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Bu tez kapsaminda, Konkanavalin A tayini i¢cin Konkanavalin A baskilanmis ylizey
plazmon rezonans (SPR) biyosensorler hazirlanmistir. Bu amagla, ilk olarak SPR
biyosensor ¢ip yiizeyi allil merkaptan ile modifiye edilmistir. Daha sonra N-metakriloil-
(L)-histidin metil ester (MAH) monomeri kullanilarak Konkanavalin A kalip molekiili
ile birlikte farkli molar oranlarinda 6n polimerizasyon kompleksleri olusturulmustur. On
kompleks, fonksiyonel monomer olarak kullanilan HEMA, capraz baglayici olarak
kullanilan EGDMA ile olusturulan polimer karigimi i¢erisine katilmis ve AIBN baslaticisi
varliginda SPR ¢ip ylizeyinde UV 15181 kullanilarak polimerlestirilmistir. Kontrol grubu
olarak Konkanavalin A kalip molekiilii kullanilmadan ayni islemler gergeklestirilmis ve
Konkanavalin A baskilanmamis SPR biyosensorler hazirlanmistir. Hazirlanan SPR ¢gipler
atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve temas agist dlglimleri ile karakterize
edilmistir. Konkanavalin A molekiilii i¢in uygun pH degerinin belirlenmesi amaci ile
Konkanavalin A baskilanmis biyosensor ile pH 4, 5, 6, ve 7.4 fosfat tamponlar ile
hazirlanmis Konkanavalin A ¢d6zeltileri kullanilarak pH taramasi gergeklestirilmistir.
Elde edilen sensorgramlar ile Konkanavalin A molekiilii igin uygun pH degeri 7.4 fosfat

tamponu olarak tespit edilmistir. Daha sonra farkli derisimlerdeki Konkanavalin A



cozeltileri (0.01-50 ng/mL) ile kinetik analiz yapilarak SPR biyosensoriin 6lgiim
hassasiyeti belirlenmistir. Ol¢iim sonuglarindan elde edilen sensorgramlar sonucunda
hazirlanan baskilanmis biyosensoriin dogrulugu (0.01-5 ng/mL) derisim araliginda %99;
(10-50 ng/ml) araliginda ise %96 dogrulukta 6l¢iim yapmaktadir. Tayin limiti (LOD)
0.0011 ng/mL ve tayin siir1 (LOQ) 0.0038 ng/mL oldugu hesaplanmistir. Farkli
derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A ¢ozeltileri baglanma kinetiginin belirlenmesi
amaci ile kullanmistir. Hazirlanmis olan biyosensor i¢in en uygun adsorpsiyon modeli
Langmuir olarak tespit edilmistir. Segicilik ¢alismalari, Konkanavalin A baskilanmis ve
baskilanmamig SPR biyosensdrler ile molekiiler yapi bakimindan benzer olan sigir serum
albumin (BSA) ve miyoglobin (Myg) yarismact molekiilleri ile gergeklestirilmistir.
Gercek Ornek c¢alismalart icin soya fasulyesinden Konkanavalin A molekiilii
saflagtirillmistir. Gergek 6rnekten hazirlanan 6rneklerin Konkanavalin A baskilanmis SPR
biyosensor ile kinetik analizleri gergeklestirilmis ve elde edilen sensorgramlar ile
Konkanavalin A miktar1 ve geri kazanim hesaplanmistir. Konkanavalin A molekiiliiniin
yapay kontrol plazma ortamindaki uygunlugunu belirlemek amaciyla yapay kontrol
plazma igerisinde farkli derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A ¢ozeltilerinin
baskilanmis SPR biyosensor ile kinetik analizleri gerceklestirilmis, elde edilen
sensorgramlar ile Konkanavalin A miktari ve geri kazanim hesaplanmistir. Konkanavalin
A molekiiliintin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi amaciyla ayn1 giin igerisinde pes
pese 4 tekrarli analizler gergeklestirilmistir. Ayrica farkli zamanlardaki biyosensor
kullanilabilirligini test etmek amaciyla 1., 2., 4. ve 6. aylarda kinetik analizler
gerceklestirilmistir. Hazirlanan Konkanavalin @ A baskilanmigs SPR  biyosensdriin
Konkanavalin A tayini i¢in hassas, hizli, uzun 6miirlii ve maliyetli bir teknik oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler Baskilanmis Polimerler, Yiizey Plazmon Rezonans

Biyosensor, Konkanavalin A
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Within the scope of this thesis, a Concanavalin A imprinted surface plasmon resonance
(SPR) biosensor was prepared for the determination of Concanavalin A. At the beginning,
the surface of the SPR biosensor chip was modified using allyl mercaptan. Then, a pre-
polymerization complex was generated utilizing N-methacryloyl-(L)-histidine methyl
ester (MAH) monomer in various molar ratios with the Concanavalin A template
molecule. The pre-complex, HEMA as the functional monomer, was added to the
polymer mixture prepared using EGDMA as the crosslinker and polymerized using UV
light on the surface of the SPR chip in the presence of the AIBN initiator. The same
methods were repeated without utilizing the Concanavalin A template molecule as a
control, and a non-imprinted SPR biosensor based on Concanavalin A was created.
Atomic force microscopy (AFM), ellipsometry, and contact angle measurements were
used to characterize the manufactured SPR chips. pH scanning was used to establish the
optimal pH value for the Concanavalin A molecule using Concanavalin A solutions made
with pH 4, 5, 6, and 7.4 phosphate buffers and a Concanavalin A suppressed biosensor.
The sensorgrams obtained indicated that the proper pH for the Concanavalin A molecule



Is 7.4 phosphate buffer. The sensitivity of the SPR biosensor was then tested using kinetic
analysis with Concanavalin A solutions ranging from 0.01 to 50 ng/mL. The accuracy of
the imprinted biosensor created from sensorgrams derived from the measurement data
was 99 percent in the concentration range (0.01-5 ng/mL); it was measured with 96
percent accuracy in the concentration range (10-50 ng/mL). The limit of detection (LOD)
was determined to be 0.0038 ng/mL at the limit of quantification (LOQ) of 0.0011 ng/mL.
The binding kinetics of Concanavalin A were determined using solutions produced at
various concentrations. The Langmuir was proven to be the best appropriate adsorption
model for the developed biosensor. Selectivity researches were conducted using SPR
biosensors that were either suppressed or not suppressed with Concanavalin A, as well as
competing molecules such as bovine serum albumin (BSA) and myoglobin (Myg), which
have a similar molecular structure. Concanavalin A was isolated from soybean for use in
real sample studies. The kinetic analysis of samples made from the genuine sample was
carried out using the Concanavalin A suppressed SPR biosensor, and the quantity of
Concanavalin A and recovery were determined using the sensorgrams obtained. To
evaluate the Concanavalin A molecule's suitability for use in the artificial control plasma
environment, Kinetic analyses of Concanavalin A solutions prepared at various
concentrations in the artificial control plasma were performed using the suppressed SPR
biosensor, and the amount of Concanavalin A and recovery was calculated using the
sensorgrams obtained. Four sequential analyses were performed on the same day to
determine the reusability of the Concanavalin A molecule. Additionally, kinetic analyses
were conducted at 1, 2, 4, and 6 months to determine the biosensor's applicability at
various time points. Concanavalin in its prepared state A suppressed SPR biosensor has
been shown to be a sensitive, rapid, long-lasting, and cost-effective method for

determining Concanavalin A.

Keywords: Molecularly Imprinted Polymers, Surface Plasmon Resonance Biosensors,
Concanavalin A,
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1. GIRiS

Molekiiler baskilama teknolojisi (MIT) genellikle bir molekiiler kilit yapma yontemi
olarak tanimlanir. Bu teknik, sekil, boyut ve fonksiyonel gruplar acisindan sablon
molekiilii tamamlayici, 6zel baglanma bdlgelerine sahip, tamamlayict polimerler
olusturmay1 saglar. Tanima 6zgiilligli ve uygulama evrenselligi gibi benzersiz 6zellikler
sayesinde molekiiler baskilanmis polimerler genis bir uygulama yelpazesi bulmustur ve
biyolojik uygulamalar i¢in giin gectikge gelistirilmektedir [1]. Molekiiler baskilanmis
polimer sentez prosediirii dnemli bir siirectir ve ¢ok cesitli protokoller mevcuttur. Baski
icin kullanilan sablonlar aminoasitlerden bakterilere kadar degiskenlik gosterir. Diisiik
maliyet, hizli hazirlik, stabilite ve tekrarlanabilirlik en 6nemli avantajlarindan birkagidir
[2].

Biyosensor kelimesi Cammann ile ilk kez duyulmustur ve anlamlandirilmasi IUPAC ile
olusturulmustur. Biyosensorler, biyolojik bir bilgiyi elektrik sinyaline doniistiiren analitik
cihazlardir. Enzim bazli, doku bazli, immiinosensor, optik, termal ve piezoelektrik gibi
cesitli biyosensor tiirleri meveuttur [3]. Optik biyosensorler 1990’larin basindan beri
ticari olarak temin edilmekte ve yasam bilimlerindeki bir¢ok arastirmada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Optik biyosensorler, biyosensor yiizeyine bagh reseptorler ile ylizeyin
tizerindeki ¢ozelti igerisindeki ligandlar arasindaki etkilesimleri karakterize etmek i¢in
sonlimlii dalga olgusunu kullanir. En iyi bilinen optik biyosensorlerin ¢ogu yiizey
plazmon rezonansini kullanir. Burada, ylizeye immobilize edilmis reseptore baglanan
molekiiller yiizeye yakin bir ortamda kirtlma indisini degistirir. Bu degisiklik baglanan
analit miktarinin, reseptdre olan afinitesinin ve ayrilma kinetiginin ger¢ek zamanli olarak

izlenmesini miimkiin kilar [4].

Radyoaktif, kromojenik, floresan ve diger etiketler uzun siiredir immiinolojik testler ve
reseptor baglama calismalart dahil olmak {iizere biyomolekiiler etkilesimleri tespit
etmenin temelini saglamislardir. Fakat son on yilda etiketsiz biyosensor teknolojisinde
benzeri goriilmemis bir biiyiime olmustur. Bunlardan biri olan optik temelli yiizey
plazmon rezonans (SPR) biyosensdrler, biyomolekiiler etkilesimlerin ger¢ek zamanlt
izlenmesi i¢in en giiglii optik algilama platformu olarak ortaya ¢ikmistir. SPR, klinik
uygulanabilirligi de dahil olmak iizere birgok uygulama i¢in molekiiler etkilesimlerin
hizli ve rutin analizini miimkiin kilar. Kiigiik hacimlerde 6rneklem numunelerinin

kullanilabilmesi, sensor ¢iplerinin yeniden kullanilabilmesi, analizi yapilan numunenin



saflagtirllmasina gerek olmamasi gibi faydalarindan &tiirii maliyet agisindan da daha

avantajl bir uygulamadir [5].

Sunulan tez c¢alismast kapsaminda, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak
Konkanavalin A molekiiliinii tanima bolgelerine sahip optik temelli SPR biyosensor
hazirlanmistir. Bu kapsamda oncelikle yiizey plazmon temelli rezonans biyosensoriiniin
¢ip yiizeyi allil merkaptan ile modifiye edilmistir. Daha sonra Konkanavalin A (Con A)
baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR biyosensdrler hazirlanmis ve SPR
biyosensorlerinin karakterizasyon c¢alismalari gerceklestirilmistir. Konkanavalin A
baskilanmis SPR biyosensoriiniin farkli pH’larda fosfat tampon soliisyonu ile hazirlanmig
Konkanavalin A ¢ozeltilerindeki adsorpsiyonunun gézlenmesi igin SPR kinetik analizleri
gerceklestirilmistir. Ayrica farkli derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A ¢6zeltilerinin
baskilanmig SPR biyosensordeki adsorpsiyonunun gozlenmesi i¢in de SPR Kinetik
analizleri gergeklestirilmistir. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin secicilik
caligmalar i¢in farkli molar oranlarda sigir serum albiimin (BSA), Miyoglobulin (Myg)
ve Konkavalin A igeren ¢ozeltiler ile SPR kinetik analizler gergeklestirilmistir.
Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirliligi incelenmistir.
Baskilanmis SPR biyosensoriiniin, soya fasulyesinden (jack bean) 6ziitii elde edilip farkl
derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A ¢ozeltilerindeki adsorpsiyonunun gozlenmesi
icin SPR kinetik analizleri ger¢eklestirilmistir. Yapay kontrol plazma ortaminda farkli
derigimlerde hazirlanmis Konkanavalin A sulu ¢ozeltilerinin baskilanmis biyosensor ile

kinetik analizleri yapilarak geri kazanimi belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekiiler baskilama teknolojisi (MIT), dayanikli tanima materyalleri dizayn etmek i¢in
antikorlar ve biyolojik reseptorler gibi dogal tanima varliklarini taklit edebilen
uygulanabilir sentetik bir yaklasimdir [6,7]. Dogadaki tanimay1 taklit edebilen sentetik
malzemelerin olusturulmas1 son zamanlarda 6nemli g¢alisma alani olmustur. MIT,
aminoasitler ve proteinler [8,9], niikleotid tiirevleri [10], kirleticiler [11,12], ilaglar ve
yiyecekler [13,14] gibi hem kimyasal hem de biyolojik molekiilleri taniyabilen gelecekte
birgok alanda kullanilabilecek bir yontem olarak goériilmektedir. Molekiiler baskilama,
sensOr tasarimlarinda, tanima ve teshiste, c¢evre analizlerinde kullanilmakta ve

gelistirilmektedir.

Molekiiler baskilanmis polimer temel olarak bir analit ve fonksiyonel bir monomer
arasindaki kompleks olusumuna dayanmaktadir. Bir ¢apraz baglayict maddenin de olmasi
durumunda ii¢ boyutlu bir polimer ag olusturulur. Polimerizasyon isleminden sonra analit
(sablon) polimerden cikartilir. Sekil, boyut ve kimyasal 6zellikleri bakimindan analit ile
uyumlu bolgelere sahip bir molekiiler olarak baskilanmis polimer olusturulmus olur.
Genellikle analit ve polimer matriksi igerisindeki fonksiyonel gruplar arasindaki
molekiiler aras1 etkilesimler tanima ve baglanma olayini yonlendirir. Boylece elde edilen
molekiiler baskilanmis polimer segici olarak sablon molekiilii tanir ve baglanir.
Molekiiler baskili polimerlerin temel avantajlar1 hedef molekiile 6zgii afinite ve segicilik
gostermesidir. Baskilanmis polimerler proteinler, niikleik asitler gibi biyolojik sistemlerle
karsilastirildiginda daha yiiksek fiziksel dayanikliliga, yiiksek sicaklik ve basinca karsi
direnglilige, ¢oziiciilere kars1 stabiliteye sahiptir [15]. Ayrica, sentezlenmeleri daha ucuz,
saklanma Omiirleri ise yliksektir. Molekiiler baskilanmis polimerler, tanima kapasitelerini

koruyarak oda sicakliginda birkag y1l durabilirler.

2.1.1. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama teknigi en basit haliyle {i¢ ana adimdan meydana gelmektedir.



