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Biyosensorlerin  performansini  arttirmak 6énemli bir hedef haline gelmistir.
Biyosensorlerin hassasiyetini, seciciligini arttirmak icin, yuzeyde olusabilecek sterik
engellemelerin ve spesifik olmayan baglanmalarin azaltiimasi, kararh biyolojik
taniyici tabaka olugsumu ve biyolojik taniyici ajanin dogru pozisyonda baglanmasi
ve bu arada biyolojik aktivitesinin korunmasi gerekmektedir.

Tiyol ile modifiye edilmis biyolojik taniyici ajanlarin ylizeye baglanmalari sirasinda,
kendiliginden duzenlenen karisik tek tabakalar (mSAMs) ile ylzey Uzerindeki
yogunluklarinin azaltilmasi, hedef molekullu baglama olasiliklarinin arttirilmasi igin
siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir.

Calisma kapsaminda trombin 6lglimu igin altin ylzey tzerinde 3,3’Dithiodipropionik
asit di(N-hidroksisuccinimid ester) (DSP):6-merkapto-1-hekzanol (MCH) mSAMs
olusturularak, yuzey plazmon rezonans (YPR) temelli trombin sensoéru gelistirmistir.
Yuzey immobilizasyonu gergeklestirilirken, DSP ile birlikte kullanilan MCH ile
yuzeye daha sonradan eklenecek trombin aptameri /antikorunun (biyolojik taniyici
ajan) yogunlugunun azaltimasi ve hedef molekull yakalama hassasiyetinin
arttirlmasi ve yuzeye nonspesifik ve raslantisal sekilde immobilizasyonunun ve
bdylece aktivitesinin azalmasinin onune gegilmesi hedeflenmistir. Altin yuzeyin
kimyasal aktivasyonu igin, farkli DSP:MCH oranlar (2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0)

kullanilarak, mSAMs olusturulmus ve bundan sonraki asamada DSP sayesinde



trombin antikoru veya trombin aptamerinin altin ylUzey Uzerine baglanmasi
saglanmis ve son asamada da olusturulan sistemin sensor 6zelligi denenmistir.
Yuzey Uzerinde kimyasal ve biyolojik aktivasyon ve biyosensor performansinin
trombin ile test edilmesi, akis hlcresine bagli YPR sistemi ile gerceklestiriimigstir.
Trombin aptamer ve trombin antikor sensoérlerinin artan konsantrasyonlarda
trombine verdigi sensor cevabi (ARU), kalibrasyon grafigi olarak elde edilmistir.
Trombin aptamer sensértiinde dogrusal aralik, 0.0-20.0 nM ve 20.0-100.0 nM olmak
Uzere iki ayri bolgede goziikmektedir. R? degeri birinci bolge igin 0,998, ikinci bolge
icin 0,961 olarak hesaplanmistir. Trombin antikor sensorinde dogrusal arahdin
22.0-100.0 nM arasinda oldugu gézlemlenmistir. R? degderi trombin antikor sensori
icin 0,992 olarak hesaplanmistir. Bu konsantrasyon araliklari, pihtilasma sirasinda
trombinin serum icerisinde bulunabilecegi konsantrasyon aralidi (1-500 nM)
icerisinde bulunmaktadir. Olgiim sinir (limit of detection, LOD) trombin aptamer
sensoru igin 9.5 nM, trombin antikor sensoru i¢in 6.0 nM olarak hesaplanmistir.
Tayin alt siniri (limit of quantification, LOQ) ise trombin aptamer sensoru icin 30.0
nM, trombin antikor sensoru igin 22.0 nM olarak hesaplanmistir. Gelistiren her ikKi
sensOr de trombin eklenmis gercek serum ornekleri ile denenmis ve trombin
eklenmis PBS o6rnekleri ile karsilastiriimistir. Trombin aptamer sensoérinde, trombin
eklenmis serum Orneklerinden alinan ARU’nun, trombin eklenmis PBS
orneklerinden alinan ARU’ ya gore iki kati daha fazla oldugu gértulmastir. Trombin
antikor sensorunde ise, trombin eklenmis serum orneklerinden alinan ARU’nun ve
trombin eklenmig PBS oOrneklerinden alinan ARU’nun, birbirine yakin sonuglar
verdigi gorulmustir. Bu sonugtan yola ¢ikarak, DSP:MCH (2.0:2.5) araylzeyi ile
hazirlanan biyosensor sisteminde, biyolojik taniyici ajan olarak antikor kullaniliminin
kompleks serum matriksinde trombin Olgimu i¢in daha dogru bir tercih oldugu
dusunulmektedir.

Her iki sensorun de birden fazla kullanilabilme (rejenerasyon) 6zelligi test edilmistir.
Trombin aptamer sensorunde, trombin aptamerinin, trombini yakalamasi
sonucundaki ARU bes devir boyunca sabit kalmig, besinci devirden sonra ARU’da
azalma gorulmustar. Trombin antikor sensorundn rejenere edilemedigi gorulmustar.
Altin ylzey Uzerinde 2mM DSP ve 20 mM MCH ile olusturulan kendiliginden
duzenlenen tek tabakalar (SAMs), DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0)
oranlariyla olusturulan mSAMs, X-ray fotoelektron spektroskopi (XPS) ve

attenuated total reflectance-fourier donusumlu infrared spektroskopi (ATR-FTIR) ile



karakterize edilmistir. Altin yizey, DSP:MCH (2.0:2.5) molar oraniyla modifiye ve
BSA baglanmis DSP:MCH (2.0:2.5) modifiye altin ylzeylerin morfolojileri, tapping
mod atomik kuvvet mikroskop (AFM) ile incelenmigtir. YUzeylerin purtzltlik
dereceleri karsilastirilmistir. Altin yazeyin ytzey purizlalik degeri, 1.20 nm olarak
hesaplanmigtir. DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ile modifikasyon sonrasinda, ortalama
yuzey puruzlulik degerinin 1.20 nm’den 2.20 nm’ye yukseldigi ve BSA baglanmasi
sonrasinda 1.81 nm’ye dustigu gorulmastir.

Tez calismasinin sonucunda, DSP:MCH araylzeyinin biyolojik taniyici ajanlarin
baglanmasi ve biyosensor gelistiriimesi icin yeni bir immobilizasyon platformu olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: biyosensor, cevirici, altin yuzey, kendiliginden duzenlenen
karigik tek tabakalar (mSAMs), biyolojik taniyici ajan immobilizasyonu, yuzey
plazmon rezonans (YPR), 3,3’Dithiodipropionik asit di(N-hidroksisuccinimid ester)
(DSP):6-merkapto-1-hekzanol (MCH)
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Enhancing the performance of biosensors has become an important task. Some of
the requirements for improving the sensitivity and selectivity of these systems
includes overcoming the steric hinderance issue, providing resistance to nonspecific
binding, stable biological recognition layer formation and providing upright position
while retaining the biological activity of the biological recognition element during the
surface immobilization process.

Formation of mixed self-assembled monolayers (MSAMs) is a commonly used
procedure for diluting thiol modified biological recognition elements, so that target
recognition is enhanced due to reduction in steric hinderance.

In this study, a surface plasmon resonance (SPR) based sensor was developed for
thrombin detection via forming 3,3’ Dithiodipropionic acid di (N-hydroxysuccinimide
ester) (DSP) :6-mercapto-1-hexanol (MCH) mSAMs on gold surface. During the
development of the sensor surface, DSP was utilized together with MCH 1) To
decrease the biological recognition element density and hence the steric hinderance
effect for improving the target recognition sensitivity. 2) To minimize the risk of a
loss in the biological activity of the biological recognition element by decreasing the

chance of its random and nonspesific immobilization on the surface. For the



chemical activation of the gold surface, different molar ratios of DSP:MCH (2.0:2.5,
2.0:5.0, 2.0:10.0) has been used for the formation of mMSAMS and thrombin antibody
or thrombin aptamer was immobilized on gold surface via DSP. The biosensor
capability of the modified surface was tested by using the target molecule thrombin.
The chemical and biological activation on the gold surface and the performance of
the biosensor was tested using a flow-cell coupled SPR system. Both thrombin
aptamer and thrombin antibody sensors’ performance were tested with increasing
trombin concentrations and calibration curves were obtained. For the thrombin
aptamer sensor, the linearity was observed in two different concentration regions,
namely 0.0-20.0 nM and 20.0-100.0 nM range. R? values for the first concentration
region and the second concentration region were calculated as 0,998 and 0,961
respectively. The linear range for the thrombin antibody sensor was 22.0-100.0 nM.
R? value for the antibody sensor was calculated as 0,992. These ranges are within
the physiological thrombin concentration range (1-500 nM) in serum during the
coagulation process. Limit of Detection (LOD) for thrombin aptamer and thrombin
antibody sensors were found to be 9.5 nM and 6.0 nM respectively. Limit of
Quantification (LOQ) for thrombin aptamer and thrombin antibody sensors were
found to be 30.0 nM and 22.0 nM respectively. Both sensors were also tested with
thrombin spiked serum samples and compared with thrombin added PBS samples.
For thrombin aptamer sensor, the sensor response (ARU) obtained for the thrombin
spiked serum samples was twice as that obtained from thrombin spiked PBS
samples. As for the thrombin antibody sensor, sensor response (ARU) obtained
from thrombin spiked serum samples and thrombin spiked PBS samples were
similar. In the light of these results, for the biosensor system prepared using
DSP:MCH (2.0:2.5) as an intermediate layer, antibody usage as a biological
recognition element is thought to be a better choice for the detection of thrombin in
the complex serum matrixs. The regeneration capability of both sensors were also
tested. For the aptamer based sensor, thrombin aptamer could be regenerated for
five cycles. The change in the sensor response (ARU) remained constant for five
cycles and there was a decline afterwards. The antibody based sensor could not be
regenerated.

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and attenuated total reflectance-fourier
transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy were used for surface characterization
of 2.0 mM DSP and 20.0 mM MCH self-assembled monolayers (SAMs), DSP:MCH
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(2.0:2.5) and DSP:MCH (2.0:10.0) mSAMs formed on gold surfaces. Tapping mode
atomic force microscope (AFM) was utilized for the examination of surface
morphology of DSP:MCH (2.0:2.5), BSA immobilized DSP:MCH (2.0:2.5) and blank
surfaces. The roughness values of surfaces were determined and compared. The
average surface roughness value for the gold surface were calculated as 1.20 nm.
Following the formation of DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs on the surface, average
surface roughness value increased from 1.20 nm to 2.20 nm and decreased to
1.81 nm following BSA binding.

Based on the results of this thesis, it was shown that DSP:MCH interface could be
used as a new immobilization platform for binding biological recognition elements

for the development of biosensors.

Keywords: biosensor, transducer, gold surfaces, mixed self-assembled
monolayers (MSAMs), biological recognition element immobilization, surface
plasmon resonance (SPR), 3,3’ Dithiodipropionic acid di (N-hydroxysuccinimide
ester) DSP : 6-mercapto-1-hexanol (MCH)
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1. GIRIS

Biyolojik taniyici element ve geviricinin bilesiminden olugan biyosensorler, insan ve
diger canllar ile dogrudan ilgili olarak, saglik basta olmak Uzere, gida, gevre,
biyoteknoloji ve biyoproses alanlarinda yaygin ve etkin kullanim alanina sahiptirler.
Kanser hlcrelerinin olusumunun ve gelisiminin takibi, seker hastaliginda (tip | ve Il)
kan glukoz seviyesine gore aninda mudahale edilebilmesi, genetik bozukluklarin
dogum oncesi belirlenmesi, gelisiminin izlenmesi yani tek nukleotid polimorfizm
(single nucleotide polymorphism, SNP) seviyesi, AIDS gibi yaygin etkili
hastaliklarda erken teshiste, HIV takibi ve aktivite seviyesinin izlenmesi,
“biyosensorlerin” saglk alaninda kullanimini éne ¢ikaran en énemli érneklerdir [1-
41]. Biyosensorler, benzer sekilde, savunma sanayinde basta antrax (sarbon) olmak
uzere biyolojik savag ajanlarinin erken tespiti, tanisi ve seviyesinin belirlenmesinde,
cevresel kirliligi olusturan faktorlerin izlienmesi (toksin, virls, bakteri vb.), amaciyla
geligtiriimig, yuUksek seviyede secicilige ve hassasiyete sahip, kantitatif/kalitatif
Olcim yapilmasi hedeflenen, dusik oOlcim siniri (limit of detection, LOD) olan,
gercek zamanl sistemlerdir[5, 6].

Trombin, pihtilasma faktort |l olarak bilinen, fibrinojeni fibrine c¢evirerek,
pihtilasmayi gergeklestiren bir serin proteazdir. Damarda olusan hasar sonrasindaki
kan kaybi, pihtilasmayr saglayan hemostaz denilen mekanizma ile
gerceklesmektedir [7]. Bu olay sirasinda trombin, hizli bir sekilde o bdlgede
olusturulmaktadir. Pihti olusturulmasi, kanama durduktan sonra pihtilasma
surecinin durdurulmasi, fibrin yapisinin pargalanmasi (fibrinoliziz) streci, trombinin
cesitli proteolitik pargalama reaksiyonlarini gerceklestirmesi ve kofaktorlere
baglanmasi ile gerceklesmektedir. Bu sureglerin dogru ve zamanl bir sekilde
denetlenmedigi durumlarda, hemofili ve tromboz gibi hastaliklar olugsmaktadir.
Trombin olugsumu, baslangig, artis ve sonlanma olarak U¢ ayri asamada olmaktadir
[8]. Pihti olusumu, trombin konsantrasyonu 10 nM’a ulaginca baslamaktadir ve
artis evresinin baslangici ile ortugmektedir. Pihtilagsma reaksiyonlari sirasinda
baslangic ile baslayan ve artis ile devam eden suregte, trombin konsantrasyonu 1-
500 nM araliginda degisebilmekte veya 500 nM (izerine gikabilmektedir[9]. Bu
konsantrasyon araliginda gergcek zamanli trombin olgimu gergeklestirebilen bir
sensorun, pihtilagsma sureci boyunca anormal trombin olugumu ile ilgili Snemli bilgi

verebilecedi dusunulmektedir.



Bu tez calismasinda, fizyolojik olarak anlamli bir aralik olan 1-500 nM arasinda,
trombin 6lcimu saglayan gercek zamanl bir sensorun geligtiriimesi hedeflenmistir.
Bu amagcla, altin ylzey uzerinde 3,3’Ditiodipropionik asit di(N-hidroksisuccinimid
ester: 6-merkapto-1-hekzanol (3,3’ Dithiodipropionic acid di (N-hydroxysuccinimide
ester: 6-mercapto-1-hexanol, DSP:MCH) kendiliginden duzenlenen karisik tek
tabakalar (mixed self assembled monolayers, mSAMSs) olusturularak, trombin
aptameri veya trombin antikorunun yuzeye baglanmasi saglanmistir.

DSP, hem tiyol gruplariyla altin ylzeye baglanabilen, hem de aktif N-
hidroksisuccinimid,  (N-hydroxysuccinimide, @ NHS) gruplariyla  proteinlere
baglanabilen bir 0Ozellige sahiptir; bdylece c¢apraz badglayici goérevi Ustlenip,
yuzeylere avidin/biyolojik taniyici ajanin baglanmasini saglayabilmektedir [10].
MCH ise, kisa zincirli ve —OH ug¢ gruplari olan bir alkantiyol olup, sensér ylzeyine
yapilan immobilizasyonlar sirasinda nonspesifik olarak ylzeye baglanan DNA
ve/veya proteinleri en aza indiren ve biyolojik taniyici ajanlar arasinda mesafeyi
arttirarak, hedef molekilli baglama hassasiyetini arttiran ajanlar arasindadir [11-
14].

Bu tez calismasi kapsaminda 1) DSP ile birlikte kullanilacak olan MCH ile yuzeye
daha sonradan eklenecek trombin aptameri/antikorunun (biyolojik tanma
elementinin) ylzeye spesifik olmayan ve raslantisal sekilde immobilizasyonunun ve
bdylece aktivitesinin azalmasinin énlne gecilmesi 2) Yluzeyin kimyasal aktivasyonu
sirasinda, MCH ile DSP molekullerinin arasindaki mesafeyi acarak sterik
engellemeyi azaltarak, biyolojik taniyici ajaninin baglanmasinin arttirimasi 3)
Biyolojik taniyici ajaninin hedef molekulll algilama olasiligini arttirarak etkin bir
biyosensor sisteminin gelistiriimesi hedeflenmisgtir.

Altin yuzeyin kimyasal aktivasyonunda, farkli DSP ve MCH oranlari kullanilarak,
MSAMSs olusturulmus ve bundan sonraki agamada DSP’nin, capraz baglayici gorevi
ustlenmesiyle, trombin aptameri ya da trombin antikorunun altin yuzey Uzerine
baglanmasi saglanmis ve son asamada da olusturulan sistemin sensor
Ozelligi, trombin ile denenmigtir. YUzey Uzerinde kimyasal ve biyolojik aktivasyon ve
biyosensor performansinin trombin ile test edilmesi, akis hlcresine bagli YPR
sistemi ile gergeklestiriimistir.

Sensor yuzeyi olusturulurken, oncelikle en fazla BSA ve lizozim baglanmasini
saglayan DSP:MCH molar orani 2mM DSP: 2.5 mM MCH olarak belirlenmistir.



DSP:MCH (2.0:2.5) molar oraniyla olusturulan mSAMs’lerde BSA ve lizozim’in en
fazla baglandiklari konsantrasyonlar belirlenmis ve buna gore trombin aptameri ve
antikorunun en fazla baglanma konsantrasyonlari belirlenmistir. Optimize edilen
parametreler ile, trombin aptameri ve trombin antikoru ile iki farkli sensor gelistiriimis
ve her iki sensor igin trombin kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Her iki sensorun
serum matriksinde ve PBS’de trombine verdigi sensor cevaplari (ARU), birbirleriyle
karsilastiriimistir. Her iki sensorun de tekrar kullanilabilme (rejenerasyon) 6zellikleri
denenmistir. Trombin aptamerinin kullanildigi sensor yuzeyinde bes defa yuzey
rejenerasyonu yapilabildigi ve trombin 6l¢imu yapildigr goraimastar.

Altin ylzey Uzerinde olusturulan, DSP, MCH SAMs’lerin ve DSP:MCH mSAMs’lerin
yluzey karakterizasyonu X-ray fotoelektron spektroskopi (X-ray photoelectron
spectroscopy, XPS) ve azaltiimis toplam reflektans- fourier donusumlu kiziltesi
(attenuated total reflectance-fourier transform infrared spectroscopy, ATR-FTIR)
spektroskopi ile gerceklestiriimistir. Altin ylzey Uzerinde, DSP, MCH ve her iki
molekule ait fonksiyonel gruplar her iki spektroskopik teknik ile belirlenmis ve bu
molekullerin ylizeye Au-S bag ile kovalent olarak baglanmalari XPS sonuglari ile
gosterilmigtir. Ayrica altin yuzey, DSP:MCH mSAMs ile modifiye yluzey ve BSA
baglanmis DSP:MCH mSAMs yuzeyin atomik kuvvet mikroskop (atomic force

microscope, AFM) goruntuleri ve purtzlUlik degerleri karsilastiriimistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Biyosensorler

Biyosensor, International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) tanimina
gore, cesitli biyolojik molekul ve yapilarin (DNA, RNA, protein, enzim, antikor,
aptamer doku, organel, hucre, reseptér vb.), secicilik ve afinite goésterdikleri
biyomolekullere baglanmalari sonucunda olusan biyokimyasal reaksiyonlari,
Olculebilir fiziksel ve kimyasal sinyale (elektrokimyasal, elektriksel, termal,
piezoelektrik, optik) donusturebilen ve kantatif ve yari kantatif analitik bilgi veren bir
cihazdir [15, 16].

Biyosensor yapisi biyolojik taniyici ajan, immobilizasyon tabakasi ve gevirici olmak
Uzere U¢ ana kisimdan olusmaktadir [17] (Sekil 2.1). Biyosensorlerde kullanilan
ceviriciler, biyolojik taniyici ajaninin hedef molekule baglanmasi ile olugan degisimin
okunabilir sinyale doénistirilmesi igin kullaniimaktadirlar [18]. ideal bir
biyosensérde aranan en 6nemli iki 6zellik, biyolojik taniyici ajani ile belirlenen
segicilik ve gevirici ile belirlenen hassasiyettir [17].

Biyosensorler, kullanilan biyolojik taniyici ajanlara ve neden olduklari biyokimyasal
reaksiyonlara gore (DNA, RNA, aptamer (nukleik asit), antikor, hicre temelli
sensoérler, enzim veya immunosensoérler), ya da sinyal cevirici tiplerine goére
(elektrokimyasal, elektriksel, termal, piezoelekirik, optik) ya da bazen her iki
siniflandirma sisiteminin birlesimine gore (amperometrik enzim sensorler, optik

aptamer sensorler vb.) siniflandirilabilmektedir [15, 16, 18].
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Sekil 2.1. Biyosensor kisimlari ve ¢alisma prensibi

2.1.1. Biyolojik Taniyici Ajanlara Gore Biyosensorlerin Siniflandiriimasi
Biyosensarlerde farkli biyolojik taniyici ajanlar olarak enzimler, hiicre reseptorleri,
tam hdcreler, mikroorganizmalar, nikleik asitler (RNA, DNA, aptamer) ve antikor,
antikor fragmanlari kullanilabilmektedir [17, 19].

Hucre kisimlari, tam hucreler ve mikroorganizmalar ile gelistirilen biyosensor
tiplerinde, patojen, toksin dlgumleri, cevresel kirlilik ve farmosatik bilesenlerin etkileri
arastinlabilir ve LOD’si dusuk sistemler gelistirilebilse de, biyosensor sisteminde
calisabilir halde tutulmasi, hangi tip hicrenin secilecegi gibi konular, bu tip biyoloik
taniyici ajanlar ile biyosensor gelistiriimesini zor hale getirmektedir [15, 17].
Nukleik asit, antikor ve antikor fragmanlarinin kullanildigi biyosensor sistemlerinde
ise, ideal bir biyolojik taniyici ajanindan beklenen yuksek segicilik, hizli cevap, ve
farkh hedef molekilleri taniyabilme o6zellikleri, DNA ya da RNA’dan olusan
aptamerler ve antikorlarda bulundugu igin, bu tip biyolojik taniyici ajanlari

biyosensor sistemlerinde siklikla kullanilir hale gelmistir [4, 10, 18, 20].

2.1.1.1. Enzimlerin Biyolojik Taniyici Ajan Olarak Kullanildiklar1 Biyosensorler
Belli molekullere karsi segicilik gésteren ve onlarin Grinlere dénusmesini saglayan
enzimlerin biyolojik taniyici ajan olarak kullanildigi biyosensoérler bulunmaktadir
[15]. Kullanilan enzimler, alti farkh kategoride degerlendiriimektedir.
Oksidoreduktazlar, transferazlar, ligazlar, liyazlar, hidrolazlar ve izomerazlar
siraslyla oksidasyon/reduksiyon reaksiyonlari, molekll gruplarinin bir molekulden

digerine aktarilmasini saglamak, iki molekullu birbirine baglamak, C-C, C-N, C-O
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baglarini kirmak, hidrolitik pargalama ve molekul igerisindeki degisikliklerden
sorumlu olmaktadirlar.
Enzim temelli sensdrlerde, genellikle elektrokimyasal geviriciler kullanilmakta ve
farkh stratejiler kullanilarak hammaddelerin uranlere donugmesi
gozlemlenebilmektedir. Bunlar, oksidaz, bakteri veya maya tarafindan yan
hammaddenin tuketilmesinin izlenmesi, olusan hidrojen peroksidaz, hidrojen iyonu
ya da karbondioksit gibi GrGin ya da UrUnlerin izlenmesi ya da redoks enziminin aktif
bdlgesinden elektrokimyasal ceviriciye elektron aktariimasinin izlenmesi olarak
siralanabilmektedir [16].
Ticari olarak en 6n yaygin olarak bilinen glukoz sensorlerinde, glukoz oksidaz veya
glukoz dehidrogenaz enzimlerinin  kullanilarak, kanda glukoz O&lcimu
saglanmaktadir [15]. Glukoz disinda askorbat, amino asit, alkol, kolesterol, fruktos
gibi farkli molekullerin 6lgimu i¢in de gelistirilen enzim biyosensoérler bulunmaktadir.
Enzim biyosensorlerinin performansini etkileyen en dnemli faktorler, pH, sicaklik
degisimi, yanlis immobilizasyon sonucunda biyolojik taniyici ajan olarak kullanilan
enzim aktivitesinin azalmasi olarak bilinmektedir.
2.1.1.2. Hicre/Mikroorganizmalarin Biyolojik  Taniyici  Ajan  Olarak
Kullanildiklar Biyosensorler
Genel olarak hucre sensorleri olarak bilinen bu siniftaki biyosensorlerde, biyolojik
taniyici ajan olarak, tam hacre, belli bir hiicre igerisindeki bir organel (mitokondri),
hiicre duvari ya da mikroorganizma kullanilmaktadir [15, 16]. Ozellikle bakteri ya
da mayanin biyolojik taniyici ajan olarak kullanildi§i biyosensoérlerde, ylksek
hassasiyet, dusuk maliyet, hizli cevap ve bakteri ve maya fazla miktarda
uretilebildikleri icin, genis test populasyonlari ile c¢alisma imkani bu tip
biyosensorlerin avantajlari arasindadir [17].
Atik su, su kirlligini tayin etmekte kullanilan mikroorganizma temelli sensorler, daha
Oonceden test amach kullanilan memeli hayvanlar, kus ve balklarin yerine
gecmektedir. Ayni zamanda periplazmik enzim igeren hucreler biyolojik tantyici ajan
olarak kullanildiklarinda enzimlerin yerine daha wucuz bir alternatif olarak
kullaniimaktadir.
Biyomedikal arastirmalar, farmasotik bilesenlerinin hiicre Uzerine etkilerinin
arastinimasi, gida guvenliginin arastiriimasi gibi élgimlerde gergek zamanli hizli ve

hassas olgumler alinabilse de, hicre secimi, ¢ogaltilmalari ve immobilizasyon



sonrasinda ya da olgum sirasinda canh kalmalari gibi faktorler bu tip sensorlerin
kullaniimasindaki zorluklar arasindadir [21].
2.1.1.3. Antikor ve Antikor Fragmanlarinin Biyolojik Taniyici Ajan Olarak
Kullanildiklari Biyosensorler
Antikorlar, biyolojik sistemlerde ylzlerce aminoasitin olusturdugu, non-kovalent
etkilesimler ve disulfur baglarla birbirine baglanmis iki agir ve iki hafif zincirden
olusan blylk molekillerdir [22]. Agir ve hafif zincirin birlestigi N-terminal
bdlgesinde, antijen baglanma bolgesi yer alir ve sadece belli tip bir antijeni (hedef
molekill) baglama 6zelligine sahiptir [15, 22].
Antikorlar yuksek secicilik ve afinite ile spesifik antijenlerine baglanabilmektedir. Bu
biyomolekuler etkilesim temel alinarak gelistirilen biyosensdrlere antikor sensorleri
ya da immunosensorler adi veriimektedir [19].
Gelistirilen antikor sensorlerinde, farkli sekillerde antijen-antikor etkilesimleri
g6zlemlenmektedir. Bunlardan bir tanesi, yluzeye antikorun baglanmasi sonucunda
cozelti igerisindeki hedef molekiliin élgimudiir [23, 24]. Olgiim igin, etiketleme
gerektiren biyosensor sistemlerinde, bu tip bir dlgim igin, floresans ya da enzim
etiketli sekonder antikor veya floresans etiketli hedef molekil veya biyolojik taniyici
ajaninin olmasi gerekmektedir [25-27]. YPR ya da kuartz kristal mikrobalans
(quartz crystal microbalance, QCM) gibi biyosensorlerde ise, etiketlemeye gerek
kalmadan antijen ya da antikorun yuzeye baglanmasi sonucunda kirilma indeksi
(refractive index, RI) ya da frekansdaki degisime bagli olarak &lgim
gerceklesmektedir [10, 28].
Antijenin kaglk molekuler agirhkta olmasi durumunda ise, yuzeye antijen
baglandiktan sonra, antijen-antikor karigsim ¢ozeltisi ylzeye goénderilip, karisimdaki
antijen konsantrasyonundaki azalisa gore, antikorun yuzeydeki antijene baglanma
miktari ve buna goére de 6lgim sinyali artmaktadir [29, 30]. Bu tip sistemlerle, eser
miktarda olan énemli bir Gre metaboliti estriol (E3), sudaki bir cyanobakteri Granu
olan mikrosystinler ve c¢esitli hastaliklara neden olan (-agonistlerin Olgimu
gergeklesmistir [31-33].
Yuksek segicilikle gerceklesen antikor-antijen etkilesimleri temel alinarak
olusturulan biyosensér sistemlerinin LOD’lerinin azaltilmasi ve hassasiyetlerinin
arttirlmasi igin altin nanopartikiil (AuNP) ya da karbon nanotlp gibi nanoyapilar

cevirici olarak kullanilmaktadir [ 34-36]. Nanoyapilarin antikor sensorleri dahil diger



biyosensor sistemlerinin performanslarini arttirmalarindaki en énemli etkenler 1)
yuzey alanlarinin fazla olmasiyla, daha fazla biyolojik taniyici ajan baglaniyor olmasi
2) kendilerine has mekanik ve optik 6zelliklerinin olmasidir [37]. Nanoyapilarin
cevirici olarak kullaniimasinin disinda, antikor sensorlerinin hassasiyetlerini
arttirmak icin, yuzey immobilizasyonu sirasinda antikorlar arasi mesafeleri agmak
ya da biyolojik taniyici ajan olarak antikor fragmanlari olan sadece antijen baglanma
bdlgesini (antigen binding fragment, Fab) ylzeye immobilize etmek gibi yontemler
gelistirilmistir [23, 38].
2.1.1.4. Niikleik Asitlerin (RNA, DNA, Aptamer) Biyolojik Taniyici Ajan Olarak
Kullanildiklar Biyosensorler
Nukleik asitlerin biyolojik tantyici ajan olarak kullanildiklari ilk olarak geligtirilen
biyosensoarler, birbiriyle tamamlayici iki farkh dizilimdeki DNA zincirinin adenin/timin,
guanin/sitozin eslesmesine bagll olarak hibridizasyon yapmasi temel alinarak
gelistirilen 6lgimu sistemleridir [12, 39].
Cift sarmal DNA (double stranded DNA, dsDNA)nin, bir zincirinin ylzeye
immobilizasyonu sonrasinda, érnek igerisindeki diger zincirin yuzeye bagl zincire
hibridasyonu sonrasinda, dsDNA olusumuna bagl olarak, kullanilan gevirici tipine
gore, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ya da termal bir sinyale donusmektedir
[39]. Zincirlerin eslesmesi, spesifik oldudu igin, érnek igerisinde bulunan baska
DNA zincirlerinin dizilim farkindan dolayi, bu eslesme ¢ok zayif olup, kararh bir
dsDNA yapisi olusmamakta ve beklenen sinyal goérilmemektedir. Bu tip DNA
biyosensorleri, Tay Sachs veya sistik fibros gibi hastaliklarin teshisinde kullanilan
SNP olcumleri, kanser ve viral enfeksiyon sonucunda degisen gen ifade degisim
Olcumleri, gida guvenliginde onemli olan genetigi degistirilmis organizmalarin
Olcumlerinde kullaniimakta olup, hizli, basit, segici ve ucuz dlgumler i¢in potansiyel
olusturmaktadir [3, 39-42]. Bunun disinda kanser ilaglarinin DNA’ya
baglanmasini incelemek igin de gelistirilen DNA biyosensorleri mevcuttur [12].
Belli dizilimdeki tek zincir DNA (single stranded DNA, ssDNA) ya da RNA
oligonukleotitlerinin, DNA ya da RNA disinda farkli hedef molekullere ylksek
secicilikle baglandigi, Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(SELEX) metodunun kesfedilmesi ile ortaya ¢ikmistir [43]. Bu metodla belli bir
hedef molekile karsi segicilik ve ylksek afinite ile baglanan oligonukleotit segimi iki

asamada olmaktadir. Birinci asamada genis bir oligonukleotit havuzu segilmektedir.



