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Yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorleri biyomolekuler etkilesimleri
karakterize etmek ve oOlgcmek igin kullaniimaktadir. Es-zamanli ve hizli 6l¢im,
yuksek hassasiyet ve Ozgullik, isaretleyici kullanimina gerek olmamasi SPR
biyosensdrlerinin essiz 6zellikleridir. SPR biyosensoarleri ¢esitli analitlerin tayini igin
kullanilmaktadir.  Gunimuizde,  molekuler  baskilama  teknolojisi SPR

biyosensdrlerinde tanima bdlgelerinin olusturulmasinda kullaniimaktadir.

Molekuler baskilama; baskilanan moleklle 6zgu, dayanikli tanima bdlgelerine
sahip malzemelerin tasarlanmasi igin kullanilan teknolojidir. Ekstrem kosullar
altinda karmagik matrikslerdeki kararlihdi, hazirlama kolayhdi, ucuz fiyati, tekrar
kullanilabilirligi, kalp molekile olan yuksek tanima kapasitesi ve dogal
molekullerdeki kadar ylksek baglanma Ozelliklerinden dolayr molekuler
baskilanmis polimerler (MIP’ler) kataliz, ayirma, kati faz ekstraksiyonlari ve

biyosensdrlerde siklikla kullaniimaktadir.

Bu calismada, prostat spesifik antijen (PSA) tayini i¢cin SPR sensoru
hazirlanmistir. PSA, dnceden modifiye edilmis SPR sensoér ylzeyine mikrotemas
baskilama yodntemiyle baskilanmistir. PSA baskilanmig (PSA-MIP) SPR
sensorlerinin atomik kuvvet mikroskobu (AFM), ellipsometre, taramali elektron
mikroskobu (SEM), Raman, FT-IR ve temas acgisi Olgumleri ile detayl

karakterizasyon c¢alismalari yapilmistir. PSA tayin c¢alismalari, standart PSA



gozeltileri kullanilarak gercgeklestiriimistir. PSA-MIP SPR sensorlerinin PSA’ya
kargi segciciligi, yarismaci proteinler olarak insan serum albimini (HSA),
immunoglobulin G ve lizozim kullanilarak test edilmigtir. Baglanma kinetik analizleri
ile kinetik ve izoterm parametreleri belirlenmistir. Ayrica disaridan PSA eklenen
insan serum Orneklerinden ve prostat kanserli hastalarin serum 6rneklerinden PSA
tayini gercgeklestirilmistir. Prostat kanserli hastalarin serum 6rneklerinden ylzde
geri kazanim orani belirlendikten sonra, elde edilen sonuglar, ydntemin
dogrulugunu ve guvenilirligini test etmek amaciyla ticari bir yontem olan ve
gunumizde merkezi laboratuvarlarda, hastanelerde PSA tayini icin kullanilan
ELIZA sonuglari ile kargilastiriimistir. Son asamada, PSA-MIP SPR sensérlerinin
tekrar kullanilabilirligi test edilmistir. Tez galismasi sonucunda elde edilen bulgular,
geligtirlen PSA-MIP sensorun, nitelikli biyosensérlerde olmasi gereken tum
dzellikleri tasiyan bir sensér olarak, giinimiizde mevcut ELIZA ydntemine gére
birgok avantaji ile Ustin, alternatif bir yontem olarak PSA tayininde

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: yuzey plazmon rezonans, molekiler baskilama, prostat

spesifik antijen, mikrotemas baskilama



ABSTRACT

PREPARATION OF MOLECULAR IMPRINTING BASED SURFACE
PLASMON RESONANCE (SPR) SENSOR FOR PROSTATE
CANCER DETECTION
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Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. M. Askin TUMER

September 2015, 153 pages

Surface plasmon resonance (SPR) biosensors are used to characterize and
quantify biomolecular interactions. Real-time and fast measurement, high
sensitivity and specificity, no need of labeled reagents are the unique properties of
SPR biosensors. SPR biosensors have been used for detection of several
analytes. Recently, molecular imprinting technology is used for creation of

biorecognition surfaces on the SPR biosensors.

Molecular imprinting is the technology of designing materials with robust
recognition sites suitable for interaction with the print molecule. Due to their
stability in complex matrices under tough conditions, ease of preparation, low cost,
reusability, high recognition capacity to the template molecule and binding
characteristics as high as those of natural binders, molecularly imprinted polymers
(MIPs) are extensively used in a variety of areas, such as catalysis, separations,

solid-phase extractions and biosensors.

In this study, an SPR biosensor was prepared for prostate specific antigen (PSA)
detection. PSA was imprinted onto the modified SPR sensor surface via
microcontact imprinting. Detailed characterization studies of PSA imprinted (PSA-
MIP) SPR sensors were performed by observation using atomic force microscope
(AFM), ellipsometry, scanning electron microscope (SEM), Raman, FT-IR and



contact angle measurements. PSA detection studies were performed by using
standard PSA solutions. Selectivity of PSA-MIP SPR sensors against PSA was
tested by using human serum albumin (HSA), immunoglobulin G (IgG) and
lysozyme as competitive proteins. Kinetics and isotherm parameters were
calculated by applying association kinetics analysis. Furthermore, PSA detection
was also carried out from PSA-spiked human serum samples and prostate cancer
patients’ serum samples. Recovery % was calculated and to determine the
accuracy and reliability of the developed method, results were compared with the
ELISA method which is currently used in central laboratories and hospitals for PSA
detection. In the last step, reusability of the PSA-MIP SPR sensors was tested.
The results obtained from the study show that the developed PSA-MIP sensor
could be used as an alternative and superior method to ELISA with its unique

properties that must be in a well qualified biosensor.

Keywords: surface plasmon resonance, molecular imprinting, prostate specific

antigen, microcontact imprinting
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1.GIRIS

Prostat kenseri dinyada en yaygin gorulen altinci kanser turl, erkekler arasinda
en yaygin gorulen Uguncu kanser turadir [1]. GUnumuzde hastaligin gorulme
sikligi her gegen gun artmaktadir. Prostat kanserinin erken teshisi igin
kullanilabilecek cgesitli belirtegler mevcuttur. Bunlar arasindan serumdan
Olculebilen bir glikoprotein olan prostat spesifik antijen (PSA), hastaligin erken
teshisinde, tedavi sonrasinda lokal tedavinin etkinliginin arastirilmasinda, primer
radikal prostatektomi veya radyasyon tedavisi sonrasinda hastaligin yeniden
tekrar edip etmediginin arastiriimasinda kullanilan, Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
(US, FDA) tarafindan onayli bir biyolojik belirtectir. Ginimuzde PSA olgimu igin
ELiZA temelli yontemler kullaniimaktadir. ELIZA popiler bir yéntemdir,
otomasyona uyumludur. Ancak, ELIZA kitlerinin tek kullanimlik olmasi, bu yiizden
maliyetinin yuksek olmasi, analize baglamadan 6nce hazirlik agamasinin uzun
olmasi, analiz i¢in gereken basamak sayisinin fazla olmasindan dolayi analiz
suresinin uzun olmasi, isaretleyici kullanimini gerektirmesi, es-zamanli dlgime izin

vermemesi gibi 6zellikler ydontemin dezavantajlari arasindadir.

PSA testlerinin ¢cogu, guinumuzde merkezi laboratuvarlarda, 6rnek tasinimini, uzun
bekleme surelerini, artan uygulama ve tibbi masraf gerektiren buyuk, otomatik
analizorlerde yapilmaktadir. Hasta-yani (near patient) ve laboratuvar diginda 6zel
cihazlarla yapilan nokta bakim analizleri (Point of Care Testing-POCT), klinik
ziyaretlerin sayisinin azalmasinda, hastaya ve saglik sistemine disen maliyetin
azalmasinda, hasta memnuniyetini arttirmada ve klinik verilerin iyilestiriimesinde
yararli olacaktir. Biyosensor teknolojisindeki son gelismeler, PSA igin POCT

uygulamasini, hayalden gergege donusturecektir

Yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorleri, metal ylzeye yakin kiriima
indisindeki degisiklikleri dlgmek icin kullanilan kusursuz bir yontemdir [2]. SPR
temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye gerek olmaksizin biyomolekuller
arasindaki etkilesimleri es-zamanli, dogrudan o&lgmede kullaniimaktadir. Bu
sayede kinetik veya termodinamik parametrelerin, analit derisiminin veya ligand-
analit arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesi mimkin olmaktadir. SPR temelli
biyosensorler ELIZA gibi enzim veya radyoisaretleme temelli ydtemler ile
karsilastirildiginda, hizli cevap sureleri ve ylksek segicilikleri sayesinde, protein-

protein, antijen-antikor, reseptor-ligand etkilesimlerinden, distik molekdl agirlikli
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bilesiklerin tanimlanmasina kadar ¢ok c¢esitli biyomolekller mekanizmalarin

anlasilmasinda kullaniimaktadir [2].

Molekuler baskilama yontemi, bir biyomolekll ya da sentetik bir bilesikten olusan
bir kalip molekile tamamlayici olan 6zgul tanima ve baglanma bdlgeleri igeren
polimer agi olusturma teknolojisidir. Molekuler baskilanmis polimerler sentetik
polimer reseptorleri ya da yapay antikorlar (plastibadiler) olarak bilinirler. Kolay
uygulanabilirlikleri, yeniden kullanilabilirlikleri, saglam polimer agi olusturabilmeleri,
ucuz olmalari gibi avantajlarindan 6tura bilimsel ve endustriyel gevrelerce dikkati
uzerine gekmistir [3, 4]. Simdiye kadar sekerler, steroidler, pestisitler, ¢esitli ilaclar,
amino asitler, proteinler gibi cesitli molekullerin baskilanmasina ydnelik birgok
yayin yapilmigtir. Bdylece molekuler baskilanmis polimerlerin kalip molekule 6zgu
yuksek oranda 6zgul tanima yeteneg@ine sahip oldugu ve uygulamali ve analitik
ayirmalarda, kati faz ekstraksiyonlarinda, kimyasal sensorlerde, enzim benzeri
katalizor galismalarinda, ila¢ tasima uygulamalarinda ve kutiphane goéruntileme

araclari olarak kullanilabilecedi gosterilmigtir [5-8].

Bu calisma kapsaminda, prostat kanserinin erken teshisi icin, mikrotemas
baskilama yontemi ile PSA baskilanmis SPR temelli biyosensoérler hazirlanmistir.
Hazirlanan PSA baskilanmis sensoér giplerinin detayli yuzey karakterizasyonu
yapilmistir. Sulu ¢ozeltiden PSA tayini gergeklestirildikten sonra, yarismaci
proteinler ile segicilik calismalari gergeklestiriimis ve PSA baskilanmadan
hazirlanan NIP (non-imprinted) c¢ipler ile baskilama yonteminin segiciligi
gOsterilmistir. Disaridan PSA eklenen saglikli insan serum oOrneklerinden PSA
tayini gerceklestirildikten sonra, prostat kanserli hastalara ait serum 6rneklerinden
PSA tayini gergeklestirilmistir. Buradan elde edilen sonuglara gore %geri kazanim
orani hesaplanmistir. Calismanin en 6nemli asamalarindan biri olan son agsamada,
prostat kanserli hastalara ait serum o6rneklerinden SPR kullanimi ile elde edilen
sonuglar, ELIZA ydnteminden elde edilen sonuglar ile karsilastiriimistir. iki ydntem
arasinda PSA tayini agisindan % 98.6’ik bir uyum saptanmistir. iki yéntem
arasinda PSA tayini agisindan anlamli bir fark olup olmadiginin kanitlanmasi
amaciyla, sonuglara student-T testi uygulanmistir. Hesaplanan p degeri (p= 0.751,
p>0.05) iki yontem arasinda, PSA tayini agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadigini gostermistir.



1.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, diinyada en yaygin gorulen altinci kanser turd, erkekler arasinda
en yaygin uUguncl kanser turu ve Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’nin bazi
bdlgelerinde erkekler arasinda en yaygin gorulen kanser turudur [1]. 2000 yilinda,
tum dinya genelinde 513.000 yeni prostat kanseri teshisi konmustur [9] ve bu
kanser turunun erkekler arasinda tim kanserden olumlerin % 7.9’'undan sorumlu
oldugu belirtilmistir. Bu oran gelismis ulkelerde % 15.3 iken, gelismekte olan
Ulkelerde % 3.4’t0r. Hastaligin gorulme sikhgi, dinya genelinde her gegen vyil
artmaktadir [1].

1.1.1. Prostat Kanserinin Gorulme Sikligi

50 yasindan kuguk erkeklere prostat kanseri teshisi nadiren konulmaktadir, bu
oran tum teshislerin yaklasik % 0.1’i kadardir. Hastaligin esas yag ortalamasi 72-
74 vyaslarl arasidir ve % 85 oraninda 65 yas ustl kigilere kanser teghisi
konmaktadir (Sekil 1.1). 85 yasindaki bireylerde, prostat kanserinin kimulatif risk
orant % 0.5 ile % 20 arasindadir [9]. Yapilan otopsi ¢alismalari, 85 yasinin
ustindeki erkeklerin gogunda histolojik duzeyde prostat kanseri varligini
gostermistir [10]. Detroit, MI, ABD'de 600 erkek Uzerinde yapilan ¢alismalarda,
latent prostat kanseri oraninin tim yaslarda oldukga yuksek oldugu gosterilmistir;
30’lu yaslarda yaklasik % 30, 50’li yaslarda yaklasik % 50, 85 yas ustinde % 75’in
ustunde [10].

Prostat kanserinin gorilme sikhdi, etnik populasyonlara ve ulkelere gore ylksek
oranda degisim godstermektedir. Populasyonlar arasinda da hastaligin goérilme
orani 90 kata varan degerde farklilik gdstermektedir. En disuk oran genellikle
Asya’da iken en ylksek oran Kuzey Amerika ve Iskandinavya’dadir [9]. Bu
farkliliklarin genetik yatkinlk, bilinmeyen dis risk faktorlerine maruz kalma, kanser
kayitlarinda yapilan hatalar veya saglik sistemindeki farkliliklar gibi bircok etkenin

kombinasyonu ile ortaya ¢iktigi belirtiimektedir [1].

Saglik hizmetine erisim ve hizmetin kalitesi, kanser kayitlarinin guvenilirligi, prostat
kanseri oraninin nasil rapor edildigini etkiler. Afrika Ulkelerinden guvenilir veriler
elde edilene kadar, bu Ulkelerde kanser oraninin, tipki Asya’daki gibi oldugu

dusundlmustar. Gog¢ calismalari, Japon erkeklerin, hastaligin goéralme oraninin gok

3



dusuk oldugu bir dlke olan Japonya’dan, hastalik sikligi olduk¢a ylksek olan
ABD’ye gog ettiklerinde, bu kigiler arasinda hastaligin sikhginda artis goézlendigini
gOstermistir. Bu bulgular, etnik populasyonlar arasindaki farkin gergek oldugunu
ve bunun sadece kanser kayitlari ve saglik hizmetleri ile agiklanamayacagini
gOstermektedir [1].
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Sekil 1.1. 1995-1999 yillari arasinda Isveg'te prostat

kanserinin yasa bagl gorulme sikligi

1.1.1.1 Genetik Faktorler

Aileler arasinda prostat kanserinin bir arada gorilme nedeni; genetik yatkinlik,
ortak gevresel faktorlere maruz kalma veya zaten bu kanserin gorilme sikliginin
¢ok ylUksek olmasindan kaynakli bir sans olabilir. Prostat kanser hastalarinin
(beyaz, Afrika’ll veya Asya’ll) % 10-15’'inde en az bir akrabasinin etkilendigi [11,
12], hastalarin birinci dereceden akrabalarinda ise hastalik riskinin 2-3 kat fazla
oldugu bilinmektedir. Prostat kanserli bir erkek kardese sahip olan bireylerde

hastaligin gorilme orani, sadece hastaliktan etkilenen bir babaya sahip bireylere



gore daha vyuksektir. Bu da hastaligin resesif veya X kromozomuna bagli

kalittandigini gostermektedir [13].

1.1.1.2. Diyet Faktorleri

Ekolojik calismalar prostat kanserinin yagh et ve sut urunlerinin fazla tiketimi ile
iliskili oldugunu gdstermektedir [14, 15]. Diyet faktorleri ile prostat kanseri
arasindaki iligski, 30-40 populasyonda vyapilan epidemiyolojik calismalar ile
gosterilmistir. Bu c¢alismalarin sonuglari genellikle cgeligkilidir [16-18], fakat bazi
diyet bilesenlerinin prostat kanseri ile kesin iligkisi oldugu gosterilmistir; a-linolenik
asit [19-23] ve kalsiyumun fazla tiketimi gibi [24]. 1012 hasta Uzerinde yapilan
calismalarda, sit Uriinlerinden her giin diizenli 600 mg kalsiyum (Ca*?) alan
erkeklerde, her gin 150 mg veya daha az kalsiyum tuketen erkeklere kiyasla
prostat kanseri riski 1.32 kat yuksek bulunmustur [24]. Hayvanlar Uzerinde yapilan
calismalar, yuksek miktarda yag asiti ve bunlarin metabolitlerini tiketmenin prostat

kanseri ile iligkisi oldugunu gostermektedir.

Prostat kanser sikliginin Asya’da daha az olma sebeplerinden bir tanesi olarak,
fito-Ostrojene bagli diyet gorlUlmektedir. Soya fasulyesi yiuksek miktarda fito-
Ostrojen kaynagidir ve fito-Ostrojenin prostat kanseri Uzerinde pro-filaktik etkiye
sahip oldugu bilinmektedir [25-28]. Fareler Uzerinde, insan androjene-duyarli
prostat kanseri hicreleri ile yapilan deneylerde, cavdar ekmegi ve soya proteinine
dayall diyetin tUmoér boyutunu azalttigi, apoptozisi arttirdigi ve salgilanan PSA

miktarini azalttigi gosterilmistir [29, 30].

Domates kokenli drtnlerin, 6zellikle domates suyunun veya sosunun sik tiketimi,
prostat kanseri riskini azaltmaktadir. Domates, bir karotenoid ve potansiyel
antioksidan olan likopen icermektedir. 2481 erkek Uzerinde yapilan ¢alismalarda,
az miktarda likopen tuketen kisilere kiyasla, yuksek miktarda likopen tlketen
erkeklerde kansere yakalanma orani % 16 oraninda daha digsuk bulunmustur [31].
Lokalize prostat kanseri bulunan erkeklerde, radikal prostatektomi dncesinde, U¢
hafta boyunca domates suyu tiuketen kisilerde, serumda ve prostatta derigimi artan
likopenin, PSA seviyesinde azalmaya ve prostatta oksidatif hasarda dususe neden

oldugu gosterilmistir [32]. Bu yluzden likopen, énemli bir kimyasal bilesendir.



Selenyum ve E vitamini, en dnemli mikronutrientler arasindadir. Selenyum, metal
olmayan eser elementtir ve insan gelisimi i¢in gereklidir. Ayrica timoér olusumunu
engelledigi gosterilmistir [33]. 1312 hasta Uzerinde yapilan calismalarda, deri
kanseri teshisi konulduktan sonra 4,5 yillik takip sonrasinda, plasebo ve selenyum
verilen kisiler arasinda hastaligin gerilemesi acisindan herhangi bir fark
gOzlenemezken, prostat kanserli hastalarda selenyum grubunda plasebo grubuna
gore % 66’k disus saptanmistir [34, 35]. E vitamini (a-tokoferol), yagda ¢éziinen
bir vitamindir ve antioksidan etkiye sahiptir. Yapilan c¢alismalar, plasebo verilen
kisilere kiyasla a-tokoferol alan erkeklerde, prostat kanseri sikligi ve 06lim

oraninda % 40 azalma saptanmistir [36].

1.1.1.3. Hormonlar ve diger risk faktorleri

Androjenler, saglikli prostat gelisiminde ve prostat kanserinin tedavisinde énemili
rol oynamaktadir. 1941 yilinda C. Huggins [37] bu hastalikta androjenlerin rolu ile
ilgili yaptigi calismalar sonucunda Nobel Oduli kazanmistir. Prostat, testosteronu
downstream  hormon  metabolizmasinda  6nemli  bir  substrat olan
dihidrotestosterona donusturar. Metastatik kanser hastalarinin % 75-80’inde
testosteronun tibbi miudahale ile uzaklagtiriimasinin etkili bir tedavi yontemi oldugu
bulunmustur. Hayvanlarda  yapilan c¢alismalar ile  testosteron ve
dihidrotestosteronun prostat kanserini indiikledigi gosterilmistir. Ostrojen, inslin
ve leptin hormonlari ile yapilan ¢alismalarda, bu hormonlarin kanser ile olan iliskisi

tam olarak agiklanamamigtir [38, 39].

instilin benzeri bilyime faktorii-1 (IGF-1); proliferasyonu, farklilasmayi ve kanser
hdcrelerinin  apoptozunu duzenleyen bir hormondur. Yapilan ¢alismalarda,
ortalamanin Ustlinde IGF-1 tasiyan kisilerde, dusuk IGF-1’e sahip kisilere kiyasla,
prostat kanseri riskinin 1.7-4.3 kat yuksek oldugu bulunmustur [40-42]. Fazla yag
tuketimi insdlin Uretiminde artisa, bu da IGF-1 Uretiminde artisa neden olur. Bu

durum IGF-1’in kanser icin nasil bir risk faktord oldugunu da aciklar.

Prostat kanseri Uzerine yapilan ¢alismalarda, sigara [43] ve alkol [44] tuketiminin,
vazektomi [45] ve fiziksel aktivitenin [46] kanser riski Uzerine bir etkisi olmadigi

gOsterilmistir.



1.2. Prostat Kanseri igin Kullanilan Belirtegler

Prostat kanseri tanisi, ¢cogunlukla hentz semptomlarin gorulmedidi, hastaligin
erken evresindeki kisilere konmaktadir. Hastaligin teshisinde odak noktasi, erken
tanidan ziyade, erken evre tumorlerinin klinik dneminin belirlenmesidir. Teshiste
ana yaklasim, metastaz yetenegine sahip hicrelerin, diger kanser hicrelerinden
ayrilmasidir. GuUnumuzde radikal prostatektomi ile uzaklastirilan timorlerin
yaklasik % 30'unun klinikte onemsiz oldugu, invaziv tedaviyi gerektirmedigi
gosterilmigtir. Prostat kanserinin kontroll, erken teghis ve uygun tedavinin

secilmesiyle mumkun olacaktir; ancak hentiz bu asamaya erisilememistir [47].

1.2.1. insan Prostatik Asit Fosfatazi (PAP)

Prostat kanseri igin kullanilan ilk belirte¢, insan prostatik asit fosfatazi (PAP)dir
[48]. 1930’larin baslarinda, arastirmacilar, prostat kanserli hastalarda kemige
metastaz durumunda, hem metastaz bolgesinde PAP aktivitesinin arttigini, hem
de proteinin serum seviyesinin arttigini rapor etmiglerdir [49, 50]. Bu bulgular,
PAP’In hem kanser ilerlemesinde, hem de androjen-yoksunluk tedavisine verilen

cevabin gézlenmesinde bir biyo-belirte¢ olarak kullanimina izin vermistir [37].

Ameliyat dncesinde ylUkselmis bulunan PAP dlzeyine sahip erkeklerde, lenf
noduli hastaligr gorilmesi ve normal PAP’li bireylere gore metastaz geligimi
olasihigr daha yuksek bulunmustur [51]. Prostat spesifik antijen (PSA) testinin
bulunmasiyla birlikte, kanser teshisi, evresi ve ilerleme durumunu gostermesi
acisindan PSA’dan daha basit bir test oldugu icin, serum PAP testi artik
kullanilmamaya baslanmistir [52]. Fakat PAP ile devam eden birtakim galismalar,
yeniden niuks etme veya kotlye gitme riski yuksek olan agresif kanser
hastalarinda iyi bir prognostik biyo-belite¢ olarak PAP’In kullanilabilirligini
gOstermigtir [53, 54].

1.2.2. Total Prostat Spesifik Antijen (PSA)

insan semeninden tayin edilen bir biyo-belirte¢ olarak PSA'nin ilk kez kullanimi,
adli bilimler alaninda olmustur [55]. PSA, ilk kez 1970’lerde prostat

ekstraktlarindan saflastiriimistir [56]. Daha sonraki ¢alismalar, PSA’nin serumdan



da tayin edilebilecegini ve serum PSA seviyesinin prostat kanserli kisilerde ylUksek

oldugunu gostermigtir [57].

ilk caligmalar, prostat kanseri teshisi konmus olan erkeklerde hastaligin
gOzlenmesi igin, serum PSA seviyesinin Olgiimesi ile baslamistir [58]. PSA
gunimizde de tedavi sonrasinda, hastaligin niks edip etmediginin gézlenmesi
acisindan ideal bir biyo-belirtectir. Radikal prostatektomi uygulanan erkeklerde,
Olcilemeyen serum PSA duzeyi, hastaligin tekrarlamadiginin bir gostergesidir
[59]. Radyasyon tedavisi uygulanan erkeklerde, hastaligin biyokimyasal olarak
tekrari, en dugsuk serum PSA duzeyinin ve daha sonraki yukselmelerinin

incelenmesiyle anlasilir.

PSA ile yapilan sonraki ¢alismalarda, PSA, kanserin gdzlenmesi ve teshisi igin
potansiyel olarak kullaniimaya baglanmistir. 1989'da Catalona ve ark.’lari [60],
yuksek Olgekli, populasyon temelli bir galisma baslatarak, dijital rektal muayene
(DRE) ve PSA'y1 kanser taramasi igin kullanmiglardir. Bu g¢alisma ile PSA’nin
kanser tespiti icin DRE ile birlikte kullaniminin yararli oldugu gdsterilmistir. Cooner
ve ark.’lari [61], PSA’nin DRE ve transrektal ultrason ile birlikte kanser teghisi igin

kullanilabilecegini gostermislerdir.

Amerikan Gida ve llag Dairesi (US, FDA), 1994 yilinda PSA’nin prostat kanseri
icin kullaniminin resmi olarak onayini vermistir ve normalin en Ust siniri olarak 4.0
ng/mL belirlenmigtir. ABD ve diger Ulkelerde PSA temelli taninin yayginligi, prostat
kanserine bagli 6lum oranlarinda duaslise neden olmustur [62]. Ancak o6lUm
oranindaki dusus ile PSA taramasi arasindaki iligkinin net bir kaniti olmadidi igin,

bu test ile alakali anlasmazliklar devam etmektedir.

PSA, sadece hastaligin teshisi igin kullanilmamaktadir. PSA seviyesi ayrica
hastaligin agresiflik seviyesi ile de iliskilidir [63]. Daha dustuk PSA dizeyi ile teshis
edilen kanserin iyilesme olasiligi daha yuksek oldugu igin, hekimler 2.5-3.0 ng/mL
PSA dizeyinde biyopsi 6nermektedir [64, 65].

PSA kullaniminda zamanla birtakim sinirlamalar ortaya ¢ikmistir. Erkeklerde yas
ile birlikte ortaya ¢ikan, Benign Prostatik Hiperplazi (BPH) ve prostatit gibi malign
olmayan sureglerde de serum PSA dizeyinin artmasi, PSA'nin kansere olan
O6zgullugunu sinirlandirmaktadir [66]. Prostatik manipldlasyon ve sistoskopi

(mesane icinin gozle muayenesi) gibi tibbi mudahaleler de PSA duzeyinde artisa



yol acabilir. Ayrica ¢ok dusik PSA seviyesine sahip erkeklerde de kanser
gorllebilir, bu ylUzden kanserin yok sayilabilecegi alt sinir PSA degeri

bulunmamaktadir [67].

1.2.3. PSA Yogunlugu

Artan PSA yogunlugu (PSAD) degeri, BPH'ye kiyasla yuksek kanser riskini
gosterir. Tanida kullaniminin yaninda, PSAD ayni zamanda kanserin agresifligini

de gosterir [68].

1.2.4. PSA Hizi

PSA hizi (PSAV), PSA’nin yil icindeki degisimini ifade eder (ng/mL/yil). Total PSA
dizeyi 4.0-10 ng/mL arasinda degerlere sahip erkeklerde, PSAV degerinin 0.75
ng/mL/yi’dan buylk olmasi kanser ile iligkilidir [69]. PSA ve PSAV arasindaki

yakin iligkiden dolayi, ikisinin etkisini birbirinden ayirmak zordur [70].

