ylzeyindeki biriken filmin kutlesi ile orantilh olarak rezonatdérin
frekansi azalir. Cozelti ile temas eden rezonatoér, oldukga kararli sinyal veren bir

elektronik devreye baglanir [127].

QCM kullaniminin  énemli avantaji, kati filmlerde kutle birikiminin  tespit
edilebilmesidir. Sensor yuzeyindeki saf kutleler igin, dogrusal esitlik ilk kez
Sauerbey tarafindan turetildi. Kuvars kristal rezonatoérin frekansindaki degisim (Af)
ve kutle birikimi (Am) Sauerbrey (1959) esitliginden elde edilir [133].

fo? _ fy? Amg

Fgpq ° FqPq Ael

Af,, = — 2.1

Af frekans degisimi; fo, temel frekans; A, kuvars yuzeydeki metal elektrot alani; pq

ve py kesme modiilii (2.95.10™ dyn/cm?) , kuvars yogunlugu (2.65 g/cm?®). Kiitle

birikimi ve rezonans frekansindaki degisim arasinda dogrusal baglanti kullanilir ,

Am nanogram araliginda katle degisimi verir. Kitlenin kuvars yuzeye baglanmasi
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ile kristalin salinimi frekansi azalir. Sauerbrey esitligi sadece rezonator Uzerinde
biriken ince kati tabakalar i¢in gecgerlidir. Baslangigta QCM odlgumleri igin kati faz
kullaniimasina karsin daha sonra uygun salinim devrelerinin gelistiriimesi ile sivi
fazda da 6lgim yapmak mimkun olmustur [134]. Konash ve Nomura salinim

dongusunu modifiye etti ve sivi igindeki salinimi segici olmayan sensor ylzeyini

QCM sisteminin algilamasini sagladi [135].

Sivinin yogunlugu (p4), viskozitesi (n,), ve kuvars kristalin frekansi arasindaki

iliskiyi agiklayan esitlik Kanazawa ve Gordon tarafindan turetilmigtir [136].

Af = —f,3/?% |2l 2.2
nPquq

iki tabakali bir sistemde frekans degisimi, tim degisimlerin toplanmasi ile

hesaplanir.

. _ g2 Amg Pin,
Af = Af, + Af; = —f, (—ququ1 + /—foT[PQHQ) 2.3

fo (Hz), rezonans frekansi; Fq (Fq= 1/, fo.dg) (Hz.cm’/ng), frekans sabiti; dq (mm),

kristalin kalinligi ; pq (g/cm®), yogunlugu; Ae ( mm? | kristalin rezonator elektrot

boyutu; g,(g/cm?), sivinin yodunlugu; n; (kg/m/s), sivinin viskositesi.

2.6.1. Sicakhigin rezonans frekansina etkisi

Sicaklik degisimi bircok maddenin fiziksel sabitlerini etkilediginden kuvars kristal
mikroterazi cihazlar tzerinde de 6nemli etkilere sahiptir. Uretim yéni ve kesimi
farkh piezoelektrik malzemeler sicaklik dedisikliklerinde farkli 6zellik gosterirler
[137]. Bu nedenle, sicaklik sensodrlerini baz alan ve pek ¢ok kuvars kristallerinin
gelistiriimesine olanak saglayan, spesifik sicaklik 6zelliklerine sahip kuvars kristal
rezonans cihazlari gelistirmek mumkuindur. Sicakligin rezonans frekansina olan
etkisinin kristallografik yonlenime duyarh oldugu bulunmustur .Standart bir AT-
kesimli kuvars kristali rezonatéru igin rezonans frekansi oda sicakligindaki sicaklik
degisimlerine daha az duyarlidir. Cizelge 2.2'de AT-kesimli (35° 157) kuvars kristal

rezonatorinun frekans kaymasinin sicaklik degisimine bagimhhgi verilmigtir [124].
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Cizelge 2.2. AT-kesimli (35° 10°) kuvars kristal rezonatdrin sicaklik etkisiyle
frekans kayma degerleri.

T (°C) Af / f (ppm)
20 0

30 0

60 4

80 18

100 45

QCM’in kimyadaki uygulamalari olduk¢a genis olmakla beraber, kuvars kristal
sadece kutle degisimine hassas olmayip, viskosite ve yogunluk degisimlerinede
hassasiyet gosterir. Toksik gaz sensorli olarak, modifiye metal ylzeyinde,
antijen/antibadi spesifik molekul tayinlerinde kullanimi artmistir. Genellikle sivi
ortamda gergeklestirilen QCM sensor uygulamalarinda, analiz edilecek sivinin
yogunlugu ve viskozitesi titresen kristalin rezonant davranisini etkiler ve sensor

Olcimu gergeklestirmis olur [137].
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Kalip molekul bilirubin, MATrp sentezinde kullanilan triptofan metil ester ve
metakroil klortr, Sigma firmasindan temin edilmistir (St. Louis, ABD). Monomer 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA) ve baslatici azobisizobutironitril (AIBN) Fluka A.G
(Buchs,isvicre) firmasindan temin edilmisti. HEMA polimerizasyon inhibitdriini
uzaklastirmak icin disiik basingta (100 mmHg) damitilmis ve kullanilana kadar 4°
C’de muhafaza edilmistir. Deneylerde kullanilan batun kimyasal maddeler analitik
safliktadir. Deneylerde kullanilan su, yuksek akigh seliloz asetat membran
(Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi ve
ardindan Barnstead D3804 NANOpure ® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve
iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflagtinimistir. Elde edilen saf
suyun (deiyonize su) direnci, 18 MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilan cam

malzemeler, bir gece boyunca 4 M nitrik asitte bekletilmigtir.

3.2. Bilirubin Baskilanmig PHEMATrp Nanofilmin hazirlanigi

3.2.1. N-Metakroil-L-triptofan Metilester (MATrp) komonomerin sentezi
N-Metakroil-L-triptofan Metilester (MATrp) komonomerinin sentezi icin uygulanan
prosedur su sekildedir: 5.0 g L-triptofan metilester ve 0.2 g hidrokinon 100 mL
diklorometan (CH,Cl,) ¢ozeltisi iginde ¢oziildli. Bu ¢ozelti 0°C’ye sogutulduktan
sonra igine 12.74 g trietilamin eklendi. 5.0 mL metakroil klorGr yavas bir sekilde bu
cOzeltiye azot gazi atmosferinde eklendi. Hazirlanan bu karisim manyetik bir
ortamda 2 saat karistirildi. Reaksiyon sonunda reaksiyona girmeden kalan
metakroil klortr c¢ozeltisi %10’luk NaOH ile ekstrakte edildi. Sulu faz doénen
evaporatorde buharlastirildi. Kati (MATrp) etanol iginde ¢ozllerek kullanima hazir
hale getirildi.

