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OZET

KAGIT TABANLI YUZEY PLAZMON REZONANS BiYOSENSORLERININ
URETILMESI VE SENSOR OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Yapilan ¢aligmanin amaci, optik c¢eviriciye sahip, etiketsiz tani yapabilen, kisa
siirede sonuca goturen, kolay kullanilan ve gercek zamanli analiz imkani saglayan
yuzey plazmon rezonans (SPR) biyosensorlerin gelistirilmesidir. Sunulan tezde SPR
biyosensor sisteminin altin sensér ve A4 kagit sensor ile iire tayini yapip yapmadigi
tizerine ¢alisgilmistir. Bu kapsamda tez c¢alismasi iki ayr1  bolum halinde
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinin birinci boliimiinde iireaz immobilize edilen altin
sensorler farkli konsantrasyonlarda hazirlanan {ire ¢ozeltileri kullanilarak SPR
sisteminin altin sensorlere verdigi tepkiler Olglilmiistiir. Sonraki asamada altin
sensorlere immobilize edilen iireaz miktarlar1 degistirilerek bir Onceki asamada
kullanilanlarla ayn1 konsantrasyonda iire ¢ozeltileri ile yeni altin sensorlerin tepkileri
Ol¢tilmistiir. Calismanin ikinci boliminde ise altin sensorler Uzerine Ureaz immobilize
edilmis A4 kagitlar konularak birinci kisimda yapilan calismalar tekrarlanmistir.
Calismalarda kulanilan sensorler igin birlesme (Ka) ve ayrilma (Kp) denge sabitleri her
bir konsantrasyon degeri i¢in ayri ayri1 hesaplanmistir. Sistemde kullanilan sensor
yuzeyleri icin Raman ve UV-vis analizleri yapilmigtir. Yapilan ¢aligsmalar ve analizler
sonucu A4 kagit kullanilarak Uretilen sensor analizlerinin yalnizca altin sensorlerle
uretilen analizlerle paralel tepkiler verdigi ve bu alanda altin sensérlere alternatif bir
kullanim sergiledikleri gdzlemlenmistir.

2015, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: SPR, kagit tabanli biyosensor, tireaz, tire



ABSTRACT

PRODUCTION OF PAPER-BASED SURFACE PLASMON RESONANCE
BIOSENSOR AND INVESTIGATION OF SENSOR PROPERTIES

The aim of the study is development of surface plasmon resonance (SPR)
biosensors with an optical transducer, shorter testing time, ability for real time analysis,
capable of label-free detection and ease of use. In the thesis, it is investigated that
whether the SPR biosensor system with gold sensor and A4 paper sensors can detect the
amount of urea or not. In this context the thesis was carried out in two separete parts.
The first part of the study, enzyme immobilization studies were performed using gold
chips. The response of urease immobilized SPR sensors were measured using urea
solution prepared at different concentrations. In the next step, the responses of new
sensors with varying amounts immobilized urease were measured to urea solutions in
the same concantration used in the previous step. In the second part of study urease
immobilized A4 paper sensors were put onto the gold films and the investigations in the
first part were repeated. Association (Ka) and dissociation (Kp) equilibrium constants
were calculated for he sensors used in the experiments for each concentrations.
Furthermore the UV-Vis. and Raman analysis were performed on the sensor surfaces.
The results of the investigations and analises were demonstated that the A4 paper
sensors have parallel results with the gold sensors which means that these paper sensors
can alternatively be used as biosensors in surface plasmon resonance systems.

2015, 61 pages

Key words: SPR, paper-based biosensor, urease, urea
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1. GIRIS

Ozelikle son yilarda biyosensorler, biyolojik ve kimyasal etken maddelerin
tarimsal {iretim, gida isleme ve g¢evresel izleme yaninda klinik teshisler, ilag testleri,
biyoisleme, biyolojik savas ve anti-biyoterdrizm alanlarinda algilama yapmasi
konusunda son yillarda dikkat cekmektedir.

Biyosensor terimi 1970’lerin sonlarinda bilimsel literatiirde kendini gdstermeye
baslamistir ancak temel yapisi ile ilgili bilgiler daha eski tarihlere dayanmaktadir.
Enzim elektrot olarak bilinen ilk biyosensor 1962°de Clark ve Lyons tarafindan ortaya
atilmistir. Bu calisma, 1974 yilinda ilk defa piyasada goriilen Yellow Springs
Instruments (Model 23YSI, Yellow Springs, OH) firmasini, biyosensér iriiniiniin
iretimine sevk etmistir. Daha sonra 1977’de bilimadamlar1 biyo-segici sensor olarak
tanimladiklar1 aminoasit arginin i¢in segici bir elektrot insa edip amonyak gaz algilama
elektrotunun yilizeyine canli mikroorganizmalar immobilize etmislerdir. Sonralari biyo-
secici sensor biyosensor olarak kisaltilmig ve biyolojik kokenli malzemelerle fiziksel
ceviricilerin bir arada kullanilmas1 popiiler bir hal almistir. Bu tip biyosensérler birinci
nesil biyosensorler olarak adlandirilmaktadir. ikinci nesil biyosensérler, biyoalgilama
materyalinin immobilizasyonu, modifiye edilmis ¢evirici arabirimlerinde veya bunlarin
cevirici yizeyinde bir polimer matris icine dahil ederek c¢apraz-baglantili ayirag
maddeler veya iki islevli ayira¢ maddeler kullanilarak elde edilmistir. Tipik olarak,
cevirici yiizey, biyoalgilama materyalinin eklerini takiben kimyasallarla modifiye
edilmistir.

Uciincii nesil biyosensorler icin optik biyosensorlerde oldugu gibi biyomolekiil,
biyoalgilama materyalinin dahili bir parcasi haline gelmistir (Li, 2006).

Bir biyosensor, temel olarak bir biyoalgilama materyali ve bir ¢eviriciden olusur
ve biyolojik ve kimyasal etken maddelerin tespitinde kullanilmaktadir. Enzimler,
antikorlar, nukleik asitler, hicreler, dokular ve organeller de dahil olmak (zere
biyoalgilama materyalleri, elektrokimyasal, optik, piezoelektrik, termal ve manyetik
cihazlar gibi hedef analitleri secerek taniyabilir ve nicel olarak izleyebilmektedir.
Biyosensorler, molekiiler biyoloji, mikroakiskanlar ve nanomateryaller gibi yeni
teknolojilerle bir araya gelerek, bitkilerde, hayvanlarda, gidalarda, toprakta, havada ve

suda; pestisitler, antibiyotikler, patojenler, toksinler, proteinler, nutrilitler, mikroplar ve



daha fazlasim1  hizli, spesifik, hassas, disuk maliyetli, gergek-zamanh
kullanilabilmektedirler.

Yapilan arastirmalarin 6nemli bir kisminda kimyasal ve biyolojik numunelerin
Ol¢timii i¢in optik biyosensorler basrol oynamustir. Optik biyosensorler, etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisim Ol¢climind temel
almaktadirlar. Optik biyosensorlerde sinyal; 1sik yansimasi, sagilimi ya da yaymm
sonucu olugmaktadir.

Optik yontemlerin biiyiik ¢ogunlugu elipsometri, spektroskopi (luminesans,
fosforesans, floresans, Raman), interferometri ve SPR’yi igeren biyosensor cihazlarinda
kullanilmistir. Uygulama agisindan kolaylik saglayan, hizli bir sekilde sonuca gotiiren
ve cevresel etkilerden en az etkilenen sensor tipleri yine optik sensorlerdir (Li, 2006).

Kagit tabanli sensorler, ile ilgili ¢alismalar 19 yy.’da gelisme gostermeye
baslamistir. Ancak kagit tiiri malzemeler maliyetsiz, kullanima elveriglilik ve
taginabilirlik 6zeliklerinden dolayr sensor alaninda son yilarda yeni bir akim
olusturmustur.

Kagit temelli cihazlar yerinde tanit ve bilimsel ilerlemeleri de iceren cesitli
kiigiiltiilmiis testlerde klinik teshisler i¢in oldukga yiiksek potansiyele sahip oldugunu
gostermistir.

Tani cihazlarinda materyal olarak kullanilan kagit malzemeler asagida siralanan
avantajlara sahiptir:

i.  Incedir (0,07-1,00 mm kalinhginda), hafiftir (~10 mg/cm?) ve bu yiizden
kolay taginir, kolay depolanir.

ii.  Kagitlar, tipik olarak seliloz ya da seluloz-polimer karisimlarindan
yapildig1 i¢in biyolojik numunelerle ¢alismaya uyumludur.

iii.  Kagitlar; DNA, protein ya da daha kiigik molekiileri kendileri ile
kovalent bag yapan fonksiyonel gruplarla birlestirmek icin kimyasal
olarak modifiye edilebilirler.

Iv. Isig1 dagittigi icin genellikle beyazdir ve renkli bir maddeyle giicli
kontrast sagladigindan dolay1 kolorimetrik testler i¢in uygundur.

v.  Kagit yanicidir, bu ylizden bulasict hastalik teshisi sonrast kolayca yok
edilebilir.



vi.  Esnektir, mevcut baski teknolojileri ile uyumlu oldugundan cihaz
tretiminde kullanilir (Martinez ve ark., 2010).

Kagit tabanli biyosensorler ¢ogu uygulamada genellikle kolorimetrik algilama
yontemiyle protein ve glikozun algilanmasinda kullanilmistir veya kullanildigi
calismalarda sensoriin hassasiyetini arttirmak icin farkli tiir nanopargaciklardan
faydalanilmistir.

Uygulamalarda yiiksek hassasiyet, genis konsantrasyon araligi ve c¢alisma
kolaylig1 gibi belirgin 6zeliklere sahip olmasi kagit temeli cihazlar1 gelecekte sikca
kullanilacak bir yontem haline getirmistir.

SPR sensor sistemlerinde algilayict tabaka olarak altin film kullanilmaktadir.
Ancak bu film biyolojik ve kimyasal etkenlerden dolayr birka¢ kullanim sonrasi
bozulmaktadir ve yeni bir filmin {iretilmesi ¢alisan agisindan hem zaman almakta hem
de maliyet olusturmaktadir. Bu nedenle sunulan tezde, prizma temelli yizey plazmon
rezonans (SPR) biyosensorlerin daha az maliyet gerektiren islemlerle gelistirilmesi
amactyla calisilmistir. Bu dogrultuda daha once yiizey plazmon rezonans yonteminde
kullanilmamis olan kagit tabanli biyosensér uygulamalar1 yine daha 6nce rastlanmamis
A4 kagit kullanilarak ¢alisilmig ve sensorde kullanilan altin filmlerin dmriinii uzatmak,
Olcim maliyetini azaltmak ve seri iretim sayesinde islem siiresini azaltmak

amaclanmastir.



