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OZET

Siilfametoksazol Tayini icin Sensor Sistemlerinin Gelistirilmesi

Onder KURC

Yiiksek Lisans, KIMYA Boliimii
Tez Damismani: Do¢. Dr. Deniz TURKMEN

Temmuz 2021, 118 sayfa

Antibiyotikler bulasic1 hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan kimyasal ajanlardir. Bu
ajanlar tip ve veterinerlikte ¢esitli amaglarla her yil biiyiik miktarda tiiketilmektedir. Fakat
bu ajanlarin gevreye ve gidalara karismasi bir¢ok probleme sebep olmaktadir. Bu
sebepten dolay1 bu bilesiklerin gidalarda ve ¢evresel kaynaklardaki tayini biiyiilk 6nem
arz etmektedir. Bu tiir tayinler genellikle laboratuvarlarda geleneksel tayin yontemi ile
yapilmaktadir ve bu yontemler egitimli teknik eleman ihtiyaci, pahali ekipman kullanimu,

uzun analiz siiresi ve tayinlerin 6n iglem gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir.

Bu calisma kapsaminda bir siilfonamid antibiyotigi olan Siilfametoksazol (SMX) i¢in
hizli yamit verebilen, yiiksek secicilige sahip, ©on islem gerektirmeyen, tekrar
kullanilabilen bir yiizey plasmon rezonansi (SPR) ¢ipi iiretilmistir. Uretilen sensdr ¢ipi
icin reseptdr Siilfametoksazol baskilit MAA-EDGMA-HEMA polimeridir. Cip {iretimi
oncesi kalip (SMX)- monomer etkilesimi B3LYP ve 6-31+g(d,p) temel seti ile incelenmis
ve teorik hesaplamalar1 yapilmistir. Ardindan polimer nanofilm kapli SPR altin ¢ipi
karakterize edilmistir. Yapilan adsorpsiyon ¢aligmalar1 sonucu LOD ve LOQ degerleri

strast ile 0.0011 pg/L ve 0.0034 pg/L bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Yiizey plasmon rezonansi (SPR), Biyosensor, Molekiiler baskilama,

Antibiyotik, Stilfametoksazol, Molekiiler Modelleme



ABSTRACT

Development of Sensor Systems for Sulfamethoxazole Determination

Onder KURC

Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Do¢. Dr. Deniz TURKMEN

July 2021, 118 page

Antibiotics are chemical agents used to treat contagious diseases. These agents are
consumed in large quantities every year for various purposes in both veterinary and
human health. But the mixing of these agents into the environment and food causes many
problems. For this reason, it is of great importance to learn the amount of these
compounds in foods and environmental sources Such determinations are usually made in
laboratories by the traditional method of analysis, and these methods have disadvantages
such as the need for trained personel, the use of expensive equipment, a long analysis
time, and the fact that some analyses require pre-processing which is both labor and time

consuming.

In this study, we developed surface plasmon resonance (SPR) sensor chip that fast
reacting, highly selective, reusable and requires no pretreatment for detecting
sulfamethoxazole. We used sulfamethoxazole imprinted polymer (MAA-HEMA-
EGDMA) as a receptor in the SPR chip. Before molecular imprinting we also used
B3LYP hybrid theory with 6-31+g(d, p) basis set to examine monomer and template to
determine best template-monomer ratio. After developing molecular imprinted nanofilm
coated SPR chip we characterized it with SEM and did adsorption studies on both
standard sulfamethoxazole solution and commercial milk samples. According to data, for

sensor LOD and LOQ values are calculated as 0.0011 pg/L and 0.0034 pg/L respectively.

Keywords: Sulfamethoxazole, Antibiotics, Sensor, Surface Plasmon Resonance (SPR),

Molecular Imprinting, Molecular Modelling
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1. GIRIS

Antibiyotikler kesfinden itibaren hastaliklara karsi kullanilmis ve milyonlarca insanin
hayatin1 kurtarmig antimikrobiyal ajanlardir. Bu ajanlar konak canli ile hedef
mikroorganizma arasindaki temel biyolojik farklardan yararlanarak konaga minimum
zarar verirken hedef mikroorganizmanin iiremesini engelleyerek veya Oliimiine sebep
olarak konak canliy1 tedavi etmeye yarar. Tip, veterinerlik ve ziraatta bakteriyel
enfeksiyonlara kars1 her yil biiyiik bir miktarda kullanilir ve bulagici hastaliklar1 tedavi
edip yayilimini onler. Fakat antibiyotiklerin bilingsiz ve uzun siireli kullanimi yeni
sorunlar ortaya ¢ikarmistir. Giinlimiizde ise bu durum antibiyotikleri su kaynaklari, toprak
ve gidalarda sikga karsilastigimiz istenmeyen birlesikler haline getirmistir ve ¢evresel bir
sorun olusturmustur. Bu sorunun Onlenmemesinden dolayr dogada antibiyotiklere

direncli mikroorganizma tiirlerinde artis meydana gelmistir.

Antibiyotikler ve diger kirleticiler c¢evre laboratuvarlarinda kromatografik ve
spektroskopik yontemler ile Olciilebilmektedir [1,2]. Fakat bu tiir tayinlerin yapilmasi
uzun siireler almakta, pahali ekipman gerektirmekte ve tayinleri yapabilecek teknik
bilgiye sahip teknisyene ihtiya¢c duyma gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlar
analizler i¢in klasik yontemler disinda yeni analiz yontemleri alternatifi aramay1 zorunlu

kilmastir.

Antibiyotikler gibi bilesikleri tayin etmek i¢in kullanilabilecek bir diger yontem de sensor
uygulamalaridir [3,4]. Sensorler, hedef molekiilii taniyabilen bir reseptor, tanima sonucu
olan degisimi sinyale cevirebilen bir doniistiiriicii ve bir sinyal okuyucudan yapilmis
kalitatif ve kantitatif analiz yapabilen aletlerdir. Sensorlerin hizli sonug¢ verebilmesi,
kullanimiin basit olmasi, maliyetinin diisiik olmasi ve yiiksek hassasiyette tayin
yapabilmesi sayesinde antibiyotikler ve benzeri bir¢ok bilesigi izlemek i¢in laboratuvar

yontemleri ile yapilan tayinlere alternatif olabilmektedir.

Fakat belirli bir analite 6zgiin sensdr iiretimi i¢in bazi kisitlayici faktorler bulunmaktadir.
Bu faktorlerden biri istenilen analite duyarli reseptor varligidir. Biyolojik kaynaklardan

bir¢ok reseptor elde edilebilse de bu reseptorleri saflastirmanin getirdigi maliyet ve

1



zaman kaybinin fazla olmasi ayrica biyolojik reseptorlerin hassas yapisit sensorlerde
kullanilmasini kisitlar. Bu durumun iistesinden gelmek i¢in biyolojik reseptorler yerine
kullanilabilecek yapay reseptorler gelistirilmeye ve kullanilmaya baglanmistir [5]. Yapay
reseptorler arasinda molekiiler baskili polimerler uzun siiredir ilgi konusudur. Molekiiler
baskilama yontemi ile istenilen bir kalip molekiil i¢in yliksek secicilige ve hassasiyete
sahip baglanma bolgeleri igeren polimerlerin sentezlenmesi miimkiindiir. Bu polimerler
genis bir aralikta fiziksel ve kimya sartlara uyumlu sekilde iiretilebilmesi bu polimerlerin
reseptor olarak kullanilmasini avantajli kilar. Ayrica molekiiler baskili polimerlerin

tiretimi dogal reseptorlerin maliyetine kiyasla kismen daha ucuzdur.

Ayrica molekiiler baskili polimer sentezi molekiiler modelleme programlar ile sentez
Oncesi bilgisayar ortaminda incelenmesi miimkiindiir. Modelleme islemi atomlar arasi
baglardan, biiyiik biyomolekiillerin birbirleri ile etkilesimine kadar genis bir spektrumda
atom, molekiil ve birbirleri ile etkilesimlerini [6] incelememize imkan tanir. Bilgisayar
ortaminda yapilan teorik hesaplamalar ve simiilasyonlar ile tiretilecek molekiiler baskili
polimer i¢in monomer-kalip molekiil arasi etkilesimi inceleyebilir en uygun eslesmeyi
saglayabiliriz. Bu sayede liretilecek polimer i¢in en uygun monomer tiirii [ 7] ve baskilama

i¢in en uygun monomer- kalip molekiil oranini belirlenebilir.

Molekiiler modelleme i¢in kullanilan metotlardan DFT metodu ve B3YLP hibrid teorisi
molekiiller arasi etkilesimleri incelemek i¢in kullanima sahiptir [8,9]. Bu metotlarin
kullanilmasiin en biiyiik avantaji biiylik molekiillii sistemlerde bile molekiillerin temel
hal enerji diizeyindeki etkilesim enerjileri hakkinda bilgi vermesi ve bunu kismen hizli

ve yiiksek dogrulukta yapmasidir.



Yiizey Modifikasyonu C

On polimer kompleksi
Polimerlesme i&‘ C

T =

Kalp Molekiiliin Uzaklastirilmas

Sekil 1.1 Altin SPR ¢ipinin hazirlanigi

Bu c¢alisma kapsaminda bir antibiyotik olan Siilfametoksazol i¢cin MIP nanofilm kaplh
SPR ¢ipi iiretilmistir. Molekiiler baskilama; altin ¢ip yiizeyi polimer i¢in modifiye
edildikten sonra kalip molekiille birlikte cip yiizeyi lizerinde yigin polimerizasyon
yontemi ile yapilmis ve ardindan kalip molekiil uzaklastirilmistir. Bu islemler sistematik

olarak ekil 1.1°de gosterilmistir.

Ayrica molekiiler baskili ¢ip liretilmeden 6nce Molekiiler baskili polimerde kalip molekiil
ile polimerin fonksiyonel gruplari arasindaki etkilesimler tiretilen polimerin baglanma
performansini anlamak i¢in gerekli oldugundan bu etkilesim, anlamak i¢in kompleks
olusumunda molekiil konformasyonlarinin, ¢oziicii etkilerinin ve monomer oraninin
incelenmesi 6nemli bir faktordiir. Bu ama¢ dogrultusunda kalip molekiil (SMX) ile
monomer (MAA) arasindaki optimum etkilesimin oldugu monomer orani ve bu yapinin
konformasyonu tez kapsaminda farklt monomer oranlar1 ve farkli ¢dziicii ortamlarinda

molekiiler modelleme uygulamalari ile belirlenmistir.



Calisma i¢in 1:1 [SMX-MAA], 1:2 [SMX-MAA-MAA], 1:3 [SMX-MAA-MAA-MAA]
molar oranlari se¢ilmis; su, etanol ve asetonitril ¢oziiciileri ise, ¢Oziicli etkisini incelemek

i¢in secilmistir. Molekiillerin geometri optimizasyonlar1 i¢in, Gaussian03 paket programi

ile B3LYP/6-31+G(d,p) yontemi kullanilmistir.

Molekiiler baskili nanosensor ¢ipi tretildikten sonra ise; SEM, AFM ile karakterize
edilmistir. Ol¢iim igin en uygun pH belirlendikten sonra belirlenen pH degerinde nano
sensoOriin adsorpsiyon calismalari yapilmistir. Adsorpsiyon c¢aligmalart sonucunda
adsorpsiyon izotermleri ile yapilan hesaplamalar yardimiyla molekiiler baskili sensor
yiizeyindeki molekiiler bosluklar ve yiizeyin homojenligi hakkinda bilgi sahibi

olunmustur. Ayrica sensoriin segiciligi ve depolanabilirligi calismada incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antibiyotikler
2.1.1. Genel Bilgiler

Bulasici hastaliklar bakteri, virlis, mantar veya parazitler gibi mikroorganizmalarin bir
konak canliya yerlesmesi ve bir konaktan digerine gecerek yayilmasi ile meydana gelen
hastaliklardir. Bu hastaliklarin varligi konak canliya gecici veya kalict hasar verebilmekle
birlikte konagin 6liimiine de sebep olma ihtimali bulunmaktadir. Gegmise kiyasa bulasici
hastaliklar hijyen kurallarinin yayginlasmasi sonucu Onlenebir ve giiniimiiz tip ve
eczaciligindaki gelismeler sayesinde tedavi edilebilir olsa da bulasici hastaliklar yine her
yil biiylik miktarda 6liime sebep olmaktadir. Bulasici hastaliklarin sebep oldugu kayith
Olimler diizenli olarak agiklanmaktadir. Diinya saglik oOrgiitii tarafindan agiklanan
verilere gore sadece 2019 yilinda alt solunum yolu enfeksiyonlarindan 2,6 milyon,
tiiberkiilozdan ise yaklasik 1,4 milyon insan hayatin1 kaybetmistir [10]. Alt solunum yolu
enfeksiyonlar1 ve tiiberkiilozun disinda birgok farkli mikroorganizmalarin sebep oldugu
bulasict hastaliklar direkt veya dolayli bir sekilde milyonlarca canlinin 6liimiine sebep

olmaktadir.

Bulasici  hastaliklarin ~ tedavisi  bulasic1  hastaliklarin =~ sebebi  yani  zararh
mikroorganizmalarin varlig1 kesfedildikten sonra onemli Olglide hizlanmistir. Bu
miicadelenin ilk drnekleri arsenik, civa veya bakir gibi bakterilere karsi toksik olan metal
iyonlartyla yapilan dezenfektanlar ve antiseptikler ile bulasici hastaliklarin yayiliminin
azaltilmasi yoniindedir. Fakat bu yontemlerin genellikle toksik bilesikler kullanilmasi ve
cesitliginin az olmasi dolayisiyla biiyiik basarillara imza atamamistir. Daha sonraki
gelisme ise bulasici hastaliklara karsi kullanilan penisilin ve antibiyotiklerin kesfi ile

devam etmistir [11].

Antibiyotik kelimesinin kokeni ilk defa Selman Waksman tarafindan kullanilmistir [12].
Walksman mantarlar iistiine yaptig1 arastirmalar ile bu mantarlarin lirettigi antibiyotikleri
incelemigtir. Antibiyotik terimini kars1 anlamina gelen “anti” ve canli/yasam anlamina
gelen “bio” kelimelerinin birlestirmis ve antibiyotik yani “canli organizmalara kars1”

anlamina gelen bu terimi olusturmustur. Antibiyotiklerin ilk bilimsel anlamda tanimasi
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ve etkilerini fark etmesi ise 20. ylizyilin baglarinda Alexander Fleming’in ¢aligsmalari ile
baslamistir. 1928 yilinda Alexander Fleming Staphylococcus aureus tiirli iistiinde yaptigi
caligmalar sirasinda hiicre kiiltiiriine sizan kiif mantarlarinin (Penicillium notatum)
cevresinde bakteri kiiltlirlerinin biiylimedigini fark etmesi ve bu olayin sebebini
incelemesi penisilini kesfetmesi ile sonuglanmigtir [13]. Fleming’in ¢aligmasi sonucu
penisilin, insanoglunun tanmidigi ilk antibiyotik olarak tarihe ge¢mis ve kesfinden bu
zamana kadar bakteriyel enfeksiyonlara karsi verilen miicadelede kullanilacak olan

ilaclarinin onciisti olmustur.

Penisilinin kesfi ve antibiyotik ilaglarin tanimindan sonra bilim diinyasi bu yeni ilag
siifini ilgiyle incelemis ve ilerleyen yillarda bir¢ok yeni dogal antibiyotik kesfedilmis ve
izole edilmistir [14-16]. Dogal antibiyotiklerin yan1 sira sentetik ve yar1 sentetik yeni
antibiyotiklerde tretilmis ve bulasici hastaliklarla miicadele kapsaminda tibbi ve
veterinerlik uygulamalarinda yer bulmuslardir. Antibiyotiklerin kesfi ve yeni
antibiyotiklerin iiretilmeye devam ettigi donemlerde insanoglu bu kesiflerin altin ¢agini
yasamis, daha dncesinde 6liimciil olarak kabul edilen bir¢ok bakteriyel enfeksiyona karsi
galip gelmistir. Sonugta ise diinya ¢apinda niifus artis1 ve ortalama yasam siiresinde
iyilesmeler gozlemlenmistir [17]. Ayrica antibiyotikler bulasict hastaliklar disinda
hayvancilikta gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Hayvancilikta gida takviyesi olarak
verilen diisilk dozajda antibiyotiklerin hayvanlar1 hastaliktan korudugu ve bu sayede
hayvanlar daha az hastaliga yakalandig1 gézlemlenmistir. Hayvanlarin daha az hastaliga
yakalanmasi ise bu hayvanlardan elde edilen iirlin miktarinda artiga sebep olmaktadir

[18,19].

Antibiyotiklerin kullanim1 her ne kadar tibbi ve ekonomik fayda saglasa da bu bilesiklerin
bilingsiz ve uzun siireli kullanimi yeni sorunlar ortaya ¢ikarmistir. Bu sorunlardan biri

antibiyotiklerin su kaynaklar1 [20-23] , toprak [24,26] ve gidalara [27-31] karigsmasidir.

