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OZET

Doktora tezi

URIK ASIT TAYININE YONELIK MOLEKULER BASKILANMIS YUZEY
PLAZMON REZONANS BIYOSENSOR HAZIRLANMASI

Asl GOCENOGLU SARIKAYA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dal1

Danmisman: Dog. Dr. Bilgen OSMAN

Bu calismada, iirik asit (UA) tayini i¢in tanima araci olarak molekiiler baskilanmig
nanopartikiillerin kullanildig1 yiizey plazmon rezonans (SPR) sensor hazirlanmistir.
Sensor, SPR sensOriin altin ylizeyinin UA baskilanmis poli(hidroksietil metakrilat-
metakriloil-amido-sistein metil ester)-Fe** [poli HEMA-MAC)-Fe*'] nanopartikiiller ile
modifiye edilmesi ile hazirlandi. Fonksiyonel monomer (MAC) ve kalip molekiil (UA)
arasindaki 6n-organizasyon metal-gelat etkilesimi ile gerceklestirildi. Metal iyonu olarak
Fe*" iyonu kullanildi. Hazirlanan MAC-Fe**-UA kompleksi FTIR teknigi kullanilarak
karakterize edildi. PoliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiiller FTIR, elementel analiz, FE-
SEM, CTEM, EDS, zeta boyut dagilimi analizleri ile karakterize edildi. UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensdr nanopartikiil ¢dzeltisinin altn yiizeye damlatiimasi
ve ardindan kurutulmasi ile hazirlandi. Hazirlanan SPR sensor AFM, temas agis1 ve optik
profilometre analizleri ile karakterize edildi. SPR sensoriin iirik asit tayin kapasitesi farkli
derisimlerdeki tirik asit ¢ozeltilerinin (0,5-40 mg/L) SPR sensor ile etkilestirilmesi ile
belirlendi. Elde edilen sensor cevaplari ile baglanma, kinetik ve izoterm analizleri yapildi.
Ayrica hazirlanan sensoriin LOD (tespit limiti) 0,247 mg/L ve LOQ (tayin limiti) 0,825
mg/L olarak hesaplandi. SPR sensoriin se¢iciligi askorbik asit, teofilin ve tire kullanilarak
arastirildi. Ayn1 zamanda ikili, tiglii ve dortlii karisimlar hazirlanarak yarigmali kinetik
analizler yapildi. UA baskilanmis SPR sensor idrarda UA tayini i¢in kullanildi ve LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 0,498 mg/L ve 1,66 mg/L olarak belirlendi. Analiz sonuglar1
standart UA tayin yontemiyle karsilastirildi. Hazirlanan sensoriin idrardaki UA derigsimini
% 97,73 dogrulukta tayin edebildigi belirlendi. Poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensoriin
iirik asit tayininde tekrar kullanilabilirligi arastirild1.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler baskilama, yiizey plazmon rezonans, Tlrik asit,
biyosensor

2016, xii + 195 sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

DEVELOPMENT OF MOLECULAR IMPRINTED SURFACE PLASMON
RESONANCE BIOSENSOR FOR URIC ACID DETERMINATION

Asl GOCENOGLU SARIKAYA

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Ass. Prof. Dr. Bilgen OSMAN

In this study, SPR sensor was prepared that use molecular imprinted nanoparticles as
molecular recognition element for uric acid dedection. SPR sensor was prepared by
modification of the gold surface of SPR sensor with UA imprinted poly(hydroxyethyl
methacrylate-methacryloyl-amido-cysteine methyl ester)-Fe** [poly(HEMA-MAC)-
Fe’"] nanoparticles. Preorganization of functional monomer (MAC) and template (UA)
was provided by using metal-chelate interaction. Fe*" was the metal ion. MAC-Fe**-UA
complex was characterized with FTIR analysis. The characterization of poly(HEMA-
MAC)-Fe** nanoparticles were done by FTIR, elemental analysis, SEM, TEM, EDS, zeta
size analysis. The UA imprinted SPR sensor was obtained by dropping and drying a small
amount of nanoparticle solution to gold surface. Prepared SPR sensor was characterized
with AFM, contact angle and optic profilometer measurements. UA sensing ability of
imprinted SPR sensor was investigated by interacting UA solutions in different
concentrations (0.5-40 mg/L) with SPR sensor. The limit of detection (LOD) and limit
of quantation (LOQ) were calculated for prepared SPR sensor as 0.247 mg/L and 0.825
mg/L, respectively. In order to show the selectivity of the UA imprinted poly(HEMA-
MAC)-Fe** SPR sensor, ascorbic acid, theophylline and urea were used. In addition,
binary, triple and quartet mixtures of the molecules were prepared for competitive kinetic
analysis. UA-imprinted SPR sensor was used for UA determination in urine. LOD and
LOQ values were calculated as 0.498 mg/L and 1.66 mg/L, respectively. The results were
compared with standart method. The prepared sensor measured the UA concentration
97.73 % accuracy. The reusability of the poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensor was also
investigated.

Key words: Molecular imprinting, surface plasmon resonance, uric acid, biosensor
2016, xii + 195 pages
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1. GIRIS

Urik asit (2,6,8-trihidroksipiirin, UA) piirin metabolizmasmin son {iriiniidiir. Insan
viicudunda tiirik asit derisiminin yiiksek olmasi gut hastaligi, hiperiirisemi, Lesch-Nyan
hastaligi, obezite, diyabet, yiiksek kolesterol, yliksek kan basinci, bobrek hastaligi ve kalp
hastaliklar1 ile yakindan iligkilidir (Alderman ve Aiyer, 2004, Liberopoulos ve ark. 2002,
Raj ve Ohsaka 2003, Wootton ve Freeman 1982, Huang ve ark. 2004, Eswara Dutt ve
Mottola 1974, Johnson ve ark. 2003). Bu nedenle biyolojik sivilarda bulunan UA
derisiminin izlenmesi sozii edilen hastaliklarin erken donemde teshisi i¢in onemlidir.
Piirin metabolizmasmin degismesine ve UA derisiminin normal fizyolojik sinirlari
(idrarda 2.10° mol/L ve kanda 1,2-4,5.10* mol/L) asmasma neden olan farkli sebepler
s0z konusudur. Bu sebeplerin ¢ofu beslenme ve yasam seklinden kaynaklanir.
Hiperiirisemi hastalarindan genellikle yasam sekillerini degistirmeleri istenir. Bu
durumda hiperiirisemi hastalarmin diisiik maliyetli tayin metodlar: ile siirekli izlenmesi

ve tedavi recetelerinin diizenlenmesi gerekir.

UA piirin metabolik yolunda ksantin oksidaz enzimi ile piirinlerden iiretilir. Giinliik 350
mg civarinda UA endojen sentez ile, yaklasik 300 mg UA ise yiyeceklerden alinir.
Memelilerin ¢ogunda UA daha sonrasinda iirat oksidaz (iirikaz) enzimi ile allantoine
doniistiirtiliir. Allantoin serbest halde idrar ile viicuttan atilir. Giinliik atim1 yaklasik 4,76
mmol (800 mg) kadardir (Waring ve ark. 2000). UA varlig1 bir risk faktorii olup normal
diizeyinin altinda ya da tistiinde bulunmasi durumunda bir¢ok hastaligin belirtecidir.
Anormal derecede yliksek UA derisimi gut hastaligi, hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve bobrek hastaliklar1 ile iliskilendirilirken, diisiik UA derisimi ise multiple

skleroz, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1 ve sinir itihab1 ile baglantilidir.

Tarihsel olarak, iirik asit sozii edilen hastaliklarin asamalarinin belirlenmesini saglayan
biyolojik bir belirte¢ olarak bilinmektedir. Fakat son donemde yapilan caligmalar iirik
asidin bu hastaliklarin gelismesinde ve ilerlemesinde de rol aliyor olabilecegini
gostermektedir. Sonug olarak, {irik asit derisiminin biyolojik sivilardaki takibi hem
onemli oldugu bilinen hem de 6nemli olabilecegi diisiiniilen ve arastirilan bir¢ok hastalik

acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Hem hiperiirisemi hem de hipolirisemi i¢in serum
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UA derisimleri belirlenmistir. Hiperiirisemi hastas1 erkeklerde UA derisiminin bir
calismada 386 mM’dan (Klemp ve ark. 1997), diger bir ¢alismada ise 420 mM’dan
(Johnson ve ark. 2003) yiiksek oldugu bildirilmistir. Kadinlarda ise bu deger 360 mM dan
yiiksektir (Klemp ve ark. 1997, Johnson ve ark. 2003). Hipoiirisemi ise genellikle UA
derigiminin 120 mM’dan diisiik oldugu durumlar i¢in tanimlanmaktadir (Hisatome ve ark.
1996). Bu durumda, UA derigimi i¢in normal aralik cinsiyete gore az da olsa degigsmekle

birlikte 120-380 mM arasindadir.

Klinik laboratuarlarda, UA tayini i¢in kullanilan metod iirikaz enziminin oksijen
varliginda iirik asidi hidrojen peroksit, allantoin ve karbon diokside oksitledigi enzim

metodudur (Sanders ve ark. 1980).

Urik asit + Oz + H,O — Allantoin + H,O; + CO»

Alternatif bir metod, fosfotungstik asidin tungsten mavisini olusturacak sekilde iirik asit
ile indirgenmesine dayanir (Wootton ve Freeman 1982). Diger metodlar, UV absorbans
ya da kiitle spektrometresi dedeksiyon metodlarmin kullanildigr ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisidir (Lim ve ark. 1978). Sozii edilen metodlarm tiimii
coklu reaksiyon asamalarina ihtiyag duymaktadir. Serum hazirlama, ¢esitli 6rnek
hazirlama asamalar1 ve nihayetinde ya iirlinii tanimlamak i¢in spektroskopik metodlar
kullanmak (Galban ve ark. 2001, Geisinger ve ark. 1979) ya da olusan H,O, miktarini
belirlemek i¢in enzimatik reaksiyonlar kullanmak 6rnek olarak verilebilir (Gilmartin ve
Hart 1994). Bu metodlarda ayrica pihtilasmis kan pargaciklari beklenmedik sinyallere
neden olabileceginden kan 6rneginin denature seruma doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Kan denaturasyon agamasi zaman gerektirir ve hizli analiz yapilmasimni engeller. Ayrica
sOzili edilen tayin metodlar1 karmasik operasyon prosesleri, pahali cihazlar ve smirli
uygulama kosullar1 gerektirir. Bu nedenle, rutin UA tayininde kullanilabilecek hizli, basit

ve ucuz tekniklerin gelistirilmesi biiyiik bir ilgi uyandirmaktadir.
Elektrokimyasal sensorler kisa analiz siireleri, farkli fizyolojik 6rneklere uygulanabilir

basit deneysel prosediirler ve yliksek secicilige ve hassasiyete sahip ucuz cihazlar ile

uygulanabilmesinden dolay1 biiyiik ilgi géren bir arastirma alanidir (Wring ve Hart 1992).
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Urik asit sulu ¢ozeltide siklikla kullanilan elektrodlar iizerinde allantoin olusturmak iizere
kolayca okside oldugundan elektrokimyasal enzimatik olmayan tayin yaklasimi
gelistirilen bir ¢ok metodun temelini olusturmaktadir (Gilmartin ve ark. 1992, Khoo ve
Chen 2002). Urik asit ve askorbik asit (AA) kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda
bulunmaktadir. Urik asidin inert metal elektrodlardaki elektroksidasyonu yiiksek
potansiyeller uygulanmasini gerektirmektedr. Ayni1 zamanda, {irik asit ve askorbik asidin
siklikla kullanilan inert metal elektrodlar {izerindeki oksidasyon potansiyelleri birbirine
cok yakindir. Bu durum bu metodlarin segiciligini diisiirmektedir (Adams 1976,
Stamfordi ve Justice Jr. 1996). Askorbik asit varliginda iirik asidi tayin etmek igin

seciciligi yliksek yeni metodlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Urikaz (UOx) iirik asidi allantoine oksitleyen enzimdir. UOX, iirik aside olan segiciligi
nedeniyle tirik asit biyosensorlerinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. UOx enzimi
farkli yontemler ile modifiye edilmis elektrod yiizeylerine immobilize edilerek iirik asit
tayini i¢in biyosensorler hazirlanmistir. Polianilin (Arora ve ark. 2007, Kan ve ark. 2004),
polpirol nanoelektrotlar (Yang ve ark. 2009), ZnO nanoteller (Zhang ve ark. 2004), ZnO
nano-pullar (Usman ve ark. 2012), CuO ince-film (Jindal ve ark. 2012) elektrod ylizeyleri
UOx immobilizasyonu i¢in kullanilmistir. Bazi arastirmacilar, grafen/poli(akridin
kirmizis1) modifiye elektrodlar (Li ve ark. 2012), nanokristalin grafit benzeri pirolitik
karbon filmler (Hadi ve Rouhollahi 2012) ve UOx-horseradish peroksidaz, luminal gibi
kemiluminesans 06zellikli bilesikler (Lv ve ark. 2002) gibi pahali ve kompleks
modifikasyonlar kullanarak biyosensorler hazirlamislardir. Fakat bugiine kadar
literatiirde rapor edilen UOx temelli biyosensorler hassasiyet, kararlilik, dogrusal aralik,
tekrarlanabilirlik ve tekrar kullanilabilirlik gibi bir¢ok yonden yetersiz kalmistir. Bu
sinirlanmalarin temel nedeni enzimin bozulmasi, zayif sinyal iletimi, diisiik substrat

afinitesi ve elektod yiizeyinin modifikasyonundan sonra enzim aktivitesinin diismesidir.

