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insan Serum albiimini (HSA) kanda en ¢ok bulunan proteindir. Bébreklerde olusan
hasarlar, glomerullerdeki gézeneklerin geniglemesine ve fazla miktarda plazma
proteinin idrara sizmasina neden olmaktadir. idrara sizan HSAnin belli bir miktar
(spot idrarda 0-20 mg/L) mikroalbimin olarak tanimlanmaktadir. Mikroalblimin
miktarinin artmasi 6nemli bazi hastaliklarin habercisi oldugundan erken tayini

oldukga dnemlidir.

Biyolojik cevabi elektriksel sinyallere donusturen cihazlara “Biyosensor” denir.
Biyosensorler bunyesinde biyolojik tanima elemani bulunduran ve fizikokimyasal
donusturucu iceren analitik cihazlardir. Biyosensor alanindaki buyuk gelismelerle
birlikte molekuler baskilanmig polimerler (MIP) donusturtculerle birlestirilmis ve
tayin edilecek analitte MIP arasindaki etkilesim islenilebilir bir sinyale
donusturdlmUstar. Bu anlamda ylzey plazmon rezonans (SPR) temelli optik

cihazlar buyuk bir potansiyele sahiptirler.

Bu calismada, idrarda mikroalbimin tayinine ydnelik molekuler baskilama teknigi
kullanarak, SPR temelli nanosensér hazirlanmasi amaclanmistir. ilk asamada
HSA ile etkileserek bosluklar olusturabilecek fonksiyonel N-Metakriloil-(L)-Ldsin
Metil Ester (MALM) monomeri, L-Ldsin metil esterin metakroil klorlr ile reaksiyonu

sonucu elde edilmistir. Optimum kalip molekil HSA ve MALM monomeri orani,



HSA'nin farkh oranlarda MALM monomeri ile etkilestiriimesiyle UV-gorunur bolge
spektrofotometre cihaziyla tespit edildi ve optimize edilen bu orana gore
nanosensor hazirlama c¢alismalari  gergeklestirildi. Nanosensor hazirlama
calismalari sirasiyla Mikro-temas yontemi ile HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA]
(MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensorlerin hazirlanmasi ve HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

nanopartikullerin sentezlenmesiyle iki farkli seklinde gergeklestirildi.

Belirlenen amag¢ dogrultusunda mikro-temas ydntemiyle alil merkaptan ile modifiye
edilmis SPR sensor yuzeyinde, HSA baskilanmis poli(N-Metakriloil-(L)-Losin Metil
Ester-insan serum albumin) [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm sentezlenmigtir.
Belirli oranlarda hazirlanan MALM monomeri, ¢apraz baglayici etilen dimetakrilat
(EDMA) ve baslatici 2,2’-azobis(izobutironitril) (AIBN)'den olusan karisimindan 20
Ml alinarak damlatilan SPR sensor gip yuzeyine, lam Uzerinde hazirlanan kalip
protein HSA baskilanmistir. Bu preparatin UV 1sik altinda 4 saat bekletiimesiyle
hedef protein HSAya ait 6zel bosluklar olusturulmustur. Kontrol deneyleri igin
hedef protein HSA eklemeden ayni kosullarda baskilanmamis nanofilm

hazirlanmistir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanofilmler ile hazirlanan SPR nanosensorlerin karakterizasyon galismalar FTIR-
ATR, Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), Temas acisi (CA) ve Elipsometre dlgimleri
ile gergeklestiriimistir. AFM oOl¢gimlerinden elde edilen purtzltluk degerleri HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanoflimler igin sirasiyla 3,64 ve 2,47 nm olarak bulunmustur. HSA baskilanmis
[PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanofilmlerin
purizliluk degerleri arasindaki farklilik HSA molekillerinin basarili bir sekilde
baskilandigini gostermektedir. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanofilmlerin film kalinligi elipsometri ile
Olculmus ve sirasiyla 89,9+6,3 ve 95,0+4,9 olarak bulunmustur. Islanabilirlik
calismalari temas agisi 6lcimu ile gergeklestiriimistir. Modifiye edilmemis altin
yuzey icin (80°+0,73), HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm yuzey
icin (55,2°+2,24) ve HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanofilm ylzey igin
(61,5°t4,63) elde edilen artan temas agisi degerleri baskilama isleminin
hidrofilikligi arttirdigini géstermektedir.



Hedeflenen derisim araligina inmek amaciyla g¢alismanin ikinci kisminda HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikiller iki fazli miniemulsiyon
polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Faz I; PVA (95 mg), SDS (15 mg) ve
NaHCO3'in (12 mg) 5,0 mL deiyonize su iginde ¢dzulmesiyle hazirlanmistir. Faz Il;
PVA (50 mg) ve SDS’in (50 mg) 100 mL deiyonize suda ¢ozulmesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan MALM:HSA 6n-kompleksi (0.15:0,015 mmol), ¢apraz
baglayici monomer EDMA ile (4,8 mmol) karistirilarak yag fazi elde edilmigtir. Yag
fazi faz I'e yavasca eklenmistir. Karisim, 25.000 rpm de homojenizatdrde
homojenize edildikten sonra Faz Il ile kanstinimistir. Sodyum bisulfit (50 mg) ve
amonyum persulfat (100 mg) baslaticisinin eklenmesinden sonra polimerizasyon
islemi 40°C de 24 saat sureyle gerceklestiriimistir. Kontrol deneyleri icin HSA

baskilanmadan hazirlanan nanopartikuller ayni kosullarda sentezlenmigtir.

Sentezlenen nanopartikuller, zeta boyut analizi ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterize edilmigtir. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanopartiklllerin ortalama boyut dagilimi zeta
boyut analizorl ile Olgulerek sirasiyla 63 ve 55 nm seklinde bulunmustur.
Baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikuller icin dlsUk polidispersite indeks
degerleri (PDI:0,138; PDI:0,113) nanopartikullerin ortalama boyut dagiliminin
homojen oldugunu goéstermektedir. HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanopartiktllerin buyuklugu ise taramali elektron mikroskobu ile olgulmus ve

ortalama boyutlari 60-65 nm araliginda bulunmustur.

Etil alkol ile temizlenerek vakumlu ettivde kurutulan altin gip ylzeyine sentezlenen
HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin 100 kat seyreltiimis ¢ozeltisinden 5 pl damlatilarak UV 1sik altinda

2 saat bekletiimesiyle nanopartikullerin ¢ip ylzeyine tutturulmasi saglanmistir.

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartiktllerin tutturulmasiyla hazirlanan SPR nanosensoérler FTIR-ATR, atomik
kuvvet mikroskobu (AFM), temas agisi (CA) elipsometre olgimleri ile karakterize
edilmistir. AFM oOlgumlerinden elde edilen purtzlUlik degerleri HSA baskilanmis
[PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanopartikiller igin
sirasiyla 1,61 ve 1,28 nm olarak bulunmustur. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA]
(MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanopartikillerin puartzIGluk degerleri

arasindaki farkhlik HSA molekullerinin basarili bir sekilde baskilandigini



gOstermektedir. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) nanopartikullerin film kalinhgi elipsometri ile olgulmus ve
sirasiyla 118,4+0,3 ve 116,7+0,3 nm olarak bulunmustur. Islanabilirlik ¢aligmalari
temas acisi o6lcimi ile gerceklestiriimistir. Modifiye edilmemis altin ylzey igin
(80°+0,73), HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm ydzey igin
(67,3°+2,24) ve HSA baskilanmamigs [PEDMALM] (NIP) nanofiim yilzey igin
(84,5°t4,63) elde edilen artan temas acisi degerleri baskilama isleminin

hidrofilikligi arttirdigini gdéstermektedir.

HSA tayini igin mikro-temas yonteminde 1,5-300 nM derigim araliginda c¢alisilirken,
nanopartikuller ile HSA tayininde 0,15-500 nM gibi daha genis derigsim araliginda
50 mM pH 7,4 fosfat tamponunda hazirlanan HSA coézeltileri ile calisiimistir.
Desorpsiyon ajani olarak 0,05 M NaCl ¢ozeltisi kullaniimistir. Farkh derisimlerde
yapay plazma ve yapay idrar Orneklerin de HSA analizleri fosfat tamponu
ortaminda (pH 7,4) gerceklestiriimisgtir. Hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-
HSA] (MIP) ve baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) sensorlerin segiciligini
gOstermek icin yarismaci ajan olarak secilen farkli proteinler ile (hemoglobin-
transferrin) calismalar yapilmistir. Mikro-temas yontemiyle hazirlanan HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun tespit edilen segicilik
faktorinin, nanopartikul tutturularak hazirlanan [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorun segicilik faktdériinden buyuk oldugu tespit edilmis ve Hb ve HTR igin
deg@erleri sirasiyla k'= 5,02, k'= 4,25 olarak hesaplanmistir. Mikro-temas ve
nanopartikullerle hazirlanan nanosensodrlerin tayin limitleri (LOD) sirasiyla 8,8 ve
0,7 pM olarak hesaplanmistir. Mikro-temas ve nanopartiklllerle hazirlanan
nanosensorlerin tekrar kullanilabilirlik ¢alismalar sirasiyla 300 ve 500 nM
cOzeltiler icin arka arkaya 5 kez yapilarak reflektans degerleri 6lgulmustar.
Kararlilik ¢alismasi i¢in ayni nanosensor ¢ip 3 aylik periyotlarla 3 kez 4 tekrarli

HSA analizi i¢in kullaniimis ve SPR nanosensorlerin kararhligi gosterilmigtir.

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm tutturulmus SPR nanosensoér
ile HSA arasindaki etkilesimlerin kinetik ve adsorpsiyon modelini belirlemek
amaciyla dort farkl izoterm modeli uygulanmigtir: Scatchard Langmuir; Freundlich
ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri. Langmuir adsorpsiyon izoterm modelinin
bu afinite sistemine en uygun model oldugu goérilmus ve sonuglar HSA
baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensordeki HSA'e afinite gdsteren



baglanma bodlgelerinin  homojen olarak dagildigini ve tek tabakali yapi

olusturdugunu gostermektedir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartiktl tutturuimus SPR
nanosensor ile HSA arasindaki etkilesimlerin kinetik ve adsorpsiyon modelini
belirlemek amaciyla dort farkli izoterm modeli uygulanmistir:  Scatchard,
Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri. SPR sensorun duguk
derigsimlerde Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline, yuksek derigimler de ise
Freundlich adsorpsiyon izoterm modeline uygun oldugu goértlmustir. Sonuglar
HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensordeki HSA'e afinite gosteren
baglanma bdlgelerinin homojen olarak dagildigini ve dusuk derigimler icin tek

tabakall yapi olugturdugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak 0-20 mg/L (0-303 nM) arahgindaki HSA derisimi mikroalblmin
isaretgisi olarak kabul edilmektedir. Mikro-temas ydntemiyle hazirlanan
nanosensorun HSA tayininde nanopartiktllerle hazirlanan nanosensore gore daha
segici oldugu tespit edildi. Mikro-temas yontemiyle hazirlanan nanosensor 1,5-300
nM  konsantrasyon araligindaki HSA tayininde basarnili bir sekilde
kullanilabilmesine ragmen 0-300 nM konsantrasyon araligindaki HSA yi1 tam olarak
tayin edemedigi icin daha dusuk tayin limitlerine inilmesine gerek duyulmustur.
Boylece nanopartikiler kullanilarak hazirlanan nanosensor ile daha dusuk tayin
limitine inilmigtir. Mikro-temas yontemiyle hazirlanan nanosensér HSA tayinini,
secici, duyarli, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan, diger yontemlere gore,
dusuk maliyet, hizli ve gergek zamanli yapabilmektedir ve nanopartikullerde dusuk
HSA derisimlerinin tayininde kullanilabilmektedir. Bu c¢alismanin HSA tayinine
yonelik, mikro-temas yontemiyle nanofilm tututurularak hazirlanan nanosensoérin
ve nanopartikil  tutturularak  hazirlanan  nanosensorin  avantajlarinin

karsilastiriimasi bakimindan, literature katki saglayacagi dustunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yuzey plazmon rezonans (SPR), molekuler baskilanmig

polimer (MIP), mikro-temas, nanopartikil, mikroalbimin
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Human serum albumin (HSA) is the most abundant protein in the blood.
Enlargement of the pores in the glomeruli and remarkable amount of plasma
proteins’ leakage into urine is caused by the kidney damages. A certain amount of
leaked HSA (in spot urine 0-20 mg/L) is defined as microalbumin. Since the
increase in the amount of microalbumin is a sign of some important diseases,

early identification is very important for the diagnosis.

Devices which convert biological response to electrical signals are defined as
“Biosensors”. Biosensors are analytical devices that contain biological recognition
elements and physicochemical transducers in their bodies. Molecular imprinted
polymers was unified with the transducers through major developments in the field
of biosensors and interactions between analyte and MIP can be converted into a
processable signals. In this sense, surface plasmon resonance (SPR) based

optical devices have a great potential.

In this study, it was aimed to prepare SPR based nanosensor using molecular
imprinting technique for microalboumin detection in urine. In the first step, N-
Methacryloyl-(L)-Leucine Methyl Ester (MALM) monomer having capability of
interaction with HSA to create cavities was synthesized by reacting of L-Leucine
methyl ester with methacrloyl Chloride. To define optimum ratio between template

HSA molecule and MALM monomer, HSA was mixed with different ratios of MALM

Vi



monomer and optimum ratio was determined by using UV-visible

spectrophotometer instrument.

Nanosensor preparation studies were realized according to the optimized ratio
conditions. Nanosensors are prepared in two ways by micro-contact method with
HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP)
nanosensor preparation and by attaching HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP)
and non imprinted [PEDMALM] (NIP) nanoparticles to the chip gold surface

respectively.

For this specified purpose, HSA imprinted poly(N-Methacryloyl-(L)-Leucine Methyl
Ester-Human Serum Albumin) [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm was synthesized
onto the allyl mercaptan modified gold chip surface by micro-contact method.
Mixture prepared from specific proportions of MALM monomer, crosslinker
ethylene dimethacrylate (EDMA) and initiator 2,2'-azobis (isobutyronitrile) (AIBN)
was poured (20 pL) onto the SPR gold sensor surface and after then HSA
immobilized glass slides was inserted onto the poured mixture by pressing to form
stamped structure. Special cavities for the target HSA protein was formed when
the mixture put under the UV light for 4 hours. For control experiments non-
imprinted nanofilm preparation was performed in the same conditions without

adding target HSA protein.

SPR biosensors prepared by HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non
imprinted [PEDMALM-HSA] (NIP) nanofilms were characterized by FTIR-ATR,
Atomic force microscope (AFM), Contact angle (CA), Ellipsometer measurements.
Surface rougness measurements were obtained by Atomic force microscopy
(AFM) method and images showed that roughness of HSA imprinted [PEDMALM-
HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP) nanofilms was estimated as 3.64
and 2.47 nm respectively. Rougness difference between HSA imprinted
[PEDMALM-HSA] and non imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilms show that
imprinting process of HSA molecules was performed successfully. Film thickness
of HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP)
nanofilms was estimated by ellipsometry measurements and recorded as 95+4.9
and 89.9+4.9 nm for imprinted and non imprinted nanofilms respectively.
Wettability studies was performed by contact angle measurements. Increasing

contact angle values for unmodified gold chip surface (80°+0.73), HSA imprinted

Vi



[PEDMALM-HSA] (MIP) (55.2°+2.24) and HSA non imprinted [PEDMALM] (NIP)
(61.5+4.63°) nanofilms show that imprinting process enabled hydrophilicity

increment.

In the second part of the study to work in a a targeted concentration range
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanoparticles were synthesized by a two-phase mini-
emulsion polymerization method. The first aqueous phase PHASE | was prepared
by dissolving of PVA (95 mg), SDS (15 mg) and NaHCOs3 (12 mg) in 5.0 mL
deionized water. The second phase PHASE Il was prepared by dissolving of PVA
(50 mg) and SDS (50 mg) in 100 mL of deionized water. Prepared MALM:HSA
pre-complex (0.15; 0.015 mmol) was dissolved in a crosslinker, ethylene glycol
dimethacrylate (EDMA; 4.8 mmol) to form oil phase. The oil phase was slowly
added to the first aqueous phase. In order to obtain mini-emulsion, the mixture
was homogenized at 25 000 rpm by a homogenizer. After homogenization, mixture
was added to the PHASE Il. Then, initiators, sodium bisulfite (125 mg) and
ammonium persulfate (125 mg), were added into the solution. Polymerization was
continued for 24 h at 40°C. Besides this, for control experiment, the non-imprinted
[PEDMALM] (NIP) nanoparticles were synthesized by applying same procedure
with imprinted nanoparticles except addition of template HSA molecules.

Size distrubution of the prepared nanoparticles was characterized by zeta size and
scanning electron microscopy measurements. Averaged size distrubution value of
the HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and nonimprinted [PEDMALM] (NIP)
nanoparticles was estimated as 63 and 55 nm respectively. Because of low
polydispersity index values for imprinted and nonimprinted nanoparticles
(PDI:0.138; PDI:0.113) homogeneous average nanoparticle size distrubition was
attained. Average size of HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopatrticles

was determined as 60-65 nm by Scanning electron microscopy measurements.

Target protein HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted
[PEDMALM] (NIP) nanoparticles were attached to the chip surface by dropping 5
Ml of the prepared particles diluted 100 times with distilled water onto the chip
surface which was already cleaned with ethyl alcohol and dried in a vacuum oven
and put under the UV light for 2 hours.

viii



Prepared HSA imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM]
(NIP) nanoparticles attached SPR nanosensors were characterized by FTIR-ATR,
atomic force microscope (AFM) method, contact angle (CA), ellipsometer
measurements. Surface rougness measurements were obtained by Atomic force
microscopy (AFM) and images showed that roughness values of HSA imprinted
[PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP) nanoparticles were
estimated as 1.61 and 1.28 nm respectively. Rougness difference between HSA
imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP)
nanoparticles attached nanoparticles show that imprinting process of HSA
molecules was performed successfully. Thickness of HSA imprinted [PEDMALM-
HSA] (MIP) and non imprinted [PEDMALM] (NIP) nanoparticles attached
biosensor chips was estimated by ellipsometry measurements and recorded as
118.4 +0.3 and 116 + 0.3 nm for imprinted and non imprinted nanofilms
respectively. Wettability studies was performed by contact angle measurements.
Increasing contact angle values for unmodified gold chip surface (80°+0,73), HSA
imprinted [PEDMALM-HSA] (MIP) (67.3°t2.24) and HSA non imprinted
[PEDMALM] (NIP) (84.5°+4.63) biosensors show that imprinting process enabled

hydrophilicity increment.

Detection of HSA by micro-contact method was performed in the 1,5-300 nM
concentration range and by nanoparticles in the 0,15-500 nM concentration range
for HSA solutions prepared with 50 mM pH= 7.4 phosphate buffer solution.
Desorption studies were carried out by using 0.05 M NaCl solution. Adsorption
analyses for the HSA spiked artificial urine and plasma samples which was
prepared in pH=7.4 phosphate buffer were examined. Selectivity studies of
[PEDMALM-HSA] (MIP) and [PEDMALM] (NIP) SPR biosensors for HSA
determination were investigated by using different protein samples such as
hemoglobine and transferrine. Higher selectivity factor was estimated for the
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor which was prepared by micro-contact method
than nanoparticles attached [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor as k’=5.02,
k'=4.25 for Hb and HTR respectively. Limit of detection value for the nanoparticles
was estimated lower (LOD: 0.7 pM) than the nanofilms prepared by micro-contact
method (LOD: 8.8 pM). As a result nanoparticles attached biosensors more

sensitive than the nanofilm attached ones. Repeatability experiments of



[PEDMALM-HSA] nanosensor prepared by microcontact method and
nanoparticles attached nanosensor was performed five times (5 times) by using
HSA solutions (300 nM and 500 nM respectively) and reflectance values were
measured. Stability studies were performed for the 3 times in the three months

periods with four repeatibity.

To determine the kinetic and adsorption models of interactions between
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm attached SPR nanosensor and HSA solution,
four different adsorption models named Scatchard, Langmuir, Freundlich and
Langmuir-Freundlich (LF) were employed. Langmuir adsorption model was found
most applicable model for this affinity system and results showed that affinity
regions on the surface of [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor for the HSA

template were homogeneously distributed and have monolayer structure.

To determine the kinetic and adsorption models of interactions between
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanoparticles attached SPR nanosensor and HSA
solution, four different adsorption models nhamed Scatchard, Langmuir, Freundlich
and Langmuir-Freundlich (LF) were employed. Langmuir adsorption model was
found most applicable model for the low concentratins of HSA while Freundlich
adsorption model fits for the high HSA concentrations in this affinity system and
results showed that affinity regions on the surface of [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR
nanoensor for the HSA template were homogeneously distributed and have

monolayer structure for the low concentrations.

As a result, albumin level are used as a Biomarker for the 0-20 mg/L (0-300 nM)
concentration range. Nanosensor prepared by the micro-contact method was
estimated more selective for the HSA determination than the nanosensor prepared
by the nanoparticle attached method. Although the nanosensor prepared by the
micro-contact method can be used successfully for the estimation of HSA in the
1.5-300 nM concentration level, it can not detect precisely 0-300 nM HSA
concentration level. So it has been required to use nanoparticles to detect HSA

with lower concentration limits.

Selective and sensitive nanosensor prepared by micro-contact method can be
used for HSA detection by real time measurement, no need labeling, low cost and

ease of miniaturization when compared with the other methods and nanoparticles



can be used for the detection of lower HSA concentrations. This study will
contribute to the literatire by comparing the advantages of the nanofilm attached
nanosensor prepared by micro-contact method and nanoparticles attached

nanosensor.

Keywords: Surface plasmon resonance (SPR), molecular imprinted polymer

(MIP), micro-contact, nanoparticle, microalbumin
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1. GIRIS
Albumin tum omurgalilarin vicudunda en bol bulunan ¢6zinebilir, 66,438 kDa
molekul agirhigina sahip negatif yuklu bir proteindir. Kanin yaklasik %60’ ni
albumin olusturmaktadir. Albuimin toplam plazma proteinlerinin yarisindan fazlasini
olusturur ki saglikli bireylerde miktari 35-50 g/L dir [1]. Plazmadaki proteinin
yapisal 6zellikleri Peters tarafindan incelenmistir [1]. insan serum albiimin igin gen
karaciger gozeneklerinden 585 aminoasit (aa) kalintisinin olgunlasmis plazma
proteinin hucre igi isleme tabi tutulan preproalbumin 6nculiginde kodlanmaktadir
[2]. Albuminin insan vicudunda 6nemli rolleri vardir. Bu ana fonksiyonlardan birisi
dokular ile kan arasindaki ozmatik basinci dizenlemektir. ikinci bir énemli
fonksiyonu ise 6 farkli bolgesinden baglayabilme 6zelligi ile vicut ici

tasimacihginda gorev almasidir.

Insan serum albiimin (HSA) bdbrek rahatsizligi icin énemli bir biyoisaretleyicidir.
Kanda yayginca bulunan HSA bobrekler tarafindan filtrelenir. EJer bobrek
hasarliysa, ilk belirti idrara bir miktar proteinin sizmasi olacaktir. Vicutta miktar
olarak fazla olmasi nedeniyle sizintida da en ¢ok albimin proteini gézlemlenir.
idrara sizan albiminin belli bir miktari mikroalbimin olarak bilinir. idrardaki
albiiminin kimyasi tam olarak anlasilamamistir. idrarda bulunan albiiminin
molekuler formlari ve gesitliligi; alblminin modifiye formlarinin farkli filtrasyonu ve
farkh tubuler geri alinimi, albUminin idrar yolagi boyunca proteoliz araciligiyla
maruz kaldigi modifikasyonlar, kimyasal oksidanlar, serbest radikal ve idrarda
bulunan diger ligandlarin meydana getirdigi kimyasal degisiklik ve idrari dondurma
esnasinda olusan degisiklikler sebebiyle plazmadakinden farklidir [2]. idrarin pH'I
genellikle 5-8 arasindadir ve albuminin molekuler seklini etkilemez [2]. Ancak pH
4’ten dusuk ve 8'den ylksek olursa albumin konformasyonel degisiklige
ugrayabilir. idrardaki tirenin miktari da en fazla 1 mol/ L kadardir ve denatrasyona
sebep olmamaktadir [2]. Bu degisimlerden dolay! idrardaki albliminin referans
materyali belirlenememistir. Referans metodu yoktur [2, 3]. idrar da slrekli olarak
albimin olmasi 6nemli bazi hastaliklarin habercisidir. Bobregdin hasarli olmasi,
bobrek ve kardiyovaskuler hastaliklardan kaynakli olabilir. 1827 yilinda ilk olarak
Richard Bright, albumin igerikli idrar ile bobrek hastaligini iligkilendirmistir [4].
Dolayisiyla idrarda albiminin erken tayini hayati énem tagimaktadir. idrar da bu

tayinin erken yapilabilmesi klinik sartlari sinirlandirmaktadir. idrarda albimin,



immunoturbidimetrik, immunonefelometrik, ELISA, HPLC, tandem mass
yontemleriyle tayin edilmektedir [3]. Albumin 6lgumu ilk olarak 24 saatlik idrarda
albiminin atilma oranina (AER) bakilarak yapiliyordu. Sonra yaygin bir sekilde
kullanilan albUmin/kreatin orani (ACR) bu yontemin yerini almistir [5]. Simdilerde
idrar da albumin tayini i¢in duzeltme faktori olarak kreatin kullanilmaktadir ve
bdylece ACR yontemi ile tayin yapilmaktadir. idrarla atilan albiiminin miktari az
oldugundan dogru tespit icin bazi sikintilar ortaya cikabilir. idrarin depolandigi
kabin yuzeyine adsorplanan idrardaki albumin, dugsuUk derigimler de onemli
kayiplara sebep olabilir. Albiminin tek bir tabakasinin yuzeye baglanmasi yaklasik
0,15 pg/cm? gerektirir [6]. Idrar albiminin nonspesifik adsorpsiyonu hidrofilik
yuzeylerde < 1mg/L ve nonhidrofilik ylizeylerde <2mg/L olarak hesaplanmistir [7].

