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OZET

METABOLIT TAYiNINE YONELIK BiYOESINLENMIS
NANOMALZEMELERIN GELISTIRILMESI VE UYGULAMALARI

Erdogan OZGUR
Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil DENiZLI
Tez Es-Danigmani: Dog¢. Dr. Lokman UZUN
Aralik 2016, 139 sayfa

Tez ¢alismasi U¢ temel kisimdan olusmaktadir: i) melatonin baskilanmis floresans
nanopartikdllerin Gretimi; ii) biyoesinlenilmis sensor ylzeylerinin tasarimina yonelik
polimerik filmlerin Uretimi ve iii) DNA yapisindan esinlenerek ag-kapa nukleotid

temelli elektrotlarin Gretimi.

Potansiyel metabolik biyobelirteclerin kantitatif tayinine yonelik polimerlestirilebilen
terbiyum(lll) kompleksi temelli molekuler baskilanmis akilli floresans nanopartikuller
sentezlenmistir. MIP nanopartikil sensorun etkinliginin gosterimi igin melatonin
model metabolit olarak segilmistir. Bu biyoalgilama platformunda, daha derin
penetrasyon kabiliyeti, ihmal edilebilir oto-floresans, floro isildama olmamasi ve
keskin absorpsiyon ve emisyon gizgileri, uzun émur ve Ustin foto kararlihda sahip
olmasi nedeniyle lantanit iyon kompleksinden yararlaniimigtir. Lantanit iyonlarinin
karboksilik asit gruplarina olan yuksek afinitesinden dolayi terbiyum(lll) iyonlarinin
ve melatoninin koordinasyonu icin sirasiyla amino asit temelli fonksiyonel
monomerler olan N-metakriloil-L-aspartik asit (MA-Asp) ve N-metakriloil-L-triptofan
(MATrp) kullaniimistir. Floresans MIP nanopartikuller, terbiyum(lll):MA-Asp ve

melatonin:MATrp  komplekslerin  olusturulmasinin  ardindan  miniemulsiyon



polimerizasyonu ile sentezlenmigtir. Floresans MIP nanopartiklller sulu ¢ozeltiden

melatonin tayini igin kullaniimigtir.

Biyolojik molekullerin ya da aktif bdlgelerinin yapay polimerlerin omurgalarina
entegrasyonu ile tipik biyomolekullerin biyotanima 6zelliklerini biyo-taklit etme iglemi
gerceklestirebilir. Amino asitlerin kalinti gruplari, genis bir yelpazedeki biyolojik
yapinin fonksiyonel 6zelliklerinin ve oldukga secici substrat baglama kabiliyetinin
merkezinde yer almaktadir. Bdylelikle bu ¢alismanin ikinci kisminda, L-Histidin
amino asitininin polimerlegebilen turevi olan N-metakriloil-L-histidin  (MAH)
sentezlenmistir. Elde edilen islevsel monomer (N-metakriloil-L-histidin) polivinil alkol
varliginda ayarlanabilen gozenekli bir yapinin eldesi icin altin bir yuzey Uzerinde
polimerlestiriimistir. Kontrol amagcli olarak, gozenek yapisina sahip olmayan ve
fonksiyonel olmayan polimerik yapilar (MAH ve PVA varliginda ve yoklugunda)
sentezlenmistir.  Sentezlenen  polimerik  filmlerinin ~ ylzey  morfolojisinin
karakterizasyon icin taramali elektron (SEM) ve atomik kuvvet (AFM) mikroskoplari
kullaniimistir. Polimerik filmin Cu(ll) iyonlarina ait belirgin afinitesinin gésterimi icin
elektrokimyasal davranisi da diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile incelenmigtir.
Ayrica, Onerilen stratejinin kuvars kristal mikroterazi (QCM) elektrot ylzeyinde
gercek zamanli supramolekuler yapinin  kendiliginden duzenlenmesinde

uygulanilabilirligi gosterilmigtir.

DNA genetik bilginin taginmasindaki ve bu genetik bilginin protein sentezinde
merkezi role sahip olmasinin yaninda ayrica nukleotidler olarak adlandirilan
tekrarlayan birimlerden olusan dogal bir biyopolimerdir. Biyolojik islevlerinin yani
sira sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile biyoanaliz, DNA bilgisayari, DNA
nanoteknoloji ve nanotip gibi alanlarda kullaniimak Gzere kovalent olmayan hidrojen
baglari ile tamamlayici DNA sarmallarinin kendi kendine eglemesi taklit edebilen
farkli 6zellikte islevsel malzemelerin gelistiriimesinde kullanilabilir. Bu baglamda, tez
¢alismasinin bu kisminda, DNA'dan esinlenerek adenin, timin ve guanin gibi
bazlarin (olusturduklar hidrojen baglari DNA vyapisini stabilize ederler)
benzotriazolmetakrilat ile polimerlesebilen turevleri sentezlenmigtir. Boylelikle,
metakriloilamidoadenin ~ (MA-Ade), metakriloilamidoguanin ~ (MA-Gua) ve
metakriloilamidotimin (MA-Thy) monomerleri sentezlenmis ve nukleotid islevselligi
tasiyan akrilamit temelli dogrusal polimerik omurgalar hazirlanmistir. Sonrasinda

sentezlenen dogrusal polimerler (poli-Ade, poli-Gua, poli-Thy) camsi karbon elektrot



uzerinde grafen (iletkenligin artiriimasi amaciyla) ile etkilestirilip degisen sicaklik ile
ayarlanabilen/programlanabilir  elektrotlarin  geligtiriimesinde  kullaniimigtir.
Sicakligin ve tarama hizinin etkisinin belirlenmesi amaciyla bazi spektroskopik ve
impedimetrik dlgimler gergeklestiriimistir. Son olarak da interpolimerik sistemdeki
sicakhda bagh olarak degisen gecisi (ag¢-kapa arayuzeyler) spektrofotometrik
Olcimler (sicakhk kontrolli salinim c¢alismasi igin) gergeklestirilmistir. Kontrolll

salinim galismalarinda triptofan kullaniimistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoesinlenmig nanomalzemeler, molekuiler baskilama, QCM,

DPV, ac¢-kapa elektrotlar.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND APPLICATIONS OF BIOINSPIRED
NANOMATERIALS FOR METABOLITE DETECTION

Erdogan OZGUR
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi
Co-Supervisor: Dog¢. Dr. Lokman UZUN
December 2016, 139 pages

The thesis consists of three main sections: i) synthesis of fluorescent molecular
imprinted melatonin nanoparticles; ii) synthesis of functional nanofilms for designing
bioinspired sensor surfaces; iii) DNA inspired gatekeeper for developing switchable

electrodes.

Smart polymerisable terbium(lll) complex-based fluorescent molecular imprinted
nanoparticles were synthesized for the quantitative determination of potential
metabolic biomarkers. Melatonin was chosen as a model metabolite to demonstrate
the MIP nanoparticle sensor. We exploited lanthanide ion complexes in our
biosensing platforms due to their deeper penetration ability, negligible auto-
fluorescence, lack of photo bleaching and photo blinking, and their sharp absorption
and emission lines, long lifetime and extreme photo stability. Given the high affinity
of lanthanide ions towards carboxylic acid groups, we used two amino acid-based
functional monomers, N-methacryloyl-L-aspartic acid (MA-Asp) and N-
methacryloyl-L-tryptophan (MA-Trp), to coordinate terbium(lIl) ions and melatonin,
respectively. The fluorescent MIP nanoparticles were synthesized using

miniemulsion polymerization technique after forming complexes between



terbium(lll):MA-Asp and melatonin:MATrp molecules. The fluorescent MIP

nanoparticles have been used for melatonin adsorption from aqueous solutions.

The integration of biological molecules or their active sites into a synthetic polymeric
backbone is one possible way to achieve biomimicking of the recognition features
typical of biological molecules, such as amino acids, peptides and nucleic acids.
Amino acid residues are the origin of the functional properties and highly selective
substrate-binding ability of many extended biological structures. In the second part
of this study, a polymerizable derivative of an amino acid (L-histidine) was
synthesized N-methacryloyl-L-histidine (MAH). Then, MAH was polymerized in the
presence of polyvinyl alcohol (PVA) as a sacrificial polymer, to create a
macroporous functional polymer on a gold surface. For control purposes, non-
porous and non-functional polymers (with and without MAH and PVA) were also
synthesized. Scanning electron (SEM) and atomic force (AFM) microscopies were
used to characterize the surface morphology of the polymeric films on the gold
surface. We systematically investigated the electrochemical behaviour of the
polymeric films using differential pulse voltammetry (DPV), to demonstrate the
significant affinity of the polymeric film for Cu(ll) ions. And, the applicability of
proposed strategy to form Cu(ll) ion-mediated supramolecular self-assembly on a

quartz crystal microbalance (QCM) electrode surface in real time was showed.

While DNA has the central role as carrier of genetic information and translation of
the genetic code into proteins, it is also an inherently biopolymeric material consists
of repeating units called as nucleotides. Besides its biological functions, DNA can
be used in the construction of various functional materials via mimicking self-
assembling of complementary DNA strands through non-covalent hydrogen bonds
for the fields such as bioanalysis, DNA computing, DNA nanotechnology and
nanomedicine due to its physical and chemical properties. Herein, inspired from
DNA to synthesize polymerizable derivative of some bases (adenine, thymine and
guanine) through a set of reactions with benzotriazole methacrylate (MA-Bt). By this
way, new monomers methacryloyladenine (MA-Ade), methacryloylthymine (MA-
Thy) and methacryloylguanine (MA-Gua) were obtained. Then, these monomers
were polymerized with acrylamide to produce linear polymeric backbone carrying
nucleotide functionalities. After that, each linear polymers (poly-Ade, poly-Gua, and
poly-Thy) were complexed on the glassy carbon electrodes in presence of graphene



which was included to enhance conductivity to develop switchable electrodes in
respect to change in ambient temperature. The effects of temperature and scan rate
were evaluated while some spectrometric and impedimetric measurements were
conducted for characterization purpose. Finally, spectrophotometry (temperature-
controlled release study by using tryptophan) was performed to show the
switchability of the interpolymeric system in respect to temperature.

Keywords: Bioinspired nanomaterials, molecular imprinting, QCM, DPV, switchable
electrodes.
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1. GIRIS

Dogal sure¢ ve yaplilar tarafindan saglanan islevlerin anlagiimasina yonelik yapilan
calismalar giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Minyaturlestirme (nesnelerin
temel iglevlerini kiiglk bir hacimde gercgeklestirebilmesi), komplementer olasilik ve
islevlerin optimizasyonuna yoénelik organik-anorganik bilesenler arasindaki
hibrittesme ve hiyerarsik yapilanmalarindaki gelismislik olaganustu islevlerinin
baglica kaynagidir. Dogadaki nesne ve suregler tarafindan saglanan iglevlerin
altinda yatan mekanizmanin anlasilmasi farkli isleve sahip nanomalzemeleri,
nanoaygitlari ve surecleri geligtiriimesinde rehberlik edebilir. Dogadan esinlenerek
turetme veya biyolojik olarak esinlenmis tasarim (ya da adaptasyon)
biyoesinlenme/biyomimetik olarak tanimlanmaktadir. Dogada bulunan cesitli
nesnelerin biyolojik fonksiyonlarinin, yapilarinin ve ilkelerinin anlagiimasi ve sentetik
malzemelere aktarilmasini igeren biyomimetik, kimya, fizik, biyoloji ve malzeme
bilimi vs. gibi farkl alanlari binyesinde barindiran oldukga disiplinlerarasi bir alandir.
Ayrica nanobilim ve nanoteknolojideki gelismelerin getirdigi yenilikler ile biyolojik
sistemleri taklit eden yeni nanomalzemelerin Uretim ve tasarimi mumkin
kilmaktadir.

Biyolojik sistemlerdeki oldukca yuksek tanima mekanizmasi, yagsami yoneten temel
biyolojik islevlerden birisidir. Spesifik tanima mekanizmasinin taklit edilebilmesi yeni
biyoesinlenmis yapay malzemelerin gelistiriimesinde kilit noktasidir. Clinkd enzimin
substratina, antikorun antijenine, bir hormonun kendine ait reseptére ve bir virisin
konakgi hucreye baglanmasi gibi tum biyolojik surecler spesifik molekiler tanima

mekanizmasi Uzerinden gerceklesmektedir.

Molekuler baskilama teknigi biyolojik sureclerdeki spesifik tanima mekanizmasini
polimerik yapilara aktaran olduk¢ca umut vaad eden yaklasimdir. Hedef analiti
yapisal ve boyutsal olarak taniyabilen polimerik yapilarin Uretilmesine olanak
saglamaktadir. Bunun yaninda nukleik asitler, amino asitler gibi biyolojik yapilarin
nanoyapilara entegre edilmesi, biyolojik membranlardaki tanima mekanizmasininin
polimerik yapilara aktariimasi biyoesinlenmis malzemelerin gelistirimesindeki diger

yaklasimlardir.

Biyomolekullerin floresans taninmasi igin ¢ok fonksiyonlu nanopartikillerin

hazirlanmasi amaciyla molekuler baskilama, nanopartikullerin (yuksek ylzey-hacim



orani nedeniyle gelistirilmis spesifik yluzey alani) ve lantanit komplekslerinin
(benzersiz floresans Ozellikleri) avantajlarinin  birlestiriimesiyle, melatonin
baskilanmis floresans nanopartikillerin sentezi ve mevsimsel duygu bozukluklarinin
biyolojik belirteci olan melatonin hormonun tayininde biyosensér ve/veya
biyogoruntuleme amacgh kullaniminin incelenmesi, sunulan tezin ilk kismini
olusturmaktadir. Mevsimsel duygusal bozukluk (seasonal affective disorder, SAD)
her yilin ayni doneminde ortaya ¢ikan yinelenen depresyonlarla karakterize edilen
bir sendrom olarak tanimlanmistir. Genellikle kis depresyonu ile eslestirilen
mevsimsel duygusal bozukluk sonbahar-kis aylarinda baglayan ve ilkbahar-yaz
aylarinda remisyon gosteren mevsimsel Ozellikli sendromdur. Bu kapsamda,
lantanit iyonu igeren nanopartiktller molekuler baskilama teknigi kullanilarak
sentezlenmistir. Melatonin hormonu, molekuler baskilama tekniginde kalip molekul
olarak kullaniimistir. Boylelikle hem floresans hem de molekiler baskilamanin
birlestirimesiyle elde edilecek sinerjiyle melatonin hormonu belleklerine (kalip
molekul melatonini hem kimyasal, hemde ¢ boyutlu yapisini taniyan) sahip
floresans nanopartikiiller elde edilmistir. Onerilen polimerizasyon stratejisinin,
polimerlere floresans bilesenin katilimiyla ilgili kronik problemleri ¢ozmede ve
floresans nanopartikillerin segici ayirma ve floresans izleme amagh kullanimin

potansiyeli belirlenmigtir.

Tez calismasinin ikinci kisminda ise aminoasitlerin yapisi ve islevlerinden
esinlenilmigtir. Bu kapsamda kimyasal/biyokimyasal tanima uygulamalarina yonelik
yeni islevsel malzemelerin gelistiriimesinin ve tasarlanmasinin amino asit, peptit ya
da nukleik asitler gibi biyolojik molekullerin tanima mekanizmalarinin biyotaklit
edilmesi arastinimigtir. Biyolojik molekullerin ya da aktif bdlgelerinin yapay
polimerlerin omurgalarina entegrasyonu ile bu biyo-taklit islemi gergeklestirebilir. Bu
amacla sunulan tezin ikinci kisminda bir amino asitin (L-Histidin) polimerlesebilen
turevi sentezlenmigstir. Elde edilen islevsel monomer (N-metakriloil-L-histidin) 2-
hidroksietilmetakrilat ile polivinil alkol varliginda (ayarlanabilen gézenekli bir yapinin
eldesi igin) altin bir ylzey Uzerinde polimerlestiriimistir. Aminoasit temelli
polimerlesebilen fonksiyonel monomerlerin sentezlenmesiyle protein, enzim vb. gibi
pek cok biyomolekulin olduk¢a secici baglanma 06zelligi sentetik polimerlere
[(poli(2-hidroksietiimetakrilat)] (pHEMA)) aktariimistir. Boylelikle biyomolekullerdeki



tanima mekanizmasi taklit edilmis ve sentezlenen polimerler supramolekuler

yapinin kendiliginden duzenlenmesi icin kullaniimistir.

Tez calismasinin Uguncl kisminda ise deoksiribonikleik asit (DNA) yapisindan
faydaniimistir. DNA genetik bilginin tagsinmasindaki ve bu genetik bilginin protein,
RNA ve hucrenin diger bilesenlerinin sentezinde merkezi role sahip olmasinin
yaninda ayrica nukleotidler olarak adlandirilan tekrarlayan birimlerden olugan dogal
bir biyopolimerdir. Biyolojik islevlerinin yani sira sahip oldugu fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri ile biyoanaliz, DNA bilgisayari, DNA nanoteknoloji ve nanotip gibi
alanlarda kullaniimak Uzere kovalent olmayan hidrojen baglari ile tamamlayici DNA
sarmallarinin kendi kendine eslemesi taklit edebilen farkli 6zellikte islevsel
malzemelerin gelistiriimesine artan bir ilgi s6z konusudur. Bu baglamda, tez
calismasinin bu kisminda, DNA’dan esinlenerek adenin, timin ve guanin gibi
bazlarin (olusturduklar hidrojen baglari DNA yapisini stabilize ederler)
benzotriazolmetakrilat ile polimerlesebilen turevleri sentezlenmigtir. Bdylelikle,
metakriloilamidoadenin ~ (MA-Ade), = metakriloilamidoguanin ~ (MA-Gua) ve
metakriloilamidotimin (MA-Thy) monomerleri sentezlenmis ve nukleotid islevselligi
tasiyan dogrusal polimerik omurgalar hazirlanmistir. Sonrasinda sentezlenen
dogrusal polimerler (poliAde, poliGua, poliThy) camsi karbon elektrot Uzerinde
grafen (iletkenligin artinimasi amaciyla) ile etkilestirilip degisen sicaklik ile
ayarlanabilen/programlanabilir ~ elektrotlarin  geligtirimesinde  kullaniimigtir.
Sicakligin ve tarama hizinin etkisinin belirlenmesi amaciyla bazi spektroskopik ve
impedimetrik dlgimler gerceklestiriimistir. Son olarak da interpolimerik sistemdeki
sicakliga bagl olarak degisen gecisi (a¢-kapa araylzeyler) spektrofotometrik
Olcimler (sicaklik kontrolli salinim galismasi igin) ve islemsel hesaplamalar
gerceklestiriimistir.  Kontrollu  salinnm  ¢alismalarinda  mevsimsel duygu
bozukluklarinin biyolojik belirteci olan melatonin hormonun énci molekula triptofan

kullanilimistir.

Sonug olarak, tez kapsaminda Ug farkli biyoesinlenme (molekuler baskilama, DNA-
benzeri yapilar, amino asit igceren malzemeler) gelistiriimis ve floresans,
elektrokimyasal ve kitle duyarli sensérler gibi farkli tayin yoéntemlerinde kullanimi

arastinlmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Biyomimik ve Biyoesinlenmis Nanomalzemeler

Yeryluzunde yagamin bagladigi andan itibaren, doga mukemmel 6zelliklere sahip ve
akilli  davraniglar  sergileyen  biyomalzemeler gelistirmektedir.  Olusan
biyomalzemelerin sadece ustin performanslari degil, ayni zamanda olusum ve
islenme sulreclerinin oda sicakliginda ve sulu ortamda canli organizmalar igin
kullanilabilir kimyasal kaynaklarin ¢ok kisitli tedarikiyle olusumlari malzeme
bilimcileri hayran birakmistir. Olusan bu biyomalzemelerin yapi taslari her zaman
ileri dUzeyde hiyerarsik bir dizen i¢inde organize olmustur [1]. Doganin gelistirdigi
biyomalzemelerin makro boyuttan molekuler boyuta kadar olan bu hiyerarsik
Ozelliklerinin anlagilmasi arzu edilen 6zellige sahip pek ¢ok nanomalzemenin,
nanoaygitin ve surecin Uretilmesine rehberlik etmistir. Biyolojik esinlenme/uyum
veya dogadan esinlenerek turetme biyomimetik ya da biyoesinleme olarak
adlandiriimaktadir. Dogayi ya da biyolojiyi taklit etmek anlamina gelmektedir.
“Biyomimetik” yunanca kokenli “bimimesis” kelimesinden tlremistir. Biyonik,
biyomimik gibi diger kelimelerde ayni anlamda kullaniimaktadir [2]. Bu baglamda
biyomimetik biyolojik sureclerin, yapilarin ve dogada bulunan gesitli nesnelerin
ilkelerinin biyologlar, fizikciler, kimyagerler ve malzeme bilimciler tarafindan
anlasiimasini gerektiren oldukga yuksek disiplinlerarasi bir alandir. Boylelikle gesitli
malzemelerin tasarimi, geligtiriimesi ve ticari agidan dnem tasiyan aygitlarin tretimi

bu sekilde dogadan biyoesinlenerek gerceklestiriimistir [2].

Biyolojik bilesenlerin molekuler seviyeden baslayarak nano-boyutta, mikroboyutta
ve makroboyutta kendiliginden duzenlenmesiyle olugsan biyolojik sistemin taklit
edilmesi, biyoesinlenmis malzemelerin olagantstli fonksiyonlarinin baslica
kaynagidir. Ancak biyolojik sistemlerin hiyerargik yapilarinin geligsmigligi ¢oklu
islevsellik sunarken, biyoesinlemis malzemelerin geligtiriimesi esnasindaki yapay
kontrol mekanizmalari henuz belirli 6zellikte malzemelerin tasarimina olanak

sunmaktadir [3].

Dogal nesnelerin ¢esitli 6zelliklerinin sirri nanoboyutta gizlenmektedir. 1990’larin
basindan gunimize nanobilim ve nanoteknolojideki yenilikler, ¢evre
muhendisliginden biyomedikal alana ve yuksek enerji depolamanin yani sira temel
bilimlere kadar uygulama alani edinmekle birlikte biyoesinlenmis nanouretim

tekniklerinin gelistiriimesini de oldukga ivmelendirmistir [1, 4]. Karbon nanotupler
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(CNTs), grafen, fulleren, polimerik nanopartikuller, metal-organik nanomalzemeler,
kendiginden olusmus ya da supramolekuler nanoyapilar ve bunlarin tiurevleri
geligtirilen fonksiyonel nanomalzemelerin bazilaridir. Katalitik aktivite, dielektrik,
optik ve mekanik gibi kendine mahsus fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde sensor,
ila¢ salimi, proteom analizi ve biyomolekuler elektronik gibi alanlarda uygulamalari
hizla artmaktadir. Ozellikle, biyolojik uygulamalarinin vezikiller, virlsler ve hiicreler
gibi biyomolekiiler sistemlerin temelinde yatan igleyisi anlamada sagladigi faydalar

ve biyolojik iglevi olan nanomalzemelerin tasarimini kolaylastirmaktadir [4].

Biyolojik molekullerin nanoboyutta kendiliginden dizenlenmesiyle olugan biyolojik
sistemin  taklit edilmesi biyoesinlenmis  nanomalzemelerin  olaganustu
fonksiyonlarinin baslica kaynagidir. Akill robotik cihazlar, ¢ip Uzeri organlar
(organs-on-chips), canli organizmalarin homeostatik yeteneklerini taklit ederek
kendiliginden uyum ve duzen kurabilen yeni sinif malzemeler ve organ muhendisligi
ve ortopedik implantlara yonelik nanomalzemeler gibi biyomimik ve biyoesinlenmis
malzemelerin gelistiriimesinde gectigimiz on yilda muazzam ilerlemeler olmustur [1,
5].

Substrat-reseptdor baglanmasi, substrat-enzim kenetlenmesi, ¢oklu protein
kompleksleri, antikor-antijen immun cevabi, nérotransmitter sinyal iletimi, hucre
taninmasi ve genetik kodun okunmasi vs. gibi oldukca stereospesifik slrecler
biyolojik sistemlerin temelini olusturmaktadir. Tdm bu biyolojik stregler,
arastirmalara ilham kaynagi olmus ve yeni buluslarin 6nunt agmistir. Gergekten de
yapay olarak uretilen bazi katalitik sistemler, hiz ve segicilik bakimindan dogal
surece yakin cevaplar vermektedir. Siklodekstrinler, siklofanlar ve kaliksarenler
kullanilarak etkin katalizorler gelistiriimis ve molekuler tanimaya duyarli spesifik
altbirimler olarak kullaniimistir [6]. Redoks reaksiyonlarini duzenleyen ilkeler
Uzerindeki g¢alismalar yeni yapay supramolekuiler cihazlara isik tutmus ve daha

etkin, secici katalizorlerin gelistirilmesinin dnund agmistir [7].

Biyolojik sureglerdeki etkin tanima sureci nanoboyutta stereospesifik tanimayi
gerektirmektir (antikor, enzim, vb.). Kompleks yapilarin ingasi, topolojik ¢esitlilik ve
farklihk gosteren (nano/mikro/makro)molekullerin ¢ boyutlu konformasyonuna
badli olarak sekillenir. Mekanik, yogunluk, gegirgenlik, renk ve hidrofobi gibi farkh
Ozellikler arasinda uzlasimi saglayabilen dogal yapilar (ya da biyoesinlenmis
yapilar) genellikle sensor platformlarindan olusan gok yonlu bir sistem ile kontrol
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edilebilen oldukca yuksek entegre sistemlerdir. Pek ¢ok biyosistemde boyle ylksek
dizeydeki entegrasyon U¢ husus ile ilisiktir: minyatiirlestirme (nesnelerin temel
islevlerini kigUk bir hacimde gercgeklestirebilmesi), komplementer olasilik ve
islevlerin optimizasyonuna yonelik organik ve anorganik bilesenler arasindaki
hibritlesme ve son olarak hiyerarsi[7]. Nano-, mikro- ve milimetre dlzeyleri arasinda
degisen hiyerargik yapilanma biyolojik yapilarin fiziksel ve kimyasal olgulara kargi

verdigi cevaplarda karakteristiktir [8].

Hiyerarsik dlizene istinaden spesifik biyotanima, gelistirilen biyoesinlenmis yapilarin
hedef noktasidir. Spesifik biyotanimanin (genel olarak biyoiglevsellik) altinda yatan
ilkelerin giderek anlagilmasi kimya ve malzeme bilimlerinde olduk¢a dinamik bir
alanin olusmasina neden olup, dogadan esinlenerek oldukc¢a duyarli, spesifik ve
dayanikli tanima elemanlarinin gelistiriimesini mimkin kilmistir. Bu tanima
elemanlarinin geligtiriimesindeki yaklagsimlari asagidaki sekilde siniflandirmak

mumkuandar [9].

