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OZET

CCP ANTIKORLARININ TAYiNi iGiN YUZEY PLAZMON
REZONANS TEMELLI BiYOSENSORLERIN HAZIRLANMASI

HUSEYIN DIBEKKAYA
Yiksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Adil Denizli

Mart 2015,107 sayfa

Romatoid artrit (RA) sik rastlanan kronik eklem iltihabi ile tanimlanan bir otoimmin
hastaligidir. Dlnya nUfusunun yaklasik %1’i RA hastaligindan muzdariptir.
Kadinlari erkeklerden daha fazla (3-5 kat) etkilemektedir. RA’nin hem eklemsel
hem de sistemik etkileri vardir. Simdiye kadar RA teshisinde en yaygin olarak
romatoid faktor (RF) tayini kullaniimaktadir. Romatoid faktorler gamma globulinler
ile reaksiyona giren ve genellikle IgM sinifi antikorlardir. RA hastalarinin %60 ile
%80’inde bulunurlar. RF, RA i¢in hassas ama spesifik olmayan bir isaretleyicidir.
Cunku saglikh bireylerde veya diger otoimmun hastaligi olan bireylerde de

bulunur.

RA hastalarinin %40-60'inda epidermal flagrine karsi antikorlar gozlenir. Sitrilin,
filagrin molekiliinde bulunan nadir bir aminoasittir. Son arastirmalarda sitrtlinin,
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filagrindeki antijenik epitopun yapisal bir pargasi oldugu gosterilmigtir. Siklik peptid
iceren sitrulin antikorlari (anti-cyclic citrullinated peptide, anti-CCP) RA i¢in yeni ve
RF’den ¢ok daha spesifik (anti-CCP: %96-%100, RF: %63) bir parametre olarak
bildiriimektedir. Ayrica CCP ile RF’in duyarhliklar arasinda belirgin bir fark yoktur
(anti-CCP: %80, RF: %79). CCP’ye karsi olusan antikorlar, ¢ogunlukla IgG
sinifindandir. Hastalarin %70 ile %80’inde hastaligin erken asamasinda,

cogunlukla hastaligin semptomlari ortaya ¢ikmasindan ¢ok énce tespit edilebilir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP) hazirlanmasi kolay, ucuz, Kkararli,
molekuler tanima yetenegdi olan ve ayrica bluyuk miktarlarda Uretilebilen ve tekrar
kullanilabilen malzemelerdir. Bu ylzden, MIP’ler yapay molekul taniyan
malzemeler olarak tanimlanabilir. Adsorpsiyon temelli molekuler tanima teknikleri
hedef molekilleri igin gosterdikleri ylksek segicilikten dolayr bazi alanlarda

dikkatleri Uzerine ¢gekmistir.

Yuzey plazmon rezonans (SPR), metal ylzeye vyakin kirllma indisindeki
degisiklikleri digmede kullanilan kusursuz bir ydontemdir. SPR temelli biyosensoarler,
herhangi bir isaretlemeye gerek olmaksizin biyomolekuller arasindaki etkilesimleri
Olcmede kullanilabilir. Etkilesimleri es zamanl, dogrudan dl¢ebilmek kinetik veya
termodinamik parametrelerin, derisimin veya ligand-analit arasindaki etkilesimlerin
belirlenebilmesini saglamaktadir. SPR temelli biyosensorler, hizli cevap slresine
ve yuksek segicilige sahip oldugu icin enzim veya radyoisaretleme yontemleri gibi
diger tekniklerle karsilastirildiginda, protein-protein, antikor-antijen, reseptdr-ligand
etkilesimlerinden, dusuk molekul agirlikli bilesiklerin tanimlanmasina kadar ¢ok

cesitli biyomolekuler mekanizmalarin anlagiimasinda kullanilabilir.

Sunulan c¢alismanin amaci, anti-CCP antikor tayini icin anti-CCP baskilanmis
ylzey plazmon rezonans temelli biyosensér hazirlamaktir. Bu amacgla, SPR
biyosensor allil merkaptan ile modifiye edilmis ve allil gruplarinin yonlenmesi
saglanmistir. ilk basamakta, akrilamid (AAm) monomeri, kalip monomer olarak
kullanilan anti-CCP ile etkilestirilerek anti-CCP/AAmM 6n-kompleksi sentezlenmisgtir.
Optimum kalip molekil ve monomer oranini belirlemek icin anti-CCP ve farkl
oranlarda AAm karistirimis ve optimum oran UV-goérindr bélge spektrofotometre
kullanilarak tespit edilmigtir. Daha sonra anti-CCP molekulleri ¢apraz baglayici
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metilen bisakrilamid (MBAAm) varliginda anti-CCP/AA dn-kompleks ile reaksiyona
sokularak molekuler baskilanmis (anti-CCP/PAAmM) SPR biyosensorid elde
edilmistir. Baskilamada amonyum persulfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametilendiamin
(TEMED) isleminde baslatici ¢ifti olarak kullaniimigtir. Ayrica kontrol deneyi igin
kalip molekul olan anti-CCP molekult kullanilmadan, baskilanmamis (PAAmM) SPR
biyosensori de hazirlanmigtir. Hazirlanan anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR
biyosensorler, FTIR-ATR, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas
agisi Olcumleriyle karakterize edilmistir. Kalinlik dlgimleri ve AFM gorintuleri, anti-
CCP molekullerinin biyosensor ylzeyine hemen hemen tek tabakali olarak
baskilandigini gostermektedir. Adsorpsiyon ¢alismalari igin 10 mM pH 7.0 fosfat
tamponu kullanilirken, desorpsiyon calismalari icin de %1 Tween 20, %10 asetik
asit (HAc) iceren ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir. Anti-CCP/PAAmM ve PAAM
SPR biyosensorlerin  anti-CCP tayin segciciligi, anti-CCP, immunoglobulin M
(IgM)ve sigir serum albumin (BSA) cozeltileri (pH 7.0 fosfat tamponunda) ve
seyreltiimis plazma 6rnekleri ile arastiriimistir. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensord,
PAAmM SPR biyosensorine gore IgM ve BSA'ya daha fazla secicilik gostermistir.
Anti-CCP/PAAM SPR biyosensor ile anti-CCP c¢Ozeltisi arasindaki etkilesim
modelini belirlemek amaciyla Scatchard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-
Freundlich (LF) olmak Uzere dort farkli izoterm modeli uygulanmistir. Langmuir
adsorpsiyon modeli, bu afinite sistemi icin en uygun model olarak bulunmus ve
sonuglar anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ylzeyindeki anti-CCP baglanma
bdlgelerinin homojen dagilimh ve tek tabakali oldugunu godstermistir. Sonuglar,
anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorin anti-CCP icin ylksek segicilige ve duyarliliga

sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anti-CCP, biyosenstr, molekller baskilama, romatoid artrit,

ylizey plazmon rezonans.



ABSTRACT

PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE BASED
BIOSENSOR FOR DETERMINATION OF ANTI-CCP ANTIBODIES

HUSEYIN DIBEKKAYA
Master of Science, Division of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Adil Denizli

March 2015,107 pages

Rheumatoid arthritis (RA) suffers up to 1% of the world's population, affecting
females to a greater extent (3-5 fold) than males. RA mainly affects joints, also
has systematic effects on body. The most commonly performed serological test in
suspected RA cases is the determination of rheumatoid factors (RF). RF are
antibodies (predominantly of class IgM) which react with gamma globulins and
occur in 60-80% of RA patients. RF are a sensitive, but not very specific marker
for RA since they also occur in healthy individuals or patients with autoimmun
diseases.

In 40-60% of RA patients autoantibodies against epidermal filaggrin are exhibit in
their serum. In recent years it has been shown that the rare amino acid citrulline,
which is present in filaggrin, is asubstantial component of the antigenic epitope. It
has been reported in studies that cyclic peptide containing citrullune antibodies
(anti-cyclic citrullinated peptide, anti-CCP) reported as more specific test than RF
parameter (Anti-CCP: 96-100%, RF: 63%) for RA diagnosis. Beside this, there is
no significant difference in sensitivity (Anti-CCP: 80%, RF:. 79%). Antibodies
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against CCP are predominantly of IgG class. They can be found in the serum of
70%-80% of patients very early during the development of the disease, often even

many years before the onset of the first symptoms.

Molecularly imprinted polymers (MIP) are materials that are easy to prepare, less
expensive, stable, have talent for molecular recognition and also can be
manufactured in large quantities with good reproducibility. MIPs are used for
creation of biorecognitive surfaces on the SPR biosensors. Therefore, MIPs can
be considered as artificial recognition media. Molecular recognition-based
adsorption techniques have received much attention in several fields because of

their high selectivity for target molecules.

Surface plasmon resonance (SPR) biosensors use a special mode of the metal-
dielectric waveguide to measure changes in the refractive index due to the
biomolecular interaction occurring at the surface of the SPR biosensor. SPR
biosensors show the most advanced and mature label-free optical biosensor
technology. Because of unique properties of SPR biosensors, such as real-time
measurement, high specificity and sensitivity, no need to labeling, the applications
of them have been getting more popular for investigation of several analyte

molecules.

The aim of the study, to prepare anti-CCP imprinted SPR based biosensors to
diagnose anti-CCP antibodies. For this purpose, SPR biosensors were modified
with allyl mercaptan, thus allyl groups are orientated. At first step, anti-CCP/AAmM
precomplex was synthesized by interacting acrylamid (AAm) monomer with
template molecule anti-CCP. To define optimum template molecule and monomer
ratio, anti-CCP and AAm mixed in different ratios and optimum ratio was
determined by using UV-visible region spectrophotometry. Then, molecular
imprinted (anti-CCP/PAAmM) SPR biosensor was obtained by reacting anti-CCP
with anti-CCP/AAm precomplex in presence of crosslinker methylene
bisacrylamide (MBAAm). During imprinting process ammonium persulfate (APS)
and N,N,N’,N’-tetramethylenediamine (TEMED) were used as initiator and
activator couple. Besides this, for control experiment, nonimprinted (PAAmM) SPR
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biosensor was prepared without using anti-CCP template molecule. Prepared anti-
CCP/PAAM and PAAmM SPR biosensors were characterized with FTIR-ATR,
atomic force microscope (AFM), ellipsometer and contact angle measurements.
Thickness measurements and AFM images showed that anti-CCP molecules were
almost imprinted as monolayer. While 10 mM pH 7.0 phosphate buffer was used
for adsorption studies, desorption studies was carried out by using 1% Tween 20
and 10% acetic acid (HAc) containing solution. Selectivity of anti-CCP/PAAmM and
PAAmM SPR biosensors for anti-CCP determination, were investigated by using
immunoglobulin M (IgM) and bovine serum albumin (BSA) solutions (in pH 7.0
phosphate buffer) and diluted plasma samples. Anti-CCP/PAAmM SPR biosensor
showed higher selectivity than PAAm SPR biosensor for IgM and BSA. To
determine the adsorption model of interaction between anti-CCP solution and anti-
CCP/PAAmM SPR biosensor, four different adsorption models such as Scatchard,
Langmuir, Freundlich and Langmuir-Freundlich (LF) were performed. Langmuir
adsorption model was found most applicable model for this affinity system and
results showed that anti-CCP affinity regions on surface of anti-CCP/PAAM SPR
biosensor were homogeneously distributed and hada monolayer structure. Results
also showed that, anti-CCP/PAAmM SPR biosensor had high selectivity and

sensitivity for anti-CCP antibodies.

Keywords: Anti-CCP, biosensor, molecular imprinting, rheumatoid arthritis,

surface plasmon resonance.
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Sekil 4.16. BSA biyomolekullile hazirlanmis ¢ozelti ile anti-CCP/PAAM SPR
biyosensorunun verdigi zamana kargi AR sensorgrami.

Sekil 4.17. Anti-CCP biyomolekdlu ile hazirlanmig ¢ozelti ile PAAmMm SPR
biyosensorun verdigi zamana kargi AR sensorgrami.

Sekil 4.18. IgM biyomolekalt ile hazirlanmis ¢ozelti ile PAAmMm SPR
biyosensoérinun zamana karsl AR sensorgrami.

Sekil 4.19. BSA biyomolekluli ile hazirlanmis ¢ozelti ile PAAm SPR
biyosensorunun zamana kargi AR sensorgrami.

Sekil 4.20. Anti-CCP/PAAMSPR biyosensoérinln tekrar kullanilabilirligini gdsteren
zamana karsi AR sensorgrami.

Sekil 4.21. Kan plazmasindan anti-CCP tayini icin anti-CCP/PAAm SPR

biyosensorun kullanimini gésteren zamana karsi AR sensorgrami.
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1. GIRIS
Molekuler baskilama teknigi, oldukga c¢apraz bagli polimer matriks icerisinde
bosluklar olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Bu bosgluklar, kalip molekulin
boyut ve seklini tanima Ozelligine sahiptir. Kalip molekulin herhangi bir
desorpsiyon yontemi ile uzaklastiriimasi, sabit pozisyonlardaki fonksiyonel
gruplarin  ortaya c¢ikmasini saglayarak, kalip molekule eslenik yapi
olusturmaktadir. Hazirlanan polimer, kalip molekulin boyutunu, yapisini ve
fizikokimyasal Ozelliklerini taniyarak, herhangi bir ortamda bu kalibi secici ve etkin
bir sekilde baglamaktadir. Molekuler baskilanmis polimer (MIP), bir kalip molekuld,
fonksiyonel monomer ve bir ¢oziclu igindeki baslaticiyl iceren bir karisimdan
hazirlanir. Polimerizasyon boyunca kalip molekil ile fonksiyonel monomer
arasinda olusan kompleks c¢apraz badglayici monomer ile c¢evrelenerek
polimerlegtirilir. Boylelikle kalip molekulin hapsedildigi G¢ boyutlu polimer agi
olusturulur. Kalip molekulun uzaklastirilmasi olugan bosluklar sekil, buyuklik ve
molekuler etkilesimler agisindan kalip molekule 6zgudur. Molekuler baskilama igin

on kosul, kalip molekil ve monomer arasinda kararli bir kompleks olugumudur [1].

Biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarini igeren reseptorler ve uygun
ceviricilerin bir arada bulundugu basit analitik cihazlardir. Geleneksel analitik
tekniklerle karsilastirildiginda biyosensorler, hizli ve gercek zaman tespiti, distk
maliyet, taginabilirlik, basit kullanim, ornek hazirlama igleminin kolayligi gibi birgok
Ozellige sahiptir [2]. Biyosensorler, genel olarak biyolojik tanima elemanlari ve
donugturuculerine gore iki sinif altinda siniflandiriimaktadirlar. Biyolojik tanima
elemanlarina goére olan siniflandirmada; enzim, antikor, nikleik asit temelli
biyosensorler olarak; donustiricllerine goére vyapilan siniflandirmadaysa;

elektrokimyasal, optik, piezoelektrik sensorler olarak siniflandirilir [3,4].

Yuzey plazmon rezonans (SPR) temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye
ihtiyac duymadan biyomolekullerin etkilegsimlerini Olgebilirler. Bu o6zellikleri
nedeniyle, molekuler etkilesimlerin anlasiimasi i¢in bu cihazlarin énemi artmistir.
Etkilesimleri es zamanl, dogrudan Olgebilmek; kinetik, termodinamik
parametrelerin, derisimin veya ligandlarla analitler arasindaki etkilegsimlerin

belirlenebilmesini saglamaktadir. SPR temelli biyosensorlerin hizli cevap siresi ve
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yuksek segciciligi vardir. Enzim veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger
tekniklerle karsilastirildiginda SPR biyosensorler sahip olduklari bu 6zelliklerden
dolayi, protein-protein, antikor-antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden dusuk
molektl agirlikli  bilesiklerin  tanimlanmasina kadar degisen c¢ok cesitli

biyomolekuler mekanizmalarin anlasiimasinda kullanilabilir [5].

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda anti-CCP tanima bodlgelerine sahip SPR
biyosensorler  hazirlanmis  ve c¢alisma  asagidaki  basliklar  altinda

gergeklestiriimistir:

e SPR biyosensor, allii merkaptan ile modifiye edilmis ve allil gruplarinin
yonlenmesi saglanmistir.

e Akrilamid (AAm) monomeri, kalip monomer olarak kullanilan anti-CCP ile
etkilestirilerek anti-CCP/AAm 6n-kompleksi hazirlanmistir.

e Anti-CCP molekulleri gapraz badlayici metilen bisakrilamid (MBAAm)
varliginda on-kompleks anti-CCP/AAm ile reaksiyona sokularak molekuler
baskilanmis (anti-CCP/PAAmM) SPR biyosensoru elde edilmigtir.

e Ayrica kontrol deneyi igin kalip molekil olan anti-CCP molekull
kullanilmadan, baskilanmamis (PAAmM) SPR biyosensoru de hazirlanmigtir.

e Hazirlanan anti-CCP/PAAmMm ve PAAmM SPR biyosensorler, FTIR-ATR,
atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas agisi dlgumleriyle
karakterize edilmigtir.

e Adsorpsiyon calismalari icin 10 mM pH 7.0 fosfat tamponu kullanilirken,
desorpsiyon galigmalari icin de %1 Tween 20, %10 asetik asit (HAC) igeren
¢Ozelti kullaniimigtir.

e Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensoérlerin anti-CCP segiciligi, anti-
CCP, IgM, BSA cozeltileri ve seyreltiimis plazma 6érnekleri ile arastiriimigtir.

