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OZET

C-REAKTIF PROTEIN (CRP) TAYINI iICIN MOLEKULER
BASKILANMIS NANOPOLIMERLER KULLANILARAK
NANOBIYOSENSORLERIN GELISTIiRILMESI

OZCELIK, Hilal
Biyokimya A.B.D. Yiiksek Lisans Tezi,
Tez Danismant: Prof. Dr. Sinan AKGOL
Temmuz 2024, 85 sayfa

Son yillarda inflamasyon ve enfeksiyon kaynakli 6liimler milyonlarca insani
etkilemektedir. C-Reaktif Protein (CRP), inflamasyon ve enfeksiyon aktivitesinin
tespiti icin Onemli bir biyobelirtectir ve bu nedenle CRP tayini kritik dneme
sahiptir. Mevcut ticari immiinoanalizler ¢esitli sinirlamalara sahiptir. Buna karsin
nanopolimer ve sensorlerin entegre kullanimi, tayin yontemlerinin hassasiyetini
onemli Olclide artirmistir. Hedef molekiiller i¢in 6zel tanima bdlgelerine sahip
polimerik malzemeler, molekiiler baskilama teknigi ile iiretilmektedir. Bu tezde,
inflamasyon ve enfeksiyon hastaliklarinin takibinde yardimci olan biyobelirteg
CRP’nin tayini amaciyla, C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanoyapilar
stirfaktant icermeyen emiilsiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenmis ve bu
nanoyapilar sensor yiizeyine immobilize edilerek CRP tayininde kullanilmistir.
Nanopolimerlerin karakterizasyonunda FTIR, SEM, zeta boyut ve potansiyel
analizi yapilmistir. Ortalama 319,7 nm boyutundaki CRP baskilanmis
nanoyapilarin adsorpsiyon kosullar1 optimize edilmistir. 1,0 mg/mL CRP igeren
ortamda, molekiiler baskilanmis nanoyapinin CRP’ye spesifik adsorpsiyon degeri
Qmax 3,5 mg/mg olarak hesaplanmistir. Baskilanmis nanopolimerin CRP
adsorpsiyonu, baskilanmamis polimere oranla 30 kat daha fazladir ve 8 dongi
sonrasinda dahi adsorpsiyon kapasitesini % 80 korudugu gosterilmistir.

Elektrokimyasal yontemler olarak diferansiyel potansiyel voltametri (DPV) ve
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dairesel voltametri (CV) kullanilmistir. DPV 6lgiimleri, -0.20 ile +0.60 volt
araliginda saniyede 60 mV/s hizinda gerceklestirilmistir. CV ydntemi sonucunda
voltamogramlar ile ylizey hakkinda bilgi edinilmistir. Gelistirilen CRP-baskili
nanosensoriin tespit smir1 (LoD) 0.080 uM ve belirleme siir1 (LoQ) 0.243 uM
olarak belirlenmistir. Bu tez, biyolojik orneklerde CRP tespiti i¢in yeni, basit,

secici ve hizli bir CRP-baskili nanosensor sunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Infeksiyonel Hastaliklar, C-Reaktif Protein,

Nanopolimer, Molekiiler Baskilanmig Polimerler, Sensor
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANOBIOSENSORS USING
MOLECULAR IMPRINTING NANOPOLYMERS FOR C-
REACTIVE PROTEIN (CRP) DETERMINATION

Ozcelik, Hilal

MSc Thesis, Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Sinan AKGOL

July 2024, 85 pages

In recent years, inflammation and infection-related deaths have affected
millions of people. C-reactive protein (CRP) is a crucial biomarker for detecting
inflammation and infection activity, making CRP determination of critical
importance. Existing commercial immunoassays have various limitations.
However, the integrated use of nanopolymers and sensors has significantly
enhanced the sensitivity of detection methods. Polymeric materials with specific
recognition sites for target molecules are produced using the molecular imprinting
technique. In  this thesis, C-imp-polil HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
nanostructures were synthesized via a surfactant-free emulsion polymerization
method for the determination of CRP, a biomarker that aids in monitoring
inflammation and infectious diseases. These nanostructures were immobilized on
the sensor surface for use in CRP detection. Characterization of the nanopolymers
was conducted using FTIR, SEM, and zeta size and potential analysis. The CRP-
imprinted nanostructures, with an average size of 319.7 nm, had their adsorption
conditions optimized. In an environment containing 1.0 mg/mL CRP, the specific
adsorption value (Qmax) of the molecularly imprinted nanostructure for CRP was
calculated to be 3.5 mg/mg. The CRP adsorption of the imprinted nanopolymer
was 30 times higher than that of the non-imprinted polymer, and it retained 80%
of its adsorption capacity even after eight cycles. Differential pulse voltammetry

(DPV) and cyclic voltammetry (CV) were employed as electrochemical methods.



DPV measurements were conducted within the range of -0.20 to +0.60 volts at a
scan rate of 60 mV/s. The CV method provided insights into the surface properties
through voltammograms. The developed CRP-imprinted nanosensor exhibited a
limit of detection (LoD) of 0.080 uM and a limit of quantification (LoQ) of 0.243
uM. This thesis presents a novel, simple, selective, and rapid CRP-imprinted

nanosensor for the detection of CRP in biological samples.

Keywords: Infectious Diseases, C-Reactive Protein, Nanopolymer,

Molecularly Imprinted Polymers, Sensor
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ONSOZ

Son yillarda, milyonlarca insani etkileyen 6liimlerin kaynagi inflamasyon ve
infeksiyonlardir. Bu baglamda, inflamasyon ve infeksiyonda aktivite tespitine
yardimci olan C-Reaktif Protein (CRP), biyobelirte¢ olarak 6n plana ¢ikar ve bu
nedenle CRP tayini biiyilk Oneme sahiptir. Ancak, mevcut ticari
immiinoanalizlerin bir¢ok sinirlamasi bulunmaktadir. Bu sebeple, nanopolimer ve
sensoOrlerin entegre kullanimi, tayin yontemlerini onemli Slgiide arttirarak daha
yiikksek hassasiyet seviyelerine ulagsmistir. Kimyasal fonksiyona sahip hedef
molekiiller i¢cin 6zel tanima bolgelerine sahip polimerik malzemeler, molekiiler

baskilama teknigi kullanilarak tiretilir.

Bu tez ¢alismam kapsaminda, inflamasyon ve infeksiyon hastaliklarin takip
edilmesinde yardime1 olan bir biyobelirteg CRP’ nin tayin edilmesi amaciyla C-
imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanoyapilar siirfaktant icermeyen
emiilsiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenmesi, karakterizasyonu ve bu
nanoyapilarin sensor yiizeyine immobilizasyonu yapilarak CRP tayininde
kullanilmasimni amacglanmaktadir. Bu c¢alismada {iretilen nanoyapilara CRP
adsorpsiyonu ve sensorle tayin c¢aligmalart gergeklestirilmistir. Bu caligmalar,
nanoteknojinin gelismesiyle klinikte analiz yontemlerinde daha hassas ve dogru

Olclim alinmasi konusunda yardime1 olmasi diistiniilmektedir.

IZMIR

TARIH

Hilal OZCELIK
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1. GIRIS

1.1 infeksiyonel Hastaliklar ve Teshis Yontemleri

Kiiresel CRP testi pazar biytlikligi 2021'de 2,76 milyar seviyelerinde
seyretmis ve 2021-2030 donemi boyunca %2,4'liikk bir yillik biiyiime ile 2030'a
kadar 3,42 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir (Saxena ve Sharma,
2016). Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore CRP, iltihab1 veya enfeksiyonu erken
donemde tespit etmek icin kullanilabilen bir akut faz proteinidir (Pleabani, 2023).
American Heart Association Statistics 2022'ye gore, Amerika Birlesik
Devletleri'nde 874.613 6liime neden olan kardiyovaskiiler hastalik 6liimiin altinda
yatan neden olarak bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik olarak
her 40 saniyede bir miyokard enfarktiisii meydana gelmekte ve fel¢li bir kisi
ortalama 3,5 dakikada bir 6lmektedir (Tsao vd., 2023). Bu senaryolar, CRP testi

pazarinin bliylimesinin ana sebeplerindendir.

CRP belirteglerinin artan kullanimi ve inflamatuar bagirsak hastaligi,
bakteriyel enfeksiyonlar, romatoid artrit ve osteomiyelit gibi hastaliklarin
oranlarindaki artis nedeniyle CRP testi pazarinin hizla artmasi beklenmektedir
(Sproston ve Ashworth, 2018). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, diinya ¢apinda yilda
yaklasik 17,9 milyon insan kardiyovaskiiler hastaliklardan 6lmektedir (Tsao vd.,
2023). CRP testleri, klinisyenlerin kalp krizi durumunda kan damarlarindaki
inflamatuar aktiviteyi tespit etmesine yardimci olur (Arroyo-Espliguero vd.,
2021). Gelecekteki kardiyovaskiiler olaylarla olan bu giiclii baglanti, CRP'ye
klinik uygulamada yeni bir analitik olasilik saglamistir. CRP, sistemik inflamatuar
durumlarin tanimlanmast ic¢in biiyiiyen bir pazar olarak ortaya cikmis ve
klinisyenlere daha spesifik tani teknikleriyle devam etmeleri icin ¢esitli 6n bilgiler

sunmustur.
1.1.1 Biyobelirtecler

Biyobelirte¢ aragtirmalari, ¢esitli alanlarda giderek artan bir ilgi gérmektedir
(Kose ve Maden, 2013). Biyobelirtegler, saglik ve hastalik durumlarindaki

degisiklikleri gosteren ve patolojik durumlarin belirlenmesine yardimci olan



biyolojik siire¢ gostergeleridir (Ahmad vd., 2023). Diinya Saglik Orgiitii ve
Avrupa Giivenlik ve Isbirligi Teskilat1 (AGIT) gibi 6nemli kuruluslar tarafindan
da kabul edilen biyobelirte¢ kavrami, Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan kan,
viicut sivilar1 veya dokularda bulunan, normal veya anormal durum ya da hastaligi

gosteren biyolojik molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Poste, 2011).
1.1.2 Proteinler

Canli organizmalarin molekiiler mekanizmalarini anlamak igin, protein
fonksiyonlar1 kritik bir oneme sahiptir. Proteinlere ait fonksiyonlar belirlenirken,
proteinlerin yapilarindan yararlanilir (Avery vd., 2022). Protein fonksiyonlari,
ozellikle karakterize edilmemis protein dizilimlerinin anotasyonlarini belirleme,
canlilarin hiicresel mekanizmalarin1 anlama, genlerde ya da proteinlerde hastaliga
neden olan fonksiyonel degisiklikleri tespit etme ve hastaliklarin 6nlenmesi,
tedavi edilmesi ve teshisi icin yeni yaklasimlar gelistirme gibi alanlarda

kullanilmaktadir (Tiirkoglu ve Alakus, 2022).
1.1.2.1 C-Reaktif Protein

CRP, her biri 206 amino asitten olusan ve yaklasik 115.000 molekiiler
agirhiga sahip genel bir yapiya sahip diizlemsel bir siklik besgen disk olarak
baglanan bes 6zdes glikosile edilmemis alt birimden olusur (Chou vd., 2005).
Enfeksiyon biyobelirteci olarak tanimlanan CRP enfeksiyonun ileri evrelerinde
baslangicta oldugundan daha yiiksek seviyelere ¢ikar (Tillett ve Francis, 1930).
Son zamanlarda, pentamer simetrisinden yoksun, protrombotik 6zelliklere sahip
bir monomerik CRP de rapor edilmistir (Molins vd., 2008). CRP, karacigerde
hepatositler tarafindan iiretilen akut faz inflamatuar bir proteindir (Ross ve Ballou,
2023). Yaralarda, enfeksiyonlarda ve asir1 duyarlilik reaksiyonlari, enflamatuvar
hastaliklar, allogreft reddi, malignite, nekroz ve travma gibi diger enflamatuvar
uyaranlarda ve ayrica gebelikte yiiksek kan CRP seviyeleri 6l¢iilmiistiir (Pandya
vd., 2024). Ozellikle, kan serum seviyeleri ile kardiyovaskiiler hastalik riskinin
ciddiyeti arasindaki korelasyona c¢ok dikkat edilmistir (Bryan vd., 2013). Diger
caligmalar, yiiksek kan CRP'sinin gelecekteki daha biiyiik kardiyovaskiiler

risklerle iliskili olabilecegini gdstermistir; 1,0 mg L 'in altindaki CRP seviyeleri



disiik risk, 1,0 ila 3,0 mg L orta risk ve 3,0 ila 10,0 mg L! yiiksek risk’1 gosterir
(Pfiitzner ve Forst, 2006). Bu konsantrasyon seviyeleri, viral bir enfeksiyon
durumunda 20-40 mg/L'ye, hatta bakteriyel bir enfeksiyon durumunda 500
mg/L'ye kadar ¢ikabilir (Albrecht vd.,2008).
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Sekil 1. 1 Sekil 1.1 Artan CRP iiretimine yol agan ana yollar (Vashist vd., 2016).

Sekil 1.1’de gorildiigii tizere, solda patojenle iliskili molekiiler modeller
(PAMP'ler), Aktive B hiicrelerinin niikleer faktor kappa hafif zincir artiricisi
(NFxB) aktivasyonunu ve yiizeyde ifade edilen gegis benzeri reseptorler (TLR)
tarafindan diger enflamatuar yollar1 yonlendirir ve makrofajlardan enflamatuar
sitokinlerin salinmasini uyarir (Vashist vd., 2016). PAMP yolu, karacigerden CRP
salinimini diizenlemede daha aktiftir. Sekil 1’de sagda goriildiigii iizere paralel bir
aktivasyon yolunda, major doku yaralanmasi, Interlokin 1 beta (IL-1B) ve
Interlokin 18'in (IL-18) enflamasyon aracili islemesini etkinlestirmek i¢in hasar

(veya tehlike) ile iligkili molekiiler modellerin (DAMP'ler) salinmasiyla "steril



inflamasyon yolunu" aktive eder (Kang ve Tang, 2017). Endozomal reseptorlere
baglanir. Pentamerik CRP (pCRP) daha sonra kristallestirilebilir bolge (Fc
reseptorleri) ve M-fikolin gibi diger baglayici molekiiller yoluyla hedef dokulara
(sematik alt ug) baglanir (Thiele vd., 2015). pCRP, proinflamatuar bir ortamda
proteolitik boliinmeden tiiretilen monomerik CRP'ye veya daha kiiclik peptitlere
modifiye edilebilir (Zeller vd., 2023). CRP, proinflamatuar etkilerine ek olarak,
PAMP- ve DAMP ile aktive olan makrofajlarin geri bildirim diizenlemesi yoluyla

bir anti-inflamatuar araci olarak da islev gorebilir (Ruiz-Fernandez vd., 2023).

Sekil 1.1°den de goriildiigii gibi CRP inflamasyonda ve infeksiyonda 6nemli
bir rol oynar. Yiiksek diizeyde duyarli CRP'nin (hsCRP) yiiksek seviyeleri,
dogrudan kardiyovaskiiler risk (Ridker, 2003, Ridker, 2004), aterosklerotik
hastalik (Ridker, 2003, Sung vd., 2014), akut miyokard enfarktiisii (Tanaka vd.,
2005) ve akut koroner sendromlar ile iligkilidir (De Servi vd., 2005). Gelecekteki
miyokard enfarktiisiinii 6ngérmede hsCRP'nin merkezi roliinii dogrulayan doniim
noktasi niteligindeki bir raporun ardindan (Ridker vd., 1997), hsCRP, ateroskleroz
ve sekellerinin 6nemli bir biyobelirte¢ olarak genis capta kabul gormiistiir.
hsCRP'nin aterogenezdeki rolii gelecekteki cabalarin konusu olarak belirsizligini
korusa da, CRP ilgi, umut ve derinlemesine arastirma yaratan birkag

biyobelirtegten biridir (Denegri ve Boriani, 2021).

1.2 Nanobiyoteknoloji ve Nanopolimerler

Nanobiyoteknoloji, nanometre Olgegindeki materyallerin ve cihazlarin
biyoloji ve tip alanlarindaki uygulamalarini inceleyen, tasarlayan ve gelistiren bir
multidisipliner bilim dalidir. Bu teknoloji, biyolojik sistemlerin molekiiler
diizeyde manipiilasyonunu ve kontroliinii hedefler (Sahu vd., 2023). Molekiiler
seviyede c¢alisarak, nanobiyoteknoloji, oOzellikle yapay enzimler, molekiiler
aygitlar ve biyosensoOrler gibi yenilik¢gi nanomalzemelerin gelistirilmesine
odaklanir. Ayrica, hastaliklarin erken teshisinden tedavi yontemlerine kadar genis
bir yelpazede uygulamalara sahiptir. Bu alanda yapilan c¢aligsmalar,
nanobiyoteknolojinin biyomedikal alanda Onemli ilerlemeler saglayabilecegi

umudunu tagimaktadir (Joseph vd., 2023).



Nanopolimerler, nanometre dl¢ceginde boyuta sahip olan polimer yapilaridir.
Genellikle 1 ila 100 nanometre arasindaki boyutlariyla karakterize edilirler
(Marangoz ve Yavuz, 2020). Polimerler, tekrarlayan yap1 birimlerinden
(monomerler) olusan biiyiik molekiiler bilesiklerdir. Nanopolimerler, bu polimer
zincirlerinin nanodl¢ek boyutlarda diizenlendigi ve 6zel 6zelliklere sahip oldugu
bir alt kiime olarak 6ne ¢ikar (Vasapollo vd., 2011). Nanopolimerlerin 6zellikleri,
bliyiik 6l¢iide nanodl¢ek boyutlarindan kaynaklanir. Bu kiigiik boyut, yiiksek
yiizey alani, biiyilik reaktivite ve g¢esitli uygulamalarda kullanilabilme yetenekleri

gibi avantajlar saglar (Oyar, 2014).

Birden fazla tiirde monomerden tiiretilmis polimerlere kopolimer denir. Iki
monomer tiirlinlin kopolimerizasyonu ile elde edilen kopolimerler bazen
bipolimer olarak adlandirilir. Ug monomer tiiriinden elde edilenler terpolimer, dort
monomer tiiriinden elde edilenler ise kuaterpolimer olarak adlandirilir (IUPAC,

2008).

Nanopolimerler, nanobiyoteknoloji alaninda 6nemli bir rol oynayan ve
cesitli avantajlar sunan bir bilesendir. Bu 6zel tiirdeki polimerler, biyolojik ve
tibbi uygulamalarda nanoteknoloji prensiplerini kullanarak c¢esitli malzemelerin
tasarimi, iiretimi ve uygulanmasini igeren nanobiyoteknoloji kapsaminda gesitli
uygulamalara hizmet eder (Malik vd., 2023). Ozellikle ila¢ salimi konusunda,
nanopolimer tabanli sistemler ilaglar1 hedeflenen hiicrelere veya dokulara
tasiyarak tedavi edici etkiyi artirabilir ve yan etkileri azaltabilir (Patra vd., 2018).
Bu nanopolimerler ayn1 zamanda biyomedikal goriintiileme, doku miihendisligi ve
biyosensorler gibi alanlarda da kullanilarak cesitli biyomedikal uygulamalara
yonelik  inovatif ¢6ziimler sunar. Bu entegrasyon, nanopolimerlerin
nanobiyoteknoloji baglaminda biyomedikal alandaki potansiyelini artirarak tedavi
yontemlerini gelistirmeye ve biyolojik analizlerde ilerleme kaydetmeye olanak

tanir (Valavanidis ve Vlachogianni, 2016).

1.2.1 Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Son yillarda, sentetik polimer hazirligt i¢in molekiiler baskilama yontemi,

makromolekiiler yapay reseptorler elde etmek i¢in en fazla ilgi goren



yontemlerden biri haline gelmistir. Molekiiler etkilesim kavrami, Fischer'in
1894'te ilk defa ortaya attig1 tinlii "anahtar-kilit" modeli ile tarihlenir ve zamanla
modern fikirlerle gelismistir. Bu modelde, enzim molekiiliiniin ylizeyinde, substrat
molekiiliiniin seklini tamamlayan uygun yapilar bulunmaktadir ve substrat, bir
anahtar gibi enzimin aktif bolgeleriyle etkilesime gecer (Tripathi ve Bankaitis,
2017). Molekiiler etkilesim kavraminin glinlimiizdeki en 6nde gelen ve yaygin
uygulamalarindan biri de molekiiler baskilama yontemidir (Mosbach ve
Ramstrom, 1996). Yasa dis1 ilaglar ve kimyasal savas ajanlarinin tespiti, modern
biyoteknoloji alaninda 6nemli bir konu olup, bunun yani sira klinik teshisler,
cevresel analizler, gida analizi ve iiretiminde ortaya ¢ikan yeni talepler ve firsatlar,
hedef molekiile 6zgii sekilde baglanabilen biyomimetik reseptor sistemlerini
iceren hassas ve se¢ici uygulama alanlarini ortaya ¢ikarmistir (Haupt ve Mosbach,
2000). Molekiiler baskilama yontemi ile olusturulan tasiyicilar, yiiksek secicilik
ozellikleri sayesinde hedef molekiile kars1 biiylik bir potansiyel sergilemektedir.
Bu yontem, ilk kez 1972'de Giinter Wulff ve ekibi tarafindan tanimlanmis olup,
sentetik  polimerlerde  fonksiyonel gruplarin 1ii¢  boyutlu  yapilarimin

diizenlenmesiyle 6zel baglanma bdlgeleri olusturmak amaciyla kullanilmistir

(Wulff vd., 1987).

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), biyolojik reseptorlerin 6zgiilliigi
ve seciciligi gibi avantajlariyla birlikte ¢evresel direng ve diisiik maliyet gibi
ozellikleri potansiyel olarak igermektedir (Dar vd., 2020). Ornegin, dogal
reseptorler genellikle insan viicut sicakligi araliginda depolama ve uygulama
gerektirirken, MIP'leri igeren polimer konakgilar genellikle siiresiz depolanabilir,
genellikle 6zel ¢evresel kosullara ihtiyag duymazlar ve ¢ok daha genis bir sicaklik
aralifinda kullanilabilirler (BelBruno, 2018).
MIP'ler, belirli bir monomer ve capraz baglama maddesinin varliginda
polimerlesmeye dayalidir (Dong vd., 2023). Bu kaliplama siireci, kullanilan
sablon molekiiliine 6zgii olan secici bir yap1 olusturur. Ayrica, MIP'lerdeki baski
sonrasi degisiklikler, sadece polimerin 6zel uyarlamalarina izin vermekle kalmaz,
ayn1 zamanda hedef molekiil ile MIP arasindaki etkilesimi artirabilir (Wang vd.,
2022; Sun vd., 2023; Matsumoto vd., 2019).