(@ Molekuler baskilanma teknigi

(b)  Membran mimikleri ve kendiliginden olusmus tek tabakalar (SAM)

(c) Peptitler, DNAzimleri ve yapay ¢evredeki dogal reseptorler

(d) Kompozit yapilar, nanopartikuller (NPs), nanoyapili malzemeler ve kuantum
noktaciklar (QDs)

2.1.1. Molekuler Baskilama Teknigi

Bir reseptor tarafindan spesifik olarak taninan molekdllerin tani ve tayininde enzim
ve antikorlar analitik kimya ve biyokimyada vyaygin olarak kullanilan
biyomolekdillerdir. Ancak biyomolekillerin kullanimi maliyetli olup uygulama alanlari,
dogal kosullarin olusturulmasi zorunlugu nedeniyle kisith kalmaktadir. Gegtigimiz
birka¢ on yilda, bilim insanlari hedef analite spesifik baglanan ve goéreceli olarak
yuksek afinitesi olan (dogal reseptdrlere benzer), Gretimi kolay ve daha dusuk
maliyetli yapay reseptorlerin gelistiriimesine yonelmistirler [10]. Bu baglamda,
“Molekuler Baskilama” bu tlr yapay tanimayr mumkuan kilan alternatif bir tekniktir.
Wullf ve Sarhan 1972 yilinda rasemik yapilari birbirinden ayirmak i¢in enzim benzeri
davranis sergileyen polimerik bir yontem olarak tanimlamisglardir [11]. Molekuler
baskilama yontemi hedef analiti yapisal ve boyutsal olarak taniyabilen baglanma
bdlgelerine sahip yapay polimerik yapilarin gelistiriimesini mimkun kilmaktadir. Bu

baglamda, hedef analitin polimerik yapi icinde baskilanmasiyla hedef analitin
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spesifik taninmasina yonelik tamamlayici fonksiyonlar polimerik yapay malzemeye
aktariimaktadir. Boylelikle elde edilen polimerik yapi molekuiler tanimayla biyolojik
segciciligi taklit etmekte, ayrica antikor ya da enzim gibi biyomolekullere nazaran
daha kararli ve dugsuk maliyetli olmaktadir [12]. Biyomimetik yapilarin
hazirlanmasinda umut verici bir ydontem olan molekuler baskilama teknigiyle prensip
olarak biyomakromolekullerden iyonlara kadar uzanan yapilara 6zgu polimerler
uretmek mumkundur [13-15]. Molekuler baskilama aminoasitler ve proteinler [16-
18], ntkleotit ve tlrevleri [19], kirleticiler [20, 21], hormonlar [22], ila¢ ve gida UrUnleri
[23, 24] gibi kimyasal ve biyolojik yapilarin tayin ve teshigsinde ¢cok yonlu ve gelecek
vaat eden bir tekniktir [25]. Ayrica, ayirma ve saflastirma [20, 26-31],
kimyasal/biyosensor [32], kataliz [33], ila¢c salinimi [34] ve biyolojik antikorlar ve
reseptor sistemleri [16, 35, 36] gibi alanlarda olduk¢a yaygin uygulamalari

mevcuttur.

Molekuler baskilama teknigi, hedef analit ve fonksiyonel monomer (analite 6zgu
fonksiyonel gruplara sahip) arasindaki molekiler tanima temeline dayanmaktadir.
Fonksiyonel monomerlerin analit ¢gevresinde uygun ydnlenmesini takiben uygun
Ozellikteki capraz baglayici varliginda gerceklestirilen polimerizasyonla analite 6zgu
spesifik tanima bolgelerine (kavitelere) sahip ¢apraz bagh molekuiler baskilanmis
polimerler (MIP) elde edilmektedir [37]. Polimerizasyon igleminden sonra, analitin
polimerik yapidan uzaklastiriimasiyla olusan kavite analite buyukluk, sekil ve

fonksiyonel gruplarin yerlesimi agisindan tamamlayicidir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Molekiler baskilanmis polimerin sentezinin sematik gdsterimi. a)
fonksiyonel monomerlerin (yesil) analit (kirmizi) ¢cevresinde uygun ydnlenmesi, b)
capraz bagdlayicilar (gri) varliginda fonksiyonel monomer Uzerinden polimerizasyon
ve c) analitin uzaklastiriimasiyla analit yapiya 6zgu kavitelere sahip molekuler

baskilanmis polimer [38].



Molekuler baskilama teknigi 3 basamakta gerceklesir.

I.  On komplekslesme:
II.  Polimerizasyon

lll.  Analitin uzaklastiriimasi:

Molekuler baskilanmig polimerin sentezinde analit ve fonksiyonel monomer
arasinda etkilesime gore kovalent, non-kovalent ve semi-kovalent olmak uzere Ug¢

yaklasim kullaniimaktadir (Sekil 2.2).

- On-organizasyon yaklagiminda, analit ve fonksiyonel monomer birbirine
kovalent bag ile baglanmaktadir [39].

- Kendiliginden olusum yaklagsiminda, analit ile fonksiyonel monomer arasinda
genellikle dipol-dipol etkilesimleri, hidrojen bagi, van der Waals etkilesimleri ve
iyonik etkilesimler gibi non-kovalent ikincil etkilesimler hakimdir [40].

- Semi-kovalent yaklasimi da, kovalent ve non-kovalent yaklalimlarin melezidir.
Analit ve fonksiyonel monomer arasinda polimerizasyon oncesinde kovalent
baglar kurulur ve polimerizasyon tamamlandiktan sonra analitin polimerik
yapidan uzaklastirimasindan sonra analitin polimerik yapiya baglanmasinda

kovalent ve non-kovalent etkilisimlerinden ikisi de gorulr [41].



a)

Analit
» Baglanma Polimerizasyon Desorpsiyon Analitin
F , ﬁ baglanmasi
-6 e - |-
E ﬂ-él
b)
Analit
» Kimyasal  Polimerizasyon Kimyasal Analitin
, f sentez kiriima baglanmasi

- & | ']=

Sekil 2.2. (a) Kovalent ve (b) non-kovalent yaklasim [42].

Onpolimerizasyon kompleksinin sentezine gerek olmamasi, polimerizasyon
sonrasinda analitin polimerik matriksden genellikle daha kolay uzaklastiriimasi,
molekuler baskilanmis polimerde olusturulan spesifik baglanma bdlgelerinde daha
fazla iglevsellik eklenebilmesi non-kovalent yaklasimi daha avantaji hale
getirmektedir [42]. Ayrica, kovalent etkilesimlerin gli¢li dogasindan kaynaklanan
termodinamik dengeye ulagmaktaki zorluklar, yavas baglanma ve ayrilma gibi

zorluklar non-kovalent yaklasimi daha avantajli hale getirmektedir [41].

Molekuler baskilama tekniginde polimer secimi de kritik etkenlerden biridir.
Polimerlere olan gereksinim uygulamaya 6zgu olsa da, en yaygin kullanilan polimer
sistemleri Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir. En dnemli etken ise kullanilacak monomerin
analit ile etkilesime girebilecek fonksiyonel gruplara sahip olmasidir. Diger bir etken
de, analitin polimer ile etkin polimerizasyona katilmamasidir. Bu agidan bakildiginda
biyomolekullerin polilretan yapisina baskilanmasinda sorun teskil etmektir. Pek ¢ok
biyomolekulin yapisinda var olan alkol ve amin gruplarinin izotiyosiyonat
monomerik birimleri ile tepkime vermesi bu tur istenmeyen duruma diger bir rnektir
[38]. Ayrica, polimerik yapinin yeterince ¢apraz bagli olmasi gerekmektedir; ¢lnkd,
polimerik yapi icinde olusan kavitelerin analit uzaklastirildiktan sonra kimyasal ve
fiziksel yapisini korumasi gerekmektedir. Kavitelerin agiri esnek olmasi durumda
analite benzer yapilarin da bu boélgeye baglanmasiyla segicilik katsayisinda onemli

dusus goézlemlenir. Kuglk yapilarin yuksek oranda c¢apraz bagli polimerler ile iyi
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cahistigr [43], buna karsilik buylk yapilarin daha esnek polimerle iyi galistigi
bilinmektedir [44, 45].

Cizelge 2.1. En yaygin kullanilan polimer sistemleri ve uygulama érnekleri [38].

Polimer Uygulama Yéntem Kaynak
poliakrilat/ sensor, yigin baskilama,
polimetakrilat/ kromatografi, yuzey baskilama, [46-48]
polimetilmetakrilat ilag salimi baskilanmis partikiller

kromatografi,
poliakrilamit yigin baskilama [49-51]

kristalizasyon

yuzey baskilama,
politretan sensor [52-55]
ara katmanlari

siloksan kromatografi, yuzey baskilama [56]

_ kromatografi, 5
sol-jel B yigin baskilama [57-60]
sensor, kataliz

Molekuler baskilama tekniginde analitin dogasina bagli olarak farkli baskilama
yaklasimlari gelistirilmistir (Sekil 2.3). Polimerizasyon esnasinda hedef analitin
dogrudan monomer karisimina ilave edildigi yigin baskilama genellikle molekul
agirhgr birkag atomik kutle birimi olan molekuller igin kullaniimaktadir. Ancak,
baskilanmis kavitelerin heterojen dagilimi, polimerik yapinin icerisinde derin
bosluklarin olusmasi, hedef analitin yapidan tam olarak uzaklastirilmamasi, yavas
adsorpsiyon hizina ve kaviteler igerisine olan diftizyonla sinirlanmig dinamiklere
sebep olmasi bu yaklasimin dezavantajlaridir. Ozellikle protein, viris ya da
mikroorganizma gibi biyoturlerin bir yuzeyde kendiliginden dizenlemesinin takiben
monomer karigimini igeren diger yuzeyin Uzerine yerlestiriimesiyle yuzey baskilama
yaklasimi gelistirilmistir. Boylelikle baskilama bolgeleri yuzeyde olusturulmus olup,
yigin baskilamanin getirdigi kisittamalar bertaraf edilebilmektedir. TUm yapi yerine
sadece yapl icin karakteristik olan bir bolgesinin baskilandigi yaklasim da epitop
baskilamadir. Bu yaklagim hicre membran proteinleri gibi analit yuzeyindeki
fonksiyonel gruplarin dizenlenmesinin degisken oldugu zaman oldukga avantajhidir.
Sadece analite karakteristik bolgenin baskilanmasiyla baglanma afinitesini
arttirmaktadir. Polimerik yapiya oncelikle analite 6zglu antikorlarin baskilanmasi ve
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analitin baglangi¢ hedef olarak kullaniimadigdi diger bir yaklagim antikor maskeleme
yaklasimidir. Bu yaklasim virls ve hormon molekulleri gibi yapilar i¢in oldukga segici
baskilanmis polimerlerin Gretimini mumkun kilmaktadir. Diger bir yaklagimda kurban
ara yaklasimidir. Bu yaklasim ile hedef analit ile reaksiyona girebilecek polimerlerin
kullanimini mimkun hale getirmektedir. Hedef analitin ile dogrudan baskilama
islemine katilmasindan ziyade, analitin baska bir molekdl ile olusturdugu tek tabaka
etkilesime tabi tutulur. Bu ara tabaka hem analit ile etkilegsime girer ve baglanma
bolgelerini olusturur diger yandan da polimere kovalent olarak baglanir. Boylelikle

tanima sureci daha iyi kontrol edilebilmektedir [38].

a) C b). c)
| ) W =%

Yigin Yiizey Epitop
baskilama baskilama baskilama
d) . e)
Antikor Ara katman
maskeleme

Sekil 2.3. (a) Geleneksel yigin baskilama, (b) yuzey baskilama, (c) epitop
baskilama, (d) antikor maskeleme, (e) ara katman [38].

Baskilama surecinde kullanilan analite 6zgl ylksek secicilik ve afinite molekuler
baskilanmis polimerlerin esas avantajlaridir (Cizelge 2.2). Proteinler ve nukleik
asitler gibi biyolojik sistemler ile karsilastirildiginda baskilanmis polimerler daha
yuksek fiziksel kararlilik, dayaniklilik; yiksek sicaklik ve basinca karsi daha yuksek
direng ve asitlere, bazlara, metal iyonlarina ve organik ¢cozuculere kargi daha yuksek
kararlilik sergilemektedirler. Ayrica, tUretim maliyetleri daha disuk olup, raf dGmdarleri
daha yuksektir ve spesifik tanima kapasitelerine oda sicakliginda birkac yil

koruyabilirler [25].
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Cizelge 2.2. Dogal tanima elemanlarinin molekuler baskilanmig yapilar ile

kargilastiriimasi [61].

Dogal tanima elemanlari

Molekiler baskilanmis yapilar

Baglanma afinitesi

Genelleme

Dayaniklihk

Maliyet

Raf omri

Sentez/hazirlama

suresi

Sensor integrasyonu

Altyapi gereksinimi

Yuksek afinite/secicililik

Analit basina bir reseptor

Kisith kararlihk (her
element kendine 6zgi
isleme ait ekipmani

gerektirmekte)
Pahali fakat etkin sentez

Oda sicakhginda sinirh

slire

Uzun

Doénustiuraci yuzeyi ile
zayif uyumluluk

Pahali analitik cihazlar ve

nitelikli laboratuvar

Dogal tanima elemanlari ile yarigsan

secicililik ve afinite
Her tir analit icin gelistirilebir

Cesitli degisken kosullarda kararli
(pH, sicaklik, iyonik siddet, ¢ozlici)

Ucuz

Performans kaybi olmadan uzun
sureli depolama (birka¢ aydan

birka¢ yila uzanan)

Kisa

Tam uyumlu

Herhangi bir isaretleme olmaksizin

tayin

2.1.1.1. Molekiiler Baskilama Tekniginin Uygulama Alanlari

Kromatografik uygulamalar igin olduk¢a uygun olan ve segiciligi onceden belirlenmis

destek malzemelerinin hazirlanmasina olanak saglayan molekuler baskilanmig

kromatografi, molekller baskilanma tekniginin en yaygin arastirilan uygulama

alanlarindan biridir [62]. Optikce aktif bilesiklerin 6zellikle rasemik ilaglarin saf olarak

elde edilmesine olan talebin artmasi, molekuler baskilanmis yapilarin kiral ayirma

amagl uygulamalarda dnemli bir alternatif kilmistir [63, 64]. Molekuler baskilanmig

yapilar, kati faz ekstraksiyon uygulamalarinda sadece 0On deristirmeye imkan

vermeyen ayni zamanda hedef analitlerin ¢oklu karigimlardan segici ayrilmasini

mumkun kilan yeni sorbentler olarak degerlendiriimektedir [65].
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Son zamanlarda yapilan c¢alismalar molekuler baskilanmig yapilarin  dogal
antikorlari taklit ederek immunolojik analizlerde tanima elemani olarak
kullanilabilecegini gostermigtir. Bu yapay tanima elemanlarinin sahip oldugu yuksek
segicilik ve hassaslik, kararl yapilarini uzun sure korumalari ve kimyasal inertlik gibi
Ozellikleri nedeniyle klinik teshis analizlerinde, c¢evre ve gida analizlerinde

kullanimina yonelik ¢calismalar giderek artmaktadir [66].

Sahip olduklari enzim benzeri aktiviteleriyle hedef analiti tanima kabiliyeti, molekuler
baskilanmis yapilarin katalitik sistemlerde kullaniimasinin éntind agmistir [67, 68].
Molekuler baskilanmig yapilarin biyolojik sistemlere entegrasyonu ya da biyolojik
sistemler ile etkilesimi bilim dunyasinin ilgilisini olduk¢ca gcekmektedir, 6zellikle de
ilag salinimi [69] ve molekulerin baskilanmis vyapilara biyolojik fonksiyon

kazandirma calismalari hizla yayginlasmaktadir [15, 32].

2.1.2. Membran Mimikleri ve Kendiliginden Olusmus Tek Tabakalar (SAM)

Hucre ve cevresi arasindaki ara yuzey olan membranlar, yasam icin Kilit rol
oynamaktadir. Bundan dolayi, biyomimik sensor geligtiriime surecinde baslangi¢
noktasi olarak secilmektedir. Yapay reseptorlerin tasarimi ve kan serumu gibi dogal
ortamlardan non-spesifik protein adsorpsiyonun etkin bir sekilde bertaraf etmek bu
secimin temelini olusturmustur. Zwitter iyonik poli(karboksibetain akrilamid)
biyomimetik yapi, kan plazmasindan proteinlerin hassas ve spesifik tayinini
saglayan, yuzeyinde protein agregasyonu oldukg¢a yavas olan bir biyotanima temelli
kaplama tabakasi gelistiriimesi icin kullanilmistir [70]. Etkin bir antikor
immobilizasyon sureci ve yapisinda bol miktarda karboksil grubu ihtiva eden
poli(karboksibetain akrilamid)’in kullaniimasiyla non-spesifik etkilesimleri minimize

eden (mono)-fonksiyonel bir biyotanima elemani gelistiriimigstir [70].

Dogal yapilar ile kombine olmadan sadece saf polimer filmlerin kullaniimasinda
halinde ise amag¢ c¢oklu biyotabaka olusumunu 6nlemek yerine olusumunu
kolaylastirmaktir. Ornegin, polietilen ince polimerik film ile modifiye ediimis QCM
elektrodu kan proteinlerinin sensor yluzeyinde koagulasyonunu kolaylastirmakta ve
koagllasyon zamanlarini insan tim kan ornekleri ile iligkilendirmektedir [71]. Bu
durumda polimer ekstrakorporeal bir ylzeyi taklit ederek kan pihtilagsmasinin
baslangic zamaninin kesin tayinini mumkun kilmaktadir. Boylelikle, ameliyat
esnasinda uyutulmus hastalara dogru dozda antikoagulan verildiginin kontrolinu

saglayan bir izleme sistemi mumkin hale gelmektedir [71]. Ayni yaklasimi
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kullanarak, protein direng olgumlerinde fibrinojen adsorpsiyon olgimu yonelik
polietilen oksit / polipropilen oksit kopolimerlerinden olusan ince film gelistirilmistir
[72]. Bu tur gergcek zamanl ¢alismalarda protein ve kan hucrelerinin non-spesifik
adsorpsiyonu, gelistirilen kan sensorlerinin glvenirliligini azaltmaktadir. Polimerik
kaplama yaklasimi kullanarak, non-spesifik adsorpsiyon %80’e varan bir yuzdeye

kadar azaltilabilir.

Polimerik filmler ayni zamanda “afinite reseptorleri” olarak da iglev gérebilmektedir.
Poli(laktik-ko-glikolik asit)’dan olugsan biyobozunabilir tabaka, hasara ugrayan hicre
kisimlari tarafindan salinan litik enzimler tarafindan pargalanir. Boyle bir yaklagim,
gida maddelerindeki mikrobiyal bozunmayi tespit etmek icin kullanilabilir ve
boylelikle mikrobiyal olarak kontamine olmus orneklerdeki bozunma, gelistirilen
polimerik tabakanin bir sensor yuzeyine immobilize edilmesiyle gergcek zamanl
olarak tespit edilebilmistir [73]. Benzer bir yaklagsimla gelistirilen agaroz gomuli
kromatik Langmuir-Schaefer fosfolipit / polidiasetilen film tabakasi Gzerinde bakteri
uremesi olmasi durumunda rengini degistirmekte ve bakteri tarafindan salinan

amfifilik bilesikler glcli floresansa neden olmaktadir [74].

Modern nanoteknolojiden de faydalanarak bdyle basit reseptdr malzemeleriyle yeni
biyo(mimik) sensorlerin gelistirmek muimkundur. Valinomisin iceren poli(vinil klordr)
polimerik film tabakasiyla kaplanmis alan etkili transistor silikon nanoteller potasyum

iyonlarinin tayini icin kullaniimistir [75].

Hucre membranlarini olusturan fosfolipit tabaka o6rnegdinde oldugu gibi,
kendiliginden olusum (dlUzenlenme) yasamin temel itici guglerinden birisidir.
Biyomolekullerin kararli bir sekilde bulunabildigi lipit tabakasini bir ylzeye

immobilize ederek biyomimik hiicre membrani gelistirmek mumkundur [76].

Nanoteknolojideki gelismelerin biyolojik yapilarin molekuler duzeyde incelenmesinin
onunu agmasiyla birlikte biyolojik yapilardan esinlenerek nanometre boyutta
gbzenek ve kanallara sahip malzemelerin tretimi miimkin hale gelmistir. Uretilen
bu malzemelerin cogunda biyolojik yapilardaki spesifik biyokimyasal 6zellikleri taklit
ederek molekuler boyutta tanima hedeflenmistir. Enantiyomerlerin spesifik ayrimina
yonelik antikor takilmis silika nanog6zenekli yapilar, enantioselektif tanimaya
yonelik B-siklodekstrin modifiye edilmis nanokanallar, protein, florofor ve diger kliguk

molekullerin spesifik ayrimina yonelik biyomimik gozenekli yapilar, gesitli biyolojik
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uygulamalara yonelik nanogozenekli yapilarin DNA molekulunan farkl formlari ile

modifiye edilmesi, vs. yapilan ¢alismalardan bazilaridir [77].

Farkli bir yaklasim ile Uretilen gézenekli polimerik malzemelerin bazi ayirma filtreleri
olarak kullanilabilirler. Pek ¢ok polimer, boya, proteinin yuk, bUyuklik ve
hidrofobisitesine bakilarak spesifik ayrimi mimkundur. Ayrica biyolojik yapilardan
esinlenerek Uretilen nanogozenekli yapilarin algilama elemanlarn olarak

kullaniimasina yoénelik ¢galismalar giderek artmaktadir [77].

2.1.3. Peptitler, DNA ve Yapay Cevredeki Dogal Reseptorler

Enzim, antikor, ilag reseptorleri ve transmembran proteinleri gibi biyomolekullerdeki
molekller tanima mekanizmasini taklit edilmek istenmesi durumunda segici
peptitler hedeflenmektedir [78]. Bu makromolekillerin sahip olduklari ylksek
spesifiklik ve katalitik aktivite, baglanma bdlgelerinde analit ile yaptiklari ¢oklu
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bu yapilari dogal ortamlarindan saflastiriimasi
oldukca zor olup, yapay olarak sentezlenmesi giniumuz sartlarinda pek mumkin
degildir. Bu nedenle, afinite saflastirma sistemleri ve algilama sistemlerine yonelik
yuksek spesifik tanima 6zelligine sahip daha kisa, peptid temelli yapay reseptorlerin

tasarimi biyoteknolojinin getirdigi kazanimlardan biridir [79].

1) 21 farkli dogal aminoasitin farkli sirayla birbirine baglanmasiyla farkh
molekuller eldesi,

2) Peptid kUtuphanelerinin taranmasinda molekuler biyoloji ve kimyasal
tekniklerin ulagilabilirligi,

3) Monoklonal antikor Uretim tekniklerine kiyasla sentez kolayligi ve maliyeti,

4) Etkin baglanmayi (tanimayi) saglamaya yonelik modifikasyonlarinin kolay
olmasi,

5) Nispeten kolay modellenmesi kisa peptitlerin yapay reseptorlerin tasariminda

mukemmel firsat sunmaktadir.

Peptit temelli biyomimik algilama sistemlerine ydnelik c¢alismalarin sayisi (tim
hlcreler, proteinler, ilaclar, kiguk organik molekduller, kirleticiler ve metal iyonlarina
yonelik) literatiirde hizla artmaktadir [78]. Ornegin, bakir, nikel, ¢inko, civa vs. gibi
metallere yonelik geligtirilen iyon secici elektrotlarin peptit tasarimlari oldukga basit

olmalarina ragmen yine de ¢ok etkili olarak kullaniimaktadir [80, 81].
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DNA ve dogal reseptorler temelli yapilar, biyomimik yaklagimin diger esin
kaynaklarindandir. DNA, en ilging biyopolimerlerden biridir. Genetik bilginin
saklanmasi, protein ve RNA gibi bilesenlerin sentezlenmesi igin gerekli bilgileri
icermesinin yaninda biyoanalizlerde, DNA bilgisayarlarinda, DNA
nanoteknolojisinde buiyiik umut vaad eden iglevsel bir yapidir. iki piirin bazi (adenin
(A) ve guanin (G)) ve iki pirimidin bazi (timin (T) ve sitozin (S)) dort harfli DNA
alfabesini olusturmaktadir. Standart Watson-Crick baz eslesmesinde adenin, timin
ile guanin de sitozin ile bir baz ¢ifti olusturur. Genetik bilginin dolayisiyla iglevsel
bilgilerin biyopolimerlere kodlanmasi bu bazlarin DNA omurgasi boyunca
olusturdugu diziye gore belirlenmektedir. Dizilim spesifik nukleotidler, dusuk molekul
agirhikh subsratlara, biyopolimerlere ve hatta hicrelere (aptamerler gibi) 6zgu
baglanma bdlgeleri sergilemektedir. Benzer sekilde, dizilim spesifik nikleik asitler
(DNAzimler, ribozimler gibi), katalitik aktivite sergilemektedir. Ayrica, dizilim spesifik
DNA domainleri proteinlerin spesifik baglanmasini belirlemektedir. Metal
iyonlari/ligandlari, pH dederi, sicaklik dederi, fotonik ve elektriksel uyaricilar gibi
disaridan uygulanan bir etkiyle DNA molekdlleri yapisinda konformasyonel bir
degisiklik sonucunda anahtar (DNA switches) olarak islev gormektedir. Tium DNA
yapilarinin kararlihd1 baz ¢ifti sayisi, bazlarin ¢esidi, iyonik siddet ve molekuler
yapilarin interkalasyonu (purin ve primidin bazlarin arasina girme) gibi farkh

degiskenler ile kontrol edilmektedir [82].

DNAzimler, nukleik asit ayrilmasi, ligasyonu ve peptit badi olusumu gibi biyolojik ve
kimyasal reaksiyonlari katalizleyen DNA temelli enzimatik molekullerdir. Dogal
DNAzimlerin bulunmasina ragmen, aptamerler in-vitro ayirma yoéntemleri (Coklu
Zenginlestirme ile Sistematik Ligand Gelistiriimesi, SELEX) ile elde edilirler.
1990’lardan giinimuze metal iyonu bagimli DNA/RNA yikim DNAzimi [83], histidin
bagimhi DNAzimi [84] ve DNA ligaz DNAzimi [85] gibi cok farkli DNAzim
goOrunttlenmistir. Ayrica, analitik uygulamalar [86] i¢in yaygin olarak arastirilan
peroksidazi taklit eden DNAzim de rapor edilmistir [87]. Nukleik asit, protein ve
enzim aktivitesi tayinine yonelik dogru enzimatik donugsumler sergileyen DNAzim

temelli gok yonll biyoalgilama platformlari gelistirilmigstir [88, 89].

Dogal enzimlere nazaran yuksek kimyasal kararliligi ve molekuler modifikasyonun
kolay olmasiyla DNAzimler enzim ailesinin yeni tyeleri olmustur [84, 85]. Cogu
DNAzim substratina kargi olan aktivitesini ve baglanma afinitesini kaybetmeden
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defalarca denature ve rejenere olabilmektedir. Tum bu 6zellikler biyoalgilama ve
nanoelektronik (6rnegin akill kapi uygulamalari) gibi farkl alanlarda ¢ok cesitli

uygulamalarda DNAzimleri ¢ekici kilmaktadir [90].

Aptamerler, hedef moleklillerine spesifik olarak baglanabilen oligonikleik asitlerdir.
Laboratuvarda ortaminda “Coklu Zenginlestirme ile Sistematik Ligand Gelistiriimesi”
yontemiyle in-vitro kosullarda olusturulmalarindan dolayi kimyasal antikorlar olarak
da adlandiriimaktadirlar. Bagisiklilk sisteminin tetiklenmesini gerektiren antikor
uretim sdrecinin aksine SELEX yontemi immunolojik olmayan ve toksik olan
hedeflere yonelik aptamer Gretimini mimkun kilmaktadir [91, 92]. Metal iyonlari (K*,
Hg?*, Pb?* vs. gibi), klgik organik molekdller (amino asitler, ATP, antibiyotikler,
vitaminler, kokain gibi), organik boyalar, peptitler, proteinler (trombin, blylime
faktorleri ve HIV baglanti peptitler gibi) ve hatta tim hcreler ya da
mikroorganizmalar (bakteri gibi) olmak uUzere c¢ok genis bir hedef kitlesine
uygulanmasi mumkundur [93-103]. Buna bagli olarak da teshis, anti-biyoterorizm,
gevre ve gida alanlarinda yeni biyoassay araclarini gelistirmek mumkuin hale
gelmektedir [92].

Aptamerler, hedef vyapilara kargi oldukga yUksek segicilk ve afinite
sergilemektedirler. Aptamer ve hedef molekul arasindaki etkilesimler o kadar
secicidir ki, bazen hedef molekul yapisindaki ufak degisiklikler dahi aptamerin hedef
molekulle baglanmasini engelleyebilmektedir [104, 105]. Bu yuksek segicilige ek
olarak, aptamerler hedef molekule kargi yuksek afinite ile baglanmaktadir, 6zellikle

de proteinler gibi makromolekdullerle [104].

Aptamerlerin Uretim surecinde herhangi bir immunolojik cevaba ihtiyag olmamasi
antikor Uretiminin aksine en buyuk avantajlarindandir. Metal iyonlari gibi kiguk
hedeflere, zayif immunojenitesi ya da ylksek toksisitesi olan molekillere yonelik
antikorlar Uretimi oldukg¢a zordur. Ancak, bu tur hedeflere yonelik aptamer Gretimi

antikorlara nazaran daha kolaydir [106].

