
 
 

 

ÖSTRADĠOL TANIMA BÖLGELERĠNE SAHĠP YÜZEY 

PLAZMON REZONANS SENSÖRLERĠN HAZIRLANMASI 

 

 

PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE 

SENSORS WITH ESTRADIOL RECOGNITION SITES 

 

 

EMĠR ALPER TÜRKOĞLU 

 

 

PROF. DR. ADĠL DENĠZLĠ 

Tez DanıĢmanı 

 

 

 

Hacettepe Üniversitesi 

Lisansüstü Eğitim-Öğretim ve Sınav Yönetmeliğinin 

Nanoteknoloji ve Nanotıp Anabilim Dalı için Öngördüğü 

DOKTORA TEZĠ olarak hazırlanmıĢtır.  

 

2014 

 







i 
 

ÖZET 

 

ÖSTRADĠOL TANIMA BÖLGELERĠNE SAHĠP YÜZEY PLAZMON 

REZONANS SENSÖRLERĠN HAZIRLANMASI 

 

Emir Alper TÜRKOĞLU 

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotıp Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Adil DENĠZLĠ 

Mart 2014, 112 sayfa 

 

 

Sunulan çalıĢmanın amacı, 17-β-östradiol (E2) tayini için E2 baskılanmıĢ yüzey 

plazmon rezonans (SPR) sensörün hazırlanmasıdır. Bu amaçla, SPR biyosensör, 

alil merkaptan ile modifiye edilmiĢ ve alil gruplarının bağlanması sağlanmıĢtır. Ġlk 

basamakta, E2 ile N-Metakriloil–(L)-lösin metil ester (MALM) monomeri arasında 

ön kompleks oluĢturulmuĢ ve hazırlanan bu kompleks, HEMA fonksiyonel 

monomeri ve EGDMA çapraz bağlayıcısı eĢliğinde SPR altın çip yüzeyinde UV 

ıĢığı altında polimerleĢtirilmiĢtir. Elde edilen E2 baskılanmıĢ SPR çip FTIR-ATR, 

elipsometre, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve temas açısı ölçümleri alınarak 

karakterize edilmiĢtir. E2 baskılanmamıĢ çip elde etmek amacıyla, E2 

kullanılmadan yeni bir çip yapılmıĢ ve bu çipin karakterizasyonu için elipsometre, 

AFM ve temas açısı ölçüm aleti kullanılmıĢtır. Adsorpsiyon çalıĢmaları pH 11 

karbonat tamponuyla, desorpsiyon çalıĢmaları %20‘lik etilen glikol çözeltisi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. E2 baskılanmıĢ SPR sensörlerin duyarlılığını belirlemek için 

farklı deriĢimlerde hazırlanan E2 çözeltileri kullanıĢmıĢtır. Farklı deriĢimlerdeki E2 

çözeltileri bağlanma kinetiklerinin belirlenmesinde kullanılmıĢtır. Langmuir 

adsorpsiyon modeli hazırlanan sensör için en uygun adsorpsiyon modeli olarak 

bulunmuĢtur. E2 baskılanmıĢ SPR sensörün seçiciliğini göstermek için E2, 
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kolesterol ve stigmasterolün yarıĢmalı adsorbsiyonu araĢtırılmıĢtır. SPR çipin 

baskılama seçiciliğinin belirlenmesi için E2 baskılanmamıĢ SPR sensör 

hazırlanmıĢtır. E2 baskılanmıĢ SPR sensörün tekrar kullanılabilirliğine bakmak için 

çip, aynı E2 deriĢimi kullanılarak 10 kez SPR sisteminde kullanılmıĢtır. 

 

 

Anahtar Kelimeler: 17-β-östradiol (E2), yüzey plazmon rezonans (SPR), sensör. 
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ABSTRACT 

 

PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE SENSORS 

WITH ESTRODIOL RECOGNITION SITES 

 

Emir Alper TÜRKOĞLU 

Doctor of Philosophy, Division of Nanotechnology and 

Nanomedicine 

Supervisor: Prof. Dr. Adil DENĠZLĠ 

March 2014, 112 pages 

 

The aim of this study is the preparation of 17-β-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 
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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-β-estradiol (E2), surface plasmon resonance (SPR), sensor.  
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1. GĠRĠġ 

Nanoteknoloji, nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin ve sistemlerin metrenin 

milyarda biri büyüklüğünde tarif edildiği, üretildiği, uygulamaya konulduğu bir bilim 

dalıdır [1]. Bu bilim dalı sadece minyatürleĢme demek değil, aynı zamanda atom 

ve moleküllerle oynanarak nanomalzeme ve/veya nanosistemlerin özelliklerinin 

kontrol edilmesidir [2]. En az bir boyutu 100 nm‘den küçük olan malzemeler, 

boyutlarından kaynaklanan bazı üstün özelliklere sahiptirler. Yüksek emilim, 

ayrıĢma, reaktivite ve yüksek yüzey alanı, süperparamanyetizma, yüzey plazmon 

rezonans ve kuantum etkiler boyuta bağlı özellikler arasında sayılabilirler. Daha 

fazla absorpsiyon bölgeleri, birçok nanomalzemeyle çeĢitli yapıların kendi 

aralarındaki etkileĢimleri, kısa iç difüzyon mesafesi, yüksek kararlılık, geniĢ 

adsorpsiyon spektrumu, kullanım kolaylığı ve maliyetin düĢük olması sensör ve 

izleme teknolojilerinde nanoteknolojinin getirdiği özelliklerdendir. Fonksiyonel 

nanomalzemeler ve bunların geleneksel teknolojilerdeki kullanımında ortaya çıkan 

sorunlar birçok iĢi tek bir alette gerçekleĢtirecek çok fonksiyonlu nanoteknoloji 

temelli sistemlerin ortaya çıkmasını sağlamıĢtır. Nanoteknoloji temelli bu sistemler 

yüksek kararlılık, yüksek performans ve sağlamlık gibi birçok özelliği de 

beraberinde getirmiĢtir [3].  

 

Biyosensörler, biyolojik tanıma elemanlarını içeren reseptörler ve uygun 

çeviricilerin bir arada bulunduğu analitik cihazlardır. Geleneksek analitik tekniklerle 

karĢılaĢtırıldığında biyosensörler, hızlı ve gerçek zamanlı tespit, düĢük maliyet, 

taĢınabilirlik, basit kullanım, örnek hazırlama iĢleminin kolaylığı gibi birçok özelliğe 

sahiptir [4]. Biyosensörler, biyolojik tanıma elemanları ve dönüĢtürücülerine göre 

iki grup altında sınıflandırılmaktadırlar. Biyolojik tanıma elemanlarına göre olan 

sınıflandırmada; enzim, antikor, nükleik asit temelli biyosensörler olarak [5]; 

dönüĢtürücülerine göre yapılan sınıflandırmada ise; elektrokimyasal, optik, 

piezoelektrik sensörler olarak sınıflandırılır [6]. 

 

Yüzey plazmon rezonans (SPR) temelli sensörler, herhangi bir iĢaretlemeye 

ihtiyaç duymadan biyomoleküllerin etkileĢimlerini inceleyebilirler. Bu özellikleri 

nedeniyle, moleküler etkileĢimlerin anlaĢılması için bu cihazların önemi artmıĢtır. 

EtkileĢimleri eĢ zamanlı, doğrudan ölçebilmek; kinetik, termodinamik 
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parametrelerin, deriĢimin veya ligandlarla analitler arasındaki etkileĢimlerin 

belirlenebilmesini sağlamaktadır. SPR temelli biyosensörlerin hızlı cevap süresi ve 

yüksek seçiciliği vardır. Enzim veya radyoiĢaretleme yöntemleri gibi diğer 

tekniklerle karĢılaĢtırıldığında SPR biyosensörler sahip oldukları bu özelliklerden 

dolayı, protein-protein, antikor-antijen, reseptör-ligand etkileĢimlerinden, düĢük 

molekül ağırlıklı bileĢiklerin tanımlanmasına kadar değiĢen çok çeĢitli 

biyomoleküler mekanizmaların anlaĢılmasında kullanılabilir [7]. 

Moleküler baskılama tekniği, çapraz bağlı polimer matriks içerisinde nano 

boĢluklar oluĢturulması temeline dayanmaktadır. Bu oyuklar kalıp molekülün boyut 

ve Ģeklini tanıma özelliğine sahiptir. Kalıp molekülün uzaklaĢtırılması, sabit 

pozisyonlardaki fonksiyonel grupların ortaya çıkmasını sağlayarak, kalıp moleküle 

özgül yapı oluĢturmaktadır. Hazırlanan polimer, kalıp molekülün boyutunu, 

yapısını ve fizikokimyasal özelliklerini tanıyarak, herhangi bir ortamda bu kalıbı 

seçici ve etkin bir Ģekilde bağlamaktadır. Moleküler baskılanmıĢ polimer (MIP), bir 

kalıp molekül, fonksiyonel monomer ve bir çözücü içindeki baĢlatıcı içeren bir 

karıĢımdan hazırlanır. Polimerizasyon süresince kalıp molekül ile fonksiyonel 

monomer arasında oluĢan kompleks çapraz bağlayıcı monomer ile çevrelenerek 

polimerleĢtirilir, böylelikle kalıp molekülün hapsedildiği üç boyutlu polimer ağı 

oluĢturulur. Kalıp molekülün uzaklaĢtırılması sonucu oluĢan nano boĢluklar Ģekil, 

büyüklük ve moleküler etkileĢimler açısından kalıp moleküle özgüdür. Moleküler 

baskılama için ön koĢul kalıp molekül ve monomer arasında kararlı bir kompleks 

oluĢumudur [8].  

Endokrin bozucular endokrin sistemin geliĢimi ve iĢlevini etkileyen maddelerdir. Bu 

maddeler hormonların üretimi, taĢınımı, bağlanması, aktivite göstermesi, 

parçalanması ve vücuttan atılımları üzerine etki göstermektedir. Endokrin bozucu 

maddeler doğada bulunabildiği gibi sentetik olarak da üretilebilmektedirler [9, 10]. 

Sudaki çözünürlüğü 3.6 mg/L olan 17-β-östradiol (E2) en aktif östrojen olarak 

görülen model bir kirleticidir [11]. Yumurtalıklar tarafından ve hamilelik esnasında 

plesanta tarafından da sentezlenir. Erkeklerde de bulunur; fakat çok düĢük 

deriĢimlerdedir. DiĢilerde seks hormonlarının geliĢimini, ikincil cinsiyet 

karakterlerinin oluĢmasını ve devam etmesini sağlayan 17-β-östradiolün diğer 

steroid hormon sentezi yapan bezlerdeki gibi, sentezi kolesterol üzerinden 

baĢlamaktadır [12]. Sentezlerek kana verilen östrojen hormonu depo 
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edilememektedir. Serumda E2‘nin %97‘den fazlası plazma proteinlerine 

bağlanarak taĢınmakta, bunun %60‘ı albümine, geri kalanı ise seks hormon 

bağlayıcı globülinlere (SHBG) bağlanmaktadır. Hormonun sadece % 1-3 kadarı 

kanda serbest haldedir. E2‘nin serbest ve albümine bağlı kısımları biyolojik olarak 

aktiftir [13]. 

Sunulan çalıĢma kapsamında SPR sensörler hazırlanmıĢ ve çalıĢma aĢağıdaki 

baĢlıklar altında gerçekleĢtirilmiĢtir: 

17-β-östradiol (E2) ile etkileĢtirilmek için fonksiyonel monomer olarak seçilen N-

Metakriloil-(L)-Lösin metil ester (MALM), L-lösin metil esterin metakroil klorür ile 

tepkimesi sonucu elde edilmiĢtir. Elde edilen monomer FTIR ile karakterize 

edilmiĢtir. 

Altın sensör yüzeyler karakterize edilmiĢ, E2 baskılanmıĢ SPR sensör hazırlanmıĢ 

ve bu sensörün kinetik-afinite sabiti belirlenmiĢtir. 

SPR sensörün kararlılığı, seçiciliği ve tekrar kullanılabilirliği incelenmiĢtir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Nanoteknoloji 

Teknolojinin geliĢmesiyle birlikte bilim dünyası çevresinde gerçekleĢen olayları 

moleküler boyutta inceleyebilme Ģansı bulmuĢtur. Son birkaç on yıldır fizik ve 

kimya bilimlerindeki geliĢmeler sonucu ortaya çıkan teknolojilerle biyomalzeme 

bilimi, biyoteknoloji, biyokimya ve genetik gibi biyodisiplinlerde etkili çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Bu disiplinlerde daha derine inme ve moleküler düzeydeki yapıların 

fonksiyonlarını anlama isteği nanoteknoloji biliminin ortaya çıkması için sürükleyici 

bir etkiye neden olmuĢtur [14]. 

 

Nanoteknoloji, ġekil 2.1‘de görüldüğü gibi nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin 

ve sistemlerin metrenin milyarda biri büyüklüğünde tarif edildiği, üretildiği, 

uygulamaya sokulduğu bir bilim dalıdır [1]. Bu bilim dalı sadece minyatürleĢme 

demek değil, aynı zamanda atom ve moleküllerle oynanarak nanomalzeme 

ve/veya nanosistemlerin özelliklerinin kontrol edilmesidir [2].  En az bir boyutu 100 

nm‘den küçük olan malzemeler, boyutlarından kaynaklanan bazı üstün özelliklere 

sahiptirler. Yüksek emilim, ayrıĢma, reaktivite ve yüksek yüzey alanı, 

süperparamanyetizma, yerel yüzey plazmon rezonans ve kuantum etkiler boyuta 

bağlı özellikler arasında sayılabilirler. Daha fazla adsorpsiyon bölgeleri, birçok 

nanomalzemeyle çeĢitli yapıların kendi aralarındaki etkileĢimleri, kısa iç difüzyon 

mesafesi, yüksek karaklılık, geniĢ adsorpsiyon spektrumu, kullanım kolaylığı ve 

maliyetin düĢük olması sensör ve görüntüleme teknolojilerinde nanoteknolojinin 

getirdiği özelliklerdendir. Fonksiyonel nanomalzemeler ve bunların geleneksel 

teknolojilerdeki kullanımında ortaya çıkan geliĢmeler birçok iĢi tek bir alette 

gerçekleĢtirecek çok fonksiyonlu nanoteknoloji temelli sistemlerin ortaya çıkmasını 

sağlamıĢtır. Nanoteknoloji temelli bu sistemler yüksek kararlılık, yüksek 

performans ve sağlamlık gibi birçok özelliği de beraberinde getirmiĢtir (ġekil 2.2) 

[3].  
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ġekil 2.1. Nano boyuttaki bazı ilgili örnekler [2]. 

 

 

ġekil 2.2. Nanoteknolojinin getirdiği üstün özellikler [3].  
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2.1.1. Nanoteknolojinin Tarihçesi 

‘Bir insanın hayal edebileceği her şeyi başka bir gün öbür insanlar pekâlâ 

gerçekleştirebilir.’ 

Jules Verne 

Richard Feynman, 29 Aralık 1959‘da Amerikan Fizik Cemiyetinin Kaliforniya 

Teknoloji Enstitüsünde, Pasadena, düzenlediği toplantısında yaptığı ‗AĢağıda 

daha çok yer var‘ baĢlıklı konuĢmasında her ne kadar nanoteknoloji biliminden 

bahsetmese ve dinleyenler de böyle bir Ģey algılamasa da yaptığı konuĢmayla bu 

bilimi kavramsal olarak ortaya atan ilk kiĢidir. Feynman 24 ciltten oluĢan tüm 

Britannica Ansiklopedisinin tamamının bir toplu iğnenin baĢı büyüklüğündeki alana 

sığdırılabileceğine inanıyordu. 25 yıl sonra Feynman‘ın hayalinden etkilenen 

Thomas Newman ve Fabian Pease, Stanford Üniversitesi‘ndeki laboratuarlarında 

elektron ıĢınlarını kullanarak silikon bir yüzeye Charles Dickens‘ın ‗A Tale of Two 

Cities‘ baĢlıklı romanının ilk sayfasını yazmayı baĢardılar [15].  

 

Bu bilimin ortaya çıkması genel bir Ģekilde kabul görmüĢ 1959 yılıyla sınırlı 

değildir. Aslında nanoteknolojinin kökeni MÖ 4. yy‘a kadar gitmekte ve ister bilinçli 

ister bilinçsiz olsun kullanımı birçok dönemde görülmektedir.  

 

Arkeolojik kalıntılar antik çağlarda nanomalzemelerin kullanımı hakkında ipuçları 

verirler. Londra‘daki British Müzesinde bulunan roma döneminden kalma ünlü 

Lycurgus Kupası bu duruma örnek olarak verilebilir. Lycurgus Kupasının büyük bir 

bölümü camdan (altın kaplama kaide ve kenar kısımları sonradan eklenmiĢtir) 

yapılmıĢtır ve geçmiĢi MÖ 4. yy‘a dayanmaktadır. Bu kupayı eĢsiz kılan özelliği ise 

dıĢarıdan ıĢıklandırıldığında yeĢil, içeriden ıĢıklandırıldığında kırmızı renk 

vermesidir. Geçirimli elektron mikroskobu kullanılarak yapılan çalıĢmalarda bu 

renk değiĢikliğine camın yapısında bulunan gümüĢ ve altın nanoparçacıklarının 

neden olduğu anlaĢılmıĢtır.  

 

Ortaçağ döneminde bazı cam ustaları yakut kırmızısı rengini camın yapısına 

eklenen altın nanopartiküllerden, sarı rengi ise gümüĢ nanopartiküllerden elde 
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etmiĢlerdir. Benzer bir Ģekilde Rönesans Dönemi‘nde Deruta seramikçileri 

renklendirme amacıyla nanopartikülleri kullanmıĢlarıdır.  

 

1827 yılında nanoteknolojinin ilk endüstriyel örneklerinden biri sayılan ıĢığa duyarlı 

gümüĢ nanopartiküllerin üretimine dayanan fotoğrafçılık sektörü doğmuĢtur. 1857 

yılına gelindiğine her ne kadar nano kelimesi o zamanlar kullanılmasa da Michael 

Faraday (1791-1867) ilk metalik kolloidlerin farkına varmıĢtır. Faraday‘ın altın 

kolloidleri karakteristik elektronik ve optik özelliklere sahiptiler ve bunlar birçok 

ilginç metalik nanopartiküllerden biri olarak bilinirler.  

 

1908 yılında Alman fizikçi Gustav Mie partiküllerden ıĢık saçılımıyla ilgili bir teori 

öne sürerek nanoteknolojide önemli bir rol oynamıĢtır. Gustav‘ın ileri sürdüğü Mie 

Teorisi ve sonradan geliĢtirilen diğer teoriler araĢtırmacıların nanopartiküllerin 

boyutunun tahmin etmesini ve belirlenmesini sağlar. 30‘lu yılların hemen baĢında 

Max Knott ve Ernst Ruska adlı iki Alman bilim insanı tamamıyla yeni bir dünyanın 

kapılarını açacak olan elektron mikroskobu adı verilen yeni bir mikroskop türü 

geliĢtirdiler. Bu aletin bulunması nano düzeyde araĢtırma yapacak alet ve 

enstrümanların geliĢimi için önemli bir basamak olarak tarihe geçti. 1947 yılında 

minyatürleĢme adına mikro elektriğin kapısını açan transistörlerin keĢfi elektrik 

endüstrisinde önemli bir basamaktı. 1953 yılında Nature Dergisinde James 

Watson ve Francis Crick adlı iki araĢtırmacının DNA‘nın ikili sarmal yapısını tarif 

eden bir makalesi yayınlandı. KeĢfedilen nano boyuta sahip bu molekül ileriki 

yıllarda yaĢam bilimlerinde nano düzeyde yapıların geliĢtirilmesi yönünde ilham 

kaynağı olacaktı. Bu keĢiften beĢ yıl sonra Sony‘de çalıĢan Japon fizikçi Loe Esaki 

Taramalı Tünelleme mikroskobunu icat etmiĢ ve nanoelektronik için önemli bir 

temel atmıĢtır [16]. 1959 yılında yukarıda da anlatıldığı gibi Feynman ünlü 

konuĢmasını yapmıĢ ve sonraki yıllarda Feynman‘ın düĢünceleri meyvelerini 

vermeye baĢlamıĢtır.  

 

2.1.2. Nanoteknoloji YaklaĢımları 

Birçok yaklaĢım nanoteknolojide baĢarılı bir Ģekilde kullanılmaktadır. Teknolojinin 

geliĢmesiyle de daha fazla yaklaĢımın ortaya çıkması muhtemeldir. YaklaĢımlar 

genellikle uygun teknoloji ve araĢtırmacıların deneyimleri tarafından belirlenirler. 
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Nanoteknoloji topluma basite indirgenerek iki ana yaklaĢımla (Top down -

yukarıdan aĢağıya- ve bottom up -aĢağıdan yukarıya-) açıklanır. Yukarıdan 

aĢağıya yaklaĢımı nano boyutta monolitik iĢlemler yoluyla aletlerin yapımını 

kapsamaktadır. Bu yaklaĢım elektronikte kullanılan yarı iletken aletlerde büyük bir 

baĢarıyla kullanılmaktadır. AĢağıdan yukarıya yaklaĢımı atomların, moleküllerin 

veya maddenin diğer temel birimlerinin sistemik bir Ģekilde kendiliğinden bir araya 

gelmesiyle aletlerin yapımını tarif etmektedir.  Hücrelerin, dokuların, organların ve 

sistemlerin kendini onarması ve protein sentezi gibi yaĢamsal süreçler bu 

yaklaĢıma uymaktadır [17]. 

