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OZET

AMOKSISILIN BASKILANMIS YUZEY PLAZMON REZONANS
NANOSENSORLER

Sona FAALNOURI
Yukseklisans, Biyomuihendislik Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil DENiZLIi
Ocak 2018, 132 sayfa

Antibiyotikler, bakteriyal enfeksiyonlari tedavi etmek ve Onlemek amaciyla
kullanilan antimikrobiyal ilaglardir. Bu ilaglar bakteriyi oldirmekte ya da
buyumesini durdurmaktadirlar. Amoksisilin (AMOX) bir¢cok bakteri enfeksiyonunu
tedavi etmek icin kullanilan antibiyotiktir. Ancak antibiyotik direnci toplum sagligini
kontrol eden organizasyonlar tarafindan paylasilan ciddi bir halk saghgi
meselesidir. Bu nedenle, FDA ve Amerikan Veteriner Hekimler Birligi,
antibiyotiklerin ~ hayvansal gida dretiminde  kullaniminin  azaltilmasini
saglamaktadir.

Bu calisma kalinti analizinde genis antibiyotik kalinti yelpazesine sahip, ¢iftlik ve
pastorize sutlerinde dogrudan olgcum yapabilen, kesin ve guvenilir sonug veren, bir
teknigin arastiriimasini hedeflemistir.

Biyolojik cevabi elektriksel sinyallere donusturen cihazlara “Biyosensor” denir.
Biyosensorler bunyesinde biyolojik tanima elemani bulunduran ve fizikokimyasal
donusturtcl igeren analitik cihazlardir. Biyosensor alanindaki buylk gelismelerle
birlikte molekuler baskilanmis polimerler (MIP) donusturtculerle birlestirilmis ve
tayin edilecek analitte MIP arasindaki etkilesim islenilebilir bir sinyale
donusturalmagtur. Bu anlamda yuzey plazmon rezonans (SPR) temelli optik
cihazlar blUyuk bir potansiyele sahiptirler. Bu c¢alismada, amoksisilin tayinine
yonelik molekuler baskilama teknigi kullanarak, SPR temelli nanosensor
hazirlanmasi amaclanmistir. ik asamada AMOX ile etkileserek bosluklar
olusturabilecek fonksiyonel N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomeri
sentezlenmistir. Optimum kalip molekul belirlemek icin, MAGA monomeri ve
AMOX orani, AMOX’in farkli oranlarda MAGA monomeri ile etkilegtirilip, UV-
gorundr bolge spektrofotometre cihaziyla tespit edilmistir ve optimize edilen bu
orana goOre nanosensor hazirlama c¢alismalari gergeklestirilmistir. Nanosensor
hazirlama calismalari sirasiyla Mikro-temas yontemi ile AMOX baskilanmis
PHEMAGA (MIP) ve baskilanmamig PHEMAGA (NIP) ince filmi modifiye edilmis



nanosensorlerin hazirlanmasi, ayrica AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) ve
baskilanmamis PHEMAGA (NIP) nanopartikiller modifiye edilmis nanosensorlerin
hazirlanmasiyla iki farkh seklinde gercgeklestiriimistir.

Hedeflenen derisim araligina inmek amaciyla ¢calismanin ikinci kisminda AMOX
baskilanmis PHEMAGA (MIP) nanopartikiller iki fazli  miniemulsiyon
polimerizasyon ydntemiyle sentezlenmistir. Yagd fazi, faz I'e yavasca eklenmigtir.
Karisim, 25.000 rpm de homojenizatérde homojenize edildikten sonra faz Il ile
karistinimistir.  Sodyum  bisulfit ve amonyum persilfat baslaticisinin
eklenmesinden sonra polimerizasyon iglemi 40°C de 24 saat sureyle
gerceklestiriimistir. Kontrol deneyleri icin AMOX baskilanmadan nanopartikiller
ayni kosullarda sentezlenmistir.

Sentezlenen nanopartiklller, zeta boyut analizi ile karakterize edilmistir. AMOX
baskilanmis PHEMAGA (MIP) ve baskilanmamis PHEMAGA (NIP) nanofilm ve
nanopartikil ile hazirlanan SPR nanosensoérlerin  karakterizasyon calismalari
FTIR-ATR, Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), Temas acisi (CA) ve Elipsometre
Olcumleri ile gergeklestirilmistir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) nanofilm ve nanopartiktl tutturuimus SPR
nanosensor ile AMOX arasindaki etkilesimlerinin kinetik ve adsorpsiyon modelini
belirlemek amaciyla dort farkli izoterm modeli uygulanmigtir: Scatchard, Langmuir,
Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Bu calismanin AMOX tayinine yonelik, mikro-temas yontemiyle nanofilm
tutturularak hazirlanan nanosensorun ve nanopartiktl tutturularak hazirlanan
nanosensorian avantajlarinin  karsilastirilmasi  bakimindan, literatiure katki
saglayacagi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ylzey plazmon rezonans (SPR), Molekuler baskilanmig
polimer (MIP), Mikro-temas, Nanopartikil, Amoksisilin.



ABSTRACT

AMOXICILIN IMPRINTED SURFACE PLASMON RESONANCE
NANOSENSORS

Sona FAALNOURI
Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLI
January 2018, 132 pages

Antibiotics are a type of antimicrobial drug used in the treatment and prevention of
bacterial infections. They may either kill or inhibit the growth of bacteria.
AMOXicillin (AMOX) is also an antibiotic for the treatment of a number of bacterial
infections, but antibiotic resistance is a serious public health concern shared by
the animal health community. That's why the FDA and American Veterinary
Medical Association to ensure the responsible use of antibiotics in animals that
produce food.

This study aims to investigate a technique for the antibiotic residue analysis that
can detect a wide range of antibiotic residues directly in drinking milk by producing
reliable and definitive results.

Devices which convert the biological response to electrical signals are defined as
“Biosensors”. Biosensor containing biological elements and physicochemical
transducers is a type of analytical device. Molecularly imprinted polymers were
unified with the transducers through major developments in the field of biosensors
and interactions between analyte and MIP can be converted into a processed
signal. In this sense, surface plasmon resonance (SPR) based optical devices
have a great potential.

In this study, SPR based nanosensors are intended to prepare for the detection of
AMOXicillin in milk by using molecular imprinting technique. For this purpose, first
N-methacryloyl-(L)-glutamic acid (MAGA) monomer was synthesized, then to
define the optimum ratio between template AMOX molecule and MAGA monomer,
template molecules and MAGA monomer were mixed in different ratios and the
optimum ratio was determined by using UV-visible region spectrophotometry.
Nanosensor preparation studies were realized according to the optimized ratio
conditions. Nanosensors are prepared in two stages with a micro-contact method
by AMOX imprinted nanofiim and by attaching AMOX imprinted nanoparticles to



the gold surface of the chip. For this specified purpose in the first stage, AMOX
imprinted PHEMAGA (MIP) nanofilm was attached onto the allyl mercaptan
modified gold chip surface by micro-contact method.

In the second part of the study, to work in a targeted concentration range
PHEMAGA (MIP) nanoparticles were synthesized by a two-phase mini-emulsion
polymerization method. Then the prepared oil phase was slowly added to the first
aqueous phase. In order to obtain mini-emulsion, the mixture was homogenized at
25 000 rpm by a homogenizer. After homogenization, the mixture was added to the
PHASE Il. Then, initiators, sodium bisulfite, and ammonium persulfate were added
to the solution. Polymerization was continued for 24 h at 40°C. Besides this, for a
control experiment, the non-imprinted PHEMAGA (NIP) nanoparticles were
synthesized by applying same procedure with imprinted nanoparticles except the
addition of template AMOX molecules.

Size distribution of the prepared nanoparticles was characterized by zeta size
measurements. SPR biosensors prepared by AMOX imprinted PHEMAGA (MIP)
and non-imprinted PHEMAGA (NIP) nanofiims and nanoparticles then,
characterized by FTIR-ATR, Atomic force microscope (AFM), Contact angle (CA),
Ellipsometer measurements.

To determine the kinetic and adsorption models of interactions between
[PEDMALM-HSA] (MIP) nanofilm and nanoparticles attached to SPR nanosensor
and AMOX solution, four different adsorption models named Scatchard, Langmuir,
Freundlich, and Langmuir-Freundlich (LF) were employed.

This study will contribute to the literature by comparing the advantages of the
nanofilm attached nanosensor prepared by micro-contact method and
nanoparticles attached nanosensor.

Keywords: Surface plasmon resonance (SPR), Molecular imprinted polymer
(MIP), Micro-contact, Nanoparticle, Amoxicillin.
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1. GIRIS

Antibiyotikler, bakterileri oldurmek ya da buyumesini onlemek icin kullanilan
antimikrobiyal ilaglardir. Bu ilaglar yalnis ya da uygunsuz kullanildigi zaman
vicudun bu ilaglara karsi direng kazanmasina neden olabilir [1,2].
Antibiyotikler, 20'nci yuzyilda verem gibi ¢ok sayida olumcul hastahiglr yok
etme Ozelligiyle tip alaninda devrim yapmistir. Gerhard Domagk 1933 yilinda
ilk sistematik antibakteriyal ilaci bulmustur ve bu ¢alisma igin 1939 yilinda
Nobel Odili almistir. Antibiyotik tedavisinin maliyetini ve toksisitesini
dusurmek igin sorumlu patojen bulmak gereklidir [3]. Antibiyotikler vicuda;
agiz yoluyla, enjeksiyon, damla ya da topikal gibi farkli gekillerde
alinabilmektedir [4]. Antibiyotikler genel bir sekilde bakteri hicre duvarini
hedef alan (penisilinler ve sefalosporinler), hicre zarini hedef alan
(polimiksinler) ya da bakteriler igin hayati 6nem tasiyan enzimler ile etkilesime
giren (rifamisinler, lipiarmisinler, kinolonlar ve sulfanamitler) olarak
siniflandinimistir. Antibiyotik tedavisi sirasinda antibiyotiklere karsi direng
olusabilir. Bu direng yuksek dozda antibiyotik kullanimina kargi fizyolojik ve
genetik direng geligimi, ya da ilaglarin biodegradasyonu sebebiyle olabilir [5,6].
Tedaviye cevap vermeyen bakteri turleri yaygin antibiyotik kullanimi nedeniyle
uretilmistir. Antibiyotiklerin hayvan tedavisinde kullanimi nedeniyle sut,
yumurta ve et gibi hayvan kokenli gesitli gida Urtnlerinde antibiyotik kalintilar
bulunmaktadir. Sonug¢ olarak insanlarin bu antibiyotige maruz kalmasina ve
bakteriyal diren¢ gelisimine neden olabilir. DUsUk seviyede antibiyotik igeren
sutun gunlik tiketimi bile uzun vadede kanserojen, Ostrojenik ve norotoksik
etkilere neden olabilir [1,7]. Antimikrobiyal diren¢ ile micadele etmek igin
Amerika Birlesik Devletleri, Fransa ve birden fazla devlet kurumlari antibiyotik

kuanimini kontrol etmek icin bir ok kampanya baslatmislardir.

Amoksisilin (AMOX) bir¢cok bakteri enfeksiyonunu tedavi etmek igin kullanilan
yari-sentetik bir antibiyotiktir. AMOX mikroorganizmalari 6ldirmek, buyumesini
engellemek, orta kulak enfeksiyonlari, bodaz agrisi, deri enfeksiyonlari ve idrar
yolu enfeksiyonlari tedavisi igin kullaniimaktadir [8,9]. Amoksisilin ayni
zamanda, insanlar ve hayvanlarda daha yuksek emilim 6zeligine sahip bir
antibiyotik olarak tanimlanmistir [10]. Amoksisilin 1960 vyillarinda ingiltere’de
Beecham tarafindan geligtirilen 6-aminopenisilianik asit (6-APA) turevi
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semisentetik bir antibiyotiktir. AMOX 1972 yilinda piyasaya sUrUlmustir ve
piyasaya surllen ikinci aminopenisilindir [11]. 1981 yilinda Smith Kline
Beecham amoksisilin veya amoksisilin/kluvanat potasyum tabletlerinin
patentini alarak 1998 yilinda antibiyotigi amoksisilin, amoksil ve trimoks ticari
adlariyla piyasa sturmustur [12]. Amoksisiline kargi hafif alerji semptomlarinda
kasinma, ileri derecede alerji semptomlarinda ise deri dokuntusuyle beraber
siddetli kasinma, bazen de ates yukselmesi, mide bulantisi ve kusmaya sebep
olabilir [13,14]. Antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi gida maddelerinde
kalintilara yol agcmaktadir. Bu nedenle, gida maddeleri ve biyolojik sivilardaki
kalintilar tespit etmek 6nemlidir. Antibiyotik kalintilarinin hem su ortaminda (
su urunleri yetigtiriciliginde kullaniimasi nedeniyle) hem de et, sut, yumurta gibi
gunluk tuketim Urdnlerinde (hayvan yemlerine ilave edildigi nedeniyle)
izlenmesi ¢ok buylk énem tasimaktadir [15]. AMOX miktarini belirlemek igin,
spektroskopi [16,17], kromatografi [18,19], yluzey plazmon rezonans (SPR)
[20] ve elektrokimyasal yontemler [21,22] gibi analitik yontemler kullaniimistir.
Antibiyotik tayini i¢in kulanilan yontemlerin bazilari ¢ok duyarl, dogru ve
hassas olmalarina ragmen rutin kontrol prosedurlerinde zaman alici olmak gibi
dezavantajlari da vardir. Bu yuzden, gida orneklerinde amoksisilin tayini

hassas ve spesifik olmasi i¢in kolay ve hizli bir metot bulmak énemlidir.

Biyosensorler, biyolojik aktif elementler icin uygun fiziksel donudsturicu ile
kimyasal agidan derigsimler ile dogru orantili, dlgulebilen sinyal dénusttren bir
analitik cihazdir [23-27]. Biyosensorler iki sekilde siniflandiriimaktadir. Birincisi
biyolojik elementine gére ( nukleik asitler, antikor, enzimler) ikicisi ise fiziksel
detektére goére (optik, piezoelektrik, elektrokimyasal ve termal). ilk
biyosensorler 1962’de Clark ve Lyons tarafindan glikoz konsantrasyonunu
Olgmek icin kullaniimigtir. Biyosensorler halk saghgi, cevresel faaliyetler ve
gida glvenligi gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir [27-31]. Biyosensorler hizli
ve gercek zamanl dlgumler, yuksek segicilik, kalibrasyon igin kullanilan ¢ok az
analit miktari, hizl tepki vermeleri ve ayrica apolar molekulleri dlgebilmeleri
nedeniyle adeta bilim dinyasinda ¢igir agmislardir [32]. Basaril bir biyosensor
analizi igin secilen biokatalizor, ylksek segicilige sahip olmali, uygun saklama
sartlari altinda kararli olmali, birden fazla analiz arasinda ¢ok az farkhlik

goOstermeli, pH ve sicaklik gibi fiziksel parametrelerden bagimsiz olmalidir [33].



Yuzey plazmon rezonans (SPR) tabanli biyosensdrler analit ¢ézeltisi ve SPR
yuzeyine sabitlenmis  biyolojik eleman arasindaki etkilesimi  Ozel

elektromanyetik dalgalari kullanarak izlemektedir [34].

Molekul baskilama (MIP) yontemi fonksiyonel monomer ve gapraz-baglayici
olarak goérev yapan bir molekuli ¢dzicundn iginde kalip molekulin etrafini
sararak polimerizyon yapmaktadir [35]. Molekul baskilama (MIP) tekniginin
amaci, polimerde hedef molekile 6zgu bolgeler olusturmak ve bu nedenle
molekulin segiciligini artirmaktir. Sablonlar ikili etkilesimlere dayanarak

olusturulur ve bu sablona gore de akilli polimerler gelistirilir [36].

MIP yontemi bu Ustun 6zelliklerden dolayi basta sensore dayall olmak Uzere,
ayirma, ilag ve kimyasal tayini, kataliz gibi birgok farkli alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir [37]. Molekuler baskilanmig polimerlerden Uretilen sensorler,

segicilik ve 6zgulluk nedeniyle son yillarda yaygin olarak kullaniimaktadir [38].

Bu calismada amoksisillin (AMOX) tayini icin SPR temelli nanosensorler
hazirlanmistir. Bu nedenle AMOX tanima bodlgelerine sahip nanopartikuller
MIP yontemiyle hazirlanmig, analizler fotopolimerizasyon ve nanopartikul
damlatma yontemi ile algilayici ylzeyine immobilize olarak tutturulmus SPR

sensor cihazi ile gergeklestiriimistir. Bu amacla:

ilk olarak AMOX ile etkilesmek ve sablon bélgeler olusturmak igin N-
metakriloil-(L)-glutamik  asit (MAGA) monomeri  sentezlenmis ve
karkterizasyonu i¢in FTIR spektrumu g¢ekilmistir. Optimum MAGA-AMOX
kompleksi belirlemek icin, farkli oranlarda MAGA ve AMOX etkilestirilmis, UV-
gorundr bolge spektrofotometre cihaziyla tespit edilmistir. Ayrica SPR ¢ipin
yuzeyi temizlenmis ve sonra altin ylzey allil merkaptan ile modifiye edilmistir.
AMOX  baskilanmis ve baskilanmamis  nanopartikillerin  radikali
polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Daha sonra nanopartikiller SPR
sensorun Uzerine damlatilarak ince film olusturulmustur. Sablon bolgeler
olusturmak icin NaCl ¢ozeltisi kullanilarak AMOX molekullt uzaklastiriimistir.
Nanopartikullerin boyutu zeta-sizer cihaziyla 6lguimustir. SPR nanosensoru
karakterizasyonu icin FTIR-ATR spektrofotometri analiziyle yapiimistir. Ayrica
elipsometre dlgumleri, temas acisi dlgumleri, AFM analizi gergeklestirilmistir.

Optimum pH degeri belirlemek i¢in (pH 4.0-8.0) araliginda dlgimler yapilmis
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ve maksimum AMOX baglanmasi pH 7.0 de go6zlenmistir. Kirillma noktasi
degerlerinin derisimle bagh olmasi gostermek igin analizler 0.25-150 ng/mL
derisim araliginda yapimigtir. Kinetik analizi yapmak igin baglama kinetik
analizi ve Scatchard izotermleri uygulanmistir. AMOX ile AMOX baskilanmis
SPR c¢ipin arasindaki etkilesimi incelemek icin Langmuir, Freundlich ve
Langmuir-Freundlich izotermleri deneysel verilere uygulanmistir. AMOX
baskilanmis nanosensorlerin  segiciligini  belirlemek igin  adsorpsiyon
calismalari Amoksisilin (AMOX), Ampisilin ( AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolestrol cozeltileriyle yapilmistir. Ayrica yarismali adsorpsiyon calismalari
Amoksisilin-kolesterol,  Amoksisilin-Ampisilin,  Amoksisilin-Sefaliksin  ve
Amoksisilin-Kolesterol-Ampisilin ¢ozeltileriyle yapilmistir. AMOX baskilanmig
SPR sensorun baskilama segiciligini belirlemek igin baskilanmamis SPR
cipiyle analiz yapilmistir. AMOX baskilanmis SPR nanosensoérun tekrar
kullanilabilirligini belirlemek i¢in analit ayni ginde 5 kere ard arda yapilimigtir.
AMOX baskilanmis SPR nanosensor ile giftlik sutl, pastorize sut amoksisilin
tayini yapiimigtir.



1. GENEL BILGILER
2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteriyal enfeksiyonlari tedavi etmek ve 6nlemek amaciyla
kullanilan antimikrobiyal ilaglardir [1]. Bu ilaglar bakteriyi 6ldirmekte ya da
buyumesini durdurmaktadir. Antibiyotikler soguk alginligi ya da grip viruslerine
karsi etkili degildir, ayrica uygunsuz kullanimlari direngli organizmalarin
gelismesine neden olmaktadir. Penisilin antibiyotigi ilk kez Alexander Fleming
tarafindan 1928 yilinda bulmustur. Fleming, hastaliga neden olan bakteri
kaltart Gzerine calisirken kaplardan birinde yesil kiguk kufleri (Penisilin
chrysogenum) gormus ve bu kuflerin bakterileri 6ldurduguni ya da bayumesini
engelledigini fark etmistir [2].Antibakteriyal tedavi ddneminin baslangici
arsfenamin’in bulunmasiyla baslamistir. ilk olarak 1907’de Alfred Bertheim ve
Paul Enrlich tarafindan sifiliz tedavisi icin kullanilmistir [3]. ik sistematik
antibakteriyal ilag olan protonsil 1933 yilinda Gerhard Domagk tarafindan
bulunmustur [39]. Bu ¢alismasi ile Gerhard Domagk 1939 yilinda Nobel Od(ili

almistir.

Antibiyotikler 20’inci YUzyilda tip alaninda devrim yapmig, asilama ile beraber
gelismis dlinyada verem gibi hastaliklari neredeyse tamamen yok etmistir. Bu
ilaclarin kolay ulagilabilir ve etkili olmalari nedeniyle 06zellikle hayvan
yetistiriciliginde asiri dozda kullanimina yol agmistir [40], bu da antibiyotik

direncinin gelismesine neden olmustur.
2.1.1. Antibiyotiklerin medikal kullanimi

Antibiyotikler, bakteriyal enfeksiyonlari tedavi etmek/onlemek i¢in kullaniimakla
birlikte bazen protozoa enfeksiyonlarini tedavi etmek igin de kullanilirlar
(Metronidazol birgok parazit kaynakli hastaliklara karsi etkilidir). Bir hastaligin
nedenin enfeksiyon oldugu ortaya c¢iktiginda fakat sorumlu patojen
bulunamadiginda ampirik tedavi uygulanmaktadir [4]. Hastaligin tanilar ve
belirtilerine gore genis caph antibiyotik tedavisini igermektedir. Sorumlu
patojen mikroorganizma bilindiginde ise kesin tedavi uygulanmaktadir. Kesin
tedavi uygulamasi daha dar c¢apl antibiyotik kullanimini igermektedir.
Patojenin bulunmasi ¢ok 6nemlidir, gunku antibiyotik maliyetini ve toksisitesini

dusurulebilecegi gibi olasi muhtemel antibiyotik direng olusumunu da
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engellemek mumkun olur. Apandisit tedavisinde ameliyattan kaginmak icin de

antibiyotik uygulanmig ve olumlu sonuglar gézlenmigtir [41].

Antibiyotikler 6nlem alma amaciyla da (profilaktik) kullanilabilir. Zayif bagisikhk
sistemi olanlara (HIV tasiyan hastalar gibi), bagisiklik sistemini zayiflatan ilag
kullananlara, kanser tedavisi goren hastalara ve ameliyat gecirmis hastalara
verilmektedir. Antimikrobiyallerin ayrica ameliyat sirasinda insizyon yerine
bagli enfeksiyonlari 6nlemek icin kullanilir. Dental antibiyotikler profilaksi
sirasinda bakteriyemiyi ve enfektif endokarditi dnlemek igin kullaniimaktadir.
Bunun disinda antibiyotikler kanserle alakali nétropeni (noétrofillerin olmasi

gereken miktardan az olmasi) tedavisinde de kullaniimaktadir [42].

Antibiyotikler vicuda farkl sekillerde alinabilmektedir. Genellikle agiz yoluyla
alinmakla birlikte bazi durumlarda, Ozellikle derin sistematik enfeksiyonlarda
intravenoz gekilde enjekte edilmektedir [4]. Enfeksiyonlar yeri kolay ulasilir
oldugu durumlarda ise g6z ya da kulak gibi, damla seklinde uygulanmaktadir.
Topikal kullanim ise sivilce ve selllit gibi deri hastaliklari i¢in uygundur [43].
Topikal kullanim seklinin avantaji enfeksiyon yerinde ylksek konsantrasyonda
kullanimi mumkudn olmasidir; bu sebeple sistematik emilme ve toksisite riskini
ve kullanilan toplam antibiyotik hacmi azaltiimaktadir. Dolayisiyla
antibiyotiklerin fazladan kullanimi engellemektedir. Ancak, bazen sistematik
emilme durumu olabilmektedir, uygulanan antibiyotik miktarini hassas bir
sekilde ayarlamak zordur ve cilde temas halinde asiri duyarhlik
olusabilmektedir [44].

2.1.2. Antibiyotiklerin siniflandiriimasi

Antibiyotikler genel olarak etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ya da
aktivite alanlarina gore siniflandinimaktadir. Genel hedef, bakteriyal
hareketlilik veya blylme prosesidir. Antibiyotikler, bakteri hticre duvarini hedef
alan (penisilinler ve sefalosporinler), hlicre zarini hedef alan (polimiksinler) ya
da bakteriler icin hayati onem tagiyan enzimler ile etkilesime girerek
(rifamisinler, lipiarmisinler, kinolonlar ve sulfonamitler) bakteriler Uzerinde
oldurucu etkiye sahiptir. Protein sentezini hedef alan (makrolidler, linkozamitler
ve tetrasiklinler) antibiyotiklere bakteriyostatik antibiyotikler adi verilir [45].

Daha farkh bir siniflandirma ise hedefin 6zgulligine goére yapilmaktadir. “Dar
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etki alanll” antibiyotikler sadece bazi gram-negatif veya gram-pozitif bakteriler
gibi spesifik bakterileri hedef alirken, “genig etki alanli” olanlar ise bir¢ok
bakteriye etki etmektedir. Yeni antibakteriyel bilesiklerin kesfinin 40 vyillik
duraklama sonrasi 2000 yillarin sonuna dogru ve 2010 yilinin basinda siklik
lipopeptitler (daptomisin gibi), glikosiklinler (tigesiklin gibi), oksazolidinonlar
(linezolit gibi) ve lipiarmisinler (fidaksomisin gibi) 4 yeni antibiyotik sinifi klinik
kullanima sunulmustur. Sekil 2.1°‘de antibiyotiklerin etki alani ve etki

mekanizmasina gore siniflandiriimasi detayli olarak verilmistir [46].

| Hiicre duvan yapimini engelleyen |
Basistrasin Hiicre zanni ve
fonksiyonunu bozan
[~ laktamlar -
. Polimiksin B
Glikopeptitier

Folik Asit / \

Sentezi
THF . ~
DHF - Protein

DNA RNA

DNA yapisini ve
Fonksiyonunu bozan

Bakteri Hiicresi

PABA =
para- aminobenzoik asit

DHF =
Dihidrofolat
Tetrahidrofolat

Nitrimidazol

Sekil 2.1. Antibiyotiklerin siniflandirma sematigi [46].



2.1.3. Antibiyotiklerin tretilmesi

Medikal kimyanin geligmesiyle beraber, modern antibiyotiklerin cogu cesitli
dogal bilesiklerin yari sentetik halini almigtir [46]. Buna ornek olarak beta-
laktam antibiyotikleri olan penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler gibi
antibiyotikler verilebilir. Aminoglikositler hala canlilardan elde edilen
antibiyotiklerdir, bunun aksine sulfonamitler, kinolonlar ve oksazolidinonlar gibi
antibiyotikler ise tamamen kimyasal sentez ile Uretiimektedir. Birgok
antibiyotigin molekdl agirhgi 1000 daltonun altindadir [47]. Florey ve Chain'’in
1939 yilinda bu konuya oOnderlik etmelerinden bu yana, antibiyotiklerin ve
antibakteriyellerin tip agisindan énemi nedeniyle blyUk miktarlarda Uretilmesi
ciddi arastirma konusu olmustur. Antibakteriyellerin genis alanda birgok
bakteriye etki ettigi anlasildiktan sonra aktif bilegiklerin Uretimi 6zellikle aerobik

sartlarda fermantasyon ile yapiimaktadir [48].
2.1.4. Antibiyotik direng gelisimi

Antibiyotik tedavisi sirasinda direng gelismesinin evrimin bir yansimasi oldugu
dusunulmektedir. YUksek dozda antibiyotik kullanimina kargi fizyolojik ya da
genetik direng gelistiren bakteriye karsi farkli antibiyotik tedavisi segilebilir.
Belirli sartlar altinda antibiyotige direngli bakteri gelismis ve bu sirada supheli
bakterinin buyumesini durdurmus olabilir [5]. Antibiyotige diren¢ gelistirmis
genlere kargi antibiyotik secimini 1943 yilinda Luria ve Delbrick bir deneyde
incelemislerdir [49]. Penisilin ve eritromisin gibi birgok bakteri sinifina etkili
olan antibiyotiklere kargi bakteriyel direng gelisimi sebebiyle bu antibiyotiklerin

etkisi azalmig durumdadir.

Direng gelisimi, ilaglarin biodegradasyonu sebebiyle de olabilmektedir.
Ornegin ilaglanmis domuz digkilarindaki siilfametazin sebebiyle toprak
bakterilerinde sllfametazin direng gelisimi algilanmistir [50]. Bakterinin hayatta
kalma sebebi bazen de kalitsal direng olabilir [6], fakat antibakteriyel direng
yatay gen transferi ile de olabilmektedir. Yatay transfer, sik antibiyotik
kullanilan yerlerde gorulmektedir. Antibakteriyel direng biyolojik maliyet
cikarabilir, Ornegin antibiyotik bilesik eksikliginde direngli bakteri saghgi

azalmaktadir, bu da antibakteriyel direngli bakteri yayilmasini dnleyebilir.