2.1.2. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Penisilinin kesifi sonrasi birgok farkli tiirde yeni antibiyotikler dogal kaynaklardan izole

edilmis veya sentetik tiretildigi daha 6nce sdylenmisti [ 17]. Fakat bu bilesiklerin ayni ilag



siifinda olmasia ragmen birbirinden farkli kimyasal yapiya sahip olmasi ve farkli

mekanizma ile etki etmeleri sonucu kendi i¢lerinde siniflandirma gereksinimi yaratmistir.

Antibiyotiklerin siiflandirilmast kendi iglerinde farkli 6zelliklerinden faydalanilarak

yapilabilir. Bunlar 6zellikler; bakteriostatik (bakterilerin ¢ogalmasini engelleyen) veya

bakterisitik (bakterileri 6ldiiren) etkiye sahip olmasi, etki ettigi bakteri tiirii (gram pozitif,

gram negatif veya her ikisi (genis spektrum)), etki ettigi hiicre bileseninin tiirline ve etki

ettigi mekanizmaya gore ve kimyasal yapisina gore yapilabilir. Antibiyotiklerin kimyasal

yapisina gore smiflandirilmast en sik kullanilan siniflandirma yontemidir. Bazi

antibiyotik siniflari, bu sinifa dahil 6rnek bilesik ve genel ozellikleri cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Antibiyotik smiflari, 6rnek yap1 ve genel 6zellikleri.

Simif Adi

Ornek Antibiyotik

Genel Bilgiler

B — Laktamlar

Penisilin

Beta laktam antibiyotikleri karakteristik beta-
laktam halkasini igerirler. Penisilinin bir beta
laktam olmasi sebebiyle bazi yerlerde
penisilinler olarak da gecer. B-laktam
antibiyotikleri bakterilerin hiicre duvarlarini
olusturmasi i¢in gerekli olan peptidoglikan

olusumunu inhibe eder.

Makrolidler

Eritromisin

Makrolitler, makrosiklik lanton halkasina
sahip antibiyotiklerdir. Bakterilerin
ribozomlarma baglanarak bakteriyel protein
sentezini inhibe ederler. Genis spektrumda

bakterilere etki ederler.

Sulfonamidler

Silfadiazin

Sulfonamidler genis spektrum
antibiyotikleridir. Bakterilerin folik asit

yolagini p-amino benzoik ile benzerligi




sonucu inhibe eder ve bakterilerin tremesini

durdururlar.

Aminoglikosidler

Amikasin

Kimyasal yapilarinda bir sekere bagli amino
gruplart igerirler. Daha c¢ok gram negatif
bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar igin
kullanilirlar fakat bazi durumlarda gram
pozitif bakteriler i¢in de kullanilabilir.
Aminoglikosidler ~ bakterilerin ~ protein
sentezini inhibe ederler ve bakterilerin

Olmesine sebep olurlar.

Kinolonlar/

Fluorokinolonlar

Ofloksasin

Kinolonlar bisiklik yapiya sahip genis
spektrum  antibiyotikleridir. ~ Bakterilerin
DNA sentezinde gorev alan DNA giraz
enzimine  baglanip  bakterilerin DNA

sentezini engellerler.

Ansamisinler

Rifamisin

Aktinobakteriya tiirli bakteriler tarafindan
iretilen  bir  antimikrobiyal  ajandir.
Bakteriyofajlara ve bazi viriislere kars1 da etki
gosterirler. Bazi tlir gram negatif bakteriler
hari¢ cogunlukla gram pozitif bakterilere etki

eder.

Tekrasiklinler

Tetrasiklin

Genis spektrum antibiyotiklerdir.
Aktinobakteriya cinsi bakteriler tarafindan

uretilir.




2.1.3. Antibiyotik Kullaniminin Zararlarn

Antibiyotiklerin tibbi ve veterinerlik uygulamalar1 sonucunda bu kimyasal ajanlar belirli
yollar vasitast ile c¢evresel kaynaklara karismaktadir. veterinerlik uygulamalari sonucu
giibreler ile tarimsal gidalara ve topraga [32-34], tibbi kullanim1 sonucu yerlesim yerlerinden
kanalizasyon [35,36] vasitas: ile su kaynaklarina ve ¢opliikler ile toprag: kirletmektedir.
Ayrica balik ciftlikleri de antibiyotiklerin balik yemleri ile karistirilip verilmesi ve bu
bilesiklerin yem kalintilar1 ve balik digkilar1 ile direkt su kaynaklarina karigmasinda rol
oynamaktadir. Antibiyotiklerin ¢evresel kaynaklara karisma yollar1 agagidaki sekil 2.1.’de

gosterilmistir.

Hayvancilik Balk Cffilri

Giibrele me

Sekil 2.1. Antibiyotiklerin dogal kaynaklara karigsma yollari.

Su ve topraktaki antibiyotiklerin varlig1 igme suyu, tarimsal sulama ve tarimsal kullanimi
sonucu gidalarda karsimiza tekrar ¢ikmaktadir. Antibiyotik kalintilar1 iceren gida ve sularin
uzun stireli tiiketiminin sonucunda alerji ve bagirsak florasinda degisme ve bunlara bagl
birgok problem gozlemlenmektedir. Ayrica antibiyotiklerin direkt verdigi zarar harici sebep
oldugu antibiyotiklere diren¢li bakterilerin varligt da 6nemli bir tehdittir. Bu sorunlar
neticesinde antibiyotik kalintilarinin olusturdugu sorunlar1 engelleme veya azaltma amagh

bazi yasal tedbirler alinmistir. Hayvansal gidalarda bulunabilecek maksimum antimikrobiyal



miktar1 FDA, EMA gibi kurumlar ve organizasyonlar tarafindan belirlenmektedir. Cizelge
2.2’de bazi antibiyotiklerin sigir yetistiriciliginden elde edilen fiiriinler i¢in belirlenmis

maksimum kalint1 limitleri verilmistir.

Cizelge 2.2. Bazi antibiyotikler icin MRL miktarlari.

Antibiyotik Tiirii Kas Karaciger Bobrek Yag Siit (ng/L)
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

(ng/kg)
Amoksisillin 50 50 50 50 4
Seftiofur 1000 2000 6000 2000 100
Tetrasiklin 200 600 1200 - 100
Flumekin 500 500 3000 1000 -
Gentamisin 100 2000 5000 100 200
Pirlimisin 100 1000 400 100 100
Spektinomisin 500 2000 5000 2000 200

*2018 Sigir yetistiriciliginde kullanilan antibiyotiklerin MRL degerleri 2018 [37]

2.1.4. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler organizmalarin birbirlerine iistiinliik kurmak icin sentezledigi birlesikler
oldugu daha once ifade edilmisti. Fakat mikroorganizmalar birbirlerine kars1 antibiyotikleri
kullanirken ayni1 zamanda diger mikroorganizmalar tarafindan {iretilen bu smiftaki
bilesiklerden de kendilerini savunmak i¢in bazi mekanizmalar gelistirmistir. Bu
mekanizmalar ile yabanci antibiyotik bilesiklerine karsi1 bir direng gelistirirler ve direncin
gelistigi antibiyotikten zarar gdrmezler. Bir bakterinin antibiyotige kars1 direng gelistirmesi

sonucu giiniimiizde siklikla duydugumuz antibiyotik direncli bakteriler meydana gelir.
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Bir bakteri tiirliniin antibiyotige direng gelistirmesi dogal siirecte uzun zaman alir. Fakat
antibiyotiklerin kesfi ve siirekli kullanim1 sonucu, mikroorganizmalar da bu duruma daha
hizli yanit vermeye baglamistir ve direng gelisimi hizlanmistir. Penisilinin kesfinden sadece
12 yil sonra penisiline kars1 direng gdsteren ilk bakteri popiilasyonlarinin varligi kesfedildi
[38]. Antibiyotiklere kars1 direng fark edildikten sonra bu olay incelenmis ve sebepleri
acikliga kavusturulmustur. Arastirmalar sonucu direng gelisiminin bir¢ok farkli mekanizma
ile gerceklesebilecegi fark edilmistir. Bakteriler, antibiyotiklere karsi genetik diizeyde
degisimler ile antibiyotik direncli genler (ARGs) kazanirlar [39].

Antibiyotiklere kars1 gelistirilen direng gelistirme yollar ise;
I-Bakteri zarinin gegirgenliginin degismesi ile antibiyotikleri hiicre icine almamasi
[I-Hedef antibiyotigin aktif sekilde hiicre i¢inden atilmas1
I11-Antibiyotiklere kars1 enzimlerle saldirt
IV-Antibiyotikler tarafindan inhibe edilen yolak i¢in diger alternatif yolaklarin gelismesi
V-Antibiyotik hedeflerinin modifikasyona ugrayip antibiyotiklerin etkisini kaybettirme

VI-Antibiyotigin hedefledigi yapinin asirisinin sentezi

Bakterilerin iistte verilen metotlarla direng gelistirmesinin yani1 sira antibiyotiklerin direng
kazanmamis bakterilerin Gliimiine sebep olmasi veya iiremesini engellemesi direng
gelistirmis bakterilerin diger bakterilerle rekabetinde iistiin konuma ge¢gmeyi saglamakta ve
popiilasyonunda hizla artisina sebep olmaktadir. Giiniimiizde bu sorun tehlikeli bir durum
almistir ve antibiyotik direngli bakteriler siklikla duydugumuz bir terim haline gelmistir [40-
42] ve antibiyotiklere kars1 direngli mikroorganizma sayisi antibiyotik kullanim miktar1 ile
artmakla birlikte bir¢cok canli yasami i¢in tehdit olusturmaktadir. Bu direngli bakterilerin
sebep oldugu hastaliklar sahip olduklar1 direng dolayisiyla zorlasmakta ve tedavisinde

kullanilan antibiyotiklere yanit vermemelerini saglamaktadir [43-46].
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Sekil 2.2. Yila bagh kiiresel antibiyotik kullanimindaki degisim. Ayrica 2030’a kadar
ulagmasi diisiiniilen tiiketim miktar1 grafikte bulunmaktadir. (1) Antibiyotik tiikketimi tiim
tilkelerde anlik kisi bast kullanim miktar1 ile alinmaya devam edildiginde (2) Tiim tilkeler
onerilen kullanim orani kullanimi azaltirsa (3) Anlik yillik biiyiime orani ile orantili devam

ettiginde [47].

Her ne kadar antibiyotik direnci ve direngli bakterilerin varligi uzun siiredir bilinip
olusturdugu potansiyel tehdit ifade edilse de antibiyotiklerin sagladig1 avantajlar dolayisiyla
antibiyotik kullanimi1 yeterli miktarda azaltilamamakta ve kullanimi insan niifusu ile orantili
olarak her yil artmaktadir. Sekil 2.2°de goriilebilecegi gibi 2000 ile 2015 yillar1 arasinda 76
tilke arasinda yapilmis inceleme gostermistir ki giinliik antibiyotik kullanim1 (DDD) %65
artmis (21,1 milyar giinliilk dozdan 34,8 milyar giinlilk doza) ve antibiyotik kullanim oran
ise %39 artmistir (1,000 kisi icin gilinliikk 11.3’ten 15.7 giinliikk doza). Antibiyotiklerin
kullantminin degismedigi var sayilirsa 2030 yilina kadar kullanimin %300’e kadar artma

ihtimali bulunmaktadir [47].
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2.1.5. Siilfametoksazol

Sulfonamidler de c¢evre kirliligine sebep olan antibiyotikler arasindadir [48,49]. Bir
stilfonamid antibiyotigi olan siilfametoksazol (SMX veya SMZ) de klinik olarak kullanima
sahip, 6nemli bir kimyasal ajandir. SMX Bakteriostatik bir ajan olup bakterilerin ¢ogalmast
icin gerekli yapitaglarinin sentezini engellerler [51,52]. Bu ila¢ folik asit metabolizmasini
inhibe edebilmesinden dolay1 hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere etki edebilen
genis spektrum antibiyotikleri arasindadir. Siilfametoksazoliin metabolizmadan atimi idrar
ve digki ile yapilir [50]. Bunun sonucunda siilfametoksazol diger antibiyotikler gibi
kanalizasyona ve dogal kaynaklara karigmaktadir. Ayrica siilfametoksazoliin hayvancilikta

kullanimi1 sonucu gidalarda da karsimiza ¢ikmaktadir [53,54].

Sekil 2.3. Siilfametoksazoliin kimyasal yapisi. Sol; Ag¢ik yapisi [51] sag; li¢ boyutlu

gdsterimi.

Stilfametoksazoliin 6zellikleri: [UPAC adi 4-amino-N-(5-metil-1,2-oksazol-3-yl) benzen-1-
sulfonamid olan Ci0H11N303S kapali formiiliine sahip, ortalama molekiil agirligi 253.279
gr/mol neredeyse beyaz, kokusuz bir bakteriostatik ajandir. Siilfametoksazoliin molekiil

yapisi ve li¢ boyutlu konformasyonu sirasi ile sekil 2.3’te gosterilmistir [51].
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Siilfametoksazol ve diger siilfonamid antibiyotikleri gibi dihidrofolat sentaz enzimine
baglanir. Stilfametoksazol dihidrofolat sentazin kendi substrati olan p-amino benzoik asit ile
benzer yapiya sahiptir ve bu substratin yapisal analogudur. Bu benzerlik sayesinde p-amino
benzoik asit gibi dihidrofolat sentaza kars1 yiiksek ilgiye sahip olup enzimin asil substrati
olan p-amino benzoik asit ile baglanmada yarisir ve baglandiginda ise enzimi inhibe eder.
Bakterilerde dihidrofolat sentazin inhibisyonu folik asit sentezini engeller bdylelikle
bakterilerin ¢ogalmast i¢in gerekli temel yapitaslarmin sentezi durdurulmus olur. Insanlarda

folik asit beslenme ile alindig1 i¢in bu bilesik direkt olarak etki etmez.

Siilfametoksazol Amerika’da 1961 yilinda patentlenmis, genellikle piyasada trimethoprim
ile satilmaktadir. Siilfametoksazol insanlarda klinik olarak trimethoprim ile birlikte
gosterdigi uyumdan dolayr idrar yolu enfeksiyonlarinda [52,55] ve gastrointestinal
sistemdeki bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in, ayrica HIV hastalari i¢in enfeksiyonlarla
miicadele amacl Onleyici olarak diger antibiyotikler ile kullanilmaktadir [52,56,57]. Sahip
oldugu kullanimdan dolay1 siilfametoksazol ve yaninda verilen diger antibiyotikler ile diinya

saglik orgiitiiniin temel ilaglar listesinde de bulunmaktadir [55].

Siilfametoksazoliin bazi farmakolojik dzellikleri: Ilag tablet olarak oral yolla uygulanmakta
olup enjeksiyon veya bolgesel kullanimi miimkiindiir. Stilfametoksazol viicutta oral yolla
alindiginda %80-%90 biyoyararlanima sahip, hizla emilen ve tasinimimnin %701 kan
proteinlerinde (baslica alblimin) yapilir [52,56]. Baslica Arylamin N-Asetil transferaz
tarafindan N4 pozisyonundan asetillenmesi ile metabolize edilir [58]. Eliminasyonu ise
bliyiik cogunlugu bobrekler tarafindan kan dolasimindan filtrelenmesi ile idrar ile atilir. Oral
yolla alman dozun yaklasik %84,5°’1 72 saat igerisinde idrar ile disar1 atilir. Bu oranin
yaklasik %30°u serbest Siilfametoksazol formunda geri kalani ise metabolize olmus
triinleridir. Stilfametoksazoliin klinik uygulamasinda hedef alinan bazi mikroorganizmalar

cizelge 2.3.de gosterilmistir.

14



Cizelge 2.3. Siilfametoksazoliin etki ettigi baz1 mikroorganizmalar.

Streptococcus pyogenes

Haemophilus influenzae

Pneumocystis carinii

Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus pneumoniae

Vibrio cholerae

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Proteus vulgaris

Staphylococcus epidermidis

Shigella

Proteus mirabilis

Streptococcus viridans

Morganella morganii

Enterobacter aerogenes

Klebsiella spp.

Salmonella spp.