Metal iyonlari/ligandlari, pH degeri, sicakhk degeri, fotonik ve elektriksel uyaricilar
gibi tetikliyiciler varhginda DNA molekullerinin farkli konformasyonlara gecisi ve
farkl konformasyonlar arasinda dongusel ve ayarlanabilen gegisleri yapabilmesi
DNA anahtarlarinin temelini olusturmaktadir. Bu supramolekller nukleik asit

yapilarinin enzimatik DNAzimler gibi ayarlanabilen katalitik sistemler, enzim ya da
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nanopartikul gibi nanomalzemeleri tagiyabilen mekanik yapi iskeleti ve kontrolll ilag
salimina yonelik ayarlanabilir DNA hidrojeller ya da mezo gbzenekli yapilardaki
kontrolli ilag salinimina yoénelik kapilar gibi farkh uygulamalari bulunmaktadir.
Sentetik baz birimlerinin (ligandosites) DNA dizisine dahil edilmesi ya da aptamer-
substrat kompleks yapilarinin tetikleyici olarak kullanimi bu molekuler cihazlarin
uygulama alanini genigletecektir. Ayrica bu sistemin geligtirimesine yonelik
calismalar ilerleyen slregte “akilli” nanotip uygulamalari igin yenilikgi fotonik
nanomalzemelerin Uretilmesini ve kontrolli kimyasal sentezi mumkun kilacagi
dusundlmektedir. Bunun yani sira ayarlanabilir DNA cihazlar ile hucre igi nano
gevrenin goruntulenmesi ve hucre ici degisiklerin dinamiklerini arastirmak
mumkUndur [82].

2.1.4. Nanopartikiiller (NPs), Nanoyapili Malzemeler, Kuantum Noktaciklar
(QDs) ve Kompozit Yapilar

Kendiliginden molekuler duzenlenme uygun Ozelliklere sahip yeni islevsel
malzemelerin Uretilmesi igin ¢ok onemlidir. Bu yaklasim 06zinde 20 farkh
aminoasitten binlerce nanoyapinin uretilmesi drneginde oldugu gibi doganin sahip
oldugu ozelliklerden esinlenmeyi icermektedir [107]. Hucre fonksiyonlarinin
duzenlenmesi icin substrat yuzeylerinin kimyasal ya da topolojik desenlenmesi bu
tur biyoesinlemis malzemelerin gelistiriimesinde umut vaad etmektedir. Bu tur
desenlemeler bulunduklart  Olcege gore farkh  hicre fonksiyonlarinin
dizenlenmesine izin vermektedir. Ayrica, topografik desenleme sirecinde mikro- ve
nanoboyuttaki hicre fonksiyonlarini yonlendirmektir. Nanotlpler, nanoteller,
nanogubuklar, nanokureler, nanoseritler, nanofiberler, nanopartikiller ve
nanokompozit malzemeler gibi nanometre boyutta yapilar, biyomolekullerin farkli
basamaktaki tayinleri icin kullaniimaktadir. Bu nanoyapili malzemeler biyouyumlu,
non-toksik, yuksek yuzey alani, kimyasal ve isisal dayanikllik, elektrokatalitik
aktivite, ve hizli elektron aktarimi gibi 6zellikleri ile analitik cihazlarin daha hassas,
secici, dogrusal, hizli ve tekrarlanabilir cevap vermesine onculik etme potansiyeline
sahiptir [108-110].

Nanomalzemeler, hizla gelisen nanoteknoloji alanin en ileri noktasinda olmakla
birlikte son yillarda biyoanalitik isaretleme uygulamalarinda oldukga ilgi gormektedir.
Essiz boyut dagilimh 6zellikleri sayesinde beseri faaliyetlerin pek ¢ok alaninda Ustun

ve vazgecilemezleri olmustur. Bu arada yuksek segiciligi, kolayligi ve gesitliliginden
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dolay! floresans temelli tayin, biyoalgilama yaklasimlarinin en yaygin kullanilan
yontemidir. Ayrica mukemmel optik 6zelliklere sahip liminesan nanopartikullerdeki
yeni gelismeler hulcrelerde, dokularda ve organizmalarda in-vitro ve in-vivo
isaretlemede oldugu gibi floresans temelli gértnttleme ve algilama igin yeni yollar
agmaktadir. Bu yaklagim proteomik ve genomik calismalari, hastalik teshisi, ilag
izleme sureci, ilag salinimi, protein saflastirma, biyolojik iyilestirme ajanlari ve
medikal isaretlemeyi (kanser arastirmalarinda ve segici timor hedefleyiciler olarak)

kapsayan biyoloji ve tibbin pek ¢ok alaninda yaygin olarak kullaniimaktadir [111].

Floresans temelli tayin asagida belirtilen kokli avantajlarindan dolay! algilama

teknolojisi alaninda en baskin yontemlerden biridir.

- Hizli sinyal alimi (her bir floresans isaretleyici tayin esnasinda saniyede yaklasik
107-108 foton Uretebilir).

- Coklu floresans boyalar ¢oklu kitlerde kullanilabilir.

- Yuksek tayin hassasiyeti (tek bir molekul tayini gibi).

- LUminesan sinyal lokalize edilmistir (bazi enzim temelli sinyal artirm
stratejilerinden farkli olarak).

- Hedef molekllun Uzerinde sterik olarak ulagilabilir fonksiyonel gruplarin olmasi

durumunda igsaretleme sureci oldukg¢a kolaylagmaktadir.

Geleneksel organik boyalarin kisith sénimleme katsayilari veya kuantum
verimlerinden dolay! (ayrica disik boya-haberci molekil baglanma oranindan
dolayl) floresans temelli tayinlerde dusuk tayin limitlerine ulasabilmek zor
olabilmektedir. Uygun optik ozellikleri sahip ve mikronalti boyutlu malzemelerin
gelisimine dnculik eden nanoteknolojideki yeni gelismeler, floresans temelli tayine
yonelik yeni ufuklar agmistir. Nanomalzemeler, 100 nm altinda en az bir boyut
iceren organik veya anorganik malzemeler olarak degerlendiriimektedir [111].

Nanoparcgacik teknolojisindeki en guncel konu, nanopargaciklarin (NP) manyetik
hassasiyet ve floresans 6zelligi gibi bazi 6zelliklere sahip olmasini saglayarak
onlara ¢oklu iglevsellik kazandirmaktir [112]. Metal NP’ler (Au, Ag, Pt ve Pd gibi),
yari iletken nanokristaller (CdSe, CdS, ZnS, TiO2, PbS, InP ve Si gibi), manyetik
bilesikler (FesOs, CoFe204, FePt ve CoPt gibi), silika NP’ler, karbon NP’ler ve
bunlarin turevleri (¢ekirdek-kabuk ve diger kompozit nanoyapilar), NP’lerin genis

yelpazesindeki mevcut bagarili 6rneklerdir [111]. Dolayisiyla, bu hetero yapili
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nanopargaciklarin hazirlanmasi ilag salinimi [113], biyogoruntileme [114], manyetik
rezonans goruntuleme [115], biyosensoérler [116] ve biyo ¢oklu kitler [117] gibi bazi
niteliklerin 6zgun bir kompozit nanoyapida birlestiriime olasiligi sebebiyle son on yil
icinde ¢ok dikkat cekmektedir [118].

Fonksiyonellendiriimemis Nanopartikiiller

X E k-

Hidrofilik tiyol  Silika kaplama Amfilik kaplama Polietilen kaplama

kaplama
Biyokonjuge (Biyoesinlenmig) Nanopartikuller
! \ N .
Streptavidin Antikor Ligand Katyonik Peptit
Konjugasyonu Konjugasyonu Konjugasyonu Konjugasyonu

Sekil 2.4. NP’lerin ylzey modifikasyonunda kullanilan yaklasimlar [119].

2.1.4.1. Kuantum Noktalar (QDs)

Yariiletken nanomalzemeler son on yilda optik algilama alanindaki arastirma ve
uygulamalarda oldukca dikkat cekmektedir. QDs, periyodik tablodaki II-IV (Cd, Zn,
Se ve Te) veya llI-V (In, P ve As) grup elementlerinin atomlarindan olusan CdSe,
CdTe, HgTe, PbS, PbSe, PbTe, InAs, InP ve GaAs gibi yariiletken nanokristal
yapilardir [120]. QDs, biyomalzemeler arasinda dnemli bir sinif haline gelmektedir,
cunku floresans proteinler ya da organik boyalar ile elde edilemeyen essiz optik
Ozelliklere sahiptirler. QDs’in 6zellikleri arasinda yuksek fotokararhlik, ylksek
kuantum verimi ve yuksek molar uyarma katsayisi (organik boyalara kiyasla
yaklasik 10-100 kat daha yuksek) yer almaktadir. Ayrica belirli bir dalga boyunda
(mordtesi (UV) ve kizilotesi (IR) bolge arasinda degisen) dar simetrik siddetli
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emisyona sahiptirler. Cunku farkh boyutlardaki QDs ayni dalga boyundaki i1gik ile

uyarildigi zaman farklh dalga boyunda emisyon yapabilirler [121].

QD igindeki eksitonlar her U¢ uzaysal boyutta sinirli oldugundan elektronlari, kiuguk
bir molekildekine benzer sekilde belirli enerji paketlerinde kuantlasir. Ayrica daha
fazla atomun birbirine baglanmasiyla atomik orbitallarin farkh enerji duzeyleri
yariiletken malzemeler icin bir enerji bandinda birlesir. Bu nedenle yariiletken

malzemeler kuglk ve yigin yapilarin bir melezi olarak kabul edilebilir [122].

QDs’in uyariima ve emisyon pikleri NP caplarinin degistiriimesiyle ya da QD’In
cekirdek-kabuk yapisindaki degisiklikler ile kolaylikla ayarlanabilmektedir. Bu durum
genis bir gorunur-UV bdlge absorpsiyon spektrumu ve ayarlanabilir boyut bagiml
emisyon spektrumu (yakin-IR ve UV bdlge arasinda) alinmasina olanak

saglamaktadir [111].

QDs zaman bagimh floresans olgumler (floresans yasam omurleri 30-100 ns
arasinda) igin uygundur ve genis bir uyarilma spektrumu sergilemektedirler.
Bdylelikle farkh renklerdeki QDs tek bir dalga boyunda ayni anda uyarilabilmektedir
[111]. Yakin IR bdlgedeki emisyonlariyla QDs’in organik floroforlara kiyasla daha
¢cok in-vivo goruntileme uygulamalarn bulunmaktadir. Bu 06zellikleriyle QDs,
Co@CdSe c¢ekirdek-kabuk nanokompozitler ve FePt-ZnS nanosungerler gibi
floresans ve manyetik 6zelligi bir arada sergileyen melez (hibrit) nanoyapilarin

uretimine esin kaynagi olmustur [123, 124].

2.1.4.2. Metal Nanoparcaciklar

Metal NP’ler (Ag, Au ve Pt) sahip olduklari optik o6zellikleriyle biyomedikal
uygulamalarinda yaygin sekilde kullaniimaktadir [125]. Metal NP’ler, yigin metallerin
spektrumlarinda olmayan siddetli bir goérintr-UV bdlge absorpsiyon bandina
sahiptirler [126]. Bu absorpsiyon bandi goérunur-UV bolge dalga boyuna sahip
fotonun metal NP’leri uyarmasi sonucu, yuzey elektronlarinin belli bir frekans
degerinde rezonansa girmesiyle maksimum enerji absorplamasiyla olusmaktadir ve
bu durum lokalize yluzey plazmon rezonans (LYPR) olarak bilinmektedir [127].
LYPR, belirli sartlarda metal nanopargaciklarda goérilen elektromanyetik alan
artisina dayanmaktadir. Yuzey plazmon rezonansi, dalga boyundan ¢ok daha ufak,
nanoboyutlardaki metal pargaciklar ile etkilesime giren elektromanyetik 1simanin

uyardigi yuzey iletim elektronlarinin, birlikte salinimi anlamina gelmektedir. Bu
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salinimin  frekansi ve buydklugu, kullanilan  metalin  tipine, ortama,

nanopargaciklarin boyutuna, boyut dagilimina ve sekillerine baghdir [128].

Altin nanoparcgaciklar (AuNP’ler) kire, kip, gubuk, kafes ve tel formunda kolaylikla
blylk Olcekte sentezlenebilmektedir. Sentez asamasinda morfolojik 6zelliklerin
kontrol edilebilmesi urinun fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi agisinda 6nemli bir
avantajdir. AuNP’ler mukemmel floresans rezonans enerji transferi (FRET)-temelli
sonumleyicilerdir, ginku gorunur bolgedeki yuzey plazmon rezonanslari onlari guglu
absorban ve sagicilar haline getirmektedir. AuNP kontrol edilebilen boyutlari
dolayisiyla biyokit uygulamalarinda oldukga yaygin sekilde kullaniimaktadir. Ayrica,
uzerinde tiyol grubu tasiyan biyomolekuller altin-sulfir etkilesimi Uzerinden

kolaylikla altin ylzeylere immobilize edilebilmektedir [129].

Karbon elektrot ylzeyi altin nanopartikilleri ile modifiye edilmis ve yapay bir
biyomembran icin substrat gibi davranan konjuge bir polimer ile elektrokimyasal
kaplanmigtir. Spesifik biyoafinite 6zelligi de ubikinonun modifiye edilmis elektrot

ylzeyine immobilizasyonu ile saglanmistir [130].

Gumus NP’ler de guglu floresans ve sekil bagimli 1sik absorpsiyon spektrumu gibi
mukemmel Ozelliklere sahiptir ve gumug NP’lerin FRET kitlerde kullanimi
tasarlanmaktadir [131]. Gumus NP’ler FRET’de mukemmel elektron alicisi olabilir
ya da FRET temelli algilamada kit performasinin ylkseltiimesinde destek malzeme

olarak etki gosterebilmektedir [132].

2.1.4.3. Silikon Nanomalzemeler

Optik biyoalgilama ve goérintileme uygulamalarinda kullanilan floresans silikon
nanomalzemeler nanosistemlerin ilgi ¢ekici bir sinifidir [133]. Optik saydamlik,
dusuk toksisite, kolay ve kararli Urln sentezi ve ayni zamanda zengin yuzey kimyasi
gibi 6nde gelen Ozellikleriyle silika ve organik olarak modifiye edilmis silika
(ORMOSIL) bu sinifin 6nde gelen malzemeleridir [134]. Silikon dolayli band
arahgina sahip bir yariiletkendir, bu nedenle yigin hali zayif bir 11k sagicidir. Ancak,
glgld kuantum hapsine sahip Si pargaciklar (1-5 nm) goérindr bdlgede boyut
bagiml fotoliminesans 6zellik gostermektedir. Silika NP’ler matriksi organik ya da
metalorganik floresans boyalar, QDs ve metal NP’ler gibi ajanlari spektral
Ozelliklerini herhangi bir etkisi olmaksizin yapisinda barindirabilmektedir [135, 136].
Floresans problar igin ideal matriks olan silika fotokimyasal olarak inert ve optik
saydamliga sahiptir, bdylelikle 1s1gin emilimi ve sacgihmina etkin sekilde izin
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vermektedir. Ayrica, silika yapisinda barindirdigi boya molekdullerini dis etkenlerden
(mekanik stres, sisme, gozeneklilik degisimi, agregasyon veya farkh ¢ozicu
kosullarinda sizma gibi) koruyan kararli kimyasal ve mekanik koruma sunmaktadir.
Silika NP’ler floresans kuantum verimini ve foto kararlihgi artirmaktadir. Canku tek
bir silika NP c¢ok fazla miktarda boya molekulunt yapisinda etkin sekilde
barindirabilmektedir. Silika kabuk sadece oksijen penetrasyonunu onlemekle
kalmaz ayni zamanda boya molekullerini uzaysal olarak birbirinden ayirmaktadir,
bdylelikle parlama, bozunma ve boya arasi sdonimu indirgemektedir [137]. Boya
yuklenmis silika NP’ler tek bir boya molekuline kiyasla oldukg¢a etkin bir sinyal
artisina olanak vermekte ve bdylelikle sensor uygulamalarinda duguk tayin
limitlerine ulasmayr muiamkin kilmaktadir. Silika yapilarin hidrofilisitesi boya
molekaullerinin sulu ¢ozeltide pargacik yapisina gomulmesi esnasindaki problemleri
ortadan kaldirmaktadir. Pek ¢ok silika NP’ler iyi biyouyumluluk, su ¢6zunurlGluk ve
evrensel biyokonjugasyon stratejileri sergilemektedir. Esnek silika kimyasi ise yuzey
modifikasyonu igin pek ¢ok olanak sunmaktadir. Biyomolekdllerin (antikor, protein,
peptit, ve oligonlkteotid gibi) silika ylzeye konjugasyonu oldukc¢a basittir. Silika
NP’lerin i¢c ve dis yUzeyleri segici olarak kovalent ya da fiziksel tutunma yoluyla
fonksiyonellestirilebilmektedir. Strober ve ters mikroemdulsiyon yontemi, silika
NP’lerin ya da boya yuklenmis silika NP’lerin sentezinde etkin olarak kullanilan ana
yontemdir [138, 139].

LUminesan silika NP’ler, QDs ve metal NP’lere nazaran daha hidrofilik, biyouyumlu
ve farkli kosullar altinda daha kararlidir. Bu avantajlar silika NP’leri immunokit [140],
ilag salinimi [141], nikleik asit analizi [142], DNA hibridizasyon analizi [143], kanser
hdcresi tanima [144] ve multikompleks biyoanalizler [145] gibi biyosensorler [146]
ve cesitli ara yuzey c¢alismalarinda etkin olarak kullanilan uygun floresans proplar
yapmaktadir. Ayni zamanda boya yuUklenmis silika NP’ler konfokal floresans
mikroskobi ve zaman ¢ozunurlukli fosfofloresans anizotropi gibi ¢alismalarda
kullanilabilmektedir [147].
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2.1.4.4. Yiuksek Enerji Donusturuciu (up-conversion) Nanomalzemeler

LimUnesan ylUksek enerji donustirict (up-conversion) malzemeler, 50 vyildir
bilinmektedir. Ancak son zamanlarda biyoteknoloji uygulamalarina yonelik
liminesan ylUksek enerji donisum (up-conversion) nanoparcgaciklarin (UCNPs)
hazirlanmasina yonelik ilgi artmistir [148]. QDs ve organik floroforlara kiyasla
UCNPs ylUksek fotokimyasal kararlilik, keskin emisyon band genisligi, baylk anti-
Stoke kaymasi, yuksek girisim derinligi ve duslk otofloresans sergilemektedir.
Ancak, UCNPs’in kuantum verimi QDs kadar yuksek degildir [149]. Yakin zamanda,
Boyer ve van Veggel kolloid heksagonal NaYF4:Yb3*, Er3* NP’lerin mutlak kuantum
verimlerini hesaplanmistir. De@erler pargacgik boyutuna bagli olarak %0.005-0.3
arasinda degismektedir [150]. GUnumuzde pek ¢ok gcalisma UCNPs’'In kuantum
verimi artirmaya yonelmigstir, ¢inki UCNPs’In emisyon dalga boyu piki boyut
bagdimli degildir ve ¢ok renkli emisyon kolaylikla mevcut kristal ve nadir toprak
elementinin gesitlendiriimesiyle saglanabilir. Bu yuzden, bu pargaciklar immunokit,
gen analizi, luminesan igaretleyici, kimyasal algilama ve hucre goruntuleme gibi

biyoteknoloji analizlerinde gelecek vaat eden malzemelerdir [111].

2.1.4.5. Cok Fonksiyonlu Nanopargaciklar

Nanodlgekli parcaciklar, antikorlar, nikleik asitler, proteinler ve membran
reseptorleri gibi biyomolekuller ile goreceli olarak ayni boyut araligindadir. Bu
biyonik ozellikler, yuksek yuzey/hacim orani ve kendi Ozeliklerinin modifiye
edilebilmesiyle birlestiginde nanoparcaciklar goéruntuleme, teshis ve tedavi
uygulamalarinda yararli malzemeler haline gelmektedir [151, 152].
Biyonanoteknoloji, biyolojik sire¢ ve bunlarin uygulamalarindan esinlenerek
Ozellikle medikal biyoteknolojide kullanilacak yeni cihaz ve sistemlerin
gelistiriimesini amagclayan kimya, fizik ve muhendisligi bunyesine katarak yeni bir
disiplinlerarasi aragtirma ve gelistirme alani olusturmaktadir. Tip alanindaki
sagladigi kolayliklara ragmen, in-vivo es zamanl hicresel olgularin gorantilenmesi,
aktif bolgeye spesifik yonlendirme ya da hedef hicre iginde etkin ilag salinimi gibi
bazi uygulamalarda halen tartisilan unsurlari vardir. Bu sebeple, ¢ift fonksiyonlu ya
da ¢ok fonksiyonlu NP’lerin gelistiriimesi mevcut NP’lerdeki bu eksik kalan yonlerin
gelistirimesine yardimci  olabilecektir. Son vyillarda, c¢esitli  biyomedikal
uygulamalarda kullaniimak Uzere ¢ok fonksiyonlu NP tasarimina yogun ilgi vardir.

Karmasik biyolojik sistemlerde ilgilenilen hedef yapilarin isaretlemesinde ve
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tayininde Onemli potansiyele sahip c¢ok fonksiyonlu NP’ler geleneksel tek
fonksiyonlu NP’lere gore daha Ustunduar. Cunku tayin ya da goruntileme esnasinda
floresans, X-igini, manyetik rezonans goéruntileme (MRG) ve ultrason gibi
yontemlerin ayni anda kullanimina izin vermektedir [153]. Bu nedenle, yuksek
¢Ozunurlukli ve hedef spesifik gok fonksiyonlu NP’lerin gelistiriimesine yonelik
buyuk bir talep s6z konusudur. Teghis ve terapotiklerin entegrasyonuyla yani es
zamanl teshis ve tedavi (teranostik) amacli kullanilan ilaglarin hedefine etkin bir
sekilde ulasip ulasmadigi ve ilacin iyilesme surecindeki etkinliginin

goruntilenmesine olanak saglayacagi 6n gorulmektedir

Teranostik amacli gelistirilen gok fonksiyonlu NP’ler metalik [154], seramik [155] ya
da polimerik [156] gibi farkli kimyasal dogaya sahiptir. Bunlarin ylzeyleri polietilen
(PEG) [156] veya poli(N-izopropilakrilamit) [157] gibi polimerle ya da antikor, peptid
ve oligonukleotid gibi biyomolekuller [157, 158] ile fonksiyonellestirilebilir. Cogu
durumda ¢ok fonksiyonlu NP’ler dort ana bilesenden olugmaktadir: (1) matriks, (2)
MRG i¢in manyetik duyarl alt bilesen (FesOa gibi), (3) mikroskopik uygulamalar igin
optik bir prob (genellikle rodamin gibi bir floresans bilesen), (4) kiigik molekullerin
(terapétik ajanlar, biyomekuller gibi) entegrayonuna izin veren gdzenekler ya da
fonksiyonellik. Cok fonksiyonlu NP’ler, esas olarak anorganik bilegenlerden ve/veya
organik bilesenlerden ve/veya bu bilesenlerin melezlerinden olusabilir. Melez
anorganik NP’ler manyetik temelli hedeflemede, terapdétiklerin saliniminda, MRG,
hicre goruntilemede ve biyoisaretleme uygulamalarinda glgli bir ara¢ olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Yariiletken QDs ve manyetik NP’lerden olusan ¢ok fonksiyonlu
nanokompozitler manyetik kuantum noktalar (MQDs) olarak bilinmektedir.
AuNP’lerin yariiletken QDs ve manyetik NP’lerle olusturabilecedi melez
nanokompozit yapilarin (CdSe-Au, FesOs-Au ve PbSe-Au-FesOas gibi) Uretimi de
bilgisayarli tomografi goruntileme (CT) ve fototermal tedavi uygulamalarinda
kullaniimak Gzere yodun bir sekilde arastiriimaktadir [159-161]. QDs ya da boya
entegre edilmis silika kapli manyetik NP’lerin biyomedikal uygulamalarda
kullaniimaya baslanmistir [162].

Polimerlerin mikemmel biyouyumluluklari ve yuzeylerinin fonksiyonellestiriimesinin
kolayhdi nedeniyle c¢ok fonksiyonlu NP’lerin tasariminda, hazirlanmasinda ve
geligtiriimesinde vazgecilmez role sahiptir. Floroforlarin fizikokimyasal 6zellikleri bir
polimer ile kaplamasiyla oldukga iyilestirilebilir. Floroforlarin dev polimerlerin icine
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dahil edilmesiyle, normal haline nazaran yuksek floresans sinyal siddeti, daha iyi
biyokararhlik (oksijen ile temasin engellenmesiyle) elde edilebilir. Hazirlanan melez
malzemeler ylUzlerce hatta binlerce lUminesans molekul igerebilir ve de bdylelikle
onemli 6lgtde sinyal artirrmi saglanmaktadir. Organik ve anorganik bilesenler gesitli
yontemler kullanarak polimerik malzemelerin yapisina dahil edilebilir. Kapsulleme
yontemi polimerik ¢ok fonksiyonlu nanomalzemelerin Uretimi igin oldukga verimli bir
yontemdir. Bu yontem ile elde edilen melez nanokompozitler sadece kapsule edilen
yapinin 6zelligini degil ayni zamanda polimerik yapinin da ozelliklerini tagimaktadir.
Nanoparcaciklarin toksisiteleri (CdX (X: Te, Se ve S) nanopargaciklarin agir metal
toksisitesi gibi) nanoparcacik-polimer g¢ekirdek-kabuk yapisi sayesinde etkin bir
sekilde  onlenebilir.  Yani, medikal ve tibbi uygulamalarda, hucre
siniflandinimasi/ayirmasinda, biyoisaretleme/gorintilemede ve kanser
hedeflemesinde kullanilmak Uzere kapsulleme yontemi kullanarak gelistirilen ¢ok

fonksiyonlu nanopargaciklar i¢in polimerik yapi ¢ok yonlu bir iskelet yapi1 saglamistir.

Organik floroforlar ve kuantum noktalar cogunlukla floresans bilesenler olarak
kullaniimasina ragmen, flor isildama genis bozunma spektrumu ve organik florofor
uyarilma ve emisyonu arasinda gapraz sinyal ile sonug¢lanan kuguk Stokes kaymasi
[163] ve daha az kimyasal kararlilik, potansiyel toksisite ve kuantum noktalarin kisa-
[Uminesan omru [121] gibi bazi dogal sinirlamalara sahiptir. Bu bilesenler ile
karsilastirildiginda, lantanit iyonu (6zellikle kompleksleri) temelli bilesenler, keskin
adsorpsiyon ve emisyon ¢izgileri, uzun émur, ustun foto kararllik ve kisa dmarla 11k
sacllmasi ve arka plan gurdltilerinin etkin eliminasyonu yaninda penetrasyon
derinligini iyilestirme, oto-floresansda ciddi bir disus, floro 1sildama olmamasi, foto
g6z kirpma olmamasi ve daha dusik emisyon enerjisi sebebiyle foto hasarda
azalma gibi 6nemli avantajlara sahiptir [164]. Ancak, polimerik ag igine lantanit
komplekslerinin dahil edilmesi, hala, organik floresans boyalarin ¢esidine gore zayif
floresans yogunlugu gibi bazi sinirlamalara sahiptir. Bu durum, daha ¢ok lantanit
kompleksi dahil ederek gideriimesine ragmen, yuksek birlesme orani nano yapidan
kompleks sizintisi olmasina neden olur. Polimerik ag icine komplekslerin dogrudan
dahil edilmesi, sinirlamalari ¢dzmede en guglu alternatiftir. Komplekslerin polimerik
omurgaya kovalent baglanmasiyla sizintinin azalmasi ve dolayisiyla da daha
yuksek kararllik ve daha ¢ok kompleks baglanmasiyla da daha yuksek floresans
yogunluguna sahip nano kompozitlerin elde edilmesi mumkun olmaktadir [164].
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Lantanit iyonlari, 4f orbitallerinin dolu 5s25p°® alt kabuklari tarafindan korunmasindan
kaynaklanan, spesifik floresans emisyon bantlarina sahiptir. 4f duzeyindeki bir
elektronun uyariimasiyla molekuldeki baglanma siddetinde onemli bir etkiye neden
olmaksizin kolaylikla bir Gst enerji dizeyine gecebilir. Lantanit iyonlarinin floresans
emisyon etkinligi dogrudan, O-H, N-H ya da C-H osilatorleri gibi 6zellikle yuksek
enerjili titresimleri i¢ ve dis koordinasyon kurelerinde bulunabilen gevreye baghdir.
Etkin floresans emisyonu elde etmek igin iyonlarin koordinasyon kureleri, 1s1d1
absorplayan kromofor gruplara sahip ve enerji transferi ile olusan uyariimis hali
stabilize eden ligandlarla (anten olarak adlandirilir) uygun sekilde isgal edilmelidir
(Sekil 2.5) [165, 166].

