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OZET

Doktora tezi

MIYOGLOBIN TAYININE YONELIK MOLEKULER BASKILANMIS YUZEY
PLAZMON REZONANS BiYOSENSOR HAZIRLANMASI

Bilgen OSMAN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof.Dr. Necati Besirli
2. Damsman: Prof.Dr.Adil Denizli

Bu calismada, molekiiler baskilama tekniginin yeni bir yaklasimi olan mikro-temas
baskilama yontemi kullanilarak yiizey plazmon rezonans (SPR) miyoglobin sensor
hazirlandi. Bu amagla SPR ¢ip yiizeyinde miyoglobin tanima bdlgelerine sahip poli(
hidroksietil metakrilat- metakriloil-amidotriptofan metil ester) [poliHEMA-MATrp)]
polimeri ince bir film halinde sentezlendi. Fonksiyonel monomer olarak metakriloil-
amidotriptofan metil ester (MATrp) kullanildi ve metakriloil kloriir ile L-triptofan metil
esterin reaksiyonu ile sentezlendi. MATrp monomerinin karakterizasyonunda FTIR ve
NMR teknikleri kullanildi. Baskilanmis poliHEMA-MATrp) film miyoglobinin
varhiginda MATrp, hidroksietil metakrilat (HEMA) ve etilen glikol dimetakrilatin
(EGDMA) polimerizasyonu ile hazirlandi. Kontrol deneyleri i¢in baskilanmamis
poliHEMA-MATrp), kalip molekiil miyoglobin olmadan sentezlendi. Poli(HEMA-
MATrp) filmin hazirlanmasinda kullanilan modifye altin ve cam yiizeyleri ile
miyoglobin baskilanmis film; FTIR, temas agis1 ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
ve taramali elektron mikroskobu (SEM) teknikleri kullanilarak karakterize edildi.
Ayrica hazirlanan filmin kalinlig1 elipsometri yontemiyle ol¢iildii. Hazirlanan sensoriin
etkinligi SPR sistemi kullanilarak arastirildi. Optimum polimerizasyon kosullarinin
belirlenmesinden sonra baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) sensoriin
miyoglobin tayin duyarliligi, miyoglobin ¢ozeltileri (pH 7,4 fosfat tamponunda) ve kalp
krizi geciren hasta plazmasi kullanilarak arastirildi. Plazma 6rneklerindeki miyoglobin
derisimi ELISA yontemi ile kiyaslandiginda % 66 dogrulukla belirlendi. Farkli
derisimdeki miyoglobin ¢d6zeltileri ile elde edilen veriler adsorpsiyon kinetiginin
belirlenmesinde kullanildi. Langmuir adsorpsiyon modelinin, bu afinite sistemi i¢in en
uygun model olarak bulundu. Tayin limiti 87,6 ng/mL olarak belirlendi. Miyoglobin
baskilanmis poli(HEMA-MATrp) sensoriin segiciligini gostermek icin miyoglobin,
lizozim, sitokrom c¢ ve sigir serum albumininin (BSA) yarismali adsorpsiyonu
arastirildi. Elde edilen sonugclar, baskilanmis sensoriin miyoglobin i¢in yliksek secicilige
ve duyarliliga sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler baskilama, ylizey plazmon rezonans, miyoglobin,
biyosensor

2011, xiii + 210 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

DEVELOPMENT OF MOLECULAR IMPRINTED SURFACE PLASMON
RESONANCE BIOSENSOR FOR MYOGLOBIN DETERMINATION

Bilgen OSMAN

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Necati Besirli
2" Supervisor: Prof.Dr.Adil Denizli

In this study, surface plasmon resonance (SPR) myoglobin sensor was prepared by
using micro-contact imprinting method, a new approach of molecular imprinting. For
this purpose, poly(hyroxyethyl methacrylate- methacryloyl-amidotryptophane methyl
ester) [poly(HEMA-MATrp)] was synthesized on surface of SPR chip as a thin film.
Methacryloyl-amidotryptophane methyl ester (MATrp) was used as functional
monomer and synthesized with reaction between methacryoyl chloride and L-
tryptophane methyl ester. Characterization of MATrp was made by FTIR and NMR
techniques. Imprinted film was prepared with polymerization of MATrp, hydroxyethyl
methacrylate (HEMA) and ethyleneglycol dimethacrylate (EGDMA) in the presence of
myoglobin. Non-imprinted poly(HEMA-MATrp) was also synthesized without
miyoglobin for control experiments. Modified gold and glass surfaces which were used
in the preparation of poly (HEMA-MATrp) film and myoglobin imprinted film were
characterized with FTIR, contact angle, atomic force microscopy (AFM) and scanning
electron microscopy (SEM). In addition, the thickness of the film was measured with
ellipsometry. The effectiveness of sensor was investigated by using SPR system. After
the determination of optimal polymerization conditions, myoglobin sensing ability of
imprinted and non-imprinted sensors were determined with myoglobin solutions (in pH
7,4 phosphate buffer) and in the plasma taken from a patient with myocardial infarction.
Compared with the ELISA method, myoglobin concentration in the sample was
determined 66% accuracy. Myoglobin solutions with different concentrations were used
to determine the adsorption kinetics. Langmuir adsorption model was found as the most
suitable model for this affinity system. The detection limit was found as 87,6 ng/mL. In
order to show the selectivity of the myoglobin imprinted poly(HEMA-MATrp) sensor,
competitive adsorption of myoglobin, lysozyme, cytochrome c¢ and bovine serum
albumin (BSA) was investigated. The results show that the imprinted sensor has high
selectivity and sensitivity for myoglobin.

Key words: Molecular imprinting, surface plasmon resonance, myoglobin, biosensor
2011, xiii + 210 pages
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Kisaltmalar
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QCM
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CK-MB
MATrp
AAm
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Toplam I¢ Yansima
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B-nikotinamid Adenin Diniikleotid
-nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Transmisyon Yiizey Plazmon Rezonans Spektroskopisi
0-Opiod G-Protein Bagli Reseptdr Anagonisti
Miyokardiyal Infarktiis
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Antibadi-antijen arasinda gerceklesen tanima
Antijenlerin antibadilerin baglanma bolgesindeki

uygun (a) bosluklara (b) yariklara ya da

(c) yiizeylere baglanmasi

Molekiiler baskilama metodunun sematik gosterimi

(a) Kovalent olmayan (b) Kovalent molekiiler
baskilama yonteminin sematik gdsterimi

Kovalent olmayan baskilamada kullanilan

baz1 fonksiyonel monomerler

Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar

Molekiiler baskilamada kullanilan baslaticilar

Epitop yaklagiminin sematik gdsterimi

Protein baskilanmis film kullanarak epitop baskilama

(a) Cam modifikasyon ve peptid baglama metodu (b) MIP
olusumunun gosterimi (¢) C-terminal peptid sekansi
baskilanmis yiizeyde i¢in dngoriilen tanima mekanizmasi
Yiizey baskilanmis nanotellerin hazirlanmasina ait sematik
gdsterim

Protein immobilizasyonunun sematik gdsterimi

Kristal lizozim kullanilarak yiizey plazmon rezonans

¢ip yiizeyinde baskilanmig polimer hazirlanmasi
Mikrotemas baskilama yonteminin sematik gosterimi

Bir biyosensoriin yapisi ve bilesenleri

(A) Antibadi temelli sensor (B) MIP temelli biyomimetik
sensoriin ¢aligma prensibi

Yiizey plazmonlarinin uyarilmasi

Sensogram: zamana karst SPR agisinin degisimi

a gelis agisina sahip 15181n kirllma indisleri

n; ve n, olan iki materyalin araytlizeyindeki kirinimi
Yiizey plazmonlarinin dagilim egrileri

Farkli uyarilma dalga boylari i¢in 46 nm kalinligindaki
giimiis (kesikli) ve altin (kesiksiz) tabaka ile diistik
refraktif indeksli taraf su olmak {izere SPR minimumlar1
SPR sisteminteki 3 ana boliimiin sematik gosterimi:

(1) SPR optik, (2) siv1 sistem, (3) sensor ¢ip

Yiizey plazmonlarinin uyarilmasinda kullanilan
Kretschmann konfigiirasyonu

Damardaki aterosklerozun zaman i¢inde ilerlemesi:

(A ve B), onemli darlik olusturmasi (C), ve sonunda
tikanarak (D) kalp krizine yol agmasi

Kalp krizinin teshisinde kullanilan biyomarker proteinler
ve serum diizeylerinin zamana gore degisimi

Ispermecet Balinasi1 (Physeter catodon) miyoglobininin yapisi
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Miyoglobinin hidrofobik ve hidrofilik yonlenmelerini
gosteren yapi. Hem grubu (turuncu,sar1), proksimal

ve distal (sar1) histidinler ve miyogloin ana yapisi.
Hidrofobik rezdiiler (beyaz) , polar ve yiiklii rezidiiler (mavi)
(a) Hem grubu ve (b) miyoglobin molekiiliindeki baglanma
Cam slaytlarin temizlenmesi

(a) Cam yiizeyin APTES ve glutaraldehid ile modifikasyonu
(b) Cam ylizeyine miyoglobin baglanmasi

GWC SPRimager II sisteminde kullanilan

SPRchip™ altm ¢ip

(a) Altin yiizeyinin modifikasyonu (b) Allil gruplarinin
yonlenmesi

Yiizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyinde polimerik film
hazirlanmasi

SPRimager IT (GWC Technologies, Madison, ABD) ylizey
plazmon rezonans sistemi

SPRimager II sisteminin (a) ¢calisma ve (b) sensogram
olusturma prensibi

GWC SPRimager II cihazinin temel ekipmanlari

Ornek hiicresinin hazirlanmasi (a) yiizey plazmon rezonans
¢ipin Ornek tutucuya yerlestirilmesi (b) akis hiicresinin
takilmasi (c) giris ve ¢ikis uclarinin yerlestirilmesi

(d) prizma ve akis hiicresinin bir araya getirilmesiyle

ornek hiicresinin hazirlanmasi

MATrp monomerinin sentez reaksiyonu

Altin ylizeyinde SAM olusumunun sematik gosterimi
MATrp’nin 'H-NMR spektrumu

MATtrp monomerinin FT-IR spektrumu

Oktadekantiyol kullanilarak hazirlanan altin yiizeye ait IR
spektrumu (C-H gerilme bolgesi)

Allil merkaptan kaplanmisg altin ¢ipe ait spekiiler reflektans
FTIR spektrumu (siyirma agisi 80°%) (a) spektrum
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(a) Cam yiizeyin APTES ile modifikasyonu (b) APTES
modifiye camin glutaraldehid aktivasyonu (c) Miyoglobinin
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Cam slaytlarin su ile temas agis1 Ol¢limleri; (a) Asidik
pirana ile temizlenmis cam yiizeyi, (b) APTES ile modifiye
edilmis cam yiizeyi (c) APTES + glutaraldehid ile modifiye
edilmis cam yiizeyi (d) Miyoglobin baglanmis cam (protein
damgasi)

APTES ve glutaraldehid ile modifiye edilmis cam yiizeyin
yar1 degen modda alinan AFM goriintiileri

(a) yiizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii (1 x 1 pmz)
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(b) 3D goriintiisii (2 x 2 pm?)

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) film
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AFM gorintiileri (a) ylizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii
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Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) film
olusturulmus altin ¢ipin yar1 degen modda alinan

AFM gorintiileri (a) ylizey goriintiisi

(b) 3D goriintiisii (2 x 2 pm”)

Miyoglobin ¢ozeltileri ile poli(HEMA-MATtp) sensor
arasindaki etkilesimlere ait sensogramlar

(a) Altin yiizeyi (b) miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATrp) ylizeye ait SEM goriintiileri

(c) kesit goriintiisii

Miyoglobin derigimi ile % AR arasindaki iliski

100-1000 ng/mL araliginda miyoglobin derisimi ile % AR
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yaklasimi; (b) Baglanma kinetik yaklagimi

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

1000 ng/mL derisiminde miyoglobin, lizozim, sitokrom ¢ ve
sigir serum albumini (BSA) proteinlerinin kullanilmasiyla
olusturulan ¢ozeltiler ile miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATtp) sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar: (a) Miyoglobin, (b) Lizozim, (c) Sitokrom c,
(d) BSA, (e) BSA-Sitokrom c, (f) BSA-Lizozim, (g) BSA-
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1.GIRiS

Gilinlimiizde tedavisi olmayan, 6liimciil ya da nedeni anlasilamamis bir ¢cok hastalik
vardir. Bu hastaliklarin ¢ogunda (alzheimer, diabet, kanser vb.) temel sebep genellikle
bilinmemekte veya hastaligin  tedavisinin  yapilabilecegi  siire  igerisinde
belirlenememektedir. Giiniimiizde hastaliklara neden olan kimyasal mekanizmay1
anlamak icin erken teshise olanak verecek olan ve “biomarker” olarak adlandirilan
protein ve/veya hormonlar1 belirlemek, tedavi ve asilar gelistirmek amaciyla yogun ¢aba
harcanmaktadir. Canli organizmada 20 000 kadar gen bulunmakta ve bu genler yaklasik
150 000 farkli proteini kodlamaktadir. Saglikli bireyler ile karsilastirildiginda viicut
stvilart  ya da dokularda bazi proteinlerin  varligi, yoklugu veya farkh
modifikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi hastaliklarin teshisi agisindan biiylikk 6nem
tagimaktadir. Bu amagla diisiik tayin sinirlart olan, biyomolekiilleri kompleks
karisimlardan (kan, tiikriik, idrar vb.) ucuz ve segici olarak analiz edebilen, ve aym

anda fazla sayida 6rnegi inceleyebilecek yontemlere ihtiya¢ vardir.

Glniimiiz laboratuvarlarinda biyolojik sivilarda bulunan bir ¢ok analitin kantitatif
tayini antibadi-antijen etkilesimine dayanan immunolojik testler ile yapilmaktadir.
Hibridoma hiicre teknolojisinin gelismesiyle monoklonal antibadilerin iiretimindeki
ilerlemeler ve tayin sistemlerindeki gelismeler sayesinde yiiksek hassasiyete ve
secicilige sahip immunolojik testler gelistirilmistir. Fakat antibadi iiretiminde
hayvanlarin kullanilmas1 bazi alanlarda endise ile karsilanmakta alternatif yontemlerin

gelistirilmesi i¢in ¢aba harcanmaktadir.

Antibadilere dayanan testler kullanilan biyolojik tanima elementleri nedeniyle bazi
temel sinirlamalara sahiptir. Kimyasal ve fiziksel olarak dayaniksiz olmalar1 nedeniyle
antibadilerin depolanma siireleri sinirlidir. Daha da 6tesi kiiglik molekiil olmasi
durumunda bagisiklik cevabin alinabilmesi i¢in antijen kendisi immunojenik
olmadigindan tasiyici hapten bir kalintinin eklenmesi gerekmektedir. Secilen hapten
tiirevine gore immunizasyon islemi farkli 6zellik ve afinitede antibadilerin olusmasina

neden olmaktadir. Daha kararli antibadilerin gelistirilmesi i¢in bir ¢ok ¢aligma (antibadi



fragmentleri, rekombinant antibadiler v.b) yapilmasina ragmen mevcut teknikler zaman

ve maliyet agisindan yeterli degildir (Nathalie ve ark. 2004).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile hedef molekiillere biyolojik karsilig1 olan molekiiller
ile ayn1 afinite ve segicilikle baglanabilen molekiiler baskilanmis polimerler (MIP)
hazirlanabilmektedir. Molekiiler baskilanmis polimerler kararli ve saglamdir. Hedef
molekiilii tanima kapasiteleri asitler, bazlar, organik ¢oziiciiler ile muameleden ya da
sicaklik degisimlerinden etkilenmemektedir. Bu benzersiz fiziksel ve kimyasal
kararliliklar1 molekiiler baskilanmis polimerlerin, antibadilerin kullanilamadigi bir ¢ok

durumda kullanimina olanak saglamaktadir.

Molekiiler baskilanmig polimerlerin immuno tayinlerde kullanilan biyolojik antibadilere
gore birgok avantaji vardir:

1) Kiiciik molekiiller i¢in antibadi se¢mek ve {lretmek zordur. (Antibadiler
inokiilasyondan once tastyici bir protein iizerine baglanmalidir). Ancak bu tiir
molekiiller molekiiler baskilama i¢in en uygun bilesiklerdir.

2) Yiiksek toksisiteye sahip bilesikler ya da immunolojik baskilayicilar i¢in dogal
bir antibadinin elde edilmesi ¢ok zordur. Fakat molekiiler baskilamada bu tiir
analitler i¢in herhangi bir sorun yoktur.

3) Bazi durumlarda su yerine organik ¢oziiciilerde ¢aligmak gerekebilir. Antibadiler
boyle durumlarda kullanilamaz, fakat molekiiler baskilanmig polimerler
genellikle sulu ¢ozeltiden ¢ok organik ¢oziiciilerde ¢ok daha iyi sonuglar verir.

4) Molekiiler baskilanmis polimerler biyolojik molekiiller olan antibadiler ile
karsilastirildiginda ¢ok daha kararhdir.

5) Molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi sirasinda hayvan kullanmaya

gerek yoktur.

Kiitle polimerizasyonu ile monolitik malzemelerin hazirlanmasi kii¢iik molekiillerin
baskilanmasinda temel dayanak noktasi olmasina ragmen biiyilk makromolekiiller i¢in
uygun degildir. Bu durumda en ¢ok kullanilan yaklagim baskilanmis filmleri dogrudan
quartz kristal mikroterazi (QCM) ya da ylizey plazmon rezonans (SPR) gibi sensor

yiizeylerinde olusturmaktir. Baskilanmis ince film dogasi geregi yiiksek spesifik ylizey



alanina sahiptir. Bu nedenle kiitle aktarimi veya protein kalibin polimerik yapida
hapsedilmesi gibi sorunlar1 ortadan kalkmaktadir. Sensoér yiizeyinde molekiiler tanima
bolgelerine sahip ince molekiiler baskilanmis polimerler sensérlerde kullanilan kararsiz
biyolojik tanima elementleri ile karsilastirildiginda pek ¢ok avantaja sahiptir. Cizelge
1.1°de sensorlerde kullanilan dogal biyomolekiiller ile molekiiler baskilanmis polimerler

karsilastirilmistir (Piletsky ve ark. 2006).

Cizelge 1.1. Sensorlerde kullanilan dogal biyomolekiiller ile molekiiler baskilanmis
polimerlerin karsilastiriimasi

Dogal biyomolekiiller MIP

Kararsizdir Yiiksek ve diisiik pH’lara, basinca ve

sicakliga dayaniklidir

Enzim ve reseptorler pahalidir

Sulu ortamlar diginda performansi kotiidiir
Her biyomolekiiliin kullanim sartlari
farklidir (pH, iyonik siddet, sicaklik ve
substrat)

Dogal reseptor ve enzimler sadece sinirl
sayidaki bilesik i¢in mevcuttur
Mikroeslesme teknolojisi ve

minyatiirizasyon i¢in ¢ok uygun degildir.

Ucuz ve kolayca hazirlanabilir

Organik ¢oziiciilerde de kullanilabilir
Kullanim sinirlar1 daha genis oldugundan
MIP temelli sensorlerin hazirlanmasi daha
kolaydir

Prensipte her bilesik i¢in MIP
hazirlanabilir

Polimerler mikroeslesme teknolojisi i¢in
¢ok uygundur ve tekrar tekrar
kullanilabilir.

Kalp-damar hastaliklari,

tim diinyadaki

Olumlerin birinci derecede nedenidir.

Gilinlimiizde diinya niifusunun % 25’1 kalp damar hastaliklarindan etkilenmektedir. Kalp
hastalig1, kanserlerden (meme, akciger, prostat, bagirsak) ve diger bulasici hastaliklarin

tiimiinden daha fazla insanin hayatini1 kaybetmesine neden olmaktadir.

Kalp krizi kalp kasimmin kansiz ve oksijensiz kalmasi durumunda ortaya ¢ikmaktadir.
Eger hemen tedavi edilmezse kalp kasinin etkilenmis olan bdlgesi 6lmeye baslar ve bu
da insan viicudunda ciddi komplikasyonlara ve hatta 6liime neden olabilmektedir. Kalp

krizi gegciren bir kisi hayatta kalirsa kalp kasinin zarar géren bolgesi skar dokusu ile yer



degistirir ve bu da kalbin pompalama kapasitesini azaltir ve sonug¢ olarak kalp
yetmezligi ve diger komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir. Kalp krizi i¢in etkili tedavi
yontemleri mevcuttur ve bu yontemler ani dliimleri ve uzun siireli komplikasyonlari
Oonlemeye yoneliktir. En fazla yarar saglayabilmek icin bu tedaviler kalp krizi
semptomlarinin baglamasii takip eden 1 saat iginde uygulanmalidir. Hizli hareket

etmek hayat kurtarir ve kalbin gorecegi hasari azaltir.

Kalp hiicreleri hasar goérmeye basladigi zaman kan dolagimina farkli enzimler ve
molekiiller birakirlar. Bu tiir maddelerin kandaki ve idrardaki diizeylerinin artmasi ciddi
gogls agrist olan hastalarda kalp krizi olup olmadigmin belirlenmesini saglayarak
tedavi startejisinin belirlenmesine yardimci olur. Kalp krizinin teshisinde kullanilan
markerler troponinler, kreatin kinaz (CK), kreatin kinaz izoenzim miyokardial band
(CK-MB) ve miyoglobindir. Miyoglobin hemen hemen biitiin memelilerde, baslica kas
dokusunda bulunan nispeten basit bir oksijen baglayan proteindir. Bir molekiil hem ve
153 aminoasit kalintis1 igceren tek bir polipeptidtir. Kiiclik boyutlar1 nedeniyle (17,6
kDa) miyokardiyal infarktiisiin gerceklestigi ilk 1 saat icerisinde kandaki diizeyi artar ve
3-15 saat arasi bu diizeyini korur (Christenson ve Azzazy 1998). 24 saat igerisinde
serum miyoglobin diizeyi normal diizeye doner (Brogan ve ark. 1994). Gogiis agrisi
basladiginda ve agri basladiktan sonraki birkag saat icerisinde miyoglobinin hassasiyeti

CK, CK-MB ve troponinlerden (T ve I) daha yiiksektir (Kilpatrick ve ark. 1993).

Miyoglobin diizeyi ayn1 zamanda iskelet kasi harabiyetleri ve kas erimesi (maskiiler
distrofi) ve polimyositis gibi kas hastaliklarinda da yiikselir. Miyoglobinin fazla
miktarda bulunmasi bdobrekler igin toksik etki yapar. Kanda ¢ok fazla miktarda
miyoglobini bulunan bir kiside bobrek yetmezligi nedeniyle miyoglobinin tam olarak
uzaklastirllamamasi sézkonusudur. Bu nedenle kandaki miyoglobin diizeyinin izlenmesi

bobrek fonksiyonlariin degerlendirilmesi agisindan da dnemlidir.

Bu tezde, molekiiler baskilama tekniginin yeni bir yaklagimi olan mikrotemas baskilama
yontemi kullanilarak mevcut yontemlere alternatif kanda miyoglobin tayinine olanak
saglayacak  molekiiler = baskilanmig  poli(hidroksietil  metakrilat-metakriloil-
amidotriptofan metil ester) [poliHEMA-MATrp)] ylizey plazmon rezonans sensoril

hazirlanmistir. Fonksiyonel monomer olarak metakriloil-amidotriptofan metil ester



(MATrp) kullanilarak SPR ¢iplerin yiizeyinde miyoglobin tanima bdlgeleri
olusturulmus ve polimerik film FT-IR, AFM, SEM ve temas agis1 analizleri ile
karakterize edilmistir. Hazirlanan sensoriin etkinligi GWC SPRImagerll ylizey
plazmon rezonans sistemi kullanilarak hem sulu ¢ozeltiler ile hem de kardiyak
hastalardan alinan plazma 6rnegi ile yapilan kinetik analizler ile arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar , gliniimiiz laboratuarlarinda kullanilan enzim bagli immunosorbent

assay (ELISA) tayin kitleri ile karsilagtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Dogada molekiiler tanima iki farkli molekiil {izerinde yer alan fonksiyonel gruplar
arasindaki spesifik etkilesimler ile gerceklesmektedir. Molekiiler tanimada hedef
molekiil liganda, yap1 olarak hedef molekiile benzeyen yiizlerce molekiil arasindan
secici olarak baglanabilmektedir. Ornegin, enzimlerin ligand molekiillerine baglanmasi
spesifik amino asitler ile gerceklesir. Ligand baglanma bolgesindeki amino asit dizilisi
hedef molekiil ile hem kimyasal fonksiyonellik hem de ii¢ boyutlu yap1 olarak tam bir
uyum icerisindedir. Dogadan alman ipuclar1 ile dogada gerceklesen bu molekiiler
tanima olay1 sentetik polimerler kullanilarak taklit edilebilir. Ciinkii fonsiyonel yapilar
polimer yapisina dahil edilebilir ve dogada gerceklesen bir ligand hedef molekiil
etkilesimi gerceklestirilebilir. Ayn1 zamanda bu etkilesimler polimer yapisinda ¢apraz
baglanma ile sabitlestirilerek {i¢ boyutlu bir tanima bdlgesi elde edilebilir. Bu sayede
hedef molekiile yiiksek secicilikle baglanabilen biyomimetik bir polimer yapisi elde
edilebilir. Belirlenen hedef molekiileri taniyabilen tamamen sentetik bir sistem bir¢cok
uygulamada giiclii bir tayin arac1 olarak kullamlabilir. Ornegin, bdyle bir sistem kanda
istenmeyen analitler olan kolesterol ya da virlisleri hedef alabilir. Bu sentetik yapi
istenmeyen molekiillere spesifik olarak baglanarak kan dolasimindan uzaklastirabilir ve

yapay bir ila¢ gibi hareket ederek hastaligi tedavi edebilir.

Ilave olarak biyomimetik polimer, tanima elementi olarak tedavi edici bir aletin yapisina
ilave edilebilir. Bu teknolojinin kullanilabilecegi diger bir alan ise ilag salinim
sistemleridir. Bunun yaninda analit diizeylerini izlemek ya da hastalik teshisinde hassas

testler gelistirerek biyosensor hazirlamada kullanilabilir.

Biyomimetik taniyici sistemler tasarlanirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli hususlar

sOyle siralanabilir:

1) Polimer yapisinda yer alan momomer ve hedef molekiil arasinda olusan
etkilesim kararli olmalidir ve polimer hedef molekiilii benzer yapidaki

molekiiller arasindan segici olarak tanimalidir.



2) Biyomimetik sistem biyolojik ortamlarda kullanilacagindan polimerik yap1
kompleks ¢ozeltilerde tanima yetenegini stirdiirebilmelidir.

3) Hedef molekiil polimerik yapiya hizli bir sekilde difiize olabilmelidir.

4) Tanima Ozelligine sahip polimerlerin kullanilabilecegi uygun platformlar

belirlenmelidir.

2.1. Molekiiler Tanima

Bir molekiiliin hedef molekiilii benzer yapidaki molekiiller arasindan segici olarak
tanty1p baglanmasinda biyolojik ve kimyasal siirecler esastir. Molekiiler tanima ancak
iki molekiiliin geometrik ve kimyasal olarak uyumlu oldugu yani ii¢ boyutlu yap1 olarak
birbirini tamamladigi, hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler ve zayif metal
koordinasyonu gibi kovalent olmayan etkilesimler ile baglandigi zaman gergeklesir
(Chen ve ark. 2002). Bu siirece ornek olarak enzimin substrata baglanmasi (Tulinsky
1996 ), ilacin biyolojik bir hedefe baglanmasi (Cudic ve ark. 2002, Britschgi ve ark.
2003), bagisiklik sistemindeki antijen-antikor baglanmasi (Jimenez ve ark. 2003,
Sundberg ve Mariuzza 2003) ve DNA kaliplarindan mRNA olusmasi verilebilir (Gitlin

ve ark. 1988). Molekiiler tanima tiim yasam olaylarinda ger¢eklesen temel siirectir.

2.1.1. Dogal tanima sistemleri

2.1.1.1. Proteinlerde molekiiler tanima

Proteinler uzun ve dallanmamis aminoasit zincirleri iceren heteropolimerlerdir. insan
viicudunda yer alan birgok protein 200-300 civarinda aminoasit igerir. Canli yapisinda
bulunan tiim sistemin g¢alismasinda proteinler ve proteinlerin bu sistemleri entegre
etmek amaciyla diger molekiilleri nasil tanidigi esastir. Kas-iskelet hareketleri,
sindirimde enzim katalizi, hiicre ve dokulara tedavi edici ilaglarin alinmasi, proteinin
molekiiler tanimasinin esas oldugu olaylara drnek olarak verilebilir. En iyi karakterize
edilmis protein molekiiler tanima olay1 avidin-biyotin arasinda gergeklesir. Avidin dort
adet alt birime sahip tetramerik bir glikoprotein olup molekiil agirligi yaklagik 66 000

daltondur. Ayni zamanda H vitamini olarak bilinen biyotin ise her hiicrede bulunan bir



molekiildiir. Avidin yapisindaki bulunan dort tetramerik bolgenin her biri spesifik
olarak bir biyotin molekiiliine baglanir. Bu baglanma dogada gergeklesen en gii¢lii non-
kovalent etkilesimdir (Ka=10""M"), (Pugliese ve ark. 1993). Avidin yapisinda yer alan
lizin ve triptofan kalintilarinin (6zellikle Trp70, Trp 110, Lys 46 ve Lys 94) biyotin
yapisinda bulunan karboksil gruplari ile gii¢lii bir etkilesime girdigi diisiiniilmektedir
(Gitlin ve ark. 1987). Avidin-biyotin kompleksini kovalent olmayan etkilesimlere
dayanan tanima sistemlerinde en ¢ok calisilan etkilesim haline getiren de bu

molekiillerin birbirine olan yiiksek afinitesi, yapisal ve kimyasal uyumudur.

2.1.1.2. Bagisiklik sisteminde molekiiler tanima

Molekiiler tanimanin gergeklestigi diger bir olay da bagisiklik sisteminde gerceklesen
antijen-antikor etkilesimidir. Antibadiler kan dolagimindaki yabanci maddeleri taniyip
baglayabilen spesifik baglanma bdlgeleri igeren globiiler proteinlerdir. Antijen olarak

adlandirilan yabanci maddeler basit bir protein ya da biiyiik bir bakteri, viriis olabilir.
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Sekil 2.1.1.2.1. Antibadi-antijen arasinda gerceklesen tanima

Antibadiler agir zincir (55 kDa) olarak adlandirilan iki es polipeptid igeren lineer amino
asit sarmallar1 ve hafif zincir olarak adlandirilan, “Y” yapisini olusturmak iizere disiilfid
baglartyla baglanmis olan iki es polipeptid zincirinden (25 kDa) olusur. Zincirlerin N-

terminal ucunda, antijenlerin epitop olarak adlandirilan 6zel bir bolgesini taniyabilen



degisken bir amino asit dizisi yer alir. Tanimay1 saglayan sadece aminoasit dizisi degil,
agir ve hafif zincirler tarafindan olusturulmus olan baglanma bdlgesinin

oryantasyonudur (Sekil 2.1.1.2.1).

Sekil 2.1.1.2.2. Antijenlerin antibadilerin baglanma bolgesindeki uygun (a) bosluklara
(b) yariklara ya da (c) yiizeylere baglanmasi (Bergman 2005)

Bir antijenin epitopu ile antibadinin degisken bolgesi arasindaki etkilesim (Sekil
2.1.1.2.2) elektrostatik kuvvetler, hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik

kuvvetler ya da tiim bu kovalent olmayan etkilesimlerin ortak etkisi ile gerceklesir.

Bagisiklik sisteminin g¢aligabilmesi i¢in antibadiler ¢ok fazla sayida farkli molekiilii
tanimak zorundadir. Amino asit dizilislerindeki farklilik ve esneklik sayesinde ¢ok fazla
sayida olast kimyasal hedef molekiil taninabilmektedir. Bazi arastirmacilar, insan
bagisiklik sisteminin 107 ile 10° farkli antibadi yapisma sahip oldugunu tahmin
etmektedir. Bircok arastirmaci epitop baglanmasini1 6rnek alarak hastaliklarin tedavisi
icin yapay antibadilerin hazirlanmasi i¢in ¢aba harcamaktadir (Rachkov ve Minoura
2001). Haupt ve Mosbach (1998), Vlatakis ve ark. (1993) yaptiklar1 ¢alismalarda bu
yapay antibadileri, enzim inhibitorleri olarak potansiyel yeni ilaglar i¢in kiitiiphane
olusturulmasinda ve protein baglanmasinda hedef molekiillerin belirlenmesinde

kullanmaktadirlar.



2.1.1.3. Sentetik polimerik matrikslerde molekiiler tanima

Protein kimyasindaki ilerlemeler ve protein tanima olaymin aydinlatilmasi ile
aragtirmacilar hedef molekiile spesifik olarak baglanan tamamen sentetik polimer
malzemeler hazirlamak amaciyla ¢alismalar yapmislardir. Bu tiir malzemeler kat1 faz
ekstraksiyonundan kromatografik kolon dolgu maddesine ve kontrollii ila¢ salinimina
kadar birgok farkli potansiyel kullanim alanina sahiptir. Gilinlimiizde bu polimerlerin
cogu hedef molekiiliin varliginda hazirlanmaktadir. Bunun amaci hedef molekiiliin
taninabilmesi ve dolayisiyla biyolojik tanimanin taklit edilebilmesi i¢in hedef
molekiiliin kimyasal fonksiyonelliginin ve {i¢ boyutlu yapisinin sentetik matriksin
hafizasina alimmasimi saglamaktir. Sentetik yapilarda ¢ok sayida farkli fonsiyonel

ozelligi yapiya kazandirmak ve mekanik kararliligi saglamak miimkiindiir.

2.1.2. Molekiiler baskilama

Molekiiler baskilama fikri Nobel ddiilii sahibi olan Linus Pauling’in antibadi olusumuna
iligkin teorilerinden ilham alinarak ortaya ¢ikmistir. (Ansell ve ark. 1996, Mosbach ve
Ramstrom 1996). Pauling antibadilerin denatiire protein gibi davrandigini, hidrojen bagi
icermedigini ve zincirlerinin serbest¢e hareket edebildigini varsaymistir. Antijen ile
karsilagtiginda “molekiiler tamamlama” adimi verdigi olay gerceklesmekte ve antijenin
kimyasal yapisinda yer alan fonsiyonel gruplar antibadideki aminoasitler ile
etkilesmektedir. Bu sayede antibadi antijenin yapisini hafizasina almaktadir (Pauling
1940). Daha sonra bu hipotezin yanlis oldugu kanitlanmis fakat serbest halde hareket
eden polimer zincirlerinin bir molekiil etrafinda tamamlayici bir sekilde organize

olabilecegi fikri molekiiler baskilama olay1 i¢in ilham kaynagi olmustur.

Dogada gerceklesen bagisiklik yanit, ligand-reseptor etkilesimi ve enzim katalizi gibi
bir ¢cok biyolojik olaydaki molekiiler tanima olayini temel alan arastirmacilar daha iyi,
daha segici ve hassas analitik ¢alismalar yapabilmek i¢in dogada gergeklesen bu spesifik
tanima olayimni sentetik reseptorler hazirlamak i¢in kullanarak “molekiiler baskilama”

olarak bilinen yeni bir alanin dogmasina neden olmustur.
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Molekiiler baskilama kalip molekiil etrafinda fonksiyonel monomerlerin organize
olmas1 ve ¢apraz baglayici ilavesiyle polimerizasyonun gergeklestirilmesi sonucunda,
sekil ve boyut olarak kalip molekiile 6zgii baglanma bolgeleri iceren yeni bir

malzemenin elde edilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.1.2.1).

MOLEKULER BASKILAMA METODU
A Fonksiyonel i
DA
~
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Spesifik baglanma bolgesi Polimerizasyon

Kahp molekiiliin
uzaklastinlmasi

Sekil 2.1.2.1. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gdsterimi
Molekiiler baskilama yontemi temel olarak ti¢ basamaktan olugmaktadir:

(1) On komplekslesme
(2) Polimerizasyon

(3) Kalip (hedef) molekiiliin uzaklagtiriimasi

On komplekslesme asamasinda kalip molekiil (kiigiik bir molekiil, biyolojik bir
makromolekiil ya da bir mikroorganizma) tamamlayic1 fonksiyonel gruplar igeren ve
polimerlesebilen bir monomer ile tersinir kovalent bag(lar), elektrostatik etkilesimler,
hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler ya da bir metal ile
koordinasyon bag1 olusturmak suretiyle etkilesir. On polimerizasyon karisimima (kalip

molekiil-monomer kompleksi) bir ¢apraz baglayici, bir baslatic1 ve analitin spesifik
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baglanma bdlgelerine kolayca ulasmasini saglayacak olan gbézenekleri olusturacak bir

gozenek yapici (porojen) ilave edilir.

Polimerizasyon agsamasinda monomer kalip kompleksi, kullanilan kalip molekiiliin
karakteristik 6zelliklerine de bagl olarak 1s1l ya da diisiik sicaklikta fotokimyasal olarak

polimerlestirilir.

Monomer ve c¢apraz baglayict molekiilleri arasinda kimyasal baglarin olusmasindan
dolay1 polimerizasyon gercgeklestirildiginde kalip molekiil etrafinda fonksiyonel
monomerlerin pozisyonu sabitlenir. Son asamada kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ile
sekil, boyut ve fonksiyonel grup bakimindan kalip molekiile 6zgii baglanma bdlgeleri
iceren ii¢ boyutlu bir polimerik yap1 hazirlanmis olusur. Diger bir degisle baskilanmig

molekiiliin sterik ve kimyasal bilgisi polimer yapisina aktarilir.

Bu teknik basit ve ucuz olup, elde edilen molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek
secicilikte, miikemmel mekanik kuvvette, sicaklik, asidik ve bazik kosullar ile organik
coziiciilere dayaniklidir. Bu yontem kati faz ekstraksiyonu (Tamayo ve ark. 2007), sivi
kromatografisi (Sellergren 2001) , ila¢g salimim sistemleri (Cunliffe ve ark. 2005),
kapiler elektroforez ve elektrokromatografi (Turiel ve Martin-Esteban 2005), enzim
benzeri kataliz (Hall va ark. 2005) veya sensor gelistirilmesi (Ye ve Haupt 2004a) gibi

alanlarda genis ¢apta kullanilmaktadir.

2.1.3. Molekiiler baskilanmis polimer hazirlamada kullanmilan yaklasimlar

Bugiine kadar molekiiler baskilamada gelistirilmis olan iki farkli yaklasim kovalent ve

kovalent olmayan baskilamadir (Sekil 2.1.3.1).

Kovalent yaklasim 1972 yilinda Giinter Wulff ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir
(Wulff ve Sahran 1972). Kovalent baskilamada kalip molekiil polimerlesebilen bir
fonksiyonel monomere (boronat ester, ketal ve asetal ya da schiff bazlar1) kovalent
olarak baglanir. Bir ¢apraz baglayict kullanilarak gergeklestirilen kopolimerizasyonun

ardindan kalip molekiil yiiksek derecede ¢apraz bagli polimer i¢erisinden kovalent bagi
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kirmak suretiyle uzaklastirilir ve kalip molekiilii spesifik olarak taniyan molekiiler

bosluklar elde edilir.

Analit
— bajlanmasi

Solvent

& 4

4] ‘ On organizasyon Polimerizasyon ekstraksiyonul
- P
Kovalent
. Polimerlesebilen : kﬁigr:;sr
kalbmn 7o /
fB] sentezlenmesi Polimerizasyon -
| V. - '
> r

Sekil 2.1.3.1. (a) Kovalent olmayan (b) Kovalent molekiiler baskilama yonteminin
sematik gosterimi

Kovalent olmayan baskilama ise 1981 yilinda Klaus Mosbach ve arkadaslar1 tarafindan
gergeklestirilmis bir yaklasimdir (Arshady ve Mosbach 1981, Andresson ve ark. 1984).
Bu yaklasimda spesifik baglanma bolgeleri kalip molekiil ve fonksiyonel monomer
arasindaki on organizasyon ve ardindan gelen capraz baglanma ile olugmaktadir. Kalip
molekiil gerek 6n organizasyon gerekse geri baglanma sirasinda baglanma bdlgelerine
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve iyonik gruplar
arasinda gerceklesen Coulomb etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimler ile
baglanmaktadir. Cizelge 2.1.3.1°de kovalent olmayan baskilamadaki etkilesim tiirleri ve

bag enerjileri verilmistir (O’Mahony ve ark. 2006, Wei ve ark. 2007).
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Cizelge 2.1.3.1. Kovalent olmayan baskilamadaki etkilesim tiirleri ve tahmin edilen bag
enerjileri

Bag tiirii Bag enerjisi (kj/mol) Relatif kuvvet
20°
Hidrojen bag: 4-60° Zayif/orta
2_510
Hidrofobik etkilesim 1-3° Zayif
iyon-iyon (1/r) 250° Giiclii
100-350°
Dipol-iyon (1/r%) 15° Zayif
Dipol-Dipol (1/r’) 28 Zayif/orta
5-50°
n-n etkilesimi 0-50° Zayif/orta
Dagilma (London) (1/r%) 28 Zayif
<5’
Katyon- n 5-80° Orta

Kovalent olmayan baskilama yOntemin basitligi nedeniyle molekiiler baskilanmig
polimerlerin hazirlanmasinda daha sik kullanilan bir yaklasim olup kovalent
baskilamaya gore bir¢ok avantaji vardir. En 6nemli istiinliikleri 6n komplekslesmenin
kalip molekiil ve fonksiyonel monomeri basit¢ce karistirmakla hazirlanabilmesi ve
etkilesimin kovalent olmamasindan dolayr kalip molekiiliin yapidan kolayca
uzaklagtirilabilmesidir. Biyolojik molekiilleri de i¢ine alan ¢ok sayida molekiiliin
fonksiyonel monomerler ile kovalent olmayan etkilesimlere girme kapasitesine sahip
olmasi nedeniyle, kovalent olmayan baskilama ¢ok daha fazla gelecek vaadeden bir

yaklagimdir.

Kovalent olmayan molekiiler baskilamada en biiylik sinirlama calisilan molekiile 6zgii
baglanma kosullaridir. Cogu durumda monomer ve kalip molekiil arasinda olusan
etkilesim hidrofobiktir ve polar ortam bu etkilesimleri bozar. Diger sinirlayict durum ise
etkilesim i¢in birden fazla bélgenin bulunmasina duyulan gereksinimdir. Tek bir
etkilesim bolgesine sahip olan molekiiller, 6rnegin sadece bir karbonil grubu, genellikle
sinirli miktarda molekiiler tanima yetenegine sahip molekiiler baskilanmis polimerler

elde edilmesine neden olur.
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Molekiiler tanima olay1 ii¢ boyutlu yap1 ve fonksiyonel uyum gibi bir ¢ok faktore
baghdir. Fonksiyonel tamamlayicilik dikkate alindiginda kalip molekiil ile molekiiler
baglanma bolgesi arasinda gerceklesecek molekiiler tanima i¢in tiim kovalent olmayan
etkilesimler olugsa bile olusan molekiiler baskilanmig {iriiniin kalite ve performansini
belirleyen, kalip molekiil, monomerler ve polimerizasyon reaksiyonunun kendisidir.
Daha da otesi molekiiler tanima bdlgelerinin sayist ve kalitesi, monomer ile kalip

arasinda olusan o6n kompleksin oOzellikleri ve olusum mekanizmasiyla yakindan

iligkilidir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan (1) kalip molekiil, (2)
monomer, (3) ¢apraz baglayici, (4) ¢oziicii, (5) baslatici ve baslama yontemi ve (6)
polimerizasyon yonteminin kendisi hazirlanan polimerin kimyasal, morfolojik ve
molekiiler tanima 6zelliklerini etkilemektedir (Yan ve Row 2006, Cormack ve Elorza

2004).

(1) Kalip molekiil

Kalip molekiil fonksiyonel monomer ile etkileserek molekiiler tanima bélgelerinin
sayist ve kalitesini etkilediginden biitiin molekiiler baskilama ydntemlerinde merkezi bir
oneme sahiptir. Bir ¢ok nedenden dolay:1 tiim molekiillerin kalip olarak kullanilmasi
mimkiin degildir. Molekiiler baskilanmig polimerler cogunlukla serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlendiginden polimerizasyonun gerceklestirilebilmesi
acisindan, kalip molekiiller polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert olmalidir.
Eger kalip molekiil radikalik reaksiyonlara katiliyorsa ve polimerizasyon kosullarinda
dayanikli degil ise alternatif baskilama stratejileri belirlenmelidir. Bir kalip molekiilde

aranan Ozellikler sOyle siralanabilir:

(a) Kalip molekiil polimerlesebilir gruplar tastmamalidir.
(b) Kalip molekiilde serbest radikal polimerizasyonunu Onleyebilecek ya da
yavagslatabilecek gruplar ya da kalintilar (tiyol, hidrokinon kalintilar1 gibi)

bulunmamalidir.
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(c) Kalip molekiil polimerizasyonun gergeklestirilecegi sicakliklarda ya da UV

1518a kars1 dayanikli olmalidir.

Baskilanacak molekiil olarak ilaglar, amino asitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleotid
bazlar, hormonlar, pestisidler, koenzimler ve iyonlar kullanilabilir. Baskilanan molekiil
olarak iyon kullanildiginda polimerik malzemenin segiciligi, baskilanmig iyonun

yiikiine, boyutuna , koordinasyon sayisina ve geometrisine bagldir.

(2) Fonksiyonel Monomer

Fonksiyonel monomerler baskilanmis baglanma bdlgesindeki baglanma etkilesiminden
sorumludur ve genellikle kovalent olmayan baskilama ydnteminde kalip molekiil ile
monomer arasindaki 6n kompleksin olusumunda reaksiyonu kompleks olusumu yoniine
kaydirmak i¢cin monomer, kalip molekiile gére daha fazla miktarda kullanilir. Kompleks
olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak i¢in kalip molekiiliin fonksiyonelligi ile
monomerin fonksiyonelligi uyumlu olmalidir. Ornegin biri H-bag1 donérii ise digeri H-
bag1 akseptorii olmalidir. Fakat bununla birlikte iki ya da daha fazla monomer ayni anda
kullanilarak polimerizasyon ger¢eklestirilecekse monomerlerin reaktifliklerinin orani
uygun olmalhidir. Kalip molekiil ile monomer arasinda gergeklesecek olan 6n
komplekslesme monomerin elektronik ve sterik yapisini etkileyerek monomerin
reaktivitesini degistirecektir. Farkli kimyasal yapiya ve polariteye sahip fonksiyonel
monomerler ticari olarak mevcuttur ya da sentezlenebilmektedir. Sekil 2.1.3.2°de
kovalent olmayan baskilamada kullanilan bazi 6nemli fonksiyonel monomerlerin

yapilar1 goriilmektedir.
(3) Capraz Baglayci

Baskilanmis bir polimerde capraz baglayict polimer matriksin morfolojisinin (jel tipi,
makrogdzenekli ya da mikrojel toz) belirlenmesi, baskilanmig baglanma bolgesinin

kararliliginin saglanmasi ve polimer matrikse mekanik dayaniklilik kazandirilmas: gibi
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Sekil 2.1.3.2. Kovalent olmayan baskilamada kullanilan baz1 fonksiyonel monomerler

Asidik; al: metakrilik asit (MAA); all: p-vinilbenzoik asit; alll: akrilik asit (AA); alV:
itakonik asit; aV: 2 (triflorometil)-akrilik asit (TFMAA); aVI: akrilamido-(2-metil)-propan
sulfonik asit (AMPSA). Bazik; bl: 4-vinilpiridin (4-VP); bII: 2-vinilpiridin (2-VP); bIII: 4-
(5)-vinil imidazol; bIV: 1-vinil imidazol; bV: allilamin; bVI: N,N-dietil aminoetil metakrilamid
(DEAEM), bVII: N-(2-aminetil)-metakrilamid; bVIIIL: N,N-dietil-4-stirilamidin; bIX: N,N,N,-
trimetil aminoetilmetakrilat; bX: N-vinilpirrolidon (NVP); bXI: urokanik etil ester. Notral; nl:
akrilamid; nIl: metakrilamid; nIIl: 2-hidroksietil metakrilat (2-HEMA); nlIV: trans-3-(3-
piridil)-akrilik asit; nV: akrilonitril (AN); nVI: metil metakrilat (MMA); nVII: stiren; nVIIIL:
etilstiren.
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tic temel gorev {stlenir. Kullanilan capraz baglayici miktarinin molekiiler tanima
kapasitesine olan etkisi ile ilgili bir¢ok c¢aligma yapilmasina ragmen olaya
polimerizasyon agisindan bakildiginda yeterli mekanik dayanikliliga sahip makro
gozenekli malzemeler elde etmek icin genellikle yiiksek capraz baglanma oranlar
kullanilmakta ve hazirlanan polimerlerde capraz baglanma oranlart %80’i asmaktadir.
Yiiksek oranda c¢apraz baglama polimerin ¢6ziinmesini Onleyerek kolayca

kullanilmasini saglar.

Polimerizasyonda c¢apraz baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel monomerin
reaktiflikleri uygun olmalidir. Fonksiyonel monomer ya da ¢apraz baglayici fazla olursa
kopolimerizasyon etkin sekilde gerceklesmez. Capraz baglayict ajanin fonksiyonel
monomere orant da Onemlidir. Eger mol oranlar1 ¢ok kiiciikse, kalip molekiillerin
baglanma bolgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir, hedef molekiiliin baglanma bdolgeleri
komsu bolgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug elde edilemez. Cok biiyiik mol
oranlarinda da, ¢apraz baglayicinin fonksiyonel monomerlerle ya da kalip molekiille
kovalent olmayan etkilesimlere girmesi sonucu baskilamanin etkinligi yine

azalmaktadir.