¢ Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoriunun tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

e Langmuir adsorpsiyon modeli, bu afinite sistemi icin en uygun model olarak
bulunmus ve sonuglar anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ylzeyindeki anti-
CCP baglanma bdlgelerinin homojen dagilimh ve tek tabakali oldugunu

gOstermigtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Molekuler baskilama teknolojisi

Cevresel faaliyetleri izleme, biyoterdrizm tespiti ve besinlerdeki toksik kirleticilerin
analizi icin hedef molekille 6zgu, dnceden belirlenmis segicilik ve afiniteye sahip
biyolojik ve kimyasal moleklllere olan ihtiyag her zamankinden daha fazladir.
Canli organizmalar s6z konusu oldugunda molekuler yapilar “molekiler tanima”
olarak adlandirilan yapisal ayirirm yapabilme yetenegini kullanarak birbiriyle
etkilesip reaksiyona girerler. Bilim insanlari bunun altindaki mekanizmayi
anlamaya antikor-antijen, enzim-substrat, hormon-reseptér, DNA ve RNA
arasindaki etkilesimleri ortaya koyarak galismaktadirlar. Protein ve nikleik asit gibi
yapilarin, ligand segiciligi ozellikleri yaninda kararlilik problemleri abiyotik
cevrelerde kullanimini kisitlamaktadir. Bu durum dogal eslenikleriyle ayni
secicilige ve etkinlige sahip yapay biyo-tanima sistemlerinin gelistiriimesini
tetiklemistir. “Molekller Baskilama”, yapay molekller tanima igin alternatif
saglamak icin ortaya ¢ikan yeni bir teknolojidir. Molekuler baskilama yontemi farkh
matrikslerden iyonlar, organik molekuller ve biyomolekullerin ylUksek secicilikte
ayrilabilmesi igin, akilli polimerlerin Uretilerek farkh uygulamalarda kullaniimasini

yayginlastiran yeni bir teknolojidir [6].

Enzimatik kataliz ya da afiniteye dayali ayirim gibi biyotanima esasli yéntemlerde
molekuller arasi etkilesimler dnemlidir. Molekuler baskilama yontemi araciligi ile
farkh bilesikler icin secici istenilen 6zelliklerde polimer yapimi muamkindir. Bu
teknik kalip molekillerin kullanimiyla spesifik katalitik ve tanima bdlgelerinin

olusumuna olanak saglar [7].

Molekuler baskilama teknidi, olduk¢a c¢apraz bagli polimer matriks igerisinde
bosluklar olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Bu oyuklar kalip molekulin boyut
ve seklini tanima 6zelligine sahiptir. Kalip molekulin herhangi bir desorpsiyon
yontemi ile uzaklastirilmasi, sabit pozisyonlardaki fonksiyonel gruplarin ortaya
¢cilkmasini saglayarak, kalip molekule eslenik yapi olusturmaktadir. Hazirlanan
polimer, kalip molekulin boyutunu, vyapisini ve fizikokimyasal Ozelliklerini
taniyarak, herhangi bir ortamda bu kalibi segici ve etkin bir sekilde baglamaktadir.
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Molekuler baskilanmis polimer (MIP), bir kalip molekull, fonksiyonel monomer ve
bir ¢bzucu igindeki baslaticiy1 iceren bir karisimdan hazirlanir. Polimerizasyon
boyunca kalip molekil ile fonksiyonel monomer arasinda olusan kompleks ¢capraz
baglayici monomer ile gevrelenerek polimerlestirilir. Bdylelikle kalip moleklin
hapsedildigi U¢ boyutlu polimer agi olusturulur. Kalip molekulin uzaklastiriimasi
olusan bosluklar sekil, buyuklik ve molekuler etkilesimler agisindan kalip molekule
Ozgudur. Molekuller baskilama igin 6n kosul kalip molekll ve monomer arasinda

kararh bir komplek olusumudur [1].

Molekuler baskilanmis polimerler, kalip molekdl igin essiz segicilige sahip
olmalarinin yanisira mekanik stres, isi, asit, baz, su ve organik ¢dzuculere karsi
oldukca direnclidirler [8]. Bu teknik; kromatografi, saflastirma, kataliz, sensor, ilag
salinimi ve on ornek uygulamalar gibi olduk¢a genis bir alanda tanima ve ayirma
amacl kullaniimaktadir. Elde edilmeleri kolay ve ucuzdur. Performansinda

degisiklik olmaksizin bir kag yil boyunca saklanabilirler [9-11].

Molekuler baskilanmis polimerler, farkli yontemlerle 6gutiimus partikdller,
nanopartikil, farkll formlarda monolitler, agik boru kapilerde katman, ylzey
tutturulmus ince tabaka, membran ve kompozit seklinde olabilir. Molekiler
baskilama ile ilgili calismalarin karakterizasyonu, optimizasyonu ve sonuglari
hakkinda bircok derleme yaziimistir. Bu derlemelerin ¢ogu kiral tanima [12,13]ve
kapiler elektrokromatografi [14-16] hakkindadir. MIP’de monolit, partikal ve
membran kullanimi gibi spesifik formlar ile ilgili derlemeler yazilmistir [17]. MIP,
katt faz ekstraksiyonu ile zenginlestirme islemlerinde [18], ilag salinim
sistemlerinde [19], antikorlar icin reseptér ya da yapay enzim olarak [20,21]
kullaniimaktadir. Batin bunlarin diginda matrikse iletken polimerlerin sokuldugu

MIP’nin farkli gcalisma konularida g¢alisiimistir [22].

MIP’nin sensorlerde kullanimi ise oldukca devasa ticari pazar alanina sahip olmasi
nedeni ile guincel bir konudur. MIP temelli olduk¢a fazla sensor ¢galismasi olmasina
ragmen, bazi calismalar elektrokimyasal ve optik sensorler gibi belirli konular
uzerine yogunlasmistir. Bu polimerlerin bazilari monoklonal antikorlar ve
reseptorler gibi dogal tanima sistemleriyle karsilastirilabilir dlgide yuksek secicilik
ve afiniteye sahiptirler. Bu da onlari olduk¢a uygun bir kimyasal sensor Uyesi
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yapmaktadir. Sentetik reseptorler igin kullanilan pek ¢ok polimerin kaotik yapisi,
heterojen gozenek buyuklugu dagilimi ve baglanma bdlgelerinin matriks boyunca
yer almasi genellikle kutle aktarimini yavaglatir. Her zaman problem olmamasina
karsin bu 6zellikler molekuler baskilanmig polimerlerin genel uygulamalarda dogal
reseptorlerin yerini almalarini onlerler. Bu problemi asmak i¢in nano yapilar
devreye sokulmaya baslanmigtir. Nanopartikiller ve nanofilmler, biyomedikal,
optik ve elektronik alandaki genis uygulama alani nedeni ile yigin malzemeler ile
atomik ya da molekuler yapilar arasinda bir kopri olduklari igin ¢ok buyuk ilgi

uyandirmaktadir [23].

2.1.1. Molekuler baskilama teknigi

Molekuler baskilama yontemi temel olarak ¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.1)
|. Basamak: On-komplekslesme

Fonksiyonel grup igeren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip molekile
kovalent yada kovalent olmayan etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur. Bu
basamakta, kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandidi bir yapi olusumu
s6z konusudur. Bu etkilesimde hedef molekilin G¢ boyutlu yapisi ve kimyasal

Ozellikleri Gnemli bir yer tutar.
Il. Basamak: Polimerizasyon

Monomer-kalip 6n-kompleksi, uygun bir ¢apraz baglayicininda kullaniimasiyla

fonksiyonel monomer Uzerinden polimerlestirilir.
lll. Basamak: Kalip molekiiliin uzaklastiriimasi

Yapida hedef molekilllin yerini alacak bosluklarin olusturulmasi amaciyla, kalip
molekul polimerden uzaklastiriir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip
molekulin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini tanir, segici ve etkin

olarak kalip molekulu baglar [24].

Kalip molekilin, fonksiyonel monomerin, capraz baglayicinin, ¢oézicunin ve
baglaticinin sec¢imin etkin bir sekilde yapilmasi molekuler baskilama igin g¢ok
onemlidir.
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Sekil 2.1. Molekuler baskilama yonteminin sematik gosterimi [25].

2.1.2. Molekuler baskilama yonteminde kullanilan malzemeler

Polimer matriksin yapisi molekuler baskilamada ¢ok dnemlidir. Oyuklarin spesifik
yapisi sadece dugsuk molekul agirhkh kaliplarin etkisi ile degil, polimer zincirinin
duzenlenigi ile de ilgilidir. Polimerin sertligi oyuklarin kalip molekul
uzaklastirildiktan sonra sekillerini korumasina olanak saglar. Buda yiiksek oranda
capraz baglayicinin kullaniimasi ile gergeklesir. Kalip molekulin polimere
baglanmasi baskilanacak substrati yonlendiririr. Optimum spesifiklik ve secicilige

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

Matriks yapisi, matriks konfiglirasyonu, matriksin dogasi, kullanilan kalip, ¢apraz
baglanmanin derecesi gibi matriksin karakteristik 6zelliklerini belirleyen etkenler
yeniden baglanma Uzerinde oldukca etkilidir. Polimer matriksteki fonksiyonel
monomerin polimerin yapisina rastgele girisi 6zgulligu azaltir. Polimerizasyon
sirasinda kalip ve monomer arasindaki etkilesim oldukga kuvvetli olmalidir. ideal
olan kovalent etkilesimlerdir fakat desorpsiyonda yasanan sikintilar ve yavas
baglanma kinetigi tercih edilmesini engellemektedir. Molekuler baskilanmis
polimerlerin en ideali desorpsiyon ve tekrar baglanma igin ihmli kogullarin oldugu

kovalent olmayan baglanmadir.
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2.1.2.1. Kalip molekiil

Baskilanan kalip molekulin, fonksiyonel monomerle kompleks yapacak
fonksiyonel gruplari icermesi en énemli parametrelerden biridir. Kalip molekiltn
hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesim (karboksil, amino, hidroksil ve amid
gruplar) yapabilecek bolgeleri kompleks olusumu igin en c¢ok tercih edilen
bolgelerdir. Ayrica kalip molekidl kimyasal reaksiyonun gergeklestigi kosullar
altinda kararli kalmalidir. Ornegdin; 1sil bir baslatici secildigi taktirde kalp
molekulin (ve/veya 6n polimerizasyon kompleksin) yuksek sicakliklarda yapisinda
parcalanma olmamasi yada UV isik ile baslatilan polimerizasyon kosullarinda
olusturulan ©6n-kompleks kararlihgi g6z onune alinmahdir. Kalip molekulin
konformasyonundaki ufak degisiklikler bile baskilama isleminin basarisini
etkilemektedir [26]. Baskilanacak molekll olarak ilaclar, aminoasitler,
karbohidratlar, proteinler, nikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve
iyonlar kullanilabilir [27].

2.1.2.2. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerler baglanma bdlgelerindeki baglanma etkilesimlerinden
sorumludur. Molekuler baskili polimerlerde kalip molekul ile fonksiyonel
monomerler arasindaki geri-baglanma basamagi c¢ok onemli oldugu igin
fonksiyonel monomerlerin segimi kritiktir. Fonksiyonel monomer igin anahtar
eleman, etkilesimin gerceklesmesi igin uygun baglanma bdlgelerinin sayisidir.
Kalip molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki sterik ve elektronik etki
sayesinde kopolimerizasyon gerceklesir. Asidik, bazik ve noétral 6zelliklere sahip

yaygin olarak kullanilan bazi fonksiyonel monomerler vardir.

Rijit ve ¢dzlUnmez yapidaki baskilanmis polimerler oldukga fazla baglanma
bdlgelerine sahipken, biyolojik reseptorler esnek, ¢dzinir ve tek baglanma
bolgesine sahiptir. Genellikle polar olmayan ¢ézlctlerde hazirlanan polimerlerde
farkh fonksiyonel monomerler kullanilabilmesine ragmen, polar co6ziculerde

kuvvetli hidrojen bagdlari yapan akrilamidler kullanilabilmektedir.

2.1.2.3. Gapraz baglayicilar
Capraz baglayicilar hem baglanma bdlgelerini sabitleyerek hem de mekanik
kararhlik saglayarak morfolojinin kontroliine imkan verirler. Capraz baglayicilar
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ayni zamanda polimerlerin ¢ozlcude g¢ozinmesini zorlastirdiklar igin pratikteki

kullanimlarini kolaylastirir.

MIP hazirlanirken bir diger énemli nokta ¢apraz baglayicinin secimidir. Capraz
badlayici, kalibin polimerden uzaklastirlmasindan sonra kararli ve analiti
hafizasinda tutan polimer ag o6rglsu olusturmak icin kullanilir [28]. Capraz
baglayici, matriksin morfolojisinin kontrol edilmesini (jel tipi, makro gdzenekli ya
da mikrojel halinde olmasi), baskilanmis molekulin veya iyonun baglanma
bolumlerinin kararli olmasini, polimer matriksin mekanik kararliiginin ylksek
olmasini saglar. Yuksek oranda c¢apraz baglanma, polimer matriksin ¢ozucude
¢ozunmesini onler ve kullanimi kolaylasir. Etkili bir baskilama igin c¢apraz
baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel monomerin reaktifliginin uygunlugu, capraz
baglayici ajanin fonksiyonel monomere olan mol orani 6nemlidir. Aksi takdirde
fonksiyonel monomerden veya gapraz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda
baskin c¢ikabilir ve homojen kopolimerizasyon gergeklesemez. Farkll c¢apraz
baglayici/fonksiyonel monomer derigim oranlari molekiler baskili polimerlerdeki
farkh sayida baglanma balgelerinin olusumuna neden olur ve buda segiciligi etkiler
[29]. Eger mol oranlari ¢ok klglkse, kalip molekilin baglanma bdlgeleri
birbirlerine ¢ok yaklasir. Hedef molekilin baglanma bdlgeleri komsu bdlgeler
tarafindan kapatilir ve etkin bir sonu¢ elde edilemez. Cok buylk mol oranlarinda
da capraz baglayicilar fonksiyonel monomerlerle veya kalip molekulle kovalent
olmayan etkilesimler géstermesi sonucu baskilamanin etkinligi yine azalmaktadir
[30]. Etkin bir baskilama igin ¢apraz baglayicinin reaktivitesi fonkiyonel monomerin

reaktifligine yakin olmahdir.

2.1.2.4. Cobzuculer

Molekuler baskilamada ¢ozlculer polimerlesme suresince gdzenek yapici ve
yeniden baglanma ortam saglayicisi olarak goérev vyaparlar. Olusturulan
gbzeneklerin gorevi yeniden baglanmanin kolay gerceklesmesini saglayan kutle

aktariminina olanak saglamasidir.

Cozuculer, polimerizasyonda baskilanacak molekil, fonksiyonel monomer, ¢apraz
badlayici, baslatici gibi tim bilesenlerin tek fazda bulunmasini ve polimerde
g6zeneklerin  olusmasini  saglar. Makrogdzenekli polimerin  hazirlanmasi
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asamasinda; ¢ozucu, gozeneklerin yapisi ve seviyesi, morfolojisi ve topla gozenek
hacmini kontrol etmek igin dnemli bir unsurdur. Cézicunun baskilanacak molekul
ile fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumunu artirma gibi bir gérevide
vardir. Gozeneklilik baglanan hedef molekllin polimerden salinmasini
kolaylastirir. Cozucunun baskilanacak molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki
kompleks olusumunu artirma gibi bir gérevide vardir. G6zeneklilik baglanan hedef
molekulin polimerden salinmasini kolaylastirir. Cozuculerin bir diger gorevide
polimerizasyon sirasinda reaksiyon isisini esit olarak yaymaktir. Aksi takdirde,
polimerizasyon sirasinda reaksiyon sicakligi bolgesel olarak artar ve istenmeyen
yan UrUnlerin olusumuna neden olur. Cozucu segimi baskilamanin tirine baghdir.
Kovalent baskilamada, tim bilesenleri iyi ¢ézebilecek birgcok ¢dzuci kullanilabilir.
Kovalent olmayan baskilamada, etkilesimin olusumunu ve baskilama etkisini
artirmak i¢in ¢Ozucl secimi daha onemlidir [24]. Polimerizasyon c¢oOzicusu,
monomerlerle baskilanacak molekul arasindaki hidrojen baglari ve elektrostatik
etkilesimler gibi polar etkilesimlerin olusmasini saglamak igin az polar ve aprotik
olmalidir. Genellikle sentez icin polar olmayan organik c¢ozuculerin kullanildigi
MIP’ler polar organik ¢dzuculerin kullanildigi MIP’lerden daha iyi segicilige sahiptir
[31]. Hazirlanan polimerin analite segiciligi ile olusan boslugun analite tam uygun

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

2.1.2.5. Baslaticilar

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

bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

2.1.2.6. Sicaklik
Kalip molekil ve monomer arasindaki denge pozisyonu hem sicakligin hem de
basincin Griintdir [32]. Onceki calismalar géstermistirki diisiik sicakliklar, oldukga

kuvvetli olan elektrostatik etkilesimler yuzunden MIP’de tercih edilmektedir. Duguk
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sicakliklarda polimerlesme yavas ve zincir olusumu monomer-kalip olusumuna

mudahale etmemektedir.

