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Bu calismada, erkeklerde en sik goriilen ve ikinci siklikla 6liime neden
olan prostat kanserinin idrar numunelerinden tanist yolu ile erken teshisi
hedeflenmistir. Bu amagla sarkozin hafizali nanopartikiil sistemleri gelistirilmistir.
Gelistirilen molekiiler baskilanmis polimer (MIP) tabanli nanopartikiillerin
Fourier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi (FT-IR), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Zeta Potansiyeli
Boyut Analizi ile karakterizasyon iglemleri gerceklestirilmis ve nanopartikiillerin
boyutlar yaklasik 190 nm olarak bulunmustur. Sarkozin hafizali nanopartikiiller
Reflektometrik interferans Spektroskopi (RIfS) sensér yiizeylerine immobilize
edilmis ve hazirlanan nanosensdriin tayin sinir1 0.010 mM olarak hesaplanmuistir.
Ayrica, hazirlanan nanosensoriin sarkozine olan segiciligi, sarkozin yapisina ¢ok

benzeyen L-Alanin aminoasidi kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sarkozin, Biyosensor, Molekiiler Baskilanmig Polimer
(MIP), Reflektometrik Interferans Spektroskopisi (RIfS),

Prostat Kanseri.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

THE USE OF SARCOSINE NANOPARTICLES
FOR THE DIAGNOSIS OF PROSTATE CANCER

Okan USLU

Anadolu University
Graduate School of Science
Chemistry Program
Supervisor: Assoc.Prof. Sibel EMIR DILTEMIZ
2012, 66 pages

In this study, it has targeted the early detection of prostate cancer which is
the most common and second most common cause of death in men from urine
samples. For this purpose, sarcosine memory nanoparticle systems have been
developed. The molecular imprinted polymer (MIP)-based nanoparticles have
been characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),
Scanning Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM)
and Size Analysis Zeta Potantial and dimensions of nanoparticles has found to be
approximately 190 nm. Sarcosine imprinted nanoparticles have been immobilized
on Reflectometric Interference Spectroscopy (RIfS) sensor surfaces and the
detection limit has calculated as 0.010 mM. In addition, the selectivity of
sarcosine nanosensor has investigated using L-Alanine amino acid which has very

similar structure to the sarcosine structure.

Key Words:  Sarcosine, Biosensor, Molecularly Imprinted Polymers (MIP),
Reflectometric Interference Spectroscopy (RIfS), Prostate Cancer.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, viicudun herhangi bir hiicre veya hiicre toplulugunun kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmasi, biiyiimesi ve diger dokulara yayilarak islev gdrmesini
engelleyen bir hastaliktir. Kanserin erken ve dogru tespiti, viicut icinde
bulundugu cevredeki diger organlara yayilma olasilig1 ve hastaligin basarili bir
tedavi siireci i¢in ¢ok Onemlidir. Kanser metabolomikleri, kanser hiicreleri
tarafindan ya da kansere cevap olarak diger dokular tarafindan iiretilen diisiik
molekiil kiitleli biyomolekiillerdir. Kansere yamit olarak tretilen bu
metabolomiklerin tayini kanser tanisi i¢in en sik kullanilan yontemdir.

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen ve ikinci siklikta 6liime neden
olan bir hastaliktir. Prostat kanserine erken donemde tan1 konuldugu takdirde,
ameliyat yapilabilir ve hastalik tedavi edilebilir. Kansere bagli 6liimler arasinda
ikinci sirada yer alan prostat kanserini (PCa) diger iiro-onkolojik hastaliklardan
ayrran en Onemli Ozellik; 1980°1i yillarin ikinci yarisinda prostat spesifik
antijen’in (PSA) bir tiimor belirteci olarak tanimlanip kullanima girmesidir. PSA
ilk olarak 1970 yilinda insan prostat dokusu ekstrelerinde tespit edilmistir. 1979
yilinda ozellikleri tanimlanarak saflastirilmis ve nihayet 1980 yilinda serumda
saptanmistir. 1980’11 yillarin sonlarma dogru PSA yaygin bir sekilde klinik
kullanima girmis ve prostat kanseri i¢in en Onemli timor belirteci haline
gelmistir. Bu nedenle prostat kanseri biyokimyasal olarak taranabilir ve tanis1 cok
erken evrelerde konulabilir bir hastalik durumuna gelmistir. PSA organa 6zgii bir
antijen olsa da, kansere 6zgii degildir. Serum PSA diizeylerinin saghkh kisilerde
yas, 1tk ve prostat hacmine bagl olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Esik
deger 4.0 ng/ml olarak kabul edilen PSA’nin duyarliligi bu degerde % 72 - % 90
arasinda degismektedir. Fakat PSA’nin 6zgiinliigii yeterince yiiksek degildir.
Bunun sebebi prostat kanseri ile iliskisiz bazi faktorlerin serum PSA seviyesini
etkileyebiliyor olmasidir. Normal serum PSA degerinde {ist sinir genel olarak 4.0
ng/ml olarak kabul edilir. Ancak, prostat kanserli olgularin yaklasik % 20
kadarinda serum PSA diizeyi 4.0 ng/ml’den disiiktiir. Diger bir deyisle, PSA
degeri < 4.0 ng/ml olan her bes erkekten birisindeki kanser ig¢in tani

konulmamaktadir. Fakat diger taraftan, serum PSA degeri 4.0 - 10 ng/ml arasinda
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olan erkeklerden alinan biyopsilerde kanser tespit etme oraninin yaklasik sadece
% 25 olmasi da PSA’nin 06zgiinliigii konusunda akillarda soru isaretleri
birakmaktadir (Tosun 2007). PSA nin diisiik spesifikligi, kanser tanisi i¢in gerekli
tan1 araliginin yetersizligi, prostat biyopsisi i¢in énemsiz olmayan yanlis negatif
aralik gibi sorunlar1 igeren ¢ok sayida problem vardir (Trock 2011).

Glisinin sentezi ve indirgemesi sirasinda yan {iriin olarak meydana gelen
ve son zamanlarda dogal, ¢ok bulunan ve protein olmayan amino asit N-metil
glisin olarak bilinen sarkozin, yeni kabul edilen prostat kanseri markir1 olarak
arastirilmistir (Cernei ve ark. 2012). Sekil 1.1°de sarkozine ait molekiil formiili

yer almaktadir.

H
N

-~ OH
Sekil 1.1. Sarkozin molekiiliiniin yapisi1 (N-metil glisin)

Prostat kanseri Avrupa’da erkekler arasinda son 20 yildaki artan goriilme
sikligi ile en yaygin kanser tiirlerinden biridir (Bianchi ve ark. 2011). Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 2011 yilinda 240.000 erkek prostat kanserine
yakalanacagi ve 33000 den fazla insan ise bu hastalik yiiziinden hayatini
kaybedecegi belirtilmistir. Diinya ¢apinda prostat kanser vakalarinin sayisi 1
milyona ulagsmaktadir (Trock 2011). Tiim bunlarin yaninda hastalarin kiigiik bir
kism1 geng yastaki erkekleri etkileyen hizlica metastaz olan ve 6liime neden olan
prostat kanserinin agresif tiiriinden etkilenmektedir. Erken ve dogru teshis
ozellikle bu tiir hastalarda hayatidir.

Bu amacla yapilan caligmada, yiizeye baglanan molekiillerin
etkilesimlerini belirlemek amaciyla kullanilan, hizli ve kolay bir yontem olan
reflektometrik interferans spektroskopisi, miniemiilsiyon polimerizasyon yontemi
ile hazirlanan sarkozin baskilanmis nanopartikiiller kullanilarak bir nanosensor
hazirlanmigtir. Calismada kanserle miicadele eden insanlarin kan verme, gereksiz

biyopsi yaptirma gibi sikintili siireglerini azaltmak amaci ile nanopartikiiller ve
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MIP’lerin avantajlarini i¢inde barindiran, tekrar kullanilabilen, ucuz, hizli ve

sarkozine segici olan sensor sistemi gelistirilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Biitiin viicut dokularinda hiicreler kendilerini belirli bir kontrol
mekanizmasi icerisinde yenilerler. Boylece zedelenen doku tamir edilir, yenilenir.
Kontrol dis1 kalan ve gerekmedigi halde ¢ogalan hiicreler tiimdr adi verilen hiicre
topluluklarini olusturur. Bazi tiimérler biiyiimelerine karsilik koken aldiklar
dokuda smirli kalirlar ve komsu organlara ilerleyemezler. Bunlara benign (iyi
huylu) tiimérler denir. Bazilar1 ise sadece bliyiimekle kalmayip komsu organlara
uzanma ve onlar1 da tahrip etme potansiyeline sahiptir. Bu tiir timorler kan ve
lenf dolasimi ile koken aldiklar1 yerlerden uzaktaki organlara da sigrayabilirler.
Bu tiir tiimorlere malign (kotii huylu) tiimor ya da kanser denir. Kanser hiicreleri
koken aldiklar1 lokalizasyondan ayrilabilir, viicutta dolasarak yeni yerlestikleri
yerlerde de c¢ogalabilirler. Bu sekilde koken aldiklar1 organ disina sigramis ve
oralarda biiylimekte olan tiimdrlere metastaz yapmis tlimorler denir (Tuna 2005).

Son yillarda kanser tiim diinyada artis gosteren bir hastalik olmustur.
Ingiltere’de 2006 yilinda kanser nedeniyle 154162 6liim olmustur (Tothill 2009).
Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin verilerine gore
2008 yilinda diinya genelinde 12 milyon kisiye kanser teshisi konulurken, bu
rakamin 2030 yilinda 26 milyonu asacag tahmin edilmektedir. Oniimiizdeki
yillarda karsilasacagimiz bu artigin 6nemli bir boliimii ne yazik ki gelismekte olan
tilkelerde goriilecektir. Gelismekte olan iilkelerde sadece kanser sikligi degil ayni
zamanda kansere bagl olimler daha fazla artis gosterecektir. Hastalik yiikii ve
insan giici kayiplar1 ile beraber ortaya ¢ikacak ekonomik kayiplar da
diisiiniildiiglinde 6niimiizdeki yillar icerisinde gelismis tlilkeler ile gelismekte olan
iilkeler arasindaki farkin daha da belirginlesecegi tahmin edilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii’ne gore, kanserde goriilen bu artisin temel ii¢ sebebi; yash niifusta
meydana gelen artis, tiitiin kullanim1 ve obezite salginidir. 21. Yiizyil igerisinde
kanserle miicadelede iilkelerin bu faktorleri yerinde degerlendirip, akilc1 kanser
miicadele politikalar1 gelistirmesi gerekmektedir. Kanser sadece pahali ilag vb.

tedaviler ile kontrol altina alinabilecek bir hastalik degildir. Bu nedenle, iilkelerin
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finansal kaynaklarina uygun sekilde esas yatirimlarini kanseri énleme ve erken
teshise yonlendirmeleri gerekmektedir (Anonim 2012)

Glinlimiizde ¢evresel karsinojenlerin artisina ve tani yontemlerinin
gelisimine bagl olarak goriilme sikligi giderek artan kanser, diinyada genis
kitleleri etkileyen énemli ve ciddi bir saglik sorunudur. Ulkemizde kanser, &liim
nedenleri arasinda, kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan % 22’lik bir oranla
ikinci sirada yer almaktadir (Bugan 2009).

