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OZET

OSTRADIOL TANIMA BOLGELERINE SAHiP YUZEY PLAZMON
REZONANS SENSORLERIN HAZIRLANMASI

Emir Alper TURKOGLU
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil DENIZLi

Mart 2014, 112 sayfa

Sunulan c¢alismanin amaci, 17-B-6stradiol (E2) tayini icin E2 baskilanmis ylzey
plazmon rezonans (SPR) sensoriun hazirlanmasidir. Bu amagla, SPR biyosensor,
alil merkaptan ile modifiye edilmis ve alil gruplarinin baglanmasi saglanmistir. ilk
basamakta, E2 ile N-Metakriloil-(L)-16sin metil ester (MALM) monomeri arasinda
on kompleks olusturulmus ve hazirlanan bu kompleks, HEMA fonksiyonel
monomeri ve EGDMA c¢apraz baglayicisi esliinde SPR altin ¢ip yluzeyinde UV
IS191 altinda polimerlestiriimistir. Elde edilen E2 baskilanmis SPR ¢ip FTIR-ATR,
elipsometre, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve temas agisi dlgumleri alinarak
karakterize edilmistir. E2 baskilanmamis ¢ip elde etmek amaciyla, E2
kullanilmadan yeni bir ¢ip yapilmis ve bu cipin karakterizasyonu igin elipsometre,
AFM ve temas acisi olgum aleti kullaniimistir. Adsorpsiyon calismalari pH 11
karbonat tamponuyla, desorpsiyon c¢alismalari %20’lik etilen glikol ¢ozeltisi ile
gerceklestiriimigtir. E2 baskilanmigs SPR sensoérlerin duyarlihidini belirlemek igin
farkli derigsimlerde hazirlanan E2 g¢ozeltileri kullanismigtir. Farkli derigsimlerdeki E2
cOzeltileri baglanma Kkinetiklerinin  belirlenmesinde  kullaniimistir.  Langmuir
adsorpsiyon modeli hazirlanan sensor icin en uygun adsorpsiyon modeli olarak

bulunmustur. E2 baskilanmis SPR sensorin segiciligini gostermek igin E2,



kolesterol ve stigmasterolun yarigmali adsorbsiyonu arastinimistir. SPR ¢ipin
baskilama segiciliginin  belirlenmesi i¢cin E2 baskilanmamig SPR sensor
hazirlanmistir. E2 baskilanmis SPR sensdrin tekrar kullanilabilirliine bakmak igin

cip, ayni E2 derisimi kullanilarak 10 kez SPR sisteminde kullaniimistir.

Anahtar Kelimeler: 17-B-6stradiol (E2), ylzey plazmon rezonans (SPR), sensor.



ABSTRACT

PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE SENSORS
WITH ESTRODIOL RECOGNITION SITES

Emir Alper TURKOGLU

Doctor of Philosophy, Division of Nanotechnology and

Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi

March 2014, 112 pages

The aim of this study is the preparation of 17-B-estradiol (E2) imprinted surface
plasmon resonance sensor for detecting E2. Fort this reason, SPR biosensors
were modified with allyl mercaptane and the orientation of allyl groups was
ensured. In the first step, the complex was prepared using E2 and N-Methacryloyl-
(L)-leucine methyl ester (MALM) monomer and prepared complex with functional
monomer, HEMA and crosslinker, EGDMA was polimerized on the golden surface
of SPR under UV light. E2 imprinted SPR chip was characterized with FTIR-ATR,
ellipsometry, atomic force microscopy (AFM) and contact angle measurement. A
new chip was prepared without E2 in order to obtain E2 nonimprinted SPR sensor
and the chip was characterized with ellipsometry, AFM and contact angle
measurement. Adsorption studies were performed using carbonate buffer (pH 11)
and desorption studies were performed with 20% ethylene glycol. E2 sensing
ability of E2 imprinted SPR sensor was investigated from E2 solutions with
different concentrations. E2 solutions with different concentrations were used to
determine the adsorption kinetics. Langmuir adsorption model was found as the
most suitable model for E2 imprinted SPR chip. Competitive adsorptions of E2,

cholesterol and stigmasterol were investigated to Show the selectivity of E2



imprinted SPR sensor. E2 nonimprinted SPR sensor was prepared to determine
imprinting selectivity of E2 imprinted SPR sensor. E2 imprinted SPR chip was
investigated 10 times with same concentrations of E2 solution in order to show

reuse of the chip.

Keywords: 17-B-estradiol (E2), surface plasmon resonance (SPR), sensor.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

nm Nanometre

um Mikrometre

°C Santigrat derece
pg Pikogram

ng Nanogram

mg Miligram

g Gram

ml Mililitre

I Mikrolitre
Kisaltmalar

MALM N-Metakriloil—(L)-16sin metil ester

SPR Yuzey plazmon rezonans
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin ve sistemlerin metrenin
milyarda biri blyuklugunde tarif edildigi, Uretildigi, uygulamaya konuldugu bir bilim
dalidir [1]. Bu bilim dali sadece minyatlrlesme demek degil, ayni zamanda atom
ve molekillerle oynanarak nanomalzeme ve/veya nanosistemlerin ozelliklerinin
kontrol edilmesidir [2]. En az bir boyutu 100 nm’den kuguk olan malzemeler,
boyutlarindan kaynaklanan bazi Ustin Ozelliklere sahiptirler. Yiksek emilim,
ayrisma, reaktivite ve yuksek yuzey alani, sUperparamanyetizma, yluzey plazmon
rezonans ve kuantum etkiler boyuta bagh 6zellikler arasinda sayilabilirler. Daha
fazla absorpsiyon bolgeleri, birgok nanomalzemeyle c¢esitli yapilarin  kendi
aralarindaki etkilesimleri, kisa i¢ difizyon mesafesi, ylksek kararlilik, genis
adsorpsiyon spektrumu, kullanim kolayligi ve maliyetin dusuk olmasi sensor ve
izleme teknolojilerinde nanoteknolojinin getirdigi 6zelliklerdendir. Fonksiyonel
nanomalzemeler ve bunlarin geleneksel teknolojilerdeki kullaniminda ortaya ¢ikan
sorunlar birgok isi tek bir alette gerceklestirecek ¢cok fonksiyonlu nanoteknoloji
temelli sistemlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Nanoteknoloji temelli bu sistemler
yuksek kararlilik, ylksek performans ve saglamlik gibi bircok oOzelligi de

beraberinde getirmigtir [3].

Biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarini igceren reseptorler ve uygun
ceviricilerin bir arada bulundugu analitik cihazlardir. Geleneksek analitik tekniklerle
kargilastirildiginda biyosensorler, hizli ve gergek zamanlh tespit, disuk maliyet,
tasinabilirlik, basit kullanim, érnek hazirlama isleminin kolayhgi gibi birgok o6zellige
sahiptir [4]. Biyosensdrler, biyolojik tanima elemanlari ve doénustiriculerine gore
iki grup altinda siniflandirilmaktadirlar. Biyolojik tanima elemanlarina gore olan
siniflandirmada; enzim, antikor, nukleik asit temelli biyosensorler olarak [5];
donustlraculerine gore vyapilan siniflandirmada ise; elektrokimyasal, optik,

piezoelektrik sensorler olarak siniflandirilir [6].

Yuzey plazmon rezonans (SPR) temelli sensérler, herhangi bir isaretlemeye
ihtiyag duymadan biyomolekullerin etkilesimlerini inceleyebilirler. Bu ozellikleri
nedeniyle, molekuler etkilesimlerin anlagiimasi igin bu cihazlarin énemi artmigtir.

Etkilesimleri es zamanl, dogrudan Olgebilmek; kinetik, termodinamik
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parametrelerin, derisimin veya ligandlarla analitler arasindaki etkilesimlerin
belirlenebilmesini saglamaktadir. SPR temelli biyosensorlerin hizli cevap suresi ve
yuksek segciciligi vardir. Enzim veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger
tekniklerle karsilastirildiginda SPR biyosensorler sahip olduklari bu ézelliklerden
dolayi, protein-protein, antikor-antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden, dusuk
molekul agirhkh bilesiklerin  tanimlanmasina kadar degisen ¢ok cesitli

biyomolekiler mekanizmalarin anlasiimasinda kullanilabilir [7].

Molekuler baskilama teknigi, capraz bagl polimer matriks icerisinde nano
bosluklar olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Bu oyuklar kalip molekulin boyut
ve seklini tanima oOzelligine sahiptir. Kalip molekulin uzaklastiriimasi, sabit
pozisyonlardaki fonksiyonel gruplarin ortaya gikmasini saglayarak, kalip molekule
O0zgul yapi olusturmaktadir. Hazirlanan polimer, kalip molekulun boyutunu,
yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini taniyarak, herhangi bir ortamda bu kalibi
secici ve etkin bir sekilde baglamaktadir. Molekuler baskilanmis polimer (MIP), bir
kalip molekul, fonksiyonel monomer ve bir ¢6zlcl igindeki baslatici iceren bir
karisimdan hazirlanir. Polimerizasyon suresince kalip molekul ile fonksiyonel
monomer arasinda olugan kompleks ¢apraz baglayici monomer ile gevrelenerek
polimerlegtirilir, boylelikle kalip molekulin hapsedildigi U¢ boyutlu polimer agi
olusturulur. Kalip molekulin uzaklastiriimasi sonucu olusan nano bosluklar sekil,
bayUklik ve molekuller etkilesimler agisindan kalip molekule 6zgudur. Molekdler
baskilama igin 6n kosul kalip moleklul ve monomer arasinda kararli bir kompleks

olusumudur [8].

Endokrin bozucular endokrin sistemin gelisimi ve islevini etkileyen maddelerdir. Bu
maddeler hormonlarin dretimi, tasinimi, baglanmasi, aktivite gostermesi,
parcalanmasi ve vicuttan atiimlarn Gzerine etki gostermektedir. Endokrin bozucu
maddeler dogada bulunabildigi gibi sentetik olarak da Uretilebilmektedirler [9, 10].
Sudaki ¢ozunarluga 3.6 mg/L olan 17-B-0stradiol (E2) en aktif dstrojen olarak
gOrulen model bir kirleticidir [11]. Yumurtaliklar tarafindan ve hamilelik esnasinda
plesanta tarafindan da sentezlenir. Erkeklerde de bulunur; fakat ¢ok dusik
derisimlerdedir. Disilerde seks hormonlarinin  geligimini, ikincil cinsiyet
karakterlerinin olusmasini ve devam etmesini saglayan 17-B-Ostradiolin diger
steroid hormon sentezi yapan bezlerdeki gibi, sentezi kolesterol uzerinden

baglamaktadir [12]. Sentezlerek kana verilen Ostrojen hormonu depo
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edilememektedir. Serumda E2'nin  %97'den fazlasi plazma proteinlerine
baglanarak tasinmakta, bunun %601 albumine, geri kalani ise seks hormon
baglayici globulinlere (SHBG) baglanmaktadir. Hormonun sadece % 1-3 kadari
kanda serbest haldedir. E2’nin serbest ve albimine bagh kisimlari biyolojik olarak
aktiftir [13].

Sunulan galisma kapsaminda SPR sensorler hazirlanmis ve galisma asagidaki

bagsliklar altinda gerceklestirilmigtir:

17-B-6stradiol (E2) ile etkilestiriimek igin fonksiyonel monomer olarak segilen N-
Metakriloil-(L)-Losin metil ester (MALM), L-I6sin metil esterin metakroil klorur ile
tepkimesi sonucu elde edilmigtir. Elde edilen monomer FTIR ile karakterize

edilmistir.

Altin sensor yuzeyler karakterize edilmig, E2 baskilanmis SPR sensor hazirlanmis

ve bu sensorun kinetik-afinite sabiti belirlenmistir.

SPR sensorun kararlihgi, segiciligi ve tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji

Teknolojinin gelismesiyle birlikte bilim dinyasi ¢evresinde gergeklesen olaylari
molekuller boyutta inceleyebilme sansi bulmustur. Son birka¢ on yildir fizik ve
kimya bilimlerindeki gelismeler sonucu ortaya ¢ikan teknolojilerle biyomalzeme
bilimi, biyoteknoloji, biyokimya ve genetik gibi biyodisiplinlerde etkili ¢alismalar
yapilmigtir. Bu disiplinlerde daha derine inme ve molekuler dizeydeki yapilarin
fonksiyonlarini anlama istegi nanoteknoloji biliminin ortaya ¢ikmasi igin surdkleyici

bir etkiye neden olmustur [14].

Nanoteknoloji, Sekil 2.1°de goéruldugu gibi nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin
ve sistemlerin metrenin milyarda biri buydkliginde tarif edildigi, Gretildidi,
uygulamaya sokuldugu bir bilim dahdir [1]. Bu bilim dali sadece minyatlrlesme
demek degil, ayni zamanda atom ve molekullerle oynanarak nanomalzeme
ve/veya nanosistemlerin 6zelliklerinin kontrol edilmesidir [2]. En az bir boyutu 100
nm’den kiguk olan malzemeler, boyutlarindan kaynaklanan bazi tstlin 6zelliklere
sahiptirler. YUksek emilim, ayrisma, reaktivite ve yiksek ylzey alani,
superparamanyetizma, yerel yuzey plazmon rezonans ve kuantum etkiler boyuta
bagli 6zellikler arasinda sayilabilirler. Daha fazla adsorpsiyon bolgeleri, birgok
nanomalzemeyle c¢esitli yapilarin kendi aralarindaki etkilesimleri, kisa i¢ difuzyon
mesafesi, yuksek karaklilik, genis adsorpsiyon spektrumu, kullanim kolaylidi ve
maliyetin disik olmasi sensér ve gorlntileme teknolojilerinde nanoteknolojinin
getirdigi ozelliklerdendir. Fonksiyonel nanomalzemeler ve bunlarin geleneksel
teknolojilerdeki kullaniminda ortaya cikan gelismeler birgok isi tek bir alette
gerceklestirecek ¢ok fonksiyonlu nanoteknoloji temelli sistemlerin ortaya ¢ikmasini
saglamigtir. Nanoteknoloji temelli bu sistemler yuksek kararlilik, yuksek

performans ve saglamlik gibi birgcok 6zelligi de beraberinde getirmistir (Sekil 2.2)

[3].
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Sekil 2.1. Nano boyuttaki bazi ilgili 6rnekler [2].
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Sekil 2.2. Nanoteknolojinin getirdigi Ustun 6zellikler [3].
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2.1.1. Nanoteknolojinin Tarihgesi

‘Bir insanin hayal edebilecedi her seyi bagka bir gtin 6blir insanlar pekala

gerceklestirebilir.’
Jules Verne

Richard Feynman, 29 Aralik 1959°da Amerikan Fizik Cemiyetinin Kaliforniya
Teknoloji Enstitisinde, Pasadena, duzenledigi toplantisinda yaptigi ‘Asagida
daha ¢ok yer var baslikli konusmasinda her ne kadar nanoteknoloji biliminden
bahsetmese ve dinleyenler de bdyle bir sey algilamasa da yaptigi konusmayla bu
bilimi kavramsal olarak ortaya atan ilk kisidir. Feynman 24 ciltten olusan tum
Britannica Ansiklopedisinin tamaminin bir toplu ignenin basi blyukligindeki alana
sigdirilabilecegine inaniyordu. 25 yil sonra Feynman’in hayalinden etkilenen
Thomas Newman ve Fabian Pease, Stanford Universitesi’ndeki laboratuarlarinda
elektron i1ginlarini kullanarak silikon bir yizeye Charles Dickens’in ‘A Tale of Two

Cities’ baglikli romaninin ilk sayfasini yazmayi basardilar [15].

Bu bilimin ortaya c¢ikmasi genel bir sekilde kabul gormuag 1959 yiliyla sinirh
degildir. Aslinda nanoteknolojinin kékeni MO 4. yy’a kadar gitmekte ve ister bilingli

ister bilingsiz olsun kullanimi bircok dénemde gorulmektedir.

Arkeolojik kalintilar antik caglarda nanomalzemelerin kullanimi hakkinda ipuclari
verirler. Londra’daki British Muzesinde bulunan roma doneminden kalma unlu
Lycurgus Kupasi bu duruma ornek olarak verilebilir. Lycurgus Kupasinin buyuk bir
bolimu camdan (altin kaplama kaide ve kenar kisimlari sonradan eklenmigtir)
yapilmistir ve gegmisi MO 4. yy’a dayanmaktadir. Bu kupay! essiz kilan ézelligi ise
disaridan isiklandirildiginda  yesil, iceriden 1siklandirildiginda kirmizi  renk
vermesidir. Gegirimli elektron mikroskobu kullanilarak yapilan calismalarda bu
renk degisikligine camin yapisinda bulunan gumus ve altin nanopargaciklarinin

neden oldugu anlagilmistir.

Ortacag doéneminde bazi cam ustalari yakut kirmizisi rengini camin yapisina

eklenen altin nanopartikillerden, sari rengi ise gumus nanopartikillerden elde



etmiglerdir. Benzer bir sekilde Ronesans Donemi'nde Deruta seramikgileri

renklendirme amaciyla nanopartikulleri kullanmiglaridir.

1827 yilinda nanoteknolojinin ilk endUstriyel orneklerinden biri sayilan 1g1ga duyarli
gulmus nanopartiklllerin Uretimine dayanan fotografcilik sektéri dogmustur. 1857
yilina gelindigine her ne kadar nano kelimesi o zamanlar kullaniimasa da Michael
Faraday (1791-1867) ilk metalik kolloidlerin farkina varmigtir. Faraday’in altin
kolloidleri karakteristik elektronik ve optik 6zelliklere sahiptiler ve bunlar birgok

ilging metalik nanopartikullerden biri olarak bilinirler.

1908 yilinda Alman fizikgi Gustav Mie partikillerden 1sik sagilimiyla ilgili bir teori
One surerek nanoteknolojide énemli bir rol oynamistir. Gustav’in ileri sirdigu Mie
Teorisi ve sonradan gelistirilen diger teoriler arastirmacilarin nanopartikullerin
boyutunun tahmin etmesini ve belirlenmesini saglar. 30’lu yillarin hemen basinda
Max Knott ve Ernst Ruska adli iki Alman bilim insani tamamiyla yeni bir dinyanin
kapilarini agacak olan elektron mikroskobu adi verilen yeni bir mikroskop tiru
gelistirdiler. Bu aletin bulunmasi nano duzeyde arastirma yapacak alet ve
enstrUmanlarin geligimi i¢cin onemli bir basamak olarak tarihe gecti. 1947 yilinda
minyatUrlesme adina mikro elektrigin kapisini agan transistorlerin kesfi elektrik
endustrisinde onemli bir basamakti. 1953 yilinda Nature Dergisinde James
Watson ve Francis Crick adli iki arastirmacinin DNA'nin ikili sarmal yapisini tarif
eden bir makalesi yayinlandi. Kesfedilen nano boyuta sahip bu molekdl ileriki
yilllarda yasam bilimlerinde nano dizeyde yapilarin gelistirimesi yonunde ilham
kaynagi olacakti. Bu kesiften bes yil sonra Sony’de ¢alisan Japon fizik¢i Loe Esaki
Taramal Tunelleme mikroskobunu icat etmis ve nanoelektronik icin dnemli bir
temel atmistir [16]. 1959 yilinda yukarida da anlatildigi gibi Feynman Gnlu
konusmasini yapmis ve sonraki yillarda Feynman’in duslinceleri meyvelerini

vermeye baglamistir.