2.1.3. Molekuler baskilama yontemleri

Molekuler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip molekdil
arasinda olusan bagin c¢esidine gore kovalent ve kovalent olmayan baskilama

olmak uzere ikiye ayrilir:

2.1.3.1. Kovalent baskilama

On organizasyonlu molekiler baskilama yaklagsiminda, polimerizasyondan 6nce
baskilanacak molekul ile fonksiyonel monomerler arasinda kuvvetli, tersinir bir
kovalent duzenleme olusur. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar
kirihr ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastiriir. Hedef molekdl
baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden olugur [33-
34].

Avantajlari:

Monomer-kalip kompleksi oldukga kararlidir ve stokiyometrik oranlarda
gerceklesir. Polimerizasyon kosullari (yuksek sicaklik, yuksek veya dustuk pH ve
polar cozuculer gibi) istenildigi gibi uygulanabilir. ClUnkl konjugatlar kovalent

baglarla olusturulmustur ve oldukca kararlidir [35].
Dezavantajlari:

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

sayisi sinirhdir. Kovalent bag olusumu nedeni ile baglanma kinetigi yavastir [36].

2.1.3.2. Kovalent olmayan baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekulin baglanmasi kovalent olmayan (hidrojen
bagi, elektrostatik etkilesimler, koordinasyon bag olusumu) etkilesimlerle
gerceklesir. Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozuculerle kalip molekul polimerden
uzaklastirihir. Hedef molekll ile baskilanmisg polimerler kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanir [37].
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Avantajlari:

Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur. Polimerizasyondan
sonra kalip molekul polimerden kolayca uzaklastirilir, ¢ginkl kovalent olmayan

etkilesimler daha zayiftir. Hedef molekilin baglanma kinetigi hizlidir [38].
Dezavantajlari:

Polimerizasyon kosullari, kovalent olmayan etkilesimleri artirmak amaciyla
sinirhdir. Fonksiyonel monomerler, bag olusum dengesini artirmak amaciyla
fazlaca kullanilir ve spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin olusumuna neden
olabilir [39]. Molekdler etkilesimlerin farkhligi, segiciligin ve tersinirligin derecesini
etkiler. Ornegin kovalent baglarla olusturulan etkilesimler oldukga spesifiktir. Ancak
geri baglanma kinetigi yavastir. Bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi
daha hizhdir fakat seciciliginde azalma gosterir. Genel olarak kovalent olmayan
etkilesimler bircok bilesige uygulanabilir olmalari, hizh kinetigi ve daha uygun
kosullarda bag olusumu ve kirilma Ozellikleri gostermeleri nedeniyle daha genis
uygulama alanlarina sahiptir. Dahasi T1r-m etkilesimleri, hidrojen baglan ve
hidrofobik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimler yeni molekiler

baskilanmis fonksiyonel polimerlerin tasarimi i¢in gelecek vaat etmektedirler.

2.1.4. Baskilama isleminin kontroli

Molekuler baskilanmis polimerlerin yiksek segicilikte taninmasi ve baskilanmis
polimerler tarafindan baglanmasi, malzemenin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine
baglidir. Molekuler baskilanmig polimerlerin daha kullanigli olmalari igin, substratin
segciciliginin 6nemi yaninda, uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma
kinetiginin de hizli olmasi gerekir. Bu yuzden molekuler baskilanmis malzemelerin
tasarimi yapilirken uygun baglanma etkilesimlerinin secimi ¢ok énemlidir. Birden
fazla baglanma bdlgesinin olmasi, monomerin baglanma bdolgeleri ile kalip molekdl
arasindaki etkilesimlerin daha iyi olmasi, dolayisiyla molekiler tanimanin daha

secici olmasini saglar.

Yapilan galismalar baskilanmamig polimer ile kargilastirmali olarak yurutulir. Bu

polimer kalip molekllin yoklugunda ayni polimerizasyon igslemi uygulanarak elde
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edilir. Baskilanmamig polimerler, baskilanmis polimerlerle spesifik bosluklar
disinda ayni kimyasal ozelliklere sahiptir. Bu yuzden baskilanmis polimerlerle kalip
molekul arasinda geligsen etkilesimlerin dogasi, baskilanmamis polimerlerle kalip
molekul arasindaki etkilesimlerin dogasiyla aynidir. Fark bu etkilegsimlerin gucu
arasindadir. Eger polimerizasyon basamag! esnasinda iyi tanimlanmis bosluklar
olusturulmussa baskilanmis polimerdeki etkilesimler daha gugludur. Etkilesimdeki
bu hassasiyet, kalip molekllin UG¢ boyutlu yapisinin polimerik hafizaya
alinmasindan kaynaklanmaktadir. Bosgluklarin varligi baglanma deneyleri ve
kromatografik Olgumler gibi c¢esitli yontemlerle incelenebilir. Polimerlerin
secicilikleri, baskilanmig/baskilanmamis polimerlerle etkilestiriimesi; baskilanmig
ve baskilanmamis polimerlere ait dagilim katsayilarinin (k) hesaplanmasi ve
baskilama faktdérli olarak degerlendirilen bagil dagihm katsayisinin (k)

belirlenmesiyle gosterilir [40].

2.1.5. Molekiiler baskilanmig nanofilmler

Bir mikrometreden daha az kalinlikta olan baskilanmis nanomalzemeler,
nanofilmlerin kimyasal sensorlerde uygulama alani bulmasi, son vyillarda
arastirmacilari bu konuda calismaya yoneltmistir [41,42]. Molekller baskilanmig
nanofilmlerin ylzey/hacim orani yuksek ve baglanma kinetigi hizhidir. Ayrica bu
malzemeler hedef molekullerin tayini icin dogrudan elektrokimyasal elektrot [43],
kuvars kristal mikroterazi (QCM) [44-47] ve ylzey plazmon rezonans (SPR)
[48,49] yuzeyinde sentezlenebilir. Bu Ozellikler, molekller baskilanmis
nanofilmlerin siklikla tercih edilmesinin sebeplerindendir. Nanofilmler, dondirmeli
kaplama yontemi ile kolaylikla hazirlanabilmektedir. Film kalinhdi, dondurmeli
kaplama hizinin degistiriimesiyle ve ayni zamanda da dusuk molekul agirhginda
polimerlerin ortama eklenmesiyle kolaylikla ayarlanabilir [50]. Ornegin; QCM cipi
uzerinde 400 nm kalnhiginda hekzaklorobenzen baskilanmis polimer film,
monomerlerin dondidrmeli kaplama yontemiyle ince bir tabaka olusturularak
hazirlanmistir. Bu sensorler, yiksek segicilik ve duyarlilik ile 10-12 M’in altinda

tayin limiti ve 10 saniye gibi kisa bir cevap suresi gostermiglerdir [51].

Schmidt ve arkadaslarn ise ince kaplanmig MIP nanofilmlerin morfolojisinin
ayarlanmasi igin farkh dogrusal polimerler kullanmiglardir [52]. Dogrusal polimerin
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uzaklastirimasi ile farkl gbézenekli yapidaki propranolol baskilanmis nanofilmler

elde edilmistir.

Ayrica farkh nanouretim teknikleri kullanilarak elde edilen nanobosluklu filmler
Uzerine MIP nanofilmlerin kaplanmasi mimkindir. Ornegin; Yang ve arkadaglar
nanobosluklu alimina membranlar kullanarak silika nanotip filmler
sentezlemislerdir. Molekuler baskilanmig filmler, dogrudan Ostrojenin segici olarak
ayrilmasi ic¢in kullaniimigtir. Nanoyapilar sadece yuzey alanini arttirmak ve
baglanma bdlgelerine erisim kolayligi saglamakla kalmayip; ayni zamanda, yuzey

Ozelliklerinin (1slanma 6zelligi gibi) degistiriimesine de olanak saglamaktadir [53].

2.1.6. Molekuler baskilanmigs nanomalzemelerin avantajlari

Son zamanlarda nanoteknolojinin ve ylzey kimyasinin molekiler baskilama
yonteminde kullaniimaya baglanmasi ve baskilanmis nanomalzemelerin biyotani
ve kimyasal sensodrlerde genis uygulama alani bulmasina sebep olmus ve
arastirmacilari bu alandaki calismalara ydneltmistir [54-58]. Nanoboyuttaki
partikillerin baskilanmis bdlgeleri, ylzeyde ya da ylzeye c¢ok yakindadir.
Baoylelikle bu yapidaki baskilanmis malzemelerin baglanma kinetiginin hizlanmasi
ve kapasitenin, baskilanmis bdlgelere erisim kolayhdinin buylk oranda artmasi
beklenmektedir. Baskilanmis filmlerle ve ylzey baskilanmigs malzemelerle
karsilastirildiginda; baskilanmis nanomalzemelerin hedef molekile daha fazla

afinitesi ve segiciligi vardir ve tanima bolgeleri daha homojen dagiimistir [59].

2.1.7. Molekuler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlari

Molekuler baskilanmig polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik segici molekuler
tanima alanlari, kontrolli salinim sistemleri, sensorlerde tanima elemani olarak
yogun bir sekilde kullaniimaktadirlar [60]. Sivi kromatografi, kapiler elektroforez,
kapiler elektrokromatografi ve kati faz ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde

MIP’lerin kullanimina yonelik ¢caligmalar surekli artmaktadir [61,62].

Kimya ve ilag endustrisindeki artan pazar firsatlarina bagh olarak molekuler
baskilanmis polimerlerin su saflastirma ve atik malzeme degerlendirme islemleri

gibi ayirma alanindaki uygulamalari giderek genislemektedir. Sadece kromatografi
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kolonlarinin satisinin yilda 500 milyon ABD dolarina yaklastigi ve membran
ayirma teknolojisi pazarinda yillik 1 milyar ABD dolari civarinda bliyume oldugu
tahmin edilmektedir. Molekller baskilanmis malzemelerin afinite ayirma, kati faz
ekstraksiyonu ve sert sartlar altinda (organik ve toksik ortamlar, dislik ya da
yuksek pH’lar, yuksek sicakliklar ve basing gibi) ayirma alaninda bu pazarda %1-3

oranda yer almasi beklenmektedir [63].

MIP adsorbentler, ilaglarin kati faz ekstraksiyonunda, proteinlerin, aminoasitlerin,
DNA ve RNA’nin, peptidlerin, hormonlarin ayriimasi ve saflastiriimasinda
kullaniimaktadir [64]. MIP’lerin bir diger potansiyel kullanim alani olan bazi temel
arastirmalar, ilag tasarimi, optik gibi alanlarda onemli olan kiral bilesiklerin
ayrilmasidir [65-67].

Bir diger uygulama alani ise sensorlerde tanima elemani olarak kullanimlaridir. Bir
kimyasal veya biyosensor, bir tanima elementi ve onunla baglantili donusgturicu
icerir ve bu donuUstirGcinin gorevi, analitin baglanmasiyla olusan degisimi,
Olculebilir bir dig sinyale dontstirmektr. Bu sensodrlerde kullanilan biyomolekiller
cogunlukla zayif fiziksel ve kimyasal kararllik gosterirler. Bu nedenle yapay
reseptorlere duyulan ilgi artmaktadir. Ozellikle MIP’ler zorlayici sartlarda
gOsterdikleri dayaniklilik ve yuksek segicilikte tanima bolgelerine sahip olmalari
nedeniyle tercih edilmektedir. MIP temelli ilk sensor baskilanmis polimer membran
ince filmi iceren bir alanetki kapasitoridiur ve analitin baglanmasiyla kapasitansta
meydana gelen degisim Olgulmugstir [68]. Daha sonra ise elektrokimyasal [69,70]
ve optik [71,72] donustlriculere dayali bagka sensorler gelistirilmistir [73].

Molekuler baskilamayla hazirlanan polimerler aminoasit turevleri, ilaglar ve seker
ttrevlerinin kiral ayirimi igin, organik reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve iyon
secici absorbanlar olarak basariyla kullaniimaktadir. Son yillarda molekiler
baskilama temelli elektrokimyasal ve optik sensorler hakkindaki yayinlarin sayisi
hizla artmaktadir [74].

2.2. Biyosensorler
Biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarini iceren reseptorler ve uygun

ceviricilerin bir arada bulundugu basit analitik cihazlardir. Geleneksel analitik
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tekniklerle karsilastinldiginda biyosensorler, hizli ve gercek zaman tespiti, duguk
maliyet, taginabilirlik, basit kullanim, érnek hazirlama igleminin kolayligi gibi birgok
Ozellige sahiptir [2]. Biyosensoérleri genel olarak biyolojik tanima elemanlari ve

donustlraculerine gore iki sinif altinda siniflandiriimak mamkuindur.
Biyolojik tanima elemanlarina gore olan siniflandirmada;

-  Enzim,
- Antikor,

- Nukleik asit temelli biyosensorler [3],
Donasturaculerine gore yapilan siniflandirmada ise;

- Elektrokimyasal,
- Optik,
- Piezoelektrik,

- Termal sensorler olarak siniflandirilir [4].

Cevre ve besinlerde bulunan kimyasal bilesikler, toksinler ve patojenler gibi
kirleticilerin tespiti ve goruntulenmesi insan sagligi ve g¢evre igin hayati dnem
tasimaktadir. Kuitle spektrofotometresiyle birlikte kullanilan sivi ve gaz
kromatografileri gibi ylksek secicilige ve duyarlihia sahip geleneksel analitik
teknikler hali hazirda mevcuttur. Fakat s6z konusu bu teknikler zaman alici, pahali
ve bu tekniklerle ilgili egitim almis personele ihtiya¢ duyar. Bunun yani sira bu
tekniklerle cevre ve besinlerdeki kirleticilerin stirekli izienmesi mimkin degildir. lyi
bir goéruntlilemeyi basarmak igin duyarli, basit, hizli, maliyeti dusik ve tasinabilir
metotlara ihtiya¢ vardir. Biyosensorler yukarida bahsedilen pozitif 6zelliklere
sahiptirler ve bu ylzden cevre ve besinlerin goruntilenmesinde idealdirler [2].
Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) terminolojisine gore
biyosensorler, biyolojik bir tanima elemani kullanarak analitik bilgiler ihtiva eden
reseptdr ve ceviricilerin entegre edildigi cihazlardir. Biyosensorler tanima
elemanlariyla hedef analit arasindaki reaksiyon ve baglanmalari uygun bir sinyal
donustiract metotla anlamh bir sinyale donustliren tanima elemanlaridir. Tablo
2.1 geleneksel analitik teknikler ile biyosensorler arasindaki Ozellikleri

kargilastirmaktadir.
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Biyosensodrlerin besin ve cevredeki Kkirletici tespiti Uzerinde geleneksel analitik
tekniklere gore birgok avantaji vardir. Bu avantajlar biyosensoérlerin geleneksel
analitik tekniklere gére hizli, maliyetlerinin disuk, tasinabilir olmalari ve 6rnek
hazirlama isleminin basit olmasidir. Fakat bazi biyosensorler hala birkag
dezavantaja sahiptirler. Son zamanlarda birden fazla analiti tespit edebilecek
sensoérler tasarlanmasina ragmen, cogunlukla biyosensorler sadece bir analitin

tespitine olanak saglamaktadirlar [2].

ilk biyosensdér 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan ortaya atiimistir.
Arastirmacilar diyaliz membran kullaniimis oksijen elektroduna glikoz oksidaz
enzimini tutturarak kandaki glikoz duzeyini olgmuslerdir [75]. Her ne kadar
biyosensorler 1962 yilinda bilim ddnyasina duyurulmus olsa da 1962 yilinin
oncesinde biyosensorlerin icadini  destekleyen ve sonrasinda gelisimi ve
gelistiriimesine katki saglayacak bircok calisma yapilmigtir. Bu ¢alismalar Tablo
2.2' de belirtilmistir [76].

Biyosensorler, biyoreseptor ve cgevirici gibi iki elemanin bir araya gelmesiyle
olusmus yapilardir. Biyoreseptor substrat, eslenik DNA ve antijen gibi analitleri
taniyan immobilize olmus duyarli biyolojik yapilardir. Ceviriciler ise biyoreseptorler
ile analitler arasinda gergeklesen etkilesimlerden kaynaklanan biyokimyasal
sinyalleri donustiiren elemanlardir. Uretilen sinyalin yogunlugu direk veya aksine
analitin derigimiyle orantihdir. Biyosensoérler, biyolojik tanima elemanlarinin ve
sinyal donusturuculerin  temel ilkelerine bagh olarak siniflandirilirlar.
Doénastiuriculere goére yapilan siniflandirmada biyosensorler elektrokimyasal,
optik, piezoelektrik ve termal sensorler olarak siniflandinlir [4]. Biyosensoarler,
biyolojik tanima elemanlarina gore ise enzim, antikor, nukleik asit temelli

biyosensorler olarak siniflandirilabilirler [3].
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Tablo 2.1. Geleneksel analitik teknikler ile biyosensorler arasindaki ozelliklerin

karsilagtiriimasi [2].