2005 yilinda yapilan istatistige gore iilkemizde goriilen ilk on kanser
tirleri Cizelge 2.1°de verilmistir. (Anonim 2012)

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de goriilen ilk 10 kanser tiirii (Anonim, 2012).

Tiirkiye Ilk 10 Kanser Tiirii (2005)
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Cizelge 2.2°de Tirkiye’de erkeklerde goriilen ilk 10 kanser tiirii
incelendiginde, diinyadaki benzerleri gibi prostat kanserinin de akciger
kanserinden sonra erkekleri etkileyen en 6nemli tiir oldugu goriilmektedir. Prostat
kanseri istatistiksel agidan tiim kanserlerin % 32’sini olusturur. Prostat kanseri bir

yaslilik hastalig1 olup 40 yas alt1 erkeklerde nadiren olusur. Goriilme sikligr 40
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yaglarindan 80’li yaslara gidene kadar giderek artar (Emil ve ark. 2004).

Amerika’da erkeklerde en sik goriilen kanser, prostat kanseridir (izmirli 2010).

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de erkeklerde goriilen ilk 10 kanser tiirii (Anonim 2012).

Erkeklerde Goriilen flk 10 Kanser Tiirii (2005)
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2.2. Prostat Bezi

Prostat bezi erkegin iireme sisteminin 6nemli bir pargasidir. Erkeklerde
iireme sistemine ait yardimci bezlerden biri olup, seminal sivinin olusumuna
katkida bulunur. Ust - alt ve &n - arka boyutlar1 yaklasik 4 cm ve 2,5 cm, genisligi
ise ortalama 3 cm olan prostat, mesanenin asagi kisminda yerlesmis olan ve erkek
iiretrasinin baslangi¢ kismini ¢evreleyen fibromuskiiler ve glandiiler bir organdir
(Horoz 2006). Sekli ters ¢evrilmis ve sikistirilmig koni olarak da tarif edilebilir
(Tanagho 1992). Eriskinde normal agirhigi 20 gram kadardir (Tanagho 1995).
Prostatin tam merkezinde iiretra denilen mesaneden idrar1 bosaltmaya yarayan
kanal bulunur. Erkeklerde yas arttikga prostat bezi biiyliyebilir ve g¢evrelemis
oldugu tiretrayl, yani idrar kesesinin ¢ikis yerini tikayabilir. Bu durum idrar
yapmada giicliik ile kendini gdsterir. Prostat kanseri de ayni sikayetlere neden
olabileceginden, bu belirtinin kansere ait olmadigi gdsterilmelidir. Prostat
bezinden salgilanan hafif asidik (pH 6.5) serdz sivida tanimlanmis olan baslica
salgi fdrlinleri; asit fosfataz, sitrat, c¢inko, ¢oziinlir fraksiyon proteinleri,
karbonhidratlar, elektrolitler, poliaminler, hormonlar, lipitler ve biiyiime

faktorleridir. Prostata 6zgili proteinler ise; prostat spesifik antijen (PSA), prostatik
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asit fosfataz (PAP) ve prostat baglayici proteindir. Prostat hiicrelerinden
salgilanan PSA adi verilen bir proteinin kandaki normal degeri 4’ten kiigiiktiir
(Tuna 2005).

Prostat bezi hiicrelerinde benign ve malign karakterde olmak iizere iki tip
biiylime sekli goriilmektedir. Bunlardan birincisi, ileri yaslardaki erkeklerde
rastlanan, benign prostat hiperplazisi (BPH)’dir ve genellikle bezin {iretray1
cevreleyen gecis zonunda meydana gelir. Prostat bezi hiicrelerinin asir1 ¢cogalma
gosterdigi BPH’de, ¢ogalan hiicreler, ilerlemis evrelerde dahi bez iginde lokalize
olarak kalir ve ¢evre dokulara yayilim gostermezler. Prostat icinde genisleyen
kitlenin, {iretra iizerine yaptig1r baski, idrar yapmada zorluk, sik idrar yapma
ihtiyact, mesanenin tam olarak bosaltilamamasi gibi belirtilere neden olmaktadir.
Prostat bezinde goriilen ikinci biiyiime tipi olan tiimoral biiyiime sonucunda ise,
prostat kanseri meydana gelmektedir. Prostat kanseri, hastalarda BPH ile benzer
sikayetler olusturmasina ragmen, % 75’lik bir oranla bezin periferal zonundan
gelismekte ve ileri evrelerinde viicudun diger bolgelerine yayilim
gosterebilmektedir (Scardino ve Kelman 2005; Altun 2009). Sekil 2.1°de prostatin

anatomik yapisi verilmistir.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

b
/ {,\ '\

Anterior fibromiiskiiler
I
l stroma

Ip obturater
keas

TUretra

Periferik zon P

Puborektal —
kas

‘ \ - iski}'orekttal

Rektum fossa

Sekil 2.1. Prostatin anatomik yapist (Ispir 2010).

2.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri igin prostat spesifik antijen (PSA) taramalar1 bu kanserden
dolay1 olan 6liim hizlarin1 azaltmistir. 4 ng mL™" den daha az olan PSA testlerinin
sonuglar1 genellikle normal olarak kabul edilir, aslinda prostat kanseri tespit
edilen kisiler arasinda PSA degerleri 4.0-9.9 ng mL* arasindadir. Ancak suan,
yiiksek ilerleyis riski bulunan tiimoérler igin belirleme hala ¢ok zordur. Bundan
dolay1, hastalar1 gruplandirmak i¢in uygun tarama testlerinin sunulmasi biyopsi
gibi invasiv prosediirler ya da agresif tedavi yaklasimlarimin kullanimini
azaltabilir. Net olarak, tibbi bir karar verilirken biyobelirte¢lerin kullanilmasindan
once belirtecin ne kadar dogrulukla siniflandirdigi ya da sonu¢ tahmininde ne
kadar dogru oldugu 6nemlidir. (Bianchi ve ark. 2011).

Prostat kanserinin tam olarak sebebi bilinmese de yas, irk ve genetik
faktorlerin biiyiik rol oynadig tespit edilmistir. Nedeni her ne olursa olsun, prostat
kanserinde bugiin icin kabul edilen en 6nemli risk faktorii yaslanmadir. Prostat
kanserine nadiren 40 yasin altinda tam1 konulmaktadir ve genellikle de 50

yasindan geng kisilerde sik olarak tespit edilememektedir. Prostat kanserini 40
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yasin altinda goriilme olasiligi 1/10.000, 40-59 yas arasinda 1/103 iken, bu oran
60-79 yaslar1 arasinda ise 1/8’dir (Ispir 2010).

Amerika Birlesik Devletler’ inde 2006 yilinda 235.000 in iizerinde kisiye
prostat kanser tanisi konulmus ve yaklasik 27.000 kisi bu hastalik nedeniyle
yasamini yitirmistir. Serumdaki PSA diizeyi ile erken teshis ve cerrahi miidahale
ile radyasyon terapisi 6liim oranini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Bununla birlikte
teshisi ile ilgili yeterince biyolojik belirtecin tanimlanmamis olmasi erken tani ve
tedaviyi zorlastirmaktadir. Ayrica PSA seviyesinin de bir¢cok olguda hatali pozitif
veya hatali negatif sonug verdigi bilinmektedir (Shen ve ark. 2000).

Son yillarda, gelisi giizel secilmis ve kontrolli denemeler yapan
Avrupa’da ERSPC (European Randomized Study of Screening for Prostate
Cancer), ABD’de PLCO (Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian) kanser tarama
deneme ¢alismalar1 agik sekilde PSA’ya dayali taramalarda asir1 tan1 ve tedavi
uygulamalarinin riskini gostermistir. Bu endiselerden temel alarak, prostat
hastalar1 i¢in erken, invaziv olmayan ve giivenilir tam1 yOntemlerinin
gelistirilmesinin 6nemi biiyiiktliir ve ozellikle son giinlerde ilerleyici hizli ve
metastaz egilimli tliimor ile yayilimci olmayan tiimoérlerin ayrimlarinin yapilmasi
ve kolay tan1 koyulabilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu sebepten yeni biyobelirteglerin
aranmasi daha da 6nem kazanmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda prostat
kanserinin metastazli ilerleyisinde olduk¢a yliksek oranda bulunan ve glisinin N-
metil esteri olan ayirimci metabolit olarak sarkozin se¢ilmistir (Jiang ve ark. 2010;

Bianchi ve ark. 2011; Cavaliere ve ark. 2011; Cernei ve ark. 2012).

2.4. Prostat Kanserinde Risk Faktorleri

Prostat kanseri gelismesinde etkili faktorler kesin bir sekilde
belirlenememekle beraber prostat kanserinin olusumunda etkili olan bazi risk
faktorleri tanimlanmistir. Bu faktorleri kalitim, yas, ik, diyet ve kimyasal

maddeler olarak siralamak miumkindir.
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2.4.1. Kahitim

Birinci derece akrabalarinda prostat kanseri bulunan kisilerde risk 2-3 kat
artar. Prostat kanser vakalarmin % 9’unda genetik yatkinlik saptanmustir (ispir

2010).

2.4.2. Yas

Prostat kanseri tanisi alan hastalarin yaklasik % 95’inde tanmi 45 ile 89

yaslar1 (ortalama 72 yag) arasinda konulmaktadir (Begun 1993).

2.4.3. Irk

Siyah wrkta beyaz irka gore daha fazla goriilme olasiligi vardir (Dalsuna

2007).

2.4.4. Diyet

Hayvansal yaglardan zengin diyetin kolesterol dengesini degistirerek
prostat kanserine yol ac¢tif1 diisliniilmektedir. Prostat kanserinin, yiiksek yag
icerikli diyetle beslenme aligkanligi olan toplumlarda daha sik, soya {riinlerinin
bol tiiketildigi uzak dogu iilkelerinde ise daha az goriildiigii gézlenmistir. Ayrica
vitamin E, selenyum, 6zellikle domateste bol miktarda bulunan bir antioksidan
madde olan likopen ve yesil ¢ay tiiketiminin prostat kanseri olasiligini azalttig

one siiriilmiistiir (Dalsuna 2007; Ispir 2010).

2.4.5. Kimyasal maddeler

Kimyasal maddelerden kadmiyumlu maddelerle g¢alisilirken kadmiyum
buharinin solunmasmin prostat kanserine yol agtig1 bildirilmistir. Prostat
kanserinin neden ortaya ¢iktigi kesin olarak bilinmemekle beraber, cinsiyet

hormonlar1 ile ilgilidir. Giiniimiizde elde edilen bilgiler dogrultusunda
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testosteronun prostat bezindeki hiicrelerde asir1 uyari yaparak kansere yol
acabilecegi sdylenmekte, ancak tek etkenin bu hormon olmadig: diistiniilmektedir

(Dalsuna 2007).

2.5. Prostat Kanserinin Olusumu

Prostat kanseri hiicreleri prostat bezi hiicrelerinden gelisir. Prostat
kanserinde ilk odak bez igerisinde kii¢iik bir nodiil seklindedir. Daha sonraki
asama da tiimor prostat bezini kaplar ve prostat bezi kapsiiliinii gecerek cevreye
yayilir. Seminal vezikiillere ilerler. Ayrica kan ya da lenf yoluyla viicudun diger
organlarina yayilir. Kan veya lenf yoluyla siklikla vertebralar, pelvik kemikler,

kafatasi ve diger kemiklere, karaciger ve akcigerlere yayilir (Ispir 2010).