Medikal tani, cevresel analizler, halk saglig1 ve gida giivenligi ile ilgili kimyasal/biyolojik
analizlerde kullanilan laboratuvar tekniklerinin pahali olmast ve zaman alic1 cihazlar
gerektirmesinden dolayr diinya c¢apinda her yil bu analizler i¢in milyonlarca dolar
harcanmaktadir. Bu nedenle sozii edilen analizlerin daha ucuz ve kolayca kullanilabilen

cthazlar ile hizli bir sekilde analiz edilebilmesi icin yeni kemo/biyosensorlerin
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gelistirilmesi toplumsal bir gereksinim haline gelmistir. Son yillarda kayda deger bir
ilerleme saglansa da kemo/biyosensor alani istenilen diizeyde gelismemis ve alternatif
stratejilerin ve multidisipliner yaklasimlarin olmamasi nedeniyle ticari anlamda istenilen
basar1 saglanamamaistir. Bazi basit analitler i¢in hazirlanan birka¢ kemo/biyosensor ticari
anlamda yeterli hassasiyet, secicilik, kesinlik ve giivenilirlik kosullarini saglayacak
Olciide basarilt olmustur (Dorman ve ark. 2009, Xu ve ark. 2008). Fakat bununla birlikte
son zamanlarda gelistirilen yeni sens6r materyalleri ve fabrikasyon metodlar1 yeni
jenerasyon sensorlerin gelistirilmesi i¢in bliyiik bir potansiyel olusturmaktadir (Orellana
ve Moreno-Bondi 2005, Updike ve Hicks 1967). Bu nedenle yeni sensorlerin kesfi son

yillarda en ¢ok ilgi ¢eken ¢alisma alanlarindan biridir.

Bir sensor iki temel boliimden olugsmaktadir. Hedef analiti se¢ici olarak baglayan algilama
materyali (reseptor) ve baglanma olaymni ornek derisimine baglh olarak okunabilen
sinyallere doniistiiren etkili bir transdiiser (doniistiiriicii). Sensoriin etkinligini belirleyen
en 6nemli etken kullanilan sensér materyalinin (reseptor) seciligi ve spesifitesidir. Sensor
hazirlamada geleneksel yaklasim biyolojik reseptorlerin (enzimler, antibadiler, DNA,
proteinler vb.) transdiiser yiizeyine immobilize edilmesi ve analitlerin secici
baglanmasinin saglanmasidir. Ancak bu molekiiller yiiksek maliyetli karmasik
protokoller ile iiretilmekte diisiik kararliliklar1 nedeniyle uygun kosullar gerektirmekte ve
bir¢ok analit icin dogal reseptdr bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda kiiciik yilizey alani ve
transdiiser yiizeylerinin kontrol edilmesindeki zorluklar sensorlerin etkinligini azaltarak
ozellikle eser miktarda bulunan maddelerin analizini zorlastirmaktadir. Bu nedenle yapay
tanima elementlerinin sentezlenmesine ihtiyag duyulmaktadir. Molekiiler baskilama
yapay tanima elementlerinin hazirlanmasinda kullanilabilecek en etkili metodlardan
biridir. Molekiiler baskilama teknolojisinde spesifik tanima bdlgeleri kalip molekiiliin
kovalent ya da non-kovalent etkilesimler ile olusturulan kalip-monomer kompleksi ile
polimerik organik ya da inorganik matriksin igerisine baskilanmasiyla hazirlanir.
Polimerizasyonun gergeklestirilmesinden sonra kalip molekiiliin ¢apraz bagli polimer
yapisindan uzaklastirilmasi ile kalip molekiilii sekil, boyut ve fonksiyonel grup olarak

tamamlayan tanima bdlgeleri olusur.
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Molekiiler baskilama teknolojisi, polimer temelli sentetik reseptorlerin hazirlanmasi igin
oldukca basit bir yontemdir (Mosbach 1994, Wulft 1995). Kalip molekiil etrafinda
polimerlesebilen monomerler 6n-organizasyon ile hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim,
yiik transferi ya da diger zayif, kovalent olmayan etkilesimlerde, tersinir kovalent baglar
veya koordinasyon baglar1 olusturacak etkilesimlerde bulunur (Qu ve ark. 2010). Kalip
molekiil aracili kimyasal sentez ve molekiiler kendiliginden olusan islemler (molecular
self-assemble processes) gibi bir¢cok farkli sentez yontemi vardir (Philip ve Stoddart
1996). Prensipte, her bilesik icin MIPler sentezlenebilir. Fakat yalnizca belirli bilesikler
baskilama etkisi gosterir. Ornegin, cok basit ve kiigiik molekiiller ¢coklu fonksiyonel
gruplarinin olmamasindan dolay1 genellikle herhangi bir baskilama etkisi gdstermez
(Daniel ve ark. 2003, Biju ve ark. 2003). Diger bir problem de bazi bilesikler yalnizca
kuvvetli polar ¢oziiciilerde ¢oziiniir, hidrojen baglarmni1 zayiflatir, béylece baskilama

etkisini zayiflatir ya da ortadan kaldirir.

Metal iyon etkilesimlerinin dogada yapisal ve katalitik rolleri vardir (Tullius 1989). Ote
yandan, metal iyonlar1 hayati 6nem tasiyan biyolojik olaylarda olduk¢a 6nemli rol oynar
(Siegel 1976). Metal iyonlar1 ve biyolojik ligantlar arasinda ytliksek 6zgiilliikk vardir. Bu
etkilesimlerin olugmas1 ve yikimi sulu ortamda gergeklesir (Sundberg ve Martin 1989).
Metal-koordinasyon etkilesimlerinin birgok avantaji vardir. Bu avantajlarindan dolay1
MIPlerin hazirlanmasinda bu tiir etkilesimler kullanilmaktadir. Metal iyonlar1 birgok
biyolojik molekiiliin farkli fonksiyonel gruplarmin isaretlenmesinde kullanilabilir. Metal-
koordinasyon etkilesimlerinde kalip molekiiliin uzaklastirilmasindan sonra, geri
baglanma ayni1 koordinasyon bagini olusturacak sekilde gergeklesir (Papaioannou ve ark.
2008). Gegis metalleri yiiklii ve notral analitlerin herbirine, analitin hetero-atomlar1 ve
metalin dig yoriingesinde ciftlesmemis orbitalleri arasinda koordinasyon olusturmasi
ilkesine gore baglamaktadir. Metal iyon baskilama ii¢ ana gruba ayrilir: metal iyon-kalip
molekiil baskilama (Nishide ve Tsuchida 1976, Yu ve Tsukagoshi 1992, Rosatzin ve ark.
1991, Kubo ve ark. 2004), metal iyon-aracili baskilama (Fujii ve ark. 1985, Subat ve ark.
2004, Hart ve Shea 2002, Striegler 2003, Wulff ve ark. 1997) ve metal iyonik kristal
baskilama (D’Souza ve ark. 1999, Egan ve ark. 2004). Bu ii¢ grup i¢inde, metal iyon-
aracili molekiiler baskilama en yaygin kullanilan yontemdir. Bu teknik normalde

fonksiyonel monomer, metal iyonlar1 ve hedef molekiil arasinda kompleks olusumuna
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olanak saglar. Fonksiyonel monomerler polimerlesebilen kompleks olusumu i¢in metal
iyonunu baglar. Boylece hedef molekiil metal iyonuna baglanir (Qu ve ark. 2010, Song

2013).

Metal iyon aracili tanima sistemlerinin kullanim alanlarindan en 6nemlisi MIP sistemlerin
hazirlanmasidir (Matsui ve ark. 1996). Metal iyon-aracili MIPler yiiksek secicilik
gosterir. Bu yontem segici tanima sistemleri (Dhal ve Arnold 1992, Vidyasankar ve ark.
1997) ve kataliz sistemlerinin hazirlanmasinda (Severin 2000, Yamazaki ve ark. 2001)
bircok kullanim alani bulmaktadir. Bunun yani sira katalitik antibadiler (Wade ve ark.
1993, Iverson ve Lemer 1989), iyon-secici kromatografi (Gokel ve Trafton 1990, Irie ve
Watanabe 1980) ve protein saflastirma metodlar1 (Arnold ve Haymore 1991) gibi bir¢ok

farkli secici tanima sistemlerinde de kullanilmaktadir.

Urik asit tayini icin bugiine kadar en fazla arastrmanin yapildigi sensdr tipi
elektrokimyasal sensorlerdir. Daha 6nce elektrokimyasal sensorler ile ilgili sozii edilen
dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ve daha secici elektrodlar hazirlamak i¢in elektrod
yiizeyleri polimerik filmler (redoks polimerleri, iletken polimerler), nanopartikiil/iletken
nanopartikiil, poli(vinil alkol) temelli polimerler ve kompozitler ile kaplanmistir. Ancak,
UA molekiilii molekiiler baskilama prosediirii i¢cin uygun bir kalipp molekiil olmasna
karsin UA baskilanmis polimerler ile modifiye edilmis elektrod yiizeylerini kullanan
calisma sayis1 ¢ok azdir. Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada kanin filtrasyonu igin
akrilonitril ve akrilik asit monomerleri kullanilarak UA i¢in spesifik baglanma bdlgeleri
iceren polimerik membranlar hazirlanmistir (Cristallini ve ark. 2004). Hazirlanan
membranlar diislik gegirgenlige sahip olmasina ve kanda bol miktarda bulunan albuminin
kandan UA uzaklastirilmasmni zorlastrmasina ragmen belirli bir {lirik asit diizeyi i¢in
klinikte kullanima uygun oldugu kanitlanmistir. Bir bagka ¢alismada da melamin ve
kloranil kullanilarak UA baskilanmis polimerik yap1 hazirlanmis ve civa damla elektrod
yiizeyine kaplanmistir (Lakshmi ve ark. 2006, Prasad ve ark. 2007). Hazirlanan sensor ile
oldukea diisiik tayin limitlerine ulasilmig ve UA kan 6rneklerinde segici ve hassas bir
sekilde tayin edilmistir. Fakat bununla birlikte civa damla elektrod c¢evresel risklerden
dolay1 kullanilip atilabilir bir sensor platformu degildir. Bu nedenle dayaniklilig1 yiiksek,

ucuz ve tekrar kullanilabilir sensor platformlarmin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sensor yiizeylerinde kullanilan biyolojik molekiillerin kararsizhigi ve dayaniksizligi
nedeniyle belirtilen 6zellikleri tasiyan bir sensor hazirlamak igin spesifik baglanma

bolgeleri igeren polimerlerin kullanilmasi iyi bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yiizey plazmon rezonans (SPR) dielektrik sabitleri zit igaretli olan (6rnegin bir metal Ag,
Au) iki ortam arasinda meydana gelen yilik-dalga titresimidir. Yiik yogunluk dalgasina
ylizey plazmon dalgasi olarak bilinen, araylizeyde maksimuma ulasan, her iki ortamda
da eksponansiyel olarak azalan ve alan vektorii ile karaterize edilen bir elektromanyetik
dalga eslik eder. Yiizey plazmonlarinin optik olarak uyarilmasi p-polarize 151k demetinin
ince film tabakasi ve dielektrik ortam arasindaki araylizey ile rezonans agisi olarak
adlandirilan sabit bir agida etkilesmesi ile gergeklesir. Rezonans olay1 gerceklestiginde,
yanstyan 1518 siddetinde bir minimuma ulasilir. Rezonans agis1 metal yiizeyine komsu
yilizeydeki refraktif indeks degisimlerine hassastir. Refraktif indeks degisimiyle rezonans
acisinda gbzlenen kayma yiizey plazmon resonans sistemindeki algilamanin temelini

olusturmaktadir.