2. ONCEKI CALISMALAR

SPR yontemi belirli bir baglanma dinamigi olan her tiirli molekiil ciftine
uyarlanabilmeye uygun goriilen bir yontemdir. Bunlar bir antijen ve antikor, bir DNA
ornegi ve tamamlayict DNA ipligi, bir enzim ve reaktan1 olabilir. Bu 6l¢iim yonteminin
tipik uygulama alanlar1 arasinda ¢evresel goriintiileme ya da biyoalgilama sayilabilir.
Hizli ve giivenilir sonuglara ulasilmasini saglayan bu yontemin kullanimi giin gegtikce
yayginlagsmaktadir. Asagida 6zetlenen ¢alismalar yontemin genis bir alana yayildiginin
gOstergesidir.

Bianchi ve arkadaslart (1997), yaptiklari ¢alismada biyo-ozellik etkilesim
analizleri igin biyosensor teknolojilerindeki gelismeler SPR’nin molekiiler reaksiyon
tirlerini zaman kaybetmeden gorintuleyebilmesi durumundan faydalanmiglardir.
Ligand olarak biyotinlenmis tek iplikli DNA segerek SPR sisteminde DNA-DNA
hibridizasyonunu goriintileyebilmislerdir. Bu yaklasim, hibridizasyon adiminin
ozellikle tanimlanan molekiillerin dogrulanmasi i¢in gerekli oldugundan Viroloji’de
biiytik ilgi gormistir. Bundan hareketle Bianchi ve arkadaslari insan bagisiklik
sisteminde HIV-1 virlisiniin molekiiler tanist igin gercek zamanli ¢alisan SPR
teknolojisinin kullanilabilir oldugunu diisiinmiislerdir. Sistemin, bir hicre i¢i HIV-1
oligoniikleotid prob bulunduran sensor cipine asimetrik PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyon)’nin dogrudan enjekte edilmesi yontemiyle hibridizasyonun algilanmasina
imkan sagladigini gozlemislerdir. Bu gelisme tek adimda ve radyoaktif olamayan
islemlerle sonuca ulagsmay1 saglamistir.

May ve Russell (2003), calismalarinda iireaz enziminin aktifliginin agir metal
olan kadmiyum tarafindan engellendigi bilgisinden yola c¢ikarak (reaz enzimine
kadmiyum baglanmasi sonucunda enzim yapisindaki degisiklikler yiizey plazmon
rezonans biyosensor sistemi ile galismiglardir. Caligmalarinda altin SPR sensor ¢ipine
SAM (self-assembled monolayer) metodu ile enzimi kolaylikla sabitleyebilmislerdir.
Enzimi ylizeye SAM metodu ile N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithiol) propionate (SPDP)
yardimiyla modifiye etmislerdir. Ureaz tabakasini kadmiyum iyonlarina maruz birakmis
ve SPR ile goriintilemislerdir. Boylece Ureaz enzimindeki aktif nikelli bolgelerin yapisi
bélgeye kadmiyum iyonlarinin baglanmasi ile degisiklik gosterdigini gozlemlemislerdir.
Enzim tabakasindaki bu degisiklikler SPR ile 6lciilmiis, 0-10mgL™? araliginda



kadmiyum konsantrasyonu ile sensoriin kullanilabildigini belirtmislerdir. May ve
Russell’a gore bu veriler ilk kez metal iyonlarmin SPR sensor tarafindan algilanabilir
oldugunu gostermistir.

Hu ve arkadaslar1 (2004), RF magnetron co-sputtering ile hazirladiklar1 Au:SiO>
filmleri Au SPR sensor ¢ipi iizerine yerlestirmislerdir. Edindikleri deneysel sonuglar
Au:SiO; kaplamasi SPR sensor ¢iplerinin kati veya sivi ortamlardaki algilama limitlerini
gelistirdigini gostermistir. Onerilen bu SPR sensoriiniin ana avantajinin; SPR a¢1 kayma
sinyalini karmasik yontemlere gerek kalmadan etkinlestirmesi oldugunu belirtmislerdir.
Olusturulan bu sensor ¢ipleriyle diisiik konsantrasyonlardaki (biyomolekiillerin
yizeyinde 1 pg/mm?) protein, DNA, RNA, polisakkarit, nikleik asit gibi kugik
biyomolekiiller arasindaki etkilesimin arastirilabilecegini ortaya gikarmislardir.

Kawazumi’nin (2005) ekibiyle birlikte yaptigi bir ¢alismada benzo[a]pyrene ve 2-
hidroxybiphenyl’in yiiksek hassasiyet ve secicilik gerektiren analizi SPR temelli dolayli
immunoreaksiyon kullanarak gerceklestirmislerdir. Coklu mikro akis hiicresine sahip
cihaz, farkli sicakliklarda kirilma indisinin gézlenmesini saglamislar ve SPR sensoOrin
hassasiyeti ppb seviyesinde bulundugunu belirtmislerdir.

Durta ve Kubota (2007), kardiyak troponin T (cTnT) miyokardiyal zararlar igin
oldukga hassas ve kalbe 6zel bir isaretleyicidir ve akut miyokard infraction (AMI)
sirasinda hemen kana salinir bilgilerinden yola ¢ikarak insan viicudundaki cTnT’yi es
zamanl ve hizli tanimak igin gelistirilen ylizey plazmon rezonans biyosensorlerle
calismislardir. Yaptiklar1 ¢aligmada ylizeyine Streptavidin immobilize ettikleri SPR
sensor, biyotinlenmis anti-TnT yi algilamay1 basarmiglardir.

Chen ve arkadaslar1 2007°de basit bir modifikasyon islemi ile DNA ikincil
yapisinin hibridizasyonunu gézlemlemek i¢cin SPR goriintiileme siteminde ¢ip olarak
DNA yapis1 kullanilarak deneysel calismalar baslatilmistir. Chen ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada ¢oklu DNA ¢ipini hazirlamak i¢in Au yiizeye tiyol grubu eklenmis
tek dize oligenukleotidler oligoetilen glikol alkenetiolle karistirarak immobilize
etmiglerdir. Ulastiklar1 deneysel sonucglar yontemin hizli oldugunu ve kolayca
uygulanabilecegini gostermistir.

Uzun ve arkadaslar1 (2009), diinyada iki milyondan fazla hepatit B hastasinin
bulundugu bilgisinden hareketle hepatit B’nin ucuz ve hizli teshisi i¢in, molekiiler

baskilama temelli SPR biyosensor hazirlamiglar ve sensoriin etkinligini hasta plazmasi



ile test etmislerdir. Hazirladiklar1 biyosensoriin sonuglart ile ELISA yontemiyle elde
ettikleri sonuglar arasinda %99.7 oraninda uygunluk oldugunu rapor etmislerdir.

Vaisocherova ve arkadaslar1 (2009), plazmadaki ALCAM (aktive edilmis hiicre
16kosit yapisma molekiilii)’in tespiti i¢in yapigsmay arttirict Ti film (2nm) ile kapli Au
(48nm) sensOr cipi  kullanarak SPR  senséri  ELISA temelli  yontemle
karsilastirmislardir. SPR sensor hassasiyeti ALCAM mililitresi bagina nanogram altinda
bir detektor simirinda ELISA ile karsilastirilabilmistir. Saglikli bir insandaki ALCAM
seviyesi 100 ng/ml’den daha distiktiir. SPR yonteminin algilama limiti bu
konsantrasyon ig¢in uygun bulunmustur. Yapilan ¢alismada isaretleyici olmadan
kullanilan SPR teknigi isaretleyici ile ¢alisan ELISA’ya karsi oldukea iyi bir alternatif
olarak gosterilmistir. Plazmadaki protein hedeflerin dogrudan saptanabilmesi i¢in tek
antikora ihtiyag vardir ve SPR bu tiir biyolojik ¢alismalar i¢gin ilgi ¢ekici bulunmustur.

Eum ve arkadaslar1 (2009), yaptiklar1 ¢alismada SPR sensorii Salmonella isimli
bakterideki panisilinaz-penisilin ve antijen-antikor reaksiyonlarini izlemek igin
kullanmiglardir. Salmonella antijen-antikor reaksiyonu i¢in dalgaboyu degisimi 0,26
nm/dk civarinda 6l¢iilmiistiir. Deneyden elde edilen sonuglara gore degisken dalgaboylu
SPR sens0r, diisiik konsantrasyonlardaki numuneleri algilamaya ve klinik teshis igeren
biyomateryal 6l¢imlerine uygun bulunmustur.

Robelek ve Wegener (2009), caligmalarinda yapisik biiylyen memeli
hicrelerindeki hacim degisikliklerinin lglimleri igin inert ortami, kolay kullanimi ve
etiketsiz izleme Ozelliklerinden dolayr SPR sensorii tercih etmistir. SPR sensor
ylzeyinde bliyiiyen hiicrenin hacim degisikliklerini dogrudan gozlemlemistir. Farkli
yontemler kullanilarak yapilan c¢alismalar ile bu c¢alismada yapilan SPR temelli
deneylerin karsilagtirtlmas1 sonucunda SPR sinyal kaymasi ve hiicre hacim
degisiklikleri arasinda dogru orantili iligki bulunmustur.

Ertiirk ve arkadaslar1 (2011), makro molekiil baskilama sirasinda karsilagilan
dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in molekiiler baski islemini kolaylastirmak ve Fap
parcalarmni kullanmak sureti ile sensoriin verimliligi arttirmiglardir.  Yiirtitiilen
karakterizasyon caligsmalari ve kinetik ¢aligmalar, Fap parcalart baskilt SPR ¢iplerin
bitin immunoglobin G (IgG) molekdlerinin biyotanima yetenegine sahip oldugunu
gOstermistir. Ayrica, Fap pargalart baskilanmis SPR ¢iplerin, geleneksel belirleme

yontemi ELISA ile yiliksek paralellik gostererek plazma gibi gercek karmagsik



numunelerden IgG molekiillerini belirleyebildigi ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak, Fap
baskilanmis SPR c¢iplerin, plazma 6rnekleri ve sulu ¢ozeltilerin genis bir konsantrasyon
araliginda IgG molekiilerin tespiti i¢in limit verici bir alternatif oldugu anlasilmistir.

Zhang ve arkadaslar1 (2013), Au film iizerine liggen giimiis nanoplaka/chitosan
karisimini spin-coating yontemi ile immobilize edip filmin bovin 19G’yi algilamasini
incelemislerdir. 0.075-40.00 pgmL? konsantrasyonlar: arasinda iiggen giimiis
nanoplaka/chitosan SPR biyosensor tatmin edici sonuglar vermistir. Calismalarinda
biyosensoriin performansinin kirilma indisi degisimine, iiggen giimiis nanoplakalarin
hassasiyetine ve chitosanin biyo-uyumluluguna baglh oldugunu kesfetmislerdir.