MIP’lerin temel avantajlar, yiiksek segicilikleri ve baskilama stlirecinde
kullanilan hedef molekiile olan ilgileridir. Baskili polimerler, biyolojik sistemlere
gore daha yiiksek fiziksel dayanikliliga, dirence, yliksek sicaklik, basing, asitler,
bazlar, metal iyonlar1 ve organik coziiciilere kars1 dirence sahiptir (Hasanah vd.,
2021). Bunun yan1 sira, daha ekonomiktirler ve polimerlerin depolama 6mrii ¢gok
uzun olabilir; bu nedenle tanima yetenekleri oda sicakliginda birka¢ yil boyunca

korunabilir (Vasapollo vd., 2011).

Sablon ile fonksiyonel monomer ile arasinda kovalent veya kovalent
olmayan bir kompleks olusumu, ii¢ temel asamadan gecer (Takeuchi ve Haginaka,
1999). Sekil 1.2'de goriildiigii iizere, ilk olarak 6n-kompleks olusumu asamasinda
fonksiyonel monomer ve sablon, kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle
birbirine baglanir. Sonrasinda, polimerizasyon asamasinda, bu komplekslerin
yapilar1 polimerin ii¢ boyutlu aginda sabitlenir. Fonksiyonel monomerden gelen
fonksiyonel gruplar, sablonla topografik olarak uyumludur (Sajini ve Mathew,
2021). Son asamada ise kalip molekiiliin polimerden c¢ikarilmasi gerceklesir ve
kalip molekiilleri polimerden uzaklastirilir. Bu silire¢ sonucunda, polimerde
sablonun kapladig1 bolgeler bosluk olarak kalir. Uygun sartlar altinda, bu alanlar
sablonun boyutunu, yapisim ve diger fizikokimyasal Ozelliklerini hatirlar ve
molekiilii veya benzerini etkili ve segici bir sekilde baglar (Mayers ve Whitcombe,

2005).
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Sekil 1. 2 Molekiiler baskilanmis polimer hazirlama prensibinin semasi (Saylan vd., 2019).



Molekiiler baskilama islemi igin ¢esitli polimerizasyon teknikleri (radikal,
anyon, katyon ve kondenzasyon) tercih edilebilir (Karim vd., 2005). Secilecek
polimerizasyon kosullari, bilesenlere (kaliplar, capraz baglayict ajanlar,
monomerler ve non-kovalent etkilesimler gibi diger unsurlar) zarar vermemelidir.
Ancak, hem hazirlama hem de uygulama siireclerindeki kullanim kolayligi
nedeniyle genellikle radikal polimerizasyon teknigi tercih edilmektedir (Vlatakis
vd., 1993).

Molekiiler baskilama polimeri lretimine yoOnelik temel stratejiler, 6n
polimerizasyon evresinde kalip molekiil ile monomerlerin fonksiyonel gruplari
arasindaki etkilesim tiiriine baglh olarak kovalent ve kovalent olmayan olarak iki

kategoriye ayrilabilir (Hashim vd., 2014).

1.2.1.1 Molekiiler Baskilama Yontemleri

a. Kovalent baskilama

Giinter Wulff ve ekibi, kovalent imprinting teknigi olarak da bilinen 6n-
organizasyon yaklasimi gelistirdi. Bu yoOntemde, polimerizasyon Oncesinde
cozeltide sablon-monomer kompleksi, tersinir kovalent baglarla baglanir ve bu
nedenle molekiiler tanima, bu baglarin olusturulmast ve kirilmasiyla
gerceklestirilir (Wulff vd., 1977).

Molekiiler baskilama icindeki baz1 kovalent etkilesim Ornekleri arasinda,
polimer sentezi Oncesinde Shiff bazi baglarinin, boronik ester baglarinin, ketal
baglarinin veya asetal baglarinin kurulmasi bulunmaktadir (Wulff vd., 1984). Bu
noktada, ¢apraz baglayict ajanin bol miktarda bulundugu bir ortamda
polimerizasyon ger¢eklesir ve ¢oziinmeyen, sert bir ag elde edilir. Kovalent
baglar, kimyasal etkilesim yoluyla sablonun ¢ikarilmasi i¢in ¢oziilmeleri gereken,
hedef molekiile uygun sterk ve fonksiyonel topografiye sahip belirgin baglanma
bosluklarina neden olur (Yilmaz vd., 2000).

Bu yoOntemin bir avantaji, sablon-monomer komplekslerinin tam
stokiyometrisi sayesinde spesifik olmayan etkilesim olasilifin1 azaltarak, yalnizca
baskili  bosluklarda bulunan baglanma gruplarina sahip polimerlerin

hazirlanmasina izin vermesidir (Martin-Esteban, 2004). Polimerizasyon



esnasindaki komplekslerin yiiksek stabilitesi sayesinde elde edilen polimer aglari,
kovalent olmayan bir yaklagim kullanilarak hazirlanan MIP'ye gére homojen bir
baglanma alan1 dagilimina sahip olup {istiin secicilik gdsterir (Sajini ve Mathew,

2021).

Monomer-kalip molekiil arasindaki kovalent baglarin polimer ag yapisinda
olusturulmasi ve bunlarin kirilmasiyla kalibin polimerden ayrilma siireci olduk¢a
zor ve maliyetli bir siirectir (Steinke vd., 1995; Caro vd., 2002).

Ayn1 zamanda, polimeri kullanarak sablon tanima siirecinde, genellikle
sablon ile polimer arasinda kovalent bag olusumu yavas bir sekilde gerceklesir ve
kromatografik ayrimlarda polimer sabit fazi ile analit arasinda hizli bir etkilesim
oldugundan, zayif kromatografik sonuglar elde edilir (Zhong vd., 2001; Sellergren
vd., 1988).

b.Nonkovalent baskilama

Kovalent olmayan baskilama yontemi, Mosbach ekibi tarafindan gelistirilen
sablon ile polimer ag1 arasindaki kovalent olmayan baglanmaya dayanmaktadir
(Arshady ve Mosbach, 1981). Bu asamada, sablon ve fonksiyonel monomer
kompleksi, van der Waals kuvveti, hidrojen bagi, n-n etkilesimleri, dipol-dipol
etkilesimi, iyon-dipol etkilesimleri gibi kovalent olmayan gii¢lii etkilesimlerin
yardimiyla olusturulur. Sablon molekiiller, basit ¢ikarma teknikleri kullanilarak
polimer matrisinden kolayca alinir (Shah vd., 2012).

Nonkovalent baskilamanin birka¢ avantaji vardir. Kovalent monomer-
sablon konjugatinin olusturulmas1 gerekli degildir, ¢ilinkii polimerizasyon
sonrasinda sablon molekiilii kolayca ¢ikarilabilir (Pirzada ve Altintas, 2021).
Kovalent olmayan etkilesimler, kovalent etkilesimlere kiyasla daha zayif
oldugundan, hedef molekiilin yeniden baglanma kinetigi hizhidir. Kovalent
olmayan baskilama yontemi, kovalent baskilama yontemine gore daha kullanimi
kolaydir ve ayn1 zamanda kovalent baglanmaya gore daha yiiksek afiniteye sahip

baglanma bolgeleri gelistirir (Komiyama vd., 2003).
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Nonkovalent baskilamanin avantajlar1 oldugu gibi bunun yanisira
dezavantajlart da bulunmaktadir. Ik olarak, olusturulan secici bolgedeki
cesitliliktir (Zhang vd., 2006). Polimerizasyon 0&ncesinde bulunan ¢esitli
fonksiyonel monomer(ler) ve sablonun segici bolgedeki heterojen dagilimi
genellikle yliksek afiniteden diisiik afineteye dogru degisir. Bu sekilde afinitenin
siralanmasi segici bolgede yararli olabilir, ancak tasarlanan polimerin ¢alisilmast
zorlagir (Kubo vd., 2015).

Diger bir husus; polimer ag yapisi ¢evresindeki monomerlerin segici bolge
disinda serbestge dagilmis olabilecegidir. Bu durumda, polimerle ¢evredeki diger
analitler arasinda Ozellesmemis baglanmalar meydana gelebilir (Nasraoui vd.,
2022). Bu 0Ozellesmemis baglanmalar, monomerin polimer yiizeyinin
hidrofobisitesiyle birleserek hidrojen bagi oranini artirirken, van-der Waals
etkilesimleriyle olusturulan baglanmalar1 azaltabilir. Bu etkilesimlerin denge
noktasi polimer ag yapisina baghdir (Hasanah vd.,2021).

Sonug olarak, non-kovalent baskilama ile ilgili olarak, polimerizasyon
oncesindeki karisimda bulunan hedef molekiil miktarina bagli olarak istenen
yiiksek afiniteli spesifik bolgelerin olusumunda verimde azalma goriilebilir
(Verheyen vd., 2011). Bu durumun tam nedeni bilinmemekle birlikte,
polimerizasyon Oncesinde sablon ile monomerler arasindaki 6zel etkilesimlerin
diisiik afiniteli ve yiiksek afiniteli bolgeleri olusturmak i¢in kullanilan gapraz
baglayicinin yeterli rijitlikte olmamasindan kaynaklanan konformasyonel ve

termal etkilerle baglantili olabilecegi diisiiniilebilir (Kriz vd., 1997).

1.2.1.2 Molekiiler Baskilama Bilesenleri

a. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerin temel gorevi, hedef molekiillerin ve substratlarin
fonksiyonel gruplarmi baglayarak uygun bir tamamlayic1 6n polimerizasyon
kompleksi olusturmaktir (Chen vd., 2016). Kalip ile giiclii etkilesime sahip ve
polimerizasyon Oncesinde secici dondr-alici veya antikor-antijen kompleksleri
olusturabilen uygun fonksiyonel monomerin bulunmasi, MIP sentezi siirecinde
hayati bir adimdir. Kovalent molekiiler baskilama siirecinde, sablonun

fonksiyonel monomer stokiyometrik oranina olan etkisi ihmal edilebilir, ¢linkii
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sablon, kovalent bag olusumu i¢in gerekli olan fonksiyonel monomerlerin sayisini
belirler ve fonksiyonel monomer ile kalip molekiilleri stokiyometrik bir sekilde
birlesir (Shen ve Ren, 2014). Ancak, kovalent olmayan baskilamada, optimal
sablon-fonksiyonel monomer orani, artan sablon molekiiliiyle ¢esitli polimerlerin
baglanma 0&zelliklerinin ampirik veya hesaplamali olarak degerlendirilmesiyle

belirlenir (Kim ve Spivak, 2003).

Genellikle molekiiler baskilama caligmalarinda tek fonksiyonel monomer
tercih edilse de tanima kapasitesini gelistirmek amaciyla iki veya daha fazla
fonksiyonel monomerin es zamanli kullanimina sik¢a bagvurulmaktadir (Yang
vd., 2023). Bu durumda, monomerlerin reaktivite oranlarinin kopolimerizasyonu
basarabilecek nitelikte olmasi1 6nemlidir. Baskilama isleminden istenilen sonuglari
elde edebilmek i¢cin sablon ve fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimlerin,
monomerler arasi etkilesimlerden daha giiclii olmasi gerekmektedir (Fu vd.,
2015). Fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekiill arasindaki
komplekslesme, monomerin sterik ve elektronik etkilerine bagimlidir. Ornegin,
sablon asidik bir grup tasiyorsa, sec¢ilen monomerin bazik bir grup igermesi

onemli bir faktordiir (Komiyama vd., 2003).

b. Sablon (Kalip molekiil)

Sablonun o6zellikleri ve islevleri, MIP sentezi siirecinde hayati Oneme
sahiptir ¢iinkii bu, her baskilama yonteminde sablon molekiili ile segilen
fonksiyonel monomerlere bagli pendent gruplar arasindaki etkilesimi yonlendirir
(Kang vd., 2023). Sablonun, belirli 6zelliklere sahip olmast gerekir, drnegin: (i)
diisiik maliyetle biiyiik miktarlarda temin edilebilmesi, (ii) baskilama kosullarinda
¢cOziinlirlik gostermesi ve (iii) hedef analit veya analitlerle iyi capraz reaktivite
gosteren siteleri olugturmasi gerekmektedir. Sablon, hedef analit veya analitlerle
etkilesime girecek ve segilen fonksiyonel monomerlerin pendent gruplar ile

baglant1 kuracak sekilde 6zelliklere sahip olmalidir (Sajini ve Mathew,2021).
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c. Capraz baglayici

MIP polimerizasyon siirecinde, ¢apraz baglayici, sablon molekiillerin
etrafina fonksiyonel monomerleri sabitlemek icin kullanilir ve boylece sablonlarin
eliminasyonu sonrasinda dahi yiiksek derecede rijit bir ¢apraz bagli polimer
olusturur (Akgoniilli vd., 2023). Baskilama siireci sirasinda c¢apraz baglayici, ii¢
temel goOrevi yerine getirir: (i) polimer agmin morfolojisini kontrol etmek,
makropordz veya mikrojel tozu veya jel tipinde olup olmadigini belirlemek, (i1)
baskilanmis baglanma bdlgesini stabilize etmek ve (iii) polimer agina mekanik

stabilite kazandirmak (Xu vd., 2015).

Capraz baglayicinin tiirii ve miktari, MIP'nin seciciligi ve baglanma
kapasitesi iizerinde yansiyan etkilere sahiptir (Klejn vd., 2015). Az miktarda
capraz baglayici, diisiik capraz baglama derecesi nedeniyle istikrarsiz mekanik
ozelliklere yol agar, ¢ok yiiksek miktarda capraz baglayici ise birim kiitle basina
MIP'nin tanima sitelerinin sayisini azaltir (Zuo vd., 2023). Molekiiler baski icin
uygun olan bir¢ok ¢apraz baglayici bilinmektedir ve bunlardan bazilari, sablon
molekiille aninda kompleks olusturabilir ve dolayisiyla fonksiyonel monomerler
gibi hareket edebilir (Lusina ve Ceglowski, 2022). Etkili bir baskilama prosediirii
icin, capraz baglayicilar ile fonksiyonel monomerler arasinda uyum saglanmalidir.
Aksi takdirde, fonksiyonel monomer veya g¢apraz baglayicidan biri
polimerizasyon sirasinda baskin hale gelir ve kopolimerizasyon gerceklesmez

(Elugoke vd., 2021).

Yiiksek mol oranlarinda, ¢apraz baglayicilar fonksiyonel monomerler veya
sablon molekiil ile kovalent olmayan etkilesimler gdostererek baskilamanin

etkinligini azaltir (Yoshimatsu vd., 2012).

Diisiik mol oranlarinda, sablon molekiillerin baglanma bdlgeleri birbirine
cok yakin olur. Bu durumda, hedef molekiiliin baglanma bolgeleri komsu bolgeler

tarafindan kapatilir ve etkili bir sonug elde edilmez (Chapuis vd., 2004).
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d. Coziiciiler

Coziictiler, molekiiler baski polimerinin olusumunda kritik bir rol oynarlar.
Bu bilesenler, kalip molekiilii, monomer, capraz baglayict ve inisiyatér gibi
unsurlarin tek bir faz halinde ¢ézlinmesini saglamanin yani sira, polimer i¢inde
kavitelerin veya gozeneklerin olusumundan da sorumludurlar (Vlakh vd., 2015).
MIP terminolojisinde bu nedenle "porojen" olarak adlandirilirlar. Ozellikle
makroporéz polimerlerde, ¢06ziicii dogrudan polimerin morfolojisini ve
gozeneklerin boyutunu etkiler. Ayrica, kalip molekiilii ile monomer arasindaki

non-kovalent etkilesimin tiirlinii belirleyen porojen kullanilir (Schmidt vd., 2005).

Coziicliler ayn1 zamanda polimerizasyon siirecinde de énemlidir. Hidrojen
bag1 olusumu, ¢oziiciinlin polaritesine ve hidrojen bagi olusturma yetenegine,
iyonik etkilesimler ise diisiik sicaklikta gerceklesirken, dipolar etkilesimler polar
¢oziiclilerde meydana gelir (Murdaya vd., 2022). Genellikle, kalip molekiiliiniin
yapisina ve ¢Ozlniirliigline bagli olarak uygun ve yiiksek baglanma afinitesi
saglayacak coziiciiler secilir. Ornegin, hidrojen bag1 olusumuna dayali
polimerlerde asetonitril, kloroform, diklorometan, toluen, tetrahidrofuran gibi
coziiciiler tercih edilebilirken, hidrofobik etkilesimlere dayali bir polimer

hazirlanacaksa en uygun ¢oziicii su olacaktir (Maranata vd., 2021).

Kovalent olmayan baskilama polimerizasyonunda, fonksiyonel monomer ile
sablon arasinda kompleks olusumu artirilir. Coziiciiler, polimerizasyon sirasinda
reaksiyon 1s1smn1 esit sekilde dagitarak yan reaksiyonlarin olusumunu engellerler

(Bitas ve Samanidou, 2018).

e. Baslaticilar

Molekiiler baskilanmig polimerlerin sentezinde baslaticilar kritik bir rol
oynar (Panagiotopoulou vd., 2015). Molekiiler baskilanmis polimerlerin
olusturulmasi sirasinda, monomerlerin polimerizasyonunu baglatmak ve siireci
kontrol etmek icin baslaticilarin kullanimi zorunludur. Baslaticilarin secimi,

polimerin son dzelliklerini etkileyebilir; drnegin, baslatici tipi ve konsantrasyonu,
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polimerin ¢apraz baglanma yogunlugunu ve gozenekliligini belirleyebilir (Wulff,

1995).

Baslaticilar, polimerizasyon reaksiyonunu baslatmak ic¢in kullanilir ve
radikal olusturarak vinil grubundaki ¢ift baga atak yaparlar. Bu sayede polimer
zincirleri olusur (Mijangos vd., 2006). Baslatic1 olarak cesitli peroksitler, diazo
bilesikleri ve redoks ciftleri kullanilabilir. Ornegin, benzoil peroksit gibi peroksit
baslaticilar1 sikga tercih edilir. Bu baglaticilar 1s1 ile kolaylikla pargalanarak

serbest radikal olustururlar (Zakaria vd., 2009).

1.2.1.3 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlar:

Molekiiler Baskilama Teknigi (MIT), amino asitler ve proteinler, niikleotid
tirevleri, kirleticiler, ilaglar ve gida dahil olmak iizere hem biyolojik hem de
kimyasal molekiilleri taniyabilen ¢ok yonlii ve umut verici bir teknik olarak kabul
edilmektedir. MIP’ler genis ve cesitli bir uygulama alani bulunmaktadir
(Vasapollo vd., 2011). MIP'ler, spesifik molekiillerin ayristirilmasi1 ve
saflagtirllmasinda onemli rol oynar ve -elektrokimyasal sensdrlerde belirli
analitlerin taninmasi ve tespiti i¢in kullanilir. Ayrica, katalizér olarak belirli
kimyasal reaksiyonlarin hizlandirilmasinda ve ila¢ tasima sistemlerinde hedef
bolgelere kontrollii ilag saliniminda uygulanir. Biyolojik antikorlar veya
reseptorler gibi davranarak biyomolekiilleri tanima ve baglama kapasitesi ile tibbi
teshis ve tedavi siireclerinde de 6nemli bir yer tutar. Gida gilivenligi analizlerinde,
cevresel kirleticilerin tespiti ve temizlenmesinde (Kegili, 2022), genetik
aragtirmalarda deoksi riboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) ve diger
niikleotid tiirevlerinin taninmasi ve ayristirilmasinda (Ge vd., 2009) kullanilarak,
kimya, biyoloji, cevre ve tip gibi farkli disiplinlerde kritik Ooneme sahiptir.
MIP'lerin bu c¢esitli kullanim alanlari, onlarin ¢ok yonlii ve etkili bir teknoloji

oldugunu ortaya koymaktadir (Briiggemann vd., 2000).

1.3 Nanobiyosensorler

Sensor, bir 6rnek icerisinde bulunan analitin varligin1 ve 6rnek icerisindeki

miktarini belirlemek i¢in kullanilan cihaz olarak tanimlanabilmektedir. Sensorler
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sistemsel olarak reseptor, doniistiiriicii ve okuma sisteminden olugmaktadir.
Biyosensorlerde (Sekil 1.3) bu sistemde biyolojik bir elementtir ve doniistiiriicti
tizerine farkli sekillerde sabitlenmektedir (Huang vd., 2021). Temel olarak
biyokimyasal reaksiyonlarmin tanimlamasi i¢in kullanilmaktadir (Kulkarni vd.,

2022).
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Sekil 1. 3 Tipik biyosensorlerin ¢esitli modiilleri (Kulkarni vd.,2022).

Giliniimilizde nanoyapilar ¢esitli amaglar i¢in biyosensorler ile birlestirilmis
ve bu alanda farkli ilerlemelere yol ag¢migslardir. Biyosensorlerin yapisina
nanoyapilarinin eklenmesinin asil amaci, biyolmalzemleri stabilize etmek igin
gerekli olan seviyenin artisin1 saglamak ve bunun sonucunda hassasiyeti, diigiik
potansiyellerde reaksiyona girme olasiligin1 artirmak ve elektronlarin aktif
reaksiyon merkezinden elektrot yilizeyine (elektrokimyasal nano sensérlerde) hizli

transferine yardimci olmaktir (Kulkarni vd., 2022).

1.3.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, alicisinin biyolojik bir element oldugu grup
elektrokimyasal sensordiir (Kulkarni vd., 2022). Elektrokimyasal sendrler,
biyosensor ylizeyinin iletkenligi, direnci veya kapasitansindaki biyolojik
baglanma olaymna bagh degisikliklerin Olgiilmesine dayanmaktadir (Rahit ve

Tarailo-Graovac, 2020). Giinliimiizde elektrokimyasal biyosensorler oldukca
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yaygindir. Minimum fiyatlari, esneklikleri, kompakt boyutlar1 ve basit
kullanilabilirlikleri nedeniyle oldukga tercih edilmektedir.

1.4 CRP Tayin Metotlar1

Klinik laboratuvarlarda tiirbidimetrik ve nefrometrik teknoloji (Roberts vd.,
2000; Roberts vd., 2001) veya insan CRP enzim immiinoassay (ELISA) kitleri
kullanan ¢esitli CRP testi yontemleri mevcuttur. Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC) de CRP tayininde kullanilabilen bir diger yontemdir; bu
teknik, CRP'nin bilesenlerini ayirarak ve analiz ederek tespit eder. Western blot
yontemi, proteinlerin elektroforezle ayrilmasi ve ardindan antikorlar ile tespit
edilmesi prensibine dayanarak CRP'nin spesifik tespiti ve dogrulamasi icin
kullanilir (Kiefer vd., 2012). Mass spektrometri, CRP'nin peptid kiitle profillerini
analiz ederek yiiksek hassasiyet ve dogrulukla tespit ve miktar belirleme imkan1
sunar. FElektrokimyasal biyosensorler ise, CRP tespiti i¢in elektroda bagh
biyolojik elemanlar (antikorlar, aptamerler) kullanarak elektriksel sinyal
degisimlerini dlger ve yiiksek hassasiyet ve hizli tespit imkani saglar (Kuhn vd.,
2004). MIP bazli sensorler, CRP'yi secici olarak baglamak i¢in hazirlanmig

polimer matrisler kullanir ve 6zgiin baglanma bolgeleri olusturur.