Ikinci asamada, afinite kromotgrafi kolonuna baglanan hedef molekiil Gzerinden
gegirilen farkli oligonukleotitlerin bazilari hedef moleklle spesifik veya spesifik
olmayarak baglanmakta, digerleri kolon ylzeyinden ayrismaktadir. Kolona spesifik
olmayarak baglanan oligontkleotitiler de yikama ile kolon ylzeyinden ayrilmaktadir.
Bu iglemin ayni dongu ile tekrarlanmasi sonucunda hedef molekule yuksek afinite
ve segicilik gosteren oligonikleotitler PCR ile gogaltiimaktadir [43, 44].

Aptamer olarak bilinen bu oligonukleotitlerin, segicilikle baglandigi hedef molekdiller
arasinda protein, amino asit, organik molekdller, hicreler, bakteriler, metal iyonlar
mevcuttur [10, 18, 43, 45, 46]. Hedef molekiillerine gosterdikleri yiiksek afinite
(pikomolar nanomolar araliginda ayrisma sabiti (Kd)) ve ylksek segicilikten (hedef
molekul ile benzerlik gdsteren yapilarla hedef molekill ayirabilme 6zelligi) dolayi
aptamerler, antikorlar kadar sik kullanilan bir biyolojik taniyici ajan haline
gelmiglerdir [18, 46, 47]. Buna ek olarak aptamerler kimyasal olarak
sentezlenebildikleri ve antikorlar gibi hayvan igerisinde bir antijen’e kargi
geligtiriimedikleri igin, herhangi bir hedef molekil igin dislik maliyette elde
edilebilirler [18, 46]. Bu 06zellikleri, poliklonal antikor Gretiminde ortaya gikan her
dretimde farkli verim alinmasi riskini de ortadan kaldirmaktadir [10, 48]. Kimyasal
olarak sentezlenebilmeleri ve farkli kosullarda secilebilmeleri, in vitro kosullarda
elde edilen rekombinant antikorlar hari¢, sadece fizyolojik kosullarda elde edilen ve
kararhlik gosteren antikorlara kargl avantaj saglamaktadir [46, 48]. Buna ek
olarak, farkli gruplarin c¢aligmalar sonucunda biyolojik ve kimyasal
modifikasyonlarinin (biyotin, enzim floresans problari ve nanopartikiller ile
etiketleme) kolay oldugu ve modifikasyon sonrasi afinitelerinde bir degisikilik
olmadigi belirtiimektedir [10, 18, 46, 48]. Ayrica hedef molekdillerinin ve belli
iyonlarin varhdinda katlanabilir bir yapi gostermeleri ve bu yapinin eski haline
donebiliyor oldugu bilinmektedir [18, 48, 49]. Bu 6zellikle birlikte diisiik molekiler
agirligina sahip olmalari, kararli bir yapiya sahip olmalarini saglamaktadir [18].
Immunoglobulin E (IgE)’ye kargi gelistirilen iki tip QCM sensorunun bir tanesinde
biyolojik taniyici ajan olarak anti-IgE, digerine IgE aptamer’i immobilize edilmis, ve
iki biyolojik taniyici ajaninin performanslari karsilastiriimistir [10]. Her iki sensoriin
LOD’leri ayni olmakla birlikte, dogrusallik araliginin aptamer sensériinde daha genis
oldugu, goérulmastir. Bunun nedeni, aptamerin kuguk bir molekll olmasindan

dolayi, yuzeye daha sik olarak immobilizasyonun gerceklestigi ve dolayisiyla



sensorin daha yuksek konsantrasyonda IgE ile doyuma ulastigi olarak
yorumlanmigtir. Ayrica ayni c¢alismada, aptamer sensorinde farkh tampon
gOzeltileri ile ylUzey rejenerasyonu yapilabildigi ve antikor sensorunde bunun
gerceklesmedigi gortulmastir. Buna ek olarak, yuzey kararligi ve raf émrinin
aptamer sensorunde daha fazla oldugu tespit edilmigtir. Aptamerlerin bilinen en

onemli dezavantaji, nikleaz (DNAse, RNAse) varliginda pargalanabilmeleridir [48].

2.1.2. Biyosensorlerin Olgiim Prensiplerine Gore Siniflandirmalari
Biyosensorlerin dlgim prensiplerine gore siniflandiriimalari, geviricinin biyolojik
tantyict  ajaninin  hedef molekule baglanmasini farkli tiplerde sinyale
donustirmesine gore (elektrokimyasal, kutle artisina bagli (piezoelektrik) ve optik)
olmaktadir [50, 51].

2.1.2.1. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, elektrokimyasal ceviriciye sahip biyosensoér
sistemleridir. Biyolojik taniyici ajaninin hedef molekille baglanmasi sonucunda
olusan kimyasal reaksiyonlarin, iyon ya da elektron olusturmasi ya da tiketmesi,
¢Ozeltinin elektrik akimi ya da potansiyel gibi dl¢ulebilir 6zelliklerini degistirmektedir.
Bu degisimlerin elektrokimyasal cevirici ile Olgulebilir sinyale donusturilmesi
prensibine gore calisan elektrokimyasal biyosensoérler, amperometrik,
potansiyometrik, konduktometrik ve iyon-hassas olarak dort farkli grup altinda

incelenmektedir.
2.1.2.1.1. Amperometrik Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler altinda en yaygin olarak bilinen biyosensorler,
amperometrik biyosensorlerdir [15]. Calisma prensibi, elektroaktif olan bir
molekulln indirgenmesi ya da yukseltgenmesi sonucunda olusan akimin élglimesi
temeline dayanmaktadir [16]. Bir referans elektroda gore, Au, platinyum (Pt) veya
karbon (C) temelli tek bir calisma elektrodu ya da bir dizi elektrod Uzerinde sabit bir
potansiyel saglanmasi ile akim oélgtlmektedir. Olusan akim, elektroaktif molekulin
konsantrasyonu ya da onun olusum ya da tuketim hizi ile iligkilendiriimektedir.
Genellikle, 1) Elektrod Uzerinde immobilize olan enzim tarafindan gergeklestirilen
oksidasyon/rediksiyon  reaksiyonlari sonucunda 2) Enzim tarafindan
gerceklestirilen hidroliz/fosforulasyon reaksiyonlari sonrasinda gergeklesen

oksidasyon/reduksiyon reaksiyonlari sonucunda 3) Biyolojik taniyici ajaninin hedef
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molekull yakalamasindan dolayi gergeklesen oksidasyon/reduksiyon reaksiyonlari
sonucunda olusan akim degisimleri olgulmektedir. Amperometrik biyosensorler
medyatér olan bilinen dusuk molekiler agirlikl redoks ciftlerinin kullanimi ile,
enzimin redoks merkezinde olusan elektronlari elektroda tasinmasini ve akimda

degisim saglamaktadirlar.

2.1.2.1.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik dlgimler, iyon—secgici membrane ile ayrilan indikator ve referans
elektrod ya da iyon—secici membrane ile ayrilan iki referans elektrod arasinda
olusan potansiyel farkini, iki ¢ozelti arasinda akimin olmadidi durumlarda d6lgme
prensibine dayanmaktadir [15, 16]. En siklikla kullanilan potansiyometrik
elektrodlar arasinda, pH elektrodlari, F-, I, CN-, Na*, K*, Ca*2, NH4"* gibi iyon segici
elektrodlar ve CO2 ve NHs gibi gaz segici elektrodlar bulunmaktadir. iyon—segici
membrane ile ayrilan indikator ve referans elektrod arasindaki potansiyel fark, iyon

aktivitesi ya da gaz konsantrasyonunun logaritmasi ile orantilidir[16].

2.1.2.1.3. Konduktometrik Biyosensorler

Biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda olugan iyon ya da elektronlar, ¢ozeltinin
iletkenligini degistirmektedir [15, 16]. Genellikle enzim reaksiyonlari sonrasinda,
cozeltideki elektriksel direng ya da iletkenligin dlgulmesi prensibine dayanmaktadir.
Ureaz enziminin veya c¢ogu biyolojik membran reseptorlerinin gerceklestirdigi
reaksiyonlar, iyon kondiktometrik biyosensorler ile izlenmektedir [52]. Duslk
hassasiyete sahip bir dlgim oldugu igin, genellikle enzim igceren bir sensoér ve enzim

icermeyen bir sensor arasindaki 6lgim farki alinmaktadir.

2.1.2.1.4. lyon-Hassas Biyosensorler

Daha o©nce potansiyometrik biyosensorler altinda tanimlanan iyon-hassas
biyosensorler, IUPAC’In hazirladidi teknik rapora gore, elektrokimyasal sensorler
altinda dérdiinct bir sinif olarak tanimlanmaktadir [53]. iyon-hassas alan etkili
transistor, ¢ozeltideki iyon konsantrasyonunu oélgen bir alan etkili transistordur. Alan
etkili transistorler, elektrik alan etkisi kullanilarak kontrol edilen yari iletken
cihazlardir. Bu tip transistorler, ¢ozeltideki iyon ile etkilesime girdigi zaman yuzey

elektrik potansiyeli degismekte ve olgliimektedir [15].
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2.1.2.2. Piezoelektrik Sensorler

Kutle hassas olarak da bilinen piezoelektrik biyosensorlerde, piezoelektrik geviriciler
kullaniimaktadir. Bu tip biyosensorler, quartz, ¢inko oksit veya aliminyum nitrit gibi
piezoelektrik 6zelligi olan materyallerin kullanildigi ceviriciler bulundurmaktadir
[15]. Ancak genellikle quartz-kristal kapl altin elektrodlar kullaniimaktadir.
Piezoelektrik ceviricilere belli bir frekansta elektrik sinyali uygulanmasi ile, sabit
frekansta titresimleri saglanmaktadir. Titresim frekansi, uygulanan elektriksel
frekansa ve kristalin kutlesine bagh olarak degismektedir.

Molekullerin  ylzeye baglanmasi, biyolojik taniyici ajan-hedef molekdl
etkilesimlerinde, ylUzeydeki kutle artmakta ve bunun sonucunda kristalin titresim
frekansi degdismektedir. Elektriksel olarak Ol¢llen bu dedisim, ylzeye baglanan
veya kopan molekullerin katlesini belirlemek igin kullaniimaktadir.

QCM disinda, en fazla kullanilan piezeoelektrik sensorler mikrokantilever ve surface

acoustic wave (yuzey akustik dalga sensorleri, SAW) sensorleridir [1, 3, 10].

2.1.2.3. Optik Sensorler

Optik biyosensoarler, biyomedikal, insan sagligi, ilag arastirmalarinda, cevresel
kirliligi arastirmalarinda en siklikla kullanilan ve farkh uygulamalari olan guglu analiz
sistemleridir [54, 55].

Optik biyosensorlerin diger biyosensorlere gore avantajlari arasinda, optik
biyosensorlerle surekli 6lgim yapilabilme kapasitesi, mikrofluidik sistemlerle
batinleyici metal oksit yari iletken (complementary metal oxide semiconductor,
CMOS) ve yuklenme- iligtiriimis cihaz (charge-coupled device, CCD) detektorler gibi
optik bilesenlerin kolay integrasyonlari, quantum dot (QD), metallik nanopartikullerin
(Au, Ag, Pd vb.) optik 6zelliklerinden dolay hassasiyet’i arttirma, LOD dustirme ve
birden fazla molekili ayni anda algilayabilme 6zelikleri gosteriimektedir [54, 55].
Optik biyosensorler oOlgim cesitlerine gore iki temel sinifa ayrilmaktadirlar.
Etiketlenerek yapilan olgim (florofor, liminofor, enzim ve nanopartikll ile biyolojik
taniyici ajanlarin ya da hedef molekllin etiketlenmesi) ve etiket kullaniimadan
yapilan 6lgiim prensibiyle galisan optik biyosensorler [56, 57].

Floresans etiketli élgimlerde, biyolojik taniyici ajanlar ya da hedef molekdller
floresans 6zellikteki molekiillere baglanmaktadirlar. Floresans 6zellikteki molekilin
belli dalga boyunda verdigi emisyon sayesinde hedef molekil ya da hedef

molekulin biyolojik taniyici ajan ile etkilesimi algilanmaktadir. Bu tip élgimlerde,
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LOD’si tek bir molekule indirgenebilse de, floresans etiketlemeden dolayi,
etiketlenen molekulin yapisinin ya da fonksiyonunun degisme olasilig
bulunmaktadir [55]. Ayni zamanda floresans etiketleme birden fazla basamak
icermektedir [51]. Buna kiyasla etiket kullaniimadan yapilan 6élgiimde molekdller
dogdal, etiketsiz hallerinde algilanmaktadir. Daha kolay ve ucuz olmasinin diginda,
bu yontemle kinetik ve kantatif dlgimler yapilabilmektedir. Etiket kullaniimadan
Olgum yapan optik biyosensorlerin bir kismi gevirici yuzeylere baglanan molekulden
dolayl, RI’ deki kaymalari 6lgen sistemlerdir. RI’'deki degisimleri dlgen optik
biyosensoarler alti farkh tiptedir 1) Ylzey plazmon resonans temelli biyosensorler 2)
Interferometre temelli biyosensoérler 3) Optik waveguide temelli biyosensoérler 4)
Optik ring resonator temelli biyosensérler 5) Optik fiber temelli biyosensorler 6)

Photonic crystal temelli biyosensorler [55].

2.2. Yiizey Plazmon Resonans (YPR)

YPR, elektromanyetik uyarim (1sik) sonucunda, 1sik dalgalarinin metal-dielektrik ara
ylzeyinde iletim elektronlari ile etkilesime ge¢mesi sonucunda elektronlarin isik
dalgasi ile ayni rezonansta salinim goéstermesidir [58, 59]. Rezonans eslesmesi,
metal yuzey Uzerindeki Rl degisimlerine kargi duyarhlik godstermektedir. YPR
biyosensorlerinde, metal ylizey Uzerine immobilize edilmis biyolojik taniyici ajaninin
cOzelti icerisindeki hedef molekulinli yakalamasi sonucunda, metal ylzey
Uzerindeki RI artmaktadir [51]. RlI'daki artis, genellikle resonans agi ya da
dalgaboyu kaymalarinin élgiimesi ile tespit edilmektedir [58, 59].

Lokalize ylzey plazmon resonans (LYPR)'de ise, gonderilen 1sik, nanopartikll ya
da bagka nanoyaplilar gibi dalgaboyundan daha kuguk yapilarla etkilestigi igin, ayni
rezonansta gergeklesen plazmon salinimi nanoyapi etrafinda yerel olarak
gerceklesmektedir [51, 58, 59]. Kullanilan malzemenin yapisi, sekli, boyutu ve
malzeme igerigi, plazmon resonansinin buyuklugu, dalgaboyu genisligi ve kayma
miktari gibi spektral ozellikleri etkilemektedir. LYPR’de yerel olarak gerceklesen
plazmon salinimindan dolayi, hassasiyet daha fazla olsa da kisa araliktaki
degisimler s6zkonusu oldugunda iki algilama metodu da benzerlik gostermektedir
[60]. Buna ek olarak ticari olarak YPR cihazlari ve bu cihazlarla ilgili teknolojik
gelismeler daha fazla bulunmaktadir [51, 58].

YPR biyosensorleri, hedef molekule olan segicilik, afinite ve biyomolekuler

etkilesimlerin kinetigi hakkinda bilgi vermektedir [39, 58]. YPR biyosensor
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teknolojisinin avantajlarn su sekilde siralanmaktadir. 1) Kullanilan biyolojik taniyici
ajan ya da hedef molekulun floresans ya da karakteristik absorbsiyon ve de sagilma
Ozellikleri olmaksizin, birbirlerine baglanmalari sonucunda resonans acgi ya da
dalgaboyunda kayma gibi 6zelliklerle tespit edilebilmesi 2) Etiket kullaniimadan
Olcim yapilabilmesi 3) Gergek zamanli 6lgim gergeklestirilebilmesi 4) Tek bir dlgim
ya da surekli 6lgim alinabilmesi [51]. YPR biyosensor teknolojisinin en blyik
dezavantaji, etikete bagl olmayan &lcim yapilmasindan dolayi, Olgllen optik
sinyalin biyolojik taniyici ajaninin hedef molekile olan segiciligine bagl olmasidir.
Cozelti igerisinde hedef molekile benzeyen bir molekulin olmasi halinde, spesifik

algilamaya bagli olarak gergeklesen sensor cevabi etkilenebilmektedir.

2.2.1. YPR Olgiim Formatlar

YPR biyosensor sistemlerinde, biyolojik taniyici ajaninin ¢ozelti igerisinde hedef
molekull tanimasi ve bu baglanmanin sensor cevabi olarak goérulebilmesi icin Ug¢
farkl 6lgiim formati gelistirilmistir [51, 59].

Direk 6lgim formatinda hedef molekll, metal ylzey Uzerine immobilize edilen
biyolojik taniyici ajan ile etkilesimi sonucunda 6lgum gergeklesmektedir. Biyolojik
taniyici ajaninin hedef molekile baglanmasi dl¢ulebilir bir sinyal oldugunda, bu tip
Olcim tercih edilmekte ve hedef molekilin konsantrasyonu RI artigi ile dogrudan
orantili olmaktadir.

LOD'yi azaltmak igin kullanilan ikinci bir format sandvig formati olarak bilinmektedir.
Bu tip 6lgiim formatinda iki agsamali 6lgiim gerceklesmektedir. ilk asamada yiizeye
immobilize biyolojik taniyici ajan (genellikle aptamer ya da antikor) hedef molekulu
yakalamakta, ikinci asamada yine hedef molekile baglanan sekonder antikorlar
yuzeye gonderilmektedir. Sekonder antikorlar daha dnceden ylzeyde yakalanan
hedef molekullere baglandiklari zaman, baglanan molekul sayisi arttidi icin sensoér
cevabi da artmaktadir.

Uglincli 6lgiim formati LOD'yi azalttigi gibi ayni zamanda kigik molekdllerin
Olcimine olanak vermektedir. Bu tip Olcim formatinda o6rnek, antikor ile
karigstirilmakta ve bu karisim, hedef molekilin baglandidi sensoér yuzeyine
gonderilmektedir. Karisimda sabit tutulan antikor miktari ylzeye baglanmis olan
hedef molekule bagdlandigi zaman, sensor cevabinda bir artis gérilmektedir. Ancak
ornek igerisinde hedef molekul bulundugu takdirde, yuzeydeki hedef molekile

baglanma az olacagindan, sensoér cevabinda azalma gorulmektedir. Ayrica, Au, Pd,
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Pt gibi nanopartikullerin etiket olarak kullanilarak sensor cevabini ve hassasiyetini
daha fazla arttirdigi bilinmektedir [59].

2.2.2. YPR’de Gevirici Olarak Kullanilan Metaller

YPR biyosensor uygulamalarinda en siklikla kullanilan metaller altin ya da gumastur
[58]. Bu metallerin tercih edilmelerinin nedenleri biyosensér uygulamalari igin kolay
modifikasyonlari, plazmon resonans i¢in uygun zemin olusturmalari ve rezonans
dalgaboyu kaymalarinin gérundr spektrumda olmasi olarak siralanabilmektedir
[58, 61-65]. Gimis ylzeyler daha uzun sireli ylizey plazmon resonans etkisi
saglar ve dolayisiyla biyomolekll baglanmalarina daha duyarhdir ancak c¢abuk
oksitlenmeleri s6z konusu oldugundan, bu 6zellik yizey kararlihgini bozmaktadir.
Bu yUzden biyosensor uygulamalarinda altin yuzeyler daha ¢ok tercih edilmektedir
[58].

2.2.3. YPR Biyosensorleri

Hormon, antikor ve diger proteinlerin dlgimu igin kullanilan ve yuksek hassasiyette
ve secicilikte dlcim yapabilen enzim bagl immunsorbent assay (enzyme linked
immunosorbent assay, ELISA), radyoimmun test (radioimmunoassay, RIA) gibi
immunoassay metotlarinda, oOrneklerin tasinmasi ve uzun siurede sonuglarin
degerlendiriimesi gibi limitasyonlar bulunmaktadir. HPLC /UV ve LC/MS gibi diger
analitik metodlarla ise, pahali, zaman alan dlgimler gerceklesmekte ve érneklerin
onceden konsantrasyonunun arttiriimasi gerekmektedir [66, 67]. Bu ylzden rutin
ve arastirma uygulamalari i¢in, analitik metodlarin avantajlarina sahip, ancak hizl,
kolay kullanimh, dusuk maliyetli, biyosensorler yapilmasina ihtiya¢g duyulmustur
[68].

YPR biyosensorlerinin, diger optik biyosensdrlerine gore en o6nemli avantaji,
biyomolekullerin etiketlenmesine gerek kalmadan gergek zamanl Olgim
yapabilmeleridir [69]. Bu sekilde biyolojik taniyici ajaninin hedef molekile baglanip
baglanmadiginin yanisira, ayni zamanda baglanma kinetigi ve analiz suresi
hakkinda da bilgi edinilebilmektedir [66, 67, 70-72].

YPR Dbiyosensorlerinde en siklikla kullanilan  biyolojik  taniyici  ajanlar,
seciciliklerinden dolayi antikor ve aptamer ve daha az siklikla kullanilan antikor
fragmanlaridir [4, 48, 73-76].

Antikorun biyolojik taniyici ajan olarak kullanildi§i bazi YPR biyosensorleri, biyolojik

sistemlerdeki, basik fibroblast blyume faktori (basic fibroblast growth factor,
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bFGF), kan pihtilagma faktoru (blood coagulation factor VIII, FVIII), insan tiroid
uyarict hormon (human tyroid stimulating hormone, hTSH), insan buyime hormonu
(human growth factor, hGH), insan folikil uyarici hormon (human folicule stimulating
hormone, hFSH) ve insan luteinlestirici hormon (human lutenizing hormone, hLH)
gibi 6nemli protein ve hormonlarin gergek drneklerde olgimleri igin geligtirilmigtir
[66, 73, 74].

bFGF icin gelistirilen antikor temelli YPR biyosensoérinde, karboksimetildekstran
kaph  altin  ylzeyde, (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)  karbodiimid/  N-
hidroksisuccinimid (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide / N-
hyrdoxysuccinimide, EDC/NHS reaksiyonu ile karboksil gruplari aktive edilmig ve
bFGF ylizeye baglanmistir. Oncelikle, farkli anti-bFGF monoklonal antikorlar
yluzeye gonderilerek, bFGF’e en fazla afinite gosteren antikor belirlenmistir. Daha
sonra bu antikor kulllanilarak yapilan biyosensorde, farkli konsantrasyonlarda bFGF
Olgiim{ gergeklestiriimistir [73].

hTSH, hGH, hFSH, hLH hormonlarinin élgimu icin gelistirilen antikor temelli YPR
biyosensoériinde, antikor konsantrasyonunun optimizasyonu ve en fazla segicilik
gosteren monoklonal antikor belirlenmesi ile, serum ve idrar 6rneklerinde seyreltme
yapllmadan o6lgim alinabilmistir [66]. MUA ile SAM olusturulmus yuzeyler,
EDC/NHS ile aktive edilmis ve anti-kortisol ve anti-kortison antikorlari yluzeye
baglanmis ve geligtirilen YPR biyosensoru ile idrar orneklerinde kortisol ve kortison
Olgimi saglanmistir [70]. Bunun vyanisira patlayici olarak kullanilan 2,4,6-
trinitrotoluen (2,4,6- trinitrotoluene, TNT), herbisit olarak kullanilan ve insan
saghgina zararh oldugu bilinen izoproturon (isopruturon, IPU) ve siyanobakterilerin
olusturdugu mikrosystinlerin ve bitki virUslerinin Olgumu igin geligtirilen YPR
biyosensor sistemleri bulunmaktadir[67, 69, 71, 77]. Bu sistemlerin
gelistiriimesinde hedeflenenler arasinda, hizli, gergcek zamanli dlgim yapabilen,
tasinabilir ve antijen-antikor etkilesimlerini yuksek hassasiyette algilayabilien
biyosensorler yapilabilmesidir. Bunun gergeklestiriimesi igin, antikor ya da hedef
molekllin c¢evirici yuzeye baglanma konsantrasyonlarinin  belirlenmesi,
baglandiklari ara ylzey yapisinin belirlenmesi, kullanilan tampon ¢dzelti ve uygun
antikorlarin segilmesi gibi optimizasyonlar gerceklestiriimektedir [66, 67].

FVIIl ve TNT gibi diguk molekuler agirliga sahip hedef molekullerin algilanmasinin
hedeflendigi antikor temelli YPR biyosensor sistemlerinde, sistem hassasiyetini
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arttirmak icin, hedef molekuller ylzeye baglanip ¢ozelti igerisinde antikor
gonderilmektedir [74, 77]. Bu yontemin kullanilmasi ayni zamanda farkli antikorlar
gonderilerek, hedef moleklle en segici antikorun segilmesi icin de énemlidir. Buna
ek olarak, hassasiyeti arttirmak igin, biyolojik taniyici ajan /hedef molekdil
baglanmasi icin farkli yuzeylerin hazirlandigi ve karsilagtirildigr calismalar da
bulunmaktadir [70]. Bu ylzeylere 6rnek olarak, EDC/NHS reaksiyonu ile aktive
edilmis ylzeye biyolojik taniyici ajan /hedef molekllinin kovalent olarak
baglanmasi, neutravidin-biyotin etkilesimi ile kovalent olmayan sekilde baglanmasi,
hedef molekul-protein konjuge yapilarin EDC/NHS reaksiyonu ile aktive edilmis
ylzeye kovalent olarak veya bos ylizeye badlanmalari gosterilebilmektedir [67].
Antikor’'un biyolojik taniyici ajan olarak kullanildigi bagka bir YPR biyosensoériinde,
DSP ara baglayici olarak kullanilarak Protein A’nin ylizeye kararli ve dizenli sekilde
baglanmasi saglanmistir [78]. Kararli bir sekilde ylizeye baglanabilen Protein A,
Immunoglobulin G (IgG) antikorunun Kkristalize bdlge (fragment crystallizable,
(Fc)’'sine baglanarak, antikorun ylzeye dizgin sekilde immobilizasyonunu
gerceklestirmistir.  Yonlendiriimis immobilizasyon sayesinde, antikorun Fab
bdlgelerinin, daha fazla miktarda antijen baglanmasi saglanmis ve biyosensor
hassasiyeti arttiriimistir [78].