3.2.2. N-Metakroil-L-triptofan Metilester/bilirubin (MATrp/bilirubin) 6n-
kompleksin hazirlanigi

Kalip molekul olarak secilen bilirubin ile MATrp komonomeri arasinda olusan on-
kompleks su sekilde hazirlanmistir: 0.87 mg biluribin (5.95x10° mmol) 250 pL
0.1M Na,COg ¢ozeltisi icinde ¢dzuldu. 106.5 pyL MATrp (0.035 mmol) komonomeri
bu ¢oOzelti Uzerine eklendi. 2 saat manyetik ortamda gunes iginlarina maruz

kalmayacak sekilde karanlk ortamda karistirilarak 6n kompleksin olugmasi
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saglandi. Kalip molekul:monomer orani 1:100 seklinde belirlendi. Olusan 6On

kompleks kullaniimaya hazir bir gekilde karanlik ortamda saklandi.

3.2.3. MATrp Monomerinin Karakterizasyonu

3.2.3.1. FTIR Analizi

MATrp monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series,
Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde edilmistir. MATrp monomeri (2 mg), KBr (98
mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak karistiriimig, tablet haline

getirilmis ve FTIR spektrumu ¢ekilmistir.

3.3. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensorler

3.3.1. Kuvars Kristal Mikroterazi Cip Altin Yiizeyinin Allil Merkaptan ile Yiizey
Modifikasyonu

Kuvars kristal mikroterazi ¢ip altin yuzeyinin modifikasyonu allil merkaptan
(CH,CHCH,SH) ile yapilmistir. Modifikasyon oncesi altin ylzey asidik pirana
¢Ozeltisi ile temizlenmistir. 20 mL asidik pirana ¢ozeltisi icine daldirilan altin
yuzeyler 20 saniye ¢ozelti icinde kalmistir. Cozeltiden cikarilan cipler saf etil alkol
ile yikanmis ve vakum ettvinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur. Yuzeyi
temizlenen QCM c¢ip yuzeyine 5 pL allili merkaptan damlatimis ve 12 saat
bekletilmistir. Bu slire sonunda c¢ipler etil alkol ile yikanmis ve azot atmosferinde
kurutulmustur. Modifikasyon sonucunda altin kapli QCM c¢ip yuzeyine allil gruplari
takilmistir. Allil merkaptan ile modifiye edilen QCM sensorlerinin karakterizasyonu

atomik kuvvet mikroskobu ve temas acisi dlgimleriyle saglanmistir.

3.3.2. Bilirubin baskilanmis ve baskilanmamig nanofilm hazirlanigi

Hazirlanmig olan (MATrp/bilirubin) 6n kompleksine 356 pL (2.94 mmol) HEMA ve
713 pL fosfat pH 7.0 tamponu eklendi. Karigim sonikatdorde 10 dakika bekletilerek
iyice ¢O6zunmesi saglandi. Ortamdaki c¢c6zinmus oksijen azot (N;) gazi ile
uzaklastirldi.  Cozeltiye 5 mg baslatici AIBN eklenerek AIBN’nin ¢ozinmesi
saglandi. Daha sonra c¢ozeltiden 2 yL alinarak daha once allil merkaptan ile
allillenmis QCM c¢ip Uzerine damlatilarak homojen bir sekilde yayillmasi saglandi.
Cip Uzerindeki polimer ¢ozeltisi UV 1s1g1 ile muamele edilerek fotopolimerizasyon
yontemi ile polimerlesmesi saglandi. Reaksiyona girmeyen monomer c¢ozeltisi
metanol ile yikanarak uzaklastirildi. Karigimdaki bilirubin ylzdesi %21 olarak

belirlenirken monomer orani %27 olarak belirlendi. Baskilanmamig PHEMATrp
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nanofilm baskilanmig olan film icerigi ile ayni sekilde hazirlanmis, igerisine bilirubin

eklenmemigtir.

Bilirubin
baskilanmis polimer
cozettisi

/</</ //_/.//z<//

S8

NS KRR KR KL

(a) QCM sensor (b) Allil merkaptan ©
takilmis QCM sensor

Sekil 3.1. QCM sensoér yluzeyinde nanofilm olusumu (a) pirana ¢ozeltisi ile
yikanmis QCM sensorun yuzey goruntusu (b) allii merkaptan ile —SH gruplari
takilmig QCM sensorin yuzey goruntisu (c) Bilirubin baskilanmig polimer ¢ozeltisi
damlatiimis QCM sensor ylzey goruntisu.

3.3.3. Kalip Molekiliin Desorpsiyonu

MATrp monomeri ve bilirubin arasinda hidrojen baglar ve aromatik halkadan
kaynaklanan hidrofobik etkilesimler vardir [138]. Kalip molekul olan bilirubin’in
polimerik yapidan sokulebilmesi icin yukaridaki etkilegsimleri kirabilecek bir
desopsiyon ajaninin kullaniimasi gerekmektedir. Bu amagcla desoprsiyon ajani
olarak 2M NaOH, 1M Na,CO3 ve 25mM EDTA c¢ozeltisi kullaniimigtir [139]. Kalip
molekulin desorpsiyonu surekli ve kesikli sistemlerde gergeklestiriimigtir. Kuvars
kristal mikroterazi sensor ylzeyine tutturulan bilirubin  baskilanmis nanofilm
Uzerine desorpsiyon c¢ozeltisi (20 ml) eklenmistir. Calkalamali inkibatérde oda
sicakhginda 2 saat boyunca calkalanmigtir (200 rpm). Desorbe edilen sensor,

deiyonize su ile yikanmig ve vakum etuvinde (200 mmHg, 25°C) kurutulmustur.

3.3.4. Kuvars Kristal Mikroterazi Sensorlerin Karakterizasyonu

3.3.4.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

QCM  sensorlerin  altin  yuzeylerinin  karakterizasyonu igin  FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. Olglim yapilan érnek haznesinden 10 dk azot gazi gegcirilerek

havadan kaynaklanan nem ve karbondioksit uzaklastiriimistir. QCM sensor,
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cihazin &rnek yuvasina yerlestirimis 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda

yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari Olgulerek spektrumlar alinmistir.

3.3.4.2. Elipsometre

Hazirlanan sensorlerin  yluzeyindeki kalinhk ol¢gimleri Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmigtir. Kalinlik
Olcimleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis acgisinda gerceklestiriimistir. QCM
sensor lazer 1slk kaynagi altina yerlegtiriimistir. YUzey kalinligi hesaplama
program igin BK7 + 50 nm altin + 70 nm polimer katmani veri olarak
dngorulmistir. Olglimler sensér yiizeyinde 6 farkll noktada 3 kere tekrarlanmis ve

sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmigtir.