Bu yontemlerin disinda kalitatif olarak idrarda alblimin tespiti yapmak miumkunddir.

Biyosensorler bunyesinde biyolojik bir tanima elemani bulunduran ve
fizikokimyasal donustlricu iceren analitik cihazlardir. Biyosensorler; “International
Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) tarafindan, “kimyasal bir bilesige
kargi verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donustiren
cihazlar” olarak tanimlanmistir [8]. Biyosensor, herhangi bir isaretlemeye gerek
duymadan, es zamanh molekuler tanima araci olarak biyomolekullerin ylksek
tanima Ozelligini kullanarak 6n hazirlik yapmaya ihtiyag duymadan karisim
icerisindeki hedef analiti secici olarak tayin edebillir. Tim bunlardan dolayi
biyosensorlerin  diger geleneksel tekniklere gbére daha avantajli oldugunu
soyleyebiliriz. Biyosensorler ayrica yuksek hassasiyete, hiza, basit kullanima sahip
ve cogaltilabilir analitik cihazlardir [9]. Canlilarin, ¢gevrelerindeki degisimi algilama
ve yanit verme sistemleri, biyosensorlerin geligtiriimesi igin temel teskil etmekte ve
siklikla biyolojik analizler igin kullaniimaktadir [10, 11]. Biyosensor alanindaki
baylk gelismelerle  birlikte  molekuler baskilanmis  polimerler  (MIP)
donusturaculerle batlnlestirilmis ve tayin edilecek analitle MIP arasindaki etkilesim
islenilebilir bir sinyale donusturalmuastur. Bu anlamda ylzey plazmon rezonans
(SPR) gibi optik cihazlar blyuk bir potansiyele sahiptirler. SPR, metal ylzeye yakin
kirilma indisindeki degisimi dlgerek basit ve dogrudan olgim yapan bir tekniktir
[12]. Nanoteknoloji alanindaki gelismeler yeni nesil nanobiyosensor kavraminin

dogusuna sebep olmustur.



Molekuler baskilama kabaca, kalip molekul varhginda oncelikle 6zgul bogluklar
olusturup, sonra bu kalip molekulin uzaklastiriimasiyla bosluklarda 6zel baglanma

bolgelerine sahip

yapay reseptor hazirlama teknigidir. Bu teknigi kullanarak hazirlanan yapay
reseptorler, biyosensorlerde kullanilan dogal reseptorler, enzimler ve antibadiler ile
karsilagtinldiginda sahip olduklari yuksek afinite, yuksek 6zgulluk, dusuk maliyet
ve yuksek dayaniklilik nedeniyle oldukga ilgi ceken malzemelerdir. Hazirlanan
molekuler baskilanmig polimerler, hedef moleklli tayin etmek (zere

fotopolimerizasyon ile algilayici yuzeyine immobilize olarak tutturulabilir.

Bu g¢alismanin amaci mikroalbimin tayini igin SPR temelli nanosensdrlerin
hazirlanmasidir. Bu amagla MIP teknigi ile albumin tanima bdlgelerine sahip
polimer sentezlenmis, fotopolimerizasyon ve nanopartikil damlatma yéntemi ile
algilayici yuzeyine immobilize olarak tutturulmus SPR sensoér cihazi ile analizler

gerceklestiriimistir. Asagida, yapilan ¢calismanin basamaklarina yer verilmistir;

e ilk asamada HSA ile etkileserek bosluklar olusturabilecek fonksiyonel N-
Metakriloil-(L)-Losin  Metil Ester (MALM) monomeri, L-Losin metil esterin
metakroil klorur ile reaksiyonu sonucu elde edilmistir.

e Optimum kalip molekul, HSA ve MALM monomer orani, HSA'nin farkli oranlarda
MALM monomeri ile etkilestiriimesiyle UV-gorinur bolge spektrofotometre
cihaziyla tespit edildi ve optimize edilen bu orana gore nanosensor
hazirlanmasi ¢alismalari gergeklestirildi.

e Nanosensor calismalari iki asamali olarak Mikro-temas ydntemiyle HSA
baskilanmis nanofilm ve yine HSA baskilanmis nanopartikillerin altin ¢ip

yuzeyine tutturulmasiyla nanosensor olusturulmasi seklinde gergeklestirildi.

Mikro temas yontemiyle HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamis

[PEDMALM] nanofilmlerin hazirlanmasi;

e Lam ylzeyi etanol ile yikandi ve 20 dk etiivde kurumaya birakilmistir.

e Temizlenen ve kurutulan lam hazirlanan HCI ¢ozeltisi (20 ml, 1M) ile 20 dk
sonikatorde bekletilmigtir.

e HClile muamele edilen lam 3 defa saf su ile yikanmigtir.

e Saf su ile yilkanan lam hazirlanan NaOH ¢ozeltisi (20 ml, 1 M) ile birlikte 20 dk

sonikatdrde bekletilmistir.



e NaOH ile muamele edilen lam 3 defa su ile yikanmistir.

e Kurutulan lam APTES (kwon) ¢Ozeltisinde 2 sa shaker da (60 rpm) modifiye
edildi.

e Modifiye edilen lam petri 10 ml EtOH ‘ de 30 dk sonikatérde bekletildi.

e EtOH ile yikanan lam 10 dk Nz) ‘1 ile kurutulmustur.

e Kurutulan lam fosfat tamponu pH 7,4" de hazirlanan GA ¢ozeltisi igerisinde 2
sa shaker da (60 rpm) bekletilmistir.

e Bu islemin ardindan lam hazirlanan fosfat tamponu (pH 7,4) ardindan saf su
ile yikanmigtir.

e Lam 10 dk Nz ‘1 ile kurutulmustur.

e Nzg ‘1 ile kurutulan lam, pH 7,4’de fosfat tamponu icerisinde hazirlanan HSA
cOzeltisinde 24 sa buzdolabinda +4 °C’ de bekletiimis ve bdylelikle kalip
hazirlanmistir.

e Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR sensoér yuzeyine, HSA baskilanmis
poli(N-Metakriloil-(L)-Lésin Metil Ester-insan serum albimini) [PEDMALM-
HSA] (MIP) nanofilm sentezlenmisgtir.

e Belirli oranlarda hazirlanan MALM, capraz baglayici etilen dimetakrilat (EDMA)
ve baslatici 2,2’-azobis(izobutironitril) (AIBN) karisimindan 20 pl alinarak
damlatilan SPR sensor ¢ip yuzeyine, lam Uzerinde hazirlanan kalip protein
HSA baskilanmistir.

e Bu preparatin UV i1sik altinda 4 saat bekletiimesiyle hedef proteine ait 6zel
bosluklar olusturulmustur.

e Kontrol deneyleri i¢cin HSA baskilanmadan nanofilm ayni kosullarda
sentezlenmistir.

e HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] tutturuimus SPR nanosensor ile HSA
arasindaki etkilesim modelini belirlemek amaciyla ug¢ farkli izoterm modeli
uygulanmigtir: Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.
SPR sensorin Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline uygun oldugu

gorulmustar.

HSA baskilanmais [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamigs [PEDMALM]

nanopartikullerin sentezlenmesiyle hazirlanan nanosensorler;



Hedeflenen derisim araligina inmek amaciyla ¢alismanin ikinci kisminda HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikiller iki fazli miniemdlsiyon
polimerizasyon yontemiyle sentezlenmisgtir.

Faz I; PVA (95 mg), SDS (15 mg) ve NaHCOz3'in (12 mg) 5.0 mL deiyonize su
icinde ¢ozulmesiyle hazirlanmigtir.

Faz Il; PVA (50 mg) ve SDS'’in (50 mg) 100 mL deiyonize suda ¢ozulmesiyle
hazirlanmistir. MALM: HSA 6n-kompleksi (10:1 umol) ve hidrofilik monomer
capraz baglayici etilenglikol dimetakrilat’ dan (MALM:EDMA; 1:30 umol)
olusan monomer fazina eklenerek yag fazi elde edilmistir. Yag fazi faz l'e
yavasca eklenmigtir.

Karigim, 25.000 rpm de homojenizatorde homojenize edildikten sonra Faz Il
ile karistirniimistir.

Sodyum bistlfit (50 mg) ve amonyum persulfat (100 mg) baslaticisinin
eklenmesinden sonra polimerizasyon islemi 40°C de 24 saat slreyle
gerceklestirilmigstir.

Kontrol deneyleri igin HSA baskilanmadan nanopartikiller ayni kosullarda
sentezlenmistir.

Sentezlenen nanopartiklller, zeta boyut analizi ile karakterize edilmigtir.
Nanopartikullerin boyutlarinin ortalama 63 nm oldugu goralmasgtur.

Etil alkol ile temizlenerek vakumlu ettivde kurutulan altin gip ylzeyine 20 pl
sentezlenen nanopartikillerden damlatilarak UV isik altinda 2 saat bekletilerek
nanopartiktllerin ¢ip ylzeyine tutturulmasi saglanmistir. SPR sensoérin dusik
derisimlerde Langmuir adsorpsiyon izoterm modeline, yuksek derigimler de ise
Freundlich adsorpsiyon izoterm modeline uygun oldugu goérulmuagstur. SPR
temelli sensorler, Fourier Donusim Kizilétesi Spektroskopisi-Azaltiimis Toplam
Reflektans (FTIR-ATR), temas acisi olgumleri, atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), ve elipsometre ile karakterize edilmigtir.

HSA tayini icin mikro-temas yonteminde 1,5-300 nM derisim araliginda
calisilirken, nanopartikiller ile HSA tayininde 0,15-500 nM gibi daha genis
derigim araliginda caligiimistir.

Desorpsiyon ajani olarak 0,05 M NaCl c¢ozeltisi kullanilmistir.  Farkli
derisimlerde yapay plazma ve yapay idrar 6rneklerin de HSA analizleri fosfat

tamponu ortaminda (pH 7,4) gergeklestiriimistir.,



Sensorlerin segiciligini géstermek icin yarismaci ajan olarak segilen farkli
proteinler ile (hemoglobin-transferrin) c¢alismalar yapiimis ve mikro-temas
yontemiyle hazirlanan SPR sensorlerin tespit edilen segicilik faktorinin

k'= 5,02, k'= 4,25 degeri ile nanopartikullere gore daha yuksek oldugu tespit
edilmistir. Mikro-temas ve nanopartikullerle hazirlanan nanosensorlerin tayin
limitleri (LOD) sirasiyla 8,8 ve 0,7 pM olarak hesaplanmistir.

Mikro-temas ve nanopartikillerle hazirlanan  nanosensorlerin  tekrar
kullanilabilirlik galigmalari sirasiyla 300 ve 500 nM ¢ozeltiler igin arka arkaya 5
kez yapiimigtir. Kararlilik galigmasi i¢in ayni nanosensor ¢ip 3 aylik periyotlarla
3 kez 4 tekrarli HSA analizi i¢in kullaniimis ve SPR nanosensorlerin kararliligi

gOsterilmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Albiimin ve Mikroalbiimin Nedir?

AlbUmin tim omurgalilarin viicudunda en bol bulunan ¢o6zunebilir, 66,438.41 Da
molekul agirigina sahip negatif yukla bir proteindir. Kanin yaklagik %60’n1 albimin
olusturmaktadir. Albimin toplam plazma proteinlerinin yarisindan fazlasini
olusturur ki saglikli bireylerde miktari 35-50 g/L dir [1]. Plazmadaki proteinin
yapisal 6zellikleri Peters tarafindan incelenmigtir [1]. Hepatositlerden, insan serum
albumin geni tarafindan, preproalbimin seklinde kodlanmaktadir ve hulcre igi
olarak olgun plazma proteinine donusturulip 585 aminoasitlik bir primer zincirden
meydana gelmektedir [2]. Albumin 17 i¢ disulfid capraz bagi ile a- helikal yapi
stabilize edilmektedir ki, bunlarin sonucunda molekul denatlirasyona kargi

dayanikh hale gelmektedir [1].

AlbUminin insan vucudunda onemli rolleri vardir. Bu ana fonksiyonlardan birisi
dokular ile kan arasindaki ozmatik basinci diizenlemektir. ikinci bir énemli
fonksiyonu ise 6 farkli bolgesinden baglayabilme 6zelligi ile vicut ici

tasimacihiginda gorev almasidir [13].

Cizelge 2.1. Albuminin yapisinda bulunan aminoasitler [1]

Amino asitler Sinir olguleri Amino asit Sinir olguleri
Aspartik asit 36 Sistein 35
Asparagin 17 Metiyonin 6
Treonin 28 izolésin 8
Serin 24 Ldsin 61
Glutamik asit 62 Tirozin 18
Glutamin 20 Fenilalanin 31
Prolin 24 Lisin 59
Glisin 12 Histidin 16
Alanin 62 Triptofan 1
Valin 41 Arginin 24




Sekil 2.1. AlbUminin alti baglanma bdlgesinin gésterimi [135]

insan serum albiimin (HSA) bdbrek rahatsizli§i igin dnemli bir biyoisaretleyicidir.
Kanda yayginca bulunan HSA bdbrekler tarafindan filtrelenir. Eger bdbrek
hasarliysa, ilk belirti idrara bir miktar proteinin sizmasi olacaktir. Vicutta miktar
olarak fazla olmasi nedeniyle sizintida da en ¢ok alblimin proteini gdzlemlenir.
idrara sizan albiimin albimiri, bunun belli bir miktari ise mikroalbiimin olarak

bilinir.

2.1.1. Albumiinirinin Molekiiler Yapisi

idrar albiimin, plazmadaki albiiminden farkli olabilir. idrarin pH’si ve idarardaki ure,
yuksek glukoz derigsimi, askorbik asit, idrar yolu enfeksiyonlarindaki artmis nitrit
gibi cevresel faktorlerden dolayr albumin genis bir iyonik etkilesime maruz kalabilir
[14]. idrarin pH‘% genellikle 5-8 arasindadir ve albiiminin molekiiler seklini
etkilemez [2]. Ancak pH 4ten diustk ve 8den ylksek olursa alblimin
konformasyonel degisiklige ugrayabilir. idrardaki Grenin miktari da en fazla 1 mol/ L
kadardir ve denatrasyona sebep olmamaktadir [2]. Albumin, ¢ok sayida kuguk
organik molekldl ve iyon gibi molekilleri tasiyabilme &zellie sahiptir. Bu
molekullere baglanmasi sonucunda albiminin konformasyonun da degisiklikler
olabilir [15].

Bakir ve tiroksin gibi diger hucre ici molekiller albumine baglanabilir ancak
plazmadaki albiminin %1"“inden daha dusik miktari bu molekullerle baghdir [2].
Plazmadaki derisim deg@erleri igerisinde, alblimin molekull basina 1 ya da 2 Ca*?,
7 veya 8 CI” baglanmis durumdadir. Bahsedilen iyonlarin baglanmasi pH’a bagiml
olarak gerceklesmektedir ve bu sebeple idrardaki degerleri degdisikolabilmektedir.
Analiz esnasinda iyonlar bagka iyonlarla hizl bir sekilde yer degistirebilirler [14].



Dolagsan kanda albuminin yari omri yaklasik 19 gundur [16]. Bu Ozelligi de
albimine kimyasal degisim 6zelligi kazandirmaktadir. Ozellikle idrar, plazmaya
kiyasla dastk molekdl agirlikli peptidler ve hippurik asit ile fenilasetilglutamin gibi
aminoasitten turetilmis molekdller agisindan da zengindir [17]. Alblmin, proksimal
tubdl hacreleri tarafindan hizli bir sekilde endositozla alinir. Stzdimus albUminin
geri kazanilmamig kuaguk bir miktari, idrarla atilim 6ncesinde peptid fragmentleri
seklinde kacinilmaz bir lizozomal bozunmaya ugrar [4]. idrarda >5 kDa
bayukliginde c¢esitli albimin fragmantlar tespit edilmistir [2]. AlbUminin
lizozomlarca pargalanma derecesine bagli olarak tespit edilebilen veya tespit
edilemeyen parcgalar ortaya ¢ikmaktadir. MikroalbUminari dizeyi, bozulmamis ve
bozulmus albimin formlarinin dengesindeki degisikliklere bagl olarak degisir.
Nefrotik dlizeyde proteinUrisi olanlarda ise bozulma yolagi inhibe olur [18]. Bu
degisimlerden dolay! idrardaki albuminin referans materyali belirlenememistir.

Referans metodu yoktur [2, 3].

2.1.2. idrarda Mikroalbiimin Olgiimii

Insan serum albliimin (HSA) bdbrek rahatsizligi igin énemli bir biyoisaretleyicidir.
Kanda yayginca bulunan HSA bdbrekler tarafindan filtrelenir. 1827 yilinda ilk
olarak Richard Bright, albumin igerikli idrar ile bobrek hastaligini iligkilendirmistir
[4]. Dolayisiyla idrarda albiiminin erken tayini hayati énem tasimaktadir. idrar da
bu tayinin erken yapilabilmesi klinik sartlari sinirlandirmaktadir. idrarda albimin,
immunoturbidimetrik [19], immunonefelometrik [20], HPLC [21], floresans
immunoassay [22], kemduliminans-ELISA [23], elektroforez [24],
immunoneferometre [25], immunorezonans tarama ELISA [26, 27], kriyojel [28],
SPR [29] yontemleriyle tayin edilmektedir. Klinik olarak idrarda albimin dlgimu ilk
olarak 24 saatlik idrarda albuminin atilma oranina (AER) bakilarak yapiliyordu.
Sonra yaygin bir sekilde kullanilan albumin/kreatin orani (ACR) bu ydontemin yerini
almistir [1]. Simdilerde idrar da albimin tayini icin dizeltme faktori olarak kreatin
kullaniimaktadir ve bdylece ACR yontemi ile tayin yapilmaktadir. idrarla atilan
albiminin miktari az oldugundan dogru tespit icin bazi sikintilar ortaya c¢ikabilir.
idrarin  depolandi§i kabin ylizeyine adsorplanan idrardaki albiimin, disik
derisimler de 6nemli kayiplara sebep olabilir. Albuminin tek bir tabakasinin yluzeye
baglanmasi yaklasik 0,15 upg/cm2 gerektirir [6]. idrar albiiminin nonspesifik



adsorpsiyonu hidrofilik yuzeylerde < 1mg/L ve nonhidrofilik ylzeylerde <2mg/L
olarak hesaplanmistir [7]. Bu yontemlerin disinda kalitatif olarak idrarda albumin

tespiti yapmak mumkuandar.

Cizelge 2.2. Yapilan bazi ¢calismalar yontemleri ve tespit sinirlari

Tarih Yontem Tespit siniri
1987 immunotirbidimetrik 5 mg/L
2003 Floresans immunoassay 5,5 mg/L
2005 Kemdiliminans-ELISA 0,089 ug/mL
2005 HPLC 3,4 mg/L
2007 immunorezonans tarama 0,02 mg/L
2007 Elektroforez 15 pg/MI
2009 immunorezonans tarama 7,2 pgl/l
2011 SPR 4 pyg/Ml
2014 Kriyojel 5*10° mg/L

2.2. Biyosensorler

Biyosensorler blnyesinde biyolojik bir tanima elemani bulunduran ve
fizikokimyasal donusturicu iceren analitik cihazlardir. Biyosensorler; “International
Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) tarafindan, “kimyasal bir bilesige
kargi verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donustlren
cihazlar” olarak tanimlanmigtir [30]. Biyosensor, herhangi bir isaretlemeye gerek
duymadan, es zamanh molekuler tanima araci olarak biyomolekullerin ylksek
tanima Ozelligini kullanarak on hazirlk yapmaya ihtiyag¢ duymadan karigim
icerisindeki hedef analiti secici olarak tayin edebillir. Tiam bunlardan dolayi
biyosensorlerin  diger geleneksel tekniklere gbére daha avantajli oldugunu
soyleyebiliriz. Biyosensorler ayrica yuksek hassasiyete, hiza, basit kullanima sahip
ve cogaltilabilir analitik cihazlardir [9]. Canlilarin, ¢evrelerindeki degisimi algilama
ve yanit verme sistemleri, biyosensorlerin geligtiriimesi igin temel teskil etmekte ve
siklikla biyolojik analizler icin kullaniimaktadir [10, 11]. Biyosensor alanindaki
baylk gelismelerle  birlikte  molekller baskilanmis  polimerler  (MIP)
donusturaculerle batlnlestirilmis ve tayin edilecek analitle MIP arasindaki etkilesim
islenilebilir bir sinyale donusturdlmustur. Bu anlamda yluzey plazmon rezonans
(SPR) gibi optik cihazlar blyuk bir potansiyele sahiptirler. SPR, metal ylzeye yakin
kirilma indisindeki degisimi dlgerek basit ve dogrudan oOlgim yapan bir tekniktir

[12]. Standart analiz yontemleri ile kiyaslandijinda sensorler g¢abuk, ucuz,
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portatif, kolay uygulanabilirlik ve basitlik agisindan standart yontemlerin 6nune
gecmektedir. Biyosensorler donugturuculerine ve biyolojik tanima elemanlari iki

ana sinifa ayriimistir. Sekil 2.2’ de biyosensorlerin siniflandiriimasi verilmistir.

BIYOSENSORLER

! GEVIRICILER \ ‘ BIYORESEPTORLER \

*antibadi

*enzim

OPTIK ELEKTROKIMYASAL KUTLE TEMELLI

*SPR *amperometrik *piezoelektrik
*hiicre

*DNA

*raman ve FTIR *potansiyometrik *manyeto-elastik
*fiberoptik *impedimetrik *acM o
*digerleri siletkenlik *SAW biyomimetik

*faj

Sekil 2.2. Biyosensorlerin siniflandiriimasi

Nanoteknoloji alanindaki gelismeler yeni nesil nanobiyosensor kavraminin
dogusuna sebep olmustur.

Son yillarda bazi bilim alanlarindaki gelismelerle birlikte birgok hastaligin teshisi
icin yeni yontemler gelistirilmigtir. Bu gelismelerle birlikte hastaliklar erken teghis
edilmis ve yasam kalitesi buna bagh olarak artmistir. Hastaliklarin belirlenmesinde
biyolojik belirteglerin dedisimi oldukga dnemlidir. GinUmuzde vicut sivilarindaki
biyolojik belirteclerin tespiti igin hastanelerde ve laboratuvarlarda farkli yontemler
kullaniimaktadir. Bu yontemler radyoimmun testi (RAIl), enzim bagl
immiinosorbent testi (ELIZA), immiinoglutinasyon (IAA) ve floresans immiin testi
(FIA) gibi geleneksel tekniklerdir. immiin testlerde biyolojik tanima elemani olarak
antibadiler kullanilir [31]. Tanima igin genelde isaretleme basamagina ve analitle
reseptor arasindaki baglanmayi gosterecek ek maddelere ihtiya¢ duyulur [32]. Bu
durum, tayin suresini uzatir, maaliyeti arttirir ve reseptorin baglanma bdlgesinde
tahribata neden olabilir. Bunlar istenmeyen durumlar olmakla birlikte yanhg
sonuclar elde edilmesine sebep olabilir. istenilen anlaiz hizli, hassas, secici,

guvenilir, kolay kullanimli ve ucuz olmalidir.
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Biyosensor kavrami 1962 yilinda ilk kez Clark ve Lyons adl arastirmacilar
tarafindan ortaya ¢ikmistir. Clark ve Lyons diyaliz membrani ile tasarlanmig oksijen
elektroduna, glukozoksidaz enzimini baglamis ve kanin glukoz seviyesini tespit
etmislerdir [33]. ilk kez 1962 yilinda kullanilmis olmasina ragmen daha énce de
biyosensorlerin yapimini ve ar-ge’sine yardimci olacak birgok bilimsel aragtirmalar

da yapilmigtir.