Sipova ve Homola (2013), yaptiklar1 ¢alismada altin tabakay: hi¢bir kaplama
yapmadan sensor ¢ipi olarak kullanmislardir. Calismalarini niikleik asit-nikleik asit,
nikleik asit-protein, nikleik asit-kiigiik molekiiller arasindaki etkilesimin hiicrelerdeki
karmagik biyolojik siire¢lerin anlasilmasi i¢cin SPR iizerine yogunlastirmislardir. Bu
yontem tedavilerin ve yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak tanimistir. Bu c¢alismada
SPR sensorler siradan molekiiler etkilesimin kinetik parametrelerinin Ol¢limii igin
kullanilmistir. Niikleik asit SPR sensorler attomolar seviyenin (=L/10®mol) altindaki
nlkleik asitleri algilamak i¢in galisilmistir .

Wang ve arkadaglar1 (2013), SPR sensorii Co film ve su iginde ¢oziinmiis oksijen
arasindaki reaksiyonu tespit etmek icin gelistirmislerdir. Co kalinlhig1 ile saptanabilir
yansima siddeti degisimini anlamak i¢in Au-Co iki tabakali film kalinlig1 teorik olarak
optimize edilmistir. Uygun Au tabaka ve Co tabaka yapisi, yansima yogunlugu Co
filmin kiitlesinin azalmasi1 ile diizenli olarak azaldigr goézlenmistir. Deiyonize su
igcerisinde Co filmin tiikenme silireci yansima yogunlugu dlgiilerek takip edilmistir. Au
film Gzerine Co film kaplanarak olusturulan sensorleri fosfat dedektorii olarak umut
vaat edici bulmuslardir.

Yu ve arkadaglarinin (2013), calismasinda Cr katkili Ag film sensor ¢ipi olarak
kullamilmis ve viral hastaliklarin (kabakulak, kizamik, cicek, nezle, grip, AIDS, DNA
virislerinin  sebep oldugu hastaliklar vb.) teshisinde uzun vadede diisiik
konsantrasyonlarda tan1 saglayabilecegi ortaya ¢ikmuistir.

Enrico ve arkadaslar1 (2013), kirli sulardaki L. Pneumophila bakterisini algilamak
icin SPR sensor sistemini kullanmiglardir. Elde edilen sensorler sulu ¢ozeltilerde L.

Pneumophila’yr ayirt edebilmistir. Kirli sulardaki ve yiyeceklerdeki Salmonella, E.



Coli, L. Monocithogenes gibi patojen cesitlerine karsi sensor gelistirilmesi igin yol
gosterici bir ¢alisma olmustur.

Zhang ve arkadaslar1 (2014), yaptiklar1 ¢alismada hiicre-protein etkilesimini
arastirmak icin SPR sistemini kullanmislardir. Calismada fareden alinan IgG, SPR ¢ip
Uzerine immobilize edildiginde sensoriin L5178Y hiicresine verdigi yanit gézlenmistir.
Goriintiilenen bolgelerdeki kirmizi floresan noktalart fare lenfosit kanser hiicrelerinin
artmasi ile artmis ve SPR sinyali ile uyum gostermistir. Sensorde 1x10% hiicre/mL
algilama limitine kadar inilmistir. Kullanilan bu yontemin kanser hiicresi tanimlamasi
icin belli bir proteinin daha fazla modifikasyonu ile dogrudan kanser hiicresi saptanmasi
potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir.

Lokman ve arkadaslar1 (2014), SPR temelli optik sensorleri toksik agir metalleri
belirlemek ic¢in kullanilmistir. SPR sensoriin hassasiyetini gelistirmek icin aktif
katmanlar1 ile nanoyapili ince filmler sentezlenmistir. Bu caligmada Pb(II) tepkisi
Olciilmiistiir ve Au/CS(altin/chitosan) filmler ve Au/CS/GO(altin/chitosan/grafen oksit)
nanoyapili ince filmler iceren SPR sensorler karsilastirilmistir. Sensér 5 ppm Pb(II)
iyon ¢ozeltisine maruz kaldiginda Au/CS filmler 0,78 ppm™ Au/CS/GO filmler ise 1,11
ppm* yiiksek SPR hassasiyeti sergilemistir. SPR sensériin gelisen bu tepkisi CS ve GO
arasindaki giiclii kovalent baglardan kaynaklanmistir. Ulagsilan sonuglar Au/CS/GO
filmlerin ¢evresel uygulamalardaki agir metal kirliligini belirleme potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir.

Du ve Zhao (2014), 633 nm goriiniir dalgaboyunda kirilma indisi 1,3-1,5 arasinda
olan kimyasal buhar depolama yontemi ile olusturulmus Au/SiC (50 nm/ 20 nm) ¢ip
kullanarak SPR sistemi sistemi gelistirmislerdir. Olusturulan bu sensor biyolojik ve
kimyasal algilamalar i¢in umut verici bulunmustur.

Li ve ¢alisma arkadagslar1 (2015), yiiksek afiniteli farkli epitopa (antijenin kendi
antikoru ile bag yapmasini saglayan kimyasal grup) sahip CEA’y1 tanimlayabilmek igin
iki farkli antikor Kkullanmiglardir. SPR sensériin algilama smir1 1,0 ng/ml olarak
belirlemislerdir. Sensor yiizeyiyle yapilan dogrudan oOlgiimlerde 4,2-kat; sandvic
yontemiyle yapilan dlgiimlerde ise 13,8-kat hassasiyete ulasmislardir. Elde edilen bu
sonuglar SPR sensoriin CEA igin ylksek hassasiyette ve segicilikte kullanilabilecegini
gostermistir. Li ve arkadaslar1 bu yontemin kanser teshisi i¢in geleneksel yontemlerden

daha faydali ve basarili olacagini dngérmiiglerdir.



Then ve arkadaslar1 (2015), kan grubu antijen-antikor etkilesimlerini 6lgme
teknikleri olduk¢a smirliligindan kurtulmak i¢in yaygin olarak antijen-antikor
etkilesimini karakterize etmek i¢in kullanilirken hiicrelerde meydana gelen antijen-
antikor etkilesimleri igin kullanimi yaygin olmayan SPR ile calismislardir. Onceki
calismalar kan grubu belirlemede SPR’yi kullanmiglar fakat ilk kullanimdan sonra
islevsellik kaybindan dolay:1 diisiikk seviyede yenilenme tespit etmislerdir. Then ve
ekibinin yaptig1 ¢alismada tekrar tekrar kullanilabilen SPR cipleri yardimiyla kan grup
tipinin niceligine sensor ylzeyine IgG-antikor immobilize edilerek ulasilmistir.

Literatirdeki ¢alismalar, ¢abuk, hassas, segici, tekrar kullanilabilir, basit ve viicut
stvilarindan dogrudan 6l¢iim yapabilen ylzey plazmon rezonans biyosensorlerin, teshis
amacgli yeni analitik sistemlerin gelistirilmesinde umut verici yaklasimlardan biri
oldugunu gostermektedir.

Ozetlenen ¢alismalarda yiizey plazmon rezonans biyosensorlerin kullanim
alanlarinin genisletilmesi ve algilama limitlerinin gelistirilmesi {izerine yogunlagilmistir.
Bu amagcla sensorde kullanlan altin yiizeyleri degisik tiirde ve oranda iletken ya da
yalitkan malzemelerle kaplama gibi ekstra maliyet gerektiren yollar tercih edilmistir.
Ancak sensorde algilayict yiizey olarak kullanilan altin yiizeylerin kullanim &mriinii
uzatacak bir 6neride bulunulmamistir. Yapilan tez ¢alismasinda giin gectikge kullanimi
artan ylizey plazmon rezonans biyosensorlerin daha az maliyetle kullanilabilmesi ve

altin yiizeylerin daha uzun 6miirlii olabilmesi amaglanmustir.



3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada SPR mini cihazi, cihazla birlikte temin edilen ve yizey plazmon
rezonans yonteminin temelini olusturan BK7 cam prizma kullanilmistir. Algilayict
ylzey olarak 50 nm kalinliginda altin sensorler kullanilmistir. LAQUATwWIN pH metre
ile Ureaz enziminin aktifligi kontrol edilmistir.

Calismada ligand olarak iireaz (U1500 Jack Bean), analit olarak tre (U0931)
kullanilmistir. %99 saflikta NazHPO4.12H,0 ve %98 saflikta NaH2PO4.2H-0 tuzlari ile
fosfat tampon ¢ozelti (PBS) hazirlanmistir. Sensor yizeyleri biyolojik ve kimyasal
kalintilardan 1:3 oraninda H,O2 ve H2SOs ile hazirlanan pirana ¢ozeltisiyle temizlenerek
armdirlmistir. Prizma %99 saflikta Izopropil alkol ile, altin sensérler % 99 saflikta etil

alkol ile durulanmistir. Son olarak altin sensorler azot gazi kullanarak kurutulmustur.

3.2. ' YOontem
Sunulan tezde optik biyosensorler sinifina ait Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)
biyosensoOr sisteminin algilama Ozellikleri ile ilgili ¢alismlar yapilimstir. Calismada

kulanilan SPR cihazin nasil calistig1 sonraki boliimde anlatilacaktir.

3.2.1. Ylzey Plazmon Rezonans (SPR)

Optik biyosensorler immunoreaksiyonlar1 goriintiilemek i¢in kullanilirlar ve Klinik
kimyada antijen-antikor etkilesiminin kinetigini ve afinitesini anlamak ve antijenik
bolgelerin miktarmi belirlemek i¢in kullanilir. Ozellikle yiizey plazmon rezonans gibi
isaretleme gerektirmeyen dogrudan optik ceviriciler oldukca etkilidir. Dogrudan optik
ceviricilerin ana avantaji antijen-antikor baglanma olayini anlamak i¢in herhangi bir ize
ya da isaretleyiciye ihtiyag duymamasidir.

Bahsi gecen yontemin ana ilkesi; bir optik cihaza gelen 1s18in bir algilama
yuzeyine dogrudan gelmesi ve tekrar disariya yansimasidir. Yansiyan 1sik, algilama
yuzeyinde meydana gelen fiziksel olaylar hakkinda bilgi sunan bir malzeme olarak
kullanilir.