Brucella melitensis

Nocardia asteroides

Nocardia brasiliensis

Paracoccidioides brasiliensis

Streptomyces somaliensis

* Stilfametoksazoliin etki ettii mikroorganizmalar pubchem, drugbank [52,56].
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2.1.5.1. Siilfametoksazoliin Kimyasal Tayini
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Sekil 2.4. Siilfametoksazolin UV-VIS absorpsiyon spektrum.a: Siilfametoksazol ve
Trimethoprimin UV-absorbsiyonunun spektrum b: Siilfametoksazol c: 6 pg/mL derisimi i¢in

trimethoprim ve Siilfametoksazoliin karigimi [59].
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Sekil 2.5. (a): Siilfametoksazoliin FTIR absorpsiyon spektrum (b): Siilfametoksazoliin kiitle
spektrum [60].
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Siilfametoksazoliin sahip oldugu kullanim ve ticari degerinden dolay1 farmakoloji, tip, gida
veterinerlik ve ¢evre bilimlerinde bir¢ok amagcla kalitatif ve kantitatif tayininin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bilesigin tayinin absorpsiyon yapan gruplart sayesinde UV-VIS
spektrofotometresi ile ve FT-IR ile yapilabilmektedir. Fakat bu yontemler ile
oOl¢iilebilmesine ragmen siilfametoksazol ile verilen trimethoprim ile girisim yapabildigi i¢in
direkt spektral yontemler yerine kromatografik yontemlerin kullanilmasi onerilmektedir.
Spektroskopik tayin i¢in bu tayinlerin 6ncesi tlirevlendirme yapilarak 6l¢iim miimkiindiir.
Siilfametoksazol ve trimethoprimin UV-VIS absorpsiyon spektrumu, siilfametoksazoliin
FT-IR ve MS spektrumu sekil 2.4 ve sekil 2.5’te verilmistir. Spektroskopik yontemler
disinda elektrokimyasal yontemler (amperometrik, voltametrik) ile de 6l¢iimil yapilabilir.

Siilfametoksazoliin kimyasal tayininin yapildig1 bazi ¢calismalar ¢izelge 2.4.’de verilmistir.

Cizelge 2.4. Klasik tayin yontemleriyle yapilmis siilfametoksazol tayinlerinin LOD, LOQ

degerleri.
Yontem LOD LOQ Derisim Arahgi Referans

HPLC 1.21 pg/ml | 4.03 pg/ml 10.0-50.0 pg/ml [61]
UV-VIS Spektrofotometri 1.02pg/ml | 3.04 ng/ml 5-300 pg/ml [62]
HPLC-DAD 2.0 pg/ml 6.0 pg/ml 60-500 ng/ml [63]
UV-VIS Spektrofotometri 0.589 pg/ml | 1.964 ng/ml 2-10 pg/ml [64]
UV-VIS Spektrofotometri 0.38 pg/ml | 1,14 pg/ml 2-20 pg/ml [65]
HPLC 0.2 ug/ml | 0.6 pg/ml 30-2000ng /L [66]
HPLC-Tandem 0.9 pg/ml 2.5 pg/ml 30-2000ng /L [67]

2.2. Sensorler

Glinlimiizde {iretimin her basamaginda diizenli olarak kalite kontrol ve inceleme amacl
analizlerin yapilmasi gerekmektedir. Yapilan bu tayinler ve sonuglar1 dogrudan veya dolayh

olarak hem bizi hem de ¢cevremizi etkilemektedir. Bu analizlerin yapilmasi olasi bir sorunun
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engellenmesini saglamakta ve kalite artigina sebep olmaktadir. Bu tayinler genellikle
kromatografi ve spektrofotometri gibi klasik tayin yontemleriyle yapilmaktadir. Fakat bu
tayinler bazi dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlara tayinlerin uzun siire almasi, pahali
cihaz ve ekipmana ihtiya¢ duymasi ve teknik bilgiye sahip analiste gereksinimi 6rnek olarak
verilebilir. Bu dezavantajlardan dolay1 klasik yontemlere alternatif olabilecek yeni
metotlarin gelistirilmesi uzun siiredir denenmektedir. Bu alanda kullanilacak bir alternatif

yontem sensor teknolojisidir.

Teshis ve [zleme

Sekil 2.6. Sensorler ve kullanim alanlari.

Sensdrler etrafindaki degisim sonucu bir sinyal olusturabilen cihazlardir. Cevresindeki
termal, elektriksel, manyetik veya kimyasal bir degisimi algilayip bunu okunabilecek bir
sinyale gevirirler. Sensorler genellikle ufak boyutlarda iiretilebilmesi, hizli ve yiiksek
duyarliliga sahip olabilmesi nedeniyle giiniimiizde bir¢ok alanda yer bulma potansiyeline
sahiptir (sekil 2.6). Sensorlerin kullanim buldugu alanlara 6rnek vermek gerekirse; Su ve
gidalarda toksik madde analizi [68,69] ve mikroorganizmalarin incelenmesi [70,71], toprak
analizleri [72,73], tibbi ve veterinerlikte ise hastalik yapici patojenler [74-76] alerjenler

[77,79] ve biyobelirteglerin tespiti [80] ile hastalik teshisi amagli, eczacilikta yeni ilaglarin
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analizi [81,82], adli bilimlerde doping ve uyusturucu testleri [83,84] Ornek olarak

gosterilebilir.

2.2.1. Biyosensorler

Biyosensorler sensor teknolojisinin biyolojik yapilarla birlestirilmesi ile olusturulmusg
yapilardir. Bu sensorler enzim, antikor, aptamer gibi yiiksek o6zgiilliige sahip biyolojik
bilesenleri reseptor olarak kullanarak belirli bir hedef molekiilii yiiksek segicilikle
taniyabilir. Bu yiiksek secicilikte tanima sayesinde hedef molekiil i¢in yiiksek duyarlilikta

kalitatif ve kantitatif tayin yapabilen bir biyosensor liretilebilir.

Biyosensorlerin kesfi 1906 yilina kadar dayansa da su an ki tanima uyan ilk biyosensor 1953
yilinda Leland C. Clark Jr. tarafindan oksijen 6l¢iimii i¢in yapilmistir [85]. Ardindan gelen
birka¢ arastirma sonras1 1975 de ilk defa Yellow Spring Instruments tarafindan ilk ticari
biyosensor olan ISFET (Ion sensitive field effect transistor) piyasaya sunuldu [86]. Aym

firma tarafindan 1975 de ilk ticari kan sekeri (glukoz) dlgiicii biyosensor piyasaya sunuldu.

Dogal biyoreseptorlerin ilk kullanildigi ¢alismalardan biri ise yine 1975 yilinda etanol ve
laktik asit i¢in yapilan dehidrogenaz enzimleri bulunan memran kapli elektrotlar ile

yapilmistir [87].

2.2.1.1. Biyosensorlerin Bilesenleri ve Siniflandirilmasi

Biyosensorler genel olarak 3 temel birlesenden olugmaktadir. Analiti tanimlayacak bir
biyoreseptdr, biyoreseptorde meydana gelecek degisimi baska bir sinyal tiirline
dontstiirebilen bir doniistiiriicii ve dontistiiriiciiden gelen sinyali okuyabilecegimiz veriler

haline getiren elektronik kisimlar ve sinyal okuyuculardan olusur.
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Sekil 2.7. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler farkl: tiir ve 6zellikte tiretilebildigi i¢in bunlar1 kendi iglerinde siniflandirmak

miimkiindiir. Biyoreseptorleri siniflandirmak i¢in sikga iki yol kullanilir.
Bu siniflandirma yontemleri;
-Biyosensoriin sahip oldugu biyoreseptor tiirii (protein, niikleik asit, karbonhidrat vs)

-Sinyal doniistiirticiiniin tiirii (Mekanik, optik, elektrokimyasal)

2.2.1.2. Biyoreseptorler

Sensdriin analit yapiyr tanimasinin meydana geldigi bilesenidir. Biyosensorlerde farkli
yapida biyoreseptorler kullanilabilir. Bu biyoreseptorler; enzim [88-91], antikor [91-94],
niikleik asitler [96], hiicre reseptorleri gibi yiiksek biyosecicilige sahip makromolekiiller
olabildigi gibi bir hiicre organeli [97-99], hiicre [100,101] veya doku kaynakli yapilar [102-
104] da biyoreseptor olarak kullanilabilir. Ayrica canli organizmalardan elde edilen dogal
biyoreseptdrler harici, molekiiler baskili polimerler [105-109] ve membranlar [110,111] da

biyosensor uygulamalarina sahiptir. Bu tiir reseptdrlerin en biiylikk avantaji dogal
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biyoreseptorlerin kullanilamayacagi ortamlara 6zel olarak iiretilebilmesi ve maliyetinin
dogal reseptorlere kiyasla daha az olmasidir. Asagida sensorlerde kullanilan reseptorlerin

bazi1 6zellikleri verilmistir;

Enzimler: Enzimler protein yapisindaki, bir tepkimeyi belirli mekanizmalar sayesinde
kataliz edebilen biyomolekiillerdir. Bu yapilarda kendi substratlari i¢in yiiksek 6zgiilliikte
baglanma boélgelerine sahiptir. Fakat enzimlerin saflastirma maliyeti yiiksektir ve diger
protein yapidaki biyomolekiiller gibi sadece “’1limli’’ sartlarda calisabilir. Ayrica katalitik

aktiviteleri bazi bilesikler iizerinde kullanilmasini kisitlayabilir[88-91.

Antikorlar: Antikorlar kazanilmig bagisiklik sistemi tarafindan bir antijene karsi tiretilmis
proteinlerdir. Antijen molekiiliine kars1 ¢ok yiiksek ilgi gosterirler. Antikorlar iki agir iki de
hafif zincir olmak iizere 4 subunitten olusur. Antikorlar istenilirse hibridoma teknolojisi ile

yiiksek miktarda iiretilebilir fakat saflagtirma maliyeti yiiksektir [91-94],

Aptamerler: Belirli bir protein veya niikleik asit yapisina yiiksek 6zgiilliikte baglanabilen
kismen ufak, oligomerlerdir. Aptamerler peptit veya niikleotit yapida olabilir. Kismen ufak
olmasi ve dayanikli olmasi aptamerlerin biyoreseptor olarak kullanilmasinda avantaj

saglamaktadir [95].

Nukleik Asitler: DNA, RNA ve poliniikleotitler yapisi sebebi ile komplamenter zincirlere
yiiksek ilgiyle baglanir. Ayrica belirli niikleotit dizilerini taniyan proteinler igin yliksek
secicilige sahiptir. Nukleik asitlerin reseptor olarak kullanilmasinin en biiylik avantaji yapay
olarak sentezinin miimkiin olmas1 ve elde edilen zincir ile ¢cogaltilmasinin kolay olmasidir

[96],

Hiicreler: Hiicreler belirli yontemlerle hazirlanan yiizeylere sabitlenebilmesi ve
cevresindeki degisime duyarli olmasi 6zelliklerinden dolay1 bir sensérde biyoreseptdr olarak
kullanilabilir. Bu reseptorler direkt hiicrenin kendisini kullandigindan saflagtirma basamagi

gerekmez ve daha kolay elde edilir [100,101].
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Molekiiler Baskili Polimerler: Molekiiler baskili polimerler iizerinde istenilen bir molekiil
i¢in spesifik baglanma bdlgeleri iceren polimerlerdir. Bu reseptorlerin liretiminin genellikle
kolay ve ucuzdur. Ayrica protein yapidaki reseptorlere kiyasla daha farkli fiziksel ve

kimyasal sartlara dayanacak sekilde iiretimi miimkiindiir [105-109].

Membranlar: Membranlar segici gegirgen yapiya sahip iki fazi birbirinden ayiran
yapilardir. Bu secici yapilar1 sayesinde bir ortamdan sadece istenilen molekiilii ge¢irmesi

saglanabilir. Ozellikle bu yapilar saflastirma islemlerinde kullanilmaktadirlar [110-111].

2.2.1.2.1. Doniistiiriiciiler

Dontistiirticli reseptdr yapi ile analit arasindaki etkilesim sonucu meydana gelen degisimi
Olcebilecegimiz bir sinyal tiirline ¢gevirmeye yarayan sensor bilesenleridir. Bu doniisiim bir
reaksiyon tarafindan kaynaklanan degisim sonucu ¢evredeki elektrokimyasal degisim veya
analitlerin baglanmasi sonucu doniistiiriicii yiizeyindeki artan tabaka kalinligina baglh

meydana gelen degisimler olabilir.

Doniistiiriictiler mekanik, optik ve elektrokimyasal olmak iizere birbirinden ayrilir (sekil
2.7.). Biyosensor uygulamalarinda yaygin kullanilan doniistiiriiciiler; Yiizey plasmon

rezonansi (SPR), Alan etki transistorlar1 (FET), Metal nanopartikiil elektrotlaridir.

2.2.1.2.1.1 Optik Doniistiiriiciiler

Optik doniistiiriiciiler biyoreseptor ve hedef molekiil arasindaki etkilesim sonucu olusacak
bir optik degisimden faydalanarak Olgiim yapar. Bu belirli bir dalga boyundaki
absorbsiyondaki azalma veya artma, 15181 kirma indisindeki degisme gibi degisimler olabilir.

Biyosensorlerdeki optik sensorleri iki sekle ayirmak miimkiindiir.

Etiketli Olgiim Yapan Optik Sensorler: Bu tiir optik sensérler baglanma sonucunda bir
etiketin ayrilmasi veya baglanmasina bagli olarak 6l¢iim yapar. Genellikle baglanma sonucu

etiket molekiiliin absorpsiyonu oOlgiiliir. Etiket miktar1 baglanmaya bagli olarak
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degiseceginden absorbsiyonda baglanma miktarina orantili olacak sekilde degisecektir.

ELISA bagisiklik testi (immunoassay) etiketli optik dl¢timler i¢in en bilindik 6rneklerdir.

Etiketsiz Olciim Yapan Sensorler: Etiketsiz l¢iimler bir etiket molekiile ihtiyag duymadan
Ol¢tim yapabilir. Etiketli yontemlerle kiyaslandiginda daha hizli ve 6n islem gerektirmezler.

Yiizey plazmon rezonansi doniistiirticiileri etiketsiz dontistiiriiciilere 6rnek olarak verilebilir.

Yiizey plazmon rezonansi biyosensdrlerde kullanilan bir optik doniistiiriicii olup sikca
baglanma ve ayrilma biyokimyasal olaylarini incelemek i¢in kullamlir. Olgiim igin herhangi
bir etiket molekiil gerektirmemesi, ufak molekiillerden biiyiik hiicrelere kadar genis bir
aralikta 6l¢iim yapabilmesi, yiiksek duyarliliga sahip olabilmesi ve gergek zamanl 6lgiim
yapabilmesinden dolay1 bu doniistiiriiciiler biyokimya, molekiiler biyoloji ve biyolojide

yaygin kullanima sahiptir [112-114].
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Sekil 2.8. Yiizey plazmon rezonansi.

Yiizey plazmon rezonansinin tarihgesine bakarsak: Metal yiizeye yansiyan polarize 1siktaki
kirilmanin gézlemlenmesi 1902 yilinda R.W. Wood’un gozlemleri ile baglamigtir [115].

Daha sonraki yillarda gozlemlenen bu olay agiklanmig ve bdylelikle yiizey plazmon
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rezonanst aydinlia kavusmustur. Yiizey plazmon rezonanst kullanan biyosensdriin

gelistirilmesi ise 1980’11 yillara dayanmaktadir [116,117].

Bu tiir biyosensorlerin ¢aligma prensibi: Soy bir metalle kapli (genellikle altin) bir prizma
istiindeki biyoreseptorin hedef molekiile baglanmasi sonucunda ¢ip lizerinde elektriksel
gecirgenlikte bir degisimi meydana gelir. Bu gecirgenlikteki degisim sonucu bir baska
ylizeyden altin ¢ipe gelen polarize 151k yansirken kirma indisinde degisim olur. Sekil 2.8’de
molekiiler baskili bir altin SPR ¢ipi iistiinde gergceklesen bu olay resmedilmistir. Zamana
bagli, SPR ¢ipinden alinan sinyalin (yanit) degisimi grafiksel olarak ifade edilimi sonucu
sensogram ad1 verilen grafikler elde edilir. SPR ¢ipinden gelen yanit miktari ¢ip yiizeyindeki
baglanma ve ayrilma olaylari ile iligkili oldugundan, elde edilen sensogramlar ile baglanma
ve ayrilma olaylar1 incelenebilir. Sekil 2.9°da bir SPR sensoriiniin sensogram Ornegi
verilmigstir. Sekilde goriildiigii lizere sensor ylizeyinde baglanma miktar: arttik¢a verilen

sinyal artmakta iken sensOr yilizeyindeki baglanma azaldik¢a verilen sinyal miktari

azalmaktadir. -
r—
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Sekil 2.9. SPR sensogrami ornegi.

SPR uygulamalarinin avantajlar1 oldugu gibi bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Lingandin ¢ozelti igerisinde dogal konfigiirasyonunu koruyamamasi sonucu baglanma ve
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ol¢iim etkilenir, ¢ipin ve reseptoriin yonelimi baglanmayi sterik olarak engelleyebilir, SPR
sensOrii ¢ip {stiindeki yigilmay1 Ol¢tiigii i¢in spesifik olmayan baglanmalar ve ¢ip
ylizeyindeki reseptoriin yiizeydeki homojen olmayan dagilimi sensorleri gelistirirken ve
kullanirken dikkat edilmesi gereken bir durumdur [118,119]. Ayrica bu sensorler igin

kullanilan altin ¢iplerin maliyeti de géz dniinde bulundurulmalidir.