Molekiiler baskilama icin yaygin olarak kullanilan bir ¢ok capraz baglayict vardir.
Bunlardan ¢ogu ticari olarak iiretilmektedir ve bunlardan ¢ok azi kalip molekiil ile
etkilesime girerek fonksiyonel monomer olarak hareket ederler. Organik ¢oziiciilerde
molekiiler baskilama i¢in etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve divinil benzen (DVB),
suda ise N,N’ metilen bisakrilamit yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilardir. Sekil
2.1.3.3 ‘te yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar goriilmektedir.

(4) Coziicii
Molekiiler baskilamada kullanilan ¢6ziicii, kullanilan tiim bilesenlerin (kalip molekiil,
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayci ve baslatici) tek faz igerisinde olmasini saglayan

bilesendir. Diger énemli bir fonksiyonu da makro gozenekli polimerdeki gézeneklerin

olusumudur. Bu nedenle ¢oziicii genellikle porojen olarak da adlandirilir.
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Sekil 2.1.3.3 Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar

xI: p-divinilbenzen (DVB); xII: 1,3-diizopropenil benzen (DIP); xIII: etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA); xIV: tetrametilen dimetakrilat (TDMA); xV: N,O-bisakriloil-1-fenilalaninol; xVI:
2,6 bisakriloilamidopiridin; xVII: 1,4-fenilen diakrilamid; xVIII: N,N-1,3-fenilenbis(2-metil-2-
propenamid) (PDBMP); xIX: 3,5-bisakrilamido benzoik asit; xX: 1,4-diakriloil piperazin
(DAP); xXI: N,N-metilen bisakrilamid (MDAA); xXII: NN etilen bismetakrilamid; xXIII:
N,N-tetrametilen bismetakrilamid; xXIV: N,N-hekzametilen bismetakrilamid; xXV:
anhidroeritiritol dimetakrilat; xXVI: 1,4;3,6-dianhidro-d-sorbitol-2,5-dimetakrilat; xXVII:
izopropilenbis(1,4-fenilen) dimetakrilat; xXVIII: trimetilpropan trimetakrilat (TRIM); xXIX:
pentaeritiritol triakrilat (PETRA); xXX: pentaeritiritol tetraakrilat (PETEA).
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Makro gozenekli polimerler hazirlanirken kullanilan gozenek yapicinin 6zellikleri ve
miktar1 polimerin morfolojisini ve toplam gozenek hacmini belirleyen en O6nemli
etmendir. Termodinamik acidan uygun bir gdzenek yapici kullanildiginda elde edilen
polimerler genellikle hem 1yi bir gozenek yapisina hem de yiiksek bir spesifik yiizey
alanma sahip olmaktadir. Kullanilan gézenek yapicinin miktarin1 arttirmak, gézenek

hacmini de arttirmaktadir.

Coziiclinin diger bir rolii ise polimerizasyon reaksiyonu olusurken sicaklig
dagitmasidir. Aksi taktirde, reaksiyon karisiminin sicakligi bolgesel olarak ¢ok yiiksek
olur ve istenmeyen yan reaksiyonlar olugabilir. Coziicliniin se¢imi baskilamanin tiiriine
de baghdir. Kovalent baskilamada tiim bilesenleri iyi bir sekilde ¢6zdiigii taktirde bir
cok ¢oziicii kullanilabilir. Kovalent olmayan baskilamada ise kullanilan ¢oziicii kalip
molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi ve baskilama etkisini arttiracak
nitelikte olmalidir. Toluen gibi apolar, aprotik ¢oziiciiler hidrojen baglariin olusumunu
stabilize ederken, komplekslesme i¢in hidrofobik etkilesimden yararlanilacaksa su iyi

bir secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

(5) Baglatic

Prensip olarak serbest radikal polimerizasyonunu baslatmak ic¢in kullanilan tim
baslatma yontemleri kalip molekiiliin varliginda da kullanilabilir. Fakat baslaticinin
secimi kalip olarak kullanilan molekiil i¢in farkli olacaktir. Eger kalip molekiil
fotokimyasal ya da termal olarak kararsiz ise uygun baslaticinin se¢ciminde goz Oniinde
bulundurulmalidir. Bunun yani sira, 6n kompleks olusumunda hidrojen baglar etkin ise
daha diisiik polimerizasyon sicakliklari tercih edilecektir ve bu durumda da diisiik
sicakliklarda kullanilabilecek fotokimyasal olarak aktif baglaticilar tercih edilmelidir.

Sekil 2.1.3.4 ‘de bazi polimerizasyon baglaticilar1 goriilmektedir.
Kalip molekiiliin yiiksek segicilikle taninmasi ve baskilanmig polimerler tarafindan

baglanmasi, malzemenin fiziksel ve kimyasal (esneklik, baglanma bodlgerinin sayisi ve

malzemenin yapisi gibi) 6zelliklerine baghdir.
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Sekil 2.1.3.4. Molekiiler baskilamada kullanilan baslaticilar

il: azobisizobutironitril (AIBN); ill: azobisdimetilvaleronitril (ABDV); illl: benzil
dimetilasetal ; ilV: benzoilperoksid (BPO); iV: 4,4-azo(4-siyanovalerik asit).

Molekiiler baskilanmis polimerlerin daha kullanishh olmalart i¢in, segiciligin yaninda,
uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma kinetiginin de hizli olmas1 gerekir.
Bu yiizden molekiiler baskilanmig malzemelerin tasarimi yapilirken uygun baglanma
etkilesimlerinin se¢imi olduk¢a Onemlidir. Birden fazla baglanma bdlgesinin olmasi,
monomerin baglanma bolgeleri ile kalip molekiil arasindaki etkilesimlerin daha iyi
olmasi, dolayisiyla molekiiler tanimanin daha segici olmasii saglar. Molekiiler
etkilesimlerin farkliligi, segiciligin ve tersinirligin derecesini etkiler. Ornegin, kovalent
baglarla olusturulan etkilesimler oldukg¢a spesifiktir ancak geri baglanma kinetigi
yavagtir. Bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi daha hizlidir fakat
seciciliginde azalma gosterir. Genel olarak kovalent olmayan etkilesimler, bir¢ok
bilesige uygulanabilir olmalar1, hizli kinetigi ve daha uygun kosullarda bag olusumu ve
kirilmasi ozellikleri gostermeleri nedeniyle daha genis uygulama alanlarina sahiptir.
Dahasi, n-n etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi belirli
kovalent olmayan etkilesimler yeni molekiiler baskilanmis fonksiyonel polimerlerin

tasarimi i¢in gelecek vaad etmektedir.
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2.1.4. Protein baskilama

1990’11 yillardan bu yana ¢ok sayida farkli molekiil, molekiiler baskilama teknolojisi ile
spesifik tanima bolgelerinin elde edilmesi i¢in kullanilmistir. Bunlardan bazilar
polipeptidler (Kempe ve Mosbach 1995, Anderson ve ark. 1995), bakteriler (Dickert ve
Hayden 2002), diisiik molekiiler agirlikli bilesikler (Katz ve Davis 2000, Pampi ve
Kofinas 2004, Yilmaz ve ark. 2000) ve proteinlerdir (Burow ve Minoura 1996, Bossi ve
ark. 2001, Guo ve ark. 2004). Molekiiler baskilama teknolojisi 20 y1l1 agkin siireden beri
kullanilmasina ragmen, proteinler gibi yiiksek molekiil agirligina sahip molekiillerin ve
hatta hiicrelerin kalip molekiil olarak kullanildig1 ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Bunun
sebebi baskilanmak istenen protein molekiillerinin 6zellikleridir. Proteinler suda
coziinen bilesiklerdir ve bu da polimer hazirlanmasi i¢in organik ¢dziiciilerin
kullanilmasii gerektiren molekiiler baskilama teknigi ile tamamen uyumsuzdur.
Ikincisi ise proteinlerin sicaklik ve pH gibi degisimlerden kolayca etkilenen esnek bir
yap1 ve konformasyona sahip olmasidir. Termodinamik ve pratik agilardan bakildiginda
da bu 6zelliklere sahip bir molekiil i¢in molekiiler baskilama islemini gerceklestirmek
zordur. Ugiinciisii de proteinlerin, fonksiyonel monomerler ile etkilesebilecek ¢ok
sayida fonksiyonel grup icermesidir. Baskilama isleminin belirlenmesinde baskilanmasi

istenen proteinlere uygun kosullarin se¢ilmesi gerekmektedir.

2.1.4.1. Protein baskilamada kullamlan yaklasimlar

Proteinlerin baskilanmasina iliskin yaklasimlar proteinin baskilamaya dahil edilen
kismina gore (protein molekiiliiniin tamamui, belli bir bolgesi ya da protein iizerindeki

belli bir epitop) genel olarak ii¢ baglik altinda incelenebilir;

(1) Kiitle (Yigin) polimerizasyonu ile baskilama

(2) Epitop yaklasimi

(3) Yiizey baskilama
Ug boyutlu (3D) baskilama metodu olarak adlandirilan kiitle polimerizasyonu ile
baskilama metodunda protein bir biitiin olarak ii¢ boyutlu yapisiyla polimer matriksin
icerisinde baskilanmakta ve fonksiyonel monomerler ile bir biitiin olarak

etkilesmektedir. Proteinin geri baglanmasi da bu sekilde gerceklesmektedir. Yiizey
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baskilamada ise baskilama ve tanima {i¢ boyutlu yapinin tamamu ile degil proteinin belli
bir bolgesi ile kismen gerceklesmekte ve tanima bdlgeleri molekiiler baskilanmis
polimerin yiizeyinde ya da yilizeyine yakin bdlgede yer almaktadir. Yiizey baskilama
yontemi iki boyutlu (2D) baskilama yontemi olarak adlandirilan baskilama yontemleri

arasinda yer almaktadir.

Proteinin kii¢iik bir epitopunun baskilanmasiyla gerceklesen yaklasim ise epitop
yaklagimidir ve elde edilen molekiiler baskilanmis polimer proteini baskilanan bu epitop
sayesinde tantyabilmektedir. Bu yaklasim da yine 2D baskilama metodlar1 arasinda yer
almaktadir. Protein baskilama alaninda yapilmis olan 6nemli ¢aligmalar Ek-1 ‘de ,

protein baskilamanin tarihsel gelisimi Ek-2’de 6zetlenmistir.

2.1.4.1.1. Kiitle (Y12in) polimerizasyonu ile protein baskilama

2.1.4.1.1.1 Akrilatlar

Protein baskilamadaki en basit ve bilinen yaklagim kiiciik molekiiller i¢in de siklikla
kullanilan yaklasim olan kiitle polimerizasyonu ile monolitlerin hazirlanmasidir (Wulff
1995). Bu yontem ile olusturulan baglanma bdlgeleri proteinin tiimiinii tanimaya
elverisli oldugundan, yikama ya da ekstraksiyon yapilarak proteinin bir biitiin olarak
polimer yapisindan uzaklastirilabilmesi ve olusan baglanma bolgesine tekrar
baglanabilmesi bu yontemin en 6nemli avantajlaridir. Proteinlerin boyutlarinin biiytlik
olmas1 nedeniyle etkin bir MIP hazirlayabilmek i¢in polimerizasyon sirasinda olusan
gozeneklerin sayisi, boyutu ve hazirlanan polimerin yogunlugunun kontrol edilmesi,

dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktalardir.

Protein baskilanmis polimerleri hazirlamak icin geleneksel (met)akrilat kimyasini
kullanan ¢ok sayida ¢alisma vardir. Fakat bu yaklasimdaki temel sinirlama, proteinlerin
bu yontemde kullanilan ¢6ziiclilerdeki ¢oziiniirligiiniin diisiikk olmasidir. Bunun yanisira
proteinler organik ¢oziicliler igerisinde c¢oOziindiiglinde suda sahip oldugu
konformasyondan ¢ok farkli bir konformasyona doniisiirler. Bu durumun elde edilen

molekiiler baskilanmig polimerin sulu ¢ozeltideki etkinligine bir fayda saglayacagi
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diisiiniilerek, baz1 aragtirmacilar igerik olarak elektroforetik jellere benzeyen molekiiler
baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda suda ¢oziinebilen akrilik monomerleri

kullanmislardir.

Hjerten ve ark. (1997) protein molekiiliiniin varliginda akrilamid (AAm) ve N,N’-
metilenbisakrilamidi polimerlestirerek bir jel hazirlamislardir. Jel elenerek elde edilen
partikiiller bir kromatografi kolonuna doldurulmus ve hazirlanan baskilanmis polimerin
etkinligi incelenmistir. Proteinin jelden uzaklastirilmasi i¢in asetik asit-SDS karigimi
kullanilmigtir. Kalip proteini igeren protein karisimi kolondan gegirildiginde kalip
proteinin secgici olarak baglandig1 belirlenmistir. Bu teknik sigir serum albumini,
sitokrom c, ve transferin (Liao ve ark. 1996) ve daha sonra insan biiylime hormonu,
RNaz, ve miyoglobin (Tong ve ark 2001) i¢in basariyla kullanilmigtir. Bu ¢alismada
protein ile jel arasinda ¢ok sayida zayif elektrostatik etkilesimin olustugu ve bunun da
gliclii bir etkilesim olusturarak baskilamay1 gerceklestirdigi ileri siiriilmiistiir. Bu da az
sayida kuvvetli bag ile baglanmanin ¢ok sayida zayif baglanmaya gore daha avantajh
oldugu goriisiiniin tam tersidir. Hjerten’in teorisi kii¢iik proteinlerin tanima bolgelerine
spesifik olarak baglanmasi, ayni jelde biiyiik proteinlere gore daha diisiik adsorpsiyon
hacimleri gerektirmesi ile kanitlanmistir. Ciinkii protein biiylidiikkge ylizey alam

artmakta ve bu yiizden jel ile daha fazla etkilesime girebilmektedir.

Vaidya ve ark. (2001) tripsini baskilamak i¢in AAm ve bisakrilamid (BisA)
kullanmiglardir. Tripsin  ve onun polimerlesebilen inhibitorii N-akriloil p-
aminobenzamidin (spesifik monomer olarak) kullanilmistir. Dimetilformamid-su
karistminda polimerlestirilmis ve kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasinda aseton
kullanilmigtir. Hem polimerin yapisal biitiinliigli saglanmis hem de proteinin yapiya
kolayca girip ¢ikmasina olanak saglayacak capraz baglayici orani optimize edilmistir.
Kalip protein tripsin ile yapilan baglanma deneyleri ve kimotripsin ile gerceklestirilen

yarigmal1 baglanma deneyleri ile hazirlanan reseptoriin etkinligi arastirilmigtir.
Hirayama ve ark. (2001) akrilik asit, akrilamid ve N,N-dimetilaminopropil-akrilamidi

beraberce kullanarak lizozim baskilanmis polimer hazirlamislardir. Silika kiireler

lizozim baskilanmis polimer tabakasi ile kaplanmig ve hazirlanan bu baskilanmisg
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polimerin lizozimi yarigmaci protein sigir serum albumini (BSA) yaninda segici olarak

bagladigi belirlenmistir.

Lizozim baskilanmasi i¢in diger bir ¢alisma Ou ve arkadaslar1 (2004) tarafindan
yapilmistir. Calismada metakrilik asit (MAA) ve AAm fonksiyonel monomerler olarak,
2-(dietilamino) etil metakrilat ise capraz baglayici olarak kullanilmistir. Elde edilen
polimer yas iken siizlilmiis ve deiyonize su, NaCl c¢ozeltisi ve kalip molekiilii
uzaklagtirmak i¢in tekrar deiyonize su ile yikanmuistir. Jel liyofilize edilmis ve spesifitesi
aragtirtlmistir. Baskilama faktorii (baskilanmis polimere baglanma/baskilanmamis
polimere baglanma) 1,83 ile 3,38 arasinda bulunmustur. Fakat bununla birlikte sigir
serum albumini (BSA) ile yapilan geri baglanma deneyleri, hazirlanan polimerin kalip
proteine kars1 spesifitesinin diisiik oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda orijinal kalip

molekiiliin % 25°inden fazlas1 da polimerin iginde kalmustir.

Akrilamid jel, Guo ve arkadaglar1 (2004) tarafindan hemoglobin baskilanmasi i¢in bir
hapsetme malzemesi olarak kullanilmistir. Makrogdzenekli ¢apraz bagl kitosan kiireler
polimerizasyondan dnce akrilamid ve proteinin diflize olmasi igin bir destek maddesi
olarak kullanilmistir. Protein daha sonra asetik asit/sodyum dodesil stilfat (SDS)
karisimi kullanilarak uzaklastirilmistir. Baskilanmis kitosan kiireler, kalip proteini hem
baskilanmamis kitosan akrilamid kiirelerden hem de sadece poliakrilamidten hazirlanan
baskilanmamis kiirelerden ¢ok daha secgici bir sekilde baglamistir. Bu c¢alisma ile
hazirlanan kiirelerin daha sonra kromatografi malzemesi olarak kullanilmasi ve
hazirlanan baskilanmis polimerin hemoglobin ve BSA‘e karsi olan segiciligi
kanitlanmistir (Guo ve ark. 2005). Bu c¢alisma ile kitosanin olusturulacak baglanma
bolgelerini desteklemek iizere yilizeye eklenmesinin, kiirelerin mekanik kararliligini

arttirdig1 kanitlanmistir.

Huang ve ark. (2005) proteinlerin ayrilmasi i¢in amfoterik baskilanmis polimer
hazirlamiglardir. Bu ¢alismada, iki fonksiyonel monomer (MAA ve N-[3-
(dimetilamino)propil] metakrilamid), ¢apraz baglayici (BisA), ve goézenek yapici,
CaCOs‘mn fosfat tamponu igerisinde hazirlanan siispansiyonunda lizozim ve BSA

baskilanmistir. Elde edilen jel CaCOs; ‘1 uzaklagtirmak icin asitle yikanmis kalip molekiil

25



ise proteaz kullanilarak uzaklastirilmigtir. Hazirlanan jel kromatografi kolonunda
denendiginde lizozimin segici olarak baglandigi ancak, BSA nin segici olarak

baglanmadigi belirlenmistir. Bu durum ortak ¢oklu etkilesimlerle agiklanmustir.

Pang ve ark. (2006a) metakrilik asit temelli jel kiirelere BSA baskilamigtir. Calismada
kaliteli ve proteinin jel igerisindeki hareketini kolaylastiracak makrogdzenekli kiireler
hazirlanmistir. Baskilanmamis ve baskilanmis kiirelerin adsorpsiyon kapasiteleri
karsilagtirildiginda baglanmanin yiiksek oldugu belirlenmis ve daha da 6nemlisi BSA
(MA; 67 kDa, pl 4,8) ve yarismaci protein ovalbumin (MA; 44 kDa, pl 4,5) ile
karsilastirildiginda 4,71 gibi yiiksek bir secicilik degeri elde edilmistir. Bu calismada
etkin bir materyalin hazirlanabilmesinin Hjerten ve ark. (1997) tarafindan Gnerildigi
gibi sterik faktorler ve ¢oklu elektrostatik etkilesimlerden kaynaklandigi ileri

stirilmiistiir.

Son yillarda akrilatlar ile yapilan ¢aligmalarda lizozim (Lu ve ark. 2006) ve sigir serum
albumini (Pang ve ark. 2005, Pang ve ark. 2006b) kiitle polimerizasyonu teknigi ile
baskilanmis fakat yine proteinin polimerik yapi igerisine giris ¢ikigini kolaylastirmak

i¢in ¢apraz bag orani diisiik tutulmustur.

Takeuchi ve ark. (2007) akrilik asit ve 2-dimetilaminoetil metakrilat (DMA)
monomerlerini kullanarak sitokrom c, riboniikleaz ve alfa-laktalbumini baskilamiglardir.
Yapilan ¢alismada asidik bir protein olan laktalbuminin bazik monomer DMA ile bazik
proteinler olan sitokrom c ve riboniikleazin asidik bir monomer olan akrilik asit ile
kuvvetli bir sekilde etkilesebilecegi Ongodriilmiis ancak elde edilen sonuglar bdyle

diizenli bir degisimin olmadigini gostermistir.

Kiitle polimerizasyonunda hazirlanan monolitin pargalanmasin1 gerektiginden, kiiciik
molekiillerin ~ baskilanmasit  i¢in  genellikle  silispansiyon  polimerizasyonu
kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda farkli bir yaklagim ile
riboniikleaz A baskilanmis manyetik kapsiillenmis (Tan ve Tong 2007) mikrokiireler
hazirlamislardir. Bu calismalarda, poli(vinil alkol) gibi bir yiizey aktif madde kullanarak

monomer igeren oleik asit yag fazi ve protein igeren sulu faz, polimerizasyondan once
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emiilsiyon haline getirilmistir. Islem proteinin dogal yapisini koruyacak sekilde

optimize edilse de geri baglanma deneylerinde elde edilen segicilik degerleri diisiiktiir.

Proteinlerin sulu ¢o6zeltide akrilat kimyas: ile baskilanmasi, biiyiik molekiillerin
hareketini saglamak amaciyla diisik derecede capraz bag oranina sahip jellerin
hazirlanmas1 temeline dayanmaktadir. Yukarida sozi edilen yontemler kullanilarak bazi
basarili calismalar yapilmistir. Ancak ¢apraz bag derecesi diisiik malzemeler baskilanma
ile kazandirilmig oOzelliklerini ¢ok c¢abuk kaybederler ve c¢evresel degisimlere karsi
dayaniksizdirlar. Akrilat ile gergeklestirilen baskilama islemleri uygun monomerlerin
bulunmasi agisindan da sinirlidir ve bu nedenle de daha farkli ve etkili malzemelere

ihtiyag vardir.

2.1.4.1.1.2. Hidrojeller

Son yillarda hidrojel adi1 verilen sisme Ozelligine sahip malzemeler
hazirlanabilmektedir. Dis uyarilara cevap veren polimerler, sicaklik, ¢oziicli bilesimi,
pH, iyonik siddet, 151k ve spesifik kimyasallar ile muamele edildiginde tersinir bir
dontistime girerek sisme davranist gostermektedir. Bu jeller akilli jeller olarak
adlandirilmakta ve genellikle kontrollii ilag salinimi, sensdrler ve yapay kas
gelistirilmesi gibi alanlarda kullanilmaktadirlar. Bu malzemelerin, proteinleri spesifik
olarak baglamasiyla bir cevap olusturabilecegi diisiincesinden yola ¢ikilarak hidrojel ve
molekiiler baskilama teknikleri bir araya getirilmis ve enzim benzeri 6zellikler gosteren

hidrojeller hazirlanmaya caligilmistir.

Karmalkar ve ark. (1996) metal-ligand etkilesimli bir yontem kullanarak imidazol,
karboksil ve hidroksil gruplarini hidrojel matriks icerisinde yonlendirerek serin proteaz
siifi bir enzim olan alfa-kemotripsinini taklit etmeye ¢aligmistir. Kalip molekiil, 2-
([(izobutirilamino)  kaproil]-L-fenilalanil)  2-aminopiridinin  uzaklastirilmas1 ile
polimerin katalitik aktivitesi, nitrofenil esterlerin katalizinin izlenmesi ile belirlenmistir.
Baskilanmis polimer alfa—kemotripsin ile kiyaslanabilir biiyiikliikte bir hizda hidrolizi

gercgeklestirirken baskilanmamis polimer kotii bir katalitik aktivite sergilemistir.
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Watanabe ve ark. (1998) N-izopropilakrilamid (NIPAM) ve akrilik asidi bir capraz
baglayici ve cesitli kalip molekiillerin varliginda polimerlestirerek sicaklifa duyarh
hidrojeller hazirlamislardir. Kalip molekiiliin uzaklastirilmasindan sonra hidrojelin
kritik sicaklikta karakteristik sisme davranisi gosterirken daha yiiksek sicakliklarda
tamemen ¢Okmiis durumda oldugu belirlenmistir. Diisiik bir sicaklikta sismis olan jelin
kalip molekiil ile etkilesmesi sonucu sisme davranisinda herhangi bir degisim olmaz
iken yliksek sicaklikta ¢6kmiis olan jelin kalip molekiil derisiminin artmasiyla artan bir
sisme davranigi sergiledigi goriilmiistlir. Bu da ¢okmiis durumdaki jelin kalip molekiilii
tanidigini, ancak sigmis durumda tanimadigini gostermistir. Norefedrin spesifitesi artan
efedrin derisimi ile sismenin artmasi ancak adrenalin ile sismenin olmamasinin

gbzlenmesi ile kanitlanmistir.

Parmpi ve Kofinas (2004) ve Wizeman ve ark. (2001) kovalent olmayan baskilama
teknigini kullanarak glukoz fosfat ile baskilanmis poli(allilamin hidrokloriir) hidrojel
hazirlamiglardir. Hazirlanan molekiiler baskilanmis hidrojel ile kantitatif olarak izomer
spesifik glukoz ayrimi gergeklestirilmistir. Polimerin hazirlanmasinda ilk olarak iyonik
etkilesimlere dayanan 6n polimerlesme kompleksi olusturulmus ardindan epiklorhidrin
ile ¢apraz baglanma gerceklestirilmistir. Molekiiler baskilanmis hidrojellerin seciciligi

fruktoz ile denenmis ve basarili sonuclar elde edilmistir.

Baskilanabilen hidrojeller sadece kiigiik molekiiller i¢in hazirlanabilmelerine ragmen,
sisme Ozellikleri sayesinde kalip molekiiliin kolayca hareketine olanak saglayan
kafesleme Ozellikleri ile protein baskilama ile ilgili problemlere bir ¢dziim Onerisinde
bulunmalar1 agisindan O6nemlidirler. Bu diisiince bu malzemelerin protein salinim
araglart olarak kullanimini rapor eden ¢alismalar ile desteklenmistir (Peppas ve ark.
2000, Peppas 2002). Proteinin biyolojik aktivitesini koruyarak bir malzeme igine
hapsedilmesine iligkin ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir (Gill ve Ballesteros 2000a,b). Bu
tir katkilanmis polimerlerin hazirlanmasinda sol-jel kimyasinin kullanilmasinin ideal

bir ¢ozlim olacagi kanitlanmistir (Gill 2001).

Zhang ve ark. (2006a) tarafindan yapilan bir ¢aligmada BSA baskilanmis Ca-alginat

kiirelerin BSA adsorplama kapasitesinin hidrofilik bir seliiloz tlirevi olan hidroksietil

28



seliiloz ilavesiyle arttigin1 gosterilmistir. Bu sistem daha yogun bir polimer ag yapisina

sahip olup ¢apraz baglarin saglamliginin artmasina neden olmustur.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile hemoglobin (Xia ve ark. 2005, Hawkins ve ark.

20006) ve lizozim (Odabas1 ve ark. 2007) baskilanmis hidrojeller hazirlanmistir.

2.1.4.1.1.3. Sol-jeller

Sol jeller kiitle polimerizasyonu ile proteinlerin baskilanmasinda kullanilabilen diger bir
polimer grubudur. Sol jeller kat1 bir malzeme olusturmak iizere jellestirilen silika
partikiillerinin kolloidal bir siispansiyonudur. Sol jel prosesinde su bulunmasi ve 1liman
calisma kosullar1 (pH ve iyonik siddet gibi) bu polimerleri molekiiler baskilama igin

kullanilabilir hale getirmektedir.

Venton ve ark. (1995a,b) polisiloksan kimyasin1 kesfetmisler ve silanol monomerleri
tizerindeki organo-fonksiyonel yan zincirlerin polimerizasyon prosesinde protein
yilizeyindeki tamamlayici kalintilar ile assosiye oldugunu ve boylece polimer igerisinde
proteine  Ozgli  baglanma  boélgeleri  olusturabildiklerini  kanmitlamiglardir.
3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES) ve tetraetilortosilikatin (mol orani 1:3) protein
varliginda (BSA ve iireaz) polimerlestirilmesi ile hazirlanan polimerin kalip molekiile
secici olarak baglanma o6zelligine sahip oldugu belirlenmistir. Fakat bununla birlikte
capraz bag oraninin yiiksek olmasi nedeniyle yiiksek oranda kalip molekiil polimerik

yapinin i¢inde kalmastir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda farkli protokoller kullanilarak yiiksek
dayanikliliga ve farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahip degistirilebilen bir sol-jel tiirevi
olan xero-jel kullanilarak ovalbumin baskilanmis polimer hazirlanmistir (Tao ve ark.
2006). Analitin baglanmasi baglanma bdlgesinin luminesans 6zellige sahip molekiil ile
isaretlenmesiyle takip edilmistir. Elde edilen baskilanmis polimer ile iki farkli
kaynaktan elde edilen ayn1 protein bile birbirinden ayrilabilmistir. (Orn. insan ve domuz

interlokin-1a proteini gibi)
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Sol-jel reaksiyonu 1liman reaksiyon kosullari, sulu ortama uyumlulugu gibi 6zellikleri
nedeniyle proteinlerin baskilanmasi i¢in olduk¢a uygundur. Fakat proteinlerin kiitle
polimerizasyonu ile baskilanmasi yukarida verilen 6rnekler ile sinirlidir. Bunun nedeni
sol jel yapisinin ¢ok yogun olmasi ve baglanma bolgelerine ulasimi saglamak igin
polimerin parcalanmasina olan gereksinimdir. Biiylik molekiillerin baglanma bolgeleri
kiiciik molekiillerin baglanma bdlgelerinden farkli olarak mekanik pargalamadan zarar

gormektedir ve bu da baglanma boélgelerinin spesifitesini azaltmaktadir.

2.1.4.1.2. Epitop yaklasimi

Dogada gerceklesen antijen-antikor etkilesimi antikor ile proteinin iizerinde epitop adi
verilen bolge arasinda gergeklesen antijenik tanimaya baglidir. Epitop antikorun tanima
bolgesini tamamlayan kisa aminoasit parcalaridir. Molekiiler baskilama alaninda
Rachkov ve Minoura (2000, 2001) bu olguyu protein taniyan polimerlerin
hazirlanmasinda yeni bir prosediir gelistirmek i¢in kullanmiglardir. MIP
hazirlanmasinda biitiin bir protein yerine protein ylizeyinde yer alan kisa bir peptid
sekans1 kullanilmigtir (Sekil 2.1.4.1.2.1). Matriks bir kez polimerlestirildiginde olusan

baskilanmis malzeme tiim proteini tanty1p baglanabilmektedir.

Rachkov ve Minoura (2001) yaptiklar1 caligmada monomer olarak hidroksietil
metakrilat (HEMA) , capraz baglayici olarak da etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)
kullanarak bir nérohipofizal hormon ve nonapeptid olan oksitosin i¢in baskilama
islemini gerceklestirmislerdir. Ug aminoasitlik bir oksitosin sekansinin baskilanmasi ile

tiim proteinin taninmasi saglanmustir.

Daha sonra epitop yaklasimi bir oktapeptid olan anjiotensin II hormonunun taninmasi
icin basariyla kullanilmistir (Rachkov ve ark. 2004). Ardindan bu yaklasim, ds-DNA
kalip molekiil olarak kullanilarak silika temelli malzemelerde de uygulanmistir

(Slinchenko ve ark. 2004).
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Sekil 2.1.4.1.2.1. Epitop yaklagiminin sematik gdésterimi

Nishino ve ark. (2006) epitop yaklasimini sitokrom c, BSA ve alkoldehidrojenaz
tanimaya yonelik polimerlerin hazirlanmasinda kullanmiglardir. Bunun igin ilk olarak,
proteinlerin peptid epitoplar1 cam ya da silikon yiizeye kovalent olarak baglanmis ve
ardindan akrilamid, N,N’-etilenbisakrilamid ve polietilen glikol 200-diakrilat MIP
olusturulmas1 amaciyla ylizeyde polimerlestirilmistir (Sekil 2.1.4.1.2.2). Yakalama
bolgeleri olarak sitokrom ¢ i¢in yine bu proteinin kiigiik peptid fragmentini
kullanmiglardir. Hazirlanan baskilanmis filmin baskilanmamis filme gore 7 kata daha
secici bir afinite ve baglanma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Dogru peptid
epitop olarak se¢ildiginde BSA i¢inde yine seg¢iciligi yliksek bir polimerik film basariyla
hazirlanmistir. Ozellikle dikkat etmek gerekir ki mutant bir peptid kullanildiginda
(sadece bir aminoasidi farkll) secicilik diigmiistiir. Bu c¢aligmada ayrica potansiyel
baglanma bolgelerinin sayis1 azaltildigindan spesifik olmayan baglanma da azaltilmis ve
hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi ortak ve coklu etkilesimlerle spesifik

baglanma saglanmistir.

Sitokrom ¢ nin taninmasi ve ayrilmasina yonelik sira dist bir yaklasim metal selat
olusturma yetenegine sahip monomer olan N-metakriloil-L-histidin-Cu, ile metal
koordinasyon etkilesimine giren L-histidinin epitop kalip olarak kullanilmasi ile
gerceklestirilmistir (Ozcan ve ark. 2006). Metal koordinasyonu baglanma afinitesini ve
seciciligi arttirmaktadir. Baskilanmis sistem kararhidir ve adsorbsiyondan sonra
baglanma kapasitesinde bir azalma olmadan kullanilmistir. Ancak bu sistem sadece
monomer ile koordinasyon bagi olusturabilecek aminoasitleri ylizeyinde tasiyan bazi

proteinler (hemoglobin, miyoglobin vb.) i¢in kullanilabilir.
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Sekil 2.1.4.1.2.2. Protein baskilanmis film kullanarak epitop baskilama (a) Cam

modifikasyon ve peptid baglama metodu (b) MIP olusumunun gosterimi (¢) C-terminal
peptid sekansi1 baskilanmis yiizeyde i¢in 6ngoriilen tanima mekanizmasi(Nishino ve ark.
2006)

Epitop yaklasiminda baskilama islemi epitop ile polimer arasindaki etkilesime bagh
oldugu icin kiigiik bir bolgeden gergeklesecek etkilesim tiim protein ile polimer arasinda
yeterince giiclii bir afinite saglamayabilir. Bu nedenle epitop yaklasiminin basarisi
secilen epitopun ii¢ boyutlu yapisi ile yakindan iligkilidir. Fonksiyonel ya da modifiye

peptidlerin ise sentezi ve saflastirilmasi oldukga zordur.

2.1.4.1.3. Yiizey baskilama

Kiitle polimerizasyonu ile baskilama tekniginin biiylik molekiiller olan proteinler igin
kullanim1 smirlidir. Alternatif yaklagimlardan biri polimerleri ince filmler seklinde

hazirlamak ya da bir destek ylizeyine tutturmaktir (Nicholls ve Rosengren 2002). Yiizey

baskilamada temel strateji baglanma bdlgelerinin yiizeyde ya da yiizeye yakin
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bolgelerde olusturulmasidir. Bu sayede protein molekiillerinin kolayca baglanma
bolgelerine ulagsmasi saglanmaktadir. Fakat bununla birlikte bu yaklasim ile hazirlanan
molekiiler baskilanmigs polimerlerde protein ylizeyinin  belli bir  bolimii
baskilandigindan secicilik diisiik olabilir. Ayni zamanda heterojen baglanma
bolgelerinin olugsma olasilig1 yiiksektir. Yiiksek kiitle transferi, sensor platformlar ile
entegrasyon ve saglamlik gibi avantajlar ise bu yaklagimi protein baskilamada klasik
kiitle polimerizasyonuna gore daha fazla tercih edilen bir metod haline getirmistir. Bu
avantajlar ve son zamanlarda yiizey kimyasina olan artan ilgi nedeniyle ylizey

baskilama metodu ile protein baskilanmasina iligkin arastirma sayisi artmaktadir.

Protein baskilama alaninda rapor edilen ilk ¢alisma Glad ve ark. (1985) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada baskilanmis polimerin silanlanmig silika kiirelerin ylizeyine
kaplanmasina dayanan bir metod gelistirilmistir. Glikoprotein Tf in baskilanmasi igin
organik silan karigimi, silika partikiillerinin ylizeyinde Tf in karbonhidrat boliimii ile
etkilesim i¢in dizayn edilen yeni bir boronat-silan monomeri igeren sulu ¢ozeltide
polimerlestirilmistir. HPLC deneyleri ile baskilanmig partikiillerin kalip proteini
baglama kapasitesi kontrol partikiiller ile karsilagtirildiginda baskilanmig partikiillerin
iistiin enzimatik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Bu partikiiller ayn1 zamanda
kalip molekiile yarismact molekiil BSA ya gore ¢ok daha yiiksek bir afinite ile
baglanabilmektedir. Bu sonuglar silan kaliplarin proteinleri {i¢ boyutlu yapilar ile

tantyabildigini gostermistir.

Bu metod ile protein baskilamaya yonelik 6nemli ¢aligmalardan birisi de Kempe ve ark.
(1995) tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligma ile proteinin belli bir boliimii baskilanarak
belli bir oryantasyondaki proteinin taninmasi1 saglanmistir. Baskilamadaki etkilesimler
Mallik ve ark. (1994a,b) tarafindan 6nerildigi gibi metal koordinasyonu ile saglanmistir.
Silika yiizeyleri 3-(trimetoksisilil)propilmetakrilat ile tiirevlendirilmis ve bdylece
ylizeyde c¢ift baglar olusturularak polimer yiizeye baglanmistir. Kalip protein
riboniikleaz A, metal iyonlar1 ve fonksiyonel monomer N-(4-vinyl-benzyl)
iminodiasetik asit (VBIDA) ile karistirilmistir. Proteinin ylizeyinde bulunan imidazol
gruplari, metal baglanmis fonksiyonel monomer ile komplekslestirilerek proteinin

taninmasin1 saglayacak bosluklar olusturulmustur. Hazirlanan molekiiler baskilanmis
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partikiillerin seciciligi kromatografi kolonu kullanilarak test edilmistir. Segicilik faktorii
lizozim i¢in 2,46 iken, kalip molekiil olan riboniikleaz i¢in 5,79 olarak bulunmustur.
Elde edilen bu olumlu sonuglara ragmen metal-selat yaklasimi ¢ok kullanilan bir
yaklasim degildir. Bunun ana sebebi bu yaklagimin sadece ylizeyinde histidin aminoasit
kalmntilar1 tagtyan proteinlere uygulanabilmesidir. ilaveten , metal-selat olusturucu grup
spesifik olmayan baglanmalara da uygundur. Bu da ger¢cek orneklerde baglanmay1

zorlastiracaktir.

Burow ve Minoura (1996) ve ardindan Hirayama ve ark. (1998) glukoz oksidaz
proteinini, akrilatlar1 kullanarak tiirevlendirilmis silika kiireler iizerine baskilamstir. ki
capraz baglayict (metilen bisakrilamid ve N,N’-1,2-dihidroksietilenbisakrilamid) ve iki
fonksiyonel monomerden (akrilamid ve akrilik asit ) olusan polimerizasyon karigimi
protein ve yiizeyl modifiye edilmis silika kiirelerin varliginda polimerlestirilmistir.
Boylece silika kiireleri saran ince bir polimerik film tabakasi elde edilmistir. Hazirlanan
molekiiler baskilanmis polimerin glukoz oksidaza olan seciciligi BSA ya karsi
denenmistir. Tanima 6zelliginin elektrostatik etkilesimler ve kalip ile protein arasindaki

sekilsel konformasyon uyumundan kaynaklandig diistiniilmiistiir.

Hirayama ve arkadaslar1 (2001) ayni teknigi kullanarak lizozim baskilanmis polimer
hazirlamiglardir. Secicilik deneyleri i¢in lizozim ve hemoglobin kullanilmis ve her iki
protein i¢in de spesifik olmayan baglanma olmasina karsin hazirlanan MIP

hemoglobine gore orta derecede bir seg¢icilik gdstermistir.

Yilmaz ve ark. (2000) gozenekli silika iizerine kalip molekiil teofilini immobilize
ettikleri bir c¢alisma ile ylizey baskilamaya yeni bir yontem kazandirmislardir.
Polimerizasyondan sonra , silika destek c¢oziilmiis ve kalip molekiil ile birlikte
uzaklagtirllmigtir. Bu teknik MIP hazirlandiktan sonra kalibin uzaklastirildigi klasik
ylizey baskilama tekniginden farklidir. Sonrasinda aminoasitler ve peptidler de bu

yontem kullanilarak baskilanmistir (Titirici ve ark. 2002, Titirici ve ark. 2003 ).
Bu zekice yaklasimdan ilham alarak Li ve ark. (2006a) yiizey baskilanmis nanotellerin

hazirlanmasi i¢in yeni bir protokol gelistirmistir. Bu yontemde kalip molekiil

(hemoglobin, sitokrom c¢ ve BSA), akrilamid ve metilen bisakrilamid ile
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polimerizasyondan once gozenekli alumina iizerine immobilize edilmistir. Alumina
membran polimerizasyondan sonra c¢oziilerek yilizeyinde baglanma bdlgeleri iceren
baskilanmis polimer nanoteller hazirlanmistir (Sekil 2.1.4.1.3.1). Baskilanmis
nanotellerin baglanma kapasitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica baskilanmis
nanoteller ile 547 aminoasidin sadece % 15° inde farklilik gosteren sigir albumini ile
insan albuminini bile birbirinden ayrilabilmistir. Baglanma kapasitesinin bu kadar
yiiksek olmasinin monodispers nanotellerin oldukca yiiksek bir baskilanmig alan

saglamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

mebran, silika
nanotip ve kalip
Silanizasyon Kalip protein o proteinin
reaksryonu smmobilizasvon Albrlamid uzaklagtinlmas:
I ———————a—— - = —_—
Aldehid Polimenzasvon
I I

moediitkasyvone

Alumina membrann  Viizeyi aldehid Kalip protein Polimer nanatel
nanogdzenelli duvan  gruplan de modidfrye
edilmig silika nanotiip
Sekil 2.1.4.1.3.1. Yiizey baskilanmig nanotellerin hazirlanmasina ait sematik gosterim

Shiomi ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada ise kalip proteini silika kiireler
lizerine immobilize etmede bagka bir yaklasim kullanilmistir. Bu c¢alisma silika
monomerlerinin kalip molekiil varliginda silika kiireler iizerine baglandigr  Sekil
2.1.4.1.3.2 de gosterilen yontem ile, yukarida bahsedilen c¢alismalarla temelleri atilan
metodu ileriye tasiyacak niteliktedir (Glad ve ark. 1985, Venton ve Gudipati 1995 a,b).
Bu calismada kalip molekiill hemoglobin polimerizasyon sirasinda serbest halde
birakilmak yerine tiirevlendirilmis silika yiizeyine kovalent olarak immobilize
edilmistir. Immobilize edilmis ve edilmemis hemoglobin ile hazirlanan molekiiler
baskilanmis polimerler karsilastirildiginda immobilize durumda baglanma kapasitesinin
digerine gore cok yiiksek olmadigi ancak yarismali baglanma deneylerinde

performansinin daha iyi oldugu goriilmiistiir. Molekiiler baskilanmis polimerler kalip
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molekiile spesifik olarak baglanirken, yarismaci proteinler olan transferin ve
kimotripsinogen pratik olarak hi¢ baglanmamistir. Bu da kiireler iizerinde homojen
baglanma boélgelerinin olustugunu gostermektedir. Fakat ayn1 zamanda miyoglobin gibi
kalip molekiile benzer yiikte ve neredeyse hemoglobine esit pl degerine sahip bir

protein polimere baglanmakta ve uzun inkiibasyon siirelerinden sonra ayrilmaktadir.

P, cHE
HH M, Aldzha OHE JCHD Kalip protstnin
modifikzsvons i=mobilizarvons

MM T e S - L e e
' n “CHD
K NH, ey oy
NH, [=11]
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Sekil 2.1.4.1.3.2. Protein immobilizasyonunun sematik gosterimi

Diger bir yiizey baskilama yontemi de kalip molekiiliin kati bir destek {izerine
yonlendirilerek immobilize edilmesidir. Biiyiiyen polimer zinciri, kalip molekiilii
tagityan yiizeye ¢ok yakin polimerlestirilir. Polimerizasyondan sonra , destek maddesi
sert kimyasal kosullarda parcalanir. Kalip molekiilii yiizeye baglamanin ¢ok sayida
avantaj1 vardir. Ornegin , polimerizasyon karisiminda ¢dziinmeyen bir kalip molekiille
kolayca ¢aligmak miimkiindiir. Daha da 6tesi kalip molekiil immobilizasyonu protein
agregasyonunu minimize eder ve baglanma yiizeyinin daha homojen olmasini saglar.
Shi ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir calismada kalip molekiil mika gibi hidrofilik ve
negatif yiikli bir destek maddesi iizerine tutturulmustur. Bu, adsorbe edilmis
proteinlerin denaturasyonunu onlemek acisindan c¢ok onemlidir. Protein kalip mika
izerine tutturulmusg, disakkarit tabakasi ile kaplanmig ve ardindan tekrar 10-30 nm
kalinliginda hekza-floropropilen ince film tabakasi ile kaplanmistir. Elde edilen film
epoksi regine kullanilarak kaliplamada kullanilacak cam yiizeye tutturulmus ve
firinlanmistir. Ardindan sert kimyasal kosullar kullanilarak mika baskilanmis filmden

uzaklagtirilarak kalip molekiile 6zgli bosluklar olusturulmustur. Hazirlanan molekiiler
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baskilanmis polimerin kalip molekiile olan se¢iciligi yarismali baglanma deneyleri ile
kanitlanmistir. Seciciligi arastirmak i¢in c¢ok yakin fizikokimyasal Ozelliklere ve
izoelektrik noktaya sahip iki protein olan riboniikleaz A (RNAase) ve lizozim
kullanilmistir. RNAase ‘in kalip molekiil olarak kullanildigi durumda lizozim ve
RNAase karnisimindan RNAase 20 kat secicilikle taninmistir. Bu, kalip molekiiliin
yiiksek secilikle baglandigini gostermektedir.

iki boyutta gerceklestirilen baskilama isleminin ii¢ boyutlu polimerik matrikslerde
karsilagilan difiizyon kontrollii dengeyi ortadan kaldirarak daha etkin bir baglanma
kinetiginin elde edilmesini saglayacagi (Mirsky ve ark. 1999) diislincesindenden yola
cikarak ilk olarak Piletsky ve ark. (2001) polistiren mikroplaklar {izerine 3-
aminofenilboronik asit (ABPA) den yapilmis ince filmler hazirlamiglardir. Bu teknik
hem atrazin ve epinefrin gibi kii¢lik molekiiller hem de proteinler i¢in uygulanmistir.
Protein  baskilanmasi sirasinda, yikama ve tekrar baglanma kosullarinin
optimizasyonundan sonra, molekiiler baskilanmis plaklarin baglanma segicilikleri
denenmistir. Calismada  boyut ve izoelektrik noktalart degisen laktoperoksidaz,
hemoglobin, horseradish peroksidaz, sitokrom ¢ ve mikoperoksidaz proteinleri kalip
molekiil olarak kullanilmistir. Geri baglanma caligmalar1 yilk ve boyutun geri
baglanmada ¢ok Onemli oldugunu gdstermistir. Bu sonug, kiiclik proteinlerin pM
diizeyinde Kp dissosiasyon sabitlerine sahip oldugu; laktoperoksidaz, hemoglobin ya da
horseradish peroksidaz gibi biiylik proteinlerin dissosiasyon sabitlerinin ise kiiclik
proteinlerden bin kat daha kiiclik oldugunu gostermistir. Uygulanan bu yaklagimi ile

hemoglobin ve glikozillenmis izoformu birbirinden ayrilabilmistir.

Bossi ve ark. (2001) 3-aminofenilboronik asidi amonyum persiilfat ile yiikseltgeyerek
horse radish peroksidaz, hemoglobin, mikoperoksidaz, laktoperoksidaz gibi proteinlerin
baskilanmasinda kullanmistir. Polimerizasyon prosesi siiresince olusan polimer
mikrotabaka, polistiren ylizeyine asilanmistir. Bu asilama isleminin baskilamaya ve
dolayisiyla proteinin baglanma bolgelerince kolayca taninmasina yardimer oldugu
kanitlanmistir. Kullanilan tiim proteinler i¢in oldukg¢a iyi baskilama faktorleri ve

oldukea yiiksek secicilik degerleri elde edilmistir.
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Ardindan bu yaklasim QCM ¢ip yiizeyinde protein sensOriin hazirlanmasinda
kullanilmistir. QCM piezzoelektrik etkiyi temel alan basit, diisiik maliyetli, ayirma giicii
yiiksek bir kiitle hassas tekniktir. Metodoloji olarak bakildiginda , genis ¢ozelti-ylizey
araylizeyi ve Ol¢lim yetenegine sahip olmasi nedeniyle analitik kimyadaki kiitle
Ol¢iimleri i¢in degerlidir ve genis bir dedeksiyon araligina sahiptir. Rick ve Chou (2005)
QCM in MIP uygulamasinda kullanildig1 yeni bir ¢alismay1 literatiire kazandirmiglardir.
Bu calismada kalip molekiil olarak lizozim ve sitokrom c kullanilarak poli-APBA,
QCM ¢ip iizerinde hazirlanmis ve her iki protein i¢in de yiiksek segicilik degerleri elde
edilmistir. Albumin ve miyoglobin gibi yarigsmaci proteinler i¢in elde edilen geri
baglanma degerleri ihmal edilebilecek kadar diisiiktlir. Calismanin en biiyiik basarisi ise
lizozim ve sitokrom ¢’ nin ayni anda kalip molekiil olarak kullanildig1 durumda bile iki

proteini birbirinden ayirabilmesidir.