Dogrudan optik sensorlerin ¢ogu, toplam i¢ yansimanin olusturdugu kritik agiya

esit ya da kritik agidan daha biiyiik bir ag1 ile gelen 15181n 6zelliginden faydalanir. Gelen
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15tk farkli  kirilma indisli (Refractive Index, RI) iki malzemenin arasina
yonlendirilmistir. Isik 1511 yiiksek RI’li bir algilama yiizeyinden diisiik RI’li bir
malzemeye yonlendirildigi zaman 151k toplam i¢ yansima olarak bilinen bir olayla
yiiksek RI’l1 malzemeden geri yansir. Ayni1 anda kayip dalga olarak adlandirilan elektrik
alan diisiik RI’l1 malzemede firetilir. Belli bir derinlikte diigiik RI’l1 malzemeye niifuz
eden kayip dalga, yolculugu sirasinda exponansiyel azalan elektrik alanin genligine ve
dalgaboyu kirilma indisine baghdir. Biyomolekiiller 6zellikle kayip dalga ile
gerceklesecek olan antijen-antibody reaksiyonu gibi baglanma siireclerinin sonucu
olarak algilama yiizeyine yerlesirler ve ylizey algilama biiyiikliigiindeki bir degisiklikten
dolay1 yanstyan 15181 yogunlugunun azalmasina sebep olurlar. Bu olay i¢ yansimanin
zayiflamasi ile sonuglanir.

Toplam i¢ yansima, floresan molekiil kayip elektrik alana girdigi zaman meydana
gelir, floresan isaretleri kullanmak antijen-antikor reaksiyonlari goriintiilemeyi
kullanigh bir teknik yapar. Bu durumda kayip enerji bir dalgaboyundan emilir ve bir
digerinden salinir.

Kayip dalga isleyisiyle calisan ylizey plazmon rezonans, yiiksek RI’l1 bir
yiizeyden (prizma) diisiik RI’l1 bir yiizeye (Au ¢ip) polarize 151k yonlendirildigi zaman
meydana gelir. Yaklasik 50nm kalinliginda ince altin film prizma ve numune arasinda
yer alir ve diisitk RI’l1 ortam gorevi iistlenir. Gelen 151k, yiiksek RI’l1 tabaka boyunca
yolculuk eder ve yansima agis1 kritik aciya esit ya da biikiik oldugunda ytliksek RI’l1
bolgeye geri yansir. Bu olay rezonans agiy1 (6) olusturur. Rezonans agida yiizey
plazmon olay1 baglar.

Bu optiksel-elektriksel olay optiksel enerjinin plazmon denilen paketler halinde
metal tabakanin yiizeyine transferi ile meydana gelir. Metal yiizeyin yaklasik 100nm
altinda ve istiinde meydana gelen elektrik alan, metal tabakadaki yiizey elektronlar
metalden farkli bir frekansta salinmaya basladifi zaman olusur. Numune bulunan
yiizeydeki maddenin olusumunda meydana gelen herhangi bir degisiklik metal film ve
numune arasinda etkili olan RI’y1 degistirir ve rezonans agisinda (SPR shift) bir kayma
olarak ortaya cikar.

Metal gelen 151k ile uygun bir dalgaboyunda etkilesime yatkin olan gegis-bant
elektronlarina sahip olmalidir. Bu kosullar1 igeren metaller; giimiis, altin, bakir,

aliminyum, sodyum ve indiyumdur. Bu metallerden indiyumun ¢ok pahali, sodyumun
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cok reaktif, bakir ve aliminyumun ¢ok genis SPR agisina sahip olmasi ve glimiisiin
kolay oksitlenmesi nedeniyle altin en pratik metal olarak SPR cihazlarinda tercih edilir.

Altin oksitlenmeye karst ¢ok direnglidir ve bircok kimyasal modifikasyon
sistemiyle de uyumludur. Metalin kalinlig1 ¢ok biiyilk 6nem tasimaktadir. Optimum
kalinligin iizerinde bir tabakada yansiyan i1sik Sekil 3.2’deki giimiis filmle yapilan
caligmadaki gibi derin olmaz; optimum kalinligin altinda ise yansiyan 1gik aliminyum
filmdeki gibi yayvanlasir. Sekilde goridigi gibi keskin bir dip (ideal rezonans) elde
etmek i¢in 151k kaynaginin monokromatik ve p—polarize (ylzeyin diizlemsel kisminda
polarize olmasi) olmasi gerekmektedir. p—polarize olmayan tiim 151k kaynaklar1t SPR’ye
uygun olmayip, yansiyan 1s1g1n arka plandaki siddetini de arttirir (Nagata ve Handa,
2000).

3.2.2. SPR Sisteminin Calisma Prensibi

SPR, 1s1k ile metal yilizeyinin etkilesimi ile meydana gelen optoelektronik bir
olgudur. SPR’nin temeli, bir metalin yiizeyinde serbest olarak salinim yapan bir grup
elektrona (plazmon) 11k fotonlariyla enerji aktarimina dayanir.

Farkli kirilma indisine sahip iki yiizey arasina yonlendirilen polarize 1s1k, biiyiik
kirilma indisli prizmadan (dielektrik) diisiik kirilma indisli Altin (metal) yiizeye
gecmeden geri yansir (Sekil 3.1 (a)). Bu olay yansima agisinin kritik agiya esit oldugu
ya da kritik agidan biiyiik oldugu degerlerde gozlenir (=Rezonans Ag¢1) (Sekil 3.1 (b)).
Ayni anda metal yiizeyde metalden farkli bir frekansta titresen yiizey elektronlari,
salinmaya baslayarak bir elektrik alan meydana getirir. Sistem i¢inde bulunan numune
yapisinda meydana gelen herhangi bir degisiklik metal ile numune arasindaki kirilma
indisini degistirir ve rezonans acida bir degisiklik olarak ortaya ¢ikar. Bu yolla antijen-
antibody reaksiyonlarini goriintiilemek kolaylasir.

SPR analizlerinde, bir metal ve genellikle altin ile kaplanan prizma yiizeyi analit
molekilini secici olarak baglayan ve ligand adi verilen bir molekiil ile modifiye edilir.
SPR o6l¢iimiinden once ligandin sensor yiizeyine immobilize edilmis olmasi gerekir.
Prizmadan yansiyan 151k bir dedektore ulastirildiginda absorpsiyondan dolayr meydana
gelen 151k yogunlugundaki azalma belirlenebilir ve sensorgramda temel hat (baseline)
olarak elde edilir (Sekil 3.1 (b) kesikli ¢izgi).
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Sekil 3.1. (a) Uyarilmis yiizey plazmonlart i¢in ii¢ katmanli geometri. Bir ylizey
plazmon dalgasi, metal arayiizde uyarilir. (b) SPR reaksiyonu (Li, 2006)
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Sekil 3.2. SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi (Li, 2006)

Ardindan prizma yilizeyine ligand molekiilleri ile etkilesecek analit ¢Ozeltisi

gonderilir. Analit molekdllerinin ligand molekdllerine baglanmasi prizmanin yiizeyinde
degisim olmasi1 demektir ve bu durum ylizey plazmonlarmin absorbansini etkiler.
Sonug, dedektdr tarafindan yansiyan 1s181in agisindaki kayma olarak algilanir (Sekil 3.1
(b) surekli ¢izgi). Isigin agisindaki kaymanin miktar1 yiizeye baglanan analit molekiilleri

miktari ile iliskilidir ve sensorgramdaki sinyalde baglanma ile eszamanli olarak bir artis
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meydana gelir. SPR sensorlerde amag; rezonans agisindaki bu kaymayi ve sinyaldeki
artis miktarini tespit etmektir. Rezonans agisindaki kaymanin biiyiikliigli baglanma
(association) miktar1 ile dogru orantilidir ve analit ile ligand molekiilii arasindaki
etkilesime ait baglanma sabitlerinin ve kinetik verilerin belirlenmesinde kullanilir.
Ardindan sistemden tekrar tampon ¢ozelti gecirilerek yilizeyde baglanmamis analit ve
diger molekiillerinin uzaklastirilmasi saglanir. Bu agama ayrilma (dissociation) agsamasi
olarak adlandirilir ve analit ile ligand arasindaki etkilesimin ayrisma sabitlerinin

belirlenmesi i¢in kullanilir. Bahsi gecen asamalar Sekil 3.2°de gosterilmistir.

3.2.3. SPR Cahsmalarinda Kullamlan Ol¢iim Yéntemleri

Kimyasal ve biyolojik numunelerin tayini i¢cin SPR sensor galismalarinda gesitli
Olgim yontemleri bulunmaktadir. Hangi  yontemin segilecegi; hedef molekiiliin
boyutuna, mevcut biyotanima molekiiliiniin baglanma 6zelligine, 6l¢iim yapilacak analit

derisim araligina ve 6rnek matriksine gore degismektedir (Shankaran ve ark., 2007).

® ® Antijen ’ ‘

Antijen Baglanma Bolgesi =)

g ; Q Antikor g ; g ' Antikor
’ 5
(o] .. - P
Antijen Baglanma Bolgesi
o

\ e Antijen

- Antijen . Antikor
[ITrrrirririiri’
© (d)

)
w

Konjuge Antijen

Antikor

Sekil 3.3. SPR biyosensor ¢alismalarinda kullanilan 6l¢iim yontemleri (a) dogrudan
6lctim yontemi, (b) yarismaci 6lglim yontemi, (¢) inhibisyon 6l¢tim yontemi, (d)

sandvi¢ 6l¢cim yontemi (Homola, 2008)
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Siklikla kullanilan 6l¢iim yontemleri;
(a) dogrudan 6lglim ydntemi,

(b) yarismaci 6l¢iim yontemi,

(c) inhibisyon 6l¢im yontemi,

(d) sandvig olcum yoéntemidir

Dogrudan 6l¢iim yonteminde (Sekil 3.3 (2)); biyotanima molekiilii, sensor ylzeyi
tizerine immobilize edilir. Cozelti i¢indeki analit antikora baglandikga kir1lma indisinde
degisime neden olur. Sensdr tarafindan tespit edilen bu degisim sinyal artis1 olarak
gozlenir. Sinyal artis1 analit derisimi ile dogru orantilidir. Bu yontem genellikle
ilgilenilen analit derisimi Glgiilebilir ve yeterli bir sinyal olusturabiliyorsa tercih edilir
(Homola, 2008).

Yarismact 6lgiim yontemi (Sekil 3.3 (b)), genellikle diisiik molekiil agirligindaki
antijenlerle calisilirken tercih edilir. Bu yontemde, 6zgiil antikorlar sensor yiizeyine
immobilize edilir. Hedef antijeni de iceren ¢ozelti, bir antijen konjugati ile karistirilir.
Antijen- konjuge antijen karisimini igeren ¢ozelti sisteme gonderilir. Sadece konjuge
antijeni igeren referans bir ornegin meydana getirdigi sinyal ile ¢dzeltinin meydana
getirdigi sinyal arasindaki fark, 6rnek icindeki antijen miktarini verir (Homola, 2008).
Bu yontemde 6rnek icindeki yiksek antijen derisimi sinyalin diisiik olmasina neden
olur. Ciinkii daha yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu i¢in bir proteine bagh
(konjuge) antijen SPR’de daha giiglii bir sinyal meydana getirir. Yarismaci 6l¢iim
yontemi, genellikle toksik bilesiklerin tayininde kullanilir (Homola, 2008).

