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Dogal Ostrojenik hormonlarin kadinlarda hormonal tedavilerde dogum kontrol
hapi olarak ve veterinerlikte ¢iftlik hayvanlarinin buylime oncdlleri olarak siklikla
kullaniimaktadirlar. Bu bilesenlerin idrarla atilmalariyla su kaynaklarina ya da
topraga karigmasi ile insan sagligini ve yaban hayatini tehdit etmekte ve ayrica
sucul organizmalar tzerinde ciddi yan etkilerin olusmasina neden olmaktadirlar.
Kadinlar i¢cin menopoz sonrasi hormon replasman tedavilerinde yaygin olarak
kullanilan Ostrojenik hormonlar, dogal su kaynagi kirleticilerinin baginda
gelmektedir. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan 2020 vyilinda
dizenlenen Endokrin Bozucu Kimyasal (EBK) kirleticiler listesinde yer alan
Ostrojenik hormonlar, gunumuzde kullanilan tespit yontemleri ile ancak belirli
sinirlarin Uzerinde tespit edilebilmektedir. Equilin (Equ), kimyasal kirleticiler

listesinde saglik risk dizeyi 0.35 ug/L olan 6strojenik hormonlardan biridir. Bu tez
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calismasinda, endokrin bozucu su kirleticilerinden olan Equ’in, hizli ve etkin bir
sekilde gercek zamanli kantitatif tayini icin yuksek maliyetli cihazlara ve uzman
kullanimina ihtiya¢ duyulmadan, yuksek hassasiyette 6lgum yapabilen bir kuartz
kristal mikro terazi nanosensor hazirlanmigtir. Bu nanosensor sistemi ile hem
Equ'in hem de 17B-estradiol, estron, estriol ostrojenik hormonlarin etkilesimleri
incelenmigtir. Ayrica bu 0Ostrojenik hormonlar ile nanosensor etkilesimleri
bilgisayarli modelleme c¢alismalari ile karsilastinimigtir. AutoDock molekuler
modelleme programinin kullaniimasi, hedef molekule yuksek segicilik ve afinite
gOsteren biyomimetik ligandlarin tasarimini kolaylastiran bir ara¢ olmustur.
Ostrojenik hormonlari ¢ boyutlu geometrik yapilarina gére segcici olarak
taniyacak ligand molekdulleri olarak Tirozin (Tyr), Triptofan (Trp) ve Fenilalanin
(Phe) amino asitleri secilmistir. Amino asitler ve dstrojenik hormonlarin molekuller
arasi etkilesimlerinin serbest baglanma enerjileri hesaplanarak birbirleriyle en gok
etkilesim halinde olan molekuller belirlenmistir. Molekller modelleme sonuglari
ile Equ ve Tyr, Trp ve Phe arasindaki etkilesimler esas olarak hidrofobik
etkilesimlere dayandigi goéralmasttr. Tyr, Trp ve Phe molekdillerinin sirasiyla fenil
halkasi, indol grubu ve fenil kisimlari, Equ’in halka yapisina hidrofobik
etkilesimlerle yodnlenmislerdir. Tez kapsaminda, Ostrojenik hormonlar, QCM
nanosensor sisteminde afiniteye dayali etkilesimler ile kisa slrede hassas bir
sekilde tespit edilmislerdir. QCM nanosensoéru 11-merkaptoundekanoik asit (11-
MUA) ile kendiliginden dlzenlenen tek tabaka olusturularak ve daha sonra Tyr,
Trp ve Phe amino asitleri ile modifiye edilerek hazirlanmistir. Bu tez ¢calismasinda
geleneksel QCM sensor sistemlerinden farkli olarak amino asitlerin desorpsiyon
mekanizmasi arastirilmistir. Algilama islemi, kuvars kristal yluzeyine baglanan
molekdllerin neden oldugu kutle artisi yerine yuzeyden uzaklastirilan kutle
miktarina bagl olarak gerceklesmistir. Equ ve amino asitler arasindaki afinite
etkilesimleri hem molekuler modelleme ile teorik olarak hem de gergek zamanl
QCM olgumleri ile deneysel olarak incelenmis ve sonuglar kargilastiriimistir. Equ
icin en duguk tespit limiti, 25-500 nM araliginda lineer dinamik algilama ile Tyr,
Trp ve Phe modifiye QCM nanosensorigin sirasiyla 4.59, 5.05 ve 6.30 ng/L olarak
elde edilmistir. Hem tespit limiti hem de QCM sensogramlarinda meydana gelen
rezonans frekansindaki degisimlere gore, Tyr ve Trp modifiye edilmis QCM
nanosensorlerin Phe modifiye edilene kiyasla daha ylksek performansa sahip



olduklari bulunmustur. Tez calismasi kapsaminda QCM nanosensor ile ilk kez
Equ analizi ve amino asitlerle olan etkilesimleri molekuler modellenmesi yapilarak

bu alanda yapilacak olan birgok ¢alismaya isik tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: equilin, molekuler modelleme, QCM, endokrin bozucu

kimyasallar, afinite temelli sensorler
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Natural estrogenic hormones are frequently used as birth control drugs in
hormonal treatments for women and as growth precursors of farm animals in
veterinary practice. These components threaten human health and wildlife when
they are excreted in urine and mixed with water resources or soil, and they also
cause serious side effects on aquatic organisms. Estrogenic hormones, which
are widely used in postmenopausal hormone replacement therapies for women,
are among the leading natural water source pollutants. Estrogenic hormones,
which are included in the Endocrine Disrupting Chemical (EDC) pollutants list
issued by the US Environmental Protection Agency (EPA) in 2020, can only be
detected above certain limits with the detection methods used today. Equilin
(Equ) is one of the estrogenic hormones with health risk level 0.35 ug/L in the

chemical pollutants list. In this thesis study, a quartz crystal microbalance
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nanosensor was prepared for the rapid and effective real-time quantitative
determination of Equ, which is one of the endocrine disrupting water pollutants,
without the need for expensive devices and the use of specialists, which can
measure with high precision. The interactions of both Equ and 17(-estradiol,
estrone, estriol estrogenic hormones with this nanosensor system were
investigated. On the other hand, interactions of these estrogenic hormones and
nanosensor were investigated by computer modeling studies. The use of the
AutoDock molecular modeling program has been a tool to facilitate the design of
biomimetic ligands with high selectivity and affinity for the target molecule.
Tyrosine (Tyr), Tryptophan (Trp) and Phenylalanine (Phe) amino acids were
chosen as ligand molecules that will selectively recognize estrogenic hormones
according to their three-dimensional geometric structures. By calculating the free
binding energies of the intermolecular interactions of amino acids and estrogenic
hormones, the molecules that interact the most with each other were determined.
The molecular modeling results and the interactions between Equ and Tyr, Trp
and Phe were mainly based on hydrophobic interactions. The phenyl ring, indole
group and phenyl residue of Tyr, Trp and Phe molecules, respectively, were
oriented to the ring structure of Equ by hydrophobic interactions. Within the scope
of the thesis, estrogenic hormones were detected sensitively in a short time by
affinity-based interactions in the QCM nanosensor system. The QCM nanosensor
was prepared by forming a self-assembled monolayer with 11-mercaptodecanoic
acid (11-MUA) and then modified with the amino acids Tyr, Trp and Phe. In this
thesis, the desorption mechanism of amino acids, unlike conventional QCM
sensor systems, was investigated. The detection process was based on the
amount of mass removed from the surface instead of the mass increase caused
by the molecules attached to the quartz crystal surface. Affinity based interactions
between Equ and amino acids were investigated both theoretically by molecular
modeling and experimentally by real-time QCM measurements, and the results
were compared. The lowest detection limit for EQu was obtained as 4.59, 5.05
and 6.30 ng/L for Tyr, Trp and Phe modified QCM nanosensor with linear dynamic
detection in the 25-500nM range, respectively. It was found that Tyr and Trp
modified QCM nanosensors had higher performance compared to Phe modified
one, according to the changes in resonance frequency occurring in both the

\Y



detection limit and QCM sensograms. Within the scope of the thesis, Equ analysis
and molecular modeling of interactions with amino acids for the first time with

QCM nanosensor will shed light on many studies to be done in this field.

Keywords: equilin, molecular modeling, QCM, endocrine disrupting chemicals,

affinity-based sensors
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1. GIRIS

Cok dusuk konsantrasyonlarda bile 6strojenik kirleticilerin ¢evreye ve dogal
kaynaklara salinimi, hem canli hayatini hem de doga organizmalarini olumsuz
etkilemekte ve ozellikle su kaynaklarinda ciddi ekolojik hasara neden olmaktadir.
Hayvanlarda dogal olarak bulunan ve kadinlarda menopoz sonrasi hormon
takviyelerinde yaygin olarak kullanilan equilin ve diger Ostrojenik hormonlarla
dogal su kaynaklari kirlenmektedir. Dogrudan topraga veya bitkilere karisan bu
kimyasallar hizla yeralti sularina tasinmaktadir. ABD Cevre Koruma Ajansi
(United States Environmental Protection Agency, EPA) tarafindan 2020 yilinda
dizenlenen kimyasal Kkirleticiler listesinde yer alan &strojenik hormonlar,
glnumuzde kullanilan tespit yontemleri ile ancak belirli sinirlarin Gzerinde tespit
edilebilmektedir. Ostrojenik hormonlar geleneksel olarak kati faz ekstraksiyonu
(SPE), ardindan Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi (GC-MS), Floresans
Algilamali  Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC-FLD), yuksek
performansli sivi kromatografisine bagll kiutle spektrometresi (HPLC-MS) gibi
yontemler ile tespit edilebilmektedir. Ancak enerji tuketimi, dusUk proses
verimliligi, toksik yan Urdn olusumu ve tehlikeli kimyasallarin eklenmesi gibi
etkiler, tim bu teknolojilerin daha genis ¢apta uygulanmasini engellemektedir. Bu
nedenle, bu tur kirleticileri temiz su kaynaklari ve atik sulardan uzaklastirmak igin

etkili, daha surduralebilir yontemler aranmaktadir.

Genel ifade ile sensorler bulunduklari ortamdaki fiziksel ya da kimyasal
degisimlerden etkilenerek kendi bunyelerinde olugsan degisimleri elektriksel
verilere donusturen aygitlardir. Analit miktarina ya da varligina yanit olarak, gelen
sinyalleri elektriksel, 1s1gin kirinimi, sicaklik veya basing gibi parametrelere
donustlrerek dlcim yapmaktadirlar. Gravimetrik bir sensor olan Kuvars Kristal
Mikro terazi (Quartz Crystal Microbalance, QCM) sensorunin birgcok uygulama
icin genis bir kullanim potansiyeline sahiptir. Bu, sensorun taniyict bolumunin
ucuz, kuguk olmasindan ve ¢ok dusuk miktarlarda numune ile galismaya olanak

saglamasindan, ¢ok sayida farkli sensér ylzeyi hazirlanarak sayisiz tayin
1



yapilabilmesinden, yerinde 6l¢im yapmaya olanak vermesi ve kolay uygulanabilir

olmasindan kaynaklanmaktadir.

Son yillarda, molekller modelleme yazilimlarinin kullanimi, hedef molekule
yuksek segicilik ve afinite gosteren biyomimetik ligandlarin rasyonel tasarimini
kolaylastiran bir ara¢ olmustur. Hedef molekil ve ligandlar arasinda gergeklesen
etkilesimlerin tird ve kuvveti, olusan kompleksin molekller tanima ozelligini

belirlemektedir.

Ayirma sistemlerinde son yillarda 6n saflagtirma asamasi olarak amino asit
temelli sistemlerin kullanimina artan bir ilgi vardir. Bu yaklasimi desteklemek icin
tez kapsaminda farkli amino asitler ve endokrin bozucu hormonlar arasindaki
iliskinin AutoDock molekller modelleme c¢alismalari yapilmistir. Molekuler
modelleme teknikleri sayesinde segilen ligand ve hedef dstrojenik hormonlar
arasinda etkin etkilesimler belirlenerek deneysel ¢alismalara isik tutmustur. Ug
boyutlu geometrik yapilarina gére taniyici ligand molekdlleri olarak Tyr, Trp ve
Phe amino asitleri kullaniimistir. Amino asitler ve Ostrojenik hormonlarin
molekuller arasi etkilesimlerinin serbest baglanma enerjileri hesaplanarak
birbirlerine kargi afinite siddetleri belirlenmistir. Ayrica molekuler arasi mesafeler

hesaplanmig ve etkilesimlerinin turleri belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda, QCM sensor sisteminde afinite tabanh etkilesimler ile
Ostrojenik hormonlarin kisa surede hassas bir gekilde tespit edilmesi
amaclanmistir. Geleneksel QCM sensér sistemlerinden farkli olarak dstrojenik
hormonlar kullanilarak amino asitlerin sensor yuzeyinden uzaklagtiriima
mekanizmasi aragtirilmistir. Kuvars kristal sensor, oncelikle kendinden montaijli
tek tabakali 11-merkaptoundekanoik asit (11-MUA) ile ardindan da Tirozin (Tyr),
Triptofan (Trp) ve Fenilalanin (Phe) amino asitleri ile modifiye edilmiglerdir.
Hazirlanmig olan QCM nanosensorler, sirasiyla kimyasal yapilarini ve ylzey
hidrofobikliklerini belirlemek icin Fourier Donlisumllu Kizilétesi Spektroskopisi
(FTIR) ve sabit damla su temas agcisi ile karakterize edilmiglerdir. Algilama iglemi,

2



kuvars kristal yuzeyine baglanan amino asit molekullerin neden oldugu kutle
artigi yerine yuzeyden uzaklastirilan katle miktarina bagli olarak gergeklesmistir.
Ostrojenik hormonlarla ile sensér ylizeyinden uzaklastirilan amino asitler
rezonans frekansinda artisa sebep olmustur. Bu artisa bagli sensor yuzeyindeki
kutle degisimi hesaplanmig ve hormonlarin miktarlari tespit edilmistir. Tez
kapsaminda Equ basta olmak Uzere 173-estradiol, estron, estriol hormonlari ve
amino asitler arasindaki afinite etkilesimleri hem teorik hem de deneysel olarak

incelenmis ve sonuglar birbirleri ile karsilagtiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endokrin bozucu kimyasallar

Endokrin sistemi, belirli hedeflerle (reseptorler) etkilesime giren kimyasal
haberciler (hormonlar) salgilayan bezlerden olugsmaktadir. Bu etkilesimler;
blyime, gelisme, Ureme, enerji dengesi, metabolizma ve vucut agirhgi
dizenlemesi dahil olmak Uzere genis bir dizi iglevin dluzenlenmesine olanak
saglamaktadir [1]. Dis kaynakli kimyasallar istemeden bu karmasik iletisim
sistemine muldahale edebilmekte ve olumsuz saglik etkilerine neden
olabilmektedir. insanlar ve hayvanlar, yasamlari boyunca is, tiiketim Uriinleri,
ilaglar, dogal kaynaklar, savunma hizmetleri ve benzer kosullarla karsilagmalar
yoluyla bu endokrin bozucu kimyasallarin (EBK) genis bir yelpazesine maruz
kalmaktadir. Bu maruziyet Greme bozuklugu riskini artirabilmektedir [2][3][4],
ayrica bilissel eksiklikler [5][6][7], metabolik hastaliklar [8] ve bozukluklar ve ¢esitli
kanserlere sebep olabilmektedir [9][10]. Hormonlarin ve EBK'lerin aktif olmalari
ya da etki mekanizmalari, hicresel ve doku seviyelerindeki belirli eylemlere ve
ayrica sirkadiyen ritimlere, mevsimsel degisikliklere, yasam evresine ve cinsiyete
bagli olarak degismektedir [11]. Ayrica, hormon salgisinin gelisimsel, sirkadiyen
veya pulsatil modeli, sinyal mekanizmalarinin 6énemli bir bileseni olabilir ve
EBK’lar bu modele midahale edebilmektedir [12][13][14]. EBK'a maruz kalma
doénemleri, erken gelisimde organ sistemlerinin olusumu ve farklilasmasi ile

cakistiginda, yasam boyu olumsuz saglik etkileri riski artmaktadir [15].

Bir kimyasalin bir EBK olarak tanimlanmasi tiUm arastirma alanlarinda birincil
endise olmasa da, EBK o0ozelliklerine sahip kimyasallara maruz kalmanin
yonetilmesinde onemli olmakta ve EBK’lara maruz kalma ile potansiyel tehditlerin
tanimlanmasi 6nemlidir [16][17][18][19]. Bu nedenle, belirli bir kimyasala iliskin
genellikle karmasik mekanik verileri organize etmek ve degerlendirmek igin
standart, sistematik yaklasimlar, farkh yetki alanlarinin tehlike degerlendirmeleri
icin farkh sonuglara varma olasiligini azaltacaktir [20]. Bu yaklasim, bazi yetkili
kuruluslar tarafindan yaygin olarak uygulanmaktadir. Ornegin 6zellikle kanser
arastirmalarinda kilit kimyasallarin arastirilmasi igin Uluslararasi Kanser

Aragtirmalari Ajansi (International Agency for Research on Cancer, IARC) ve



Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program) calismalar
yapmaktadir [17]. Benzer sekilde Uzman Uzlasi Beyani'nda (Expert Consensus
Statement), hormon etkilerine mudahale eden kimyasallarin, hormon
sistemlerinin temel duzenleyici adimlariyla etkilesime girme yetenekleriyle ilgili

onemli kimyasallarin arastiriimasi yapiimaktadir [18].

insanlar tiiketilen yiyecek, icecekler, bitkilere uygulanan pestisitler veya kullanilan
kozmetikler yoluyla endokrin bozuculara maruz kalabilmektedirler. Dusuk
dozlarda endokrin bozucu kimyasallar bile insan ya da hayvan sagligini riske
atabilmektedir. Vicudun normal endokrin igleyisi hormon seviyelerinde ¢ok kliglik
degisikliklere dayanmaktadir, ancak bu kuguk degisikliklerin bile 6nemli
gelisimsel ve biyolojik etkilere neden olabilecegini net sekilde bilinmektedir. Bu
g6zlem, bilim insanlarinin disuk miktarlarda bile endokrin bozucu kimyasal
maruziyetlerin vicudun hassas sistemlerini degistirebilecedini ve saglk

sorunlarina yol acabilecegini distinmelerine yol agmaktadir [21].

Son yillarda tim dinyada farkli tirde kimyasallarin Gretiminde muazzam bir artis
olmustur. Bu kimyasallarin modern yasamin bir¢gok yonu igin faydali oldugu
kanitlansa da, cevreyi kirletebilecekleri ve insanlara degisen derecelerde zarar
verebilecekleri giderek daha fazla kabul gormektedir. Uretilen binlerce
kimyasaldan yaklasik 1000'inin endokrin etkili 6zelliklere sahip olabilecegi tahmin
edilmektedir [22].

Hormonlarin organlarin olusumunu ve olgunlagsmasini dizenledigi dénemler
oldugundan, fetal gelisim ve ¢ocukluk déneminde ylksek EBK maruziyetleri uzun
sureli saglik etkilerine sahip olabilmektedir. Erken yasta maruz kalma, gelisimsel
anormalliklerle iliskilendiriimektedir. Onemli olarak, cesitli EBK’larin plasentaya
gectigi ve fetislin dolasiminda konsantre hale geldigi bulunmustur. EBK’lar anne
sutu yoluyla anneden bebege aktarilabilmektedir. EBK’lar birgok farkl kaynaktan
geldiginden, insanlar soluduklari hava, tukettikleri yiyecekler ve su dahil olmak
Uzere cesitli sekillerde maruz kalmaktadir. EBK’lar ayrica vicuda deri yoluyla da
girebilmektedir. Endustriyel kimyasallar ve bocek ilaglari topraga ve yeralti

sularina sizabilir ve baliklarda, hayvanlarda ve insanlarda birikerek besin



zincirine dahil olabilmektedirler. insanlarin EBK’lara maruz kalma yollari

asagidaki gibi siralanmaktadir.

e Organik olmayan urtnlerdeki pestisit kalintilari

e Baz tiuketici Urlnleri EBK igcermektedir veya ev kimyasallari, alev
geciktiricilerle iglem goérmus kumaslar, kozmetikler, losyonlar, kokulu
urunler ve anti-bakteriyel sabunlar

e Islenmis gidalar, imalat, isleme, nakliye ve depolamada kullanilan
malzemelerden sizan EBK’lar

e Soya bazh UrlUnler, Ostrojeni taklit eden bitkiler tarafindan dretilen
kimyasallar olan fitodstrojenler icermektedir

e Ev tozu, kursun, alev geciktiriciler gibi EBK’lar ve zorlu hava kosullarina

dayanikl yapl malzemesi veya mobilyalar [22].

Bazi kimyasallar, vicudun homeostatik mekanizmalarini bozmak veya yasam
dongusinde anormal zamanlarda surecleri baglatmak igin endokrin sistem
Uzerinde etki etmektedirler. Kimyasallar etkilerini bir dizi farkli mekanizma yoluyla

gOsterebilirler. Bunlar asagidaki sekillerde olabilmektedir.

Hucresel bir reseptore baglanarak bir hormonun biyolojik aktivitesini taklit
etmektedirler ve hucrenin dogal olarak olusan hormona yanlis zamanda veya
asiri derecede uyarisini baslatarak yanlis bir tepkiye yol agmaktadirlar (agonistik
etki).

Reseptoru aktive edemeseler bile reseptore baglanabilmektedirler. Bu durumda
dogal aktivatorlerin  reseptor Uzerine tutunmalarini  engellemektedirler
(antagonistik etki).

Kandaki tasima proteinlerine baglanarak dolasimda bulunan dogal hormonlarin
miktarlarinin degisimine sebep olmaktadirlar.

Vucutta dogal hormonlarin sentezi veya hatali belirte¢ tretim miktarini etkileyen

metabolik surecglere sebep olmaktadirlar [23].

Ostrojenler: Esas olarak kadin cinsel gelisimi ve (iremesinden sorumlu benzer

yaplya sahip bir grup kimyasaldan meydana gelmektedir. Temel olarak



yumurtaliklar tarafindan uretilirler, ayni zamanda adrenal bezler ve yag dokusu

tarafindan uretilmektedirler.

Androjenler: Erkek cinsel 06zelliklerinin gelismesinden ve korunmasindan
sorumlu kimyasallardir. Yapisal olarak dstrojenlere benzerler; aslinda dstrojenler

vucutta androjenik dnculerden Uretilmektedir.