2.2.1. Optik Ceviriciler

Bir kimyasal tepkimede enerjinin 1s1k seklinde olusmasi kemiliminans olarak
bilinir. Kimyasal tepkime sirasinda peroksit gibi yapay bilesikler yluksek derecede
oksitlenmis tlrde enerji yaydigi zaman, kemiliminans olugur [34]. Biyoluminesans,
yapay bilesik olarak lusiferaz/lusiferin kullanimina dayanan diger bir [iminesans
teknigidir [35]. SPR yuzey aktivitesini dlgme teknigine dayanir. Bu teknikte, belirli
bir yik yogunlugundaki dalga, dielektrik ara yuzeyi ve metal ylzeyi boyunca ilerler
[36]. Altin veya gimus gibi malzemelerden is1din toplam i¢ yansimasina bagl
olarak, yuzeyde olugsan kendiliginden istekli dalga veya alan, metal yuzeyi boyunca
ara yuzeyi kat eder. Bu 1sik, yuzey Uzerinden plazmon olarak bilinen serbest
elektronlarla birlesme yetenedine sahiptir. Bu, kayit edilebilen rezonans dalgasi
yaratir. Bu yuzden, metal yluzeyinde yerlesik herhangi bir biyomolekul tabakasi
bulunursa, SPR adsorpsiyon profili olusur ve biyomolekuller 6zelliklerine gére her
bir SPR spektrumu farkl olur. Her bir molekule gore degisiklik gosteren faktor SPR
acisidir. ince film yerine metal nanopartikiil kullanimi SPR sinyalini ciddi derecede

yukseltir. Optik tayin yontemleri Sekil 2.3’ de verilmigtir.

ara ylzey

‘ /
( ‘\ LU

air meta 4\' — Floresans

P PR

‘??::\ Kemilumingsans
POPs ¥ t= M Dizlemsel dalga
=i Itk absorpsiyonu Sinyal \
. } lotarierousetn 2 B cevirmeve _

§ A i : iy Q Yansima E; yukseltme E‘;) s

EDCs lvi,: Kolorimatrik
/V\j Raman sagiimi

‘ Raman

& Pt Kinlms indisi
toksin Jmm— Nanomal:emeler

v &

virls Sinyal iglenmesi
hedef Biyotanima molekilleri Ok geviioior

analit

Sekil 2.3. Optik geviricilerin kullandidi optik tayin
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Optik ceviricinin kullanildigi SPR biyosensorlerin diger ceviricilerin kullanildigi

biyosensorlere gore bazi avantaj ve dezavantajlari vardir.
Avantajlari;

Farkli spektroskopik faaliyetler yarutulebilir, elektromagnetik bazli maruz kaldidi
faktorlerden etkilenmemektedir ve elektrik bazli tehlikeli bir durum olusma durumu

oldukga nadir gerceklesmektedir.
Dezavantajlari;

Isiksal etkilesimlerden fazla etkilenebilmektedir ve matrikslerdeki birikim

dolayisiyla yon bazli uzunlugu degiskenlik gostermektedir [37].

2.2.2. Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)

Plazmon, birbirleri ile temas halindeki metaller gibi elektrik iletkenligi olan
malzemeler ile cam ve hava gibi dielektrik malzemelerin araylzeyinde olusan
degisimler sonucu ortaya cikan elektron yogdunlugu dalgalanmasidir. Isik bir
ortamdan diger bir ortama gectiginde kismen yansir, kismende diger ortama gecer.
ikinci ortamda ilerleyen 1sigin frekansi degismez ancak ilerleme ydni ve hizi
degisir. Isigin kirtlmasi, 151k demetinin yogunlugu farkli baska bir ortama gecerken
yon degistirmesidir. Isik dalgasi, genellikle her duzlemde ilerleyen dalgalarin
karisimidir. Duzlemsel polarize 1sik tek dizlemde ilerleyen 1sik dalgasidir.
Duzlemsel polarize 1sik ile asimetrik ve 1s1g1 absorplamayan maddeler etkilestigi
zaman, polarize 1s19Iin duzlemi saga (+) veya sola (-) aci degistirir. Sekil 2.4’ de

polarize olmayan ve duzlem polarize 11k gosterilmigtir.

I=

B

Sekil 2.4. Polarize olmayan ve duzlemsel polarize isik
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Yuzey plazmon kavrami ilk olarak 1902 yilinda Wood tarafindan gozlemlenmistir
[38]. Wood, metal kirinim 1zgarasina polikromatik isik yolladiginda, kirinima
ugrayan 1sigin spektrumunda ince karanlik bantlar gozlemlemis ve bunlari
anomaliler olarak kaydetmistir [39]. Wood’un ardindan Lord Rayleigh ve Fano
teorinin gelisimine katkida bulunmusglardir. Ancak yapilan bu g¢alismalara ragmen
yuzey plazmon rezonans kavrami tam olarak 1968 yilinda anlasiimigtir. 1968
yiinda Otto ve Kretschmann birbirlerinden bagimsiz farkli yéntemlerle ylzey
plazmon rezonanslarin olusumunu sagladilar [40]. 1970’lerin sonlarindan itibaren
yuzey plazmonlar ince filmlerin karakterizasyonu ve metal ylzeylerdeki islemlerde
kullanilmaya baglanmigtir.  YUzey plazmon rezonans temelli sensorlerin
biyomolekil-biyomolekil etkilesimlerini élgmek icin ilk defa kullanimi ise 1983

yihinda Liedberg ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilmistir [41].

2.2.2.1. Yuzey Plazmonlarinin Olugsumu

Yuzey plazmon rezonans, iletken film ile ayrilmis farkli kirlhm indisine sahip iki
ortama uygun dalga boyunda igik gonderilmesi sonucu, 1s1din metal yuzeyle
etkilesmesiyle olusan optik-elektriksel bir olaydir. Isigin metal ylzeyine garpmasi
ile gelen 1s131n bir kismi yansirken bir kismi da metal atomlari (metalin iletim bandi
elektronlar) ile etkileserek homojen olmayan elektromanyetik dalga olusturur.
Kullanilan metalin 1s1k 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 dalga prizma metal
yuzeyine dikey olarak yayilir ve Ussel olarak yazilir. Metal yeterince ince ise (<100
nm) dalga metal film boyunca ilerler ve metalin dis yuzeyinde ylzey plazmon ile
ciftlesir. Olusan ylzey plazmonlari metal/dielektrik araylzeyine paralel olarak
yaylilir. Plazmon metal ile dielektrik bolge sinirinda olustugundan bu ylzeydeki
degisikliklere karsi ¢ok duyarhidir. Plazmonun olusturdugu alan etrafindaki
kimyasal yapida olusacak herhangi bir degisiklik, rezonansa giren 1g1gin dalga
boyunda da degisiklige neden olur. Bu da SPR'yi analitik uygulamalarda
kullanmamizi saglar. Sensor yuzeyinin yakinindaki kirilma indisi, yuzeye baglanan
makromolekllin miktarina goére degisir. Yansiyan 1sigin acgisi ile baglanan

maddenin miktari arasinda dogrusal bir iligki vardir.
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2.2.2.2. SPR Sistemlerinin Yapisi

SPR cihazlari, bir sisteme entgre olmus 3 temel birimden olusur; optik birim, sivi
(akigkan) birim ve sensor ylzeyi yani sensor ¢ipi. Sensor ¢ipi, akigskan hicre ile
optik birim arasinda fiziksel engel gérevi gorur. Biyomolekuler etkilesim, sensoérin

akiskan kisminda olusur.

Isik kaynagindan altin kapli sensor ylzeyi Uzerine 1sik gonderildigi zaman, bu 11k
belli bir a¢i derecesinde yansir. Yansiyan 1s1gin yogunlugu da disk seklinde
gOsterilen dedektdrde olgulir. Sensoér yuzeyi Uzerinde olusabilecek herhangi bie
degisim; ornedin yuzey Uzerine makromolekll adsorpsiyonu; kirilma indisinde de
bir degisime neden olur. Bu da ilk durumda o6lgulen aginin kaymasina neden olur.
Acidaki bu degisim es-zamanli olarak gozlenebilir. Agidaki bu degisim es zamanli
olarak godzlenebilir. Zamana karsl aci degisiminin gozlendigi grafik sensérgram
olarak tanimlanir. Sensérgramdan elde edilen veriler ile adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi es zamanli olarak izlenebilir. Ayrica yuzey uzerinde biriken madde miktarida
belirlenebilir. Sekilde tipik bir sensdgram gorilmektedir. Ornek enjeksiyonundan
itibaren (analit molekulleri ylzey Uzerine adsorplandikga) kirllma indisindeki
degisime bagli olarak plazmon agisinda de kaymalar gozlenir. Sekil 2.5’ de tipik bir

SPR biyosensor sensorgraminin semasi gosterilmigtir.

SENGROM FAZLARI \
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Sekil 2.5. Tipik bir SPR biyosensdr sensorgraminin sematik gosterimi




SPR olgumleri sensor ylzeyinin uygun bir tampon ¢ozeltisi ile muamele
edilmesiyle baslar. Bu, biyotanima olayl gergeklesmeden 6nce bir temel elde
edebilmek igin gereklidir. Bu durumda sensor ylzeyi, hedef analitleri ylzeye
adsorplayacak ligandlarla aktif hale getirilir. ikinci asamada, analiti iceren c¢ozelti
enjekte edildiginde hedef analitler yluzey uzerine tutunur. Bu durumda analit
molekulinun adsorpsiyon kinetigide es zamanl olarak Olgulebili. Daha sonra
uguncl asama olarak yeniden bir tampon uygulamasi yapilir ve segici olmayan
tutunmus molekuller sensor yuzeyinden uzaklastirilir. Ayrica bu agsamada analitin
desorpsiyonuda basalar. Bdylece ayrisma kinetigide es zamanl olarak olgulebilir.
Son olarak, Rejenerasyon agsamasinda bir Rejenerasyon ¢ozeltisi enjekte edilerek,
ligand ile analit arasindaki segici etkilesim bozulur. Sonugta bir analiz déngusu
tamamlanmis olur. Rezonans sinyal birimindeki farkhlik, ytzey Gzerindeki madde

miktarini verir.
SPR Sistemlerinin Avantajlari

v' SPR’ninen blylk avantaji biyomolekil etkilesimlerinin eszamanli izlenmesi ve
herhangi bir isaretleme yontemine ihtiyag duyulmamasidir.

v" Analiz siiresi oldukga kisadir.

v’ Incelenen biyomolekiiller analiz sirasinda zarar gérmez.

v Pikomolar seviyelerde dahi dlgiim alinabilir.
SPR Sistemlerin Kullanim Alanlari ve Hedef Yapilar
SPR, temel olarak dort farkli alanda uygulanabilir. Bunlar;

v Dustik derigimli hedef molekllerin tayini

v/ Biyotanima molekili ile hedef analit arasindaki afinite etkilesimlerinin
incelenmesi

v’ Kinetik egrisinden baglanma ve ayrisma analizlerin yapiimasi

v' Sitokiyometri ve termodinamik analizlerin yapiimasidir.

SPR ile incelenebilen afinite etkilesimleri ¢ok gesitlidir. Bunlara ornek olarak;
peptit-protein, protein-protein, protein-boyalar, protein-metal iyonlari arasindaki
etkilesimler, nukleik asit ile proteinler arasindaki etkilesimler, molekuler baskilama
yontemiyle olusturulmus yapay malzeme ile biyomolekuller arasindaki etkilesimler,
cesitli ilaglar ile protein veya nukleik asitler arasindaki etkilesimler verilebilir. SPR

ile gida, gevre ve teshis amacli analizler yapilabilmektedir.
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2.2.2.3. Yuzey Plazmon Rezonans Teorisi

Yuzey plazmon rezonans teorisi, enerji tagiyan i1sik fotonunun metalin elektronlari
ile birlesmesi veya eneriji transferi ilkesine dayanmaktadir. Birlesmenin (veya enerji
transferinin) gerceklestigi 1s1gin gelis agisi her metal ve metal ylzeyinin ¢evresine
gore degismektedir. Isik fotonlari ve metal yuzeyindeki elektronlar arasinda bir
eslesme ve/veya rezonans yakalandiginda enerji transferi gerceklesir. Bu eneriji
transferi, metal filmin alt ylzeyinden yansiyan isigin miktarinin olgtlmesiyle
belirlenebilir. Her 11k bircok agida yansirken, i1s1gin bir bolimu resonans agisinda

absorplanmaktadir.

Kretschmann prizma yapisi, yuzey plazmon rezonans prizmalarinin
hazirlanmasinda en sik kullanilan tasarimdir. Sekil 2.6° da géruldigu gibi, metal
film ylzeyindeki yuk yogunluk salinimini uyaran 1sik demetinin toplam i¢ kiriimasi
ile olugsan kendiliginden sonumludalganin kullanildigi bir yaklagim vardir. Bu
elektron salinimlari, ylzey plazmonlari olarak adlandiriimaktadir. Gegici alanin
girisim derinligi 1s191n dalga boyuna, 1s1gin geldigi ortam ile ¢gevresinin kirinim agisi
indekslerinin oranina ve fotonun parlakligina baglidir. Enerji alani ylzeyden
uzaklastikga Ustel olarak azalmaktadir. Bundan dolayi, girisim derinligi aniden

dlismektedir.

ince metal film
(altin, giimiis)
ortam 2

Girisim
derinligi

Gecici dalga

Yiiksek indeks
Ortam 1

Gelen 1s1k Yansiyan isik

Sekil 2.6. Dielektrik sinirlarda gergeklesen toplam i¢ kirinim

17



Girisim derinligi agagidaki esitlikle tanimlanmaktadir:

B A
P 472\/7712 sin? 6?—7722

d (2.1)

Burada;

» N1 ve ngz, birinci ve ikinci ortamin kirinim acisi indeksi,

» 0, 15191n metal ylzeye gelis acisidir.

Metal ylizeye uygun p-polarize 151k, metal film ile birlesmek i¢in prizmanin igerisine
girer. Sadece p-polarize i1sik plazmon olusumuna sebep olmaktadir. Bunun nedeni
sadece bu polarizasyonun metal film normaline uygun elektrik alan vektor
salinimina sahip olmasidir. Bu 6zellik, metal yluzeyindeki elektron plazmalarinin
transvers manyetik (TM) dalgasi olarak adlandirilmaktadir [42, 43] Oysa s-polarize
transvers elektrik (TE) polarizasyonu yuzey plazmonlarini olusturamamaktadir.
Cunku s-polarize 1s19In  elektrik alan vektérli, metal filme paralel olarak

olusmaktadir. Salinimlarin dalga vektori (Ksp) asagidaki esitlikle tanimlanir:

(2.2)

Burada;

» w, salinimin frekansi,
» C, 1siIk hizi,
» €s, metal yuzeyine temas eden 6rnek ortaminin dielektrik fonksiyonu,

» em, metalin dielektrik fonksiyonudur.

Gelen 1s1gin bir bilesenine ait dalga vektori asagidaki esitlikle tanimlanir:

0] :
K, =—77pS|n0 (2.3)
C
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Burada;

>0, 1s1g1n metal film ylzeyine gelis agisl,

»nNp, prizmanin kKirinim agisidir.

Metal filmin Ust ylzeyinde salinan ve toplanan ylzey plazmonlari, p-polarize i1s1d1
absorplar ve toplam i¢ kirinimina ugrayan 1sigin parlakhgini (lr) degistirir. Bu
nedenle, I’'e karsi gelis (veya kirinim) acisi (6r) grafige gecirildiginde agisal
parlaklik profili elde edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans agisinda keskin bir

azalma gozlenir.

Bu olayin gergeklesmesi, yuksek kirinim indeksine sahip bir prizma
gerektirmektedir. Bu tip bir prizmaya gereksinim, havadaki i1sik yayilmasi ile yuzey
plazmonlarin Uretilememesinden kaynaklanmaktadir. Yluzey plazmon rezonans
sirasinda, gelen 1s1gin ve yuzey plazmonun dalga vektorleri esit olmalidir. Fakat
Sekil 2.2°de gdéruldagu gibi, 1s13in havadaki (Ka: w/c) ve metalin plazmonundaki
(Ksp) dagiima egrisi kesismemektedir. Bundan nedenle, dalga vektoru ve frekansi
eszamanli olarak gakistirilmasina imkan yoktur. Bunun tersine; Ksp ve cam yuzeyin

(Kg) dagilma egrilerinin kesismektedir (Sekil 2.7).

Frekans (w)

Dalga Vektorua (k)

Sekil 2.7. Hava, cam ve yuzey plazmonlari igin dagilma egrileri

Yuzey plazmon dalga vektoru, metal filme yakin bélgedeki ortamin kirinma indeksi

ile iligkilidir. Bundan dolayi, Ksp esitligi su sekilde basitlegtirilebilir:
2.2
[0
Ksp :_\/ 727m775 2 (2.4)
C\ M +7s
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Bu formulde;
» nm, metalin,
» ns, ornegin kirinim indeksleridir.

Kompleks kirinim indeksi teriminin karmasik bileseni, absorbans ile iligkilidir.

Yuzey plazmon rezonansin profili, secilen metale gore degisiklik gostermektedir.
Cunklu her metal, dielektrik gecirgenlik gibi farkh 6zgul optik 6zelliklere sahiptir.
Sekil 2.8’ de altin ve gimus film igin, yansiyan isigin parlakligina karsi gelen 1s1gin
agisini gosteren egriler verilmistir. GimuUs daha keskin bir rezonans pikine sahiptir.
Bu rezonans piki, metal filmdeki ylzey plazmon salinimlarinin kendiliginden
azalmasi nedeniyle olmaktadir. Tum yuzey plazmon metalleri, uyariima is1ginin
elektrik alaninin sacgiimasina bagl olarak bu salinimlari azaltma egilimindedir.
Birgcok metal ylizey plazmon Uretebilir. Ylzey plazmon rezonans igin kullanilacak
olan metal, uygun acili 1sikla rezonansa girebilecek iletkenlik bandi elektronlarina
ve sensor olarak kullanilabilmek igin gerekli kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun
Ozelliklere sahip olmalidir. Altin belirtilen iki temel 6zellige birden sahip olan nadir
metallerden biridir. Bu 0Ozelliklere sahip olan diger metallere goére uygulamasi
oldukgca kolaydir. Ornek olarak, indiyum gibi bazi elementler gok pahalidir; sodyum
gibi elementler oldukga reaktiftir; bakir, aluminyum gibi bazilarinin ylzey plazmon

cevaplari ¢cok genistir veya gimus gibi bazi elementler oksitlenmektedir [44].

V2N

Yansiyan Igigin Parlakligi

Aci 6
Sekil 2.8.GUmuUs ve altina ait ylzey plazmon egrileri [44]

SPR’nin analitik bir cihaz olarak kullaniimasi, plazmon alani araligindaki ¢gevrenin

kimyasal bilesimindeki degisimin sebep oldugu 1si1gin rezonans agisindaki
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kaymanin Olculmesine dayanmaktadir. Kimyasal bilesenlerdeki degisim
absorplanan s1din gelis agisinda kaymaya neden olmaktadir. A¢i kaymasinin
blayuklugu, nicel olarak kimyasal degisimle ilgilidir. Bir sensdrde, ince metal film
Uzerine substrat baglanmis bir prizma (genel olarak cam ve plastik) Uzerine
uygulanir. Daha sonra 6zel bir analite (hormon, ilag, tumor belirteci vb.) 6zgul
molekuller metal film Uzerine non-spesifik olarak adsorplanir. Sensore analit iceren
ornek uygulandiginda gerceklesen etkilesim (antibadi ve analit baglanmasi gibi)
gelen 1s1gin rezonans agisindaki kaymanin olguldugu metal yuzeyindeki kimyasal
bilesen degisimine neden olur. Rezonans acisindaki kaymanin boyutu, ornek
icerisindeki analitin miktari ile orantilidir. Molekuller arasindaki iligski olduk¢a 6zgul
oldugundan dolayi diger molekuller sensor tarafindan dlglilememekte ve capraz-

reaktivite gozlenmemektedir.

2.2.2.4. SPR Nanosensorler

SPR temelli nanosensorler, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan
biyomolekullerin etkilesimlerini 0Olgebilirler. Bu 0Ozellikleri nedeniyle, molekuler
etkilesimlerin anlagilmasi i¢in bu cihazlarin 6nemi artmigtir. Etkilesimleri es
zamanli, dogrudan Olgebilmek; kinetik, termodinamik parametrelerin, derigimin
veya ligandlarla analitler arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesini saglamaktadir.

SPR temelli nanosensorlerin hizli cevap slresi ve yuksek seciciligi vardir.

Yuzey plazmon rezonans (SPR) nanosensorler, metal yluzeyinde biyo-tanimayi
saglayacak bdlgelerin olusturulmasiyla elde edilir. Biyo-tanimayl saglamak igin
antibadiler [45] ya da nanopartiklller kullanilabilir [46]. Hedef moleklll igeren
cOzelti biyosensorle etkilestiginde hedef molekil sensér ylzeyine badlanir ve
yuzeyin yogunlugunun artmasina neden olur. Yuzeydeki yogunluk artisi ylzeyin
kirllma indisinin artmasina neden olur. Kirilma indisindeki bu artis ise rezonans
agisinin kaymasi ile sonuglanir. Bu etki zamana bagli olarak incelenirse bir
sensorgram elde edilir. YlUzeye analit baglanmasi ile rezonans agisi artmaktadir.
Desorpsiyon ¢ozeltisinin sisteme verilmesiyle analit, yizeyden ayrilmaya baslar ve
belli sire sonra sinyal tekrar eski seviyesine doner. SPR bazli nanosensdrlerin

Pharmacia BIACore markasi adi altinda uretimi 1990 yilinda yapilmistir.
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Yasam bilimlerinde ve farmasotik galismalarda makromolekullerin ve onlarin
etkilesimlerinin arastiriimasi igcin SPR nanosensorlerden yararlaniimaktadir. Ayrica
SPR nanosensorler ¢evresel kirleticilerin tespitinde [47, 48, 29], gida teknolojisinde
[50, 51, 52], hastaliklarin teshisinde [53, 54, 55] kullaniimaktadir.

Su ve besinler bazli olugsan bakterilerin tespiti icin son zamanlarda oldukga fazla
immunosensor calismalarinin rapor edildigi gorulmektedir [56, 57, 58]. Ylzey
plazmon rezonan temelli biyosensoérler bu tip tespite yonelik hazirlanan
immuisensorlerden biridi. Onemli zirai patojenlerden biri olan Phytophthora
infestans’in tespitine yonelik hazirlanan SPR temelli nanosensorde tespit siniri
2.2x108 spor/mL olarak tespit edilmistir [59]. Yapilan baska bir ¢calismada 1x108
mL'de Salmonella Typhimurium’un varli§i tespit edilmigtir [60]. Mauriz ve
arkadaslari SPR temelli tasinabilir immuinosensér ile dogal su oOrneklerinden
karbonil analizi yapmislardir [61]. Ortalama 15 nm buyUkligundeki kolloid altin
nanopartikullerle guglendiriimis SPR temelli biyosensor ile 7.5 dakika gibi kisa bir
surede 14 pg/ml derisiminde estrol-16-glusuronit tespiti saglanmistir [62]. Yapilan
diger bir calismada sudan profenofos tespiti icin SPR temelli molekiler

baskilanmis ¢ok ince bir film tanima elemani olarak kullaniimistir [63].

2.3. Molekiiler Baskilama

Molekuler tanima yasam icin olduk¢ca onemlidir. Dogadaki molekullerin birbirini
tanimasi, bir¢cok bilim adamlarini onlari taklit etme yonunde harekete gecirmistir.
Yapay reseptorlerin en dnemli avantajlarindan biri molekuler tasarimin serbest ve
dogal olusmasidir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda molekuler tanima igin asagidaki

fakktorlerin uygun olmasi gerektigi belirlenmistir.

v Reseptor ve hedef molekilin fonksiyonel gruplari birbirini tamamlayici
olmalidir.
v" Her iki bilegsimin konformasyonel serbestligi minimize edilmelidir.

v Kimyasal kosullar uygun bir sekilde ayarlanmalidir.

Endustride reseptdrler tepkime karigimindan hedef molekilleri ekonomik olarak
ayirmak igin kullaniimaktadir. Uriinlerin ayriimasi ve saflagtirimasi bazi
durumlarda toplam Uretim maliyetinin yarisindan fazlasina karsilik gelmektedir.