2.1.2. Nanoteknoloji Yaklagimlari
Birgok yaklasim nanoteknolojide basaril bir sekilde kullaniimaktadir. Teknolojinin
gelismesiyle de daha fazla yaklasimin ortaya ¢cikmasi muhtemeldir. Yaklasimlar

genellikle uygun teknoloji ve arastirmacilarin deneyimleri tarafindan belirlenirler.
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Nanoteknoloji topluma basite indirgenerek iki ana yaklasimla (Top down -
yukaridan asagiya- ve bottom up -asagidan yukariya-) aciklanir. Yukaridan
asaglya yaklasimi nano boyutta monolitik islemler yoluyla aletlerin yapimini
kapsamaktadir. Bu yaklasim elektronikte kullanilan yari iletken aletlerde buyuk bir
basariyla kullaniimaktadir. Asagidan yukariya yaklagimi atomlarin, molekullerin
veya maddenin diger temel birimlerinin sistemik bir sekilde kendiliginden bir araya
gelmesiyle aletlerin yapimini tarif etmektedir. Hucrelerin, dokularin, organlarin ve
sistemlerin kendini onarmasi ve protein sentezi gibi yasamsal suregler bu

yaklagima uymaktadir [17].

2.1.2.1. Top down (Yukaridan Asagiya) Yaklasimi

Bu yaklagimi kullanan en basarili endustri elektronik sanayisidir. Bu sanayi
kimyasal buhar depolama (CVD), fiziksel buhar depolama (PVD), fotolitografi,
elektron 1sin litografisi ve X-1sini litografisi gibi birgok teknigi mikro ve nano dlgekte
islevsel yapilar Uretmek icin kullanmaktadir. Bu teknolojilerdeki gelismeler ve
devinimler dinya c¢apinda yasam Kkalitesini arttiracak sayisiz elektronik alet ve
arinlerin piyasaya surulmesini saglayacaktir. Top down yaklasimi daha iyi
fonksiyonel 6zellikler vermek igin cesitli kaplamalarda kullanihr. Ornegin, kalp
stentleri, biyouyumlulugu ve kan akisini arttirmak icin kimyasal buhar depolama

teknolojisi kullanarak ¢ok ince elmas benzeri karbonlar ile kaplanirlar [17].

2.1.2.2. Bottom up (Asagidan Yukariya) Yaklagimi

Asagidan yukariya (bottom up) yaklasiminda nano malzemeler ve vyapilar,
molekullerin kendiliginden bir araya gelip bag olusturmasi gibi termodinamik
esaslara dayanan atomlarin ve molekullerin bir araya gelmesiyle Uretilirler [18].
Ornegin nano boyuttaki tek zincirli DNA molekiilleri kullanilarak istenilen dzellikte

ve sekilde molekdller ortaya cikarilabilir [19].



2.1.3. Nanoteknoloji ve Diger Bilimler ile iligkisi

Nanoteknoloji fizik, biyoloji ve kimya gibi temel bilim dallarinin birlesmesinden ve
diger birgok bilim dalindan beslenen yeni ortaya ¢ikan bir bilim dalidir (Sekil 2.3).
Bu bilim dallarini sinirlari (Sekil 2.4) hakkinda ciddi tartismalar olmasina karsin,

uygulama da bu sinirlari ¢izmek oldukga gugtar [20].
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Sekil 2.3. Nanoteknolojinin birlikte ¢alistigi bilim dallari [20].

Her ne kadar nanoteknolojinin en ¢ok ugrastigi alan malzeme bilimleri, kimya ve
fizik gibi gozukse de bu bilim dali yasam bilimlerini de icine alan ¢ok genis bir
yelpazeye yayllmigs durumdadir. Teknolojik ilerlemede 6nemli yer tutan
enformasyon bilimleri, biyoteknoloji, yari iletkenler ve diger teknolojiler
nanoteknoloji biliminden beslenip ayni zamanda bu bilimi beslemektedirler.
Sonugta bilim dallari arasindaki bu kargilikli etkilesimler uzay bilimleri, tekstil,
seramik, savunma sanayi, elektronik, kagit, plastik, yenilenebilir ve surdurulebilir
enerji, telekomunikasyon ve otomotiv gibi birgok sektord olumlu yonde
etkilemektedir [21].
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Sekil 2.4. Nanoteknolojinin bilim haritasindaki konumu [22].

2.2. Nanobiyoteknoloji

Yasam bilimlerinin anlasiimasi gu¢ mekanizmalari bilim insanlarini surekli olarak
nano boyutlarda makineler, sistemler ve robotlar yapmaya zorlamistir.
Nanoteknoloji biliminin atomlarla oynayarak istenilen boyutlarda makineler
yapmasi, bir yandan da bir¢ok bilim insaninin yasam bilimlerinin mekanizmalarini
tam olarak ¢6zup saglik problemlerinin ortadan kaldirmak istemesi farkli disiplinleri
bir araya getirerek yeni bir galigma alanini dogurmustur ve bunun neticesinde

nanobiyoteknoloji bilimi dogmustur [23].

Nanobiyoteknoloji bilimi sayesinde tanisi ve tedavisi mimkin olmayan hastaliklar
Uzerinde bilim insanlari ¢alismaya baglamis ve 6nemli sonuglar elde etmiglerdir.
Vucudumuzdaki bir DNA molekulinin g¢apinin yaklagsik 2 nm, kanda dolagsan
antibadi molekdllerinin 15 ile 50 nm boyutlarinda oldugunu dusunulurse,
nanobiyoteknolojinin, nanobilim ve tip alanina yakin gelecekte getirecegi yenilik de
kolayca anlagilabilecektir. Nanoimplantlardan, ila¢ salinim sistemlerine,

nanobiyomakinalardan, genomik uygulamalar igin DNA c¢iplerinin yapimina,
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mezengimal kok hlcre bazli organ muhendisligi uygulamalarindan, DNA kokenli
ligantlarin nanogoruntileme amach kuantum noktaciklariyla birlikte kullanimlarina

kadar nanobiyoteknoloji cok onemli bir rol ustlenmektedir.

Bilim insanlari yeni gelisen bu bilimden c¢ok o6nemli sonuglar elde etmeyi
digunmektedirler. Bunlardan bazilarindan s6z etmek gerekirse: (i)
nanobiyoteknolojideki gelismelerle birlikte hicrelerin galisma mekanizmalari daha
iyi anlagilabilecek, olasi bir hasarda c¢alismayan yapilar nanoyapilarla
degistirilebilecek ve hlicre tamiri gerceklestirilebilecektir (Hone ve Kam, 2007), (ii)
tedavisi bu gune kadar pek mumkun olmayan korluk, sagirlik ve felg durumu gibi
rahatsizliklarin gorilme sikhgr dusecektir, (iii) AIDS, kanser, diyabet gibi
rahatsizliklar tedavi edilebilecektir, (iv) ¢cevre dostu, ucuz ve daha verimli kaynaklar

kullanilabilir hale gelecektir [24].

2.2.1. Nanobiyoteknoloji ve Ortaya Cikan Yeni Disiplinler
Biyoteknoloji ve nanoteknolojinin birlikteliginden dogan nanobiyoteknolojinin birgok
farkh disiplinle ortak c¢alismasi sonucu yeni disiplinler ortaya c¢ikmistir. Bu

disiplinler;

2.2.1.1. Biyomalzeme Bilimi

Nufus yaslandikga kemik, kikirdak, kan damarlari ve hatta organlar gibi yumusak
veya sert dokulari onarma ve yenileriyle degistirme gereksinimi gun gectikge
artmaktadir. insan yasamini daha iyi bir hale getirmek igin biyomalzemelerin
gelistiriimesi de kaginilmaz hale gelmistir. Holzapfel ve arkadaslarinin 2013 yilinda
yaptiklari ¢caligmada biyomalzeme endustrisinin degeri %15’lik bir blyimeyle 28
milyar dolar iken 2014 yilinda degerinin 58 milyar dolara gikmasi beklenmektedir.
Metal, polimer ve seramik gibi biyoyapilar, biyomalzeme piyasasinin ana
oyunculari gibi gozukse de, doku muhendisligindeki onemli gelismeler bu disiplinin

de biyomalzeme pazarinda onemli bir oyuncu olacagina isarettir.

1960 ve 1970’lerde medikal implant ve aletlerde rutin olarak kullaniimak igin ilk

nesil biyomalzemeler gelistirildi. 1980’li yillarda 30 farkli malzemeden imal edilen
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klinikte kullanilacak 100°den fazla implant ve alet gelistirildi. 1980 ve 1990’larda
biyomalzeme sektoru biyoaktif bilesiklerin gelistiriimesi Uzerinde yogunlasti.
1990’larin ortalarina gelindiginde biyoaktif malzemeler metal ve biyoseramiklerin
cesitli kompozisyonlarini iceren ortopedik, dis ve kardiyovaskuler uygulamalarda
kullanildi. Son on yilda hucresel ve molekuler bilginin 1131 altinda ortaya ¢ikan ana
gelismeler yeni nesil biyomalzemelerin gelistirilmesi icin bilimsel bir temel
olusturmustur. 2000’li yillarda molekuller biyoloji ve proteomikteki gelismeler ile
birlikte biyouyumluluk konsepti ortaya ¢ikti. Bu sayilan kesifler biyomalzemelerin
sentezi, tasarimi ve kullanimini buyuk olgtude etkilemis ve neticesinde hem klinik

intiyaclar hem de hastalarin beklentileri artmigtir [25].

2.2.1.2. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarini igeren reseptorler ve uygun
ceviricilerin bir arada bulundugu basit analitik cihazlardir. Geleneksel analitik
tekniklerle karsilastinidiginda biyosensorler, hizli ve gergcek zamanl tayin, dasuk
maliyet, taginabilirlik, basit kullanim, ornek hazirlama igleminin kolayligi gibi birgok
Ozellige sahiptir [4]. Biyosensorler genel olarak biyolojik tanima elemanlari ve
donuagturaculerine gore iki sinif altinda siniflandiriimaktadirlar. Biyolojik tanima

elemanlarina goére olan siniflandirmada;

- Enzim,
- Antibadi,

- Nukleik asit temelli biyosensoérler olarak [5],
Doénasturaculerine goére yapilan siniflandirmadaysa;

- Elektrokimyasal,
- Optik,

- Piezoelektrik biyosensorler olarak siniflandirilir [6].

Biyosensoarler, 2.3. nolu bolimde daha detayl bir sekilde anlatilmistir.

2.2.1.3. Biyogipler
Biyogcipler, biyolojik olarak kullanilabilen mikro islemciler olarak tanimlanirlar.
Biyogipler pek c¢ok testin ayni anda ve zaman kaybetmeden yapilabilmesine

olanak saglarlar. Milyonlarca matematik iglemini ayni anda gergeklestiren
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bilgisayar iglemcileri gibi, bir biyogip de binlerce biyolojik tepkimeyi saniyeler
icerisinde gerceklestirebilmektedir. Kullanilan genleri ve gen dizisi degisikliklerini
analiz eden biyogipler yaklasik 80.000 genden olusan insan DNA’sinin
tanimlanmasina yonelik olarak insan Genomu Projesi’nde kullanilimis ve islemi
bayluk olgude hizlandirmiglardir. Biyogipler, genetik alaninda kullanimlara ek
olarak, toksikolojide ve biyokimyasal arastirmalarda da kullanilmaktadir. Ayrica
biyolojik savasta kullanilan kimyasal ajanlarin hizli bigimde tespit edilmelerine

olanak sadlarlar [24].

2.2.1.4. Nanotip

Nanotipin tanimi Atlas Okyanusu’nun her iki tarafinda farkli yapiimaktadir. Birlesik
Devletler ulusal nanoteknoloji girisimi nanotipi, ‘nanoteknolojinin tiptaki
uygulamalari’ olarak tanimlarken; Avrupa Bilim Kurumu nanotipin tanimini ‘insan
vicudundaki molekuler bilginin yani sira molekuler aletleri kullanarak insan
saghginin daha iyilestiriimesi, hastaliklarin teshisi, iyilestiriimesi ve dnlenmesiyle

ilgilenen bilim ve teknoloji’ olarak yapmaktadir.
Nanotipin ana uygulama alanlarini su sekilde siralamak mumkuandar:

Farmasotiklerin taginimi

in vitro, on vivo ve in vivo teshis
Gaotuntileme

Rejeneratif tip

implante edilen cihazlar [26]

vV V.V V V VY

Nanorobotik sistemler [27]

2.2.2. Tirkiye’de Nanobiyoteknolojinin Durumu

Tum dunyada oldugu gibi Turkiye'de de temel hedef, hizla artan nufusa saglikh
yasam kosullari hazirlamaktir. Modern bilim bunu saglamak icin biyolojik olaylara
molekuler duzeyde yaklasmakta, Ozellikle ¢ok hizli ve art arda devam eden
biyolojik reaksiyonlari anlamaya ve buradan alacagi bilgiler ile esas olarak yagsam
kalitesini artiracak gelismeler saglamaya c¢alismaktadir. Bu c¢alismalarin
gerceklestigi en énemli yerlerden bir tanesi Bilkent Universitesinde bulunan Ulusal

Nanoteknoloji Arastirma Merkezdir (UNAM). Bu merkezde c¢alisan bilim insanlari
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cesitli konularda galismalar yapmis ve onemli sonuglar elde edilmiglerdir. Bu
calismalardan bir tanesi nanobiyoteknoloji grubunun yapmis oldugu calismadir.
Nanobiyoteknoloji grubu farkli bir yontem gelistirerek kanser tedavisinde dnemli
basarilar elde etmistir. Bu yontem ile DNA molekullerinin bagisiklik sistemi tuzerine
olan tetikleyici etkisinden yararlanarak yeni DNA kokenli ilaglar tasarlanmigtir. Bu
yontem ile insanda bas ve boyunda olugsan ve ¢ok hizli bir sekilde ilerleyebilen bir
kitle kanseri modeli farelerde %90’nin Uzerinde bir basariyla ortadan kaldiriimistir
[24].

2.3. Biyosensorler

Cevre ve besinlerde bulunan kimyasal bilesikler, toksinler ve patojenler gibi
kirleticilerin tespiti ve goruntilenmesi insan saghgl ve gevre igin hayati 6nem
tasimaktadir. Kuitle spektrofotometresiyle birlikte kullanilan sivi ve gaz
kromatografileri gibi ylksek secicilige ve duyarliia sahip geleneksel analitik
teknikler hali hazirda mevcuttur. Fakat s6z konusu bu teknikler, zaman alici, pahali
ve bu tekniklerle ilgili egitim almis personele ihtiya¢ duyar. Bunun yani sira bu
tekniklerle cevre ve besinlerdeki kirleticilerin surekli goruntiulenmesi mumkin
degildir. Iyi bir goriintiilemeyi basarmak icin duyarli, basit, hizli, maliyeti disik ve
tasinabilir metotlara ihtiyac vardir. Biyosensorler yukarida bahsedilen pozitif
Ozelliklere sahiptirler ve bu ylzden c¢evre ve besinlerin goéruntilenmesinde
idealdirler [4]. Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)
terminolojisine gore biyosensorler, biyolojik bir tanima elemani kullanarak analitik
bilgiler ihtiva eden reseptor ve ceviricilerin entegre edildigi cihazlardir.
Biyosensorler tanima elemanlariyla hedef analit arasindaki reaksiyon ve
baglanmalari uygun bir sinyal donusturicu metotla anlamli bir sinyale donusturen
tanima elemanlaridir. Cizelge 2.1 geleneksel analitik teknikler ile biyosensorler

arasindaki ozellikleri karsilagtirmaktadir.

Biyosensorlerin besin ve cgevredeki kirletici tespiti Uzerinde geleneksel analitik
tekniklere gore birgok avantaji vardir. Bu avantajlar, biyosensorlerin geleneksel
analitik tekniklere gore hizli, maliyetlerinin dusuk, tasinabilir olmalari ve ornek
hazirlama isleminin basit olmasidir. Fakat bazi biyosensoérler hala birkag

dezavantaja sahiptirler. Son zamanlarda birden fazla analiti tespit edebilecek
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sensorler tasarlanmasina ragmen, cogunlukla biyosensorler sadece bir analitin

tespitine olanak saglamaktadirlar [4].

ilk biyosensdr 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan ortaya atiimistir.
Arastirmacilar diyaliz membran kullaniimis oksijen elektroduna glukoz oksidaz
enzimini tutturarak kandaki glukoz duzeyini olgmuglerdir [28]. Her ne kadar
biyosensorler 1962 yilinda bilim dinyasina duyurulmus olsa da, 1962 yilinin
oncesinde biyosensorlerin icadini  destekleyen ve sonrasinda geligsimi ve
gelistiriimesine katki saglayacak birgok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar Cizelge
2.2'de belirtilmigtir [29].

Biyosensorler, biyoreseptor ve cgevirici gibi iki elemanin bir araya gelmesiyle
olusmus yapilardir. Biyoreseptor, substrat, egslenik DNA ve antijen gibi analitleri
taniyan immobilize olmus duyarh biyolojik yapilardir. Ceviriciler ise biyoreseptorler
ile analitler arasinda gergeklesen etkilesimlerden kaynaklanan biyokimyasal
sinyalleri dénustiren elemanlardir. Uretilen sinyalin yogunlugu direk veya aksine
analitin derisimiyle orantilidir. Biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarinin ve
sinyal dondstirliculerin - temel ilkelerine  bagli  olarak  siniflandiriliriar.
Donasturiculere gore yapilan siniflandirmada biyosensorler elektrokimyasal, optik
ve piezoelektrik olarak siniflandiriir [6]. Biyosensorler, biyolojik tanima
elemanlarina gore ise enzim, antibadi, nukleik asit temelli biyosensorler olarak

siniflandinilabilirler [5].

2.3.1. Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

2.3.1.1. Biyotanima Elemanlarina Gore Siniflandirmada

2.3.1.1.1. Enzimler

Enzimler, biyosensor gelistirimesinde siklikla kullanilan malzemelerdir. Bu tip
biyosensoarler istenilen molekil igin 6zgul olan enzimleri kullanirlar. Ticari olarak en
basarili biyosensorler dunya biyosensor pazarinin yaklasik %90'hk kismini
olusturan ve kan orneklerindeki glikoz duzeyini 06lgen biyosensorlerdir [30].
Biyosensor yapimi igin bugiine kadar birgok enzim kullanilimigtir. Ornegin
oksidoreduktazlar, laktat [31], malat [32], askorbat [33], aminoasitler [34], alkol

[35], kolestrol [36], gliserol [37]; transferazlar asetik asitlerin biyosensor
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analizlerinde [38], kaptan [39] veya atrazin [40] gibi ksenobiyotiklerin
belirlenmesinde; hidrolazlar sukroz [41], liyazlar sitrik asit analizlerinde [42];
ligazlar DNA nokta mutasyon tespitinde [43] kullanilirlar. Enzim yUkleme, uygun
pH’nin kullanimi sicaklik ve kofaktorleri etkileyen bazi faktorler enzim temelli
biyosensériin performansi tzerine etki ederler. Immobilizasyon metodu ve sensér
yuzeyindeki enzimin kalinhigi gibi faktorlerde elektrot performansini etkileyen diger
faktorlerdir [30, 32, 37].

Cizelge 2.1. Geleneksel analitik teknikler ile biyosensorler arasindaki 6zelliklerin

karsilagtiriimasi [4].

Biyosensorler Geleneksel Analitik Teknikler

Hizl ve gercek zamanl tespit Zaman alici

Maliyeti dusik Pahall

Tasinabilir Laboratuvarda gorintileme

Basit kullanim Egitimli laboratuvar personeli

Basit cihazlar Yuksek teknolojiye sahip aletler

Ornek hazirlamanin igleminin basitligi Kapsamli  6rnek  hazirlama
gerekliligi

Daha az organik ¢ozucu tuketimi Daha fazla organik ¢ozlcl
tuketimi

Tek analit tespiti Birden fazla analit tespiti

Sinirh ticari kullanilabilirlik Ticari kullanilabilirlik

Ayarlanmaz Ayarlanir

Duyarli Duyarli

Ozgul Ozgul

Tekrar kullanilabilir Tekrar kullanilabilir
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Cizelge 2.2. Biyosensorlerin tarihgesi [29].