Yapilan ¢alismalarin ¢gogunda, PSAV ve kanserin agresifligi arasinda ¢ok siki bir
iliski oldugu gosterilmistir. D’Amico ve ark.’lari [71] ameliyat 6ncesinde 2.0
ng/mL/yi’dan yUksek PSAV degerine sahip kisilerde, radikal prostatektomi
sonrasinda kanserden 6lum riskinin 9 kat ylksek oldugunu gostermislerdir. Tedavi
oncesinde 2.0 ng/mL/yi’dan buyik PSAV degeri, eksternal 1sin tedavisi
sonrasinda kansere Ozgu mortalite hizinda artigi [72] ve tedavi sonrasinda
hastaligin tekrar gorilme oraninda artigi isaret eder [73]. PSAV’In hayat
potansiyel olarak tehdit eden prostat kanserinin ayirt edilmesi bakimindan dnemli

oldugu vurgulanmaktadir [74].

1.2.5. PSA Katlanma Zamani

PSA katlanma zamani (PSADT), serum PSA seviyesinin iki katina gikmasi igin
gereken zamani ifade eder. Pound ve ark.’lari [59], ameliyat sonrasinda PSADT
degerinin 10 aydan kuglk olmasinin, metastazdan bagimsiz olarak, yasama

oraninin oldukga dusuk oldugunun gdstergesi oldugunu rapor etmislerdir.



Sengupta ve ark.’lari [75], ameliyat dncesinde PSADT degerinin 18 aydan kuguk
olmasinin, radikal prostatektomiyi takiben, kansere 6zgu 6lum orani agisindan
6.22 kat daha tehlikeli oldugunu gdstermistir. Ancak yapilan bir ¢alismada, tedavi
oncesinde PSADT degeri ile klinik akibet arasinda bir iliski saptanamamistir [76].

1.2.6. Serbest PSA

1990’larda PSA’nin birgok molekiler formu kesfedilmistir. Dolagimdaki PSA’nin iki
sekilde metabolize oldugu bilinmektedir. PSA'nin bir kismi (% 40 - % 50)
salgilandiktan sonra, serin proteaz inhibitdrleri [as-antikimotripsin (ACT), protein C
inhibitora (PCI), as-antitripsin (API)] ve az-makroglobulin (AMG) gibi serum anti-
proteazlari ile kompleks olusturamaz [77]. Bu PSA, baglanmamis veya serbest
PSA (fPSA) olarak bilinir [78]. Kanserli kisilerde, serbest PSA'nin total PSA’ya
orani (% fPSA) daha dugsuktir. Yapilan galismalar, % 14-28 arasindaki % fPSA
degerinin gereksiz biyopsi oranini % 19-64 oraninda dusurdigunu ve % 71 ile %

100 arasinda hassasiyete sahip oldugunu gdstermistir [79-81].

fPSA ve PSA, FDA tarafindan onay verilen iki testtir. Catalona ve ark.’lar [82],
prostat biyopsisi dncesi, normal DRE’li 773 erkekte fPSA ve total PSA d6lcimi
yapmislardir. % fPSA degerinin, % 25ten kig¢lk oldugu durumlarin, % 95

hassasiyet oraniyla, gereksiz biyopsiyi % 20 oraninda disurdtgu bulunmustur.

Son zamanlarda fPSA ile yapilan ¢alismalarda, baslangigtaki ¢alismalardan elde
edilen fPSA performansina gore daha etkisiz sonuglar elde edilmistir [83, 84]. Bu
durum, PSA’nin oOzellikleri ile iligkili olabilir. % fPSA dederi, hastanin yasi ve
prostat hacmi ile orantili olarak artar ve total PSA artisiyla azalr. Bu yuzden farkl
populasyonlar ile yapilan galismalar, farkli sonuglar verir [85]. Serum fPSA degeri
cok stabil dedildir ve 6rnek alimindan 24 saat sonra islem gorulmesini gerektirir
[86]. Ayrica prostatik manipulasyon (DRE, biyopsi, Uretral enstrimentasyon) total
PSA’'nin fPSA bilesiminde artisa neden olur [87].
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1.2.7. Pro PSA

Serbest PSA'nin farkli molekiiler formlari vardir. I-PSA, enzimatik olarak inaktif
olan izoformudur. B-PSA (BPH-iligkili PSA), BPH’li hastalarin dokularinda daha

yuksek bulunan bir izoformdur [88].

Uglincli izoform, pro-PSA, kanser ile olan iliskisi nedeniyle dikkatleri (zerine
cekmig olan izoformdur. Pro-PSA, kan dolasiminda dogal formunda ya da kesilmig
formda bulunabilir. Pro-PSA vyuzdesinin, kanserli durum ile benign kosullar
ayirmada etkili olabilecedi bulunmustur. Sokoll ve ark.lar [89], 2.5-4.0 ng/mL
arasindaki total PSA dizeyine sahip kigilerde, % pro-PSA seviyesinin gereksiz
biyopsiyi onledigini gdstermistir. Benzer olarak total PSA duzeyi 4.0-10 ng/mL
arasinda olan bireylerde, % pro-PSA’nin kontrol grubuna kiyasla kanserli

hastalarda daha yuksek oldugu bulunmustur [90].

1.2.8. Erken Prostat Kanser Antijeni (EPCA) ve EPCA-2

Prostat kanseri biyo-belirtegleri icinde, serumdan dlgllen bir protein olan EPCA, en
¢ok Umit vaad edendir. Getzenberg ve ark.’lari [91], prostat kanserinde g6zlenen
nikleer matriks ve nukleer pleiomorfizm degisiklikleri arasindaki korelasyonu
gOstermigtir. Protein profilleme c¢alismalari ile normal sigan prostat nikleusunda
bulunan, kanserli sican nukleusunda bulunmayan ve sadece kanserli sigcan

nidkleusuna 6zgu olan proteinler tanimlanmistir.

Bdylece erken prostat kanser antijeni (EPCA) olarak adlandirilan 6zel bir protein
sinifi karakterize edilmigtir. EPCA immun-boyama ¢alismalari, boyamanin sadece

kanserli dokuda pozitif oldugunu gostermistir [92].

Leman ve ark.’lar [93], prostat kanseri ile iligkili nUkleer yapisal bir protein olan
EPCA-2 ile yaptiklari calismada, EPCA-2 ELIZA testi ile % 92 6zgillik ve % 94
hassasiyet orani ile kanser hastalarinin ayirt edilebildidini gdstermiglerdir. Ayni

calismada PSA 6zgulligunun % 65 oldugu belirtilmistir.

1.2.9. DD3PCA3/UPM-3

idrardan tespit edilebilen tek biyo-belitec DD3'tlir. DD3 cDNA timor
isaretleyicisinin benign prostatik dokuya kiyasla, 56 prostat kanserinin 53’Unde

11



yuksek derecede ifade edildigi gdsterilmistir. Ayrica, 18 normal prostat kontrol

grubunun higbirinde rT-PCR analizi ile DD3 ifadesi tanimlanamamistir [48].

FDA tarafindan hala onay alamamis olmasina ragmen, ABD’deki c¢esitli referans

laboratuvarlari DD3 testini kullanmaktadir.

1.2.10. insan Kallikrein-iligkili Peptidaz 2

insan Kallikrein-iligkili peptidaz 2 (KLK2, hK2), PSA ile ayni gen ailesinden
salgilanan bir serin proteazdir. Calismalar, prostat kanseri surecinde kanserli
dokuda KLKZ2'nin arttigini, bu yizden de bir biyo-belirte¢ olarak kullanilabilirligini
goOstermistir. Serum galismalarinda, KLK2 ile total PSA [94] ve fPSA [95] bir arada

kullanildiginda, kanser tanisinda ilerleme kaydedilmistir.

1.2.11. Prostat Spesifik Membran Antijeni (PSMA)

Prostat spesifik membran antijeni (PSMA), saglikli ve kanserli bireylerde ylksek
derisimde bulunan bir membran glikoproteinidir. PSMA’'nin kanserli dokularda,
epiteliyal hiucrelerdeki Uretiminde goreceli bir artis saptanmistir. PSMA, tedavide
bir hedef olarak kullaniimaktadir [96].

1.2.12. Diger Doku Kallikreinleri

KLK2’ye ek olarak, diger kallikreinlerin de prostat kanserinde ve diger hastaliklarda
biyo-belirte¢ olarak ise yaradigi gosterilmistir [97]. Sekiz tane kallikreinin prostat
dokusunda ylksek derisimde bulundugu rapor edilmistir; KLK 2-4, KLK 10-13, KLK
15. Bunlar arasindan KLK 11, serum biyo-belirteci olarak Umit vaad edicidir. KLK
17’in total PSA ve % fPSA ile birlikte, kanser tanisinda oldukc¢a etkili oldugu
gOsterilmigtir [98].

1.2.13. a-Metilacgil-KoA Rasemaz (AMACR)

a-Metilagil-KoA Rasemaz (AMACR), sut UrGnlerinde ve kirmizi ette bulunan,
dallanmig-zincirli yag asitlerinin sentezinde ve oksidatif metabolizmada gorevli bir

enzimdir. Kanserli dokuda oldukga ylksek miktarda bulunmasinin yani sira,
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enzim, kanser ile iligkili polimorfizmleri iceren bolgeye yerlesmis olan bir gen
tarafindan kodlanmaktadir. Calismalar, prostat kanserinde bu genin ifadesinde

artis oldugunu gostermektedir [99].

1.2.14. Urokinaz Plazminojen Aktivatérii ve Reseptérii

Plazminojen, bir serin proteaz olan Udrokinaz plazminojen aktivatorinin
aktivasyonu ve reseptorine baglanmasi sonucunda, aktif formu olan plazmine
donustarullr. Prostat kanserinde Urokinaz plazminojen aktivatori reseptérinin
dokudaki artigi, osteoblastik metastaz ve kanserin ilerlemis oldugunun

gOstergesidir [100].

1.2.15. insiilin Benzeri Bilyiime Faktérleri ve Baglanma Proteinleri

instilin benzeri blyiime faktorleri (IGF’ler) ve onlarin baglanma proteinlerinin
(IGFBP’ler) prostat kanseriyle iligkili oldugu gosterilmistir. IGF ailesi iki ligand (IGF-
1, IGF-2), iki reseptor (IGFR-1, IGFR-2) ve alti adet baglanma proteini (IGFBP 1-6)
icerir. Artan IGF-1 ve azalan IGFBP-3 derisimlerinin prostat kanseri riski ile orantili

oldugu gosterilmistir [40].

Prostat tarafindan Uretilen esas IGFBP olan IGFBP-2 derisimi, lokalize timorlerde
tumor boyutu ve kanser gelisimi ile ters orantili olarak degismesine karsin, prostat

kanserinde kanser gelisimi ile orantili olarak artis gostermektedir.

1.2.16. TMPRSS2:ERG ve TMPRSS2:ETV1 Gen Flizyonu

Gen duzenlenmelerinin kanserde, 6zellikle hematolojik durumlarda énemli oldugu
rapor edilmistir. Bu tarz bir dizenlenmeye Ornek olarak, transkripsiyon faktoru
genleri ERG ve ETV-1’in, membrana bagli serin proteaz olan TMPRSS2 geni ile
yaptigi fizyon verilebilir. Bu duzenlenmenin kanser profili gosteren hastalarin %
80’'inde bulundugu saptanmistir [101]. Bu genlerin fuzyon UrUnlerinin kanserli
hastalarin % 42’sinde, prostatik intraepiteliyal neoplazi’li hastalarin % 20’sinde ve
BPH’lI hastalarin ¢ok azinda bulundugu rapor edilmistir [102]. TMPRSS2:ERG
fuzyonunun, Floresan In-situ Hibridizasyon (FISH) analizlerinde kanserli dokularin

% 80-95’inde bulundugu godsterilmigtir.
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1.2.17. Transforming Bliyume Faktoru (TGFg1)

TGF-B1, hucresel farklilasma, immun cevap, anjiyogenez ve proliferasyon gibi gok
cesitli molekdler sureglerde rol oynayan bir baylume faktériaduar. Yapilan ¢alismalar,
kanser gelisiminde TGF-B1’in rol oynadigini géstermektedir. TGF-1 derisimindeki
artigin, tumor evresi, lenf noduline metastaz ile iligkili oldugu gdsterilmistir [103].
TGF-B1’in plazma derisimini dlgmek icin yapilan ELIZA c¢alismalari ile prostat
kanserli hastalarda TGF-B1 derigiminin arttigi [104] ve bu artisin ekstrakapsuler
genigsleme, seminal vezikll invazyonu, metastaz ve biyokimyasal niks etme ile
iliskili oldugu rapor edilmigtir [105]. Bu yuzden, TGF-B1 kanser igin iyi bir teshis

belirtecidir.

1.2.18. E-Kadherin

E-kadherin; hicre-hlicre adezyonunda, patolojik olmayan doku butinliginde ve
karsinogenezde onemli rol oynar. Epitel hicreleri tarafindan Uretilen hucre
adezyon molekulidur ve bu hucrelerce uretilen E-kadherinin kanser gelisimi ile
iligkili oldugu gosterilmistir. imminhistokimya c¢alismalari, prostat kanseri
hastalarinin % 50’sinde, prostat dokusu tekduize bir gérinim sergilese bile, E-
kadherin miktarinin dustigunu gostermigtir [106]. Yapilan c¢alismalarda, E-
kadherin miktarinin tUmér evresi ve hayatta kalma ile de iliskisi oldugu
gosterilmistir. Azalmig E-kadherin Uretiminin, prostat kanserli hastalarda daha kisa

hayatta kalma sureci ile iligkisi oldugu saptanmigtir [107].

1.2.19. Anneksin A3

Anneksin A3 (ANXA3), anneksin ailesine ait, kalsiyum baglayici bir proteindir.
ANXA3”0n immdn cevabin aktivasyonu, membran trafigi ve lenfosit gogu ile iligkisi
oldugu bilinmektedir. ANXA3 immunhistokimya calismalari, ANXA3’Un kanser
tespiti icin umut vaad eden bir doku belirteci oldugunu, BPH, PIN ve saglikli
dokuya kiyasla, kanserli dokuda daha az Uretildigini gostermektedir [108]. ANXAS3,
orta-risk grubundaki hastalar ile ylksek ve duslUk risk gruplu hastalar arasinda

ayrim yapmada kullaniimaktadir.
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1.2.20. Prostat Kok Hiicre Antijeni (PSCA)

PSCA, 06zgul olarak prostatta Uretilen bir membran glikoproteinidir. PSCA,
immunhistokimya calismalarinda prostat kanserli dokuda tespit edilmistir ve PSCA
RNA’nin kan orneklerinde bulundugu saptanmistir. Artan PSCA dretimi, artan
kanser riski, yuksek Gleason skoru, ilerlemis kanser evresi ve metastaz ile iligkilidir
[109].

1.2.21. Hepsin

ik olarak insan karacigerinde, cDNA kitliphanelerinden tanimlanan bir membran
serin proteazdir ve prostat dokusunda yuksek derisimde Uretilir. Ekspresyon
profilleme ¢alismalari, timorlerin % 90’inda hepsin geninin ylksek derecede ifade

edildigini gostermektedir [110].

1.2.22. interlokin-6 Ligandi ve Reseptorii

interlokin-6  (IL-6), immin ve akut-faz cevaplarinda gorevli, degisik hicre
tiplerinden salgilanan bir sitokindir. Artan IL-6 ve reseptdrt derigiminin, metastaz
ve androjen-bagimsiz kanser ile iligkili oldugu gosterilmistir [111]. IL-6’nin TGF-31

ile birlikte kullanimi, kanser tanisi igin umut vaad edici sonuglar vermektedir [112].

1.3. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

Serum PSA duzeyi, prostat kanserinin erken teshisi i¢cin en sik kullanilan biyo-
belirtectir [113]. YUksek PSA duzeyi, kanser riski ile dogrudan iligkilidir [114]. Ayni
zamanda kanserin evresinin de yine yuksek PSA duzeyi ile iligkisi vardir. Prostat
kanserinin goz ardi edilece@i herhangi bir PSA degeri bulunmamaktadir [67, 115].
PSA duzeyi 4.0 ng/mL’nin altinda olan erkeklerde kanser riski % 15’tir ve bu
hastalarin %15’inde de hastalik ilerlemis evrededir [67]. 1.0 ng/mL’nin altinda PSA
dlzeyinde kanserin ilerlememis oldugu soylenebilir. 4.0 ng/mL Uzerindeki PSA
degerlerinde kanser riskinin ¢ok yuksek oldugu belirtilse de, bu kisilerin ancak %

25-30’'unda biyopsi érneklerinde kanser saptanmistir.
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PSA’nin herhangi bir kanser icin mevcut olan en iyi tumor belirteci oldugu, ayni
zamanda birgok eksikligi de barindiran bir belirte¢ oldugu belirtimektedir. PSA
sadece prostat kanserine 6zgu degildir, benign prostatik hiperplazi (BPH) ve
prostat hacminin blyumesinde de bir belirte¢ olarak gorev yapmaktadir. PSA’nin
belirte¢ olarak yetersizlikleri, iyi huylu timdrlerin gereksiz tedavisini engellemek
icin, yeni belirteclere gereksinim duyulmasina neden olmustur [47]. PSA’ya
alternatif birtakim PSA modifikasyonlari; PSA'nin zamanla degisim hizi (PSA hizi,
PSAV), PSA’'nin prostat hacmine orani (PSA yodunlugu, PSAD), yasa bagli PSA
arahdi, PSA katlanma hizi (PSADT); gelistiriimistir [116-119]. Ayrica % serbest
PSA (% fPSA), yizde kompleks PSA ve PSA izoformlari gibi yeni PSA analizleri
gelistiriimigtir [120]. Fakat tim bu PSA turevleri, PSA’'ya herhangi bir Gstlnlik
gOstermemektedir [67, 121]. Ayrica bu testlerin dlgumia PSA’ya gére daha zor
oldugundan, bunlarin PSA’nin yerine gegmesi ¢ok da mantikli gérinmemektedir
[113].

PSA’'nin kesfi, ¢cok gesitli bilim insanlarinin semende ve prostatta antijen aramasi
sonucunda ortaya ¢ikmistir. Buglnku adiyla PSA olarak bilinen bu antijen, prostat

dokusunda ve semende kegfedildiginde farkli isimler almigtir.

1.3.1. PSA’nin Kesfi

1960’larin sonlarinda-1970’lerin baglarinda immunoloji alaninda hizli bir ilerleme
olmustur. ilerlemis biyokimyasal tekniklerle, gesitli dokulardan ve vicut
sivilarindan antijenler kesfedilmistir [122-124]. Cok ¢esitli organlardan, antijenlerin
kesfedildigi bu donemde, 1960’larin sonlarinda, prostat dokusu bilim insanlarinin
dikkatini ¢ekmistir. Prostattan ziyade, aslinda o dénemde bilim insanlari insan
semenindeki gesitli antijenik proteinleri karakterize etmek ve bunlarin kisirlik ile
olan iligkisini ortaya koymak uzerine yogunlagsmislardi [125, 126]. Ayni zamanda,
bu surecte semene 6zgul olan ve tecaviz vakalarinda adli bir belirte¢ olarak
kullanilabilecek bir antijen kesfi Uzerine de c¢alismalar yapilmaktaydi [55].
Birbirinden farkli zamanlarda prostat dokusunda ve semende kesfedilen bu
antijenlerin farkli isimler almasi, bu antijenlerin kesfinde anlagsmazliklara yol
acmistir [127]. Yapilan c¢alismalar ile bu proteinlerin yapisal olarak PSA’'ya

benzedigi gosterilmistir.
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1.3.2. Biyokimyasi ve Fonksiyonu

Dogal PSA, 28.430 kDa moleklul agirligina sahip, 237 amino asitten olusan,
karbonhidrat zinciri igeren bir glikoproteindir [128]. PSA, proteazlardan kallikrein

ailesine ait bir proteindir ve insan kallikrein-3 (hK3) olarak da bilinir [129-131].

PSA, seminal siviya 0.5 - 2.0 g/L derisiminde salgilanir [132]. ilk salgilandiginda
pro-enzim olarak salgilanir. Seminal sividan izole edilen PSA, karbonhidrat
kisimlarindaki sialik asit varyasyonlari ve amino asit zincirlerindeki kesilmelerdeki
degisimler nedeniyle heterojendir. izoelektrik fokuslama ve iyon degisim
kromatografisi ile 5-6 saf izoenzim elde edilir. Batlin halindeki iki izoenzim olan A
ve B’nin izoelektrik noktalari (pl) 6.8 ve 7.3 iken kesilmis izoenzimlerin daha asidik
pl degeri vardir [133]. PSA’'nin seminal sividaki kiglik bir kismi protein C inhibitdru

ile kompleks yapmis durumda bulunur [134].

PSA; IGFBP-3 proteininden lokal olarak IGF-1 salgilayarak [135], TGF-B’nin
aktivitesini module ederek [136], plazminojen aktivatorini aktive ederek prostat

kanserinde invazyona aracilik etmektedir [137].

Sekil 1.2. Antikor ile kompleks olusturmus insan prostat spesifik

antijeninin kristallografik yapisi
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1.3.3. PSA Ekspresyonu

PSA, normal ve neoplastik dokuda eksprese edilmektedir. immiinhistokimya
boyama c¢alismalari ile prostat kanseri yonunde farkllasma azaldikga PSA
ekspresyonunun azaldigi kanitlanmigtir [138, 139]. PSA, prostata 6zgu olarak
nitelendirilse de, bazi prostat digindaki dokularda da (perilretral bezler, meme
dokusu) az miktarda ifade edilmektedir [140]. PSA, meme kanserli kadinlarin

serum Orneginde de az miktarda da olsa tayin edilmektedir [141].

PSA’'nin prostat disindaki ekspresyonunun, serum PSA dlzeyi Uzerine herhangi
bir katki yapmadigi prostatektomi uygulanan hastalarda serumda PSA’nin

Olcilememesinden anlagiimaktadir [142].

1.3.4. PSA’nin Prostat Kanserinde Bir Belirte¢ Olarak Kullaniminin Biyolojik

Temeli

PSA, organa-6zgu bir belirtegtir ve PSA’nin serum seviyesi, prostatta hem
inflamatuvar hem de neoplastik sireglere i1sik tutmaktadir. Serum PSA dizeyinin
benign prostatik hastaliklarda da artmasi her ne kadar kanser 6zgulligunu azaltsa
da, PSA prostat kanseri icin oldukg¢a kullanisl bir belirtectir [57, 143]. Bunun

nedenleri su sekilde siralanabilir [57]:

e Prostat kanserinin yuksek gorulme sikhgi,
¢ Radikal prostatektomi sonrasinda PSA Uretiminin durmasi,

e Prostat kanser dokusunun, PSA serum seviyesine yaptigi yuksek katki.

PSA normalde sadece plazmaya goére bir milyon kat yuksek derisimde bulundugu,
glanduler kanalin sivisi igine salgilanir. Normal prostatta ve BPH'l1 kisilerde, PSA
kan dolasimina ancak geriye dodru ekstrasellller siviya sizarak, bdylece de
dolagsima diffize olarak karisabilir. Fakat prostat kanserinde epiteliyal hicrelerin
batinliglu ve polarizasyonundaki bozulma, prostatik kanala dogru olan normal
salg! yolunun kaybina yol agar. Boylece PSA, aktif olarak ekstraselliler bosluga
salgilanir, oradan da kan dolasimina girer [144]. Bu durum, kanserli dokunun
serum PSA dlzeyine olan katkisinin normal prostatik dokudan 30 kat, BPH’li

dokudan da 10 kat fazla olmasinin nedenini agiklar [57].
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1.3.5. Kan Dolagsimindaki PSA’nin Kompleks Olusturmasi ve Metabolizmasi

Dolasim icerisinde, enzimatik olarak aktif proteazlar, plazmadaki proteaz
inhibitorleri ile kompleks olusturarak inaktive edilirler. Bu yizden de PSA’nin % 5-
40'1nin serbest formda bulunmasi, buylk kisminin da proteaz inhibitéri olan as-
antikimotripsin (ACT) ile kompleks olusturmasi sasirtici degildir. PSA’'nin ¢ok az bir
kismi da as-proteaz inhibitoru (API, as.antitripsin) ve ax-makroglobulin (A2M) ile

kompleks olusturur [145].

PSA’'nin inhibitorleri ile reaksiyon hizi ve gesitli formlarinin metabolik klirens hizi,
birlikte bu proteinin dolasimdaki derisimini belirler. Proteaz-A2M kompleksleri, 2-5
dakikalik yarilanma émru ile dolagimdan uzaklastirilir [146]. Bu yuzden PSA’nin
A2M ile olusturdugu kompleksin, dolagima ulagsan PSA’'nin en dnemli metabolik
yolagi oldugu bilinmektedir [147]. Serbest PSA, 1-2 saat gibi yarilanma omra ile
metabolize edilirken, PSA-ACT’nin yari-omri 2-3 gundir [148, 149]. Bu yuzden
PSA’'nin ACT ile olusturdugu kompleks, plazmadaki esas form olmasina ragmen,

PSA metabolizmasindaki en 6nemsiz yolaktir [144].

Aktif PSA, inhibitorler ile reaksiyona girdigi icin, serumdaki fPSA’'nin enzimatik
olarak inaktif oldugu sdylenebilir. Bu PSA; pro-PSA’dan ya da olgun PSA’dan
olusur [147].

PSA’nin malign ve benign dokulardan dolasima hangi yolak Gzerinden ulastigi,
kanserli dokunun neden dolasima ¢ok fazla PSA tasidigini ve serumdaki kompleks
PSA oraninin BPH’ye kiyasla prostat kanserinde ylUksek oldugunu agiklamada

yardimci olacaktir. Bunun igin ¢esitli mekanizmalar énerilmektedir:

e Prostat kanserli dokuda, ACT’nin lokal ekspresyonunun yuksek olmasi, PSA-
ACT kompleksi olusumunu kolaylastirlyor olabilir [150]. Fakat, ACT
ekspresyonu normal prostatik ve malign dokuda benzer olmasina ragmen,
serumdaki kompleks PSA orani, prostatik hastaligi olmayan erkeklerde daha
dusiktar.

e Ekstraselliler bosluktan dolagsima ulasan PSA genellikle kesik formdadir.
Dogrudan kan dolasimina salgilanan formuna kiyasla, kompleks olusturma
yetenegi daha azdir.

e Pro-PSA’'nin prostat kanserine kiyasla BPH’li dokuda orani daha yuksektir.
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e Pro-PSA’'nin aktif PSA’ya aktivasyonu, BPH’ya kiyasla, prostat kanserli
dokuda daha yuksektir.

Frostat

Prostatik
kanallar

Kan delasimina absorpsiyon 'S

) Serbest
PSA

.A{:ThaﬁhPSA
‘ oMG badh PSA

Sekil 1.3. Kan dolagsimina katilan PSA

formlari

1.4. PSA’nin Prostat Kanseri igin Tiimoér Belirteci Olarak Kullaniimasi
1.4.1. Erken Kanser Teshisinde Total PSA

Dunya genelinde yapilan genis Olgekli calismalarin sonuglari, serumdaki total PSA
dizeyinin 4.0 ng/mL’den ylksek olmasinin, prostat biyopsisi i¢in esik degder
oldugunu gostermektedir [151]. Fakat tUm yas gruplarindaki erkekler igin tek bir
degerin kullanimi, erken evrede hastalik tagiyan ¢ok sayida klinik vakanin disarida
kalmasina neden olur, ¢unku ortalama % 20-50 oraninda organla-sinirli kanserli

vakalarda serum total PSA dizeyi 4.0 ng/mL’nin altindadir. ilerlemis kanserde
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yuksek PSA duzeyi, fazla sayida tumor hicresi varligini agikga isaret eder [152-
154].

Serum PSA testinin ve dijital rektal muayene (DRE)’nin prostat kanser teshisi igin
kullanilmasiyla birlikte, prostat kanserinin gorilme sikliginda ciddi bir artis
olmustur. Amerikan Uroloji Birligi ve Amerikan Kanser Sosyetesi, ozellikle
hastaligin teshisinden sonra on yildan uzun bir hayat hedefleniyorsa, 50 yasinda

ve daha buyuk erkeklere her yil PSA testini ve DRE’yi 6nermektedir [155].