Son zamanlarda quartz kristal mikrobalans ¢ip ylizeyinde MIP hazirlanmasina iliskin
caligmalar 6n plandadir (Turner ve ark. 2007a, Rick and Chou 2006). Zhang ve ark.
(2006b) sol- jel ve SAM (self-assembled monolayer) teknolojisinin birlestirildigi yeni
bir metod gelistirmislerdir. Bu calismada QCM ¢ip lizerinde insan serum albumini
baskilanmis polimer hazirlanmistir. Hazirlanan sensér BSA ve hemoglobin proteinleri
ile karsilastirildiginda kalip molekiil insan serum albuminine karsi biiylik bir secicilik
gostermis ve bu seciciligin, yiikk, molekiiler tanima ve hazirlanan filmin sisme

derecesinin toplam etkisinden kaynaklandigi diigiiniilmiistiir.

Son zamanlarda yapilan basarili caligmalardan bir digeri de Baltus ve ark. (2007)
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada QCM sensor yiizeyine immobilize edilen
alfa-0strojen reseptoriin genetik mithendislik ile hazirlanan hormon baglanma bolgesi
icin bir ligand gelistirilmistir. Genetik olarak degistirilmis reseptoriin QCM altin ¢ipi
lizerine baglanmasi icin iki farkli yaklasim kullamilmistir: (1) tek ¢oziicii ile muamele
sistein igeren mutant reseptoriin kiikiirt altin kimyasindan yararlanarak QCM yiizeyine
direkt olarak baglanmasi (2) N-terminal histidin kuyrugu nikel ile komplekslestirilmis
3,3- ditiyobis-[ N-(5-amino-5-karboksipentil) propiyonamid-N,N'-diasetik asit] araciligi
ile reseptdriin baglanmasi. Bu sonuclar reseptorii sensor yiizeyine baglamak icin

kullanilan yOntemin istenen sensér cevabin alinmasinda temel olusturdugunu
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gostermistir. Bu c¢alisma protein reseptorleri kullanilarak QCM temelli sensorlerin

hazirlanmasinda 6nemli bir agsama saglamistir.

QCM kullanarak gerceklestirilen yeni bir uygulama protein baskilama alaninda iyi
sonucglar vermistir (Turner ve ark. 2007b). Calismada APBA model protein olarak
kullanilan si8ir alfa-laktoglobilinin dogal, termal ya da ¢oziicii ile indiiklenmis
konformasyonlarinin ayrilmasinda protein baskilama matriksi olarak kullanilmistir.
Proteinin konformasyonel degisimleri sirkiiler dikroizm (CD) kullanilarak izlenmistir.
Baskilanmis ve kontrol poli(APBA) filmlere protein baglanmasi ise QCM ile
izlenmistir. Elde edilen sonuglara gore , her bir izoformun kendi yapisina ait molekiiler
bosluklara biiylik bir afinite gosterdikleri belirlenmistir. Bu da protein baskilanmis
bosluklarin hazirlanmasinda sterik 6zelliklerin ne kadar 6énemli oldugunu kanitlamistir.
Bu c¢aligma aymi zamanda molekiiler baskilama tekniginin ayni proteinin farkl
konformasyonlarim1 ayirmada da etkin oldugunu gostermistir. Bu sayede farkli
proteinleri birbirinden ayirt etmekten bir adim 6teye gidilmis , orta seviyedeki segicilik
degerlerine ragmen, molekiiler baskilama tekniginin esnek bir yontem oldugu
gosterilmistir. Calismay1 gergeklestiren bilim adamlarina gore elde edilen sonuglar

literatiirde ilk ve 1yi sonuglardir.

Kiitle polimerizasyonu ile monolitik malzemelerin hazirlanmasi kiigiik molekiiller igin
baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda temel dayanak noktasi olmasina karsin, bu
sekilde hazirlanan malzemeler sensorler ile entegre edilememektedir. Bu nedenle,
molekiiler baskilanmis filmlerin direkt olarak sensér yiizeylerinde hazirlanmasi son
yillarda popiiler bir aragtirma alani haline gelmistir. Daha da o&tesi molekiiler
baskilanmis ince filmler dogasi geregi kiitle transferini arttiran ve kalip proteinin
hapsedilmesini engelleyen yliksek bir yiizey alanina sahiptir. Matsunaga ve Takeuchi
(2006) direkt olarak SPR sensor yiizeyinde protein baskilanmis film hazirlamislardir.
Kalip olarak protein molekiiliinii kristalize halde kullanmislardir. Kristalin halde
proteinler, sulu ¢ozeltide olduklarindan ¢ok daha kararli bir yapida olup denatiirasyona
kars1 daha dayaniklidirlar. Buna karsin her iki durumda da konformasyon aymidir. Sekil
2.1.4.1.3.3 de gosterildigi gibi, lizozim seliilloz membran iizerinde kristallendirilmis ve

ardindan akrilik asidin sulu ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Poli(etilen glikol) de
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¢Ozeltiye proteinin ¢oziinmesini engellemek icin ilave edilmistir. Membran daha sonra
polimerizasyon karigiminin tamamu ile ve daha dnceden N,N’-bis(akriloil)sistamin ile
modiye edilmis SPR ¢ip ile temas ettirilmistir. N,N’-bis(akriloil)sistamin
kullanilmasinin ~ nedeni  baskilanmis  polimerin  adhezyonunu  saglamaktir.
Polimerizasyon 36 ° C’de gergeklestirilmis ve seliiloz membranin ¢dziinmesi igin ¢ip
aseton ile muamele edilmistir. Daha sonra kalip protein lizozim yapidan
uzaklastirilmistir. Hazirlanan SPR ¢ipler lizozim, sitokrom c, kimotripsin ve tripsin ile
test edilmistir. Kalip molekiil lizozim yiiksek bir sinyal degeri verirken diger {i¢ kontrol
protein sinyal vermemistir. Kullanilan proteinlerin hepsi baziktir ve lizozim boyut
olarak bu proteinlerin ne en biiyiigli ne de en kii¢iigiidiir. Hidrofobisitesi en az olandir.
Bu bilgiler lizozimin SPR ¢ip {izerinde olusturulan baglanma bolgelerine spesifik olarak
baglandiginm1 gostermektedir. Baskilanmamis polimeri iceren SPR ¢ip lizozimi
baskilanmigs SPR ¢ipe gore ¢ok daha diisiik segicilikle baglamistir. Bu sonuglar kalip

olarak protein kristalleri kullanmanin proteinlerin baskilanmasinda yararli olabilecegini

gostermistir.
Seliiloz Protein kristali Polimerizasyon
membran (kalip) SPR sensor cip karsim
Aﬁ
I ]
/ Cam slayt
Polimerizasvon
Lizozim kristali
a
Seliloz membranin
@ uzaklastirilmasa =
' o ' *  Baskilanmis polimer
[ ] kaph 5PR sensir cip
Sekil 2.1.4.1.3.3. Kristal lizozim kullanilarak yiizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyinde

baskilanmis polimer hazirlanmast

Son zamanlarda gelistirilen yontemlerden birisi de mikro-temas baskilamadir (Sekil
2.1.4.1.3.4). Bu yontem Chou ve ark. (2005) tarafindan gelistirilmis ve ilk kez cam
yiizeyinde spesifik baglanma boélgelerinin hazirlanmast i¢in kullanilmistir. O-(4-

nitrofenilfosfaril) kolin (4-NPPC) fonksiyonel monomer, polietilen glikol 400
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dimetakrilat ¢capraz baglayici olarak kullanilarak mikroskop cami yiizeyinde her biri 206
amino asitten olusan bes adet es alt birimden olusan bir protein olan C-reaktif protein
(CRP) i¢in tanima bolgeleri igeren tek tabaka hazirlanmistir. Baglanma deneyleri
sonucu kalip molekiil i¢in yliksek baglanma degerleri elde edilmis, CRP i¢in baglanma
degeri 1 pg/cm” iken, insan serum albumini (HSA) ve lizozim igin bu deger sirasiyla 0,3

ng/cm’ ve 0,1 pg/cm? olarak bulunmustur.

(1} Kalp molekilim adzorpsivonu

(2) Polimenzasyon
? \ﬁkmtemas
@ pmmm ? ﬂ $
GBI
(3) Kalip molekiilion uzaklastinlmasi

LA

Molekiler baskilanms polimer

Sekil 2.1.4.1.3.4. Mikrotemas baskilama yonteminin sematik gosterimi
Ayni yaklagim ile daha sonra miyoglobin, lizozim ve ribonuclease A i¢in molekiiler

baskilanmis polimerler hazirlanmis ve bu ¢alismada monomer ve ¢apraz baglayicinin

onemi vurgulanmistir (Lin ve ark. 2006).
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Ayni bilim adamlar1 miyoglobini tanimaya y6nelik ince bir polimerik film hazirlamislar
ve daha Once hazirladiklar1 polimerlerin tanima kapasitesini arttirmaya calismiglardir
(Lin ve ark. 2007). Miyoglobine 6zgii farkli 6zellikteki farkli polimerler hazirladilar.
Ornegin tetraetilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) kalip molekiile en az afinite gdsteren
capraz baglayici olarak belirlenmistir. Metil metakrilat (MMA) fonksiyonel monomer
olarak secilmis, TEGDMA ile birlikte kullanildiginda ve diger fonksiyonel monomerler
ile hazirlanan polimerler ile karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek secicilik degerleri elde
edilmistir. Dogal biyolojik matriksler olan idrar ve kan ile ¢alisildiginda molekiiler
baskilanmis film baskilanmamis filme gore ¢ok daha yiiksek afinite ile kalip molekiile
baglanmistir. Seyreltilmemis idrar ile yapilan analizlerde 37,4 degerinde bir baskilama
kapasitesine ulasilmistir. Baglanma ve yarismali baglanma deneyleri ile elde edilen

sonuglarla bu teknigin ileride yapilacak uygulamalar i¢in etkin oldugu kanitlanmistir.

Bu sonuglar, mikrotemas baskilama yoOnteminin proteinler i¢in yiiksek baglanma
kapasiteli ve secicilikte molekiiler baskilanmig polimerler hazirlanmasinda

kullanilabilecegini gostermektedir.

Kiitle polimerizasyonu ile gergeklestirilen protein baskilama metodlarinin
dezavantajlarin1 ortadan kaldiran yiizey baskilama teknigi bu alanin gelismesini
saglayan bir metod olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Proteinin spesifik bdlgelerinin
baskilanmast 3D polimer matikslerdeki difiizyon kontrollii dengenin saglanmasi igin
gerekli siireyi azaltarak baglanma kinetigini degistirmektedir (Rick ve Chou 2005).
Daha da otesi baskilanmis polimerler sensorler ile entegre edilebilirler. Yiizey
baskilama ile hazirlanmis molekiiler baskilanmig polimerlerde toplam protein baglama
kapasitesi azalmaktadir ve her protein i¢in gecerli bir protokol yoktur. Daha da &tesi
proteinin yalnizca belli bir boliimii baskilandigindan heterojenite ve spesifitede azalma
kacinilmazdir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile kalip molekiil bir ylizeye
immobilize edilerek baskilanmistir. Kalip molekiiliin immobilizasyonu ile hazirlanan
MIP ler ile yapilan tiim deneyler daha homojen baglanma bdlgelerinin olustugunu
gostermektedir. Daha da otesi bu yontem ile polimerizasyon karisiminda ¢6ziinmeyen

kalip molekiiller ile de calisilabilmekte ve protein agregasyonu minimize

edilebilmektedir.
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2.1.5. Biyosensorler

Yasam bilimleri alanindaki gelismeler sayesinde (genomiks, proteomiks, molekiiler
miithendislik) bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in yeni yotemler gelistirilmis , halk saglig
daha st diizeye tasinmis ve yasam siiresi beklentisi artmistir. Gelismis tilkelerde yasam
tarzindan kaynaklanan kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklar temel halk sagligi
problemi olmaya baslamis ve en onemli 6lim sebeplerinden biri haline gelmistir. Bu
nedenle saglik alaninda hastaliklarin teshisine olanak verecek hatta hastaliklar
semptomlar1 ortaya ¢ikmadan teshis etmeye olanak saglayacak biyolojik belirtecler
bulmaya ve bunlar icin tayin yontemleri gelistirmeye yonelik c¢aligmalar hiz
kazanmistir. laveten, viicut sivilarinda yer alan bu maddelerin miktarindaki degisimi
izlemek hastaligin gelisiminin izlenmesine de olanak saglamaktadir. Baz1 hastaliklar
icin biyomarker proteinler belirlenmis olup klinik olarak kullanilmaktadir. Ancak bazi
hastaliklar i¢in halen giivenilir biyolojik belirtegler bulunmaya c¢alisilmaktadir.
Giliniimiizde viicut sivilarinda bulunan biyolojik belirteglerin tayini i¢in hastane ve 6zel
laboratuarlarda farkli teknikler kullanilmaktadir. Bunlar radyoimmiinoassay (RIA),
enzim bagli immunosorbent assay (ELISA), immiinoaglutinasyon essay (IAA) ve
floresans immiinoassay (FIA) gibi geleneksel immiinoassay temelli teknikler olup, bu
testler yiiksek hassasiyet, diisiik tayin sinir1 ve genis tayin araligi gibi avantajlara
sahiptir. Immiinoassaylerde biyolojik tanima elementi olarak antibadiler kullanilir ve
antibadi miihendisligindeki gelismeler nedeniyle en hizli biiyliyen tayin metodlarindan
biridir. Fakat s6zii edilen bu metodlar olduk¢a ugrastirict ve zaman alicidir. Ayrica
otomasyon ve operasyonel asamalar arasinda baglanti kurma sansi smirlidir
(McGlennen 2001). Tanima i¢in genellikle isaretlemeye ve analit ile reseptor arasindaki
baglanmay1 gosterecek ilave maddelere ihtiyac vardir (Peter ve ark. 2001). Isaretleme
testin siiresini uzatir, maliyeti arttirir, ve reseptor baglanma bolgesini bozarak yanlis
negatif sonuglarin alinmasina neden olabilir. Daha da o&tesi floresans bilesikler
cogunlukla hidrofobiktir ve bircok metodta giiriiltii bir problemdir ve yanlis pozitif

sonuclarin elde edilmesine neden olmaktadir.
Ideal bir goriintiileme platformu hizli, hassas, spesifik, giivenilir ve kullanimi kolay

olmalidir. Ilaveten analit tayini i¢in kan, idrar, plazma, tiikriik , serebrospinal siv1 gibi

ornekler; oOrnek hazirlama basamagina ihityag¢ duyulmaksizin direkt olarak
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kullanilabilmelidir.  Kullanilan cihazlar klasik homojen ya da heterojen
immunoessaylerde miimkiin olmayan analit konsantrasyonunun siirekli takibine olanak

saglayacak nitelikte olmalidir.

Biyosensorler mevcut tan1 yontemlerine karsi uygun bir alternatif olabilecek nitelikte
olup , gereksinimleri karsilayabilecek potansiyele sahiptir. Biyosensér molekiiler tanima
arac1t olarak biyomolekiillerin yiiksek seciciligini kullanan ve kompleks bir karisim
icerisinden hedef analiti tayin eden analitik bir alettir. Genel olarak bir biyosensor rnek
icerisinde analizi yapilmak istenen hedef molekiile segici olarak baglanan
biyomolekiillerden olusan bir molekiiler tanima katmanmi ve burada gergeklesen
biyokimyasal olay1 kantitatif bir elektrik sinyaline doniistiiren bir c¢evirici sistemden
olusur (Sekil 2.1.5.1). Molekiiler tanima i¢in kullanilan biyomateryalin tiiriine gore
biyosensorler katalitik biyosensorler ve afinite biyosensorleri olarak ikiye ayrilir.
(Ramanavieius ve ark. 2005). Katalitik biyosensorlerde tanima elementi (enzim , hiicre
, doku ) substrat molekiillerini iirline doniistiiriir ve bu sayede sinyal amplifikasyonunu
olanakl kilar. Afinite biyosensdrlerine tanima molekiilii (antibadi, niikleik asit, peptid,
hiicre reseptdrii ve protein) analite baglanir. Bu iki tiir biyosensorde elektrot, transistor,

termistor ve optik araglar gibi ¢eviriciler (transduserler) ile birlikte kullanilir.

: O Enzimler ; ' Elektriksel
\"\ 0 Molekiiler kaliplar ; i Eleletrolimyvasal .,
: . - .

Lektinler ' , Oprik
g Reseptbrler E Termal
L~ ~

O Antibadiler ' Aletile

O Nikleik Asitler E ) Fiezzoelekirik SD‘.\-I-Q
ORNEK Molekiiler Arayiizey Transdiiser
Tanma Katmam (Cevirici)

Sekil 2.1.5.1. Bir biyosensoriin yapisi ve bilesenleri
Katalitik bir biyosensor tiirli olan elektrokimyasal sensorler insiilin, glukoz, hCG,

teofilin, al-glikoprotein, apolipoprotein E, FSH, LH gibi maddelerin kanda ya da

idrardaki diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan bir biyosensordiir (Morgan ve ark.
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1996). Bu elektrokimyasal sensorler basitlik ve yiiksek hassasiyet gibi avantajlara
sahiptir. Bu giine kadar gelistirilmis olan elektrokimyasal sensorler viicut sivilarinda
interferans yapan maddelerin varliginda diisiik secicilik gibi dezavantajlara sahiptirler.
Fakat bununla birlikte bugiine kadar gelistirlmis olan en basarili biyosensor tiirii, enzim
temelli amperometrik sensdrlerdir ve ticari olarak glukoz, laktat, {ire v.b. maddelerin

tayininde kullanip atilabilen sensorler olarak kullanilmaktadirlar.

2.1.5.1. Molekiiler tanima katmani

2.1.5.1.1. Antibadiler

Biyosensensorlerde genellikle molekiiler tanima aract olarak antibadi ya da antijen
kullanilir ve hazirlanan sensorler immunosensor olarak adlandirilir. Bu boliimiin gorevi
antijen antibadi arasinda olusan kompleks ile sensoriin secicilik ve hassasiyetini
saglamaktadir. Immunosensérlerde poliklonal ya da monoklonal antibadiler
kullanilmaktadir. Poliklonal antibadiler halen genis capta Ozellikle yarigmali
immunoassaylerde primer antibadi olarak kullanilmaktadir. En biiyiik avantaji goreceli
basitligi ve hazirlama prosediiriiniin diisik maliyetidir. iki antibadili sandwich
immunoassayler tek tip poliklonal antibadi ile hazirlanabilir ve iki tiir monoklonal
antibadinin ya da monoklonal-poliklonal antibadi karigimlarinin kullanildig: sistemlerle
kiyaslandiginda ¢ok daha basittir. Genellikle kullanim amaclarina uygun
spesifikliktedirler ve biiyiik bir hayvanin immunizasyonu ile uzun siireli temini
miimkiindiir. Fakat bununla birlikte poliklonal antibadiler baglanma afinitesi, izotip ve
ozgiilleri agisindan ¢ok sayida farkli B-lenfositten elde edilen heterojen antibadiler
karigimidir. Sonug olarak, her hayvandan her farkli seferde elde edilen antibadiler
kendine has 6zelliklere sahiptir. Bu durumda, diizgiin bir sinyal/derisim oran1 sadece tek
bir hayvandan tek seferde elde dilen antibadiler ile saglanir. Farkli zamanlarda elde
edilen antibadiler immunoassaylerde sinyal oraninin degigsmesine neden olacaktir. Bu da
bir immunoassayde tek tip bir deney tasarlanabilmesi icin kullanilacak anibadi
miktarinin belirlenmesi asamasinda zorluk yaratmaktadir. Daha da 6tesi poliklonal
antibadiler hem immunojendeki hem de onunla birlikte enjekte edilen safsizliklardaki

epitoplar1 da tanimaktadir. Bu da spesifik olmayan baglanmaya neden olarak
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immunosensériin tayin smirmin artmasina neden olur. Ilk gelistirilen immunoassaylerde
hayvan serumlarindan elde edilen poliklonal antibadiler kullanilsa da giinliimiizde
immunoassay endiistrisi flizyon (kaynastirma) teknolojisi ile {iiretilen monoklonal
antibadileri tercih etmektedir. Hibridoma hiicreleri tek tip antibadi iiretebilirler
(monoklonal antibadiler). Monoklonal ya da poliklonal, yeni antibadilerin iiretimi daima
yeni asilama islemini gerektir. Bu proses her zaman basar1 garantisi olmayan, uzun ve

yorucu bir prosestir.

2.1.5.1.2. immunosensérlerde kullanilan alternatif tanima elementleri

Immunoessaylerde poliklonal ya da monoklonal antibadilerin yaygin olarak
kullanilmasina ragmen bu proteinlerin kullanilmasinin immunoreaksiyonlar i¢in bazi
dezavantajlart vardir. Bunlar sdyle siralanabilir: (1) Eger calisma kosullart viicut
Ozelliklerinden ya da kosullarindan farkliysa , molekiiliin yapis1t degisebilir ve
immunoreaksiyonlar i¢in uygunsuz bir hale gelebilir. (2) Rejenerasyon islemi sirasinda
immobilize antibadi zarar gorebilir ya da yiizeyden ayrilabilir. Yeterli bir analitik
hassasiyet ancak yiiksek afiniteli (>10'° M™") antibadilerin elde edilmesi ile saglanabilir
(Hock 1997). Bu ylizden yiiksek bir afinite sabiti ve labil bir immobilize antibadi pratik
uygulamalarda yilizeyin rejenerasyonunu sinirlar ve bu da immunosensorlerin tek
kullanimlik cihazlarda kullanimlarini sinirlar (Morgan ve ark. 1996). (3) Antibadi ve
antijen arasindaki reaksiyon siiresi transdiiserin dedeksiyon zamanindan daha kisadir ve
bu da analiz zamanim1i uzatmaktadir. Bu sozii edilen problemlerin ¢6ziimii igin
biyosensoriin molekiiler tanima bolgesi olarak yeni yaklagimlar gelistirilmistir. Bunlar

sOyle siralanabilr:

(1) Aptamerler

Aptamerler; niikleotid, ilag, protein gibi hedef molekiilleri yliksek afinite ve spesifite ile
tantyabilen, sentetik, tek sarmal DNA ya da RNA oligoniikleotid pargalaridir (Luppa
ve ark. 2001). Aptamerler immunosensoriin yiizeyine baglanma agisindan antibadiler ile
kiyaslandiginda {iistiin 6zelliklere sahiptirler ve sentetik yaklasgimlar ile tekrarlanabilir

bir sekilde ve istenilen miktarda hazirlanabilirler. Fakat bununla birlikte, aptamerlerin
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yuksek maliyetleri ve kararsizliklar1 bu molekiillerin immunoafinite biyosensdrlerde

kullanilabilmesi i¢in ¢oziilmesi gereken problemlerdir.

(2) Antikalin

Rekombinant antibadi fragmentlerine alternatif olabilecek gelecek vaadeden bir teknik
olarak lipokalin, cesitli aminoasitlerin rastgele mutajenezi ile antikalinlerin
hazirlanmasinda kullanilabilir. Retinol baglayic1 proteinler gibi lipokalinler de
hidrofobik ve/veya kimyasal olarak duyarli organik bilesiklerin depolanmasi ve
tasinmasinda rol alan bir protein ailesidir. Bu baglayici proteinler sekiz antiparalel B—
tabakadan olusan ve merkez ¢ekirdek etrafinda sarilmis olan ortak bir B-barel yapiya
sahiptir. Ornegin bilin-baglayic1 protein, digoksigenin gibi potansiyel antijenler ile
spesifik olarak kompleks olusturacak sekilde yapisal olarak tekrar sekillendirilebilir.
(Schlehuber et al., 2000). Fakat bununla birlikte, antikalinlerin sentezi ve kararliligi,

afinite sabitinin biiylikliigii gibi ¢6ziilmesi gereken problemler mevcuttur.

(3) Molekiiler baskilanmis polimer (MIP)

Biyolojik reseptorler spesifik molekiiler afiniteye sahiptir ve tan1 amagli sensorlerde
genis ¢apta kullanilmalarina ragmen yiiksek maliyetli karmasik protokoller ile
tiretilmekte diisiik kararliliklar1 nedeniyle uygun kosullar gerektirmekte ve bir¢ok analit
icin dogal reseptor bulunmamaktadir. (Whitcombe ve ark. 2000, Wulff 2002, Haupt ve
ark. 2000, Ye ve Haupt 2004a). Bu nedenle yapay tanima elementlerinin

sentezlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Molekiiler baskilama yapay tanima elementlerinin hazirlanmasinda kullanilabilecek en
etkili metodlardan biridir (Guan ve ark. 2008). Bu sentetik teknik basit ve ucuz olup ,
elde edilen molekiiler baskilanmis polimer yiiksek secicilikte, miikemmel mekanik
kuvvette, sicaklik, asidik ve bazik kosullar, organik ¢dziiciiler ile muameleye dayanikli
ve biyolojik reseptorler ile karsilastirildiginda daha iyi miihendislik o6zelliklerine
sahiptir (Wulff 2002, Haupt ve Mosbach 2000, Ye ve Haupt 2004a). Daha da &tesi bu

yaklagim dogal reseptorii bulunmayan analitler i¢cin de sensor gelistirme olanagi saglar.
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Bu karakteristikler nedeniyle MIP malzemeler yasam, farmasdétik ve ¢evre bilimleri gibi
bircok alanda tanima elementi olarak genis ¢apta kullanilabilirler (Andersson ve ark.
1990, Ramstrom ve ark. 1996, Spivak 2005). Temel kullanim alani segici ayirma
olmasina ragmen , aktif molekiillerin tayini, farmasotikler ve kirleticiler i¢in MIP
temelli sensorlerin gelistirilmesi en iddiali konulardan biri olup son yillarda dikkate
deger Olciide ilgi cekmektedir (Piletsky ve Turner 2002, Holthoff ve Bright 2007,
Hillberg ve ark. 2005. Stephenson ve Shimizu 2007).

Biyosensorlerde sinyal, analitin molekiiler tanima katmaninda bulunan tanima
elementine baglanmasi ile olusturulmaktadir. Ardindan transdiiser bu sinyali dl¢iilebilir
bir bliylikliige doniistiirerek sonug bir verinin elde edilmesini saglamaktadir. Tanima
elementi olarak biyomolekiiller yerine molekiiler baskilanmis polimerler kullanildiginda

da ayn1 prensip kullanilabilmektedir (Sekil 2.5.1.2.1).

e assosiasyon
SR Q%ZE&EL
dissosiasyon (transdiiser_

hedef analit
Po_/ &
A .ﬂ ' & A ususnsrun Q Olgiilebilir
sinval
_,-"'* d
Reseptirler issosiasyon
[transdiiser
Y Y S ——
!l palimeritasyen T !luﬂ;i.h'_tﬂu ITECLY
4 — P
: id.i.::.nsi.u'_rnn i
hedef analit : :
- e e mmm e mmmm s mm e ——————
B an a
& - - .@
MIP A @ Q}ﬂ o &8 Digiilebilir

Sekil 2.5.1.2.1. (A) Antibadi temelli sensor (B) MIP temelli biyomimetik sensoriin
calisma prensibi

Dedeksiyon i¢in analitin bazi genel 6zellikleri ya da analit baglanmasi ile sistemin
fizikokimyasal Ozelliklerinde meydana gelen degismeler kullanilir. Bu prensip genis
capta kullanilabilme 06zelligine sahiptir ve analitin Ozelliginden biiyiikk oOlcilide

bagimsizdir. Alternatif olarak bazi molekiiller isaretleme ya da sensoér cevabini
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arttirmak i¢in kullanilabilir. Analitin spesifik 6zelliklere sahip oldugu bazi durumlarda
bu ozellik MIP temelli sensorlerin hazirlanmasinda kullanilabilmektedir. Cizelge
2.5.1.2.1° de farkli transdiiser prensipleri ile c¢alisan ve tanima elementi olarak

molekiiler baskilanmis polimerleri kullanan sensorlere 6rnekler verilmistir.

2.1.5.2. Biyosensorlerde kullanilan transdiiserler

Biyosensorlerde kullanilan transdiiserler sinyal olusturma tiirlerine gére dort ana gruba
ayrilabilirler;  elektrokimyasal  transdiiserler  (amperometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik, kapasitatif), optik transdiiserler (floresans, luminesans, kirilma indisi,
elipsometrik, yiizey plazmon rezonans) kiitle degisimine duyarli transdiiserler

(piezoelektrik , akustik dalga ) ya da termal transdiiserler (kalorimetrik).

Bir biyosensor dedeksiyon metoduna gore iki gruba ayrlabilir: (1) Dogrudan
dedeksiyon (2) antijen antibadi etkilesimi i¢in isaretlemenin kullanildigi yada
kullanilmadig1 dolayli dedeksiyon. Dogrudan sensorde, baglanma olayr kirilma indisi
(SPR transdiiser), kiitle degisimi (QCM transdiiser) ve dielektrik sabiti
(elektrokimyasal transdiiser) gibi farkli fiziksel 6zelliklerin degismesine neden olur.
Dolayl sensorler immiin kompleksteki molekiillerden birinin {izerinde sinyal iireten bir
etiketin bulunmasini gerektirir. Bu etiketin 6zellikte bir degisim olusturabilmesi i¢in
ayr1 bir asamaya daha ihtiyag vardir. Bu sensorlerde genellikle immunoassaylerde
kullanilan ¢ok farkli etiketler bulunmaktadir (Morgan ve ark. 1996, Luppa ve ark.
2001, D’Orazio 2003). Dogrudan sensorler analiz siiresini kisaltir ve es zamanli olarak
baglanan analitin tayinine olanak verir. Etiket kullanilmadiginda bu sensorler daha da
ucuza tretilebilmektedir. Son yillardaki ilerlemeler sayesinde dogrudan sensdrlerin
hazirlanmas1 gelismis ve son zamanlarda bu sensorler tibbi uygulamalarda tercih edilen

immunosensorler haline gelmistir.

Optik immunosensorler hizli sinyal olusumu ve okuma gibi avantajlari ile biyoanaliz
icin giinlimiizdeki en popliler immunosensorlerdir. Optik immunosensorler arasinda
SPR transdiiser gibi direkt bir optik transdiiser klinik kimyada immunoreaksiyonlarin

izlenmesinde en popiiler olanidir (Luppa ve ark. 2001).
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Cizelge 2.1.5.2.1. Farkli transdiiser prensiplerini kullanan MIP temelli sensor 6rnekleri

Transdiiser Analit Tayin araligi (uM) Referans
Elipsometri Vitamin K1 Kalitatif Anderson ve ark. 1988
Yiizey Plazmon Rezonans Teofilin 5000-33 000 Lai ve ark. 1998
Fenilalanin anilid Kalitatif Hedborg ve ark. 1993
- .
2 Kapasitans Fenil alanin 6 000 Panasyuk ve ark. 1999
55, Kondiiktimetri Atrazin 0,005-0,05 Sergeyava ve ark. 1999
H=]
E Yiizey Akustik Dlaga Coziicii buharlart 0,1 (pL/L) Dickert ve ark. 1998
Q
g Coziicti buharlar 4 (nL/L) Dickert ve ark. 1998
Kuartz Kristal Mikroterazi Glukoz 1 000-20 000 Maleista ve ark. 1999
S-propanolol 50- 1300 Haupt ve ark. 1999a
Lizozim 0,2-1500 mu g/mL Sener ve ark. 2010
Infrared Kaybolan Dalga 2-metoksi 3-metilpirazin 4,5-1 000 Jakusch ve ark. 1999
Floresans Dansil fenilalanin 25-250 Kriz ve ark. 1995
§> = S
E %ﬁ = PAH (piren) 0,00015-0,2 Dickert ve ark. 1999
£EE
%’ ‘% £ Amperometri Morfin 3,5-35 Kriz ve Moscbah 1995
S35 >
< =]
Kolorimetri Kloramfenikol 10-3 000 Levi ve ark. 1997
TES
E =Sz
o= S
¥ Voltametri 24D 0,1-100 Kroger ve ark. 1999
= 2 &
pH Glukoz 1 000-25 000 Chen ve ark. 1997
= >b=l) =
T m =5 s
ESE
E ; % § Floresans cAMP 0,1-100 Turkewitsch ve ark. 1998
& ZE
=]
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Direkt optik transdiiserin ana avantaji dedeksiyon icin isaretlemeye ihtiyag
duyulmamasi1 ve bdylece bagl tiiriin serbest tiirden ayrilmasi i¢in gerekli ayirma
asamasinin ortadan kalkmasidir. Daha da Gtesi, 15181n manyetik alan bileseninin sadece
ylizeyin ¢ok yakinindaki bolgeyi etkilemesi nedeniyle 6rnekte bulunan diger maddeler

ile girisimin engellenmesidir (D’Orazio 2003).

QCM, sensorde transdiiser olarak kullanilir ve yiiksek sensitiviteye sahiptir. QCM optik
ozelligin degil kiitlenin degisimini 6l¢mesine ragmen , SPR ve QCM dalga-dagilim
olgusuna dayanir ve rezonans yapist gosterir. QCM direkt immunosensor olarak genis
capta kullanilmaktadir. SPR teknigi yiizeyin ¢ok yakinindaki bdlgede gerceklesen
kirilma inidisi degisimini, QCM ise yiizeye baglanan kiitlenin miktarindaki degisme ile

ilgili frekans degisimlerini Olcer.

SPR biosensorler protein adsorbsiyonu ya da antijen antibadi tanimasi agisindan QCM
sensorler ile kiyaslandiginda; hassasiyet, monoklonal antibadi ve serum tayin sinirlari
acisindan ¢ok yakin 6zelliklere sahiptirler (Koesslinger ve ark. 1995). QCM cihazi1 daha
ucuz, daha kolay kullanilabilir olsa da SPR sensorler QCM ile karsilastirildiginda
birgok avantaja sahiptirler. SPR sensorlerde yanit siiresi daha kisadir ve SPR teknigi
daha ucuzdur (Laricchia-Robbio ve Revoltella 2004). Daha da 6tesi SPR sisteminde
tanimanin gercgeklestigi alan QCM sensorlere gore daha kiigiiktiir. Dolayisiyla QCM
sensorler ile karsilastirildiginda ayni ylizey yogunlugunu saglamak i¢in daha az sayida
molekiil yeterlidir ve daha kiigiik akis hiicreleri ile daha diisiik 6rnek hacimleri ile
calisilabilir. Sonug¢ olarak SPR transdiiserler “lab on a chip” olarak adlandirilan ve
ornek hazirlama, kimyasal analiz ve veri degerlendirme 6zelliklerini ayn1 anda tasiyan

total bir analiz sistemi gelistirmek i¢in mikroakigkanlar ile daha kolay entegre edilebilir.
2.2. Yiizey Plasmon Rezonans (SPR)

Polarize 151k, ylizeyi ince bir metal film ile kapli sensor ylizeyine gonderildiginde 151k
bir ayna gibi hareket eden bu yiizeyden yansitilacaktir. Gelis acisin1 degistirerek,

yansiyan 15181n siddeti izlendiginde 1s181in yansima siddetinin bir minimumdan gectigi

goriilecektir (Sekil 2.2.1).
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Sekil 2.2.1. Yiizey plazmonlariin uyarilmasi

Belli bir gelis acisinda 151k, metal yiizeyindeki plazmonlart uyarir ve ylizey plazmon
rezonans olay1 gerceklesir. p-Polarize 1518in fotonlar1 metal yiizeyindeki serbest
elektronlar ile etkilesir ve serbest elektronlarin dalga benzeri titresimine neden olarak
(rezonans) yanstyan 15181n siddetinde bir azalmaya neden olur. Yansiyan 15181n siddetine
maksimum kaybin gergeklestigi aci, rezonans agisi ya da SPR agis1 olarak adlandirilir.
SPR acist sistemin optik karakteristiklerine yani metalin (genellikle altin) her iki
tarafindaki kirilma indislerine baglidir. Prizma tarafindaki kirilma indisi degismez iken,
metal ylizeyinin hemen yakininda bulunan kirilma indisi, iizerinde toplanan kiitle
nedeniyle (6rn protein) degisecektir. Kirilma indisi degistiginde, yansiyan 11k
siddetinin minimuma diistigl acida Sekil 2.2.1 de gosterildigi gibi bir kayma olacaktir.
(A) gelis agisina karsi yansiyan 1sik siddetini gosterirken, (B) kirilma indisinde
gerceklesen degisimden sonrasini gostermektedir. Yiizey plazmon rezonans olayi
sadece bu iki basamak arasindaki farki degil, ayn1 zamanda minimumun gozlendigi

rezonans agisindaki kayma izlenirse zamanla gergeklesen degisimi de gosterebilir.

Sekil 2.2.2 SPR agisindaki kaymalar1 gosterir ve sensogram olarak adlandirilir. Eger bu
degisim bir biyomolekiiler etkilesimden kaynaklaniyorsa etkilesimin kinetigi es zamanlh
olarak incelenebilir. SPR sensorler metal yiizeyindeki oldukga sinirli bir alan1 ya da
sabit bir hacmi tayin edebilirler. Sinyalin alinabildigi elekromanyetik alanin (kaybolan
alan) penetrasyon derinligi genellikle birka¢ yiiz nanometreyi agsmaz ve sensor
ylizeyindeki metalden uzaklastikca eksponansiyel olarak azalir. Kaybolan alanin

penetrasyon derinligi gelen 15181n dalga boyunun bir fonksiyonudur.
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Sekil 2.2.2. Sensogram: zamana karst SPR a¢isinin degisimi

SPR sensorlerin intrinsik bir segicilikleri yoktur. Tiim kirilma indisi degisimleri sinyal
degisimi olarak yansir. Bu degisimler ortamlarin farkli kirilma indisine sahip
olmasindan kaynaklanabilir. Ornegin, tampon bilesimindeki ya da derisimindeki
degisim, ayn1 zamanda sensor yiizeyine farkli materyallerin adsorpsiyonu kirilma indisi
degisimine neden olabilir. Adsorplanan tiirlerin miktar1 Sekil 2.2.2°de gosterildigi gibi
denge tamponun injeksiyonundan sonra belirlenebilir. SPR sensor yiizeyinde segici bir
tanima i¢in, sensoriin yiizeyi, hedef molekiilii secici olarak yakalayabilecek, ancak
ornekteki ya da tampon bilesimindeki diger herhangi bir bilesene baglanma egilimi

olmayan bir ligand ile modifiye edilmelidir.

2.2.1. Yiizey plazmon rezonans olayinin teorisi

Yiizey plazmonlarinin olusmasi i¢in esas olan, iki materyalin ara ylizeyinde serbest
elektronlarin bulunmasidir. Burada kastedilen materyallerden biri bol miktarda serbest
elektron iceren metallerdir. Bu kosullarda metal-dielektrik araylizeyi Maxwell esitligi
ile analiz edilebilir. Bu analize gore yiizey plazmonlart metal ve dielektrik ara
yilizeyinde yayilmis olan elektron yogunluk dalgalari olarak tanimlanabilir. Alternatif
olarak ylizey plazmonlar1 bu ara yiizeye kuvvetlice baglanan elektromanyetik dalgalar
olarak da diisiiniilebilir. Yiizey plazmonlar ile ilgili ¢aligmalar 1968 yilinda elektron
demeti uyarilmasi ile baglamis , optik uyarilma Otto (1968) ve Kretschmann ve Raether

(1968) tarafindan kanitlanmustir. ikinci yaklasim daha ¢ok uygulanabilir hale gelmistir.
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2.2.1.1. Kaybolan dalga

Eger prizma son derece yliksek kirma indisine sahip bir materyal ile kaplanirsa, ylizeye
gonderilen 15181in neredeyse tamami yansir. Buna karsilik 1518in ¢ogunlugu prizma
icinde geri yansir, bir kismi1 da geri yansimadan yiizeyden diger ortama gecer. Dogrudan
yansimadan gegen bu 1s18a "kaybolan dalga (evanescent wave)" adi verilir. Kirilma
indisi n olan bir ylizeyde bulunan elektromanyetik yiizey dalgasi matematiksel olarak

elektrik alan ile ifade edilir.

E =E,exp(jot — jk-r)= E, expljot — jk x— jk,y— jk.z) (2.2.1.1.1)

E, elektrik alanin genligi , @ agisal frekans, £ dalga vektord, r(x, y,z) vektoriin

konumudur. Bu esitlikte yonii dalga dagilimina paralel olan dalga vektori & “dir (Sekil

2.2.1.1.1). Biiytikligi asagidaki formiil ile verilir.
k= k2 + k2 + K :;127”:;12 (2.2.1.1.2)
c

A ve c sirastyla dalga boyu ve vakumdaki dagilim hizidir. Bdyle bir dalganin kirilma

indisi n, ve n, olan 1 ve 2 nolu iki ylizey arasinda kirildiginda genelligi kaybetmeden

151k demetinin yoniinii segilebilir k. = 0 oldugunda problem iki boyutta diisiiniilebilir.

n,sina = n, sin B (2.2.1.1.3a)
k,=k,=k (2.2.1.1.3b)
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Sekil 2.2.1.1.1. a gelis acisina sahip 15181n kirilma indisleri n; ve n; olan iki materyalin

arayiizeyindeki kirinimi

Esitlik 2.2.1.1.2 ve 2.2.1.1.3b yi kullanarak ara yiizeye dik konumda olan k, dalga

vektori i¢in asagidaki ifade elde edilir.

> o 27 ’ n, .,
ki, =n = ——sin” «a (2.2.1.1.4)

n

Simdi #n,)n, oldugunu varsayalim. Esitlik 2.2.1.1.4’te goriildiigi gibi sina)n, /n,
oldugunda esitligin sag tarafi negatif olacak ve sonug olarak k, yalin sanal bir say1

olacaktir. Bu durumu 2. ortam i¢in degerlendirirsek ve Esitlik 2.2.1.1.1°e dénecek

olursak, sadece elektrik alanmmin buytikligi y dogrultusunca 1k, =1/jk ,

karakteristik uzakliginda exponansiyel olarak azalan ara ylizeye paralel hareket eden
bir dalganin olustugunu goriiriiz.

=E,e " expljot — jk_x
E,=E, " k. 22.1.15

Aciklanmaya calisilan bu nedenlerden dolay1 2. ortamda olusan bu alan kaybolan alan

olarak adlandirilir. Elektromanyetik alan sadece arayiizeye yakin bolgede olusmaktadir.
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Bu nedenle de arayiizeye ¢ok yakin bolgedeki dielektrik 6zelligi degistirmek (yani

kirilma indisini degistirmek) bu alani etkileyecektir.
2.2.1.2. Yiizey plazmonlar:

Iki farkli ortam arasinda olusan arayiizeyde p-polarize gelen 151k elektrik alan igin

kompleks yansima katsayist r, Fresnel esitligi ile ifade edilir.

tan(ct — )

anlas ﬂ)e”’ (2.2.12.1)

‘e”’ _

Ei
r =E—=‘r

E. ve E_ smrasiyla gelen ve yansiyan elektrik alandir. Acilar Sekil 2.2.1.1.1°de
gosterildigi gibidir. Yansiyan alanin, gelen alana goére faz degisimi j kullanilan

materyallerin kirilma indislerine bagli olarak degisir. Yansima yogunluklarinin oran

olarak tanimlanan yansiticilik asagidaki esitlik ile ifade edilir:

(2.2.1.2.2)

Eger a+ 3 =7x/2 ise; Esitlik 2.2.1.2.1 payda biiyiir ve R, sifira gider. Bu durum p-
polarize 151k i¢in hi¢ yansimanin olmadigi Brewster agisini tanimlar. Diger durum ise

a— B =r/2 oldugu durumdur. Bu durumda R , sonsuz olur. Cok kiiciik £, degerleri

icin sonlu E, degerleri vardir. Bu durum rezonans ile ilgilidir.

ave [ arasindaki bu iliskiden su sonucu g¢ikarabiliriz. Eger a—pf=7x/2 ise
cosa =—sinf ve tana =k, /k,, =—n,/n, . Dalga vektoriiniin k = (k k ) bilesenleri

x2y

icin asagidaki esitlikler yazilabilir.

k2 =k} -k =k k2 (2.2.12.3)
&

2
k=2 5% e g, =2 S (2.2.1.2.4)
c\e +e, c\e +¢,

56



g, ve &, swrastyla 1. ve 2. materyalin dielektrik sabitleri ve i =1 ya da 2 dir. Esitlik
2.2.1.2.4 arayiizeydeki SPR dagilim esitligi olarak ifade edilir. Dielektrik sabiti ve

kirilma indisi arasinda & = n> esitligi vardir.

2. ortamin metal oldugu durumu diisiinelim. Bu ortam ¢ok sayida serbest elektron

icermektedir ve beli bir agisal frekansta (@, olacagindan bu ortamin dielektrik sabiti

&, negatif olacaktir.

2

gz(w)zl—% (2.2.1.2.5)

®, =J4m,e* [m, (2.2.1.2.6)

o, plazma frekansi, n, serbest elektron yogunlugu, e ve m, sirasiyla elektron yiikii

ve yogunlugudur.

Genel olarak @{®, olmasi elektromanyetik alanin metal igerisinde dagilmayacagi
anlamina gelir. Daha spesifik olarak bakildiginda ¢,)—¢, kosulu saglandiginda &,

yalin sanal bir say1 iken k&  gercek bir sayidir. Bu durumda elektromanyetik dalga

mevcuttur ve arayiizeyde belirgin bir sekilde olusmaktadir. Yiizeyin her iki tarafinda da

dagilmis kaybolan kuyruga sahiptir.
2.2.1.3. Yiizey plazmonlarinin uyarilmasi

Yiizey plazmonlarinin uyarilmasi 15181n kaybolan dalga olarak adlandirilan bileseni ile
serbest metal elektronlarinin rezonansa gelmesi ile gergeklesir. Esitlik 2.2.1.2.5 ve
2.2.1.2.6 , Esitlik 2.2.1.2.4 ‘de yerine koyulursa Sekil 2.2.1.3.1° de I ile gosterilen SPR
dagilimina iliskin grafik elde edilir. Ayni sekilde “normal” 15181 dagilimina iligkin egri
de (a) ile gosterilmistir. Egride hemen dikkat ¢eken durum orjin disinda SPR egrisi ile

15181n egrisinin kesistigi bir noktanin olmadigidir. Bunun anlami, bu geometride normal
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15181n  yiizey plazmonlarmi uyarmak i¢in dogru dalga vektorii ve acisal frekans

saglayamayacagidir.

(a) {c) (b)

o,

Sekil 2.2.1.3.1. Yiizey plazmonlarinin dagilim egrileri. I ve II nolu egri sirasiyla ¢, /¢
ve ¢ /¢, arayiizeylerinde yiizey plazmonlarmin dagilimmi géstermektedir. a ve b

sirastyla caligilan deneysel kosullar altinda gelis acisina o bagli olarak degisen
“normal” 15181n &, ve &, ortamindaki dagilim egrileridir. o agisini degistirerek a ve b

arasindaki herhangi bir b ¢izgisi elde edilebilir

Bu problemi ¢dzmenin bir yolu Sekil 2.2.1.3.1°de gosterildigi gibi ikinci bir arayiizeyi
kullanmaktir. Burada ince bir metal tabaka (dielektrik sabiti ¢, ) dielektrik sabitleri &,
ve g;olan iki ortam arasma yerlestirilir. Iki ayr1 arayiizeye Fresnel esitliklerini
uygulayarak Esitlik 2.2.1.2.4’den daha kompleks dagilim esitlikleri elde edilir. Fakat
temel fizik kurallar1 degismez. Bu durumda £ icin her biri farkl iki arayiizeyi ifade
eden iki dagilim esitligi yazilabilir. Sekilde goriildiigii gibi 1. ortamda “normal” 15181n
dagilim iliskisini gosteren egri (b), metal/3.ortam arayiizeyinde yiizey plazmon dagilim
cizgisini keser. Bu gelis agis1 o nin ayarlanmasi ile 1. ortamdan gelen 15181n yiizey

plazmonlarin1 uyarabilecegini gosterir. Gelen dalga vektoriinii &k = kn, sina ylizey

plazmonlarin1 uyarmak icin gerekli dalga vektoriine esitleyebiliriz. Bu yolla Sekil

2.2.1.3.1‘de a ve b olarak isaretlenen iki egri arasindaki herhangi bir ky degeri
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ayarlanabilir. Ornek olarak bdyle bir egri (c) ile gosterilmistir. Bu Kretschman ve
Raether tarafindan gelistirilen ve daha sonra yiizey plazmonlarinin uyarilmasi igin

kullanilan standart bir teknik haline gelen toplam i¢ yansima (ATR) olayidir.

4 1500 nm

Yansima
1

Gelis acisi (derece)

Sekil 2.1.3.2. Farkli uyarilma dalga boylari i¢in 46 nm kalinligindaki giimiis (kesikli)
ve altin (kesiksiz) tabaka ile diisiik kirilma indisli taraf su olmak tizere SPR
minimumlari

SPR i¢in uygun bir metal, 151k ile uygun dalga boyunda rezonansa girebilecek iletim
bandi elektronlarina sahip olmalidir. Genelde en ¢ok kullanilan metaller altin, glimiis,
bakir, aliiminyum, sodyum ve indiyumdur. Metal se¢imi sirasinda iki kritik kisitlama

s06z konusudur.
1) Metal yiizeyi oldukca saf olmalidir; atmosferik nedenlerle olusabilecek oksitler,
stilfitler ve diger film tabakalar1 rezonans1 engeller.

i1) Metal, analiz edilecek maddelerle uyumlu olmalidir.