 

2.1.2.1. Top down (Yukarıdan AĢağıya) YaklaĢımı 

Bu yaklaĢımı kullanan en baĢarılı endüstri elektronik sanayisidir. Bu sanayi 

kimyasal buhar depolama (CVD), fiziksel buhar depolama (PVD), fotolitografi, 

elektron ıĢın litografisi ve X-ıĢını litografisi gibi birçok tekniği mikro ve nano ölçekte 

iĢlevsel yapılar üretmek için kullanmaktadır. Bu teknolojilerdeki geliĢmeler ve 

devinimler dünya çapında yaĢam kalitesini arttıracak sayısız elektronik alet ve 

ürünlerin piyasaya sürülmesini sağlayacaktır. Top down yaklaĢımı daha iyi 

fonksiyonel özellikler vermek için çeĢitli kaplamalarda kullanılır. Örneğin, kalp 

stentleri, biyouyumluluğu ve kan akıĢını arttırmak için kimyasal buhar depolama 

teknolojisi kullanarak çok ince elmas benzeri karbonlar ile kaplanırlar [17]. 

 

2.1.2.2. Bottom up (AĢağıdan Yukarıya) YaklaĢımı 

AĢağıdan yukarıya (bottom up) yaklaĢımında nano malzemeler ve yapılar, 

moleküllerin kendiliğinden bir araya gelip bağ oluĢturması gibi termodinamik 

esaslara dayanan atomların ve moleküllerin bir araya gelmesiyle üretilirler [18]. 

Örneğin nano boyuttaki tek zincirli DNA molekülleri kullanılarak istenilen özellikte 

ve Ģekilde moleküller ortaya çıkarılabilir [19]. 
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2.1.3. Nanoteknoloji ve Diğer Bilimler ile ĠliĢkisi 

Nanoteknoloji fizik, biyoloji ve kimya gibi temel bilim dallarının birleĢmesinden ve 

diğer birçok bilim dalından beslenen yeni ortaya çıkan bir bilim dalıdır (ġekil 2.3). 

Bu bilim dallarını sınırları (ġekil 2.4) hakkında ciddi tartıĢmalar olmasına karĢın, 

uygulama da bu sınırları çizmek oldukça güçtür [20].  

 

 

ġekil 2.3. Nanoteknolojinin birlikte çalıĢtığı bilim dalları [20]. 

 

Her ne kadar nanoteknolojinin en çok uğraĢtığı alan malzeme bilimleri, kimya ve 

fizik gibi gözükse de bu bilim dalı yaĢam bilimlerini de içine alan çok geniĢ bir 

yelpazeye yayılmıĢ durumdadır. Teknolojik ilerlemede önemli yer tutan 

enformasyon bilimleri, biyoteknoloji, yarı iletkenler ve diğer teknolojiler 

nanoteknoloji biliminden beslenip aynı zamanda bu bilimi beslemektedirler. 

Sonuçta bilim dalları arasındaki bu karĢılıklı etkileĢimler uzay bilimleri, tekstil, 

seramik, savunma sanayi, elektronik, kâğıt, plastik, yenilenebilir ve sürdürülebilir 

enerji, telekomünikasyon ve otomotiv gibi birçok sektörü olumlu yönde 

etkilemektedir [21].  
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ġekil 2.4. Nanoteknolojinin bilim haritasındaki konumu [22]. 

 

2.2. Nanobiyoteknoloji 

YaĢam bilimlerinin anlaĢılması güç mekanizmaları bilim insanlarını sürekli olarak 

nano boyutlarda makineler, sistemler ve robotlar yapmaya zorlamıĢtır. 

Nanoteknoloji biliminin atomlarla oynayarak istenilen boyutlarda makineler 

yapması, bir yandan da birçok bilim insanının yaĢam bilimlerinin mekanizmalarını 

tam olarak çözüp sağlık problemlerinin ortadan kaldırmak istemesi farklı disiplinleri 

bir araya getirerek yeni bir çalıĢma alanını doğurmuĢtur ve bunun neticesinde 

nanobiyoteknoloji bilimi doğmuĢtur [23]. 

 

Nanobiyoteknoloji bilimi sayesinde tanısı ve tedavisi mümkün olmayan hastalıklar 

üzerinde bilim insanları çalıĢmaya baĢlamıĢ ve önemli sonuçlar elde etmiĢlerdir. 

Vücudumuzdaki bir DNA molekülünün çapının yaklaĢık 2 nm, kanda dolaĢan 

antibadi moleküllerinin 15 ile 50 nm boyutlarında olduğunu düĢünülürse, 

nanobiyoteknolojinin, nanobilim ve tıp alanına yakın gelecekte getireceği yenilik de 

kolayca anlaĢılabilecektir. Nanoimplantlardan, ilaç salınım sistemlerine, 

nanobiyomakinalardan, genomik uygulamalar için DNA çiplerinin yapımına, 
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mezenĢimal kök hücre bazlı organ mühendisliği uygulamalarından, DNA kökenli 

ligantların nanogörüntüleme amaçlı kuantum noktacıklarıyla birlikte kullanımlarına 

kadar nanobiyoteknoloji çok önemli bir rol üstlenmektedir. 

 

Bilim insanları yeni geliĢen bu bilimden çok önemli sonuçlar elde etmeyi 

düĢünmektedirler. Bunlardan bazılarından söz etmek gerekirse: (i) 

nanobiyoteknolojideki geliĢmelerle birlikte hücrelerin çalıĢma mekanizmaları daha 

iyi anlaĢılabilecek, olası bir hasarda çalıĢmayan yapılar nanoyapılarla 

değiĢtirilebilecek ve hücre tamiri gerçekleĢtirilebilecektir (Hone ve Kam, 2007), (ii) 

tedavisi bu güne kadar pek mümkün olmayan körlük, sağırlık ve felç durumu gibi 

rahatsızlıkların görülme sıklığı düĢecektir, (iii) AIDS, kanser, diyabet gibi 

rahatsızlıklar tedavi edilebilecektir, (iv) çevre dostu, ucuz ve daha verimli kaynaklar 

kullanılabilir hale gelecektir [24]. 

 

2.2.1. Nanobiyoteknoloji ve Ortaya Çıkan Yeni Disiplinler 

Biyoteknoloji ve nanoteknolojinin birlikteliğinden doğan nanobiyoteknolojinin birçok 

farklı disiplinle ortak çalıĢması sonucu yeni disiplinler ortaya çıkmıĢtır. Bu 

disiplinler; 

 

2.2.1.1. Biyomalzeme Bilimi 

Nüfus yaĢlandıkça kemik, kıkırdak, kan damarları ve hatta organlar gibi yumuĢak 

veya sert dokuları onarma ve yenileriyle değiĢtirme gereksinimi gün geçtikçe 

artmaktadır. Ġnsan yaĢamını daha iyi bir hale getirmek için biyomalzemelerin 

geliĢtirilmesi de kaçınılmaz hale gelmiĢtir. Holzapfel ve arkadaĢlarının 2013 yılında 

yaptıkları çalıĢmada biyomalzeme endüstrisinin değeri %15‘lik bir büyümeyle 28 

milyar dolar iken 2014 yılında değerinin 58 milyar dolara çıkması beklenmektedir. 

Metal, polimer ve seramik gibi biyoyapılar, biyomalzeme piyasasının ana 

oyuncuları gibi gözükse de, doku mühendisliğindeki önemli geliĢmeler bu disiplinin 

de biyomalzeme pazarında önemli bir oyuncu olacağına iĢarettir.  

 

1960 ve 1970‘lerde medikal implant ve aletlerde rutin olarak kullanılmak için ilk 

nesil biyomalzemeler geliĢtirildi. 1980‘li yıllarda 30 farklı malzemeden imal edilen 
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klinikte kullanılacak 100‘den fazla implant ve alet geliĢtirildi. 1980 ve 1990‘larda 

biyomalzeme sektörü biyoaktif bileĢiklerin geliĢtirilmesi üzerinde yoğunlaĢtı. 

1990‘ların ortalarına gelindiğinde biyoaktif malzemeler metal ve biyoseramiklerin 

çeĢitli kompozisyonlarını içeren ortopedik, diĢ ve kardiyovasküler uygulamalarda 

kullanıldı. Son on yılda hücresel ve moleküler bilginin ıĢığı altında ortaya çıkan ana 

geliĢmeler yeni nesil biyomalzemelerin geliĢtirilmesi için bilimsel bir temel 

oluĢturmuĢtur. 2000‘li yıllarda moleküler biyoloji ve proteomikteki geliĢmeler ile 

birlikte biyouyumluluk konsepti ortaya çıktı. Bu sayılan keĢifler biyomalzemelerin 

sentezi, tasarımı ve kullanımını büyük ölçüde etkilemiĢ ve neticesinde hem klinik 

ihtiyaçlar hem de hastaların beklentileri artmıĢtır [25]. 

 

2.2.1.2. Biyosensörler 

Biyosensörler, biyolojik tanıma elemanlarını içeren reseptörler ve uygun 

çeviricilerin bir arada bulunduğu basit analitik cihazlardır. Geleneksel analitik 

tekniklerle karĢılaĢtırıldığında biyosensörler, hızlı ve gerçek zamanlı tayin, düĢük 

maliyet, taĢınabilirlik, basit kullanım, örnek hazırlama iĢleminin kolaylığı gibi birçok 

özelliğe sahiptir [4]. Biyosensörler genel olarak biyolojik tanıma elemanları ve 

dönüĢtürücülerine göre iki sınıf altında sınıflandırılmaktadırlar. Biyolojik tanıma 

elemanlarına göre olan sınıflandırmada; 

- Enzim,  

- Antibadi,  

- Nükleik asit temelli biyosensörler olarak [5], 

DönüĢtürücülerine göre yapılan sınıflandırmadaysa; 

- Elektrokimyasal,  

- Optik,  

- Piezoelektrik biyosensörler olarak sınıflandırılır [6]. 

Biyosensörler, 2.3. nolu bölümde daha detaylı bir Ģekilde anlatılmıĢtır.  

 

2.2.1.3. Biyoçipler 

Biyoçipler, biyolojik olarak kullanılabilen mikro iĢlemciler olarak tanımlanırlar. 

Biyoçipler pek çok testin aynı anda ve zaman kaybetmeden yapılabilmesine 

olanak sağlarlar. Milyonlarca matematik iĢlemini aynı anda gerçekleĢtiren 
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bilgisayar iĢlemcileri gibi, bir biyoçip de binlerce biyolojik tepkimeyi saniyeler 

içerisinde gerçekleĢtirebilmektedir. Kullanılan genleri ve gen dizisi değiĢikliklerini 

analiz eden biyoçipler yaklaĢık 80.000 genden oluĢan insan DNA‘sının 

tanımlanmasına yönelik olarak Ġnsan Genomu Projesi‘nde kullanılmıĢ ve iĢlemi 

büyük ölçüde hızlandırmıĢlardır. Biyoçipler, genetik alanında kullanımlara ek 

olarak, toksikolojide ve biyokimyasal araĢtırmalarda da kullanılmaktadır. Ayrıca 

biyolojik savaĢta kullanılan kimyasal ajanların hızlı biçimde tespit edilmelerine 

olanak sağlarlar [24]. 

 

2.2.1.4. Nanotıp 

Nanotıpın tanımı Atlas Okyanusu‘nun her iki tarafında farklı yapılmaktadır. BirleĢik 

Devletler ulusal nanoteknoloji giriĢimi nanotıpı, ‗nanoteknolojinin tıptaki 

uygulamaları‘ olarak tanımlarken; Avrupa Bilim Kurumu nanotıpın tanımını ‗insan 

vücudundaki moleküler bilginin yanı sıra moleküler aletleri kullanarak insan 

sağlığının daha iyileĢtirilmesi, hastalıkların teĢhisi, iyileĢtirilmesi ve önlenmesiyle 

ilgilenen bilim ve teknoloji‘ olarak yapmaktadır.  

Nanotıpın ana uygulama alanlarını Ģu Ģekilde sıralamak mümkündür: 

 Farmasötiklerin taĢınımı 

 in vitro, on vivo ve in vivo teĢhis 

 Götüntüleme 

 Rejeneratif tıp 

 Ġmplante edilen cihazlar [26] 

 Nanorobotik sistemler [27] 

 

2.2.2. Türkiye’de Nanobiyoteknolojinin Durumu 

Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye‘de de temel hedef, hızla artan nüfusa sağlıklı 

yaĢam koĢulları hazırlamaktır. Modern bilim bunu sağlamak için biyolojik olaylara 

moleküler düzeyde yaklaĢmakta, özellikle çok hızlı ve art arda devam eden 

biyolojik reaksiyonları anlamaya ve buradan alacağı bilgiler ile esas olarak yaĢam 

kalitesini artıracak geliĢmeler sağlamaya çalıĢmaktadır. Bu çalıĢmaların 

gerçekleĢtiği en önemli yerlerden bir tanesi Bilkent Üniversitesinde bulunan Ulusal 

Nanoteknoloji AraĢtırma Merkezdir (UNAM). Bu merkezde çalıĢan bilim insanları 
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çeĢitli konularda çalıĢmalar yapmıĢ ve önemli sonuçlar elde edilmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmalardan bir tanesi nanobiyoteknoloji grubunun yapmıĢ olduğu çalıĢmadır. 

Nanobiyoteknoloji grubu farklı bir yöntem geliĢtirerek kanser tedavisinde önemli 

baĢarılar elde etmiĢtir. Bu yöntem ile DNA moleküllerinin bağıĢıklık sistemi üzerine 

olan tetikleyici etkisinden yararlanarak yeni DNA kökenli ilaçlar tasarlanmıĢtır. Bu 

yöntem ile insanda baĢ ve boyunda oluĢan ve çok hızlı bir Ģekilde ilerleyebilen bir 

kütle kanseri modeli farelerde %90‘nın üzerinde bir baĢarıyla ortadan kaldırılmıĢtır 

[24].  

 

2.3. Biyosensörler 

Çevre ve besinlerde bulunan kimyasal bileĢikler, toksinler ve patojenler gibi 

kirleticilerin tespiti ve görüntülenmesi insan sağlığı ve çevre için hayati önem 

taĢımaktadır. Kütle spektrofotometresiyle birlikte kullanılan sıvı ve gaz 

kromatografileri gibi yüksek seçiciliğe ve duyarlılığa sahip geleneksel analitik 

teknikler hali hazırda mevcuttur. Fakat söz konusu bu teknikler, zaman alıcı, pahalı 

ve bu tekniklerle ilgili eğitim almıĢ personele ihtiyaç duyar. Bunun yanı sıra bu 

tekniklerle çevre ve besinlerdeki kirleticilerin sürekli görüntülenmesi mümkün 

değildir. Ġyi bir görüntülemeyi baĢarmak için duyarlı, basit, hızlı, maliyeti düĢük ve 

taĢınabilir metotlara ihtiyaç vardır. Biyosensörler yukarıda bahsedilen pozitif 

özelliklere sahiptirler ve bu yüzden çevre ve besinlerin görüntülenmesinde 

idealdirler [4]. Uluslararası Temel ve Uygulamalı Kimya Birliği (IUPAC) 

terminolojisine göre biyosensörler, biyolojik bir tanıma elemanı kullanarak analitik 

bilgiler ihtiva eden reseptör ve çeviricilerin entegre edildiği cihazlardır. 

Biyosensörler tanıma elemanlarıyla hedef analit arasındaki reaksiyon ve 

bağlanmaları uygun bir sinyal dönüĢtürücü metotla anlamlı bir sinyale dönüĢtüren 

tanıma elemanlarıdır. Çizelge 2.1 geleneksel analitik teknikler ile biyosensörler 

arasındaki özellikleri karĢılaĢtırmaktadır.  

 

Biyosensörlerin besin ve çevredeki kirletici tespiti üzerinde geleneksel analitik 

tekniklere göre birçok avantajı vardır. Bu avantajlar, biyosensörlerin geleneksel 

analitik tekniklere göre hızlı, maliyetlerinin düĢük, taĢınabilir olmaları ve örnek 

hazırlama iĢleminin basit olmasıdır. Fakat bazı biyosensörler hala birkaç 

dezavantaja sahiptirler. Son zamanlarda birden fazla analiti tespit edebilecek 
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sensörler tasarlanmasına rağmen, çoğunlukla biyosensörler sadece bir analitin 

tespitine  olanak sağlamaktadırlar [4]. 

 

Ġlk biyosensör 1962 yılında Clark ve Lyons tarafından ortaya atılmıĢtır. 

AraĢtırmacılar diyaliz membran kullanılmıĢ oksijen elektroduna glukoz oksidaz 

enzimini tutturarak kandaki glukoz düzeyini ölçmüĢlerdir [28]. Her ne kadar 

biyosensörler 1962 yılında bilim dünyasına duyurulmuĢ olsa da, 1962 yılının 

öncesinde biyosensörlerin icadını destekleyen ve sonrasında geliĢimi ve 

geliĢtirilmesine katkı sağlayacak birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalar Çizelge 

2.2'de belirtilmiĢtir [29]. 

 

Biyosensörler, biyoreseptör ve çevirici gibi iki elemanın bir araya gelmesiyle 

oluĢmuĢ yapılardır. Biyoreseptör, substrat, eĢlenik DNA ve antijen gibi analitleri 

tanıyan immobilize olmuĢ duyarlı biyolojik yapılardır. Çeviriciler ise biyoreseptörler 

ile analitler arasında gerçekleĢen etkileĢimlerden kaynaklanan biyokimyasal 

sinyalleri dönüĢtüren elemanlardır. Üretilen sinyalin yoğunluğu direk veya aksine 

analitin deriĢimiyle orantılıdır. Biyosensörler, biyolojik tanıma elemanlarının ve 

sinyal dönüĢtürücülerin temel ilkelerine bağlı olarak sınıflandırılırlar. 

DönüĢtürücülere göre yapılan sınıflandırmada biyosensörler elektrokimyasal, optik 

ve piezoelektrik olarak sınıflandırılır [6]. Biyosensörler, biyolojik tanıma 

elemanlarına göre ise enzim, antibadi, nükleik asit temelli biyosensörler olarak 

sınıflandırılabilirler [5]. 

 

2.3.1. Biyosensörlerin Sınıflandırılması 

2.3.1.1. Biyotanıma Elemanlarına Göre Sınıflandırmada 

2.3.1.1.1. Enzimler 

Enzimler, biyosensör geliĢtirilmesinde sıklıkla kullanılan malzemelerdir. Bu tip 

biyosensörler istenilen molekül için özgül olan enzimleri kullanırlar. Ticari olarak en 

baĢarılı biyosensörler dünya biyosensör pazarının yaklaĢık %90'lık kısmını 

oluĢturan ve kan örneklerindeki glikoz düzeyini ölçen biyosensörlerdir [30]. 

Biyosensör yapımı için bugüne kadar birçok enzim kullanılmıĢtır. Örneğin 

oksidoredüktazlar, laktat [31], malat [32], askorbat [33], aminoasitler [34], alkol 

[35], kolestrol [36], gliserol [37]; transferazlar asetik asitlerin biyosensör 
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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] kullanılırlar. Enzim yükleme, uygun 

pH‘nın kullanımı sıcaklık ve kofaktörleri etkileyen bazı faktörler enzim temelli 

biyosensörün performansı üzerine etki ederler. Ġmmobilizasyon metodu ve sensör 

yüzeyindeki enzimin kalınlığı gibi faktörlerde elektrot performansını etkileyen diğer 

faktörlerdir [30, 32, 37].  

 

Çizelge 2.1. Geleneksel analitik teknikler ile biyosensörler arasındaki özelliklerin 

karĢılaĢtırılması [4]. 

Biyosensörler Geleneksel Analitik Teknikler 

Hızlı ve gerçek zamanlı tespit Zaman alıcı 

Maliyeti düĢük Pahalı 

TaĢınabilir Laboratuvarda görüntüleme 

Basit kullanım Eğitimli laboratuvar personeli 

Basit cihazlar Yüksek teknolojiye sahip aletler 

Örnek hazırlamanın iĢleminin basitliği  Kapsamlı örnek hazırlama 

gerekliliği 

Daha az organik çözücü tüketimi Daha fazla organik çözücü 

tüketimi 

Tek analit tespiti Birden fazla analit tespiti 

Sınırlı ticari kullanılabilirlik Ticari kullanılabilirlik 

Ayarlanmaz Ayarlanır 

Duyarlı Duyarlı 

Özgül Özgül 

Tekrar kullanılabilir Tekrar kullanılabilir 
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Çizelge 2.2. Biyosensörlerin tarihçesi [29]. 