4.0 ng/mL PSA degerini kanser teshisi i¢cin minimum esik deger olarak
kullanmanin getirdigi kisittamalar, total PSA’nin daha dogru bir test olarak
gelistiriimesi igin birtakim adimlar atilmasina neden olmustur. Serum PSA duzeyi,
yas ile birlikte arttigi icin ve etnisiteden de etkilendiginden dolayr hem yasa badl
hem de etnisiteye-6zgl normal de@erler olusturulmustur [156-158]. Yasa bagl
deger araliginin geng erkeklerde PSA hassasiyetini arttiracagi, yash erkeklerde de
O0zgullugu guclendirecegi, boylece geng populasyonda tedavi edilebilecek kanser
teshisinde artisa, yasli erkeklerde de Onemsiz vakalarin disarida tutulmasina

neden olacagi gosterilmigstir [68, 159].

1.4.2. Primer Tedaviye Verilen Cevabin Anlagiimasinda PSA

Prostat bezi haricinde serum PSA duzeyi i¢in 6nemli bir kaynak bulunmadigindan,
serum PSA degeri ayni zamanda gecerli lokal tedavinin (radikal
prostatektomi/radyasyon tedavisi) etkinligini arastirmak igin kullaniimaktadir.
Radikal prostatektomi sonrasinda, standart analiz yontemleri ile tayin edilebilen
serum PSA seviyesi, klinikte hastaligin tekrarladiginin gostergesidir [160]. Tersine,
radyasyon tedavisi uygulanan hastalarda her ne kadar ¢ok dusuk seviyede de
olsa, PSA tayin edilebilecegi igin, bu grupta tedavinin etkinligini 6lgmek daha
zordur. Bu yuzden American Society for Therapeutic Radiology and Oncology
(ASTRO), radyasyon tedavisi sonrasinda PSA artigi nedeniyle teredditlu olsa da,
genellikle en minimum seviyedeki PSA degeri hastaligin nuks ettiginin habercisi
olarak kullaniimaktadir [161, 162].
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1.4.3. Tekrar Eden Prostat Kanserinin Erken Teshisinde PSA

Primer radikal prostatektomi veya radyasyon tedavisi sonrasinda PSA’nin
prognostik 6nemi, hastalarin % 92’sinde klinikte niks etmeden once PSA
degerindeki artis ile anlasiimistir [163, 164]. Fakat ilk PSA artisinin oldugu
zamandan, Klinik olarak gecgerli artisa kadarki zaman degiskendir ve oldukga
uzundur. Johns Hopkins’ten bir Urolojistin yapmis oldugu c¢alismalarda, radikal
prostatektomi sonrasinda PSA’nin ilk tayin edildigi zamandan klinikte gecerli olan
degerine ulasmasi i¢in gegen zaman 8 yil olarak bulunmustur [59]. Ayrica klinik
niks zamanindan 6lime kadar gegen sure 5 yil olarak rapor edilmistir. Ancak yine

de PSA artigindaki hiz, erken niks oldugunun habercisidir.

1.5. Giiniimiizde PSA Analiz Yontemleri-ELiZA

ELIZA (ELISA-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), analitlerin (ilag alerjenleri,
pestisitler, herbisitler, veteriner ilagc rezidulari, vb.) tayini icin sik kullanilan bir
yontemdir. ELIZA ydntemi, bilimsel arastirmalarda, veteriner ilaglarinda, cevresel
ve tarimsal uygulamalarda, saglik hizmetinde rutin kullanilmaktadir. ELIZA’nin
temel prensibinde, hedef analit (antijen), immin sistem tarafindan dretilen
proteinler olan antikorlar tarafindan yuksek 6zgullikte taninir. Hayvanlarin immun
sistemi, antijen varligina cevap olarak antikor Urettigi zaman, bu antikorlar
antijenleri taniyarak onlara baglanir. Antijene bagli olan antikorlarin isaretlenmesi,

ELIZA testinin temelini olusturur [165].

1.5.1. ELIZA Tarihgesi

ELIZA y6éntemi, 1960’h yillarda, birbirinden bagimsiz bir sekilde iki arastirma grubu
tarafindan gelistirilmistir; Stockholm Universitesi'nden Peter Perimann ve Eva

Engvall, Dutch arastirma grubundan Antan Schuurs ve Bauke van Weemen.

Geligtirilen yontem bilinen, ticari RIA (radio-immunoassay) prensiplerine
dayanmaktayd, ikisi arasindaki tek fark ELiZA’da antikorlarin radyo-izotop yerine

enzim ile isaretlenmesiydi.
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1.5.2. ELIZA’nin Tipik Basamaklari

ELIZA'nin basarisi antijene baglanan ve antijeni tayin eden (sekonder)
antikorlarin, hedef analite olan immino-reaktivite seviyesine baghdir. iki farkl
antikorun kullanildig1 yontemde, ilk antikor hedef analiti tanimak ve baglamak igin

kullanilirken, ikinci antikor bagl hedefi tayin etmek icin kullanilir (Sekil 1.4) [166].

Dogrudan tayin yonteminde; ilk basamakta, mikrotitre kuyucuklara antikorlardan
biri ile kaplanir. Yakalayici antikor (capture antibody) olarak bilinen bu antikor,
kuyucuklara pasif adsorpsiyon yolu ile baglanir. Bu asama +4 °C’de gece boyunca
devam ettirilir. Ardindan bir bloklama ¢ozeltisi (sut proteini-kazein, BSA, balik
jelatini) uygulanir. Bu proteinler, yakalayici antikor tarafindan isgal edilmemis
kuyucuklarin plastik yuzeyi Uzerindeki bos bolgelere tutunurlar, bdylece
inkibasyon asamasi sirasinda kuyucuk ylzeyine farkli ajanlarin non-spesifik
olarak baglanmasi engellenmis olur. Fazla bloklama ajani uzaklastirlir, kuyucuklar
ornek ile mualemele edilmeden 6nce yikanir. Yikama agsamalari, tim inkibasyon
asamalari arasinda, 6zgul olmayan baglanmadan kaynakl arka-plan sinyalini
minimuma indirgemek icin tekrarlanir. Test Ornedi hedef analiti igeriyorsa,
kuyucuga baglanmis olan yakalayici antikor tarafindan tutulur. Test 6rnegi ile
inkibasyon asamasindan sonra, kuyucuk, enzim-bagl tayin antikoru eklenmeden
once yikanir. Tayin antikoru genellikle HRP (Horse Radish Peroxidase), alkalin
fosfataz ya da B-D-galaktozidaz gibi bir enzim ile konjuge haldedir. Bu enzimler
kromojenik  bir  substratin  (3,3’,5,5'-tetrametil  benzidin veya  2,6-
diklorofenolindofenol gibi) hidrolizini katalizler. Bdylece belirli dalga boylarinda
spektrofotometrik  kuyucuk-okuyucu kullanilarak Olgulebilen kolorimetrik  bir
degisime yol agar. Mikrotitre kabin her bir kuyucugunun absorbansini élgmeden

once bir stop ¢ozeltisinin eklenmesi ile reaksiyon durdurulur.
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Sekil 1.4. ELIZA yontemi ve tipik asamalari

Sekil 1.5’de gésterilen dogrudan tayin ydntemine ek olarak, ELiZA’da dogrudan
olmayan tayin yontemi de kullaniimaktadir. Bu durumda, Sekil 1.5'deki gibi,
kullanilan sekonder antikor, antikorlarin ya da immunoglobulinlerin uygun tire
O6zgu alt sinifini tanir ve baglanir. Bu da primer antikor ile karsilikli olacak sekilde,
enzime konjuge sekonder tayin antikorudur. Bu yontem degiskenlik
gOstermektedir. Yontemin hassasiyeti, sekonder antikor poli-klonal ise ylksek
olabilir, glinkl bu sekilde primer antikor Gzerindeki ¢oklu epitoplarin taninmasi yolu

ile sinyalin guglendiriimesi saglanir.

1.5.3. ELIZA Tayin Yéntemleri

1.5.3.1. Dogrudan ELIiZA: Antijen ilk asamada kati destek iizerine baglanr.
Enzim ile igaretli olan antikor yardimiyla tayin yapilir. Islenmemis 6rneklerin
OlcimU bu yodntemle genellikle zordur ¢lnkd 6rnek icindeki yarismaci proteinler

baglanma bdlgeleri i¢in yaris halindedir.
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1.5.3.2. Dolayli ELIiZA (Dogrudan olmayan ELIZA): Bir énceki ydntemdeki gibi,
antijen kati destek Uzerine baglanir. Ancak bu sefer primer antikor enzim ile
isaretlenmez. Enzim ile konjuge haldeki bir sekonder antikor yardimiyla primer

antikor tayin edilir. Serumdaki 6zgul antikorlarin tayini i¢in siklikla kullanilir.

1.5.3.3. Yarismaci ELIZA: Yarismaci proteinlerin veya antikorlarin es-zamanli
olarak ortama eklenmesini igerir. ikinci bir antikorun veya proteinin eklendigi yerde

ornek sinyalindeki azalma oldukga 6zgul bir sonug verir.

1.5.3.4. Sandvig ELIZA: Kati faz destegine yakalayici antikor baglanir. Bilinmeyen
ya da bilinen antijeni iceren 6rnek bir matriks veya tampon iginde ilave edilir.

Enzim isaretli antikor daha sonra tayin i¢in ortama eklenir.
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Sekil 1.5. ELIZA tayin yéntemleri
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1.5.4. Farkh Biyokimyasal Reaksiyonlara Gére ELIZA Varyasyonlari

Farkli substrat ve sonugta olugan sinyalin tayin sekline gére, ELIZA analizleri
cesitlidir. Asagida farkli biyokimyasal reaksiyon temeline dayali analiz ¢esitleri

bulunmaktadir:

1.5.4.1. Kromojenik Analiz

Kromojenik analizler sonucunda olusan renkli reaksiyon Urtnu, gorinur bolgedeki
ISI1 absorbe eder. Kati destek Uzerinde olugsan antijen-antikor kompleksi, diger
maddelerden yikama ile ayrilir. Antikor daha 6nceden enzim ile isaretlenmistir.
Enzimin substrati eklendikten sonra, renkli bir Grin olusur. Reaksiyon Grdandndn

optik yogunlugu, dlgulecek analitin derigimi ile dogru orantilidir.
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Sekil 1.6. Kromojenik analiz yontemi
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1.5.4.2. Kemifloresan Analiz

Floresan immiino-analizler kolorimetrik ELIZA’nin varyasyonlarindandir. Enzim ile
substrat etkilesimi sonucunda bir reaksiyon trunu olusur. Bu UrGn belli bir dalga
boyundaki 1sik ile uyarildiginda isima yapar. Floresan birimleri dogrudan,
dlgllecek analit derigimi ile dogru orantilidir. Kolorimetrik ELIZA’'ya kiyasla,

floresan immiuino-analizler az bir miktar daha hassastirlar.
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Sekil 1.7. Kemifloresan analiz yontemi

1.5.4.3. Kemiliiminesans Analiz

Enzim, substrati ile bir reaksiyon Urind olusturur. Bu drdndn o6zelligi, 1s191n
fotonlarini yaymasidir. Luminesant reaksiyonlari, relatif 1gik Unitelerinde (RLU)
olgllur. Bu da yine drnek igindeki analit derisimi ile dogru orantilidir. Diger ELIZA

varyasyonlarina ve kolorimetrik 6lgime kiyasla, ultra yliksek hassasiyete sahiptir.
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Sekil 1.8. Kemiliminesans analiz yontemi

1.5.5. Sinyal Ciktisi ve Analizin Performansi

ELiZA'da florojenik substratlara karsi tayin edilebilir bir renk degisimi gésteren
kromojenik substratlar ¢ok kullaniimamaktadir. Gelistirilmis kemiliminesans
ajanlar da ayrica i1sik yaymak icin kullanilirlar. Florojenik ve luminometrik
yontemler daha hassastir. Fentogram duzeyinde hassasiyete sahip olan bu

substratlar, kromojenik substratlara kiyasla lineer tayin araligini genigletirler.

Hedef analitin miktarinin belirlenmesi, kalibrantlarin kullanimi ile internal/eksternal
standardizasyon yolu ile kolaylastirimistir. ELIZA testi, 2'li veya 3lu tekrarlar
seklinde yapilir. Birgok analit icin kitler ticari olarak mevcuttur. ilgilenilen analite
kars! antikorlar ticari olarak mevcut ise, ELIZA kiti sonradan da yapilabilmektedir.
ELIZA'nin basarisi mevcut antikorlarin kalitesine baglidir. ELIZA popller bir
yontemdir, otomasyona uyumludur. Ancak, ELIZA kitlerinin tek kullanimlik olmasi
nedeniyle maliyetinin ylUksek olmasi, analize baslamadan ©once hazirlk
asamasinin uzun olmasi, analiz i¢cin gereken basamak sayisinin fazla olmasindan
dolayl analiz suresinin uzun olmasi, isaretleyici kullanimini gerektirmesi, es-

zamanli 6lgume izin vermemesi gibi 6zellikler ydntemin dezavantajlari arasindadir.

1.6. Biyosensor Gelistirilmesi: PSA’nin POCT (Point of Care Testing) Olgiimii
icin Bir Yaklagim

PSA’ya onkolojik belirte¢ olarak énem verilmesinin nedeni, alternatif belirteglerin
eksikligidir. PSA testlerinin ¢ogu, ginumuzde merkezi laboratuvarlarda, ornek

tasinimini, uzun bekleme sirelerini, artan uygulama ve tibbi masraf gerektiren
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blyuk, otomatik analizérlerde yapilmaktadir. Hasta-yani (near patient) ve
laboratuvar disinda 6zel cihazlarla yapilan nokta bakim analizleri (Point of Care
Testing-POCT), klinik ziyaretlerin sayisinin azalmasinda, hastaya ve saglik
sistemine dusen maliyetin azalmasinda, hasta memnuniyetini arttirmada ve klinik
verilerin iyilestiriimesinde yararli olacaktir. Biyosensor teknolojisindeki son

gelismeler, PSA icin POCT uygulamasini, hayalden gergege donustlrecektir [167].

GUnUumuzde PSA testlerinin ¢ogu, merkezi laboratuvarlarda blyuk, otomatik,
yuksek islem hacmi olan sistemlerle yapilmaktadir ve bunlarin énemli bir pazar
alani mevcuttur. Bu tarz sistemlerin avantajlari; duguk tayin limiti (0.05-0.005
ng/mL), kanitlanmis guvenilirlik ve ornekler icin ylksek islem hacmidir. Fakat
onemli bir dezavantaj, bunlarin sadece merkezi laboratuvarlarda bulunmasidir. Bu
durum Ornegin test merkezine tasinmasini gerektirdigi igin, test sonuglarinin analiz
edilmesi ve rapor edilmesi surecinde gecikmeler yasanmasina neden olmaktadir.
Bdylece test yaptirmaya karar verme ile terap6tik sonucun ele gegmesi arasinda
gecgen slre [168] bazen haftalarca surmektedir. En ideal durum, sonuglarin birkag
dakika igerisinde hastaya ulasacagi POCT cihazlarinin gelistiriimesidir. Bu cihazlar
sayesinde Kklinik ziyaret sayisi azalacak, maliyet disecek, hasta memnuniyeti
artacak, klinik sonuglar iyilestirilecek ve hatta adli vakalarda su¢ mahallinde analiz
yaplilabilecektir [169].

PSA olgumu igin geligtirilen biyosensorlerin ¢ogu, yuksek afiniteye sahip, intakt

antikorlarin biyotanimadan sorumlu molekul olarak kullanildidi sistemlerdir.

1.6.1. Biyosensorler

Canlilardaki c¢evreyi hizli bir sekilde algilama ve adapte olma mekanizmasi,
biyosensdrlerin in vitro olarak gelistiriimesi ve kullanimi igin model olusturmustur.
Biyosensorlerin kesfi, 1950’li yillarin ortalarinda, Cincinnati Hastanesi’'nde (Ohio,
ABD) L.C. Clark'in [170] kandaki O, miktarini bir elektrot yardimiyla tayin
etmesiyle baslar. 1962 yilinda Clark ve Lyons, O, elektrodu ile glukozoksidaz
enzimini birlegtirerek, kandaki glukoz seviyesini dlgmuslerdir. Klasik elektrokimya
ile sadece anyon ve katyon tayinini mimkuin kilan sensoérler hazirlanabilirken,
sisteme biyolojik bir materyalin katilmasi ile birgok maddenin tayini mamkin
olmustur [171-174].
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Biyosensorler, biyolojik bir ajanla birlestiriimis olan fizikokimyasal dedektorlerdir.
Biyosensorlerde ana prensip, analiz edilecek madde ile segici bir sekilde
etkilesime giren biyolojik olarak aktif bir bilesenin, bir iletici sistemle birlestiriimesi

ve etkilesim Urdnlerinin bir dlgim sistemi ile dlglmesidir [173-175].

Biyosensorler genel olarak 3 ana bdlumden olugmaktadir; secici tanima
mekanizmasina sahip “biyoreseptdr”, bu biyoreseptdrin tayin edilecek olan hedef
analit ile etkilesmesi sonucu olugan fizikokimyasal sinyalleri elektrik sinyaline

donustiren “donustlricu” ve “dedektor” bolumuadar.

Biyoreseptdr, hedef analitin taninmasinda biyosensorin biyolojik hassasiyete
sahip olan kismidir. Biyoreseptor, biyosensorin hassasiyetinden ve segiciliginden
dogrudan sorumludur. Biyosensorlerde biyoreseptdr olarak enzimler, doku

kultarleri, mikroorganizmalar, organeller, antikorlar, ntkleik asitler kullaniimaktadir.

Donusturiculer, biyoreseptorin hedef analiti tanidiktan sonra ortamda olusan
fiziksel veya kimyasal dedisimi algilayip, bu degisimi 6lgulebilir dijital sinyallere
donustiren cihazlardir. Donasturiculer temelde dort grup altinda incelenebilir:
elektrokimyasal donusturtcller (amperometrik, potansiyometrik, kondiktometrik),

optik donusturuculer, akustik donustirtculer ve termal donusturuculer.
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Sekil 1.9. Biyosensorin sematik gosterimi
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Biyosensorleri genel olarak galisma prensiplerine gore; biyoafinite sensorleri ve

biyokatalitik sensoérler olmak Uzere iki grupta incelemek mumkunddar.

Biyoafinite esasli biyosensorler, iletici sistem Uzerinde antijen-antikor etkilesimi

gibi afinite etkilesimi temeline dayanarak 6lglim yapan sensoérlerdir.

Biyokatalitik biyosensorler, enzim immobilizasyonu ile enzimin substrati,
aktivatoru, inhibitéri veya koenzimi olan gesitli kimyasal maddelerin tayini igin

kullanilan sensorlerdir.

Biyosensorleri, kullanilan doénustlrdcinin g¢alisma prensibine gore dogrudan
dedeksiyon  biyosensorleri, dolayli dedeksiyon  biyosensorleri, entegre

biyosensdrler ve lab-on-gipler olarak siniflandirmak mimkuindur [174-176].

Biyosensoérlerde esas amag, analiz edilecek hedef analit miktari ile orantili olarak

surekli sinyal Uretilmesidir.

1.6.1.1. Nitelikli Biyosensorlerde Aranan Ozellikler
Biyosensorler asagidaki sekiz parametreye gore nitelendirilirler [171, 173, 175]:

a) Duyarhilik: Geligtirilen biyosensdérin tayini gergeklesecek olan analitin
miktarinin degisimine bire bir cevap vermesi demektir.

b) Secicilik: Gelistirilen biyosensdrin, sadece analiz edilecek hedef analite
olan 6zgullugunu ifade eder. Bagka reaktiflere sinyal vermez, bdylece hatall
sonug vermez.

c) Olgiim arah@i: Gelistirilen biyosensoriin  dlgebildigi analit derisiminin
arahgidir.

d) Olgiim siiresi: Sensdriin dlgme hizini gésterir.

e) Tutarlilik: Sensorin sonuclarindaki tutarliigi gosterir.

f) Tespit sinin (Tayin limiti): Sensor ile tayin edilebilecek en diguk analit
derisimidir.

g) Omrii: Sensérin performasinda gézle gorilir bir azalma olmadan, verdigi
hizmet suresidir.

h) Kararliik: Belirli bir sire iginde sensorin duyarliligindaki veya baz

gizgisindeki degisimleri dikkate alan kalite 6l¢im degeridir [177, 178].
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1.6.1.2. Biyosensor Tasariminda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Biyosensor tasarimlarinda oncelikle biyosensorin tayin edecedi hedef analit
belirlenmelidir. Bu asamadan sonra, asagidaki maddelere goére biyosensorler

tasarlanabilir:

(i) Hedef analite uygun biyoreseptorin segimi,

(ii) Biyoreseptori donustlriclye sabitlemek igin kullanilacak olan uygun
immobilizasyon ydnteminin segimi,

(iii)  Biyoreseptorin analiti tanimasiyla olusan kimyasal veya fiziksel sinyali
uygun bir sinyal formuna doénustlrecek olan donustiriclinin segimi ve
tasarimi,

(iv)  Olgim araliginin, duyarliligin ve élglim sirasinda olusan parazitlerin
dikkate alinmasi,

(v)  Cihazin kompakt bir hale donusturilmesidir.

1.6.1.3. Biyosensérlerde Déniistiiriicii Cesitleri ve Ozellikleri

Geleneksel Donustiiriculer: Geleneksel donustiuriculer 3 gesittir. Bunlar; H2O»
veya O, Olgimlerine dayanan amperometre, pH veya iyon odlgumleri yapan
potansiyometre ve fiber optik kablo kullanan fotometrelerden ibarettir. Biyotanima
reaksiyonlari sonucunda olusan kimyasal Urunler elektrokimyasal metotlarla
kolayca belirlenebilir. H,O, veya reaktif O, bir ¢ift elektrot ile kolayca olgulur.
Referans elektrodun karsisinda olan elektroda (Ag/AgCl) uygun bir voltaj
uygulandigr zaman, H>O, veya O, elektrotta yukseltgenir, ardindan bir akim
olugur. Olusan bu akim amperometre ile olgulir. Potansiyometre membranin iki
tarafindaki H" farkina gére caligir. Fotometre, olugan 1si§i sinyal olarak algilar
[177].

Piezoelektrik Donustlirtuculer: Piezoelektrik malzemeleri ve yluzey akustik dalga
cihazlari, kutle degisimine karsi hassas bir ortam sunar. Biyoreseptérde tanima
reaksiyonu sonrasinda kutle degisimi oluyorsa, bu tip donustartcuiler kullanim igin
cok uygundur. Ornegin kuartz kristal mikrobalans (QCM) piezolektrik silikon
kristalleri ylzey Uzerinde pikogram duzeyindeki kutle degisimlerini bile

algilayabilmektedir.
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iletkensel Déniistiiriiciiler: Soliisyon iletkenligindeki degisimler ile bir
reaksiyonun hizi belirlenebilir. Olusan iyonlarin yaptigi hareket sonucunda,
solusyon iletkenligindeki degisimi baz alan bu teknik, birgcok enzim iligkili reaksiyon

hizinin élgulmesinde kullaniimaktadir.

Elektrik Kapasitans Donustlirliculeri: Kapasitans olgim yontemi ile iki farkl
elektrotlu levha Uzerine antikorlar immobilize edildiginde, bir antijen-antikor
reaksiyonu olustugunda, iki levha arasindaki ortamin dielektrik sabitesinde olusan
degisim olguldr.

Termometrik Donusturuciiler: Biyotanima reaksiyonlari sirasinda ortam

Isisindaki degisimin dlgulmesi ile analit tayini yapilir.

FET (Field Effect Transistors: Alan Etkili Transistorler) Tipi Donusturuculer:

iyon konsantrasyonundaki degisimi algilayan déntstiricilerdir.

Optik Donlsturiculer: Sinyal, 1sik yansimasi, sagilimi ya da yayilimi sonucunda
olugur. Optik esasli sensorler temelde absorbsiyon, floresans ya da

biyoliminesans gibi temel ilkeler ¢er¢evesinde calisir.
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Sekil 1.10. Biyosensorlerde kullanilan donasturiculer

1.6.1.4. Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Tip: Metabolitlerin dlcliimesi, kanser belirte¢ tayini, klinik teshis, insulin eksikligi
belirtilerinin dlgulmesi, bakteriyel ve viral teshis kitlerinin hazirlanmasi, ilag Gretimi,
hastane kosullarinin gdézlenmesi, yapay pankreasin c¢alisma kosullarinin
kontrolinde kullaniimaktadir [170, 179, 180].

Endustri: Endustriyel sureclerin kontroll; biyoreaktoér kontroll, giren hammadde
ve ¢ikan Urunlerin dl¢iimesi, gidalarda kalite kontroll, endUstriyel atik su denetimi,

tarim ve veterinerlikte tani ve kalite kontroliinde kullanilmaktadir.

Cevresel Denetim: Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan hava ve su dizenli
olarak tahlil edilmektedir [173].
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Savunma Sanayisi: Herhangi biyolojik terér ve saldiri sonrasinda erken tespit ve

analiz igin kullaniimaktadir.
1.6.2. PSA igin Biyosensor Uygulamalari
1.6.2.1. isaretleyici Temelli Sinyal Transdiiksiyonu

Floresans isaretleyiciler: Kuantum dot'lar ve luminofor iceren nanopartikiiller gibi
floresans nanopartikuller ylksek foto-stabilite ve dar emisyon piklerinden dolayi,
biyosensér calismalarinda 6zellikle tercih edilmektedir. Oropiyum (Ill) ve terbiyum
(lM-iceren floresans polistiren ve zirkonyum nanopartikilleri PSA tayini igin (< 1
pg/mL) kullaniimistir [181-184].

Yiizey arttirmh Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy-SERS): Floresans isaretlemeye alternatif olarak biyosensorlerde
kullanilan bir yontemdir. Raman boyalari, altin nanopartikil problara tutturuimus
olan antikorlari isaretlemek icin kullanilir. Raman raportdér molekult (RRM)' nden
sacilan 1sik, molekulin vibrasyonel kuantum durumu hakkinda bilgi verir. SERS,

sandvi¢ immuno-analiz formatinda PSA tayini igin kullanilmigtir (1 pg/mL) [185].

DNA isaretleyicileri: DNA isaretleyicileri uzun yillardir biyosensorlerde sinyal
glclendiriimesi igin kullaniimaktadir. Ozellikle coklu analit tayin sistemlerinde

yuksek potansiyelleri vardir [167].

1.6.2.2. Elektrokimyasal Sinyal Transdiiksiyonu

Elektrokimyasal cihazlar, ucuz, kolay ve hatasiz bir platform sunduklari igin hedef
analit oOlciminde, biyosensdr alaninda olduk¢a dikkat c¢ekmektedir [186].
Elektrokimyasal sensorler, o6zgul bir biyotanima reaksiyonu ile olusan
potansiyelde, akimda, kapasitansta, iletkenlikte ve direngte olusan degisiklik yolu

ile analit miktarini tayin eder.

Kapasitans temelli PSA tayini igin geligtirilen elektrokimyasal sensoérde,
elektrokimyasal cevirici pH’ya hassas bir polimer tabakasi ile kaplanmistir [187].
Bdylece ortamdaki PSA’nin immobilize anti-PSA antikoruna baglanmasi ve anti-
PSA antikoru-Ureaz konjugatinin, Ureaz hidrolizini kataliz etmesi amonyak
olusumuna neden olur. Bdylece reaksiyon ¢ozeltisinin pH’sinin artmasi yolu ile 10

ng/mL hassasiyette PSA tayini yapilmistir. Dayanikli ve ucuz olan bu sistemin

35



diger bir avantaji, 11 yL 6rnedin sisteme ylklenmesinden ibaret olan tek bir

manuel islem gerektirmesidir.

Amperometrik biyosensorler, genellikle bir enzim igaretleyici ile Uretilen
elektrokimyasal olarak aktif bir tlr ile isaretli akimin olgulmesi prensibine gore
calisir. Enzim isaretleyicilerinin (etiketlerinin) amperometrik tayini, diren¢ ve
kapasitans olgumlerinden daha ylksek hassasiyete sahiptir ve bu sensdrlerin
uretilmesi ucuz ve kolaydir. PSA’nin amperometrik biyosensor ile tayini 1995’lere
uzanmaktadir [188]. Bu donemde, PSA’nin 0.25 ng/mL hassasiyette tayin edildidi,

3 elektrot sisteminden olusan amperometrik sensor gelistiriimistir [189].

1.6.2.3. Elektriksel ve Elektromekanik Sinyal Transdiiksiyonu

Nano temelli analiz yontemleri hem dayanikli ve ucuzdur hem de 6rnek hazirlama

ve isaretleme basamaklarini elimine edecegi icin dnemlidir.