Aptamerin biyolojik taniyici ajan olarak kullanildigi bazi YPR biyosensorleri, kan,
idrar ve baska biyolojik sivilarin igerisinde bulunan ve hastaliklarin erken teshisi igin
onemli biyomarkerlarin 6lgimu, mikroorganizma ve viruslerin dlgimu ve kanser
testleri gibi 6nemli klinik uygulamalar icin gelistiriimektedir [56, 79]. Bu
biyomarkerlara érnek olarak trombin, IgE, retinol binding protein 4 (retinol baglanma
protein 4, RBP4), interferon gamma, (interferon gama, IFN), HIV-Tat gibi proteinler
verilebilmektedir [4, 56]. IgE 6lgimdi igin anti-IgE aptameri, EGe-COOH: EG3-OH
ile olusturulan mSAMs yuzeylere kovalent olarak baglanarak bir YPR biyosensoru
gelistirilmigtir [80]. Ayni galismada, hassasiyeti arttirmak igin, anti-IgE aptameri
bagh ylzeylere hedef molekul olan IgE gdnderildikten sonra anti-IgE antikoru
enjekte edilerek, baska bir YPR biyosensortu gelistiriimistir. Her iki sensoérin
dogrusal araligi ayni olmakla birlikte, sandvi¢ formati ile gelistirilen ikinci sensérin
LOD’sinin 2.07 ng ML, direk 6lgiim formati ile hazirlanan sensoriin ise 3.44 ng ML
L oldugu gorulmastir. Tip 2 Diyabet ile iligkilendirilen RBP4’lin serum dérneklerinde

Olgiimi igin aptamer temelli YPR biyosensori gelistiriimistir [81].Yedi farkli tek
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zincir DNA aptamerinin SELEX ile segilmesi ve bu aptamerlerin arasinda RBP4’e
kargl en secici aptamerin belirlenmesinden sonra, gelistirilen YPR biyosensorinin
hassasiyetinin, ELISA metotuna gore daha fazla oldugu belirtiimistir. Trombin’e
farkh bolgelerinden baglanan aptamerler kullanilarak, sandvi¢ formati ile gelistirilen
baska bir biyosensorde, LYPR ve interferometry teknikleri birlestirilmigtir [82]. Tiyol
uca sahip trombin aptameri (aptamer-l) ve MCH karigimi ile altin kapli nanoyapilarin
Uzerinde bir taniyici tabaka olusturuimus ve trombin belli konsantrasyonlarda
yuzeye gonderilmistir. Daha sonra ikinci aptamer (aptamer-Il) ‘nin trombin’in farkl
bir bdlgesine baglanmasi saglanmis ve trombin 6l¢imu gergeklestirilmigtir. Trombin
icin LOD’sinin 1nM oldugu gorulmustar. Bir bagska calismada, hepatit C virls
(hepatit C virus, HCV) ’Une yuksek secicilik ve afinite ile baglanabilen RNA
aptamerlerinin SELEX ile secgilmesinden sonra, denge sabitlerinin belirlenmesi,
gelistirilen YPR biyosensori ile gergeklestirilmistir [83]. HCV’nin NS3 proteinin,
proteaz kismina yuksek secicilik ve afinite ile baglanabilen RNA aptamerlerinin
SELEX ile secilmesinden sonra, bu aptamerlerden G9-1 aptamerinin, proteazda
baglandi§i bdlgenin belirlenmesi, proteazda yapilan alanin taramasi sonucunda

gelistirilen YPR biyosensori ile gergeklestirilmistir [84].

2.3. Taniyici Tabaka

Biyosensor yapiminda biyoljik taniyici ajanin yluzey Uzerine immobilizasyonu
kovalent olmayan baglama (fiziksel tutunma) veya kovalent olan baglama (kimyasal
tutunma) olarak gergeklestiriimektedir [20, 85]. Fiziksel tutunma, ylizey ve biyolojik
taniyici ajan arasinda hidrojen bagi, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
olusmasiyla gerceklesmektedir. Bu sayede, ylzey 6zelliklerinde, dolayisiyla ¢evirici
olarak kullanilan materyallerin 6zelliklerinde olusabilecek hasar en aza indirgenmis
olmaktadir [35, 36]. Ayni zamanda yiizey immobilizasyonu sirasinda biyolojik
taniyici ajaninin biyolojik aktivitesinin korunmasi saglanmaktadir. Bu son ozellik,
biyolojik taniyici ajaninin hedef molekile yuksek afinite ve segicilikle baglanmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. Ancak, hidrojen bagdi, hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler gibi zayif baglanmalar ile gerceklesen fiziksel tutunmada, biyolojik
taniyici ajaninin ylizey lGzerinden kopma riski yliksektir [85]. Ayrica bazi kaynaklara
gore biyolojik taniyici ajaninin ylizeye baglanmasinin heterojen bir yapida, zayif ve
rastgele olmasindan dolayi biyolojik aktivitesinin dismesi, diger bir deyisle hedef

molekili baglama olasiliginin azalmasi riski de bulunmaktadir [76, 86].
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Fiziksel tutunmaya kiyasla kimyasal tutunmada biyolojik taniyici ajaninin yuzeye
immobilizasyonu kovalent olarak baglanma ile gergeklesmektedir [20]. Kovalent
olarak gercgeklestirilen immobilizasyonlara verilebilecek bazi érneklere; 1) Au, Ag ve
Cu gibi metallere veya CdSe, ZnS gibi yari iletkenlere tiyol/disulftr badi ile baglanan
molekdller [87-89]. 2) Yizeyi amin gruplari ile aktive etmek ve glutaraldehit
bifonksiyonel dialdehit ara badglayici molekulinin aldehit gruplarinin amin
gruplarina baglanmasi ile gerceklesen ve glutaraldehit’de acikta bulunan diger
aldehit gruplarinin biyolojik taniyici ajani veya proteinin amin gruplari ile baglanmasi
ile gergeklesen yiizey modifikasyonlari verilebilmektedir [90].

Kimyasal tutunma ile gerceklestirilen immobilizasyonlarda yuzey 6zelliklerinde ve
biyolojik taniyici ajaninin biyolojik aktivitesinde degisme riski daha fazla olmakla
birlikte, kovalent olarak baglanmadan dolayi kararli bir biyolojik tanima tabaka
olusumuna katki saglanmaktadir [20, 85, 91]. Buna ek olarak, kovalent
baglanmanin yuksek secicilige sahip olmasindan dolayi, biyolojik taniyict ajaninin
amin gruplari ile spesifik olmayan bir sekilde baglanma olasilii ve hedef molekile
baglanan bolgesinin kapanma olasiligi daha duguktur. Bu iki onemli ozellikten
dolayi, yuzey modifikasyonlarinda kimyasal tutunma, fiziksel tutunma ydntemine
goOre daha ¢ok tercih edilmektedir.

Kovalent baglanma icin gerekli olan fonksiyonel gruplari icermeyen biyolojik taniyici
ajaninin ylzeye immobilizasyonu, gerekli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmeleri
ile ya da ara baglayici molekiller araciligi ile gerceklesmektedir [20, 92, 93].
Ayrica her iki yontemde de spesifik olmayan protein baglanmalarini dnlemek amagl
yontemlerin gelistiriimesi hedeflenmektedir. Bu nedenlerle biyosensor sistemlerinde
1) Yuzey immobilizasyon yontemlerinde spesifik olmayan baglanmalari engelleyen,
2) Oriented immobilization (yonlendirilmis immobilizasyon) ile biyolojik taniyici
ajaninin dogru sekilde ylzeye baglanmasini ve hedef molekuli tanimasini
saglayan ve 3) Biyolojik taniyici ajaninin ylzeye kararh bir sekilde baglanmasini
saglayan tekniklerin geligtiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tip biyosensorlerin geligtiriimesine temel olabilecek, biyolojik taniyici ajaninin
bagdlandigi yluzeyin kimyasinin belirlenmesi Uzerine gesitli arastirmalar yapilmigtir
[94-97]. Yiizey kimyasi Uzerine yapilan arastirmalarda baslica konular arasinda
uc farkl sistem bulunmaktadir. 1) Kendiliginden duzenlenen tek tabakalar (self

assembled monolayers, SAMs) - alifatik ve aromatik yapidaki tiyol, disulfur, amin,
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silan veya asit gibi fonksiyonel gruplari olan organik molekdllerin altin veya diger
metaller Uzerinde olusturduklari tabakalar 2) Langmuir-Blodgett tek ve c¢oklu
tabakalar 3) Fonksiyonelize polimer ylizeyler [94].

Bu sistemlerden SAMs ve Langmuir-Blodgett tabakalar, sirasiyla kimyasal tutunma
ve fiziksel tutunmaya Ornek olup, biyosensor uygulamalarinda siklikla kullanilanlar
arasinda yer almaktadir [98]. Iki sistem karsilastirildiginda amfifilik molekullerin
yuzeye fiziksel tutunmalari ile gerceklesen Langmuir-Blodgett tabakalari daha az
kararli yapida olup, sicaklik degisimleri veya ¢ozeltiye maruz kalma iki boyutlu
yapilarini degistirebilmektedir. Buna kiyasla, SAMs ile olusturulan yltzeyler, daha
duzenli, kararli yapida olup ve olugsumlari kontrol edilebilir oldugu i¢in Langmuir-

Blodgett sistemlerine tercih edilmektedirler.

2.3.1. Kendiliginden Duzenlenen Tek Tabakalar (Self Assembled
Monolayers, SAMSs)

SAMs, ¢ozelti ya da gaz fazindaki molekdllerin altin ve gimus gibi farkli dizlemsel
metal ylzeyler, metal oksit ve nanoyapilar Uzerine kendiliginden adsorpsiyonu ile
olusan yapilardir [88, 97]. Segilen organik molekiillerin tiyol, disdlfiir, amin, silan
veya asit gibi fonksiyonel gruplari ile ylizeye kovalent baglanmalari sonucunda
gerceklesen SAMs, yluzey Uzerinde kalinliklari kontrol edilebilir ince organik film
olugsmasini saglayan bir yontemdir [98].

Farkli organik molekul/ylzey kombinasyon olasiliklarina ragmen, tiyol gruplari
iceren organik molekuller ve altin ylzeyler ile gergeklestirilen modifikasyonlar en
siklikla arastirilanlar arasinda bulunmaktadir [64, 95, 97, 99, 100] (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Altin ylzey Uzerinde tiyol gruplari igceren molekdllerle SAMs
olusturulmasi
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Bunun nedenleri, kukuart iceren organik molekullerin altin yizeye baglanmasi ile
olusan SAMs’de ileri derecede vyapisal duzen olmasi, kati-sivi, kati-gaz
arayuzundeki fonksiyonel gruplarin esneklikleri, olusumlarinin ve analizlerinin kolay
olmasi olarak siralanmistir [97]. Ayrica bu tip molekdillerin adsorpsiyonu igin, altinin
gumus ve bakir gibi diger metallere tercih edilmesinin bir nedeni, bu metallerin
oksitlenmesi sonucunda, ylizey modifikasyonunda sorunlar ortaya ¢ikmasidir [64,
101]. Buna ek olarak altin, diizlemsel, partikil veya film olarak farkl sekillerde
temin edilebilmekte ve Uzerlerinde olusan SAMSs’in yapisi, kompozisyonu ve
baglanma 6zelliklerinin karakterizasyonu kolay olmaktadir [20].

Altin yuzeyler Uzerine alkantiyoller, dialkyldisulfurler ve dialkyl sulfurler gibi kukurt
iceren organik molekillerin adsorpsiyonu ile olusan SAMs, ylzey o6zelliklerinin
arastinimasi (hidrofobik veya hidrofilik), yik transferi ve elektrostatik etkilesimlerin
anlagilmasi, biyosensdr uygulamalari ve ylzeyin trombosit baglayabilme
kapasitesinin degerlendirilmesi gibi farkli alanlarda kullanilan ve arastirilan bir konu
olmustur [12, 13, 64, 65, 88, 94, 97, 99, 100, 102].

SAMs ile gercgeklestirilen yizey modifikasyonlari, sahip oldugu bazi avantajlardan
dolay 6zellikle biyosensor uygulamalari igin tercih edilir hale gelmistir. Bu avantajlar
sirasiyla 1) SAMs olusturmak icin kullanilan organik molekulin yuzeye baglanma
icin gerekli fonksiyonel grubunun ylzey afinitesine bagl olarak (tiyol gruplarinin (-
SH) altina olan ya da fosfonik asitlerin aliimin, titanya ve indiyum kalay oksit’e olan
afinitesi) kendiliginden olugsumlari [94, 103] 2) Kolay olusumlari ve kararli yapilari
2) Siki ve duzenli yapilarindan dolayi, membran benzeri mikrogevre olusturmalari
ve bu sebeple biyolojik molekullerin immobilizasyonu i¢in uygun ortam yaratmalari
3) Fonksiyonel gruplarin segimine gore, hidrofobik ya da hidrofilik bir ylzey
yaratabilmeleri 4) Olugumlari i¢in az miktarda (dusuk konsantrasyonda) molekulin
yeterli olmasi 5) AFM ve taramali tunelleme mikroskopu (scanning tunneling
microscope, STM) ile protein adsorpsiyonu, DNA hibriditasyonu, antijen-antikor
etkilesimi gibi molekller duzeyde bilgi ediniimesine olanak saglamalari  6)
Olusumlarinin kontrol edilebilir olmalari  7) Temas acisi 6lgimleri gibi fiziksel
yontemler ve XPS, yakin kenar X-isini absorpsiyon ince yapi spektroskopi (near
edge X-ray absorption fine structure, NEXAFS), Raman Spektroskopi ve FTIR gibi
spektroskopik yontemler ile kolayca karakterize edilebilmeleridir [65, 94-98, 104-
106].
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2.3.2. Kanigik Kendiliginden Dizenlenen Tek Tabakalar (Mixed Self
Assembled Monolayers (mMSAMS)

Tiyol gruplar igeren iki farkli molekulun ylzeye baglanmasi sonucunda yuzey

uzerinde mSAMSs yapilari olusmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Altin ylzey uzerinde tiyol gruplari iceren iki farkli molekille mSAMs
olusturulmasi

Bu vyapilar Uzerine gercgeklestirilen ilk calismalardan birinde, 1) farkh zincir
uzunluklarindaki 2) farkl ug fonksiyonel gruplara sahip 3) farkh baglanma gruplarina
sahip iki tir molekdllin altin ylizeye baglanmalari karsilastiriimaktadir [107]. Yine
ayni ¢calismada ¢ozelti segiminin SAMs yapisi Uzerine etkileri ve mSAMSs’i olusturan
molekullerin ylizeye baglanma mekanizmalari incelenmektedir.

Cozelti igerisinde ayni zincir uzunlugunda farkli iki molekulin ¢dzeltiden sadece
dusuk konsantrasyondaki molekul ile ylizeyde mSAMs olusturmalari veya uzun
zincirli tiyollarin kisa zincirli tiyollara kiyasla daha hizli yizeye baglanmalari, mnSAMs
olusumlarinin kinetik olarak kontroldan daha c¢ok termodinamik olarak kontrol
edildiklerini gostermektedir.

Farkl baglanma gruplari igeren iki farkli molekulin yuzeye baglanma tercihleri
incelendigi zaman, tiyol ve fosfin baglanma gruplarinin benzer afinite gosterdikleri,
ancak tiyol baglanma gruplarinin izonitril baglanma gruplarina gore altin yuzeye
daha ¢ok afinite gdosterdikleri gérilmektedir.

Temas agisi 6lcim sonugclarina gore, ayni uzunlukta farkli ug gruplari (polar ve polar
olmayan) igeren iki farkli molekil mSAMs olusturduklari zaman, ylzeyde iki farkh
bolge olusturmadiklari gozlemlenmektedir. Ayrica polar ug¢ gruplari iceren
molekulin orani karisimda arttigi zaman, SAMs arayuzunde hidrojen baglari
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olusturarak kararli bir yapi olusturdugu ancak azaldigi zaman polar ug¢ gruplari
arasinda hidrojen baglarinin azaldid1 gorulmektedir. Ug¢ gruplarinin birbirleriyle
olusturdugu hidrojen baglarin glgli oldugu durumlarda, farkli ¢déziclu segimlerinin
u¢ gruplar arasi hidrojen baglarini ve ayrica ug grup ve ¢ozucu etkilesimlerinin
SAMs-¢Ozucl  arayuzunu  kontrol ederek SAMs olusumunu etkiledigi
gOzlemlenmektedir. Buna ek olarak, ug gruplarinin ¢ozelti igerisinde ne kadar
¢ozundugune bagll olarak, altin yuzey uzerine baglanma tercihleri incelenmigtir.
Ayni yazarlarin farkli bir makalesinde farkli uzunluktaki zincirlere sahip tiyollU
molekullerin yizeye baglanma tercihleri ve bu molekullerin farkl u¢ gruplara sahip
olanlari ile SAMs yapisindaki degisimler incelenmistir [96]. Farkli uzunluktaki iki
molekultn farkli u¢ gruplari olmalari durumunda, monolayer araytzinin dizenli,
SAMs vyapilarin ¢ozeltiye bakan kisminin dizensiz oldugu goérulmustur. Farkl
uzunluktaki iki molekulin ayni ug gruplari olmalari durumunda ise, SAMs yapilarin
¢cOzeltiye bakan kisminin dizensiz oldugu ancak hidrofobik Ozellikte oldugu

anlasilimistir.

2.3.3. SAMSs’in Karakterizasyonu

SAMs yapilarinin ylzey Uzerinde olusturulmalari, karakterizasyonlari ve bunun
sonucunda arayuzlerin anlasilmasi, farkl uygulamalar i¢cin 6nem tasimaktadir
[108]. Bu uygulamalara yizey o6zeliklerinin anlasiimasi, elektronik cihazlarin
performanslarini arttirmak i¢in kaplamalar, ylzey Uzerine hucre tutunmasi, protein
baglanmasi, yipranmalara karsi koruma, biyomembran modellerinin olusturulmasi,
iyon taginim ve elektron aktarim galismalar i¢cin model sistemlerinin olusturulmasi,
ornek gosterilebilmektedir [109, 110]. SAMs olusumlari igin gimdus, bakir,
platinyum gibi metaller kullanihyor olsa da, en ¢ok kullanilan metal altin olmugtur.
Bunun sebepleri arasinda, altinin oksidasyon ya da yipranmaya karsi dayanikli
olmasinin yanisira, laboratuar sartlari altinda yavas kirlenmeleri, tiyol, disulfar gibi
baglanma gruplari-ylizey arasindaki etkilesimlerin ve farkli  uzunluktaki
alkantiyollarin SAMs yapisina etkisinin incelenmesi sayilabilmektedir [108, 109].
Ayrica altinin dusuk kimyasal reaktifligi, elektrokimyasal ve spektroskopik tekniklerle
yluzey karakterizasyonuna imkan tanimaktadir. Altin ylzey Uuzerinde SAMs
olusumlari Uzerine yapilan ilk karakterizasyonlar, elipsometry, temas agisi dlgumleri

ve infrared spektroskopi ile yapilmistir [108].
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Farkli disulfurlerin, ¢ozelti igerisinde altin ylzeyler Gzerinde olusturduklari yapilarin
kalinligi, hidrofobik-hidrofilik 6zellikleri ve fonksiyonel gruplarin yuzeye olan acilari
incelenmigtir. Bu karakterizasyonlar sirasinda disulfir baginin ylzeye nasil
bagdlandigi (disulfur badi kirnlarak ya da kirilmayarak) bilinmiyor olsa da, ayni
yazarlarin daha sonraki ¢caligmalarinda disulfur baginin kirildigi ve molekdllerin tiyol
gruplari ile Au-S bagi olusturarak ylizeye baglandiklari gérilmektedir [111, 112].
Ultra Yuksek Vakum (Ultra High Vacuum, UHV) sartlarinda, metantiyol ve dimetil
distlfarin altin ylzeylere baglanmalari XPS, infrared spektroskopi, ylksek
¢6zunarlUklG elektron enerji kaybi spektroskopi (high resolution electron energy loss
spectroscopy, EELS) ile yapilan karakterizasyonlar ile karsilastiriimistir. Dimetil
disulfar altin ylzeye disilftr baginin kirilmasi sonucunda, metantiyolun S-H baginin
kirllmamasi sonucunda immobilize oldugu igin metantiyoldan daha gugli baglandigi
gozlemlenmistir [111]. Ayrica organik disdlfirlerin ¢ozelti icerisinden altin
yuzeylere baglanmalari XPS ile incelenmis, disulfurlerin UHV sartlarinda oldugu gibi
benzer sekilde altin ylizeye baglandiklari goralmustir. Elipsometry dlgimleri, farkh
uzunluktaki alkil gruplarina sahip organik disulfurler ile olusturulan SAMs yapi
kalinliklari hakkinda bilgi verirken, infrared spektroskopi ve elektron mikroskopi
Olcumleri molekullerin yluzey Uzerinde yonlenmeleri, yizeye yakinlklari hakkinda
bilgi vermektedir [112].

Daha sonraki yillarda, alkantiyollarin ¢ozelti icerisinden altin yuzeyler Uzerinde
olustruduklari SAMs vyapilari elipsometry, infrared spektroskopi, XPS ve
elektrokimyasal metotlar, temas agisi 6lgimleri kullanilarak incelenmistir [96, 97,
107, 109].

Genel yapisi (CHs (CH2)nSH olan (n= CH2 grubunun sayisi) alkantiyollarda
beklenen ve dOlculen SAMs kalinliklarinin farkinin n sayisina bagl olarak degistigi
elipsometry teknigi ile gortlmustir [109]. Ayni calismada infrared spektroskopi
sonuglarina gore, alkantiyollarin yuzey Uzerindeki sikliklari, zincir yapilarinin yuzey
uzerinde yonlenmeleri, kristal benzeri yapilarin olugsmasinin n sayisi ile belirlendigi
anlasilmigtir. Uzun zincirli alkantiyollarin dik konumdan 20-30°C agi ile uzaklastigu,
sik ve kristal benzeri dizenli yapilar olusturdugu ve kisa zincirli alkantiyollarda ise
zincirler arasi etkilesimlerin azaldigi, dizensiz yapilar olustugu gdézlemlenmigtir.
Elektrokimyasal metodlar ile yapilan olgumlerde ise, elektron aktarimi ve kapasitans
Olcumleri ile uzun ve kisa zincirli alkantiyollarla olusan SAMs yapilarin yapisal
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bozukluklari ve genel yapilari hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Bu Olgimlerin
sonucunda uzun zincirli alkantiyollarin olusturdugu sik ve dizenli yapilarin elektron
transferini ve iyon gecirgenligini azalttigi, kisa zincirli alkantiyollarin dizensiz
yapilarinin elektron transferini ve iyon gegcirgenligini arttirdigi géralmustar.

Bir bagka calismada, genel yapisi X(CHz )m-S- (CH2 )nY olan dialkyl disulfurlerin
ayni ve farkli m ve n sayilarina ait dialkyl disulfurlerin alkol ve metanol ¢ozeltierinden
altin yuzeyler Uzerinde olusturdugu SAMs yapilari incelenmistir [113]. XPS,
elipsometry, infrared spektroskopi ve temas agisi Olgimleri sonucunda yapisal
kararhligin ve yapisal dizenin olugan tabakanin makroskopik 6zellikleri (ylUzeyin
hidrofilik veya hidrofobik olmasi) ile iligkisi belirlenmigtir. Ayni ve farkh m ve n
sayllarina (simetrik ve antisimetrik yapiya sahip) ait dialkyl disulfarlerin, ug
gruplarinin igerigine, olusturduklari yapinin sikhigina ve duzenine gore, yuzeyin
hidrofobik veya hidrofilik olmasi ve SAMs genel yapisi belilenmektedir. Antisimetrik
dialkyl disulfurlerde, uzun zincirin kisa zincirden daha uzun olmasi ve uzun zincirin
metil u¢ gruplu olmasi durumunda, uzun zincirin kisa zincir Uzerine katlandigi ve
yuzey 6zelliginin hidrofobik oldugu gérimustar. Simetrik dialkyl disulfirlerde, metil
ve karboksil ug¢lu zincirlerin esit olmasi durumunda, yuzey 06zelliginin hidrofilik
oldugu goérulmustir. Ayrica dialkyl disulfurlerle olusturulan SAMs yapilarin
alkantiyollarla olusturulan yapilardan daha duzensiz oldugu belirtilmigtir.

Genel yapisi SH-(CH2)»-SH olan alkanditiyollarin olusturdugu SAMs yapilari,
yansima-absorpsiyon infrared spektroskopi (reflectance-absorption infrared
spectroscopy, RAIRS), spektroskopik elipsometry dlguimleri ile karakterize edilmigtir
[114]. Oksijeni uzaklastiriimis ya da uzaklastirilmamis farkl ¢ozeltilerin, karanlk
ya da aydinhk ortamda olusturduklari SAMs yapilari karsilastiriimistir. En dizenli
alkanditiyol SAMs yapilarinin karanhk ortamda, oksijeni uzaklastirilmis hekzan
¢Ozeltilerinden olustugu gorulmustar. Aromatik tiyollarin altin ylzeyler Uzerinde
olusturdugu yapilar, fotoemisyon spektroskopi (photoemission spectroscopy, PES)
ve NEXAFS ile ylizey Uzerinde karakterize edilmistir [110]. Molekiillerin ylzeye
hangi a¢i ile durdugu (molekuler ydnlendirme), kimyasal bag ve elektronik yapilari
kargilastinimistir.  Farkli karakterizasyonlar sonucunda, yuk transferi, ylzey
morfolojisi, olusan vyapilarin sikligi, molekiler ydnlendirme gibi 6zelliklerin

uygulamaya yonelik degistirilebilir oldugu gorulmustur.
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2.3.4. SAMs’in Nanoteknolojideki Onemi

SAMs vyaplilar, yuzey Uzerinde olusturduklari ince film tabakalari ile 1-3 nm
kalinigina sahip nanoyapilardir[96, 97]. SAMs’in molekiler bilesenlerinin
olusturdugu kompozisyon, @SAMs’in yuzeyde atomik kompozisyonunu
belirlemektedir[88]. SAMs’in bu 6zelligi, yliizeyde organik ya da organometallik
yapilarin olusturulmasina ve degistiriimesine, kisaca kontrol edilebilmelerine olanak
vermektedir. SAMs vyapilart belli avantajlara sahip olmalarindan dolayi,
nanoteknoloji alanindaki arastirmalar agisindan uygun olarak nitelendiriimektedirler.
Bu avantajlar sirasiyla 1) Kolay olusturulabilmeleri 2) Nanometre boyutundaki
nesnelerin (ince film, nanotel veya baska nanoyapilar) kararliliklarini arttirmak igin
uygun bilesenlere sahip olmalari 3) Molekiler seviyedeki yapilarla makroskopik
arayuz ozellikleri (ylzey gerilimi, adhesyon vb.) arasinda baglanti kurabilmeleri 4)
Molekuler tanima gibi dis ¢cevrede gerceklesen olaylari, metalik yapilarin optik ve

elektronik 6zellikleri ile birlestirebilmeleri olarak siralanabilmektedirler[ 88].

2.3.5. SAMs ve mSAMs Olugsumlari ile YPR Sensorlerinin Gelistirilmesi
SAMs’in  immobilizasyon tabakasini olusturmadaki avantajlarindan ve tiyol
gruplarinin (-SH) altin ytzeylere olan afinitelerinden dolayi, altin-tiyol tek tabakalari
olusturarak gercgeklestirilen SAMs, biyosensor uygulamalari icin arastirilan bir konu
haline gelmigtir. Tiyol gruplari ile modifiye edilmis biyolojik taniyici ajanlari (antikor,
DNA, peptit, aptamer) altin yuzeylere kovalent olarak baglanabilmekte ve olusan
SAMs araylzey ile biyosensorler gelistirilebilmektedir [13, 20, 76].

Altin nanopartikullerin gevirici olarak kullanildigi bir biyosensor sisteminde, tiyol
gruplan ile modifiye edilmis aptamer, altin nanopartikil Gzerine bu sayede
immobilize edilmis ve kanser hicresi 6lgiimi icin kullanilmistir [115]. Hazir YPR
cipleri ile yapilan baska bir ¢calismada, ¢ip yuzeyi insan buyime hormonu antikoru
(human growth hormone antibody, anti-HGH) yapisinda bulunan disulfar baglarinin
2-merkaptoetilamin (2-mercaptoethylamine, 2-MEA) ile pargalanmasi sonucu agiga
cikan tiyol gruplari ile yuzeye modifiye edilmis ve hedef molekuli olan HGH’a
baglanmasi YPR ile dl¢iimus ve ayni ¢alismada farkli immobilizasyon tekniklerinin
kullanildigi yontemler karsilastirimistir [76]. 11-merkaptoundekanoik asit (11-
mercaptoundecanoic acid, MUA) ile olusturulan SAMs ylzeylerde, MUA’ larin
karboksil gruplarinin EDC/NHS ile reaksiyonu sonucu NHS-ester olusturulmus ve

bu yuzey, biyolojik taniyici ajan olarak kullanilan anti-HGH ile modifiye edilmistir.
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Tiyol gruplar ile modifiye ya da yapisinda tiyol gruplari olan biyolojik taniyici
ajanlarinin altin yuzeyine kovalent olarak baglanmasi, ya da biyolojik taniyici
ajanlarinin tiyol grubu iceren ara baglayici bir molekulle yuzeye baglanmasi siklikla
kullanilan bir yéntem olsa da, biyolojik taniyici ajanlarinin nikleotit bazlarinin
serbest NH gruplan ile de altin ylizeye spesifik olmayan bir sekilde immobilize
olabilecegi bilinmektedir [11, 20]. Spesifik olmayan bir sekilde baglanma, biyolojik
taniyici ajaninin yapisinin bozulmasina, biyolojik aktivitesinin diugsmesine ve ayni
zamanda hedef molekllli baglama bdlgesinin yluzeye baglanarak fonksiyonunu
yitirmesine neden olabilmektedir [85]. Ayrica sik bir sekilde ylizeye immobilize olan
biyolojik taniyict ajanlarinin  hedef molekuli baglama bdlgelerinin  sterik
engellemeye bagli olarak kapanmasindan dolayl, hedef moleklili baglama
kapasitesinin azalmasi s6z konusudur.

Uzun zincirli alkantiyollar ylzey Uzerinde duzenli ve siki SAMs vyapilari
olusturduklari ve elektron aktarimi ve iyon gecirginligini azalttiklari i¢in bu sistemleri
incelemek igin model yapilar olusturmaktadirlar [109]. Ancak protein ve biyolojik
taniyici ajan baglanmasi, molekuler etkilesimleri inceleme gibi sensor uygulamalar
icin, tek tip molekulden olusan siki, SAMs vyuzeylere, biyomolekul baglanma
etkinligi, sterik engellemelerden dolayr azalmaktadir [11]. iki farkh moleklin
ylzeye baglanmasi sonucunda olusan mSAMs ile, farkli kimyasal yapi 6zellikleri bir
araya getirilerek, ylzey fonksiyonu arttirilmaktadir [116].