Tarih Bilimsel GeliĢme 

1916 Proteinlerin immobilizasyonu üzerine ilk rapor 

1922 Ġlk cam pH elektrodu 

1956 Oksijen elektrodunun bulunması 

1962 Ġlk biyosensör tanımı: Glukoz için bir amperometrik enzim 

elektrodu 

1969 Ġlk potentiyometrik biyosensör: üre tespiti için üreaz immobilize 

edilmiĢ elektrot 

1970 Ġyon seçici alan etki transistörünün bulunması 

1972-1975 Ġlk ticari biyosensör 

1975 Ġlk mikroorganizma temelli biyosensör 

Ġlk immünosensor 

1980 in vivo kan gazları için ilk fiber optik pH sensörü 

1982 Glukoz için ilk fiber optik temelli biyosensör 

1983 Ġlk yüzey plazmon rezonans immunosensör 

1987 MediSense ExacTech glukoz biyosensör piyasaya sürdü 

1990 Pharmacia BIACore SPR temelli biyosensör sistemi piyasaya 

sürdü 

1992 i-STAT elde taĢınabilen kan analiz edici cihazı piyasaya sürdü 

1996 Abbott MediSense'i 867 milyon dolara satın aldı 

2003 Ġ-STAT 392 milyon dolar karĢılığında Abbott tarafından satın 

alındı 

2004 Abbott Therasense'i 1.2 milyar dolar karĢılığında satın aldı 
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2.3.1.1.2. Antibadiler 

Antibadi çok düzenli bir sırada düzenlenmiĢ yüzlerce aminoasitten meydana 

gelmiĢ kompleks bir biyomoleküldür. Antijene özgül antibadi yüksek bir seçicilikle 

antijene bağlanır. Antibadilerin bu eĢsiz özelliği özgül bir analite olan ilginin 

inceleneceği immünosensör kullanımında önemlidir. Ġmmünosensörler kanser 

hücrelerinin izlenmesinde [44]  veya onların markırlarının tespitinde [45], bakteri ve 

virüslerinin ve toksinlerin [46] tespiti için tasarlanırlar. 

 

2.3.1.1.3. Nükleik Asitler 

Nükleik asit temelli biyosensörler nükleotit iplikleri boyunca sıralı tamamlayıcı 

bölümler arasındaki güçlü baz eĢlerinden dolayı yüksek seçicilik ve hassasiyete 

sahiptirler. Nükleik asit (nükleik asitin doğal veya biyoesinlenmiĢ formu) nükleik 

asit temelli biyosensörlerde biyolojik tanıma elemanı olarak kullanılırlar. Son 

zamanlarda genellikle yapay oligodeoksiribonükleotitler DNA hibridizasyon 

sensörlerinde prob olarak kullanılmaktadırlar. 

 

2.3.1.2. DönüĢtürücülerine Göre Sınıflandırma 

DönüĢtürücülerine göre biyosensörler optik, elektrokimyasal ve piezoelektrik 

biyosensörler olarak sınıflandırılmaktadır (Çizelge 2.3). 

 

2.3.1.2.1. Optik Sensörler 

Optik biyosensörler besin sanayi, tıp ve çevrenin görüntülenmesinde kullanılan 

güçlü cihazlardır [7]. Biyolojik çeĢitliliğin modern mikroelektronik ve optoelektrik ile 

bir araya gelmesi, yukarıda sayılan sektörlerdeki uygulamalarda büyük bir analitik 

potansiyel sunmaktadır. Çoğu optik biyosensör çip yüzeyindeki ligand analit 

arasındaki etkileĢimlerden kaynaklanan yüzey özelliklerinin değiĢimindeki 

ölçümleri temel almaktadır. Adsorpsiyon, flöresans ve yüzey plazmon rezonans 

gibi çeĢitli fiziko-kimyasal olgular farklı biyosensör çeĢitlerinde kullanılmaktadır.  

 

Görünür bölge UV adsorpsiyon spektrometrisi makro ölçekli analitik kimyada en 

anlaĢılır tekniktir. Bu uygulamada, besin kirleticilerinin tespiti için kalorimetrik 

uygulamalar kullanılır. Çoğu durumda teĢhis için renkteki ve optik yoğunluktaki 

değiĢiklikler yeterlidir.  
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Flöresan anlaĢılırlığı, yüksek seçiciliği, ayırt edici iĢaretleme teknikleri ve birçok 

elde edilebilir florofor gibi özelliklerinden dolayı optik temelli tespitte yaygın Ģekilde 

kullanılan bir metottur. Flöresan tespitin diğer tekniklere göre birçok üstünlüğü olsa 

da, flöresan boyaların kısmen daha pahalı oluĢu, sınırlı raf ömrü ve diğer kimyasal 

faktörlerden sıklıkla etkilenmeleri bu tekniğin dezavantajları arasında sayılabilir 

[47]. 

 

2.3.1.2.2. Elektrokimyasal Sensörler 

Elektrokimyasal sensörler sanayi, trafik, çevre ve medikal görüntülemede, 

metabolizmanın araĢtırılması ve biyolojik süreçlerin kontrolünde sıklıkla kullanılan 

sensörlerdir. Bu sensörler örneklemeye ihtiyaç duymadan kimyasalların in situ 

ölçümünde gerçek zamanlı bilgi veren güçlü aletlerdir. Kullanılan elektrota bağlı 

olarak elektrokimyasal sensörler -30°C ile 1600°C arasındaki sıcaklıklarda 

kullanılabilirler. Elektrokimyasal sensörler kendi aralarında amperometrik veya 

potansiyometrik modda kullanılırlar.  

 

Elektrokimyasal sensörler FTIR ve UV spektrometrisi, kütle spektrometrisi ve 

kromatografik tekniklerle (gaz kromatografisi ve yüksek performans sıvı 

kromatografisi) karĢılaĢtırıldığında veri alma ve süreçleri yürütmede gerekli olan 

elektronik aletlerin kurulumu gibi uygulamalarla karĢılaĢtırıldığında daha basit bir 

tekniktir. Bakımı ve kalibrasyonu için gerekli olan uğraĢ nispeten daha azdır. 

Sensör sinyalleri direk in situ elde edilebilir ve süreçlerin kontrolü için real time bilgi 

sağlar. Diğer yandan elektrokimyasal sensörler kararlılık ve tespit sınırı açısından 

laboratuvarlardaki yukarıda bahsedilen standart metotları değiĢtiremezler. 

Elektrokimyasal sensörler basit olmalarına rağmen, bu sensörü kullanan kiĢilerin 

sensör sinyalleri üzerine etki edecek sıcaklık, basınç ve kimyasal kompozisyon 

gibi ölçüm Ģartlarına etki edecek ileri bilgiye sahip olması gerekmektedir [48].   
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2.3.1.2.3. Piezoelektrik Sensörler 

Quarz kristal mikrobalans (QCM) fiziksel, kimyasal ve biyolojik sensörlerin ön 

önemli çeĢitlerinden biri olup, maliyeti düĢük, yüksek çözünürlükte ve kütleye 

duyarlı bir cihazdır [49]. QCM, sensör yüzeyinde biriken kütleden kaynaklanan 

sallanma frekansındaki değiĢiklikleri temel alan bir çalıĢma prensibine sahiptir. Bu 

aletin en önemli avantajlarından biri, farklı kaplamalar uygulanarak birçok analizi 

tespit etmek için kolayca adapte edilebilir olmasıdır [50].  

 

Bir kütle sensörü olarak QCM, biyokimya, gıda, çevre ve klinik analizler gibi birçok 

alanda kullanılır [51]. Bu sensörler aynı zamanda farklı degredasyon süreçlerinin 

ve kurĢun asit pillerinin yük durumlarının görüntülenmesinde de kullanılmaktadırlar 

[52]. 

 

2.3.2. Çevresel Görüntülemede Biyosensörler 

Çevresel görüntülemedeki alet ve sistemlere olan gereksinim birçok çevresel 

öneme sahip analiti mümkün olduğunca hızlı ve ucuz Ģekilde analiz edebilecek, 

bunun yanı sıra alanda çalıĢma imkânı sağlayacak daha uygun metotlar ve yeni 

teknolojilerin geliĢtirilmesini tetiklemektedir. Bu bakımdan son yıllarda 

biyosensörler etkili bir görüntüleme için yukarıda önerilen alet ve sistemler 

açısından büyük bir potansiyel göstermektedir. Biyosensörler, organik ve inorganik 

kirleticilerin kimyasal görüntülenmesi için veya biyolojik/ekolojik kalite 

elemanlarının değerlendirilmesinde çevresel kalite görüntüleme araçları olarak 

kullanılabilirler [53]. Çizelge 2.4‘de çevresel uygulamalar için kullanılan 

biyosensörler listelenmiĢtir.  
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Çizelge 2.3. DönüĢtürücülerine göre biyosensörler. 

Sensör ÇeĢit Avantajları Dezavantajları Kaynak

lar 

Optik Yüzey plazmon 

rezonans 

Çok sayıda 

spektroskopik 

özellik 

kullanılabilir, 

Birçok özelliği 

bulunmaktadır, 

Elektromanyetik 

etkileĢimlerden 

etkilenmez, 

Elektriksel bir 

tehlikeye maruz 

kalma ihtimali 

azdır.  

IĢık etkileĢimlerine 

maruz kalır, 

Matriks 

Ģismesinden dolayı 

yön uzunluğu 

değiĢkendir. 

 

[54, 55, 

56] 

 Florosan Doğal bir süreçtir, 

Çoklu foton 

uyarılır, 

Ekzojen bir enzim 

için ihtiyaç yoktur. 

Florofor toksisitesi, 

Normal biyolojik 

süreçler ile 

etkileĢim. 

[57, 58, 

59] 

Elektrok

imyasal 

Amperometrik Yüksek sinyal/ses 

oranı 

DüĢük analit 

tüketimi 

Analit akıĢ hızına 

bağımlılık 

Analitin tüketimi 

 

[60, 61] 



22 
 

 Potansiyometrik Kısa cevap zamanı 

Doğrusal cevap 

Renk ve 

bulanıklılık 

değiĢikliklerinden 

etkilenmez 

Zararlı değil 

Elektrotlarda kirlilik 

problemi, 

Referans elektrot 

gereklidir, 

Nernst eĢitliğinde 

sapma. 

[62, 63] 

Kütle Piezoelektrik Elektromanyetik 

alan ve 

radyasyona duyarlı 

değildir, 

Hızlı cevap süresi, 

AzaltılmıĢ etkileĢim 

etkileri. 

Artı bir kütle ve 

frekans 

değiĢiklikleri 

arasında doğru bir 

iliĢkinin olmayıĢı, 

Yüksek sıcaklıklar 

iç rezistansta 

düĢüĢe neden olur.  

[64, 65] 

 

 

2.3.3. Biyosensör Teknolojisinin Bu Günü ve Geleceği 

Biyosensör teknolojisi özellikle son 25 yıldır yeni malzemelerin yapım teknikleri, 

yeni sinyal iletim araçları ve aletleri kontrol eden güçlü bilgisayar programlarıyla 

geliĢmekte olan ve hızlı bir Ģekilde büyüyen bir alandır [77]. GeçmiĢten bu güne 

biyosensörlerin geliĢtirilmesi üzerine birçok çalıĢma yapılmasına rağmen, hala 

daha geliĢmiĢ ve güvenilir aletlerin yapımı konusunda engeller vardır. AĢağıda 

verilen bölümde biyosensör araĢtırmalarından beklenilen gidiĢata değinilmiĢtir [53]. 
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Çizelge 2.4. ÇeĢitli çevre kirleticilerinin tespitinde kullanılan biyosensörler. 

Çevresel kirletici DönüĢtürücü 

eleman 

Biyotanıma 

elemanı 

Kaynak 

Endokrin bozucular Optik (SPR) Östrojen reseptörü [66] 

Endokrin bozucular Elektrokimyasal 

(Amperometrik)  

Enzimatik 

(Tirosinaz) 

[67] 

Karbaril Optik (SPR) Antikor [68] 

PCBs Optik (floresan) Antikor [69] 

Organofosforlu 

bileĢikler 

Elektrokimyasal 

(Amperometrik) 

Enzim 

(Organofosforlu 

hidrolaz) 

[70] 

Fenoller Elektrokimyasal 

(Amperometrik) 

Enzimatik [71] 

Propanil Optik (floresan) Antikor [72] 

Bisfenol A Optik (floresan) Antikor [53] 

Bisfenol A Optik (SPR) Antikor [73] 

Nitrat Optik (floresan) Rekombinant 

Escherichia coli 

[74] 

Benzen ve türevleri Optik (luminesans) Rekombinant 

Escherichia coli 

[75] 

Antibiyotikler Optik (floresan) Antikor [72] 

17-β-Estradiol Kütle  Yapay reseptör [76] 
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2.3.3.1. Sürekli Görüntüleme 

Su sistemlerinin kirletici konsantrasyonları, su akıntısına giren girdiler ve 

değiĢkenler neticesinde sürekli değiĢtiğinden dinamiktir. Birçok biyosensör kolay, 

hızlı ve in situ ölçüm sağlayabilecek sürekli görüntüleme sistemleri olarak 

geliĢtirilmektedir [78, 79]. Bu biyosensörler aynı zamanda çeĢitli boĢaltma ve kirlilik 

olaylarında hızlı tespit gerektirecek kirliliklerin haritalanması için yararlıdır [80]. Gu 

ve arkadaĢları 2000'li yılların baĢında bir su arıtma tesisinin akıntılarının 

toksisitesini görüntülemek için yeni bir erken uyarı protokolü uygulamıĢlardır [81].  

 

2.3.3.2. Çoklu Analit Tespiti 

Birkaç analiti aynı anda tespit edebilen sensörler daha az zamanda daha az 

numune ve kimyasal kullandıklarından dolayı çevresel görüntüleme sistemleri için 

uygun aletlerdir. Yüksek miktarda küçültülmüĢ sinyal dönüĢtürücü elemanlara 

sahip büyük ölçekli sensör platformları birçok numunenin izlenimine paralel olarak 

gerçek zamanlı ölçüm sağlar ve bu,  biyosensör araĢtırmalarında önemli bir itici 

güçtür [82]. Son yıllarda in situ analiz için tasarlanan taĢınabilir bir SPR 

immünosensör gibi aynı anda benzopiren ve 2-hidroksibifenil çoklu analit 

tespitlerinin çeĢitli örnekleri litaratürde görülmektedir [83]. Ġnce multielektrotlu, tek 

kullanımlık, çoklu analit tespiti sağlayan enzim biyosensörü, paraoksan ve 

karbofuran pestisitlerinin bulunduğu bir karıĢımdan analit ayrımı yapmak için 

geliĢtirilmiĢtir [84]. Farmasötiklerin, antibiyotiklerin, hormonların, endokrin bozucu 

kimyasalların ve pestisitlerin tespiti çoklu analit tespit eden immünosensörler 

tarafından baĢarılmıĢtır [53, 72, 85].  Son zamanlarda kuantum noktalar çoklu 

analit tespiti için kullanılmaktadır [86].  

 

2.3.3.3. MinyatürleĢtirme 

Mikroelektronik ve mikroakıĢkanlardaki geliĢmeler analitik sistemlerin boyutlarının 

küçültülmesine olanak sağlar. Boyutta meydana gelen bu küçülme daha az 

kimyasal kullanımı ve atık oluĢumuna neden olacağı gibi daha düĢük hacimlerde 

çalıĢmaya da olanak sağlar [87]. Boyutta meydana gelecek küçülmeyle 

biyosensörler ucuz, elde taĢınabilen, hızlı ve güvenilir ölçümler alan analitik 

cihazlar olabilirler. Biyosensörlerdeki küçülme özellikle implante bir biyosensör için 

sürekli in vivo görüntülemede [88] ve farmasötik görüntülemede çok önemli bir 

yere sahiptir [53]. Çevresel görüntülemede bir sensörün boyutu çok önemli olmasa 
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da, küçültülmüĢ bir teknolojinin kullanımı, kullanılan kimyasalın miktarında ve 

akıĢkanı kontrol etmek için gerekli enerji kullanımında düĢüĢe neden olacaktır [88]. 

Bu aynı zamanda analitik performans üzerinde analiz zamanını düĢürme, 

güvenilirlik ve hassasiyeti arttırarak olumlu bir etki yaratır [89]. Diğer bir taraftan 

küçük boyut özellikle saha çalıĢmalarında kullanılan taĢınabilir biyosensörlerin 

tasarımında tercih edilir [53]. 

 

2.3.3.4. Yeni Duyu Elemanları 

Moleküler tanıma bileĢenlerinin afinitesi, özelliği ve toplu üretimindeki geliĢmeler 

tamamen tespit teknolojilerinin baĢarısı veya baĢarısızlığına bağlıdır. Çünkü 

gelecekteki biyosensör geliĢmelerindeki hayati yön kolay üretilecek ve geniĢ bir 

seçicilik özelliğine sahip olacak yeni duyu elemanlarının üretimine bağlı gibi 

gözükmektedir. ġu anda, enzim ve antibadi gibi çeĢitli biyomoleküller üzerine 

yapılan üretim ve çalıĢmalar önemli bir zaman ve bilgi gerektirmektedir [53]. 

Moleküler baskılanmıĢ polimerler yukarıda bahsi geçen sınırlamaların üstesinden 

gelen ümit verici alternatifler olarak düĢünülür [90]. 

 

2.3.4. Ticari Biyosensörler 

AraĢtırma laboratuvarlarında büyük miktarda biyosensör üretilmektedir ve bu 

alandaki ilgili araĢtırmalar son derece önemlidir. Fakat çok az uygulamaya yönelik 

sistem ticari baĢarı kazanabilmektedir. Bu günlerde tıbbi uygulamalar için birçok 

ticari biyosensör varken [91], besin, ziraat, savunma sanayi, veterinerlik ve 

çevresel kontrol gibi alanlarda da oldukça büyük bir pazar vardır. Ancak tıbbi 

teĢhiĢ için geliĢtirilen aletlerin birçoğu çevre sorunlarına yönelik biyosensör pazarı 

için kullanılabilir [92]. Çevresel biyosensör talebi tıbbi teĢhis için kullanılanlardan 

büyük ölçüde daha az gibi gözükse de çevre sorunlarına karĢı toplumda geliĢen 

hassasiyet ve devlet yatırımları [93]  biyosensörlerle kirletici ve diğer çevresel 

tehditleri ölçmeyi amaçlamaktadır [53]. 

 

Yüzey plazmon rezonans biyosensörler çevresel görüntüleme için en baĢarılı ticari 

ürünlerdendir. BIACORE AB (Uppsala, Ġsveç), orijinal BIAcore'un çeĢitli ürünlerinin 

yanı sıra değiĢtirilebilir otomasyon dereceleri ve parametre özelliklerini sunan diğer 
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yapılandırma sistemlerini içeren birçok biyosensörü piyasaya sürmüĢtür [94]. Diğer 

yüzey plazmon rezonans ticari biyosensörler, IBIS sistem (Windor Scientific, 

Berks, BirleĢik Krallık), CELLIA sensör (Nippon Laser and Electronics Labs, 

Hokkaido, Japonya), Spreeta (Texas Instruments, Dallas, TX, ABD), the BIOS-1 

sistem  (Windsor Scientific), SENSIA (Madrid, Ġspanya) [68], BioTul AG (Münih, 

Almanya) [95], NanoDev (Ankara, Türkiye)‘dir [96].  

 

REMEDIOS, hücre temelli bir biyosensör, kirli toprağın tespiti için kullanılabilir. Bu 

sensör tüm hücre olarak kullanılan organizmanın metabolik aktivitesini etkileyecek 

herhangi bir zehirli maddeyi tespit eder. Unisense (Aarhus, Danimarka) ve NECi' 

nin nitrat biyosensörü [97], nitrat tayini için piyasaya sırasıyla mikrobiyal ve 

enzimatik biyosensörler sürmüĢlerdir. CALUX sistem (Amsterdam, Hollanda) 

dioksin ve dioksin benzeri bileĢiklerin tespiti ve ölçümü için kullanılır [98]. Caliper 

Technologies, Cepheid, Nanogen, ACLARA BioSciences, MICROGEN Systems 

ve Lawrence Livermore Laboratories gibi firmalar mikrobiyal ajanları tespitini ve 

tanımlanmasını sağlamak için mikro boyutta sistemler geliĢtirmektedirler [99].  

 

2.4. Yüzey Plazmon Rezonans 

Yüzey plazmon olgusu ilk defa 1902 yılında Wood tarafından gözlenmiĢtir [100]. 

Wood yaptığı çalıĢmada polarize ıĢığın bir kırınım düzenleyici yüzeyinden bir 

aynaya yansıttığı zaman aynada karanlık ve aydınlık bantlar tespit etmiĢtir. 

Wood‘dan sonra sırasıyla Lord Rayleigh ve Fano teorinin geliĢimine katkıda 

bulunmuĢlardır. Ancak yapılan bu çalıĢmalara rağmen yüzey plazmon rezonans 

olgusunun tam olarak anlaĢılması 1968 yılına kadar mümkün olmamıĢtır. Bu 

tarihte Otto ve Kretschmann yüzey plazmon rezonansların oluĢumunu rapor 

etmiĢlerdir [101]. Elde edilen bu geliĢmeler yüzey plazmon rezonans olgusuna 

dayalı yüksek seçicilikte sensörlerin geliĢtirilmesine olanak sağlamıĢtır. SPR 

temelli ilk biyosensörü 1980‘lerde Liedberg ve arkadaĢları hazırlamıĢlardır. Bu 

tarihten sonra bu konuda yapılan çalıĢmaların sayısı giderek artmıĢtır [102, 103]. 

  

Yüzey plazmon rezonans, metal yüzeye yakın kırılma indisindeki değiĢimi ölçerek 

basit ve doğrudan ölçüm yapan bir tekniktir [7]. Yüzey plazmon rezonans 
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yönteminde geçirgen ve farklı kırılma indisli iki ortam arasında (cam prizma ve 

çözelti) ince bir metal film kullanılır. Metal film genellikle altın veya gümüĢtür. Kritik 

bir açının üzerinde düzlem polarize ıĢık, daha yüksek kırılma indisli bir ortama 

girdiğinde (cam prizma) toplam iç yansımaya uğrar. Bu durumda kendiliğinden 

sönümlü dalga (evanescent wave) adı verilen ıĢık, metal filmin içine doğru nüfuz 

eder. Belirli bir kırılma açısında bu dalga, metal yüzeydeki serbest elektronların 

yüzey plazmonları oluĢturmasına sebep olur ve yansıyan ıĢığın yoğunluğu düĢer. 