Bilinen endokrin bozucularin bagisikhik sistemini etkileyebilecegine ve bazi
norotoksisiteye sahip olabilecegine dair bazi kanitlar bulunmaktadir. Cevresel
kimyasallara maruz kalmanin endokrin fonksiyonunun bozulmasina yol
acabilecegini 6ne suren ana kanit, bir dizi vahsi yasam turinde goriulen
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Dunyanin c¢esitli yerlerinde yumusakgalar,
kabuklular, baliklar, surtingenler, kuslar ve memelilerde endokrin bozulma ile
iliskili oldugu 6ne surulen etkiler bildirilmistir. Herhangi bir hayvandan gevreye
salinan dogal hormonlar ve bir tlrln Urettigi ve diger hayvanlar Uzerinde
hormonal etkiler uygulayan kimyasallar, érnegin insan atiklarinin kanalizasyon
atiklarinda iglenmesi sirasinda kasitsiz olarak yeniden aktive olan insan
hormonlari, baliklarda g6z buyumesi gibi fiziksel degisikliklere neden
olabilmektedir [24][25].

Bitki bilesenleri (genistein veya kumestrol gibi fitodstrojenler) ve bazi mantarlar
tarafindan uretilen toksinler dahil dogal kimyasallar, yluksek dlizeyde hormonal
olarak aktif olmasi amacglanan sentetik olarak Uretilmis farmasétikler (6rnegin
dogum kontrol hapi ve hormona duyarli kanserler igin tedaviler) de kanalizasyon
atiklarinda tespit edilebilmektedir [26].

Cevreye salinan bu ana ya da yan Urunlere; bazi pestisitler (6rnegin dikloro difenil
trikloroetan (DDT) ve diger klorlu bilesikler), bazi tlketici ve tibbi Urtnlerdeki
kimyasallar (6rnegin plastik katki maddeleri) ve bir dizi endustriyel kimyasal
(6rnegin poliklorlu bifenoller (PCB'ler), dioksinler) dahildir. Bu kimyasallarin
hormonal aktivitesi, vicudun kendi dogal olarak bulunan hormonlarindan oldukga
az miktarda ya da konsantrasyonda olsa dahi endokrin bozucu kimyasal
maruziyetlerin vicudun hassas sistemlerini degistirebilecegi ve saglk

sorunlarina yol agabilecegi bilinmektedir [27][28].



Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi’nin (Environmental Protection
Agency, EPA) 2017 yilinda yayimladigi ve 2020 yilinda guncellenen Kimyasal
Kirleticiler listesinde insan ve hayvanlardaki hastaliklarin tedavilerinde kullanilan
antibiyotikler, hormonlar; bocek ve zararli bitki dlduricu insektisitler, pestisitler;
endustriyel olarak kullanilan katki maddeleri gibi gesitli kimyasallar bulunmaktadir
[29]. Bu kirleticiler su kaynaklari, toprak, hava yoluyla insan saglhgi ve ekolojik
denge Uzerinde istenmeyen olumsuz hastalik ve degisimlere sebep olmaktadir.
Dogal su kaynaklari, hayvanlarda dogal olarak bulunan ve kadinlarda menopoz
donemi sonrasinda hormon destek ilaglarinda yaygin olarak kullanilan equilin
(Equ) ve diger 06strojenik hormonlar nedeniyle kirlenmektedir. EPA kimyasal
kirleticiler listesinde yer alan Ostrojenik hormonlar gunumuzde kullanilan tespit
yontemleri ile ancak belirli sinirlarin Uzerinde tespit edilebilmektedirler. EPA’nIn
sulardaki equilin, estriol, estron icin saglik risk degeri (Health Reference Level,
HRL) 0.35 pg/L iken 17a-estradiol i¢in 0.9 ng/L’dir [29].

Oyle ki, kiresel sanayilesmenin baslamasindan bu yana, steroidal éstrojenler
ortaya c¢cikmis ve Dinya capinda estron, estradiol ve estriol iceren steroid
Ostrojenleri toprak, bitki, su kaynaklari ve insanlara ciddi tehditler olugturmaya
baslamistir. Nitekim Ostrojenler, tUm dunyada toprak ve sudaki hizla artan
konsantrasyonlari nedeniyle son yillarda dikkat cekmektedir. Ostrojenlerin insan
besin zincirine girmesiyle ilgili endige dile getirilmistir, bu da bitkilerin bu

maddeleri nasil aldiklari ve metabolizma dstrojenleri ile ilgili bir durumdur [30].

Ostrojenler, kolesterolden tiiretilen ve adrenal korteks, testis, yumurtalik ve
plasenta tarafindan insanlarda ve hayvanlarda salinan biyolojik olarak aktif
hormonlardir [31]. Steroid Ostrojenleri dogal veya sentetik hormonlar olarak
siniflandinimakta (Sekil 2.1) ve endokrin bozucu kimyasallar olarak

degerlendiriimektedirler.
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Sekil 2.1. Dogal ve sentetik 6strojenik bilesiklerin kimyasal yapilari. Kisaltmalar:
E1l, Estron; 17B-E2, 17B-estradiol; 17a-E2, 17a-estradiol; E3, estriol;
17a-EE2, etinil estradiol.

Dogal steroidal ostrojenler (C18 steroidal grubu olarak da bilinmektedir), dort
halka, bir fenolik grup, iki sikloheksan ve bir siklopentan halkasindan olusan ayni
tetrasiklik molekuler gcergeveyi paylasmaktadirlar (Sekil 2.1). C18 grubu igindeki
yapisal farkliliklar, C16 ve C17 konumlarindaki D halkasinin konfiglirasyonunda
yatmaktadir. Ornegin, estron (E1) C17 lizerinde bir karbonil grubuna sahipken,
17B-estradiol (E2) C17 Uzerinde bir hidroksil grubuna sahiptir ve estriol (E3) C16
ve C17 Uzerinde iki alkol grubuna sahiptir (Sekil 2.1). E2'nin C17 hidroksil grubu,
ya a ya da B-bilesigini olusturarak molekiler dizlemde asagi ya da yukari
yonlenebilmektedir. Ayni zamanda potansiyel cevresel tehlikeler olan konjuge
Ostrojenler, serbest dstrojenlerin C3 ve/veya C17 pozisyon(lar)inda glukuronid ve

sulfat gruplari tarafindan esterlestiriimesiyle olusmaktadir [30][32].

Dinya nufusunun yaklasik 7 milyar kismi, yalnizca dogum kontrol hapi
uygulamalarindan yaklasik 30.000 kg/yil dogal steroidal 6strojenleri ve ilave 700

kg/yill sentetik Ostrojenleri dogaya salmaktadir. Bununla birlikte, dstrojenlerin



hayvanlardan gevreye salimi ¢gok daha yuksektir [33]. Ekolojik donguyle, hayvan
ve insan atiklarindaki dogal Ostrojenler gevre igin ciddi bir risk olugsturmaktadir.
Bu risk, hayvan gubresi veya tortu biyoidlerinin tarim alanlarina uygulanmasiyla
arttinimakta, organik tarim icin alternatif bir besin kaynagdi, modern tarimda
yaygin olarak kullanilan bir uygulama olmaktadir [34]. Nitekim hayvan
gubrelerinin tarim alanlarina uygulanmasi, cevredeki temel Gstrojen kaynagi

olarak tanimlanmigtir [35].

2.1.1. Equilin

Equilin, atlarda dogal olarak bulunan ve menopoz sonrasi hormon tamamlayici
bazi ilaglarin ikincil etken maddesi olarak kullanilan bir &strojenik seks
hormonudur. Equilin dogal olarak kadinlarda bulunmayan ve hayvanlardan elde
edilen tek insan Ostrojen replasman ilacidir. Konjuge &strojenler (CEE'ler;
Premarin® markasi (Wyeth/Pfizer, PA, USA)) ve esterlenmis Ostrojenler (EE'ler;
Estratab, Menest) olarak bilinen dstrojen karisimlarinda bulunan dstrojenlerden
biridir. CEE'ler, Amerika Birlesik Devletlerinde menopoz semptomlari igin
hormon replasman tedavisinde (HRT) en yaygin kullanilan &strojen seklidir.
Estron sullfat, CEE'lerdeki ana 0Ostrojendir (yaklasik %50), equilin sulfat ise
formulasyondaki ikinci ana &strojendir ve toplamin yaklasik %25'i olarak
bulunmaktadir [36][37].

Sekil 2.2. Equ molekulinin 3 boyutlu gérintusa.
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Kanalizasyon aritma islerinden g¢ikan atik sularin suda yasayan hayvanlar igin
Ostrojenik olabilen kirletici maddeler icerdigi bilinmektedir. Su kaynaklarinin
kirlenmesinde hormon replasman tedavisinde ve/veya oral dogum kontrol
haplarinda kullanilan &strojenler, Kkirletici bilesikler olarak gosterilmektedir.
Equilinin baliklarin safrasinda yogunlastigi ve yumurta sarisi proteini vitellogenin
kan seviyelerini arttirdigr bulunmustur [38]. Ayrica at Ostrojen metabolitlerinin
(equilin ve metaboliti 4-dihydroequil) in vitro olarak DNA ile kolayca reaksiyona
girerek bir dizi DNA eklentisinin olusumu ile sonuglandigi bildirilmigtir [39]. Tum
bu negatif etkilerine ragmen literattrde equilin ile ilgili olduk¢a az bilimsel ¢alisma
oldugu goérulmastar. Dolayisi ile bu konuya katki saglamak adina bu tez

¢alismasinda equilin odakli endokrin bozucu hormonlarin tespiti aragtiriimigtir.

2.1.2. 17B-Estradiol

17B-Estradiol, kadin cinsiyet 6zelliklerinin gelisimini ve korunmasini kontrol eden
ve genellikle “kadin hormonu” olarak adlandirilan dstrojenik bir hormondur. 173-
Estradiol, Greme 6mrl boyunca oOncelikle yumurtaliklar tarafindan Uretilen bir
steroid hormondur ve disi ikincil cinsel Ozelliklerinin gelistiriimesinden ve disi
Ureme sisteminin korunmasindan sorumludur. 173-Estradiol, dstrojene duyarl
dokulardaki spesifik reseptorlere baglanarak etki etmektedir. 173-Estradiol,
endojen estradiolun indirgendigi ¢esitli  kosullarda terapodtik  olarak
kullaniimaktadir. Estradiol ayrica oral kontraseptif ilacin bileseni olarak ve
kadinlarda menopozla ilgili semptomlarin tedavisi i¢in hormon replasman

tedavisinde (HRT) yaygin olarak kullaniimaktadir [40].
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Sekil 2.3. 17B-Estradiol’lin 3 boyutlu gérintusu.

Aslinda 17B-Estradiol (E2), yapisal olarak benzer bir dstrojen Gglusunin (%80
estriol, 10% estron, 10% estradiol) merkez tyesidir. Ugliniin en androjenik olan
estradiol, iki -OH grubuna sahipken, estron sadece bir -OH ve estriol tu¢ -OH
grubuna sahiptir. Menopozda ve hamilelik sirasinda estron baskindir. Bununla
birlikte, 173-Estradiol Greme yillarinda birincil éstrojendir [41][42]. TUm steroid
hormonlari gibi, 17B-Estradiol bir kolesterol tlrevidir ve esas olarak
yumurtaliklarin granutloz hucreleri tarafindan Uretiimektedir. 173-Estradiol
yumurtaliklardan kandaki hedef hiicrelere tasinarak burada testosteron gibi esas
olarak seks hormonu baglayici globuline baglanmaktadir. 173-Estradiol, hedef
hicre plazma zarindan basitge difize olur ve sitozolik 6strojen reseptoriine
baglanmaktadir [43]. 17p-Estradiol-reseptér kompleksi daha sonra DNA'ya
baglanip cekirdege girer ve boylece gen transkripsiyonunu duzenlemektedir.
17B-Estradiol, transkripsiyon Uzerindeki etkileri sayesinde, vajinal duvar, servikal
bezler, fallop tiplerinin duvarlari, endometriyum ve miyometriyum dahil olmak
Uzere kadin Greme organlari igin bir blylime hormonu goérevi gérmektedir. 173-
Estradiol, yumurtaliktaki oositler i¢in uygun ortamin korunmasindan da
sorumludur. 17B-Estradiol ayrica meme gelisimi, vicut seklindeki degisiklikler ve
kemikleri ve yag birikimini etkileyen ergenlik sonrasi kadin ikincil cinsiyet
Ozelliklerini baslatmada ve surdurmede onemli bir rol oynamasi bakimindan

Oneme sahiptir [44]. Bunlarin yanisira 173-Estradiol belirli onkogenleri, 6zellikle

12



de meme kanseri icin olanlari aktive ettiginden suphelenilmektedir. Dolayisi ile
su kaynaklarinda ya da diger c¢evre ortamlarinda tespiti saglikli hormon

dizenlerini olumsuz etkilememeleri bakimindan énemlidir [45].

2.1.3. Estriol

Estriol (E3), bir steroid, zayif bir Ostrojen ve az miktarli bir kadin cinsiyet
hormonudur [46]. U¢ ana endojen 6strojenden biridir, digerleri estradiol ve
estrondur. Hamile olmayan kadinlarda estriol seviyeleri neredeyse saptanamaz
dizeydedir [47]. Bununla birlikte, hamilelik sirasinda, estriol plasenta tarafindan
¢ok yuksek miktarlarda sentezlenir ve vicutta acik arayla en ¢ok Uretilen
Ostrojendir [48][49]. Estradiol ile kargilastirildiginda, hem estriol hem de estron,
Ostrojenler olarak cok daha zayif aktiviteye sahiptir [47][50]. Estriol anne kaninda
veya idrarda Olgulebilmekte bebegin saglik durumunun takibinde
kullaniimaktadir. Hamile bir kadinda konjuge olmayan estriol (UE3 veya serbest
estriol) seviyeleri anormal derecede disukse, bu Down sendromu veya Edward

sendromu gibi kromozomal veya konjenital anomalileri gosterebilmektedir [51].
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Sekil 2.4. Estriol’dn 3 boyutlu gorintisu.

02

Estrioltin kontrolstuz/istemsiz sekilde viicuda alinmasi ile endometriyal hiperplazi
(rahim duvar kalinlagmasi) riskinin artmasi olasihgi mevcuttur. Ayrica dstrojen
almanin meme fibrokistik hastaliyi, meme kanseri veya kalinlagsmis rahim zari

geligtirme riskini artirabilecegine dair bazi endigeler de mevcuttur. Estriola
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muamele, diger Ostrojenlere kiyasla daha az riskli gibi goérinmekte ancak
Ostrojene bagimli malign tumorleri olanlarda estriole ihtiyag duyuldugunu

gosteren vakalar bulunmaktadir [52].

2.1.4. Estron

Estron (E1), (E2)'nin bir metabolitidir ve strojenik aktivite agisindan biraz daha
zayiftir. Diger ostrojenik hormonlardan farkli olarak estron, yumurtaliklarin yani
sira yag dokusu ve adrenal bezlerden salinmaktadir. Menopoz sonrasi
kadinlarda genellikle daha yuksek miktarlarda bulunan daha zayif 6strojenik etkili
bir hormondur [53].
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Sekil 2.5. Estron’un 3 boyutlu gérinima.

Duslk 6strojenik potansiyeline ek olarak estron, estradiol ve estriolden farkl
olarak &strojen hedef dokularinda birikmez [36]. Estron’'un estradiole
donusturtlebilmesi nedeniyle, estron'un in vivo Ostrojenik guclunun ¢ogu veya
tamami aslinda estradiole donusimden kaynaklanmaktadir [54][55]. Estradiol ve

estrioliin aksine, estron, G proteinine bagli Ostrojen reseptdrinin bir ligandi



degildir (afinite >10.000 nM) [56]. Bu nedenle estron, estradiolin oncusu veya

prehormonu olarak kabul edilmektedir [57].

2.2. Biyosensor Sistemleri, Bilegenleri ve Karakteristik Ozellikleri

Sensorler, bulunduklari ortamdaki fiziksel veya kimyasal olaylara bagli olarak
kendi bunyelerinde meydana gelen degisiklikleri dijital sinyale donusturen
cihazlardir. Bir sensorin biyosensor olarak adlandirilabilmesi igin ona bir
biyofonksiyon verilmesi gerekmektedir. Biyosensorler, reaksiyondaki bir analitin
konsantrasyonuyla orantili sinyaller Ureterek biyolojik veya kimyasal
reaksiyonlara bagli degisen parametreleri 6lgen cihazlardir. Biyosensorler,
hastallk izleme, ilag kesfi ve Kkirleticilerin, hastaliga neden olan
mikroorganizmalarin ve vlcut sivilarinda (kan, idrar, tukarik, ter) hastalik
gOstergesi olan belirteclerin tespiti gibi uygulamalarda kullaniimaktadirlar. Tipik

bir biyosensor Sekil 2.6’da gosterilen bilesenlerden olusmaktadir.
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Sekil 2.6. Tipik bir biyosensorun bilegenleri
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Gergek zamanli uygulama potansiyeline sahip biyosensorler, son yillarda hem
endustriyel galismalarda hem de arastirmacilar arasinda en ¢ok arastirilan
konulardan biri olmustur. Literatirde g¢ogunlukla, biyosensorlerin ¢ok cesitli
biyomolekduller icin uygun maliyetli, asiri duyarl ve erken tespit araglari oldugunu
One surmektedir [58]. Biyosensarlerin arastirma tarihi, ilk kez 1916'da bir proteinin
kati bir substrat Uzerinde immobilizasyonu Uzerine yaptiklari galisma olan Nelson
ve Griffin ile baslamigtir. Biyosensor pazarinin degeri 2020'de 25 milyar ABD
dolarindan fazladir ve tiketici, saglik ve ticari test endustrisinde hizla artan talep
yoluyla 2021'den 2027'ye kadar %7,4 civarinda bir bayime 6ngoérulmektedir.
Tespit yontemlerine gore biyosensorler gesitli kategorilere ayrilmaktadir (Sekil
2.6). Yontemlerin ¢cogu, numunelerin enzim (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay, Enzim Baglantih imminosorbant Testi'ne (ELISA) benzer), floresan
molekdl, manyetik partikil veya radyoaktif element gibi bir materyal ile
etiketlenmesini gerektirmektedir. Bu durum proses karmasikhigini ve dolayisiyla

analiz maliyetini arttirmaktadir [58][59].

e Analit

Tespit edilmesi gereken belirli sebeplerle (azlik, toksik etki, atik Grtin olma, teshis,
tedavi... vb.) secilmis madde. Ornegin, glikozu saptamak icin tasarlanmis bir

biyosensorde analit glikozdur.

e Biyoreseptor

Analiti 6zel olarak tanimak amaciyla kullanilan molekuldur. Enzimler, hicreler,
aptamerler, deoksiribontkleik asit (DNA) ve antikorlar, biyoreseptorlerin bazi
ornekleridir. Biyoreseptorun analit ile etkilesimi Uzerine sinyal olusturma sureci
ISIK, 1s1, pH, yUk veya kutle degisimi vb. olaylara dayanirken biyo-tanima olarak

adlandiriilmaktadir.

e Donustlricu

Donusturicu, bir enerji formunu digerine dénustiren bilesendir. Bir biyosensorde

donusturucunin rold, biyo-tanima olayini olgulebilir bir sinyale donustirmektir.
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Bu enerji donuglim sureci sinyalizasyon olarak bilinmektedir. Cogu donusturucd,
genellikle analit-biyoreseptor etkilesimlerinin miktariyla orantili olan optik veya

elektrik sinyalleri Uretimi saglamaktadir.

e FElektronik

Donusturilen sinyali igleyen ve goruntiuleme igin hazirlayan biyosensor
parcasidir. Amplifikasyon ve sinyallerin analogdan dijital forma donusturtlmesi
gibi sinyal kosullandirmayi gerceklestiren karmasik elektronik devrelerden
olusmaktadir. iglenen sinyaller daha sonra biyosensoriin gérintileme birimi

tarafindan nicellendiriimektedir.

e FEkran

Ekran, bir bilgisayarin ekrani veya kullanici tarafindan anlagilabilir sayilar veya
egriler olusturan dogrudan yazici gibi bir kullanici yorumlama sisteminden
olugsmaktadir. Ekran genellikle, biyosensorin sonugclarini kullanici dostu bir
sekilde uUreten bir donanim ve vyazilim kombinasyonundan olusmaktadir.
Ekrandaki ¢ikis sinyali, son kullanicinin gereksinimlerine bagli olarak sayisal,

grafik, tablo veya goéruntu seklinde olabilmektedir.

Her biyosensorun sahip oldugu belirli statik ve dinamik nitelikler bulunmaktadir.
Bu Ozelliklerin optimizasyonu, biyosensorin performansina etki etmektedir.