1) On-komplekslesme
Kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki kompleksin kovalent, kovalent

olmayan ya da yar1 kovalent etkilesimlerle olusumuna dayanmaktadir.

a) Kovalent Yaklasim:

Kovalent yaklagimda [16,17]; kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda iki yonli
bir kovalent baglanma meydana gelir. Capraz baglayici ile kopolimerizasyondan sonra
baskilanan molekiil yiiksek capraz bagli polimerden kimyasal olarak ayrilir. Bu metot
kovalent olmayan yaklasima gore daha homojen baglanma bdlgelerinin olusumunu
saglar. Yine de, polimer matriks igerisinden kalip molekiilii uzaklastirmak icin asit
hidrolizi gibi ek bir prosediire ihtiya¢ vardir [10]. Wulff ve arkadaslar1 kovalent baski
yontemiyle vinil fenil boranat gibi polimerize edilebilir bir fonksiyon iceren spesifik
seker ve aminoasit tiirevlerini molekiiler baskilanmis polimer olarak sentezlediler.
Polimerizasyondan sonra seker parcasini hidrolize ettiler ve polimeri segici baglanma igin
kullandilar. Sonug olarak kovalent baskilama igin ¢apraz baglayicinin maksimizasyonu

ile molekiiler baskilanmis polimerin seciciliginin arttigini gézlemlemislerdir.
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Sekil 2.1. Kovalent baskilama yonteminin sematik gosterimi



Avantajlar::
- Fonksiyonel monomer ile sablon molekiil arasindaki etkilesim ¢ok kararhidir.
- Kararl bir yapida oldugu i¢in sicaklik, pH ve polar c¢oziiciiler gibi dis etkenler
istenilen sekilde ayarlanabilir.
- Yapisal olarak homojen baglanma bdlgeleri dagilimi olur.
- Yiksek segici baglanma bolgeleri vardir.

- Fonksiyonel monomer kalintilar1 kalip ile iligkili bolgelerde konumlanir.

Dezavantajlari:
- Polimerizasyon asamasindan sonra kalip molekiiliin uzaklastirilmast ic¢in ek
prosediirlere ihtiyac vardir.
- Kovalent bag olusumundan 6tiirii baglanma kinetigi ¢ok yavastir.

- Sentez yontemi ekonomik degildir [18].

b) Kovalent Olmayan Yaklasim:

Bu yontem kolayligi sebebiyle molekiiler baskilanmis polimer hazirlamak igin en ¢ok
kullanilalardandir. Kovalent olmayan yaklasimda [17,19]; polimerizasyondan once
monomer ve kalip molekiil arasinda zayif etkilesimlerin olusumu s6z konusudur. Bu
etkilesimler; hidrojen baglari, dipol-dipol etkilesimleri, iyon ¢iftleri, van der waals
kuvvetleridir. Kovalent olmayan protokol kullanilarak baglanma bdlgelerine daha fazla
islevsellik eklenebilir [20]. Ayrica, kovalent olmayan yaklasimlar, dogada gozlemlenen

tanima modeline ¢ok benzemektedir [10].
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Sekil 2.2. Kovalent olmayan baskilama yonteminin sematik gosterimi

Avantajlari:
- Kovalent olmayan yaklasim, nispeten daha basit deneysel adimlara sahiptir ve bu
sebeple daha hizlidir.
- Kalip molekiiliin uzaklastirilmasi daha kolaydir.

- Daha yiiksek afiniteye sahip baglanma bdlgeleri olusur.

Dezavantajlan:
- Polimerizasyon kosullart sinirhdir.
- Fonksiyonel monomerlerin ¢ok kullanilmasi spesifik olmayan baglanma
bolgelerinin olusumuna neden olabilir.

- Etkilesimler daha hizlidir fakat segiciligi daha azdir [18].

) Yari-Kovalent Yaklasim:

Bu yaklagim ise; metotlarin bir melezidir. Polimerizasyondan 6nce kalip molekiil ve
monomer arasinda kovalent baglar olusur. Kalip molekiil polimer matriksinden
uzaklastirildiktan sonra, analitin baskilanmis polimere yeniden baglanmasi kovalent
olmayan etkilesimler ile olur. Genel olarak yar1 kovalent yaklasimla elde edilen MIP’ler
kovalent olmayan polimerlere kiyasla daha homojen baglanma bolgeleri ve daha ytiksek

baglanma kapasitesine sahiptir [10].



Avantajlari:
- Spesifik olmayan baglanmalar diisiiktiir.

- Hizli yeniden baglanma kinetigine sahiptir.

Dezavantajlar:
- Ek sentez basamagi gerekir. Bunlar; monomer ve kalip kompleksi arasindaki
kovalent baglarin olusumu ve ardindan polimer ve kalip arasindaki baglarin

polimerizasyon adimindan sonra ayrilmasidir.

2) Polimerizasyon

Bu asamada, ortamda bir ¢apraz baglayici maddenin de olmasiyla {i¢ boyutlu bir polimer
ag [21] olusturulur. Cogu MIP serbest radikal polimerizasyonu kullanilarak vinil/akrilik
monomerlerin ¢apraz baglayici bir ajan ile kullanilmasiyla elde edilen yiiksek diizeyde
capraz bagli organik polimerlere dayanir. Serbest radikal polimerizasyonu MIP elde
etmede en ¢ok kullanilan sentetik metotdur. Genellikle hafif reaksiyon kosullar1 altinda
(6r: ortam sicaklig1 ve atmosfer basinci) yigin ya da ¢ozelti halinde gergeklestirilir ve
monomerlerdeki fonksiyonel gruplara ve sistemdeki safsizliklara (6r: su) toleransl bir
sistemdir. Farkli kimyasal yapidaki bir¢ok baslatict serbest radikal polimerizasyonunda
kullanilabilir [10].

3) Kalip molekiiliin uzaklastirilmasi

Polimerizasyon prosesinden sonra, kalip molekiil polimer agindan ¢ikartilir ve 6zel
taniyic1 bolgelere sahip polimer matriks olusturulur. Molekiiler tanimay1, kalip molekiil
ve fonksiyonel gruplar arasindaki hidrojen baglari, dipol-dipol gibi molekiiler arasi
etkilesimler yonlendirir. Boylece, elde edilen polimer segici olarak sadece kalip molekiilii

tanir ve baglanir. (Sekil 2.3.)



. g -

b () Kovalent olmayan 4
d modifikasyon b () d

= = 'm Capraz baglayici ile
polimerizasyon.
————

e _—
. Kovalent a S\ =
modifikasyon
a L
(M) V4
Kalip molekiil = =
dd
Ligan: egisim
£: BIg Kalip molekiiliin
uzaklastinlmasi
Ayrilma
—_—
-—
Birlesme

Sekil 2.3. Molekiiler baskilama tekniginin gosterimi [22]

2.1.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Bilesenleri

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi, kalip molekiil ile fonksiyonel monomerin
komplekslesmesi, ardindan bu monomerlerin bir ¢apraz baglayici ve baslatict yardimiyla
kalip molekiil etrafinda polimerizasyonunu igerir. Polimerizasyondan sonra kalip
molekiil ve monomerler arasindaki etkilesimi bozmak i¢in bir ¢oziicliyle yikama islemi
gerekir. Boylece boyut, sekil bakimindaki kalip molekiilii tamamlayict baglanma
bolgeleri olan bosluklar meydana gelir. Bu sebeple, MIP’1 olusturan kimyasal reaktiflerin

se¢imi olduk¢a mantikli olmalidir [11].

2.1.2.1. Kalip Molekiil

Tiim molekiiler baski proseslerinde kalip molekiil, fonksiyonel monomerlere bagh
gruplarin organizasyonunu yonetmesi a¢isindan merkezi bir 6neme sahiptir. Her molekiil
bu proses i¢in bircok nedenden oOtiirii tam uygun degildir. Serbest radikal
polimerizasyonuna uyum goéstermesi igin polimerizasyon kosullari altinda inert olmalidir.
Bu nedenle eger kalip molekiil reaksiyonlara katilirsa veya herhangi bir nedenden 6tiirii
stabil olmazsa alternatif baski stratejilerinin arastirilmasi gerekebilir. Bu nedenlerden

otiirii kalip molekiile sorulmasi gereken sorular sunlardir.



1) Kalip molekiil polimerize oluyor mu?

2) Kalip molekiil serbest radikal polimerizasyonunu inhibe edici veya geciktirici bir
potansiyel tasityor mu? (6r: Tiyol grup)

3) Kalip molekiil yiiksek sicakliklarda veya UV 1sinina maruz kaldiginda stabil
olacak m1? (6r: Kimyasal baslatic1 olarak AIBN kullaniliyor ise; yaklasik 60°C
sicaklikta stabil olmalidir) [20].

2.1.2.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerin dikkatli se¢cimi kalip molekiil ve substratlar ile tamamlayic1 bir
etkilesim saglamak i¢in 6nemli noktalardan birisidir. Kovalent baskilama ig¢in, kalip
molekiiliin, fonksiyonel monomer oranina gore degistirilmesine gerek yoktur ¢iinkii kalip
molekiil kovalent olarak baglanabilir fonksiyonel monomerin sayisint belirler.
Fonksiyonel monomer sitokiyometrik oranda baglanir. Kovalent olmayan baskilama igin,
optimal kalip molekiil monomer orani, artan kalip molekiil ile birka¢ polimerin

degerlendirilmesiyle ampirik olarak elde edilir [23].
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Sekil 2.4. Molekiiler baskilama i¢in kullanilan yaygin monomerler. (A) Kovalent. (1) 4-
Vinil benzen borik asit; (2) 4-vinil benzaldehit; (3) 4-vinil anilin; (4) tert-biitil p-vinil
fenil karbonat (B) Kovalent olmayan. (5) akrilik asit (AA); (6) metakrilik asit (MAA);
(7) 3-florametil akrilik asit (TFMAA); (8) metil metakrilat (MMA); (9) p-vinil benzoik
asit [1]



2.1.2.3. Capraz Baglayicilar

Segicilik, baskilt polimerin sentezinde kullanilan ¢apraz baglayici ajanin tiiriinden ve
miktarindan ¢ok etkilenmektedir. Capraz baglayicinin ii¢ temel gorevi mevcuttur.
Birincisi, ¢apraz baglayici ister jel tipi, makro gézenekli ya da mikrojel tozu olsun polimer
matrisinin morfolojisini kontrol etmede Onemlidir. Baglanma bdlgesinin stabilize
edilmesine hizmet eder. Polimer matrisine mekanik stabilite kazandirir. Bu sebeple,
gozenek yapisi degisken olmayan ve yeterli mekanik stabiliteye sahip polimerik {irtinler
olusturabilmek i¢in genellikle ¢apraz baglayici orani iist seviyelerde tutulur. Dolayisiyla
bu oran tanima bdlgelerin stabilitesini korumaya yetecek kadar yiiksek olmalidir.
Genellikle ¢apraz baglayict orant %80 olan polimerler siklikla kullanilir. Molekiiler
baskilamaya uyumlu oldukc¢a fazla ¢apraz baglayicit bilinmektedir ve birkagi kalip
molekiil ile es zamanl olarak kompleks olusturabilir. Bu sebeple fonksiyonel monomer

olarak olarak davranir [20].
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Sekil 2.5. Molekiiler baskilama i¢in kullanilan yaygin ¢apraz baglayicilar. (A) Kovalent
(B) Kovalent olmayan. (1) (37) trialil izosiyaniirat (TAIC); bis- (1-(tert)-biitil peroksi)-1-
metiletil)-benzen (BIPB); dikumil peroksit (B) Kovalent olmayan. (4) etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA); (5) N,N’ -metilendiakrilamit (MBAA); (42) divinilbenzen
(DVB); (43) 1,3-diizopropenil benzen; (44) N,N’ -1,4-fenilendiakrilamin; (45) 2,6-
bisakrilamidopiridin; (46) N,O- bisakriloil-fenilalaninol [1]
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2.1.2.4. Coziiciiler

Biiyiiyen polimerlerin polimerizasyon ortamindaki ¢oziiniirliigii, polimerin ¢okelip
¢okelmeyecegini veya ¢ozliinmiis halde kalip kalmayacagini belirler. Bu 6zellik, mikro
yapiyl yani ¢apraz baglanma noktalarinin homojen dagilimini ve molekiiler baskili
polimerin makroskobik goériiniimiinii belirler. Coziiciiniin hacmi, biiyiimenin boyutunu
ayarlamak i¢in degistirilebilir. Coziicli, polimerizasyonun tiim bilesenlerini tek fazda bir
araya getirmeye yarar ve sentezlenen materyalin dokusunu (gézenek boyutu dagilimi) ve
fiziksel formunu belirler. Kovalent olmayan baskilamada segilen porojen, on
polimerizasyon karisimindaki kalip molekiil ve monomer kompleksinin kararliligini
giiclii bir sekilde etkiler. Organik ¢oziiciilerin baz1 6zellikleri (6r: polarite, dielektrik
sabiti) molekiiler baskilamada biiyiik etkiye sahiptir. Bu baglamda, toluen ve kloroform
gibi aprotik ve apolar organik ¢oziiciiler hidrojen baglar1 [24,25] gibi kovalent olmayan
etkilesimlerle monomer-kalip molekiil kompleksinin olusumunu destekler. Buna karst,
metanol ve su gibi olduk¢a polar protik ¢oziiciiler ise bu tiir etkilesimleri bozar.
Dolayisiyla, eger tanima hidrojen baglarina dayaniyorsa, baskilama verimi 6énemli bir
sekilde diiser. Buna karsin komplekslesme, hidrofobik kuvvetlere dayaniyorsa polar

coziiciiler polimerizasyon i¢in dogru segenek olacaktir [26].

2.1.2.5. Baslaticilar

Cogu molekiiler baskilanmig polimer, serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlenir.
Islem 3 adimdan meydana gelir. Bunlar; baslama, biiyiime ve sonlanmadir. Birinci
asama, baglaticinin ayrilmasiyla bir radikal olusumudur. Baslatici konsantrasyonun
artmasi, polimerizasyon hizini arttirir fakat daha diisitk molekiil agirlikli polimerlerin
olusumunu saglar. Serbest radikal polimerizasyonunda sik yer verilen baslaticilar azo ve
perokso bilesikleri, redoks sistemleri ve foto baslaticilardir [27].

Azo bagslaticilardan serbest radikallerin tiretimi, bilesigin maksimum absorpsiyon dalga
boyunda UV 1smiyla ya da ayrisma saglayan bir sicaklikta 1sitilarak gerceklestirilebilir.
En c¢ok kullamilan azo baglaticilar izobiitironitril (AIBN)’dir. Organik peroksit
bilesiklerden hidroperoksitler, dialkilperoksitler ve peresterler suda ¢oziiniir olmalari

avantajiyla serbest radikal polimerizasyonu igin uygundur [28].
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Sekil 2.6. Molekiiler baskilama igin kullanilan yaygin baslaticilar [20].