Tarih Bilimsel Gelisme

1916 Proteinlerin immobilizasyonu Uzerine ilk rapor

1922 ilk cam pH elektrodu

1956 Oksijen elektrodunun bulunmasi

1962 Ik biyosensdr tanimi: Glukoz igin bir amperometrik enzim
elektrodu

1969 Ik potentiyometrik biyosensér: Ure tespiti igin Greaz immobilize
edilmis elektrot

1970 lyon segici alan etki transistériniin bulunmasi

1972-1975 | Ik ticari biyosensér

1975 ilk mikroorganizma temelli biyosensér
ilk immuinosensor

1980 in vivo kan gazlari igin ilk fiber optik pH sensoru

1982 Glukoz igin ilk fiber optik temelli biyosensor

1983 Ik ylizey plazmon rezonans immunosensor

1987 MediSense ExacTech glukoz biyosensor piyasaya surdu

1990 Pharmacia BIACore SPR temelli biyosensor sistemi piyasaya
surdu

1992 i-STAT elde tasinabilen kan analiz edici cihazi piyasaya surdu

1996 Abbott MediSense'i 867 milyon dolara satin aldi

2003 I-STAT 392 milyon dolar karsiliginda Abbott tarafindan satin
alindi

2004 Abbott Therasense'i 1.2 milyar dolar karsihdinda satin aldi
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2.3.1.1.2. Antibadiler

Antibadi ¢ok duzenli bir sirada duzenlenmis yuzlerce aminoasitten meydana
gelmis kompleks bir biyomolekuldur. Antijene 6zgul antibadi yuksek bir segicilikle
antijene baglanir. Antibadilerin bu essiz 6zelligi 6zgll bir analite olan ilginin
incelenecedi immiinosensér kullaniminda 6énemlidir. immiinosensérler kanser
hucrelerinin izlenmesinde [44] veya onlarin markirlarinin tespitinde [45], bakteri ve

viruslerinin ve toksinlerin [46] tespiti igin tasarlanirlar.

2.3.1.1.3. Nukleik Asitler

Nukleik asit temelli biyosensorler nukleotit iplikleri boyunca sirali tamamlayici
bélumler arasindaki guclu baz eslerinden dolayl yuksek segicilik ve hassasiyete
sahiptirler. Nukleik asit (nUkleik asitin dogal veya biyoesinlenmis formu) ntkleik
asit temelli biyosensorlerde biyolojik tanima elemani olarak kullanilirlar. Son
zamanlarda genellikle yapay oligodeoksiribonukleotitter DNA hibridizasyon

sensorlerinde prob olarak kullaniimaktadirlar.

2.3.1.2. Donlisturiciilerine Gore Siniflandirma
Donusturaculerine gore biyosensorler optik, elektrokimyasal ve piezoelektrik

biyosensarler olarak siniflandiriimaktadir (Cizelge 2.3).

2.3.1.2.1. Optik Sensorler

Optik biyosensodrler besin sanayi, tip ve ¢evrenin goruntilenmesinde kullanilan
guglu cihazlardir [7]. Biyolojik gesitliligin modern mikroelektronik ve optoelektrik ile
bir araya gelmesi, yukarida sayilan sektorlerdeki uygulamalarda buyuk bir analitik
potansiyel sunmaktadir. Cogu optik biyosensoér c¢ip ylzeyindeki ligand analit
arasindaki etkilesimlerden kaynaklanan vyuzey oOzelliklerinin degisimindeki
Olcumleri temel almaktadir. Adsorpsiyon, floresans ve yuzey plazmon rezonans

gibi cesitli fiziko-kimyasal olgular farkli biyosensor gesitlerinde kullaniimaktadir.

Gorunur bolge UV adsorpsiyon spektrometrisi makro olgekli analitik kimyada en
anlasilir tekniktir. Bu uygulamada, besin Kkirleticilerinin tespiti icin kalorimetrik
uygulamalar kullanilir. Cogu durumda teshis igin renkteki ve optik yodunluktaki

degisiklikler yeterlidir.
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Floresan anlasilirhgdi, ylksek segiciligi, ayirt edici isaretleme teknikleri ve birgcok
elde edilebilir florofor gibi 6zelliklerinden dolayi optik temelli tespitte yaygin sekilde
kullanilan bir metottur. Floresan tespitin diger tekniklere gore birgok ustunligu olsa
da, floresan boyalarin kismen daha pahali olusu, sinirli raf dmri ve diger kimyasal
faktorlerden siklikla etkilenmeleri bu teknigin dezavantajlari arasinda sayilabilir
[47].

2.3.1.2.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler sanayi, trafik, cevre ve medikal goruntulemede,
metabolizmanin arastiriimasi ve biyolojik sureglerin kontrolinde siklikla kullanilan
sensoérlerdir. Bu sensorler orneklemeye ihtiyag duymadan kimyasallarin in situ
Olcumunde gergcek zamanl bilgi veren guclu aletlerdir. Kullanilan elektrota bagli
olarak elektrokimyasal sensorler -30°C ile 1600°C arasindaki sicakliklarda
kullanilabilirler. Elektrokimyasal sensorler kendi aralarinda amperometrik veya

potansiyometrik modda kullanilirlar.

Elektrokimyasal sensorler FTIR ve UV spektrometrisi, kutle spektrometrisi ve
kromatografik tekniklerle (gaz kromatografisi ve ylksek performans sivi
kromatografisi) karsilastirildiginda veri alma ve surecleri yurutmede gerekli olan
elektronik aletlerin kurulumu gibi uygulamalarla kargilastirildiginda daha basit bir
tekniktir. Bakimi ve kalibrasyonu igin gerekli olan ugras nispeten daha azdir.
Sensor sinyalleri direk in situ elde edilebilir ve sureglerin kontroll icin real time bilgi
saglar. Diger yandan elektrokimyasal sensorler kararlilik ve tespit siniri agisindan
laboratuvarlardaki yukarida bahsedilen standart metotlari degistiremezler.
Elektrokimyasal sensorler basit olmalarina ragmen, bu sensoru kullanan kigilerin
sensor sinyalleri Gzerine etki edecek sicaklik, basing ve kimyasal kompozisyon

gibi 6lcim sartlarina etki edecek ileri bilgiye sahip olmasi gerekmektedir [48].
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2.3.1.2.3. Piezoelektrik Sensorler

Quarz kristal mikrobalans (QCM) fiziksel, kimyasal ve biyolojik sensorlerin 6n
onemli cgesitlerinden biri olup, maliyeti dusuk, yuksek c¢ozunudrlukte ve kitleye
duyarl bir cihazdir [49]. QCM, senso6r yuzeyinde biriken kutleden kaynaklanan
sallanma frekansindaki degisiklikleri temel alan bir ¢calisma prensibine sahiptir. Bu
aletin en 6nemli avantajlarindan biri, farkli kaplamalar uygulanarak birgok analizi

tespit etmek icin kolayca adapte edilebilir olmasidir [50].

Bir kutle sensoru olarak QCM, biyokimya, gida, ¢evre ve klinik analizler gibi birgok
alanda kullanilir [51]. Bu sensdrler ayni zamanda farkli degredasyon sureglerinin
ve kursun asit pillerinin yuk durumlarinin gorintilenmesinde de kullaniimaktadirlar
[52].

2.3.2. Cevresel Goriintlilemede Biyosensorler

Cevresel goruntilemedeki alet ve sistemlere olan gereksinim birgok c¢evresel
oneme sahip analiti mimkldn oldugunca hizli ve ucuz sekilde analiz edebilecek,
bunun yani sira alanda calisma imkani saglayacak daha uygun metotlar ve yeni
teknolojilerin  geligtiriimesini  tetiklemektedir. Bu bakimdan son yillarda
biyosensorler etkili bir goruntiuleme igin yukarida oOnerilen alet ve sistemler
acisindan buyuk bir potansiyel gostermektedir. Biyosensorler, organik ve inorganik
kirleticilerin ~ kimyasal goruntilenmesi i¢cin veya biyolojik/ekolojik  kalite
elemanlarinin degerlendiriimesinde cevresel kalite goruntlileme araglari olarak
kullanilabilirler [53]. Cizelge 2.4’de c¢evresel wuygulamalar igin kullanilan

biyosensorler listelenmigtir.
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Cizelge 2.3. Donusturuculerine gore biyosensorler.

Sensor | Cesit Avantajlan Dezavantajlari Kaynak
lar
Optik Yuzey plazmon | Cok sayida | Isik etkilegsimlerine | [54, 55,
rezonans spektroskopik maruz kalir, 56]
Ozellik _
kullanilabilir, Matriks
sismesinden dolayi
Birgok ozelligi | yon uzunlugu
bulunmaktadir, degiskendir.
Elektromanyetik
etkilesimlerden
etkilenmez,
Elektriksel bir
tehlikeye maruz
kalma ihtimali
azdr.
Florosan Dogal bir surectir, | Florofor toksisitesi, | [57, 58,
Coklu foton | Normal biyolojik >9
uyarilr, suregler ile
Ekzojen bir enzim stidlesim.
icin ihtiyag yoktur.
Elektrok | Amperometrik Yuksek sinyal/ses | Analit akis hizina | [60, 61]
imyasal orani bagimlilik
Dusuk analit | Analitin tiketimi
tuketimi
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Potansiyometrik | Kisa cevap zamani | Elektrotlarda Kkirlilik | [62, 63]
. problemi,
Dogrusal cevap
Referans elektrot
Renk ve o
gerekKlidir,
bulanikhlik
degisikliklerinden Nernst esitliginde
etkilenmez sapma.
Zararl degil
Katle Piezoelektrik Elektromanyetik Arti  bir katle ve | [64, 65]
alan ve | frekans
radyasyona duyarl | degisiklikleri

degildir,
Hizli cevap suresi,

Azaltilmig etkilesim

etkileri.

arasinda dogru bir

iligkinin olmayisi,

Yuksek sicakliklar
ic rezistansta

dususe neden olur.

2.3.3. Biyosensor Teknolojisinin Bu Giinu ve Gelecegi

Biyosensor teknolojisi 6zellikle son 25 yildir yeni malzemelerin yapim teknikleri,

yeni sinyal iletim araglar ve aletleri kontrol eden guclu bilgisayar programlariyla

gelismekte olan ve hizli bir sekilde buylyen bir alandir [77]. Gegmisten bu glne

biyosensorlerin gelistiriimesi Uzerine birgok calisma yapilmasina ragmen, hala

daha gelismis ve guvenilir aletlerin yapimi konusunda engeller vardir. Asagida

verilen bélimde biyosensor arastirmalarindan beklenilen gidisata deginilmistir [53].
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Cizelge 2.4. Cesitli gevre kirleticilerinin tespitinde kullanilan biyosensorler.

Cevresel kirletici Donusturuci Biyotanima Kaynak
eleman elemani
Endokrin bozucular | Optik (SPR) Ostrojen reseptorii | [66]
Endokrin bozucular | Elektrokimyasal Enzimatik [67]
(Amperometrik) (Tirosinaz)
Karbaril Optik (SPR) Antikor [68]
PCBs Optik (floresan) Antikor [69]
Organofosforlu Elektrokimyasal Enzim [70]
bilesikler (Amperometrik) (Organofosforlu
hidrolaz)
Fenoller Elektrokimyasal Enzimatik [71]
(Amperometrik)
Propanil Optik (floresan) Antikor [72]
Bisfenol A Optik (floresan) Antikor [53]
Bisfenol A Optik (SPR) Antikor [73]
Nitrat Optik (floresan) Rekombinant [74]
Escherichia coli
Benzen ve turevleri | Optik (luminesans) | Rekombinant [75]
Escherichia coli
Antibiyotikler Optik (floresan) Antikor [72]
17-B-Estradiol Katle Yapay reseptor [76]
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2.3.3.1. Surekli Goruntiileme

Su sistemlerinin kirletici konsantrasyonlari, su akintisina giren girdiler ve
degiskenler neticesinde surekli degistiginden dinamiktir. Birgcok biyosensor kolay,
hizlh ve in situ olguim saglayabilecek surekli goruntileme sistemleri olarak
geligtiriimektedir [78, 79]. Bu biyosensorler ayni zamanda gesitli bosaltma ve kirlilik
olaylarinda hizl tespit gerektirecek kirliliklerin haritalanmasi i¢in yararlidir [80]. Gu
ve arkadaglari 2000'li yillarin basinda bir su aritma tesisinin akintilarinin

toksisitesini goérintilemek icin yeni bir erken uyari protokoll uygulamislardir [81].

2.3.3.2. Coklu Analit Tespiti

Birkag analiti ayni anda tespit edebilen sensoérler daha az zamanda daha az
numune ve kimyasal kullandiklarindan dolayi ¢evresel gorintileme sistemleri igin
uygun aletlerdir. YUksek miktarda kugultilmis sinyal donusturicu elemanlara
sahip buyuk olgekli sensor platformlari birgok numunenin izlenimine paralel olarak
gercek zamanlh olgim sadlar ve bu, biyosensor arastirmalarinda onemli bir itici
gugtar [82]. Son yillarda in situ analiz i¢in tasarlanan tasginabilir bir SPR
immuanosensor gibi ayni anda benzopiren ve 2-hidroksibifenil ¢oklu analit
tespitlerinin cesitli érnekleri litaratiirde goriilmektedir [83]. ince multielektrotlu, tek
kullanimlik, coklu analit tespiti saglayan enzim biyosensoéri, paraoksan ve
karbofuran pestisitlerinin bulundugu bir karisimdan analit ayrimi yapmak igin
gelistirilmigtir [84]. Farmasoatiklerin, antibiyotiklerin, hormonlarin, endokrin bozucu
kimyasallarin ve pestisitlerin tespiti ¢oklu analit tespit eden immunosensorler
tarafindan basariimistir [53, 72, 85]. Son zamanlarda kuantum noktalar coklu

analit tespiti igin kullanilmaktadir [86].

2.3.3.3. Minyaturlestirme

Mikroelektronik ve mikroakiskanlardaki gelismeler analitik sistemlerin boyutlarinin
kUgultulmesine olanak saglar. Boyutta meydana gelen bu kug¢ulme daha az
kimyasal kullanimi ve atik olusumuna neden olacagi gibi daha dusuk hacimlerde
calismaya da olanak saglar [87]. Boyutta meydana gelecek kugulmeyle
biyosensorler ucuz, elde tasinabilen, hizli ve guvenilir dlgimler alan analitik
cihazlar olabilirler. Biyosensorlerdeki kigulme 6zellikle implante bir biyosensor igin
surekli in vivo goruntilemede [88] ve farmasoétik goruntilemede ¢ok dnemli bir

yere sahiptir [53]. Cevresel goruntulemede bir sensorun boyutu ¢ok dnemli olmasa
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da, kucultulmas bir teknolojinin kullanimi, kullanilan kimyasalin miktarinda ve
akiskani kontrol etmek igin gerekli enerji kullaniminda dususe neden olacaktir [88].
Bu ayni zamanda analitik performans Uzerinde analiz zamanini disurme,
guvenilirlik ve hassasiyeti arttirarak olumlu bir etki yaratir [89]. Diger bir taraftan
kiguk boyut 6zellikle saha galismalarinda kullanilan tasinabilir biyosensorlerin

tasariminda tercih edilir [53].

2.3.3.4. Yeni Duyu Elemanlari

Molekuler tanima bilegenlerinin afinitesi, 6zelligi ve toplu Uretimindeki gelismeler
tamamen tespit teknolojilerinin basarisi veya basarisizligina baghdir. Cunku
gelecekteki biyosensor gelismelerindeki hayati yon kolay Uretilecek ve genis bir
segicilik ozelligine sahip olacak yeni duyu elemanlarinin Uretimine bagh gibi
gOzukmektedir. Su anda, enzim ve antibadi gibi gesitli biyomolekuller Gzerine
yapilan Uretim ve calismalar onemli bir zaman ve bilgi gerektirmektedir [53].
Molekuler baskilanmig polimerler yukarida bahsi gegen sinirlamalarin Gstesinden

gelen Umit verici alternatifler olarak dasutnular [90].

2.3.4. Ticari Biyosensorler

Arastirma laboratuvarlarinda buyuk miktarda biyosensor Uretiimektedir ve bu
alandaki ilgili arastirmalar son derece onemlidir. Fakat ¢ok az uygulamaya yonelik
sistem ticari basari kazanabilmektedir. Bu gunlerde tibbi uygulamalar icin birgcok
ticari biyosensor varken [91], besin, ziraat, savunma sanayi, veterinerlik ve
cevresel kontrol gibi alanlarda da oldukga buyuk bir pazar vardir. Ancak tibbi
teshis icin geligtirilen aletlerin birgogu ¢evre sorunlarina yonelik biyosensor pazari
icin kullanilabilir [92]. Cevresel biyosensor talebi tibbi teshis igin kullanilanlardan
blylk Olcide daha az gibi gbzukse de gevre sorunlarina kargi toplumda gelisen
hassasiyet ve devlet yatinmlari [93] biyosensorlerle kirletici ve diger gevresel

tehditleri 6lgmeyi amacglamaktadir [53].

Yuzey plazmon rezonans biyosensorler ¢gevresel gortnttleme igin en basaril ticari
urlinlerdendir. BIACORE AB (Uppsala, isveg), orijinal BIAcore'un gesitli trlinlerinin

yani sira degistirilebilir otomasyon dereceleri ve parametre 6zelliklerini sunan diger
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yapilandirma sistemlerini igeren birgok biyosensoru piyasaya surmustur [94]. Diger
yuzey plazmon rezonans ticari biyosensoérler, IBIS sistem (Windor Scientific,
Berks, Birlesik Krallik), CELLIA sensor (Nippon Laser and Electronics Labs,
Hokkaido, Japonya), Spreeta (Texas Instruments, Dallas, TX, ABD), the BIOS-1
sistem (Windsor Scientific), SENSIA (Madrid, ispanya) [68], BioTul AG (Mnih,
Almanya) [95], NanoDev (Ankara, Turkiye)'dir [96].

REMEDIOS, hticre temelli bir biyosensor, kirli topragin tespiti icin kullanilabilir. Bu
sensor tum hucre olarak kullanilan organizmanin metabolik aktivitesini etkileyecek
herhangi bir zehirli maddeyi tespit eder. Unisense (Aarhus, Danimarka) ve NECI'
nin nitrat biyosensoérlu [97], nitrat tayini icin piyasaya sirasiyla mikrobiyal ve
enzimatik biyosensorler surmuslerdir. CALUX sistem (Amsterdam, Hollanda)
dioksin ve dioksin benzeri bilesiklerin tespiti ve 6lgimu igin kullanilir [98]. Caliper
Technologies, Cepheid, Nanogen, ACLARA BioSciences, MICROGEN Systems
ve Lawrence Livermore Laboratories gibi firmalar mikrobiyal ajanlar tespitini ve

tanimlanmasini saglamak igin mikro boyutta sistemler gelistirmektedirler [99].

2.4. Yuzey Plazmon Rezonans

Yuzey plazmon olgusu ilk defa 1902 yilinda Wood tarafindan gézlenmistir [100].
Wood yaptigi calismada polarize 1s1gin bir kirlnim duzenleyici yuzeyinden bir
aynaya yansittigi zaman aynada karanlik ve aydinlik bantlar tespit etmistir.
Wood'dan sonra sirasiyla Lord Rayleigh ve Fano teorinin gelisimine katkida
bulunmuslardir. Ancak yapilan bu ¢alismalara ragmen ylzey plazmon rezonans
olgusunun tam olarak anlasiimasi 1968 yilina kadar mimkin olmamistir. Bu
tarinte Otto ve Kretschmann ylzey plazmon rezonanslarin olugsumunu rapor
etmiglerdir [101]. Elde edilen bu gelismeler ylzey plazmon rezonans olgusuna
dayali yUksek secicilikte sensodrlerin gelistiriimesine olanak saglamistir. SPR
temelli ilk biyosensori 1980’lerde Liedberg ve arkadaslari hazirlamiglardir. Bu

tarihten sonra bu konuda yapilan ¢aligmalarin sayisi giderek artmistir [102, 103].