Mikro-destekli (Micro-cantilever) biyosensorler, sensor yuzeyi Uzerindeki hedef
analitin varligini tayin etmek igin bir isaretleyiciye ihtiyag duymadan, modifiye
edilmemis orneklerle, es-zamanli dlgime imkan verirler. Mikroterazi yontemi ile,
Kim ve ark.’lari [190, 191] anti-PSA antikoru immobilize edilmis mikro-terazi
(mikro-cantilever) yuzeyine PSA baglandigi zaman olugan rezonans frekansindaki
degdisimi elektriksel olarak olgcerek PSA'yi 10 pg/mL hassasiyetinde tayin
etmislerdir. Fakat mikroterazi yontemi, ortamin viskozitesindeki degisimlerden
dolayi, rezonans frekansinda istenmeyen degisimlere ve sivi ortamda cantilever’in
nemlenmesine neden olabilir. Ancak yine de mikroterazi teknolojisi, portatif
biyosensor sistemlerine oldukga uygunluk gdsterir; ¢clinkd kolay, hassas, 6zgul,
ucuz, isaretleme gerektirmeyen bir yontemdir. Ayrica bu sensorler, ¢coklu analitlerin

es-zamanli 6lgimu igin de oldukga hassas bir yontemdir [192].

1.6.2.4. isaretleyici Kullanimini Gerektirmeyen Sinyal Transdiiksiyonu

isaretleyici kullanimini gerektirmeyen (label-free) transdiiksiyon yéntemlerini
kullanan biyosensoérler, sensor yuzeyi Uzerindeki hedef analitin varligini tespit
etmek icin raportor molekdl kullanimini gerektirmezler. Bdylece, es-zamanli

olcume olanak saglarlar.
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Sekil 1.11. Optik donustiricu temelli biyosensorlerin ¢alisma prensibi

1.7. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensorleri
1.7.1. Yiizey Plazmon Rezonans Nedir?

1902 yilinda Wood [193, 194] tarafindan ilk kez gézlemlenmesinden sonra, yuzey
plazmon rezonansin fiziksel olgusu hassas dedektorlerde, pratik uygulamalarda
yerini bulmustur. Wood, polarize i1s1d1 ayna Uzerinden yansittigi zaman, yansiyan
Isikta koyulu-agikli anormal bant motifleri gdézlemlemistir. Bu olgunun fiziksel
olarak yorumlanmasi, Lord Rayleigh [195] tarafindan baslatiimig, daha sonra Fano
[196] tarafindan belirginlestirilmistir. Ancak tamamen acgiga kavusturulmasi, 1968
yilinda Otto [197] ve yine ayni yil Kretschmann ve Raether [198] tarafindan yluzey
plazmonlarinin uyarilmasi yayinlanana kadar mumkin olmamistir. SPR temelli
sensorlerin biyomolekuler etkilesimlerin incelenmesi igin uygulanmasi ilk kez 1983
yilinda Liedberg ve ark.’lari [199] tarafindan baslatiimistir. Ylzey plazmonlarinin

uyarilmasi asagida basit bir 6rnek Gzerinden agiklanmaktadir:

Sekil 1.12°’deki deneysel semaya gore; polarize isik, yuzeyinde ince bir metal film
ile kapli bir sensor ¢ipi Uzerinden, bir prizma araciligi ile yansitildigi zaman, 1sik,
ayna gorevi goren metal film tarafindan yansitilir. Gelig agisi (angle of incidence)

degistirildiginde ve yansiyan 1si1gin siddeti gézlemlendiginde, yansiyan 1sigin bir
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minimum Uzerinden yansidigi gorulur. Bu gelis agisinda, i1sik yuzey plazmonlarini
uyarir, bu da yansiyan isigin siddetinde bir dlslUs olusturur. P-polarize is1gin
fotonlari, serbest elektronlarin dalga benzeri salinimini indikleyerek ve bodylece
yansiyan 1si1gin siddetini disurerek, metal tabakanin serbest elektronlari ile

etkilesime girebilir [200].

Yansiyan isigin siddetinin maksimum olarak kaydedildigi agi, rezonans agisi veya
SPR agisi olarak adlandirilir. SPR agisi sistemin optik 6zelliklerine baghdir;
metalin her iki tarafindaki ortamin kirilma indisleri gibi. Prizma bdlgesindeki kirilma
indisi degismezken, metal ylzeyin temas ettigi ortamdaki kirilma indisi ylzeye
kutle birikimi (6rn; protein adsorpsiyonu) olduk¢ca degisecektir. Boylece yuzey
plazmon rezonans kosullari degisir ve SPR acisi ylzey uzerindeki kinetik (6rn;

protein adsorpsiyonu) hakkinda bilgi verecek sekilde uygun pozisyon alir.

Yansiyan 1513
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Sekil 1.12. Ylzey plazmon rezonans olusumunun sematik gosterimi

1.7.2. Dip Noktasindan Es-Zamanh Olgiime

Yuzey plazmon rezonans, metal yuzeyin yakin ¢evresindeki kirilma indisindeki
degisiklikleri gdozlemlemek i¢cin mikemmel bir yontemdir. Kirilma indisi degistigi
zaman, minimum giddetin Ol¢uldigdu ac¢i degeri Sekil 1.13'de gosterildigi gibi
kayacaktir; (A) aci degerine karsilik yansiyan 1s1gin siddetinin orijinal egrisi, (B)

kirlma indisinde degisim sonrasinda gobzlenen egri. Yuzey plazmon rezonans
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sadece bu iki durum arasindaki farki 6lgmek icin kullaniimaz, eger minimum
degerinin gobzlemlendigi rezonans agisinin zamana kargi kayma degeri takip
edilirse, zamana kargi olan degisimi gozlemlemek icin de kullanilir. Sekil 1.13
zamana kargi SPR aci degerindeki kaymayi gostermektedir. Bu grafige
sensorgram denilmektedir. Eger bu degisim biyomolekuler bir etkilesime badli

olarak olusursa, etkilesimin kinetigi es zamanli olarak ¢alisilabilir.

SPR sensorleri, metal ylzeydeki sadece sinirli bir mesafeyi ya da sabit bir hacmi
incelemeye uygundur. Tipik olarak elektromanyetik alanin nufuz etme derinligi
(evanescent field) birkag ylUz nanometreyi asmamaktadir. Sensor yuzeyindeki

metal tabaka Uzerindeki kalinlk arttikga, sinyal eksponansiyel olarak azalmaktadir.

SPR sensodrleri intrinsik segcicilikten yoksundurlar. Tum kirilma indisi degisiklikleri
sinyaldeki degisim olarak yansimaktadir. Bu degisiklikler, ortamin kirilma
indisindeki degisimden dolay! olabilir, tampon bilesimindeki veya tampon
derisimindeki degisimden dolay! olabilir ya da sensér yluzeyi Uzerine madde
adsorpsiyonu kirilma indisinde degisim yaratabilir. Adsorplanan madde miktari,
Sekil 1.13'de goéruldugu gibi orijinal baz ¢izgisi (baseline) tamponunun
enjeksiyonundan sonra belirlenebilir. SPR ile segici bir tayin yapabilmek igin,
sensOr yuzeyinin, hedef bileseni secici olarak taniyabilecek fakat 6érnek igindeki
veya tampon ortamindaki mevcut diger bilesenlerin higbirine afinitesi olmayan

ligandlar ile modifiye edilmesi gerekir.

-]

A

Zaman (saat) ——p

Sekil 1.13. Zamana kars1 SPR agisinin degisimini gosteren sensorgram
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1.7.3. Bir SPR Analizinin Basamaklari

En basit sekliyle bir SPR 6lgiminde, hedef bilesen veya analit, taniyan eleman
veya ligand tarafindan taninir (Sekil 1.14). Ligand, 6lgcim oncesinde sensor yuzeyi
tzerine gesitli ydntemlerle immobilize edilir. immobilize edilmis ligandlar ile birlikte
bulunan modifiye edilmis ¢esitli sensor ylzeyleri ticari olarak mevcuttur, bircogu da

siparis Uzerine hazirlanmaktadir.

Analitile drnegin
akigl g

Badlanmis
ligand v

Altin 50 nm

Cam

Sekil 1.14. SPR ile dogrudan tayin yonteminin sematik gosterimi

Ligand tarafindan analitin taninmasi, olculebilir bir sinyalin meydana gelmesini
saglar, buna dogrudan o6lgum denir. Sekil 1.15, dogrudan olgim ydéntemine goére
her bir basamakta sensor sinyalindeki degisimi gostererek bir dlgim déngusunu
O0zetlemektedir. Her 6lgim, uygun tampon c¢oOzeltisiyle sensor yuzeyinin
dengelenmesi ile baslar (1). Bu basamak, tanima olayl gergeklesmeden dnce
guvenilir bir baz gizgisi (baseline) elde edebilmek i¢in ¢ok dnemlidir. Bu noktada,
sensoOr yuzeyi hedef analiti baglamaya hazir aktif ligandlari icermektedir. Hedef
analiti iceren ¢ozelti sisteme enjekte edildigi zaman (2), hedef analit sensor yuzeyi

Uzerine baglanir. Ayrica bu sirada, ornek igcindeki diger bilesenler de ligand
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tarafindan bir secim olmadan, non-spesifik olarak ytzeye tutunabilir. Bu baglanma
non-spesifik oldugu igin, bagin kirlmasi da kolaydir. Bu asamada, analit
molekulinidn adsorpsiyon kinetigi es-zamanli olarak belirlenebilir. Diger asamada,
sensOr yuzeyi Uzerindeki 6zgul olmayan molekillerin yikanarak uzaklastiriimasi
icin sisteme tampon ¢ozelti enjekte edilir (3). Sekil 1.15°'de géruldugu gibi, yizey
Uzerine biriken madde miktari SPR cevabindan (AR) anlagilir. Ayrica bu asamada,
analitin ayrilmasi (dissosiasyonu) da baslar, bu ylUzden ayrima Kkinetigi de
calisilabilir. Son agsamada, sisteme rejenerasyon ¢ozeltisi enjekte edilir ve analit ile
ligand arasindaki 6zgul baglanma kirilir (4). Eger sensor ylzeyi dizgun bir sekilde
modifiye edilmisse, hedef analitler ylzeyden uzaklasirken, ligand ylzey Uzerinde
kalir. Ligandin aktivitesini engellemeden, bir rejenerasyon ¢ozeltisi ile ayni sensor
cipi kullanilarak ¢oklu testler yapmak, yuzlerce hatta binlerce kez analiz yapmak
mumkuandur. Son olarak bir sonraki analiz dongusu igin ylzeyi dengelemek igin
sisteme yeniden tampon enjekte edilir. Eger rejenerasyon tam anlamiyla
yapillmamissa, yuzeyde hala biriken kltle, baz cizgisi (baseline) seviyesinin bir

oncekine gore artmasina neden olur.

SPR odl¢imleri bazen baglanma surecinin kinetigini belirlemek igin kullanilabilir.

Ayrica kinetik dlgimler, termodinamik (strecin baglanma enerjisi) hakkinda da

bilgi verir.
A
SPR-
Kirlima
ylzdesi
degigimi -
AR
N S A
Enjeksiyon

t1 Zaman

i -

Basamak: 1. baz gizgisi 2. baglanma 3. aynima 4, rejenerasyon 1. baz gizgisi

Sekil 1.15. SPR’de bir analiz dongusunun basamaklarini gdsteren

sensorgram
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1.7.4. Kalibrasyon Grafigi

Kinetik ve termodinamik c¢alismalar haricinde, SPR &l¢gimleri ayrica bir ornek
icindeki analit derisimini belirlemek igin, kantitatif analizler igin de kullanilir. Bu
durumda ilk 6nce, farkli derisimdeki analit ¢ozeltilerinin her biri farkli analiz
dongulerinde c¢alisilir. Farkli derisimlerden elde edilen sensorgramlar Ust Uste
cakistirildiginda, Sekil 1.16’daki gibi baglanma (assosiasyon) basamaginin plato

degeri artan analit derisimi ile artacak sekilde bir gorintu sergiler [201].

E
o
=]
™.
-
]
]
=
_H
=
E
RS
X
o
o
(73]

Enjeksiyon R

ty i,
! L
[ T |
Basamak: 1. baz cizgisi 2. badlanma 3. aynima 4. rejenerasyon 1. baz cizgisi

Sekil 1.16. Farkhi derisimdeki analit ¢ozeltilerinden elde edilen sensorgramlarin st

uste gakistirilmis goéruntusu

Kalibrasyon grafigi, belli bir zaman araligindan sonra derisime karsilik SPR
cevabina (AR) gore olusturulur. Bilinmeyen analit derisimi iceren drnekler analiz
edilirken, genellikle ¢oklu seyreltmeler (6rn; 10, 100, 1000 kez) yapilir ya da daha
kesin sonuglar i¢in sulandirma faktdrl 2 olacak sekilde seri sulandirma yapilir.
Eger Ornek icindeki analit derisimi ¢ok yuksekse, sulandiriimamis Ornek,
kalibrasyon egrisinin en Ust plato araliginin ¢ok Ustinde sonug¢ verir. Fakat
sulandiriimis c¢ozeltiler, kalibrasyon egrisinin araliginda herhangi bir yerde sonug

verecektir ve boylece analitin derisimi belirlenebilecektir.
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Yukarida da belirtildigi gibi, SPR 6lgumu sensoér yuzeyindeki kirilma indisi tayini
demektir. Bu da pratikte sensor ylzeyinde biriken madde miktarina cevrilir.
Dogrudan o6lgim ancak analitin ligand tarafindan taninmasi, kirilma indisinde
Olculebilir bir degisim olusturabiliyor ise mumkuinddr. Bu durum analitin molekl
agirhigr yuksek ise (M.A: 1000 Da veya daha yuksek) kolaydir. Fakat kuguk
molekullerin oélgulebilir bir kirllma indisi degisimi olusturabilmesi igin, analitin
derisiminin yUksek olmasi gerekir, bu da analizin hassasiyetini dusurecektir.
Genellikle analit ki¢uk bir molekul ise (M.A<1000 Da), dogrudan d6lgum genellikle

pek mumkin degildir.

Kiguk molekullerin tayini icin genellikle farkli bir strateji izlenir. Kiguk molekuller
genellikle sandvig, yarigsmaci veya inhibisyon analiz yontemleri ile tayin edilir. Tim
analiz yontemlerinde, sadece tayin edilebilecek en duslk analit derigsimi sinirli
degildir, ayrica sensor ylzeyi Uzerine immobilize edilecek ligandin fiziksel sayisi

da sinirhidir.

. Al Antijen , ‘. =S

e o
Antijen baglama boigesi g ./ ® -

Q ; ; Antikor Antikor
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.

® Antijen

\A &«
Antikor
Antijen Antikor
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Konjuge antijen

Antijen baglama boélgesi

Sekil 1.17. SPR biyosensor calismalarinda kullanilan odlgim yontemleri (a)
dogrudan &lgim yontemi, (b) yarismaci 6lgim yontemi, (c) inhibisyon 6lgim

yontemi, (d) sandvi¢ dl¢im yontemi

43



1.7.5. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

SPR biyosensor teknolojisi kullanarak dogrudan tayinin en bulyuk vyarari,
(biyo)molekuler etkilesimlerin kinetiginin belirlenmesidir. Reaksiyon hizi ve
etkilesimlerin denge sabitleri belirlenebilir. Ornegin, A+B —> AB etkilesimi SPR
teknolojisi ile es zamanl olarak takip edilebilir (A: analit, B: sensor yuzeyi Uzerine

immobilize edilmis ligand).

Cizelge 1.1’de A+B — AB esitligi icin baglanma (assosiasyon) ve ayriima
(dissosiasyon) sabitleri gosteriimektedir. Assosiasyon sabiti, kompleks (AB)
olusumunun reaksiyon hizidir, yani A ve B’nin birim konsantrasyonunda, belli bir
zaman igin olusan kompleks (AB) sayisidir. AB kompleksi olusur olusmaz
dissosiasyon baglayabilir. Dissosiasyon hiz sabiti de her birim zaman igin

dissosiye olan AB kompleksi sayisini ifade eder.

Cizelge 1.1. En sik kullanilan kinetik parametreler: assosiasyon ve

dissosiasyon sabitleri

Assosiasyon hiz sabiti, k, Dissosiasyon hiz sabiti, ky

Tanim A+B —=AB AB — = A+B

AB olugumunun reaksiyon hizi: | AB kompleksinin dissosiasyon

Aciklama A ve B'nin birim hizi: Birim zamanda dissosiye
konsantrasyonunda, birim olan AB kompleksi sayisi
zamanda olusan AB kompleksi
5ayIs
Birim L mol?s? 5t
Aralik 10°-107 1071-5 % 1078

Assosiasyon ve dissosiasyon hizlari igin birim olgutleri farkhdir ve kompleksin
stokiyometrisi ile degisiklik gosterebilir. Assosiasyon ve dissosiasyon sabitlerinin

tipik araligi genis varyasyon gosterir ve bircok faktor yaninda sicakliga baglidir.

A ve B’nin assosiasyonu basladigi zaman, henlz sensor yuzeyinde bir Urlin
yoktur. Bu noktada, assosiasyon reaksiyon hizi en ylksek iken, dissosiasyon

reaksiyon hizi en dusuktir. Sureg ilerledikge, gitgide daha fazla AB kompleksi
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olugur, boylece dissosiasyon hizi artar. Azalan A ve B derigsimine bagli olarak,
assosiasyon hizinin azalmasi beklenir. Assosiasyon ve dissosiasyon hizlari
esitlendigi zaman, dengeye ulasilir (Cizelge 1.2). Cizelgeden de goéruldigu gibi,
denge assosiasyon ve dissosiasyon sabitleri, bir etkilesimin afinitesini gosterir ve

birbiriyle ters iligki igindedir.

Cizelge 1.2. Denge assosiasyon ve dissosiasyon sabitleri

Denge assosiasyon sabiti, K, Denge dissosiasyon sabiti, Kp
Tanim [AB]/IA][B]=k./k, [Al[B]/[AB]=k./k,
Assosiasyona olan afinite: AB kompleksinin stabilitesi:
Aciklama yiksek Ky, assosiye olma yilksek Ky, AB kompleksinin
afinitesi ylksek stabilitesi az
Birim Lmol? mol L'
Aralik 105-1012 1078 x 10712

Biyomolekuler etkilesimlerin hiz sabitleri (Cizelge 1.1) ve denge sabitleri (Cizelge

1.2) assosiasyonun kuvveti ve dissosiasyonun egilimi hakkinda bilgi verir.

1.7.6. Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi

SPR kullanarak biyomolekuler etkilesimleri incelemek, fiziksel olgunun detayli
olarak anlagilmasini gerektirmemektedir. SPR temelli cihazlarin sensér yuzeyi
yakinindaki (ylzeye yaklasik 200 nm kalinlikta) kirilma indisini 6lgmek igin optik bir
yontem kullanan cihazlar oldugunu bilmek yeterlidir. SPR cihazlari bir sisteme
entegre olmus 3 temel birimden olusur: optik birim, sivi yikleme birimi ve sensor

yuzeyi (sensor ¢ipi).
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sivl yilkleme
birimi

2

SPRoptik

Sekil 1.18. SPR sisteminde 3 ana birimin
sematik gosterimi: (1) optik birim, (2) sivi

yukleme birimi, (3) sensor gipi

Sensor ¢ipinin dzellikleri, dlgulen etkilesimin kalitesi Uzerinde ¢ok blyuk dneme
sahiptir. Sensor ¢ipi, optik birim (kuru bdlim) ve akis hiucresi (sivi bélim) arasinda

fiziksel bir bariyer olusturur.

SPR cihazlart SPR acisindaki kaymayi oOlcmek icin, farkh yontemlerle
yapilandirilir. Genellikle yluzey plazmonlarini uyarmak igin 3 farkli optik sistem
kullanilir: prizma sistemi, grating sistemi ve optik frekans (dalga) sistemi. En sik
kullanilan sistem “Kretschmann konfiglirasyonu” olarak da bilinen prizma
sistemidir [202]. Bu sistem, Sekil 1.18’de goéruldugu gibi p-polarize 1sik ile
birlestirilmis bir prizmadan olusur. Isik dedektdr Gzerine yansitilir, 1s1gin siddeti
dedektor tarafindan Olgulur, bu da kamera yardimiyla gdézlemlenir. Grating

sisteminde [203], 1sik en dusuk kirima indisli substratta yansitilir. Yani,
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ellipsometrik cihazlarda oldugu gibi fotonlar ylizey plazmon dalgalari olusturmadan
once, 151k, sivi boyunca hareket eder [204]. Bazi cihazlar optik dalgalari kullanirlar
veya biyomolekuler etkilesim surecinin sonucu olarak SPR dalga boyu kaymasini
Olcerler [205].

Tum konfiglrasyonlar ayni temel olguya sahiptir; sensor yuzeyindeki kiriima
indisindeki degisimi dogrudan, isaretleyici kullanmadan, es zamanl 6lgmek. SPR
sensorleri, duguk derisimdeki kimyasal ve biyolojik molekulleri tayin edebilme
yetenegindedir. Biyomolekulller sensor ylzeyinde biriktiginde ve arka plandaki
elektrolit ile yer degistirerek kirilma indisini degistirdiginde, biyomolekuler

baglanma olayinin algisi olusur.

1.7.7. SPR Biyosensorlerin Tarihgesi

Biyosensor terimi 1975 yillarinda, yuzeydeki biyomolekullerin dogrudan tayini igin
donusturtict prensibini kullanan cihazlar olarak tanimlanmistir. GUnumuizde
biyosensor icin en gegerli 6rnek, secici, enzimatik bir islem sonrasinda elektronik
sinyal olarak glukoz derigimini gosteren glukoz sensorudir. Bazi tartismalarda,
insan vucudundaki parametreleri (pH, sicaklik, vb.) rapor etme yetenegindeki tim
kiguk cihazlar biyosensor olarak belirtiimigtir. GUnUmuiuzdeki tanima goére,
biyosensdrlerde, sensoérin tanimadan sorumlu elemani (biyoreseptdr/ligand) veya

analitin biyolojik kdkenli olmasi gerekmektedir.

Biyosensorler; bir biyolojik eleman (doku, mikroorganizma, organel, hicre
reseptorl, enzim, antikor) ve bir fizikokimyasal donusturtcaden olusan cihazlardir.
Hedef analit ve biyolojik materyal arasindaki 6zgul etkilesim, doénuastlricu
tarafindan algilanan fizikokimyasal bir degisiklige neden olur. Dénusturicu birim
bu degisikligi, 6zgul analit ya da analit grubunun miktari/derisimi ile orantili olarak

analog elektronik sinyale donusturar.

1.7.7.1. SPR Biyosensorlerinin Erken Tarihi

SPR temelli sensorlerin, biyomolekuler etkilesimlerin gdézlenmesi igin kullanimi, ilk
kez 1983 yilinda Lundstrom [199] dnderliginde, biyomolekillerin isaretlenmesine

gereksinim olmadan, es zamanli tayini igin fiziksel yontem olarak kullaniimistir.
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Molekdullerin intrinsik 6zellikleri [206] (kutle, kirilma indisi ve/veya yUk dagilimi, vb.)
ellipsometre, refraktometre, ylzey plazmon rezonans, fototermik tayin yontemleri
ve diger yontemlerle arastinilmigtir. Isve¢ Ulusal Savunma Arastirma
Laboratuvar’'nda (National Defense Research Lab. of Sweden) elipsometri
kullanilarak protein-protein etkilesimleri es zamanli olarak, herhangi bir isaretleyici
kullanilmadan gozlemlenmistir. Buradaki temel prensipte, i1sik yansitici ylizeydeki
kirllma indisi degisimi, donustliricli mekanizmasinin temelini olusturmaktaydi.
Optik donustartct yluzeyi Uzerinde, biyomolekullerin baglanmasina bagli olarak
kirllma indisindeki degdisimi tayin etmede basarili olmasina karsin, elipsometrenin
bir dezavantaji; 1s191n, érnegdi iceren ¢ozelti icinden gegmesidir. Bu ylzden 1s1d1

absorbe eden veya partikul iceren érnekler bu yontemle kolaylikla dl¢ilemezler.

Ayni dénemde diger arastirma gruplari arasinda Twente Universitesi (Univ. of
Twente, Hollanda) FET cihazlarinda ve optik temelli yuzeylerde immunokimyasal
reaksiyonlari 6lgmek igin yeni donustlrlculer Uzerinde calismaktaydilar [207].
Elipsometre, SPR ve interferometrik prensipleri igeren optik donusturtculer [2] ile
yaptiklari ¢alismalar biyomolekuler etkilesimlerin dogrudan incelenmesinde
oldukga iyi sonuglar vermigtir. SPR kullanarak immunokimyasal reaksiyonlarin

basarili bir sekilde dlguimesi 1980’lerin ortalarina denk gelmektedir [208].

Pharmacia Biosensor A.B (Uppsala, isveg), molekiiler etkilesimlerin dogrudan
analizi icin platform teknolojisi olarak SPR’yi se¢mislerdir. Kretschmann
konfigurasyonu, sivi yukleme sisteminin tasarimi igin ¢ok blyuk avantaj
saglamistir. Gimusun fiziksel agidan daha iyi SPR etkisi olusturmasina ragmen,

altin SPRicin en iyi inert metal olarak segcilmigtir.

Daha sonraki yillarda yuzey kimyasi Uzerine yapilan galigsmalar, altinin, uzun
zincirli tiyollerin  olusturdugu kendiliginden yonelimli tabaka (self assembling
monolayer) ile modifiye edilmesine olanak tanimistir. Bu modifiye edilmis ylzeye,
biyomolekdullerin etkili bir sekilde kovalent olarak immobilizasyonuna bir substrat
olarak olanak saglayan ve ¢ogu biyomolekuler etkilesimler i¢in uygun bir ortam
hazirlayan karboksile-dekstran immobilize edilmigtir. 100 nm kalinhgindaki
dekstran hidrojel, 200 nm’lik nufuz etme derinligi ile mikemmel uyum gostermistir.
Bdylece yuksek kalitede sensor ciplerinin Uretimi, SPR cihazlarinin basarili bir

sekilde piyasaya surtlmesine muazzam katki yapmistir.
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Aragtirma ve gelistirmedeki ¢abalar ve optik, mikroakigskan ve yuzey kimyasi gibi
alanlardaki ilerlemeler biyomolekuller etkilesimlerin analizinin enstriumental

konseptinin basaril bir sekilde gelismesi ile sonuglanmistir.

1.7.7.2. 1990 Yilindan Sonra SPR Biyosensorlerinin Tarihgesi

1990 yilinda Pharmacia Biosensor A.B (Uppsala, isveg), ilk ticari SPR Griinii olan
Biacore’u piyasaya surmustur [209]. Gelistirilen bu cihaz, en ileri dizeyde, hassas,
guvenilir, hatasiz ve yeniden Uretilebilir, dogrudan dl¢im yapan biyosensor idi ve
bu sayede SPR es zamanli biyomolekuler etkilesimlerin odlgUlmesinde
donustlriculerin “altin  standart’ oldu. Daha sonra diger CUreticiler, Biacore
tarafindan gelistirilen altin standartlara sahip bu cihazi gelistirmek igin birbirleriyle

yaris igine girmiglerdir [210].

1994 yilinda, gelistiriimis tayin kapasitesi ve farkli bir akis sistemi ile Biacore 2000
cihazi piyasaya surtulmustir. Bu cihaz ile immobilize edilmis protein ligandlar ile
etkilesime giren kuguk molekul agirhgindaki analitlerin dogrudan etkilesimini

incelemek de ayrica mumkun olmustur [211].

1995 yilinda IBIS Teknoloji (Ibis Technologies, Hollanda) tarafindan gelistirilen
SPR sistemi, Biacore tarafindan Uretilen sensor ¢ipleri ile uyumlu idi. 1997 yilinda,
IBIS Il SPR sistemi gelistirilmistir [212]. 1999 yilinda, IBIS Technologies ile sensor
cipi kaplama sirketi olan Ssens BV (Hollanda)'nin birlesmesi ile SPR goruntuleme
cihazi dretimini IBIS Technologies eline almistir. 2007 yilinda IBIS-iSPR cihazinin
geligtiriimesi ile ¢coklu biyomolekuler etkilesimlerin (>500) microarray formatinda

goruntilenmesi igin istenilen guvenilirlik ve dogruluk elde edilmistir.