2.6. Konuyla Tlgili Yapilmis Calismalar

Kanser metabolomikleri, kanser hiicreleri tarafindan ya da kansere cevap
olarak diger dokular tarafindan iiretilen diisitk molekiil kiitleli biyomolekiillerdir.
Hastalarda bu kanser metabolomiklerinin tespiti, hastali§in teshis ve tedavisi i¢in
etkili bir yol olarak kullanilmaktadir. Kanser metabolomikleri kanser hastalarinin
kan, idrar veya diger viicut sivilarinda tespit edilebilir molekiiler degisikliklerdir.
Biiytik molekiil kiitleli kanser biyobelirtegleri ise protein biyobelirtegleri, enzim
biyobelirtegleri, hormon biyobelirtecleri, kiiciik molekiil agirlikli biyobelirtecler
ve hiicre yiizey reseptor biyobelirtecleri olarak siniflandirilabilir. Biyobelirteglerin
tayini i¢in spektrofotometri, radyoimmiinoassay, liiminesan immiinoassay, enzim
immiinoassay ve sensOr teknolojisi en sik kullanilan yontemler arasindadir
(McShane ve ark. 2005; Kulasingam ve ark. 2008; Rusling ve ark. 2010;
Woulfkuhle ve ark. 2003; Ferrari ve ark. 2005 ve Giljohann ve ark. 2009).

Sensorler, biyolojik 0Ozellikteki maddelerin taninma ve tayininde
kullanilan, biyokimyasal sinyalleri dl¢iilebilir elektrik sinyallerine doniistiirebilen
analitik cihazlardir. Biyosensorler basit ve diisiik maliyetli hazirlanmalari, hizli
cevap verme siiresi, kisa slireli numune hazirlama 6n islemleri gibi pek cok

avantaja sahiptirler. Sensor teknolojisi ve mikroplatformlar alanindaki son
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gelismeler, analitlerin farkli ortamlardan tayinini kolaylastirmis ve bu amagla
kullanilan cihazlarin pratikligini arttirmistir. Bu nedenle, biyolojik belirteclerin
tayini i¢in biyosensor teknolojisi yaygin olarak kullanilmaktadir (Tothill ve ark.
2009; Teramura ve ark. 2006 ve Jang ve ark. 2009). Biyosensorler, biyokimyasal
bir sinyali dl¢iilebilir bir elektrik sinyalline doniistiiren transduser ve bu transduser
ile temas halinde bulunan biyolojik bir molekiiler tanima biriminden olusan
analitik cihazlardir (Peter ve ark. 2005; Sharma ve ark. 2003; Walton ve ark.
1993). Kullanimlarinin kolay olmasi, ucuz olmalari, hizli ve saglam yapilarinin
yant sira ¢oklu analit testlerine olanak saglamalari nedeni ile biyobelirteg
analizleri igin avantajli platformlar olustururlar (Peter ve ark. 2005; Uludag ve
ark. 2010).

Kojima ve ark. yapmis olduklar1 biyosensor teknolojisi temelli ¢aligmada
elektrokimyasal 6zellikte bir biyosensor kullanarak karaciger kanseri olusumu ile
serum igerisinde miktar1 artan o-fetaprotein (AFP) biyobelirtecini tespit
etmislerdir (Kojima ve ark. 2003). Yine Liang ve ark. serum igerisindeki CA15-3
biyobelirtecini tayin ederek meme kanserini elektrokimyasal ozellikte bir
biyosensor ile belirlemislerdir (Liang ve ark. 2004). Optik 6zellikteki SPR sensorii
kullanilarak yapilan yumurtalik kanserine ait hCG biyobelirtecinin tespiti (Chou
ve ark. 2004), piezoelektrik 6zellikte QCM sensorii kullanilarak yapilan prostat
kanserine ait PSA biyobelirtecini tespiti (Wee ve ark. 2005), elektrokimyasal
ozellikteki cam karbon elektrodu kullanilarak yapilan kolon kanserine ait CA19-9
biyobelirtecinin tespiti (Du ve ark. 2003) gibi pek ¢ok c¢alisma literatiirde yer
almaktadir. Idrarda sarkozin belirlenmesinde kullanilan pek ¢ok ydntem vardir
bunlar arasinda baslicalar1 ayirma teknikleri olarak LC ve GC gibi Kkiitle
spektroskopi yontemlerine dayanmaktadir. LC-MS/MS’e dayanan hizl bir teknik,
Jiang ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (Bianchi 2011).

Sreekumar ve arkadaslarinin ¢alismasinda, sarkozin idrarda belirlenebilen,
prostat kanserinin metastaz asamasinda oldukc¢a ylikselen ayirimci bir metabolit
olarak tanimlanmistir (Cernei 2012).

Jiang ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada prostat kanseri teshisinin daha
dogru olmasi i¢in metaztastik prostat kanser idrarlarinda bulunan altt metabolit;

sarkozin, prolin, Kinurenin, urasil, gliserol-3-fosfat ve kreatininin idrardaki
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konsantrasyonlariin 6l¢limii i¢in sivi kromatografi /tandem kiitle spektroskopisi
ile bir teknik gelistirilmistir (Jiang ve ark. 2010).

Cernei ve ark. idrar veya kan plazmasi gibi biyolojik orneklerde iyon
degisimli sivi kromatografisi, UV-VIS spektrometre ve son olarakta

elektrokimyasal bir metotla sarkozinin tayinini gerceklestirmiglerdir.

2.7. Molekiiler Baskili Polimerler

2.7.1. Molekiiler baskilama yontemi

Molekiiler etkilesim olduk¢a eski bir kavram olup ilk kez 1874’de
Ficher’in enzim-substrat etkilesimiyle ortaya koydugu anahtar-kilit modeliyle
birlikte modern teknikler ortaya ¢ikmistir. Fisher’in yaptigi tanima gore enzim
molekiiliiniin ylizeyinde substrat molekiiliiniin seklini tamamlayan uygun yapilar
bulunmaktadir. Bu sayede substrat enzimin aktif bolgeleriyle etkilesir. Molekiiler
etkilesimin biiylik ilgi goren uygulamalarindan birisi de molekiiler baskilama
yontemidir. Molekiiler baskilama, molekiiler kalip kullanarak sentetik polimerler
icerisinde secici baglanma bolgeleri yapmak ic¢in kullanilan bir yontemdir. (Ersoz
ve ark. 2005)

Molekiiler baskilt polimerlerin (MIPs) etkinligi, kendi yiikleme kapasitesi
ve seciciligi arttirilarak gelistirilebilir. Optimal bir konuk-fonsiyonel monomer
etkilesimi basarili baskilama {izerine belirleyici bir etkiye sahip oldugundan,
uygun monomer se¢imi basarili baskilama siirecinde kritik bir rol oynamaktadir
(Hiratania ve Alvarez-Lorenzo, 2004).

Molekiiler baskilama (bellekleme) yontemi farkli matrikslerden iyonlar,
organik molekiiller ve biyomolekiillerin seciciligi yiiksek olarak ayrilmasi i¢in
akilli polimer elde edilmesi ve bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini
yayginlagtiran yeni bir malzeme gelistirme yontemidir.

Molekiiler baskilama ydnteminin en 6nemli avantaji, sentez basamaginin
kolay ve ucuz olmasidir. Elde edilen molekiiler baskilanmis polimerler (MIP),
yiiksek secicilik ve mekanik dayaniklilik gosterdikleri i¢in MIP’ler yapay afinite

ortami olarak goriliirler. Isiya, basinca olan direngleri, asitler, bazlar, organik
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coziiciller gibi kimyasallarin varliginda kararliliklar1 nedeniyle de biyolojik
benzerlerine gore daha iistiindiirler. Bu karakteristik 6zelliklerinden dolayr MIP’in
yasam, farmasotik, kimya ve cevre bilimleri gibi alanlarda tanima ve ayirma
amacli olarak kullanilmasini saglamaktadir (Odabasi, Say ve Denizli 2007; Sener
2009).

Molekiiler baskilamada, hedef molekiil c¢evresi ile etkilesen bir kalip
olarak davranir. Molekiiler baskilama teknigi temel {i¢ basamaktan olusur (Sekil
2.1.):

I.basamak: 6n-komplekslesme

Fonksiyonel gruplar igeren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip
(hedef) molekiile kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle baglanarak
kompleks olusturur. Bu basamakta kalip etrafinda fonksiyonel monomerin
baglandig1 bir yap1 olusumu s6z konusudur. Bu etkilesimde hedef molekiiliin ti¢

boyutlu yapis1 ve kimyasal 6zellikleri nemli bir yer tutar.

II.basamak: polimerlesme

Monomer-kalip kompleksi uygun bir capraz baglayici kullanilmasi ile

fonksiyonel monomer iizerinden polimerlestirilir.

[II. Basamak: Kalip (hedef) molekiiliiniin uzaklastirilmasi

Polimerizasyondan sonra yapida hedef molekiile uygun bosluklar
olusturmak amaciyla kalip molekiil uzaklastirilir. Baglanma bolgeleri biiyiikliik,
sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi olarak kalip molekiiliine tamamlayici bir
bosluk olusturur. Boylece esas kalip molekiiliine segici tekrar baglanabilen
polimer iizerine bir molekiiler “bellek” baskilanir. Molekiiler baskilanmis
polimerler biyolojik reseptorlerin en 6nemli iki 6zelligine yani tanima yetenegi ve
spesifik hedef molekiilleri baglama yetenegine sahiptirler. Fakat molekiiler
baskilanmis polimerler biyolojik reseptorlerden Cizelge 2.3’de goriilen 6zellikleri

bakimindan farklidirlar.
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Cizelge 2.3. MIP’ler ve biyolojik reseptorler arasindaki farklar.

Molekiiler baskilanmis polimerler Biyolojik reseptorler

Daha kiigiik, esnek ve ¢ogu

Cok biiyiik, kat1 ve ¢oziinmezdirler. durumlarda coziiniirdiirler.

Biiyiikliiklerine bagl olarak MIP’ler binlerce Cok az veya sadece bir tane
veya milyonlarca baglanma bolgesine sahiptirler. baglanma bdlgesine sahiptirler.

Molekiiler baskilanmis polimerlerdeki baglama

bolgelerinin popiilasyonu heterojendir.

Ayrica baskilama i¢in kullanilan pek ¢ok polimerin karmasik yapisi,
heterojen gbzenek biyiikliigi dagilimi ve baglama bolgelerinin kati materyal
boyunca bulunmasi genellikle kiitle aktarimini1 yavaslatir. Her zaman problem
olmamasina karsin bu oOzellikler molekiiler baskilanmis polimerlerin genel
uygulamalarda dogal reseptorlerin yerini almalarini 6nler.

Molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek mekanik dayanikliliklar,
fiziksel dayanikliliklar1 sayesinde birka¢ yil boyunca performansinda degisim
olmaksizin saklanabilir. Bu ve benzer 6zelliklerinden dolayr MIP’ler yapay afinite
ortami olarak diisiiniilebilirler.

Molekiiler baskilamada, hedef molekiil cevresi ile etkilesen bir kalip
olarak davranir, ¢apraz bagli monomerler hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve
kalip benzeri bir tabaka olusturmak lizere birlikte polimerlesirler. Temel olarak
monomerler kovalent veya non-kovalent etkilesimler yoluyla yuva molekiil ile bir
kompleks olusturur (Diltemiz 2006; Sener 2009). Sekil 2.2’de Molekiiler

baskilama yonteminin sematik gdsterimi yer almaktadir.