Biyosensorlerin sahip oldugu karakteristik 6zellikler asagida detaylandiriimistir.

e Segicilik
Secicilik, bir biyoreseptorin diger katki maddeleri ve Kkirleticiler iceren bir
numunedeki belirli bir analiti tespit etme yetenegi olarak tanimlanabilmektedir.
Segicilik belki de bir biyosensérin en énemli 6zelligidir. Segiciligin en iyi 6rnegi,
bir antijenin antikorla olan etkilesimi ile ifade edilebilir.

e Tekrarlanabilirlik
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Tekrarlanabilirlik, biyosensorin birden fazla kez tekrar edilen deneylerin ayni
yanitlari Uretme yetenedi olarak ifade edilebilir. Tekrarlanabilirlik, bir
biyosensordeki donusturicunin ve elektronigin kesinligi ve dogrulugu ile
karakterize edilmektedir. Hassasiyet ise bir numune her dlgtldigunde sensorin
benzer sonuclar verme yetene@i iken, dogruluk, bir numune birden fazla
Olculdugunde sensorin gercek degere yakin bir ortalama deger saglama
kapasitesini gostermektedir. Bu terimler birbiri ile siklikla karistirilan durumlardir.
Yeniden uretilebilir sinyaller, bir biyosensorun tepkisinin yuksek guvenilirlik ve

saglamlikla degerlendiriimesine imkan saglamaktadir.

e Kararhhk

Kararlilik, biyoalgilama sistemi igindeki ve gevresindeki ortam farkliliklarina karsi
duyarlilik derecesi ile ifade edilmektedir. Bu ortam farkliliklari, 6lgim altindaki bir
biyosensorun ¢ikis sinyallerinde bir kaymaya neden olabilmektedir. Kaymanin
siddetine bagli olarak bu durum o&lgllen konsantrasyonda bir hataya neden
olabilir ve ayrica biyosensorin kesinligini ve dogrulugunu etkilemektedir. Bir
biyosensorin uzun inkibasyon adimlari veya surekli izleme gerektirdigi
uygulamalarda stabilite en énemli 6zellik olmaktadir. Daha agik bir ifade ile
donusturtculerin  ve elektroniklerin  tepkisi, bir biyosensorun kararliligini
etkileyebilecek sicakliga duyarli olabilmektedir. Bu nedenle, sensorun kararli bir
yanit vermesini saglamak igin elektroniklerin uygun sekilde ayarlanmasi
gerekmektedir. Kararlihgi etkileyebilecek diger bir faktor, analitin biyoreseptore
baglanma derecesi olan biyoreseptorin afinitesidir. Yuksek afiniteye sahip
biyoreseptorler, bir biyosensorin kararliligini guglendiren analitin ya guglu
elektrostatik baglanmasi ya da kovalent baglanmasi ile iligkilidir. Olgimiin
kararliigini etkileyen diger bir faktoér, biyoreseptorin belirli bir sire boyunca

bozulmadan kullanima imkan vermesidir.

e Duyarhhk

Bir biyosensor tarafindan tespit edilebilecek minimum analit miktari, onun tespit
limitini (LOD) veya baska bir ifade ile hassasiyetini tanimlamaktadir. Bir dizi tibbi

ve cevresel izleme uygulamasinda, bir numunede eser miktarda analit varligini

18



dogrulamak i¢in ng/ml veya hatta fg/ml kadar dusik analit konsantrasyonlarini

tespit etmek i¢in biyosensorler gerekmektedir.

e Dogrusallik

Dogrusallik, matematiksel olarak y = mc olarak temsil edilen dogrusal bir grafikle,
Olcllen tepkinin (analitin farkli konsantrasyonlarina sahip bir dizi dlgim igin)
dogrulugunu gdsteren niteliktir; burada c analitin konsantrasyonu, y sinyal ve m,
biyosensorin  hassasiyetidir.  Biyosensorun  dogrusalligi,  biyosensorun
¢Ozunurlugu ve test edilen analit konsantrasyon aralidi ile iliskilendirilmektedir.
Biyosensorun ¢ozunuarligu, biyosensdérin yanitinda bir degisiklik meydana
getirmek icin gerekli olan bir analitin konsantrasyonundaki en kuguk degisiklik
olarak tanimlanmaktadir. Uygulamaya bagl olarak, ¢cogu biyosensor uygulamasi
sadece analit tespiti degil, ayni zamanda genis bir galisma araliginda analitin
konsantrasyonlarinin &lgulmesini gerektirdiginden iyi bir ¢oézunuarlik gerekli
olmaktadir [60].

Biyoreseptorin analit ile etkilesimi Gzerine sinyaller (1sik, sicaklik, pH, yuk veya
kitle degisimi vb. seklinde) Uretme islemine biyo-tanima olayl ile
aciklanmaktadir. Elektrokimyasal biyosensorlerde biyotanima, voltaj, akim,
empedans, kapasitans ve degisen pH'In ve donusturicu yuzeyinde meydana
gelen elektrokimyasal reaksiyonun saptanmasina dayanmaktadir [61]. Optik
biyosensdrlerde absorpsiyon, iletim, yansima, faz, genlik, frekans ve/veya isik
polarizasyonundaki degisikliklere dayanmaktadir [62]. Termal biyosensoérler ise
biyokimyasal reaksiyonlarda aciga cikan veya emilen 1si enerjisinin (termal
enerji) 6lcimulne dayall analiz gergeklesmektedir [63]. Bir malzemenin mekanik
olarak gerildiginde voltaj olusturma yetenegdi, piezoelektrik veya piezoelektrik etki
olarak adlandirilir. Piezoelektrik sensorler, kendilerine bir elektrik potansiyeli
uygulandiginda elastik deformasyona (mekanik stres veya salinimlar) ugrayan
kristaller sayesinde olgum yapmaktadirlar. Gravimetrik donugum en genel
anlamda piezoelektrik tabanli  biyosensorler, manyetoelastik tabanl
biyosensorler (MES) ve kuvars kristal mikro terazi (QCM) sensorleri kullanilarak

gerceklestiriimektedir. Bir biyosensor olarak QCM sensor sistemleri, molekiler
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Olcekte kutle degisimlerini (nanogramlar) ve viskoelastik 6zellikleri izlemek igin

kullanilan yuzeye duyarli bir teknolojidir [64].

Kuvars kristali ylzeyinde meydana gelen molekuler etkilesimler veya
reaksiyonlar nedeniyle gergcek zamanl frekans dedgisiklikleri QCM algilama
sistemleri araciligiyla izlenmektedir. Az miktarda kutlenin eklenmesi veya
ctkariimasindan etkilenen frekans bile tespit edilebilmektedir. Farkli 6zelliklere
sahip (kalinlk, cesitli metal kaplama, frekans (MHz), kesme sekli vb.) kuvars
kristalleri, uygun fiyath oldugundan kolaylikla temin edilebilmekte, bu nedenle
farkli amaclar icin kullanilabilmektedirler. Ayrica yerinde 6lgim imkani sunan,
kullanimi kolay, tasinabilir ve hassas QCM sensoérlerinin gelistiriimesi de tercih
sebebi olmaktadir [65].

Spangler ve ark. (2001), Spreeta® Surface Plasmone Resonance (SPR) ve QCM
kullanarak patojenleri ve toksik Urlnlerini tespit etmek igin yaptiklari ¢alismada
benzer hassasiyet ve tespit sureleri elde etmislerdir. Her iki cihaz da kullanim
kolayhdi ve guvenilirlik agisindan kargilastirilabilir 6zellikte olmustur. Sabit akig
hizi altinda Spreeta® SPR i¢in LOD degeri 70 pmol iken QCM cihazi igin 35 pmol
E. coli enterotoksin saptanmistir. Analiz her iki alet Gzerinde yaklasik 20 dakika

surerken, ayni analiz ELISA testi ile 3.5 saat sUrmUstlr [66].

Kurosawa ve ark. (2006), toksinler ve bisfenol-A gibi diisik molekdler agirliga ve
cok ylUksek toksisiteye sahip cevresel kirleticiler icin QCM immunosensoérlerinin
gelisimini incelemiglerdir. QCM immunosensoérin biyo-ara yuzu, antikoru QCM
yuzeyinde hareketsiz hale getirmek ve spesifik olmayan baglanmayi azaltmak
icin kendi kendine monte edilen bir tek katman olarak hazirlanmistir. Cevresel
izleme uygulamalari icin alternatif bir tarama yontemi olarak QCM, dioksin
molekulleri ve bisfenol-A'nin son derece disik saptama sinirlamalari ile
saptanmasi sayesinde immunosensorun etkinligine yakin  oldugunu
gostermiglerdir. Bu sonuglar, Gaz Kromatografisi-Kiatle Spektrometresi (GC/MS)
ve ELISA gibi c¢evresel izleme yontemleriyle elde edilen sonuglarla
karsilastinlmistir. Standart kalibrasyon egrilerininden yola c¢ikarak QCM
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yonteminin dioksin analizi i¢in resmi olarak onaylanmig prosediur yapma fikrini
one surmuglerdir. Belediye kati atik yakma tesislerinden alinan ugucu kulden elde
edilen dioksin numunelerinin tespiti QCM, ELISA ve GC/MS arasindaki
korelasyonlar ile dogrulanmistir. 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)
belirlenmis bir konsantrasyonu i¢in QCM ile ELISA arasindaki lineer korelasyon
0,99 iken, TCDD’nin ayni konsantrasyonu igin QCM ve GC/MS ile toksik esdegder
(TEQ) degeri arasinda 0,89 korelasyon bulunmustur. QCM immunosensor
yontemi, cevresel izleme igin alternatif bir tarama yontemi olarak etkinligini
goOstermigtir, ¢unkl bu sonuglar GC/MS ve ELISA gibi cevresel izleme
yontemleriyle elde edilen sonuglarla benzer olmustur. Bu nedenle QCM, farkl
sensOr uygulamalarinda kullanilabilen yutzeydeki kutle degisimlerine karsi

oldukca hassas olan guvenilir bir yontem oldugu kanitlanmistir [67].

2.3. Endokrin Bozucu Kimyasallarin Tespit Yontemleri

Son yillarda nanoteknolojik yaklasimlar sayesinde kuguk boyutlarda cihaz
uretimlerinin baslamasi ile birlikte es zamanli olarak birden fazla molekulin tayin
edilebildigi, seciciligi ve hasaasiyeti ylUksek, dusik konsantrasyonlarda bile
Olcime imka&n saglayan biyosensor sistemlerine olan ilgi artmaktadir [68].
Biyosensorler ile tespit edilmek istenen molekiltiin bulundugu ortamda (kati, sivi,
gaz ortami) iz miktarlarda olsa bile kolayca, dusik maliyetle, hizli sekilde,
yerinde, uzman personel gerektirmeyen ve guvenilir sekilde tespit edilmesi buyuk
onem arz etmektedir. Bahsi gecen uygulamalarda ilgi daha ¢ok cevresel
kirleticiler, ekolojik dengeyi ve insan sagligini tehdit eden endustriyel, ila¢ sanayi,
tibbi uygulama atiklarina dogru yonelmektedir. EBK’larin disuk veya iz
konsantrasyonlarini belirlemek icin uygun bir analitik metodoloji gerekmektedir.
Geleneksel olarak, sulu ve kati gcevresel numunelerdeki dstrojen kalintilari yaygin
olarak kutle spektrometrisi (MS) ile donatilmis gaz kromatografisi (GC) ile analiz
edilmigtir; ancak, gerekli tirevlendirme adimlari sadece zaman alici ve zahmetli

degil ayni zamanda zordur [69][70].

1990'dan bu yana birgok ulkede Ostrojenik aktivitelerin tespit edilmesi 6nem

kazanmigtir. Kanalizasyon ve dogal sulardaki dstrojenlerin izlenmesi, analitlerin
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duguk konsantrasyonundan ve gevresel matrislerin karmasikligindan dolayi zor
bir istir. Sulu numunelerde 6strojene yonelik rapor edilen metotlarin gogu kati faz
ekstraksiyonu (SPE) [71][72][73], karistirma gubudu emici ekstraksiyon (SBSE),
kati faz mikroekstraksiyonlari (SPME), ve dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon
(DLLM) [74].

SPE, ardindan genellikle kutle spektrometresi tespiti ile birlikte sivi
kromatografisine dayanan enstrimantal sistemleridir [75][76]. Bu yontem
cevresel numunelerde Ostrojenleri tespit etmek igin siklikla kullanilan
prosedurdir. UV (HPLC-UV) [77] ile birlestiriimis yUksek performansli sivi
kromatografisi ve floresans dedektoria (HPLC-FLD) [78][79], Ostrojenleri
belirlemek igin kullanilan HPLC-MS analizine nispeten daha dusuk maliyetli
alternatifler olarak bildirilmistir. Atlk su ve dogal sulardaki Ostrojen
konsantrasyonuyla uyumlu miktar belirleme sinirlari, Lopes ve arkadaslarinin
yaptiklari bir ¢alismada, E1 ve E2'nin dogal olarak SPE-HPLC-FLD ile (yluzey
suyunda 600 ng/L E1, nehir suyunda 6 ng/L E2) ve aritiimis sularda (6.8 ng/L)
saptandigini goéstermiglerdir [80]. Bahsi gegen yontemlerle dstrojenik hormonlari
tespit etmek oldukga zahmetli ve cihazlarin bakimi igin yuksek yatirim maliyetleri
gerektiren ekipmanlardan olugmaktadir. Bu teknikler genellikle yuksek
hassasiyete sahiptir, ancak karmasik ve maliyetlidir, yetenekli teknisyenler ve
genis laboratuvar bazli enstrimanlar gerektirmektedir. Ek olarak, bu tekniklerin
cogu, sivi-kati ekstaksiyon (Liquid Solid Extraction, LSE) veya kati faz mikro
ayirma (Solid Phase Micro Extraction, SPME) gibi karmasik ve zaman alici

ayirma prosedurleri gerektirmektedir [81].

Bahsi gecgen zorluklardan dolayr bu tur kirleticilerin tespiti i¢cin ¢alismalar son
yillarda; enzim inhibisyonu, secici immunolojik testler ve fotosentetik aktivitenin
bloke edilmesi gibi temel biyokimyasal prensiplere dayanan analizlere dogru
ilerlemektedir. Bu biyosensorler son derece hassas ve secici olup ¢ok kuguk
cihazlara donusturulebilmektedir. Bu cihazlarin genel anlamda, bir indikatorin
yansimasi, kemiliminesans veya genel olarak floresans radyasyonun inhibe

edici kapasitesinin toplam i¢ yansimasi ile saptanan asetilkolinesteraz,
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butiriloklinesteraz veya alkalin fosfataz gibi enzimler kullanilarak ve enzim
aktivitelerinin fiber optik esasli tespiti ile yapilmaktadir. Ancak bu cihazlarin
kullanimindaki en blyuk problem, enzimlerin saflastiriimasinin zor olmasi, enzim
kararlliklarinin disuk olmasi ve ¢cogu zaman duyarlilik ve segiciligin malzemeden
malzemeye degdiskenlik gostermesi kisacasi standardizasyonun
saglanamamasidir. Ostrojenik hormonlarin tespiti icin immunolojik test teknikleri
de kullaniimaktadir. Genel olarak, bu yontemler, antijene baglanan antikorlara
dayanan dolayli tekniklerdir. Bu teknolojilerin dezavantajlari, yeniden kullanimi
engelleyen antikorlarin kullaniliyor olmasi, kararliliklarinin disik olmasi ve geri

donlusu olmayan baglanma ile tespit yapiimasidir [82][83].

Sensorler en genel ifade ile bulunduklari ortamdaki fiziksel ya da kimyasal
degisimlerden etkilenerek kendi blnyelerinde olusan degisimleri elektriksel
verilere donusturen aygitlardir. Analit miktarina ya da varhigina yanit olarak, gelen
sinyalleri elektriksel, 1s1gin kirinimi, sicaklik veya basing gibi parametrelere
donustlrerek 6lgim yapmaktadirlar [84]. QCM sensoérunin birgok uygulama igin
genis bir kullanim potansiyeline sahip olmasi, bu sensérin disuk maliyetli
taniyici bolumunun birgok analiz igin kolay ve etkili sekilde hazirlanmaya olanak

saglamasindan kaynaklanmaktadir [85].

QCM, birim alan basina kitledeki nanogramdan mikrogram seviyesine kadar
olan degisiklikleri 6lgen son derece hassas bir kutle terazisidir. Teknolojinin temeli
bir kuvars diske dayanmaktadir. Kuvars disk, genellikle metal elektrotlar
araciliiyla uygun bir voltaj uygulanarak belirli bir frekansta salinim yapabilen bir
piezoelektrik malzemedir [86]. Salinim frekansi, elektrot ylzeyine kiguk
miktarlarda kutle eklenmesi veya c¢ikarilmasindan etkilenmektedir. Frekanstaki
bu degisiklik, elektrot ylzeyinde meydana gelen film blyumesi, oksidasyon,
korozyon/gurime vb. gibi molekiler etkilesimler veya reaksiyonlar hakkinda
faydali bilgiler elde etmek igin gercek zamanli olarak izlenmektedir. QCM
teknolojisi, 60 yildir gaz fazi igin vakum altinda kullanilirken yaklasik 40 yil dnce

bu teknigin sivi ortamlarda da uygulamalari baslamistir [87].
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Vakum veya gaz fazi yoluyla molekuler adsorpsiyon tipik olarak elektrot yuzeyinin
salinimina tam olarak baglanan sert filmlerle yapilmaktadir. Bu nedenle, bu tur
filmlerin kutlesindeki degigiklik, Sauerbrey Denklemi adi verilen bir denklemle
tanimlanan salinim frekansindaki degisiklikle dogrusal olarak iligkilidir. QCM,
frekanstaki gercek zamanl degisikligi izleyerek, biriktirilen kitle miktari ve bu tar
filmlerin biriktirme (veya uzaklastirma) orani hakkinda faydali bilgiler
saglamaktadir [86]. Bununla birlikte, sivi ortamda molekuler adsorpsiyon,
dogrudan hidrasyon/¢cozme ve/veya adsorbe edilmis yuzeyde tutulma
gerceklesmektedir. Adsorpsiyon, kovalent tutturulmus yumusak veya viskoelastik
filmler Gzerinde ya da zayif etkilesimlerle ylzeye tutturulmus katmanlarda
gerceklesmektedir. Bazen kuartz kristalin yuzeyi kalin kaplandidinda salinimin
sonumlenmesine veya enerji kaybina sebep olmaktadir. Bu tir filmlerin katlesi,
tek basina frekans degisimi Olgllerek kesin olarak belilenememektedir.
Viskoelastik bir filmin kitle degisimini dogru bir sekilde belirlemek icin hem
frekans degdisimi (AF) hem de enerji kaybi (dagihm degisimi, AD olarak olgullr)
Olclilmesi gerekmektedir. Ayrica, hem AF hem de AD'yi izleyerek ek yapisal
bilgiler de (6rnegin filmdeki konformasyonel degisiklikler, capraz baglanma ve

sisme) elde edilebilmektedir [88].

Kuvars kristali rezonatorlerini imal etmek igin, kristalografik eksene goére belirli
yonlerde toplu kuvars kristalinden diskler (plaka) kesilmektedir. QCM'lerde
kullanilan kuvars diskler en yaygin olarak, kristalin iki ylzeyinin paralel olmayan
bir sekilde hareket ettigi saf kalinlik kesme modu salinimi saglayan “AT kesimi”
seklinde olmaktadir [89]. Kesimden sonra, kuvars diskin Ust ve alt yluzeylerinde
bir ¢ift metal elektrot (genellikle altin) dogrudan buharlastirilir (Sekil 2.6). Kuvars
diske alternatif akim uygulandiginda, rezonans frekansinda salinim
baslamaktadir. Rezonans frekanslari tipik olarak MHz dizeyindedir ve kristal
kalinligiyla ters orantilidir. Otalama 5 MHz kuvars kristal disk, yaklasik 330 um'lik
karsilik gelen bir kalinhga sahiptir [90]. Titresim alanina aktif ylzey alani denir ve

kutle degisimlerine duyarhdir.
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Sekil 2.7. Elektrotlu (sari) kuvars kristal (gri) tasarimi; (a) ustten goérinim (b)
alttan goérunim. (c) AC voltajinin uygulanmasi sirasinda bir AT kesim
kristalinde indiklenen gerilimin sematik bir gésterimi. (d) Frekans farki

(AF) sensdriin zamana bagli frekans degisiminin sematik bir gdsterimi.

AT-kesimli kristaller, oda sicakliginda (25°C), yani minimum frekans
degisikliginde (1-3 Hz/°C) iyi stabiliteye sahip olacak sekilde tasarlanmaktadirlar.
QCM'lerdeki frekans degisimi, MHz araliginda temel rezonans frekansina sahip
kristallerde 1 Hz veya daha az ¢ozunurlukle olgulebilmektedir. Bir rezonator
olarak yuksek stabilitesi nedeniyle, kuvars kristalleri 1900'lerin basinda elektronik
filtreler, frekans kontrol cihazlari ve ultrasonik donustartciler gibi cesitli
cihazlarda bilesenler olarak basariyla dahil edilmistir. Kuvars kristallerinin hassas
kutle olguculer olarak uygulanmasi, Sauerbrey'in c¢alismalarinin ardindan
1950'lerin sonlarinda gergeklestiriimistir. Sauerbrey 1959'da gelistirdigi denklem
ile salinan kuvarsin frekans degisiminin (AF), kitle degisimiyle (Am) lineer olarak

iligkili olabilecegini gostermistir [91][92].

-2f2Am

AF = iz = —nAm/C; Q)

~ 4lpqhq)
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Esitlik (1)'deki AF frekans degisimini (Hz), fo rezonans frekansi (MHz), Am kutle
degisimini (gr), p, kuartz yogunlugu, p, AT-kesimli kuartz kristalin kayma
modull, A piezo elektriksel olarak aktif kristal alani, n over ton sayisini, Cs
kullanilan kristalin 6zelligine bagli olan nominal hassasiyeti ifade etmektedir. Oda

sicakliginda 5 MHz kuvars kristal igin Ct degeri yaklasik 17.7 ng/cm?.Hz'dir [93].

Sauerbrey denklemi asagidaki U¢ kosulda gecerli olmaktadir: (i) eklenen kutle

kristalin kutlesine kiyasla kuguktur
(ii) eklenen kutle kuvvetli sekilde adsorbe olur
(iii) Kristalin aktif alani Gzerinde kutle esit olarak dagilir

Bu denklem sivi fazdaki analizlere ilaveten, vakum veya gaz fazi altinda metal
birikiminin hizini ve kalinhigini izlemek igin gesitli endustrilerde kullaniimigtir ve
halen kullaniimaktadir [94].
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Sekil 2.8. Tipik bir QCM sensor yuzeyindeki kutle degisimine bagl frekans

degisiminin sematik gosterimi.

Kuartz karistal yuzeyin homojen olarak kaplanmasinin ve kaplama kalinliginin
oneminden dolayi son yillarda 6zellikle biyolojik tanima sistemlerinde oldukga sik
kullanilan Kendiliginden Dizenlenen Tek Tabakali (Self-Assembled Monolayer,
SAM) modifikasyonlar QCM sensér uygulamalarinda da kullaniimaktadir.
Kendiliginden duzenlenen tek tabakali yapilar, modern nanoteknolojinin 6nemli
unsurlaridir. Diger uygulamalarin yani sira, nm alti ile birkag nm araliginda
belirlenmis kalinlikta es molekuller filmlerin/kaplamalarin  hazirlanmasinda
kullaniimaktadirlar [95].

Bazi sistemlerde, tek tabakayi olusturan molekuller, substrat ile guglu bir sekilde
etkilesime girmezken 3 bazi sistemlerde molekiller, molekill ylzeye (substrata)

guclu bir afinite ile sabitleyen bir bas gruba sahip olmaktadir [96]. Bir bas grup,

27



kuyruk ve fonksiyonel ug gruptan olusan bir SAM Sekil 2.8'de sematize edilmigtir.
Yaygin kafa gruplari arasinda tiyoller, silanlar, fosfonatlar vb. bulunmaktadir.
SAM olusturulurken ilk olarak ytuzeydeki kiigik molekuler yidilarak duzensiz bir
molekul kutlesi olusturmaktadirlar. Etkilesim suresi arttikga (dakikalar ile saatler
arasinda bir sure) bas gruplarl substrat Gzerinde bir araya toplanirken, kuyruk
gruplari substrattan uzakta toplanmaktadir. Sikica yerlesmis molekdller,

substratin yuzeyi tek bir tabaka ile kaplayana kadar devam etmektedir [97].