2.1.2.6. Polimerizasyon Kosullar:

Cesitli caligmalar, MIP sentezi i¢in daha diisiik sicakliklarda yapilan polimerizasyonun,
daha yiiksek sicakliklarda yapilan polimerizasyona gore daha yiiksek segici polimerler
olustugunu gdstermistir. Polimerizasyon sicaklig1 i¢in cogunlukla 60 °C kullanilir. Ayrica
polimerizasyon reaksiyonunun baslamasi ¢ok hizli ise kontrol etmesi daha zor olur. Bu
da molekiiler baskili polimerlerin diisiik tekrarlanabilirligi ile sonu¢lanir. Bu nedenle
daha tekrarlanabilir bir polimerizasyon elde etmek i¢in daha uzun bir reaksiyon siiresine
sahip olmali ve nispeten diistik sicakliklar tercih edilmelidir. Komplekslesmenin hidrojen
bagiyla yiiriitiildiigii durumlarda daha diisiik polimerizasyon sicakliklari tercih edilir ve
diisiik sicakliklarda verimli bir sekilde calisabildikleri i¢in fotokimyasal olarak aktif
baslaticilar tercih edilebilir. Termal olarak polimerize edilmis polimerlerin, daha disiik
sicakliklarda polimerize edilmis polimerlere kiyasla seciciliklerinin azalmasinin nedeni
de Le Chatelier ilkesine dayandirilir. Bu ilke, daha disiik sicakliklarin 6n-polimer
kompleksini karmasik bir olusuma siiriikleyecegi ve boylece olusan baglanma yerlerinin

sayisini ve kalitesini artiracagi yoniindedir [20].
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2.1.3. Molekiiler Baskilama Teknikleri

Molekiiler baskili polimerler, fonksiyonel monomer ve kalip molekiil arasinda
gerceklesen etkilesimlerle olusan yapmin ¢apraz baglt bir monomer ile
kopolimerizasyonu ile hazirlanir. Kalip molekiil polimerizasyon sonrasi baskilanmis
malzemeden c¢ikartildiginda sekil, boyut ve kimyasal islevsellik bakimindan kalip
molekiilii tamamlayict belirli bosluklar kalir [22]. Molekiiler baskili polimerler
saflastirma, izolasyon, kiral ayirma, kataliz ve biyosensorler gibi birgok uygulamada
basarili bir sekilde kullanilmaktadir [29]. Baskili molekiillerin biyosensor yiizeyine
basilmasi igin bircok molekiiler baskilama yontemi vardir. Bunlar ii¢ ana kategoride

toplanabilir.

1) Yigin Baskilama
2) Yiizey Baskilama
3) Epitop Baskilama

2.1.3.1. Y1gin Baskilama

Yigin baskilamada kalip molekiil, polimer matriksine bir biitiin olarak basilir ve
polimerizasyondan sonra molekiiler baskili malzemeden tamamen ¢ikarilmasi gerekir.
Bir sonraki adimda, polimerden kii¢iik parcalar olusturmak i¢cin mekanik olarak ezilir ve
parcalar fraksiyonlanir. Bu sekilde, kalip molekiile 6zgii, segici pargalar elde edilir
[30,31].

Proteinlerin kalip olarak kullanilmas1 diger metotlara gore Ozellikle sensor
uygulamalarinda avantajlidir [32,33]. Kalip molekiil tiimiiyle baskilandigi i¢in, hedef
yapiyla tamamen uyum igerisinde olacaktir ama biiyiik yapilarin olmasi durumunda bu
metodun bazi dezavantajlar1 vardir. Clinkii polimerizasyon prosesi boyunca proteinin
yapisal stabilitesini korumasi olduk¢a zordur. Dahasi, kalip molekiiliin boyutuna baglh
olarak bliyiik baskili alanlar olustugunda, bu bosluklar kii¢iik ¢capraz reaktivite ve diisiik
secicilikte polipeptitler i¢in de ¢ekici hale gelmektedir [34]. Y1gin polimerizasyonundaki
kalin yap1 nedeniyle, kalip molekiil polimer matriksinde ¢ok derinlere gomiilebilir bu da
erisilebilirligin diismesine ve uzun yanit siirelerine sebep olur. Bu sinirlamalarin

tistesinden gelebilmek i¢in yiizey ve epitop gibi farkli baski teknikleri gelistirilmistir [29].
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2.1.3.2. Yiizey Baskilama

Yiizey baskilamada, bir substratin yiizeyinde yiiksek tanima bolgeleri olusturulur [35].
Bu boélgeler uygun baglanma kinetikleri ile daha kolay erisilebilir olmaktadir. Kalip
molekiil ve polimer etkilesimleri y1gin baskilamada oldugu gibi sinirli degildir [36,37].
Bu yiizden, o6zellikle proteinlerin baskilanmasi dahil en popiiler ve uygulanabilir
yontemdir. Yiizey baskilamada diger yontemlere kiyasla daha az kalip molekiil kullanilir
¢linkii kalip molekiil sadece yiizeyi kaplama asamasinda kullanilir [38]. Bu yontemin ana
dezavantaji ise, baskili bolgelerin azligindan dolayr daha diisiik hassasiyete sahip
olmasidir [39]. Yiizey baskili polimerler, hiicreler, mikroorganizmalar ve proteinler dahil

bir¢ok farkli tiirde analit igin genis ¢apli kullanilmaktadir [29].

2.1.3.3. Epitop Baskilama

Rachkov ve Minoura tiim molekiiliin bir sablon olarak kullanilmasi i¢in alternatif bir
metot 6nerdi. Bu yontemde, hedef proteinin terminal zincirlerinden biriyle ayn1 diziye
sahip olan bir alan sablon olarak kullanilir. Bu epitop yaklasiminda peptit epitopu
monomerlerin polimerize edildigi cam-silikon bir yiizeye kovalent olarak baglanir. Bu
yolla, hedef molekiil ile cam-silikon yiizeyinin de ¢ikarilmasiyla molekiiler baskilanmig
bir film {retilir. Epitop baskilama yaklagiminda, bir makro molekiiliin kiigiik bir kismi
kullanilarak daha spesifik ve giiclii etkilesimler elde edilir. Bu nedenle, spesifik olmayan
baglanma en aza indirilebilir ve afinite gelistirilebilir. Proteinlerin ‘C terminali’
baskilama islemi i¢in epitop olarak segilir ¢iinkii bu bolgeler genellikle post-translasyonel
degisikliklere daha az egilimlidir. Nishino ve digerlerine gore [40] 6zgiin bir tanima
olusturmak i¢in gereken minimum peptit uzunlugu yaklasik 9 aminoasit kadar olmalidir.
Kisa epitoplar daha kompleks ikincil ve tigiinciil yapilar yerine peptidin birincil yapisin
hedefler. Bu nedenle, bu yaklasim sadece genomik bilgiye gore hedef proteinlerin

yakalanmasi i¢in umut vericidir.

2.2. Biyosensorler

Biyosensorler glinlimiizde birgok hastaligin tan1 ve tedavisinde, ¢evresel goriintiilemede,
gida kontrolii, ila¢ kesfi, adli tip ve biyomedikal arastirmalar gibi ¢ok ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Biyosensorler, bir analitin konsantrasyonu ile orantili sinyaller lireterek

biyolojik ve kimyasal reaksiyonlari 6lgen bir cihazdir. Hastalik goriintiilemede, ilag
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kesfinde ve kirleticilerin tespitinde, hastaliga neden olan mikroorganizmalar ve viicut
stvilarindan (kan, tlikiiriik, idrar vb.) hastalik belirteclerinin tayininde kullanilmaktadir.
Biyosensorler analit, biyoreseptor, donistiiriicii, elektronikler ve goriintiilemeden

olusmaktadir.

Analit, tespit edilmesi istenen ilgi ¢ekici bir maddedir. Analiti 6zel olarak taniyan bir
molekiil ise biyoreseptdr olarak kullanilir. Enzimler, hiicreler, antikorlar, nanopartikiiller
biyoreseptdrlerden birkagidir. Doniistiiriicli ise; sinyali isleyen ve goriintiileme i¢in
hazirlayan  parcasidir.  Sinyallerin  analogtan  dijitale  dondstiiriilmesini  ve
amplifikasyonunu saglayan karisik devrelerden olusan bir pargadir. islenen sinyaller daha

sonra sensoriin goriintiileme birimi tarafindan 6lgiilir [41].

Sekil 2.7. Biyosensoriin sematik gosterimi [42]

2.2.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler genellikle tanima elemanina ve donistiiriiciilerine gore iki sinifa
ayrilmaktadir.
Biyoreseptorlerine gore siniflandirildiginda

- Enzimler

- Antikorlar

" - Niikleik asitler

- Hicreler
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Dontistiirtictilerine gore siniflandirmada ise;
- Elektrokimyasal
- Optik
- Kiitle esasli (piezoelektrik)
- Termal olarak siiflandirilir. [43]

2.2.1.1. Biyoreseptorler
2.2.1.1.1.Enzimler

Enzim kullanilan biyosensdrlerde, hedef molekiile 6zgii ve iiriin olusumunu direkt olarak
katalizleyen enzimler kullanilir. Piyasada bulunan en basarili biyosensorler ise; glukoz
oksidaz ve glukoz dehidrojenaz kullanan kandaki glikoz tayini igin gelistirilen
biyosensorlerdir. Enzim bazli biyosensorlerin performansini etkilen birgok faktor vardir.
Bunlar; enzimin yiiklenmesi, uygun bir pH, sicaklik ve bazi durumlarda bir kofaktor
enzimin yeteneklerini korumaya yardimer olur. Bir diger faktor de, enzimi tutmak igin
kullanilan immobilizasyon yonteminin tiirii ve sensor lizerindeki enzim katmaninin

kalinligidir [43].

2.2.1.1.2. Antikorlar

Bir antikor, yiizlerce ayr1 dizide diizenlenmis yiizlerce ayr1 amino asitten olusan karmasik
bir biyomolekiildiir. Antijene 6zgli bir antikor, oldukca benzersiz bir sekilde antijene
uyar. Antikorlarin bu essiz 6zelligi, ilgili analitin sadece antikor baglanma bolgesine
uydugu immiino biyosensorlerdeki yararliliklart agisindan 6nemlidir [44]. Biyomolekiiler
etkilesimler, olusturulan test formatina gore iki kategoriye ayrilir. Birinci kategori
dogrudan formattir. Bu formatta immobilize edilmis hedef molekiil ve ligand arasindaki
iliskiye ya da immobilize edilmis ligandin hedef molekiil ile dogrudan etkilesimine
dayanir. Immiino sensérler icin, yerinde inkiibasyon ve ardindan floresan bir analitin
dogrudan Olgiimiinti igerir. Floresan olmayan analit sistemleri igin ise; Yyerinde

inkiibasyonun ardindan florofor etiketli ikinci bir antikorun gelistirilmesi izler [43].

2.2.1.1.3. Niikleik asitler

Bir diger biyotanima mekanizmasi ise; genetigin yap: taslari olan DNA ve RNA‘nin

hibridizasyonunu igerir. Son on yilda niikleik asitler, biyoreseptorler ve biyocip
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teknolojisine artan bir ilgi olmustur. DNA molekiiliiniin belirli bir boliimiinii olusturan
bazlarin sekansi biliniyorsa, tamamlayici bir sekans sentezlenebilir ve optik olarak
saptanabilir bir sekilde etiketlenebilir. Cift sarmalli bir DNA’y1 tek sarmala indirgeyip
daha sonra tamamlayici yap1 eklenir ve etiketli sekans hedef molekiil tizerine hibridize

olmus olur [44].

2.2.1.1.4. Hiicreler

Bu biyoreseptorler ya hiicre/mikroorganizma ya da spesifik hiicresel bir tiire baglanma
yetenegine sahip reseptorlerdir. Bu reseptor sinifinin kullanilmasindaki en biiytik
avantajlardan biri sinyal amplifikasyonu nedeniyle ¢ok diisiik seviyede tespit limitine
sahip olmasidir. Bu tip biyoreseptorlerle gelistirilen bir¢ok biyosensor, katalitik ya da
psodo-katalitik ozelliklere dayanir. Mikrobiyal biyosensorlerde canli ve cansiz
mikrobiyal hiicreler kullanilir. Canli hiicreler, hiicrenin solunum ve metabolik
fonksiyonlarmi kullanir ve bdylece analit bu iglemlerin bir inhibitorii ya da substrati
olarak izlenebilir. Bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmalar, toksisite gostergesi
olarak veya belirli maddelerin Ol¢iimii i¢cin kullamilmistir. Bitki dokular1 ise sahip
olduklar1 enzimatik yollarin bir sonucu olarak etkili katalizor olduklar: i¢in bitki bazli

biyosensorlerde kullanilir [44].

2.2.1.2. Doniistiiriiciiler

2.2.1.2.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler kendi kendilerine yetebilen o6zel cihazlardir.
Elektrokimyasal bir doniistiiriici elemaniyla, biyolojik tanima bilesenini de kullanarak
niceliksel ya da yari-niceliksel analit bilgileri saglar. Elektrokimyasal doniistiiriiciilerin
yuksek hassasiyet, kullanim ve yapim kolayligi, tasiabilirlik, diisiik maliyet gibi bir¢cok
avantaji vardir. Reaksiyon hacminden bagimsizdir ve bu yiizden ¢ok kii¢iik hacimli
numuneleri bile 6lgebilir. Sensor alt tabakasi ¢alisma, referans ve karsi bir elektrot igerir.
Klasik enzim elektrotlarindan ¢ok islevli minyatiir enzim sensorlerine ve basit mikrobiyal
elektrotlardan ultra hassas immiino sensorlere kadar bir¢ok evrim gegirmistir.
Giliniimiizde elektrokimyasal sensorlerin ¢ogu, elektron tiiketen ve elektrokimyasal
dedektor tarafindan analiz edilebilen sinyalleri algilayan enzimatik katalitik reaksiyonlara

baghdir. Bir sinyali elektrokimyasal olarak tespit etmek icin ¢esitli izleme teknikleri
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vardir. Bunlar; oOlgiilebilir bir yiik birikimi olusturmak veya potansiyeli olusturma,
empedansi 6l¢me, ortamin iletken 6zelliklerini farkl elektrotlar arasinda degistirme veya
akimdaki degisiklikleri 6l¢gmektir. Bu algilama mekanizmalarina gére potansiyometrik,

empedimetrik, kondiiktometrik ve amperometrik biyosensorler vardir [45].

2.2.1.2.2. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler yiiksek hassasiyetleri ve sezgisellikleri nedeniyle en umut verici
sensorler olarak kabul edilir. Biyomolekiillerin etkilesimini ger¢ek zamanli olarak ve
yerinde tespit etmek i¢in gelistirilen bu teknik, biyomolekiillerin immobilize edilmis
reseptorlere baglanmasindan sonra optik 6zelliklerde degisiklige neden olmustur. Optik
biyosensorler kullanimlarina gore yiizey plazmon rezonansi (SPR), Raman ve Fourier

dontisiim kizilotesi spektroskopisi ve floresans olarak ikiye ayrilmaktadir.

2.2.1.2.3. Kiitle Esash (piezoelektrik) Biyosensorler

Kiitle tabanli biyo algilamada, analitlerin taninmasi icin, piezoelektrik sensorler, kuvars
kristal mikro terazisi (QCM) ve yiizey akustik dalgas1 gibi farkli sensor tiirlerine karsilik
gelen bir degisiklikle belirlenen kiitle degisikliklerinden yararlanilan birg¢ok kiitle tabanli
biyosensor uygulamalar1 bulunmaktadir. Piezoelektrik biyosensorler, belirli  bir
frekanstaki salinimli elektrik sinyaliyle birlestirilmis belirli bir frekansta bir titresim
tiretir, boylece salinim frekansi, kristalin kiitlesinin neden oldugu uygulanan elektrik
frekansina biiylik Olclide bagimhidir. Biyo tanimadan kaynaklanan kiitle degisimi,
kristallerin salimim frekansinda degisiklige yol acar. Elektrik sinyalinin karsilik gelen
varyasyonuna gore kiitle farki degerlendirilebilir. Piezokristallerde piezoelektrik etki,
kristalin malzemelerdeki tersine donme simetrisinden degil, kristaldeki mekanik
kuvvetler ile elektriksel durum arasindaki etkilesimden kaynaklanir. Bununla birlikte,
ikinci bir olgu da asimetrik bir yiikk ortaminda Orgii noktasinda iyonlar tarafindan
indiiklenebilir. Ek olarak, mekanik kuvvet etkisi ile elektrik durumu arasindaki gecis
tersine cevrilebilir bir siirectir. Bu durumda dogrudan piezoelektrik iireten malzemeler

ayn1 zamanda ters piezoelektrik de iiretecektir [45].