Inhibisyon 6l¢iim yonteminde (Sekil 3.3 (c)), hedef antijen sensor yiizeyine
immobilize edilir. Hedef antijeni de i¢eren drnek ¢ozeltisi, bu antijene karst olan 6zgiil
antikorlar ile karistirilir ve sensore enjekte edilir. Antikorlar hem ¢Ozeltideki antijenlere
hem de sensOr ylizeyindeki antijenlere baglanir. Antijen icermeyen referans ornegin
olusturdugu sinyal ile antijeni de iceren Ornek ¢ozeltisi arasindaki sinyal farki, drnek
icindeki antijen miktarimi verir. Bu yontemde, 6rnek igindeki yiiksek antijen derisimi
sinyalin diisiik olmasina neden olur (Homola, 2008).

Sandvig 6lcum yonteminde (Sekil 3.3 (d)), antijene kars1 olan antikor molekiilleri
sensOr yuzeyine immobilize edilir. Antijeni de iceren 0ornek ¢ozeltisinin

enjeksiyonundan sonra, hedef antijen bu antikorlara baglanir. Sonraki agsamada, ikincil
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bir antikor uygulamasi yapilir ve hedef antijen boylece bu iki antikorun sandvigi
seklinde tespit edilir. Sinyaldeki artis, antijen derigimi ile dogru orantilidir. Bu yontemle
0zgullik ve tayin limiti (LOD) arttirilmis olur (Homola, 2008).

Algilanmasini istedigimiz malzemenin (lirenin) ve algilayici enzimin (ilireazin)
yeterince biiyiikk molekiil agirliga sahip olmasi sebebiyle ¢alismada dogrudan Sl¢iim

yontemi kullanilmistir.

3.3. Kinetik Analiz

Bir SPR biyosensoriin aktif yilizeyideki biyomolekiillerin baglandigi ya da
baglanmadigi biyosensor tepkisinin gegici sonuglarina ve ¢evre kosularina bagh gesitli
mekanizmalarca kontroledilir. Baglanma kinetiginin belirlenmesi etkilesen molekiiler
hakkinda bilgi saglar. Bu 06zellik genelikle SPR biyosensorlerin en Onemli
avantajlarinda biri olarak goriiliir.

SPR biyosensdr deneyleri sadece sensor ylizeyinde etkilesimin baslangict ile
molekiiler biiytlikliikteki degisikligi dlger. Sensor tepkisi dogrudan baglanan analitin
(iirenin) konsantrasyonu ile orantilidir. Bu calismada tek tip analitin 1:1 etkilesimi ile
liganda baglandig diisiiniilerek kinetik analiz gergeklestirilmisitir.

Analit (A) ile Ligand (L) arasindaki etkilesim 1:1 etkilesimi ile asagidaki gibi

tanimlanabilir:
Ka
A+L «— AL (3.1)
Kd

Birlesme fazinda sensor yiizeyin siirekli olarak serbest analitle dolduruldugu ve
baglanan analit miktarmin toplam analit konsantrasyonuna (C) kiyasla ihmal edildigi

g6z 6niinde bulundurulursa pseduo-first order kinetigi kullanilabilir.

d[AL]

o AL =K [AL] 3.2)
Buradan SPR tepkisi;
?TT =k,C(R., —R)—k,R (3.3)

Denklem (3.3) diizenlendiginde
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‘;—T ~k,CR_, —(k,C+k )R (3.4)

elde edilir. Burada ; R: SPR tepkisi, Rmax: Maksimum analit baglanma kapasitesi yani
ligand konsantrasyonu, ka: Birlesme oran sabiti, kq: Ayrilma oran sabitidir.

Denge aninda ((jj—T = O olacagindan;

K,C (R — Reg) = Ky Reg (3.5)

. : . .. k
sonucuna ulasilir. Burada; Req: Denge durumundaki tepki, Ka: Birlesme sabiti [: k_aj’

Kb: Ayrilma sabitidir.

Ka degeri denklem (3.5)’te yerine konursa;

Reg
Sh= KR — KRy (3.6)

R
elde edilir. Burada % "ye kars1 Req grafigi cizilirse grafigin egimi Ka’y1 verir ve

K, = Ki “dir. (3.7)

D

3.4. Deneysel Hazirhk

Calismada kullandigimiz cihaz SPR goriintiileme sistemi, damla ayar seti ve veri
toplama birimi olmak {izere ii¢ bilesenden olusur (Sekil 3.4). Ilgili kimyasallar,
cozeltiler vs. sensoriin akis hiicresinden akitilmaktadir. Prizma ve altin ylizey arasinda
kirilma indisi esitleme yag1 kullanilmistir. Cozeltilerin akis hiicresine gegisi damla ayar
setleriyle saglanmigtir. Veri toplama yazilimi zamani ve rezonans agisindaki degisikligi
kaydetmektedir. Cihazda kullanilan 151k kaynagi 850 nm dalgaboylu LED’dir. Isik
kaynaginin oniinde bulunan lens sayesinde 151k prizmaya odaklanmaktadir. Odaklanmig

151k da detektor Onilinde bulunan lens yardimiyla kameraya toplanmaktadir.
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Boylece tek dalgaboylu i1sik farkli agilarda oOlgiilmektedir. Ayrica cihazdal,3
megapiksel CMOS dedektor ve 12 mm c¢apinda 50 nm kalinhiginda altin gipler

kullanilmustir.

Sekil 3.4. Tez calismasinda kullanilan SPR sistemi

3.4.1. Altin Yiizeyin Temizlenmesi

Nanodev firmasindan tedarik edilen 50 nm kalimligindaki altin kapl yiizeyler
H202 ve H>SOs kullanilarak 1:3 oraninda hazirlanan pirana ¢ozeltisi ile 5 dakika
boyunca ultrasonik banyoda temizlendi. Bu islemin ardindan altin sensorler sirayla saf
su ve etanolle durulanip azot ile kurutularak parmak izi, toz, viicut yagi vb. Kirlilikten
arindirilmastir.

Sekil 3.5’te ¢alismada kullanilan altin sensorler gosterilmektedir. Altin sensor
sol lstte, kagit sensor sag tstte goriildiigi sekliyle sistemde kullanilmigtir. Altta ise altin
sensorlerin  ¢izilmeye ve kirlenmeye karsi muhafaza edildigi saklama kabi

gorulmektedir.
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Sekil 3.5. Tez ¢alismasinda kulanilan altin sensorler

3.4.2. PBS Hazirlanmasi

Biyolojik sistemlerin diizgiin olarak ¢alisabilmesi i¢in ortamin pH’s1 oldukca
onemlidir. Enzimlerin sorunsuz bir sekilde faaliyetlerini yerine getirebilmesi igin
ortamin pH’sin1 belirli bir aralikta sabit olmas1 gerekir. Bunu yapabilmek i¢in tampon
cozeltiler kullanilir. Tampon ¢ozeltiler pH’s1 belli olan seyrelmeyle veya az miktarda
kuvvetli asit veya baz ilavesi ile pH’s1 degismeyen ¢ozeltilere denir. Bir tlpe 0,2 M
olacak sekilde %99’luk NaH2PO4 tuzundan 1,56 gr eklendi ve 50 ml saf su ile ¢ozuld.
Bagka bir tiipte de yine 0,2 M olacak sekilde 3,58 gr %99’luk NaHPO4 tuzu 50 ml saf
suda cozildu. Elde edilen bu ¢ozeltiler kullanilarak bagka bir tiipte 1,9 ml NaH2POg4
cozeltisi ve 8,1 ml NaoHPO4 cozeltisi 20 ml saf su ile karistirilarak PBS elde edildi.
Olusturulan ¢o6zeltinin pH’1 7,4 olarak o6l¢iildii. Calismanin ilerleyen kisimlarinda

kullanmak tzere mevcut ¢ozelti saf su ile 1/10 oraninda seyreltildi.
3.4.3. Ure Cozeltisinin Hazirlanmasi

60,06 g/mol agirliga sahip tire ile hazirlamis oldugumuz 1/10 PBS kullanilarak
10, 20, 40, 80 ve 160 mM’lik ¢ozeltiler olusturuldu ve 2 °C’de buzdolabinda saklandi.

19



3.4.4. Ureaz Cozeltisinin Hazirlanmasi
Yine 1/10 PBS ¢ozeltisi kullanilarak 1.0, 2.5, 5.0 ve 10 mg/ml yogunlugunda

enzim ¢o6zeltileri hazirlanip buzdolabinda 2 ° C’de saklandi.

3.4.5. Kagit Yiizeylerin Olusturulmasi
80gr’lik A4 kagitlar1 altin sensorlerin altin kapli alanini 6rtecek sekilde yani 12
mm c¢apinda kesildi ve daha sonra kullanilmak {izere temiz bir petri kabinda muhafaza

edildi.

3.4.6. Sensor Yuizeyine Enzim immobilizasyonu

Yaptigimiz bu tez calismasinda iki tiir sensor yiizeyi kullandik. Birincisi higbir
ekleme ya da kaplama yapmadan kullanmis oldugumuz altin sensorler ve ikincisi ise
altin lizerine yerlestirilmis kagit yilizeyli sensorlerdir. Bu asamada hazirlanan enzim
cozeltileri (1.0, 2.5, 5.0 ve 10 mg/ml) her 6lcimden 6nce sensor ylizeylerine mikropipet

yardimiyla 10 xL hacminde immobilize edildi ve oda sicakliginda yaklasik bir saat

kuruduktan sonra sisteme yerlestirilip 6l¢lim alinmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Molekiilerin algilanmasinda siklikla kullanilan enzim isaretleme yontemlerinden
farkli olarak SPR biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye gerek duyulmadan
kullanilabilirler. Calismada altin ve kagit sensorler kullanilarak {ireaz enziminin altin ve
kagit yiizeylerde iire algilama potansiyeli incelenmistir. Yiizeylerin sensor 6zeliklerini
incelemeye gecmeden Once algilayici olarak kullanacagimiz iireaz enziminin aktifligi
kontrol edilmistir. Enzim i¢in optimum pH belirlendikten sonra enzimli altin ve kagit
sensorlerin  algilama  Ozelliklerini ~ belirlemek  amaciyla  yiizeylere  farkli
konsantrasyonlarda  iireaz  immobilize edilip enzimli  yiizeylerin  farkh
konsantrasyonlardaki iireye verdikleri tepkiler SPR cihaziyla dlgiilmiistiir. Daha sonra
elde edilen sensor tepkileri kullanilarak altin ve kagit sensorlerin kinetik analizi
gerceklestirilmistir. Son olarak altin ve kagit sensorlerin Raman ve UV-vis analizleri

yapilmuistir.