3.3.4.3. Temas Agisi Olgiimleri

Temas agisi Olglimleri icin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi
kullanilmigtir. Kuvars kristal mikroterazi (QCM) sensoérlerin ylzeyine 1 damla su
damlatilarak yapisik damla (Sessile Drop) yéontemi ile temas agisi belirlenmigtir.
Cip yuzeyinin farkli bolgelerine su damlatmak suretiyle 10 ayri fotograf ¢ekilmis ve
her biri igin ayri temas agisi belirlenmigtir. Belirlenen temas acgisi degerleri
damlacigin kati ile sol temas noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas
noktasindan alinan sagdan temas acisi olarak belirlenmistir. Ayrica her iki
noktanin ortalamasi olan ortalama temas acisi de@erleri elde edilmigtir. Modifiye
edilmemis ve edilmis sensor yuzeyleri igin temas agisi degerleri alinan 10 6lgimun

ortalama degerleri alinarak hesaplanmigtir.

3.3.4.4. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

QCM sensorlerin altin yuzeylerinin karakterizasyonu icin yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullanilmistir.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre O6zelligi ile
4096x4096 piksel gibi ¢cok yuksek ¢ozunurlukte dlgim alabilmektedir. QCM sensor
cift yuzli karbon bant ile &rnek tutturucuya yerlestiriimistir. Goruntileme
calismalari hava ortaminda, yari degen modda gergeklestiriimistir. Salinim
rezonans frekansi, 341.30 kHz olarak uygulanmigtir. Titresim genligi, 1 Vgrsu ve
bos titresim genligi ise 2 Vrsy' dir. Ornek 2 ym/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel

¢ozunurlikte, 2x2 ym’lik bir alanin goéruntusu alinmistir..
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3.3.5. QCM Sensorle Kinetik Analizler

3.3.5.1. QCM Sensorde Bilirubin Sulu Cozelti Calismalari

Bilirubin baskilanmigs PHEMATrp QCM sensoérin hazirlanmasindan sonra kinetik
calismara gegcilmigtir. Kinetik calismalar, farkh derigsimlerdeki bilirubin ¢ozeltileri ile
gerceklesmistir. Bu cozeltiler pH 11 karbonat tamponuyla 1.71 - 85.51 uM
araliginda hazirlanarak QCM sistemine verilmistir. QCM sistemi; frekans sayaci,
gerilim kaynagi, osilator devre, peristaltik pompa, yalitim kabini ve bilgisayardan
olugsmaktadir. Yuzeyine bilirubin baskilanmis ve baskilanmamis PHEMATp
nanofilm tutturulan QCM sensorler, kinetik analiz ¢alismalarinda kullaniimistir. Bu
baslik altinda uygulanan deneysel islem su sekildedir. QCM sensor ylzeyi
deiyonize su (50mL) ile yikanmistir. Daha sonra bilirubin baskilanmig sensor,
karbonat tamponu ile (pH 11) oda sicakhginda dengelenmis ve rezonans frekansi
(fo) belirlenmistir. Rezonans frekansinin belirlenmesinden sonra QCM sisteminden
3 dakika sure ile karbonat tamponu (pH 11) gegciriimisti. Bu dengeleme
basamaginin ardindan farkli derisimdeki bilirubin ¢ozeltileri teker teker (4 mL, 1.0
mL/dakika akis hizi) sisteme verilmigtir. Rezonans frekansindaki kayma degerleri
anlik olarak gézlenmis ve denge durumuna geldiginde (yaklasik 20 dk ) sisteme
0.1M NaOH, 0.1M NaCO; ve 25mM EDTA ¢dzelti karisimi verilerek desorpsiyon
gerceklestiriimistir. Desorpsiyon isleminden sonra, QCM sensor su ve karbonat
tamponu (pH: 11.0) ile tekrar yikanarak dengelenmistir. Farkl derisimdeki bilirubin
cOzeltileri sisteme verilmeden 6nce adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalari
tekrarlanmigtir. Elde edilen veriler, RQCM (Maxtek) yazihmi kullanilarak analiz

edilmigtir.

3.3.5.2. QCM Sensorde Kan Serumu Calismasi

Bilirubin  baskilanmig PHEMATrp QCM sensoérin bilirubin  sulu ¢ozelti
calismalarindan sonra, kan serumdan bilirubin tayini g¢alismalarina gecilmistir.
Antikoagulansiz deney tupune alinan insan kani, pihtilagsmasi beklendikten sonra
5000 rpm’de santifUjlenerek serum kismi hicrelerden ayrilmistir. Doygun
amonyum sulfat g¢ozeltisi ilave edilerek albimin’in ¢gokmesi gergeklestirilmistir.
Daha sonra 5000 rpm’de santrifijlenerek serum albiminden ayrilmistir. Bu bashk
altinda uygulanan deneysel islem su sekildedir: QCM sensor ylzeyi deiyonize su
(50 ml) ile yikanmigtir. Daha sonra bilirubin baskilanmis sensdr serum ile oda

sicakliginda dengelenmis ve rezonans frekansi (fo) belirlenmistir. Rezonans
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frekansinin belirlenmesinden sonra QCM sisteminden 3 dakika sire ile serum
gegcirilmigtir. Bu dengeleme basamaginin ardindan farkli derisimdeki kan plazmasi
(4 ml, 1.0 ml/dakika akis hizi) sisteme verilmistir. Rezonans frekansindaki kayma
degerleri anlik olarak gbézlenmis ve denge durumuna geldiginde (yaklasik 20 dk )
sisteme 1M Na,COs3 ¢ozelti karisimi verilerek desorpsiyon gerceklestirilmigtir.
Desorpsiyon isleminden sonra, QCM sensor izotonik %0.9’luk serum ¢ozeltisi ile
tekrar yikanarak dengelenmistir. Elde edilen veriler, RQCM (Maxtek) yazilimi

kullanilarak analiz edilmistir.

3.3.6. Yarigmali Kinetik Analizler
QCM sensdrinin ylzeyine tutturulmus bilirubin  baskilanmis PHEMATmp
nanofilmin seciciligini géstermek icin bilirubin, &stradiol ve kolesterol ¢ozeltileri

QCM sistemine gonderilerek yarismali adsorpsiyon ¢alismalari gergeklestirilmistir.

Ostradiol metanol igerisinde 42.75 pyM derisimde hazirlanip QCM sistemine
gonderilmistir. Kolesterol i¢in yapay intestinal ortam hazinlamistir. Yapay intestinal
ortam i¢in 125 ml 0.2 mol/L potasyum dihidrojen fosfat ¢dzeltisi ve 95 ml 0.2 mol/L
sodyum hidroksit ¢ozeltisine 200 mL su eklenmigstir. Daha sonra ¢ozeltiye 24.5 g
sodyum deoksikolat (NaDC) ve 16.5 g sodyum kolat (NaC) eklenmistir. Hazirlanan
¢Ozeltinin pH’s1 0.2 mol/L hidrojen klorur ¢ozeltisi ile 7.5’e ayarlanmistir ve son
hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanmistir. Cozeltiden 30 dakika sureyle azot

gazi gecirildikten sonra oda sicakliginda ve karanlik ortamda depolanmigstir [140].