2.2.1.2.4. Termal Biyosensorler

Termal biyosensorler, biyolojik reaksiyonlarin temel Ozelliklerinden olan

(endotermik/ekzotermik) reaksiyon sirasinda absorplanan ya da salinan 1s1 enerjisinin
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Olciimiine dayanir. Kalorimetrik tabanli biyosensorler, ¢oziinmiis durumdaki
biyomolekiilin yapisal dinamiklerini ya da reaksiyonun kapsamini (katalizor igin)
hesaplamak i¢in direkt olarak 1s1 degisimini Olger. Kalorimetrik cihazlar, deneysel
prosediirlerin uzunlugu, sicaklik o6l¢iimlerindeki spesifik ve spesifik olmayan 1s1
degisimlerini ayiramamasi sebebiyle sinirli kullanilmaktadir. Fakat son zamanlarda,
mikrolektromekanik sistemlerin (MEMS) termal sensorlerde kullanilmasi ile yiiksek

hassasiyet, diisiik 6l¢tim siiresi ve gii¢ tiiketimine sahip biyosensorler gelistirilmistir [46].

2.3. Yiizey Plazmon Rezonans

Yiizey plazmonlarn ilk olarak Robert W. Wood tarafindan 1902 yilinda kesfedilmistir
[47]. Calismasinda ise; polarize bir 15181 bir kirinim diizenleyici yiizeyinden aynaya
yansitmistir ve ayna yiizeyinde karanlik ve aydinlik bantlar oldugunu fark etmistir. Lord
Rayleigh ve Fano’da fikrin gelisimine fayda saglamislardir. Fakat bu plazmon olgusunun
tam anlasilmast 1968’li yillara kadar siirmiistiir. 1980’lerde biyolojik ve kimyasal
etkilesimleri incelemek igin SPR ve iliskili teknikler kullanildi [48]. SPR olgusu
kullanilarak gelistirilen ilk sensor ise Liedberg ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Artik
SPR biyosensorleri molekiiler etkilesimleri 6l¢mek i¢in yerlesik bir yontem haline geldi.
SPR tabanli cihazlar etiketleme gereksinimleri olmaksizin ger¢ek zamanli olarak
biyomolekiiler etkilesimin analizine izin verir. Bunlar antikor-antijen, ligand-reseptor,
protein-niikleik asit gibi etkilesimleri igerir [49-51] SPR tabanli biyosensorler birgok
kalitatif ve kantitatif uygulamalar i¢in kullanilir. Kantitatif uygulamalar igerisinde;
reaksiyon kinetigi (ka, Kq) ve afinite sabitleri, molekiiler etkilesimler i¢in denge sabitleri
(kq), termodinamikleri, sitokiyometri ve ligand-reseptor arasindaki iliski mekanizmasini
belirlemek icin kullanilabilir. Kalitatif uygulamalar arasinda ise; kii¢iik molekiil ve ilag
taramasi, epitop haritalama, 6zgiilliik analizi ve kiiciik 6l¢ekli afinite akis saflagtirmasi
vardir [52]. Yiizey plazmon rezonans tabanli optik biyosensorler artik ¢ok cesitli
makromolekiiler etkilesimlerin kinetigini, yiiksek ve diislik afiniteli kiigiik molekiil

etkilesimlerini tanimlamak i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

SPR teknigi genel olarak, metalik bir film {izerindeki yiizey plazmonlarinin fotonlar
tarafindan uyarilmasi ve boylece bir fotonun bir yiizey plazmonuna doniistiiriilmesine
dayanmaktadir. Gelen 151k genellikle metalik filmin zit tarafinda bulunur ¢iinkii fotonlar

carptig1 ylizeydeki yiizey plazmonlarini uyaramazlar. Fotonlar metalik filme gecici bir
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151k alani olustururlar. Normalde bu alandan foton tasinmasi gergeklesmez ancak belirli
bir agida gelen fotonlar alandan gegebilir ve metalik filmin adsorbat tarafindaki yiizey
plazmonlarini uyarabilir. Bir plazmon uyarildiginda bir foton, belirli bir agida yansiyan
1s1kta bir diisiis olusturarak kaybolur. Immobilize edilmis hedefe herhangi bir baglanma
olursa kirilma indisi degisir ve bu da SPR agisinda degismeye yol acar. Yansitilan 151831n
yogunlugundaki degisimler ger¢ek zamanli olarak izlenir. SPR sinyalinin degisim hizlari,
reaksiyonun birlesme ve ayrilma fazlar1 i¢in goriiniir hiz sabitleri verecek sekilde analiz
edilebilir. Bu degerlerin oran1 denge sabitini verir. SPR sinyalindeki degisimin boyutu,

immobilize edilen kiitle ile de dogru orantilidir [53].

2.3.1. Yiizey Plazmon Rezonans Teorisi

Bir ylizey plazmon dalgas1 (SPW), dielektrik ve metal arasindaki sinir boyunca yayilan
ve yari-serbest elektron plazmasi gibi davranan elektromanyetik bir dalgadir. Yiizey
plazmon dalgasi enine manyetik (TM) bir dalgadir. Transvers manyetik dalga olarak da
adlandirilan bu dalgay1 sadece p-polarize 1sik olusturur. Bunun sebebi, metal yiizeyine
uygun ve sadece metal yiizeyinde bir elektrik alan vektor salinimina sahip olmasindandir.
Yayilma sabiti ve elektromanyetik alan dagilimi ile karakterize edilir. Bir yiizey plazmon
dalgasinin yayilma sabiti (Ksp) asagidaki sekilde ifade edilir. Burada ‘@’ salinim frekansi,
‘¢’ 151k hizidir. € ve Em sirasiyla dielektrik ve metalin dielektrik sabitidir. Bu denklem,
Em negatifse ve mutlak degeri €’ den kiiciikse bir ylizey plazmon dalgasini tanimlar. Bu

durum, birgok altinin kullanildigi SPR biyosensoérlerde uygulanmistir [54].

K _w Em &
sp—
C Emt & (2.1)

Gelen 151811 bir bilesenine ait dalga vektorii ise asagidaki sekilde ifade edilir. Burada ‘np’

prizmanin kirinim agisi, ‘O’ ise 15181n metal ylizeyine gelis agisidir.
(2.2)

K = an s ¢
c
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Teori, enerji yiiklii bir 151k fotonunun metalin yiizey elektronlarini indiiklemesiyle bir
enerji transferinin ger¢eklesmesine dayanir. Sadece rezonans agisinda bir enerji aktarimi
gergeklesir. Aktarilan enerji ise; metalin alt yilizeyinden yansiyan 1s1gin miktar tayini ile

saptanabilir. Yansiyan 1s1gin bir kismi rezonans agisinda adsorbe edilir.

Kretschmann konfigiirasyonu yiizey plazmon polariton rezonanslarinin gézlemlendigi ilk
kurulumlardan birisidir. Bu konfigiirasyon Otto ile dielektrik ge¢irgenliklerini 6l¢ek i¢in
kullanildi. Bu konfigiirasyonda, ince metal bir film ve analit dielektrik prizmanin
tabaninda biriktirilir. P-polarize 151k demeti prizmaya iletilir. Prizmanin dielektrik
gecirgenligi €p, analitinkinden daha biiylik oldugunda toplam i¢ yansimanin meydana
geldigi kritik bir ag1 vardir. Toplam i¢ yansima agisindan daha biiyiik olan bir agida,
metaldeki kayiplardan dolay1 yansima katsayisinda keskin bir minimum gozlenir. Bu olgu

genellikle azaltilmis toplam yansima olarak degerlendirilir [55].

~_ Gelen igik Yansiyanigk -~

\\ fpgelis Gyansiyan

\ | Hedef moleki

N Prizma
Girisim I ‘ ince metal film /
derinligi
U UN ’ I X
z \"’izev plazmon

Sekil 2.8. Krestchman konfigiirasyonunun gosterimi

Sekil 2.8’de gosterildigi gibi gelen 151k genellikle metalik filmin adsorbat kisminin zit

tarafindan gelir. Ciinkii fotonlar 151k ¢arpilan taraftaki yiizey plazmonlarimi harekete
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gecirmez. Fotonlar metal filmin i¢ine dogru sontimli dalga alanini indiikler. Normalde
bu alan boyunca fotonlarin tasinmasi ger¢eklesmez fakat belirli bir agiyla gelen fotonlar
gecebilir ve metalik filmin yiizey plazmonlarini uyarir. Girisim derinligi, gelen 15181n
dalga boyuna, 151¢1n bulundugu alan ile ¢evresi arasindaki kirilim indeksleri arasindaki
farka ve 11k fotonunun parlakligina baglidir. Bir plazmon uyarildiginda bir foton
kaybolur ve belirli bir agida yansiyan 1sikta bir diisiis meydana gelir. Adsorbatin kirilma
indisine bagli olan ag1 yiik baglasimli cihaz (CCD) ile 6l¢iiliir. Girisim derinligi asagidaki
formiil ile hesaplanir. ‘©’ 15181n metal yiizeyine gelis agisi; 11 ve 2 ise birinci ortam ile

ikinci ortam arasindaki kirinim agis1 indeksidir.

A

d =
" dnntsin’ 0-r} (23)

Protein adsorpsiyonu durumunda, tampon soliisyonunun kirilma indisi ile adsorbatin
kirilma indisi arasindaki fark cogu proteinin refraktif indeksi hemen hemen aymni
oldugundan dolay1 kolaylikla adsorbat kiitlesine ve kalinligina doéniistiirilebilir [55].
Yiizey plazmon rezonans olayimnin olabilmesi i¢in gelen 15181n dalga vektorii ile ylizey
plazmonun dalga vektorii esit olmalidir. Bu sebeple havadan 151k yayilmasi ile metal
filmin yiizeyinde bir plazmon olusmaz. Sekil.2.9’da goriildiigii gibi cam ylizeyin dagilim
egrisi (Kg) ile metal plazmonunun dagilim egrisi (Ksp) kesismektedir. Havanin dagilim

egrisi (Ka) ile kesismemektedir.
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Frekans (w)

Dalga Vektori (K)

Sekil 2.9. Dagilma egrileri

Metal filmin yiizeyine yakin olan alanin kirinim indeksi ylizey plazmon dalga vektorii ile

baglantilidir. Bu sebeple esitlik asagidaki sekilde sadelestirilebilir.

(2.4)

Bu esitlikte;
- mMm, Metalin,
- Ms, Ornegin kiriim indeksidir.

2.3.2. Yiizey Plazmon Rezonans Temelli Biyosensorler

Yiizey plazmon rezonansa dayali optik afinite biyosensorler, en gelismis, etiketlemeye

ihtiya¢ duyulmayan optik algilama teknolojilerinden birini sunar [53,56]. Sensor
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ylizeyinde hareketsiz hale getirilmis bir molekiil ve ¢ozeltideki etkilesen molekiil
arasindaki etkilesimi gosterme yetenegi SPR biyosensorlerini tibbi teshis [57,58],
cevresel izleme [59], gida giivenligi [51,60] ve bununla iliskili kimyasal ve biyolojik
maddelerin tespiti i¢in de giderek daha fazla kullanilmaktadir [61].

SPR afinite biyosensorleri {i¢ ana par¢adan olugsmaktadir.
- Optik okuyucu
- Biyo-tanima elemani

- Ornek hazirlama ve iletme sistemi

Gilinlimiizde c¢ok sayida SPR okuyucu ticari olarak mevcuttur. Tasarimlar1 farklilik
gosterse de altinda yatan fiziksel ilkeler aynidir. Bir SPR biyosensoriin optik
okuyucusunda bir 151k dalgasi, 6zel bir manyetik alanda yiizey plazmonunu uyarir. Yiizey
plazmonu, ince bir metal film boyunca yayilir. Metal ylizeyinin yakininda kirilma
indisindeki herhangi bir degisiklik, yiizey plazmonunun hizinda bir degisiklige neden
olur. Oncelikle, analite 6zgii bir biyotanima eleman1 metal yiizeyine immobilize edilir.
Biyotanima elemanlarinin ortak 6zelligi analite yiiksek afinite gostermeleri, biyolojik
olarak aktivitelerinin stabil olmasi, oOzgillik, dogrudan immobilize etmek igin
fonksiyonel gruplara sahip olmalaridir. Biyotanima i¢in antikorlar, antijenler, peptitler ya
da nanopartikiiller en sik kullanilanlardir. Hedef molekiilii igeren bir sivi numune sensor
ylizeyi ile temas ettirilirse, biyotanima elemanlari tarafindan yakalanir. Baglanma, sensor
ylizeyinde yogunlugu artirir ve yiizeye yakin bir yerde kirilma indisinde bir degisiklige
yol acar. Kirilma indisindeki bu degisim rezonans agisinda kaymaya sebep olur. Bu
degisiklik optik okuyucu tarafindan zamana bagli olarak 6l¢iilebilir. Sivi numune, bir
dagitim sistemi kullanilarak sensor ylizeyinden gegirilir. Baglanma asamasindan sonra
ortama bir desorpsiyon ¢ozeltisinin verilmesiyle baglanan hedef molekiiller tekrar

yiizeyden ayrilir ve sinyal tekrar baslangigtaki pozisyonuna geri doner [7].
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Rezonans sinyali (RU)I

Ayrilma

etikler .
Rejenerasyon

|

Derisim

Zaman (s)

Sekil 2.10. SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi

SPR biyosensorler, biyomolekiiller ve bunlarin etkilesimleriyle ilgili aragtirmada
onemli bir rol oynamakta ve kimyasal-biyolojik maddelerin tespiti ve tanimlanmasi
icin giderek daha fazla kullanilmaktadir. Biiyiik ve orta biiyiikliikteki analitlerin
saptanmasinda Ozellikle basarili olmustur. Bakteriler gibi biiyiik analitlerin tespit
limitleri ig¢in hala gelistirilmektedir. SPR cihazlarinin minyatiirlestirilmesi, daha
saglam biyomolekiiler tanima elemanlarimin gelistirilmesi, yiiksek 6zgiilliik ve uzun
depolama Omrii, mikro akigkan cihazlara sahip sensor platformlari, uygulamaya 6zel
entegre sistemler olusturmak igin hala tizerinde galisilmaktadir [54]. Yiizey plazmon
rezonans (SPR) biyosensorlerin, taniyict kisminin diisiik maliyetli ve ufak olmasi ve
diisiik hacimlerde 6rnek ile calismaya olanak saglamasi, akis sistemine monte edilebilir
olmasi, sivi veya gaz fazda uygulanabilmeleri, ¢ok sayida farkli sensor ylizeyi
hazirlanarak c¢ok sayida tayin yapilabilmesi ve es zamanli 6l¢iim yapmaya olanak
vermesi gibi avantajlarindan dolay1 bir¢ok analitik uygulamalarda genis bir kullanim

alan1 kazanmaya baglamislardir [7].