2.2.1.2.1.2 Alan EtKki Transistorleri (FETs) Temelli Sensorler

Alan etki transistorleri bir biyolojik bilesen ile birlestirilerek bir biyosensor olarak
kullanilabilir. Biyolojik duyarli alan etki transistér biyosensdrleri (BioFET), bir alan etki
transistoriindeki akim degisiminden faydalanarak o6l¢iim yapar. Alan etki transistorleri bir
yariiletkenden yapilmis bir giris bir ¢ikis bir de kontrol ucu olan ¢ok ufak boyutlarda
tiretilebilen elektronik parcalardir. Bu transistorler giris, ¢ikis ve kontrol olmak {izere ii¢ uca
sahiptirler. Sahip olduklar1 kontrol ucundan gegen akim miktarina bagli olarak giris ucundan

cikisa giden akim miktar1 degisir [120].

Birgok BioFET sensoriiniin ¢alisma prensibi ise biyoreseptore bagl transistoriin kontrol
ucundaki birikime bagl 6l¢iim yapar. Biyoreseptor ile analit etkilestiginde (baglanma veya
ayrilma) transistoriin kontrol ucundaki yiizey yiikii yogunlugunun degisir. Kontrol ucundaki
yiizey yiikii degisimi ise kontrol ucundaki elektriksel akim miktarini degistirir bu da giris ve
¢ikis uclar arasindaki akimdaki degisme ile sonuglanir [121,122]. Degisen akim miktari
gerekli matematiksel islemlerle ¢oziimlenir ve biyoreseptdérde meydana gelen etkilesim bu
sayede Olctilebilir. Fakat FET biyosensorleri debye boyu kadar alandaki yiikii de dlger. Bu
sebepten dolay1 dl¢lim yiiklerden dolay: perdelenebilir [123].

2.2.1.2.1.3 Metal Nanopartikiil Elektrotu Sensorler

Nanoteknolojinin gelismesi bir¢ok alanda oldugu gibi biyosensdr teknolojisinde de
yeniliklere sebep olmustur. Ozellikle altin nanopartikiiller sahip oldugu 6zelliklerden dolay1
sensOr uygulamalarina konu olmaktadir [124,125]. Bu partikiillerin sundugu yiizey alani,
tiretiminin kolaylig1 ve kolayca modifiye edilebilen yiizey kimyasina sahip olmasi bu tiir

nanopartikiilleri sensér uygulamalarina sik¢a dahil eder [126] Ayrica altin ve diger soy
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metal nanopartikiiller biyouyumlulugu sebebiyle bir¢ok in vivo uygulamada teshis amaglt

kullanima sahiptir [126,127].
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Sekil 2.10. Metal nanopartikiil elektrotlar [128].

Metal nanopartikiil elektrotlu sensorlerde metal nanopartikiiller ile genellikle bir elektrot
modifiye edilir ve daha once bahsedilen metal nanopartikiillerin avantajlarindan dolay1

¢esitli 6l¢timler icin kullanilir.

Bu yontem ile elektrot hazirlamak i¢in genellikle sekil 2.10°da gdsterilen ii¢ yontemden biri
kullanilir. Bunlardan ilki damla dokiimii metodu direkt hazirlanmig nanopartikiilleri elektrot
yiizeyine birakmaktir. Ikinci yontem olan elektrodepozisyon ydnteminde nannopartikiiller
elektrot yiizeyine elektrodeposizasyon ile yerlestirilir. Ugiincii yéntem olan boya karigimi
metodu ise genellikle karbon tarzi iletken partikiiller ile ¢6ziicli ve metal nanopartikiillerin

karistirilmasiyla yapilir ve diger yontemlere kiyasla iiretimi daha farklidir [128].

Bu tiir sensorlerin kullanimini baglica saglik, gida ve kozmetikte metal nanopartikiil

elektrotlu sensorlerin kullanimi artmaktadir [129,130].
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2.3. Polimerler ve Molekiiler Baskilama Yotemi
2.3.1. Genel Bilgiler

Polimerler bir¢ok ufak molekiiliin (monomer) bir araya gelmesiyle olusan biiyiik yapilardir
[131]. Polimerler, polimeri olusturan monomerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, birden
fazla monomer cinsi igeriyorsa bu monomerlerin siralanma sekli, siras1 ve polimerlesme
yontemine gore ¢ok genis bir aralikta farkli 6zellikler gdsterebilirler [131]. Istenilen 6zellige
sahip polimerlerin elde edilebilmesi sayesinde bu malzemeler bir¢ok alanda kullanima sahip

olmustur.

POLIMERLERIN SINIFLANDIRILMASI

Yapisina Gére ™= Polarligina sal Yapisina | Kaynagina Gore |
Polimerler Dogrusal Gore Polimerler re Polimerler Polimerler
| Polimerler
nik Dogal
Dallanmis Polar - 4 -
) ) limerler Polimerler
Polimerler Polimerler -
Sentetik
- organik Polimerler |
(;ap-)raz Bagh | Apt?lar Ilimerler
Polimerler Polimerler =
Yar:
Sentetik

Sekil 2.11. Polimerlerin siniflandirilmasi.

Polimerlerin smiflandirilmasi ise farkli ozelliklere sahip olabilmesinden dolay1 birgok
yontem ile simiflandirilabilir, Sekil 2.11°de siniflandirma yontemlerinden bazilart
verilmistir. Siniflandirmay1 polimerin kaynagina (dogal, sentetik ve yar1 sentetik), polimerin
yapisina (dogrusal, dallanmis, matriks), polimerin polarligina gore (polar, apolar) veya

kimyasal yapisina gore (organik veya inorganik) yapmak miimkiindiir.
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2.3.2. Molekiiler Baskilama Yontemi

Molekiiler baskilama ydntemi polimer teknolojisi kullanilarak istenilen bir molekiil igin
(kalip molekiil) uyumlu molekiiler kaviteler olusturabilmemizi saglar [132,133]. Molekiiler
baskilama sonucu olusturulan polimerlerde kalip molekiil ile hem geometrik hemde
kimyasal uyumluluga sahip molekiiler kavisler olusur ve bu kavisler kalip molekiil i¢in
yiiksek ilgiye ve secicilige sahiptirler [134,135] Bu kavislerin baglanma yapisi enzim,
aptamer ve antikor gibi biyomolekiillere benzer bigimde kendi hedefi ile etkilesime girecek
sekilde li¢ boyutlu dizilmis fonksiyonel gruplardan olugsmaktadir. Fakat bu yapilardan farkli
olarak molekiiler baskili polimerlerin kavis-kalip molekiil etkilesimi indiiklenmis
etkilesimden ziyade anahtar-kilit modeline daha ¢ok uymaktadir [132]. Polimerin sahip
oldugu fonksiyonel gruplar ile hedef molekiil arasindaki etkilesim genellikle molekiiller

arasi etkilesimlerle olmaktadir.

Molekiiler baskilama tekniginin bilinen ilk 6rnegi polimerler iistiine yapilan ¢aligmalar
sirasinda M. V. Polyakov tarafindan 1931 yilinda silikatlar ile polimerlesme yapildig1 sirada
ortamda benzen varsa bu polimerlerin benzeni daha fazla absorbladigin1 gozlemlemesi ile
basladi [136]. Daha sonrasinda Dickey tarafindan farkli boyalar ile ayn1 ortamda iirettigi
polimerlerin ayni davranista bulundugunu gdstermesi ile tamamlandi [137]. Devam eden
yillarda benzer caligmalar yapilmaya devam edildi, ilk silikat olmayan molekiiler baskili
polimer Giinter Wulff ve arastirma ekibi tarafindan 1970-1980 yillar1 arasinda sentezlendi

[138].

Kesfinden bugiine kadar molekiiler baskilama yontemi iizerine bir¢ok arastirma yapilmis ve
kullanim bulmustur. Molekiiler baskili polimerler giiniimiizde saflastirma [139-141], tip ve
veterinerlikte biyoisaretcileri tanimak ve hastalik teshisi amacghh [143-145] sensor
calismalarinda reseptdr olarak [146-148] kullanima sahiptir. Ayrica molekiiler baskili

polimerler katalitik kullanima da sahiptir [149,150].
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2.3.2.1. Molekiiler Baskili Polimerlerin Sentezi

Molekiiler baskili polimer iiretimi icin kalip molekiil, kalip molekiille etkilesecek
fonksiyonel gruplara sahip monomerler, bir ¢capraz baglayict ve polimerlesmeyi baglatmak
gerekli olan baslatic1 bilesikler kullanilir. Molekiiler baskili polimerin olusumu ise teoride
basittir; Islevsel gruba sahip monomerlerin fonksiyonel gruplar1 kalip molekiil ile
etkilesecek sekilde organize olur. Bu islemde ¢apraz baglayicinin gorevi monomer zincirleri
arasinda bag yapip polimer matriksini olusturmaktir. Ardindan bir polimer baslatict eklenip
polimerlesme baglatilir. Polimer sentezlendikten sonra polimerden kalip molekiiller
uzaklastirilir, boylelikle polimerde kalip molekiil i¢in yliksek 6zgiil baglanma bolgeleri
iceren molekiiler kavisler serbest kalmis olur ve bu kavisler tekrar bir kalip molekiilii
baglamaya hazir hale gelir. Bu islem sekil 2.12°de ifade edilmistir [151].
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Sekil 2.12. Molekiiler baskili polimerlerin sentezi [151].

2.3.2.1.1. Fonksiyonel Gruba Sahip Monomerler

Polimeri tiretmek icin gerekli yapi taslaridir. Hedef molekiil ile etkilesime girebilecek
fonksiyonel gruplara sahip olmasi istenir. Polimerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
monomere bagli oldugundan molekiiler baskili polimerin kullanilacagi ortamin fiziksel ve

kimyasal sartlarina uygun olarak monomer tercihi yapilir. Ayrica hedef molekiiler kavislerde
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hedef molekiilii tanima islemi monomerlerin fonksiyonel gruplari tarafindan yapilacagindan,

hedef molekiil ile baglanmanin kuvveti de bu monomerlerin tiiriine bagl olmaktadir.

2.3.2.1.2. Kahp Molekiil (Sablon/Hedef)

Baskilanmak istenen molekiildiir. Hedef molekiil ile molekiiler baskili polimer arasindaki
etkilesimin tekrar kullanilabilmesi ve birbirinden kolay ayirabilmek i¢in geri doniisebilir
olmasi istenir. Hedef molekiiliin kararlilig1, fonksiyonel gruplarinin sayis1 ve tiirii molekiiler

baskilama i¢in 6nemli 6zelliklerdir.

2.3.2.1.3. Capraz Baglayic

Sadece monomerler ile yapilan polimerlesme genellikle diiz zincir halinde olur ve yeterli bir
polimer matriksi olugsmaz. Bu da molekiiler baskili polimer etkinligini dogrudan etkiler.
Capraz baglayicilar bu sorunu gidermek icin ortama eklenir ve polimer yapida zincirler arasi
capraz baglar olusumunu saglayarak polimer matriksinin olusumunu saglar. Polimer
matriksin olusumu ise elde edilen molekiiler baskili polimerin mekanik 6zelliklerini belirler.

Eklenen ¢apraz baglayici oranina gére polimerin mekanik 6zellikleri degisiklik gosterir.

2.3.2.1.4. Polimerlesme Baslatici

Monomerlerin kendiliginden polimerlesmeye baglamasi genellikle ¢ok yavas bir islemdir.
Bu ylizden ortama diisiik miktarda baslatic1 ajanlar eklenir. Daha sonra bu baslatici ajanlar

UV 1s1k veya 1s1 gibi bir dis uyarici yardimi ile polimerlesmeyi hizlandirir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi yapilirken monomerler ile liganda arasindaki
etkilesime gore molekiiler baskilanmis polimeri liretim yontemi segilir (sekil 2.12).
Monomer ile kalip arasindaki etkilesime gore kovalent, kovalent olmayan veya
metalik/elektrostatik olmak Ttizere farkli baskilama metotlar1 vardir. Hepsi temelde
fonksiyonel gruplarin etkilesimine/tepkimesine dayansa da baski tiirline gore molekiiler

baskili polimerin iiretilme, kalip molekiilii ayirma islemleri degisiklik gosterir.
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2.3.2.1.5. Kovalent Olmayan Yaklasim

Bu yontemde kalip molekiil ile monomerler arasindaki etkilesim molekiiller arasi
kuvvetlerle saglanir. Kalip molekiil ile monomerler ¢ozelti igerisinde fonksiyonel gruplari
birbirleri ile etkilesecek sekilde diizenlenir. Ortama eklenen ¢apraz baglayici ve bir baslatic
ile reaksiyon baglatilir ve polimer matriksi olusturulur. Kovalent olmayan yaklasim ile
molekiiler baskili polimer {iretiminin en biiylik avantaj1 kalip molekiiliin rahatca polimerden
uzaklastirilabilmesidir. Ortama eklenen uygun c¢oziiciiler ile polimer- kalip molekiil
etkilesimleri bozulur ve kalip molekiil ¢ozeltiye gecip kullanima hazir baskili polimer elde

edilir [151].

2.3.2.1.6. Iyonik/Metalik Yaklasim

Bu yontem kovalent olmayan yaklasima benzer fakat burada metal/selat etkilesimi kullanilir.
Bu etkilesimleri kirmak kovalent baga kiyasla daha kolay, kovalent olmayanlara kiyasla
daha zordur. Metallerin birden fazla degerlikte kararli sekilde bulunabilmesi, sahip oldugu
ylk sayesinde monomerlerin fonksiyonel gruplar1 ile (ligand) kolay sekilde giiglii bag

kurabilmesi bu yaklasimin avantajlarindandir [151].

2.3.2.1.7. Kovalent Yaklasim

Bu tiir yaklasimda monomer ile kalip molekiil arasindaki etkilesim bir kovalent bagdir.
Monomer ile kalip molekiil kimyasal bag yaptiktan sonra polimerlesme gergeklestirilir ve
polimer matriks olusturulur. Polimer olusturulduktan sonra monomer-kalip arasindaki bagin
kirilmasi saglanir ve kalip molekiil uzaklastirilir boylelikle molekiiler kavis olusmus olur.
Fakat bu yontemin diger yaklasimlara kiyasla bazi énemli dezavantajlari vardir. Ilki
molekiiler baskili polimerin sentezi i¢in monomer ile kalip molekiil arasinda tersinir bir
kimyasal bag yapabilecek gruplara olan ihtiyactir. Ikincisi ise molekiiler baskili polimer
olusturulduktan sonra bu kalip molekiiliin tekrar geri sokiilmesi gerekmesidir. Polimer- kalip
molekiil etkilesimi kovalent bag ile oldugundan bunlar1 kirmak molekiiller arasi baglara

kiyasla daha zor olmaktadir [151,152].
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2.3.2.2. Molekiiler Baskilama ile Reseptor Uretimi

Enzim, antikor, reseptor gibi dogal biyoreseptdrlerin sadece belirli kismen 1limli denebilecek
kosullarda ¢alisabilmesi, biyolojik kaynaklardan elde edilen biyoreseptorlerin pahali ve
izolasyonunun zor olmasi, kontaminasyona, 1s1 ve 1s18a dayanamamasi ve kullanim émriiniin
kisa olmas1 biyosensor teknolojisini kisitlamaktadir. Biyosensor teknolojisini gelisimi igin,
yiksek veya diisik pH, basing, sicaklik, tuz derisimi gibi dogal biyoreseptorlerin
kullanilamayacagi ortamlarda biyosensorleri kullanmak i¢in molekiiler baskili polimerler
gelecek vaat etmektedir. Molekiiler baskili polimerler ile kalip bir molekiil i¢in yapay tanima
bolgeleri olusturulabilir bu sayede de bu tiir polimerler biyoreseptdr olarak biyosensorlerde
kullanilabilir. Gilinlimiizde bu molekiiler baskili polimerlerin kullanildig1 bir¢ok biyosensor
caligsmasi var olmakta ve bu ¢alismalardan bazilar1 tip, ¢evre, adli bilimler, kimya, fizik ve

biyoloji gibi alanlarda kullanilmaktadir.

On polimer

kompleksinin eklenmesi
" H - W o om \h_
Modifiyeli Donistirici -

Modifiyeli Doniistiirici

Polimerlesme

—
" R L] ""n..___\ 1] B LT
Modifiyeli Donilgtilrilci Kalp Molekiiliin Modifiyeli Doniistiiriicii
Uzaklastirilmasi

A Kahp Molekiil
u Molekiiler Kaviteler

Sekil 2.13. Sensor doniistiiriiciisii iistiinde molekiiler baskilama.