3.3.7. QCM Sensoriin Baskilanma Segiciliginin Belirlenmesi

Bilirubin baskilanmis sensorun segiciligini gostermek igin bilirubin baskilanmamisg
sensor hazirlanmistir.  Bilirubin, o&stradiol ve kolesterolin kullaniimasi ile
olusturulan ¢ozeltler QCM sistemine gonderilmistir. Bu ¢ozeltiler 42.75 pM
derisimde hazirlanmistir. Segicilik deneyleri i¢cin de yukarida anlatildigi gibi
rezonans frekansi belirlenmistir. Cozeltiler QCM sensoérle etkilestiriimis ve kinetik

veriler alinarak RQCM (Maxtek) yazilimi ile analiz edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Daha once bahsedildigi gibi MATrp komonomeri bilirubin molekulinun he

¢cOzeltiden hem kan 6rneklerinden spesifik ve segimli olarak tayin edilebilmesi igin

ligand olarak kullaniimistir. MATrp komonomeri L-Triptofan ve Metakroll

molekullerinden sentez edilmis daha sonra HEMA monomeri ile polimerlestirilerek

kil 4.2,

PHEMATrp polimeri elde edilmistir. Sekil 4.1 MATrp komonomerinin, Se
PHEMATTrp polimerinin molekul seklini gostermektedir.

m sulu

klorir

.5//3 .
-"f \ CooH m y \\"x\‘-' 10 1z
B HACO0H
— (I + ol CH, :| 3”\“/0 -
n 2 f CH
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/.:”/Il 1= \\:\\
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Sekil 4.1. MATrp komonomerinin molekul formald.
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Sekil 4.2. PHEMATrp molekul formala.
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Sekil 4.3'te MATrp komonomerine ait FTIR spektrumunu goéstermektedir. 3379 cm’

! deki adsorpsiyon bandi NH gerilme bandina aitken aromatik CH gerilme bandlari

3100-3000 cm™ arasinda goriilmektedir. 2978 cm™ deki absorpsiyon bandi alkil

grubundaki CH gerilme bandina aittir. C=C gerilme bandi 1621 cm™ de, NH egilme

bandi

1522 cm™ de, C-N aromatik gerilme bandi 1458-1374 cm™ de

gorilmektedir. 1347-1198 cm™ deki egilme bandi asidin C=0 grubunun egilme

bandina aittir.
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Sekil 4.3. MATrp komonomerinin FTIR spektrumu.

4.2. Nanofilmin Yuzey Karakterizasyonu
4.2.1. Elipsometre Analizi

Modifiye edilmis QCM sensoérlerin ortalama yuzey kalinhdi elipsometre cihazi

kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.4). Elipsometrik dlgimler 532 nm dalga boyunda,

62%lik bir gelis acisinda gergeklestiriimistir.

Bilirubin

baskilanmis ve

baskilanmamis QCM sensoérlerin ortalama kalinhk degeri sirasiyla 15.0 £ 0.04 nm

ve 12.0 £ 0.04 nm olarak hesaplanmisgtir.
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(b)

Sekil 4.4. Bilirubin (a) baskilanmis ve (b) baskilanmamis QCM sensérin 3B
elipsometre goruntusa.
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4.2.2. Temas Agisi Olgiimleri

Modifiye edilmemis QCM sensérin ve bilirubin tanima bdlgelerine sahip QCM
nanosensorlerin ylzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya)
temas acisi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Temas agisi degerleri DSA2
yazilimi kullanilarak hesaplanmigtir. Cizelge 4.1‘de modifiye edilmemis QCM
sensorin ve bilirubin baskilanmig QCM nanosensoérlerin ylzey temas acilari

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Temas agisi sonuglari.

Yizey Temas Agisl, °
Modifiye edilmemis altin ylizey 85.4
Bilirubin baskilanmig QCM sensor 77.1
Bilirubin baskilanmamis QCM sensor 75.3

Temas agisi O6lgimlerinden goruldigu gibi modifiye edilmemis QCM cip ylzeyinin
temas acisi degeri (85.4°), bilirubin baskilanmig QCM c¢ip ylUzeyinde 77.1°%ye ve
bilirubin baskilanmamis ¢ip yuzeyinde 75.3°’ye dusmaustiur. YUzeyin temas agisinin
onemli miktarda azalmasi, yuzeyin hidrofilik 6zelliginin arttigini gostermektedir. Bu
durum su sekilde aciklanabilir: Bilirubin tayin islemi igin hazirlanan QCM cipleri
hazirlanirken HEMA monomeri kullaniimistir. HEMA hidrofilik karakterde bir
malzeme oldugundan dolayi, ylzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi yuzey
hidrofilitesini arttirmis ve temas acisi degerini dusurmustur. Sekil 4.6 ve Sekil
4.7de temas agcisi Olgimleri alinan modifiye edilmemis baskilanmis ve

baskilanmamis QCM sensoérlere ait temas agisi goéruntileri verilmigtir.
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Sekil 4.5. Modifiye edilmemis QCM sensor yuzey temas agisi 6lgum fotografi.

Sekil 4.6. Bilirubin baskilanmig QCM sensdr yuzey temas agisi 6lgim fotografi.
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Sekil 4.7. Bilirubin baskilanmamis QCM sensor yuzey temas agisi 6lgum fotografi.

4.2.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Modifiye edilmemis ve bilirubin baskilanmis QCM sensoérlerin ylizey morfolojisi
yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Asidik
pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis modifiye edilmemis QCM sensoérin yuzey derinligi,
10.01 nm olarak belirlenmigtir (Sekil 4.8). Bilirubin baskilanmis QCM sensorin
ortalama purazlaligd 50 nm (Sekil 4.10) ve baskilanmamis sensorun ortalama
purtzlaligd 20 nm (Sekil 4.12) olarak bulunmustur. Bu sonuglar; bilirubin
baskilanmis nanofilmin QCM altin ylzeyine basarili bir sekilde tutundugunu
gostermektedir. Bilirubin baskilanmis QCM sensoérlerin yari degen modda AFM
goruntuleri Sekil 4.10 ve 4.11.‘de verilmigtir. Bilirubin baskilanmis QCM sensorin
yuzey faz goruntisi Sekil 4.10‘de gosterilmistir. Sekil 4.12°e gbre bilirubin
baskilanmis nanofilm ylizeye homojen bir sekilde tutturulmustur.

Cizelge 4.2. Atomik kuvvet mikroskop sonuglari.