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

= —
[~
: O
Kovalent modifikasyon
d
a
e L

Hedef molekil m

16

=

1w

Kovalent olmayan baglanma

Capraz baglayici ile
polimerizasyon

— —

Ligant degisimi

Kalip molekiiliin ¢ ) é)
uzaklagtiriimasi k Birlesme *
L A Ayrilma W
=

Sekil 2.2. Molekiiler baskilama yonteminin gematik gosterimi

Serbest radikal polimerizasyonu, ¢ok yonlii uygulamalar1 ve deneysel
kolayliginin yaninda ekonomik bir yontem oldugu i¢in MIP’lerin hazirlanmasinda
en ¢ok kullanilan tekniktir. Gliniimiizde endiistride en ¢ok bu teknik tercih edilir
(Komiyama ve ark. 2002). Polimerizasyon 2,2'-azobis(izobutironitril) (AIBN) gibi
bir radikal baslaticinin termal bozulmasiyla baglatilabilir. Sekil 2.3’de siklikla

kullanilan baglatic1 olan AIBN’nin termal bozunma reaksiyonu verilmistir.

CN CN CN

H,C—C—N—/N—1C—CH; ——» 2 H,C—C- + N,

CH,4 CH;4 CH;,4
Sekil 2.3. AIBN’in termal bozunma reaksiyonu

Serbest radikaller elde etmenin bir diger yolu da foto baslaticilar
kullanmaktir. Ozellikle yiiksek sicakliklarda kalip ve fonksiyonel monomerler
arasinda kararsiz non-kovalent baglanmalar olmasi durumunda kullanilirlar.
Fotokimyasal polimerizasyon baslaticilarinin ~ kullanildigi  polimerizasyon
islemlerinde, polimerizasyon UV 15181n1n yogunluguna, 151k kaynagindan uzakliga

ve radikal {irliniin i¢ine ulastig1 mesafeye baglidir.
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Serbest radikal polimerizasyonunda oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi
son derece onemlidir. Ciinkii oksijen serbest radikale peroksi radikal formunda
baglanir. Bunun sonucunda da ya bu peroksi radikal baglatic1 bir baska baglatici
molekiilii ile etkilesir ya da ortamda bulunan polimer, monomer ve diger
bilesenlerle reaksiyona girer (Sekil 2.4). Ortamdaki oksijeni uzaklastirmak ig¢in

azot veya argon gazi kullanilabilir.

CN CN
| o,
HCc—C» ———» HsC—C—0—0-"
CH, CH,
1
HzC=‘|3 RH
Y
CN X CN
| H,
H3C—T—O—O—C—CH H,c—C—0—0—H + R-
CHa Y CHs

Sekil 2.4. Radikal polimerizasyonunda oksijen ile baslatici radikal reaksiyonlar1

Bu zamana kadar yapilan pek ¢ok molekiiler baskilanmis polimer
caligmasi radikal polimerizasyonu ile hazirlanan organik polimerleri aciklamaya

yoneliktir.

Organik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler:

e Bazik (vinilpiridin)

e Asidik gruplar (metakrilik asit)

e Yiiklii gruplar ( 3-akrilamidopropiltrimetilamonyum kloriir)
e Hidrofobik (sitiren)

e Hidrojen bag1 gosteren (akrilamit) vb sayilabilir.
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Molekiiler baskilanmis polimer hazirlamak i¢in kullanilan yontemlerin baslicalart:

¢ Y18in polimerizasyonu

e Siispansiyon polimerizasyonu

e Kimyasal grafting

e Yumusak litografi

e Molekiillerin kendilerini yonlendirmesi yaklagimi

e Elektropolimerizasyondur.

2.7.2. Farkhh MIP hazirlama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemlerinin her ikiside avantaj
ve dezavantajlara sahiptir (Haupt ve ark. 2002). Giiniimiizde pek ¢ok arastirmaci
baskilanmis polimer hazirlamak i¢in kovalent olmayan yaklagimi kullanmaktadir
(Kriz ve ark. 1997; Zhong ve ark. 2001). Kovalent olmayan yaklagim
polimerizasyon oncesinde non-kovalent etkilesimlerle kalip molekiil etrafinda
fonksiyonel monomerlerin diizenlenmesine imkan tanidigindan basit ve
sorunsuzdur. Kalip molekiiliin kovalent modifikasyonuna gerek yoktur ve kalip-
monomer kompleksi olusturmak i¢in farkli baglanma etkilesimleri kullanilabilir.
Kovalent olmayan baglanma kinetigi kovalent baglanmayla kiyaslandiginda
enzim-substrat baglanmalarina benzer (Sellergren 1988). Baskilanmis polimerler,
kalip molekiiliin yapis1 ve reaktivitesi hakkinda spesifik bilgi gerektirmeksizin
hazirlanabilir. Bununla birlikte kovalent olmayan baskilamada kalip molekiil ve
fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler spesifik degildir. Kovalent
olmayan polimerlerde baglanma bdlgelerinin dagilimi heterojendir ve bu da
nonspesifik baglanmalara ve kalip molekiiliin zayif molekiiler taninmasina neden
olur (Katz ve Davis 1999; Dong ve ark. 2002). Eger hazirlanan polimer
kromatografi ¢aligmalarinda kullanilacaksa pik genislemesi meydana gelebilir
(Malik ve ark. 1994; Yoshizako ve ark. 1998).

Kovalent yaklagimda baskilama iglemi oncesinde kararli kalip-monomer
kompleksi olusturuldugu i¢in baglanma bdlgelerinin homojen dagilimi saglanir

(Ikegami ve ark. 2004). Bununla birlikte dezavantajlarinin ¢oklugu nedeniyle
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kovalent yaklagimin kullanimi daha sinirlidir. Kovalent yaklasimda polimer ag
orgiisti igindeki monomer-kalip molekiil arasindaki kovalent baglar1 kirip kalibin
polimerden uzaklastirilmasi islemi oldukg¢a zordur (Kriz ve ark. 1997; Sellergren
1988). Ayrica polimeri kullanarak kalip tanima basamaginda kalip ile polimer
arasinda kovalent bag olusumu genellikle yavag bir basamakta gergeklestigi icin
ve kromatografik ayirmalarda polimer sabit fazi ve analit arasinda hizli bir
etkilesim gergeklestiginden zayif kromatografik sonuglar elde edilir (Diltemiz,

2006). MIP hazirlama yonteminde kullanilan farkli kalip-monomer etkilesimleri

Sekil 2.5’de goriilmektedir.

Ivle 1 {H}
| ID Eq
(f) AR
D
&
& KALIP - (b)

Sekil 2.5. Molekiiler baskilanmis polimerlerde kalip-fonksiyonel monomer etkilesimleri: (a) n-nt
etkilesimi, (b) kovalent etkilesim, (c) metal-ligand etkilesimi, (d) hidrojen bag: ile
etkilesim, (e) hidrofobik ya da van der Waals etkilesimi, (f) iyonik etkilesim
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2.7.3. Molekiiler baskihi polimer hazirlamada kullanilan fonksiyonel

monomerler

Molekiiler baskili polimerlerde kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler
arasindaki geri-baglanma basamagi ¢ok Onemli oldugu i¢in fonksiyonel
monomerlerin se¢imi kritiktir. Fonksiyonel monomer i¢in anahtar eleman,
etkilesimin gergeklesmesi i¢in uygun baglanma bdlgelerinin sayisidir. MIPs’in
etkinligi kendi yiikleme kapasitesi ve segiciligi arttirilarak gelistirilebilir. Optimal
bir konuk-fonsiyonel monomer etkilesimi basarili baskilama iizerine belirleyici bir
etkiye sahip oldugundan, uygun monomer se¢imi basarili baskilama siirecinde
kritik bir rol oynamaktadir (Hiratania ve Alvarez-Lorenzo, 2004). MIP’lerin
sentezinde en ¢ok kullanilan fonksiyonel monomerlerin listesi Cizelge 2.4°de

verilmigtir.
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Cizelge 2.4. Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler

(Dmitrienko ve ark. 2004).

Fonksiyonel Monomer

Monomerin Yapisi

Akrilik asitler
(R=H, CH3, CF3, CH2COOH)

j io
R OH

Vinilbenzoik asitler

Akriloamidosulfonik asitler

Aminometakril amidler

N,N’-Dietil-4-vinilbenzamin

Vinilimidazoller
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Cizelge 2.4. (devam) Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel
monomerler (Dmitrienko ve ark. 2004).

Fonksiyonel Monomer Monomerin Yapisi
s AN
Vinilpiridinler |
=
N
N coon
N-(4-vinil)-benzil iminodiasetik asit N COOH

Kovalent olmayan molekiiler baskilamada hidrojen bagi olusturma
ozelligine sahip olmas1 nedeniyle metakrilik asit yapisinda da bulunan karboksilik
asit gruplar1 kullanilir (Lanza ve Sellergren 1999; Takeuchi ve ark. 1999). Sekil
2.6’de metakrilik asit yapis1 goriilmektedir.

HO\C_C CH,
7\
o) CH,

Sekil 2.6. Kovalent olmayan MIP hazirlamada kullanilan metakrilik asittMAA) yapisi

Metakrilik asit hidrojen bagi olustururken dondr ve akseptor olarak
davranabilmektedir ve bu 0zelligi geri-baglanma calismalarinda pek ¢ok analitin
tutulmasi icin avantaj saglamaktadir (Andersson ve ark. 1994; Sellergren 2000).
MAA temel fonksiyonel gruplarla giiglii etkilesimler yapabilmesine karsin, polar
coziiciilerde hidrojen bagi olusturma yetenegi ¢ok giiclii degildir. Bu nedenle
asetonitril gibi kloroformdan daha polar ¢éziiciilerde gergeklestirilen molekiiler
baskilamalarda fonksiyonel monomer olarak MAA yerine akrilamid monomerleri
tercih edilir. Akrilamid, MAA’dan daha az asidik olmasina karsin daha polardir
ve kalipla polar ortamda gii¢lii hidrojen bag1 olusturur.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

23

2.7.4. Molekiiler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

MIP hazirlarken bir diger onemli nokta capraz baglayicinin se¢imidir.
Capraz baglayici, kalibin polimerden uzaklastirilmasindan sonra kararli ve analiti
hafizasinda tutan polimer ag oOrgiisii olusturmak icin kullanilir (Idziak ve ark.
2001). Cizelge 1.2°de yaygin olarak kullanilan c¢apraz baglayicilarin listesi
verilmistir. Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen (DVB) en ¢ok
kullanilan ¢apraz baglayicilardir. Etkin bir baskilama i¢in, ¢apraz baglayicilarla
fonksiyonel monomerler uyum i¢inde olmalidir. Aksi takdirde fonksiyonel
monomerden veya ¢apraz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda baskin ¢ikar
ve kopolimerizasyon gerceklesmez. Cizelge 2.5°de molekiiler baskili polimer

hazirlarken kullanilan baslica capraz baglayicilar gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar.

Capraz Baglayici Capraz Baglayicinin Molekiil Yapisi

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) N
O
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Cizelge 2.5. (devam) Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baglica ¢apraz baglayicilar.

Capraz Baglayici

Capraz Baglayicinin Molekiil Yapisi

p-Divinilbenzen

Pentaeritrol tetrakrilat

O

N

Pentaeritrol triakrilat

\
“T

<
“Y

~
P
g

N,N’-1,4-fenilendiakrilamid

Sy
Oy

O

O
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Cizelge 2.5. (devam) Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar.