Molekiiler baskili polimer igeren biyosensorler sekil 2.13’de gosterildigi gibi bir
doniistiiriicii iistiinde farkli yontemlerle MIP polimerleri iiretilebildigi gibi [153-155]

onceden sentezlenmis bir molekiiler baskili polimer igeren bir yapimin yerlestirilmesi
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(immobilizasyonu) ve kaplamasi ile de tiretilebilir [156-158]. Sonug olarak MIP sensorlerin
tiretimi i¢in birgok farkli metot olmasi, kolayligi ve ucuzlugu sayesinde molekiiler
baskilama yontemi ile sensor teknolojisinin birlesmesi, sensor teknolojilerinde biyolojik
yapilarin sundugu dezavantajlara kars1 kullanilabilecek bir alternatif olusturmakta ve

gelecek vaat etmektedir.

2.4. Molekiiler Modelleme

Gliniimiizde elektronik islemciler fiziksel ve kimyasal teorik bilgiler ile matematiksel
hesaplamalar1 kolay bir sekilde yapmamizi miimkiin kilmaktadir. Bu imkanlar sayesinde
eskiden gerekli islemlerin fazlali§i nedeniyle miimkiin olmayan teorik hesaplamalar ve
molekiiller gibi gozle goriilemeyecek kadar ufak yapilarin davranisi bilgisayar teknikleri ile
simiilasyonlar olusturularak incelemeyi miimkiin kilmaktadir (sekil 2.14.). Tim bu
simiilasyonlara kolektif olarak bilimsel modelleme yontemleri denilmektedir [ 159]. Bilimsel
modellemenin molekiiller iistiinde uygulamasi yani molekiiler modelleme yontemleri ile en
ufak atomlardan en biiyiik biyomolekiillere kadar genis bir skalada maddelerin yapisini,

ozelliklerini ve etkilesimlerini incelememiz miimkiindiir.

!

Molekiiler Modelleme Yontemleri

Matematik

Sekil 2.14. Molekiiler modelleme.

Bu 6zellik sayesinde molekiiler modelleme yontemleri giiniimiizde materyal biliminde [160-

162] ve eczacilikta [163] kullanima sahiptir. Eczacilikta bilgisayar tabanli (in silico) ilag
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tasarimlari ve potansiyel ilaglar ile ilag hedefleri arasindaki etkilesimler incelenebilmektedir
[165-167]. Bilgisayar tabanli simiilasyonlar ve modellemelerin kullanimi deneyler ig¢in
gerekli zaman ve maliyet diisiisiine neden olmaktadir bu da bilgisayar tabanli simiilasyonlari

kullaniminin artmasina neden olmaktadir.

Simiilasyonlarin modelleme yapabilmesi i¢in atomlar, atomlarin etkilesimleri ve her bir
atomun enerjileri hakkinda matematiksel veriye gereksinimi vardir. Her ne kadar kuantum
mekanigi gibi teoriler ile gerekli veriler elde edilmeye calisilsa da bu islem biiyiik molekiiller
icin artan atom sayist ve etkilesim miktarindaki artis yiiziinden uzun siireler almaktadir. Bu
simiilasyon siiresi dogrudan islem yapan bilgisayarlarin yetisine ve kullanilan modelleme
programinin kalitesine baghdir. Cizelge 5’de bazi molekiiler modelleme programlari

verilmistir.

Cizelge 2.5. Baz1 molekiiler modelleme programlari.

Programlar

CP2K Abalone CPMD
FoldX Amber YASARA
GROMOS TINKER SAMSON
GROMACS LAMMPS ABINIT
ORCA AMPAC MAPS
COLUMBUS | BigDFT GAUSSView

Molekiiler modelleme programlar1 genel olarak iki farkli sekilde molekiillere yaklasimda
bulunur. Biri her bir atomun en kii¢lik birim olarak kabul edildigi molekiiler mekanik
metodu, digeri ise kuantum teoreminin kullanildig1 ve atom alt1 pargaciklarin da incelendigi

kuantum mekanigi yaklagimidir.
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2.4.1. Molekiiler Mekanik Yaklasimi

Molekiiler mekanik metodunda atomlara en kiigiik birimler olarak davranilir. Bu birimler bir
cekirdek cevresinde elektronlar ile gosterilip kiitle ve yilike sahip olup birbirlerine baglarla
baglidir. Bu baglarin kendi rotasyonu ve agis1 vardir. Molekiiler orbital veya uyarilmis forma
sahip degillerdir hepsi temel enerji seviyesinde kabul edilir. Molekiiler mekanik

yaklagiminda klasik fiziksel esitlikler kullanilir. Atom alt1 pargaciklar dikkate alinmaz.

Molekiiler mekanik metodu daha ¢ok biyomolekiiller gibi yiiksek miktarda atomun
hesaplanmasi gerektigi durumlarda avantajlidir. Kuantum mekanigine kiyasla bu metot ile
biiylik sistemlerdeki hesaplamalar hizla yapilabilir. Bu o6zelliklerinden dolay1 siklikla
molekiiler mekanik yaklasimi biiyiik yapili biyomolekiiller ve bunlarin etkilesiminin
incelendigi farmakoloji, genetik ve biyokimya gibi alanlarda kullanim bulmaktadir. Fakat
bu metodun bazi dezavantajlar1 vardir. Kuantum mekanigi yaklasimia gore daha diisiik

dogruluga sahiptir ve maddelerin elektriksel 6zellikleri hakkinda bilgi vermez.

MAA-SMX.cml* - Avogadro

Dosya Dizenle Goster insaEt Seg Eklentiler insaft Kristalografi Gordnom Ayarlar Yordim
BYeni WA B Kayer [B kapa @1 ‘,/ Pl bk D E[ o Aragavarian | Gorinu Ayartar.

Mesajlar |

[
Sekil 2.15. Klasik bir molekiil dizayn programu ile ¢izilmis SMX-MAA bilesikleri [168].
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Ustteki sekil 2.15’te klasik bir molekiiler modelleme programu ile ¢izilmis SMX-MAA
molekiilleri gosterilmistir. Bu islemleri gergeklestiren birgok program dijital ortamda ticretli

veya licretsiz olarak kullanima sunulmustur.

2.4.2. Kuantum Mekanigi Yaklasim

Kuantum mekanigi ile atomdan daha kiigiik parcalarin 6zellikleri ve davraniglart da
hesaplanir ve dikkate alinir. Bu yaklagimim her ne kadar biiylik sistemlerde gerekli
hesaplama miktarindaki artistan dolayr uzun siireler alabilse de molekiiler mekanik

yaklagimina gére daha dogru sonuglar verir.

Kuantum mekanigi yaklasimi termodinamiksel esitlikler ve bazi yapisal 6zelliklerin
bilinmesi ile atom ve molekiillerin elektriksel ve spektral 6zellikleri hakkinda bilgi almamizi
da saglayabilir. Bu yontem ile elektron yogunluk dagilimi ve molekiiler orbital teorisi gibi
bir¢ok hesaplama yapabilir, ayrica konformasyonlar arasindaki yaklasik enerji farki, temel

hal ve uyarilmig hal gegisleri hakkinda bilgi toplayabiliriz.

2.4.3. Temel Setler

Temel set kimya, materyal bilimi ve fizikte kullanilan dalga fonksiyonlarin1t HF veya DFT
modeli ile ifade etmeyi amaclayan teorik ve bilgisayarli kimya uygulama bulan
fonksiyonlardir. Temel setlerde atomlar atomik orbitaller Gauss tipi, Slarter tipi veya Sayisal

atomik orbital olarak ifade edilebilir [169].

2.4.3.1. Yogunluk Fonksiyon Teorisi (DFT)

Normal kuantum mekanigi yaklagimi ile biiylik sistemlerin elektronik yapisint agiklamak
i¢cin Schodinger dalga fonksiyonu ile etkilesimde bulunan N tane parcacigi incelemek gerekir
fakat bu gerekli matematiksel hesap sayis1 ve karmasikligindan dolayi zor ve kisithdir. Fakat
klasik yaklagimla her pargacigin dalga fonksiyonu yerine tek bir degisken olan elektron
yogunlugu dikkate alinan yogunluk fonksiyon teorisi (DFT) ile atomlar ve molekiillerin
Ozelliklerini incelenebilir [170]. Dalga fonksiyonunun sahip olacagi N pargacik i¢in 3N

kordinat sayisina kiyasla DFT teorisinde tek elektron yogunlugu n(r) sadece ii¢ diizlemin
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fonksiyonunsa sahip olacagindan bu yontem ile atomlar ve molekiilleri biiyiik sistemlerde

bile incelemek mumkindir.

DFT teorisinin temelleri 1927-1928 yilinda Thomas ve Fermi modelleri ile atilmis olup
[171,172] teorik aciklamalar1 Hohenberg-Kohn tarafindan daha ileriki yillarda yapilmistir
[173]. DFT teorisinin temeli Hohenberg—Kohn ve Kohn—Sham teoremleridir. Hohenberg-
Kohn teoreminde bir dis etki ile hareket eden elektronun bulundugu sistemi agiklar. Asagida

Hohenberg-Kohn teorileri hakkinda kisa bilgiler verilmistir:

1-Bu teori temel haldeki atomlarinin elektron yogunlugunun n(r) sistemin dis potansiyelinin
v(r) ve dis potansiyelin elektronlarin hareketini belirledigini ifade eder. Elektronlarin

hareketi de sistemin Hamiltonian (toplam enerji) ve fiziksel 6zelliklerini belirler.

2- vdo(r) tarafindan karakterize edilebilen temel hal enerjisi(Eo) ve temel hal yogunlugu no(r)
potansiyel ve bununda sadece yogunluk kullanilarak ¢oziimlenebilecegi. Bundan dolay1
temel hal enerjisinin, yogunluk fonksiyonu olarak yazilabilecegini ve bununla da sadece
temel hal yogunlugu (no) hesaplanabilecegini savunur. Buna teoriye gore en diigiik temel

enerji hali en diisiik temel enerji yogunlugunda bulunur.
Ey = Eyo(no) < Eyo[no]

Hohenberg-Kohn teoremi daha sonra One siiriilen Kohn-Sham teorisi i¢in temel

olusturmaktadir.

2.4.3.2. Hartree-Fock Metodu (HF)

Hartree-Fock Metodu, DFT teoremi gibi molekiiller gibi ¢oklu pargacik igeren sistemler igin
kullanilir. DFT’den farkli olarak HF metodu N-tane pargacigin dalga fonksiyonunu Slater

determinant1 adi1 verilen bir ifade ile agiklar.

Bu metodun teorik dayanagi 1928 yilinda Hartree tarafindan ifade edilmistir [174]. Ardindan
1930 yilinda Fock ve Slater tarafindan birbirinden bagimsiz olarak Hartree esitliginin dalga
fonksiyonundaki asimetri prensibine uymadigini fark etmislerdir ve bunu Slater

determinant1 ad1 verilen ifade ile ¢cozmiislerdir [175-177].
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2.4.3.3. Hibrid Fonksiyonlar

Bilgisayar kimyasi ve teorik bilimlerde daha 6nce kullanilan DFT modeli ve HF modeli
baglanma olaylarinda yetersiz kalmistir. Bu iki yontem ilk defa 1993 yilinda Beck tarafindan
birlestirilerek her iki yonteminde avantajlarina sahip ve baglanma olaylarini inceleyebilecek
hibrid model gelistirilmistir [178]. Bu modellere: B3LYP [179], PBEO [180], HSE [181]

hibrid modelleri 6rnek verilebilir.

B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr) ilk basta titresim absorpsiyonu ve dairesel
dikroizmi incelemek icin gelistirilmis bir hibrid fonksiyonudur. Lee C, Yang W, Parr RG
tarafindan 1988°’de temeli atilmistir [179]. Giinlimiizde B3LYP en sik kullanilan

fonksiyonlar arasindadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Altin SPR ¢ipleri GWC Tech’den satin alindi (Madison, USA). Kullanilan kimyasallar;
Siilfametoksazol, amoksisillin, sefaleksin, 2-propen-1-tiyol, 2-Hidroksietilmetakrilat
(HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), Azobisisobutironitril, sodyum kloriir (NaCl)
ve Metakrilik asit (MAA) SIGMA-ALDRICH’den tedarik edildi. Kullanilan ¢oziiciiler
Merck KgaA, Darmstadt tarafindan tedarik edildi. De-iyonize su Barnstead, Deionizer

Nanopure Diamond Analitik Su Sistemi ile saflastirilda.

3.2. Molekiiler Modelleme Calismalari
3.2.1. Monomer Oranlar

MIP’ta kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler iizerinde bulunan fonksiyonel gruplarin
etkilesimleri dogrudan spesifik adsorpsiyonu ve seciciligi etkilediginden, SMX baskilt MIP
sentezinde MAA oranindaki artis, polimerizasyon sirasindaki hidrojen bagi olusumunu
arttirir ve buna bagl olarak da afinite ve segicilik de artar [182]. Fakat monomer oraninin
belirlenen diizeyden fazla olmasi da sterik etkiyi arttirip, seciciligi diisiirmektedir. SMX ile
MAA molekiilleri arasindaki molar orani hazirlanacak molekiiler baskili polimerin
performanst agisindan 6nem tasir. Bu sebeple tez c¢aligmasi kapsaminda SMX-MAA
kompleksleri gaz fazinda 1:1 [SMX-MAA], 1:2 [SMX-MAA-MAA], 1:3 [SMA-MAA-
MAA-MAA] molar oranlarinda, B3LYP yontemi/6-31+G(d,p) baz seti ile incelenmistir.

3.2.2. Coziicii Faktorii

Kovalent olmayan baskilama uygulamalarinda, kompleks olusumu ic¢in fonksiyonel
monomerler ve baskilanmis molekiiller arasindaki kovalent olmayan etkilesimler i¢in uygun
¢Oziiclinlin secilmesi kompleks kararliligi agisindan olduk¢a Onemlidir. Baskilanmis
polimerlerin en yiiksek verimi gosterecek en uygun ¢dziicliniin se¢imi icin su, etanol ve
asetonitril ¢oziiclilerinde 1:1 molar oraninda SMX-MAA komplekslerinin enerjileri

B3LYP/6-31+G(d,p) yontemi ile hesaplanmustir.
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3.3. Siilfametoksazol Baskili Sensoriin Hazirlamisi

Siilfametoksazol nano-baskili altin SPR ¢iplerini hazirlamadan 6nce ¢iplerin ylizeyi asidik
piranha ¢ozeltisi (3:1, H2SO4: H202, v/v) ile 30 saniye boyunca temizlendi, temizlenme
sonrasi su-etanol ¢ozeltisi ile yikandi ve 40°C vakumlu firinda 2 saat kurutuldu. Temizleme
sonrasinda altin yiizey iizerinde alil gruplari olusmasi i¢in altin ¢iplerin ylizeyine 3mL
2.0mM 2-propen-1-tiyol soliisyonu damlatild: ve 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi

su-alkol ¢ozeltisi ile yikanip vakum firininda kurutuldu.

Ciplerin iistiinde siilfametoksazol baskili nanofilm hazirlamak icin; 2-hidroksietilmetakrilat
(HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), 1:2 oranda siilfametoksazol-metakrilik asit
kompleksi iceren polimerizasyon ¢oOzeltisi ve azobisisobutironitril baslatict olarak
hazirlandi. Ardindan soliisyonun bir kismi alil modifiyeli SPR ¢iplerinin altin yiizeyine
damlatildi. Polimerizasyonu baslatmak i¢in 25°C’de UV 1s1k kullanildi (100W, 365nm) ve
1 saat boyunca devam edildi. Ayni zamanda baskil1 yiizey kaplamasina sahip olmayan sensor
cipleri siilfametoksazol-metakrilik asit kompleksi yerine sadece metakrilik asit igeren
polimerizasyon soliisyon ile ayni prosediir izlenerek hazirlandi. Son olarak siilfametoksazol
baskili ve baskisiz nanofilm ile modifiye edilmis ¢ipler sulu etanol ile yikandi ve vakum

firminda kurutulduktan sonra vakumlu kurutucuda muhafaza edildi.

Baskili ¢iplerden stilfametoksazolii uzaklastirmak i¢in 0.5 M NaCl ¢ozeltisi kullanild.

3.4. Karakterizasyon Calismalari

Siilfametoksazol baskili ve baskisiz nanofilm kapli ¢ipler FTIR, atomik kuvvet mikroskopisi

(AFM), taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) ve temas acis1 6l¢iimii ile karakterize edildi.

FTIR karakterizasyon c¢aligmalar1 FTIR-ATR spektrometresi (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet is10, Waltham USA) ile 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda 2 cm’

¢Oziiniirliigiinde yapildu.