Bakteri saghgini ek mutasyonlar ile geri kazanabilir, ayni zamanda bakterinin

hayatta kalmasini saglamaktadir [51].

Paleontolojik bilgilere gore antibiyotik ve antibiyotik direng gelisimi eski
bilesiklerdir ve eski mekanizmadir [52]. Bakteri gelisimini ve buyumesini
olumsuz etkileyen mutasyonlari olusturacak antibiyotikler kullaniimalidir.
Antibakteriyel direng gelismesinin birka¢c molekiiler mekanizmasi vardir. icten
antibakteriyel diren¢ gelisimi bakteri turlerinin genetik degisimin parcasidir
[53]. Ornegdin, antibakteriyel hedef bakteri genomundan eksik olabilir. Direng
gelismesine neden bakteriyel kromozomdaki mutasyon ya da ekstra

kromozomlu DNA olusmasidir [54].
2.1.5. Antibiyotiklerin kotiye kullanimi

Antibiyotik kullanimin birinci ve ikinci kurali sudur; mumkinse antibiyotik
kullanma ve kullanirsan da az miktarda kullan. Antibiyotiklerin uygunsuz ve
asin kullanimi antibiyotige direncli bakteri gelismesine neden olmustur [54].
Antibiyotik tedavisine cevap vermeyen hastaliklarin semptomlarina veya
antibiyotik kullanimini gerektirmeyen hastaliklarda sik¢ca antibiyotik tedavisi
uygulanmaktadir. Belirli bakteriyel enfeksiyonlara karsi ¢ok fazla yanlis
antibiyotik tedavisinin uygulandigi belirtilmistir. Penisilin ve eritromisin gibi
antibiyotiklerin fazla kullanimi 1950'li yillardan beri sure gelen bir direng
gelisimine neden olmustur [55]. Hastanelerde yaygin antibiyotik kullanimi
nedeniyle, genel olarak kullanilan antibiyotik tedavilerine cevap vermeyen

bakteri turleri artmistir.

Antibiyotiklerin klinik uygulamalarda sik kullanimi, sut, yumurta ve et de dahil
bircok hayvan kokenli gesitli gida urtnlerinde antibiyotik kalintilarina neden
olmaktadir. insanlarin bu besinleri tiiketmesi sonucunda antibiyotie maruz
kalarak bakteriyel direng gelisimi gerceklesmektedir. Sitteki antibiyotik
kirliliginin en 6nemli nedeni antibiyotiklerin mastit (%92), meme igi influzyon
(%6) ve cesiti enfeksiyonlarin (%2) tedavisinde kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir [7]. Tam olarak bilinmemesine ragmen, genel olarak dusuk
seviyede antibiyotik iceren sutiin gunlik tuketimi uzun vadede kanserojen,
estrojenik ve ndrotoksik etkilere neden olabilir [1]. Ayrica hayvansal gidalarda

antibiyotik kalintilarinin olmasi insanda potansiyel zehirlenme riski (kanser,
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alerji vs) olusturmaktadir. Duslk seviyede antibiyotik kalintisi ise mikroflora
degdisimine ve antibiyotiklerin klinikte kullanimini etkisiz hale getiren muhtemel
direng gelisimine yol agmaktadir [56,57].

Antimikrobiyel diren¢g gelisimi bazi Oorgutleri fazla miktarda antibiyotik
kullanimini ortadan kaldirmak igin harekete gecirmistir [55]. Antibiyotiklerin
kotlye kullanimi ve fazla miktarda tlketimi sorunu antimikrobiyel direng ile
mucadele etmek icin Amerika Birlesik Devletleri Kurumlararasi Goérev Gucu’'nu
kurmustur. Bu organizasyon antibakteriyel direng ile mucadele etmek igin
kurulmus olup, ayni zamanda ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi, ilag
ve Gida Yonetimi (FDA) ve Ulusal Saglik Enstitisa (NIH) ile is birligi
yapmaktadir. Fransa’da devlet 2002 yilinda bir kampanya baglatarak fazla
miktarda antibiyotik kullanimini ozellikle ¢ocuklarda ciddi Olgude azaltmistir
[58]. Antibiyotik direncinin yayilmasi sonrasi onlarin Birlesik Devletlerinde (UK)
1970 yilinda ve Avrupa Birliginde (AB) 2003 yilindan bu yana blyumeyi tesvik
etmek amaciyla kullanimi yasaklanmigtir. Bunun yani sira bazi komiteler
(Dinya Saglk Orgiti (WHO), Ulusal Bilimler Akademisi ve FDA)
antibiyotiklerin  hayvansal gida Uretiminde kullaniminin azaltiimasini

saglamigtir.
2.1.6. Amoksisilin

Amoksisilin (AMOX) bir¢cok bakteri enfeksiyonunu tedavi etmek icin kullanilan
antibiyotiktir. AMOX, ((2S, 5R, 6R)-6-[(R)-(-)-2-amino-2-(p-hidroksifenil)
asetamido]-3,3-dimetil-7okso-4-tiyo-1-azabisiklo [3.2.0] heptanlar-2-karboksilik
asit trihidrat), tiyazolidizin halkasi B-laktam halkasina bagli olan penisilin
grubuna ait B-laktam antibiyotigidir (Sekil 2.2) [59]. Bu antibiyotik yari-sentetik
olup, ampisisilinin para-hidroksi homologudur. AMOX veteriner hekimlikte
Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalari 6ldiren veya blylumesini inhibe
eden madde olarak kullanilir [20,60]. Amoksisilin ayni zamanda, insanlarda ve
hayvanlarda, diger B-laktam antibiyotiklerinden daha yuksek emilime sahiptir
[8, 9].

Orta kulak enfeksiyonlarini streptotokal enfeksiyonlari, bodaz agrisi, pnémoni,

deri enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
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kullaniimaktadir. Bu antibiyotik Dinya Saglik Orgutiinin (WHO) en 6nemli
hayati ilaglar listesindedir. Cocuklarda yaygin olarak kullanilir.

Sekil 2. 2. Amoksisilinin (AMOX) kimyasal yapisi [59].
2.1.6.1. Amoksisilinin ortaya ¢ikisi

Penisilinler ana halka olarak B-laktam halkasi icermektedir. B-laktam halkasi
bazik ya da nétr ¢dzeltilerde acihlir, bu da ilacin etkisini yok eder. Bu halka (3-
laktamaz enzimi ile de tepkimeye girebilir. Bu enzim bazi penisilin
antibiyotiklerini etkisiz hale getiren bakteriler tarafindan uretilebilir. Bu yluzden
penisilin antibiyotiklerinin kararlihdinin artirimasi ve B-laktamaz dayaniklhihgin
geligtiriimesi igin kimyasal yapilarina muidahale etme gerekliligi ortaya

cikmistir.

1950 yillarinda tum B-laktam antibiyotik ailesi dar alanda etkili olan, penisilin G
ve penisilin V igeren iki bilesikten olusmaktaydi. Bu yluzden penislinin yan
zincirlerini modifiye ederek yeni penisilin turevleri (Sekil 2.3) [61] olusturmak
onem kazandi. Bu yontemlerden biri fermantasyon sirasinda yan halkalarin
eklenmesidir. Bu yolla Uretilebilen kimyasallarin gesitligi kisithidir [62]. Daha
sonra Beecham Arastirma Laboratuvarindan (BRL) bir grup arastirmaci kolay
degistirebilen bir yan zincir olan p-aminobenzene eklemistir. Broth
fermantasyonu ile vyeterli miktarda baglatici kullanilmadan olugsan 6-
aminopenisilianik asit (6-APA) bilesigi ancak 1957 yilinda bulunmustur. Bu

bilesigin yan zinciri yoktur. Bu 6-APA daha sonra sentetik B-laktam
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antibiyotiklerini elde etmek icin kullaniimistir. Bunun bir 6rnegi olan B-laktamaz

enzimine dayanikli metisilin 1960 yilinda piyasa ¢ikmigtir [63].

Sekil 2. 3. Penisilinin temel kimyasal yapisi [61].

1960 yilinda ana hedef genis spektrumda etkili olan penisilin Gretmektir. Bu
1961 yilinda ampisilin ve daha sonra 1970 yilinda amoksisilin senteziyle
basariimistir. Amoksisilin ampisilin ile etki alani ve etki glcuyle ¢ok yakin
Ozelliklere sahiptir, fakat agizdan alindiginda ¢cok daha iyi emilmektedir. Ayni
dozlarda alindiginda kandaki amoksisilin konsantrasyonu ampisiline gore

neredeyse iki kat daha fazladir [63].

Amoksisilin 1960 vyillarinda ingiltere’de Beecham tarafindan geligtirilen 6-
aminopenisilianik asit (6-APA) turevi semisentetik bir antibiyotiktir. 1972 yilinda
piyasaya surulmustir ve 1961 yilinda ampisilinden sonra piyasaya surllen
ikinci aminopenisilindir [11]. 1981 yilinda SmithKline Beecham amoksisilin
veya amoksisilin/kluvanat potasyum tabletlerinin patentini alarak 1998 yilinda
antibiyotigi amoksisilin, amoksil ve trimoks ticari adlariyla piyasa surmustur
[12].
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2.1.6.2. Amoksisilinin yan etkileri

Amoksisilinin yan etkileri genellikle B-laktam antibiyotikleri ile aynidir. Mide
bulantisi, kusma, dékiintii ve antibiyotik kaynakli kolittir. ilaclarin yan etkilerini
belirlemek igin Ocak 1988 yilindan Haziran 2005 yilina kadar WHO tarafindan
yuarutulen  farmakolojik  ¢alismalar amoksisilin  hakkinda 1095 ve
amoksisilin/klavulanik asit hakkinda 1088 yan etki rapor etmistir. Bunlarin
arasinda deri alerjileri hem amoksisilin hem de amoksisilin ile beraber verilen
ilaclarda %82 ve %76’lik oranla dikkat gekmistir. Bunun aksine mide-bagirsak,
hepatik ve hematolojik yan etkiler sirasiyla %7, %1 ve %1 sadece amoksisilin
icin ve amoksilin ile beraber verilen ilaglarda ise %13, %4 ve %2 ¢ikmigtir [11].
Amoksisilen kombinasyonu Stevens-Johnson sendromu, domuz vebasi ve
hepatit hastaliklarina yakalanma riskini artirmaktadir. Amoksisilin ile ilgili yan
etkiler Cizelge 2.1‘de verilmigtir [63,64].

Amoksisilne kargi alerjik durumlar acil tibbi mudahaleyi gerektirmektedir. Bu
durumlarda ilk asama akil saghgi kaybi, deri dokuntistyle beraber siddetli
kasinma ve bazen de ates yukselmesi, mide bulantisi ve kusmadir. Fakat
daha hafif semptomlardan olan kasinma tedavi suresinin herhangi bir
zamaninda bas gosterebilir. Amoksisiline alerjisi olan bazi kigilerde yan etkiler
anafilaksi  yuzunden  Olumcul olabilmektedir. Bir haftadan fazla
amoksisilin/klavulanik asit kombinasyonu kullanan hastalarda hepatit ortaya
ciktigr gorulmuastur. Fazla miktarda amoksisilin emilen gen¢ ¢ocuklarda letar;ji

(uyusukluk), kusma ve bobrek fonksiyon bozuklugu goérulmastur [13,14].
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Cizelgel 2.1. Amoksisilinin yan etkileri ve gortulme sikhklar [63,64].
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2.1.6.3. Amoksisilinin kotliye kullanimi

Amoksisilin, agizdan alinabilmesi ve diger antibiyotiklere goére daha yuksek
oranda emilmesi nedeniyle hem hayvan hem de insan tedavisinde siklikla
kullaniimaktadir. Bu durumda hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotigin
kalintisi biyolojik sivilar ve hayvansal Urunlerde birikmektedir. Buna paralel
olarak antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi gida maddelerinde kalintilara yol
acmaktadir. Gida maddeleriyle alinan bu antibiyotikler de insanlarda bazi yan
etkilere neden olabilmektedir [10]. Yan etkiler detayli olarak bir onceki
bolimde anlatilmistir. B-laktam kalintilar iceren gidalarin tiketilen bazi
durumlar alerjik reaksiyonlar ortaya ¢iktigi literatirde bildirilmistir [65]. Bu
nedenle, gida maddeleri ve biyolojik sivilardaki kalintilari tespit etmek

onemlidir.

Antibiyotik ile tedavi edilen ciftlik hayvanlarinin eti veya sutu insan tuketimi igin
kullanabilir hale gelmeden 6nce tium kalintilarin guvenli dizeye inene kadar
(spesifik ¢cekilme donemi) beklenmesi gerekmektedir [66]. Antibiyotiklerin su
uranleri yetigtiriciliginde kullanilmasi yalniz gida guvenligini degil ayni
zamanda cevreyi de tehdit etmektedir. Antibiyotikler ve diger terapotik
kimyasallar hayvan yemlerine ilave edildigi zaman hedeflenmeyen
organizmalari da etkilemektedir [15]. Bunun yani sira, balik iftliklerinde
kullanilan birgok ilacin su ortaminda bulunan diger canlilar Gzerinde de etkili
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle bilesik kalintilarinin hem su ortaminda
hem de et, sut, yumurta gibi gunluk tuketim drtnlerinde izlenmesi gok buyuk

onem tasimaktadir.
2.1.6.4. Amoksisilinin tayin metotlari

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ idaresine (FDA) goér siit dolu her
tankerin B-laktam antibiyotigi kalintisi i¢in test edilmesi zorunludur (1991).
Sitte B-laktam antibiyotiklerini hizli test etmek igin genellikle mikrobiyolojik
inihibisyon ve hizli tarama testleri kullaniimaktadir [67,68]. Bu tarama
metotlarinin spesifik olamamasi nedeniyle yanhg olumlu sonuglar verdigi
belirtilmistir [69]. Bu nedenle olumlu sonug¢ veren sit orneklerinde B-laktam

antibiyotikleri i¢in ilave nicel ve teyit edici tahlil ydontemleri gerekmektedir.
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Su anda, AMOX miktarini belirlemek igin, spektroskopi [16,17], kromatografi
[18,19], ylzey plazmon rezonansi (SPR) [20] ve elektrokimyasal yontemler
[21,22] gibi bir dizi analitik yoéntem kullaniimigtir. Ornegin, Beltran ve
arkadaslan yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) igin idrar
orneklerinden AMOX ekstrakti elde etmek igin molekller baskilama teknigi
(MIP) kullanmistir [70]. Wan ve arkadaslari AMOX igin bir kemiliminesans
sensoru insa etmek igin MIP kullanmistir [71]. Szultka ve arkadaslari, HPLC ve
kitle spektrometrisini, insan plazma numunelerinde AMOX tespit etmek
amaciyla MIP ile birlikte kullanmistir [72]. Yola ve arkadaslari, hassas AMOX
belirlemesi yapmak amaciyla, MIP ile bir SPR sensoru hazirlamistir [20]. Buna
ek olarak, Donusumllu voltametri [21,22], kare dalga voltametrisi [73],
Kronoamperometri [74,75] ve diferansiyel puls voltametri [22,76] gibi farkli
voltametrik yontemlerin AMOX Kkalintisi tespit etmek igin kullanildigi
bildirilmistir. Camsi karbon elektrotlar (GCEs), nikel-kurkumin kompleksi [71]
ve polianilin [72], modifiye edilmis karbon, c¢ok duvarli karbon nanotup
(MWCNTSs) [19], MWCNTs / FeCr204 hibrid filmi [77] ve poliglitamik asit /
glutaraldehit [71], modifiye edilmis elektrotlar ve Au nanopartikiller (NPS)
indiyum kalay oksit elektrot [22] bu methodlara dahildir. Bununla birlikte,
bunlarin segiciligi ve / veya duyarliiginin da artirilmasi gerekmektedir.

Bu yontemlerden bazilari amoksisilin tayini i¢in ¢ok duyarl, dogru ve hassas
olmalarina ragmen, rutin kontrol prosedurlerinde bazi dezavantajlari vardir.
Rutin tespitler hizli sonug gerektirmektedir ve bu teknikler zaman alicidir. Bu
yuzden, gida orneklerinde amoksisilin tayini hassas ve spesifik olmasi igin

kolay, hizli ve suratli bir metot bulmak 6nemlidir.
2.2. Biyosensorler

Biyosensorler igin genel olarak en c¢ok kabul edilen ifade, biyolojik aktif
elementleri uygun fiziksel donusturicu ile kimyasal agidan derigimler ile dogru
orantili, dlgulebilen sinyal Uretmek icin ortaklasa g¢alisan bir analitik cihazdir
[23-27]. Aktif biyolojik element, biyolojik olarak Uretilen malzeme olup ¢alisilan
ornek ile biyomimetiktir. Bu elementler; dokular, mikroorganizmalar, organeller,
hicre reseptorleri, enzimler, antikorlar, nukleik asitler vs. olabilmektedir.

Fiziksel donusturicli ya da detektor ise drnegin biyolojik element ile olan
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etkilesimini daha kolay okunabilen ve iglenebilen bir hale getiren alettir. Bu alet

fizikokimyasal olarak galigmaktadir.

Biyosensoarler iki sekilde siniflandiriimaktadir. Birincisi, nukleik asitler, antikor,
enzimler gibi cihazin biyolojik elementine gdre yapilmaktadir. ikicisi ise optik,
piezoelektrik, elektrokimyasal ve termal olmak Uuzere biyolojik elementin

beraber calistidi fiziksel detektdre goredir.

Algilama elemani ve analit arasinda etkilesimin bulundugu sensore afinite
sensoru olarak adlandiriimaktadir. Eger biyolojik eleman ve analit arasinda
etkilesim bir kimyasal degisme ile devam ediyorsa bu durumda baslangi¢
maddelerin veya UruUnlerin konsantrasyonunun degisimi odlgulmekte ve
metabolizma sensoérlu olarak adlandiriimaktadir. Son olarak da baglayici
element analit ile baglandiktan sonra kimyasal bir degisim olmuyorsa ve bir
yardimci baglangigta kullanilan malzemeyi degistiriyorsa bu durum katalitik
sensor olarak bilinmektedir. iletme metodu fizikokimyasal degisimi algilamaya

gore degismektedir [28,29].

ilk biyosensérler 1962'de Clark ve Lyons tarafindan glikoz oksidaz (GOD)
molekulini amperometrik oksijen elektrotu Uzerinde sabitledikten sonra yari-
gecirgen membran Uzerinden Orneklerdeki glikoz konsantrasyonunu
Olgcmesiyle ortaya atilmistir [29,30]. Burada yapilan glikoz konsantrasyonunu
belirlemek icin bir elektrodun ucuna glikoz oksidaz molekuli baglayip enzim
donustartclleri membran arasina yerlestirerek daha “akilli” bir alet olan
gunumuzdeki elektrokimyasal sensoérleri (pH, polarografik, potensiyometrik ve
kondUktometrik) yapmiglardir. O zamandan beri biyosensorler halk saghgi ve
cevresel faaliyetlerin izlenmesinden gida guvenligine kadar birgok farkl
alanlarda basariyla uygulanmaya devam etmektedir [29,31,78,79,80]. ilk
biyosensor olarak tanimlanan bu cihaz 1962 yilinda yapilmis olmasina ragmen
biyosensorlerin bulunusu ve gelismesi ¢gok daha oncesine dayanmaktadir.

Biyosensoarlerin kronolojik gelismesi su sekilde gergeklesmistir [81]:

e 1916 - ilk kez bir invertaz proteini aktiflestirimis kémir Uzerine
adsorblanarak Nelson ve Griffin tarafindan sabitlenmigtir.
e 1922 - ilk cam pH elektrotlari ortaya ¢cikmistir.

e 1956 - Clark tarafindan oksijen elektrodu bulunmustur.
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1962 - Clark tarafindan ilk biyosensér kavraminin ortaya atimis ve
glikozu dlgmek igin amperimetrik enzim elektrodu yapilmistir.

1969 - ilk potensiyometrik biyosensériin bulunmasi: drenin élglilmesi
icin  Ureaz proteininin  ammonyum elektroduna baglanmasiyla
bulunmustur.

1970 - iyon segici alan-etkili tranzistér Bergveld tarafindan icat edilmistir
1972/5 - Ik ticari biyosensorler ortaya cikmistir: Yellow SPRings
Instruments tarafindan Uretilen kalem seklinde tek kullanimlik glikoz
biyosensoru uretilmigtir.

1975 - ilk mikrop tabanli biyosensor, ilk badisiklik sensorii: platinyum
teli Uzerinde ovalbumin proteini ile yapiimigtir, pO2/PCOz2 optik sensoru
uretilmistir (floresan sinyal & gaz gegirgen membranlarin kullaniimasi).
1976 - Miles tarafindan ilk kez yapay pankreas yapilmistir.

1980 - Peterson tarafindan kandaki gazlarin élguma igin fiber optik pH
sensoru yapilmistir.

1982 - ilk fiber optik tabanli glikoz sensorii yapilmistir.

1983 - ik yiizey plazmon rezonansi (SPR) tabanli medikal sensér
yapilmistir.

1984 - Amperometrik sensorlerin araci olarak kullaniimasi: glikoz tayini
icin ferrosen ile glikoz oksidaz kullanilarak yapilmigtir.

1987 - Glikoz biyosensoru ureticisi olan MediaSense ExacTech sirketi
kurulmustur.

1990 - SPR tabanh sensorler Ureten Pharmacia BIACore sirketi
kurulmustur.

1992 - i-STAT kan tahlil cihazi Gretilmistir.

1996 - Kolay glikoz dlgimu yapan Glikokartlar gikmistir. Ayni yil Abbot
MediSense sirketini 867 milyon dolara satin almistir.

1998 - LifeScan sirketi FastTake kandan glikoz tayini biyosensorinu
uretmistir, ayni yil Rochenin Mergeri ve Boehringer Mannhein Roche
Diagnostics girketini kurmustur.

2001 - LifeScan Inverness Medical tarafindan yurutulen glikoz test igini

1.3 milyar dolara satin almistir.
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e 1999-ginimuz - BioNMES, kuantum noktaciklari, nanopargaciklar,
nanokonsollar, nanoteller ve nanotlpler biyosensdr yapiminda
kullaniimaktadir.

Yakin zamanda Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (UIPAC)
tarafindan ortaya atilan biyosensor tanimi soyledir: “Biyosensor; kendi kendine
yeten, transduktore bagli olan, bir biyolojik algilama elementi (biyolojik
reseptor) kullanarak kantitatif veya yari kantitatif analitik bilgi toplama
yetenegine sahip entegre bir cihazdir’ [82]. Bir biyosensor biyoanalitik
sistemden farkli olarak, biyoanalitik sistemler reaktif ekleme gibi fazladan iglem
asamasi gerektirmektedir. Biyosensorlerin en énemli 6zelliklerinden biri segici
olmasidir. Bunun yani sira biyosensorler geleneksel analitik tekniklere goére
pek cok ustunlige sahiptir. Biyosensorler, hizli ve gergcek zamanli dlgumler
yapabilmeleri, yuksek segicilige sahip olmalari, kalibrasyon igin ¢ok az
miktarda analite ihtiyag duymalari, hizli tepki vermeleri ve ayrica apolar
molekulleri olgebilmeleri nedeniyle adeta bilim dunyasinda c¢igir agmiglardir
[32].

Basarili bir bigimde biyosensér yapmak icin Oncelikle bazi sartlar
saglanmalidir; analiz igin secilen biokatalizor yUksek segcicilige sahip olmali,
uygun saklama sartlari altinda kararli olmali ve son olarak da birden fazla
analiz arasinda ¢ok az farklilik géstermelidir. Tepkime kosullari, pH ve sicaklik
gibi fiziksel parametrelerden badimsiz olmali ve bu parametreler kontrol
edilebilmelidir. Bu da analit dérneklerinin en az 6n igleme ile tayin edilebilmesini
saglar. Eger tepkime bir kofaktor veya koenzim igeriyorsa bunlar da enzim ile
sabitlenmelidir.  Tepki zamaninin  dogru, hassas, yenilenebilir ve
konsantrasyona goére lineer bagimhlik gostermesi gerekmektedir. Ayni
zamanda donusturucuden gelen gurultu sinyali de yok edilmelidir. Eger
biyosensor klinik ortaminda invaziv izleme igin kullanilacak ise sonda kuguk ve
biyouygun olmalidir, toksik olmamali ve antijen bulundurmamalidir. Ozellikle
insandan alinan orneklerin izlenmesi igin biyosensdr gergcek zamanl olguim
yapabilmelidir. Nihayetinde Uretilen biyosensor malzeme wucuz, Kkuguk,
tasinabilir olmali ve kullanimi tecrube gerektirmemelidir [33]. Bunun gibi zor
sartlari saglayabilen biyosensorler, gunlik hayatta klinik, medikal uygulamalar,

biyoreaktor, kalite kontroll, ziraat ve veterinerlik ilaglari, bakteriyel ve viral
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teshis, ilag Uretimi, endustriyel atik sularin kontroll, madencilik, savunma

sanayii gibi birgok farkli alanda kullaniimaktadir [83,84].
2.2.1. Biyosensorlerin Turleri

2.2.1.1. Biyolojik algilama elementine gore tiirleri
2.2.1.1.1. Enzimler

Enzimler, biyosensorlerde algilama elemani olarak siklikla kullanilan
malzemeler arasindadir. Bu tarz biyosensorlerde hedef molekiller igin
tasarlanmis enzimler Gran olusumunu katalizlemek igin kullaniimaktadir. Daha
sonra bu cihaz sinyal donusturaculer ile ortak cgalistiriimaktadir. Kullanilan
enzimler ve bu enzimlerin islevsel gorevleri asagida Cizelge 2.2’de verilmistir
[85]. Kullanilan en basit enzimatik biyosensor tasariminda, enzimatik
tepkimenin Urinu veya substrati elektrokimyasal olarak aktiftir ve elektrodun
uzerinde hizh bir sekilde oksitlenebilir veya indirgenebilir. Enzimler gorevlerine
gore, substrat ve inhibitor olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Substrat
biyosensodrler enzimatik tepkimenin spesifik substratlarini algilamak igin
tasarlanmistir. Buna 0Ornek olarak glikoz oksidaz bazli enzimatik sensor
kullanarak glikoz tayini veya ureaz sensoruyle Ure tayini yapilmasi verilebilir
[86,87]. inhibitér sensoérler enzimin aktivitesini diisiren maddeleri algilarlar.
Buna ornek olarak ise asetokolinesteraz katalizorlu asetokolin hidrolizini inhibe
eden organofosfor pestisitlerin tayini gosterilebilir [88,89]. En sik kullanilan
enzimatik biyosensorler glikoz ve Ure biyosensorudur [90]. Enzim tabanl
biyosensorlerin performansini enzim miktari, pH, sicaklik ve bazi durumlarda
kofaktdr gibi parametreler etkileyebilir. Elektrodun verimini etkileyebilecek bir
faktor de enzimi yuzeye sabitleme yOntemi ve sensor yuzeyindeki enzim
tabakasinin kalinhgidir [86].
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Cizelge 2. 2. Enzimlerin islevsel gorevlerine gore siniflandiriilmasi [85].

Enzim kategorisi Enzimin islevsel gorevi

Oksidoreduktazlar Oksitleme / indirgeme tepkimeleri

Bir molekilden baska molekule
Transferazlar
fonksiyonel gruplarin tagsinmasi

Hidrolazlar Hidrolitik ayrilma
C-C, C-0O, C-N baglarinin oksitleme
Lyazlar
veya hidroliz ile kirilmasi
izomerazlar Molekdl i¢i yer degistirme
Ligazlar iki molekiiliin baglanmasi

2.2.1.1.2. Antikorlar

Antikor, ylUzlerce amino asitin duzgun bir sekilde siraya girmesiyle olusan
kompleks biyomolekuldur. Antijen 6zgul antikor kendine 6zgu antijenine ¢ok
yuksek segicidir. Onlarin bu essiz 6zelligi bagdisiklik sistemi igin ¢ok buyuk
onem tasimaktadir. Tek analit olan antijenler antikorlarin baglama yerlerine
tutunmaktadir [91]. immiinoglobinler bagisiklik sistemi tarafindan iretilen
reseptorlerdir. Bunlar vicuda taninmadik bir biyolojik bilesigin (antijenler)
girmesine karsilik olarak salgilanan maddelerdir. immiinoglobinler de antikor
adiyla bilinmektedir. Kanda antijenlerin var olmasi bazi maddelerin toksik
olmasi veya enfeksiyonun yayilmasi sonucu algilanabilmektedir. Antijenler
sadece biyolojik sivilarda degil dogal ortamlarda da tayin edilebilir. Antikorlar
O0zgul antijen olmasi sartiyla neredeyse her bilesigi yiuksek secicilikte

algilayabilmektedir [92].
2.2.1.1.3. Nukleik asitler

DNA, RNA ve peptit nukleik asit tabanli biyosensorler ylksek segicilik ve
algilama kabiliyetlerini, nikleotit dizilimini bir arada tutan gugcli baz ciftlerinin
afinitesinden almaktadir [93]. Nukleik asit (NA) tabanli biyosensorler NA’lari
(oligo- ve polinukeotitlerin dogal veya mimetik formlari) biyolojik algilama
elemani olarak kullanir. Gunimizde DNA hibridizasyonu sensér sondalari
olarak sentetik oligodeoksiribonukleotitleri (ODN) kullanmaktadir [94]. ODN’leri
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sinyal donustlricu ylzeyinde sabitlemek igin tiyoller, disulfitler, aminler veya
biyotinler  kullaniimaktadir. Bunun gibi diger nukleik asitler canli
organizmalardan turetiimemekte, sadece onlarin bazi fragmanlarini igeren

sondalar alinmaktadir.