25



Isik kaynagi Dedektor ‘?(’}

Altin ylzey

Sekil 2.11. SPR biyosensdriin sematik gosterimi

2.4. Konkanavalin A

Lektinler, 1980 yilinda hiicreleri, polisakkaritleri, glikokonjugatlar1 agliitine eden
immiin sistem kaynakli olmayan karbonhidrat baglayici proteinler olarak
tanimlanmustir. Bitkisel lektin sinifindan olan ve 1916 yilinda Canavalia ensiformis’ten
elde edilen Konkanavalin A, Ca?*/ Mn?* bagl, mannoz ve glukoz baglayici baklagil
lektinidir. Konkanavalin A’nin olgun monomeri 2 paralel olmayan [ tabakasini
olusturan 237 aminoasit kalintisindan olusur [62]. Glikoproteinlerin ve sekerlerin
tespiti ayn1 zamanda saflagtirilmasi i¢in en ¢ok ¢alisilan lektinlerden birisidir [63]. Con
A yaklasik 104 kDa molekiiler agirliga sahiptir [64]. Baklagil lektinlerinin ilk
orneklerinden biri olan Konkanavalin A, birbirinin ayni alt birimlerinden olusan bir alt
birim proteinidir. Alt birimler genellikle pH 6’nin altinda dimerler, pH 7 civarlarinda
ise tetramerler olusturmak iizere birlesirler. Calismalarda protomerlerin kubbe seklinde

oldugunu ve yaklasik olarak 42 A yiikseklik x 40 A genislik x 39 A kalinlikta oldugunu
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gostermistir [65]. Her bir alt birim paralel olmayan iki biiyiik kivrimli tabaka igerir ve

alt birimler dimer ve tetramerler olusturmak iizere birlesirler.

Sekil 2.12. Konkanavalin A’nin tetramerik yapisinin sematik gosterimi

Konkanavalin A hem karbonhidrat baglayici hem de hidrofobik bolgeler icermektedir.
Bu hidrofobik bolgeler de non-polar bilesikleri baglarlar [66]. Baglanma afinitelerinden
dolay1 glikoproteinlerin karmasik bir ortamdan ayrilmasi, yapisal ve fonksiyonel olarak
incelenmesi, kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin biyo-belirteglerinin kesfine
izin vermektedir. Lektinlerin anti-viral, anti-fungal, mitojenik ve anti-kanser gibi
biyolojik aktiviteleri iyi bilinmektedir [67,68].

Kanser hastaliginin giderek artan bir problem olmasi tedavi seceneklerinin nemini giin
gectikce arttirmaktadir. Kanser tedavisi igin kullanilan kemoterapétikler hizla biiytiyen
malign hiicrelerini baskilamanin yani sira etraftaki saglikli olan hiicrelere ciddi yan
etkiler gosterirler. Bu sebeple malign hiicrelerini hedefleyip ayirt edebilecek yeni ve
daha secici ajanlar gelistirmek kanser hastalarinin prognozunu gelistirecektir. Lektinler
glikolizasyonun derecesine gore kanserli dokulara farkli baglanma paternleri sergilerler
ve bu nedenle sadece teshis amacli degil anti-kanser ajani olarak da kullanilabilirler
[69]. Lektinlerin kanser g¢alismalarinda kullanilmasinda ortaya konulan fikirlerden
birisi ise ilacin tiim&rlii dokuya lokalize olmasini saglamaktir. lacin tiimérlii dokudaki
yogunlugunun arttirilmasi amaci ile ilact spesifik bir karbonhidrat yapisi ile bagladiktan

sonra hastanin viicuduna verilmesi yoniindedir. Bu dogrultuda kanser hastalarinin ve
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aynt zamanda saglikli bireylerin proteinlerinin tanimlanmasi, aragtirilmasi ve
karsilastirilmast ¢aligmalart yapilmistir. Bu sebeple protein diizeyindeki ¢alismalar

yaygin bir arastirma alani bulmustur ve yiizyilin en 6nemli kesiflerinden birisidir [70].

Lektinler kanser hiicresinin 6liimiinii uyarabilir ve bu sebeple gelecekte umut verici bir
kanser ajani olarak goriilmektedir. Calismalar, bitkisel lektinlerin kanser hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigi ve anti-proliferatif etki gosterdigini ortaya koymustur
[69]. Mannoz ve glikoz 6zgiilliigii ile iyi bilinen bir protein olan Konkanavalin A’nin
insan melonom A375 hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkileri kaspaz ile
iliskilendirilmistir. Ayrica diisiik Konkanavalin A seviyeleri karacigerdeki dogustan
gelen bagisiklik hiicrelerini aktive etmistir ve fare modellerinde Kolon-26 kanser
hiicreleri tizerinde inhibitor etkiler gostermistir [69]. Bir diger ¢alismada ise; yiiksek
dozda Konkanavalin A’nin hepatomda karacigerde tiimérii infiltre eden lenfositleri
aktive ettigi tespit edilmistir. Ayrica, lenfosit aktivasyonu olmadan da karacigerdeki
timor nodiil yapilarini inhibe etmistir. Lektin kaynakli kanser hiicresi 6limlerinin
molekiiler mekanizmasiin aydinlatilmasi, yeni ajan ve ilaglarin gelistirilmeleri igin

yeni bir perspektif agmustir [71].
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3.DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar asagida maddeler halinde

siralanmugtir. Bunlar;

>

Yiizey plazmon rezonans (SPR) ¢ipin altin yiizeyinin allil merkaptan ile yiizey
modifikasyonu,

Fonksiyonel monomer ve kalip molekiil ile on polimerizasyon kompleksinin
olusturulmast,

Konkanavalin A (Con A) baskilanmis (MIP) ve baskilanmamig (NIP) SPR
biyosensorlerin hazirlanmast,

Konkanavalin A baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR
biyosensorlerinin yiizey karakterizasyonu,

Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriiniin farkli pH tamponlarinda
Konkanavalin A adsorpsiyonu i¢in SPR Kinetik analizlerinin gergeklestirilmesi,
Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriiniin farkli derisimlerde hazirlanmis
Konkanavalin A c¢ozeltilerindeki adsorpsiyonu igin SPR Kinetik analizlerinin
gerceklestirilmesi,

Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin segicilik
caligmalar1 yarismaci molekiil olarak sigir serum albiimin (BSA) ve Miyoglobulin
(Myg) molekiilleri ile incelenmesi,

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirliginin
incelenmesi,

Konkanavalin A baskilanmigs SPR biyosensoriin soya fasulyesinden (jack bean)
elde edilen oOziite farkli derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A sulu
¢ozeltilerinin adsorpsiyonu igin SPR Kinetik analizlerinin gergeklestirilmesi,
Yapay kontrol plazma ortaminda farkli derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A
sulu ¢ozeltileri Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensorler ile kinetik

analizler yapilarak geri kazanimlar arastirilmistir.
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3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Konkanavalin A, 2,2'-azobisizobiitironitril (AIBN), ¢apraz baglayici olarak etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA), secicilik ¢alismasinda kullanilan sigir serum albiimin (BSA) ve
miyoglobulin (Myg) Sigma (St. Louis, ABD) firmasindan elde dilmistir. 2-hidrosietil
metakrilat (HEMA) Sigma (Chemical Co., ABD) firmasindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan diger tiim kimyasal sarf malzemeler analitik safliktadir.

3.2. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Temelli Biyosensoriin Altin Cip Yiizeyinin
Modifikasyonu

SPR ¢ip yiizeyi oncelikle 10 mL asidik pirana ¢ozeltisi (3:1, H2SO4:H202, v/v) ile
temizlenerek hidroksile edilmistir. SPR ¢ip ylizeyinde polimerik film olusturulmadan
once ¢ip ytizeyi allil merkaptan (CH2CHCH2SH) ile modifiye edilmistir. Modifiye edilen
SPR ¢ip yiizeyi saf etanol ve su ile yikanarak 1 saat etiivde (40°C) kurutulmustur. SPR
¢ip yiizeyinin modifikasyonu Sekil 3.1°de gosterilmistir.

! CH, CH, CH, CH,
] Il ] Il
CH CH CH CH
Allil merkaptan | | | |
gozeltisi CH, CH, CH, CH,
| | | |
SH SH SH SH
| | | |

SPR Biyosensor SPR Biyosensor

Sekil 3.1. Yiizey plazmon rezonans temelli SPR biyosensoriin ylizey modifikasyonunun

sematik gosterimi
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3.3.Fonksiyonel Monomer ve Kalip Molekiil ile On Kompleksin Olusturulmasi

Sunulan tez c¢alismasinda, Konkanavalin A (Con A) tayini i¢in Konkanavalin A
baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR temelli biyosensorler hazirlanmistir.
Kalip molekiil olarak kullanilan Konkanavalin A, monomer olarak N-metakriloil-(L)-
histidin metil ester (MAH) kullanilmistir. Denizli ve ark. tarafindan sentezlenen ve rapor
edilen N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) polimerik film sentezinde
fonksiyonel monomer olarak kullanilmustir [51]. ilk olarak, MAH (0.223 g, 1.0 mmol) 3
mL etanol yavas bir sekilde ilave edildi ve oda sicakliginda nikel nitrat (Ni(NO3)2~6H20)
(0.290 g, 1.0 mmol) ¢ozeltisi ile MAH-Ni(11) kompleksi olusturulmustur [63]. Daha sonra
hazirlanan MAH-Ni(I1) kompleksi ve farkli derisim oranlarindaki kalip molekiil (Con A)
ile on polimerizasyon kompleksleri hazirlanmistir. (Sekil 3.2) MAH:Ni(Il):Con A
birlesme oranlarini tayin etmek i¢in farkli molar oranlarindaki MAH:Ni(11):Con A (1:1,
1:2, 1:4, 1:8 M) kompleksleri olusturulmus ve Con A baskilanmis ve baskilanmamig
polimerik filmler hazirlanmistir. Daha sonra Con A sulu ¢ozeltisi kullanilarak baskilama
faktori (%ARmiP/%ARNiP) hesaplanmistir.

Sekil 3.2. MAH:Ni(II):Con A kompleksinin sematik gosterimi
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3.4.Konkanavalin A Baskilanmis ve Baskilanmamis SPR Biyosensorlerin

Hazirlanmasi

Konkanavalin A (Con A) baskilanmig SPR ¢iplerin (MIP) hazirlanmasinda ilk olarak
MAH:Ni(Il) ile Con A arasinda farkli molar oranlarinda 6n polimerizasyon kompleksi
olusturulmustur. Daha sonra fonksiyonel monomer olarak 1.2 mL HEMA ve c¢apraz
baglayic1 olarak 56.5 pL (EGDMA) hazirlanmistir. On polimerizasyon kompleksi
MAH:Ni(ll):Con A bu monomer karisimina eklenereck homojen bir karisim
olusturulmustur. Bu polimer karisimina baslatic1 olarak 4 mg AIBN eklenmis ve allil
merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip yiizeyine 4 uL polimer karisimindan damlatilip
kaplama cihaz1 (Spin Coater, LAURELL, WS 650Mz-23NPP, USA) ile dondiirerek ¢ip
yiizeyine homojen olarak dagilimi saglanmustir [73]. SPR ¢ip ylizeyine damlatilarak UV
15181 ile 30 dakika muamele edilmis ve polimer karisiminin foto polimerizasyon ile
polimerlesmesi saglanmistir. Polimerlesmeyen monomerler etil alkol ile ortamdan
elimine edilmistir. Con A baskilanmamis SPR ¢ipler (NIP) de ayn1 prosediir kullanarak
hazirlanmistir. Sadece kalip molekiil (Con A) eklenmeden polimer karisimi hazirlanmig
ve ayni proseslerden gegirilmistir. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensorlerin

hazirlanmasini gdsteren sematik gosterim Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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MAH:Ni(ll):Con A

EGDMA, AIBN

ConA
Ayrilmasi

——
—————)
ConA
Baglanmasi

¥.:

ConA
Molekiilleri

Sekil 3.3. Konkanavalin A Baskilanmis SPR Biyosensoriin Hazirlanmasinin Gosterimi

3.5. Kalip Molekiiliin Uzaklastirilmasi

MAH: Ni(Il) ile Con A arasindaki etkilesimin temelinde ikincil kuvvetler vardir. Bu
etkilesimi kirabilecek desorpsiyon ajani olarak 0.1 M NaCl ¢ozeltisi secilmigtir. Con A
baskilanmis SPR ¢ip, desorpsiyon ¢ozelti (0.1 M NaCl) ile galkamali inkiibatérde oda
sicakliginda (18-25°C), 2 saat boyunca muamele edilmistir. Desorpsiyon islemine tabi

tutulan SPR biyosensor, deiyonize su ile yikanarak vakum etiiviinde (200 mmHg, 25°C)

kurutulmustur.
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3.6.Karakterizasyon Calismalari

3.6.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Atomik kuvvet mikroskobu, polimerler, seramikler, cam ve biyolojik numuneler dahil
olmak tizere hemen hemen her tiir yiizeyi nano Olgiide, yiiksek ¢Oziiniirliikle
goriintiileyebilen cihazlardir. Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip
yiizeylerinin karakterizasyonu atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments,
Oxford, Ingiltere) kullanilarak yapilmistir. SPR cipler 6rnek tutucuya ¢ift yiizlii karbon
bant kullanilarak sabitlenmis ve goriintiileme calismalar1 hava ortaminda, yar1 degen
modda, 341.30 kHz salinim rezonans frekansi ile uygulanmistir. Titresim ve bos titresim
genligi sirastyla 1 Vrus Ve 2 Vews'dir. Ornekler (2 um/s) tarama hizi ve (256 x 256
piksel) ¢oziiniirliik ile Konkanavalin A baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR
¢ip yiizeyleri i¢in (1x1 pm?)’lik bir alanmn gériintiileri alinmistir [74].