Biyosensaorler

Geleneksel Analitik Teknikler

Hizl ve gercek zaman tespiti

Zaman alici

Dusuk maliyet

Pahali

Tasinabilir

Laboratuvarda gorintileme

Basit kullanim

Egitimli laboratuvar personeli

Basit cihazlar

Yuksek teknolojiye sahip aletler

Ornek hazirlamanin igleminin
basitligi

Kapsamli 6rnek hazirlama gerekliligi

Daha az organik ¢6zicu tuketimi

Daha fazla organik ¢oztcu tuketimi

Tek analit tespiti

Birden fazla analit tespiti

Sinirli ticari kullanilabilirlik

Ticari kullanilabilirlik

Ayarlanmaz Ayarlanir
Duyarli Duyarli
Ozgll Ozglil

Tekrar kullanilabilir

Tekrar kullanilabilir
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Tablo 2.2. Biyosensorlerin tarihgesi [76].

Tarih Bilimsel Geligsme

1916 Proteinlerin immobilizasyonu tzerine ilk rapor

1922 ilk cam pH elektrodu

1956 Oksijen elektrodunun bulunmasi

1962 Ik biyosensér tanimi

1969 ilk potentiyometrik biyosensér

1970 lyon segici alan etki transistériiniin bulunmasi
1972-1975 Ik ticari biyosensor

1975 ilk mikroorganizma temelli biyosensér

1980 In vivo kan gazlari igin ilk fiber optik pH sensoéri

1982 ik fiber optik temelli biyosensor

1983 ik yiizey plazmon rezonans immiinosensor

1987 MediSense ExacTech glikoz biyosensor

1990 Pharmacia BIACore SPR temelli biyosensor sistemi

1992 I-STAT elde tasinabilen kan analiz edici cihaz

1996 MediSense'inAbbott’a 867 milyon dolara satisi

2003 I-STAT’In Abbott'a392 milyon dolarasatisi

2004 Therasense'inAbbott’a 1.2 milyar dolar satigi
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2.2.1. Biyosensorlerin siniflandiriimasi
2.2.1.1. Biyotanima elemanlarina gore siniflandirma

2.2.1.1.1. Enzimler

Enzimler biyosensorlerin gelistiriimesinde siklikla kullanilan malzemelerdir. Bu tip
biyosensorler istenilen molekul igin 6zgul olan enzimleri kullanirlar. Ticari olarak en
basarili biyosensorler dinya biyosensoér pazarinin yaklasik %90'ik kismini
olusturan ve kan oérneklerindeki glikoz duzeyini 6lcen biyosensoérlerdir [77].
Biyosensér yapimi igin bugiine kadar birgok enzim kullaniimistir. Ornegin
oksidoreduktazlar; laktat [78], malat [79], askorbat [80], aminoasitler [81], alkol
[82], kolesterol [83], gliserol [84], transferazlar; asetik asitlerin biyosensor
analizlerinde [85], kaptan [86] veya atrazin [87] gibi ksenobiyotiklerin
belirlenmesinde, hidrolazlar; sukroz [8], liyazlar; sitrikasit analizlerinde [89],ligazlar;
DNA nokta mutasyon tespitinde kullanilirlar [90]. Enzim yukleme uygun pHnin
kullanimi sicaklik ve kofaktorleri etkileyen bazi faktérler enzim temelli
biyosensoriin performansi (izerine etki ederler. immobilizasyon metodu ve sensér
yuzeyindeki enzimin kalinhigi gibi faktorlerde elektrot performansini etkileyen diger
faktorlerdir [91].

2.2.1.1.2. Antikorlar

Antikor ¢cok duzenli bir sirada dizenlenmis ylzlerce aminoasitten meydana gelmis
kompleks bir biyomolekuldir. Antijene 6zgul antikor yiuksek bir secicilikle antijene
baglanir. Antikorlarin bu essiz 6zelligi 6zgul bir analite olan ilginin kullanacagi
immiinosensorlerdeki  kullaniminda 6nemlidir [91]. Imminosensérler kanser
hicrelerinin izlenmesinde [92] veya onlarin isaretleyicilerinin tespitinde [93],

bakteri ve virtslerinin [1] ve toksinlerin [94] tespiti igin tasarlanirlar.

2.2.1.1.3. Nukleik asitler

Nukleik asit temelli biyosensorler nukleotit iplikleri boyunca sirali tamamlayici
bdlumler arasindaki gugli baz eslerinden dolayi ylksek segicilik ve hassasiyete
sahiptirler. Nukleik asit (nikleik asitin dogal veya biyoesinlenmis formu) nukleik
asit temelli biyosensorlerde biyolojik tanima elemani olarak kullanilirlar. Son
zamanlarda genellikle yapay oligodeoksiribontkleotitler DNA hibridizasyon

sensoérlerinde dlcim ucu olarak kullaniimaktadirlar.
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2.2.1.2. Donusturiiculerine gore siniflandirma
Donasturaculerine gore biyosensorler optik, elektrokimyasal ve piezoelektrik

biyosensorler olarak siniflandiriimaktadir (Tablo 2.3).

2.2.1.2.1. Optik sensoérler

Optik biyosensodrler besin sanayi, tip ve ¢evrenin goérintlilenmesinde kullanilan
guglu cihazlardir [5]. Biyolojik gesitliligin modern mikroelektronik ve optoelektrik ile
bir araya gelmesi, yukarida sayilan sektorlerdeki uygulamalarda buyuk bir analitik
potansiyel sunmaktadir. Cogu optik biyosensér ylzeyindeki ligand analit
arasindaki etkilesimlerden kaynaklanan yuzey oOzelliklerinin degisimindeki
Olcumleri temel almaktadir. Adsorpsiyon, floresans ve yizey plazmon rezonans

gibi cesitli fiziko-kimyasal olgular farkli biyosensor gesitlerinde kullaniimaktadir.

Gorundr boélge UV adsorpsiyon spektrofotometresi makro olcekli analitik kimyada
en anlaslilir tekniktir. Bu uygulamada, besin Kkirleticilerinin tespiti icin kalorimetrik
uygulamalar kullanilir. Cogu durumda teshis icin renkteki ve optik yodunluktaki

degisiklikler yeterlidir.

Floresan anlasilirligi, yiksek segciciligi, ayirt edici isaretleme teknikleri ve birgok
elde edilebilir florofor gibi 6zelliklerinden dolayi optik temelli tespitte yaygin sekilde
kullanilan bir metottur. Floresan tespitin diger tekniklere gore bir¢ok Ustinlugu olsa
da, floresan boyalarin kismen daha pahali olusu, sinirli raf dmri ve diger kimyasal
faktorlerden siklikla etkilenmeleri bu teknigin dezavantajlari arasinda sayilabilir
[95].

2.2.1.2.2. Elektrokimyasal sensoérler

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

potantiyometrik modda kullanilirlar.

Elektrokimyasal sensorler FTIR ve UV spektrofotometresi, kitle spektrometresi ve
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kromatografik tekniklerle (gaz kromatografisi ve yuksek performans sivi
kromatografisi) karsilagtirildiginda veri alma ve suregleri yaritmede gerekli olan
elektronik aletlerin kurulumu gibi uygulamalarla kargilastirildiginda daha basit bir
tekniktir. Bakimi ve kalibrasyonu igin gerekli olan ugras nispeten daha azdir.
Sensor sinyalleri direk in situ elde edilebilir ve streclerin kontroll icin gercek
zamanli bilgi saglar. Diger yandan elektrokimyasal sensorler kararllik ve tespit
siniri - agisindan laboratuvarlardaki yukarida bahsedilen standart metotlari
degistiremezler. Elektrokimyasal sensorler basit olmalarina ragmen, bu sensoru
kullanan kisilerin sensor sinyalleri Uzerine etki edecek sicaklik, basing ve kimyasal
kompozisyon gibi Olgim sartlarina etki edecek ileri bilgiye sahip olmasi
gerekmektedir [96].

2.2.1.2.3. Piezoelektrik sensorler

Kuartz kristal mikroterazi (QCM) fiziksel, kimyasal ve biyolojik sensdrlerin 6n
onemli cesgitlerinden biri olup, maliyeti dusuk, yuksek c¢ozunurlikte ve kutleye
duyarl bir cihazdir [97]. QCM, sensotr yuzeyinde biriken kutleden kaynaklanan
sallanma frekansindaki degisiklikleri temel alan bir galisma prensibine sahiptir. Bu
aletin en 6nemli avantajlarindan biri, farkli kaplamalar uygulanarak bircok analizi

tespit etmek icin kolayca adapte edilebilir [98].

Bir kutle sensoéru olarak QCM, biyokimya, gida, ¢evre ve klinik analizler gibi birgcok
alanda kullanilir [99]. Bu sensorler ayni zamanda farkli bozunma suireclerinin ve

kursun asit pillerinin yik durumlarinin izlenmesinde de kullaniimaktadirlar [100].
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Tablo 2.3. Donusturuculerine gore biyosensorler.

Sensor Cesit Avantajlari Dezavantajlari Kaynaklar
Cok sayida
spektroskopik
szellik [101];
kfj"a”"?b"'fi. Isik etkilesimlerine | [102];
bircok 6zelligi _
maruz kalir;
. bulunmaktadir; . [103]
: Yuzey plazmon . matriks
Optik elektromanyetik : :
rezonans o sismesinden dolayi
etkilesimlerden . N
. ] yoén uzunlugu
etkilenmez; dediskendir
elektriksel bir digkendir.
tehlikeye maruz
kalma ihtimali
azdir.
Dogal bir suregti; Florofor toksisitesi; [104]
¢oklu foton normal biyolojik
Floresans uyarilir; ekzojen N .y ) [105];
bir enzim igin suregler ile
ilesi 106
Ihtiyag yoktur, etkilesim. [106]
Yiksek sinyal/ses | Analit akis hizina | [107];
Elektro- . . N .
. Amperometrik | orani; dusuk bagimhlik; analitin
kimyasal Lo S [108]
analit tuketimi. tuketimi
Kisa cevap [109];
zamani; dogrusal | Elektrotlar
cevap; renk ve kirlenebilir; [110]
Potantiyometrik | bulaniklilk referans elektrot
degisikliklerinden | gereklidir; Nernst
etkilenmez; esitliginde sapma
zararl degil.
Elektromanyetik Arti bir kitle ve [111];
alan ve frekans
degisiklikleri [112];
radyasyona arasinda dogru bir
Kutle Piezoelektrik | duyarli degildir; 9 [113]

hizli cevap suresi;
azaltiimis
etkilesim etkileri.

korelasyonun
olmayisgi; yuksek
sicakliklar i¢
rezistansta dusus.
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2.2.1.2.4. Cevresel goruntilemede biyosensadrler

Cevresel goruntilemedeki cihaz ve sistemlere olan gereksinim birgok cgevresel
oneme sahip analiti mumkun oldugunca hizli ve ucuz sekilde analiz edecek, bunun
yani sira bolgede calisma imkani saglayacak daha uygun metotlar ve yeni
teknolojilerin  geligtiriimesini  tetiklemektedir. Bu bakimdan son yillarda
biyosensorler etkili bir izleme igin yukarida onerilen cihaz ve sistemler agisindan
blyuk bir potansiyel gostermektedir. Biyosensorler, organik ve inorganik
kirleticilerin kimyasal izlemesi icin veya biyolojik/ekolojik kalite elemanlarinin
degerlendiriimesinde cevresel kalite goruntlileme araclari olarak kullanilabilirler
[114].

2.2.2. Biyosensor teknolojisinin bugtnu ve gelecegi

Biyosensoér teknolojisi 6zellikle son yirmi bes yildir yeni malzemelerin yapim
teknikleri, yeni sinyal iletim araclari ve aletleri kontrol eden gugllu bilgisayar
programlariyla gelismekte olan ve hizli bir sekilde buyldyen bir alandir [115].
Gecgmisten buglne biyosensorlerin  gelistiriimesi  Uzerine birgok ¢alisma
yapllmasina ragmen, hala daha gelismis ve guvenilir aletlerin yapimi konusunda

engeller vardir [114].

2.2.2.1. Surekli gortntuleme

Su sistemlerinde Kkirletici derisimleri, su akintisina girenler ve degiskenler
neticesinde surekli degistiginden dinamiktir. Birgok biyosensor kolay, hizli ve
yerinde Olcim  saglayabilecek surekli  goruntileme sistemleri  olarak
gelistiriimektedir [116,117]. Bu biyosensorler ayni zamanda cesitli bosaltma ve
kirlilik olaylarinda hizli tespit gerektirecek Kirliliklerin haritalanmasi icgin yararlidir
[118]. Gu ve arkadaglari 2000'li yillarin baginda bir su aritma tesisinin akintilarinin

toksisitesini goruntulemek igin yeni bir erken uyari protokoll uygulamislardir [119].

2.2.2.2. Coklu analit tespiti

Birka¢ analiti ayni anda tespit edebilen sensorler daha az zamanda daha az 6rnek
ve kimyasal kullandiklarindan dolay gevresel goruntileme i¢in uygun cihazlardir.
Yuksek miktarda kugultulmus sinyal donusturicu elemanlara sahip buyuk oOlcekli

sensor platformlari birgok drnegin izlenimine paralel olarak gergcek zamanh 6lgiim
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saglar ve bu, biyosensor arastirmalarinda onemli bir itici gugtur [120]. Son yillarda
yerinde analiz i¢in tasarlanan taginabilir bir SPR immunosensor gibi ayni anda
benzopiren ve 2-hidroksibifenil ¢oklu analit tespitlerinin gesitli érnekleri litaratlrde
gorulmektedir [121]. ince coklu elektrot tek kullanimlik ¢ok analit tespiti saglayan
enzim biyosensoru, paraoksan ve karbofuran pestisitlerinin bulundugu bir
karisimdan analit ayrimi yapmak igin geligtirilmistir [122]. Farmasotiklerin,
antibiyotiklerin, hormonlarin, endokrin bozucu kimyasallarin ve pestisitlerin tespiti
¢coklu analit tespit eden immunosensoérler tarafindan basariimistir [123-125]. Son

zamanlarda kuantum noktalar ¢oklu analit tespiti igin kullaniimaktadir [126].

2.2.2.3. Minyaturlestirme

Mikroelektronik ve mikroakiskanlardaki gelismeler analitik sistemlerin boyutlarinin
kigultulmesine olanak saglar. Boyutta meydana gelen bu kig¢ulme daha az
kimyasal kullanimi ve atik olusumuna neden olacagi gibi daha dusuk hacimlerde
calismaya da olanak saglar [127]. Boyutta meydana gelecek kugculmeyle
biyosensorler ucuz, elde tasinabilen, hizli ve guvenilir dlgimler alan analitik
cihazlar olabilirler. Biyosensorlerdeki kiictilme 6zellikle bir biyosensor icin strekli in
vivo ve farmasottik goruntilemede [128] c¢ok Onemli bir yere sahiptir [114].
Cevresel goruntilemede bir sensorin boyutu ¢ok énemli olmasa da, kigultiimus
bir teknolojinin kullanimi kullanilan kimyasalin miktarinda ve akigkani kontrol
etmek icin gerekli enerji kullaniminda disuse neden olacaktir [128]. Bu ayni
zamanda analitik performans Uzerinde analiz zamanini dustrme, guvenilirlik ve
hassasiyet arttirarak olumlu bir etki yaratir [129]. Diger bir taraftan kiguk boyut
Ozellikle alan c¢alismalarinda kullanilan tasinabilir biyosensoérlerin tasariminda
tercih edilir [114].

2.2.2.4. Yeni duyu elemanlari

Molekuler tanima bilesenlerinin afinitesi, 6zelligi ve toplu uretimindeki gelismeler
tamamen tespit teknolojilerinin basarisi veya basarisizligina baghdir. Cunku
gelecekteki biyosensor gelismelerindeki hayati yon kolay Uretilecek ve genis bir
secicilik 6zelligine sahip olacak yeni duyu elemanlarinin Uretimine bagli gibi
g6zikmektedir. Su anda, enzim ve antikor gibi c¢esitli biyomolekuller Uzerine

yapilan Uretim ve caligmalar onemli bir zaman ve bilgi gerektirmektedir [114].
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Molekuler baskilanmis polimer yukarida bahsi geg¢en sinirlamalarin Gstesinden

gelen Umit verici alternatifler olarak dusunalir [130].