Biyosensor geligtiriimesinde mSAMs ki farkl sekilde olusturulabilmektedir. 1)
Biyolojik taniyici ajaninin bagka bir tiyolli molekdl ile karistirilarak yuzeyde mSAMs
olusturulmasi- Bu sekilde olusturulan mSAMs’de, biyolojik taniyici ajaninin ylzey
uzerindeki yogunlugunu azaltmak ve hedef molekuli baglama kapasitesini arttirmak
icin kisa zincirli tiyolli molekiiller ile birlikte immobilize edilmektedirler [14, 20,
104].

Yizeyde mSAMs olusturmanin baska bir avantaji da, spesifik olmayan sekilde
yuzeye baglanan biyolojik taniyici ajanlarinin ylzeyden uzaklastirmasi ve altin
yuzeyde bos olan kisimlarin tiyol gruplar ile kaplanmasi sonucunda, diger
proteinlerin spesifik olmayan sekilde baglanmasinin da 6nlne gegilmis olmasidir.
Bu yontem kullanilarak yapilan bir calismada, farkli Salmonella serotiplerinde
bulunan disakkarid gesitleri, tiyol gruplari ile modifiye edilip, 11-merkapto-1-
undekanol (11-mercapto-1l-undecanol, MCU) ile karistirilarak hazir YPR gipleri
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yuzeyleri Uzerlerinde mSAMs olusturulmus, antikor baglanmalari YPR goérunttleme,
kizilotesi yansima absorpsiyon spektroskopi (infrared reflection absorption
spectroscopy, IRAAS) ve AFM ile test edilmistir [117]. Bagka bir calismada, tiyol
gruplarina konjuge edilmis DNA problari, MCH ile karistirilarak mSAMs olusturulma
ile yizey immobilizasyonu gerceklestiriimis ve tek baz DNA mutasyon olgimu YPR
ile 6lgtilmustir [13]. Bunlara ek olarak, MCU kullanilarak altin yiizeyde olusturulan
karisik DNA /alkentiyol tek tabakalarda, DNA immobilizasyon suresini sabit tutarak
farkh MCU sureleri ile gergeklestirilen yluzey modifikasyonlarinda, hedef molekdl
olan tamamlayici DNA'ya hibridizasyon verimliligi, 3°P-radyometrik assay ve YPR
ile 6lgtlmustir [11]. Bagka bir galisma grubunun gergeklestirdigi arastirmada, ayni
biyolojik taniyici ajanina farkli uzunluktaki tiyol gruplarin baglanmasi ile yuzeyden
uzaklagsmalarinin ve MCH/MCU ile olusturduklari mSAMs ylzeylerde hassasiyete
olan etkisine bakilmistir [118].

2) Biyolojik taniyici ajani yuzeye baglayan ara baglayici bir molekdl ile bagka bir
tiyolli molekul karistirilarak mSAMs olusturulmasi-Biyolojik taniyici ajaninin ylizey
immobilizasyonu igin, tiyol iceren bagka bir ara baglayici bir molekul ile yuzeye
baglanmasi ve tiyollu bir molekul ile karistirilmasi sonucunda olusturulan mSAMs
ile biyosensor sistemleri gelistirilmistir. 16-merkapto-1-heksadekanoik asit (16-
mercapto-1-hexadecanoic acid, 16-MHA) ve MCH’nin olusturdugu mSAMs
yuzeylerde, avidin immobilizasyonu icin karboksil gruplari EDC/NHS reaksiyonu ile
aktive edilmis ve yuzeye biyotinlenmisg biyolojik taniyici ajan baglanarak biyosensor
sistemi gelistirilmistir [12]. Bir bagka arastirma grubunun yapti§i ¢calismada, 11-
Merkaptondekanoik asit (11-Mercaptondecanoic acid, 11-MUA) ve 3-
merkaptopropanol  (3-mercaptopropanol, 3-MPOH)’in olusturdugu mSAMs
yuzeylerde, 11E5 antikor immobilizasyonu igin ayni sekilde ylzey aktivasyonu
yapilmis ve Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) 6lgimi saglanmistir [23]. Farkli
uzunluk ve ug¢ gruplarina sahip alkantiyoller ile 11-MUA karistirllarak mSAMs
yuzeylerin Protein A baglanma kapasiteleri karsilastiriimistir. IgG antikorlarinin Fc
bélgelerine baglanabilen Protein A'nin en fazla IgG baglayan mSAMs ylzeyleri

biyosensor araylizeyi olarak segilmistir [116].
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2.3.6. Altin Yuzeylerde DSP Ara Baglayici Molekiil ile Gergeklestirilen
Modifikasyonlar

Ara baglayici molekuller, yuzeye kovalent olarak baglanmak icin gerekli fonksiyonel
gruplara sahip olmayan biyolojik taniyici ajan ya da proteinler ile ylzey arasinda ara
tabaka olusturup ylzeye baglanmalarini saglamaktadirlar [92, 93]. Yiizey ve
biyolojik taniyici ajan arasinda bir baglanti saglamalarinin disinda, biyolojik taniyici
ajanlarinin kararli, spesifik olarak baglanmalarini ve ayni zamanda ¢Ozelti ortamina
dogru yonlendirerek hedef molekili yakalama olasiliklarini arttirmaktadirlar [12,
119]. DSP, ylizey modifikasyonunda kullanilan ara baglayici bir molekdldir [10].
Yapisinda disulfir bag bulunduran ve altin ylzeyin indirgeyici 6zelliginden dolayi,
disulfar baginin kinlmasi ile, altina baglanabilen bir succinimidyl alkandisulfardar.
Yapisindaki NHS ile yuzeye baglanacak protein ya da biyolojik taniyici ajaninin
yapisindaki serbest amin gruplari ile peptit bagi olusturmaktadir. Farkli caligmalarda
altin ylzeylere kovalent olarak enzim, antikor ya da biyotinlenmis biyolojik taniyici
ajan baglamak igin avidin baglamak igin kullanilmistir [92, 93, 120]. Bunlarin
yanisira, yuzeye bagladigi proteinin ylzeydeki konsantrasyonunu arttirtigi
belirtiimistir [119]. Altin ylzeylerin kimyasal modifikasyonu igin DSP ve NHS
esterleri tek basina kullanildigi gibi, sirasiyla DSP ve NHS esterlerinin, enzim
immobilizasyonu ve AFM ile protein goruntuleme icin CHs-sonlu ve daha uzun
alkantiyoller ile yuzey Uzerindeki immobilizasyonlarinin seyreltildikleri bilinmektedir
[121-123].

2.4. Trombin

Pihtilasma faktoru Il olarak da bilinen trombin, fizyolojik ortamda ¢6zUnur haldeki
fibrinojeni ¢éziinmeyen fibrin’e geviren ve bu sayede pihtilagsma saglayan bir serin
proteazdir [7, 124]. Trombin, kimyasal yapi ve fonksiyon olarak kimotripsin ve
tripsin gibi diger serin proteazlara benzemektedir [7, 125]. Ancak kendi
substratlarina ve kofaktorlerine olan segiciligi ve belli inhibitorlerin trombini
etkisizlegtirerek pihtilagma reaksiyonlarini durdurmasi, trombinin molekul yapisina
baghdir [126]. Herhangi bir nedenden dolayl damarda olusan bir hasar sonrasinda
pihtilasmayi saglayan bir dizi sirece hemostaz denmektedir. Hemostaz sureci igin
trombin olusumu, énemli bir rol oynamaktadir [125]. Trombin olusumu, baslangig,
artis ve sonlanma olarak (¢ ayri evre izlemektedir [8]. Baslangi¢ evresinde trombin

az miktarda olugsmakta, artis evresinde pozitif geri-besleme mekanizmalar ile
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‘trombin patlamasi’ denilen sire¢ gergeklesmekte ve sonlanma evresinde trombin
miktarinin azalmasi gergeklesmektedir [7, 8, 126]. Damarda olusan hasar
sonrasinda, damar disindaki bdlgelerde olan doku faktorlu (tissue factor-TF), kan
icerisine salgilanmasi sonrasinda Faktor Vila (FVIla) 'ya baglanmakta ve olusan TF-
FVila yapisi oncelikle Faktor X (FX)u aktive ederek, Faktdor Xa (FXa)yi
olusturmaktadir. Baslangi¢ evresinde, inaktif trombin formu olan protrombin, Faktor
Xa (FXa) tarafindan trombin’e gevriimekte ancak az miktarda trombin olugsmaktadir.
Basta az miktarda salgilanan trombin, pozitif geri-besleme mekanizmalari ile kendi
salgisini arttirmaktadir [7, 125, 126]. Trombinin pozitif-geri besleme
mekanizmalari ile kendi olusumunu arttirma ve azaltma dongusu (Sekil 2.4)’de

gOsterilmistir.

TM—Protein C aktivasyonu
Antitrombin
Heparin kofaktor II
PAR 1 ve PAR 4 \/ \ Protein neksin |
I - \/1 Xin TAFI

| : X
Trombosit aktivasyonu Fibrinojen/-\ %
Fibrin /\

Capraz-baglanmis
fibrin monomerleri

Sekil 2.4. Trombin’in hemostaz slrecindeki fonksiyonlari. Kisaltmalar; TAFI:
trombin aktive fibrinoliziz inhibitdrt, Gplb: glikoprotein Iba, PAR: proteaz aktive
reseptor, TM: trombomodulin, PT: Protrombin

Trombin ilk salgilanmasindan sonra, Faktér V (FV), Faktor VIl (FVIII), Faktor XI
(FXI)'lerin yapisinda bulunan B bélgesini aktif bolgeden keserek sirasiyla Faktor Va
(FVva), Faktor VIl a (FVllla), Faktor Xla (FXla) faktorlerin olusumunu saglamaktadir
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[7, 126]. FVa ve FXa olusumu ile birlikte; FVa, FXa, anyonik fosfolipid ve Ca*?den
olusan protrombinaz kompleksi olusmaktadir. FVa, protrombinaz kompleksine
katilarak; FVIlla (FVIlla, IXa, anyonik fosfolipid ve Ca*?’) Xase yapisina katildiktan
sonra FXa olugsumunu saglayarak, trombin salgisini arttirmaktadir. FXla ise FIXa
olusumunu saglayarak trombin olusumuna katkida bulunmaktadir [7, 125, 126].
Trombin hemostaz’i olusturmak icin birgok substrat ile etkilesime girmektedir. Kan
pihtilasmasina en dogru etkiyi fibrinojen ile etkilesime girerek gergeklestirmektedir.
Trombinin fibrinojeni pargalamasi sonrasinda fibrinojen ytizeyindeki polimerizasyon
bolgelerinin aciga ¢ikmasi ile, fibrin monomerleri non-kovalent olarak bir araya
gelmektedirler [126]. Ayni zamanda trombin, Faktor XlII (FXII)lUn yapisindaki
katalitik gorevi olan A bdlgelerinden, B bolgelerini keserek transglutaminaz enzimi
Faktor Xllla (FXllla)'yr olusturmaktadir [ 7]. Fibrin monomerlerinin kovalent yapida
birbirleriyle baglanmalari, (FXllla)’nin yanyana bulunan fibrin monomerlerinin
glutamin ve lizin aminoasitlerini gapraz baglamasi ile gerceklesmektedir. Bu
reaksiyon kan pihtilasmasini saglayan fibrin’in kararli bir yapida olmasini
saglamaktadir. Fibrin'in kararli yapisini arttiran bir baska mekanizma da,
karboksipepsitaz enzimi olan trombin aktive fibrinoliziz inhibitdru (thrombin activated
fibrinolysis inhibitor, TAFI)'In, trombomodulin’e baglanmasi sonucunda, aktif yapi
TAFla olugsmasi ile gergeklesmektedir [125]. Bunun sonucunda TAFla, fibrin yapisi
icerisinde bulunan lizin aminoasitlerini ¢ikararak, fibrinolitik enzimler tarafindan
taninmasini ve fibrinin parcalanmasi adi verilen fibrinoliziz'i engellemektedir.
Trombin ayni zamanda baska mekanizmalar ile kan pihtilagsmasina yardimci
olmaktadir. Bunlardan bir tanesi trombin’in trombosit Uzerindeki proteaz aktive
reseptor (protease activated receptor, PAR)’ a baglanarak trombosit aktivasyonunu
gerceklestirmesidir [126]. PAR1 aktivasyonu icin pikomolar dizeyde trombin
konsantrasyonu yeterli olmakta ancak PAR4 reseptorleri daha ylksek duzeyde
trombin konsantrasyonu (>10 nM) ile aktive edilmektedirler [7]. Trombosit
aktivasyonu ayni zamanda, trombinin integral membran protein olan ve PAR1
aktivasyonu sirasinda kofaktor goérevi géren glikoprotein Iba (glycoprotein Iba,
Glba)ine baglanmasi ile de gerceklesmektedir [126]. Glba ayni zamanda von-
Willebrand faktdriine baglanarak hasarli bdlgeye trombosit kimelenmesi

saglamaktadir [7].
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Hasar gormus bolgede kapanma olacak kadar pihti olustuktan sonra, trombin’in kan
pihtilasma bdlgesinden ayrilarak hasar gormemis damar bolgesindeki endotel doku
Uzerinde bulunan trombomodulin (TM)'ine baglanmasi sonucunda protein C (PC)
aktive edilmektedir [125]. PC, FVa ve FVllla’nin inaktivasyonunu gerceklestirerek,
trombin olusumunu engellemekte ve pihtilasmayi azaltmaktadir [126]. Trombin’in
dogrudan PC'yi aktive etmesi az bir verimle gergeklesmektedir [125]. Ancak
trombin, trombomodulin’i kofaktér olarak kullandigi durumlarda, trombin ve PC
endotel doku Uzerinde yakinlagsmakta ve reaksiyon verimi artmaktadir. Trombin’in
pihtilagsma surecini sonlandiran, antitrombin (antithrombin, AT), heparin kofaktor Il
(heparin cofactor Il, HPCII), proteaz neksin | (protease nexin I, PNI) gibi serpin
proteaz ailesine ait baska inhibitérler de bulunmaktadir [126]. HPCIl ve AT
inhibitérlerinden AT nin, pihtilasma slrecinde baska serin proteazlara da baglandigi
ancak HPCII'nin trombine olan segiciliginin ¢ok yiiksek oldugu bilinmektedir [7,
126]. Her iki inhibitérin de heparan siilfat gibi glikosaminglikanlara baglanmalari
halinde trombin’i engelleme reaksiyonunun hizini arttirdigi bilinmektedir [7].
Antitrombin’in trombin’e baglanmasi sonrasinda trombin’i engelledigi ancak bu
reaksiyonun endotel doku Uzerinde bulunan heparin silfata baglanmasi ile
reaksiyon hizinin 1000 kat arttigi bilinmektedir. Bu sekilde, hasar goren bodlgede
trombin sayesinde olusan pihtilagsma streci bdlge kapandiktan sonra yine trombin’in
geri-besleme mekanizmasi ile durdurulmaktadir.

Trombin yapisi igerisinde, fibrinojen baglanma boélgesi olarak bilinen eksosit I,
heparin baglanma bélgesi olarak bilinen eksosit Il, y-dongtisl, 60-dongusi ve aktif
bélge bulunmaktadir [7, 125]. Trombin konsantrasyonun diizgiin denetlenmesi,
substrat, kofaktor ve inhibitorlerinin trombin yapisindaki bu bdlgelere baglanmasi ile
gerceklesmektedir [125, 126]. Trombinin eksosit | bolgesine fibrinojen disinda,
FV, FVII, trombomodulin kofaktorleri, HCII gibi inhibitérler ve PAR1, PAR4
baglanmaktadir [7, 126]. FXIII'Gin, eksosit | bdlgesine baglanmasi fibrin araciligiyla
dolayli olarak gergeklesmektedir. Fibrinojen-trombin etkilesimi ve FXIII'Gn PAR1 ve
PAR4’Gn baglanmasi eksosit | bdlgesi diginda trombinin aktif bodlgesi ile de
gerceklesmektedir [7]. Eksosit Il bodlgesine heparin disinda FV, FVIII,
trombomodulin kofaktorlerinin, PAR1, PAR4’lUn ve antitrombinin, trombin aktivesini
azaltmak igin kofaktor olarak kullandigi heparinin baglandigi bilinmektedir [7, 126].

Trombosit aktivasyonunda gorev alan Glba proteininin, eksosit Il bdlgesi ile
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etkilesime gectigi ve eksosit I'e baglanmadigi eksosit | ve eksosit Il bolgelerinde
gergeklestirilen cgesitli mutasyonlarla belirlenmistir [127, 128]. Trombin’in ayni
bdlgesine baglanabilen farkli substrat, kofaktér ve inhibitérlerin baglanmalari ve
ayrilmalari; konsantrasyonlari, ve o bdlgeye olan afinitelerine bagli olarak
gerceklesmektedir. Buna ornek olarak, fibrin ve trombomodulinin trombinin eksosit
| bolgesine baglanmasi ve trombinin tromobomodulin’i tercih etmesi
gosteriimektedir [125]. Trombin’in trombomodulin’i tercih etmesinin nedeni,
trombomodulinin baglanma sirasinda eksosit | bolgesinde daha fazla aminoasit ile
etkilesime gegmesi ve trombin’in trombomodulin’e olan afinitesinin daha fazla
olmasidir. Kan pihtilasma surecinde trombin’in, farkl substrat ve kofaktorlere ve
pihtilasma tamamlandiktan sonra trombomodulin ve diger inhibitorlere
baglanmasinin  dogru sekilde gergceklesmemesi ve vidcuttaki trombin
konsantrasyonun kontrolli bir sekilde ayarlanmadigi durumlarda, hemofili ya da
tromboziz gibi hastaliklar olusmaktadir [8, 125].

Kan pihtilagmasi surecinde dogru ve zamanli trombin olusumunun eksikliginde,
hemofili hastaligi ortaya c¢ikmaktadir [7]. Trombin’in kontrolli bir sekilde
denetlenmedigi durumlarda ise, hasarli bolgenin 6tesinde hasarli olmayan bolgelere
de yayllmasi durumunda tromboz hastaligi olugsmaktadir. Trombin olusumundaki
artis evresinde gerceklesen trombin patlamasinda dnemli rol oynayan FVIII ve FIX
eksiklikleri, sirasiyla hemofili A ve hemofili B hastaliklarina neden olmaktadir [129].
Hemofilik plazmada FVIII, FIX ve FXI eksiklikleri sonucunda, trombin patlamasi
gerceklesmemekte ve TAFI aktivasyonu gerceklesmedigi i¢cin, normal plazma
surecinden Ug¢ kat daha hizh fibrinoliziz gerceklesmektedir. Fibrin yapilarinin kolay
parcalanmasindan dolayr kanama zor durdurulmaktadir. Normal plazmada ise
pihtilasma slrecinde trombin patlamasi evresinde gerceklesen TAFI aktivasyonu ile
fibrinoliziz engellenmekte ve kararli fibrin yapisinin uzun sure korunmasi ile hasarli
bolgedeki kanama durdurulmaktadir. Tromboz hastaligi i¢in ise, protein C ve protein
S eksikligi, faktér V Leiden, protrombin yapisindaki mutasyonlar, FVIII, FIX, FXI ve
fibrinojen olusumundaki artislar risk faktorleri arasinda olabilmektedir [8]. Ayrica
tromboz hastaligina risk yaratabilecek cevresel faktorler olarak, dogum kontrol
haplari, yas, alkol ve sigara kullanimi gosteriimektedir.

Ayni  zamanda trombin, kanser ve Alzhemier gibi bircok hastalk ile

iliskilendirilmektedir [130]. Tau proteininin ve amiloid 6ncl protein (amyloid
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precursor protein, APP) pargalanmasi, tau fragmanlari ve AP peptitleri
olusturmalari, Alzhemier hastaliinda 6nemli rol oynamaktadir [131]. Trombinin
Alzhemier hastalarinin beyinlerinde géruldugu ve bu pargalanmalari PAR-1 ve PAR-
4 reseptorleri ile gerceklestirdikleri bilinmektedir [132]. Trombin ve kanser
arasindaki iligkinin, trombinin fibrin olusumuna ve hicre ¢ogalmasina olan etkisi,
damar gegirgenligini arttirmasi, trombosit aktivasyonu, vaskuler endotelyal buyime
faktord (vascular endothelial growth factor, VEGF) ve diger bliyume faktorlerinin
olugumlarini tetiklemesinden dolay! oldugunu gosteren galismalar bulunmaktadir
[124]. insan fibroblast ve tiimor hiicrelerinin trombin ile inkiibasyonu sonucunda,
VEGF mRNA ifadelerine Northern blot analizi ile bakilmig ve mRNA ifadesinin arttigi
g6zlemlenmistir. mRNA ifadesinin artmasi ile ayni zamanda VEGF protein ifade ve
salgilanmasinin da arttigi gézlemlenmistir [133]. Trombinin, trombosit-timor
kimelenmesi, hicre bolinmesi, timor baylmesi, metaztas ve tUmor olusumuna
bagli damarlanmayi baslatmasi ile ilgili oldugu disinidlmektedir [124]. Trombin,
tumor hlcreleri Uzerindeki alpha llb beta 3 integrin proteinin olsumunu arttirmasi ile,
timor hicrelerinin tutunmasina olanak vermektedir [134]. Ayni zamanda trombin
diz kaslarda hucre bolunmesini, nukleer faktor kappa B (nuclear factor kappa B
,NF-kB) aktivasyonu ile ve trombosit-aktive buyume faktori ve bFGF salinimi
arttirmasi ile gerceklestirmektedir.

Trombin, hucresel etkilerini trombositlerin Uzerinde bulunan PAR ile ortaya
koymaktadirlar [126]. Trombinin, PAR-1’i aktive ederek, hiicre boliinmesini, DNA
sentezini direk olarak ya da diger mitojenler ile es zamanli gergeklestirdigi ve
metaztasi tetikledigi de bilinmektedir [135]. Buna ek olarak trombin olusumunun
trombosit aktivasyonu ve fibrin olusumunu baslatmasi da metaztasi tetiklemektedir.
Benzer sekilde, kanser olusumu da tromboz hastaligina neden olmaktadir. Kanser
hicrelerinde TF miktarinin artmasi sonucunda TF-FVlla yapisi olusumu ile geri-
besleme mekanizmalarini ile trombin olusumunu arttirmakta ve tromboz hastaligi
olugsmaktadir. Trombinin ayni zamanda tumor hucrelerini besleyen damarlanmayi
da pihtilasmaya bagl ya da pihtilasmadan bagimsiz mekanizmalar ile gergeklestigi
bilinmektedir [124]. Trombin pihtilasmayi baslatarak, trombosit aktivasyonu ve
fibrin birikimini sadlayarak damarlanmayi arttirmaktadir [135]. Ayrica pihtilagsma

mekanizmasindan bagimsiz olarak, PAR-1’i aktive ederek, sinyal iletimi sireci ile
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VEGF, angiopoietin-2, metalloproteinases 1 ve 2 gibi buyume faktorlerinin hicre
uzerindeki sayilarinin arttirdidi bilinmektedir [133, 136, 137].

2.4.1. Trombin Sensorleri

Kan pihtilagsma surecinde 6nemli bir rol oynayan trombinin, hemofili, tromboz gibi
hastaliklarin disinda, kanser ve Alzhemier gibi nodrodejeneratif hastaliklarin
olusumuna ve ilerlemesine neden olmasi, tayinine yonelik analiz yontemlerinin
artmasina ve biyosensorlerin gelistiriimesine neden olmustur. Bunun disinda,
trombinin biyosensorlerin geligtiriimesinde model olarak kullanilmasinin bagka
nedenleri de bulunmaktadir. Trombinin fibrinojen baglanma bdlgesi olarak bilinen
eksosit | ve heparin baglanma bodlgesi olarak bilinen eksosit Il bdlgelerine
bagdlananabilen sirasiyla 15-baz ve 29-baz uzunlugunda, iki farkli aptamer
bulunmaktadir [47, 138]. Bu aptamerlerin trombine farkli afinitelerle farkl
bdlgelerine baglanmalari, sandvi¢ yontemi kullanilarak trombinin tayinine olanak
vermektedir [139]. Ayrica her iki aptamer, trombine baglanmalari halinde G-
quadrupleks yapisina donismektedirler. DNAzim olarak bilinen G-quadrupleks
yapisi, hemin kofaktori kullanarak H202 yardimiyla, oksidasyon reaksiyonlari
gerceklestirmekte ve bu da trombin tayininde kullanilan bir yontem olmaktadir
[140]. Buna ek olarak, trombine baglanmalari halinde yapisal degisiklige giren
trombin aptamerleri, floresans ve absorbans yontemlerinin kullanildi§i analiz
yontemlerinde trombin tayininde kullaniimaktadir [141-143]. Trombinin katalitik
Ozelligi kullanilarak, trombin tayinine yonelik biysosensor sistemleri de
gelistiriimektedir [144]. 15-baz uzunlugunda olan 5-GGTTGGTGTGGTTGG-3
dizilimine sahip trombin aptameri, SELEX yontemi ile secilen ve baska nukleik
asitlere baglanmayarak sadece protein’e segicilik gosteren ilk aptamer olarak
bilinmektedir [47]. Ayrica bu aptamerin in vitro ortamda trombinin gergeklestirdigi
fibrin- pihti olusumunu durdurdugu bilinmektedir. Bu trombin aptamerinin trombine
baglanma 6zelligi kullanilarak, enzim baglh aptamer assay (enzyme linked aptamer
assay, ELAA) ve karisik ELISA/ELAA formatlari optimize edilmistir [48]. ilk aptamer
bazli trombin biyosensorl, Potyrailo ve grubu tarafindan gelistirilmistir [145].
Trombin aptameri, floresans etiket ile etiketlenmis ve ylzeye kovalent olarak
baglanmistir. Cozeltideki trombine baglanmasi sonucunda floresans anistropy’deki
degisiklikler ile trombin tayini gerceklesmigtir. 15-bazlik trombin aptamerinin

kullanilarak gelistirilen bir biyosensérde, trombin aptameri 5’ kismindan CHz grubu
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ile uzatilarak, mikro boncuklara kovalent olarak baglanmis ve optik gorintileme
fiber mikrokuyucuklarina dagitiimistir [146]. Sabit konsantrasyonda floresans
etiketli trombin ile farkli konsantrasyonlardaki etiketlenmemis trombin ylzeye
gonderilerek, floresans miktarindaki azalma goézlemlenmistir. Kulanilan floresans
etiketli trombinin konsantrasyonuna bagli olarak, LOD’si, 1-10 nM arasinda olan bir
trombin sensoru gelistirilmistir. QD etiketi kullanilarak geligtirilen bir bagka
biyosensor sisteminde, altin ylzeye kovalent olarak baglanan trombin aptamerine,
QD etiketli trombin baglanmis ve etiketlenmemis trombin gdnderilerek,
elektrokimyasal degisim godzlemlenmigtir. Bu sekilde geligtirilen biyosensor
sisteminin LOD’sinin 0.5 pM oldugu gortlmustir [147].