SPR sistemi klasik analiz metodlarina gére bircok tistiinliige sahiptir.

-Radyoaktif ya da floresans isaretlemeye gereksinim duyulmaz. Bu hem zamandan
tasarruf edilmesini saglar hem de kullanilacak olan floresans veya radyoaktif etiketin,
analizlenecek molekiillerin aktivitesini ve yapisini bozma ihtimalini ortadan kaldirir.
-Olgiimler 15131 absorbsiyonu temeline dayanmadid1 i¢in 1518m girisim etkisi de soz
konusu degildir. Dolayistyla spektrofotometrik ve florimetrik tekniklerde problem
yaratan 151k absorbsiyonu ve soniimlenmesi gibi olaylara SPR de rastlanmaz. Bu nedenle
bu yontem renkli veya 151k ge¢irmeyen akiskan 6rnekler i¢in de cok uygundur.

-SPR sensorlerde yanit siiresi kisadir ve SPR transdiiserler “lab-on-a-chip” olarak
adlandirilan ve 6rnek hazirlama, kimyasal analiz ve veri degerlendirme 6zelliklerini ayn1
anda tasiyan total bir analiz sistemi gelistirmek i¢in mikro akigkanlar ile kolayca entegre
edilebilir.

-SPR sensorlerde baglanma ve ayrilma olaylarinin es zamanli olarak analiz edilmesi
miimkiindiir.

Molekiiler baskilanmis polimerler SPR sensorlerin hazirlanmasinda segici tanima

elementleri olarak kullanilabilirler. Bu amagla polimerik malzeme metal filmin {izerine
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kaplanir ve SPR analit varliinda polimer yiizeyinde meydana gelen kirilma indisi
degisimlerini belirlemede kullanilir. Bu materyallerin SPR sistemlerinde tanima elementi
olarak kullanim potansiyelini gosteren ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir (Lai ve ark. 1998,
Lavine ve ark. 2007, Kugimiya ve Takeuchi 2001, Lotierzo ve ark. 2004, Banerji ve ark.
2006, Devanathan ve ark. 2005).

Nanopartikiiller 10-1000 nm araligindaki boyutlara sahip kat1 partikiiller ya da tanecikli
cozelti olarak tanimmlanmaktadir. Hazirlanma yoOntemlerine gore, nanopartikiiller,
nanokiireler ya da nanokapsiiller olarak adlandirilirlar. Nanopartikiiller yiiksek ylizey
alanlar1 nedeniyle bir¢cok kullanim alaninda biiyiik avantaj saglarlar. Nanoparc¢aciklarin
boyutlar1 azaldikca, yiizeylerinin hacimlerine olan orani da artar. Ozellikle adsorpsiyon
gibi yiizeyle ilgili fiziksel olaylarda yiliksek yilizey alanv/kiitle oram1 sayesinde hem
kapasitenin artmasia ve hem de islem silirecinin kisalmasina olanak saglamaktadirlar.
Nanopartikiillerin 6zelliklerinden dolay1 bu maddeler, yiliksek aktiviteli katalizorler, optik
uygulamalar i¢in 6zel teknolojik malzemeler, siiper iletkenler, asinmaya karsi katki
maddeleri, yilizey aktif maddeler, ilag tasiyicilar ve ozel teshis aletleri gibi birgok
teknolojik ve farmakolojik tUriinlerin hazirlanmasmda kullanim alani buldugu gibi Gte
yandan, malzemelerin nanoboyut seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar, sensorler,
nanomakinalar ve yiiksek yogunluklu veri depolama hiicreleri gibi kendine 6zgii

islevsellige sahip minyatiirlestirilmis aygitlarin gerceklestirilmesine de izin vermektedir.

Molekiiler baskilanmis nanopartikiiller daha verimli baglanma kapasitesi ve kinetigi,
bunun yaninda iiniform kiiresel geometrileri, kararliliklar1 ve kolay dispersiyonlar:
nedeniyle farkli sensorlerin hazirlanmasina olanak saglayacak sekilde transdiiserlerde
tanima elementi olarak kullanilmaktadir (Moczko ve ark. 2013, Basozabal ve ark. 2014,
Chang ve ark. 2013, Fang ve ark. 2014, Gurtova ve ark. 2013, Ivanova-Mitseva ve ark.
2012, Kara ve ark. 2013, Soysal ve ark. 2013). SPR sistemlerinde molekiiler baskilanmis
nanopartikiiller ince filmlere gére daha avantajlidir. Ciinkii yiiksek afiniteli baglanma
bolgelerinin sayis1 fazladir ve hizli baglanmaya olanak verecek sekilde ylizeye yakin
bolgededir. Fakat MIP nanopartikiillerin SPR sistemine uygulanmasi halen alisilmisin

disinda bir yaklagimdadir ve gelistirilmesi i¢in ¢ok sayida arastirmaya ihtiyag¢ vardir.
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MIP nanopartikiillerin SPR ylizeyinde tanima elementi olarak kullanildig1 az sayida
calisma vardir. Biiytlik bir analit olan lizozim i¢in molekiiler baskilanmis nanopartikiiller
(50 nm c¢apinda) hazirlanmis ve SPR yiizeyine entegre edilmistir. Hazirlanan SPR sensor
ile kompleks 6rneklerde nM diizeyinde tayin limitlerine ulasilmistir (Sener ve ark. 2011).
Molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin SPR sensorde kullanildigi bir baska ¢calismada
bal Orneklerinde kloramfenikol tayini yapilmistir (Kara ve ark. 2013). Taguchi ve
arkadaslar1 bisfenol A (BPA) baskilanmis nanopartikiilleri SPR ¢ip iizerine entegre
etmistir (Taguchi ve ark. 2012). Bir baska ¢alismada ise PHEMA/IMEO nanopartikiiller
SPR ylizeyine entegre edilek kanda IgG tayini i¢in kullanilmistir (Turkoglu ve ark. 2013).
Bu giine kadar, iirik asit tayini i¢cin molekiiler baskilanmis nanopartikiillerin kullanildig1
SPR sensor rapor edilmemistir. Hatta iirik asit tayini i¢in poli(2-aminobenzilamin)/tek
duvar karbon nanotiip ince tiiplerin (Chuekachang ve ark. 2013) ve giimiis@grafen oksit
(Ag@GO) nanokompozitlerin (Kamali ve ark. 2015) tanima elementi olarak kullanildig1

sadece iki adet SPR sensor rapor edilmistir.

Bu c¢aligma kapsaminda molekiiler baskilama teknigi kullanilarak iirik asit baskilanmis
poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller sentezlendi ve SPR sensor yiizeyinde yapay
tanima bolgeleri olusturuldu. Hazirlanan nanopartikiiller ve sensor yiizeyi karakterize
edilerek SPR sensoriin {irik asit tayinindeki etkinligi, izoterm ve kinetik analizler,
secicilik calismalar1 ve tekrar kullanilabilirlik 6zellikleri incelendi. Literatiirde tirik asit
icin ¢ok sayida elektrokimyasal sensor hazirlanmis ve bu alanda ¢ok sayida caligma
yapilmistir. Elektrokimyasal sensorlerin en biiyiik dezavantaji biyolojik 6rneklerde iirik
asidin askorbik asit gibi diger analitler ile beraber bulunmasi nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Sozii edilen bilesiklerin birbirlerine yakin oksidasyon potansiyelleri
nedeniyle iirik asidin elektrokimyasal sensorler ile segici bir sekilde tayini
yapilamamaktadir. Enzim temelli elektrokimyasal sensorlerde dayanikliligi diistik
biyolojik molekiillerin tanima elementi olarak kullanilmasi da bir diger dezavantajdir.
Nanopartikiil yiizeyinde olusturulan segici baglanma bdlgeleri iirik asidin molekiil
yapisma 0zgii oldugu i¢cin ve SPR sensdrde tanima elementi olarak termal/kimyasal
dayaniklilig1 yiliksek sentetik polimerik nanopartikiiller kullanildig1 i¢in elektrokimyasal

sensoOrlerde karsilasilan secicilik ve dayaniklilik problemleri de ortadan kaldirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1.  Urik Asit (UA)

Urik asit (UA; 7,9-dihidro-1H-piirin-2,6,8(3H)-trion, MA:168 g/mol), insanda piirin
metabolizmasinmn son {iriiniidiir. Beyaz renkli, kokusuz, tatsiz bir kristaldir. iki tane

tautomerik formu vardir (Sekil 2.1.1).

B¢stise.

(@
Sekil 2.1.1. UA’in (a) laktim ve (b) laktam formu
Redoks potansiyeli pH:7,0°’de 0,59 V’tur. Kandaki pKa degeri 5,75, idrardaki pKa degeri

ise 5,35°tir. Normalde atardamarda, pH 7,40’te asagidaki reaksiyona gére UA’in biiyiik
bir kismui iirat anyonu seklinde bulunur (Esitlik 2.1.1).

Urik asit &—* Urat + H" (2.1.1)

Cogu memelide diisiik serum trat derisiminin sebebi (1 mg/mL; 60 pmol/L) UA’in
¢cOziinlirliigli oldukga yiiksek bosaltim {iriinii olan allontoine doniismesidir. Saglikli bir
insanda serum {irat derisimi teorik olarak serumdaki iirat ¢oziinlirliigline baghdir (6,8

mg/dL). Urat anyonu da UA’e gore daha ¢oziiniir bir formdadir.

UA’in biiyiik bir kismi diyet ile alinan besinlerin ve endojen piirin bilesiklerinin
karacigerde parcalanmasi ile olusur. Diyet ile alinan UA, {irat Onclisliniin en onemli

kaynagidir.
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Fizyolojik pH’da tirik asidin keto ve enol formu denge halindedir. Enol formu fizyolojik
pH’da proton kaybederek tirat formuna doniisiir (Sekil 2.1.2). Bazi durumlarda, 6rnegin
pH: 7,40, 37 °C’de serumda yaklasik % 98 oraninda UA monosodyum iirat tuzuna iyonize
olur. Baz1 durumlarda, iirat kuvvetli indirgen ve potansiyel antioksidandir. Insanlarda,

plazmadaki antioksidan kapasitesinin yarisin1 UA olusturmaktadir.

J=° "'OANJINH"" Jo

UA UA (enol formu) iirat formu

Sekil 2.1.2. Urik asitin enol formundan iirat formuna doniismesi

Zayif asit olan iirik asidin pKa degerleri sirasiyla 5,4 ve 10,3’tiir (Potts, 2004). Insan
plazmasinda (pH 7,4) ¢ogu (% 98) UA monovalent sodyum tuzu formunda (iirat) bulunur
(Oliveira ve Burini, 2012). pH azaldik¢a ortamda {irik asidin protonlanmig formu artar.
Urik asidin ¢oziiniirliigii {irata gére daha azdir. Bu durumda pH’deki azalmaya baglh
olarak doku ve bobrek tiibiillerinde UA kristalleri seklinde birikerek gut hastaligina neden
olur (Offermanns ve ark. 2008). Insan idrarinda, pKa degeri yaklasik 5,35°tir. Bu da
idrarin azami 6l¢iide asidik oldugunu (pH yaklasik 5,0) gosterir ve {irik asidin biiytlik bir
kismi1 ¢oziinmeyen formda bulunur (Potts, 2004). Sekil 2.1.3te iirik asitin diislik, n6tral

ve yiiksek pH ortamindaki kimyasal formlar1 gosterilmistir.