1996 yilinda Biacore X, 1998 yilinda Biacore 3000 gelistirilmistir [213]. Biacore Q,
2000 yilinda gida analiz pazarinda yerini bulmustur. Biacore S51, tayin kapasitesi,
akis hicresi tasarimi ve ornek kapasitesi agisindan oldukga gelismis bir cihaz idi.
2004 yilinda, 4 kanalli ve herbir kanalin 5 adet spot tayin kapasitesinin oldugu
Biacore A100 gelistirildi. Cihaz ¢ok uUstln 6zelliklere sahipti, fakat teknoloji ylzeyin
goruntilenmesine uygun degildi. 2005 yilinda, Applied Biosystems (8500 Affinity
Analyzer) ile birlikte gelistirilen, sensér ylzeyini goruntileme kapasitesine sahip

olan HTS-Biosystems, 2006 yilinda piyasaya surulmuastur [203].
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ilk SPR sisteminin gelistirimesinden itibaren gecen siirede, tayin kapasitesi en az
20 kat arttinlmig, artan hassasiyet ve veri analizindeki ilerlemelere bagli olarak
afinite ve kinetik veri araligi en az 100 kat uzatimistir. ik gelistirilen sensoér
yuzeyleri 1990 yilinda 4 kanalli iken, sonralari IBIS SPR goértintiuleme cihazlarinda
500'e kadar cikmigtir. Biyosensor teknolojisindeki bagarinin  en yi
gOstergelerinden biri, ticari biyosensorlerden toplanan verilerle her yil 1000’den

fazla yayinin basiimasidir.

Yeni SPR cihazlarinin gelistirilmesi ve bir seri yeni sensor yluzeylerinin ve yluzey
kimyalarinin caligiimasiyla, molekuler etkilesim c¢alismalarinda SPR biyosensor
etkisi buylimeyi surdurecektir. SPR goruntileme cihazlari ve ilerlemis veri analizi
metodlarini da igeren ilerlemis deneysel tasarim ile biyomolekuler etkilesim
olgusunun kinetik parametrelerinin belirlenmesi igin ylksek kalitede veri elde
edilebilir. Bu veriler ise, yasayan turlerdeki énemli suregleri agiga ¢ikarmak igin
yapilan fonksiyon-dizenleyici protein etkilesim calismalari igin 6nemli olan

molekuler baglanma mekanizmalarinin aydinlatilmasinda énemli olacaktir [200].

1.8. Molekiiler Baskilanmig Polimerler ve Biyomimetik Sensoérlerde Kullanimi

Bir biyosensorin ana merkezinde tanimadan sorumlu, donUstlrici ile yakin
temasta olan biyoreseptor bulunmaktadir. Tanima elemani, genellikle kompleks
ortamda bulunan analiti 6zgul olarak tanimadan ve baglanmadan sorumludur.
Donusturicu, analitin baglanmasi ile olusan kimyasal sinyali kolaylikla kantifiye
edilebilecek bir ¢ikis sinyaline donustlrur. Biyosensorlerde tanima elemani olarak
antikor, enzim, reseptor, butin bir hdcre gibi biyolojik yapilar kullanilir [214].
Rekombinant antikor [215] ve faj goruntileme antikor kUtUphanelerindeki [216]
gelismeler sayesinde, kendisi i¢cin dogal bir reseptérin mevcut olmadigi antikorlar
icin bile uygun bir tanima elemani bulunabilir. Dogdal antikorlari, daha kiguk ve
kararli olan karsiliklariyla degistirmek icin surekli atihmlar yapiimaktadir. Genellikle
biyomolekulller her ne kadar cevresel uygulamalarda ve kesintisiz sureclerde
biyosensorler igin oldukga ilgi cekici olsalar da, kimyasal ve fiziksel stabilite

sikintilari bunlarin ekstrem kosullarda kullanimini engellemektedir.

Alternatif bir yaklagim, hedef molekule yuksek afinite ve 6zgullikte baglanma

ozelligine sahip biyomimetik reseptor sistemlerinin gelistirimesidir. inorganik
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iyonlar, yapay reseptorler gibi kiiguk hedef molekiller i¢in rasyonel tasarim ve
kimyasal sentez yolu [217] ile biyomimetik reseptor tasarimi yapilabilse de, biraz
daha buyuk ve kompleks bir molekdl i¢in bunlarin tasarimi zordur. Kombinatoriyal
kimya ile proteinler icin biyomimetik ligand tasarimi veya hedef analit ile
kaliplanma yolu ile 6zel hazirlanmig reseptor tasarimi gibi diger yontemler tercih
edilebilir. Diger bir teknik ise, sentetik polimerlerde molekuller baskilama teknigidir.
Baskilama sureci sirasinda olusturulan baglanma bdlgeleri, antikor-antijen
sistemlerindeki gibi afinite ve 6zgullige sahiptir, bu yizden molekuler baskilanmig
malzemeler, “antikor mimikleri” olarak da bilinir [218]. Bu yapilar, sensor

teknolojisinde dogal antikorlara kiyasla ciddi avantajlara sahiptir. Bunlar:

e Yuksek oranda gapraz bagli polimerik yapilari geredi, oldukca kararl ve
dayanikhdirlar. Bu durum bu malzemelerin ekstrem kosullarda (yuksek
sicaklik ve basing, organik ¢dziculerde, asit-baz varliginda) kullanimini
kolaylastirir.

e Bu malzemelerin Gretimi ucuzdur.

e Uzun vadede, oda sicakliginda, kuru bir fazda muhafaza edilebilirler.

1.8.1. Molekiler Baskilama Teknolojisi
1.8.1.1. Temel Prensipler

Sentetik polimerlerin molekuler baskilanmasi, bir molekuler kalip olarak goérev
yapan hedef analitin (kalip molekultn) varliginda, fonksiyonel ve ¢apraz baglayici
monomerlerin ko-polimerizasyonu surecidir. Baglangigta, fonksiyonel monomerler
kalip molekdl ile bir kompleks olusturur. Polimerizasyonu takiben kalip molekulin
sahip oldugu fonksiyonel gruplar, yliksek oranda ¢apraz bagl polimerik yapi i¢inde
tutulur. Kalip molekllin yapidan uzaklastiriimasi, analite boyut, sekil bakimindan
komplementer baglanma bdlgelerinin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu sekilde,
polimerde bir molekuler hafiza olusturulur, daha sonraki uygulamalarda analit bu

hafiza tarafindan ylksek 6zgullikle yeniden taninir [214].
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Sekil 1.19. Molekuler baskilama yontemi

Sekil 1.19'da goruldigu gibi, molekuler baskilama igin iki ydontem mevcuttur:

e Kalip molekil ve fonksiyonel monomer arasinda o6n-polimerizasyon
kompleksi kovalent olmayan etkilesimler (self-assembly) yolu ile olusur.
e Monomerler kalip moleklle kovalent olarak baglanabilir, bdylece kalip

molekultn polimerize olabilen bir tlrevi sentezlenmis olur.

Kovalent baglarin yuksek kararlihdi nedeniyle, kovalent baskilama baglanma
bdlgelerinin daha homojen olmasina neden olur. Ayrica baskilanan molekile
karsilik gelen baglanma bdlgesi sayisi, verim agisindan kovalent olmayan
baskilamaya gore daha fazladir [219]. Bu yaklasim ilk olarak Wulff ve ark.’lari
[220] tarafindan gelistirilmistir. Diger yandan Mosbach ve ark.’lari [221] tarafindan
geligtirilen kovalent olmayan baskilama, fonksiyonel monomer, kalip molekul ve
baskilanan malzemelerin kullanim alani bakimindan sec¢imde daha esnektir.
Ayrica dogal slreglere de daha vyakindir, ¢lnki dogadaki biyomolekuler
etkilesimlerin ¢ogu non-kovalenttir. Ayrica kovalent ve kovalent olmayan

baskilamanin avantajlarini birlestiren hibrit protokoller de mevcuttur. Bu yontemde,
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kalip molekulin yapiya yeniden baglanmasi sirasinda, kalip molekul, polimer ile

kovalent olmayan etkilesimler yolu ile etkilesime girer [222].
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Sekil 1.20. Molekuler baskilama igin iki ydntem; kovalent ve kovalent olmayan

baskilama

1.8.1.2. Baskilanan Polimerlerin Fiziksel Formlari

Molekuler baskilanmig polimerler (MIP’ler), istenen son uygulamaya uygun olacak
sekilde cesitli fiziksel formlarda sentezlenebilir. Bu polimerlerin blyuk kismi,
sentezde diger organik polimerler ve silika da kullaniliyor olmasina ragmen, vinil
veya akrilik grup tasiyan gapraz baglayici ve fonksiyonel monomerlerden, radikal
polimerizasyon yontemi ile sentezlenen organik polimer temellidir. Vinil ve akrilik
polimerlerin popularitesinin bir nedeni, mevcut fonksiyonel monomerlerin genis
secim araligidir. Bunlar pozitif veya negatif yikli olabilirler, H bagi veya metal
koordinasyonu olusturabilirler, ya da hidrofobik olabilirler.  Genellikle
polimerizasyon karisimi inert bir ¢b6zucU igerir, bu durum sadece tim
polimerizasyon igeriginin ¢ézinmesi agisindan degil, ayrica kalip molekulin kolay
elisyonu ve analitin baskilanmig bdlgelere kolay ulasimi i¢in olduk¢a dnemli olan

yuksek gdzenekli yapinin olugsmasi agisindan da gereklidir. Kalip molekulin
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polimerizasyon dncesinde kati bir destek Gzerine immobilizasyonu s6z konusu ise,

¢6zlcu kullanimina gerek kalmamaktadir [223].

MIP’ler ¢bzlcu polimerizasyonu ile hazirlandiktan sonra, monolitik blogun mekanik
olarak o6gutlilmesi, mikrometre c¢apinda kuguk partikilllerin olusmasini saglar.
Alternatif olarak, partiklller istenen c¢apta, kontrolli olarak kire seklinde de
hazirlanabilir [224-226]. ikili faz sisteminde, su yerine sirekli faz olarak sivi
perflorokarbonlarin kullanimi tercih edilmektedir. Cunkl su, kalip molekul ve
monomer arasindaki non-kovalent komplekse zarar verici etkide bulunabilir [225].
Bu yolla sentezlenen kurelere demir oksit partikullerinin ilavesi ile manyetik 6zellik
kazandirlabilir [227]. Manyetik 6gutme islemine gerek duyulmadan baskilanmis
malzemelerin hazirlanmasi igin biraz daha kolay bir yontem, dispersiyon
polimerizasyonudur. Eger sistem yeteri kadar sulandiriimis ise, bu yontemle kure
formunda, es-boyutlu mikroktre agregatlari hazirlanabilir [228]. Bazi uygulamalar
icin, polimerizasyon islemi dogrudan bir kromatografi kolonu [229, 230] veya
kapiller [231] icinde de gergeklestirilebilir. Ayrica, sensor uygulamalari igin de
uygun bir format olarak, baskilanmigs membranlar hazirlanabilir. Bunlar, analit
varliginda lineer polimerlerin ¢ozeltiden ¢okturilmesi yolu ile veya inert kati bir
membranin porlarindan baskilanmis polimer kalibinin dékilmesi ile ince, ¢gapraz

bagli, baskilanmig polimerik filmler olarak hazirlanabilir.

1.8.1.3. Kalip Molekiiller ve Uygulamalari

Molekuler baskilama ydnteminin en ilgi cekici Ozelliklerinden biri, ¢ok cesitli
analitlere uygulanabilmesidir. Kigik organik molekullerin (farmasaétikler, pestisitler,
amino asitler, nukleotid bazlari, steroidler, sekerler) baskilanmasi kolaydir ve rutin
olarak uygulanmaktadir. Biraz daha buyuk organik bilesikler (peptidler) benzer
yaklagimlarla baskilanabilir fakat proteinler [232, 233], hudcreler [234] igin

protokoller mevcut olmasina ragmen bu tarz buylk yapilarin baskilanmasi zordur.

Belirli bir hedef analit i¢in optimize bir polimer elde etmek igin, MIP sentezine
kombinatoriyal yaklagimlar getirilmistir. Bodylece baskilama recgetesindeki
iceriklerin, Ozellikle de fonksiyonel monomerin molar orani ve ¢esidi, otomatik

yontemler ile gesitlendirilebilir [235, 236].
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MIP’ler cogunlukla kiral ayrimlarda [237-239], HPLC'de sabit faz olarak
kullanilirlar. Ayrica ince tabaka kromatografisi [240], kapiller elektrokromatografi
[231], kati faz ekstraksiyonu [241], immUnoassay tarzinda baglanma analizlerinde
[218] ve sensorlerde MIP’lerin kullanimi mevcuttur. Kombinasyonel kutiphanelerin
goruntilenmesinde de molekuler baskilanmis yapay reseptorlerin kullanim alani
mevcuttur [242].

1.8.2. Sensor Uygulamalarinda Molekiiler Baskilama Yontemi

Analit molekuline bagli olarak, iki farkli baskilama prosediri sensor yuzeyi
hazirlamak igin kullanilmaktadir: yigin baskilama ve yluzey baskilama. Ayrica MIP

nanopartikllleri de artan ilgi orani ile bu kapsamda kullaniimaktadir [243].
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Sekil  1.21. Biyosensorlerde reseptdor olarak kullanilan  biyomolekuller

donustaruculerin gesitleri
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1.8.2.1. Yigin Baskilama (Bulk Imprinting)

Y1gin baskilama genellikle, ugucu organikler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
farmasotik olarak aktif bilesikler, cevresel kirleticiler, vb. gibi birka¢ yuz atomik

kiutle birimine kadar olan molekdller icin kullaniimaktadir.

Bu yontemde, ilgili kalip molekul polimerizasyon sirasinda dogrudan monomer
karisimina eklenir. Bu ylzden etkilesim bolgeleri sadece ilgili sensor malzemesinin
yuzeyi Uzerinde bulunmaz, ayrica butiin matriks yigininin icinde dagilir, bu yuzden
de “yigin baskilama” adini alir. Sonugta olusan ylzey, ¢odu sadece polimerik
matriks icerisindeki difizyon yolaklari araciligi ile erisilebilir olmasina ragmen,
oldukgca fazla sayida etkilesim bolgesi igerir. Her ne kadar sensor ylzeyi
Uzerindeki tabaka ylksekligine bagli olarak sensor cevabinin uzun olmasina
neden olsalar da, ki¢uk analit molekulleri ile caligilirken gerekli hassasiyeti garanti
eden bir yontemdir. Yigin baskilama yodntemi sematik olarak Sekil 1.22°de
gOsterilmektedir [243].

sk

2%
J/ 4

Fa
b N Kahp molekil
® vonomer

Sertlestimme

Yikamalkahbin
ekstraksiyvonu

Tamma bdlgeleri

Sensdr cipi
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1.8.2.2.Ylizey Baskilama (Surface Imprinting)

Proteinler, hicreler veya mikroorganizmalar gibi buyuk kalip yapilar ile ¢alisirken,

yigin baskilamanin birtakim dezavantajlar vardir. Bunlar:

e Sonugta olusacak olan sensor yuzeyi ¢ok kalin olacaktir.
e Kalip molekull yapidan tamamen uzaklastirmak ¢ok zor olacaktir.
e Mumklin oldugu diasunulse bile, sensor ylzeyinin altinda kalan, uzaktaki

kavitelere olan difuzyon, sterik olarak kismen engellenecektir.

Bu kisitlamalarin Ustesinden gelebilmek icin Sekil 1.23'de goruldigu gibi yuzey
baskilama yontemi gelistirilmistir. Bu yaklagimda, ilgilenilen kalip molekul bir yuzey
Uzerine immobilize edilir. Bu ylzey, daha sonra ilgili sensor ylzeyi Uzerine
kaplanan 6nceden polimerize edilmis oligomerik karigim Gzerine kapatilir. Bu
islem, kalip molekulin sensoér ylzeyi Uzerine kaplanmasi ve kalibin yikanmasi
asamalari ile sonlandirilir. Boylece tipki yi1gin baskilamada oldugu gibi, ilgili kaliba
sekil, boyut ve yuzey kimyasi bakimindan secicilik gosteren “yapay antikorlar”

olusturulmus olur.
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Sekil 1.23. Yuzey baskilama yontemi
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Son zamanlarda birgok arastirmaci antikorlari dogrudan bir ylzeye immobilize
etmek ya da ylUzeyi antikorlar ile kaplamak Uzerine yogunlagsmiglardir. Olusturulan
bu ylzey (protein kalibl) daha sonraki uygulamalarda 6zgul antikor tarafindan
taninir [244, 245]. Mikrotemas baskilama (UCP) olarak bilinen bu yodntemin
temelinde, buyuk molekullleri ve yapilari (protein, vb.) taniyan baskilanmig
yuzeylerin tasarlanmasi yatmaktadir [246]. Mikrotemas baskilama ydntemi kisaca,
polisakkarit benzeri protein tanima bogluklari hazirlamak igin kullanilan yuzey
kaplama teknigidir [247].

Mikrotemas baskilama yontemi 3 asamadan olugsmaktadir [248]:

e Oncelikle protein kalibinin olusturulacadi cam yiizey temizlenir, bu ylizeye
kalip protein adsorbe edilir ve monomer karisimi ile 6n muameleye tabi

tutulur.

e Protein kalibi, monomer kapli substrat (sensor yuzeyi) ile temas ettirilir ve

UV-polimerizasyonu altinda proteinin substrat Gzerinde baskisi ¢ikarilir.
e Protein kalibi yizeyden uzaklastirilir.

Bu yontem, 6zellikle biyomolekdiller ile galisirken, geleneksel baskilama yontemine
gore birtakim avantajlara sahiptir; baskilanan biyomolekulin aktivite kaybinin
minimuma indirgenmesi, baskilama igin olduk¢a dustuk miktarda kalip molekulin
yeterli olmasi, proteinin baskilama sirasinda monomer ¢dzeltisi iginde bulunmasi
gerekmediginden proteinin konformasyonel butunligund korumasi, vb [248-250].

Mikrotemas baskilama yontemi Sekil 1.24’de sematik olarak gdsteriimektedir.
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Sekil 1.24. Mikrotemas baskilama yontemi

1.8.2.3. Baskilanmig Nanopartikiiller

Kimyasal ve biyokimyasal tayinde en blyuk cabalardan biri, bir sensérin es
analitine olan optimum hassasiyetini ve seciciligini yakalamaktir. Hassasiyet farkli
yollarla arttirilabilir, 6rnegin kiatle duyarli gevirici kullaniliyor ise cihazin frekansini
arttirma yolu ile yapilabilir [251]. Fakat malzeme acisindan bakildiginda, ilgili
tanima yulzeyi Uzerindeki etkilesim bodlgelerinin sayisini arttirmak ya da bu
bdlgelere ulasilabilirligi arttirmak diger bir yaklasimdir. Bu iki durumdan ikincisi
pratikte daha kullanighdir [252], ¢UnklU etkilesim bdlgelerinin sayisini arttirmak
fazla miktarda kalip molekdl kullanimini gerektirir, bu da polimerizasyonu
engelleyebilir. Tanima bolgelerine ulasilabilirlik ince filmlerden ziyade
nanopartikdllerin kullanimi ile arttirllabilir. MIP nanopartikllleri, ince filmlere
kiyasla, analit-reseptor etkilesimi icin artan yuzey alani saglarlar. Sekil 1.25a

baskilanmis nanopartikul ile kapli cam yuzeyin atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
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goruntusu iken, Sekil 1.25b ince film ile kapli ve MIP nanopartikil ile kapl kuartz
kristal mikroterazi (QCM)'nin katle duyarli sensdr cevabini gdstermektedir.
Buradan da, nanopartikll-MIP kapli ylUzeyin daha kisa difiUzyon yolagi ve ince
filme kiyasla uygun etkilesim bolgelerinin artan sayisi nedeniyle daha fazla sensor

cevabi verdigi gortulmektedir.

— NP
—

Frekans [Hz)

a 1 2 L 4

Zaman (dak}

Sekil 1.25. a) MIP nanopartikdl ile kapli cam yuzeyin AFM goéruntasu, b) MIP

nanopartikdl ve ince film ile kapli QCM’in sensoér cevabi

1.8.3. Gergek Hayatta MIP Temelli Biyosensor Uygulamalari

Gergek hayatta ve es zamanl tayinde bir analitik kimyaci igin esas zorluk,
kompleks ortamlardaki dlsUk derisimde bulunan analitler ile ¢alismaktir. MIP’ler
bu kapsamda ilgi odagi olmustur. Fakat bu malzemelerin laboratuvar ortamindan
gercek hayata aktarildigli calismalarin sayisi kisithdir. Bu tlr ¢alismalara ornek
olarak, bitki Ozutlerinden viris tayini [253], yagd matrikslerinde oksidatif
degradasyon olgusunun goézlenmesi [254-256], bakteri [234], maya hUcresi [257]
ve ucucu organik bilesik tayini [251, 258-263] verilebilir. MIP’lerin c¢evresel
uygulamalarda da yeri vardir; dzellikle pestisit [264-266], endokrin bozucu bilesen,
suda ve havada agir metal ve toksik metal tayininde. Bu malzemeler ayrica atik su
uygulamalarinda da kullaniimaktadir. MIP temelli sensor uygulamalari, sadece bir
matriks icinde tek bir analit tayini ile sinirli degildir. Ayrica kompleks karigimlar
icinden de tayin icin kullanilabilir (motor yagi degradasyonu tayini gibi) [254-256].

Bu durumda sadece uygulama ilgin¢g olmakla kalmaz, ayni zamanda tayin sekli de
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oldukga sira disidir. Kompleks bir matriksteki tim degisiklikler, aslinda detayda
bunlarin ne oldugu bilinmeden, tek bir sensor cevabina doénusturulir. Boylece
matriksteki kimyasal degisikliklere dayali bir sinyal olusturulmus olur. Ayrica MIP
temelli sensorlerle cgesitli bilesenlerin ayni anda tayini de mumkuinddr. Bu tarz

¢oklu bilesen tayini icin array formatinda sensoérler mevcuttur.

1.8.3.1. Cevresel Uygulamalarda MIP Sensoérleri

Genellikle cevresel olarak 6nemli kirleticilerin  tayini, dusuk analit
konsantrasyonuna bagli olarak ylksek hassasiyet ve segicilik elde etmede zorluk
yasanmasina neden olur. Bu yuzden bu tarz uygulamalar ile ilgili olarak basiimig
olan galismalarin sayisi kisithdir. Bu galismalar farkli kaynaklardan alkol, ester,
keton, aldehit, organik asit ve terpen tayinini igermektedir. Bunlarin c¢evre
atmosferden kantitatif olarak tayini, ¢gevresel, epidemiyolojik ve toksik calismalar
icin ¢ok oOnemlidir [267]. MIP’lerin bu kapsamdaki avantajlari su sekildedir;
geligtirilen sisteme secicilik kazandirirlar, bdylece kayda deger tayin limitine
ulasilmasini saglarlar ve oldukca ekstrem kosullara, haftalarca dayanikli, yeniden

kullanilabilir bir matriks olusturulmasini saglarlar.

MIP’ler tarafindan olusturulan segicilik sayesinde birbirine ¢ok benzer bilesikler
arasinda bile 3-10 kata varan segicilikte ayrim yapilabilmistir [259]. Terpenlerin
atmosfere yayilmasi, troposferdeki -OH ve ozon ile reaksiyona girerek, global
radyasyon dengesini etkiler. Gelistirilen MIP temelli sensor sistemi ile havadan 20
ppm tayin limiti altinda terpen tayini yapiimistir. Sensoér sistemi ile GC-MS’den elde
edilen sonuglar karsilastirildiginda, iki yontem arasinda mikemmel korelasyon

gozlenmigtir.

Terpenler igin gelistirilen diger bir katle duyarli MIP sisteminde, sivi fazdan D-
mentol ve L-mentol ayrimi basarili bir sekilde gergeklestiriimis ve sudan 200 ppb

tayin limiti ile L-mentol tayini yapilmistir [268].

1.8.3.2. Pestisit Tayininde MIP Sensorleri

Pestisit tayinine yodnelik sensér malzemelerinin gelistiriimesi 1999 yillarina dek

uzanmaktadir. Sergeyeva ve ark.’lari [269] hazirladiklari MIP membranlar ile sulu
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¢Ozeltiden atrazin tayini igin kondaktometrik sensoér gelistirmiglerdir. Hazirlanan
sistem Ozellikle atrazine kargi ylksek segcicilik gdstermistir. Ozellikle 5 nM gibi
oldukgca dugsuk tayin limiti ile geligtirilen sensoér, gercek yasam uygulamalari
acisindan oldukga elveriglidir. Benzer olarak Pardieu ve ark.’lari [270] atrazin tayini
icin elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir ve hazirlanan MIP temelli sensoér
oldukga diisiik tayin limiti (107 mol/L) ile triazin ailesine genis bir aralikta segicilik
gostermistir (107 mol/L - 1.5x10 mol/L).

1.8.3.3. Biyolojik Goruintiilemede MIP Sensorleri

Molekuler baskilamanin baslangicindan beri sonugta olusan reseptér malzemeler
genellikle “yapay antikor’lar olarak adlandinlir [218, 271, 272]. MIP’lerin biyolojik
antikorlarin yerine kullanilabilmesi igin yogun ilgi olmasinin nedenlerinden biri,
antikorlarin oldukga maliyetli olmasi sebebiyle biyolojik malzemelerin dusik
maliyetli ve seri Uretilebilen polimerler ile yer degistirmesinin mantikli olmasidir. Bu
yaklasim “MIA” olarak adlandirilan molekller baskilanmis sorbent assay’lerin
gelisimine neden olmustur [271]. ik MIA galismas! bir sedatif olan diazepam,
ikincisi ise bir bronkodilatdr olarak kullanilan theophylline tayinine yonelik olmustur
[218]. iki sistemde de hidrojen bag yapabilme yeteneklerinden dolayr ve
(met)akrilat monomerlerinin kolay polimerizasyon Ozellikleri nedeniyle akrilat
temelli polimerler kullaniimistir. Bu 6zellikler akrilik polimerlerini  molekuler

baskilama yonteminde en ¢ok kullanilan matriks yapmistir.

Ozellikle kugik molekiller ile calisirken MIP’ler dogal karsiliklari ile

kiyaslandiginda asagidaki gibi avantajlar sunarlar:

e Kuguk bir molekuile karsi MIP Gretmek, antikor Uretmekten daha kolaydir,

e Antikorlar sadece sulu ¢evrede fonksiyoneldir, fakat MIP’ler hem sulu hem
de susuz kosullarda aktiftir.

e Antikorlar hassastir, sadece belirli bir sicaklik ve pH araliginda kararlidir,
fakat MIP’ler dayanikhdir.

Baskilama tekniginin énemli bir avantaji, bu yontemin sadece molekuler analitler
ile sinirl olmamasi, ayrica daha buyuk yapilar icin de kullanilabilmesidir. Fakat bu

durumda yigin baskilama midmkin degildir. CunkG bu ydntemle, birkag 10
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mikrometre kalinliginda tabaka elde edilir ve analitin etkilesim bdlgelerine

difizyonu neredeyse imkansiz olmaktadir.

ilk asil sensér calismalari, poli-Uretan [259] ve sol-jel malzemeye [273] maya
hlcrelerinin ylzey baskilama yontemi ile baskilanmasiyla basariimistir. MIP ve
maya hucresi arasinda bir tanima olayi gergeklesmis, MIP’ler bakteri gibi sadece
farkli mikroorganizmalara karsi degil, farki maya tirleri arasinda da ciddi segicilik
goOstermigtir. Bu da biyo-baskilama sirasinda sadece ilgili tirin morfolojisinin
onemli rol oynamadigini, ayrica ylzey kimyasinin da o&nemli oldugunu
kanittamaktadir. Bu gézlem daha sonralari ortak geometrik 6zellik tasiyan fakat
yuzey kimyasi bakimindan farkli biyolojik tarler igin tasarlanan sensor sistemleri ile
desteklenmistir. Buna bir drnek olarak eritrositlerin ylzey baskilama yodntemi ile
baskilandigi c¢alisma verilebilir. Burada olusturulan bosluklar oldukga yuksek
secicilik gostermistir, hazirlanan MIP’ler sadece farkli kan gruplari arasinda ayrim
yapmakla kalmamig, hicre ylzeyindeki glikolipit miktarina bagl olarak alt gruplar

arasinda da ayrim yapabilmigstir [274].