YPR olgtimleri icin hazirlanan karboksil uglu capraz-bagh BSA filmleri (cross-linked
BSA films, cBSA film) ile modifiye altin ylzeylerin, karboksilmetil dekstran ile
modifiye hazir YPR ¢iplerin trombin 6l¢giim performanslari karsilastiriimistir [148].
Her iki ylUzeye streptavidin veya avidin baglanmis ve biyotin uglu trombin aptameri
ylzeye kovalent olarak baglanmistir. LOD’leri, streptavidin bagli cBSA film ve hazir
YPR ciplerin sirasiyla 3 nM ve 2.5 nM, avidin bagl yuzeylerde 5-5.5 nM arasi olarak
belirlenmistir.  YPR biyosensori olarak geligtirilen bir baska sistemde, 3-
merkaptopropionik asit (3-mercaptopropionic acid, MPA) ile olugsturulan SAMs
yuzeyler, EDC/NHS ile aktive edilmis ve amin-uclu trombin aptameri baglanan
yuzeyler, farkl konsantrasyonda trombin tayini icin kullaniimis ve dogrusal aralgi 5-
1000 nM olarak belirlenmistir [149]. Farkli bir YPR platform olarak bilinen bi-cell
YPR platformunda Uzerine yerlestirilen trombin aptameri baglanmis altin ylzeyler
uzerinden dusuk hacimli akig kanalindan trombin ¢ozeltisi gegirilerek, trombin tayini
gergeklestirilmistir [150]. Tampon ¢ozeltisindeki LOD’si 25 nM olarak belirlenirken,
PBS ile seyreltiimis serum igerisindeki trombin LOD’si 50 nM olarak belirlenmisgtir.
Son yillarda LYPR sensorlerinin hasassiyetini arttirmaya yonelik ¢alismalar da
bulunmaktadir [151]. Farkh buytklik ve sekildeki nanoyapilar, LYPR sinyal
plasmon resonansinin buyukligu, dalgaboyu genigligi ve kayma miktari gibi spektral
Ozellikleri etkilemektedir. Bu 0Ozellikten vyararlanilarak gelistirilen bir LYPR
sensorinde sinyal guclendirmesi igin AuNP/ Fes3Os manyetik nanopartikullerin
olusturdugu nanohibrit yapilar kullaniimigtir. AUNP/ FesO4 manyetik nanopartikiller
ile olugturulan nanohibrit ylzeylere baglanan 29 bazlik aptamer ile trombin
baglanmasi gerceklesmis ve yuzeye trombin gonderilmigtir. Daha sonra, glukoz
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oksidaz enzimi ile etiketlenmis 15 bazlik trombin aptamerinin trombine farkl bir
bolgeden baglanmasi gerceklesmistir. Ortama glukoz gonderilerek, Au*®den Au®
olusmasi saglanmis ve AuNP c¢apinda artma sadlanarak, sinyal artmasi
gerceklestiriimistir. Dogrusal araligi 0.2 -10 nM arasinda, LOD’si 0.2 nM olan bir
trombin sensoru gelistiriimigtir. Altin nanopartikul ve altin film ylzeylerin bir arada
kullanilarak gelistirilen bir bagska YPR biyosensorinde, sinyal artisi saglanarak
LOD’sinin dustrilmesi hedeflenmistir [152]. Sandvig¢ formati ile altin nanopartikil
ve altin ylzeyin birbirine yaklasmasi, ve ikisi arasindaki elektromanyetik
eslesmeden dolay! sinyal artigi, trombine farkli yerlerden baglanabilen iki farkl
aptamer ile saglanmigtir. Streptavidin kapli altin yuzeye, biyotinlenmis 15 bazlik
trombin aptameri baglanmig ve yuzeye trombin gonderilmigtir. YUzeye sonradan
gonderilen altin nanopartikil etiketli 29 bazlik trombin aptamerinin trombine
baglanmasi ile sinyal artisi saglanmis ve LOD’si 0.1 nM olan bir biyosensoér
geligtiriimigtir. Altin nanoyapilarin ve sandvig 6lgim formatinin kullanildigi bir bagka
YPR biyosensoérunde, farkli sekil ve blyuklikte olan nanoyapilarin sinyal artisina
olan etkileri karsilastiriimistir [153]. Altin ylzeye kovalent olarak baglanmis
trombin aptameri, farkh sekil ve buyuklikte olan nanoyapilar ile etiketlenmis trombin
antikoru ile birlikte sandvi¢ formatinda trombin tayini igin kullaniimistir. Farkl
nanoyapilarin YPR sinyal glglendirmesi, altin ylzey ile nanoyapilarin
elektromanyetik eglestirme ve nanoyapilarin YPR sistemi Uzerindeki kutle artisina
olan etkileri agisindan karsilastiriimigtir. LOD’leri, 1aM-1fM arasinda degisen YPR
sensorleri gelistirilmigtir. Trombin tayini icin, YPR sensorlerinde, sinyali glclendirme
ve bununla birlikte LOD’yi azaltmak icin kullanilan yéntemlerden biri de iki farkl altin
nanopartikll sekli kullanilarak gelistirilen YPR sistemleridir [154]. Trombin antikoru
bagli yuzeye, trombin gonderiimesinden sonra, PolyA uglu trombin aptameri ve
daha sonra PolyT wuclu altin nanorod gonderiimis ve trombin tayini
gerceklestiriimistir. Daha sonra sinyal guglendirmesi olarak, PolyA uclu bagka bir
altin nanopartiktl gonderilmis ve YPR sensor cevabindaki degisim gozlemlenmisgtir.
Bu YPR sensoértunin LOD’si gok disuk (0.1aM) olmakla birlikte, dogrusal arahigi dar
bir araliktadir. DNA miktarini arttirarak sinyal guclendirme saglayan yuvarlanan
¢ember amplifikasyonu (rolling circle amplification, RCA)'nin nanoyapilar ile birlikte
kullanildigi YPR sensorleri de bulunmaktadir [155]. Altin ylizeye kovalent olarak

baglanan trombin aptamerine trombin gonderilmesinden sonra, ucuna primer

37



dizilimi eklenmis ikinci trombin aptameri trombinin farkli bir bolgesine baglanmistir.
Prob olarak adlandirilan primer dizilimine eslenik olan bagka bir dizilim, altin
nanopartikiller ile etiketlenmis ve ylzeye goénderilmistir. RCA reaksiyonu, DNA
polimeraz ve deoksiribontkleotid trifosfat (deoxyribonucleotide triphosphate,
dNTPs) esliginde baslatiimis ve ardisik tekrar bolgelerinin artmasi saglanmistir.
Birgok altin nanopartikil bagh probun primer dizilimine baglanmasi ile sinyal
glglendirmesi gerceklestiriimistir. Sadece trombinin altin ylzeydeki aptamere
baglanmasi ile LOD’si 1 nM iken, altin nanopartikil bagl probun ylzeye
gonderilmesi ile LOD’si 0.1 pM’a dusUriimustar.

Son yillarda sinyal gu¢lendirmesi ve LOD’nin azaltilmasi etiketleme yapilarak, YPR
sensorleri geligtiriimektedir. Ancak YPR sensorlerinde biyomolekuler etkilesim,
RI'daki degisimlere bagli olarak tespit edilebildigi icin, etiketlemeye gerek kalmadan
gelistirilen YPR sensorleri de bulunmaktadir [156]. Farkl optik, mekanik ve termal
Ozellikleri ile bilinen grafen altin ylzeye elektrostatik etkilesimlerle baglanmigtir.
Daha sonra yuzeye kovalent olmayarak baglanan trombin aptameri, ¢ozelli
icerisindeki trombin ile etkilesime girerek, ylzeyden ayrilmigtir. Trombin
konsantrasyonundaki artigsa bagl olarak, YPR dalgaboyunda azalma gorulmugtur.
Dogrusal arahgi, 0.08 — 200 nM arasinda olan ve LOD’si 0.03 nM olan bir YPR
sensoru geligtiriimistir.

YPR sensorlerinin mikroarray formatlarina uyarlanmasi, ve birden fazla hedef
molekulin ayni anda tayini, YPR goruntileme ve YPR faz goértnttleme sistemlerinin
gelistiriimesi ile ortaya ¢ikmistir [157, 158]. RNA aptamerlerinin biyolojik taniyici
ajan olarak ssDNA aptamerlerine gére daha fazla tercih edilmelerinin en 6nemli
nedeni, ortamda bulunabilecek RNAse enzimi tarafindan daha kolay pargalanabilir
olmasidir. Bu nedenle, RNA aptamer mikroarray sisteminin gelistiriimesi igin,
mikrofludik ¢ip dizeneginde dsDNA’dan T7RNA polimeraz enzimi ile RNA aptameri
ve baglanma dizilimi iceren bir RNA dizilimi sentezlenmistir. YUzeyde kovalent
olarak baglanan baglanma dizilimine eglenik DNA dizilimi ile, RNA aptamerleri
yuzeye immobilize edilmis, YPR goruntileme sistemi ile trombin ve baska
proteinlerin tayini igin kullaniimistir [157].

Elektrokimyasal olarak aktif bir etiket olan metilen blue (methylene blue, MB) ile
etiketlenmis olan trombin aptameri, yuzeye kovalent olarak altin elektroduna
baglanmis ve yuzey ile spesifik olmayan bir sekilde etkilesimden dolayi, MB ylzeye
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yaklasmis ve elektron aktariminda artis gdézlemlenmistir [159]. Trombinin ylzeye
gonderilmesi ile, trombin aptameri G-guadrupleks yapisina burinmus ve MB etiketi
yluzeyden uzaklasarak elektrik aktariminda azalma goértlmastir. Gelistirilen bu
biyosensor sisteminin LOD’si 6.4 nM olarak belirlenmistir. iki farkli trombin aptameri
kullanilarak gelistirilen bir bagka elektrokimyasal biyosensor sisteminde, sandvig
formatinda trombin tayini gerceklestirilmig, dogrusal aralik 40-100 nM arasi, LOD’si
10 nM olarak belirlenmigtir [139]. Trombin-aptamer baglanmasinin sinyalini elde
etmek icin, ylzeye tayin igin gdnderilen ikinci trombin aptameri glukoz dehidrogenaz
enzimi ile etiketlenmigtir. Ylzeye baglanan aptamer-trombin ve enzim etiketli
aptamer kompleksi olustuktan sonra, glukoz varliginda elektrik akimindaki artma
g6zlemlenmistir. Trombin tayini icin gelistirilen bir baska elektrokimyasal biyosensor
sisteminde, SAMs olusumu sonrasinda ylzeyde olusan kimyasal tabaka, biyolojik
taniyici ajaninin yuzeye baglanmasi ve trombin 6lgcimu, her asama sonrasinda
gergeklesen yik-aktarim direncindeki artma gézlemlenmistir [160]. Gelistirilen bu
biyosensor sisteminin dogrusal araligi 5-35 nM arasi, LOD’si 2 nM olarak
belirlenmistir. Trombin-aptamer etkilesimi sonucunda, elektrokimyasal olarak aktif
olan bir etiketin, baglandigi aptamer tarafindan birakilmasi sonucunda, elektrik
akimindaki azalma 6l¢ulmus, dogrusal aralik 0-50.8 nM ve LOD’si 11 nM olarak
belirlenmistir [161]. Farkh formatlarda geligtirilen elektrokimyasal trombin
sensorlerinin dogrusal aralik ve LOD’leri birbirleriyle karsilastiniimistir [144]. Enzim
etiketli sandvi¢ formatinda, trombinin ylzeye baglanmasi sonrasinda HRP-enzim
etiketli aptamerine baglanmasini algilayan ve trombinin katalitik 6zelligi kullanilarak
geligtirilen Ug tip biyosensoérde, ikinci sistemin en disik LOD’ye (3.5 nM) sahip
oldugu gbézlemlenmistir. Ayni grup tarafindan gelistirilen bir baska sensorde, redoks
etiketli trombin aptamerinin, trombin varliginda yapisal degisiklige girmesi
sonucunda, redoks etiketinin altin ylUzeye yaklagsmasi ile redoks oOzelligindeki
degisimler gdzlemlenmigstir [162].

Bagka bir elektrokimyasal biyosensorde, trombin aptameri altin ylzeye kovalent
olarak baglanmig, trombin-aptamer etkilesimden sonra, trombin yapisi bozularak,
ylk-aktarim direncinde artis saglanmis ve LOD’si 0.01 pM’a distrilmuistir [163].
Trombin antikoru ve aptamerinin bir arada kullanildigi sandvi¢ formatinda gelistirilen
bir biyosensor sisteminde, antikor yuzeye kovalent olarak baglanmig, trombin
yuzeye gonderilmis ve elektrokimyasal olarak aktif olan bir etikete bagl trombin
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aptameri 6lgiim igin kullaniimis ve elektirik akimindaki artis gdzlemlenmistir [164].
Geligtirilen bu biyosensor sisteminde, dogrusal araligin 1-60 nM ve LOD’sinin 0.5
nM oldugu gézlemlenmisti. MB ve enzim etiketli gelistirilen elektrokimyasal
sensorler disinda, QD etiketi kullanilarak da gelistirilen elektrokimyasal sensorler
bulunmaktadir [165]. Yiizeye SH- gruplari kovalent olarak 15 bazlik trombin
aptameri baglanmistir. QD etiketli eslenik olan baska bir dizilim, ylzeye
gonderilerek trombin aptameri ile hibridize edilmistir. Trombin aptamerinin trombini
baglamasi ve QD etiketli eslenik dizilimi birakmasi sonucunda, elektrokimyasal
sinyalde disme gergeklesmis ve LOD’si 2.7 aM olan bir biyosensor geligtirilmistir.
QD’nin floresans etiketi olarak kullanildigi trombin biyosensorleri de bulunmaktadir
[166]. Trombine baglanan QD etiketli iki farkli aptamerin, trombin varliginda bir
araya gelmeleri sonucunda, QD dimer veya oligomerleri olusmus ve QD diflizyon
zamanindaki degisim, floresans korelasyon spestroskopisi ile dlgulmustar. Trombin
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak, QD difuzyon zamaninda artis
g6zlemlenmistir. Dogrusal araligi 5-500 nM olan ve LOD’si 2.6 nM olan bir
biyosensor gelistirilmistir. Biyoluminesans enerji aktarimi (bioluminescence energy
transfer, BRET) teknigi kullanilarak geligtirilen bir bagka trombin biyosensorunde,
trombin tayini igin, altin nanopartikullerin, lusiferaz enziminin gerceklestirdigi bir
reaksiyon sonucunda olusan biyoluminesansi sonumlendirmesinden
faydalaniimigtir [167]. Altin nanopartikiile kisa bir peptit ile baglanan lusiferaz
enzimi, trombin varliginda peptitin lusiferaza baglandidi bodlgeden kesilerek,
lusiferazin altin nanopartikilden uzaklasmasi saglanmistir. Bu sekilde lusiferazin
olusturdugu biyoluminesans 06zelligi tekrar ortaya c¢ikmaktadir. Trombin
konsantrasyonundaki artis ve artan biyoluminesans sinyali ile dogrudan bir
korelasyon gorulmistir. idrar ve tampon cdzeltisi icerisinde gerceklestirilen
Olcimlerde dogrusal araligin 8nM-8uM arasinda ve LOD’sinin 80 pM oldugu
gOrulmustar.

Altin ve gumus nanopartikullerin yuzey plazmon resonans 6zelliklerinin aralarindaki
mesafeye bagli oldugu ve bu mesafeye bagli olarak renk degisimi oldugu
bilinmektedir [168]. Altin kapli mikrofluidik kanallara trombin aptameri kovalent
olarak baglanmis ve yuzeye trombin ve gimus nanopartikul etiketli diger aptamer
¢cOzelti karigimi gonderilmigtir. Trombin konsantrasyonuna bagl olarak, gimus

nanopartikul etiketli aptamerin trombine baglanmasi ve gumus nanopartikullerin
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yanyana gelmeleriyle renk degisimi gozlemlenmigtir. LOD’si 20 pM olan bir

biyosensor gelistiriimistir.

41



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

DSP, MCH, dimetil sulfoksit (dimethyl sulfoxide, DMSO) 299.9%, sigir serum
albdmin (bovine serum albumin, BSA), insan serum albumin (human serum
albumin, HSA), lizozim ve tampon ¢o6zelti hazirlanmasi igin  (2-(N-
morfolin)etansulfonik asit (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid, MES), karboksil
gruplarinin blokasyonu igin etanolamin (= %98), ve insan plazmasindan izole
edilmis trombin, insan serumu ve dietil pirokarbonat (diethyl pyrocarbonate, DEPC)
= %97, cut-off degeri 100 kDa olan santrifyj filtreler Sigma Aldrich (St. Louis, MO)
firmasindan, saf etanol (%99.5) Merck KgaA (Darmstadt, Almanya) firmasindan
saglanmistir. BSA ve lizozim baglanma deneyleri i¢in, 0.05 M MES tampon ¢ozeltisi
hazirlanmis ve 3M NaOH c¢ozeltisi ile pH degeri 6.5 olarak ayarlanmis ve her
kullanimdan 6nce 0.2um’lik filtre ile filtrelenerek kullaniimistir. 0.2 pym’lik filtreler,
Merck KgaA (Cork, irlanda) firmasindan saglanmistir. Aptamer sensérl igin
kullanilan 15 bazlik trombin aptamerinin, trombin’in fibrinojen baglanma bdlgesi
olarak bilinen eksosit | bolgesine baglandigi ve Kd degerinin 100 nM oldugu daha
onceden Bock grubu tarafindan belilenmistir [47]. 15 bazlk 5'-
GGTTGGTGTGGTTGG-3’ dizilimine sahip trombin aptameri, AlphaDNA (Montreal,
Quebec, Canada) firmasi tarafindan sentezlenmis ve HPLC ile saflastiriimistir.
Trombin antikoru, Thermo Fisher Scientific Inc. (Rockford, IL) firmasi tarafindan
saglanmistir. Trombin aptameri ve antikoru, 0.05 M MES tampon ¢ozeltisi (pH 6.5)
icinde ¢ozunmaustur. Trombin ¢dzeltisi ve spesifik olmayan baglanmalari yizeyden
uzaklastirmak igin 10 mM KCI, 50 mM NaCl iceren 10 mM PBS c¢ozeltisi (pH 7.4)
kullaniimistir. Karboksil gruplarinin blokasyonu i¢in 1.0 M etonalamin ¢ozeltisi
kullaniimistir.  Trombin aptameri ve trombin c¢ozeltisi ve spesifik olmayan
baglanmalari ortadan kaldirmak igin kullanilan tim tampon ¢ozeltileri ve deiyonize
su kullanimdan dénce sterilizasyon amagcl 0.2um filter ile filtrelenmis ve 121° C’de
15 dakika otoklavlanmistir. Ayrica trombin aptamerinin degradasyonunu
engellemek igin, kullanilan malzemeler ve deney gergeklestirilen alan, DEPC-H20
ile temizlenmistir. YPR gipler Uzerindeki altin ylzeyler, 6n temizleme olmadan
kullaniimistir. Tekrar kullanim igin altin yazeyler, kimyasal ve biyolojik modifikasyon
sonrasinda %30 H202:H2S0a4 (1:3) pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis ve deiyonize su

ile ylkanmigtir.

42



3.2. Metot

3.2.1. YPR Sistemi

Altin yuzeylerin YPR oOlgcumleri igin Spreeta YPR Sistemi (Texas Instruments, Inc.,
Dallas, TX) kullaniimistir. Sistem entegre detektore sahip (model TSPR1K23) altin
kapli sensoér yuzeyine, U¢ kanalli akis hilcresine, elektronik kontrol kutusuna
sahiptir. Ylzey modifikasyonu igin c¢ozeltilerin ylzeyden gecirilmesi, Goldman
siringa pompa sistemi (Biasis Ltd. Sti, Ankara, Turkey) ve dort yollu cevirme
vanalariyla (Upchurch Scientific Inc., Oak Harbor) kontrol edilmigtir. Isik kaynagi
olarak kullanilan LED ile ylzeye near-infrared isik yonlendiriimekte ve altin
yuzeyden yansimaktadir. Altin yuzeye molekullerin baglanmasi ile kutle artigi
gerceklesmekte ve yansimadaki degisim zamana kargi RlI'daki degisim olarak
Olclilmektedir. Calismada kullanilan YPR sistemi 1.320 ile 1.368 arasindaki RI
degisimlerini gosterebilmektedir ve yaklasik olarak 5 x 10 Rl hassasiyetine sahiptir.
Zamana bagli sensor cevabindaki (Response Units (RU)) (1RU = 10°RI) degisimler

sensogram formatinda elde edilmistir.

3.2.2. ATR-FTIR Olgiimleri

ATR-FTIR spektrumlari, Nicolet iS50 (Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) cihazi
kullanilarak alinmistir. Her bir 6lgim igin 4 cm™ ¢dziinUrliikte 128 tarama alinmistir.
Her modifikasyon igin iki paralel drnekte, ylzey Uzerinde U¢ nokta incelenmistir.
Gegirgenlik spektrumlari, 4000-400 cm™ dalgasayisi araliginda alinmistir.
Background oélgim icin diz altin yluzey kullaniimis ve modifiye ylzeylerden alinan

Olgimlerden ¢ikariimigtir.

3.2.3. XPS Olgiimleri

XPS dlgumleri Ka cihazinda (Thermo Scientific, Rockford, IL, ABD) monokromatik
Al x-ray kaynagi kullanilarak 400 ym buyudklagunde bir alanda gerceklestiriimistir.
Sistem igerisinde, yuzey nétralizasyonu igin 300 microA floodgun kullaniimigtir.
Genel ve detayll taramlar N, C, O, S atomlari igin (N 1s, C 1s, O 1s, S 2p)
gerceklesmistir. Butlin modifiye érneklerde, N 1s, C 1s, O 1s, S 2p olgimlerinin her
biri icin 50 tarama, Au 4f i¢in 10 tarama toplam 1 saatte yapiimistir. Kér érnek igin
N 1s, C 1s, O 1s ve S 2p dlgumleri 10’ar tarama ile gergeklesmistir. Spektrumlarin

analizi XPSPeak Fit (Version 4.1) yazilimi kullanilarak yapiimistir.
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3.2.4. AFM Olgiimleri
Bos altin ylizey, DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ve 0.8 mg mL?' BSA baglanmis
DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs yuzeylerin AFM géruntdleri, Asylum Research MFP-3D
Atomik Kuvvet Mikroskobu (Oxford Instruments, Santa Barbara, CA) ile alinmistir.
Goruntuler, Al kaph silikon tapping mod kantilever ile, kuvvet sabiti, 40 N/m olacak
sekilde, 300 kHz resonans frekansi ile alinmistir.
3.2.5. Altin Yiizeyler Uzerinde DSP, MCH ve DSP:MCH Karigimlari ile Yapilan
Kimyasal Modifikasyonlar
3.2.5.1. DSP ile SAMs Olusturulmasi
DSP’nin ¢ézunurlik araliginin belirlenmesi igin bir dizi deney gerceklestiriimistir.
Oncelikle 4.0 ve 10.0 mM DSP ¢dzeltileri olusturularak bir set (4.0 ve 10.0 mM DSP
cOzeltileri) duragan ve bir set (4.0 ve 10.0 mM DSP c¢ozeltileri) karistirmal ortamda
gece boyunca ve oda sicakliginda bekletilmigtir. Sonuglar, DSP’nin 10.0 mM
konsantrasyonda her iki kosulda ¢oktugu ve 4.0 mM konsantrasyonda ¢ézunduguna
goOstermigtir. DSP ¢6zUnlrlGglnin Gst sinirini belirlemek igin, 5.0, 7.0 and 9.0 mM
DSP cozeltileri olusturulmus ve sabit halde gece boyunca bekletilmistir. DSP’nin,
7.0 and 9.0 mM konsantrasyonunda ¢oktugu, sadece 5.0 mM konsantrasyonda
¢6zUndugu gorulmustar. Bu yuzden c¢ozuanarluk arahgi, 0.0-5.0 mM olarak
belirlenmistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak YPR deneyleri igin, altin ylzeylerin, Siringa
pompa sistemi kullanilarak DMSO:etanol (%20:%80) icerisinde hazirlanmis farkli
DSP konsantrasyonlarindaki (0.0-5.0 mM) ¢ozeltilerle modifiye edilmesine karar
verilmistir. Belirtilen DSP konsantrasyonlari ile SAMs, 10 ul dk* akis hizinda gece
boyunca olusturulmustur. SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan
baglanmalari kaldirmak igin yizey DMSO: etanol (20%:80%) (15 dk) ve deiyonize
su (1 saat) ile 50 pl dk* akis hizinda yikanmistir.

3.2.5.2. MCH ile SAMs Olusturulmasi

Gergeklestirilen YPR deneylerinde, altin yluzeyler Goldman siringa pompa sistemi
kullanilarak saf etanol igerisinde hazirlanmis farkli MCH konsantrasyonlarindaki
(0.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 mM) cozeltilerle modifiye edilmigtir. Belirtlen MCH
konsantrasyonlari ile SAMs, 10 ul dk* akis hizinda gece boyunca olusturulmustur.
SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan baglanmalari kaldirmak igin
ylzey saf etanol (15 dk) ve deiyonize su (1 saat) ile 50 ul dk* akis hizinda

yikanmigtir.
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3.2.5.3. Farkli DSP:MCH Oranlarinda Gergeklestirilen mSAMs

Altin yizey modifikasyonu icin DSP:MCH molar oranlari 2.0:0.0, 2.0:2.5, 2.0:5.0,
2.0:10.0 olarak segilmistir. mSAMs, daha énce DSP ve MCH ile olusturulan SAMs
ylzeylerinde oldugu gibi, 10 yl dk* akis hizinda gece boyunca gergeklestirimeye
calisiimigtir.  Ancak bu gekilde, ertesi gin YPR sinyalinin gorulmedigi
gbzlemlenmistir. Bu sonucun, sensor yuzeyinin tamamen kapanmasina ve gelen
ISIgIn  sensOr yuzeyi Uzerinden yansimamasina bagli olarak gergeklestigi
disundlmektedir. Bu ylizden modifikasyonlar, ayni hizla (10 ul dk) 1,5 saat siire
ile gerceklestiriimigtir. SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan
baglanmalari kaldirmak igin yizey DMSO: etanol (20%:80%) (15 dk) ve deiyonize
su (1 saat) ile 50 pl dk* akis hizinda yikanmistir. DSP ve MCH SAMs ve DSP:MCH
MSAMSs olusma mekanizmasi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de goruldugu gibidir.
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Sekil 3.1. a) DSP b) MCH kullanarak altin yuzeylerde SAMs olusturulmasi
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Sekil 3.2. Farkli DSP:MCH molar oranlar kullanilarak altin yluzeylerde mSAMs
olugturulmasi

3.2.6. SAMs ve mSAMs Yiizeylere Model Protein ‘BSA’ Baglanmasi

3.2.6.1. DSP ile Modifiye Yiizeylere BSA Baglanmasi

Farkli DSP konsantrasyonlari (0.0-4.0 mM) ile SAMs olusturulmasindan sonra
gerceklestirilen ve spesifik olmayan baglanmalari ortadan kaldirmak igin yapilan
yuzey ylkamasindan sonra, MES tampon ¢ozeltisi U¢ kanaldan 20 pl /dak hiz ile
gonderilmis ve taban gizgisi olusturulmustur. Daha sonra MES tampon igerisinde
¢Oziinmis 0.8 mg mL* BSA, ayni hiz ile iki kanaldan 1 saat boyunca gegiriimis ve
daha sonra yluzey, MES tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Bir kanal kontrol olarak
kullanilmis ve sadece MES tampon ¢ozeltisi ylzeyden ayni slUre boyunca
gecirilmistir. Kontrol kanalinin RU degeri, diger iki kanaldan elde edilen RU
degerinden c¢ikarilmis ve BSA baglanmasi, YPR sensor cevabi (ARU) olarak

sensogram formatinda elde edilmistir.

3.2.6.2. MCH ile Modifiye Ylizeylere BSA Baglanmasi
Farkh MCH konsantrasyonlari (0.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 mM) ile SAMs
olusturulmasindan sonra bolum 3.2.6.1°deki prosedur uygulanmis ve ARU ‘daki
degisimler olarak sensogram formatinda elde edilmigtir.
3.2.6.3. Farkli DSP:MCH Oranlariyla Modifiye Yiizeylere BSA ve Lizozim
Baglanmasi
Farkli DSP:MCH molar oranlari (2.0:0.0, 2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0) ile modifiye olan
altin yizeylere, BSA ve lizozim (0.8 mg mL™) baglanmasi ayni prosedir ile
gerceklestiriimis (bolum 3.2.6.1) ve ARU’daki degisimler olarak sensogram
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formatinda elde edilmistir. DSP: MCH mSAMs yuzeylere BSA ve lizozim baglanma

mekanizmasi Sekil 3.3’de goruldugu gibidir.
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Sekil 3.3. DSP: MCH mSAMs yuzeylere BSA ve lizozim baglanma mekanizmasi

3.2.6.4. DSP:MCH (2.0:2.5) ile Modifiye  Altin  Ylzeye, Farkl
Konsantrasyonlarda BSA ve Lizozim Baglanmasi

DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye altin yuzeylere farkli konsantrasyonlarda BSA ve
lizozim baglanmasi (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg mL?) ayni prosedir ile
gerceklestiriimis (bolum 3.2.6.1) ve ARU’daki degisimler olarak sensogram

formatinda elde edilmistir.

3.2.7. Altin Yiizeyler Uzerinde DSP, MCH ve DSP:MCH Karisimlari ile Yapilan
Kimyasal Modifikasyonlar Sonrasinda ATR-FTIR, XPS ve AFM ile
Karakterizasyonu

3.2.7.1. DSP ile Modifiye Yiizeylerin ATR-FTIR ve XPS Karakterizasyonu

Altin yizeyler DMSO:etanol (20%:80%) igerisinde hazirlanmig 2.0 mM DSP ¢ozeltisi
icerisinde bir gece boyunca bekletiimistir. SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik
olmayan baglanmalari kaldirmak igin ylizey sirasiyla DMSO:etanol (20%:80%) (15
dk) ve deiyonize su (1 saat) ile yilkanmis ve olgim 6ncesi kuru azot ile ylzeyler
kurutulmustur. Daha sonra ATR-FTIR ve XPS ile karakterizasyon

gergeklestiriimistir.

3.2.7.2. MCH ile Modifiye Yuzeylerin ATR-FTIR ve XPS Karakterizasyonu

Altin yizeyler saf etanol igerisinde hazirlanmig 20.0 mM MCH ¢dzeltisi igerisinde bir
gece boyunca bekletiimistir. SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan
baglanmalari kaldirmak icin yuzey sirasiyla saf etanol (15 dk) ve deiyonize su (1
saat) ile yikanmis ve 6lgim Oncesi kuru azot ile yuzeyler kurutulmustur. Daha sonra

ATR-FTIR ve XPS ile karakterizasyon gercgeklestirilmigtir.
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3.2.7.3. DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) mSAMs Ylzeylerin ATR-
FTIR ve XPS Karakterizasyonu

Altin yuzeyler DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) oranlariyla hazirlanmig
cozeltiler icerisinde 1,5 saat bekletilmistir. SAMs olusturulmasindan sonra, spesifik
olmayan baglanmalari kaldirmak igin ylzey sirasiyla DMSO:etanol (20%:80%) (15
dk) ve deiyonize su (1 saat) ile yilkanmis ve dlgim Oncesi kuru azot ile ylzeyler
kurutulmustur. Daha sonra ATR-FTIR ve XPS ile karakterizasyon
gerceklestirilmigstir.

3.2.7.4. Altin Yiizey, DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ve BSA Baglanmig DSP:MCH

(2.0:2.5) mSAMs ile Modifiye Altin Yizeylerin AFM ile
Karakterizasyonu

Ug farkli ylizeyin AFM karakterizasyonu gergeklesmistir. Birinci ylizey bos altin
ylzey olup, higbir modifikasyon yapilmamigtir. ikinci altin yizeyde, DSP:MCH
(2.0:2.5) oraniyla olusturulan mSAMs, boélim 3.2.7.3 ‘deki prosedur ile
gerceklestirilmistir. Uglincl yiizeyde ise, DSP:MCH (2.0:2.5) oraniyla olusturulan
mSAMs, MES tampon icerisinde ile hazirlanmis 0.8 mg mL* BSA ¢ozeltisi igerisinde
1 saat boyunca bekletimis ve daha sonra yuzey, MES tampon c¢ozeltisi ile
yikanmigtir. Batun olgimlerden once kuru azot ile altin yuzeyler kurutulmustur.

Daha sonra AFM ile karakterizasyon gerceklestirilmistir.