Capraz Baglayici

Capraz Baglayicinin Molekiil Yapist

N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol

N,N’-metilendiakrilamid

Trimetilolpropan trimetakrilat
(TRIM)
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MIP’lerde polimer ag-orgiisii i¢inde analite segici oyuk olusumu uygun
capraz baglayict ve capraz baglayict / fonksiyonel monomer derisim oranina
baghdir. Farkli c¢apraz baglayict / fonksiyonel monomer derisim oranlari
molekiiler baskili polimerlerdeki farkli sayida baglanma bdlgelerinin olusumuna

neden olur ve bu da segiciligi etkiler (Diltemiz 2006).

2.7.5. Molekiiler baskili polimer hazirlamada kullanilan baslaticilar

Radikal polimerizasyon, radikal baslaticilarin  1s1l  bozunmasiyla
baglatilabilir. Genellikle Cizelge 2.6’de yaygin olarak kullanilan baglaticilarin
listesi  verilmistir.  2,2’-azobis(izobutironitril) (AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Monomer ile kalip molekiil arasindaki
kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif oldugu durumlarda c¢ok yiiksek
sicakliklara ¢ikilamaz. Bu kosullarda, 1s1l bozunma yerine UV bozunma tercih

edilmektedir.

Cizelge 2.6. Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica baslaticilar.

Bagslaticilar Bagslaticilarin Molekiil Yapisi
2,2’-azobis(izobutironitril) N& N— ¢N
(AIBN)

4

Vi

2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril)
(ADVN) N

\
V4
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2.7.6. Molekiiler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢éziiciiler

Coziicii, polimerizasyonda baskilanacak molekiil, fonksiyonel monomer,
capraz baglayici, baslatic1 gibi tiim bilesenlerin tek fazda bulunmasini, gézenekli
polimerde ise gozeneklerin olugsmasini saglar. Genellikle MIP’ler ¢oziicii bazli
ortamlarda hazirlanir ve kullanilir. Bu nedenle MIP’lerin sentezinde dnemli bir
nokta da ¢oziicii se¢imidir. Coziicii polimerizasyon bilesenlerini ¢ézmesine, tiim
bilesenlerin tek fazda bulunmasina ilaveten gdézenek olusumunu ve sicaklik
dagilimimi saglar. Genellikle sentez i¢in polar olmayan organik ¢oziiciilerin
kullanildigi MIP’ler polar organik coziiciilerin kullanildigi MIP’lerden daha iyi
secicilige sahiptir (Yu ve Mosbach 1997).

Hazirlanan polimerin analite seciciligi i¢in olusan kavitenin analite tam
uygun boyutta olmasi yani ne ¢ok dar ne de ¢ok gevsek olmasi ¢oziicli segimine
baglidir. Ayrica MIP’ler farkli ¢oziiciilerde farkli sisme ozellikleri gosteririler.
Sisme fonksiyonel gruplarin ii¢ boyutlu yapisini degistirdigi i¢in ve bu MIP’in
seciciliginin degismesine yol actigindan analit tanima basamaginda daha zayif
baglanmalar olugmaktadir (Diltemiz 2006).

Polimerizasyon ¢6ziiciisii, monomerlerle baskilanacak molekiil arasindaki
hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler gibi polar etkilesimlerin olugsmasini
saglamak i¢in az polar ve aprotik olmalidir (Chapuis, F. ve ark. 2004). Normalde
toluen gibi protik olmayan ¢oziiciiler hidrojen bagini kararl kildigi igin tercih
edilir. Bununla birlikte, komplekslesmede hidrofobik kuvvetler kullaniliyor ise

¢Oziicii olarak su segilebilir (Bigcen 2009).

2.7.7. Molekiiler baskili polimerlerin 6zellikleri

MIP’ler, yiiksek mekanik dayanakliklari, 1s1iya ve basinca olan direngleri,
fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar, metal iyonlar ve organik ¢oziiciiler gibi
ekstrem sartlarin varliginda kararlhiliklar1 nedeniyle olduk¢a dayaniklidirlar.
Ayrica polimerlerin depolama dayanikliklari da cok yiiksektir. Dontistimlii
derecelerde onlarca yil muhafaza edilebilme performansi gosterir yani polimer
uzun siire Ozelligini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Cizelge

2.7°de polimerlerin 6zellikleri ve karakteristikleri verilmistir.
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Cizelge 2.7. Polimerlerin 6zellikleri ve karakteristikleri

Ozellikleri Karakteristikleri

Mekanik baskiya, yiiksek basinca ve
Fiziksel Dayaniklilig1 yiiksek 1s1ya dayanikl

Asitlere, bazlara, gesitli organik
Kimyasal Dayaniklilig1 c¢oziiciilere ve metal iyonlara direncli.

Performansi kaybetmeden ¢ok uzun
Depolama Dayanikliligt slire dayanabilir.

0.1-1 mg baskilanmis molekiil/g
Kapasitesi polimer

Geri Dontigimliiligi >99%

2.7.8. Molekiiler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlari

Molekiil baskilanmis polimerler asagidaki alanlarda kullanilmaktadirlar.

>
>

V V.V V V V VY

Molekiiler tanimlama calismalarinda,
MIP’lerin ayrilmasi ve izolasyonunda,
* Kiral ayirmalar
* Substrat-secici ayirmalar
Polimerin antibadi ve reseptor taklidi olarak bagisiklik sistemi
analizlerinde,
* Ligand bagl analizlerde rakip olarak
e Tan1 kullanimlarinda
Polimerlerin katalitikte enzim taklidi olarak,
Biyosensor olarak,
Kat1 faz ekstraksiyonunda,
S1vi kromatografisinde,
Kapiler elektroforezde,
Kapiler elektorkromatografide,

Kimyasal sensorlerde (Bigen 2009).
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2.8. Nanoteknoloji

Giliniimiizde bir¢ok sektorde devrim niteliginde bir potansiyele sahip olan
ve heyecan verici bir hizla gelisen nanoteknoloji bilim ve teknolojideki yeni
hedeflerin en Onemlilerinden biridir. Genel bir ifadeyle, ¢esitli araglarin,
malzemelerin ve yapilarin molekiiler diizeyde islenmesi, diizenlenmesi ve
yaratilmasi olarak tanimlanmaktadir. Nano birimi ile aslinda 100 - 0.1 nanometre
(nm) (10x10° metre ile 10x10™° metre) arasindaki herhangi bir biyiikliik ifade
edilmektedir. 100 nm ve daha kii¢iik olan yapilarin olusturulmasi ve bu sekilde
ozellikleri 6nemli derecede degisebilen cesitli materyallerin sentezlenmesi ile

degisik uygulamalar i¢in daha iistiin 6zelliklere sahip malzemeler yapilabilir.

2.8.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, biiyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, dogal ya da
sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan partikiiler sistemlerdir. Geleneksel
baskilanmis MIP’lere kiiclik partikiillerin elde edilmesi i¢in Ogilitme iglemi
uygulanmalidir. Son zamanlarda yiiksek verimi, boyutunun ve boyut dagiliminin
kolay kontrol edilebilmesi nedeniyle MIP nanopartikiillerin hazirlanmasi,
arastirmacilarin ilgi odagi olmustur (Kempe ve Kempe, 2006; Ciardelli ve ark.,
2006). Li ve arkadaslar1 MIP nanopartikiillerin sentezinde kullanilabilecek bir
cesit blok kopolimer tasarlamiglardir. Fonksiyonel gruplara sahip bloklardan biri,
kalip molekiil ile hidrojen bag: etkilesimini ve eszamanla mikromisel olusumunu
saglarken, polimerlesebilen gruplar1 igeren diger blok, diizglin nanopartikiillerin
olusumunda ¢apraz baglama ajanin gorevini iistlenmektedir.

Sonuglar, nanopartikiillerin boyut ve bi¢iminin baskilama verimi i¢in
olduk¢a onemli oldugunu gdstermektedir. Daha kiigiik boyutlu olmalarindan
dolayt MIP nanopartikiiller, daha yiiksek afinite, segcicilik ve baglanma
bolgelerine erisim kolayliklar saglamaktadir. MIP nanopartikiillerin (100 nm),
normal partikullerden (5 um) tam 2.5 kat daha fazla baglanma kapasitesine sahip
oldugu belirlenmistir (Li ve ark., 2006). Tan ve arkadaslart miniemulsiyon

polimerizasyonuyla yaklasik 40 nm boyutunda riboniikleaz A (RNase A), sigir
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serum albiimini (BSA) ve lizozim (Lys) yiizey baskilanmis nanopartikiiller
sentezlemisler ve bunlarin segicilik ve tekrar kullanilabilirliklerini incelemiglerdir.
Hazirlanan baskilanmis nanopartikiillerin hedef molekiillere kars1 yiiksek segicilik
gostermislerdir. Bu yiiksek seciciligin nedeni ise yiizey arttirict molekiiller ile
proteinler arasindaki etkilesim oldugunu belirtmislerdir (Tan ve ark., 2008).
Kimyasal ve biyolojik ajanlar tip, adli tip, tarim ve ¢evre bilimlerinde
onemli rol oynar. Hassas metotlar, protein ve niikleik asit gibi biyobelirteglerin
hastaligin erken asamalarinda tespitine olanak saglayarak daha iyi saglik ve daha
iyi bir tedavi i¢in umut verir. Teknoloji platformlar1 sensorler yiiksek secicilik,
hassasiyet ve kararlilik sagladigi icin yiiksek talep vardir. Nanopartikiillerin (NPs)
bircok farkli fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip olmalarindan dolayr yeni
kimyasal ve biyolojik algilama sistemleri yaratmak i¢in umut vermektedir (Agasti,
2010) Sekil 2.7°de nanopartikiil tabanli algilama igin hedef Ornekler ve

nanopartikiil tabanli algilama sistemlerinin sematik gosterimi verilmistir.

\
optoelektronik
sinyal

>

Sekil 2.7. a) Nanopartikiil tabanli algilama i¢in hedef 6rnekleri b) Nanopartikiil tabanli algilama
sisteminin sematik gosterimi
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2.9. Emiilsiyonlar

Emiilsiyonlar, basit bir tanimlama ile, birbiri ile karismayan en az iki
stvinin birbirleri icerisinde damlaciklar halinde dagildigi heterojen sistemlerdir.
Bu sistemler bir hidrofilik bir de lipofilik iki fazdan olusurlar. Basit veya klasik
emiilsiyonlarda en az iki faz bulunur. Bu iki faz, emiilsiyonun i¢ ve dis faz1 olarak
adlandirilmaktadir. D1 faz aym zamanda silirekli faz olarak da

adlandirilabilmektedir. Sekil 2.8’de emiilsiyonlarin klasik goriiniimii verilmistir.

