





ALERJEN SPESIFIK IMMUNOGLOBULIN E TAYINI
ICIN YUZEY PLAZMON BiYOSENSORLERIN
GELISTIRILMESI

DEVELOPMENT OF SURFACE PLASMON BIOSENSORS
FOR DETECTION OF ALLERGEN SPECIFIC
IMMUNOGLOBULIN E

MUHAMMED ERKEK

DOC. DR NILAY BERELI

Tez Danmismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Ynetmeliginin
Kimya Anabilim Dali i¢in Ongérdiigii

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2022



"Diinyada her sey i¢in,
Medeniyet i¢in, hayat i¢in, basart igin en hakiki miirgit ilimdir, fendir.
Ilim ve fennin disinda yol gésterici aramak gaflettir,

dogru yoldan sapmaktir.”

MUSTAFA KEMAL ATATURK

Sevgile Canun Ademe. ..



OZET

ALERJEN SPESIFIK IMMUNOGLOBULIN E TAYINI iCiN YUOZEY
PLAZMON BiYOSENSORLERIN GELiSTiRILMESI

Muhammed ERKEK

Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Tez Damismani: Do¢. Dr. Nilay BERELI

Ocak 2022, 72 sayfa

Alerji diinya niifusunun %10-20’sini etkileyen oldukc¢a yaygin kronik bir hastaliktir.
Alerji, yetiskin niifusun %2'sini ve ¢cocuklarin %8'ini etkilemektedir. Alerjik hastaliklar,
solunum sisteminin toz ve polenlere, sindirim sisteminin belirli bir gidaya, cildin bir
kimyasal maddeye maruz kalmasi ile ortaya ¢ikabilir. Serumda, antijen-spesifik
immunoglobulin E’nin (IgE) tayini antijene karsi asir1 duyarliligi belirtir. IgE diizeyi
alerjik durumlarda ytikselir. Baslica alerjenik kaynaklar polenler, besinler, akarlar, kiifler
ve zehirlerdir. Bu nedenle astim, egzama ve saman nezlesi gibi alerjik hastaliklarin teshisi
icin IgE diizeyindeki artis 6nemlidir. Alerjen tespiti igin geleneksel yontemler genellikle
enzimatik etiketleme gerektiren Enzim-bagli immunosorbent analizi (ELISA) teknigidir.
Bu etiketleme siireci zaman alicidir ve hedef biyomolekiillerin immunokimyasal
aktivitesini degistirebilir. Yiizey plazmon rezonans (SPR), biyomolekiiller arasindaki
etkilesim Ol¢limii i¢in iyi bilinen bir teknolojidir. Bu tez kapsaminda alerjen-spesifik
serum IgE tayini icin optik temelli ylizey plazmon rezonans biyosensorler hazirlanmigtir.
SPR biyosensor ¢ip yiizeyi oncelikle 3-merkaptopropionik asit ile igsevlestirilmistir. N-
etil-N'-(3-dietilaminopropil)karbodiimid (EDC)/siilfo-N-hidroksisiilfosiiksinimit (NHS)

ile aktive edilmis karboksilik asit fonksiyonlarma kovalent baglanmasi



gerceklestirilmistir. Antikor iizerindeki terminal amin gruplar ile Anti-immiinoglobulin
E daha sonra tanima boélgeleri olarak yiizeye immobilize edilmistir. Hazirlanan SPR
biyosensor ¢ip yiizeyi temas agisi, atomik kuvvet mikroskop (AFM) ve elipsometre ile
karakterize edilmistir. Yiizey piiriizliiliik degerleri bos ¢ip ylizeyi ve modifiye edilmis ¢ip
yiizeyi i¢in sirasiyla 0.28 nm ve 8.36 nm olarak bulunmustur. IgE tayini 1.0 ng/mL-1000
ng/mL derigim araliginda yiiriitiilmiistiir. SPR biyosensorde plazma ve sulu ¢ozeltilerde
IgE’nin tayini yaklagik 10 dakika analiz siiresiyle c¢ok segici bir sekilde
gergeklestirilmistir. IgE tayin sinir1 (LOD) 0.22 ng/mL olarak bulunmustur. Albumin,
immunoglobulin G, miyoglobin proteinleri ile segicilik ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
Tekrarlanbilirlik ¢alismalart SPR biyosensor sistemine ard ard 5 defa IgE oOrnkeleri
verilerek sinyal yanit kararlilig1 incelenmistir. Tasarlanan SPR biyosensor ¢iplerin ylizey
homojenligini incelemek i¢in Scatchard, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich
adsorpsiyon izoterm modelleri hesaplanmigtir. Hem c¢iplerde adsorpsiyon davranisi,

Langmuir izoterm modeline uygun olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Alerji, Immunoglobulin E, Yiizey Plazmon Rezonans,

Biyosensorler.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SURFACE PLASMON BIOSENSORS FOR DETECTION
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Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Dog. Dr. Nilay BERELI

January 2022, 72 pages

Allergy is a mysterious chronic disease that causes the digestive system to be exposed to
certain foods, the respiratory system to dust or pollen, or the skin to chemicals. Allergy
is a very common disease affecting 10-20% of the world's population. Allergy affects 2%
of the adult population and 8% of children. Immunoglobulin E (IgE) level rises in allergic
conditions. The main allergenic sources are pollen, foods, mites, molds and poisons.
Therefore, the increase in IgE level is important for the diagnosis of allergic diseases such
as asthma, eczema and hay fever. Food allergy is defined by the adverse reactions of the
immune system when triggered by the consumption of certain foods. Food allergy
reactions occur as a result of the recognition of allergenic proteins by allergen-specific
IgE antibodies. For some allergic individuals, selective food contact can develop into life-
threatening reactions (such as anaphylactic shock). Traditional methods for allergen
detection are Enzyme-linked immunosorbent analysis (ELISA), which usually requires
enzymatic labeling. This labeling process is time consuming and can alter the
immunochemical activity of target biomolecules. Surface plasmon resonance (SPR) is a
well-known technology for the measurement of interactions between biomolecules. In
this thesis, optical-based surface plasmon resonance biosensors were prepared for



allergen-specific serum IgE determination. The SPR biosensor gold chip surface is
primarily functionalized with 3-mercaptopropionic acid. The covalent coupling of N-
ethyl-N'-(3-diethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)/sulfo-N-hydroxysulfosuccinimide
(NHS) has been performed to activate carboxylic acid functions. Anti-immunoglobulin E
(anti-IgE) with terminal amine groups on the antibody were then immobilized to the
surface as recognition sites. The prepared SPR biosensor chip surface was characterized
by the contact angle, atomic force microscope (AFM) and ellipsometry. Surface
roughness values were found as 0.28 nm and 8.36 nm for the bare chip surface and the
modified chip surface, respectively. The detection of IgE has been carried out in the broad
range of 1.0 ng/mL-1000 ng/mL. The detection of IgE was performed with the SPR
biosensor in plasma and aqueous solutions very selectively with an analysis time of
approximately 10 minutes. The limit of detection (LOD) value for IgE was found to be
0.22 ng/mL. Selectivity studies were performed with albumin, immunoglobulin G, and
myoglobin as similar proteins. In reusability studies, IgE samples were given to the SPR
biosensor system five times in a sequence and were examined the stability of the signal
response. Scatchard, Langmuir, Freundlich and Langmuir-Freundlich adsorption
isotherm models were calculated to examine the surface homogeneity of the designed
SPR biosensor gold chips. The adsorption behavior of both chips was found following

the Langmuir isotherm model.
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1. GIRIS

Alerji gizemli bir kronik hastaliktir. Temas, solunum veya yiyecekler alerjiye neden
olabilir. Alerjik hastaliklar, solunum sisteminin toz ve polenlere (veya diger maddeler),
sindirim sisteminin belirli bir gidaya, cildin bir kimyasal maddeye maruz kalmasi ile
olusabilir [1]. Alerji terimi, kisilerin belirli maddeye maruz kaldiginda ortaya ¢ikan
belirtilere ve asir1 duyarliliga dikkat ¢ekmek icin ilk defa 1906 yilinda Clemens von
Pirquet tarafindan kullanilmistir [2-4]. Anafilaktik sok, dermatit, alerjik rinit, besin
alerjisi ve astim gibi atopik hastaliklarin siddetlenmesini 6nlemek i¢in mast hiicre
aktivasyonuna neden olan antijenlerin taninmasi olduk¢a 6nemlidir. Serumda, antijen-
6zgiil immunoglobulin E’nin (IgE) tayini antijene kars1 asir1 duyarliligi belirtir [5]. IgE
diizeyi alerjik durumlarda yiikselir. Bu nedenle astim, egzama ve saman nezlesi gibi
alerjik hastaliklarin teshisi i¢in IgE diizeyindeki artis 6nemlidir. Duyarli hastalarin IgE
diizeyleri serumda 0.3 pg/mL civarindadir [6]. Alerji, diinya niifusunun %10-20’sini
etkileyen oldukga yaygin bir hastaliktir [7]. Alerji, yetigkin niifusun %2'sini ve gocuklarin
%8'ini etkilemektedir [8]. Hassas bireylerde, alerjenlerin viicuda alimi ¢ok kisa siirelerde
(dakika mertebesinde) sindirim bozukluguna (ishal), solunumda (rinit, astim) ve
dolasimda  (6dem, hipotansiyon) sikintilara, cilt reaksiyonlarna  (lrtiker,
dermatit/egzama) neden olabilir. Baz alerjik kisiler i¢in, se¢ici bir gida ile temas yasami

tehdit eden reaksiyonlara (anafilaktik sok) doniisebilir [8,9].

Son yirmi yilda biyosensor yaklasimlarin klinik arastirma calismalarinda kullanimi
onemli bir rol oynamustir. Biyosensorler, ELISA yOntemine potansiyel bir alternatif
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biyosensorler hizli, basit, yeniden kullanilabilir, ucuz ve
cok noktal1 algilama ile ilgili baz1 6nemli sorunlari ¢6zmenin muhtemelen en umut verici
yollarindan birini saglamaktadir. Biyosensorler, geleneksel yontemlere potansiyel bir
alternatiftir. Hem ¢evrimigi (on-line) izleme ve ger¢ek zamanli algilama saglar hem de
karsilastirilabilir hassasiyetler ve segicilik sunmaktadir. Biyosensdrler biyolojik yaniti
Olciilebilir bir sinyale doniistiirerek molekiillerin ve/veya bilesiklerin taninmasi ve tayin
edilmesi i¢in kullanilan ¢ok popiiler algilayici platformlardir. Gergek zamanli ve etiketsiz
olarak yiiksek hassasiyetle algilama platformlar1 olarak optik temelli yilizey plazmon

rezonans (SPR) biyosensorler yaygin olarak kullanilmaktadir. SPR biyosensér 50-100 nm



altin film ile kaplanmig bir sensor ¢ip ylizeyine herhangi bir etiketleme olmaksizin

molekiillerin baglanmasinin ger¢ek zamanli 6l¢iildiigii bir sistemdir.

Bu tez kapsaminda alerjen-spesifik serum IgE tayini icin optik temelli yilizey plazmon
rezonans biyosensoOrler hazirlanmistir. SPR  biyosensor ¢ip yiizeyi Oncelikle 3-
merkaptopropionik asit ile issevlestirilmistir. N-etil-N'-(3-dietilaminopropil) karbodiimid
(EDC)/stilfo-(N-hidroksisiilfosiiksinimit sodyum tuzu) NHS ile aktive edilmis
karboksilik fonksiyonlarina kovalent baglanmasi gerceklestirilmistir. Antikor iizerindeki
terminal amin gruplari ile Anti-immiinoglobulin E daha sonra tanima bdolgeleri olarak
ylizeye immobilize edilmistir. Hazirlanan SPR biyosensor ¢ip ylizeyi temas agisi ve
atomik kuvvet mikroskop (AFM) ile karakterize edilmistir. Yiize piiriizliilik degerleri
bos ¢ip ylizeyi ve modifiye edilmis ¢ip yiizeyi igin sirasiyla 0.28 nm ve 8.36 nm olarak
bulunmustur. IgE tayini 1.0 ng/mL-1000 ng/mL derisim araliginda yiiriitiilmiistiir. SPR
biyosensorde plazma ve sulu ¢ozeltilerde IgE’nin tayini yaklasik 10 dakika analiz
stiresiyle ¢ok segici bir sekilde gergeklestirilmistir. IgE tayin siir1 (LOD) 0.22 ng/mL
olarak bulunmustur. Albiimin, immunoglobulin G, miyoglobin proteinleri ile segicilik
calismalar1 gergeklestirilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢alismalart SPR biyosensor sistemine
ard ard 5 defa IgE ornekleri verilerek sinyal yanit kararliligi incelenmistir. Bu tez
kapsaminda hazirlanan SPR biyosensor ¢iplerin yiizey homojenligini incelemek igin
Scatchard, Langmuir, ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modelleri hesaplanmigtir. Hem

ciplerde adsorpsiyon davranisi, Langmuir izoterm modeline uygun olarak bulunmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Immiinoglobulinler

Immiinoglobulinler, immiin (bagisiklik) korumada merkezi bir rol oynamaktadir.
Immiinoglobulinler, plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen grikoproteinlerdir. Viicutta
B lenfositlerinin aktivesinde rol oynarlar ve viicuda giren yabanct madde karsi iiretilirler
ve yanit verirler. Toplam plazma / serum proteinlerinin %20'sini igerirler ve kanda en bol
bulunan proteinler grubu arasinda yer almaktadir. Immunoglobulinler spesifik yabanci
molekiil veya maddeleri ndtralize ederler. Ikincisi, antikorlar olarak adlandirilan ve konak
savunmasinda c¢esitli islevlere hizmet eden bir alt kiime igerir. Dogrudan yabanci
materyali Oldiiriir veya hiicre yikimini fagositik hiicreler tarafindan alimini kolaylastiran
baska bir dogal protein grubu olan tamamlayict sistemi (komplement) aktive ederek
caligabilirler.  Bes ana immiinoglobulin  (Ig) smifi  tanimlanmustir: IgA ,
IgG, IgM , IgE ve IgD [10]. Immiinoglobulin (Ig) alt tiplerinin ayrintilar1 Cizelge 2.1° de

verilmigtir.

Farkli efektor fonksiyonlari tetikleyerek, her biri bagisiklik tepkisine benzersiz bir katki
saglar. Serumdaki ana antikor siifi olan IgG, istilaci bakteri ve viriislere kars1 koruyucu
mekanizmalar ortaya ¢ikarirken, IgE parazitik enfeksiyonlara karsi korumada rol oynar,
ancak ayni zamanda alerji semptomlarindan da sorumludur. IgA, serumda oldukca
yiiksek derisimlerde bulunurken, ana antikor sinifi oldugu solunum ve mide bagirsak
yollarinin astarlar1 gibi mukozal yiizeylerde anahtar roliinii yerine getirir. Esas olarak
serumda bulunan IgM, biiyiilk boyutunun dokulara hazir difiizyonu engellemesi
nedeniyle, bakteri ve mantar istilacilarina birincil yanit1 saglar. IgD'nin iglevi daha az ve

belirgindir [11].