Secilebilecek metaller arasinda en yaygim kullanilani altindir (Sekil 2.1.3.2). Altin

metali, yakin IR spektrum bolgesinde oldukga giiclii ve kolay Olgiilebilen rezonans
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sinyali verir. Ayrica oksidasyona ve diger atmosferik kirlenmelere karst oldukca
direnglidir. Uzerinde ¢esitli tiirde bagli molekiilleri barmdiracak kadar reaktiftir. Diger
metaller altin kadar kullanigh degildir. Indiyum c¢ok pahali oldugu i¢in, Na oldukca
reaktif oldugu i¢in, Ag ise oksidasyana kars1 direngli olmadigi igin pek tercih

edilmezler.

2.2.2. Yiizey plazmon rezonans sistemi

SPR cihazlar1 bir sistem igerisinde entegre edilmis ii¢ temel boliimden olusur: optik, sivi
sistem ve sensOr c¢ip. Cihazlar performanslarini etkileyen optik , sivi sistem ve
otomasyon derecesi agisindan farklilagirlar. Ilave olarak , sensér ¢iplerin kalitesi ve

ozellikleri biyomolekiillerin etkilesimleri ile ilgili 6l¢timleri etkiler.

Sekil 2.2.2.1°de optik, s1v1 sistem ve sensoOr ¢ipin entegre edildigi SPR cihazi sematize
edilmeye calisilmistir. Belirtildigi gibi sensor ¢ip optik sistem ile (kuru bolim) sivi

sistem, akis hiicresi (s1v1 boliim) arasinda fiziksel bir bariyer olarak yer almaktadir.

S knsim

¥ ®PR optik

Sekil 2.2.2.1. SPR sisteminteki 3 ana boliimiin sematik gosterimi.: (1) SPR optik, (2)
s1v1 sistem, (3) sensor ¢ip
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SPR cihazlar1 SPR acisindaki kaymay1 belirlemek i¢in farkli yollarla konfigiire edilirler.
Yiizey plazmonlarint uyarmak i¢in genellikle 3 farkli optik sistem kullanilir: prizmalar,
gratingler ve optik dalgalar. Ancak cihazlarda en yaygin olarak kullanilan, Kretschmann

konfigiirasyonunda hazirlanan prizmalardir.

Bu konfigilirasyonda , Sekil 2.2.2.2° de gosterildigi gibi , bir prizma p-polarize 15181 ince
altin metalle kaplanmis sensor yiizeyiyle eslestirir. Isik fotodiot ya da bir kamera

kullanilarak onun siddetini 6l¢ecek olan dedektdre yansitilir.

Yiizey
. plazmon
dielektrik £ i dalgam
matal £, m
Prirma

Gelen Isik Yansivan 1k

Sekil 2.2.2.2 Yiizey plazmonlarinin uyarilmasinda kullanilan Kretschmann
konfigiirasyonu

Grating coupler igeren cihazlarda 1s1ik daha diisiik kirlma indisli substrat {izerine
yansitilir. Pratikte bunun anlami, elipsometrik cihazlarda oldugu gibi fotonlarin ylizey
plazmon dalgalarini olusturmasindan once 1s18in sivi igerisinde yol aldigidir. Bunun
yaninda bazi1 cihazlar kaymayir oOlgmek icin optik dalgalart kullanirlar. Tim
konfigiirasyonlarda ortak olan olgu; sensor yilizeyindeki kirilma indisi degisimlerini

Olgmek, direkt, isaretleme olmaksizin ve es zamanli 6l¢iim alabilmektir.

SPR sensorler sensor yiizeyi yakinindaki kimyasal ve biyolojik bilesiklerin ¢ok diisiik
miktarlarim1 6lgebilme kapasitesine sahiptir. Biyomolekiiler baglanma olayinin dedekte
edilebilmesi biyomolekiillerin sensor yiizeyinde toplanmasiyla gerceklesir. Ciinkii bu
durumda biyomolekiiller dengeleme c¢ozeltisi olarak kullanilan elektrolit ile yer

degistirerek kirilma indisinin degisimine neden olmaktadir. Protein molekiilleri su
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molekiillerinden daha yiiksek bir kirllma indisine sahiptir (An ~ 10 ™). Bir ¢ok SPR

cihazinin hassasiyeti An ~ 10 ~ ya da 1pg protein/mm? araligindadir.

2.2.3. Yiizey plazmon rezonans tekniginin klinik tam1 amach kullanim

Son yillarda klinik uygulamalarda yiizey plazmon rezonans temelli tayin metodlarinin
kullanilmast ilgi c¢ekmektedir. Yapilan calismalar ile ¢ok sayida hastaliga ait
biyomarker, hormon ve ilaglar i¢in SPR temelli sensdrler gelistirilmistir. Bu tayin
deneylerinin ¢ogu minimal ya da hi¢c matriks etkisinin olmadig1 saf orneklerde

gerceklestirilmis ancak klinik 6rnekler ile ¢alisilmamastir.

SPR sistemleri iireten firmalar genis bir yelpaze olusturmaktadir (Biacore, IBIS, GWC
Technologies, GenOptics, Biosensing Instruments, K-Mac ve Lumera gibi). Ancak bu
cithazlar arastirma alaninda kullanima yoneliktir. Giiniimiizde klinik tanimay1
kolaylastiran, insan Orneklerinde aynm1 anda ¢ok sayida Olgiim yapabilen, az sayida
egitimli insana ihtiya¢ duyan tasinabilir SPR tayin platformlar1 yoktur. Klinik
orneklerde SPR ile tayin yapmak birka¢ nedenden dolay1 ¢ok uygundur.

1. Dedeksiyon hizlidir. Dedeksiyon yiizeye yakin bolgedeki refraktif indeks degisimine
dayandigindan spesifik baglanma olay1 gerceklestigi anda izlenebilir. Baglanmamis
reagentin uzaklastirilmast i¢in zaman alict yikama iglemlerine gerek yoktur. Bu

floresans gibi metodlar ile karsilastirildiginda siireyi oldukga kisaltir.

2. Dedeksiyon i¢in hedef molekiilii isaretlemeye gerek yoktur. Molekiilii isaretlemek
onun baglanma kinetigini ve afinitesini etkileyebilir. Aym1 zamanda metodun

kompleksligini ve reagentlerden kaynaklanan maliyeti arttirir.

3. SPR temelli immunoassayler klinik kullanimi olan bir ¢ok maddenin tayininde
kullanilabilmesi agisindan yeterlidir. Hassasiyet ya da tayin smirinin yetersiz oldugu
durumlarda bu iki parametreyi en iyi sekilde ayarlamak i¢in sinyal artirnmini saglayacak

metodlar kullanilabilir.
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4. SPR klinik uygulamalarda verimli bir sekilde kullanilabilecek kadar minyatiirize

edilebilecek basit bir optik sistem gerektirmektedir.

5. SPR sistemi ¢ok sayida baglanma olayini ayr1 ayr1 tanimlanmis bolgelerde ayni anda
dedekte edebilir. Ayn1 anda yapilacak Olglim sayisi cihazin ayirma kabiliyetine ve

yakalama yapilan platformdaki bilesenlerin yogunluguna baglidir.

6. Kompleks orneklerde var olan interferans yapabilecek maddelerin SPR yiizeyine
spesifik olmayan bir sekilde baglanmasi ¢ok sayida referans yiizey kullanilarak

azalatilabilir.

7. Mikroakiskanlardaki son gelismeler diisiik hacimli 6rneklerin SPR yiizeyindeki
akisinin 6n kosullanmasina olanak saglamaktadir. Bu sayede non-spesifik baglanmalar
ile yiizeyin kirlenmesini minimize etmek miimkiin olabilmektedir. Ilaveten, kompleks
orneklerin 6n kosullandirilmasi beklenen tayin araliklarini belirgin derecede azaltabilir,

bu yiizden 6rnek analizi daha da basitlestirilir.

Klinik kullanimi olan SPR temelli tanima sisteminin gelistirilebilmesi i¢in temel

gereksinimler soyle siralanabilir:

(1) Minyatiirizasyon ve diisiik maliyet i¢in mekanik ve optik basitlik

(2) Analizi yapilmak istenen maddenin dedekte edilebilmesi i¢in yeterli bir performans.
(3) Sicaklik ve kirilma indisi degisikliklerinde dayanikli bir sekilde kullanilabilme

(4) Kompleks orneklerden ayni anda, hizli ve kantitatif analit dlglimleri yapabilecek

biyoassayler gelistirilebilmesi
2.3. Molekiiler Baskilanmis Polimerler ve Optik Sensor Uygulamalari
Molekiiler baskilama, kalip molekiil varligina spesifik tanima bolgelerinin olusmasi ile

gerceklesen bir olaydir. Bu teknigi kullanarak hazirlanan sentetik reseptorler,

biyosensorlerde kullanilan dogal reseptorler, enzimler ve antibadiler ile kiyaslandiginda
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sahip olduklar1 yiiksek afinite, spesifite, diisiik maliyet ve dayaniklilik nedeniyle

oldukga ilgi ceken malzemelerdir.

Biyolojik karsiliklar1 ile kiyaslandiginda molekiiler baslikanmis polimerlerin
sensorlerde tanima elementi olarak kullanilmasinin bazi avantajlart vardir: (Kandimalla

ve Ju 2004)

- Prensipte , her tiir bilesik i¢in molekiiler baskilanmis polimer hazirlanabilir
ve iretim i¢in antibadilerde oldugu gibi hayvanlarin kullanilmasina gerek
yoktur.

- Yiiksek derecede capraz bagli yapist nedeniyle molekiiler baskilanmis
polimerler antibadilerden daha kararlidir. Bu nedenle asidik ya da bazik
kosullarda, organik c¢oziiclilerin varliginda ya da yiliksek sicaklik ve
basinglarda rahatlikla kullanilabilirler.

- Molekiiler baskilanmis polimerler ucuz ve kolay bir sekilde hazirlanabilirler
ve oda sicakliginda kuru bir ortamda tanima kapasitelerini kaybetmeden
depolanabilirler.

- Genellikle MIP iiretimi hizli ve ucuzdur. Ayrica hazirlanan materyal ¢ok kez
tekrar tekrar kullanilabilir.

- Bu polimerlerin sentezi lab-on-a-chip ve nanoteknoloji ile tamamen

uyumludur.

Son zamanlarda protein baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi i¢in yogun caba
harcanmaktadir. Proteinlerin organik ¢dziiciilerdeki ¢oziiniirliigliniin diigiik olmasi,
¢oziinme esnasinda ii¢ boyutlu yapilarinin bozulmasi ve diger bazi problemler nedeniyle
protein se¢ici molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasini sinirlamaktadir. Fakat
protein baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi sadece sensér hazirlanmasinda degil ayni
zamanda tip, tani, proteomiks, ¢evresel analizler ve ilag salinimi agisindan da ilgi ¢ekici

ve iddial1 bir alandir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin optik sensorlerde tanima elementi olarak

kullanilmasinin bazi1 dezavantajlari da vardir:
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- Transdiiser ile entegrasyonun ve baglanma olayimnin Jlgiilebilir optik bir
sinyale doniistliriilmesindeki zorluklar. Bu sinirlamalarin iistesinden gelmek
icin farkli fonksiyonellikteki yeni monomerler ya da isaretlenmis kalip
molekiiller gelistirilmekte ve sensor cevabin alinmasinda kullanilmaktadir.

- Monoklonal antibadiler gibi segici ve belirgin baglanma boélgelerine sahip
biyolojik reseptorlerin aksine molekiiler baskilanmis polimerler genellikle
hetorejen baglanma bolgelerine sahiptirler.

- Cogu durumda biyolojik reseptorler ile kiyaslandiginda afinite sabitleri daha
diisiik ve baglanma kinetikleri biyolojik reseptorlere gore daha yavastir.

- Biyomolekiillerin miikemmel performans gosterebildigi sulu ¢ozeltide segici
tanima sinirhdir.

- MIP sentezi genellikle fazla miktarda kalip molekiil kullanilmasini gerektirir.
Bu durum pahali ya da toksik bir kalip molekiil kullanilmas1 durumunda bir
sinirlamaya neden olabilmektedir. Fakat prensipte bu molekiillerin
polimerizasyondan sonra geri kazanilmast ya da kaliplarin sentetik

analoglarinin kullanilmas1 miimkiin olmaktadir.

Bu materyallerin optik sensor hazirlamadaki kullanimlari, uygun fonksiyonellikte yeni
monomerlerin ve isaretli analit tiirevlerinin varhi§ina ve transdiiser ile etkin bir
entegrasyona olanak saglayan polimer hazirlama prosediirlerinin optimizasyonuna

paralel olarak yavasg bir sekilde artmaktadir.

Sentetik malzemeler olmasi nedeniyle , baskilanmis polimerlerin enzim ya da
reseptorlerden daha kararli olmast dogal bir sonuctur. Bu yiiksek derecede kararliligin
altinda yatan esas neden, baskilama ile hazirlanan polimer igerisinde olusturulan
baglanma bdlgelerinin rijit olmasmi saglayan yiiksek c¢apraz baglanma oranidir.
Baskilanmis polimerler asidik ve bazik kosulara ve organik ¢oziiciiler ile muameleye
dayaniklidirlar. Ayn1 zamanda yiiksek ve diisikk basing ya da ekstrem sicaklik

degerlerinde kararlidirlar.

Baskilama polimerizasyonu ile yapay reseptorlerin hazirlanmasi igin oldukca ucuz bir

prosestir. Cogu durumda bir baskilama prosediiriiniin maliyeti sadece kullanilan kalip
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molekiile baglidir. Daha da otesi eger kalip molekiil pahali ise kalip molekiilii geri
kazanip tekrar kullanmak miimkiindiir. Alternatif olarak ucuz kalip molekiil analoglar
MIP hazirlamada kullanilabilir. Genel olarak sunu sdyleyebiliriz ki; MIP hazirlama
isleminin maliyeti dogal reseptdrlerin iiretilmesi prosesinden 3-4 kat kadar daha
ucuzdur ve bu da MIP teknolojisini diger yontemler ile yarisabilir duruma

getirmektedir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin organik ¢oziiciiler ile kullanilabilmesi biyomimetik
sensorler ve kimyasal ve farmasotik iiretiminde kullanim gibi yeni uygulama alanlar
acmaktadir. Kalite kontrol ve iiretim prosesinin online goriintiilenmesi gibi alanlar

oldukgca ilgi ¢ekicidir.

Multisensor hazirlama ile ilgili en Onemli problemlerden biri dogal reseptor ve
enzimlerin performanslarindaki 6nemli farkliliklardir. Bu molekiillerin her biri farkl
kararlilik, aktivite ve hassasiyete sahiptirler ve ¢ogu durumda da farkli substratlar ve
iyonik siddetleri farkli olan degisik tampon sistemlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu gibi
faktorler nedeniyle dogal biyomolekiillerin tek bir donanim iizerine entegrasyonu
problemlidir. MIP hazirlanmas1 ise esnek kosullarda yapildigindan ve farkhi
monomerler kullanilanabileceginden ¢ok sayida kalip molekiil i¢in neredeyse tamamen

esit operasyonel kosullara (pH, ¢oziicii, sicaklik v.b) sahip polimerler hazirlanabilir.

Molekiiler baskilanmis polimerleri geleneksel fotorezist materyaller gibi kullanmak da
ilave avantajlar getirir. Molekiiler baskilanmis polimerler, maskeler ve
fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak dedektdr yiizeyine spotlar seklinde immobilize
edilebilir. Molekiiler baskilanmig polimerlerin ¢ok kiigiik boyuttaki sensorler ile uyumu

MIP temelli multi-sensorlerde bu materyalleri kullanma olasiligini arttirmaktadir.

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sonuncu fakat bir o kadar da 6nemli 6zelliklerinden
birisi de pratik olarak her tiir bilesik icin hazirlanabilmeleridir. Inorganik iyonlar,
ilaglar, niikleik asitler, proteinler ve hatta hiicreler MIP hazirlanmas1 miimkiin olan kalip
molekiillerdir. Antibadiler de ¢ok sayida bilesik icin iiretilebilirler ancak molekiiler

baskilanmis polimerler ile kiyaslandiginda bu molekiillerin iki temel dezavantaji vardir.
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Birincisi, kii¢iik molekiiller i¢in antibadi iiretilebilmesi i¢in bu kii¢iik molekiillerin
tiirevlendirilmesi gerekmektedir. Bu gereksinim bir ¢ok basamagin ilave edilmesini
gerektirir ve bu ilave islemler ¢ogu zaman tamima oOzelliklerini 6nemli Olcilide
degistirmektedir. Ikincisi, antibadi hazirlanmasindaki esneklik 20 dogal aminoasit ile
siirlidir. Ancak MIP hazirlanmasinda dogal bilesikler ile kiyaslanamayacak esneklik
ve cesitlilikte baglanma bolgesi tasarlanmasini olanakli kilan ¢ok sayida monomer

mevcuttur.

2.3.1. MIP temelli yiizey plazmon rezonans sensorler

Molekiiler baskilanmisg polimerler SPR sensorlerin hazirlanmasinda segici tanima
elementleri olarak kullanilabilirler. Bu amacla polimer metal filmin iizerinde hazirlanir
ve SPR analit varliginda polimer yiizeyinde meydana gelen kirilma indisi degisimlerini
belirlemede kullanilir. SPR yliksek hassasiyete sahip bir sistem olmasina karsin
molekiiler baskilanmig polimerlerin SPR ile uygulamalar1 sinirhidir. Temel sebep
baskilanan molekiillerin kii¢iik olmasi nedeniyle meydana getirdikleri kirilma indisi
degisimlerinin dedeksiyonunun giic olmasi ve bunun da analitik performansi
diisirmesinden kaynaklanmaktadir. Tim bu sinirlamalara ragmen bu materyallerin
SPR sistemlerinde tanima elementi olarak kullanim potansiyelini gosteren ¢alismalar

yapilmustir (Cizelge 2.3.1.1).

MIP temelli SPR sensorler ile ilgili ilk ¢calismalardan biri sulu ¢ozeltide teofilin, kafein
ve ksantini tayin etmeye yonelik olarak Lai ve ark. (1998) tarafindan
gergeklestirilmistir. Parcalanip elenmis molekiiler baskilanmis polimerler giimiis film
tizerine tutturulmus ve buharlastirmadan sonra tanimay1 gergeklestirecek olan tabakalar
60 dakika siire ile 6rnek ¢ozeltisine daldirilmistir. Filmler kurutulmus ve SPR agisindaki
kaymalar analit konsantrasyonu ile korele edilmistir. Lineer dinamik aralik 6 mg/mL
’ye kadar ulagsmakta olup teofilin i¢in tayin limiti 0,4 mg/mL olarak belirlenmistir.
Olgiimlerin kesinliginin, tanima tabakasinin hazirlanmasindaki tekrarlanabilirlik ile
sinirh oldugu ve kararliligin da depolanma kosullarina bagh olarak 3 ila 5 giin oldugu
belirlenmigtir. Secicilik ¢calismalarinda teofilin, kafein ve ksantine benzeyen sekiz farkl

bilesik kullanilmis ve yiiksek segcicilik degerleri elde edilmistir.
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Cizelge 2.3.1.1. MIP temelli SPR sensdrlerin analitik karakteristikleri

Kalip molekiil Fonksiyonel monomerler Capraz baglayici/porojen Dinamik arahk Dedeksiyon Ornek Referans
limitleri
Teofilin
Kafein Metakrilik asit EGDMA/kloroform 1-6 mg/mL 0,4 mg/mL - Lai ve ark. 1998
Ksantin
Teofilin N-(N-propil) akrilamid-metakrilik asit N,N’-metilen - 10°M - Lavine ve ark.
bisakrilamid/asetonitril 2007
Sialik asit p-vinilbenzen boronik asit-N,N,N- EGDMA/DMF 0,1-0,5 mM - - Kugimiya ve
trimetilaminoetil metakrilat - HEMA Takeuchi 2001
NAD(P)H Akrilamid-akrilamidofenilboronik asit N,N’- metilenbisakrilamid 10°-10°M 10'M - Raitman ve ark.
NADP" 2004
Domoik asit 2-(dietilamino) etil metakrilat EGDMA/su 5-100 pg/L 5 pg/L - Lotierzo ve ark.
2004
Dopamin Akrilik asit-N-izopropilakrilamid N,N’-metilen bisakrilamid/DMSO 10°-10° M - - Matsui ve ark.
2005
DPDPE n-vinil pirolidon , 3-(akriloksipropil) Etilenglikol diakrilat /n-biitanol-su 5-350 pM - - Devanathan ve ark.
5-opioid reseptor trimetoksisilan 2005
Glukoz Poliallilamin Epiklorhidrin/su 0,1-20 mg/mL - idrar Banerji ve ark.
2006
N,N’-didansil-L- 2-vinil piridin EGDMA /asetonitril 0,1-1 mg(mL - - Li ve ark. 2006a,b
sistin 0,01-0,3 mg/mL
Didansil-L-lizin
Okratoksin A Pirol - / etanal:su(1:9) 0,05-0,5 mg/L - Beyaz sarap Yu ve Lai 2005
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Son zamanlarda Lavine ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise poli N-(N-
propil) akrilamid polimerinin sulu ¢6zeltide analit konsantrasyonuna bagh olarak sisme
ozelliklerinden yararlanarak yine bir teofilin sensérii hazirlanmistir. Bu amagla teofilin
baskilanmis nanokiireler (300 nm c¢apinda) siispansiyon polimerizasyonu ile
hazirlanmig, altin film {izerine kaplanarak elektrostatik etkilesimler ile yiizeyde
tutulmustur. 10° M kadar diisiik konsantrasyonda bile teofilini dedekte edilebilen bir
partikiil sismesine neden olmustur. Bu davranis polimer agiin hidrofilisitesinin artmasi
yani polimer igerisindeki su yiizdesinin artmasi nedeniyle polimerin gegcis sicakliginin
artmasi ile agiklanmustir. Partikiillerin sigmesi iyonik siddetten etkilenmemistir ve cevap
siiresi 10 dakikadir. Fakat partikiillerin altin yilizeyinde tutunmasinda problemler
yasanmistir. Ayrica tekrar eden sisme ve biiziilme olaylar1 sensoriin dayanikliligini ve

tekrar kullanimini azaltmstir.

Kugimiya ve Takeuchi (2001) sulu ¢ozeltide gangliozid GM1(GM1) igeren sialik asid
tayinine yonelik sialik asit baskilanmig SPR sensor hazirlamislardir. Rezonans agis1 0,1-
1 mg/mL GMI derisim araliginda lineer olarak degismistir. Diisiik molekiil agirlig
nedeniyle referans seker olarak kullanilan galakturonik asit ya da sialik asit varliginda
sinyal alimamamustir. Sialik asit ancak sabit konsantrasyonda, GM1 varliginda (1
mg/mL) yarigmali adsorbsiyon ile tayin edilebilmistir. Yapilan ¢alisma ile hazirlanan
MIP temelli SPR sensoriin selektif lektinler ile hazirlanan SRP biyosensorlere gore 200

kat daha ucuz oldugu belirlenmistir.

Li ve ark. (2002) in situ baglanma ve eliisyonu izlemek icin L-fenilalanin metil ester
icin MIP temelli SPR sensor hazirlamislardir. Fakat bu calismada SPR sinyalinde
gozlenebilir bir degisim icin olduk¢a yiiksek derisimde oOrneklere (1 g/L) ihtiyag
duyulmustur.

Taniwaki ve ark. (2003) polisiilfonu glutoamil kalintisi tiirevi bir oligopeptid ile birlikte
baskilama materyali olarak kullanarak, SPR tekniginin molekiiler etkilesimleri
incelemek icin ne kadar uygun ve kolay bir yontem oldugunu gostermislerdir. 9-

Etiladenini kalip molekiil olarak kullanarak afinite sabiti baskilama faktoriine baglh
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olarak 1,3x10* ile 1,6x10* L/mol araliginda degisen bir SPR sensérii basariyla

hazirlamislardir.

Raitman ve ark. (2003, 2004) poliakrilamid-poliakrilamidofenilboronik asit
kopolimerini kullanarak B-nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), B-nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP") ve bu molekiillerin indirgen hali olan NAD(P)H nin
analizi i¢in MIP temelli SPR sensér hazirlamislardir. Molekiiler baskilanmis polimerik
filmin adhezyonunu arttirmak i¢in ilk olarak altin yilizeyinde sistamin tek tabaka
olusturulmus ve akrilik asit kovalent olarak baglanmistir. Fonksiyonel monomerler ile
saglanan kovalent ve kovalent olmayan etkilesimler ile oldukca segici baglanma
bolgeleri elde edilmistir. Ilging bir sekilde artan analit konsantrasyonu ile rezonans ag1si
azalmistir. Bu davranisin substratin baglanmasina eslik eden sismeden kaynaklandig:
diistiniilmiistir. NAD(P)" ve NAD(P)H kofaktérleri 10° ile 107 araliginda tayin
edilebilmistir. Hazirlanan sensorlerin giinliik operasyona bagli olarak 2 ila 10 giin
arasinda degisen bir siire kararli oldugu belirlenmistir. Segicilik mitkemmeldir ve sensor

NAD(P)" ve NAP" molekiillerini birbirinden ayirabilmektedir.

Lotierzo ve ark. (2004) marin toksini domoik asit i¢cin MIP temelli SPR sensor
hazirlamislardir. Domoik asit dedekte edilebilir bir kirilma indisi degisimine neden
olamayacak kadar kiicliik bir molekiil oldugundan horse radish peroksidaz isaretli-
domoik asit kullanilmistir. Domoik asit i¢in tayin sinirt 5 pg/L olarak belirlenmistir ki
bu deger monoklonal antibadiler ile hazirlanan sensoér ile elde edilenden 3 kat daha
tyidir. Ayrica monoklonal antibadiler bes kez tekrar kullanimdan sonra aktivitelerini
kaybederken , MIP sensorlerin rejenere edilebildigi , en az 30 kez tekrar kullanilabildigi
ve 4 °C “da depolandiginda 3 ay boyunca dayanikli oldugu belirlenmistir.

Matsui ve ark. (2005) altin nanopartikiiller gomilii MIP-temelli SPR sensor
hazirlamiglardir.  Yapilan c¢alismada sinyal yogunlugunun, altin nanopartikiil
gomiillmemis MIP-SPR sensore gore ¢ok daha yiliksek oldugu belirlenmigtir. Analit
baglanmasi sirasinda MIP sismekte ve altin nanopartikiiller ile sensor yiizeyindeki film
arasindaki uzaklik artmaktadir. Bu da SPR agisindaki kayma siddetinin artmasina neden

olmaktadir. Bu calismada dopamin sensorii  hazirlanmis ve nanomolar analit
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konsantrasyonlarinda bile sinyal alinabilmistir. Ancak baskilanmamis polimer ile benzer

bir calisma ve kiyaslama yapilmamustir.

Benzer sekilde Tokavera ve ark. (2006) altin nanopartikiilleri kullanarak kolesterol
analizi i¢in ultra ince MIP/SPR nanosensor hazirlamislardir. Lokalize ylizey plazmon
rezonans olarak adlandirilan metal nanopartikiilleri saran yiik yogunluk titresimleri,
etraftaki degisimlere karsi olduk¢a hassastir. Bu prensipten yararlanarak gelistirilen
spektroskopik metod ise transmisyon yiizey plazmon rezonans spektroskopisidir (T-
SPR). MIP in tanima bdlgelerine kolesterol baglanmasi ylizeydeki tiim sensor
katmanlarinin yansimasinda degismeye yol agmis ve T-SPR absorbsiyon maksimumu
56 nm kaymistir. Benzer bilesikler olan stigmasterol (14 nm), digitoksigenin (26 nm) ve
progesteron (30 nm) i¢in ise daha diisiik degerler elde edilmistir. Fakat ne yazik ki yine
diger calismada oldugu gibi baskilanmamis polimer ile ilgili herhangi bir calisma

yapilmamustir.

Devanathan ve ark. (2005) sentetik siklik enkefalin analogu spesifik bir afyon ilaci olan
d-opiod G-protein bagli reseptér anagonistinin (DPDPE) pikomolarin altindaki
diizeylerini belirleyebilen bir sensor hazirlamiglardir. Dedeksiyon baglanmanin hem s-
hem de p-polarize 1s1kta kirilma indisinde artisin ve film kalinliginin arttigini isaret eden
daha biliylik acilara kayma presibini esas alan plazmon-dalga giidiimlii rezonans
spektroskopisi ile gergeklestirilmistir. DPDPE baglanmasina bagli olarak s-
polarizasyonunu kullanarak elde edilen spektral kaymalar p-polarizasyonu kullanilarak
elde edilen kaymalardan daha diisiik degerdedir. Bu durum polimer matriks igerisinde
yapisal bir anizotropinin oldugunu yani baglanma bolgelerinin rastgele yonlenmedigini
gostermistir. Elde edilen afinite degerleri MIP ve kalip molekiil arasinda gergeklesen
hidrojen bagi, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler gibi kooperatif multivalent
etkilesimler sayesinde dogal reseptorlerin afinite degerlerinden c¢ok daha iyidir.
Baskilanmamis polimer ile higbir sinyal alinmamistir. Baglanma 3 dakika gibi kisa bir
stire icerisinde gerceklesmistir ancak rejeneresyon siiresi olduk¢a uzundur (birkag saat).
Fakat polimerik film yalnizca bir kez kullanilabilmektedir. Rejenerasyondan sonra
fonksiyonelligin kaybolmas1 ince filmdeki molekiiler bosluklarin tanima ile bozulmasi

ve spesifik ligandin salinmasi ile agiklanmustir.

72



Huang ve ark. (2006) ¢ok az 6rnek hacmi ile gilivenilir bir analiz gergeklestirilebilen
SPR sensor hazirlamiglardir. Calismada mikroakiskan bir sistem kullanilmistir. uM
konsantrasyon araliginda progesteron, kolesterol ve testesteron, hem klasik SPR hem de
mikroakigkan SPR sistemi ile analiz edilmis ve bu iki sistemin performansi
karsilastirilmustir. Ozellikle kolesterol ve progesteron, gercek drneklerde ve herhangi bir
deristirme  yapmaksizin analiz  edilmistir.  Mikroakigkan ~SPR/MIP  sistem
kullanildiginda, analitler ile tanima boélgelerini iceren ylizeyin daha iyi etkilesmesi
nedeniyle daha yiiksek assosiasyon hizlarina ulasilmistir. Ayrica geleneksel SPR sistemi
ile kiyaslanabilir bir hassasiyet elde edilmis ve daha az ornek hacimleri ile
caligilabilmistir. Ancak ne yazik ki baskilanmamis polimer ile caligiilmamistir. Ayni
bilim adamlar1 array-MIP film olusturulan ¢ok kanalli mikroakigskanli sistem ile de bir
calisma yapmislar ve bu sayede ¢ok sayida drnegin yiiksek bir ayirma giicii ile ayni

anda analiz edilebilecegini gdstermislerdir (Lee ve ark. 2006).

Banerji ve ark. (2006) idrarda glukoz tayini i¢in glukoz fosfat varliginda poliallilaminin
capraz baglanmasiyla hazirlanan bir polimer ile MIP temelli bir SPR sensor
hazirlamiglardir. Hazirlanan sensoriin cevap araligt fizyolojik agidan 6nemli diizeyi
kapsamakta ve bu sayede On bir isleme gerek kalmamaktadir (1-20 mg/mL). Fakat
sensoriin farkli bolgelerinde, farkli analit baglama ozellikleri goézlenmistir. Farkli bir
yaklasimda da , MIP igerisine altin nanopartikiiller gémiilmiis ve SPR sinyalinde 10
katlik bir artis saglanmigtir. Nanopartikiillerin varligt daha homojen bir yiizeyin
olusmasini saglamis ancak rejenerasyon siiresinin 5 dakikadan 50 dakikaya uzamasina

neden olmustur.

Li ve Husson (2006a) atom transfer radikal polimerizasyonunu kullanarak MIP temelli
bir SPR sensor hazirlamislar ve bu sensor ile dansillenmis amino asitlerin adsorbsiyon
kinetikleri ve baglanma izotermlerini incelemislerdir. Polimerin direkt olarak altin
yiizeyinde graftlama ile hazirlanmasi kalinlig1 ayarlanabilen olduk¢a homojen bir film
olusumunu ve dolayistyla SPR c¢alismalarinda ortaya ¢ikabilecek tabakalar arasi
difiizyonel kiitle simirlamasin1 ortadan kaldirmistir.  MIP  ylizeylerin baglanma
kapasitesinin baskilanmamis yiizeylere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer

kalip molekiiller kullanildiginda segiciligin azaldigi ve de pH ‘a bagimli oldugu
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goriilmiistlir. Bu ¢alisma ile iyonlagabilen analitler ve/veya monomerler i¢ceren sulu MIP
sistemlerinde, pH degisiminin seciciligi ayarlamada etkili oldugu sonucuna varilmistir.
Ayni bilim adamlar1 baglanma bdlgelerinin yiizeydeki yogunlugunu kontrol etmeye
olanak saglayan molekiiler baskilanmis tek tabakalarin hazirlanmasi ile ilgili iki yeni
prosediir gelistirmislerdir (Li ve Husson 2006 b). Bu yeni yaklasim ile altin yiizeyinde,
diisiik baglanma enerjisine sahip kalip molekiiller baskilanabilmekte ve cevap siiresi bir
kat daha kisaltilabilmektedir. Bu metodlarda ortadan kaldirilmasi gereken sinirlamalar
sOyle siralanmistir: (a) Tanima mekanizmasi sadece boyut ve sekle dayanmaktadir.
Kaliba 6zgli fonksiyonel baglanma bolgeleri yoktur. Bu nedenle spesifik olmayan
baglanma yiiksek diizeyde olabilir, (b) Depolanma siiresi oldukca kisadir. Yiizeyin
hazirlanmasindan sonraki 10 giin icerisinde biiylik olasilikla sekle 6zgii baglanma
bolgelerinin  yapisinin - bozulmasi nedeniyle baglanma kapasitesinin = %30-40°1

azalmaktadir.

Slinchenko ve ark. (2004) ilk kez DNA ‘nin dogal yapisin1 bozmaya gerek kalmadan
ds-DNA ‘nin baglanma kinetigini ve etkilesimini incelemeye olanak saglayan MIP
temelli SPR sensor hazirlamiglardir. Baskilanmis polimerin hazirlanmasinda DNA ‘nin
A-T baz giftiyle hidrojen bagi yapabilen 2-vinil-4,6-diamino-1,3,5-triazin fonsiyonel
monomer, kalip molekiiliin yapidan kolayca wuzaklastirilabilmesi icin diisiik
konsantrasyonda, N,N’-metilenbisakrilamid ise ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir.
Verotoksin gen sekansina es olan sentetik ds-DNA ‘nin baskilanmis polimere
baglanmas1 FTIC-isaretli dsDNA kullanilarak floresans spektroskopi ile, baglanma
kinetigi ise SPR ile analiz edilmistir. Sensér 1-10 nM konsantrasyon araligindaki
verotoksin ds-DNA analizi i¢in kullanilmigtir. Tanima deneyleri oligo(dG)-oligo(dC)
DNA ‘lar ile gergeklestirilmis ve rezonans agisinda c¢ok diisiik bir kayma degeri
gozlendiginden hazirlanan molekiiler baskilanmis polimerin segiciliginin ytliksek oldugu

belirlenmistir.

MIP sentezi i¢in orijinal molekiiler tanima materyalleri olan poli[(2-okso-1,3-dioksolan-
4-il)metilmetakrilat-ko-akrilonitril ve ticari bir sentetik poliamid-imid polimeri
(Torlon® 4000T) SPR sensér yiizeyinde film olusturmasinda kullanilmustir (Yoshikawa
ve ark. 2005 a,b ). Ilk metaryal Ac-T-trp ve Ac-L-trp kalip molekiil olarak kullanilarak
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kiral ayirma yapabilen MIP hazirlanmasinda kullamilmistir. Torlon® 4000T, 9-
etiladeninin kalip molekiil oldugu bir calismada kullanilmistir. Elde edilen yiiksek
afinite sabitleri, secicilik ve diisiik spesifik olmayan baglanma degerleri ile bu yeni
materyallerin MIP hazirlanmasinda uygun oldugu belirlenmistir. Yu ve Lai (2005)
elektropolimerizasyon yontemini kullanarak tahil ve sarap ekstraktlarinda mikotoksin
okratoksin A analizine yonelik MIP temelli bir SPR sensor hazirlamigtir. Hazirlanan
sensor 0,05-0,5 mg/L konsantrasyon aralifinda lineer bir korelasyon gostermistir. Tayin

siir1 ise 0,01 mg/L olarak belirlenmistir.

Son zamanlarda Matsunaga ve ark. (2007) lizozime se¢ici MIP temelli bir SPR sensor
hazirlamiglardir. Calisma 6n polimerizasyon karigiminda (40 mM) ve geri baglanma
tamponunda (20 mM) NaCl bulunmasinin spesifik olmayan baglamay1 énemli derecede
azalttigin1  gostermistir. NaCl varliginda lizozimle etkilesime giren fonksiyonel
monomerin kararli konformasyonlar1 olusmakta ve bu sayede sadece lizozime 0zgii
baglanma bolgelerine sahip homojen MIP hazirlanabilmektedir. Fakat geri baglanma
tamponunda NaCl konsantrasyonunun 20 mM ‘in lizerine ¢ikmasi sadece zayif ve non-
spesifik baglanmay1 degil ayn1 zamanda spesifik baglanma boélgelerinin de lizozime
olan afinitesini azaltmaktadir. Son olarak calismada NaCl ‘nin benzer molekiil
agirhigina sahip sitokrom c¢ gibi proteinlerin varliginda da seciciligi arttirdigi

belirlenmistir.

Uzun ve ark. (2009) insan kaninda antibadi tayinine yonelik sensor gelistirmek igin
SPR c¢ip yiizeyinde Hepatit B ylizey antibadi baskilanmis poli(hidroksietil metakrilat-
N-metakriloilkloriir-L-tirozin metilester) (PHEMAT) film hazirlamislardir. Maksimum
tayin sinir1 208,2 mIU/mL, K ve Kp degerleri sirasiyla 0,015mIU/mL ve 66 mL/mIU
olarak hesaplanmistir. SPR ¢ipin kontrol deneyleri immiinize edilmemis antibadi negatif
serum kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney sonuglar1 antibadi negatif seruma karsi

dikkate deger bir sensOr cevabinin olmadigini gostermistir.
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2.4. Kalp Krizi

Kalp krizi tiim diinyada baslica 6liim nedenidir. Kalp krizlerinin ¢ogu aslinda bir¢cok
insan i¢in onlenmesi miimkiin olan koroner arter hastaligin yillarca siiren sessiz ancak
stirekli ilerleyisinin bir sonucudur. Kalp krizi siklikla koroner arter hastaligin ilk
semptomudur. Amerikan Kalp Birligi 'nin elde ettigi verilere gore kadinlarin % 63 ‘i
erkeklerin de % 48°‘1 herhangi bir belirti olugsmadan, aniden koroner kalp hastaligindan

Olmektedir. Kalp krizinin diger bir adi miyokardiyal infarktiistiir (MI) .

Kalp krizi kalbe kan tasiyan bir veya daha fazla koroner arterin tamamen tikanmasi ya
da kalp kasina tasinan kanin azalmasi durumunda ortaya cikmaktadir. Tikanma
genellikle ateroskleroz nedeniyle olmaktadir. Ateroskleroz plaklarin ya da kan
pihtilarinin koroner arterlerde birikmesidir. Bazen de nedeni bilinmeyen bir sekilde
saglikli ya da aterosklerotik koroner arterde spazm olmakta ve kalbe giden kan
azaldigindan kalp krizi meydana gelebilmektedir (Sekil 2.4.1). Kalp krizi gegiren
hastalarin yaklagik yaris1 yardim almadan once en az iki saat beklemektedir. Bu da
hastalarin ani 6lim ya da kalp yetersizligi sansini arttirmaktadir. Kalp krizi siiresince

arterin tikali kalma siiresi uzadikc¢a, kalbin gorecegi hasar da o kadar fazla olmaktadir.

'J"""JI i'-'j Tikanmus koroner arter

fr{.‘lg .

Kalp kasmn cldigi
(nfarkts) bolee

Sekil 2.4.1. Damardaki aterosklerozun zaman icinde ilerlemesi: (A ve B), 6nemli darlik

olusturmasi (C), ve sonunda tikanarak (D) kalp krizine yol agmasi
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Eger kalbe tasinana kan miktar1 ciddi sekilde azalirsa ve bu siire uzarsa, kas hiicreleri
geri doniisiimsiiz bir sekilde yaralanabilir, 6lebilir ve hatta hasta 6lebilir. Bu nedenle
kalp krizinin belirtilerinin erkenden anlasilmasi ¢ok 6nemlidir. Kalp krizlerinin yaklasik
% 20 ‘si belirtisizdir ve kisi olup bitenden habersizdir. Hasta ac1 hissetmemesine karsin,
belirti gostermeyen kalp krizi bu siire igerisinde kalp kasina zarar vermeye devam
etmektedir. Kalp krizinin meydana getirdigi hasar ayn1 zamanda tikanmanin nerede
olduguna, kalp ritminin bozulup bozulmadigina ve baska bir arterin bu bodlgeye kan
tasiylp tasimadigina da baglidir. Sol koroner arterdeki tikanmalar genellikle sag
arterdeki tikanmadan daha ciddidir. Tikanmalar kalp atim diizensizligine ve ani 6liime

neden olabilmektedir.

2.4.1. Kalp krizinin nedeni ve belirtileri

Kalp krizleri genellikle ciddi koroner arter hastalifindan kaynaklanmaktadir. Bir ¢ok
kalp krizinin nedeni aterosklerotik plaklar {izerinde olusan kan pihtilaridir. Bu da kalbe
oksijen bakimindan zengin kanin ulasmasini engellemektedir. Koroner arter hastalik
olusum riskini arttiran ¢ok sayida ana ve yardimci nedenler vardir. Bu nedenlerden
bazilar1 degistirilebilir iken bazilar1 degistirilemez. Ana risk faktorleri koroner arter

hastalik riskini biiyiik olciide etkilemektedir.

Degistirilemeyen ana risk faktorlerini soyle siralayabiliriz:

*Kalitsal 6zellikler : Anne babasinda koroner kalp hastalig1 olan kisilerin bu hastaliga
yakalanma riski daha yiiksektir

* Cinsiyet: 60 yasin altindaki erkeklerin kalp krizi ge¢irme sans1 ayni yastaki kadinlara
gore daha fazladir.

* Yas: 45 yasin iizerindeki erkekler ve 55 yasin iizerindeki kadinlar riskli grupta yer
almaktadirlar. Daha yasl insanlarin (65 iizeri) kalp krizi gecirme olasiliklar1 daha
fazladir. Yaslh kadinlarin kalp krizinden sonraki bir hafta igerisinde hayatin1 kaybetmesi

olasilig1 erkeklere gore 2 kat daha fazladir.

Degistirilebilen ana risk faktorlerini ise sOyle siralayabiliriz:
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* Sigara kullammm: Sigara igmek hem koroner kalp hastaligina yakalanma hem de bu
hastaliktan 6lme riskini ¢ok biiylik 6l¢iide arttirmaktadir. Sigara kullanan insanlarin ani
kardiyak 6liim olasilig1 kullanmayan insanlara gore 4 kat , kalp krizi gecirme riski ise 2
kat daha fazladir. Ayn1 zamanda sigara kullananlarin kalp krizinden sonraki bir saat
icerisinde hayatini kaybetme olasiligi ¢cok daha yiiksektir.

* Yiiksek kolesterol: Kolesterol viicut tarafindan {iretilen, ayn1 zamanda et, yumurta ,
ve diger hayvansal iiriinlerden alinabilen yumusak yagimsi bir maddedir. Kolesterol
diizeyi yas, cinsiyet, kalitsal 6zellikler ve diyetten etkilenmektedir. Kandaki kolesterol
diizeyi arttik¢a koroner kalp hastaligina yakalanma riski artmaktadir. Diger faktorler ile
biraraya geldiginde risk daha da artmaktadir. 240 mg/dL ve iizeri kolesterol yiiksek risk,
200-239 mg/dL kolesterol ise sinir risk degeridir. LDL kolesterol i¢inde diger faktorlere
de bagl olarak yiiksek risk 130-159 mg/dL diizeyinde baslamaktadir.

* Yiiksek kan basinci: Kan basincinin yiiksek olmasi kalbin daha ¢ok c¢alismasina ve
zaman igerisinde giiclinii kaybetmesine neden olmaktadir. Bu da kalp krizi, bobrek
yetmezligi ve konjestif kalp yetmezligi (kalbin viicuda yeterince kan
pompalayamamasi) riskini arttirmaktadir. Obezite, sigara kullanimi, yiiksek kolesterol
ya da diyabet ile birlikte bulundugunda kalp krizi riski birkag kat daha artmaktadir.

* Yetersiz fiziksel aktivite: Fiziksel aktivitenin yetersiz olmasi koroner arter hastaligi

riskini arttirir. Diizenli yapildiginda orta derecede bir fiziksel aktivite bile yararlidir.

Koroner arter hastaligi yardimci risk faktorleri ile yakindan iligkilidir ancak bu
etkenlerin Onem derecesi ve prevalansit heniiz bilinmemektedir.  Yardimci risk

faktorlerini sOyle siralayabiliriz:

* Diabetes mellitus: Bu hastalig1 olan insanlarda koroner arter hastalig1 olusmasi riski
ciddi bir sekilde artmaktadir. Diyabet hastalarinin % 80 ‘inden fazlasi farkl tiirlerdeki
kalp ya da damar hastaliklarindan hayatin1 kaybetmektedir.

* Obezite: Viicut agirliginin fazla olmasi kalp iizerinde baski olusturdugundan diger
risk faktorlerinin higbiri olmadigi durumda bile koroner arter hastaligimin olusma
ihtimalini arttirmaktadir. Obezite hem kan basincini hem de kandaki kolesterol diizeyini

arttirmakta ve diabet olusumuna neden olabilmektedir.

78



» Stress ve ofke: Bazi bilim adamlar stres ve 6fkenin de koroner arter hastaligin
olusmasinda rol aldiginmi diisiinmektedirler. Hayatin zorluklarina kars1 verilen mental ve
fiziksel reaksiyon olan stres kalp atim hizi ve kan basincimi arttirarak arterlerin i
duvarlarinda yaralanmaya neden olabilir. Kanitlar gostermektedir ki; o6fke, kalp
hastaligindan 6lme riskini arttirmakta ve bir 6fke krizinden hemen sonra hayatini

kaybetme riski iki kattan fazla artmaktadir.

Kalp krizi geciren kisilerin % 60 ‘indan fazlasi kalp krizinden Once ortaya cikan
belirtileri yasar. Bazen bu belirtiler kalp krizinin gergeklesmesinden gilinler ya da
haftalar once baslar. Fakat kisiler zaman zaman bu belirtileri tanimlayamaz ya da
kabullenemezler. Belirtiler sdyle siralanabilir:

* Gogsiin merkezinde birkag dakika siiren ve araliklarla tekrar eden raharsiz edici bir
baski, dolgunluk, sikisma ya da agri,

* Omuzlar, boyun ve kollara dogru yayilan agr1,

* Bayilma hissi, fenalik, terleme, mide bulantis1 ya da kisa kisa nefes almanin eslik ettigi
gogliste rahatsizlik hissi. Sozii edilen bu belirtiler her kalp krizinde ortaya c¢ikmaz.
Zaman zaman belirtiler kaybolup tekrar ortaya ¢ikabilir. Bu semptomlardan herhangi
birinin varligin1 hisseden kisiler miimkiin olan en kisa siirede hastanelerin kardiyoloji

klinigine bagvurmalidir.

2.4.2. Kalp krizinin teshisi ve tedavisi

Kalp krizinin teshisi i¢in tek bir kriter bulunmamaktadir. Hastanin kalp atim hiz1 ve kan
basinct kontrol edilir, elektrokardiyogram ve kan ornekleri alinir. Elektrokardiyogram
hangi koroner arterin tikali oldugunu gosterir. Kan testleri ile kalp kasinda hasara
ugramis hiicrelerden kan dolasimina verilen enzim ve diger biyomarker proteinlerin

miktar1 tayin edilir.
Kalp krizinin tedavisi, hastanin nefes almasinin baslatilmasi, devami ya da kalp atiminin

saglanmasi gerektiginde kardiyopulmaner canlandirma (kalp masaji) ile yapilmaktadir.
g g g yop p i yap

Ilave tedavi olarak; yakindan goriintiileme, elektrik soku, ila¢ tedavisi, yeniden

79



damarlandirma (revaskiilarizasyon), deri iizerinden girerek damari onarma (perkutan

transluminal koroner anjioplasti), koroner arter bypass cerrahisi kullanilabilir.

Hastaneye gelir gelmez hasta yakindan goriintiilenir. Eger kalp atislar1 kontrolsiiz
cirpinmalar seklinde ise kalbin normal ritmini saglamak icin bir defibrilator (elektrik
soku cihazi) kullanilabilir. Kalbin yiikiinii azaltmak ve hastanin daha kolay nefes
almasin1 saglamak amaciyla genellikle disaridan oksijen takviyesi yapilir. Eger oksijen

kalp krizinin ilk saatlerinde kullanilirsa kalbin gorecegi hasari azaltir.