Yuzey plazmon rezonans, metal yuzeye yakin kirilma indisindeki degisimi Olcerek

basit ve dogrudan o&lgum yapan bir tekniktir [7]. YUzey plazmon rezonans
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yonteminde gecirgen ve farkl kirllma indisli iki ortam arasinda (cam prizma ve
¢Ozelti) ince bir metal film kullanilir. Metal film genellikle altin veya gumustur. Kritik
bir aginin Uzerinde duzlem polarize 1sik, daha yuksek kirilma indisli bir ortama
girdiginde (cam prizma) toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu durumda kendiliginden
sonumlu dalga (evanescent wave) adi verilen 11k, metal filmin i¢cine dogru nafuz
eder. Belirli bir kirllma acgisinda bu dalga, metal ylzeydeki serbest elektronlarin
yuzey plazmonlari olusturmasina sebep olur ve yansiyan 1s1gin yogunlugu duser.
Bu olaya yuzey plazmon rezonans denir ve sadece rezonans agisi denilen belirli
bir acida gozlenir. Rezonans agisi, yuzeye analit eklenmesiyle degistirilebilir. Bu
degisim yuzeyin hedef molekule gore modifiye edilmesiyle segici hale getirilebilir.

Bu da SPR biyosensoérlerin temelini olusturmaktadir [104].

2.4.1. Yizey Plazmon Rezonans Teorisi

Ylzey plazmon rezonans teorisi, enerji tasiyan i1sik fotonunun metalin elektronlari
ile birlesmesi veya enerji transferi ilkesine dayanmaktadir. Birlesmenin (veya enerji
transferinin) gerceklestigi 1s1gin gelis acisi her metal ve metal ylzeyinin ¢evresine
gore degismektedir. Isik fotonlari ve metal ylzeyindeki elektronlar arasinda bir
eslesme ve/veya rezonans yakalandiginda enerji transferi gergeklesir. Bu eneriji
transferi, metal filmin alt yuzeyinden yansiyan 1sigin miktarinin ol¢ulmesiyle
belirlenebilir. Her 1s1k birgok agida yansirken, i1s1gin bir bolimu resonans agisinda

absorplanmaktadir.

Kretschmann prizma vyapisi, yuzey plazmon rezonans prizmalarinin
hazirlanmasinda en sik kullanilan tasarimdir. Sekil 2.5'de goéruldugu gibi, metal
film ylzeyindeki yuk yogunluk salinimini uyaran isik demetinin toplam i¢ kirilmasi
ile olusan kendiliginden sonumlu dalganin kullanildigi bir yaklagim vardir. Bu
elektron salinimlari, yuzey plazmonlari olarak adlandiriimaktadir. Gegici alanin
girisim derinligi 1s1gin dalga boyuna, 1s1gin geldigi ortam ile ¢cevresinin kirinim agisi
indekslerinin oranina ve fotonun parlaklhigina baglidir. Enerji alani ylzeyden
uzaklastikga Ustel olarak azalmaktadir. Bundan dolayi, girisim derinligi aniden
dismektedir (Sekil 2.5).
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Girisim derinligi agagidaki egitlikle tanimlanmaktadir:

B A
i 47z\/7712 sin® 0 —n?

d

(2.1)

Burada;

» N1 Ve Ny, birinci ve ikinci ortamin kirinim agisi indeksi,

» 0, 151§In metal ylzeye gelis acgisidir.

—T_

Girigim
derinligi (1/€?)

l

ince metal film
(altin, gimis)
Ortam 2

Gegici dalga

Yiiksek indeks
(cam, epoksi)
Ortam 1

Gelen 1s1k Yansiyan i1k

Sekil 2.5. Dielektrik sinirlarda gergeklesen toplam i¢ kirinim.

Metal ylzeye uygun p-polarize 1sik, metal film ile birlesmek igin prizmanin icerisine
girer. Sadece p-polarize i1sik plazmon olusumuna sebep olmaktadir. Bunun nedeni
sadece bu polarizasyonun metal film normaline uygun elektrik alan vektor
salinimina sahip olmasidir. Bu 06zellik, metal yuzeyindeki elektron plazmalarinin
transvers manyetik (TM) dalgasi olarak adlandiriimaktadir [105, 106]. Oysa s-
polarize, transvers elektrik (TE) polarizasyonu ylzey plazmonlarini

olusturamamaktadir. Cinkl s-polarize 1s1din elektrik alan vektorld, metal filme
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paralel olarak olugsmaktadir. Salinimlarin dalga vektort (Ksp) asagidaki esitlikle

tanimlanir:
(0, E &

Ksp — m_S (2.2)
c\e, +&,

Burada;

» W, salinimin frekansi,
» ¢, 18Ik hizi,
» &, metal yuzeyine temas eden ornek ortaminin dielektrik fonksiyonu,

» &m, metalin dielektrik fonksiyonudur.

Gelen 1s1gin bir bilesenine ait dalga vektorl asagidaki esitlikle tanimlanir:
), ]
KX =€77pSIn€ (2.3)

Burada;

» 0, 1s191In metal film yuzeyine gelis acisi,

> Np, prizmanin kirnim acisidir.

Metal filmin Ust ylzeyinde salinan ve toplanan ylzey plazmonlari, p-polarize 1s1d1
absorplar ve toplam i¢ kirinimina ugrayan isigin parlakhigini (I;) degistirir. Bu
nedenle, I’e kargi gelis (veya kirinim) acisi (6,) grafige gegcirildiginde acisal
parlaklik profili elde edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans agisinda keskin bir

azalma gozlenir.

Bu olayin gerceklesmesi, yuksek kirinim indeksine sahip bir prizma

gerektirmektedir. Bu tip bir prizmaya gereksinim, havadaki 1sik yayilmasi ile yluzey
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plazmonlarin dretilememesinden kaynaklanmaktadir. Ylzey plazmon rezonans
sirasinda, gelen 1s1gin ve yuzey plazmonun dalga vektorleri esit olmalidir. Fakat
Sekil 2.6’da goruldigu gibi, 1s1gin havadaki (K;: w/c) ve metalin plazmonundaki
(Ksp) dagilma egrisi kesismemektedir. Bundan nedenle, dalga vektori ve frekansi

es zamanl olarak gakistirlmasina imkéan yoktur. Bunun tersine; Ks, ve cam

ylzeyin (Kq) dagilma egrilerinin kesismektedir (Sekil 2.6).

Frekans (w)

Dalga Vektoru (K)

Sekil 2.6. Hava, cam ve yuzey plazmonlari icin dagilma egrileri.

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

ile iligkilidir. Bundan dolayi, K, esitligi su sekilde basitlestirilebilir:

2_.2
)
_ @ | i, o

K =
¥ oc\ni+nl
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Bu formulde;

» Nm, Metalin,

» ns, Ornegin kirinim indeksleridir.

Kompleks kirinim indeksi teriminin karmasik bileseni, absorbans ile iligkilidir.

Yuzey plazmon rezonansin profili, secilen metale gore degisiklik gostermektedir.
Cunku her metal, dielektrik gegirgenlik gibi farkh 6zgul optik 6zelliklere sahiptir.
Sekil 2.7°de altin ve gimus film icin, yansiyan 1s1§in parlakligina karsi gelen 1s1gin
agisini gosteren egriler verilmigtir. GUimus daha keskin bir rezonans pikine sahiptir.
Bu rezonans piki, metal filmdeki ylzey plazmon salinimlarinin kendiliginden
azalmasi nedeniyle olmaktadir. Tum yluzey plazmon metalleri, uyariima 1s1ginin
elektrik alaninin sagilmasina bagh olarak bu salinimlari azaltma egilimindedir.
Bircok metal yluzey plazmon uretebilir. Yuzey plazmon rezonans icin kullanilacak
olan metal, uygun acili 1sikla rezonansa girebilecek iletkenlik bandi elektronlarina
ve sensor olarak kullanilabilmek igin gerekli kimyasal modifikasyonlar igin uygun
Ozelliklere sahip olmalidir. Altin belirtilen iki temel 6zellige birden sahip olan nadir
metallerden biridir. Bu ozelliklere sahip olan diger metallere gére uygulamasi
oldukga kolaydir. Ornek olarak, indiyum gibi bazi elementler gok pahalidir; sodyum
gibi elementler oldukga reaktiftir; bakir, aliminyum gibi bazilarinin ylzey plazmon

cevaplari ¢cok genistir veya gimus gibi bazi elementler oksitlenmektedir [107].
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Sekil 2.7. Gumus ve altina ait yuzey plazmon egrileri [107].

Yuzey plazmon rezonansin (SPR) analitik bir cihaz olarak kullanilmasi, plazmon
alani araligindaki ¢evrenin kimyasal bilesimindeki degisimin sebep oldugu is1gin
rezonans agisindaki kaymanin  Olculmesine  dayanmaktadir.  Kimyasal
bilesenlerdeki degisim absorplanan 1s1gin gelis acisinda kaymaya neden
olmaktadir. A¢l kaymasinin buyukligu, nicel olarak kimyasal degisimle ilgilidir. Bir
sensorde, ince metal film Uzerine substrat baglanmig bir prizma (genel olarak cam
ve plastik) Uzerine uygulanir. Daha sonra 6zel bir analite (hormon, ilag, tGmor
belirteci vb.) 6zgul molekiller metal film Gzerine spesifik olmayan bir sekilde
adsorplanir. Sensore analit iceren ornek uygulandiginda gergeklesen etkilesim
(antibadi ve analit baglanmasi gibi) gelen 1s1gin rezonans agisindaki kaymanin
Olculdigu metal yuzeyindeki kimyasal bilesen degisimine neden olur. Rezonans
acisindaki kaymanin boyutu, ornek icerisindeki analitin miktari ile orantilidir.
Molekuller arasindaki iliski oldukga 6zgul oldugundan dolayr diger molekuller

sensor tarafindan olglilememekte ve gapraz-reaktivite gdozlenmemektedir.
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2.4.2. Yuzey Plazmon Rezonans Biyosensorler

SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan
biyomolekullerin etkilesimlerini Olgebilirler. Bu o6zellikleri nedeniyle, molekuler
etkilesimlerin anlasilmasi icin bu cihazlarin onemi artmigtir. Etkilesimleri es
zamanli, dogrudan Olgebilmek; kinetik, termodinamik parametrelerin, derigimin
veya ligandlarla analitler arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesini saglamaktadir.
SPR temelli biyosensorlerin hizli cevap suresi ve yuksek segiciligi vardir. Enzim
veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger tekniklerle karsilastirildidinda SPR
biyosensorler sahip olduklari bu ozelliklerden dolayi, protein-protein, antibadi-
antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden dusuk molekal agirlikh bilesiklerin
tanimlanmasina kadar degisen c¢ok g¢esitli biyomolekuler mekanizmalarin

anlasiimasinda kullanilabilir [7].

Yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorler, metal ylzeyinde biyo-tanimayi
saglayacak bdlgelerin olusturulmasiyla elde edilir. Biyo-tanimayl saglamak igin
antibadiler [108] ya da nanopartikiller kullanilabilir [109]. Hedef molekull igceren
cOzelti biyosensorle etkilestiginde hedef molekul sensor ylzeyine baglanir ve
yuzeyin yogunlugunun artmasina neden olur. Ylzeydeki yogunluk artigi yuzeyin
kirllma indisinin artmasina neden olur. Kirllma indisindeki bu artis ise rezonans
acgisinin kaymasi ile sonuglanir. Bu etki zamana bagli olarak incelenirse Sekil
2.8'dekine benzer bir sensorgram elde edilir. Sekil 2.8'de goruldugu gibi, yuzeye
analit baglanmasi ile rezonans agisi artmaktadir. Desorpsiyon ¢ozeltisinin sisteme
veriimesiyle analit, ylzeyden ayrilmaya baglar ve belli sire sonra sinyal tekrar eski

seviyesine doner.
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Sekil 2.8. Tipik bir SPR biyosensér sensorgraminin sematik gésterimi.

Yasam bilimlerinde ve farmasotik calismalarda makromolekullerin ve onlarin
etkilesimlerinin aragtirilmasi icin SPR biyosensorlerden yararlaniimaktadir. Ayrica
SPR biyosensorler cevresel Kkirleticilerin  tespitinde [110, 111, 112], gida
teknolojisinde [113, 114, 115], hastaliklarin teshisinde [116, 117, 118]

kullaniimaktadir.

Son yillarda besin ve su kaynakli patojenik bakterilerinin tespiti icin immuinosensor
gelistiriimesine yonelik birgcok calisma yapilmistir [94, 119, 120]. Yuzey plazmon
rezonans temelli biyosensorler, bu tip tespite yonelik hazirlanan immusensadrlerden
biridir. Onemli zirai patojenlerden biri olan Phytophthora infestans’in tespitine
yonelik hazirlanan SPR temelli biyosensérde tespit siniri 2.2x10° spor/ml olarak
tespit edilmistir [121]. Yapilan baska bir calismada 1x10° ml'de Salmonella
Typhimurium’un varligi tespit edilmigtir [122]. Mauriz ve arkadaslari SPR temelli
tasinabilir immunosensor ile dogal su érneklerinden karbonil analizi yapmiglardir
[68]. Ortalama 15 nm buyuklugindeki kolloid altin nanopartikillerle guglendirilmis
SPR temelli biyosensér ile 7.5 dakika gibi kisa bir sirede 14 pg/ml
konsantrasyonunda estrol-16-glusuronit tespiti saglanmistir [123]. Yapilan diger bir
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calismada sudan profenofos tespiti icin SPR temelli molekuler baskilanmis ¢ok

ince bir film tanima elemani olarak kullanilmigtir [124].

2.5. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Cevresel faaliyetleri goruntuleme, biyoterérizm tespiti ve besinlerdeki toksik
kirleticilerin analizi i¢cin hedef molekile 6zgl, 6énceden belirlenmis secicilik ve
afiniteye sahip biyolojik ve kimyasal molekillere olan ihtiyag her zamankinden
daha fazladir. Organizmalar s6z konusu oldugunda molekuler yapilar “molekuler
tanima” olarak adlandirilan yapisal ayirim yapabilme yetenegini kullanarak
birbiriyle etkilesip reaksiyona girerler. Bilim insanlari bunun altindaki mekanizmay:
anlamaya antijen-antibadi, enzim-substrat, hormon-reseptér, DNA ve RNA
arasindaki etkilesimleri ortaya koyarak ¢alismaktadirlar. Protein ve niukleik asit gibi
yapilarin, ligand segiciligi 0Ozellikleri yaninda kararliik problemleri abiyotik
cevrelerde kullanimini kisitlamaktadir. Bu durum dogal eslenikleriyle ayni
secicilije ve etkinlige sahip yapay biyo-tanima sistemlerinin gelistiriimesini
tetiklemigtir. “Molekuler Baskilama” yapay molekiler tanima igin alternatif
saglamak icin ortaya ¢ikan yeni bir teknolojidir. Molekuler baskilama yontemi farkh
matrikslerden iyonlar, organik molekuller ve biyomolekullerin ylUksek secicilikte
ayrilabilmesi icin, akill polimerlerin Uretilerek farkli uygulamalarda kullaniimasini

yayginlagtiran yeni bir teknolojidir [125].

Enzimatik kataliz ya da afiniteye dayali ayirrm gibi biyotanima esasli sureclerde
molekuller arasi etkilesimler dnemlidir. Molekuler baskilama yontemi aracihigi ile
farkh bilesikler icin secici istenilen 6zelliklerde polimer yapimi muamkundir. Bu
teknik kalip molekullerin  kullanimiyla o6zgul katalitik ve tanima bolgelerinin

olusumuna olanak saglar [126].

Molekuler baskilama teknigi, capraz bagl polimer matriks igerisinde bogluklar
olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Bu bosluklar kalip molekulin boyut ve
seklini tanima 0&zelligine sahiptir. Kalip molekilin herhangi bir desorpsiyon
yontemi ile uzaklastiriimasi, sabit pozisyonlardaki fonksiyonel gruplarin ortaya

clkmasini saglayarak, kalip molekule eslenik yapi olusturmaktadir. Hazirlanan
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polimer, kalip molekulun boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal Ozelliklerini
taniyarak, herhangi bir ortamda bu kalibi segici ve etkin bir sekilde baglamaktadir.
Molekuler baskilanmis polimer (MIP), bir kalip molekull, fonksiyonel monomer ve
bir ¢ozucu igindeki baslaticly iceren bir karisimdan hazirlanir. Polimerizasyon
boyunca kalip molekul ile fonksiyonel monomer arasinda olusan kompleks gapraz
baglayici monomer ile ¢evrelenerek polimerlestirilir. Boylelikle kalip molekulin
hapsedildigi U¢ boyutlu polimer agi olusturulur. Kalip molekulun uzaklagtiriimasi
olusan bosluklar sekil, buyukluk ve molekuler etkilesimler agisindan kalip molekule
Ozgudur. Molekuler baskilama i¢in 6n kosul kalip molekil ve monomer arasinda

kararli bir kompleks olugsumudur [127].

Molekuler baskilanmis polimerler, kalip molekdl igin essiz segicilige sahip
olmalarinin yani sira mekanik stres, 1si, asit, baz, su ve organik ¢ozuculere kargi
oldukga direnglidirler [128]. Bu teknik; kromatografi, saflastirma, kataliz, sensoér,
ilag salinimi ve 6n O6rnek uygulamalari gibi oldukga genis bir alanda tanima ve
ayirma amagcl kullaniimaktadir. Elde edilmeleri kolay ve ucuzdur. Performansinda

degisiklik olmaksizin bir kag yil boyunca saklanabilirler [129, 130, 131].

Molekuler baskilanmig polimerler, sekilsiz 6gutuimus partikal, duzgun sekilli
partikil, nanopartikil, celik kolonda monolit, kapiler kolondo monolit, agik boru
kapilerde katman, yUzey tutturulmus ince tabaka, membran ve kompozit seklinde
olabilir. Molekuler baskilama ile ilgili calismalarin karakterizasyonu, optimizasyonu
ve sonugclari hakkinda bircok derleme yazilmistir. Bu derlemelerin ¢cogu kiral
tanima ve [132, 133], kapiler elektrokromatografi (CEC) [134, 135, 136]
hakkindadir. MIP’de monolit, partikil ve membran kullanimi gibi spesifik formlar ile
ilgili derlemeler yazilmistir [137]. MIP kati faz ekstraksiyonu (SPE) ile
zenginlestirme islemlerinde [138], ilag salinim sistemlerinde [139], antibadiler igin
reseptor ya da yapay enzim olarak [140, 141] kullaniimaktadir. Butin bunlarin
disinda matrikse iletken polimerlerin sokuldugu MIP’nin farkli galisma konulari da
cahisiimigtir [138].

MIP’nin sensorlerde kullanimi ise oldukca devasa ticari pazar alanina sahip olmasi

nedeni ile guncel bir konudur. MIP temelli oldukga fazla sensor ¢alismasi olmasina
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ragmen, bazi calismalar elektrokimyasal ve optik sensorler gibi belirli konular
Uzerine yogunlagsmistir. Bu polimerlerin bazilari monoklonal antibadiler ve
reseptorler gibi dogal tanima sistemleriyle karsilastirilabilir dlgiide yluksek secicilik
ve afiniteye sahiptirler. Buda onlari olduk¢a uygun bir kimyasal sensor Uyesi
yapmaktadir. Sentetik reseptorler igin kullanilan pek ¢ok polimerin kaotik yapisi,
heterojen gozenek buyuklugu dagihmi ve baglanma bdlgelerinin matriks boyunca
yer almasi genellikle kutle aktarimini yavaglatir. Her zaman problem olmamasina
karsin bu 6zellikler molekuler baskilanmis polimerlerin genel uygulamalarda dogal
reseptorlerin yerini almalarini 6nlerler. Bu problemi asmak i¢in nano yapilar
devreye sokulmaya baglanmistir. Nanopartikiller, biyomedikal, optik ve elektronik
alandaki genis uygulama alani nedeni ile yigin malzemeler ile atomik ya da
molekuler yapilar arasinda bir kopru olduklari igin ¢ok buyuk ilgi uyandirmaktadir
[142].