Organik faz

Su fan

Sekil 2.8. Klasik emiilsiyonlarin sematik goriiniisii

Stabil bir emiilsiyon elde etmek i¢in boyut kiigiiltme isleminden sonra yeni
olusan sinir yiizeyler hemen stabilize edilmelidir (Ozcan 2011). Ayrica yeni sinir
ylizeyi yaratmak igin uygulanan boyut kiiciiltme isleminde sarf edilecek eneriji,
sinir ylizey gerilimin azaltilmasi ile diisiirilebilmektedir. Stabilizasyon, emiilgator
kullanimi ile smir yiizey geriliminin azaltilmasi sonucunda saglanabilmektedir.
Literatiirde miniemiilsiyon ¢alismalarinin ¢ogu, anyonik emiilgatér olan sodyum
dodesil siilfat (SDS) kullanilarak yapilmistir. Emiilgator ¢esidinin emiilsiyon
stabilizasyonu lizerine etkisinin yani sira ayni zamanda emiilgatér miktarinin da
emiilsiyon stabilizasyonu iizerine biiylik etkisi vardir. Emiilsiyon igerisindeki
emiilgator miktar arttikga damlacik boyutunda azalma olur. Ancak burada dikkat
edilmesi gereken nokta, gereginden az ya da fazla emiilgatér kullanilmasi
miniemiilsiyon polimerizasyonunu olumsuz yonde etkilemektedir. Eger emiilgator
miktar1 asir1 derecede artirilirsa emiilgator molekiilleri baglanacak serbest ara

yiizey bulamazlar. Bu fazla emiilgatérler bir araya gelerek misel yapilarim
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olustururlar. Bu olusum miniemiilsiyon polimerizasyonunda istenmeyen bir

durumdur.
2.9.1. Miniemiilsiyonlar ve ozellikleri

Miniemiilsiyonlar; yag, su, emiilgatdr ve bir hidrofobtan olusan giiclii bir
etkilesim sonucu 50-500 nanometre biiyiikliigiinde stabil ve homojen damlacik
tiretilmesini miimkiin kilan ideal sistemlerdir (Landfester, 2001). Bu boyutta
tiretilen damlaciklar partikiil biiylimesinin ve partikiil niikleasyonun kontrol
edilmesini saglamaktadir. Cekirdek-kabuk nanopartikiil iiretiminde ya da
inorganik nanopartikiilleri polimer igerisine ¢oktiirlilmesinde miniemiilsiyon
polimerizasyonu ¢ok elverigli bir tekniktir (Hecht ve ark., 2011). Cok diisiik
miktarda emiilgatdr kullanimi ile polimerizasyon Oncesi ve sonrasinda kararli
emiilsiyon iretilebilmektedir. Miniemiilsiyonlarin  stabilizasyonu  sadece
emiilgator kullanimi ile degil ayn1 zamanda etkin bir emiilgatdr/hidrofob (ya da
hidrofil) kullanimi ile saglanabilmektedir. Suda hi¢ ¢6ziinmeyen bu maddeler
emiilsiyonun diflizyonsal stabilitesini artirmak diger bir deyisle emiilsiyon
polimerizasyonunda  goriilen monomer difiizyonunu engellemek icin
miniemiilsiyonda kullanilirlar. Genellikle hegzadekan gibi uzun alkan zincirleri
veya setil alkol gibi uzun alkol zincirleri kullanilmaktadir (Ozcan, 2011). Sekil
2.9°de miniemiilsiyon polimerizasyonu yoluyla proteinin yiizeye baskilanmasi

gosterilmistir (Tan ve ark., 2008).

...—/r\'}‘!l
Kalp uzaklastrma
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Sekil 2.9. Miniemiilsiyon polimerizasyonu ile proteinin yiizeye baskilanmasi
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Hidrofoblarin zincir uzunlugunun artmasi ve siirekli fazda ¢ézlintirliigliniin
azalmasi miniemiilsiyonun stabilitesini artirmaktadir (Ugelstad ve ark., 1980;
Landfester, 2001). Kullanilan bu yardimci emiilgatorler siirekli faza difiize
olmadiklar1 igin dispers faz damlacigmmin ozmotik basincini artirarak Ostwald
damlacik biiyiimesini etkin bir sekilde engellemektedirler. Ornegin hegzadekan
kullanimi monomer fazimin serbest enerjisini azaltir ve bu da monomer

damlaciklar1 igerisinde monomer konsantrasyonunu artirmaktadir (Landfester,

2001).

2.10. Biyosensorler

Gegtigimiz yillarda, bir¢cok farkl tipte biyosensor, biyomedikal, ¢evresel
aragtirmalar ve bagka bir¢ok alanda kullanilmak {izere gelistirilmistir. Halen
giintimiizde biyosensorler, dzellikle saglik basta olmak tizere; ¢evresel analizlerde,
askeri sahada, gida, farmosotik ve kimya endiistrilerinde siklikla kullanilmaktadir.
(Asav, 2009).

Uluslararasi saf ve uygulamali kimya (IUPAC) tarafindan biyosensor igin
yapilan tanim soyledir ; “Biyosensorler izole edilmis enzimler, immunosistemler,
organlar, organeller veya tiim hiicrelerce meydana getirilen spesifik biyokimyasal
reaksiyonlart kullanarak kimyasal bilesikleri elektriksel, termal veya optik
sinyaller araciligiyla algilayan cihazlardir”. Bundan dolayi, neredeyse tiim
biyosensorler iki-bilesenli sistemden olusur: hedefle spesifik baglanma yapan
veya biyokimyasal reaksiyona giren bir biyolojik tanima kismi (ligand) ve bir
sinyal doniistiirme {nitesi (transduser). Sekil 2.10°de biyosensorlerin yapist

gosterilmistir (Asav, 2009).
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Sekil 2.10 Biyosensorlerin yapisi

[k biyosensér olarak gosterilen ve Dr. Leland C. Clark tarafindan 1960°l1
yillarda gelistirilen, glikoz konsantrasyonunu glikoz oksidaz enzimiyle 6lgmeye
yarayan, karbonhidrat metolizmas: ile ilgili hastaliklarda teshis ve tedavi
yoniinden 6nemli olan “enzim elektrodu” ile ortaya ¢ikmistir. Bugiin hala, en sik
kullanilan biyosensoérler glikoz analizi i¢in kullanilanlardir (Kilig, 2011).

Viriisleri, membranlar1 ve protein komplekslerini igeren bir¢cok biyolojik
sistemin nanometre boyutlarinda oldugu disiiniildiiglinde, nanomalzemelerin
biyomedikal ve biyoanalitik cihazlardaki kullaniminin ne denli 6nemli oldugu bir
kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 2.11°de biyosensorlerin genel sematik
gosterimi, tanima elementinin etiketsiz oldugu dogrudan tanima yapan ve analitin
etiketli bir molekiille indirek yoldan tayin yapildig1 biyosensorler gdsterilmistir
(Asav, 2009).
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Sekil 2.11 Biyosensorlerin genel sematik goésterimi (a) dogrudan deteksiyon yapan, tanima
elementi etiketsiz olan biyosensorler (b) analitin etiketli bir molekiille tayin edildigi

indirekt biyosensorler

2.11. Reflektometrik Interferans Spektroskopisi (RIfS)

Reflektometrik interferans spektroskopisinde (RIfS) diiz bir cam substrat
ylizeyine titanyum oksit (TiO2) ve silisyum oksit (SiO-) gibi yansitici tabakalarin,
kimyasal buharlastirma yontemi ile kaplanmasi ile hazirlanan sensor sistemleridir.
Bu optik tayin yonteminde, polarize olmayan beyaz 151tk cam substrat yiizeyine
belli bir agida gonderilir ve optik tabakanin kalinlifindaki degisim ile orantili
olarak yansitilir. Yansima miktar1 cam substrat yiizeyine baglanma miktar ile
degisir. Bu yontemle optik kalinliktaki 2 pm’den daha az bir artis dahi
belirlenebilmektedir (Mace, 2008; Alvarez, 2008).

Sekil 2.12°de reflektometrik interferans spektroskopisinde kullanilan cam
substrat ylizeyine gelen ve yansiyan isinlarin kirilma agilarinin nasil degistigini

gosteren temsili sema verilmistir.
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Sekil 2.12. RIfS’da kullanilan ¢ip ylizeyine gelen ve yansiyan isinlarin dogrultularinin nasil

degistigini gosteren temsili sema.

RIfS yonteminde kullanilan cam substratlara farkli fonksiyonel gruplarin
baglanmas1  ile  yiizeyler = fonksiyonlandirilabilmektedir. Bu  sekilde
biyouyumlulugu yiiksek, spesifik olmayan baglanmalarin ise minimum oldugu
biyosensor yiizeyeler elde edilebilir. Proteinler, peptitler, niikleik asitler ve DNA
oligoniikleotidleri, karbonhidratlar, lipidler ve kiiciik ilaclar, karboksil amino veya
tiol gruplart ile fonksiyonelize edilmis ve biyomolekiiller herhangi bir etiketle
veya ihtiyag duymadan pg diizeyinde tayin edilebilir (Yazar, 2010).

Ligand molekiil ile hedef molekiil arasindaki etkilesim sonucu olusan
baglanma, sensor yiizeyindeki ortamin bilesimini degistirir. Bu degisiklik RIfS’da
yansiyan 1sinin acisinda bir kaymaya neden olur. Iste RIfS’ da amag 15181n
acisindaki bu kayma miktarin1 tespit etmektir. Sekil 2.13’de reaksiyon
asamalarinin RIfS yiizeyindeki degisikleri ve bu degisikliklere bagli olarak

sensogramda olusturduklari cevaplar verilmistir.
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Sekil 2.13. Reaksiyon asamalarinin RIfS yiizeyindeki degisikleri ve sensogramdaki karsilig1.

RIfS yontemi, hizli ve basit bir yontemdir. Ayrica sicaklik degisimlerinden

etkilenmez. pg/mm?®den daha az baglanmalara dahi yiiksek hassasiyete sahiptir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Etilenglikoldimetakrilat (EDMA) Fluka AG (Buchs, Switzerland)
firmasindan alinmis ve hidrokinonin inhibit6rii ile vakum altinda distile edilerck
kullanilmadan 6nce 4°C’da saklanmistir. 2,2’-azobis(2-metilpropionitril) (AIBN),
hegzadekan, polietilen imin (PEl, MN~60,000), sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
L-Alanin Sigma—Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan su; yiiksek akish selilloz membranli Barnstead
(Dubugue, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18
megaohm/cm’dir. Tiim cam malzemeler kullanimdan once seyreltilmis nitrik
asitle yikanmistir. Tampon ve 6rnek c¢ozeltileri 0.2 pm membran’dan (Sartorius,
Gottingen, Germany) gegirilerek filtre edilmistir.