3.6.2. Elipsometre Olgiimleri

Elipsometri, SPR ¢ip yiizeyini kaplayan polimerlerin kalinligin1 6lgmek i¢in kullanilan
bir alettir. Calisma prensibi, 1513 farkli ylizeylerdeki yansimasi veya iletilmesi
arasindaki degisikliklerin  Olgiilmesine ve sonucun malzemenin kalinligr ile
iliskilendirilmesine dayanir. Bu ¢alismada, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip
ylzeyi, Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamig SPR ¢iplerin ylizey kalinliklari
EP3-Nulling Elipsometre cihazi ile 8l¢iilmiistiir dlgiimler, 532 nm dalga boyunda, 62° lik
bir gelis agisinda, ¢ip yiizeyindeki 6 farkli noktada, 3 kez tekrarlanarak
gerceklestirilmistir ve sonuglar elde edilen degerlerin ortalamasi hesaplanarak
belirlenmistir [75].
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Sekil 3.4. EP3-Nulling Elipsometre Cihaz Gorseli

3.6.3. Temas Acis1 Olgiimleri

Modifiye edilmemis SPR ¢ip, Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip
yiizeylerinin dl¢iimleri KRUSS DSA100 cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Ciplerin
ylizeylerine 1 damla su damlatilarak yapisik damla yontemiyle analiz edilmistir. Cip
ylizeyinin birden fazla farkli bolgesine su damlatilmis ve fotograflar g¢ekilmistir.
Goriintiisii alinan her bir alan i¢in bir temas agis1 belirlenmistir. Modifiye edilmemis SPR
¢ip, Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ipler igin temas agis1 degerleri
icin 10 farkli 6l¢limiin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Temas agis1 degerleri DSA2

yazilimi ile hesaplanmustir [76]

3.7. Kinetik analizler
3.7.1. pH Cahsmasi

Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensoériin Konkanavalin A sulu

cozeltisi ile kinetik caligmalart SPRimager 11 (GWC Technologies, Madison, WI, USA)
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sistemi (Sekil 3.5) kullanilarak gerceklestirilmistir. Uygun pH degerinin belirlenmesi i¢in
her biri 10 ng/mL derisiminde hazirlanmis pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.4 ve 8.0 fosfat tampon
¢oOzeltiler ile Konkanavalin A ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Kinetik analiz i¢in Oncelikle
sisteme g¢alisilacak pH araligina uygun tampon soliisyonu 2 dakika boyunca 2mL/dakika
akis hizinda verilmis ve SPR ¢ip ylizeyinin dengeye gelmesi saglanmistir. Biitiin kinetik
analiz ¢aligmalarinda kinetik goriintiileme i¢cin SPRview yazilimi1 kullanilmistir. Sistem 2
dakika siiresince dengeye geldikten sonra hazirlanan Konkavalin A sulu ¢ozeltisi sisteme
6 dakika boyunca 2 mL/dakika akis hizinda verilmistir. Sistem dengeye geldikten sonra
0.1 M NaCl ¢ozeltisi ile 2 dakika boyunca 2 mL/dakika akis hizinda desorpsiyon islemi
gerceklestirilmistir. Desorpsiyon asamasindan sonra bir sonraki analizi gergeklestirilecek
pH degerine uygun tampon soliisyonu sisteme verilip sensor yiizeyinin dengeye gelmesi
saglanarak tiim pH degerleri i¢in sirasiyla dl¢iimler gergeklestirilmistir. Her kinetik analiz
icin toplam analiz siiresi 10 dakikadir. Analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview
yazillim programi ile belirlenmistir. Elde edilen kinetik analiz sonuclart SPR

sensorgramlarinda % kirilma indisi (%AR) degerleri olarak hesaplanmistir.

Sekil 3.5. SPR Cihaz Gorseli
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3.7.2. Farkh Derisimlerde Hazirlanms Konkanavalin A Sulu Cozeltilerinin

Konkanavalin A Baskilanmis Biyosensorle Kinetik Analizleri

Uygun pH’nin belirlenmesi c¢alismasindan sonra farkli derisimlerde hazirlanmig
Konkanavalin A c¢ozeltileri ile derisim taramasi c¢alismast gergeklestirilmistir.
Konkanavalin A ¢ozeltileri pH 7.4 fosfat tamponuyla 0.01 ng/mL-50 ng/mL derisim
araliginda hazirlanmistir. SPR ¢ip yiizeyinin dengeye gelmesi i¢in pH 7.4 fosfat tampon
cozeltisi 2 dakika boyunca 2 mL/dakika verilmis ve SPR ¢ip yiizeyinin dengeye gelmesi
saglanmigtir. Sistem 2 dakika siiresince dengeye geldikten sonra ilk olarak 0.01 ng/mL
derisimde hazirlanmis ¢6zelti 6 dakika 2 mL/dakika akis hizinda sisteme verilmistir. Siire
bitiminde 0.1 M NaCl c¢ozeltisi ile 2 dakika boyunca 2 mL/dakika akis hizinda
desorpsiyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islemler hazirlanmis tiim derigimler igin
tekrarlanmistir. Analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview yazilim programi ile
belirlenmistir. Elde edilen kinetik analiz sonuglar1 SPR sensorgramlarinda %AR degerleri

olarak hesaplanmustir.

3.7.3. Secicilik Calismalari

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin  seciciliginin  belirlenmesi igin
Konkanavalin A baskilanmamis biyosensor hazirlanmistir. Konkanavalin A (Con A,
molekiil agirligr: 25.5 kDa) baskilanmig SPR biyosensoriin segicilik caligmalari i¢in
yarismaci molekiil olarak miyoglobulin (Myg, molekiil agirhigi: 17 kDa) ve sigir serum
albiimin (BSA, molekiil agirligi: 66 kDa) kullanilmistir. Bunun i¢in her biri 10 pg/mL
derisimde olacak sekilde hazirlanmis BSA, Myg ve Con A c¢ozeltileri tek tek
Konkanavalin A baskilanmig ve baskilanmamis biyosensorler i¢in ayri olarak sisteme
verilerek kinetik analizler gerceklestirilmistir. Ayrica ikili olarak hazirlanmis BSA + Myg
ve son olarak BSA + Myg + Con A c¢ozeltileri ti¢lii olarak sisteme verilmistir. Bu
cozeltiler diger kinetik ¢aligmalarda uygulanan protokolle ayni sekilde yani 2 dakika pH
7.4 fosfat tamponu, 6 dakika 6rnek ¢ozeltisi ve 2 dakika ise 0.1 M NaCl desorpsiyon
cozeltisi gecirilerek gerceklestirilmistir. Analiz sonrasinda elde edilen veriler SPRview
yazillm programi ile belirlenmistir. Elde edilen kinetik analiz sonuglart SPR

sensorgramlarinda %AR degerleri olarak hesaplanmaistir.
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3.7.4. Soya Fasulyesinden Konkanavalin A Tayini

Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin soya fasulyesinden elde Konkanavalin
A o6ziti icin kinetik ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bunun icin oncelikle 25 gr. soya
fasulyesi manyetik karistiricidaki pH 8.0 Tris HCI tampon ¢ozeltisi iginde 1 gece
bekletilmistir. Biitiin gece karisan karisim 15 dakika, 4°C, 8000 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonunda supernatant toplanmistir ve baska bir santrifiij tiipii igerisine alinmistir.
2 mL supernatant ¢ozeltisi ayri bir siseye alinip icerisine 2.5 ng/mL Con A ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Bagka bir sise igerisine tekrar 2 mL supernatant alinip 1.5 ng/mL Con A
¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanmis olan bu ¢ozeltiler ve saf numune Konkanavalin A

baskilanmig SPR biyosensorde kinetik analizler yapilmistir [63].

3.7.5. Tekrar Kullamlabilirligin Incelenmesi

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin tekrar kullanilabilirligi hem ayni giin
icerisinde art arda 4 kez Ol¢iim yapilarak, hem de 1.ay, 2.ay, 4.ay ve 6. ay gibi farkl
zamanlarda 10 ng/mL derisimde hazirlanmis Konkanavalin A sulu ¢ozeltileri ile kKinetik
analizler gergeklestirilmistir. Elde edilen kinetik analiz sonuglart SPR sensorgramlarinda

%AR degerleri olarak hesaplanmaistir.

3.7.6. Yapay Kontrol Plazma Ortaminda Farklhi Derisimlerde Hazirlanms
Konkanavalin A Cozeltilerinin Miktarinin Konkanavalin A Baskilanmis

Biyosensorle Belirlenmesi

Yapay kontrol plazma igerisinde saf numune, 1 ng/mL ve 5 ng/mL derisimlerinde Con A
igeren, toplam hacmi 2 mL olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmistir. SPR ¢ip ylizeyinin
dengeye gelmesini saglamak i¢in dnce 2 dakika siiresince izotonik ¢ozelti 2 mL/dakika
verilmis ve SPR ¢ip yiizeyinin dengeye gelmesi saglanmistir. Sistem 2 dakika siiresince
dengeye geldikten sonra once saf numune 2 dakika 2 mL/dakika akis hizinda sisteme
verilmistir. Siire bitiminde 0.1 M NaCl ¢ozeltisi ile 2 dakika boyunca 2 mL/dakika akis
hizinda desorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra 1 ng/mL ve 5 ng/mL
derisimde hazirlanmig ¢ozeltiler sirasiyla ayni sekilde sisteme verilmis ve bu islemler
hazirlanmis tiim derisimler igin tekrarlanmistir. Kinetik analiz sonrasinda elde edilen

veriler SPRview yazilim programu ile belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. On Polimerizasyon Kompleksin Hazirlanmasi ve Hedef Molekiil ile Monomer

Oranlarmin Belirlenmesi

Konkanavalin A kalip molekiilii, N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) monomeri
ile farkli molar oranlarinda karistirilarak MAH:Ni(II):Con A 6n polimerizasyon
kompleksleri hazirlanmistir. MAH:Ni(I):Con A 6n polimerizasyon kompleksini
olusturmadan sitokiyometrik olarak birlesme oranlarini tayin etmek igin farkli molar
oranlarinda MAH:Ni(ll):Con A (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 M) kompleksleri hazirlanmistir. Farkli
molar oranlarinda hazirlanan MAH:Ni(II):Con A komplekleri 1:1 M orani i¢in MIP-1,
1:2 M orani i¢in MIP-2, 1:4 M orani i¢in MIP-3 ve 1:8 M orani i¢in MIP-4 kisaltmalari
kullanilmistir. MAH:Ni(II) miktar1 sabit tutularak kalip molekiil Con A miktari
degistirilerek hazirlanan Con A baskilanmis (MIP) ve baskilanmamig (NIP) SPR gipler
hazirlanmistir. 10 ng/mL Con A sulu ¢ozeltisi ile SPR sensorgramlari alinarak %AR
degerleri belirlenmis ve Sekil 4.1A ve sekil 4.1B’de sematik olarak gosterilmistir. En
yiiksek kirilma indisi degeri 1:4 M oraninda (MIP-3) hazirlanan 6n polimerizasyon
kompleksinde gozlenmistir. Bu sebeple, biitiin kinetik ¢alismalarda 6n polimerizasyon
kompleksi bu hedef molekiil-monomer oram1 (1:4 M veya MIP-3) kullanilarak

Konkanavalin A baskilanmis SPR ¢ipler hazirlanmistir.
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Sekil 4.1. Farkli molar oranlarinda MAH:Ni(II):Con A 6n polimerizasyon kompleksleri
ile hazirlanan Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamig SPR biyosensorler ait SPR
sensorgramlar1 (A) ve IF:%ARmip/%ARNip degerleri (B). (Farkli molar oranlarinda
hazirlanan MAH:Ni(II):Con A komplekleri 1:1 M orani i¢in MIP-1, 1:2 M orani i¢in
MIP-2, 1:4 M orani i¢in MIP-3 ve 1:8 M orani i¢in MIP-4 kisaltmalari1 kullanilmistir.)

40



4.2. Karakterizasyon Calismalari
4.2.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR temelli hazirlanan ¢ip yiizeylerinin
gorlintiisi  atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak goriintiilenmistir.
Konkanavalin A molekiilii baskilanmamis SPR ¢ip ylizeyinin piiriizliliigii 38.91 nm iken,
Konkanavalin A baskilanmis SPR ¢ip yiizeyinin piiriizliliigii 41.66 nm bulunmustur
(Sekil 4.2). AFM sonuglarindaki bu fark Konkavalin A molekiiliiniin SPR ¢ip yiizeyine

basaril1 bir bigimde baskilandig1 sonucuna varmamizi saglamaktadir.
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Sekil 4.2. Konkanavalin A baskilanmis (A) ve baskilanmamis SPR sensor yiizeylerin (B)

yar1 temas modunda alman AFM 3B gériintiisii (1x1 um?).
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4.2.2. Elipsometre Ol¢iimleri

Elipsometre, SPR ¢ip yiizeylerin optik 6zelliklerinin karakterizasyonu ve olglimii i¢in
kullanilan ¢ok hassas bir tekniktir. Teknik temel olarak 151k alanlarmin polarizasyon
evrelerindeki degisimin Ol¢iilmesine dayanir. Allil merkaptan ile modifiye edilmis,
Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip yiizeylerinin polimerik film
kalinlik 6l¢timii EP3-Nulling Elipsometre cihazi ile gergeklestirilmistir. 658 nm dalga
boyunda ve 65°1ik bir gelis acisiyla belirlenmistir. Olgiimler, SPR ¢ip yiizeylerinde 5
farkli noktada ve 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar bu
Olglimlerin ortalamasi olarak verilmektedir. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip
ylizeyinin ortalama ylizey kalinlig1 62.8 nm, Konkanavalin A baskilanmamis (NIP) SPR
¢ip yiizeyinin ortalama yiizey kalinlig1 106 nm ve Konkanavalin A baskilanmis (MIP)

SPR ¢ip yiizeyinin ortalama yiizey kalinligi 110 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Allil merkaptan ile modifiye edilmis (A), Konkavalin A baskilanmis (B) ve
baskilanmamis (C) SPR ¢ip yiizeylerinin elipsometrik 6l¢timiinde alinmis olan 3 boyutlu

goriintiiler
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4.2.3. Temas Acis1 Olgiimleri

Modifiye edilmemis SPR ¢ip, Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip
ylizeylerinin temas agist Ol¢iimleri Kriiss DSA100 cihazi ile gergeklestirilmistir. Bir
damla su ii¢ farkli ¢ip yiizeyine damlatilip temas agis1 Olglimleri gerceklesmistir.
Modifiye edilmemis SPR ¢ip yiizeyinin temas agis1 82.6° iken, Konkanavalin A
baskilanmis SPR ¢ip yiizeyinin temas acist 75.7% dir (Sekil 4.4). Konkavalin A
baskilanmamig SPR ¢ip yiizeyinin temas acis1 ise 73.7% dir. Sonuclar dogrultusunda,
Konkanavalin A baskilanmig ve baskilanmamis SPR c¢ip yiizeyleri hazirlamak i¢in
kullanilan MAH monomeri ortamin hidrofilitesini arttirmis dolayisiyla temas agisinin

azalmasina neden olmustur [77].

Sekil 4.4. Modifiye edilmemis SPR altin ¢ip yiizeyi (A), Konkanavalin A baskilanmis (B)

ve baskilanmamis SPR (C) ¢ip yiizeylerinin temas agis1 fotograflari.