2.5.1. Molekiiler Baskilama Teknigi
Molekuler baskilama ydntemi temel olarak U¢ basamaktan olugsmaktadir (Sekil
2.9).

BASAMAK I: On-komplekslesme

Fonksiyonel grup iceren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip molekulle
kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle baglanarak kompleks  olusturur.
Bu basamakta, kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandigi bir yapi olusumu
s6z konusudur. Bu etkilesimde hedef molekilin G¢ boyutlu yapisi ve kimyasal

ozellikleri oGnemli bir yer tutar.

BASAMAK IlI: Polimerizasyon
Monomer-kalip kompleksi, uygun bir ¢apraz baglayicinin da kullaniimasiyla

fonksiyonel monomer Gzerinden polimerlestirilir.

BASAMAK IlI: Kalip Molekiiliin Uzaklastiriimasi
Yapida hedef molekllin yerini alacak bosluklarin olusturulmasi amaciyla, kalip

molekul polimerden uzaklagtiriir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip
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molekulin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal Ozelliklerini tanir, segici ve etkin

olarak kalip molekult baglar [143].

Kalip molekuilin, fonksiyonel monomerin, ¢apraz baglayicinin, ¢ézicunun ve
baglaticinin secimin etkin bir sekilde yapilmasi molekuler baskilama igin g¢ok

onemlidir.

/_:,

.
\:
On organizasyon :

_ J
Kalip /
Baskilanmig kalip
Polimerizasyon Kalibin sokiilmesi
R EE—
—

Kalibin geri baglanmasi

Sekil 2.9. Molekuler baskilama tekniginin basamaklari.

2.5.2. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Ozelliklerini Etkileyen Faktorler

Polimer matriksin yapisi molekuler baskilamada ¢ok onemlidir. Bogluklarin 6zgul
yapisi sadece dusuk molekul agirhkh kaliplarin etkisi ile degil, polimer zincirinin
dizenlenigi ile de ilgilidir. Polimerin sertligi bogluklarin kalip molekul
uzaklastirildiktan sonra sekillerini korumasina olanak saglar. Bu da yuksek oranda
capraz baglayicinin kullanilmasi ile gergeklesir. Kalip molekulin polimere
baglanmasi baskilanacak substrati yonlendiririr. Optimum spesifiklik ve segicilige

sahip polimerler uygun monomer ve ¢apraz baglayici sec¢imi ile elde edilir.

Matriks yapisi, matriks konfigurasyonu, matriksin dogasi, kullanilan kalip, ¢apraz
baglanmanin derecesi gibi matriksin karakteristik o6zelliklerini belirleyen etkenler
yeniden baglanma Uzerinde oldukga etkilidir. Polimer matriksdeki fonksiyonel

monomerin polimerin yapisina rastgele girisi 0zgulligu azaltir. Polimerizasyon
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sirasinda kalip ve monomer arasindaki etkilesim oldukga kuvvetli oimalidir. ideal
olan kovalent etkilesimlerdir. Fakat desorpsiyonda yasanan sikintillar ve yavas
baglanma kinetigi tercih edilmesini engellemektedir. Molekuler baskilanmig
polimerlerin en ideali desorpsiyon ve tekrar baglanma icin ilimh kosullarin oldugu

non-kovalent baglanmadir.

2.5.2.1. Kalip Molekiil

Baskilanan kalip molekulin, fonksiyonel monomerle kompleks yapacak
fonksiyonel gruplari icermesi en 6nemli parametrelerden biridir. Kalip molekulin
hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim (karboksil, amino, hidroksil ve amid
gruplar) yapabilecek bolgeleri kompleks olusumu icin en c¢ok tercih edilen
bolgelerdir. Ayrica kalip molekul kimyasal reaksiyonun gerceklestigi kosullar
altinda kararl kalmalidir. Ornegin 1sil bir baglatici segildigi taktirde kalip molek{lin
(ve/lveya 0©On polimerizasyon kompleksin) yuksek sicakliklarda yapisinda
parcalanma olmamasi yada UV ile baslatilan polimerizasyon kosullarinda
olusturulan 6n organizasyon kararliligi goz onune alinmalidir. Kalip molekulin
konformasyonundaki ufak degisiklikler bile baskilama isleminin basarisini
etkilemektedir [144]. Baskilanacak molekul olarak ilaglar, aminoasitler,
karbonhidratlar, proteinler, nukleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve

iyonlar kullanilabilir [145].

2.5.2.2. Fonksiyonel Monomer
Molekuler baskilama ile ilgili galismalarin gogunlugu vinil ya da akrilik grup iceren
monomerlerin serbest radikal polimerlesmesi ile olusan organik polimerleri icerir.

Diger calismalar ise polistiren ve polisiloksan agirlikhdir.

Fonksiyonel monomerler baglanma bdlgelerindeki baglanma etkilesimlerinden
sorumludur. Molekuller baskilanmig polimerlerde kalip molekul ile fonksiyonel
monomerler arasindaki geri-baglanma basamagi c¢ok oOnemli oldugu igin
fonksiyonel monomerlerin segimi kritiktir. Fonksiyonel monomer igin anahtar
eleman, etkilesimin gerceklesmesi igin uygun baglanma bdlgelerinin sayisidir.
Kalip molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki sterik ve elektronik etki

sayesinde kopolimerizasyon gerceklesir. Asidik bazik ve notral 6zelliklere sahip
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yaygin olarak kullanilan bazi fonksiyonel monomerler vardir. Kovalent
baskilamada, kalip molekdl vinil gruplarina kovalent olarak baglanir. Akrilik asit
amitleri ve esterleri veya metakrilik asit en sik kullanilan monomerlerdir. Kovalent
olmayan baskilamada, uygun fonksiyonel gruplara badli vinil monomerleri

kullanilir.

Rijit ve ¢d6zlnmez yapidaki baskilanmis polimerler olduk¢a fazla baglanma
bolgelerine sahipken, biyolojik reseptorler esnek, ¢ozunur ve tek baglanma
bdlgesine sahiptir. Genellikle polar olmayan ¢oézlculerde hazirlanan polimerlerde
farkh fonksiyonel monomerler kullanilabilmesine ragmen, polar ¢ozuculerde

kuvvetli hidrojen baglari yapan akrilamidler kullanilabilmektedir.

Molekuler baskilamada organik ¢ozucu kullanildigr durumlarda gapraz baglayici
olarak genellikle divinil benzen (DVB) ve etilen glikol dimetakrilat (EDMA)

kullaniimaktadir.

2.5.2.3. Gapraz Baglayicilar

Capraz baglayicilar hem baglanma bdlgelerini sabitleyerek hem de mekanik
kararhlik saglayarak morfolojinin kontroliine imkan verirler. Capraz baglayicilar
ayni zamanda polimerlerin ¢ozucude c¢ozunmesini zorlastirdiklari i¢in pratikteki

kullanimlarini kolaylastirir.

MIP hazirlanirken bir diger énemli nokta capraz baglayicinin secimidir. Capraz
baglayici, kalibin polimerden uzaklagtirlmasindan sonra kararli ve analiti
hafizasinda tutan polimer ag 6rgust olusturmak icin kullanilir [146]. Capraz
baglayici, matriksin morfolojisinin kontrol edilmesini (jel tipi, makro gozenekli ya
da mikro jel halinde olmasi), baskilanmis molekllin veya iyonun baglanma
bolumlerinin kararli olmasini, polimer matriksin mekanik kararlihiginin yuksek
olmasini saglar. Yuksek oranda capraz baglanma, polimer matriksin ¢ozucude
¢bzunmesini onler ve kullanimi kolaylasir. Etkili bir baskilama igin c¢apraz
baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel monomerin reaktifliginin uygunlugu, capraz

baglayici ajanin fonksiyonel monomere olan mol orani 6nemlidir. Aksi taktirde
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fonsiyonel monomerden veya c¢apraz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda
baskin c¢ikabilir ve homojen kopolimerizasyon gergeklesemez. Farkl c¢apraz
baglayici/fonksiyonel monomer derisim oranlari  molekiler baskilanmis
polimerlerdeki farkli sayida baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olur ve bu da
seciciligi etkiler [147]. Eger mol oranlari ¢ok kugukse, kalip molekulin baglanma
bdlgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir. Hedef molekulin baglanma bolgeleri komsu
bdlgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonu¢ elde edilemez. Cok buylik mol
oranlarinda da ¢apraz baglayicilar fonksiyonel monomerlerle veya kalip molekiille
kovalent olmayan etkilegsimler gostermesi sonucu baskilamanin etkinligi yine
azalmaktadir [143, 148]. Organik ¢ozuculerde molekuler baskilama igin etilen
glikol dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen (DVB) en sik kullanilan c¢apraz
baglayicidir. Etkin bir baskilama igin capraz baglayicinin reaktivitesi fonkiyonel

monomerin reaktifligine yakin olmalidir.

2.5.2.4. Cozucu

Molekuler baskilamada ¢ozlculer polimerlesme suresince gdzenek yapicl ve
yeniden baglanma ortam saglayicisi olarak goérev yaparlar. Olusturulan
gozeneklerin gorevi yeniden baglanmanin kolay gergeklesmesini saglayan kutle

aktariminina olanak saglamasidir.

Cozuculer, polimerizasyonda baskilanacak molekul, fonksiyonel monomer, gapraz
badlayici, baslatici gibi tim bilesenlerin tek fazda bulunmasini ve polimerde
gbzeneklerin  olugsmasini  saglar. Makrogozenekli polimerin  hazirlanmasi
asamasinda; c¢ozucl, gbzeneklerin yapisi ve seviyesi, morfolojisi ve toplam
g6zenek hacmini kontrol etmek i¢in dnemli bir unsurdur. Cézicunun baskilanacak
molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumunu artirma gibi bir
gorevi de vardir. Gézeneklilik baglanan hedef molekilin polimerden salinmasini
kolaylastirir. Cozicunun baskilanacak molekdl ile fonksiyonel monomer arasindaki
kompleks olusumunu artirma gibi bir gérevi de vardir. Coéziculerin bir diger gorevi
de polimerizasyon sirasinda reaksiyon isisini esit olarak yaymaktir. Aksi taktirde,
polimerizasyon sirasinda reaksiyon sicakligi bolgesel olarak artar ve istenmeyen
yan UrUnlerin olusumuna neden olur. C6zucu seg¢imi baskilamanin tarine baghdir.

Kovalent baskilamada, tium bilesenleri iyi ¢ozebilecek birgok ¢dzicu kullanilabilir.
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Kovalent olmayan baskilamada, etkilesimin olusumunu ve baskilama etkisini
artirmak icin ¢ozicu sec¢imi daha onemlidir [143]. Polimerizasyon ¢6zucusu,
monomerlerle baskilanacak molekul arasindaki hidrojen baglari ve elektrostatik
etkilesimler gibi polar etkilesimlerin olusmasini saglamak i¢in az polar ve aprotik
olmalidir. Genellikle sentez igin polar olmayan organik ¢ozuculerin kullanildigi
MIP’ler polar organik ¢ozuculerin kullanildigi MIP’lerden daha iyi segicilige sahiptir
[149]. Hazirlanan polimerin analite segiciligi ile olusan kavitenin analite tam uygun

boyutta olmasi yani ne ¢ok dar ne de ¢ok gevsek olmasi ¢éziclu segimine baghdir.

2.5.2.5. Bagslaticilar

Radikalik polimerizasyon, radikal baglaticilarin 1sil bozunmasiyla baslatilabilir.
Monomer ile kalip molekll arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif
oldugu durumlarda g¢ok yuksek sicakliklara ¢ikilamaz. DUsuk sicakliklarda etkili
olan fotokimyasal baslaticilar tercih edilir. Genellikle 2,2’-azobis(izobutironitril)
(AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Bu kosullarda, 1sil
bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

2.5.2.6. Sicakhk

Kalip molekll ve monomer arasindaki denge pozisyonu hem sicakhgin hemde

basincin Granuadur [150].

Onceki calismalar gdstermistir ki disik sicakliklar, oldukca kuvvetli olan
elektrostatik etkilesimler yuziunden MIP’de tercih edilmektedir. DUsuk sicakliklarda
polimerlesme yavas ve zincir olusumu monomer-kalip olusumuna mudahale

etmemektedir.

2.5.3. Molekiiler Baskilama Yontemleri

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

42



2.5.3.1. Kovalent Baskilama

On organizasyonlu molekiler baskilama yaklagsiminda, polimerizasyondan 6nce
baskilanacak molekll ile fonksiyonel monomerler arasinda kuvvetli, tersinir bir
kovalent duzenleme olusur. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar
kirihr ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastiriir. Hedef molekdl
baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden olugur [151,
152].

Avantajlari:

Monomer-kalip kompleksi olduk¢a kararlidir ve sitokiyometrik oranlarda
gerceklesir. Polimerizasyon kosullari (yiksek sicaklik, ylksek veya dusik pH ve
polar solventler gibi) istenildigi gibi uygulanabilir. Clnkl konjugatlar kovalent

baglarla olugturulmustur ve oldukca kararhdir [153].

Dezavantajlari:
Monomer-kalip molekul konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir ve sentez
sureci pek ekonomik degildir. Hedef molekulin polimere tersinir olarak baglanma

sayisi sinirlidir. Kovalent bag olusumu nedeni ile baglanma kinetigi yavastir [154].

2.5.3.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekulin baglanmasi kovalent olmayan (hidrojen
badi, elektrostatik etkilesimler, koordinasyon bag olusumu) etkilesimlerle
gergeklesir. Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozuculerle kalip molekul polimerden
uzaklastiriir. Hedef molekll ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanir [155].

Avantajlari:
Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur. Polimerizasyondan
sonra kalip molekll polimerden kolayca uzaklastiriir. Clinkid kovalent olmayan

etkilesimler daha zayiftir. Hedef molekulin baglanma kinetigi hizlidir [156].

Dezavantajlari:
Polimerizasyon kosullari, kovalent olmayan etkilesimleri artirmak amaciyla

sinirhdir. Fonksiyonel monomerler, bag olusum dengesini artirmak amaciyla
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fazlaca kullanilir ve 6zgul olmayan baglanma bdlgelerinin olusumuna neden
olabilir [157]. Molekuler etkilesimlerin farkhligi, segiciligin ve tersinirligin derecesini
etkiler. Ornegdin kovalent baglarla olusturulan etkilesimler oldukca 6zgildir. Ancak
geri baglanma kinetigi yavastir. Bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi
daha hizlidir. Fakat segiciliginde azalma gosterir. Genel olarak kovalent olmayan
etkilesimler birgcok bilesige uygulanabilir olmalari, hizli kinetigi ve daha uygun
kosullarda bag olusumu ve kirilma ozellikleri gostermeleri nedeniyle daha genis
uygulama alanlarina sahiptir. Dahasi 1r-17 tkilesimleri, hidrojen baglari ve hidrofobik
etkilesimler gibi non-kovalent etkilesimler yeni molekuler baskilanmig fonksiyonel

polimerlerin tasarimi igin gelecek vaat etmektedirler.

2.5.4. Baskilama isleminin Kontrolii

Molekuler baskilanmis polimerlerin yuksek secicilikte taninmasi ve baskilanmis
polimerler tarafindan baglanmasi, materyalin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine
baglidir. Molekuler baskilanmig polimerlerin daha kullanisli olmalari igin, substratin
segiciliginin 6nemi yaninda, uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma
kinetiginin de hizli olmasi gerekir. Bu yuzden molekuler baskilanmig materyallerin
tasarimi yapilirken uygun baglanma etkilesimlerinin sec¢imi ¢ok énemlidir. Birden
fazla baglanma bdlgesinin olmasi, monomerin baglanma bdolgeleri ile kalip molekdl
arasindaki etkilegsimlerin daha iyi olmasi, dolayisiyla molekuler tanimanin daha

secici olmasini saglar.

Yapilan caligsmalar baskilanmamig polimer ile karsilastirmali olarak yuratular. Bu
polimer kalip molekulun yoklugunda ayni polimerizasyon iglemi uygulanarak elde
edilir. Baskilanmamis polimerler, baskilanmis polimerlerle spesifik bosluklar
disinda ayni kimyasal 6zelliklere sahiptir. Bu yuzden baskilanmis polimerlerle kalip
molekul arasinda gelisen etkilesimlerin dogasi, baskilanmamis polimerlerle kalip
molekul arasindaki etkilesimlerin dogasiyla aynidir. Fark bu etkilegsimlerin gucu
arasindadir. Eger polimerizasyon basamag! esnasinda iyi tanimlanmis bosluklar
olusturulmussa baskilanmis polimerdeki etkilesimler daha gugludur. Etkilesimdeki
bu hassasiyet, kalijp molekldlin U¢ boyutlu yapisinin polimerik hafizaya
alinmasindan kaynaklanmaktadir. Bosgluklarin varligi baglanma deneyleri ve
kromatografik olgimler gibi c¢esitli ydntemlerle incelenebilir. Polimerlerin

secicilikleri, baskilanmig/baskilanmamis polimerlerle etkilestiriimesi; baskilanmis
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ve baskilanmamig polimerlere ait dagilim katsayilarinin (k) hesaplanmasi ve
baskilama faktori olarak degerlendirilen bagil dagiim katsayisinin (k')
belirlenmesiyle gosterilir. Bu yaklasim sivi kromatografisi (LC) ve kati faz
ekstraksiyonu (SPE) uygulamalarinda baskilanmis polimerlerin karakterizasyonu
icinde kullanilir [158].

2.5.5. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Uygulama Alanlari

Molekuler baskilanmig polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik segici molekuler
tanima alanlari, kontrolli salinim sistemleri sensorlerde tanima elemani olarak
yogun bir sekilde kullaniimaktadirlar [159]. Sivi kromatografi, kapiler elektroforez,
kapiler elektrokromatografi ve kati faz ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde

MIP’lerin kullanimina yonelik calismalar sirekli artmaktadir [126, 160].

Kimya ve ila¢g endustrisindeki artan pazar firsatlarina bagli olarak molekuler
baskilanmis polimerlerin su saflastirma ve atik malzeme degerlendirme iglemleri
gibi ayirma alanindaki uygulamalari giderek artmaktadir. Sadece kromatografi
kolonlarinin satisinin yilda 500 milyon ABD dolarina yaklastigi ve membran
ayirma teknolojisi pazarinda yillik 1 milyar ABD dolari civarinda buyume oldugu
tahmin edilmektedir. Molekuler baskilanmig malzemelerin afinite ayirma, kati faz
ekstraksiyonu ve sert sartlar altinda (organik ve toksik ortamlar, disik ya da
yuksek pH’lar, yiksek sicakliklar ve basing gibi) ayirma alaninda bu pazarda %1-3

oranda yer almasi beklenmektedir [161].

MIP adsorbentler, ilaglarin kati faz ekstraksiyonunda, proteinlerin, amino asitlerin,
DNA ve RNA’nin, peptidlerin, hormonlarin ayrilmasi ve saflastirimasinda
kullaniimaktadir [162]. MIP’lerin bir diger potansiyel kullanim alani olan bazi temel
arastirmalar, ilag tasarimi, optik gibi alanlarda o6nemli olan kiral bilegiklerin
ayrilmasidir [163, 164, 165].

Bir diger uygulama alani ise sensorlerde tanima elemani olarak kullanimlaridir. Bir
kimyasal veya biyosensor, bir tanima elementi ve onunla baglantili gevirici igerir ve
bu geviricilerin gorevi, analitin baglanmasiyla olusan degisimi, dl¢ulebilir bir sinyale

donusturmektedir. Bu sensorlerde kullanilan biyomolekuller cogunlukla zayif
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fiziksel ve kimyasal kararlilik gosterirler. Bu nedenle yapay reseptorlere duyulan
ilgi artmaktadir. Ozellikle MIP’ler zorlayici sartlarda gdésterdikleri dayanikhlik ve
yuksek segicilikte tanima balgelerine sahip olmalari nedeniyle tercih edilmektedir.
MIP temelli ilk sensor baskili-polimer membran ince filmi iceren bir alan-etki
kapasitoridur ve analitin baglanmasiyla kapasitansta meydana gelen degisim
Olcllmastur [166]. Daha sonra ise elektrokimyasal [167, 168] ve optik [169, 170]

ceviricilere dayall baska sensorler gelistirilmistir [171].