Diger ¢ozelti hazirlamada kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup

Sigma-Aldrich firmasindan elde edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

FTIR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer cihazi
ile alinmistir. pH Ol¢timleri InoLab WTW Series pH730 model pH metre ile
yapilmustir. Spin kaplayict Delta 10TT, Siiss-MicroTec, Garching kullanilmustir.
Taramali elektron mikroskopisi i¢in Oxford Instruments-7430 Field Emission Gun
Scanning Electron Microscope (FEG-SEM) cihazi kullanilmigtir. Polimerlerin
Zeta-size analizleri i¢in Zeta Sizer Nano Series (Nano- ZS) Malvern Instrument
kullanilmistir. Santrifuj islemleri Cenrifuge MPW-251 ile gerceklestirilmistir.
Homojenizasyon i¢in Bandelin UW 2070 homejenizator kullanilmistir. Ultrasonik

banyo i¢in Bandelin Sonorex kullanilmistir. AFM goriintiileri Ambious
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technology quesant instrument corporation ile alinmustir. Afinite Olgtimleri
(Analytik Jena, BIAffinity, Jena, Germany) markali reflektometrik interferans

spektrometresiyle gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. MIP nanopartikiillerin hazirlanmasi

MIP nanopartikiiller literatiirde yer alan Belmont ve ark. yapmig olduklari
miniemiilsiyon polimerizasyonu yontemiyle hazirlanmistir (Belmont ve ark.2007).
Oncelikle 0,5 mmol sarkozinin Iml’lik ¢ozeltisi hazirlanmis. 1,72 mmol
Metakrilik asit (MAA), 6.9 mmol Etilenglikoldimetakrilat (EDMA), 80 uL
hegzadekan ve 30 mg 2,2'-azobisizobiitironitril (AIBN) bu ¢ozeltinin iizerine
eklenerek organik faz hazirlanmistir. Daha sonra organik faz; 18ml su icerisinde
hazirlanmis 38,5 mg sodyum dodesil siilfat (SDS) igeren sulu faza eklenerek kalip
molekiiliin ¢éziinmesine yardimci olmak i¢in 1 dk ultrasonik banyoda tutulmustur.
Ardindan hazirlanmig polimer karigimi polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in 18
saat boyunca 65 ©°C’de su banyosunda bekletilmistir. Polimerlesme
gerceklestikten sonra sudan SDS’yi uzaklastirmak i¢in 3 kez 5 saat boyunca
diyaliz edilmistir. Kalip molekiilii uzaklastirmak i¢in ise 3 kez 2 saat siireyle
metanol:asetik asit (4:1) ile ¢ozeltisi ardindan da 3 defa saf metanol ile
yikanmistir. Partikiillerin boyutlar1 su icerisinde 30 pg/ml siispanse edilerek

Olgtilmiistiir.

3.2.2. MIP nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonu igin zeta-sizer, TEM, SEM ve FT-IR
analizler gerceklestirildi. Partikiillerin boyutlar1 30 pg/ml su igerisinde siispanse
edilerek Malvern Instruments Zeta Sizer ile dinamik 151k sacilmasi yoluyla
saptanmistir. TEM analizi i¢in, baskili nanopartikiil 6rnek karbon kapli bakir
tizerine birakilmis ve oda sicakliginda kurumasi saglanmistir. TEM goriintiileri

200 kv TEM mikroskobu (FEI, Tecnai G2 F30, Oregon, ABD) kullanilarak
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alimmistir. Sarkozin baskili ve baskilanmamis MIP nanopartikiillerin SEM
goriintiileri icin, taramali elektron mikroskobu (FESEM ZEISS ULTRA PLUS)
kullanilmistir. FTIR Slgiimleri i¢in, 2 mg sarkozin baskilanmis ve baskilanmamis
nanopartikiil 98 mg potasyum bromiirle karistirilmis ve daha sonra karigim ince
bir toz elde edilene kadar ogiitiilmiistiir. Toz bir pelet formu igine preslenerek

FTIR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer ile alinmistir.
3.2.3. Sarkozin baskili RIfS nanosensoriin hazirlanmasi

RIfS nanosensor literatiirde yer alan ve Belmont ve ark. yapmis olduklari
calisma temel alinarak hazirlanmistir. (Belmont ve ark. 2007). Reflektometrik
interferans spektroskopisi ile uyumlu transdiiser yiizey (1x1 cm? cam substrat
tizerine 10 nm TayOs ve 325 nm silika kapli)) Analytik Jena GmbH, Jena
firmasindan elde edilmistir. Sarkozin baskili nanopartikiillerin
immobilizasyonundan 6nce RIfS transdiiserler asidik pirana ¢ozeltisi ile (30%
hidrojen peroksit ve 95-97% siilfurik asit, 1:3, v/v) 2 dk. boyunca muamele
edilerek temizlenmistir. Ardindan su igerisinde hazirlanan 2 mg/ml polietilenimin
(PEI) ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Transdiiserler deiyonize su
icerisinde ili¢ kez yikanarak vakumlu firin igerisinde 200 mmHg, 40 °C’de
kurutulmustur. Nanopartikiillerle kaplamak i¢in hazir hale gelen transdiiser ylizey
dispers edilmis nanopartikiil ¢o6zeltisi (1 mg nanopartikiil/15ml su) ile spin
kaplayict (Delta 10TT, Siiss-MicroTec, Garching, Germany) kullanilarak 3 kez
Sul ¢ozelti ile 2500 rpm’ de 1 dk. boyunca kaplanmistir. Son olarak da, sarkozin
baskilanmis RIfS sensorler ii¢ kez deiyonize su ile yikanarak vakum altinda (200

mmHg, 40 °C’de) kurutulmustur.
3.2.4. Sarkozin baskili RIfS nanosensoriin karakterizasyonu
RIfS nanosensorlerin karakterizasyonu igin Atomik Gii¢ Mikroskobu

(AFM) kullanilmistir. Standart silikon konsollu (Quesant) bir kuvvet sabitiyle ~

40 Nm™ rezonans frekansi ~137 kHz ve egriligi < 10 nm olarak kullanilmistir.
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Topografisi ve faz goriintiileri es zamanl olarak 2 Hz tarama hizinda laboratuvar

kosullarinda elde edilmistir.

3.2.5. RIfS nanosensoriin performansinin goriintiillenmesi

RIfS nanosensoriin  hazirlanmas1t ve karakterizasyonunun ardindan
sarkozin baskili nanopartikiile immobilize sensorler RIfS sistemine takilmis ve
(Analytik Jena, BIAffinity, Jena, Germany) sulu sarkozin g¢ozeltileri sistemden
gecirerek gercek zamanli sarkozin tayini gergeklestirilmistir. Biitlin RIfS
Olcimleri oda sicakliginda, filtre edilmis, degaze yapilmis bir sekilde fosfat
tamponunda (10 mM, pH: 7.4 fosfat tamponu % 0.5 SDS igeren) akis hiz1 5 pL.
dk™® olacak sekilde siirekli sistemde gerceklestirilmistir. 200 pL hazirlanan
sarkozin ¢ozeltileri akis hizi 10 pL dk™ uygulanmis ve yansimadaki degisiklikler
anlik olarak izlenmistir.

Rejenerasyon isleminin gergeklestirilmesi iginde hazirlanan 0.1 mM Glisin
(100 uL) ve 10 mM HCI (50 pL) ¢ozeltileri kullanilmis ve bir sonraki 6l¢lim i¢in
sensoOr ¢ip hazir hale getirilmistir.

Prostat kanseri hastasindan ve saglikli insandan alinin idrar drnekleri ise
analiz yapilana kadar % 0.1 sodyum azit ve %1 EDTA eklenerek derin
dondurucuda (-22 °C’de ) saklanmistir. Analiz yapilmadan 6nce, 6rnekler oda
sicakliginda ¢oziinmiis 10 uL hacimde alinin numune fosfat tamponu (10 mM,

pH: 7.4) ile 200 uL’ye seyreltilerek analiz slirecine gegilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sarkozin baskilanmis nanopartikiillerin karakterizasyonu

Sarkozin baskili nanopartikiiller iki faz miniemiilsiyon polimerizasyonu
metoduyla hazirlanmistir. Teknigin prensibi polimerizasyon stabil yag fazindan

sulu faza yiirtitiilerek gergeklestirilir.

4.1.1. FTIR analizi

Sarkozin baskilanmig ve baskilanmamis miniemiilsiyon polimerlerinin
FTIR spektrumlari, FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum 100)
kullanilarak elde edilmistir. Kuru polimerler KBr ile karistirilarak tablet
hazirlanmig ve FTIR spektrumu ¢ekilmistir. Sekil 4.1°de sarkozin baskilanmamis

polimerin FTIR spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Sarkozin baskilanmamis polimerin FTIR spektrumu
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karakteristik  pikler

goriilmektedir. Bu karakteristik pikler; 3442 cm™’de karboksilik aside ait O-H
bandr; 2920 cm™ — 2960 cm™ araliginda C-H gerilmesine; 1728 cm™de karbonil

piki (C=0) goriilmektedir.

Sekil 4.2 ’de sarkozin baskilanmig MIP nanopartikiile ait FTIR spektrumu

yer almaktadir.
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Sekil 4.2. Sarkozin baskilanmis MIP nanopartikiile ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.2°de goriilen sarkozin ile olusturulmus molekiiler baskilanmig

polimere ait FT-IR spektrumundaki karakteristik pikler ise; 3360 ve 3410 cm™de

goriilen amin (N-H) pikine ait gerilme bandi; 1636 ve 1578 cm™de amine ait

egilme bandlari; 1407 cm™de ise alkana ait C-H gerilmesi piki ve 1728 cm™’de

karbonil piki goriilmektedir. NIP ve MIP FT-IR spektrumlar1 karsilastirildiginda

1407 cm™de goriilen C-H gerilmesine ait pikin MIP spektrumunda gériiliip, NIP
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spektrumunda goriilmedigi anlasilmistir. Bu pikin sarkozinde bulunan metil

grubuna ait C-H gerilmeleri oldugu diisiiniilmektedir.
4.1.2. Zeta-Sizer ol¢iimleri

Sarkozin baskilanan nanopartikiillerin boyut analizi i¢in, nanopartikiiller
30 pg/ml olacak sekilde deiyonize su igerisinde siispanse edilmis ve Zeta Sizer
Nano Series (Nano- ZS) Malvern Instrument cihazi ile Olgtimler
gergeklestirilmistir. Zeta boyut analizi, 151k sagilmasi teknigi ile Slglim yapan
nanopartikiillerin hidrodinamik boyutu (0.6nm-6.0pm araliginda), zeta potansiyeli
(maksimum iletkenlik 200 mS) ve molekiil agirliginin (lxlO3 — 2x10’ araliginda)
tayinine olanak saglayan bir sistemdir. Sekil 4.3 ’de 6l¢iim sonucu elde edilen

analiz sonucu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Nanopartikiillerin zeta-sizer analiz sonucu

Elde edilen nanopartikiillerin ortama boyutlar1 190 nm olarak

bulunmustur.

4.1.3. TEM analizleri

Hazirlanmis nanopartikiillerin ylizey morfolojisi TEM cihaz1 kullanilarak
incelenmistir. Goriintiilerinin alinmasi igin hazirlanan siispansiyon grid iizerine

damlatilarak TEM mikrograflar1 200 KV TEM mikroskobu ile (FEI, Tecnai G2
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F30, Oregon, ABD) c¢ekildi. Sekil 4.4’ de elde edilen goriintiiler verilmistir.
Sarkozin baskili nanopartikiiller kiiresel formda olup yaklasik boyutlarinin 150-
190 nm arasinda oldugu ve sonuglarin zeta-boyutlandiricidan elde edilen sonuglar

ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.4. Sarkozin baskili nanopartikiillerin TEM goriintiileri
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4.1.4. SEM analizleri

SEM  goriintiilemesiyle  molekiiler  baskilanmig  nanopartikiillerin
yapisindaki gozenek dagilimi, gozenek boyutlari hakkinda bilgiler elde
edilmektedir. SEM ile karakterize etmek i¢in ilk Once sarkozin baskili
nanopartikiiller kurutulmus ve ardindan altin ile kaplama yapilmistir. Sekil 4.5’de
kalip molekiil uzaklagtirllmadan 6nce nanopartikiillerin SEM goriintiisii yer
almaktadir. Kalip molekiilii uzaklastirmak igin 3 kez 2 saat siireyle metanol:asetik
asit (4:1) ile ¢ozeltisi ardindan da 3 defa saf metanol ile yikanmistir. Sekil 4.6’da
ise yikama sonrasit sarkozin uzaklagmis nanopartikiillerin SEM gOriintiisii

verilmigtir.