2.2.3. Ticari biyosensorler

Arastirma laboratuvarlarinda buyuk miktarda biyosensor Uretiimektedir ve bu
alandaki ilgili arastirmalar son derece 6nemlidir. Fakat ¢gok az uygulamaya yonelik
sistem ticari bagari kazanabilmektedir. Bu gunlerde medikal uygulamalar igin
bircok ticari biyosensor varken [131] besin, ziraat, savunma sanayi, veterinerlik ve
cevresel kontrol gibi alanlarda da oldukg¢a buylk bir pazar vardir. Ancak medikal
teshis icin geligtirilen aletlerin birgogu ¢evre sorunlarina yonelik biyosensor pazari
icin adapte edilebilir [132]. Cevresel biyosensor talebi medikal teshis igin
kullanilanlardan buyuk oOlgide daha az gibi gézikse de gevre sorunlarina karsi
toplumda gelisen hassasiyet ve devlet yatirrmlari [133] biyosensorlerle kirletici ve

diger cevresel tehditleri 6lcmeyi amacglamaktadir [114].

Ylzey plazmon rezonans biyosensorler ¢cevresel gortntlleme icin en basarih ticari
urlinlerdendir. BIACORE AB (Uppsala, isveg), orijinal BIAcore'un gesitli trlinlerinin
yani sira degistirilebilir otomasyon dereceleri ve parametre 6zelliklerini sunan diger
yapilandirma sistemlerini iceren birgok biyosensorl piyasaya surmustir [134].
Diger ylzey plazmon rezonans ticari biyosensoérleri IBIS sistem (Windor Scientific,
Berks, Birlesik Krallik), CELLIA sensor (Nippon Laser and Electronics Labs,
Hokkaido, Japonya), Spreeta (Texas Instruments, Dallas, TX, ABD), the BIOS-1
sistem (Windsor Scientific), SENSIA (Madrid, ispanya) [135], BioTul AG (Miinih,
Almanya) [136], NanoDev (Ankara, Turkiye) [137].

Caliper Technologies, Cepheid, Nanogen, ACLARA BioSciences, MICROGEN
Systems ve Lawrence Livermore Laboratories gibi firmalar mikrobiyal ajanlar
tespitini  ve tanimlanmasini  saglamak icin mikro boyutta sistemler

gelistirmektedirler [138].
2.3. Yluzey plazmon rezonans (SPR)

Yuzey plazmon olgusu ilk defa 1902 yilinda Wood tarafindan gdzlemlenmistir

[139]. Wood yaptigi calismada polarize 1s1gin bir kirrnim dizenleyici ylizeyinden
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bir aynaya yansittigi zaman aynada karanlik ve aydinlik bantlar tespit etmigtir.
Wood’'dan sonra sirasiyla Lord Rayleigh ve Fano teorinin gelisimine katkida
bulunmuslardir. Ancak yapilan bu galismalara ragmen ylzey plazmon rezonans
olgusunun tam olarak anlasiimasi 1968 yilina kadar mumkun olmamigstir. Bu
tarinte Otto ve Kretschmann yuzey plazmon rezonanslarin olusumunu rapor
etmiglerdir [140]. Elde edilen bu gelismeler yluzey plazmon rezonans olgusuna
dayali yuksek segicilikte sensodrlerin geligtirimesine olanak saglamistir. SPR
temelli ilk biyosensorli 1980’lerde Liedberg ve arkadaslari hazirlamiglardir. Bu

tarihten sonra bu konuda yapilan galigmalarin sayisi giderek artmistir [141,142].

SPR spektroskopi, yluksek duyarhligi ve basit kurulumundan dolayi populer bir
metod haline gelmis, 6zel bir gesit yizey duyarl optik sinyal donustirme teknigidir.
ik basta ince filmlerin ve metal-dielektrik arabirimlerinin karakterizasyon metodu
olarak gelistirlmistir. Sonralari SPR kullanimi, dogrudan metal tabanlar Gzerinde
meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisimleri iceren uygulamalar igin, yani
immobilize biyomolekillerin etkilesimleri igin kullaniimaya baglanmigtir. SPR
biyosensarlerinin; DNA, RNA, proteinler, farmasotikler ve diger ilaclar gibi 6nemli
biyomolekulleri taniyabildiginin vurgulandigi makalelerde son on yil icinde dnemli
Olclide artis olmustur [143-145]. Antikor antijen etkilesimleri ¢ok spesifik oldugu
gibi, afinite biyosensoérleri sinyal donusim modu SPR ile birlikte, isaretli molekdil
kullanmaya gerek kalmadan biyomolekuler etkilesimlerin incelenmesine olanak
saglar [146,147] O zamandan beri, SPR kullanimi diger sensor formatlari ile
kullanimi da yayginlasmistir. SPR’nin ylksek dayaniklihdi ve kurulum ayarlarina
ve kullanillan tanima molekullerine bagh olarak, pikomolar seviyelerine kadar
hassasiyetde dlgim yapabilme kapasitesi oldugu ortaya konmustur. Yerinde analiz
icin de talep artmistir. SPR temelli sensoérler bu amaca hizmet edebilir ve hatta
zorlu kosullarda bulunan eser miktardaki ¢evre kirleticilerinin ve kirliliklerin tayini

icin gelistirilebilir [148].

Yuzey plazmon rezonans, metal yuzeye yakin kirllma indisindeki deg@isimi dlcerek
basit ve dogrudan o&lgum yapan bir tekniktir [5]. Ylzey plazmon rezonans
yonteminde gecirgen ve farkli kirilma indisli iki ortam arasinda (cam prizma ve

¢Ozelti) ince bir metal film kullanilir. Metal film genellikle altin veya gimustur. Kritik
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bir agcinin Uzerinde duzlem polarize 1s1k, daha yuksek kirilma indisli bir ortama
girdiginde (cam prizma) toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu durumda kendiliginden
sonuimlu dalga adi verilen 1sik, metal filmin icine dogru nifuz eder. Belirli bir
kirllma agisinda bu dalga, metal yuzeydeki serbest elektronlarin yuzey plazmonlari
olusturmasina sebep olur ve yansiyan 1s1gin yogunlugu duser. Bu olaya yuzey
plazmon rezonans denir ve sadece rezonans agisi denilen belirli bir agida goézlenir.
Rezonans agisi, yuzeye analit eklenmesiyle degistirilebilir. Bu degisim yuzeyin
hedef molekile goére modifiye edilmesiyle secici hale getirilebilir. Bu da SPR

biyosensorlerin temelini olusturmaktadir [149].

2.3.1. Yluizey plazmon rezonans teorisi

Yuzey plazmon rezonans teorisi, enerji tasityan isik fotonunun metalin elektronlari
ile birlesmesi veya enerji transferi ilkesine dayanmaktadir. Birlesmenin (veya enerji
transferinin) gergeklestigi 1s1gin gelis acisi her metal ve metal ylzeyinin ¢evresine
gore degismektedir. Isik fotonlari ve metal ylzeyindeki elektronlar arasinda bir
eslesme vel/veya rezonans yakalandidinda enerji transferi gergeklesir. Bu enerji
transferi, metal filmin alt yuzeyinden yansiyan 1sigin miktarinin ol¢uimesiyle
belirlenebilir. Her 1s1k birgok agida yansirken, 1s1gin bir bolumu rezonans agisinda

absorplanmaktadir.

Kretschmann prizma vyapisi, yuzey plazmon rezonans prizmalarinin
hazirlanmasinda en sik kullanilan tasarimdir. Sekil 2.2" de goéruldigu gibi, metal
film ylzeyindeki yuk yogunluk salinimini uyaran 11k demetinin toplam i¢ kirilmasi
ile olugsan kendiliginden sonumltudalganin kullanildigi bir yaklasim vardir. Bu
elektron salinimlari, yuzey plazmonlari olarak adlandiriimaktadir. Gegici alanin
girisim derinligi 1s1gin dalga boyuna, 1s1gin geldigi ortam ile ¢evresinin kirinim agisi
indekslerinin oranina ve fotonun parlakligina baghidir. Enerji alani ylzeyden
uzaklastikca Ustel olarak azalmaktadir. Bundan dolayi, girisim derinligi aniden

dusmektedir.
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_T_

Ince metal film S'”_?f'l_"]‘ -
(altin, giimls) Gegici dalga erinligi (1/e?)

Ortam 2 l

Yiksek indeks
(cam, epoksi)
Ortam 1 )

Gelen is1k Yansiyan isik
Ksin(8)

Sekil 2.2. Dielektrik sinirlarda gergeklesen toplam i¢ kirinim.

Girigsim derinligi asagidaki esitlikle tanimlanmaktadir:

A

d =
" axn?sin? 0—n?

(2.1)

Burada;

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

» 0, 151§In metal ylzeye gelis acgisidir.

Metal ylizeye uygun p-polarize 1sik, metal film ile birlesmek igin prizmanin icerisine
girer. Sadece p-polarize 1sik plazmon olusumuna sebep olmaktadir. Bunun nedeni
sadece bu polarizasyonun metal film normaline uygun elektrik alan vektor
salinimina sahip olmasidir. Bu 6zellik, metal yuzeyindeki elektron plazmalarinin
transvers manyetik (TM) dalgasi olarak adlandiriimaktadir [150,151]. Oysa s-
polarize  transvers elektrik (TE) polarizasyonu yuzey plazmonlarini

olusturamamaktadir. Cunku s-polarize 1s1gin elektrik alan vektord, metal filme
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paralel olarak olugmaktadir. Salinimlarin dalga vektori (Ksp) asagidaki esitlikle

tanimlanir:
(0, E &

Ksp = m S 2.2)
C\é&, +¢&

Burada;

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

» €&m, metalin dielektrik fonksiyonudur.

Gelen 1s1@in bir bilesenine ait dalga vektorl asagidaki esitlikle tanimlanir:

) :
K, =—77pS|n€ (2.3)
C

Burada;

» 0, 1s519In metal film ylzeyine gelis agisi,

> Np, prizmanin kirnim acisidir.

Metal filmin Ust ylzeyinde salinan ve toplanan ylzey plazmonlari, p-polarize 1s1d1
absorplar ve toplam i¢ kirnnimina ugrayan i1sigin parlakhigmni (l;) degistirir. Bu
nedenle, I’e kargi gelis (veya kirinim) acisi (8,) grafige gegcirildiginde acisal
parlaklik profili elde edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans acgisinda keskin bir

azalma gozlenir.

Bu olayin gerceklesmesi, yuksek kirinim indeksine sahip bir prizma
gerektirmektedir. Bu tip bir prizmaya gereksinim, havadaki 1sik yayilmasi ile ylizey
plazmonlarin Uretilememesinden kaynaklanmaktadir. Ylzey plazmon rezonans

sirasinda, gelen 1s1gin ve yuzey plazmonun dalga vektorleri egit olmalidir. Fakat
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Sekil 2.3’de goruldugu gibi, 1s191n havadaki (K, w/c) ve metalin plazmonundaki
(Ksp) dagilma egrisi kesismemektedir. Bundan nedenle, dalga vektoru ve frekansi
eszamanli olarak gakigtiriimasina imkan yoktur. Bunun tersine; K, ve cam yiizeyin

(Kg) dagiima egrilerinin kesigmektedir.

Frekans (w)

Dalga Vektéru (K)

Sekil 2.3. Hava, cam ve yuzey plazmonlari icin dagilma egrileri.

Yuzey plazmon dalga vektorl, metal filme yakin bélgedeki ortamin kirinma indeksi

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

< @ | s

o s (2.4)
C N + 11

Bu formulde;

» nNm, Metalin,

» ns, Ornegin kirinim indeksleridir.
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Kompleks kirinim indeksi teriminin karmasik bileseni, absorbans ile iligkilidir.

Yuzey plazmon rezonansin profili, secilen metale gore degisiklik gostermektedir.
Cunklu her metal, dielektrik gecirgenlik gibi farkli 6zgul optik 6zelliklere sahiptir.
Sekil 2.4’ de altin ve gimus film igin, yansiyan 1s1gin parlakhdina kargi gelen isigin
agisini gosteren egriler verilmistir. GimUs daha keskin bir rezonans pikine sahiptir.
Bu rezonans piki, metal filmdeki ylzey plazmon salinimlarinin kendiliginden
azalmasi nedeniyle olmaktadir. Tum ylzey plazmon metalleri, uyarilma 1g1ginin
elektrik alaninin sacgiimasina bagh olarak bu salinimlari azaltma egilimindedir.
Birgok metal ylzey plazmon uretebilir. YlUzey plazmon rezonans igin kullanilacak
olan metal, uygun acil 1gikla rezonansa girebilecek iletkenlik bandi elektronlarina
ve sensor olarak kullanilabilmek igin gerekli kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun
Ozelliklere sahip olmalidir. Altin belirtilen iki temel 6zellige birden sahip olan nadir
metallerden biridir. Bu 0zelliklere sahip olan diger metallere gdre uygulamasi
oldukga kolaydir. Ornek olarak, indiyum gibi bazi elementler ¢ok pahalidir; sodyum
gibi elementler oldukga reaktiftir; bakir, aliminyum gibi bazilarinin ylzey plazmon

cevaplari ¢ok genigstir veya gumus gibi bazi elementler oksitlenmektedir [152].

A
Ag Au
>
=
©
S
o
c
>
Rz
o
@
>
(2]
G
>=
Aci 6

Sekil 2.4. GUmUs ve altina ait ylzey plazmon egrileri [152].
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Yuzey plazmon rezonansin (SPR) analitik bir cihaz olarak kullaniimasi, plazmon
alani araligindaki ¢evrenin kimyasal bilesimindeki degisimin sebep oldugu 1si1gin
rezonans agisindaki kaymanin  Olgculmesine  dayanmaktadir.  Kimyasal
bilegsenlerdeki degisim absorplanan 1sigin gelis acgisinda kaymaya neden
olmaktadir. A¢li kaymasinin buyukligu, nicel olarak kimyasal degigimle ilgilidir. Bir
sensorde, ince metal film Uzerine substrat baglanmig bir prizma (genel olarak cam
ve plastik) Uzerine uygulanir. Daha sonra 6zel bir analite (hormon, ilag, timor
belirteci vb.) 6zgul molekiller metal film Gzerine spesifik olmayan etkilesimlerle
adsorplanir. Sensore analit igeren ornek uygulandiginda gergeklesen etkilesim
(antikor ve analit baglanmasi gibi) gelen 1g1gin rezonans acisindaki kaymanin
Olculdigu metal yuzeyindeki kimyasal bilesen degisimine neden olur. Rezonans
acisindaki kaymanin boyutu, ornek icerisindeki analitin miktari ile orantilidir.
Molekuller arasindaki iliski oldukga 6zgul oldugundan dolayl diger molekuller

sensor tarafindan dlglilememekte ve gapraz-reaktivite gbzlenmemektedir.

2.3.2. SPR biyosensaorler

SPR temelli sensor aplikasyonlari 1980’lerin baslarindan beri ¢alisiimasina
ragmen, MIP’lerin ilk kez SPR ile birlikte tanima elementi olarak basarili sekilde
kullaniimasi 1990’larin sonlarini bulmustur. MIP-SPR sensoérlerin kullaniimasinda
karsilagilan temel zorluk duyarliliktir. Ozellikle hedef molekil tanima bolgelerindeki
etkilesimler tarafindan uyarilan kirihm indisi degigsimleri evanesans alanlari
tarafindan saptanacak kadar hassas olmayabilir. Sonu¢ olarak, saptama ancak
yiuksek derisim seviyelerinde yapilabilir. Fakat polimerlestirme tekniklerindeki
gelismeler ile yuzey baskilama, ylzey plazmon dalgalari tarafindan saptanabilen
hassas kirilim indisi olusturabilecek polimer filmlerinin hazirlanmasinda
kullaniimistir. Bu glnlerde, MIP-SPR sensorler isaretleyici molekile ihtiyac
duymadan tanima teknolojisi avantajina sahiptir ve tanima filmlerinin

hazirlanmasinda sadece dusuk maliyetli malzemelerin gerekmektedir [148].

SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan
biyomolekullerin etkilesimlerini oOlgebilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle, molekiler
etkilesimlerin anlagilmasi i¢in bu cihazlarin onemi artmistir. Etkilesimleri es
zamanli, dogrudan Olgebilmek; kinetik, termodinamik parametrelerin, derigimin
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veya ligandlarla analitler arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesini saglamaktadir.
SPR temelli biyosensorlerin hizli cevap suresi ve yuksek segiciligi vardir. Enzim
veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger tekniklerle karsilastirildidinda SPR
biyosensorler sahip olduklari bu 6zelliklerden dolayi, protein-protein, antikor-
antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden dusuk molekul agirlikli bilegiklerin
tanimlanmasina kadar degisen c¢ok cesitli biyomolekiler mekanizmalarin

anlasiimasinda kullanilabilir [5].

Yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorler, metal ylzeyinde biyo-tanimayi
saglayacak bolgelerin olusturuimasiyla elde edilir. Biyotanimayi saglamak igin
antikorlar [153] ya da nanopartikiller kullanilabilir [154]. Hedef molekull igeren
cOzelti biyosensorle etkilestiginde hedef molekul sensor ylzeyine baglanir ve
yuzeyin yogunlugunun artmasina neden olur. Yuzeydeki yogunluk artisi ylzeyin
kirllma indisinin artmasina neden olur. Kirllma indisindeki bu artis ise rezonans
acisinin kaymasi ile sonuglanir. Bu etki zamana bagl olarak incelenirse Sekil 2.5’
dekine benzer bir sensorgram elde edilir. Sekil 2.5°de goruldugu gibi, yuzeye analit
baglanmasi ile rezonans agisi artmaktadir. Desorpsiyon ¢ozeltisinin sisteme
veriimesiyle analit, ylzeyden ayrilmaya baglar ve belli sire sonra sinyal tekrar eski

seviyesine doéner.

o
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Sekil 2.5. Tipik bir SPR biyosensoér sensorgraminin sematik gdsterimi.
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Yasam bilimlerinde ve farmasotik calismalarda makromolekullerin ve onlarin
etkilesimlerinin arastirilmasi igin SPR biyosensodrlerden yararlaniimaktadir. Ayrica
SPR biyosensoérler cevresel kirleticilerin tespitinde [155-157], gida teknolojisinde
[158-160], hastaliklarin teshisinde [49, 161, 162] kullaniimaktadir.

Son yillarda besin ve su kaynakli patojenik bakterilerinin tespiti igin immuinosensor
gelistiriimesine yonelik birgok calisma yapilmistir [163,164]. Yuzey plazmon
rezonans temelli biyosensorler bu tip tespite yonelik hazirlanan immusensorlerden
biridir. Onemli zirai patojenlerden biri olan Phytophthora infestans’in tespitine
yonelik hazirlanan SPR temelli biyosensérde tespit siniri 2.2x10° spor/mL olarak
tespit edilmistir [165]. Yapilan baska bir calismada 1x10° mL'de Salmonella
Typhimurium’un varhgi tespit edilmistir [166]. Mauriz ve arkadaslari SPR temelli
tasinabilir immunosensor ile dogal su orneklerinden karbonil analizi yapmiglardir
[135]. Ortalama 15 nm buyukligindeki kolloid altin nanopartiktllerle guglendirilmis
SPR temelli biyosensor ile 7.5 dakika gibi kisa bir sirede 14 pg/mL derisiminde
estrol-16-glusuronit tespiti saglanmistir [167]. Yapilan diger bir ¢galismada sudan
profenofos tespiti igin SPR temelli molekller baskilanmig ¢ok ince bir film tanima

elemani olarak kullaniimistir [168].
2.4. Romatoid artrit (RA)

Romatoid artrit (RA) sik rastlanan kronik eklem inflamatuari ile tanimlanan bir
otoimmun hastahdidir.  Dunya nUfusunun yaklasik %1’i RA hastaligindan
muzdariptir, kadinlari erkeklerden daha fazla (3-5 kat) etkilemektedir [169]. RA,
eklem sinovyumunun immun sistem hasari neticesinde birincil olarak etkilendigi en
sik sistemik inflamatuar otoimmun hastaliktir. Hastaligin ciddiyetine gore, cilt, kan
damarlari, i¢ organlarin tutulumu gibi eklem disi bulgulari da vardir. Yetersiz tedavi
edildigi takdirde yasam kalitesinde azalma, morbidite ve mortalitede artisa neden
olur [170].

Onceleri RA tanisi; klinik belirtilerin degerlendiriimesi, her ikisi de kismen duyarli
olan fakat klinik spesifiklikten yoksun ve erken evrede semptomatik olmayan
hastaliyi saptayamayan romatoid faktori (RF) ve C-reaktif protein gibi akut faz
reaktiflerini kapsayan otoantikor serolojisi ile yapilmigtir [169].
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1998'de Schellekens ve arkadaslari sitrulinin, yukarida bahsedilen RA spesifik
antikorlar tarafindan taninan antijenik taninmasinda asil bileseni oldugunu
gostermistir [171]. Bu kesif anti-siklik sitrllenmis peptit antikor testlerinin (anti-
CCP) testlerinin gelistirimesine olanak saglamistir ve RA tanisinda daha yardimci

oldugunu kanitlamistir [172].
2.5. Anti-siklik sitrillenmis peptit antikorlari (Anti-CCP)

Sitrillenme vicutta 6len hdcrelerin igcinde meydana gelen normal fizyolojik bir
olaydir. Bu yuzden, immun sistemin normal kosullarda sitrulinlenmis proteinler ile
karsilasmadigini anlamak énemlidir. Kisa siire sonra 6len hucrelerin fenotipinde
meydana gelen degisim ile birlikte, makrofajlar ve apoptetik hicrelerin yok
edilmesinde aktif hicreler tarafindan sindirilirler. Bu 61U hucrelerin sindiriimesinde
bir yetersizlik veya verimsizlik oldugunda, ornegin ¢ok sayida hucre Olumu
gerceklestigi durumlarda, peptidilarginin deiminaz (PAD) enzimi ve sitrillenmis
proteinler nekrotizan hucrelerden sizabilir ve immun sistem ile kargilasabilir. Digari
salinan PAD enzimi arjinin igeren birgok ekstraseltler proteinin sitrilinlenmesine
neden olur. Boylelikle buyuk bir sitrlinlenmis antijen havuzu yaratir. Yangi
sirasinda, birgok hiicre apoptoz ve nekroz ile 6lir. Hem hayvan modellerindeki
yangilarda hem de RA hastasi veya RA hastasi olmayan hastalarda yangili
siyovinal dokularda da sitrillenmis protein bulmak mumkdndur [173]. Bununla
birlikte, sitrillenmis proteinlerin bulunmasi mutlaka APCA olusumuna neden
olmaz. Bu antikorlarin Uretilmesi kuvvetli sekilde hastanin genetik geg¢misine

baghdir.
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Sekil 2.6. Proteinlerin sitrillenmesi.

Sitrillenme peptidilarjininin  peptidilsitriline post translasyonel dénusumudur
(arjinin yan zincirinin guanidin gruplari Greido gurubuna doénusur) ve peptidilarjinin
deaminaz enzimine bagl olarak Ca®" tarafindan katalizlenir. R, ve R», sitriillenmis

kalintiya yan taraflarindan hicum eden aminoasitlerin yan zincirlerini ifade eder
[173].

Sitrtllenmis peptidleri taniyan anti-siklik sitrillenmis peptid (anti-CCP) antikorlar
IgG antikorlaridir ve RA’nin erken teshisinde RF ile karsilastirildiginda daha
yuksek spesifiklik gostermektedirler. Anti-CCP testleri geleneksel olarak tabaka
temelli ELISA yotemleri ile yapiimaktadir ve birgok farkh Ureticinden temin etmek
muimkindir. Bununla birlikte rastgele erisimli analizérler optimize edilmis is akisi
ve iyilestirilmis analiz suresi sunmaktadir [169]. CCP2 ve CCP3 antikorlarinin

kullanildig1 ELISA testleri cok iyi performans gostermektedir [174].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalari asagidaki basliklar altinda

toplamak miamkundur:

Y

vV V VYV V

Yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorin, allil merkaptan ile modifiye
edilmesi ve allil gruplarinin yénlendiriimesi,

Anti-CCP/akrilamid (AAm) 6n-kompleksinin hazirlanmasi,

Anti-CCP baskilanmig (anti-CCP/PAAmM) SPR biyosensorinin
hazirlanmasi,

Kalip molekulin uzaklagtiriimasi,

Baskilanmamis (PAAmM) SPR biyosensorinin hazirlanmasi,
Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensorlerin karakterizasyonu,
Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin sulu c¢ozeltilerden farkl
derisimdeki anti-CCP adsorpsiyonu i¢cin SPR analizlerinin gerceklestiriimesi,
Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensdrlerinin immunoglobulin M (IgM)
ve sigir serum albimin (BSA) bulundugu ortamda segiciliginin incelenmesi,
Anti-CCP/PAAmM  SPR  biyosensorinin  tekrar  kullanilabilirliginin
incelenmesi.

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensorinin kan plazmasindan anti-CCP tayini

icin kullanimi

3.1. Kimyasal malzemeler

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensér nanofilminin hazirlanmasinda kullanilan temel

bilesenlerden allil merkaptan, akrilamid (AAm), N,N-metilenbisakrilamid (MBAAmM),

amonyum persulfat (APS), N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED), secicilik

¢alismasinda kullanilan immunoglobulin M (IgM) ve sigir serum albimin (BSA)

(Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan

diger kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir ve

analitik safliktadir. Reaktifler kullanilana kadar 4 C’de muhafaza edilmistir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akigh selliloz asetat membran (Barnstead

D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve iyon
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degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimigtir. Elde edilen saf suyun
direnci 18.25 MQ/cm’dir.

3.2. SPR biyosensorlerin altin yuzeyinin allil merkaptan ile yuzey
modifikasyonu

SPR biyosensorlerin altin ytzeyinin modifikasyonu allil merkaptan (CH,CHCH,SH)
ile yapilmigtir (Sekil 3.1). Modifikasyon oncesi altin yluzey asidik pirana ¢ozeltisi ile
temizlenmistir. 20 mL asidik pirana ¢ozeltisi icine daldirilan altin yuzeyler 20
saniye ¢ozelti iginde kalmistir. Cozeltiden cikarilan biyosensor saf etil alkol ile
yikanmis ve vakum etivinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur. Yulzeyi
temizlenen SPR biyosensoérlerin yluzeyine 5 pL allil merkaptan damlatiimis ve 12
saat bekletilmigtir. Bu stre sonunda biyosensorler etil alkol ile yikanmis ve azot
atmosferinde  kurutulmustur. Modifikasyon sonucunda altin  kaph SPR

biyosensoarlerin yltzeyine allil gruplari takilimistir.

! CH, CH, CH, CH,
| ] 1 1
Allil merkaptan CH CH CH CH

cOzeltisi | | | |

CH, CH, CH, CH,

SH SH S5H SH
| | | |

SPR Biyosensdr SPR Biyosensdr

Sekil 3.1. Allil merkaptan ile ylzey modifikasyonu ve allil gruplarinin

yonlendiriimesi.
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3.3. Anti-CCP/akrilamid (AAm) dn-kompleksinin hazirlanmasi

Anti-CCP/akrilamid (AAm) ©6n-kompleksi kalip molekll olarak anti-CCP,
fonksiyonel monomer olarak akrilamid (AAm) monomerinin  kullanimiyla
gerceklestiriimistir. Bunun igin 45 pyL anti-CCP ve 21 mg akrilamid 500 pL su
icerisinde ¢ozinerek 30 dakika manyetik karistirici yardimiyla karigtiriimistir.
Monomer kalip oranini belirlemek icin UV-gorinir bélge spektrofotometre
Olcimleri yapilmigtir. Kalip molekil ve monomer orani 1.0 yumol:0.3 mmol seklinde
belirlenmistir. Bu orandan sonraki oranda spektrum absorbansindadegisiklik

olmadigi gérulmus ve 6n-kompleks orani bu sekilde belirlenmisgtir.
3.4. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoruniin hazirlanmasi

Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensotrl, anti-CCP/AAm 6n-kompleksi ve N,N-
metilenbisakrilamid (MBAAmM) capraz baglayicisi kullanilarak hazirlanmistir (Sekil
3.2). Hazirlanmis anti-CCP/AAm 0©n-kompleksi icine 3.1 mg MBAAmM capraz
baglayici eklenerek sonikatorde 10 dakika ¢ozinmeleri saglanmistir.
Baslatici/aktiflestirici ¢ifti olarak 2 pL (%10) APS ve 2 uL TEMED eklendikten
sonra daha 6nceden alillenmis SPR biyosensor Gzerine 10 uyL damlatiimis ve
dondurmeli kaplama cihazi yardimiyla homojen bir sekilde SPR biyosensorin
uzerine kaplanmistir. Hazirlanan SPR biyosensor, UV lamba altina konularak 30
dakika fotopolimerizasyon yontemi ile polimerlesme saglanmistir. Reaksiyona
girmeyen monomer ve safsizliklar metil alkol ¢ozeltisi ile uzaklastirilmistir. Kalip
molekul, fonksiyonel monomer ve g¢apraz baglayici orani 1 ymol:0.3 mmol:0.02
mmol seklindedir. Cozelti icindeki monomer vyizdesi 4.8% (w/v) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Dondurmeli kaplama cihazinin ve UV lambasinin optik fotograflari.
3.5. Kalip molekuliin uzaklastiriimasi

Hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdrden kalip molekdl olan anti-CCP’nin
uzaklastirimasi i¢in pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde ¢ézilen %10’luk asetik asit
(HAC) ve %1’lik Tween 20 ¢dzeltisi kullaniimigtir. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor
oda sicakhginda pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde ¢ozilen %10’luk HAc ve %1’lik
Tween 20 c¢ozeltisiyle her 10 dakikada bir desorpsiyon ¢ozelti yenilenerek bir saat
boyunca yikanmigtir. Bu islem kalip molekulin 280 nm’de UV-goérinidr bdlge

spektrofotometresiyle tayin edilmeyene kadar birkag kez tekrarlanmistir.
3.6. Baskilanmamis (PAAmM) SPR biyosensoériunin hazirlanmasi

PAAmM SPR biyosensorl, kalip molekul olan anti-CCP eklenmeden ayni recgete ile

hazirlanmistir.
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3.7. Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensorlerin karakterizasyonu

Allil merkaptan ile modifiye edilen anti-CCP/PAAm ve PAAmMm SPR
biyosensorlerinin  karakterizasyonu FTIR-ATR, atomik kuvvet mikroskobu,

elipsometre ve temas agisi dlgumleriyle saglanmistir.

3.7.1. FTIR-ATR spektrofotometre analizi

Anti-CCP/PAAm ve PAAm SPR biyosensorlerin  altin  ylUzeylerinin
karakterizasyonu icin FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir (Sekil 3.3). Anti-CCP/PAAmM ve
PAAmM SPR biyosensérler, cihazin érnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™

dalga sayisi araliginda yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktari lguimustar.

Sekil 3.3. FTIR-ATR spektrofotometre cihazinin optik fotografi.

3.7.2. Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) analizi

Anti-CCP/PAAMm ve PAAm SPR biyosensorlerin  altin  yUzeylerinin
karakterizasyonu i¢cin yari deden modda atomik kuvvet mikroskobu
(Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullaniimistir. Sekil 3.4'te

gosterilen atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile
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4096x4096 piksel gibi cok yuksek c¢o6zunurlukte oOlcim alabilmektedir. Anti-
CCP/PAAmM ve PAAM SPR biyosensorler cift yuzlli karbon bant ile 6rnek tutucuya
yerlestirilmistir. GorUntlleme calismalari hava ortaminda, yari degen modda
gerceklestiriimistir. Salinim rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulanmistir.
Titresim genligi, 1 Vrus ve bos titresim genligi ise 2 Vgys'dir. Ornekler 2 um/s
tarama hizinda, 256x256 piksel c¢oziniirlilkte, 2x2 pm?lik bir alanin gériintiisii

olarak alinmistir.

Sekil 3.4. Atomik kuvvet mikroskobu cihazinin optik fotografi.

3.7.3. Elipsometre analizi

Hazirlanan anti-CCP/PAAm ve PAAm SPR biyosensorlerinin  yizeylerindeki
nanofilmin kalinliklari elipsometreile dlgulmustir (Sekil 3.5). Kalinlik dlgumleri 532
nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. Anti-CCP/PAAM

ve PAAmM SPR biyosensorleri lazer 1gik kaynagi altina yerlestiriimis ve yuzey
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kalinhgr hesaplama programi igcin SF10 prizma+50 nm altin veri olarak
ongorulmistir. Olgimler biyosensorlerin yiizeyinde 6 farkli noktada 3 kere

tekrarlanmig ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmigtir.

Sekil 3.5. Elipsometre cihazinin optik fotografi.

3.7.4. Temas agisi ol¢glimleri

Modifiye edilmemis, anti-CCP/PAAMm ve PAAmM SPR biyosensorlerin ylizey
karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Modifiye edilmemis, anti-CCP/PAAmM ve
PAAmM SPR biyosensorlerin ylzeyine 1 damla su damlatilarak yapisik damla
yontemiyle temas agcisi belirlenmigtir. Modifiye edilmemig, anti-CCP/PAAM ve
PAAmM SPR biyosensorlerin bolgelerinin farkli bolgelerine su damlatarak fotograflar
cekilmis ve her biri igin ayri temas acisi belirlenmigtir. Belirlenen temas aci
degerleri damlacigin kati ile sol temas noktasindan alinan soldan temas acisi; sag
temas noktasindan alinan sagdan temas agisi olarak belirlenmistir. Ayrica her iki
noktanin ortalamasi olan ortalama temas acisi de@erleri elde edilmistir. Modifiye
edilmemig, anti-CCP/PAAM ve PAAM SPR biyosensorlerin yuzeyleri igin temas

agisi degerleri alinan 10 olgumun ortalama deg@erleri hesaplanmigtir. Temas agisi
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degerleri DSA2 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Sekil 3.6. Temas agisi cihazinin optik fotografi.
3.8. Yluizey plazmon rezonans sistemi ile plazmon 6lgtmleri

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensoérlerin ylzey plazmon egrileri ylzey
plazmon rezonans sistemi SPRiLab (GenOptics, Orsay, Fransa) ile alinmigtir
(Sekil 3.7). Altin kaplanmig SPR biyosensdrler Genoptics firmasindan (Orsay,
Fransa) temin edilmistir. SPR biyosensoérler, 25.0 mmx12.5 mm ylzey alanina
sahip 50 nm kalinlikta altin kaplanmis olarak temin edilmistir. Goértntli alinmasi
sirasinda is1gin anti-CCP/PAAmMm ve PAAm SPR biyosensodre ulasma agisi
degistirilerek (48.7-56.7°) 1s1gin kirilma degerleri farki alinmistir. Elde edilen
degerler incelenmis ve yuzey plazmon egrileri 1519In gelis agisina karsi kirilma

degerleri farki ve egimi grafige gegcirilerek rapor edilmistir.
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Sekil 3.7.SPR sisteminin optik fotografi.