Molekuler baskilamayla hazirlanan polimerler aminoasit turevleri, ilaglar ve seker
turevlerinin kiral ayirimi igin, organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve iyon
secici absorbanlar olarak basariyla kullaniimaktadir [149]. Son yillarda molekuler
baskilama temelli elektrokimyasal ve optik sensorler hakkindaki yayinlarin sayisi
hizla artmaktadir [172, 173].

2.6. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucular endokrin sistemin gelisimi ve islevini etkileyen maddelerdir. Bu
maddeler hormonlarin Gretim, taginim, baglanma, aktivite gosterme, parcalanma
ve vucuttan atilimlar Gzerine etki gostermektedir. Endokrin bozucu bu maddeler
dogada bulunabildigi gibi sentetik olarak da elde edilmektedirler [174, 175].
Cizelge 2.5'de dogada dogal ve sentetik olarak bulunan endokrin bozucular
verilmistir. Endokrin bozucularin tayini icin farkli arastirmacilar tarafindan birgok
biyosensor hazirlanmistir (Cizelge 2.6) [66, 67, 176, 177, 178].

17B-6stradiol (E2), 6stron (E1) gibi dogal dstrojenler ve 17a-etinildstradiol gibi
sentetik Ostrojenler, insan ve hayvan tarafindan idrar yoluyla cevreye ve atik
sulara ulasir. insan ve hayvan diskilari kayda deger miktarda dogal &strojen ihtiva
etmektedir [179]. Geleneksel biyolojik atik su aritma tesislerinden ayrilan sudaki
Ostrojenik hormon (6zellikle 17B-6stradiol, dstron, Ostriol) derisimleri litrede birkag
nanogram (ng/L) ile birka¢ mikrogram (ug/L) arahgindadir. Bu mikrokirleticiler
endokrin bozucu kimyasal 6zellige sahiptir ve pek ¢ok turin (insanlarda dahil)
endokrin sistemine ng/L seviyesinde bile zarar verdigi saptanmigtir [180]. Dogal

steroid Ostrojen adi verilen insan ve hayvan kaynakli steroid hormonlar, digsal
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endokrin bozucu kimyasallar (EDC) ve sentetik kimyasallarla karsilastirildiginda
oldukca yuksek Ostrojenik aktiviteleri ile karakterize edilmis ve igsel steroid
endokrin bozucu kimyasallar olarak siniflandiriimistir [181]. ligsel steroid
Ostrojenlerin dissal endokrin bozucu kimyasallara gére 10,000-100,000 kat daha
fazla Gstrojenik aktiviteye sahip oldugunu rapor edilmigtir. Bunun yani sira hayvan
atiklarinin uygulandig! toprak arazileri ¢gevresel Ostrojenlerin bir diger kaynagidir
[182].

Cizelge 2.5. Dogada dogal ve sentetik olarak bulunan endokrin bozucular [183].

A. SENTETIK KOKENLI Ftalat
HORMONLAR Bisfenol A
17 a-Etiniléstradiol p-Nonfenol
Dietilbestrol PCB’ler
17 B-Trenbolon TribGtilin
BIiTKi OLDURUCULER B. BIiYOLOJIK KOKENLI
Atrazin HORMONLAR
Simazin 17-B-Ostradiol
Metaklor Ostriol
BOCEK OLDURUCULER Ostron
DDT Progesteron
Dieldrin Testesteron
Endosdulfan Fitoosteron
Lindan Sesquiterpen
ENDUSTRIYEL KAYNAKLAR Fitosterol

47



Cizelge 2.6. Endokrin Bozucular i¢in Biyosensorler.

Cevirici Sistem Biyolojik Tanima Materyali  Ozellik Kaynak

Optik Rekombinant maya [176]

Optik (SPR) Ostrojen reseptort 0.1 ug/L [66]
(G6stradiol)

Elektrokimyasal Enzimatik (tirozinaz) [67]

Elektrokimyasal Ostrojen reseptort 0.02 pg/L [177]
(G6stradiol)

Optik (SPR) Ostrojen reseptort [178]

Kimes hayvanlarinin ¢oplerinin dokuldugu dretim arazilerinde Ostrojen derigimi
araziye bitigik golcuk/havuz ve akarsularda 2350 ng/L’ye, toprakta ise 675 ng/kg’a
yukseldigi tespit edilmistir [182]. Atik su temizleme islemleri de bir diger dstrojen
kaynagidir [184]. Bu Kkirleticilerin ylUksek duzeylerinin biyokatilardan geldigi ve
daha sonra biyokatl uygulama arazilerine gectigi disunulmektedir. Atik su aritma
islemleri sonucunda uzaklastirilamamis 0&strojen ng/L seviyelerinde sulara
gectiginde ylksek sorpsiyon oOzelliklerinden dolayi nehirlerde ¢okelti olusturur
[182].

Endokrin bozucular kimyasal yapilarina gore degil, endokrin sistem Uzerindeki
etkilerine bakilarak tanimlanir. Endokrin bozucularin olusturacagi olumsuz etkide
maruz kalinan doz ve etkilenme suresi de ortaya c¢ikacak etki icin onemli
faktorlerdendir. Etkilenme suresi uzadikga veya doz arttikga olusabilecek olumsuz
etki daha da siddetli olabilmektedir [10]. Endokrin bozucu maddelerin etki
mekanizmalari ¢ok karmasiktir. Sekil 2.10’da endokrin bozucularin etki

mekanizmalari ve drnekleri 6zetlenerek sunulmustur.
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2.7. 17-B-6stradiol

Sudaki ¢ézunurligu 3.6 mg/L olan 17-B-6stradiol en aktif dstrojen olarak goérilen
model bir kontaminanttir [11]. Yumurtaliklar tarafindan ve hamilelik esnasinda
plesanta tarafindan da sentezlenir. Erkeklerde de bulunur; fakat ¢cok daha dustk
derigsimlerdedir. Disilerde seks hormonlarinin  geligsimini, ikincil cinsiyet
karakterlerinin meydana gelmesini ve devam etmesini saglayan E2’nin diger
steroid hormon sentezi yapan bezlerdeki gibi, sentezi kolesterol Uzerinden
baslamaktadir [12]. Sentez edilerek kana verilen &strojen hormonu depo
edilememektedir. Serumda E2’'nin %97’den fazlasi plazma proteinlerine bagli
olarak tasinmakta olup, bunun %601 albumine, geri kalani ise seks hormon

baglayici globulinlere (SHBG) bagh haldedir. Hormonun sadece %1-3 kadari

kanda serbest sekildedir. E2’in serbest ve albimine bagli kisimlari biyolojik olarak
aktiftir [13].

-Bilesikler dogal 8strojen Gokkusagi
olarak davranir, baglanir alabaligindaki - oosit
Agonistik Etki ve Ostrojen reseptorini olgunlagmasi
aktive eder Uzerindeki imidazol
ve triazol fungusitler
[185].
*Bilesikler 6strojen DDE erkeklerde
reseptore baglanir fakat testosteronu
Antagonistik Etki g‘rtze etmez (hormon bloke ederek
oklayic) gelisimsel
problemlere

neden olur [186].

*Dogal hormonlarin
Uretiminde, tasiniminda,
metabolize olmasinda ya o
AN EINOEVETS  da sekresyonunda Dioksin ve furanlar
aksakliklar ve
reseptorlerin islev ve
Uretiminde aksakliklar

Sekil 2.10. Endokrin bozucularin etki mekanizmalari.

17-B-6stradiol anabolik etkilerinden dolay! hayvanlarin besiye ¢ekilmesinde [187]
illegal olarak kullanilir. Bunun yani sira hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonlari

Oonlemek ve tedavi etmek amaciyla da kullaniimaktadir [188]. Endokrin sistemdeki
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degisiklikler 17-B-Ostradiole maruz kalmis hayvanlarda buyume, gelisme ve
uremenin degismesine neden olabilir. Bu degisiklikler daha sonra herhangi bir
yasam doneminde ifade edilebilecegi gibi gelecek nesillerde bile ortaya ¢ikabilir
[189, 190]. Kanalizasyonlarda 0&strojenik Dbilesiklerin  bulunmasi plazma
vitollogeninin induklenmesi ve nehir agzina yakin habitatlarda bu bilegiklere maruz

kalmig baliklarda cinsiyet degisikliklerine yol acabilir [190, 191].

17-p-6stradiol bir karsinojen olarak duastnuldr. Clinkd bu molekil hem timor
baslatici hem de tumor arttirici etkiler ortaya cikarir [188]. Son birkag on yildir

insan disi dogurganhginda dusus gozlenmistir [192]. Bunun yani sira;

Go6gus kanseri

Cinsel davranista degisiklikler

- Erkek ve diside dogurganlik problemleri
- Erkek Ureme sistemi Uzerine ters etkiler
- Ogrenmede gecikme ve yetersizlik

- Testis kanseri

- Prostat kanseri

- Bagisiklik sistemi etkileri

- Tiroid etkiler

- Endometriosis [192] gibi rahatsizliklar ve saglik problemleri insanlarda

gOralebilir.

50



3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalari asagidaki basliklar altinda
toplamak mumkundur:
» Fonksiyonel monomer N-Metakriloil-(L)-16sin  metil ester (MALM)
monomerinin sentezi,
» MALM-0stradiol onkompleksinin hazirlanmasi,
» Poli (2-hidroksietil metakrilat-MALM)-6stradiol nanofiim (PHEMALM-
Ostradiol) hazirlanmasi,

» MALM, MALM-6stradiol dnkompleksinin karakterizasyonu

A\

PHEMALM nanofilmin karakterizasyonu,

> Ostradiol baskilanmis PHEMALM-6stradiol nanofilm ve baskilanmamis
PHEMALM nanofilm sensorin sulu ¢ozeltiden farkli derigsimlerdeki dstradiol
baglanmasi icin SPR analizlerinin gergeklestiriimesi,

> Ostradiol baskilanmis nanofilm PHEMALM-6stradiol sensériin stigmasterol

ve kolesterolun bulundugu ortamda segiciliginin incelenmesi.

» PHEMALM-0stradiol sensoérun tekrar kullanabilirliginin incelenmesi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

PMALM-6stradiol nanofilmin hazirlanmasinda kullanilan temel bilesenlerden 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA), L-l6sin metil ester, metakriloil klorar, 2,2'-
azobisizobutironitril (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA), kalip molekul olarak
kullanilan 17-B-6stradiol, asetonitrii (ACN), toluen, secicilik ¢alismalarinda
kullanilan stigmasterol ve kolesterol (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan
temin edilmistir. Reaktifler kullanilana kadar 4°C’de muhafaza edilmigtir.
Calismada kullanilan diger kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edilmistir ve analitik safliktadir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akigh seluloz asetat zar (Barnstead D2731) ile
ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve iyon degistirici dolgulu
kolon sistemi kullanilarak saflagtinimistir. Elde edilen saf suyun direnci
18MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilan cam malzemeler bir gece boyunca 4.0 M nitrik

asitte bekletilerek temizlenmistir.
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3.2. N-Metakriloil-(L)-losin Metil Ester (MALM) Monomerinin Sentezi
N-Metakriloil—(L)-16sin metil ester (MALM) monomerinin sentezi kisaca soyledir: L-
Lésin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g) diklorometan (CH,Cl;) (100 ml)
cOzeltisi igerisinde ¢ozllmustir. Cozelti 0°C’a sogutulmustur. Trietilamin (12.7 g)
bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. Metakroil klorur (5.0 ml) yavasca bu ¢dzeltinin Uzerine
dokulmustar. Tepkime karigsimi azot atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2 saat
oda sicakhdinda karnistinlmistir. Bu slrenin sonunda tepkimeye girmeyen
metakroil klorir, %10’ luk NaOH c¢dzeltisi ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz déner
buharlastiricida uzaklastirilms ve kalan kisim (MALM) etil alkolde ¢ozulmustar
[193].

3.3. MALM Monomerinin infrared Spektrumu

FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimazu, Japonya) kullanilarak
MALM monomerinin FTIR spektrumu elde edilmigtir. MALM monomeri (2 mg), KBr
(98 mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen bir sekilde karistirilmis ve tablet
haline getirilmistir. 4000-450 cm™ dalga sayisi araliginda FTIR spektrumu
cekilmistir.

3.4. Yiizey Plazmon Rezonans Cip Altin Yuzeyinin Allil Merkaptan ile Yizey
Modifikasyonu

Yuzey plazmon rezonans ¢ip altin ylzeyinin modifikasyonu allil merkaptan
(CH2CHCH,SH) ile yapilmistir (Sekil 3.1). Modifikasyon oncesi altin yuzey asidik
pirana ¢ozeltisi ile temizlenmistir. 20 ml asidik pirana ¢ozeltisi igine daldirilan altin
yuzeyler 20 saniye ¢ozelti icinde kalmigtir. Cozeltiden ¢ikarilan gipler saf etil alkol
ile yikanmis ve vakum etlvinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur.
Temizlenen SPR c¢ip yuzeyine 5 pl allil merkaptan damlatiimis ve 12 saat
bekletilmistir. Bu slre sonunda c¢ipler etil alkol ile yikanmis ve azot atmosferinde
kurutulmustur. Modifikasyon sonucunda altin kapli SPR ¢ip ylzeyine allil gruplari

baglanmistir.
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3.5. E2 Baskilanmig PHEMALM-ostradiol Baskilanmig ve Baskilanmamig
PHEMALM Nanofilmlerin Hazirlanigi

E2 secici molekuler baskilanmis nanofilm, MALM-6stradiol 6n kompleksinin HEMA
fonksiyonel monomeri ve EGDMA  capraz baglayicisi esliginde
polimerlegtirimesinden elde edilmisti.  MALM-6stradiol 6n kompleksi kalip
molekul olarak &stradiol, fonksiyonel monomer olarak MALM monomerinin
etkilesimiyle hazirlandi. Bunun igin 28 mg 17-B-Ostradiol, 210 yl MALM ile 1:4
(mmol) kalp molekll, fonksiyonel monomer orani saglanarak komplekslestirildi.
MALM-E2 6n kompleksine 700 pl toluen ve 1000 ul ACN aprotik ¢ozicu karigimi
eklenerek 6n kompleksin homojen ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Cozulmus olan MALM-
E2 6n kompleksine 150 yl HEMA monomeri ve 470 ul EDMA capraz baglayici
eklenerek sonikatérde 10 dakika ¢ozilmeleri saglandi. Polimer c¢ozeltisinden 5
dakika N, gazi gecirilerek ¢ozinmus O, ortamdan uzaklastirildi. Baslatici olarak
10 mg AIBN eklendikten sonra daha onceden alillelmis ¢ip Uzerine 1 ul ¢ozelti
damlatilmigtir. Hazirlanan ¢ip, UV lamba altina konularak 40 dakika
fotopolimerizasyon ile polimerlesme saglanmistir. Reaksiyona girmeyen monomer
etil alkol ile uzaklastiriimistir. Kalip molekul, monomer ve g¢apraz baglayici orani
1:15:24’dur. Cozelti icindeki monomer yuzdesi %30 (w/v) olarak belirlenmigtir. E2
baskilanmamis nanofilm, baskilanmis polimer ¢ozeltisi icine 6stradiol eklenmeden

ayni sekilde hazirlanmistir.

3.6. Kalip Molekul E2’nin Uzaklagtiriimasi

Olusan polimerik nanofilmden kalip molekul E2’'nin uzaklastirilmasi igin %20’lik
etilen glikol c¢ozeltisi kullaniimigtir. E2 baskilanmis nanofilm oda sicakliginda
%20’lik etilen glikol ¢oOzeltisiyle her on dakikada bir desorpsiyon ¢ozeltisi
yenilenerek bir saat boyunca yikanmigstir. Bu iglem kalip molekul E2’nin 279 nm’de
UV spektrofotometresiyle tayin edilmeyene kadar tekrarlanmig, desorpsiyon

¢Ozeltisi ile uzaklastirilan E2’nin orani %87 olarak tespit edilmigtir.
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Alll merkaptan ?H ?H ClH Alll gruplarmin
cozeltisi (3 mM) Gb€%(ﬁ2ymwm%

SH SH *SH

Ay e

SPR ¢ip SPR¢p
Sekil 3.1. Allil merkaptan ile yizey modifikasyonu ve allil gruplarinin baglanmasi.

3.7. SPR Sensorlerin Karakterizasyonu
3.7.1. Elipsometre Olgiimleri

Hazirlanan SPR sensorinin ylzeyindeki nanofilmin kalinhigi gérintileme yapan
elipsometre (Sekil 3.2) ile olgilmuastir. Kalinlik élgimleri 658 nm dalga boyunda,
65°’lik bir gelis acisinda, 10x buyutme ve %Z2’lik lazer gicunde gerceklestiriimigtir.
SPR cipi lazer 1gik kaynagi altina yerlestiriimis ve yuzey kalinhdr hesaplama
programi icin SF10 prizma+45 nm altin veri olarak ©6ngoriulmustir. Olglimler
sensor yuzeyinde yaklasik 350 um x 350 uym’lik bir alanda, 3 farkli noktada 3 kere
tekrarlanmig ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir. E2
baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensoérlerin analiz etmek igin 4 faz modeli

(hava/polimerik tabaka/altin/krom ve SF10 cam) kullaniimigtir.
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Sekil 3.2. Nanofilm EP3 elipsometre cihazi.

3.7.2. Temas Agisi Olgiimleri

Modifiye edilmemis SPR sensoérin, E2 baskilanmis ve baskilanmamis SPR
sensoérlerin yuzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas
agisi cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir (Sekil 3.3). Ylzey plazmon rezonans
(SPR) nanosensorlerin  yuzeyine 1 damla su damlatilarak yapisik damla
yontemiyle statik 6lcim alinarak temas agisi belirlenmistir. Cip bdlgelerinin farkli
bdlgelerine su damlatmak suretiyle fotograflar ¢ekilmis ve her biri i¢cin ayri temas
agisi belirlenmigtir. Belirlenen temas agi degerleri damlacigin kati ile sol temas
noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas noktasindan alinan sagdan
temas acisi olarak belirlenmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama
temas acisi degerleri elde edilmistir. Modifiye edilmemis bos altin ylzeyin, E2
baskilanmis ve baskilanmamig SPR sensor ylzeyleri igin temas agisi degerleri
alinan 10 élgimun ortalama degerleri hesaplanmistir. Temas agisi degerleri DSA2

yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.3. Kriuss DSA100 temas agisi cihazi.

3.7.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

SPR nanosensorlerin  altin  yUzeylerinin  karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. SPR sensor, cihazin érnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™

dalga sayisi araliginda yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari dlgulmustar.

3.7.4. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

SPR nanosensorlerin altin yuzeylerinin karakterizasyonu igin yari temas modunda
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere)
kullaniimistir. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi
ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢ok yuksek ¢odzinurlikte olgcim alabilmektedir. SPR
nanosensor ¢ift yuzli karbon bant ile érnek tutucuya yerlestirilmistir. Gorantileme
calismalari hava ortaminda, yari temas modunda gercgeklestirilmistir. Salinim
rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vrus ve bos
titresim genligi ise 2 Vrus'dir. Ornekler 2 ym/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel

¢ozinirlikte, 1 x 1 um?lik bir alanin gériintiisii olarak alinmistir.
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3.8. Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Olgiimleri

SPR nanosensorlerin karakterizasyonu igin yluzey plazmon egrileri yizey plazmon
rezonans sistemi SPRiLab (GenOptics, Orsay, Fransa) ile alinmigtir. Altin
kaplanmis SPR sensér GenOptics firmasindan (Orsay, Fransa) temin edilmistir.
SPR sensorler, 25.0 x 12.5 mm ylzey alanina sahip 50 nm kalinlikta altin
kaplanmig olarak temin edilmistir. Goruntd alinmasi sirasinda 1s1gin  SPR
nanosensore ulasma acisi degistirilerek (48.7-56.7°) 1s1gin % kirilma degerleri
alinmistir. Elde edilen degerler incelenmis ve yuzey plazmon egrileri 1s1gin gelig

acisina karsi % kirllma miktari ve egimi grafige gecirilerek rapor edilmigtir.