Hastanin durumunu kontrol altina alan ve kalbin goérecegi hasar1 azaltan ilaglar
trombolitikler, aspirin, anti-koagiilantlar, agr1 kesiciler ve trankilizanlar, beta-
bloklayicilar, ace inhibitorleri, nitratlar, ritim diizenliyici ilaglar ve diiiretiklerdir.
Hasar1 azaltan ilaglar ancak kalp krizini izleyen ilk bir iki saat icerisinde verilmesi
durumunda etkilidir. Kan pihtilarin1 pargalayan ve tikali arterden oksijence zengin kanin
akmasini saglayan trombolitik ilaglarin miimkiin olan en kisa zamanda verilmesi, kalp
krizi gegiren hastanin hayatta kalma sansini arttirmaktadir. Kalp krizinden sonraki 1-2
saat icerisinde verilen trombolitikler en etkili ilaglardir. ilave kalp krizlerini énlemek
i¢cin trombolitik ilac1 takiben aspirin ve antikoagiilant ila¢ verilir. Bu ilave ilaglar yeni
pihtilarin olugsmasini ve var olanlarin biiylimesini engellemektedir. En iyi bilinen
antikoagiilantlar heparin ve warfarindir. Heparin hasta hastaneye ulasir ulagmaz damar
yoluyla, warfarin ise daha sonra oral olarak verilir. Aspirin parcalanmis kan pihtilarinin
tekrar olugmasini engellemektedir. Agriy1 hafifletmek i¢in dil altina nitogliserin tablet
verilebilir. Eger agr1 devam ederse morfin stilfat kullanilabilir. Diazepam (Valium),
vealprazolam (Ativan) gibi sakinlestiriciler de kalp krizinin olusturdugu travmanin
etkisini hafifletmek i¢in kullanilabilir. Kalbin hizin1 azaltmak ve kalbe iyilesmesi i¢in
bir sans vermek amaciyla kalp krizinden hemen sonra beta-bloklayici ilaglar damar
yoluyla verilir. Bu, ayn1 zamanda oOliimciil karincik fibrilasyonunun onlenmesine
yardimct olmaktadir. Kalp krizinden hemen sonra kanmn kalbe ulagmasini
kolaylastirmasi ve kalp yetmezligi belirtilerini azaltmaya yardimei olmasi i¢in damar
acict ilaglar olan nitratlar da kullanilabilir. Kalp krizi anormal bir kalp atisina neden
olabilir. Bu durumda aritmi ilaclar1 kalbin normal ritmini tekrar saglamak icin

kullanilabilir. Anjiyotensin-doniistiiriicii enzim (ACE) kalbin atmasimi engelleyen
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direnci azaltmasi nedeniyle kalp yetersizligini engellemek ve kontrol altina almak i¢in
kullanilir. Bu ilag, kalbi pompalama islemini etkin bir sekilde yapamayan ve kalp
yetersizligi belirtileri olan kalp krizi hastalar i¢in kullanilir. Diiiretikler ise kalbin etkin
pompalama yapmadig1 durumda biriken fazla miktarda suyun atilmasina yardim etmek
icin kullanilmaktadir. Genellikle oral olarak alinmakta ve viicudun sivilart idrar olarak

disar1 atmasini saglamaktadir.

Perkiitan transluminal anjioplasti ve koroner arter bypass cerrahisi tikali koroner
arterleri agmaya ve kan akisini diizeltmeye yonelik invazif yeniden damarlandirma
prosediirleridir. Bu yontemler genellikle pihti ¢6ziicli ilaglarin ise yaramadig,
performans testi kotii olan, sol ventikiiler fonksiyonu kotii olan yada dokulari yeterince
kan alamayan (ischemia) hastalar i¢in kullanilmaktadir. Genellikle anjioplasti, koroner
arter bypasstan Once gerceklestirilir. Koroner anjioplasti cerrahi bir yontem degildir. Bu
yontemde ucunda balon bulunan bir kateter ile kasik ya da koldaki bir damardan
girilmekte ve tikali artere baski yapilip damar genisletilerek tikali damar agilmaktadir.
Islem sonunda balonun havasi bosaltilir ve kateter cikartilir. Koroner anjioplasti bir
hastenede kardiyolojist tarafindan gergeklestirilir ve iki glin hastenede yatmayi
gerektirir. Hastalarin iicte birinde koroner anjioplastinin uygulanmasindan sonraki alti
ay icinde arter daralmasi tekrar eder. Bu durumda prosediir tekrar uygulanabilir.

Anjioplasti, arter bypass cerrahiden daha az invazif ve daha ucuz bir yontemdir.

Bypass isleminde saglikli bir bacak ya da gogiis duvari damar1 kullanilarak alternatif
varyant bir damar tikali arterin etrafindan dolastirilir. Bundan sonra kalbe oksijence
zengin kani tagima gorevi bu saglikli damar tarafindan gerceklestirilmektedir. Bypass
ameliyat1 iki ya da li¢ ana arterinde tikanma olan ya da sol ana arteri ciddi sekilde
tikanmis hastalar ile, diger tedavilere cevap vermeyen hastalar i¢in uygulanabilecek en
uygun cerrahi yontemdir. Hastanede ve genel anestezi altinda koroner artere saglikli
damar eklenirken hastayr desteklemek icin kalp-akciger cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilir. Bypass ameliyati gegiren hastalarin % 70‘1 kalbe yeterince kan
gitmemesi nedeniyle ortaya c¢ikan gogiis agrisindan tamamen kurtulur. % 20°si ise
kismen rahatlar. Bypass ameliyatindan bes yil sonra hayatta kalma beklentisi % 90, 10
yil sonra % 80, 15 y1l sonra % 55 , 20 y1l sonra ise % 40°tir.
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Arterlerin tekrar tikanmasini 6nlemek i¢in {i¢ cerrahi yaklasim vardir. Birincisi, cerahi
bigaklar ile plaklarin arterden c¢ikarilmasi (aterektomi), ikincisi , laser ug¢ igeren bir
kateter ile plaklarin parcalanmasi veya yakilmasi (lazer anjioplasti) ve tclinciisii de

tikanmig arteri agik tutmayi saglayacak olan metal bir stendin takilmasidir.

2.4.3. Hastaligin seyri ve onlenmesi

Kalp krizinden sonraki donem genellikle zordur. Kalp krizi geciren hastalarin tigte ikisi
hi¢bir zaman tam anlamiyla iyilesemez. Erkeklerin % 27’si, kadinlarin ise % 44 kalp
krizi gecirdikten sonraki bir yil i¢inde hayatin1 kaybetmektedirler. Alt1 yi1l icerisinde
erkeklerin % 23’1, kadinlarinsa % 31°1 yeniden kalp krizi ge¢irirken, erkeklerin %131,
kadinlarin ise % 6’s1 ani 6liim sonucu hayatlarim1 kaybetmektedirler. Kalp krizi gecirip
hayatta kalan insanlarin ani 6liim riski diger insanlardan dort ila sekiz kat , hastalanip

hayatin1 kaybetme sansi ise iki ila dokuz kat daha fazladir.

Bir ¢ok kalp krizi, koroner arter hastaligini Onleyecek sekilde saglikli bir yasam
stirdiirerek Onlenebilir. Kalp krizi gecirmis olan kigilerde de saglikli bir yasam seklinin
benimsenmesi ve doktorun onerilerine uyulmasi bir kez daha kalp krizi gecirmeyi
engelleyebilir. Kalbi koruyan bir yasam seklinde; dogru besinler tiiketilmeli, diizenli
egzersiz yapilmali, viicut agirhigr belli bir degerde olmali, sigaradan uzak durulmali,
alkol alimi dengeli olmali, yasa dist ilaglar kullanilmamali , hipertansiyon kontrol

edilmeli ve stresle bas edilmelidir.

2.5. Kalp Krizinin Teshisinde Kullanilan Biyolojik Belirtecler

Amerikan Kalp Birligi tarafindan yapilan arastirmalara gore 2004 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri ‘nde meydana gelen dliimlerin ticte birinden fazlasi kardiyovaskiiler
hastaliklar ve bunun sonucunda meyana gelen miyokardiyal infarktiisten (MI)
kaynaklanmaktadir. Amerika ‘da her yil yaklasik 1,1 milyon MI gerceklesmekte ve
bunlardan yaklasik olarak 515 000°1 6liimle sonuglanmaktadir. Bu 6liimlerin ¢ogu da
belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sonraki birka¢ saat igerisinde gerceklesmekte ve bu

hastalarin bakim1 ve tedavisi i¢in her yil milyon dolarlar harcanmaktadir. Bu nedenle
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Oliim oranlariin azaltilmasinda hizli teshis ve erken tedavi biiylik 6nem tagimaktadir

(Straface ve ark. 2008).

Diinya Saghk Orgiitii ‘niin (WHO) belirledigi kriterlere gore kalp krizi tanisi igin
asagidaki li¢ kriterden ikisi saglanmalidir: 1) Genellikle 20 dakikadan fazla siiren
karakteristik gogiis agrisi, 2) tanisal ECG (elektrokardiyogram) degisiklikleri, 3)
kandaki kardiyak biyolojik belirteg diizeylerinin artis1 ve ardindan distisii (Keffer
1996). Kalp krizinde etkili bir miidahale siiphesiz ki erken taniyla miimkiindiir. Fazla
miktarda kardiyak yaralanmanin olustugu durumlarda yukarida sozii edilen kriterler
kolayca saglanmaktadir. Fakat , kiiciik koroner dallarda tikanma oldugunda tipik klinik
ya da ECG bulgular1 olusmayabilmektedir. Miyokardiyal infarktiisten muzdarip
hastalarin tahminen % 5’1 acil servisten herhangi bir miidahale yapilmaksizin
gonderilmektedir. Ciinkii bu hastalarin yaklagik olarak 1/40 atipik semptomlar
gostermekte, 1/3“linde ise elektrokardiyagramda taniya olanak saglayacak herhangi bir
degisiklik (ST elevasyonu) gozlenmemektedir (Char ve ark. 1998). Miyokardiyal
infarktiis tanisin1 koymak zor oldugu i¢in acil servise gogiis agrisi ile gelip alikonan
hastalarin sayis1 da fazla olmaktadir. Lee ve arkadaglart (1991) gogiis agrist ile
hastaneye basvuranlarin yaklasik % 60-70‘inin baska bir teshis konarak gonderildigini
rapor etmislerdir. Acil servisteki esas problem atipik semptomlarin belirlenmesi ve
kisinin kalp krizi gecirip ge¢irmediginden emin olunabilmesidir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin akut MI igin belirledigi kriterlere gore kardiyak belirtegler tanry:
kolaylastirmaktadir. Biyokimyasal belirte¢ler uzun zamandan beri tanida 6nemli bir rol
oynamakta ve Ozellikle diisiik ve orta risk grubunda yer alan hastalar i¢in biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Gogiis agrist ile gelen hastalara kalp krizi tanisin1 koyabilmek ya da risk durumlarim
belirleyebilmek i¢in rutin olarak kullanilan kardiyak biyomarkerlar miyoglobin, kreatin
kinaz (CK)- miyokardiyal band (MB), ve kardiyak troponinler T (cTnT) ve I (cTnl) dir.
Bu biyolojik belirtegler tersinmez miyokardiyal nekrozu takiben kan dolagimina
salinirlar (Sekil 2.5.1 ve Cizelge 2.5.1). Bu belirteglerin kan dolagimina salinmalarina
ait karakteristikler ve kinetikler soyle siralanabilir (Califf ve Ohman 1992). 1)
Miyoglobin diizeyi belirtilerin ortaya ¢ikmasindan sonraki 1-2 saat icerisinde artar. Bu

belirtecin diizeyinin Sl¢iilmesi gogiis agrisinin baslamasindan hemen sonra acil servise
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basvuran hastalarin izlenmesi i¢in uygundur (erken gogiis agrisi). 2) Kardiyak
troponinler bu belirtilerin ortaya c¢ikmasindan sonraki 3-4 saat igerisinde dedekte
edilebilirler. Bu nedenle bu biyomaker semptomlarin ortaya ¢ikmasiin {izerinden
uzunca bir zaman ge¢mesinden sonra gelen hastalar i¢in dnem tasimaktadir (orta ya da
gec gogiis agrisi). 3) Kandaki CK-MB diizeyi ise belirtilerin ortaya ¢ikmasindan epey
uzun bir zaman sonra acil servise gelen hastalar icin yararhdir (ge¢ gogiis agrisi)

(Storrow ve ark. 2006 a,b).

roponin T
7 - Troponin I \
E CK-MB aktivite
i
=]
AN
72 6 7 8

ZAMAN

Sekil 2.5.1. Kalp krizinin teshisinde kullanilan biyomarker proteinler ve serum
diizeylerinin zamana gore degisimi
Ideal bir kardiyak biyomarkerm sahip olmasi gereken ozellikler sdyle siralanmistir

(Char ve ark. 1998, Storrow ve ark. 2006a):

1. Iskelet kas1 harabiyetinin varliginda bile miyokardiyal hasarin tespitine olanak
verecek ozgiilliikkte olmali

2. Yiiksek hassasiyette ve orta derecedeki miyokardiyal hasar1 bile tespit

edebilecek hassasiyette olmali

Boyutlar kii¢iik olmali ve miyokardiyal yaralanmay1 takiben hizla salinmali

Harabiyetle orantili miktarlarda ortaya ¢ikmali

Plazmada analizine izin verecek kadar uzun siire kalmal

AU

Fizyolojik kosullar altinda kan dolasiminda eser miktarda varlig1 ya da yoklugu

ve minimum diizeydeki artis1 bile tespit edilebilmeli
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7. Teknik olarak 6l¢timii kolay ve ucuz olmali
Fakat, ne yazik ki giinlimiizde rutin olarak kullanilan biyolojik belirteclerden higbirisi
tek basina acil servise belirtilerin baglamasindan sonra farkli zamanlarda bagvuran tim

hastalara MI tanis1 koyabilmek i¢in ideal bir belirteg 6zelligi tasimamaktadir.

Cizelge 2.5.1. Miyokardiyal infarktiis tanisinda kullanilan biyolojik belirtegler

Belirteg Molekiil Baslangi¢ Pik yapma Normale donme
agirhgi artisi zamani zamani

(kDa) (saat) (saat) (saat)

Miyoglobin 17,6 1-3 5-8 16-24

c¢Tnl 22,5 3-6 14-18 5-10 giin

c¢TnT 33 3-6 10 -2 giin 10-15 giin

CK-MB 86 3-8 9-24 48-72

CK-MB

izoformlar 86 1-4 4-8 12-24

MI kalp kasinda geri doniisimii olmayan hasara yol acan biyokimyasal bir olay
oldugundan , sozii edilen biyolojik belirteclerin kandaki diizeylerinin belirlenmesi ve
klinik olarak anlamlandirilabilmesi i¢in planlanmig bir test protokolii uygulanmalidir.
Hastalarin acil servise bagvurma zamanlariin farkliligi ve sozii edilen bu ii¢ biyolojik
belirtecin ortaya ¢ikis zamanlarindaki ¢esitlilik MI’iin hizli tanisinda ¢ok sayida drnegin
hizli ve es zamanh takibini ka¢inilmaz hale getirmektedir (Storrow ve ark. 2006a,
McCullough ve ark. 2002). Bu gerceklerin 1s18inda, Amerikan Kardiyoloji
Birligi/Amerikan Kalp Birligi olas1 bir MI’iin tanis1 i¢in kullanilacak testlerin 60 dakika
ya da tercihen 30 dakika icerisinde sonuglanmasi gerektigi konusu iizerine vurgu
yapmaktadir. Diger bir deyisle, kardiyak testler i¢in gerekli devir zamani acil servis

hekimlerinin karar vermede kullandiklar1 gogiis agrisi protokolleri ile es olmalidir.

Gogiis agris1  basladiginda ve agri bagsladiktan sonraki birkag saat igerisinde

miyoglobinin hassasiyeti CK, CK-MB ve troponinlerden (T ve I) daha yiiksektir
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(Kilpatrick ve ark. 1993). Kalp krizinin teshisinde kullanilabilecek ilk biyomarker
olmas1 nedeniyle miyoglobin diizeyinin hizli ve giivenilir bir sekilde tayini biiyiik 6nem

tasimaktadir.

2.6. Miyoglobin

Miyoglobin solunum ile ilgili bir protein olup kaslarda bulunmakta ve oksijen
depolanmasinda gorev almaktadir. Omurgalilarin iskelet kaslarinda bol miktarda
bulunur ve kas dokusunun karakteristik kirmizi renginden sorumludur. Miyoglobin 153
aminoasitten olusan ve suda ¢oziinen globiiler bir protein olup tersiyer yapisi kisa,
sarmal olmayan bolgelerle birlestirilmis 8 adet a-heliksden olusmaktadir (Sekil 2.6.1).
25x34x42 A’ boyutlarinda olup izoelektrik pH degeri 7,3 “tiir (Singh-Zocchi 2002).
Globiiler proteinler, yuvarlak ya da globiiler olarak adlandirilabilen sekle katlanan ve
farkl1 tipte ikincil yapilar iceren polipeptid zinciri ile karakterize edilmektedirler. Bu
proteinlerin diger bir onemli 6zelligi aminoasit yan zincirlerinin pozisyonudur. Bu
spesifik yonlenmeler yapisal kararliligin biiytik bir kismimnin hidrofobik etkilesimlerden
kaynaklandiginin bir gostergesidir. Sekil 2.6.2°de goriildiigii gibi yapida yer alan
hidrofobik yan zincirlerin ¢ogu su molekiillerinden uzak olacak sekilde, molekiiliin i¢
kisminda hidrofilik R gruplarinin c¢ogunlugu ise molekiiliin dis yiizeyinde yer

almaktadir.

Solumun olayinda yer alan proteinler olan hemoglobin ve miyoglobin yapilarinda
bulundurduklar1 polar olmayan hem grubu sayesinde molekiiler oksijen ile tersinir bir
reaksiyona girebilirler. Yapilarinda proto-porfirin olarak adlandirilan ve Fe atomu
bulunduran organik bir grup igerirler. Protoporfirin birbirine metan kopriileri (a, B, y, 8)
ile baglh dort adet pirol halkasindan (I, II, III, IV) olusur (Sekil 2.6.3.a). Yapida farkh
aminoasitlerin yer almasi ile farkli ¢oziiniirliik, spektrum ve reaktivitede farkli tiirde
porfirinler olugur. Demir, protoporfirinin dort azot atomu ile birlikte hidrofobik
kisimdaki hem molekiilinii baglayan miyoglobinin histidin yan zincirine
baglanmaktadir. Bu da histidinden uzak, oksijen baglamak i¢in uygun olan hem kismi
iizerinde alt1 baglanma bdlgesi saglar (Sekil 2.6.3.b). Oksijen baglanma bdlgesi

yanindaki kalintilarla olan etkilesimler oksijen bagini stabilize eder.
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Sekil 2.6.1. Ispermeget Balinas1 (Physeter catodon) miyoglobininin yapisi

Hem grubu Fe atomunun 6. koordinasyon bdélgesinin pozisyonuna gore dort farkli
oksidasyon basamaginda bulunur: 6. koordinasyon bolgesi bos ise, deoksi ; O
baglanmis ise, oksi; H,O ile doldurulmus ise, met yada ferri; CO baglanmis ise,
karboksi miyoglobin olarak adlandirilir. Diger biyolojik molekiiller gibi, hemproteinleri
cevresel degisimler ve kimyasal maddeler ile muamele edildiginde biyolojik

aktivitelerini kaybedebilirler.

‘f"\:
T, o
N (,J w

Sekil 2.6.2. Miyoglobinin hidrofobik ve hidrofilik yonlenmelerini gosteren yapi. Hem
grubu (turuncu,sar1), proksimal ve distal (sar1) histidinler ve miyogloin ana yapist.
Hidrofobik rezdiiler (beyaz) , polar ve yiiklii rezidiiler (mavi)
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Sekil 2.6.3. (a) Hem grubu ve (b) miyoglobin molekiiliindeki baglanma
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

L-Triptofan metil ester (C1,H4N,0>)
Hidrokinon (C¢H¢O>)

Diklormetan (CH,Cl,)

Metakriloil kloriir (C4HsCIO)
Trietilamin (C¢H5N)

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Etil Alkol (C,HsOH)

Sodosil © 02

2-Propanol

Sigma-Aldrich
Merck
Riedel-de Haen
Fluka

Across Organics
Merck

Merck
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen

3-Aminopropil-trietoksisilan (H,N(CH;)3Si (OCH3)3 Sigma-Aldrich

Siilfiirik asit (H,SO4)

Hidrojen peroksit (H>O-)
Glutaraldehit

Sodyum kloriir (NaCl)

Aseton ((CH3),CO)
2-Propen-1-tiyol (C3HsS)
Amonyak (NH3)

Miyoglobin

Hidroksietil metakrilat (C¢H0O3)

Etilenglikol dimetakrilat ([H,C=C(CH3)CO,CH-]>)

Azoizobutironitril (CgH 2Ny)
8.01595

Hidroklorik asit (HCI)
Metanol (CH;OH)

Lizozim (yumurta beyazindan saflastirilmis)

Sitokrom c (si1g1r kalbinden saflagtirilmis)

Etilen glikol (HOCH,CH,OH)
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Fluka

Merck

Merck

Fluka
J.T.Baker
Fluka

Merck

Sigma

Merck

Sigma-Aldrich
Merck

Riedel-de Haen
Merck
Sigma
Sigma

Merck

364517
8.22333
24333
64120
157910010
1.06462
1.00986
16167
24137
28,177-8
84721
1.08597
1.04239
71376
8003
06030
1.05422
M0630
8.00588
33,568-1

07102
1.13351
L6876
C2037
1.00949



3.2. Yontem

3.2.1. Metakriloil-amidotriptofan metil ester (MATrp) monomerinin sentezi

Metakriloil-amidotriptofan metil ester (MATrp) monomerinin sentezi i¢in uygulanan
yontem kisaca soyledir: 5 g L-triptofan metil ester ve 0,2 g hidrokinon, 100 mL
diklorometan (CH,Cl,) igerisinde ¢oziildii. Cozelti 0°C'a sogutuldu. 12,74 g trietilamin
bu ¢ozeltiye ilave edildi. 5 mL metakriloil kloriir yavasca bu ¢dzeltinin tizerine dokiildii.
Bu reaksiyon karisimi azot atmosferi altinda manyetik karigtirict ile 2 saat oda
sicakliginda karistirildi. Kimyasal reaksiyonun sonunda, reaksiyona girmeyen metakroil
kloriir, % 10'luk NaOH c¢ozeltisi ile ekstrakte edildi. Metakriloil-amidotriptofan metil
esteri i¢eren kismin ¢oziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildi ve kalan kat1 etanolde

¢oziildii (Y1lmaz ve ark. 2009).

3.2.2. MATrp monomerinin karakterizasyonu

3.2.2.1. FTIR analizi

MATrp monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer,
Spektrum 100 ,Waltham, MA, ABD) kullanilarak elde edildi. MATrp monomerinin etil
alkol ile hazirlanan c¢ozeltisinden 100 pL almarak temizlenmis cam slayt {izerine
damlatildi. 40°C’da 2 saat vakum etiiviinde kurutuldu ve ATR aparati kullanilarak FTIR

spektrumu alindi.
3.2.2.2. NMR analizi
MATrp monomerinin '"H NMR spektrumu, DMSO-ds igerisinde Varian Mercury Plus

400 MHz NMR cihaz1 kullanilarak alindi. Kimyasal kaymalar (§) ppm cinsinden
DMSO-d¢ referans alinarak rapor edildi.
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3.2.3. Miyoglobin baskilanmis yiizey plazmon rezonans sensoriin hazirlanmasi
3.2.3.1. Cam slaytlarin yiizey modifikasyonu
3.2.3.1.1. Cam slaytlarin temizlenmesi

Poli(HEMA-MATTtp) ylizey plazmon rezonans sensdriin hazirlanmasinda kalip molekiil
olan miyoglobinin immobilizasyonu i¢in kalinligt 1 mm olan 2,5 cm x 2,5 cm
boyutlarindaki mikroskop cami kullanildi. Cam slaytlar 6nce sirasiyla 30 dakika siire
ile kullanilan sivi hacimleri 10 mL/slayt olacak sekilde % 2 lik notr temizleyici
(SoDosil® 02), deiyonize su, izopropanol, deiyonize su, etanol ve son olarak deiyonize
su ile 55 °C de ultrasonik banyoda bekletilerek temizlendi ve vakum etiiviinde 100°C*da

1 gece bekletildikten sonra kullanildi (Sekil 3.2.3.1.1.1).

Notral
temizleviei

i.zuprnpil

Sekil 3.2.3.1.1.1. Cam slaytlarin temizlenmesi
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3.2.3.1.2. Protein kalibinin hazirlanmasi

Protein kalibinin hazirlanmast i¢in miyoglobin cam yiizeyine kovalent olarak
immobilize edildi. Bu amagla ilk olarak temizlenmis olan cam slaytlar oda sicakliginda
30 dakika siire ile H,SO4:H,0, (70:30) (v/v) karisiminda bekletildi. Ardindan saf su ile
5 kez yikanarak 80°C‘da vakum etiiviinde 2 saat kurutuldu. Kurutulan cam slaytlar
aseton ile hazirlanmis % 5 (v/v) APTES (3-aminopropil-trietoksisilan) ¢ozeltisine
daldirilarak oda sicakliliginda 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda aseton ve damitik
su ile 5’er kez yikanarak 80°C‘da vakum etiiviinde 2 saat kurutuldu. APTES ile
modifiye edilmis cam slaytlar pH 7,4 fosfat tamponu ile hazirlanmis % 2,5 (v/v)
glutaraldehit ¢ozeltisine daldirilarak oda sicakliginda 2 saat bekletildi. pH 7,4 tamponu
ile yikanarak yine oda sicakliginda kurutuldu (Sekil 3.2.3.1.2a). Elde edilen modifiye
camlar 10 mL 0,01 mg/mL miyoglobin ¢6zeltisine daldirilarak 24 saat siire ile +4°C‘de
bekletildi. (Sekil 3.2.3.1.2b). Elde edilen miyoglobin kalibi cam slaytlar pH 7,4
tamponu ile 5 kez yikanarak reaksiyona girmeyen miyoglobin uzaklastirildi. Hazirlanan
slaytlar oda sicakliginda kurutularak miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp)
filmin hazirlanmasinda protein kalib1 olarak kullanildi. Baskilanmamis poli(HEMA-
MATrp) filmin hazirlanmasinda ise APTES ve glutaraldehid ile modifiye edilen cam
slaytlar sadece pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde bekletildi ve kurultulduktan sonra

kullanildi.
3.2.3.1.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Protein kalibinin hazirlanmasinda kullanilan APTES ve glutaraldehid ile modifiye
edilmis cam ylizeyi ile protein immobilize edilmis modifiye cam ylizeyin
karakterizasyonu i¢in yar1 degen modda atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics
Instruments, Oxford, Ingiltere) kullamldi. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest
kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢ok yiiksek ¢oziiniirliikte
Olclim alabilmektedir. Goriintiileme caligmalar1 hava ortaminda, yar1 de§en modda
gergeklestirildi. Salinim rezonans frekansi, 341,30 Hz olarak uygulandi. Titresim

genligi, 1 Vrms ve bos titresim genligi ise 2 Vgrys’dir. Orneklerden 2 pm/s tarama
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hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirlikkte, 1 x 1 pm?% 2 x 2 pm?, 5 x 5 um” lik alanlarin

goriintiisii alindi.

93



Cam B
Lodi

.
‘O HO0AHS0, - () ®

[
%43 AFTES (E10H)
80 C, 2 saat

|% 2.5 Glutaraldehid (PE) |

80C, 2 saat
Modifive edilmemis
Glutaraldehid ile modifive edilmis cam
(a)
Cam slayt
Mivoglobin cézeltisi
pH=T74
(b)
Sekil 3.2.3.1.2. (a) Cam yiizeyin APTES ve glutaraldehid ile modifikasyonu (b) Cam ylizeyine miyoglobin baglanmasi
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3.2.3.1.4. Temas acis1 analizi

Cam ylizeye ait her bir modifikasyon asamasinda (cam, APTES modifiye cam,
glutaraldehid modifiye cam, protein immobilize cam) cam yiizeyin su ile yaptig1 temas
acis1 belirlendi. Temas acgis1 6l¢giimlerinde Phoenix 300 (Kore) cihazi kullanildi. Temas
acis1 Olclimiinde yapisik damla (Sessile Drop) yonteminden yararlanildi. Bu yontemle
analizi yapilmak istenen yiizeyler {izerine 1 damla su damlatilarak her birinin temas
acis1 dlgiidii. Olgiimlerde yiizeylerin farkli bélgelerine su damlatmak suretiyle 40 ayr1
fotograf ¢ekildi ve her biri i¢in ayr1 temas agis1 belirlendi. Temas agis1 Ol¢limlerinde
Phoenix cihazi ile birlikte verilen ImageXP yazilimi kullanildi. Bu yazilimda temas ag1
degerleri damlacigin kat1 ile sol temas noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas
noktasindan alinan sagdan temas agis1 dikkate alinarak belirlenmektedir. Her bir ylizey

icin belirlenen temas agis1 40 ol¢limiin ortalama degeridir.

3.2.3.2. SPR altin ¢ip yiizeylerinin modifikasyonu

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) yiizey plazmon rezonans sensoriiniin
hazirlanmasinda Sekil 3.2.3.2.1‘de gosterilen GWC SPRimager II sistemine uygun 2,5
cm x 2,5 cm boyutlarindaki altm kapli ¢ip (SPRchip™) kullanildi. Bu gipler SF10 cam
izerine 2 nm titanyum ve 42,5 nm altin kaplama icermekte ve firmadan hazir olarak
temin edilebilmektedir. Altin kapl ¢ip yiizeyleri allil merkaptan (CH,=CH-CH,SH)
kullanilarak modifiye edildi. Modifikasyon 6ncesi altin yiizey bazik pirana ¢ozeltisi (3:1
(v/v) NH3:H,0,) ile temizlendi. Yiizeyi temizlenen altin ¢ipler -18°C¢da 24 saat 3 mM
allil merkaptan iceren 5 mL etanol:su (4:1) ¢ozeltisine daldirilarak polimerizasyonun
altin yilizeyinde gergeklesmesi igin gerekli doymamis baglar olusturuldu (Sekil
3.2.3.2.2).

3.2.3.2.1. Spekiiler reflektans FTIR analizi

Allil merkaptan ile kaplanan altin ylizeyin karakterizasyonu Perkin Elmer (Spektrum
100 Waltham, MA, ABD) FTIR cihaz1 ile cihaza ait spekiiler reflektans aparati
kullanilarak gergeklestirildi. Spektrum, 80 derecelik bir siymrma acisi ile 4 cm™

coziinlirliikte 6rnek basina 256 adet tarama yapilarak alindu.
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Sekil 3.2.3.2.1. GWC SPRimager II sisteminde kullamlan SPRchip™ altin ¢ip
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Sekil 3.2.3.2.2. (a) Altin yiizeyinin modifikasyonu (b) Allil gruplarinin yonlenmesi

3.2.4. SPR ¢ip yiizeyinde poli (HEMA-MATrp) filmin sentezi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis ylizey plazmon rezonans altin ¢ip yiizeyinde
miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) polimerinin hazirlanmasi i¢in ilk olarak
HEMA, MATrp ve EGDMA ultrasonik banyoda 2 saat siire ile karistirilarak stok
polimerizasyon karisimi hazirlandi. Daha sonra bu karisimdan 0,5 mL alinarak igerisine
5 mg azobisizobiitironitril (AIBN) eklenerek polimerizasyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon karisimindan azot gazi gegirilerek ¢oziinmiis haldeki oksijen ortamdan
uzaklastirildi. Daha sonra reaksiyon karisimindan 5 pL numune alinarak daha 6nceden
hazirlanmis olan protein kalibi iizerine damlatildi ve kalip molekiil ile monomerler
arasinda on organizasyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika siire ile + 4°C*da beklendi.
Ardindan allil merkaptan ile modifiye edilmis yiizey plazmon rezonans ¢ip bu karisim
tizerine ters ¢evrilerek polimerizasyon UV 15181 (100 W, 356 nm, UVP B100-AP High
Intensity UV-lamp) altinda 4 dakika bekletmek suretiyle gergeklestirildi.

Polimerizasyon isleminden sonra protein kalib1 yiizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyinden
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ayrildi. Polimer kaplanmis ylizey plazmon rezonans ¢ipler énce 0,1M HCl/metanol
ardindan saf su ve etil alkol ile yikandi ve vakum etiiviinde kurutuldu. Polimerizasyon
yontemi Sekil 3.2.4.1‘de goriilmektedir. Baskilanmamis poliHEMA-MATrp) filmin
hazirlanmasinda ise APTES ve glutaraldehit ile modifiye edilmis cam slayt miyoglobin
¢ozeltisi yerine pH 7,4 fosfat tamponunda bekletildi ve kurutulduktan sonra yukarida
anlatildig1 sekilde kullanildi.

Uygun polimerizasyon karigiminin belirlenmesi icin MATrp:HEMA:EGDMA orani
1:1:1, 1:1:3, 1:1:5, 1:1:6 seklinde degistirilerek miyoglobin baskilanmis (MIP-myo) ve
baskilanmamis (NIP) poliHEMA-MATrp) filmler hazirlandi ve 10 000 ng/mL
myoglobin ¢ozeltisi kullanilarak her biri i¢in baskilama faktorti (%ARMip-myo/ Y0ARNip)
hesaplandi.

HEXMA

MATm
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UV polimerizasyon
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Sekil 3.2.4.1. Yiizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyinde polimerik film hazirlanmasi. (a)
Allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip (b) Protein kalibinin {izerine
polimerizasyon karigiminin damlatilmast (5 pL) (c) Protein kalibi yiizey plazmon
rezonans ¢ip iizerine ters gevrilmesi (d) UV-1s1ik uygulanmasi ile polimerizasyonun
gergeklestirilmesi (e) Protein kalibinin polimerik film olusmus ylizey plazmon rezonans
¢cip ylizeyinden ayrilmasi ve polimer {lizerinde miyoglobine o6zgii bosluklarin
hazirlanmasi
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3.2.5. Poli (HEMA-MATTrp) SPR c¢iplerin yiizey karakterizasyonu

3.2.5.1. FTIR-ATR analizi

Miyoglobin ~ baskilanmigs  ylizey plazmon rezonans ¢iplerin  yiizeylerinin
karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR spektrofotometresi (Peklin Elmer, Spectrum 100,
Waltham, MA, ABD) kullanildi. Poli(HEMA-MATrp) kaplanmis altin ¢ip, cihazin
ornek yuvasma yerlestirildi ve 400-4000 cm™ dalga sayisi araligimda yiizeyde

gerceklesen toplam yansima miktari 6l¢tildii.

3.2.5.2. Temas acis1 analizi

Altin yiizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ylizey, yiizeyinde miyoglobin
baskilanmis ve baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film hazirlanmis altin yiizeylerin
1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu yiizeylerin su ve etilen glikol ile
yaptiklar1 temas agilar1 6l¢iilmiis ve ylizey serbest enerjileri Owens, Wendt, Rabel ve
Kaelble yaklasimi kullanilarak hesaplandi. Bu amagla Phonenix 300 cihazinin Image
XP yazilimi kullanildi. Yiizey enerjilerinin hesaplanmasinda kullanilan sabitler Cizelge

3.2.5.2.1°de verilmistir.

Cizelge 3.2.5.2.1. Yiizey enerjilerini hesaplamada kullanilan sabitler

Su Etilen glikol
Arayiizey Gerilimi (IFT), mN/m 72,8 48,3
Yayilma Bileseni Gerilimi, mN/m 22,5 393
Kutupsal Bilesen Gerilimi, mN/m 50,3 19
Yogunluk, g/mL 0,998 1,109
Viskozite, mP 1,002 21,81
Sicaklik, °C 25 25
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3.2.5.3. AFM analizi

Altin yiizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ylizey ve miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATTtp) altin ¢iplerin ylizeylerinin karakterizasyonu i¢in yar1 degen modda
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) kullanildi.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096
piksel gibi cok yiiksek ¢Oziiniirliikte 6l¢iim alabilmektedir. Goriintiileme caligmalari
hava ortaminda, yar1 degen modda gergeklestirildi. Salinim rezonans frekansi, 341.30
Hz olarak uygulandi. Titresim genligi, 1 Vrms ve bos titresim genligi ise 2 Vg dir.
Orneklerden 2 pm/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirlikte, 2 x 2 pm®  lik

alanlarin goriintiisii alind1.

3.2.5.4. Elipsometre

Hazirlanan poliHEMA-MATrp) sensoriin yiizeyindeki kalinlik Slgiimleri Nanofilm
EP3-Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile yapildi. Kalinlik dl¢timleri
532 nm dalga boyunda, 62 derecelik bir gelis acisinda gergeklestirildi. Yiizeyinde
polimerik film igeren altin ¢ip lazer 151k kaynagi altina yerlestirildi. Yiizey kalinligi
hesaplama programi i¢in SF10 cam + 2 nm titanyum katmani + 42,5 nm altin katmam
veri olarak 6ngoriildii. Olgiimler sensér yiizeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarland: ve

sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edildi.

3.2.6. Yiizey plazmon rezonans sistemi ile olciimler

3.2.6.1. SPR sisteminin analiz i¢cin hazirlanmasi

Hazirlanan miyoglobin baskilanmis ¢ipler ile kinetik analizler Sekil 3.2.6.1.1°de
gosterilen ylizey plazmon rezonans sistemi SPRimager II (GWC Technologies,
Madison, ABD) ile gerceklestirildi. Sensogramlarin elde edilmesinde sistem ile birlikte
saglanan Digital Optics V++ goriintilleme yazilimi ve bu yazilimla birlikte ¢alisan

Microsoft Excel programi kullanildi.
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Sekil 3.2.6.1.1 SPRimager II (GWC Technologies, Madison, ABD) yiizey plazmon
rezonans sistemi

GWC SPRimager II cihazinda ylizey plazmon rezonans etkisi yiizey plazmon rezonans
acisina yakin sabit bir agida uyarilmis olan Ornekten yansiyan 1s18in Olgiilmesi
prensibine gore calismaktadir (Sekil 3.2.6.1.2 (b)). SPRimager II sisteminde 15181n dalga
boyu (800 nm) ve gelis agisi (40° — 70°) sabittir. Cihaz 151k kaynag, kutuplayici, 6rnek
hiicresi, dar band filtresi, ¢ip yiizeyindeki tiim optik alani yakalayabilen CCD
kameradan olusan bir dedektor ve sicaklik degisimini 6nlemek i¢in bir sicaklik sensorii

igermektedir (Sekil 3.2.6.1.3).

Cihazin calisma prensibi Sekil 3.2.6.1.2 (a)‘da 6zetlenmistir. Kosutlamis polikromatik
bir kaynaktan gelen 151k yiizey plazmon rezonans agisina yakin bir bolgedeki acida bir
polarizorden (kutuplayici) gegerek prizma/ince altin film/6rnek tigliisiiniin beraberce
olusturdugu 6rnek hiicresine carpmaktadir. Isik, prizma/altin araylizeyi ile etkileserek
yanstyan 1s18in siddetindeki azalmaya neden olan yiizey plazmonlarini olusturur.
Ormnekten yanstyan 151k sadece dedektoriin algilayabilecegi araliga denk gelen dar bir
band araligindaki 15181n gegisine izin veren bir filtreden gecer ve bu sayede yansiyan

151810 siddeti Ol¢iiliir.

100



Prizma ve ornek

Polarizér hiicresi

Isik kaynagi

Filtre

CCD kamera

(a) (b)

Sekil 3.2.6.1.2. SPRimager Il sisteminin (a) ¢alisma ve (b) sensogram olusturma
prensibi

Miyoglobin baskilanmis ylizey plazmon rezonans ¢ip ile kinetik analizler yapilabilmesi
icin hazirlanan ¢ip polimerik film kapli yiizeyi akis hiicresi yoniinde olacak sekilde
ornek tutucuya yerlestirildi ve iizerine kirilma indisi esitleyici sivi (kirilma indisi: 1,720
+ 0,0005 , Cargille Laboratuaries series M fluid) damlatilarak iizerine prizma
yerlestirildi. Bu sayede SF-10 cam prizma ile altin ¢ip arasindaki baglant1 saglanmis
oldu (Sekil 3.2.6.1.4). Ardindan akis hiicresi, giris ve cikis uc¢larida 6rnek tutucuya
eklenerek ornek hiicresi hazirlandi ve kinetik analizlerin gerceklestirlmesi i¢in cihaza
yerlestirildi. Sicaklik sensorii  kullanilarak sicakhik 25°C‘a sabitlendi ve tiim

sensogramlar bu sicaklikta alindi.

3.2.6.2 Yiizey plazmon rezonans sistemi ile sensogram alinmasi

Ornek hiicresi hazirlanarak cihaza yerlestirildi. Ilk olarak sisteme pH 7,4 fosfat tamponu
gonderilerek ¢ip tlizerindeki polimer yiizeyinin islanmasi saglandi ve yiizeyden 150
uL/dakika hizinda 30 dakika siire ile pH 7,4 tamponu gegcirilmeye devam edildi. Daha
sonra gelis a¢is1 ylizey plazmon rezonans agisina yakin bir agiya sabitlenerek sensogram

alinmaya baslandi. Sistemden ilk olarak pH 7,4 tamponu geg¢irildi ve ardindan analizi
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Sekil 3.2.6.1.3. GWC SPRimager II cihazinin temel ekipmanlari
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(©) (d)

Sekil 3.2.6.1.4. Ornek hiicresinin hazirlanmast (a) yiizey plazmon rezonans ¢ipin 6rnek
tutucuya yerlestirilmesi (b) akis hiicresinin takilmasi (c¢) giris ve ¢ikis uclarinin
yerlestirilmesi (d) prizma ve akis hiicresinin bir araya getirilmesiyle 6rnek hiicresinin
hazirlanmast

yapilacak olan ¢ozelti (miyoglobin igeren sulu ¢ozelti, yarismaci protein ¢ozeltileri ya
da plazma oOrnekleri) ¢ip ylizeyine gonderilerek yansiyan 15181in siddetindeki degisim
fark1 degerleri anlik olarak gozlenerek denge durumuna geldiginde (yaklasik 25 dakika)
sisteme tekrar pH 7,4 tamponu verilerek spesifik olarak baglanmayan analit molekiilleri
ylizeyden uzaklastirildi. Ardindan yiizeye 10 dakika 1 M etilen glikol karisimi verilerek
desorpsiyon islemi gergeklestirildi. Desorpsiyon isleminden sonra, yiizey plazmon
rezonans sensor yiizeyi 10 dakika su ve tekrar dengeye gelene kadar (yaklasik 10
dakika) pH 7,4 tamponu ile yikanarak rejenere edildi. Ardindan cihazla birlikte verilen

yazilimlar kullanilarak sensogram elde edildi.
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3.2.7. Yiizey plazmon rezonans sistemi ile kinetik analizler

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor i¢in kalibrasyon egrisinin
hazirlanmas1 amaciyla farkli derisimlerdeki miyoglobin ¢ozeltileri sensér yiizeyine
gonderildi. Bu ¢ozeltiler 100-10 000 ng/mL derisim araliginda pH 7,4 fosfat
tamponuyla hazirland1 ve her bir derisim degerine ait sensogram almarak % AR

degerleri belirlendi.

3.2.7.1. Yarismah Kinetik analizler

Miyoglobin baskilanmis yiizey plazmon rezonans sensoriin segiciligini gostermek i¢in
lizozim, BSA ve sitokrom c proteinlerinin kullanilmasiyla olusturulan karisimlar (tekli,
ikili, tgli, dortlii) ylizey plazmon sistemine gonderilerek yarismali adsorpsiyon
calismalar gerceklestirildi. Bu ¢ozeltiler, pH 7,4 tamponunda 1000 ng/mL derisiminde

hazirlandi ve ¢ip ylizeyine gonderilerek sensogramlar alindu.

3.2.7.2. PoliHEMA-MATTp) sensoriin baskilama seciciliginin belirlenmesi

Baskilama segiciliginin belirlenmesi icin pH 7,4 fosfat tamponunda 1000 ng/mL
derisiminde hazirlanan miyoglobin, lizozim, sigir serum albumini (BSA) ve sitokrom c
proteinleri ve bu proteinlerin kullanilmasiyla olusturulan karigimlar (tekli, ikili, ti¢li,
dortlil) baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) sensor ylizeyine gonderilerek sensogramlar

alindi.

3.2.8. Kan ornegi ile analizler

Hazirlanan miyoglobin baskilanmis ylizey plazmon rezonans sensoriin ger¢ek ornekler
ile kullanilabilirliginin ve mevcut yontemler ile uyumlulugunun arastirilabilmesi igin
kan Ornekleri kullanildi. Kan &rnekleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Anabilimdali yogun bakim boliimiine kalp krizi sikayeti ile gelen hastalardan alindi
(Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Karar No: 2008-19/30). Kanlar
etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) igeren vakumlu tiipler ile toplandi ve kirmiz1 kan

hiicrelerinin uzaklastirilmasi i¢in oda sicaklifinda 30 dakika 4000 g’de santrifiijlendi.
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Daha sonra plazma kismi 3 um’lik filtreden gecirildi ve -20°C’da dondurularak
saklandi. Kullanmadan once plazma 37°C’da 1 saat bekletilerek tavlandi. Uygulamadan
once, plazma Orneklerinin seyreltilmesinde % 0,95 NaCl igeren izotonik ¢ozelti
kullanilmistir. Hazirlanan sensoriin etkinligini gostermek icin kan 6rnekleri ELISA testi
(Myoglobin EIA test kit, BioChek, Inc. Foster City, USA) ile analiz edildi. Analizde

test ile birlikte verilen yontem kullanildi.

Kan oOrneginin analizinde kanin kirilma indisi degisiminden gelebilecek hatalar
azaltmak icin standart katma metodu kullanildi. Kan 6rnegindeki toplam seyrelme
miktar1 1:15 olacak sekilde once kor ornek, ardindanda ayni seyrelme oraninda,
miyoglobin derigimi 300; 500; 700; 900 ve 1000 ng/mL olan ¢ozeltiler % 0,95 NaCl
iceren izotonik ¢ozelti kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler miyoglobin
baskilanmis poli(HEMA-MATrp) sensor ylizeyine gonderilerek % AR/zaman

degisiminden olusan sensogramlar alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

MATrp monomeri, L-triptofan metil esterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu sonucu
elde edildi (Sekil 4.1.1). Elde edilen monomerin karakterizasyonu NMR ve FTIR
calismalari ile yapildi.

H,C 0
H C O H O H O
’ [l M I
+ H;N —C—C—OCH, H,C \H—c C—OCH,
H3 CH
Metakriloil
Kloriir
L-Tnptofan metil ester Metakriloil-amidotriptofan metil ester

Sekil 4.1.1. MATrp monomerinin sentez reaksiyonu

MATrp monomerinin kimyasal yapisinin belirlenebilmesi igin 'H-NMR kullanilmustir.
Sekil 4.1.2 MATrp’nin 'H-NMR spektrumunu géstermektedir. MATrp monomerinin
yapisinda bulunan ilgili protonlara ait pikler spektrum iizerinde isaretlenmistir. MATrp
monomerine ait karakteristik pikler sunlardir: (1) & 8,22 (1H s, br, N-H), (2) 7,54-7,09
(4H aromatikler), (3) 6,98 (1H d, amid NH J=5,58), (4) 5,64 (1H, t CH») , (5) 5,32 (1H,
t, CH»), (6) 4,99 (1H, m, CH) (7) 3,38(2H, dd, CH>), (8) 6,34 (1H.,d, 5°li halka , J=7,6),
(9) 3.71 (3H, s, OCH3), (10) 1,24 (3H ,t, CH3), (400 MHz, DMSO-ds).

MATrp monomerinin yapisinin belirlenmesi i¢in FTIR teknigi de kullanilmistir. Sekil
4.1.3’de MATrp monomerinin FTIR spektrumu verilmistir. Spektrum {izerinde bilesige
ait olan karakteristik bandlar gdsterilmistir. 3100-3000 cm™ araliginda aromatik C-H ,
2952 ve 2853 cm’de alifatik C-H gerilmelerinden kaynaklanan absorpsiyon bandlart
gbzlenmektedir. 1734 cm™ ‘de ester karbonil (C=0) grubuna ait gerilme bandi,
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1659 cm™*de ise amid karbonil grubuna ait gerilme band: yer almaktadir. N-H gerilme

titresiminden kaynaklanan absorpsiyon bandida 3500 cm™ civarinda ortaya ¢ikmustir.
4.2. Altin Yiizey Modifikasyonunun Karakterizasyonu
4.2.1. FTIR analizi

Tiyoller (R-SH) Au(111) substratlar {izerinde miikemmel SAM (Self-Assembled
Monolayer) olustururlar. Ug grup altin yilizeyinde kuvvetli ve istemli bir sekilde adsorbe
olur. Daha sonra molekiiller zincir-zincir etkilesimleri ile tekrar kendi aralarinda
organize olarak yiizeyde yogun ve diizenli bir tabaka olustururlar. Bu diizenlenmede
kuyruk kisminda yer alan grup disa dogru yonlenmektedir. Sekil 4.2.1.1 kat1 ylizey

tizerinde SAM olusumunu sematik olarak gostermektedir.

Fories Gy oy A | i / i £ J';
L gt O N N T N U N N NN T TN

Au

IIIII__.-' | | ,-"'II f." ,-"II ."'III _,."'I ;.-' f: I
f ff" 4 30-35 kcal/mol | / f .