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunoglobulin-a
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunoglobulin-m
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunoglobulin-e
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunoglobulin-d

Cizelge 2.1. Immiinoglobulin (Ig) alt tiplerinin ayrintilar:

IgM IgeG IgA IgE IgD
Molekiiler Agwhg1 900 kDa 150 kDa 320kDa 200 kDa 180 kDa
Normal 0.5-2 g/L 10-16 g/L. 14 g/l | 10400 pg/L. | 0-0.4g/L
Konsantrasyonlan
Fonksiyon ikincil ikincil Aciga Parazitlere Antikor
bagisiklik bagisiklik cikan kars1 {iretimi
tepkisi: tepkisi: mukozal bagigiklik diizenleme
Hassas bagisiklik yiizeyde tepkisi
tepki bellegi yerel
bagisiklik
tepkisi
Anormal Durumlar Multiple Alerjik
Miyelom T reaksiyonlar |
Immiin
yetmezlik |

Immunoglobulinlerin siniflandirilmasi; monomer yapida (1gG, IgD ve IgE), sekonder

yapida (IgA) veya pentamer (IgM) olmak tizere degisiklik gostermektedir.
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Sekil 2.1. Salgilanan bes ana antikorun sinifinin genel yapilari [12].

En basit antikor molekiilii, dort polipeptit zincirinden olusan bir "Y" sekline
benzemektedir. Genel yapisi sekil 2.2.°de gosterilmistir. Antikor molekiilleri birbirine
paralel olarak baglanan disiilfiir baglarindan olusmaktadir. Bu disiilfiir baglar iki 6zdes
agir zincir (Agir = Heavy = H) ve iki 6zdes hafif zincirden (Hafif = Light= L)
olusmaktadir [13].



Asir Degisken Bolgeler

Antijen Baglanma Bolgesi 1 Antijen Baglanma Balgesi 2

Degisken Degisken
Bolge Bolge
Sabit & § Sabit
Bolge S -84 Bilge

L.S-S4

Hafif Zincir

Hafif Zincir

Agir Zincir Agir Zincir

Sekil 2.2. immiinoglobulinlerin (Ig) genel yapisi.

L zincirleri yalnizca bir degisken (VL = degisken zincir) ve bir sabit (CL = sabit zincir)
alanindan olusurken, agir zincirler, sirastyla IgG/IgA ve IgM/IgE'ye karsilik gelen bir Vy
(agir zincirin degisken kismi) ve ii¢ ila dort Cx (agir zincirin sabit kismi) bolgelerine
sahiptir. Antijen baglanma bolgelerinin, L ve H zincirlerinin terminal uglarinin degisken

bolgeler sunmasina olanak saglar.

Iki tiir L zinciri vardir: A (lambda) veya x (kappa). Tiim Ig tiirlerinde bulunabilir, ancak
asla birlikte bulunmamaktadir. H zincirleri Ig'ye 6zgiidiir, y (IgG), a (IgA), p (IgM), €
(IgE) ve 6 (IgD) olarak adlandirilir. Her agir zincir, hafif zincirlere (~25 kDa) kiyasla iki
kat daha fazla amino asit ve molekiiler agirliga (~50 kDa) sahiptir. Bu da yaklagik 150
kDa'lik bir toplam Ig monomer molekiiler agirligiyla sonuglanmaktadir. Sabit bolge Ig'ye
biyolojik aktivitesini verirken, degisken bolgeler her spesifik antijenin baglanmasi igin

karmasik, konformasyonel bir molekiiler diizenleme olusturur [11].



2.2. Immiinoglobulin E (IgE)

Insan immiinoglobulin E (IgE), yaklasik 190 kDa agirhiginda monomerik bir
immiinoglobulindir (Sekil 2.3) [14]. IgE, insan viicudundaki 5 antikor izotipinden biridir.
IgE, B ve plazma hiicreleri tarafindan iiretilirler ve ayn1 zamanda IgE’nin derigimi kan
dolasimda ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Kordon kaninda genellikle 1.0
O0U/mL'den (2.4 ng) daha az bulunur. Immiinoglobulin E, mast hiicrelerine, bazofillere ve
aktive olan eozinofillere baglanir. Asir1 duyarlilik tepkileri tireten dogas1 geregi zararsiz

antijenler, alerjenler olarak adlandirilir [15].
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Sekil 2.3. immiinoglobulin E molekiil yapisi [14].

Immiinoglobulin E, canlilarda bazofillerin ve mast hiicrelerinin yiizey zarinda mevcuttur.
IgE bu hiicreleri, IgE-spesifik alerjilere anahtar bir reaksiyon olan IgE antikor-alerjen
etkilesimleri tarafindan uyarilmaya kars1 olduk¢a duyarli hale getirir [16,17]. Mast hiicre
aktivasyonunu tetikleyen antijenlerin belirlenmesi, anafilaksi (alerjik sok), alerjik rinit
(saman nezlesi), atopik dermatit (egzama), astim ve gida alerjisi gibi atopik hastaliklarin
yogunlagmasini 6nlemek i¢in ¢ok 6nemlidir. Antijene kars1 duyarlilik belirlenmesi i¢in
serumda antijene 6zgii IgE’ nin belirlenmesi ile saglanmaktadir [5]. IgG’nin derigimi
yaklasik olarak 10 mg/mL’ye yakindir ve IgE’nin derigimi ile kiyaslandiginda viicutta

eser serum proteini olarak bulunmaktadir. Bu nedenle, toplam IgE seviyesi, hasta



seviyelerinin 290 ng. mL™'in (120 IU.mL™?) iizerinde bulundugu atopik hastaliklarin bir

belirteci olarak genis ¢apta rapor edilmektedir [18].

2.2.1. immiinoglobulin E (IgE) Yapisi

Diger herhangi bir siniftaki antikorlar gibi IgE, dort polipeptit zinciri, iki agir zincir ve
iki A (lambda) ya da « (kappa) hafif zincirden olusmaktadir, ana 6zellikleri Cizelge 2.2'de
aciklanmustir. IgE, IgM'nin p (mii) zincirindekilere (Cul — Cp4) karsilik gelen dort
degismez veya sabit (C) bolge alani olan Cel — Ce4 (Sekil 2.1) iceren € (epsilon) agir
zincirleri ile karakterize edilir. IgE, IgG ile ayn1 sekilde Fab (antijen baglayan fragman)
ve Fc (kristalize olabilen fragman) pargalarina proteolitik olarak boliinebilir. Boliinme
bolgesi Cel ve Ce2 arasindadir ve bu nedenle Fc fragmani, zincir bagina iki (Cy2 ve Cy3)

immiinoglobulin alan1 yerine {i¢ (Ce2- Ce4) immiinoglobulin alan1 igerir [19].

Cizelge 2.2. IgE proteinin o6zellikleri.

Hiicre Dagilimi Kararh ve Secilimli B Hiicreleri

Molekiiler Agirhk ~ 190 kDa

Reseptor FceRI (yiiksek afiniteli), FceRII (disiik afiniteli), Galektin-3
Etki Alam Yapisi — Agir Zincir — Vh-Cel-Ce2-Ce3-Ce4

Hafif Zincir (x veya ) Vi-CL

izoformlar Salgilanan ve uzun ve kisa membran formlari

IgE'nin Ce3 — Ce4 bolgesi ile 1gG Fc arasindaki benzerlik ve IgG1 Fc'nin yiiksek
¢Oziiniirliikli kristal yapisinin varligi, IgE yapisinin bu boélgesinin bir modeli i¢in temel

olusturmustur. (Sekil 2.4.)
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Sekil 2.4. IgE'nin yapist.

2.2.2. immiinoglobulin E Reseptorleri

IgE, mast hiicreleri, bazofiller ve mononiikleer (tek g¢ekirdekli) hiicrelerde bulunan
yiiksek ve diisiik afiniteli reseptorlerle etkilesime girer. IgE'ye, yiliksek afiniteli IgE
reseptoriine (FceRI), diisiik afiniteli IgE reseptoriine (FceRIl veya CD23) ve galektin-3'e

baglanan ii¢ reseptor vardir [20].

2.2.3. Yiiksek Afiniteli IgE Reseptorii

IgE icin yiiksek afiniteli reseptdr, FceRI olarak adlandirilir. Yiiksek afiniteli reseptor
(FceRI) bir a, bir B ve iki y zincirinden olusur. IgE’nin en yiiksek afiniteyle baglandigi o
zinciridir. Bu reseptor mast hiicreleri ve bazofiller iizerinde ifade edilir. Bir antijen IgE
tarafindan taninip baglandiktan sonra, kompleks yiizeydeki FceRI reseptorlerine baglanir.
Bu reseptorlerin ¢apraz baglanmasi, aracilarin salinmasina yol agan sinyal yollarinin

aktivasyonuna yol agar [20].

2.2.4. Diisiik Afiniteli IgE Reseptorii

IgE i¢in diisiik afiniteli reseptorii, FceRII (CD23) olarak adlandirilir. B ve T hiicreleri gibi

kan yapict hiicreler gibi tip II zar proteini olarak bilinmektedir. IgE sentezinin pozitif ve



negatif diizenlemesinin yan1 sira FceRIl bir¢cok islevi mevcuttur. IgE-antijen

komplekslerinin baglanmasi yoluyla IgE'ye bagimli antijen sunumunu kolaylastirir [20].

2.2.5. Galektin-3

Galektinler, mast hiicrelerinin yiizeyinde IgE veya FceRI'ye baglanabilir ve aracilarin
salinmasini tetikleyebilir. Galektin-3, yalnizca ¢oziinmez formda bulunan IgE i¢in diisiik
afiniteli bir reseptordiir. Eozinofiller, notrofiller, mast hiicreleri ve makrofajlar, T ve B
hiicrelerinde ifade edilmektedir. Makrofajlar, galektin-3'tin 6nemli bir kaynagidir.

Galectin-3, capraz baglanan FceRI yoluyla mast hiicrelerinin gii¢lii bir aktivatoriidiir [20].

2.3. Alerjik Hastalhiklar

Genel olarak alerji, tanimlanmasi kolay bir hastalik degildir. 1906'da Viyanali hekim Von
Pirquet tanimina gore alerji, zararli patojen ya da maddelere kars1 verilen ani duyarlilik
tepkisidir. Insan viicudundaki birkag etkilesimli sistemi iceren, bazen asir1 duyarlilik tip
I, II, IIT veya IV olarak tanimlanan genis bir enflamatuar durumlar grubuna aittir.
Istatistikler farkl1 iilkelerden ve ayr1 ayr1 bolgeler iginde farklilik gosterse de artik, 6l¢iim
gostergesine bakilmaksizin, bazi sistemik alerjik hastaliklar i¢in hastaneye bagvurularin
son on yilda keskin bir sekilde arttig1 ve bu durumun bu kosullarda yiikselen bir duruma

isaret ettigi kabul edilmektedir [21].

Cizelge 2.3. Asirt duyarlilik reaksiyonlarinin siniflandirilmasi ve araci molekiiller. [22]

Reaksiyon Araci Antikor
Tip | Acil Duyarhlik Reaksiyonu IgE

Tip 11 Sitotoksik Antikor 1gG ve IgM
Tip 111 immiin Kompleks 19G (IgM)

Tip IV Geg Tip Asir1 Duyarlhiik Reaksiyonu Lenfositler ve ¢esitli miyeloid hiicre tipleri



Cizelge 2.4. Gell ve Coombs’a gore asirt duyarlilik reaksiyonlarinin siniflandirilmasi.

[23,24]
Tiirii | Mekanizmasi Belirti ve Bulgular Zamanlama
Tip | | IgE aracili ilag-immiinoglobulin Ates, dokiintiiler, bulanti, flag verilmesinden
kompleksinin salinmasiyla mast kusma, kizarma, ishal, nefes | dakikalar ile saatler
hiicrelerine baglanir. (Ornegin, darligy, trtiker, anjioddem, sonra.
histamin) sirt agrisi, anafilaksi.

Tip Il | Antikor aracili reaksiyon (6zellikle | Hemolitik anemi / hemoliz, | Degisken.
1gG veya IgM) antikor-antijen nétropeni, trombositopeni.
kompleksleri ile sonuglanir.

Tip 111 | Bir bagigiklik sistemi tepkisi ile Ates, kizariklik, eklem flag verilmesinden 1
iligkili olarak, bagigiklik agrist, bobrek iltihabi, damar | ila 3 hafta sonra.
komplekslerinin dolagimda olustugu | iltihaby, iirtiker, lenf
ve ¢esitli dokularda biriktigi, ilag- bezlerinin sigmesi.
antikor aracili reaksiyon olusur.

Tip IV | Bagisiklik sistemindeki T Greft reddi, graniilom Deri ilaca maruz
hiicrelerinin aktivasyonunu i¢eren olugsumu, alerjik kontakt kaldiktan 2 ila 7 giin
gecikmis reaksiyon; T hiicreleri dermatit. (veya daha uzun)
antijeni tanir ve hedeflenen sonra.
hiicreleri yok eder.
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Sekil 2.5. Asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin sematik gosterimi. [23]



Cizelge 2.5. Asint duyarlilik belirtileri. Semptomlar genellikle antijene maruz kalan

atomik bolgelere yerlesir.

Maruz Hastalik Bilinen Alerjenler Belirtiler
Kalan Bolge
Solunum Alerjik rinit Burun kasintisi,
Mukozasi (nezle) Burun akintisi,
Tikaniklik, Brons ve
Astim bronscuk kaslarimin
kasilmasi, Kronik
havayolu
inflamasyonu
Mide ve Besin Kramp, Kusma, Ishal,
Bagirsak Alerjisi Kurdesen, Anafilaksi
Mukozasi
Deri Kontakt Kurdesen, Priirit
Urtiker (kasintr)
Kontakt Kizariklik, Kaginti
Dermatit
Kan Sistemik Kurdesen, Odem,
Alerji Karm kramplari,

Brons ve brongguk
kaslarmin kasilmast,

Hipotansiyon

Johannson ve arkadaglar1 tarafindan kapsamli isimlendirme yeniden gdzden gegcirildikten
sonra alerji [25], su anda spesifik (hiicre ve antikorla ilgili) immiinolojik mekanizmalari
igeren normal insanlar tarafindan tolere edilen bir dozda tanimlanmis zararsiz ¢evresel
uyarana maruz kalmanin baslattig1 bir dizi yeniden tiretilebilir semptom (asir1 duyarlilik)
olarak tanimlanmaktadir. Bu asir1 duyarlilik genellikle yasami tehdit eden (anafilaktik)

ani ve geg reaksiyonlara neden olabilmektedir.



Solunum yollarmin veya mide-bagirsak sistemin mukozal zarlarinin tehlikeye girdigi
kritik durumlarda, alerji, asir1 duyarlilik tip I olarak da bilinen bir TH2 siirecinde IgE
sinifit antikorlar tarafindan bagisiklik hiicrelerinin (mast hiicreleri ve bazofiller) asiri
aktivasyonu ile karakterize edilir (Sekil 2.6). Alerjik astim ataginin veya bir alerjik rinit
salgininin ani agamasinin bu tipik 6zelliklerinin ardindan genellikle mast hiicresinden

kemotaktik faktorlerin salinmasiyla baglayan geg bir asama gelir [26].
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Sekil 2.6. Duyarlilagma ve sonrasi alerjen temasi sirasinda meydana gelen immiinolojik
hiicresel olaylar. Ag = antijen veya alerjen, APC, antijen sunan hiicre; Th, T yardimci

hiicre; IL, interlokin [27].