DNA sensorlerin baska bir amaci da 6zellikle DNA fragmanlariyla etkilesime
giren proteinleri ve makromolekuler bilesikleri ortaya ¢gikarmaktir. Bu proteinler,
DNA'ya zarar veren tumor isaretleyicileri ve birgok antikanser ilaci
olabilmektedir. Boylece patojen mikroorganizmalari ve viruslerin guvenilebilir
bir sekilde tayin edilmesini saglamaktadir. Bu yodntemle genetik teshisde
yasanan sorunlar da ¢ozulmektedir [89,95,96,97]. Bu ydntem akrabalik,

genetik bozuklugun tespiti ve GDO’lu Grdnlerin tespitinde kullaniimaktadir.
2.2.1.2. Sinyal donusturiiciiye gore turleri

Biyosensodrler donustlricu turine goére elektrokimyasal, optik, piezoelektrik,

kalorimetrik olarak Uge ayrilmaktadir.
2.2.1.2.1. Elektrokimyasal donustiiruculer

ilk bilimsem olarak énerilen ve basarili bir sekilde ticarilesen biyosensdrler
elektrokimyasal tabanhdir [98]. Bu siniftaki biyosensorlerin temel galisma
prensibi sabitlenmis biyomolekul ve analit arasindaki tepkime sonucu iyon
veya elektron olusmasi veya emilmesine ve bunun sonucu olarak da ¢ozeltinin
elektriksel ozelliklerini degistirmesine dayanmaktadir [99,100].
Elektrokimyasal sinyal de analit miktar ile eglestiriimektedir. Bu tarz
elektrokimyasal donuasturuculer kendi iginde ¢alisma prensibine gore

ayriimaktadir.

-Potensiyometrik transduktorler; bir biyokimyasal tepkime sonucunda iyonlar
olusmakta ve bu da ¢o6zeltinin iletkenligini ya da direncini degistirmektedir. Bu
durumda analitik sinyal ana elektrot ve referans bir elektrot arasindaki gerilim
farkina denk gelmektedir. Ayrica iki referans elektrot birbiriyle yari gegirgen
membran ile ayriimig olabilir. Bu tarz donusturiculerde ise iyon segici elektrot
(ISE) sinyal transduktori olarak gérev yapmaktadir. En yaygin olarak

kullanilan potensiyometrik biyosensorler pH metrelerdir.
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-Voltametrik transduktoérler; elektroaktif elemanlarin  oksitlenme veya
indirgenme akimini Ol¢llmektedir. Bunun sonucunda elektrotlar arasinda
gorundr potansiyel fark olusturmaktadir. Cogu durumlarda, referans elektroda
sabit potansiyel uygulanmaktadir. Olgiilen akim ya elektroaktif elemanlarin

konsantrasyonuna ya da harcanma - olugsma hizina bagli olmaktadir [32].

-Konduktometrik transduktorler; bu tarz donuasturtculer ¢ozeltinin elektriksel
iletkenligini biyokimyasal tepkime boyunca Olger. Biyolojik tanima elemani
enzim gibi elektrik iletkenligi olmayan malzemeler oldugunda kullanimlari
azalir. Konduktometrik  biyosensorler, hlcre ¢ozeltisinin  elektriksel
iletkenligindeki degisimi algilayabilmektedirler. Cogu tepkime ¢ozeltinin
iceriginin  degismesine  neden  olmaktadir. Bu degisim  analitin

konsantrasyonundaki degisime denk gelmektedir [101].

Alan etkili transistor tabanl transdiiktérler; iyon-segici alan etkili transistér
(ISFET) tabanli biyosensorler bu gruba aittir. Yari iletken alan etkili
transistorlerin (FET) yuUzeyi iyon duyarlidir. Ylzey elektrik potansiyeli yari
iletken ve iyonlar arasindaki tepkime nedeniyle degismektedir. Bu degisim

Olgulerek sinyal haline getirilmektedir.

Elektrokimyasal biyosensorler en buyuk avantajlarindan biri sisteme zarar
vermeden olgum alabilmeleridir [102]. Bu tarz biyosensorlerin endustriyel ve
cevresel analizlerde kullanimi 6nemlidir [103]. Gida Uretimi kontroll, gida
kalitesinin degerlendiriimesi, fermantasyon surecinin kontrolli ve organik
kirleticilerin izlenmesi elektrokimyasal biyosensorlerin  uygulamalarindan

birkacidir.
2.2.1.2.2. Optik donustiriiculer

Optik donustartcilerin kullanildigi  biyosensorlerde sinyal 1sik ile dogru
orantilidir. Optik transduktorler 1s13in absorplanmasi, fluoresans, liminesans,
ic yansima, yuzey plazmon rezonans veya I1sik yayillma spektroskopisi tabanli
olabilmektedir.  FlUoresans tabanli  biyosensorler ¢ok kisa slren
elektromanyetik radyasyonun vyayillmasi sonucu frekans degisikligini
algilamaktadir. Parlak bir sinyal elde etmek icin tek bir molekulin isinlanmasi

bile tek hicreden sinyal almak igin yeterli olmaktadir [104]. Optik yayiima
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tabanli cihazlarda silikon yuUzeyi protein ile kovalent baglanarak
kaplanmaktadir. Daha sonra bu protein kapli silikon maske kullanilarak
morotesi I1s1da maruz birakilmaktadir ve antikorlar bu durumda inaktif
kalmaktadir. Silikon parcalari analit ile etkilesime sokularak aktif olan
kisimlarda antikor-antijen baglari olusturulmaktadir. Bunun sonucunda lazer
veya bagka 1sik kaynagina maruz birakildiginda yayllma meydana
gelmektedir. Olugan sinyal dogrudan veya artirilarak igslenmektedir [98]. Fiber
optik biyosensorler (FOBS) optik fiberleri donusturicu olarak kullanmaktadirlar
ve hedef molekilleri algilamak igin sadece optik dénlisim mekanizmasi
devreye girmektedir. Ylizey plazmon rezonans (SPR) tabanli biyosensorler
analit ¢ozeltisi ve SPR yuzeyine sabitlenmis biyolojik eleman arasindaki
etkilesimi 0zel elektromanyetik dalgalari kullanarak izlemektedir. Bu tarz
biyosensorlerin avantajlari biyolojik analitlerin algilanmasi ve biyomolekuler
etkilesimlerin izlenmesidir, bu durumda SPR biyosensorler etiketleme ihtiyaci
olmadan hizli gergek zamanl analiz teknolojisi sunmaktadir [34]. Ornegin
sutteki kazeini algilamak icin altin nanopargaciklarin kullanildigi SPR tabanli

biyosensor yapiimigtir [105].

Son vyillarda fiber optik tabanli biyosensorler hasta bakimini blylk oélgtde
gelistirerek ve ameliyat maliyetlerini ciddi derecede dusUrerek medikal alanda
¢cok basarili olmustur. Guniumuzde erken kanser ve AIDS teshisi gibi birgok

medikal uygulamada kullaniimaktadir.
2.2.1.2.3. Piezoelektrik donustlirticuler

Piezoelektrik sensorler elektrik potansiyeli altinda deformasyona ugrayan
kristalleri kullanmaktadir. Kuvars, tourmalin, lityum niobat veya tantalat, ginko
oksit veya aliminyum nitrir gibi bircok malzeme piezo etkisi gostermektedir.
Sabit frekansta dalgali akim kristalin yapisini sabit tutmaktadir. Analitin
biyolojik tanima elementleriyle kaplh kristal ylzeyine adsorblanmasi sonucu
rezonans frekans degismektedir bu da baglanmanin gerceklestigini
gOstermektedir. Piezoelektrik biyosensorler su ana kadar yapilmis en hassas
sensorler arsinda gostermektedir, zira bunlar antijenleri pikogram seviyesinde
bile algilayabilmektedir. Piezoelektrik donusturtculer molekulleri etiketleme
gerekmeden algilayabilmektedir [106].
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Kristal yuzeyinin uygun molekul veya algilama tabakasi ile kaplanarak
molekuler algilamada yeni kapilar agildigindan beri piezoelektrik cihazlarin
uygulamasi buyuk ilgi gérmektedir. Bunun yani sira piezoeletkrik biyosensorler
gida, cevresel ve klinik analiz alanlarinda basarili bir sekilde uygulanmaktadir
[107].

2.2.1.2.4. Kalorimetrik (Termal) donustlirticuler

Kalorimetrik biyosensorler, biyomolekullerin sicaklik sensorleri  Uzerine
sabitlenmesiyle elde edilmistir. Analit biyokomponent ile bir araya geldiginde
analitin konsantrasyonuna denk gelen tepkime sicakligi dlgulmektedir. Toplam
alinan veya verilen 1s1 miktari tepkime elemanlarinin toplam molar entalpilerine
esittir. Sicaklik élgimua termistor ile yapilmaktadir ve bu tip cihazlar enzim
termistoru olarak adlandiriimaktadir. Termal biyosensorler kalibrasyona ihtiyag
duymamaktadir ve ornegin optik veya elektrokimyasal Ozelliklerine karsi
duyarsizdir [105]. Kalorimetrik biyosensorler gida, kozmetik, farmakolojik
alanlar gibi birgok farklh alanda kullanilabilmektedir [108,109]. Bunun yaninda

termal biyosensorlerin kullanimi ¢ok yaygin degildir [94].
2.2.2. Biyoalgilama elemanlarinin sensor ylizeyine sabitlenmesi

Bir biyosensorin dogru ¢alisabilmesi igin biyomalzeme, donusturtclu ylzeyine
baglanmalidir. Bu iglem biyolojik bilesenin sabitlenmesi denmektedir.
Sabitlemek demek biyomalzemeyi (enzim, antikor, nikleik asit) ¢ozunur hale
getirerek transduktorin yuzeyine kimyasal ya da fiziksel sekilde tutturma
islemidir. Biyomalzemeleri sabitlemek icin kullanilan birka¢g yontemden
asagida belirtilmistir [92,110].

-Adsorblama: Bu durumda hem fiziksel hem de kimyasal adsorblama
olabilmektedir. Fiziksel adsorblama, sensorun yuzeyine biyomalzemeleri
baglamak icin Van der Waals, hidrojen baglari ve iyonik etkilesimleri kullanir.
Selluloz, kolodyum, silika jel, cam, hidroksiapatit ve kollajen gibi bircok substrat
biyomolekllli adsorbe edebilmektedir. Bu yontem c¢ok basittir, fakat
biyomolekullerin sabitlendigi baglar c¢ok guclu olmadigi i¢in kolaylikla
kirilabilmektedir. Bu nedenle absorblama yontemi ile hazirlanan biyosensorler

uzun Omurld olmamaktadir.
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-Kovalent baglama: Sensoér ylzeyi biyolojik malzemelerin baglanabilecegi
kimyasallar ile kaplanmaktadir. Biyolojik algilama malzemesi olarak enzimler
kullanildiginda bu kimyasallar biyotepkimeyi kataliz etmeyecek sekilde
secilmektedir. Genellikle proteinlerin amin, karboksilik, imidiazol, tiyol, hidroksil
gibi nukleofilik gruplarini sensoér ylzeyine baglamak icin kullanilir. Bu metot
yuzey homojenligini, biyomolekullerin esit dagilimini ve dagilim yogunlugunu
artirmaktadir. Kovalent baglama biyomolekullerin kararsizligi, difizyonu ve
agregasyonu gibi sorunlari azaltmakta veya tamamen ortadan kaldirmaktadir
[111].

-Matriks kaliplama: Bu durumda biyomolekuller bir polimer jel matriksine
hapsedilmektedir. Bu metot icin genellikle poliakrilamit, nigasta, aljinat, pektat,
polivinil alkol, polivinil klorar, polikarbonat, seluloz asetat ve silika jel
kullaniimaktadir. Matriks kaliplamanin dezavantajlarindan biri hapsedilme
sirasinda biyomalzeme polimer matriksinden digari akabilmektedir, bu da

verimi azaltmaktadir [113].

-Capraz baglama: Molekulller arasi ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit,
heksametilen diizosiyanur, 1,5-difloro 2,4-dinitrobenzen ve bisdiazobenzidin-
2,2’-disulfonik asit gibi fonksiyonel ya da c¢oklu-fonksiyonel malzemeler
kullaniimaktadir. Bunlarin arasinda enzimlerin lizin amino grubuyla bag yapan

glutaraldehit kullaniimaktadir.

-Kapstlleme: Bu ydontemde biyolojik malzeme etrafinda delikli enkapsulasyon
matriksi olusturularak malzemenin sensore baglanmasi kolaylastiriimaktadir.
Bu yontem igin bir baska yaklasim da cam, seramik ve bagka inorganik
malzemelerin yluzeyine biyolojik molekdulleri sol-jel yontemi ile sabitlemektedir.
Bu durumda, biyomalzemeler okzo-baglanmis SiO2 agi gibi delikli matrikslerde
kapsullenmektedir. Bu kapsuller optik olarak transparan olduklarindan dolayi
kimyasal etkilesimleri kolay izlenebilir kilmaktadir. Sol-jel yonteminin oda
sicakhiginda yapilabilmesi nedeniyle biyomolekullerin  denatlrasyonu
onlenebilmektedir. Bu ydntemle sabitlenen biyomolekdiller ¢ok kararli olmasina
ragmen tekrarlanabilir delikli sol-jel yapmak hala ciddi bir sorun olmaya devam

etmektedir [113]. Bu yontemlerin tamami Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Biyomolekullerin sensor ylzeyine sabitlenme yontemleri: 1)
Adsorpsiyon, 2) Kovalent baglama, 3) Matriks kaliplama, 4) Capraz baglama
5) Kapsulleme [113].

2.2.3. Biyosensorlerdeki son gelismeler

Biyosensor gelistirme calismalarinda uygun biyoreseptor, uygun sabitleme
yontemi ve transduktoru sec¢imi Onemlidir. Biyoloji, biyokimya, kimya,
elektrokimya, fizik, kinetik ve kutle transferi gibi bilimlerin biyosensor
calismalarinda kuskusuz 6nemi buyuUktur. Bundan yola gikarak biyosensor
konulu c¢aligmalara disiplinler arasi g¢alismalar denebilir. Teknolojinin
gelismesiyle birlikte disiplinler arasi c¢alismalarin artmasi, biyosensorlerin

gunluk hayattaki kullanimlarini arttirmaya baglamistir.
2.2.3.1. Mikrobiyosensorler

Kaguk, entegre ve guvenilir mikrotransduktorlerin biyolojik duyu elemanlariyla
birlestiriimesi teknolojisindeki 6nemli gelismeler son on yilda biyosensor
alaninda adeta bir ¢igir agmistir. Bu tlr mikrobiyosensor sistemler hicresel
metabolizma konularina aciklik getirmistir ve insan metabolizmasinin
biyolojisini tamamiyla anlamadaki beklentileri ciddi derecede artirmisgtir. Son
yillarda kanser, kan veya diger vucut sivilarinda antijen derigiminin
izlenmesiyle kolaylikla tespit edilebilmektedir [112]. Ayni sekilde diyabet de

kandaki glikoz miktarinin zamanla degisimi Olculerek izlenebilmektedir [113].
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Fakat bu cihazlarin yaygin klinik kullanimina ragmen bazi potansiyel eksikleri
vardir. Ornegin, bu cihazlarin tepki zamanlarinin ¢ok yavas olmasi bazi
hastalar icin muayene surecini zorlagtirmaktadir.  Ayrica bu sensorlerin
maliyetli yUksektir ve saglik endustrisinde bu sensoérler igin yilda milyarlarca
dolar harcanmaktadir [114]. Bu sebeple daha verimli ve daha guvenilir sensor

teknolojisinin geligtiriimesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
2.2.3.2. Nanoteknolojik yenilikler

Nanopargaciklar  Ustiin  kimyasal, fiziksel ve elektronik &zellikler
gostermektedir. Buyuk malzemelerden en onemli farki yuksek yuzey-hacim
oranidir, bu da biyosensorlerin performansini artirmaktadir [115]. Metal, oksit,
yari iletken veya kompozit gibi c¢esitli nanopargaciklar biyosensorler igin
kullaniimaktadir. Bunun yani sira farkh nanopargaciklar farkli biyosensor
sistemlerinde farkli roller oynayabilmektedir. Ornegin altin nanopargacikli ince
film elektrotlar cift-zincirli DNA adsorblanmasiyla ylizeye DNA sabitlenmesi
icin kullanilmigtir [116]. Altin nanopargaciklar glikozu mikromolar derisimlerde
algilamada ylUksek performans gostermistir. Altin nanopargaciklar ile
degistirilmis amperometrik biyosensorler pestisitlerin belilenmesinde onemli
gelisme kaydetmigtir. Fonksiyonel nanoparcaciklar (elektronik, optik ve
manyetik) biyolojik molekullere (peptitler, proteinler, nikleik asitler) baglanarak

cesitli sinyalleri algilamak ve artirmak igin kullaniimistir [117,118].
2.2.3. Biyosensorlerin uygulama alanlari
2.2.3.1. Klinik muayene

Biyosensor alanindaki gelismeler son yillarda buyuk bir yol kat etmis olsa da
biyosensor piyasasinin %90’nin1 olugturan glikoz biyosensorler harig, klinik
uygulamalarda kullanimi ¢ok yaygin degildir. istenmeyen molekiillerin gergek
orneklerle etkilesimi, yuksek seciciligi ve dogrulugu hala sorun teskil
etmektedir. Bu sorunlarin ¢ozulmesi klinik etiketlemede istenmeyen
molekullerin gideriimesi agisindan ¢ok dnemli olabilmektedir. Piyasada satilan
bircok biyosensér amperometrik tabanhdir [119]. Glikoz konsantrasyonu

diyabet ve diger endokrin metabolizma bozuklugu gibi hastaliklarda en ¢ok
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izlenen gostergedir. Kandaki glikoz, elektrolitler ve gazlardan sonra en ¢ok

Olcllen analittir [120].
2.2.3.2. Gida kontrolii

Gida sektorli ve biyoteknoloji alanlarinda biyosensoérler medikal alanlardaa
oldugu kadar sik kullaniimamaktadir [121]. Medikal alanda kullanilan érnekler
kan, serum veya idrar iken gida sektoriunde Orneklerin igerigi cok fark
olabilmektedir. Bu da biyosensor optimizasyonu, tasarimi ve birlestiriimesini
zorlastirmaktadir. Gida sektériinde biyosensoérlerin kullanimina drnek olarak
amperometrik biyosensorler verilebilir. Sarap veya alkollu iceceklerde glikoz,
fruktoz, gliserol, laktik asit, maleik asit veya asetik asit gibi analitlerin tayini i¢in

oksidorediktaz enzim tabanli amperometrik biyosensaorler kullaniimaktadir.
2.2.3.3. Cevresel izleme

Cevre kirligi izlenmesinde kimyasal analizler tek basina ekolojik riskler veya
atik sularin Kkirliligi hakkinda vyeterli bilgi verememektedir [122]. Avrupa
Birliginde sularin igslenmesi gibi sert kurallarin (91/271/EEC Konsey Direktifi)
yani sira atik sularin ¢evreye dokulmeden once belirli toksisite degerlerine
uygun olmasi gerekmektedir. Bu yuzden toksisite olgumleri icin biyotahlil
yontemleri ve biyosensorler gelistiriimistir. Ornegdin Microtox ® (Azur, Buks,
BK) toksik tahliller liminesan bakteri tabanhdir. Hizli ekotoksisite analizi igin

Escherichia coli bakterilerini kullanan Cellsense ® ise bir bagka ornektir.

Endokrinler estrojen reseptorlerine baglanabilmektedir. Bundan yola ¢ikarak
potansiyel toksisite incelemesinde endokrin bilgisi saglayan estrojen tabanh
biyosensorler yapiimistir. Bu sensorlerin kullaniminin basit olmasi buayuk bir
avantajdir [123]. Dogal kaynak sularinda pestisitlerin bulunma sebebi
pestisitlerin yaygin kullanilmasidir. Her ne kadar HPLC/MS ve GC/MS
teknikleri yeterli bilgileri verse de biyosensorler ucuz ve daha hizlidir. Bunlarin
yani sira fenoller, surfektanlar, alkanlar, aromatik bilesikler ve poliaromatik
hidrokarbonlar gibi birgok ¢evre kirleticilerinin tayini i¢in de c¢esitli biyosensorler

gelistirilmigtir [124].
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2.3. Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)

Yuzey plazmon rezonans (SPR), pozitif ve negatif gecirgenligi olan iki
malzeme arasinda isik ile elektronlarin rezonans osilasyonu sonucu olusan
olaydir. SPR sensoérler son yillarda blyuk ilgi toplamistir [125,126]. SPR p-
polarize 1s13Iin bir prizmadan gegerek prizma yuzeyini kaplayan ince metal
tabakasina belli bir agida ¢arpmasi sonucu olusan bir olaydir [127]. YUzey
plazmon polaritonu radyoaktif olmayan materyalin negatif gecirgenligine

paralel elektromanyetik ylzey dalgasidir.

Monokromatik polarize isik iki transparan ortam arasina girdiginde yuksek
kirllma endeksi daha yuksek olan ortamdan cikarken isik kismen yansir ve
kirihr. Ornegdin bu iki ortam olarak prizma ve tampon c¢ozeltiyi alirsak 1sik
prizmadan c¢ozeltiye gecerken kismen kirilmaktadir ve yansimaktadir. Kritik
acinin ustinde ise 1sik tamamen yansimaktadir, bu olay toplam i¢ yansima
(TIR) olarak bilinmektedir. SPR metodunda cam prizma yuzeyi altin film ile
kaplanmaktadir. Altin gibi iletken metallerde degerlik elektronlar plazma
osilasyonu ya da baska adiyla plazma dalgalari yaratmaktadir. Bagka
periyodik elektromanyetik dalgalar gibi bunlar da pargacik-dalga teorisi ile
degerlendirilebilir. Fotonlar ve fononlar 1sik ve ses dalgalarinin pargacik halinin
adi oldugu gibi plazmonlar da plazma dalgalarinin parcacik halidir. Yuzey
plazmon rezonans metal yuzeyine hapsedilmis plazmonlardir. Bu plazmonlar
altin ylzeyi ve tampon ¢ozelti arasinda olusmaktadir. Bu plazmonlar hem altin
film hem tampon ¢ézelti hem de prizma boyunca 100 nm ’ye kadar uzanan

elektriksel alan olugturmaktadir. Bu dalgalar zamanla sonmektedir.

Gelen 1sik dalgasi TIR ile ayni agilya sahipse yuzey plazmon rezonans
olusmaktadir. Rezonans agisi ( © ) denilen bu acida isiktaki fotonlarin
momentumu (vektorel yon ve buyUklik ile) yluzey plazmonlar ile aynidir ve
fotonlar plazmonlara donugmektedir. Baska bir ifadeyle, optik enerji altin
yuzeyine baglanmis durumdadir. Malzemenin igerigindeki herhangi bir
degisim, Ornedin sabitlenmis ylzeydeki aptamerlere hedef molekdillerin
baglanmasi yluzey plazmonlarin ve sonumld dalgalarin  momentumunu
degistirmektedir. Bunun sonucunda rezonans daha onceki plazmon agisinda

olusmamaktadir ve bir kayma gdzlenmektedir. Bu rezonans agisindaki kayma
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altin filmi ylzeyindeki kitle degdisimi ile dogru orantiidir. Bu olay Sekil 2.5’de
gOsterilmigtir [128].
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Rezonans acisi

Sekil 2.5. Altin ylzeyinde bulunan reseptoérlere hedef molekillerin baglanmasi

sonucu rezonans agisinin kaymasi [128].

1902 ve 1912 yillari arasinda R. M. Wood (1868-1955) John Hopkins
Universitesinde (Baltimore, USA) metal destekli difraksiyon 1sina polarize 1s1§1
yansittiginda geri yansiya isikta alisiimadik karanlik ve aydinlik spektrumlarini

gozlemlemistir [129,130]. Wood’un gozlemledigi aligsiimadik isinlarin resmi

Sekil 2.613’da verilmigtir. Wood her ne kadar isik, metal ve kirinim aginin
etkilesimini tahmin etmeye c¢alissa da olayin agiklamasi tam olarak
yapilamamistir. Bu olayin ilk teorik agiklamasi 1907°de Lord Rayleigh tarafinda

yapilmistir [131]. Rayleigh kendisinin “kirinim agi dinamik teorisini” geri
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yansiyan isiklarin elektromanyetik alanina uygulamistir. Bunun sonucunda
geri yansiyan isiklarin Wood’un gozlemledigi i1sik dalgalari ile ayni oldugunu
fark etmistir ve daha sonra bu dalgalar Rayleigh dalga boylari olarak tarihe
gecmistir. Elllerde gazlarda ve ince tabakalarda elektron kaybina dair daha
cok deneyler yapilamaya baglanmistir [132]. Pines ve Bohm enerji kaybinin
iletken elektronlarin uyarilmig hale gegmesi sonucu plazma osilasyonu bagka

adiyla plazmon olusturmasi sonucu oldugunu ortaya koymustur [133].

Altmish vyillarin sonuna dogru, Kretshcmann [134] ve Otto [135] ylzey
plazmonlarinin optik sekilde uyariimalarini gostermistir. Ylzey plazmonlarin
optik olarak uyariimasi teorisi iki sekilde acgiklanmigtir: hafifletiimis toplam
yansima (ATR) ve kirinim agindaki difraksiyon. Hafifletiimis toplam yansima
ile olusturulan yluzey plazma dalgalarinin sensor uygulamalari Nylander ve
Liedberg’in dnculugunde gercgeklestirilmistir [136]. Kolay olmasi nedeniyle bu
yontem ince filmlerin karakterizasyonu [137,138] ve biyokimyasal algilamada
kullaniimistir [139].

Kirinim agi difraksiyonu ile olusturulan SPR’lerin kullanimi Cullen tarafindan
yapilmistir [140]. Kirinim agi tabanli SPR sensorler prizma tabanl sistemlere
alternatif olarak dusunudimustir [141]. 1980 yillarinda ylzey plazmon rezonans
(SPR) ve bununla alakali teknikler ince filmleri, biyolojik ve kimyasal
etkilesimleri acgiklamak igin uygulanmistir [142]. Bu teknikler kullanicinin
sabitlenmis reseptdr ve analit ¢dzeltisi arasindaki etkilesimi etiketleme ihtiyaci
olmadan gergek zamanli ¢aligilmasina olanak vermektedir. Baglanma hizi ve
baglanma gucund inceleyerek bagin 6zgulligu, kinetigi ve afinitesine dair

birgok bilgi edinilebilmektedir.

Son yirmi yilda SPR teknolojisi; klinik muayene, cevresel izleme, ila¢ kesfi ve
polimer muhendisligi gibi saglik ve biyolojik bilimleri iceren alanlarda inaniimaz
gelismeler katdedilmigtir [143,144]. SPR sensorlerin en guglu yanlarindan biri
antikor-antijen, protein-protein, enzim-substrat ya da inhibitdr, protein-DNA,
reseptor-ilag, protein polisakkarit ve protein-viris gibi badlanma olaylarini
invazif olmayan algilama ve ger¢cek zamanh izleme olanadi vermesidir
[145,146]. 1990 yilinda Biacore tarafindan isvegte SPR teknolojisinin

tanitilmasindan bu yana biyosensor, ¢ip Ustu laboratuvar (lab-on-a-chip; LOC)
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ve hasta basinda test (POC) gibi alanlarda basilan makalelerin 2008-2010
yillari arasinda zirveye ulagmasindan anlagsildigi gibi gozle gorulur ilerlemeler
olmustur [147]. SPR sensorlerin araglar, bilgi isleme ve analiz performansi
lokalize yuzey plazmon rezonans (LSPR) ve SPR tarama ydntemleri (SPRIi)

nedeniyle son alti yilda zirveye ulagsmig gibi gorinmektedir [149].

Sekil 2.613. Wood’un gozlemledigi alisiimadik siyah ve beyaz dalga boylari
[131].