Bu olaya yüzey plazmon rezonans denir ve sadece rezonans açısı denilen belirli 

bir açıda gözlenir. Rezonans açısı, yüzeye analit eklenmesiyle değiĢtirilebilir. Bu 

değiĢim yüzeyin hedef moleküle göre modifiye edilmesiyle seçici hale getirilebilir. 

Bu da SPR biyosensörlerin temelini oluĢturmaktadır [104]. 

 

2.4.1. Yüzey Plazmon Rezonans Teorisi 

Yüzey plazmon rezonans teorisi, enerji taĢıyan ıĢık fotonunun metalin elektronları 

ile birleĢmesi veya enerji transferi ilkesine dayanmaktadır. BirleĢmenin (veya enerji 

transferinin) gerçekleĢtiği ıĢığın geliĢ açısı her metal ve metal yüzeyinin çevresine 

göre değiĢmektedir. IĢık fotonları ve metal yüzeyindeki elektronlar arasında bir 

eĢleĢme ve/veya rezonans yakalandığında enerji transferi gerçekleĢir. Bu enerji 

transferi, metal filmin alt yüzeyinden yansıyan ıĢığın miktarının ölçülmesiyle 

belirlenebilir. Her ıĢık birçok açıda yansırken, ıĢığın bir bölümü resonans açısında 

absorplanmaktadır.      

 

Kretschmann prizma yapısı, yüzey plazmon rezonans prizmalarının 

hazırlanmasında en sık kullanılan tasarımdır. ġekil 2.5‘de görüldüğü gibi, metal 

film yüzeyindeki yük yoğunluk salınımını uyaran ıĢık demetinin toplam iç kırılması 

ile oluĢan kendiliğinden sönümlü dalganın kullanıldığı bir yaklaĢım vardır. Bu 

elektron salınımları, yüzey plazmonları olarak adlandırılmaktadır. Geçici alanın 

giriĢim derinliği ıĢığın dalga boyuna, ıĢığın geldiği ortam ile çevresinin kırınım açısı 

indekslerinin oranına ve fotonun parlaklığına bağlıdır. Enerji alanı yüzeyden 

uzaklaĢtıkça üstel olarak azalmaktadır. Bundan dolayı, giriĢim derinliği aniden 

düĢmektedir (ġekil 2.5). 
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GiriĢim derinliği aĢağıdaki eĢitlikle tanımlanmaktadır: 

2

2

22

1 sin4 




pd

 (2.1) 

Burada; 

 η1 ve η2, birinci ve ikinci ortamın kırınım açısı indeksi, 

 θ, ıĢığın metal yüzeye geliĢ açısıdır.  

 

 

ġekil 2.5. Dielektrik sınırlarda gerçekleĢen toplam iç kırınım.  

  

Metal yüzeye uygun p-polarize ıĢık, metal film ile birleĢmek için prizmanın içerisine 

girer. Sadece p-polarize ıĢık plazmon oluĢumuna sebep olmaktadır. Bunun nedeni 

sadece bu polarizasyonun metal film normaline uygun elektrik alan vektör 

salınımına sahip olmasıdır. Bu özellik, metal yüzeyindeki elektron plazmalarının 

transvers manyetik (TM) dalgası olarak adlandırılmaktadır [105, 106]. Oysa s-

polarize, transvers elektrik (TE) polarizasyonu yüzey plazmonlarını 

oluĢturamamaktadır. Çünkü s-polarize ıĢığın elektrik alan vektörü, metal filme 
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paralel olarak oluĢmaktadır. Salınımların dalga vektörü (Ksp) aĢağıdaki eĢitlikle 

tanımlanır:    

sm

sm

sp
c

K







 

(2.2) 

 

Burada;  

 ω, salınımın frekansı,  

 c, ıĢık hızı, 

 εs, metal yüzeyine temas eden örnek ortamının dielektrik fonksiyonu,  

 εm, metalin dielektrik fonksiyonudur.  

 

Gelen ıĢığın bir bileĢenine ait dalga vektörü aĢağıdaki eĢitlikle tanımlanır:  
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(2.3) 

Burada;  

 θ, ıĢığın metal film yüzeyine geliĢ açısı, 

 ηp, prizmanın kırınım açısıdır.  

 

Metal filmin üst yüzeyinde salınan ve toplanan yüzey plazmonları, p-polarize ıĢığı 

absorplar ve toplam iç kırınımına uğrayan ıĢığın parlaklığını (Ir) değiĢtirir. Bu 

nedenle, Ir‘e karĢı geliĢ (veya kırınım) açısı (θr) grafiğe geçirildiğinde açısal 

parlaklık profili elde edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans açısında keskin bir 

azalma gözlenir. 

 

Bu olayın gerçekleĢmesi, yüksek kırınım indeksine sahip bir prizma 

gerektirmektedir. Bu tip bir prizmaya gereksinim, havadaki ıĢık yayılması ile yüzey 
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plazmonların üretilememesinden kaynaklanmaktadır. Yüzey plazmon rezonans 

sırasında, gelen ıĢığın ve yüzey plazmonun dalga vektörleri eĢit olmalıdır. Fakat 

ġekil 2.6‘da görüldüğü gibi, ıĢığın havadaki (Ka: ω/c) ve metalin plazmonundaki 

(Ksp) dağılma eğrisi kesiĢmemektedir. Bundan nedenle, dalga vektörü ve frekansı 

eĢ zamanlı olarak çakıĢtırılmasına imkân yoktur. Bunun tersine; Ksp ve cam 

yüzeyin (Kg) dağılma eğrilerinin kesiĢmektedir (ġekil 2.6).  

 

 

ġekil 2.6. Hava, cam ve yüzey plazmonları için dağılma eğrileri.  

 

Yüzey plazmon dalga vektörü, metal filme yakın bölgedeki ortamın kırınma indeksi 

ile iliĢkilidir. Bundan dolayı, Ksp eĢitliği Ģu Ģekilde basitleĢtirilebilir:  
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Bu formülde;  

 ηm, metalin,  

 ηs, örneğin kırınım indeksleridir.  

 

Kompleks kırınım indeksi teriminin karmaĢık bileĢeni, absorbans ile iliĢkilidir.  

Yüzey plazmon rezonansın profili, seçilen metale göre değiĢiklik göstermektedir. 

Çünkü her metal, dielektrik geçirgenlik gibi farklı özgül optik özelliklere sahiptir. 

ġekil 2.7‘de altın ve gümüĢ film için, yansıyan ıĢığın parlaklığına karĢı gelen ıĢığın 

açısını gösteren eğriler verilmiĢtir. GümüĢ daha keskin bir rezonans pikine sahiptir. 

Bu rezonans piki, metal filmdeki yüzey plazmon salınımlarının kendiliğinden 

azalması nedeniyle olmaktadır. Tüm yüzey plazmon metalleri, uyarılma ıĢığının 

elektrik alanının saçılmasına bağlı olarak bu salınımları azaltma eğilimindedir. 

Birçok metal yüzey plazmon üretebilir. Yüzey plazmon rezonans için kullanılacak 

olan metal, uygun açılı ıĢıkla rezonansa girebilecek iletkenlik bandı elektronlarına 

ve sensör olarak kullanılabilmek için gerekli kimyasal modifikasyonlar için uygun 

özelliklere sahip olmalıdır. Altın belirtilen iki temel özelliğe birden sahip olan nadir 

metallerden biridir. Bu özelliklere sahip olan diğer metallere göre uygulaması 

oldukça kolaydır. Örnek olarak, indiyum gibi bazı elementler çok pahalıdır; sodyum 

gibi elementler oldukça reaktiftir; bakır, alüminyum gibi bazılarının yüzey plazmon 

cevapları çok geniĢtir veya gümüĢ gibi bazı elementler oksitlenmektedir [107].   
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ġekil 2.7. GümüĢ ve altına ait yüzey plazmon eğrileri [107].   

 

Yüzey plazmon rezonansın (SPR) analitik bir cihaz olarak kullanılması, plazmon 

alanı aralığındaki çevrenin kimyasal bileĢimindeki değiĢimin sebep olduğu ıĢığın 

rezonans açısındaki kaymanın ölçülmesine dayanmaktadır. Kimyasal 

bileĢenlerdeki değiĢim absorplanan ıĢığın geliĢ açısında kaymaya neden 

olmaktadır. Açı kaymasının büyüklüğü, nicel olarak kimyasal değiĢimle ilgilidir. Bir 

sensörde, ince metal film üzerine substrat bağlanmıĢ bir prizma (genel olarak cam 

ve plastik) üzerine uygulanır. Daha sonra özel bir analite (hormon, ilaç, tümör 

belirteci vb.) özgül moleküller metal film üzerine spesifik olmayan bir Ģekilde 

adsorplanır. Sensöre analit içeren örnek uygulandığında gerçekleĢen etkileĢim 

(antibadi ve analit bağlanması gibi) gelen ıĢığın rezonans açısındaki kaymanın 

ölçüldüğü metal yüzeyindeki kimyasal bileĢen değiĢimine neden olur. Rezonans 

açısındaki kaymanın boyutu, örnek içerisindeki analitin miktarı ile orantılıdır. 

Moleküller arasındaki iliĢki oldukça özgül olduğundan dolayı diğer moleküller 

sensör tarafından ölçülememekte ve çapraz-reaktivite gözlenmemektedir.   
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2.4.2. Yüzey Plazmon Rezonans Biyosensörler   

SPR temelli biyosensörler, herhangi bir iĢaretlemeye ihtiyaç duymadan 

biyomoleküllerin etkileĢimlerini ölçebilirler. Bu özellikleri nedeniyle, moleküler 

etkileĢimlerin anlaĢılması için bu cihazların önemi artmıĢtır. EtkileĢimleri eĢ 

zamanlı, doğrudan ölçebilmek; kinetik, termodinamik parametrelerin, deriĢimin 

veya ligandlarla analitler arasındaki etkileĢimlerin belirlenebilmesini sağlamaktadır. 

SPR temelli biyosensörlerin hızlı cevap süresi ve yüksek seçiciliği vardır. Enzim 

veya radyoiĢaretleme yöntemleri gibi diğer tekniklerle karĢılaĢtırıldığında SPR 

biyosensörler sahip oldukları bu özelliklerden dolayı, protein-protein, antibadi-

antijen, reseptör-ligand etkileĢimlerinden düĢük molekül ağırlıklı bileĢiklerin 

tanımlanmasına kadar değiĢen çok çeĢitli biyomoleküler mekanizmaların 

anlaĢılmasında kullanılabilir [7]. 

 

Yüzey plazmon rezonans (SPR) biyosensörler, metal yüzeyinde biyo-tanımayı 

sağlayacak bölgelerin oluĢturulmasıyla elde edilir. Biyo-tanımayı sağlamak için 

antibadiler [108] ya da nanopartiküller kullanılabilir [109]. Hedef molekülü içeren 

çözelti biyosensörle etkileĢtiğinde hedef molekül sensör yüzeyine bağlanır ve 

yüzeyin yoğunluğunun artmasına neden olur. Yüzeydeki yoğunluk artıĢı yüzeyin 

kırılma indisinin artmasına neden olur. Kırılma indisindeki bu artıĢ ise rezonans 

açısının kayması ile sonuçlanır. Bu etki zamana bağlı olarak incelenirse ġekil 

2.8‘dekine benzer bir sensorgram elde edilir. ġekil 2.8‘de görüldüğü gibi, yüzeye 

analit bağlanması ile rezonans açısı artmaktadır. Desorpsiyon çözeltisinin sisteme 

verilmesiyle analit, yüzeyden ayrılmaya baĢlar ve belli süre sonra sinyal tekrar eski 

seviyesine döner. 
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ġekil 2.8. Tipik bir SPR biyosensör sensorgramının Ģematik gösterimi.  

 

YaĢam bilimlerinde ve farmasötik çalıĢmalarda makromoleküllerin ve onların 

etkileĢimlerinin araĢtırılması için SPR biyosensörlerden yararlanılmaktadır. Ayrıca 

SPR biyosensörler çevresel kirleticilerin tespitinde [110, 111, 112], gıda 

teknolojisinde [113, 114, 115], hastalıkların teĢhisinde [116, 117, 118]  

kullanılmaktadır.  

 

Son yıllarda besin ve su kaynaklı patojenik bakterilerinin tespiti için immünosensör 

geliĢtirilmesine yönelik birçok çalıĢma yapılmıĢtır [94, 119, 120]. Yüzey plazmon 

rezonans temelli biyosensörler, bu tip tespite yönelik hazırlanan immüsensörlerden 

biridir. Önemli zirai patojenlerden biri olan Phytophthora infestans‘ın tespitine 

yönelik hazırlanan SPR temelli biyosensörde tespit sınırı 2.2x106 spor/ml olarak 

tespit edilmiĢtir [121]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada 1x106 ml‘de Salmonella 

Typhimurium‘un varlığı tespit edilmiĢtir [122]. Mauriz ve arkadaĢları SPR temelli 

taĢınabilir immünosensör ile doğal su örneklerinden karbonil analizi yapmıĢlardır 

[68]. Ortalama 15 nm büyüklüğündeki kolloid altın nanopartiküllerle güçlendirilmiĢ 

SPR temelli biyosensör ile 7.5 dakika gibi kısa bir sürede 14 pg/ml 

konsantrasyonunda estrol-16-glusuronit tespiti sağlanmıĢtır [123]. Yapılan diğer bir 
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çalıĢmada sudan profenofos tespiti için SPR temelli moleküler baskılanmıĢ çok 

ince bir film tanıma elemanı olarak kullanılmıĢtır [124].  

 

2.5. Moleküler Baskılama Teknolojisi 

Çevresel faaliyetleri görüntüleme, biyoterörizm tespiti ve besinlerdeki toksik 

kirleticilerin analizi için hedef moleküle özgü, önceden belirlenmiĢ seçicilik ve 

afiniteye sahip biyolojik ve kimyasal moleküllere olan ihtiyaç her zamankinden 

daha fazladır. Organizmalar söz konusu olduğunda moleküler yapılar ―moleküler 

tanıma‖ olarak adlandırılan yapısal ayırım yapabilme yeteneğini kullanarak 

birbiriyle etkileĢip reaksiyona girerler. Bilim insanları bunun altındaki mekanizmayı 

anlamaya antijen-antibadi, enzim-substrat, hormon-reseptör, DNA ve RNA 

arasındaki etkileĢimleri ortaya koyarak çalıĢmaktadırlar. Protein ve nükleik asit gibi 

yapıların, ligand seçiciliği özellikleri yanında kararlılık problemleri abiyotik 

çevrelerde kullanımını kısıtlamaktadır. Bu durum doğal eĢlenikleriyle aynı 

seçiciliğe ve etkinliğe sahip yapay biyo-tanıma sistemlerinin geliĢtirilmesini 

tetiklemiĢtir. ―Moleküler Baskılama‖ yapay moleküler tanıma için alternatif 

sağlamak için ortaya çıkan yeni bir teknolojidir. Moleküler baskılama yöntemi farklı 

matrikslerden iyonlar, organik moleküller ve biyomoleküllerin yüksek Ģeçicilikte 

ayrılabilmesi için, akıllı polimerlerin üretilerek farklı uygulamalarda kullanılmasını 

yaygınlaĢtıran yeni bir teknolojidir [125].  

 

Enzimatik kataliz ya da afiniteye dayalı ayırım gibi biyotanıma esaslı süreçlerde 

moleküller arası etkileĢimler önemlidir. Moleküler baskılama yöntemi aracılığı ile 

farklı bileĢikler için seçici istenilen özelliklerde polimer yapımı mümkündür. Bu 

teknik kalıp moleküllerin kullanımıyla özgül katalitik ve tanıma bölgelerinin 

oluĢumuna olanak sağlar [126]. 

 

Moleküler baskılama tekniği, çapraz bağlı polimer matriks içerisinde boĢluklar 

oluĢturulması temeline dayanmaktadır. Bu boĢluklar kalıp molekülün boyut ve 

Ģeklini tanıma özelliğine sahiptir. Kalıp molekülün herhangi bir desorpsiyon 

yöntemi ile uzaklaĢtırılması, sabit pozisyonlardaki fonksiyonel grupların ortaya 

çıkmasını sağlayarak, kalıp moleküle eĢlenik yapı oluĢturmaktadır. Hazırlanan 
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polimer, kalıp molekülün boyutunu, yapısını ve fizikokimyasal özelliklerini 

tanıyarak, herhangi bir ortamda bu kalıbı seçici ve etkin bir Ģekilde bağlamaktadır. 

Moleküler baskılanmıĢ polimer (MIP), bir kalıp molekülü, fonksiyonel monomer ve 

bir çözücü içindeki baĢlatıcıyı içeren bir karıĢımdan hazırlanır. Polimerizasyon 

boyunca kalıp molekül ile fonksiyonel monomer arasında oluĢan kompleks çapraz 

bağlayıcı monomer ile çevrelenerek polimerleĢtirilir. Böylelikle kalıp molekülün 

hapsedildiği üç boyutlu polimer ağı oluĢturulur. Kalıp molekülün uzaklaĢtırılması 

oluĢan boĢluklar Ģekil, büyüklük ve moleküler etkileĢimler açısından kalıp moleküle 

özgüdür. Moleküler baskılama için ön koĢul kalıp molekül ve monomer arasında 

kararlı bir kompleks oluĢumudur [127].  

 

Moleküler baskılanmıĢ polimerler, kalıp molekül için eĢsiz seçiciliğe sahip 

olmalarının yanı sıra mekanik stres, ısı, asit, baz, su ve organik çözücülere karĢı 

oldukça dirençlidirler [128]. Bu teknik; kromatografi, saflaĢtırma, kataliz, sensör, 

ilaç salınımı ve ön örnek uygulamaları gibi oldukça geniĢ bir alanda tanıma ve 

ayırma amaçlı kullanılmaktadır. Elde edilmeleri kolay ve ucuzdur. Performansında 

değiĢiklik olmaksızın bir kaç yıl boyunca saklanabilirler [129, 130, 131]. 

 

Moleküler baskılanmıĢ polimerler, Ģekilsiz öğütülmüĢ partikül, düzgün Ģekilli 

partikül, nanopartikül, çelik kolonda monolit, kapiler kolondo monolit, açık boru 

kapilerde katman, yüzey tutturulmuĢ ince tabaka, membran ve kompozit Ģeklinde 

olabilir. Moleküler baskılama ile ilgili çalıĢmaların karakterizasyonu, optimizasyonu 

ve sonuçları hakkında birçok derleme yazılmıĢtır.  Bu derlemelerin çoğu kiral 

tanıma ve [132, 133], kapiler elektrokromatografi (CEC) [134, 135, 136]  

hakkındadır. MIP‘de monolit, partikül ve membran kullanımı gibi spesifik formlar ile 

ilgili derlemeler yazılmıĢtır [137]. MIP katı faz ekstraksiyonu (SPE) ile 

zenginleĢtirme iĢlemlerinde [138],  ilaç salınım sistemlerinde [139], antibadiler için 

reseptör ya da yapay enzim olarak [140, 141]  kullanılmaktadır. Bütün bunların 

dıĢında matrikse iletken polimerlerin sokulduğu MIP‘nin farklı çalıĢma konuları da 

çalıĢılmıĢtır [138]. 

 

MIP‘nin sensörlerde kullanımı ise oldukça devasa ticari pazar alanına sahip olması 

nedeni ile güncel bir konudur. MIP temelli oldukça fazla sensör çalıĢması olmasına 
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rağmen, bazı çalıĢmalar elektrokimyasal ve optik sensörler gibi belirli konular 

üzerine yoğunlaĢmıĢtır. Bu polimerlerin bazıları monoklonal antibadiler ve 

reseptörler gibi doğal tanıma sistemleriyle karĢılaĢtırılabilir ölçüde yüksek seçicilik 

ve afiniteye sahiptirler. Buda onları oldukça uygun bir kimyasal sensör üyesi 

yapmaktadır. Sentetik reseptörler için kullanılan pek çok polimerin kaotik yapısı, 

heterojen gözenek büyüklüğü dağılımı ve bağlanma bölgelerinin matriks boyunca 

yer alması genellikle kütle aktarımını yavaĢlatır. Her zaman problem olmamasına 

karĢın bu özellikler moleküler baskılanmıĢ polimerlerin genel uygulamalarda doğal 

reseptörlerin yerini almalarını önlerler. Bu problemi aĢmak için nano yapılar 

devreye sokulmaya baĢlanmıĢtır. Nanopartiküller, biyomedikal, optik ve elektronik 

alandaki geniĢ uygulama alanı nedeni ile yığın malzemeler ile atomik ya da 

moleküler yapılar arasında bir köprü oldukları için çok büyük ilgi uyandırmaktadır 

[142]. 

 

2.5.1. Moleküler Baskılama Tekniği 

Moleküler baskılama yöntemi temel olarak üç basamaktan oluĢmaktadır (ġekil 

2.9). 

 

 BASAMAK I: Ön-kompleksleşme 

Fonksiyonel grup içeren polimerleĢebilen uygun monomerler, kalıp moleküle 

kovalent ya da kovalent olmayan etkileĢimlerle bağlanarak  kompleks oluĢturur. 

Bu basamakta, kalıp etrafında fonksiyonel monomerin bağlandığı bir yapı oluĢumu 

söz konusudur. Bu etkileĢimde hedef molekülün üç boyutlu yapısı ve kimyasal 

özellikleri önemli bir yer tutar. 