Ciplerin SEM analizi Odaklanmis iyon demeti- taramali elektron mikroskopi sistemi (FIB-

SEM) (GAIA-3 Tescan) ile yapilmustir.
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Ciplerin AFM incelemeleri temas modu ¢evre AFM’si ile (Nanomangnetic, Oxford, UK)
yapildi. Tarama prosediirii 2 pm/s tarama hiz1 ile 256 % 256 piksel ¢oziintirliiglinde

tamamlandi.

SMX-MAA baskili ve baskisiz nanofilm kapli ¢iplerin temas agis1 6l¢iimii KRUSS DSA100
(Hamburg, Germany) kullanilarak yapildi.

3.5. Siilfametoksazol Baskili Nanosensoriin Kinetik Calismalar:

Siilfametoksazol baskili ve baskisiz nanosensorlerin kinetik calismalart 150 pL/dk akis
hizinda ve 800 nm dalga boyunda SPR imager II (GWC, Madison, USA) kullanilarak
gergeklestirildi. Ger¢ek zamanli siilfametoksazol tayini sulu c¢ozeltide ve ticari siit
orneklerinde siilfametoksazol baskili SPR nanosensérler ile yapildi. Oncelikle sulu ¢ozeltide
stilfametoksazoliin 6l¢timii farkli pH degerlerinde (5, 6, 7.4, 9) yapilarak en etkili ortam pH’1
kontrol edildi. Siilfametoksazoliin sulu ¢6zeltideki 6l¢iimii 0.025-253.2 pg/L araliginda
yapild1. Olgiim prosediirii 20 dakika icerisinde gergeklestirildi. Bu prosediiriin ilk basamag:
sensoriin 0.5 M fosfat tamponu ile dengelenmesi, ardindan nanosensor tarafindan
siilfametoksazoliin adsorpsiyonu ve en son olarak nanosensérden 0.5 M NaCl ¢ozeltisi ile
stilfametoksazoliin desorpsiyonudur. Meydana gelen degisimler frekans rezonansi seklinde
sensogramda anlik olarak izlendi ve 15 dakika igerisinde sabit bir miktara ulasti.
Siilfametoksazol baskilt nanosensoriin  segiciligi ise amoksisilin ve sefaleksin

antibiyotiklerinin ¢6zeltisi kullanilarak incelendi.

Siilfametoksazol baskili nanosensoriin tekrar kullanilabilirligi ise 25.3 pg/L siilfametoksazol
¢ozeltisi ile denge-adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinii bes kere tekrar edilmesi ile kontrol

edildi.

Tespit deneyleri, hazirlanan SPR nano sensoriin giivenilirligini incelemek i¢in gergek bir
numune olarak ticari siitlerde de gergeklestirilmistir. Ticari siit numuneleri, 4°C'de 25 dakika
boyunca 25000 rpm'de santrifiij edildi, ardindan siitteki yag tabakasini ¢ikarmak i¢in tripsin
ve Clara-diastaz ilave edildi ve 40°C'de 30 dakika hidrolize edildi. Son olarak, ¢ozelti
soguduktan sonra 25000 rpm'de 25 dakika santrifiij ardindan kullanildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Monomer-Kalip Orani ve Coziicii Etkisi
4.1.1. Monomer Oranlar

SMX ve MAA monomerinin olusturdugu komplekslerinin kararliliklari, olusan yapilarin
baglanma enerjilerinin bir Olclitiidiir. Kompleksin baglanma enerjisini ne kadar azsa,
kompleks kararliligi da SMX ile MAA arasindaki etkilesim kuvvetleri de o kadar fazladir.
Bu sebeple 1:1 [SMX-MAA], 1:2 [SMX-MAA-MAA], 1:3 [SMX-MAA-MAA-MAA]

molar oranlarindaki komplekslerin gaz fazinda baglanma enerjileri AE: hesaplanmustir.

SMX ve fonksiyonel monomer MAA’dan olusan kompleksin baglanma enerjisi Esitlik

1’deki denklemle hesaplanmaistir:

AEl = EKompleks - EKallp molekil — 2:EMonomer ESiﬂik (1)

Ekompleks, SMX-MAA kompleksinin enerjisi, Ekanpmolekit SMX molekiiliinlin enerjisi,

>EMonomer 1s€ kullanilan monomer oraniyla degisen MA A molekiiliiniin enerjisidir.

Yapilan ¢alismalar sonucu 1:1 [SMX-MAA], 1:2 [SMX-MAA-MAA], 1:3 [SMX-MAA-
MAA-MAA] molar oranlarindaki komplekslerin baglanma enerjileri AE:1, ¢izelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. SMX-MAA komplekslerinin farkli molar oranlarda gaz fazindaki baglanma

enerjileri, AE1.

Molar Oran Baglanma Enerjisi (AE; (kJ/mol))
1:1 [SMA-MAA] -4,52
1:2 [SMX-MAA] -25,82
1:3 [SMX-MAA] -40,89

Molar oran arttikga, SMX-MAA kararli kompleksinin baglanma enerjisi siirekli olarak

azalmistir. En diisiik baglanma enerjisi en yiiksek kararlilikta kompleksi olusturup, en fazla
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hidrojen bagina sahiptir. SMX-MAA kompleksi i¢in baglanma enerjisi 1:1 mol oraninda -
4,52 olarak hesaplanmistir. 1:1 molar oranda bu kadar diisiik baglanma enerjisinin
hesaplanmasi, MAA fonksiyonel monomerinden 1 tane olmasi sebebiyle monomerler arasi
hidrojen baglarinin bu komplekste olmamasindan kaynaklanmaktadir. Molar oran 1:3
oldugunda ise baglanma enerjisi minimuma ulagmisg ve -40,89 kJ/mol olarak hesaplanmistir.
SMX baskili molekiillerin MAA fonksiyonel monomerlerinde molar oran arttikga, SMX-
MAA kararli komplekslerindeki hidrojen baglarinin sayisi da artmistir. Elde edilen
sonuclara gore kalip molekiill SMX ile fonksiyonel monomer MAA arasinda en kararl

kompleks olusumu i¢in gerekli molar oran 1:3’tiir.

Sekil 4.1. Kalip molekiil (SMX) ve monomer (MAA) arasindaki farkli molar oranlardaki
etkilesimler. Ustten alta dogru a 1:1 SMX-MAA, b 1:2 SMX-MAA, ¢ 1:3 SMX-MAA
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Sekil 4.1°de kompleksler icerisindeki hidrojen baglarini kesik c¢izgilerle gdstermektedir.
Sekilde goriildigl tizere, SMX baskili molekiilin MAA fonksiyonel monomerine molar
oranlar1 1:1, 1:2 ve 1:3 oldugunda, hidrojen baglarinin miktar1 sirastyla 2, 3 ve 4’tiir. Tiim
etkilesim oranlarinda, molekiiller arasi bag uzunlugu 0,1663 ila 0,2441 nm arasinda

degismektedir, bu da tiimii hidrojen bag uzunlugu ile uyumludur [183]

4.1.2. Uygun Coziicii Se¢imi

Kovalent olmayan baskilamada, fonksiyonel monomerler ve baskilanmis molekiiller
arasinda kovalent olmayan etkilesimlerle kararli kompleksleri olusturmak i¢in ¢oziiciilerin
taranmalar1 son derece Onemlidir. Uygun bir ¢6ziicii hazirlanan yapilarin verimliligini
arttirabilir. Molekiiler baskili polimerin hazirlanma stirecinde ¢6ziicii sadece reaksiyondaki
tiim bilesen reaktiflerini ¢cozme yetenegine sahip olmak diginda SMX ve MAA arasindaki

etkilesime de etki etmemelidir

Bu sebeple SMX ile MAA kompleksindeki molar orani 1:1 oldugunda farkl ¢oziiciilerdeki

kararli komplekslerin ¢éziinme enerjisi AE2, Esitlik 2°deki formiil ile hesaplanmaistir:

AE, = E,—E, Esitlik (2)

E¢, SMX- MAA kompleksinin ¢oziicli ortamindaki etkilesim enerjisi, Ev ise SMX-MAA
kompleksinin vakum ortamindaki etkilesim enerjisidir. Cizelge 4.2°de hesaplamalar
sonucunda su, etanol ve asetonitril ¢oziicii ortamlart i¢in hesaplanan AE: degerlerini

gostermektedir.

Cizelge 4.2. Farkli ¢6ziicli ortamindaki ¢6ziinme enerjileri.

Coziicii Coziinme Enerjisi AE> (kJ/mol)
SU -4,75
ETANOL -4,02
ASETONITRIL 4,63
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Bag uzunlugu ne kadar kisa olursa, ¢oziinme enerjisi o kadar biiyiik olur, bu nedenle
¢Oziiciinlin baskilanmis molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim {izerindeki
etkisi de azalir. Cizelge 4.2.°de gosterildigi gibi olusan komplekslerin sirasi; Etanol>

Asetonitril > Su seklindedir.

Yapilan teorik c¢aligmalar sonucunda en yiiksek verime sahip baskilanmis polimer 1:3
oraninda, etanol fazindadir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda en uygun hidrojen bagi
etkilesimleri, en diisiik baglanma enerjisi sonucunu vermistir. Fonksiyonel monomerlerin

kendi aralarinda olusturduklari hidrojen baglar1 etanol fazinda sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. 1:3 Molar oranda, etanol c¢oziiciisindeki [SMX-MAA-MAA-MAA]

kompleksinin teorik hesaplama sonuglar1

Hesaplama Yontemi RB3LYP
Baz Seti 6-31+G(d,p)
Yiik 0
Spin Tekli
E (RB3LYP) -37,93 kJ/mol
Dipol Moment 6.4864 Debye
Simetri Nokta Grubu Cl

Sekil 4.2. 1:3 Molar oranda, etanol ¢oziiclisiindeki [SMX-MAA-MAA-MAA] kompleksinin

optimize geometrisi. Kesikli ¢izgiler hidrojen baglarini1 géstermektedir.

45



4.2. Karakterizasyon Calismalari
4.2.1. Temas Agisi

Alil merkaptan modifiyeli ¢ipin temas a¢1 degeri hidrofilik karaktere baglidir. Bu sebepten
dolayi hidrofilik karakte

ri arttiran MAA-EGDMA-HEMA polimeri igeren c¢iplerin temas agist dlglim degerleri
hidrofilik karakterin artmasi sebebiyle polimer icermeyen ¢iplere kiyasla daha azdir. Ciplak
SPR ¢ip, alil merkaptan modifiyeli ¢ip ve SMX baskil1 polimer kapli SPR ¢ipleri i¢in temas
acis1 degeri sirast ile; 71.01+0,78, 69.0+1.09, 66.0+.97, olarak 6l¢iilmiistiir (sekil 4.3).

a b

Sekil 4.3. Temas agis1 dl¢limii. a: ¢iplak SPR ¢ipi, b: alil modifiyeli ¢ip, c: SMX baskili ¢ip.
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4.2.2. AFM Analizi

Gelistirilmis SPR nanosensorlerin yiizey morfolojisi AFM ile incelenmistir (sekil 4.4). Elde

edilen goriintiiler yiizeyde sentezlenen polimer baskilamanin varligin1 dogrulamaktadir.

Olgiim sonucu baskili sensor ve ¢iplak sensorlerin yiizey derinligi sirasi ile 20,67 nm ve 8,5

nm olarak bulunmustur.

Sekil 4.4. SPR altin ¢ipinin (a) ve SMX baskili polimer kapli PR ¢ipinin() AFM goriintiisii.

4.2.3. Nanobaskili Sensorlerin SEM Goriintiisii

Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) ile gelistirilmis SPR altin ¢ip sensorleri iizerindeki
SMX baskili MAA-EGDMA-HEMA polimerik nanofilmin ve baski icermeyen MAA-
EGDMA-HEMA polimerik nanofilmin yiizey morfolojisini karakterize etmek amacl

goriintiileri alinmistir. Asagidaki sekil 4.5°te baskil yiizeylerin goriintiisii verilmektedir;
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Sekil 4.5. Molekiiler baskili nanosensorlerin SEM goriintiileri.

Yapilan karakterizasyon caligmasi sonucu SPR sensor ¢ipi yiizeyinde polimerik film
kaplamanin basarili oldugu ve yiizeyin morfolofisi goriilmektedir. Calisma sonucu
gelistirilen sensoriin yapilacak uygulamaya uygun yiizey 6zelliklerine sahip olduguna kanaat

getirilmigtir.
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4.2.4. FT-IR Karakterizasyonu

SMX baskil1 polimer film kapli SPR ¢ipinin ve SMX baskis1 igermeyen polimer film kaplh
SPR ¢ipinin FT-IR analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucu elde edilen spektrumlar sekil

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. SMX Baskisiz (a) ve SMX baskili (b) ¢iplerin FT-IR spektrumu.
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Elde edilen spektrumlara bakarsak;

SMX Baskis1 igeren ve igcermeyen polimer film kapli ¢iplerin spektrumunda polimerik
filmden kaynakli1 1210-1160 cm™ ‘de ester baglarindan kaynakli (C-O) piki, 1718cm™ de
karboksilik asit ve esterden gruplarindan kaynaklanan (C=0) piki, 2980-2920 cm™’de
hidroksil(O-H) pikleri goriilmektedir.

SMX Baskisi igeren ¢iplerin FT-IR spektrasinda polimerden kaynakli pikler ve kalip
molekiilden kaynakli; 1365 cm™ ‘de sulfonamid grubundan gelen bir piki (S=0),1503cm’
P de nitro grubundan kaynakli (N-O) piki, 1218 cm™ ‘de karbon, azot bag1 (C-N) kaynakli
pik goriilmektedir. FT-IR karakterizasyonu sonucunda ciplerin ylizeyindeki kaplamalarin

calisma kapsaminda sentezlenen polimere ait oldugunu goriilmektedir.

4.3. pH Etkisi

Ortamin pH’min etkisi en iyi ortam pH’in1 bulmak igin 25.3 pg/L siilfametoksazol ile
incelenmistir.  Fonksiyonel ~monomer ve kalip molekiilli protonlamasi ve
deprotonlamasindan dolay1r ortam pH’1 adsorpsiyon kapasitesini etkilemektedir. Sekilde
4.7°da goriilebildigi gibi pH artisiyla birlikte siilfametoksazoliin adsorpsiyon kapasitesi
artmaktadir, bunun nedeni pH artist ile Siilfametoksazolin amin gruplarinin
protonlanmasindaki azalmadir. pH azaldikca da amin gruplart daha fazla
protonlanacagindan fonksiyonel monomer metakrilik asit ile etkilesim yapacak grup sayisi
azalacaktir. Optimum pH yapilan c¢aligmalarla 7,4 olarak bulunmustur. Adsorpsiyon
kapasitesinin bazik ortamda azalmasinin sebebi ise metakrilik asitin deprotonlanmasidir.
Bunun sonucunda fonksiyonel grup ile etkilesim azalacaktir ve fonksiyonel monomerler ile

kalip arasindaki itme kuvvetleri artacaktir.
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Sekil 4.7. pH etkisi (C: 0.025 pg/L, T=25°C).

4.4. Baskilama Etkisi

Siilfametoksazoliin farkli mol oranlarindaki baskilama etkisi sekil 4.7°de gosterilmistir.
Sekil 4.8’dan elde edilen adsorpsiyon degerleri siilfametoksazol baskili poli MAA-
EGDMA-HEMA nanofilmlerinde baskili olmayanlara kiyasla daha yiliksek oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar baskili nanofilmlerde siilfametoksazol spesifik baglanma

bolgelerinin varligini belirtmektedir.

Baskili sensorlerin siilfametoksazoliin baskilanma faktorii asagidaki esitlikle hesaplanmistir;

Baskilanma Faktori (IF): AR(MIP)/ AR(NIP)=12/3.5=3.4
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Sekil 4.8. Baskilama faktorii (C: 0.025-253.2 pg/L, T=25°C, pH 7.4).