25

Sekil 1.26. Sensor ylzeyine baskilanan eritrositlerin AFM goriantisu

VirGsler, hizli bir sekilde tayin edilebilmeleri igin ginimuizde higbir analiz teknigi
bulunmadigindan kimyasal tayin igin en énemli biyolojik tlrler arasindadir. Bunun

en onemli sebebi, 10 nm ile 100 nm arasinda degisen boyutlaridir. Tatin Mozaik
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Virusu (TMV) baskilanmis politretanlar ile yapilan ilk sensor calismasi Dickert ve
ark.’lan [275] tarafindan yayinlanmigtir. Hazirlanan QCM temelli MIP sensoru,
TMV'yi bitki 6zuta gibi oldukga kompleks bir ortamdan, segici bir sekilde 1 mg/L

tayin limiti ile tayin edebilmigtir.

Yapilan tez cgalismasi kapsaminda, prostat kanseri tayininde 6nemli bir biyo-
belirte¢ olan PSA’nin klinik érneklerden es zamanli, ultra hassas ve segici tayini
icin biyosensor gelistiriimesi ve gelistirilen biyosensérin gunumizde PSA tayini
icin rutin olarak kullanilan, ticari bir ydntem olan ELIZA yéntemi ile dogrulugunun

ve guvenilirliginin test edilmesi amaglanmistir.

64



2. DENEYSEL YONTEMLER
2.1. Kimyasal Maddeler

Prostat Spesifik Antijen (PSA, kat.no: A01238H) Meridian Life Science, Inc.,
Memphis, ABD firmasindan temin edilmistir. insan serum albimini (HSA, kat.no:
A9511), insan immunoglobulin G (IgG from human serum, kat.no: 14506), lizozim
(lysozyme from chicken egg white, kat.no: L6876) Sigma Aldrich (St Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Glutaraldehit %50 (W/V), 3-amino-propil-trietoksisilan
(APTES) ve a-a’-azobisizobutironitril (AIBN) Fluka (Buchs, Isvigre) firmasindan
alinmigtir. Metakrilik asit (MAA) ve etilen-glikol-dimetakrilat (EGDMA) Aldrich
(Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Altin ¢ip yuzey
modifikasyonunda kullanilan allil merkaptan Fluka (Buchs, isvigre) firmasindan
alinmistir. Cam mikroskop slaytlari (24 x 40 mm) (IsoLab), mikrotemas baskilama
yonteminde proteinin immobilize edildigi protein kalibi olarak kullaniimistir. Diger
kimyasal maddeler analitik saflikta olup Merck AG (Darmstadt, Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan su, yluksek akisli sellloz asetat
membran (Barnsteadt, D2731) ile ters ozmoz Barnsteadt (Dubuque, 1A) ROpure
LP® birimi ve ardindan Barnsteadt D3804 NANOpure® organik/kolloid
uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak

saflastiriimistir. Elde edilen saf suyun direnci 18 MQ/cm’dir.

2.2. Mikrotemas Baskilama Yoéntemi ile PSA Baskilanmigs SPR Ciplerinin

Hazirlanmasi

Mikrotemas baskilama yontemi ile PSA baskilanmigs SPR c¢ipleri 3 asamada

hazirlanmistir:

a) Cam slaytlarin temizlenmesi, ylizey modifikasyonu ve protein kalibinin
hazirlanmasi

b) SPR c¢iplerinin temizlenmesi, allil merkaptan ile yuzey modifikasyonunun
yapiimasi

c) SPR ¢ip yuzeyinde PSA baskilanmig polimerik filmin olusturulmasi
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2.21. Cam Slaytlarin Temizlenmesi, Yuzey Modifikasyonu ve Protein

Kalibinin Hazirlanmasi

Mikrotemas baskilama yonteminde kalip molekul olarak kullanilacak olan PSA’'nin
immobilizasyonu i¢in 24 x 40 mm boyutlarinda mikroskop cami kullaniimigtir. Cam
slaytlarin temizlenmesi igin, slaytlar sirasiyla 1 M HCI (10 mL), deiyonize su (10
mL), 1 M NaOH (10 mL), deiyonize su (10 mL) ve etanol (10 mL) iginde, ultrasonik
sonikatorde, her bir asamada 10 dakika bekletiimigtir. Temizlenme asamasindan
sonra azot gazi ile kurutulan cam slaytlarin modifikasyonu asamasina gegilmigtir.
Oncelikle cam slaytlar etanol igerisinde hazirlanan % 10'luk APTES (3-amino-
propil-trietoksisilan) (V/V) ¢ozeltisinde, oda sicakliginda, 1 saat bekletilmistir. Bu
sekilde, cam ylzey uzerinde amino gruplari olusturulmustur. 1 saat sonunda
¢ozelti icinden alinan cam slaytlar etanol ile temizlenip, azot gazi ile kurutulmustur.
Daha sonraki asamada, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde hazirlanan %
5’lik Glutaraldehit (GA) (V/V) g¢ozeltisinde, oda sicakliginda 2 saat bekletilen cam
slaytlarda, amino gruplarinin aktivasyonu saglanmistir. Daha sonra fosfat tamponu
ile temizlenen cam slaytlar, azot gazi ile kurutulduktan sonra PSA
immobilizasyonu i¢in hazir duruma getirilmistir. PSA’nin cam slayt yuzeyine
immobilizasyonu igin, cam slaytlar 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde
hazirlanan 0.1 mg/mL PSA c¢o6zeltisinde, 4 °C’de 24 saat bekletilmistir. 24 saat
sonunda protein ¢dzeltisinden alinan slaytlar, fosfat tamponu ile temizlenmis ve
azot gazi ile kurutulmustur. Bu sekilde PSA’nin yuzeye kovalent olarak immobilize

edildigi protein kalibi hazirlanmistir.

Sekil 2.1’de cam slaytlarin modifikasyon agamalari gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Cam slaytlarin ylzey modifikasyonu ve protein kalibinin hazirlanmasi; A)

APTES ile modifikasyon, B) Glutaraldehit ile aktivasyon, C) PSA immobilizasyonu
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2.2.2. SPR Ciplerinin Temizlenmesi, Allil Merkaptan ile Yizey

Modifikasyonunun Yapilmasi

SPR ciplerinin altin kapli yuzeyleri modifiye edilmeden Once, altin yuzey saf etil
alkol (10 mL), amonyak (10 mL) ve distile su (10 mL) asamalarindan gegirilerek
temizlenmistir. Son olarak, asidik pirana ¢ozeltisi (3:1 H2SO4:H,0,, V/V) icerisinde
2 dakika bekletilen cipler, etanol ve distile su ile yikanmig ve azot gazi ile

kurutulmustur.

Yuzeyi temizlenen SPR gipler, 3 mM allil merkaptan (CH,CHCH,SH) iceren etanol
¢Ozeltisinde 12 saat suresince bekletilmistir. Allil merkaptan ¢ozeltisinden alinan
SPR c¢ipleri detayl bir sekilde etanol, etanol:su karisimi (1:1, V/V) ve distile su ile
yikanmis ve azot gazi ile kurutulmustur. Modifikasyon ile, altin kapli SPR ¢ip

yuzeyinde allil gruplarinin yonlenmesi saglanmistir.

CH, CH, CH,
Tl 1] 1
Allil merkaptan (le (I3H (|3H Allil gruplarinin
cozeltis (3 mh) [%HQ {I:Hz ?Hg yanlenmesi
SH SH :SH
R
—_—
SPR cipi SPR cipi

Sekil 2.2. SPR ciplerinin allil merkaptan ile modifiye edilmesi ve allil gruplarinin

yonlenmesi
2.2.3. SPR Cip Yuzeyinde PSA Baskilanmis Polimerik Filmin Olugturulmasi

Protein kalibi ile modifiye edilmis SPR giplerini bir araya getirmeden once,
monomer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun icin fonksiyonel monomer olarak MAA
(metakrilik asit) ve ¢apraz baglayici olarak EGDMA (etilen glikol dimetakrilat); 1:5
(V/V) oraninda kullanilarak, monomer ¢o6zeltisi hazirlanmis ve oda sicakliginda 1
saat karistirlmistir. Daha sonra bu ¢dzelti igerisine 2 mg baslatici olarak kullanilan
AIBN (a-a’-azobisizobutironitril) eklenmigtir. Reaksiyon karigimindan azot gazi

gegirilerek ¢6zinmis oksijen ortamdan uzaklastirilmigtir. Bu reaksiyon

68




karisimindan 1.5 pyL alinarak SPR ¢ip yuzeyine damlatiimistir. Ardindan protein
kalibinin oldugu cam slayt, bu karisim tUzerine ters gevrilerek kapatiimig, UV is1gi
altinda (100 W, 365 nm, UVP B100-AP High Intensity UV-lamp) 20 dakika
suresince polimerizasyon islemine tabi tutulmustur. Polimerizasyon sonrasinda,
protein kalibi SPR ¢ip yuzeyinden alinmigtir. Polimer kaplanmis altin gipler 0.1 M
fosfat tamponu (pH: 7.4), distile su ve etanol ile yikkanmis, azot gazi ile

kurutulmustur.

[T = g

P34 immabilizasyonu
Cam slayt Protein kahbi

Yizey modifikasyonu 'I:i' {:} {:E‘

5 _— B
— monomer cizeltisi
SPR cipi SPR cipi
Protein kalibimin e

uzaklastinimasi fi‘ﬁan;mﬁﬁg
< c

Kalip maolekilin

yeniden badlanmasi
PSA-MIP SPR cipi PSA-MIP SPR cipi

polimerizasyon

Sekil 2.3. Mikrotemas baskilama yontemi ile PSA baskilanmis (PSA-MIP) SPR
giplerinin hazirlanmasi; A) Protein kalibinin hazirlanmasi, B) SPR ¢ipinin yuzey
modifikasyonu ve monomer ¢ozeltisi ile muamele edilmesi, C) Mikrotemas baskilama

yontemi ile PSA’'nin SPR ¢ip ylzeyine baskilanmasi
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2.3. SPR Ciplerinin Yuzey Karakterizasyonu
2.3.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

SPR ciplerinin altin ylzeyinin karakterizasyonu igin yari temas modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullaniimistir.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x
4096 piksel ¢ozunurlikte 6lgim alabilmektedir. Modifiye edilmemis, allil merkaptan
ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmigs SPR c¢ipleri, ¢ift yizIi karbon bant ile
ornek tutucuya yerlestirilmistir. Goruntileme calismalari, hava ortaminda, yari
temas modda gerceklestiriimistir. Salinim rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak
uygulanmigtir. Titresim genligi, 1 Vrus ve bos titresim genligi ise 2 Vgrus'dir.
Ornekler 2 pm/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziniirlikte, 2 x 2 pm?lik bir

alanda goruntilenmistir.

2.3.2. Elipsometre

Allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmis SPR ¢iplerinin ylzeyindeki
kalinlik dlcumleri Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Goéttingen, Almanya) cihazi
ile karakterize edilmistir. Kalinlik élgumleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelig
acisinda gergeklestirilmistir. SPR ¢ipi lazer i1sik kaynagi altina yerlestiriimis ve
yuzey kalinhgi hesaplama programi i¢in SF10 prizma+50 nm altin+50 nm polimer
katmani veri olarak dngérulmistir. Olgiimler sensor yiizeyinde 6 farkli noktada 3

kere tekrarlanmis ve sonugclar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

2.3.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmis SPR
ciplerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi igin, 1.2 nm duzeyinde
yuksek c¢ozunurlukli QUANTA 400F Field Emission SEM (ABD) cihazi
kullanilmistir. SPR c¢ipleri SEM analizi éncesinde etanol ve distile su ile her bir
asamada, 10 dakika olacak sekilde temizlenmistir. Analiz dncesinde elektrotlar

Au/Pd ile kaplanmistir.
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2.3.4. Dispersif Raman Analizi

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmig SPR
giplerinin dispersif Raman analizi i¢cin Ramanscope |l (Bruker Optics Inc., Billerica,

ABD) cihazi kullanilmigtir. 633 nm lazer kullanilarak sonuglar elde edilmistir.

2.3.5. FT-IR (ATR) Olgiimii

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmigs SPR
giplerinin FT-IR (ATR) dl¢cumu igin IFS 66/S (Bruker Optics Inc., Billerica, ABD)
cihazi kullaniimistir. 4000-400 cm™ dalga sayisi araliinda tarama yapilmistir.
2300-1800 cm™ dalga sayisi arali§inda gériinir olan kiiciik pikler ATR kristaline ait
oldugundan 6rnek icin degerlendiriimemistir. Sonuglara atmosferik ayarlama (H.O

ve CO; icin) ve taban ¢izgisi (baseline) dizeltmesi yapilmigstir.

2.3.6. Temas Agisi Olgiimii

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmig SPR
giplerinin temas acisi olgimleri icin KSV/Attention Theta (Boston, ABD) temas
acisi ve yuzey gerilim olcim cihazi kullaniimistir. Temas agisi dlgumlerinde
yapisik damla (Sessile Drop) yonteminden yararlaniimistir. Bu yontemle, analizi
yapilmak istenen yuzeyler Gzerine 1 damla su damlatilarak her birinin temas agisi
Olcilmustir. Temas agisi degerleri, damlacigin kati ile sol temas noktasindan
alinan soldan temas agisi; sag temas noktasindan alinan sagdan temas agisi
dikkate alinarak belirlenmistir. Her bir ylzey igin belirlenen temas agisi 50 6lgimin

ortalama degeridir.

2.4. PSA Baskilanmig (PSA-MIP) SPR Cipler ile Kinetik Olgiimler

PSA baskilanmig SPR cipleri ile kinetik analizler SPRimager I (GWC
Technologies, Madison, ABD) ile gergeklestiriimigtir. Digital Optics V++
goruntileme yazihimi ve bu yazilim ile birlikte ¢calisan Microsoft Excel programi,

sensorgramlarin elde edilmesinde kullaniimistir.
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Sekil 24, SPR imager Il (GWC
Technologies, Madison, ABD) cihazi

GWC SPRimager Il cihazi, ylizey plazmon rezonans agisina yakin sabit bir agida
uyarilmis olan drnekten yansiyan 1g1gin olgilmesi prensibine gore calisir. Cihaz;
Isik kaynagi, kutuplayici, érnek hicresi, dar bant filtresi, ¢ip yuzeyindeki tim optik
alani yakalayabilen CCD kameradan olugsan bir dedektdor ve bir sicaklik
sensorunden olugsmaktadir. SPRimager |l sisteminde 1s1din dalga boyu (800 nm)

ve gelis acgisi (40°-70°) sabittir.

Cihazin galisma prensibi su sekildedir: Kosutlanmis polikromatik bir kaynaktan
gelen 1sik, ylzey plazmon rezonans agisina yakin bir bdlgedeki acgida bir
polarizorden gegerek prizmal/ince altin film/6rnek UGglistinin beraberce
olusturdugu ornek hlcresine c¢arpar. Prizma/altin ara yuzeyi ile etkilesen isik,
yansiyan 1s1gin siddetinde azalmaya neden olan yuzey plazmonlarini olusturur.

Yansiyan 1s1gin siddeti, dedektor tarafindan olgulUr.

PSA baskilanmigs SPR ¢ipinin polimerik film kapli ylUzeyi akis hicresi yonunde
olacak sekilde ornek tutucuya yerlestiriimis, Uzerine kirilma indisi esitleyici sivi
(kirlma indisi: 1.720 £ 0.0005, Cargille Laboratories Series M Fluid) damlatiimis,
en Uste prizma yerlestirilmistir. Ardindan akis hicresi, giris ve ¢ikis uglari 6rnek
tutucuya eklenerek ornek hicresi hazirlanmistir. Ornek hiicresi, cihaza

yerlestiriimigtir. Sicaklik sensoru ile sicaklik 25 °C’ye sabitlenmigtir.
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iIk olarak sistemden 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) gegirilerek sistemin
dengelenmesi saglanmistir (akis hizi: 150 pL/dak). Sistemden tampon c¢ozelti
gecgerken, yuzey plazmon egrileri alinmig ve rezonans agisi belirlenmigtir. Gelis
acisl bu acglya yakin bir agiya sabitlenerek sensorgram alinmaya basglanmistir.
Sistemden 10 dakika suresince 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) geciriimeye
devam edilmigtir. Bu dengeleme basamagindan sonra ornek ¢ozeltisi (sulu PSA
¢Ozeltisi, yarismaci proteinleri iceren ¢ozelti, PSA iceren serum drnekleri, prostat
kanserli hasta serumu Ornekleri) 50 dakika suresince sistemden gegirilerek
sistemin denge durumuna gelmesi beklenmigtir. Ardindan 10 dakika suresince
sistemden desorpsiyon c¢ozeltisi (25 mM Glisin-HCI, pH: 2.5) gegcirilerek
desorpsiyon islemi gerceklestiriimistir. Desorpsiyon igsleminden sonra sistem 10
dakika suresince fosfat tamponu (10 mM, pH: 7.4) ile temizlenmis ve bdylece
sistemin rejenerasyonu saglanmistir. Ardindan yukarida anlatilan cihaz ile birlikte

sunulan yazilimlar kullanilarak sensorgramlar elde edilmistir.
Bu kapsamda incelenmis olan parametreler su sekildedir:
a. Desorpsiyon ¢ozeltisinin PSA tayini Gzerine etkisi
b. Sulu ¢dzeltiden PSA tayini
c. Yarismaci proteinler ile yarismali kinetik analizler
d. PSA baskilanmig sensorun baskilama segiciliginin belirlenmesi
e. PSA eklenen saglikli insan serum érneklerinden PSA tayini

f. Prostat kanserli hasta serumundan PSA tayini ve elde edilen sonuglarin

ELIZA ile karsilastiriimasi

g. Tekrarlanabilirlik gcaligsmalari

2.4.1. Desorpsiyon Cozeltisinin PSA Tayini Uzerine Etkisi

SPR ¢ipi Uzerine baglanan PSA’y! etkili bir sekilde desorbe etmek igin, iki farkli
desorpsiyon ajaninin (1 M NaCl, pH: 7.4 ve 25 mM Gilisin-HCI, pH: 2.5) etkisi
incelenmigtir. 1 ng/mL ile 20 ng/mL arasinda degisen derisimde PSA c¢ozeltileri
sistemden gegcirildiginde, iki farkli desorpsiyon ajani kullanildidinda, sensorin

verdigi cevap (AR) incelenmigtir.
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2.4.2. Sulu Gozeltiden PSA Tayini

0.1 ng/mL-50 ng/mL derisim araliginda, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde
hazirlanan PSA c¢ozeltileri sistemden gecirilmistir. Her bir derisim degerine ait
sensorgramlar alinarak AR degerleri belirlenmigtir. Bu 6lcimlere gore kalibrasyon

grafigi olusturulmustur.

2.4.3. Yarnigmaci Proteinler ile Yarigmali Kinetik Analizler

PSA baskilanmis sensorin PSA’ya olan segiciligini gdstermek amaciyla,
yarigsmaci proteinler olarak immunoglobulin G (IgG), insan serum albumini (HSA)
ve lizozim (Lyz) kullanilmigtir. 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde 10 ng/mL
derisiminde hazirlanan 1gG, HSA, Lyz, IgG/PSA, HSA/PSA, Lyz/PSA ve
IgG/HSA/Lyz/PSA tekli, ikili ve dortli c¢ozeltileri SPR sistemine gdnderilerek

sensorgramlar alinmistir. Segicilik ve bagil segicilik katsayilari hesaplanmigtir.

2.4.4. PSA Baskilanmig Sensoriin Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

PSA baskilanmig sensorin baskilama seciciligini gostermek icin  PSA
baskilanmamis (non imprinted-NIP) SPR ¢ipi hazirlanmistir. Bu ¢ipin hazirlanmasi
icin kullanilan yontem, PSA-MIP SPR gipinin hazirlanmasi igin kullanilan yontemle
aynidir. Aradaki tek fark, protein baskisinin olusturuldugu cam yuzeyler
hazirlanirken, modifikasyon asamasindan sonra cam slaytlara protein (PSA)
immobilizasyonu yapilmamistir. Onun diginda tum prosedir yukarida detayl bir
sekilde anlatildigi gibidir. Bu sekilde kalip molekul kullaniilmadan baskilanmamig-

NIP SPR ¢ipi hazirlanmistir.

Hazirlanan NIP ¢ipi ile 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) icinde hazirlanan 2 ng/mL-
50 ng/mL derisim araliginda, PSA ¢ozeltileri ile kinetik ¢alismalar yapilmistir.

Ayrica yarismaci proteinler olarak kullanilan 19G, HSA ve Lyz ¢ozeltileri ile kinetik
calismalar yapiimistir. Bu ¢ozeltiler de 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde

10 ng/mL derisiminde hazirlanmistir.
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2.4.5. PSA Eklenen Saglikli insan Serum Orneklerinden PSA Tayini

Saglikh insan serum 6rneginden PSA tayini icin, kan 6rnegdi test tiplne alinarak
3000 rpm'de 10 dakika santriflj edilmistir. Daha sonra kan ornekleri 3 pm’lik
filtrelerden gegirilerek kullanilana kadar -20 °C’de derin dondurucuda bekletilmistir.
Serum oOrnekleri 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile 1:4 oraninda dilue edilmigtir.
PSA’nin tayin edilemedigi 6rnek kor ornek (blank) olarak secilmigtir. Bu 6rnege
disaridan 100 pg/mL-10 ng/mL arasinda degisen derisimde PSA eklenmigtir. Bu
ornekler sistemden gegirilerek AR degisimleri incelenmistir. Bu sekilde kan 6rnegi

icin kalibrasyon grafigi olusturuimus ve % geri kazanim orani hesaplanmistir.

2.4.6. Prostat Kanserli Hasta Serumundan PSA Tayini ve Elde Edilen
Sonuglarin ELIZA ile Karsilagtiriimasi

PSA-MIP sensorun kanserli hasta drneklerinden PSA tayini icin kullanilabilirliginin
ve PSA tayini icin ginimizde mevcut yontemler ile uyumlulugunun aragtiriimasi
icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji A.B.D’den prostat kanseri teshisi
konmus hastalardan kan ornekleri alinmistir (Etik Kurulu Karar No: GO 13/135-
28). PSA seviyesi 0.21 ng/mL ile 21.8 ng/mL arasinda degisen 10 hastaya ait
ornekler EDTA igeren vakumlu tupler ile toplanmistir. Kirmizi kan hadcrelerinin
uzaklastirilmasi igin oda sicakhiginda 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edilen
ornekler, 3 um’lik filtrelerden gecirilmis ve -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. SPR sistemine uygulanmadan 6nce, fosfat tamponu (10 mM, pH: 7.4) ile

Ya oraninda dilue edilmistir. Sistemden gegirilerek sensorgramlar alinmistir.

Hazirlanan sensoérun etkinligini ve validasyonunu goéstermek igin, prostat kanserli
hasta serumuna PSA-MIP sensorandn verdigi cevap, gunimuzde PSA olguimu igin
kullanilan mevcut ELIZA ydnteminin bir varyasyonu olan Kemiluminesans
immiino-analiz yéntemi ile karsilastinlmistir. ELIZA Slgtimleri H.U. Tip Fakdiltesi

Uroloji A.B.D’de yapilmistir.
2.4.7. Tekrarlanabilirlik Galigmalari

PSA-MIP sensorinin tekrar kullanilabilirligini test etmek icin, 10 mM fosfat
tamponu (pH: 7.4) icinde 10 ng/mL derisiminde hazirlanan PSA ¢dzeltisi art arda

50 enjeksiyon sonrasinda, ayni érnege sensorun verdigi cevap (AR) incelenmistir.
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3. SONUGLAR ve TARTISMA

3.1. SPR Ciplerinin Yuzey Karakterizasyonu
3.1.1. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Analizi

AFM G¢ boyutlu ylzey topografisi, nanoyapilarin boyutlari ve bigimleri,
nanoboyutta ylzey parazlaligtu, faz goérantilemeyle ylzey kompozisyonu
belirlenmesi, bolgesel nanomekanik, manyetik ve elektriksel 6zellikler hakkinda

bilgi edinilmesini saglar.

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ¢iplerinin
yuzey morfolojisi yari temas modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize
edilmigtir. Modifiye edilmemis SPR c¢ipinin yuzey derinligi 11.45 nm olarak
belirlenmistir (Sekil 3.1). Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipinin ylzey
derinligi 20.51 nm olarak bulunmustur (Sekil 3.2). Bu sonug, yuzeyi temizlenmis
olan altin ¢ip Uzerine allii merkaptan modifikasyonunun basarili bir gsekilde
yapildigini géstermektedir. Son olarak PSA-MIP SPR ¢ipinin yluzey derinligi ise
Sekil 3.3’den de goéruldugu gibi 163.63 nm olarak belirlenmistir. Son asamada
yuzey derinligindeki bu artig, allil merkaptan ile modifiye edilmis ylzey Uzerinde

polimerik film tabakasinin basaril bir sekilde olusturuldugunu kanitlamaktadir.

3.1.2. Elipsometre Analizi

Elipsometre, i1s1gin  bir malzemeden gecmesi veya yansimasi sirasinda
kutuplanmasinda olusan degisikligi olcer. Elipsometre ile elde edilen veriler, her
malzemenin optik 6zelliklerine ve Odlgculen filmin kalinhdina baghdir. Boylelikle
elipsometre, film kalinhd1 tayininde ve malzemelerin optik sabitlerinin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Bununla beraber elipsometre, malzemelerin
bilesiminin, kristallesme seviyesinin, purtzliligunian ve katkilama oraninin

belirlenmesinde de kullanilabilir.

Allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ¢iplerinin elipsometre analizi
sonugclari Sekil 3.4 ve Sekil 3.5'de gorulmektedir. Kalinhk dlgimleri 532 nm dalga
boyunda, 62°lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. Allil merkaptan ile modifiye
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edilmig SPR c¢ipinin ortalama yuzey kalinhgr 95.4 nm olarak belirlenmistir. PSA-

MIP SPR c¢ipinin ortalama yuzey kalinhgi ise 125.1 nm olarak bulunmustur.

3.1.3. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ¢iplerinin
yuzey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmigtir.
Analiz edilecek ornekler ilk olarak vakum altinda ince bir altin tabaka ile
kaplanmigtir ve ardindan taramali elektron mikroskop (QUANTA 400F Field
Emission SEM, USA) goérantuleri alinmistir. Her U¢ SPR c¢ipine ait, farkl
bayutmelerdeki goruntuler Sekil 3.6-3.8'de gosterilmektedir. SEM goéruntulerindeki

farkhlik, modifiye edilmis altin ylzeyin polimerik film ile kaplandiginin kanitidir.

3.1.4. Dispersif Raman Analizi

Raman spektroskopisi molekul ve kristal orgulerdeki bagli atomlarin elektron
bulutlarinin, gelen i1gikla etkileserek titresmesi sonucunda meydana gelen Raman
sacllma surecine dayanmaktadir. Raman spektrumundan organik ve inorganik
maddelerin baglari hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgilerin yani sira, madde veya
malzeme yapisini meydana getiren ilgili fonksiyonel gruplar hakkinda da bilgi
edinilebilmektedir. Raman  spektroskopisi, higbir numune hazirlamayi
gerektirmeyen sadece kiuguk bir numunenin dlgim igin yeterli oldugu ve numuneye

zarar vermeyen bir yontemdir.

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmig SPR
giplerinin dispersif Raman analizi i¢in, 633 nm lazer kullanimi ile g¢alisan,

Ramanscope |l (Bruker Optics Inc., Billerica, ABD) cihazi kullaniimistir.