3.2.8. Sensor Ylizeyine immobilize Edilecek Olan Aptamer
Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Biyosensor Performansinin Test
Edilmesi

Farkh DSP:MCH (2.0:0, 2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0) molar oranlarn kullanilarak
olusturulan mSAMsde en fazla BSA ve lizozim baglanmasinin DSP:MCH (2.0:2.5)
ile modifiye yiizeylerde oldugu gozlemlenmistir. iki farkli molekiler agirhga sahip
BSA ve lizozim’in en fazla baglandiklari konsantrasyonlar 5.7x10° ve 8.96 x10° M
olup, interpolasyon sonrasinda 4851 Da molekuler agirhda sahip trombin
aptamerinin en fazla baglanma konsantrasyonu 6.54 x10° M (0.3 mg mL™!) olarak
belirlenmistir. Sensor ylzeyi olugturma asamasinda, éncelikle DSP:MCH (2.0:2.5)
molar oraniyla olugturulan DSP:MCH c¢ozeltisi ylizeyden 10 pl dk* akis hiziyla, 1,5
saat sure ile gegirilmistir. mSAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan
baglanmalari kaldirmak igin ylzey sirasiyla DMSO:etanol (20%:80%) (15 dk) ve
deiyonize su (1 saat) ile 50 pl dk' akis hizinda yikanmistir. Daha sonra akis hizi 20
ul dkt dasdrilerek, yizeye 0.05 M MES (pH 6.5) tampon ¢ozeltisi gonderilmis ve

taban c¢izgisi olusturulmustur ve ayni tampon c¢ozeltisi igerisinde ¢6zinmus,
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interpolasyon ile belirlenen konsantrasyonda (0.3 mg mL"!) trombin aptameri 20 pl
dk* akis hizinda yiizeye gonderilerek DSP:MCH mSAMs yiizeylere kovalent olarak
baglanmis ve spesifik olmayan baglanmalari ylizeyden uzaklastirmak icin yikama
islemi gergeklestiriimistir. Yluzeyde acikta kalan karboksil gruplarinin blokasyonu
icin 1.0 M etanolamin, 20 ul dk?! akis hizinda 50 dakika boyunca ylizeyden
gegirilmigtir. 10 mM KCI, 50 mM NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7.4) ile taban ¢izgisi
olusturuimus, 0.0-150.0 nM trombin konsantrasyonlarinda 500ul trombin
gonderilmis ve ARU’daki degisim gobzlemlenmistir. Olusturulan taban cizgisi ile
yilkama sonrasi arasindaki fark, ARU, trombin baglanma miktarini gostermektedir.
15 bazlik trombin aptamerinin trombine baglanmasi igin gerekli quadrupleks
yapisinin olugabilmesi i¢cin en uygun tampon ¢ozelti kosullari Baldrich grubu
tarafindan arastinimistir [48]. Disuk sicakliklarda (4°C), tampon ¢ozelti icerindeki
KCI iceriginin 6nemli olmadigi, ancak yuksek sicakliklarda (37°C), 10.0-50.0 mM
araliginda KCl iceren tampon ¢ozeltisinin, KCI'in olmadidi tampon ¢dzeltisine gore
LOD’sini dusurdiga goézlemlenmistir.  Farklhh  tampon ¢dzeltilerinin - trombin
aptamerinin trombine baglanmasi igin gerekli optimum ¢ozelti kosullari, 10.0 mM
KCI, 50.0 mM NaCl igceren 10.0 mM PBS (pH 7.4) olarak belirlenmigtir. Bu ylzden
taban gizgisinin olusturulmasi ve trombinin, trombin aptameri baglanmis sensor

yuzeyine gonderilmesi, bu ¢ozelti icerisinde gerceklestirilmigtir.

3.2.9. Trombin Aptamer Sensoriiniin Segiciliginin Belirlenmesi

Trombin aptamerinin ylzeye immobilizasyonu sonrasinda, gelistirilen biyosensorin
segciciliginin belirlenmesi icin, kan serum yapisinda en yuksek konsantrasyonda
bulunan insan serum albumin olarak bilinen ve model protein olarak secilen HSA'ya,
verdigi ARU incelenmis ve trombin’e verdigi ARU ile karsilastiriimigtir. Yuzey,
DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye edilmig, daha sonra spesifik olmayan baglanmalari
ortamdan uzaklastirmak icin DMSO:etanol ve deiyonize su ile yikanmigtir. 0.05 M
MES (pH 6.5) tampon c¢ozeltisi ile taban ¢izgisi olusturulduktan sonra, sensér
ylizeyine yine ayni tampon ile hazirlanan 0.3 mg mL! aptamer ¢ozeltisi 20 ul dk?
akis hizinda ylzeye gonderilerek DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye edilmis sensor
yuzeyine kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. Ylizeyde agikta kalan karboksil
gruplarinin blokasyonu igin 1.0 M etanolamin kullaniimigtir. Daha sonra 10 mM KClI,
50 mM NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7.4) ile taban ¢izgisi olusturulmus, ve 50.0 nM

konsantrasyonundaki 500ul HSA goénderilmis, ayni tampon ¢ozeltisi ile yilkama
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gerceklestiriimigtir. HSA'nin yuzeye baglanmasiyla gerceklesen ARU, trombin’in

yuzeye baglanmasiyla gergeklesen ARU ile karsilastiriimigtir.

3.2.10. Trombin Aptamer Sensériiniin Serum Orneklerinde Denenmesi

Gelistirilen aptamer biyosensorunin serum orneklerinde trombin’e verdigi ARU
tampon c¢ozeltide verdigi ARU ile kiyaslanmistir. Altin kaph yldzeyin kimyasal
aktivasyonu ve aptamer immobilizasyonu boélim 3.2.8° de belirtildigi gibi
gerceklestiriimistir. Serum érnekleri, 100 kDa ve Uzerindeki molekdlleri digerlerinden
ayiran santrifij filtreden gegirilerek, 1:4 oraninda PBS ile seyreltimis ve son
konsantrasyon 20.0 nM olacak sekilde trombin eklenmistir. 10 mM KCI, 50 mM NacCl
iceren 10 mM PBS (pH 7.4) ile taban cizgisi olusturulmustur. Trombin eklenmis
serum oOrnekleri sensor yuzeyine gonderilmis ve trombinin ylUzeye baglanmasi

incelenmigtir. Daha sonra ayni tampon ¢ozeltisi ile yikanmigtir.

3.2.11. Trombin Aptamer Sensoriiniin Rejenerasyon Denemesi

Gelistirilen aptamer sensoérunin birden fazla kullanilabilme 6zelligi test edilmistir.
Altin kapli yizeyin kimyasal aktivasyonu ve aptamer immobilizasyonu bolim 3.2.7°
de, trombin ¢ozeltisi bolum 3.2.10’de belirtildigi gibi hazirlanmis ve taban cizgisi
olusturulduktan sonra, sensor yuzeyine gonderilmistir. Trombin baglanmasindan
sonra sonra ayni tampon ¢ozeltisi ile yikama gerceklestiriimis ve daha sonra 10 s
boyunca rejenerasyon ¢ozeltisi olan 10 mM KCI, 50 mM NaCl 10 mM PBS (pH 7.4)
icerisindeki %0.05 w/v SDS ¢ozeltisi, 20ul dk* hizile ylizeyden gegirilmistir. Yiizeye
10 mM KCI, 50 mM NaCl 10 mM PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi gonderildikten sonra, taban
cizgisi olusturulmus ve 20.0 nM trombin, 1:4 (Serum:PBS (1:4)) ¢odzeltisi icerisinde
tekrar gonderilmigtir. ARU’daki sinyal azalincaya kadar, ylzey rejenerasyonu islemi
tekrarlanmigtir.

3.2.12. Sensor Yiizeyine immobilize Edilecek Olan Antikor

Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Biyosensor Performansinin Test
Edilmesi

Farkli DSP:MCH molar oranlar (2.0:0.0, 2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0) kullanilarak
olusturulan mSAMsde en fazla BSA ve lizozim baglanmasinin DSP:MCH (2.0:2.5)
ile modifiye yiizeylerde oldugu gézlemlenmistir. iki farkli molekiler agirhga sahip
BSA ve lizozim’in en fazla baglandiklari konsantrasyonlar 5.7x10-° ve 8.96 x10°® M
olup, interpolasyon sonrasinda 70 kDa molekuler agirliga sahip trombin antikorunun
en fazla baglanma konsantrasyonu 6.36 x10* M (0.4 mg mL™) olarak belirlenmistir.

Sensor yuzeyi olusturma asamasinda, dncelikle DSP:MCH (2.0:2.5) molar oraniyla
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olusturulan DSP:MCH cozeltisi ylizeyden 10 ul dkt akis hiziyla, 1,5 saat sire ile
gegirilmigtir. mMSAMs olusturulmasindan sonra, spesifik olmayan baglanmalari
kaldirmak icin ylzey sirasiyla DMSO:etanol (20%:80%) (15 dk) ve deiyonize su (1
saat) ile 50 pl dk?! akis hizinda yikanmistir. Daha sonra akis hizi 20 pl dk?
dusurulerek, yuzeye 0.05 M MES (pH 6.5) tampon ¢ozeltisi gonderilmis ve taban
cizgisi olusturulmustur ve ayni tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢ozUnmus, interpolasyon
ile belirlenen konsantrasyonda (0.4 mg mL™1) trombin antikoru 20 ul dk* akis hizinda
yluzeye gonderilerek DSP:MCH mSAMs ylzeylere kovalent olarak baglanmis ve
yikama islemi gercgeklestirilmistir. Ylzeyde acgikta kalan karboksil gruplarinin
blokasyonu igin 1.0 M etanolamin, 20 ul dk! akis hizinda 50 dakika boyunca
yluzeyden gegirilmigtir. 10 mM KCI, 50 mM NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7.4) ile
taban cizgisi olusturulmus, 10.0-150.0 nM trombin konsantrasyonlarinda 500l

trombin gdnderilmis ve ARU’daki degisim gdzlemlenmisgtir.

3.2.13. Trombin Antikor Sensoruiniin Segiciliginin Belirlenmesi

Trombin antikorunun yuzeye immobilizasyonu sonrasinda, gelistirilen biyosensorin
seciciliginin belirlenmesi igin, kan serum yapisinda en yuksek konsantrasyonda
bulunan ve model protein olarak secilen HSA’ya verdigi ARU incelenmis ve
trombin’e verdigi ARU ile karsilastiriimistir. Yizey, DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
edilmis, daha sonra spesifik olmayan baglanmalari ortamdan uzaklastirmak igin
DMSO:etanol ve deiyonize su ile yikanmistir. 0.05 M MES (pH 6.5) tampon ¢ozeltisi
ile taban c¢izgisi olusturulduktan sonra, sensor ylzeyine yine ayni tampon ile
hazirlanan 0.4 mg mL™* antikor ¢ozeltisi 20 ul dk* akis hizinda ylizeye gonderilerek
DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye edilmis sensor ylzeyine kovalent olarak
baglanmasi saglanmistir. Ylzeyde acgikta kalan karboksil gruplarinin blokasyonu
icin 1.0 M etanolamin kullaniimistir. Daha sonra 10 mM KCI, 50 mM NaCl iceren 10
mM PBS (pH 7.4) ile taban ¢izgisi olusturulmus, ve 50.0 nM konsantrasyonundaki
500yl HSA gonderilmis, ayni tampon ¢ozeltisi ile yikama gergeklestirilmigtir.
HSA’nin ylzeye baglanmasiyla gergceklesen ARU, trombin’in ylizeye baglanmasiyla
gergeklesen ARU ile kargilagtiriimistir.

3.2.14. Trombin Antikor Sensériiniin Serum Orneklerinde Denenmesi
Gelistirilen antikor biyosensoérinin serum o6rneklerinde trombin’e verdigi ARU,
tampon c¢ozeltide verdigi ARU ile kiyaslanmistir. Altin kaph ydzeyin kimyasal

aktivasyonu ve antikor immobilizasyonu boélim 3.2.12° de belirtildigi gibi
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gerceklestiriimistir. Serum érnekleri, 100 kDa ve Uzerindeki molekdulleri digerlerinden
ayiran santrifij filtreden gegcirilerek, 1:4 oraninda PBS ile seyreltimis ve son
konsantrasyon 20.0 nM olacak sekilde trombin eklenmistir. 10 mM KCI, 50 mM NacCl
iceren 10 mM PBS (pH 7.4) ile taban gizgisi olusturulmustur. Trombin eklenmis
serum oOrnekleri sensor yuzeyine gonderilmig, daha sonra ayni tampon ¢ozeltisi ile

yikanmis ve ve ARU ‘daki degisim gozlemlenmistir.
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4. DENEYSEL SONUGLAR ve TARTISMA

Tez calismasinda, trombin olusumu evrelerinden, artis evresi olarak trombin
patlamasi denilen ve trombin konsantrasyonunun 1-500 nM arasi degistigi suregcte,
trombin konsantrasyonunun bu aralikta arttigini gdsteren, trombin 6lcimu saglayan
gercek zamanl bir sensoérin gelistirimesi hedeflenmistir. Sensor yluzeyi, kimyasal
modifikasyon ve biyolojik modifikasyon olarak iki asamada gergeklestiriimistir.
Kimyasal modifikasyon ile araytzey hazirlanmig, biyolojik modifikasyon ile biyolojik
taniyici ajaninin hazirlanan yuzeye baglanmasi ile sensor yuzeyi tamamlanmigtir.
Tez calismasinin ilk asamasinda, optimum protein/biyolojik taniyici ajan
baglayabilen DSP:MCH arayuzeyinin belirlenebilmesi icin, bir dizi optimizasyon
deneyi gergeklestiriimistir. Farkh DSP:MCH molar oranlariyla hazirlanan
yuzeylerde, en fazla BSA baglanan arayizeyin belirlenmesinin ardindan, ayni
deneyler lizozim ile tekrarlanmis ve sonuglar kargilastirilmistir. Daha sonra, en fazla
protein baglanan DSP:MCH arayuzeyine farkl konsantrasyonlarda BSA ve lizozim
gonderilerek, farkh  buyukllUkteki moleklllerin  en fazla baglandiklar
konsantrasyonlar belirlenmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda, interpolasyon
hesaplamalari ile biyolojik taniyici ajan olarak kullanilacak olan trombin aptamerinin
ve trombin antikorunun en fazla baglandiklari konsantrasyonlar belirlenmigtir.
Optimize edilen parametreler ile biyosensor performansi test edilmeden once,
arayuzeylerin yuzey karakterizasyonu, XPS, ATR-FTIR ve AFM le
gercgeklestiriimistir.

ikinci asamada, optimum parametrelerle kimyasal ve biyolojik modifikasyon
basamaklari gergeklestirilip sensor yuzeyi hazirlanmistir. Hazirlanan her ki
biyosensorin performansi farkli konsantrasyonlarda trombin konsantrasyonu ile
denenmig ve kalibrasyon grafikleri elde edilmigtir. Her iki biyosensorin trombine
olan segiciliginin belirlenmesi igin, HSA kullaniimigtir. Gergek érnek denemeleri igin,
belli konsantrasyonda trombin, serum:PBS (1:4) matriksi igerisine eklenmis ve ARU
degeri ayni konsantrasyonda trombin eklenmis PBS drnekleri ile karsilagtiriimistir.

Her iki biyosensorde rejenerasyon denemeleri gergeklestirilmigtir.
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4.1. Biyosensor Araylizeyinin Hazirlanmasi

4.1.1. Altin Yuzeylerin Farkhh DSP Konsantrasyonlar ile Modifikasyonu
Sonrasinda BSA Baglanma Profilleri

Farkli DSP konsantrasyonlariyla (0.0-4.0 mM) modifiye edilen altin ylzeylere sabit
konsantrasyonda (0.8 mg mL') BSA baglanmalari, ayri sensogramlarda (ARU-
zaman) elde edilmis ve her sensogramdan elde edilen sonuglar tek bir grafik olarak
gosterilmigtir (Sekil 4.1). Yuzeyde artan DSP konsantrasyonlarina bagli olarak, BSA
baglanmasinda da bir artis gdézlemlenmis ve en fazla baglanmanin 2.0 mM DSP
modifiye yuUzeylerde (1266+62) oldugu gorulmastir. Daha yuksek DSP
konsantrasyonlariyla yapilan modifikasyonlarda, BSA baglanmasinindaki azalmaya
badli olarak ARU degerinde azalma goriulmis ve 3.0 mM DSP’de ARU degerinin

platoya ulastigi goralmustar.
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Sekil 4.1. 0-4.0 mM araliginda DSP konsantrasyonlari ile gergeklestirilen ylzey
modifikasyonlari sonrasinda sabit konsantrasyonda BSA baglanmasina bagli ARU
degerindeki degisimler (n=3).

4.1.2. Altin Yuzeylerin Farkh MCH Konsantrasyonlari ile Modifikasyonu
Sonrasinda BSA Baglanma Profilleri

MCH yuzey modifikasyonlarinda ylzeye baglanan biyolojik taniyici ajan miktarini
azaltmak ve spesifik olmayan protein/DNA baglanmalarini en aza indirmek igin
kullanilan bir alkentiyoldiir [13]. Farkh MCH konsantrasyonlariyla (0.0, 5.0, 10.0,
20.0, 40.0 mM) modifiye edilen altin ylzeylere sabit konsantrasyonda (0.8 mg mL-

1) BSA baglanmalari, ayri sensogramlarda (ARU-zaman) elde edilmis ve her
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sensogramdan elde edilen sonuglar tek bir grafik olarak gosterilmistir (Sekil 4.2).
Altin ylzeylerde artan MCH konsantrasyonlarina bagl olarak, BSA baglanmasinda
bir azalis gdzlemlenmistir. Bu sonucun yizeyde MCH immobilizasyonu sonrasinda
protein baglanmasini azaltmasi sonucu oldugu dusunulmektedir. ARU degerinin,
20.0 mM MCH ile modifiye yuzeylerdeki BSA baglanmasina bagl olarak minimum
platoya (347+33) ulastigi gdézlemlenmigtir. YUlzeylerin daha ylksek MCH
konsantrasyonlariyla modifikasyonu sonucunda BSA baglanmasinda kayda deger
bir degisme gorulmemistir (40.0 mM MCH ile modifiye ylzeyler igin 362+34). Bu
sebeple, yuzeylerde daha ylUksek konsantrasyonlarla  modifikasyon

gergeklestirimemigtir.
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Sekil 4.2. 0-40.0 mM araliginda MCH konsantrasyonlari ile gergeklestirilen ylzey
modifikasyonlari sonrasinda sabit konsantrasyonda BSA baglanmasina bagl ARU
degerlerindeki degisimler (n=3).

4.1.3. Altin Yiizeylerin Farkli DSP:MCH Molar Oranlan ile Modifikasyonu
Sonrasinda BSA ve Lizozim Baglanma Profilleri

Daha 6nceki ¢caligmalar, MCH ve MCU gibi alkantiyollerin altin ylzeye baglanmalari
halinde biyolojik taniyici ajan yogunlugunun ve ayni zamanda spesifik olmayan
DNA/protein baglanmalarinin azaldigini géstermistir [12-14]. Bu iki molekulin bu
fonksiyonlarindan dolayi sterik engellemeyi azalttigi ve hedef molekulld tanimayi
arttirdig1 gozlemlenmisgtir. Bu ¢aligmada, yuzey modifikasyonu sirasinda oncelikle
DSP ile proteinin ylzeye spesifik baglanmasi hedeflenmektedir. DSP’nin MCH ile
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kullaniimasi ile de MCH’nin OH- grouplarindan dolayi spesifik olmayan proteinleri
ve aynl zamanda yuzeye baglanan DSP miktarini ve dolaysiyla sterik engellemeyi
azaltarak protein baglanmasini arttirmasi hedeflenmektedir. En fazla BSA
baglanmasinin 2.0 mM DSP ile modifiye ylizeylerde, en az BSA baglanmasinin ise
20.0 mM MCH ile modifiye yuzeylerde oldugu gézlemlenmistir. Dolayisiyla, DSP ve
MCH kullanilarak olusturulan mSAMs’de, farkli DSP:MCH molar oranlari (2.0:0.0,
2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0, 2.0:20.0), farkh DSP ve MCH konsantrasyonlari ile
modifikasyon sonrasindaki BSA baglanma profillerine bagl olarak belirlenmistir.
BSA baglanmasi: BSA baglanma prosedurt sonrasinda, farkli molar oranlardaki
DSP:MCH modifikasyonu sonrasinda sabit konsantrasyonda BSA baglanmasi (0.8
mg mL1) ayri sensogramlarda (ARU- zaman) elde edilmis ve her sensogramdan
elde edilen sonuglar tek bir grafik olarak gdsterilmistir (Sekil 4.3). Elde edilen
sonuglara goére, en fazla BSA baglanmasi DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
yuzeylerde gerceklesmistir. DSP:MCH (2.0:0.0) ve DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
yuzeylerdeki BSA baglanma farki, 171 ARU oldugu gdézlemlenmistir. Bu sonug,
yuzey uzerinde MCH baglanmasinin DSP baglanmasini azalltigi olarak
yorumlanmigtir. MCH’nun altin yizeye baglanmasi ile, DSP molekullerinin yuzey
uzerinde baglanma sikligini ve birbirlerine olan yakinligini azaltarak sterik
engellemeyi en aza indirgedigi ve bu sekilde protein baglanma olasiligini arttirdigi
dusundlmektedir. Ancak DSP:MCH karisimlarinda MCH’nin konsantrasyonu 2.5
mM ‘dan daha fazla arttinildiginda, BSA baglanmasinin azaldigi gérulmustur. Bunun
nedeninin DSP’nin ylUzeyde c¢ok seyrelmesi sonucunda, protein baglanma
yerlerinde azalmasi olarak yorumlanmistir. BSA baglanmasinda, DSP:MCH
(2.0:10.0) ile modifiye yuzeylerde, DSP:MCH (2.0:5.0) ile modifiye ylzeylere goére
belirgin bir azalma oldugu gdézlemlenmistir (250 ARU). Bu sebeple DSP:MCH
(2.0:20.0) ile modifiye ylzey modfikasyonuna gerek goérilmemistir.

Lizozim baglanmasi: DSP:MCH (2.0:0.0) ve DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
yuzeylerde protein baglanma farki, BSA baglanma profillerinde gorulmus olsa da,
MCH’nin sterik engellemeyi azaltma 6zelligi, BSA (67 kDa)’'nin buyuk bir molekul
olmasinda dolayi, belirgin bir sekilde gorulmedigi dusunulmustir. Daha kuguk bir
molekulin, MCH’nin uglarinda bulunan OH-gruplarini daha az kapatarak, MCH’nin
sterik engellemeyi azaltma 6zelligini arttiracadi dastnulmuastir. Bu yuzden farkh
DSP:MCH molar oranlariyla modifiye olan ylzeylere protein baglanma deneyleri,

lizozim (14 kDa) kullanilar tekrarlanmis (Sekil 4.3) ve sonuglar BSA baglanma
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profilleri ile kiyaslanmistir. Bu sonuglara gore, sabit konsantrasyonda (0.8 mg mL™?)
lizozim baglanmasinin yine BSA baglanmasinda oldugu gibi en fazla DSP:MCH
(2.0:2.5) ile modifiye yuzeylerde oldugu gorulmustir. Ancak iki data seti
kargilastirildiginda, DSP:MCH (2.0:0.0) ve DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
yuzeylere protein baglanma farkinin lizozim datasinda BSA datasina kiyasla daha
fazla oldugu gorulmuastur [BSA datasindaki ARU = 171 ve lizozim datasindaki ARU
= 264] (Sekil 4.3). Beklenildigi Uzere, lizozim daha kiguk bir molekil oldugu igin,
MCH’nun protein baglanmasindaki artisi saglama 06zelligi, daha belirgin hale
gelmistir. Buna ek olarak, ARU’da genel bir artis oldugu gézlemlenmistir. Bu sonug,
BSA’ya gore daha klguk bir molekil olan lizozim’in daha fazla ylizeye baglanmasi
sonucunda (ARU) sinyalinin artmasi olarak yorumlanmistir. Bazi ¢alismalar, kigik
molekullerin  bliyuk molekullere kiyasla daha fazla ylzeye baglandigini
gostermektedir [10]. IgE’ye segicilik gdsteren iki farkli biyolojik taniyici ajan ile iki
tip QCM sensérii gelistiriimistir. iki sensériin de LOD’lerinin ayni olmasina ragmen,
aptamer-temelli sensorin dogrusal araliginin antikor-temelli sensére gore daha
genis oldugu belirtiimigtir. Bunun nedeni olarak da, kiiguk bir molekul olan aptamerin
antikora gore daha fazla yuzeye baglanmasi sonucunda daha fazla hedef molekulu

yakalamasi gosterilmigtir.
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Sekil  4.3. DSP:MCH (2.0:0, 2.0:2.5, 2.0:5.0, 2.0:10.0) molar oranlari ile
gerceklestirilen yluzey modifikasyonlari sonrasinda sabit konsantrasyonda protein

baglanmasina bagll ARU degerlerindeki degisimler ] Bsa HE |izozim
(n=3).

4.1.4. DSP:MCH (2.0:2.5) Molar Oraniyla Modifikasyon Sonrasinda Farkli BSA
ve Lizozim Konsantrasyonlarindaki Baglanma Profilleri

BSA baglanmasi: DSP:MCH (2.0:2.5) molar oraniyla modifiye yuzeye farkli
konsantrasyondaki BSA baglanmasi (0.2, 0.4, 0.6 ve 0.8 mg mL?) ayrn
sensogramlarda (ARU-zaman) elde edilmis ve her sensogramdan elde edilen
sonuglar tek bir grafik olarak gdsterilmistir (Sekil 4.4a). Sekil 4.4a'da gosterildigi
Uzere, 0.6 mg mL* konsantrasyonuna kadar BSA baglanmasinda bir artma, bu
konsantrasyondan sonra bir azalma gérulmastir. Buyuk bir molekul olan BSA (~67
kDa)'nin 0.6 mg mLYden daha yiiksek konsantrasyonlarda ylzeye baglanmasinin
azalmasi, yuksek konsantrasyonlarda sterik engellemeye bagli olarak yuzeye
baglanamamasi ve dolayisiyla yluzeyin bu konsantrasyonda doyuma ulasmasi
olarak agiklanabilmektedir.

Lizozim baglanmasi: Ayni deneyler lizozim ile tekrarlandiginda, en fazla protein
baglanmasinin 0.8 mg mL? konsantrasyonunda oldugu, ve daha vyilksek
konsantrasyonlarda baglanmada azalma oldugu gdézlemlenmistir (Sekil 4.4b).

DSP:MCH (2.0:2.5) molar oraniyla modifiye ylzeye, en fazla baglanma
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konsantrasyonun lizozim ve BSA’da farkli olmasi, iki molekulin farkli buydklige
sahip olmalari ile acgiklananabilmektedir. Lizozim, BSA’'ya gore daha kuguk bir
molekdl oldugu i¢in, ayni sartlarda daha yuksek lizozim konsantrasyonlari yuzeyi
doyuma ulastirdigi disunudlmustir. Lizozim ve BSA icin en fazla baglanma
konsantrasyonlari sirasiyla 0.80 ve 0.60 mg mL* olmakla birlikte, mol L birimine
cevrildiginde, bu degerler 5.7x10° ve 8.96 x10°° M’dir. Bu sonuglardan yola gikarak,
interpolasyon sonrasinda 4851 Da molekuler agirliga sahip trombin aptamerinin ve
70 kDa molekuler agirliga sahip trombin antikorunun sirasiyla en fazla baglanma
konsantrasyonlari 6.54 x10° M (0.3 mg mL™?) ve 6.36 x10°M (0.4 mg mL™) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. DSP:MCH (2.0:2.5) molar orani ile gerceklestirilen ylzey
modifikasyonlari sonrasinda farkl protein konsantrasyonlardaki (0.2, 0.4, 0.6 ,0.8
ve 1 mg mL-1) baglanmalara bagh ARU deg@erlerindeki degisimler a) BSA b) lizozim
(n=3).
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Optimum BSA/lizozim baglanmasinin gergeklestigi yuzey olan DSP:MCH (2.0:2.5)
MmSAMs araylizeye trombin aptameri/antikorunun immobilize edilerek, biyosensor
performansinin test edilmesinden &nce, elde edilen araylzeylerin ylzey
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Farkli DSP konsantrasyonu kullanilarak altin yuzeyler tzerinde olusturulan SAMs’in
BSA baglanma profilleri incelediginde (b6élim 4.1.1), en fazla BSA baglanmasinin
20 mM DSP ile modifiye yuzeylerde oldugu gézlemlenmigtir. Farkh MCH
konsantrasyonu kullanilarak altin yuzeyler Gzerinde olusturulan SAMs’in BSA
baglanma profilleri incelediginde (bolum 4.1.2), en az BSA baglanmasinin 20.0 mM
MCH ile modifiye ytizeylerde oldugu gézlemlenmistir. Altin ylzeyler Uzerinde, farkli
DSP:MCH oranlariyla gergeklestirien mSAMs’in  BSA baglanma profilleri
incelediginde (bolum 4.1.3), en fazla baglanmanin DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs
Uzerinde, en az baglanmanin ise, DSP:MCH (2.0:10.0) mSAMs Uzerinde oldugu
g6zlemlenmistir. Bu nedenle, 2.0 mM DSP, 20.0 mM MCH, DSP:MCH (2.0:2.5) ve
DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye vylzeylerde en fazla ve en az BSA
baglanmalarinin, yuzey tzerinde varolan molekullerden kaynaklandigini gostermek
icin, o molekdllere ait fonksiyonel gruplar, 6ncelikle ATR-FTIR ve XPS analizleri ile
belirlenmistir. XPS ve ATR-FTIR ile gerceklestirilien karakterizasyonlar, YPR
sonuglar ile es zamanli gergeklestiriimigtir. Daha sonra, altin yuzey, DSP:MCH
(2.0:2.5) ve BSA baglanmig DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs altin yuzeylerin puruzlulak

dereceleri AFM ile belirlenmis ve karsilastiriimistir.