Bas grup tipinin secilmesi SAM uygulamasina bagli olmaktadir. Tipik olarak, bas
gruplar genellikle 1slatma ve araylzey 6zelliklerini degistirmek igin u¢ grubun
islevsellestirilebildigi (yani —OH, —NH2, —COOH veya —SH gruplari eklenerek) bir
molekuler zincire bagli olmaktadir [98][99]. Ayrica bas grupla reaksiyona girecek
uygun bir substrat se¢imi 6nemlidir. Substratlar, silikon ve metaller gibi dizlemsel
yuzeyler veya nanopartikiller gibi kavisli ylzeyler olabilmektedir. Alkanetiyoller,
SAM'ler igin siklikla kullanilan molekdllerdir. Alkanetiyoller, omurga olarak bir alkil
zinciri, (C-C)n zinciri, bir kuyruk grubu ve bir S-H bas grubu olan molekillerdir
[100]. Diger tercih edilen molekul tarleri, alkan zincirinin (kismen) aromatik
halkalarla degistirildigi molekuler elektronik uygulamalarda ilgi ¢eken aromatik
tiyolleri icermektedir [101]. Sdlfirin metallere olan guglli afinitesi nedeniyle
tiyoller, soy metal substratlar Gzerinde siklikla kullaniimaktadir. Ayrica altin, elde
edilmesi kolay, inert ve biyouyumlu bir malzemedir. Ek olarak, sert kimyasal
temizleme islemlerine karsi direnci yuksektir. Son zamanlarda diger kalkojenit
SAM'ler: selenitler ve tellirler, SAM 6zelliklerini etkileyen ve molekiler elektronik
gibi bazi uygulamalarda ilgi ¢cekebilecek substratlara farkli baglanma 6zellikleri
arayisina olan ilgi artmistir [102][103]. Silanlar genellikle metalik olmayan oksit
yuzeylerde kullanilir; ancak silisyum ile karbon veya oksijen arasindaki kovalent
baglardan olugan tek tabakalar, geri donusumlu olarak olugsmadiklari igin
kendiliginden toplanmis olarak kabul edilememektedirler. Soy metaller tzerinde
kendiliginden olusan tiolat tek tabakalari 6zel bir durumdur ¢lnki metal-metal
baglar tiyolat-metal kompleksinin olusumundan sonra tersine c¢evrilebilir hale
gelmektedirler [104]. Bu tersine cevrilebilirlik, bosluk adalarina yol agmakta ve
alkanetiolatlarin SAM'lerinin termal olarak desorbe edilebilmesi ve serbest tiyoller
ile degis tokusa tabi tutulabilmesinin sebebi olarak kabul edilmektedir [105].
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Sekil 2.9. Altin kapli yuzeye tek tabakali kendinden diliminin sematik gosterimi

2.4. Molekiiler Modelleme ve Molekiiler Kenetleme

Molekuler modelleme yontemlerinin basarili uygulamalari modern fizik, kimya ve
biyolojinin hemen hemen her dalinda bulunabilir. Bu ¢ok yonlulik ve populerlik,
hem Kkisisel bilgisayarlarin hem de 6zel sunucularin surekli artan bilgi islem
glcundn yani sira molekuler modelleme yazilimlarinin kullanilabilirliginden
kaynaklanmaktadir. Dogru bir sekilde tahmin edilebilen 06zelliklerin ve
aclklanabilen olgularin yani sira bu tir hesaplamalar kullanilarak ¢ozulebilecek

problemlerin sayisi oldukga fazladir [106].

Son yillarda biyoteknolojide yapilan birgok c¢alisma icin bilgisayarli modelleme
tekniklerinin kullanimi temel bir gereklilik olmustur. Bu nedenle, bu tar ileri
tekniklerin kullanilmasi, arastirmacilar igin olumlu bir zaman kazanimini
saglamakta, ¢unku bunlar, zahmetli ve maliyeti yuksek deneysel ¢alsmalardan
once sistemin tasarimi igin yeterli bir yol gosterici niteliginde olmaktadir. Genel
olarak bilgisayarli molekller modelleme uygulamalari biyofarmasaétik drtnleri,
yenilikgi calismalari, tibbi gelistirme girisimlerini, biyoteknoloji udrunlerini,
molekuler hedef dogrulamayi ve ylksek verimli tarama gibi blyuk o6lgekli veri
analizlerini kapsamaktadir. Genel anlamda ligandlar, makromolektler yada daha
kiguk boyutlardaki hedeflerin spesifik baglanma bdlgeleriyle etkilesime
girmektedir [107]. Molekller modelleme ve kenetleme molekilleri 3D (3

dimention, 3 boyutlu) olarak hazirlamak, gorsellestirmek ve ayrica birkag hedef
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molekul ve ligandin Uzerinde karmasik bilgisayar simulasyonlari yapmak gibi gok
sayida olasiligi kapsamaktadir. Birgok yazilim paketi molekuler modelleme
yapmayl mumkuan kilmaktadir. Bu yazilim paketleri araciligiyla molekuler
modeller gorsellestirilebilmekte, dondurulebilmekte, 3D olarak
degerlendirilebilmekte ve gesitli algoritmalarla optimize edilebilmektedir. Tabii ki,
basit hesaplamalar birka¢g saniyede gergeklestirilebilirken, daha gelismis ve
karmasik hesaplamalarin tamamlanmasi, bir stuper bilgisayar olsa bile saatler
hatta gunler alabilmektedir [108][109].

Biyolojik  sistemlerin  arastirimasinda  fonksiyonel bdlgelerin  kesfine,
karsilastirmali modellemeye, protein-protein veya protein-ligand kenetleme
dizenlemelerinde ligand baglanma bdlgelerinin karakterizasyonuna ve molekuler
dinamiklere yonelik hesaplamali yaklagimlar giderek daha O6nemli hale
gelmektedir. Hatta bazi sonuclar deneysel olasiliklardan fazlasi hakkinda bilgi
verirken bazilari deneysel c¢alismalara rehberlik saglamaktadir [110][111].
Molekuler kenetleme, stabil bir etkilesim saglamak icin tercihen protein-ligand
veya protein-protein olmak Uzere iki veya daha fazla molekulin etkilesimini
arastiriimasi temeline dayanmaktadir. S6z konusu protein ve ligandlarin etkilesim
Ozelliklerine gbre herhangi bir kompleksin 3 boyutlu yapisini, farkli yaklagimlarla
farkl algoritmalarin kullaniimasiyla hesaplamak miamkin olmaktadir [112]. Bu
iligkinin davranisi molekuler kenetleme hesaplamalari ile gosterilebilmektedir.
Molekuler kenetleme iglemi tamamlandiktan sonra bir¢cok olasilik vardir, ancak
sonuglar yazilim paketindeki bir puanlama islevi kullanilarak birgcok parametre
araciligiyla belirlenmekte ve siralanmaktadir. Optimum baglanma modunu ayirt
eden sistemin toplam enerjisi ile agiklanmakta ve kenetlenmis konformasyonun
optimize sonucu buradan elde edilmektedir. Burada birka¢ potansiyel yol
bulunmaktadir. Bunlar, tautomerizm ve iyonizasyon bazli ligand kimyasi, reseptor
esnekligine dayali kati reseptér hesaplamasinin tek konformasyonu ya da
skorlama fonksiyonu sinirlamalaridir.  Molekiler modelleme, ligandin
baglanacagi proteinin tercih edilen baglanma bodlgelerini belirleyerek stabil bir
kompleks elde etmek icin ligandlarin ve proteinlerin potansiyel aktivitesi ve
O0zgulligu etrafinda donen heyecan verici ve slrekli gelisen bir alanda
gerceklesmektedir [113][114]. Molekuler kenetleme yonteminin birincil amaci,
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optimum konformasyona sahip bir ligand-protein kompleksi elde etmektir.
Kenetlenme sonunda net dngdrulen baglanma serbest enerjisi (AGuing), hidrojen
bagi (AGHboond), burulma serbest enerjisi (AGior), elektrostatik (AGelec),
desolvasyon (AGgesolv), dagilim ve itme (AGvaw), toplam i¢ enerji (AGiotar) Ve bagli
olmayan sistemin enerjisi (AGumn) gibi programin hesapladigi veriler
degerlendirilmektedir [115][116].

Molekuler kenetleme, hesaplanabilir degiskenlere ve molekuler 6zelliklere dayal
molekuller arasi etkilesimi tahmin etmek igin dncelikle bir reseptdr ve bir ligand
arasindaki bir bilgisayar simulasyonudur. Bir molekulin etkilesim ya da yonelim
davraniglari ve yapisal Ozellikleri, potansiyel olarak aktif bir bolge ile dogal
biyolojik aktivitesini tahmin etmeye dayanmaktadir. Spesifik ¢ekicilik veya iticilik,
biyolojik uygulamalarda molekuler tanimanin temelini olusturmaktadir [117].
Hesaplamali similasyonun birincil amaci, reseptdér ve ligand arasindaki
etkilesimleri 3 boyutlu yapisal 6zellikleri araciligiyla belirlemektir. Bu nedenle
molekuler geometriler ve molekillerin afinite dzellikleri etkilesim hesaplamalari
icin gerekmektedir. Hlcre regulasyonu, antikor-antijen tanimlamasi ve enzim
inhibisyonu veya sinyal iletimi, tagima, gen ekspresyonu kontrollu ve ¢ok alanli
protein montaji gibi temel biyolojik surecler onemli molekuler etkilegimleri
icermektedir [118]. Kararli reseptor-ligand komplekslerinin belirlenmesi séz
konusu oldugunda, deneysel yontemler, hesaplamali molekuler etkilesim
hesaplamasina kiyasla genellikle maliyetli ve zahmetlidir. Sonug¢ olarak,
hesaplamali simulasyonlar kuskusuz belirli etkilesimler hakkinda bilgi edinmek
icin verimli bir ¢d6zum sunmaktadir. Molekuler kenetleme, labaratuvar
uygulamalarini yapmadan énce bir deneyin fizibilitesini belirlemek icin bir arag
olarak kullanilabilmektedir [119].

Protein Veri Bankasi (Protein Data Bank, PDB) neredeyse bir milyon protein ve
molekdl icin yapisal veri sunmaktadir. DlUnya c¢apinda bir¢cok arastirmaci
tarafindan yuklenen 3 boyutlu yapilar, diger arastirmacilarin molekdler yapilara
kolayca ulasabilmeleri icin imkan sunmaktadir. Su anda mevcut olan ikili
karmasik yapi veritabanlari PDBBIND, PLD, AffinDB ve BindDB gibi zamanla bir
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onceki veritabanlarina katki saglayarak ilerlemektedir. Bu veri tabanlarindan
alinan molekuller modelleme programlari tarafindan analiz edilip laboratuvar
calismalarindan 6nce ya da c¢alismalar sirasinda oldukga Onemli bilgiler
vermektedir. Siklikla ligand-protein etkilesiminde muhtemel bir enzimin
aktivasyonunu veya inhibisyonunun belirlenmesinde ve akilci ilag tasariminda bu
tur sonuglardan faydalaniimaktadir [120][121][122].

2.4.1. Molekiiler Modelleme ve Kenetleme Yazilimlari

2.4.1.1. Chimera

UCSF Chimera, UCSF Resource for Biocomputing, Visualization and Informatics
tarafindan gelistirilen, kullanicilara etkilesimli ¢dzUmleri gorsellestirme ve
molekuler yapilarin verilerini ve diger tamamlayici bilgileri analiz etme imkani
sunan, oldukga genigletilebilir, kitaplik paketli bir yazihm paketidir. Yazilim
icerisinde yogunluk haritalari, supramolekuler duzenekler, dizi hizalamalari,
yerlestirme hesaplamalari, ydringeler ve konformasyonel duzenlemeler
belirlenebilmektedir [123][124]. En son kararlh slirum, ayni zamanda bu

calismada kullanilan surim olan v.1.15rc'dir.

2.4.1.2. AutoDock, AutoDockTool ve AutoGrid

AutoDock, protein ligand kenetleme prosedurleri i¢in kullanilan bir molekuler
modelleme simulasyon yazilimidir. En son kararli sirim, ayni zamanda bu tezde
kullanilan surim olan v.4.2.6'dir. Kendi web sitesinden indirilerek edinilmistir

(http://autodock.scripps.edu/downloads/autodock-4-2-x-installation-on-

windows/). AutoDock, GNU Genel Kamu Lisansi altinda ve Scripps Arastirma
Enstitisi (GNU General Public License by the Scripps Research Institute)
tarafindan gelistirilmistir. AutoDockTools veya kisaca ADT, AutoDock'un
kenetleme surecini 3D gorsellestirmeyi ve ligandlarda donebilen baglar kurmayi
ve kenetleme sonuglari analiz sirecini kolaylastirmayr mumkin kilan GUI
(Graphical User Interface, Grafik Kullanici Arayuzi) bilesenidir. AutoGrid,
AutoDock icin bir kafes hesaplama moduliudur [125]. Bu tez calismasinda
AutoDock v4.2.6, AutoDockTools GUI bileseni v1.5.6 ile birlikte kullanilmistir.
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2.4.1.3. Molecular Modeling Toolkit

Molecular Modeling Toolkit'in kisaltmasi olan MMTK, bir agik kaynak kitaplhigidir.
MMTK, molekuler modelleme uygulamalari igin kullanilirken standart
algoritmalara dayali kenetleme kargilagtirma ve inceleme uygulamalarina imkan
saglamaktadir. Standart ve standart olmayan molekliler modelleme
¢alismalarinda, MMTK sonuglarin yorumlanmasi, analiz edilmesi ve
karsilastirlmasi gibi konularda kutiphane goérevi gérmektedir. MMTK kullanici

katkilari ile genisletilebilir ve degistirilebilir bir platformdur [126][127].

2.4.2. Endokrin Bozucu Kimyasallarin Molekiiler Modellemesi

Birgok arastirmaci tarafindan cgesitli EBK molekllleri ve reseptorleri arasindaki
etkilesimleri gosteren cesitli yerlestirme simulasyonlari siklikla kullaniimaktadir.
Molekller modelleme icin MacroModel 9.1, Surflex-Dock, ADT/Autodock tools,
Discovery Studio’da CDOCKER modull, Fred versiyon 2.2.25, Molecular
Operating Environment (MOE), GLIDE, Molegro Virtual Docker (MVD, versiyon
4.5.0) ve DOCK programlari kullanilmaktadir. Bu programlarin her biri farkli
amaclarla tercih edilen birbirlerine noksanlik ve ustunltkleri bulunan yazilimlardir
[128].

Bisfenol A'nin tiroid hormon reseptoérleri ile deneysel baglanma calismasi
Moriyama ve arkadaslari tarafindan 2002 yilinda yapilmistir. Calisma, bisfenol A
(BPA) molekultnun tiroid reseptérine antagonistik olarak baglandigini ve onun
transkripsiyonel aktivitesini baskilayarak tiroid hormonu etkisini bozdugunu
ortaya koymustur [129]. In-siliko kenetleme calismasina (agonistik/antagonistik
diferansiyel yerlestirme yontemi) dayali olarak potansiyel endokrin bozucu
kimyasallari agonist veya antagonist olarak taramak igin Autodock 3 Tool
programi  kullanilmistir. Bu durumda hedef molekiller, insan 0Ostrojenik
reseptorlerinin (Estrogen Receptor, ER) PDB'deki mevcut ¢ boyutlu yapisindan
alinmistir (PDB ID: 1ERE, 3ERD, 1 ERR ve 3ERD). Bu g¢alismada, ligand
baglanma bdlgesinde (Ligand Binding Domain, LBD) molekiillerin baglanmasina
bagli olarak meydana gelen ve ligandin konformasyonundaki degisimler

izlenmigtir. Kenetleme sonucu daha sonra baglanma modelinin daha fazla ayirt
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edilmesi icin hem agonist/antagonist bagli LBD'lerin kristalografik yapilariyla
karsilastirnimistir. Kenetleme ile in vitro Ostrojen baglayici reseptor tahlili ile
desteklenmis ve lusiferaz gen reseptor testi, 4-(1 Admantil Fenol) ligandinin

potansiyel bir endokrin bozucu kimyasal oldugunu gostermigtir [130].

Sun ve arkadaglari tarafindan ER alfa (hERalpha) ile tasarlanmis kuguk
molekullerin kenetlenme c¢alismasi, bu bilesiklerin dogal ligandi (hormon)
degistirme potansiyeline sahip oldugunu ve aktivitesini inhibe ettigini ortaya
koymustur. Ayrica ¢alismada yapilan deneysel gen tahlil ydontemi ve reseptor ile
kimyasal olarak sentezlenen ligand molekulleri arasindaki in vitro baglanma

analizi birbirini desteklemigtir [131].

Bagka bir ¢alismada, polibromlu difenil eter (PBDE) bilesiklerinin insan dstrojen
reseptorl alfa (hER-a) ile etkilesimi incelenmis ve beklenenden farkli etkilegsimler
g6zlenmistir. Anti-Ostrojenik aktiviteye sahip bazi PBDE bilesiklerinin, anti-
Ostrojenik olmayan bilesiklerin baglandigi baglanma bosluguna baglanmak
yerine ER kanalinda sinirli formda kaldigi bulunmustur. Bu nedenle, ¢alisma,
PBDE bilesiginin anti-ostrojenik aktivitesinin varhgini gostermek igin ligand
baglanma bolgesinin kenetlemede oldugunu 6ne surmustur. hER-a ile PBDE
kenetlenmesinde konformasyon olusturma sayisi (docking run), amino asit
kalintilari ile olan hidrojen bagi etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerle
gerceklesmistir [132][133].

Montes-Grajales ve arkadaslari (2013), endokrin bozucu kimyasal ksenodstrojen
bisfenol A ve farkli biyokimyasal sureclerle ilgili 271 reseptor proteini arasinda
kenetleme simillasyonlarini yapmislardir. Calismada endokrin bozucularin,
endokrin reseptorleri disinda farkli hedeflerle etkilesime girme potansiyeline
sahip olabilecedini ortaya koymuslardir. Kenetlenmis konformasyon daha sonra
Ligand Scout 3.0 Tool kullanilarak analiz edilip ve bu proteinler ile BPA arasindaki
etkilesimler incelenmigstir. Etkilesimlerin amino kalintilari tarafindan olusturulan
hidrofobik ve spesifik hidrojen baglari olarak gézlenmistir [134]. Butt & Stapleton
tarafindan yapilan hesaplamali modelleme ¢alismalarinda, hidroksillenmis
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PBDE, triklosan ve 2,4,6-trihalojenlenmis fenol ve BPA'nin klorlu, bromlu ve iyotlu
analoglari gibi EBK’larin, tiroid hormon metabolizmasinin enzimi TH
sulfotransferaza karsi inhibitor etkisinde olduklarini kanitlamislardir. Buna ek
olarak, sonucu dogrulamak adina in vitro silfotransferaz inhibisyon galismasi
yapmislar ve teorik ¢alismalarla uyumlu sonuglar elde etmiglerdir [135]. Kerdivel
ve arkadasglari tarafindan yapilan bir baska molekuler kenetleme galismasinda,
benzofenon (BP) molekullerinin ERa'ya sikica baglandigini ve bdylece anti-
Ostrojenik aktivite gosterdiklerini kanitlamiglardir. Bu baglanma etkilesimi
durumunda, ligandin fenil halkasindaki hidroksil (OH) grubunun reseptor
molekulinin Glu-353, Arg-394 ve Phe-404 gibi amino asitleri ile tutarl etkilesimi
nedeniyle stabilizasyonun guglendigi gézlenmigstir. Elde edilen sonuglarin, BP
molekullerinin dstrojen hormonu tarafindan kontrol edilen ERa-pozitif MCF-7
meme kanseri hucre hattinin proliferasyonunu indikleme kapasitesini anlamak
icin proliferatif testten olusan deneysel ¢alisma ile tutarli oldugu da bulunmustur
[136]. Benzer sekilde, Harris ve arkadaslari tarafindan hesaplamali kenetleme
analizinde, hER-a ile PCB-30 (2, 4, 6-triklorobifenil) gibi ¢evresel kirleticilerin
baglanmasindan yaralanarak endokrin bozucu 6zellikleri degerlendirilmistir. Bu
hesaplamali yontem sayesinde, fenolln 3 veya 4 konumunda meydana geldigini
hidroksilasyonu ile (PCB-30'un), ana moleklle kiyasla daha gugcli baglanma
afinitesinden sorumlu oldugunu 6ngérmustir. Saccharomyces cerevisiae'nin
PCB-30 ve 4hidroksi-PCB-30 ile inklbe edilmesiyle in vitro P450 muamalesi,
PCB-30 Uzerinde C4 pozisyonunda hidroksil grubunun varhiginin 6strojenik

tepkide yaklasik 1000 kat artisla sonuglandigini géstermislerdir [137].
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Sekil 2.10. Amino asit adsorplanmig QCM nanosensor ile endokrin bozucu

kimyasallarin tespit edilmesinin sematik gosterimi.

Bu dogrultuda Sekil 2.9'da sematize ediligi gibi tez calismasi kapsaminda
Ostrojenik hormonlari (equilin, estron ve 17 estradiol, estriol) QCM yardimiyla
hassas bir sekilde tespit edebilmek amaciyla QCM altin ¢ipin amino asitlerle
(tirozin, triptofan ve fenilalanin) ylizey modifikasyonlarina dayanan bir sensor
sistemi gelistirilmistir. Bu amino asitler, Equ ile etkilesime girecek hidrofobik Tyr
(fenil), Trp (indol) ve Phe (fenil) kalintilarina sahip olduklari igin secilmiglerdir.
Literatlirde Equ'nin insan dstrojenik 17b-hidroksisteroid dehidrojenaz tip 1’e (17b-
HSD1) baglanmasinin incelenmesine yonelik bazi in vitro ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu g¢alismalardan birinde Equ'in Tyr-155, Val-225 ve Pro-187
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amino asitleri ile kompleks olusturdugunu gostermiglerdir. Bu etkilesimler
sirasinda Equ molekulunin elektron yogunluguna bagh olarak proteinlerle
hidrojen baglari olusturdugu da kanitlanmigtir [138]. 17B-HSD1 inhibitorleri
Uzerinde yapilan benzer bir kristal yapi arastirma c¢alismasinda, 173-HSD1'in
baglanma bodlgelerinde Leu149, Val225, Phe226, Phe259, His221, Ser142 ve
Tyr155 kalintilari ile 6zellikle hidrofobik ve katalitik olarak tuneller gézlenmistir
[139]. Bu calismalar ile Equ'e afinitesi oldugu zaten kanittanmig olan Tyr ve Phe
amino asitleri secilmis ayrica bu amino asitlerle rekabet edebilmek i¢in hidrofobik

bir yapiya sahip olan Trp da segilmigtir.