Bu yontemler arasinda secim, tespit edilecek CRP konsantrasyonuna,
gerekli hassasiyet seviyesine, numune tiiriine ve laboratuvarin teknik imkanlarina
bagl olarak degisir. Bununla birlikte, bu yontemler yeterince duyarli olmadiklari,
zaman alict olduklari, yanlis negatif sonuclara egilimli olduklart veya uygun
maliyetli olmadiklar i¢in genellikle klinik uygulama i¢in uygun degildir (Pearson
vd., 2004). Aynm1 zamanda, CRP gibi proteinler, yliksek sicakliklar veya
ultraviyole (UV) 1s181na uzun siire maruz kalma gibi asir1 kosullar altinda denatiire
olabilir veya bozunabilir, bu nedenle deneysel ortamlarda bunlarin dikkatli ve

uygun sekilde ele alinmasi 6nemlidir (Ruzza vd., 2021).

Sensor sistemleri, hizli yanit siiresi ve diisiik maliyet 6zellikleri nedeniyle
son zamanlarda klinik tan1 ve tan1 prosediirlerinde en yaygin kullanilan ve popiiler
cihazlar haline gelmistir. Bu enstriimanlar, kiiclik numune hacimlerini analiz

edebilme, daha hizli analiz siireleri, proses otomasyonuna uygunluk, artirtlmis
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giivenilirlik ve tekrarlanabilirlik gibi bir¢ok avantaj sunar (Couto vd., 2016). Son
aragtirmalar, hiicre dis1 sivilari 6lgmek i¢in minyatiir elektrokimyasal sensorlerin
ve klinik teshis i¢in mikron veya mikron alt1 boyutlu cihazlarin gelistirilmesine
odaklanmistir. Bunlar arasinda elektrokimyasal deneyler, diisiik maliyet, esneklik

ve hassasiyet agisindan en umut verici olanidir (Bryan vd.,2013).

Gilintimiizde elektrotlar, mikro ve nanomalzamelerle modifiye edilerek veya
modifiye edilmeden de kullanilabilen pirolitik grafen, cams1 karbon ya da borlu
elmas elektrotlardan tiretilmektedir (Liu ve Lin, 2007). Bununla birlikte baska bir
yaklagim ise mikro veya nano-elektrotlarin elde edilmesi igin boyutun
kiigiiltiilmesi gibi makro elektrot bilesenlerinin geometrik seklinin degisimini
igerir.  Fiziksel modifikasyonla kiitle taginim siirecleri, dogrusal/diizlemselden
yakinsak/radyal difiizyona doniiserek elektroanalitik sinyalde 6nemli gelismelere

neden olur (Sanghavi vd., 2015).

Yukarida bahsedilen gelismeler, cok cesitli numune matrikslerinde ¢esitli
bilesiklerin tayini i¢in yiizey baskili karbon elektrotlara (SPCE) dayali yeni sensor
tiplerini ortaya ¢ikarmistir. SPCE'ler, son on yildaki 6nemli gelismelerden dolay1
analitik kimya, ila¢ kontrolii, klinik ve g¢evresel analiz dahil olmak {izere ¢ok
sayida alanda bol miktarda kullanim alant bulunan tasinabilir cihazlardir
(Asuncion vd., 2010). Bir SPCE, calisma elektrodunun (WE), referans elektrodun
(RE) ve kars1 elektrodun (CE) yiizey baskilama yontemi ile basildigi kimyasal
olarak inert bir substrattan olusur (Sekil 1.4).

DS
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Sekil 1. 4 SPCE Elektrot (Vasiliadou vd.,2016).

SPCE'lerin ¢aligma elektrodu yiizeyinde yapilabilen kapsamli modifikasyon
yelpazesi sayisiz uygulama alani agar (Chen ve Chatterjee, 2013). Ozellikle,

SPCE tabanli sensorler, diisiik tayin limiti, basit kullanim, diisiik maliyet,
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taginabilirlik ve minyatiirlestirme potansiyeli, farmasotiklerin ¢ok ¢esitli
numunelerde analitik tespiti gibi Onemli avantajlar saglayan araglar olarak

diistintilebilir (Su ve Cheng, 2010).

Nanoteknoloji ve malzeme bilimindeki hizli gelismeler sayesinde, biyolojik
reseptorlerin sentetik analoglarla degistirilmesine olan ilginin artmasi, alanin son
zamanlardaki genislemesine onemli katki saglamigtir (Chen, 2022). Molekiiler
baskilama, yliksek spesifik tanima kabiliyetine sahip afinite malzemelerinin
hazirlanmasinda gekici bir yontem haline gelmistir. Enzim, antikor gibi biyolojik
tantma materyalleriyle karsilastirildiginda, MIP’ler segicilik, stabilite, tekrar
kullanilabilirlik, diisiik maliyet gibi bir¢ok avantaj saglar. Bununla birlikte,
geleneksel teknikle hazirlanan MIP'ler, eksik kalip uzaklastirma, diisiik baglama
kapasitesi, yiiksek difiizyon bariyeri ve diisiik alan erigilebilirligi gibi bazi
dezavantajlara sahiptir. Clinkii baskilanan alanlarin ¢ogu, MIP malzemesinin i¢
kisminda bulunur (Shahnazi vd., 2020). Bu problemleri ¢ézmek i¢in, son yillarda
nanomalzemelerin yiizeyinde MIP tabakasinin olusturulmasini igeren yiizey
baskilama teknigi gelistirilmistir. Bu yontemle malzeme yilizeyinde daha yiiksek
baglama kapasitesi ve daha hizli baglanma kinetigi avantajlart saglanmigtir (Luo
vd., 2015). Simdiye kadar demir (ILIII) oksit (Fe;O4) nanopartikiilleri (Jia vd.,
2013), silika nanopartikiilleri (Gao vd., 2007), polianilin nanofiber (Liang vd.,
2011), polistiren ¢ekirdek kolloidleri (Ouyang vd., 2010), karbon nanotiip (Chen
vd., 2012), kuantum noktalar (Zhao vd., 2011) icin cok sayida calisma
bildirilmistir.

Elektrokimyasal ¢alismalarla birlestirilen MIP'lerin, kullanim kolaylig1 ve
diisiik maliyet gibi 6zelliklerinden dolay1 sensor alanindaki uygulamalar1 artmistir
(Anirudhan vd., 2019). Bununla birlikte, MIP tabanli sensorlerin, sensor pazarinda
yer almadan Once, hala bazi problemlerin iistesinden gelinmesi gerekir. Bu
problemlerden en Onemlisi, baskilanmis oyuklarin, sensor ylizeyine olan
mesafesinin degismesi ve buna bagli olarak da diisiik sinyal alinmasidir (Uzun ve
Turner, 2016). Arastirmacilar, bu sorunu onlemek ve elektrokimyasal sinyali
iyilestirmek i¢in grafen gibi olaganiistii elektriksel iletkenlik 6zelligi ve son

derece genis ylizey alanina sahip nano boyutlu destek materyali yiizeyinde ultra
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ince ve homojen polimerik filmler gelistirmeye odaklanmiglardir. Bu sayede, ince

MIP tabakalari i¢in daha yiiksek segicilik saglanmaktadir (Zhang vd., 2017).

Grafen (grafen/MIP kompozit) yiizeyinde bulunan MIP, daha hizli bir
adsorpsiyon ve desorpsiyon dinamigi sergilemekle kalmaz, ayn1 zamanda, yliksek
bir baglanma kapasitesi ve hedef molekiile kars1 yliksek segicilik gosterir (Zhao
vd., 2018). Ayrica, genis m-elektron sistemine sahip olan grafen, ilaglar,
kirleticiler ve biyomolekiillerde bulunan karbon temelli halka yapilarina karsi
giiclii bir afiniteye sahiptir (Liu vd., 2012). Biitiin bunlarin yani sira grafen,
yiiksek elektron transfer hizi, yiiksek 1s1 ve elektriksel iletkenligi, olaganiistii
elastikiyet ve sertlik, yiiksek termal stabilite gibi etkileyici 6zellikleri sayesinde
yiiksek hassasiyetli elektrokimyasal MIP sensOriinlin  liretimi i¢in oldukca
elveriglidir (Lee vd., 2008). Grafen normalde iki oksidasyon derecesine sahiptir:
grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (rGO). GO, diisiik iletkenlige sahip
ve suda ¢oziiniirdiir, rGO ise iyi iletkenlige ve suda zayif ¢oziiniirliige sahiptir.
GO'in sulu ¢ozelti igcindeki miikkemmel c¢oziinlirliigli temel olarak hidroksil,
epoksit, karboksilik gruplar gibi oksijence zengin olan hidrofilik gruplardan
kaynaklanmaktadir. Yiizeydeki bu fonksiyonel gruplar, ylizeye baglanmak istenen
molekiiliin fonksiyonel gruplariyla etkilesime girerek cok sayida reaksiyon
bolgesi saglayabilir (Zhang vd., 2017). Ayrica, GO, genis spesifik yiizey alani
(2630 m” g ') nedeniyle birim hacim basina diisen algilama alani da artar ve bu da
sensOr cihazi i¢in yliksek hassasiyet saglar (Wang vd., 2009). Ancak yukarida da
bahsedildigi gibi GO’nun oksijence zengin fonksiyonel gruplar1 iizerinde
barindirmasi elektriksel iletkenligin diismesine sebep olur. Bu yiizden 6zellikle
sensdr uygulamalarinda GO’in indirgenmesi yoluna gidilir. Indirgemenin
ardindan GO i¢indeki oksijen igeren gruplarin ¢ogu, 6zellikle hidroksil, epoksit ve
karboksil gruplar1 tamamen uzaklasir ve n-konjugasyonunca zengin grafen, yani
indirgenmis grafen okside doniistiiriiliir (Hou vd., 2010). Grafen tabakalarindaki
n-konjugasyonu, grafenin iletkenligini geri kazandirir. Ancak sudaki ve diger
bircok organik ¢d6ziiclideki ¢oziiniirliigiini azaltir. Ek olarak, rGO, polimer
matrisler gibi diger bazi malzemelerle ¢ok uyumlu degildir. Fonksiyonel
molekiillerin grafen tabakalarina fiziksel olarak adsorbe edilmesi ve fonksiyonel
gruplarin grafen yiizeyine kimyasal olarak baglanmasi dahil olmak {iizere bu

problemi ¢ozmek icin cesitli teknikler gelistirilmistir (Stankovich vd., 2006).
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Bugiine kadar, rGO'nun sulu ¢oziiciiler icindeki dagilimi, suda ¢oziinen
fonksiyonel gruplar iceren molekiiller ve polimerleri rGO tabakalarina fiziksel
olarak adsorbe edilerek basarilmistir. Ancak bu tiir stabilizatorlerin varliglr ¢cogu
uygulama i¢in arzu edilmez (Hou vd., 2010). GO kullanilarak elde edilen yiizey
baskilanmis kompozitlerle ilgili bir¢ok calisma olmasina ragmen grafen
tabakalarinin c¢esitli ¢oziicliler icinde zayif dagilmasi nedeniyle arzu edilen
nitelikte iiretilmek istenen 6zellikle rGO ile yiizey baskilanmis kompozitlerle ilgili

yapilan ¢alismalar ¢cok azdir.

Grafit Grafit Oksit

Dagilma

Sekil 1. 5 Grafen oksidasyon basamaklari (Raji vd., 2019).

Grafen tlirevlerinin ve MIP'lerin bagarili kombinasyonu, MIP'lerin sensor
sistemlerinde kullanilabilmesine olanak saglar. Yiizey baskilanmig MIP
kompozitlerinin hazirlanmas1 i¢in destek materyali ile MIP arasindaki
baglanmalar ve etkilesimler ¢ok onemlidir. Grafen tabakalarinin agrelatlasma
egilimi yiiksek oldugundan, molekiiler baskilama isleminden once genis yiizey
alanin1 korumak i¢in grafenin ylizey modifikasyonu yapilmalidir (Luo vd., 2015).
Grafen oksidin, hem kovalent hem de kovalent olmayan baglar yoluyla organik
molekiiller ile yiizey modifikasyonu, agregatlasmayr Onleyebilir ve stabil
dispersiyonun olusumunu kolaylastirir (Cai ve Song, 2010). Ayrica, bu
modifikasyon, grafen katmanlarinin polimer matris ile uyumlulugunu ve
adhezyon/etkilesimini artirmak i¢in 6zel olarak tasarlanir (Song vd., 2013). Genel

olarak, grafenin ylizey modifikasyonu;



21

(1) Hidrojen bagi (H-bag), n-r etkilesimi, n-katyon etkilesimi, m-anyon
etkilesimi, hidrofobik etkilesimler ve van der Waals baglamasi gibi ikincil

etkilesimler araciligiyla kovalent olmayan adsorpsiyonla,

(2) organik molekiillerle ve grafen tabakalarimin bazal diizlemler ve
kenarlarinda bulunan karboksil (-COOH), hidroksil (-OH) veya epoksi gibi belirli
fonksiyonel gruplar arasinda meydana gelen kovalent bag (C-C) ile yapilabilir

(Wang vd., 2016).

Yiizey baskilanmig MIP kompozitlerini hazirlamak icin serbest radikal
polimerizasyonu (FRP), tersinir katilma-boliinme zincir transfer (RAFT) (Lee ve
Kim, 2009) polimerizasyonu, atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) (Xu
vd., 2012) ve sol-jel metodu (Luo vd., 2014) dahil olmak iizere ¢esitli yollar
gelistirilmektedir. Bu yontemler arasinda, FRP, basit islem ve hemen hemen tiim
vinil monomerlerine uygulanabilirligi nedeniyle yiizey baskilanmig MIP
kompozitlerinin hazirlanmasi i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir (Gu vd., 2013).
Vinil gruplarin destekleyici materyal ylizeyine eklenmesinin, destek materyalinin
MIP filmi ile giiclii bir etkilesim yoluyla birlesmesini saglamasinin yani sira
polimerlestirilebilir monomerler ile destek materyalin vinil gruplarinin
kopolimerizasyonuyla da molekiiler baskilama polimerizasyonu
gergeklestirilebilir. MIP'ler, kullanim1 uygun, ucuz ve oldukga kararli polimerik
malzemeleri kullanima sunmak ig¢in  gelistirilmistir.  Literatiir  verileri
incelendiginde CRP tayinine yonelik gelistirilen sensor sistemlemlerinin kullanim
potansiyelleri arastirilmigtir. Bu kapsamda yapilan ¢aligmalardan bazilar1 asagida

Ozetlenmistir;

Bir ¢alismada Kumar ve Prasad, CRP’nin 6l¢iimii icin, 'as1' modifikasyonu
ile uyumlu, tasarlanmig, kabartmali, polimerle modifiye edilmis serigrafi baskili
bir karbon elektrot kullanilmistir. Kaplamaya ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
(MWCNT'ler) dahil edilmesi de elektrokimyasal algilamanin hassasiyetini
artirmaya yardimci olmustur. 2-Akrilamidoetil dihidrojen fosfat (AEDP) ve N-(4-
dimetilaminofenil)akrilamid (DMAA), her biri dogal bir CRP baglayic1 olarak
fosfatidilkolin'i (PC) taklit eder ve kendi kendine birlesmeyi zorlayabilen

fonksiyonel monomerler olarak secilmistir. Sulu ortamda tespit limiti 0,04 pg mL
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' (S/N = 3) olarak belirlenmistir. Onerilen sensoriin metodolojisini ve etkinligini
dogrulamak i¢in insan serumunda CRP’nin saptanmasi da arastirilmistir (Kumar

ve Prasad, 2012).

Baska bir g¢alismada, Liu ve arkadaglarinin 2020°de, CRP tespiti igin
polidopamin (PDA) bazli molekiiler baskili C-Reaktif Protein (CMIP-PDA) ile
dekore edilmis mikrofiber interferometrik sensor gelistirilmistir. Dopamin kendi
kendine polimerizasyonu sirasinda, 6-dihidroksiindol (DHI), sablona karsilik
gelen farkli sekil ve boyutlarda baski bosluklari ile trimer yeniden diizenlemeleri
ve tamamlayict hidrofobik/hidrofilik ylik dagilimlari iiretir. Sablon aracili yeniden
diizenleme ve fiber optik interferometrinin gelistirilmis etkisinin kombinasyonu,
algilama hassasiyetini artirir.  Bu nedenle sensoriin - hassasiyeti 0,881

nm/(ng/mL)'ye ulasir ve LoD 5,813 x 10~'° ng/mL'dir (Liu vd.,2020).

Balayan ve arkadaglarinin 2022°de yapmis oldugu ¢alismada ise, elektrot
yiizeylerinde iiretilen molekiiler baskili polimerler kullanilarak yenidogan sepsisi
icin bir biyobelirte¢ olan CRP’yi saptamak i¢in bir elektrokimyasal biyosensoriin
gelistirilmeye calismiglaridir. Bimetalik altin-platin nanomalzemeler, sensor
yiizey alanin1 ve katalitik 6zellikleri iyilestirmek i¢in yiizey baskilt karbon
elektrotlarda biriktirdiler. Daha sonra elektrotun yiizeyinde CRP ile baskilanmis
bir polimer biriktirilmistir. Ayrica, gelistirilen elektrodun tepkisini 6l¢gmek icin bir
elektrokimyasal teknik uygulanmistir. Tespit matrisinin CRP tespit ettigini ve
daha LoD degeri 0,1 nM performans gosterdigini gézlemlemislerdir (Balayan vd.,

2022).

Baska bir calismada Liu ve arkadaglarinin 2022 yilinda, CRP'yi 6lgmek i¢in
MIP tabanli bir elektrokimyasal tespit sistemi gelistirilmistir. Bu tiir sistemler, ¢ip
iizerinde laboratuvar teknolojisi i¢in mikroakigkanlar ve elektronik ile entegre
edilebilir. MIP bilesimi, farkli konsantrasyonlarda baski sablonu (CRP)
kullanilarak optimize edilmistir. o-(4-Nitrofenilfosforil)kolin (4NPPC), CRP'nin
mikrotemas inhibisyonunda fonksiyonel bir monomer olarak kullanilmistir.
MIP'ye Tungsten Disiilfiir (WS;) eklenmistir. Gelistirilen sensdr sisteminin
caligma araligr 2.28 + 0.12 pg/mL’dir. Genisletilmis kapr alan etkili transistor
platformunda WS, katkili peptit baskili polimer kapli elektrotlarin standart bir
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egrisi elde edilmistir ve gercek insan serumundaki CRP konsantrasyonlarini

6lemek i¢in kullanilmistir (Liu vd., 2022).

Ne yazik ki, mevcut ticari immiinoanalizlerde emek yogundur, biiyiik
numune hacimleri gerektirir ve diisiik stabilite ve yliksek iiretim maliyetleri gibi
pratik sinirlamalara sahiptir. Dolayisiyla, klinik bakis agisindan CRP'nin hassas

bir sekilde tayin edilmesi ¢cok dnemlidir.

Bu tez calismasinda, klinikte kullanilan enzim immunoassay yontemine
alternatif olarak CRP tayinine yonelik molekiiler baskilanmis modifiye bir

modifiye-SPCE’nin gelistirilmesi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Materyal

C-Reaktif Protein, 2-hidroksi etil metakrilat (HEMA), metil metakrilat
(MMA), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), dimetil stilfoksit (DMSO), amonyum
persiilfat (APS), polivinilalkol (PVA), tetrametiletilendiamin (TEMED), askorbik
asit, hidrojen peroksit (H,O,), (3-Mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTS), grafit
tozu, potasyum permanganat, siilfiirik asit (H,SO,4), fosforik asit (H3POj),
hidroklorik asit (HCI), nafyon 117, etanol, metanol, asetik asit, potasyum kloriir
(KCI), (III)  Ks[Fe(CN)g] ve
hekzosiyanoferrat (II) trihidratK;[Fe(CN)g]
(KH,PO4), HUMAN SERUM, iirik asit, bovin serum albiimin (BSA) ve diger

potasyum hekzosiyanoferrat potasyum

potasyum dihidrojen fosfat

kimyasallar Sigma-Aldrich firmas1 tarafindan analitik saflikta olacak sekilde

temin edilmistir.

2.2 Cihazlar

Cizelge 2. 1 Calismada kullanilan cihaz ve sistemler.

Cihazlar
Manyetik karigtirict
Hassas terazi

Ultrasonik 1sitmali su cihazi
Sogutmali santrifiij cihazi.

Isitmal1 Su Cihazi
Ultra Santrifiij cihazi
pH metre
Etiv

UV-spektrofotometre cihazi

Fourier doniisiimlii kiz1l 6tesi
spektroskopisi (FTIR)

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Zeta boyut 6l¢iim cihazi

Marka ve Model
IKA, RCT basic
Kern ABS 220-4 M

JeiTech UC-10

Centurion Scientific Benchtop
Centrifuges, UK

Wis, Bath
Beckman Coulter Avanti JE
pH/ISE Meter IstekNeoMet
Memmert
Evolution 60, Thermo Scientific

Perkin Elmer Spectrum Two

Carl Zeiss 300VP Kaplama
(QUORUM Q150 RES)
Malvern Instruments Nanoseries
Zeta Sizer
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2.3 lyilestirilmis Hummers metodu ile Grafen Oksitin Sentezlenmesi

(GO)

Grafen oksit, iyilestirilmis Hummers metodu ile grafen tozundan
hazirlanmistir (Marcano vd., 2010). Kisaca, 2 g grafit tozu, 12 g potasyum
permanganat ve 261 mL asit (235 mL H,SO4 + 26 mL H3PO,) bir balon reaktor
igerisinde 12 saat boyunca 50°C karistirilmistir. Daha sonra bu karigim donmus
halde olan 260 mL saf su ve 2 mL %30 H,O, igeren karisimin {iizerine
dokiilmiistiir. Ardindan elde edilen son ¢ozelti 4000 rpm’de 4 saat santrifiij
yapilmistir. Coken madde alinip 6nce %10 HCI ¢ozeltisiyle ardindan etanolle

yikanarak 80°C’de bir gece kurutulmustur.
2.4 Grafen Oksidin Silanizasyonu (S-GO)

GO’1 silanize etmek i¢in, 200 mL etanol ve 100 mL su igeren ii¢ boyunlu
balona 0.35 g GO ilave edilmistir ve 60 dakika boyunca ultrasonikasyon yoluyla
dagitilmistir. 15 mL suya 1 mL MPTS ilave edilip tamamen hidrolize olmasi i¢in
asetik asit ile pH degerini 4-5 arasinda tutulmustur ve grafen oksit ¢ozeltisine
ilave edilip 2 saat 60-65 °C’de silanizasyon islemi i¢in karistirilmistir. S-GO,

filtre edilip art arda metanol ve suyla yikanmistir.
2.5 MPTS-GO’in indirgenmesi (S-rGO)

Indirgenme islemi askorbik asit ile gerceklestirilmistir ve indirgenmis
silanize grafen oksit elde edilmistir (MPTS-rGO). Elde edilen S-GO’nun homojen
dispersiyonuna (5.0 mL), 5.0 g askorbik asit eklenmistir ve 30 dakika 60 °C’de
karigtirllmistir.  Ardindan elde edilen son c¢ozelti 4000 rpm’de 30 dakika
coktiiriilmiistiir. Coken maddenin lizerine %30’luk H,0, eklenerek reaksiyona
girmeyen askorbik asit uzaklastirllmistir. Elde edilen siyah iiriin santrifiijlenerek
etanol ve saf su ile ili¢ kez yikandiktan sonra 80°C’de bir gece kurutulmustur.