? H |° H ﬁ H
N N N
HN s HN HN
A\/UI —0 —— A\/J\/[ =0 A\/I _\:o
O0” >N "N O >N~ "N 0 "~ N
H H H

N

Diisuk pH Notral pH Yuksek pH
a b c

Sekil 2.1.3. Urik asidin (a) diisiik, (b) nétral ve (¢) yiiksek pH ortamindaki kimyasal
formu
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UA ve monosodyum iiratin fizyolojik NaCl ¢ozeltisindeki ¢oziintirliiklerinin arastirilmasi
icin UA-sodyum tirat-su sisteminde ¢0ziiniirliikleri incelenmistir. Bu heterojen sistem i¢in

en az ¢ esitligin olmasi gerekir (Esitlik 2.1.2-2.1.4):

HU(2H20)) — HaoUg) (2 H20) K (2.1.2)
H2U(aq) — > H+(aq) + HU_(aq) K] (2 1 3)
NaHU - H2O¢) ——» Na'(aq)+ HU (aq) + H20 Kso (2.1.4)

Susuz UA: p[H] < 3 oldugunda, iirik asidin ¢Oziiniirligii distiktir ve p[H]’tan
bagimsizdir. Hidrojen iyonu derisiminin yliksek oldugu durumda, HoUug fazla olan
tiirdiir ve bu durumda {irik asidin iyonlagsmasi goz ardi edilebilir. 3 < p[H] < 5 oldugu
durumda iirik asidin ¢oziiniirliigli p[H] ile artar. Baslangi¢ ¢6zeltisindeki hidrojen iyonu
derisiminin azalmasi, HoUq) 1yonlagsmasini artirir. Boylece HU™ toplam UA derisimine
onemli Ol¢iide katkida bulunur. 5 < p[H] < 7 oldugu zaman, iirik asidin ¢6ziiniirliigii hala

p[H]’a bagli olarak artmaktadir.

Monosodyum iirat monohidrat: baslangic ¢ozeltesinin p[H] degeri 1,6’dan 3’e degisse
bile monosodyum {iiratin ¢oziiniirliigii hemen hemen sabit kalir. 7 < p[H] < 8 araliginda,
UA ve iirat iyonlarmin derisimi g6z ard1 edilebilir ([U]wplam= [HU]). Monosodyum tiratin
¢Oziinirligii sodyum iyonlarinin baglangigtaki derisimine baglidir. Baslangigtaki Na"
derigimi sabit kaldig:1 stirece, HU™ iyonlarmnin derisimi de bu p[H] aralifinda sabittir.

Boylece, monosodyum iirat monohidrat derisimi hesaplanabilir.
Monosodyum iirat c¢oOziinlirliigli, sodyum iyonlarmin derisiminin azalmasit ve

baslangigtaki ¢ozeltide bulunan hidrojen iyonlarmin derisiminin artmasi ile artar. Toplam

iirat derisimi Esitlik 2.1.5 yardimu ile hesaplanabilir.

[Ultoplam = [H,U] + [HU] = [HU7] [H']/ K + [HUT] = [HU] ((H']/ Ki + 1)

— Keo ([H']/ K1 + 1)/ [Na'] (2.1.5)
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Diisiik p[H] (< 5) durumunda UA derisimi iirik asidin ¢oziiniirliigii ile smirhdir. Yiksek
p[H]’da (> 6) monosodyum iiratin diisiik ¢6ziiniirliigii cozeltideki tirat derisimini smirlar.
Bununla birlikte, yari-kararli UA ¢d6zeltileri p[H] = 6’nin {izerinde bulunur. Bunlar

monosodyum iirata kiyasla asir1 doymus ¢ozeltilerdir (Wang ve Konigsberger 1998).

2.2. Niikleik asit metabolizmasi ve iirik asit

Heterosiklik, aromatik organik bilesikler olan pirinler imidazol ve pirimidin
halkalarindan olusan azotlu bazlardir. Piirinler DNA ve RNA’larmm yapilarinda
bulunmalarmin yani sira adenozin trifosfat (ATP), guanozin trifosfat (GTP), nikotinamid
adenin diniikleotit (NADH), koenzim gibi 6nemli biyokimyasal molekiilleri de
olusturmaktadirlar (Nelson ve Cox, 2005). Piirin halkasindaki atomlar CO, ve
tetrahidrofolat tiirevi (N10-formil-tetrahidrofolat) ve aspartik asit, glisin ve glutamin

amino asitlerinden saglanmaktadir.

Heterosiklik aromatik organik bilesikler olan pirimidinler, azotlu zayif bazik bilesiklerdir.
DNA, RNA, bazi koenzim ve vitaminlerde bulunan pirimidinlerin sentezinde ilk 6nce
pirimidin halkas1 sentezlenir. Daha sonra riboz fosfat birimi baglanir. 5-fosforibozil-1-
pirofosfat (PRPP) riboz fosfat vericisi olarak gorev yapar. Pirimidin halkasmmn 6n
maddeleri karbamoil fosfat ve aspartattir. Pirimidin halkasinin atomlar1 aspartat, CO> ve
glutaminden sentezlenir. Pilirinlerle hidrojen bagi olusturmalarindan dolayr niikleik

asitlerin lic-boyutlu yapilarmi ve biyolojik islevlerini saglar (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Adenin (A), ve guanin (G) piirin bazlarmni olustururken, urasil (U), timin (T) ve sitozin
(C) pirimidin bazlarini olusturur (Sekil 2.2.1). Piirin bazlarinin her ikisi de DNA ve
RNA’nin yapisinda bulunur. Pirimidin bazlarindan urasil yalnizca RNA’nin yapisinda
bulunurken timin ise yalnizca DNA’nin yapisina katilir. Sitozin ise hem DNA’da hem de

RNA’da bulunur.
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Sekil 2.2.1. Piirin ve pirimidin bazlar

Piirin niikleotidlerinin yikimi, 5’-niikleotidaz enzimi etkisiyle fosfat grubunun
ayrilmasiyla baglar. Adenilat adenozini olusturur, inozin ise hipoksantin ve D-riboza
hidrolizlenir. Hipoksantin asamali olarak ksantine doniisiir. Ksantin de ksantin oksidaz
enzimi katalizorligiinde tirik aside oksitlenir. Piirin katabolizmasinin son {iriinii olan tirik
asit (UA) primatlarda, kuslarda ve diger bazi1 hayvanlarda bosaltim {iriinii olarak atilirken,
diger bir¢ok omurgalida ise iirat oksidaz enzimi katalizorliiglinde allantoine yikilir (Sekil

2.2.2).
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Sekil 2.2.2. Piirin katabolizmas1 (Campbell ve Farrell 2009)

Ksantin oksidaz enzimi, prostetik grubunda bir molibden atomu ve dort demir-kiikiirt (Fe-
S) merkezi iceren bir flavoproteindir. Molekiiler oksijen, ksantinin iirik aside yikiminda
elektron alic1 olarak rol oynar. Ksantin oksidaz ayni zamanda siiperoksit radikali (O*)
olusturur. Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz enzimi katalizorliiglinde hidrojen
perokside doniisiir. Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit, hidroperoksi radikali (HO 2),
hidroksil radikali (OH), hipoklorit (OCI') gibi reaktif iiriinler olustururlar (Nelson ve Cox
2005).
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S-fosforibozil-1-pirofosfat (PRPP) sentezi: PRPP, riboz fosfat pirofosfokiaz (PRPP
sentetaz) katalizorliiglinde adenozin trifosfat (ATP) ve riboz-5-fosfattan sentezlenir.
Niikleotid sentezi swasinda Once riboniikleotidler olusur, daha sonra indirgenerek
deoksiriboniikleotide doniistiiriiliir. PRPP, pirimidin sentezi, piirin ve pirimidin kurtarma

reaksiyonlarinda ve niikleotid koenzim sentezinde kullanilir.

5'-fosforibozilamin  sentezi: 5'-fosforibozilamin glutamin:fosforibozil pirofosfat
amidotransferaz katalizorliigiinde PRPP ve glutaminden sentezlenir. Glutaminin amid

grubu, PRPP'nin birinci karbonuna bagli pirofosfatin yerine gecer.

Imidin monofosfat (IMP) sentezi: IMP, diger piirin niikleotidlerin dnciisiidiir. Arka arkaya

gerceklesen dokuz reaksiyonla sentezlenir.

IMP'nin adenozin monofosfat (AMP) ve guanozin monofosfata (GMP) doniismesi: AMP
sentezinde enerji kaynagi guanozin trifosfat (GTP), GMP sentezinde ise ATP'dir. Her iki
yolda da ilk reaksiyon son iiriin tarafindan inhibe edilir. Bu sayede, IMP, daha az
miktarlarda bulunan piirinlerin sentezine yoneltilir. AMP ve GMP yeterli miktardaysa, de

novo plirin sentezi, amidotransferaz basamaginda inhibe edilir.

Piirinler i¢in Kurtarma Yolu (Salvage pathway): Normal hiicresel niikleik asit
dongiisiinden veya diyetten dogrudan gelen piirinler, tekrar niikleozid trifosfatlara
cevrilerek viicutta kullanilir. Buna piirinlerin kurtarma yolu denir. Yiiksek enerjili fosfat
harcandig1 i¢in de novo sentez oldukca masraflidir. Ayrica eritrositlerde amidotransferaz
olmadig1 i¢in, de novo sentez gergeklesmez. Bu yolda adenin fosforibozil transferaz
(APRT) ve hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) olarak adlandirilan iki

enzim gorev alir. Her iki enzim de PRPP'yi riboz-5-fosfat kaynagi olarak kullanir.

HGPRT hasar1 Lesch-Nyhan sendromuna yol acar. Bu hastalikta hipoksantin veya
guaninin kurtarilmasi ve yeniden kullanilmasi1 miimkiin degildir. Bunun sonucunda asir1
iirik asit (UA) tiretimi (hiperiirisemi) olur, hipoksantin atilimi artar ve monosodyum {irat
kristalleri olusur. Tipik norolojik belirtileri, kendi kendine zarar verme, istemsiz

hareketler, koreatetoz, spastisite ve zeka geriligi seklindedir. Enzim hasar1 sonucunda
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PRPP diizeyleri yiikselir, IMP ve GMP azalir ve de novo plirin sentezi hizlanir.

Allopiirinol tedavisi yapilarak tirik asit olusumu 6nlenir fakat piirin liretimi azaltilamaz.

Piirin Niikleotidlerinin Yikimi: Insanda piirin katabolizmasinin son iiriinii iirik asittir.
Primatlar disindaki memeliler {irik asiti allantoine ylikseltger. Bu da bazi hayvanlarda tire
ve hatta amonyaga kadar yikilabilir. Ekzo ve endoniikleazlar niikleik asitleri niikleotidlere

parcalar.

Diyetle Alman Niikleik Asitlerin Ince Barsakta Yikilimi: Pankreatik sivida bulunan
riboniikleazlar ve deoksiriboniikleazlar, RNA ve DNA molekiillerini oligoniikleotidlere
parcalar. Sonra, pankreatik fosfodiesterazlar, oligoniikleotidleri mononiikleotidlere
hidroliz eder. Bir niikleotidaz ailesi mononiikleotidlerden fosfatlar1 ayirarak niikleozidleri
aciga cikarir. Niikleozidler barsak hiicrelerince emilir veya emilmeden once
niikleozidazlar ile seker grubu ayrilabilir. Boylece serbest bazlar agiga cikar. Diyetle
gelen bazlar, doku niikleik asitlerinin sentezinde c¢ok fazla kullanilmazlar. Piirinler
genellikle tirik aside ¢evrilerek (barsakta) idrarla atilir. Geri kalan1 da barsak florasi ile

metabolize edilir.

Piirin niikleotid yikimi ile 1ilgili genetik hasarlar primer hiperiirisemi, sekonder

hiperiirisemi ve hipoiirisemi olmak iizere ii¢ ana baglik altinda toplanir.

1) Primer hiperiirisemi : (Esansiyel hiperiirisemi) Genetik bir hastalik olan primer
hiperiirisemi, siklikla 30 yas tizeri erkeklerde goriiliir. de novo niikleotidlerin asir1 tiretimi
sonucunda asir1 iirik asit olusumuna baglidir. Serum {irik asit derisimi 6,8 mg/dL’yi1 asar
ve eklemlerde sodyum firat kristalleri halinde birikir. Bobrekte de birikerek renal

fonksiyon bozukluguna yol acar.

a) PRPP sentetazin hiperaktivitesi: Enzimin aktivitesi artmistir, piirin niikleozid

difosfatlarla negatif geri beslemeye (feed back) duyarsizdir.
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b) Glikojen depo hastaligi Tip I (Von Gierke) : Glukoz 6-fosfatazin genetik hasaridir.
Glukoz 6-fosfat diizeyi artar ve hiicre ici riboz fosfat diizeyleri artar. Bunun sonucunda

hiicre i¢ci PRPP diizeyi artar ve piirin sentezi hizlanir.

c¢) Glutatyon rediiktazin asir1 aktivitesi: Hiicresel NADP'y1 arttirir, riboz-fosfatlar PRPP

sentezine gider.