3.9. E2 Baskilanmig SPR Nanosensorle Kinetik Analizler

E2 baskilanmis SPR nanosensoérin hazirlanmasindan sonra kinetik ¢alismalara
gecilmigtir.  Kinetik calismalar, farkli  derisimlerdeki E2 c¢oOzeltileri ile
gerceklestiriimistir. Bu ¢ozeltiler pH 11 karbonat tamponuyla 20 ng/ml-10000 ng/ml
arasinda hazirlanarak SPR sistemine verilmigtir. Sekil 3.4’de GenOptics SPRiLab
sistemi gOsteriimektedir. GenOptics SPRiLab, lazer kaynagi, ayna sistemi, CCD
kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan olugsmaktadir. Yuzeyine E2
baskilanmis nanofilm tutturulan SPR sensoér, kinetik analiz c¢alismalarinda
kullaniimistir. Bu asamada kullanilan deneysel yontem su sekildedir: SPR
nanosensor yuzeyi deiyonize su (50 ml) ile yikanmistir. Sistemden karbonat
tamponu (pH 11.0) gecerken ytzey plazmon egrileri alinmis ve rezonans kirilma
acisi belirlenmistir. Cihaz bu kirlma agisina ayarlanmis ve kinetik ¢calismalar bu
agl degerinde gergeklestiriimistir. Kinetik analiz ¢alismalarinda SPRview
yazihminin kinetik goruntuleme programi kullaniimigtir. Bu program, dakikada
yaklasik 150 kirilma miktari degerini dlgmekte ve anlik olarak % kirilma miktar
degisimini gozlenmesine olanak saglamaktadir. Plazmon egrileri alinmasi ve
aynanin rezonans agisi degerine ayarlanmasinin ardindan, SPR sisteminden 5
dakika sureyle karbonat tamponu (pH: 11.0) gegiriimeye devam edilmistir. Bu
dengeleme basamagindan sonra, farkli derigsimlerdeki E2 ¢dzeltileri teker teker (10
ml, 2.0 ml/dakika akis hizi) sisteme verilmistir. Rezonans frekansindaki kayma
degerleri anlik olarak gbzlenmis ve denge durumuna geldiginde sisteme %20’lik
gliserol ¢ozeltisi (10 ml, 2.0 mi/dak. Akis hizi, 25°C) verilerek desorpsiyon

gerceklestiriimistir. Desorpsiyon igleminden sonra, SPR nanosensér su ve
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karbonat tamponu (pH 11.0) ile yikanmistir. Farkli derisimlerdeki E2 ¢Ozeltileri
sisteme veriimeden Once adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalari

tekrarlanmigtir.

3.10. SPR Cipin Baskilama Segciciliginin Belirlenmesi

E2 baskilanmig SPR ¢ipin segiciligini gostermek icin E2 baskilanmamis SPR gip
hazirlanmistir. E2, kolesterol ve stigmasterol molekillerinin  kullaniimasiyla
olusturulan karigimlar (1000 ng/ml, 10 ml, 2.0 ml/dak. Akis hizi, 25°C) sisteme
verilmigtir. Hazirlanan c¢ozeltilerin sisteme enjeksiyonundan sonra grafikler elde

edilmistir.

Sekil 3.4. GenOptics SPRiLab sistemi.

3.11. E2 Baskilanmis Sensoriin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

E2 baskilanmis sensoérin tekrar kullanilabilirliginin incelenmek amaciyla 1000
ng/ml derigsimlerde hazirlanmis E2 igeren ¢ozeltiler (1000 ng/ml, 10 ml, 2.0 ml/dak.
Akis hizi, 25°C) SPR sistemine verilmigstir. Bu islem on kez tekrar edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. N-Metakriloil-(L)-l6sin Metil Ester (MALM) Monomerinin
Karakterizasyonu

N-Metakriloil-(L)-16sin metil ester (MALM) monomeri (Sekil 4.1) ilk basamakta
FTIR ile karakterize edilmistir (Sekil 4.2). 1724 cm™deki band MALM
monomerinden kaynaklanan C=0O bandina aittir. 1298 cm™deki band I8sin
aminoasidindeki C-O bandindan gelmektedir. 2800-3000 cm™deki genis band
I6sinden kaynaklanan —CHs grubuna aittir. 1020-1250 cm™ arasindaki genis band
I6sindeki C-N titresim bandina, 1620 cm™deki keskin band RNH. grubundaki
egilme bandlarina aittir. Yapiya ait titresim, gerilme ve egilme bandlari, N-
Metakriloil —(L)-L6ésin metil ester (MALM) monomerinin sentezinin gergeklestigini
gostermektedir [194, 195].

HoC
0 NH, CH,
CH,
0
cl il
T ¢ ? NH
H3C 0
HyC
0
CH, HO
HoC
CH,
Metakriloil kloriir _1 A : T
L - Losin metil ester N - Metakriloil kloriir

- L - Lésin metil ester (MALM)

Sekil 4.1. N-Metakriloil-(L)-Lésin metil ester (MALM) monomerinin sentezi.
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Sekil 4.2. N-Metakriloil-(L)-l6sin metil ester (MALM) monomerinin FTIR spektrumu.

4.2. MALM-6stradiol On Kompleksin Hazirlanmasi

MALM-Ostradiol 6n kompleksi

(Sekil 4.3) kahp molekil olarak &stradiol,

fonksiyonel monomer olarak MALM monomeri kullanilarak hazirlanmistir (Sekil

4.4)
3
—— Ostradiol
25
= Ostradio:MALM(1:1)
= Ostradiol MALM(1:2)
2
—— Ostradio:MALM(1:3)
= Ostradio:MALM(1:4)
q<.. 15
w
=
=
=
=
= 1
-
0.5
0
150 300 450 600
Dalga boyu, & (nm)

Sekil 4.3. Kalip molekll E2: N-Metakriloil-(L)-l6sin metil ester (MALM) monomer

oraninin belirlenmesi; E2:MALM monomerinin mol oranlari (1:1; 1:2; 1:3; 1:4).
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N - Metakriloil klordr - L - Losin metil ester (MALM)

2 - Hidroksietil metakrilat (HEMA)
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HO
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0

HO
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N\
~

H

CH,

PHEMALM

HO

Sekil 4.4. MALM-6stradiol 6n kompleksi ve  HEMA fonksiyonel monomerinin

polimerizasyonu.
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Kalip molekul olarak kullanilan E2’nin N-Metakriloil-(L)-16sin metil ester (MALM)
monomeri ile MALM-E2 6n kompleksini olustururken stokiyometrik olarak birlesme
oranlarini tayin etmek igin farkli mol oranlarindaki E2:N-Metakriloil-(L)-16sin metil
ester (MALM) (1:1; 1:2; 1:3; 1:4) kompleksleri olusturulmustur. E2 miktari sabit
tutularak artan MALM oraninin komplekslesmeye etkisi UV mini 1240 SHIMADZU
model spektrofotometre cihazi kullanilarak incelenmistir. MALM-E2 6n
komplekslerinin 200-700 nm dalga boyu araligindaki absorbanslari dl¢iimus,
absorbansinin gittikgce artan MALM mol orani ile arttigr 1:4 E2:N-Metakriloil-(L)-
I6sin metil ester (MALM) oraninda absorbans degerinin degisiklik gostermedigi

tespit edilerek kalip molekul:monomer orani 1:4 olarak belirlenmisgtir.

4.3. SPR Sensorlerin Yizey Karakterizasyonu

4.3.1. Elipsometre Analizi

E2 baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensorun ortalama ylzey kalinhigi
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.5). Elipsometrik dlgiimler 658
nm dalga boyunda, 65°’lik bir gelis acgisinda gercgeklestirilmistir. E2 baskilanmis
SPR sensorun ortalama kalinlik degeri 24.20 nm, E2 baskilanmamig SPR

sensorun ortalama kalinh@i 29.00 nm olarak hesaplanmigtir.

4.3.2. Temas Agisi Olgiimleri

Modifiye edilmemis SPR sensorin, E2 baskilanmis ve baskilanmamis SPR
sensoérlerin yuzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas
agisi cihazi kullanilarak gerceklestiriimistir. Temas acisi degerleri DSA2 yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1'de modifiye edilmemis SPR sensorin, E2

baskilanmis ve baskilanmamig SPR sensorlerin yuzey temas acilari verilmigtir.

Temas acisi olgumlerinden goruldigu gibi modifiye edilmemis SPR ¢ip ylzeyinin
temas acisi degeri (81.4°), E2 baskilanmis SPR ¢ip ylzeyinde 65.6°ye digmustar.
E2 baskilanmamig SPR sensérin temas agisi degeri 63.3° olarak belirlenmistir.
Yuzeyin temas acisinin 6nemli miktarda azalmasi, yuzeyin hidrofilik 6zelliginin
arttigini goéstermektedir. Bu durum su sekilde agiklanabilir: E2 tayin iglemi igin
hazirlanan SPR giplerinde PHEMA kullaniimistir. PHEMA hidrofilik karakterde bir
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malzeme oldugundan dolayi, yuzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi yuzey
hidrofilitesini arttirmis ve temas agisi degerini dusturmastur. Sekil 4.6’da modifiye

edilmemis altin ylzeyin, 4.7”’de E2 baskilanmis ve baskilanmamis SPR

sensoérlere ait temas agisi goruntileri verilmistir.

Sekil 4.5. E2 tanima bdlgelerine sahip nanofilmin elipsometrik dlgumde alinan 3

boyutlu gorantusu.

Cizelge 4.1. Modifiye edilmemis, E2 baskilanmig ve baskilanmamis SPR

sensorlerin ylzey temas agcilari.

Modifiye edilmemis altin ylizey 81.4°
E2 baskilanmis SPR sensor yuzeyi 65.6°
E2 baskilanmamis SPR sensor ylzeyi 63.3°

63



T

P

Sekil 4.6. Bos altin ylzey temas acisi dlgum fotografi.

S e~
(b)

Sekil 4.7. E2 baskilanmig (a) ve baskilanmamis (b) SPR ¢iplerin ylzey temas
acisi fotograflari.

64



4.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Modifiye edilmemis ve E2 baskilanmis SPR nanosensorlerin yuzey morfolojisi yari
temas modunda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmigstir. Asidik pirana
¢cozeltisi ile temizlenmis SPR c¢ipin ylzey derinligi, 4.55 nm olarak belirlenmigtir
(Sekil 4.8). E2 baskilanmig SPR nanosensoérin ortalama puartzIGligu 30.02 nm
(Sekil 4.9) olarak bulunmustur. Bu sonuglar; E2 baskilanmis nanofilmin SPR altin
ylzeyine basarili bir sekilde tutundugunu gdéstermektedir. E2 baskilanmamis SPR
cipin AFM goérintisu Sekil 4.10'da verilmistir. E2 baskilanmamis SPR ¢ipin

ortalama puruzIulagd 16.45 nm olarak bulunmustur.

nm

455 - 4
404 -
354 -
3.03 -
253 -
2.02
152 -

1.01

0.51 -

0.00 -l

Sekil 4.8. Modifiye edilmemis SPR sensoérun ylzey derinlidi.
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25240 - 4
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amn - o

Sekil 4.9. E2 baskilanmig SPR ¢ipinin yari temas modunda alinan AFM goéruntusu.

nm
12485 - &

6248 -

non o

Sekil 4.10. E2 baskilanmamis SPR ¢ipin yari temas modunda alinan AFM

gOruntasu.
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4.1.4. FTIR-ATR Analizi

SPR nanosensorlerin  altin  ylzeylerinin  karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD)
kullaniimistir. SPR sensér, cihazin érnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™
dalga sayisi araliginda yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari 6lgUimustar.
E2 baskilanmis SPR sensor ylzeyine ait FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.11.de
verilmistir. Sekilden de gorildiigi gibi 3360 cm™deki genis pik v(N-H) asimetrik
gerilim bandina ait iken; 2927 cm™ deki keskin band alifatik v(-CHs) bandina ait
olup; 1721 cm™deki pik Vv(C=0O) bandina aittir. 1565 cm™deki sinyal
vas(COOH)'daki asimetrik gerilimden kaynaklanirken 1416 cm™deki sinyal
vs(COOH)'daki simetrik gerilimden kaynaklanmaktadir. 1253 cm™deki sinyal
V(CN) titresim bandina aittir. 1633 cm™deki monomere ait v(C=C) bandinin yok

olmus olmasi polimerlesmenin gerceklestigini gostermektedir.

s

120
113
10 3360 2587 - 2026 1557
103

%T

93

L3

812

39998 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
cm-1

Sekil 4.11. E2 baskilanmig SPR ¢ipe ait FTIR-ATR spektrumu.

67



4.4. SPR Nanosensorlerle Kinetik Analizler

Biyomolekdllerin tayininde siklikla kullanilan enzim, radyo veya floresan isaretleme
yontemlerinden farkli olarak SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretiemeye
gerek duyulmadan kullanilabilirler [196]. isaretleme isleminin yapilmamasi hem
zaman kazandirmakta hem de maliyeti dislrmektedir. Isaretleyici molekdillerin
ortamda bulunan diger molekullerle etkilesiminden dolayl yanlis sonuglar elde
edilebilmektedir. SPR temelli sensodrlerin  kullanilmasiyla bu  sorunlar
giderilebilmektedir. Ayrica bu sensorlerde analit ve yuzey etkilesimi gergek
zamanda ve dogrudan Olgulebilmektedir. Bu 06zellik nicel olarak kinetik,
termodinamik ve derisim parametrelerinin belirlenmesini veya nitel olarak ligand ile

analit arasindaki iligkinin karakterize edilmesini saglamaktadir [7].

Bu calisma kapsaminda E2 baskilanmis SPR nanosensorler hazirlanmistir. SPR
sinyali ile E2 derisimi arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi igin farkh
derisimlerde (20-10.000 ng/mL) E2 coézeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler peristaltik
pompa ile SPR nanosensorler ile etkilestiriimis ve SPRview yazilimi kullanilarak
kinetik veriler alinmigtir. Sekil 4.12'de farkh derisimlerde hazirlanan E2

cOzeltilerinden elde edilen grafikler verilmigtir.

Cesitli ortamlarda E2 tayinine yonelik birgok calisma yapilmistir. AuberSek ve
arkadaslari hastane atik suyunda 4.2 ng/l, atikk su aritim tesisinden aldiklar
orneklerde 2.4 ng/I-12.7 ng/l E2 tayin etmislerdir [197]. McAvoy, atik su aritim
tesisi ve ¢op toplama alanindan aldigi su 6rneklerini gaz kromatografisi-kitle
spektrometrisine uygulamis ve atik su aritim tesisinden aldigi érneklerde 7.22 ngll,

¢Op toplama alanindan aldigi 6rneklerde ise 0.557 ng/l E2 tayin etmigtir [198].

E2’'nin biyosensorlerle tayinine yonelik birgok calisma yapilmigtir. Zhang ve
arkadaslari optik dalgaboyu spektrometrisi kullanarak 50 pg/ml tayin sinirina [199],
Liu ve Wong elektrokimyasal biyosensor ile 6 pg/ml tayin sinirina inmislerdir [200].
Hui-Bin ve arkadaglarinin insan idrarindan 0.75-135 pg/ml derisimlerde E2 tayin
etmislerdir [201]. Yapilan bagka bir ¢alismada floresan duyu sistemi molekuler
baskilanmis polimerin sivi kromatografisinde kullanildigi analitik bir sistemde E2’yi
30-5000 ng/ml’de tayin etmistir [202].
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Sekil 4.12'de farkh derisimlerde E2 g¢ozeltilerinin nanosensorlere uygulanmasi ile
elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilden de gdruldugu

gibi sensor yuzeyine E2 uygulanmasiyla birlikte % kirilma degeri artmaktadir.

Sekil 4.13'de tum grafikler bir arada verilmigtir. Standart bir dlgimde, sistemden
oncelikle denge tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar E2
¢cozeltisi gecirilmis ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullaniimistir. Butin
Olcimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin 35 dakika beklenilmigtir. Desorpsiyon
ve rejenerasyon islemleri yaklasik 15 dakika iginde gergeklestirilmigtir.

92 -
915 - a) 20 ng/ml E2

91 4
90,5 4
90

89,5 -
89 -
88,5
88
87,5 4
87

% lirilma

o 5 10 15 20 25 30 35 40
zaman (dak.)
91 A
90,5
o0
89,5
e Mg TPy
88,5 -
88
87.5
87 -
86,5 -
86

b) 50 ng/ml E2

% lirilma

o s 10 1s 20 25 30 35 40

zaman [dak.)
Sekil 4.12. Degisik derisimlerde E2 ¢dzeltilerinin nanosensodrlere uygulanmasi ile
elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100
ng/ml; (d) 250 ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 2000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml;
(1) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml.
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Sekil 4.12. Degisik derisimlerde E2 ¢dzeltilerinin nanosensodrlere uygulanmasi ile
elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100
ng/ml; (d) 250 ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 2000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml;
(1) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).
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Sekil 4.12. Degisik derisimlerde E2 ¢dzeltilerinin nanosensodrlere uygulanmasi ile

elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100
ng/ml; (d) 250 ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 1000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml;
(1) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).
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Sekil 4.12. Degisik derisimlerde E2 ¢dzeltilerinin nanosensorlere uygulanmasi ile
elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100
ng/ml; (d) 250 ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 2000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml;
(1) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).

w30 nig/ml
— 50 ngfml
e 100 ng fml
— 250N /ml
— 500 ng Sml
s 1000 ngml
s 2000 ng/ml
e 5000 ng/m |
7500 ng/ml
. 10000 ngSml

% Kirima

83

78 T T T T 1
o 10 20 30 40 50

zaman (dak.)

Sekil 4.13. E2 c¢oOzeltisi ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait % kirilma

zaman grafigi.
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Derisimdeki artigla birlikte % kirilma degerindeki artisin daha fazla oldugu
gorulmektedir. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile yuzey arasindaki surtcu gug¢ olan
derisim farkinin artmasi gdsterilebilir.

Sekil 4.14°da farkli derisimlerdeki E2 ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi AR

derisimlerini gosteren grafikler verilmektedir.

Sekil 4.15'de farkh derisimlerdeki E2 ¢ozeltileri ve SPR temelli sensor arasindaki

etkilesimlere ait AR zaman grafigi verilmigtir.

a) 20 ng/ml E2
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. |

T T T T T T 1
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zaman (dak.)

b) 50 ng/ml E2
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o 5 1ID 1I5 ZID 2I5 3ID 3I5 4-ID

zaman (dak.)
Sekil 4.14. Farkh derisimlerdeki E2 ¢oOzeltilerinden elde edilen zamana karsi AR
derisimlerini gosteren grafikler: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100 ng/ml; (d) 250
ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 1000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml; (1) 7500
ng/ml; (g) 10000 ng/ml.
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Sekil 4.14. Farkh derisimlerdeki E2 ¢Ozeltilerinden elde edilen zamana karsi AR
derisimlerini gosteren grafikler: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100 ng/ml; (d) 250
ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 1000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml; (1) 7500
ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).
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Sekil 4.14. Farkli derigsimlerdeki E2 g¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi AR
derisimlerini gosteren grafikler: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100 ng/ml; (d) 250
ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 1000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml; (1) 7500
ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).
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Sekil 4.14. Farkli derigsimlerdeki E2 g¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi AR
derisimlerini gosteren grafikler: (a) 20 ng/ml; (b) 50 ng/ml; (c) 100 ng/ml; (d) 250
ng/ml; (e) 500 ng/ml; (f) 1000 ng/ml; (g) 2000 ng/ml; (h) 5000 ng/ml; (1) 7500
ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam).
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Sekil 4.15. Farkh derisimlerdeki E2 c¢ozeltileri ve SPR sensor arasindaki

etkilesimlere ait AR zaman grafigi.
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Sekil 4.16’da goruldigu gibi SPR nanosensor, iki farkli derisim araliginda derigim-
sinyal dogrusalligi gostermektedir. Sekil 4.16’da goérulduaga gibi 20-1000 ng/ml
araligindaki veriler degerlendirildijinde elde edilen dogrunun denklemi (y =
2.8476x — 0.3502) ve dogrusalligi (R?) 0.9609 olarak hesaplanmistir. 2000-10000
ng/ml araligindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi
(y=0.2607x-4.6529) ve dogrusali§i (R® 0.8893 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore; E2 molekilleri iki farkh bdlgede yuksek afinite ile baglanmaktadir.
Bagka bir ifadeyle; hazirlanan SPR nanosensoér, 20-1000 ng/ml araliginda % 96,
2000-10000 ng/ml arahginda derisim degerini ise % 88.9 dogrulukta olgim
yapabilmektedir.

y =0,2607x + 4,6529
R?=0,8893

AR

y =2,8476x + 0,3502
1 - R2=0,9609

C (ug/ml)

Sekil 4.16. E2 baskilanmis SPR nanosensor ve AR arasindaki iligki.