Modifiye edilmemis (Sekil 3.9A), allil merkaptan ile modifiye edilmis (Sekil 3.9B) ve
PSA-MIP SPR ciplerine ait (Sekil 3.10A) Raman goruntuleri incelendiginde,
bantlardaki kaymalar ylzeyin allil merkaptan ile basgarili bir gekilde modifiye
edildigini ve modifiye edilmis ylzeyde PSA-baskilanmig polimerik filmin basaril bir

sekilde olusturuldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.1. Modifiye edilmemis SPR ¢ipinin yari temas
modda alinan AFM goéruntiusu (A) Yuzey goruntusui; (B)

3B goruntusu
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Sekil 3.2. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipinin
yarl temas modda alinan AFM goéruntast (A) Yuzey

gorintusu; (B) 3B goruntusui
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Sekil 3.3. PSA-MIP SPR ¢ipinin yari temas modda alinan
AFM goéruntusi (A) Ylzey goruntusu; (B) 3B goruntusu
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Sekil 3.4. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipinin

elipsometre goéruntistd (A) Yuzey goruntusu; (B) 3B

goéruntusu
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Sekil 3.5. PSA-MIP SPR ¢ipinin elipsometre goruntisu (A)

Yuzey goruntusi; (B) 3B goruntisi
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12112/2014 | HV mag | WD | det |spot| =——20pm —
11:29:05 AM|20.00 kV{5 000 x|11.2 mm|ETD | 4.0 METU CENTRAL LAB

12112/2014 | HV ‘ mag WD | det |spot| =——4 ym ——— 12122014 | HV ‘ mag WD | det |spot| =——2pym ———

11:28:40 AM | 20.00 kV

Sekil 3.6. Modifiye edilmemis SPR c¢iplerine ait SEM goruntisu; A) 5000X, B) 25000X,
C) 50000X

25000x|11.2mm|ETD| 4.0 METU CENTRAL LAB 11:26:28 AM|20.00 kV|50 000x|11.2 mm|ETD | 3.0 METU CENTRAL LAB
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121122014 HV mag WD | det |spot| =——20ym—
11:34:12 AM | 30.00 kV|5 000 x| 10.5 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

11:33:36 AM |30.00 kV| 25000x |10.5 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB 11:30:24 AM |20.00 kV| 50 000x |10.5 mm|ETD | 4.0 METU CENTRAL LAB

12/12{2014‘ HV mag WD ‘det‘spot et 11— 12122014 | HV mag WD ‘det‘spot ey 1 11 E—

Sekil 3.7. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢iplerine ait SEM goruntisu; A) 5000X,
B) 25000X, C) 50000X
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12122014 | HV | mag | WD | det |spot| 20 ym 121202014 | HV mag | WD | det|spot| 4ym
12:09:09 PM |30.00 kV|5 000 x|11.2 mm|ETD| 30 | METU CENTRAL LAB 12:08:02 PM |30.00 kV| 25 000 |11.2 mm|ETD| 30 | METU CENTRAL LAB

.
12/12/2014‘ HV | mag | WD | det|spot| 2um 12/12/2014‘ HV ‘ mag | WD |det|spot] 1 um

12:07:49 PM |30.00 k| 50 000 |11.2 mm|ETD| 30 | METU CENTRAL LAB 12:07:32 PM |30.00 k| 100 000 x |11.2 mm|ETD| 30 | METU CENTRAL LAB

Sekil 3.8. PSA-MIP SPR ciplerine ait SEM gorintisi; A) 5000X, B) 25000X, C) 50000X,
D) 100000X
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Sekil 3.9. SPR ¢iplerine ait Raman analiz sonuglari; A) Modifiye
edilmemis SPR ¢ipi, B) Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipi
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Sekil 3.10. Raman analiz sonuglari; A) PSA-MIP SPR ¢ipi, B) Modifiye edilmemis,
allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR c¢ipine ait ¢akisik Raman

analiz sonucu
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3.1.5. FTIR-ATR Analizi:

IR spektroskopisi, molekillerdeki gesitli baglarin titresim frekanslarini olger ve
molekuldeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. FT-IR spektroskopisi ile
molekuler bad karakterizasyonu yapilarak, kati, sivi, gaz veya ¢ozelti halindeki
organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi,
yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapinin aromatik ya da alifatik olup

olmadigi belirlenebilir.

Tiyoller (R-SH) altin (Au) substratlar Gzerinde oldukga basarili sekilde SAM (Self
Assembled Monolayer) olustururlar. Ug grup altin yizeyinde kuvvetli ve istemli bir
sekilde adsorbe olur. Daha sonra molekuller zincir-zincir etkilesimleri ile tekrar
kendi aralarinda organize olarak yuzeyde yodun ve dizenli bir tabaka olustururlar.
Altinin goreceli inertligi, kolay temizlenmesi ve hazirlanmasina olanak saglayan
mikrokristalin yapisi nedeniyle Au Uzerine tiyol baglanmasi en ¢ok c¢aligilan model

sistemlerden biridir.

Modifiye edilmemis altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipi ve PSA-
MIP SPR c¢ipine ait FT-IR goéruntuleri Sekil 3.11 ve Sekil 3.12’de gortulmektedir.
Modifiye edilmemis (Sekil 3.11A) ve allil merkaptan ile modifiye edilmis (Sekil
3.11B) altin ylzey karsilastinildiginda, C-H gerilme bdlgesinde bakildiginda, 2924
cm’de C-H gerilme titresimlerine ait bantlar gériilmektedir. Alti karbon ve Uzeri
alkil zincirine sahip alkanotiyolatlar i¢cin bu degerler literatirde simetrik gerilmeler
icin 2848-2850 cm™ ve asimetrik gerilmeler igin 2918-2920 cm™ araligindadir. Allil
merkaptan ile kapli altin ylzey igin bulunan C-H gerilme titresim bantlarina ait

frekans degerleri literattr ile uyumludur.

PSA-MIP SPR cipine ait FT-IR spektrumu incelendiginde (Sekil 3.12A), 1548 cm’”

ve 1658 cm™" amid bantlari, 2920 cm™de alifatik C-H titresimleri gériilmektedir.
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Sekil 3.11. A) Modifiye edilmemis SPR ¢ipine ait FT-IR analiz sonucu, B) Allil

merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ipine ait FT-IR analiz sonucu
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Sekil 3.12. A) PSA-MIP SPR gipine ait FT-IR analiz sonucu, B) Modifiye edilmemis,
allii merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ciplerine ait cakisik FT-IR

goéruntusu
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3.1.6. Temas Agisi ve Yiizey Gerilimi Olgiimii

Temas acisi, damla goéruntulerini kaydederek zamana bagli damla seklini otomatik
olarak analiz eder. Damla sekli, sivinin ylzey geriliminin, sivi ile siviyl ¢gevreleyen
ortam arasindaki yodunluk farkinin bir fonksiyonudur. Kati yuzeylerde, damla sekli
ve temas agisi maddenin serbest ylzey enerjisine baglidir. Temas agisi, yuzey
gerilimi, ara ylzey gerilimi ve serbest ylzey enerjisi dlgumleri; 1slanabilirlik, sivi
emilimi, siviyl yuzeyde tutma, sivi yayilmasi, yuzey temizligi, yuzey heterojenlidi,

emulsiyon kararliligi, vb. gibi malzeme 6zellikleri hakkinda bilgi saglar.

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ¢ipinin
temas acisi degerleri KSV/Attention Theta (Boston, ABD) temas acisi ve yuzey
gerilim 6lcum cihazi ile belirlenmigtir. Cizelge 3.1’de modifiye edilmemis, allil
merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR ciplerine ait ylizey temas agcilari

oOzetlenmektedir.

Temas acisi dlcumlerinden goruldugu uzere (Cizelge 3.1), modifiye edilmemis
SPR ¢ipinin yuzey temas agisi degeri (75.56° £ 2.47), allil merkaptan ile modifiye
edilmis SPR ¢ip yluzeyinde 74.55° + 2.38’e dismus ve PSA baskilandiktan sonra
da 73.59° £ 2.42'ye dismustur. YUzeyin temas agisinin digmesi, yuzeyin hidrofilik
6zelliginin ve 1slanabilirliginin arttiginin bir gdstergesidir. Temas agisindaki disme,
ilk asamada yuzeyin allli merkaptan ile kaplandiginin bir goéstergesidir. Son
asamada temas agisindaki dusme, yuzeyde metakrilik asit temelli hidrofilik bir
monomerin kullanimiyla gergeklestirien PSA baskilama isleminin basariyla
gergeklestirildigini kanitlamaktadir. Sekil 3.13'de temas acisi dlgimleri alinan
modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP SPR c¢iplerine

ait temas agisi goruntuleri gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. A) Modifiye edilmemis, B) Allil merkaptan ile modifiye edilmis, C)PSA-MIP

SPR cipine ait temas agisi goruntdleri
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Cizelge 3.1. Modifiye edilmemig, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve PSA-MIP

SPR ¢ipine ait temas agisi dlguimleri

SPR cipi Temas Agcisi Ortalamasi | Hacim (uL)
(*)

Altin yuzey 75.56 £ 2.47 2.68

Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR | 74.55 £ 2.38 2.57

cipi

PSA-MIP SPR cipi 73.59+2.42 2.40

3.2. PSA Baskilanmig SPR Cipleri ile Kinetik Analizler

PSA baskilanmig SPR cipleri ile kinetik ¢calismalar kapsaminda su parametreler

incelenmigtir:

3.2.1. Desorpsiyon Gozeltisinin PSA Tayini Uzerine Etkisi

PSA-MIP cipine baglanan PSA’yi etkili bir sekilde desorbe edebilecek desorpsiyon
ajani olarak 1 M NaCl (pH: 7.4) ve 25 mM Gilisin-HCI (pH: 2.5) incelenmigtir. 10
mM fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde hazirlanan 1 ng/mL ile 20 ng/mL derisim
araliginda hazirlanan PSA c¢ozeltileri sistemden gegirildiginde, Sekil 3.14’de
gosterildigi gibi, en fazla kirilma yuzdesi degisimi (AR) desorpsiyon ajani olarak 25
mM Gilisin-HCI (pH: 2.5) kullanildiginda ol¢iimustir. 1 M NaCl (pH: 7.4)'Un

93




desorpsiyon ajani olarak kullanildigi durumda, Sekil 3.14’den de goéruldugu gibi
normalde artan PSA derigsimi ile orantili olarak artmasi gereken AR degeri, 10
ng/mL PSA derisiminden sonra azalmaktadir. Ayrica incelenen tum derisimlerde
g6zlenen AR degeri, 25 mM Glisin-HCI (pH: 2.5)'in desorpsiyon ¢ozeltisi olarak
kullanildigr durumdaki kadar ylksek degildir. Bunun sebebi, 1 M NaCl (pH: 7.4)’Un
yuzeye baglanan PSA'yl etkili bir sekilde desorbe edememesidir. Dolayisiyla
yuzeydeki bosluklara baglanan PSA etkili bir sekilde desorbe olamadigi igin, bir
sonraki analizde ylzeye baglanabilecek PSA derisimi, belirli bir degerden sonra
artmak vyerine azalmaktadir. Bu yUzden bundan sonraki tim analizlerde
desorpsiyon ajani olarak 25 mM Glisin-HCI (pH: 2.5) kullanilarak c¢alismalara

devam edilmistir.

—&— 1 M NaCl (pH:7.4)
3 —— 25 mM Glisin-HCI (pH: 2.5)

Delta R (Kirilma yiizdesi degisimi)
D

0 5 10 15 20 25

Cpsa (ng/mL)

Sekil 3.14. Desorpsiyon ¢ozeltisinin PSA tayini Uzerine etkisi (denge
tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; akis hizi: 150 yL/dak.; sicaklik: 25 °C)

3.2.2. Sulu Gozeltiden PSA Tayini

PSA derisimi ile SPR sinyali arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi i¢cin 10 mM
fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde hazirlanmis 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL derigim
araliginda PSA c¢ozeltileri hazirlanmistir. Sekil 3.15’de farkli derisimlerdeki PSA
coOzeltileri ile kirlma yuzdesindeki degisimi gosteren sensorgramlar gorulmektedir.

Sekilden de goruldugu gibi, PSA derisimi arttikca AR degeri, beklenildigi Uzere,



artmistir. Bunun sebebi, ¢ozelti ile yuzey arasindaki sUricu gug¢ olan derisim

farkinin artmasidir.

Her bir analiz dncesinde sistemden 10 dakika suresince denge tamponu (10 mM
fosfat, pH: 7.4) gecirilmigtir. Daha sonra 50 dakika sUresince, sistem dengeye
ulasana kadar, denge tamponu iginde hazirlanmig 6rnek c¢ozeltileri sistemden
gegcirilmistir. Son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi (25 mM Glisin-HCI, pH: 2.5) 10
dakika suresince sistemden gegcirilerek ylzeye baglanan PSA’nin desorpsiyonu

gerceklestiriimistir.

Sekil 3.16A’da goruldugu gibi sistemden sadece denge tamponu gegirildiginde, AR
degerinde bir degisim olmamistir. En yuksek AR degeri, en yuksek PSA derisimi
olan 50 ng/mL’de 11.56 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.16B’de goruldugu gibi, SPR sensora iki farkli derisim arahidinda derisim-
sinyal dogrusalligi gostermektedir. 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL aralhigindaki veriler
degerlendirildiginde, elde edilen dogrularin denklemi; (y= 0.8668x+0.857), (y=
0.1692x+3.3643) ve dogrusalliklari (R?) sirasiyla 0.9942 ve 0.9724 olarak
hesaplanmigtir. Bu sonuglar, PSA molekillerinin sensoér yuzeyine iki fakl bolgeden
yuksek afinite ile baglandigini géstermektedir. Baska bir deyisle hazirlanan PSA-
MIP sensor, 0.1 ng/mL-2 ng/mL derisim araligini yaklasik % 99.5 ng/mL-50 ng/mL
derisim arahigini % 97 dogrulukla dl¢ebilmektedir. Prostat kanseri tayini igin esik
olarak kabul edilen deger 4.0 ng/mL oldugu ve 2.5 ng/mL PSA degerinin kanser
suphesi acisindan riskli oldugu bilindigi icin, sensériin dusiuk PSA derisiminde

dogrusalliginin yiksek olmasi oldukga énemlidir.

Hazirlanan PSA-MIP sensoér icin elde edilen veriler kullanilarak tayin siniri (Limit of
Detection-LOD) degeri belirlenmistir. Kor (denge) ¢ozelti icin AR degeri, yaklasik
10 o6lgimun ortalamasi alinarak 0.04863 + 0.0128 olarak belirlenmistir. Denge
(kor) cozeltisi gegerken alinan sinyalin 3 kati olarak tanimlanan tayin limiti [276]

90.85 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Prostat kanserinin erken teshisi icin kullanilacak bir yontemin mamkdn oldugunca,
PSA icin belirlenen esik deger olan 4.0 ng/mL’nin altinda tayin yapabilmesi
gerekmektedir. Hazirlanan sensor belirlenen tayin limiti (LOD) degeri ile prostat

kanseri teshisini basariyla gergeklestirebilecek 6zellige sahiptir.
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Sekil 3.15. PSA c¢ozeltileri ile PSA-MIP SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar; (A) denge tamponu, B) 0.1 ng/mL, C) 1.0 ng/mL, D) 2.0 ng/mL, E) 5.0
ng/mL, F) 10 ng/mL, G) 20 ng/mL, H) 50 ng/mL (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4;
desorpsiyon ajani: 25 mM Gilisin-HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150 yL/dak.; sicaklik: 25 °C)
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Sekil 3.16. A) PSA c¢ozeltileri ile PSA-MIP SPR sensoéru arasindaki etkilesimlere ait
zamana karsl AR degerlerini gosteren sensorgramlar, B) PSA-MIP SPR sensoére ait

PSA derisimi ile AR arasindaki iliski (kalibrasyon grafigi)
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3.2.2.1. Kinetik Analizler
-Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([B]o), yuzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa diger tUm derisim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylelikle kutlenin  derisime donustlrilme isleminin  yapilmasina gerek
kalmayacaktir. Serbest analit derisiminin akis hicresinde sabit kaldidi yalanci-

birinci derece kosullari altinda baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-ksAR (3.1)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rmas, baglanma ile ol¢ilen ve
maksimum sinyal; C, analit derisimi (ng/mL), ks, baglanma hiz sabiti (mL/ng.s) ve
kg, ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti Ka (mL/ng), ka ve kg sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kq). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARgenge /C = KaARmaks — KaARdenge (3.2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka, ARgenge/C’ye kargl ARgenge grafiginden

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

-Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 3.1 tekrar dizenlendiginde;

dAR/dt = kaCARmaks — (kaC + ka)AR (3.3)

98



esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollU kinetikler icin ¢izilen dAR/dt’ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kaC + kg) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baslangi¢
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iliski icerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger Rnaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak ks ve kg de@erleri hesaplanabilir. YUzeyi tamamen doygunluga
eristirmek i¢in ¢cok ylksek analit derigsimlerine gerek oldugu igin Rmaks'In deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, bircok farkh analit
derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yondeki
hizlarin analizi igin ¢izilen dAR/dt'ye kargi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz

sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:

S = k,C + ky (3.4)

S’ye kargi C grafigi, edimi ks olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, koC >> kg oldugu durumlarda kg
hesaplamasi igin bu yontem ¢ok guvenilir degildir. Daha glvenilir ydntem, ayrilma

kinetiginin incelenmesidir.

In(ARo / AR) = kq (t — to) (3.5)

Burada; AR, ve AR;, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
[277]. Sekil 3.17'de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen dogrular
verilmigtir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka, K4, Ka ve Kp

degerleri Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.17. Kinetik hiz

sabitlerinin belirlenmesi; (A) Denge analiz

yaklasimi (Scatchard), B) Baglanma kinetik yaklagimi
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Cizelge 3.2. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi

Fu) S 11.481 k.. ng/mL.s 0.0001

K ng/mlL 0.1308 ks 1fs 0.0018

Ko, mLng 7.645 Ky ng/mL 0.056

R? 0.7298 Ko, mL{ng 17.86
R? 0.8286

3.2.2.2. Denge izoterm Modelleri

PSA-MIP SPR sensoru ile PSA arasindaki etkilesim modelini belirlemek amaciyla
ug farkli izoterm modeli uygulanmistir. Bunlar: Langmuir, Freundlich ve Langmuir-
Freundlich (LF) modelleridir.

Langmuir AR={ARnaks[C]/Kp+[C]} (3.6)
Freundlich AR=ARmas[C]"" (3.7)
Langmuir-Freundlich ~ AR={ARmaks[C]""/Kp+[C]"™} (3.8)

Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge, denge halindeki SPR
sinyal kaymasi; [C], analit derisimi (ng/mL); Ka (ng/mL), baglanma denge sabiti; Kp

(mL/ng), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich yuzey heterojenite indeksidir.

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorplanan maddenin baglangi¢ derisimi ile
birlikte lineer olarak artar. Maksimum doyma noktasinda, yluzey tek tabaka ile

kaplanmakta ve ylzeye adsorbe olmus madde miktari sabit kalmaktadir. Langmuir
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izoterminde adsorpsiyon enerjisi Uniformdur. Adsorpsiyon, adsorplanan madde
miktari ve yuzey Uzerinde bulunan bos adsorpsiyon alanlari ile dogru orantilidir.
Ozellikle tek tabakali adsorpsiyonun meydana geldigi heterojen adsorpsiyon

sistemlerinde bu izoterm denge durumunu net olarak agiklayamaz.

Freundlich’e goére, bir adsorban ylzeyi Uzerinde bulunan adsorpsiyon alanlari
heterojendir yani farkli tirdeki adsorpsiyon alanlarindan teskil edilmistir. Freundlich
izoterminde ana fikir olarak Langmuir izoterminden yola ¢ikilarak bazi varsayimlar
ve gelisimler yapilarak bu esitlik elde edilmistir. Langmuir esitliginden farkli olarak,
dusuk konsantrasyonda Henry kanununu uygulamaz ve dengeden sonra tam sabit

bir adsorplanan madde miktari degeri elde edilemez.

Homojen baglanma varsayimina dayanan Langmuir adsorpsiyon modeli,
molekuler baskilanmig polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerinde yaygin
olarak kullaniimaktadir [278]. MIP’lerin bir miktar heterojen baglanma bdlgelerine
sahip oldugu da rapor edilmistir [279, 280]. Freundlich adsorpsiyon modeli 6zellikle
dusuk derisimlerde MIP sistemlerine uygunluk gostermektedir [279]. Langmuir-
Freundlich modeli (LF), heterojenite oldugu durumda g¢ok dusik derigsimlerden
doygunluga kadar MIP sistemleriyle uygunluk gostermektedir [280]. Sekil 3.18'de
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler

verilmektedir.
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Sekil 3.18. Adsorpsiyon modelleri; A) Langmuir, B) Freundlich, C)

Langmuir-Freundlich
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Cizelge 3.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-
Freundlich
ARmaks, RIU ~ 8.013 ARmaks, RIU 1.722 ARmaks, RIU 2.42
Kb, mL/ng 3.974 1/n 0.1893 1/n 0.1893
Ka, ng/mL 0.252 R? 0.9954  Kp, mL/ng 2.33
R? 0.9671 Ka, ng/mL 0.429
R? 0.9549

Sekil 3.18’e goére deneysel olarak elde edilen veriler Freundlich adsorpsiyon
modeli ile en uyumludur (R2=0.9954). Bu sonug, hazirlanan PSA baskilanmig
sensor yuzeyindeki PSA baglanma bdlgelerinin  heterojen  oldugunu

gOstermektedir.

Her Ug¢ izoterm modelinden elde edilen sonuclar Cizelge 3.3 ‘de verilmektedir.

3.2.3. Yanigmali Kinetik Analizler

HSA, 1gG ve Lyz molekullerinin PSA'ya gore dagiima ve secicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore belirlenmistir.

Kq = [(Ci = Cr)/C{ x V/Im (3.9)
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Esitlikte Kq, dagilma katsayisini (mL/ng); C; ve Cs, biyomolekdllerin baglangic ve
sonug derigimlerini (ng/mL); V, kullanilan ¢6zelti hacmini (mL) ve m, polimerin
agirhigini (g) ifade etmektedir. SPR sensor uygulamalarinda, derisim ve kuitle
parametrelerinin donusturtlmesi gergeklestiriimektedir [277]. Bu yaklagimdaki
temel sebepler; baslangic ve son derigsimleri arasinda 6nemli bir fark
g6zlenememesi; polimerin kutlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derigsimin AR

ile dogrusal iligkide olmasidir.

Bu durumda; segicilik katsayisi,

(3.10)
k= ARkallp/ARgirisimci
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi igin ise;
k= kbaskllanmlslkkontrol (31 1 )

seklinde ifade edilebilir.

Hazirlanan PSA baskilanmis sensorin PSA’ya karsi segiciliginin belirlenmesi
amaclyla, yarismali adsorpsiyon deneyleri 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4)
icerisinde hazirlanmis 10 ng/mL derisimindeki HSA, 1gG, Lyz ve PSA’nin tekli, ikili
ve dortli karisim ¢ozeltileri  kullanilarak gercgeklestiriimistir. Sensoérin  bu
proteinlere verdigi tepki Sekil 3.19’daki sensorgramlarda goérilmektedir. Yarigsmali
kinetik analizlerinde kullanilan proteinler ve Ozellikleri Cizelge 3.4’de

Ozetlenmektedir.
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Sekil 3.19. HSA, IgG, Lyz ve PSA proteinlerinin kullaniimasiyla olusturulan
gozeltiler ile PSA-MIP SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar
(protein derisimi: 10 ng/mL; denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon
ajani: 25 mM Gilisin-HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150 yL/dak.; sicaklik: 25 °C)
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Cizelge 3.4. Segicilik galismalarinda kullanilan yarismaci proteinler ve 6zellikleri

Molekiil | izoelektrik

agirhg noktasi Sekil
(MA) (1)

Protein

HSA (insan

serum albiimini)

66.5 kDa 4.7

IgG
(immunoglobulin | 150 kDa | 6.6-7.2
G)

Lyz (Lizozim) 14.3 kDa 11.35

PSA (Prostat
30-34

Spesifik Antijen) 6.8-7.5
kDa
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HSA ve IgG, kanda PSA’ya kiyasla milyon kat fazla derisimde bulunan, kanin en
baskin proteinleri olmalarindan dolayi, Lyz ise PSA’ya gore oldukga kuglk olan

molekul agirligi nedeniyle yarismaci proteinler olarak secilmistir.

Sekil 3.19 incelendiginde, PSA baskilanmig sensoérin HSA igin ¢ok dusik bir
sinyal (AR=0.96) verdigi gorulmektedir. HSA, molekdl agirhgr PSA’ya gore buyuk
(HSA= 66.5 kDa, PSA=30-34 kDa) ve izoelektrik noktasi (pl) 4.7 degderinde olan
bir proteindir. Proteinlerin sulu ¢ozeltiden maksimum adsorpsiyonlari elektrostatik
acidan pl'da pozitif ve negatif yuk sayilari dengede oldugu icin izoelektrik
noktalarinda gercgeklesir. Calisilan pH olan 7.4’de HSA negatif ylklidir. Bu da bu

proteinin ylzeye baglanmasini zorlastirir.

Nitekim ayni sonuglar 1gG icin degerlendirildiginde sensoérun verdigi cevap (AR=
2.41) HSA'ya gore daha yuksektir. Cunkiu IgG molekulinin izoelektrik noktasi (pl)
6.6 ile 7.2 arasindadir. Dolayisiyla molekllin izoelektrik noktasi galisilan pH
degerine yakindir. Bu yuzden molekul agirligi bakimindan PSA’ya gore ¢ok buyuk
bir molekul olmasina karsin, pl degeri bakimindan PSA’'nin pl degerine oldukca

yakindir.

Son olarak sensorun yarigsmaci proteinler arasindan en fazla Lyz'ye cevap verdigi
(AR= 4.31) gorulmustir. Lyz molekulintn pl degeri 11.35’dir, dolayisiyla galisilan
pH degerinde pozitif yuklidur. Ancak lizozim PSA’ya gobre molekul agirligi
bakimindan oldukg¢a kuguk bir molekul oldugu i¢in PSA igin olusturulan bosluklara

girmesi normaldir.

ikili karigimlar incelendiginde, HSA ve IgG’nin PSA ile birlikte oldugu karigimlarda,
PSA’'nin tek basina oldugu duruma goére AR degerinde disme gorulmustar. Bu
durum, molekullerin PSA ile karisim halinde iken yarismaci ajan olarak
davrandigini ve AR degerinde azalmaya sebep oldugunu gdstermektedir. Ancak
lizozim i¢in durum farkhdir. Lizozimin PSA ile birlikte oldugu ikili karigimda ve tum
yarismaci ajanlarla birlikte bulundugu dortlt karisimda sensorin sinerjik bir etki ile
cevap verdigi gorulmastdr. Lizozimin iginde oldugu karisimlarin SPR sinyallerinin
tekli cozeltilerdeki sinyallerin toplamindan daha yuksek oldugu belirlenmigtir (Sekil
3.20).
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Sekil 3.20. A) Yarismaci proteinler ile PSA-MIP SPR sensor arasindaki
etkilesime ait zamana kargi AR degisimini gosteren sensorgramlarin g¢akisik
goérunttsu, B) PSA-MIP SPR sensor ile yarismaci proteinler arasindaki iligki
(Protein derisimleri; HSA: 1.20x10° M, 1gG: 2.71x10° M, Lyz: 0.26x10° M, PSA:
0.61x10° M)

3.2.4. PSA Baskilanmig Sensorun Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

PSA-MIP sensorin baskilama segiciligini gostermek icin PSA baskilanmamis NIP
cipi de hazirlanmistir. Oncelikle hazirlanan bu ¢ip ile PSA tayini gergeklestirilmistir.
10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde hazirlanmig 2 ng/mL ile 50 ng/mL
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arasinda degisen derisimlerdeki PSA c¢ozeltileri sistemden gegirilmistir. PSA
derigsimi artttkca AR degerlerinin de arttigi gorulmektedir. Yaklagsik 20 ng/mL
derisim degerinden sonra yuzeydeki aktif bolgelerin dolmasina bagl olarak, bu

artis hizi azalmakta ve dengeye ulasiimaktadir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.21. A) NIP sensore ait PSA derisimi ile AR arasindaki iligki
(kalibrasyon grafigi), B) PSA-MIP SPR sensore ait PSA derisimi ile
AR arasindaki iligki ile NIP senstre ait PSA derisimi ile AR

arasindaki iliskinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.22. PSA c¢ozeltileri ile NIP sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi AR
degerlerini gosteren sensorgramlar; A) 2.0 ng/mL, B) 5.0 ng/mL, C) 10 ng/mL, D) 20 ng/mL,
E) 50 ng/mL, F) ¢akisik sensorgramlar (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon
ajani: 25 mM Gilisin-HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150 yL/dak.; sicaklik: 25 °C)
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Sekil 3.21°de goruldugu gibi 2 ng/mL ile 50 ng/mL arahigindaki veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y= 0.0193x+0.8848) ve
dogrusaligi (R% 0.7397'dir. Hazirlanan sensér belirtilen derisim araliginda
yaklasik % 74 dogrulukta dlgim yapmaktadir. Denge (kor) ¢ozelti gegerken alinan
sinyalin 3 kati olarak tanimlanan tayin limiti (LOD) NIP sensor igin 3.75 ng olarak
hesaplanmigtir [276]. Dolayisiyla elde edilen veriler PSA-MIP sensor ile
kiyaslandiginda olgum araligi, dogrusalligi ve tayin limiti agisindan NIP sensorin

etkinligi oldukg¢a dusuktur.