Yuzey Derinlik, nm
Modifiye edilmemis altin ylzey 10 nm
Bilirubin baskilanmamis QCM sensor 20 nm
Bilirubin baskilanmis QCM sensor 50 nm
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Sekil 4.8. Modifiye edilmemis QCM sensorin yari degen modda alinan AFM 3B
goruntusu.
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Sekil 4.9. Modifiye edilmemis QCM sensorun yari degen modda alinan AFM yuzey
goruntusu
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Sekil 4.10. Bilirubin baskilanmis QCM sensoérun yari degen modda alinan AFM 3B
gOruntasu.
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Sekil 4.11. Bilirubin baskilanmis QCM sensorun yari degen modda alinan AFM
yuzey goruntusu.
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Sekil 4.12. Bilirubin baskilanmamig QCM sensoérun yari degen modda alinan AFM
3B goruntusu.
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Sekil 4.13. Bilirubin baskilanmamig QCM sensoérun yari degen modda alinan AFM
yuzey goruntusu.

4.2.4. FTIR-ATR Analizi

Nanofilm tutturulmus QCM sensoér yuzeylerinin karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD)
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kullaniimistir. QCM sensér, cihazin érnek yuvasina yerlestiriimis 400-4000 cm™

dalga sayisi araliginda yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktari olguimustar.
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Sekil 4.14. HEMA monomerinin FTIR spekturumu.
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Sekil 4.15. PHEMATrp nanofilmin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 sirasi ile HEMA monomeri ve PHEMATrp nanofilmine ait
FTIR analizini gostermektedir. Sekil 4.14’ de goruldugu gibi HEMA monomeri 3420
cm™ de (OH gerilme), 2954 cm™ de (CH gerilme), 1718 cm™ de (C=0 gerilme),
1633 cm® de (C=C gerilme ) bandlarina sahiptir. Sekil 4.15 PHEMATp
nanofilmine ait FTIR spektrumunu gostermektedir. Sekilden goruldugu Uzere
MATrp monomerine ait 1533 cm™ de (NH egilme), 1454-1391 cm™ de (CN
aromatik) ve 1657 cm™ de (C=O amit bandlari) bandlari MATrp monomerinin
HEMA’'nin yapisina katildigini gostermektedir. Sekil 4.14’'de HEMA monomeri
2954 cm™ de (CH egilme), 1718 cm™ de (C=O gerilme), 1633 cm™ de (C=C
gerillme bandi) bandlar gostermektedir. Sekil 4.15'deki PHEMATrp nanofilme ait
FTIR sinyallerinde MATrp monomerinin 1533 cm™ de (NH egilme), 1454-1391 cm’
! (CN aromatik) ve 1657 cm™ (C=O amit) deki bandlari yapiya MATrp

monomerinin katildigini gostermektedir.

4.3. QCM Sensorlerle Kinetik Analizler

Bu calisma kapsaminda segici bilirubin tayini icin molekiler baskilanmis QCM
sensorler hazirlanmistir. QCM sinyalinin siddeti ile bilirubin derigimi arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi icin farkli derisimlerde 1.71 uyM- 85.51 yM (1 mg/mL-50
mg/mL) bilirubin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Calisilan derisim arahdi hiperbilirubinemi
tayini gbz 6nune alinarak secilmistir. Cozeltiler peristaltik pompa araciligi ile QCM
sensorlerle etkilestiriimistir. RQCM (Maxtek) yazihmi elde edilen verileri es
zamanli olarak izlemis ve kinetik veriler alinmistir. Sekil 4.16’da farkli derisimlerde

bilirubin ¢dzeltisinden elde edilen sensorgramlar verilmistir.

Sekil 4.16’da farkli derisimlerde bilirubin ¢ézeltisinin sensére uygulanmasiyla elde
edilen zamana karsi Af degisim dederini gésteren ve Sekil 4.17°de zamana karsi
Am degisim degerini gosteren grafikler verilmistir. Bu sekilde farkh derigsimlerde
bilirubin c¢oézeltilerine ait tim grafikler birlikte verilmistir. Standart bir dlgimde
sistemden o6ncelikle denge tamponu (3 dakika suresince), daha sonra, sistem
yeniden dengeye ulasana kadar bilirubin ¢ozeltisi gecirilmis (yaklasik 20 dk
suresince) ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullaniimistir (yaklasik 15 dakika
suresince). Tum o&lgumlerde sistemin dengeye ulasmasi igin yaklasik 50 dakika
beklenmistir. Sekilden de gorildiga gibi artan derisimle birlikte sensorgramdaki Af

(Am) degisimleri dogru orantilidir.
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Sekil 4.16. Farklh derisimlerdeki bilirubin c¢ozeltileri ile QCM sensor arasindaki
etkilesimlere ait zamana karsi Af degerini gosteren sensorgramlar. (a) 1 ug/ml (b)

(©)

5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 pug/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 pg/ml (g) 50 pg/mi
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15 pg/ml bilirubin ¢ozeltisi
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Sekil 4.16.Devami. Farkli derigsimlerdeki bilirubin ¢ozeltileri ile QCM sensor
arasindaki etkilesimlere ait zamana kars1 Af degerini gdsteren sensorgramlar. (a)
1 pg/ml (b) 5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 pg/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 pg/ml (g) 50 ug/ml
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100 50 pg/ml bilirubin ¢ozeltisi
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Sekil 4.16.Devami. Farkli derigsimlerdeki bilirubin ¢ozeltileri ile QCM sensor
arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi Af de@erini gdsteren sensorgramlar. (a)
1 pug/mi (b) 5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 ug/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 pug/ml (g) 50 pg/mi
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Sekil 4.17. Farkh derisimlerdeki bilirubin c¢ozeltileri ile QCM sensor arasindaki
etkilesimlere ait zamana karsi Am degerini gésteren sensorgramlar (a) 1 ug/ml (b)
5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 pg/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 pug/ml (g) 50 pg/ml.
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Sekil 4.17.Devami. Farkli derigimlerdeki bilirubin c¢ozeltileri ile QCM sensor
arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi Am degerini gdsteren sensorgramlar (a)
1 pug/mi (b) 5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 pug/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 ug/ml (g) 50 pg/mi.
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Sekil 4.17.Devami. Farkli derigsimlerdeki bilirubin ¢ozeltileri ile QCM sensor
arasindaki etkilesimlere ait zamana kargi Am degerini gosteren sensorgramlar (a)
1 pug/mi (b) 5 pg/ml (c) 10 pg/ml (d) 15 pug/ml (e) 20 pg/ml (f) 25 ug/ml (g) 50 pg/mi.
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Sekil 4.18. Bilirubin c¢ozeltileri ile QCM sensér arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar. (a) zamana karsi Af de@erini gosteren sensorgram; (b) zamana
kargi Am degerini gosteren sensorgram.
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4.3.1 QCM Sensorde Kan Serumu Galigmalari

Saglikli  bir bireyden alinan kan 0Orneginden elde edilen serum, bilirubin
baskilanmis QCM sensoér yuzeyine goénderildi ve kutlede Am=0.135’lik bir artis
oldu ve 11.31 yM’'lik (6.60 pg/ml) bilirubin icerdigi tespit edildi.
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Sekil 4.19. insan kan serumu ve QCM sensér arasindaki etkilesimlere ait

sensorgramlar. (a) zamana kargi Af degerini gosteren sensorgram; (b) zamana
karsi Am degerini gosteren sensorgram.
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Sekil 4.20. Bilirubin baskilanmis QCM sensore ait derisim (Chpiirupin) il Am
arasindaki iligki.