(Emiru ve Ayele, 2017).
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Sekil 2. 1 GO’in sentezlenmesi, silanizasyonu ve indirgenmesi.

2.6 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)| Nanopolimer Sentezi

Yiiriitiilen calismalarda, en uygun kosullar1 belirlemek amaciyla ii¢c farkli
on-kompleks formiile edilmistir. Bu amagcla, her biri 1 mg CRP ve farkh
hacimlerde olmak ftizere ii¢ farkli kompleks olusturulmus ve test edilmistir: 0,2
mL (MIP I), 0,4 mL (MIP II) ve 0,6 mL (MIP III) fonksiyonel monomer olarak
MMA 1 mL DMSO igerisinde 2 saat muamele edilmistir.

Ardindan 0,5 g PVA 45 mL distile su igerisinde ¢6ziindiikten sonra 6n
kompleks c¢ozeltisi ile karnstirtlmistir. Ardindan 0,6 mL HEMA ve 0,3 mL
EGDMA karisim igerisinde dagitildiktan sonra 1 mg S-rGO eklenmistir. Elde
edilen karigim 15 dakika azot (N,) gazindan gecirilmistir. Baglatic1 olarak da 0.04
g APS’yi 90 mL su varliginda ¢ozdiikten sonar karisima eklenmistir. Sonra 50 pL
TEMED konulmustur ve ardindan ¢alkalayici su banyosunda 100 rpm’de 37°C’de
24 saat boyunca serbest radikal polimerizasyonu ydntemiyle molekiiler baskilama

islemi gerceklestirilmistir.

Elde edilen CRP baskili nanopartikiiller, reaktan monomerler ve baslaticilar
olabileceginden dolay1 ayr1 ayr1 su ve metanol ile birka¢ kez yikandi. Yikama

isleminden sonra, metanol/asetik asit (4:1) mol orami c¢ozeltisi kullanilarak
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polimerik yapidan sablon molekiil CRP c¢ikarildi. Temizlenen nanopartikiiller

deiyonize su i¢inde redispers edildi ve +4°C'de saklandi.

Sablonsuz polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopartikiillerin (NIP) sablon
molekiil (CRP) olmadan ayni regete ile polimerizasyon ortaminda hazirlandu.
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Sekil 2. 2 A) CRP ve MMA On Kompleks ve B) polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
terpolimerinin kopolimerizasyonun spesifik etkilesiminin sematik gdsterimi
ool
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Sekil 2. 3 CRP-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimeri sentezi.
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CRP Solisyonu

®
o.® CRP
® = |
Cimp-polilHEMA-ko-MMA-ko-{S1GO)} C-imp-poli HEMA-ko-MMA-ko-(S1GO)
Nafyon/SPCE Mafyon/SPCE

Sekil 2. 4 C-imp-polilHEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE sensdr sisteminin
hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Sekil 2. 5 CRP-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimeri sentez sonrasi fotograflari.

2.7 Sentezlenen Nanopolimerin Karakterizasyonunun Yapilmasi

Tez kapsamindaki g¢alismalarda infeksiyonel hastalik biyobelirteci CRP
tayini i¢in sensOr biyoaktif tabakasi olarak kullanmak amaciyla sentezlenen
nanoboyutlu polimerik malzeme olan C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
nanopolimerlerin  fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, modifikasyonu ileri
karakterizasyon teknikleri ile karakterize edilmistir. Bu teknikler kapsaminda,
Fourier Doniisiimlii  Kizilotesi  Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), Zeta Boyut ve Potansiyel Analizi kullanilmistir.
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2.7.1 Baskilanmis ve baskilanmamis C-imp-polil HEMA-ko-MMA-ko-
(S-rGO)] ve C-non-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] FTIR

(Fourier Transform Infrared Spektrofotometre) ol¢iimleri

Baskilanmis ve baskilanmamis p(HEMA-MMA) nanopolimerlerin FTIR
spektrumu, FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR)
kullanilarak elde edildi. Kurutulmus nanopolimerlerin (2 mg), 4000-650 cm™
dalga sayist araliginda FTIR spektrumu ¢ekildi.

2.7.2 CRP baskilanms C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
nanopolimerinin ve NIP Nanopolimerlerinin SEM (Taramal Elektron

Mikroskobu) goriintiileri

CRP baskilanmig C-imp-polil HEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]
nanopolimerinin ve NIP nanopolimerlerinin SEM gériintiileri icin izmir Katip
Celebi Universitesi’nde Enstitiisiinde bulunan SEM cihaz1 Carl Zeiss 300VP
Kaplama (QUORUM Q150 RES) kullanildi. Polimerik nano yapilar once
liyofilizasyonla kurutuldu, sonrasinda polimerin iletkenligini arttirmak amaciyla
yiizeye altin kaplama yapilarak goriintli alind1. Partikiiliin morfolojik 6zellikleri ve

boyutu incelendi.

2.7.3 CRP baskilanmis C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]

nanopolimerinin Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerin zeta
boyut analizi, nanopolimerlerin seyreltik ¢ozeltisi kullanilarak Nano Zetasizer
(NanoS, Malvern Instruments, Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii) ile

analiz edildi.

2.7.4 CRP baskilanmis C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]

nanopolimerinin Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerin zeta

potansiyel analizi ile parcaciklarin ylizey yiikiinli ve stabilitesini belirlemek i¢in
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nanopolimerlerin seyreltik ¢ozeltisi (5x) kullanilarak Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii) ile analiz

edildi.

2.7.5 CRP’nin Belirlenmesi icin UV-Spektrofotometre Analizi

CRP’nin analizi kuvars kiivet kullanilarak Ultraviyole spektrofotometre
cithazi (Thermo Scientific 60 Evolution) ile CRP tayini i¢in oncelikle 200-800 nm
araliginda spektrum taramasi yapildi. CRP kalibrasyon grafigi olusturmak icin

CRP’nin en iyi hangi dalga boyunda absorbans verdigi pik araligi bulundu.

10 mg CRP, 1 mL DMSO ve 9 mL pH:7,0 fosfat tampon ¢oziicii sistemi
(Kumar ve Prasad, 2012) igerisinde ¢Ozilniir. Cozelti konsantrasyonu 1mg/mL
olacak sekilde oda sicaklhiginda (25°C) ve aydinlik ortamda olacak sekilde

hazirlanmistir. Tiiplerin total hacmi 1 mL olarak hesaplanmustir.

Kalibrasyon egrisi 0.1,0.25,0.50,0.75,1 mg/mL derisimlerdeki CRP
cozeltilerileri ile olusturulmustur. Saptanan CRP konsantrasyonlar1 ile verilen

Esitlik 1 kullanilarak gram nanopolimer alanina tutunan CRP degerleri

hesaplanmustir.
Esitlik 1
Cbaslangic — Cson
= - —— x Vtoplam
Kuru nanopolimer kiitle
Bu esitlikte;

Q: mg nanopolimere adsorplanan CRP miktar1 (mgmg™)
Chaslangic: CRP’nin baslangigtaki konsantrasyonu (mgmL'l)
Cson: Siipernatantta kalan CRP konsantrasyonu (mgmL™)

Vioplam: Nanopolimer ile CRP’nin ¢ozelti toplam adsopsiyon hacmi (mL) 'dir.
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2.7.6 C-imp-poliHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)| Nanopolimerlerinin

Adsorbsiyon Kosullarinin Optimizasyonu

CRP baskilanmig C-imp-polil HEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]
nanopolimerinin CRP adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu denemelerinde
zaman, pH, sicaklik ve baglangic CRP konsantrasyonu ve tuz derisiminin
adsorpsiyon {iizerine etkisi incelendi. Adsorpsiyon denemelerinde kullanilmak
tizere 10 mg CRP 1 mL DMSO ve 9 mL pH:7,0 fosfat tampon ¢oziicii sisteminde
¢Oziinerek 1 mg/mL konsantrasyonda CRP c¢ozeltisi hazirlandi. pH denemeleri
icin her biri 50 mM olmak {iizere, pH 5-6-7 i¢in fosfat tamponu; pH 8-9 degerleri
icin sodyum borat tamponu hazirlandi. Denemelerin ardindan yapilan analiz
verileriyle adsorpsiyon kapasite degeri (Q); mg polimer basina adsorplanan mg

CRP miktar1 hesaplandi.
2.7.6.1 CRP Adsorbsiyonuna Zaman Etkisinin Incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine zamanin etkisini incelemek icin 1,0 mg/mL
konsantrasyonundaki CRP ¢ozeltisi 2 mL epppendorf tiiplere konuldu ve 10 mg
polimer eklenip acili karistirictya birakildi. Denemeler oda sicakliginda
gerceklestirildi. Son hacmi 2 mL, baglangic CRP konsantrasyonu 1,0 mg/mL olan
adsorpsiyon ortamlarindan 0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 ve 120. dakikalarda 6rnekler
alinarak 14500 g de 20 dakika santrifiijlendi ve {ist fazlarinda CRP tayini yapildi.

Boylece adsorpsiyonun zamana bagli degisimi incelendi.
2.7.6.2 CRP Adsorbsiyonuna pH Etkisinin Incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine pH etkisini incelemek i¢in farkli pH’larda
hazirlanan 50 mM konsantrasyonda tamponlar kullanildi. Denemeler oda
sicakliginda gergeklestirildi. Son hacim 2 mL, baslangic CRP konsantrasyonu 1,0
mg/mL olacak sekilde farkli pH ¢oziicii sistemlerinde CRP ¢ozeltileri 2 mL’ser 2
mL’lik eppendorf tiiplere konuldu ve igerilerine 10 mg C-imp-poliifHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerleri acili karistirictya  birakildi. 2 saat
adsorpsiyondan sonra drnekler 14500 g de 20 dakika santrifiij edilip iist fazlarinda
CRP analizi yapild.
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2.7.6.3 CRP Adsorbsiyonuna Sicakhk Etkisinin incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in 4°C-45°C
araliginda ¢alisildi. Denemeler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponu ¢oziicli sisteminde,
baslangic CRP konsantrasyonu 1,0 mg/mL olacak sekilde son hacim 2 mL
hacimde gerceklestirildi. CRP ¢ozeltileri 2 mL’lik eppendorf tiiplere konuldu ve
icerilerine 10 mg C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerleri
eklenip adsorpsiyon sicakligina ayarlanan su banyolarinda 2 saat karistirildi. 2
saat adsorpsiyondan sonra ornekler 14500 g de 20 dakika santrifiij edilip iist
fazlarinda CRP analizi yapildu.

2.7.6.4 CRP Adsorpsiyonu iizerine baslangi¢c konsantrasyonunun

etkisinin incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine baglangi¢c konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin adsorpsiyon ortamindaki baslangic CRP konsantrasyonu 0,2-0,5-0,75-1,0-1,5-
2,0 mg/mL araliginda son hacim 2 mL’ye ayarlanarak 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu ¢oziicii sisteminde 2,0 mg/mL’lik CRP stok ¢ozeltisinden pipetlemeler
yapildi ve 10 mg MIP-I, MIP-II ve MIP-III nanopolimerleri eklenildi. Denemeler
oda sicakliginda gergeklestirildi. Adsorpsiyondan sonra ornekler 14500 g de 20
dakika santrifiij edilip iist fazlarinda CRP analizi yapildi. Icerisinde polimer
bulunmayan kor deneme de her konsantrasyon degeri i¢in baslangi¢c derigimi

belirlemede kullanildi.

2.7.6.5 CRP Adsorpsiyonu Tuz derisimi Etkisi

Iyonik giiciin CRP adsorpsiyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla,
pH"1 7,0 ve konsantrasyonu 20 mM olan fosfat tamponlar1 hazirlandi ve bu
tamponlar, NaCl konsantrasyonlart 0'dan 1.0 M'a kadar degisecek sekilde
ayarlandi. Deney numuneleri 30 rpm hizla dénen acili bir karistiricida oda
sicakliginda 2 saat siireyle karistirildi. Bu siirenin sonunda, CRP miktar1 UV-vis
spektrofotometresi kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontem, NaCl konsantrasyonlariyla
ayarlanan farkli iyonik gili¢ kosullarinin, CRP'nin molekiiler baskili nanopolimer

iizerine adsorpsiyon verimliligini nasil etkiledigini arastirmak i¢in kullanildi.
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2.8.Nanobiyosensor Yiizeyinin Hazirlanmasi ve karakterizasyonu

2.8.1 Nanobiyosensor Gelistirme Calismalar

Nanobiyosensor gelistirme kapsaminda elektrokimyasal analizler igin
PalmSens potansiyostat (The Netherlands), SPCE kullanildi. Elektrokimyasal
nanobiyosensoOr gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda elektrokimyasal
yontem olarak diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve dongiisel voltametri (CV)
yontemleri kullanildi. Uygulanan yontemlerde elektrokimyasal tayin amaciyla
cozelti igerisinde yer alan demirin indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonundan
faydalanarak yiizeyin dolulugu hakkinda bilgi edinmeyi saglayan ferri-ferro
¢oOzeltisi hazirlandi ve kullanildi. Yiizeye biyoaktif tabaka olarak nanopolimer
baglanma asamalariyla baslayarak baglanan madde miktar1 arttikca c¢ozelti
icerisindeki demirin elektrotun iletken kismina ulagmasi zorlagmaktadir. Bu
prensip 1s18inda yilizeydeki baglanma miktarlar1 azalan iletkenlige bagli olarak

azalan sinyal miktarindan hesaplanabilmektedir.

2.8.1.1 Ferri-ferro ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve kullaninm

Ferri ferro ¢ozeltisini hazirlarken kullanilan potasyum hekzosiyanoferrat
(ITI) K3[Fe(CN)¢] ve potasyum hekzosiyanoferrat (II) trihidrat 1siktan etkilendigi
icin  ¢Ozelti amberli  siseye  aktarilana  kadar  karanlik  ortamda
gerceklestirilmektedir. 745 mg KCI (0,1 M), 680.5 mg KH,PO, tartildiktan sonra
211.2 mg K4[Fe(CN)g],165 mg Ks[Fe(CN)s] 5 mM (1:1) hassas terazi yardimiyla
tartilarak 100 mL ultra saf su igerisinde ¢6ziildii. Ardindan amberli sise icerisinde
dis kismi1 aliiminyum folyo ile kaplanarak oda sicakliginda saklandi. Olgiimler
esnasinda kullanilan hiicrenin dis kismi aliiminyum folyo ile kaplanarak ¢ozeltinin
mimkiin oldugu kadar 1siktan korunmasi saglandi. Cozelti Ol¢iimler sirasinda
1siktan etkilendigi i¢in siklikla yenilendi ve taze olan ¢ozelti ile Olglimler

gergeklestirildi.



34

2.8.1.2 C-imp-poliHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE

Yiizeyinin Hazirlanmasi

Optimize edilmis kosullara dayanarak, baskilanmis polimer ile modifiye
edilmis SPCE (C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE)
hazirlandi. 0.5 % nafyon ¢ozeltisi icerisinde 1,5 mg/mL total konsantrasyonda C-
imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] polimeri siispansiye edilmistir. Elde
edilen nafyon polimer karistmindan 15 pL elektrot yiizeyine damlatilarak oda
sicakliginda 2 saat boyunca karanlikta bekletilerek filmin olusturulmasi
saglanmistir. Modifiye C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE

sistemi daha sonraki analizlerde kullanilmak amaciyla +4 C° saklanmaistir.

2.8.2CRP Tayinine Yonelik Nanobiyosensor Optimizasyon Calismalari

2.8.2.1.0ptimum Tarama Hizi

Elde edilen optimum degerlerdeki tarama hizi, nafyon konsantrasyonu, C-
imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] konsantrasyonu ve film kalinhig
sonucunda gerceklestirilen her bir ylizey modifikasyonu CV Olclimleri ile

gozlemlenmistir.

2.8.2.2 Nafyon Konsantrasyonu Etkisi

C-imp-poliil HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon film ¢ozeltisi, metanol
iceren Nafyon 117 ¢ozeltisi (%0.1 ila %1 (w/v)) ile hazirlandi. Daha sonra, bu
metanol iceren ¢dzeltilerden 15 pL her bir SPCE'nin yiizeyine uygulandi. Elektrot
yilizeyindeki ¢Ozeltiyi kurutmak icin elektrotlar oda sicakliginda 2 saat boyunca
bekletildi. SPCE'ler, analiz i¢in gerektiginde kullanilmak {izere +4 °C’de saklanda.

2.8.2.3 Polimer Konsantrasyonu Etkisi
0 ile 2 mg/mL arasinda degisen C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]

polimer konsantrasyonlar1 %0.5 nafyon polimeri igine eklenerek elektrot yiizeyine

uygulanmistir.
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2.8.2.4 Polimer Film Hacmi Etkisi

C-imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE elektrodunun en
iyi performans ile c¢alisabilmesi adina kullanilacak olan film kalinliginin
optimizasyonu ¢alisilmistir. % 0.5 nafyon ve 1.5 mg/mL C-imp-poliifHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] polimeri ihtiva eden 5, 10, 15 ve 20 pL soliisyonlar SPCE

elektrot ylizeyine uygulanmustir.

2.8.2.5 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon ile modifiye

edilmis SPCE'nin analitik performansi

Elde edilen en uygun kosullar altinda, farkli CRP konsantrasyonlari
varliginda  C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon ile modifiye
edilmis SPCE sisteminin analitik performansi incelenmistir. Analitik analizler i¢in
CRP konsantrasyonlart 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/mL olarak
kullanilmistir. Elde edilen DPV akim degerleri istatistiksel olarak hesaplanarak
grafikler olusturulmustur. Bu ¢alisma kapsaminda LoD (3.3 S/N) ve LoQ (10 S/N)

degerleri istatistiksel olarak belirlenmistir.
2.8.2.6 Yapay Kan Ornegi Analizi

Tasarlanan ~ C-imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon =~ SPCE
elektrot sisteminin kan Orneklerindeki performansimni degerlendirmek amaciyla
literatiire uygun sekilde hazirlanmis yapay kan ornekleri kullanilarak ¢aligmalar
yapilmigtir. Bu kapsamda, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL ve 1.0 mg/mL CRP igeren
yapay kan Ornekleri hazirlanmis ve optimize edilmis C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon SPCE elektrot sistemi ile % geri kazanim (recovery)
oranlar1 incelenmistir. Bdylece, tasarlanan modifiye elektrot sisteminin kan

orneklerindeki performansi detayli olarak degerlendirilmistir.
2.8.2.7 Secicilik Calismasi

C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon SPCE elektrot

sisteminin segiciliginin belirlenmesi adina kan 6rneklerinde bulunan ve girisim
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gosterme potansiyeli olan bovin serum albiimin (BSA) ve iirik asit varliginda
sistemin akim degerleri arastirllmigtir. Boylece tasarlanan elektrot sisteminin kan

orneklerindeki ¢calisma performansi daha ayrintili olarak ortaya konacaktir.

2.8.2.8 Tekrarlanabilirlik Denemeleri

Tasarlanan SPCE elektrot sisteminin tekrar kullanilabilirliginin anlagilmasi
adina belirlenen optimum sartlar altinda sabit CRP konsantrasyonu igeren suni

kan 6rneginde tekrarli DPV 6lgiimleri alinmastir.
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3.  SONUC

3.1 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] Polimer Sentezi ve

Karakterizasyonu

3.1.1 C-imp-poli HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] Polimer FTIR Analizi

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2600 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 BOO GO0 400
Wavenumbers [om ™ |

Sekil 3. 1 C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] ve C-non-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-
rGO)] nanopolimerlerinin FTIR spektrumlari.

Sekil 3.1°de goriildiigii gibi FTIR spektrumunda goriildiigi tizere C-imp-
polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] ve C-non-imp-polii HEMA-ko-MMA-ko-(S-
rGO)] yapilar 3440 cm ' civarlarinda karakteristik hidrojen bagh alkol—OH,
gerilme vibrasyon bandina sahiptirr. MMA komonomerinin polimer yapisina
katilmasiyla hidrojen bagli alkol, OH, gerilme vibrasyon bandinin siddeti NIP
polimerine gore artmistir. Bu durum, C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
yapisindaki -NH gerilme titresimlerinin de 3300-3400 cm ' civarinda titresim
gdstermesinden kaynaklanmis olabilir.2900 cm™ civarinda absorpsiyon bantlari,
kopolimerin ana zincirindeki —CH ve —CH;'nin C—-H gerilmesi olarak

yorumlanmig, 1645 cm™' 'deki absorpsiyon bandi ise HEMA zincirinin C=0
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grubuna karsilik gelmektedir. 1449 ve 1500 cm ' 'deki absorpsiyon bantlari,

MMA zincirindeki C—C ve N—C baglarinin gerilme titresimlerini gostermektedir.

1800-1700 cm™' civarinda goriilen etkilesim karakteristik C=C,C=0 ve C=N
gerilme vibrasyon bandma sahiptir.1200-1100 cm™ civarinda goriilen etkilesim

karakteristik C-C,C-O ve C-N gerilme vibrasyon bandina sahiptir.