4.1. Enzim Kontroli

SPR 6l¢iimlerine gegmeden dnce hazirlanan ¢ozeltilerinin dogru pH’da hazirlanip
hazirlanmadigin1 ve enzim aktifligini kontrol etmek amaciyla pH ol¢timleri alindi.
Bunun i¢in 10, 20, 40 ve 80 mM’lik iire ¢ozeltileri kullamldi. Once pH metreye
80mM’lik 1 ml tire immobilize edildi pH sabitlendikten sonra 10 wL haciminde
onceden hazirlamig oldugumuz 10 mg/ml’lik iireaz immobilize edildi ve iki dakika
boyunca her 10 saniyede bir gozlenen degerler not edildi. Bu islem siras1 hazirlanmis
diger iire ¢ozeltileri i¢in tekarland1 ve gozlenen degerler not edildi. Daha sonra ayni
basamaklar 5 pL hacminde iireaz igin tekrarlandi, gézlenen pH degerleri not edildi.

Sekil 4.1°de 10, Sekil 4.2°de 20, Sekil 4.3’te 40 ve Sekil 4.4’te 80 mM Ureye 5
L enzim damlatilarak ve Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de ise ayni iire

konsantrasyonlarina 10 L enzim damlatilarak gézlenen pH degerleri ile olusturulan

grafikler gosterilmektedir. Grafiklerde SPR sisteminde kullanmay1 planladigimiz
cOzeltilerin istenilen yani enzimin aktifligini siirdiirdigii pH’da hazirlandig

gorulmektedir.
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Sekil 4.5. 10 mM f{ire konsantrasyonunda 10 M- enzim icin gozlenen pH degerleri
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Sekil 4.6. 20 mM f{ire konsantrasyonunda 10 ML enzim icin gozlenen pH degerleri
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4.2. SPR Olcumleri

Yapilan tez calismasinda altin sensorler ve A4 kagit sensOrler kullanilarak A4
kagidin SPR sisteminde enzim aktivitesinin goriintiilenmesi konusunda kullanilip
kullanilmayaca@1 arastirllmistir. Bu amagcla pH: 7.6 olarak 6l¢ilen ve 1/10 oraninda
seyreltilen PBS ¢oziicude analit olarak 10, 20, 40, 80 ve 160 mM’lik tire (U0931,
Sigma-Aldrich) ve ligand olarak da 1.0, 2.5, 5.0 ve 10 mg/ml’lik Ureaz (U1500 Jack
Bean, Sigma-Aldrich) ¢6zeltileri hazirlandi.

Altin sensorler pirana ¢ozeltisinde temizlendikten sonra sirayla saf su ve etanolle
durulandi ve azot ile kurutulup kullanima hazir hale getirildi. Sistemde prizma olarak
BK7 cam kullanildi.

Ligand olarak hazirlanan enzim ¢o6zeltileri teker teker altin sensorler Uzerine
immobilize edildi ve oda sicakliginda yaklasik 1 saat kurutulduktan sonra sisteme
yerlestirilip altin sensorlerin ayr1 ayri sensogramlart olusturuldu. Her bir 6lgiimde akis
hiicresinden (Sekil 4.9) sistem dengeye gelene kadar 6nce hazirlanan PBS ¢ozeltisi daha

sonra sistem tekrar dengeye gelinceye ( 400 saniye) kadar tre ¢ozeltisi gegirildi.

+ Ligand
* Analit

Akis yOni

- % LA
_I* #|7
S t% e+ Fhe +¥*

Altin

Prizma

Sekil 4.9. Akis hiicresinin temsili goriiniisii
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Sekil 4.10’da SPR cihazindan elde edilen sensogram goriilmektedir. Bu
sensogramin olusmasi i¢in ilk etapta prizmanin iizerine indis esitleme yagi immobilize
edildi ktan sonra enzim immobilize edilmis altin sensor sisteme yerlestiridi ve sistem
dengeye ulasincaya kadar akis hiicresinden PBS tampon ¢6zelti gecirildi. Daha sonra
akis hiicresinden yaklasik 400 s boyunca 160 mM ire akitildi. izleyen 400 s’de ise akis
hiicresine ortami temizlemesi amaciyla PBS gonderildi ve ardindan tekrar iire ve tekrar
PBS akitildi. Elde edilen sensograma gore sisteme ikinci kez iire gonderildiginde
sensoriin tepkisinde azalma oldugu gozlenmistir. Sekil 4.11°de enzim immobilize
edilmis bagka bir altin sensor igin ayni islem sirasi izlenerek elde edilen sensogram
gorulmektedir. Bu sensogramada ise akis hiicresine ortamdaki kalintilar1 temizlemesi
icin PBS gonderilmesine ragmen sinyalin baslangi¢ seviyesine (base) diismedigi

g6zlenmektedir.
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Sekil 4.10. 160 mM fire icin kalibrasyon sensogrami
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Sensoriin sergiledigi bu farkli davraniglar iki sekilde yorumlanabilir:

e Sensor yiizeyine immobilize edilen enzimin bir kismi akan PBS ile birlikte
kopup gitmekte veya

e Ortam1 temizlemek icin sisteme gonderilen PBS ¢ozeltisi kalintilar1 tamamiyle
temizleyememektedir.

Bu yuzden ilerleyen boéltmlerdeki sensogramlar sensoriin sadece ilk etapta
verdigi tepki ele alinarak olusturulmustur.

Sensdr tepkisinin diismesi, piklerin siddetinin azalmasi ve sensoriin baslangic
seviyesine donememesi gibi sonucglar altin sensorlerin  sadece bir kez
kullanilabileceginin gostergesidir. Bu durum pahali bir metal olan altin sarfiyatini
arttirmaktadir. Bunun Oniine gegebilmek amaciyla ¢alismada altin sensorlerle birlikte
kolayca bulunan A4 kagit ilerleyen kisimlarda anlatilacag gibi kullanilmastir.

Farkli konsantrasyonda enzim immobilize edilerek olusturulan her bir SPR altin

sensorl icin ayr1 sensogramlar elde edilmis ancak aralarinda karsilastirma yapabilmek
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amaciyla ayn1 konsantrasyondaki iire ¢ozeltileri ile elde edilen veriler ayni sensogramda

verilmigtir.

Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te gorulen sensogramlar verilerin daha duyarli

degerlendirilebilmesi i¢in maximum tepkideki ag¢1 degeri ile baslangic aci degeri

arasindaki farki gosteren A degerleri kullanilarak olusturulmustur. Her bir sensogram

asagidan yukariya enzimsiz altin sensér, 1 mg/ml enzimli altin sensor, 2.5 mg/mi

enzimli altin sensér, 5 mg/ml enzimli altin sensor ve 10 mg/ml enzimli altin sensér

sirastyla verilmistir.
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Sekil 4.12. Farkli iireaz konsantrasyonlarindaki Au sensorlerin 10 mM iire akisina

verdigi tepkiler (AO).

Sekil 4.12°de enzimsiz altin sensorle elde edilen maksimum ag¢1 kaymasi 0.0015°

iken 1.0 mg/ml enzimli alltin sensor i¢in 0.0040° 2.5 mg/ml enzimli altin sensor igin

0.0079° 5.0 mg/ml enzimli altin sensor icin 0.0189° ve son olarak 10 mg/ml enzimli

altin sensorle elde edilen maksimum ag1 kaymasi 0.0205° olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.13. Farkli lireaz konsantrasyonlarindaki Au sensorlerin (a) 20 (b) 40mM ire
akigina verdigi tepkiler (AO).
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Sekil 4.14. Farkli tireaz konsantrasyonlarindaki Au sensorlerin (a) 80 (b) 160mM dre
akisina verdigi tepkiler (AO).
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Daha sonra 20 mM {ire konsantrasyonu i¢in altin sensoriin verdigi tepkiler
enzimsiz sensdrde 0.0040° 1.0 mg/ml enzimli sensérde 0.0160° 2.5 mg/ml enzimli
sensorde 0.0220° 5.0 mg/ml enzimli sensorde 0.0420° ve 10 mg/ml enzimli sensérde
0.0670° olarak gozlenmis ve Sekil 4.13 (a)’daki sensogram olarak kaydedilmistir. Sekil
4.13 (b)’de 40 mM iire konsantrasyonu ile enzimsiz altin sensor, 1.0 mg/ml enzimli
altin sensor, 2.5 mg/ml enzimli altin sensor, 5.0 mg/ml enzimli altin sensér ve 10 mg/ml
enzimli altin sensor ile yapilan dlgiimler sensogram olarak verilmistir. Sekil 4.14 (a) ve
Sekil 4.14 (b) ise sirayla 80 ve 160 mM {ire konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen
sesnsogramlar gosterilmektedir.

Sensogramlar1  Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te gOsterilen (re
konsantarsyonlari igin elde edilen maksimum rezonans ag1 kayma degerleri Cizelge

4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Atin sensor kullanilarak gozlenen maksimum rezonans a¢i kayma degerleri

(A6)
Ure (mM)
10 20 40 80 160
0 0.0015 0.0040 0.0800 0.0950 0.1800

1.0 0.0040 0.0160 0.1020 0.1150 0.2100
2.5 0.0079 0.0220 0.1150 0.1700 0.2500
5.0 0.0189 0.0420 0.1350 0.2000 0.2900
10 0.0205 0.0670 0.1750 0.3600 0.3900

Ureaz (mg/ml)

Altin sensorlere immobilize edilen enzim konsantrasyonlari ele alindiginda enzim
immobilize edilmeden tepkileri kontrol edilen altin sensdrler iire konsantrasyonlarina
Sekil 4.15’te goriildigli gibi tepki vermistir. Sensor tepkisi ag¢t farki seklinde
belirtilmistir. Enzimsiz altin sensorlerle 6l¢iim alarak tek degiskenle SPR sisteminin
calismast kontrol edilmistir ve enzimli uygulamalar icin tepki alt limitleri elde

edilmistir.
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Sekil 4.15. Enzim immobilize edilmeyen altin sensdrlerin iire akigina verdigi tepki
(AB).

1.0 mg/ml enzimli sensOriin davranisi enzimsiz sensoriin davranigsina benzerken
2.5 mg/ml enzimli sensoriin davranisi Ozellikle 80 mM {irede daha yiiksek bir artig
sergilemistir. Sekil 4.16 (a) 1.0 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensdrlerin Sekil
4.16 (b) ise 2.5 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensorlerin verdikleri tepkileri
gOstermektedir.