Yapay reseptorler, endustriyel uygulamalarda bazi sakincalara sahiptir. Bunlar;
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daha az elde edilebilirlik ve blyik 8lgekli uygulamalar icin pahali olmalaridir. ikinci
olarak, biyiik molekiiller igin yapay reseptérlerin tasarimi zordur. Uglincti olarak,
kesin molekuler tanima igin bu yapay reseptorlerle uygun tepkime ortamini

saglamak zordur.

Molekuler baskilama yontemi bu sorunlara en iyi sekilde cevap verebilmek
amaciyla, reseptorleri verimli, hizh ve ekonomik olarak olusturmak igin

gelistirilmigtir.

Hedef molekidl varliginda uygun fonfsiyonel monomerlerin polimerlestiriimesiyle
istenilen yapay reseptorler hazirlanabilir. Uygun monomerlerin, ¢apraz baglayici
ajanlarla birlesmesiyle hedef baglanma bdlgelerindeki kimyasal kosullar kolayca
duzenlenebilir. Bu ozellikler molekuler baskilama teknigini cazip yontemlerden
birisi yapar. Buyukliklerine bagh olarak molekiler baskilanmis polimerler binlerce
ya da milyonlarca baglanma bdlgelerine sahip iken biyolojik reseptorler bir veya

birka¢ baglanma bdlgesine sahiptir [64].

2.3.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilama, hedef molekll igin secici tanima bdlgelerine sahip
polimerlerin hazirlanmasi igin kullanilan bir tekniktir ve hedef molekul i¢in yuksek
secicilige sahip olmasi bakimindan da olduk¢ga 6nemlidir. Molekuler baskilama
teknigi ilk kez 1972 yilinda Gunter Wulff ve calisma grubu tarafindan tanimlanmig
ve polimerlerde fonksiyonel gruplarin G¢ boyutlu yapilarinin dizenlenmesiyle
oldukga segici baglanma bolgeleri elde etmek amaciyla kullaniimistir. Daha sonra
yapilan calismalar istenilen enzim tepkimelerinin substratlarini, UrUnlerini veya
gecis anologlarini kalip molekul olarak kullanarak bu yéntemle “Yapay Enzim”
elde edilecegini de gostermistir [65]. Antibadi gibi biyoreseptorler, ylksek
secicilikleri nedeniyle spesifik antijenlerini saflastirmada kullanilan popduler
ligandlardir. Fakat yuksek segiciligi olan bu biyolojik molekuller ortam
kosullarindan kolay etkilenir ve protein yapilari asidik gsartlarda, yuksek
sicakliklarda ya da proteolitik aktivite sonucunda bozunur. Antibadi/antijen ya da
enzim/substrat gibi biyolojik sistemlerin tanima mekanizmasini polimerik yapilara

aktaran teknik “Molekuler Baskilama’dir [66].
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Molekuler baskilanmig polimerler (MBP); molekuler tanimaya elveriglidir, ucuzdur
ve kolayca hazirlanabilme avantajlarina sahiptir. MBP’ler ylksek mekanik
Ozellikleri, 1stya ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar,
metal iyonlari ve organik ¢ozuculer gibi ortamlardaki yuksek kararliliklari sebebiyle
oldukga dayanikhdir. Birka¢ yil boyunca performansinda degisim olmaksizin
saklanabilirler [67, 68]. Molekller baskilama teknigi temel olarak 3 basamaktan

olusmaktadir;

1. basamak, onkomplekslesme: Uygun fonksiyonel gruba sahip polimerlesebilen
monomer hedef analitle kovalent veya kovalent olmayan etkilesmelerle kompleks
olusturur. Bu etkilesimde hedef molekulun ug¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri

onemlidir.

2. basamak, polimerizasyon: Monomer-analit kompleksi, uygun bir c¢apraz

baglayici ve baglatici kullanilarak fonksiyonel monnomer tzerinden polimerlestirilir.

3. basamak, analit molekiliin uzaklastiriimasi: Uygun ¢bzlicu veya ¢ozucu
karigimlari  kullanilarak polimerik yapidan analit uzaklastirilir. Baskilanan
molekullin polimerden uzaklastiriimasi sonucunda polimerde baskilanan molekule
kimyasal ve topolojik olarak uygun segici bellekler elde edilir. Bir karisimda
baskilanan molekul polimere segici olarak tekrar baglanabilir. Sekil 2.9’ da

Molekuler Baskilama Tekniginin basamaklari gosteriimektedir.

MOLEKULER BASKILAMA METODU
¢in komplekslesme
| Fonksiyonel - ]
— monomerler
~—

"-“.i ? P Kalip

_,.r.‘.' T molekiil

Spesifik baglanma bdlgesi

Kahp molekiiliin
uzaklastirnilmasi

Sekil 2.9. Molekuler baskilama tekniginin basamaklari [69]
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Molekul baskilanmis kalip molekuller sistemden c¢ozucuyle gikarildiktan sonra
kendilerine 6zgu boyut ve sekli tanimlama oOzellikleri dolayisiyla bu teknolojide
kalip molekll olarak bircok farkli partikil ya da molekdl kullanilabilmektedir.
Ornegin 6gtulmis net bir sekle sahip olmayan partikiller, diizgiin sekilli partikiller,
nanopartikuller, celik kolondaki monolitler, kapiler kolondaki monolitler, acik boru
kapilerdeki katmanlar, yuzeye tutturulmus ince tabakalar, membranlar ve
kompozitler molekuler baskilama teknigi ile tespit edilebilmektedir. Bu kadar genis
alandaki maddelerin tespit edilmesi dolayisiyla da molekuler baskilama teknigi ile
ilgili calismalarin karakterizasyon, optimizasyon ve sonug¢ asamalarini igeren
bircok bilimsel galisma gormek mumkundur. Bu akademik caligmalarda kiral
tanima [70, 71] ve kapiler elektrokromotografi (CEC) [72, 73, 74] genis bir yer
tutmaktadir. MIP teknolojisi ile membran, partikil ve monolit kullanimi gibi daha
spesifik formlarla ilgili de bilimsel ¢calismalar gorilmektedir [75]. Yine MIP kati faz
ekstraksiyonu (SPE) ile zenginlestiriimede [76], ila¢g salinim sistemlerinde [77],
antibadiler i¢in yapay enzim ya da reseptor [78, 79] olarak kullanilabilmektedir. Bu
calismalara ek olarak MIP teknolojisinde matrikse iletken polimerlerin sokuldugu

farkh konularda da gesitli galismalar yapilmistir [80].

Molekuler baskilama igleminde; polimerizasyon icin fonksiyonel monomer, analit,
¢apraz baglayici, ¢dzicu ve baslatict kullanilir. Etkili bir baskilama elde edebilmek

icin bu parametrelerin optimizasyonu dnemlidir.

2.3.1.1. Kalip (Hedef) Molekiil

Kalip molekul tespit etmek istedigimiz hedef madde olarak tanimlanabilir ve
fonksiyonel =~ monomerlerle  kompleks  olusturmaktadir.  Kalip  molekil
konformasyonunun yapisi molekiler baskilama tekniginin basarili sonug
verebilmesinde ana etmenlerden birisi oldugundan dolayr bu yapida meydana
gelebilecek degisiklikler islemin basarisini direk olarak etkileyebilmektedir [81].
Proteinler, karbonhidratlar, aminoasitler, koenzimler, pestisitler, hormonlar, ilaglar,

iyonlar ve nukleotid bazlar baskilanacak molekul olarak tercih edilebilmektedir [82].
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2.3.1.2. Fonksiyonel Monomerler

Molekuler baskilama tekniginde fonksiyonel monomerler baglanma bdlgelerinde
gerceklesen baglanma etkilesimlerinin kalitesini belirlemektedir.  Ek olarak,
fonksiyonel monomer sec¢iminin énemini sistemden sokilen kalip molekdlin,
sisteme geri baglanis surecindeki baglar da fonksiyonel monomerlerle yapmasi
gostermektedir. Kalip molekul ile fonksiyonel monomerler arasindaki baglanma
gruplarinin uyusmasi ile baskilama surecinin ve ¢ikti olarak olugsan kompleksin
kalitesi belirlenmektedir. Kovalent baskilamada, kalip molekul vinil gruplarina
kovalent olarak baglanir. Akrilik asit amitleri ve esterleri veya metakrilik asit en sik
kullanilan monomerlerdir. Kovalent olmayan baskilamada, uygun fonksiyonel

gruplara bagh vinil monomerleri kullanilr.

2.3.1.3. Capraz Baglayicilar

Kalip molekult uygun bir capraz baglayici segimi MIP iglemi icin ¢ok dnemli bir
islem basamagidir. Capraz baglayicilarin varligi sayesinde ihtiyag duyulan
miktarda kararli bir molekul butinu yaratilabilmektedir. Farkli ¢apraz baglayicilarin
kullanimi igslemde farkli baglanma bdlgelerinin aktiflesmesine ve farkh kararhliktaki
molekullerin olugsumunu ssaplamaktadir [83]. Capraz baglayicinin mol miktarinin
fazlahigi kalip molekil ve fonksiyonel monomerlerle kurdugu etkilesimler molekuler

baskilama etkinligini direk olarak etkileyen parametrelerdendir [84].

2.3.1.4. Gozuclu

MIP isleminde ¢ozuculerin islevi gozenek olusturmak ve yeniden baglanmaya

uygun zemin hazirlamaktir.

Cozucunlin secimi baskilama tlrine gore belirlenmektedir. Kovalent olmayan
baskilamalarda ¢6zucli secimi daha faza oOnem tasimaktadir [85]. Yapilan
calismalarda polar 6zellik tasimayan organik ¢dzucullerin, polar ¢ozuculerin
kullanildigi sistemlere oranla daha yUksek segicilige sahip oldugu rapor edilmistir
[86].
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2.3.1.5. Baslaticilar

Radikalik polimerizasyon, radikal basglaticilarin 1sil bozunmasiyla basglatilabilir.
Monomer ile kalip molekll arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif
oldugu durumlarda ¢ok yuksek sicakliklara gikilamaz. Dusuk sicakliklarda etkili
olan fotokimyasal baglaticilar tercih edilir. Genellikle 2,2’-azobis(izobutironitril)
(AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Bu kosullarda, 1sil

bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

2.3.1.6. Sicakhk

Monomer ile hedef molekul arasindaki denge basing ve sicaklikla direk olarak
baglantihdir [87]. MIP islemlerinde etkilesimler icin yeterli olmadigindan dastk

sicaklik tercih edilmemektedir

2.3.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekuler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip molekdil
arasinda olugsan bagin cesidine gore ikiye ayrilir. Kovalent ve kovalent olmayan

baskilama.

2.3.2.1. Kovalent Baskilama

On organizasyonlu molekiler baskilama yaklasiminda, polimerizasyondan énce
baskilanacak molekul ile fonksiyonel monomerler arasinda kuvvetli, tersinir bir
kovalent duzenleme olusur. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kirilir
ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastirilir. Hedef molekul baskilanmis

polimerlerle etkilestirldiginde ayni kovalent bag yeniden olusur [88, 89].
Avantajlart:

Kararllgi oldukga yuksektir [90]. Polimerizasyon ortami istenildigi gibi tercih
edilebilir.

Dezavantajlart:
Konjugatin sentezlenmesi asamasinda problemler ¢ikmaktadir. Sistem ucuz

degildir. Baglanma kinetigi yavas gergeklesmektedir [91].
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2.3.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Polimerizasyon Oncesi non-kovalent bag olusur. Daha sonra hedef molekul
sistemden uzaklastinlir. Kalip molekulu i¢ceren polimerle etkilestiginde sistem non-

kovalent baglarin tekrar olusumu gorulmektedir [92].
Avantajlart:

Konjugat sentezine gerek yoktur. Kalip molekull istenildiginde uzaklastirmak daha

kolaydir. Kalip molekuldeki baglanma kinetigini hizhdir [93].
Dezavantajlart:

Polimerizasyon safhasindaki kosullar sinirhdir. Fonksiyonel monomerler daha
fazla kullanildigindan non-spesifik baglarin olusumu goézlenmektedir [94]. Bu

yuzden segiciligi azdir.

2.3.3. Protein Baskilama

1990’ yillardan bu yana ¢ok sayida farkli molekul, molekuler baskilama teknolojisi
ile spesifik tanima bolgelerinin elde edilmesi icin kullaniimistir. Bunlardan bazilari
polipeptidler [95, 96], bakteriler [97], dlisik molekller agdirlikli bilesikler [98, 99,
100] ve proteinlerdir [101, 102, 103]. Molekuler baskilama teknolojisi 20 yili agkin
sureden beri kullaniimasina ragmen, proteinler gibi yuksek molekul agirlhigina
sahip molekullerin ve hatta hucrelerin kalip molekul olarak kullanildigi ¢alisma
sayisi olduk¢a azdir. Bunun sebebi baskilanmak istenen protein molekullerinin
Ozellikleridir. Proteinler suda ¢ozinen bilesiklerdir ve bu da polimer hazirlanmasi
icin organik ¢odzuculerin kullaniimasini gerektiren molekuler baskilama teknigi ile
tamamen uyumsuzdur. ikincisi ise proteinlerin sicaklik ve pH gibi degisimlerden
kolayca etkilenen esnek bir yapi ve konformasyona sahip olmasidir. Termodinamik
ve pratik acilardan bakildiginda da bu 6zelliklere sahip bir molekul i¢cin molekuler
baskilama islemini gergeklestirmek zordur. Ugiinciisii de proteinlerin, fonksiyonel
monomerler ile etkilesebilecek ¢ok sayida fonksiyonel grup icermesidir. Baskilama
isleminin belirlenmesinde baskilanmasi istenen proteinlere uygun kosullarin

secilmesi gerekmektedir.
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2.3.3.1. Protein Baskilamada Kullanilan Yaklagimlar

Proteinlerin baskilanmasina iliskin yaklasimlar proteinin baskilamaya dahil edilen
kismina gore (protein molekulinin tamami, belli bir bdlgesi ya da protein

uzerindeki belli bir epitop) genel olarak ¢ baslik altinda incelenebilir;

(1) Katle (Y1gin) polimerizasyonu ile baskilama
(2) Epitop yaklagimi
(3) Ylzey baskilama

Uc¢ boyutlu (3D) baskilama metodu olarak adlandirilan kiitle polimerizasyonu ile
baskilama metodunda protein bir butun olarak U¢ boyutlu yapisiyla polimer
matriksin icerisinde baskilanmakta ve fonksiyonel monomerler ile bir butiin olarak
etkilesmektedir. Proteinin geri baglanmasi da bu sekilde gergeklesmektedir. Yuzey
baskilamada ise baskilama ve tanima Ug¢ boyutlu yapinin tamami ile degil proteinin
belli bir bolgesi ile kismen gerceklesmekte ve tanima bdlgeleri molekuler
baskilanmis polimerin ylzeyinde ya da ylzeyine yakin bdlgede yer almaktadir.
Yuzey baskilama yéntemi iki boyutlu (2D) baskilama yontemi olarak adlandirilan

baskilama yontemleri arasinda yer almaktadir.

Proteinin kiguk bir epitopunun baskilanmasiyla gergeklesen yaklasim ise epitop
yaklasimidir ve elde edilen molekuler baskilanmig polimer proteini baskilanan bu
epitop sayesinde taniyabilmektedir. Bu yaklasim da yine 2D baskilama metodlari

arasinda yer almaktadir.

2.3.3.1.1. Yuzey Baskilama

Kutle polimerizasyonu ile baskilama tekniginin baytk molekuller olan proteinler igin
kullanimi sinirlidir. Alternatif yaklasimlardan biri polimerleri ince filmler seklinde
hazirlamak ya da bir destek ylzeyine tutturmaktir [L04]. Yizey baskilamada temel
strateji baglanma Dbdlgelerinin  ylzeyde ya da ylzeye vyakin bolgelerde
olusturulmasidir. Bu sayede protein molekullerinin kolayca baglanma bdlgelerine
ulasmasi saglanmaktadir. Fakat bununla birlikte bu yaklasim ile hazirlanan
molekuler baskilanmig polimerlerde protein yuzeyinin belli bir bolimu
baskilandigindan segcicilik dusik olabilir. Ayni zamanda heterojen baglanma
bdlgelerinin olugsma olasiligi yuksektir. Ylksek kutle transferi, sensor platformlari

ile entegrasyon ve saglamlik gibi avantajlar ise bu yaklagimi protein baskilamada
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klasik kutle polimerizasyonuna gore daha fazla tercih edilen bir metod haline
getirmigtir. Bu avantajlar ve son zamanlarda yuzey kimyasina olan artan ilgi
nedeniyle yluzey baskilama metodu ile protein baskilanmasina iligkin arastirma

saylisI artmaktadir.

2.3.4. Nanopartikiiller

Geleneksel baskilanmis MIP’lere kiguk partikillerin elde edilmesi icin 6gutme
islemi uygulanmalidir. Son zamanlarda yuksek verimi, boyutunun ve boyut
dagiiminin  kolay kontrol edilebilmesi nedeniyle MIP  nanopartikillerin
hazirlanmasi, arastirmacilarin ilgi odag:r olmustur [105, 106, 107, 108]. Li ve
arkadaslari MIP nanopartikillerin sentezinde kullanilabilecek bir c¢esit blok
kopolimer tasarlamiglardir. Fonksiyonel gruplara sahip bloklardan biri, kalip
molekul ile hidrojen bagi etkilesimini ve eszamanli mikromisel olugumunu
saglarken, polimerlesebilen gruplari iceren diger blok, dizgin nanopartikullerin

olusumunda ¢apraz baglama ajanin gorevini Ustlenmektedir.

Sonuglar, nanopartikillerin boyut ve bigiminin baskilama verimi i¢in olduk¢a énemli
oldugunu goOstermektedir. Daha kuguk boyutlu olmalarindan dolayr MIP
nanopartikuller, daha ylksek afinite, segicilik ve baglanma bdlgelerine erigim
kolayli§i saglamaktadir. MIP nanopartiktllerin (100 nm), normal partiktllerden (5
pm) tam 2.5 kat daha fazla baglanma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Tan
ve arkadaslari miniemulsiyon polimerizasyonuyla yaklasik 40 nm boyutunda
ribonukleaz A (RNase A), sigir serum albumini (BSA) ve lizozim (Lys) yuze
baskilanmis nanopartikiller sentezlemigler ve bunlarin secicilik ve tekrar
kullanilabilirliklerini incelemislerdir. Hazirlanan baskilanmis nanopartikillerin hedef
molekullere karsi ylksek secicilik gostermislerdir. Bu ylksek seciciligin nedeni ise

yuzey arttirici molekuller ile proteinler arasindaki etkilesim oldugu belirtmiglerdir.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

insan serum albimin (HSA), hemoglobin(Hb), transferrin, L- lésin metilester,
metakroil 3-aminopropil-trietoksisilan (APTES), etilenglikol dimetakrilat (EDMA),
poli(vinil alkol) (PVA), sodyum dodesil sulfat (SDS), hidroklorik asit (HCI), Sigma
firmasindan (St. Louis, ABD), disodyum hidrojenfosfat, sodyum dihidrojenfosfat,
sodyum hidroksit, etanol, hidrojen peroksit, nitrik asit, glutaraldehit (GA),
Azoizobutironitril (AIBN), Merck firmasindan A.G. (Darmstadt, Almanya), sodyum
klorlir, sllfirik asit Fluka firmasindan A.G. (Buchs, lIsvigre) elde edilmistir.
Deneylerde kullanilan su, ylksek akigl sellloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimigtir. Elde edilen saf suyun
(deiyonize su) direnci 18.2 M/cm’dir. Deneylerde kullanilan cam malzemeler bir

gece boyunca 4 M nitrik asitte bekletilmis ve tozsuz ortamda kurutulmustur.

3.2. MALM monomerinin Sentezi

N-Metakriloil—(L)-L&sin metil ester (MALM) monomerinin sentezi kisaca soyledir: L-
Lésin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g) diklorometan (CH2Cl2) (100 mL)
¢Ozeltisi icerisinde ¢ozulmustur. Cozelti 0°C’a sogutulmustur. Trietilamin (12.7 g)
bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. Metakroil klortr (5.0 mL) yavascga bu ¢dzeltinin Gzerine
dokulmustir. Reaksiyon karisimi azot atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2
saat oda sicakliginda karistirimigtir. Bu surenin sonunda reaksiyona girmeyen
metakroil klorar, %10’'luk NaOH ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz déner

buharlastiricida uzaklastiriims ve kalan kisim (MALM) etanolde ¢ozulmustur [109].

3.2.1. MALM monomerinin Karakterizasyonu
3.2.1.1. FTIR-ATR Analizi

MALM monomerinin karakterizasyonu icin FTIR-ATR spektrofotometresi (Peklin
Elmer, Spectrum 100, Waltham, MA, ABD) kullanildi.
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3.2.1.2. NMR Analizi
MALM monomerinin proton NMR spektrumu, CDCls igerisinde JEOL GX-400 300

MHz (Japonya) NMR cihazi kullanilarak alinmigtir. Kimyasal kaymalar ppm
cinsinden CDCIz referans alinarak rapor edilmistir. insan serum albumin
baskilanmis yluzey plazmon rezonans nanosensorun hazirlanmasi iki farkli yontem

ile yapiimigtir.

1. Mikro-temas yontemi ile HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensdrlerin hazirlanmasi

2. HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) sentezleyerek ve baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) nanopartikullerin  sentezlenmesiyle nanosensorlerin

hazirlanmasi

3.3. Mikro-temas Yontemiyle HSA Baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
Baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) SPR Nanosensorlerin Hazirlanmasi

3.3.1. Cam Slaytlarin Yizey Modifikasyonu ve Protein Kalibinin Hazirlanmasi

Kalinhdr 1 mm olan 2,5 cmx7,5 cm boyutlarindaki cam slaytlarin temizlenmesi su
sekildedir; Cam slaytlar petri kabinda sivi hacimleri 20 mL/slayt olacak sekilde
etanol ile 20 dakika ultrasonik banyoda bekletildi, deiyonize su ile yikandi ve
ardindan 80°C de etivde kurutuldu. Hazirlanan hidroklorik asit ¢ozeltisi ile ayni
sekilde muamele edildi ve ardindan Ug¢ defa deiyonize su ile yikandi. Ayni iglem
hazirlanan sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile tekrarlandi. Son olarak cam slaytlar 10

dakika N2(g) ‘1 ile kurutularak modifiye edilmeye hazir duruma getirildi.

Protein kalibinin hazirlanmasi icin HSA cam ylzeyine kovalent olarak immobilize
edildi. Bu amagla ilk olarak temizlenmis olan cam slaytlar oda sicakliginda 30
dakika slre ile H2SO4:H202 (1:3) (v/v) karigsiminda bekletildi. Ardindan saf su ile 3
kez yikanarak 80°C ‘da vakum etuvunde 2 saat kurutuldu. Kurutulan cam slaytlar
etanol ile hazirlanmis %5 (v/iv) APTES (3-aminopropil-trietoksisilan) ¢ozeltisine
daldirilarak c¢alkalamali su banyosunda oda sicakliginda 2 saat 60 rpm’ de
calkalamaya birakildi ve bdylelikle aminogruplarinin cam yuzeyine takilmasi
saglandi. Bu sure sonunda cam slaytlar etanol ve damitik su ile 3’er kez yikanarak
N2(g)'1 ile 10 dakika kurutuldu. APTES ile modifiye edilmis cam slaytlar pH 7,4

32



fosfat tamponu ile hazirlanmis %2,5 (v/v) GA ¢ozeltisine daldirlarak galkalama su
banyosunda oda sicakliiginda 2 saat 60 rpm’ de galkalamaya birakildi ve
bdylelikle amino gruplari aktiflestirildi. Ardindan cam slaytlar pH 7,4 fosfat tamponu
ile 3 kez yikandil. Daha sonra saf su ile yikandi ve N2(g)’1 ile 10 dakika kurutuldu.
Elde edilen modifiye camlar 15 pmol igeren 500 uL HSA ¢ozeltisi kalip molekulin
fonksiyonel monomere orani 1:10 olacak sekilde 10 mL 0,1 g/mL HSA ¢o6zeltisine
daldirilarak 24 saat sure ile +4°C‘de bekletildi. Elde edilen HSA kalibi cam slaytlar
pH 7,4 tamponu ile 3 kez yikanarak reaksiyona girmeyen HSA uzaklastirildi.
Hazirlanan slaytlar N2(g) ‘1 ile 10 dakika kurutularak HSA baskilanmis [PEDMALM-
HSA] (MIP) filmin hazirlanmasinda protein kalibi olarak kullanildi. Baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) filmin hazirlanmasinda ise APTES ve glutaraldehit ile modifiye
edilen cam slaytlar sadece pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde bekletildi ve

kurutulduktan sonra kullanildi.