2.3.1. Yuzey Plazmon Rezonans teorisi

“Yizey plazmon” ve “polariton” terimleri pargacik-dalga ikilemini gosteren
(foton ve fononlar) kuazi-parcgaciklarina verilen addir ve genel olarak metal gibi
degerlik elektronlari igeren maddelerde bulunmaktadir [148]. Plazmon,
degerlik elektronlar bulutunun metaldeki sabit pozitif iyonlarin etrafindaki
osilasyonudur. “Yuzey plazmon” terimi metal yuzeyinde yuk bulutu dalgasinin
yayllmasidir [149]. Metal yuzeylerine carpan fotonlarin yuzey plazmonlar ile
etkilesimi sonucu ylUzey plazmon polaritonlari (SPP) olugsmaktadir. Bunlar
karisik kuazi-pargaciklardir ve ylzey plazmonlari ile fotonlardan olugsmaktadir
[150]. Fotonlarin dalga boylari ylzeyin kirilma endeksine (n) goére
degismektedir, fakat osilasyon frekansi ayni kalmaktadir. Kuazi-pargacik icin

yayllma dalga boyu A ve osilasyon frekansi w su sekilde iligkilidir:

¢ vakumdaki 1sik hizi. Dolayisiyla dalga yayilma numarasi B ile su sekilde
iliskildir:

SPP’lerin yayillimi, yayilma numarasi 8 ile ortam boyunca osilasyon frekansi

ile alakahdir [151]. SPP’lere dayanan en basit geometri dielektrik sabiti &; olan
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metal (1) ve dielektrik sabiti &, olan dielektrik ortam (2) arasindaki diuz
arayuzeydir. SPP’lerin ylzey boyunca yayllma numarasi [ osilasyon
frekansina iki metal-dielektrik araylzeyinin dielektrik sabitleri ile iligkisi su

sekildedir:

ﬁ:

W | &&
c |l +¢&

Yuzey plazmon polaritonlarin elektromanyetik alaninin yogunlugu araylzeye
olan uzaklik artmasi sonucu ani disuse gecmektedir. Gelen isik ile SPP
etkilesimi sonrasi gelen fotonlarin enerjisini emmekte ve ylzey boyunca
(Ksp) yayllma numarasi ile yayilmaktadir. Bu yuzden, yansiyan 1sigin
yogunlugu gelen 1siginkinden daha azdir ve toplam yansima (R) birden azdir.
Verilen monokromatik 1sik kaynagi icin SPP’ler uyarilabilir. Ayrica rezonans
Uretebildigi 6zel bir a¢i vardir. Sabitlenmis optik ve malzeme durumlarinda,

SPR agisi sadece ortamin kirilma endeksine (veya dielektrik sabitine) baghdir.

SPR transdiktorler genel olarak prizmadan gegen 1sik yari transparan soy
metal ile kapl optik substrattan gegerek toplam i¢ yansima gergeklesmektedir.

ilk olarak ara ylizeyde toplam i¢ yansima gerceklesmesi gerekmektedir (

Sekil 2. 14) [152]. Toplam i¢ yansima kritk ag¢l ©Oc azalana kadar
gerceklesmektedir; bu acida gelen 1s1gin bir kismi ara ylzey iginde

kirilmaktadir.

n,=n,

o AN

Prizma

n, Cikis ortami

Sekil 2. 14. Prizma ara yuzeyinde toplam i¢ yansima. N1 ve n2 prizmanin ve
cikis ortaminin kirilma endeksidir. Kritik agida kinlmis 1sik kirmizi renk ile

gosterilmistir. Gelen i1s13in yansima agisi giden i1sik ile aynidir [152].
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Eger ara yuzey, yari transparan soy metal ile kaplanirsa (Sekil 2. ) [155], bu
durumda toplam i¢ yansima gercgeklestiginde yuzey plazmon rezonans

olugabilir. Bu genel olarak Kretschmann ayarlamasi olarak bilinir.

n,>n.

0

n, Prizma

> Metal Film
n. Cikis artami

Sekil 2. 8. Prizma yluzeyi metal film kaplandiginda SPR gerceklesmektedir [155].

Yuzey plazmon rezonansinin olusmasi i¢in bazi sartlarin gerceklesmesi

gerekmektedir. Gelen dalga vektoru asagidaki denklem ile verilmistir:

2
K; = (7) n sing;

Ki gelen 1s1gin prizma yuzeyine paralel dalga vektorudur, 6; gelen 1sik agisi, A

gelen 1s1g1n dalga boyu, n prizmanin kirilma endeksi.

Plazmonlarin dalga vektoru asagidaki denklem ile agiklanmaktadir:

21 &€
Kp=<—) 1€2
A &+ &

K, yuzey plazmonlarinin dalga vektoru, ; ve e, metal ve dielektrik ortamin
dielektrik gecirgenlik sabitleri. Ylzey plazmon rezonans durumu ancak su

durumda gerceklesmektedir: K; = K,

Yuzey plazmon rezonans gergeklestiginde yansiyan 1s1gin yogunlugu
azalmaktadir. Eger gelen isik acgisi sabit, polikromatik ise ve 1sik yuzeyden
yansirsa, 1sik rezonans tarafindan belli dalga boylarinda absorbe edilir. Bunun
sonucunda yansima spektrumunda tipik plazmon rezonansin minimumu

olusur. Eger monokromatik isik yizeyden farkl gelis agilarinda yansirsa ayni
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rezonansin minimumu olugsmaktadir. Yuzey plazmonlardan dolayl olugan
yansima minimumu yuzey ve gelen foton alani arasindaki faz farkindan dolayi
olmaktadir. Bu faz farkhligi rezonansin altinda 0° olmaktadir ve rezonansin
Ustiinde 180° yaklagsmaktadir. Bu sebeple metal-prizma ara ylzeyinden
yansiyan fotonlar uyariimis plazmonlarin yaydidi fotonlar ile yok edici
etkilesime girmekte ve bunun sonucunda karakteristik yansimanin minimumu

olusmaktadir.
2.3.2. SPR biyosensorler

Bircok SPR sensor su bilesenlerden olusmaktadir; optik sensor, mikroakiskan
kanal cipleri, érnekleme sistemi, bilgi islem yazilimi [147,153]. SPR sensorler
sadece ¢ipin ylzeyine yakin (300 nm’ye kadar) ortamlari test edebilmektedir
[151], bu yuzden mikroakiskan kanal yapimi kolay kontrol edilebilen,
yenilenebilir ornek akigi agisindan kritik rol oynamaktadir [150]. Titizlikle
kontrol edilen sicakhgin ayarlanmasi gerekmektedir. Cunku sicaklik sadece
SPR sensoérun yanitini degil biyomolekuler etkilesimin afinitesini ve kinetigini
de etkilemektedir [154].

SPR sistemin temel bilesenleri; 1siIk kaynagi, optik sistem, optik birlestirme
parcalari (prizma, kirinim agi, optik fiber), optik resim alma sistemi ve
fotodetektorden olugmaktadir [155]. Optik birlestirme parcalarinin ayarindan
ve i1sik dalgasi modulasyonundan baglayarak SPR ve SPRi’lerin hassasligini

ve ¢OzUunurliGgunu artirmak icin farkli bicimler gelistirilmigtir.

1980 yilinda Pharmacia, SPR uzerine gosterilen yogun ilgi sonrasi bu teknigi
arastirmaya baslamistir. 1984 yilinda Pharmacia fonksiyonel SPR sensor
yapmak, gelistirmek ve satmak icin Pharmacia Biosensor AB sirketini
kurmustur. Pharmacia Biosensor tarafindan uygun sensér ylzeylerin
geligtiriimesi [156] ve silikon mirkoakigkan kartusu ile beraber kullanimi kolay
olan SPR-sensorler ruyasini gergek kilmistir [157]. Kisa surede, Pharmacia
Biosensor SPR sinyali ve RIA analiz metotlari iligskisi sonucu dekstran
hidrojelini tanimlayan birgcok makale yazmis ve BIACORE sensorinu
tanitmistir [158]. BIACORE cihazlari kanal seklinde lazer 1gin1 dalgasi ve
detektdr olarak diyot kullanarak higbir pargasi hareket etmeyen bir cihaz

ortaya cikarmistir. 1990 yilinda ilk BIACORE cihazi satiimigtir. Daha sonra
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1994 yilinda daha da basitlestiriimis BlAlite cihazi piyasaya surulmustir. Bu
cihazda ornek, bilgisayar kontrolu yerine el ile kontrol edilmektedir. Tekniklerin
gelismesiyle beraber daha hassas olan BIACORE X, BIACORE 2000, 3000 ve
kalite kontrol amacgh Q cihazlari piyasaya surdlmustir. Bundan sonraki

gelismeler sivi orneklerin yerlestiriimesi Uzerine olmustur.

Tipik bir SPR cihazi drnekleri bagka detektdrlere gondermek icin birden fazla
vanasi olan mikroakiskan kanal igerir. Bu 6zellige sahip ilk cihaz (BIACORE
A100) 2005 yilinda Uretilmistir [159]. Mikroakiskan kanaldaki 4 akis kanali ¢ok
genistir ve her kanalda bes adet detektdr bulunur. Ornek hidrodinamik olarak
bu detektorlerden herhangi birine génderiimektedir. ilerleyen yillarda baska
sirketler de SPR sistemleri gelistirmeye baglamistir. Bio-Rad sirketinin Urettigi
ProteOn XPR36 cihazi 6x6 kesismeli analiz kullanarak ayni anda 36
etkilesimin incelenmesine imkan vermektedir. Bazi cihazlar buyuk hucrelerin
baglanmasini kolaylastiran kuvet sistemi kullanmaktadir (6rnegin IBIS
Biosensor, |Asys Biosensor). Bazi cihazlar da rezonans agisini bulmak igin
rezonant ayna kullanmaktadir (6rnedin lAsys Biosensor). Sensata
Technologies’in SPReeta Evaluation modulu ev iginde analiz igin uygundur ve
muhtemelen su ana kadar Uretilmis en basit SPR cihazidir. Yeni cihazlarin
gelismesiyle beraber makine kontrol modulinin gelismesi, elle yapilan
deneyleri 6nemli dlglde kolaylastirmistir. Bunun yani sira detektorleri analiz
eden yazilimlar guinimuzde ¢ok daha gelismis durumdadir. Artik ¢cogu cihazda
kanallarin hizalanmasi ve temizlenmesi otomatik olarak yapiimaktadir. SPR
sensor gelistirmek igin birgok yontem olmasina ragmen aralarinda en iyisi

molekuler baskilamaya dayananidir [160].
2.3.3. SPR biyosensorlerin uygulama alanlari

SPR  biyosensorlerin  temel  biyolojik calismalarda, saghk  bilimi
arastirmalarinda, ila¢ kesfi, klinik muayene, gevresel ve ziraat faaliyetlerinin
izlenmesinde kullanimi ¢ok populer olmustur. SPR bagisiklik sistemi analizi,
mutasyon tespiti, torapotik ila¢ izlenmesi (TDM) gibi klinik laboratuvarlarda
kantitatif analiz igin uygun adaydir. Ayrica SPR gelistiriimis ila¢ terapisi icin
doz kontrolu ve toksisite risk yonetiminde inanilmaz tekrarlanabilirlik

performansi ve Ustlun yenilenebilirlik gostermigtir [161].
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Yuzey plazmonlar, iglerinde flloresans, Raman ve sekonder harmonik
osilasyon tekniklerinin de oldugu birgok spektroskopi metotlarinin ylzey
hassasiyetini arttirmak icin kullaniimigtir. SPR yansima teknigi en basit halde
bile polimer, DNA veya protein adsorbsiyonu gibi molekuler adsorpsiyonlari
Olcebilmektedir. Teknik olarak, minimum yansima agcisini (maksimum
adsorpsiyon agisi) olgmek en yaygin bir metottur. Bu ag¢i adsorpsiyon
gerceklestiginde 0.1° degismektedir. Bunun aksi durumlarda adsorpsiyon
dalga boyundaki degismeler gézlemlenmektedir [108]. Algilama mekanizmasi
yuzeye adsorplanan molekiller lokal kirllma endeksini degistirmektedir, bu da

yuzey plazmon dalgalarinin rezonans durumunu degistirmektedir.

Farkli biyopolimerler ile sekillendirilen ylzey, uygun optik ve goérintileme
sensort kullanilarak yluzey plazmon rezonans goruntileme metoduyla
izlenebilir. Nanopargaciklarin ¢ozeltilerinde lokal ylizey plazmon dalgalanmasi,
suspansiyon ya da ¢ozucide yogun renk olusturmaktadir. Soy metallerin
nanopargaciklari veya nanotelleri morotesi-gorunar spektrumunda  buylk
halde iken gozlemlenemeyen guglu adsorpsiyon gostermektedir. Bu
olaganustu absorpsiyon artmasi ile metal nanopargaciklari elektrovoltaik hucre
yuzeyine yigilmasini saglayarak gunes pillerinin 11k absorpsiyonu artiriimistir
[162]. Lokal kirilma endeksinin degismesi sonucu rezonans kaymasi
biyopolimer, DNA veya proteinlerin algilanmasinda kullaniimaktadir. SPR
teknikleri sunlardir; plazmon dalgaydéni rezonans, QCM, Ustin optik

transmisyon ve dual polarizasyon interferometri.

ilk SPR bagisiklik sensdrler 1938 yilinda Liedberg, Nylander ve Lundstrém
tarafindan Linkdping Teknoloji Enstitisinde ortaya atilmigtir [139].
Aragtirmacilar insan immunoglobin G antikorunu 600 angstrom gumus filmine
adsorplayarak suda anti-immunoglobin G’yi tespit etmiglerdir. ELISA
immunoanaliz tekniklerinin aksine SPR immunosensoérler molekul etiketleme

ihtiyaci olmadan analiz yapabilmektedir [163].

Multi-parametre ylzey plazmon rezonans (MP-SPR) yontemi, tabakalari ve
katmanlari tayin etmek icin yapilmis bir SPR teknigidir. Baglanma kinetigi
diginda MP-SPR katmandaki yapisal degisikler yani katman kalinligi ve kirilma

endeksi hakkinda da bilgi vermektedir. Bu teknik lipit baglama ve kopma
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Olcimleri [164], tek katman grafen buyutmesi [165] ve mikron kalinh§indaki

polimerlerin [166] tayininde de basarili olmustur.

Yuzey plazmon rezonansinin ilk uygulamalarindan biri altin film ylUzeyindeki
kendinken olugan katmanlarin kalinligini ve kirilma endeksini 6lgmek olmustur.
Kalinlik arttikga rezonans dalgasi daha buyuk agilara kaymaktadir. Bu bir

statik SPR olcimune ornektir.

Hizli gézlem istendiginde, tek bir dogru rezonans noktasi (asgari yansitma
acisi) altinda bir agi segcilip, bu noktada yansima degisiklikleri dlgulebilir. Buna
'dinamik SPR' 6lgimi denir. Olgiim sirasinda filmin yapisinda énemli bir

degisiklik olmadigi varsayilir.

Bilesiklerin afinitesi belirlendikten sonra, baglanma sabiti belirlenmelidir. Bu,
arin icin denge degeridir. Bu deger, dinamik SPR parametreler kullanilarak
veya herhangi bir kimyasal tepkime gibi birlesme hizinin ayrisma hizina
bélinmesiyle bulunabilmektedir. Bunun igin, bir yem ligandi SPR kristalin
dekstran yuzeyi uzerine sabitlenmektedir. Bir mikroakiskan sistem sayesinde,
av analit iceren bir ¢ozelti yem tabakasi Uzerine enjekte edilmektedir. Av
analitin  yem ligandini baglamasi sebebiyle, SPR sinyalinde bir artis
gozlenmektedir. Belirli birlesme zamani sonrasi analit icermeyen ligant ve
analit arasindaki bilesigi ayiran ¢ozelti (genelde tampon ¢ozeltisi olmaktadir)
mikroakigkan kanala enjekte edilmektedir. Burada analit ve ligant arasindaki
etkilesim kirildigindan dolayr SPR sinyalinde dugts gorullr. Bu birlesme ve
ayrisma hizlari kullanilarak baglanma sabiti bulunmaktadir. SPR sinyali gelen
IStk ve altin yuzeyindeki plazmonlarin elektromanyetik olarak birlesmesiyle
aciklanabilir. Bu plazmon altin-gdzelti ortamindaki birka¢ nanometre
kalinligindaki tabakadan bile etkilenebilir. Baglanma yansima agisini

degistirmektedir.
2.4. Molekiler baskilama teknolojisi

Gunumuzde teknolojinin gelismesiyle beraber farkli alanlarda molekul tayini ve
analizi oldukca ©6nem kazanmistir. Ozellikle besinlerde kalan toksik
kimyasallari tayin etme, onlarin gevreye yayilmasini izleme, biyoterorizmi
tespit etme gibi ihtiyaglar artmigtir. Bu molekdlleri tespit etmek i¢in 6zel olarak

tasarlanmis kimyasallara ihtiyag duyulmaktadir. Analiz edilmek istenen
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molekile secici ve afinitesi olan kimyasala her zaman oldugundan fazla ihtiyag
duyulmaktadir. Biyolojik sistemlerde bu tarz etkilesimler “molekul tanima”
olarak adlandirabilecegimiz bir sekilde islemektedir. Bu tarz etkilesimleri bilim
insanlari enzim-substrat, antikor-antijen, hormon-reseptér, DNA ve RNA
arasindaki etkilesim gibi incelemektedir. Proteinler molekile karsi yuksek
segicilige ve afiniteye sahip olmasina ragmen kararli olmamalari nedeniyle
abiyotik sistemlerde kullanimi imkansizdir. Bu durum ortaya benzer abiyotik
sistemlerde kararli olan yapay molekul tanima sistemlerinin geligtiriimesini
tetiklemistir. “Molekller baskilama” bu baglamda ortaya c¢ikan yeni bir
teknolojidir. Molekuler baskilama “sentetik polimerde ligantlarin segici bolgeler
ile seciciligi tetiklemek icin uygun olarak 6nceden tasarlanmis sablona gore
(bu sablon atom, molekul, iyon, kompleks veya molekul, iyonik ya da
mikroorganizmalari igerebilen makromolekuler bir olusum olabilir) olusturmasi”

yontemidir [36].

Molekule 6zgu bolgeler hazirlanirken molekul segiciligi, molekuler etkilesime
dayaldir. Bu yuzden olusturulan sablonlar bu ikili etkilesime dayanilarak
olusturulmaktadir ve bu sablona gore de akilli polimerler gelistiriimektedir. Bu
molekul segici yerlerin olusturulmasi olduk¢a ¢apraz bagl bir polimer Gzerinde
molekalin girebilecedi bosluklar olusturularak yapiimaktadir. Olusturulan
bosluklar molekule 6zgu olup molekilid tanima yetenegine sahiptir. Bu
bosluklar hazirlanirken kalip molekdl kullaniimaktadir. Kalip molekul tayin
edilmek istenilen moleklle yakin bir yapida secilmektedir [167]. Bu kalip
molekulun polimerden herhangi bir yontemle uzaklastiriimasi sonucu molekule
O0zgu yer aclimaktadir ve kalip molekulu bagli tutan fonksiyonel gruplar
kalmaktadir. Bu fonksiyonel gruplar sadece 6zel bir molekule goére tasarlandigi
icin yUksek segcicilik gostermektedir. Olusturulan polimer, molekuler

baskilanmis polimer (MIP) olarak adlandiriimaktadir.

MIP olusturma yontemi foksiyonel monomer ve ¢apraz-baglayici olarak goérev
yapan bir molekull ¢ézicide kalip molekul etrafina dolayarak polimerizyon
yapilmaktadir [35]. Boylece ortada kalip molekllu igeren sablonun oldugu bir
U¢ boyutlu polimer agi olusturulmaktadir. Bu polimer agindan sablon iginden
kalip molekulin desorpsiyonu ile tayin edilmek istenilen moleklle 6zgu yerler

olusmaktadir. Olusturulan bosluklar sekil, buyuklik ve molekiler etkilesimler
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acgisindan kalip molekule 6zgudur. Kalip molekul ve MIP’in monomeri ile olan
bagin kuvvetine gore molekuler baskilanmig polimer olusmakta, bag zayif ise
MIP olusmamaktadir [168].

MIP’ler, secici polimerler olmalarinin yani sira diger polimerler gibi mekanik ve
kimyasal 6zellikler sergilemektedir. Mekanik ozellikleri arasinda strese ve Isiya
dayaniklilk, kimyasal Ozellikler arasinda ise asit, baz, su ve organik
¢ozuculere dayanikhlik gelmektedir [169]. MIP yontemi bu ustin 6zelliklerden
dolayl basta sensore dayali olmak Uzere, ayirma, ila¢ ve kimyasal tayini,
kataliz gibi birgok farkli alanda yaygin olarak kullaniimaktadir. MIP’lerin Gretimi
basit ve ucuz olmakla birlikte birka¢ yiIl boyunca bozulmadan, etkinligini

kaybetmeden saklanabilmektedir [37].

Molekuler baskilama ydntemine olan ilgi olduk¢a fazla olmasina ragmen bu
alanda yapilan arastirmalar nanomalzemeler ve floresan teknigi gibi alanlara
gore geri kalmaktadir. Bunun sebeplerinden biri, bu yontemde kullanilan
foksiyonel monomer sayisinin kisith olmasi nedeniyle uygulama alanlarinin
kisittanmasidir. Son yillarda bu alanda basarili g¢alismalar yayinlanmistir
[38,170-173]. Bunlardan birkagi MIP’lerin hazirlanmasi ile ilgilidir [170].

MIP’lerin gelismesiyle beraber baskilama sekilleri de degisiklik gostermeye
baglamigtir.  Yuzey  baskilama, nanobaskilama, kontrolli  radikal
polimerizasyonu, delikli polimer sentezi, mikrokanal sivi ve kati faz sentezi gibi
yontemler gelistirilmistir [38]. Bu ydntemler sadece polimerin Uretim sekli ile
degil kullanilan malzemeler ile de farkliik goéstermektedir. Son yillarda
yayinlanan c¢alismalarda MIP bazli sensorlerin genis yelpazede segici

oldugunu ve ¢ok farkl sekillerde kullanilabilecedini gostermistir [174].

MIP’ler sensor alaninda kullanilimak igin uygudur. Bunlar ¢ozinmeyen polimer
olmalariyla beraber enzimlerde, antijenlerde oldugu gibi ekstra bir
immobilizasyon asamasina gerek duyulmaz [40]. Son yillarda gelisen MIP’ler
ile birlikte, kullanimi oldukga etkin bir pazar payina sahiptir. Bu nedenle gtincel
arastirma konulari arasinda bulunmaktadir. Yapilan calismalarda bu
polimerlerden Uretilen sensdrlerin segiciliginin ve 6zgulligunun yuksek oldugu
gosterilmistir [175]. MIP’lerin bu denli ylUksek segicilik gostermesi, onlari

yaygin olarak kullanilabilecek sensor grubu yapmaktadir. Fakat polimerin
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capraz bag yapisi, olusan bosluklara farkli molekillerin de baglanabilmesi
(kalip molekulden daha kuguk) ve bu molekul algilama balgelerinin dagilimi bu
sensorleri yavas kilmaktadir. Bu tarz asilmasi gereken problemler her durum
icin gecgerli olmasa da MIP’lerin yaygin olarak kullanimi ve dogal reseptorlerin
yerine gec¢melerini zorlastirmaktadir. Bu sorunlarin giderilmesi i¢in yukarida
sayllan farkli baskilama yontemleri kullaniimaya baslamigtir. Bunun gibi
nanoteknolojinin farkli alanlarinda potansiyel kullanimi olan MIP’ler molekuler
dlzeyde olan etkilesimi makrosisteme tasiyan bir kopru roli oynamaktadir
[176].

2.4.1. Molekiiler baskilamanin esaslari

Molekuler baskilama teknolojisi, esaslari yukarida bahsedildigi gibi bir
fonksiyonel monomer ve kalip molekll arasinda bag olusturarak polimer
meydana getirmektir. Bu proses U¢ asamadan olugmaktadir bunlar sirasiyla
fonksiyonel monomer ve kalip molekll arasinda bag olusturmak,
polimerizasyon ve son olarak da kalip molekulin uzaklastiriimasidir (Sekil 2. )
[177].

1. Asama: Bag olusturma

Bu asamada fonksiyonel monomer ve kalip molekll arasinda kimyasal
(kovalent) ya da c¢ekme glcline (kovalent olmayan) dayanikli bag
olusturulmaktadir. Bu asamada olugsan kompleks yapi polimerizasyonun
baslangicidir. Bu asamada olugsan kompleksin yapisi 6nemlidir. MIP’in

seciciligi ve afinitesi dogrudan bu bagdan etkilenmektedir.
2. Asama: Polimerizasyon

Bu ikinci asamada ilk basamakta olusturulan mononer ve kalip molekul
kompleksi polimer haline getiriimektedir. Polimerizasyon sirasinda ¢apraz

baglayici kullaniimaktadir ve bu olay bir ¢ozucu iginde gerceklesmektedir.
3. Asama: Kalip molekuliin uzaklastiriimasi

Olusan yapinin hedef molekull tanimasi i¢in ona uygun bosluk olusturulmasi
gerekmektedir, bu da hedef molekile 6zgu 6zellikler tasiyan kalip molekulin

uzaklastiriimasiyla yapilmaktadir. Bu asama sonucunda olugsan MIP bir
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molekuler hafizaya sahip olmakla birlikte hedef molekullu algilama ve baglama

Ozelligi gostermektedir [179].

Sensor olarak kullaniimak Gzere hazirlanan MIP igin baslangic malzemelerinin
yani fonksiyonel mononer, kalip molekul, ¢apraz baglayici ve ¢ézicu segimi
¢ok onemlidir. Olusacak sensorun segiciligi ve 0Ozgullugu bu segilen

malzemeler ile belirlenmektedir.

fonksiyonel monomer

; j j MOLEKULER BASKILAMA TEKNOLOJiSi
f x 9;:\‘
9 — e . SN
kalip molekal ‘ ‘
Kompleks Olusumu
Polimerizasyon Kalip Molekiiliin

capraz bagdastina Uzakla§t|r|Im35|

Sekil 2. 9. Molekuler baskilama teknolojisinin asamalari [177].

2.4.2. Molekiler baskilama teknolojisinde kullanilan malzemeler

Tipik bir MIP sentezi asamasinda sablon (kalip molekul), fonksiyonel
monomer, c¢apraz baglayici, polimerizasyon baslatici ve ¢dzlcuden
olusmaktadir [175]. Polimerizasyon tepkimesi monomerin, c¢apraz
baglayicinin, polimerizasyon baglaticinin yapilari ve miktarlarindan ve
kullanilan ¢bézucuden, sicaklik ve polimerizasyon zamani gibi birgok faktorden
etkilenmektedir. Bu yuzden olusturulan MIP’in segici ve kullanilan ortama
fiziksel olarak dayanikli olmasi bu faktorler ile kontrol edilmektedir. Kalip
molekull ve fonksiyonel monomer arasinda olusan kompleks yapinin polimere
donusmesi bir polimerizasyon baglaticisi ile tetiklenmektedir. Bu asamada
olusacak olan polimerin yapisinin mekanik stres, is1 gibi fiziksel sartlara
dayanikli olmasi igin ¢apraz baglayici kullaniimaktadir. Cunki kalip molekulin

uzaklastiriimasiyla olugan bosluklu yapinin saglam olmasi gerekmektedir.

Baslangic malzemeleri, sentezlenecek MIP’in kullanim alanina gore
segilmelidir. Olusan MIP’in hedef molekult dogru olarak taniyabilme ve
baglayabilme kapasitesi igin olusan polimer matriksinin konfigirasyonu, yapisi

ve dogasi, kullanilan fonksiyonel monomer ve kalip molekul, ¢gapraz baglanma
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derecesi gibi polimer matriksin karakteristik 6zelliklerini olusturan faktorlerden
etkilenmektedir. ikinci asamada yani polimer olusturma sirasinda fonksiyonel
monomerin polimer matriksine rastgele baglanmasi, matriksin sistematigini
etkilemekte ve polimerin  fiziksel  dayanikhligini dusurmektedir.
Polimerizasyonun gerceklesebilmesi icin ilk basta olusan kalip molekul ve
fonksiyonel monomer arasindaki kompleksin yapisi yeterince kararli olmalidir.
Kovalent bag ile olugsan komplekslerin dayaniklihgr yuksektir fakat kalip
molekulin uzaklastiriilma asamasinda zorluklara neden olmaktadir. Bu
sebepten dolayi kovalent olmayan baglar ile olugan kompleksler son asamada

daha kolay desorbe olmakta ve bu ideal baglanma sartlarini saglamaktadir.
2.4.2.1. Hedef molekule 6zgu kalip molekul

Molekuler baskilamanin en énemli hedeflerinden biri dodal biyolojik reseptorler
ile ayni ozgulluge ve afiniteye sahip MIP’ler uretebilmektir. Bunlar dogal
reseptorlerin yerine gecerek gergcek hayatta uygulanabilmelidir. Genel olarak
kalip molekll su Ug¢ 06zellige sahip olmalidir: polimerizasyonu Onleyecek
fonksiyonel gruplarinin bulunmamasi, polimerizasyon sirasinda kimyasal
olarak dayanikli olmasi ve en Onemlisi fonksiyonel monomer ile
baglanabilecek gruplarinin  bulunmasidir.  Polimerizasyon tepkimesinin
gerceklesmesi icin bazi durumlarda yuksek sicaklik, UV isini gibi yuksek
aktivasyon enerjisine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu gibi durumlarda segilen kalip
molekulin yapisi bu etkenler altinda bozulmadan kararli kalabilmelidir.
Gunumuzde MIP’ler birgok alanda kuguk organik molekulleri tanimada basarih
olmusturr. Fakat kalip molekulde olusan ufak bir degisiklik bile hedef molekull
algilamada sorun yaratabilmektedir. Bunun en belirgin 6rnedi kalip olarak
metal iyonlari kullanildiginda yasanmaktadir; benzer ¢apta ve ayni yukte olan
iyon hedef molekull yerine gegebilmektedir [178]. Bu sorunu agsmak igin iyona
baglanabilen ligantlar kullaniimaktadir. Bu da seciciligi ve o6zgullugu
artirmaktadir. Kalip molekul olarak atom, iyon, molekil, kompleks veya
molekuler, iyonik veya makromolekuler bilegik, mikroorganizmalar, proteinler,
nudkleonlar, hormonlar gibi bircok kimyasal ve biyolojik malzeme

kullanilabilmektedir.
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Cizelge 2. ’de yaygin olarak kullanilan hedef molektle 6zgu kaliplar verilmistir

[37].