 

BASAMAK II: Polimerizasyon 

Monomer-kalıp kompleksi, uygun bir çapraz bağlayıcının da kullanılmasıyla 

fonksiyonel monomer üzerinden polimerleĢtirilir. 

 

BASAMAK III: Kalıp Molekülün Uzaklaştırılması 

Yapıda hedef molekülün yerini alacak boĢlukların oluĢturulması amacıyla, kalıp 

molekül polimerden uzaklaĢtırılır. Uygun koĢullar altında, bu boĢluklar kalıp 
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molekülün boyutunu, yapısını ve fizikokimyasal özelliklerini tanır, seçici ve etkin 

olarak kalıp molekülü bağlar [143].  

Kalıp molekülün, fonksiyonel monomerin, çapraz bağlayıcının, çözücünün ve 

baĢlatıcının Ģeçimin etkin bir Ģekilde yapılması moleküler baskılama için çok 

önemlidir. 

 

ġekil 2.9. Moleküler baskılama tekniğinin basamakları. 

 

2.5.2. Moleküler BaskılanmıĢ Polimerlerin Özelliklerini Etkileyen Faktörler 

Polimer matriksin yapısı moleküler baskılamada çok önemlidir. BoĢlukların özgül 

yapısı sadece düĢük molekül ağırlıklı kalıpların etkisi ile değil, polimer zincirinin 

düzenleniĢi ile de ilgilidir. Polimerin sertliği boĢlukların kalıp molekül 

uzaklaĢtırıldıktan sonra Ģekillerini korumasına olanak sağlar. Bu da yüksek oranda 

çapraz bağlayıcının kullanılması ile gerçekleĢir. Kalıp molekülün polimere 

bağlanması baskılanacak substratı yönlendiririr.  Optimum spesifiklik ve seçiciliğe 

sahip polimerler uygun monomer ve çapraz bağlayıcı seçimi ile elde edilir. 

Matriks yapısı, matriks konfigurasyonu, matriksin doğası, kullanılan kalıp, çapraz 

bağlanmanın derecesi gibi matriksin karakteristik özelliklerini belirleyen etkenler 

yeniden bağlanma üzerinde oldukça etkilidir. Polimer matriksdeki fonksiyonel 

monomerin polimerin yapısına rastgele giriĢi özgüllüğü azaltır. Polimerizasyon 
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sırasında kalıp ve monomer arasındaki etkileĢim oldukça kuvvetli olmalıdır. Ġdeal 

olan kovalent etkileĢimlerdir. Fakat desorpsiyonda yaĢanan sıkıntılar ve yavaĢ 

bağlanma kinetiği tercih edilmesini engellemektedir. Moleküler baskılanmıĢ 

polimerlerin en ideali desorpsiyon ve tekrar bağlanma için ılımlı koĢulların olduğu 

non-kovalent bağlanmadır. 

 

2.5.2.1. Kalıp Molekül 

Baskılanan kalıp molekülün, fonksiyonel monomerle kompleks yapacak 

fonksiyonel grupları içermesi en önemli parametrelerden biridir. Kalıp molekülün 

hidrojen bağı ve elektrostatik etkileĢim (karboksil, amino, hidroksil ve amid 

grupları) yapabilecek bölgeleri kompleks oluĢumu için en çok tercih edilen 

bölgelerdir. Ayrıca kalıp molekül kimyasal reaksiyonun gerçekleĢtiği koĢullar 

altında kararlı kalmalıdır. Örneğin ısıl bir baĢlatıcı seçildiği taktirde kalıp molekülün 

(ve/veya ön polimerizasyon kompleksin) yüksek sıcaklıklarda yapısında 

parçalanma olmaması yada UV ile baĢlatılan polimerizasyon koĢullarında 

oluĢturulan ön organizasyon kararlılığı göz önüne alınmalıdır. Kalıp molekülün 

konformasyonundaki ufak değiĢiklikler bile baskılama iĢleminin baĢarısını 

etkilemektedir [144]. Baskılanacak molekül olarak ilaçlar, aminoasitler, 

karbonhidratlar, proteinler, nükleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve 

iyonlar kullanılabilir [145]. 

 

2.5.2.2. Fonksiyonel Monomer 

Moleküler baskılama ile ilgili çalıĢmaların çoğunluğu vinil ya da akrilik grup içeren 

monomerlerin serbest radikal polimerleĢmesi ile oluĢan organik polimerleri içerir. 

Diğer çalıĢmalar ise polistiren ve polisiloksan ağırlıklıdır. 

Fonksiyonel monomerler bağlanma bölgelerindeki bağlanma etkileĢimlerinden 

sorumludur. Moleküler baskılanmıĢ polimerlerde kalıp molekül ile fonksiyonel 

monomerler arasındaki geri-bağlanma basamağı çok önemli olduğu için 

fonksiyonel monomerlerin seçimi kritiktir. Fonksiyonel monomer için anahtar 

eleman, etkileĢimin gerçekleĢmesi için uygun bağlanma bölgelerinin sayısıdır. 

Kalıp molekül ve fonksiyonel monomer arasındaki sterik ve elektronik etki 

sayesinde kopolimerizasyon gerçekleĢir. Asidik bazik ve nötral özelliklere sahip 
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yaygın olarak kullanılan bazı fonksiyonel monomerler vardır. Kovalent 

baskılamada, kalıp molekül vinil gruplarına kovalent olarak bağlanır. Akrilik asit 

amitleri ve esterleri veya metakrilik asit en sık kullanılan monomerlerdir. Kovalent 

olmayan baskılamada, uygun fonksiyonel gruplara bağlı vinil monomerleri 

kullanılır. 

 

Rijit ve çözünmez yapıdaki baskılanmıĢ polimerler oldukça fazla bağlanma 

bölgelerine sahipken, biyolojik reseptörler esnek, çözünür ve tek bağlanma 

bölgesine sahiptir. Genellikle polar olmayan çözücülerde hazırlanan polimerlerde 

farklı fonksiyonel monomerler kullanılabilmesine rağmen, polar çözücülerde 

kuvvetli hidrojen bağları yapan akrilamidler kullanılabilmektedir.  

 

Moleküler baskılamada organik çözücü kullanıldığı durumlarda çapraz bağlayıcı 

olarak genellikle divinil benzen (DVB) ve etilen glikol dimetakrilat (EDMA) 

kullanılmaktadır. 

 

2.5.2.3. Çapraz Bağlayıcılar 

Çapraz bağlayıcılar hem bağlanma bölgelerini sabitleyerek hem de mekanik 

kararlılık sağlayarak morfolojinin kontrolüne imkân verirler. Çapraz bağlayıcılar 

aynı zamanda polimerlerin çözücüde çözünmesini zorlaĢtırdıkları için pratikteki 

kullanımlarını kolaylaĢtırır. 

 

MIP hazırlanırken bir diğer önemli nokta çapraz bağlayıcının seçimidir. Çapraz 

bağlayıcı, kalıbın polimerden uzaklaĢtırılmasından sonra kararlı ve analiti 

hafızasında tutan polimer ağ örgüsü oluĢturmak için kullanılır [146].  Çapraz 

bağlayıcı,  matriksin morfolojisinin kontrol edilmesini (jel tipi, makro gözenekli ya 

da mikro jel halinde olması), baskılanmıĢ molekülün veya iyonun bağlanma 

bölümlerinin kararlı olmasını, polimer matriksin mekanik kararlılığının yüksek 

olmasını sağlar. Yüksek oranda çapraz bağlanma, polimer matriksin çözücüde 

çözünmesini önler ve kullanımı kolaylaĢır. Etkili bir baskılama için çapraz 

bağlayıcının reaktifliği ile fonksiyonel monomerin reaktifliğinin uygunluğu, çapraz 

bağlayıcı ajanın fonksiyonel monomere olan mol oranı önemlidir. Aksi taktirde 
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fonsiyonel monomerden veya çapraz bağlayıcıdan biri polimerizasyon sırasında 

baskın çıkabilir ve homojen kopolimerizasyon gerçekleĢemez. Farklı çapraz 

bağlayıcı/fonksiyonel monomer deriĢim oranları moleküler baskılanmıĢ 

polimerlerdeki farklı sayıda bağlanma bölgelerinin oluĢumuna neden olur ve bu da 

seçiciliği etkiler [147]. Eğer mol oranları çok küçükse, kalıp molekülün bağlanma 

bölgeleri birbirlerine çok yaklaĢır. Hedef molekülün bağlanma bölgeleri komĢu 

bölgeler tarafından kapatılır ve etkin bir sonuç elde edilemez. Çok büyük mol 

oranlarında da çapraz bağlayıcılar fonksiyonel monomerlerle veya kalıp molekülle 

kovalent olmayan etkileĢimler göstermesi sonucu baskılamanın etkinliği yine 

azalmaktadır [143, 148]. Organik çözücülerde moleküler baskılama için etilen 

glikol dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen (DVB) en sık kullanılan çapraz 

bağlayıcıdır. Etkin bir baskılama için çapraz bağlayıcının reaktivitesi fonkiyonel 

monomerin reaktifliğine yakın olmalıdır. 

 

2.5.2.4. Çözücü 

Moleküler baskılamada çözücüler polimerleĢme süresince gözenek yapıcı ve 

yeniden bağlanma ortam sağlayıcısı olarak görev yaparlar. OluĢturulan 

gözeneklerin görevi yeniden bağlanmanın kolay gerçekleĢmesini sağlayan kütle 

aktarımınına olanak sağlamasıdır. 

 

Çözücüler, polimerizasyonda baskılanacak molekül, fonksiyonel monomer, çapraz 

bağlayıcı, baĢlatıcı gibi tüm bileĢenlerin tek fazda bulunmasını ve polimerde 

gözeneklerin oluĢmasını sağlar. Makrogözenekli polimerin hazırlanması 

aĢamasında; çözücü, gözeneklerin yapısı ve seviyesi, morfolojisi ve toplam 

gözenek hacmini kontrol etmek için önemli bir unsurdur. Çözücünün baskılanacak 

molekül ile fonksiyonel monomer arasındaki kompleks oluĢumunu artırma gibi bir 

görevi de vardır. Gözeneklilik bağlanan hedef molekülün polimerden salınmasını 

kolaylaĢtırır. Çözücünün baskılanacak molekül ile fonksiyonel monomer arasındaki 

kompleks oluĢumunu artırma gibi bir görevi de vardır. Çözücülerin bir diğer görevi 

de polimerizasyon sırasında reaksiyon ısısını eĢit olarak yaymaktır. Aksi taktirde, 

polimerizasyon sırasında reaksiyon sıcaklığı bölgesel olarak artar ve istenmeyen 

yan ürünlerin oluĢumuna neden olur. Çözücü seçimi baskılamanın türüne bağlıdır. 

Kovalent baskılamada, tüm bileĢenleri iyi çözebilecek birçok çözücü kullanılabilir. 
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Kovalent olmayan baskılamada, etkileĢimin oluĢumunu ve baskılama etkisini 

artırmak için çözücü seçimi daha önemlidir [143]. Polimerizasyon çözücüsü, 

monomerlerle baskılanacak molekül arasındaki hidrojen bağları ve elektrostatik 

etkileĢimler gibi polar etkileĢimlerin oluĢmasını sağlamak için az polar ve aprotik 

olmalıdır. Genellikle sentez için polar olmayan organik çözücülerin kullanıldığı 

MIP‘ler polar organik çözücülerin kullanıldığı MIP‘lerden daha iyi seçiciliğe sahiptir 

[149]. Hazırlanan polimerin analite seçiciliği ile oluĢan kavitenin analite tam uygun 

boyutta olması yani ne çok dar ne de çok gevĢek olması çözücü seçimine bağlıdır. 

 

2.5.2.5. BaĢlatıcılar 

Radikalik polimerizasyon, radikal baĢlatıcıların ısıl bozunmasıyla baĢlatılabilir. 

Monomer ile kalıp molekül arasındaki kovalent olmayan etkileĢimlerin çok zayıf 

olduğu durumlarda çok yüksek sıcaklıklara çıkılamaz. DüĢük sıcaklıklarda etkili 

olan fotokimyasal baĢlatıcılar tercih edilir. Genellikle 2,2‘-azobis(izobütironitril) 

(AIBN) ve 2,2‘-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanılır. Bu koĢullarda, ısıl 

bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir. 

 

2.5.2.6. Sıcaklık 

Kalıp molekül ve monomer arasındaki denge pozisyonu hem sıcaklığın hemde 

basıncın ürünüdür [150]. 

Önceki çalıĢmalar göstermiĢtir ki düĢük sıcaklıklar, oldukça kuvvetli olan 

elektrostatik etkileĢimler yüzünden MIP‘de tercih edilmektedir. DüĢük sıcaklıklarda 

polimerleĢme yavaĢ ve zincir oluĢumu monomer-kalıp oluĢumuna müdahale 

etmemektedir. 

 

2.5.3. Moleküler Baskılama Yöntemleri 

Moleküler baskılama yöntemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalıp molekül 

arasında oluĢan bağın çeĢidine göre ikiye ayrılır. Kovalent ve kovalent olmayan 

baskılama. 
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2.5.3.1. Kovalent Baskılama 

Ön organizasyonlu moleküler baskılama yaklaĢımında, polimerizasyondan önce 

baskılanacak molekül ile fonksiyonel monomerler arasında kuvvetli, tersinir bir 

kovalent düzenleme oluĢur. Polimerizasyon iĢleminden sonra kovalent bağlar 

kırılır ve kalıp oluĢturmak amacıyla polimerden uzaklaĢtırılır. Hedef molekül 

baskılanmıĢ polimerlerle etkileĢtirildiğinde aynı kovalent bağ yeniden oluĢur [151, 

152]. 

 

Avantajları: 

Monomer-kalıp kompleksi oldukça kararlıdır ve sitokiyometrik oranlarda 

gerçekleĢir. Polimerizasyon koĢulları (yüksek sıcaklık, yüksek veya düĢük pH ve 

polar solventler gibi) istenildiği gibi uygulanabilir. Çünkü konjugatlar kovalent 

bağlarla oluĢturulmuĢtur ve oldukça kararlıdır [153].  

 

Dezavantajları: 

Monomer-kalıp molekül konjugatının sentezinde sık sık sorunlar çıkabilir ve sentez 

süreci pek ekonomik değildir. Hedef molekülün polimere tersinir olarak bağlanma 

sayısı sınırlıdır. Kovalent bağ oluĢumu nedeni ile bağlanma kinetiği yavaĢtır [154].  

 

2.5.3.2. Kovalent Olmayan Baskılama 

Fonksiyonel monomer ile kalıp molekülün bağlanması kovalent olmayan (hidrojen 

bağı, elektrostatik etkileĢimler, koordinasyon bağ oluĢumu) etkileĢimlerle 

gerçekleĢir. Polimerizasyondan sonra uygun çözücülerle kalıp molekül polimerden 

uzaklaĢtırılır. Hedef molekül ile baskılanmıĢ polimerler kovalent olmayan 

etkileĢimlerle bağlanır [155]. 

 

Avantajları: 

Kovalent monomer-kalıp konjugatının sentezine gerek yoktur. Polimerizasyondan 

sonra kalıp molekül polimerden kolayca uzaklaĢtırılır. Çünkü kovalent olmayan 

etkileĢimler daha zayıftır. Hedef molekülün bağlanma kinetiği hızlıdır [156]. 

 

Dezavantajları: 

Polimerizasyon koĢulları, kovalent olmayan etkileĢimleri artırmak amacıyla 

sınırlıdır. Fonksiyonel monomerler, bağ oluĢum dengesini artırmak amacıyla 
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fazlaca kullanılır ve özgül olmayan bağlanma bölgelerinin oluĢumuna neden 

olabilir [157]. Moleküler etkileĢimlerin farklılığı, seçiciliğin ve tersinirliğin derecesini 

etkiler. Örneğin kovalent bağlarla oluĢturulan etkileĢimler oldukça özgüldür. Ancak 

geri bağlanma kinetiği yavaĢtır. Bununla beraber, hidrofobik etkileĢimlerin kinetiği 

daha hızlıdır. Fakat seçiciliğinde azalma gösterir. Genel olarak kovalent olmayan 

etkileĢimler birçok bileĢiğe uygulanabilir olmaları, hızlı kinetiği ve daha uygun 

koĢullarda bağ oluĢumu ve kırılma özellikleri göstermeleri nedeniyle daha geniĢ 

uygulama alanlarına sahiptir. Dahası π-π tkileĢimleri, hidrojen bağları ve hidrofobik 

etkileĢimler gibi non-kovalent etkileĢimler yeni moleküler baskılanmıĢ fonksiyonel 

polimerlerin tasarımı için gelecek vaat etmektedirler. 

 

2.5.4. Baskılama ĠĢleminin Kontrolü 

Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin yüksek seçicilikte tanınması ve baskılanmıĢ 

polimerler tarafından bağlanması, materyalin fiziksel ve kimyasal özelliklerine 

bağlıdır. Moleküler baskılanmıĢ polimerlerin daha kullanıĢlı olmaları için, substratın 

seçiciliğinin önemi yanında, uygun koĢullar altında desorpsiyon ve geri bağlanma 

kinetiğinin de hızlı olması gerekir. Bu yüzden moleküler baskılanmıĢ materyallerin 

tasarımı yapılırken uygun bağlanma etkileĢimlerinin seçimi çok önemlidir. Birden 

fazla bağlanma bölgesinin olması, monomerin bağlanma bölgeleri ile kalıp molekül 

arasındaki etkileĢimlerin daha iyi olması, dolayısıyla moleküler tanımanın daha 

seçici olmasını sağlar. 

 

Yapılan çalıĢmalar baskılanmamıĢ polimer ile karĢılaĢtırmalı olarak yürütülür. Bu 

polimer kalıp molekülün yokluğunda aynı polimerizasyon iĢlemi uygulanarak elde 

edilir. BaskılanmamıĢ polimerler, baskılanmıĢ polimerlerle spesifik boĢluklar 

dıĢında aynı kimyasal özelliklere sahiptir. Bu yüzden baskılanmıĢ polimerlerle kalıp 

molekül arasında geliĢen etkileĢimlerin doğası, baskılanmamıĢ polimerlerle kalıp 

molekül arasındaki etkileĢimlerin doğasıyla aynıdır.  Fark bu etkileĢimlerin gücü 

arasındadır. Eğer polimerizasyon basamağı esnasında iyi tanımlanmıĢ boĢluklar 

oluĢturulmuĢsa baskılanmıĢ polimerdeki etkileĢimler daha güçlüdür. EtkileĢimdeki 

bu hassasiyet, kalıp molekülün üç boyutlu yapısının polimerik hafızaya 

alınmasından kaynaklanmaktadır. BoĢlukların varlığı bağlanma deneyleri ve 

kromatografik ölçümler gibi çeĢitli yöntemlerle incelenebilir. Polimerlerin 

seçicilikleri, baskılanmıĢ/baskılanmamıĢ polimerlerle etkileĢtirilmesi; baskılanmıĢ 
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ve baskılanmamıĢ polimerlere ait dağılım katsayılarının (k) hesaplanması ve 

baskılama faktörü olarak değerlendirilen bağıl dağılım katsayısının (k‘) 

belirlenmesiyle gösterilir. Bu yaklaĢım sıvı kromatografisi (LC) ve katı faz 

ekstraksiyonu (SPE) uygulamalarında baskılanmıĢ polimerlerin karakterizasyonu 

içinde kullanılır [158]. 

 

2.5.5. Moleküler BaskılanmıĢ Polimerlerin Uygulama Alanları 

Moleküler baskılanmıĢ polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik seçici moleküler 

tanıma alanları, kontrollü salınım sistemleri sensörlerde tanıma elemanı olarak 

yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadırlar [159]. Sıvı kromatografi, kapiler elektroforez, 

kapiler elektrokromatografi ve katı faz ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde 

MIP‘lerin kullanımına yönelik çalıĢmalar sürekli artmaktadır [126, 160]. 

 

Kimya ve ilaç endüstrisindeki artan pazar fırsatlarına bağlı olarak moleküler 

baskılanmıĢ polimerlerin su saflaĢtırma ve atık malzeme değerlendirme iĢlemleri 

gibi ayırma alanındaki uygulamaları giderek artmaktadır. Sadece kromatografi 

kolonlarının satıĢının yılda 500 milyon ABD dolarına yaklaĢtığı ve membran 

ayırma teknolojisi pazarında yıllık 1 milyar ABD doları civarında büyüme olduğu 

tahmin edilmektedir. Moleküler baskılanmıĢ malzemelerin afinite ayırma, katı faz 

ekstraksiyonu ve sert Ģartlar altında (organik ve toksik ortamlar, düĢük ya da 

yüksek pH‘lar, yüksek sıcaklıklar ve basınç gibi) ayırma alanında bu pazarda %1-3 

oranda yer alması beklenmektedir [161]. 

 

MIP adsorbentler, ilaçların katı faz ekstraksiyonunda, proteinlerin, amino asitlerin, 

DNA ve RNA‘nın, peptidlerin, hormonların ayrılması ve saflaĢtırılmasında 

kullanılmaktadır [162]. MIP‘lerin bir diğer potansiyel kullanım alanı olan bazı temel 

araĢtırmalar, ilaç tasarımı, optik gibi alanlarda önemli olan kiral bileĢiklerin 

ayrılmasıdır [163, 164, 165]. 