4.5. Adsorpsiyon Calismalar:
4.5.1. 11k Derisimin Etkisi

Siilfametoksazoliin ger¢ek zamanli Olgiimii siilfametoksazol baskili SPR nanosensorii
tarafindan yapilmistir. SPR sinyali ile siilfametoksazol derisimi arasindaki oram
degerlendirmek icin farkli derisimde sulfamethoksazol c¢ozeltileri (0.025-253.2 pg/L)
hazirlanmigtir. Daha sonra sulfamethoksazol baskili nanosensor 25 nM fosfat tamponu ile
pH 7.4 de 150 mL/dk akis hiziyla dengeye getirilmistir. Ardindan farkli derisimdeki
sulfamethoksazol ¢ozeltileri SPR sistemine uygulanmis ve elde edilen kinetik veriler
SPRview programi ile hesaplanmistir (derisime karsilik gelen yanit sekilde gosterilmistir).
Tiim bu adsorpsiyon, desorpsiyon ve rejenerasyon donglisii 20 dakika icinde
tamamlanmistir. Sekil 4.9°de farkli derisimde siilfametoksazol ¢ozeltisinin nanosensore
uygulanmasi sonucu elde edilen %kirma indisine karsilik zamani grafiksel olarak
gostermektedir. Sekilde 4.10’da %kirma indisinin nanosensdr yiizeyine uygulanan
sulfamethoksazol derisiminin artmasiyla arttigini1 gostermektedir. Derigimin artmasi ayni
zamanda sulfamethoksazol ¢ozeltisi ile sulfamethoksazol baskili SPR biyosensor arasindaki
itici glicii arttirir. SMX derisimi 0.025 pg/L dan 253.2 pg/L’e arttifinda %AR degeri de sirasi
ile 0.5 den 30’a artmaktadir. 0.025 - 253.2 ng/L arasinda yapilan ¢aligmalar sonucu elde
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edilen %AR degerleri ile yapilan hesaplamalarla egrinin denklemini inceledigimizde; bu
stilfametoksazol baskili SPR biyosensoriin siilfametoksazolii 0.025 - 2.5 ng/L ve 12,6 - 253.2

ug/L derisim araliginda sirasi ile %74 ve %97 kesinlikle dl¢ebilecegini gostermistir.

Sonuglara istinaden LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. 3s/m ve 10s/m esitlikleri
sirastyla LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Bu esitlikte (s), (AR) ve
(m) degerleri sirasiyla denge ¢ozeltisi nanosensor ylizeyinden gecerken alinan sinyal degeri,
Ol¢iimiin standart sapma degeri ve kalibrasyon egrisinin egimidir. Deney sonunda LOD ve

LOQ degerleri sirasiyla 0.0011 pg/L ve 0.0034 pg/L olarak hesaplanmistir.

40 —0.025 pg/L
——0.25 pg/L
0.5 ug/L
30 ™  ——25pg/L
—12.6 ug/L
20 25.3 pug/L
Qé ——50.6 ug/L
—101.3 pg/L
10 151.9 pg/L
—202.6 ug/L
—253.2 pg/L
0
-10
0 200 400 600 800 1000 1200
Zaman

Sekil 4.9. Ger¢ek zamanl siilfametoksazol i¢in SPR ¢ipi sensogrami (C: 0.025-253.2 ng/L,
T=25°C, pH 7.4).
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Sekil 4.10. Siilfametoksazol baskili SPR biyosensoriiniin kalibrason grafigi a: 0.025- 2.5
ng/L b: 12,6-253.2 ng/L arasindaki siilfametoksazol ¢ozeltisine verdigi yanitin kalibrasyon
egrisi. (T=25°C, pH 7.4).
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4.5.2. Denge Analizi

Baz1 kabuller (serbest analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldigi kabul edildi) ile

adsorpsiyon asagidaki esitlikte agiklandi.

Esitlik (1):

dAR/dt = k,CAR,, ., — (k,C + kz)AR 1

Bu denklemde, dAR / dt, SPR biyosensoriiniin sinyalindeki degisim oranidir, AR ve ARmax

degerleri siras ile dlciilen ve maksimum cevap sinyalleridir, C siilfametoksazol ¢ozeltisinin

derisimidir, ka ile kq (s™!) sirastyla baglanma ve ayrisma sabitidir.

Baglanma sabiti K, = k,/k4 olarak bulunabilir. Genel olarak dengede dAR/dt = 0’dur.
Denge esitlik olarak;

AR,,/C = K4AR a0y — K4AR,, 2

Ka degeri AR, /C’¢ kargilik AReq grafiginin egiminden elde edilebilir ve ayrilma sabiti Kp

ise 1/Ka olarak bulunur.
Esitlik 1 Esitlik 3 i¢in revize edilirse:

dAR/dt = k,CAR,,,, — (k,C + k;)AR 3

dAR/dt’a karsilik AR grafigi egrisi diiz bir ¢izgi ve egim — (kaC + kd) olacaktir. Baslangic
baglama orani ise stilfametoksazol derisimi ile kiyaslanabilirdir. Eger ARmax tanimlanmuis ise
hem ka hemde kd degeri baglanma sensogramindan ifade edilebilir. Tercih edilen metot ise
baglanma sensogramim farkli derisimlerde siilfametoksazol ile tanimlamaktir. ileri ve geri
oranlari, Esitlik 4'teki gibi ileri ve geri hizlar iligkilendiren egim olarak bir s degeri saglar

ve AR'ye kars1 bir dAR / dt grafiginden elde edilir:
S = kaC + kd 4

S’ye kars1 C grafigindeki dogrusal ¢izgi ka (sekil 4.11) degerini verir. Teoride ka C degeri
sifira esitse Olgiilebilir fakat bu sekilde ayrilma sabiti dl¢limii eger kaC > kd ise giivenilir
olmaz.

k.C = Kkq

S'yve karsi C grafigi, baglanma oran1 parametrelerinin degerlerini verir, bu parametreler
cizelge 4.4°te gbsterilmistir.
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Ayrilma Esitlik 5°te Olgiilmiistiir:
In(ARy/AR,) = ky(t — ty) 5

ARo degeri to; AR anindaki baslangic yanitidir. AR ve t ayrilma egrisinden elde edilir.
Baglanma kinetik grafigi sekil 4.11°da gosterilmistir.

08
y =0.2659x - 0.0423 °
2 —
0.6 R2=0.9007
- . }
S e P
0,4 o
0,2
0 @o-=e . L
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Derisim (pg/L)

Sekil 4.11. Kinetik orant1 sabitlerinin hesaplanmasi: Baglanma kinetik analizi.

Denge durumunda geri doniisiimlii etkilesimi inceleyip toplam baglanma bdlgesini bulmak

icin Scatchard denge analizi uygulanmistir.

AR,,/C = K, (AR pax — AReq)
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30

20

AR/C

y =-0.5512x + 16.985
R*=0.8878

Sekil 4.12. Kinetik oran sabitlerinin 6l¢ltimii. Denge Analizi.

Cizelge 4.4. Denge ve baglanma kinetik sabitleri.

40

Baglanma Kinetik Analizi

Denge Analizi

ka (ug/Ls) 0.27 ARumax (ug/cm?) 30.6
ka (1/5) 0.04 | Ka(ug/l) 0.55
Ka (ug/L) 6.75  |Kb (L/pg) 1.8
Ko (L/pg) 015 |R? 0.89
R’ 0.9

4.5.3. Termodinamik izoterm Modelleri

Ug farkli izoterm modeli, Langmuir, Freudnlich ve Langmuir-Freundlich, adsorpsiyon
davranisin1 ve nanofilm ile siilfametoksazol arasindaki etkilesimi ifade etmek igin

uygulanmistir:

Langmuir ve Freundlich modelleri, SPR c¢ipinin yiizeyinde siilfametoksazol baskili
polimerik nanofilmin homojenligini veya heterojenligini tanimlamak i¢in kullanilmistir.

Langmuir modeli, baglanma bdlgelerinin esit enerji ile homojen bir sekilde baglanan ve her
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baglanma bolgesi yalnizca bir analit yakalayabildigini agiklamaktadir (sekil 4.13).
Freundlich modeli, bir yiizeye heterojen baglanmay1 anlatmaktadir (sekil 4.14). Langmuir-
Freundlich modeli, her iki sisteme de ayr1 ayr1 tam olarak uymayan bir sistem i¢in uygundur

ve genis bir konsantrasyon aralig1 i¢in heterojen yilizeyin davranisini agiklar (sekil 4.15).

Langmuir:
AR = (AR, C/Kp + C)
Freundlich:
AR = AR, ,CY/™
Langmuir—Freundlich:

AR = {(ARmaxcl/n/KD) + Cl/n}

I/n degeri Freundlich izoterminin heterojenlik indeksidir, bu degerin 0-1 araliginda
oldugunda, adsorpsiyon uygun ve olumludur, 1/n = 1 oldugunda, adsorpsiyon tersinmezdir,
ayrica 1/n > 1 oldugunda, adsorpsiyon olumsuz. Bu deger sifira yaklastikca adsorpsiyon

daha heterojen hale gelir.

y =0,0488x + 0,0785
2 R? = 0,9661

1/AR

0 10 20 30 40 50
1/C

Sekil 4.13. Langmuir adsorpsiyon izotermi modeli.
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3
e 2
! y=03107x + 3.5124
- R? = 0.9902
1
6 4 2 0 2 4 6 8
InC
Sekil 4.14. Freundlich adsorpsiyon izotermi metodu.
2 L]
1,5
y=0.9617x + 0.02384
2 _
. R?=0.8416
&
~
A
0,5
0 L.
0 0,5 1 1,5 2 2,5

(/Qie

Sekil 4.15. Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli.

Cizelge 4.5’te goriilebildigi gibi proses Freundlich izotermi korelasyon katsayisi (R?) ile tam
uyumludur ve bu adsorpsiyonun sensor {istiine heterojen olarak gerceklestigini
belirtmektedir. Ayrica, Freundlich izotermlerinden hesaplanan 1/n degerleri de bu sonuglari
desteklemektedir, bu deger sifir 'a yakindir, yani heterojen ve ¢ok tabakali baglanma

meydana gelmistir. Sonug¢ olarak, Freundlich izotermi, siilfametoksazol baskili SPR
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biyosensoriiniin  iizerine siilfametoksazol adsorpsiyonunu agiklamak i¢in Langmuir

izoterminden daha uygundur.

Cizelge 4.5. Adsorpsiyon izoterm modelleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmax: 14.2 ARmax: 33.3 | ARmax: 434
Kb 0.003 1/n 0.31 I/n 0.31
Ka 294 R? 0.99 Kb 0.022
R? 0.97 Ka 45.5
R? 0.84

4.5.4. SPR Nanosensoriiniin Seciciligi

Siilfametoksazol baskili nanofilm kapli sensor ¢ipi ile slilfametoksazol baskisi igermeyen
¢ipin segiciligi amoksisilin, sefaleksin ve sililfametoksazol icin incelenmistir. Elde edilen

sensogram sekil 4.16’te verilmistir.

Stilfametoksazol

15 = AmoKksisilin
13 fffffffffffffﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁfgeffaleksin
11
9
7
5
[a'
< 3
1 | .
-1
-3
-5
0 200 400 600 800 1000 1200

Zaman (sn)

Sekil 4.16. Sensoriin farkli bilesiklere karsi seciciligi (C= 25.3 pg/L, T=25°C, pH 7.4).
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Secicilik caligmasi i¢in baskili ve baskisiz polimer film kapli ¢iplerin secicilik katsayisi ve

bagil secicilik katsayis1 asagidaki esitliklerle hesaplanmustir;

Segicilik katsayist;
k = AR.S‘MX/ARyarlsmaa
Bagil secicilik katsayist;

k' = kmip/Knip

Analiz sonucu her iki ¢ipin kullanilan analitlere kars1 secicilik katsayisit ve bagil segicilik

katsayisi cizelge 4.6’de verilmistir

Cizelge 4.6. Secicilik Sabitleri.

MIP NIP
AR k AR k k’
Siilfametoksazol 12,3 2,3
Amoksisilin 2,1 5,7 5,1 0,45 12,7
Sefaleksin 5,3 23 3,5 0,66 3,4
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4.5.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Siilfametoksazol baskili nanofilm kapli sensoriin tekrar kullanilabilirligi 25.3 pg/L
stilfametoksazol ¢ozeltisi ile incelenmistir. Bes kez art arda yapilan denge-adsorpsiyon-

desorpsiyon dongiisii sonucu elde edilen degerlerden elde edilen sensogram sekil 4.17.’de

verilmistir.
15
P
gt sy
10
5
MW
0
0 1000 2000 3000 4000 5000
Zaman(saniye)

Sekil 4.17. Nanosensoriin tekrar kullanilabilirligi (C= 25.3 pg/L T=25°C, pH 7.4).

Sonuglar hazirlanan SPR ¢ipinin arka arkaya bes kullaniminda sensor kapasitesinde bir
azalmaya sebep olmadigini gostermistir. Bu sonu¢ bize sensoriin tekrar kullaniminin

miimkiin oldugunu gostermektedir.
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4.5.6. Depolanabilirlik

Siilfametoksazol baskili nanosensdriin depolama sonrasindaki kullanimi incelenmistir.

Sensor ¢ipi tiretildikten sonra ¢ipin iiretildigi giin, tiretildikten bir giin sonrasi, dordiincii

giinti, birinci haftasi, ikinci haftasi ve birinci ayindaki ¢ipin siilfametoksazol i¢in dl¢iim

kabiliyeti 25.3 pg/L siilfametoksazol ¢ozeltisi ile yapilan analizlerle incelenmistir.

/ ——1.Giin

6 m ——2.Giin

; NN 4.Gan

WY

4 —— 1. Hafta
(a4 ——— 2. Hafta
<3 ‘

1. Ay

2

1

(O —

«# 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman(saniye)

Sekil 4.18. Nanosensoriin depolanabilirlik calismasi sonucu elde edilen sensogram ( C=25.3

ug/L T=25°C, pH 7.4).

Yapilan c¢alisma sonucu elde edilen sensogram sekil 4.18’de verilmistir. Sonug olarak

hazirlanan SPR ¢ipinin uygun depolama kosullarinda 6zelliklerini korudugu bulunmustur.
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4.6. Ger¢cek Numune Calismalar

Gida giivenligini artirmak i¢in, antibiyotik tayini gidalarda onemlidir. Siilfametoksazol
tayini i¢in gelistirdigimiz siilfametoksazol baskilanmis SPR nanosensér yontemin

gercekligini dogrulamak igin siit numuneleri ile analizler yapilmstir.

Siilfametoksazol baskilanmis SPR nanosensdrleri ile gergek numunelerden siilfametoksazol
tayini icin iki farkli ticari siit numunesinden, siilfametoksazol c¢oziilmiis siit o6zii

hazirlanmistir.

Siilfametoksazol tayini ilk olarak SPR yapilmis ve daha sonrasinda sonra UV spektroskopi
yontemiyle tekrar tayin edilmistir. Siilfametoksazol ¢oziilmiis siit 6zlerini hazirlanmasi ve
seyretme iglemi boliim 3.5’te anlattigimiz gibi yapilmistir. SPR yontemi i¢in ilk olarak 7.4
pH fosfat tamponu sistemi dengelemek i¢in sisteme verilmistir, daha sonra siit 6zleri dort
farkli derisimde (2.5, 25.3, 202.6, 253.2 ug/ L) sisteme verilmistir ve son olarak kalip
molekiilii ¢ipin ylizeyinden ayirmak i¢in 0.5 M NaCl desorpsiyon c¢ozeltisi sisteme
verilmistir. Siilfametoksazol tayini UV spektroskopisinde de dort farkli derisimde (2.5, 25.3,
202.6,253.2 ug/ L) yapilmustir. Iki yontemi karsilastirmak icin iki ydntem igin ayr1 ayri geri
kazanma miktar1 hesaplanmis ve karsilastirmistir (¢izelge 4.6). Cizelgede goriildiigii gibi
gelistirdigimiz SPR nanosensdr yontemiyle elde etigimiz geri kazanim miktarlar1 UV
spektroskopi yontemine gore daha yiiksek, bu sonug gelistirdigimiz yontemin daha elverisli

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7. SPR nanosensor yoneminin UV spektoskopisiyle validasiyonu.

Geri Kazanim
Bulunan (uM) (%)
SPR Uv SPR Uv
Eklenen (uM) | Ornek1 Ornek2|Ornek1 Ornek 2
2.5 2.44 2.42 1.8 1.9 97.2 74

253 24 .8 25 20.6 22 98.4 84.2
202.6 201.5 201.8 191 190 99.5 94.0
253.2 249.1 251.5 238 234.2 98.8 93.2
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4.7. Literatiir Ozeti ve Karsilastirma

Asagidaki ¢izelgede SMX i¢in yapilmis literatlirdeki sensor ¢alismalart verilmistir. Cizelge

dahilinde sensoriin SMX’1 tayini i¢in kullandig1 reseptdr ve tiirti, sensoriin tiird, ornek ortami

ve LOD&LOQ degerleri verilmistir.

Cizelge 4.8. SMX i¢in gelistirilmis diger biyosensorler.