Sekil 4.2.1.1. Altin yiizeyinde SAM olusumunun sematik gosterimi

Farkli fonksiyonel gruplara (kuyruk) sahip tiyol molekiilleri kullanilarak c¢alisilan
ylzeyin kimyasal 6zelligi ve fonksiyonelligi ¢ok genis bir aralikta degistirilebilir. Hatta
SAM olusumundan sonra kuyruk kisminda yer alan fonksiyonel grup kimyasal olarak
modifiye edilebilir. Altinin géreceli inertligi, kolay temizlenmesi ve hazirlanmasina olanak
saglayan mikrokristalin yapist nedeniyle Au (111) {izerine tiyol baglanmasi en ¢ok ¢alisilan
model sistemdir. Tiyollerin kolayca SAM olusturabildigi diger metaller giimiis, platin,
bakir, demir, nikel, civa iken GaS (galyum siilfiir), indiyum fosfor (InP) gibi yar1 iletken
ylizeylerinde bu olusum kolayca gerceklesebilmektedir.
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SAM karakterizasyonu i¢in IR ve fotoelektron spektroskopisi (XPS) gibi spektroskopik
teknikleride kapsayan c¢ok sayida farkli deneysel ve mikroskopik yontem
bulunmaktadir. Ayrica temas agis1 gibi daha dolayli yontemler de karakterizasyon i¢in

kullanilmaktadir.

SAMlerin karakterizasyonu icin su yada bagka coziicliler kullanilarak temas acgisinin
Ol¢iilmesi fizikokimyasal 6zelliklerin ayrintili olarak belirlenmesi i¢in tek basina yeterli
olmamaktadir. Daha ayrintili bir analiz i¢in olusan tabakanin kimyasal bilesimi ve
molekiiler yonlenmesi belirlenmelidir. Fakat tabaka kalinliginin ¢ok diisiik olmasi bir
dezavantajdir ve oldukca hassas tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. IR spektroskopisi
SAM karakterizasyonunda siklikla kullanilan bir tekniktir. Rutin IR analizlerinden
farkli olarak metal yiizeyinde olusan SAM analizleri, IR 15181n 6rnek ylizeyinden
yansitildigr styirma agisinda alinan spektrum ile yapilmaktadir. Tabaka kalinliginin ¢ok
diisiikk olmas1 ve absorpsiyon yapan molekiillerin bulundugu bolgede 1s181n aldigi yol
kisa oldugundan absorbans degerleri oldukca diisiiktiir. Bu nedenle sik¢a kullanilan
detero-triglisinsiilfat (DTGS) piroelektrik dedektor yerine, civa-kadmiyum-telliir
fotodiyot (MCT) dedektorler kullanilmaktadir. Sekil 4.2.1.2°de onsekiz karbonlu bir
alkanotiyolat icin C-H gerilme bdlgesinde elde edilen absorbans degerleri goriilmektedir

(Kind ve Woll 2009)

1:‘.‘H3 sym, FR, r+
\ CH, sym, FR, d+

3 _ :;: cstym, FR, r+ -_
CH, as, | e
op, I- '

Absorbans [‘IO“'i AU]

1

3000 2950 2900 2850 2800

v em™

Sekil 4.2.1.2. Oktadekantiyol kullanilarak hazirlanan altin yiizeye ait IR spektrumu (C-
H gerilme bolgesi)
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Metal yiizeyinde SAM olusumunun IR spektroskopisi ile analizinde kimyasal yapinin
ve molekiiler yonlenmenin belirlenmesinde ¢ok sayida absorpsiyon bandina ait
degisimden yararlanilmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri, 2800-3000 cm™ frekans
araligindaki C-H gerilme bandlarmim olusmasi ve serbest tiyollerde 2560 cm™ civarinda

gbzlenen S-H gerilme titresimine ait bandin kaybolmasidir.

SPR altin ¢ip yiizeyinde poliHEMA-MATrp) filmin hazirlanabilmesi i¢in ilk olarak
ylizey doymamis baglar iceren allil merkaptan (CH,=CH-CH,-SH) ile kaplanmistir.
Sekil 4.2.1.3’de allil merkaptan kaplanmis altin ¢ip yiizeyine ait IR spektrumu
goriilmektedir. Tabaka kalinligimin diisiik olmasi nedeniyle spektrum oldukca
giiriiltiiliidiir. Ancak C-H gerilme bolgesine bakildiginda 2930 cm™ ve 2857cm™ de
simetrik ve asimetrik C-H gerilme titresimlerine ait bandlar agik¢a goriilmektedir. Ug
karbonlu bir alkanotiyolat olan propantiyolat i¢in de simetrik ve asimetrik C-H gerilme
titresim bandlar1 2928 cm™ ve 2856 cm™’de gozlenmistir (Hostetler ve ark. 1996). Alt1
karbon ve iizeri alkil zincirine sahip alkanotiyolatlar i¢in ise bu degerler simetrik
gerilmeler igin 2848-2850 cm™, asimetrik gerilmeler i¢in 2918-2920 cm™ araliginda
degismektedir. Bu agidan bakildiginda allil merkaptan kapli altin yiizey i¢in bulunan C-
H gerilme titresim bandlarina ait frekans degerleri literatiir ile uyumludur. Ayrica
serbest alkanotiyolatlarda 2560 cm™ civarinda gozlenen S-H gerilme titresim bandi
spektrumda gozlenememistir. Bu sonug allil merkaptanin altin yiizeyine baglanmasi

nedeniyle S-H baginin kirildigini diistindiirm{istiir.
4.3. Cam Yiizey Modifikasyonunun Karakterizasyonu

Bu calismada, miyoglobinin poliHEMA-MATrp) film yiizeyine baskilanmasinda
mikrotemas baskilama yontemi kullanilmistir. Bu yontemde kalip protein molekiilii cam
ylizeyine immobilize edilmekte ve bu sayede proteinin polimerizasyon karigiminda
¢Oziinme problemi ortadan kalkmaktadir (Chou ve ark.2005). Bu giine kadar bu yontem
ile yapilan biitiin ¢alismalarda, protein damgasi olarak kullanilacak cam yiizeyi
hekzametilendisilazan (HMDS) ile hidrofobik hale getirilerek protein molekiilleri
yiizeye hidrofobik etkilesimler ile immobilize edilmistir (Lin ve ark. 2006).
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Sekil 4.2.1.3. Allil merkaptan kaplanmus altin ¢ipe ait spekiiler reflektans FTIR spektrumu (a) spektrum (b) 2650-3100 cm™ araligimin
yakindan goriintisti
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Protein molekiilleri ylizeye temel olarak iyonik etkilesimler, hidrofobik ve polar
etkilesimler araciligi ile adsorbe olabilirler. Hangi tiir molekiiller aras1 etkilesimin etkin
sekilde yer aldig1 ise ylizeye ve proteine gore degismektedir. Olusan tabaka heterojen ve
rastgele yonlenmis protein molekiillerinden olusmaktadir. Ciinkii her molekiil, substrat
ve daha once adsorplanmis protein molekiilleri ile arasindaki itme kuvvetlerini en aza
indirecek sekilde farkli yonlenmelerde ¢ok sayida temasta bulunabilir. Ayrica
adsorpsiyon ile immobilizasyonda iyonik siddet, pH ya da sicaklik gibi cevresel
kosullarin degismesi durumunda adsorplanmis molekiiller desorbe olurlar (Sun ve ark.

2006, Frederix ve ark. 2004).

Chou ve ark. (2007) lizozimi kalip molekiil olarak kullandiklar1 bir ¢alismada, kalip
molekiilli iceren camin ylizeyden ayrilmasi sirasinda kalip molekiil lizozimin polimerik
film yiizeyine transfer oldugunu rapor etmislerdir. Proteini yiizeyden uzaklagtirmak icin
NaOH ile yikanmis, her bir asamada temas agis1 Ol¢iilmiis ve kalip molekiil lizozimin
uzaklagmasina bagli olarak temas agisinin azaldigi belirlenmistir. Lin ve ark. (2006)
mikrotemas baskilama yontemi ile miyoglobin, lizozim ve riboniikleaz A  igin
molekiiler baskilanmis polimerlerik filmler hazirlamig ve polimerizasyondan sonra kalip
molekiiliin uzaklastirilmast i¢in % 0,8 NaOH ve % 2 SDS ile 80°C¢da 30 dakika yikama

yapildigini rapor etmistir.

Proteinler yiizeylere protein yapisinda yer alan ulasilabilir konumdaki aminoasit yan
zincirlerindeki fonksiyonel gruplar araciligi ile kovalent olarak da immobilize edilebilir.
Kovalent bag genellikle yan zincirdeki fonksiyonel grup ile uygun sekilde modifiye
edilmis substrat arasinda gergeklestirilir. Sonug olarak baglanmanin tersinmez oldugu
ve ylizeyin biiyiik 6l¢iide kaplandigi substratlar elde edilir. Kovalent baglama teknigi
baglanma kararlilig1 ve dayaniklilik diisiiniildiigiinde adsorpsiyona gore ¢ok daha uygun
bir tekniktir (Lu ve ark. 2007). Biyosensor yiizeylerine proteinlerin baglanmasinda da
siklikla tercih edilen yaklasim kovalent baglamadir (Duan ve ark. 2007, Zhang ve ark.
2004b, Christiaens ve ark. 2006, Cooper 2002).

Kovalent baglamada en ¢ok kullanilan yaklasim protein molekiiliinde yer alan —NH,

gruplart ve aldehid gruplart ile tiirevlendirilmis substrat arasinda Schiff bazi
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olusumudur (D’Souza ve Godbole 2002, Choi 2005, Betancor ve ark. 2006). Aldehit-
amin kimyasi farkl yiizeylere protein immobilizasyonunda yillardir yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Avseenko ve ark. 2001, Zhang ve ark. 2004b).

Cam ylizeyinde fonksiyonel grup olusturmak i¢in genellikle protein ylizeyinde yer alan
gruplar ile elektrostatik ya da kovalent etkilesimi saglayacak fonksiyonel gruplar iceren
silan bilesikleri kullanilir. Yiizey modifikasyonunda en sik kullanilan iki madde
aminopropil trietoksi silan (APTES) ve glutaraldehittir (Gan ve ark. 2009, Graf ve ark.
2008). APTES kovalent olarak cam yiizeyine baglanir. —-NH, uclar1 her iki ucuda
aldehid grubu iceren glutaraldehid ile kovalent olarak baglananarak yiizeyde serbest
aldehid gruplari olusturulur (Sekil 4.3.1). Bu aldehid gruplarida proteinleri Schiff bazi
olusumu ile kovalent olarak baglar (Qin ve ark. 2007).

Bu ¢alismada, cam yiizeyi ilk olarak APTES ve glutaraldehid ile modifiye edilmis ve
ardindan miyoglobin yiizeye kovalent olarak immobilize edilmistir. Bu sayede proteinin
ylizeyden desorpsiyonu engellenmistir. Bu yontem ile NaOH/SDS gibi baglanma
bolgelerinin  yapisin1  bozabilecek kimyasallar ile yikama asamast da ortadan

kaldirilmastir.

4.3.1. Temas acis1 analizi

Miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) filmin hazirlanmasinda ilk olarak cam
slaytlar temizlenmekte ve daha sonra modifiye edilerek protein kalibinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu asama da cam yiizeyinde bir ¢ok degisim
olmaktadir ve bu degisimleri temas acgilarindaki farkliliklar1 izlemek suretiyle
belirlemek miimkiindiir. Bu degisimleri karakterize etmek amaciyla temizlenmis cam,
APTES ile modifiye edilmis cam, APTES ve ardindan glutaraldehit ile modifiye edilmis
cam ve miyoglobin immobilize edilmis camin (protein kalib1) su ile yaptiklari temas
acilar1 belirlenmistir. Cizelge 4.3.1.1°de suyun cam yiizeyler ile yaptig1 temas agisi
degerleri, Sekil 4.3.1.1‘de ise yine bu yilizeylere ait temas agis1 goriintiileri yer

almaktadir.
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Sekil 4.3.1. (a) Cam yiizeyin APTES ile modifikasyonu (b) APTES modifiye camin glutaraldehid aktivasyonu (¢) Miyoglobinin modifiye
cam yiizeyine kovalent olarak baglanmasi
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Cizelge 4.3.1.1. Cam yiizeylerine ait temas acis1 degerleri

Temas Acisl, °

Yiizey (H,0)
Asidik pirana cozeltisi ile temizlenmis cam 44,7 +£3,5
APTES ile modifye edilmis cam 54,3+3,2
APTES + glutaraldehid ile modifiye edilmis cam 61,8+4,2
Miyoglobin baglanmis cam (Protein kalibi) 67,3+2,1

Asidik pirana ¢6zeltisi ile temizlenmis cam i¢in temas agis1 44,7° + 3,5 iken APTES ile
modife edilmis cam i¢in bu deger 54,3° + 3,2 ‘ye yiikselmistir. Bu degisim APTES ile
muamele sonucunda cam yiizeyinin daha hidrofobik bir karakter kazandigini
gostermektedir. Bu degisim biiylik olasilikla cam yiizeyindeki -OH gruplarinin
aminopropil segmentleri ile kovalent olarak baglanmasindan kaynaklanmaktadir.
APTES ile kaplanmis cam yiizey daha sonra glutaraldehid ile modifiye edilmis ve temas
agis1 65,8° + 5,2 olarak belirlenmistir. Bu sonuca goére yiizey biraz daha hidrofobik hale
gelmigtir. Cilinkii glutaraldehid, APTES den gelen amin uglarin1 imin olusumuyla
kapatmis ve igerdigi hidrokarbon =zincirinden dolayr da hidrofobik 6zellik
kazandirmistir. Miyoglobinin kovalent olarak baglandig1 cam yiizeyinde ise temas agisi
67,3° + 2,1 olarak elde edilmistir. Bu sayede hidrofobisitede az da olsa bir artis

olmustur.

4.3.2. AFM analizi

Cam yiizeyinin morfolojisindeki degisimin ayrintili bir sekilde incelenebilmesi igin
APTES ve glutaraldehid ile modifye edilmis cam yiizeyin ve miyoglobin immobilize
edilmis cam yiizeyin AFM goriintiileri alinmistir. Sekil 4.3.2.1 ve Sekil 4.3.2.2°de bu
modifikasyonlardan sonra cam yiizeye ait AFM gortintiileri goriilmektedir. Goriildiigii
gibi APTES ve glutaraldehid modifikasyonu ile cam yiizeyinde olusan kalinlik yaklasik
1,5-2 nm’dir. Miyoglobinin cam ylizeyine immobilizasyonundan sonra ylizey
morfolojisi tamamen degismis ve kalinlik 6-6,5 nm degerlerine yiikselmistir. Bu sonug

miyoglobinin cam yiizeyine basariyla immobilize edildigini gostermektedir.
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4.4. Miyoglobin Baskilanmis Poli(HEMA-MATrp) Sensoriin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Afinitesi ve segiciligi yiiksek MIPlerin hazirlanmasinda en Onemli parametreler;
monomer ve ¢apraz baglayicinin  se¢imi  ve polimerizasyon kosullarinin
optimizasyonudur. Ne yazik ki, MIP hazirlanmas1 i¢in genel bir islem yoktur. Bu
nedenle uygulamaya bagli olarak islemlerin ayrintili bir sekilde incelenmesi
gerekmektedir. Uygun yontemin belirlenmesinden sonra degiskenlerin siirece etkisi
optimize edilmelidir. Bununda birlikte polimerizasyondan sonra spesifik olmayan
baglanmanin yliksek olmasi ve heterojen baglanma bdélgelerinin olusmasi onlenmelidir.
Eger polimerizasyondan sonra polimer icerisinde hala uzaklastirilamayan kalip molekiil
kaliyorsa baglanma kapasitesi azalacaktir. Bu ylizden kalibin tamamen uzaklastirilmasi

icin de ilave bir ¢abaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Uludag ve ark. 2007).

Altin yiizeyinde sensor olusturacak molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlamasinda
iki temel yaklagim vardir. Birincisi tiyol iceren bir molekiil ile sensor yiizeyinde aktif
bir u¢ olusturmak ve polimerik filmin adhezyonunu arttirmaktir. Allil merkaptan
(Kugimiya ve Takeuchi 2001, Wu ve Syu 2006, Uzun ve ark. 2009), merkaptoetanol
(Ling ve ark. 2005), tiyotik asit modifiye glisidil metakrilat (Liu ve ark. 2006a) ve

merkaptoundekanoik asit (Piacham ve ark. 2005) bu amagcla kullanilmaktadir.

Ikincisi sensor yiizeyinde herhangi bir aktivasyon yapmaksizin polimer sentezini
dogrudan altin yiizeyinde ger¢eklestirmektir. Bu iki temel yaklasim dikkate alindiginda
molekiiler baskilanmis polimerler sensor yiizeyine yiizey asilama (Piacham ve ark.
2005), sikistirma (sandwich casting), donel kaplama (Ling ve ark. 2005) ya da
elektropolimerizasyon (Sallacan ve ark. 2002) ile kaplanabilmektedir. Sikistirma
yontemi hem altin yiizeyinin aktivasyonundan sonra (Kugimiya ve Takeuchi 2001, Cao
ve ark. 2001, Liu ve ark. 2006b) hem de yiizeyi aktive etmeden dogrudan sensor
ylizeyinde (Percivalve ark. 2002, Kugimiya ve Takeuchi 2001, Haupt ve ark. 1999b,
Percival ve ark. 2001) polimerizasyona olanak vermektedir. Bu acidan bakildiginda
mikrotemas baskilama yontemine de ilham vermektedir. Ciinkii mikrotemas baskilama

yonteminde protein molekiilleri cam substrat iizerine immobilize edilmekte ve kalip
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molekiil olarak kullanilmaktadir. Bu durumda hem kalip molekiil proteinin
polmerizasyon karisiminda ¢dziinme problemi ortadan kalkmakta hem de kalip molekiil
varliginda MIP sensor altin ylizeyinde basariyla sentezlenebilmektedir. Bu ¢alismada;
ilk olarak maksimum sensdr cevabini olusturacak, seciciligi yliksek miyoglobin
baskilanmis poliHEMA-MATrp) filmin hazirlanmasi igin gerekli optimizasyon
yapilmis ve ardindan hazirlanan sensér FT-IR, temas agisi, AFM ve SEM analizleri ile

karakterize edilmistir.
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(2) (b)

(©) (d)

Sekil 4.3.2.1. Cam slaytlarin su ile temas acis1 0l¢timleri; (a) Asidik pirana ile temizlenmis cam yiizeyi, (b) APTES ile modifye edilmis
cam yiizeyi (c) APTES + glutaraldehid ile modifiye edilmis cam yiizeyi (d) Miyoglobin baglanmis cam (protein kalib1)
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Sekil 4.3.2.2. APTES ve glutaraldehid ile modifiye edilmis cam ylizeyin yar1 degen
modda alinan AFM gériintiileri (a) yiizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii (1 x 1 pm?)
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Sekil 4.3.2.3. Miyoglobin baglanmis modifiye cam yiizeyin (protein kalib1) yar1 degen
modda alinan AFM gériintiileri (a) yiizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii (1 x 1 pm?)
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4.4.1. Polimerizasyon karisiminin optimizasyonu

Kovalent olmayan baskilama teknigi ile molekiiler baskilanmis polimerlerin
hazirlanmasinda capraz baglayici/monomer oraninin optimizasyonu monomer/kalip
molekiil oraninin optimizasyonu ile daha da karmasik bir hal almaktadir (Sellergen
1989). Calismada kalip molekiil miyoglobin cam yiizeyine kovalent olarak baglanmistir
ve miktar1 sabittir. Cilinki hazirlanan cam yiizeyin calisilan deneysel kosullarda
kovalent olarak baglayacagi miyoglobin miktar1 belirlidir. Protein kalib1 hazirlandiktan
sonra cam Yyiizeyine immobilize olan miyoglobin miktar1 degistirilemeyecegi i¢in
polimerizasyon karigiminin optimizasyonu amaciyla fonksiyonel monomer (MATrp),
komonomer (HEMA) ve ¢apraz baglayict (EGDMA) miktarlar1 degistirilerek hazirlanan
baskilanmis (MIP-myo) ve baskilanmamis (NIP) poliHEMA-MATRp) sensoriin
10 000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ile SPR sensogramlart alinmis ve %AR
degerleri belirlenmistir. Karisimda yer alan fonksiyonel monomer, komonomer, ¢apraz
baglayict miktarlarinin belirlenmesinde, kullanilan her bir bilesenin reaksiyona girme
hizi, polimerizasyon karigiminin allil merkaptan kapli altin yilizeyine adhezyonu goz
onitinde bulundurulmustur. Yapilan deneylerde HEMA ve EGDMA nin MATrp
monomerine gore ¢ok daha reaktif oldugu ve bu bilesenlerin ortamda fazla bulunmasi
durumunda hem polimerizasyon karigimimin allil merkaptan kapli altin ylizeye
adhezyonunun azaldigi hem de olusan polimerik film kalinliginin arttig1 belirlenmistir.
Tim bu bilgiler dikkate alinarak sabit miktarda kalip molekiil varliginda fonksiyonel
monomer ve ¢apraz baglayici miktar1 optimize edilmistir. MATrp:HEMA:EGDMA i¢in
mol oranlar1 1:1:1; 1:1:3; 1:1:5; 1:1:6 seklinde degistirilerek hazirlanan baskilanmis ve
baskilanmamis poliHEMA-MATrp) sensorlerin 10 000 ng/mL miyoglobin ile
etkilesimine ait sensogramlar Sekil 4.4.1.1°de, baskilama faktorii (% ARwmip-myo / %

ARyyp) degerleri de Cizelge 4.4.1.1°de 6zetlenmistir.

Sabit miktarda MATrp ve HEMA varliginda c¢apraz baglayict (EGDMA) miktarinin
degistirilmesi (1:1:1; 1:1:3; 1:1:5; 1:1:6) ile MIP-myo ve NIP i¢in elde edilen sinyal
degerlerinde degisim gozlenmistir. Baskilanmis poli(HEMA-MATrp) filmler igin
baskilanmamus filmlere gore daha yiiksek % AR degerlerinin elde edilmesi miyoglobine
0zgli baglanma bdlgelerinin olustugunun bir gostergesidir. Baskilanmamis poli(HEMA-

MATrp) filmin yapisinda da ayni miktarda fonksiyonel monomer yer almasina karsin
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kalip molekiile 6zgii baglanma bdlgeleri olusmadigindan elde edilen %AR degerleri
daha diistiktiir. Capraz baglayic1 miktar1 degistirilerek baskilama faktoriintin en ytiksek

oldugu bilesim belirlenmistir.

6T -6
[ MIP-myo

51 CINIP 15
—a— Baskilama faktori

%AR
w
w
Baskilama Faktorii

N

2 2

1 1

0 } f 0
1:1:1 1:1:3 1:1:5 1:1:6

mol oram (MATrp:HEMA:EGDMA)

Sekil 4.4.1.1. Farkli oranlarda MATrp:HEMA:EGDMA iceren polimerizasyon
karisimlar1 ile hazirlanan miyoglobin baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP)
poliHEMA-MATTtp) sensorler ile elde edilen % AR ve baskilama faktorii (% ARwmp-
myo/ %0 ARNip) degerleri

1:1:5 oran1 5,57 degerindeki baskilama faktorii ile en uygun polimerizasyon karigimi
olarak belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda bu kompozisyon kullanilmistir. 1:1:6
oraninda baskilama faktorii degeri 2,18 ‘e diismiistiir. NIP i¢in elde edilen %AR degeri
digerleri ile aym kalirken MIP icin elde edilen deger azalmistir. Bu durumda artan
capraz bag miktarinin miyoglobinin baglanma bolgelerine ulasmasini engelledigi

diistintilebilir.

Cizelge 4.4.1.1. Farkli oranlarda MATrp:HEMA:EGDMA oranlar1 ile hazirlanan
baskilanmis ve baskilanmamis poliHEMA-MATRp) sensor icin elde edilen baskilama
faktorii degerleri

Mol oram Baskilama faktorii
(MATrp:HEMA:EGDMA)  (%ARM1p-myos Yo ARNip)
1:1:1 2,95
1:1:3 3,45
1:1:5 5,57
1:1:6 2,18
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SPRimager Normalized

— L 11 MP
—L11NIP

1500 2000

Sekil 4.4.1.2. 1:1:1 mol oraninda MATrp:HEMA:EGDMA igeren polimerizasyon
karigimi ile hazirlanan miyoglobin baskilanmis (MIP-myo) ve baskilanmamig (NIP)
sensor ile 10 000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ¢ozeltisinin etkilestirilmesi sonucu
elde edilen sensogramlar

SPRimager Normalized

Sekil 4.4.1.3. 1:1:3 mol oraninda MATrp:HEMA:EGDMA igeren polimerizasyon
karigimi ile hazirlanan miyoglobin baskilanmis (MIP-myo) ve baskilanmamis (NIP)
sensor ile 10 000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ¢ozeltisinin etkilestirilmesi sonucu
elde edilen sensogramlar
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SPRimager Normalized

—L15MP
—L15NIP

Sekil 4.4.1.4. 1:1:5 mol oraninda MATrp:HEMA:EGDMA igeren polimerizasyon
karisimi ile hazirlanan miyoglobin baskilanmis (MIP-myo) ve baskilanmamis (NIP)
sensor ile 10 000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ¢6zeltisinin etkilestirilmesi sonucu
elde edilen sensogramlar

SPRimager Normalized

1500 2000 2500

Sekil 4.4.1.5. 1:1:6 mol oraninda MATrp:HEMA:EGDMA igeren polimerizasyon
karigimi ile hazirlanan miyoglobin baskilanmis (MIP-myo) ve baskilanmamis (NIP)
sensor ile 10 000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ¢dzeltisinin etkilestirilmesi sonucu
elde edilen sensogramlar
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4.4.2. Poli(HEMA-MATrp) filmin FTIR-ATR analizi

Allil merkaptan ile kaplanmig altin ¢ipler kullanilarak yilizeyde miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATrp) polimerik film sentezlenmistir. Hazirlanan polimerik filmin yapis1
Sekil 4.4.2.1°de gosterilmistir.

CH.]- CHJ. CH_:_[
! ! I |
c— ¢ —¢ ¢—c
C C C
. B -
0 ~o o~ _‘|~"H o ~o
fHJ CH—(-OCH, (|:Hz
|
nzlzﬂ2 CH, O CH,
|
OH . ‘ \ OH .
N
H

Sekil 4.4.2.1. PoliHEMA-MATrp) filmin kimyasal yapisi

Hazirlanan poliHEMA-MATtp) polimerik filmin karakterizasyonu i¢inde FTIR-ATR
tekniginden yararlanilmistir. Sekil 4.4.2.2°de yiizey plazmon rezonans ¢ip yiizeyinde
olusan miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) polimerik filme ait FTIR-ATR
spektrumu goriilmektedir. Polimerik film sentezlendikten sonra altin ylizeyinde
poliHEMA-MATrp) polimerine ait absorpsiyon bandlari olusmustur. 1715 cm™‘de
ester karbonil grubu (C=0) gerilmesine, 1662 cm” de amid karbonil grubu (C=0)
gerilmesine ait absorpsiyon bandlari goriilmektedir. 3400 cm™ bélgesinde, MATRp
monomerinden gelen N-H ve yapidaki O-H gruplarindan kaynaklanan absorpsiyon
band1 beraberce goriilmektedir. 2955 cm ’de gdzlenen absorpsiyon bandi ise polimerik

yapi igerisinde tekrar eden alifatik C-H baglarina ait gerilmelerden kaynaklanmaktadir.

Poli(HEMA-MATrp) filmin FTIR-ATR spekturumu, sadece MATrp, HEMA ve
EGDMA 1n baslatic1 varli§inda tek basina polimerizasyonu ile hazirlanan poli(MATrp),
poliHEMA) ve poli(EGDMA) polimerlerinin FTIR-ATR  spektrumlar ile
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karsilastirilmistir (Sekil 4.4.2.3-4.4.2.5). PoliHEMA-MATrp) filme ait spektrum,
poliMATrp), politHEMA) ve poli(EGDMA) icin elde edilen spektrumlardan farklidir
ve MATrp monomerine ait karakteristik bandlar gostermektedir. Bu sonu¢ fonksiyonel
monomer olan MATrp’in HEMA ve EGDMA varliginda yapiya basariyla dahil
edildiginin bir kanitidir.

4.4.3. Temas acis1 analizi

Herhangi bir {irliniin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken en dnemli noktalardan
biri kullanilacak olan malzemenin uygun sekilde secilmesidir. Bu se¢im sadece elde
edilecek iirlinlin 6zelliklerini degil ayn1 zamanda ilgili teknolojik siirecin dogasini ve
isleyisini de etkilemektedir. Polimerik malzemelerin kullanim alanlarinin artmasi
nedeniyle iirlin hazirlanmasinda kullanilacak malzemelerin fizikokimyasal 6zellikleri ve
fonksiyonel niteliklerinin taninmasina olan ihtiyagda hizli bir sekilde artmaktadir.
Islanabilirlik (wettability) ve bununla ilgili olan yiizey serbest enerjisi (SFE) sozii
edilen bu nitelikler arasinda yer almakta ve kimya, fizik, biyomiihendislik ve biyoloji

gibi bir ¢ok bilim dalinda biiyiik bir ilgi gérmektedir.

Biyomalzemelerin 1slanabilirliginin 6l¢iilmesi ve yorumlanmasi giiniimiizde araylizey
kimyasinda kullanilan en modern yaklagimdir. Hazirlanan polimerik malzemeleri
biyomedikal amagcla kullanabilmek i¢in yigmn (bulk) ve ylizeyin ozelliklerinin ve
ozellikle de sulu ortamdaki araylizey 6zelliklerinin bilinmesi 6nemlidir. Suyun yiizey ile
olusturdugu temas acist hazirlanan malzemenin canli organizma ile biyouyumunun
degerlendirilmesi i¢in de yararl bilgiler vermektedir. Malzemenin ylizey serbest enerjisi
Y, dogrudan 1slanabilirlik ve diger fizikokimyasal 6zellikler ile ilgilidir (Zenkiewicz

2007).
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Ug fazin (kati-sivi-gaz) etkilesimde oldugu durumdaki arayiizey gerilimleri arasindaki

iliski Sekil 4.4.3.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.4.3.1. Kat1 yiizeyinde temas acisinin olusumu

Burada s ve | sirastyla kat1 ve sivi fazi ifade etmektedir. o, ve o, her iki fazin yiizey
gerilimlerini, ¥, iki faz arasindaki arayiizey gerilimini ve o, ile p, vektorleri

arasindaki € agis1 da, temas agisin1 gostermektedir. Young bu biiyiikliikler arasindaki

iligkiyi Esitlik 4.4.3.1 ile ifade etmistir :
o, =y,+0,.cosl 443.1

Owens, Wendt, Rabel ve Kaelble yaklagimina gore her bir fazin yiizey gerilimi kutupsal

(polar) ve yayilma (dispersive) bilesenlerine ayrilabilir:
o,=0; +o/ 4432
o,=0, +of 4433

Owen ve Wendt, ylizey gerilimi i¢in Esitlik 4.4.3.40 temel alarak bu esitligi Young
esitligi ile birlestirmis ve bu esitligi yiizey enerjilerinin yayilma ve kutupsal bilesenleri

bilinen iki ayr1 sivinin temas ag¢ilarini kullanarak ¢ézmiislerdir.

Vv, =0, +0, —2(\/0'5[’ -of +\/O';P -O'IP) 4434
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Kaelbe, esitligi iki sivinin bilesimi i¢in ¢6zmiis ve yiizey enerjisi i¢in elde ettigi
degerlerin ortalamasini hesaplamistir. Rabel ise bu esitligi cesitli sivilarin temas agisi
degerlerinden yararlanarak hazirladigir tekli lineer regresyon yardimiyla vyiizey
enerjisinin kutupsal ve yayilma bilesenlerinin hesaplanmasinda kullanilabilir hale
getirmistir. 4.4.3.1 ve 4.4.3.4 nolu esitliklerin birlestirilmesi ile elde edilen esitligi dogru
denklemi olarak ifade etmistir. Elde edilen bu ifade Esitlik 4.4.3.5‘te gosterildigi
gibidir.

(1 +cosf)-o, \/7\/7 \/—
—=+4o,D 4.4.3.5
2\/7 0,

Bu denklemde m, egim degerinin karesi o degerini, dogrunun y ekseninin kestigi

nokta olan b degerinin karesi ise &” degerini vermektedir.

Altin yiizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ylizey, yiizeyinde miyoglobin
baskilanmis ve baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film hazirlanmis altin yiizeylerin
1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu yiizeylerin su ve etilen glikol ile
yaptiklar1 temas agilar1 6l¢iilmiis ve ylizey serbest enerjileri Owens, Wendt, Rabel ve
Kaelble yaklasimi kullanilarak hesaplanmis ve Cizelge 4.4.2.1°de Ozetlenmistir. Sekil
4.43.2 ve Sekil 4.4.3.3’de ise sirasiyla su ve etilen glikol ile aliman temas agisi

goriintiileri verilmistir.
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(a) (b)

(© (d)

Sekil 4.4.3.2. Su ile temas agis1 Ol¢limleri; (a) altin ylizey, (b) allil merkaptan ile modifiye edilms altin yiizey, (c) miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATrp) film olusturulan altin yiizey (d) miyoglobin baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film olusturulan altin ylizey
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(d)

Sekil 4.4.3.3. Etilen glikol ile temas agis1 6l¢iimleri; (a) altin yiizey, (b) allil merkaptan ile modifiye edilmis altin yiizey, (c) miyoglobin
baskilanmis poliHEMA-MATrp) film olusturulan altin ylizey , (d) miyoglobin baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film olusturulan altin

yuzey
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Cizelge 4.4.3.1. Altin yiizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ylizey,
miyoglobin baskilanmis ve baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film hazirlanmis altin
ylizeylerin su ve etilen glikol ile elde edilen temas agilari ve birim alandaki ylizey
enerjileri.

Yiizey Temas Temas Acisi, °©  Yiizey Serbest
Acis1,® (Etilen Glikol) Enerjisi,
(H,0) (mN/m)
Altin yiizey 85,3+4,9 75,743,6 30,17

Allil merkaptan ile modifiye

edilmis altin yiizey 71,1+£3,4 56,3+3,2 43,69
Miyoglobin baskilanmis

poliHEMA-MATrp) film

75,0+4,8 59,3£2,1 38,08
olusturulan altin yiizey
Miyoglobin baskilanmamis
poliHEMA-MATrp) film

73,2+5,7 57,1£2,6 40,22

olusturulan altin yiizey

Su ile yapilan temas agis1 Ol¢iimlerinden goriildiigii gibi altin yiizeyin temas agis1 degeri
(85,3° + 4,9), allil merkaptan modifikasyonu ile 71,1°+3,4’e diismiistiir. Yiizeyin temas
acisinin 6nemli miktarda azalmasi, ylizeyin hidrofilik 6zelliginin arttigin1 ve altin kaph
ylizey plazmon rezonans ¢ip yiizeyinin allil merkaptan ile kaplandigin1 géstermektedir.
Temas agisinin azalmasi ile birlikte ylizey serbest enerjisi 30,17 mN/m ‘den 43,69
mN/m‘ye yiikselmistir. Allil merkaptan ile modifiye edilmis altin yiizeyde
gergeklestirilen polimerizasyon sonucu temas agisi degeri 75,0° + 4,8 ‘e yiikselmis ve
ylizey serbest enerjisi 38,08 mN/m‘ye diigmiistiir. Bu sonug, allil merkaptan kaplh
yliizeyde poliHEMA-MATrp) film olustugunu ve hidrofobisitenin  arttigini
gostermektedir. Hidrofobisitedeki bu artig bir 6l¢iide metakriloil-amidotriptofan metil
ester (MATrp) monomerinin hidrofobisitesinden kaynaklanmaktadir. Altin ylizeyin
temas agis1 (85,3° + 4,9) ile karsilastirildiginda polimerik film olusumuyla temas

agisinda bir azalma (75,0° + 4,8) gbzlenmistir. Miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-
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MATrp) film durumunda temas agisinin (75,0° + 4,8), miyoglobin baskilanmamis
poliHEMA-MATrp) film durumunda (73,2+5,7) degerine sahip olmasi, poliHEMA-
MATrtp) yapisi icerisinde miyoglobin kalmadiginin gostergesidir.

4.4.4. AFM analizi

Altin ylizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin yilizey ve miyoglobin baskilanmis
poliHEMA-MATrp) polimerik film hazirlanmig altin  yilizeyin  morfolojik
karakterizasyonu i¢in AFM goriintiileri alinmistir. Yiizeylere ait atomik kuvvet
mikroskobu goriintiileri Sekil 4.4.4.1-3.4.4.4°de gosterilmistir. Sekil 4.4.4.1°de modifiye
edilmemis altin yiizeyin , Sekil 4.4.4.2 ‘de allil merkaptan ile modifiye edilmis altin
yiizeyin 2 x 2 um’ yiizey morfolojisi goriilmektedir. Goriildiigi gibi kalinlik degeri
artmis ve ylizey homojen bir sekilde allil merkaptan ile kaplanmistir. Sekil 4.4.4.3°de
ise miyoglobin baskilanmus poli HEMA-MATrp) kapli altin yiizeyin 5 x Spum*lik
alanina ait AFM goriintiisii verilmistir. Goriildigli gibi polimerik film altin yiizeyinde
basartyla hazirlanmistir.  Yiizey morfolojisindeki degisimin daha yakindan
goriilebilmesi i¢in poliHEMA-MATrp) kapl altin yiizeyinde 2 x 2 ],tm2 ‘lik bir alanina
ait AFM goriintiisii alinmis ve Sekil 4.4.4.4°te gosterilmistir. Allil merkaptan ile
kaplanmis altin yiizey ile karsilastirildiginda polimerik filmin altin yiizeyinde homojen

bir sekilde hazirlandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.4.4.1. Modifiye edilmemis altin ¢ipin yar1 degen modda alinan AFM goériintiileri
(a) yiizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii (2 x 2 pmz)
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Sekil 4.4.4.2. Alil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ipin yar1 degen modda alinan
AFM goriintiileri (a) yiizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii (2 x 2 pm?)
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Sekil 4.4.4.3. Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) film olusturulmus altin
¢ipin yar1 degen modda alinan AFM goriintiileri (a) ylizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii
5x5 umz)
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Sekil 4.4.4.4. Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) film olusturulmus altin
¢ipin yar1 degen modda alinan AFM goriintiileri (a) ylizey goriintiisii (b) 3D goriintiisii
2x2 umz)
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4.4.5. Elipsometri

Geleneksel olarak molekiiler baskilanmis polimerler yigin polimer monolitler olarak
hazirlanir ve mikrometre boyutlarindaki partikiiller elde etmek i¢in parcalanarak elenir.
Bu yontem ile MIP hazirlama bircok uygulama i¢in halen yararli iken diger bazi
uygulamalar (6zellikle sensorler) i¢in hazirlanacak molekiiler baskilanmis polimerlerin
film yada nanopartikiiller gibi belirli bir fiziksel formda hazirlanmas1 gerekmektedir. Bu
durumda 6zel olarak adapte edilmis sentez metodlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
difiizyonun hizlandirilmasi ve cevap siiresinin kisaltilmasi i¢in baskilama bdlgelerinin
yluzeyde yada ylizeye c¢ok yakin bolgede olusturulmasi gerekmektedir (Haupt ve
Belmont 2007). Dolayisiyla sensor olarak kullanilacak molekiiler baskilanmig film yada
membranin kalinliginin 100 nm den kalin olmamasi ve hatta 50 nm den kii¢iik olmasi
istenir (Piacham ve ark. 2005). Ozellikle kaybolan dalga prensibini kullanan optik

transdiiserlerde bu durum daha da biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Hazirlanan miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) filmin kalinlik 6l¢timleri igin
Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi kullamldi. Olgiimler
532 nm dalga boyunda, 60,5°’lik bir gelis acisinda gerceklestirildi. SPR sensor lazer 151k
kaynag altina yerlestirildi. Yiizey kalinlig1 hesaplama programi i¢in SF10 cam + 2 nm
titanyum tabaka ve 42,5 nm altin tabaka olarak 6ngériildii. Olgiimler sensdr yiizeyinde 6
farkli noktada 3 kere tekrarland1 ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor
edildi. Elde edilen sonuglara gore hazirlanan film 12,85 £ 1,5 nm kalinliktadir. Bu
sonu¢ AFM sonuglar ile de ortiismekte olup polimerik filmin altin ylizeyinde basariyla
hazirlandigimi gostermektedir. Ayrica hazirlanan sensér 50 nm’den daha diisiik bir
kalinlik degerine sahip oldugundan optik transdiiser prensibi ile ¢calisgan SPR sistemi ile

bliyiik bir uyum gosterecegi ongoriilmektedir.

4.4.6. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) filmin yiizey morfolojisi taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelendi. Analiz edilecek 6rnekler ilk olarak
vakum altinda ¢ok ince bir altin tabaka (100 A) ile kaplandi ve ardindan taramali

elektron mikroskop kullanilarak (Carl Zeiss Evo 40, Cambridge, Ingiltere) goriintiileri
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alindi. Altin ve miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) filme ait ylizey
goriintiileri Sekil 4.4.6.1°de verilmistir. SEM goriintiileri altin yiizeyin polimerik film
ile kaplandiginin kanitidir. Sekil 4.4.6.2°’de ise poliHEMA-MATrp) film kaplanmis
altin ¢ipin kesit gorlintlisii 50 000 kat biiyiitme yapilarak alimmistir. Goriildigi gibi

polimerik film altin ¢ip ylizeyinde basaryla sentezlenmistir.

4.5. Miyoglobin baskilanmis poli (HEMA-MATrp) SPR sensor ile kinetik analizler

Bu calismada miyoglobin baskilanmis SPR sensor hazirlanmistir. Miyoglobin derisimi
ile SPR sinyali arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi i¢in farkli derigimlerde
(100-10 000 ng/mL) miyoglobin c¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler peristaltik pompa
araciligiyla poliHEMA-MATrp) sensorle etkilestirilerek sensogramlar alindi. Sekil
4.5.1’de farkli derisimlerde miyoglobin ¢ozeltileri ile etkilesimden elde edilen

sensogramlar toplu halde goriilmektedir.

SPRimager Normalized

N ——100 ng/mL
ey 300 ng/mL
500 ng/mL

700 ng/mL

s —— 1000 ng/mL
- ——2500 ng/mL
" — 4000 ng/mL
—— 7500 ng/mL
¥ —— 10000 ng/mL

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Time (sec)

Sekil 4.5.1. Miyoglobin ¢ozeltileri ile poliHEMA-MATrp) sensor arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlar
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1pm EHT=1500KkV  SignalA=SE1  Date :§ Nov2010 2 m EHT=3000kV  Signal A=SE1  Date :9 Feb 2011
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200 nm EHT=3000kV  Signal A=SE1  Date 8 Feb 2011
|—| Mag= S000KX  WD= 45 mm Vaeuum Made = High Vazuum (c)

Sekil 4.4.6.1. (a) Altin yiizeyi (b) miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATRp) ylizeye ait SEM goriintiileri (c) kesit gorilintiisii
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Sekil 4.5.1 de gortldiigii gibi yiizeye miyoglobin gonderilmesi ile birlikte birlikte % AR
degeri artmaktadir. Standart bir dl¢iimde; sistemden Oncelikle denge tamponu, daha
sonra, sistem yeniden dengeye ulasana kadar miyoglobin ¢ozeltisi gecirilmis ve son
asamada tekrar denge tamponu kullanilmistir. Biitiin Ol¢timlerde sistemin dengeye

ulagmasi icin yaklasik 25 dakika beklenmistir.

%AR

0 2000 4000 6000 8000 10000
Miyoglobin derigsimi (ng/mL)

Sekil 4.5.2. Miyoglobin derisimi ile % AR arasindaki iliski

Sekil 4.5.2°de goriildigi gibi % AR degeri, derisim arttik¢a artmaktadir. Bu deger
yaklagik 7500 ng/mL civarinda dengeye ulagsmis ve denge degeri 4,33 olarak
belirlenmigtir. Sekil 4.5.3’de goriildigii gibi SPR sensor, 100-1000 ng/mL derisim
araliginda  derisim-sinyal dogrusalligi  gostermektedir. Bu araliktaki veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y=0,0025x+0,2402) ve
dogrusallig1 0,9741 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.5.3. 100-1000 ng/mL araliginda miyoglobin derigimi ile % AR arasindaki iliski

Hazirlanan poli(HEMA-MATrp) sensor i¢in elde edilen veriler kullanilarak tayin sinir1
(LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri de belirlendi. Tayin sinirmin (LOD)
hesaplanmasi i¢in 3s/m denklemi kullanildi. Bu esitlikte, s degeri sensor yilizeyinden en
denge cozeltisi (kor ¢ozelti) gecerken alinan sinyal degeri (AR) 6l¢iimlerine ait standart
sapma degeri ve m de kalibrasyon grafiginin egimidir. Kor ¢ozelti icin AR degeri 10
Olclimiin ortalamast alinarak, dl¢iimlere ait standart sapma degeri ile birlikte 0,030896 +
0,0219 olarak belirlenmistir. Buna gore kalibrasyon grafigine ait yukaridaki denklem
kullanilarak tayin sinir1 (LOD) 26,3 ng/mL olarak hesaplanmigtir. Tayin limitinin
(LOQ) hesaplanmasi igin ise 10s/m esitliginden yararlanildi ve tayin limiti 87,6 ng/mL

olarak belirlendi.

Saglikli bir insanda kandaki miyoglobin diizeyi 12-100 ng/mL araliginda degismektedir.
Kalp krizi durumunda bu deger hizla yiikselmektedir (Wong 1996). Miyoglobin
derisiminin belirlenmesinde kullanilacak bir tayin yontemi i¢in en yararli klinik aralik
ise 80-800 ng/mL olarak rapor edilmistir (O’Regan 2002). Hazirlanan poli(HEMA-
MATrtp) sensoriin tayin limiti 87,6 ng/mL olarak belirlenmistir. Ayrica 100-1000 ng/mL

miyoglobin derisim araliginda derisim-sinyal dogrusallig1 gostermektedir. Bu sonuglara
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gore poli(HEMA-MATrp) kalp krizi durumunda miyoglobin tayinini basariyla

gerceklestirebilecek sensor 6zelliklerine sahiptir.

4.6. Denge ve Baglanma Kinetik Analizleri

SPR biyosensorlerde, rezonans sinyalindeki degisimler % kirinma, %AR, rezonans
birimi (RU) gibi farkli sekillerde ifade edilebilir. Bu degisimler zamanin fonksiyonu
olarak izlenir ve sensogramlar ile gosterilir. Bu verilerden, ¢ip ile analit arasindaki
baglanma kinetik sabitleri hesaplanabilir. Analit (A) ve SPR ¢ip (B) arasinda akis

hiicresinde olusan AB kompleksinin olusumu basit olarak su sekilde gosterilebilir,

kI’TI ka
Agézelti —— Ay[]zey+ B —— AB

m kd

4.6.1

Burada; k;, analitin ylizeye ve yiizeyden kiitle aktarim hiz sabiti (her iki yonde de

aymdir); k ve k, kompleks olusum hiz sabitleridir.

Ideal kosullar altinda, ne analitin sensdr yiizeyine aktarimi ne de yiizeyden ¢dzeltiye
aktarimi baglanma kinetigini etkilememektedir. Bu durum, aktarimin baglanmaya gore
daha hizli gergeklestigi durumlarda gergeklesmektedir. Bdylelikle analit derisimi

¢ozeltide sabit kalmakta, ve ayrica baslangi¢ derisimi ([B],) etkilenmemektedir (Glaser,

1993). Bu kosullar altinda kompleks olusum hiz1 su sekilde tanimlanir:
d[4B]/ dt =k [4]([B], —[4B]) - k,[4B] 4.6.2
Burada; [4B] baglanan analit miktari; [4], serbest analit miktarr; [B], » sensoriin toplam

ligand yogunlugudur. Bu durumda baglanma ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ve

baglanma sabitleri asagida anlatilan iki yaklasim kullanilarak hesaplanmaktadir.
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- Denge Analizi

Toplam ligand miktar ([B]O), ylizeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak

tanimlanirsa; diger tiim derisim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. Boylelikle
kiitlenin derisime doniistliriilme igleminin yapilmasina gerek kalmayacaktir. Serbest
analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldig1 yalanci-birinci derece kosullari altinda
baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR/dt = k,C(AR, . —AR)—k,AR 4.6.3

maks

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve R baglanma ile Slgiilen ve

maks >
maksimum sinyal; C, analit derisimi (ng/ml), k,, baglanma hiz sabiti (ml/pg.s) ve k,,
ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti K, (ml/ ng), k, ve k, sabitlerinin
oranindan hesaplamir (K, =k, /k,). Denge durumunda, dAR/dt =0 alinarak esitlik
basitlestirilir:

K AR 4.64

maks ~ ™4 denge

AR,/ C =K AR

Bundan dolay1, baglanma sabiti K ,, AR, . /C ye karst AR, grafiginden hesaplanir.

denge denge

Ayrilma sabiti K, ise; 1/ K, esitlidi ile hesaplanabilir.
-Baglanma Kinetik Analizi
Esitlik 4.6.3 tekrar diizenlendiginde;

dAR/dt =k,CAR, . —(k,C+k,)AR 4.6.5

maks

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollii kinetikler i¢in ¢izilen dAR/dt ’ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kuC +kd) olan bir dogru verdigi goriilmektedir. Baslangi¢

baglanma hiz1 analit derisimiyle dogrusal bir iligki igerisindedir ve kantitatif olarak
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derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger R degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak &, ve k, degerleri hesaplanabilir. Yiizeyi tamamen doygunluga eristirmek

icin ¢ok yiliksek analit derisimleri gerekli oldugu i¢cin R _, ’un deneysel olarak

maks
belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, bir¢cok farkli analit derisimlerinde
baglanma sensogramlarmin alimasidir. Ileri ve geri yondeki hizlarin analizi igin ¢izilen
dAR/dt’ye karst AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir egim
degeri (S) vermektedir:

S=k,C+k, 4.6.6

S ’ye kars1 C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim noktasi
kq degerini vermektedir. Fakat, k ,C))k, oldugu durumlarda k, hesaplamasi i¢in bu

yontem ¢ok gilivenilir degildir. Daha giivenilir yontem, ayrilma kinetiginin

incelenmesidir.
In(AR, /AR, )=k ,(t —1t,) 4.6.7

Burada; AR, ve AR,, ayrilma egrisindeki #, ve ¢ anlarindaki SPR sinyal degerleridir

(Lin ve ark. 2005). Sekil 4.6.1°de denge analizi ve baglanma kinetik analizi i¢in ¢izilen

dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan AR k,, K, ve

maks > a?’