2) Sekonder hiperiirisemi: Myeloproliferatif sendrom, 16semi ve lenfomada kemoterapi
sirasinda, kronik bobrek yetmezligi, alkol, kursun zehirlenmesi, psoriazis, sitostatik
ilaglar, diiiretikler, salisilatlar, etambutol, pirazinamid kullanimi (renal tutuluma yol

acarlar) ve Lesch-Nyhan sendromu gibi farkli hastaliklara bagh olarak ortaya ¢ikar.

3) Hipotirisemiler:
Adenozin deaminaz (ADA) eksikligi: Siddetli kombine immiin yetmezlik ile birlikte
goriiliir. T ve B hiicre islev bozuklugu olur. Cocuklar 2 yasindan once sekonder

enfeksiyondan oliir.

Piirin niikleozid fosforilaz (PNP) eksikligi: Urik asit iiretimi azalr, biriken piirin

nikleozid ve niikleotidler ribontkleotid rediiktazi inhibe eder.

Ksantin oksidaz hasari; Ksantinuri olur.

UA genellikle idrar yoluyla atilir (Rocha ve Rocha 2010). Viicutta UA birikmesi diyetle
alman serbest piirin niikleotidlerinin yikilmasi ve endojen sentezi ile olur. UA iiretimi
enzimatik proses sonucu ksantin ve hipoksantin gibi piirin bazlarinin olusumuyla
gerceklesir (Burgos ve Capone 1996). Gut, Lesch-Nyhan sendromu ve idrar tasi olusumu
gibi hastaliklar ile baglantili oldugu i¢in lirik asidin klinik a¢idan tayini 6nemlidir. Ayrica,
idrarda UA tahlili kemoterapotik ilaglarin etkisinin goriintiilenmesinde de O6nemlidir
(Rocha ve Rocha 2010). Kardiyovaskiiler hastaliklar, serumda iirik asit miktarinin
artmastyla iligkilidir ve bilesenlerin sayisindaki artisin metabolik sendromda pay1 oldugu
gosterilmistir. Ayrica serumda yliksek UA miktari (hiperiirisemi), hipertansiyon veya kan

yag1 oraninin degismesi (dislipidemia) gibi risk faktorleri ile iliskilidir ve kardiyovaskiiler
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riski arttirir. Bu risk faktorleri hipertrigliseridemi, hipertansiyon, obezite ve hiperglisemi
gibi metabolik sendromlardir (Lin ve ark. 2006, Yamada ve ark. 2011). Lin ve
arkadaslarinin 2006°da yaptig1 bir calismada, serum UA diizeyi ve metabolik sendrom
driinleri arasindaki iligki gosterilmistir (Lin ve ark. 2006). Hiperiirisemi ayrica insiilin
direnci ile de iliskili oldugu i¢in, kardiyovaskiiler rahatsizligin 6nceden belirlenmesinde
etkilidir. Yapilan c¢alismalarda UA artisinin, alkole bagimli olmayan karaciger
yaglanmasi i¢in risk faktorii olusturdugu gozlenmistir (Yamada ve ark. 2011). Serumdaki
UA miktarmin yliksek olmasi gut hastaligina neden olur. Bu hastalik eklemlerde ve diger
bag dokularda monosodyumiirat monohidrat kristallerinin ¢gokmesi seklinde olur. Normal
UA miktar1 kadinlarda 5 mg/dL, erkeklerde 6 mg/dL diizeyindedir. Menopoz sonrasi
kadinlarda UA derisimi erkeklerdeki diizeye ulasmaktadir. UA’in ¢oziintirligii sicaklik
ve pH’ya baglidir. Urik asidin ¢dziiniirliik sinir1 normal viicut sicaklig1 olan 37 °C ve pH
7,4’te 7,0 mg/dL’dir. Hemen hemen tiim gut hastalarinda UA seviyesi 7,0 mg/dL
civarindadir (Burgos ve Capone 1996). Plazmada UA miktarinin artmasi, kronik kalp
yetmezliginde belirgin bir sekilde goriilmektedir. Bu durumun bobreklerde fonksiyon
bozuklugu seklinde goriilen ve patofizyolojik bir durum olan kardiyorenal sendromla
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Kardiyorenal sendromda {irik asidin bobrekten
atilim1 azaldig i¢in hiperiiriseminin kalp yetmezligi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir
(L1 ve ark. 2012). Hiperiirisemi preeklamptik hamilelikte (gebelik zehirlenmesi) siklikla
goriilen bir durumdur. Preeklamptik kadinlarda UA yiikselmesi ile hipertansiyon ve
proteiniiri daha sik goriiliir. Preeklampsi durumunda UA miktar1 i¢in, abnormal bobrek
fonksiyonlari, doku yikimmin artmasi, asidoz ve ksantin oksidaz/dehidrogenaz
enzimlerinin aktivitesinin artmasi gibi bir¢ok farkli potansiyel kaynagi vardir. Hamilelik
disinda hiperiirisemi; hipertansiyon, kardiyovaskiiler ve bobrek rahatsizliklar1 i¢in risk
faktorii olusturur. Bu bulgu preeklamptik kadinlarda yliksek UA derisiminin
patofizyolojik olarak rol oynadigini diisiindiiriir (Bainbridge ve Roberts 2008).
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2.3. Urik Asit Tayin Yéntemleri

Piirin niikleotid metabolizmasmnin son iriinii olan iirik asit (UA) ksantin oksidaz
enziminin kataliziyle ksantin ve hipoksantinden olugsmaktadir (Fahlen ve Agraharkar
2004). UA sadece kristal formda bulunmasindan dolay: degil, hipertansiyon, insiilin
direnci, metabolik sendrom durumunda plazmada bulunmasindan dolayi da oldukca
onemlidir (Yoo ve ark. 2005, Nakagawa ve ark. 2006). Yapilan bazi calismalarda
antioksidan 6zelliginden dolayi, suda ¢éziinen UA’in spesifik tasiyicilarla hiicre igine
girdigi ve proinflamator ve prooksidatif etkilerinin olabilecegi rapor edilmistir. Bu
nedenle, intraseliiler UA derisimi, bu molekiiliin hiicresel etkilerinin anlasilmasinda
olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir (Kanellis ve ark. 2003, Kang ve ark. 2005, Khosla
ve ark. 2005, Corry ve ark. 2008).

UA tayinine yonelik ilk analitik metot 1894 yilinda Offer tarafindan kullanilmistir. Offer
(1984), UA’in antioksidan oOzeliklerini kullanarak fosfotungstat kompleksinin
indirgenmesi sonucu ortamdaki renk degisiminden yararlanarak UA derisimini
kolorimetrik olarak belirlemistir (Offer 1894). 1895 yilinda ayn1 prensibe dayali diger

metotlar da uygulanmis fakat hepsinde ¢ok fazla 6rnek hazirlama islemi yapilmaistir.

Ik enzimatik metot 1941 yilinda, UA’in iirikaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon
sonucu olustugu anlasildiktan sonra uygulanmis ve 293 nm dalga boyunda absorbans
Olgtimii almarak bir metot gelistirilmistir (Bulger ve Johns 1941). Ayni reaksiyonun
kullanilmasiyla peroksidaz enzimi varliginda H>O: olusmakta, ortamdaki kromojenik
boya oksitlenmekte ve agiga cikan kwrmizi renk 520 nm dalga boyundaki 15181
absorplamaktadir. = Renk  olusumuyla  ortamdaki = UA  miktar1  kolayca
hesaplanabilmektedir. Bu yontem klinik laboratuarlarda UA belirlenmesinde rutin olarak

kullanilan bir analiz yontemidir (Perello ve ark. 2005).

Klinik laboratuarlarda UA’in 6l¢lim metotlarinda genellikle fosfotungstatin indirgenme
ozelliginden yararlanilmaktadir. Bu tiir metotlar, normal metabolitlerin, ilaclarin ya da
bunlarin yikim iriinlerinin girisim yapmasindan dolayr normal UA derisim degerini

arttrmaktadirlar. Oksidatif enzim olan iirikaz 6zgilligi arttirmak i¢cin UA derisiminin
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belirlenmesinde kullanilmaktadir. Urikaz enziminin kullanildig1 otomatiklesmis dl¢iim
teknikleri iki ana gruba ayrilmaktadir: (1) iirikaz inkiibasyonundan 6nce ve sonra 292
nm’de UV absorpsiyonunun belirlenmesi, (2) iirikaz inkiibasyonundan once ve sonra

indirgen maddelerin kolorimetrik olarak belirlenmesi (Gochman ve Schmitz, 1971).

Urik asidin iirikaz enzimiyle allontoine gevrilmesinden (Sekil 2.3.1) énce ve sonra 292
nm’de alman absorbans degerleri enzimatik metodun temelini olusturmaktadir
(Feichtmeir ve Wrenn 1955, Remp 1970, Duncan ve ark. 1982). Fakat endojen
bilesiklerin sebep oldugu biiyiikk ve kararsiz absorbans degisimleri nedeniyle,
arastrmacilar spesifik {irikaz reaksiyonunu tamamlayict indikator sistemleriyle

birlestirerek daha duyarl metotlar gelistirmislerdir.

a
:I:I)\_"-" Urikaz . 1.,
+02+2H,0 —» ! +C0,+H,0,
O ‘ Ay o

Urik asit Allantoin

Sekil 2.3.1. Urik asitten iirikaz enzimi katalizorliigiinde allantoin ve hidrojen peroksit
sentezi

Gochman ve Schmitz, UA i¢in kolorimetre esasli otomatik bir Olglim ydntemi
tasarlamiglardir. Bu yontemde tirikaz enzimi katalizorliigiinde UA’ten allantoin, CO; ve
H>0; meydana gelmektedir. H>O>’in ortamdaki derisiminin azalmasi peroksidaz enzimi
katalizorliigiinde gerceklesmektedir. Tasarlanan bu sensorde ¢ift enzim sistemi
kullanilmistir. Bu sistemde 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon ve N,N-dimetilanilini
birlestirmiglerdir. Reaksiyonun hassas ve girisim yapan maddelere kars1 direncli oldugu
ve reaksiyon esnasinda olusan mavi indamin boyasmin kararlt oldugu rapor edilmistir.

(Gochman ve Schmitz 1971).

Yapilan bir bagka ¢alismada, tirikaz katalizorliigiinde gerceklesen reaksiyon sonucu agiga
cikan H>O,, peroksidaz enzimi varliginda 2,4,6-tribromofenol ve 4-aminoantipirin ¢ifti
ile yer degistirmektedir. Reaksiyon sonucu olusan renk sabit kalmakta ve 492 nm’de

absorbans vermektedir (Kabasakalian ve ark. 1973).
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Trivedi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska calismada, tlirikaz katalizorliigiinde
UA’ten meydana gelen H>O>’in peroksidaz enzimi varliginda p-hidroksibenzoat ve 4-
aminoantipirin ile birleserek renkli bir kompleks olusturdugu, bu renkli kompleksin de

500 nm’de absorbans verdigi gozlenmistir (Trivedi ve ark. 1978).

Fakat bununla birlikte tamamlayic1 indikator sistemleriyle gerceklestirilen lgiimlerde
kinetik davranigin kompleksliginin artmasi nedeniyle UA i¢in giivenilir kinetik metotlarin
gelistirilmesinde zorluklar yasanmistir. Bu tiir calismalarda hastalardan gelen 6rneklerde
girisime neden olan maddeler, katalaz/aldehit dehidrogenaz ya da peroksidaz gibi
enzimlerle reaksiyon esnasinda birlesmekte ya da ortamda bulunan bilirubin girisim
yapmaktadir (Dilena ve ark. 1986). Ayrica enzim ciftlerinin kullanildig1 ya da renkli
kompleks olusumunun gerceklestigi metotlarda uzun reaksiyon siireleri, bu tiir 6lgtimlerin
rutin klinik analizlerinde kullanimlarin1 kisitlamaktadir (Trivedi ve ark. 1978, Dilena ve

ark. 1986).