Sensor Tiirii Tamima Yontemi Ornek LOD LOQ Referans
Elektrokimyasal- | MWCNT- Idrar 38 nm/L - 184
DVP Pbnc/SPE*
Elektrokimyasal | HT-BDD Su 3.65 ng/L 12.2 185
Elektrot* ug/L
Elektrokimyasal | GR-ZnO/GCE* Su ve 0.4 ng/L - 186
biyolojik
stvilar®
Elektrokimyasal | MWCNT-SbNPs- | Su 6.1 ng/L - 187
Parafin*
Piezoelektrik Iyon Cifti Su, idrar | 5.0x10 "M - 188
Sensor Kompleksi-PVC
Matriks
Elektrokimyasal | MIP/BDD Su* 24.1 nM - 189
Elektrot
Elektrokimyasal- | Tyrosin-AuNPs- Su* 22.6+2.1 uM - 190
Biyosensor SPCEs*
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Elektrokimyasal | g- Insan 0.0066 uM - 191
C3N4/ZnO/GCE | Serum

Elektrokimyasal | P-DAN-GCE* Tablet, 0.05 nM - 192

Idrar*
Elektrokimyasal | BDD Etanol+* 1.15%x107 - 193
mol/L
Elektrokimyasal | MIP Su 3.59x10* mM | 1.20x10 194
> mM

Optik MIPCH* Su 1x101* M - 195

Biyoassay* B. Licheniformis* | Siit 77 ng/L - 196

Fliioresans GQD-SMIP* Su 1 uM - 197

Sensor

SPR Temelli SMX-Baskili Su 0.0011 pg/L 0.0034 | Bu

Sensor MAA-EGDMA- ug/L calisma
HEMA Polimer

[185] Livia F. Sgobbi ve arkadaslari tarafindan, stilfametoksazol ve trimethoprim tespiti bir

organik boya olan prussian blue nanokiipleri ile modifiyeli nanotiipler ile idrar 6rneklerinde

bu antibiyotiklerin analizini yapabilen tek kullanimlik elektrokimyasal sensor iiretilmistir.

Yapilan c¢alig malara gore bu sensor ile 6l¢limiin tayin limiti 38 nm/L’dir

[186] Leonardo S. Andrade ve arkadaglari tarafindan siilfametoksazol ve trimethoprim

tespiti i¢in hidrojen boron katkili (HT-BDD) ve oksijen boron katkili (OT-BDD) elmas

elektrotlar liretilmis ve performans kiyaslamasi yapilmistir. Yapilan aragtirma sonucu OT-

BDD elektrotlarin  sulfamethoksazolii. HT-BDD elektrotlara kiyasla daha az okside

edebilmesinden (20 kat daha az) dolayr HT-BDD elektrotlarin analiz i¢in daha uygun
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olduguna karar kilmislardir. HT-BDD elektrotlar ile 6l¢iimde tayin limiti olarak 3,65 pg/L

bulmuslardir.

[187] Xi zhuang ve arkadaslar1 grafen ve c¢inko oksit (ZnO) temelli nanogubuklar ile
modifiye edilmis cam elektrotlar ile siilfametoksazol ve trimethoprim analizi yapmislardir.
Yapilan ¢alismada ¢esmeden ve golden alinan su 6rnekleri ve insan idrar1 kullanilmistir.

Aragtirmalar1 sonucu siilfametoksazol i¢in 0.4 pg/L tayin limiti hesaplamislardir.

[188] I. Cesarino ve arkadaslari antimon nanopartikiil ile modifiyeli ¢cok duvarli karbon
nanotlip temelli parafin kompozit elektrotlar ile siilfametoksazol ve trimethoprimin
voltametrik 6l¢iimii yapmuslardir. Uretilen modifiyeli nanoyapiyr TEM ile karakterize
etmislerdir ve bu malzeme modifiyeli elektrot ile dogal sularda siilfametoksazol ve

trimethoprim analizi yapmiglardir. Yapilan sonucu tayin limitini 6.1 pg/L bulmugslardir.

[189] Bu calismada Yuan J. ve arkadaslar tarafindan sulfa sinifi ilaglara duyarl iyon ¢ifti
kompleksi (sulphadiazine - cetyltrioctylammonium) modifiyeli PQC rezonator iiretilmistir.
1.0x107 M ve 1x10° M derisim arahiginda; Sulfadiazin, sulfadiazol, siilfametoksazol,
sulfasetamid antibiyotikleri ile deneme yapilmis ve tayin limitleri dlciilmiistiir 8.0x107%,

2.0x107,5.0x107, 5.0x10”" M olarak kaydedilmistir.

[190] Y. Zhao ve arkadaslar1 bu ¢alismada yiizey sularinda siilfametoksazolii analiz etmek
icin elektro polimerizasyon teknigi ile pirolden tretilmis molekiiler baskili polimerler ile
BDD elektrotu modifiye etmeyi amaglamiglardir. Calisma sonunda {iretilen sensor
molekiiler baskili polimerin etkisi ile siilfametoksazole karsi yiiksek secicilikle baglandigi
ve tekrar edilebilir oldugu gozlemlenmistir. Yapilan analiz sonucunda ise tayin sinir1 24.1

nM bulunmustur.

[190] Bu calismada del Torno-de Roman L ve arkadaglar1 siilfametoksazol analizi igin
tirozin molekiillerini altin nanopartikiille modifiye edilmis karbon SPE elektrota ¢apraz
baglayarak tek kullanimlik amperometrik bir biyosensor iiretmeyi amaglamuslardir. Uretilen

biyosensor ¢esme suyu da dahil olmak {izere ispanyanin belirli bolgelerinden alinan farkl
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su Ornekleri tistlinde denenmis ve siilfamethoksazol i¢in tayin limitinin 22.6+2.1uM oldugu

Olgiilmiistiir.

[191] Paramasivam Balasubramanian ve arkadaslar1 bu ¢alismada siilfametoksazol analizi
icin grafitik karbon nitrit ve ¢inko oksit nano kompozit (nanotiip) modifiyeli cam elektrot ile
voltametrik 6lciim yapmuslardir. Uretilen sensér ile kan serumu &rnekleri iistiinde de

denemeler yapilmis ve siilfametoksazol icin tayin limiti 0.0066 uM olarak ol¢iilmiistiir.

[192] Bu calismada Chasta H. ve arkadaslar1 iirettikleri poli 1,5 Diaminonaftalin polimeri ile
modifiye edilmis cam elektrot ile voltametrik analizler yapmislardir. Modifiye elektrot alan
etkili SEM(FE-SEM) , elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve dairesel voltametri ile
karakterize edilmistir. Uretilen modifiye elektrot ile siilfametoksazol tayini farmakolojik
preparatlar ve siilfametoksazol tedavisi goren insanlardan alinan idrar Orneklerinde

uygulanmistir. Tayin sinir1 yapilan 6l¢timler sonucu 0.05 nM olarak bulunmustur.

[193] Souza C.D. ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada BDD elektrodu ile sulfadiazin ve
stilfametoksazol i¢in amperometrik 6l¢lim yapilmistir ve bu 6l¢iim metodunu HPLC ile
kiyaslamislardir. Olgiim ortami olarak sulfadiazin igin siilfirik asit, etanol ¢ozeltisinde
sulfamethoksazol i¢in ise etanol, fosfat tamponu kullanilmistir. Bu iki antibiyotik i¢in elde
edilen tayin limiti degerleri sirasi ile 2.19x107¢ ve 1.15x10 °mol/L olarak 6l¢iilmiistiir.
Yapilan 6l¢tim verilerini HPLC ile yapilan 6l¢iimlerle kiyasladiklarinda ise; sulfadiazin ve
stilfametoksazol i¢in elde edilen bagil hata oranlarini sirast ile: —4.31% siilfadiazin ve

—0.79% siilfametoksazol olarak bulmuslardir.

[194] Ozkorucuklu, S.P ile arkadaslari bu calismada Poli-pirol ile baskili ve baskisiz polimer
filmler sentezleyip bu polimerlerin siilfametoksazol ile olan baglanma etkilesimi
incelenmistir. Sentezlenen polimer filmler ile kapli elektrolar ile siilfametoksazoliin 6l¢iimi

yapilmustir. Yapilan analizler sonucu tayin limiti 3.59.10* mM bulunmustur.

[195] Bu calismada siilfametoksazol baskili iki boyutlu fotonik kristal hidrojel (MIPCH) ile

stilfametoksazol duyarli optik bir sensor iiretilmistir. Yapilan ¢alismalarda stilfametoksazol
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disinda yapisal analoglari olan; siilfisoksazol, sulfadiazin ve siilfametazin ile de segiciligi

kontrol edilmis ve en yiiksek se¢iciliginin siilfametoksazole kars1 oldugu gozlemlenmistir.

Su 6rneklerinde yapilan denemeler ile iiretilen sensoriin tayin limiti 1x10-16M oldugu

hesaplanmistir

[196] Bu ¢alismada Tumini M. ve arkadaslart iirettikleri bes farkli biyoassay (B, T,M,Q,QS)
ile 6 antibiyotik sinifina (Beta-laktamlar, kinolonlar, sulfonamidler, aminoglikosidler,
makrolidler) dahil antibiyotikleri incelenmistir. Siilfametoksazol i¢in siit 6rnekleri lizerinde
yapilan analizlerin sonuglar siras1 ile 4100 1900 1900 1400 77ug/L’dir. Bu farkli deney

kitleri arasinda en hassas olan QS assayinde B. Licheniformis tiirii bakteri kullanilmigtir.

[197] Le, T.H. ve arkadaslar1 siilfametoksazol tayini i¢in fliloresans sensor yapmayi
hedeflemislerdir. Bu sensor i¢in {iretilmis grafenden yapilmis kuantum noktalari
siilfametoksazol baskili silikat polimeri igine hapsedilmistir. Bu calismada reseptore
baglanan siilfametoksazol miktarindaki artik ile kuantum noktalarinin fliioresans
isimasindaki  degisim arasindaki oranindan faydalanarak siilfametoksazol tayini

yapilmaktadir. Hesaplanan tayin limiti bu metot i¢in 1 uM’ diir.

Bu calismada hazirlanan SPR sensor sistemiyle siilfametoksazol tayini yapilmistir. Bu
amagla polimer film olusturulmustur. Olusturulan polimer film ile sulu ortamda ve spike
edilen siit 6rneklerinde SMX tayini yapilmistir. Hazirlanan sensor sisteminin LOD ve LOQ
degerleri siras1 ile 0.0011 pg/L ve 0.0034 pg/L olarak bulunmustur. Sonuglar hazirlanan

sensOr sisteminin SMX tayini i¢in potansiyel oldugunu gostermektedir.
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5. YORUM

SMX  baskili polimer nanofilm kapli SPR altin ¢ipleri ile yapilan modelleme ¢aligmalari,

karakterizasyon ve adsorpsiyon ¢aligmalar1 sonucunda;

Modelleme c¢alismast sonucunda c¢alisma kapsaminda iiretecegimiz molekiiler baskili
polimeri etkileyecek Onemli faktorler olan monomer-kalip orami ve uygun c¢oziici
incelenmistir. Bu incelemeler B3LYP hibrid teorisi ve 6-31G+(d, p) baz seti kullanilarak
laboratuvarda herhangi bir deneye gereksinim duyulmadan yapilmis ve basarili bir sekilde

uygulanmistir.

SPR sensor ¢ipleri lretildikten sonra temas agisi, SEM, AFM ve FT-IR karakterizasyonu
yapilmistir;

Temas acis1 6l¢iim degerleri ¢iplak SPR ¢ip, alil merkaptan modifiyeli ¢ip ve SMX baskili
polimer kapli SPR ¢ipleri i¢in temas agis1 degeri sirasi ile ; 71.01+0,78, 69.0+1.09, 66.0+.97
olarak bulunmustur. Alil merkaptan modifiyeli ¢ipin temas a¢1 degeri hidrofilik karaktere
bagli oldugundan polimer film kaplamanin yilizey hidrofilisitesini arttirdigim

gostermektedir.

AFM ol¢iimleri sonucunda baskili sensor ve ¢iplak sensdrlerin yiizey piiriizliiliigli kontrol
edilmistir. Calismalar sonucunda ylizey derinligi sirasi ile 20,67 nm ve 8,5 nm olarak

bulunmustur.

SEM karakterizasyonu ile ¢iplerin yiizey morfolojisi incelenmis, yapilan karakterizasyon
calismasi sonucu SPR sensor ¢ipi yiizeyinde polimerik film kaplamanin basarili bir sekilde

yapildig1 ve yapilacak diger islemler i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

SMX baskailt polimer film kapli SPR ¢ipinin ve SMX i¢ermeyen polimer film kapli ¢iplerin
FT-IR karakterizasyonu sonucunda elde edilen spektrum incelendiginde spektrumda goriilen
piklerin kaynaginin ¢ip ylizeyinde baskili ¢ipte SMX ve polimerlerin sahip oldugu kimyasal
bilesenlerden kaynaklandigi goriilmektedir. Bu baskilanmanin basarili bir sekilde
gergeklestigini ve polimer filmin ¢alisma kapsamindaki kimyasallardan kaynaklandigini

ifade etmektedir.
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Karakterizasyon caligmalar1 bittikten sonra SPR sensor ¢ipleri bir dizi adsorpsiyon

calismasina tabi tutulmustur. Bu ¢alismalar sonucunda;

Adsorpsiyon ¢aligmalarina baglamadan 6nce ortamin pH’1 fonksiyonel monomer ve kalip
molekiilii protonlamasi ve deprotonlamasini adsorpsiyonu etkilediginden ve bu durum
arastirilimis ve adsorpsiyonu etkilediginden bu etki incelenmis ve en yiiksek adsorpsiyon

7.4’te bulunmustur

Molekiiler baskilamanin polimer filmin adsorpsiyona olan etkisini ise baskilama faktorii
hesaplandiginda goérmekteyiz. Baskilama faktorii 3,4 olarak hesaplanmistir bu bize SMX
baskilamanin basaril1 bir sekilde yapildig1 ve baskilamanin adsorpsiyon iizerindeki etkisini

gostermektedir.

Siilfametoksazoliin ger¢ek zamanli Olglimii siilfametoksazol baskili SPR nanosensorii
tarafindan yapilmistir. SPR sinyali ile sililfametoksazol derisimi arasindaki orani
degerlendirmek icin farkli derisimde sulfamethoksazol c¢ozeltileri (0.025-253.2 pg/L)
hazirlanmig ve sisteme verilmistir. Yapilan bu islemin sonuglarina bakilarak LOD ve LOQ
degerleri hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.0011 pg/L ve 0.0034 pg/L
olarak bulunmustur. 0.025-253.2 pg/L arasinda yapilan ¢alismalar sonucu ¢izilen
kalibrasyon egrileri sonuglarindan R? degerini ise 0,74 ve 0,97 olarak hesaplandi. Bu
stilfametoksazol baskili SPR biyosensoriin stilfametoksazolii 0.025-2.5 pg/L ve 12.6 253.2

ng/L derisim araliginda sirasi ile %74 ve %97 kesinlikle dl¢ebilecegini gostermistir.

Ug farkli izoterm modeli, Langmuir, Freudnlich ve Langmuir-Freundlich, adsorpsiyon
davranisini ve nanofilm ile siilfametoksazol arasindaki etkilesimi ifade etmek igin
uygulanmistir. Sonuglar bize adsorpsiyon davranisimizin Freudnlich izotermine daha uygun
oldugunu gostermektedir. Bu bize ¢ip yiizeyindeki adsorpsiyonun heterojen karakterde

oldugunu gostermektedir.
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Siilfametoksazol baskili nanofilm kapli sensor ¢ipi ile siilfametoksazol baskisi icermeyen
¢ipin se¢iciligi amoksisilin, sefaleksin ve siilfametoksazol i¢in incelenmis ve sonuglar
baskili ¢ipin gergekten baskisiz ¢ipe kiyasla siilfametoksazole karsi daha yiiksek

secicilige sahip oldugunu gostermektedir.

Siilfametoksazol baskili nanofilm kapli sensoriin tekrar kullanilabilirligi 25.3 pg/ L
siilfametoksazol c¢ozeltisi ile yapilan art arda bes denge-adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii ile incelenmistir. Bu ¢alismalar sonucu elde edilen sensogram bize ¢ipin tekrar
kullanim1 sonucu tayin yetisini korudugunu ifade etmektedir. Ayrica sensor ¢ipinin tayin
yetisi Uretiminden sonraki 1. aya kadar farkli zamanlarda 25.3 pg/ L siilfametoksazol
¢ozeltisi ile incelenmistir. Bu ¢alisma sonucu ¢ipin tayin yetisini 1. ayina kadar korudugu

bulunmustur.

SMX i¢in 2.5-253.2 ng/ L derisim araliginda iki farkl ticari siitten hazirlanmis spike’lh
stit ornekleri gelistirdigimiz sensor ¢ipi ve SMX tayini i¢in standart kabul edilen UV-VIS
spektrofotometresi (254 nm’de) ile tayin edilmis ve sonuglar1 kiyaslanmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda gelistirdigimiz c¢ipin bu derisim araliginda daha yiiksek geri
kazanima sahip oldugu ve 6rnek hazirlama kisiminin UV-VIS yontemine kiyasla daha

kolay oldugu gozlemlenmistir.

Sonug itibari ile tez calismasinda bagarili bir sekilde siilfametoksazole karsi secici, ¢ok
diisiik miktardaki analiti gorebilen, tekrar kullanilabilen kolay kullanima sahip, zorlu 6n

islemler gerektirmeyen SPR sensor ¢ipi gelistirilmistir.
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