3.9. Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensoérlerin kinetik analizler

Anti-CCP/PAAM ve PAAM SPR biyosensdrlerin hazirlanmasindan sonra kinetik
calismalara gecilmistir. Kinetik galismalar, farkl derisimlerdeki anti-CCP co6zeltileri
ile gerceklestiriimistir. Bu ¢ozeltiler pH 7.0 fosfat tamponuyla 1 RU/mL-200 RU/mL
arasindaki ¢ozeltilerin derisimi IgG c¢o6zeltisinin(0.1-2.0 mg/mL) kalibrasyon grafigi
cizilerek tespit edilmis (y= 1.505x-0.012, R?=0.994) ve bu ¢ozeltilerin her birinden
20 pL ahlnarak 5.0 mL’ye seyreltiimis farkli derisimlerdeki (66-13200 ng/mL)
cOzeltiler hazirlanarak SPR sistemine verilmigstir. Sekil 3.7’7de GenOptics SPRiLab
sistemi gdsterilmektedir. GenOptics SPRiLab, lazer kaynagi, ayna sistemi, CCD
kamera sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan olusmaktadir. Ylzeyine anti-
CCP baskilanmis nanofilm tutturulan SPR biyosensor, kinetik analiz
c¢alismalarinda kullaniimistir. Ayrica PAAmM SPR biyosensorin de kinetik davranisi
incelenmistir. Bu asamada kullanilan deneysel islem su sekildedir: Anti-
CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin ylzeyi deiyonize su (50 mL) ile
yikanmistir. Sistemden fosfat tamponu gegerken ylzey plazmon edrileri alinmis ve
rezonans Kkirilma agisi belirlenmistir. Cihaz bu kirilma agisina ayarlanmig ve kinetik
caligmalar bu aci degerinde gergeklestiriimigtir. Kinetik analiz galigmalarinda

SPRview yaziliminin kinetik gérintileme programi kullaniimistir. Plazmon egrileri
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alinmasi ve aynanin rezonans agisi degerine ayarlanmasinin ardindan, SPR
sisteminden 10 dakika slreyle fosfat tamponu (pH 7.0) geciriimeye devam
edilmistir. Bu dengeleme basamagindan sonra, farkli derisimlerdeki anti-CCP
cOzeltileri teker teker (10 mL, 2.0 mL/dk akis hizi) sisteme verilmistir. Rezonans
frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlenmis ve denge durumuna
geldiginde sisteme %10’luk HAc ve %1’lik Tween 20 iceren ¢ozelti (10 mL, 2.0
mL/dk akis hizi) verilerek desorpsiyon gerceklestiriimistir. Desorpsiyon isleminden
sonra, anti-CCP/PAAmM ve PAAM SPR biyosensor su ile rejenere edilmis ve fosfat
tamponu (pH 7.0) ile yeniden dengeye getirilmistir. Farkli derisimlerdeki anti-CCP
cOzeltileri sisteme verilmeden 6nce adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalari

tekrarlanmigtir.

3.10. Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensdrlerin baskilama segiciliginin

belirlenmesi

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin baskilama segiciligini gostermek
icin, immunoglobulin M (IgM) ve sigir serum albimin (BSA) molekuluyle etkilegimi
incelenmigtir (13200 ng/mL). Hazirlanan ¢ozeltilerin sisteme enjeksiyonundan

sonra sensorgramlar elde edilmistir.

3.11. Anti-CCP/PAAm SPR Dbiyosensoériun tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi

Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorun tekrar kullanilabilirliginin incelenmek amaciyla
330 ng/mL derisimlerde hazirlanmig anti-CCP iceren c¢Ozeltiler SPR sistemine

verilmistir. Bu islem dort kez tekrar edilmistir.

3.12. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensérin kan plazmasindan anti-CCP tayini

icin kullanimi

Anti-CCP/PAAM SPR biyosenstr, kan plazmasindan anti-CCP tayini igin
kullanilmigtir. Bunun icin antikoagulansiz deney tupune alinan taze insan kani,
pihtilastiktan sonra 5000 rpm’de santrifljlenmis, plazma kismi hucrelerden

ayriimistir. Plazma alinarak 1/100 oraninda izotonik serumla seyreltiimis ve
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albuminin uzaklagtirilmasi i¢cin doygun amonyum sulfatla muamele edilmistir.
Albumin uzaklastiridiktan sonra elde edilen plazma 6rneginin 5 mL’si alinmis 200
RU/mL’lik ¢cozeltiden 20 uL alinmis (13200 ng/mL) ve plazma 6rnegine eklenmistir.
Daha sonra anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdrde analiz gergeklestiriimis ve denge
¢Ozeltisi olarak izotonik serum ¢ozeltisi kullaniimigtir. Sistemden izotonik ¢ozeltisi
gegerken yuzey plazmon egrileri alinmig ve rezonans kirllma agisi belirlenmistir.
Cihaz bu kirilma agisina ayarlanmis ve plazmadan elde edilen ¢alismalar bu aci
degerinde gerceklestirilmistir. izotonik serum c¢ozeltisi ile dengelenen anti-
CCP/PAAmM SPR biyosenstr yluzeyi daha sonra anti-CCP igeren plazma ornegi ile
muamele edilmig, elde edilen veriler hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor

plazma ortaminda bulunan anti-CCP miktarini tayininde kullaniimistir.

63



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Anti-CCP/akrilamid (AAm) dn-kompleksinin hazirlanmasi

Anti-CCP/AAmM 6n-kompleksi, kalip molekul olarak anti-CCP, fonksiyonel monomer
olarak AAm monomerinin kullanimiyla gergeklestiriimistir. Sekil 4.1’de gosterilen
anti-CCP/AAm 0On-kompleksinin spektrofotometrik olgumu incelendiginde 1.0
pmol:0.3 mmol oraninda spektrumdaki AAm’den gelen kaymalarin sona erdigi

tespit edilmig ve polimerlesme bu oran Uzerinden gergeklestiriimistir.

0,7

——1pmol Anti-CCP/0.1 mmol AA

06

1 pmol Anti-CCP/0.2 mmol AA
\

0‘5 /\ =——T pmol Anti-CCP/0.3 mmol AA

04 Al 1 pmol Anti-CCP/0 6 mmaol AA

'/ \
,// / | —— Anti-CCP

03 .
02 ///

0,1 NS _____ﬂ___h____d,__.---"’” ———
0

Absorbans

200 250 300 350 400 4350 500 550

Dalga boyu, nm

Sekil 4.1. Anti-CCP/AAmM 6n-kompleksininspektrofotometrik dlgtimd.
4.2.Anti-CCP/PAAmM ve PAAmM SPR biyosensdrlerin karakterizasyonu

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin karakterizasyonu FTIR-ATR,
atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas agisi Olgumleriyle

saglanmistir.

4.2.1. FTIR-ATR spektrofotometre analizi

Anti-CCP/PAAMm ve PAAm SPR biyosensorlerin  altin  yUzeylerinin
karakterizasyonu icin FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific,
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Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullaniimistir. Anti-CCP/PAAM ve PAAm SPR
biyosensorler, cihazin érnek yuvasina yerlestirimis 400-4000 cm™ dalga sayisi
araliginda yuzeyde gergeklesen toplam yansima miktar olgulmuastur. PAAM ve
anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorlerin yuzeyine ait FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.2
ve Sekil 4.3'de verilmistir. Sekillerden de anlasilacag lizere 3329 cm™deki genis
pik v(N-H) asimetrik gerilim bandina ait iken; 2943 cm™deki keskin band alifatik
v(-CH3) bandina ait olup; 1647 cm™deki pik v(C=0) bandina aittir. 1607 cm™de
gorilen band NH, grubuna ait amid Il v(N-H) egilme bandidir. 1609 cm™deki
monomere ait v(C=C) bandinin yok olmus olmasi ve 1666 cm™deki monomere ait
v(C=0) amid | bandinin 1647cm™ye kaymasi polimerlesmenin gergeklestigini
gostermistir. 1647cm™deki v(C=0) bandinin 1655 cm™ye kaymasi baskilamanin

basaril sekilde gergeklestigini gostermigtir.

%Transmittance

1647.
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Sekil 4.2. PAAm SPR biyosensore ait FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 4.3. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensore ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2.2. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin ylizey morfolojisi yari degen
modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Farkli oranlarda
buydtilen PAAm ve anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdrlerin yuzey derinlikleri, 18.55
nm ve 26.38 nm olarak belirlenmigtir. PAAmMm ve anti-CCP/PAAM SPR
biyosensdrlerin ortalama purizlGliga 0.95 nm ve 3.34 nm olarak bulunmustur
(Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Bu sonuglar; anti-CCP/PAAM SPR biyosensdrun altin
yuzeyine basarili bir sekilde tutundugunu gostermektedir. PAAmM ve anti-
CCP/PAAmM SPR biyosensorlerin yari degen modda AFM géruntuleri Sekil 4.4 ve
4.5’de verilmigtir. Sekil 4.5’e gore anti-CCP/PAAmM ylzeye homojen bir sekilde

tutturulmustur.
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Sekil 4.4. PAAm SPR biyosensérin AFM goriantisa.

n
6120 - 4 nn2 - 4

5440 - 6286 -

4760 - 55.00 -
4080 - 474 -
404 - 3929 -
220 - 3143 -
2040 - 257 -
1360 - 1571 -
680 - 758 -
15.00 pm
5,00 ym
000 - § 4 000 -1 4

Sekil 4.5. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorin AFM goruntusu.

4.2.3. Elipsometre analizi

Anti-CCP/PAAM ve PAAm SPR biyosensorlerin ortalama yuzey kalinlig
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.6). Elipsometrik 6lgimler 532
nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. PAAm ve anti-
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CCP/PAAmM SPR biyosensorlerin ortalama kalinhk degeri 43.0+£3.8 nm ve 46.6+2.0

nm olarak hesaplanmigtir.

2}
=)
(i)

Sekil 4.6. PAAm (a) ve anti-CCP/PAAmM (b) SPR biyosensdrlerin elipsometrik

Olcimde alinan Ug¢ boyutlu gorantasu.

4.2.4. Temas agisi 6lcumleri

Modifiye edilmemis, PAAmM ve anti-CCP/PAAm SPR biyosensorlerin ylzey
karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi
kullanilarak gerceklestiriimigtir. Temas acisi degerleri DSA2 yazilimi kullanilarak
hesaplanmigtir. Tablo 4.1’de modifiye edilmemis, PAAmM ve anti-CCP/PAAmM SPR

biyosensdrlerin ylzeylerinin temas agilari 6zetlenmistir.

Temas agisi Olgimlerinden goruldugu gibi modifiye edilmemis SPR biyosensor
ylzeyinin temas agisi degeri 81.5° iken, PAAm SPR biyosensor yiizeyinin temas
acisi 72.4° ve anti-CCP/PAAmM SPR biyosensodr ylzeyinin temas agisi ise 58.8%ye
dusmustur. Yuzeylerin temas agisinin onemli miktarda azalmasi, yuzeylerin
hidrofilik 6zelliginin arttigini gdstermektedir. Bu durum su sekilde agiklanabilir:
Anti-CCP tayin islemi icin hazirlanan SPR biyosensorlerin  hazirlanmasinda
akrilamid kullanilmigtir. AAm ve anti-CCP hidrofilik karakterde bir malzeme
oldugundan dolayi, ylzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi ytzey hidrofilitesini

arttirmis ve temas acisi degerini dusturmastir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9'da temas agisi
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Olcimleri alinan modifiye edilmemis, PAAm ve anti-CCP/PAAm SPR

biyosensorlere ait temas agisi goruntuleri verilmigstir.

Tablo 4.1. Modifiye edilmemis (bos), PAAm ve anti-CCP/PAAm SPR

biyosensdrlerin ylzeylerinin temas agi degerleri.

Yuzey Temas agisl, °
Bos 81.5
PAAmM 72.4
Anti-CCP/PAAM 58.8

?-

Sekil 4.7. Modifiye edilmemis altin ylizeyinin temas agisi dlgim fotografi.



Sekil 4.8. PAAm SPR biyosensoér yuzeyinin temas agisi 6lgim fotografi.

Sekil 4.9. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ylzeyinin temas agisi 6lgim fotografi.
4.3. SPR biyosensorlerle kinetik analizler
Biyomolekdullerin tayininde siklikla kullanilan enzim, radyo veya floresan isaretleme

yontemlerinden farkli olarak SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretiemeye
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gerek duyulmadan kullanilabilirler [144]. isaretleme igleminin yapiimamasi hem
zaman kazandirmakta hem de maliyeti dislrmektedir. Isaretleyici molekdillerin
ortamda bulunan diger molekullerle etkilesiminden dolayl yanlis sonuglar elde
edilebilmektedir. SPR temelli biyosensodrlerin  kullaniimasiyla bu sorunlar
giderilebilmektedir [146]. Ayrica bu sensérlerde analit ve yuzey etkilesimi gergek
zamanda ve dogrudan Olgulebilmektedir. Bu 06zellik nicel olarak Kkinetik,
termodinamik ve derigsim parametrelerinin belirlenmesini veya nitel olarak ligand ve

analit arasindaki iligkinin karakterize edilmesini saglamaktadir [5].

Bu calisma kapsaminda anti-CCP/PAAmM ve PAAm SPR biyosensoérler
hazirlanmistir. SPR  sinyali ile anti-CCP derisimi arasindaki iligkinin
degerlendirilebilmesi icin farkh derisimlerde (1-200 RU/mL (66-13200ng/mL)) anti-
CCP c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltiler peristaltik pompa aracihgr ile anti-
CCP/PAAM SPR biyosensoru ile etkilestiriimis ve SPRview yazilimi kullanilarak
kinetik veriler ahinmistir. Sekil 4.10’da farkli derisimlerde hazirlanan anti-CCP

¢ozeltilerinden elde edilmig sensorgramlar verilmigtir.

Sekil 4.11’de tim sensorgramlar bir arada verilmistir. Standart bir 6lgimde,
sistemden oncelikle denge tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana
kadar anti-CCP coOzeltisi geciriimis ve son asamada desorpsiyon cozeltisi
kullaniimisgtir. Batan oOlguimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin 30 dakika
beklenilmistir. Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri yaklasik 10 dakika iginde

gerceklestiriimistir.
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Sekil 4.10. Farkh derigsimlerde anti-CCP c¢ozeltilerinin  anti-CPP/PAAmM SPR
biyosensdre uygulanmasi ile elde edilen zamana karsi AR sensorgramlari: (a) 1
RU/mL (66 ng/mL); (b) 5 RU/mL (330 ng/mL); (c) 20 RU/mL (1320 ng/mL); (d) 50

RU/mL (3300 ng/mL); (e) 100 RU/mL (6600 ng/mL); (f) 200 RU/mL (13200 ng/mL).
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Sekil 4.11. Farkli derisimlerdeki anti-CCP ¢ozeltileri ve anti-CCP/ SPR biyosensor

arasindaki etkilesimlere ait zamana kars1 AR sensorgramlari.

Sekil 4.11’de goruldugu gibi anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoér, derisim-sinyal
dogrusalligi gostermektedir. Ayrica Sekil 4.12’de 1-200 RU/mL (66-13200 ng/mL)
arahgindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y = 0.009x
+0.711) ve dogrusaligi (R?=0.904) olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gére; anti-
CCP molekaulleri tek bélgeden ylksek afinite ile baglanmaktadir. Baska bir deyisle;
hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor, 66-13200 ng/mL araliginda %90

dogrulukta dlcim yapabilmektedir.

Anti-CCP 1IgG antikorlarinin izoelektrik noktasi 6.95 [175] oldugundan kullanilan
tampon (pH 7.0) ortaminda noétr davranis sergilemis ve bu ortamda AAmM
iyonlasmadidi icin iyonik etkilesimler minimize edilerek baglanma hidrojen

baglariyla gergeklesmis olur.
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Sekil 4.12. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ve AR arasindaki iligki.