4.2. Olusturulan Araylizeylerin Yuzey Karakterizasyonu

4.2.1. DSP, MCH ve DSP:MCH ile Modifiye Yiizeylerin ATR-FTIR Analizi

2.0 mM DSP, 20.0 mM MCH, DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) ile
modifiye ylzeylerin ATR-FTIR spektrumlari Sekil 4.5’de gosterilmistir. Fonksiyonel
gruplarin yorumlanmasi Cizelge 4.1’de gosterilmistir. DSP molekuline ait NHS
fonksiyonel grubun ve N-hidroksisulfo-succinimid (N-hydroxysulfosuccinimide,
NHSS) ester grubuna ait karakteristik bantlar daha énceki calismalarda karakterize
edilmistir [169, 170]. N-C-O ve C-N-C fonksiyonel gruplar yaklasik olarak 1078
cm? ve 1220 cm¥'de gorGlmistir. Buna ek olarak, NHS karbonilleri ve NHSS
ester’'in karbonil (C=0) gerilimleri 1747 -1820 cm™ arasinda (¢ ayri bant olarak

olarak gorliimuistir [169, 170]. Bu bantlar sirasiyla disik enerj bantlarinda

60



gorilen (1747 and 1792 cm™) NHS karbonillerinin (C=0) asimetrik, simetrik
gerilimleri, ve buna ek olarak NHS ve NHSS ester’inin karbonil (succinimidyl
grubuna ait C=0) gerilimine ait daha yiksek enerji bandina gorilen 1820 cmdir.
2.0 mM DSP ile modifiye yluzeylerde, succinimidyl’e ait N-C-O, C-N-C, fonksiyonel
gruplarini gosteren bantlar sirasiyla 1080 ve 1214, NHS karbonil grubuna ait C=0,
1746 cm ‘de, gorilmustir (Sekil 4.5a). 20.0 mM MCH ile modifiye ylzeylerde ise,
C-O fonksiyonel grubuna ait gerilim, beklenen aralikta (1000-1100 cm™) , 1101 cmr
Yde gorulmistar[171] (Sekil 4.5b). Beklenildigi tzere, MCH ile modifiye
yuzeylerde, DSP molekulunin C-N-C fonksiyonal grubuna ve NHS karbonil grubuna
ait bantlar gézikmemektedir. Bunun disinda CH2 fonksiyonel grubunun, CH
gerilimine ait bantlar 2871 cm™ ve 2915 cm™*'de gorilmustir[169, 172] (Sekil
4.5b). DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye yuzeylerde, her iki molekile ait fonksiyonel
gruplarin bantlari [1055 cm™! (N-C-O) ve/veya (C-O), 1264 cm™ (C-N-C), 1643 cm™
(C=0)], ve [2892 cm™ (CH2 fonksiyonel grubuna ait CH gerilimi)] Sekil 4.5c’de
gosterilmistir. Bu ylizeylerde 1055 cm-? ait bantin belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir.
Bunun nedeni, ayni ylizeyde DSP molekuline ait N-C-O ve MCH molekine ait C-O
fonksiyonel gruplarin olmasi olarak yorumlanmistir. 3330 cm™ ‘de gorilen bandin
MCH molekulinin ug¢ tarafinda bulunan OH fonksiyonel grubuna ait oldugu
distnulmektedir [172]. Buna ek olarak, DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye
ylizeylerde, DSP’nin NHS karboniline (C=0) ait fonksiyonel grubunun 1746 cm
‘den 1643 cm™Yye olan bant kaymasi, DSP molekilinin fonksiyonel gruplarinin,
MCH molekulinin fonksiyonel gruplarina yakin olmasindan dolay! kaynaklaniyor
olabilir. Bu bant kaymasi, DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye ylzeylerde gortlmemis
olsa da, her iki molekiile ait batin karakteristik bantlar gérilmustir. Bunlar sirasiyla;
[1073cm™ (N-C-0), 1290 cm™ (C-N-C), 1731 cm™ (NHS karboniline ait C=0)], 2959
cm™ (CH2 fonksiyonel gruplarina ait CH gerilimi)] ve [3325 cm* (MCH’nun OH
fonksiyonel grubu)], Sekil 4.5d’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.5. a) 2.0 mM DSP b) 20.0 mM MCH c) DSP:MCH (2.0:2.5) d) DSP:MCH
(2.0:10.0) ile modifiye yuzeylerin infrared spektrumlari

Cizelge 4.1. DSP, MCH and DSP:MCH ile modifiye yuzeylerdeki molekullere ait
fonksiyonel gruplarin tanimi ve goéruldikleri Infrared dalganumarasi

Dalga numaras|, Fonksiyonel Grup Tanimi

cmt
DSP SAMs

1080 u (N-C-O) succinimid’e ait N-C-O fonksiyonel grubu

1214 Ua(C-N-C) NHS fonksiyonel grubuna ait asimetrik

CNC gerilimi

1746 Ua(C=0) NHS karboniline ait asimetrik gerilim
MCH SAMs

1101 u(C-0) MCH’nun ug trafindaki C-O grubu

2871 u(C-H) CH2 grubuna ait simetrik C-H gerilimi

2915 u(C-H) CH2z grubuna ait asimetrik C-H gerilimi

DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs




1055 u(N-C-0O) succinimid’e ait N-C-O fonksiyonel grubu

1264 Ua(C-N-C) NHS fonksiyonel grubuna ait asimetrik
CNC gerilimi

1643 Ua(C=0) NHS karboniline ait asimetrik gerilim

2892 u(C-H) CHz grubuna ait simetrik C-H gerilimi

3330 u(O-H) MCH’nun OH fonksiyonel grubu

DSP:MCH (2.0:10.0) mSAMs

1073 uU(N-C-0O) succinimid’e ait N-C-O fonksiyonel grubu

1290 va(C-N-C) NHS fonksiyonel grubuna ait asimetrik
CNC gerilimi

1731 Ua(C=0) NHS karboniline ait asimetrik gerilim

2959 u(C-H) CH2 grubuna ait asimetrik C-H gerilimi

3325 u(O-H) MCH’nun OH fonksiyonel grubu

4.2.2. DSP, MCH ve DSP:MCH ile Modifiye Yiizeylerin XPS Analizi

2.0 mM DSP, 20.0 mM MCH, DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) ile
modifiye yuzeylerin elementel ve fonksiyonel grup icgeriklerini belirlemek igin,
modifikasyon éncesi ve sonrasi ylzeylerin XPS analizi gergeklestiriimistir. Elde
edilen XPS sonuglari, infrared sonuglari ile tutarli olup, yuzey modifikasyonu igin
kullanilan DSP ve MCH molekillerine ait fonksiyonel gruplarin ylzey uUzerinde
bulundugunu géstermektedir. Bu iki molekile ait elementlere dair (DSP igin C, O,
N, S) ve (MCH igin C, O, S), XPS taramalari, her bir farkh modifikasyona goére
gerceklestirimis ve modifiye olmayan ornek ile karsilastinimistir (Sekil 4.6-4.9,
Cizelge 4.2). Ayni zamanda, modifikasyon sonrasinda baglanma enerijilerinde olasi
pik kaymalarini izlemek icin, modifiye olmayan ylzey dahil, diger batin modifiye
orneklerden de Au 4f icin XPS taramasi alinmigtir.

Modifiye olmayan ytzey dahil, her érnekten alinan C 1s spektrumunda, gevresel
karbon kontaminasyonundan kaynaklanan ve 284.6 eV’de gorilen pik gorulmustir
[173] (Sekil 4.6). 2.0 mM DSP, 20.0 mM MCH, DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH
(2.0:10.0) ile modifiye yuzeylerde, 284.6 eV’de goérllen pik alaninin altinda, gevresel
karbonun diginda DSP ve MCH molekullerine ait C-C, C-H fonksiyonel gruplarina
ait pik bulunmaktadir (Sekil 4.6b-e). Modifiye olan ylzeylerde, modifiye olmayan
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yuzeyden farkli olarak, 284.6 eV baglanma enerjisinden farkli baglanma
enerjilerinde gozuken diger pikler, yuzeye baglanan molekullerin fonksiyon
gruplarinin varhgini géstermektedir. DSP modifiye yluzeylerde, C 1s spektrumunda
286.3 ve 288.7 eV’de gorulen pikler, C-O ve C=0 karbonil gruplarina ait piklerdir
[174, 175] (Sekil 4.6b).

Daha oOnceki bir calismada  3,3'Ditiobis  (sulfosuccinimidilpropionat)
(3,3’Dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate),DTSSP) ile modifiye altin yltzeylerde
XPS karakterizasyonu gercgeklestiriimistir. DSP ile benzerlik gésteren bu molekultn,
C 1s spektrumunda, 288.4 eV’de bulunan pikin, NHS esterinin —CO-NH- fonksiyonel
grubuna ait oldugu belirtiimistir [176]. Ayrica bagka bir makalede, karbon
fiberlerinin nitrik asit ile oksidasyonu sonrasinda, C 1s spektrumunda karbona ait
farkli oksidasyon asamalarini gosteren farkli pikler tanimlanmistir [177]. 287.6-
287.7 eV arasindaki piklerin karbonil gruplarina ait oldugu, 288.6-289 eV arasindaki
piklerin karboksil veya ester gruplarina ait oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada, DSP
ile modifiye yluzeylerin C 1s spektrumunda, birbirine ¢ok yakin olarak tanimlanan
DSP’nin karbonil and ester gruplari, ayri pikler olarak géziikmese de, 288.7 eV’de
gorulen pik, karbonil veya ester grubuna ait C=0O’nun yuzey uUzerinde oldugunu
gOstermektedir (Sekil 4.6b). MCH ile modifiye yuzeylerin C 1s spektrumunda
286.5eV baglanma enerjisinde goéziken pik, MCH molekulinin ucunda bulunan C-
O fonksiyonel grubunu temsil etmektedir [175] (Sekil 4.6¢). Beklenildigi Gzere,
MCH ile modifiye yuzeylerin C 1s spektrumunda, DSP ile modifiye ylzeylerin C 1s
spektrumunda 288.7 eV baglanma enerjisinde gézuken C=0O grubuna ait pik
g6ziukmemektedir. DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye
yuzeylerin C 1s spektrumlari (Sekil 4.6d ve e), DSP ve MCH modifiye yuzeylerle
kargilastirildiginda (Sekil 4.6b ve c), her iki molekulin fonksiyonel gruplarina ait
pikler gorulmektedir. DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye
yuzeylerin C 1s spektrumlarinda sirasiyla 288.7 ve 288.2 eV’de gorllen pikler DSP
molekuliine ait C=0 fonksiyonel grup olarak tanimlanmistir (Sekil 4.6d ve e). Yine
DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye ylzeylerin C 1s
spektrumlarinda, MCH molekuilune ait C-O fonksiyonel grubuna ait pikler sirasiyla
286.3 ve 286.4 eV baglanma enerjilerinde gorulmustir. Daha dnceden belirtildigi

gibi, modifiye olan ylzeylerin spektrumlarda 284.7 eV baglanma enerjisinde gorulen
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pikin, cevresel karbonun disinda alifatik karbonlar (C-C,C-H) tanimladigi
dusunulmektedir.

Modifiye olmayan yuzeye ve bitin modifiye ylzeylere ait O 1s spektrumlarinda, 532
eV’de gorilen pik, kismen c¢evresel oksijenin ylzey Uzerinde varhdini
gOstermektedir (Sekil 4.7a-e). Ancak, baska bir makalede, 532.1 eV’de gorilen pik,
DSP molekiline ait C=0 fonksiyonel grubu olarak tanimlanmistir [174]. Buna ek
olarak, fuleren polymerleri sentezinde, 531.2 ve 532.5 eV’de gorilen pikler, O=C ve
O-C olarak tanimlanmistir [178]. Ayrica, karbon fiberlerin oksidasyonu sonucunda
531.2-531.6 ve 532.8-533.1 eV’de gorulen pikler, sirasiyla C=0, C-OH ve/veya C-
O-C fonksiyonel gruplara ait oldugu belirtiimistir [177]. Dolayisiyla, C-OH (532.6
eV) ve C=0 (532.1 eV) pikleri butiin modifiye érneklerin (2.0 mM DSP, 20.0 mM
MCH, DSP:MCH (2.0:2.5) ve DSP:MCH (2.0:10.0)) O 1s spektrumunda goriulen 532
eV altinda olabilir (Sekil 4.16b-e). Ancak, kesin olarak birgey sdylenemeyecedi icin,
O 1s spektrumlar fonksiyonel gruplar hakkinda kesin bilgi vermemektedir.

DSP and DSP:MCH (2.0:2.5, 2.0:10.0) ile modifiye ytzeylerin N 1s spektrumlarinda,
sirasiyla 401.2, 401.2 and 400.8 eV’de pikler gortlmektedir (Sekil 4.8b-d). Bu pik,
NHS fonksiyonel grubuna ait tek nitrogenin varligini géstermektedir [174, 176,
179]. Modifiye olmayan yiizeyde gézikmemektedir (Sekil 4.8a).

Farkli makalelerde, disulfurlerin alkantiyollere benzer bir mekanizma ile, altin
ylzeylere adsorbe oldugu belirtilmigtir [64, 65, 94, 100]. Bu mekanizmaya gore,
disulfarler, S-S baginin altinin indirgeyici 6zelliginden dolay: kirillip ylzeye tiyol
gruplariyla baglanmakta ve Au-S bagini olusturmaktadirlar. Bu sonugclara parallel
olarak, diger makalelerde de DSP, NHSS and NHS tirevi molekullerin (disulfur
iceren benzer yapida molekiller) XPS S 2p spektrumlari ile, indirgeyici maddeler
kullanilmadan, S-S baglarinin kirildigi ve Au-S bagi olusarak, bu molekulerin
kovalent olarak altin ylizeye baglandigi gosterilmistir [174, 176, 179]. Bitin
orneklerin S 2p spektrumlari, Sekil 4.9’de goésterilmistir. DSP, MCH ve DSP:MCH
(2.0:2.5, 2.0:10.0) ile modifiye ylzeylerde, 162 eV’de gortlen pik (Sekil 4.9b-e), Au-
S baginin olugmasi ile molekiillerin spesifik ve kovalent olarak ylzeye baglandigini
gostermektedir [61, 99, 180]. 163.3 eV'de gboziken ve daha kigik olan pik,
genelde modifikasyon calismalarinda yuzeyde kalabilen, bazi baglanmayan
ve/veya spesifik olmayan tiyoller olarak nitelendirilmigtir. [62, 176]. Ancak

Volkert'in arastirma grubuna gore, 162 ve 163 eV’de gorulen her iki pik de tiyollu
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molekullerin kovalent olarak baglanmalarini ve 2164 eV’'de gorulen pik ise
baglanmayan tiyolleri gdstermektedir [181]. Buna ek olarak, Pham ve arastirma
grubu, ~163 eV’de gorilen pikin, spesifik baglanma olarak tanimlamistir [63].
DSP:MCH ile modifiye érneklerde, spesifik tiyol baglanmalarinin hangi molekilden
(DSP veya MCH) geldigi belirlenemese de, C 1s, N 1s veya O 1s spektrumlari, her
iki molekulden de gelen fonksiyonel gruplarin yuzeyde varligini gostermektedir.
ATR-FTIR sonuglari da benzer yénde olup, ek olarak XPS sonuglari ile bu

molekullerin ylzeye spesifik ve kovalent olarak baglandiklari gosterilmistir.

Cevresel
karbon

80 250 210 2830 250 %20 2880 250 220

Baglanma Enerjisi (evV)  BadlanmaEnerjisi(eV)  Baglanma Enerjisi (eV)

d N C-C,C-H e C-C,C-H

210 2880 250 ms 290 2830 2850 2820

Baglanma Enerjisi (eV) Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 4.6. a) modifiye olmayan yuzey b) 2.0 mM DSP ¢) 20.0 mM MCH d) DSP:MCH
(2.0:2.5) e) DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye ylzeylerin C 1s spektrumlari
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Baglanma Enerjisi (eV) Baglanma Enerjisi (eV) Baglanma Enerjisi (eV)
‘536 0 532 0 528 0 535 i} 532 0 528 0
Baglanma Enerjisi (eV) Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 4.7. a) modifiye olmayan ylzey b) 2.0 mM DSP ¢) 20.0 mM MCH d) DSP:MCH
(2.0:2.5) e) DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye ylzeylerin O 1s spektrumlari

N-hidroksi succinimid grubunun tek nitrojenine ait karakteristik pik

. . . v
w50 4020 o e

Baglanma Enerjisi (eV) Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 4.8. a) modifiye olmayan yuzey b) 2.0 mM DSP c) DSP:MCH (2.0:2.5) d)
DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye yuzeylerin N 1s spektrumlari
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Sekil 4.9. a) modifiye olmayan ytzey b) 2.0 mM DSP ¢) 20.0 mM MCH d) DSP:MCH
(2.0:2.5) e) DSP:MCH (2.0:10.0) ile modifiye yuzeylerin S 2p spektrumlari

Cizelge 4.2. DSP, MCH and DSP:MCH ile modifiye ylizeylerde fonksiyonel gruplarin
XPS pik tanimlamalari

Spektrumlar Baglanma Enerjisi (eV)
Kor DSP MCH DSP:MCH | DSP:MCH
(2.0:2.5) (2.0:10.0)
C1s 285.0 285.0 284.6 284.7 284.7
286.3 286.5 286.3 286.4
288.7 288.7 288.2
O 1s 532.3 532.2 532.6 532.2 532.1
N 1s - 401.2 401.2 400.8
S2p - 162.2 162.2 162.2 162.1
163.7 163.3 163.4 163.3
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4.2.3. Altin Yiizey, DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ve BSA Baglanmis DSP:MCH
(2.0:2.5) mSAMs ile Modifiye Altin Yiizeylerin AFM Goruntuleri

Sekil 4.10’da bos altin yiizey, DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ve 0.8 mg mL! BSA
baglanmigs DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ile modifye altin ylzeylerin, 5 ym x 5 pm
boyutlarinda AFM gérintileri, gosterilmektedir. Altin ylizey ve modifiye olmus altin
yuzeyler arasindaki fark gdzikmektedir. 3-boyutlu (3D) goruntllerde, ornekler
arasindaki ortalama yukseklikteki degisiklikler gozukmektedir.

Altin yuzeyin ortalama yluzey puruzlllik degeri 1.20 nm olarak hesaplanmistir.
DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ile modifikasyon sonrasinda, ortalama ylzey
purizlilik degerinin 1.20 nm’den 2.20 nm’ye yukseldigi ve BSA baglanmasi

sonrasinda 1.81 nm’ye dustugu gorulmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. a) Altin yuzey b) DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs c) DSP:MCH (2.0:2.5)
MSAMs+ BSA'nin AFM goruntuleri. Goruntuler 5um x 5 ym boyutlarinda alinmistir.
Yuzeylerin 3D goruntuleri de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Farkli asamalardaki modifikasyon sonrasinda puriazlalik derecesindeki
degisiklikler

ATR-FTIR ve XPS teknikleri kullanilarak gerceklestirilen ylzey karakterizasyonlari
sonucunda, DSP veya MCH ile modifiye SAMs yuzeylerde, DSP veya MCH
molekullerine ait fonksiyonel gruplarin varhigi tespit edilirken, DSP:MCH mSAMs
yuzeylerde, her iki molekule ait fonksiyonel gruplarin oldugu anlasiimistir. Buna ek
olarak, XPS karakterizasyonu sonucunda, S 2p spektrumlarindan alinan sonuglara
gbre, 162 eV baglanma enerjisinde goértlen ve Au-S bagdini gosteren karakteristik
pik, bu molekullerin altin yuzeye tiyol gruplari ile kovalent baglandiklarini
gOstermigtir. AFM teknigi ile, ylzey purtzlllik derecelerinin her modifikasyon
asamasinda degistigi gortlmuis ve molekuler seviyede goruntilenmistir.

Yuzey karakterizasyonu gerceklestikten sonra optimize edilen parametrelerle

trombin tayinine yonelik biyosensor hazirlanmasina karar verilmigtir.

4.3. Trombin Biyosensoérlerinin Hazirlanmasi

4.3.1. Trombin Aptamerinin Kullanildigi Biyosensor Sistemi

Aptamerin altin yizeye kovalent olarak baglanmasinin saglanmasi igin, éncelikle
altin yizeyde DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs olusturulmustur. Altin yizeye 0.05 M
MES (pH 6.5) tamponu gdénderilmis ve taban ¢izgisi olusturulmustur. Bir sonraki

adimda, bolim 4.1.4’de belirlenen 6.54 x10° M (0.3 mg mL™!) konsantrasyonunda
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0.05 M MES (pH 6.5) tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan trombin aptameri ¢ozeltisi altin
yuzeye gonderilmis ve kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. Ylzeyde acikta
kalan karboksil gruplarinin blokasyonu i¢in 1.0 M etanolamin kullaniimigtir. Daha
sonra 10 mM KCI, 50 mM NaCl iceren 10 mM PBS (pH 7.4) tampon ¢ozeltisi altin
yuzeyden gegirilmis ve ayni ¢ozelti ile taban gizgisi olusturulmustur. Sensor yuzeyi
hazirlama asamalarinda, ARU’daki degisimleri gosteren sensogram $ekil 4.12 ‘de

gOsterilmistir.
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Sekil 4.12. Sensor hazirlama basamaklarini gosteren sensogram a) MES b) MES
ile taban gizgisi olugturma c) aptamer d) etanolamin e€) PBS f) PBS ile taban gizgisi
olusturma

Bir sonraki asamada, ayni tampon ¢ozeltisinde 10.0 nM konsantrasyonda trombin
gonderilmis, ylzeyden spesifik olmayan baglanmalari uzaklastirmak igin yikama
amacli, ayni tampon c¢ozeltisi yuzeyden gecirilmistir. Daha sonra rejenerasyon
yapillmadan ayni tampon ¢ozeltisinde 100.0 nM konsantrasyonda trombin yuzeye
gonderilmistir. Bu sekilde, hazirlanan biyosensoérun g¢alisabildigi gosterilmistir (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. a) 10.0 nM trombinin yluzeye gonderilmesi b) PBS ile yikama c) 100.0
nM trombinin ylzeye gonderilmesi d) PBS ile yikama sonucunda olusan sensor
cevabindaki artislarin sensogram formatinda goruntilenmesi

4.3.2. Trombin Aptamer Sensori Performansinin Test Edilmesi

Ayni prosedur (bolim 4.3.1) kullanilarak, gelistirilen biyosensorun farkli trombin
konsantrasyonlarina olan ARU, ayr sensogramlarda elde edilmis ve her
sensogramdan elde edilen sonuglardan kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Trombin aptamer sensoérinin, 0.0-150.0 nM arasinda konsantrasyonlarda
trombin’e verdigi ARU, S$ekil 4.14’deki gibidir. Elde edilen kalibrasyon grafigi
sonuglarina gore, dogrusal aralik, 0.0-20.0 nM ve 20.0-100.0 nM olmak uzere iki
ayri bolgede gozikmektedir. R? dederi birinci bolge igin 0,998 ve ikinci bolge igin
0,961 olarak hesaplanmigtir. 150.0 nM trombin konsantrasyonunda sensor
ylzeyinin doygunluga ulastigi gértlmagtir. Trombin aptamer sensérinin LOD’si

9.5 nM olarak Denklem 1 ve Denklem 2’ye gore hesaplanmistir[182].

Sm ="Sp + kspi, (Denklem 1)

Sm: gurultaden ayirt edilebilen en dusuk sinyal
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“Shi: sadece PBS ¢ozeltisinden (kor) alinan ortalama ARU
k (sabit) = 3

soi: kdr'den alinan standart sapma

Cm= (SM - Sb)) / m = kspi / m =3 spi/ m (Denklem 2)
cm: LOD konsantrasyonu, m: egim
Tayin alt sinir (Limit of Quantification, LOQ) degeri, 10 sp / m olarak hesaplanmig

ve 30.0 nM bulunmustur.
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Sekil 4.14. Trombin aptamer sensorunun 0.0-150.0 nM araligindaki
konsantrasyonlarda trombine verdigi sensér cevabi (n=3).
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4.3.3. Trombin Aptamer Sensoriiniuin Segiciliginin Belirlenmesi

Ayni prosedir (bolum 4.3.1) ile trombin aptamerinin ylzeye immobilizasyonu
sonrasinda, gelistirilen biyosensoriun segiciliginin belirlenmesi icin, hedef molekul
olan trombin yerine, ayni konsantrasyonda HSA'ya verdigi ARU incelenmis ve
trombinden alinan ARU ile karsilastiriimistir. Fizyolojik ortamda, trombin olusum
evrelerinden artis evresinde, 1-500 nM araliginda trombin konsantrasyonu
degismekte ve secilen 50 nM konsantrasyon bu araliga denk gelmektedir[9].
Serumda bulunan HSA, serum toplam proteinin yaklasik %50’sini olusturmakta ve
secilen 50 nM konsantasyon HSA’nin serum igerisindeki gergek konsantrasyonunu
yansitmamaktadir [183]. Ancak gergeklestirilen segcicilik deneyi, gelistirilen
biyosensoériin ayni konsantrasyonda baska bir protein olan HSA ve hedef molekil
olan trombine verdigi ARU’larin karsilastiriimasi agisindan 6nemlidir. 50.0 nM
trombin baglanmasi ve 50.0 nM HSA baglanmasi ile olusan ARU’larin

kargilastirmasi Sekil 4.15’de gosterilmisgtir.
200
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Sekil 4.15. 50.0 nM trombin ve 50.0 nM HSA baglanmasi sonucunda trombin
aptamer sensoru cevabindaki degisimler (n=3).
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Trombin aptamer sensorunde, trombin igin 178 +13 ARU degerinde bir degisim
gorulurken, ayni miktarda HSA igin 71 £15 ARU elde edilmigtir. Beklenildigi Uzere,
geligtirilen biyosensor, HSA’ya kiyasla trombine segicilik gostermektedir. Spesifik
olmayarak HSA'nin az da olsa baglandigi gorulmektedir. Ancak bu deger trombin
icin elde edilen LOD ve LOQ degerlerine karsilik gelen ARU’larin altinda kalmakta

olup, sensor basarisini etkilemedigi dusunulmektedir.

4.3.4. Trombin Aptamer Sensériiniin Serum Orneklerinde Denenmesi

Aptamer biyosensorunun gergek orneklerdeki performansini incelemek igin, serum
orneklerinden alinan ARU, ayni konsantrasyon trombin iceren PBS &rnekleri ile
karsilastiriimistir. Oncelikle gercek 6rneklerde serum matriksindeki bilesenlerin
girisimini en aza indirgemek i¢in en uygun seyreltme kosullari incelenmis ve
serumun PBS ile seyreltme orani 1:4 (Serum:PBS (1:4)) olarak belirlenmistir.
Santrifuj filtreden gecirilen serum oOrneklerine trombin eklenmis ve son
konsantrasyon 20.0 nM olacak sekilde PBS ile seyreltiimistir. Sensoér yuzeyi
hazirlandiktan sonra PBS tampon ¢o6zeltisi ile taban gizgisi olusturulmus ve ylzeye
gonderilmistir. Ayni konsantrasyonda trombin igeren PBS tampon ¢dzeltisinden
alinan ARU ve trombin eklenmis serum 6rneklerinden alinan ARU karsilastirmasi

Sekil 4.16’da gosterilmigtir.
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Sekil 4.16. Trombin aptamer sensoériniin 20.0 nM trombin eklenmis serum ve PBS
orneklerine verdigi cevaplar (n=3).

Trombin eklenmis serum 6rnegindeki ARU (250 + 7), PBS igerisinde hazirlanmig
trombin ¢ozeltisinden alinan ARU (123 + 1)’ dan daha fazla ¢ikmistir. Bu sonug,
serum igerisinde bulunan proteinlerin, spesifik olmayan bir sekilde sensor yluzeyine
baglandigini gostermektedir. Serum ornekleri cut-off degeri 100 KDa olan filtreden
gegcirilmigtir. Bu ylzden 100 KDa ve Uzerindeki molekuler agirhga sahip fibrinojen
ve yuksek molekuler agirlikli globulinler, filtre Gzerinde kalmaktadir. Ancak HSA ve
hemoglobin gibi 66-67 kDa agirhdindaki proteinler, filtreden gecerek serum icerisine
aktariimaktadir. Serum o6rnekleri daha sonra 1:4 oraninda PBS ile seyreltilmigtir.
Ancak HSA ve hemoglobin gibi proteinlerin ylzeye spesifik olmayarak
baglanmasinin onune gecilememistir. Sensor yuzeyindeki karboksil gruplarinin
kapatiimasi icin farkl blokasyon ajanlarinin denenmesi ve blokasyon suresinin

optimize edilmesinin spesifik olmayan baglanmalari engelleyecegdi dusunulmektedir.