Bu karakteristik HEMA ve MMA absorpsiyon bantlari, poli(HEMA-MMA)
nanopolimerinin basariyla sentezlendigini dogrulamaktadir. FTIR
spektrumlarindaki bu karakteristik absorpsiyon bantlarinin varligi, poly(HEMA-
MMA) nanopolimerinin basarili bir sekilde sentezlendigini teyit etmektedir. MIP
nanopolimerleri i¢cin CRP'nin karakteristik zirveleri N—H gerilmesi (3300 cm ),
N-H biikiilmesi (3060 cm "), C=0 gerilmesi ve C—N gerilmesi (1680 cm ") ve
CO—O-C asimetrik gerilmesi (1165 cm ') olarak belirlenmistir. Bu bantlar,
kopolimerde bulunan belirli fonksiyonel gruplar ve kimyasal baglar i¢in parmak

izi islevi gérmekte olup, yapinin bilesimi ve yapisinin kanitin1 sunmaktadir.
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3.1.2 MIP (C-imp-poli| HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] ) ve NIP

Nanopolimerlerinin SEM Goriintiileri

Sekil 3. 2 A) MIP nanopolimerlerinin SEM fotograflari B) NIP nanopolimerlerinin SEM
fotograflari

Hem NIP hem de MIP nanopolimerlerin taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiileri, belirgin bir morfolojik yap1 ortaya koymaktadir (Sekil 3.2).
Parcaciklar boyutlar1 farkli biiyiitmelerde tutarli ve uyumlu goériinmektedir. SEM
goriintiilerinde  gézlemlenen boyutlardaki ve kiiresel yapidaki tekdiizelik,
sentezlenen nanopolimerlerin morfolojisi ve fiziksel 6zellikleri hakkinda degerli
bilgiler sunmaktadir. Bu bilgiler, hem NIP hem de MIP nanopolimerlerin yapisal
ozelliklerini ve ilag tasima veya biyosensor gibi c¢esitli alanlardaki potansiyel
uygulamalarini  anlamak i¢in Onemlidir. Taramali elektron mikroskobu

goriintiilerinde MIP ve NIP nanopolimerinin morfolojik yapis1 gézlendi.
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3.1.3 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] Polimer Zeta Boyut

Analizi

C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerinin zeta boyut
analizi Malvern Zeta-sizer cihaziyla yapildi. Nanopolimerler oldukga seyreltik

olacak sekilde hazirlanarak cihazin hiicresine verildi.

Result quality Good

Size Distribution by Number
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Record 273: MIP2 1 Record 274: MIP2 2

Record 275: MIP2 3

Sekil 3. 3 C-imp-polilHEMA -ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerin ZETA boyut analizi.

Nanopolimerlerin zeta boyut 6l¢limii sonucunda ortalama polimer boyutlari
C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] i¢in 319,7 nm olarak belirlendi (Sekil
3.3).

Zeta Sizer cihazi partikiillerin sivi igerisinde yaptigi brownian hareketine
dayanan bir ¢aligma prensibine sahiptir. Partikiil boyutunu belirleyebilmek i¢in
partikiillerin siviy1 hareket ettirme Ozelliginden faydalanilmaktadir. Kiigiik
partikiiller daha hizli hareket ederken, biiylik partikiiller daha yavas hareket
etmektedir. Bu prensibe dayanarak 6rnek ortamina cihaz tarafindan dinamik 151k
gonderilerek partikiillerin yaptig1 hareketin biiylikligline bakilmasi yoluyla
boyutu hakkinda bilgi elde edilmektedir. Buna bagli olarak, zeta boyutun SEM

gorintiilerinden elde edilen boyutlara nazaran daha biiyiik olmasi partikiillerin s1vi
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ortamdaki brownian hareketi ve sivi ortamda bir miktar sisme davranisi

gostermelerinden kaynaklandigi degerlendirildi.

3.1.4 CRP baskilanmis C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]

nanopolimerinin Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerin zeta
potansiyel analizi, nanopolimerlerin seyreltik ¢ozeltisi (5x) kullanilarak Nano
Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Ege Universitesi Niikleer Bilimler

Enstitiisii) ile analiz edildi.

Zela Potential Distribution
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Sekil 3. 4 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerin ZETA potansiyel analizi.

Nanopolimerin zeta potansiyel Ol¢limii sonucunda C-imp-poliiHEMA-ko-

MMA-ko-(S-rGO)] i¢in -0,213 mV potansiyel verdigi goriilmektedir (Sekil 3.4).
3.1.5 CRP’nin Belirlenmesi I¢in UV-Spektrofotometre Analizi

CRP’nin analizi kuvars kiivet kullanilarak Ultraviyole spektrofotometre

cihaz1 (Thermo Scientific 60 Evolution) ile CRP tayini i¢in dncelikle 200-800 nm
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araliginda spektrum taramasi yapildi. 220-260 nm araliginda maksimum
absorbans elde edildi. Sekil 3.5’te de gorildiigii gib olasi girisimi onlemek
amactyla 239 nm de 6l¢iim alind1 (Antonio vd., 2020).

Absorbans

1,0
0,5 L

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (cm™)

Sekil 3. 5 CRP’nin spektral tarama grafigi.

10 mg CRP, 1 mL DMSO ve 9 mL pH:7,0 Fosfat tampon c¢oziicii
sisteminde ¢oziinerek 1 mg/ml konsantrasyonda CRP ¢ozeltisi hazirlandi (Kumar

ve Prasad, 2012).

Denemeler oda sicakliinda (25°C) ve aydinlik ortamda olacak sekilde

hazirlanmigtir. Tiiplerin total hacmi 2 mL olarak hesaplanmaistir.

Kalibrasyon egrisi 3 tekrarli olacak sekilde 0.1,0.25,0.50,0.75,1 mg/mL
derisimlerdeki CRP  c¢ozeltilerileri ile olusturulmustur. Saptanan CRP
konsantrasyonlar1 ile verilen Esitlik 1 kullanilarak mg nanopolimer alanina

tutunan CRP degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 3. 6 CRP’ye ait kalibrasyon grafigi

Kalibrasyon grafigine ait regresyon denklemi y=1,0313x+0,0065 ve R’
degeri; 0,9993 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.6).

3.1.6 CRP baskilanmis C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]

polimerin Adsorbsiyon Kosullarimin Optimizasyonu
3.1.6.1 CRP Adsorbsiyonunda Zaman Etkisinin incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine zamanin etkisi 0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 ve 120,150
ve 180. dakikalarda alinan oOrneklerle incelendi. CRP adsorpsiyonu {izerine
zamanin etkisini incelemek i¢in 1,0 mg/mL konsantrasyonundaki CRP ¢ozeltisi 2
mL epppendorf tiiplere konuldu ve 10 mg polimer eklenip agili karistiriciya
birakildi. Denemeler oda sicakliginda gerceklestirildi. Baslangic CRP
konsantrasyonu 1,0 mg/mL olan adsorpsiyon ortamlarindan 0, 5, 15, 30, 45, 60,
90 ve 120,150 ve 180. dakikalarda ornekler almmarak 14500 g de 20 dakika
santrifiijlendi ve iist fazlarinda CRP tayini yapildi. Béylece adsorpsiyonun zamana

bagli degisimi incelendi.
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Sekil 3. 7 CRP adsorpsiyonu iizerine zamanin etkisi (CCRP:1,0 mg/mL, pH:7,0 (50 mM, fosfat
tamponu) T:25 °C).

Elde edilen Q (adsorpsiyon kapasitesi) degerlerinin zamanla artip belli bir
degerden sonra da doygunluga ulastig1 goriildii. Sekil 3.7°de goriildiigii gibi 120

dk sonra adsorpsiyon dengelendi ve maksimum adsorpsiyon degerine ulasildi.
3.1.6.2 CRP Adsorbsiyonuna pH Etkisinin Incelenmesi

CRP adsorpsiyonu tlizerine pH etkisini incelemek ic¢in farkli pH’larda
hazirlanan 50 mM konsantrasyonda tamponlar kullanildi. Denemeler oda
sicakliginda gerceklestirildi. Son hacim 2 mL, baslangic CRP konsantrasyonu 1,0
mg/mL olacak sekilde farkli pH ¢oziicii sistemlerinde CRP ¢ozeltileri 2 mL’ser 2
mL’lik eppendorf tiiplere konuldu ve igerilerine 10 mg C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerleri acili karistirictya  birakildi. 2 saat
adsorpsiyondan sonra 6rnekler 14500 g de 20 dakika santrifiij edilip iist fazlarinda

CRP analizi yapild.
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Sekil 3. 8 CRP adsorpsiyonu iizerine pH etkisi (CCRP:1,0 mg/mL, T:25 °C,tadsorpsiyon: 2 saat).

CRP adsorpsiyonuna pH'nin etkisini incelemek amaciyla, her biri 50 mM
konsantrasyonunda farkli pH seviyelerinde tamponlar hazirlandi: pH 5.0 (asetat),

pH 6.0-8.0 (fosfat) ve pH 9.0 (TRIS).

Sekil 3.8’de gorildiigii iizere C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
nanopolimerinin CRP adsorpsiyonu pH bagimlidir. Asidik bolgeden notral
bolgeye gidildikge molekiiler baskilanmis nanopolimerin CRP adsorpsiyon
kapasitesinde artis goriilmektedir. Notral bolgeden bazik bolgeye gidildikege
molekiiler baskilanmis nanopolimerin CRP adsorpsiyon kapasitesinde diisme
yasanmaktadir. Bunun sebebi olarak MMA'nin -NH, grubu ile CRP'nin H-H grubu
arasinda hidrojen bagi olusumu ile aciklanabilir. pH'nin daha da artmasiyla
birlikte deprotonasyon meydana geldi; dolayisiyla, gruplar arasindaki hidrojen
baglar1 zayifladi ve Q degeri azaldi.

3.1.6.3 CRP Adsorbsiyonuna Sicaklik Etkisinin Incelenmesi

CRP adsorpsiyonu lizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in sirasiyla 4°C -

25°C - 37°C ve 45°C degerlerinde ¢alisildi. Denemeler 50 mM pH 7,0 fosfat



46

tamponu ¢oziicii sisteminde, baslangic CRP konsantrasyonu 1,0 mg/mL olacak
sekilde son hacim 2 mL hacimde gerceklestirildi. CRP c¢ozeltileri 2 mL’lik
eppendorf tiiplere konuldu ve igerilerine 10 mg C-imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-
(S-rGO)] nanopolimerleri eklenip adsorpsiyon sicakligina ayarlanan su
banyolarinda 2 saat karigtirildi. 2 saat adsorpsiyondan sonra ornekler 14500 g de

20 dakika santrifiij edilip iist fazlarinda CRP analizi yapildi.
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Sekil 3. 9 CRP adsorpsiyonu iizerine sicaklik etkisi (CCRP:1,0 mg/mL, pH:7,0 (50 mM fosfat
tamponu ) tadsorpsiyon: 2 saat).

Sekil 3.9, CRP baskil1 nanopolimerin adsorpsiyon kapasitesinin sicaklik ile
nasil degistigini gOstermektedir. Arastirma, 4-45 °C sicaklik araligmni
kapsamaktadir. Sekil 3.9°da MIP nanopolimerin CRP adsorpsiyon kapasitesinin
artan sicaklik degerleriyle birlikte artis gosterdigini ortaya koymaktadir.
Baglanma kapasitesi, 37 °C'de zirveye ulasarak, daha yiiksek sicakliklarin

baglanma etkinligini artirdigin1 gdstermektedir.
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Adsorpsiyondaki zayif ikincil etkilesimlerin baskinli§i, nanopolimer
yizeyindeki CRP'ye 6zgii bosluklarda bulunan MMA monomerine ve hedef
molekiil CRP'nin hidrofilik dogasina baglanmistir. Hem adsorbanin hem de hedef
molekiiliin hidrofilik oldugu durumlarda, zayif ikincil etkilesimler adsorpsiyon
stirecinde baskin olma egilimindedir. Suda hidrofilik maddelerin baglanma siireci,
G = (H — TAS) teoremine gore ilerler; burada G serbest enerji degisimini, H
entalpi degisimini, T sicaklig1 ve AS entropiyi temsil eder. Bu durumda, hidrofilik
adsorbanlar ile itici gii¢ entropidir, bu da sicaklik arttik¢a etkilesimin artmasina
neden olur. Entalpi H pozitif veya negatif olabilir, ancak pozitif entropi degisimi
AS serbest enerji G iizerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Sonug olarak, sicaklik
arttikca entropi de artar. Ayrica, HEMA ylizeyindeki hidroksil gruplar ile zayif
etkilesimler, Orne8in hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri de
gozlemlenmistir. Bu ¢ok yonli etkilesim profili, hidrofilik etkilesimleri ve diger
zay1f kuvvetleri icermekte olup, toplam baglanma afinitesine katkida bulunur ve

adsorpsiyon siirecinin sicakliga bagimliligini vurgular.

3.1.6.4 CRP adsorpsiyonu iizerine baslangi¢c konsantrasyonun etkisinin

Incelenmesi

CRP adsorpsiyonu iizerine baslangi¢c konsantrasyonunun etkisini incelemek
i¢in adsorpsiyon ortamindaki baslangic CRP konsantrasyonu 0,2-0,5-0,75-1,0-1,5-
2,0 mg/mL araliginda son hacim 2 mL’ye ayarlanarak 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponu ¢oziicii sisteminde 2,0 mg/mL’lik CRP stok ¢dzeltisinden pipetlemeler
yapildi ve 10 mg MIP-I, MIP-II ve MIP-III nanopolimerleri eklenildi. Denemeler
oda sicakliginda gergeklestirildi. Adsorpsiyondan sonra ornekler 14500 g de 20
dakika santrifiij edilip iist fazlarinda CRP analizi yapildi. Igerisinde polimer
bulunmayan kor deneme de her konsantrasyon degeri i¢in baslangic desimi

belirlemede kullanild.



48

—=— MIP Il
5,0~ —e— MIP Il

—+— MIP |

43 —+— NIP

4.0
3,54

3,0 1

Q(mg/mg)

2.5-:
2.0:
154
1,0:

0,54

0,0 1

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3. 10 CRP adsorpsiyonu iizerine baslangic konsantrasyonun etkisi ( pH:7,0 (50 mM fosfat
tamponu )T:37 °C, tadsorpsiyon: 2 saat).

Baglangic CRP konsantrasyonunun CRP adsorpsiyonu iizerindeki etkisi
Sekil 3.10°da agiklanmaktadir. Grafik, MIP II'nin diger MIP'lere gore daha yiiksek
CRP baglanma kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum, daha fazla
fonksiyonel monomerin kullanilmasina ve dolayisiyla daha fazla baglanma
noktasi olusturulmasina baglanmaktadir. Ayrica, ¢ézeltideki CRP konsantrasyonu
arttikca, nanopolimerin birim kiitle basina adsorbe ettigi CRP miktarinin da arttig1
ve sonugta polimer miktarinin yaklasik dort kati bir seviyeye ulastigi

gozlemlenmistir.

CRP konsantrasyonu ile adsorpsiyon miktar1 arasindaki iliski, adsorpsiyon
i¢in itici glic olan konsantrasyon farkmin (C) artmasiyla aciklanabilir. itici gii¢
arttikca, adsorpsiyon kapasitesi de artmakta ve bu beklenen bir sonu¢ olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle, CRP konsantrasyonu 1,0 mg/mL'ye ulastiginda,
CRP i¢in tasarlanmig molekiiler baskilanmis nanopolimerin bosluklari doyuma

ulagsmis ve maksimum adsorpsiyon kapasitesine erismistir.

CRP baskilanmis nanopolimerin C-imp-polii HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
birim kiitle bagina biiyliik miktarda CRP adsorbe etme kabiliyeti, nanoyapinin
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genis ylizey alanina baglanmaktadir. Ek olarak, CRP'ye 0zgli molekiiler
bosluklarda yer alan MM A'nin hidrofobik dogasi, CRP'ye olan afinitesini artirarak

nanopolimerin etkileyici adsorpsiyon performansina katki saglamaktadir.
3.1.6.7 CRP adsorpsiyonu iizerine tuz derisiminin etkisinin incelenmesi

Iyonik giiciin CRP adsorpsiyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla,
pH'1 7.0 ve konsantrasyonu 20 mM olan fosfat tamponlar1 hazirlandi ve bu
tamponlar, NaCl konsantrasyonlar1 0'dan 1.0 M'a kadar degisecek sekilde
ayarlandi. Deney numuneleri 30 rpm hizla donen agili bir karistiricida oda
sicakliginda 2 saat siireyle karistirildi. Bu siirenin sonunda, CRP miktar1 UV-vis
spektrofotometresi kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontem, NaCl konsantrasyonlariyla
ayarlanan farkli iyonik gii¢ kosullarinin, CRP'nin molekiiler baskilt nanopolimer

lizerine adsorpsiyon verimliligini nasil etkiledigini aragtirmak i¢in kullanildu.
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Sekil 3. 11 CRP adsorpsiyonu iizerine baslangi¢ konsantrasyonun etkisi ( CCRP:1,0 mg/mL,
pH:7,0 (50 mM fosfat tamponu )T:37 °C, tadsorpsiyon: 2 saat).

Sekil 3.11°de gozlemlenen egilim, artan tuz konsantrasyonlari ile birlikte
iyonik giiclin protein adsorpsiyonu iizerindeki etkisinin daha belirgin hale
geldigini gostermektedir. Yiiksek tuz seviyelerinde, protein adsorpsiyonu, adsorbe
edilmis protein molekiilleri arasindaki elektrostatik itmenin azalmasiyla artar. Bu

azalan itme, ylizeyde daha fazla protein birikimine yol agar. Ayrica, ¢ozeltideki
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cok degerlikli iyonlarin etkisi 6zellikle dikkate degerdir. Bu iyonlar, proteinin
yiiklii bolgelerine baglanarak yiik yogunlugunu nétralize eder ve proteinin
hidrofobikligini artirir, bu da yiizeye adsorpsiyonu tesvik eder. Iyonik giiciin
etkisi, proteinin yiikiiniin ylizey yiikiiyle uyumlu olup olmamasima baghdir. Bu
etkilesimlerin diizenlenmesi, genel adsorpsiyon davranisini etkiler. Bu bulgular,
degisen iyonik giic kosullar1 altinda protein adsorpsiyonunda elektrostatik
kuvvetler, yiikk notralizasyonu ve hidrofobik etkilesimlerin karmasik iliskisini

vurgulamaktadir.
3.2 Nanobiyosensor Optimizasyon Calismalari
3.2.1 Optimum Tarama Hizi

Elde edilen optimum degerlerdeki tarama hizi, nafyon konsantrasyonu, C-
imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] konsantrasyonu ve film kalinhg
sonucunda gerceklestirilen her bir yiizey modifikasyonu CV dlgiimleri ile

gbzlemlenmistir.

—OI.Z 0,'0 0T2 0.I4 0.'6 08
Potensiyel (V vs Ag/AgCl)
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Sekil 3. 12 A) 10 ila 100 mV/s tarama hizlarinda kaydedilen ¢evrimsel voltamogramlar, B) 5 mM
Fe(CN)6 3-/4- ¢ozeltisinde ¢iplak Serigrafi Baskili Karbon Elektrot (SPCE), Nafyon/SPCE ve
CRP-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] /Nafyon-SPCE'nin CV'leri.

Sekil 3.12°de goriildiigli tizere bos SPCE elektrodun akim degeri 9%0.5
nafyon ilavesi ile artmistir. Nafyon polimerinin iletken yapisindan kaynakli olarak
bu akim degerlerinin artis1 beklenilen bir degisimdir (Mauritz ve Moore, 2004).
Elektrot yiizeyine 1.0 mg/mL C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] polimeri
eklendiginde ise akim degerlerinde artis gozlenmistir ve bu artisin sebebi
polimerin iletken dogas1 geregi beklenilen bir durumdur. S-rGO yapis1 geregi
iletken bir maddedir (Manna ve Raj, 2017). CV sonuglar1 degerlendirildiginde C-
imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] elektrodunun modifikasyonun

aydinlatilmig ve takip edilmistir.

3.2.2 Nafyon Konsantrasyonu Etkisi

C-imp-poliil HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] /Nafyon film ¢ozeltisi, metanol
iceren Nafyon 117 ¢ozeltisi (%0.1 ila %1 (w/v)) ile hazirlandi. Daha sonra, bu
metanol iceren ¢dzeltilerden 20 pL her bir SPCE'nin yiizeyine uygulandi. Elektrot
yilizeyindeki ¢Ozeltiyi kurutmak icin elektrotlar oda sicakliginda 2 saat boyunca

bekletildi. SPCE'ler, analiz i¢in gerektiginde kullanilmak {izere +4 °C’de saklanda.
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Sekil 3. 13 Farkli konsantrasyonlardaki Nafyon varliginda A) DPV 6l¢iimleri, B) DPV akim pik
degerlerinin kiyaslanmasi.

Sekil 3.13’te 60 mV/s tarama hizinda -0.20 ila +0.60 V potansiyel araliginda
yapilan DPV 6l¢iimlerinde, en yiiksek sinyalin %0.5 Nafyon konsantrasyonunda
elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 3.13). %0.5 Nafyon konsantrasyonundan sonra,
Fe(CN)s > /* = iyonlarmin diflizyon problemi yasamasindan dolayr akim
sinyallerinde bir azalma oldugu diisiiniilmektedir. Go6zlemlenen bu sonuglar,

literatiirdeki verilerle uyum gostermektedir (Yang vd., 2017).
3.2.3 Polimer konsantrasyonu etkisi

Tasarlanan C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] polimerinin yiiksek
iletkenlik 6zelligi nedeniyle, elektrot yiizeyine yiiklendiginde sistemin genel

iletkenliginin artmasi beklenen bir durumdur. Bu sebeple, elektrot yiizeyine



53

yiiklenecek polimer miktar1 ile en iyi akim degerlerinin elde edildigi miktarlarin
incelenmesi gereklidir. 0 ile 2 mg/mL arasinda degisen C-imp-polifHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] polimer konsantrasyonlart %0.5 nafyon polimeri igine

eklenerek elektrot yilizeyine uygulanmistir.
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Sekil 3. 14 Fe(CN)¢"* ¢ozeltisinde, C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon ile
modifiye edilmis SPCE'min DPV pik degerleri, CRP-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]
konsantrasyonlarinin 0 ile 2 mg/mL arasinda degisen konsantrasyon sonuglari.

Sekil 3.14°de goriildiigli iizere, 1.5 mg/mL C-imp-polifHEMA-ko-MMA-
ko-(S-rGO)] polimer konsantrasyonu, hem kan seviyelerindeki CRP miktarinin
tespiti i¢in yeterli aktif alan saglanmasi, hem de elektrokimyasal sinyalin (akim

degeri) en iyi gozlemlenebildigi optimal deger olarak belirlenmistir.
3.2.4 Polimer Film Hacmi Etkisi

Nafyon iletken bir polimer olmasindan dolay1r yiiksek miktarlarda

kullanilmas1 iletkenligi arttirmas1 beklenir. Ayrica SPCE elektrot yiizeyine
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kaplanacak film kalinlig1 arttik¢a elektrodun yiizey alani artacak ve daha yiiksek
akim degerlerinin okunmasina imkan saglayacaktir. Fakat, film kalinliginin
artmasi ile iyonlarin ve molekiillerin film igerisine diflizyonu zorlasacak ve sabit
tarama hizinda daha yavas bir reaksiyon gozlemlenecektir. Bu olay akim

degerlerinde diisiise sebep olacaktir.