-\ . - —
80°C, 1 sast
modifiye edilmemis
[=7 —, == \

- m

«—— APTES ile modifiye ___ > <«——— GAile modifiye
edilmis edilmis

=

HSA gozeltisi (PB)

pH=7.4

Sekil 3.1. Cam slaytlarin yizey modifikasyonu ve protein kalibinin hazirlanmasi

3.3.2. Cam slaytlarin Karakterizasyon Caligmalari
3.3.2.1. Temas Agisi Analizi

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
filmlerinin su ile yaptigi temas agisi belirlendi. Temas agisi dlgimlerinde Phoenix
300 (Kore) cihazi kullanildi. Temas agisi 6lgimunde yapisik damla (Sessile Drop)

yonteminden yararlanildi. Bu yontemle analizi yapiimak istenen yuzeyler Gzerine 1
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damla su damlatilarak her birinin temas agisi 6lguldi. Olgimlerde yiizeylerin farkli
bdlgelerine su damlatmak suretiyle 20 ayri fotograf cekildi ve her biri igin ayri
temas acisi belirlendi. Temas acisi 6lcumlerinde Phoenix cihazi ile birlikte verilen
ImageXP yazilimi kullanildi. Bu yazilimda temas ag¢i degerleri damlacigin kati ile
sol temas noktasindan alinan soldan temas acisi; sag temas noktasindan alinan
sagdan temas agcisi dikkate alinarak belirlenmektedir. Her bir yizey icin belirlenen

temas acisi 10 olgimun ortalama degeridir.

3.3.3. SPR Altin Cip Yuzeylerinin Modifikasyonu

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensorinin hazirlanmasinda
GWC SPRimager Il sistemine uygun 2,5 cmx2,5 cm boyutlarindaki altin kapl ¢ip
(SPRchipTM) kullanildi. Bu ¢ipler SF10 cam Uzerine 2 nm titanyum ve 42,5 nm
altin kaplama icermekte ve firmadan hazir olarak temin edilebilmektedir.
Modifikasyon 6ncesi altin ylzey asidik pirana ¢ozeltisi (3:1 (v/v) H2S04:H202) ile
temizlendi. Altin kapl ¢ip yuzeyleri allil merkaptan (CH2=CH-CH2SH) kullanilarak
24 saat modifiye edildi. Béylelikle polimerizasyonun altin ylzeyinde gerceklesmesi

icin gerekli doymamis baglar olusturuldu.

3.3.4. SPR Sensor Yiizeyinde HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
Baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) Filmlerin Sentezi

Allil merkaptan bulunan tiyoller (R-SH) Au(111) substratlar Gzerinde mukemmel
kendiliginden olusumlu tek tabaka (SAM; Self-Assembled Monolayer) olustururlar.
Uc¢ grup altin yuzeyinde kuvvetli ve istemli bir sekilde adsorbe olur. Daha sonra
molekuller zincir-zincir etkilesimleri ile tekrar kendi aralarinda organize olarak
yuzeyde yogun ve duzenli bir tabaka olustururlar. Bu duzenlenmede kuyruk
kisminda yer alan doymamis grup disa dogru yonlenmektedir. Bu sekilde Allil
merkaptan ile modifiye edilmis ylzey plazmon rezonans altin ¢ip yuzeyinde HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) polimerinin hazirlanmasi igin ilk olarak HSA
ile etkilesime girebilecek olan fonksiyonel MALM monomeri (77 plL) ile gapraz
baglayicit EDMA monomeri (28 pL) 2 saat sureyle oda kosullarinda karistirilarak
stok monomer karisimi hazirlandi. Daha sonra bu karisim igerisine 1 mg

azobisizobutironitril  (AIBN) eklenerek polimerizasyon karisimi  hazirlandi.
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Reaksiyon karisimindan azot gazi gegirilerek ¢ozinmus haldeki oksijen ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra reaksiyon karisimindan 20 yL numune alindi ve daha
onceden allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR sensor ¢ip ylzeyine damlatilarak
lam Uzerinde hazirlanan kalip protein olarak kullanilan HSA' nin baskilanmasi
gerceklestirildi. Polimerizasyon hazirlanan preparatin UV 1s1g1 (100 W, 356 nm,
UVP B100-AP High Intensity UV-lamp) altinda 2 saat bekletiimesi suretiyle
gerceklestirildi.

Fonksiyonel monnomer, baslatici ve
capraz baglayicidan olusan kansimi

AN

/

Alilmerkaptanile — HSA cozeltisinde 24
modifiye edilmi SPR cip saat bekletilmis cam

slayt

UV lambasi, 2 saat

Sekil 3.2. SPR ¢ip yuzeyinde HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
filminin hazirlanmasi

Polimerizasyon isleminden sonra protein kalibi ylzey plazmon rezonans gip
yuzeyinden ayrildi. Polimer kaplanmis ylzey plazmon rezonans c¢ipler once
deiyonize su/etanol ardindan ve vakum etlvinde kurutuldu. Baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) filmin hazirlanmasinda ise APTES ve glutaraldehit ile modifiye
edilmis cam slayt HSA ¢ozeltisi yerine pH 7,4 fosfat tamponunda bekletildi ve

kurutulduktan sonra yukarida anlatildigi sekilde kullanildi.

Uygun polimerizasyon karisiminin belirlenmesi icin MALM:HSA orani 1:1, 1:5,
1:10, 1:20 seklinde degistirilerek MALM-HSA oraninin UV ile optimizasyonu
yapimisti. HSA baskilanmig (MIP-HSA) ve baskilanmamig (NIP) PEDMALM
filmler hazirlandi ve 300 nM HSA c¢o6zeltisi kullanilarak baskilama faktoru
(%ARMIP-HSA/ %ARNIP) hesaplandi.
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3.3.5. HSA Baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) SPR Nanosensorlerin Yuzey Karakterizasyonu

3.3.5.1. FTIR-ATR Analizi

HSA baskilanmis ve baskilanmamis ylzey plazmon rezonans giplerin ylzeylerinin
ve kalip proteinin hazirlanma agsamalarinin karakterizasyonu igin FTIR-ATR
spektrofotometresi (Peklin Elmer, Spectrum 100, Waltham, MA, ABD) kullanildi.
HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
kaplanmis SPR nanosensor ¢ipler ve lamlar cihazin érnek yuvasina yerlestirildi ve
400-4000 cm™ dalga sayisi araliinda ylizeyde gerceklesen toplam yansima

miktari 6lgulda.

3.3.5.2. Temas Agisi Analizi

Yuzeyinde HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamis [PEDMALM]
nanosensor film yuzeylerinin 1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu

yuzeylerin su ile yaptiklari temas acgilari dlgulmustar.

3.3.5.3. AFM Analizi

HSA baskilanmis ve baskilanmamig altin giplerin ylzeylerinin karakterizasyonu
icin yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments,
Oxford, ingiltere) kullanildi. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli
interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢ok ylksek ¢ozunarlikte dlgim
alabilmektedir. Goruntileme c¢alismalari hava ortaminda, yari deden modda
gerceklestirildi. Salinim rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulandi. Titresim
genligi, 1 VRMS ve bos titresim genligi ise 2 VRMS'dir. Orneklerden 2 pm/s
tarama hizinda, 256x256 piksel ¢ozlinirlikte, 2x2 ym? ‘ lik alanlarin gorintisi

alindi.

3.3.5.4. Elipsometre

HSA baskilanmis ve baskilanmamis altin giplerin ylUzeyindeki kalinhk &lgtimleri

Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile yapildi. Kalinlk
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Olcimleri 532 nm dalga boyunda, 62 derecelik bir gelis agisinda gergeklestirildi.
Yuzeyinde polimerik film iceren altin ¢ip lazer 151k kaynagi altina yerlestirildi. YUzey
kalinhgr hesaplama programi i¢cin SF10 cam + 2 nm titanyum katmani + 42,5 nm
altin katmani veri olarak ongoériildi. Olglimler sensdr yizeyinde 6 farkli noktada 3

kere tekrarlandi ve sonuglar bu de@erlerin ortalamasi alinarak rapor edildi.

3.3.6. SPR Sisteminin Analiz igin Hazirlanmasi

Hazirlanan HSA baskilanmis ve baskilanmamis altin cipler ile kinetik analizler
yuzey plazmon rezonans sistemi SPRimager Il (GWC Technologies, Madison,
ABD) ile gerceklestirildi. Sensorgramlarin elde edilmesinde sistem ile birlikte
saglanan Digital Optics V++ goértntileme yazilimi ve bu yazilimla birlikte ¢alisan

Microsoft Excel programi kullanildi.

GWC SPRimager Il cihazinda yuzey plazmon rezonans etkisi ylzey plazmon
rezonans acisina yakin sabit bir agida uyarilmis olan 6rnekten yansiyan isigin
Olcllmesi prensibine gore calismaktadir. SPRimager |l sisteminde 1sigin dalga
boyu (800 nm) ve gelis agisi (40°-70°) sabittir. Cihaz 1sik kaynagi, kutuplayici,
ornek hdcresi, dar band filtresi, ¢ip yuzeyindeki tum optik alani yakalayabilen CCD
kameradan olusan bir dedektdr ve sicaklik degisimini dnlemek igin bir sicaklik
sensoru icermektedir. Kosutlamis polikromatik bir kaynaktan gelen 1sik yuzey
plazmon rezonans agisina yakin bir bélgedeki acida bir polarizérden (kutuplayici)
gecgerek prizmal/ince altin film/6rnek Uglisunin beraberce olusturdugu ornek
hicresine carpmaktadir. Isik, prizma/altin araylzeyi ile etkileserek yansiyan 1s1gin
siddetindeki azalmaya neden olan yiizey plazmonlarini olusturur. Ornekten
yansiyan Isik sadece dedektorun algilayabilecegi araliga denk gelen dar bir band
araligindaki 1s1gin gecisine izin veren bir filireden gecer ve bu sayede yansiyan

IS191n siddeti dlguldr.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamis [PEDMALM] nanosensorler
ile kinetik analizler yapilabilmesi i¢in hazirlanan nanosensoérlerin yuzeyi akis
hicresi yonunde olacak sekilde ornek tutucuya yerlestirildi ve Uzerine kirllma indisi
esitleyici sivi (kirilma indisi: 1,720 £ 0,0005, Cargille Laboratuaries series M fluid)
damlatilarak Uzerine prizma yerlestirildi. Bu sayede SF-10 cam prizma ile altin ¢ip

arasindaki baglanti saglanmig oldu. Ardindan akis hucresi, giris ve ¢ikis uglarida
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ornek tutucuya eklenerek ornek hucresi hazirlandi ve kinetik analizlerin
gerceklestirimesi icin cihaza yerlestirildi. Sicaklik sensort kullanilarak sicaklik

25°C‘a sabitlendi ve tim sensorgramlar bu sicaklikta alindi.

3.3.6.1. Yuizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Sensorgram Alinmasi

Ornek hiicresi hazirlanarak cihaza yerlestirildi. ik olarak sisteme pH 7,4 fosfat
tamponu gonderilerek c¢ip Uzerindeki polimer yuzeyinin 1slanmasi saglandi ve
yluzeyden 150 ulL/dakika hizinda 30 dakika sure ile pH 7,4 tamponu gegiriimeye
devam edildi. Daha sonra gelis agisI yuzey plazmon rezonans agisina yakin bir
acglya sabitlenerek sensorgram alinmaya baslandi. Sistemden ilk olarak pH 7,4
tamponu yaklasik 3 dakika gegirildi ve ardindan analizi yapilacak olan ¢ozelti (HSA
iceren sulu c¢ozelti, yarigsmaci protein ¢ozeltileri ya da plazma &rnekleri)
nanosensor yuzeyine yaklasik 10 dakika gonderilerek yansiyan 1s1gin siddetindeki
degisim degerleri anlik olarak gdzlendi. Sistemin denge durumuna gelmesinin
ardindan yuzeye yaklasik 2 dakika 0,05 M NaCl karigsimi verilerek desorpsiyon
islemi gercgeklestirildi. Desorpsiyon islemi 10 dakika daha siUrdukten sonra,
nanosensor yuzeyi 10 dakika su ve tekrar dengeye gelene kadar 10 dakika pH 7,4
tamponu ile yikanarak rejenere edildi. Ardindan cihazla birlikte verilen yazilimlar

kullanilarak sensorgram elde edildi.

3.3.7. Yuzey Plazmon Rezonans Sistemi ile Kinetik Analizler

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanosensorler icin  kalibrasyon egrisinin  hazirlanmasi amaciyla farkl
derisimlerdeki HSA c¢ozeltileri sensor ylzeyine gonderildi. Bu ¢ozeltiler 1,5 ile 300
nM derisim araliginda pH 7,4 fosfat tamponuyla hazirlandi ve her bir derisim

degerine ait sensorgram alinarak %AR degerleri belirlendi.

3.3.8. Yanigmali Kinetik Analizler

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR sensorin segiciligini gostermek
icin hemoglobin ve transferrin proteinlerinin kullaniimasiyla olusturulan g¢ozeltiler

yuzey plazmon sistemine goénderilerek yarismali adsorpsiyon c¢alismalari
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gerceklestirildi. Bu ¢ozeltiler, pH 7,4 tamponunda 300 nM derisiminde hazirlandi

ve ¢ip yuzeyine gonderilerek sensorgramlar alindi.

3.3.9. Secicilik Caligmalari

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun segiciligini gostermek
icin HSA baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) nanosensorde hazirlanmistir. HSA
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) SPR sensér ylzeyine hemoglobin ve
transferrin protein ¢ozeltileri gdnderilerek segicilik ¢alismalari yapildi. Bu ¢ozeltiler,
pH 7,4 tamponunda 300 nM derigsiminde hazirlandi ve gip yuzeyine gonderilerek

sensorgramlar alindi.

3.3.10. Yapay Plazma ve Yapay idrar Galismalari

Hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] ylzey plazmon rezonans
sensorun gercek oOrnekler ile kullanilabilirliginin  ve mevcut yontemler ile
uyumlulugunun arastirilabilmesi icin yapay plazma ve idrar ornekleri ile galisildi.
Yapay plazma, 1 ml saf su ile ¢ozildi ardindan 1:1x103, 1:2x103, 1:3x103
oranlarinda seyreltilerek (pH 7,4 fosfat tamponu) Ornekler hazirlandi ve
nanosensor ylzeyine génderilerek sensorgramlar alindi. Idrar galismalar ise idrar
icerisine farkl derisimlerdeki HSA cozeltisi spike edilerek yapildi. Bu sekilde
hazirlanan yapay idrar 6rnekleri sensor ylzeyine godnderilerek sensorgramlar

alindi ve daha dnce yaplilan kinetik ¢calismalar ile uyumluluguna bakild1.

3.3.11. Tekrar Kullanilabilirlik ve Kararliik Caligmalari

Mikro-temas yontemiyle hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensoérlerin performanslarini belirlemek
amaclyla 5 kez ardarda ornek verildi ve sensorgram alindi bu sekilde tekrar
kullanilabilirlik calismasi gergeklestirildi. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorun, kararliik c¢alismasi icin ayni nanosensor 3 aylik periyotlarla
toplamda 3 kez 4 tekrarh HSA analizi igin kullaniimis ve SPR nanosensoérin

kararlihgi gosterilmistir.
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3.4. HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig [PEDMALM]

(NIP) Nanopartikillerin Sentezlenmesiyle Nanosensorlerin Hazirlanmasi
3.4.1. Nanopartikillerin Sentezi

Hedeflenen derisim araligina inmek amaciyla ¢alismanin ikinci kisminda HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamigs [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller iki fazli miniemulsiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenmigtir.
Baskilanan HSA derisiminin HSA’ nin SPR ile tayinine etkisini incelemek igin 5:1,
10:1, 20:1 oranindaki MALM:HSA kompleksleriyle hazirlanan nanofilim ve

nanopartikuller ile HSA 6lgumu gergeklestiriimigstir.
HSA baskilanmis nanopartikullerin hazirlanmasinda asagidaki yontem izlenmigtir;

Faz I; PVA (95 mg), SDS (15 mg) ve NaHCO3'in (12 mg) 5.0 mL deiyonize su
icinde ¢ozulmesiyle hazirlanmistir. Faz Il; PVA (50 mg) ve SDS’in (50 mg) 100 mL
deiyonize suda ¢ozulmesiyle hazirlanmistir MALM:HSA 6n-kompleksi (10:1 pmol)
olacak sekilde 500 mikrolitre HSA ¢ozeltisi karistirilarak dn-kompleks olusturularak
monomerin ¢apraz baglayiciya orani (1:30 umol) olacak sekilde capraz baglayici
EDMAdan 850 pl alinarak eklenerek yag fazi elde edilmistir. Yag fazi faz I'e
yavasca eklenmistir. Karisim, 25.000 rpm de homojenizatérde (T10, lka
Labortechnik, Almanya) homojenize edildikten sonra Faz Il ile karistiriimigtir.
Sodyum bisulfit (50 mg) ve amonyum perstlfat (100 mg) baslaticisinin
eklenmesinden sonra polimerizasyon iglemi 40°C de 24 saat sureyle
gerceklestiriimistir. Elde edilen HSA baskilanmis nanopartikiller 5 kez deiyonize
su, 5 kez etil alkol ve tekrar deiyonize su ile yikanarak reaksiyona girmeyen
monomer, yluzey aktif madde ve baslatici uzaklastirlmistir. Her bir yikama
basamagi igin ¢ozelti 25.000 rpm’de 1 saat sureyle santrifij edilmis (Allegra-64R
BeckmanCoulter, ABD) ve nanopartikuller yikama ortamindan ayriimistir.
Temizlenen nanopartiklller, deiyonize su igerisinde tekrar dagitiimis ve 4°C’de
saklanmistir. Kontrol deneyleri icin HSA baskilanmadan nanopartikiller ayni

kosullarda sentezlenmisgtir.

40



3.4.2. HSA Baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) Nanopartikullerin Karakterizasyonu

3.4.2.1. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen nanopartikillerin boyut analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern
Instruments, Londra, Ingiltere) ile belirlenmistir. Zeta boyut analizi, 151k sagilmasi
teknigi ile Olgcim yapan nanopartikillerin hidrodinamik boyutu (0.6 nm-6.0 pm
araliginda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik 200 mS) ve molekdl agirhginin
(1x10%-2x107 arahginda) tayinine olanak saglayan bir sistemdir. Zeta boyut analizi
icin izlenen deneysel yontem su sekildedir: nanopartikul ¢ozeltisi (3 ml) nanoboyut
analizérinun 6rnek yuvasina yerlestirilmistir. Isik sagilmasi 90°’lik gelis agisinda
25°C’da tayin edilmigtir. Veri analizi igin, deiyonize suyun yogunlugu (0.88 mPa.s)
ve kirnma indeksi (1.33) kullaniimistir. Isik sacilma sinyali birim saniyedeki partikul
sayis! (partikil sayisi/s) olarak hesaplanmistir. Olgtimler, 3 kere tekrarlanmis ve
sonuglar zeta boyut analizérunun yazilimi ile incelenmis ve standart sapma

degerleri ile birlikte rapor edilmigtir.

3.4.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

As-IIP nanopartikullerin ylzey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
(JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya) ile incelenmistir. SEM oncesi As-IIP
nanopartiktller ilk olarak -20°C’de dondurulmus ve liyofilizatérde (Chris Alpha 1-2
LD plus, M Christ GmbH, Almanya) kurutulmustur. Liyofilizatorden alinan
nanopartiktl érnegi SEM fotograflarinin alinmasi amaci ile iletken bir yapistirici ile
SEM 6rnek plakasi Uzerine tutturulmustur. Daha sonra 6rnek ylzeyi vakum altinda
50 A kalinhiginda metalik altin ile kaplanarak yiizey iletken hale getiriimis ve gesitli

buyutme oranlarinda goruntuleri alinmistir.

3.4.3. Yiuizey Plazmon Rezonans Sensor Yuzeyine HSA Baskilanmig
[PEDMALM-HSA] Nanopartikiillerin Tutturulmasi

GWC SPRimager Il sistemine uygun 2,5 cmx2,5 cm boyutlarindaki altin kapl gip
(SPRchipTM) kullanildi. Bu ¢ipler SF10 cam Uzerine 2 nm titanyum ve 42,5 nm

altin kaplama icermekte ve firmadan hazir olarak temin edilebilmektedir.
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Modifikasyon oncesi altin yuzey asidik pirana ¢ozeltisi (3:1 (v/v) H2S04:H202) ile
temizlendi. Altin kapl ¢ip yuzeyleri allil merkaptan (CH2=CH-CH2SH) kullanilarak
24 saat modifiye edildi. Béylelikle polimerizasyonun altin ylzeyinde gerceklesmesi

icin gerekli doymamig bagdlar olusturuldu.

Etil alkol ile temizlenerek vakumlu etivde kurutulan SPR altin ¢ip ylzeyine
sentezlenen HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) nanopartikillerin 100 kat seyreltiimis c¢ozeltisinden 5 pl
damlatilarak UV i1sik altinda 2 saat bekletilmesiyle nanopartikullerin gip ylzeyine
tutturulmasi saglanmistir. Hazirlanan nanosensérlerin 500 nM HSA c¢ozeltisi
kullanilarak baskilama faktort (%9 ARMIP-HSA/ %ARNIP) hesaplandi.

3.4.4. HSA Baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) Nanopartiklllerin Sentezlenmesiyle Hazirlanan

Nanosensorlerin Karakterizasyonu
3.4.4.1. FTIR-ATR Analizi

HSA baskilanmig ve baskilanmamis nanopartikuller ile hazirlanan yuzey plazmon
rezonans ciplerin ylzeylerinin karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR spektrofotometresi
(Peklin Elmer, Spectrum 100, Waltham, MA, ABD) kullanildi. HSA baskilanmis
[PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) ile hazirlanan
nanosensorler cihazin 6rnek yuvasina yerlestirildi ve 400-4000 cm™ dalga sayisi

araliginda yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktari dlguldud.

3.4.4.2. Temas Agisi Analizi

HSA baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikll ile ylzeyinde film hazirlanmis
altin yuzeylerin i1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu ylzeylerin su ile

yaptiklari temas acilari dlgUlmustur.
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3.4.4.3. AFM Analizi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller ile nanosensorlerin karakterizasyonu igin yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullanildi.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x
4096 piksel gibi ¢ok yuksek ¢ozunurlikte oOlgum alabilmektedir. Goruntileme
calismalari hava ortaminda, yari degen modda gercgeklestirildi. Salinim rezonans
frekansi, 341.30 Hz olarak uygulandi. Titresim genligi, 1 VRMS ve bos titresim
genligi ise 2 VRMS'dir. Orneklerden 2 um/s tarama hizinda, 256x256 piksel

¢ozundrliikte, 2x2um? * lik alanlarin gérintisi alindi.

3.4.4.4. Elipsometre

HSA baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiller ile hazirlanan yizey plazmon
rezonans ciplerin kalinlik 6lguimleri Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Gottingen,
Almanya) cihazi ile yapildi. Kalinlik élgimleri 532 nm dalga boyunda, 62 derecelik
bir gelis acisinda gergeklestirildi. Ylzeyinde polimerik film iceren altin ¢ip lazer 11k
kaynag! altina yerlestirildi. YUuzey kalinligi hesaplama programi i¢cin SF10 cam + 2
nm titanyum katmani + 42,5 nm altin katmani veri olarak 6ngorildi. Olglmler
sensor yuzeyinde 6 farkh noktada 3 kere tekrarlandi ve sonuclar bu degerlerin

ortalamasi alinarak rapor edildi.

3.4.5. Yuzey Plazmon Rezonans Sistemi ile Kinetik Analizler

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikiller ile hazirlanan ylzey plazmon rezonans nanosensorleri igin
kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi amaciyla farkli derisimlerdeki HSA c¢ozeltileri
sensor yuzeyine gonderildi. Bu ¢ozeltiler 0,15 ile 500 nM derisim araliginda pH 7,4
fosfat tamponuyla hazirlandi ve her bir derisim dederine ait sensorgram alinarak
%AR degerleri belirlendi.
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3.4.6. Yannigmali Kinetik Analizler

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller ile hazirlanan yuzey plazmon rezonans nanosensorlerin segiciligini
gOstermek icin hemoglobin ve transferrin proteinlerinin kullaniimasiyla olusturulan
karisimlar yuzey plazmon sistemine gonderilerek yarismali adsorpsiyon
calismalari gercgeklestirildi. Bu ¢ozeltiler, pH 7,4 tamponunda 500 nM derisiminde

hazirlandi ve ¢ip yuzeyine gonderilerek sensorgramlar alindi.

3.4.7. Segicilik Galigmalari

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller ile hazirlanan yluzey plazmon rezonans nanosensorlerin yuzeyine
hemoglobin ve transferrin protein c¢ozeltileri gonderilerek segicilik calismalari
yapilmistir. Bu ¢ozeltiler, pH 7,4 tamponunda 500 nM derigiminde hazirlandi ve ¢ip

yuzeyine gonderilerek sensorgramlar alindi.