K, degerleri Cizelge 4.6.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.6.1. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi; (b)

Baglanma kinetik yaklasimi
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Cizelge 4.6.1. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
AIemaks 5’19 ku N Hg/mls 2.10_4

K ,, pg/ml 0,667 k,, 1/s 2,6.107
K, ,ml/ug 1,499 R? 0,9565
R? 0,9575

4.7. Denge izoterm modelleri

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor ile miyoglobin arasindaki
etkilesim modelini belirlemek amaciyla li¢ farkli izoterm modeli uygulanmistir:

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

Langmuir AR={AR, . [C)/ K, +[C]}

Freundlich AR=AR, . [C]‘/"

Langmuir-Freundlich AR = {ARWM [C]l/” /K, + [C]l/”}
Burada; AR, , maksimum SPR sinyal kaymasi; AR, denge halindeki SPR sinyal

kaymast; [C], analit derisimi (pg/ml); K, (ug/ml), baglanma denge sabiti; K,

(ml/pg), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich ylizey heterojenite indeksidir.

Homojen baglanma boélgeleri modeli olan Langmuir modeli molekiiler baskilanmis
polimerlerin kullanildig1 baglanma izotermlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve
Husson, 2006). Fakat, son donemlerde artan raporlara gére MIP’ler bir miktar heterojen

baglanma bolgelerine de sahiptirler (Umpleby ve ark., 2001; Wei ve ark., 2005).
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Freundlich modeli heterojen bir modeldir (Umpleby ve ark., 2004). Langmuir-
Freundlich modeli (LF), doygunluga kadar genis derisim araliginda heterojenite ile bilgi
saglamakta ve adsorpsiyon davranisi daha tutarli tanimlamaktadir. Sekil 4.7.1°de
Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler verilmistir. Bu

grafiklerin ¢izilmesinde daha Once belirtildigi gibi kiitle-derisim doniistimlerini dnlemek

= AIemaks7Q = AR) glbl

maks

amaciyla bazi parametre degisimleri yapilmistir (Q

5 —
4 -
3 -
14
J 2
1 y = 0,2669x + 0,1544
R?=0,9971
.
T / U T T T T 1
-2 ) 2 4 6 8 10
_]_ N
1/[C]miyoglobin, (1/ug/mL)
(a)
2 _
14
<
£
y = 0,5619x + 0,6656
R? = 0,9118
2 -1,5 0,5 1 1,5 2 2,5
IncMiyogIobin
(b)
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Sekil 4.7.1. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (¢) Langmuir-
Freundlich

Cizelge 4.7.1. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
AR, . .ug/ml 6,31 AR, .., ng/ml 1,95 AR, .., ng/ml 39,68
K, ,ml/ug 1,681 1/n 0,5619 1/n 0,5619
K ,, ng/ml 0,594 R’ 09118 K, ml/pg 8,154
R’ 0,9971 K ,, ng/ml 0,1174
R? 0,9256

Sekil 4.7.1(a)’ya gore deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir modeli ile en
uyumludur (R*=0.9971). Bu sonug; hazirlanan baskilanmis sensor yiizeyindeki
miyoglobin baglanma bdlgelerinin homojen dagiliml, tek tabakali, es enerjili ve
minimum yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her ii¢ izoterm modelinden elde

edilen sonuclar Cizelge 4.7.1°de verilmistir. Buradan hesaplanan AR, degeri deneysel

maks
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degere (4,33 pg/ml) yakindir. Langmuir denkleminden hesaplanan K, ve K, degerleri

strastyla 0,594 pg/mL ve 1,681 mL/pg olarak hesaplanmistir.
4.8. Yarismah Kkinetik analizler

Si1g1r serum albumini (BSA), sitokrom ¢ ve lizozim i¢in miyoglobin molekiilerine gore

dagilma ve segicilik katsayilar1 asagidaki esitlige gore belirlenmistir:
K, =|c,-c,)c,|xv/m 48.1

Esitlikte K,, dagilma katsayisii (ml/g); C; ve C,, biyomolekiillerin baslangi¢ ve

sonu¢ derigimlerini (ug/ml); V', kullanilan ¢6zelti hacmini (ml) ve m, polimerin
agirhgint (g) ifade etmektedir. SPR sensdr uygulamalarinda, derisim ve kiitle
parametrelerinin  doniistiiriilmesi  gerceklestirilmektedir (Lin ve ark., 2005). Bu
yaklagimdaki temel sebepler; baslangic ve son derisimleri arasinda onemli bir fark
gozlenememesi; polimerin kiitlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derisimin AR ile

dogrusal iligkide olmasidir. Bu durumda; segicilik katsayisi k,

k= A1{kal1p/A1{giri§imci
4.8.2

seklinde kullanilabilir. Baskilama seg¢iciliginin belirlenmesi i¢in ise;
k'= kbaskllanmls/ K kontrol 483

seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp)
sensoOriin miyoglobine karsi seciciliginin belirlenmesi i¢in yarigsmali adsorpsiyon
deneyleri 1000 ng/mL derisimindeki BSA, sitokrom c, lizozim ve miyoglobin
proteinlerinin  tekli, ikili, ti¢cli ve dortlii karisim  ¢ozeltileri  kullanilarak
gergeklestirilmistir.  Sensoriin - bu  karisimlara gosterdigi  tepki, Sekil 3.8.1°de
%AR/zaman 1iliskilerine ait sensorgramlarda goriilmektedir. Sitokrom c¢ ve lizozim;

miyoglobine yakin molekiil agirlig1 olmasindan, BSA ise boyut, molekiil agirlig1 ve yiik

155



bakimindan miyoglobinden olduk¢a farkli olmasindan dolay1 yarismaci proteinler
olarak sec¢ilmislerdir. Yarigmali kinetik analizlerde kullanilan proteinler ve 6zellikleri

Cizelge 4.8.1 de 6zetlenmistir (Zhang ve ark. 2010).

Cizelge 4.8.1. Kalip ve yarismaci proteinlerin molekiil agirligi , izoelektrik nokta ve
molekiiler boyutlari

Protein Molekiil Agirhig  izoelektrik Molekiiler boyut
nokta
Miyoglobin 17.600 7,3 2,5nmx 3,4 nm x 4,2nm
BSA 66.430 4,7 5nmx 7nmx 7 nm
Sitokrom ¢ 12.327 10,2 2,6 nm x 3,2 nm x 3nm
Lizozim 14.307 11,3 3nmx 3 nmx4,5nm

Sekil 4.8.1 incelendiginde; miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) sensoriin
BSA ile herhangi bir etkilesime girmedigi ve anlamli bir sinyal vermedigi (%AR= 0,06)
belirlenmistir. BSA molekiil agirlig1 biiylik (= 67000 Da) ve izoelektrik noktas1 (pl) 4,7
degerinde olan bir proteindir. Proteinlerin sulu ¢ozeltiden maksimum adsorpsiyonlari
izolelektrik noktalarinda gerceklesir. Cilinkii elektrostatik acidan pozitif ve negatif yiik
sayis1 dengededir. Calisma pH degeri olan 7,4 ‘te BSA molekiilii negatif yukliidiir.
Elektrostatik yiik dengesinin bozulmasi, albumin molekiillerinin yiizeye baglanmasini
zorlagtirmaktadir. Ayrica molekiiler biiylikliikk acisindan bakildiginda BSA i¢in elde
edilen bu diigiik sinyal degeri, poliHEMA-MATrp) sensor ylizeyinde hazirlanan
molekiiler bosluklarin  kalip molekiil miyoglobine 6zgli oldugu sonucunu
desteklemektedir. Ciinkii hazirlanan sensdr molekiiler agirligi ve molekiiler boyut
acisindan kalip molekiil miyoglobinden biiytik olan bir proteine kars1 herhangi bir sinyal

olusturmamaktadir.

Sitokrom C ve lizozimin molekiil agirligi hem de izoelektrik noktasi miyoglobine
benzerlik gostermektedir. Miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) sensoriin
sitokrom c’ye verdigi sensorgram sinyal degeri (%AR); 0,22, lizozime verdigi sinyal
degeri (%AR); 0,35’tir. Ayni derisimdeki miyoglobin i¢in elde edilen sinyal degeri
(%AR) ise 2,35’tir. Bir baska deyisle; baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor
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miyoglobini; sitokrom c’ye gore 10,68 kat, lizozime gore 6,71 kat daha duyarh tayin
edebilmektedir. Ikili, iicli ve dortli karmsimlarin sinyal degerleri incelendiginde;
poliHEMA-MATrp) sensoriin sinerjik bir etki ile cevap verdigi goriilmiistiir.
Karigimlarin  SPR  sinyallerinin, bilesenlerin tekli ¢ozeltilerindeki sinyallerinin

toplamindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

(a) Miyoglobin

157



(b) Lizozim

(c) Sitokrom ¢

(d) BSA
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(e) BSA-Sitokrom ¢

—

(f) BSA- Lizozim
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(g) BSA-Miyoglobin

(h)Sitokrom c-Miyoglobin
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(1) Lizozim-Sitokrom ¢

(j) Miyoglobin-Lizozim
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—

(k) BSA- Sitokrom c-Lizozim

(1) BSA-Sitokrom c-Miyoglobin
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(m) Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c

(n) BSA-Miyoglobin-Lizozim
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Sekil 4.8.1 1000 ng/ml derisiminde miyoglobin, lizozim, sitokrom c¢ ve sigir serum
albumini (BSA) proteinlerinin kullanilmasiyla olusturulan ¢ozeltiler ile miyoglobin
baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar:
(a) Miyoglobin, (b) Lizozim, (c) Sitokrom c, (d) BSA, (¢) BSA-Sitokrom c, (f) BSA-
Lizozim, (g) BSA-Miyoglobin, (h) Sitokrom c-Miyoglobin, (1) Lizozim-Sitokrom c,
(j) Miyoglobin-Lizozim, (k) BSA-Sitokrom c, (I) BSA-Sitokrom c-Miyoglobin, (m)
Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c, (n) BSA-Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c.

4.9. PoliHEMA-MATTp) Sensoriin Baskilama Segiciligi

Miyoglobin baskilanmig poliHEMA-MATrp) sensoriin  baskilama segiciligini
gostermek  i¢in  miyoglobin  baskilanmamis  poli(HEMA-MATrp) sensérde
hazirlanmistir. Miyoglobin, BSA, sitokrom ¢ ve lizozim ile hazirlanan karigimlar SPR
sistemine gonderilmistir. Bu ¢ozeltiler fosfat tamponunda (pH: 7.4) 1000 ng/ml
derisiminde hazirlanmigtir.  Baskilanmamis poliHEMA-MATrp) sensoriin = bu
karigimlara gosterdigi tepki, Sekil 4.9.1°de % AR/Zaman fonksiyonu olarak verilmistir.
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(a) Miyoglobin

(b) Lizozim
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(c) Sitokrom ¢

(d) BSA
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(e) BSA- Sitokrom ¢

(f) BSA-Lizozim
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(g) BSA-Miyoglobin

(h) Sitokrom c- Miyoglobin
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(1) Lizozim-Sitokrom ¢

(j) Myoglobin-Lizozim
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(k) BSA-Sitokrom c-Lizozim

——

(1) BSA-Sitokrom c-Miyoglobin
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(m) Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c

(n) BSA-Miyoglobin-Lizozim
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(o) BSA-Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c

Sekil 4.9.1. 1000 ng/mL derisiminde miyoglobin, lizozim, sitokrom c ve sigir serum
albumini (BSA) proteinlerinin kullanilmasiyla olusturulan ¢ozeltiler ile miyoglobin
baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar:
(a) Miyoglobin, (b) Lizozim, (c) Sitokrom c, (d) BSA, (e) BSA-Sitokrom c, (f) BSA-
Lizozim, (g) BSA-Miyoglobin, (h) Sitokrom c-Miyoglobin, (1) Lizozim-Sitokrom c,
(j) Miyoglobin-Lizozim, (k) BSA-Sitokrom c, (1) BSA-Sitokrom c-Miyoglobin, (m)
Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom ¢, (n) BSA-Miyoglobin-Lizozim-Sitokrom c.

Sekil 4.9.1. incelendiginde; miyoglobin baskilanmamis poliHEMA-MATrp) sensoriin
BSA ile herhangi bir etkilesime girmedigi ve sinyal vermedigi belirlenmistir (AR paks=
0,04). Sitokrom c¢ ve lizozim sinyal degerlerinin ise miyoglobin i¢in alinan sinyal
degerine yakin oldugu (ARgiokrom = 0,15; ARiizorim= 0,20 ve ARpiyogiobin= 0,42)
belirlenmistir. Ikili ve {i¢lii karisimlarda; baskilanmis poli(HEMA-MATtp) sensor ile
elde edilen sonuglara benzer sonuclar elde edildigi ve karisimlarin sinyal degerlerinde
sinerjik bir etki oldugu goriilmektedir. Baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-
MATrp) sensorler karsilagtirildiginda; miyoglobin sinyalinin duyarliliginin distiigii
goriilmektedir. Esitlik 4.8.2 ve 4.8.3 kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari
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Cizelge 4.9.1°de 6zetlenmistir. Baskilama segiciligini gosteren bagil segicilik katsayisi
ise 3,81 (miyoglobin/sitokrom ¢) ve 3,19 (miyoglobin/lizozim) olarak hesaplanmistir.
Bir baska tanimla; miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor, miyoglobini
sitokrom c¢’ye gore 3,81 kat , lizozime gore 3,19 kat secicilikte tanimaktadir. Bagil
secicilik degeri, 1’in ne kadar lizerinde ise baskilama isleminin o kadar etkin oldugu
bilinmektedir (Zhang ve ark. 2002). Hem molekiil agirlig1 ve boyutu hem de izoelektrik
noktas1 birbirine ¢ok yakin olan iki molekiil arasinda 3,81 ve 3,19 kathik ayirma
faktoriiniin oldukc¢a basarilt bir sonu¢ oldugu belirtilmelidir. Tirozin amino asidinin
baskilandig1 bir ¢alismada; tirozin ile fenilalanin amino asitleri arasindaki bagil segiclik
katsayisinin 1.82 oldugu rapor edilmistir (Zhang ve ark. 2002). Bereli ve ark 2008
yilinda yaptiklar1 bir calismada lizozim baskilanmis kriyojeller hazirlamiglar ve
lizozimin BSA ve sitokrom c’ye gore bagil secicilik katsayilarini 4.6 (lizozim/BSA) ve
3.2 (lizozim/sitokrom c) olarak rapor etmislerdir. Hemoglobin baskilanmis kriyollerin
hazirlandig1 bir caligmada ise hemoglobinin miyoglobin ve BSA e gore bagil segicilik
katsayilar1 38 (hemoglobin/miyoglobin) ve 12 (hemoglobin/BSA) olarak belirlenmistir.
(Derazshamsir ve ark. 2010)

Cizelge 4.9.1. Miyoglobine gére BSA, sitokrom c ve lizozim i¢in segicilik ve bagil
secicilik kat sayilar

MIP NIP
Protein AR k AR k k’
Miyoglobin 2,35 - 0,42 -
BSA 0,06 Roo 0,06 ~oo Roo
Sitokrom ¢ 0,22 10,68 0,15 2,8 3,81
Lizozim 0,35 6,71 0,20 2,1 3,19
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4.10. PoliHEMA-MATTrp) SPR Sensoriin Tekrar Kullanimi

SPR temelli biyosensorlerin kullanimda sagladigi en biiylik avantajlardan biri tekrar
kullanimdir. Tanima elementi olarak biyolojik molekiillerin kullanilmasi durumunda
tekrar kullanim sinirhdir. Ciinkii rejenerasyon ic¢in kullanilan ¢ozeltiler biyolojik
molekiiliin {i¢c boyutlu yapisini bozarak sensoriin tanima kapasitesini degistirmekte ve
sensOr zamanla kullanilamaz hale gelmektedir. Molekiiler baskilanmis polimerler ile
hazirlanan sensorler ise polimerik yapinin saglamligt ve cevresel kosullara karsi
dayaniklilig1 nedeniyle biyomolekiiller ile hazirlanan sensorlere gore ¢ok daha uzun

stire tekrar kullanilabilme kapasitesine sahiptir.

PoliHEMA-MATrp) sensoriin tekrar kullanimi i¢in ylizey analizden sonra rejenere
edilmistir. MATrp monomeri ve miyoglobin arasindaki etkilesim, hidrofobik
etkilesimler, elektrostatik etkilesimler ve hidrojen baglarimin ortak etkisi temeline
dayanmaktadir. Ancak temel etkilesim triptofan amino asidinde bulunan aromatik halka
ve protein yapisindaki hidrofobik amino asitler arasindaki hidrofobik etkilesimlerdir.
Hidrojen baglarmin da bu kompleks olusumuna O©nemli bir katkis1 oldugu
diistiniilmektedir. Bu amagla miyoglobinin polimerik yapidan uzaklastirilmasi i¢in polar
ve hidrofobik etkilesimleri kirabilecek bir desorpsiyon ajani kullanilmalidir. Bu amagla

desorpsiyon ajani olarak 1 M etilen glikol kullanilmistir.

Sekil 4.10.1’de 1000 ng/mL derisimindeki miyoglobin ¢dzeltisi poliHEMA-MATrp)
sensOr yiizeyiden gegirilerek kinetik analiz tamamlanmis ve ardindan yiizeye onar
dakikalik siireler ile sirasiya 1M etilen glikol, saf su ve denge tamponu (pH 7.4)
gonderilmistir. Goritildigii gibi 30 dakikalik bir siire igerisinde rejenerasyon

gerceklesmistir.

Sekil 4.10.2°de de poliHEMA-MATTrp) sensor iizerine sirasiyla 100, 300, 700 ve tekrar
100 ng/mL derisimde miyoglobin ¢ozeltileri gonderilmesi ile elde edilen sensogram
goriilmektedir. Goriildiigli gibi rejenerasyon ¢ozeltisi olarak 1 M etilen glikol
cozeltisinin kullanilmas1 ile baglanma bdlgelerinde herhangi bir bozulmaya neden

olmaksizin yiizey dort kez tekrar kullanilabilmektedir. Ayrica hazirlanan sensdriin 4 ay
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stire ile oda sicakliginda bekletilmesi sonrasinda tekrarlanabilir olarak kullanildig:

belirlenmistir.

Sekil 4.10.1. 1000 ng/mL derisimde miyoglobin ile yapilan kinetik analiz ve
rejenerasyon
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Sekil 4.10.2. Poli (HEMA-MATTtp) sensoriin tekrar kullanimi

4.11. Kan Ornegi ile Kinetik Analizler

Klinikte tam1 amaglh kullanilacak SPR sistemlerinin operasyonel bir dayanikliliga ve
saglamliga sahip olmas1 gerekir. Sistem degisen kosullar altinda kan, idrar ve tiikriik
gibi kompleks Orneklerde kullanilabilmelidir. SPR temelli sistemlerde sicaklik

degisimleri ve 6rnegin kirilma indeksindeki degismeler en 6nemli noktalardir.

SPR temelli sistemlerde sicaklik etkisi birka¢ farkli sekilde goriilebilir. Ik olarak,
metal/drnek ara ylizeyine bitisik olarak bulunan hacimdeki etkin kirilma indisine duyarl
olan ylizey plazmonlar1 6rnegin sicaklia bagl kirilma indisi degisiminden etkilenir.
Ornegin ¢oziicii kismu en bilyiik sicaklik bagimliligi olan kismudir. Ornegin sudaki
0,1°C lik sicaklik degisimi 10 RIU lik degisime neden olur ki bu deger bugiine kadar
SPR temelli cihazlar i¢in rapor edilen tayin sinirina yakin ya da ondan daha biiytiktiir

(Homola ve ark. 1999).

Ikincisi , metal tabakasinda meydana gelecek sicaklik degisimleri yiizey plazmonlarinin

olusumunu biiylik 6l¢iide etkiler. Yiiksek sicakliklarda yilizey plazmonlari metaldeki
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artan fonon-elektron sacilimi nedeniyle soniimlenebilir (Chiang ve ark. 2001). Sonug

genislemis bir SPR egrisi ve dR/dn degerinde artan sicaklik ile gézlenen azalmadir.

Ugiinciisii, sicakliktaki degismeler sistemin 151k kaynagi, dedektdr cevabi ve sensor
geometrisi gibi kritik bilesenleri de etkileyebilir. Son olarak ortam sicakliginin
degismesi ilgilenilen baglanma olaymin hizin1 ve/veya etkinligini etkileyebilir. Ornegin
Zeder-Lutz ve arkadaslar1 (1997) antijen-antikor baglanma olaymnda sicakhigin 5-30°C
olarak degismesi ile assosiasyon hizinin dissosiasyon hizina oraninin 10 kat degistigini

rapor etmiglerdir.

Calismada kullanilan GWC SPRImager II sistemi sicaklik kontrol iinitesine sahiptir. Bu
nedenle hem sulu ¢ozelti hem de kan 6rnegi ile yapilan tiim analizler sabit sicaklikta (25

°C) gergeklestirilmistir.

Sicaklik degisiminin yan sira 6rnek bilesimindeki degisim kirilma indeksi degisimine
neden olan diger bir etmendir. Klinik bir tan1 sistemi s6z konusu oldugunda kompleks
insan Orneklerinin kirilma indisinde olabilecek dogal degisimler ozellikle dikkat
edilmesi gereken bir konudur. Kanin kirilma indisi 10 mg/dL glukoz durumunda
1,4x10” RIU’dur. Kontrol edilemeyen diabet durumunda glukoz derisimi 100 mg/dL’ye
ulasabilmektedir. Idrar 6rneklerinin kirilma indeksi degerleride degisken olup 6,4x107
RIU olarak rapor edilmistir (Wolf ve Pillay 1969). Klinik uygulamaya bagli olarak
,analizi yapilan 6rnegin 6n sartlandirilmasi ya da goriintiileme kosullarinin ayarlanmasi

ile 6rnekten gelen kirilma indeksi degisimleri dengelenebilir.

Bu calismada kalp krizi sikayetiyle acil servise bagvuran bir hastadan alinan kan
ornegindeki miyoglobin derisimi hazirlanan poliHEMA-MATrp) sensor ile tayin
edildi. Kan ornegindeki miyoglobin miktarinin tayininde standart katma yoOntemi
kullanildi. Standart katma yonteminin kullanilmasi ile kan O6rneginin igeriginden
kaynaklanan kirilma indisi etkisi ortadan kaldirilmistir. Kan 6rnegindeki toplam
seyrelme miktar1 1:15 olacak sekilde once kor Ornek, ardindan da ayni seyrelme
oraninda, ilave miyoglobin derisimi 300; 500; 700; 900 ve 1000 ng/mL olacak sekilde
kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ornekler poli(HEMA-MATrp) sensor
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yilizeyine gonderilerek sensogramlar alindi. Elde edilen %AR/zaman degisimleri Sekil

4.11.1 ve ’de goriilmektedir.

SPRimager Normalized

—KOR
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500 ng/mL
i 700 ng/mL

—— 900 ng/mL

—— 1000 ngmL

500 1000 1500 2000 2500 3000

Time (sec)

Sekil 4.11.1. Kor 6rnek ve 300, 500, 700, 900, 1000 ng/mL miyoglobin derisimindeki
kan 6rneklerinin poli(HEMA-MATrp) ile etkilestirilmesi ile elde edilen sensogram

2,5 4
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Sekil 4.11.2. Standart katma yontemi ile elde edilen miyoglobin derisimi-sinyal grafigi
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Sekil 4.11.3. Standart katma yOntemi ile elde edilen miyoglobin derisimi / % AR grafigi

Sekil 4.11.2 ve 4.11.3’de miyoglobin derisimi ile %AR degerleri arasindaki iliski
gosterilmistir. Gortildiigi gibi poliHEMA-MATrp) sensor 100-900 ng/mL ilave
miyoglobin derisim araliginda derisim-sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu araliktaki
veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi (y=0,0027x+0,115) ve
dogrusalligr 0,9821 olarak hesaplanmistir. Bu denklemden 1/15 oraninda seyreltilmis
ornekteki miyoglobin derisimi 42,6 ng/mL, seyrelme yapilmamis baslangic kan
ornegindeki miyoglobin derisimi ise 639 ng/mL olarak belirlenmistir. Ayn1 kan 6rnegi
icin ELISA testi ile belirlenen miyoglobin derisimi ise 964,16 £ 81,73 ng/mL dir. Bu
sonu¢ gostermektedir ki hazirlanan miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp)
sensor kan Ornegi icerisindeki miyoglobin derisimini ELISA yontemi ile

karsilastirildiginda % 66 dogrulukla tayin edebilmektedir.
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5. SONUC

e MATrp monomeri, L-triptofan metil esterinin metakroil kloriir ile reaksiyonu
sonucu elde edilmistir. Elde edilen monomer NMR ve FTIR calismalan ile
karakterize edilmistir

e MATrp monomerinin kimyasal yapisimn Dbelirlenebilmesi i¢in 'H-NMR
kullanilmigtir. MATrp monomerine ait karakteristik pikler sunlardir: (1) 5 8,22
(1H s, br, N-H), (2) 7,54-7,09 (4H aromatikler), (3) 6,98 (1H d, amid NH
J=5,58), (4) 5,64 (1H, t, CH»), (5) 5,32 (1H, t, CH») (6) 4,99 (1H, m, CH), (7)
3,38 (2H, dd, CH;) (8) 6,34 (1H, d, 5’li halka, J=7,6), (9) 3,71 (3H, s, OCH3),
(10) 1,24 (3H, t, CH3), (400 MHz, DMSO-dg).

e  MATrp monomerinin yapisinin belirlenmesi i¢in FTIR teknigi de kullanilmustir.
3100-3000 cm™ araliginda aromatik C-H , 2952 ve 2853 cm™’de alifatik C-H
gerilmelerinden  kaynaklanan  absorpsiyon  bandlar1  gdzlenmektedir.
1734 cm™'“de ester karbonil grubuna ait gerilme bandi, 1659 cm™’de ise amid
karbonil grubuna ait gerilme bandi yer almaktadir. N-H gerilme titresiminden
kaynaklanan absorpsiyon bandi ise 3500 cm™ civarinda ortaya ¢ikmustir. FTIR
ve NMR sonuglar1 monomerin basariyla sentezlendigini gostermistir.

e SPR altin ¢ip yiizeyinde poliHEMA-MATrp) filmin hazirlanabilmesi i¢in ilk
olarak yiizey doymamis baglar iceren allil merkaptan (CH,=CH-CH,-SH) ile
kaplanmistir. Yiizeye ait spekiiler reflektans IR spektrumunda C-H gerilme
bolgesinde, 2930 cm™ ve 2857 cm™ de simetrik ve asimetrik C-H gerilme
titresimlerine ait bandlar agikca goriilmektedir. Ayrica serbest alkanotiyolatlarda
2560 cm’ civarinda gozlenen S-H gerilme titresim bandi spektrumda
gozlenememistir. Bu sonu¢ allil merkaptanin altin yiizeyine baglandigini
gostermektedir.

e Protein kalibinin hazirlanmasinda kullanilacak cam ylizey temas agis1 analizleri
ile karakterize edilmistir. Asidik pirana ¢dzeltisi ile temizlenmis cam i¢in temas
agis1 44,7° + 3,5 iken APTES ile modife edilmis cam i¢in bu deger 54,3° +
3,2‘ye yiikselmistir. Bu degisim APTES ile muamele sonucunda cam ylizeyinin

daha hidrofobik bir karakter kazandigin1 gostremektedir. APTES ile kaplanmis
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cam ylizey daha sonra glutaraldehid ile modifiye edilmis ve temas agis1 65,8° +
5,2 olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore yiizey biraz daha hidrofobik hale
gelmistir.  Cilinkii  glutaraldehid, APTES den gelen amin uglarimi imin
olusumuyla kapatmis ve icerdigi hidrokarbon zincirinden dolay1 da hidrofobik
0zellik kazandirmistir. Miyoglobinin kovalent olarak baglandig1 cam yiizeyinde
ise temas agis1 67,3° + 2,1 olarak elde edilmistir. Bu degisimler miyoglobin
proteinin cam ylizeyine baglandigini gosteren sonuglardan biridir.

Miyoglobinin cam ylizeyine immobilize edilmesi ile cam yiizeyinin
morfolojisindeki degisimin ayrintili bir sekilde incelenebilmesi i¢in APTES ve
glutaraldehid ile modifye edilmis cam yiizeyin ve miyoglobin immobilize
edilmis cam yilizeyin AFM goriintiileri alinmistir. APTES ve glutaraldehid
modifikasyonu ile cam ylizeyinde olusan kalinlik 1,5-2 nm iken, miyoglobinin
cam ylizeyine immobilizasyonundan sonra yiizey morfolojisi tamamen degismis
ve kalinlik 6-6,5 nm degerlerine yiikselmistir. Bu sonu¢ miyoglobinin cam
ylizeyine basariyla immobilize edildigini gdstermektedir.

Hazirlanan poliHEMA-MATrp) filmin karakterizasyonu i¢in de FTIR-ATR
tekniginden yararlanilmigtir. Polimerik film sentezlendikten sonra altin
yilizeyinde poli(HEMA-MATrp) polimerine ait absorpsiyon bandlar1 olusmustur.
1715 cm™ “‘de ester karbonil grubu gerilmesine , 1662 cm™ de amid karbonil
grubu gerilmesine ait absorpsiyon bandlar1 spektrumda agik sekilde goriilmiistiir.
3400 cm bolgesinde, MATRp monomerinden gelen N-H ve yapidaki O-H
gruplarindan  kaynaklanan absorpsiyon bandi beraberce goriilmektedir.
2955 cm ’de gozlenen absorpsiyon bandi ise polimerik yap1 igerisinde tekrar
eden alifatik C-H baglarina ait gerilmelerden kaynaklanmaktadir.
PoliHEMA-MATRp) filmin basariyla sentezlendigni goéstermek igin ayrica
poliHEMA-MATRp) filmin FTIR-ATR spekturumu, sadece MATrp , HEMA
ve EGDMA’1n baglatict varliginda tek basina polimerizasyonu ile hazirlanan
poliMATrp), poliHEMA) ve poli(EGDMA) polimerlerlerinin FTIR-ATR
spektrumlart ile karsilastirilmistir. PoliHEMA-MATrp) filme ait spektrum,
poliMATrp), poliHEMA) ve poli(EGDMA) i¢in elde edilen spektrumlardan

farklidir ve MATrp monomerine ait karakteristik bandlar gdstermektedir. Bu
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sonu¢ fonksiyonel monomer olan MATrp’ in HEMA ve EGDMA varliginda
yapiya basariyla dahil edildiginin bir kanitidir.

Sabit miktarda MATrp ve HEMA varliginda capraz baglayict (EGDMA)
miktarinin degistirilmesi (1:1:1; 1:1:3; 1:1:5; 1:1:6) ile MIP ve NIP i¢in elde
edilen sinyal degerlerinde degisim gozlenmistir. Baskilanmis poli(HEMA-
MATrp) filmler icin baskilanmamis filmlere gore daha yiiksek %AR
degerlerinin elde edilmesi miyoglobine 6zgili baglanma bolgelerinin olustugunun
bir gdstergesidir. 1:1:5 karigim oraninin 5,57 degerinde baskilama faktorii ile en
uygun en uygun oran oldugu belirlenmistir.

Altin ylizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ylizey, yiizeyinde
miyoglobin  baskilanmig ve baskilanmamis poliHEMA-MATrp) film
hazirlanmis altin yiizeylerin 1slanabilirlik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla bu
ylzeylerin su ve etilen glikol ile yaptiklar1 temas acilar1 Slgiilmiis ve ylizey
serbest enerjileri Owens, Wendt, Rabel ve Kaelble yaklagimi kullanilarak
hesaplanmuistir.

Su ile yapilan temas agis1 Ol¢limlerinden goriildiigli gibi altin ylizeyin temas
acis1 degeri (85,3° + 4,9), allil merkaptan modifikasyonu ile 71,1°+3,4%¢
diismiistiir. Yiizeyin temas ag¢isinin 6nemli miktarda azalmasi, yilizeyin hidrofilik
Ozelliginin arttigin1 ve altin kapli ylizey plazmon rezonans ¢ip ylizeyinin allil
merkaptan ile kaplandigin1 gostermektedir. Allil merkaptan ile modifiye edilmis
altin yiizeyde gerceklestirilen polimerizasyon sonucu temas agist degeri 75,0° +
4,8 ‘e yikselmis ve yiizey serbest enerjisi 38,08 mN/m‘ye diismiistiir.
Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) film durumunda temas agisinin
75,0° +£ 4,8 degerine yiikselmesi altin yiizeyinde poliHEMA-MATrp) filmin
basariyla sentezlendigini gdstermistir. Altin ylizey, allil merkaptan ile modifiye
edilmig altin yiizey ve miyoglobin baskilanmis poli(HEMA-MATrp) altin
ylzeyin morfolojik karakterizasyonu i¢in AFM goriintiileri alinmistir. Her bir
ylizey i¢in morfolojik degisimler incelendiginde polimerizasyonun altin
ylizeyinde basariyla gerceklestigini gostermektedir.

Elipsometri sonuclaria gore hazirlanan film 12,85 + 1,5 nm kalinliktadir. Bu
sonu¢ AFM sonuglart ile de ortiismekte olup polimerik filmin altin yiizeyinde

basariyla hazirlandigini gostermektedir. Ayrica hazirlanan sensér 50 nm’den
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daha distik bir kalinlik degerine sahip oldugundan optik transdiiser prensibi ile
calisan SPR sistemi ile biiyiik bir uyum gosterecegi aciktir.

SEM goriintiileri ile altin yiizeyin polimerik film ile kaplandig1 kanitlanmis ve
polimerik filmin yiizey morfolojisi belirlenmistir.

Miyoglobin derisimi ile % AR arasindaki iligski incelenmistir. Gorildiigi gibi
miyoglobin derisimi arttikca % AR degerleri artmaktadir. Yaklasik 2500 ng/ml
derisim degerinden sonra ylizeydeki aktif bolgelerin dolmasina bagl olarak bu
artis hiz1 azalmakta ve yaklasik 7500 ng/mL degerinde dengeye ulasilmaktadir.
Bu derisimde elde edilen % AR degeri 4,33 “tiir.

Hazirlanan poliHEMA-MATrp) SPR sensor, 100-1000 ng/mL derisim
araliginda derisim-sinyal dogrusalligi gostermektedir. Bu araliktaki veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi, y=0,0025x+0,2402 ve
dogrusalligt 0,9741 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan poliHEMA-MATrp)
sensor i¢in elde edilen veriler kullanilarak tayin sinir1 (LOD) 26,28 ng/mL ve
tayin limiti (LOQ) 87,6 ng/mL olarak belirlenmistir.

Elde edilen verilerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich
absorpsiyon modellerine uygunlugu arastirildi. R* = 0,9971 degeri ile en uygun
adsorbsiyon modelinin Langmuir absorpsiyon modeli oldugu belirlendi. Bu
sonug; hazirlanan baskilanmis sensor ylizeyindeki miyoglobin baglanma
bolgelerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal

etkilesimli oldugunu gostermistir. Buradan hesaplanan AR degeri deneysel

maks
degere (4,33 png/ml) yakindir. Langmuir denkleminden hesaplanan K, ve K,
degerleri sirasiyla 0,594 pg/mL ve 1,681 mL/ug olarak belirlenmistir.

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensoriin miyoglobine karsi
seciciliginin belirlenmesi i¢in yarismali adsorpsiyon deneyleri 1000 ng/mL
derisimindeki BSA, sitokrom c, lizozim ve miyoglobinin tekli, ikili, Gi¢li ve
dortlii  karistm  ¢ozeltileri  kullanilarak — gerceklestirilmistir.  Miyoglobin
baskilanmis poli(HEMA-MATrp) sensoriin  BSA ile herhangi bir etkilesime
girmedigi ve anlamli bir sinyal vermedigi (%AR= 0,06) belirlenmistir.

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensoriin sitokrom c¢’ye verdigi
sensorgram sinyal degeri (%AR); 0,22, lizozime verdigi sinyal degeri (%AR);
0,35°tir. Ayn1 derisimdeki miyoglobin i¢in elde edilen sinyal degeri (%AR) ise
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2,35’tir. Bir bagka deyisle; baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensor
miyoglobini; sitokrom c¢’ye gore 10,68 kat, lizozime gore 6,71 kat daha duyarh
tayin edebilmektedir.

Miyoglobin baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensoriin baskilama seciciligini
gostermek icin miyoglobin baskilanmamis poliHEMA-MATrp) sensor de
hazirlanmistir. Miyoglobin, BSA, sitokrom c¢ ve lizozimin kullanilmasiyla
olusturulan karigimlar SPR sistemine gonderilmistir. Miyoglobin baskilanmamisg
poliHEMA-MATrp) sensoriin BSA ile herhangi bir etkilesime girmedigi ve
sinyal vermedigi belirlenmistir (ARpas= 0,04). Sitokrom c ve lizozim sinyal
degerlerinin ise miyoglobin i¢in alinan sinyal degerine yakin oldugu (ARgitokrom
= 0,15; ARjizozim= 0,20 ve ARpiyogiobin= 0,42) belirlenmistir. Baskilanmis ve
baskilanmamis poliHEMA-MATrp) sensorler karsilastirildiginda; miyoglobin
baskilanmis poliHEMA-MATrp) sensoriin, miyoglobini sitokrom c’ye gore
3,81 kat, lizozime gore 3,19 kat secicilikte tanidig1 belirlenmistir.

Sensor yiizeyinin rejenerasyonu i¢in 1M etilen glikol kullanilmis ve yaklasik 30
dakika igerisinde tiim rejenerasyon islemleri basariyla tamamlanmistir. Ayrica
ylizey tekrarlanabilir bir sekilde tekrar tekrar kullanilmistir. Hazirlanan
poliHEMA-MATrp) sensoriin etkinli§i miyoglobin diizeyi yliksek hasta kani
kullanilarak arastirilmistir. 1:15 seyrelme oranindaki kan kullanilarak standart
katma metodu ile kandaki miyoglobin diizeyi belirlenmistir. ELISA ydntemi
standart referans kabul edildiginde hazirlanan sensér kandaki miyoglobin
derigimini %66 dogrulukla tayin etmistir.

Dort kez tekrar kullanimda yiizey basariyla rejenere edilebilmis ve baglanma
kapasitesinde bir kayip olmamigtir. Hazirlanan sensoriin 4 ay siireyle oda
sicakliginda bekletilmesinin ardindan miyoglobin baglama kapasitesinde

herhangi bir degisim gézlenmemistir.

184



KAYNAKLAR

Andresson, L., Sellergren, B., Mosbach, K. 1984. Imprinting of amino acid derivates
in macroporous polymer.Tetrahedron Lett., 25: 5211-5214.

Andersson, L., Mandenius, C. F., Mosbach, K. 1988. Studies on guest selective
molecular recognition on an octadecyl silylated silicon surface using ellipsometry.
Tetrahedron Lett., 29:5437-5440.

Andersson, L.I., Miyabayashi, A., O’Shannessy, D.J., Mosbach, K. 1990.
Enantiomeric resolution of amino acid derivatives on molecularly imprinted polymers
as monitored by potentiometric measurements. J. Chromatogr. A, 516: 323-331.

Anderson, L., Muller, R., Vlatakis, G., Mosbach, K. 1995. Mimics of the binding
sites of opioid receptors obtained by molecular imprinting of enkephalin and morphine.
Proc. Natl. Acad.Sci USA ,92(11):4788-4792.

Ansell, R.J., Ramstrom, O., Mosbach, K. 1996. Towards Artificial Antibodies
Prepared by Molecular Imprinting. Clin. Chem., 42(9): 1506-1512.

Arshady, R., Mosbach, K. 1981. Synthesis of substrate-selective polymers by host—
guest polymerization. Makromol. Chem.-Rapid., 182: 687-692.

Avseenko, N.V., Morozova, T.Y., Ataullakhanov, F.I. 2001. Immobilization of
proteins in immunochemical microarrays fabricated by electrospray deposition. Anal.
Chem., 73: 6047-6052.

Baltus, R.E., Carmon, K.S., Luck, L.A. 2007. Quartz Crystal Microbalance (QCM)
with immobilised protein receptors: comparison of response to ligand binding for direct
protein immobilisation and protein attachment via disulfide linker. Langmuir, 23:3880-
3883.

Banerji, S., Peng, W., Kim, Y.C., Booksh, K.S. 2006. In Proc. SPIE-Int. Soc. Opt.
Eng. Boston, MA; p: 6380.

Bereli, N., Anda¢, M., Baydemir G., Say, R, Galaev, L.Y., Denizli A. 2008. Protein
recognition via ion-coordinated molecularly imprinted supermacroporous cryogels. J.
Chromatogr. A., 1190: 18-26.

Bergman, M.N.2005. Molecularly imprinted polyacrylamide polymers and coplymers
with specific recognition for serum proteins.Ph.D. Thesis. Faculty of the graduate school
of the university of Texas,Austin, USA.

Betancor, L., Lopez-Gallego, F., Hidalgo, A., Alonso-Morales, N., Mateo, C.,
Fernandez-Lafuente, R., Guisan, J. M. 2006. Different mechanisms of protein
immobilization on glutaraldehyde activated supports: Effect of support activation and
immobilization conditions.Enzyme Microb. Technol., 39: 877-882.

185



Britschgi, M., Von Greyerz, S., Burkhart, C., Pichler, W. J. 2003. Molecular
Aspects of Drug Recognition by Specific T Cells. Current Drug Targets, 4 (1): 1-11.

Brogan, G.X., Friedman, S., McCuskey C., Cooling D.S., Berrutti, L., Thode, H.C.,
Bock, J.L., 1994. Evaluation of a New Rapid Quantitative Immunoassay for Serum
Myoglobin Versus CK-MB for Ruling Out Acute Myocardial Infarction in the
Emergency Department.,dnn. Emerg. Med., 24: 665-671.

Bossi, A., Piletsky, S.A., Piletska, E.V., Righetti, P.G, Turner, A.P.F . 2001. Surface-
grafted molecularly imprinted polymers for protein recognition. Anal. Chem., 73(21):
5281-5286.

Burow, N., Minoura, N. 1996. Molecular imprinting: synthesis of polymer particles
with antibody-like binding characteristics for glucose oxidase. Biochem. Biophys.
Res.Commun., 227(2): 419-422.

Califf, RM., Ohman, E.M. 1992. The diagnosis of acute myocardial infarction.
Chest.,101(4 suppl):106-115.

Cao, L., Zhou, X.C., Li, S.F.Y.2001. Enantioselective sensor based on
microgravimetric quartz crystal microbalance with molecularly imprinted polymer film.
Analyst. 126: 184—188.

Char, D.M., Israel, E., Ladenson, J. 1998. Early laboratory indicators of acute
myocardial infarction. Emerg. Med. Clinics. North. Am., 16: 519-539.

Chen, G. H., Guan, Z. B., Chen, C. T., Fu, L.T., Sundaresan, V., Arnold, F. H.
1997. A glucose sensing polymer. Nat. Biotechnol., 15: 354-357.

Chen, B. N., Piletsky, S., Turner, A. P. F. 2002. Molecular Recognition: Design of
"Keys". Comb. Chem. High Throughput Screen., 5 (6): 409-427.

Chiang, H., Wang, Y., Leung, P., Tse, W. 2001. A theoretical model for the
temperature-dependent sensitivity of the optical sensor based on surface plasmon
resonanceOpt. Commun., 188: 283-289.

Choi, H. J., Kimb, N. H., Chung, B. H., Seong, G. H. 2005. Micropatterning of
biomolecules on glass surfaces modified with various functional groups using
photoactivatable biotin. Anal. Biochem., 347: 60-66.

Chou, P.C., Rick, J., Chou, T.C. 2005. C-reative protein thin-film molecularly
imprinted polymers formed using a micro-contact approach. Analytica Chimica Acta,
542: 20-25.

Chou, T.C., John Rick, J., Yu-Ching Weng, Y.C. 2007. Nanocavity Protein

Biosensor - Fabricated by Molecular Imprinting. Proceedings of the 7th IEEE
International Conference on Nanotechnology, 2 — 5 August, 2005, Hong Kong, Japan.

186


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_urlVersion=4&_origin=SDTOPTWOFIVE&_version=1&_piikey=S0003269705005993&md5=c571896bb469f343f07d1ee45b377652
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_urlVersion=4&_origin=SDTOPTWOFIVE&_version=1&_piikey=S0003269705005993&md5=c571896bb469f343f07d1ee45b377652
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=GatewayURL&_method=citationSearch&_urlVersion=4&_origin=SDTOPTWOFIVE&_version=1&_piikey=S0003269705005993&md5=c571896bb469f343f07d1ee45b377652

Christenson, R.H., Azzazy, H.M., 1998. Biochemical markers of the acute coronary
syndromes.Clin. Chem., 44(8): 1855-1864.

Christiaens, P., Vermeeren, V., Wenmackers, S., Daenen, M., Haenen, K.,
Nesladek, M., vandeVen, M., Ameloot, M., Michiels, L., Wagner, P. 2006. EDC-
mediated DNA attachment to nanocrystalline CVD diamond films. Biosens.
Bioelectron., 22: 170-177.

Cooper, M. 2002. Optical biosensors in drug discovery. Nature Rev., 1: 515-528.

Cormack, PAG., Elorza, A.Z. 2004. Molecularly imprinted polymers:Synthesis and
characterization. J Chromatogr. B, 804:174-182.

Cudic, P., Behenna, D.C., Kranz, J. K., Kruger, R.G., Wand, A.J., Veklich, Y.L.,
Weisel, J.W., McCafferty, D.G. 2002. Functional Analysis of the
Lipoglycodepsipeptide Antibiotic Ramoplanin. Chem. Biol., 9(8): 897-906.

Cunliffe, D., Kirby, A., Alexander, C. 2005. Molecularly imprinted drug delivery
systems. Adv. Drug Deliv. Rev., 57: 1836-1853.

D’Orazio, P. 2003. Biosensors in clinical chemistry. Clin. Chim. Acta., 334: 41-69.

D’Souza, S.F., Godbole, S.S. 2002. Immobilization of invertase on rice husks using
polyethyleneimine. J. Biochem. Biophys. Methods, 52: 59-62.

Derazshamshir, A., Baydemir, G., Andac, M., Say, R., Galaev, 1.Y., Denizli, A.
2010. Molecularly imprinted pHEMA-based cryogel for depletion of hemoglobin from
human blood. Macromol. Chem. Phys., 211: 657-668.

Devanathan, S., Salamon, Z., Nagar, A., Narang, S., Schleich, D., Darman, P.,
Hruby, V., Tollin, G. 2005. Subpicomolar sensing of delta-opioid receptor ligands by
molecular-imprinted polymers usin. Anal. Chem., 77: 2569-2574

Dickert, F. L., Forth, P., Lieberzeit, P., Tortschanoff, M. 1998. Molecular imprinting
in chemical sensing-Detection of aromatic and halogenated hydrocarbons as well as
polar solvent vapors. Fresenius'J. Anal. Chem., 360: 759-762.

Dickert, F. L., Tortschanoff, M., Bulst, W. E., Fischerauer, G. 1999. Molecularly
Imprinted Sensor Layers for the Detection of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in
Water. Anal. Chem., 71:4559-4563.

Dickert, F.L., Hayden, O. 2002. Bioimprinting of Polymers and Sol-Gel Phases
“Selective Detection of Yeasts with Imprinted Polymers”. Anal. Chem., 74(6):1302-
1306.

187


http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R2@4HNfK6Em6gIFb14E&page=1&doc=1&cacheurlFromRightClick=no
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=R2@4HNfK6Em6gIFb14E&page=1&doc=1&cacheurlFromRightClick=no

Duan, L., He, Q., Yan, X., Cui, Y., Wang, K., Li, J. 2007. Hemoglobin protein hollow
shells fabricated through covalent layer-by-layer technique. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 354: 357-362.

Frederix, F., Bonroy, K., Reekmans, G., Laureyn, W., Campitelli, A., Abramov,
M.A., Dehaen, W., Maes, G. 2004. Reduced nonspecific adsorption on covalently
immobilized protein surfaces using poly(ethylene oxide) containing blocking agents. J.
Biochem. Biophys. Methods, 58: 67-74.

Gan, S.H., Yang, P., Yang, W.T. 2009. Photoactivation of alkyl C-H and silanization:
a simple and general route to prepare high-density primary amines on inert polymer
surfaces for protein immobilization. Biomacromolecules, 10: 1238—-1243.

Gill, 1., Ballesteros, A. 2000a. Bioencapsulation within synthetic polymers (Part 2):
Non sol-gel protein-polymer biocomposites. Trends Biotechnol., 18: 469-479.