Europiyum(lIl) ve Terbiyum(lll) lantanit iyon kompleksleri biyomolekiler sistemlerde

Iliminesan prop ve igaretleyici olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir.
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Sekil 2.5. a) Anten Etkisi, b) Eu ve Tb komplekslerinin liminesan 4f-4f gegisleri.

Akill stratejileri ve 6zelliklerin tek fonksiyonlu nanomalzemelere uygulanmasiyla
kazandiklari benzersiz optik, manyetik ve yapisal Ozellikleriyle ¢ok hassas tayin,
medikal goéruntlileme, teshis ve terapoétiklerin hedeflenmesi gibi pek ¢ok biyo-
uygulamada gelecek vaat etmektedir. Dahasi ¢ok fonksiyonlu NP’ler ilag
secimlerinin hassas sekilde yonlendirilmesi, timdr dokusuna intraoperatif cerrahi
rezeksiyonu, ayni zamanda terapdétik ajanlarin salinim etkinliginin izlenmesine

yonelik farkl goruntuleme taktikleri (floresans goruntuleme, MRG, X-isini, tek foton
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emisyon Dbilgisayarli tomografisi, ultrason ve Raman goruntilemesi gibi)
sunmaktadir [167].

2.2. Mevsimsel Duygusal Bozukluk
Mevsimsel dedisiklerin, insan ruh ve fiziksel aktivite duzeylerini etkiledigi antik
caglardan beri bilinmektedir. Mevsimsel duygu durum bozuklari Uzerindeki

arastirmalar da son 20 yil igerisinde gelismeye baglamistir.

Mevsimsel duygusal bozukluk (seasonal affective disorder, SAD) her yilin ayni
doneminde ortaya ¢ikan yinelenen depresyonlarla karakterize edilen bir sendrom
olarak tanimlanmistir. Genellikle kis depresyonu ile eslestirilen SAD sonbahar-kis
aylarinda baslayan (gin 1191 eksikligine bagh olarak tetiklenen bir durum) ve
ilkbahar-yaz aylarinda remisyon gosteren mevsimsel 6zellikli sendromdur [168].
SAD, mevsimsel duzenle birlikte ortaya ¢ikan tekrarlayan baskin depresif ataklar
iceren duygu durum bozukluklarinin klinik bir alt tipidir [169]. SAD’In resmi teghis
kriteri 1993 yilinda Diinya Saglik Orgiitii ve 1994 yilinda Amerikan Psikiyatri Birligi
tarafindan kabul edilmistir [169].

Cogdu hasta hipersomi (asiri uyuma), yorgunluk, enerji kaybi, istah artigi ve kilo artisi
gibi atipik ya da ters norovejetatif belirtileri gostermektedir. Eger daha fazla depresif
belirtecler ortaya c¢ikarsa bipolar | ya da bipolar Il (yaz aylarinda hipermani ya da
mani gecis) teshisi konulmaktadir. ilerleyen asamalarda intihar vakalarina kadar
ilerledigi de raporlanmigtir. Pek ¢ok yetigkin sonbahar/ kis aylarinda benzer fakat
daha iliman vejetatif semptomlari gdstermekte ve bu durum “alt sinif SAD

sendromu” olarak tanimlanmaktadir [168].

Kuzey Amerika’da yapilan epidemiyolojik caligmalarda, kis mevsimsel duygu durum
bozuklugunun toplam nufustaki oranin %0.4-2.7 arasinda oldugu rapor edilmistir.
Kuzey Avrupa’daki niUfusun yaklasik %2’sinin SAD’dan muzdarip oldugu ve
%10’dan daha fazlasinin da alt sinif SAD sendromuna ait daha iimli semptomlari
gbsterdigi tahmin edilmektedir. ingiltere'de yapilan galismalar, ingiltere'deki genel
ndfusun %2-3'G SAD’dan muzdarip olabilecegini ileri sirmektedir [171]. Adana,
G.Antep, izmir, Elazi§, Eskisehir, Ankara, Trabzon ve Edirne’yi kapsayan ¢alismada
SAD’In gorulme sikligi %4.86 (3498 kisi iceren bir galisma) olarak saptanmigtir
[172]. Konum ile SAD arasindaki iliskinin kesinligi henuz kanitlanamamig olmasina
ragmen, ikamet edilen enlemin (ekvatordan uzaklagtikca) artmasiyla SAD'’in

goOrulme sikhginin artigi rapor edilmektedir [171].
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Cizelge 2.3. SAD’in klinik belirtilerinin ve semptonlarinin gérilme sikhgi [170].

Hipersomi (agiri uyuma) 68
Uykusuzluk 24
istah

- Artisi 55

- Azalmasi 27
Karbohidrat alma istegi 77
Kilo

- Artisi 51

- Azalmasi 14
Endigsenlenme hali 84
intihar diistincesi 45

*SAD’maruz 454 kisiden alinan veriler, Vancouver, British Colombia, Kanada

Cahsmalarin cogu SAD'’In neredeyse kadinlarda erkeklere gore iki kat daha yaygin
oldugunu raporlamaktadir [173]. Yetiskinlere oranla g¢ocuklarda ¢ok daha az
yaygindir, ancak ergenlikle birlikte SAD’In yayginhg: artmaktadir [174]. Ureme
déneminin ortasinda SAD’'In yayginlik dizeyinin en ylksek oldugu ve sonra
yashlikta (biyolojik 6zelliklerin SAD etiyolojisindeki genetik ve kalitimsal etkisi)
birlikte keskin dususe ugradigi gorulmektedir [175, 176]. Bununla birlikte genel
nifus iginde bile toplumdaki bireylerin ruh hali kis aylarinda disik bir noktaya
ulasma egilimindedir. Kuzey enlemlerde depresif olmayan bireylerin neredeyse
yarisi kis aylarinda SAD belirtilerini bir dereceye kadar gosterdigi varsayilimaktadir.
Ruh halini dusuren belirtilerden (genellikle depresyona surukleyen) ayri olarak,
SAD’a maruz hastalarda c¢ogunlukla hiperfaji (asiri yeme) ve hipersomi (agiri
uyuma) gibi atipik klinik belirtiler rapor edilmektedir [177].

SAD nedeni olarak en erken ve en makul hipotez, kis aylarinda azalan gun i1s1gdinin
depresif belirtileri tetiklemesidir [168]. Mevsimsel degisimlerin 6tesinde, SAD’a
maruz kalan bireylerin ruh halinin kigin kuzey ya da giineye seyahat etmeleri halinde
bile etkilendigi rapor edilmigtir. Rosenthal ve galisma arkadasglari, kendi hastalarinin
%83'nun (kuzey yarim kirede ikamet etmekte olan) ruh halinde guneye

seyahatlerinden sonra (gun i1s1ginin uzamasina baglh olarak) belirgin bir iyilesmenin
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gOzledikleri rapor etmiglerdir. Ayrica kuzeye seyahat etmelerinde ayni derecede ruh

hallerindeki digusu gozlemlediklerini rapor etmiglerdir [168, 178].

Boylelikle, SAD’'In stk periyodunun (aydinlik-karanlik doéngusi) mevsimsel
degisimiyle tetiklendigi One surdlmustur. Bu vyaklagsim, kis aylarinda isik
periyodunun daha kisa oldugu daha kuzey enlemlerde SAD’in gorulme sikhginin
artigint  da desteklemektedir. SAD hakkinda daha fazla c¢alismalarin
yayinlanmasiyla, sirkadiyen faz kaymasi, isik periyodu ve melatonin, genetik olgular
ve norotransmitterlerin (6zellikle de serotonin, norepinefrin ve dopamin gibi beyin
ndrotransmitterlerinin etkileri) olasi roline iligkin hipotezlerde rapor edilmigstir [179].
SAD’In evrimsel, genetik ve fizyolojik nedenleri ve dinamikleri henlz tam
dogrulanamamistir. SAD’In nedenlerinin ve tetikleyicilerinin tam bilinmemesiyle
birlikte, duygu dalgalanmalarin ve klinik belirtilerin 1s1k periyodundaki mevsimsel
degisiklerle iligkilendiriimesi dogru gozukmektedir. Bu belirgin iligski nedeniyle, i1sik
tedavisi SAD hastalari icin onerilmekte ve etkili bir tedavi olarak basariyla
uygulanmaktadir. Antidepresan ilaglarla karsilastirilabilen etkinlige sahip parlak i1sik
20 yildir SAD hastalarinin tedavisinde kullaniimaktadir [171].

Tipik bir parlak 1g1k tedavisi 10000 lux degerindeki yapay 1sik kaynaginin yarim
saatlik (tercihen sabah saatlerinde) uygulanmasindan ibarettir. 10000 lux
deg@erindeki 1s1k siddeti evlerdeki normal aydinlatma siddetinden 100 kat daha
yogundur [180]. Belirli bir dalga boyuna sahip 1s1din tedavi surecinde daha etkili
oldugu dair bulgular rapor edilmigtir. Bu durumun belirli dalga boyundaki 1s1gdin
sirkadyen ritmin kontrolinde daha etkili olmasindan kaynakladigi ileri surulmustar.
Bazi calismalar, mavi spektrumdaki 1s1gin  (449-477 nm) melatoninin
baskilanmasinda, sirkadyen faz kaymasinda ve antidepresan etkisinde diger dalga
boylarindan daha usttn oldugu gostermektedir [181-184].
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Calisma alani i1sik linitesi Isik siperi Aydinlik simiilatori

Sekil 2.6. Isik Uniteleri [170].

Isik terapisi, yorgunluk ve gun icindeki asiri uykulu olma edilimini azaltmaya
yardimci olur ve saglikl yagsama kalitesini artirmaktadir. SAD’a maruz bireyler, i1sik
kutulari kullanarak 1s1gin yogunluguna bagh olarak gunliuk 30 dakika ile 2 saat
arasinda degisebilen surelerle kendileri bu terapiyi evde uygulabilirler. Hasta
bireyler 1sik kutularindan 1 ya da 3 ft uzaklikta oturabilir ve i1sik kutusuna baktiklari
sure iginde de normal aktivilerini surdurebilirler [185]. Ayrica terapinin sabah
saatlerinde uygulanmasiyla (safak ve 08:00 arasi) daha etkili sonuglar alindigi
belirtiimektedir [186]. Klinik iyilesme terapinin baslamasindan 1 ya da 2 hafta sonra
g6zlemlenebilir ve anlamli klinik iyilesme ise 3. haftadan sonra gézlemlenmektedir.
Ancak 1sik terapisinin birakilmasiyla semptomlar yavas yavas geri gelmeye
baslamaktadir [187, 188].

Bazi ciddi vakalarda SAD hastalarina antidepresanlar recete edilmektedir. Recete
edilen antidepresanin ¢esidi genellikle segici serotonin geri alim inhibitori (SSRI)
oldugu bilinmektedir. Bu ilaglar serotonin duzeyini artiracak sekilde etki
g6stermektedirler. ilaveten son benzodiazepinler, melatonin lretimini bloke ediciler
gibi degisik antidepresanlarin da etkileri incelenmeye baslanmigtir. Sertralin,
sitalopram, essitalopram (serotonin geri alim inhibitorleri) SAD tedavisinde tolere
edilebilir olumlu sonuglar vermekte ve SAD'In baharda kendiliginden
sdnumlenmesine kadar semptomlari kontrol altinda tutmaktadir. Noradrenerjik ve
segici serotonerjik aktivitesiyle mirtazapin de etkin kullanilan antidepresandir.
Bupropion, alprazolam kullanilan diger antidepresanlardir. Ancak antidepresanlara
verilen tepki suresi parlak 1sik tedavisine kiyasla ¢ok daha uzundur. Kullanimiyla
birlikte getirdigi yan etkiler bazi saglik problemleri olugturmaktadir. Bununla birlikte

ISIk tedavisine cevap vermeyen hastalar ilaglara yanit vermektedir.
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Isik, sirkadyen ritmin senkronizasyonun en etkin ritim vericisidir (Zeitgeber). Biyolojik
saat olarak da adlandirilan sirkadyen ritim 24 saatlik zaman dilimindeki donguyu
ifade eder. Pineal bez’den melatonin salgilanmasi, vicut sicakliginin ayarlanmasi
vs. gibi degisimler 24 saatlik dongulerde tekrarlayan olaylardan bazilarilardir.
Arastirmalar parlak 1sida maruz kalinmasiyla insan ve hayvanlarda sirkadyen
ritimde faz kaymasi (sirkadyen ritmin bozulmasi) meydana gelebilecegini ayrica,
suprakiyazmatik cekirdek (SCN) tarafindan kontrol edilen molekiler salinim ve
aydinlik-karanlik  dongusu  arasindaki  senkronizasyonun bozulabilecegini
gOstermektedir. Sirkadyen ritim ile iligkili olarak i1s1da maruz kalmanin zamani ve
siddeti bu faz kaymasinin yonunid ve siddetini etkilemektedir [173, 186]. Bazi
calismalar da, fiziksel egzersin 1siga karsi olan duyarhli§i artirabilecegini

gOstermekte ve bdylelikle faz kaymasini hizlanabilecegini raporlamaktadir [189].

Aile ve ikiz kardegleri ele alan galismalar ve molekuler genetik ¢alismalari, bazi
genlerin SAD’a maruz kalma egilimini etkileyebilecegini ileri surmektedir.
Dolayisiyla birka¢ kusaktir yuksek kuzey enlemlerde ikamet eden etnik gruplarin
kutup kisina adapte olmasi olagandir. Norveg, Finlandiya, Sibirya ve Alaska’'da
ikamet eden aborijinleri inceleyen pek ¢ok ¢alisma rapor edilmistir [190-193]. Aborjin
ve diger etnik gruplari inceleyen g¢alismalarda, kis depresyonunu yasama egiliminin
etnik gruplar arasinda farklilar gosterdigi rapor edilmistir. Bir 6rnek olarak, bir ada
olan izlanda’daki niifus yiiksek kiizey enlemlerde gecmis 1000 yildir izole bir sekilde
yasamaktadir. Bir dizi calismada, SAD’In buradaki gorulme sikhgr dusuk gikmigtir
[194]. 3-4 nesildir Kanada'da yasayan izlanda gogmenlerinde de ayni sekilde digiik
cikmistir [195, 196]. Cogu ¢alisma, iklime alisma problemlerinden kaynakli olarak
gocmenlerin yerli halka oranla daha yiksek oranda SAD’a maruz kaldidini
gOstermektedir.

SAD’In melatonin hipotezi, 1sik periyodunun sonbahar ve kigin karanlik aylarinda
kisalmasiyla melatonin saliminin artmasina bdylelikle negatif etkiyen ruh hali ve
davranisinin ortaya ¢ikmasina dayandiriimaktadir. Isik, melatonin salimini etkileyen
(sahmi bastirir ve uykuya gegisi saglar) baslica faktérdir. Pek ¢ok arastirmaci,
sirkadyen hormon melatoninin SAD’I olusumuna neden olan en 6nemli anahtar

faktor oldugunu ileri sirmektedir [186].

Calisma saatlerinin uzamasi, sosyal hayat ve dogru olmayan ve yogun aydinlatma
nedeniyle ginimuz modern sehirlerinde yasayan pek ¢ok birey uzun sure 1si1ga
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maruz kalmaktadir. Buna bagh olarak blyuk sehirlerde yasayan bireylerde
melatonin dongusunde anormallikler gorilmektedir. Calisma saatlerinden dolayi
sirkadiyen ritmin bozulmasi endustrilesmis Ulkelerde vardiyali ¢calismanin getirdigi
sorunlardan biridir. Dogal aydinlik-karanlik déngusinin bozulmasiyla melatonin
degerlerinde saptanan anormalliklerin kigilerde kalp damar hastaliklarinin, sindirim
sistemi hastaliklarinin ve psikolojik sorunlarin yani sira, oksidatif stres, meme,
prostat, bagirsak ve rahim kanseri riskini onemli derecede yukselttigi saptanmigtir.
[197, 198].

2.2.1 Melatonin

Kronobiyotik bir madde olan melatonin (5-metoksi-N-asetilmetoksitriptamin), vicut
ritmini stabilize eden senkronizerdir. Melatonin salinimi oncelikle pineal bezler
tarafindan yapilmakla birlikte deri, retina, kemik iligi, gastrointestinal sistem ve
lenfositler (ki buradan parakrin sinyal iletimi ile diger fizyolojik aktivitere etkileyebilir)
tarafindan da yapilmaktadir. Melatonin pineal bir hormondur. Melatonin sentezi,
salinimi ve 24 saatlik vicut saatindeki senkronizasyonun kontrolU, suprakiyazmatik
cekirdege bilgi aktaran aydinlik/karanhk dongusunun egemenligi altindadir. Bu
nedenle, melatonin ‘karanligin hormonu’ olarak da bilinmektedir. Melatonin salinimi
esas olarak geceleri gerceklesmektir ve uyku ile baglantili parametrelerden sorumlu
olan suprakiyazmatik ¢ekirdegin uyariimasiyla pineal bezlerden salinimi baglar ve
uykunun didzenlenmesinin yaninda diger dongusel vucut aktivitelerinin senkronize
eder [197, 199].

Melatonin sentezi artinca hormon pasif diflizyonla kan dolasimina gecger [200, 201].
Serum melatonin derisimi yasa bagl olarak belirgin degisiklik gdstermektedir. insan
fetusu ve yenidogan kendi melatoninini Giretemezler. intrauterin dénemde plasental
kan yoluyla ve postnatal olarak da anne sutlu yoluyla anneden aldigi melatonin
hormonunu kullanir. Aydinlik-karanlik déngusu ile senkronize edilen endojen serum
melatonin derigimi saglikli geng eriskinlerde tipik olarak yaklasik ginduz saatlerinde
10 pg/mL-20 pg/mL arasinda iken gece 30-150 pg/mL seviyesinde seyreder [201].

Melatoninin ¢cogu kanda albumine bagli olarak taginir. Albumine bagl bulunmasi
idrarla atilimini sinirlamasina ragmen, yarilanma émru 10-40 dakika gibi nisbeten
kisa bir suredir. Karacigerden ilk gegiste hormonun %90’1 kandan temizlenir.
Hepatik hucreler tarafindan alinan melatoninin yaklasik %75’i 6-hidroksimelatonine
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donustaralir. Bu bilesik de, sulfat [%70) ya da glukronik asitle (%6) konjuge olur.
Tum bu metabolitler idrarla atilir [202, 203].

Melatonin reseptorlerine baglanan melatonin  ve analoglarinin  depresyon,
uykusuzluk, epilepsi, alzheimer hastaligi (AD), diyabet, obezite, alopesi, migren,
kanser, immun sistem bozukluklari ve kardiyak bozukluklarinin tedavisindeki rolleri
nedeniyle 6nem tagimaktadir [197]. Ayrica, melatonin serbest radikalleri (hidroksi
radikalleri) inaktif hale getiren etkili bir antioksidandir [197, 204] ve bazi enzimlerin

regulasyonunu saglamaktadir [205].

2.2.1.1. Melatonin Biyosentezi ve Reseptorleri

Melatonin biyosentezi besinlerle zorunlu olarak digaridan alinmasi gereken
esansiyel bir amino asit olan triptofan Gzerinden gergeklesen bir indol bilesigidir
(Sekil 2.7). Kan dolagimi ile pineal beze gelen triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi
ile hidroksillenerek 5-hidroksitriptofan’a (ara metabolit) ve L-aromatik asit
dekarboksilaz enzimi etkisiyle karboksil grubunun yapidan ayrilmasiyla serotonine
(5-hidroksitriptamin) donusur. Bir sonraki asamada serotonin, N-arilalkil asetil
transferaz (AA-NAT) enzimi ile N-asetil serotonine ve hidroksi indol O-metil

transferaz (HIOMT) enzimi etkisi ile melatonine donusdur.
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Sekil 2.7. Melatonin biyosentezi.

Pineal bezlerde melatonin sentezi fotoperiyodik etkilesim ile sinirsel, hormonal ve
enzimatik sistemlerin kontrolU altinda gerceklesmektedir. Goze gelen isik, retinadan
hipotalamus c¢ekirdeklerine (SCN ve PVN: Paraventrikiler c¢ekirdek) ve
paraventrikuler g¢ekirdekten sinirler vasitasiyla ¢ikan impulslar, median 6n beyin
demeti (MOD) ve retikuler formasyon yolu ile medulla spinalize daha sonra da
superior servikal gangliona (SCG) aktarilir ve en son olarak da pineal bezlere
aktarilir [206]. Bu noronal sistem karanlik ile aktive edilir ve i1sik tarafindan bastirilir.
Pinael bezlerdeki ai- ve Bi-adrenerjik reseptorlerinin aktivasyonu siklik adenozin
monofosfat (CAMP) ve kalsiyum derisimleri ylkselir ve N-arilalkil asetil transferaz

enzimi melatonin Gretimini ve salinimini baglatir [207].

35



< -~ )Pineal

n o) 0 i' Bez
§ ‘t‘..s}’c"‘ g ; . \
e
. 4
uy®' .
Retinal H.ipotalamik
Bolge
Suprakiyazmatik
Cekirdek

Siperior Servikal *
Ganglion

Sekil 2.8. Melatonin salinimin fizyolojisi [207].

Melatoninin birgok dnemli eylemi, G-proteine bagl reseptorler ailesine ait MT1 ve
MT2 membran reseptorleri araciligiyla gerceklesmektedir. Bu reseptdrler SCN’deki
kronobiyolojik etkilerden ve sirkadyen ritimden sorumludur. MT2 faz kaymalarini
uyarir ve MT1 sinirsel tetikleme aktivitesini baskilar. MT1 reseptériinin aktivasyonu,
cAMP uretimini artiran adenilat siklaz enzimini inhibe eder ve ayrica protein kinaz
aktivitesi dusurur. MT1 reseptoru ayrica hucre igindeki iyon akisini duzenleyen
fosfolipaz enzimini aktive eder. Melatonin MT2 reseptérine bagdlanmasi adenilat

siklaz inhibe etmesine ve cAMP azalmasina neden olur.

MT2 reseptoru aracigiyla ayrica melatonin, guanilat siklazi inhibe eder ve cGMP
olusumunu azalmasina neden olur. Ek olarak PLC araciligiyla, melatonin hicre
icindeki iyon akigindan sorumlu olan bir diger enzim olan protein kinaza etki eder.
MTs reseptorlerinin hamsterlarin karacigerinde ve bobredinde ifade edilmesine
karsin, insanlarda henlz tam olarak tanimlanamamistir. Melatonin kalmodulin
reseptorine (kalsiyum metabolizmasinda iglevi olan bir protein) baglanmaktadir.
Sitozolik kalmoduline baglanarak adenilat siklaz ve fosfodiesteraz gibi hedef
enzimler ve yapisal proteinler ile etkilesimi sayesinde dogrudan kalsiyum sinyaline
etki etmektedir [197, 199]. Melatonin ayrica retinoid orphan nukleer hormon
reseptorlerinin (RZR/ROR) ligandidir [208]. Bu nukleer reseptorler RZR / ROR
orphan reseptor alt ailesine ait olup, Ug¢ tane alt tipi (a, B, y) ve bu alt tiplerin de dort
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varyasyonunu igermektedir. RORa1, RORa2 immun modilasyondaki bazi
kisimlarinda gorev almakta ve RZRg merkezi sinir sisteminde ifade olmaktadir.
Ayrica RORa, antioksidan enzimlerin yukari dizenlenmesini sagladigi
dusundimektedir [197, 199].

2.2.1.2. Melatoninin Biyolojik Sivilardaki Tayini

Gunduz vaktindeki olduk¢ca dislik melatonin derisimi (6zellikle plazmadaki)
arastirmacilart dogru ve guvenilir analitik yontemleri gelistirmeye yoneltmigtir.
Biyolojik sivilardaki melatonin miktarinin tayin edilmesinde immunolojik yontemler
kullanilan en yaygin yontemdir. Bu yonteme dayali ¢esitli ticari kitler mevcuttur. Bu
yontemlerden bazilari son derece hassas (5 pg/mL gibi disik tayin limitlerine
ulasabilen) ve kullanimi ¢ok kolaydir; ancak melatonin 6zitlemesi yapilmamis ise
yapisal olarak benzer bilesikler ile gapraz reaktivite gdostermesi en buyuk potansiyel
riskidir [209, 210]. Melatonin tayini i¢cin ELISA testinin (1 fmol tayin limitine sahip) de
kullanildigi rapor edilmistir [211]. Mevcut ¢alismalarin gogunda pineal bez, retina,
ve plazmadaki melatoninin miktarini radyoimmunoassay (RIA) ile belirlenmektedir.
Cunku yontemin yuksek segciciligi ile gunlik melatonin saliniminda degisikleri
belirlemeye izin vermektedir. Mide-bagirsak yolu ele alindiginda, memelilerdeki
melatonin miktari RIA ile belirlenmis ve ayni zamanda baliklarda, amfibilerde ve
surungenlerde yontemin uygunlugu gosterilmistir [212, 213]. RIA yontemine
alternatif olarak GC-LC/MS ve HPLC birgok biyolojik 6rnekteki melatonin miktarinin
belirlenmesinde basariyla kullaniimistir [214]. Hassasiyeti artirmak i¢in HPLC’nin
elektrokimyasal tayin (ED) ile birlestirmistir. Ancak melatoninin ylkseltgenmesi-
indirgenmesi yuksek elektrik potansiyeli gerektigi icin arka plandaki yukseltiimig
akimdan kaynaklanan girisimler olusabilmektedir [215-217]. Floresans tayin igeren
diger bir kombinasyon, melatoninin herhangi bir tlureviendirmeye ihtiyag
duyulmayan analizine olanak vermekte ve bir 6n 6zutlemeye gerek duyan ve dusuk
melatonin miktarini igceren bu tir bir tayin yéntemi komplike érneklerdeki (plazma,
merkezi ve periferik dokular) melatonin tayinini ¢gok yonli hale getirmektedir [218].
Bunlarin yani sira bazi laboratuvarlarda melatonin kan plazmasi ve pineal
bezlerdeki tayini ve ayrimina yonelik kapiler elektroforez (CE) uygulamalari
gelistirilmigtir [219]. Molekuler baskilanmis poli(etilen-ko-vinil alkol) ile kaplanmis
¢inko oksit nano borular da idrardaki melatonin miktarinin saptanmasinda

kullanildigida da rapor edilmistir [220].
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2.2.2. Serotonin ve Triptopfan’in SAD ile Baglantisi

SAD hakkinda daha fazla galismalarin yayinlanmasiyla, sirkadiyen faz kaymasi, 1s1k
periyodu ve melatonin, genetik olgular ve noérotransmitterlerin (6zellikle de
serotonin, norepinefrin ve dopamin gibi beyin norotransmitterlerinin etkileri) olasi
rolune iligkin hipotezlerde rapor edilmistir [179]. Yapisal olarak tekli amin grubuna
giren serotonin, norepinefrin ve dopamin gibi nérotransmitterin biyolojik ritim, ruh
halinin dizenlenmesi, beslenme davraniglari ve uyku Uzerindeki etkisi gz onune

alindiginda SAD arastirmalarinin ilgi odagi bu sistem Gzerine de yonelmistir.