Cizelge 2. 3. Yaygin olarak kullanilan kalip molekl ve iyonlar [37].

Hedef molekiil tipi

iyonlar

Organik molekiiller

Biyomakromolekiiller

Hiicre ve virisler

Kullanilan kalip malzeme

Pb(Il); Sr(ll); Hg(ll); CHsHg(l); Cd(ll); Cu(ll); Cr(lll); Fe(lll);
Ni(Il); UO2*; Th(IV); Eu(lll); As(l1l); POs*

Pestisitler: atrazin; 2,4-diklorofenoksiasetik asit;

benzimidiazol fungusitler,

Endokrin  bozucu kimyasallar: bisfenol A, estradiol;

oesterone; polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
Patlayicilar: 2,4,6-trinitrotollien (TNT)

ilaglar: tetrasiklin;  kinolonlar;  propanolol;  digoksin;

sulfonamitler

Amino asitler ve peptitler: tirosin, alanin, tripeptitler, helik

formda peptitler, sinkona alkaloitler
N-terminal histidin bagl dipeptitler
Sekerler: d-friktoz, d-glikoza, d-galaktoz

Lizozom; adenozin, 3,5-siklik monofosfat (cAMP); sigir

serum albimin (BSA)

Tatin mozaik virGsU, sigir Idsemisi virisl, dang virGsu, gut-

homing T

2.4.2.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerin gorevi polimerizasyon igin uygun kalip molekul ile

kararh bir yapi olusturmakdir. Bu ylzden kalip molekul ile gugli bir bag

olusturabilecek fonksiyonel monomer se¢mek ve polimerizasyon oncesi

spesifik donor-reseptér veya antikor-antijen kompleksi olusturmak énemlidir.

Kalip molekll ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimler baglanma

sekline gore su bes ana dala ayrilmaktadir; kovalent olmayan baglanma,

kovalent baglanma, elektrostatik/iyonik etkilesim, yarikovalent ve metal ligant
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bagidir. Sekil 2. 'da yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler verilmistir
[37]. Bilindigi kadariyla kullanilabilir fonksiyonel monomer sayisi azdir ve bu da
MIP’ler gercek hayattaki uygulamasini kisitlamaktadir. Genelde fonksiyonel
monomer segilirken iki 6zellik g6z o6nlnde bulundurulmaktadir; birincisi
molekull tanima ve ikincisi polimerlesebilme 6zelligidir. Hedef molekile 6zgul
baglanabilen fonksiyonel gruplarin olmasi segiciligi olumlu yonde
etkilemektedir. Fonksiyonel monomerin polimerlesebilmesi i¢in vinil ¢ift baglari,

silikon hidroksil gibi gruplar baglanmaktadir.

Kalip malzeme ve monomer kompleksi polimerlesmesi sonucu olusan
MIP’lerde hedef molekllin baglanabilecegi c¢ok fazla sayida bosluk
olusmaktadir. Bu da onlari biyolojik sistemlerde oldugu gibi sadece algilama
icin degil hedef molekuli ayirma uygulamalarinda da kullanilabilir hale
getirmektedir. Polimerlesme tepkimeleri icin genellikle apolar ¢dzuculler
kullanilmaktadir ve bu durumlarda monomer sec¢imi yaygin olabilmektedir,
ancak polimerlesmenin polar ortamlarda gergceklesmesinde monomer segimi

hidrojen bagi ile kisitlanmaktadir.
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Sekil 2. 10. Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerlerin kimyasal
yaplilari [37].

2.4.2.3. Capraz baglayicilar

Polimerizasyon asamasinda capraz baglayicilar fonksiyonel monomeri kalip
molekll etrafinda sabitlemek igin kullaniimaktadir, bdylece oldukg¢a c¢apraz
bagl polimer matriksi olusturarak kalip molekul ayrildiginda bile esnemeden
kalmasini saglamaktadir. Baglayicinin tipi ve miktari olugsacak olan MIP’in
secicilik ve baglama kapasitesini ciddi derecede etkilemektedir [169]. Ayni
zamanda gapraz baglayici kullanmak polimer matriksinin esnekligini artirmakla
beraber olusan polimerin ¢o6zlicude ¢dzinmesini dnlemekte ve MIP’lerin
kullanim alanini genigletmektedir. Az miktarda baglayici kullanmak c¢apraz
baglanmay! azaltmaktadir, dolayisiyla zayif ve mekanik strese dayaniksiz

polimer olusturmaktadir. Ayrica az miktarda baglayici kullanmak hedef
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molekulu algilayacak bogluklarin birbirine ¢ok yakin olmasina neden olmakta
ve Dboylece bir hedef molekul birden fazla algilama merkezini
kapatabilmektedir. Bunun sonucunda polimerin segiciligi ve afinitesi olumsuz
yonde etkilenmektedir. Ayni sekilde ¢ok miktarda kullanilan ¢apraz baglayici
sonucunda hedef molekull baglayan bosluk sayisi azalmaktadir, bu da MIP’in
baglama kapasitesini dusurmektedir. Fazla miktarda baglayici kullanimi
polimerizasyonun homojenligini etkilemekte ve hedef molekullu taniyabilme
kapasitesine sahip bdlgelerin sayisini artirabilmektedir. Bu da segiciligi

etkilemektedir.

Baglayicinin molekiler yapisi da oldukga 6nem tasimaktadir. Genellikle
capraz baglayici ajan olarak yapisal agidan fonksiyonel monomere yakin bir
yapida molekul secilmektedir. Bunun sebebi baglayici kalip molekll veya
fonksiyonel monomer ile kovalent etkilesime girmesi gerekliligidir. Ginumuzde

yaygin olarak kullanilan gapraz baglayicilar Sekil 2. ’de verilmistir [175].

ol /?Qﬁ\ WA Ry Hr“%jﬁ

o] \“\
5 G g g s 2 akrilamido-3-fenilnropil akril:
1.3, 5-trialil- 1,35 -triazinan 1,4-big(2 [zfe;:bbutokm {pcmkmbmgpmp.m 2,2-diily) akrilamido-3-fenilpropil akrilat
DR R propan-2-il)benzen dibenzen 4 ]
o il B
COOH
etan-1,2-diil bis(2-metilakrilat) 1.4-divinilbenzen 1,3-di(prop-1-en-2-il)benzen 3,5-diakrilamidobenzoik asit
\/?L j\/ N N
o] N N N = o]
— —— = Y e )
N N )\”,O\/Q /\n’ ~ \ﬂ/‘\ N Nt
a (o] S o] o “ / s
N.N-metilendiakrilamit oksiran-2-ilmetil metakrilat N,N'-(piridin-2,6-diil)dipropionamit 1,1'«(piperazin-1,4-diil)bis(prop-2-en-1-on)
Q o} ?Et | © |
)\(OW N EtO— Si— OEt N hH
(o] 0" |
9 o} OFt o 0
butan-1,4-diil bis(2-metilakrilat) 2-metakrilamidoetil metakrilat tetraetil silikat NAN-(1,4-fenilen)diakrilamit
OﬁJ Oﬁj cl)cn3
i OEt
o} o H3CO Ei' OCHs EtO— &@ Q @
OCH
| o o | | o 2 Ot
tetrametil silikat trietoksi(fenil)silan dietoksidifenilsilan
(9] o] o] Q (o]
\/KO \\/KO
2,2-bis((akriloiloksi)metil} 2-((akriloiloksiymetil)-2-
propan-1,3-diil diakrilat ethilpropan-1.3-diil diakrilat

Sekil 2. 11. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilarin kimyasal yapilari [175].
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2.4.2.4. Cozuculer

Bazen porojen olarak da adlandirila ¢oziculerin  kullanim amaci
polimerizasyon asamasinda bosluk olusturmaktir. Olusturulan bosluklar hedef
molekullerin molekul algilama bdlgelerine ulasmasini, polimer Uzerinde kutle
aktarimini artirarak kolaylastirmaktadir. Bu yluzden polimerlesme asamasinda
onemli rolleri vardir. MIP dretiminde yaygin olarak kullanilan g¢dzuculer 2-
metoksietanol, metanol, tetrahidrofiran (THF), asetonitril, dikloroetan, kloform,
N,N-dimetilformamit (DMF) ve toluendir [179]. Cozuculerin polaritesi kalip
molekul ve fonksiyonel monomer arasinda olan etkilesimi ve MIP’lerin
baglama  kapasitesini,  Ozellikle  kovalent olmayan etkilesimlerde
etkileyebilmektedir. Tollien, asetonitril ve kloroform gibi polar ya da az polar
olan g¢ozuculer, kovalent olmayan baskilamada guzel sonuglar vermektedir.
CunkU polimerin morfolojisi ve baglama kapasitesi kullanilan ¢oéztcunun tipine

baghdir.

Cozuculerin bir baska kullanim amaci da polimerizasyon tepkime isisini
homojen olarak yaymalaridir. Sicaklik dogru olarak yayilmadigi durumlarda

MIP’in algilama 6zelliklerini olumsuz etkileyen yan drunler olusmaktadir.
2.4.2.5. Polimerizasyon Baglaticilari

Bir polimerizasyon tepkimesinde baslaticilar, genellikle aktivasyon ener;jisini
azaltarak tepkimenin gergeklesmesine uygun bir ortam hazirlamaktadir. MIP
olusturmak icin genellikle radikalik polimerizasyon (FRP), fotopolimerizasyon
ve elektropolimerizasyon yontemleri kullaniimaktadir. Radikalik polimerizasyon
tepkimesi termal ya da fotokimyasal (UV 1sini ile bozunmasi) tetikleme ile
baglatilabilmektedir. Radikalik polimerizasyonda baslatici se¢imi, kalip molekdl
ve fonksiyonel monomer arasinda olusan kompleksin dayanikhligina goére
olmaldir. Kovalent olmayan bagdlar yiuksek sicakliklara dayanikli degildir ve bu
yuzden radikal tepkime 1ginsal bozunma ile baslatilir. Yaygin olarak kullanilan
baglaticilar peroksitler ve azo bilesiklerdir. Fonksiyonel monomer ve kalip
molekul arasinda kompleks olusmasi hem sicaklik hem de basinca baghdir
[179]. Yuksek sicakliklarda genellikle bu kompleks bozunma egiliminde
olmakta ve olusan MIP’in segicilik 6zelligi dismektedir. Bu yuzden dusuk

sicakliklar tercih edilmektedir. Bu baslaticilarin yapilari Sekil 2.’de verilmistir
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[169]. Bunlarin arasindan en ¢ok kullanilani bozunma sicakhidi 50-70 °C olan
azobisizobutironitildir (AIBN).
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Sekil 2.12. Yaygin olarak kullanin peroksit ve azo baslaticilarin kimyasal

yapilari [169].
2.4.3. Molekiler baskilama yontemi

Sentetik polimerlerde molekuler dizeyde baskilama yapmak i¢in olugturulan
baglarin turlerine gore iki ana yaklasim bulunmaktadir. Monomer ve kalip
molekdl arasinda olusan baga goére ilk yaklasim kovalent [180] ve ikinci

yaklasim da kovalent olmayandir [181].
2.4.3.1. Kovalent baskilama yontemi

Yukarida belirtildigi gibi kovalent baskilama yénteminde polimerizasyon dncesi
kalip molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki gruplar kendi aralarinda
tersinir kovalent bag yapmaktadir. Polimerizasyon sonrasi olugan polimer
matriksinden bu kovalent baglar kirilarak kalip molekul uzaklastirilmaktadir.
Kalip molekulin uzaklastiriimasiyla geride kalan gruplar ve bosluklar hedef

molekule 6zgudur.

Bu tur baskilamada olusan kovalent bag olmasi sebebiyle yuksek sicaklik,
basing, kimyasal, polar veya apolar ¢dzucu, guglu asit veya baz kullanimi gibi
polimerizasyon sartlari polimerizasyon 06ncesi kompleksi bozmadan
kullanilabilir kilmaktadir [170].
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Diger taraftan bu ydéntemin farkli dezavantajlari vardir. Bu sekilde guglu
kovalent bag vyapabilen sinirli sayida kalip molekial ve monomer
bulunmaktadir. Bu yuzden MIP uretimi maliyetli olabilmektedir. Son agama
olan kalip molekulin uzaklastirimasinda da kovalent baglarin gugli olmasi

sebebiyle zorluklar gikmaktadir.
2.4.3.2. Kovalent olmayan baskilama yontemi

Kalip molekdl ve monomer arasinda her zaman gugli kimyasal bag
olusmamaktadir. Ozellikle kalip molekil olarak iyonlarin  kullanildidi
durumlarda ise hi¢ kimyasal etkilesim olmamaktadir. Bu durumlarda ilk asama
olan kompleks olugsumu elektrostatik etkilesimler, metal-ligant bagi, hidrojen
badi gibi daha zayif baglar ile saglanmaktadir. Polimerizasyon sonrasi kalip
molekul ayni sekilde monomerden daha guglu bag yapan bir ¢ozucu veya
molekul tarafindan uzaklastirilir. Hedef molekul de ayni sekilde fiziksel baglar
ile olusan MIP’e baglanir.Bu yontemin avantajlari sunlardir; kovalent bag
olugsmasi i¢in herhangi bir kimyasal tepkimenin gerceklesmesine gerek yoktur,
bu da polimerizasyon asamasini hizlandirmaktadir. Ayrica kalip molekul de

ayni sekilde kolay uzaklastiriimaktadir.

Fakat monomer ve kalip molekul arasinda olusan bag zayif olmasi sebebiyle
yuksek sicaklik, basing, guclu asidik veya bazik ¢ozucu kullanimi gibi
polimerizasyon kosullari uygulanmasi bu bagi kolaylikla koparmaktadir. Bu
yuzden polimerizasyon kosullari uygun secilmelidir. Kimyasal olmayan baglar
spesifik degildir ve kullanilan malzeme miktarina dogrudan baglidir. Bu da
fazladan malzeme kullanimi dnleyememektedir. Sonug olarak polimerizasyon
asamasinda fazla miktarda baslangic malzemesi kullanimindan kaynaklanan
fazla, eksik veya tam olmayan gbzeneklerin olusmasina neden olmaktadir
[182].

Fiziksel baglar neredeyse her tur molekul igin gegerlidir. Bu yluzden bu tur
baskilama yonteminde kullanilabilecek molekul sayisi oldukga fazladir. Son
zamanlarda gelismis olan bir diger baglanma sekli de -1 etkilesimler
genellikle aromatik molekulller igin gecgerli olmakla beraber molekuler

baskilama igin yeni bir uygulama kapisi agmaktadir.
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2.4.4. Molekiler baskilama hazirlanigi ve kontroli

Molekuler baskilama yéntemi yeni ve halen gelismekte olan bir yontemdir. Bu
islemlerin sonunda olusan MIP’in dogru secicilikte ve spesifik olmasi igin
sadece basglangi¢c malzemelerin dogru segilmesi yeterli degildir. Her agamanin
kontroll de dnemlidir. Baslangi¢ malzemeler yukarida anlatilan tretim sekline
uygun olarak segilmelidir. Secilen molekuller kendi arasinda yapabildigi baga
go6re baskilama tiri secilmelidir. Ayni molekiller birden fazla sekilde kendi
arasinda bag yapabilmektedir. Bu da en son asamada olusacak olan MIP’in
seciciligini ve baglayabilme kapasitesini artirmaktadir. Kalip molekul ve
fonksiyonel monomer arasinda olusan bad ne kadar gugli ve saglam ise

hedef molekil de ayni glicte ve saglamlikta MIP’e baglanmaktadir.

Bunun yani sira MIP’in hazirlanmasi i¢in dogru yontem se¢gmek de onemlidir.
Genel olarak, MIP hazirlama mekanizmasi radikal polimerizasyon ve sol-jel
yontemlerine dayanmaktadir. Bunlarin arasinda kutlesel polimerizasyon olarak
bilinen yontem en sik kullanilanidir. Bu yodntemin iginde kuguk pargacik
olusmasina neden olan mekanik 6gutme ve eleme agamalari vardir. Bu
asamalardan sonra MIP’in baglama kapasitesi dugsmektedir. Bunun yani sira
bu yontem icin gok miktarda kalip molekll gerekmektedir. Bunun gibi sorunlari
asmak icin suspansiyon polimerizasyonu, emdulsiyon polimerizasyonu ve
¢cOkelek olusturma polimerizasyonu gibi farkh tir polimerizasyon yontemleri
gelistirilmistir [183-185].

2.4.4.1 MIP’lerin karakterizasyonu

Son asamada olusan MIP’ler kullaniimadan 6nce elektron mikroskoplar, ylzey
mikroskoplari ve spektroskopi yontemleri ile karakterize edilmektedir. Genel
olarak, MIP’lerin yuzey morfolojisi taramali elektron mikroskobuyla (SEM) ve
transmisyon elektron mikroskobuyla (TEM) analiz edilmektedir. MIP ince
filmlerinin karakterizasyonunda Atomik gl¢ mikroskobu (AFM) ve cesitli
spektroskopi yontemleri onemli rol oynamaktadir. Nukleer manyetik rezonans
(NMR), kizildtesi (IR) ve mordétesi-gorunur (UV-VIS) spektroskopisi de
monomer-kalip molekll kompleksinin karakterizasyonunun d6nemli pargasi
haline gelmektedir. Son yillarda MIP’lerin yapilarini X-isin1 abzorpsiyonu, X-

isinli fotoelektron emisyonu (XPS) gibi cesitli metotlar basari gostermistir
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[165]. MIP’lerin ylizey alanlari ve osluk caplari Brunauer-Emmett-Teller (BET)
analiz metoduyla olgulmektedir. Termal dayanikhilik da termogravimetrik analiz
(TGA) metoduyla yapilmaktadir. MIP’lerin tipik karakterizasyon yontemleri
2.4’de verilmistir [37].

Cizelge 2.4. MIP’lerin yaygin kullanilan Karakterizasyon yontemleri [37].
Karakterizasyon amaci Ydntem
Yuzey morfolojisi analizi SEM, TEM, AFM

Fonksiyonel monomer ve kalip molekil NMR, IR, UV-VIS

arasindaki etkilesimin incelenmesi
MIP’lerin yapisal analizi X-1s1n1 abzorpsiyonu, XPS

Polimerlerin ylUzey alani ve delik ¢api Azot gazi abzorpsiyon deneyi

analizi
Termal dayaniklilik analizi TGA
Manyetik ozellik analizi Titresen ornek manyetometresi

2.4.5. MIP sensorler ve avantajlari

MIP’lerin gergcek hayatta sensoér olarak kullaniimasi oldukga yeni bir konudur.
Su ana dek sinirli sayida uygulamarda kullaniimig olmasina ragmen yuksek
oranda basari gostermistir [170]. MIP sensoler klinik, biyolojik, biyoanalitik,
sure¢ kontroli ve cgevresel faaliyetler gibi cesitli alanlarda kullaniimaktadir
[186]. Uzmanlar MIP sensorlerin sivi kromatografisi, kiitle spektroskopisi gibi
analitik ve bagka spektroskopi yontemlerini tamamlayacagina inanmaktadir
[187]. MIP sensorlerin diguk maliyetli Gretimi, kolay saklanmasi, uzun kullanim
omru ve vyuksek kapasite gibi bircok avantajlari vardir. Bunun gibi
uygulamalarda baskilanmis polimer bir sinyal donustarictd ile ortak
calistinimakta ve bu sekilde MIP’in algilama 0Ozelligi sensore
donusturulmektedir. Elde edilen sensorun duyarliligi hedef molekultn polimere

olan afinitesine baglidir. Bu yuzden baskilanmis polimerleri yuksek yuzey-
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hacim orani olan mikro veya nanometre boyutlarinda kullanmak daha
dogrudur. MIP sensor hazirlanirken dikkat edilmesi gereken unsurlardan biri
de MIP sensorin hazirlanigi yani MIP ile detektdrin entegre edilme seklidir
[188]. Bu amagla birka¢ metodoloji gelistiriimistir: (i) elektropolimerizasyon
benzeri yontemler, (ii) ©6nceden hazirlanmis polimerlerin damlatilarak
yaydiriimasi, (ii) MIP, detektor ve birlestiriciden olugsan kompozit membran
tasarimi, (iv) monomerin detektor ile polimerlestiriimesi, (v) kendi kendine
olusan monokatmanlar. Bu yontemler kullanilarak MIP tabanl sensorlerde
elektrik kapasitor, UV-VIS detektorli ve kuvars kristal mikroterazi (QSM)
detektoru kullaniimaktadir. Bunun vyani sira yuzey plazmon rezonans

yuzeyinde Uretilen sensor polimerleri ilgi konusu olmustur.
2.4.6. MIP’lerin kullanim alanlari

MIP’ler, bulunuslarindan bu yana kromatografik ayirma [189], kati faz
ekstraksiyonu [190] veya membran ayirma gibi ¢esitli alanlarda
kullaniimaktadir. Fakat MIP’ler kimyasal sensor olarak ¢ok yuksek verimlere
ulasmistir [191]. MIP’ler hedef molekiilleri cevresel matrikslerde ucuz, kolay ve
dogru bicimde izleme imkani tanimaktadir. MIP’lerin genel kullanim alanlari
ayirma ve algillama uUzerine dayalidir. Molekuler baskilama teknigi yeterince
gelismis olmasina ragmen halen vyaygin olarak guncel hayatta

kullanilamamaktadir.

Hizli ve ucuz olarak Uretilen baskilanmis polimerler kimya, biyoloji ve
muhendislik alanlarinda birgok farkli uygulamalarda kullaniimaktadir. MIP’ler
sensorlerin  afinite malzemesi [192], cevreye yayllmis olan kimyasal,
antimikrobiyel, boya, gidalarda ila¢ kalintilarinin algilanmasinda basariyla
uygulanmaktadir. Bunlarin yani sira MIP’ler kati faz ekstraksiyonu igin
adsorbent olarak, baglayici, molekul tutucu, yapay antikor ve ayrica
kromatografide durgun faz olarak da kullaniimaktadir. MIP’lerin bir diger
kullanim alani da ilag sanayisidir. ilaclari gelistirmek ve izlemek igin en uygun
malzeme olarak gdsterilmektedir [193]. MIP’lerin bazi uygulamalari da
kimyasal tepkimelerde istenmeyen yan urUnleri toplamak ve hapsetmeye
dayanmaktadir. MIP’ler 6zgul ve yuksek segicilikte baglama kapasitesi

gOstermektedir [194]. Bu kadar yuksek segicilikte baglama bdlgelerinin olmasi
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MIP’lerin analitik kimyada kati faz ekstraksiyonunda basariyla kullanimina

neden olmustur [195].

Molekuler baskilanmis malzemelerin Uretimi ucuz ve kolay olmasi, enzimler
antikorlar gibi spesifik molekul algilama bdlgelerinin olmasi tibbi alanda ¢igir
acmalarina sebep olmustur [196]. Molekul baglayabilme ve geri birakabilme
kapasite nedeniyle bu tarz polimerlerin medikal alanda ilag tasiyici olarak
kullanilmasi 6ngorulmektedir. Bunun disinda ilaglarin izlenmesi, biyolojik
reseptor olarak da kullaniimaya baglanmigtir [197]. Bunlarin yani sira MIP’ler

gida sektorinin gelismesinde de énemli rol oynamaktadir [198].

Son yillarda yapilan arastirmalar sentezlenmis polimerlerin hlcre lizatindaki
fosfopeptitlerin  zenginlestirimesinde  kullaniminin - mdmkin  oldugunu
gOstermistir. Bu zenginlestirme yaygin olarak kullanilan ve en verimli malzeme

olarak bilinen titanyum dioksit (TiOz2) verimini fazlasiyla katlamigtir [199].

Molekuler baskilama ile uUretiimis polimerlerin seciciligi ve afinitesi dogal
spesifik antijenler veya enzimlere gore iki kat daha dusuktar [200]. Bu baglama
yerlerinin dogal Ozdeslerine gore dusik olmasina ragmen ucuz ve Kkolay
Uretilebilmektedir. Bu baglama vyerleri proteinlere gobre birgok avantaj
saglamaktadir. Proteinlerin temizlenmesi, denaturasyonu ve tekrar kullanimi
zor ve masraflidir. Onlarin gercek Ozdesleri olan sentetik polimerlerin
Uretiimesi ise kolay, ucuzdur. Ayrica tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Bu
yuzden uzun vadede gerekli arastirmalar yapilarak yapay baskilanmig molekil

secici polimerlerin dogal proteinlerin yerlerine gecmeleri dngorulmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN),
etilenglikoldimetakrilat (EDMA), kalip molekil olarak kullanilan amoksisilin
(AMOX), segcicilik calismalarinda kullanilan Ampicillin  (AMP), Cephalexin
(CEP) ve kolesterol (Sigma Chemical Company, ABD) firmasindan satin
alinmistir. Reaktifler kullanilana kadar 4°C’de korunmustur. Calismada
kullanilan diger kimyasallar Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan,

analitik saflikta temin edilmistir.

3.2. AMOX Baskilanmis ve Baskilanmamig PHEMAGA Yiizey Plazmon
Rezonans (SPR) Nanosensorlerin Hazirlanmasi

3.21. Yuzey Plazmon Rezonans (SPR) Cip Altin Yuzeylerinin Allil
Merkaptan ile Yiizey Modifikasyonu

SPR ¢ip altin ylzeyinin modifikasyonu allil merkaptan (CH2CHCH2SH)
kullanilarak yapilmistir. Bunun icin altin yizey 20 ml asidik pirana ¢ozeltisi
icine daldinlip 20 saniye bekletildikten sonra temizlenmigtir. Cozeltiden
cikarilan cipler saf etil alkol ile yikandiktan sonra 3 saat vakum ettvunde (200
mmHg, 40°C) kurutulmustur. SPR c¢ip yuzeyine 5 pL alll merkaptan
damlatiimis ve 12 saat bekletilmistir. Son asamada cipler etil alkol ile yikanmis
ve N2 atmosferinde kurutulmustur. Modifikasyon sonucunda allil gruplari

baglanmis altin kapli SPR ¢ip yluzeyleri elde edilmistir.

3.2.2. MAGA:AMOX On Kompleksin Hazirlanmasi

MAGA:AMOX o6n kompleksi kalip molekul olarak amoksisilin fonksiyonel
monomer olarak MAGA monomeri kullanilarak hazirlanmistir. Kalip molekdl
olarak kullanilan AMOX’in N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomeri
ile MAGA:AMOX 6n kompleksini olustururken stokiyometrik olarak birlesme
oranlarini tayin etmek icin farklh mol oranlarindaki MAGA:AMOX (1:1; 4:1; 8:1
16:1) kompleksleri olusturulmustur. AMOX miktari sabit tutularak artan MAGA
oraninin komplekslesmeye etkisi 4 farkli amoksisilin baskilanmis PHEMAGA

SPR incefilm nanosensorler hazirlanmistir.
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3.2.3. Amoksisilin (AMOX) Baskilanmig ve Baskilanmamis PHEMAGA
incefilm ve Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensodrler, MAGA:AMOX ©6n
kompleksinin HEMA fonksiyonel monomeri ve EGDMA c¢apraz badlayici ile
polimerlestiriimesinden elde edilmistir. Kalip molekil (AMOX) monomeri sabit
tutulup (1 umol) farkli monomer miktarlarinda (MAGA) (1 umol, 4 umol, 8 umol
ve 16 umol) kompleksler hazirlanmigtir. (100 yL) HEMA monomeri ve (40 ulL)
EDMA capraz baglayici eklenmigtir. Polimer ¢ozeltisinden 5 dakika N2 gazi
gegcirilerek ¢ozunmug Oz ortamdan uzaklastiriimigtir. Baslatici olarak (4 mg)
AIBN eklendikten sonra daha 6nceden alillenmis ¢ip Uzerine (4 uL) ¢ozelti
damlatilmistir. Hazirlanan 4 farkli MAGA:AMOX kompleksleri ile 4 farkli AMOX
baskilanmis SPR incefilm nanosensdrler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ip, UV
lamba altina konularak 40 dakika fotopolimerizasyon reaksiyonu sonucunda
polimerlesmigtiri. Tepkimeye girmeyen monomerleri uzaklastirmak igin etil
alkol kullaniimistir. Cozelti icindeki monomer yuzdesi (%30 w/v) olarak
belirlenmistir. AMOX baskilanmamis SPR nanosensorler baskilanmis polimer

cozeltisi igine AMOX eklenmeden ayni sekilde hazirlanmistir.