C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] /Nafyon-SPCE elektrodunun en
iyi performans ile calisabilmesi adina kullanilacak olan film kalinliginin
optimuzasyonu ¢alisilmistir. % 0.5 nafyon ve 1.5 mg/mL C-imp-polif HEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] polimeri ihtiva eden 5, 10, 15 ve 20 pL soliisyonlar SPCE

elektrot yiizeyine uygulanmaistir.
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Sekil 3. 15 Fe(CN)s*"* ¢ozeltisinde, kaydedilen DPV sonuglari iizerinde C-imp-polil HEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon’un 5 ile 20 pL arasinda degisen hacimlerinin etkisi.

Sekil 3.15te goriildiigii tizere 15 uL lik soliisyon uygulanmasinda en iyi
akim degeri gozlemlenmistir. 20 pL degerinde akim degerlerinde diisme
gozlemlenmistir. Bu diisiis film kalinligindan dolay1r Fe(CN)s 3~ /* = iyonlarinin
diflizyon problemi yasadiginin ve reaksiyonun yavagladigin1 gostermektedir. Bu
sebepten, tasarlanan C-imp-poliiHEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE

icin optimum film kalinlig1 i¢in 15 pL olarak se¢ilmistir.
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3.2.5 C-imp-polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon ile modifiye

edilmis SPCE'nin analitik performansi

Elde edilen en uygun kosullar altinda, farkli CRP konsantrasyonlari
varhiginda  C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon ile modifiye
edilmig SPCE sisteminin analitik performansi incelenmistir. Analitik analizler igin
CRP konsantrasyonlar1 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/mL olarak
kullanilmistir. Elde edilen DPV akim degerleri istatistiksel olarak hesaplanarak
Grafik 12°deki grafikler olusturulmustur. Bu ¢alisma kapsaminda LoD (3.3 S/N)
ve LoQ (10 S/N) degerleri istatistiksel olarak  belirlenmistir.
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Sekil 3. 16 A) pH 7.0 olan 50 mM Fe(CN)s>"* ¢ozeltisinde CRP miktarinin artisina bagli olarak
kaydedilen DPV tepkisi,B) Ag/AgCl'e kars1 -0.2<E<0.6 V potansiyel araliginda ve 60 mV/s
tarama hizinda taranmig ve dogrusal ¢aligma aralig.

Sekil 3.16’da anlasildig1 lizere belirlenen en uygun kosullar altinda, C-imp-

poliiHEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]/Nafyon ile modifiye edilmis SPCE sisteminin
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LoD degeri 0.080 uM ve LoQ degeri 0.243 uM olarak tespit edilmistir. Lineer
caligma aralig1 0.24 ila 15.44 uM arasinda (R*: 0,9836) gbzlemlenmistir.

Cizelge 3. 1 Bu ¢alismanin daha dnce bildirilen voltametrik CRP sensdrleri ile kargilagtirmasi.

Elektrot Metot LoD Linear aralik Ref.
C-imp-
polilHEMA- .
ko-MMA-ko- DPV 0.080 uM Oi254 4':M1\‘/}a Bu Calisma
(S-rGO)] ATH
/Nafyon-SPCE
0,18 pg.mL™"
MIP/Agaroz- o ila8,51 Kumar ve
SPCE DPV-CV 1 0,04 pgml mgmL” | prasad, 2012
0.1 nM ila
MIP/Au-Pt Balayan vd.,
NMs/SPCE b U 500 nM 2022
2.28+0.12 Liu vd.,
WS,/pKIPs- DPV i pg/mL
coated sensors
2022
B 10 7 no/mL Liu vd.,
CMIP-PDA 5.813x107" ila l%g}ln
mlkrof.“l.ber DPV ng/mL 2020
sensor ng/mL
i 0,41 x10°
C MIP/E}CE 10° pg.mL™! '
Sensor . 1 Cui vd., 2022
DPV 4 ila 1 ug.mL
pg.mL
. 5| 10 gl
PRIPSTT1C 2x19 lila Lee vd., 2022
Ccv HE: 10~ ug.mL™"
C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon =~ SPCE'nin  analitik

sonuclari, literatiirde yaymlanmis benzer c¢alismalarla Cizelge 2’de
karsilagtirilmistir. Sonuglar incelendiginde, calismanin LoD degeri 0,080 uM
olarak hesaplanmis ve bu deger, literatiirdeki diger sonuglardan daha iyidir.
Ayrica, gozlemlenen 0.24 uM ila 20,4 uM arasindaki dogrusal ¢aligma araligi, C-
imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-modifiye SPCE'in insan kan

orneklerinde kullanim potansiyelini ortaya koymaktadir.
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3.2.6 Yapay Kan ornegi Analizi

Tasarlanan  C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon =~ SPCE
elektrot sisteminin kan Orneklerindeki performansini degerlendirmek amaciyla
literatiire uygun sekilde hazirlanmis yapay kan ornekleri kullanilarak calismalar
yapilmistir. Bu kapsamda, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL ve 1.0 mg/mL CRP igeren
yapay kan oOrnekleri hazirlanmis ve optimize edilmis C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon SPCE elektrot sistemi ile % geri kazanim (recovery)
oranlar1 incelenmistir (Sekil 3.17). 1.0 mg/mL CRP konsantrasyonunda hazirlanan
yapay kan Ornegi, referans olarak en yiiksek konsantrasyon seviyesini temsil
ederken, 0.75 mg/mL ve 0.5 mg/mL konsantrasyonlarindaki 6rnekler sirasiyla 1.0
mg/mL'lik referans ¢ozeltinin 3/4'0 ve yarist olacak sekilde seyreltilmistir. Bu
seyrelme oranlari, farkli CRP konsantrasyonlarinin karsilastirmali analizlerini
yapmak amaciyla kullanilmistir. Hazirlanan bu yapay kan ornekleri, CRP
tayininde kullanilan c¢esitli yOntemlerin performansin1  ve hassasiyetini
degerlendirmek i¢in kullanilacaktir. Boylece, tasarlanan modifiye elektrot

sisteminin kan 6rneklerindeki performansi detayli olarak degerlendirilmistir.

10,5 mg/ml
1 A 40,75 mg/ml B 0,5 mg/ml
11,0 mg/mlL 0,75 mg/mi
100 4 " o0 1,0 mg/mL
. 804 P .
; 804 < ®
y -
5 4
o 4

0.4

Konsantrasyon (mg/mL Potansiyel (V vs Ag/AgCl)

Sekil 3. 17 A) Yapay kan 6rneklerinde farkli CRP konsantrasyonlarinin % geri kazanimi B) Yapay
kan orneklerinde farkli CRP konsantrasyonlarinin DPV'leri.

Sekil 3.17'de gosterildigi gibi, DPV oOl¢iimlerine dayanarak, CRP tayini igin
modifiye edilmis sensor sisteminin geri kazanim oranlar1 belirlenmistir. Yapilan
analizlerde, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL ve 1.0 mg/mL CRP konsantrasyonlar1 i¢in

elde edilen geri kazanim oranlart sirasiyla %89.,4, %83 ve %80 olarak
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bulunmugtur. Bu bulgular, modifiye sensor sisteminin yiiksek hassasiyet ve
dogrulukla  cahistigini  gostermektedir.  Ozellikle 0.5 mg/mL CRP
konsantrasyonunda %89,4 gibi yiiksek bir geri kazanim orami elde edilmesi,
sistemin diisiik konsantrasyonlarda bile etkin bir sekilde c¢alisabildigini ortaya

koymaktadir.

Modifiye sensor sistemi, CRP'nin lineer c¢alisma araligindaki
konsantrasyonlar1 i¢cin %80min iizerinde geri kazanim oranlar1 gdstermistir. Bu
yiiksek geri kazanim oranlari, C-imp-polif HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon
SPCE (serigrafi baskili karbon elektrot) elektrot sisteminin, ger¢ek kan
orneklerinde de giivenilir ve dogru sonuglar verebileceginin gili¢li bir
gostergesidir. Ayrica, bu elektrot sistemi, CRP'nin hassas ve dogru bir sekilde
tayin edilmesi icin tasarlanmis olup, ger¢ek kan orneklerinde uygulanabilirligini

dogrulayan sonuglar elde edilmistir.

Gergek kan oOrneklerinde yapilan Ol¢limler, modifiye sensor sisteminin
klinik uygulamalarda kullanmilabilirligini desteklemektedir. Ozellikle, lineer
caligma araliginda yiiksek geri kazanim oranlar1 sunarak, sistemin cesitli CRP
konsantrasyonlarinda tutarlt ve giivenilir sonuglar verebilecegini kanitlamistir. Bu
durum, sensor sisteminin, CRP tayininde klinik diagnostik uygulamalarda etkili
bir arag olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Yiksek dogruluk ve
giivenilirlik, modifiye sensér sisteminin pratikte uygulanabilirligini  ve
potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-
(S-rGO)]/Naftyon SPCE elektrot sistemi, CRP tayininde 6énemli bir yenilik olarak

degerlendirilebilir ve gelecekteki ¢alismalar i¢in saglam bir temel olusturabilir.

3.2.7 Secicilik Calismasi

C-imp-poliil HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon SPCE elektrot
sisteminin se¢iciliginin belirlenmesi adina kan orneklerinde bulunan ve girisim
gosterme potansiyeli olan bovin serum albiimin (BSA) ve iirik asit varliginda
sistemin akim degerleri arastirilmistir. Boylece tasarlanan elektrot sisteminin kan

orneklerindeki ¢caligma performansi daha ayrintili olarak ortaya konacaktir.
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Sekil 3. 18 14.50 mM fosfat tamponu (pH: 7,0) 1 mg/mL CRP, iirik asit ve BSA’nin % goreceli
yanitl, -0.2 < E < 0.6 V potansiyel araliginda ve 60 mVs— tarama hizinda taranmis sonuglari.

Sekil 3.18°de belirtildigi iizere secicilik calismasima baktigimizda en ¢ok
girisim yapan molekiilin BSA oldugunu goriilmektedir. Dolayisiyla, bu tezde
kullanilan afinite ligand metilmetakrilat, albiimin grubu igeren proteinler ile
baglanma gergeklestirmesi olasi bir durumdur. Benzer bir durum farkli ¢alismada
da gozlemlenmistir (Kumar ve Prasad, 2012). Ayni zamanda CRP ve BSA
icerisinde fonksiyonel grup olarak karboksilik asit (-COOH) bulunmaktadir. MIP
caligmasinda bu gruba o6zel kaviteler olustugu i¢in bu gruplar iizerinden bag
olusumu olasilig1 yiiksektir. Buna karsilik, molekiiler baskilama yodnteminin
etkinligi burada devreye girmekte ve CRP-baskili polimerin en yiiksek segiciligi,

CRP’ye gosterildigi bu tezde rapor edilmektedir.
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3.2.8 Tekrarlanabilirlik

Tasarlanan SPCE elektrot sisteminin tekrar kullanilabilirliginin anlagilmasi
adina belirlenen optimum sartlar altinda sabit CRP konsantrasyonu igeren suni

kan o6rneginde tekrarlt DPV 6l¢timleri alinmistir.
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Sekil 3. 19 C-imp-polil HEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE modifiye elektrodun, 1
mg/mL CRP igeren yapay kan drneginde (pH 7.0) tekrarlanabilirligi, 60 mVs— tarama hizinda -0.2
ila 0.6 V potansiyel araliginda gerceklestirilen DPV sonuglari.

Sekil 3.19°da goriildiigii gibi 8 tekrarli DPV 6l¢limii sonunda sensor sistemi
akim degerinin %80,5 sini korudugu goriilmiistiir. Literatiir ile kiyaslandiginda
tasarlanan sensor sisteminin oldukea iyi bir tekrar kullanim sayisina sahip oldugu

anlasilmaktadir.
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4. DEGERLENDIRME

Kiiresel CRP testi pazari, 2021'de 2,76 milyar dolar olarak kaydedilmis ve
2030'a kadar yillik %2,4 biiyiime oramiyla 3,42 milyar dolara ulagmasi
ongoriilmektedir (Saxena ve Sharma, 2016). Diinya Saglik Orgiitii'ne gére, CRP
iltihap veya enfeksiyonu erken tespit edebilen bir proteindir (Plebani, 2023).
American Heart Association'n 2022 verilerine gore, ABD'de kardiyovaskiiler
hastaliklar yilda 874.613 6liime sebep olmaktadir (Tsao vd., 2023). Bu bulgular,
CRP testlerinin klinik uygulamalarda Onemli bir yer tutmasimni ve pazarin

biiyiimesini saglamaktadir.

Kan gibi karmasik matrislerden CRP tayini i¢in bir¢ok etkili yontem
gelistirilmektedir. Analiz i¢in klinik laboratuvarlarda tiirbidimetrik ve nefrometrik
teknoloji (Roberts ve digerleri, 2000, Roberts ve digerleri, 2001) veya insan CRP
ELISA kitleri kullanan ¢esitli CRP testi yontemleri mevcuttur. Ne yazik ki,
mevcut ticari immiinoanalizlerde emek yogundur, biliyilk numune hacimleri
gerektirir ve diisiik stabilite ve yiiksek liretim maliyetleri gibi pratik sinirlamalara
sahiptir. Bu nedenle, calismanin amaci dogrultusunda, geleneksel CRP tayin
yontemlerine kiyasla daha yiiksek hassasiyet ve segicilik saglayan, basit, giivenilir
ve biyosensor uygulamalarma uygun C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-
rGO)]/Nafyon-SPCE bir sensor sistemi gelistirilmistir. Bu sensor sistemi, CRP'nin
karmagik matrislerden etkin bir sekilde tayin edilmesini saglayarak, bu tez

caligmasi ile biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir alternatif sunmaktadir.

Bu tezde ilk olarak Grafen Oksitin Sentezlenmesi (GO) ve S-GO'nun
Silanizasyonu (S-GO) gibi islemler de detayl bir sekilde gerceklestirildi. GO'nun
indirgenmesi (S-rGO) adimiyla elde edilen materyal kullanilarak C-imp-
polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]  nanopolimerleri  sentezlendi. = Hedef
molekiiliin adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu, sistem parametrelerinin (pH,
sicaklik, baglangic CRP derisimi, zaman) degistirilmesi ile gerceklestirildi. Bu
sentezlenen nanopolimerlerin  fiziksel ve kimyasal oOzellikleri cesitli
karakterizasyon teknikleriyle incelendi, bunlar arasinda FTIR, SEM, Zeta boyut

analizi, ve Zeta potansiyel analizi yer aldi.
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Ardindan,  C-imp-poliif HEMA-ko-MMA-ko-(S-tGO)]  nanoyapilarinin
adsorbsiyon kosullarinin optimizasyonu ve CRP tayinine yonelik C-imp-
poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE nanobiyosensdr optimizasyon
caligmalar1 yapildi. Bu ¢alismalarin sonuglari, infeksiyonel hastalik biyobelirteci
CRP tayini i¢in sensor biyoaktif tabakasi olarak kullanilmak iizere sentezlenen
nanoboyutlu polimerik malzemenin etkinligini ve uygunlugunu degerlendirdi.
Sentezi gerceklestirilen nano yapili polimerin biyosensér tabaninda tekrar
kullanilabilirligi hesaplanmistir. Yapilan calismalar yapay kan 06rneklerinde
denendi ve benzer yapida bulunan {irik asit ve BSA molekiilleriyle secicilikleri

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, CRP baskilanmis C-imp-poliiHEMA-
ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimeri i¢in CRP adsorpsiyonunun 2 saat gibi bir
stirede maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulastig1 ve optimum adsorpsiyon pH
degerinin sodyum fosfat tamponu pH 7,0 olarak belirlendigi gozlemlendi.
Molekiiler baskilanmis nanopolimerin CRP adsorpsiyonunun sicaklikla bagimli
oldugu goriildii ve hidrofobik etkilesimlerin sicaklikla artigina paralel olarak
adsorpsiyon i¢in optimum sicaklik degerinin 37°C oldugu belirlendi. Ayrica, 1,0
mg/mL CRP konsantrasyonunda nanopolimerin adsorpsiyon kapasitesinin
nanopolimer basina 3,5 mg CRP gibi olduk¢a yiiksek degerlere ulastigir ve bu
muazzam adsorpsiyon kapasitesinin sentezlenen CRP baskilanmig C-imp-
polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerinin 319,7 nm boyutlarinda
kiiresel yapida olmasi sonucu nanopolimer {izerinde CRP'ye 0zgli baglanma

bolgelerinin homojen dagilimina bagli oldugu yorumlanda.

CRP baskilanmis nanopolimerin CRP'ye olan ilgisinin, yapisal olarak CRP
molekiiliine olduk¢a benzeyen {irik asit ve BSA molekiiliine gore yaklasik 2,6
kat fazla oldugu goriildii. Boylece polimer iizerinde CRP’ye spesifik olusturulan
oyuklarm CRP segiciligi gosterildi. Dolayistyla sentezlenen molekiiler
baskilanmis nanopolimerik sistemle, karisik bir ortamdan CRP'nin segici olarak
uzaklastirilabilecegi sonucuna varildi. Buna ek olarak, C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE sisteminin 8 tekrarli DPV 6l¢iimii sonunda
sensor sistemi akim degerinin %80 sini korudugu goriilmustiir. Literatiir ile

kiyaslandiginda tasarlanan sensor sisteminin oldukg¢a iyi bir tekrar kullanim
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sayisina sahip oldugu anlagilmaktadir. Sensor sisteminin sahip oldugu bu
rejenerasyon yetenegi, turlinlin tekrar tekrar kullanilabilmesi ve ayirma
islemlerinde maliyeti diistirmesi acisindan sistemin yaygin kullanimini oldukc¢a

elverisli hale getirmektedir.

FTIR spektrumunda, C-imp-poliifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] ve CRP-
non-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] yapilarinin yaklasik 3440 cm '
civarinda karakteristik hidrojen bagl alkol, —OH, gerilme vibrasyon bandina sahip
oldugu tespit edildi. MMA komonomerinin polimer yapisina katilmasiyla hidrojen
bagl alkol, OH, gerilme vibrasyon bandinin siddeti NIP polimerine gore artt.
Ayrica, bu yapidaki —NH gerilme titresimlerinin de 3300-3400 cm ™' civarinda
titresim gostermesi, MMA'min katilmasiyla iliskilendirilmis olabilir. FTIR
spektrumlarindaki etkilesim karakteristik absorpsiyon bantlarmin  varhigi,
poly(HEMA-MMA) nanopolimerinin bagarili bir sekilde sentezlendigini

dogrulamaktadir.

Taramali elektron mikroskobu goriintiilerinde, CRP baskilanmig C-imp-
polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] nanopolimerinin morfolojik yapist incelendi.
Bu goriintiilerde, partikiillerin kiiresel yapida oldugu ve 1,64 um boyutunda
oldugu gozlendi.

Nanopolimerlerin zeta boyut 6l¢iimii sonucunda, C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] i¢in ortalama polimer boyutunun 319,7 nm oldugu belirlendi.
Ayrica, nanopolimerin zeta potansiyel dl¢ciimii sonucunda C-imp-polif HEMA-ko-

MMA-ko-(S-rGO)] i¢in -0,213 mV potansiyel verdigi goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar, adsorpsiyon kapasitesinin zamanla arttigini ve belirli
bir noktada doygunluga ulastigin1 géstermektedir. Adsorpsiyon siireci, 120 dakika

sonra dengelendi ve maksimum adsorpsiyon degeri elde edildi.

CRP adsorpsiyonu iizerinde pH'nin etkisini degerlendirmek icin farkli pH
seviyelerinde tamponlar kullanildi. pH seviyelerinin degisimi, molekiiler
baskilanmis nanopolimerin CRP adsorpsiyon kapasitesinde belirgin bir etkiye

neden oldu. Asidik kosullardan nétral kosullara geciste adsorpsiyon kapasitesinde
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artis gozlemlendi, ancak nétral bolgeden bazik bolgeye gecildiginde adsorpsiyon
kapasitesinde azalma yasandi. Bu durum, MMA'nin -NH, grubu ile CRP'nin H-H
grubu arasinda hidrojen bagi olusumunu aciklar. pH'nin artmasiyla birlikte
deprotonasyon meydana geldi ve bu da hidrojen baglarinin zayiflamasina ve

adsorpsiyon kapasitesinin azalmasina neden oldu.

Sicaklik artiginin, MIP nanopolimerinin CRP adsorpsiyon kapasitesini
artirdig1 ve baglanma kapasitesinin 37°C'de zirveye ulastigi gézlemlenmistir. Bu
durum, sicakligin adsorpsiyon etkinligini artirdigin1 vurgularken, adsorpsiyondaki
zaylf ikincil etkilesimlerin, hidrofilik dogaya sahip olan MIP yiizeyindeki
bosluklardaki MMA monomerine ve CRP'nin hidrofilik dogasina baglanmasindan

kaynaklandigini aciklar.

Baslangic CRP konsantrasyonunun CRP adsorpsiyonu {izerindeki etkisi
incelendiginde, MIP II'nin diger MIP'lere gore daha yiiksek CRP baglanma
kapasitesine sahip oldugu gozlendi. Bu durum, daha fazla fonksiyonel monomerin
kullanilmasina ve dolayisiyla daha fazla baglanma noktasi olusturulmasina
baglanmaktadir. Ayrica, ¢cozeltideki CRP konsantrasyonunun artmasiyla birlikte,
nanopolimerin birim kiitle basina adsorbe ettigi CRP miktarmin da arttig1 ve

sonug olarak polimer miktarinin yaklasik dort katina ulastigi gézlemlenmistir.

C-imp-polil HEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)] nanopolimerine CRP
adsorpsiyonu lizerine tuz derisiminin etkisi incelendiginde, yiiksek tuz
seviyelerinin, iyonik giiclin artmasiyla birlikte, protein adsorpsiyonunu artirdigi
gozlemlenmistir. Bu durum, elektrostatik itmenin azalmasiyla birlikte ylizeyde
daha fazla protein birikimine yol agar. Ozellikle, ¢dzeltideki ¢ok degerlikli iyonlar
proteinin ylik yogunlugunu nétralize ederek ve hidrofobik etkilesimleri artirarak

ylizeye adsorpsiyonu tesvik eder.