‘Mutluluk hormonu’ olarak da bilenen serotonin (5-hidroksitriptamin), biyokimyasal
olarak triptofandan sentezlenen, esas olarak mide-bagirsak yolunda, trombositlerde
ve merkezi sinir sisteminde bulunan bir tekli amin nérotransmitterdir [221]. %1’den
daha az miktar1 serbest formda kanda sirkule olurken geri kalan kismi trombosit,
perisinaptik sinirler ve enterokromafin hiicrelerde depo edilmektedir. insan
viucudundaki toplam serotoninin miktarinin yaklasik %90°’n1 ince bagirsak hareketleri
dizenlenmesinde kullanildigi sindirim yolu igindeki enterokromafin hicrelerde
(buradan da kan yoluyla viucut igindeki gerekli yerlere transfer edilir) yerlesmistir.
Geri kalan kismi ruh halinin, istahin ve uykunun dizenlenmesinde kullanildigi
merkezi sinir sistemindeki serotonerjik néronlarda sentezlenir. Serotoninin ayrica
hafiza ve 6grenme gibi bazi biligsel iglevleri de bulunur [222, 223]. Kalp gelisimi
[224], bagirsak hareketleri, vaskller ton ve trombosit agregasyonunun [222]
duzenlenmesi gibi pek ¢ok fizyolojik stregte gorev almaktadir. Serotonin reseptorleri
(5-HTR) hlicre membranlarinda yerlesmis ve merkezi sinir sisteminde, kalpte, mide
badirsak kanalinda, kan damarlarinda ve trombositlerde bulunmaktadir. Serotonin
reseptorlerinin (5-HTR) 7 tlrl olmakla birlikte bunlardan da kendi alt siniflarina (5-
HTR1A, 5-HTR1B vb. gibi) ayrilmaktadir. 5-HTR1 ve 5-HTR5 aktivasyonu hicre igi
CAMP birikimini inhibe ederken, 5-HTR4 ve 5-HTR7 aktivasyonu bu olayi stimule
etmektedir. 5-HTR2 aktivasyonu hiicre i¢i Ca?* salinimini azaltir ve 5-HTR2
aktivasyonu Na*/K* iyon kanallarinin diizenlenmesi stimile etmektedir. Serotonin
tastyicilar plazma membraninda yerlesmistir ve aktif olarak doku boslugu ve kandan
hicrelere tagimaktadir [222]. Bu reseptorler beyin [225], kalp, mide-badirsak kanali,
pineal bez, kan damarlari [226] ve trombositlerde [225] ifade edilmektedir. Beyin,
mide-bagirsak kanali, karaciger, akciger ve trombosit hlcrelerinde tekli amin
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oksidaz (MAO) tarafindan metabolize edilmektedir ve 5-hikroksiindolasetik asit (5-
HIIAA) olarak bobreklerden atilmaktadir.

Serotonin ve éncull triptofanin derisimi mevsime goére degisiklik gostermektedir.
Ayrica serotonin ve serotonin tagsima bolgelerinin derigsimi dahi mevsim boyunca
degisiklik gostermektedir. Serotoninin SAD Uzerindeki etkisini inceleyen ¢aligsmalar;
reseptor galismalari, triptofan tikenmesi calsmalari ve serotoninerjik ajanlar ile
tedavi calismalari olmak Uzere 3 tiptedir. Melatoninin tersine, serotonin 1gik ile
salinimi aktiflesmektedir. Normal insan populasyonlarinda 24 saatlik serotonin
serum derisiminin bir haftalik parlak isik tedavisinden sonra beyindeki serotonin
salinimi ve dongusu gunes 1si1diyla hizla artmaktadir. Bir ¢ok galisma beyin omuriligi
sivisi, postmortem beyin ve kandaki metabolizmmasina ve serotonin miktarina ait
belirgin mevsimsel degisiklikleri gdstermektedir. Cogu kis aylarinda serotonin
aktivitesinin dustugunu gostermektedir. Serotonin tasiyicilarinin  SAD’a  etkisi
Uzerine yapilan galismalarda, serotonin tasiyicilarin da mevsimsel degdisimler ile

degisikliklige ugradigi belirtilmistir [227].

2.3. Yaygin Analitik Tayin Yontemleri

2.3.1. Optik Yontemler

En yaygin olarak uygulanan optik yontemler 1s1gin absorpsiyonuna ya da
emisyonuna dayanmaktadir. Bununla birlikte, absorpsiyon temelli yontemler ile
kargilastirildiginda liminesan yodntemler (genellikle floresans ve fosforesan)
sergiledigi yiksek hassasiyet ve spesifite ile 6n plana ¢cikmaktadir. Hedef yapilara
yonelik gercek zamanli, in-situ ve dinamik bilgileri saglayabilen floresans olgusu
yasam bilimlerinin en hizli gelisen vazgegilmez liminesan yontemidir [111]. Ayrica,
Isik ile bir metal yuzeyinin etkilesimine dayanan optik-elektriksel bir yontem olan
yuzey plazmon rezonans spektroskopisi afinite etkilesimlerini, kinetik
hesaplamalari, sitokiyometri ve termodinamik hesaplamalari belirlemekte yaygin
sekilde kullaniimaktadir [228].

2.3.1.1. Goériiniir Bolge ve Mor Otesi (UV-VIS) Spektroskopisi

UV-VIS spektroskopisi elektromanyetik dalganin madde ile etkilesmesiyle
(elektromanyetik dalganin absorpsiyonu) bag elektronlarinin uyariimasi (bag
elektronlarinin temel enerji seviyesinden (Eo) bir Ust enerji seviyesine (E1) gegmesi
sonucunda gergeklesen elektronik gegisleri konu almaktadir. UV-VIS spektroskopisi

analitik kimyada gecis metal iyonlari, konjuge organik bilesikler, biyolojik
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makromolekduller gibi farkh analitlerin kalitatif ve kantitatif tayininde rutin bir sekilde

kullaniimaktadir.

2.3.1.2. Fotoluminesan Spektroskopisi

Maddeyi olusturan atom veya molekullerin uygun formdaki enerjiyi absorplamasiyla
elektronik olarak uyariimig enerji seviyesinden temel enerji seviyesine donerken
enerjisinin bir kismini 1Isima seklinde atmasi olayina genel olarak Iiminesan (isik
saciimasi) denir. Uyarilma olayi belirli dalga boyuna sahip fotonun madde tarafindan
absorplanmasina dayaniyorsa gozlenen luminesan olayl fotoluminesan olarak
tanimlanir. Fotoluminesan durulma surecine gore (uyarilmis enerji seviyesinden
temel enerji seviyesine gecis sureci) floresans ve fosforesan olarak ikiye

ayrilmaktadir.

Floresans ve fosforesan olusum mekanizmasi Sekil 2,9'da agiklanmaktadir. Belirli
bir dalga boyuna sahip fotonun madde ile etkilesimi sonucunda temel enerji
dlzeyindeki (So) elektronlarin daha yUksek bos enerji seviyelerine (Si, Sz ve
benzeri) gegisleri uyarilimaktadir. Uyariimis tekil enerji seviyesindeki molekliller i¢

donusim ya da titresimsel durulma

—

Isik sacilimi olmaksizin), floresans, sistemler
arasli gegis (tekil enerji seviyesinden Uglu enerji seviyesine gegis) ve fosforesan gibi

fizikokimyasal olay zinciri araciligiyla temel enerji seviyelerine geri donerler.

S3 = i¢ dOnlisiim,
absorpsiyon, —‘ (E‘f. —— femto-piko saniye
femtosaniye S —
S % pr—
% — — T
S; N — —
— T.
floresans, fosforesan,
nano saniye mikro saniye
¥
So
S *

Sekil 2.9. Jablonski diyagrami ve fotofiziksel slreglerin zaman gizelgesi [111].

Goppelsrodel tarafindan 1867 yilinda yapilan en eski floresans temelli analizin
uzerinden yaklasik 150 yillik bir sure gecmigstir. Bir buguk asirlik gelisim sureci
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icerisinde, floresans temelli yontemler molekuler biyoloji, hticre biyolojisi, genomiks,
proteom analizi, medikal teshis ve tedavi gibi alanlarda yaygin bir sekilde
kullaniimakta olup, ayrica yaygin analitik yasam bilimlerinde temel ve uygulamali
calismalari destekleyen yaygin analitik araglar olarak yerini almistir. GUnimuizde
floresans korelasyon spektroskopisi, floresanss rezonans enerji transferi, floresans
Oomrlu goruntuleme ve floresans in-situ melezleme gibi oldukg¢a basit ve kullanigl
stratejilerle c¢evre, biyokimya ve biyotip alaninda farkli amaclar igin ustalikla
kullaniimaktadir. Floresans temelli kitler biyolojik makromolekullerde tek molekiil
duzeyinde yapisal ve islevsel bilgilerin eldesine yonelik mikemmel uzaysal ve
zamansal (nanosaniyeler) ¢ozunurlukte hassas oOlcumlerin yapiimasini mimkun
kilmaktadir [111].

2.3.1.3. Yuizey Plazmon Rezonans (SPR)

Yuzey plazmon rezonans, farkli kirinim indisine sahip iki ortam arasindaki ince
iletken filme uygun dalga boyunda i1sik génderilmesi sonucu, 1s1gin metal yizeyle
etkilesmesiyle olusan optik-elektriksel bir olaydir. Isigin metal yuzeyine ¢carpmasi ile
gelen 1s13in bir kismi yansirken bir kismida metal atomlari (metalin iletim bandi
elektronlar) ile etkileserek homojen olmayan elektromanyetik dalga olusturur.
Kullanilan metalin 1sik ile uygun dalga boyunda rezonansa girebilecek iletim bandi
elektronlarina sahip olmasi gereklidir. Genelde en ¢ok kullanilan metaller altin,
gumus, bakir, aliminyum ve sodyumdur. Olusan homojen olmayan dalga prizma
metal ylzeyine dikey olarak yayilir ve Ussel olarak azalir. Eger metal yeterince ince
ise (gorundr ve yakin kizilétesi dalga boylari icin <100 nm) dalga metal film boyunca
ilerler ve metalin dis ylzeyinde ylizey plazmon ile giftlesir. Olusan ylizey plazmonlari

metal/dielektrik araylzeyine paralel olarak yayilir [229, 230].

Plazmon metal ile dielektrik bdlge sinirnda olustugundan bu yuzeydeki
degisikliklere karsi cok duyarhdir. Plazmonun olusturdugu alan etrafindaki kimyasal
yapida meydana gelecek herhangi bir degisiklik, rezonansa giren 1g1gin dalga
boyunda da degisiklige neden olur. Bu da SPR’yi analitik uygulamalarda
kullanmamizi saglar. Sensor yuzeyinin yakinindaki kirinim indeksi, yuzeye
makromolekll badlanmasiyla degisir. Sonugta yansiyan 1sigin agisi da, baglanan
makromolekulin miktarina gore degisir. Yansiyan isidin agisi ile baglanan
maddenin miktari arasinda lineer bir iligki vardir [229, 231].
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SPR biyosensor teknolojisinden bu alanda sikga yararlaniimaktadir ve bu konuda
hedeflenen analitler; kanser isaretleyicileri, alerji ve kalp krizi belirtlegleri, antikorlar,

ilaglar ve hormonlardir [232].

SPR, esas olarak 4 alanda uygulanmaktadir: Afinite etkilesimleri, kinetik
hesaplamalar, sitokiyometri ve termodinamik hesaplamalar. Bunlar iginde en
Oonemlisi, biyotanima molekull ile hedef analit arasindaki spesifik etkilesime
dayanan afinite etkilesimleridir. Ayrica SPR ile es-zamanl 6lgim yapilabildigi i¢in
kinetik egrisinden kinetik hesaplamalar da yapilabilir. Ayni zamanda sitokiyometri

ve termodinamikte de yine SPR uygulamalarindan yararlaniimaktadir [229].

SPRile incelenebilen affinite etkilesimleri cok cesitlidir. Bunlara érnek olarak; peptid
ya da protein ile protein arasindaki etkilesim, nukleik asitler ile proteinler arasindaki
etkilesim, molekuler baskilama yontemiyle olusturulmus yapay malzeme ile biyolojik
madde arasindaki etkilesim ya da cesitli ilaglar ile protein ya da nukleik asitler

arasindaki etkilesim verilebilir.

SPR biyosensor teknolojisinin, gida analizleri konusundaki gecerliligi arttikga bu
alandaki hedef analit tespitine yonelik yapilan ¢alismalarin sayisi da artmaktadir. Bu
alanda hedeflenen analitler arasinda; patojenler, toksinler, gesitli ilaglar, vitaminler,
hormonlar, tanisal antikorlar, alerjenler, proteinler ve kimyasal atiklar sayilabilir.
Diger bir uygulama alani, c¢evre analizleridir. SPR biyosensodr teknolojisiyle
hedeflenen ve gcevresel 6neme sahip analitler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar,
agir metaller, fenoller, bifeniller ve dioksinlerdir. Uglincti uygulama alani, SPR’nin
tibbi tani amacli kullanimidir. Normal biyolojik sireclerde, patolojik sireclerde veya
belirli bir tedaviye karsi yurutilen farmakolojik cevaplarda énem tasiyan cesitli
molekuler biyomarkirlarin hizli, hassas ve spesifik tespiti, modern biyoanalitik
uygulamalarda buyuk 6nem tagimaktadir [229-233].

2.3.2. Kutle Temelli Yontemler

2.3.2.1. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM)

Piezoelektrik kristale dayali bir sensor veya gevirici kitle artigsina kargi asiri duyarli
olmasi nedeniyle genellikle kuvars kristal mikroterazi (QCM) olarak adlandirilir.
Adina ragmen, bir mikroteraziden cok daha fazlasidir. Kimyasal sensoérlerin
gelistiriimesinde kullanilan sentetik ve biyolojik polimerlerin dahil oldugu pek ¢ok
malzemenin viskozitesinin ve esnekliginin incelenmesinde kullanilabilen bir

yaklagimdir. Bu ylizden, QCM kimyasal sensdrlerde kullanilan ince tabakalarin
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fizikokimyasal 6zelliklerinin degerlendiriimesinde benzersiz bir aractir. QCM’in genig
potansiyelinin akilci kullanimi algilama elemanin fizikokimyasal 6zellikleri hakkinda
bilgi hazinesi olusturur. Ayni zamanda c¢esitli tipte kimyasal sensdrlerin tasarimini

ve uygulanmasini mimkun Kilar.

Bazi kristallerin yuzeylerine mekanik gerilim uygulandiginda kristal yuzeyleri
arasinda, uygulanan bu gerilimin siddeti ile dogru orantili bir elektriksel potansiyel
farki olusur. Bu etki “piezoelektrik etki” olarak tanimlanmistir. Yunanca da “baski”
anlamina gelen “piezein” kelimesinden turetilmis piezoelektrik etki 1880 yilinda
Curie kardesler tarafindan kegfedilmistir [234]. Piezoelektrik kristalinin iki yuzeyi
arasina uygulanan elektriksel gerilim farkinin kristallerde boyut degistirmeye ve
gerilime yol actigini, baska bir ifadeyle “ters piezoelektrik etki” olarak bilinen bu etkiyi
kullanarak kristal ylUzeyleri arasina uygulanan elektriksel gerilimin giddetini
degistirerek piezoelektrik kristalin boyutlarini degistirmenin mimkun oldugu

saptanmigtir. [235].

Sekil 2.10. Piezoelektrik etkinin sematik gdsterimi.

Kuvars kristal elektriksel, mekanik ve kimyasal 6zellikleriyle ticari olarak en yaygin
kullanima sahip piezoelektrik kristaldir. Piezoelektrik dedektdr o6zelliginin
saglanmasi icin kuvars kristaller belli bir agiyla kesilir. Kalinlik kesme modu kutle
degisimlerin en hassas algilandigi mod olmasi sebebiyle kuvars kristaller optik z-
ekseninden 35°15’ aciyla kesilir (AT-kesme). AT-kesme kuvars Kristallerin

Af(frekanstaki degisim)/f (frekans)~ 108 gibi yiksek frekans kararlihgi ve 0-50°C
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araliginda sifira yakin sicaklik katsayisina sahip olmasi nedeniyle piezoelektrik

etkiyi temel alan uygulamalarda siklikla tercih edilir [235, 236].

Z

35* 15

AT-Kesme
Sekil 2.11. AT kesim kuvars kristal dizlemi [236].

AT-kesme kuvars kristale (rezonator) alternatif bir elektrik alanin uygulanmasiyla
yigin yapidaki kristalin iki yuzeyi mekanik stresin etkisiyle birbirine paralel yonlerde
hareket eder ve uygulanan elektrik alan boyunca ilerleyen bir akustik dalga
olusturur. Bu tip rezonatorler kalinhk kesme mod rezonatorleri olarak

adlandiriimaktadir.

Gerilim kaynagi, frekans sayaci ve osilator devresinden olusan QCM sistemi
piezoelektrik kuvars kristal rezonator yuzeyindeki kitlesel dedisiklere rezonatdrin

titresim frekansindaki degisimi olcerek yanit vermektedir.

Kuvars kristal rezonatorun frekansindaki degisimin (Af), kutle degisiminin (Am)

dogrusal bir fonksiyonu oldugu Sauerbrey tarafindan gosterilmistir [237].
Afm=- (foZ/quq) ms = - (foleqpq) (Ams/AeI) (2.1)

Esitlik 2.1 sadece rezonatdr Uzerinde biriken ince kati tabakalar igin gecerlidir.
Baslangicgta, QCM olgumleri kati faz 6lgumler igin kullaniimistir. Fakat uygun salinim
devrelerinin geligtiriimesiyle sivi fazda da 6lgim yapmak mumkin hale gelmistir
[238]. Sivinin yogunlugu (p1), viskositesi (n1) ve kuvars kristal rezonatériin frekansi
arasindaki iliskiyi agiklayan esitlik Kanazawa ve Gordon tarafindan turetilmistir
[239].

Af = - £,372 (pll’]1/'|'|'pq|.,|q)1/2 (2.2)
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Iki tabakall bir sistemde frekans degisimi, tim degisimlerin toplanmasi ile

hesaplanir.
Af = Afm + Af1 = - 62 [(Ams /Fqpq Ael) + (p1n1/ fo'IquHq)llz] (2.3)

fo (Hz), rezonans frekansi; Fq, (Fq= % fo.dq) (Hz.cm?/ng), kristalin frekans sabiti; dq
(mm), kristalin kalinlii; pq (9/cm?), yogunlugu; Ael (mm?), kristal rezonatériin elektrot

boyutu; qi (g/cm3), sivinin yogunlugu; n1 (kg/m/s), sivinin viskozitesidir.

Kuvars kristal rezonator sadece kutle degisimine hassas olmayip ayrica rezonator
yuzeyinde viskosite ve yogunluk degisimlerine de hassasiyet gosterir (Esitlik 2.2)
[240]. Kutle hassasiyetine dayanan 6lgum yontemiyle isaretleme basamagina gerek
duyulmamaktadir. Piezoelektrik mekanizma Uzerinden sinyal iletimi kompleks,
optikgce opak karigimlarda iyi sonu¢ vermektedir. Ara yuzey malzemedeki
vizkoesneklik ve yuzeydeki serbest enerji dedisimlerinden dolaylr bu teknik ile
¢Ozelti-ylizey ara yuzeyindeki algilanmasi zor olan degisiklikler tayin edebilir.
Elektrokimyasal kuvars kristal mikroterazi turleri, arastirmacilara metal elektrodun
ust kismina potansiyel uygulanmasina izin verir. Boylelikle bir elektrokimyasal hicre
olusturulur. Elektrokimyasal tepkimelerin ve elektron aktarim sureglerinin
incelenmesi mumkun olur. Bu teknigin kullaniminin oldukga kolay olmasi ve temel

cihazlarin pahali olmamasi diger avantajlaridir [234].

2.3.3 Elektrokimyasal Yontemler

2.3.3.1. Donlisuimli Voltametri (CV)

Donusumlt  voltametri, elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi
ediniimesinde en yaygin kullanilan tekniktir. Dontsumli voltametri sonuglarinin
gucu redoks sulreglerine ait termodinamiklere, heterojen elektron-transfer
reaksiyonlarinin kinetiklerine ve adsopsiyon sureglerine ait verdigi guvenilir bilgilerin
hizli sekilde sunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, elektroanalitik
calismalarda genellikle ilk gergeklestirien deney basamagidir. DoOnlUsumlu
voltametri, U¢gen dalga sekilli potansiyel ile uyarilan durgun c¢alisma elektrodun
karistirlmayan bir ¢dzeltideki akim cevabini igermektedir (Sekil 2.12). Potansiyel
taramasi esnasinda, potansiyostat uygulanan potansiyele kargi olusan akim
degerlerini dlger. Elde edilen akim-potansiyel egrisi dontusumli voltamogram olarak
tanimlanmaktadir. D6ndsumli voltamogram c¢ok sayida fiziksel ve kimyasal

parametrenin komplike, zamana bagli fonksiyonudur [241].
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Sekil 2.12. D6onusumlu voltametrik uyarma sinyali [241].

Sekil 2.13, tersinir redoks ¢iftine ait tek bir potansiyel ¢evrimini temsil etmektedir. Bu
ortaminda sadece yukseltgenmis tlrin (Yuk) bulundugu

sekilde, c¢ozelti
ind (indirgenmis tiir) reaksiyonu tersinir oldugu durumda

varsaylmigtir. YUk + ne- —
dénlsimli voltamogram Sekil 2.13'deki gibi ifade edilir. ileri yonli taramada, YUk'(in

ind’e indirgenmesi ile katodik bir pik elde edilir. Geri yonli taramada, ileri yonlii
tarama siresince meydana gelen indin Yik'e tekrar vyiikseltgenmesinden
kaynaklanan, anodik bir pik gozlenir. Tersinir reaksiyonlar i¢in, katodik ve anodik pik

akimlarinin bayiklukleri (ip4] = |ip? |) esittir [241].
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Sekil 2.13. Tersinir redoks surecine ait tipik donisumlu voltamogram [241]
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Tersinir elektrot reaksiyonlarinda, pik akimlarinin degeri (25°C’de) Randles—Sevcik
esitligi (Esitlik 2.4) ile belirlenmektedir [241].

I, =2.69x10° ADY?n*?)"2C (2.4)
I, akim yogunlugu (A/cm?)
n, redoks slrecinde aktarilan elektron sayisi

D, difizyon katsayisi, (cm?/s)

A, elektroaktif ylizey alani (cm?)
7, tarama hizi (V/s)
C, prob molekillerinin ana ¢ozeltideki derisimi (mol/cm?)

Ayrica, formal redoks potansiyelini elde etmek icin kullanilan yari dalga potansiyeli

Esitlik 2.5 ile hesaplanmaktadir.
Ef2 = (Ep¢ + Ep?)/2 (2.5)
Pik potansiyelleri arasindaki ayrim da Esitlik 2.6 ile hesaplanmaktadir.

0,059
n

AE= Epa-Epk= (26)

2.3.3.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Diferansiyel puls voltametrisi, organik ve inorganik turlerin eser miktarlarinin
belirlenmesinde oldukga kullanigh bir tekniktir. Dogrusal bir potansiyel artigina gore
ayarlanmis sabit blyukllikte pulslar (dE/dt), calisma elektroduna belli bir sure
uygulanir. Sekil 2.14’'de goérildigi gibi iki kez akim Slgimi yapilir. ilki, dogru akim
pulsu uygulanmadan once, digeri ise pulsun bitmesine yakin bir zamanda yapilir.
Puls basina akimdaki fark (Ai) dogrusal sekilde artan potansiyelin fonksiyonu
seklinde ifade edilir. Uygulanan potansiyele karsi bu akim farklarinin grafige
gegiriimesiyle diferansiyel puls voltamogrami elde edilir. Elde edilen differansiyel

egdri pik seklinde yuksekligi derigim ile dogru orantilidir (Esitlik 2.7) [241].

__ (nFACDY?) (1-0)
T T Gm (to)

(2.7)

o = exp[(nF/RT)(AE/2)] ve AE, puls genigligini ifade etmektedir [241].
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Sekil 2.14. Differansiyel puls polarografisi igin uyarma sinyalleri [241].

2.3.3.3. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Empedans spektroskopisi, elektrot ve elektrot ara ylzeylerinin elektriksel
Ozelliklerinin belirlenmesinde glcll bir tekniktir. U(t) = Um sin (wt), alternatif
potansiyelin bir elektroda uygulanmasiyla /(t) = Im sin (wt — 8), akimi olusmaktadir.
Burada; 9, potansiyel ve akim arasindaki faz farki, Un ve Im terimleri ise sirasiyla
sinUsoidal potansiyel ve akim genliklerini ifade etmektedir. Bu kosullarda impedans
Esitlik 2.8 ile ifade edilmektedir [242].

Z=U@M) N =[Zle®=2"+jz" (2.8)
j=(-1)%

Z’ ve Z”, siraslyla gercek ve sanal direnci ifade etmektedir. impedans élgimlerini
gerceklestirirken en genel yol frekans analizidir. Farkli frekanslardaki sinyallerin
uygulanmasiyla, genlik ve faz degisimleri ya da gergek ve sanal diren¢ degerleri
dlclltir. impedans verileri, =Z” karsl Z' olacak sekilde Nyquist egrisi olarak ifade
edilmektedir [242].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez calismasi U¢ temel baglikta 6zetlemek mUmkidndur: i) melatonin
baskilanmis floresans nanopartikullerin sentezi ve mevsimsel duygu bozukluklarinin
biyolojik belirteci olan melatonin hormonun tayininde biyosensér ve/veya
biyogérintileme amaclh kullaniminin incelenmesi; ii) biyoesinlenilmis sensoér
yuzeylerinin tasarimina yonelik polimerik filmlerin Uretimi ve iii) DNA yapisindan
esinlenerek sicakliga duyarli ag-kapa nukleotid temelli polimerlerin Uretimi. Bu
kapsamda ug farkli biyoesinlenme yaklasimi kullanilarak g¢esitli metabolitlere karsi
biyosensorler geligtiriimistir.

3.1. Melatonin Baskilanmig Floresans Nanopartikiillerin Tasarimi, Uretimi Ve
Mevsimsel Duygusal Bozukluk Teshisinde Kullaniminin Incelenmesi

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Melatonin, seratonin hidroklortr, L-triptofan, L-aspartik asit, terbiyum (lll) nitrat
pentahidrat, polivinil alkol (PVA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), dimetakrilat
(EGDMA), azobisizobutironitril (AIBN), 1H-benzotriazol, trietilamin ve metakriloil
klorir Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edilmigstir. HEMA ve
EGDMA polimerizasyon inhibitdrini uzaklastirmak icin disuk basingta (100 mmHg)
damitilmis ve kullanilana kadar 4°C’da muhafaza edilmistir. Deneylerde kullanilacak
cam malzemeler bir gece boyunca 4 M nitrik asitte bekletilmistir. Deneylerde
kullanilan su, ylksek akigl sellloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters
ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon
sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun (deiyonize su) direnci 18
MQ/cm’dir.

3.1.2. Metakriloil amido-benzotriazol (MA-Bt) Sentezi

1H-Benzotriazol (0.01 mol, 1.19 g) ve trietilamin (0.011 mol, 1.11 g) toluen iginde
¢Ozulmus ve c¢ozelti 0-5°C’ye kadar sogutulmustur. Metakriloil klortr (0.011 mol,
1.15 g) damla damla 150 rpm sabit karistirma hizinda benzotriazol ve trietilamin
iceren toluen ¢ozeltisine ilave edilmigstir. Karisim oda sicakliginda 15 saat igerisinde
reaksiyonun tamamlanmasina izin verilmigtir. Reaksiyonun tamamlanmasiyla
olusan yagimsi ¢okelek toluen ile yikanmigtir. Yagimsi yesil renkli sivi haldeki
monomer (MA-Bt) reaksiyona katilmamig trietilamin, metakriloil klorar ve toluenin

doner buharlastiriciyla uzaklastiriimasiyla elde edilmigtir.
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3.1.3. N-Metakriloil-L-Triptofan (MATrp) Monomerinin Sentezi

N-Metakriloil-L-triptofan (MATrp) monomerinin sentezi igin uygulanan yontem
kisaca soyledir: 5.52 mmol, (1.12 g) L-triptofan, 1 M NaOH sulu ¢dzeltisinde deney
tupu icinde ¢ozulmustur. MA-Bt (5.52 mmol) ¢ozeltisi igeren 1,4-dioksan (25mL)
yavasca aminoasit gozeltisi icine eklenmigtir. Karigim oda sicakliginda 10-20 dakika
icerisinde reaksiyonun tamamlanmasina izin verilmistir. Reaksiyon bittiginde vakum
altinda 1,4-dioksan buharlastirilarak uzaklastiriimistir. Cokelti su ile seyreltiimis ve
reaksiyon sonucu olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile gekilmistir.
Toplanan sulu monomer ¢ozeltisi % 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6-7
(metakriloil grubunun asidik ortamda olasi polimerlesmesini engellemek i¢in pH 6-7
civarinda tutulmalidir) olacak sekilde néturlestirilmistir. Doner buharlastirici ile su
yapidan uzaklastirilarak reaksiyon urini MATrp monomeri (acik kahverengi renkli

cOkelek) elde edilmisgtir.