Fce reseptorleri ve IgE sinifi immiinogliibiilin molekiilleri arasindaki yiiksek afinite tayin
noktasinda biiyiik bir avantaj sunar. Cogu insan parazitik antijenlere kars1 IgE antikorlar1
tiretebilse de alerjik bireyler belirli zararsiz yabanci makro molekiillere karsi asiri
miktarda IgE antikorlar1 soluma, yutma veya enjeksiyon yoluyla liretme ve dolayisiyla
ayni malzemeye tekrar maruz kaldiklarinda alerjik semptomlar gelistirme egilimindedir.
IgE {iretimini (duyarlilasma) hizlandiran yabanci maddeler veya duyarlilastiricilar, atopik
olarak alerjenler ve duyarli hale gelme egilimi olan kisiler olarak adlandirilir.
Uygulamanin hassasiyetini arttirmak i¢in mast hiicreleri ve bazofillere spesifik IgE
yuklenmesi mukozal membranda gerceklesir Yeniden maruz birakilan alerjenler, daha
sonra bazofillerin / mast hiicrelerinin yiizeyindeki spesifik IgE antikorlarini ¢apraz

baglayarak, bir dizi iyi bilinen olaylar araciligiyla bu hiicrelerin aktivasyonunu



tetikleyerek potansiyel olarak yasami tehdit eden ani ve ge¢ alerjik reaksiyonlara yol

acacaktir (Sekil 2.6).

2.4. Alerjenler

Viicudun en etkili savunma birimi olan bagisiklik sisteminin en 6nemli silah1 alerjenlere
kars1 gosterdigi mekanizmalardir. Belli basli kimyasal bilesenler yaygin olarak alerjen
simifina olsalar da, kisiye spesifik olarak da istisna alerjen bilesikler de olabilir. Genetik
yatkinligin da biiyiik rol oynadigi bu olaylarin hepsinde bagisiklik sistemi bir tepki olarak
IgE antikorlarin1 sentezler. Soruna neden olan alerjenin belirlenmesi karmasik ve zor
olabilir. Alerjilerin ¢ikis noktasi bir¢ok parametreye bagli olarak degisebilir ve bunlardan
birisi de mevsim degisiklikleridir. Aslinda sadece mevsimsel goriilen alerjiler bile, alerjik
reaksiyonlar1 agiklamak igin yol gdsterici olabilir. Fakat maruziyet miktari, hangi

mevsimlerde reaksiyonlarin verildigi gibi farkliliklar da aragtirmaya dahil edilmelidir.

Farkl1 hasta hikayeleri ve sayisiz kontrol grubu denemeleri sayesinde su anda halihazirda
birgok alerjenin tanimlamasi yapilmistir ve bir dizi klinik bilgi elde edilerek alerjik
reaksiyon mekanizmalar1 c¢ikarilabilmis ve isimlendirilmistir. Bu isimlendirme

sisteminde asagidaki sablon kullanilmaktadir:

Ggg (9) s (s) n. iivv, burada g = cins (2-3 harf), s = tiir (1-2 harf), n = alerjen numarasi,

| = izoalerjen numarasi (2 hane), vV = varyans numarasi (2 hane).

Mevcut isimlendirme formatina gore drnegin, Betula verrucosa (hus agaci) kaynakli ana
polen alerjeni Betv1 olarak bilinir. Betv1.0102 tarafindan izoallerjen ve varyantlarindan
biridir. Diinya Saglik Orgiitii / Uluslararas1 Immiinoloji Dernekleri Birligi (WHO / IUIS)
Alerjen Isimlendirme Alt Komitesi [28] tarafindan yayinlanan resmi alerjen listesi,
Allergome veritabaninda bulunan [29] ve baska yerlerde agiklanan [30], mevcut

isimlendirme ve klinik veriler i¢in iyi baslangi¢ kaynaklaridir.




2.4.1. Alerjenlerin Siiflandirilmasi

Genel anlamda alerjenler su sekilde siniflandirilabilir [31];

Ev i¢i alerjenleri (toz akarlar, hayvan alerjenleri, hamambécegi ve kiifler): Proteolitik
enzimler (serin ve sistein proteazlar1), lipokalinler (ligand baglayici proteinler),

tropomiyosinler, albliminler, kalsiyum baglayici proteinler, proteaz inhibitorleri.

Dis ortam alerjenleri (¢imen, agag¢ ve yabani ot polenleri ve kiif sporlari): Bitki
patogeneziyle iligkili proteinler, pektat liyazlar, B-ekspansinler, kalsiyum baglayici

proteinler (polkalsinler), defensin benzeri proteinler, tripsin inhibitorleri.

Bitki ve hayvan gida alerjenleri (siit, yumurtalar, kabuklu yemisler, meyveler, sebzeler,
balik ve kabuklu deniz hayvanlari): Lipit transfer proteinleri, profilinler, tohum depolama

proteinleri, laktoglobulinler, kazeinler, tropomiyosinler, parvalbiiminler.

Ila¢ alerjenleri  (bocek zehirleri ve bazi terapitik proteinler): Fosfolipazlar,

hiyaluronidazlar, patogenezle ilgili proteinler, asparaginaz.

2.4.2. Analitler

Atopik durumlart (6rnegin, dermatit, astim ve rinit) birbirine baglayan birlestirici bir
iplik, belirgin sekilde yiiksek IgE antikor seviyeleri olan kisilerde ortaya ¢ikmasidir. Bu
nedenle, tarihsel degerleri, yaygin kullanimlar1 ve Onemi nedeniyle, IgE i¢in
immiinoassayleri tanimlamak i¢in hala halk arasinda Phadebas radyoallergosorbent testi
(PhRAST) kullanilmaktadir. Daha onceki sistemler i¢in basariyla gelistirilen antijen

fazlaligi tespiti teknikleri, yeni nesil profil olusturma araglart i¢in hala gegerlidir.

IgE’nin kandaki maksimum plazma seviyesi hizli degiskenlik gostermesi ve kisa
yartlanma Omrilyle hizli bir sekilde katabolize olmasi onu immunoglobulin sinifinda
onemli bir yere koyar. Zamana kars1 spesifik degiskenlikler gdstermesi sayesinde, hassas
tayini yapilabildigi takdirde alerjik reaksiyonlar1 agiklamak i¢in olduk¢a umut verici bir
yontemdir. Klinik uygulamalarda bu tayin iki tiirlii yapilmaktadir [32]. Bunlardan
birincisi toplam serum IgE Ol¢limiine dayalidir, digeri ise spesifik serum IgE ol¢limii

tizerinden yapilmaktadir.



2.4.3. Referans Arahiklar

WHO'nun biyolojik materyaller i¢in standartlarin olusturulmasina iliskin kurallara
gore, 1968'de IgE igin Uluslararast1 Referans Hazirlama merkezi kuruldu. WHO
Uluslararas1 Immiinoglobulin Referans Merkezi, besinci bir immiinoglobulin izotipi olan
IgE'nin varligmmi duyurdu [33]. IgE, €& agir zincirini i¢eren antikor izotipidir ve
immiinoglobulin yapisinda bes alanli bir monomerdir. Plazmada 1 pg/mL'den daha diistik
bir derisimde bulunur. Serumda yaklasik olarak 2 giinliik bir yar1 6mre sahiptir [34]. Cok
diisiik serum IgE seviyelerini ifade etmedeki zorluklari azaltmak i¢in periferik kandaki
IgE seviyesini yeni bir birim (kU/L veya IU/mL) ile ifade edildi. Bu birim yaklasik olarak
1,0 kU/L, 2.4 ng/mL'ye esit oldugu belirtildi. Referans Degerler: 0-1 yas: 0-65 U/L 2-12
yas:0-150 13-15 yas: 1-200 >15 yas: 1-100 [35].

2.4.4. Toplam Serum IgE Antikoru

Klinik rolleri giderek daha fazla tartisilsa da [36], tarihsel aliskanliklar, otomasyon ve iyi
tekrarlanabilirlik, atopik hastaliklarin klinik teshisinde bir yardimci olarak toplam serum
IgE i¢in immiinolojik testleri popiiler hale getirmistir. Toplam serum IgE miktarinin
belirlenmesi, rekabetgi ¢ift antikor testi, kat1 fazli radyoimiinoanalizler (RIA) gibi testler
ile bulunmaktadir. Bu testler sonucunda 6lg¢iilen sinyaller radyoaktivite, renk, floresan vb.

olabilmektedir.

2.4.5. Alerjene Ozgii IgE Antikoru

Olgiimler yapilirken dikkat edilmesi gereken nokta, sadece aym smiftaki antikorlarin
oldugu ortamda 6l¢iim yapilmamasi gerektigidir. Clinkii tayin sirasindaki miithim nokta,
antijen baglama bolgelerinin, sinifa 6zgli epitoplar ile spesifik etkilesimidir. IgE
durumunda, serumdaki bes immiinoglobulin izotipinden herhangi birinin en diisiik
derisimine sahip olarak, spesifik antikor derisimi, numunelerde mililitre basina
pikogramlara kadar 6lgiilebilir olmalidir. Toplam IgE ve diger siniflarin rekabet eden

antikorlarini mililitre bagina mikrogram aralifinda igerebilir.

Erken spesifik alerjen tespit testleri, esas olarak kapsamli ekstraksiyon (0ziitleme)

prosediirlerini takiben alerjenlerin tutarliliklarindaki biiyiik degiskenlik istikrarsizligi



nedeniyle tekrarlanabilirlikten yoksundur. Gegtigimiz on yillar boyunca, spesifik IgE
tespiti i¢in birgok platform gelistirilmistir [37], ancak Phadebas (a-amilaz enziminin hem
kalitatif hem de kantitatif degerlendirmesi i¢in kullanilan sentetik bir biyokimyasal
substrattir) RAST (radyoallergosorbent), spesifik IgE’nin tespit etmek kullanilan testler

arasinda yer almaktadir.

2.4.6. Klinik Bulgular

Asirt duyarlilik reaksiyonlar, anafilaksi gibi sistemik reaksiyonlar da dahil olmak {izere
herhangi bir organ sisteminin tutulumu ile ortaya ¢ikabilir. Tip I asir1 duyarhilik
reaksiyonlarinin belirti ve semptomlari, lokal reaksiyonlara veya sistemik anafilaksiye
yol agan hedef organlar (6rn. Deri, akcigerler veya kardiyovaskiiler sistem) iizerindeki
aracilarin bir sonucudur. Antijene spesifik IgE baglanir mast hiicrelerinin ve antijen
(bunlar1 duyarl hali i¢in Sekil 2.8) duyarl hale getirilmis mast hiicresinin daha sonra
antijene maruz kalmasi, mast hiicresinin degraniilasyonuna ve asir1 duyarlilik

reaksiyonunun aracilarinin salinmasina neden olan bir dizi reaksiyona neden olur.

Anit NNZ NZ N7 N7 Mast Mast
Hpen ” Hiicresi ‘ Hiicresi

Akcigerler (Bronsiyal spazm) «

Deri (Dokiintii) D E—
Sonuglar <«

Bobrekler (Flank agri) > M—

Kardiyovaskiiler (Hipotansiyon) —

Sekil 2.8. Tip 1 asir1 duyarlilik reaksiyonlart.

Tip | reaksiyonlarin semptomlar1 arasinda ates, mide bulantisi, kusma, kizariklik,
kizarikliklar, tirtiker, anjiyoddem, bronkospazm (astim), sirt agrisi, nefes darlig1 ve kalp
atis hiz1 ve kan basincinda degisiklikler yer alir. Anafilaktik (alerjik sok) reaksiyonlari,
hava yolu ve dolasimin ¢okmesi ile potansiyel olarak yasami tehdit etmektedir.

Anafilaksinin gelisimini ve ciddiyetini etkileyen faktorler arasinda antijenin giris yolu



(IV uygulamasinda daha sik), eklenen antijen miktari, antijen emilim hiz1 ve bir kisinin

bir ilaca asir1 duyarlilik derecesini belirler (asir1 duyarlilik reaksiyonunun gelisimi).

2.4.7. Antibody Tayin Yontemleri

Antibodylerin tayini i¢in en siklikla kullanilan yontem kati faz baglanma immiino
tayinleridir. Serum ve plazma 6rnekleri mikrotitre plakalardaki kuyucuklarin yilizeyine
onceden immobilize edilmis antijenle inkiibe edilirler. Baglanan antibody daha sonra
radyoetiketle veya enzim etiketle uygun spesifitedeki anti immiinoglobulin reaktifiyle
tayin edilir. Ikinci yontem ELISA yontemi olarak bilinmektedir. Genel olarak bu tiir
yontemler antibody tayini i¢in olduk¢a duyarli yontemlerdir. Ancak bu tiir tayinlerin
spesifik olmayan baglanma, etiketli antibody gereksinimi, uygulamada birgok reaktif
eklenmesi gerekliligi, diisiik afiniteli antibodylerin yikama sirasinda ayrilip

uzaklasabilmesi gibi bir¢ok dezavantaji vardir.

Yiizey plazmon rezonans (SPR) yontemi son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar gz oniine
alindiginda popiiler oldugunu gostermistir. Bu sensorlerin en dnemli avantaji hizli cevap
stiresi ve ayn1 anda bir¢ok analiti analiz etme olanagi sunmasidir. Uygulama alanlari
arasinda biyolojik molekiillerin tayini ve biyomolekiiller arasi etkilesimlerin etiketleme

olmaksizin incelenmesi sayilabilir [38].

2.5. Biyoalgilama teknolojileri

Biyosensorler, izole edilmis enzimler, immiino sistemler, niikleik asitler, dokular,
organeller veya tam hiicrelerin aracilik ettigi ¢ok sayida alanda c¢ok ¢esitli hedeflerin
tespiti icin son teknoloji analitik cihazlardir. Tanima sistemi i¢in biyokimyasal bir
mekanizmanin tercih edildigi kimyasal sensorler grubudur. Tipik bir sensor cihazi g
ogeye sahiptir: (1) Analitik ylizey tizerinde hareketsizlestirilmis bir analit biyo-alici; (2)
Kimyasal veya fiziksel verileri 6l¢iilebilir sinyallere doniistiirebilen bir donistiiriicii; (3)
Bir sinyal isleme ve okuma sistemi. Biyosensorler, doniistiiriici moduna sahip olmasi
nedeniyle elektrokimyasal, optik, manyetik, kiitle algilama, elektro-mekanik, vb. olarak

kategorize edilir. Segici yari-nicel veya nicel analitik bilgi saglarlar [39].
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Sekil 2.9. Herhangi bir biyosensoriin sinyal igslemesinde yer alan farkli adimlarin resimli

acgiklamasi.
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Sekil 2.10. Spesifik Immiinoglobulin E’lerin tayini i¢in biyoalgilama teknolojilerinin

siiflandirilmasi.