45



4.3. Kinetik Analizler
4.3.1. pH Cahismasi

Ik olarak, kinetik analizlerden énce Konkanavalin A molekiilii i¢in uygun pH ortaminin
degerinin belirlenmesi amaciyla pH taramasi c¢alismasi gerceklestirilmistir. Ayni
Konkanavalin A derisiminde farkli fosfat tamponlarinda (pH 4, 5, 6, 7.4 ve 8) hazirlanmis
Konkanavalin A sulu ¢ozeltileri Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor ile
etkilesime sokularak SPRview yazilimi ile kinetik veriler elde edilmistir. Sekil 4.5°de
farkli pH araliginda hazirlanmis Konkavanalin A sulu ¢o6zeltilerinin Kinetik analiz
sonuglarindan elde edilen sensorgramlar gosterilmistir. Sekil 4.5°de goriildiigi iizere pH
7.4 fosfat tamponunda hazirlanmigs Konkanavalin A sulu ¢ozeltisinde en yiiksek %
kirllma indisi (%AR) degeri gézlenmistir. Biyosensor yiizeyine baglanan Konkanavalin
A miktarindaki artigla dogru orantili olarak kirilma indisi degerinin artmasi Konkanavalin

A proteini i¢in en uygun pH degerinin 7.4 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Farkli fosfat tamponlarinda hazirlanan Konkanavalin A ¢ozeltisi ve SPR

biyosensor arasindaki etkilesimlere ait SPR sensorgramlari
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4.3.2. Farkh Derisimlerde Hazirlanms Konkanavalin A Sulu Cozeltilerinin

Konkanavalin A Baskilanmis Biyosensorle Etkilesimi

Konkanavalin A sulu ¢ozeltilerinden Konkanavalin A tayini i¢in, Konkanavalin A
baskilanmis SPR biyosensor hazirlanmistir. Bunun igin 0.01-50 ng/mL derisim araliginda
Konkanavalin A sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiler Konkanavalin A
baskilanmis SPR biyosensor ile etkilesime sokulup SPRview programi ile de
sensorgramlar elde edilmistir. Kinetik analiz sonuglar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Gortldiigii tizere sonuglart % kirilma indisine karsi zaman grafigi ile ifade edilmistir.
Konkavalin A derisimi arttikca dogru orantili bir sekilde kirilma indisi degerinde de artig
gozlenmistir. Bunun sebebi, Konkanavalin A ¢ozeltisi ile biyosensor ylizeyi arasindaki

itici gli¢ olan derisim farkliliginin arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.6. Konkanavalin A sulu ¢ozeltisi ile Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor
arasindaki etkilesimlere ait sensorgram grafigi (A: 0.01-50 ng/mL, B: 0.01-0.5 ng/mL).
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Sekil 4.7. 0.01-50 ng/mL araliginda Konkanavalin A derisimi ile %AR arasindaki iligki.

Sekil 4.7°de goriildiigii tizere SPR biyosensor iki farkli derigim araligma sahip
Konkanavalin A c¢ozeltileri arasinda derisim-sinyal dogrusalligi gostermistir. 0.01-5
ng/mL araliginda alinan veriler incelendiginde elde edilen dogrunun denklemi
y=1,9759x-0,0301 olarak bulunmustur ve dogrusallik katsayis1 ise (R%) 0,998°dir. 10-50
ng/mL araliginda alinan veriler incelendiginde ise; elde edilen dogrunun denklemi
y=0,1281x + 13,854 ve dogrusallik katsayisi1 ise (RZ) 0,9625 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu veriler dogrultusunda SPR biyosensor 0.01- 0.05 ng/mL araliginda %99; 10 -
50 ng/mL araliginda ise %96 dogrulukta 6l¢iim yapmaktadir.

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensorde kinetik analiz verileri kullanilarak tayin
simnirt (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri hesaplanmistir. Tayin sinirinin (LOD)
hesaplanmasinda 3s/m denklemi kullanilmistir. Bu denklemde, ‘s’ biyosensére denge
¢ozeltisi verildiginde elde edilen sinyal degeri (AR) 6l¢iimlerine ait standart sapma degeri
ve ‘m’ ise kalibrasyon grafiginin egimini ifade etmektedir. Denge ¢ozeltisi i¢in (AR)
degeri elde edilen 5 olglimiin ortalamasi hesaplanarak, ayrica Ol¢timlerin standart
sapmalari ile SPR biyosensorler i¢in sirasiyla 0.00075 olarak belirlenmistir. Buna gore
kalibrasyon grafigine ait y=1.9759x—0.0301 denklemi kullanilarak tayin sinir1t (LOD)
0.0011 ng/mL olarak hesaplanmistir. Tayin limiti ise; 10s/m esitliginden yararlanilmis ve
tayin limiti (LOQ) 0,0038 ng/mL olarak belirlenmistir [73].
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Konkanavalin A tayinine yonelik literatiirde yapilan calismalar Cizelge 4.1°de
gosterilmistir.  Cizelgede  goriildiigi  iizere yapilan caligmalar  genellikle
elektrokemiliiminesans sensor c¢alismalarini igermektedir. Cizelgede de verilmis olan
caligmalarin  sonuglar1  gelistirilen  sensoOrlerin  istenen  sonuglart  sagladigini
gostermektedir. Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda yapilan SPR temelli biyosensoriin de

diger ¢alismalara gore tayin limitinin diisiik oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Konkanavalin A tayini i¢in literatiirde yer alan ¢alismalar

) Tayin sinir1
Kullanilan yontem Tayin arahgi Kaynak
(LOD)

SPR sensor 1x10% - 2x10* ng/mL 3.9x10%ng/mL | [78]
Elektrokemiliiminesans 1.0 pg/mL - 1.0 pg/mL 0.15 pg/mL [79]

sensor

FRET bazli sensor 2.0x102 - 1.0 uM 0.8nM [80]
Elektrokemiliiminesans 0.5 pg/mL - 100 ng/mL | 0.18 pg/mL [81]

sensor

Elektrokemiliiminesans 1.0x10*ng/uL - 10 ng/mL | 3.0x 10°ng/mL | [82]

sensor

Elektrokimyasal sensor 1x107° - 1x10% ng/mL 2.2 fg/mL [83]
Elektrokemiliiminesans 1.0 - 20 ng/mL 0.31 ng/mL [84]

sensor

SPR biyosensor 0.01-50 ng/mL 0.0011 ng/mL Sunulan Tez

Calismasi

4.3.3 Denge ve Baglanma Kinetik Analizi

Rezonans sinyallerindeki degisim miktar1 SPR biyosensorlerde ytlizdesel kirilma ile ifade
edilir. Degisimler zamana bagli sensorgramlar ile ifade edilir. Biyosensor yiizeyi ve

biyosensor yiizeyine baglanan analit arasindaki baglanma kinetigi hesaplanabilir.
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Asagidaki denklemde km: analit yiizeyden kiitle aktarim hiz sabitidir. kq ve ka kompleks

olusum hiz sabitleridir.

Km Ka
A(;t')zelti _»‘ Ayﬁzey+ B 42 AB (41)
Km Kd

Ideal ortamda, analitin biyosensor yiizeyine baglanmasi veya biyosensédr yiizeyinden
tekrar ayrilmasi baglanma kinetiginde bir degisiklige neden olmaz. Sadece biyosensor
ylizeyinden tekrar ayrilma hizi baglanmasina gore daha hizli ise degisiklige neden olur.

Kompleks olusum hiz1 asagidaki tanimlanmaktadir.

d[AB] / di =ka [A] [B]o— [AB] - ke[AB] (4.2)

Esitlikte; [AB]: baglanan analit miktari, [A]: serbest analit miktari, [B]o biyosensoriin

toplam ligand yogunlugunu ifade etmektedir.

[B]o biyosensor yiizeyinin maksimum seviyede analit baglama kapasitesi olarak
tanimlandiginda diger degerler SPR sinyalini ifade edebilmektedir. Yalanci-birinci
derece sartlar1 altinda yani serbest analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldigi

durumda baglanma asagidaki gibi gosterilir.

dAR / dt = kaC (ARmaks— AR) — kd AR ( 43)

dAR / di: SPR sinyalinin derisim hizidir. Rmaks ve R: baglanma ile dl¢iilen maksimum
sinyaldir. C (ng/mL): analit derisimidir. ka, baglanma hiz sabiti (mL/ng.s) ve kd, ayrilma

hiz sabiti’ni (1/s) gosterir.

Denge halinde, dAR/dt=0 alinir ve esitlik asagidaki sekilde sadelesir.

ARdenge /C = KaARmaks — KaARGdenge ( 4-4)
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ARgenge/C’ye karst ARgenge grafiginden, Ka: baglanma sabitini, Kp ise ayrilma sabitini
ifade eder.

Ka=ka/Kqd

Kp= 1/Ka

4.3’te verilen esitlik tekrar diizenlendiginde;

dAWdt = kaCARmaks — (kaC + kd)AR (45)

esitligi elde edilir. Etkilesim kontrollii kinetikler icin dAR/dt’ye karsi % AR grafigine
gegirildiginde elde edilen dogrunun egimi —(kaC+kq)’dir. Analit derisimiyle baslangic
baglanma hiz1 dogru orantilidir ve derisimin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in kullanilir.
Rmaks degeri ile ise tek bir sensorgram kullanilarak ka ve kq degerleri hesaplanmasinda
kullanilmaktadir. Rmaks’in deneysel olarak SPR biyosensor yiizeyinin tamamen

doygunluga ulagmasi igin daha fazla analit derisimleri gerekmektedir.

d AR/dt = kaC A Rmaks - (KaC + ka) AR (4.6)
S hiz analizi i¢in ¢izilmis olan AR grafiginin egimidir.

S =kaC + kg 4.7
kaC'nin Kg'den ¢ok daha biiylik oldugu kosullarda ayrisma kinetiginin de hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu da Ro'in Rt'ye gore degisiminin eksponansiyel olarak tersinin alinmasi
ile belirlenmektedir.

In(ARo / ARy) = kd (t - to) (4.8)
Denge ve baglanma kinetik analizleri Sekil 4.8'de gosterilmistir. Bu grafiklerdeki

noktalara denklemlerin uygulanmasi ile bulunan ARmaks, Ka, K¢, Ka ve Kp degerleri

Cizelge 4.2'de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi (Denge analiz yaklagimi (A) ve Baglanma

kinetik yaklagimi1 (B).
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Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analizi Baglanma Kinetik
(Scatchard) Analizi
ARuae: 24.69 k., (ng/mL.s): 0.0007

K, (ng/mL): 0.0983

ks, (1/s): 0.0004

Ko, (mL/ng): 10.17

K, (ng/mL): 1.75

R:z: 0.9896

Ko, (mL/ng): 0.571

Rz: 0.9855

4.3.4. Denge izoterm Modelleri

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin Konkanavalin A molekiilleri ile etkilesimini
gostermek amaciyla ti¢ farkli izoterm modelleri ile incelemeler yapilmistir. Bunlar; Langmuir,

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) izoterm modelleridir.

Langmuir AR={ARmas[C]/Kp+[C]} (4.9
Freundlich AR=ARmas[C]1/n (4.10)
Langmuir-Freundlich  AR={ARnas[C]1/n/Kp+[C]1/n} (4.11)

Bu izoterm modellerinde ARmaks; olabilecek maksimum SPR sinyal kaymasim ifade etmektedir.
ARgenge 1se; denge halindeki SPR sinyal kaymasini ifade eder. [C] analit derigimini (ng/mL); Ka
(ng/mL) baglanma denge sabitini; Kp (mL/ng) ayrisma denge sabitini; 1/n ise Freundlich yiizey
heterojenite indeksini ifade etmektedir. Bahsedilen 3 farkli adsorpsiyon izoterm modeli,
biyosensor yiizeyinin hedeflenen molekiile spesifik olmasindan dolay1 hedef molekiilii tantyip
baglanmasi ve daha sonra ayrilmasi ile biyosensor yiizeyindeki degisen homojenligin tespit
edilmesi amaciyla kullanilir. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor ile Konkanavalin A
molekiilii arasindaki etkilesime ait Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerini

gosteren grafikler Sekil 4.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Langmuir (A), Freundlich (B) ve Langmuir-Freundlich (C) adsorpsiyon

izoterm modelleri
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Langmuir izoterm modelinde; SPR biyosensér yiizeyine adsorplanan madde ile
maksimum doyum noktasina ulasildiginda biyosensor yilizeyi homojen bir sekilde tek
tabaka olur. Bu siiregte adsorplanan madde miktar1 sabit kalir. Freundlich izoterm
modelinde ise; SPR biyosensor yilizeyinde c¢esitli adsorpsiyon bolgeleri bulunmaktadir.
Bu sebeple heterojen bir yiizeye sahiptir. Langmuir- Freundlich izoterm modelinde ise;
adsorplanan madde ile doygunluga ulasana dek heterojenite ile ilgili bilgi vermistir ve

adsorpsiyon davranisinin daha uygun oldugu gortilmistiir [60,85]

Cizelge 4.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

ARmaks, (Ng/mL): 7.05
Langmuir Kb, (mL/ng): 3.96
Ka, (ng/mL): 0.25

R?: 0.9996

ARmaks, (ng/m L) 1348
Freundlich
1/n: 0.859

R? 0.9721

AR maks, (ng/mL): 0.196
1/n: 0.859
Langmuir-Freundlich Kb, (mL/ng): 1.25

Ka, (ng/mL): 0.79

R? 0.8971

Cizelge 4.3’ten elde edilen veriler dogrultusunda Konkanavalin A tayinine en uygun
model Langmuir modelidir (R% 0.9996). Bu sonuctan yola ¢ikildiginda, hazirlanmis
Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor yiizeyine baglanan Konkavalin A
molekiillerinin homojen bir dagilima sahip oldugunu, esit enerjili ve minimum yanal

etkilesimli oldugunu gostermistir.
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4.1.4. Segicilik Analizleri

Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis SPR biyosensorlerin segicilik analizleri
icin molekiiler yap1 agisindan benzer olan sigir serum albumin (BSA) ve miyoglobin
(Myg) yarismact molekiil olarak segilmistir. Bu ¢alismada her biri 10 ng/mL derisimde
olacak sekilde hazirlanmig BSA, Myg ve Con A ¢ozeltileri tek tek sisteme verilerek
kinetik analizler gerceklestirilmistir. Ayrica ikili olarak hazirlanmis BSA + Myg ve {i¢li
olarak hazirlanmig Con A + BSA + Myg ¢ozeltileri SPR sistemine verilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde hazirlanan Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensorde en
yiiksek kirilma indisi Konkanavalin A ¢o6zeltisinden elde edilmistir. Miyoglobin ve sigir
serum albumin ile Konkanavalin A igeren ¢ozeltilere kiyasla daha az etkilesime girdigi
gozlenmistir (Sekil 4.10).

Konkanavalin A molekiiliine gore, miyoglobin ve sigir serum albumin molekiillerinin

dagilma ve secicilik katsayilar1 asagida belirtilen esitlik ile belirlenmistir.

Kd = [(Ci— C#)/Ct] x V/m (4.12)

Bu esitlikte; Kq (mL/ng): dagilma katsayisi, Ci ve Cr (ng/mL): molekiillerin ilk ve son
derigimleri, V (mL): kullanilan ¢6zelti hacmi, m (g): polimerin kiitlesini gosterir. Secicilik
katsayis1 (k) ve bagil secicilik katsayilar1 (k’) ise asagidaki denklemler kullanilarak
hesaplanmistir [86]

k= ARhedef molekﬁl/ A Ryansmam (4-13)

k’ =Kbaskitanmis/Kkontrol (4.14)

Hazirlanan Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin segiciliginin belirlenmesi
icin Konkanavalin A baskilanmamis SPR biyosensor hazirlanmistir. Hazirlanmis olan
Con A, Myg ve BSA ¢ozeltileri ile tekli, daha sonra BSA ve Myg ile ikili ve Con A, BSA
ve Myg cozeltilerinin karisimi ile Uglii ¢ozeltiler hazirlanarak kinetik analizler
Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis biyosensorler ile gerceklestirildi.

Sensorgramlar incelendiginde Konkanavalin A baskilanmis biyosensorde yalnizca
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Konkanavalin A ile gergeklestirilen kinetik analizde en yiiksek kirilma indisinin (%AR)

goriildiigii gozlenmistir.
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Sekil 4.10. Konkanavalin A baskilanmig (MIP) ve baskilanmamigs (NIP) SPR

biyosensoériine ait sensorgramlar
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Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis biyosensor iizerinden bir karsilagtirma
yapildiginda ise; AR degerinin 14.77’den 1.25’¢ azaldig1 gozlenmistir. (Cizelge 4.4).
Hesaplanan bagil secicilik katsayilar1 (k) >1 ise yapilmis olan molekiiler baskilama

isleminin basarili oldugunu gostermektedir.