WD =10.1mm Mag=110.04 KX EHT= 5.00kV  Anadolu University ZE
Signal A = SE2 Faculty of Science  ULTRAPLUS

Sekil 4.5. Yikama dncesi nanopartikiillerin SEM goriintiisii
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WD =10.1mm Mag = 100.00 K X EHT = 5.00 kV Anadolu University ZEISS
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTR

Sekil 4.6. Yikama sonrasi sarkozin uzaklasmis nanopartikiillerin SEM goriintiisii

Goriintliler  incelendiginde  yikama  sonrasinda  nanopartikiillerin
gozenekliliginin yikama Oncesindeki partikiillere oranla arttigi goriilmektedir.
Buda kalip molekiil sarkozinin yapidan uzaklastirildigini ve nanopartikiillerin

sarkozine se¢ici hale geldigini gostermektedir.

4.2. Sarkozin baskili RIfS nanosensoriin karakterizasyonu

RIfS nanosensorlerin yiizey morfolojisinin belirlenmesi igin Atomik Giig
Mikroskobu (AFM) kullanilmistir. Sekil 4.7°den goriildiigli gibi sarkozin
baskilanmis nanopartikiiller es boyutlu olarak elde edilmis ve polietilenimin ile
modifiye edilen RIfS sensor yiizeyine homojen olarak kaplanmistir. Hazirlanan
RIfS nanosensorler sulu ¢ozeltilerden ve gergek drneklerden sarkozin tayini i¢in

kullanilmastir.
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Sekil 4.7 (a,b). Hazirlanan RIfS nanosensoriin AFM goriintiileri
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4.3. RIfS performans dl¢iimleri

Filtre edilmis ve degaze yapilarak ¢oziinmiis gazlar1 uzaklastirilmis fosfat
tamponu (10 mM, pH: 7.4 fosfat tamponu % 0.5 SDS iceren) kullanarak
gergeklestirilen RIfS oOlclimleri artan derisimlere karsilik yansiyan 1s18in
acisindaki degisimin Ol¢lilmesi prensibi ile elde edilmistir. Hazirlanan sarkozin
baskili nanopartikiile immobilize edilmis Sensdrler RIfS sistemine takilmis ve
oncelikle baseline verileri elde edilmistir. Ardindan hazirlanan sensoriin baglanma
ozelliklerini incelemek i¢in artan derisimlerde sarkozin c¢ozeltileri RIfS
sisteminden gecirilmistir. Bunun i¢in su igerisinde derisim degerleri 500 uM —
3000 uM olacak sekilde sarkozin c¢ozeltileri hazirlanmistir. Diizgiin baseline
verilerinin elde edilmesinin ardindan 0.5 mM’lik sarkozin ¢ozeltisi sisteme
verilmigtir. Baglanan sarkozinin uzaklastirilmast ve sensoriin rejenerasyonu igin
0.1 mM Glisin / 10 mM HCI ¢ozeltisi sistemden gegirilmis ve son olarak tampon
cozeltisi gecirilerek baseline elde edilmistir. Ayn1 islem sirasiyla diger derisimler
icinde tekrarlanmistir. Elde edilen sensogramlar sekil 4.8 (a - d) goriilmektedir.

Interferogramlardan da gériildiigii gibi sarkozin molekiiliiniin, baskili
nanopartikiillere baglanmasi ile sinyal artmis ve yaklasik 30 dk.’da dengeye
ulagmistir. Ayn1 zamanda artan sarkozin derisimi ile sinyal siddetinde de artis

meydana gelmistir.
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d. 3 mM sarkozin i¢in elde edilen sensogram

Sekil 4.8. a) 0.5 mM sarkozin igin elde edilen sensogram b) 1 mM sarkozin igin elde edilen
sensogram c) 1.5 mM sarkozin i¢in elde edilen sensogram d) 3 mM sarkozin igin elde

edilen sensogram.
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Sulu ortamda hazirlanan sarkozin ¢dzeltilerin analizlerinin ardindan her
seferinde rejenerasyon islemi yapilmistir. Ayrica cihaz igerisinde kirlilik kalmast
ihtimaline karisin reflektometrik interferans spektrometre cihazi gerekli temizleme
islemleri yapilarak gercek numunelerle analize hazir hale getirilmistir. Oncelikle
prostat kanseri hastasina ait idrar numunesi 10 pL hacimde alinarak pH 7.4 10
mM fosfat tamponuyla 200 pL’ye seyreltilmistir. Sistemde kalma ihtimali olan
safsizliklarin giderilmesi i¢in sensor ¢ip 10 dk. siire ile tampon gegirilerek
yikanmistir. Ayni islem saglikli insandan alinin idrar numunesi iginde
tekrarlanmig ve 10 pL hacimde alinin 6rnek 200 pL’ye fosfat tamponu
kullanilarak seyreltilmistir. Hazirlanan RIfS nanosensor ile gergek numunelerdeki
sarkozin tespit islemi gergeklestirilmis elde edilen sensogram Sekil 4.9°de
verilmistir. Sekil 4.10°da ise saglikli insan idrarinin analizi neticesinde elde edilen
sensogram goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi kanser hastasina ait idrar
Orneginin sensograminda artan bir sinyal elde edilmisken, saglikli kisiye ait idrar
orneginde herhangi bir baglanma gerceklesmemistir. Bu sonu¢ hazirlanan
sarkozin baskili nanopartikiile immobilize sensdrlerin prostat kanseri hastaliginin

erken tanis1 amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir.

Signal
[1U]

2455

1455

455

-545

500 1500 [sec]

Sekil 4.9. Kanserli hastadan alinin idrar numunesindeki sarkozin tespiti
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Sekil 4.10. Saglikli insandan alimin idrar numunesindeki sarkozin tespiti

Sekil 4.11’da Artan sarkozin derisimlerine karsi sinyal verilerinin

kullanilmasi ile elde edilen sensogram es zamanli olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Artan sarkozin derisimlerine karsi sinyal verileri

Sekil 4.12°de derisime karsi sinyal verilerinin grafige gecirilmesi ile

olusturulan kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Derigime kars1 sinyal verisi kalibrasyon grafigi

00025 Q.00

Elde edilen kalibrasyon grafiginin R? degeri 0.9965 olarak bulunurken

sarkozin baskili nanosensoriin tayin sinirt 0.06 pM olarak bulunmustur.

4.4, RIfS sensoriin seg¢icilik denemesi

RIfS sensoriin farkli derisimlerde sarkozin tayini deneylerinin ardindan. +4

°C’de saklanan RIfS ¢ip segicilik deneyleri i¢in kullanilmigtir. Bu amagla 3 mM

derisimde hazirlanan L-Alanin ¢6zeltisi kullanilmistir. Sekil 4.13’de L-Alaninin

molekiil yapis1 gosterilmistir.

Yiizeydeki baglanma olaylarim1 miikemmel bir sekilde analiz eden bu

yontemle sarkozine yiiksek oranda benzeyen L-Alanin molekiiliine segicilik

deneylerinde elde edilen sensogram Sekil 4.14’de goriilmektedir.

O

NH>

Sekil 4.13. L-Alaninin molekiil yapisi.
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Signal
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Sekil 4.14. L-Alanine kars1 RIfS sensoriin segicilik denemesi
Elde edilen sensogramdan goriildiigii gibi hazirlanan sensor yiizeyine L-

Alanin molekiilii baglanmamistir. Bu da hazirlanan RIfS nanosensoriin sarkozine

kars1 seciciligini gostermektedir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Prostat kanseri erkekler arasinda son yirmi yil igerisinde artan insidansi ile
en c¢ok goriilen kanser tiirli olmustur. Her ne kadar PSA testinin kullanilmaya
baslamasindan beri 6liim oranlarinda ciddi bir azalma yasansa da, PSA’nin bir¢ok
olguda hatal1 sonuglar verdigi bilinmektedir. Diger tiim kanser tiirleri gibi prostat
kanserinin erken teshisi hayat kurtarici olabilmektedir. Bu dogrultuda,
gerceklestirilen ¢alismada reflektometrik interferans spektroskopisi ile prostat
kanserinin erken teshisine yoOnelik nanosensor gelistirilmistir. Bu amagla
hazirlanan biyosensoriin sulu ¢ozeltilerinden ve gergcek Orneklerden sarkozin
molekiiliinii baglama miktar1 hesaplanmis ve sensoriin tayin sinir1 0.01 mM olarak
baglanma sabiti (Ka) ise 0.245x10* M™ olarak bulunmustur. Cizelge 5.1°de

hesaplanan gozlenebilirlik sinir1 ve tayin sinir1 verilmistir.

Cizelge 5.1: Hesaplanan gozlenebilirlik sinir1 ve tayin siniri.

Kor icin Standart Gozlenebilirlik Sinin Tayin Sinir1
Sapma (LOD) (LOQ)
0.001 0.003 mM 0.010 mM

3 mM sarkozin igin ka ve kd degerleri hesaplanmis ve Sekil 5.1°de, 3.10°
derisimde sarkozin ¢dzeltisinin sensogrami kullanilarak ka, kd ve KA degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 5.2°de verilmistir.
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— amMiz1 3,02 [C1]

Intensity [IU]

100 200 300 400 500 BOO 70O 800 900 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400 1500 1,600 1,700 1,800 1,900 2,000 2400 2200
Time [s]

Fitting-Parameter ITab\e} Residuen | Derivative | Logarithm | B M1

Name Yalue | Fit | A
c [M] 3.000E-03 |
ka[1/Ms] -2 449E+00 | W
kd [1/5] 9587e-03| M
kobs [145] 2B40E-03 | W

Smax [IU] 112445 v

Sekil 5.1. 3 mM sarkozin i¢in hesaplanan ka ve kd degerleri

Cizelge 5.2. 3 mM Sarkozin igin K, ve kyve Ka degerleri

3 mM Sarkozin i¢in k,ve kqve Ka degerleri
Ka -2.449x10" M's!

Kq 9.987x10°1/s

Ka 0.245x10" M

Literatiirde sulu ¢ozeltilerden ve gercek orneklerden sarkozin tayinine
yonelik olarak yapilmis calismalara baktigimizda Cernei ve ark.’nin (2012)
yapmis olduklart spektrometrik ve elektrokimyasal temelli c¢aligmada
tiirevlendirme yaparak sarkozin tayini gerceklestirmisler ve tayin siirii 0.10 uM
olarak bulmuslardir. Cavaliere ve ark.’min (2011) yapmis olduklar1 kat1 faz
mikroekstraksiyon — gaz kromatografisi — kiitle spektrometresi temelli bir baska
calismada da yine sarkozin tayini i¢in tiirevlendirme yapilmis ve gercek drneklerle
tayin smirin1 211 ng/mL (2.37 uM) olarak bulmuslardir. Jiang ve ark.’nin (2010)
yaptiklar sivi kromatografisi — kiitle spektrometresi temelli ¢aligmada ise prostat

kanseri tanisi i¢in kullanilabilen alt1 farkli metabolit i¢ standart kullanilarak analiz
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edilmis ve sarkozin i¢in tayin sinir1 0.004 uM olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi
literatiirde sarkozin tayini i¢in tlirevlendirilme yapilmadan mevcut bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle elde edilen sonuglar, ger¢ek orneklerden sarkozin
tayini i¢in ve ayni zamanda prostat kanserinin erken teshisi i¢in yliksek baglanma
sabiti ve diigik tayin smirina sahip bir biyosensoriin  gelistirildigini

gostermektedir.
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