3.1.4. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit (MAAsp) Monomerinin Sentezi

N-Metakriloil-L-Aspartik  Asit (MAAsp) monomerinin  sentezi ayni sekilde
gerceklestirilmigtir. Uygulanan yontem kisaca soyledir: 5.52 mmol, (0.73 g) L-
aspartik asit, 1 M NaOH sulu ¢dzeltisinde deney tlpu iginde ¢oziulmustir. MA-Bt
cOzeltisi iceren 1,4-dioksan (25 mL) yavasg¢a aminoasit ¢ozeltisi icine eklenmistir.
Karisim oda sicakliginda 10-20 dakika igerisinde reaksiyonun tamamlanmasina izin
verilmigtir. Reaksiyon bittiginde vakum altinda 1,4-dioksan buharlastirilarak
uzaklastirlmistir. Cokelti su ile seyreltimis ve reaksiyon sonucu olusan 1H-
benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile gekilmistir. Toplanan sulu monomer ¢ozeltisi
% 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH=6-7 olacak sekilde noéturlestirilmistir. Doner
buharlastirici ile su yapidan uzaklastirilarak reaksiyon trini MAAsp monomeri
(acik sari renkli ¢okelek) elde edilmistir. Elde edilen fonksiyonel monomerler, Fourier
donusumlu infrared spektrometresi-azaltiimig toplam reflektans (FTIR-ATR) ile

karakterize edilmistir.

3.1.5. Tb(ll)MAAsps Floresans Kompleksin Hazirlanmasi

Floresans lantanit kompleks, MAAsp fonksiyonel monomeri ile Tb(lll) iyonlarinin 3:1
(molce) oraninda karistiriimasi ile olusturulmustur. Bu amagla, MAAsp (3 mmol) ve
kompleks olugsmasini kolaylastiran ajan olarak amonyum oksalat monohidrat, (0.5
mmol, 71 mg), 20 mL deiyonize su iginde ¢ézulmustir. pH, NaOH’in (1.0 M) damla
damla eklenmesiyle kompleks olusumu i¢in en uygun pH olan pH = 6.0 -7.0
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araliginda olacak sekilde ayarlanmigtir. Daha sonra, 5 mL deiyonize su iginde
¢ozulen Tb(NO3)3.5H20 (1 mmol, 435 mq) tuzu dnceki ¢ozelti icerisine damla damla
ilave edilmistir. Karisim daha sonra 24 saat boyunca 150 rpm'de manyetik olarak
karistirimis ve olusan beyaz c¢okelti (kompleks kristalleri) stzllerek ¢ozeltiden
toplanmistir. Floresans kompleksinin karakterizasyonu spektroflorofotometri
(Shimadzu, RF 5301, Tokyo, Japonya) ile yapilmigtir. Bu amacla MAAsp, Tb(lll) ve
floresans kompleksin emisyon spektrumlari 250-900 nm dalga boyu araliginda

alinmistir.

3.1.6. Molekiiler Baskilanmis Floresans Nanopartikiillerin Uretilmesi

Melatonin baskilanmis floresans nanopartikillerin hazirlanmasinda asagidaki
yontem izlenmistir. Polimerizasyon ikili sivi faz karisiminda gerceklestirilecektir.
Birinci sivi faz, polivinil alkol (PVA, 93 mg), sodyum dodesil sulfat (SDS, 15 mg) ve
sodyum bikarbonatin (12.5 mg) sulu gozeltisidir. Ikinci sivi faz, PVA (50 mg) ve
SDS’nin (50 mg) sulu ¢odzeltisidir. Monomer fazi ise; fonksiyonel monomer N-
metakriloil-L-triptofan (MATrp) monomeri (0.125 mmol), 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) (0.5 mmol), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) (15 mmol) kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan monomer fazi, birinci sivi faza eklenmistir. Karigim,
miniemdulsiyon elde etmek igcin 25.000 rpm’de homojenize (T10, lka Labortechnik,
Almanya) edilmistir. Daha sonra, kalip moleklil (melatonin) miniemulsiyona
eklenmis ve etkin monomer-kalip etkilesimini gerceklestirmek igin manyetik
karigtirici ile 2 saat karistirimistir. Bu islem sirasinda ortama polimerlesebilir
lantanit kompleksi (0.125 mmol) de ilave edilmistir. Karistirma islemi devam ederken
kalip molekull iceren miniemilsiyon yavasca ikinci sivi faza eklenmistir. Daha sonra
karisim cam polimerizasyon reaktorine aktarilmistir. Reaktdér manyetik olarak
karigtirilip (400 rpm) ve 40°C’ta i1sitilmistir. Son olarak, sodyum bisulfit ve amonyum
persulfat polimerizasyon baslaticisi olarak karisima eklenmistir. Polimerizasyon
40°C’'ta 24 saat sureyle devam ettiriimigtir. Elde edilen melatonin baskilanmig
floresans nanopartiklller (Sekil 3.1) 5 kez deiyonize su, 5 kez etil alkol ve tekrar
deiyonize su ile yikanarak reaksiyona girmeyen monomer, ylzey aktif madde ve
baslatici uzaklastiriimigtir. Her bir yikama basamagi igin ¢ozelti 60000 rpm’de 1 saat
sureyle santriflij edilmis (Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) ve nanopartikiller
ylkama ortamindan ayrilmistir. Yikama igleminden sonra kalip molekul olan

melatonin floresans nanopartikll yapisindan uzaklastirilabilmesi amaciyla 1 M NaCl
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¢cozeltisi kullaniimistir. Temizlenen nanopartikiller, deiyonize su igerisinde tekrar
dagitiimis ve 4°C’de saklanmistir. Baskilanmamis floresans nanopartikiller
polimerizasyon ortaminda kalip molekll (melatonin) ve fonksiyonel monomer

(MATrp) olmaksizin ayni yontem ile hazirlanmistir.

Th(IIH(MAASsP)s,
Floresans Kompleks

\
\
\
\

Melatonin,
Kalip Molekiil \

Sekil 3.1. Spesifik melatonin tayinine yonelik Tb(lll) kompleksi iceren molekuler

baskilanmis floresans nanopartikullerin sematik gésterimi.
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3.2. Biyoesinlenilmig Sensor Yizeylerinin Tasarimina Yonelik Polimerik
Filmlerin Uretimi

3.2.1. Kimyasal Malzemeler

L-histidin, L-sistein, polivinil alkol (PVA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA), azobisizobutironitrii (AIBN), 1H-benzotriazol,
trietilamin, dimetil sulfoksit (DMSQO) ve metakriloil klorar Sigma-Aldrich (St. Louis,
ABD) firmasindan temin edilmistir. HEMA ve EGDMA polimerizasyon inhibitoriint
uzaklastirmak icin diaslk basingta (100 mmHg) damitiimis ve kullanilana kadar
4°C’da muhafaza edilmistir. Deneylerde kullanilan su, Millipore System (Billerica,
MA, USA) firmasindan temin edilen Milli-Q water sistemi kullanilarak saflastiriimistir.

Elde edilen saf suyun (deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2.2. N-Metakriloil-L-Histidin (MAH) Monomerin Sentezi

N-Metakriloil-L-histidin (MAH) monomerinin sentezi igin uygulanan yontem kisaca
soyledir: 5.52 mmol (1.12 g) L-histidin, 1 M NaOH sulu ¢6zeltisinde deney tupu
icinde ¢dzulmustir. MA-Bt (5.52 mmol, 1.033 g) ¢ozeltisi (Bolim 3.1.2) iceren 25
mL 1,4-dioksan yavas¢a aminoasit ¢dzeltisi icine eklenmistir. Oda sicakliginda 10-
20 dakika igerisinde reaksiyonun tamamlanmasina izin verilmistir. Reaksiyon
bittiginde vakum altinda 1,4-dioksan buharlastirilarak uzaklastiriimistir. Cokelti su
ile seyreltilmis ve reaksiyon sonucu olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL)
ile gekilmigtir. Toplanan sulu monomer ¢ozeltisi % 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak
pH6-7 olacak sekilde noturlestiriimistir. Doner buharlastirici ile su yapidan

uzaklastirilarak reaksiyon arind MAH monomeri elde edilmistir.

3.2.3. N-Metakriloil-L-Sistein (MAC) Monomerin Sentezi

N-Metakriloil-L-sistein (MAC) monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontem kisaca
soyledir: 5.52 mmol, (0.67 g) L-sistein, 1 M NaOH sulu ¢ozeltisinde deney tlpuU
icinde ¢ozulmuastur. MA-Bt (5.52 mmol, 1.033 g) ¢ozeltisi iceren 25 mL 1,4-dioksan
yavasca aminoasit gozeltisi icine eklenmigtir. Karigim oda sicakliginda 10-20 dakika
icerisinde reaksiyonun tamamlanmasina izin verilmistir. Reaksiyon bittiginde vakum
altinda 1,4-dioksan buharlastirilarak uzaklastirilmistir. Cokelti su ile seyreltiimis ve
reaksiyon sonucu olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile gekilmistir.
Toplanmis sulu monomer ¢ozeltisi % 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6-7 olacak
sekilde noturlestirilmistir. Doner buharlagtirici ile su yapidan uzaklastirilarak

reaksiyon uriini MAC monomeri (turuncu renkli gdkelek) elde edilmigtir.
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3.2.4. Biyoesinlenilmis Gézenekli Polimerik Filmlerin Uretimi

3.2.4.1. Altin Kaplanmis Silika Plaka Yuzeylerinin Temizlenmesi

Altin kaplanmis silikon plakalarin (0.75 cm?) yiizeyi H20:NH3:H202 (5/1/1, v/v) bazik
pirana ¢Ozeltisi iginde 5 dakika boyunca 80°C bekletilerek temizlenmistir. Bu iglem
5 defa tekrarlanmistir. Silika plakalar, deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmis ve

vakum ettvinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur.

3.2.4.2. Aminoasit Temelli Gozenekli Polimerik Filmin Sentezi

Silika plakalarin altin ytzeyleri, N-metakriloil-L-sistein (MAC) sulu ¢dzeltisinden (5
mg/mL) 200 uL damlatihp 12 saat boyunca oda sicakhdinda inkibe edilmistir.
Yuzeye baglanmayan MAC silika plakalarin suyla yikanmasiyla uzaklastiriimistir.
MAC ile modifiye edilmig altin yuzeyde amino asit temelli polimerik filmin
sentezlenmesi HEMA (1 mL), EGDMA (0.2 mL), H20 (0.25 ml) ve MAH (5 mg)
iceren stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Ayrica gozenekli bir yapinin elde edilmesi igcin PVA
(25 mg/mL) sulu stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Baslatici olarak kullanilan AIBN (2
mg/mL) DMSO iginde ¢dzulmustur. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 100 uL, PVA stok
¢cozeltisinden 20 pL ve AIBN c¢ozeltisinden 40 uL alinarak polimer c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu polimer ¢ozeltisinden 10 pyL alinarak MAC ile modifiye edilmis
altin ylizeye damlatilmistir. 80°C’de yigdin polimerizasyonu ile altin ylzeyde
polimerik filmin sentezi gercgeklestiriimistir (Sekil 3.2). Polimerizasyon sureci
sonrasinda polimerik film yapisindan PVA uzaklastiriimasi icin silika plakalar
calkalamali etlv iginde 1 saat boyunca oda sicakliginda yikanmistir. Ayrica
hazirlanmis gozenekli polimerik filmde amino asit ve gb6zenekli yapisinin
islevselliginin incelenmesi MAH monomerini icermeyen ama gozenekli yapiya sahip
ve MAH monomerini yapisinda bulunduran ancak gdzenekli yapiya sahip olmayan
polimerik filmler de hazirlanmistir. Sonug olarak 3 farkli yapiya sahip polimerik

filmler hazirlanmistir.

- Gobzenekli aminoasit islevselligine sahip polimerik film

- Sadece aminoasit islevselligine sahip polimerik film (g6zenekli yapiya sahip
olmayan)

- Sadece gbdzenekli yapiya sahip polimerik film (aminoasit islevselligine sahip
olmayan)

Sentezlenen polimerik filmlerin karakterizasyonu FTIR-ATR, SEM, AFM ve

diferansiyel puls voltametrisi (DPV) olgumleri ile yapiimigtir.
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Polimer
cozeltisi
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Polimerik film

/PVA
555

N33 X
\S%Ssgé \ '

Bos altin MAC SAM Polimerik PVA’nin
ylizey olusumu film sentezi uzaklastiriimasi

Sekil 3.2. Godzenekli aminoasit islevselligine sahip polimerik filmin altin ylizeyde

sentezinin sematik gosterimi.

Supramolekuiler yapinin kendiliginden duzenlenmesi igin sentezlenen polimerik
filmlerin seciciliginin ve tekrarlanabiliginin gosteriimesi icin Ug¢ farkli deney seti ile
empedans oélciimleri gerceklestirilmistir. ilk sette, [Cu (Il), Zn (II) ve Pb (I1)] olmak
uzere ug farkli iyon ile dort farkli konsantrasyonda metal iyonu koordinasyonu
gergeklestirilmistir.ikinci sette, dort farkli biyomolekdlin (albimin, immuinoglobdilin,
transferrin ve anti-transferrin antikor) polimerik filmler Gzerindeki oryantasyonu (Cu
(Il) iyonlarinin koordinasyonu oncesi ve sonrasi) degerlendirilmistir. Ayrica,
immunoglobdilin / transferrin ve anti-transferrin / transferrin giftleri arasindaki supra-
molekiiler yapilarin olusumu da degerlendirilmistir. Uglincii sette, supramolekiiler
olusumlarin elisyonu / yok edilmesi, sodyum klortr (NaCl) ve etilendiamin tetra
asetik asit (EDTA) kullanilarak incelenmistir. NaCl, Cu (ll) iyonlari ile biyomolekuller
arasindaki etkilesimi yok etmek igin secildi ve NasEDTA Cu (ll) iyonlari ile polimerik

filmler arasindaki etkilesimi dogrudan yok etmek icin segilmistir.

3.2.4.3. Kuvars Kristal Mikroterazi (QCM) Elektrotlarin Hazirlanmasi

Silika plakalarin karakterize edilmesinin ardindan kuvars kristal mikroterazi elektrot
yuzeyinde de ayni yontem takip edilerek polimerik filmler sentezlenmigtir.
Hazirlanan QCM elektrot ile aminoasit temelli gdzenekli polimerik film ylzeyinde
Cu(ll) aracihgiyla gergeklesen supramolekiler (IgG model yapi olarak segilmistir)
yapinin kendiliginden dizenlenmesi incelenmistir. Bakir iyonlari polimerik yapidaki
aminoasitin L-histidin olmasi nedeniyle segilmistir. CUnku histidinin imidazol halkasi

bakir iyonlarina yonelik yuksek afiniteye sahiptir. Daha once belirtildigi gibi QCM
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elektrotlarin hazirlanmasinda silika plakalardaki sire¢ uygulanmigtir. Elektrot
yuzeyleri pirana ¢oOzeltisiyle yikanmis ve MAC immobilize edilmistir. Sonrasinda
hazirlanan stok ¢dzeltiden (silika plakalar i¢in) 100 uL, PVA stok ¢ozeltisinden 20
ML ve AIBN c¢ozeltisinden 40 uL alinarak polimer ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu polimer
¢Ozeltisinden 3 pL alinarak MAC ile modifiye edilmis altin yuzeye damlatiimistir.

80°C’de yigin polimerizasyonu ile altin ylzeyde polimerik filmin sentezi

b

gerceklestiriimistir (Sekil 3.3).

Polimer
cozeltisi
2 Polimerik film
—> —> —> "N
\
Bos altin MAC Polimerik film PVA'nin \
yiizey immobilizasyonu sentezi uzaklagtiriimasi .
|
[wo oo | [m ]
c—cC c'—c¢
T T
| o
NH HxC,
P CH,
HO-C——CH, HO
I
c o=—=oH
u N\\C/NH
H
MAH HEMA

Sekil 3.3. Kuvars kristal mikroterazi elektrot yuzeyinde aminoasit temelli gézenekli
yapilya sahip polimerik filmin sentezi ve supramolekiler yapinin kendiliginden

duzenlenmesinin sematik gosterimi.
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3.3. DNA Mimetik Sicakhk Duyarl A¢-Kapa Biyoarayuzeyler

3.3.1. Kimyasal Malzemeler

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa4, 2%99.0), dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOa,
2%99.0), potasyum klorur (KCl, 2%99.0), potasyum ferrosiyanur (Ks[Fe(CN)s],
2%98.5), potasyum ferrisiyanur (Ka[Fe(CN)s], 2%99.0), adenin, timin, guanin,
N,N,N',N'-tetrametildiamin (TEMED), potasyum persiulfat (KPS) ve akrilamit (299%,
HPLC) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin edilmistir. 0.1 M KCI
iceren ferri/ferro ¢ozeltileri tim amperometrik ve impedimetrik dlgimlerde destek
elektrolit olarak kullanilmistir. iletken grafen dispersiyonu Graphene Supermarket
(ABD) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan su, Millipore Sistem
(Billerica, MA, ABD) firmasindan temin edilen Milli-Q water sistemi kullanilarak

saflastinimistir. Elde edilen saf suyun (deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.3.2. Nukleotid Temelli Monomerlerin Sentezi

N-Metakriloil-Adenin (MA-Ade) monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontem kisaca
soyledir: 7.40 mmol (1 g) adenin, 1 M NaOH sulu ¢6zeltisinde deney tupu iginde
¢Ozulmustir. MA-Bt (7.40 mmol, 1.38 g) ¢Ozeltisi iceren 25 mL 1,4-dioksan yavasca
adenin igeren ¢ozelti icine eklenmigtir. Oda sicakhiginda 10-20 dakika icerisinde
reaksiyonun tamamlanmasina izin verilmigtir. Reaksiyon bittiginde vakum altinda
1,4-dioksan buharlastirilarak uzaklastiriimigtir. Cokelti su ile seyreltiimis ve
reaksiyon sonucu olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile ¢ekilmistir.
Toplanan sulu monomer ¢ozeltisi % 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6-7 olacak
sekilde noéturlestirilmistir. Doner buharlastirici ile su yapidan uzaklastirilarak
reaksiyon urunu MA-Ade fonksiyonel monomeri elde edilmistir. MA-Thy ve MA-Gua

fonksiyonel monomerleri de ayni sekilde sentezlenmisgtir.

3.3.3. DNA Mimetik Lineer Polimerlerin Sentezi

Karsilastirma amaciyla hem nukleotid temelli monomer igceren hem de sadece
akrilamit monomeri kullanarak lineer poliakrilamit polimerleri ayri ayn
sentezlenmistir. Bu kapsamda, akrilamit (0.5 g) 1 mL deiyonize su igerisinde
¢Ozulmasgtir. Akrilamit monomerinin polimerizasyonu oda sicakliginda 20 mg KPS

(baslatici) ve 25 uyL TEMED (katalizor) kullanilarak 15 dakika iginde tamamlanmisgtir.

Nukleotid temelli poli(akrilamit) polimerlerin sentezi adenin, timin ve guanin
bazlarinin  polimerlesebilen tarevlerinin  (MA-Ade, MA-Thy ve MA-Gua)
kullaniimasiyla elde edilmigtir.
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Akrilamit (0.5 g) ve MA-Ade (25 mg) 1 mL deiyonize su igerisinde ¢ozulmustir. Bu
sulu ¢ozeltiye 20 mg KPS ve 25 pL TEMED ilave edilmesiyle poli(akrilamit-ko-
metakriloil-adenin) [poli-Ade] polimerizasyonu oda sicakliginda 15 dakika icinde
tamamlanmistir. Poli(akrilamit-ko-metakriloil-timin) [poli-Thy] ve poli(akrilamit-ko-

metakriloil-guanin) [poli-Gua] kopolimerleri de ayni sekilde sentezlenmistir.

3.3.4. Sicaklik Kontrollii (A¢-Kapa) Elektrotlarin Yiizeylerinin Hazirlanmasi
3.3.4.1. Elektrotlarin Yuzeylerinin Temizlenmesi

Camsi karbon elektrotlarin (GCE) yuzeyleri modifiye edilmeden once Buehler
parlatma mikro petleri Gzerine sirasiyla 1.0, 0.3, ve 0.05 ym alumina tozu (bulamaci)
ilave edilerek parlatiimigtir. Parlatma islemi sonrasinda elektrot ylzeylerinde kalan
alumina kalintilarinin uzaklagtirilmasi i¢in sirasiyla saf su ve sonra da izopropil

alkol/asetonitril 50:50 (v/v) karigimiyla sonikasyona tabi tutulmustur.

3.3.4.2. Elektrotlarin Yuzeylerinin Niikleotid Temelli Polimer ile Kaplanmasi
poli-Ade), poli-Thy), poli-Gua) kopolimerlerinin 10 mg/mL derigsime sahip sulu
gOzeltileri hazirlanmistir.  Elektrokimyasal oOlgumler igin 5 farkh elektrot

hazirlanmistir.

- E1, bos GCE
- EZ2, grafen dispersiyonu (40 pyL
- ES3, grafen dispersiyonu (40 uL)+poli-Ade (20 uL)
+poli-Ade (20 uL +poli-Gua (20 uL)

+poli-Ade (20 yL)+poli-Thy (20 uL)

- E4, grafen dispersiyonu (40 uL

N~ N N N

- ES5, grafen dispersiyonu (40 pyL

Elektrotlar iletken grafen dispersiyonu ve nukleotid temelli polimerlerin sulu
¢Ozeltilerinin elektrot ylUzeylerine yukaridaki oranlarda damlatilarak bir gece
boyunca +4°C’de kurutulmasiyla hazirlanmigtir. DNA ¢ift zincirini stabilize eden
DNA vyapisinda bu dort bazarasinda olusan hidrojen baglaridir. Tez calismasi
kapsaminda bu baz yapilari polimer yapiya dahil edilerek ($Sema 3.1) sicaklik ile

kontrol edilebilen elektrotlar elde edilmigtir.
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Sema 3.1. poli-Adenin ve poli-Timin polimer zincirleri arasinda kurulan segici

hidrojen baglari.
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4, SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez galigmasi U¢ temel baslikta 6zetlemistir, bu kapsamda i) melatonin
baskilanmis floresans nanopartiklllerin sentezi ve mevsimsel duygu bozukluklarinin
biyolojik belirteci olan melatonin hormonun tayininde biyosensér ve/veya
biyogérintileme amacl kullaniminin incelenmesi; ii) biyoesinlenilmis sensor
yuzeylerinin tasarimina yonelik polimerik filmlerin Gretimi ve iii) DNA yapisindan
esinlenerek sicaklia duyarl ag-kapa nukleotid temelli polimerlerin Uretimine ait

sonugclar incelenmistir.

4.1. Melatonin Baskilanmig Floresans Nanopartikillerin Tasarimi, Uretimi Ve
Mevsimsel Duygusal Bozukluk Teshisinde Kullaniminin Incelenmesi

4.1.1. N-Metakriloil-L-Triptofan (MATrp) Monomerin Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer MATrp, L-triptofan ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-Bt'nin
tepkimesi ile sentezlenmistir (Sema 4.1). Sentezlenen MATrp monomerine ait FTIR-
ATR spektrumu Sekil 4.1'de verilmisti. FTIR-ATR spektrumunda MATrp
monomerine ait 3398 cm'deki absorpsiyon bandlari N-H (ikincil amin grubu)
gerilmelerine aittir. 3075-3015 cm™ absorpsiyon bandlari, aromatik C-H
gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. C-H alifatik gerilmesine ait absorpsiyon bandi
2972 cm de gorilmektedir. C=0 gerilme bandi 1657 cm™ ve C=C gerilme bandi
1577 cm? de goriimektedir. C-N geriime aromatik bandi da 1488 cm de

gorilmektedir. 732 ve 764 cm aromatik C-H egilmeleri goriilmektedir.
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Sema 4.1. MATrp monomerinin sentez reaksiyonu.
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Sekil 4.1. MATrp’nin FTIR-ATR spektiuiu.
4.1.2. N-Metakriloil-L-Aspartik Asit (MAAsp) Monomerin Karakterizasyonu
Fonksiyonel monomer MAAsp, L-aspartik asit ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-
Bt'nin tepkimesiyle sentezlenmistir (Sema 4.2). Sentezlenen MAAsp monomerine
ait FTIR spektrumu Sekil 4.2°de verilmistir. FTIR spektrumunda MAAsp monomerine
ait karakteristik pik 1567 cm de karbonil bandi; 3398 cm-'deki absorpsiyon bandi
N-H (ikincil amin grubu) ait gerilme bandi; 1010 cm™ ve 1388 cm™ C-N simetrik ve
asimetrik gerilme bandlari gorulmektedir. FTIR spektrumlari hem MATrp hemde

MAAsp monomerlerinin bagariysa sentezlendigini gostermektedir.
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Sema 4.2. N-Metakriloil-L-aspartik asit (MAAsp) monomerinin sentez reaksiyonu.
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Sekil 4.2. MAAsp’in FTIR-ATR spektrumu.

4.1.3. Tb(II)(MAAsp)s Floresans Kompleksinin Karakterizasyonu

Kompleks sirasiyla 547 nm (°Do->"Fo gegisi), 586 nm (°Do—>’F1 gegisi), 622 nm
(°Do~>"F3 gegisi), ve 763 nm’'de (°Do~>'F4 gegisi) dort tane terbiyum kompleksinin
karakteristik emisyon bandlarina sahiptir (Sekil 4.3). Dért bandin da bir arada
g6zlenmesi, Tb(lll) iyonlarinin tam anlamiyla komplekslestirildigini ve ligand-iyon

baglarinin kuvvetli bir sekilde olustugunu belirtmektedir.

62



1000

—— MAAsp 700 c 7
=) —Tb _ Do>"Fo (T (1) (MAAsp). )
(Th(I11) (MAAsp).) 600 -
< 8004 3
é - Bm‘!'
B 600- -7 400
=]
) 300 I
v ~ )
c 4004 200 4; S
gﬂ Q 4\ 5 7
Y 1004 0 S Do=>"F4
‘= ™0 4 B
E Z(X)— . = - ) ’“- '—l “ —"' Ta = | '—l- '—\ "\ ¥ T ¥
=" | == " TSi0_s0—=600"50 660 690 720 750 780 810
/\ - - L=
0 Ty [/‘L = =

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.3. Th(llI)(MAAsp)s kompleksinin floresans spektrumu.

4.1.4. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Melatonin baskilanmig floresans nanopartikillerin ylizey morfolojisi yari degen
modda atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere)
ile karakterize edilmistir. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli
interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢ok ylksek ¢ozunudrlikte dlgim
alabilmektedir. Goruntuleme c¢alismalari hava ortaminda, yari deden modda
gerceklestiriimistir. Salinim rezonans frekansi, 341.30 kHz olarak uygulanmistir.
Titresim genligi, 1 RMS ve bos titresim genligi ise 2 RMS’dir. Ornekler 2 ym/s tarama
hizinda, 256 x 256 piksel ¢ozunurlukte, 1 x 1 um’lik bir alanin géruntisu olarak
alinmigtir. Melatonin baskilanmig nanopartikllle yuzey derinligi Sekil 4.4'de
goruldugu uzere yaklasik olarak 70 nm civarindadir. Bu sonuglar; basarili bir sekilde
kiresel vyapida nanopartikillerin sentezlendigini gostermektedir. Melatonin
baskilanmis floresans nanopartikullerin yari degen modda 300kHz AFM tipleri ile
Nanomagnetics Ins. Ambient AFM (Iingiltere) cihazi kullanarak elde edilen AFM
goruntuleri Sekil 4.4’de verilmigtir. Sekilde goruldugu gibi floresans partikuller dar
boyut dagilimina bagli olarak puruzlu bir yizey olusturmusglardir. Ancak partikullerin
varligi ve boyutlari sekilden agikga belirlenebilmektedir.
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Sekil 4.4. Melatonin baskilanmig floresans nanopartikullerin AFM goruantisu.