Sonuglar, Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriiniin BSA ve Myg i¢in tepkisinin
Sekil 4.10'da da goriildiigii lizere Konkanavalin A'dan daha diisiik oldugunu
gostermektedir. Con A/BSA ve Con A/Myg i¢in Con A baskilanmis SPR biyosensoriiniin
bagil segicilik katsayilart (k’), sirasiyla 3.88 ve 5.25 katidir (Cizelge 4.4). Ayrica,
Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriiniin segiciligi, ARmip/ARNip Olarak
belirlenen baskilama faktorii (IF) ile hesaplanmistir. SPR biyosensoriin Con A, BSA ve
Myg molekiilleri ile ilgili baskilama faktorleri sirasiyla 11.78, 3.04 ve 2.24 olarak
hesaplanmistir. Konkanavalin A igin baskilama faktorii, diger yarismaci molekiillerin
IF'lerinden daha yiiksek oldugu goriinmektedir. Bu sonuglar, molekiiler baskilanmig
polimerik filmin adsorpsiyon segiciligini onemli 6l¢iide artirabilecegini ve spesifik

tanima bolgelerinin diger molekiiller igin uygun olmadigini gostermektedir [60]

Cizelge 4.4 Konkanavalin A (Con A), sig1ir serum albumin (BSA) ve miyoglobin (Myg)

i¢in segicilik ve bagil secicilik katsayilar

MIP NIP
Molekiil Biyosensorler Biyosensorler

Adlar AR k AR k k'
Con A 14.77 - 1.25 - -
BSA 3.65 4.05 1.20 1.04 3.88
Myg 2.77 5.33 0.24 1.02 5.25
BSA+Myg 3.94 375 1.19 1.05 3.57
Con A+BSA+Myg | 11.97 1.23 1.17 1.07 1.15
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4.1.5. Soya fasulyesinden (Jack Bean) Konkanavalin A tayini

Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin soya fasulyesinden elde Konkanavalin
A o6ziitlinden tayini i¢in kinetik analizler yapilmistir. Saf numune igerisinden 6rneklem
ayrilarak 2.5 ng/mL ve 1.0 ng/mL derisiminde ticari {iriin ile hazirlanan Konkanavalin A
sulu ¢ozeltilerinden eklenmistir. Hazirlanmis olan ¢ozeltiler Konkanavalin A baskilanmis
SPR biyosensor ile kinetik analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.11). Sekil 4.11°de
goriildiigii gibi sisteme Oncelikle 2 dakika boyunca tampon soliisyon (pH 7.4 fosfat
tamponu) verilmis ve SPR biyosensér yiizeyinin dengeye gelmesi saglanmistir. islem
bitiminde soya fasulyesinden elde edilen Konkanavalin A ¢ozeltisi (saf numune) sisteme
verilmis ardindan desorpsiyon soliisyonu ile (0.1 M NaCl) baglanan Konkanavalin A
molekiilleri uzaklastirilmistir. Sirasiyla 1.0 ng/mL ve 2.5 ng/mL derisimindeki ¢ozeltiler
icin de aym islemler tekrarlanmistir. Kinetik analizler sonucunda elde edilen
sensorgramlar elde edilen %AR degerleri y=1,9759x-0,0301 denkleminde yerine

konuldugunda ¢ozeltiler icerisindeki Konkanavalin A miktarlar1 hesaplanmstir.

2.5 ng/mL
6 —1 ng/mL

— Saf numune

% AR

l

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720

Zaman (S)

Sekil 4.11. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor ile soya fasulyesinden elde

Konkanavalin A’nin tayinine ait kinetik analiz sensorgramlari.
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SPR kinetik analizlerinde soya fasulyesi oOziitine 1.0 ng/mL Konkanavalin A
eklendiginde geri kazanim %96 iken 2.5 ng/mL derisimde Konkanavalin A eklendiginde
geri kazanim %99.40 olarak hesaplanmistir. Soya fasulyesinden Konkanavalin A tayini
i¢in yapilan kinetik analizler sonucunda elde edilen veriler kullanilarak tayin sinir1 (LOD)
ve tayin limiti (LOQ) degerleri de hesaplanmistir. Kor ¢ozelti icin (AR) degeri 5 6lgiimiin
ortalamasi alinarak, olg¢timlere ait standart sapma degeri ile birlikte SPR biyosensorler
icin sirastyla 0.0008 olarak belirlenmistir. Buna gore kalibrasyon grafigine ait
y=1.9759%-0.0301 denklemi kullanilarak tayin sinir1 0.0012 ng/mL ve tayin limiti 0,0040

ng/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5 Konkanavalin A baskilanmis SPR sensorlerin jack bean drneklerinde bulunan

Konkanavalin A Analiz Sonuglar1 (n:3)

Bulunan Con A Miktar1

Geri Kazanim

Eklenen Con A Miktari
(ng/mL) (ng/mL) (%0)
1.0 ng/mL 0.963+0.009 96.25+0.009
2.5 ng/mL 2.485+0.006 99.40+0.231

4.1.6. Yapay Kontrol Plazma Ortaminda Farkhh Derisimlerde Hazirlanmis
Konkanavalin A Orneklerinin Konkanavalin A Baskilanmis Biyosensorle Kinetik

Analizleri

Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin yapay kontrol plazma ortamindan
Konkanavalin A tayini i¢in kinetik analizi gergeklestirilmistir. Bunun igin yapay kontrol
plazma igerisine 1 ng/mL ve 5 ng/mL derisimlerinde Konkanavalin A igeren sulu
cozeltiler hazirlanmistir. SPR biyosensdrde kinetik analizler gergeklestirilmis ve
sensorgramlar elde edilmistir (Sekil 4.12). Elde edilen %AR degerleri y=0.8771x+0.3003
denkleminde yerine konuldugunda cozeltiler icerisindeki Konkanavalin A miktarlar
hesaplanmistir. Tayin sinir1 (LOD) ve tayin limiti (LOQ) hesaplamak i¢in denge ¢ozelti
icin (AR) elde edilen 5 datanin ortalamasi hesaplanip, 6l¢iilen datalara ait standart sapma

degeri ile birlikte SPR biyosensorler i¢in sirastyla 0.0004 olarak belirlenmistir. Buna gore
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kalibrasyon grafigine ait y=0.8771x+0.3003 denklemi kullanilarak tayin sinir1 (LOD)
0.0014 ng/mL ve tayin limiti (LOQ) 0,0046 ng/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensdr ile yapay plazma orneklerinde

Konkanavalin A tayinine ait kinetik analiz SPR sensorgramlari (A) ve kalibrasyon grafigi

(B).
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Cizelge 4.6 Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin yapay plazma 6rneklerinde

bulunan Konkanavalin A tayini i¢in Kinetik analiz sonuglar1 (n:3).

Eklenen Konkanavalin

Bulunan Konkanavalin A

Geri Kazanim

A Miktar1 (ng/mL) Miktar1 (ng/mL) (%)
SPR SPR

1.0 ng/mL 0.978+0.005 97.75+0.500

5.0 ng/mL 4.943+0.009 98.85+0.191

4.1.7. SPR Biyosensorlerin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

Konkanavalin A tayini igin SPR biyosensorlerin hazirlanmasinda kullanilan molekiiler
baskilama yonteminin en 6nemli 6zelligi sentezlenen polimerik yapinin ¢evre kosullarina
kars1 dayanikli olmasiyla raf omiirlerinin uzun ve tekrar tekrar kullanilabilir olmalaridir
[87]. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin
kanitlanmas1 amaciyla ayni giin igerisinde pes pese 4 tekrarli kinetik analizler
gerceklestirilmistir (Sekil 4.13). Tekrar kullanimin belirlenmesi i¢in kinetik analizler 2
dakika pH 7.4 fosfat tamponu, 6 dakika ornek ¢ozeltisi ve 2 dakika ise 0.1 M NaCl
desorpsiyon ¢ozeltisi gegirilerek gerceklestirilmistir. Analiz sonrasinda elde edilen veriler
SPRview yazilim programi ile belirlenerek elde edilen kinetik analiz sonuglar1 SPR
sensorgramlarinda %AR degerleri olarak hesaplanmistir. Konkanavalin A baskilanmig
SPR biyosensorlerde art arda yapilmig olan bu analize sirasinda SPR sinyalinde bir

azalma gozlenmemis ve verimlilik degeri %97.45 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin ayni giin i¢indeki tekrar

kullanilabilirligi (a: adsorpsiyon, b: desorpsiyon, c: rejenerasyon).

Farkli zamanlarda da (1.ay, 2.ay, 4.ay ve 6. Ay sonra) Konkanavalin A baskilanmig SPR
biyosensoriin tekrar kullanilabilirliligi test edilmis ve 10 ng/mL derisimde hazirlanmis
Konkanavalin A sulu ¢ozeltileri ile kinetik analizler gerceklestirilmistir (Sekil 4.14). Elde
edilen kinetik analiz sonuglart SPR sensorgramlarindan SPR biyosensoriin verimliligi
%92.15 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, Konkanavalin A baskilanmig SPR
biyosensorlerin tekrar tekrar kullanilabilirliginin farkli zamanlarda da kinetik analizlerde

verimliligin ve kararliligin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin farkli zamanlarda tekrar

kullanilabilirligi.
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5.YORUM

Bu tez ¢calismasinda, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak Konkanavalin A tayini i¢in
yiiksek secicilikte Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensor tasarlanmustir. Ilk olarak,
SPR ¢ip ylizeyi asidik pirana ¢dzeltisi ile temizlenerek hidroksile edilmistir ve daha sonra
allil merkaptan ile modifiye edilmistir. On polimerizasyon kompleksini hazirlamak igin
kalip molekiil olarak kullanilan Konkanavalin A, monomer olarak N-metakriloil-(L)-
histidin metil ester (MAH) kullanilmistir. MAH:Ni(I[):Con A 06n polimerizasyon
kompleksini olusturmadan sitokiyometrik olarak birlesme oranlarini tayin etmek igin
farkli molar oranlarinda MAH:Ni(Il):Con A (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 M) kompleksleri ile
baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ipler hazirlanmistir. Elde edilen sensorgramlar
incelendiginde kirilma indisi 1:4 M oranina 6n polimerizasyon kompleksinde hazirlanan
SPR biyosensor kinetik analizinde artarak devam etmis, 1:8 M oraninda 6n
polimerizasyon kompleksinde hazirlanan SPR biyosensor kinetik analizinde ise azalma
gostermistir. Bu sebeple uygun 6n polimerizasyon kompleks molar oran1 1:4 M olarak

belirlenmistir.

SPR biyosensorlerinin yiizey karakterizasyonu yart temas modunda atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile goriintiilenmistir. Baskilama yapilmamis SPR ¢ip yiizeyinin
purtizliligi 38.91 nm iken, baskilama islemi yapilan SPR ¢ip yilizeyi 41.66 nm
bulunmustur. Bu sonu¢ baskilama isleminin basarili gergeklestigini ve bundan dolay1

ylizeyin piirlizliiliiglinde bir artis oldugunu gostermektedir.

Allil merkaptan ile modifiye edilmis, Konkanavalin A baskilanmis ve baskilanmamis
SPR ¢ip yiizey kalinlik olglimii elipsometre cihazi ile gergeklestirilmistir. Modifiye
edilmis SPR ¢ip yiizey kalinligi1 62.8 nm, Konkanavalin A baskilanmamig SPR ¢ip
ortalama yiizey kalinlig1 106 nm ve Konkanavalin A baskilanmis SPR ¢ip ortalama yiizey

kalinlig1 110 nm olarak bulunmustur.

Karakterizasyon islemleri bittikten sonra kinetik analizler gerceklestirilmigtir. Tim
kinetik analizlerde 2 dakika tampon ¢ozeltisi ile yiizeyin dengeye gelmesinin saglanmasi,
6 dakika kullanilan ¢6zelti ile adsorpsiyon siireci, 2 dakika ise desorpsiyon iglemi icin

kullanilmis, toplam 10 dakika kinetik analiz siiresi olarak belirlenmistir.

Kinetik analizlerde ilk olarak Konkanavalin A molekiilii i¢in uygun pH degerinin

belirlenmesi amaciyla farkli fosfat tamponlarinda pH taramasi ¢aligmasi
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gerceklestirilmistir. Sensorgramlar SPRview yazilimi ile incelenmistir. pH 7.4 fosfat

tamponunda en yiiksek kirilma indisi goriilmiistiir ve en uygun pH degeri belirlenmistir.

Bir diger kinetik analiz ¢alismasinda ise farkli derisimlerde hazirlanmis Konkanavalin A
¢ozeltisine ait sensorgramlar elde edilmistir. Calisma neticesinde Konkanavalin A
derigimi arttitkca kirilma indisi yilizdesinde de bir artis goriilmiistiir. Buradan
Konkanavalin A ¢ozeltisi ile SPR biyosensor yiizeyi arasindaki itici gii¢ olan derisim
farkliliginin arttig1 sonucuna varabiliriz. Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensorler
igin kinetik analiz verileri kullanilarak Langmuir, Freundlich ve Langmuir- Freundlich
adsorpsiyon izoterm modelleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde en uygun

modelin Langmuir izoterm modeli oldugu sonucuna varilmstir.

Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoriin Konkanavalin A molekiiliine karsi
seciciligini belirlemek amaciyla sigir serum albiimin ve miyoglobin yarigmact
molekiilleri ile segicilik analizleri gerceklestirilmistir. Kinetik analizler incelendiginde
Konkanavalin A baskilanmig SPR biyosensoriin Konkanavalin A molekiilii ile girdigi
etkilesimde en yiizde yiiksek kirilma indisi degeri gozlenmistir. Bu da Konkanavalin A
baskilanmig SPR biyosensoriin  Konkanavalin A molekiiline kargi 6zgiinliigiini

gostermektedir.

Konkanavalin A baskilanmis biyosensoriin ger¢cek Ornekten analizi igin soya
fasulyesinden Konkanavalin A izole edilmistir. Saf ger¢ek numune ve saf numune
icerisine 2.5 ng/mL ve 1.0 ng/mL derisiminde ticari iiriin ile hazirlanan Konkanavalin A
cozeltileri kullanilarak kinetik analizler yapilmig, Sensorgramlar alinarak miktar ve geri
kazanimlar hesaplanmistir. Ayrica yapay kontrol plazma ortaminda hazirlanan 1.0 ng/mL
ve 5.0 ng/mL derisimlerdeki Konkanavalin A ¢ozeltileri ile de sensorgramlar elde edilmis

ve geri kazanim hesaplanmustir.

Konkanavalin A baskilanmis SPR biyosensoérlerin tekrarlanabilirliginin ve biyosensoriin
kullanim 6mriiniin tespiti amaciyla ayni giin i¢erisinde pes pese 4 tekrarli Kinetik analizler
yapilmis ek olarak 1.ay, 2.ay, 4.ay ve 6. aylarda ayni kinetik analizler tekrarlanmistir.
Sonuglar incelendiginde, Konkanavalin A tayin analizlerinde SPR biyosensdriin

performansinda dikkate deger bir azalma olmadig1 gozlemlenmistir.
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