Hazirlanan NIP sensoérin yarismaci proteinler olan HSA, IgG ve Lyz'ye olan
cevabi da incelenmigtir. Bu ¢ozeltiler fosfat tamponunda (10 mM, pH: 7.4) 10
ng/mL derisiminde hazirlanmigtir. NIP sensdrin bu proteinlere verdigi cevap Sekil

3.23’de gorulmektedir.

Cizelge 3.5'de goruldugu gibi, NIP sensorin PSA (AR=1.68) ve HSA’ya (AR=1.27)
verdigi cevap birbirine olduk¢a yakindir. Lyz (AR=2.49) igin onlara gore biraz fazla
ancak yine de bu degerlere yakin cevap vermistir. NIP sensor en fazla cevabi IgG
(AR=6.76) molekuline kargi gostermigtir. PSA-MIP ve NIP sensorler
kiyaslandiginda, PSA sinyalinin AR degerinin 5.146'dan 1.68’e dustugu
gorulmektedir. Esitlik 3.10 kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari, PSA
baskilanmis sensorin PSA’yI HSA’ya gore 5.36 kat, IgG’ye gore 2.14 kat, Lyz'ye
gore 1.19 kat daha yuksek secicilikte tanidigini gostermektedir. Baskilama
seciciligini gosteren bagil secgicilik katsayisi (k') ise 4.05 (PSA/HSA), 8.59
(PSA/IgG) ve 1.77 (PSA/Lyz) olarak hesaplanmigtir. Bagil secicilik degeri 1’in ne

kadar Uzerinde ise baskilama islemi o kadar etkindir.

Sekil 3.24’de PSA-MIP sensoérin yarismaci proteinlere verdigi cevap ile NIP
sensorun cevabi karsilastirilmaktadir. Sonuglar incelendiginde PSA-MIP sensoérin

NIP sensore kiyasla PSA agisindan oldukga segici oldugu gortulmektedir.
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Sekil 3.23. HSA, IgG ve Lyz proteinleri ile NIP sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar (denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajani: 25 mM Gilisin-
HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150 uL/dak.; sicaklik: 25 °C)

Cizelge 3.5. PSA’ya gore HSA, IgG ve Lyz icin PSA-MIP ve NIP sensoérlerin

secicilik ve bagil segicilik katsayilari

MIP NIP
Protein DeltaR k Protein DeltaR k k'
PSA 5.15 - PSA 1.68
HS5A 0.96 5.36 H5A 1.27 1.32 4.05
1gG 2.41 2.14 IgG 6.76 0.25 8.59
Lyz 4.31 1.19 Lyz 2.49 0.67 1.77
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Sekil 3.24. A) NIP sensor ile yarismaci proteinler arasindaki iligki,
B) PSA-MIP ve NIP sensorin yarismaci proteinlere karsi gosterdigi

AR cevabinin karsilastiriimasi
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3.2.5. PSA Eklenen Saglikli insan Serum Orneklerinden PSA Tayini

Saglikli insan serum 6rneginden PSA tayini icin, 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.4)
ile 7a oraninda seyreltilen serum ornekleri igerisine disaridan 100 pg/mL ile 10
ng/mL arasinda degisen derisimde PSA eklenmistir. Sekil 3.26’dan da goruldigu
gibi serum 6rnegi igerisindeki PSA derisimi arttikca AR degeri de artmaktadir. V4
serum+100 pg/mL PSA ile % serum+10 ng/mL PSA araligindaki veriler
degerlendirildiginde, elde edilen dodrunun denklemi (y=2.282x+69.29) ve
dogrusalligi (R?) 0.9049'dur (Sekil 3.25). Hazirlanan sensér belirtilen derisim
araliginda serum o6rnegi igerisinden (1/4 seyreltiimig) yaklasik % 90 dogrulukta
Olcim yapabilmektedir. Bu grafik denklemi bir sonraki analizde prostat kanserli
hasta serumundan PSA analizi yapildiginda, sensorden gegirilen o6rneklerin,
sensorun verdigi AR cevabina gore ne kadar PSA igerdiginin bulunmasinda

kullanilmigtir.

Kan serumu oldukc¢a kompleks bir ortamdir (su, proteinler, iyonlar, besinler, gazlar,
atiklar, hormonlar, vb..). Bu karmasik ortamdan PSA’nin dogrusal bir sekilde test
edilebilmesi, geligtirilen sensorin klinikte hasta serumundan PSA tayini igin
kullanilabilirligini gdstermektedir. Bu amagcla bir sonraki asamada, prostat kanserli

hastalarin serum 6rneginden PSA tayini gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.25. PSA-MIP sensore ait serum ornekleri ile AR arasindaki

iligki (kalibrasyon grafigi)
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Sekil 3.26. Serum o&rnekleri ile PSA-MIP SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensogramlar; A) V4 serum, B) 74 serum+0.1 ng/mL PSA, C) V42 serum+1.0 ng/mL PSA,
D) Va2 serum+5.0 ng/mL PSA, E) 74 serum+10 ng/mL PSA, F) toplu (denge tamponu: 10
mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajani: 25 mM Glisin-HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150 yL/dak.;

sicaklik: 25 °C)
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3.2.6. Prostat Kanserli Hasta Serumundan PSA Tayini ve Elde Edilen
Sonuglarin ELIZA ile Karsilagtiriimasi

PSA-MIP sensorun, prostat kanserli hasta Orneklerinden PSA tayini igin
kullanilabilirliginin arastiriimasi igin, H.U. Tip Fakiltesi Uroloji ABD’den prostat
kanseri teshisi konmus, yaslan 50-83 arasinda degisen hastalardan kan dérnekleri
alinmistir (Etik Kurul Karar No: GO 13/135-28). 10 hastaya ait serum 6rnekleri 10
mM fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde %2 oraninda seyreltilmistir. Sistemden
gegirilen kan Orneklerine ait sensorgramlar topluca Sekil 3.27A’da
gosterilmektedir. Sensorgramlardan elde edilen AR degerleri, y=2.282x + 69.29

denkleminde yerine kondugunda her bir hastaya ait PSA degeri hesaplanmistir.

PSA baskilanmis SPR sensdriin giiniimiizde PSA icin kullanilan mevcut ELIZA
yontemi ile uyumlulugunun ve sensorun guvenilirliginin test edilmesi amaciyla,
6lglim sonuglari CLI-ELIZA (Chemiluminescent Immunoassay-ELISA) dlglimleri ile
karsilastiriimistir. Bunlara ait grafikler Sekil 3.27B’de gortulmektedir. SPR dlgimleri
ile ELIZA odlgtimleri arasinda yaklagik % 98.6’lik dogrusallik oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.27B).

Ayrica ayni kanserli hasta serumu oOrneklerinden % geri kazanim orani da
hesaplanmigtir. Buna gore serum orneklerinin icerigindeki PSA dederi, SPR ile
Olcim sonrasinda hesaplanan PSA degderi ile kiyaslanmigtir. Cizelge 3.6'da
goraldugu gibi, % 87.3 ile % 116.9 arasinda degisen % geri kazanim orani elde

edilmistir.

PSA tayini agisindan, SPR ydntemi ile mevcut ELIZA ydntemi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olup olmadigi, Student T-testi kullanilarak incelenmistir. p
degeri 0.751 olarak hesaplanmistir (p>0.05). Elde edilen sonug bize iki yontem
arasinda, PSA tayini acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini

gostermektedir (Cizelge 3.7).
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Sekil 3.27. A) Prostat kanserli hastalara ait serum ornekleri ile PSA-MIP
sensdr arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar, B) ELIZA ve PSA-
MIP sensdre ait derisim ile AR deg@erlerinin karsilastirilmasi (denge
tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4; desorpsiyon ajani: 25 mM Glisin-HCI,
pH: 2.5; akis hizi: 150 yL/dak.; sicaklik: 25 °C)
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Cizelge 3.6. Prostat kanserli hastalara ait serum érneklerinden % geri kazanim

orani
Serum No icerdigi PSA Hesaplanan PSA % Geri kazanim
(ng/mL} (ng/mL}
1 1.8 1.9 105.6
2 10.6 9.9 93.4
3 21.8 253.5 116.9
4 7.3 7.1 97.3
5] 4.6 4.8 104.3
B 5.5 4.8 87.3
7 8.1 9.0 1111
8 6.4 2.8 90.6
9 0.21 0.22 104.8
10 5.6 5.0 89.3

Cizelge 3.7. PSA tayini agisindan ELIZA ve SPR ydnteminin istatistiksel olarak

karsilastiriimasi

PSA Tayin Yontemi *p Degeri
ELiZA (n=10)
"p=0.751
SPR (n=10)

+: Student T-test

*: p>0.05 (istatistiksel agidan iki yontem arasinda, PSA tayini bakimindan anlaml

bir fark yoktur)
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3.2.7. PSA Baskilanmig Sensorun Tekrar Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

SPR temelli sensoérlerin en Onemli avantajlarindan biri, tekrar kullanilabilir
olmasidir. Ozellikle molekiiler baskilanmis polimerler ile hazirlanan sensérlerde,
polimerik yapinin saglamligi, ¢evresel kosullara kargi dayanikliidi ve uzun suren
raf dmrune sahip olmalari nedeniyle, tanima elementi olarak biyolojik molekullerin
kullanildigi sensdrlere gore ¢ok daha uzun sure tekrar kullanilabilme kapasitesine

sahiptir.

PSA-MIP sensorun tekrar kullanilabilirligini test etmek amaciyla, 10 mM fosfat
tamponu (pH: 7.4) igerisinde hazirlanan 10 ng/mL derigimindeki PSA ¢ozeltisi art
arda 50 kez sistemden gegirilmistir. Sekil 3.28'den de goruldugu gibi, sensorin AR
cevabinda ciddi bir disus olmadan hazirlanan sensér PSA’yi tayin edebilmektedir.
Ayrica tez kapsaminda yapilan tim analizlerin 3 tekrarli olmak Uzere ayni PSA-
MIP SPR cipi ile yapildigi dusunuldigunde hazirlanan sensoriun yuksek bir

tekrarlanabilirlik orani ile PSA tayini icin kullanilabilirligi kanitlanmigtir.
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Sekil 3.28. PSA-MIP SPR sensorin tekrar kullanilabilirligi (PSA
derisimi: 10 ng/mL; denge tamponu: 10 mM fosfat, pH: 7.4;
desorpsiyon ajani: 25 mM Glisin-HCI, pH: 2.5; akis hizi: 150
pL/dak.; sicaklik: 25 °C)
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Yapilan tez calismasi kapsaminda, prostat kanseri tayininde onemli bir
biyo-belirte¢ olan PSA’'nin klinik drneklerden es zamanl, ultra hassas ve
segici tayini icin biyosensor gelistirilmesi ve gelistirilen biyosensorin
gunumizde PSA tayini igin rutin olarak kullanilan, ticari bir yontem olan
ELIZA yontemi ile dogrulugunun ve glvenilirliginin test edilmesi

amaclanmistir.

Yapilan tez ¢alismasinda, PSA, mikrotemas baskilama yontemi ile dnceden
allii merkaptanla modifiye edilmis SPR ¢ipi yuzeyine baskilanmistir.
Literatirde, PSA’nin mikrotemas baskilama yontemi ile SPR ¢ip ylzeyine
baskilanmasi yolu ile tayinine yodnelik bir biyosensor c¢alismasi
bulunmamaktadir. Mikrotemas baskilama yonteminin geleneksel molekuler
baskilama yontemine gore, 6zellikle makromolekiiller ile ¢aligirken sundugu
birtakim avantajlar vardir. Farkli kompozisyondaki MIP’lerin hizli ve paralel
sentezini munkin kilar. Sadece birka¢ mikrolitrelik monomer ¢ozeltisi ile
ayni anda duzinelerce d6rnek ayni anda polimerlestirilebilir. Bu ylzden
Ozellikle kisitli sayidaki ve pahali kalip molekullerin kullanildigi molekuler
baskilama c¢alismalarinda mikrotemas baskilama yodntemi tercih
edilmektedir [281]. Bu yontem, proteinler gibi makromolekdller ile
calisilirken karsilagilan ¢ozunuarlik ile ilgili problemlerin yasanmasini da
engeller, c¢unkl bu yontemde kalip molekll, polimerizasyon islemi
oncesinde monomer ¢oOzeltisi ile temas etmez. Ayni zamanda bu durum,
uygulama sirasinda kalip molekulln aktivite kaybini da engeller. Sonugta
bu yontem, 6zellikle biyosensor ¢alismalarinda yuksek segicilikte, ylksek
hassasiyette, dusuk maliyette ve kararli tanima ylUzeylerinin olusturulmasini
saglar [248]. Bu ylzden tez galismasi kapsaminda mikrotemas baskilama

yontemi tercih edilmistir.

Baskilama igleminde fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit (MAA),
capraz badlayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve baslatic
olarak a-a’-azobisizobutironitril (AIBN) kullaniimistir. MAA ve EGDMA,
molekller baskilama c¢alismalarinda en c¢ok kullanilan fonksiyonel

monomer-g¢apraz baglayici giftlerinden birisidir.

Baskilama igsleminden sonra, PSA'nin yuzeye basarli bir sekilde

baskilandiginin godsteriimesi amaciyla modifiye edilmemis, allii merkaptan
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ile modifiye edilmis ve PSA baskilanmis (PSA-MIP) SPR c¢iplerinin atomik
kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, taramali elektron mikroskobu
(SEM), dispersif Raman, FT-IR ve temas acisi ile detayl karakterizasyonu
yapilmistir. Herbir karakterizasyon islemi sonrasinda elde edilen sonuglar,
allil merkaptan ile ylzey modifikasyonu isleminin basarili oldugunu, allil
merkaptan ile modifiye edilmis SPR cipleri Gzerine PSA’nin basarili bir

sekilde baskilandigini kanitlamaktadir.

PSA-MIP SPR cipleri ile kinetik analizler kapsaminda, ilk asamada
desorpsiyon ajani belirlenmigtir. Calisilan derigsim araliginda, desorpsiyon
isleminden sonra baz cizgisine hizli bir donus oldugu, sensér yuzeyinin
rejenerasyonunu hizli ve etkili bir sekilde sagladigi ve en yuksek kirilma
yuzdesi degisimi (AR) sagladidi i¢in, 25 mM Glisin-HCI (pH: 2.5)'nin iyi bir
desorpsiyon ajani olduguna karar verilmigtir. Tum analizlerde desorpsiyon
ajani olarak 25 mM Gilisin-HCI (pH: 2.5) kullaniimistir.

Sulu ¢oOzeltiden PSA tayini kapsaminda, 0.1 ng/mL ile 50 ng/mL derisim
araligindaki PSA c¢ozeltileri ile c¢alisiimis ve bu araliktaki veriler
degerlendirildiginde, sensorun iki farkli derisim araliginda derisim-sinyal
dogrusalligi gésterdigi, bu dogrusalliklarin (R?) da sirasiyla % 99.42 ve %
97.24 oldugu hesaplanmigtir. Hazirlanan PSA-MIP sensoru igin tayin limiti
(LOD) 90.85 pg/mL olarak bulunmustur. PSA icin FDA tarafindan kabul
edilen normalin alt sinirn 4.0 ng/mL’dir. Bu yuzden bu degerin mimkuin
oldugunca altinda PSA tayini gergeklestirebilen bir sistem, bu hastaligin
hem erken teshisinde, hem de tedavi sonrasinda hastaligin nuks edip
etmediginin gosterilmesinde oldukga 6nemlidir. Bu kapsamda hazirlanan
PSA-MIP sensor, belirlenen esik degerin oldukga altindaki tayin limiti ile bu
kriteri kargilamaktadir. Ayrica hesaplanan tayin limiti, literatirde PSA tayini
icin gelistirilen biyosensorler ile elde edilen tayin limiti ile de kiyaslanabilir

niteliktedir.

Literatirde PSA tayini icin son zamanlarda geligtirilen sensor galismalarinin
bir tanesinde, elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanilarak,
aptamer temelli biyosensor ile klinik kan oOrneklerinden PSA tayini
gerceklestirilmistir. Geligtirilen biyosensor ile 1 ng/mL’den daha dusuk
derisimde PSA tayini gercgeklestiriimistir [282]. Jiang ve ark.larn [283]
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tarafindan, f-PSA ve t-PSA’'nin es-zamanl tayini icin geligtirilen iki kanall
SPR biyosensor c¢alismasinda, t-PSA, anti-PSA antikoru ile t-PSA
arasindaki direkt etkilesim yolu ile tayin edilirken; f-PSA yarismaci
inhibisyon immuno-analiz yontemi ile tayin edilmigtir. LOD degerleri
sirasiyla, t-PSA icin 0.40 ng/mL, f-PSA igin ise 0.03 ng/mL olarak
hesaplanmigtir. Homojen potensiyometrik immuno-analiz yontemi ile pozitif
yuklu poli-etilenimin-poli (stiren-ko-akrilik asit) (PEI-PSAA) nanokureleri ve
anti-PSA ile konjuge edilmis negatif yuklu altin nanopartiklller arasindaki
elektrostatik etkilesimin ol¢ulmesi ile PSA igin LOD degeri 0.04 ng/mL
olarak rapor edilmistir [284]. Hou ve ark’lari [285] tarafindan anti-PSA
antikoru ve DNAzim fonksiyonelligi kazandiriimig altin-palladyum hibrit nano
etiketleri kullanilarak, PSA’nin tayini icin impedimetrik immunosensor
gelistiriimigtir. Yapilan ¢alismada LOD de@eri 0.73 pg/mL olarak rapor
edilmistir. Ikincil antikor ve luminofor ile gok fonksiyonlu hale getiriimis
iletken nano kureler kullanilarak, biyolojik barkot temelli sandvi¢ tipi
elektrokemiluminesans immunosensoru gelistiriimigtir. LOD degeri 0.6

pg/mL olarak rapor edilmigstir [286].

PSA-MIP SPR sensoru ile PSA arasindaki etkilesim modelini belirlemek
amaciyla caligilan Ug farkli izoterm modeli arasindan, hazirlanan sensérin
Freundlich adsorpsiyon modeli ile uyumluluk goésterdigi saptanmistir
(R?=0.9954). Bu yiizden hazirlanan sensér ylizeyindeki PSA bagdlanma
bdlgelerinin heterojen oldugu sdylenebilir. Freundlich adsorpsiyon modelinin
Ozellikle dusik derisimlerde MIP sistemlerine uygunluk gosterdigi daha
onceki calismalarda rapor edildigi icin [280], bu sonug literatlr ile
uyumludur. Kovalent olmayan MIP’ler heterojen yluzeylere benzer davranis
sergilerler. Bu ylUzden, bu tarz MIP’ler Freundlich izotermine benzer
matematiksel yaklagimlar ile modellenebilirler. Kovalent olmayan
MIP’lerdeki baglanma bdlgelerinin heterojen 6zelligi, bu tarz sistemler igin
Freundlich izoterminin uygun olmasini saglar [287]. Diger yandan, kovalent
baskilanmis MIP’lerdeki izoterm modelinin Freundlich izotermi ile zayif

korelasyon gosterdigi de rapor edilmigstir [219].

Yarismaci proteinler ile yarismali kinetik analizler kapsaminda yapilan

¢alismalarin sonucunda PSA-MIP sensorin tekli ¢ozeltiler arasinda en
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yiksek AR cevabl ile PSA'ya 6zgullik gésterdigi bulunmustur. ikili
karisimlarda HSA ve 1gG, PSA ile karisim halinde iken yarigmaci ajan
olarak davranmiglar ve PSA’nin tek bagina verdigi AR cevabina gére daha
dusuk bir AR degeri elde edilmesine sebep olmuslardir. Tam tersine lizozim
ise karisim halinde iken sinerjik bir etki ile sensor cevabinda (AR) artisa
neden olmustur. Bu durum yarigsmaci proteinlerin farkli 6zelliklere (molekl
agirligi, izoelektrik nokta, vb.) sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
Buradaki en 6nemli sonug, PSA-MIP SPR sensorun her kosulda, tek basina

veya karisim halinde, PSA’y1 oldukga segcici bir sekilde tayin edebilmesidir.

PSA tayini igin gelistirilen bir sensor calismasinda, sensorin PSA’ya karsi
segciciligini test etmek amaciyla karsinoembriyonik antijen (CEA), alfa feto
protein (AFP) ve immunoglobulin G (IgG) yarismaci proteinler olarak
kullanilmistir. Sensoériin PSA icin direnci 5x10° Ohm iken, yarismaci
proteinler icin 1x10°> Ohm olarak kaydedilmistir [285]. Baska bir calismada,
PSA icin segicilik galismalari 1 ng/mL derisiminde hazirlanan sigir serum
albumini (BSA), HRP, CK-MB ve AFP kullanilarak gerceklestiriimistir. SPR
sensér cevabinda énemli bir degisim olmadigi rapor edilmistir [288]. insan
serum albumini (HSA) kandaki en 6nemli proteinlerden biri oldugu igin,
O6zgul olmayan baglanma calismalarinda kontrol proteini olarak siklikla
kullanilimaktadir. Yapilan bir c¢alismada, 100 uM HSA ile muamele
sonrasinda, sensor cevabinda %12.5'lik bir artis oldugu saptanmistir [282].
Mikrotemas baskilama yontemi ile prokalsitonin (PCT) baskilanmis SPR
sensor calismasinda, HSA, miyoglobin ve sitokrom ¢ (cyt c) yarismaci
proteinler olarak kullaniimistir. AR degerleri PCT igin yaklagik 2.0, HSA icin
0.6, miyoglobin igin 1.0 ve cyt c i¢in 0.2 olarak rapor edilmigtir [250]. Yapilan
tez calismasi kapsaminda, PSA icin elde edilen secicilik sonucglari, PSA
tayini icin gelistirilen farkli sensor ¢alismalarindan ve farkli hedef analitler
icin gelistirilen MIP sensor calismalarindan elde edilen degerler ile

kiyaslanabilir niteliktedir.

PSA-MIP sensoérin baskilama segiciliginin belirlenmesi amaciyla hazirlanan
baskilanmamig (NIP-non imprinted) sensor igin tayin limiti 3.75 ng/mL
olarak hesaplanmigtir. Caligilan derisim araliginda sensoriun dogrusalligi

ise yaklasik % 74 olarak belirlenmistir. Bu ylzden PSA-MIP sensor ile
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kiyaslandiginda NIP sensorun hassasiyeti oldukga dusuk bulunmustur.
LOD degerleri bakimindan kiyaslandiginda, PSA-MIP sensérun hassasiyeti

NIP sensdre kiyasla yaklagik olarak 40 kat daha ylksek bulunmustur.

Segcicilik ve bagil segicilik katsayilari, PSA-MIP sensorin NIP sensoére
kiyasla PSA’y1 oldukga segcici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir.
Bagil secicilik katsayisinin 1’in Uzerinde olmasi, baskilama isleminin
etkinligini gOsterir.

Calismanin 6nemli asamalarindan biri olarak saglikli insan serum
orneklerine disaridan PSA eklenerek yapilan PSA analizleri sonucunda,
PSA-MIP sensoérin yaklasik % 90 dogrusallikta serumdan PSA oOlgimi
yapabildigi gosterilmistir. Bu sonug¢ bize kan serumu gibi olduk¢ga kompleks
bir ortamdan bile hazirlanan sensoérin basarili bir sekilde PSA tayini
yapabildigini gostermektedir. Klinik érneklerde bu kompleks serum ortami
icerisindeki PSA derisimi yaklasik 4 ng/mL ile 10 ng/mL arasindadir. HSA
gibi bazi proteinler, PSA’ya kiyasla, serum icerisinde yaklasik 1 milyon kat
daha fazla miktarda bulunurlar. Bu ylzden, serum 0Ornegi igerisinden
PSA’nin tayin edilebilmesi, PSA-MIP sensoérin klinikte kullanilabilirligini test
etmek ve sensorin, serum igerisindeki diger proteinlere kiyasla PSA’ya

olan segiciligini gostermek agisindan énemlidir.

Calismanin en 6nemli asamasi olarak, prostat kanserli hasta serumundan
yapilan PSA analizi sonuglari, H.U. Tip Fakiltesi Uroloji A.B.D’de PSA
tayini icin rutin olarak kullanilan ELIZA yénteminden elde edilen sonuglar ile
karsilastirlmistir. 10 hastaya ait serum o&rnekleri ile yapilan c¢alismalar
sonucunda, iki yontem arasinda % 98.6 gibi oldukg¢a yuksek oranda
dogrusallik oldugu gosterilmistir. iki ydntem arasinda yiiksek korelasyon
orani, geligtirilen sistemin, PSA tayini icin memnun edici duzeyde

hassasiyete ve gluvenilirlige sahip oldugunu goéstermektedir.

Ayrica ayni ornekler kullanilarak hesaplanan % geri kazanim oraninin %
87.3 ile % 116.9 arasinda oldugu gdsterilmistir. Bu sonug¢ bize sensorin
veriminin oldukga yuUksek oldugunu kanitlamaktadir. Duslk derisimde
bulunan tumor belirteglerinin insan serumundan tayini, hastaliklarin erken

teshisi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Du ve ark’lari [286] yapmis olduklari
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calismada, % 97.3 ile % 111.3 arasinda geri kazanim orani rapor
etmislerdir. Choi ve ark’lari [289] % 87.1 ile % 110.5 oraninda geri kazanim
orani rapor ederken, Kokkinos ve ark’larinin [290] gelistirdikleri sensdrde
geri kazanim oraninin % 95 ile % 108 arasinda oldugu rapor edilmistir.
Yapilan tez galismasi kapsaminda hesaplanan geri kazanim orani, klinik

orneklerden PSA tayininin yuksek dogrulukta oldugunu gdstermektedir.

Student T-testi kullanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucuna gére, SPR
yontemi ile mevcut ELIZA yontemi arasinda, PSA tayini agisindan anlamii

bir fark olmadigi gosterilmistir (p= 0.751, p>0.05).

Calismanin en onemli bulgularindan biri, hazirlanan PSA-MIP sensorun
yuksek tekrar kullanilabilirlik oranidir. 50 enjeksiyon sonrasinda
g6zlemlenen AR degeri bize, tum analizlerin 3 tekrarh olarak, ayni PSA-MIP
SPR cipi ile yapildigi da g6z 6nunde bulunduruldugunda, hazirlanan PSA-
MIP sensorin performansinda ciddi bir disls olmaksizin, uzun stre PSA
tayini icin kullanilabilecegini kanittamaktadir. Ayrica bu sonu¢ PSA-MIP

sensorun kararlihginin yiksek oldugunun da bir isaretidir.

Nitelikli biyosensodrlerde bulunmasi gereken 8 parametre agisindan PSA-

MIP sensoru degerlendirildiginde:

» Tayini gergeklesecek olan PSA miktari dedisimine bire bir cevap

vermesi ile yiksek duyarliliga,
» Hesaplanan segicilik katsayilari ile kanitlanan yuksek secicilige,

> PSA icin literattrde belirtilen derisim aralidinda ve hatta daha dusik

derisimde Olguim yapabilen élgim araligina,

» Tum analizin 70 dakikada tamamlanmasi, ancak yaklasik 20
dakikada PSA degisimine oldukga hizli bir sekilde cevap vermesi ile

kisa 6lgum suresine,
» TUm analiz sonuglarindan elde edilen yUksek tutarliliga,

» Tayin limiti olarak PSA icin belirlenen esik degerin yaklasik 44 kati
altinda gercgeklestirdigi PSA tayini ile oldukga dusuk tayin limitine,

» Performansinda gdzle gorilur, ciddi bir azalma olmadan verdigi uzun
hizmet oOmrine,
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» Yuksek kararlilida ve verime

sahip olmasi ile nitelikli biyosensorlerde olmasi gereken tum oOzellikleri tagiyan bir
sensdr olarak, giinimiizde mevcut ELIZA ydéntemine gére bircok avantaji ile Gstiin,

alternatif bir ydontem olarak PSA tayininde kullanilabilecedi gosterilmigtir.
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