 

Bir diğer uygulama alanı ise sensörlerde tanıma elemanı olarak kullanımlarıdır. Bir 

kimyasal veya biyosensör, bir tanıma elementi ve onunla bağlantılı çevirici içerir ve 

bu çeviricilerin görevi, analitin bağlanmasıyla oluĢan değiĢimi, ölçülebilir bir sinyale 

dönüĢtürmektedir. Bu sensörlerde kullanılan biyomoleküller çoğunlukla zayıf 
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fiziksel ve kimyasal kararlılık gösterirler. Bu nedenle yapay reseptörlere duyulan 

ilgi artmaktadır. Özellikle MIP‘ler zorlayıcı Ģartlarda gösterdikleri dayanıklılık ve 

yüksek seçicilikte tanıma bölgelerine sahip olmaları nedeniyle tercih edilmektedir. 

MIP temelli ilk sensor baskılı-polimer membran ince filmi içeren bir alan-etki 

kapasitörüdür ve analitin bağlanmasıyla kapasitansta meydana gelen değiĢim 

ölçülmüĢtür [166]. Daha sonra ise elektrokimyasal [167, 168]  ve optik [169, 170]  

çeviricilere dayalı baĢka sensörler geliĢtirilmiĢtir [171]. 

 

Moleküler baskılamayla hazırlanan polimerler aminoasit türevleri, ilaçlar ve Ģeker 

türevlerinin kiral ayırımı için, organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve iyon 

seçici absorbanlar olarak baĢarıyla kullanılmaktadır [149]. Son yıllarda moleküler 

baskılama temelli elektrokimyasal ve optik sensörler hakkındaki yayınların sayısı 

hızla artmaktadır [172, 173]. 

 

2.6. Endokrin Bozucular 

Endokrin bozucular endokrin sistemin geliĢimi ve iĢlevini etkileyen maddelerdir. Bu 

maddeler hormonların üretim, taĢınım, bağlanma, aktivite gösterme, parçalanma 

ve vücuttan atılımları üzerine etki göstermektedir. Endokrin bozucu bu maddeler 

doğada bulunabildiği gibi sentetik olarak da elde edilmektedirler [174, 175]. 

Çizelge 2.5‘de doğada doğal ve sentetik olarak bulunan endokrin bozucular 

verilmiĢtir. Endokrin bozucuların tayini için farklı araĢtırmacılar tarafından birçok 

biyosensör hazırlanmıĢtır (Çizelge 2.6) [66, 67, 176, 177, 178].  

 

17β-östradiol (E2), östron (E1) gibi doğal östrojenler ve 17α-etinilöstradiol gibi 

sentetik östrojenler, insan ve hayvan tarafından idrar yoluyla çevreye ve atık 

sulara ulaĢır. Ġnsan ve hayvan dıĢkıları kayda değer miktarda doğal östrojen ihtiva 

etmektedir [179]. Geleneksel biyolojik atık su arıtma tesislerinden ayrılan sudaki 

östrojenik hormon (özellikle 17β-östradiol, östron, östriol) deriĢimleri litrede birkaç 

nanogram (ng/L) ile birkaç mikrogram (μg/L) aralığındadır. Bu mikrokirleticiler 

endokrin bozucu kimyasal özelliğe sahiptir ve pek çok türün (insanlarda dâhil) 

endokrin sistemine ng/L seviyesinde bile zarar verdiği saptanmıĢtır [180]. Doğal 

steroid östrojen adı verilen insan ve hayvan kaynaklı steroid hormonlar, dıĢsal 
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endokrin bozucu kimyasallar (EDC) ve sentetik kimyasallarla karĢılaĢtırıldığında 

oldukça yüksek östrojenik aktiviteleri ile karakterize edilmiĢ ve içsel steroid 

endokrin bozucu kimyasallar olarak sınıflandırılmıĢtır [181]. Ġçsel steroid 

östrojenlerin dıĢsal endokrin bozucu kimyasallara göre 10,000-100,000 kat daha 

fazla östrojenik aktiviteye sahip olduğunu rapor edilmiĢtir. Bunun yanı sıra hayvan 

atıklarının uygulandığı toprak arazileri çevresel östrojenlerin bir diğer kaynağıdır 

[182]. 

 

Çizelge 2.5. Doğada doğal ve sentetik olarak bulunan endokrin bozucular [183]. 

A. SENTETĠK KÖKENLĠ Ftalat 

HORMONLAR Bisfenol A 

17 α-Etinilöstradiol p-Nonfenol 

Dietilbestrol PCB‘ler 

17 β-Trenbolon Tribütilin 

BİTKİ ÖLDÜRÜCÜLER B. BĠYOLOJĠK KÖKENLĠ 

Atrazin HORMONLAR 

Simazin 17-β-Östradiol 

Metaklor Östriol 

BÖCEK ÖLDÜRÜCÜLER Östron 

DDT Progesteron 

Dieldrin Testesteron 

Endosülfan Fitoösteron 

Lindan Sesquiterpen 

ENDÜSTRİYEL KAYNAKLAR            Fitosterol 
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Çizelge 2.6. Endokrin Bozucular için Biyosensörler. 

Çevirici Sistem Biyolojik Tanıma Materyali  Özellik Kaynak 

Optik Rekombinant maya  [176] 

Optik (SPR) Östrojen reseptörü 0.1 µg/L 

(östradiol) 

[66] 

Elektrokimyasal  Enzimatik (tirozinaz)  [67] 

Elektrokimyasal  Östrojen reseptörü 0.02 µg/L 

(östradiol) 

[177] 

Optik (SPR) Östrojen reseptörü  [178] 

 

Kümes hayvanlarının çöplerinin döküldüğü üretim arazilerinde östrojen deriĢimi 

araziye bitiĢik gölcük/havuz ve akarsularda 2350 ng/L‘ye, toprakta ise 675 ng/kg‘a 

yükseldiği tespit edilmiĢtir [182]. Atık su temizleme iĢlemleri de bir diğer östrojen 

kaynağıdır [184]. Bu kirleticilerin yüksek düzeylerinin biyokatılardan geldiği ve 

daha sonra biyokatı uygulama arazilerine geçtiği düĢünülmektedir. Atık su arıtma 

iĢlemleri sonucunda uzaklaĢtırılamamıĢ östrojen ng/L seviyelerinde sulara 

geçtiğinde yüksek sorpsiyon özelliklerinden dolayı nehirlerde çökelti oluĢturur 

[182]. 

 

Endokrin bozucular kimyasal yapılarına göre değil, endokrin sistem üzerindeki 

etkilerine bakılarak tanımlanır. Endokrin bozucuların oluĢturacağı olumsuz etkide 

maruz kalınan doz ve etkilenme süresi de ortaya çıkacak etki için önemli 

faktörlerdendir. Etkilenme süresi uzadıkça veya doz arttıkça oluĢabilecek olumsuz 

etki daha da Ģiddetli olabilmektedir [10]. Endokrin bozucu maddelerin etki 

mekanizmaları çok karmaĢıktır. ġekil 2.10‘da endokrin bozucuların etki 

mekanizmaları ve örnekleri özetlenerek sunulmuĢtur. 
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2.7. 17-β-östradiol 

Sudaki çözünürlüğü 3.6 mg/L olan 17-β-östradiol en aktif östrojen olarak görülen 

model bir kontaminanttır [11]. Yumurtalıklar tarafından ve hamilelik esnasında 

plesanta tarafından da sentezlenir. Erkeklerde de bulunur; fakat çok daha düĢük 

deriĢimlerdedir. DiĢilerde seks hormonlarının geliĢimini, ikincil cinsiyet 

karakterlerinin meydana gelmesini ve devam etmesini sağlayan E2‘nin diğer 

steroid hormon sentezi yapan bezlerdeki gibi, sentezi kolesterol üzerinden 

baĢlamaktadır [12]. Sentez edilerek kana verilen östrojen hormonu depo 

edilememektedir. Serumda E2‘nin %97‘den fazlası plazma proteinlerine bağlı 

olarak taĢınmakta olup, bunun %60‘ı albümine, geri kalanı ise seks hormon 

bağlayıcı globülinlere (SHBG) bağlı haldedir. Hormonun sadece %1-3 kadarı 

kanda serbest Ģekildedir. E2‘in serbest ve albümine bağlı kısımları biyolojik olarak 

aktiftir [13]. 

 

ġekil 2.10. Endokrin bozucuların etki mekanizmaları. 

17-β-östradiol anabolik etkilerinden dolayı hayvanların besiye çekilmesinde [187]  

illegal olarak kullanılır. Bunun yanı sıra hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonları 

önlemek ve tedavi etmek amacıyla da kullanılmaktadır [188]. Endokrin sistemdeki 

•BileĢikler doğal östrojen 
olarak davranır, bağlanır 
ve östrojen reseptörünü 
aktive eder 

Agonistik Etki  

•BileĢikler östrojen 
reseptöre bağlanır fakat 
aktive etmez (hormon 
bloklayıcı) 

Antagonistik Etki  

•Doğal hormonların 
üretiminde, taĢınımında, 
metabolize olmasında ya 
da sekresyonunda 
aksaklıklar ve 
reseptörlerin iĢlev ve 
üretiminde aksaklıklar 

Anormal Cevap 

GökkuĢağı 

alabalığındaki oosit 

olgunlaĢması 

üzerindeki imidazol 

ve triazol fungusitler 

[185]. 

DDE erkeklerde 
testosteronu 
bloke ederek 
geliĢimsel 
problemlere 
neden olur [186]. 

Dioksin ve furanlar 
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değiĢiklikler 17-β-östradiole maruz kalmıĢ hayvanlarda büyüme, geliĢme ve 

üremenin değiĢmesine neden olabilir. Bu değiĢiklikler daha sonra herhangi bir 

yaĢam döneminde ifade edilebileceği gibi gelecek nesillerde bile ortaya çıkabilir 

[189, 190]. Kanalizasyonlarda östrojenik bileĢiklerin bulunması plazma 

vitollogeninin indüklenmesi ve nehir ağzına yakın habitatlarda bu bileĢiklere maruz 

kalmıĢ balıklarda cinsiyet değiĢikliklerine yol açabilir [190, 191].  

 

17-β-östradiol bir karsinojen olarak düĢünülür. Çünkü bu molekül hem tümör 

baĢlatıcı hem de tümör arttırıcı etkiler ortaya çıkarır [188]. Son birkaç on yıldır 

insan diĢi doğurganlığında düĢüĢ gözlenmiĢtir [192]. Bunun yanı sıra; 

- Göğüs kanseri 

- Cinsel davranıĢta değiĢiklikler 

- Erkek ve diĢide doğurganlık problemleri 

- Erkek üreme sistemi üzerine ters etkiler 

- Öğrenmede gecikme ve yetersizlik 

- Testis kanseri 

- Prostat kanseri 

- BağıĢıklık sistemi etkileri 

- Tiroid etkiler 

- Endometriosis [192] gibi rahatsızlıklar ve sağlık problemleri insanlarda 

görülebilir.  
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3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

Sunulan tez kapsamında yapılan deneysel çalıĢmaları aĢağıdaki baĢlıklar altında 

toplamak mümkündür: 

 Fonksiyonel monomer N-Metakriloil-(L)-lösin metil ester (MALM) 

monomerinin sentezi,  

 MALM-östradiol önkompleksinin hazırlanması, 

 Poli (2-hidroksietil metakrilat-MALM)-östradiol nanofilm (PHEMALM-

östradiol) hazırlanması, 

 MALM, MALM-östradiol önkompleksinin karakterizasyonu 

 PHEMALM nanofilmin karakterizasyonu, 

 Östradiol baskılanmıĢ PHEMALM-östradiol nanofilm ve baskılanmamıĢ 

PHEMALM nanofilm sensörün sulu çözeltiden farklı deriĢimlerdeki östradiol 

bağlanması için SPR analizlerinin gerçekleĢtirilmesi, 

 Östradiol baskılanmıĢ nanofilm PHEMALM-östradiol sensörün stigmasterol 

ve kolesterolün bulunduğu ortamda seçiciliğinin incelenmesi. 

 PHEMALM-östradiol sensörün tekrar kullanabilirliğinin incelenmesi. 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

PMALM-östradiol nanofilmin hazırlanmasında kullanılan temel bileĢenlerden 2-

hidroksietilmetakrilat (HEMA), L-lösin metil ester, metakriloil klorür, 2,2′-

azobisizobütironitril (AIBN), etilenglikoldimetakrilat (EDMA), kalıp molekül olarak 

kullanılan 17-β-östradiol, asetonitril (ACN), toluen, seçicilik çalıĢmalarında 

kullanılan stigmasterol ve kolesterol (Sigma Chemical Co., ABD) firmasından 

temin edilmiĢtir. Reaktifler kullanılana kadar 4oC‘de muhafaza edilmiĢtir. 

ÇalıĢmada kullanılan diğer kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya) 

firmasından temin edilmiĢtir ve analitik saflıktadır.  

 

Deneylerde kullanılan su, yüksek akıĢlı selüloz asetat zar (Barnstead D2731) ile 

ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve iyon değiĢtirici dolgulu 

kolon sistemi kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. Elde edilen saf suyun direnci 

18MΩ/cm‘dir. Deneylerde kullanılan cam malzemeler bir gece boyunca 4.0 M nitrik 

asitte bekletilerek temizlenmiĢtir. 
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3.2. N-Metakriloil-(L)-lösin Metil Ester (MALM) Monomerinin Sentezi 

N-Metakriloil–(L)-lösin metil ester (MALM) monomerinin sentezi kısaca Ģöyledir: L-

Lösin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g) diklorometan (CH2CI2) (100 ml) 

çözeltisi içerisinde çözülmüĢtür. Çözelti 0oC‘a soğutulmuĢtur. Trietilamin (12.7 g) 

bu çözeltiye ilave edilmiĢtir. Metakroil klorür (5.0 ml) yavaĢça bu çözeltinin üzerine 

dökülmüĢtür. Tepkime karıĢımı azot atmosferi altında manyetik karıĢtırıcı ile 2 saat 

oda sıcaklığında karıĢtırılmıĢtır. Bu sürenin sonunda tepkimeye girmeyen 

metakroil klorür, %10‘luk NaOH çözeltisi ile ekstrakte edilmiĢtir. Sulu faz döner 

buharlaĢtırıcıda uzaklaĢtırılmĢ ve kalan kısım (MALM) etil alkolde çözülmüĢtür 

[193].  

 

3.3. MALM Monomerinin Ġnfrared Spektrumu 

FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimazu, Japonya) kullanılarak 

MALM monomerinin FTIR spektrumu elde edilmiĢtir. MALM monomeri (2 mg), KBr 

(98 mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen bir Ģekilde karıĢtırılmıĢ ve tablet 

haline getirilmiĢtir. 4000-450 cm-1 dalga sayısı aralığında FTIR spektrumu 

çekilmiĢtir. 

 

3.4. Yüzey Plazmon Rezonans Çip Altın Yüzeyinin Allil Merkaptan ile Yüzey 

Modifikasyonu 

Yüzey plazmon rezonans çip altın yüzeyinin modifikasyonu allil merkaptan 

(CH2CHCH2SH) ile yapılmıĢtır (ġekil 3.1). Modifikasyon öncesi altın yüzey asidik 

pirana çözeltisi ile temizlenmiĢtir. 20 ml asidik pirana çözeltisi içine daldırılan altın 

yüzeyler 20 saniye çözelti içinde kalmıĢtır. Çözeltiden çıkarılan çipler saf etil alkol 

ile yıkanmıĢ ve vakum etüvünde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmuĢtur. 

Temizlenen SPR çip yüzeyine 5 µl allil merkaptan damlatılmıĢ ve 12 saat 

bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda çipler etil alkol ile yıkanmıĢ ve azot atmosferinde 

kurutulmuĢtur. Modifikasyon sonucunda altın kaplı SPR çip yüzeyine allil grupları 

bağlanmıĢtır.  
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3.5. E2 BaskılanmıĢ PHEMALM-östradiol BaskılanmıĢ ve BaskılanmamıĢ 

PHEMALM Nanofilmlerin HazırlanıĢı 

E2 seçici moleküler baskılanmıĢ nanofilm, MALM-östradiol ön kompleksinin HEMA 

fonksiyonel monomeri ve EGDMA çapraz bağlayıcısı eĢliğinde 

polimerleĢtirilmesinden elde edilmiĢtir.  MALM-östradiol ön kompleksi kalıp 

molekül olarak östradiol, fonksiyonel monomer olarak MALM monomerinin 

etkileĢimiyle hazırlandı. Bunun için 28 mg 17-β-Östradiol, 210 μl MALM ile 1:4 

(mmol) kalıp molekül, fonksiyonel monomer oranı sağlanarak kompleksleĢtirildi.  

MALM-E2 ön kompleksine 700 μl toluen ve 1000 μl ACN aprotik çözücü karıĢımı 

eklenerek ön kompleksin homojen çözeltisi hazırlanmıĢtır. ÇözülmüĢ olan MALM- 

E2 ön kompleksine 150 μl HEMA monomeri ve 470 μl EDMA çapraz bağlayıcı 

eklenerek sonikatörde 10 dakika çözülmeleri sağlandı. Polimer çözeltisinden 5 

dakika N2 gazı geçirilerek çözünmüĢ O2 ortamdan uzaklaĢtırıldı. BaĢlatıcı olarak 

10 mg AIBN eklendikten sonra daha önceden alillelmiĢ çip üzerine 1 μl çözelti 

damlatılmıĢtır. Hazırlanan çip, UV lamba altına konularak 40 dakika 

fotopolimerizasyon ile polimerleĢme sağlanmıĢtır. Reaksiyona girmeyen monomer 

etil alkol ile uzaklaĢtırılmıĢtır. Kalıp molekül, monomer ve çapraz bağlayıcı oranı 

1:15:24‘dür. Çözelti içindeki monomer yüzdesi %30 (w/v) olarak belirlenmiĢtir. E2 

baskılanmamıĢ nanofilm, baskılanmıĢ polimer çözeltisi içine östradiol eklenmeden 

aynı Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 

3.6. Kalıp Molekül E2’nin UzaklaĢtırılması  

OluĢan polimerik nanofilmden kalıp molekül E2‘nin uzaklaĢtırılması için %20‘lik 

etilen glikol çözeltisi kullanılmıĢtır. E2 baskılanmıĢ nanofilm oda sıcaklığında 

%20‘lik etilen glikol çözeltisiyle her on dakikada bir desorpsiyon çözeltisi 

yenilenerek bir saat boyunca yıkanmıĢtır. Bu iĢlem kalıp molekül E2‘nin 279 nm‘de 

UV spektrofotometresiyle tayin edilmeyene kadar tekrarlanmıĢ, desorpsiyon 

çözeltisi ile uzaklaĢtırılan E2‘nin oranı %87 olarak tespit edilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. Allil merkaptan ile yüzey modifikasyonu ve allil gruplarının bağlanması. 

 

3.7. SPR Sensörlerin Karakterizasyonu 

3.7.1. Elipsometre Ölçümleri 

Hazırlanan SPR sensörünün yüzeyindeki nanofilmin kalınlığı görüntüleme yapan 

elipsometre (ġekil 3.2) ile ölçülmüĢtür. Kalınlık ölçümleri 658 nm dalga boyunda, 

65°‘lik bir geliĢ açısında, 10x büyütme ve %2‘lik lazer gücünde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

SPR çipi lazer ıĢık kaynağı altına yerleĢtirilmiĢ ve yüzey kalınlığı hesaplama 

programı için SF10 prizma+45 nm altın veri olarak öngörülmüĢtür. Ölçümler 

sensör yüzeyinde yaklaĢık 350 µm x 350 µm‘lik bir alanda,  3 farklı noktada 3 kere 

tekrarlanmıĢ ve sonuçlar bu değerlerin ortalaması alınarak rapor edilmiĢtir. E2 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR sensörlerin analiz etmek için 4 faz modeli 

(hava/polimerik tabaka/altın/krom ve SF10 cam) kullanılmıĢtır.  
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ġekil 3.2. Nanofilm EP3 elipsometre cihazı. 

 

3.7.2. Temas Açısı Ölçümleri 

Modifiye edilmemiĢ SPR sensörün, E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR 

sensörlerin yüzey karakterizasyonu Krüss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas 

açısı cihazı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.3). Yüzey plazmon rezonans 

(SPR) nanosensörlerin yüzeyine 1 damla su damlatılarak yapıĢık damla 

yöntemiyle statik ölçüm alınarak temas açısı belirlenmiĢtir. Çip bölgelerinin farklı 

bölgelerine su damlatmak suretiyle fotoğraflar çekilmiĢ ve her biri için ayrı temas 

açısı belirlenmiĢtir. Belirlenen temas açı değerleri damlacığın katı ile sol temas 

noktasından alınan soldan temas açısı; sağ temas noktasından alınan sağdan 

temas açısı olarak belirlenmiĢtir. Ayrıca her iki noktanın ortalaması olan ortalama 

temas açısı değerleri elde edilmiĢtir. Modifiye edilmemiĢ boĢ altın yüzeyin, E2 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR sensör yüzeyleri için temas açısı değerleri 

alınan 10 ölçümün ortalama değerleri hesaplanmıĢtır. Temas açısı değerleri DSA2 

yazılımı kullanılarak hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 3.3. Krüss DSA100 temas açısı cihazı. 

 

3.7.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi 

SPR nanosensörlerin altın yüzeylerinin karakterizasyonu için FTIR-ATR 

spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) 

kullanılmıĢtır. SPR sensör, cihazın örnek yuvasına yerleĢtirilmiĢ 400-4000 cm-1 

dalga sayısı aralığında yüzeyde gerçekleĢen toplam yansıma miktarı ölçülmüĢtür. 