Kimyasal yontemler, fosfotungstat1 indirgedikleri i¢cin endojen ve ekzojen bilesiklerin
varligina gore yiiksek degerler vermektedir. Enzimatik yontemler, ¢ok yiiksek se¢icilikte
olmalarina ragmen, metaller gibi farkli bilesiklerin girisim yapmasindan dolay1 hatali
sonug verebilmektedir. Tim bunlara alternatif olarak UA tayini i¢in iyon-degisim, iyon-
cifti, ters faz ve boyut-disglama kromatografisi gibi kromatografik yOntemler
gelistirilmistir. Tiim bu yontemlerin en biiyiik ortak sorunu, serum 6rneginin analizden
once deprotonlanmaya ihtiya¢ duymasidir. Bu problem Haden (Haden 1923) ya da
Somogyi’'nin (Somogyi 1945) Onerdigi prosediirler ile giderilebilmektedir. Ayrica
trikloroasetik asit, perklorat ya da asetonitril ilavesiyle de gerceklestirilebilmektedir.
Fakat tiim bu yontemlerde 6rnekler santrifiijlenmeli ve fosfat tamponuyla hazirlanmalidir

(Perello ve ark. 2005).

Biyolojik orneklerde UA derisiminin tayini dogrudan metotlarla yapilmaktadir. Serum
UA derisimi ¢oziiclilerdeki yiiksek indirgen aktivitesine dayali metotlarla olgtilmekte
fakat 6rnekteki UA derisimi oldukega diistiktiir (Kubo ve Toriba 1997). UA’in biyolojik
orneklerden ayrilmasi ve tayininde genel olarak kan ve idrar 6rnekleri kullanilmaktadir.

Gut hastalarinin kanindaki UA derisimi ile tiikiiriglindeki UA derisiminin benzer
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olmasindan dolayr (Owen-Smith ve ark. 1998) son zamanlarda tiikiiriik 6rnegi de gut,
hiperiirisemi ve Lesch-Nyhan sendromu gibi hastaliklarim teshis ve tedavisinde de
kullanilmaya baslanmistir. Buna ragmen, az miktardaki insan tiikiiriiglinde UA

derisiminin belirlenmesi i¢in yiiksek duyarlilikta metotlar mevcut degildir.

Inoue ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan bir calismada, tiikiiriikte UA derisiminin
belirlenmesi i¢in basit, hizli, duyarli, se¢ici ve hassas bir yontem gelistirmis ve bunun i¢in
ultraviyole (UV) ve elektrokimyasal dedektorlerin (amperometrik ve koulometrik)
kiyaslamasin1 yapmistir. Elde edilen sonuglara goére UV dedektoriiniin kullanildigi
metodta dogrusal aralik 0,6-60 uM, tayin limiti (LOD) 180 nM, tayin sinir1 (LOQ) ise
600 nM olarak belirlenirken, amperometrik ve koulometrik dedektdrlerin kullanildig:
metodta bu degerler sirasiyla 0,06-6 uM ve 0,06-6 uM (dogrusal aralik), 3 nM ve 6 nM
(LOD), 10 nM ve 20 nM (LOQ) olarak rapor edilmistir (Inoue ve ark. 2003).

UA derisiminin Ol¢limiinde alternatif bir yaklasim da yiiksek performansli sivi
kromatografisi-ultraviole (HPLC-UV) (Sakuma ve ark. 1987, Czauderna ve Kowalczyk
1997, Cooper ve ark. 2006) ya da gaz kromatografisi-kiitle spektrometresinin (GC-MS)
kullanildig1 (Ellerbe ve ark. 1990, Thienpont ve ark. 1996, Chen ve ark. 1998)
kromatografik metotlardir. Bununla birlikte, idrar, plazma, serum ve doku gibi biyolojik
orneklerde bir¢ok girisimci molekiil bulunmakta, bu da biyolojik analizler i¢in yiiksek
duyarhlik ve secicilik gerektirmektedir. Buna ragmen, HPLC-UV dedeksiyonu diisiik
duyarhlik ve seciciliktedir. Bu nedenle analizler i¢in 6rnek hazirlama asamasina ihtiyag
duyulmaktadir (Sakuma ve ark. 1987, Czauderna ve Kowalczyk 1997, Cooper ve ark.
2006). Tekrarlanabilirligin, seciciligin ve duyarliigin gelistirilmesi i¢in, biyolojik
orneklerde sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ve LC-MS/MS analitik
teknikleri kullanilmaktadir. LC-MS analiz siiresinin azaltilmasinda ve herhangi bir
tirevlendirme yapilmadan ugucu olmayan Orneklerin ve termal olarak kararsiz olan
bilesiklerin 6lcliimiinde avantaj saglamaktadir (Ohki ve ark. 1992, Wood ve ark. 2006,
Pendela ve ark. 2008, Tolonen ve ark. 2009).

Kim ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, hiicre icerisinde,

plazma ve idrarda UA derisiminin 6l¢limiinde LC-MS/MS metodu gelistirilmistir. Bu
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amagla, i¢ standart olarak izotopla isaretlenmis UA (1,3-"’N»>-UA) kullanilmis ve hem
hiicre i¢i (hiicre lizat1) hem de hiicre dis1 (idrar ve plazma) 6rneklerde UA derisimini
hassas ve secici bir sekilde, yliksek verimlilikle ve kisa siirede dl¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuglara gore, hiicre lizatinda dogrusal yanit araligi 8,40 ug/dL — 4,00 mg/dL ve tayin
limiti (LOD) 0,84 pg/dL, tayin sinir1 ise (LOQ) 8,40 pg/dL olarak hesaplanmustir.
Idrardaki UA derisimi 5,20 - 40,63 mg/dL ve plazmadaki UA derisimi ise 4,29 - 9,09
mg/dL olarak olciilmiistiir (Kim ve ark. 2009).

Insan fizyolojik sivilarinda UA tayini dogrudan yapilmaktadir. UA’in ayrilmasi ve tayini
genellikle HPLC ve HPLC-MS kullanilarak yapilmaktadir. Bu metotlar rutin klinik
analizler i¢in tasarlanmamis olup, HPLC’ nin yiiksek tayin limitine karsin HPLC-MS
metodunun oldukca diisiik tayin limiti vardir ve bu cihazlarin pahali olmasidan dolay1
her klinik tarafindan tedarik edilememektedir. Hem HPLC hem de HPLC-MS metotlar1
ornekler i¢cin karmagik hazirlik asamalar1 gerektirmektedir. Her iki metotta da mobil faz
olarak metanol, asetonitril gibi insan saglhigina ve cevreye zararli organik ¢oziiciiler

kullanilmaktadir.

Cevre dostu analiz yontemlerinin sec¢ilmesi ve kullanilmaya baslanmasiyla birlikte HPLC
ve HPLC-MS gibi yontemlere alternatif olarak organik ¢oziiciilerin kullanilmadig: ters
faz-yiiksek performanslt sivi kromatografisi (RP-HPLC) kolonlar1 gelistirilmeye
baslanmistir. Jen ve arkadaslar1 (2002) tarafindan idrarda UA tayini i¢cin C18 kolon
kullanilmis ve UA pH 7,4 amonyum fosfat tamponu ile ayrilmistir (Jen ve ark. 2002).
Tayin limiti ¢ok diisiik olmamasina ragmen bu yontem iyon kromatografisi (IC)
yontemiyle kiyaslandiginda karmasik 6rnek hazirlama asamasi nedeniyle olduk¢a zaman
alicidir. UA i¢in tayin limiti kiyaslandiginda, rutin analizlerde IC yontemi hiz, basitlik ve

kalite bakimindan HPLC ve HPLC-MS metotlarina gore daha iistiindiir.

Asidik kosullarda UA molekiiliindeki amino grubu, hidrojen iyonlariyla birleserek UA
katyonlarini olusturur ve UA katyonu, katyon degistirici kolonlarinda alikonulur.
Idrardaki diger organik bilesikler katyon olusturabilmek igin hidrojen iyonlartyla
birlesemedikleri i¢in katyon degistirici kolonlarda alikonmazlar. Idrardaki sodyum ve

potasyum gibi anorganik katyonlar da katyon deg§isim kolonlarinda alikonulabilirler.
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Idrardaki sodyum miktar1 fazla olmasma ragmen UA belirlenmesinde iletkenlik
dedektoriiniin kullanilmasiyla herhangi bir girisim yapmazlar. Ayrica idrar 6rneginin
1000 kat seyreltilmesiyle de potasyum derisimi tayin limitinin altinda kaliwr. 0,10 - 20
mg/L derisim araliginda 6l¢iim alinan bir calismada tayin limiti 0,5 pg/L olarak
hesaplanmistir. Gergek 6rnek ¢alismasinda ise 3 farkli hastadan alman idrar 6rneklerinde
UA derisimi 0,99 - 4,50 mg/L araliginda oOlciilmiistiir. Yontem HPLC metoduyla

kiyaslandiginda benzer aralikta sonu¢ vermistir (Zhao ve ark. 2011).

Cizelge 2.3.1. UA tayininde kullanilan bazi yontem ve tayin limitleri

Yontem Tayin limiti (LOD) Referans

Hidrofilik etkilesim kromatografisi | 0,06 pg/mL Zuo ve ark. 2011
(HILIC)

RP-HPLC 0,11 pg/mL George ve ark. 2006
RP-HPLC 0,0034 mg/dL Li ve Franke 2009

Ultra-yiiksek ~ performansli  sivi | 0,0051 mg/dL
kromatografisi (UHPLC)

RP-HPLC (Ultraviyole ve | 15 ng/mL Louisi ve Pascalidou 1998
elektrokimyasal dedektor cifti)

HPLC 0,21 nmol Czauderna ve Kowalczyk
2000

HPLC-UV 1,42 nmol/mL Ferin ve ark. 2013

LC-MS/MS 0,07 mg/dL Kwon ve ark. 2012

LC 0,2 umol/L Seki ve ark. 1997

Cizelge 2.3.1’de UA tayininde kullanilan bazi yontem ve tayin limitleri 6zetlenmistir.
Goriildigi gibi, UA i¢in tayin limitleri oldukca diisiiktiir. Ancak bu metodlarda allontoin,
ksantin, hipoksantin, askorbik asit gibi diger molekiiller de olgiilmektedir. Ayrica
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kromatografik yontemlerde kullanilan cihazlarm rutin klinik laboratuarlar1 i¢in pahalli
cthazlar olmasi ve kullanilan kimyasallarin ¢evreye ve insan saghigi iizerine olumsuz

etkileri nedeniyle alternatif teknikler gelistirilmektedir.

Biyolojik orneklerde UA’in kantitatif analizinde yaygin olarak kullanilan teknikler,
kolorimetrik ve iirikaz enziminin kullanildig1 enzimatik metotlardir. Enzimatik metotlar
oldukca se¢imli olmasma ragmen, sicakliktan etkilenmesi, pahalli kimyasallarin
kullannm1 ve kullanilan 6rnek hacminin fazla olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
yontemlere alternatif olarak elektrokimyasal tayin yontemleri gelistirilmistir. Fakat bu
yontemler, biyolojik drneklerdeki UA derisiminin tayininde yeterince segici ve hassas

degillerdir (Zinellu ve ark. 2004).

Insan idrar1 ya da serumundan UA tayini igin gelistirilen kolorimetrik ve kromatografik
yontemlerde analiz siiresi uzun, aymrma kapasitesi diisilk ve kolon émrii kisadir. Bu
nedenle UA tayininde kapiler elektroforez (CE) yontemi de son zamanlarda kullanim
alan1 bulmaktadir. Bu yontemin hizli, hassas, ¢ok kiiciik 6rnek hacmi ve tekrarlanabilir
olmas1 gibi pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Yontem elektrokimyasal dedeksiyon ile
birlestirildiginde (CE-ED), yiiksek hassaslik ve 1yi se¢imlilik gostermektedir. Bunun yani
sira seyreltilmis 6rnek ¢ozeltileri herhangi bir 6n islem olmadan direkt olarak enjekte

edilebilmektedir (Guan ve ark. 2005).