Sekil 4.20°de goruldigu gibi Am dederi artan bilirubin derisimiyle artmaktadir.
QCM sensor 1.71uM- 85.51 uM derisim arahdinda derisim sinyal dogrusalligi
gostermektedir. 1.71uM- 85.51 yM araligindaki alinan veriler degerlendirildiginde
elde edilen dogrunun denklemi (y = 0.0089x + 0.0343) ve dogrusalligi (R%) 0.9851
olarak hesaplanmistir. Bu elde edilen verilerle, hazirlanan QCM sensor %98

dogrulukta olgim yapmaktadir.
- Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([Blo), yUzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa diger tium derisim degerleri QCM sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylelikle kutlenin  derisime  donusturulme igleminin  yapilmasina gerek
kalmayacaktir. Serbest analit derisiminin akis hucresinde sabit kaldigi yalanci-

birinci derece kosulu altinda baglanma su sekilde ifade edilir:
dAm/dt = KaCAMmaks — (KaC+kg) Am (4.2)

Burada, d Am/dt, QCM sinyalinin degisim hizi; m ve Ampnas baglanma ile dlgilen
ve kitle artisindan kaynaklanan maksimum sinyal (uM/cm?); C, analit derigimi

(UM); ks, baglanma hiz sabiti (UM/s) ve kq, ayriima hiz sabiti (1/s)’'dir. Baglanma
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sabiti Ko (M), ka ve kg sabitlerinin oranindan hesaplanir. (Ka-ka /kq). Denge

durumunda, dAm/dt=0 alinarak esitlikler basitlestirilir:
Amdenge/C = KaAMpaks - KAAmdenge (4-2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka AMgenge/C'ye karsi AmMgenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/ Ka esitligi ile hesaplanabilir.
- Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar duzenlendiginde;

dAm/dt = kaCAMmaks — (kaC+kg) Am (4.3)

esitligi elde edilir. Buradan etkilesim kontrollu kinetikler igin gizilen d Am/dt'ye karsi
Am grafiginin, egimi —(kaC + kg) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baglangi¢
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger Ampmas degeri biliniyorsa, tek bir
sensorgam kullanilarak k, ve kg degerleri hesaplanabilir. Yuzeyi tamamen
doygunluga eristirmek igin ¢ok yUksek analit derigsimleri gerekli oldugu igin
AMpaks In deneysel olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, birgok
farkli analit derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri
yondeki hizlarin analizi i¢in gizilen dAm/dt'ye karsi Am grafikleri, ileri ve geri

yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir.
S = kaC + Ky (4.4)

S’ye kargi C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat koC >> kg oldugu durumlarda kg
hesaplamasi i¢in bu yontem ¢ok guvenilir degildir. Daha guvenilir ydontem, ayriima

kinetiginin incelenmesidir.
In (Amg/ Am) =Kg (t—to) (4.5)

Burada; Amg ve Am; ayrilma egdrisindeki to ve t anlarindaki QCM sinyal
degerleridir. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’de denge analizi ve baglanma kinetik analizi
igin c¢izilen dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks

, Ka ,Kq ,Ka ve Kp degerleri Cizelge 4.3’'de 6zetlenmisgtir.

56



Cizelge 4. 3. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analizi (Scatchard)

Baglanma Kinetik Analizi

AMmaks, MM/cm? 0.255 Ka,, UM /s 0.0072
Ka, UM 0.1851 Kg, , 1 /s 0.5086
Kp, 1/uM 5.4024 Ka, UM 0.014
R? 0.97 Kp, 1/um 71.42
R? 0.71
0,04 -
& 4
g 0,035 -
S 003
Q’ 0,025 -
E 0,02 - y = 0,0007x + 0,009
< 0,015 R? = 0,835
0,01 y E-0,1851x + 0,0473
0,005 { R?=0,9785 ¢
0 T T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Am/(uM/cm?)

Sekil 4.21. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi denge analiz yaklagimi (Scarthard)
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Sekil 4.22. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi baglanma kinetik yaklagimi.

4.4. Denge izoterm Modelleri
Bilirubin baskilanmig QCM sensor ile bilirubin arasindaki etkilesim modelini
belirlemek amaciyla dort farkli izoterm modeli uygulanmistir: Scarthard, Langmuir;

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Scarthard AMgenge/[C] = Ka(AMmaks -AMgenge)
Langmuir Am ={ AMmaks/[CY( Ko+[C])}
Freundlich AM = AMpaks[C]Y"
Langmuir-Freundlich Am = {AMpas[CI1Y" 1 Ko+[C]H"}

Burada; AMmas (WM/cm?), maksimum QCM sinyal kaymasi; AMgenge, denge
halindeki QCM sinyal kaymasi; [C], analit derigimi (uM); Ka (uM), baglanma denge
sabiti; Kp(1/uM), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich ylzey heterojenite

indeksidir.

Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Frendlinch adsorpsiyon modeli ise
heterojen baglanma varsayimina dayanir. Langmuir modeli, molekuler

baskilanmis polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerine yaygin olarak
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kullaniimistir [141]. Molekuler baskilanmig polimerlerin heterojen baglanma
bolgeleri de igerdigi rapor edilmistir [142,143]. Freundlich adsorbsiyon modeli,
Ozellikle dusuk derigsimlerde MIP sistemlerine uygunluk gostermektedir [142].
Fakat bu model, yuksek derigsim degerlerinde bazi sapmalar gostermektedir. Bu
sapmalari engellemek igin Langmuir-Frendlich ikili modeli kullanilabilir. Bu model,
heterojenite oldugu durumda ¢ok dusuk derigsimlerden doygunluga kadar MIP
sistemleriyle uygunluk gostermektedir [143]. Sekil 4.23’de Langmuir, Freundlich ve

Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler verilmisitir.

18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 ~
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -

0’00 T T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70

1/C pitirupins /(M)

y =20,419x + 4,0693
R?=0,9956

1/Am ,(cm?2 /uM)

y =149,5x - 0,1575
R?=0,9176

(@)

Sekil 4.23. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-
Freundlich.
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y =0,6096x - 3,2304
R?=0,9448
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Sekil 4.23.Devami. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c)
Langmuir-Freundlich.
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Cizelge 4.4. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
A Mpaks 0.228 A Mpaks 0.039 A Mpaks 0.0186
Ka, UM 0.215 1/n 0.6096 1/n 0.6096
Ko, /UM 4.65 R? 0.9448 Ka, UM 1.31
R? 0.9956 Kp, 1/uM 0.76
R 0.9782

Sekil 4.23’'te gore deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir modeli ile
uyumludur (R?* = 0.9956). Bu sonuglar; hazirlanan bilirubin baskilanmis sensor
baglanma bolgelerinin es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu

gOstermektedir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te verilmektedir.