Tez galismasinda, QCM'nin geleneksel kullanimlarinin 6tesine gegerek, sensor
yuzeyinde artan kutleye dedil, nanosensor ylzeyinden uzaklastirilan kutleyi
temel alarak Equ tespit edilmigtir. Bu ¢caligsmadaki amacimiz, hazirlanmasi kolay,
¢cok dusuk maliyetli malzemelerle hazirlanabilen, ayni zamanda kisa surede kesin
sonug¢ verebilen ve LOD degeri ¢ok dusik olan Equ tespiti igin yeni bir
nanosensor sistemi gelistirmektir. Ayrica bilisayarli modelleme c¢alismalari ile
Ostrojenik hormonlar ve aminoasitler arasindaki etkilesimler incelenmis ve
baglanma sabitleri hesaplanmistir. Bu amagla sensor yuzeyi kendiliginden
dizenlenen tek tabaka (Self Assambled Monolayer, SAM) 11-MUA (11-
Merkaptoundekanoik asit) ile modifiye edilmis ve ardindan Ug¢ farkli amino asit
((tirozin (Tyr), triptofan (Trp) ve fenilalanin (Phe)) SAM ylzeyine ayri ayri
baglanmistir. Equ'nin Ug farkli amino aside baglanma tercihi, gergcek zamanl
QCM olgimleri ve molekuler modelleme galismalari ile gézlenmigtir. Deneysel
verileri Autodock hesaplamali modelleme c¢alismalariyla karsilastirdik. Kisaca,
teorik olarak elde edilen veriler ile deneysel ¢calismalarin verileri karsilagtiriimistir.
Boylece gelistirilen nanosensor kullanarak geleneksel tayin yontemlerinden daha
hizh, disuk maliyetli, kisa surede hedef molekill taniyan ve nicel analiz

yapabilen, basit ve guvenilir bir yontem elde edilmigtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler, Bilgisayar Programlari ve Cihazlar

11-Merkaptoundekanoik asit (11-MUA) (%98), tirozin (298%), triptofan (=98.5%),
fenilalanin (298%), Equ (298%), estron (=%99), estriol (=%97), 173-estradiol
(2%98), etanol (%96,0-97,2), di-potasyum hidrojen fosfat (susuz) ve potasyum
fosfat monobazik (=2%99) Sigma Aldrich'ten satin alinmigtir. Hidrojen peroksit
(%30) ve slilfurik asit (%95-97), Merck-Millipore'dan satin alinmistir. Sulu
cOzeltilerde Equilinin gergek zamanli tespiti, QCM algilama sistemi, OpenQCM*,
Novaetech, Pompeii, italya ile yapilmistir. QCM deneyleri igin altin yizeyli 5SMHz
AT kesim kuvars kristal sensérler kullaniimistir (Novaetech, italya). Gergek
zamanli QCM olgumlerini izlemek i¢in openQCM Wi2 acgik kaynak yazilimi
kullanilmigtir (Sekil 3.1). Modifiye edilmis QCM nanosensoérunidn yapisal ve
fiziksel karakterizasyonlari, Fourier-Transform Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR,
Thermo Fisher-Nicolet is50) ve sabit damla temas agisi (CA, Biolin Scientific-
Attension Theta) ile dogrulanmigtir. Bu c¢alismada AutoDock v4.2.6,
AutoDockTools GUI (Grafik Kullanici Araylzl) bileseni v1.5.6 ile birlikte
kullanilmistir. AutoGrid, Scripps Arastirma Enstitistu tarafindan gelistirilen
hesaplama modulu (grid kompleksi) igin kullaniimistir. UCSF Chimera v.1.15rc,
Windows 10 Enterprise v.20H2 altinda ligand ve protein yapilarinin hazirlanmasi
icin kullaniimistir. Intel(R) Core(TM) i7-10750H CPU@2.6 GHz islemcili, 16-GB
RAM ve Windows isletim sistemi ¢alistiran 512 GB SSD 6zelliklerindeki Monster

marka dizustu bilgisayar kullaniimistir.
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Sekil 3.1. Gergek zamanli QCM olgumlerinin izlendigi agik kaynak openQCM Wi2

yaziliminin ara ylz goruntusu.

3.2. Molekiuler Modelleme Calismalari

3.2.1. 11-MUA ve Amino Asit Etkilesimleri

Deneysel QCM sensor yuzeyi modifikasyonlari ¢aligmalari ile paralel olmasi
acgisindan oOncelikle amino asitlerle 11-MUA molekldlundn etkilesimleri

incelenmigtir.

11-MUA, bir ucunda —SH bir ucunda —COOH grubu bulunan kimyasal formulu
C11H2202S olan kuguk bir molekuldar. Yapisindaki —SH gruplari sayesinde altin
kapli QCM sensor yuzeyine kovalent baglarla baglandidr bilinmektedir [97].
Bdylece 11-MUA molkulinin —SH grubu altin ylzey ile etkilestigi icin —COOH

grubu ile de aminoasitlerin etkilesmesi beklenmigtir.

Tez calismasinda kullanilan PDB dosyalari (PDB ID'leri: Tirozin i¢in 2HDX,
Triptofan i¢cin 2WEU, Fenilalanin igin 3MK2, 11-Merkaptoundekanoik asit igin

20NX)  https://www.rcsb.org/search  adresinden  alinmistir.  Deneysel

calismalarda 11-MUA molekulinin -SH ucu QCM sensoérunin altin yluzeyine
tutunacagindan bilgisayar modelleme c¢alismalarinda 11-MUA’nin —COOH
ucundan amino asitlerle etkilesmesi beklenmigtir. Molekuler kenetleme igin
Chimerada hazirlanan ligandlar ve amino asitler ilk olarak AutoGrid ile islenmistir
[140][141]. Ardindan, liganddaki hangi baglarin dénebilir olarak ele alinacagini
belirlemek ve konumlarini analiz etmek igin AutoDockTools kullaniimistir.
molekul sablonlarini minimalize etmek igin Molekuler Modelleme Ara¢ Takimi
(MMTK) iglemleri kullanilmistir. Molekullere hidrojen eklemek ve ¢ikarmak igin
sirasiyla AddH ve AddCharge komutlari kullaniimistir. Donebilen ve duragan
atomlari belirleyerek yuUklerin kismi uygulanisi igin Gasteiger yontemi
kullaniimigtir [142][143].
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3.2.2. Amino Asit ve Ostrojenik Hormon Etkilesimleri

7 adet PDB dosyasi (Equilin icin 1TEQU, Estron i¢in SHS6, Estriol igin 1X8V, 173
Estradiol icin 1A27, Tirozin igin 2HDX, Triptofan i¢gin 2WEU ve Fenilalanin igin
3MK2 PDB kodlarr) https://www.rcsb.org/search adresinden alinarak Chimera’da

kenetleme galigsmalari igin hazirlanmigtir.

Molekuler kenetleme icin Chimera programinda hazirlanan ligandlar ve amino
asitler ilk olarak AutoGrid ile hazirlanmigtir. Daha sonra, ligandin hareketli baglari
ve bunlarin bolgelerini tespit etmek i¢in AutoDockTools kullaniimigtir. Molekullere
hidrojen eklemek ve c¢ikarmak igin sirasiyla AddH ve AddCharge komutlari
kullaniimigtir. Ligand ve amino asitleri minimalize etmek icin MMTK kullanilmistir.
Hareketli ve duragan atomlar belirlenerek ve bunlarin ylikleri Gasteiger yontemi
ile iglenmigtir [141][143].

AutoDock v4.2.6'da, Tyr, Trp ve Phe amino asitlerinin ve hedef molekul dstrojenik
hormonlar (equilin, estron, estriol ve 17B-estradiol) ile etkilesime girecek aktif
bdlgeleri, Lamarckian Genetik Algoritma v4.2'de gesitli kenetleme parametreleri
kullanilarak incelenmistir. Kenetleme igin, programin varsayilani olarak gen
mutasyon orani (rate of gene mutation) 0.02, capraz gecis orani (rate of
crossover) 0.8 ve 2.5 x 107 degerlendirme sayilari gibi gesitli konfiglirasyonlarla
Lamarckian Genetik Algoritmasi (LGA) kullaniimistir. Hedef koordinatlar,
siraslyla x, y ve z eksenleri boyunca 0,368 A aralikli 40 x 40 x 40 noktali calisma
cergevesi (grid box) olarak kullaniimigtir. Tum konformasyonlar i¢in, hormonlar
esnek haldeyken kenetleme iglemi sirasinda amino asitler sabit yapi olarak

kullanilmistir. Her hesaplama igin kenetleme programi 10 tekrarh cahistiriimistir.

3.3. QCM Deneyleri

3.3.1. QCM Nanosensor Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Tam altin kapli kuvars QCM sensor yuzeyleri temizlemek igin piranha solisyonu
(konsantre sulfurik asit (H2SO4) ve %30’luk hidrojen peroksit (H202) (3:1, v/v)
karigimi) kullaniimistir. Kuvars sensorler 3 dakika piranha solusyonu ile
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yikandiktan sonra sirasiyla deiyonize su ve etanol ile durulanip kurutulmustur.
Temizlenmig ve kurutulmus altin kapl kuvars sensorler, 4 mM konsantrasyonda
etanol iginde taze hazirlanmig 11-MUA ¢o6zeltisine daldirilarak SAM olusumu igin
16 saat inklibe edilmigtir. inkiibasyon siiresi sonunda, QCM sensori ylizeydeki
baglanmamis veya zayif bagli 11-MUA molekullerini uzaklastirmak icin bir kez
etanol ile durulanip ardindan QCM sensdrler kurutularak bir sonraki kullanima

kadar +4°C'de saklanmislardir.

SAM 11-MUA modifiye edilmis QCM nanosensoarler yapisal ve fiziksel dogrulama
icin Fouirer Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ve temas agisi

Olcumleri ile karakterize edilmistir.

3.3.2. QCM Nanosensoriin  Aminoasit ile Modifikasyonu ve

Karakterizasyonu

50 pyM- 2 mM'lik farkli konsantrasyon araliklarindaki amino asit ¢ozeltileri, 1
mM'lik bir fosfat tamponu icinde hazirlanmigtir. Farkli konsantrasyonlardaki
amino asit ¢ozeltileri ile etkilesime giren 11-MUA modifiye edilmis (SAM) QCM
nanosensordeki frekans degisiklikleri (AF) kaydedilmigti. Amino asit
konsantrasyon degisimine karsi nanosensore adsorbe olan amino asit kutlesi
grafik edilmistir. Ek olarak, amino asit etkilesim slresini belirlemek i¢in 1 saat
boyunca 11-MUA kapli nanosensoér yuzeyinden 1 mM amino asit ¢ozeltisi
gecirilmistir. QCM olgUimleri sirasinda sisteme ilk olarak Phe’nin ¢dzlcusu olarak
kullandigimiz 1 mM pH=6’daki fosfat tamponu verilmis sistem dengeye ulastiktan
sonra Phe ¢dzeltileri beslenmistir. ilk 20 dakikada, amino asidin sensér ylizeyinde
adsorpsiyonu ile gerceklesen maksimum frekans degisimi goézlenmistir. Bu
nedenle tim ¢alismalarda kullanilan amino asit kapli QCM nanosensorler, 1 mM
derisimdeki amino asit ¢ozeltileri ile 30 dakika batch sistemde etkilestirilerek
hazirlanmistir. Ayrica hem Tyr hem de Trp’nin benzer davranislar gosterecedi
beklendigi icin SAM 11-MUA kapli QCM nanosensor ile aminoasit etkilesimlerini
analiz etmek icin sadece Phe ile olan etkilesimi incelenmigtir. Rezonans
frekansindaki (AF, Hz) degisimden yola gikarak Sauerbrey esitligi yardimiyla

ylizeye tutunan Phe kitlesi (Am, ng/cm?) hesaplanmistir.
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Amino asit konsantrasyon degisimi ile sensorgramlarda meydana gelen kutle
degisimleri yardimiyla adsorpsiyon izoterm hesaplamalari yapiimis ve baglanma
kinetik verileri hesaplanmigtir. Phe’nin 11-MUA kapli altin yizeye olan baglanma

enerjisi hesaplanmistir.

3.3.2.1. Amino Asitlerin Denge izoterm Modelleri

Adsorpsiyon izotermleri, denge ¢ozeltisindeki analit konsantrasyonu ile analit
miktari arasindaki iligkiyi tanimlamaktadir. Adsorpsiyon olayi, ¢ozeltideki analit
miktari ile adsorbe edilen analit miktari arasinda bir denge olugsana kadar devam
etmektedir. Bu denge durumu adsorpsiyon izotermleri ile agiklanmaktadir. 11-
MUA modifiyeli QCM nanosensoru ile Phe arasindaki etkilesim modelini bulmak
icin dort farkli izoterm modeli uygulanmistir. Bunlar; Scatchard, Langmuir;

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleridir.

Scatchard Amgg/c = Ky(dmpgy — Amyy) (3)
Langmuir Am = (Ampyac/Kp + ) 4)
Freundlich Am = Am . /n (5)
Langmuir-Freundlich Am = (Ammaxcl/n/KD + cl/n) (6)

Yukaridaki esitliklerde; Ammax: maksimum QCM sinyal kaymasini (nM/cm?);
Ameq: denge halindeki QCM sinyal kaymasini (nM/cm?); c: analit konsantrasyonu
(nM); Ka: baglanma denge sabiti (nM); Kp: ayrisma denge sabiti (1/nM); 1/n:

Freundlich ylzey heterojenlik indeksini ifade etmektedir.

Langmuir adsorpsiyon izotermi, Esitlik 4 kullanilarak agiklanmaktadir. Bu izoterm,

analit molekdllerinin yalnizca tek katmanli adsorpsiyonunu ve molekuller ve
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komsu bolgeler arasinda higbir etkilesimin olmadigi varsayilarak, her baglanma
bdlgesindeki enerjilerinin esit oldugunu varsaymaktadir. Freundlich adsorpsiyon
izotermi, analit molekullerinin adsorbana c¢oklu katmanlarda baglandigini
kanitlamaktadir. Komsu adsorpsiyon bolgelerin dolu olup olmadigina bagh bir
modeldir (Esitlik 5). Langmuir-Freundlich izoterm modeli ise, adsorpsiyon
heterojen yuzeylerin bilgisini icermektedir. Adsorpsiyon enerjisinin adsorbanin
heterojen  yuzeyine  dagilimini  tanimlamaktadir.  Dusuk  adsorbat
konsantrasyonunda, bu model Freundlich izoterm modeli olurken, yuksek

adsorbat konsantrasyonunda Langmuir izotermi olmaktadir [144].

3.3.2.2. Amino Asitlerin Baglanma Kinetik Analizleri

Deneysel verilerin 1s1ginda yapilan kinetik modelleme ¢aligmalari adsorpsiyon
hizi, modeli, adsorpsiyonun fiziksel ya da kimyasal proseslerle gergeklestigini
gOsteren analizlerdir. Toplam ligand miktarina gbére maksimum baglanma
kapasitesi tanimlanmasi ile diger tim analit konsantrasyon degerleri, bir QCM

nanosensor sinyali (kitle degisimi) olarak ortaya degerlendiriimektedir.

Akis hicresinde analit konsantrasyonunun sabit kaldigi yalanci birinci derece

durumlari altinda adsorpsiyon asagidaki gibi aciklanir:

dAm/dt = k,cAmy g — (kg + kg)dAm (7

Esitlik 7°deki ddm/dt, QCM'de zamana baglh kitle oranidir, Am ve Am,,,, anlik
adsorpsiyon ve maksimum kaydedilen yanit sinyalidir, C (nM) analit
konsantrasyonudur, k, ve k; sirasiyla baglanma (nM/s) ve ayrisma hizi sabitidir
(1/s). K, baglama sabitidir ve K, = k,/ k,; formili ile hesaplanmaktadir. Sistem
dengeye geldiginde, dAm/dt = 0 urumu gergeklesir ve denklem yeniden

yazilabilir:

Ameq/c = Kpdmyq — KAAmeq (8)
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Esitlik 8'deki K,; Am,,/c 'nin kargi Am,, grafiginden elde edilmektedir ve ayrisma

sabiti K, = 1/K, ‘den hesaplanmaktadir. Denklem 8 yeniden diizenlenirse:

dAm/dt = kycAm, g — (kg + kg)Am 9)

dAm/dt’ye karsi Am gizilen grafikten elde edilen dogrunun denkleminden
etkilesim kontrolli kinetik —(k,c + ky) formulu ile hesaplanmaktadir. Baglangic
baglanma hizi, analit konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 4m,,,,'In deneysel
olarak belirlenmesi ¢ok zordur ¢lnkd yuzeyi tamamen doyurmak igin ylksek bir
analit konsantrasyonu gerekmektedir. ileri ve geri analiz hizlari, nanosensérdeki
toplam kitle degisimine (Am) bagh olarak zamanla degisen yanit grafiginden S

hesaplanarak elde edilir:

S =kyc+ky (10)

Esitlik 10’da gosterilen k,, S'ye karsi ¢ grafiginin egiminden hesaplanmaktadir.
Eger k,c >>k,ise, k; grafigin kesme noktasindan (c=0) glvenilir bir sekilde
bulunmaz. Bu nedenle, k 4, analitin tampon ¢dzeltisinin tamamen doymus olan

baglanma bolgelerinden geciriimesiyle hesaplanmaktadir:

In(Amy/Am;) = kq(t — to) (11)

Esitlik 11’de m, baslangic kitle miktarini ifade ederken mve t desorpsiyon

egrisinden elde edilmektedir [145].

3.3.3. QCM Nanosensor ile Equilin Tespiti

Temizlenmis ve 11-MUA modifiye edilmis QCM nanosensor yuzeyler 1 mM Phe,

Tyr ve Trp c¢ozeltileri ile 30 dakika boyunca ayri ayri etkilestiriimistir. Sire
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sonunda, yuzeye tutunmayan amino asitleri uzaklastirmak igin sensor yuzeyleri
1 mM fosfat tampon ile durulanmistir. Deiyonize (DI) su (pH:7) igerisinde ¢ozinen
farkli konsantrasyonlardaki Equ ¢dzeltileri hazirlanmistir (25-1000 nM). ilk olarak,
QCM nanosensord, kararl bir rezonans frekans degeri elde etmek igin DI su (150
pL/dk akis hizi, yaklasik 3 dakika) ile yikanmigtir. Sensor dengeye ulastiktan
sonra, 150 pL/dk sabit akis hizinda bir peristaltik pompa yardimiyla akis
hidcresine 1,5 mL Equ c¢odzeltisi beslenmistir. Equ'in suda gergek zamanli
(cevrimici) tespiti, bir QCM algilama sistemi (OpenQCM-1, Novaetech, italya) ile
yapilmistir. QCM nanosensorunde modifiye edilen amino asitlerle (Phe, Tyr ve
Trp) etkilesime giren ve amino asitleri sensor yuzeyinden koparmak suretiyle Equ
molekullerinin sebep oldugu negatif rezonans frekans degisiklikleri (AF, Hz)
cevrimici olarak kaydedilmigtir. Phe, Tyr ve Trp’nin 11-MUA ile zayif etkilesimleri
sebebiyle Equ molekuli amino asitleri kolayca sensor yuzeyinden
uzaklastirabilmistir. Sensor yuzeyinden uzaklasan amino asit molekullerinin kitle
kaybi sebebiyle meydana gelen rezonans frekasindaki artis miktarindan Equ
miktari hesaplanmistir. Degisen rezonans frekansinin izlenmesi, yaklasik 10
dakika boyunca stabil hale gelene kadar tutulmustur. Rezonans frekanslarindaki
artiglar, farkli Equ konsantrasyonlarina goére degerlendirilmistir. Maksimum Equ-
amino asit etkilesimlerini saglamak icin tum olgumler icin 20 dakikalik etkilesim

suresi uygulanarak ug tekrarli gerceklestirilmistir.

3.3.3.1. Equilin Adsorpsiyon izoterm ve Baglanma Kinetik Analizleri

QCM nanosensor sisteminden farkli konsantrasyonlarda gegirilen Equ ¢ozeltileri
sayesinde QCM nanosensor yuzeyine zayif etkilesimlerle tutturulmus olan amino
asit molekullerinin uzaklastiriimasi ile meydana gelen rezonans frekansindaki
artiglari izlenmistir. Elde edilen bu frekans artisina sebep olan kitle azalmalari
hesaplanmisgtir. Sensoér ylzeyinde azalan kitlelere bagli olarak Esitlik 3-11
kullanilarak Equ’nin amino asitlere olan adsorpsiyon izoterm ve kinetik analiz
hesaplamalari yapilmistir. Boylece Equ ve amino asitler arasindaki

etkilesimlerinin hangi mekanizmalara dayandigi incelenmistir.
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3.3.3.2. QCM Sensor Yizeylerinin Bloklanmasi

Spesifik olmayan baglanmanin en aza indirilmesi, 6rnegin klinik tanilama ve
immunolojik teste dayali hastaliklarin tespiti gibi, yalnizca saptama siniri ve
dogrulugunun bir sorun oldugu uygulamalar icin hayati 6Gnem tagimamaktadir
ancak biyolojik molekullere yanit, kirlilik tespiti, mikrobiyal yUk tespiti gibi daha
¢ok biyomedikal uygulamalarin basarili ilerlemesi igin spesifik olmayan
baglanmalarin optimizasyonu olduk¢ca 6nemlidir. Bu amagla algilama saglanan
sensor yuzeylerini bloke edici ajanlar kullaniimaktadir. Literatlrde iyi performans
gOsteren bloklayici ajanlarin biyolojik sivilar basta olmak Uzere etkilesime girdigi
sivilara karsi inert olmasi gerektigi konusu vurgulanmigtir. Ayrica bloklayici
ajanlar derisim reaksiyonlari 6nlemek amaciyla substrat ylizeyine gucliu sekilde
baglanirken bagka reaksiyonlara midahale etmemelilerdir. Ornegin, bloklayici
ajanin boyutu, hedeflenen analitin yakalayici molekile yaklagsmasini ve onunla

reaksiyona girmesini engellemeyecek kadar kuguk olmasi gerekmektedir [146].