Kapiler elektroforez (CE), biyolojik orneklerin belirlenmesinde basit, ucuz, yliksek
verim, kiitleye duyarl ve 6rnek ve ¢oziicii ihtiyacinin ¢ok az olmasi gibi nedenlerle klinik
analizlerde kullanim alan1 bulmaktadir. UA tayinine yonelik UV ve elektrokimyasal
dedeksiyonlu CE teknikleri gelistirilmistir. UV dedeksiyonlu CE metodu diistik
hassasiyetlidir. Bu durum biyolojik 6rneklerde UA derisiminin tayinini sinirlamaktadir.
UV dedeksiyonuna alternatif olarak onerilen kemiliiminesans (CL) dedeksiyonu yiiksek
hassasiyet, diisiik maliyet ve yliksek uyum Ozellikleri gostermektedir. Zinellu ve
arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, serbest bolge CE yontemi
kullanilarak biyolojik drneklerden UA ve askorbik asit (AA) tayini yapilmistir. Her iki
analit i¢in tayin limiti 0,5 mg/L olarak bulunmustur. UV dedektorii kullanilan bu

yontemde analitlerin go¢ ortami borat tamponu olarak belirlenmis ve goclin gergeklestigi
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sicaklik, tampon derisimi, voltaj miktari, absorblamanin oldugu dalga boyu gibi birgok

parametrenin optimizasyonu yapilmistir (Zinellu ve ark. 2004).

Guan ve arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan bir baska calismada, tiikiiriik ve idrarda
UA, p-aminohippurik asit (PAH) ve bunlarin potansiyel girisimcilerinin (ksantin,
hipoksantin, askorbik asit) duyarli ve giivenilir tayini i¢in elektrokimyasal dedeksiyonlu
kapiler elektroforez (ED-CD) teknigi gelistirilmistir. Elde edilen sonuglara gére UA igin
tayin limiti 0,66 umol/L bulunmustur (Guan ve ark. 2005).

Zhao ve arkadaslar1 (2008) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, kemiliiminesans
reaksiyonu UA varliinda luminol ve potasyum ferrisiyanid (K3[Fe(CN)s]) arasinda
gerceklesmektedir. Elde edilen sonuglara gore tayin limiti 0,35 pM bulunmustur.
Luminoliin K3[Fe(CN)s] ile alkali kosullarda reaksiyona girmesi nedeniyle reaksiyon
ortami1 NaOH ¢06zeltisi olarak se¢ilmistir. CE-CL dedeksiyon sisteminde UA’in ayirma
ortamindaki gd¢ii son derece dnemlidir. Go¢ ortami i¢in borat tamponu kullanildigi i¢in
ortamin borat derisimi CL siddetini etkilemektedir. Ayrica uygulanan voltaj miktar1 da
hem UA ve luminoliin go¢ hizin1 hem de CL siddetini dogrudan etkilemektedir (Zhao ve
ark. 2008). Tiim bu etkiler de g6z oniine alindiginda ucuz ve hassas olan CE sisteminin
rutin klinik analizlerde kullanilabilmesi i¢in optimum kosullarmm saglanmasi

gerekmektedir.

2.4. Sensorler

IUPAC tanmmina gore maddelerin kimyasal ve fiziksel dzelliklerinden yararlanilarak
numunedeki bilesenlerin derisimini kimyasal veriye doniistiirebilen ve tekrar tekrar
kullanilabilen cihazlara sensor denilmektedir (Kenan 2014). Sensorler analiz edilen
madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren aktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucunda
ortaya c¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle birlestirilmesi ve bunlarin bir 6l¢tim
sistemiyle kombinasyonuyla olusturulur (Ozgiir 2011) (Sekil 2.4.1). Sensérler birgok
alanda kullanim olanagi1 bulmaktadir. Sensdrlerin kullanildig: alanlar Cizelge 2.4.1.°de
ozetlenmistir (Vetelino ve Reghu 2010). Sensorlerin performansini yiiksek duyarlik,

tekrarlanabilirlik, tayin smniri, segici ve dogru yanit vermesi, stabilite, 6l¢iim araliginin
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genis olmasi, cevap siiresinin hizli olmasi, yontemin ucuz olmasi gibi parametreler

etkilemektedir.
Hesaplama
BILGISAYAR L .
Sonuglarin gosterilmesi
T T Hatalar vb.
ELEKTRONIK Sinyal yiikseltme
OLCTUM DEVRESL
Entegrasyon vb.
TRANSDUSER Potansiyel fark, akim,
151k, iletkenlik farki,

ALGILAYICI frekans farki vb.

 mm— . & -
@ * {:? o Numune molekiilleri ile
NUMUNE etkilesim

Sekil 2.4.1. Kimyasal sensoriin sematik gosterimi (Kenan 2014)

Analiz edilecek bir 6rnek igerisinde bulunan diger kimyasal maddelerden etkilenmeden
yalnizca istenilen analite duyarli olma durumu sensoriin seciciligini gostermektedir.
Yapilan analizlerin gercek degere olan yakinligi sensoriin dogrulugunu verir. Sensoriin
duyarlilig: ise kullanilan cihazin analitteki degisime bire bir cevap vermesidir. Benzer
kosullar altinda arka arkaya alman Ol¢timlerin hemen hemen ayni degerde olmasi ise
kullanilan sensoriin tekrarlanabilirlik parametresini gostermektedir. Sensoriin kararlilig
pH, sicaklik, nem gibi ortam kosullarina ve kullanilan materyalin fiziksel dayanikliligina

baglhdir (Kenan 2014).
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Cizelge 2.4.1. Sensorlerin kullanim alanlar1

Ziraat Imalat

Otomotiv Denizcilik

Insaat Medikal

Tiiketim mallar1 Ordu

Enerji Okyanus bilimi
Cevre Giivenlik sistemleri
Balik¢ilik Uzay

Gida teknolojisi Tasimacilik
Ormancilik Atik yonetimi
Saglhk Digerleri

Klinik kimya laboratuarlarindaki klinik analizler pahali ve zaman alici islemler
olmasindan dolayi, analitler hastane, hastane digindaki hasta bakicilar ve hastalarin
evlerinde kendi kendilerine aldiklar1 6l¢iimlerden dolay1 farkli ortamlarda fazla sayida
Olciim gerceklestirilmektedir. Giliniimiizde bu metotlarin gelismesindeki en biiylik etken
hizli ‘in situ’ (yerinde) analizlerin gelismesidir. Bu metotlar duyarli ve kesin olmalidir.
Ayn1 zamanda gercek Orneklerde farkli 6zelliklerdeki bir¢ok maddenin belirlenmesine
olanak saglamalidir. Klinik kimyada ilgilenilen analitlerin 6l¢iilmesinde elektrokimyasal
sensorler yliksek duyarlik ve segicilik 6zelligi gostermesi, portatif boyutta olmasi, hizl
yanit siiresi ve diisiik maliyetinden dolay1 bu yeni uygulamalar i¢in uygundur (Wang ve

ark. 2008).

Klinik kimyada kullanilan ilk elektrokimyasal sensor 1962 yilinda Clark ve Lyons
tarafindan gelistirilen ve ‘enzim elektrodu’ olarak bilinen elektrokimyasal biyosensordiir.
Bu sensorde oksijenin 6l¢iilmesi i¢in amperometrik elektrot olarak glukoz oksidaz (GOx)

enzimi kullanilmistir (Clark ve Lyons 1962).

Kimyasal sensorler, fizikokimyasal algilayici (transdiiser) ile yakin etkilesim i¢inde olan

molekiiler tanima sistemlerinden olusmaktadir. Analit derisimiyle orantili olarak tiretilen
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sinyal, algilayic1 olarak adlandirilan sistem tarafindan Olgiiliir. Cizelge 2.4.2°de
sensOrlerde kullanilan algilama araclar1 siralanmistir. Eger sensor sisteminde enzim gibi
biyolojik tanima elementi varsa bu sistem biyosensor olarak adlandirilmaktadir (Turner
ve ark. 1987). Algilayici elektrokimyasal, optik, mekanik ya da termometrik olabilir
(Alcock ve Turner 1994). Sekil 2.4.2‘de bir biyosensoriin bilesenleri sematik olarak
gosterilmistir. Kimyasal sensOrii biyosensorden ayiran en temel 6zellik biyosensorde
analiz edilecek maddeyi tantyacak biyolojik bir tanima bolgesinin bulunmasidir. Cizelge

2.4.3’te biyosensor bilesenlerinin igerigi verilmistir.

Cizelge 2.4.2. Sensorlerde kullanilan algilama araglar1 (Vetelino ve Reghu 2010)

Biyolojik

Kimyasal

Elektrik, manyetik ya da elektromanyetik dalga
Is1, sicaklik

Mekanik yer degistirme ya da mekanik dalga
Radyoaktivite, radyasyon

Digerleri (6zellesmis)

Elektron
Iyonlar
It
Gaz
Kiitle

GLUKOZ
PEROKSIT
CO:

ANTIJEN
NUKLEIK
ASIT

=D

ANALIZ BIYOKOMPONENT  TRANSDUSER SINVAL ~~ ELEKTROANALITIK
EDILECEK  (BIYOLOJIK DONUSTURUCU ~ SINYAL
MADDE TANIMA BOLGESI) SISTEM

Sekil 2.4.2. Biyosensor bilesenlerinin sematik gdsterimi ( Newman ve ark. 2001)
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Cizelge 2.4.3. Biyosensor bilesenlerinin igerigi

Analit Biyokomponent
Metaller Enzimler
Hormonlar Antikorlar

Enzim-Koenzimler Hiicre (Doku kesitleri, Mikroorganizmalar)
Substrat Niikleik asitler
Aktivatdr-Inhibitor  Lipidler

Antikor-Antijen Hiicre organelleri
Niikleik asit Reseptorler
Mikroorganizmalar

Viriisler

2.4.1. Biyosensorler

IUPAC’Im 1999 yilinda yapti§1 Oneriye gore biyosensorler, biyolojik tanima
elemanlarinin kullanilmasiyla segici kantitatif ya da yari-kantitatif analitik bilgilerin
saglanabildigi cihazlar olarak tanimlanmistir (Thevenot ve ark. 1999). Biyosensorler
biyolojik ya da biyolojik materyallerden tiiretilmis tanima elemanlar1 ve doniistiiriiciiler1
sayesinde spesifik biyo-analitleri biyolojik sinyalden elektriksel sinyale doniistiiriirler
(Lowe 2007). Bir biyosensorde biyoreseptor, doniistiiriicii ve sinyal kaydedici sistem
olmak iizere ili¢ ana parca vardir. Biyolojik tanima elemani ya da biyoreseptor genellikle
spesifik hedef analiti 6l¢ebilen bir biyolojik bilesenin immobilizasyonu ile olusturulur
(Kahn ve Plaxco 2010). Analit ve biyoreseptor arasindaki reaksiyon genellikle yeni bir
iirin olusumu, sicaklik degisimi, elektron akisi, pH ya da kiitle degisimi seklinde olur.
Olusan biyolojik sinyal doniistiiriicii sayesinde elektriksel sinyale doniistiiriiliir ve
mikroelektronik kisma yollanarak veriler elde edilir. Sekil 2.4.1.1°de bir biyosensoriin

sematik gdésterimi verigmistir.
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| Biyosensdr |

Ornek | | Biyoreseptdr Transduser | | Elektronik | | Veriigleme
Enzimler
O C1—» Antibadiler Elektrodlar
A OA Nikleik asitler Transisttrier
o O ﬂ Mikroorganizmalar T -
. » ermistérier . .
[ A Diokular . n— Giiglendirici > Mikroelektronik
Optik fiberler
L+ o Hicreler
Piezoelektrik
LA [1—» Yapay bivolojik kristaller
reseptdrier

Sekil 2.4.1.1. Biyosensoriin sematik gosterimi

Biyosensorler biyolojik sinyal mekanizmalarina (biyolojik tanima elemani/biyoresepor)
gore ya da sinyal doniistiiriiciilerine (transdiiser) gore iki ana gruba ayrilir. Biyolojik
tanima katmanlarma gore biyosensorler kendi aralarinda bes ana gruba ayrilir. Bunlar,
enzim temelli sensorler, immiinosensorler, DNA/nlkleik asit sensorleri, hiicre temelli
sensorler ve biyomimetik (aptamerlerin kullamildig1 aptasensorler) sensorleridir.
Dénitistiiriiciilerine gore; elektrokimyasal biyosensorler (amperometrik, potansiyometrik,
kondiiktometrik, elektriksel impedans spektroskopi), optik temelli biyosensorler (ylizey
plazmon rezonans, kemiliiminesans, floresans, optik fiber), piezoelektrik temelli
biyosensorler (y1gin dalga ve yiizey akustik dalga), kalorimetrik temelli biyosensorler

seklinde dort gruba ayrilir (Perumal ve Hashim 2014).