Literatiirdeki verilerle kiyaslama yapildiginda, Balayan ve arkadaslarinin
2022°de yaptig1 calismada Neonatal Sepsisin tespitinde kullanilan biyobelirteg
olarak kullanilan CRP’yi tespit etmek amaciyla elektrot yiizeyine molekiiler
baskilanmis polimerin uygulanmasin1 tanimlar. Bunu bimetalik nanokompozit

kullanarak sentezledikleri CRP baskilanmis polimerleri SPCE sensor yiizeyine
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immobilize ederek gergeklestirdiler. Yapay kan oOrneklerinden yaptiklari
calismadaki LoD degerleri 0,1 nm degerindedir. Bu tezde C-imp-polifHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE sensor sisteminde yapay kan orneklerindeki
gergeklestirilen ¢calismadaki LoD degeri 0.080 uM’dir.

Kumar ve arkadaslariin 2012°de yaptig1 calismada CRP’yi tayin etmek i¢in
molekiiler baskilama teknolojisini  kullandilar. MWCNT  kullanarak
sentezledikleri nanopolimeri SPCE elektrot yiizeyine uyguladilar. Ticari kan
serumunda uyguladiklar1 oOrneklerden ¢ikan sonuca goére LoD degeri 0,04
pg.mL "dir.  C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE  sensér
sisteminde ¢aligmalarda modifiye edilmis sensor sistemi, CRP konsantrasyonlari
icin lineer ¢alisma araliginda % 80'in iizerinde geri kazanim oranlar1 gostererek C-
imp-polifHEMA-ko-MMA -ko-(S-rGO)]/Nafyon SPCE elektrot sisteminin gercek

kan orneklerinde de yliksek dogrulukla sonuclar verebilecegini gostermektedir.

LoQ degeri 0.243 uM olarak belirlenmistir ve lineer ¢alisma araligi 0.24 ila
15.44 uM arasinda (R*: 0,9836) gozlemlenmistir. En iyi akim degeri 15 pL
soliisyon uygulanmasinda elde edilirken, 20 pL degerinde akim degerlerinde bir
diisiis g6zlemlenmistir. Bu diistis, Fe(CN)e > /* ~ iyonlarmin difiizyon problemi
yasadigini ve reaksiyonun yavasladigini gostermektedir. Bu nedenle, C-imp-
polilHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]/Nafyon-SPCE i¢in optimal film kalinliginin
15 uL olarak secildigi belirlenmistir.

1.5 mg/mL C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)] polimer
konsantrasyonu, hem kan seviyelerindeki CRP miktarinin tespiti i¢in yeterli aktif
alan saglamakta hem de en iyl elektrokimyasal sinyalin (akim degeri)
gozlemlenebildigi optimal deger olarak belirlenmistir. 60 mV/s tarama hizinda -
0.20 ila +0.60 V potansiyel araliginda yapilan DPV ol¢limlerinde, en yiiksek
sinyalin %0.5 Nafyon konsantrasyonunda elde edildigi goriilmiistiir. %0.5 Nafyon
konsantrasyonundan sonra, Fe(CN)s *~ /* = iyonlarimin difiizyon problemi
yasamasindan dolayr akim sinyallerinde bir azalma oldugu diisiiniilmektedir. Bu

gbzlemlenen sonugclar, literatiirdeki verilerle uyumlu olup (Yang vd., 2017), bos
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SPCE elektrodun akim degerinin %0.5 nafyon ilavesi ile arttigini gostermektedir.
Nafyon polimerinin iletken yapisindan kaynaklanan bu artig beklenen bir sonugtur
(Mauritz ve Moore, 2004). Elektrot yiizeyine 1.0 mg/mL C-imp-poliiHEMA-ko-
MMA-ko-(S-rGO)] polimeri eklendiginde ise akim degerlerinde bir artig
gozlenmistir ve bu artis, polimerin iletken dogasi1 geregi beklenen bir sonugtur

(Manna ve Raj, 2017).

Bu tez kapsaminda iltihap belirteci olan CRP’nin tayinine yonelik molekiiler
baskilanmis polimerler sentezlenerek biyoaktif ylizey tabaka haline getirilerek
SPCE ylizeyine immobilize edilmistir. Yapay kan drneklerinde analizler yapilarak
yiiksek secicilikte molekiiler baskilanmis, nano-boyutta, secici ve goreceli olarak

diisiik maliyetli polimerik bir sistem gelistirildi.

Sentezlenen  C-imp-poliiHEMA-ko-MMA-ko-(S-rGO)]  nanopolimeri,
hazirlanmas1 kolay, kararli ve ucuz bir {riindiir. Baskilama isleminin sonucu
olarak molekiiler bir hafizaya sahip olan C-imp-polifHEMA-ko-MMA-ko-(S-
rGO)] nanopolimeri, hedef molekiil CRP i¢in tayin amaci ile biyosensorlerle

kullanilabilmektedir.



67

KAYNAKLAR DiZiNi

Ahmad, A., Imran, M., & Ahsan, H. (2023). Biomarkers as biomedical
bioindicators: approaches and techniques for the detection, analysis, and
validation of novel Biomarkers of diseases. Pharmaceutics, 15(6), 1630.

Akgoniillii, S., Kilig, S., Esen, C., & Denizli, A. (2023). Molecularly imprinted
polymer-based sensors for protein detection. Polymers, 15(3), 629.

Albrecht, C., Kaeppel, N., & Gauglitz, G. (2008). Two immunoassay formats
for fully automated CRP detection in human serum. Analytical and
bioanalytical chemistry, 391,1845-1852.

Anirudhan, T. S., Deepa, J. R., Stanly, N. 2019. “Fabrication of a molecularly
imprinted silylated graphene oxide polymer for sensing and quantification
of creatinine in blood and urine samples’’, Applied Surface Science,

Antonio, M., Ferreira, R., Vitorino, R., & Daniel-da-Silva, A. L. (2020). A
simple aptamer-based colorimetric assay for rapid detection of C-reactive
protein using gold nanoparticles. Talanta, 214, 120868.

Arroyo-Espliguero, R., Viana-Llamas, M. C., Silva-Obregon, A., & Avanzas,
P. (2021). The role of C-reactive protein in patient risk stratification and
treatment. European Cardiology Review, 16.

Arshady, R., & Mosbach, K. (1981). Synthesis of substrate Iselective polymers
by  hostllguest polymerization. Die = Makromolekulare = Chemie:
Macromolecular Chemistry and Physics, 182(2), 687-692.

Asuncion Alonso-Lomillo, M., Dominguez-Renedo, O., & Julia Arcos-
Martinez, M. 2010. “Electrochemical sensors in the development of
selective methods for antiepileptic drugs determination’’, Combinatorial
chemistry & high throughput screening, 13(7), 650-657.

Avery, C., Patterson, J., Grear, T., Frater, T., & Jacobs, D. J. (2022). Protein
function analysis through machine learning. Biomolecules, 12(9), 1246.
Balayan, S., Chauhan, N., Chandra, R., & Jain, U. (2022). Electrochemical
based C-reactive protein (CRP) sensing through molecularly imprinted
polymer (MIP) pore structure coupled with bi-metallic tuned screen-printed

electrode. Biointerface Res. Appl. Chem, 6, 38.

BelBruno, J. J. (2018). Molecularly imprinted polymers. Chemical

reviews, 119(1), 94-119.



68

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Bitas, D., & Samanidou, V. (2018). Molecularly imprinted polymers as
extracting media for the chromatographic determination of antibiotics in
milk. Molecules, 23(2), 316.

Briiggemann, O., Haupt, K., Ye, L., Yilmaz, E., & Mosbach, K. (2000). New
configurations and applications of molecularly imprinted polymers. Journal
of Chromatography A, 889(1-2), 15-24.

Bryan, T., Luo, X., Bueno, P. R., & Davis, J. J. (2013). An optimised
electrochemical biosensor for the label-free detection of C-reactive protein
in blood. Biosensors and Bioelectronics, 39(1), 94-98.

Cai D, Song M. 2010. “Recent advance in functionalized graphene/polymer
nanocomposites’’, J Mater Chem 2010;20:7906.

Caro, E., Masqué, N., Marcé, R.M., Borrull, F., Cormack, P.A.G. and
Sherrington, D.C., 2002, Non-covalent and Semi-covalent Molecularly
Imprinted Polymers For Selective On- Line Solid-Phase Extraction Of 4-
Nitrophenol From Water Samples, Journal of Chromatogrophy A., 963(1-
2): 169-178pp.

Chapuis, F., Pichon, V., Hennion, M.C. 2004. Molecularly Imprinted polymers:
Developments and applications of New selective Solid-Phase Extraction
Materials. LC-GC Europe, 17 (7), 408-417

Chen, A., Chatterjee, S. 2013. “Nanomaterials based electrochemical sensors for
biomedical applications’’, Chemical Society Reviews, 42(12), 5425-5438.

Chen, L., Wang, X., Lu, W., Wu, X., & Li, J. (2016). Molecular imprinting:
perspectives and applications. Chemical society reviews, 45(8), 2137-2211.

Chen, M. Q. (2022). Recent advances and perspective of nanotechnology-based
implants for orthopedic applications. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 10, 878257.

Chen, X., Zhang, Z., Yang, X., Li, J., Liu, Y., Chen, H., Yao, S. 2012.
“Molecularly imprinted polymers based on multi-walled carbon nanotubes
for selective solid-phase extraction of oleanolic acid from the roots of kiwi

fruit samples’’, Talanta, 99, 959-965.



69

KAYNAKLAR DiZIiNi (devam)

Chou, P. C., Rick, J., & Chou, T. C. (2005). C-reactive protein thin-film
molecularly imprinted polymers formed using a micro-contact
approach. Analytica chimica acta, 542(1), 20-25.

Couto, R. A. S., Lima, J. L. F. C., Quinaz, M. B. 2016. “Recent developments,
characteristics and potential applications of screen-printed electrodes in
pharmaceutical and biological analysis’’, Talanta, 146, 801-814.

Cui, M., Che, Z., Gong, Y., Li, T., Hu, W., & Wang, S. (2022). A graphdiyne-
based protein molecularly imprinted biosensor for highly sensitive human
C-reactive protein detection in human serum. Chemical Engineering
Journal, 431, 133455.

Dar, K. K., Shao, S., Tan, T., & Lv, Y. (2020). Molecularly imprinted polymers
for the selective recognition of microorganisms. Biotechnology
Advances, 45, 107640.

De Servi, S., Mariani, M., Mariani, G., & Mazzone, A. (2005). C-reactive
protein increase in unstable coronary disease: cause or effect?. Journal of
the American College of Cardiology, 46(8), 1496-1502.

Denegri, A., & Boriani, G. (2021). High sensitivity C-reactive protein (hsCRP)
and its implications in cardiovascular outcomes. Current Pharmaceutical
Design, 27(2), 263-275.

Dong, Q., Yang, M., Wang, Y., Guan, Y., Zhang, W., & Zhang, Y. (2023).
Peptide-crosslinked molecularly imprinted polymers for efficient separation
of immunoglobulin G from human serum. Biomaterials Science, 11(4),
1398-1407.

Elugoke, S. E., Adekunle, A. S., Fayemi, O. E., Akpan, E. D., Mamba, B. B.,
Sherif, E. S. M., & Ebenso, E. E. (2021). Molecularly imprinted polymers
(MIPs) based electrochemical sensors for the determination of
catecholamine neurotransmitters—Review. Electrochemical Science
Advances, 1(2), €2000026.

Emiru, T. F., Ayele, D. W. 2017. “Controlled synthesis, characterization and
reduction of graphene oxide: a convenient method for large scale

production’’, Egyptian Journal of Basic and Applied Sciences, 4(1), 74-79.



70

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Fu, X., Yang, Q., Zhou, Q., Lin, Q., & Wang, C. (2015). Template-monomer
interaction in molecular imprinting: is the strongest the best?. Open Journal
of Organic Polymer Materials, 5(02), 58.

Gao, D., Zhang, Z., Wu, M., Xie, C., Guan, G., Wang, D. 2007. “A surface
functional monomer-directing strategy for highly dense imprinting of TNT
at surface of silica nanoparticles’’, Journal of the American Chemical
Society, 129(25), 7859-7866.

Ge, Y; Turner, EPF (2009). Molecularly imprinted sorbent assays: Recent
developments and applications. Chem Eur J, 15, 8100-8107.

Gu, L., Jiang, X., Liang, Y., Zhou, T., Shi, G. 2013. “Double recognition of
dopamine based on a boronic acid functionalized poly (aniline-co-
anthranilic acid)-molecularly imprinted polymer composite’’, Analyst,
138(18), 5461-5469.

Hasanah, A. N., Safitri, N., Zulfa, A., Neli, N., & Rahayu, D. (2021). Factors
affecting preparation of molecularly imprinted polymer and methods on
finding template-monomer interaction as the key of selective properties of
the materials. Molecules, 26(18), 5612.

Hashim, S. N., Boysen, R. 1., Schwarz, L. J., Danylec, B., & Hearn, M. T.
(2014). A comparison of covalent and non-covalent imprinting strategies for
the synthesis of stigmasterol imprinted polymers. Journal of
Chromatography A, 1359, 35-43.

Haupt, K., Mosbach, K., 2000. Molecularly Imprinted Polymers and Their Use
in Biomimetic Sensors. Chemical Reviews, 100,2495-2504.

Hou, S., Su, S., Kasner, M. L., Shah, P., Patel, K., Madarang, C. J. 2010.
“Formation of highly stable dispersions of silane-functionalized reduced
graphene oxide’’, Chemical Physics Letters, 501(1-3), 68-74.

Huang, X., Zhu, Y., & Kianfar, E. (2021). Nano biosensors: properties,
applications and electrochemical techniques. Journal of Materials Research
and Technology, 12, 1649-1672.

IUPAC. (2008). Compendium of Polymer Terminology and Nomenclature:
IUPAC Recommendations, 2008. Cambridge: RSC Publishing.



71

KAYNAKLAR DiZIiNi (devam)

Jia, X., Xu, M., Wang, Y., Ran, D., Yang, S., Zhang, M. 2013. “Polydopamine-
based molecular imprinting on silica-modified magnetic nanoparticles for
recognition and separation of bovine hemoglobin’’, Analyst, 138(2), 651-
658.

Joseph, T. M., Kar Mahapatra, D., Esmaeili, A., Piszczyk, L., Hasanin, M. S.,
Kattali, M., ... & Thomas, S. (2023). Nanoparticles: Taking a unique
position in medicine. Nanomaterials, 13(3), 574.

Kang, M. S., Cho, E., Choi, H. E., Amri, C., Lee, J. H., & Kim, K. S. (2023).
Molecularly imprinted polymers (MIPs): emerging biomaterials for cancer
theragnostic applications. Biomaterials Research, 27(1), 45.

Kang, R., & Tang, D. (2017). Nuclear DAMPs in Hepatic Injury and
Inflammation. Molecules, Systems and Signaling in Liver Injury, 133-158.

Karim, K., Breton, O.F., Rouillon, R., Piletska, E.V., Guerreiro, A.,
Chianella, I. and Piletsky, S.A., 2005, How to Find Effective Functional
Monomers For Effective Molecularly Gmprinted Polymers. Advanced Drug
Delivery Reviews, 57: 1795-1808.

Kecili, R. (2022). Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Yesil Yonleri ve Cevresel
Uygulamalari. Artibilim: Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve Teknoloji
Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 5(1), 60-73.

Kiefer, C. R., Stock, R. E., Flanagan, S. S., Darling, C. E., Smith, C. S., &
Snyder, L. M. (2012). Early verification of myocardial ischemia with a
novel biomarker of acute tissue damage: C-reactive protein fractional
forms. Clinica chimica acta, 413(19-20), 1536-1541.

Kim, H., & Spivak, D. A. (2003). New insight into modeling non-covalently
imprinted polymers. Journal of the American Chemical Society, 125(37),
11269-11275.

Klejn, D., Lulinski, P., & Maciejewska, D. (2015). Desorption of 3, 3'-
diindolylmethane from imprinted particles: An impact of cross-linker
structure on binding capacity and selectivity. Materials Science and
Engineering: C, 56, 233-240.

Komiyama, M., Takeuchi, T., Mukawa, T., Asanuma H. 2003. Molecular
Imprinting, from Fundamentals to Applications. Wiley-VCH Verlag GmbH
& Co. KGaA, ISBN: 3-527-30569-6.



72

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

KOSE, S. i., & MADEN, M. (2013). Biyomarkerlar ve Klinik
Kullanimlari. Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, (2), 30-37.
Kriz, D., Ramstrom, O. and Mosbach, K., 1997, Molecular Imprinting: New
Possibilities For Sensor Technology, Analytical Chemistry, 69:345-349.
Kubo, T., Arimura, S., Tominaga, Y., Naito, T., Hosoya, K., & Otsuka, K.
(2015). Molecularly imprinted polymers for selective adsorption of
lysozyme and cytochrome c¢ using a PEG-based hydrogel: selective
recognition for different conformations due to pH

conditions. Macromolecules, 48(12), 4081-4087.

Kuhn, E., Wu, J., Karl, J., Liao, H., Zolg, W., & Guild, B. (2004).
Quantification of Cllreactive protein in the serum of patients with
rheumatoid arthritis using multiple reaction monitoring mass spectrometry
and 13Cllabeled peptide standards. Proteomics, 4(4), 1175-1186.

Kulkarni, M. B., Ayachit, N. H., & Aminabhavi, T. M. (2022). Recent
advancements in nanobiosensors: current trends, challenges, applications,
and future scope. Biosensors, 12(10), 892.

Kumar, D., & Prasad, B. B. (2012). Multiwalled carbon nanotubes embedded
molecularly imprinted polymer-modified screen printed carbon electrode for
the quantitative analysis of C-reactive protein. Sensors and Actuators B:
Chemical, 171, 1141-1150.

Lee C, Wei X, Kysar JW, Hone J. 2008. “Measurement of the elastic properties
and intrinsic strength of monolayer graphene’’, Science, 321(5887):385-8.

Lee, H. Y., Kim, B. S. 2009. “Grafting of molecularly imprinted polymers on
iniferter-modified carbon nanotube’’, Biosensors and Bioelectronics, 25(3),
587-591.

Lee, M. H., Liu, K. H., Thomas, J. L., Chen, C. Y., Chen, C. Y., Yang, C. H.,
& Lin, H. Y. (2022). Doping of MXenes enhances the electrochemical
response of peptide-imprinted conductive polymers for the recognition of C-
Reactive protein. Biosensors and Bioelectronics, 200, 113930.

Liang, Y., Gu, L., Liu, X., Yang, Q., Kajiura, H., Li, Y., Shi, G. 2011.
“Composites of polyaniline nanofibers and molecularly imprinted polymers
for recognition of nitroaromatic compounds’’, Chemistry—A European

Journal, 17(21), 5989-5997.



73

KAYNAKLAR DiZIiNi (devam)

Liu Q, Shi J, Jiang G. 2012. “Application of graphene in analytical sample
preparation’’, Trac-Trend Anal Chem, 37: 1-11.

Liu, G., Lin, Y. 2007. “Nanomaterial labels in electrochemical immunosensors
and immunoassays’’, Talanta, 74(3), 308-317.

Liu, K. H., Lin, H. Y., Thomas, J. L., Chen, C. Y., Chen, Y. T., Chen, C. Y., ...
& Lee, M. H. (2022). Sensing of C-reactive protein using an extended-gate
field-effect transistor with a tungsten disulfide-doped peptide-imprinted
conductive polymer coating. Biosensors, 12(1), 31.

Liu, X., Lin, W., Xiao, P., Yang, M., Sun, L. P., Zhang, Y., ... & Guan, B. O.
(2020). Polydopamine-based molecular imprinted optic microfiber sensor
enhanced by template-mediated molecular rearrangement for ultra-sensitive
C-reactive protein detection. Chemical Engineering Journal, 387, 124074.

Luo, J., Cong, J., Fang, R., Fei, X., Liu, X. 2014. “One-pot synthesis of a
graphene oxide coated with an imprinted sol-gel for use in electrochemical
sensing of paracetamol’’, Microchimica Acta, 181(11-12), 1257-1266.

Luo, J., Cong, J., Liu, J., Gao, Y., Liu, X. 2015. “A facile approach for
synthesizing molecularly imprinted graphene for ultrasensitive and selective
electrochemical detecting 4-nitrophenol’’, Analytica chimica acta, 864, 74-
84.

Lusina, A., & Ceglowski, M. (2022). Molecularly imprinted polymers as state-
of-the-art drug carriers in hydrogel transdermal drug delivery
applications. Polymers, 14(3), 640.

Malik, S., Muhammad, K., & Waheed, Y. (2023). Nanotechnology: A
revolution in modern industry. Molecules, 28(2), 661.

Manna, B., & Raj, C. R. (2017). Inorganic—Organic Hybrid 3D Redox
Nanoarchitecture for the Electrocatalytic Sensing of Thiols. ACS
Sustainable Chemistry & Engineering, 5(10), 9412-9422.

Maranata, G. J., Surya, N. O., & Hasanah, A. N. (2021). Optimising factors
affecting solid phase extraction performances of molecular imprinted
polymer as recent sample preparation technique. Heliyon, 7(1).

MARANGOZ, O., & YAVUZ, O. (2020). Nano-ila¢ tagima sistemleri ve
toksikolojik  degerlendirmeleri. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi, 77(4), 509-526.



74

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Marcano, D. C., Kosynkin, D. V., Berlin, J. M., Sinitskii, A., Sun, Z.,
Slesarev, A., Tour, J. M. 2010. “Improved synthesis of graphene oxide’’,
ACS nano, 4(8), 4806-4814.

Martin-Esteban, A. (2004). Molecular imprinting technology: a simple way of
synthesizing biomimetic polymeric receptors. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 378, 1875-1875.

Matsumoto, H., Sunayama, H., Kitayama, Y., Takano, E., & Takeuchi, T.
(2019). Site-specific post-imprinting modification of molecularly imprinted
polymer nanocavities with a modifiable functional monomer for prostate
cancer biomarker recognition. Science and Technology of Advanced
Materials, 20(1), 305-312.

Mauritz, K. A., & Moore, R. B. (2004). State of understanding of Nafion.
Chemical reviews, 104(10), 4535-4586.

Mayers, A. G. and Whitcombe, M. J., 2005, Synthetic Srategies for The
Generation of Molecular Imprinted Organic Polymers, Advanced Drug
Delivery Reviews, 57:1742-1778.

Mijangos, 1., Navarro-Villoslada, F., Guerreiro, A., Piletska, E., Chianella, 1.,
Karim, K., ... & Piletsky, S. (2006). Influence of initiator and different
polymerisation conditions on performance of molecularly imprinted
polymers. Biosensors and Bioelectronics, 22(3), 381-387.

Molins, B., Pena, E., Vilahur, G., Mendieta, C., Slevin, M., & Badimon, L.
(2008). C-reactive protein isoforms differ in their effects on thrombus
growth. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology, 28(12), 2239-
2246.