Asagidaki Cizelge 2.7.’de sirasiyla IgE belirleme yontemlerine farkli yaklasimlarin

artilar1 ve eksileri karsilastirilmistir.



Cizelge 2.6. Spesifik IgE'leri belirlemek icin onerilen yaklagimlarin analizi.

Yontemler

Avantajlar

Dezavantajlar

Immiinokimyasal

Geleneksel enstriimanlar
Diisiik maliyetli

Uygun maliyetli

Diisiik ¢ogullama yetenegi
Sinirlt hassasiyet

Biiyiik miktarda numune

Elektrokimyasal

Basit doniistiiriiciiler
Minyatiirlestirmesi kolay

Seri tiretim imkani

Az sayida ¢alisma

Diisiik ¢ogullama kapasitesi

Dizilim Cogullama yetenegi Yiiksek maliyetli enstriimantasyon
Diisiik reaktif kullanimi
Yiiksek verim
Nanomateryal Gelistirilmis hassasiyet Kismen aragtirilmig alan
Tabanh Daha kolay minyatiirlestirme
Cok yonliiliik
Optik Temelli Diisiik reaktif kullanimi1 Sinirli hassasiyet
Daha diisiik ¢apraz reaktivite Gelismis enstriimantasyon
Hizli yanit Diisiik ¢ogullama kapasitesi
Mikroakigkanlar Minyatiirlestirme Karmagik tasarim
Diisiik reaktif kullanimi1 Zor malzeme se¢imi
Tasinabilirlik Reaktif saklama zorluklar
Optik Temelli Yiiksek giivenilirlik, Kiigiik analitleri analiz i¢in uygun
Yiizey Plazmon Hassasiyet i¢in etiketsiz 6l¢iim degildir.
Rezonans (SPR)

SPR sensor cihaz tasarimi,
Minyatiirlestirme,

Diisiik maliyet

Sensor yiizeyine baglanan malzeme
kiitlesini 6l¢tiigii i¢in, oldukea kiigiik

analitler oldukga kiigiik yanitlar verir.




2.5.1. Yiizey Plazmon Rezonans

Yiizey Plasmon Rezonans (SPR) ilk uygulamasindan itibaren neredeyse yirmi yil 6nceki
algilama yontemleri igin bir tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Bu yontem hem
enstriimantasyon gelistirme hem de uygulamalar acisindan biiyiikk adimlar atti. 1990
yilinda ilk ticari yiizey plazmon rezonans cihazinin (Biacore) piyasaya siiriildii. Daha
sonraki yillar itibariyle ticari biyosensorlerden toplanan verileri igeren yayinlarin sayisi,

Sekil 2.11'de gosterildigi gibi 2021 yilina kadar toplam 70.000'den fazla yayina yiikseldi.
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Sekil 2.11. Scopus, Haziran 2021 verileri gore Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) optik

sensorleri ile yapilan literatiir ¢aligmalart.

Wood, yilizey plazmonlarinin metalik bir optik ag iizerinde kirilan 15181n beklenenden
daha farkli bir davranig gostermesi tizerine ilk ¢alisma adimlarini atti. Takip eden
caligmalarda Fano, bu farkli davranigin optik ag yiizeyindeki elektromanyetik yilizey
dalgalarinin uyarilmasina bagli oldugunu ortaya ¢ikardi. [40]. Daha sonra Otto,
zayiflatilmis toplam yansima (ATR) yonteminde yansiyan 151k yogunlugundaki diisiisiin
yiizey plazmon olusumundan kaynaklandigini gosterdi [41]. Bununla birlikte, gaz
algilama i¢in metal ylizeylerde yiizey islemlerinin incelenmesi i¢in bir optik sensor olarak
ylizey plazmon rezonansinin ilk gosterimi ancak 1980'de gergeklesti [42]. SPR'ye dayali
bir cihazin pazarlanmasi, proteinler arasindaki etkilesimleri tespit etmek i¢in yalnizca

1990 yilinda BIAcore tarafindan gerceklestirildi [43].



Yiizey plazmon rezonansi sensorleri, yagam bilimi, elektrokimya, gaz fazi, gida, ¢evre,
ilag gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. T1ibbi tani alaninda, teknik, hizli yanit stiresi,
daha az biyolojik Ornek iceren etiketsiz metodolojiler ve laboratuvar tarafindan
gelistirilen testler ile olduk¢a hassas ve spesifik biyosensorlerin gelistirilmesi igin
kullanighdir [44]. Gida analizi alaninda toksinlerin, patojenlerin, ilaglarin ve besin katki
maddelerinin varlig1 analiz edilebilir [44,45] Ilag gelistirme alaninda SPR, bilesen ve
hedef arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi vererek ilag gelistirme siirecini

hizlandirmaktadir.

Yakin bir zaman diliminde, biyosensorler iizerine yapilan gelistirme ve aragtirmalar
popliler hale gelmistir. Ciinkii enzimler, biiyiime faktorleri, glikoproteinler, niikleik
asitler, ilaglar, hiicreler ve virlisler gibi farkli biyomalzemelerin etkilesiminin ve hatta
antijen ile antikor arasindakiler gibi biyospesifik etkilesimlerin ger¢ek zamanl
izlenmesine izin verirler [43]. Bu sistemle, molekiiler etkilesim mekanizmalar
(baglanma), reaksiyon zamani ve ayrigsma (kinetik), ligand-analit seviyesi (afinite), analit
miktart (derisim) ve 6zgiilliik gibi bir¢ok bilgi ¢ikarilabilir. Bunun ana avantaji ise

etiketsiz bir yontem olmasidir.

SPR, enzime bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) ve floresans analizi gibi halihazirda
kullanilan geleneksel tekniklere gore bazi avantajlar sergiler. Analitin belirli 6zelliklere
(floresans, absorpsiyon vb.) sahip olmasi gerekmemektedir. Floresan veya radyoaktif
belirtegler gerektirmez [46,47]. Ciinkii ek adimlar ve deneysel protokoller olmadan
etkilesimlerin dogrudan izlenmesini miimkiin kilmaktadir. SPR ayrica, 6rnegin kiitle
spektroskopisi [48,49] ve elektrokimya gibi diger tekniklerle kombinasyona / baglanmaya
da izin verir [50,51].

SPR teknolojisi bir ¢ozelti igindeki tespit edilmesi hedeflenen analit/molekiil ile
biyosensor tanima yilizeyinde kovalent olarak takili spesifik ligand arasindaki baglanma
sonucu sensdr ylizeyine ¢ok yakin kirilma indisindeki degisiklikleri kullanan optik temelli
bir yontemdir [52]. Diger bir ifadeyle, gelen 1s18in agis1 veya dalga boyu bir
metal/dielektrik arayiiziinde yiizey plazmonlarinin iiretilmesine izin verir. Bu teknik

sensor-immobilize molekiiller ve 6rnek molekiilleri arasindaki etkilesimlerin neden



oldugu ara yiizeye yakin dielektrigin kirilma indeksindeki degisikliklerden

kaynaklanmaktadir.

2.5.2. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Teorisi

Cogu SPR algilama cihazi, ortak bir model izlenerek gelistirilmistir. Optik sensor,
mikroakiskan ¢ipler, 6rnekleme sistemi, veri toplama/analiz yazilim ile birlikte bir model
olusturmaktadir [53,54]. SPR sensor tanima yiizeyine drnek analit baglanmast i¢in afinite
deneylerinde kiitle tasima sinirlamalarini ve sabit akisi 6nlemek amaciyla genellikle
kinetik Olgiimler i¢in siirekli akis yoluyla saglanmaktadir [54,55]. SPR sensor tanima
elemanina yakin ortamlara (<200 nm) duyarlidir [56-58]. Bu parametreler goz 6niine
alindiginda mikro akis hiicresinin tasarimi, iyi kontrol edilebilen, tekrarlanabilir 6rnek
gegisi ve diisiik 6rnek hacmi elde etmek ¢ok 6nemlidir [59]. Sicaklik degisimleri sadece
SPR sensor sinyal tepkisini degil, aynt zamanda biyomolekiiler etkilesimlerin kinetigi ve
afinitesi de biiyiik olglide etkilediginden bir izotermal diizeni de korunmak diger bir
onemli noktadir [60].

SPR sensoriiniin temel bilesenleri bir 151k kaynagi ve optik sistemi, optik baglanti
bilesenleri (prizma, ¢ip hiicresi, dalga kilavuzu veya optik fiber), bir goriintiileme optik
sistemi ve bir foto dedektordiir [59,61]. Baglant1 bilesenlerinin konfigiirasyonundan ve
151k dalgas1 modiilasyonu tiirlinden baglayarak, daha sonra gosterilecegi gibi, hassasiyeti
ve ¢ozinlrligi gelistirmek i¢in hem SPR hem de SPRi (ylizey plazmon rezonans

goriintiileme) yaklasimlari i¢in ¢esitli formatlar yakin zamanda gelistirilmistir.

"Yiizey plazmonlar1" ve "polaritonlar" terimleri, oncelikle bol miktarda serbest elektron
veya metal iceren maddelerin yiizeyinde bulunan dalga-parcacik ikiligi (fotonlar ve
fononlar gibi) sergileyen bazi yar1 pargaciklara atanir [57]. Plazmon terimi bir metaldeki
sabit pozitif iyonlara gore serbest elektron yogunlugunun salmimini olarak ifade
edilmektedir. "Yiizey plazmonu" terimi, metalin yiizeyi boyunca yayilan yiik yogunlugu
dalgasini belirtir [62]. Metal yiizeye ¢arpan fotonlarin yilizey plazmonlar1 ile etkilesimi
hem yiizey plazmonlarindan hem de fotonlardan olugan yar1 pargaciklarina sahip yiizey
plazmon polaritonlarin1 (SPP'ler) verir [63]. Fotonlarin dalga boylari, dagilim yoluyla

ortamin kirilma indisi n ile degisir, ancak salinim frekanslar1 degismeden kalir. Bir yari-



parcacik i¢in, yayilma dalga boyunun A kendi salinim frekansina o bagimlilig su sekilde

verilir:

2mc (2.1)

Burada ¢ 15181n bosluktaki hizidir. Sonug olarak, dalga yayilma sayisi § soyle olur:

2T (2.2)

SPP'lerin dagilimi, SPP'lerin salinim frekanslarinin arayiiz ile birlikte yayilma sayis1 olan
B ile ilgilidir [64,65]. SPP'leri destekleyen en basit geometri, sirasiyla dielektrik sabitleri
el (karmasik) ve €2 (gergek) olan bir metal (1) ve bir dielektrik ortam (2) arasindaki diiz
bir arayiizdiir [63,66,67]. Yalnizca bir p-polarize elektromanyetik (EM) veya enine
manyetik (TM) dalga SPP'leri siirdiirebilir. Metal-dielektrik yiizey aray iiziindeki bir
SPP'nin elektromanyetik alani Maxwell dalga denklemlerini ¢ozerek elde edilir
[53,65,68]. Bu nedenle, SPP'lerin f=2n/Ax arayiizii boyunca yayilma sayisi, arayiiz metal-
dielektrik ortami €1 ve €2'nin iki dielektrik sabiti yoluyla salinim frekanslariyla iligkilidir

(gelen 151810 belirli bir salinim frekanst i¢in w)[57,60].

o gle2 (2:3)
B= c.el+¢e2

SPP'lerin EM alaninin yogunlugu, arayiizden uzaklik arttik¢a hizli bir azalmaya ugrar ve

SPP uyarimmin kendisi yakin alanda smirlandirilir. Gelen 1sikla etkilesimi takiben,
SPP'ler gelen fotonlardan gelen enerjiyi emer ve dalga yayilma sayisi B ile yiizey boyunca
yayilir. Bunedenle, yansiyan 1s1nin yogunlugu olayin yogunlugundan daha azdir ve sonug
olarak ortaya ¢ikan yansima (R) birden kiiciiktiir. SPP dalgalari, 100 nm ila 600 nm
arasinda degisken bir penetrasyon (niifus etme) ile her iki ortamdaki mesafeyle katlanarak
azalan maksimum yogunluklar gosterir (gorlinlir VIS ve yakin kizilétesi NIR dalga

boylart igin) [68].



Belirli bir monokromatik 151k kaynagi i¢in SPP'lerin uyarilabilecegi ve rezonansa
girebilecegi belirli bir ag1 (SPR agis1) vardir [62,64]. Kirillma indeksi (RI), kimyasal
reaksiyonlar, sicaklik degisimi, tasima, buharlasma, veya reseptor-ligand etkilesimi gibi
yakin alan olaylari ile iliskili olan en hassas degiskenlerden birisidir [56,63,69]. Bir SPR
sensoOril i¢in hassasiyet, sensor ¢ikisindaki degisimin 6l¢iilecek miktardaki kirllma indisi
ile tanimlanirken, ¢oziiniirliikk ise sensor ¢ikisinda tespit edilebilir bir degisim olustugu
andan itibaren kirilma indisindeki en kii¢iik degisikligi tanimlar [70]. SPR yaklasimi ile
elde edilen tayin sinir1, sensdr tanima yiizeyine bagli biyolojik malzemeler i¢in 1 pg.mm™
olarak tahmin edilmektedir [54]. Bu hassasiyet proteinler, DNA veya antikorlar gibi
yiiksek makromolekiiler agirlikli bilesikleri iceren biyolojik analizler i¢in yeterlidir [71-
73]. Yine de mikotoksinler, ilaglar, vitaminler gibi diisiik molekiiler agirlikli hedefler
(tipik olarak 500 Da'dan az) i¢in ve ayrica ultra diisiik miktarlarda bile patojenik olan
ornegin bakteri ve viriisler gibi daha biiyiik diisiik kopya sayil1 hedefler i¢in duyarliligin
gelistirilmesi gerekmektedir [74]. Altin nanopartikiiller (AuNPs) kullanilarak SPR
biyosensorlerin hassasiyeti arttiralabilir ve hedef analitler i¢in daha diisiik tayin sinir1 elde

edilebilir [75].

2.5.3. Yiizey Plazmon Rezonans Biyosensorler

Yiizey plazmon rezonansi terimi etkileri giinliik yasamin bir parcasi olarak
goriilmektedir. SPR'nin bir sonucu olarak diinyanin biiyiik katedrallerindeki vitray
pencereler, yiizyillar boyunca canliligini korumustur. Orta Cag'daki zanaatkarlar, cam ve
metalik oksidin belirli kosullar altinda karistirarak parlak vitray paneller iirettiler.
Zanaatkarlarin bilmedigi bu sonug, kullandiklar1 metalik oksit camdaki plazmon

rezonansinin sonucuydu [76].

Plazmonik temelli sensorler, optik sensorler sinifidir. Yiizey plazmonlarin1 desteklemek
icin metal ve/veya metal-dielektrik yapilar iceren ve bir analiti baglayabilen tanima

elemanlarindan olusan algilama platformlaridir [77].