Bloklayici ajanlar tek baglarina veya kombinasyon halinde (Sigir serum albimin
(Bovine Seum Albumin, BSA), sut proteinleri, Tween 20 ve polivinil alkol (PVA))
kullanilmaktadir. Literatlrde siklikla tercih edilen BSA ve Tween 20 bloklayici
ajanlari kullanilarak spesifik olmayan baglanmayi en aza indirmek ve sensor
yeniden dretilebilirligini  gelistirmek amacglanmistir [147]. Bu dogrultuda
kendiliginden dizenlenmis tek tabakali 11-MUA modifiyeli altin kaphi QCM ¢ip
yuzeyler 1mM fosfat tampon igerisinde %0.02’lik Tween 20 ¢ozeltisi ve 1 mM
fosfat tampon igerisinde %1’lik BSA ¢o6zeltisi ile ayri ayri 30 dakika muamele
edildikten sonra deiyonize suyla sensorlerin durulanmasi ile bloklama islemi
tamamlanmistir. Bloklanan sensoér ylzeyler Uzerinden sirasiyla 1 mM fosfat
tamponu, 1 mM amino asit ¢Ozeltisi, deiyonize su ve 500 nM Equ ¢ozeltisi

gecirilmigtir.

3.3.3.3. Cozelti pH ve iyonik Siddetinin Equ Adsorpsiyonuna Etkisi

Equ’in nanosensor yuzeyi ile olan etkilesimine ortam pH’inin ve iyonik siddetin
etkisini incelemek amaciyla farkh pH degerlerindeki (pH: 2, 4, 7, 9, 11) su
icerisinde Equ ¢ozeltileri hazirlanarak nanosensor sisteminden gegirilmistir. QCM

nanosensor sisteminden elde edilen sensogramlar karsilastirilarak pH’in
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adsorpsiyona olan katkisi degerlendiriimigtir. Benzer sekilde ortam iyonik
siddetinin adsorpsiyona etkisi incelenmigtir. iyonik siddet hidrofobik, van der
waals etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimlerine dayali sensor sistemleri
Uzerindeki baglanma mekanizmalarina olumlu/olumsuz katki sagladiklari
bilinmektedir [148][149]. Ornegin hidrofobik etkilesimlerin oldugu bir sistemde
ortamdaki tuz konsantrasyonunun artmasi hidrofobik etkilesimi arttirirken
ortamda elektrostatik etkilesimler yogunsa tuz konsantrasyonunun artmasi ile
elektrostatik  etkilesimler azalmaktadir. Tez kapsaminda bu etkileri
gozlemleyebilmek igin farkh derisimlerdeki tuz ¢ozeltilerinde (1, 10, 100 ve 1000
mM derisimlerinde) hazirlanan Equ c¢ozeltileri ile QCM sensoér calismalari

yapimigtir.

3.3.4. Gelistirilen Nanosensor Sisteminde Farkli Endokrin Bozucu

Hormonlarin Kullaniimasi

Yukarida detaylandirilan ¢alismalar sayesinde Equ ve yuzeylerine farkli amino
asitlerle (Phe, Tyr ve Trp) adsorplanmig QCM nanosensoérlerin etkilesiminden
elde edilen maksimum frekans azalma kosullari belirlenmigtir. Buna gore, 20
dakikalik etkilesim stresinde 500 nM Equ konsantrasyonunda bir maksimum
frekans degisikligi oldugu gézlenmistir. QCM nanosensdrunun performansi, ayni
kosullar altinda farkli EBK'lar (estron, estriol ve 173 estradiol) kullanilarak da
incelenmistir. Equ i¢in baglanma ve denge analizi galismalari, her amino asit ile

etkilesime giren diger Ostrojenik hormonlar i¢in de tekrarlanmistir.

Ostrojenik hormonlar sadece 11-MUA modifiye sensor ylizeyi ve ardindan amino
asitlerle etkilestiriimis sensor ylzeyi ile olan etkilesimleri arastirilmistir. QCM
sensograminda meydana gelen rezonans frekansi degisikliklerine hormonlar ve
amino asit etkilesimleri neden olmustur. Bu fenomeni dogrulamak icin, sadece
11-MUA modifiye nanosensoérler kullanilarak (amino asitler kullaniimadan)

kontrol ¢caligmalari yapilmistir.
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3.3.5. QCM Nanosensoriin Yeniden Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

QCM nanosensorunun tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla sirasiyla
1000 pM Tyr ve 500 nM Equ c¢ozeltileri SAM 11-MUA modifiye nanosensor
yuzeyinden 150 yL/dk akis hizi ile gegirilmistir. Her dongu igin dnce ortalama 5
dakika Tyr nanosensor Uzerinden gegirilmig, ardindan Equ solUsyonu yaklasik 6-
7 dakika gegcirilmistir. Son adimda, sensoru yenilemek (yikamak) icin pH 4'te
fosfat tamponu sensoér sisteminden ortalama 6 dakika gegcirilmistir. Rezonans
frekansindaki artis ve azalmalar, ger¢cek zamanli izlemede amino asit baglama
ve uzaklastirima adimlari ile kaydedilmistir. SAM 11-MUA modifiye edilmis QCM
nanosensoru, frekansta onemli bir azalma gézlemlenmeyene (4 dongu) kadar

baglanma ve ayrilma donguleri ile test edilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Molekuler Modelleme Caligmalari

11-MUA molekidlunun a¢ farkh amino asit (Tyr, Trp ve Phe) ile etkilegimi
molekuler modelleme ve kenetleme calismalari ile arastirnimistir. Kenetleme
¢alismalarinda kullanilan, USCF Chimera yaziliminda hazirlanan ve minimalize

edilen molekullerin yapilari Sekil 4.1'de gosterilmigtir.

Ve A b
/ 11 i‘

02 \



Sekil 4.1. 11-MUA (a), Tyr (b), Trp (c), Phe (d), Equ (e), Estriol (f), Estron (g) ve

17B-estradioliin (h) 3 boyutlu molekuler yapilari.

4.1.1. 11-MUA ve Amino Asit Molekiiler Modelleme Calismalari

11-MUA ve Tyr, Trp ve Phe'nin kenetlenmesi ile elde edilen konformasyon kiime
analizinde, farkh konformasyonlarin elde edildigi kimelerin sayisi 10 etkilesim
sayisinda (run) sirasiyla 3, 6 ve 3 olarak bulunmustur. Yapisal olarak benzer
kimeler artan enerji sirasina gore siralanmistir. Amino asitler 11-MUA ile
etkilesime girdiginde, baglanma enerjisi agiga ¢ikmaktadir. Kimeleme
histogramina gore 11-MUA ile Tyr, Trp ve Phe arasindaki en disuk baglanma
enerjileri sirasiyla -1.65, -2.08, -1.99 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Hesaplanan
serbest baglanma enerjisi ne kadar blyuk olursa, baglanma afinitesi o kadar
blyulk olmaktadir. Molekuler kenetleme sonuglarina ek olarak, 11-MUA ve Tyr,
Trp ve Phe'nin istatistiksel mekanik analizindeki serbest enerjiler, 298.15 K'de
siraslyla -1365.63, -1365.68 ve -1366.00 kcal/mol olarak hesaplanmistir, bu da
11-MUA ve amino asitler enerji agisindan baglanmayi dogrulamaktadir (Cizelge
4.1).

11-MUA'nin Tyr, Trp ve Phe'ye baglanma modlari Sekil 4.2'de goértlmektedir. 11-
MUA ve ug farkli amino asit arasindaki etkilesimler, esas olarak hidrojen baginda
(sari cizgiler) meydana gelmistir. Bilindigi gibi hidrojen baglari biyolojik kosullar
altinda kolay ve hizli bir sekilde olusturulup kirildiklari icin zayif badglar
kategorisindedir. Amino asitlerin 11-MUA molekalini karboksil ucundan
baglama egiliminde oldugu da gorulmuastar. 11-MUA ve Tyr arasindaki
etkilesimler; 11-MUA'nin O1 ve O2'si ile Tyr’nin fenil kalintisinin hidroksil grubu
(02-H11) ve amin grubunun hidrojen atomu (H6) arasinda meydana gelmektedir
(Sekil 4.2a). Ayrica, Sekil 4.2b ve 4.2c'de, 11-MUA molekulinin alkil zincirinde
yonlendirilen Trp (indol) ve Phe'nin (fenil) hidrofobik kalintilarinin sebep oldugu

hidrofobik etkilesimlerin de baglanmaya katkida bulunabilecedi gorilmustar.
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Sekil 4.2. 11-MUA'nin g farkl amino asit Tyr (a), Trp (b) ve Phe (c) ile molekuler

modellemesi.
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4.1.2. Ostrojenik Hormonlar ile Amino Asit Etkilesimlerinin Molekiiler

Modellemesi

Equ ve ug farkli amino asidin (Tyr, Trp ve Phe) konformasyonel kimeleme
analizine gore, bir kok-ortalama-kare sapma (Root-Mean-Square Deviation,
RMSD) 2.0 A toleransi kullanilarak 10 etkilesim sayisinda (run) farkl
konformasyonel kumelerin sayisi sirasiyla 2, 3 ve 1 olarak bulunmustur.
Kimeleme histograminda Equ ve Tyr, Trp ve Phe arasindaki en disuk baglanma
enerjileri sirasiyla -2.90, -2.57, -2.76 kcal/mol olarak hesaplanmigtir (Cizelge 4.1).
Equ ve Tyr, Trp ve Phe'nin en dusik baglanma enerijileri, 11-MUA ve amino asit
etkilesimlerinden daha dusuk olarak hesaplanmistir. Baglanma enerjisi ne kadar
dusukse, etkilesim o kadar kararli olmaktadir. Bu durum Equ'nin amino asitlere
baglanma afinitesi, 11-MUA etkilesimlerinden daha ylksek olmasiyla
dogrulanmistir. Ayrica Tyr igin yluksek afiniteli en disuk baglanma enerijisi -2.90
kcal/mol olarak tahmin edilmistir ki bu deneysel baglanma sabitleri ile uyumludur.
Bu bulgu, amino asitlerin (Tyr, Trp ve Phe) Equ molekilleri tarafindan kolayca
tutunup sensor ylzeyinden uzaklastirimasini desteklemektedir. Ayrica, Equ'nin
Tyr, Trp ve Phe'ye gore istatistiksel mekanik analizinde elde edilen serbest
enerjiler, 298.15 K'de sirasiyla -1367.10, -1366.73 ve -1367.00 kcal/mol olarak
hesaplanmigtir. Equ ve Tyr, Trp ve Phe arasindaki etkilesimlerin de enerijisel
anlamda kendiliginden oldugu Cizelge 4.1’de gorulmektedir. Equ'in amino asit ile
daha guglu etkilesimi, kuvars kristaline daha zayif baglarla baglanan amino asidin
yuzeyden kolayca ayrilacaginin ve QCM sinyalinde negatif bir frekans degisikligi
ile sonuglanacaginin bir gostergesidir. Molekuler modelleme c¢aligmalarindan
elde edilen molekiller arasi mesafeler, amino asit ve Equ arasinda pi-pi yigin
etkilesimleri oldugunu kanitlamigtir. Amino asitlerin Equ ile etkilesiminden elde
edilen serbest baglanma enerjileri incelendiginde, Tyr ile etkilesimin en dusuk
baglanma enerjisine sahip oldugu gortlmastur (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1 teorik
olarak Ug¢ farkli amino aside gére 11-MUA ve 6strojenik hormonlarin en disik

baglanma enerijilerini ve serbest enerijilerini 6zetlemektedir.
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Sekil 4.3. Equilinin, Tyr (a), Trp (b) ve Phe (c) amino asitlerine molekuler

kenetlenmesi.
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Sekil 4.4. 17B3-Estradiolin Tyr (a), Trp (b) ve Phe (c) amino asitlerine molekuler

kenetlenmesi.
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Equ'nin Gg¢ farkli amino aside (Tyr, Trp ve Phe) baglanma bodlgeleri Sekil 4.3'te
gorulmektedir. Equ ve Tyr, Trp ve Phe arasindaki etkilesimler esas olarak
hidrofobik etkilesimlerden (turuncu gizgiler) meydana gelmigtir. Sekil 4.3'te
goraldugu gibi, Tyr (fenil halkasi, Sekil 4.3a), Trp (indol grubu, Sekil 4.3b) ve
Phe'nin (fenil kalintisi, Sekil 4.3c) hidrofobik kalintilari, hidrofobik etkilesimlerin
olabilecegi Equ halka sisteminde yonlendirilerek baglamaya da katkida
bulunmaktadir. Ayrica Tyr'in fenol grubundan Equ ile etkilesimi, aralarinda
hidrofobik etkilesimlerin oldugunu kanitlamaktadir. Bir aromatik fenol yan
zincirinin —OH kismi Tyr't kismen hidrofilik yapsa da, fenol grubu Uzerindeki
benzen halkasi onu hidrofobik yapmaktadir. Hidrofobik etkilegimlerin diger zayif
etkilesimlerden (Van der Waals, elektrostatik vb.) daha guc¢li oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, tim bu bilgiler Tyr ve Equ (digerlerine kiyasla)
arasindaki dusik baglanma enerjisi ve Gibbs serbest enerji degerini
aciklamaktadir [150]. Hem Trp hem de Phe, H> bagi yoluyla Equ ile etkilesime
girmektedir. Tyr'den farkli olarak, Trp ve Phe, aromatik halkalardan degil, amin
ve karboksil gruplarindan Equ ile etkilegsime girmistir. Hem hidrojen baglarinin
uzunluklarindan hem de molekiiller arasi uzakliklarindan Trp ve Phe'nin Equ ile
etkilesimlerinin Van der Waals zayif etkilesimleri ile gergeklestigi goérilmektedir.
Serbest baglanma enerjisi enerjisi degerleri dikkate alindiginda Equ ve Trp ile
Phe arasindaki etkilesimin giclu Tyr'den daha zayif oldugu goralmustir. Benzer
sekilde Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6 incelendiginde 173-Estradiol, Estron ve Estradiollin
Tyr, Trp ve Phe amino asitleri ile etkilesimlerinde hidrojen baglari (sari gizgiler)
ve hidrofobik etkilesimlerin (turuncu cgizgiler) etkili oldugu gortlmektedir. Amino
asitlerle ile dstrojenik hormonlarin etkilesimlerine bakildiginda, hormonlarin halka
sistemlerine Tyr’'nin fenol grubu, Trp’nin indol grubu ve Phe’nin fenil halkasindan

yonlenmeleri ile gerceklestigi gorulmektedir.
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Cizelge 4.1. Tyr, Trp ve Phe ile 11-MUA ve Equ'nin modellemeleri ile elde edilen

en dusuk baglanma enerjisi ve serbest enerji sonuglari.

Tyr Trp Phe

Minimum Serbest  Minimum Serbest = Minimum Serbest
Baglanma Baglanma Baglanma @ Baglanma Baglanma @ Baglanma

Enerjisi Enerjisi Enerjisi Enerjisi Enerjisi Enerjisi
(kcal/mol)  (298.15K) (kcal/mol)  (298.15 K) (kcal/mol) | (298.15 K)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

11-MUA -1.65 -1365.63 -2.08 -1365.68 -1.99 -1366.00
Equilin -2.90 -1367.10 -2.57 -1366.73 -2.76 -1367.00
17B-Estradiol -2.57 -1366.76 -2.62 -1366.73 -2.35 -1366.47
Estriol -2.23 -1366.50 -1,96 -1366.11 -2.23 -1366.46
Estron 2.79 -1366.92 -2.44 -1367.01 -2.89 -1367.12

Amino asitlerle 6strojenik hormonlarin kenetlenmis modellerine gére molekuller
arasi mesafeler Cizelge 4.2’de 6zetlenmigstir. Hormonlar ile amino asitler arasinda
hidrojen baglari ve mesafeler sirasiyla sari ve turuncu renkli gizgilerle Sekil 4.3,
4.4, 4.5 ve 4.6’de gorlimektedir. Bu etkilesimlerin molekdllerin hangi grup, halka
ve atomlari arasinda oldugu ise Cizelge 4.2’de detaylica verilmistir. Cizelgeden
goraldigu Uzere amino asitlerin hidrofobik kisimlari &strojenik hormonlarin

halkasal yapilarina yonlenerek hidrofobik etkilesimlere sebep olmuslardir.

Cizelge 4.2. Aminoasitler ile hormonlarin etkilesimlerine ait mesafe ve etkilesim
tara bilgileri.
Tirozin Triptofan Fenilalanin

H-Bagi Hidrofobik  H-Bagi Hidrofobik  H-Bagi Hidrofobik
Etkilesimler Etkilesimler Etkilesimler

Equilin 2122 A 3.226 A ve 2.162A 3.906 A ve 2103 A 3910 A ve

Tyr-C9 ve 3.542 A Trp-Ca 3.600 A Phe-C6 3.372 A
Equ-C18 @ Tyr-fenil H20 ve Trp-indol 02 lle Phe-fenil
Equ-C18
H20 halkasi ve Equ-C18  grubu ve halkasi ve
Equ halka 02 Equ halka H20  ve Equ halka
2137 A
yapisi yapisi yapisi
Phe-C2
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17B-

Estradiol

Estriol

Estron

2142 A
ve 2.188
A

Tyr-C6
03 ile
estradiol
C18 H24
ve Tyr-C2
H7 ile
estradiol
C18 02

2.272 A

Tyr-C9
02 ve
estriol-C8
H20

2.124 A
Tyr-C6
HN1 ile
estron-
C18 H22
ve 2.269
A Tyr-C2
H7 ile
estron-
C18 02

2.097 A ve
3.581 A

Tyr-fenil
halkasi ve
estradiol

halka yapisi

3.488 A ve
3.601 A

Tyr-fenil
halkasi ve

estriol halka

yapisl

2.543 A

Tyr-fenil
halkasi ve

estron halka

yapisi

2.149 A

Trp-C4
HN1 ve
estradiol-
C18 02

1.795 A
Trp-C4

HN1 ile
estriol-C8
02 ve
2532 A
Trp-C9

02 ile
estriol-C8
H20

2.796 A

Trp-C9
02 ve
estron-
C18 H22
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2.184 A ve
3.419 A

Trp-indol
grubu ve
estradiol

halka yapisi

3.367 A ve
2.938 A Trp-
indol grubu
ve estriol

halka yapisi

3.361 A ve
3.012A

Trp-indol
grubu ve

estron halka

yapisi

H7 ile
Equ-C18
02

2.076 A

Phe-C6
02 ve
estradiol-
C18 H24

1.995 A
Phe-C6
02 ile
estriol-C5
H20 ve
2.077 A
Phe-C2
H7 ile
estriol-C5
02

2121 A

Phe-C6
02 ile
estron-
C18 H22
ve 2.193
A estron-
C2 H7 ile
estron-
C18 02

3.397 A ve
3.429 A

Phe-fenil
halkasi ve
estradiol

halka yapisi

3.138 A

Phe-

halkasi ve

fenil

estriol halka

yapisl

3.460 A ve
3.531 A

Phe-

halkasi ve

fenil

estron halka

yapisi



Sekil 4.5. Estriolin Tyr (a), Trp (b) ve Phe (c) amino asitlerine molekuler

kenetlenmesi.
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Sekil 4.6. Estronun Tyr (a), Trp (b) ve Phe (c) amino asitlerine molekuler

kenetlenmesi.
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4.2. QCM Nanosensoriin Karakterizasyonu

Altin kapli kuvars kristal QCM sensor yuzeyleri piranha ¢ozeltisi (konsantre
sulfurik asit (H2SO4) ve %30 hidrojen peroksit (H202) (3:1, v/v) karisimi) ile
temizlendikten sonra 11-MUA ile SAM modifiye edilmiglerdir. 11-MUA Uzeri
amino asitlerle etkilestirilerek hazirlanan QCM nanosensor ylUzeyler sirasiyla
yuzey kimyasini ve yuzey islanabilirligini belirlemek icin FTIR ve sabit damla
temas acisi (CA) ile karakterize edilmislerdir. 11-MUA modifiye kuvars kristali ve
amino asit kapli kuvars kristallerinin karsilastirmal FTIR spektrumlari Sekil 4.7°de

verilmigtir.

Buna gore, 11-MUA'nin 2617 cm''inde zayif genis bir tepe olarak ayirt edici tiyol
grubu (-SH), modifiye kuvars kristalinde -SH'nin kovalent baglanmasi ve altin
yuzeyine Au-S bagi olusturmasi nedeniyle kayboldugu gorilmektedir. Ayrica 11-
MUA’nin —COOH grubundan kaynaklanan karboksil gerilmesi (C=0O gerilmesi)
(en Ust spektrum) 1716 cm* dalga boyunda goérilmektedir. 11-MUA'nin 1716 cmr
I'deki karboksil pikinin (C=0) yogunlugu, amino asitler 11-MUA ile modifiye
edilmis yluzeye eklendiginde azalmis ve pik genislemistir. Amino asitlerin 11-
MUA'ya tutunmasi sayesinde yaklasik 3 cm™ dalga boyu kadarlik (1713 cm*'den
1716 cm'e) hafif bir kayma da gozlenmistir. Bu durum, 11-MUA molekiillerinin
tiyol (-SH) gruplarindan altin  kuvars kristal ylzeyine baglandigini
dogrulamaktadir. Ek olarak, 11-MUA modifiye kuvars kristalinin FTIR
spektrumunda 1716 cm''de keskin bir bant, sensor ylizeyinde karbonil
gerilmesinin (C=0 gerilmesi) oldugunu kanitlamaktadir. Diger bir deyisle, amino
asitlerin modifikasyonuna izin veren karboksil (—COOH) gruplari sensor

yuzeyinde serbest halde oldugunu gostermektedir.