4.1.5. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen molekiler baskilanmis floresans nanopartikillerin boyut analizi, Nano
Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile belirlenmistir. Zeta
boyut analizi, 151k sagiimasi teknigi ile lgim yapan partikullerin hidrodinamik boyutu
(0.6 nm-6.0 ym araldinda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik 200 mS) ve
molekil agirhgmnin (1 x 103-2 x 107 araliginda) tayinine olanak saglayan bir
sistemdir. Zeta boyut analizi igin izlenen deneysel yontem su sekildedir; partikdl
cOzeltisi (3 mL) boyut analizérunin 6rnek yuvasina yerlestiriimistir. Isik saciimasi
90°’lik gelis agisinda 25°C’de tayin edilmistir. Veri analizi i¢in, deiyonize suyun
yogunlugu (0.88 mPa.s) ve kirlnma indeksi (1.33) kullaniimistir. Isik sagilma sinyali

partikll sayisi (partiktl sayisi/s) olarak hesaplanmigtir.

Melatonin baskilanmis ve baskilanmamig partikullerin zeta boyut analizi sonuglari
Sekil 4.5’da gorulmektedir. Melatonin baskilanmis nanopartikillerin ortalama boyutu
63.3 nm ve polidispersitesi 0.093 olarak bulunmustur. Melatonin baskilanmamis
partikuller icinse bu degerler sirasiyla 71.80 nm ve 0.381 olarak bulunmustur.

Polimerizasyon islemleri sonucunda boyutlari birbirine yakin baskilanmig ve
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baskilanmamis partikiller elde edilmistir. Bu sonug, uygulanan polimerizasyon
yonteminin uygunlugunu, tekrar edilebildigini ve kalip molekdlin varhigindan

etkilenmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Melatonin a) baskilanmis ve b) baskilanmamis nanopartikillerin zeta
boyut analizleri.

4.1.6. Floresans Nanopartikullerle Melatonin Tayini

Baskilanmis floresans nanopartikiller, melatonin tayini parametrelerinin
optimizasyonu igin sulu ¢ozeltiden melatonin adsorpsiyonunda kullaniimistir. Bu
baglamda melatonin derigimi, pH, iyonik siddet [sodyum kl6érar (NaCl) derisimi],
zaman ve sicaklik gibi etkin parametreler sirasiyla 0.01-0.5 ng/mL, 4.0-8.0, 0.1 M-
1.0 M, 15 dak-180 dak ve 4°C-40°C arah§inda degistirilmistir. Cesitli parametrelere
goOre hazirlanan ¢ozeltiler, 50 rpm de rotatdrde galkalanarak baskilanmis floresans

nanopartikillerle etkilestiriimistir.
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4.1.6.1. Melatonin Derigiminin Etkisi

Melatonin baskilanmis floresans nanopartiktller Sekil 4.6’de goérulduagu gibi iki farkh
derisim araliginda derisim-sinyal dogrusalligi géstermektedir. 0.01 0.05 ng/mL ve
0.05-0.5 ng/mL aralhigindaki alinan veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrularin
denklemi (y = 692.41x + 51.27) ve (y = 78.548x + 80.393) ve dogrusalliklari (R?)
sirasiyla 0.9903 ve R? = 0.9793 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6b’ de goruldugu
gibi). Elde edilen bu verilerle, sentezlenen melatonin baskilanmis floresans
nanpartikullerin 0.01-0.05 ng/mL derisim arahdinda % 99; 0.05-0.5 ng/mL derigim

araliginda ise %97 dogrusallikta 6lgcim yapabilecegi belirlenmistir.

Aydinlik-karanlik dongusu ile senkronize edilen endojen serum melatonin derisimi,
saglikli geng¢ erigkinlerde gunduz saatlerinde yaklasik tipik olarak gundiuz
saatlerinde 10 pg/mL-20 pg/ml arasinda iken gece 30-150 pg/mL seviyesinde
seyreder. Buna istinaden, gelistirilen floresans nanopartikillerin yliksek melatonin

seviyelerinin tayininde kullanilabilecegi belirlenmigtir.

Melatonin baskilanmis floresans nanopartikdiller, 0.01 - 0.5 ng/mL derisim araliginda
hazirlanan melatonin ¢oOzeltilerine (pH=7) ilave edilmigtir ve 100 dakikalk
adsorpsiyonun sonunda 60000 rpm’de c¢Okturulerek melatonin ¢dzeltisinden
ayrilmistir. Bu floresans nanopartikiller su icinde dagitilarak floresans olgimleri
alinmistir (derisim taramasinda 1-50 seyreltme orani kullanilmis; sicaklik, pH, iyonik
siddet ve zaman taramasi oOlgimlerinde ise 1-5 seyreltme orani kullaniimistir).
Derisim taramasinin sonugclari Sekil 4,6a’da goruldagu gibi artan melatonin derigimi
ile birlikte floresans siddeti 6nemli dlizeyde dogrusal olarak artmaktadir. Bu durum,
melatonin molekdllerinin floresans emisyonuna katki yaptigi ve elektron (foton)
transferini arttirdigi anlamina gelmektedir. Melatonin molekllindeki, aromatik

hidroksi-indol halkasi ve amit baglar elektron transferine katki yapan gruplardir.
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Sekil 4.6. a) Melatonin derisiminin etkisi ve b) derigsim-sinyal dogrusalligi.

4.1.6.2. pH Etkisi

PH etkisini saptamak i¢in pH 4.0-8.0 araliginda ¢alisiimistir (pH 4.0-5.0 icin 100 mM
CH3COONa — CH3COOH, pH 6.0-8.0 igin 100 mM KzHPO4 — KH2PO4). Optimum
pH Sekil 4.7°de goéruldugu Uzere 5 olarak saptanmistir. Daha dislk ve yuksek
pH’larda baglanma verimi ¢ok dusuktur. pH’in etkisinin incelenmesi amaciyla
yapilan deneyler, oda sicakhginda 0.03 ng/mL melatonin derisiminde
gerceklestiriimistir. pH 5.0 degerinde ligand (triptofan temelli fonksiyonel monomer,

MATrp) yuksuzdur, buna bagh olarak hidrofobik etkilesimler bu pH dederinde daha
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secici olarak gerceklesmekte ve maksimum hidrofobik etkilesimle yuksek
adsorpsiyon kapasitesine ulasiimaktadir. Bu durum, kullanilan fonksiyonel
monomerin yapisal o6zellikleri ile iligkilendirilebilir. ClUnkl molekller baskilama
yontemi olarak hidrofobik etkilesimler hedeflenmistir. Bu dogrultuda hidrofobik
aminoasitlerden biri olan triptofanin polimerlesebilen tlrevi sentezlenmis ve
melatonin koordinasyonu igin kullaniimistir. Bunun sonucu olarak baskin hidrofobik
etkilesimler, melatonin taninmasinda ortaya ¢ikmaktadir. Maksimum baglanmanin

gozlendigi pH 5.0 degeri sunulan galismada en uygun deger olarak kabul edilmistir.
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680
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Sekil 4.7. pH etkisi (0.03 ng/mL melatonin derisimi, 748 nm’deki emisyon siddeti).

4.1.6.3. iyonik Siddetin Etkisi

Melatonin baskilanmig floresans nanopartiklller ile melatonin adsorpsiyonuna
iyonik siddetin (tuz derigiminin) etkisi incelenmistir. Iyonik siddet NaCl tuzu
kullanilarak ayarlanmis ve bu tuzlar igin 0.1-1.0 M derisim araligi taranmigtir.
Ortama eklenen nétral tuzun iyonik siddeti, analit molekillerin de ¢6zUnurliguni
etkilemektedir. iyonik siddet, tuzu olusturan katyon ve anyonlarin yik sayisi ve
derisimi tarafindan belirlenir. Sekil 4.8'dan de goruldigu gibi, tuz derisimi arttikga
melatonin adsorpsiyonu azalmistir. Cunki artan tuz derisimi melatonin
¢Ozunurligunu azalmasina neden olmusg, bu nedenle floresans nanopartikuller ile
olan etkilesimi azalmigtir. Bu sonug, her ne kadar klasik hidrofobik etkilesim
kromatografisine ters gorlinse de analit molekulin kiglk olmasi (protein degil)

¢Ozunurluk faktorinin etkin olmasina sebep olmaktadir.
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Sekil 4.8. iyonik siddetin etkisi (0.03 ng/mL melatonin derigimi, 748 nm’deki emisyon
siddeti).
4.1.6.4. Etkilesim Siiresinin Etkisi

Yapilan zaman taramasi 6lguimleri sonucunda adsorpsiyon igleminin ilk yarim saatte

yari degere ve 60. dakikada ise denge degerine geldigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Etkilesim suresinin etkisi (0.03 ng/mL melatonin derigimi, 748 nm’deki
emisyon siddeti).

Bu dakikadan sonra adsorpsiyon degerinde Sekil 4.9'da da goéruldagu gibi dnemli
bir degisim gerceklesmemektedir. Bu sonuglar, floresans nanopartiktllerin géreceli

olarak hizli bir adsorpsiyon kinetigine sahip oldugunu belirtmektedir.
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4.1.6.5. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyona sicakhgin etkisini belirlemek amaciyla ortam sicakligi 4°C-40°C
araliginda degistirilmistir. Sicakhgin artmasiyla Sekil 4.10'de goéruldugu gibi
melatonin adsorpsiyonunda belirgin bir artis gorulmektedir Bu sonuglar melatonin
molekullu ile floresans melatonin baskilanmis floresans nanopartiklller arasinda
etkilesimin hibdofobik karaktere sahip oldugu varsayimini glglendirmektedir
(MATrp fonsiyonel monomerinin kullaniimasina bagdli olarak). Hidrofobik etkilesim
oldugu igin, entropi artigiyla yuriyen etkilesimdir, sicakhk artigi bu etkilesimleri
arttirma yonunde etkilemekte ve sicakhdin artmasi ile analit etkilesim kinetigi

hizlanmaktadir.
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Sekil 4.10. Sicakhgin Etkisi (0.03 ng/mL melatonin derigsimi, 748 nm’deki emisyon
siddeti).

4.1.7. Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

Hazirlanan melatonin  baskilanmig floresans nanopartikillerin  segiciliginin
belirlenmesi igin serotonin ve triptofan molekdlleri secilmistir. Bu tercihin sebebi
melatonin biyosentezi besinlerle zorunlu olarak digaridan alinmasi gereken
esansiyel bir amino asit olan triptofan Gzerinden gerceklesen bir indol bilesigidir.
Kan dolagsimi ile pineal beze gelen triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi ile
hidroksillenerek  5-hidroksitriptofan’a (ara metabolit) ve L-aromatik asit
dekarboksilaz enzimi etkisiyle karboksil grubunun yapidan ayrilmasiyla serotonine
(5-hidroksitriptamin) donusur. Sekil 4.11a’de goruldigu gibi melatonin baskilanmis
floresans nanopartikullerin serotonin (0.03 ng/mL) ve triptofan (0.03 ng/mL) ile
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etkilestiriimesinden sonra floresans intensitelerinde anlamli bir degisme olmamistir.
Ayrica baskilama segiciligini gostermek icin melatonin baskilanmamis floresans
nanopartikuller sentezlenmistir ve bunlarla yapilan adsorpsiyon caligmalarinda
melatonin baskilanmamis floresans nanopartikllerin (NIP) floresans siddetlerin de

Sekil 4.11b’de goruldugu gibi anlamli bir degisim olmamisgtir.

Melatonin baskilanmis floresans nanopartikullerin segciciliklerini gostermek icin ara
ve baslangic metabolitleri olan triptofan ve seratonine karsi sulu c¢oézeltilerden
adsorpsiyon caligmalari da gercgeklestirilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda; ayni
derisime sahip (0.03 ng/mL) metabolit ¢ozeltileri, hem molekuler baskilanmis hem
de baskilanmamig floresans nanopartikillerle etkilestirilmistir. Nanopartikullerin
floresans emisyon siddetlerindeki degisim, adsorpsiyon dncesi ve sonrasinda alinan
Olcumlerle izlenmigtir. Daha sonra; emisyon sonumleme oOzelliklerini kargilastirmak
amaciyla bu degerler normalizasyona tabi tutulmustur. Elde edilen degerlerin
oranlari ile molekuler baskilanmis ve baskilanmamig floresans nanopartikullerin
dagilim (ko), segcicilik (k) ve bagil segicilik katsay! (k’) degerleri hesaplanmistir. Bu

deg@erlerin hesaplanmasinda kullanilan esitlikler sunlardir:

kp,anaiit = Siddet*/Siddet®
kmelatonin = kD,meIatonin / kD,yarlsmam

k> = kmip / knip

Burada; kp.anait hedef metabolitin dagihm katsayisi; siddet*, hedef metabolitin
normalize siddeti (siddet*=siddet’-siddeta"@): siddet?, bos floresans nanopartikiliin
floresans emisyon gsiddeti; Kmelatonin, floresans nanopartiklllerin yarismaci
metabolitlere kargli melatonin igin segicilik katsayisi ve k' ise molekuller baskilanmig
floresans nanopartikullerin baskilanmamis nanopartikullere kargi bagil segicilik
katsayisi dederini ifade etmektedir.
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Sekil 4.11. a) Melatonin baskilanmig, b) baskilanmamis floresans NPs segiciliginin
belirlenmesi.

Hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler, Cizelge 4.1'de &zetlenmigtir.
Cizelgeden de da goérildugu gibi molekiler baskilanmis floresans nanopartikdillerin
emisyon siddetlerindeki sonimlenme etkisi daha agik bir sekilde gorulmektedir.
Molekuler baskilanmis floresans nanopartikiller igin hesaplanan segicilik katsayi
degerleri, serotonin ve triptofana goére sirasiyla 14.97 ve 15.63 olarak bulunmustur.

Baskilanmamigs nanopartiktlerde ise bu degerler yine sirasiyla 0.8175 ve 0.6344
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olarak hesaplanmigtir. Goruldugu gibi molekuler baskilanmis floresans
nanopartikuller segici bir sekilde melatonin molekulleriyle etkilesime girmekte ve
floresans emisyonlarinda sénimlere ugramaktadir. Molekuler baskilama isleminin
kazandirdi§i segicilik degerini ifade eden bagil segicilik katsayisi (k’) degerleri
dikkate alindiginda, molekuler baskilama iglemi ile Uuretilen nanopartikillerin
melatonin/serotonin ve melatonin/triptofan esleniklerinin bagil segicilik katsayi
degerleri 18.31 ve 24.64 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar, baskilama islemi ile
floresans nanopartikillere melatonini serotonine gore 18.31 kat ve benzer sekilde
triptofana gore 24.64 kat daha segcici olarak tanima yetenegi kazandirldigini
gOstermektedir. Sonug olarak elde edilen floresans nanopartikiller, hem analitik
performansi hem de segicilik parametreleri agisindan mevsimsel duygusal bozukluk

tanisinda kullanim potansiyeli sahiptir.

Cizelge 4.1. Secicilik ve bagil secicilik kat sayilari.

MIP NIP
Siddet*, Ko K Siddet*, Ko K K
mAU mAU
Melatonin  621.3  0.8965 66.3 0.1714
Serotonin  41.5 0.0599 14.97 81.2 0.2097 0.8175 18.31
Triptofan 39.8 0.0574 15.63 104.6 0.2702 0.6344 24.64

*: Normalize edilmis siddet degeri. Normalizasyon islemi bos floresans nanopartikilin emisyon
siddeti ile analit adsorpsiyonu sonrasindaki floresans siddetlerinin farkidir.
Bos MIP igin floresans siddeti: 693 mAU ve Bos NIP igin floresans siddeti: 387 mAU’dur.
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4.2. Biyoesinlenilmig Sensor Yizeylerinin Tasarimina Yonelik Polimerik
Filmlerin Uretimi

Aminoasit temelli polimerlesebilen fonksiyonel monomerlerin sentezlenmesiyle
protein, enzim vb. gibi pek ¢ok biyomolekulin oldukga segici baglanma o6zelligi
sentetik polimerlere (PHEMA’ya) aktariimistir. Boylelikle biyomokulerdeki tanima
mekanizmasi taklit edilmis ve sentezlenen polimerler supramolekuler yapinin

kendiliginden duzenlenmesi igin kullanilmigtir.

4.2.1. N-Metakriloil-L-Histidin (MAH) Monomerin Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer MAH, L-histidin ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-Bt'nin
tepkimesi ile sentezlenmistir (Sema 4.3) ve sentezlenen MAH monomerine ait FTIR-
ATR spektrumu Sekil 4.12'de verilmigtir. FTIR-ATR spektrumunda MAH
monomerine ait 1560 cm?, 1128 cmY'deki titresimler sirasiyla amid ve imidazol
gruplarina aittir. 3421 cm'deki absorpsiyon bandi N-H (ikincil amin grubuna) ait

gerilme bandina aittir.

O H,C. O

I
N\N HN—CHC-OH <
N + CH, HsC NH

— >
_CH ¢
OW NN N HC" 7
L NH ¢ Ef OH
N
H
MA-Bt L-Histidin N-Metakriloil-L-histidin (MAH)

Sema 4.3. N-Metakriloil-L-histidin (MAH) monomerinin sentez reaksiyonu.
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Sekil 4.12. MAH’a ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2.2. N-Metakriloil-L-Sistein (MAC) Monomerin Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer MAC, L-sistein ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-Bt'nin
tepkimesi sentezlenmistir (Sema 4.4). Sentezlenen MAC monomerine ait FTIR
spektrumu Sekil 4.13'da verilmistir. 1563 cm™ ve 1486 cm™ amid | ve amid Il
bandlari, 3324 cm™'te ise N-H (ikincil amin grubu) ait gerilme bandi, 2682 cm™ ve

absorpsiyon bandi S-H gerilme bandi gorilmektedir.

@E"!\N 0 H,C. O
, H,N—CHC-OH —
N + ' —=  HgC NH

o CH 0
o} SH H,C™ C]
L. 0

sy OH
MA-Bt L-Sistein N-Metakriloil-L-sistein (MAC)

Sema 4.4. N-Metakriloil-L-sistein (MAC) monomerinin sentez reaksiyonu.
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Sekil 4.13. MAC’a ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2.3. Polimerik Filmlerin Karakterizasyonu

4.2.3.1. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Goriintuleri

Sentezlenen polimerik filmlerin (aminoasit iglevselligine/gdzenekli yapiya sahip
polimerik film, sadece aminoasit islevselliine sahip polimerik film ve sadece
g6zenekli yapiya sahip polimerik film) ylzey morfolojisi taramali elektron mikroskop
(SEM) ile incelenmistir. Polimerizasyonun PVA varliginda gergeklestirimesi Sekil
4.14a,c goruldugu polimerik filme gozenekli bir yapi kazandirmistir. Gozenek
boyutlari 0,2-20 um araliginda degismektedir. PVA olmaksizin sentezlenen

polimerik film gézeneksiz yapiya sahip oldugu Sekil 4.17b’de gériulmektedir.
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Sekil 4.14. Polimerik filmlerin SEM gdruntileri a) aminoasit islevselligine ve
g6zenekli yapiya sahip polimerik film, b) sadece aminoasit islevselligine sahip
polimerik film, c) sadece gézenekli yapiya sahip polimerik film.
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4.2.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Gortlintiileri

Sentezlenen polimerik filmlerin karakterizasyonu icin yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullanilmistir.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x
4096 piksel gibi ¢ok yuksek c¢ozunurlukte olgum alabilmektedir. Goruntuleme
calismalari hava ortaminda, yari degen modda gercgeklestiriimistir. Salinim
rezonans frekansi, 341.30 kHz olarak uygulanmigtir. Titresim genligi, 1 RMS ve bos
titresim genligi ise 2 RMS olarak uygulanmistir. Ornekler 2 ym/s tarama hizinda,
256 x 256 piksel ¢ozunarlikte, sirasiyla 2 x 2 ym’lik ve 1 x 1 ym’lik bir alanin
goruntusu olarak alinmistir. AFM goruntuleri incelendigi zaman PVA varliginda
sentezlenen polimerik filmin gézenekli ve daha amorf bir topografiye sahip oldugu
goOrulmektedir (Sekil 4.15a). Fakat PVA olmasizin sentezlenen polimerik filmin

g6zeneksiz ve duzgun bir topografiye sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 4.18b).

SEM ve AFM goéruntilerinden anlasildigi gibi polimerizasyonun PVA varliginda
gerceklestiriimesiyle sentezlenen polimerik filmlerde nano boyuttan mikro boyuta

degisen gbzenekler olusmustur.
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2000nm -22.908
2000nm
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0.0
-0.00

Sekil 4.15. AFM gorintuleri a) aminoasit islevselligine ve gdzenekli yapiya sahip

polimerik film ve b) sadece aminoasit islevselligine sahip polimerik film.
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Sekil 4.15’in devami.

4.2.4. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) Olgiimleri

Sentezlenen tim polimerik filmlerin (aminoasit islevselligine ve gbézenekli yapiya
sahip polimerik film, sadece aminoasit islevselligine sahip polimerik film ve sadece
g6zenekli yapiya sahip polimerik film) elektrokimyasal 6zellikleri diferansiyel puls
voltametri (DPV) odlgumleri ile karakterize edilmistir. Voltametrik dlgimler Ivium
Stat.XR elektrokimyasal analizér (Ilvium Tech., Eindoven, Hollanda) ile
gerceklestiriimistir. impedans olcimleri de Autolab potentiostat-galvanostat
(Metrohom Autolab B. V., Utrecht, Netherlands) gerceklestiriimistir. Altin kapli silica
plaka (0,75 cm?, yizey alani), yardimci elektrot platin tel ve Ag/AgCl (3 M KCI)

referans elektrodundan olusan Ug¢ elekrotlu hicre sistemi kullaniimistir.

Sentezlenen aminoasit islevselligine ve gdzenekli yapiya sahip polimerik filmin
Cu(ll) iyonlarina olan ilgisinin belirlenmesi igin onceklikle pH degerinin ve
inkiibasyon zamanin etkisi belirlenmigtir. Adsorpsiyon ve iyon tutunma davranisina
pH etkisini gdstermek icin farkli tampon sistemleri kullaniimis ve pH 4.0-7.4
araliginda calisiimistir (pH 4.0-5.0 igin 10 mM CH3sCOONa — CH3COOH, pH 6.0—
7.4 icin 10 mM K2HPO4 — KH2PO4). Optimum pH Sekil 4.16'da goruldugu Uzere pH

5.0 olarak saptanmistir. Bakir iyonlari imidazol halkasindaki ciftlesmemis
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elektronlara sahip azot atomlari ile etkilesmektedir. Daha dusuk ve yuksek pH’larda
baglanma verimi ¢ok dusuktur. Yuksek pH degerlerinde ¢odzunebilen bakir oksit
bilesikleri olusmasi Cu(ll) iyonlarina ait akim pikinde azalmaya neden olmaktadir.
Maksimum baglanmanin gozlendigi pH 5.0 degeri sunulan ¢aligmada en uygun

deger olarak kabul edilmis ve ilerleyen ¢galismalarda sabit tutulmustur.

Yapilan zaman taramasi olgumleri sonucunda adsorpsiyon igleminin iki dakika
icinde denge degerine geldigini gostermektedir. Bu dakikadan sonra adsorpsiyon
Ozelliklerinde Sekil 4.177de de goruldugu gibi oOnemli bir degisim
gerceklesmemektedir. Bu sonuclar, aminoasit temelli gozenekli yapiya sahip

polimerik filmin hizli bir adsorpsiyon kinetigine sahip oldugunu belitmektedir.

-0,5

P
/:Q\ 1
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T 2-15
<
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0.2 0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Potansiyel (V)

Sekil 4.16. Farkl pH degerlerinde aminoasit islevselligine ve gbzenekli yapiya sahip
polimerik film ile gerceklestirilen Cu(ll) adsorpsiyonuna ait DPV voltamogramlari

(tarama hizi, 10 mV/s; Ag/AgCl referans elektroduna karsi; Cu(ll) derisimi 10 nM).
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Sekil 4.17. inkibasyon zamaninin Cu(ll) adsorpsiyonuna etkisine ait DPV
voltamogramlari (tarama hizi, 10 mV/s; Ag/AgCl referans elektroduna karsi; 10 nM
Cu(ll) asetat tamponu icinde (pH: 5.0, 10 mM)).

Sentezlenen polimerik filmlerde aminoasit iglevselliginin ve gbzenekli yapinin
etkisinin belirlenmesi igin daha 6nce belirtildigi gibi Ug farkli 6zellige sahip polimerik
film (aminoasit islevselligine/gézenekli yapiya sahip polimerik film, sadece
aminoasit islevselligine sahip polimerik film ve sadece gdzenekli yapiya sahip
polimerik film) ile 0-5000 nM derisim araligindaki Cu(ll)gozeltileri (asetat tamponu

icinde (pH:5.0, 10 mM)) ile DPV olgumleri alinmistir.

Aminoasit islevselligine/gézenekli yapiya sahip polimerik film ile alinan dlgimlerde
Sekil 4.18a’da gorildugu gibi DPV degeri artan Cu(ll)derisimiyle artmaktadir. Sekil
4.18b’de goruldugu gibi iki farkh derigsim araliginda derigim-sinyal dogrusalligi
g6zlenmektedir. Sekil 4.18b’de goruldugu gibi 0-1000 nM araligindaki alinan veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrularin denklemi (y = -0,0824x - 1,5501), (y = -
0,0009x - 2,7191) ve dogrusalliklari (R?) sirasiyla 0.9289 ve 0.9171 olarak
hesaplanmigtir. Bu elde edilen verilerle, sentezlenen polimerik filmin 0-10 nM
derigim araliginda % 92; 30-1000 nM derisim aralidinda %91 dogrusallikta 6lgim
yapmaktadir.

Polimerik film yapisindaki aminoasit temelli monomerin ve gdzenek yapisinin
etkisini belirlemek icin sadece aminoasit temelli monomeri yapisinda igeren
polimerik filmin Cu(ll) ait DPV cevabi aminoasit islevselligine ve gézenekli yapiya

sahip polimerik filme kiyasla daha dusuktur. Polimerik filme aminoasit iglevselliginin
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yaninda gozenekli bir yapi kazandirmak adsopsiyon kapasitesi arttirmistir. Bunun
yaninda sadece goOzenekli yapiya sahip olan polimerik film ile alinan olgumler
yorumlandigi zaman akim pikinde goérulen degisimin ylzeye fiziksel adsorpsiyondan
kaynaklandidi ve artan Cu(ll) derisimine bagh anlamli sonuglar olmadigi agik¢a
gorulmektedir Sekil (4.19a-d). Alinan tum olgumler ile polimerik yapidaki aminoasit
monomerin etkin bir iglev yaptigi; ayni zaman gozenek yapisininda adsorpsiyon
kapasitesi Uzerinde olumlu etkisi belirlenmistir. Tum bu asamalardan sonra asil
amag¢ olan aminoasit iglevselligine ve gobzenekli yapiya sahip polimerik film
yuzeyinde supramolekuler (IgG model yapi olarak segilmistir) yapinin kendiliginden

dizenlenmesi QCM odlgumleri ileincelenmistir.
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Sekil 4.18. Aminoasit islevselligine ve gbzenekli yapiya sahip polimerik film ile
gerceklestirilen Cu(ll) adsorpsiyonu ait a) DPV voltamogrami (tarama hizi, 10 mV/s;
Ag/AgCI referans elektroduna karsi;120 saniye inklibasyon siresi; pH: 5.0 asetat

tamponu (10mM)), b-c) derigsim-sinyal dogrusalhgi.