Gill, L., Ballesteros, A. 2000b.Bioencapsulation within synthetic polymers (Part 1): sol-
gel encapsulation biologicals. Trends Biotechnol., 18: 282-296.

Gill, I. 2001. Bio-doped nanocomposite polymers: Sol-gel bioencapsulates. Chem.
Mater., 13: 3404-3421.

Gitlin, G., Bayer, E.A., Wilchek, M. 1987. Studies on the Biotin-Binding Site of
Avidin - Lysine Residues Involved in the Active-Site. Biochem. J., 242 (3): 923-926.

Gitlin, G., Bayer, E. A., Wilchek, M.1988. Studies on the Biotin-Binding Site of
Avidin - Tryptophan Residues Involved in the Active-Site. Biochem. J., 250(1): 291-
294.

Glad, M., Norrlow, O., Sellergren, B., Siegbahn, N., and Mosbach, K. 1985. Use of
silane monomers for molecular imprinting and enzyme entrapment in polysiloxane-
coated porous silica. J. Chromatogr., 347(1): 11-23.

Glaser, R.W. 1993. Antigen-antibody binding and mass transport by convection and
diffusion to a surface: a two-dimensional computer model of binding and dissociation
kinetics. Analyt. Biochem., 213 (1):152-161.

Graf, N., Yegen, E., Lippitz, A., Treu, D., Wirth, T., Unger, W.E.S. 2008.
Optimization of cleaning and amino-silanization protocols for Si wafers to be used as
platforms for biochip microarrays by surface analysis (XPS, ToF-SIMS and NEXAFS
spectroscopy). Surf. Interface Anal., 40: 180-183.

Guan, G., Liu, B., Wang, Z., Zhang, Z. 2008. Imprinting of molecular recognition
sites on nanostructures and its applications in chemosensors. Sensors, 8:8291-8320.

Guo, T. Y., Xia, Y. Q., Hao, G. J., Song, M. D., Zhang, B.H. 2004. Adsorptive

seperation of hemoglobin by molecularly imprinted polymers. Biomaterials, 25: 5905-
5912.

188



Guo, T.Y., Xia, Y.Q., Wang, J., Song, M.D., Zhang, B.H. 2005. Chitosan beads as
molecularly imprinted polymer matrix for selective seperation of proteins. Biomaterials,
26: 5737-5745.

Hall, A.J., Emgenbroich, M., Sellergren, B. 2005. Imprinted polymers. Top. Curr.
Chem., 249: 317-349.

Haupt, K., Mosbach, K. 1998. Plastic Antibodies: Developments and Applications.
Trends. Biotechnol., 16:(11), 468-475.

Haupt, K., Noworyta, K., Kutner, W. 1999a. Imprinted polymers in chemical and
biological sensing. Anal. Commun., 36: 391-393.

Haupt, K., Noworyta, K., Kutner, W. 1999b. Imprinted polymer-based
enantioselective acoustic sensor using a quartz crystal microbalance. Anal Commun.,
36: 391-393.

Haupt, K., Mosbach, K. 2000. Molecularly imprinted polymers and their use in
biomimetic sensors. Chem. Rev., 100, 2495-2504.

Haupt, K., Belmont, A.S. 2007. Handbook of Biosensors and biochips: Molecularly
imprinted polymers as recognition elements in sensors. Ed.: John Wiley and Sons,Ltd.
Chapter 14, pp: 8-9.

Hawkins, D.M., Trache, A., Ellis, E.A., Stevenson, A., Holzenburg, A., Meininger,
G.A., Reddy, S.M. 2006. Quantification and confocal imaging of protein specific
molecularly imprinted polymers. Biomacromolecules 7, 2560-2564.

Hedborg, E., Winquist, F., Lundstrom, I., Andersson, L.I., Mosbach, K. 1993. Sens.
Actuators A, 796: 36-38.

Hillberg, A.L., Brain, K.R., Allender, C.J. 2005. Molecular imprinted polymer
sensors: implications for therapeutics. Adv. Drug. Deliv. Rev., 57: 1875-1889.

Hirayama, K., Burow, M., Morikawa, Y., Minoura, N. 1998. Synthesis of polymer-
coated silica particles with specific recognition sites for glucose oxidase by the
molecular imprinting technique. Chem. Lett., 27(8): 731-732.

Hirayama, K., Sakai, Y., Kameoka, K. 2001. Synthesis of polymer particles with
specific lysozyme recognition sites by a molecular imprinting technique. J. Appl.
Polym. Sci., 81(14):3378-3387.

Hjerten, S., Liao, J.L., Nakazato, K., Wang, Y., Zamaratskaia, G., Zhang, H.X.
1997. Gels mimicking antibodies in their selective recognition of proteins.

Chromatographia, 44:227-234.

Hock , B. 1997. Antibodies for immunosensors:a review. Anal. Chim. Acta. 347:177-
186.

189



Holthoff, E.L., Bright, F.V. 2007. Molecularly templated materials in chemical
sensing. Anal. Chim. Acta., 594: 147-161.

Homola, J., Yee, S., Gauglitz, G. 1999. Surface plasmon resonance sensors: review.
Sens. Actuators B, 54: 3-15.

Hostetler, M.J., Stokes, J.J., Murray, R.W. 1996. Infrared spectroscopy of three-
dimensional self-assembled monolayers: N-alkanethiolate monolayers on gold cluster
compounds. Langmuir., 12:3604-3612.

Huang, J., Zhang, J., Zheng, S. 2005. Template imprinting amphoteric polymer for the
recognition of proteins. J. Appl. Polym.Sci., 95: 358-361.

Huang, S.C., Lee, G.B., Chien, F.C., Chen, S.J., Chen, W.J., Yang, M.C. 2006. A
microfluidic system with integrated molecular imprinting polymer films for surface
plasmon resonance detection. J. Micromech. Microeng., 16: 1251-1257.

Jakusch, M., Janotta, M., Mizaikoff, B., Mosbach, K., Haupt, K. 1999. Molecularly
imprinted polymers and infrared evanescent wave spectroscopy. A chemical sensors approach. Anal.
Chem., 71: 4786-4791.

Jimenez, R., Salazar, G., Baldridge, K.K., Romesberg, F.E. 2003. Flexibility and
Molecular Recognition in the Immune System. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 100(1):
92-97.

Kandimalla, V.B., Ju, H. 2004. Molecular imprinting: a dynamic technique for diverse
applications in analytical chemistry. Anal. Bioanal. Chem., 380: 587-605.

Karmalkar, R.N., Kulkarni, M.G., Mashelkar, R.A. 1996. Molecularly imprinted
hydrogels exhibit chymotrypsin-like activity. Macromolecules, 29: 1366-1368.

Katz, A., Davis, ML.E. 2000. Molecular imprinting of bulk, microporous silica, Nature,
403 (6767), 286-289.

Keffer, J.H. 1996. Myocardial markers of injuriy. Evolution and insights. 4m. J. Clin.
Pathol., 105:305-320.

Kempe, M., Glad, M., Mosbach, K. 1995. An approach towards surface imprinting
using the enzyme ribonuclease A. Journal of Molecular Recognition, 8: 35-39.

Kempe, M., Mosbach, K. 1995. Separation of Amino Acids, Peptides and Proteins on
Molecularly Imprinted Stationary Phases. J Chrom. A, 691(1/2): 317-323.

Kilpatrick, W.S., Wosornu, J.B., McGuines, J.B., Glen, A.C.A. 1993. Early

diagnosis of acute myocardial infarction: CK-MB and myoglobin compared.
Ann.Clin.Chem., 30: 435-438.

190



Kind, M., Woll, C. 2009. Organic surfaces exposed by self-assembled organothiol
monolayers: Preparation, characterization, and application. Progress in Surface
Science.,84:230-278.

Koesslinger, C., Uttenthaler, E., Drost, S., Aberi, F., Wolf, H., Brink, K.,
Stanglmaier,

A., Sackman, E. 1995. Comparison of the QCM and the SPR method for surface
studies and immunological applications. Sens. Actuators B Chem., 24/25: 107-112.

Kretschmann, E., Raether, H. 1968. Radiative decay of non-radiative surface
plasmons excited by light. Z. Naturforsch., 23A: 2135-2136.

Kriz, D., Mosbach, K. 1995. Competitive Amperometric Morphine Sensor Based on an
Agarose Immobilised Molecularly Imprinted Polymer. Anal. Chim. Acta, 300: 71-75.

Kroger, S., Turner, A.P.F., Mosbach, K., Haupt, K. 1999. Imprinted polymer-based
sensor system for herbicides using differential-pulse voltammetry on screen-printed
electrodes. Anal. Chem., 71: 3698-3702.

Kugimiya, A., Takeuchi, T. 2001. Surface plasmon resonance sensor using
molecularly imprinted polymer for detection of sialic acid. Biosens. Bioelectron., 16:
1059-1062.

Laricchia-Robbio, L., Revoltella, R.P. 2004. Comparison between the surfac plasmon
resonance (SPR) and the quartz crystal microbalance (QCM) method in a structural
analysis of human endothelin-1. Biosens. Bioelectron., 19:1753-1758.

Lai, E.P.C., Fafara, A., Vandernoot, V.A., Kono, M., Polsky, B. 1998. Surface
Plasmon Resonance Sensors using Molecularly Imprinted Polymers for Sorbent Assay
of Theophylline, Caffeine and Xanthine. Can. J. Chem., 76: 265-273.

Lavine, B.K., Westover, D.J., Kaval, N., Mirjankar, N., Oxenford, L., Mwangi,
G.K. 2007. Swellable molecularly imprinted polyN-(N-propyl)acrylamide particles for
detection of emerging organic contaminants using surface plasmon resonance
spectroscopy. Talanta, 72:1042-1048.

Lee, T.H., Juarez, G., Cook, E.F. 1991. Ruling out acute myocardial infarction. A
prospective multicenter validation of a 12-hour strategy for patiens at low risk. N. Engl.
J. Med., 324: 1239-1246.

Lee, K.H., Su, Y.D., Chen, S.J., Lee, G.B. 2006. In Proceedings of the 19th IEEE
International Conference on Micro Electro Mechanical Systems (MEMS) Istanbul, p
430.

Levi, R., McNiven, S., Piletsky, S. A., Cheong, S. H., Yano, K., Karube, 1. 1997.

Optical Detection of Chloramphenicol Using Molecularly Imprinted Polymers Anal.
Chem., 69: 2017-2021.

191



Li, P., Huang, Y., Hu, J., Yuan, C., Lin, B. 2002. Surface Plasmon Resonance Studies
on Molecular Imprinting. Sensors, 2(1): 35-40.

Li, X. Husson, S.M. 2006a. Adsorption of dansylated amino acids on molecularly
imprinted surfaces: A surface plasmon resonance study Biosens. Bioelectron., 22, 336-
348.

Li, X., Husson, S.M. 2006b. Two-Dimensional Molecular Imprinting Approach to
Produce Optical Biosensor Recognition Elements. Langmuir, 22, 9658-9663.

Li, Y., Yang, H.H., You, Q.H., Zhuang, Z.X., and Wang, X.R. 2006c. Protein
recognition via surface molecularly imprinted polymer nanowires. Anal. Chem., 78 (1):
317.

Liao, J.L., Wang, Y., Hjerten, S. 1996. Novel support with artificially created
recognition for the selective removal of proteins and for affinity chromatography.
Chromatographia, 42:259-262.

Lin, L.P., Huang, L.S., Lin, C.W., Lee, C.K., Chen, J.L., Hsu, S.M., Lin, S. 2005.
Determination of binding constant of DNA-binding drug to target DNA by surface
plasmon resonance biosensor technology. Current Drug Target, 5: 61-72.

Lin, H.Y., Hsu, C.Y., Thomas, J.L., Wang, S.E., Chen, H.C., Chou, T.C. 2006. The
micro-contact imprinting of proteins: the effect of cross-linking monomers for

lysozyme, ribonuclease A and myoglobin. Biosensensors & Bioelectronics, 15: 534-
543.

Lin, H.Y., Rick, J., Chou, T.C. 2007. Optimising the formulation of a myoglobin
molecularly imprinted thin-film polymer-formed using a micro-contact imprinting
method. Biosensensors & Bioelectronics, 22: 3293-3301.

Ling, T.R, Yau, Z.S., Tasi, Y.C., Chou, T.C., Liu, C.C. 2005. Size-selective
recognition of catecholamines by molecular imprinting on silica—alumina gel. Biosens
Bioelectron., 21: 901-907.

Liu, K., Wei, W.Z., Zeng, J.X., Liu, X.Y., Gao, Y.P. 2006a. Application of a novel
electrosynthesized polydopamine-imprinted film to the capacitive sensing of nicotine.
Anal Bioanalyt Chem., 385: 724-729.

Liu, F., Liu, X., Ng, S.C., Chan, H.S.O. 2006b. Enantioselective molecular imprinting
polymer coated QCM for the recognition of L-tryptophan. Sens Actuators B Chem.,
113: 234-240.

Lotierzo, M., Henry, O.Y.F., Piletsky, S., Tothill, I., Cullen, D., Kania, M., Hock,

B., Turner, A.P.F. 2004. Surface plasmon resonance sensor for domoic acid based on
grafted imprinted polymer. Biosens. Bioelectron., 20: 145-152.

192



Luppa, P.B., Sokloll, L.J., Chan, D.W. 2001. Immunosensors-principles and
applications to clinical chemistry. Clin. Chim. Acta., 314: 1-26.

Lu, S., Cheng, G., Pang, X. 2006. Protein-imprinted soft-wet gel composite
microspheres with magnetic susceptibility II. Characteristics. J. Appl. Polym. Sci., 99:
2401-2407

Lu, Z., Li, CM., Z, Q., Bao, Q., Cui, X. 2007. Covalently linked DNA/protein
multilayered film for controlled DNA release. J. Coll. Inter. Sci., 314: 80-88.

Malitesta, C., Losito, I., Zambonin, P.G. 1999. Molecularly imprinted electrosynthesized
polymers: new materials for biomimetic sensors. Anal. Chem., 71, 1366-1370.

Mallik, S., Jhonson, R.D., Arnold, F.H. 1994a. Synthetic bismetal ion receptors for
bis-imidazole protein analogs. Journal of The American Chemical Society 116: 8§902-
8911.

Mallik, S., Plunkett, S.D., Dhal, P.K., Johnson, R.D., Pack, D., Shnek, D., Arnold,
F.H. 1994b. Towards materials for the specific recognition and separation of proteins.
New Journal of Chemistry 18: 299-304.

Matsui, J., Akamatsu, K., Hara, N., Miyoshi, D., Nawafune, H., Tamaki, K.,
Sugimoto, N. 2005. SPR Sensor Chip for Detection of Small Molecules Using
Molecularly Imprinted Polymer with Embedded Gold Nanoparticles Anal. Chem., 77:
4282-4285.

Matsunaga, T., Takeuchi, T. 2006. Crystallized protein-imprinted polymer chips.
Chem Lett;35:1030-1031.

Matsunaga, T., Hishiya, T., Takeuchi, T. 2007. Surface plasmon resonance sensor for
lysozyme based on molecularly imprinted thin films. Anal. Chim. Acta, 591: 63-67.

McCullough PA, Nowak RM, Foreback C. 2002. Performance of multiple cardiac
biomarkers measured in the emergency department in patients with chronic kidney
disease and chest pain. Acad Emerg Med., 9:1389-1396.

McGlennen, R.C. 2001. Miniaturization technologies for molecular diagnostics.Clin.
Chem., 47:393-402.

Mirsky, V.M., Hirsch, T., Piletsky, S.A., Wolfbeis, O.S. 1999. Spreader-bar approach
to molecular architecture: formation of artificial chemo-receptors. Angewandte Chemie

(International ed. In English) Links, 38: 1108-1110.

Morgan, C.L., Newman, D.J., Price, C.P. 1996. Immunosensors: technology and
opportunities in laboratory medicine, Clin. Chem., 42: 193-2009.

Mosbach, K., Ramstrom, O. 1996. The Emerging Technique of Molecular Imprinting
and Its Future Impact on Biotechnology. Bio/Technology, 14(2): 163-170.

193



Nathalie, L., Christopher, J.A., Keith, R.B. 2004. Current status of molecularly
imprinted polymers as alternatives to antibodies in sorbent assays. Anal. Chim. Acta,
510: 139-145.

Nicholls, I.A., Rosengren, J.P. 2002. Molecular imprinting of surfaces. Bioseperations,
10: 301-305.

Nishino, H., Huang, C.S., Shea, K.J. 2006. Selective protein capture by epitope
imprinting. Angew. Chem. Int. Ed., 45(15): 2392-2396.

O’Mahony, J., Molinelli,A., Nolan,K., Smyth, M.R., Mizaikoff, B. 2004. Anatomy of
a successful imprint: analysing the recognition mechanisms of a molecularly imprinted
polymer for quercetin. Biosen. Bioelectron., 2:1383-1392

O’Regan, T.M., O’Riordan, L.J., Pravda, M., O’Sullivan, C.K., Guilbault, G.G.
2002. Direct dedection of myoglobin in whole blood using a disposeable aprerometric
immonosensor. Anal. Chim.Acta., 460: 141-150.

Odabasi, M., Say, R., Denizli, A. 2007. Molecular imprinted particles for lysozyme
purification. Mater. Sci. & Engin. C, 27: 90-99.

Otto, A. 1968. Exitation of nonradiative surface plasma waves in silver by the method
of frustrated total reflection. Z. Phys., 216: 398-410.

Ou, S.H., Wu, M.C., Chou, T.C., Liu, C.C. 2004. Polyacrylamide gels with
electrostatic functional groups for the molecular imprinting of lysozyme. Anal. Chim.
Acta, 504:163-166.

Ozcan, A.A., Say, R., Denizli, A., Ersoz, A. 2006. L-histidine imprinted synthetic
receptor for biochromatography applications. Anal. Chem. 78: 7253-7258.

Panasyuk, T. L., Mirsky, V. M., Piletsky, S. A., Wolfbeis, O. S. 1999.
Electropolymerized molecularly imprinted polymers as receptor layers in capacitive
chemical sensor. Anal. Chem., 71: 4609-4613.

Pang, X.,Cheng, G., Li, R., Lu, S., Zhang, Y. 2005. Bovine serum albumin-imprinted
polyacrylamide gel beads prepared via inverse-phase seed suspension polymerization.
Anal. Chim. Acta, 550: 1317

Pang, X., Cheng, G., Lu, S., Lang, E. 2006a. Synthesis of polyacrylamide gel beads
with electrostatic functional groups for the molecular imprinting of bovine serum

albumin. Anal. Bioanal. Chem., 384: 225-230

Pang, X., Cheng, G., Zhanga, Y., Lu, S. 2006b. Soft-wet polyacrylamide gel beads
with the imprinting of bovine serum albumin. React. & Func. Polym., 66: 1182—1188

194



Parmpi, P., Kofinas, P. 2004. Biomimetic glucose recognition using molecularly
imprinted polymer hydrogels. Biomaterials , 25(10):1969-1973.

Pauling, L. 1940. A Theory of the Structure and Process of Formation of Antibodies. J.
Am. Chem. Soc., 62: 2645-2655.

Peppas, N.A., Huang, Y., Torres-Lugo, M., Ward, J.H., Zhang, J. 2000.
Physiocochemical foundations and structural design of hydrogels in medicine and
biology. Annu. Rev. Biomed. Eng., 2: 9-29.

Peppas, N. A. 2002. Intelligent biomaterials in protein delivery, molecular imprinting
and micropatterning. Proc. Controlled Release Soc., 29: 162-163.

Percival, C.J., Stanley, S., Galle, M., Braithwaite, A., Newton, M.1., McHale, G.,
Hayes, W. 2001. Molecular-imprinted, polymer-coated quartz crystal microbalances for
the detection of terpenes. Anal Chem., 73: 4225-4228.

Percival, C.J., Stanley, S., Braithwaite, A., Newton, M.I., McHale, G. 2002.
Molecular imprinted polymer coated QCM for the detection of nandrolone. Analyst,
127: 1024-1026.

Peter, C., Meusel, M., Grawe, F., Katerkamp, A., Cammann, K., Borchers, T.
2001. Optical DNA-sensor chip for real-time detection of hybridisation events.
Fresenius J Anal Chem., 371:120-127.

Piacham, T., Josell, A., Arwin, H., Prachayasittikul, V., Ye, L. 2005. Molecularly
imprinted polymer thin films on quartz crystal microbalance using a surface bound
photo-radical initiator. Anal Chim Acta., 536: 191-196.

Piletsky, S.A., Piletska, E.V., Bossi, A., Karim, K., Lowe, P., Turner, A.P.F. 2001.
Substitution of antibodies and receptors with molecularly imprinted polymers in
enzyme-linked and fluorescent assays. Biosensensors & Bioelectronics, 16: 701-707.

Piletsky, S.A., Turner, A.P.F. 2002. Electrochemical sensors based on molecularly
imprinted polymers. Electroanalysis, 14: 317-323.

Piletsky, S.A., Turner W.N., Laitenberger, P. 2006. Molecularly imprinted polymers
in clinical diagnostics-Future potential and existing problems. Medical Engineering &
Physics., 28: 971-977.

Pugliese, L., Coda, A., Malcovati, M., Bolognesi, M. 1993. 3-Dimensional Structure
of the Tetragonal Crystal Form of Egg-White Avidin in Its Functional Complex with
Biotin at 2.7-Angstrom Resolution. J. Mol. Biol., 231(3): 698-710.

Qin, M., Hou, S., Wang, L.K., Feng, X.Z., Wang, R., Yang, Y.B., Wang, C., Yu, L.,

Shao, B., Qiao, M.Q. 2007. Two methods for glass surface modification and their
application in protein immobilization. Colloids Surf. B., 60: 243-249.

195



Rachkov, A., Minoura, N. 2000. Recognition of oxytocin and oxytocin-related
peptides in aqueous media using a molecularly imprinted polymer synthesised by the
epitope approach. Journal of Chromatography A, 889: 111-118.

Rachkov, A., Minoura, N. 2001. Towards molecularly imprinted polymers selective to
peptides and proteins. The epitope approach. Biochimica and Biophysica Acta. Protein
Structure and Molecular Enzimology, 1544: 255-266.

Rachkov, A., Hu, M.J., Bulgarevich, E. 2004. Molecularly imprinted polymers
prepared in aqueous solution selective for [Sar(1),Ala(8)]angiotensin II. Analytica
Chimica Acta, 504: 191-197.

Raitman, O.A., Arslanov, V.V., Pogorelova, S.P., Kharitonov, A.B. 2003.
Molecularly imprinted polymer matrices for analysis of the cofactor NADH: a surface
plasmon resonance study. Dokl. Phys. Chem., 392: 256-258.

Raitman, O.A., Chegel, V.I., Kharitonov, A.B., Zayats, M., Katz, E., Willner, 1.
2004. Analysis of NAD(P)+ and NAD(P)H cofactors by means of imprinted polymers
associated with Au surfaces: A surface plasmon resonance study. Anal. Chim. Acta,
504: 101-111.

Ramanavieius, A., Herberf, F.W., Hutschenreiter, S., Zimmermann, B., Lapenaite,
I., Kausaite, A., Finkelsteinas, A. 2005. Biomedical application of surface plasmon
resonance biosensor. Acta Medica Lituanica, 12:1-9.

Ramstrom, O., Ye, L., Mosbach, K. 1996. Artificial antibodies to corticosteroids
prepared by molecular imprinting. Chem. Biol., 3: 471-477.

Rick, J., Chou, T.C. 2005. Imprinting unique motifs formed from protein-protein
associations. Analytica Chimica Acta, 542: 26-31.

Rick, J., and Chou, T.C. 2006. Using protein templates to direct the formation of thin-
film polymer surfaces. Biosens. Bioelectron., 22: 544-549.

Sallacan, N., Zayats, M., Bourenko, T., Kharitonov, A.B., Willner, 1. 2002.
Imprinting  of nucleotide and  monosaccharide  recognition  sites in
acrylamidephenylboronic acid—acrylamide copolymer membranes associated with
electronic transducers. Anal Chem., 74: 702-712.

Schlehuber, S., Beste, G., Skerra, A. 2000. A novel type of receptor protein, based on
the lipocalin scaffold, with specifity for digohigenin. J. Mol. Biol., 297:1105-1120.

Sellergren, B. 1989. Molecular imprinting by noncovalent interactions.
Enantioselectivity and binding capacity of polymers prepared under conditions favoring

the formation of template complexes. Makromol. Chem., 190: 2703—2711.

Sellergren, B. 2001. Imprinted chiral stationary phases in high-performance liquid
chromatography. J. Chromatogr. A, 906: 227-252.

196



Sener, G., Ozgﬁr, E., Yilmaz, E., Uzun, L., Say, R., Denizli, A. 2010. Quartz crystal
microbalance based nanosensor for lysozyme detection with lysozyme imprinted
nanoparticles. Biosensensors & Bioelectronics 26(2): 815-821.

Sergeyeva, T. A., Piletsky, S. A., Brovko, A. A., Slinchenko, E. A., Sergeeva, L. M.,
Panasyuk, T. L., Elskaya, A. V. 1999. Conductimetric sensor for atrazine detection
based on molecularly imprinted polymer membranes.Analyst, 124: 331-334.

Shi, H.Q., Tsa, W.B.L., Garrison, M.D., Ferrari, S., Ratner, B.D. 1999. Template
imprinted nano-structured surface for protein recognition. Nature, 398:593-597.

Shiomi, T., Matsui, M., Mizukami, F., Sakaguchi, K. 2005. A method for the
molecular imprinting of hemoglobin on silica surfaces using silanes. Biomaterials, 26
(27): 5564-5571.

Singh-Zocchi, M., Hanne, J., Zocchi, G. 2002. Plastic Deformation of Protein
Monolayers. Biophys. J., 83: 2211-2218.

Slinchenko, O., Rachkov, A., Miyachi, H., Ogiso, M., Minoura, N. 2004. Imprinted
polymer layer for recognising double-stranded DNA. Biosensensors & Bioelectronics
20: 1091-1097.

Spivak, D.A. 2005. Optimization, evaluation, and characterization of molecularly
imprinted polymers. Adv. Drug. Deliv. Rev., 57: 1779-1794.

Stephenson, C.J., Shimizu, K.D. 2007.Colorimetric and fluorometric molecularly
imprinted polymer sensors and binding assays. Polym. Int., 56: 482-488.

Storrow, A.B., Lindsell, C.J., Collins, S.P., Ferman, G.J., Blomkalns, A.L,
Williams, J.M, Goldsmith, B., Gibler, W.B. 2006a. Emergency department
multimarker point-of-care testing reduces time to cardiac marker results without loss of
diagnostic accuracy. Point of Care., 5:132-136.

Storrow, A.B., Lindsell, C.J., Han, J.H. 2006b. Discordant cardiac biomarkers:
frequency and outcomes in emergency department patients with chest pain. Ann Emerg
Med. 48:660-665.

Straface, A.L., ,1 John, M.D., Myers, H., 2 Howard, M.D.,, Kirchick, J.,Blick, K.E.
2008. A Rapid Point-of-Care Cardiac Marker Testing Strategy Facilitates the Rapid

Diagnosis and Management of Chest Pain Patients in the Emergency Department. Clin.
Chem., 129: 788-795.

Sun, Y., Yan, F., Yang, W., Sun, C. 2006. Multilayered construction of glucose
oxidase and silica nanoparticles on Au electrodes based on layer-by-layer covalent

attachment. Biomaterials,27:4042-4049.

Sundberg, E.J., Mariuzza, R.A. 2003. Molecular Recognition in Anti Body- Antigen
Complexes. Protein Modules and Protein-Protein Interactions, 61: 119-160.

197



Takeuchi, T., Goto, D., Shinmori, H. 2007. Protein profiling by protein imprinted
polymer array. Analyst,132: 101-103.

Tamayo, F.G., Turiel, E., Martin-Esteban, A. 2007. Molecularly imprinted polymers
for solid-phase extraction and solid-phase microextraction: Recent developments and
future trends. J. Chromatogr. A, 1152: 32-40.

Tan, C.J., Tong, Y.W. 2007. Preparation of superparamagnetic ribonuclease A surface-
imprinted submicrometer particles for protein recognition in aqueous media. Anal
Chem.,79:299-306.

Taniwaki, K., Hyakutake, A., Aoki, T., Yoshikawa, M., Guiver, M.D., Robertson,
G.P. 2003. Evaluation of the recognition ability of molecularly imprinted materials by
surface plasmon resonance (SPR) spectroscopy. Anal. Chim. Acta, 489: 191-198.

Tao, Z.Y., Tehan, E.C., Bukowski, R.M., Tang, Y., Shughart, E.L., Holthoff, W.G.,
Cartwright, A.N., Titus, A.H., Bright F.V. 2006. Templated xerogels as platforms for
biomolecule-less biomolecule sensors. Anal. Chim. Acta., 564: 59-65.

Tietz, N.W. 1995. Clinical Guide to Laboratory Tests., Ed., 3rdEdition, W.B. Saunders,
Co., 482.

Titirici, M.M., Hall, A.J., Sellergren, B. 2002. Hierarchically imprinted stationary
phases: Mesoporous polymer beads containing surface-confined binding sites for
adenine. Chem. Mater. 14: 21-23.

Titirici, M. M., Hall, A. H., Sellergren, B. 2003. Hierarchical imprinting using crude
solid phase peptide synthesis products as templates. Chem. Mater. 15: 822—-824.

Tokareva, 1., Tokarev, 1., Minko, S., Hutter, E., Fendler, J.H. 2006. Ultrathin
molecularly imprinted polymer sensors employing enhanced transmission surface
plasmon resonance spectroscopy.Chem. Commun., 31: 3343-3345.

Tong, D., Hetenyi, C., Bikadi, Z., Gao, J. P., Hjerten, S. 2001. Some studies of the
chromatographic properties of gels (‘artificial antibodies/ receptors’) for selective
adsorption of proteins. Chromatographia, 54:7-14.

Tulinsky, A. 1996. Molecular Interactions of Thrombin. Semin. Thromb. Hemost., 22
(2): 117-124.

Turiel, E., Martin-Esteban, A. 2005. Molecular imprinting technology in capillary
electrochromatography. J. Sep. Sci., 28: 719-728.

Turkewitsch, P., Wandelt, B., Darling, G. D., Powell, W.S. 1998. Fluorescent

Functional Recognition Sites Through Molecular Imprinting. A Polymer-Based
Fluorescent Chemosensor for Aqueous cAMP. Anal. Chem., 70(10): 2025-2030.

198



Turner, N.W, Wright, B.E., Hlady, V., Britt, D.W. 2007a. Formation of protein
molecular imprints within Langmuir monolayers: A quartz crystal microbalance study.
J. Colloid Interface Sci., 308: 71-80.

Turner, N.W., Liu, X., Piletsky, S., Hlady, V., Britt, D. 2007b. Recognition of
conformational changes in o-lactoglobulin by molecularly imprinted thin films.
Biomacromolecules, 8: 2781-2787.

Uludag, Y., Piletsky, A.S., Turner, A.P.F., and Matthew A. Cooper, A.M. 2007.
Piezoelektrik sensors based on molecular imprinted polymers for dedection of low
molecular mass analytes. FEBS Journal, 274: 5471-5480.

Umpleby, R.J., Baxter, S.C., Chen,Y., Shah, R.N., Shimizu, K.D., 2001.
Characterization of molecularly imprinted polymers with the Langmuir—Freundlich
isotherm. Anal. Chem., 73: 4584—-4591.

Uzun, L., Say, R., Unal, S., Denizli, A. 2009. Production of surface plasmon resonance
based assay kit for hepatitis diagnosis. Biosensors and Bioelectronics, 24 (9): 2878—
2884.

Vaidya, A.A., Lele, B.S., Kulkarni, M.G., Mashelkar, R.A. 2001. Creating a
macromolecular receptor by affinity imprinting. J. Appl. Polym. Sci., 81:1075-1083.

Venton, D.L., Gudipati, E. 1995a. Influence of protein on polysiloxane polymer
formation: evidence for induction of complementary protein-polymer interactions.
Biochim. Biophys. Acta, 1250(2): 126-136.

Venton, D.L., Gudipati, E. 1995b. Entrapment of enzymes using organo-
functionalized polysiloxane copolymers. Biochim. Biophys. Acta, 1250 (2): 117-125.

Vlatakis, G., Andersson, L.I., Muller, R., Mosbach, K. 1993. Drug Assay Using
Antibody Mimics Made by Molecular Imprinting. Nature, 361:(6413), 645-647.

Watanabe, M., Akahoshi, T., Tabata, Y., Nakayama, D. 1998. Molecular specific
swelling change of hydrogels in accordance with the concentration of guest molecules.
J. Am. Chem. Soc., 120: 5577-5578.

Wei, X., Samadi, A., Husson, S.M., 2005. Synthesis and characterization of
molecularly imprinted polymers for chromatographic separations. Sep. Sci.Technol., 40:

109-129.

Wei, S., Molinelli, A., Mizaikoff, B. 2007. Imprinted micro- and nanospheres for -
estradiol. Anal. Chem., Biosens. and Bioelectron., 23:201-209.

Whitcombe, M.J., Alexander, C., Vulfson, E.N. 2000. Imprinted polymers: Versatile
new tools in synthesis. Synlett, 911-923.

199


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09565663

Wizeman, W. J.; Kofinas, P. 2001. Molecularly imprinted polymer hydrogels
displaying isomerically resolved glucose binding. Biomaterials, 22: 1485-1491.

Wolf, A., Pillay, V. 1969. Renal concentration tests; osmotic pressure, specific gravity,
refraction and electrical conductivity compared. Am. J. Med., 46: 837-843.

Wong, S.S. 1996. Strategic utilization of cardiac markers for diagnosis of acute
myocardial infarction. Ann. Clin. Lab. Sci., 26:301-312,.

Wu, A.H., Syu, M.J. 2006. Synthesis of bilirubin imprinted polymer thin film for the
continuous detection of bilirubin in an MIPAQCM/ FIA system. Biosens Bioelectron., 21:
2345-2353.

Wulff, G., Sarhan, A. 1972. Uber die Anwendung von enzymanalog gebauten
Polymeren zur Racemattrennung. Angew. Chem., 84(8): 364.

Wulff, G. 1995. Molecular imprinting in cross-linked materials with the aid of
molecular templates-a way towards artificial antibodies. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
34:1812-1832

Wulff, G. 2002. Enzyme-like catalysis by molecularly imprinted polymers. Chem. Rev.,
102: 1-27.

Xia, Y.Q., Guo, T.Y., Song, M.D., Zhang, B.H., Zhang, B.L. 2005.
Hemoglobin recognition by imprinting in semi-interpenetrating polymer
network  hydrogel based on  polyacrylamide and  chitosan.
Biomacromolecules, 6: 2601-2606.

Yan, H., Row, H.K. 2006. Characteristic and synthetic approach of molecularly
imprinted polymer. Int. Jour. Mol. Sci., 7: 155-178

Ye, L., Haupt, K. 2004a. Molecularly imprinted polymers as antibody and receptor
mimics for assays, sensors and drug discovery. Anal. Bioanal. Chem., 378, 1887-1897.

Ye, L., Haupt, K. 2004b. Molecularly imprinted polymers as recognition elements in
sensors. Anal. Bioanal. Chem., 378: 1887-1897.

Yilmaz, E., Haupt, K., Mosbach, K. 2000. The use of immobilized templates-a new
approach in molecular imprinting. Angew. Chem. Int. Ed., 39(12): 2115-2118.

Yilmaz, F., Bereli, N., Yavuz, H., Denizli, A. 2009. Supermacroporous hydrophobic
affinity cryogels for protein chromatography. Biochemical Engineering Journal,

43(3):272-279.

Yoshikawa, M., Guiver, M.D., Robertson, G.P. 2005a. Molecularly imprinted films
derived from Torlon® polyamide—imide. J. Mol. Struct., 739, 41-46.

200



Yoshikawa, M., Hotta, N., Kyoumura, J., Osagawa, Y., Aoki, T. 2005b. Chiral
recognition sites from carbonyl-dioxyglyceryl moiety by an alternative molecular
imprinting. Sens. Actuat. B Chem., 104: 282-288.

Yu, J.C.C., Lai, E.P.C. 2005. Interaction of ochratoxin A with molecularly imprinted
polypyrrole film on surface plasmon resonance sensor React. Funct. Polym., 63: 171-
176.

Zeder-Lutz, G., Zuber, E., Witz, J., Van Regenmortel, M. 1997. Thermodynamic
analysis of antigen-antibody binding using biosensor measurements at different
temperatures Anal. Biochem., 246: 123-132.

Zenkiewicz, M. 2007. Methos for the calculation of surface free energy of solids.
Journal of Achievements in Materials and manufacturing Engineering, 24(1): 137-145.

Zhang, L., Cheng, G., Fu, C. 2002. Molecular selectivity of tyrosine-imprinted
polymers prepared by seed swelling and suspension polymerization. Polym. Int., 51(8):
687-692.

Zhang, S., Yang, W., Niu, Y., Sun, C. 2004a. Multilayered construction of glucose
oxidase on gold electrodes based on layer-by-layer covalent attachment. Anal. Chim.
Acta, 523: 209-217.

Zhang, Q.Y., Tao, M.L., Shen, W.D., Zhou, Y.Z., Ding, Y., Ma, Y., Zhou, W.L.
2004b. Immobilization of L- asparaginase on the microparticles of the natural silk
sericin protein and its characters. Biomaterials, 25: 3751-3759.

Zhang, F.J., Cheng, G.X., Ying, X.G. 2006a. Emulsion and macromolecules
templated alginate based polymer microspheres. React. & Func. Polym., 66: 712—719.

Zhang, Z.H., Long, Y.M., Nie, L.H., Yao. S.Z. 2006b. Molecularly imprinted thin
film self-assembled on piezoelectric quartz crystal surface by the sol-gel process for
protein recognition. Biosens. Bioelectron., 21, 1244-1251.

Zhang, M.,Wu, Y., Feng, X., He, X.,Chen, L.Zhang, Y. 2010. Fabrication of

mesoporous silica-coated CNTs and application in size-selective protein separation. J.
Mater. Chem.,20: 5835-5842.

201



EKLER

Ek-1: Protein baskilama alaninda yapilmis ¢alismalar

Ek:2: Protein baskilamanin tarihsel gelisimi

202



Ek-1. Protein baskilama alaninda yapilmis ¢aligsmalar

Tiir Referans Protein Polimer bilesimi Fonksiyonel Baskilama Ayirma/ Tayin Afinite Secicilik
etkilesim yontemi yontemi
Hemoglobin
Lizozim
Sitokrom ¢ Akrilamid, N,N’- Cok sayida Poliakrilamid
Hjerten ve ark. Insan bilyiime metilenbisakrilamid zayif jel temelli Kromatografi Degisken Degisken
1997, hormonu elektrostatik polimerler
Liao ve ark. 1996 Transferin bag
miyoglobin
Burow ve Minoura N,N’-1,2 dihidroksi- Silika
1996, Hirayama ve Glukoz oksidaz | etieln-bis(akrilamid), Yogun kiirelerin Kesikli baglanma 0,577 mg glukoz Glukoz oksidaz i¢in
; ark. 1998, Hirayama Lizozim N,N’-metilen elektrostatik | akrilat temelli Enzim aktivitesi testi | oksidaz/g polimer; denenmemistir. Lizozimin
:E ve ark. 2001 bisakrilamid,akrilami etkilesim polimer ile QCM 0,8 mg/mL lizozim seciciligi hemoglobin ile
E d,akrilik asid modifikasyonu (QCM) denenmistir
E Akrilamid,metakrilik Elektrostatik Poliakrilamid
< Ou ve ark. 2004 Lizozim asit,2-(dimetilamino) etkilesim jel temelli Cozelti deplesyonu %12,5-43,8 1,34-3,38
etil metakrilat polimerler
Enzim ligand | Afinite ayirma
Tripsin Akrilamid,N,N’- etkilesimleri ve molekiiler
Vaidya ve ark. 2001 Kimotripsin metilenbisakrilamid, ve ¢ok sayida | baskilamanin Cozelti deplesyonu 0,7 mg /g polimer Tripsin i¢in 2,92
N-akriloil para- zay1f birlesimi
aminobenzamidin elektrostatik
etkilesim
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S1g1r serum Metakrilik asit, N-[3- Ortak HPLC ile Kalip molekiiliin
albumini (dimetil amino) elektrostatik dogrudan Kromatografi geri baglanma Diisiik oranda bile ¢apraz
Huang ve ark. 2005 Lizozim propil] metakrilamid etkilesimler ayirma igin oran1 yiiksektir reaksiyon gozlenmistir.
amfoterik
polimer
Akrilamid
Guo ve ark.2004, Elektrostatik matriks igeren HPLC, ¢ozelti Adsorbsiyon 42,7 (hemoglobin)
Muzzarelli ve ark. Hemoglobin Akrilamid etkilesim makrogdzenek azalmast kapasitesi 12 mg/g 1,41 (s181r serum albumini)
1998, Guo ve ark. li kitosan
2005 kiireler
Direkt olarak
silan kapl S1gir albumini ile
Glad ve ark. 1985 Transferrin Borat-silan Coklu hidrojen silika Kromatografi Gosterilmemis karsilastirildiginda
kompleksi baglari partikdiller baskilama faktorii 2,16
lizerine protein
baskilama
'?ui Geleneksel
(_2' Ureaz 3-aminopropil Coklu hidrojen baskilanmig % 60-90 geri Baglanma faktorii 1,5
Venton ve Gudipati Si8ir serum trietoksisilan, baglart monolit Cozelti azalmasi baglanma
1995a albumini tetraetilortosilikat
3-aminopropil
Hemoglobin trietoksisilan, Coklu hidrojen Modifiye Cozelti deplesyonu Dogrudan Hemoglobin ile bir ¢gok
Shiomi ve ark. 2005 propiltri-metoksi baglart silika yiizeyi ol¢iilmemisgtir yarigmaci protein
silan denenmistir
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- _ Metal-selat Silika
T;. E Riboniikleaz A, olusturucu monomer, parikiillerin Kapasite faktorii Ribonikleaz A ve lizozim
E E Kempe ve ark. 1995 | Lizozim N-(4-vinil)-benzil Metal-selat spesifik Kromatografi 5,79 arasinda 2,35
E 2 iminodiasetikasit monomer ile
kaplanmast
E Hemoglobin Molekiiler
“’E} Horse radish Tersinir baskilanmig
E g peroksidaz 3-aminofenil boronik kovalent ve polimerler Cozelti azalmasi Degisken Degisken
% % Piletsky ve ark. 2001 | Mikoperoksidaz asit elektrostatik polistiren
E Bossi ve ark. 2001 Laktoperoksidaz etkilesimler plaklar lizerine
E graft edilmesi
£ -
E) Tersinir QCM sensor
:E g kovalent ve ylizeyine QCM
2 &| Rick and Chou 2005 Lizozim 3-aminofenil boronik | elektrostatik graftlama mikrokalorimetri Degisken Degisken
-g % Sitokrom ¢ asit etkilesimler
St
=
=
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C-Reactive

ayirma faktorii

1,39

protein,
Lizozim, O-(4-nitrofenil- Enzim ligand Disakkarit
Insan serum posforil) kolin/ etkilesimi, tabakalr ile
Chou ve ark. 2005 albumini, PEG400dimetakrilat | hidrojen bagi, kapli ELISA ve radio 3,78 ng/cm” CRP 0,08 ng/cm” HSA
Shi ve ark. 1999 Si8ir serum disakkarit kaplanmis | hidrofobik proteinler ile isaretleme 2,66 pg/ cm’® HSA 0,27 ng/ cm® CRP
Shi ve ark. 2000 albumini, hekzafloropropilen etkilesimler ve mikro-temas
Lizozim, Van der Waals yaklasimi
Riboniikleaz A, kuvvetleri
IgG,
Fibrinogen
Si8ir serum
é‘ albumini Yiizey
& Hemoglobin Akrilamid , N,N’- Elektrostatik baskilama Baskilanmis % 50 Si1gir albumini ile insan
§ Li ve ark. 2006 Sitokrom C metilenbisakrilamid etkilesimler metoduyla Cozelti azalmasi hemoglobin albuminini ayirabilmektedir
2 Horse radish nanotellerinm Kontrol % 6,8
’% peroksidaz hazirlanmasi
2
é N-metakriloil-(L)- Metal-selat Yiizey Cozelti azalmasi Sitokrom c- Riboniikleaz
§ Ozcan ve ark. 2006 Sitokrom ¢ histidin, etilenglikol etkilesimi baskilama Riboniikleaz kullanilmigtir
D
§ dimetakrilat (FPLC)
z
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Anjiyotensinin

Rachkov ve Minoura Anjitensin Sodyum Antijen peptid zincir Ortam kosullarina baglh
2000, Rachkov ve oktapeptid akrilat/poli(etien antibadi seciciligi ve Kromatografi 0,4 pg /mL olarak 19,2-2,10
Minoura 2001, glikol) diakrilat etkilesimi epitop
Rachkov ve ark. yaklagimi
2004
Sitokrom ¢ Akrilamid, N,N’- Peptid epitop
S1g1r serum metilenbisakrilamid, Kolektif ile SDS-PAGE, kiitle 22,4 pmol/cm® Hedef protein ve protein
Nishino ve ark. 2006 albumini polietilen glikol 200- hidrojen baskilanarak spektromertesi sitokromc, karisimi igin gosterilmistir
Alkol diakrilat baglart hazirlanmig digerleri igin
dehidrojenaz ince film gosterilmemistir
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Ek-2. Protein baskilamanin tarihsel gelisimi

Yil Ulke Baskilama metodu Sonu¢ Referans

1985 Isveg 2D Sol jel Protein baskilamaya yonelik ilk ¢aligma olup silan modifiye silika partikiiller yiizeyine Glad ve ark. 1985
dogrudan baskilama islemi yapilmustir.

1994 USA 2D Metal-Selat Metal iyonlar1 tasiyan fonksiyonel kollardan hazirlanan sentetik reseptorlerin Malik ve ark. 1994
proteinlerin fonksiyonel gruplarina segici olarak baglandig kanitlanmustir.

1995 Isveg 2D Metal-Selat Silika partikiiller metal-selat olugturma yetenegine sahip monomerler ile kaplandi. Kempe ve ark. 1995

1995 USA 3D Sol-jel Organik silan monomerleri kullanilarak geleneksel metodla baskilanmis monolit Venton ve Gudipati 1995b
hazirlanmustir.

1996 Isveg 3D Akrilat kimyast | Poliakrilamid jel temelli polimerler hazirlanmistir. Liao ve ark. 1996

1996 | Japonya 2D Akrilat Kimyas1 | Silika kiirelerin akrilat temelli polimer ile modifikasyonu yapilmistir. Burow ve Minoura 1996

1999 USA Nanoyapili ince Disakkarit tabakasi ile kapli protein varliginda nanofilm hazirlanmustir. Shi ve ark. 1996

filmler

2000 | Ingiltere 2D APBA kimyas1 | Molekiiler baskilanmis polimerler polistiren mikroplaklara graft edilmistir. Piletsky ve ark. 2000

2000 | Japonya 2D Epitop yaklasimi | Proteinin yiizeyinde yer alan peptid kalip olarak kullanilmistir. Rachkov ve Minoura 2000

2001 | Hindistan 3D Akrilat kimyast | Segiciligi arttirmak i¢in ¢capraz baglayici konsantrasyonunun optimizasyonu Vaidya ve ark. 2001

2001 Isveg 3D Akrilat kimyas: | Potansiyel monomerler/jeller ile protein etkilesimlerin UV ile hizli bir sekilde Tong ve ark. 2001
izlenmesine iliskin 6ncii ¢aligmalar yapilmustir.

2002 Cin 3D Akrilat kimyast | Yiikli fonksiyonel monomerler bir araya getirilmistir. Ou ve ark. 2004

(Tayvan)
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2004 Cin 3D Akrilat kimyast | Diisiik kararlilik ve diisiik yogunluklu polimerin elde edilmesi gibi problemleri ortadan
kaldirmak igin poliakrilamid jel ile modifiye edilmis gozenekli kitosan kiireler Guo ve ark. 2004
kullanilmustr.
2005 | Ingiltere 3D Akrilat kimyast | Protein kalibi yapidan uzaklagtirmadaki zorluklari ortadan kaldirmak igin yikama Hawkins ve ark. 2005
isleminin optimizasyonu yapilmistir.
2005 Cin 3D Akrilat kimyast | Segiciligi arttirmak i¢in gdzenek yapici maddeler kullanilmistir Huang ve ark. 2005
2005 Cin 2D APBA kimyas1 | iki protein ayn1 anda baskilanmistir. Rick ve Chou 2005
(Tayvan)
2005 Cin 2D APBA kimyas1 | Ince polimerik filmlerin hazirlanmasinda  mikrotemas baskilama  yontemi Chou ve ark. 2005
(Tayvan) gelistirilmistir.
2005 | Japonya 2D sol-jel Yiizey baskilama yontemi kalip molekiiliin sabit bir yilizeye immobilizasyonu ydntemi Shiomi ve ark. 2005
ile birlestirilmistir.
2006 Cin 3D Akrilat kimyast | Segiciligi arttirmak igin ters faz siispansiyon polimerizasyonu proteinlerin baskilamaya Pang ve ark. 2005
uyarlanmigtr.
2006 Cin Polimerik nanoteller | Yiizey baskilama teknigi kullanilarak polimer nanoteller hazirlanmistir. Li ve ark. 2006
2006 Cin 2D Akrilat kimyas1 | Proteinlerin baskilanmasinda uygun capraz baglayicinin segilmesi icin izotermal Hsu ve ark. 2006
(Tayvan) titrimetrik kalorimetri kullanilmustir.
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