4.3.5. Trombin Aptamer Sensoriinin Rejenerasyon Denemesi
Baldrich ve grubu tarafindan, tiyol uc¢lu 15 bazlik 5-GGTTGGTGTGGTTGG-3’
dizilimine sahip trombin aptamerin altin ylzeylere immobilizasyonu sonrasinda

olusturulan biyosensorde, trombin aptamerinin trombinden ayrilmasi ve sensor
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yuzeyinin tekrar kullanilabilmesi igin, rejenerasyon ¢ozeltileri olarak, 50 mM glycine,
0.05% w/v SDS ve 2 M NaCl olmak lzere Ug farkh ¢ozelti denenmistir [48]. En etkili
rejenerasyon ¢ozeltisinin, 2 M NaCl oldugu goérulmustir. Yazarlar, bunun sebebini,
2M NaCl ¢ozeltisinin, bu trombin aptamerinin yapisini bozmadan, trombin baglanma
cOzeltisi rejenerasyon ¢ozeltisi ile degistirildigi anda, quadrupleks katlanmasinin
tekrar olugsmasina olanak vermesi ve trombini baglamasini saglamasi olarak
yorumlamiglardir. Ancak bu tez c¢alismasi igerisinde ayni trombin aptameri ile
geligtirilen biyosensérde, 2 M NaCl ¢odzeltisi ile rejenerasyon saglanamamistir.
Yuzey rejenerasyonu, 0.05% w/v SDS ile saglanabilmistir. Altin kapli ylzeyin
kimyasal aktivasyonu ve aptamer immobilizasyonu sonrasinda 10 mM KClI, 50 mM
NaCl 10 mM PBS (pH 7.4) ile taban cizgisi olusturulmustur. Santriflj filtreden
gegirilen serum orneklerine trombin eklenmis ve son konsantrasyon 20.0 nM olacak
sekilde 1:4 (Serum:PBS(1:4)) oraninda, PBS ile seyreltimis ve  yuzeye
gonderilmistir. Trombin baglanmasindan sonra ayni tampon ¢ozeltisi ile yikama
gerceklestiriimis ve ylizeye 10 mM KCI, 50 mM NaCl 10 mM PBS (pH 7.4)
icerisindeki %0.05 w/v SDS gonderilmistir. Ylzeye tekrar 10 mM KCI, 50 mM NacCl
10 mM PBS (pH 7.4) gonderildiginde, ylzeye immobilize edilen trombin
aptamerinin, trombinden ayrildigi ve ARU sinyalinin aptamerin baglandigi taban
cizgisine geri dondigu gozlemlenmistir. Ayni ¢ozelti icerisinde ¢bzinen trombin
tekrar gonderildiginde, trombin aptamerinin trombine baglandidi gorulmustar.
Trombin aptamerinin trombine baglanmasi sonucundaki ARU bes devir boyunca

sabit kalmis, besinci devirden sonra ARU 'da azalma gorulmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. 1) 1.Trombin enjeksiyonu 2) 2. Trombin enjeksiyonu 3) 3. Trombin
enjeksiyonu 4) 4. Trombin enjeksiyonu 5) 5. Trombin enjeksiyonu 6) 6. Trombin
enjeksiyonu 7) 7. Trombin enjeksiyonu

4.3.6. Trombin Antikor Sensorii Performansinin Test Edilmesi

Ayni prosedur (bolum 4.3.1) kullanilarak, yuzeye bolum 4.1.4’de belirlenen 6.36 x10°
6M (0.4 mg mL?t) konsantrasyonunda trombin antikoru génderilmis ve sensor yiizeyi
hazirlanmistir. Elde edilen biyosensorin farkli trombin konsantrasyonlarina olan
ARU, ayr sensogramlarda elde edilmis ve her sensogramdan elde edilen
sonuglardan kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

Trombin antikor sensorinun, 10.0-150.0 nM arahgindaki trombine verdigi ARU,
Sekil 4.18'de gosterilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi sonuglarina gore,
dogrusal araligin, 22.0-100.0 nM arasinda oldugu gorilmis ve R? degeri 0,992
olarak hesaplanmistir. 150.0 nM trombin konsantrasyonuna olan ARU’dan elde
edilen standart sapmanin yuksek olmasi gozonune alindiginda, 150.0 nM trombin
konsantrasyonunda sensor yuzeyinin doygunluga ulastigi anlagiimaktadir. Trombin

antikor sensortinin LOD degeri 6.0 nM, LOQ deg@eri 22.0 nM olarak hesaplanmistir.

79



400 -

350

y =2,95x + 52,533

300 _
=) R2 = 0,992
m .
<
~ 250 350+ I
—) -
8 2004 € ol
5 g .
.g :
o 150 - 5 10l .
» 2
@
D 400
100 4 .
L] T 3 e 6 & m W e
Trombin konsantrasyonu (nM)
50 . . . . . . . . : .
0 20 40 60 80 100

Trombin konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.18. Trombin antikor sensorunun 10.0-150.0 nM arahgindaki
konsantrasyonlarda trombine verdigi sensor cevabi (n=3).

4.3.7. Trombin Antikor Sensoriiniin Segiciliginin Belirlenmesi

Trombin antikorunun ylzeye immobilizasyonu sonrasinda, gelistirilen biyosensorin
seciciliginin belirlenmesi igin, hedef molekul olan trombin yerine, baska bir proteine
verdigi ARU incelenmig ve trombinden alinan ARU ile kargilagtiriimistir. 50.0 nM
trombin baglanmasi ve 50.0 nM HSA baglanmasi ile olusan ARU’larin
kargilastirmasi Sekil 4.19’de gdsterilmistir. Secilen konsantrasyonlarin nedenleri

bolum 4.3.3’de agiklanmistir.
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Sekil 4.19. 50.0 nM trombin ve 50.0 nM HSA baglanmasi sonucunda trombin
antikor sensoru cevabindaki degisimler (n=3).

60

Trombin antikor sensorunde, trombin icin 217 +24 ARU degerinde bir degisim
gOsterirken, ayni miktarda HSA icin 76 7 ARU elde edilmistir. Trombin aptamer
sensoru ile benzer sonuglar elde edilmis ve trombin antikor sensdrunin trombine
secicilik gosterdigi anlasiimistir. Spesifik olmayarak yluzeye az da olsa baglanan
HSA’dan alinan ARU, trombin antikor sensériniin LOD ve LOQ degerlerine karsilik

gelen ARU ‘lardan daha az oldugu goérulmektedir.

4.3.8. Trombin Antikor Sensériiniin Serum Orneklerinde Denenmesi

Antikor biyosensorinin gergcek drneklerdeki performansini incelemek igin, serum
orneklerinden alinan ARU, ayni konsantrasyon trombin iceren PBS o6rnekleri ile
karsilastiriimistir. Oncelikle gercek 6rneklerde serum matriksindeki bilesenlerin
girisimini en aza indirgemek i¢in en uygun seyreltme kosullari incelenmis ve
serumun PBS ile seyreltme orani 1:4 (Serum: PBS (1:4)) olarak belirlenmigtir.
Santrifij filtreden gecgirilen serum Orneklerine trombin eklenmis ve son
konsantrasyon 30.0 nM olacak sekilde PBS ile seyreltiimistir. Sensor ylzeyi
hazirlandiktan sonra PBS tampon ¢ozeltisi ile taban c¢izgisi olusturulmus ve ylzeye

gonderilmistir. Ayni konsantrasyonda trombin igceren PBS tampon ¢dzeltisinden
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alinan ARU ve trombin eklenmis serum drneklerinden alinan ARU karsilastirmasi
Sekil 4.20°’de gosterilmigtir.
200

150-

100

Sensor cevabi (ARU)

50

Trombin + PBS Trombin + serum

Sekil 4.20. Trombin antikor sensérinin 30.0 nM trombin eklenmis serum ve PBS
orneklerine verdigi cevaplar (n=3).

Trombin eklenmis serum érnegindeki ARU (159 £ 16) ile PBS igerisinde hazirlanmig
trombin ¢ozeltisinden alinan ARU (137 + 19) arasinda fark gorulmektedir. Antikor
sensorunde, aptamer sensdrinde oldugu gibi, serum igerisinde bulunan proteinler,
spesifik olmayan bir sekilde sensor ylzeyine baglanmaktadir. Bu sonucun bolim
4.3.4'de tartisilan nedenlerden kaynaklandigi dusunulmektedir. Ancak bu farkin
aptamer sensorune gore daha az oldugu anlasiimaktadir.

Her iki biyosensor igin elde edilen veriler dogrultusunda, bir sonraki bdlimde

kiyaslamalar yapilmigtir.
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4.4. Trombin Biyosensorlerinin Karsilagtirmasi
Gelistirilen biyosensor 6zelliklerinin karsilastiriimasi Cizelge 4.3 'de gdsterilmistir.

Cizelge 4.3. Trombin aptamer ve trombin antikor sensoérinin karsilastirilmasi

. Trombin Trombin
__Sensor Aptamer Sensori Antikor Sensorii
Ozellikleri P

LOD 9.5 nM 6.0 nM
LOQ 30.0 nM 22.0 nM
Dogrusal 0.0-20.0 nM (birinci 22.0-100.0 nM

Aralik bdlge)
20.0-100.0 nM (ikinci
bdlge)

Segicilik Biyosensor Sensor Biyosensor Sensor
ylizeyine cevabi ylizeyine cevabi
gonderilen (ARU) gonderilen (ARU)
protein protein
(50.0 nM) (50.0 nM)

Trombin 178 + 13 Trombin 217 £ 24
HSA 71+ 15 HSA 76+7
Trombin PBS/serum | Sensor PBS/serum | Sensor
eklenmi§ ornekleri cevabi ornekleri cevabi
(ARU) (ARU)
PBS/Serum
20.0nM 123 +1 30.0 nM 137 +19
orneklerinden Trombin Trombin
alinan sensor | | + PBS + PBS
cevabi (ARU) 20.0nM 250+7 30.0 nM 159 + 16
Trombin Trombin
+ serum + serum
Rejenerasyon 5 defa -
ozelligi

Trombin aptamer ve trombin antikor sensorleri karsilastirildigi zaman, LOD

degerlerinin sirasiyla 9.5 nM ve 6.0 nM oldugu, LOQ degerlerinin ise sirasiyla 30.0
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nM ve 22.0 nM oldugu goérilmektedir. LOD ve LOQ degerleri kiyaslandiginda,
aradaki hassasiyet farkinin fazla olmamasina ragmen, trombin antikor sensoru ile
daha hassas olgum yapilabildigi anlasiimaktadir. Trombin aptamer sensoru igin
dogrusal araligin 0.0-20.0 nM ve 20.0-100.0 nM olmak Uzere iki farkh boélgede
oldugu gorulmektedir. Trombin antikor sensoru igin dogrusal araligin 22.0-100.0 nM
arasinda oldugu goérulmektedir.

Her iki biyosensorin de segicilik performanslari kiyaslandigi zaman, her iki
biyosensoriin HSA'ya verdigi ARU’'nun benzer olup (trombin aptamer sensori; 71 £
15 ARU, trombin antikor sensorl; 76 £ 7 ARU) LOD ve LOQ degerleri icin alinan
ARU ’larinin altinda oldugu goérulmekte (Sekil 4.14 ve S$ekil 4.18) ve sensor
basarisini etkilemedigi dusunilmektedir. Cizelge 4.3'te de goruldigu gibi,
trombinden alinan ARU’nun trombin antikor sensoérinde, trombin aptamer
sensoriune kiyasla % 20 daha fazla oldugu gorulmustir (trombin aptamer sensoru;
178 + 13 ARU, trombin antikor sensoru; 217 £ 24 ARU). Antikor olarak poliklonal
antikor kullaniimis olup, bu tip antikorun segicilik goésterdigi antijendeki farkh
epitoplara baglanabilme 06zelligi bulunmaktadir. Trombin aptamerine Kkiyasla
trombin’e farkli bolgelerden baglanabilen bu antikorun daha fazla trombin bagladigi
ve bu sonuca sebep oldugu dugstnulmektedir.

Her iki biyosensérin de trombin eklenmis serum ve trombin eklenmis PBS
orneklerine verdigi ARU degerleri kiyaslanmigtir. Trombin eklenmis serum
ornegindeki ARU dederi trombin aptamer sensoru igin, 250 £ 7 olup, PBS igerisinde
hazirlanmis trombin ¢ozeltisinden alinan ARU’ dan (123 £ 1) iki kat daha fazla
cikmistir. Trombin eklenmis serum 6rnegindeki ARU degeri trombin antikor sensoru
icin 159 + 16 olup, PBS igerisinde hazirlanmis trombin ¢dzeltisinden alinan ARU’
dan (137 £ 19) daha fazla ¢gikmigtir. Ancak antikor sensértinden alinan ARU’larda,
trombin eklenmis serum ve PBS Ornekleri arasindaki farkin, aptamer sensoérine
kiyasla daha az oldugu gozlemlenmistir. Trombin antikor sensérinde trombin
eklenmis serum ve PBS o6rnekleri icin alinan ARU’lar, aptamer sensoériine kiyasla
birbirlerine daha yakin oldugu i¢in, trombin antikorunun trombin aptamerine gore,
diger proteinlerin oldugu serum matriksinde trombine daha fazla segicilik gésterdigi
dusunulmektedir.

Bu sonuglardan yola gikarak, hem PBS ¢ozeltisi igerisinde hem de kompleks serum

matriksinde trombin tayini igin, DSP:MCH (2.0:2.5) araylzeyi ile hazirlanan
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biyosensor sisteminde, antikorun, biyolojik taniyici ajan olarak kullaniminin,

aptamer’e gore daha dogru bir tercih oldugu dusunuimektedir.
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5. SONUG VE ONERILER

Biyosensor performansini belirleyen en 6nemli iki parametre, hassasiyeti belirleyen
biyolojik tantyici ajaninin gevirici yuzeye baglanmasi igin kullanilan immobilizasyon
teknikleri ve segiciligi belirleyen biyolojik taniyici ajanidir. Yapilan g¢alismalarda,
immobilizasyon tekniklerinin, spesifik olmayan baglanmayi énleme, biyolojik taniyici
ajaninin yuzeye baglanma yogunlugu ve hedef molekuli baglama kapasitesini
arttirmasi ve yuzey rejenerasyon kapasitesi agisindan kargilastirildigi bilinmektedir.
Benzer sekilde, segilen biyolojik taniyici ajaninin buyukliugune bagl olarak sekonder
yapisinin farkli olmasi, hedef molekile olan afinitesi, hedef molekulin baglanma
bolgelerine erigimi, hedef molekile baglanma o6zelligini etkilemektedir. Ayrica
biyolojik tantyici ajaninin segiciligi, ¢ozelti icinde ve hedef moleklle benzer yapida
olan molekduller varhginda hedef molekile baglanmasini belirlemektedir.

Bu tez calismasinda, farkli fonksiyonlara sahip DSP ve MCH, ayni ylzeyde bir
arada kullanilarak, mSAMs olugturulmugtur. MCH immobilizasyonu saglanarak,
DSP molekullinin yuzeydeki yogunlugu azaltiimasi hedeflenmistir. Bu sayede ara
baglayici molekul olarak kullanilan DSP’nin, trombin aptameri/antikorunu kovalent
olarak baglayan fonksiyonel gruplarinin, trombin aptameri/antikoruna olan erisimin
arttinilmasi hedeflenmigtir. Ayni zamanda trombin aptameri/antikorunun yuzey
uzerindeki mesafelerini arttirarak hedef molekuli baglama hassasiyetinin
arttirlmasi hedeflenmistir. Olusturulan ylizeyin sensor 6zelliginin test edilmesi igin
trombin aptamer/antikorunun segicilik goésterdigi trombin secilmistir. Trombin’e
secicilik gosteren 15-bazlik trombin aptameri ve trombin antikoru biyolojik taniyici
ajan olarak DSP:MCH karisimi ile hazirlanan arayuzeye baglanmis ve geligtirilen
sensorler karsilagtiriimigtir.

Artan DSP ve MCH konsantrasyonlariyla hazirlanan yuzeylerin, sirasiyla BSA
baglamasindaki artis ve azaliglari, ARU olarak gosterilmigtir. Sensogramlardan elde
edilen verilerden sirasiyla en fazla ve en az BSA baglanmalari 2.0 mM DSP ile
modifiye ylzeylerde ve 20.0 mM MCH ile modifiye ylzeylerde oldugu
g6zlemlenmistir. DSP modifikasyonu sonrasinda yuzeyde NHS-karbonil gruplarinin
artmasi sonucu, daha fazla BSA baglamasi beklenen bir sonugtur. Ancak 2.0
mM’dan daha ylksek konsantrasyonlarda sterik engellemeye baglh olarak BSA
baglanmasinda bir diugsme gozlemlenmistir. Benzer sekilde —OH ug¢ gruplarina sahip
MCH’nin proteinleri yluzeyden uzaklastirma 06zelligi sayesinde, artan MCH
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konsantrasyonlariyla modifiye olan yuzeylerde, BSA baglanmasinda bir azalis
gorulmasgtur. En fazla ve en az BSA baglanan DSP ve MCH konsantrasyonlari
temel alinarak, farkli DSP:MCH molar oranlari belirlenmis ve mSAMs
olusturulmustur. Farkli DSP:MCH karisimlari ile modifiye olan ylzeylerde en fazla
BSA baglanmasinin 2.0 mM DSP: 2.5 mM MCH yuzeylerinde oldugu gorilmus,
karisimda artan MCH konsantrasyonlari ile BSA baglanmasinin azaldigi
gOrulmustir. Daha kiguk bir molekil olan lizozim ile benzer sonug gézlemlenmisgtir.
Ancak DSP:MCH (2.0:0) ve DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye ylUzeylere protein
baglanma farkinin lizozim kullanildigi zaman daha fazla oldugu goérulmustur. Bu
sonug, lizozimin daha kdguk olmasina bagli olarak, yuzeyde MCHnin -OH
gruplarini daha az kapatmasi sonucunda MCH’nin ylzeyde DSP’yi seyreltme
Ozelligini arttirarak, DSP:MCH (2.0:2.5) ile modifiye ylzeyde daha fazla protein
baglanmasi olarak yorumlanmigtir. Yizeyde seyreltme ajani olarak bilinen MCH ve
MUA gibi molekuller, kisa zincirli olup, biyolojik taniyici ajanlari ya da ara baglayici
molekiller ile mSAMs olusturmaktadirlar [12-14]. MCH'nin ara baglayici
molekuller ile birlikte kullanildigi durumlarda, ara baglayici molekulin biyolojik
taniyici ajanini baglamasi icin EDC/NHS aktivasyonuna gerek duyulmustur [12,
184]. Bu tez galismasi, MCH’nin, yapisindaki NHS-karbonil gruplarindan dolayi,
EDC/NHS aktivasyonuna gerek duymayan bir ara baglayici molekille mSAMs
olusturulan ilk caligsmadir. Ayrica, DSP ve NHS-ester ile gercgeklestirilen yluzey
modifikasyonlarinda, enzim baglanmasi ve AFM ile tek protein goruntileme igin
yuzeyde DSP ve NHS-ester’leri seyreltmek icin sirasiyla CHs-uglu ve daha uzun
alkantiyollar kullanilmistir [120, 122, 123]. Ancak DSP’nin benzer zincir
uzunlugunda kisa zincirli —OH uglu seyreltme ajani ile kullaniimasina literatirde
rastlaniimamistir.

Baska bir calismada, -COOH uglu MUA molekull farkli zincir uzunluklarinda
alkantiyollarla mSAMs olusturmus ve protein A baglanma kapasiteleri
karsilastiriimistir [116]. Benzer zincir uzunluklarina sahip -COOH uglu MUA ve —
OH uglu MCU ile mSAMs olusturulmasi sonucunda, -COOH grubunun —OH grubu
ile yakin mesafede olmasindan ve —OH grubu ile hidrojen bagi olusturmasindan
dolayl, -COOH grubunun deprotonasyonu gergeklesmistir. Bunun sonucunda —
COOH grubunun reaktivitesi azalmigs ve EDC/NHS aktivasyonu gergeklesememis
ve kovalent olarak protein baglanmasi azalmistir. Bu sebeple, ¢alismanin basinda
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benzer zincir uzunlugunda olan DSP ve MCH’nun bir arada kullanilmasinin bazi
problemleri de beraberinde getirebilecedi dusunulmustur. Ancak bu iki molekdl
benzer zincir uzunlugunda olmalarina ragmen, MCH’nin —OH gruplari, DSP’nin
yapisi iceresinde bulunan NHS-esterinin C=0O gruplarina kargi reaktivite
gOstermemektedir. Buna ek olarak, protein baglanmasi NHS karbonil grubu (C=0)
ile gerceklesmekte ve —OH gruplarina daha uzak mesafede bulunmaktadirlar. Bu
dusinceye paralel olarak, alinan sonuglar dogrultusunda, farkh DSP:MCH molar
oranlari ile gergeklestirlen mSAMs ile DSP’nin protein baglama kapasitesinin belli
bir MCH konsantrasyonuna kadar arttigi, dolayisiyla MCH’nin seyreltme
fonksiyonunu yapabildigi ve DSP’nin NHS karbonil (C=0) gruplarinin, proteinlere
karsi reaktif oldugu gdsterilmistir.

Yuzey modifikasyonu sonrasinda, altin ylizey Gzerinde DSP ve MCH molekiillerine
ait fonksiyonel gruplarin varhigi, SAMs ve mSAMs yuzeylerde ATR-FTIR ve XPS ile
karakterize edilmis ve ylzeye kovalent olarak baglandiklari XPS ile dogrulanmigtir.
Farkli ylizeylerin AFM gorintaleri ile, altin ylzey, DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs ve
BSA baglanmigs DSP:MCH (2.0:2.5) mSAMs altin ylzey puriazlalik dereceleri
kargilastiriimistir.

En son asamada, en fazla protein baglanan DSP:MCH (2.0:2.5) yuzeylere trombin
antikoru veya trombin aptameri kovalent olarak baglanmis ve gelistirilen YPR temelli
sensor, trombin ile test edilmistir.

Trombin tayini icin daha 6nceden geligtirilen biyosensorlerde, kullanilan gevirici
yuzey ve oOlgum seklinden bagimsiz olarak, biyolojik taniyici ajan ve hedef
molekulun etiketlenmeden gercgeklestirildigi dlcimlerde, LOD degerlerinin 2.0-50.0
nM arasi degistigi goralmastar [139, 149, 150]. Trombin LOD’sini diiglirmek igin,
farkli floresans, QD, MB gibi etiketlerin kullanildigi galismalar bulunmaktadir. Direk
Olcum formati kullanilarak, biyolojik taniyici ajaninin ya da hedef molekulin
etiketlenmesi ile LOD’si pM’dan disuk nM konsantrasyonlar arasi degisen
biyosensorler gelistiriimistir [146, 147, 159, 161]. Optik biyosensorlerde, trombin
LOD’sini dugtrmek igin, sandivi¢ 6lgim formati kullanilarak, altin nanopartikdllerin
altin yuzeylerle elektromanyetik eslesme sonrasinda YPR sinyalini arttirma, altin
nanopartikullerin farkl yapi ve boyutlarda LYPR dalgaboyu genisligi ve kayma
miktarini degistirme, altin nanopartikullerin ylzey Uzerinde kutle artisi saglayarak

YPR sinyalini arttirma 6zelliklerinden faydalanildigi gortlmektedir [152, 153]. Bu
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tip trombin biyosensorlerinde LOD degerinin 0.1 aM’a kadar dustugu
gortlmuistir[ 154]. Sandvig 6lgim formati kullanilarak renk degisimine bagli 6lgim
yapan baska bir trombin biyosensérinde ise LOD’si 20.0 pM olarak
Olclimistir[168].

Bu tez kapsaminda, yeni bir kimyasal modifikasyon ile sensor yuzeyi hazirlanmis,
hazirlanan yuzeye baglanan biyolojik taniyici ajan ya da segicilik gosterdigi hedef
molekull etiketlenmeden, direk dlgim formati kullanilarak YPR temelli iki trombin
biyosensort gelistiriimistir. Trombin aptamerinin biyolojik taniyici ajan olarak
kullanildigi sensorde dogrusal aralik, 0.0-20.0 nM ve 20.0-100.0 nM olmak utzere iki
ayri bolgede gorulmustlr. Trombin antikorun biyolojik taniyici ajan olarak
kullanildi§i sensérde ise dogrusal aralik 22.0-100.0 nM olarak belirlenmigtir. LOD
degerleri, trombin aptamer sensoru igin 9.5 nM olarak, trombin antikor sensoru igin
6.0 nM olarak belirlenmistir. LOQ degerleri ise, trombin aptamer sensoru igin 30.0
nM olarak, trombin antikor sensérinde ise 22.0 nM olarak belirlenmigtir. Bu
calismanin  sonuglar ile, bagka caligmalardan elde edilen sonuglarin
kargilastirimasi  Cizelge 5.1'de gosterilmisti. Bu c¢alismada gelistirilen
biyosensorlerin  LOD’lerinin, daha o6nce etiket kullaniimayarak gelistirilen
biyosensorlerin LOD’leriyle karsilastirildiginda benzer konsantrasyonlarda oldugu

gorulmustar.

Cizelge 5.1. Trombin deteksiyonu igin gelistirilen biyosensoérler

Hedef Aptamer Deteksiyon Cevirici Dogrusal LOD Referans
molekul /antikor formati aralik
Trombin Aptamer Etiketsiz YPR - 2.5 nM-3 [148]
deteksiyon (iki nM
farkli ylzey) 5nM-5.5
nM
Trombin Aptamer Etiketsiz YPR 5 nM- 5nM [149]
deteksiyon 1000 nM
Trombin Aptamer Etiketsiz YPR - 25 nM [150]
deteksiyon (tampon
cozelti)
50 nM
(serum/ta
mpon)
Trombin Aptamer Etiketsiz Elektroki 5 nM-35 2nM [160]
deteksiyon myasal nM
Trombin Aptamer Etiketsiz YPR 0-20 nM 9.5 nM Bu calisma
deteksiyon ve
20 nM-
100 nM
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Trombin Antikor Etiketsiz YPR 22 nM- 6.0 nM Bu calisma
deteksiyon 100 nM
Trombin AuNP/ Etiketli Biyolumin 8 nM- 80 pM [167]
lusiferas deteksiyon esans 8000 nM
enzimi
Trombin QD/avidin Etiketli Elektroki 2.7 aM- 2.7aM [165]
Aptamer- deteksiyon myasal 2.7 nM
eslenik DNA
zinciri/biyotin
Trombin QD/aptamer Etiketli Elektroki - 0.5 pM [147]
deteksiyon myasal
Trombin MB-Aptamer Etiketli Elektroki - 6.4 nM [159]
deteksiyon myasal
Trombin MB-Aptamer Etiketli Elektroki | 0-50.8 nM 11 nM [161]
deteksiyon myasal
Trombin Altin yluzey Sandvig etiketli | Absorban - 20 pM
[aptamer (1) deteksiyon S [168]
ve
AgNP/aptamer
2)
Trombin AUNP /Fe30O4 | Sandvig etiketli LYPR 0.2nM - 0.2nM
nanohibrit / deteksiyon 10 nM [151]
aptamer (1) ve
glukoz etiketli
aptamer (2)
Trombin QD-aptamer | Sandvig etiketli | Floresans | 5 nM- 500 2.6 nM [166]
D deteksiyon nM
QD-aptamer
2)
Trombin Altin yuzey Sandvig etiketli YPR - 0.1 nM
[aptamer (1) deteksiyon [152]
ve
AuNP/aptamer
2
Trombin Altin yuzey Sandvig etiketli YPR - 1 aM-1fM
[aptamer (1) deteksiyon [153]
ve altin
nanoyapl/apta
mer (2)
Trombin Altin yizey Sandvic etiketli YPR 0.1 aM-2 0.1aM
/antikor deteksiyon aM [154]
ve altin
nanorod/apta
mer
Trombin Altin yluzey Sandvig etiketli YPR - 0.1 pM
[aptamer (1) deteksiyon [155]
ve primer
dizilim/aptame
r(2)
Trombin Altin ylzey Sandvic etiketli | Elektroki 40 nM - 10 nM
/aptamer (1) deteksiyon myasal 100 nM [139]
ve enzim
etiketli/aptame
r(2)
Trombin Altin ylzey Sandvic etiketli | Elektroki 1-60 nM 0.5nM
/antikor deteksiyon myasal [164]
ve
MB/aptamer
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Trombin Aptamer-(1) Sandvic etiketli | Elektroki - 80 nM
Aptamer (2) deteksiyon myasal [162]

Her iki sensorin de, LOD’lerinin daha dusuk seviyelere dusurilmesi igin, ayni
arayuzey ile yeni Olcim formatlarinin denenmesi gerekmektedir. Antikor temelli
veya aptamer temelli sensérde, sandvig Olcim formati ile ylzeye trombin
baglanmasindan sonra, QD veya altin nanorod, altin kire gibi farkh altin
nanoyapilarla ya da enzim ile etiketlenen aptamer/antikor ¢ozeltilerinin ylzeye
gonderilmesi ile LOD’sinin dusurulecedi disunilmektedir.

Farkli biyolojik taniyici ajanlarinin, 6lgim formatlarinin, kullanilan etiketlerin,
LOD’leri ve dogrusal aralik Uzerindeki etkileri daha dnceki ¢galismalar kapsaminda
arastinimistir. Ancak bugune kadar yapilan calismalar kapsaminda c¢ok farkli
MSAMs ylzeylerin yluzey ozellikleri karakterize edilmis olsa da, biyolojik taniyici
ajanlarinin gevirici yuzeye baglanmasi igin kullanilan immobilizasyon yuzeylerinin
cesitliliginde bir duraklama gorulmektedir. Biyolojik tantyici ajanin genellikle yizeye
dogrudan ya da en cok kullanilan MHA/karboksilmetil dekstran gibi EDC/NHS
aktivasyonu gerektiren ara modifikasyonlar ile baglandigi gézlemlenmistir. Farkl
arayuUzeylerin denenmesi ve karsilastiriimasi az sayida g¢alismada bulunmaktadir.
Kullanilan immobilizasyon tekniklerinin hassasiyet Uzerindeki etkisi dustnuldigu
zaman, bilinen ve siklikla kullanilan arayuzeyler ve immobilizasyon tekniklerinin,
yeni gelistirilen araylizeyler ile sensor uygulamalarinda kiyaslanmalarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu kapsamda, tez calismasinda, DSP:MCH karisimi ile yeni bir
arayuzey gelistiriimis ve sensor performansi, literatirde model protein olarak bilinen
trombin ile denenmistir. Trombin’e segicilik gosteren her iki biyosensorde de,
nonspesifik baglanmalarin azaltiimasi icin farkli yuzey kapatma ajanlarinin
kullaniimasi ya da farkl ylizey kapatma surelerinin denenmesi ile farkl proteinlerin
oldugu karmasik serum matriks ortaminda segicilik Ozelliginin arttinlacagi
dusunulmektedir. Bu araylzeyin ayni zamanda baska biyolojik taniyici ajan-hedef
molekul etkilesimlerini incelemek amaciyla yeni biyosensorlerin geligtiriimesi icin de

kullanilabilecegi dugunulmektedir.
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