Mosbach, K. and Ramstréom, O., 1996, The Emerging Technique of Molecular
Imprinting and Its Future Impact on Biotechnology, Nature Biotechnology,
14:163-170pp.

Murdaya, N., Triadenda, A. L., Rahayu, D., & Hasanah, A. N. (2022). A
review: using multiple templates for molecular imprinted polymer: is it

good?. Polymers, 14(20), 4441.



75

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Nasraoui, C., Jaoued-Grayaa, N., Vanoye, L., Chevalier, Y., & Hbaieb, S.
(2022). Development of molecularly imprinted polymer for the selective
recognition of the weakly interacting fenamiphos molecule. European
Polymer Journal, 177, 111441.

Ouyang, R., Lei, J., Ju, H. 2010. “Artificial receptor-functionalized nanoshell:
facile preparation, fast separation and specific protein recognition’’,
Nanotechnology, 21(18), 185502.

Oyar, P. (2014). DIiS HEKIMLIGINDE KULLANILAN
NANOPARTIKULLER, KULLANIM ALANLARI VE
BIYOUYUMLULUK. Atatiirk  Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Dergisi, 24(1), 125-133.

Panagiotopoulou, M., Beyazit, S., Nestora, S., Haupt, K., & Bui, B. T. S.
(2015). Initiator-free synthesis of molecularly imprinted polymers by
polymerization of self-initiated monomers. Polymer, 66, 43-51.

Pandya, D. B., Bhetariya, B., & Koitiya, N. (2024). High-sensitivity C-reactive
protein as a biomarker of cardiovascular events. National Journal of
Physiology, Pharmacy and Pharmacology, 14(2), 210-210.

Patra, J. K., Das, G., Fraceto, L. F., Campos, E. V. R., Rodriguez-Torres, M.
D. P., Acosta-Torres, L. S., ... & Shin, H. S. (2018). Nano based drug
delivery systems: recent developments and future prospects. Journal of
nanobiotechnology, 16(1), 1-33.

Pearson, T. A., Mensah, G. A., Hong, Y., & Smith Jr, S. C. (2004). CDC/AHA
workshop on markers of inflammation and cardiovascular disease:
application to clinical and public health practice:
overview. Circulation, 110(25), e543-e544.

Pfiitzner, A., & Forst, T. (2006). High-sensitivity C-reactive protein as
cardiovascular risk marker in patients with diabetes mellitus. Diabetes
technology & therapeutics, 8(1), 28-36.

Pirzada, M., & Altintas, Z. (2021). Template Removal in Molecular Imprinting:
Principles, Strategies, and Challenges. In Molecular Imprinting for

Nanosensors and Other Sensing Applications (pp. 367-406). Elsevier.



76

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Plebani, M. (2023). Why C-reactive protein is one of the most requested tests in
clinical laboratories?. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
CCLM), 61(9), 1540-1545.

Poste, G. (2011). Bring on the biomarkers. Nature, 469(7329), 156-157.

Rahit, K. T. H., & Tarailo-Graovac, M. (2020). Genetic modifiers and rare
mendelian disease. Genes, 11(3), 239.

Ridker, P. M. (2003). High-sensitivity C-reactive protein and cardiovascular risk:
rationale for screening and primary prevention. The American journal of
cardiology, 92(4), 17-22.

Ridker, P. M. (2004). High-sensitivity C-reactive protein, inflammation, and
cardiovascular risk: from concept to clinical practice to clinical
benefit. American heart journal, 148(1), S19-S26.

Ridker, P. M., Cushman, M., Stampfer, M. J., Tracy, R. P., & Hennekens, C.
H. (1997). Inflammation, aspirin, and the risk of cardiovascular disease in
apparently healthy men. New England journal of medicine, 336(14), 973-
979.

Roberts, W. L., Moulton, L., Law, T. C., Farrow, G., Cooper-Anderson, M.,
Savory, J., & Rifai, N. (2001). Evaluation of nine automated high-
sensitivity C-reactive protein methods: implications for clinical and
epidemiological applications. Part 2. Clinical chemistry, 47(3), 418-425.

Roberts, W. L., Sedrick, R., Moulton, L., Spencer, A., & Rifai, N. (2000).
Evaluation of four automated high-sensitivity C-reactive protein methods:
implications for clinical and epidemiological applications. Clinical
Chemistry, 46(4), 461-468.

Ross, Y., & Ballou, S. (2023). Reliability of C-reactive protein as an
inflammatory marker in patients with immune-mediated inflammatory
diseases and liver dysfunction. Rheumatology Advances in Practice, 7(2),
rkad045.

Ruiz-Fernandez, C., Eldjoudi, D. A., Gonzalez-Rodriguez, M., Barreal, A. C.,
Farrag, Y., Garcia-Caballero, L., ... & Gualillo, O. (2023). Monomeric
CRP regulates inflammatory responses in human intervertebral disc cells.

Bone & Joint Research, 12(3), 189-198.



77

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Ruzza, P., Honisch, C., Hussain, R., & Siligardi, G. (2021). Free radicals and
ros induce protein denaturation by uv photostability assay. International
Journal of Molecular Sciences, 22(12), 6512.

Sahu, M. K., Yadav, R., & Tiwari, S. P. (2023). Recent advances in
nanotechnology. International Journal of Nanomaterials, Nanotechnology
and Nanomedicine, 9(1), 015-023.

Sajini, T., & Mathew, B. (2021). A brief overview of molecularly imprinted
polymers: Highlighting computational design, nano and photo-responsive
imprinting. Talanta Open, 4, 100072.

Sanghavi, B. J., Varhue, W., Rohani, A., Liao, K. T., Bazydlo, L. A., Chou, C.
F., & Swami, N. S. (2015). Ultrafast immunoassays by coupling
dielectrophoretic biomarker enrichment in nanoslit channel with
electrochemical detection on graphene. Lab on a Chip, 15(24), 4563-4570.

Saxena, K., & Sharma, R. (2016). Efficient heart disease prediction
system. Procedia Computer Science, 85, 962-969.

Saylan, Y., Akgoniilli, S., Yavuz, H., Unal, S., & Denizli, A. (2019).
Molecularly  imprinted  polymer based sensors for medical
applications. Sensors, 19(6), 1279.

Schmidt, R. H., Belmont, A. S., & Haupt, K. (2005). Porogen formulations for
obtaining molecularly imprinted polymers with optimized binding
properties. Analytica chimica acta, 542(1), 118-124.

Sellergren, B., Lepisto, M. and Mosbach, K., 1988, Highly Enantioselective
And Substrate-Selective Polymers Obtained By Molecular Imprinting
Utilizing Noncovalent Interactions - NMR And Chromatographic Studies
On The Nature Of Recognition, Journal of The American Chemical Society,
110:5853-5860.

Shah, N., Ul-Islam, M., Haneef, M., & Park, J. K. (2012). A brief overview of
molecularly imprinted polymers: From basics to applications. J. Pharm.

Res, 5(3309), e3317.



78

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Shahnazi, A., Nabid, M. R., & Sedghi, R. (2020). Synthesis of surface
molecularly imprinted poly-o-phenylenediamine/Ti02/carbon nanodots with
a highly enhanced selective photocatalytic degradation of pendimethalin
herbicide under visible light. Reactive and Functional Polymers, 151,
104580.

Shen, F., & Ren, X. (2014). Covalent molecular imprinting made easy: a case
study of mannose imprinted polymer. RSC Advances, 4(25), 13123-13125.

Song M, Zeng L, Yuan S, Yin J, Wang H, Jiang G. 2013. “Study of cytotoxic
effects of single-walled carbon nanotubes functionalized with different
chemical groups on human MCF7 cells’’, Chemosphere, 92(5):576-82.

Sproston, N. R., & Ashworth, J. J. (2018). Role of C-reactive protein at sites of
inflammation and infection. Frontiers in immunology, 9, 342848.

Stankovich, S., Dikin, D. A., Dommett, G. H., Kohlhaas, K. M., Zimney, E. J.,
Stach, E. A., Ruoff, R. S. 2006. “Graphene-based composite materials’’,
Nature, 442(7100), 282-6.

Steinke, J., Sherrington, D. and Dunkin, L., 1995, Imprinting of Synthetic
Polymers Using Molecular Templates, Advanced Polymer Science, 123:81-
125pp.

Su, W. Y., Cheng, S. H. 2010. “Electrochemical Oxidation and Sensitive
Determination of Acetaminophen in Pharmaceuticals at Poly (3, 4[]
ethylenedioxythiophene) 1Modified Screen(]Printed Electrodes’’,
Electroanalysis: An International Journal Devoted to Fundamental and
Practical Aspects of Electroanalysis, 22(6), 707-714.

Sun, Y., Luo, Y., Sun, L., Wang, X. R., Chen, L. W., Zhang, N., ... & Wang,
X. H. (2023). Improving performance of cell imprinted PDMS by
integrating boronate affinity and local post-imprinting modification for
selective capture of circulating tumor cells from cancer patients. Biosensors
and Bioelectronics, 223, 115023.

Sung, J. W, Lee, S. H., Byrne, C. D., Chung, P. W., Won, Y. S., & Sung, K.
C. (2014). High-sensitivity C-reactive protein is associated with the
presence of coronary artery calcium in subjects with normal blood pressure
but not in subjects with hypertension. Archives of Medical Research, 45(2),
170-176.



79

KAYNAKLAR DiZIiNi (devam)

Takeuchi, T., & Haginaka, J. (1999). Separation and sensing based on molecular
recognition  using molecularly imprinted polymers. Journal  of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 728(1), 1-20.

Tanaka, A., Shimada, K., Sano, T., Namba, M., Sakamoto, T., Nishida, Y., ...
& Yoshikawa, J. (2005). Multiple plaque rupture and C-reactive protein in
acute myocardial infarction. Journal of the American College of
Cardiology, 45(10), 1594-1599.

Thiele, J. R., Zeller, J., Bannasch, H., Stark, G. B., Peter, K., & Eisenhardt,
S. U. (2015). Targeting C-reactive protein in inflammatory disease by
preventing conformational changes. Mediators of inflammation, 2015.

Tillett, W. S., & Francis, T. (1930) J. Exp. Med. 52, 561. Vetter, M. L., Gewurz,
H., Hansen, B., James, K., & Baum, L. L. (1983) J. Immunol. 130, 2121.

Tripathi, A., & Bankaitis, V. A. (2017). Molecular docking: from lock and key
to combination lock. Journal of molecular medicine and clinical
applications, 2(1).

Tsao, C. W., Aday, A. W., Almarzooq, Z. 1., Anderson, C. A., Arora, P.,
Avery, C. L., .. & American Heart Association Council on
Epidemiology and Prevention Statistics Committee and Stroke
Statistics Subcommittee. (2023). Heart disease and stroke statistics—2023
update: a report from the American Heart Association. Circulation, 147(8),
€93-e621.

TURKOGLU, i., & ALAKUS, T. B. (2022). insana ait protein fonksiyonlarinin
protein haritalama teknikleri ve derin 6grenme modeli ile tahmin edilmesi.
Pamukkale Universitesi Miihendislik Bilimleri Dergisi, 28(2), 255-265

Uzun, L., Turner, A. P. 2016. “Molecularly-imprinted polymer sensors:
Realising their potential’’, Biosensors and Bioelectronics, 76, 131-144.

Valavanidis, A., & Vlachogianni, T. (2016). Engineered nanomaterials for
pharmaceutical and biomedical products new trends, benefits and
opportunities. Pharm Bioprocess, 4(1), 13-24.

Vasapollo, G., Sole, R. D., Mergola, L., Lazzoi, M. R., Scardino, A., Scorrano,
S., & Mele, G. (2011). Molecularly imprinted polymers: present and future

prospective. International journal of molecular sciences, 12(9), 5908-5945.



80

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Vashist, S. K., Venkatesh, A. G., Schneider, E. M., Beaudoin, C., Luppa, P.
B., & Luong, J. H. (2016). Bioanalytical advances in assays for C-reactive
protein. Biotechnology advances, 34(3), 272-290.

Verheyen, E., Schillemans, J. P., Van Wijk, M., Demeniex, M. A., Hennink,
W. E.,, & Van Nostrum, C. F. (2011). Challenges for the effective
molecular imprinting of proteins. Biomaterials, 32(11), 3008-3020.

Vlakh, E. G., Korzhikov, V. A., Hubina, A. V., & Tennikova, T. Y. B. (2015).
Molecular imprinting: A tool of modern chemistry for the preparation of
highly selective monolithic sorbents. Russian Chemical Reviews, 84(9), 952.

Vlatakis, G., Andersson, L.I., Miiler, R. and Mosbach, K., 1993, Drug Assay
Using Antibody Mimics Made By Molecular Imprinting, Nature, 361:645-
647.

Wang, A., Yu, W., Huang, Z., Zhou, F., Song, J., Song, Y., Shao, J. 2016.
“Covalent functionalization of reduced graphene oxide with porphyrin by
means of diazonium chemistry for nonlinear optical performance’’,
Scientific reports, 6, 23325.

Wang, J., Yang, S., Guo, D., Yu, P., Li, D., Ye, J., & Mao, L. (2009).
Comparative studies on electrochemical activity of graphene nanosheets and
carbon nanotubes. Electrochemistry Communications, 11(10), 1892-1895.

Wang, P., Liu, J., Ma, Y., Tian, X,, Li, Y., Niu, X,, ... & Pan, J. (2022).
Sequential assembly enabled surface precise imprinting on Janus nanosheets
for highly specific separation of adenosine 5’-monophosphate. Chemical
Engineering Journal, 432, 134349.

Wulff, G. (1995). Molecular imprinting in cross| linked materials with the aid of
molecular templates—a way towards artificial antibodies. Angewandte
chemie international edition in English, 34(17), 1812-1832.

Wulff, G., Best, W., & Akelah, A. (1984). Enzyme-analogue built polymers, 17
Investigations on the racemic resolution of amino acids. Reactive Polymers,
lon Exchangers, Sorbents, 2(3), 167-174.

Wulff, G., Poll, H.G., 1987. Enzyme-analog built polymers .23. Influence of the
structure of the binding-sites on the selectivity for racemic-resolution.
Makromolekulare Chemie-Macromolecular Chemistry And Physics, 188

(4): 741-748.



81

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Wulff, G., Vesper, W., GrobeEinsler, R., & Sarhan, A. (1977). Enzyme!]
analogue built polymers, 4. On the synthesis of polymers containing chiral
cavities and their use for the resolution of racemates. Die Makromolekulare
Chemie: Macromolecular Chemistry and Physics, 178(10), 2799-2816.

Xu, L., Huang, Y. A., Zhu, Q. J., & Ye, C. (2015). Chitosan in molecularly-
imprinted polymers: Current and future prospects. International Journal of
Molecular Sciences, 16(8), 18328-18347.

Xu, L., Pan, J., Dai, J., Cao, Z., Hang, H., Li, X., Yan, Y. 2012. “Magnetic ZnO
surface-imprinted polymers prepared by ARGET ATRP and the application
for antibiotics selective recognition’’, RSC Advances, 2(13), 5571-5579.

Yang, H., Li, X., Batchelor’'/McAuley, C., Sokolov, S. V., Kiitelhon, E., &
Compton, R. G. (2017). Immobilised Electrocatalysts: Nafion Particles
Doped with Ruthenium (II) Tris (2, 2'[bipyridyl). Chemistry—A European
Journal, 23(69), 17605-17611. https://doi.org/10.1002/chem.201704418

Yang, Y., He, X., Xu, S., Wang, D., Liu, Z., & Xu, Z. (2023). Post-imprinting
modification of molecularly imprinted polymer for proteins detection: A
review. International Journal of Biological Macromolecules, 127104.

Yilmaz, E., Haupt, K., & Mosbach, K. (2000). The use of immobilized
templates—A new approach in molecular imprinting. Angewandte Chemie
International Edition, 39(12), 2115-2118

Yoshimatsu, K., Yamazaki, T., Chronakis, I. S., & Ye, L. (2012). Influence of
template/functional monomer/cross! /linking monomer ratio on particle size
and binding properties of molecularly imprinted nanoparticles. Journal of
Applied Polymer Science, 124(2), 1249-1255.

Zakaria, N. D., Yusof, N. A., Haron, J., & Abdullah, A. H. (2009). Synthesis
and evaluation of a molecularly imprinted polymer for 2, 4-
dinitrophenol. International journal of molecular sciences, 10(1), 354-365.

Zeller, J., Cheung Tung Shing, K. S., Nero, T. L., McFadyen, J. D., Krippner,
G., Bogner, B., ... & Eisenhardt, S. U. (2023). A novel phosphocholinel
mimetic inhibits a prolJinflammatory conformational change in Cllreactive

protein. EMBO Molecular Medicine, 15(1), e16236.



82

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Zhang, H., Ye, L., & Mosbach, K. (2006). Non[covalent molecular imprinting
with  emphasis on its application in separation and drug
development. Journal of Molecular Recognition: An Interdisciplinary
Journal, 19(4), 248-259.

Zhang, M., Zhao, H. T., Xie, T. J., Yang, X., Dong, A. J., Zhang, H., Wang, Z.
Y. 2017. “Molecularly imprinted polymer on graphene surface for selective
and sensitive electrochemical sensing imidacloprid’’, Sensors and Actuators
B: Chemical, 252, 991-1002.

Zhao, X. F., Duan, F. F., Cui, P. P, Yang, Y. Z., Liu, X. G., Hou, X. L. 2018.
“A molecularly-imprinted polymer decorated on graphene oxide for the
selective recognition of quercetin’’, New Carbon Materials, 33(6), 529-543.

Zhao, Y., Ma, Y., Li, H.,, & Wang, L. 2011. “Composite QDs@ MIP
nanospheres for specific recognition and direct fluorescent quantification of
pesticides in aqueous media’’, Analytical chemistry, 84(1), 386-395.

Zhong, N., Byun, H.S. and Bittman, R., 2001, Hydrophilic Cholesterol-Binding
Molecular Imprinted Polymers, Tetrahedron Letters, 42:1839-1841.

Zuo, J., Ma, P., Li, Z., Zhang, Y., Xiao, D., Wu, H., & Dong, A. (2023).
Application of molecularly imprinted polymers in plant natural products:
Current progress and future perspectives. Macromolecular Materials and

Engineering, 308(3), 2200499.



83

TESEKKUR

Lisans ve lisansiistii egitimim boyunca, deneyimleri ve bilgisiyle ile yoluma
151k tutan, sevgisini paylagan, hayata pozitif bakmay1 O6greten, bilimsel bakis
acisin1 ogreten, bilim insanliginin getirdigi vizyonu her zaman biz 6grencileri ile

paylasan, sevgili danisman hocam Prof. Dr. Sinan AKGOL’e,

Akademik hayatim siiresince engin  bilgilerinden yararlandigim,
calismalarimda bana destek olan ¢ok sevgili hocam Dr.Ogretim Gorevlisi Emre

DOKUZPARMAK’a

Yiiksek Lisans donemim siirecinde BIOREGE ailesinden sevgileri ve
destekleri ile her zaman yanimda olduklarini hissettigim, laboratuvarimizi
giizellestiren, senlendiren ¢alisma arkadaslarim ¢ok sevgili yiiksek lisans 6grencisi

Esra YASAR ve doktorant Timucgin GUNER’e

Ve tiim iiniversite hayatim boyunca beni bir an olsun yalniz birakmayan,
hep destek¢cim olan, motivasyonumu yiikseltmemi saglayan ve her kosulda beni

cesaretlendiren ¢ok sevgili yol arkadasim Kader KELLE’ye

BIOREGE ailesinden sevgili dostlarim Kaan TIKTAS, Yagmur Dindoruk,
Sevval Ko¢ ve Damla EKER’e

Cok tesekkiir ediyorum.

Son olarak, aileme en derin minnettarligimi ifade etmek istiyorum. Onlarin
bana olan sonsuz inanglari, bu silire¢ boyunca benim giiciim ve motivasyonum
oldu. Onlarin sevgi ve destegi, benim itici gliciim oldu ve hayatimda varliklar1 igin

sonsuz minnettarim.



84

OZGECMIS

Ad:Hilal
Soyad:OZCELIK

EGITIM BILGILERI

Lise:Izmir Buca Anadolu Lisesi

Lisans:Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimii (2018-2022)
Anadolu Universitesi-Ag¢ik Ogretim Fakiiltesi Saglik Yonetimi Boliimii

(2018-2023)

Yiiksek Lisans: Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyokimya

Anabilim Dal1 (2022-2024)

Dergilerde Yayinlanan Makaleler

Sarkaya, K., Ozcelik, H., Yasar, E., Giiner, T., Dokuzparmak, E., Hooshmand, S.,
& Akgol, S. (2024). Selective Extraction and Quantification of Hemoglobin Based
on a Novel Molecularly Imprinted Nanopolymeric Structure of Poly (acrylamide-
vinyl imidazole). ACS omega, 9(16), 18458-18468.

Ozcelik, H., Subasi, Y., Kibaroglu, M., Yasar, E., Giiner, T., Tiktas, K., & Akgdl,
S. (2024). Synthesis of Membrane Structures Containing Nanocomposites for
Immunoglobulin G (IgG) Adsorption. Anatolian Journal of Pharmaceutical
Sciences, 3(1), 178-190.

Ulusal Bilimsel Kongrelerde Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda Basilan

Posterler

. L-Askorbik Asit Tayini I¢in Nanopolimer Igeren Sensdrik Calismalarin
Gelistirilmesi, Hilal OZCELIK, Sinan AKGOL, KROMATOGRAFI XXI, 14-16
Haziran 2023/Didim

Uluslararas1 Bilimsel Kongrelerde Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda Basilan

Posterler



85

. Hilal OZCELIK, Sinan AKGOL, Removal Of Chromium From Wastewater
Using Anyonic Nanopolymer, 5th FEurasia Biochemical Approaches &
Technologies (EBAT), 2-5 November 2023/Antalya

. Hilal OZCELIK, Aleyna ITMEC, Kader KELLE, Sinan AKGOL, Burcu
OKUTUCU, Removal Of Chromium From Wastewater Using Chromium
Molecular Imprinted Polymer, 5th Eurasia Biochemical Approaches &
Technologies (EBAT), 2-5 November 2023/Antalya

. Yasemin YAHSI, Hilal OZCELIK, Sabriye YUSAN, Sinan AKGOL, Rasim
IPEK, Investigation Of The Mechanical Properties And Corrosion Behavior Of
Mg Produced By Electric Field Assisted Sintering Method, 5th International
Mediterranean Scientific Research and Innovation Congress, 20-21 April 2024

. Hilal OZCELIK, Sinan AKGOL, Esra YASAR, Timucin GUNER, Emre
DOKUZPARMAK, Synthesis of Molecularly Imprinted Nanopolymers for C-
Reactive Protein Detection, ICONIL 2024 SPRING, 8-9 June 2024/Istanbul