Ayrica, amino asitlerin 1650 cm™ dalga boyu civarindaki karakteristik amid piki
ve yaklasik 3250 cm*'deki hidroksil (OH) gruplarina ait pikler, amino asitlerin 11-
MUA modifiye edilmis ylzeye eklenmesinden sonra ortaya ¢ikmigtir. 1716 cm-
I'de 11-MUA'nin karbonil bandinin (C=0) yogunlugu, amino asitlerin 11-MUA ile
modifiye edilmis ylzeye eklenmesi ile ortilmustar (Sekil 4.7b). Molekuler
yerlestirme calismalarinin sonuglarindan da goérulecegi gibi (Sekil 4.2) amino
asitler -COOH grubundan 11-MUA ile etkilesime girmigtir. Bu durum, sensor
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yuzeyindeki serbest karboksil gruplarinin amino asitlerle kaplandigini
dogrulamaktadir. Ayrica, amino asitlerin 11-MUA modifiye edilmis yuzeye

baglanmasindan sonra, yaklasik 1650 cm''de amino asitlerin karakteristik amid

bandi ve 3550-3200 cm* civarinda hidroksil (OH) gruplari ortaya gikmistir.
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Sekil 4.7. Altin kapli yizeye modifiye edilmis 11-MUA (a-Ust), ¢ozelti ortamindaki

11-MUA (a-alt) ve 11-MUA-Tyr, 11-MUA Trp ve 11-MUA-Phe (b-
yukaridan asagiya) ile yuzeyi modifiye edilmis QCM nanosensdrunin
FTIR spektrumlari.
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Yalin halindeki altin kapli kuartz kristal sensor yuzey ile SAM 11-MUA modifiyeli,
Tyr, Trp ve Phe ile etkilestiriimis QCM sensor yuzeylerin su temas agisi dlgim
goruntuleri Sekil 4.8'de gorlimektedir. Ayrica su temas agisi degerleri sirasiyla
59.87+1.63, 55.28+3.80, 74.89+2.27, 76.27+0.96 ve 80.67+1.28 teta (0) olarak
Cizelge 4.3' te verilmigtir. Literatirde, Diferansiyel tarama kalorimetrisi
(Differential scanning calorimetry, DSC) verileri Trp'nin en hidrofobik amino asit
kalintilarina sahip oldugunu, Phe'nin ise gegis I1sisI temelinde en hidrofobik ikinci
amino asit oldugunu gostermigtir. Tyr igin fenolik ve fenoksit anyonik durumlari
arasinda onemli farkliliklar gozlenmektedir. Tyr'in protonlandigi pH 7'de, hem

triptofan hem de fenilalanin'den daha az hidrofobik olmaktadir [151].
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Sekil 4.8. Yalin QCM nanosensor yuzey (a) 11-MUA modifiyeli (b), Tyr (c), Trp
(d) ve Phe (e) adsorplanmis QCM nanosensor yluzeylerin su temas

acisi géruntileri.

Temas agisi 6lgim sonuglarinin pH 7'de Tyr, Trp ve Phe'nin hidrofobiklik indeks
degerleri ile uyumlu oldugu goérulmektedir. Tyr, Trp ve Phe igin hidrofobiklik
indeks degerleri sirasiyla 63, 97 ve 100'dur [152]. Bu degerler amino asitlerle
etkilesmis QCM yulzeylerinin, ¢iplak yuzeyden daha hidrofobik hale getirdiginin
kanitidir. Tyr-11-MUA ve Trp-11-MUA'nin temas agisi deg@erleri, hidrofobisite
indeksi ile uyumlu olmayan bir sekilde birbirine yakin ¢gikmigtir. Bu durum, Sekil
4.3a'da verilen modelleme sonucuna gore, Tyr'nin hidrofobikligini degistirebilen
fenil hidroksit (OH) grubu araciligiyla 11-MUA'ya yonelmesi ile meydana
gelmistir. Sonug olarak 11-MUA, Tyr, Trp ve Phe modifikasyonlari ile artan temas

acisi deg@erleri yuzeyin hidrofobikligini kanittamaktadir.

Cizelge 4.3. Yalin ve Modifiye QCM Yiizeylerinin Temas Agisi Olgumleri.

Altin Kapl SAM 11- Tyr Trp Phe
Yalin MUA Kapl Modifiye Modifiye Modifiye
QCM QCM QCM QCM QCM

Sensor Nanosensor Nanosensor Nanosensor Nanosensor
(9) (9) (6) (9) (9)

Temas 59.87+1.63 55.2843.80 74.89+2.27 76.27+0.96 80.67+1.28
Acisi

4.3. Amino Asit Konsantrasyon Taramasi

Amino asit baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi, SAM 11-MUA modifiye QCM
nanosensord kullanilarak 50 pM-2000 uM arahgindaki farkli amino asit
konsantrasyonlar ile tespit edilmistir. Sekil 4.9'da goruldigu gibi, nanosensor
rezonans frekansindaki degisim, artan konsantrasyona karsi dogrusal olarak
1000 uM'a kadar artmistir. 2000 uM'lik bir konsantrasyonda elde edilen frekans
degisikliginin 1000 uM'dakine yakin oldugu gézlenmistir (dogrusal ¢izgi platoya
ulasti). Bu nedenle, tim QCM deneylerinde amino asit konsantrasyonu 1000
puM'da (1 mM) tutulmustur. Amino asit tirinin 6nemli bir fark yaratmadigi
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kimyasal olarak benzer davraniglar gosterdigi bilindiginden model amino asit

olarak Phe kullanilmigtir.

70

y=0,042x + 15,825
R*=0,99

~"y = 0,0222x+ 23,07
R1=0,7778

10

0 500 1000 1500 2000
Amino Asit Konsantrasyonu (uM)

200 400 600 800 1000
Amino Asit Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.9. Amino asit (Phe) baslangi¢ konsantrasyonunun SAM 11-MUA modifiye

QCM nanosensoérde rezonans frekansinda meydana getirdigi degisim;
T:20 °C, pH: 7

Cizelge 4.4. QCM nanosensorde farkli amino asit konsantrasyonlari ile meydana

Phe

gelen resonans frekans degisimleri (Hz)

Konsantrasy @ 50 uM 100 M 250 yM 500 M 750 uM | 1000 pM | 2000 pM

onu

AF (Hz)

18.22+0. 19.03+0. 28.15+1. 36.55+1. 44.92+1. 59.43+0. 58.27+1.
69 17 57 52 12 97 51

Sekil 4.10'da, QCM nanosensoérinde sirasiyla 50, 100, 250, 500, 750 1000 ve
2000 uM konsantrasyonlarindaki baslangi¢c amino asit ¢ozeltisi ile muamelesi

sonucu meydana gelen rezonans frekansi dugtsun gergek zamanli élgimlerini

gostermektedir. Amino asit konsantrasyonuna bagli olarak meydana gelen

frekans artig miktarlar Cizelge 4.4’te gorulmektedir.
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Sekil 4.10. Farkh derigsimlerdeki amino asit ¢ozeltilerinin QCM nanosensor

sensogramlari.

4.3.1. Amino Asitlerin Denge izoterm Modelleri

Langmuir izoterm modelinde sensoér yuzeyinde adsorplanan analitin homojen
sekilde tek tabakali olarak adsorplandigi varsaylimaktadir (Sekil 4.11a). Sensoér
yuzeyindeki adsorpsiyon bdlgelerinin hepsinin es enerjide oldugu ve adsorplanan
molekdller arasinda etkilesim olmadigi varsayilmaktadir. Freundlich izoterm
modelinde adsorpsiyonun heterojen sekilde yani tekli ve ¢oklu tabakalardan
meydana geldigi varsayllmaktadir (Sekil 4.11b). Esitlik 3-6 kullanilarak

hesaplanan amino asitlerin izoterm modelleri Cizelge 4.5'de verilmistir.

Cizelge 4.5. Amino asit 11-MUA adsorpsiyon izotermleri.

Deneysel Langmuir Freundlich Langmuir-
Freundlich
Amyay 150.281 AMmax 151.515 AMmax 9.255 AMmax 94.339
(ng/cm?) (ng/cm?) (ng/cm?) (ng/cm?)
R? 0.9815 Kb 221.696 1/n 0.3797 1/n 0.3797
(1/nM)
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Ka(NM)  0.0045 R2 0.8889 Ko 35148.11

(1/nM)
R2 0.9671 Ka(NM)  2,84E-05
R2 0.5457

11-MUA SAM modifiye edilmis QCM sensor sistemine amino asit adsorpsiyonu
Langmuir izoterm modeline uygun gerceklesmistir.  Ammax degerleri
karsilastirildiginda deneysel olarak elde ettigimiz 150.281 ng/cm? dederine en
yakin deger Langmuir izoterm modelinde hesaplanmistir. Bu da amino asitlerin
QCM nanosensor yuzeyine tek tabakali ve homojen olarak tutundugunun kaniti

olmustur.

0.025 Langmuir y = 1,4632x+ 0,0066
' R*=0,9671
0,020 -
g 0,015
<
~
~ 0,010
0,005
0,000
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
1/c
5,5 Freundlich ~ ¥=03797x+2,2252

R*=0,8889

In Am

3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
InC
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y = 372,57x+0,0106
C R*=0,5457
0,025 Langmuir-Freundlich

0,02

0,015

1/Am

0,01

0,005

0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002 0,000025 0,00003 0,000035
(1/C)/n

Sekil 4.11. QCM nanosensdre amino asit adsorpsiyonunun Langmuir (a),

Freundlich (b) ve Langmuir-Freundlich (c) izoterm grafikleri.

4.3.2. Amino Asitlerin Denge ve Baglanma Kinetik Analizleri

Amino asitlerin QCM nanosensdre adsorpsiyonundaki denge analizleri Scatchard
izoterm hesaplamalari (Esitlik 7-11) ile incelenmistir. Scatcard analizi ile sensor
yluzeyindeki amino asit adsorpsiyonu ile kapanan ve kapanmayan ligand derisim
miktari belirlenmektedir. QCM sensor yuzeyine adsoplanan ve adsorplanmayan
madde derisimini ve buna bagli rezonans frekans degisimini esas alarak
belirlemektedir (Sekil 4.12).

y =-0,0033x+0,569
08 Scatchard R?=0,8202

40 60 80 100 120 140 160
Am
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Sekil 4.12. Amino asitin QCM nanosensore adsorpsiyonuna ait Scatchard denge

analiz grafigi.

Scatchard analizi ile geri dontsumlU ligand reseptdr baglanma ve ayrilmasinin
ligkisi incelenmektedir. Scatchard analizi ile baglananin yorumu baglanma
bdlgelerinin sayisindan yararlanilarak yapiimaktadir. Ko<Ka durumunda ligand ve
analit arasindaki baglanma 1’den fazla noktada meydana geliyor demektir. Eger
Ka<Kp ise baglanmanin tek bir noktadan gerceklestigi yorumu yapilmaktadir.
Cizelge 4.6'da verilen sonuglara goére 11-MUA molekulu ile amino asit arasindaki

adsorpsiyonun 1 noktadan gergeklestigi anlasiimistir.

Cizelge 4.6. Amino asitin 11-MUA kapli QCM nanosensoOre adsorpsiyon kinetik

analizleri sonuclari.

Scartchard Baglanma Kinetik LOD (uM) LOQ (uM)
Analizi
Ampax 153.767 ka (nM/s) 0.0002 0.859 2.604
(ng/cm?)

Ko (1/nM) 178571  kd (1/s) 0.0572
Ka (NM) 0.0056 Ka (NM) 0.0034
R2 0.8202 Ko (1/nM) 286

R? 0.9699

Sekil 4.13’te gorulen baglanma kinetik analizi egrisine goére, adsorpsiyon hizini,
ligand reseptdr arasindaki baglanmanin kimyasal ya da fiziksel etkilesimler
sayesinde gergeklestigini belirlemek mumkdndur. Baglanma kinetik analizi
sonuglarina gore Ka degerinin ylksek olmasi (Kp'ye gbre) adsorpsiyonun daha
kuvvetli bir etkilesimle gergeklestiginin kanitidir. Cizelge 4.6’daki dederlere goére
Ka'nin Kp’den daha dusik olmasi aminoasitin 11-MUA modifiye QCM sensor
yuzeyine zayif etkilesimlerle adsorplandidinin gdéstergesidir. Bu durum tez
kapsaminda hedeflenen bir durumdur.
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Sekil 4.13. Amino asitin QCM nanosensdre adsorpsiyonuna ait baglanma kinetik

analiz grafigi.

4.4. QCM Nanosensor ile Equilin Tespiti

11-MUA modifiye edilmis ve ardindan da Phe, Tyr ve Trp amino asitleri ile
etkilestirilen QCM nanosensor yuzeyler oda sartlarinda kurutulup hormon tespiti
icin hazir hale getirilmistir. Amino asit ve hormon etkilesimi nedeniyle
sensogramda frekans degisimi kaydedilmektedir. Bu frekansa bagli Sauerbrey
denklemi ile kitle degisimi hesaplanmistir. Buradaki kitle degisimi ylizeye zayif
etkilesimlerle adsorbe olan amino asitleri, hormonlarin daha guglu baglarla
yakalayip nanosensor yuzeyinden uzaklagtirmasina dayanmaktadir. Baska bir
deyisle, QCM nanosensor sistemindeki rezonans frekansi, ylzeyden desorbe
edilen amino asit miktarina bagli olarak artmaktadir. Nanosensor yuzeyindeki
kitle azaldikga nanosensorin salinim hareketi artmakta ve dolayisiyla frekans

artis1 olmaktadir.

Equ'in sulu ortamdan gergek zamanli 6lcimu i¢in Tyr, Trp ve Phe modifiyeli QCM
nanosensorleri kullaniimistir. Sekil 4.14a, 25 nM-1000 nM araliginda artan Equ
konsantrasyonlarina bagli olarak QCM rezonans frekansi artigini (AF)
gostermektedir. Artan Equ konsantrasyonuna bagli olarak frekans degistigi igin

konsantrasyon artigi ile nanosensorun tepkisi de artmaktadir. Equ akisi ile
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nanosensor yuzeyinden amino asitlerin uzaklastiriimasi sirasinda, rezonans
frekansindaki degisim 500 nM derisime kadar lineer olmustur. Bu
konsantrasyondan sonra artis yavaslamis ve ardindan hafif bir disus
gozlenmigtir. Rezonans frekansindaki kaymanin azalmasi, zamanla sensor
yuzeyinden uzaklastirlacak amino asit molekullerinin  azalmasindan
kaynaklanmigtir. Ek olarak, amino asit molekllleri sensor yuzeyinden
supuruldukten sonra, maruz kalan 11-MUA molekdlleri ile Equ arasinda zayif bir
etkilesim olugur ve bu da nanosensorde kutle artisina ve dolayisiyla frekansin
azalmasina neden olmustur. Equ ve Tyr amino asidi arasindaki baglanma
afinitesinin daha yuksek olmasi nedeniyle, amino asidin maksimum frekans
degisimi Tyr igin akisin 300-420. saniyesinde 58.31 Hz (AF) olarak gozlendi.
Teorik molekuler yerlestirme sonuglari, diger amino asitlere kiyasla Equ ve Tyr
arasindaki daha yuksek afinite ile uyumludur. Tum konsantrasyonlarda
maksimum frekans degisiklikleri ortalama 300-420. saniye i¢inde gdzlenmis ve
Sekil 4.14a'daki gibi grafik edilmistir. Tespit limiti (Limit of Detection, LOD) ve
miktar tayin limiti (Limit of Quantification, LOQ), Equ kalibrasyon egrisinden elde
edilen standart sapma ve egim degerleri ile hesaplanmistir. Tespit sinir
hesaplamasi i¢cin LOD=3*s/b denklemi ve tayin sinirinin belirlenmesi igin
LOQ=10*s/b denklemi kullanilmigtir. Bu denklemlerde kullanilan s degeri,
kalibrasyon egrisinden elde edilen standart sapmayi, b degeri ise bu egrinin
egimini temsil etmektedir. Tyr, Trp ve Phe modifiye QCM nanosensor sinyali
kullanilarak LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 4.59, 5.05, 6.30 ve 15.31, 16.84,
21.01 ng/L olarak bulunmustur. Ayrica hazirlanan sensoér sisteminin lineer
dinamik algilama araligi 25-500 nM’'dir. Dogrusal dinamik aralik degeri, analit
konsantrasyonu ile QCM sensogramindaki AF arasinda bir orantinin oldugu
konsantrasyon araligini temsil etmektedir. Sensoér algilama sisteminin bir 6lcim

sirasinda olgebilecegi AF miktari anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.14. Tyr, Trp ve Phe ile modifiye edilmis QCM nanosensoéru ile Equ tespit
sensogramlari. Equ baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi; T:20 °C, pH:
7 (a) ve zaman iginde Equ yaniti; esit baslangi¢ konsantrasyonu:
500nM (b).

Equ tespitinde etkilesim suresinin tespiti Sekil 4.14b'de gdsterilmektedir.
Rezonans frekansinin zaman icindeki degisimini izlemek amaciyla Equ tespit
calismalari 15-20 dakika kadar devam ettirilmigtir. Denge ¢oOzeltisi su ile kararl
taban cizgisi elde edildikten sonra QCM sensdr sistemine Equ ¢ozeltisi (500nM)
enjekte edilmistir. Sekil 4.3'te gdruldagu gibi, Tyr ve Equ moleklllu arasindaki
etkilesim hidrofobik etkilesimlere dayanirken, Trp ve Phe'de hidrojen baglarina
ve nadir hidrofobik etkilesimlere dayanmaktadir. Trp ve Phe sirasiyla amino ve
karboksil gruplarindan yonlendirildiklerinden, Equ ile zayif hidrojen baglari ile
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etkilesmislerdir. Ek olarak, Phe fonksiyonel gruplarinin Equ'e kargi yonelimi, Trp'a
kiyasla daha zayif etkilesimlere neden olmaktadir. Bu nedenle, Sekil 4.12b'deki
Tyr ve Trp ile karsilastirildiginda Phe sensograminda Equ akigi ile daha dusuk
bir frekans kaymasi goézlenmistir. Tyr, Trp ve Phe sensorleri igin Equ ¢ozeltisi
sirastyla 110, 120 ve 130. saniyelerde nanosensor sistemine girmistir. Bu
nedenle sensogramlardaki frekans degisimi belirlenirken Equ'nun nanosensor
sistemine girisi ile maksimuma ulasti§i anlar arasindaki frekans farki
degerlendirilmistir. Sensogramin 100. saniyesine kadar gorulen frekanstaki ani
artig, kuru nanosensor yuzeyinin suyla islanmasindan kaynaklanan taban gizgisi
kaymasina dayanmaktadir. Rezonans frekansindaki artis, Equ molekull
tarafindan amino asidin uzaklastiriimasina bagl olarak ortalama 300-420 saniye

sonra gozlenmigtir.

4.4.1. Equ Adsorpsiyon izoterm ve Baglanma Kinetik Analizleri

Tez galismasi kapsaminda geleneksel QCM sensor sistemlerinden farkl olarak
Equ ile amino asit desorpsiyon mekanizmasi arastiriimistir. Algilama islemi,
kuvars kristal ylzeyine bagh molekillerin neden oldugu kutle degisimi yerine
yuzeyden uzaklastirilan kutle miktarina bagl olarak gergeklestiriimistir. Bu
nedenle, Equ ve Ug farkli amino asit arasindaki etkilesimler ayri ayri incelenmigtir.
Equ molekllleri tarafindan amino asitlerin uzaklastirimasiyla kitle azalmasi
g6zlenmistir. Equ molekdilleri tarafindan nanosensoér ylzeyinden uzaklastirilan
Tyr, Trp ve Phe miktarlari sirasiyla 147.44, 130.39 ve 63.44 ng/cm? olarak elde
edilmistir. Uc¢ farkli amino asit (Tyr, Trp ve Phe) ile Equ etkilesimlerinin,
hesaplanan Equ-Tyr, EqQu-Trp, Equ-Phe miktarinin sirasiyla 434.78, 312.50 ve
303.03 ng/cm? olarak elde edildigi ve Langmuir-Freundlich izoterm modeline iyi
uydugu gorulmastir (Cizelge 4.7). Bu izoterm modeli ile heterojen ylzey
etkilesiminden bahsedilmektedir. Ayrica, bu adsorpsiyon modeli, nanosensor
yuzeyinde heterojen adsorpsiyon enerjisinin dagilimini agiklamaktadir. Dusuk
adsorbat konsantrasyonlarinda Freundlich modeliyle uyumlu bir etkilesim varken,
yuksek konsantrasyonlarda Langmuir izotermiyle uyumlu bir etkilesim vardir.
Bilgisayarli modelleme galismalarinda tartisildigi gibi, Equ ve amino asitler (Tyr,
Trp ve Phe) arasindaki etkilesim, Equ halka sistemi ile sirasiyla Tyr, Trp ve
Phe'nin indol, fenil ve benzen gruplari arasindaki hidrofobik etkilegimlerle
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iligkilidir. Equ'e gbre amino asitlerin baglanma ve uzaklastirma tercihi, denge
(Scatchard) ve birlegsme kinetik analizi (Cizelge 4.8) ile incelenmigtir. Scatchard
analizi ayrica tersinir Equ-amino asit baglanmasi arasindaki iliskinin
anlasilmasini saglamaktadir. Scatchard analizi ile baglanma mekanizmasi,
baglanma bdlgelerinin sayisi kullanilarak agiklanmaktadir. Kp'nin Ka'dan kuguk
olmasi ligand ile analit arasinda birden fazla noktada etkilesim oldugunu
gostermektedir. Ka, Kp'den kiliglikse, baglanmanin tek bir noktadan gugli bir
sekilde gercgeklestigi anlasiimaktadir. Kp ne kadar ylksek olursa, hedef molekl
ve ligand arasindaki afinite ve adsorpsiyon o kadar zayif olmaktadir [153][154].
Cizelge 4.8'deki degerlerimiz de Equ ve amino asitlerin tek bir noktadan ve
oldukga guglu baglanma tercihini gostermektedir. Ayrica, Equ'nin en dustuk LOD
ve LOQ degerleri (sirasiyla 4,59 ve 15,31 ng/L) Tyr modifiyeli QCM
nanosensorde elde edilirken, en yuksek degerler (sirasiyla 6,30 ve 21,01 ng/L)
Phe modifiyeli nanosensoérde elde edilmistir. Bu calismada, LOD ve LOQ
degerleri, EPA tarafindan belirlenen Equ (0.35 pg/L) maksimum kirletici
seviyesinin (MCL) altindadir. Bu sonuglar, su numunelerinde Equ'nin hassas

tespitini dogrulamaktadir.