SPR, bir dielektrik ve bir iletken malzeme arayiiziinde 1sikla uyarilan yilizey plazmon
rezonanst (SPR) sekil 2.12.’de gosterilmistir. SPR, gelen 151k tarafindan uyarildiginda
negatif (dielektrik) ve pozitif (6rnegin, metaller) gecirgenlik malzemeleri arasindaki
arayliizde meydana gelen serbest elektronlarin rezonans salimimidir. Arayiize paralel

olarak yonlendirilen gelen 15181n dalga vektor bilesent, yiizey plazmon dalgasinin yayilma



sabitiyle eslesirse, SPR olusur. Gelen enerjinin ¢ogu ylizey plazmon alanina baglanir, bu
da rezonans agis1 ve dalga boyunda kaymalar sebep olmaktadir. Bu kaymalarla birlikte

yanstyan 1s181n yogunlugu ve fazindaki degisikliklerle sonuglanir [78].
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Sekil 2.12. Bir dielektrik ve bir iletken malzeme arayiiziinde 1sikla uyarilan yiizey

plazmon rezonansinin (SPR) gdsterimi.

Azalan alanin olusumundaki farkliliklara ragmen, temel baglanma deneyi temelde tiim
optik biyosensorler icin aynidir (Sekil 5.3). Etkilesen ortaklardan biri olan reseptor,
sensOr ylizeyine baglanirken analit, serbest soliisyondan reseptore baglanir. Sensor,
gercek zamanli olarak meydana gelen kirilma indisi degisikliklerini izlediginden, reseptor
miktari, analit ve baglanma oran1 belirlenebilir. Aslinda, etkilesim kinetigi, bu teknigin
temel avantajlarindan biridir. Bir optik biyosensoriin hassasiyeti iki ana faktore baglidir:
algilama katmaninin analiti baglama kapasitesi ve cihazin optik saptama siiridir (Bir
sinyali tetikleyebilecek minimum analit miktar1). Birincisi, etkilesimin afinitesine ve
analit tarafindan erisilebilen baglanma yerlerinin sayisina baglidir. ikincisi, analitin

molekiiler agirligina, sinyal-giiriiltii oranina ve sapmaya baglidir [78].



Analit sensor ylizeyine baglandiginda, sensor yiizeyindeki kiitle artigina gore kirilma
indisi ve SPR agis1 degisir [79]. Analit ve hareketsiz reseptor arasindaki etkilesim sensor
ylzeyinde meydana geldiginde, Sekil 2.13’te gosterildigi gibi sinyal zamana karsi

cizilerek gergek zamanli olarak bir sensorgram elde edilir.
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Sekil 2.13. SPR biyosensor ile analitin baglanmasinin izlenmesi igin tipik bir sensorgram.

Sekil 2.13’de goriildigi gibi, denge adimindan sonra baglanma igin biyosensor sistemine
analit ¢ozeltisi gonderilir. Ayrisma adiminda, tampon ¢6zelti, analit ¢dzeltisinin yerini
alir ve biyosensor tizerindeki bazi analitler ayrilir. Bir sonraki deney i¢in, biyosensor

tizerindeki tim analitler rejenerasyon adiminda uzaklastirilir.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

3-merkaptopropiyonik asit (3-MPA), N-etil-N'-(3-dietilaminopropil)karbodiimid (EDC),
N-hidroksisiilfosiiksinimit (NHS), glisin ve fosfat tamponlu salin (PBS) tablet Sigma-
Aldrich MERK (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Miyoglobin (Myb),
sigir serum albiimin (BSA) ve Anti-Immunoglobulin E Sigma-Aldrich Chemical Co.
firmasindan temin edilmistir. Total immunoglobulin E proteini Immulite System
(Lianberis, UK) firmasindan temin edilmistir. Hidroklorik asit (HCI), asetik asit, sodyum
hidroksit (NaOH) ve diger kimyasal malzemeler analitik saflikta olup MERK (Darmstadt,
Almanya) firmasi tarafindan temin edilmistir. Immunoglobulin G (IgG) Clairyg
firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan deiyonize su direnci 18 MQ/cm’dir
ve Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklagtirma birimi ve iyon degistirici

dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastirilmistir.

3.2. SPR Biyosensor Altin Cip Yiizey Modifikasyonu

SPR biyosensor yiizeyi modifiye edilmeden dnce ilk adim olarak SPR biyosensor altin
ylizeyi sicak asidik pirana ¢ozetisi (3:1 H2SO4:H20., v/v) ile temizlenme islemi
yapilmustir. Asidik pirana ¢ozeltisi ¢ip altin yiizeyde 10 saniye bekletilmistir. Daha sonra
SPR biyosensor ¢ip ylizeyi saf su ve etil alkol ile yikanmistir ve etiivde 40°C sicaklikta 1
saat boyunca kurutulmas: saglanmistir. Yiizeyi temizlenen SPR biyosensor ¢ip altin
yiizeyine 50 pulL 3-merkaptopropiyonik asit (3-MPA) ¢ozeltisi damlatilmistir ve bir gece
boyunca yiizeyin igsevlestirilmesi i¢in bekletilmistir. Modifiye edilmis SPR sensor yiizeyi

deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmis ve etiivde 40°C sicaklikta kurutulmustur.

Daha sonra altin yilizey N-etil-N'-(3-dietilaminopropil) karbodiimid (EDC) ve siilfo-N-
hidroksisiilfosiiksinimit (NHS) ile aktive edilmesi i¢in 1:1 oraninda EDC/NHS ¢ozeltisi
pH 7.4 PBS tamponu kullanilarak hazirlanmistir. Yiizeyde karboksilik asit gruplari
olusturarak anti-IgE kovalent olarak baglanmasi gergeklestirilmistir. 3-MPA ile
igsevlestirilmis SPR ¢ip yiizeyine 100 pL EDC/NHS karigimi1 damlatilmistir ve yiizeyde
15 dakika bekletilmistir. Bu islem ard arda 3 defa tekrarlanmistir. Daha sonra SPR

biyosensor c¢ip saf su ile yikanmistir ve etiivde 40°C sicaklikda 1 saat boyunca



kurutulmugtur. Son adimda anti-IgE’nin yiizeye taniltilmasi i¢in SPR ¢ip ylizeyine
damlatilmistir ve kovalent olarak baglanmasi gerceklestirilmistir. SPR biyosensor ¢ipin

hazirlanmasi i¢in planlanan ylizey modifikasyonu adimlari Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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3-merkaptopropiyonik asit (3-MPA) N-etil-N'-(3-dietilaminopropil)karbodiimid (EDC) stilfo-(N-hidroksisiilfosiiksinimit sodyumtuzu) (NHS)

Sekil 3.1. SPR biyosensor ¢ip yiizeyinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

3.3. SPR Biyosensor Karakterizasyon Calismalari

Hazirlanan SPR biyosensor ¢ip yiizeyi temas agisi, atomik kuvvet mikroskopu ve

elipsometre kullanilarak karakterize edilmistir.

3.3.1. Temas Agisi

Temas acist Olglimleri sirasinda Kriiss DSA 100 cihaz1 (Kriiss GmbH, Hamburg,

Almanya) kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Hazirlanan SPR biyosensor



¢ip yiizeyinin hidrofobikligi/hidrofilikligi 6zellikleri temas agist ile analiz edilmistir. Bu
analizde bir siringa igerisinde bulunan deiyonize su damlaciklari igne yardimi ile SPR
sensor ¢ip ylizeyinin farkli noktalarina damlatilir. Kat1 yiizey ile deiyonize su arasinda ag1

(0, ac1) olusmaktadir.

DSA100

Sekil 3.2. Temas Acis1 Kriiss DSA cihazi goriiniitiisii.

3.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

SPR sensor ¢iplerinin altin yiizeyinin topografyasint belirlemek i¢in atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) (Nanomagnetics Instruments, Oxford, UK) kullanilmistir. AFM, kati
ylzeylerin topografisini yiiksek c¢oziiniirliikkte goriintiilemek icin kullanilir. SPR
biyosensor ¢ipi, 6rnek tutucuya tutturulmus ve goriintiileme ¢alismalar1 hava ortaminda
ve non-contact mod ile yapilmigtir. Bu amagla modifiye edilmis SPR ¢ip ve modifiye

edilmeyen SPR ¢ipler yiizey topografyalarinin incelemesi non-contact mod ile



yapilmistir. Farkli 6lgek oranlarinda yiizey gortntiileri alinmistir ve yiizey piiriizliiliik

degerleri kaydedilmistir.

Sekil 3.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) cihazi goriintiisii.

3.3.3. Elipsometre

Hazirlanan bos ve modifiye edilmis SPR biyosensorlerin ortalama yiizey kalinlik
Ol¢timleri Nanofilm-EP3Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi kullanilarak
karakterize islemleri gergeklestirilmistir. Yiizey kalinliklarina ait 6lgtimler 532 nm dalga
boyun ve 62°’lik gelis acist kullanilmistir. SPR biyosensor ¢ip lazer 151k kaynagi altinda
bulunan platforma yerlestirilmistir ve yiizey kalinligi hesaplama programi i¢in SF10
prizma+50 nm altin yiizey veri olarak Ongoriilerek bos ve modifiye edilmis SPR
biyosensér ¢ip yiizeyinden 6 farkli ayri noktada 6l¢iimler gerceklestirilmistir. Olgiimler 3
kez tekrarlanarak sonuglarin ortalamasi verilmistir. Sekil 3.4’de Elipsometre cihazi

goriintiisii gosterilmistir.



Sekil 3.4. Elipsomerte cihazi goriintiisii.

3.4. IgE Tayini icin Kinetik Calismalar:
3.4.1. Optik Temelli Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi

IgE tayini igin kinetik c¢alismalar SPR imager Il (GWC Technologies, WI, USA)
biyosensor cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Altin kapli SPR ¢ip (SPRchipTM)
ayni firmadan temin edilmistir. Bos ¢ipin altin yiizey kalinligi ~50 nm’dir. SPR

biyosensor sistemi ve altin ¢ip goriintiisii Sekil 3.5°de sunulmaktadir.

(e

Sekil 3.5. SPR biyosensor sistemi ve altin ¢ip goriintiisii.



3.4.2. pH Etkisi

pH ortami biyolojik reaksiyonlarda oldukca belirleyici bir etmen olarak karsimiza
cikmaktadir. Gerek sensor kapasitesinin  Olglimiinde gerekse hassasiyetinin
belirlenmesinde optimum pH’y1 saptamak adina pH taramasi yapilmistir. pH skalasi
olarak 4, 5, 6, 7.4 ve 8 secilmistir. 100 ng/mL derisimlerde hazirlanan IgE ¢ozeltileri

sirayla belirtilen pH’larda sisteme verilmistir ve elde edilen sensogramlar kaydedilmistir.

3.4.3. IgE Tayini

SPR biyosensor hazirlanmasindan sonra IgE tayini i¢in kinetik calismalara
yuritilmiistir. IgE tayini ¢alismalarinin Kinetik ¢alismalar kismi SPR imager II sensor
sistemi ile 25 °C’de yapilmugtir. Oncelikle farkli derisimlerde IgE érnekleri pH 7.4 PBS
tampununda hazirlanmigtir. 1.0 ng/mL-1000 ng/mL derisim araliginda hazirlanan total
IgE ornekleri sensore entegre peristaltik pompa araciligiyla SPR sensor ¢ip ylizeyinden
verilmistir ve alinan sinyal yanitlar1 kaydedilmistir. SPR biyosensor sistemine orneklerin
verilmesi asamalarini sirasiyla su sekilde siralayabiliriz: Oncelikle SPR biyosensor ¢ip
yiizeyi 20 mL deiyonize su ile yikanmistir. Daha sonra SPR biyosensor ¢ip pH 7.4 PBS
tamponuyla yaklasik 45 dakika boyunca oda sicakliginda dengelenmistir. Bu denge
basamagindan sonra SPR biyosensor sisteminin rezonans agisi ayarlanmistir. Farkli
derisimlerde hazirlanan IgE ornekleri (3 mL 6rnek/150 pL/dakika akig hizi) sensér
sistemine teker teker verilmistir. Rezonans frekansindaki yani kirilma indisindeki kayma
degerleri anlik olarak gozlenmistir ve islem tekrar denge durumuna geldiginde (~8 dak)
sisteme 20mL ve 150 pl/dakika akis hizinda 0.1 M pH 2.5 Glisin-HCI ¢ozeltisi verilerek
desorpsiyon basamagi gerceklestirilmistir. Desorpsiyon isleminden sonraki her bir
derisim degerine ait sensorgramlar kaydedilmistir. Her bir 6rnek tayininin ardindan SPR
sensOr sistemi oncelikle su ve PBS tamponuyla birkag tekrar ile yikanarak temizlenmistir.
Denge durumunda getirilen SPR sensor sistemine farkli derisimlerdeki IgE ornekleri
verilmeden Once adsorpsiyon-desorpsiyon-denge adimlar1 ayni islemlerden gegerek

tekrarlanmistir.



3.4.4. Secicilik Calismalari

Yiizey plazmon sensor sistemlerinin alameti farikasi daha onceden de ¢ok kez
bahsedildigi gibi afiniteye son derece uygun olmasi ve dolayisiyla oldukca spesifik
tayinleri yapabilmesidir. Segicilik caligmalari da tasarlanan sensoriin hedef molekiile olan
hassasiyetini gézlemlemede en 6nemli parametrelerden birisidir. Bu ¢alismada sensor
seciciliginin saptanmasi adina IgE molekiiliine benzer 6zellikler gosteren HSA, MYB,
IgG molekiilleri kullanildi. IgE, PBS tampon igerisinde ayri ayr1i BSA, Myb ve 1gG ile

sensor yilizeyinden gegirilmistir ve elde edilen sensogramlar grafikleri elde edilmistir.

3.4.5. Yapay Plazma Cahsmalari

Klinik uygulamalarda kullanilmast amaglanan her biyosensor i¢in dogal duruma
olabildigince es ortamlarda analizlerin yapilmasi gerekmektedir. Bu sebepten yapay
plazma ¢alismalar1 tibbi metodolojilerde son derece biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu durum
g6z oniinde bulundurularak tasarlanan SPR biyosensor sisteminin gergek 6rneklerdeki
sonuglarmi incelemek adina tedarik edilen 1.0 mg/mL derisimindeki yapay plazma

ornekleri sensor sisteminden gegirilerek IQE spesifik baglanmasinin kontrolii yapilmistir.

3.4.6. Tekrar Kullanilabilirlik

Bir biyosensor tasarimi, teorik ve pratik olarak tiim beklentileri karsilasa da seri liretime
ve standart uygulamaya katilabilmesi i¢in ¢ok dnemli bir 6zellige daha sahip olmalidir;
bu 6nemli tasarimin ekonomik siirdiriilebilirligidir. Ekonomik boyut hem tedavi hem de
teshis noktasinda bir ¢alismanin gercekeiligini de ortaya koyar. Bu g¢ercevede tekrar
kullanilabilirlik ¢aligmalarinin 6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Tasarlanan SPR
biyosensoriin esit derisimde IgE c¢ozeltileri pH 7.4 PBS tampon ile 5 kez sisteme
verilmistir ve her adsorpsiyon adimindan sonra Glisin-HCI ile desorbsiyon islemi

yapilmustir.