Sekil 4.17 (a) 5.0 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensorlerin Sekil 4.17 (b)
ise 10 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensdrlerin verdikleri tepkileri
gostermektedir. 5.0 mg/ml enzimli sensoriin iire konsantrasyonundaki artigla tepkide
azalan oranda artis oldugu goriilmektedir. 10 mg/ml enzimli sensérde doyum noktasina

yaklastig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Enzim immobilize edilmis altin sensorlerin iire akisina verdigi tepki (A0).
(@) 1.0 mg/ml (b) 2.5 mg/ml
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Sekil 4.17. Enzim immobilize edilmis altin sensdrlerin iire akigina verdigi tepki (A0).
(@) 5.0 mg/ml (b) 10 mg/ml
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Uluslararasi literatiirde SPR sensor tepkisi 0,1° a¢g1 kaymasina karsilik 1000 RU
olarak gosterilir. Burada RU rezonance unit ya da response unit olarak adlandirilir. 1000
RU sensor tepkisi enzim bagmin yaklasik 1 mm?’de meydana getirdigi degisikliktir. RU
ve 1 ng malzemenin baglanmasi arasindaki iliski ylizeye bagli molekiiliin kirma
indisiyle degisir. (Davis ve Wilson, 2000, 2001). Burdan hareketle A6 ile olusturulan
sensogramlar RU birimine doniistiiriilerek Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20” de tekrar

verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli iireaz konsantrasyonlarindaki Au sensoérlerin 10 mM fiire akisina
verdigi tepkiler (RU).
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Sekil 4.19. Farkli tireaz konsantrasyonlarindaki Au sensorlerin (2) 20 (b) 40 mM (re
akisina verdigi tepkiler (RU).
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Sekil 4.20. Farkli tireaz konsantrasyonlarindaki Au sensorlerin (2) 80 (b) 160 mM ure
akisina verdigi tepkiler (RU).
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Deney asamasinda kulanilan altin sensOri biyolojik ve kimyasal artiklarin
temizlenmesi ic¢in ultrasonik banyoda pirana c¢ozeltisiyle temizlendi. Daha 0Once
bahsedilen temizleme basamaklari bir altin sensorde 5 tur ve fazlasinda uygulandiginda

altiin ylzeyinde Sekil 4.21°de goriildiigii gibi asinma meydana getirmistir..
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Sekil 4.21. Temizleme sonrasi asinan altin sensorler

SPR cihaziyla saglikli 6l¢iimler yapabilmek, pahali bir malzemeyle maliyetli bir
sekilde tretilen altin sensorlerde meydana gelen bozulmalarin oniine gecebilmek ve
altin sensorlerin kullanim Omriinii uzatabilmek amaciyla altin sensorlerle yapilan
Olgtmler, altin sensorler Uzerine enzim immobilize edilen seliiloz yapili A4 kagit
konularak tekrar edilmistir. Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’teki sensogramlar elde
edilmistir.

Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’te goriilen sensogramlar da yukarida
belirtildigi gibi agsagidan yukariya enzimsiz altin sensér, 1.0 mg/ml enzim immobilize
edilmis altin sensdr, 2.5 mg/ml enzimli altin sensor, 5.0 mg/ml enzimli altin sensor ve
10 mg/ml enzimli altin sensor sirastyla verilmistir. Sekil 4.22°de enzimsiz altin sensorle
elde edilen maksimum ag1 kaymasi 0.0012° iken 1.0 mg/ml (ireaz immobilize edilmis
altin sensor icin 0.0015° 2.5 mg/ml Ureaz immobilize edilmis altin sensor i¢in 0.0080°,
5.0 mg/ml Ureaz immobilize edilmis altin sensor i¢in 0.0120° ve son olarak 10 mg/ml
Ureaz immobilize edilmis altin sensorle elde edilen maksimum agi kaymasi 0.0230°

olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.22. Farkli tireaz konsantrasyonlarindaki kagit sensorlerin (a) 10 (b) 20 mM dre
akisina verdigi tepkiler (AD).
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Sekil 4.23. Farkli tireaz konsantrasyonlarindaki kagit sensorlerin (a) 40 (b) 80 mM dre
akisina verdigi tepkiler (AD).
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Sekil 4.24. Farkli iireaz konsantrasyonlarindaki kagit sensorlerin 160 mM iire akisina
verdigi tepkiler (AO).

Altin sensoriin ilizerine A4 kagit eklenerek yapilan Olglimlerde yine iire
konsantrasyonuna gore karsilastirma yapildiginda ylizeye immobilize edilen enzim
konsantrasyonu arttik¢a sensoriin tepkisinde de artis oldugu gdzlenmisitir ve elde edilen

AB degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Kagit sensor kullanilarak ulagilan maksimum rezonans a¢1 kayma degerleri

(40)
Ure (mM)
10 20 40 80 160
0 0,0012 0,0030 0,0130 0,0230 0,0300
:_E\ 1 0,0015 0,0065 0,0200 0,0450 0,0800
Ej 2,5 0,0080 0,0150 0,0250 0,1000 0,1400
§ 5 0,0120 0,0210 0,0320 0,1900 0,2200
= 10 0,0230 0,0260 0,1100 0,2830 0,3400
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Cizelge 4.2°de goriilen degerleri daha iyi yorumlamak amaciyla iire
konsantrasyon artisiyla sensoriin ne kadar tepki verdigi Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve Sekil
4.27°de gosterilmistir. Sekil 4.25’de enzim immobilize edilmeyen kagit sensoriin
degisen iire konsantrasyonlarina verdigi tepkiler gosterilmektedir. Enzim olamdan
yapilan analizler kagit sensorlerin SPR sisteminde kullanilabilirligini kontrol etmek
amaciyla yapilmistir ve {lire konsantarsyona artistyla kagit sensorlerin verdigi tepkilerin

artmasi kagit sensorlerin SPR sensor sistemlerinde kullanilabilecegini géstermistir.

0.04

0.03 =

Sensor Tepkisi (AB)
|

0.01 =

o

rFrrrrrrrrrrrrrrrrrrrtrrrrrrtrrrtrrne
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Ure Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.25. Enzim immobilize edilmeyen kagit sensorlerin iire akisina verdigi tepki
(AD).

Sekil 4.26 (a) 1 mg/ml enzim immobilize edilmis kagit sensoriin degisen iire
konsantrasyonlarina verdigi tepkileri gosterilmketedir. Sekilde artan lire konsantarsyonu
ile sensor tepkisinin orantili bir sekilde arttig1 acikca goriilmektedir. Sekil 4.26 (b) 2.5
mg/ml enzim immobilize edilmis kagit sensoriin lire konsantrasyonlarina verdigi
tepkileri gostermektedir. 1.0 mg/ml enzimli kagit sensorle yakalanan orantili artig 2.5
mg/ml enzimli kagit sensorde gozlenememektedir. Sekil 4.26 (b)’ye gore 40 — 80 mM

aralig1 sensoriin lineer analiz bolgesidir.
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Sekil 4.26. Enzim immobilize edilmis kagit sensorlerin iire akisina verdigi tepki (A9).
(@) 1.0 mg/ml (b) 2.5 mg/mi
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Sekil 4.27 (a) 5.0 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensorlerin Sekil 4.27 (b)
ise 10 mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensoérlerin  verdikleri tepkileri
gostermektedir. 5.0 mg/ml enzimli sensoriin iire konsantrasyonundaki artisla tepkide
azalan oranda artis oldugu goriilmektedir. 10 mg/ml enzimli sensérde doyum noktasina

yaklastig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.27. Enzim immobilize edilmis kagit sensorlerin tire akisina verdigi tepki (A0).
(@) 5.0 mg/ml (b) 10 mg/ml
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Cizelge 4.2°de gosterilen rezonans ag1 kaymalart 6énceden belirtilen sebeplerden
dolayr RU’ya doniistiiriilerek elde edilen yeni sensogramlar Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve
Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Farkli lireaz konsantrasyonlarindaki kagit sensorlerin (a) 10 (b) 20 mM dre
akisia verdigi tepkiler (RU).
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Sekil 4.30. Farkli iireaz konsantrasyonlarindaki kagit sensorlerin 160 mM {ire akisina
verdigi tepkiler (RU).

Sekil 4.31 SPR sensor ile alman tiim olgiimlerin tepe degerlerine (maksimum
tepki) karsilik kullanilan iire konsantrasyonlar: (10, 20, 40, 80 ve 160 mM) alinarak
olusturuldu. Sekil 4.31 (a) ve (b)’de enzimsiz altin sensorle elde edilen degerler, 1.0
mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensorle elde edilen degerler, 2.5 mg/ml enzim
immobilize edilmis altin sensorle elde edilen degerler, 5.0 mg/ml enzim immobilize
edilmis altin sensorle elde edilen degerler ve 10 mg/ml enzim immobilize edilmis altin
sensorle elde edilen degerler gosterilmistir. Yiizeyde iireaz enzimi olmadigi zaman bile
sensOr tepkisi gozlenebilmisitr. Yiizeye Ureaz immobilize edilmis durumlarda ise Ure
konsantrasyonuna bagli olarak sensor tepkisinin lineer olarak arttig1 gériilmektedir (20 —
80 mM araliginda). Daha yiiksek iire konsantrasyonlarinda ise doyuma ulastigi ya da
doyum boélgesine yaklastigr goriilmektedir. Bu durum sensor yilizeyindeki iireaz ile
yiizeye gonderilen lirenin tamamen reaksiyona girdigi ve ortama gonderilen yiksek
konsantrasyonlardaki iirenin reaksiyona girecek bir enzim bulamadigi i¢in yiizeye

tutunmadig1 veya ortama reaksiyon sonrasi liriin vermedigi i¢in herhangi bir
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degisiklige yol agcmadigin1 gostermektedir. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°deki sensor
tepkileri dikkatle incelendiginde kagit sensOrlerin ve altin sensorlerin sensor tepkileri
birbirlerine yakin ¢ikmistir. Bu durum bizi kagit sensorlerin sensér hassasiyetini ¢cok

degistirmedigi ve ara ylizey olarak kullanilabilecegi sonucuna gotiirtir.

4.2. Kinetik Analiz

Birlesme denge sabiti (Ka), 1:1 baglanma modeline gére maksimum tepkinin Ure
konsantrasyonuna oranini (Req/C) — maksimum tepki (Req) grafigi ¢izilip grafigin egimi
denklem (3.6)’da gosterildigi gibi hesaplanabilir.

Ureaz immobilize edilmis altin ve kagit sensorler kullanilarak SPR sensorlerin tre
tayin ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, sensor farkli derisimlerde Ure ¢Ozeltileri ile
etkilestirilmistir. Elde edilen sensogramlara denklem (3.6) uygulanarak Kkinetik
analizleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.32°deki grafiklerden faydalanarak altin ve kagit
sensorlerin birlesme denge sabiti, Ka ve denklem (3.7) kullanilarak ayrilma denge
sabiti, Kp degerleri hesaplanmistir ve Cizelge 4.3’te gosterilen degerlere ulagilmistir.
Hesaplanan denge sabitleri sensor yuzeylerinin afiniteleri hakkinda bilgi edinmemizi

saglamistir.