Amoksisilin baskilanmig partikullerin hazirlanmasi igin asagidaki yontem
izlenmistir. Polimerizasyon iki sivi faz karisiminda gergeklestiriimistir. Birinci
sivi faz, PVA (0.187 g), SDS (28.9 mg) ve sodyum bikarbonat (23.45 mg) 10
ml suda ¢oziilerek elde edildi. ikinci sivi faz ise; PVA (0.1 g) ve SDS (0.1 g)
200 mL suda ¢ozulerek hazirlanmistir. Monomer fazi, MAGA monomeri (381
puL), HEMA (0.45 mL) ve EGDMA (2.1 mL) kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan monomer fazi, birinci sivi faza eklenerek miniemulsiyon yontemi ile
(25.000 rpm)de (T10, lka Labortechnik, Almanya) cihazi kullanilarak
homojenize edilmistir. Karisim cam polimerizasyon reaktorine aktarilarak
3000 rpm ve 40°C da karistinimistir (Radleys Carousel 6, Essex, ingiltere).
Hazirlanan karisima sodyum bistilfit (0.115 g) ve amonyum persilfat (0.126 g)
eklenerek polimerizasyon (40°C)’ta 24 saatte yapiimistir. Tepkimeye girmeyen
monomer, yuzey aktif ve bagslatici maddelerin AMOX baskilanmis
partiktllerden uzaklastiriimasi igin 5 kez deiyonize su, 5 kez etil alkol ve tekrar
deiyonize su kullaniimistir. Her seferinde ¢ozelti (9000 rpm)'de 1 saat sureyle

(Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) cihazi kullanilarak santrifuj edilmistir ve
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nanopartikuller yikama ortamindan ayrilmigtir. Temizlenen nanopartikuller,
deiyonize su igerisinde 4°C’de saklanmistir. Baskilanmamig PHEMAGA (NIP)
nanopartikuller polimerizasyon ortaminda AMOX olmaksizin ayni yontem ile
hazirlanmistir. Alliimerkaptan ile modifiye edilmis SPR nanosensoérlerin altin
yuzeylerine 5 pL nanopartikil ¢ozeltisi damlatiimis ve 37°C’de 6 saat
kurutulmustur. Nanopartikullerle kaplanmis SPR nanosensor yuzeyleri saf su
ve etil alkol ile yikandiktan sonra vakum etavinde (200 mmHg, 40°C)

kurutulmustur.

3.2.4. Kalip Molekul AMOX’nin Uzaklastiriimasi

Hazirlanan SPR nanosensor ylzeyindeki incefilm ve nanopartikullerden kalip
moleklil AMOX 1.0 M NaCl c¢ozeltisi kullanilarak uzaklastiriimistir. AMOX
baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensoér yluzeylerinden AMOX 1.0 M NaCl
cozeltisiyle her 10 dakikada bir desorpsiyon c¢ozeltisi yenilenerek 1 saat

boyunca yikanmigtir.

3.3. incefilm ve Nanopartikiil SPR Nanosensorlerin Karakterizasyonu
3.3.1. Zeta Boyut Analizi

Elde edilmis AMOX baskilanmis PHEMAGA nanopartiklllerin boyut analizi,
Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) cihazi ile
belirlenmistir. Zeta boyut analizi, 1sik sagiimasi teknigi ile olgum yapilan
partikullerin hidrodinamik boyutu (0.6 nm-6.0 um aralginda), zeta potansiyeli
(maksimum iletkenlik 200 ms) ve molekul agirhdr (1x103-2x107 arahdinda)
tayininde kullanilan bir sistemdir. Zeta boyut analizinde partikll ¢ozeltisi (3 mL)
cithazin ornek yuvasina yerlegtiriimigtir ve 151k saciimasi sinyali partikul
sayisina bagli olarak (partikul sayisi/s), (90°)'lik gelis agisinda ve (25°C)’de
tayin edilmistir. Veri analizi igin, kirilma indisi (1.33) ve deiyonize suyun
yogunlugu (0.88 mPa.s) kullanilmistir. Ornekteki partikiil yogunlugu yeterli
dlglidedir. Olglimler 3 kere tekrarlanmis sonuglar zeta boyut analizoriiniin

yazilimi ile incelenmis ve standart sapma degerleri ile birlikte kaydedilmistir.
3.3.2. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Yuzey Plazmon Rezonans (SPR) nanosensorlerin altin yuzeyleri FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA,
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ABD) cihazi ile karakterize edilmistir. Olcim yapilan érnek haznesinden nem
ve CO2'i uzaklastirmak icin 10 dakika N2 gazi gegcirilmistir. SPR nanosensor,
cihazin 6rnek yuvasina yerlestiriimis (600-4000 cm™') dalga sayisi araliginda

tarama yaplilarak elde edilen spektrumlar kaydedilmistir.

3.3.3. Elipsometre Olgiimleri

Hazirlanan nanosensorlerin  yuzeylerindeki kalinlik olgumleri incefilm ve
nanopartikullerin  EP3-Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile
karakterize edilmisti. SPR nanosensor lazer stk kaynagr altina
yerlestirildikten sonra Kalinlik olgimleri 532 nm dalga boyunda,(62°)lik bir
gelis agisinda gergeklegtiriimistir. YUzey kalinigi hesaplama program igin BK7
+ 50 nm altin + 70 nm polimer katmani veri olarak 6ngoérilmastir. Olgiimler
nanosensor yuzeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmigtir. Sonuglar bu

degerlerin ortalamasi gore rapor edilmistir.

3.3.4. Temas Agisi Olgiimleri

Temas agisi Olgimleri KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi
kullanilarak hesaplanmigtir. Temas agisi SPR altin yuzeylerine bir damla su
damlatilarak yapisik damla yontemiyle belirlenmistir. Altin ylzeylerinin farkl
bdlgelerine su damlattiktan sonra 10 kere fotograf ¢ekilmis ve her fotograf icgin
ayri temas agisi hesaplanmistir. Belirlenen temas agisi degerleri damlacigin
kati ile sol temas noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas
noktasindan alinan sagdan temas agisi olarak belirlenmis ve her iki noktanin
ortalamasi olan ortalama temas acisi de@erleri elde edilmigtir. Modifiye
edilmemis, AMOX baskilanmig ve baskilanmamis PHEMAGA nanosensor

yuzeyleri icin alinan 10 temas agi degerlerinin ortalamasi hesaplanmistir.

3.3.5. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

SPR nanosensOr altin  ylzeylerinin  karakterizasyonu atomik kuvvet
mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullanilarak, yari
dedgen modda c¢ekilmistir. AFM serbest kantileverli interferometre 6zelliginden
dolayi ¢ok ylksek (4096 x 4096 piksel) gibi ¢ézunurlikte 6lgim alabilmektedir.
SPR nanosensor ¢ift yuzli karbon bant ile 6érnek tutucuya konulmustur.

Goruntileme  calismalari  hava ortaminda, vyari degen modda
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gerceklestiriimistir.  Salinim rezonans frekansi, (341.30 kHz) olarak
uygulanmigtir. Titresim genligi, 1 VRMS ve bos titregim genligi ise 2 VRMS'dir.
Ornekler (2 um/s) tarama hizinda, (256 x 256 piksel) ¢ozinirlikte, (2 x 2

pm)’lik bir alanin goérinttsa olarak alinmistir.
3.4. AMOX Baskilanmig SPR Nanosensorler ile Kinetik Analizler

MAGA:AMOX 6n kompleksinde kalip molekul olarak Amoksisilin, fonksiyonel
monomer olarak N-metakriloil-(L)-glutamik asid (MAGA) monomeri kullanilarak
hazirlanmistir. AMOX miktar1 sabit tutulup fonksiyonel monomer (MAGA)
miktari degistirilerek baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) PHEMAGA
nanosensorler hazirlanmigtir. 10 ng/mL AMOX derigimin SPR sensorgramlar
alinmis ve %AR degerleri belirlenmistir. AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR
nanosensorlerin  hazirlanmasindan sonra  kinetik  ¢alismalari  farkli
derisimlerdeki (pH 7.0 fosfat tamponuyla hazirlanmis 0.001-1.0 ng/mL
araliginda hazirlanmig) AMOX c¢ozeltileri ile gerceklestiriimigtir. AMOX
baskilanmis PHEMAGA incefilm ve nanopartikil SPR nanosensorler kinetik
analiz calismalarinda kullanilmistir. ilk olarak, SPR nanosensor yiizeyleri
deiyonize su (50 mL) ile yikanmigtir. Sistemden fosfat tamponu (pH 7.0)
gegerilerek ylzey plazmon egrileri alinarak rezonans kirilma agcilari
belirlenmistir. Kinetik goruntileme programinin SPRview yazilimi, Kinetik
analiz ¢aligmalari igin kullaniimigtir. Rezonans plazmon egrilerinin alinmasi ve
aynanin rezonans acisl degerine ayarlanmasindan sonra SPR sisteminden 5
dakika tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) gegcirilmigtir. Daha sonra, farkl derigimlerdeki
AMOX cozeltileri (2 mL/dakika akis hizi) sisteme verilmigtir. Rezonans
frekansindaki kayma degerleri anlik olarak gozlenmis ve denge durumuna
ulastiktan sonara (1.0 M) NaCl c¢ozeltisi ile (2 ml/dak. Akis hizi, 25°C)
desorpsiyon islemi gergeklestiriimigtir. Desorpsiyon asamasindan sonra, SPR
nanosensor su ve fosfat tamponu (pH 7.0) ile yikanmistir. Adsorpsiyon-
desorpsiyon-temizleme asamalari gerceklestirildikten sonar farkli

derisimlerdeki AMOX c¢ozeltileri sisteme verilmigtir.
3.5. Secicilik Caligmalari

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerin segciciligini gostermek
icin AMOX baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorler hazirlanmistir.
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Amoksisilin (AMOX), ampicillin (AMP), sefaleksin (CEP) ve kolesterol (KOL)
molekullerinin kullaniimasiyla olusturulan c¢ozeltiler (10 ng/mL, 2 mL, 2.0
mL/dak. Akis hizi, 25°C) SPR sistemine verilmistir.

3.6. Siit Orneklerinden AMOX Eldesi

Market ve ciftlik sut 6rneklerinden AMOX tayini icin 6zt ve seyreltme iglemleri
su sekilde gergeklestirilmistir: sut 6rnegi (2 mL) 18 mL hidroklorik asit ilave
edilerek sulu ¢ozeltisi (pH 5.0) hazirlanmis ve 4°C'de 10 dakika boyunca 8000
rom'de santrifiij edilmistir. Ust yagd tabakasi alinarak 15 mg tripsin (Merck
24579) ve 15 mg clara-diastase (Fluka 27540) ilave edilerek 40°C'de 30
dakika hidroliz edilmigtir. Cozelti soguduktan sonra 10 dakika boyunca 8000
rom'de santrifij edilmistir. Stpernatatin 5 mL’si kati faz ekstraksiyon (SPE,

Solid Phase Extraction) kartuslarindan gegirilerek kullaniimigtir [201].
3.7. Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

AMOX baskilanmis PHEMAGA nanosensoérlerin ayni gun iginde tekrar
kullanilabilirliginin incelenmek amaciyla (1000 ng/mL) derigimlerde hazirlanmis
AMOX iceren c¢ozeltiler (25 ng/mL, 2 mL 2.0 mL/dak. Akis hizi, 25°C) SPR
sistemine 5 kez verilerek tekrar edilmistir. Ayrica SPR nanosensorlerin raf
omdarlerinin belirlenmesi icinde farkli gunlerde tekrar kullanilabilirlik analizi
yapilmistir. 1000 ng/mL AMOX derisiminde hazirlanan AMOX g¢o6zeltisi SPR
sistemine verilerek sensorgramlar alinmis ve nanosensorlerin verimliligi

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. AMOX baskilanmis ve Baskilanmamis incefilm SPR Nanosensérler

41.1. AMOX baskilanmigs [PHEMAGA-AMOX] ve Baskilanmamig
[PHEMAGA] incefilm SPR Nanosensérlerin Karakterizasyonlari

AMOX baskilanmis [PHEMAGA-AMOX] ve Baskilanmamigs [PHEMAGA]
incefilm SPR Nanosensérlerin yapisal analizleri igin asagidaki yoéntemler

kullaniimistir.

4.1.1.1. FTIR-ATR Analizi

N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomer FTIR calismalari ile
karakterize edilmistir (Sekil 4.1).

CH;
H3C c::H
O/C\NH
H—— l —COOH
L,
e,
lOOH

Sekil 4.1. N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomerinin molekul sekli.
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Sekil 4.2. N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomerinin FTIR

spektrumu.

MAGA monomerinin yapisinin belirlenmesi igin FTIR-ATR teknigi kullaniimigtir.
MAGA yapisindaki doymus C-H gerilmesi polimerik yapinin spesifik bantlari
2969 cm', 1680 cm"'de amit karbonili gerilmesi, 1111 cm "de karbon-oksijen

gerilmesi sekil 4.2'de gozlenmistir.

2401

220+

Sekil 4.3. MAGA (a), HEMA (b), PHEMAGA (c), AMOX (d) ve AMOX
baskilanmis PHEMAGA (e) SPR nanosensore ait FTIR-ATR spektrumu.
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AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerin altin ylzeylerinin
spektroskopik karakterizasyonu igin FTIR-ATR (Thermo Fisher Scientific,
Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullaniimistir. SPR nanosensor oOrnegi
cihaza yerlestirildikten sonra 600-4000 cm™' dalga sayisi araliginda tarama
yapilmistir. AMOX baskilanmis PHEMAGA nanosensoér yuzeyine ait FTIR
spektrumu Sekil 4.2.’de verilmistir. AMOX yapisindaki 1684 ve 1740 cm™"de
karbonil geriimesi, 1513 cm'de C=C gerilmesi, 1684.72 cm™de aromatic
halkasi (C-H) gerilmesi piki gorunuyor. Ayrica amin (N-H) gurubunun gerilme
piki 3480.1 cm™' goriinmektedir. AMOX baskilanma nedeniyle karboksilik (O-
H) gurubun pikide 2964.83 cm™ 1245 cm™deki C-C gerilmesi AMOX
baskilanmis PHEMAGA SPR incefime AMOXin basarili bir gekilde
baskilandigini gostermektedir (sekil 4.3).

4.1.1.2. Elipsometre ve Temas Agisi Olgiimleri

Elipsometre, 1sigin  bir malzemeden kirllmasi ve yansimasi sirasinda
kutuplanmasinda olusan degisikligi olger. Olglim alinacak ylizeye dogrusal
kutuplanmis 1sik gonderilerek yansiyan 1s1gin kutuplanmasi olgulerek 1s1gin
yansimasindan sonra yatay ve dikey bilesenlerdeki degisiklik ve faz farki
degisimi  belirlenebilmektedir. AMOX baskilanmigs ve baskilanmamis
PHEMAGA SPR nanosensorlerin ortalama yuzey kalinhigini 6lgmek igin EP3-
Nulling Elipsometre (Goéttingen, Almanya) cihazi kullaniimistir. Elipsometrik
Olcimler (658 nm) dalga boyunda, (65°)lik bir gelis acisinda
gerceklestiriimigtir. ~ Allil merkaptan ile modifiye edilmemis SPR
nanosensorlerin ortalama kalinlik degeri 62.65 nm, AMOX baskilanmis
PHEMAGA SPR nanosensoérlerin ortalama kalinlik degeri 72.8 nm ve
baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorlerin ortalama kalinlik degeri 67.4

nm olarak hesaplanmisgtir.

Temas agisi cihazi Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya) kullanilarak modifiye
edilmemis, AMOX baskilanmig ve baskilanmamis PHEMAGA nanosensorlerin
yluzey karakterizasyonu gergeklestiriimistir. Cizelge 4.1‘de modifiye edilmemis,
AMOX baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorlerin ylizey
temas acilari verilmigtir. Modifiye edilmemis, AMOX baskilanmis ve
baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensor yuzeylerinin temas acilari
sirasiyla 74.2 + 1.07, 62.1 + 2.13 ve 69.6 + 0.86 olarak ol¢liimustir. Sekil
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4.5'de modifiye edilmemis, AMOX baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA
SPR nanosensorlere ait temas agisi goruntileri yer almaktadir. Temas agisi
Olcimlerinden goruldigu gibi modifiye edilmemis SPR ¢ip yuzeyinin temas
acisi degeri 74.2°, AMOX baskilanmis PHEMAGA c¢ip ylzeyinde 62.1°ye
dismustir. AMOX baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoérin temas agisi
degeri 69.6° olarak belirlenmistr. PHEMAGA polimerinin  hidrofilik
karakterinden dolay! yuzey temas agisi dlgimlerinde 6nemli miktarda azalma

go6zlenmigtir.

(b) (c)
Sekil 4.4. Allil merkaptan ile modifiye edilmemis (a), AMOX baskiianmis (b) ve

baskilanmamis PHEMAGA (c) SPR nanosensoarlerin elipsometrik olgimde

alinan 3 boyutlu géruntdleri.
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(b)

Sekil 4.5. Modifiye edilmemis SPR altin yizey (a), AMOX baskilanmis (b) ve
baskilanmamis (c) PHEMAGA SPR ¢iplerin ylzey temas agi fotograflari.

(c)

Cizelge 4.1. Modifiye edilmemis, AMOX baskilanmis ve baskilanmamis

incefilm SPR nanosensorlerin yluzey temas agilari.

Ylzey Temas agisi®° (H20)
Modifiye edilmemis altin ylzey 74.2 +1.07
AMOX baskilanmis nanosensor yuzeyi 62.1+2.13
AMOX baskilanmamis nanosensor ylzeyi 69.6 + 0.86
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4.1.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis, AMOX baskilanmis ve
baskilanmamis SPR nanosensoérlerin yuzey morfolojisi yari temas modunda
AFM cihazi ile incelenmistir. YlUzeylere ait AFM gdruntuleri sekil 4.6’da
gOsterilmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis SPR ¢ipin yuzeyin
puruzltliuk degeri 4.64 nm, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip, AMOX
baskilanmis SPR nanosensor yuzeylerin puruzluluk degeri 15.19 nm ve
baskilanmamis PHEMAGA nanosensorlerin ylzey puruzltluk degeri 9.68 nm
olarak bulunmustur. Bu sonucglar;, AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR
nanosensorleri yuzeye basaril bir sekilde tutundugunu gostermektedir.
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Sekil 4.6. Modifiye edilmemis SPR nanosensor (a), allil merkaptan ile modifiye
edilmis SPR nanosensor (b), AMOX baskilanmigs PHEMAGA SPR nanosensor
(c) ve baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoérlerin (d) yari temas

modunda alinan AFM 3B goriintlsi (2x2 ym?).
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4.1.2. AMOX Baskilanmigs PHEMAGA SPR Nanosensorlerin Hazirlanmasi
ve Kinetik Analizleri

4.1.2.1. MAGA:AMOX On-kompleks Oraninin Optimize Edilmesi

Farkli mol oranlarinda MAGA:AMOX (1:1; 4:1; 8:1; 16:1) AMOX baskilanmis
ve baskilanmamis SPR nanosensoérler hazirlanmistir. AMOX baskilanmis ve
baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoérlerin hazirlanmasindan sonra
0.01 ng/mL derisiminde AMOX ile kinetik calismalari gergeklestirilmistir.
AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorler i¢in baskilanmamis SPR
nanosensoOrlere gore daha ylksek %AR degerlerinin elde edilmesi
amoksisiline 6zgu baglanma bdélgelerinin olustugunun bir gostergesidir. AMOX
baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorlerin yapisinda da ayni miktarda
fonksiyonel monomerin yer almasina karsin kalip molekile 6zgu baglanma
bdlgeleri olusmadigindan elde edilen %AR dederleri daha dusuktur. Farkl
oranlarda MAGA:AMOX iceren polimerizasyon karisimlari ile hazirlanan
AMOX baskilanmig (MIP) ve baskilanmamis (NIP) PHEMAGA nanosensorler
ile elde edilen %AR ve baskilama faktéri (BF:%ARwmP/%ARNP) 8:1 mol
oraninda (MAGA:AMOX) 15.74 olarak belirlenmis (Sekil 4.7) ve tum

analizlerde bu oran kullanilarak SPR nanosensorler hazirlanmistir.

16 18
MIP
14 mm NP 15
12 —BF
12
x 10 a
< =]
X 8 9 ©
©
6 L
6 ®©
4 5
2 3 ch
0 - - - |

(1:1) (4:1) (8:1) (16:1)
Mol Orani (MAGA:AMOX)

Sekil 4.7. Farkh mol oranlarinda MAGA:AMOX ile hazirlanan AMOX
baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoér icin baskilama

faktort degerler.
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4.1.2.2. pH’nin Etkisi

AMOX baskilanmis PHEMAGA nanosensoérlerin  asidik, notr ve bazik
ortamlarda aktivitesini belirlemek igin farkli pH araliklarinda (pH 4.0-8.0) kinetik
analizler yapilmistir (Sekil 4.8). AMOX baskilanmigs SPR nanosensdrlerde en
yuksek AMOX tutulmasi pH 7.0 fosfat tamponunda gézlemlenmis ve calisma

ortami olarak pH 7.0 fosfat tampon secilmistir.

16 -
—pH 4.0
pH 5.0
12 A
——pH 6.0
pH7.0
QQ: 8 - ——pH 8.0
N /
a1
O n T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Zaman (saniye)

Sekil 4.8. AMOX baskilanmis PHEMAGA nanosensoérlerde pH’nin etkisi.

4.1.2.3. Kinetik Analizler

Tez kapsaminda AMOX baskilanmig ve baskilanmamig PHEMAGA incefilm
sentezlenmesiyle SPR nanosensorler hazirlanmistir. SPR sinyali ile AMOX
derigsimi arasindaki tenasubun degerlendirilebilmesi igin farkli derigsimlerde
(0.25-150 ng/mL) AMOX c¢ozeltileri hazirlanmistir. AMOX c¢ozeltileri SPR
nanosensorler ile etkilestirilerek SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler
hesaplanmistir.  Sekil 4.9de farkhh  derigsimlerde hazirlanan AMOX
¢ozeltilerinden elde edilen sensorgramlar verilmigtir. Sekil 4.9’da farkl
derisimlerde AMOX c¢dzeltilerinin nanosensdrlere uygulanmasi ile elde edilen
% kirlma indisine karsihk zaman grafikleri goérllmektedir. Sekil 4.9da
nanosensor yuzeyine AMOX ¢ozeltisi uygulanmasiyla birlikte % kirilma indisi

artmaktadir. SPR sisteminden 6nce denge tamponu olarak pH 7.0 fosfat
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tampon denge tampon gecirilerek sistem yeniden dengeye getirilmistir.
Dengeye gelen SPR sisteminden AMOX c¢o6zeltisi gegirilerek farkli derisimler
icin sensorgramlar alinmis ve en son desorpsiyon c¢ozeltisi kullaniimistir.
Batin odlgumlerde sistemin dengeye ulasmasi 30 dakika slre igerisinde
gerceklestiriimistir. Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri 15 dakika i¢inde

yapilmistir.

i —(,25 ng/mL
120 —0,5 ng/mL
——1,0 ng/mL
i 2,0 ng/mL
100 —4,0 ng/mL
—8,0 ng/mL
i ——10 ng/mL
80 25 ng/mL
n<]: 50 ng/mL
X 60 - 75 ng/mL
——100 ng/mL
——— 150 ng/mL
40 ~
20 + i
0 500 1000 1500 2000 2500

Zaman (saniye)

Sekil 4.9. Farkli derisimlerde hazirlanan AMOX c¢ozeltisi ile PHEMAGA

incefilm SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar.

Sekil 4.9'da yuzeyin AMOX c¢ozeltisi ile etkilesiminde %AR degerleri artmistir.
Derigsimdeki artigla birlikte kirllma indisi degerinde artis olmasi ¢ozelti ile yluzey

arasindaki surtcu gug olan derisim farkinin artmasi gosterilebilir.
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Sekil 4.10. AMOX derisimi ile SPR nanosensor (%AR) arasindaki iligki (A) ve
0.25-50 ng/mL araliginda AMOX derisimi ile SPR nanosensor kalibrasyon
grafigi (B).

Sekil 4.10 A’da goruldugu gibi %AR degerleri derigim arttikga artmaktadir. Bu
degerler yaklasik 100 ng/mL’de dengeye ulasmis ve denge degeri SPR: 103.7
olarak belirlenmistir. Sekil 4.10 B’de SPR nanosensorler icin farkli AMOX
derisim araliklarinda derisim-sinyal linerligi verilmistir. 0.25-50 ng/mL AMOX
derisim araligindaki veriler deg@erlendirildiginde elde edilen derisim-AR
grafiklerinden y=1.2788x+0.3813 denklemi elde edilmistir. Elde edilen bu
grafikten dogrusallik katsayisi ise (R?) 0.999 olarak bulunmus ve %99
dogrulukta dlgim yapabilmektedir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerin  kinetik verilerine
bakarak 3s/m denklemi kullanilarak tayin siniri (LOD) ve tayin limiti (LOQ)
degerleri hesaplanmistir. Bu esitlikte (s), (AR) ve (m) degiskenleri sirayla
nanosensor yluzeyinden denge c¢ozeltisi gecgerken alinan sinyal degeri,
Olcimlere ait standart sapma degeri ve kalibrasyon grafiginin egimini
gOstermektedir. Denge ¢ozelti icin R degeri 10 Olgumun ortalamasi
hesaplanarak, (AR) degeri ile birlikte SPR nanosensorler igcin 0.00047 olarak
belirlenmistir. Buna gore kalibrasyon grafigine ait yukaridaki denklem
kullanilarak  (LOD) SPR:0.0011 ng/mL olarak belirlenmistir. (LOQ)
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hesaplanmasi igcin 10s/m esitliginden yararlaniimis ve (LOQ) SPR:0.0037

ng/mL olarak belirlenmistir.

4.1.2.4. Baglanma Kinetik Analizi ve Denge izoterm Modelleri

Yuzeyin en yuksek analit baglama kapasitesi [B]o olarak tanimlanmaktadir.
Diger derisim degerler ise SPR sinyali olarak ifade edilmektedir. Bu sebeple
kUtlenin derisime donusturdlmesine gerek kalmayacaktir. Serbest analit
derisiminin akis hucresinde sabit kaldigi Yalanci-birinci derece kosullari
altinda serbest analit derisiminin akig hucersinde sabit kaldigin baglanma su

sekilde ifade edilir;

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

SPR sinyalinin degisim hizi: dAR/dt, baglanma ile dlgulen maksimum sinyal: R
ve Rmaks, analit derisimi (ng/mL): C, baglanma hiz sabiti: ka, (mL/ng.s) ve
ayrilma hiz sabiti: ke (1/s)'dir. Baglanma sabiti Ka (mL/ng), ka ve kq sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kd). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARdenge /C = KaARmak — KAARdenge (42)

ARdenge/C’ye karsi ARdenge grafiginden baglanma sabiti Ka ve ayrilma sabiti Ko

ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilmektedir.

dAR/dt = kaCARmaks — (kaC + ka)AR (4.3)

dAR/dt'ye kargi AR grafigi etkilesim kontrolu kinetikler igin ¢izildiginde egimi —
(kaC+ka) olan bir dogru vermektedir. Baslangi¢c baglanma hizi analit derisimiyle
dogru orantili olup kantitatif olarak derisim belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Rmaks degeri ile tek bir sensorgram kullanilarak ka ve kda degerleri

73



hesaplanabilmektedir. Rmaks'in deneysel olarak belirlenmesi igin yuzeyi
tamamen doygunluga eristirmek icin ¢ok yuksek analit derigimleri
gerekmektedir. Birgok farkl analit derigsimlerinde baglanma sensorgramlarinin
alinmasi en cok tercih edilen yaklasimdir. ileri ve geri ydndeki hiz sabitleri ile
iliskili bir egim degeri (S) ileri ve geri yondeki hizlarin analizi igin ¢izilen
dAR/dt'ye karsi AR grafiklerinden elde edilmektedir.