3.5. Adsorpsiyon izoterm Modeli

Bir adsorpsiyon izotermi, bir maddenin sulu gézenekli ortamdan veya su ortamindan sabit

bir sicaklik ve pH'ta bir kat1 faza tutulmasini (veya salinmasini) veya hareketliligini



yoneten fenomeni tanimlayan bir egridir [80,81]. Adsorpsiyon dengesi (adsorbe edilen
miktar ile soliisyonda kalan arasindaki oran), adsorblayici igeren bir faz adsorban ile
yeterli bir siire temas ettirildiginde, y18in soliisyondaki adsorblayici derisimi ile arayiiz
derisimi ile dinamik bir dengede oldugunda kurulur [82,83]. Tipik olarak, adsorpsiyon
sistemlerinin modelleme analizi, tasarim1 ve uygulanabilir olmasina yonelik énemli bir
rol olusturan matematiksel korelasyon, genellikle kat1 fazin derisimine kars1 grafiksel
olarak ifade edilmesiyle gosterilir [84]. Altta yatan termodinamik varsayimlarla birlikte
fizikokimyasal parametreleri, adsorpsiyon mekanizmasi, yiizey ozellikleri ve ayrica
adsorbanlarin afinite derecesi hakkinda bir fikir verir [85]. Bu nedenle literatiirde
adsorpsiyon olayini agikladigr bildirilen ¢esitli adsorpsiyon modelleri bulunmaktadir.
SPR uygulamalarinda adsorpsiyon modelleri arasinda en ¢ok kullanilan Scatchard,
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm modelleri bulunmaktadir.

Adsorpsiyon izoterm modelleri Cizelge 3.1 de verilen denklemlerle temsil edilir:

Cizelge 3.1. Adsorpsiyon modelleri.

Scatchard Ameq/ [C] = Ka (Ammax - Ameq )
Langmuir Am = {Ammax [C] / Kp+ C}
Freundlich Am= Ammax[C]*"

Langmuir - Freundlich Am = {Ammax[C]*"/ Kp + [C]*"

burada Am, SPR sensériiniin birim alanindaki artan kiitle miktaridir (ug/cm?); C, IgE’nin
derigimidir (ug/mL); 1/n, Freundlich tssiidiir; Ka (ug/mL) ve Kp (mL/pg) ileri ve geri

denge sabitleridir; eq ve max alt simgeleri sirasiyla dengeyi ve maksimumu gosterir.

Adsorbsiyon izoterm modeli parametreleri belirlemek igin total IgE tayini Kinetik
analizlerinden elde edilen SPR biyosensor sinyal yanitlart kullanilmigtir. SPR verilerinin
denge kinetik analiz modeline uygunlugu Kkinetik parametreler degerlendirilerek
hesaplanmaktadir. Bu sebep i¢in, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

adsorpsiyon izoterm modelleri hesaplanmaktadir. Freundlich izoterm modeli, analit



molekiillerinin ¢ok katmanli baglanmasini gosterirken, Langmuir izoterm modeli,
baglanma bdlgelerinin homojen oldugu varsayimina dayanir. Langmuir-Freundlich
modeli, Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinin smirlayici davranisindan

tiretilmistir [86].

Hem fiziksel hem de kimyasal adsorpsiyon i¢in en basit ve hala en kullanigh izoterm
Langmuir izotermidir. Adsorban yiizeyinde sadece tek bir molekiil tabakasi absorbe
edilir, adsorban ylizeyi homojendir ve adsorpsiyon enerjisi tiim bolgeler i¢in aynidir ve

yiizey diizleminde adsorbat gegisi yoktur.

Molekiiller aras1 kuvvetler, mesafe arttikca hizla azalir. Adsorbe edilen molekiiller
arasinda etkilesim yoktur, ylizeydeki adsorpsiyon lokalizedir, bu da adsorbe edilen
atomlarin veya molekiillerin belirli ve lokalize bolgelerde adsorbe edildigi anlamina gelir.

Bu varsayimlara dayanarak, Langmuir izotermi denklemi su sekilde ifade edilir:

— erce
1+ bC,

Qe

Burada Ce denge analit (adsorbat) derisimini ifade etmektedir. Qe teorik tek tabakali
kapasitesidir. b, adsorbat yiizeyinin aktif bolgelerine adsorbe etme egiliminin bir kriteri
olan denge sabitidir (L/mg). Daha biiyiik bir b degeri, daha yiiksek adsorpsiyon enerjisini

temsil eder.

Freundlich izoterm modeli Langmuir'in ¢ok katmanli adsorpsiyona uygulanabilen bagka
bir seklidir. Bu model, adsorbanin yiizeyinin heterojen ve aktif bolgeler oldugunu ve

enerjilerinin tistel olarak dagildigini varsayilir.

Adsorpsiyon isleminin tamamlanmasiyla adsorpsiyon enerjisi katlanarak azalana kadar

ilk dnce daha gii¢lii baglanma bolgelerine dogru arttigini ve ¢ozeltideki analitin derigimi



ile adsorban yiizeyindeki analit derisimin de arttigin1 varsaymaktadir. Freundlich izotermi

denklem su sekilde ifade edilir.

qe = KFCel/n

burada kf adsorpsiyon katsayisidir ve adsorbat maddenin adsorban iizerine yapisma
kabiliyetini temsil eder (adsorbanin nispi adsorpsiyon kapasitesi). 1/nF, adsorbat
maddenin adsorban {izerine adsorpsiyon yogunlugunu veya ylizey heterojenligini
gosterir. 0 ile 1 arasindaki egim (1/nF), uygun bir adsorpsiyon izotermini gosterir. Bu
deger sifira yaklastiginda, adsorbanin yiizeyi daha heterojen hale gelir ve adsorpsiyon
izotermi daha dogrusal olmayan hale gelirken, 1'in {izerindeki 1/nF, olumsuz adsorpsiyon
izotermlerinin gostergesidir. 1/nF 0.1'den daha kiiciik oldugunda, adsorpsiyon izotermi

tersinmez izoterme yaklasir.

3.6. Baglanma Kinetik Modeli

Baglanma bolgelerinin afinitesi hakkinda daha kapsamli bilgi elde etmek ve adsorpsiyon
izotermlerinin sonuglarini analiz etmek i¢in, Scatchard grafik analizi uygulanir. Klasik
Langmuir denkleminin diger matematiksel dontistimleriyle karsilastirildiginda, Langmuir
modelinin deneysel verilere iyi uyum gosterdigi denge derisim araliklar1 hakkinda
farkindalik, asagidaki sekilde temsil edilen Scatchard denklemi ile daha kolay elde
edilebilir:

e _

°h—q.b
C. Q de

burada Q° (mg/g) ve b (L/mg), Scatchard izoterm adsorpsiyon parametrelerini temsil
eder. ge/Ce'nin ge'ye karst Scatchard grafiginden diiz bir ¢izgi elde edilirse, o zaman
adsorban sadece bir tip baglanma yeri sunar (Homojen yiizey), ancak dogrusalliktan bir

sapma elde edilirse, adsorbanin birden fazla tipte baglanma yeri vardir. (Heterojen yiizey)



3.7. Denge Analizi

Toplam ligand miktar1 [Blo, ylizeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanir. Tiim derisim degerleri SPR sinyali cinsinden ifade edilir. Kiitlenin derisime
dontistiiriilmesine gerek kalmayacaktir. Serbest analit derisiminin akis hiicresinde sabit

kaldig1 yalanci- birinci derece kosullar1 altinda baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR

rra kaC (ARmax — AR) — kdAR

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rmaks, baglanma ile dlciilen ve
maksimum sinyal; C, analit derisimi (mg/mL), ka, baglanma hiz sabiti (mL/mg.s) ve kd,
ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti KA (mL/mg), ka ve kd sabitlerinin oranindan

hesaplanir (KA=ka/kd). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik basitlestirilir:

AR,
c - KyARmax — K4AR,,

Bu yiizden, baglanma sabiti Ka, ARdenge/C’y karst ARdenge grafigi ile hesaplanmaktadir.
Ayrilma sabiti Kp ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

dAR
T kaCARmax — (kaC + kd)AR

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollii kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt’ye karsi AR
grafiginin, egimi eksi (—) (kaC + kd) olan bir dogru vermektedir. Baslangi¢ baglanma hizi
analit derisimiyle dogrusal bir iligki igerisindedir. = Kantitatif olarak derisim
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Rmax degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram kullanilarak
ka ve kd degerleri hesaplanabilir. Yiizeyi tamamen doygunluga eristirmek i¢in c¢ok
yuksek analit derisimlerine gerek oldugu i¢cin Rmax’in deneysel olarak belirlenmesi
zordur. Ileri ve geri yondeki hizlarin analizi igin ¢izilen dAR/dt’ye karst AR grafikleri,

ileri ve geri yondeki hiz sabitleriyle iligkili olan egim degerini (S) vermektedir:



S = k,C + kyA

S’ye karsi ¢izilen C grafigine ait, egimi ka olan bir dogru verir. Teorik degerolarak kesim
noktasi kd degerini verir. Fakat, kaC >> kg oldugu durumlarda kd hesaplamasi i¢in bu
yontem giivenilir degildir ve bu durumda daha giivenilir yontem olan ayrilma kinetiginin

incelenmelidir.

In(ARy / ARy) = kq (t - to)

burada ARy, to'daki baslangic yanit seviyesidir ve t zamanlarda AR, ayrilma egrisi

boyunca elde edilen degerleri temsil etmektedir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda alt1 ana baslik incelenmistir; i) SPR biyosensor ¢ip
ylizeyinin temizlenmesi; ii) 3-merkaptopropiyonik asit ile ¢ip altin yiizeyinin
issevlestirilmesi; iii) EDC/NHS modifikasyonu; iv) anti-IgE’nin ¢ip ylizeyine tanitilmasi;
v) SPR biosensor ¢iplerinin karakterizasyonu; vi) total IgE es-zamanli tayininin

gergeklestirilmesi.

4.1. SPR Biyosensor Ciplerinin Karakterizasyonu
4.1.1. Temas Acis1 Sonuclari

Sessile Drop yontemiyle bos ve modifiye edilmis olan SPR sensor ¢iplerinin temas agist
degerleri yiizeyine bir damla su damlatilarak incelenmistir. SPR biyosensor ¢ipin farkl
ylizey bolgelerinin su damlatilarak ti¢ farkli temas agis1 degeri kaydedilmis ve goriintiiler
alimmugtir. Temas agis1 Ol¢timlerin sonuglart Cizelge 4.1 verilmistir. Bos altin yiizeyi
temas agis1 degeri 60.5°, 3-MPA modifiye yiizey 28.13°, EDC-NHS/anti-IgE modifiye
ylizey 36.38° bulunmugtur. SPR biyosensor ¢ip Kaydedilen goriintiiler Sekil 4.1°de
sunulmaktadir. Yiizeyin hidrofilikliginin artmas1 modifikasyon islemlerinin basarili bir
sekilde gergeklestigini gostermektedir. Bu sonuglara gore bos SPR ¢ipin yiizey
hidrofilikliginin artti1 ve yiizeye hidrofilik yapilarin baglandig: sdylenebilir.

Cizelge 4.1. SPR biyosensor ¢iplerine ait temas agist degerleri.

Yiizey Temas acisi, °©
Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyi 60.5
3-MPA ile modifiye edilmis SPR ¢ip yiizeyi 28.13

EDC-NHS/anti-IgE modifiye edilmis SPR biyosensdr ¢ip 36.38




(b)

(©)

Sekil 4.1. Temas agis1 sonuglari (a) bos ¢ip yiizey goriintiisii; (b) 3-MPA modifiye edilmis
¢cip ylizey goriintiisii; () EDC-NHS/anti-IgE modifiye edilmis chip yiizey goriintiisii.



4.1.2. AFM Sonuglar

Bos SPR biyosensor ¢ip ylizeyi ve modifiye edilmis SPR ¢ip yiizey morfolojisini
incelemek i¢in atomik kuvvet mikroskobu ile karakterizasyon ¢alismasi yiiriitilmiistiir.
Bos SPR ¢ipinin yiizeyi asidik pirana ¢ozeltisi ile temizlenmistir. Modifiye edilmemis
bos SPR ¢ipin yiizey derinligi 0.28 nm olarak tespit edilmistir. EDC-NHS/anti-IgE
modifiye edilmis SPR biyosensor ¢ipin ortalama kalinlig1 8.36 nm olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglar SPR altin yiizeyine modifikasyon isleminin basarili bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. Sekil 4.2°de bos haldeki SPR ¢ipi ve modifiye edilmis
SPR biyosensor ¢ipi AFM goriintiileri sunulmaktadir.
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Sekil 4.2. (a) Bos ¢ip; (b) modifiye edilmis SPR biosensor ¢ip.

4.1.3. Elipsometre Sonuclari

Nanofilm-EP3Nulling Elipsometre (G6ttingen, Almanya) cihazi Bos ve modifiye edilmis
SPR biyosensorlerin ortalama ylizey kalinligi i¢in kullanilmistir. Kalinlik 6l¢timleri
62°’lik gelis acisinda 658 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir (Sekil 4.3). Bos SPR
altin yiizey kalinlig1 50 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Modifiye edilmis SPR biyosensor ¢ipin
kalinligr ise 89.0 & 2.8 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Bu sonuglarin degisimi SPR
¢ip altin ylizeyine kendi kendine diizenlenen tek tabakalar teknigi kullanilarak
modifikasyon isleminin basarili bir sekilde yapildigin1 gostermektedir. Yiizey kalinliklar
sonuglar1 SPR biyosensor sistemi ile yapilacak IgE Olglimleri i¢in uygun oldugunu

gostermektedir.



Cizelge 4.2. SPR biyosensor film kalinliklarinin sonuglart.

Yiizey Kalinhk (nm)
Bos altin yiizey 50
Modifiye edilmis SPR biyosensor 89.0+ 2.8

Sekil 4.3. Modifiye edilmis ¢ipin elipsometere goriintiisii.

4.2. Kinetik Calismalari

Bu c¢alismada SPR biyosensor altin yiizeyi kendiliginden diizenlenen tek tabakalar (self-
assembled monolayers: SAMs) teknigi kullanilarak modifiye edilmistir. Hazirlanan SAM
teknigi ile hazirlanan SPR biyosensor ¢ipi cihazina yerlestirildikten sonra ¢ip yiizeyinin
dengeye gelmesi i¢in pH 7.4 denge PBS tamponu sistemden gegirilmistir. Total IgE
derisimi ile hazirlanan SPR biyosensor sinyal degisimi arasindaki iliskinin
incelenebilmesi i¢in farkli derisimlerde IgE ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Daha sonra SPR
biyosensor ¢ip yiizeyinde secilen bolgelere PBS 7.4 tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan IgE

ornekleri sisteme verilmistir.