 

3.7.4. Atomik Kuvvet Mikroskopisi 

SPR nanosensörlerin altın yüzeylerinin karakterizasyonu için yarı temas modunda 

atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ġngiltere) 

kullanılmıĢtır. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverlı interferometre özelliği 

ile 4096 x 4096 piksel gibi çok yüksek çözünürlükte ölçüm alabilmektedir. SPR 

nanosensör çift yüzlü karbon bant ile örnek tutucuya yerleĢtirilmiĢtir. Görüntüleme 

çalıĢmaları hava ortamında, yarı temas modunda gerçekleĢtirilmiĢtir. Salınım 

rezonans frekansı, 341.30 Hz olarak uygulanmıĢtır. TitreĢim genliği, 1 VRMS ve boĢ 

titreĢim genliği ise 2 VRMS‘dir. Örnekler 2 µm/s tarama hızında, 256 x 256 piksel 

çözünürlükte, 1 x 1 µm2‘lik bir alanın görüntüsü olarak alınmıĢtır.  
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3.8. Yüzey Plazmon Rezonans Sistemi ile Plazmon Ölçümleri 

SPR nanosensörlerin karakterizasyonu için yüzey plazmon eğrileri yüzey plazmon 

rezonans sistemi SPRiLab (GenOptics, Orsay, Fransa) ile alınmıĢtır. Altın 

kaplanmıĢ SPR sensör GenOptics firmasından (Orsay, Fransa) temin edilmiĢtir. 

SPR sensörler, 25.0 x 12.5 mm yüzey alanına sahip 50 nm kalınlıkta altın 

kaplanmıĢ olarak temin edilmiĢtir. Görüntü alınması sırasında ıĢığın SPR 

nanosensöre ulaĢma açısı değiĢtirilerek (48.7-56.7°) ıĢığın % kırılma değerleri 

alınmıĢtır. Elde edilen değerler incelenmiĢ ve yüzey plazmon eğrileri ıĢığın geliĢ 

açısına karĢı % kırılma miktarı ve eğimi grafiğe geçirilerek rapor edilmiĢtir. 

 

3.9. E2 BaskılanmıĢ SPR Nanosensörle Kinetik Analizler 

E2 baskılanmıĢ SPR nanosensörün hazırlanmasından sonra kinetik çalıĢmalara 

geçilmiĢtir. Kinetik çalıĢmalar, farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltileri ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çözeltiler pH 11 karbonat tamponuyla 20 ng/ml-10000 ng/ml 

arasında hazırlanarak SPR sistemine verilmiĢtir. ġekil 3.4‘de GenOptics SPRiLab 

sistemi gösterilmektedir. GenOptics SPRiLab, lazer kaynağı, ayna sistemi, CCD 

kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan oluĢmaktadır. Yüzeyine E2 

baskılanmıĢ nanofilm tutturulan SPR sensör, kinetik analiz çalıĢmalarında 

kullanılmıĢtır. Bu aĢamada kullanılan deneysel yöntem Ģu Ģekildedir: SPR 

nanosensör yüzeyi deiyonize su (50 ml) ile yıkanmıĢtır. Sistemden karbonat 

tamponu (pH 11.0) geçerken yüzey plazmon eğrileri alınmıĢ ve rezonans kırılma 

açısı belirlenmiĢtir. Cihaz bu kırılma açısına ayarlanmıĢ ve kinetik çalıĢmalar bu 

açı değerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Kinetik analiz çalıĢmalarında SPRview 

yazılımının kinetik görüntüleme programı kullanılmıĢtır. Bu program, dakikada 

yaklaĢık 150 kırılma miktarı değerini ölçmekte ve anlık olarak % kırılma miktarı 

değiĢimini gözlenmesine olanak sağlamaktadır. Plazmon eğrileri alınması ve 

aynanın rezonans açısı değerine ayarlanmasının ardından, SPR sisteminden 5 

dakika süreyle karbonat tamponu (pH: 11.0) geçirilmeye devam edilmiĢtir. Bu 

dengeleme basamağından sonra, farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltileri teker teker (10 

ml, 2.0 ml/dakika akıĢ hızı) sisteme verilmiĢtir. Rezonans frekansındaki kayma 

değerleri anlık olarak gözlenmiĢ ve denge durumuna geldiğinde sisteme %20‘lik 

gliserol çözeltisi (10 ml, 2.0 ml/dak. AkıĢ hızı, 25°C) verilerek desorpsiyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Desorpsiyon iĢleminden sonra, SPR nanosensör su ve 
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karbonat tamponu (pH 11.0) ile yıkanmıĢtır. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltileri 

sisteme verilmeden önce adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme aĢamaları 

tekrarlanmıĢtır.  

 

3.10. SPR Çipin Baskılama Seçiciliğinin Belirlenmesi 

E2 baskılanmıĢ SPR çipin seçiciliğini göstermek için E2 baskılanmamıĢ SPR çip 

hazırlanmıĢtır. E2, kolesterol ve stigmasterol moleküllerinin kullanılmasıyla 

oluĢturulan karıĢımlar (1000 ng/ml, 10 ml, 2.0 ml/dak. AkıĢ hızı, 25°C) sisteme 

verilmiĢtir. Hazırlanan çözeltilerin sisteme enjeksiyonundan sonra grafikler elde 

edilmiĢtir.  

 

 

ġekil 3.4. GenOptics SPRiLab sistemi. 

 

3.11. E2 BaskılanmıĢ Sensörün Tekrar Kullanılabilirliğinin Ġncelenmesi 

E2 baskılanmıĢ sensörün tekrar kullanılabilirliğinin incelenmek amacıyla 1000 

ng/ml deriĢimlerde hazırlanmıĢ E2 içeren çözeltiler (1000 ng/ml, 10 ml, 2.0 ml/dak. 

AkıĢ hızı, 25°C) SPR sistemine verilmiĢtir. Bu iĢlem on kez tekrar edilmiĢtir.  
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4. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

4.1. N-Metakriloil-(L)-lösin Metil Ester (MALM) Monomerinin 

Karakterizasyonu 

N-Metakriloil–(L)-lösin metil ester (MALM) monomeri (ġekil 4.1) ilk basamakta 

FTIR ile karakterize edilmiĢtir (ġekil 4.2). 1724 cm-1‘deki band MALM 

monomerinden kaynaklanan C=O bandına aittir. 1298 cm-1‘deki band lösin 

aminoasidindeki C-O bandından gelmektedir. 2800-3000 cm-1‘deki geniĢ band 

lösinden kaynaklanan –CH3 grubuna aittir. 1020-1250 cm-1 arasındaki geniĢ band 

lösindeki C-N titreĢim bandına, 1620 cm-1‘deki keskin band RNH2 grubundaki 

eğilme bandlarına aittir. Yapıya ait titreĢim, gerilme ve eğilme bandları, N-

Metakriloil –(L)-Lösin metil ester (MALM) monomerinin sentezinin gerçekleĢtiğini 

göstermektedir [194, 195]. 

 

 

ġekil 4.1. N-Metakriloil-(L)-Lösin metil ester (MALM) monomerinin sentezi. 
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ġekil 4.2. N-Metakriloil-(L)-lösin metil ester (MALM) monomerinin FTIR spektrumu. 

4.2. MALM-östradiol Ön Kompleksin Hazırlanması 

MALM-östradiol ön kompleksi (ġekil 4.3) kalıp molekül olarak östradiol, 

fonksiyonel monomer olarak MALM monomeri kullanılarak hazırlanmıĢtır (ġekil 

4.4) 

ġekil 4.3. Kalıp molekül E2: N-Metakriloil-(L)-lösin metil ester (MALM) monomer 

oranının belirlenmesi; E2:MALM monomerinin  mol oranları (1:1; 1:2; 1:3; 1:4). 
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ġekil 4.4. MALM-östradiol ön kompleksi ve HEMA fonksiyonel monomerinin 

polimerizasyonu. 

 

 



62 
 

 

Kalıp molekül olarak kullanılan E2‘nin N-Metakriloil-(L)-lösin metil ester (MALM) 

monomeri ile MALM-E2 ön kompleksini oluĢtururken stokiyometrik olarak birleĢme 

oranlarını tayin etmek için farklı mol oranlarındaki E2:N-Metakriloil-(L)-lösin metil 

ester (MALM) (1:1; 1:2; 1:3; 1:4) kompleksleri oluĢturulmuĢtur. E2 miktarı sabit 

tutularak artan MALM oranının kompleksleĢmeye etkisi UV mini 1240 SHIMADZU 

model spektrofotometre cihazı kullanılarak incelenmiĢtir. MALM-E2 ön 

komplekslerinin 200-700 nm dalga boyu aralığındaki absorbansları ölçülmüĢ, 

absorbansının gittikçe artan MALM mol oranı ile arttığı 1:4 E2:N-Metakriloil-(L)-

lösin metil ester (MALM) oranında absorbans değerinin değiĢiklik göstermediği 

tespit edilerek kalıp molekül:monomer oranı 1:4 olarak belirlenmiĢtir. 

 

4.3. SPR Sensörlerin Yüzey Karakterizasyonu 

4.3.1. Elipsometre Analizi 

E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR sensörün ortalama yüzey kalınlığı 

elipsometre cihazı kullanılarak incelenmiĢtir (ġekil 4.5). Elipsometrik ölçümler 658 

nm dalga boyunda, 65°‘lik bir geliĢ açısında gerçekleĢtirilmiĢtir. E2 baskılanmıĢ 

SPR sensörün ortalama kalınlık değeri 24.20 nm, E2 baskılanmamıĢ SPR 

sensörün ortalama kalınlığı 29.00 nm olarak hesaplanmıĢtır. 

 

4.3.2. Temas Açısı Ölçümleri 

Modifiye edilmemiĢ SPR sensörün, E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR 

sensörlerin yüzey karakterizasyonu Krüss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas 

açısı cihazı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Temas açısı değerleri DSA2 yazılımı 

kullanılarak hesaplanmıĢtır. Çizelge 4.1‘de modifiye edilmemiĢ SPR sensörün, E2 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR sensörlerin yüzey temas açıları verilmiĢtir. 

 

Temas açısı ölçümlerinden görüldüğü gibi modifiye edilmemiĢ SPR çip yüzeyinin 

temas açısı değeri (81.4º), E2 baskılanmıĢ SPR çip yüzeyinde 65.6º‘ye düĢmüĢtür. 

E2 baskılanmamıĢ SPR sensörün temas açısı değeri 63.3° olarak belirlenmiĢtir. 

Yüzeyin temas açısının önemli miktarda azalması, yüzeyin hidrofilik özelliğinin 

arttığını göstermektedir. Bu durum Ģu Ģekilde açıklanabilir: E2 tayin iĢlemi için 

hazırlanan SPR çiplerinde PHEMA kullanılmıĢtır. PHEMA hidrofilik karakterde bir 
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malzeme olduğundan dolayı, yüzeye hidrofilik bir polimerin tutturulması yüzey 

hidrofilitesini arttırmıĢ ve temas açısı değerini düĢürmüĢtür. ġekil 4.6‘da modifiye 

edilmemiĢ altın yüzeyin, 4.7.‘de E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR 

sensörlere ait temas açısı görüntüleri verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.5. E2 tanıma bölgelerine sahip nanofilmin elipsometrik ölçümde alınan 3 

boyutlu görüntüsü. 

 

Çizelge 4.1. Modifiye edilmemiĢ, E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR 

sensörlerin yüzey temas açıları. 

 

Yüzey  Temas Açısı° 

Modifiye edilmemiĢ altın yüzey  81.4° 

E2 baskılanmıĢ SPR sensor yüzeyi  65.6°  

E2 baskılanmamıĢ SPR sensor yüzeyi 63.3° 
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ġekil 4.6. BoĢ altın yüzey temas açısı ölçüm fotoğrafı. 

 

(a) 

 

(b) 

ġekil 4.7. E2 baskılanmıĢ (a) ve baskılanmamıĢ (b) SPR çiplerin yüzey temas 

açısı fotoğrafları. 
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4.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi 

Modifiye edilmemiĢ ve E2 baskılanmıĢ SPR nanosensörlerin yüzey morfolojisi yarı 

temas modunda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmiĢtir. Asidik pirana 

çözeltisi ile temizlenmiĢ SPR çipin yüzey derinliği, 4.55 nm olarak belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.8). E2 baskılanmıĢ SPR nanosensörün ortalama pürüzlülüğü 30.02 nm 

(ġekil 4.9) olarak bulunmuĢtur. Bu sonuçlar; E2 baskılanmıĢ nanofilmin SPR altın 

yüzeyine baĢarılı bir Ģekilde tutunduğunu göstermektedir. E2 baskılanmamıĢ SPR 

çipin AFM görüntüsü ġekil 4.10‘da verilmiĢtir. E2 baskılanmamıĢ SPR çipin 

ortalama pürüzlülüğü 16.45 nm olarak bulunmuĢtur.  

 

 

 

 

ġekil 4.8. Modifiye edilmemiĢ SPR sensörün yüzey derinliği. 
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ġekil 4.9. E2 baskılanmıĢ SPR çipinin yarı temas modunda alınan AFM görüntüsü. 

 

 

ġekil 4.10. E2 baskılanmamıĢ SPR çipin yarı temas modunda alınan AFM 

görüntüsü. 
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4.1.4. FTIR-ATR Analizi 

SPR nanosensörlerin altın yüzeylerinin karakterizasyonu için FTIR-ATR 

spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) 

kullanılmıĢtır. SPR sensör, cihazın örnek yuvasına yerleĢtirilmiĢ 400-4000 cm-1 

dalga sayısı aralığında yüzeyde gerçekleĢen toplam yansıma miktarı ölçülmüĢtür. 

E2 baskılanmıĢ SPR sensör yüzeyine ait FTIR-ATR spektrumu ġekil 4.11.‘de 

verilmiĢtir. ġekilden de görüldüğü gibi 3360 cm-1‘deki geniĢ pik v(N-H)  asimetrik 

gerilim bandına ait iken; 2927 cm-1 deki keskin band alifatik v(-CH3) bandına ait 

olup; 1721 cm-1‘deki pik v(C=O) bandına aittir. 1565 cm-1‘deki sinyal 

vas(COOH)‘daki asimetrik gerilimden kaynaklanırken 1416 cm-1‘deki sinyal 

vs(COOH)‘daki simetrik gerilimden kaynaklanmaktadır. 1253 cm-1‘deki sinyal 

v(CN) titreĢim bandına aittir. 1633 cm-1‘deki monomere ait v(C=C) bandının yok 

olmuĢ olması polimerleĢmenin gerçekleĢtiğini göstermektedir. 

 

ġekil 4.11. E2 baskılanmıĢ SPR çipe ait FTIR-ATR spektrumu. 
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4.4. SPR Nanosensörlerle Kinetik Analizler 

Biyomoleküllerin tayininde sıklıkla kullanılan enzim, radyo veya floresan iĢaretleme 

yöntemlerinden farklı olarak SPR temelli biyosensörler, herhangi bir iĢaretlemeye 

gerek duyulmadan kullanılabilirler [196]. ĠĢaretleme iĢleminin yapılmaması hem 

zaman kazandırmakta hem de maliyeti düĢürmektedir. ĠĢaretleyici moleküllerin 

ortamda bulunan diğer moleküllerle etkileĢiminden dolayı yanlıĢ sonuçlar elde 

edilebilmektedir. SPR temelli sensörlerin kullanılmasıyla bu sorunlar 

giderilebilmektedir. Ayrıca bu sensörlerde analit ve yüzey etkileĢimi gerçek 

zamanda ve doğrudan ölçülebilmektedir. Bu özellik nicel olarak kinetik, 

termodinamik ve deriĢim parametrelerinin belirlenmesini veya nitel olarak ligand ile 

analit arasındaki iliĢkinin karakterize edilmesini sağlamaktadır [7].  

 

Bu çalıĢma kapsamında E2 baskılanmıĢ SPR nanosensörler hazırlanmıĢtır. SPR 

sinyali ile E2 deriĢimi arasındaki iliĢkinin değerlendirilebilmesi için farklı 

deriĢimlerde (20-10.000 ng/mL) E2 çözeltileri hazırlanmıĢtır. Çözeltiler peristaltik 

pompa ile SPR nanosensörler ile etkileĢtirilmiĢ ve SPRview yazılımı kullanılarak 

kinetik veriler alınmıĢtır. ġekil 4.12‘de farklı deriĢimlerde hazırlanan E2 

çözeltilerinden elde edilen grafikler verilmiĢtir.  

 

ÇeĢitli ortamlarda E2 tayinine yönelik birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Auberšek ve 

arkadaĢları hastane atık suyunda 4.2 ng/l, atık su arıtım tesisinden aldıkları 

örneklerde 2.4 ng/l-12.7 ng/l E2 tayin etmiĢlerdir [197]. McAvoy, atık su arıtım 

tesisi ve çöp toplama alanından aldığı su örneklerini gaz kromatografisi-kütle 

spektrometrisine uygulamıĢ ve atık su arıtım tesisinden aldığı örneklerde 7.22 ng/l, 

çöp toplama alanından aldığı örneklerde ise 0.557 ng/l E2 tayin etmiĢtir [198].  

 

E2‘nin biyosensörlerle tayinine yönelik birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Zhang ve 

arkadaĢları optik dalgaboyu spektrometrisi kullanarak 50 pg/ml tayin sınırına [199], 

Liu ve Wong elektrokimyasal biyosensör ile 6 pg/ml tayin sınırına inmiĢlerdir [200]. 

Hui-Bin ve arkadaĢlarının insan idrarından 0.75-135 µg/ml deriĢimlerde E2 tayin 

etmiĢlerdir [201]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada flöresan duyu sistemi moleküler 

baskılanmıĢ polimerin sıvı kromatografisinde kullanıldığı analitik bir sistemde E2‘yi 

30-5000 ng/ml‘de tayin etmiĢtir [202]. 
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ġekil 4.12‘de farklı deriĢimlerde E2 çözeltilerinin nanosensörlere uygulanması ile 

elde edilen % kırılmaya karĢılık zaman grafikleri verilmiĢtir. ġekilden de görüldüğü 

gibi sensör yüzeyine E2 uygulanmasıyla birlikte % kırılma değeri artmaktadır.  

 

ġekil 4.13‘de tüm grafikler bir arada verilmiĢtir. Standart bir ölçümde, sistemden 

öncelikle denge tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulaĢana kadar E2 

çözeltisi geçirilmiĢ ve son aĢamada desorpsiyon çözeltisi kullanılmıĢtır. Bütün 

ölçümlerde sistemin dengeye ulaĢması için 35 dakika beklenilmiĢtir. Desorpsiyon 

ve rejenerasyon iĢlemleri yaklaĢık 15 dakika içinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.12. DeğiĢik deriĢimlerde E2 çözeltilerinin nanosensörlere uygulanması ile 

elde edilen % kırılmaya karĢılık 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; 

(ı) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml. 
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ġekil 4.12. DeğiĢik deriĢimlerde E2 çözeltilerinin nanosensörlere uygulanması ile 

elde edilen % kırılmaya karĢılık 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; 

(ı) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 
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ġekil 4.12. DeğiĢik deriĢimlerde E2 çözeltilerinin nanosensörlere uygulanması ile 

elde edilen % kırılmaya karĢılık 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; 

(ı) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 
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ġekil 4.12. DeğiĢik deriĢimlerde E2 çözeltilerinin nanosensörlere uygulanması ile 

elde edilen % kırılmaya karĢılık 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; 

(ı) 7500 ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 

 

 

ġekil 4.13. E2 çözeltisi ile SPR sensör arasındaki etkileĢimlere ait % kırılma 

zaman grafiği. 
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DeriĢimdeki artıĢla birlikte % kırılma değerindeki artıĢın daha fazla olduğu 

görülmektedir. Bunun sebebi olarak çözelti ile yüzey arasındaki sürücü güç olan 

deriĢim farkının artması gösterilebilir.  

 

ġekil 4.14‘da farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltilerinden elde edilen zamana karĢı ΔR 

deriĢimlerini gösteren grafikler verilmektedir. 

 

ġekil 4.15‘de farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltileri ve SPR temelli sensör arasındaki 

etkileĢimlere ait ΔR zaman grafiği verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.14. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltilerinden elde edilen zamana karĢı ΔR 

deriĢimlerini gösteren 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; (ı) 7500 

ng/ml; (g) 10000 ng/ml. 
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ġekil 4.14. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltilerinden elde edilen zamana karĢı ΔR 

deriĢimlerini gösteren 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; (ı) 7500 

ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 
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ġekil 4.14. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltilerinden elde edilen zamana karĢı ΔR 

deriĢimlerini gösteren 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; (ı) 7500 

ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 
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ġekil 4.14. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltilerinden elde edilen zamana karĢı ΔR 

deriĢimlerini gösteren 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; (ı) 7500 

ng/ml; (g) 10000 ng/ml (devam). 

 

 

ġekil 4.15. Farklı deriĢimlerdeki E2 çözeltileri ve SPR sensör arasındaki 

etkileĢimlere ait ΔR zaman grafiği.  
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ġekil 4.16‘da görüldüğü gibi SPR nanosensör, iki farklı deriĢim aralığında deriĢim-

sinyal doğrusallığı göstermektedir. ġekil 4.16‘da görüldüğü gibi 20-1000 ng/ml 

aralığındaki veriler değerlendirildiğinde elde edilen doğrunun denklemi (y = 

2.8476x – 0.3502) ve doğrusallığı (R2) 0.9609 olarak hesaplanmıĢtır. 2000-10000 

ng/ml aralığındaki veriler değerlendirildiğinde elde edilen doğrunun denklemi 

(y=0.2607x-4.6529) ve doğrusallığı (R2) 0.8893 olarak hesaplanmıĢtır. Bu 

sonuçlara göre; E2 molekülleri iki farklı bölgede yüksek afinite ile bağlanmaktadır. 