S = kaC + kd (4.4)

S’ye karsi C grafiginden egim ka belirlenebilirken teorik olarak kesim noktasi Kk
degderini belirlenmektedir. ka’nin hesaplamasi igin kaC >> kq oldugu durumlarda
bu yontem ¢ok guvenilir degildir. Bu sebeple ayrisma kinetiginin incelenmesi

gerekmektedir.

In(ARo / ARt) = kd (t — to) (4.5)

SPR sinyal degerlerinden ARo ve AR: ayrilma egrisindeki to ve t
belirlenebilmektedir. Denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin gizilen
dogrular Sekil 4.11A a ve 4.11B’de ve bu dogrulara ait denklemlerden

hesaplanan ARmaks, Ka, Kd, Ka ve Kb degerleri Cizelge 4.2'de verilmigtir.
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Sekil 4.11. Kinetik hiz sabitlerinin belilenmesi (a) Denge analiz yaklagimi

(Scatchard), (b) Baglanma kinetik yaklagimi.

Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analizi
(Scatchard)

Baglanma Kinetik
Analizi

ARmaks: 320.84

ka, ng/mL.s: 0.0619

Ka, ng/mL: 0.0045

ka, 1/s: 0.0978

Kb, mL/ng: 222.22

Ka, ng/mL: 0.633

R?: 0.879

Kb, mL/ng: 1.579

R2: 0.999
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Scatchard, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri
AMOX baskilanmis SPR nanosensor ile AMOX arasindaki etkilesimi

incelemek amaciyla bu doért farkh izoterm modeli uygulanmistir:

Scatchard ARdenge /[C] = Ka(ARmaks- ARdenge)
Langmuir AR={ARmaks[C]/Kp+[C]}
Freundlich AR=ARmaks[C]"
Langmuir-Freundlich AR={ARmaks[C]""/Kp+[C]"""}

SPR sinyal degigsimin hizi: dAR/dt, maksimum SPR sinyal kaymasi: ARmaks,
denge halindeki SPR sinyal kaymasi: ARdenge, analit derigsimi (ng/mL): C,
baglanma denge sabiti: Ka (ng/mL), ayrisma denge sabiti: Ko (mL/ng),

Freundlich ylzey heterojenite indeksi: 1/n’dir.

Adsorpsiyon izotermleri, nanosensorlerin hedef molekulunu tanima ve ayirma
kabiliyeti, hedef molekul ile nanosensorin etkilesimi sonucu ylzeyin homojen
olup yada olmadigini belirlemek i¢in kullaniimaktadir. Baglanma kinetik analizi
sbzde birinci derece adsorplama kinetigi ile ilgili bir yaklasimdir ve ka'nin
ka‘den daha kuglk olmasi durumunda baglanma hizinin ayrisma hizindan

daha az oldugunu gdstermektedir.

Langmuir izoterminde adsorplanan maddenin baglangi¢c derisimi ile dogru
orantil olarak artarken yuzeyde en yuksek doyma noktasina ulastiginda tek
tabaka olarak kaplanarak adsorbe olmus madde miktari sabit kalmaktadir.
Langmuir izotermden yola cikilarak bazi varsayimlar yapilarak gelistirilen
Freundlich izotermi adsorban yluzeyinde farkh turdeki adsorpsiyon alanlarina
sahip oldugundan yuzeyde bulunan adsorpsiyon alanlari heterojendir.
Langmuir izoterm esitliginden farkli olarak, dusik derisimde hem Henry
kanunu uygulanamaz hem de dengeden sonra sabit bir adsorplanan madde

miktari de@eri elde edilemez (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Adsorpsiyon modelleri; (a) Langmuir, (b) Freundlich, (c) Langmuir-

Freundlich.
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Cizelge 4.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

incefilm

Langmuir ARmaks, ng/mL: 120.48
Kb, mL/ng: 0.0056
Ka, ng/mL:178.20
R?: 0.999
Freundlich ARmaks, ng/mL: 1.607
1/n: 1.2353
R2:0.878

Langmuir-Freundlich ARmaks, ng/mL: 3.901
1/n: 0.9562

Kb, mL/ng: 6.0499

Ka, ng/mL: 0.1652
R?:0.919

Cizelge 4.3'de korelasyon katsayr (R) degerleri incelendiginde SPR
nanosensor sistemleri ile AMOX arasindaki etkilesimi en iyi Langmuir izotermi
modeline uydugu gozlemlenmistir. Langmuir izoterminden hesaplanan en
yuksek sinyal degeri ARmaks, 0.999 olarak elde edilmistir. Bu sonug, hazirlanan
nanosensor yuzeyindeki AMOX baglanma 6zellikleri tek tabakali, es enerjili en
dusuk yanal etkilesime sahip ve homojen dagiliml oldugunu tespit etmektedir.

Her Ug izoterm modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’de verilmistir.

4.1.2.5. Yanismah Kinetik Analizler ve Baskilama Segiciliginin
Belirlenmesi

Hazirlanan AMOX baskilanmig nanosensorin AMOX’e karsi segiciliginin

belirlenmesi igin yarismali adsorpsiyon ¢alismalari Amoksisilin (AMOX),

Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterol (KOL) c¢ozeltilerinin

kullaniimasiyla gerceklestiriimistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Yarismali adsorpsiyon calismalari igin kullanilan amoksisilin
(AMOX), ampisillin (AMP), sefaleksin (CEP) ve kolesterol (KOL)

biyomolekullerinin molekul sekilleri.

Yarigmali adsorpsiyon c¢aligsmalari i¢cin Amoksisilin-Kolesterol, Amoksisilin-
Ampisilin,  Amoksisilin-Sefaleksin ve  Amoksisilin-Kolesterol-Sefaleksin-
Ampisilin karigim ¢ozeltileriyle gergeklesmigtir. Sekil 4.14’de goruldugu gibi en
yuksek kirilma noktasi AMOX baskilanmigs SPR nanosensor ile AMOX
¢ozeltisinden en ylksek sinyal cevabi gézlemlenmistir. Bu, AMOX baskilanmis
SPR nanosensorin AMOX moleklline karsi daha secici oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.14. Amoksisilin (AMOX), Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolesterol (KOL) ¢ozeltileri ile AMOX baskilanmigs SPR nanosensor arasindaki

etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafikleri.

Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterolin (KOL) AMOX molekulerine

go6re dagiima ve segicilik katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmigtir:

Ka = [(Ci — C)/Ci] x V/m (4.6)

Dagilma katsayisi (mL/g): K4, biyomolekullerin baglangi¢c ve sonug¢ derigimleri
(ng/mL): Ci ve Cs, kullanilan ¢ézelti hacmi (mL): V ve polimerin kitlesi (g): m
ifade edilmektedir. Baslangi¢c ve son derigimleri arasinda onemli bir fark
g6zlenememesi, polimerin kudtlesinin  kesin olarak belirlenememesi ve
derisimin AR ile dogrusal tenaslpte olmasi nedeniyle SPR nanosensor
uygulamalarinda, derisim ve kutle parametrelerinin  donusturilmesi

gerceklestiriimektedir.
Bu durumda segicilik katsayisi,

k= ARkaIlp/ ARgirisimci (47)
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seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi ise;
k’=kbaskllanm|§/kkontrol (48)
seklinde ifade edilebilir.

Batdn kirilma noktasi de@erleri, secicilik kat sayilari gizelge 4.4’de verilmigtir.
AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensoériin baskilama seciciligini
gostermek igin AMOX baskilanmamig SPR nanosensor hazirlanmistir (Sekil
4.15). Amoksisilin (AMOX), Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterolin
(KOL) biyomolekullerinin kullaniimasiyla olusturulan karigimlar SPR sistemine
verilmistir. Bu ¢odzeltiler fosfat tamponunda (pH 7.0) 10 ng/mL derigsimde
hazirlanmiglardir. Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesteroliin (KOL)
bulundugu ortamda daha az AR degeri vermesinin sebebi; bu molekullerin
yarigmaci ajan olarak davranip AMOX’nin baglandigi bdlgelere baglanmak
istemesidir. AMOX baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensorler
karsilastirildiginda AMOX SPR sinyalinin  14.08'den 0.94’a dustugu
gorulmustar (Cizelge 4.4). Bagil secicilik degeri, k’>1 ise baskilama igleminin

etkin oldugunu gostermektedir [202].

——CEP
S ——AMP
4,5 r’ KOL
4 AMOX
35 —— AMOX-KOL
3 —— AMOX-AMP
o 25 ——AMOX-CEP
RN ) ——AMOX-KOL-AMP-CEP
1,5
1
0,5 |
0 .

0 500 1000 1500 2000 2500
Zaman (saniye)

Sekil 4.15. Amoksisilin (AMOX), Ampicillin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolesterol (KOL) c¢ozeltileri ile AMOX baskilanmamis SPR nanosensor

arasindaki etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafikleri.
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Cizelge 4.4. Secicilik ve bagil secicilik katsayilari.

MIP NIP

Biyomolekiil AR K AR k k'

AMOX 14.08 - 0.94 - -
CEP 3.55 3.966 4.83 0.195 20.338
AMP 1.82 7.736 3.05 0.308 25117
KOL 1.23 11.447 1.75 0.537 21.317
AMOX-KOL 13.17 1.069 2.59 0.363 2.945
AMOX-AMP 10.66 1.321 3.15 0.298 4.433
AMOX-CEP 12.98 1.085 4.06 0.232 4.677
AMOX-KOL-AMP-CEP | 12.82 1.098 3.04 0.309 3.553

4.1.2.6. AMOX Baskilanmig SPR Nanosensor ile Gidalardan AMOX Tayini
Gidalardan AMOX tayini igin geligtirilen SPR nanosensor sistemlerinin

dogrulugunun belirlenebilmesi gercek gida kaynaklarindan analizler
yapilmistir. SPR nanosensoérlerin gidalardan AMOX tayini igin dncelikle giflik
ve pastorize sitinden AMOX 6ziitii elde edilmistir. Orneklerin hazirlanmasi,
analitlerin bozunmaya kargi korunmasi i¢in az 1sik altinda ve buz Uzerinde

gerceklestirilmigstir.

Gidalardan AMOX igin market ve ciftlik st érneklerinden AMOX tayini igin
Ozut ve seyreltme islemleri su sekilde gerceklestiriimistir. St érnekleri (2 mL)
18 mL hidroklorik asit ilave edilerek sulu ¢ozeltisi (pH 5.0) hazirlanmis ve
4°C'de 10 dakika boyunca 8000 rpm'de santrifilj edilmistir. Ust yag tabakasi
alinarak 15 mg tripsin (Merck 24579) ve 15 mg clara-diastase (Fluka 27540)
ekleyerek 40°C'de 30 dakika hidroliz edilmistir. Cozelti soguduktan sonra 10
dakika boyunca 8000 rpm'de santrifuj edilmistir. SUpernatatin 5 mL’si kati faz
ekstraksiyon (SPE, Solid Phase Extraction) kartuslardan gegirilmistir. Elde
edilen ¢ozeltiye 2 ng/mL AMOX standart ¢ozeltisinden ilave edilerek SPR
nanosensorlere verilmis ve sensorgramlar alinarak gidalarda bulunan AMOX

miktarlari belirlenmigtir [201].
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Sekil 4.16’de gosterildigi Uzere sisteme ilk olarak dengeleme tamponu olarak
pH 7.0 fosfat tamponu verilmistir. Daha sonra gida orneklerinden elde edilen
gida oOzutleri sensor sistemlerine verilerek sensorgramlari alinmis ve kirilma
indisi degisiklikleri gdézlemlenmigtir. Son olarak sisteme desorpsiyon ¢ozeltisi
olarak 1.0 M NaCl c¢ozeltisi verilerek baglanan kalip molekul sensor
yuzeyinden sokulmustur. Sistemden gegirilen gida orneklerine  ait
sensorgramlar Sekil 4.16'de verilmistir. Sekildeki sensorgramlardan elde
edilen %AR degerleri y=1.2788x+0.3813 denkleminin yerine kondugunda her
gidaya ait AMOX miktarlari hesaplanmistir.
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Sekil 4.16. AMOX baskilanmis SPR nanosensorun ciftlik ve pastorize sutin

icindeki AMOX miktarinin belirlenmesi.

4.1.2.7. SPR Nanosensoérlerin Tekrar Kullanilabilirliginin incelenmesi

SPR temelli nanosensorlerin en dnemli avantaji raf dmurlerinin uzun ve tekrar
kullanilabilme gibi avantajlarinin yaninda tanima elemani olarak biyolojik
molekullerin  kullanilmasi durumunda tekrar kullanim sinirhdir.  CUnku
rejenerasyon igin kullanilan ¢ozeltiler biyolojik molekllin U¢ boyutlu yapisini
bozarak sensorun tanima kapasitesini degistirmekte ve sensor zamanla
kullanilamaz hale gelmektedir. Molekuler baskilanmig polimerler ile hazirlanan
sensorler ise polimerik yapinin  saglamhdr ve c¢evresel Kkosullara

kargidayanikhligi nedeniyle biyomolekuller ile hazirlanan sensérlere gore daha
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uzun sure tekrar kullanilabilme kapasitesine sahiptir. AMOX baskilanmis SPR
nanosensorun tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla AMOX c¢ozeltileri 5

kere SPR sistemine verilmis ve sonuglar sekil 4.17’de gosterilmistir.

Nanosensoér yuzeyinden 25 ng/mL derisimindeki AMOX c¢ozeltisi AMOX
baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerden 5 kez ard arda gegirilerek
tekrar kullanilabilirliligi incelenmistir. Sekil 4.17°de gosterildigi Uzere ilk olarak
sistemden pH 7.0 fosfat tamponu gegcirilmigtir. Daha sonra 25 ng/mL AMOX
cOzeltisi ve son olarak da desorpsiyon ¢ozeltisi olarak 1.0 M NaCl ¢ozeltisi
sisteme verilmigtir. Ayni iglem 5 kez tekrar ediimis ve elde edilen
sensorgramlardan  kirinim  indisi  Sekil  4.17'de  gosterilmigtir.  SPR

nanosensorlerin verimlilik degeri %97 olarak belirlenmistir.

AMOX baskilanmis SPR nanosensorler hazirlandiktan sonra farkli
zamanlardan da tekrar kullanilabilirlikleri test edilmistir (Sekil 4.18). 25 ng/mL
AMOX varliginda ilk gin ve 90. gun sonrasinda farkli zaman araliklarinda
tekrar kullanildiklarinda SPR nanosensoérlerin  verimliliginde %78 oldugu
gOzlemlenmistir. Bu sonuglar, tasarlanan SPR nanosensorlerin  tekrar
kullanilabilirliginin ~ ylksek  oldugunu ve endustriyel uygulamalarda

kullanilabilecegini gostermistir.

35 +

0 [T ( o

%AR

10 ~

5 A - —1— -—l -

0 = T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Zaman (saniye)

Sekil 4.17. AMOX baskilanmigs SPR nanosensorin ayni gun igindeki tekrar
kullanilabilirligin gosterildigi % kirllma-zaman grafigi.
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Sekil 4.18. AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensoérlerin farkli
gunlerde tekrar kullanilabilirliligi.

42. AMOX Baskilanmig ve Baskilanmamig Nanopartikil SPR

Nanosensorler

421. AMOX Baskilanmig [PHEMAGA-AMOX] ve Baskilanmamig
[PHEMAGA] Nanopartikiil SPR Nanosensorlerin Karakterizasyonlari

AMOX baskilanmis [PHEMAGA-AMOX] ve Baskilanmamigs [PHEMAGA]
nanopartikil SPR Nanosensorlerin yapisal analizleri i¢cin asagidaki yontemler

kullanilmistir.
4.2.1.1. Zeta Boyut Analizi

Sekil 4.19'da AMOX baskilanmis ve baskilanmamis partikullerin zeta boyut
analizi sonuglari verilmistir. AMOX baskilanmig partikullerin ortalama boyutu
69.83 nm ve polidispersitesi 0.123 olarak tespit edilmistir. AMOX
baskilanmamig partikuller icinse bu degerler sirasiyla 66.46 nm ve 0.200

olarak bulunmustur.

85



14 ............................................................. i ................
") IR SIS SRR % S—— Lo ommmnsened
R RN, S—— — Lo
Partikuil _ ' | ' :
Daglllml 8 ............... : ............... ::.:'.I....: ............... :
[ ERREREEEE R PP e e e A T LR ) .J:' ............. e e et ,
Qfrevrrmrr et Vi vaseieis I,' ..... a..':: ............ A e
2 ........................................ I -I......_.-..............: ................
0+ - — -
0.1 1 10 100 1000 10000
Partikil Bovutu (nm)
(a)
14- ................ :...............:...............: ............... :. ............... :
10:: ............... i ............... ?””””.;' ..... ',i ............... E ................ é
Partikiil 84-----cv-eeee- PP PR
Dagilimi ; : [ 1 : :
gim T i SO WO :
4. ................................ t........"l ...... J'-', ............. \................E
{}“ — H H Lottt \ H ity \._m
0.1 1 10 100 1000 10000
Partikul Boyutu (nm)
(b)

Sekil 4.19. AMOX baskilanmis (a) AMOX baskilanmamis (b) PHEMAGA

nanopartikullerin zeta boyut analizleri.

Polimerizasyon iglemleri sonucunda boyutlari birbirine yakin baskilanmis ve
baskilanmamig partikuller elde edilmigtir. AMOX baskilanmig nanopartikullerin

boyutlarindaki artis baskilanmanin basarili oldugunu géstermektedir.
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4.2.1.2. Elipsometre Analizi

AMOX baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA nanopartikullerin
sentezlenmesiyle hazirlanan SPR nanosensorlerin yuzey kalinliklarini élgmek
icin Nanofilm EP3-Nulling Elipsometre (Goéttingen, Almanya) kullaniimistir.
Olgimler SPR nanosensoér ylizeylerinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanarak
elde edilen degerlerin ortalamasi alinmigtir. Modifiye edilmemis SPR altin
yuzeyin ortalama kalinihgr 62.65 nm, AMOX baskilanmig SPR
nanosensorlerin  ortalama kalinhgr 73.25 nm ve baskilanmamis SPR
nanosensorlerin ortalama kalinhdr 67.30 nm olarak hesaplanmigtir (Sekil
4.20).
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(A)

(B) (C)

Sekil 4.20. Modifiye edilmemis (A), AMOX baskilanmis (B) ve baskilanmamis
PHEMAGA SPR nanosensorlerin (C) elipsometrik 6lgimde alinan 3 boyutlu

goruntuleri.
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4.2.1.3. Temas Agisi Olgiimleri ve Atomik Kuvvet Mikroskobu Analizi

Modifiye edilmemis, AMOX baskilanmig ve baskilanmamig PHEMAGA
nanosensorlerin ylzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg, Almanya)
temas agisi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Modifiye edilmemis SPR ¢ip
yluzeyinin temas acgi degeri (74.2°), AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR
nanosensor ¢ip yuzeyinin temas aci degeri (62.1°)’ye dusmustur (Cizelge 4.5).
AMOX baskilanmamig PHEMAGA SPR nanosensorun temas acgi degeri
(58.4°) olarak belirlenmistir. Ylzeyin temas agisinin dnemli miktarda azalmasi,
yuzeyin hidrofilik 6zelliginin arttigini gostermektedir. MAGA monomerinin
hidrofilik karakterde oldugundan dolayi, ylzeye tutturulmasindan sonra
yuzeyin hidrofilitesinin artmasina ve temas acisi degerinin azalmasina neden
olmaktadir. Sekil 4.21’de modifiye edilmemis altin yizeyin, AMOX baskilanmis
ve baskilanmamigs PHEMAGA SPR nanosensoérlere ait temas agi goruntaleri

verilmigtir.

Cizelge 4.5. Modifiye ediimemis, AMOX baskilanmis ve AMOX

baskilanmamis PHEMAGA nanopartikil SPR nanosensorlerin yluzey temas

acilari.
Yuzey
Temas AgisiI°®
Modifiye edilmemis altin ylzey 74.2 +1.07
AMOX baskilanmis nanosensor yuzeyi 62.1 £ 0.66
AMOX baskilanmamis nanosensor yuzeyi 58.4 +0.98
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(b) (c)

Sekil 4.21. Su ile temas agi Olguimleri, Modifiye edilmemis (a), AMOX
baskilanmis (b) ve baskilanmamis PHEMAGA nanopartiklil SPR nanosensor

(c) yuzeyleri.

Modifiye edilmemis, allil merkaptan ile modifiye edilmis ve AMOX baskilanmis
PHEMAGA nanopartikillerin sentezlenmesiyle hazirlanan SPR nanosensoér
yuzeylerin morfolojik karakterizasyonu AFM ile analiz edilmistir. AFM
olgumlerinden elde edilen puruzluluk degerleri modifiye edilmemis SPR altin
yuzey icin 4.64 nm, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR altin yuzey igin
5.16 nm ve AMOX baskilanmis PHEMAGA nanopartikil SPR nanosensor icin
purazlilik degeri 50 nm olarak bulunmustur. Modifiye ediimemis ve AMOX

baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorleri yuzeylerinin purtzluluk degerleri
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arasindaki farkliik AMOX molekullerinin SPR nanosensor yuzeylerine basarili
bir sekilde baskilandigini gostermektedir (Sekil 4.22).

50 nm

0nm

Sekil 4.22. AMOX baskilanmig PHEMAGA nanopartikil SPR nanosensoérlerin
alinan AFM 3B gorintileri (5 x 5 um?2).

4.2.2. Kinetik Analizler

Tez calismasinin ikinci kisminda AMOX baskilanmis ve baskilanmamis
PHEMAGA  nanopartikillerin  sentezlenmesiyle =~ SPR  nanosensorler
hazirlanmigtir.  SPR sinyali ile AMOX derisimi arasindaki iligkinin
degerlendirilebilmesi igin farkl derisimlerde AMOX ¢oézeltileri (0.1-200 ng/mL)
hazirlanmigtir. Farkli derisimlerdeki AMOX ¢dzeltileri SPR nanosensorler ile
etkilestiriimis ve SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler incelenmistir.
Sekil 4.23'de farkli miktarlarda AMOX igeren ¢ozeltilerin sensogram grafikleri
verilmigtir.  Sekil  4.23'de  farkli  derisimlerde AMOX  ¢dzeltilerinin
nanosensorlere uygulanmasi ile elde edilen kirllma yuzdesi karsilik zaman
grafikleri verilmistir. Sekil 4.23'de de goruldugu gibi sensor yuzeyine AMOX
uygulanmasiyla birlikte kirilma ylzdesi dederi artmaktadir. Derigsimdeki artigla

birlikte kirilma ylzdesi degerindeki artigin daha fazla oldugu gértlmektedir.
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Sekil 4.23. AMOX c¢ozeltisi ile PHEMAGA nanopartikdl ile hazirlanmigs SPR

nanosensOr arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar.
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Sekil 4.24. AMOX derisimi ile SPR nanosensor (%AR) arasindaki iligki (A) ve
0.1-100 ng/mL arahdinda AMOX derigimi ile SPR nanosensor kalibrasyon
grafigi (B).
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Sekil 4.24 A’da goéruldugu gibi %AR degerleri derisim arttikga artmaktadir. Bu
degerler yaklasik 100 ng/mL de dengeye ulasmis ve denge degeri SPR: 78.4
olarak belirlenmigtir. Sekil 4.24 B’de goruldugu gibi SPR nanosensorler igin
farkh AMOX derisim araliklarinda derisim-sinyal dogrusalligini tespit
etmektedir. 0.1-100 ng/mL  AMOX derisim araligindaki  veriler
degerlendirildiginde elde edilen derisim-AR grafiklerinden y=0.7879x+0.3036
denklemi elde edilmistir. Elde edilen bu grafikten dogrusallik katsayisi ise (R?)

0.999 olarak bulunmus ve %99 dogrulukta 6lgim yapabilmektedir.

AMOX baskilanmig PHEMAGA SPR nanosensorlerin kinetik verileri 3s/m
denklemi kullanilarak tayin sinin (LOD) ve tayin limiti (LOQ) degerleri
hesaplanmigtir. Bu esitlikte (s), (AR) ve (m) degiskenleri sirayla nanosensor
yuzeyinden denge c¢ozeltisi gegerken alinan sinyal degeri, 6lgumlere ait
standart sapma degeri ve kalibrasyon grafiginin egimini géstermektedir. Denge
¢ozelti igin R degeri 10 Olcimun ortalamasi alinarak, (AR) degeri ile birlikte
SPR nanosensorler i¢cin 0.00094 olarak belirlenmistir. Buna goére kalibrasyon
grafigine ait yukaridaki denklem kullanilarak tayin sinirn (LOD) SPR:0.0036
ng/mL olarak hesaplanmigtir. Tayin limitinin (LOQ) hesaplanmasi igin ise
10s/m esitliginden vyararlaniimis ve (LOQ) SPR:0.0119 ng/mL olarak

belirlenmistir.

4.2.2.1. Baglanma Kinetik Analizi ve Denge izoterm Modelleri

incefilm  bdliminde bahsedildigi gibi AMOX baskilanmis SPR
nansosensorlerin AMOX ile arasindaki etkilesimleri baglanma kinetik ve denge
izoterm parametrelerini belirlenmistir. SPR nanosensorlerin kinetik verileri
kullanarak yalanci-birinci derece kosullari altinda baglanma kinetik analizi ve
dort farkli denge izoterm modeli olan Scatchard, Langmuir, Freundlich ve
Langmuir Freundlich izoterm modeli incelenmistir. Baglanma kinetik analizi i¢in
cizilen dogrular Sekil 4.25'de ve bu dogrulara ait denklemlerden ARmaks, Ka, Kd,

Ka ve Kb degerleri hesaplanarak Cizelge 4.6’da verilmigtir.
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Sekil 4.25. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi, Denge analiz yaklasimi
(Scatchard) (A), Baglanma kinetik yaklasimi (B).

Cizelge 4.6. Kinetik hiz sabitleri (nanopartikdl).

Denge Analizi
(Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks: 553.63 ka, ng/mL.s: 0.0559
Ka, ng/mL: 0.0016 ka, 1/s : 0.0423
Kb, mL/ng: 625 Ka, ng/mL: 1.322
R?: 0.9134 Kb, mL/ng: 0.757
R?: 0.967
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Sekil 4.26. Adsorpsiyon modelleri: Langmuir (A), Freundlich (B), Langmuir-

Freundlich (C).
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Cizelge 4.7. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Nanopartikiil

Langmuir ARmaks, Ng/mL: 15.649
Kb, mL/ng: 0.0065
Ka, ng/mL: 15.401

R?: 0.999
Freundlich ARmaks, Ng/mL:1.705

1/n: 1.0801

R?: 0.956
Langmuir- ARmaks, ng/mL: 5.133
Freundlich 1/n: 1.0801

Kb, mL/ng: 3.691
Ka, ng/mL: 0.271
R2: 0.991

AMOX baskilanmis SPR nanosensorleri ile AMOX ¢dzeltisi arasindaki
etkilesim modellerini belirlemek icin Freundlich, Langmuir ve Langmuir-
Freundlich isoterm modelleri uygulanmigtir (Sekil 4.26). Cizelge 4.3'de
korelasyon katsayisi (R) degerleri incelendiginde SPR nanosensor sistemleri
ile AMOX arasindaki etkilesimi en iyi Langmuir izotermi modeline uydugu
gozlemlenmistir. Langmuir izoterminden hesaplanan en yuksek sinyal degeri
ARmaks 0.999 olarak elde edilmistir. Bu sonuglar, hazirlanan nanosensor
yuzeyindeki AMOX baglanma 6zelliklerinin homojen dagihmli, tek tabakali, eg
enerjili ve en dusik yanal etkilesimli oldugunu gdstermektedir. Her g izoterm

modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir.
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4.2.2.2. Yarnigmalh Kinetik Analizler ve Baskilama Segiciliginin
Belirlenmesi

Hazirlanan AMOX baskilanmis nanosensorin AMOX'e kargi segiciliginin
belirlenmesi i¢in yarismali adsorpsiyon c¢alismalari Ammoksisilin (AMOX),
Ampisillin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterol (KOL) biyomolekillerinin

kullaniimasiyla gergeklestiriimistir.
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Sekil 4.27. Amoksisilin (AMOX), Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolesterol (KOL) ¢ozeltileri ile AMOX baskilanmigs SPR nanosensor arasindaki

etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafikleri.