Cizelge 4.7. Equ'in Farkli Amino Asitlerle Baglanma izotermleri

. . Langmuir-
Deneysel Langmuir Freundlich Freundlich
Amp o Amp o Amp o Amp o
(ng/cm?) 147.44 (nglcm?) 128.20 (nglcm?) 6.50 (nglcm?) 434.78
R? 0.9904 Kp(1/nM) 93.89 1/n 0.48 1/n 0.48
Equ- 2 Kb
Tyr Ka (NM) 0.01 R 0.9432 (1/nM) 56.08
R? 0.8655 Ka (nM)  0.02
R? 0.9408
Amp o Amp o Amp o Amp o
(ng/cm?) 130.39 (ng/cm?) 99.00 (ng/cm?) 5.49 (ng/cm?) 312.5
R? 0.9935 Kp(1/nM) 89.01 1/n 0.46 1/n 0.46
Equ- 2 Kb
Trp Ka (nM) 0.01 R 0.8236 (1/nM) 66.09
R? 0.8843 Ka (nM) 0.01
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R? 0.9662
Amyp, o Amyp, o Amp o Ampax
(nglcm?) 63.44 (nglcm?) 53.19 (nglcm?) 8.97 (ng/cm?) 303.03
R2 0.9912 Kp (1/nM) 37.87 1/n 0.28 1/n 0.28
Equ- 2 Kb
Phe Ka (NM) 0.03 R 0.9096 (1/nM) 37.45
R? 0.8785 Ka (NM)  0.03
R? 0.9806

Cizelge 4.8. Equ'in Ug farkli amino asitle birliktelik kinetik analizi, LOD ve LOQ

degerleri.
Denge Analizi Baglanma
LOD LOQ
(Scatchard) Kinetik Analizi
Amn o 4.59 ng/L 15.31 ng/L
(ngicmzy 16919 ka(nM/s) 0.0002 7741 vy (38,05 n)
Equ-Tyr Ko (1/nM) 178.57 kq (1/s) 0.041
Ka (NM) 0.005 Ka (NM) 0.005
R? 0.6122 Ko (1/nM) 204
R? 0.9966
Amyax 5.05 ng/L 16.84 ng/L
(nglcm?) 225 Ka(NM/s)  0.0003 1556 1M)  (41.86 nM)
Equ-Trp Ko (1/nM) 400 kq (1/s) 0.02
Ka (nM) 0.002 Ka (NM) 0.01
R? 0.8334 Ko (/nM) 72
R? 0.9995
Amnax 6.30 ng/L 21.01 ng/L
(nglem?) 67.37 ka (NM/s)  0.00007 (15.660M)  (52.21 nM)
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Equ-Phe  Kp(1/nM)  96.15 ka (1/s) 0.032

Ka (NM) 0.01 Ka (NM) 0.002
R2 0.7041 Ko (IInM)  457.14
R2 0.9988

4.4.2. QCM Nanosensorun Bloklanmasinin Adsorpsiyona Etkisi

Spesisifk olmayan baglanmalari en aza indirmek ve nanosensorun yeniden
kullanilabilirligini iyilestirmek amaciyla kendiliginden dizenlenmis tek tabakali 11-
MUA modifiyesinden sonra altin kapli QCM sensorler Tween 20 ve BSA
cozeltileri ile ayri ayri bloklanmiglardir. Bloklanmig QCM sensoérlerin ylzeyinden
sirasiyla 1 mM fosfat tamponu, 1 mM amino asit ¢Ozeltisi, deiyonize su ve 500
nM Equ c¢ozeltisi gegiriimigtir. Tween 20 kullanilarak bloklanmis c¢iplerin
kullanildigl deneyler sirasinda QCM sensér sistemine giren ve ¢ikan baglant
hortumlarindan sivi tasmalari meydana gelmistir. Bu durum deterjanlar sinifindan
olan Tween 20’nin sensor ylzeyinin hidrofobikligini disurtp daha kolay 1slanabilir
hale getirmesinden ve baglanti noktalarindaki yuzey gerilimini dusurmesinden
kaynaklanmistir [155][156]. Dolayisi ile Tween 20 ile bloklanan nanosensor
sisteminden anlamli bir sensogram kaydedilememistir. BSA kullanilarak
bloklanmis nanosensor yluzeyler de Tween 20’deki gibi 6nce amino asit tamponu
sonra amino asit ¢ozeltisi ve Equ ¢Ozeltisi ile muamale edilmigtir. Ancak bu
ylzeylerde de adsorpsiyona pozitif katki gbézlenmemistir. Olgim sirasinda
OpenQCM? sistem ara ylizli 7.overtonun disina c¢ikildigi uyarisi vermis ve
frekans degisimi takip edilememistir. Hazirlanan 6 adet nanosensor ylzeyi ile
islemler tekrar edilmis ancak anlamli bir sensogram kaydedilememistir. Bu durum
66.46 kDa molekller agirliga sahip BSA proteinin 181.19 Da molekl
agirhgindaki Tyr amino asitinin sensor yuzeyine adsorpsiyonuna engel
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Sonu¢ olarak hem Tween 20 hem de BSA
kullanilarak bloklanmis QCM nanosensor sistemlerinde Equ tespiti sirasinda
meydana gelen frekans degisim miktarinda anlamli bir sonug elde edilememis ve

calismalara bloklama iglemi yapilmadan devam edilmigtir.
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4.4.3. Gozelti pH ve iyonik Siddetinin Equilin Adsorpsiyonuna Etkisi

Equ’nin sensor yuzeyine adsorpsiyonuna ortam pH’inin etkisini incelemek
amaciyla farkli pH degerlerindeki (pH: 2, 4, 7, 9, 11) su igerisinde ¢6zUnmus Equ
¢Ozeltileri hazirlanarak sensor sisteminden gegirilmistir. QCM sensor sisteminden
elde edilen sensogramlar Sekil 4.15a’da gorulmektedir. Sensogramlara gore
pH:7’deki Equ cozeltisi ile en yuksek AF degerine ulasiimis ve yluzeyden en
yuksek kutlede Phe uzaklastiriimistir. Dolayisiyla maksimum adsorpsiyon pH:7

de saglanmistir.

iyonik siddet sensér sistemimizde etkili olan hidrofobik, van der waals
etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimleri etkileyebilmektedir. Ornegin hidrofobik
etkilesimlerin oldugu bir sistemde ortamdaki tuz konsantrasyonunun artmasi
hidrofobik etkilesimi arttirmaktadir. Ancak ortamda elektrostatik etkilesimler
yogdunsa tuz konsantrasyonunun artmasi ile hidrofobik etkilesimler azalmaktadir.
Biz de bu etkileri gézlemleyebilmek icin farkli tuz ¢ozeltilerinde (1, 10, 100 ve
1000 mM derigimlerinde) hazirlanan Equ ¢ozeltileri ile QCM tespit ¢calismalarini
tekrar edilmigtir. QCM sensogramlari Sekil 4.15b’de goérulmektedir. 1 ve 10 mM
tuz ¢ozeltisinin sebep oldugu fazlaca frekans artigi ylizeyden sadece amino asit
degil 11-MUA’nin da uzaklastirmis olabilecegini disunduriarken 100 ve 1000mM
derisimlerdeki tuz c¢oOzeltileri nanosensor Uzerinde birikerek frekansta ciddi

dususlere sebep olmusgtur.
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Sekil 4.15. Farkh pH degerleri (a) ve iyonik siddet etkisi (b) ile izlenen QCM

nanosensor sensogramiari.

45. QCM Nanosensorlerin Ug¢ Farkli Endokrin Bozucu Hormon ile

Karsilagtiriimasi

Equ konsantrasyon taramasinda, amino asitle modifiye ediimis QCM
nanosensorunin Equ etkilesimi ile elde edilen maksimum frekans azalmasi, 420
saniyelik etkilesim suresinde 500 nM Equ konsantrasyonu olarak belirlenmigtir.
Bu nedenle, Gg¢ farkli endokrin bozucu hormonlarin (estron, estriol ve 17p3-

estradiol) etkilesimleri ayni kosullar altinda test edilmistir. QCM tespitinde, diger
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hormonlar sebep oldugu kutle degisimleri Equ'nunki ile karsilastirildiginda,
Equ'nin en yuksek frekans degisimine sahip oldugu gézlenmistir. Hormonlarin 3
boyutlu kimyasal yapilari incelendiginde, digerlerinden farkh olarak Equ'nun
yapisinda C12'de hidrojenlenmemis bir ¢ift baga sahip oldugu goérulmektedir.
Delokalize pi-elektron, C=C cift bagindaki lokalize pi bagindan daha dusik
elektron yogunluguna sahiptir, bu da Equ'ni diger hormonlara kiyasla daha reaktif

hale getirmistir (molekdllerin 3 boyutlu yapilari Sekil 4.1'de gortulmektedir).

Ayrica, kontrol deneylerinde hormonlarin 11-MUA ile etkilesimleri arastiriimistir.
Sekil 4.16a'da goruldugu gibi, 11-MUA ve hormon etkilesimlerinin kutle
degisiminde dnemli bir frekans degisikligi meydana gelmemigtir. Bu bulgunun,
sensoOr yuzeyinde dizilmis 11-MUA'nin —COOH gruplari ile hormonlarin —OH
gruplari arasindaki zayif etkilesimlere (elektrostatik ve Van der Waals
etkilesimleri gibi) dayandigina inaniimaktadir. Equ ve amino asitler arasindaki
etkilesimlerin molekuler modelleme c¢alismalarina goére (Sekil 4.3), Tyr, Trp ve
Phe (sirasiyla fenil halkasi, indol grubu ve fenil kalintisi) ile Equ halkasi sistemi
arasinda hidrofobik etkilesimler go&zlenmistir. Molekuller arasi hidrofobik
etkilesimler, Van der Waals, elektrostatik etkilesimler gibi kovalent olmayan
etkilesimlerden daha gucludir. Hormonlar ve 11-MUA arasindaki afinite
etkilesimleri, hormonlar ve amino asitler arasindaki afiniteden daha az oldugu igin
deneysel sonuglar, hormonlar ve 11-MUA arasindaki zayif etkilesimi
dogrulamistir. Kisacasi, hormonlar ve 11-MUA arasindaki kovalent olmayan
etkilesimlerin varliginda, nanosensor ylzeyine ¢ok az miktarda hormon tutunmus
ve az miktarda kutle degisimine neden olmustur [150][157]. Equ, 17p-Estradiol,
Estriol ve Estron ile 11-MUA etkilesimlerindeki kutle degisimi sirasiyla 10.11,
17.97, 23.33 ve 17.04 ng/cm? olmustur. Bu sonuglar, Equ ve Tyr arasindaki
etkilesimin diger hormon molekullerinden daha yuksek oldugunu gostermistir. En
yiksek kitle degisikligi (147.44 ng/cm?), Tyr ile modifiye ediimis QCM

nanosensor Uzerinde Equ tespitinde meydana gelmistir.
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Sekil 4.16. Tyr, Trp ve Phe modifiyeli QCM nanosensoér Gzerindeki hormonlarin
(a) ve Tyr modifiyeli QCM nanosensoér Uzerinde 6strojenik hormonlarin

(b) rezonans frekans degisiminin karsilastiriimasi.

Molekuler kenetlenme sonugclari ile birlikte degerlendirildiginde Tyr'in fenil halkasi
Equ ile hidrofobik baglar yapma istedi neden olmus olabilir. Sekil 4.16b, Tyr
modifiye QCM nanosensoérde Equ, 17 Estradiol, Estriol ve Estron molekdllerinin
zaman icindeki frekans degisikliklerini gostermektedir. Hormonlar sensor
yluzeyine ulastigi anda, sensogramin rezonans frekansinda bir artisa neden
olmaktadirlar. Bu frekans artigi, Tyr molekullerini hormon molekulleri yoluyla
uzaklastirarak sensor yuzeyindeki kutlenin azalmasinin kaniti niteligindedir.
Ortalama 360-420 saniye icerisinde hormonlar sensor yuzeyinden maksimum Tyr
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molekullerini sipurmus ve en yluksek frekans degerine ulagsmistir. Daha sonra,
sivi akisinin yuzey Uzerindeki etkisi ve 11-MUA'nin sensor yuzeyindeki -COOH
gruplari ile hormonlar arasindaki etkilesim, frekansin azalmasina neden

olmustur.

Literatirde 0&strojenik hormonlarin tespiti ile ilgili birgok rapor bulunmasina
ragmen, Equ'in segici ve duyarli tespiti icin literatirde sinirli sayida makale
bulunmasi bu tez galismasinin motivasyonu olmustur. Bu galismalardan Ito ve
ark. 0.1 pg/mL ila 100 pg/mL LOD [158] ile antikor-antijen etkilesimine dayali
QCM sensorunde kortizoll tespit etmiglerdir. Bagka bir ¢alismada, Li ve ark.
Bisfenol A (BPA), E1, E2 ve sulfametoksazol (SMZ) tespiti icin QCM sensor
sisteminde bir zeolit filtresi kullanmiglardir. Bu sistem sorbat-sorbent
etkilesimlerine (fonksiyonel gruplara dayali) dayali olup 0.85-1.58 ng/ng
adsorpsiyon kapasitesine ulagmigtir [159]. Jia ve digerleri, E2'yi tespit etmek igin
bir ylzey plazmon rezonans (SPR) sensor sistemi gelistirmigtir. Anti-Ostradiol
monoklonal antikor (E2-mAb) kapli manyetik nanopartiklller kullanarak LOD
degerini 0.81 ng/mL bulmuslardir [160]. Chen ve ark., afinite temelli antikor
modifikasyonu ile E2 antijenini tanimak icin bir immin QCM-algilayici ¢ip
gelistirmiglerdir. Rezonans frekansinin degisimi, antijenin konsantrasonu orantili
olmustur. Sonuglar, yuvarlama modunda model olarak estradiol ile, iyi stabilize
edilmig QCM c¢ipinin algilama sinirinin tekrarlanabilirlik ile 40 ng/mL seviyesine
ulastigini gostermistir. Ayrica, 60 ng/mL LOD ile dinamik modda algilama
sonuglari cihazin yanit suresinin birka¢ saniyeye kisaltilabilecegini gostermistir.
Hedeflenen uygulamalar icin her iki algilama modunun da kullanilabilecegini
kanitlamiglardir [161]. Bu sonuglara goére bazi LOD degerleri bizim elde ettigimiz
LOD degerinden daha dusuk iken bazilari daha ylksektir. Buradaki en kritik
nokta, onceki calismalarin spesifik afinite sensér sistemlerine dayanmasidir.
Kullandiklari tani materyali (molekdler baskili polimerik yapilar, aptamer, antikor
vb.) tespit edilecek maddeye 6zgu oldugundan, her molekiil incelenirken sistem
parametrelerinin  yeniden duzenlenmesi gerekmektedir. Ancak bu tez
calismasinda, hormonlar tek adimda gergek zamanli izlemede farkli amino

asitlere olan afinitelerine gére dogrudan ve tespit edilebilmektedir.
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4.6. QCM Nanosensoriiniin Yeniden Kullanilabilirliginin Test Edilmesi

Amino asit modifiye ederek hazirlanan QCM nanosensorunin ka¢ kez
kullanilabilecegini test etmek amaciyla Tyr ve Equ ile etkilesimleri 4 donglde
gercek zamanli olarak izlenmistir (Sekil 4.17). ilk dongl igin, Tyr QCM
nanosensorden gegirilirken, rezonans frekansi yaklasik 4 dakika sonra 56.01 Hz
kadar dusmustur. Sensogramin 3 dakika boyunca stabil hale gelmesi beklenmis
ve ardindan Equ solusyonu sisteme beslenmigtir. 5 dakika sonra Equ, Tyr
molekullerini yakalayip sensor yuzeyinden supurdugu igin rezonans frekansinda
49.46 Hz kadarlik bir artisa sebep olmustur. Sensor yikanmasi igin sensor
yuzeyinden fosfat tamponu gecirilmistir. Yikama sirasinda sensogramda
rezonans frekansi 32.75 Hz artis gorulmuastar. Ardindan ikinci, Gglncl ve
dorduncu donguler icin Tyr ¢ozeltisi nanosensor yuzeyinden ayni sirayla tekrar
gegirilmigtir. Bu durum her bir donglde yaklasik 4 dakikada igerisinde 49.25,
45.71 ve 41.46 HZ'lik bir frekans dusustne neden olmustur. Nanosensor dengeye
ulastiktan sonra sisteme Equ sollsyonu gdénderilmis ve ikinci, Uglncu ve
dordlncu donguler igin sirasiyla 5-6 dakikada 47.27, 42.42 ve 39.94 Hz'lik bir
frekans artisi gdézlenmigstir. Daha sonra yikama adiminda sirasiyla ikinci, tiglncu
ve dordincl dongu icin 29.26, 28.12 ve 27.49 HZ'lik frekans artigi kaydedilmigtir.
Doérdincli dongunin sonunda o6nemli bir rezonans frekansi degisikligi
gbzlenmedigi igin analiz sonlandiriimigtir. Tum sensogram incelendiginde,
nanosensor ylzeyine baglanan Tyr sayesinde rezonans frekansi azalirken, Tyr'l
yuzeyden uzaklastiran Equ sayesinde rezonans frekansi artmaktadir. Sonug
olarak, surekli rejenerasyon kosullarinda Equ tespiti igin 11-MUA modifiyeli QCM

nanosensorin %80.75 verimle 4 kez kullanilabilecegi goraimustur.
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86



5. YORUM

Tez caligmasinda, hormon yerine koyma tedavilerinde ya da dogal hormonal
sureclere bagli olarak kanalizasyon sularinina ve ardindan da dogal su
kaynaklarina aktarilarak sucul canlilari, suda yasayan organizmalari yagsamsal
faaliyetlerini olumsuz etkileyen 0Ostrojenik hormonlarin tespiti igin gravimetrik
temelli bir sensér sistemi gelistiriimistir. Ostrojen etkilerinin su kaynaklari basta
olmak Uzere tum ekolojik alanlarda goézlenmesi ile sucul organizmalar gogalmasi,
besin kaynagi kaybi yoluyla dogrudan/dolayli olarak zarar gérmektedir. EPA su
kaynaklarindaki maksimum kirletici miktari olarak Equ, 17B-Estradiol, Estriol ve
Estron Ostrojenik hormonlari igin sirasiyla 0.35 ug/L, 0.7 ng/L, 4.37 ng/L ve 65
ng/L seviyelerini belirlemistir. Tez kapsaminda Equ basta olmak Uzere farkl
Ostrojenik hormonlarin tespiti icin kullanimi kolay, diger tespit yontemlerine
kiyasla dusik maliyetli ekipmanlarla hazirlanabilen ve ayni zamanda yuksek
hassasiyette 6lcim yaparak oldukga kisa surede (yaklasik 6 dakika) sonug veren

yeni bir nanosensor sistemi gelistiriimigtir.

Tyr modifiyeli QCM nanosensor igin Equilin LOD degeri 4.59 ng/L (11.41 nM)
kadarken Trp ve Phe modifiyeli nanosensdrlerde sirasiyla bu deger 5.05 (12.56
nM) ve 6.30 (15.66 nM) ng/L’dir. Tez kapsaminda, QCM'in geleneksel
kullaniminin 6tesine gecerek, Equ molekilleri tarafindan QCM nanosensor
ylzeyinden uzaklastirdigi adsorbe amino asitlerle Equ tespit edilmigtir. Bir sensor
sisteminde analiz edilebilecek minimumdan maksimuma kadar olan
konsantrasyon araligini ifade eden lineer dinamik aralik degeri tez kapsaminda
hazirlanan QCM nanosensor sisteminin dstrojenik hormon tespiti igin 25 — 500
nM’dir.

Baglanma izoterm g¢alismalari sonucunda Tyr, Trp ve Phe modifiye nanosensoér
yuzeyi ile Equ arasindaki etkilesimin Langmuir-Freundlich baglama izotermine

uydugu gorulmustar.
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Tyr, QCM nanosensorunun modifikasyonu igin kullanildiginda, Equ kutle
degisimi, 17B3-Estradiol, Estriol ve Estron gibi Ug¢ farkli ostrojenik hormona kiyasla
en yuksek degere ulagmistir (LOD (4.59 ng/L) ve LOQ (15.31 ng/L)).

AutoDock bilgisayarli modelleme programi kullanilarak deneysel veriler simule
edilmis molekuler docking ¢alismalariyla karsilastiriimistir. Tyr ve Equ arasindaki
serbest enerji degeri -1367.10 kcal/mol iken, diger amino asitler Trp ve Phe igin
sirasiyla -1366.73 ve -1367.00 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Tyr (fenil halkast),
Trp (indol grubu) ve Phe'nin (fenil kalintisi) hidrofobik kalintilari ile Equilin halka
sistemindeki hidrofobik kalintilari ile yonlendirilmistir. Bu sonuclar deneysel

verilerle iyi bir uyum igindedir.

Sonug olarak, Tyr modifiyeli QCM nanosensorunun Equ tespiti igin en yluksek

hassasiyet ve seciciligi gosterdigi bulunmustur.

Bu konuyla ilgili ¢esitli arastirmalar, endokrin bozucu kimyasallarin tespiti igin
kitle tabanli sensor sistemlerinin yuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip
oldugunu goOstermistir; bununla birlikte, karmagik olmalari, yuksek maliyetli
kimyasallar gerektirmesi ve bazen oOn saflastirma veya zenginlestirme
prosedurleri gibi sinirlamalari vardir [162][163]. Bildigimiz kadariyla, bu tez
calismasi Equ tespiti icin geligtirilen ilk QCM tabanli sensoér sistemini temsil

etmektedir.

Tez calismasi ile hazirlanan Equ tespit sensor sisteminin bildigimiz kadariyla
literatlrde benzeri bulunmamaktadir. Ayrica elde edilen sonuglar, gelistirilen
QCM nanosensor ile su igerisinden Ostrojenik hormonlarin tayini igin kullanilan
geleneksel Gaz kromatografisi-kitle spektrometrisi (GC-MS), Yuksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC) ve spesktrofotometrik tespit
yontemlerine kiyasla oldukga kullanigli bir tespit cihazi olabilecegini gostermistir.
Bahsei gecen hassasiyeti yliksek yontemlerde her analit yada proses igin farkli

bir kolon, baglanti ekipmanlari, ugucu gaz ortamina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak
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QCM sensorlerde kullanilan altin kapl quartz kristal ylzeyler piranha ¢ozeltisi
gibi kuvvetli ¢ozucllerle muamale edilmesine ragmen birden fazla kez stabil
sekilde kullanilabilmektedir. Geligtirilen nanosensor sistemi ile geleneksel tespit
yontemlerine kiyasla dusuk maliyet, kisa surede sonug¢ alma, az hacimde

numune ile analiz imkani saglama gibi UstunlUkler elde edilmigtir.

Tamamlanan Doktora tez galismasi ile hazirlanan modifikasyon temelli QCM
nanosensor sistemi hem deneysel olarak hem de teorik olarak bagka cevre
kirleticilerine uyarlanip farkli arastirma alanlarina 1sik tutacak niteliktedir. Farkl
arastirma ve tespit alanlarina uygulanarak tip, temel bilim, muhendislik

konularinda birgok farkli disipline uyarlanabilecek niteliktedir.
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