3.4.8. Yapay Plazma ve Yapay idrar Calismalari

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller ile hazirlanan ylzey plazmon rezonans nanosensorlerin gergek
ornekler ile kullanilabilirliginin - ve mevcut yontemler ile uyumlulugunun
arastirilabilmesi igin yapay plazma ve idrar ornekleri ile ¢caligildi. Yapay plazma, 1
ml saf su ile ¢ozildi ve ardindan, 1:2x103, 1:6x10% ve 1:12x10% oranlarinda
seyreltilerek (pH 7,4 fosfat tamponu) érnekler hazirlandi ve nanosensor yuzeyine
génderilerek sensorgramlar alindi. Iidrar calismalari ise idrar icerisine farkli
derisimlerdeki HSA c¢ozeltisi spike edilerek yapildi. Bu sekilde hazirlanan yapay
idrar ornekleri sensor yuzeyine gonderilerek sensorgramlar alindi ve daha once

yapilan kinetik ¢galismalar ile uyumluluguna bakild1.

3.4.9. Tekrar Kullanilabilirlik ve Kararliik Galigmalari

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanosensorlerin performanslarini belirlemek amaciyla 5 kez ardarda ornek verildi

ve sensorgram alindi bu sekilde tekrar kullanilabilirlik caligmasi gerceklestirildi.
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HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun, kararlilik ¢alismasi igin
ayni nanosensor 3 aylik periyotlarla toplamda 3 kez 4 tekrarli HSA analizi igin

kullaniimis ve SPR nanosensoérun kararlihgr gosterilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. MALM Monomerinin Sentezi

N-Metakriloil —(L)-Losin metil ester (MALM) monomerinin sentez reaksiyonu
asagidaki gibidir.

H,C
CH,
o
CH, o NH,
o NH
cl 4 HaN e
H;C HO
H,;C
o] CH, H;C
CH,
Metakroil klorir ~ L-L&sin metil ester N-Metakriloil kloriir-L-Losin metil ester (MALM)

Sekil 4.1. MALM monomerinin sentezi

4.1.1. MALM Monomerinin Karakterizasyonu

4.1.1.1. FTIR-ATR Analizi

Elde edililen N-Metakriloil —(L)-L6sin metil ester (MALM) monomer (Sekil 4.1) FTIR
calismalari ile karakterize edilmistir (Sekil 4.2). MALM monomerinin yapisinin
belirlenmesi igin FTIR-ATR teknigi kullaniimigtir. Spektrum Gzerinde bilesige ait olan
karakteristik bandlar gosterilmistir. 3362 cm de gorilen pik (-NH) gerilme bandina,
2972 cm de ki pik alifatik (C-H) gerilmelerinden kaynaklanan absorpsiyon bandina,
1729 cm deki pik ester karbonil (C=0) grubuna ait geriime bandina, 1652 cm-* de
gorulen pik amid (C=0) grubuna ait banda, 1621 cm deki pik vinil grubunun (C=C)
bandina, 1526 cm deki pik (N-H) bandina aittir.

Yapiya ait titresim, gerilme ve eg@ilme bandlari, N-Metakriloil—-(L)-Losin metil ester

(MALM) monomerinin sentezinin gergeklestigini géstermektedir [110, 111].
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Sekil 4.2. MALM monomerinin FTIR-ATR spektrumu

4.1.1.2. MALM Monomerinin NMR Analizi

N-Metakriloil-L-Lésin  metil ester (MALM) monomeri sentezlendikten sonra
kimyasal yapisinin belirlenmesi i¢in proton NMR analizi yapiimig (CDCl3) ve
kayma degerleri kaydedilmigti. & 0.95 (6H, CH(CHs)2), 1.513-1.641 (1H,
CH(CHs)2), 1.630-1.704 (2H, CH2CH(CHs)2), 1.958 (3H, COOCHs), 4.065-4.168
(m, 1H, CH2CHCOOCHS3s), 1.950 (3H, CH2 CCHs), 5.720 (s, 1H, CH(H)=CCH3),
5.354 (s, 1H, CH(H) CCHza) olarak belirlenmistir.

4.2. HSA Baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) Nanosensoriin Hazirlanmasi
icin MALM-HSA On-kompleks Oraninin Optimize Edilmesi

MALM:HSA 6n-kompleksi, kalip molekul olarak HSA, fonksiyonel monomer olarak
MALM monomerinin kullanimiyla gergeklestiriimigtir. Optimizasyon olgUmleri
spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. Sekil 4.3’ de gosterilen MALM:HSA 6n-
kompleksinin spektrofotometrik 6lgimu incelendiginde 10:1 umol oranindan sonra
elde edilen spektrumdaki MALM:HSA komplekslesmesinden meydana gelen sinyal
siddetinin artmasinin sona erdigi tespit edilmis ve polimerlesme bu oran Uzerinden
gerceklestiriimisgti.  Farkli  monomer template oranlarinda  hazirlanan
nanopartikuller ile yapilan kinetik c¢alismalarinda %AR degerinin 10:1 pmol

oranindan sonra fazla bir degisim olmadigi gérulmustar.
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Sekil 4.3. MALM:HSA 6n-kompleksin spektrofotometrik élgtimi

4.3. Mikro-temas Yontemi ile [PEDMALM-HSA] ve [PEDMALM] SPR

Nanosensorlerin Hazirlanmasi
4.3.1. Cam Slayt Modifikasyonunun Karakterizasyonu

Yaptigimiz bu ¢alismada, HSA'nin [PEDMALM] film yUzeyine baskilanmasi mikro-
temas yontemi ile gergeklestirilmistir. Mikro-temas yonteminde kalip protein cam
yuzeyine immobilize edilmekte ve bu sekilde proteinin polimerizasyon kargsiminda
¢6zinme sorunu ortadan kalkmaktadir [112]. Simdiye kadar bu yontem ile yapilan
tum c¢alismalarda, protein kalibi olarak kullanilacak camin  ylzeyi
hekzametilendisilazan (HMDS) ie hidrofobik duruma getirilerek protein molekulu

ylzeye hidrofobik etkilesimler ile immobilize edilmistir [113].

Protein molekilleri yiuzeye temelde iyonik, hidrofobik ve polar etkilesimler ile
adsorbe olabilirler. Bu sekilde olusan yuzey heterojen ve rastgele yonlenmis
protein molekulllerinden meydana gelmektedir. Bunun sebebi, her bir molekl
substrat ve daha dnceden baskilanmig protein arasindaki itme kuvvetlerini en aza
indirmek icin farkli yonlenmelerde bir¢ok temasta bulunmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Adsorpsiyon ve immobilizasyonda bazi g¢evresel kosullarin (pH, sicaklik,
iyonik siddet vb.) dedismesinin etkisiyle adsorplanmis molekuller desorbe olurlar
[114, 115].
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Proteinler ylzeylere protein yapisinda yer alan ulasilabilir konumdaki aminoasit
yan zincirlerindeki fonksiyonel gruplar araciligi ile kovalent olarak da immobilize
edilebilir. Kovalent bag genellikle yan zincirdeki fonksiyonel grup ile uygun sekilde
modifiye edilmis substrat arasinda gercgeklestirili. Sonu¢ olarak baglanmanin
tersinmez oldugu ve ylzeyin buylk Olgude kaplandigi substratlar elde edilir.
Kovalent baglama teknigi baglanma kararhligi ve dayaniklihk dusundldigunde
adsorpsiyona gore ¢ok daha uygun bir tekniktir [116]. Biyosensor yuzeylerine
proteinlerin baglanmasinda da siklikla tercih edilen yaklasim kovalent baglamadir
[117, 118, 119]. Kovalent baglamada en c¢ok kullanilan yaklasim protein
molekulinde yer alan —NH2 gruplari ve aldehit gruplari ile tirevlendirilmig substrat
arasinda Schiff bazi olusumudur [120, 121, 122]. Aldehit-amin kimyasi farkli
yuzeylere protein immobilizasyonunda yillardir yaygin bir sekilde kullaniimaktadir
[123, 118].

Cam yuzeyinde fonksiyonel grup olusturmak igin genellikle protein ylzeyinde yer
alan gruplar ile elektrostatik ya da kovalent etkilesimi saglayacak fonksiyonel
gruplar iceren silan bilesikleri kullanilir. Yizey modifikasyonunda en sik kullanilan
iki madde aminopropil trietoksi silan (APTES) ve glutaraldehittir [124,125]. APTES
kovalent olarak cam yluzeyine baglanir. —NH2z uglari her iki ucuda aldehit grubu
iceren glutaraldehit ile kovalent olarak baglananarak ylzeyde serbest aldehit
gruplarn olusturulur. Bu aldehit gruplarida proteinleri Schiff bazi olusumu ile

kovalent olarak baglar [126].

Bu calismada, cam yuzeyi ilk olarak APTES ve glutaraldehit ile modifiye edilmis ve
ardindan miyoglobin yuzeye kovalent olarak immobilize edilmistir. Bu sayede
proteinin ylzeyden desorpsiyonu engellenmistir. Bu yontem ile NaOH/SDS gibi
baglanma bdlgelerinin yapisini bozabilecek kimyasallar ile ylkama asamasi da

ortadan kaldirilmigtir

4.3.1.1. Temas Agisi Analizi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] filmi hazirlanirken cam slaytlar oncelikle
temizlenmekte ve daha sonra modifiye edilerek protein kalibinin hazirlanmasina
uygun hale getiriimektedir. Her bir asamada cam slaytin ylzeyinde degisimler

olmaktadir. Bu degisimleri her bir basamagin temas agisindaki degisimi olgerek
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gOzlemlemek mumkundur. Karakterize etmek amaciyla temizlenmis cam, APTES
ile modifiye edilmig cam, devaminda glutaraldehit ile modifiye edilmis cam ve HSA
ile immobilize edilmis camin (protein kalibi) su ile yaptiklari temas agilari
belirlenmistir. Cizelge 4.1° de suyun cam yulzeyler ile yapti§i temas agisi degerleri,

Sekil 4.4 de ise yine bu yuzeylere ait temas agisi goruntuleri yer almaktadir.

(a) HCI ve NaOH, (b) APTES,

(c) GA (d) HSA

Sekil 4.4. Cam slayt modifikasyonunun temas agilari

Cizelge 4.1. Cam slayt modifikasyonunun temas acilari

Yiizey Temas agisi1,° (H20)
HCI ve NaOH ile temizlenmis cam 32,2°+ 2,58
APTES ile modifiye edilmis cam 40,1° £ 0,21
APTES ve GA ile modifiye edilmis cam 59,6°+ 2,94
HSA baglanmis cam (protein kalibi) 63,4° + 3,11

HCl ve NaOH cozeltisi ile temizlenmis cam igin temas agisi 32,2° + 2,58 iken
APTES ile modife edilmis cam igin bu deger 40,1° £ 0,21 ‘e yukselmistir. Bu
degisim APTES ile muamele sonucunda cam vyuzeyinin daha hidrofobik bir

karakter kazandigini gostermektedir. Bu degisim buyuk olasilikla cam yuzeyindeki
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-OH gruplarinin aminopropil segmentleri ile kovalent olarak baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. APTES ile kaplanmig cam yuzey daha sonra glutaraldehit ile
modifiye edilmis ve temas agisi 59,6° + 2,94 olarak belirlenmistir. Bu sonuca goére
ylzey biraz daha hidrofobik hale gelmistir. Clnku glutaraldehit, APTES den gelen
amin uglarini imin olusumuyla kapatmis ve icerdigi hidrokarbon zincirinden dolayi
da hidrofobik 0zellik kazandirmistir. HSA kovalent olarak baglandigi cam
yuzeyinde ise temas acgisi 63,4° + 3,11 olarak elde edilmigtir Bu sayede

hidrofobisitede az da olsa bir artis olmustur.

4.3.2. HSA Baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) Nanosensorin Karakterizasyonu

4.3.2.1. FTIR-ATR Analizi

Tiyoller (R-SH) Au(111) substratlar Uzerinde muikemmel SAM (Self-Assembled
Monolayer) olustururlar. U¢ grup altin ylzeyinde kuvvetli ve istemli bir sekilde
adsorbe olur. Daha sonra molekiller zincir-zincir etkilesimleri ile tekrar kendi
aralarinda organize olarak yuzeyde yogun ve duzenli bir tabaka olustururlar. Bu
duzenlenmede kuyruk kisminda yer alan grup disa dogru yonlenmektedir. Altin
yuzeyimiz, yuzey doymamis badlar iceren allii merkaptan (CH2=CH-CH2-SH) ile
kaplanmigtir.  Allil merkaptan ile modifiye edildikten sonra ylzeyde HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) polimerik film hazirlanmistir.

SPR  sensOrunin  altin  ylUzeyinin  karakterizasyonu igin  FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. SPR sensor, cihazin 6rnek yuvasina yerlestiriimis 4000-400 cm
dalga sayisi araliginda yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktari olgulmustar.
HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor yuzeyine ait FTIR-ATR
spektrumu Sekil 4.5’de verilmistir. MALM monomerinin EDMA monomerinin
yapisina katilarak olusturdugu [PEDMALM] (NIP) nanofilmin yapisi FTIR ile
karakterize edilmistir. MALM monomerinin ester grubuna ait 1729 cm™ deki
karbonil bandi (C=0) [PEDMALM]'In yapisina katildidi igin 1718 cm™Ye kaymistir.
Yine ayni sekilde 1652 cm™ de goriilen pik amid (C=0) grubuna ait band polimerik
yapliya katillmdan dolay1 1637 cm*'e kaymistir. MALM monomerine ait 1621 cm

deki vinil grubuna ait (C=C) bandi polimerlesmeden dolayi yok olmustur. 1526 cm-!
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deki pik (N-H) bandina ait pik polimerlesmeden dolayi 1550 cm*'e kaymistir. Bu

da polimerlesmenin basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. MALM monomeri ve [PEDMALM] nanosensore ait FTIR-ATR spektrumu

4.3.2.2. Temas Agisi Analizi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamis [PEDMALM] filmlerinin
sentezlendigi sensor yuzeylerini karakterize etmek amaciyla temas agilari

Olctlmastir. Sekil 4.6’ da yluzeylere ait temas agilar gorulmektedir.

(@) [PEDMALM-HSA] (MIP) (b) [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.6. [PEDMALM-HSA] ve [PEDMALM] SPR nanosensorlerin temas agisi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamigs [PEDMALM] nanosensor
yuzeylerinin temas agilari sirasiyla 55,2 + 2,24 ve 61,5 £ 4,63 olarak dlgulmustur.
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4.3.2.3. AFM

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR sensor yuzeyin morfolojik
karakterizasyonu igcin AFM goruntaleri alinmistir. YUzeylere ait AFM goérantileri
sekil 4.7 ve sekil 4.8’ de gosterilmistir. AFM 6lgumlerinden elde edilen purazltlik
degerleri HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) nanoflimler i¢in sirasiyla 3,64 ve 2,47 nm olarak bulunmustur.
HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanofilmlerin parizltlik degerleri arasindaki farkhlik HSA molekillerinin basarili

bir sekilde baskilandigini gostermektedir.

(a) Yuzey goruntusu

50.0 nm

0.0 nm

2.0 um

dto

mi_Median
Modfied Nanoscope file was saves
YNAFMA17458\m1_Median. 002,

(b) 3D gorintisi (2x2 pm?)

Sekil 4.7. [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensorin AFM goruntisi
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(a) Ylzey gorintusu

50.0 nm

0.0 nm

2.0 um

(b) 3D gorintisi (2x2 pm?)

Sekil 4.8. [PEDMALM] (NIP) SPR nanosensoriun AFM goéruntisu

4.3.2.4. Elipsometre

Geleneksel olarak molekuler baskilanmis polimerler yigin polimer monolitler olarak
hazirlanir ve mikrometre boyutlarindaki partikiller elde etmek icin parcalanarak
elenir. Bu yontem ile MIP hazirlama bir¢ok uygulama icin halen yararh iken diger
bazi uygulamalar (6zellikle sensoérler) icin hazirlanacak molekller baskilanmis
polimerlerin film ya da nanopartikuller gibi belirli bir fiziksel formda hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu durumda 6zel olarak adapte edilmis sentez metodlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica difizyonun hizlandiriimasi ve cevap siresinin kisaltiimasi
icin baskilama bolgelerinin yuzeyde ya da yuzeye ¢ok yakin bolgede olusturulmasi
gerekmektedir [127]. Dolayisiyla sensor olarak kullanilacak molekuler baskilanmis

film ya da membranin kalinliginin 100 nm den kalin olmamasi ve hatta 50 nm den
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kiigik olmasi istenir [128]. Ozellikle kaybolan dalga prensibini kullanan optik

transduserlerde bu durum daha da buyluk 6nem kazanmaktadir.

Hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) filmlerin kalinlik élgtimleri icin Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre
(Géttingen, Almanya) cihazi kullanildi. Olgiimler 532 nm dalga boyunda, 60,5 lik
bir gelis agisinda gergeklestirildi. SPR sensor lazer i1sik kaynagi altina yerlestirildi.
Yuzey kalinh@i hesaplama programi igin SF10 cam + 2 nm titanyum tabaka ve
42,5 nm altin tabaka olarak éngérildii. Olglimler sensér yiizeyinde 6 farkli noktada
3 kere tekrarlandi ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edildi. Elde
edilen sonuglara gore hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) filmler sirasiyla 95 £ 4,9 nm ve 89,9 £ 4,9 nm
kalinhktadir.

(b) [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.9. SPR nanosensorlerin 3D Elipsometre goruntusu
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4.3.3. HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR Nanosensor ile Kinetik

Analizler

Bu galismada HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] SPR nanosensoér hazirlanmistir.
HSA derisimi ile SPR sinyali arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi icin farkh
derigimlerde (1,5-300 nM) HSA c¢Ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler peristaltik pompa
araciligiyla HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorle etkilestirilerek
sensorgramlar alindi. Sekil 4.10° da farkli derisimlerde HSA c¢ozeltileri ile

etkilesimden elde edilen sensorgramlar toplu halde gorulmektedir.

16
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14 ——3 nm
12 ~ —5 nM
£
£ 10 [— 7,5 nM
9
= 8 15 nM
o
=1
£ ——25 nM
o 6
[=Ts]
£ 50 nM
= 4
3 \
=, - —— 100 nM
| l ——200nM
0 ' .
o[v 200 400 600 800 1000 1200— 300 nM
-2
Time (sec)

Sekil 4.10. HSA ¢ozeltileri ile [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlarin ¢akistiriimasi

Sekil 4.10’ da goruldigu gibi yizeye HSA gdénderilmesi ile birlikte birlikte %AR
degeri artmaktadir. Standart bir 6lcimde; sistemden dncelikle yaklasik 3 dakika
denge tamponu, daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar yaklagik 10
dakika HSA c¢ozeltisi gecirilmis ve sonra yaklasik 2 dakika desorpsiyon ajani
kullaniimistir. iki 6lgiim arasinda 15 dakika su sénsor ylzeyine génderilmistir.

Batun Olgumlerde sistemin dengeye ulagsmasi icin yaklagik 30 dakika beklenmisgtir.
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Sekil 4.12. 1,5-50 nM ve 50-300 nM araliklarinda HSA derigimi ile %AR
arasindaki iligki

Sekil 4.11’ de géruldagu gibi % AR degeri, derisim arttikca artmaktadir. Bu deger
yaklasik 200 nM civarinda dengeye ulasmis ve denge degeri 12,9 olarak
belirlenmistir. Sekil 4.12° de goruldigu gibi SPR sensoér, 1,5-300 nM derisim
araliginda derisim-sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu araliktaki veriler
deg@erlendirildiginde elde edilen iki dogrunun denklemi ve dogrusalliklari sirasiyla
y1=375,04x+1,409, 0,9179 ve y.=7,2663x+10,884 ve 0,9066 olarak
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hesaplanmigtir. Hazirlanan HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor
icin elde edilen veriler kullanilarak tayin siniri (LOD) degeri de belirlendi. Tayin
sinirinin  (LOD) hesaplanmasi icin 3s/m denklemi kullanildi ve 8,8 pM
hesaplanmigtir. Saglikli bir bdbrege sahip insanlarin idrarina albimin hig
sizmamalidir. Buna ragmen albUimindrinin idrara sizmasinin belli bir kismi normal
olarak kabul edilmektedir. Bu referans araligini gectigi taktirde insan saghginda

ciddi sikintilara yol agabilmektedir.

Cizelge 4.2. Albimindri tanim ve sinir degerleri

Protein Albumin Spotidrar

Tanim (mg/giin)  (mg/giin)  (mg/giin)

Normal <150 <30 <30 pg albumin/mg kreatinin
mikroalbUimindri <500 30-300 30-300 ug albimin/mg kreatinin
makroalbuminUri =500 >300 >300 pg albumin/mg kreatinin

Ayrica 1,5-300 nM HSA derisim araliginda derisim-sinyal dogrusalligi
gostermektedir. Bu sonuglara gore HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorun, idrara albuminin sizmasi durumunda mikroalbUminin tayinini

basariyla gerceklestirebilecek sensor 6zelliklerine sahip oldugu gézlemlenmistir.

4.3.3.1. Kinetik Analizler
4.3.3.1.1. Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([Blo), yUuzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tim derisim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylelikle kutlenin  derisime donustlirilme isleminin  yapilmasina gerek
kalmayacaktir. Serbest analit derigsiminin akis hucresinde sabit kaldigi yalanci

birinci derece kosullari altinda baglanma su sekilde ifade edilir:
dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-kdAR (4.1)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rmaks, baglanma ile dlgtlen ve
maksimum sinyal; C, analit derisimi (uM), ka, baglanma hiz sabiti (uM1.S%) ve kd,

ayrilma hiz sabiti (1/s)dir. Baglanma sabiti Ka (uM?), ka ve kd sabitlerinin
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oranindan hesaplanir (Ka=ka/kd). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:
ARdenge /C = KaARmaks — KAARdenge (4.2)

Bundan dolayl, baglanma sabiti Ka, ARdenge/C’ye karsi ARdenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kb ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

4.3.3.1.2. Baglanma Kinetik Analizi
Esitlik 4.1 tekrar duzenlendiginde;
dAR/dt = kaCARmaks — (kaC + ka)AR (4.3)

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollt kinetikler igin ¢izilen dAR/dt’ye kargi
AR grafiginin, egimi —(kaC + kd) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baslangic
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derigim belirlenmesinde kullanilir. E§er Rmaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanillarak ka ve kd degerleri hesaplanabilir. Ylzeyi tamamen doygunluga
eristirmek icin ¢cok ylksek analit derigsimlerine gerek oldugu i¢cin Rmaks'in deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, birgok farkli analit derisimlerinde
baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yoéndeki hizlarin analizi igin
cizilen dAR/dt'ye kargi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iliskili bir

egim degeri (S) vermektedir:
S = kaC + kd (4.4)

S’ye kargi C grafigi, egimi ka olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kd degerini vermektedir. Fakat, kaC >> kd oldugu durumlarda kd
hesaplamasi i¢in bu yontem ¢ok glvenilir degildir. Daha glvenilir ydontem, ayrilma

kinetiginin incelenmesidir.
IN(ARo/ ARt) = kq (t — to) (4.5)

Burada; ARo ve ARt, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
(129). Sekil 4.13’ de denge analizi ve baglanma kinetik analizi i¢in ¢izilen dogrular
verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka, kd, Ka ve Kb
degerleri Cizelge 4.3’ de 6zetlenmistir.
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4.3.3.3. Denge Analizi (Scathard)
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Sekil 4.13. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi

Cizelge 4.3. Kinetik hiz sabitleri

ARmax13,59596 Ka, pM-L.s1 0,5454
IR 52 604 ka,s™ 0,0077

R M 0 011048 Ka, pM™ 70,83117
IRZ 0,9871 Kb, UM 0,014118
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4.3.4. Denge izoterm Modelleri

HSA baskilanmig SPR sensorun ile HSA molekuller arasindaki etkilesim modelini
belirlemek amaciyla, Scatchard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-Freundlich

(LF) modelleri olmak Uzere dort farkl izoterm modeli uygulanmistir.