Sekil 4.27°de AMOX baskilanmig SPR nanosensoérin AMP, CEP ve KOL
molekllleriyle spesifik bir etkilesime girmedidi ve sinyal vermedigi
belirlenmistir. Bu durum AMOX baskilanmis SPR nanosensérin AMOX
molekiiliine segici oldugunu gdstermektedir. ikili ve Ucli karigimlar dikkate
alindiginda, AMOX karigimlarinin gosterdigi %AR kayma degerleri, tekli
cozeltilere gbre daha dusuk oldugu goézlenmigtir. Bu durum, molekdillerin
karisim halinde bir yarigmaci ajan olarak davrandigi ve %AR kayma degerinde

azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensérin baskilama segiciligini
gostermek icin  AMOX baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoérler
hazirlanmigtir. Amoksisilin (AMOX), Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
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kolesterol (KOL) biyomolekdllerinin kullaniimasiyla olusturulan karigsimlar SPR
sistemine verilmigtir. Bu c¢oOzeltiler fosfat tamponunda (pH 7.0) 10 ng/mL
AMOX derisimde hazirlanmisdir. Ampisilin  (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolesterolin (KOL) bulundugu ortamda daha az %AR degeri vermesinin
sebebi; bu molekdillerin yarismaci ajan olarak davranip AMOX’nin baglandigi

bdlgelere baglanmak istemesidir.
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Sekil 4.28. Amoksisilin (AMOX), Ampicillin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve
kolesterol (KOL) c¢ozeltileri ile AMOX baskilanmamis SPR nanosensoér

arasindaki etkilesimlere ait % kirilma-zaman grafiklerin ¢gakigtiriimasi.

Batdn kirilma noktasi degerleri, segicilik kat sayilar gizelge 4.4’de verilmigtir.
AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensérin baskilama segiciligini
gostermek igcin AMOX baskilanmamis SPR nanosensor hazirlanmistir (Sekil
4.28). Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterolin (KOL) bulundugu
ortamda daha az %AR degeri vermesinin sebebi; bu molekillerin yarismaci
ajan olarak davranip AMOX’nin baglandigi bolgelere baglanmak istemesidir.
AMOX baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensorler karsilastirildiginda
AMOX SPR sinyalinin 8.795'den 0.567°e dustigu gorulmustur (Cizelge 4.8).
Bagil segicilik degeri, k'’>1 ise baskilama isleminin etkin oldugunu
gOstermektedir [202].
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Cizelge 4.8. AMOX’e gére Ampicillin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve kolesterol
(KOL) i¢in segicilik ve bagil secicilik katsayilari.

MIP NIP

Biyomolekiil AR K AR k k'

AMOX 8.795 - 0.567 - -
CEP 3.745 2.348 4.357 0.130 18.06
AMP 2.100 4.188 3.052 0.186 22.52
KOL 0.993 8.857 1.768 0.321 27.59
AMOX-AMP 8.179 1.075 8.180 0.069 15.58
AMOX-CEP 8.322 1.057 8.316 0.068 15.54
AMOX-KOL 7.589 1.159 8.384 0.068 17.04
AMOX-KOL-CEP-AMP 8.035 1.095 8.135 0.070 15.64

4.2.3. AMOX Baskilanmigs SPR Nanosensor ile Gidalardan Amoksisilin
Tayini

Antibiyotikleri analiz emekteki en 6nemli nedenlerden biri gida guvenligidir.
Geri kazanim sonuglari, gida numunelerinin (sut) gelistirilen yontemle analiz
yapilarak degerlendirilmistir. Gidalardan AMOX tayini icin gelistirilen SPR
nanosensor sistemlerinin - dogrulugunun  belirlenebilmesi gergcek gida
kaynaklarindan analizler yapiimistir. SPR nanosensoérlerin gidalardan AMOX
tayini igin oncelikle ciflik ve pastorize sutunden AMOX 06zutu elde edilmistir
(Cizelge 4.9). Orneklerin hazirlanmasi, analitlerin bozunmaya karsi korunmasi

icin az i1s1k altinda ve buz Uzerinde gergeklestirilmistir.

Gidalardan AMOX icin market ve ciftlik stt érneklerinden AMOX tayini igin
O0zut ve seyreltme islemleri AMOX baskilanmis incefilm SPR nanosensoérler
bolimdnde anlatiimistir. Sekil 4.29°de gosterildigi Uzere sisteme ilk olarak
dengeleme tamponu olarak pH 7.0 fosfat tamponu verilmistir. Daha sonra gida
orneklerinden elde edilen gida ozutleri sensor sistemlerine verilerek
sensorgramlari alinmig ve kirilma indisi degisiklikleri gozlemlenmistir. Son
olarak sisteme desorpsiyon ¢oOzeltisi olarak 1.0 M NaCl c¢ozeltisi verilerek
baglanan kalip molekll sensoér yuzeyinden sokulmustur. Sistemden gegirilen

gida oOrneklerine ait sensorgramlar Sekil 4.29'de verilmistir. Sekildeki
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sensorgramlardan elde edilen %AR degerleri y=0.7879x+0.3036 denkleminin

yerine kondugunda her gidaya ait AMOX miktarlari hesaplanmistir.

Citflik stl
2,5 Pastorize sut
2
1,5
0
R
1
0,5
0 et
0 500 1000 1500 2000 2500

Zaman (saniye)

Sekil 4.29. AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorun ciftlik ve
pastorize sut icindeki AMOX miktarinin belirlenmesi.

Cizelge 4.9. AMOX baskilanmis SPR nanosensoérler ile belirlenen gida
orneklerinde bulunan AMOX analiz sonuglari (n=3).

Eklenen AMOX Bulunan AMOX
Gida Miktari Miktari (ng/mL) Geri kazanim
Ornekleri (ng/mL) (%)
incefilm | Nanopartikiil
Ciflik Suta 2.0 1.99 2.1 99.5 | 1055
Pastorize Sut 20 1.81 1.85 90.5 |[925
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Cizelge 4.10. Literatirde gida 6rneklerinde AMOX tayinine yonelik kullanilan

tekniklerin karsilastiriimasi.

Kullanilan teknik Kullanilan limit Ornek tard Kaynak
Sivi kromatografi-kutle spektroskopi : e
1 (LC-MS) 0.5 ug/kg Inek Satd [203]
, Y[]zi((-::[y zekngi.nlegtirilmi§ raman —_— Hayvansal oo
spektroskopi Mg gidalar [204]
Sivi kromatografi-kutle spektroskopi : .
3 (LC-MS) 50 pg/kg Inek eti [205]
Domuz
. 1.7 ng/g (bobrek)
_S|V| kromatogr__afl—elektroSPRey 3.5 nglg (Karaciger)
4 | iyonlastirma-kutle spektroskopi 1.5 na/ (E1) [206]
(LC/ESI-MS/MS) -2 Ngg )
1.7 ng/g (Yag)
Domuz
. 2.3 ng/g (bGbrek)
$|V| kromatogr__afl—elektroSPRey 12.0 ng/g (Karaciger)
5 | iyonlastirma-kutle spektroskopi 29 nal (EY) [207]
(LC/ESI-MS/MS) < N9’y )
3.1 ng/g (Yag)
Mikrobiyolojik engelleme e
© | (Eclipse 100 testi) 7 1alkg Koyun st | [208]
Betastar Combo 3.0 hizli tahlil e
7 teknig 4 pg/kg Koyun sitl [209]
Manyetik molekuler baskilanmis
8 | polimer ekstraksiyonu ile 1.6-2.8 ng/mL Sut ornegi [210]
birlestiriimis HPLC
Yuksek performansli sivi _
9 | kromatografi-florsans dedektor 1.1-2.4 ng/mL Inek shtd [211]
(HPLC)
10 | Nanosensor 0.022 ng/mL Yumurta [212]
Ters faz Yuksek performansli sivi
11 | kromatografi 1.2 pg/kg Yumurta [213]
(RP-HPLC)
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Literatirde gida orneklerinden AMOX tayinine ydnelik kullanilan teknikler
cizelge 4.10'de karsilagtirlmigtir. Literatir ¢alismalar kiyaslandiginda bu
c¢alismada elde edilen tayin alt limitlerinin diger calismalara gore daha yuksek
oldugunu gorulmektedir (AMOX baskilanmis incefilm SPR nanosensor igin
sirasiyla ciftlik ve pastorize sutu icin 1.99 ng/mL ve 1.81 ng/mL, AMOX
baskilanmis nanopartikil SPR nanosensor iginde sirasiyla 2.11 ng/mL ve 1.85
ng/mL’dir. Bu deg@erler bu galismada hazirlanan AMOX baskilanmis incefilm
ve nanopartikil SPR nanosensorlerin AMOX kas! segici ve hassas analiz

yapllabilecegini gostermektedir.

42.4. AMOX baskilanmig PHEMAGA SPR nanosensorin tekrar
kullanilabilirliginin incelenmesi

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerin tekrar
kullanilabilirliklerini incelemek amaciyla 50 ng/mL derisiminde AMOX c¢ozeltisi
5 kez ard arda SPR nanosensor sistemlerinden gecirilmistir. Sekil 4.30’da
AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) SPR nanosensor ylzeyinden sirasiyla
50 ng/mL derigsimindeki AMOX c¢ozeltisi ve desorpsiyon c¢ozeltisi (5 kez)
ardarda gegcirilerek kinetik analiz gergeklesmistir. Ayni islemin 5 kez tekrari ile
alinan sensorgramlar % kirilma indisi Sekil 4.30'da gosterilmistir. Elde edilen
sonu¢ yuzde olarak ifade edilerek 5 kez kullanimdan sonra da SPR

nanosensorlerin verimliligi %97 olarak belirlenmistir.

AMOX baskilanmis nanosensorler hazirlandiktan sonra farkli glnlerde de
tekrar kullanilabilirlikleri test edilmistir (Sekil 4.31). 50 ng/mL AMOX varliginda
ilk gin ve 90. giin sonrasinda da tekrar kullanildiklarinda SPR nanosensorlerin
verimliliginde %75 oldugu gozlemlenmigtir. Bu sonugclar, bize tasarlanan SPR

nanosensorlerin tekrar kullanilabilirliginin yuksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.30.
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Sekil 4.31. AMOX baskilanmig PHEMAGA SPR nanosensoérlerin farkli
gunlerde tekrar kullanilabilirliligi.
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5. SONUC VE YORUM

5.1. AMOX Baskilanmig (MIP) ve Baskilanmamig PHEMAGA (NIP)

Incefilm SPR Nanosensorlerin Hazirlanmasi

e N-metakriloil-(L)-glutamik asidin (MAGA) monomer FTIR calismalari ile

karakterize edilmistir. MAGA yapisindaki doymus C-H gerilmesi

polimerik yapinin spesifik bantlari 2969 cm™', 1680 cm''de karboksil-

karbonil  gerilmesi, 1111 cm™de  karbon-oksijen  gerilmesi

gozlemlenmistir.

e AMOX Dbaskilanmis PHEMAGA incefim SPR nanosensorler

sentezlenmis ve altin yuzeylerinin karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR

spektrofotometresi kullaniimistir. AMOX yapisindaki 1684 ve 1740 cm-
"de C=0O gerimesi, 1513 cm™de C=C gerilmesi, 1684.72 cm''de

aromatic halkasi (C-H) gerilmesi piki gorulmuastur. Ayrica amin (N-H)

gurubunun gerilme piki 3480.1 cm™' gorlinmektedir. AMOX baskilanma
nedeniyle karboksilik (O-H) gurubun pikide 2964.83 cm™' 1245 cm"'deki
C-C gerilmesi AMOX baskilanmis PHEMAGA incefime AMOX’in

basaril bir sekilde baskilandigini gostermektedir.
e AMOX  baskilanmig ve baskilanmamig PHEMAGA

nanosensorlerin ortalama yuzey kalinhdini elipsometre cihaziyla

Olciimustir.  Alll  merkaptan ile  modifiye edilmemis

nanosensorlerin ortalama kalinlik degeri 62.65 nm, AMOX baskilanmis

PHEMAGA SPR nanosensoérlerin ortalama kalinhk degeri 72.8 nm ve

baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorlerin ortalama kalinhk

degeri 67.4 nm olarak hesaplanmigtir. Elipsometri sonuglarina goére
hazirlanan AMOX baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis PHEMAGA
(NIP) nanosensorlerin uygun kalinlik degerine sahip oldugu ve optik

transduser prensibi ile ¢alisan SPR nanosensor sistemi ile buyuk bir

uyum gosterecegi goralmustar.

¢ Modifiye edilmemis, AMOX baskilanmig ve baskilanmamig PHEMAGA

nanosensorlerin  ylzey karakterizasyonu igin temas agisi cihazi

kullanilarak gercgeklestiriimistir. Modifiye edilmemis, AMOX baskilanmis

ve baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensoér yulzeylerinin temas
acilari sirasiyla 74.2 + 1.07, 621 + 213 ve 69.6 + 0.86 olarak
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Olclimustir. Yuzeyin temas agisindaki azalma, ylzeyin hidrofilik
ozelliginin arttigini gostermektedir. PHEMAGA hidrofilik 6zelleiklere
sahip olugundan dolayl, ylzeye baglandiktan sonra ylzeyin
hidrofilitesinin artmasina ve temas acgisi degerinin azalmasina neden
olur.

Modifiye edilmemis, allii merkaptan ile modifiye edilmis, AMOX
baskilanmis ve AMOX baskilanmamis SPR nanosensoérlerin ylzey
morfolojisi yari temas AFM cihazi ile karakterize edilmistir. Asidik pirana
cozeltisi ile temizlenmis SPR ¢ipin yuzeyin puruzlalik degeri 4.64 nm,
allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip, AMOX baskilanmis SPR
nanosensor yluzeylerin purtzlilik degeri 15.19 nm ve baskilanmamis
PHEMAGA nanosensoérlerin yuzey purtzltlik degeri 9.68 nm olarak
bulunmustur. Bu sonucglar;, AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR
nanosensorleri yuzeye basaril bir sekilde tutundugunu gostermektedir.
AMOX baskilanmig ve baskilanmamig SPR nanosensorler farkli mol
oranlarinda MAGA:AMOX (1:1; 4:1; 8:1; 16:1) hazirlanmasindan sonra
0.01 ng/mL derisiminde AMOX ile kinetik ¢calismalari gerceklestirilmigtir.
AMOX baskilanmis SPR nanosensorler icin baskilanmamis SPR
nanosensorlere goére daha ylksek %AR degerlerinin elde edilmesi
amoksisiline 6zgu baglanma bdlgelerinin olugtugunun bir gostergesidir.
AMOX baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorlerin yapisinda da
ayni miktarda fonksiyonel monomerin yer almasina karsin Kkalip
moleklle 6zgl baglanma bdlgeleri olusmadigindan elde edilen %AR
degerleri daha dusuktar. Farkli oranlarda MAGA:AMOX igeren
polimerizasyon karisimlari ile hazirlanan AMOX baskilanmis (MIP) ve
baskilanmamis (NIP) PHEMAGA nanosensorler ile elde edilen %AR ve
baskilama faktéri  (BF:%ARMIP/%ARNIP) 8:1 mol oraninda
(MAGA:AMOX) 15.74 olarak belirlenmig ve tum analizlerde bu oran
kullanilarak SPR nanosensorler hazirlanmistir.

Optimum pH degeri belirlemek i¢cin pH 4.0-8.0 araliginda olgumler
yapilmis ve maksimum AMOX baglanmasi pH 7.0 de gozlenmistir.
AMOX baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA incefim SPR
nanosensorler ile farkli AMOX derigimlerinde (0.25-150 ng/mL) kinetik
analizler yapilmistir.  Nanosensor yluzeyine AMOX  c¢oOzeltisi
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uygulanmasinda derismin artmasiyla birlikte % kirilma indisi degeri
artmaktadir. Derisimdeki artigla birlikte kirilma indisi degerinde artig
olmasi ¢oOzelti ile yuzey arasindaki suricu gug¢ olan derigsim farkinin
artmasi gosterilebilir. Elde edilen bu grafikten dogrusallik katsayisi ise
(R?) 0.999 olarak bulunmus ve %99 dogrulukta 6lgiim yapabilmektedir.
Hazirlanan AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) SPR nanosensorler
0.25-50 ng/mL AMOX derisim araligindaki veriler degerlendirildiginde
elde edilen derisim-AR grafiklerinden y=1.2788x+0.3813 denklemi elde
edilmistir. Elde edilen bu grafikten dogrusallik katsayisi ise (R?) 0.999
olarak bulunmus ve %99 dogrulukta 6lgim yapabilmektedir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerin kinetik verileri
kullanilarak tayin sinirt (LOD) ve tayin Ilimiti (LOQ) degerleri
hesaplanmistir. Tayin sinirinin (LOD) hesaplanmasi i¢in 3s/m denklemi
kullaniimistir. Koér ¢ozelti icin R degeri 10 dlgimun ortalamasi alinarak,
Olcimlere ait standart sapma degeri ile birlikte SPR nanosensoérler igin
0.00047 olarak belirlenmigtir. Buna gore kalibrasyon grafigine ait
y=1.2788x+0.3813 denklem kullanilarak tayin siniri (LOD) SPR:0.0011
ng/mL olarak hesaplanmigstir. Tayin limitinin (LOQ) hesaplanmasi igin
ise 10s/m esitliginden yararlaniimis ve tayin limiti SPR:0.0037 ng/mL
olarak belirlenmistir.

Elde edilen verilerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich
absorpsiyon modellerine uygunlugu incelenmistir. Korelasyon katsayi
(R) degerleri incelendiginde SPR nanosensor sistemleri ile AMOX
arasindaki etkilesimi en iyi Langmuir izotermi modeline uydugu
g6zlemlenmistir. Langmuir izoterminden hesaplanan en ylksek sinyal
degeri ARmaks, 0.999 olarak elde edilmigtir. Bu sonug, hazirlanan
nanosensor yuzeyindeki AMOX baglanma oOzellikleri tek tabakali, es
enerjili en dusuk yanal etkilesime sahip ve homojen dagilimli oldugunu
gOstermektedir.

Hazirlanan AMOX baskilanmis nanosensorin  AMOXe Kkarsi
seciciliginin  belirlenmesi igin yarismali adsorpsiyon ¢alismalari
Amoksisilin (AMOX), Ampisilin (AMP), Sefaleksin (CEP) ve Kolesterol
(KOL) c¢oOzeltilerinin  kullaniimasiyla gercgeklestiriimigtir.  Yarigmali
adsorpsiyon g¢alismalari icin AMOX-KOL, AMOX-AMP, AMOX-CEP ve
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AMOX-KOL-AMP-CEP karigsim ¢ozeltileriyle gerceklesmistir. En ylksek
kirnlma noktasi AMOX baskilanmig SPR nanosensor ile AMOX
¢ozeltisinden en ylksek sinyal cevabi gozlemlenmistir. AMOX
baskilanmis ve baskilanmamis SPR nanosensoérler karsilastirildiginda
SPR sinyalinin 14.08'den 0.94’a dustugu goérulmastir. Bagil secicilik
degeri, k’>1 ise baskilama igleminin etkin oldugunu gostermektedir.

e Hazirlanan AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) nanosensorin
etkinligi sut ornekleriyle belirlenmigtir. Ciftlik ve pastorize sut érneklerine
2 ng/mL AMOX c¢ozeltisi eklenmistir. Her bir derisim icin elde edilen
%AR degerleri ciftlik ve pastdrize sitl igin sirasiyla 1.99 ve 1.81 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen sonucglarin en 6nemli noktasi, sut
orneklerinden anitibiyotik tayinin c¢iftlik ve pastérize sutu igin geri
kazanim olarak sirasiyle %99.5 ve %90.5 olmasi SPR nanosensorlerin
hassasliginda bir kayip olmadigi gosterilmistir.

e AMOX baskilanmigs SPR nanosensorin tekrar kullanilabilirligini
incelemek amaciyla 25 ng/mL derisimindeki AMOX c¢ozeltisi AMOX
baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerden 5 kez ard arda
gecirilerek tekrar kullanilabilirliligi incelenmigtir. Ayni igslem 5 kez tekrar
ediimis ve SPR nanosensorlerin  verimlilik degeri %97 olarak
belirlenmistir. AMOX baskilanmis SPR nanosensodrler hazirlandiktan
sonra farkli zamanlardan da tekrar kullanilabilirlikleri test edilmistir. 25
ng/mL AMOX varhginda ilk gun ve 90. gun sonrasinda farkli zaman
araliklarinda  tekrar  kullanildiklarinda SPR nanosensorlerin
verimliliinde %78 oldugu gdézlemlenmistir. Bu sonugclar, tasarlanan
SPR nanosensorlerin tekrar kullanilabilirliginin  yliksek oldugunu ve

endustriyel uygulamalarda kullanilabilecegini gostermigtir.

5.2. AMOX Baskillanmig (MIP) ve Baskilanmamig PHEMAGA (NIP)

Nanopartikullerin Sentezlenmesiyle Hazirlanan SPR Nanosensorler
e Calismanin ikinci kisminda tayini icin AMOX baskilanmis PHEMAGA
(MIP) ve kontrol deneyleri icin AMOX baskilanmamis PHEMAGA (NIP)

nanopartikuller iki fazli miniemulsiyon sentezlendi.
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Sentezlenen AMOX baskilanmis (MIP) ve baskilanmamig PHEMAGA
(NIP) nanopartukullerin zeta-sizer ile boyut-dlgim analizi yapilmigtir.
AMOX baskilanmis partikillerin ortalama boyutu 69.83 nm ve
polidispersitesi 0.123 olarak bulunmustur. AMOX baskilanmamis
partikuller icinse bu degerler sirasiyla 66.46 nm ve 0.200 olarak
bulunmustur. AMOX baskilanmis nanopartikillerin boyutlarindaki artis
baskilanmanin basarili oldugunu gostermektedir.

AMOX baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis PHEMAGA (NIP) SPR
nanosensorler temas acisi, atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve
elipsometre olgumleriyle karakterize edilmistir. Su ile yapilan temas
acisi Olcimlerine bakildiginda goéruldagu gibi, modifiye edilmemis SPR
nanosensor yuzeyinin temas agi degeri (74.2°), AMOX baskilanmis
PHEMAGA SPR nanosensoOr ylUzeyinin temas ag¢l degeri (62.1°)ye
dismustir. AMOX baskilanmamis PHEMAGA SPR nanosensorin
temas aci degeri (58.4°) olarak belirlenmistir. Ylzeyin temas agisinin
onemli miktarda azalmasi, yuzeyin hidrofilik Ozelliginin arttigini
gostermektedir. MAGA monomerinin hidrofilik karakterde bir malzeme
oldugundan dolayi, yuzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi yuzey
hidrofilitesini arttirmis ve temas acisi degerini distrmustur.

Modifiye edilmemis, allii merkaptan ile modifiye edilmis ve AMOX
baskilanmis PHEMAGA nanopartikillerin sentezlenmesiyle hazirlanan
SPR nanosensor ylzeylerin morfolojik karakterizasyonu AFM ile analiz
edilmigtir, SPR altin ylzey icin 4.64 nm, allil merkaptan ile modifiye
edilmis SPR altin yuzey i¢in 5.16 nm ve AMOX baskilanmig PHEMAGA
nanopartikil SPR nanosensor igin purtzlilik degeri 50 nm olarak
bulunmustur. Modifiye edilmemis ve AMOX baskilanmis PHEMAGA
SPR nanosensorleri yuzeylerinin purtuzllluk degerleri arasindaki farklilik
AMOX molekillerinin SPR nanosensor yuzeylerine basarili bir sekilde
baskilandigini gdstermektedir.

Elipsometri sonucglarina goére modifiye edilmemis SPR altin ylzeyin
ortalama kalinligi 62.65 nm, AMOX baskilanmig SPR nanosensorlerin
ortalama kalinhigi 73.25 nm ve baskilanmamis SPR nanosensorlerin
ortalama kalinligi 67.30 nm olarak hesaplanmistir. Nanosensor
filmlerinin kalinhigi uygun kalinhik degerine sahip oldugu ve optik
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transduiser prensibi ile calisan SPR sistemi ile buylk bir uyum
gOsterecegdi gorulmasgtur.

AMOX baskilanmis ve baskilanmamis PHEMAGA nanopartikillerin
sentezlenmesiyle hazirlanan SPR nanosensorler farkh  AMOX
derigiminde c¢ozeltiler (0.1-200 ng/mL) hazirlanmigtir. 0.1-100 ng/mL
AMOX derigim araligindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen
derisim-AR grafiklerinden y=0.7879x+0.3036 denklemi elde edilmistir.
Elde edilen bu grafikten dogrusallik katsayisi ise (R?) 0.999 olarak
bulunmus ve %99 dogrulukta 6lgim yapabilmektedir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensoérlerin kinetik verileri
3s/m denklemi ile kullanilarak tayin siniri (LOD) ve tayin limiti (LOQ)
degerleri hesaplanmistir. Denge c¢ozelti icin R degeri 10 OlgUimun
ortalamasi alinarak, olcumlere ait standart sapma degeri ile birlikte SPR
nanosensorler i¢cin 0.00094 olarak belirlenmigstir. Buna gore kalibrasyon
grafigine ait y=0.7879x+0.3036 denklemi kullanilarak tayin siniri (LOD)
SPR:0.0036 ng/mL olarak hesaplanmistir. Tayin limitinin (LOQ)
hesaplanmasi igin ise 10s/m esitliginden yararlaniimig ve tayin limiti
SPR:0.0119 ng/mL olarak belirlenmistir.

AMOX baskilanmis SPR nanosensorleri ile AMOX ¢ozeltisi arasindaki
etkilesim modellerini belirlemek i¢in Freundlich, Langmuir ve Langmuir-
Freundlich isoterm modelleri uygulanmistir. Korelasyon katsayi (R)
degerleri incelendiginde SPR nanosensor sistemleri ile AMOX
arasindaki etkilesimi en iyi Langmuir izotermi modeline uydugu
g6zlemlenmistir. Langmuir izoterminden hesaplanan en ylksek sinyal
degeri ARmaks 0.999 olarak elde edilmigtir. Bu sonuglar, hazirlanan
nanosensor yuzeyindeki AMOX baglanma 6zelliklerinin homojen
dagilimli, tek tabakali, es enerijili ve en dusuk yanal etkilesimli oldugunu
gOstermektedir.

AMOX baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorun baskilama
segiciligini gostermek icin AMOX baskilanmamis SPR nanosensor
hazirlanmistir.  Ampisilin  (AMP), Sefaleksin (CEP) ve Kkolesterolin
(KOL) bulundugu ortamda daha az %AR dederi vermesinin sebebi; bu
molekullerin yarigmaci ajan olarak davranip AMOX'nin baglandigi
bolgelere baglanmak istemesidir. AMOX baskilanmis ve baskilanmamis
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SPR nanosensorler karsilastirildiginda AMOX SPR sinyalinin 8.795’den
0.567’e dustugu gorulmustur. Bagil secicilik degeri, k’>1 ise baskilama
isleminin etkin oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan AMOX baskilanmis PHEMAGA (MIP) nanosensorin
etkinligi sut 6rnekleriyle belirlenmigtir. Ciftlik ve pastorize sit érneklerine
2 ng/mL AMOX c¢ozeltisi eklenmistir. Her bir derigim icin elde edilen
%AR degerleri giftlik ve pastorize sutl igin sirasiyla 2.11 ve 1.85 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen sonuclarin en &énemli noktasi, sut
orneklerinden anitibiyotik tayinin c¢iftlik ve pastérize sutl igin geri
kazanim olarak sirasiyle %1055 ve %925 olmasi SPR
nanosensorlerin hassasliginda bir kayip olmadigi gosterilmistir.

AMOX baskilanmis SPR nanosensoérin tekrar kullanilabilirligini
incelemek amaciyla 50 ng/mL derigimindeki AMOX c¢ozeltisi AMOX
baskilanmis PHEMAGA SPR nanosensorlerden 5 kez ard arda
gegcirilerek tekrar kullanilabilirliligi incelenmistir. Ayni islem 5 kez tekrar
ediimis ve SPR nanosensorlerin  verimlilik degeri %97 olarak
belirlenmistir. AMOX baskilanmis SPR nanosensorler hazirlandiktan
sonra farkli zamanlardan da tekrar kullanilabilirlikleri test edilmigtir. 50
ng/mL AMOX varliginda ilk gin ve 90. gin sonrasinda farkli zaman
araliklarinda  tekrar  kullanildiklarinda SPR nanosensorlerin
verimliliinde %75 oldugu gozlemlenmigtir. Bu sonugclar, tasarlanan
SPR nanosensorlerin tekrar kullanilabilirliginin  yiksek oldugunu ve
endustriyel uygulamalarda kullanilabilecegini gostermistir.

Molekuler baskilama yontemiyle hazirlanan incefilm SPR nanosensorler
icin 0.25-150 ng/mL ve nanopartikil SPR nanosensorler iginde 0.1-300
ng/mL AMOX derigsim araliginda sut orneklerinden AMOX tayininde
basari  bir sekilde duguk tayin alt limitlerine inilebilecegi
gOsterilmektedir. Elde edilen analiz sonuglari ile molekuler baskilama
yontemiyle hazirlanan SPR nanosensoérler ile gidalardan AMOX
tayininin, segici, duyarl, herhangi bir isaretlemeye ihtiyag duymadan,
diger yontemlere gore, dusuk maliyet, hizli ve gergek zamanli analiz
yapabilecegi gosteriimekte ve hazirlanan SPR nanosensoérlerin

avantajlarinin literattre katki saglayacagi dusunulmektedir.
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