82



nM
—05 nM
] —q nM
nM
10 nM
/30 nM
50 nM
4-4——100 nM
——500 nM
1——1000 nM

Akim (pA)

7
0,2 -0,1 0,0 0,1 0.2 0,3 0,4

Potansiyel (V)

b)

—10 nM

30 nM
/——50 nM
100 nM
44 ——500 nM
—1000 nM
—5000 nM

Akim (pA)
2

5 T T T T T T T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

Potansiyel (V)

Sekil 4.19. DPV cevaplari (tarama hizi, 10 mV/s; Ag/AgCl referans elektroduna
kargi; 120 saniye inkubasyon suresi; pH: 5.0 asetat tamponu (10 mM)). a)
Aminoasit iglevselligine ve gdzenekli yapiya sahip polimerik film, b) sadece
aminoasit iglevselligine sahip polimerik film, c) sadece gdzenekli yapiya sahip
polimerik film, d) farkli o&zellikteki polimerik filmlerin DPV cevaplarinin

kargilagtiriimasi.
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Sekil 4.19’'un devami.

4.2.5. Secicilik ve Tekrarlanabilirlik
Supramolekiler yapinin kendiliginden dizenlenmesi igin sentezlenen polimerik
filmlerin metal iyonlarina ve biyomoleklllere karsi verdigi empedans yanitlarinin

degerlendiriimesi icin elde edilen veriler agagidaki sekilde normalize edilmistir.
AR/Ro= (Rf - Ro)/Ro (4.1)

Sekil 4.20a’de goruldugu gibi, Cu(ll) iyonlarinin polimerik filme adsorpsiyonunun
polimerik film ylizeyinde biyomolekul dizenlenmesini arttirmigtir, 6zellikle de IgG ve
transferin diizenlenmelerini. incelenen elektrotlar arasinda yiizeyi polimer 2
kaplanmis elektrot gézeneksiz bir yapiya sahip olmasindan (daha ylksek 6zdireng
dolayisiyla) dolayi Cu(ll) iyonlarinin polimerik filme adsorpsiyonu dncesi ve sonrasi
olmak Uzere incelenen tim biyomolekll dizenlenmelerine en yuksek yaniti

vermigtir. Cu(ll) iyonlarinin polimerik filme adsorpsiyonu sonrasinda transferrin
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dizenlenmesi sahip oldugu metal baglanma bdlgesinden dolayi en ylksek yaniti
vermigtir. Cu(ll) iyonlarinin polimerik filme adsorpsiyonu oOncesi ve sonrasi
biyomolekil dizenlenmesine ek olarak ayrica IgG ve anti-transferrin antikoru
kullanarak supramolekiler yapinin kendiliginden dizenlenmesi de incelenmistir
(Sekil 4.20b). Bu baglamda, Cu(ll) iyonlarinin supramolekuler yapinin kendiliginden
olusumuna olan etkisi de incelenmistir. Cu(ll) iyonlarinin yoklugunda ikinci
biyomolekllin (transferrin) ilave edilmesiyle yanit inhibe edilmistir, ¢lnki
transferrinin diger biyomolekdillerle rekabeti digerlerinin yerine gegmesine neden
olmustur. Cu(ll) iyonlarinin varliginda ise ilgilenilen biyomolekul ve Cu(ll) iyonlariyla
etkilesimi supramolekuler yapinin kendiliginden olusumunu mumkun kilmistir.
Aminoasit iglevsellijine ve gbézenekli yapiya sahip polimerik film en ylksek yaniti
vermistir. Sekil 4.20c’de farkh metal iyonlarin farkli derisimlerinin farkli 6zelliklere
sahip polimerik filmler ile alinan empadans dlgumlerini 6zetlemektedir. Aminoasit
islevselligine ve gdzenekli yapiya sahip polimerik filmin metal iyonlarinin tarinden
en ¢ok etkilenen ancak farkl derisim degerlerinden en az etkilendigi goriimektedir.
Bu sonuglar, a) metal iyonlarinin histidin tarafindan koordine edildigini, b) metal iyon
koordinasyonunun polimerik yapidaki gdzenekleri kapamasiyla prob giftinin
gecirgenligini dusurdigu gostemektedir. Gozeneksiz yapiya sahip olan polimerik
film ise sistemin hassashgl dustrmektedir, ancak artan metal iyonu derisimine
sadece aminoasit islevselligine sahip olmasinda dolay ayirt edici yanitlar verdigi
gorulmustir. Son olarak ise, biyomolekulerin NaCl kullanarak segici elisyonu
(Cu(ll) iyonlarinin koordinasyonu korunarak) ve Cu(ll) iyonlarinin EDTA ile
polimerik yapidan uzaklastiriimasiyla sistemin tekrarlanabilirligi incelenmistir.
Yapilan empedans 6l¢gimleri sonucunda sistemin tekrarlabilir oldugu Sekil 4.20d’de
gosterilmisgtir.
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Sekil 4.20. Supramolekiler yapinin kendiliginden olusumuna ait segiciligi ve
tekrarlanabilirligi, a) Cu(ll) iyonlari koordinasyonunun dort farkli biyomolekilin
b) Cu(ll)

supramolekdler yapinin kendiliginden olusumuna etkisi, c) metal iyonlarinin tirinin

dizenleme segiciligi Uzerine etkisi, iyonlari  koordinasyonunun
ve derisiminin etkisi, d) Cu(ll) iyonlari/biyomolekuller ve Cu(ll) iyonlari/polimerik film

arasindaki etkilesimlerin tekrarlanabilirligi.

4.2.6. QCM Sensorle Kinetik Analizler

Altin kapli silika plakalar ile yapilan karakterizasyon olgumlerinin ardindan aminoasit
islevselligine ve gézenekli yapiya sahip polimerik film ile kaplanmig QCM elektrot ile
Cu(ll) adsorpsiyonu gergek zamanh olgimua alinmigtir. Silika plakalar ile alinan
Olcimlerde en uygun pH degerinin 5.0 oldugu belirlenmis ve QCM odlgimleri de bu
pH degerinde gergeklestiriimistir. QCM sinyalinin Cu(ll) derisimi arasindaki iligkinin
belirlenmesi i¢in 0.1-10 mg/mL derisim arahidinda Cu(ll) ¢bzeltileri peristaltik pompa
yardimiyla 5 pL/dak akis hiziyla QCM sistemine verilmistir. Qtools veri analiz
yazilimi ile elde edilen veriler es zamanli olarak izlenmig ve kinetik veriler alinmistir.
Sekil 4.20°'de farkli derigsimlerde Cu(ll) ¢ozeltilerinden elde edilen sensorgramlar

gOrulmektedir.
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Tam Olgimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin yaklasik 10 dakika beklenmistir.
Sekil 4.21’den da goruldugu gibi artan derigsimle birlikte sensorgramdaki AF
degisimleri dogru orantilidir. QCM sensdrin gergcek zamanh, Cu(ll) ¢ozeltisinin 0.1-

10 mg/mL derisim araliginda % 92 dogrusallikta dlgim yaptigi belirlenmistir.
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Sekil 4.21. Cu(ll) ¢ozeltileri (pH: 5.0 asetat tamponu, 10 mM) ile QCM sensor

arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi AF degerini gosteren sensorgramlar.

Nihayi hedef ise polimerik film ile modifiye edilmis QCM sensoér yluzeyindeki
supramolekiler (IgG model yapi olarak secilmistir) yapinin kendiliginden
dizenlenmesinin  gercek zamanli  izlenmesidir. Supramolekuler yapinin
kendiliginden duzenlenmesi Cu(ll) iyonlarinin variginda ve yoklugunda
gerceklestiriimistir. Cu(ll) iyonlarinin polimerik filme adsorpsiyonunun ardindan
sisteme farkh derisim araligindaki (0.5-100 ug/mL) IgG ¢bdzeltisinin (pH: 7.4 fosfat
tampon, 10 mM) verilmistir. Sekil 4.22’den de géruldugu gibi artan derisimle birlikte
sensorgramdaki AF degisimleri dogru orantihidir. MAH monomeri ile bakir iyonu
arasinda ikincil kuvvetlerden kaynaklanan koordine kovalent etkilesimi kirmak igin
25 mM EDTA c¢ozeltisi desorpsiyon ajani olarak kullaniimistir. QCM sensoérin
gercek zamanh, IgG ¢oOzeltisinin 0.5-100 pg/mL derisim arahginda % 90
dogrusallikta dlgum yaptigi belirlenmistir. Metal selat etkisimlerinin olumlu etkisi IgG
adsorpsiyonun Cu(ll) olmaksizin gergeklestiriimesiyle incelenmistir (Sekil 4.22b-c).
IgG adsorpsiyonun Cu(ll) adsorpsiyonun ardindan gergeklestirimesiyle QCM
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elektrodun frekans degerinde degerinde de daha fazla oldugu Sekil 4.22c’de agikga

goOrulmektedir.
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Sekil 4.22. a) Cu(ll) adsorpsiyonu araciligiyla gerceklesen IgG adsorpsiyonu, b)

) Cu(ll)

IgG adsorpsiyonu,
IgG

Cu(ll) adsorpsiyonu olmaksizin gergeklesen

adsorpsiyonu  varliginda/yoklugunda  gergeklestirilen adsorpsiyonun

kargilastiriimasi.
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Sekil 4.22°in devami.

Tdm bu sonuglar biyomimetik yaklasimiyla hazirlanan polimerik  filmin
supramolekuler yapinin kendiliginden duzenlenmesinde etkin bir sekilde
kullanilabilecegi ve supramolekuler yapinin hedef analite gore belirlenerek ylzeye

adsorbe edilmesiyle farkh tayin islemlerinde kullanilabilecegdi belirlenmistir.
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4.3. DNA Mimetik Sicakhik Duyarh A¢-Kapa Biyoaraylizeyler

Adenin, timin, guanin bazlarinin polimerlesebilen tlrevleri N-metakriloil-adenin (MA-
Ade), N-metakriloil-timin (MA-Thy), N-metakriloil-guanin (MA-Gua)
sentezlenmesinin ardindan, DNA yapisindan esinlenerek nukleotid temelli
poli(akrilamit) polimerleri sentezlenmistir. Sentezlenen nukleotid temelli lineer
polimerler grafen ile etkilestirilerek camsi karbon elektrot ylzeyinde sicaklik ile
kontrol edilebilen sicaklik artisi ile fermuara benzer sekilde davranis sergileyen akill
biyoarayuzey tabakasi olusturulmasinda kullaniimistir. Geligtirilen polimerlerin

sicakhga bagl davranisi elektrokimyasal yontemler ile belirlenmisgtir.

4.3.1. Nukleotid Temelli Polimer Monomerlerin FTIR- ATR Karakterizasyonu
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Sema 4.5. i) N-Metakriloil-Adenin, ii) N-Metakriloil-Guanin, iii) N-Metakriloil-Timin

monomerlerinin sentez reaksiyonu.

90



Fonksiyonel monomer MA-Ade, adenin ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-Bt'nin
tepkimesiyle sentezlenmistir. Diger fonksiyel monomerler MA-Thy ve Ma-Gua ayni
sekilde, timin ve guanin yapilarinin MA-Bt ile tepkimesiyle sentezlenmistir (Sema
4.5). Sentezlenen MA-Ade, MA-Thy ve MA-Gua monomerlerine ait FTIR-ATR
spektrumlari Sekil 4.23'de verilmigtir.

80: o
I - o
o o
! ~ ©
| N N
70- P
v @
o ©
! - ©
| ] 5s)
'Z o 3! o)
Y o) % g 8l
1 < © 0| < —
| — 32} Ao
% — 0 o| o o
1 n ™ — AN
4 n (o]
! ~ =
50! - 3
o
! A
l ® N o |~
| s L o3 «
40 . RS P~
1 — (%2} =} N
! a2\lg=s @ <
i 2 ©'Q - @
o™ -
| Vi oo
I} LO\_'@
304 — Y&
| o

Dalga Boyu (cm?)

%T

1389,99

g —
4000 3000 2000 9
Dalga Boyu (cm?)

Sekil 4.23. i) N-Metakriloil-Adenin, ii) N-Metakriloil-Guanin, iii) N-Metakriloil-Timin
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monomerlerinin FTIR-ATR spektrumlari.
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Sekil 4.23’'nin devami.

4.3.2. Nuikleotid Temelli GCE’larin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Tam amperometrik ve voltametrik dlcimler Ivium Stat.XR elektrokimyasal analizér
(Ivium Tech., Eindoven, Hollanda) ile gerceklestirilmistir. impedans élciimleri de
Autolab potentiostat-galvanostat (Metrohom Autolab B. V., Utrecht, Hollanda)
gerceklestiriimisti. Camsi karbon calisma elektrodu (0.07 cm?, yilzey alani),
yardimci elektrot platin tel ve Ag/AgCI (3 M KCI) referans elektrodundan olusan (¢

elekrotlu hucre sistemi kullaniimistir.

Hazirlanan tim elektrotlarin elektrokimyasal 6zellikleri dontsimla voltametri (CV),
elektrokimyasal empedans (EIS) spektroskopisi ile karakterize edilmistir (10 mM
[Fe(CN)e]*’* ve 0.1 M KCI ¢ozeltisi iginde). Grafen ve grafen/polimer ile modifiye
edilmis tim elektrotlarin [Fe(CN)e]*’* redoks probu kullanilarak alinan CV
voltamogramlarinda tersinir ve belirgin klasik sigmoidal sekle sahip pikler

gOrulmustar.
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Sekil 4.24. a) 20° - 60°C sicaklik araliginda 10 mM [Fe(CN)g]*/* ve 0.1 M KCl(aq)
¢cozeltisi icinde alinan grafen/ poli-Ade/ poli-Thy) ile modifiye edilmis elektroda ait
CV voltamogramlari (Tarama hizi, 100 mV/s; Ag/AgCl referans elektroduna karsi),
b) elektroaktif ylUzey alanin sicakliga bagl degisimi (esitlik 3.1 kullanilarak
hesaplanmigtir), c¢) anodik pik akiminin sicakhdi bagh degisimi (a grafigindeki
degerler esas alinarak), d) 30-40°C sicaklik araliginda 2°C’lik tarama yapilarak

hesaplanan pik akim yogunlugu.

Grafen/ poli-Ade/ poli-Thy ile modifiye edilmis elektrot (ES5) ile déntstmll voltametri
Olcumleri 20°C ve 60°C sicaklik araliginda gercgeklestiriimistir. Artan sicaklk degeri
ile birlikte [Fe(CN)s]** redoks probuna ait pik akiminin artmasi poli-Ade ve poli-Thy
arasinda kurulan hidrojen bagdlarinin zayifladigini, bdylelikle daha ylksek
elektroaktif ylizey alaninin olustugu ve elektron transferi igin iletken bir ara ylzeyin
elde edildigini géstermektedir (Sekil 4.24a). Ug farkli sicaklik degerindeki (20, 30 ve
40°C) elektroaktif yuzey alani (A) kitle transferinin sadece difizyon ile
gerceklestigini kabul eden Randles—Sevcik esitligi kullanilarak hesaplanmigtir. 2-
300 mV/s tarama hizi araligi ve 20-40°C sicaklik araliginda gergeklestirilien CV
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Olcimlerinden elde edilen veriler kullanilarak sonuglar hesaplanmigstir (Sekil 4.25a-
C).
I, =2.69x10° ADY?n*?)"2C (4.2)

1,, akimyogunlugu (A/cm?)

n, redoks surecinde aktarilan elektron sayisi

D, difizyon katsayisi, (cm?/s)

A, elektroaktif ylizey alani (cm?)

2 tarama hizi (V/s)

C, prob molekdllerinin ana ¢ozeltideki derisimi (mol/cm?)

Grafen/ poli-Ade/ poli-Thy ile modifiye edilmig elektrodun (E5) ylzey alani 20, 30 ve
40°C’deki degerleri sirasiyla 0.04, 0.073 and 0.18 cm? olarak hesaplanmistir (Sekil
4.24b). Boylelikle, 20-30°C sicaklik dederleri arasinda elektroaktif yluzey %82
oraninda artarken, 30-40°C arasinda bu oran %146’ya ulagsmistir. Akim
yogunlugundaki bu yiuksek kayma tasarlanan polimerik ara yuzeydeki hidrojen
baglarinin artan sicaklik ile zayifladigini géstermektedir. Ara ylzeydeki
elektrokimyasal 6zellikler ayrica 2°C’lik araliklar ile artan sicaklik degerlerinde de
incelenmigtir. Alinan sonuglar gére akim yogunlugu artan sicaklik ile birlikte
kademeli olarak artmaktadir (Sekil 4.24c-d). Artan akim yogunlugunun sebep olan
surecin daha iyi anlasilmasi igin ayrica farkh sekilde hazirlanan elektrotlar (E1, E2,
E3, E4 numaral elektrotlar) ile de dlgimler alinmistir (Sekil 4.26). Tum elektrotlar
icin artan sicaklik ile birlikte artan akim yogunlugu goézlenmesine ragmen, ES
elektrodu ile yapilan dlgumlerde sicakligin daha etkin bir sekilde akim yogunlugunu
arttirdig1 goézlenmektedir. 30-40°C arasinda akim yogunlugunda keskin degisim
beklenildigi sadece E5 elektrodunda gézlenmektedir. Clinki adenin ve timin bazlari
arasindaki kurulan spesifik hidrojen baglari zayiflamakta (Sema 4.6), boylelikle poli-
Ade/ poli-Thy polimer tabakalari fermuara benzer bir davranis sergilemektedir (Sekil
4.26e).
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Sekil 4.25. Grafen/ poli-Ade)/ poli-Thy) ile modifiye edilmis elektroda ait CV
voltamogramlari (10 mM [Fe(CN)e] 3/ ve 0.1 M KClg) ¢Ozeltisi iginde) a) 20°C, b)
30°C, c) 40°C d) farkh sicakhklardaki tarama hizinin katodik (lpc) ve anodik (lpa)
piklere etkisi. (Tarama hizi, 2-300 mV/s; Ag/AgCl referans elektroduna karsi).

Cizelge 4.2. Sekil 4.25d’ye ait farkli sicakliktaki tarama hizi degerleri

Sicaklhk 20°C 30°C 40°C
R? (yik.) 0.996 0.992 0.991
Kesim noktasi (yuk.) -57.97 -57.208 -54.37
Egim (yuk.) 57.19 76.55 86.76
R? (in.) 0.998 0.995 0.994
Kesim noktasi (in.) 37.72 21.71 -10.811
Egim (in.) -58.68 -79.19 -90.34
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Sekil 4.26. CV voltamogramlari (10 mM [Fe(CN)e]*/* ve 0.1 M KCl@ag) ¢Ozeltisi
icinde) a) bos GCE, b) grafen ile modifiye edilmis, c) grafen/ poli-Ade ile modifiye
edilmis GCE, d) grafen/poli-Ade/poli-Gua ile modifiye edilmis GCE ve e) tim
elektrolardaki akim yogunlugunun sicakliga bagh degisimi (Tarama hizi, 100 mV/s;
Ag/AgCl referans elektroduna karsi).
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Tum modifiye edilmis GCE yuk transfer ozellikleri elektrokimyasal empedans
spektroskopisi ile karakterize edilmigtir (Sekil 4.27a-c). Elektrot-¢ozelti araylzeyinde
meydana gelen elektrokimyasal doénusimler deneysel empedans spektrumuna
karsilik gelen Randles devresiyle modellenmigti. Bu modelde araylzeyin
empedansi, Ohm yasasinin uygulamasindan turetilir ve sistemin direnci ile ilgili bir
gercek (Z') ve daha ¢ok yalitkan tabakalarin olusumu ile ilgili bir sanal (Z") olmak

uzere iki bilesenden olusur.

Nyquist grafigi ve Randles devresi Sema 4.7’de gosteriimektedir. R1 degeri ¢ozelti
direncini goOsterirken Rz direnci yUk transfer direnci (Rct)'ni ifade etmektedir.
Spektrumun dogrusal olan son kismi ise dusuk frekansta taranan ve elektrot yuzeyi-
¢cOzelti arasinda kutle aktarimiyla (difiizyon) olusan Warburg empedansini (W) ifade

etmektedir.

Zw=o(w)—1/2(1-j) j=+-1 (4.3)

(w, acisal frekans ve o, ise Warburg katsayisi)

Randles devresi elektrot yuzeyindeki ¢ift tabakanin direnme (R2) paralel baglanmis
kapasitorden (C) ve onlara seri olarak baglanmig ¢ozelti direncinden meydana gelir.
Warburg empedansi (W) ise elektroda frekans bagdiml kitle aktarimini ifade
etmektedir (241).

|_.—
-Z" (ohm) il A
33 W,
w Randles Devresi
—
1Z|
[0 Z (ohm)
(a) (b) :
Rl R2

Sema 4.7. Nyquist formunda goésterilen Faradaik empedans spektrum grafigi.

Elektrot ylzeyindeki yuk transfer direnci yarim daire seklindeki Nyquist egrilerinin
¢apl baz alinarak hesaplanabilir. Buna gore, bos GCE, grafen ile modifiye edilmis,

grafen/ poli-Ade) ile modifiye edilmis GCE, grafen/poli-Ade)/poli-Gua) ile modifiye
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edilmig GCE ve grafen/poli-Ade)/poli-Thy) ile modifiye edilmig GCE ait Rct de@erleri
sirasiyla 59 Q, 156 Q, 260 Q, 1205 Q ve 1103 Q olarak hesaplanmistir. grafen/poli-
Ade)/poli-Thy) ile modifiye edilmis GCE’un sicaklik ile olan degisiminin belirlenmesi
icin 20-40°C sicaklik degerleri arasinda empedans olgimleri yapilmistir. Sonuglar
artan sicaklik degeri ile elektrot yuzeyindeki direncin azaldigini ve yuk transfer
direncinin azaldigini gostermektedir. Grafen/poli-Ade)/poli-Thy) ile modifiye edilmig
GCE’un 20°C, 30°C, 40°C’'deki Rct sirasiyla 1103 Q, 799 Q, and 650 Q olarak
hesaplanmigstir (Sekil 4.27). Bu sonuglar, adenin ve timin bazlari arasindaki kurulan
spesifik hidrojen baglar zayiflamakta, boylelikle poli-Ade)/poli-Thy) polimer
tabakalari fermuara benzer bir davranig sergileyerek birbirinden ayrildigini

gOstermektedir.

e Bos GCE a
® GCE/Grafen
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Sekil 4.27. a) Bos GCE, grafen ile modifiye edilmig, grafen/ poli-Ade ile modifiye
edilmis GCE, grafen/poli-Ade/poli-Gua ile modifiye edilmis GCE ait empedans
degerleri, b) grafen/poli-Ade/poli-Thy ile modifiye edilmis GCE ait empedans
degerleri, c) grafen/poli-Ade/poli-Thy ile modifiye edilmis GCE ait yuk transfer direng
degerleri (10 mM [Fe(CN)s]*’* ve 0.1 M KClq) ¢ozeltisi iginde).
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4.3.3. DNA Mimetik Biyoarayiizey’den L-Triptofan Salinimin incelenmesi
Farkli amaglar igin gelistirilen fermuar benzeri biyoesinlenmis yapilarin potansiyel
uygulanabilirligi géstermek igin, tez kapsaminda L-triptofanin kontrolli salinimina
yonelik degisen sicaklik ile ayarlanabilen ince bir film sistemi tasarlanmistir. Bunun
icin, Bolum 3.3.2.3.2'de ifade edilen GCE elektrotlarin hazirlanmasina ek olarak
grafen/poli-Ade)/poli-Thy) ile modifiye edilmis GCE’larin poli-Ade)/poli-Thy) polimer
tabakalari arasina 1 uyg/mL ile 100 yg/mL derisim araliginda degisen L-triptofan
cOzeltileri yuklenmis ve 20°C ve 40°C olmak Uzere g¢alisma arahgindaki farkl iki
sicaklik degerinde 0.25 ile 120 dakikallk zaman arahdinda L-triptofan salinimi
izlenmistir (Sekil 4.28a-c).

Salinim verilerinin analizine Ritger-Peppas ampirik denklemi uygulanmistir (243).
Mi/Mw = kt" (0.5 < n < 1) (4.4)

Mt ve M«, t aninda ve « aninda salinan analit miktarini

Mi/Ms, t aninda salinan analit fraksiyonu

k, salinim sistemin kinetik 6zelliklerini belirten sabit

n, salinim mekanizmasini ifade eden difizyon sabiti

n degerinin sayisal degeri 0.5 olmasi analit saliniminin Fickian’a uyan difuzyon; eger
0.45 < n < 0.89 sayisal degerleri arasinda ise analit saliniminin non-Fickian’a uyan
difizyon; eger 0.89 sayisal degerine esit ise analit salinimi Case Il (sifirinci derece)
difizyon; eger n > 0.89 ise analit saliniminin Supercase |l difizyon kontrollG
oldugunu ifade etmektedir. Fickian mekanizmasinda, difuzyon orani polimer
relaksasyonundan (gevseme) daha dusuktir. Bu durumda salinim esas olarak
analit difizyonu ve ¢6zunurligu ile tanimlanir. Diger yandan polimer relaksasyonu
ve ara yuzey haraketleri, Case Il ve Supercase Il mekanizmalarinda salinim profilini
tanimlayan baskin etkenlerdir (243). Ancak, bu model polimerik sistemden etkin
madde saliminin %60’lik kismi i¢in gecerlidir (243). Yuklenen L-triptofan miktarinin
%32.9 salinmasina istinaden 20°C’deki L-triptofan salinimi bu model ile ifade
edilebilmektedir. 20°C’deki L-triptofan salinimi igin hesaplanan regresyon (R?),
salinim sabiti (k) ve salinim mekanizmasini ifade eden diflzyon sabiti (n) degerleri
siraslyla, 0.9334, 1.484 ve 0.919 olarak belirlenmigtir. 40 °C’deki L-triptofan salinimi

icin sadece ilk 5 dakikadaki salinimi bu model ile ifade edilebilmektedir. Clnku
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yuklenen L-triptofan miktarinin %55.7’si ilk bes dakika iginde salinmigtir. Bu bdlge
icin hesaplanan regresyon (R?), salinim sabiti (k) ve salinim mekanizmasini ifade
eden difiizyon sabiti (n) degerleri sirasiyla, 0.9809, 9.065 ve 0.9367 belirlenmistir.
Bu egrinin ikinci kisimda, difizyon sabitinin (n) sifira yaklasmasi (0.0334) L-triptofan
saliniminin dengeye ulastigini ve/veya sifirinci dereceden salinim profili ile devam
ettigini gostermektedir. Bu durumda analit salinimi polimer relaksasyonu ve ara
yluzey duzenlenmeleri yerine analitin ¢éziinme ve difizyon oranlar ile kontrol
edilmektedir. poli-Ade ve poli-Thy polimer katmanlari arasinda kurulan hidrojen
baglarinin artan sicaklik ile zayiflamasi ve dolayisiyla ara yuzey polimer
kompleksinin agilmasiyla L-triptofan salinimi énemli dlgide hizlanmistir. Bu sonug
hedef dogrultusunda DNA mimetik ag-kapa biyoarayuzeylerin basarili bir sekilde
calistigini ve de sicaklikla kontrol edilebildigini gostermektedir (Sekil 4.29).

a) 100
| Lkl
. 10 |
1 5 10

120 50 100
Derigim ( pg/mL)

% Salinim

100

m40°C m20°C
80

60

Derisim (pug/mL)

0 20 40 60 80 100 120
Derisim (pug/mL)

40°C --@--20°C

Sekil 4.28. Grafen/poli-Ade)/poli-Thy) ile modifiye edilmis GCE ile L-triptofan
salinimin incelenmesi a) derisimin etkisi, b) zamanin etkisi (5 pg/mL sulu L-

triptofan ¢ozeltisi), c) sicakhgin etkisi (5 ug/mL sulu L-triptofan ¢ozeltisi).
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Sekil 4.28’nin devami.
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y =0,9367x + 2,2044
Rz= 0,9809‘

y =0,919x + 0,3945
R?=0,9334
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N

Int

Sekil 4.29. Gelistirilen DNA mimetik fermuar benzeri akilli biyoarayuzeyden L-

triptofan salinim mekanizmasi.
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Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik orani % 8 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea harig
2- Alintilar harig/dahil
3- 5 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslarr'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢alismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim. =
1ol (so1¢ Loty ot

Tarih ve imza
AdiSoyadi: Erdogan Ozgiir

Ogrenci No: N10248539

Anabilim Dali: Kimya

Programi: Doktora

Statiisii: [_| Y.Lisans X Doktora ] Biitlinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

~

Prof. Dr. Adil Denizli
(Unvan, Ad Soyad, imza)