BaĢka bir ifadeyle; hazırlanan SPR nanosensör, 20-1000 ng/ml aralığında % 96, 

2000-10000 ng/ml aralığında deriĢim değerini ise % 88.9 doğrulukta ölçüm 

yapabilmektedir.  

 

 

ġekil 4.16. E2 baskılanmıĢ SPR nanosensör ve ΔR arasındaki iliĢki. 

 

Denge Analizi 

Toplam ligand miktarı ([B]0), yüzeyin maksimum analit bağlama kapasitesi olarak 

tanımlanırsa; diğer tüm deriĢim değerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. 

Böylelikle kütlenin deriĢime dönüĢtürülme iĢleminin yapılmasına gerek 

kalmayacaktır. Serbest analit deriĢiminin akıĢ hücresinde sabit kaldığı yalancı-

birinci derece koĢulları altında bağlanma Ģu Ģekilde ifade edilir: 

 

y = 2,8476x + 0,3502 
R² = 0,9609 

y = 0,2607x + 4,6529 
R² = 0,8893 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 2 4 6 8 10 12

Δ
R

 

C (µg/ml) 



78 
 

dΔR /dt = kaC (ΔRmaks -ΔR)-kdΔR (4.1) 

 

Burada; dΔR/dt, SPR sinyalinin değiĢim hızı; R ve Rmaks, bağlanma ile ölçülen 

maksimum sinyal; C, analit deriĢimi (µg/ml), ka, bağlanma hız sabiti (ml/µg.s) ve kd, 

ayrılma hız sabiti (1/s)‘dir. Bağlanma sabiti KA (ml/µg), ka ve kd sabitlerinin 

oranından hesaplanır (KA=ka/kd). Denge durumunda, dΔR/dt=0 alınarak eĢitlik 

basitleĢtirilir: 

 

ΔRdenge /C = KAΔRmak – KAΔRdenge (4.2) 

 

Bundan dolayı, bağlanma sabiti KA, ΔRdenge/C‘ye karĢı ΔRdenge grafiğinden 

hesaplanır. Ayrılma sabiti KD ise; 1/KA eĢitliği ile hesaplanabilir.  

 

Bağlanma Kinetik Analizi 

EĢitlik 4.1 tekrar düzenlendiğinde;  

 

dΔR/dt = kaCΔRmaks – (kaC + kd)ΔR  (4.3) 

  

eĢitliği elde edilir. Buradan, etkileĢim kontrollü kinetikler için çizilen dΔR/dt‘ye karĢı 

ΔR grafiğinin, eğimi –(kaC + kd) olan bir doğru verdiği görülmektedir. BaĢlangıç 

bağlanma hızı analit deriĢimiyle doğrusal bir iliĢki içerisindedir ve kantitatif olarak 

deriĢim belirlenmesinde kullanılır. Eğer Rmaks değeri biliniyorsa, tek bir sensorgram 

kullanılarak ka ve kd değerleri hesaplanabilir. Yüzeyi tamamen doygunluğa 

eriĢtirmek için çok yüksek analit deriĢimleri gerekli olduğu için Rmaks‘ın deneysel 

olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklaĢım, birçok farklı analit 

deriĢimlerinde bağlanma sensorgramlarının alınmasıdır. Ġleri ve geri yöndeki 

hızların analizi için çizilen dΔR/dt‘ye karĢı ΔR grafikleri, ileri ve geri yöndeki hız 

sabitleri ile iliĢkili bir eğim değeri (S) vermektedir:  

 

S = kaC + kd (4.4) 

 

S‘ye karĢı C grafiği, eğimi ka olan bir doğru vermektedir. Teorik olarak kesim 

noktası kd değerini vermektedir. Fakat, kaC >> kd olduğu durumlarda kd‘nin 
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hesaplaması için bu yöntem çok güvenilir değildir. Daha güvenilir yöntem, ayrıĢma 

kinetiğinin incelenmesidir.    

 

ln(ΔR0 / ΔRt) = kd (t – t0)  (4.5) 

 

Burada; ΔR0 ve ΔRt, ayrılma eğrisindeki t0 ve t anlarındaki SPR sinyal değerleridir 

[203]. ġekil 4.17‘de denge analizi ve bağlanma kinetik analizi için çizilen doğrular 

verilmiĢtir. Bu doğrulara ait denklemlerden hesaplanan ΔRmaks, ka, kd, KA ve KD 

değerleri Çizelge 4.2‘de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.2. Kinetik hız sabitleri. 

Denge Analizi (Scatchard) Bağlanma Kinetik Analizi 

ΔRmaks 7.88  ka, µg/ml.s 0.046 

KA, µg/ml 0.7689 kd, 1/s 0.075 

KD, ml/µg 1.30 KA, µg/ml 0.615 

R2 0.9744 KD, ml/µg 1.63 

  R2 0.9659 

 

4.6. Denge Ġzoterm Modelleri 

E2 baskılanmıĢ SPR nanosensör ile E2 arasındaki etkileĢimi incelemek amacıyla 

dört farklı izoterm modeli uygulanmıĢtır: Scatchard, Langmuir; Freundlich ve 

Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.  

 

Scatchard ΔRdenge /[C] = KA(ΔRmaks- ΔRdenge) 

Langmuir ΔR={ΔRmaks[C]/KD+[C]} 

Freundlich ΔR=ΔRmaks[C]1/n 

Langmuir-Freundlich ΔR={ΔRmaks[C]1/n/KD+[C]1/n} 

 

Burada; ΔRmaks, maksimum SPR sinyal kayması; ΔRdenge, denge halindeki SPR 

sinyal kayması; [C], analit deriĢimi (µg/ml); KA (µg/ml), bağlanma denge sabiti; KD 

(ml/µg), ayrıĢma denge sabiti; 1/n, Freundlich yüzey heterojenite indeksidir. 
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(a) 

 

 

(b) 

ġekil 4.17. Kinetik hız sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklaĢımı 

(Scatchard); (b) Bağlanma kinetik yaklaĢımı. 
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ġekil 4.18‘e göre deneysel olarak elde edilen veriler E2 tayinine en uygun model 

Langmuir modelidir (R2= 0.9985). Bu sonuç, hazırlanan sensör yüzeyindeki E2 

bağlanma özelliklerinin homojen dağılımlı, tek tabakalı, eĢ enerjili ve minumum 

yanal etkileĢimli olduğunu göstermektedir. Her üç izoterm modelinden elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.3‘de verilmiĢtir. 

 

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

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich 

ΔRmaks, µg/ml  7.28 ΔRmaks, µg/ml 2.356 ΔRmaks, µg/ml 2.78 

KD, ml/µg 0.1354 1/n 0.6436 1/n 0.1150 

KA, µg/ml 7.39 R2 0.9626 KD, ml/µg 1.69 

R2 0.9985     KA, µg/ml 0.592 

    R2 0.9749 
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(b) 

 

(c) 

ġekil 4.18. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir;  (b) Freundlich; (c) Langmuir- 

Freundlich. 
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4.7. YarıĢmalı kinetik analizler 

Hazırlanan E2 baskılanmıĢ sensörün E2‘ye karĢı seçiciliğinin belirlenmesi için 

yarıĢmalı adsorpsiyon çalıĢmaları E2, kolesterol ve stigmasterol biyomoleküllerinin 

kullanılmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Kolesterol ve stigmasterol için E2 molekülerine göre dağılma ve seçicilik 

katsayıları aĢağıdaki eĢitliğe göre belirlenmiĢtir:  

 

Kd = [(Ci – Cf)/Cf] x V/m                                                                        (4.6) 

  

EĢitlikte Kd, dağılma katsayısını (ml/g); Ci ve Cf, biyomoleküllerin baĢlangıç ve 

sonuç deriĢimlerini (µg/ml); V, kullanılan çözelti hacmini (ml) ve m, polimerin 

kütlesini (g) ifade etmektedir. SPR sensör uygulamalarında, deriĢim ve kütle 

parametrelerinin dönüĢtürülmesi gerçekleĢtirilmektedir [203]. Bu yaklaĢımdaki 

temel sebepler; baĢlangıç ve son deriĢimleri arasında önemli bir fark 

gözlenememesi; polimerin kütlesinin kesin olarak belirlenememesi ve deriĢimin ΔR 

ile doğrusal iliĢkide olmasıdır.  

 

Bu durumda seçicilik katsayısı, 

k= ΔRkalıp/ ΔRgiriĢimci                                                                                               (4.7) 

Ģeklinde kullanılabilir. Baskılama seçiciliğinin belirlenmesi ise; 

k‘= kbaskılanmıĢ/kkontrol                                                                                              (4.8) 

Ģeklinde ifade edilebilir.  

 

ġekil 4.19 ve 4.20 ((a) 1000 ng/ml E2; (b) 1000 ng/ml kolesterol; (c) 1000 ng/ml 

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)  

incelendiğinde; E2 baskılanmıĢ SPR nanosensörün kolesterol ve stigmasterol 

molekülleriyle spesifik bir etkileĢime girmediği ve sinyal vermediği belirlenmiĢtir. Bu 

durum E2 baskılanmıĢ çipin, E2 molekülüne seçici olduğunu göstermektedir. Ġkili 

ve üçlü karıĢımlar dikkate alındığında, E2 karıĢımlarının gösterdiği ΔR kayma 

değerleri, tekli çözeltilere göre daha düĢüktür. Bu durum, moleküllerin karıĢım 

halinde bir yarıĢmacı ajan olarak davrandığı ve ΔR kayma değerinde azalmaya 

sebep olduğunu göstermektedir.  
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ġekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % kırılma-zaman grafikleri. 
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ġekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % kırılma-zaman grafikleri (devam). 
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ġekil 4.19. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % kırılma-zaman grafikleri (devam). 

 

 

 

 

ġekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % ΔR-zaman grafikleri. 
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ġekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % ΔR-zaman grafikleri (devam). 
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ġekil 4.20. E2, kolesterol ve stigmasterolün tekli, ikili ve üçlü çözeltileri ile SPR 

sensör arasındaki % ΔR-zaman grafikleri (devam). 

 

4.6. E2 baskılanmıĢ sensörün baskılama seçiciliğinin belirlenmesi 

E2 baskılanmıĢ sensörün baskılama seçiciliğini göstermek için E2 baskılanmamıĢ 

SPR çip hazırlanmıĢtır. E2, kolesterol ve stigmasterol biyomoleküllerinin 

kullanılmasıyla oluĢturulan karıĢımlar SPR sistemine verilmiĢtir. Bu çözeltiler 

karbonat tamponunda (pH 11) 1000 ng/ml deriĢimde hazırlanmıĢlardır. ġekil 

4.21‘de % kırılma/zaman, ġekil 4.22‘de ΔR/zaman grafikleri verilmiĢtir. ġekil 4.22 

incelendiğinde; E2 baskılanmamıĢ SPR nanosensörün kolesterol ve stigmasterol 

ile herhangi bir etkileĢime girmediği ve sinyal vermediği gözlenmiĢtir. Tekli ve üçlü 

karıĢımlarda; E2 baskılanmıĢ SPR sensörlere benzer sonuçlar elde edildiği ve 

karıĢımların sinyal değerlerinde antagonistik bir etki olduğu görülmektedir. E2, 

kolesterol ve stigmasterolün bulunduğu ortamda daha az ΔR değeri vermesinin 

sebebi; bu moleküllerin yarıĢmacı ajan olarak davranıp E2‘nin bağlandığı bölgelere 

bağlanmak istemesidir. Diğer bir muhtemel sebepte üçlü karıĢımın bulunduğu 
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ortamdaki sterik engellerin oldukça fazla olması ve E2 moleküllerinin bağlanması 

gereken boĢluklara ulaĢamamasıdır. E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR 

sensörler karĢılaĢtırıldığında; E2 sinyalinin 3.00‘den 1.05‘e düĢtüğü görülmektedir 

(Çizelge 4.4). EĢitlik 4.7 ve 4.8 kullanılarak hesaplanan seçicilik katsayıları, 

stigmasterol için 5.0 (baskılanmıĢ), 4.20 (baskılanmamıĢ); kolesterol için 10.00 

(baskılanmıĢ), 8.07 (baskılanmamıĢ) olarak bulunmuĢtur. Bağıl seçicilik değeri, 

1‘in ne kadar üzerindeyse baskılama iĢleminin o kadar etkin olduğu bilinmektedir 

[204]. E2 tayini için hazırlanan QCM temelli sensörün E2 sinyal duyarlılığının 2.2 

(baskılanmıĢ)‘den 0.8 (baskılanmamıĢ)‘e düĢtüğü görüĢmüĢtür [76].  

 

 

 

 

ġekil 4.21. E2, kolesterol ve stigmasterol çözeltileri ile E2 baskılanmamıĢ SPR 

sensör arasındaki etkileĢimlere ait % kırılma-zaman grafikleri. 
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ġekil 4.21. E2, kolesterol ve stigmasterol çözeltileri ile E2 baskılanmamıĢ SPR 

sensör arasındaki etkileĢimlere ait % kırılma-zaman grafikleri (devam). 

 

 

ġekil 4.22. E2, kolesterol ve stigmasterol çözeltileri ile E2 baskılanmamıĢ SPR 

sensör arasındaki etkileĢimlere ait ΔR-zaman grafikleri. 
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ġekil 4.22. E2, kolesterol ve stigmasterol çözeltileri ile E2 baskılanmamıĢ SPR 

sensör arasındaki etkileĢimlere ait ΔR-zaman grafikleri (devam). 

 

 

 



92 
 

Çizelge 4.4. E2‘ye göre stigmasterol ve kolesterol için seçicilik ve bağıl seçicilik 

katsayıları. 

                                        MIP                                                 NIP 

Biyomolekül       ΔR                      k                 ΔR                  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 baskılanmıĢ SPR sensörün tekrar kullanılabilirliğinin incelenmesi 

E2 baskılanmıĢ SPR sensörün tekrar kullanılabilirliğini incelemek amacıyla 1000 

ng/ml deriĢimlerde E2 içeren çözeltiler SPR sistemine tekrarlı (10 kez) bir Ģekilde 

enjekte edilmiĢ ve sonuçlar Ģekil 4.23‘de verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.23. E2 baskılanmıĢ SPR sensörün tekrar kullanılabilirliği. 
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5. YORUM 

 MALM monomeri, L-lösin metil esterinin metakroil klorür ile tepkimesi 

sonucu elde edilmiĢtir. Elde edilen monomer FTIR ile karakterize edilmiĢtir.  

 MALM monomerinin FTIR spektrumunda 1724 cm-1‘deki band MALM 

monomerinden gelen C=O bandına aittir. 1298 cm-1‘deki band lösin 

aminoasidindeki C-O bandından kaynaklanmaktadır. 2800-3000 cm-1‘deki 

geniĢ band lösinden kaynaklanan -CH3 grubuna aittir. 1020-1250 cm-1 

arasındaki geniĢ band lösindeki C-N titreĢim bandına, 1620 cm-1‘deki keskin 

band RNH2 grubundaki eğilme bandlarına aittir. 

 BoĢ SPR çip, E2 baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR çiplerin temas açısı 

ölçümlerinden görüldüğü üzere; boĢ SPR çipin yüzey temas açısı değeri 

81.4º iken, E2 baskılanmıĢ SPR çipin temas açısı değeri 65.6º‘ye, E2 

baskılanmamıĢ SPR çipin temas açısı değeri de 63.3°‘ye düĢmüĢtür. 

Temas açısında meydana gelen düĢüĢün nedeni Ģu Ģekilde açıklanabilir: 

HEMA hidrofilik karakterde bir malzeme olduğundan dolayı, yüzeyde 

hidrofilik bir polimerin bulunması yüzey hidrofilitesini arttırmıĢ ve temas 

açısı değerini düĢürmüĢtür. 

 E2 baskılanmıĢ SPR sensörün ortalama yüzey kalınlığı elipsometre ile elde 

edilmiĢtir. E2 baskılanmıĢ SPR sensörlerün yüzey kalınlığı 24.20 nm, E2 

baskılanmamıĢ SPR çipin yüzey kalınlığı 29.00 nm olarak tespit edilmiĢtir.  

 E2 baskılanmıĢ SPR sensörün yüzey morfolojisi yarı temas modunda 

atomik kuvvet mikroskobu kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. E2 baskılanmıĢ 

SPR sensörün ortalama yüzey pürüzlülüğü 30.02 nm, E2 baskılanmamıĢ 

SPR çipin ortalama yüzey pürüzlülüğü 16.45 nm olarak tespit edilmiĢtir.   

 SPR sensörlerin yüzey karakterizasyonu FTIR-ATR spektrofotometresiyle 

yapılmıĢtır. 3360 cm-1‘deki geniĢ pik v(N-H) asimetrik gerilim bandına ait 

iken; 2927 cm-1‘deki keskin band alifatik v(-CH3) bandına ait olup; 1721 cm-

1‘deki pik v(C=O) bandına aittir. 1565 cm-1‘deki sinyal vas(COOH)daki 

asimetrik gerilimden, 1416 cm-1‘deki sinyal vs(COOH)‘daki simetrik 

gerilimden kaynaklanmaktadır. 1253 cm-1‘deki sinyal v(CN) titreĢim bandına 

aittir. 1633 cm-1‘deki monomere ait v(C=C)bandının yok olması 

polimerleĢmenin gerçekleĢtiğini göstermektedir. 
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 E2 baskılanmıĢ SPR sensör artan deriĢimlerde hazırlanmıĢ E2 çözeltileriyle 

etkileĢtirilmiĢtir. Artan deriĢimlerle birlikte ΔR değerlerinde de bir artıĢ 

görülmüĢtür. Bunun nedeni; sensör yüzeyi ile çözelti arasındaki sürücü güç 

olan deriĢim farkının artmasıdır.  

 ΔR‘ye karĢılık zaman grafikleri bir arada çizildiğinde deriĢimin artmasıyla 

ΔR değerlerinin arttığı açık bir Ģekilde görülmektedir.  

 SPR sensör iki farklı deriĢim aralığında deriĢim-sinyal doğrusallığı 

göstermektedir.  20 ng/ml – 1000 ng/ml deriĢim aralığında alınan veriler 

değerlendirildiğinde elde edilen doğrunun denklemi y=2.8476x+0.3502 ve 

doğrusallığı (R2) 0,9609; 2000 ng/ml – 10000 ng/ml deriĢim aralığında 

alınan veriler değerlendirildiğinde elde edilen doğrunun denklemi 

y=0.2607x+4.6529 ve doğrusallığı (R2) 0.8893 olarak hesaplanmıĢtır. Elde 

edilen bu verilerle SPR sensör, 2000 ng/ml – 10000 ng/ml aralığında %96, 

2000 ng/ml – 10000 ng/ml aralığında %88 doğrulukta ölçüm yapmaktadır.  

 Langmuir modelin hazırlanan SPR sensöre en uygun izoterm model olduğu 

görülmüĢtür. Hesaplanan ΔRmaks değeri (7.28) deneysel değere (7.0) 

oldukça yakındır.  Langmuir denkleminden hesaplanan KA ve KD değerleri 

sırasıyla 7.39 ve 0.13 olarak hesaplanmıĢtır.  

 Hazırlanan E2 baskılanmıĢ SPR sensörün E2‘ye karĢı seçiciliğinin 

belirlenmesi için yarıĢmalı bağlanma çalıĢmaları E2, kolesterol ve 

stigmasterol çözeltileri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. E2 baskılanmıĢ SPR 

sensörün E2‘ye verdiği sinyal değeri (ΔR) 3.0 iken, aynı deriĢimlerde 

hazırlanan stigmasterol ve kolesterol çözeltilerine verdiği sinyal değeri 

sırasıyla 0.6 ve 0.3‘tür. Bu sonuçlara göre hazırlanan sensör E2‘yi 

stigmasterole göre 5, kolesterole göre 10 kat daha duyarlı tayin etmektedir. 

EtkileĢimdeki bu hassasiyet kalıp molekül olan E2‘nin üç boyutlu yapısının 

polimerik hafızaya alınmasından kaynaklanmaktadır.  

 E2 baskılanmıĢ SPR sensörün baskılama seçiciliğini göstermek için E2 

baskılanmamıĢ SPR sensör hazırlanmıĢ ve seçicilik çalıĢmalarında olduğu 

gibi aynı deriĢimlerde E2, kolesterol ve stigmasterol SPR sistemine enjekte 

edilmiĢtir. E2 baskılanmamıĢ SPR sensörün aynı deriĢimlerdeki E2, 

kolesterol ve stigmasterol çözeltilerine verdiği tepki daha az olmuĢtur. E2 

baskılanmıĢ ve baskılanmamıĢ SPR sensörler karĢılaĢtırıldığında E2 sinyal 



95 
 

duyarlılığının 3.00‘ten 1.05‘e düĢtüğü görülmektedir. EĢitlik 4.7 ve 4.8 

kullanılarak hesaplanan seçicilik katsayıları,  stigmasterol için 5.00 

(baskılanmıĢ), 4.20 (baskılanmamıĢ); kolesterol için 10.00 (baskılanmıĢ), 

8.07 (baskılanmamıĢ) olarak bulunmuĢtur. 

 E2 baskılanmıĢ PHEMALM SPR sensörün tekrar kullanılabilirliğini 

incelemek için; aynı deriĢimde E2 içeren çözeltiler 10 kez SPR sistemine 

verilmiĢ ve hazırlanan SPR sensörün E2 tayin miktarında önemli bir düĢüĢ 

olmadan E2‘yi tayin ettiği görülmüĢtür.  
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