4.5. Yanigmali Kinetik Analizler

Kolesterol ve &stradiol igin bilirubin molekillerine gére dagilma ve segicilik
katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Ka = [(Ci — Cy)/C{] x VIm (4.6)

Esitlikte Kq, dagiima katsayisini (1/nM); C; ve C;, biyomolekullerin baslangi¢c ve
sonu¢ derisimlerini (nM); V, kullanilan ¢oézelti hacmini (mL) ve m, polimerin
agirhgini (g) ifade etmektedir. QCM sensoér uygulamalarinda, derisim ve kitle
parametrelerinin  donusturdlmesi gerceklestiriimistir. Bu yaklagimdaki temel
sebepler; baslangi¢ ve son derigimleri arasinda énemli bir fark gézlenememesi;
polimerin kutlesinin kesin olarak belilenememesi ve derisimin Am ile dogrusal

iligkide olmasidir.

Bu durumda; segcicilik katsayisi,

K=A Miaip/ A Mygirigimi 4.7)
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi igin ise;

k= kbaskllanmlslkkontrol (4.8)
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seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan bilirubin baskilanmig sensorun bilirubine karsi
seciciliginin belirlenmesi icin yarismali adsorpsiyon deneyleri kolesterol, ostradiol
ve bilirubin molekulerinin ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Sensérin bu
karisimlara gosterdigi  tepki, Sekil 4.24'de Am/zaman ligkilerine ait
sensorgramlarda gorulmektedir. Kolesterol ve &stradiol molekdl yapilarn ve
agirliklari bilirubine oldukga yakindir. Bilirubin baskilanmig sensoérlerin kolesterol
ve Ostradiole verdigi sensorgram sinyal degerleri ise (Am) sirasiyla 0.151 ve
0.081’dir. Ayni derisimdeki bilirubin icin elde edilen sinyal ise 0.392’dir. Bu
sonuglara gore baskilanmis sensor bilirubin’i, kolesterol’e gore 2.59 kat,0stradiol’
gore 4.83 kat daha duyarli tayin edebilmektedir. Etkilesimdeki bu hassasiyet, kalip
molekdl olan bilirubin’in G¢ boyutlu yapisinin polimerik hafizaya alinmasindan
kaynaklanmaktadir.

2 25 pg/ml bilirubin ¢ozeltisi

Am/(uM/cm?)
o

5 10 15 20 25
-1
Zaman (dk)
(a)
2 -
. 25 pg/ml kolesterol ¢ozeltisi
=
=
E 0 T T T 1
4 5 10 15 20
-1 -
Zaman (dk)
(b)

Sekil 4.24. 25 ug/mL derigsimde (a) bilirubin (b) kolesterol (c) dstradiol, bilirubin
baskilanmis QCM sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi Am degerlerini
gOsteren sensorgramlardir.
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Sekil 4.24.Devami. 25ug/mL derigsimde (a) Bilirubin (b) kolesterol (c) 6stradiol,
bilirubin baskilanmig QCM sensoér arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi Am
degerlerini gosteren sensdérgramlardir.

4.6. QCM Sensoriin Baskilanma Segiciliginin Belirlenmesi

Bilirubin baskilanmis sensorin baskilama segiciligini gdstermek icin bilirubin
baskilanmamis sensor de hazirlanmigtir. 25 pg/ml derisiminde kolesterol ve
Ostradiol ¢ozeltileri QCM sistemine gonderilmistir. Baskilanmamis sensorin bu

cozeltilere verdigi sinyal Sekil 4.25’de gosterilmistir.

25 pg/ml bilirubin ¢ozeltisi

Am/(uM/cm?)

Zaman (dk)

(@)
Sekil 4.25. 25ug/ml derigimlerde (a) bilirubin (b) kolesterol (c) Ostradiol

¢ozeltilerinin bilirubin baskilanmig QCM senso6rl arasindaki etkilesime ait zamana
karsi Am degerlerini gosteren sensoérgramlar.
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Sekil 4.25.Devami. 25ug/ml derisimlerde (a) bilirubin (b) kolesterol (c) 6stradiol
¢ozeltilerinin bilirubin baskilanmis QCM sensoéru arasindaki etkilesime ait zamana
karsi Am degerlerini gésteren sensorgramlar.

Cizelge 4.5. Bilirubin’e gore kolesterol ve Ostradiol icin segicilik ve bagil segicilik

katsayilari.
MIP NIP
Am k Am k K
Bilirubin 0.392 - 0.060 - -
Kolesterol  0.152 2.59 0.069 0.86 3.01
Ostradiol 0.081 4.83 0.055 2.85 1.68
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Bilirubin baskilanmamig sensorin ayni derigsimdeki bilirubin, kolesterol ve

Ostradiole verdigi sensorgram sinyal degerleri (Am) 0.060, 0.069 ve 0.021’dir.

Sekil 4.25 incelendiginde bilirubin baskilanmamis QCM sensoérin ayni derisimdeki
bilirubin, kolesterol ve Ostradiol ¢dzeltilerine verdigi sinyal artisinin oldukga az
oldugu gorulmektedir. Baskilanmis ve baskilanmamig QCM sensorler
karsilagtinldiginda bilirubin sinyal duyarliiginin 2.59 kattan 0.86 kata dustugu

gorulmektedir.

Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilmasi ile hesaplanan segicilik katsayilari kolesterol igin
2,59 (baskilanmis), 0,86 (baskilanmamig) olarak 6stradiol i¢in 4.83 (baskilanmis),
2.85 (baskilanmamig) olarak bulunmustur. Baskilama segiciligini gosteren bagil
secicilik katsayisi 3.01 (Bilirubin/kolesterol) ve 1.68 (Bilirubin/Gstradiol) olarak

hesaplanmigtir.

Sonuglara bakildiginda, bilirubin baskilanmis sensor; bilirubin’i kolesterole goére
3.01 kat, Ostradiole gore 1.68 kat secicilikle tanimaktadir. Molekll yapilarinin ve
molekul agirliklarinin birbirine ¢ok yakin oldugu bu molekuller arasinda yaklasik

3.01 kathk ayirma faktérintn basaril bir sonug oldugu sdylenebilir.

4.7. Sensorun Kullanilabilirligi
Bilirubin baskilanmig QCM sensorin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla 1
pg/ml derisimlerde bilirubin igeren ¢dzeltiler QCM sistemine tekrarh (3 kez) bir

sekilde enjekte edilmis ve sonugclar Sekil 4.25'de verilmigstir

20 ~
10 -
D R e R |
10 O 5 10 15 20 25 30 35
-20 S
-30 -

40 -
.50 -

Sekil 4. 26. Billirubin baskilanmig QCM sensdrin tekrar kullanilabilirligi
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5. YORUM

MATrp monomeri, triptofan metilesterin, metakroil klorlr ile reaksiyonu
sonucu elde edilmigtir. Elde edilen monomer FTIR galismasi ile karakterize
edilmigtir.