Scatchard ARdenge /[C] = Ka(ARmaks- ARdenge) (4.6)
Langmuir AR={ARmaks[C]/Kp+[C]} (4.7)
Freundlich AR=ARmaks[C]1/n (4.8)
Langmuir-Freundlich AR={ARmaks[C]1/n/Kp+[C]1/n} (4.9)

Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARdenge, denge halindeki
SPR sinyal kaymasi; [C], analit derisimi (UM); Ka (uM1), baglanma denge sabiti;
Ko (uM), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich ylzey heterojenite indeksidir.
Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Freundlich adsorpsiyon modeli ise
heterojen baglanma varsayimina dayanir. Langmuir modeli, molekuler baskilanmis
polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerinde yaygin olarak kullanilmigtir [130].
Molekuler baskilanmis polimerlerin heterojen baglanma bdolgeleri de igerdidi rapor
edilmistir [131, 132]. Freundlich adsorpsiyon modeli, 6zellikle disik derisimlerde
MIP sistemlerine uygunluk gostermektedir [131]. Fakat bu model, ylksek derigim
deg@erlerinde bazi sapmalar goOstermektedir. Bu sapmalari engellemek igin
Langmuir-Freundlich ikili modeli kullanilabilir. Bu model, heterojenite oldugu
durumda c¢ok dustk derisimlerden doygunluga kadar MIP sistemleriyle uygunluk
gOstermektedir [132]. Sekil 4.14° de Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

modellerine ait grafikler verilmistir.

61



0,8 -

0,7 -
0.6 y = 0,0009x+0,0719
0’5 R?=0,9989
% o -
5%
0,3 -
0,2 -
0,1 -
U ! T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
1/ [Clusa, (1/uM)
(a) Langmuir
y = 0,3858x + 3,3666 35 7
R? = 0,8654 3 -
25 -
e 2
=]
= 1,5
1 .
0,5 -
-7 -6 5 -4 3 2 1 0
(b) Freundlich
0,8 -
0,7 .
0,6 y = 0,0492x- 0,063
05 4 R?=0,8727
&
0. .
3 .
0,3
[ ]
0,2 o
0,1 - st @R 0" ® ]
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
1/[c]¥m

(c) Langmuir-Freundlich

Sekil 4.14. Adsorpsiyon modelleri
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Cizelge 4.4. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

13,90821 ARmax 29,00
79,89 1/n 0,3858

15,87302

0,3858
0,012517 R? 0,8654 1,280488
0,9989 0,780952

0,8727

deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir modeli ile en uyumludur (R? =
0,9989). Bu sonug; hazirlanan HSA baskilanmis nanosensér yluzeyindeki HSA
baglanma bdlgelerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum
yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her G¢ izoterm modelinden elde edilen
sonuglar Cizelge 4.4’ de verilmistir. Cizelge 4.3 ve 4.4 birlikte incelendiginde
Langmuir modelinin hazirlanan sensoérlere en uygun izoterm modeli oldugu

gOrulmustar.

4.3.5. Yarigmali Kinetik Analizler

Hemoglobin ve transferrin icin HSA molekiline gére dagiima ve segicilik
katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Kda = [(Ci — C1)/Ci] x VIm (4.10)
Esitlikte Kd, dagiima katsayisini (mL/g); Ci ve Cf, biyomolekullerin baglangi¢ ve
sonu¢ derigimlerini (mg/mL); V, kullanilan ¢dzelti hacmini (mL) ve m, polimerin
agirhgini (g) ifade etmektedir. SPR sensor uygulamalarinda, derisim ve kutle
parametrelerinin donusturilmesi (133). Bu yaklagsimdaki temel sebepler; baslangi¢

ve son derigsimleri arasinda énemli bir fark gézlenememesi; polimerin kutlesinin

kesin olarak belirlenememesi ve derigimin AR ile dogrusal iliskide olmasidir.
Bu durumda; segicilik katsayisi,

k= ARkallp/ARgiri§imci (4.11)
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seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi igin ise;
k'= kbaskllanm|§/kkontrol (4-12)
seklinde ifade edilebilir.

Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensérin HSA'e karsi
seciciliginin belirlenmesi igin yarismali adsorpsiyon deneyleri 300 nM derigimindeki
hemoglobin, transferrin ve HSA proteinleri sirasiyla sensor yuzeyine gonderilmigtir.
Sensorun bu ¢odzeltilere gosterdigi tepki, Sekil 4.15’ de %AR/zaman iligkilerine ait
sensorgramlarda goértlmektedir. Hemoglobin ve Transferrin; buyuklik, sekil ve
izoelektrik noktasinin (Pl) HSA’e yakin olmasindan dolayi yarigmaci molekuller
olarak secilmistir. Yarismali kinetik analizlerde kullanilan protein ve ozellikleri

cizelge 4.5’ de verilmistir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) sensorin hemoglobine verdigi
sensorgram sinyal degeri (%AR); 1,3, transferrine verdigi sinyal degeri (%AR); 0,8’
tir. Ayni derisimdeki HSA icin elde edilen sinyal degeri (%AR) ise 12,92’tir. Bir
baska deyisle; baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor HSA;
hemoglobine goére 9,94 kat, transferrine gére 16,15 kat daha duyarli tayin

edebilmektedir.

Cizelge 4.5. Yarismali kinetik analizlerde kullanilan proteinler ve 6zellikleri

Protein HSA Hb HTR
Mw (kDa) 66 67 80
PI 4.9 6,9 5,2
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Sekil 4.15. 300 nM derisiminde HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullaniimasiyla
olusturulan ¢ozeltiler ile HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR
nanosensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar

4.3.6. Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin baskilama segiciligini
goOstermek igin HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensoér hazirlanmigtir.
300 nM fosfat tamponunda (pH 7,4) derigsiminde Hb, transferrin ve HSA ¢ozeltileri
hazirlanmisgtir. Baskilanmamig [PEDMALM] (NIP)  sensorun bu c¢oOzeltilere

gosterdigi tepki, Sekil 4.16’ da %AR/Zaman fonksiyonu olarak verilmistir.

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanosensorler  karsilasgtirildiginda; HSA  sinyalinin  duyarhh@mnin  dastagu
gorulmektedir. Cizelge 4.6’ da baskilama segciciligini gosteren bagil segicilik
katsayilari 6zetlenmistir. Baskilama Bagil secicilik degeri, 1'in ne kadar Uzerinde

ise baskilama isleminin o kadar etkin oldugu bilinmektedir [134].
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Sekil 4.16. (a) 300 nM derisiminde HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullaniimasiyla
olusturulan ¢ozeltiler ile HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR
nanosensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar (b) 300 nM derisiminde
HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullanilmasiyla olusturulan ¢oézeltiler ile HSA
baskilanmamis [PEDMALM] SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar:



Cizelge 4.6. HSA'ya gore Hb ve HTR i¢in segicilik ve bagil segicilik kat sayilari

AR k k'
12,92 1,9
13 9,94 0,96 1,98 5,02
0,8 16,15 0,5 3,8 4,25

4.3.7. Yapay Plazma ve Yapay idrar Galismalari

SPR sinyali ile bir dogal kaynak olan plazma arasindaki iligkinin
degerlendirilebilmesi igin farkli oranlarda seyreltilmis plazma 6rnekleriyle 1:1x103,
1:2x10° ve 1:3x10% (pH 7,4 fosfat tamponu) calisiimistir. Plazma o6rnekleri
peristaltik pompa araciliiyla SPR sensorle etkilestiriimis ve SPRview yazilimi

kullanilarak kinetik veriler alinmigtir.

Sekil 4.17° de plazma calismalarindan elde edilen AR/zaman sensorgramlari
verilmektedir. Sekillerden de goéruldigu gibi azalan seyreltme orani (artan derigim)
ile birlikte HSA baskilanmis sensorin sinyal de@eri artmaktadir. Oldukca ylksek
seyreltme oranlarinda bile baskilanmig sensdrlerin sinyal verdigi gorulmektedir. Bu
kapsamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglarin en énemli noktasi,
plazma gibi kompleks bir ortamda (%91 su, %7 proteinler, %2 iyonlar, besinler,
gazlar, atiklar, hormonlar) bile HSAnin teshis edilebildiginin belirlenmesidir.
Ardindan idrar calismalari yapilmistir. idrar icerisine hazirlanan 1,5-25-300 nM
derisimindeki HSA c¢ozeltileri ayri ayri enjekte edilmistir. HSA baskilanmig
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun hazirlanan bu ¢ozeltilere gosterdigi tepki,
Sekil 4.18’ de % AR/Zaman fonksiyonu olarak verilmigtir.
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Cizelge 4.7. Yapay idrar hazirlanmasinda kullanilan organik ve inorganik

malzemeler
Kimyasal Bilesenler inorganik Organik
MgS0Oa4.7H20 0.100 ¢
CaCl2.2H20 0.089 g
NaCl 0.634 g
NH4Cl 0.161¢
Na2S04 0.258 g
NasCesHs507.2H20 0.297 g
loNaHCOs 0.034 g
NaH2P04.H20, 0.100 g
Naz2HPO4 0.011 g
NaC204 0.003 g
Ure 24279
Urik asit 0.034 g
Kreatinin 0.090 g
H20 200 mL

Sonug olarak HSA baskilanmis sensoérler, hem yapay plazma ¢dzeltilerden hem de

yapay idrar ¢ozeltilerinden HSA tayininde basari ile kullanilabilmektedir.

%Change in Reflectivity
[\

f 200 400 600 800 1000 1200

Time (sec)

Sekil 4.17. 1:1x103, 1:2x10% ve 1:3x10° oraninda seyreltilerek hazirlanan yapay
plazma 6rneginin [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor ile etkilestiriimesiyle
elde edilen sensorgram
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Sekil 4.18. 1,5, 25, 300 nM HSA spike edilmesiyle hazirlanan yapay idrar érneginin
[PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor ile etkilestiriimesiyle elde edilen
sensorgram

4.3.8. [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR Nanosensorun Tekrar Kullanilabilirligi ve

Kararlihigi

SPR temelli biyosensorlerin kullanimda sagladigi en blylk avantajlardan biri
tekrar kullanimlaridir. Tanima elemani olarak biyolojik molekullerin kullaniimasi
durumunda tekrar kullanim sinirhdir. Cunku rejenerasyon igin kullanilan ¢ozeltiler
biyolojik molekuliun U¢ boyutlu yapisini bozarak sensorin tanima kapasitesini
degistirmekte ve sensOr zamanla kullanllamaz hale gelmektedir. Molekuler
baskilanmis polimerler ile hazirlanan sensorler ise polimerik yapinin saglamligi ve
cevresel kosullara kargi dayanikhligi nedeniyle biyomolekuller ile hazirlanan

sensorlere gore ¢ok daha uzun sure tekrar kullanilabilme kapasitesine sahiptir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun tekrar kullanimi igin
nanosensor ylzeyi analizden sonra rejenere edilmisti. MALM monomeri ve HSA
arasindaki etkilesim, hidrofobik etkilesimler, hidrofilik ve hidrojen baglarinin ortak
etkisi temeline dayanmaktadir. Hidrofobik etkilesimler 16sin amino asidinde
bulunan aromatik halka ve protein yapisindaki hidrofobik amino asitler arasindaki
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Hidrojen baglarinin da bu kompleks
olusumuna o©nemli bir katkisi oldugu dusunulmektedir. Bu amagla HSA

molekulinin polimerik yapidan uzaklastiriimasi igcin HSA molekuld ile [6sin
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aminoasiti arasindaki etkilegimleri kirabilecek bir desorpsiyon ajani kullaniimalidir.

Bu amagla desorpsiyon ajani olarak 0,05 M NaCl kullaniimigtir.

Sekil 4.19' da nanosensér yuzeyinden ard arda sirasiyla 300 nM derisimindeki
HSA c¢ozeltisi HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve desorpsiyon c¢ozeltisi
bes defa ardarda gegirilerek kinetik analiz tamamlanmig. Goruldugu gibi baglanma
bolgelerinde herhangi bir bozulma olmaksizin yuzey bes kez tekrar
kullanilabilmektedir. Ayrica Sekil 4.20’de kararlilik calismasi igin ayni nanosensor 3
aylik periyotlarla toplamda 3 kez 4 tekrarli HSA analizi i¢in kullaniimig ve SPR

nanosensorun kararlligi gosterilmistir.
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Sekil 4.19. [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensorun tekrar kullanimi
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Sekil 4.20. [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensorun kararliligi
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4.4. HSA Baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamis [PEDMALM]

(NIP) Nanopartikullerin Sentezlenmesiyle Hazirlanan Nanosensorler

Hedeflenen derisim araligina inmek amaciyla ¢alismanin ikinci kisminda HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikiller iki fazli miniemilsiyon
polimerizasyon yontemiyle sentezlenmigtir. Baskilanan HSA molekulunin HSA
‘nin SPR nanosensor ile tayinine etkisini incelemek igin 5:1, 10:1, 20:1 oranindaki
MALM:HSA kompleksleriyle hazirlanan nanofilim ve nanopartikiller ile HSA

Olgumu gergeklestirilimistir.

25
z
5 20
t
“_ﬂ;l 15 5l
g 10:1 {mikro-temas)
e 10 10:1 nanopartikiil
0
:c: 5 20:1
£
U
X 0 —

s $ 200 400 600 800 1000 1200
time

Sekil 4.21. 5:1, 10:1, 20:1 oranindaki MALM:HSA kompleksleriyle hazirlanan
nanofilim ve nanopartikiller ile HSA tayini

4.4.1. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

4.4.1.1. HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamisg
[PEDMALM] (NIP) Nanopartikiillerin Boyut Analizi

Sekil 4.22’de HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (HSA) ve baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) nanopartikullerin zeta boyut analizi sonuglari gorulmektedir.
HSA baskilanmis nanopartikillerin ortalama boyutu 60 nm ve polidispersitesinin
0.138 olarak bulunmustur. HSA baskilanmamis nanopartikiller iginse bu degerler
sirasiyla 55 nm ve 0.113 olarak bulunmustur. Ortalama partikal boyutundaki artig

polimerizasyona eklenen HSA baskilanmasiyla agiklanabilir.
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(a) HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
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Intensity (Percent)

Size (d.nm)
(b) HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.22. Nanopartikullerin zeta boyut analizleri

4.4.1.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin ylzey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmistir.  Sekil 4.23.a ve 4.23.b° de goéruldugu gibi nanopartikillerin
buayuklUkleri ortalama 60-65 nm boyutundadir. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA]
(MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanopartikillerin SEM fotograflar

X50 000 blayutme oraninda géruntulenmigtir.
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EHT = 500 kv  Signal A= SE2  Operator: MEU\P2
Mag = 150.00 K X WD = 6.3 mm Date :17 May 2016

(a) HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)

100 nm EHT= 5.00 kv  Signal A= SE2
— Mag = 150.00 K X WD = 8.0 mm  Date :17 May 2016

(b) HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.23. Nanopartikillerin Taramali Elektron Mikroskop (SEM) goérintuleri

4.4.2. HSA Baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) Nanopartikiillerin Sentezlenmesiyle Hazirlanan SPR

Nanosensorlerin Karakterizasyonu
4.4.2.1. Temas Agisi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

nanopartikullerin sentezlenmesiyle hazirlanan nanosensor ylzeylerini karakterize
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etmek amaciyla temas agcilari olgulmustur. Sekil 4.24’ de ylzeylere ait temas

acilari gorulmektedir.

(a) HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)

(b) HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.24. SPR nanosensorlerin temas acilari (a) (b)

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] ve baskilanmamis [PEDMALM] nanosensor
yuzeyleri icin temas agisi degerleri sirasiyla 67,3 £2,24 ve 84,5 +4,63 olarak

OlcUlmasgtar.

4.4.2.2. AFM

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin sentezlenmesiyle hazirlanan nanosensor yuzeyin morfolojik
karakterizasyonu igin AFM goruntuleri ahinmistir. Yuzeylere ait AFM goruntuleri
Sekil 4.25 ve Sekil 4.26° da gOsterimisti. AFM dlguimlerinden elde edilen
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purtzltlik degerleri HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) nanopartikuller icin sirasiyla 1,61 ve 1,28 nm olarak
bulunmustur. HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) nanopartiklllerin purGzltlik degerleri arasindaki farklilik HSA
molekullerinin bagarili bir gekilde baskilandigini gostermektedir.

(a) Yluzey goruntisu

3D gorintisi (2x2 pm?)

Sekil 4.25. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikillerle hazirlanan
SPR nanosensorlerin AFM goruntusu

75



1: Height

(a) yuzey goruntusu

50.0 nm

0.0 nm

(b) 3D gorintisi (2x2 pm?)

Sekil 4.26. HSA baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) nanopartikullerle hazirlanan
SPR nanosensorlerin AFM gorunttsu (a) (b)

4.4.2.3. Elipsometre Analizi

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin sentezlenmesiyle hazirlanan nanosensoérlerin  yuzey kalinhk
Olgumleri icin Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Géttingen, Almanya) cihazi
kullanildi.  Olgiimler 532 nm dalga boyunda, 60,5%lik bir gelis agisinda
gerceklestirildi. SPR sensor lazer i1sik kaynagi altina yerlestirildi. Yuzey kalinhgi
hesaplama programi i¢cin SF10 cam + 2 nm titanyum tabaka ve 42,5 nm altin

tabaka olarak 6ngérildi. Olcimler sensér ylizeyinde 6 farkli noktada 3 kere
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tekrarlandi ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edildi. Elde edilen
sonuglara gore hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve

baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensorler sirasiyla 118,4 + 0,3-116,7 + 0,3
nm kalinliktadir.

(b) HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)

Sekil 4.27. SPR nanosensorlerin 3D Elipsometre goruntisu
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4.4.3. HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR Nanosensor ile Kinetik

Caligmalar

Bu <calismada hazirlanan HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanopartiklllerin sentezlenmesiyle hazirlanan nanosensorin HSA derisimi ile SPR
sinyali arasindaki iliskiye bakildi ve bu iliskinin degerlendirilebilmesi igin farkli
derigimlerde (0,15-500 nM) HSA c¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler peristaltik pompa
araciliiyla HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensoérle etkilestirilerek
sensorgramlar alindi. Sekil 4.28 de farkli derisimlerde HSA c¢ozeltileri ile

etkilesimden elde edilen sensorgramlar toplu halde gorulmektedir.
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N
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200 400 600 800 1000 1200
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Sekil 4.28. HSA ¢ozeltileri ile HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanopartikullerle hazirlanan SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlarin cakistiriimasi

Sekil 4.28' de goruldigu gibi yizeye HSA goénderilmesi ile birlikte birlikte %AR
degeri artmaktadir. Standart bir 6lgimde; sistemden 6ncelikle yaklasik 3 dakika
denge tamponu, daha sonra, sistem yeniden dengeye ulasana kadar yaklasik 10
dakika HSA c¢ozeltisi geciriimis ve sonra yaklasik 2 dakika desorpsiyon ajani
kullaniimistir. iki élgim arasinda 15 dakika tampon c¢dzeltisi gegirilerek sistem

rejenere edilerek sistem dengeye getirilmigtir.
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Sekil 4.29. HSA derigimi ile % AR arasindaki iligki
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Sekil 4.30. 0,15-10 nM ve 25-500 nM araliklarinda HSA derigimi ile % AR
arasindaki iligki

Sekil 4.30’ de goruldugu gibi SPR sensor, 0,15-500 nM derisim araliginda derisim-
sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu araliktaki veriler degerlendirildiginde elde
edilen iki dogrunun denklemi ve dogrusalliklari sirasiyla yi1=964,14x+2,1975,
0,9063 ve y2=10,291x+19,442, 0,7914 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor icin elde edilen veriler
kullanilarak tayin siniri (LOD) ve tayin degeri de belirlendi. Tayin sinirinin (LOD)
hesaplanmasi i¢in 3s/m denklemi kullanildi ve 0,7 pM hesaplanmistir. Saglikh bir
bdbrege sahip insanlarin idrarina albimin hi¢ sizmamalidir. Buna ragmen
albdmindrinin idrara sizmasinin belli bir kismi normal olarak kabul edilmektedir. Bu
referans araligini gectigi taktirde insan saghginda ciddi sikintilara yol
acabilmektedir.
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Cizelge 4.8. Albuminuri tanim ve sinir degerleri

Protein Albumin Spot idrar
Tanim (mg/guin)  (mg/giin) (mglgiin)
Normal <150 <30 <30 pg albumin/mg kreatinin
mikroalbUminuri <500 30-300 30-300 pg albimin/mg kreatinin
makroalbuminri =500 >300 >300 pg albumin/mg kreatinin

Ayrica 0,15-500 nM HSA derisim araliginda derigim-sinyal dogrusalligi
gOstermektedir. Bu sonuglara gore HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorun, idrara albuminin sizmasi durumunda mikroalbUminin tayinini

basariyla gerceklestirebilecek sensor 6zelliklerine sahip oldugu gézlemlenmistir.

4.4.4. Kinetik Analizler

7000
6000 - y = -507,25x + 6250,7
2
5000 - R?=0,9713
4000
3
g 3000 -
e,
= 2000 -|
1000 y = -118,84x + 2834
T R?=0,9454
0 T T T T o T
1000 2 5 10 15 20 25 30
AR
(a) Denge analiz yaklagimi
0,7
0.6 - y = 1,1698x + 0,0021
! R?=0,9996
05 -
04
(7]
03 -
0,2
0,1 |
0 b T T T T T
0 0,1 0,2 3 0 05 0,6
Ciisa '(P-w 4

(b) Baglanma kinetik yaklasimi

Sekil 4.31. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi
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Cizelge 4.9. Kinetik hiz sabitleri (0,15-10 nM)

BReo 12,32742 ka, UM% 1,16

_ 507,25 ka,s™ 0,0021
KoM oooio2 KeuM? 552,381
RN oons Ko, M 0,00181
L ] R? 0.9996

Cizelge 4.10. Kinetik hiz sabitleri (25-500 nM)

23,84719 ka, UM*.54 1,16
118,84 ka,s™ 0,0021
0,08415 Ka, pM™ 552,381
0,9454 Ko, uM 0,00181

R? 0,9996




4.4.5. Denge Izoterm Modelleri
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(c) Langmuir-Freundlich

Sekil 4.32. Adsorpsiyon modelleri
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Cizelge 4.11. Langmuir, Freundlich ve Langmuir - Freundlich parametreleri
(0,15-10 nM)

PARMe Y 11,28668  ARmax 157 13,45895
RN 443 1n 0,5613 0,5613
'Ko M 0002257 R 0,9797 9,405063
IR 09903 0,106326
] 0,9678

Cizelge 4.12. Langmuir, Freundlich ve Langmuir - Freundlich parametreleri
(25 =500 nM)

- 23,64066 ARmax 25,28 100
0 P 0074 0074
- 0,007092 R? 2’995 0,205339
4.4.6. Yarigmali Kinetik Analizler
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Sekil 4.33. 500 nM derigsiminde HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullaniimasiyla
olusturulan  ¢ozeltiler ile HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanopartikillerle hazirlanan SPR nanosensdr arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar



4.4.7. Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIIP) nanosensorin baskilama segiciligini
gostermek igin HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensoér hazirlanmigtir.
500 nM fosfat tamponunda (pH 7,4) hemoglobin, transferrin ve HSA ¢ozeltileri
hazirlanmistir.  HSA baskilanmamigs [PHEMALM] (NIP) nanosensoriun bu
cOzeltilere goOsterdigi tepki, Sekil 4.34° de % AR/Zaman fonksiyonu olarak
verilmistir. HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) nanosensorler karsilastirildiginda; HSA sinyalinin duyarliliginin

dustugu gorulmektedir. Segcicilik katsayilari Cizelge 4.13’ de 6zetlenmistir
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Sekil 4.34. (a) 500 nM derisiminde HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullaniimasiyla
olusturulan c¢ozeltiler ile HSA baskilanmis nanopartikillerle hazirlanan SPR
nanosensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar (b) 500 nM derigsiminde
HSA, Hb ve HTR proteinlerinin kullaniimasiyla olusturulan c¢oézeltiler ile HSA
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baskilanmamis nanopartikillerle hazirlanan SPR nanosensér arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlar

Cizelge 4.13. HSA'ya gore Hb ve HTR igin segicilik ve bagil segicilik kat sayilari

AR K AR K k'
23,09 4,38
4,48 okt 2,8 1,564286 3,4
2,5 9,56 0,98 4,469388 2,1

4.4.8. Yapay Plazma ve Yapay idrar Galismalari

SPR sinyali ile bir dogal kaynak olan plazma arasindaki iligkinin
degerlendirilebilmesi icin farkl oranlarda seyreltilmis plazma ornekleriyle 1:2x103,
1:6x10% ve 1:12x10% (pH 7,4 fosfat tamponu) calisiimistir. Plazma o&rnekleri
peristaltik pompa araciligiyla SPR sensoérle etkilestiriimis ve SPRview yazilimi
kullanilarak kinetik veriler alinmigtir. Sekil 4.35’ de farkli seyreltme oranlarinda

plazma orneklerinden elde edilen sensorgramlar verilmektedir.