- Denge analizi

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

birinci derece kosullari altinda baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR /dt = kaC (ARmaks -AR)-keAR 4.1)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rnyaks, baglanma ile Olgllen ve
maksimum sinyal; C, analit derisimi (RU/mL), k,, baglanma hiz sabiti (RU/mL.s) ve
kq, ayrilma hiz sabiti (1/s)'dir. Baglanma sabiti K (RU/mL), k, ve kq sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kg). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARdenge IC = KaARmak — KAARdenge (4.2)
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Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka,ARgenge/C'ye kargi ARgenge grafiginden

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

- Baglanma kinetik analizi

Esitlik 4.1 tekrar dizenlendiginde;

dAR/dt = kaCARmaks - (kac + kd)AR (4.3)

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollU kinetikler igin ¢izilen dAR/dt’'ye kargi
AR grafiginin, egimi —(kaC + Kkg) olan bir dogru verdigi gortulmektedir. Baslangic
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger Rmaks deg@eri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanillarak ka, ve kg de@erleri hesaplanabilir. Ylzeyi tamamen doygunluga
erigtirmek igin ¢ok yuksek analit derigimleri gerekli oldugu i¢cin Rmaks'un deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, bircok farkli analit
derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri ydndeki
hizlarin analizi i¢in cizilen dAR/dt'ye karsi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz

sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:

S = ksC + kg (4.4)

S’ye karsi C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, koC >> kg oldugu durumlarda Kkq
hesaplamasi icin bu yontem c¢ok guvenilir degildir. Daha guvenilir yontem, ayrilma

kinetiginin incelenmesidir.

IN(ARo / ARy) = kg (t — to) (4.5)

Burada; AR( ve ARy, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
[175]. Sekil 4.13'de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin ¢izilen dogrular
verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka, Ka, Ka Ve Kp

degerleri Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.13. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. Denge analiz yaklagimi (Scatchard)

(a); Baglanma kinetik yaklasimi (b).
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Cizelge 4.1. Kinetik hiz sabitleri.

Denge analiz (Scatchard) Baglanma kinetik analizi

AR maks, RU/ML 1.080 ka, RU/ML.S 0.002

Ka, RU/mL 0.585 K, 1/s 0.306

Kp, mL/RU 1.709 Ka, RU/mML 0.065

R? 0.999 Kp, mL/RU 15.314
R? 0.919

4.4. Denge izoterm modelleri

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensor ile anti-CCP c¢ozeltisi arasindaki etkilesim
modelini belirlemek amaciyla doért farkh izoterm modeli uygulanmistir: Scatchard,

Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Scatchard ARgenge /[C] = Ka(ARmaks~ ARgenge)
Langmuir AR={ARmaks[C}/Kp+[C]}
Freundlich AR=AR pays[CT"
Langmuir-Freundlich AR={ARmaks[C]""/Kp+[C]'"}

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

Ko (ML/RU), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich ylzey heterojenite indeksidir.

Sekil 4.14’e gore deneysel olarak elde edilen veriler anti-CCP tayinine en uygun
model Langmuir modelidir (R*= 0.999). Bu sonug, hazirlanan anti-CCP/PAAmM
SPR biyosensor yuzeyindeki anti-CCP baglanma o6zelliklerinin homojen dagiliml,

tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu goéstermektedir. Her
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uc izoterm modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.2'de verilmistir. Son olarak
anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ile miktar tayin edebilecek sinir degeri (LoD-Limit
of Detection) hesaplanmistir. Yapilan hesaplara gére LoD 11.66 ng/mL olarak
bulunmustur. Ayrica 66 ng/mL icin 3 tekrarda hesaplanan goreceli standart sapma
(RSD) %2.41 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.14. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-
Freundlich.

Cizelge 4.2. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

Ko, mL/RU 1.697 1/n 0.321  1/n 0.321

Ka, RU/ML 0.589 R? 0.963  Kp, mL/RU 33.511

R? 0.999 Ka, RU/ML 0.026
R? 0.929
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4.5. Yanigmali kinetik analizler

IgM ve BSA icin anti-CCP molekiline gére dagiima ve segicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

Kg = [(Ci = Cy)/Cq] x VIm (4.6)

Esitlikte Ky, dagilma katsayisini (mL/RU); C; ve C;, biyomolekdillerin baslangi¢ ve
sonu¢ derigsimlerini (RU/mL); V, kullanilan ¢ozelti hacmini (mL) ve m, polimerin
agirhgini (g) ifade etmektedir. SPR biyosensor uygulamalarinda, derisim ve kutle
parametrelerinin  dénudstirilmesi gergeklestiriimektedir [176]. Bu yaklasimdaki
temel sebepler; baslangic ve son derisimleri arasinda O6nemli bir fark
gozlenememesi; polimerin kutlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derisimin AR

ile dog@rusal iliskide olmasidir.

Bu durumda segicilik katsayisi,
k= ARkallp/ARgirisimci 4.7)
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi ise;

k'= kbaskllanmlslkkontrol (4.8)

seklinde ifade edilebilir.

Hazirlanan anti-CCP/PAAM SPR biyosensoriin anti-CCP’ye karsi segiciliginin
belirlenmesi icin yarismali adsorpsiyon calismasi IgM ve BSA biyomolekiilleri

kullaniimasiyla gergeklestirilmistir.

Sekil 4.15 veSekil 4.16’daki IgM ve BSA molekilleriyle anti-CCP/PAAM SPR
biyosensdrun etkilesimine ait sensorgramlar incelendiginde; anti-CCP/PAAmM SPR
biyosensoriunin IgM ve BSA molekulleriyle spesifik bir etkilesime girmedigi ve
dikkate deger bir sinyal vermedigi belirlenmigtir. Bu durum anti-CCP/PAAM SPR

biyosensadrunun, anti-CCP molekuline segici oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. IgM biyomolekdlt ile hazirlanmis ¢ozelti ile anti-CCP/PAAmM SPR

biyosensdrunin verdigi zamana karsi AR sensorgrami.

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2

AR

0,15
0,1
0,05

15

20 25 30 35 40 45
Zaman, dakika

Sekil 4.16. BSA biyomolekdlt ile hazirlanmis ¢ozelti ile anti-CCP/PAAmM SPR

biyosensdrunin verdigi zamana kargi AR sensorgrami.
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4.6. Anti-CCP/PAAm SPR biyosensoriunin baskilama segiciliginin

belirlenmesi

Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoriin baskilama segiciligini gdéstermek igin anti-CCP
kullaniimadan PAAm SPR biyosensori  hazirlanmigtir.  IgM  ve BSA
biyomolekullerinin kullaniimasiyla olusturulan c¢ozeltiler SPR sistemine verilmistir.
Bu cozeltiler fosfat tamponunda (pH 7.0) 13200 ng/mL derisimde
hazirlanmislardir. Sekil 4.17°de anti-CCP biyomolekulu ile hazirlanmig ¢ozelti ile
PAAmM SPR biyosensorun verdigi zamana karsi AR sensorgrami gorulmektedir.
Yine Sekil 4.18'de ve Sekil 4.19'da zamana kargi sensorgramlari IgM ve BSA icin
verilmistir. Sekil 4.19 incelendiginde; PAAm SPR biyosensorin IgM ve BSA ile
herhangi bir etkilesime girmedigi ve anlamli bir sinyal vermedigi gézlenmistir. Anti-
CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorler karsilastirildiginda; anti-CCP sinyalinin
2.4’den 0.42’e dustugu gorulmektedir (Cizelge 4.3). Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilarak
hesaplanan segcicilik katsayilari, IgM icin 0.8 (anti-CCP/PAAmM), 0.35 (PAAM);
BSA icin 0.3 (anti-CCP/PAAmM), 0.23 (PAAmM) olarak bulunmustur. Bagil secicilik
degeri, 1’in ne kadar uUzerindeyse baskilama isleminin o kadar etkin oldugu
bilinmektedir [177,178].
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Sekil 4.17. Anti-CCP biyomoleklli ile hazirlanmis ¢ozelti ile PAAm SPR

biyosensdrunin verdigi zamana kargi AR sensorgrami.
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Sekil 4.18. IgM biyomolekilt ile hazirlanmig  ¢ozelti ile PAAm SPR
biyosensdriinin zamana karsl AR sensorgrami.
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Sekil 4.19. BSA biyomolekill ile hazilanmig ¢ozelti ile PAAm SPR

biyosensdrinin zamana kargli AR sensorgrami.
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Cizelge 4.3. Anti-CCP’ye gore IgM ve BSA igin segicilk ve bagil segicilik

katsayilari.
Anti-CCP/PAAmM PAAM
Biyomolekil AR k AR k
K
Anti-CCP 2.4 - 0.42 - -
IgM 0.8 3.0 0.35 1.2 2.5
BSA 0.3 8.0 0.23 1.8 4.4

4.7. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoruniun tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensorun tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla
330 ng/mL derigsimlerde anti-CCP igeren ¢ozeltiler SPR sistemine tekrarl (4 kez)
bir sekilde enjekte edilmis ve sonugclar Sekil 4.20’de verilmigtir. Bu sonuclara gore
hazirlanan anti-CCP/PAAM SPR biyosensérin herhangi bir performans kaybi

olmadan kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorinin tekrar kullanilabilirligini gosteren

zamana kargi AR sensorgrami.

4.8. Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdrunin kan plazmasindan anti-CCP tayini

icin kullanimi

Saglikli bir bireyden alinan kan 6rneginden elde edilen plazma 6érnegi anti-CCP
(3300 ng/mL) ile eklenerek anti-CCP/PAAM SPR biyosensor yuzeyi ile
etkilestirilmistir. Zamana karsi AR sensorgrami incelendiginde AR’deki artisin 50
RU/mL (3300 ng/mL)lik derisime denk geldigi daha dnceden ¢izilmis olan AR’nin

derisime karsi olan grafiginden tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Kan plazmasindan anti-CCP tayini icin anti-CCP/PAAm SPR

biyosensdrunin kullanimini gdsteren zamana kargi AR sensorgrami.

Hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ile tayin edilen miktarin, yapilan
calismalarda belirlenen gesitli tayin sinirlarindan (4.1 RU/mL [179]; 9 RU/mL [180])
daha alt sinirlara inilmis, tek basamakta, 10 saniye gibi kisa bir stirede ve guvenilir

bir sekilde olgum yapabildigi gosterilmigtir.
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5. YORUM

Kalip molekul ve monomer orani 1.0 ymol:0.3 mmol seklinde belirlenen
anti-CCP/akrilamid (AAm) o6n-kompleksi kalip molekul olarak anti-CCP,
fonksiyonel monomer olarak akrilamid monomerinin  kullanimiyla

gerceklestirilmigstir.

Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoru, anti-CCP/AAmM oOn-kompleksi ve N,N-
metilenbisakrilamid (MBAAmM) varliginda APS ve TEMED
baslatici/aktiflestirici  ¢ifti  kullanilarak hazirlanmistir.  Kalip  molekal,
fonksiyonel monomer ve c¢apraz baglayici orani 1.0 pymol:0.3 mmol:0.02

mmol, monomer yuzdesi de 4.8 % olarak belirlenmistir.

Hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdrden kalip molekul olan anti-
CCP’nin uzaklastinimasi icin pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde ¢dzllen

%10’luk asetik asit (HAc) ve %1’lik Tween 20 ¢dzeltisi kullaniimistir.

Kalip molekill olan anti-CCP eklenmeden PAAmM SPR biyosensorl, ayni

recete ile hazirlanmistir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensdrleri FTIR-ATR, atomik kuvvet
mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas acisi 6lgumleriyle karakterize

edilmistir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAm SPR  biyosensorlerin  yilzeylerinin
karakterizasyonu igin yapilan FTIR-ATR spektrofotometresinde 3329 cm’
Ydeki genis pik v(N-H) asimetrik gerilim bandina ait iken; 2943 cm™deki
keskin band alifatik v(-CH3) bandina ait olup; 1647 cm™deki pik v(C=0)
bandina aittir. 1607 cm™de gériilen band NH, grubuna ait amid Il v(N-H)

egilme bandidir. 1609 cm™deki monomere ait v(C=C) bandinin yok olmus
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olmasi ve 1666 cm™deki monomere ait v(C=0) amid | bandinin 1647 cm’
Yye kaymasi polimerlesmenin gerceklestigini gdstermistir. 1647 cm™deki
v(C=0) bandinin 1655 cm™ye kaymasi baskilamanin basarili sekilde

gerceklestigini gostermistir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin ylizey morfolojisi atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ile karakterize edilmigtir. PAAmM ve anti-
CCP/PAAmM SPR biyosensdrlerin yuzey derinlikleri, 18.55 nm ve 26.38 nm,
ortalama puruzltlukleri 0.95 nm ve 3.34 nm olarak bulunmustur. Bu
sonugclar; anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorin altin yuzeyine basarili ve

homojen bir sekilde tutundugunu géstermektedir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin ortalama yizey kalinhdi
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. PAAm ve anti-CCP/PAAmM
SPR biyosensorlerin ortalama kalinhk degeri 43.0+3.8 nm ve 46.6£2.0 nm

olarak hesaplanmistir.

Modifiye edilmemis, PAAm ve anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoérlerin bir
diger yuzey karakterizasyonu temas acgisi cihazi  kullanilarak
gerceklestiriimistir. Su temas agisi Olgimlerinden modifiye edilmemis,
PAAmM ve anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor ylzeylerinin su temas agisi
degerleri sirasiyla 81.5°, 72.4° ve 58.8%dir. Ylzeylerin su temas agisinin
onemli miktarda azalmasi, ylzeylerin hidrofilik 6zelliginin arttigini

gostermektedir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensoérlerin hazirlanmasindan sonra

kinetik calismalara gegilmistir.

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensor 66-13200 ng/mL derigsim araliginda
derisim-sinyal dogrusalligi gostermektedir.  66-13200 ng/mL derigim
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arahginda alinan veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi
y=0.009x+0.711 ve dogrusali§i R?*=0,904 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu verilerle anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor, 66-13200 ng/mL

arahginda %90, dogrulukta dlgim yapmaktadir.

Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensér artan derisimlerde hazirlanmis anti-CCP
gOzeltileriyle etkilegtirilmistir. Artan derigimlerle birlikte AR degerlerinde de
bir artig gorulmastir. Bunun nedeni; biyosensor yuzeyi ile ¢ozelti arasindaki

surtcu gug olan derigim farkinin artmasidir.

Langmuir modelin hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensdre en uygun
izoterm model oldugu goérulmustir. Hesaplanan ARpaks degeri (1.079)
deneysel degere yakin oldugu goérulmastir. Langmuir denkleminden
hesaplanan Ka ve Kp degerleri sirasiyla 1.697 ve 0.589 olarak

hesaplanmigtir.

Anti-CCP/PAAM ve PAAmM SPR biyosensorlerin anti-CCP’ye segiciligini
gostermek icin yarismali adsorpsiyon galismalari IgM ve BSA molekuliyle
etkilesimi incelenmigtir. Anti-CCP/PAAM SPR biyosensori anti-CCP’ye
verdigi sinyal dederi (AR) 2.4 iken ayni derigsimlerde hazirlanan IgM ve BSA
sinyal degerleri sirasiyla 0.8 ve 0.3’tlr. Ayrica PAAmM SPR biyosensoru anti-
CCP’ye verdigi sinyal degeri (AR) 0.42 iken ayni derisimlerde hazirlanan
IgM ve BSA sinyal degerleri sirasiyla 0.35 ve 0.23’tlr. Bu sonuclara goére
hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensoéri anti-CCP’ye IgM ve BSA’ya
gore 3 ve 8 kat; PAAm SPR biyosensori de 2.5 ve 4.4 kat daha secicidir.
Etkilesimdeki bu hassasiyet kalip molekul olan anti-CCP’nin ¢ boyutlu

yapisinin polimerik hafizaya alinmasindan kaynaklanmaktadir.

Anti-CCP/PAAM SPR biyosensorun tekrar kullanilabilirliginin incelenmek
amaciyla 330 ng/mL derisimlerde hazirlanmis anti-CCP iceren co6zeltiler

SPR sistemine verilmis ve hazirlanan anti-CCP/PAAmM SPR biyosensorin
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anti-CCP tayin miktarinda 6nemli bir digus olmadan anti-CCP’yi iyi bir
sekilde tespit ettigi goruimustur.
Anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor, kan plazmasindan anti-CCP tayini icin

kullaniimistir.

Saglikli bir bireyden alinan kan orneginden elde edilen plazma 6rnegi anti-
CCP (330 ng/mL) ile eklenerek anti-CCP/PAAmM SPR biyosensor yizeyi ile
etkilestirilmistir. Elde edilen AR sensorgram 50 RU/mL (3300 ng/mL)lik
derisime denk geldigi daha dnceden gizilmis olan AR’nin derigsime karsi olan

grafiginden tespit edilmistir.

Hazirlanan anti-CCP/PAAm SPR biyosensoér ile tayin edilen miktarin,
yapilan calismalarda belirlenen c¢esitli tayin sinirlarinin da altinda, tek
basamakta, 10 saniye gibi kisa bir surede ve guvenilir bir sekilde Olgim

yapabildigi gosterilmistir.
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