Cizelge 4.3. Altin ve kagit sensorler i¢in hesaplanan Ka ve Kp degerleri

Ka Kb
Au Al Au Ad
10 100 100 0,01 0,01
s 20 50 50 0,02 0,02
E 40 25 25 0,04 0,04
5 80 12,5 12,5 0,08 0,08
160 6,25 6,10 0,16 0,163

Sekil 4.32°deki garfiklerin egimi Cizelge 4.3’te belirtilen Ka degerlerini verir ve
denklem (3.7)’den faydalanarak da Kp degerleri hesaplanmistir. Kp degerinin biiyiimesi

sensOr ylizeyinin afinitesinin azaldigin1 gostermektedir.
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Cizelgeye gore hem yalniz altin kullanilan sensorlerde hem de altin {izerine A4
tabakasi kullanilarak iiretilen sensorlerde Kp degerinin 0.01 seviyelerinde baslayip 0.16
seviyelerine ulastigr goriilmektedir. Bu durum ylizey afinitesinin azaldigini
gostermektedir. Elde edilen verilere gore yiiksek konsantrasyonlarda ¢alismak sensoriin
kalitesinde azalmaya neden olmustur. Ayrica altin ve kagit sensorler igin Ka ve Kp
degerlerinin neredeyse esit ¢ikmasi maliyetsiz, kolay ulagilabilen ve bol bulunan
kagidin SPR sistemlerinde sistemin kosullarin1 etkilemeden ve en 6nemlisi ¢alismanin

amaglarindan biri olan altin sensorlerin 6mriinli uzatarak kullanilabilecegini gosterir.

4.3. SPR Sensorlerinin Yiizey incelemesi
Altin ve kagit sensorlerin ylizeyinde meydana gelen Ureaz - (re etkilesimi SPR
sistemi ile sensogram olarak goriintiilenmistir. Ureaz - Ure etkilesimini daha degisik

sekillerde goriintiilemek i¢in Raman ve UV-vis analizleri kullanilmustir.

4.3.1. Raman Analizi

Yiizey Plazmon Rezonans sisteminde kullanilan altin ve kagit sensorler Renishaw
inVia Raman mikroskop cihaziyla 532 nm dalgaboyunda analiz edilmistir.

Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te gosterilen grafiklerde gorilen her bir asama igin farkli
bir sensor kullanilarak 6l¢tim alinmistir. Sensorler sirasiyla;

. Bos sensor
Il.  Sensor + Ureaz
[1l.  SensOr + Ureaz + Ure
IV.  Sensor+ Ureaz + Ure +PBS
seklinde hazirlandi. Her asamada sensorlerin oda sicakliginda kurumasi beklenip yeni
cozelti sensor kuruduktan sonra immobilize edilmistir.

Sekil 4.33 incelendiginde enzimsiz Au sensorii hi¢bir pik vermezken 10 mg/ml
enzim immobilize edilen sensér 2900 bandinda bir pike sahiptir. Bu pikin enzime ait
oldugu disiilmektedir ¢linkii her asamadaki oOlgiimde 2900 bandinda pik
gozlenmektedir. Literatiirde boyle bir dl¢iim olmadigi i¢in herhangi bir karsilastirma

yapilamamustir.
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Enzim+iire bulunduran sensor sirasityla 400, 450, 650, 1000, 1100 ve 2900
bandlarinda pikler gostermistir. Literatiirle karsilastirildiginda 400 ve 450 bandindaki
piklerin NHz piki ile (Reardon, 2012) uyumlu ve 650 bandindaki pikin HCO3™ (Wang ve
ark. 2015) piki ile uyumlu ve 1000-1100 bandindaki piklerin ise iire i¢inde bulunan C-
OH piki ile (Wang ve ark. 2015) uyumlu oldugu goriilmektedir. Enzim+ure+PBS
bulunduran sensdrde de bir oOnceki ile ayni bandlarda pikler gorulmekte ancak
siddetlerinde belirgin bir azalma gostermektedir. SPR sistemiyle calisirken akis
hiicresinden son kez PBS gecirilmesinin amaci iire ve Ureaz kalintilarin1 ortadan kaldirip
sensort tekrar kullanabilmekti. Ancak Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de belirtildigi gibi PBS
ile yikanan sensorln iireye gosterdigi tepki azalma gostermisti. Tepkideki azalmanin
sebebi ortamdaki NHz ve HCOs  kalintilarinin tamamen ortamdan temizlenmemesi
olarak diistiniilmektedir.

Sekil 4.34°te ise A4 kagit kullanilarak alinan Raman Olglimleri gosterilmektedir.
Elde edilen sensogramlar disiiniildiigiinde Sekil 4.33’teki gibi piklerin olusmasi
bekleniyordu. Ancak lifli bir yapiya sahip olan A4 kagitlarin siv1 ile her temasi sonrasi

yapisinin degistigi ve bu sebepten beklenen pikleri vermedigi diisiiniilmektedir.

4.3.2. UV-vis Analizi

UV-vis analizi Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis Spektrometre ile yapildi.
Sekil 4.35’te gosterilen enzimsiz altin sensorii referans alarak sensorlerin absorbans
degerlerine bakildi. Referans sensore sirasiyla iireaz, iire ve PBS damlatilip oda
sicakliginda kurutulduktan sonra dlgiilmiistiir. Sekil 4. 35 incelendiginde her agamada
ayni dalgaboyunda absorbans degerine sahip oldugu goriilmektedir. G6zlenen absorbans
degerleri her ii¢ durum iginde neredeyse ayni siddettedir. Bu durumda gdzlenen
degerlerin hepsinin iireaza ait oldugu diisiiniilmektedir.

A4 kagit sensorii ile yapilan absorbans Olglimleri i¢in daha once sivi ile temas
etmemis enzimsiz kagit referans olarak alinmistir. Sonra sirasiyla referans kagida tireaz,

ure ve PBS damlatilip oda sicakliginda kurutulduktan sonra UV-vis analizi yapilmistir.
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Sekil 4.35. Altin sensoriin absorbans — dalgaboyu grafigi

Sekil 4.36’da A4 kagit sensoriin UV-vis analizi gosterilmektedir. Literatirde,
yapilan calisma ile ilgili 6rnek teskil edecek bir veri bulunamamistir. Bu sebeple
absorbans degerinin negatif ¢ikmasi ile ilgili bir yorum getirilememistir. Ancak sivi
ortamda absorbans ol¢limii ile ilgili calismalar yiiksek derisimlerdeki numunelerin kendi
kendine absorbsiyon yapmasi sebebiyle absorbans degerlerinin negatif sapma
gosterdigini belirtmistir. Yiiksek derisimlerde absorpsiyon yapan molekiiller arasindaki
uzaklik azalir ve molekiillerin ylik dagilimi bozuldugundan dolay1r Beer Kanununa gore
genellikle 0,01 M’dan biyiik derisimlerde 1sinin dogrusalliktan saptigi belirtilmistir
(Karacan, 2008). Lifli bir yapiya sahip olan A4 kagidin sivi ile temas ettigi zaman
yapisinin degismesi ve iceriginde bol miktarda iire ve tiirevlerinin bulunmasi sebebiyle

absorbans seviyesinin negatif degerler verdigi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismasi kapsaminda; yaklasik 50 nm kalimligindaki altin filmler Uzerine
herhangi bir kaplama ya da tabaka ekleme gibi bir islem kullanmaksizin iircaz enzimi
immobilize edilmis ve enzimin yapisinda bozulmaya sebebiyet vermemek i¢in ek bir
islem yapmak yerine oda sicakliginda kurumasi beklenilmistir. Kuruyan sensorlerin
ureye verdigi tepkilerin analizi icin sensorler SPR sisteminde test edilmistir. Analiz
sonucunda Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’teki enzimsiz sensor ve 1.0, 2.5, 5.0, 10
mg/ml enzim immobilize edilmis altin sensorlerin sensogramlari elde edilmistir. Her bir
sensogram kendi icinde incelendiginde sensor yiizeyine immobilize edilen enzim
miktari ile sensor tepkisi arsinda pozitif yonde korelasyon saglandigr gézlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise ayni konsantrasyona sahip enzim ¢Ozeltileri
altin sensorler tizerine A4 kagit konularak kagitlarin iizerine immobilize edilmis ve yine
oda sicakliginda kurutulmustur. Sensorlerin analizi sonucu elde edilen sensogramlar
Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°deki gibidir. Sensogramlar incelendignde A4 kagit
sensorlerde de enzim konsantrasyonu ile sensor tepkisi arasinda yine pozitif yonli iligki
oldugu goriilmiistiir.

Altin sensorle yapilan ¢alismalar, literatiirde Ure tayini i¢in prizma temelli SPR
biyosensor sistemi kullanimina rastlanmadig i¢in uygulanmistir. Kagit sensorle yapilan
caligmlar ise Uretimi ve temini maliyetli altin sensorlerin kullanim émriinii uzatmak ve
analiz agamasinda kolaylik saglamak (¢ip arindirma, indis esitleme yag1 ekleme vs.) i¢in
calistlmigtir. Calisilan iire konsantrasyon araliginda (10, 20, 40, 80 ve 160 mM) A4
kagit sensorlerin gosterdikleri tepkilerin altin sensorlerin gosterdikleri tepkilere yakin
olduklar1 gézlenmistir.

Elde edilen sensogramlarla gergeklestirilen kinetik analizlerde altin filmler ve A4
kagit sensorler i¢in hesaplanan birlesme denge sabiti (Ka) ve ayrilma denge sabiti (Kp)
Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi neredeyse esit olarak hesaplanmistir. Bu durum A4 kagit
sensorlerin altin sensorlere iyi bir alternatif olusturdugu anlamina gelmektedir.

Sensor yiizeyindeki degisiklikleri inceleyebilmek igin SPR sistemindeki her
asama sonrasi sensorler Raman ve UV-vis ile analiz edilmistir. Analizlerde altin
sensorler her asama ile ilgili fikir sunsa da kagit sensorler kismen anlamli sonuglar

vermistir. Bu durumun yapisinda bol miktarda iire ve tiirevlerini bulunduran kagidin
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stvi ile temasi sonucu her asamada yapisinin degismesinden kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Yapilan tez ¢alismasina gore sensor hassasiyetini gelistirmek i¢in sensoriin sadece
bir kez kullanilmasi i¢in uygulanan islemlerin (sensor yiizeyini yeniden kaplamak,
sensor yiizeyinde geri doniisiimii olmayan biyolojik ya da kimyasal malzemeler
kullanmak vs.), iiretimi zahmetli altin sensorler Gzerine yapilmasi yerine sensor
Ozelliklerinin daha az maliyetle gelistirilmesi i¢in kagit tabakalar kullanilmasinin uygun

olacag diisiiniilmektedir.
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