MATp monomerinin  FTIR spektrumunda MATrp monomerine ait
karakteristik 1533 cm™ de (NH egilme), 1454-1391 cm™ de (CN aromatik)

ve 1657 cm™ de (C=0 amit bandlari) bandlari goriilmektedir.

QCM sensérun altin  yuzeylerin  karakterizasyonu icin  FTIR-ATR
spektrofotometresi  kullaniimistir.  FTIR-ATR  spektrumda  MATrp
monomerine ait 1533 cm™ de (NH egilme), 1454-1391 cm™ de (CN
aromatik) ve 1657 cm® de (C=O amit bandlari) bandlari MATrp
monomerinin  HEMA’'nin  yapisina katildigini  gostermektedir. Ayrica
PHEMATIp nanofilme ait FTIR sinyallerinde MATrp monomerinin 1533 cm™
de (NH egilme), 1454-1391 cm™ (CN aromatik) ve 1657 cm™ (C=0 amit)

deki bandlari yapiya MATrp monomerinin katildigini gostermektedir.

Modifiye edilmemis, bilirubin baskilanmis ve baskilanmamis PHEMATp
nanofilm tutturulmus QCM sensorin ylzey morfolojisi yari deen modda
atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi ile
temizlenmis QCM sensorin yuzey deriniligi 10 nm olarak belirlenmistir.
Bilirubin baskilanmis ve baskilanmamis PHEMATrp nanofilmi tutturulmus
QCM sensoérin yuzey derinlikleri sirasiyla 50 nm ve 20 nm olarak
bulunmustur. Bu sonuglar; nanofilmin yuzeye basarili ve tek tabakaya yakin

bir sekilde kaplandigini gostermektedir.

Bilirubin baskilanmig ve baskilanmamis PHEMATrp nanofilm tutturulmus
QCM sensorlerin  ortalama yuzey kalinlilari elipsometre cihazi ile
incelenmistir. Bilirubin baskilanmis ve baskilanmamis sensorlerin ortalama
kalinhk deg@erleri sirasiyla 15 nm ve 12 nm olarak hesaplanmistir.

Temas acisi olgiimlerinden goraldigu gibi modifiye edilmemis QCM sensor
yluzeyinin temas agisi degeri 85.4°, bilirubin baskilanmis nanofilm
tutturulmasiyla 77.1° ve bilirubin baskilanmamis nanofilm tutturulmasiyla

75.3° ye dusmustur.
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Yuzey temas acisinin 6nemli miktarda dismesi ylzeyin hidrofilik 6zelliginin
artmasini gostermektedir. Bu durum su sekilde aciklanabilir; hem
baskilanmigs hem baskilanmamis nanofilm sentezinde monomer olarak
HEMA monomeri kullaniimistir. HEMA monomerinin yapisindaki hidroksil
grubundan dolayi hidrofilik karaktere sahiptir. Bu sebeble, yizeye hidrofilik
bir monomerin tutturulmasi ylzey hidrofilitesini artirmis ve temas agisi
degerini de dusurmustur. Baskilanmamis nanofiimde hidrofobik karaktere
sahip bilirubinin bulunmamasi, baskilanmis nanofilme gdére daha hidrofilik

yapmis ve temas acisi degeri baskilanmis gore daha dusuk olmustur.

Bilirubin baskilanmis QCM sensorlerle degisik derisimlerde bilirubin
cOzeltileri etkilestiriimigtir. Derisimdeki artis ile birlikte Am degerindeki
artisin daha fazla oldugu goériimustir. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile yizey

arasindaki sricu gug olan derisim farkinin artmasi gosterilebilir.

Am’ye karsihk zaman grafikleri birlikte gizildiginde elde edilen
sensorgramlar daha kolay incelenebilmektedir. Bilirubin derigimi artikgca Am
degerinin de arttigi daha acik sekilde belirlenmigtir

QCM sensor tek derisim araliginda dogrusallik gdéstermektedir. 1.71uM-
85.51uM (1 pug/ml — 50 pg/ml) araliginda alinan veriler degerlendirildiginde
elde edilen dogrunun deklemi y = 0.0089x + 0.0343 ve dogrusalligi
R? = 0.9851 olarak hesaplanmigtir. Bu elde edilen verilerle, hazirlanan QCM
sensorin 1.71uM-85.51uM derisim araliginda % 98.5 dogrusallikla élgim
yapmaktadir.

Langmuir modelinin hazirlanan sensorlere en uygun izoterm modeli oldugu
gOrulmustlr. Buradan hesaplanan Ampas degeri deneysel degere (0.228
MM) olduk¢a yakindir. Langmuir denkleminden hesaplanan Ka ve Kp
degerleri sirasiyla 0.215 pM ve 4.65 1/uM dir.

Hazirlanan bilirubin baskilanmis sensorun bilirubine kargi segiciliginin
belirlenmesi icin yarismali adsorpsiyon deneyleri kolesterol ve o&stradiol
molekullerinin  ¢ozeltileri  kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Bilirubin
baskilanmis sensorlerin kolesterol ve ostradiole verdigi sensorgram sinyal
degerleri (Am) sirasiyla 0.152 ve 0.081’dir. Ayni derisimdeki bilirubin igin
elde edilen sinyal degeri ise 0.392'dir. Bu sonuglara goére baskilanmis

sensor bilirubini, kolesterole gore 2.59 kat, Ostradiole gore 4.83 kat daha
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duyarl tayin edebilmektedir. Etkilesimdeki bu hassasiyet, kalip molekul olan
bilirubin’in  G¢ boyutlu yapisinin  polimerik hafizaya alinmasindan
kaynaklanmaktadir.

Bilirubin baskilanmig sensorin baskilama segiciligini gostermek igin
bilirubin baskilanmamis sensérde hazirlanmigtir. 42.75 uM (25u/ml)
derisimindeki bilirubin, kolesterol ve 0Ostradiol c¢ozeltileri QCM sistemine
gonderilmistir. Bilirubin baskilanmamis QCM sensérin ayni derisimdeki
bilirubin, kolesterol ve ostradiol ¢ozeltilerine verdigi sinyal artisinin oldukga
az oldugu gorulmektedir. Esitlik 4.7 ve 4.8 kullaniimasiyla hesaplanan
secicilik katsayilari kolesterol igin 2.59 (baskilanmig), 0.86 (baskilanmamis)
olarak ve o&stradiol igin 4.83 (baskilanmis), 2.85 (baskilanmamig) olarak
bulunmustur. Baskilama segiciligini gosteren bagil segicilik kat sayisi 3.01

(bilirubin/kolesterol) ve 1.68 (bilirubin/éstradiol) olarak hesaplanmistir.
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