Sekil 4.35’ de plazma calismalarindan elde edilen AR/zaman sensorgramlari
verilmektedir. Sekillerden de goéruldugu gibi azalan seyreltme orani (artan derigim)
ile birlikte HSA baskilanmis sensorun sinyal degeri artmaktadir. Olduk¢a yuksek
seyreltme oranlarinda bile baskilanmig sensorlerin sinyal verdigi gorulmektedir. Bu
kapsamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglarin en énemli noktasi,
plazma gibi kompleks bir ortamda (%91 su, %7 proteinler, %2 iyonlar, besinler,
gazlar, atiklar, hormonlar) bile HSA nin teshis edilebildiginin belirlenmesidir.
Ardindan idrar calismalari yapilmistir. idrar icerisine hazirlanan 1,5-50-100 nM
derisimlerdeki HSA cozeltileri ayrni ayri enjekte edilmistir HSA baskilanmis
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun hazirlanan bu ¢ozeltilere gosterdigi tepki,
Sekil 4.36’ da % AR/Zaman fonksiyonu olarak verilmigtir. Sonug¢ olarak HSA
baskilanmis sensodrler, hem yapay plazma ¢oOzeltilerden hem de yapay idrar

cOzeltilerinden HSA tayininde basari ile kullanilabilmektedir.
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Sekil 4.35. 1:2x10%, 1:6x10% ve 1:12x10° oraninda seyreltilerek elde edilen yapay
plazma 6rneginin HSA baskilanmis nanopartikillerle hazirlanan SPR nanosensor
ile etkilestiriimesiyle elde edilen sensorgram
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Sekil 4.36. 0,75, 10, 100 nM HSA spike edilmesiyle elde edilen yapay idrar
orneginin HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikullerle hazirlanan
SPR nanosensor ile etkilestiriimesiyle elde edilen sensorgram

86



4.4.9. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR Nanosensoriun Tekrar

Kullanilabilirligi ve Kararliligi

SPR temelli biyosensorlerin kullanimda sagladigi en buylk avantajlardan biri
tekrar kullanimdir. Tanima elemani olarak biyolojik molekillerin kullaniimasi
durumunda tekrar kullanim sinirhdir. CUnku rejenerasyon igin kullanilan gozeltiler
biyolojik molekuliun Ug¢ boyutlu yapisini bozarak sensorin tanima kapasitesini
degistirmekte ve sensOr zamanla kullanilamaz hale gelmektedir. Molekuler
baskilanmis polimerler ile hazirlanan sensorler ise polimerik yapinin saglamligi ve
cevresel kosullara kargi dayaniklihdr nedeniyle biyomolekuller ile hazirlanan

sensorlere gore ¢ok daha uzun sure tekrar kullanilabilme kapasitesine sahiptir.

Sekil 4.37” de HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensér yuzeyinden
sirasiyla 500 nM derisimindeki HSA ¢oOzeltisi ve desorpsiyon ¢ozeltisi bes defa
ardarda gegcirilerek kinetik analiz tamamlanmis. Goéruldugu gibi baglanma
bolgelerinde herhangi bir bozulma olmaksizin yuzey bes kez tekrar
kullanilabilmektedir. Ayrica Sekil 4.38’ de kararllik calismasi icin ayni nanosensor
3 aylik periyotlarla toplamda 3 kez 4 tekrarli HSA analizi i¢in kullaniimis ve SPR

nanosensorun kararlligi gosterilmistir.
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Sekil 4.37. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanopartikillerle hazirlanan
SPR nanosensorun tekrar kullanimi
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Sekil 4.38. HSA baskilanmig nanopartikullerle hazirlanan [PEDMALM-HSA] (MIP)
SPR nanosensoriun kararlihgi
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5. SONUC VE YORUM

5.1. Mikro-temas Yontemiyle HSA Baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve
Baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) SPR Nanosensorlerin Hazirlanmasi

N-Metakriloil-L-Losin  metil ester (MALM) monomeri, L-Losin metil esterinin
metakroil klorur ile reaksiyonu sonucu elde edilmistir. Elde edilen monomer NMR

ve FTIR calismalari ile karakterize edilmistir.

MALM monomerinin yapisinin belirlenmesi icin FTIR teknigi de kullaniimigtir. 3362
cm? de gorilen pik (-NH) gerilme bandina, 2972 cm™ de ki pik alifatik (C-H)
gerilmelerinden kaynaklanan absorpsiyon bandina, 1729 cm™ deki pik ester
karbonil (C=0) grubuna ait gerilme bandina, 1652 cm-1 de gdrulen pik amid (C=0)
grubuna ait banda, 1621 cm deki pik vinil grubunun (C=C) bandina, 1526 cm
deki pik (N-H) bandina aittir. FTIR ve NMR sonuglari monomerin basariyla

sentezlendigini gostermigtir.

N-Metakriloil-L-Lésin  metil ester (MALM) monomeri sentezlendikten sonra
kimyasal yapisinin belirlenmesi icin proton NMR analizi yapiimis (CDCI3) ve
kayma degerleri kaydedilmigti. & 0.95 (6H, CH(CHs)2), 1.513-1.641 (1H,
CH(CHs3)2), 1.630-1.704 (2H, CH2CH(CHsa)2), 1.958 (3H, COOCH?3s), 4.065-4.168
(m, 1H, CH2CHCOOCHSs), 1.950 (3H, CH2 CCHs), 5.720 (s, 1H, CH(H)=CCHa),
5.354 (s, 1H, CH(H) CCHs) olarak belirlenmistir.

Protein kalibinin hazirlanmasinda kullanilacak cam yuzeyin her bir agamasi temas

agisi analizleri ile karakterize edilmistir.

HCI ve NaOH ile temizlenmis cam igin temas agisi 32,2° + 2,58 iken APTES ile
modifiye edilmis cam igin bu deger 40,10° + 0,21'ye ylUkselmistir. Bu degisim
APTES ile muamele sonucunda cam vyuzeyinin daha hidrofobik bir karakter
kazandigini gostermektedir. APTES ile kaplanmis cam ylzey daha sonra
glutaraldehit ile modifiye edilmis ve temas acisi 59,6° + 2,94 olarak belirlenmistir.
Bu sonuca gore ylzey biraz daha hidrofobik hale gelmistir. Clnki glutaraldehit,
APTES den gelen amin uglarini imin olugsumuyla kapatmis ve igerdigi hidrokarbon
zincirinden dolayr da hidrofobik 6zellik kazandirmigtir. HSA'in kovalent olarak
baglandi§i cam yuzeyinde ise temas agisi 63,4° + 3,11 olarak elde edilmigtir. Bu
degisimler HSA proteinin cam yuzeyine baglandigini gosteren sonugclardan biridir.
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SPR altin sensor yuzeyinde HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) filmin
hazirlanabilmesi ic¢in ilk olarak yuzey doymamig baglar iceren allil merkaptan
(CH2=CH-CH2-SH) icinde 24 saat bekletilerek kaplanmistir.

MALM:HSA 6n-kompleksinin spektrofotometrik élgimu incelendiginde 10:1 umol
oranindan sonra elde edilen spektrumdaki MALM:HSA komplekslesmesinden
meydana gelen sinyal siddetinin artmasinin sona erdigi tespit edilmis ve
polimerlesme bu oran Uzerinden gergeklestiriimistir. Farkli monomer template
oranlarinda hazirlanan nanopartiklller ile yapilan kinetik calismalarinda %AR

degderinin 10:1 ymol oranindan sonra fazla bir degisim gostermedigi gorulmustur.

Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve HSA baskilanmamis
[PEDMALM] (NIP) filmler FTIR-ATR, temas acisi, AFM ve elipsometre cihazlariyla

karakterize edilmigtir.

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensor yuzeyine ait absorpsiyon
bandlari su sekildedir; MALM monomerinin EDMA monomerinin yapisina katilarak
olusturdugu [PEDMALM] (NIP) nanofilmin yapisi FTIR ile karakterize edilmistir.
MALM monomerinin ester grubuna ait 1729 cm™ deki karbonil bandi (C=0)
[PEDMALMT'In yapisina katildidi icin 1718 cm'’e kaymistir. Yine ayni sekilde 1652
cm? de gorilen pik amid (C=0) grubuna ait band polimerik yapiya katihimdan
dolayi 1637 cm™*'e kaymistir. MALM monomerine ait 1621 cm* deki vinil grubuna
ait (C=C) bandi polimerlesmeden dolayi yok olmustur. 1526 cm™ deki pik (N-H)
bandina ait pik polimerlesmeden dolayr 1550 cmYe kaymistir. Bu da

polimerlesmenin basaril bir sekilde gerceklestigini gdostermektedir.

Allil merkaptan ile modifiye edilmis, yuzeyinde HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA]
(MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) film hazirlanmis altin ylzeylerin
Islanabilirlik ozelliklerinin incelenmesi amaciyla bu yuzeylerin su ile yaptiklari
temas acilar olgulmastir. Su ile yapilan temas agisi dlgimlerinden goruldugu gibi,
HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanosensor yuzeylerinin temas acisi degerleri sirasiyla 55,2° £+ 2,24 ve 61,5° +
4,63 olarak olgulmustur.

HSA  baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) altin  ylzeyin  morfolojik
karakterizasyonu igin AFM goruntuleri alinmisti. AFM dlgumlerinden elde edilen
purtzlalik degerleri HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis
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[PEDMALM] (NIP) nanoflimler icin sirasiyla 3,64 ve 2,47 nm olarak bulunmustur.
HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanofilmlerin puarizltlik dederleri arasindaki farkliik HSA molekdllerinin basaril

bir sekilde baskilandigini gostermektedir.

Elipsometri sonuglarina gore hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
ve baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) filmlerin kahnhgi sirasiyla 95 + 4,9 nm ve
89,9 £ 6,3 nm olarak dlgulmustir. Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA]
(MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensoérlerin uygun kalinlik
degerine sahip oldugu ve optik transduser prensibi ile galisan SPR sensor sistemi

ile bayUk bir uyum gosterecegi gorulmustur.

HSA derigimi ile %AR arasindaki iligki incelenmistir. Goruldugu gibi HSA derigimi
arttikca % AR degerleri artmaktadir. Yaklagik 200 nM derisim degerinden sonra
yuzeydeki aktif bolgelerin dolmasina bagh olarak bu artis hizi azalmakta ve
yaklagik 300 nM degerinde dengeye ulagiimaktadir. Bu derisimde elde edilen %
AR degeri 12,9’ dur.

Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor, 1,5-25 nM
derigsim araliginda ve 50-300 nM derigim-sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu
araliklardaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemleri ve
dogrusalliklar sirasiyla, yi1=375,04x+1,409, 0,9179 ve y2=7,2663x+10,884 ve
0,9066 olarak hesaplanmigtir. Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA]
nanosensor icin elde edilen veriler kullanilarak tayin siniri (LOD) 8,8 pM olarak

belirlenmistir.

Elde edilen verilerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich absorpsiyon
modellerine uygunlugu arastirildi. R? = 0,9989 dederi ile en uygun adsorbsiyon
modelinin Langmuir absorpsiyon modeli oldugu belirlendi. Bu sonug; hazirlanan
baskilanmis sensor yuzeyindeki HSA baglanma bdlgelerinin homojen dagilimli, tek
tabakali, es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu goéstermistir. Buradan
hesaplanan AR=13,90821 degeri deneysel degere (12,9 nM) yakindir. Langmuir
denkleminden hesaplanan Ka ve Ko degerleri sirasiyla 79,89 y/M* ve 0,012512

MM olarak belirlenmistir.

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun HSA'e karsi segiciliginin

belirlenmesi i¢cin yarismali adsorpsiyon deneyleri 300 nM derisimindeki
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hemoglobin, transferrin ve HSA c¢o6zeltilerinin ayri ayri nanosensor yuzeyine
gonderilmesiyle incelenmistir. HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorian hemoglobinin verdigi sensorgram sinyal degeri (%AR); 1,3,
transferrin ile verdigi sinyal degeri (%AR); 0,8’dir. Ayni derisimdeki HSA icin elde
edilen sinyal de@eri (%AR) ise 12,92’ dir. Bir baska deyisle; HSA baskilanmis
[PEDMALM-HSA] nanosensor HSA' yi1; hemoglobine gore 9,94 kat, transferrine
gbre 16,15 kat daha duyarl tayin edebilmektedir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin baskilama segiciligini
gostermek igin HSA baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) nanosensor hazirlanmistir.
HSA baskilanmamis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin hemoglobinin verdigi
sensorgram sinyal de@eri (%AR); 0,96, transferrin ile verdidi sinyal degeri (%AR);
0,5’tir. Ayni derisimdeki HSA icin elde edilen sinyal degeri (%AR) ise 1,9’dur. Bir
baska deyigsle; HSA baskilanmamig [PEDMALM] (NIP) nanosensor HSA' i,
hemoglobine gore 1,98 kat, transferrine gore 3,8 kat daha duyarl tayin

edebilmektedir.

Baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM]
nanosensorler  karsilastirldiginda; HSA  baskilanmis  [PEDMALM-HSA]
nanosensorian, HSA'nin hemoglobin’e gore 5,02 kat, transferrin’e gore 4,25 kat

secicilikte tanidigi tespit edilmistir.

Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensoérin etkinligi

yapay plazma ve yapay idrar drnekleriyle g¢alisilarak belirlenmistir.

Yapay plazma, 1 ml saf su ile ¢ozulerek hazirlanmig ve 3 farkli seyreltme oranlari
ile (1:1x103, 1:2x103, 1:3x10% ) analiz edilmistir. Her bir derisim icin elde edilen
sinyal degeri (%AR) sirasiyla 4,52, 3,85 ve 2,48’dir. Bu kapsamda gergeklestirilen
deneylerden elde edilen sonuglarin en dnemli noktasi, plazma gibi kompleks bir
ortamda (%91 su, %7 proteinler, %2 iyonlar, besinler, gazlar, atiklar, hormonlar)
bile HSA" nin teshis edilebilirligi nanosensor hassasliginda bir kayip olmadan

gOsterilmigtir.

Yapay idrar hazirlandi ve igerisine 3 farkl derisimde (1,5, 25, 300 nM ) HSA spike
edilmistir. Her bir derisim igin elde edilen %AR degerleri sirasiyla 0,83, 7,96 ve

11,6 olarak tespit edilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen
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sonuglarin en 6nemli noktasi, idrar gibi kompleks bir ortamda bile HSA nin teshis

edilebilirligi nanosensor hassasliginda bir kayip olmadan gosterilmigtir..

Sensor yuzeyinin rejenerasyonu igin 0,05M NaCl ¢ozeltisi kullaniimigtir. YUlzey
tekrarlanabilir bir sekilde bes kez kullaniimistir. Bes kez tekrar kullanimda yuzey
basariyla rejenere edilebilmis ve baglanma kapasitesinde bir kayip olmamistir.
Kararlilik galigmasi igin ayni nanosensor 3 aylik periyotlarla toplamda 3 kez 4
tekrarl HSA analizi igin kullanilmis ve SPR nanosensoérlerin  kararlihgi

gOsterilmigtir.

5.2. HSA Baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve Baskilanmamig [PEDMALM]

(NIP) Nanopartikiillerin Sentezlenmesiyle Hazirlanan Nanosensorler

Hedeflenen derisim araligina inebilmek amaciyla ¢calismanin ikinci kisminda HSA
tayini icin HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve kontrol denyleri icin HSA
baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanopartikiller iki fazli miniemulsiyon
polimerizasyon yodntemiyle basariyla sentezlenmistir. Sabit miktarda HSA
varhiginda MALM monomerinin miktarinin degistiriimesiyle MALM:HSA (5:1; 10:1;
20:1) sentezlenen nanopartiklller ile hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-
HSA] (MIP) nanosensorun 100 nM HSA c¢ozeltisi igin elde edilen sinyal
degerlerindeki degisimler incelenmistir. Karisim oraninin 1:10 oldugundaki sinyal
degerinin, 1:20 oranindaki sinyal degeriyle yaklasik ayni oldugundan 1:10

oraninda doygunluga ulastigi gorulmastar.

Sentezlenen HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig
[PEDMALM] (NIP) nanoparttkullerin Zeta-Sizer ile boyut-6lgiim analizi yapiimistir

ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir.

HSA baskilanmis ve [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin boyut-analiz sonuglari sirasiyla 60 nm ve 55 nm olarak
OlcUlmastir. Bu sonuglar SEM cihaziyla yapilan 6lgim sonuglarini  da

desteklemektedir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
SPR nanosensorleri Temas agisi, Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve Elipsometre

Olcimleriyle karakterize edilmistir.
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Su ile yapilan temas acgisi Olcumlerinden goruldugu gibi, HSA baskilanmig
[PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] nanosensor filmlerinin

temas acilari sirasiyla 67,3°+ 2,24 ve 84,5° £ 4,63 olarak OlgUlmustur.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP)
SPR nanosensorleri ylizey morfolojisi atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile
karakterize edilmistir. AFM olgumlerinden elde edilen puruzlllik degerleri HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamigs [PEDMALM] (NIP)
nanopartikuller icin sirasiyla 1,61 ve 1,28 nm olarak bulunmustur. HSA
baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamig [PEDMALM] (NIP)
nanopartikullerin puruzltlik degerleri arasindaki farklihk HSA molekullerinin

basaril bir sekilde baskilandigini gostermektedir.

Elipsometri sonuglarina goére hazirlanan HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP)
ve baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensor filmlerinin kalinliklari sirasiyla
118,4 = 0,3 nm ve 116,7 £ 0,3 nm kalinliktadir. Nanosensor filmlerinin kalinlig
uygun kalinlik degerine sahip oldugu ve optik transdtser prensibi ile ¢galisan SPR

sistemi ile buyuk bir uyum gosterecegi gorulmagtar.

HSA derisimi ile % AR arasindaki iligki incelenmistir. Goruldugu gibi HSA derigimi
arttikga % AR degerleri artmaktadir. Yaklagik 250 nM derigsim degerinden sonra
yluzeydeki aktif bolgelerin kaplanarak dolmasina bagli olarak bu artis hizi
azalmakta ve yaklasik 500 nM degerinde dengeye ulasiimaktadir. Bu derisimde
elde edilen % AR degeri 23,9’ dur.

Hazirlanan HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) SPR nanosensor, 0,15-10
nM derigim araliginda ve 25-500 nM derisim-sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu
araliklardaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemleri ve
dogrusalliklar sirasiyla, y1=964,14x+2,1975, 0,9063 ve y2=10,291x+19,442 ve
0,79 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (NIP)
nanosensor icin elde edilen veriler kullanilarak tayin siniri (LOD) 0,7 pM olarak

belirlenmistir.

Elde edilen verilerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich absorpsiyon
modellerine uygunlugu arastirildi. Disiik derisimlerde R? = 0,9993 degeri ile en
uygun adsorbsiyon modelinin Langmuir absorpsiyon modeli oldugu belirlendi.

Yiksek derisimlerde ise R? = 0,9956 degeri ile en uygun adsorbsiyon modelinin

94



Freundlich absorpsiyon modeli oldugu belirlendi. Bu sonug; hazirlanan
baskilanmis sensor yuzeyindeki HSA baglanma bolgelerinin dusuk derigimlerde
homojen dagilimh, tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal etkilesimlerin
oldugunu, yuksek derisimlerde ise heterojen dagihmli, yanal etkilesimlerin
oldugunu gostermigti. Buradan hesaplanan dusuk derisimlerde (0,15-10)
AR=11,28 degeri deneysel degere (11 nM) yakindir. Langmuir denkleminden
hesaplanan Ka ve Kp degerleri sirasiyla 443 uM?' ve 0,002257 uM olarak
belirlenmistir. YUksek derisimlerde (25-500) ise AR=24,38 degeri deneysel degere
(23,9 nM) yakindir.

HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun HSA'e karsi segiciliginin
belirlenmesi igin yarismali adsorpsiyon deneyleri 500 nM derigimindeki
hemoglobin, transferrin ve HSA c¢dzeltileri ayri ayri nanosensor yuzeyine
gonderilmisti. HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin
hemoglobinin verdigi sensorgram sinyal degeri (%AR); 4,48, transferrin ile verdigi
sinyal degeri (%AR); 2,5°dir. Ayni derisimdeki HSA icin elde edilen sinyal degeri
(%AR) ise 23,9dur. Bir bagka deyisle; baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensor HSA; hemoglobine gore 5,3 kat, transferrine goére 9,56 kat daha

duyarl tayin edebilmektedir.

HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin baskilama segiciligini
goOstermek igin HSA baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensoér hazirlanmigtir.
HSA baskilanmamis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorin hemoglobinin verdigi
sensorgram sinyal degeri (%AR); 2,8, transferrin ile verdigi sinyal degeri (%AR);
0,98 'dir. Ayni derisimdeki HSA icin elde edilen sinyal degeri (%AR) ise 4,38'dir. Bir
baska deyisle; baskilanmamis [PEDMALM] (NIP) nanosensdr HSA; hemoglobine
gore 1,56 kat, transferrine gore 4,47 kat daha duyarl tayin edebilmektedir.

HSA baskilanmigs [PEDMALM-HSA] (MIP) ve baskilanmamis [PEDMALM]
nanosensorler karsilagtirildiginda; HSA baskilanmig [PEDMALM-HSA] (MIP)
nanosensorin, HSA'nin hemoglobin’e gore 3,39 kat, transferrin’e goére 2,14 kat

segcicilikte tanidigi belirlenmisgtir.

Hazirlanan HSA baskilanmis [PEDMALM-HSA] (MIP) nanosensorun etkinligi

yapay plazma ve yapay idrar érnekleriyle galisilarak belirlenmistir.
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Yapay plazma, 1 ml saf su ile gbzulerek hazirlanmig ve 3 farkli seyreltme oranlari
ile (1:2x103, 1:6x103, 1:12x10% ) analiz edilmistir. Her bir derigim igin elde edilen
sinyal de@eri (%AR) sirasiyla 8,47; 6,56; ve 3,25’dir. Bu kapsamda gerceklestirilen
deneylerden elde edilen sonuglarin en énemli noktasi, plazma gibi kompleks bir
ortamda (%91 su, %7 proteinler, %2 iyonlar, besinler, gazlar, atiklar, hormonlar)
bile HSA nin teshis edilebilirligi nanosensor hassasliginda bir kayip olmadan

gOsterilmigtir.

Yapay idarar analizi icerisine 3 farkl derisimde (0,75, 10, 100 nM ) HSA’ nin spike
edilmesiyle gerceklestiriimistir. Her bir derisim igin (%AR) sirasiyla 3,78, 11,72 ve
20,83’ dur. Bu kapsamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglarin en
onemli noktasi, idrar gibi kompleks bir ortamda bile HSA nin teshis edilebilirligi

nanosensor hassasliginda bir kayip olmadan gosterilmistir..

Nanosensor yuzeyinin rejenerasyonu igin 0,05M NaCl c¢o6zeltisi kullaniimigtir.
Yuzey tekrarlanabilir bir sekilde bes kez kullaniimistir. Bes kez tekrar kullanimda
yuzey basariyla rejenere edilebilmis ve baglanma kapasitesinde bir kayip
olmamistir. Kararlilik c¢alismasi i¢in ayni nanosensor ¢ip 3 aylik periyotlarla
toplamda 3 kez 4 tekrarli HSA analizi i¢in kullanilimig ve SPR nanosensorlerin

kararlihgi gosterilmistir.

5.3. iki Yontemin Karsilastiriimasi

Mikroalbimin tayini igin ¢alismis oldugumuz iki ydntemin, avantaj ve
dezavantajlarini g6z 6nune aldigimizda; 0-20 mg/L (0-303 nM) araligindaki HSA
derisimi mikroalbimin isaretgisi olarak kabul edilmektedir. Mikro-temas yontemiyle
hazirlanan nanosensoérin HSA tayininde nanopartikillerle hazirlanan nanosensoére
gore daha duyarl ve segcici bir sekilde kullanilabilece@i belirlendi. Mikro-temas
yontemiyle hazirlanan nanosensoérun 1,5-300 nM araliginda HSA tayininde basarili
bir sekilde kullanilabilmesine ragmen daha dusuk tayin limitlerine inilmesine gerek
duyulmustur. Boylece nanopartiktler kullanilarak hazirlanan nanosensor ile daha
disuk tayin limitine inilmigtir. Mikro-temas yontemiyle hazirlanan nanosensér HSA
tayinini, secici, duyarl, herhangi bir igsaretlemeye ihtiyag duymadan, diger
yontemlere goére, dusuk maliyet, hizli ve gergcek zamanli yapabilmektedir ve

nanopartikillerde disuk HSA derisimlerinin tayininde kullanilabilmektedir. Bu

96



calismanin HSA tayinine yonelik, mikro-temas yontemiyle nanofilm tututurularak
hazirlanan nanosensorin ve nanopartikil tutturularak hazirlanan nanosensorun
avantajlarinin  karsilastirimasi  bakimindan, literatire katki saglayacagi

dusunulmektedir.
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