4.2.1. pH Etkisi Sonuglari

Farkli pH ortaminda yapilan deneylerde SPR biyosensor ¢ipi sinyal yanitina etkisi
incelenmistir. pH 4-8 araliginda 100 ng/mL derisimde hazirlanan IgE ornekleri sisteme
uygulanmistir. Her bir ayr1 pH adiminda sistem denge tamponu olarak segilen pH tampon
¢ozeltisi kullanilmistir. En yiiksek sinyal yaniti ARmaks 4.01 olarak pH 7.4 PBS
tamponunda gozlenmistir. Bu sonuglara gére optimum pH olarak PBS pH 7.4 secilerek
devam eden IgE tayini ¢aligsmalar bu kosullar altinda yiriitilmiistiir. Sekil 4.4’de farkli

pH tamponu ile yapilan IgE tayini sensorgram grafigi verilmektedir.

45
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Sekil 4.4. Farkli pH tamponu ile yapilan IgE tayini sensorgram grafigi; Derisim: 100
ng/mL: Sicaklik: 24 °C.

4.2.2. Total IgE Tayini

Total IgE derisimi ile SPR biyosensor sinyali arasindaki iligkinin incelenebilmesi i¢in IgE
¢ozeltileri hazirlanmistir. SPR ¢ip yiizeyinde segilen bolgelere 1.0 ng/mL-1000 ng/mL
lineer ve genis derisim araliginda PBS 7.4 tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan IgE 6rnekleri
sistemden es zamanli olarak gegirilmistir. Sekil 4.5’de farkli oranlara sahip derigsimlerde
hazirlanan IgE c¢ozeltilerinin, SPR biyosensor arasindaki etkilesiminden elde edilen
sensorgramlar gosterilmektedir. Bu sensorgramlarin elde edilmesi i¢in gergeklestirilen

oOlgiiler sirasinda; sistemden oncelikle ~3 dakika boyunca denge tamponu c¢ozeltisi



gecirilmigtir. Daha sonra ~5 dakika boyunca IgE ornekleri gegirilmistir. Yaklasik 8
dakika sonuna dogru sistem tekrardan dengeye ulagsmistir. Daha sonra ~3 dakika boyunca
0.1 M pH 2.5 glisin-HCI desorpsiyon ¢6zeltisi sistemden gegirilmistir. Ard arda verilen
Olctimler i¢in her iki 6l¢iim arasinda sistemin yeniden dengeye ulagmasi i¢in sisteme 15
dakika boyunca pH 7.4 PBS denge tamponu verilmistir. Sekil 4.5’de goriildiigii gibi total
IgE derisimi arttikca ARmaks degeri artmaktadir. 0-1000 ng/mL derisim araliginda
gozlenen sinyal maksimum AR degerleri dogru denklemi y=0.0113x+1.7336 olarak
hesaplanmistir. R? degeri 0.9013 dogrulukta IgE tayini yapilmaktadir. Total IgE tayini
icin hazirlanan kalibrasyon grafigi Sekil 4.6’de gosterilmektedir.

15 ——1000 ng/mL
13 —500 ng/mL
250 ng/mL
11 )
r 100 ng/mL
9 50 ng/mL
né 7 r ——10 ng/mL
N 5.0 ng/mL
> 1.0 ng/mL
3 —0 ng/mL
1 / \\\
-10 200 400 600 800 1000
Zaman (S)

Sekil 4.5. SPR biyosensor ile 0-1000 ng/mL derisim araligindaki total IgE Ornekleri
arasindaki etkilesimlere ait sinyallerin sensogram grafigi; (a) PBS 7.4 denge ¢ozeltisi; (b)

adsropsiyon adimi; (c) desorpsiyon adimi.

SPR biosensoril olgiilebilir tayin smir1 hesaplanmistir. Tayin sinirt (limit of detection:
LOD) degeri i¢cin LOD=3s olarak ifade edilmektedir. Burada s, SPR sinyal yanitinin
standart sapmasin1 vermektedir. Total IgE tayini i¢in gelistirilen bu sensérle LOD degeri

0.22 ng/mL olarak hesaplanmistir. Kendiliginden diizenlenen tek tabaka (SAM) teknigi



kullanilarak hazirlanan SPR biyosensoriin IgE’ye oldukca segici ve hassas oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.6. SPR biyosensor ile derisime bagli kalibrasyon grafigi: 0 ng/mL-1000 ng/mL
IgE; PBS 7.4 tamponu.

4.3. Secicilik Sonuc¢lar:

IgE icin hazirlanan spesifik anti-IgE tanitilmis SPR biyosensor ¢iplerin seciciliklerinin
belirlenmesi i¢in 100 ng/mL derisiminde hem pH 7.4 PBS tamponu kullanilarak hem de
yapay plazma ortaminda protein ¢ozeltileri hazirlanmistir. SPR biyosensoriin IgE’ye kars1
seciciligini incelemek i¢in IgE’ye benzer molekiiler yapidaki BSA, IgG ve Myb
proteinleri kullanilmigtir (Sekil 4.7). SPR biyosensorden alinan sinyal degerleri Sekil 4.8
ve Sekil 4.9’de gosterilmektedir. Sekil 4.8°da PBS tamponu ile yapilan deneyler
sonucunda sinyal oranlar1 goriilmektedir. Tasarlanan SPR biyosensoriin IgE baglanma
afinitesi diger secilen yarismaci proteinlere gore daha yiiksektir. Bu sonuglar
kendiliginden diizenlenen tek tabaka teknigi ile hazirlanan SPR ¢ipin IgE i¢in daha
yiiksek segiciliginin oldugunu gostermektedir. Sekil 4.9°de goriildigi gibi yapay plazma
ornekleri ile yapilan biyosensor ¢ip ile IgE proteinine karsi secici bir tayin gergeklestigi
goriilmektedir. Karmasik bir ¢ozelti ortaminda dahi SPR biyosensdriin kararliligi oldukga

yuksek oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.7. Proteinlerin yapist: (a) IgE; (b) BSA; (¢) IgG; (d) Myb.
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Sekil 4.8. SPR biyosensor ¢ipin segicilik sonuglari; Derigim: 100 ng/mL PBS pH 7.4

tamponu.
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Sekil 4.9. SPR biyosensor ¢ipin segicilik sonuglari; Yapay plazma.

4.4. Tekrarlanabilirlik Sonuclari

SPR biyosensorlerin sagladigi en onemli avantajlardan biri tekrarlanabilir olmasidir.
Hazirlanan SPR biyosensor ¢ipler giin i¢i ve giin asir1 ard arda tekrar kullanilabilmesi bu
sistemlerin maliyet agisindan avantajin1 ortaya koymaktadir. Tekrarlanabilirlik
calismasindaki amag; hedef analitin aninda etiketsiz tayini yapilirken dlgiimlerin tekrarl
calismalarinda biyosensor sinyalinde kapasite degisimlerinin olmadigini gozlemlemektir.
Bu 6nemli amag dogrultusunda tasarlanan SPR ¢ip yiizeyine 500 ng/mL IgE 6rnegi ard
arda es zamanli bes defa sisteme gonderilmistir ve sinyallerdeki kararlilik gozlenmistir.
Sekil 4.10° de goriilduigii gibi IgE sensorlerde sinyal degisiminde bir azalma gézlenmeden

ard arda IgE tayini basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.10. SPR biyosensoriin tekrarlanabilirlik sonuglari: Derigim 500 ng/mL.

4.5. SPR Biyosensoriin Kinetik Modeli

SPR biyosensorlerin kinetik analizi, hedef molekiil-ile SPR ¢ip arasindaki etkilesim icin
yapilmaktadir. Sekil 4.11°da denge kinetigi ve Sekil 4.12’de baglanma kinetigi grafikleri
sunulmultur. Scathard ve baglanma kinetigi dogrularina ait denklemlerden elde edilen

ARmaks, Ka, Kd, Ka ve Kp degerleri Cizelge 4.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.3. SPR ¢ipin denge ve baglanma kinetik parametre degerleri.

Denge kinetik Analizi (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmax 10.5 ka(ng/mL)1.s? 0.0004
Ka, (ng/mL)* 0.02 Ka (s 0.0026
Kb, (ng/mL) 50 Kb, (ng/mL) 6.5

R? 0.7008 Ka, (ng/mL)™ 0.15

R? 0.9728
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Sekil 4.11. SPR biyosensordeki hiz parametrelerinin belirlenmesi i¢in matematiksel

modellemeler; Scatchard izoterm modeli.
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Sekil 4.12. SPR biyosensordeki hiz parametrelerinin belirlenmesi i¢in matematiksel

modellemeler; Baglanma kinetigi.



4.6. Langmuir ve Freundlich Izoterm Modeli

Denge durumunda ve sabit sicakliga sahip ¢ozeltide adsorplanmadan kalan ¢oziinene ait
derisimin, birim adsorban kiitlesinde adsorplanan miktara kars1 grafige gecirilmesiyle
adsorpsiyon izotermleri incelenmektedir. SPR biyosensor ¢ipinin yiizey baglanma
homojenligini belirlemek ve SPR biyosensor ile protein arasindaki etkilesimi incelemek
ve tanimlamak i¢in Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsropsiyon izoterm

modelleri incelenmistir.

Incelenen Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinden elde edilen sonuclar Cizelge
4.4’°de sunulmustur. Cizelge 4.3’e gore IgE tayininde deneysel caligsmalar sonuglar da en
uyumlu adsorpsiyon modeli Langmuir izoterm modelidir. Matematiksel hesaplamalarla
IgE i¢in R?=0.9973 ve ARmaks degeri 9.09°dur. Bu sonuglar tasarlanan SPR biyosensér ¢ip
yiizeyindeki baglanma bolgelerinin homojen dagilimlidir. Ayni zamanda es enerjili, tek
tabakali ve minimum diizeyde yanal etkilesime sahip oldugunu gostermistir. Deneysel
olarak elde edilen maksimum AR degeri 11.24°diir. Adsorpsiyon modellerine gore bu
degerin Langmuir adsorpsiyon izotermine ait modele uygun oldugu goriilmiistiir.
Hazirlanmig olan SPR biyosensériiniin yiizeyine ait etkilesimlerin tek tabakali ve es

enerjili oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 4.13. Modifiye edilmis SPR biyosensor Langmuir modeli.
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Sekil 4.14. Modifiye edilmis SPR biyosensor Freundlich modeli
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Sekil 4.15. Modifiye edilmis SPR biyosensor Langmuir-Freundlich modeli.




Cizelge 4.4. SPR biyosensoriin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm

modeli parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
AR max 9.09 AR max 1.63 AR max 3.70
Kb, (ng/mL) 3490  1/n 0.49 1/n 1.19
Ka, (ng/mL)* 0.028 R? 0.9297 Kb, (ng/mL) 14.29
R? 0.9973 Ka, (ng/mL)? 0.06
R? 0.9212

4.7. Literatiir Ozeti

Alerjen spesifik immiinoglobulin E tayini i¢in yilizey plazmon biyosensorlerin
gelistirilmesi ile yapilan ¢aligsmalar ile tez kapsaminda alinan sonuglar degerlendirilmistir.
Gelistirilen tayin yontemleri ile karsilastirildiginda tez kapsaminda elde edilen sonuglarin
uyumlu oldugu ve diisiik bir tayin siniri elde edildigi bir SPR biyosensor yaklagimi

gelistirildigi goriilmektedir (Cizelge 4.5).

Philippa ve ark., ters fazli mikrodizi analizi i¢in 8 dakikalik siire i¢erisinde alternatif bir
kagit tabanli dikey akis mikrodizi (VFM) analiz yontemi gelistirmislerdir. VFM
platformu, tam serumda 1,9 pg mL™? tayin sinir1 ile IgE'nin saptanmasi igin optimize
edilmistir. Daha sonra, yiiksek IgE seviyeleri ile karakterize edilen nadir bir primer
immiin yetmezlik olan hiper IgE sendromu (hIgE) i¢in 113 serum 6rnegini ayni anda

taramak i¢in optimize edilmis kosullar kullanilmistir [87].

Katerina ve ark., gida ve ¢evredeki ¢ok sayida alerjene maruz kalinmasi nedeniyle
insanlarda bulunan alerjinin (IgE) saptanmast i¢in elektrokimyasal bir sistem gelistirdiler.
Gelistirilen sistem, aptamerin biyotinlenmis bir formunu kullanarak IgE tespitini
miimkiin kilmistir. Kosullarin dikkatli se¢cimi sayesinde aptasensor, insanlarda antikor
testi (>300 ng ml™!) igin uygun seviyelerde ¢alisir ve bu tip antikor bazli sensérlere benzer

hassasiyet gostermektedir [1].



Margo ve ark., tarafindan prob immobilizasyonundaki varyasyonu ve dizi teknolojisine
0zgl deneysel varyasyonlari gelistirmek icin kalibre edilmis floresan gelistirme teknigi
Onerilmistir. Yazarlar, insan serumundaki alerjene 6zgii IgE'lere yonelik ikincil antikorun
‘Ara h1’ (yer fistig1 major alerjeni) ve diger alerjenlere karsi olusan floresan sinyaline

bagli protein miktarinin giiglii bir dogrusal bagimliligini kanitladilar [88].

Cizelge 4.5. IgE tayini i¢in yapilan biyosensor yontemlerinin karsilastirilmasi.

Biyosensor Tipi Yontem LOD Ornek Ref.
(ng/mL)
Immiinokimyasal Dikey akis tahlilleri 1900 Serum [87]
Elektrokimyasal Aptasensor 300 Serum [1]
Floresan Mikroarray 49.3 Serum [88]
Nanomalzeme Kuantum noktalar1 84 Serum [89]
Tabanh Glimiis pargacik 20 Serum [90]
Minyatiir dizi 2.4 Serum [91]
Mikroakiskanlar SPR 190 Tampon ¢ozelti [92]
SPR goriintiileme 0.001 Tampon ¢ozelti [93]
Optik Temelli SPR biyosensor 0.22 Tampon Bu Tez
¢ozelti/Yapay Caligmasi
Plazma

**LOD: tayin sinir1 (1 ng/mL = 0.417 kIU/L)

Geoffrey ve ark., tarafindan bir serum IgE tahlilinde kaplanmis ¢iplerin islevselligi test
edildi ve diisiik IgE seviyelerine kadar spesifik tepkiler gosterdi. Alerjene 6zgii IgE'nin
tespiti, ng/mL seviyesine kadar hassasiyet gerektiren zorlu bir siirectir. Alerjen kaph
cipler, alerjik ve alerjik olmayan hastalardan alinan insan serumu kullanilarak bir anti-
kazein-IgE tahlili ile test edildi. Ayrica, streptavidin konjuge kuantum noktalar1 ile optik
sinyal gelistirmenin, 0.84 ng/mL (0.35 KU/L) IgEmin altindaki numuneler i¢in yanitlar
verdigi gosterilmistir [89].



Zhoumin ve ark., calismalarinda aptamer modifiye edici giimiis nanopartikiiller
kullanilarak 96 kuyulu mikroplaka dizileri i¢in insan immiinoglobulin E'nin (hIgE) hizls,
gorsel bir protein algilama yontemi gelistirmistir. AgNP'leri modifiye etmek i¢in spesifik
olarak IgE'yi ve biyotinlenmis oligoniikleotitleri taniyan bir aptamer kullandi. Elde edilen
nanoproblar, model analit hIgE'yi test etmek i¢in kullanildi. Saptama probu olarak
aptamer ile modifiye edilmis nanoparcaciklara dayali bir “sandvi¢” yontemi sundular.
Glimiis giiclendirmenin kullanilmasi, sinyal yogunlugunu 6nemli 6l¢iide arttirmistir ve

IgE icin tayin sinir1 20 ng mL™ olarak bulunmustur [90].