Denge Analizi

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

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

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rnas, baglanma ile oélgllen
maksimum sinyal; C, analit derisimi (ug/ml), ks, baglanma hiz sabiti (ml/ug.s) ve kg,
ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti Ka (ml/pg), ka ve kyq sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kg). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARdenge IC = KAARmak — KAARdenge 4.2)

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

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

Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar duzenlendiginde;

dAR/dt = kaCARmaks — (kaC + ka)AR (4.3)

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrolli kinetikler icin gizilen dAR/dt'ye karsi
AR grafiginin, egimi —(ka,C + kg) olan bir dogru verdigi gértlmektedir. Baslangic
baglanma hizi analit derigsimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger Rnaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanillarak k, ve kg degerleri hesaplanabilir. Ylzeyi tamamen doygunluga
eristirmek icin ¢ok ylksek analit derisimleri gerekli oldugu igin Ryaks'In deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, birgok farkli analit
derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. lleri ve geri yéndeki
hizlarin analizi i¢in cizilen dAR/dt'ye karsi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz

sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:

S = kaC +ky (4.4)

S'ye karsi C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, ko,C >> kg oldugu durumlarda kgq'nin
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hesaplamasi igin bu yontem ¢ok guvenilir degildir. Daha guvenilir ydontem, ayrisma

kinetiginin incelenmesidir.

IN(ARo / ARy) = Kq (t — to) (4.5)

Burada; AR, ve ARy, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
[203]. Sekil 4.17'de denge analizi ve badlanma kinetik analizi i¢in ¢izilen dogrular
verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka, Ka, Ka Ve Kp

degerleri Cizelge 4.2'de verilmigtir.

Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 7.88 Ka, g/ml.s 0.046
Ka, pg/ml 0.7689 Kq, 1/s 0.075
Kp, ml/ug 1.30 Ka, pg/ml 0.615
R? 0.9744 Kp, ml/ug 1.63
R® 0.9659

4.6. Denge izoterm Modelleri

E2 baskilanmis SPR nanosensor ile E2 arasindaki etkilesimi incelemek amaciyla
dort farklh izoterm modeli uygulanmistir: Scatchard, Langmuir; Freundlich ve

Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Scatchard ARgenge /[C] = Ka(ARmaks~ ARgenge)
Langmuir AR={ARmaks[C]/Kp+[C]}
Freundlich AR=ARmas[C]"
Langmuir-Freundlich AR={AR maks[C1""/Kp+[C]"}

Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge, denge halindeki SPR
sinyal kaymasi; [C], analit derigimi (ug/ml); Ka (ug/ml), baglanma denge sabiti; Kp

(ml/ug), ayrisma denge sabiti; 1/n, Freundlich ylzey heterojenite indeksidir.
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y =-0,7689x + 6,0652

R? = 0,9744
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 AR 4 5 6 7 8
(@)
14 -
y=0121x +0,0761
12 - R = 0.9659

E 03
=]
L
0,6
0.4 -
02 -
U OQ T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Derigim (pg/ml)
(b)

Sekil 4.17. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi.
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Sekil 4.18’e gore deneysel olarak elde edilen veriler E2 tayinine en uygun model

Langmuir modelidir (R*>= 0.9985). Bu sonug, hazirlanan sensér yiizeyindeki E2

baglanma ozelliklerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minumum

yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her Ug izoterm modelinden elde edilen

sonuglar Cizelge 4.3'de verilmigtir.

Cizelge 4.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks, ”g/ml 7.28 ARmaks, ”g/ml 2.356 ARmaks, I.Jg/ml 2.78
Kp, ml/ug 0.1354 1/n 0.6436 | 1/n 0.1150
Ka, pg/ml 7.39 R? 0.9626 | Kp, ml/ug 1.69
R? 0.9985 Ka, ug/ml 0.592
R? 0.9749
9 -
g y = 0.1514x + 0.1376
R? = 0.99852
.
6
o 5
ﬂ 4
~ 3
2
1
0 T 1
50 60

1/C

(@)
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2,50

y = 0.6436x + 0.8572

R2=0.9626 *e
1,50
m Q ,50 |
<
C r T T 1
- 5 -1 2 3
0,50
-1,50 -
-2,50
InC
(b)
9 -
8 |
7 |
6 |
S y = 0.6067x - 0.3599
ne R2=0.9749
— 4
—
3 |
2 |

(=Y
1

1/(C)vn

14 16

(€)
Sekil 4.18. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir;

Freundlich.

(b) Freundlich; (c) Langmuir-
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4.7. Yarnigmal kinetik analizler
Hazirlanan E2 baskilanmis sensorin E2’ye karsi segiciliginin belirlenmesi igin
yarismall adsorpsiyon ¢aligmalari E2, kolesterol ve stigmasterol biyomolekullerinin

kullaniimasiyla gerceklestirilmigtir.

Kolesterol ve stigmasterol icin E2 molekulerine gore dagiima ve segicilik

katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Kg = [(Ci = Cy)/C¢] x VIm (4.6)

Esitlikte Kqg, dagilma katsayisini (ml/g); C; ve C, biyomolekillerin baslangi¢c ve
sonu¢ derisimlerini (ug/ml); V, kullanilan ¢dézelti hacmini (ml) ve m, polimerin
katlesini (g) ifade etmektedir. SPR sensor uygulamalarinda, derigsim ve kutle
parametrelerinin donusturidlmesi gergeklestiriimektedir [203]. Bu yaklagimdaki
temel sebepler; baslangic ve son derisimleri arasinda O6nemli bir fark
gbzlenememesi; polimerin kutlesinin kesin olarak belilenememesi ve derigimin AR

ile dog@rusal iliskide olmasidir.

Bu durumda segicilik katsayisi,

k= ARgaip/ ARgirigimci (4.7)
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi ise;
k'= kbaskllanmlslkkontrol (4.8)

seklinde ifade edilebilir.

Sekil 4.19 ve 4.20 ((a) 1000 ng/ml E2; (b) 1000 ng/ml kolesterol; (c) 1000 ng/mi
stigmasterol; (d) 1000 ng/ml E2-kolesterol; (e) 1000 ng/ml E2-stigmasterol; (f)
1000 ng/ml kolesterol-stigmasterol; (g) 1000 ng/ml E2-kolesterol-stigmasterol)
incelendiginde; E2 baskilanmigs SPR nanosensorin kolesterol ve stigmasterol
molekulleriyle spesifik bir etkilesime girmedigi ve sinyal vermedigi belirlenmistir. Bu
durum E2 baskilanmis ¢ipin, E2 molekiiliine segcici oldugunu gostermektedir. ikili
ve Uclu kangimlar dikkate alindiginda, E2 karisimlarinin gosterdigi AR kayma
degerleri, tekli ¢ozeltilere gore daha dusuktir. Bu durum, molekullerin karigim
halinde bir yarismaci ajan olarak davrandigi ve AR kayma degerinde azalmaya

sebep oldugunu gostermektedir.
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b} 1000 ng/ml kolesterol
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83

15 20 25 30 35

zaman [(dak.)

c} 1000 ng/ml stigmasterol

.

10 15 20 25 30 35

zaman (dak.)

Sekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolln tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR

sensor arasindaki % kirllma-zaman grafikleri.
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f} 1000 ng/ml kolesterol-stigmasterol

% Kinlma

Sekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolun tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR

sensor arasindaki % kirllma-zaman grafikleri (devam).



g} 1000 ng/ml E2-kolesterol-stigmasteral
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Sekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolin tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR

sensor arasindaki % kirllma-zaman grafikleri (devam).
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Sekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasterolin tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR

sensor arasindaki % AR-zaman grafikleri.

86



4.8 1 c} 1000 ng'ml stigmasterol
3,8

2.8 -

4R

1.8 -

0.8 - .

o 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman [dak.)

d) 1000 ng/ml E2-kolesterol

T A-N
1 -
o
J} 5 10 15 20

25 30 35 40

zaman [dak.)

e} 1000 ng/ml E2-stigmasterol

-1 o 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman [dak.)

Sekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasterolin tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR
sensor arasindaki % AR-zaman grafikleri (devam).

87



4.8 - f} 1000 ng/ml kolesterol-stigmasterol
3,8
2,8
e=
=1
1.8 1
) M
-0,2 T T T T T T T 1
o 5 10 15 20 25 30 35 40
zaman [dak.)
5 ] .
g) 1000 ng/ml E2-kolesteral-stigmasteraol
4 —
3 —
z 2 '
1 —
0
1 -J) 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman (dak.)

Sekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasteroltn tekli, ikili ve Gglu ¢ozeltileri ile SPR

sensor arasindaki % AR-zaman grafikleri (devam).

4.6. E2 baskilanmig sensoriin baskilama segciciliginin belirlenmesi

E2 baskilanmis sensdrin baskilama segiciligini gostermek icin E2 baskilanmamis
SPR c¢ip hazirlanmistir. E2, kolesterol ve stigmasterol biyomolekullerinin
kullaniimasiyla olusturulan karisimlar SPR sistemine verilmistir. Bu c¢ozeltiler
karbonat tamponunda (pH 11) 1000 ng/ml derisimde hazirlanmiglardir. Sekil
4.21’de % kirilma/zaman, Sekil 4.22’de AR/zaman grafikleri verilmigtir. Sekil 4.22
incelendiginde; E2 baskilanmamis SPR nanosensoérin kolesterol ve stigmasterol
ile herhangi bir etkilesime girmedigi ve sinyal vermedigi gozlenmistir. Tekli ve uglu
karisimlarda; E2 baskilanmis SPR sensorlere benzer sonuglar elde edildigi ve
karigsimlarin sinyal de@erlerinde antagonistik bir etki oldugu goértlmektedir. E2,
kolesterol ve stigmasterolin bulundugu ortamda daha az AR degeri vermesinin
sebebi; bu molekullerin yarismaci ajan olarak davranip E2’nin baglandigi bolgelere
baglanmak istemesidir. Diger bir muhtemel sebepte ugli karigimin bulundugu

88



ortamdaki sterik engellerin oldukca fazla olmasi ve E2 molekullerinin baglanmasi
gereken bosgluklara ulasamamasidir. E2 baskilanmig ve baskilanmamis SPR
sensorler karsilastinldiginda; E2 sinyalinin 3.00’den 1.05’e dustigu gorilmektedir
(Cizelge 4.4). Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari,
stigmasterol i¢cin 5.0 (baskilanmig), 4.20 (baskilanmamig); kolesterol igin 10.00
(baskilanmig), 8.07 (baskilanmamis) olarak bulunmustur. Bagil segicilik degeri,
1’in ne kadar Uzerindeyse baskilama igleminin o kadar etkin oldugu bilinmektedir
[204]. E2 tayini icin hazirlanan QCM temelli sensérin E2 sinyal duyarliidinin 2.2
(baskilanmig)'den 0.8 (baskilanmamis)’e dustugu gérusmaustar [76].
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Sekil 4.21. E2, kolesterol ve stigmasterol ¢ozeltileri ile E2 baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafikleri.
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Sekil 4.21. E2, kolesterol ve stigmasterol ¢ozeltileri ile E2 baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafikleri (devam).
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Sekil 4.22. E2, kolesterol ve stigmasterol ¢ozeltileri ile E2 baskilanmamis SPR

sensOr arasindaki etkilesimlere ait AR-zaman grafikleri.
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Sekil 4.22. E2, kolesterol ve stigmasterol ¢ozeltileri ile E2 baskilanmamis SPR
sensor arasindaki etkilesimlere ait AR-zaman grafikleri (devam).
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Cizelge 4.4. E2’'ye gore stigmasterol ve kolesterol igin segicilik ve bagil segicilik

katsayilari.

MIP NIP
Biyomolekdil AR k AR k K
E2 3.00 - 1.05 - -
Stigmasterol | 0.60 5.00 0.25 4.20 1.20
Kolesterol 0.30 10.00 0.13 8.07 1.23

4.7. E2 baskilanmig SPR sensoriin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

E2 baskilanmig SPR sensorin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla 1000

ng/ml derisimlerde E2 igeren ¢ozeltiler SPR sistemine tekrarli (10 kez) bir sekilde

enjekte edilmis ve sonuglar sekil 4.23’de verilmistir.

4,5 -

3,5

2,5 4

AR

15 -

0,5 A

6 8 10
Tekrar sayisi

12

Sekil 4.23. E2 baskilanmig SPR sensdrun tekrar kullanilabilirligi.
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5. YORUM

MALM monomeri, L-I6sin metil esterinin metakroil klorir ile tepkimesi
sonucu elde edilmistir. Elde edilen monomer FTIR ile karakterize edilmistir.
MALM monomerinin FTIR spektrumunda 1724 cm™Ydeki band MALM
monomerinden gelen C=0O bandina aittir. 1298 cm™deki band 16sin
aminoasidindeki C-O bandindan kaynaklanmaktadir. 2800-3000 cm™deki
genis band I6sinden kaynaklanan -CH; grubuna aittir. 1020-1250 cm™
arasindaki genis band I6sindeki C-N titresim bandina, 1620 cm™deki keskin
band RNH, grubundaki egilme bandlarina aittir.

Bos SPR c¢ip, E2 baskilanmis ve baskilanmamis SPR c¢iplerin temas agisi
Olcimlerinden goraldiugu Gzere; bos SPR ¢ipin ylizey temas agisi degeri
81.4° iken, E2 baskilanmis SPR c¢ipin temas acisi degeri 65.6°ye, E2
baskilanmamis SPR ¢ipin temas acisi degeri de 63.3”ye dusmustar.
Temas acgisinda meydana gelen dusisun nedeni su sekilde acgiklanabilir:
HEMA hidrofilik karakterde bir malzeme oldugundan dolayi, ylzeyde
hidrofilik bir polimerin bulunmasi ylzey hidrofilitesini arttirmis ve temas
agisi degerini disurmustar.

E2 baskilanmis SPR sensdrin ortalama yuzey kalinligi elipsometre ile elde
edilmigtir. E2 baskilanmig SPR sensorlerin yuzey kalinhgi 24.20 nm, E2
baskilanmamis SPR ¢ipin yuzey kalinhidi 29.00 nm olarak tespit edilmigtir.
E2 baskilanmis SPR sensorin yuzey morfolojisi yari temas modunda
atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak gergeklestiriimistir. E2 baskilanmis
SPR sensorun ortalama ylzey puruzlaligu 30.02 nm, E2 baskilanmamis
SPR c¢ipin ortalama yuzey purtzliluga 16.45 nm olarak tespit edilmigtir.
SPR sensorlerin yuzey karakterizasyonu FTIR-ATR spektrofotometresiyle
yapilmistir. 3360 cm™deki genis pik v(N-H) asimetrik gerilim bandina ait
iken; 2927 cm™deki keskin band alifatik v(-CHs) bandina ait olup; 1721 cm’
bdeki pik v(C=0) bandina aittir. 1565 cm™deki sinyal vas(COOH)daki
asimetrik gerilimden, 1416 cm™deki sinyal vs(COOH)daki simetrik
gerilimden kaynaklanmaktadir. 1253 cm™deki sinyal v(CN) titresim bandina
aittir. 1633 cm™deki monomere ait v(C=C)bandinin yok olmasi

polimerlesmenin gergeklestigini gostermektedir.
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E2 baskilanmig SPR sensor artan derisimlerde hazirlanmis E2 ¢ozeltileriyle
etkilestirilmistir. Artan derisimlerle birlikte AR degerlerinde de bir artig
gOrulmustur. Bunun nedeni; sensor yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki surucu gug
olan derisim farkinin artmasidir.

AR'’ye kargilik zaman grafikleri bir arada c¢izildiginde derigimin artmasiyla
AR degerlerinin arttigi acik bir sekilde gorulmektedir.

SPR sensor iki farklh derisim araliginda derisim-sinyal dogrusalligi
gostermektedir. 20 ng/ml — 1000 ng/ml derisim araliginda alinan veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi y=2.8476x+0.3502 ve
dogrusalligi (R? 0,9609; 2000 ng/ml — 10000 ng/ml derisim arali§inda
alinan veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi
y=0.2607x+4.6529 ve dogrusalligi (R?) 0.8893 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu verilerle SPR sensér, 2000 ng/ml — 10000 ng/ml arahginda %96,
2000 ng/ml — 10000 ng/ml araliginda %88 dogrulukta 6lgim yapmaktadir.
Langmuir modelin hazirlanan SPR sensoére en uygun izoterm model oldugu
gorulmagtir. Hesaplanan ARpas degeri (7.28) deneysel degere (7.0)
oldukga yakindir. Langmuir denkleminden hesaplanan Ky ve Kp degerleri
sirastyla 7.39 ve 0.13 olarak hesaplanmistir.

Hazirlanan E2 baskilanmis SPR sensérin E2'ye karsl segiciliginin
belirlenmesi icin yarismali baglanma c¢alismalari E2, kolesterol ve
stigmasterol ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. E2 baskilanmig SPR
sensorun E2'ye verdigi sinyal degeri (AR) 3.0 iken, ayni derisimlerde
hazirlanan stigmasterol ve kolesterol ¢oOzeltilerine verdigi sinyal degeri
sirasityla 0.6 ve 0.3'tur. Bu sonuglara gobre hazirlanan sensor E2'yi
stigmasterole gore 5, kolesterole gore 10 kat daha duyarli tayin etmektedir.
Etkilesimdeki bu hassasiyet kalip molekll olan E2’nin G¢ boyutlu yapisinin
polimerik hafizaya alinmasindan kaynaklanmaktadir.

E2 baskilanmis SPR sensorun baskilama segciciligini gostermek icin E2
baskilanmamis SPR sensor hazirlanmis ve segicilik ¢galismalarinda oldugu
gibi ayni derigsimlerde E2, kolesterol ve stigmasterol SPR sistemine enjekte
edilmigtir. E2 baskilanmamigs SPR sensérin ayni derigimlerdeki E2,
kolesterol ve stigmasterol ¢ozeltilerine verdigi tepki daha az olmustur. E2

baskilanmis ve baskilanmamig SPR sensorler karsilastirildiginda E2 sinyal
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duyarhliginin 3.00’ten 1.05’e dustigu gorulmektedir. Esitlik 4.7 ve 4.8
kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari, stigmasterol icin 5.00
(baskilanmig), 4.20 (baskilanmamis); kolesterol igin 10.00 (baskilanmig),
8.07 (baskilanmamis) olarak bulunmustur.

E2 baskilanmis PHEMALM SPR sensorin tekrar kullanilabilirligini
incelemek igin; ayni derisimde E2 igeren ¢ozeltiler 10 kez SPR sistemine
verilmis ve hazirlanan SPR sensérin E2 tayin miktarinda énemli bir disus

olmadan EZ2'yi tayin ettigi gorulmustur.
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