Suhee ve ark., caligmalarinda IgE i¢in SPR algilama sinyalini iyilestirmek igcin,
biyofonksiyonel altin nanopargaciklari (Au-Nps) ile yiizey olusturulmus sandvig
kompleksleri kullanan, iki farkli yaklasim tasarlanmis ve algilama performanslari
karsilastirmistir. IgE'nin (i) ylizey immobilize anti-IgE iizerine adsorpsiyonu, ardindan
IgE'ye 0zgli aptamer kapli altin nanopargaciklarinin adsorpsiyonu ve (ii) IgE'ye 6zgii
aptamer yiizeyi ve ardindan anti-IgE kapli altin nanopargaciklarinin adsorpsiyonu yoluyla
olusturmuslardir. IgE'nin, anti-IgE ya da IgE'ye 0zgii aptamerler {izerine basit

adsorpsiyonunun SPR tayin sinir1 yaklasik 1 nM oldugu bulunmustur [92].

Amit ve ark., fistik alerjeni IgE antikorlar1 i¢in peptit ve karbonhidrat alerjen baglayici
kisimlar iceren ilk SPRi immiinodizisi calismast gergeklestirmislerdir. Serum
orneklerinden IgE'lerin atom alt1 seviyelerini saptamak ic¢in dogrudan SPRi ¢ipi
tizerindeki spesifik epitop noktalarmma baglandi. Manyetik partikiiller, baglanma
parcasinin kirtlma indisini ve IgE'nin gorlinlir baglanma sabitlerini artirarak SPRI

sinyallerinin tayin sinir1 0,5-1 pg mL™? olarak dl¢iilmiistiir [93].

Lung ve ark., calismalarinda, insan serumunda alerjene 6zgii IgE duyarhiliklarinin
taranmasi i¢in mikroakiskan kartus teknolojisinin performansini incelemislerdir.
Calismada mikroakigkan tahlil, diisiik hacimli spesifik alerjen testi i¢in hizli otomatik
analiz saglamistir. LOD'yi belirlemek icin iki serum o6rnegi kullanilmistir. Test igin

seyreltme deneylerinden 1 IU/ml’den (2.4 ng/ml) az oldugu tahmin edilmistir [91].



Cizelge 4.6. Immiinglobun E tayini i¢in elektrokimyasal biyosensérler.

Hedef Yontem Reseptor Dogrusal Aralik Tayin Sinir1 Ornek  Ref.
IgE Amperometri Antibody  100-1500 ng/mL 0.09 ng/mL Plazma [6]
IgE DPV Aptamer  0.1-10 pg/mL 42 fg/mL Serum [94]
IgE DPV Aptamer  ~4x10°-4x107 ug/mL  ~4x107% pg/mL  Serum  [95]
IgE DPV Aptamer 50 pM-2 nM 6 pM Serum [96]
IgE DPV Aptamer  0.5-30 nM 37 pM Serum [97]
IgE DPV Aptamer  1-10 000 ng/mL 0.52 ng/mL Tampon [98]
IgE SWv Aptamer  1-100 000 pM 0.16 pM Tampon [99]
IgE SWASV Aptamer  10-1000 ng/mL 3.6 ng/mL Tampon [100]
IgE SWv Aptamer  0.1-100 nM 60 pM Serum [101]
IgE Tletkenlik Antibody 1-180 nM 1nM Tampon [102]

**Tiim aptamerler, DNA aptamerleridir. DPV: Diferansiyel puls voltametrisi, SWV: Kare dalga voltametri,

SWASV: Kare dalga anodik styirma voltametrisi

Kruezer ve ark., calismalarinda tek kullanimlik ekran baskili karbon elektrot teknolojisi

ve alkalin fosfataz tarafindan iretilen p-aminofenoliin +300 mV'de Ag/AgCl'ye karsi

amperometrik tespiti kullanilarak kan 6rneklerinde alerji antikorlarinin (IgE) 6l¢timii i¢in

bir sensér sistemi gelistirmislerdir. Sensér, 0.09 ng ml? IgE tayin smir ile duyarh

hastalarda klinik olarak ilgili IgE araligin1 igermektedir [6].

Wang ve ark., bu caligmalarinda, biyolojik numunelerde immiinoglobulin E'yi (IgE)

hassas bir sekilde tahlil edebilen bir kirlenme Onleyici algilama arayiizii olusturdular.

Gelistirilen aptamer tabanli elektrokimyasal biyosensér, 0.1-10 pg mL™? lineer aralig1 ve

42 fg mL™Y e kadar ¢ok diisiik bir tayin siniri ile IgE'ye karsi ultra yiiksek hassasiyet ve

secicilik sergilemistir [94].



Li ve ark., bu galismalarinda, enzim ve substrat arasinda ayirici olarak IgE hedefi
kullanilarak, bir elektronik kanal anahtarlama tabanli (ECS) aptasensor gelistirmistir.
Gelistirilen ECS aptasensériiniin, 4.44 x 10°® ug mLlik bir tayin smir1 ve dogrusal
aralig1 4,44 x 10°® - 4,44 x 107! pg mL™* sonuglarini elde etmislerdir (Klasik elektronik
aptasensorlerle karsilagtirlldiginda algilama hassasiyetinde 5 derecelik bir artig

gozlemlediler) [95].

Salimi ve ark., sandvi¢ analiz yontemi ile enzime bagl aptamer ve redoks probu olarak
tionin kullanarak bir elektrokimyasal immiinoglobulin E (IgE) aptasensorii
gelistirmislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda ve 6l¢lim teknigi olarak diferansiyel
puls voltametrisi kullanildiginda, 6nerilen aptasensor diisiik tayin sinirt (6 pM) ve yiiksek
hassasiyet (1.88 pA nM™?) gosterdi. [96].

Somayeh ve ark., bu ¢alismalarinda elektrot yiizeyinde umut verici bir transdiiksiyon
platformu olarak MWCNTS/IL/Chit (¢ok duvarli karbon nanotiipler/iyonik sivi/kitosan)
nanokompoziti ve etkili bir redoks gdstergesi olarak MB (metilen mavisi) kullanarak basit
ve etiketsiz bir elektrokimyasal aptasensor gelistirdi. Onerilen metodolojinin
uygulanabilirligi kanitlamak agisindan bir model hedef proteini kullanilmistir. Bu yontem

IgE’yi spesifik olarak tanimlamigtir ve IgE’ nin tayin sinir1 37 nM olarak bulunmustur.
[97].

Jianlong ve ark., elektrokimyasal gosterge olarak metilen mavisi (MB) kullanarak insan
immiinoglobulin E'nin (IgE) ultrasensitif tespiti i¢in bir metot gelistirdiler. Aptamer,
nanomateryal ve antikorun avantajlarimi birlestirilerek elektrokimyasal sandvig
immiinoassay tasarlayarak bir sensor gelistirmislerdir. Insan IgE'sinin 1-10.000 ng/ml
araliginda saptanmasi i¢in 0.52 ng/mL'lik en diisiik tayin sinir1 ile iyi bir dogrusal iliski
elde edilmistir [98].

Lee ve ark., calismalarinda insan IgE tespiti i¢in yakalama probu oldukga spesifik bir
anti-insan immiinoglobulin E aptamerine sahip, ultra hassas, etiketsiz, aptamer bazli bir
elektrokimyasal biyosensor gelistirdiler. Insan IgE'sinin analizi igin lineer araligin 1 pM

ile 100 pM arasinda genislemesine izin vermistir. Tayin smir1 0.16 pM olarak



bulunmustur.. Uretilen aptasensér, insan IgG, trombin ve insan serum albiimini 100 kat

derisimlerde mevcut oldugunda bile insan IgE'sine kars1 iyi bir secicilik sergilemistir [99].

Wei ve ark., calismalarinda Ag nanopargaciklari/grafen hibriti (AgNP'ler/grafen), SAM
teknigine gore iretilmistir. Daha sonra streptavidin (SA) ile islevsellestirildi ve sandvig
tipi bir strateji araciligryla insan immiinoglobulin E'nin elektrokimyasal tespitinde
elektrokimyasal etiket olarak kullanildi. Sonuglar, bu elektrokimyasal biyosensoriin 3.6
ng/mL'lik disiik bir tayin sinir1 ile 10 ng/mL ile 1000 ng/mL dogrusal araliga sahip
oldugunu gostermistir [100].

Jiang ve ark., bu calismalarinda, aptamer problarinin yeni bir pseudoknot tasarimi
kullanilarak, insan serumunda reaktifsiz ve tek asamali immiinoglobulin E tespiti i¢in bir
elektronik sensor gelistirmiglerdir. Optimal kosullar altinda, IgE igin tayin sinirinin 60
PM bulunmustur. Sensor ayrica segicidir ve insan serum orneklerinde IgE'yi saptamak

icin kullanilabilecegini 6ngérmiislerdir [101].

Hianika ve ark., caligmalarinda sisteamin veya sisteamin-sigir serum albumin araciligiyla
ince altin yilizeye baglanan antikordan olusan protein film temelli biyosensor
gelistirmislerdir. Antijen (Ag)-antikor (Ab) etkilesimi, iletkenlik 6l¢limii ile tespit edildi.
Insan IgE'si igin tayin smiri yaklasik 1.0 nM'dir. Ancak yanitin siddeti, altin destege

antikor eklenme yontemine baglh olarak degismektedir [102].



5. YORUM

Sunulan tez ¢alismasinda kendiliginden diizenlenen tek tabakalar teknigi kullanilarak
hazirlanan SPR biyosensorler ile es zamanli ve yiliksek hassasiyette total IgE tayini
gerceklestirilmistir. SPR biyosensor ¢ip altin yiizeyi karboksilik gruplarin yiizeyde
bulunmasi i¢in 3-merkaptopropiyonik asit ile bir gece boyunca bekletilmistir. Daha sonra
ylizeyi issevlestirilen SPR ¢ip EDC/NHS karisimu ile etkilestirilmistir. N-terminal uglarin
olustugu ¢ip yiizeyine anti-IgE molekiilii tanitilmistir. Hazirlanan SPR biyosensor ile PBS

7.4 tamponu kullanilarak total IgE tayini incelenmistir.

SPR biyosensor ¢ip yiizeyi pirana ¢ozeltisiyle temizlendikten sonra 3-merkapto.
propiyonik asit ¢ipin altin yiizeyine esit olarak damlatilmistir. Ardindan modifiye edilmis

ve modifiye edilmemis SPR biyosensorlerin karakterizasyon ¢alismalari yiiriitiilmiistiir.

SPR biyosensdr ¢ipin yiizey morfolojisi atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ve ylizey
hidrofilikligi temas agis1 cihazlari kullanilarak karakterize edilmistir. Sessile Drop teknigi
ile temas agis1 6lglimleri yapilmistir ve bos ¢ip altin yiizey, 3-MPA damlatilmis, modifiye
edilmis SPR biyosensor ¢ip yiizeyi sirasiyla 60.5°, 28.13° ve 36.38° olarak bulunmustur.
SPR biyosensor ¢ipin farkli yiizey bolgelerine su damlatarak ylizey goriintiileri elde
edilmistir. Bu sonuglara bog SPR c¢ipin yiizey hidrofilikliginin arttigini1 ve altin yiizeye

hidrofilik yapilarin baglandigini temas ag1 degerinin azalmasiyla gostermektedir.

SPR biyosensor ¢ip altin yiizeyi morfolojik karakterizasyonu AFM ile incelenmistir. Bog
SPR ¢ip ve modifiye edilmis SPR ¢iplerin yiizey morfolojisi ti¢ boyutlu yiizey goriintiileri
alimmugtir. Ortalama ylizey piiriizliiliigii; Bos altin ¢ipin 0.28 nm ve modifiye edilmis SPR
biyosensoriin 8.8 nm’dir. Bu piiriizliiliik sonuglar1 ve ylizey goriintiilerinin farki SPR
biyosensor altin yiizeyine kendi kendine olusan tektabaka yonteminin basar1 bir sekilde

gerceklestirildigini gdstermektedir.

Bos ve modifiye edilmis SPR biyosensorlerin ortalama yiizey kalinligi i¢cin Nanofilm-
EP3Nulling Elipsometre cihazi kullanilmistir. Kalinlik 6l¢iimlerine ait veriler 62°°lik

gelis agisinda 658 nm dalga boyunda sahip olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bos SPR



altin ylizey kalinlig1 50 nm olarak dl¢iilmiistiir. Modifiye edilmis SPR biyosensor ¢ipin
kalinlig1 ise 89.0 + 2.8 olarak tespit edilmistir.

Basaril1 bir sekilde tasarlanan SPR biyosensor ¢iplerin karakterizasyon calismalari
sonrasinda hedef molekiill IgE ile hazirlanan ornekler ile SPR cihazinda kinetik
calismalar1 yuirtitilmustiir. 1.0 ng/mL ila 1000 ng/mL arasinda IgE derisimleri tayini igin
SPR sensor yanit sinyali ile dogrusal bir iliski kaydedilmistir. IgE tayin sinir1 0.22 ng/mL
olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda sunulan SPR biyosensor sistemi ile farkli sensor
sistemleri ile yapilan c¢alisma sonuglari karsilastirilmasi yapilmigtir. Genis derisim
araligina sahip ve diisiik tayin sinir1 degerinin rapor edilen ¢alismalar ile uyumlu sonuglar

gosterdigi goriilmiistiir.

Sulu ¢ozeltilerde ve yapay plazma 6rneklerinde IgE tayini ¢ok hassas bir sekilde yaklagik
10 dakika kadar siirede gergeklestirilmistir.

SPR biyosensorlerin tekrar tekrar kullanilabilirligi PBS 7.4 tamponu igerisinde 500
ng/mL IgE igeren O6rnekler tekrarli bir sekilde bes (5) defa gonderilmistir ve SPR sinyal
yanit1 degisimi es zamanli olarak izlenmistir. Sonug dahilinde tasarlanan biyosensorlerde
sinyal yanitinin degerinde bir azalma gozlenmeden ard arda IgE numunesi verilmesi

sonucunda IgE tayini gergeklestirilmistir.

IgE’yi spesifik taniyan SPR biyosensoriin seciciliginin gdsterilmesi i¢in farkli yapilarda
proteinler kullanilarak incelenmistir. Bu amag i¢in BSA, Myb ve IgG proteinler 100
ng/mL derisimde PBS 7.4 tamponu kullanilarak hazirlanmistir. Her bir protein ¢ozeltisi
SPR biyosensor sistemine verilmistir. Sinyal yanit1 sensorgram grafikleri kaydedilerek
IgE’ye kars1 tasarlanan SPR biyosensoriin diger proteinlere verdigi diisiik sinyal degerleri

elde edilmistir.
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