Mikrofabrikasyon teknolojisinin avantajlarindan biri biyosensorleri minyatiirize
edebilmeleridir. Nano-boyuttaki elektronik parcalarin gelecekte ticari biyosensorlerin
gelismesinde onemli bir rol oynayacagi diisiiniilmektedir. Biyosensorler hassas, duyarli
ve kararli olmalarindan dolayi, medikal uygulamalardaki kullanimlar1 6niimiizdeki

yillarda yayginlagacaktir (Sadana ve Sadana 2011).

Biyosensorler, farmakoloji ve molekiiler biyoloji alaninda da kullanilmaktadir.
Hastaliklarim teshisinde rol oynayan biyolojik molekiillerin tayini i¢in isaretlemeye gerek
olmayan biyosensorler gelistirilmektedir. Ayrica ilag gelistirme programlarinda da

biyosensorler kullanilmaktadir (Morrow 2008).
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Biyosensorlerin bir diger avantaji da es zamanli goriintiilemeye olanak vermeleridir.
Ornegin; hasta takibinde, dzellikle savas durumunda kimyasal ve biyolojik silahlara
maruz kalan kisilerin takibinde, endiistriyel {retimlerin takibinde biyosensorler

kullanilmaktadir.

Biyosensorler duyarlilik, segicilik, cevap siiresi, kullanim kolayligi, tekrarlanabilirligi,
dayanikliligi, tayin siiresi ve tayin st gibi Ozelliklerinden dolayr diger analitik

yontemlere gore avantajlidir (Sadana ve Sadana 2011).

Elektrokimyasal immiinosensorler diisiik maliyet, hizli 6l¢lim yetenegi ve portatif
olmalarindan dolay1 ELISA gibi yontemlere alternatif olarak kullanilmaktadir (Heineman
and Halsall 1985). Enzim bagli amperometrik biyosensorler hizli cevap ve yiiksek
duyarliliklarindan dolay1r biyomolekiillerin tayininde iyi bir metottur (Darain ve ark.

2003).

2.4.2. UA i¢in hazirlanan sensorler

UA derisiminin tayininde biyosensorlerin kullanildig1 yeni yontemler gelistirilmistir. Bu
metotlarin temeli enzimatik reaksiyonlara ya da diger analitik metotlarda kullanilan
benzer reaksiyonlara dayanmaktadir. Bu yontemde, membran yiizeyine enzim

siispansiyonu immobilize edilmektedir (Perello ve ark. 2005).

Nanjo ve Guilbault (1974) tarafindan yapilan bir c¢alismada, immobilize iirikaz ile
kaplanmis platin elektrot kullanilmis, UA’in enzimatik degredasyonu esnasinda
¢Ozilinmiis oksijen miktarindaki azalmanin dogrudan 6l¢iilmesiyle ortamdaki UA derisimi
tayin edilmistir. Tayin limiti % 8 mg olarak bulunmustur. Askorbik asit (AA), sistein,
sistin, metiyonin, tirozin ve albuminin girisim etkisi incelendiginde AA ve sisteinin UA
tayinini etkiledigi, UA’in Ol¢iimiinden once oksitlendikleri, diger molekiillerin ise ¢ok

belirgin bir girisim etkisinin olmadig1 belirtilmistir (Nanjo ve Guilbault 1974).

Miland ve arkadaslar1 (1996) tarafindan gelistirilen biyosensor sisteminde, karbon pasta

icine herhangi bir elektron transferi gerceklestirecek mediyatdr olmadan lirikaz ve
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karaturp peroksidazi (HRP) immobilize edilmistir. Elektrodun ¢alisma prensibi, UA
varliginda H>0O2’in indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Calisma elektrodunun modifiye
yilizeyinde karbon pastaya ko-immobilze olmus iirikaz ve HRP ve bu sisteme eklenmis
poli(o-aminofenol) bulunmaktadir. Polimer tabakanin yari-secici karakteristik 6zellikleri
siklik voltametri ile karakterize edilmis, tayin limiti 3 uM olarak bulunmustur. AA ve
bilirubinin girisim etkisi incelenmis, sinyal siddetinde AA i¢in % 15 artma gozlenirken,
bilirubin i¢in % 35 azalma gozlenmistir. Bu sorunun serum 6rneklerinin seyreltilmesiyle

giderilebilecegi umulmaktadir (Miland ve ark. 1996).

Biyolojik sivilarda UA tayini i¢in lirikaz-peroksidaz sisteminin ve amplez kirmizisinin
birlikte enkapsiile edildigi sol-jel matriks sistemleri, floresans biyosensorler olarak
kullanilmistir. Bu yontemde kimyasal kullanilmamaktadir. Tayin limitinin 20 nM oldugu
sistemde AA girisimini idrar 6rneginin 50 000, serum ve kan 6rneklerinin ise 10 000 kat
seyreltilmesiyle ihmal edilebilir seviyelere geldigi rapor edilmistir (Martinez-Perez ve

ark. 2003).

Chen ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir baska ¢alismada, endojen (hiicre
lizat1) ve fizyolojik (serum) orneklerde UA tayinine yonelik elektrokimyasal yaklasim
gelistirilmistir. Bu yaklasim enzimatik reaksiyon sonucu olusan H,O;’in elektrokatalitik
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Tionin-tek duvarli karbon nanotiip (Th-SWNTs)
nanoyapilarin mediyatér ve enzim immobilizasyon matriksi olarak kullanildig: iirikaz-
tionin-tek duvarli karbon nanotiip/cams1 karbon (UOx-Th-SWNTs/GC) biyosensorii
dizayn edilmistir. Tayin limitinin 0,5 uM oldugu biyosensor sisteminde AA, 3.4-
dihidroksifenilasetik asit, 4-asetamidofenol ve glukozun girisim etkisi arastirilmis fakat

bu molekiillerin herhangi bir girisim yapmadig1 gézlenmistir (Chen ve ark. 2010).

Cinko oksit nanotellere {iirikaz immobilizasyonu ile Tlretilen potansiyometrik UA
biyosensorii, UA’in potansiyometrik olarak belirlenmesinde kullanilmigtir. Tayin
limitinin 1 pM oldugu sistemde girisimei olarak AA, ilire ve glukoz kullanilmis, bu
molekiillerin varliginda sensor sinyalinde az bir artisin oldugu gozlenmistir (Ali ve ark.

2011).
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Yapilan bir bagka ¢aligmada, UA tayinine yonelik sandvig tipi amperometrik biyosensor
gelistirilmistir. Elektrokatalizor olarak kobalt fitalosiyanin (CoPC) kullanilan sistemde
seliiloz asetat ve polikarbonat membran arasina lirikaz enzimi yerlestirilmistir. Tayin

limiti 0,015 mM olarak bulunmustur (Kanyong ve ark. 2012).

Elektrokemiluminesans (ECL) esasma dayali biyosensoriin tasarlandigi bir bagka
calismada, enzim immobilizasyonu i¢in matriks olarak polipirol kullanilmis ve luminoliin
sinyalinden yararlanilmistir. Urikaz katalizorliigiinde gerceklesen reaksiyonda UA’in
oksidasyonu sonucu potasyum ferrisiyanid ylikseltgenirken allontoin, CO> ve H>O>
olusmaktadir. Katalitik olarak verimli olan H>O; luminoliin elektrokemiluminesansini
arttirmakta, boylece ortamdaki UA derisimi belirlenebilmektedir. Bu calismada tayin

limiti 75 pM olarak belirlenmistir (Chu ve ark. 2012).

Prussian mavisi ile modifiye edilmis elektrot temeline dayanan iirikaz biyosensoriinde,
siklik voltametri ve kronoamperometri 6l¢iimleri birlikte alinmistir. Tayin limiti 0,01 mM

olarak hesaplanmistir (Piermarini ve ark. 2013).

Insan viicut sivilarmda UA 6lgiimii icin bircok metot ¢alisiimistir. UA’in dl¢iimiinde
iirikaz (Steele 1969, Zhao ve ark. 2009) ve fosfotungstat (Henry ve Sobel 1957)
metotlarmin kullanildig1 enzimatik yaklagimlar, plazma ve idrardaki UA derisimlerine
odaklanmis fakat 0,1 mg/dL’den daha diisiik seviyeleri 6lgememistir (Cook ve ark. 1970).
Enzimatik  metotlarin  kullanmildigt  UA  teknikleri, metallerin  varligindan
etkilenebilmektedir. Enzimatik olmayan metotlar bulaniklik ya da aspirin, AA, glutatyon,
parasetamol gibi bir¢cok antibiyotigin varligindan etkilenebilmektedir (Itiaba ve ark.
1975). UA derisiminin belirlenmesinde elektrokimyasal metotlar da kullanilmaktadir.
Fakat biyolojik Orneklerde AA ve dopamin varligi da girisime yol acabilmektedir
(Strochova ve ark. 1997, Kachoosangi ve ark. 2006, Popa ve ark. 2000). Bu durum, serum
ve idrarda AA ve dopamin gibi bilesiklerin varliginda bile secici UA tayini yapilabilmesi
icin, elektrokimyasal metotlarin gelismesine sebep olmaktadir (Hason ve ark. 2009,

Zheng ve ark. 2009, Kannan ve ark. 2009).
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Biyouyumlu nanomateryaller, enzim ve elektrot arasinda direkt elektron transferi esasina
dayanan ii¢lincii-jenerasyon biyosensorlerin gelisiminde yeni bir yaklasim olmustur. UA
tayini i¢in farkli amperometrik biyosensorlerin hazirlanmasi i¢in bir¢ok calisma
mevcuttur. Bu sensorlerde lirikaz enzimi poli-anilin kalpl Pt elektrot, Ir-modifiye karbon
elektrot, polipirol film kapli Pt ylizey, ZnO nanogubuk modifiye camsi karbon elektrot,
polipirol ve polianilin ve polianilin/karboksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (c-
MWCNTs) kapl indiyum kalay oksit (ITO)-kapli cam plakalar gibi bir¢ok farkl elektrot
ylizeyine immobilize edilebilmektedir. Altin nanopartikiiller (AuNPs) o6zellikle
elektrokimyasal 6l¢lime dayali biyosensorler i¢in ideal malzemelerdir. Bunun sebebi Au
ylizeyinin biyomolekiillerin baglanmasi i¢in uygun olmasi ve metalin direkt ve hizli
elektron transferini  kolaylastrmasidir.  Altmn  nanopartikiillere  proteinlerin
immobilizasyonu pratik uygulamalarda, 6zellikle de biyo-isaretleme ve biyo-6l¢iimlerde

onemlidir (Chauhan ve Pundir 2011).

Elektro-polimerizasyon teknigiyle camsi karbona modifiye edilmis 2,2-bis(3-amino-4-
hidroksifenil) hekzafluoropropan (BAHHFP) elektrodu dopamin (DA) ve UA’in birlikte
analizinde kullanilmistir. Diferensiyel puls voltametri yontemiyle alinan dlctimlerde, DA
icin tayin limiti 5 nM olarak bulunurken, UA icin hassas Ol¢iimiin yalnizca asidik
cozeltide (pH: 1,8) olabilecegi ve tayin limitinin 0,1 uM oldugu rapor edilmistir
(Milczarek ve Ciszewski 2004).

Mezoporoz SiO> modifiye edilmis karbon pasta elektrotun kullanildig elektrokimyasal
sensOr sisteminde AA, UA ve ksantinin (XA) es-zamanli 6l¢iimiinde dedeksiyon limitleri
sirastyla 3.0x107% mol L', 1.0x1077 mol L™! ve 7.5x1077 mol L™! olarak bulunmustur

(Sun ve ark. 2009).

Biyoanalitik sensorlerin dizayninda iletken polimerlerin kullanimi olduk¢a yaygindir.
2010 yilinda Atta ve arkadaslar1 tarafindanyapilan bir calismada AA, DA ve UA’in
birlikte 6l¢iimiinde paladyum (pD) nanosalkim (nanoclusters) (Pdnano) takilt poli(N-
metilpirol) (PMPy) film kapl platin (Pt) elektrot tasarlanmis ve diferensiyel puls
voltametrisi ile alinan 6l¢glimlerde AA, DA ve UA i¢in tayin limiti sirastyla 7 uM, 12 nM
ve 27 nM olarak bulunmustur (Atta ve ark. 2010).
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2011 yilinda yapilan bir bagka caligmada, UA tayini i¢in lirikaz enzimi altin nanopartikiil
(AuNP)/cok-duvarli karbon nanotip (MWCNT) ylizeye immobilize edilerek
amperometrik biyosensor gelistirilmistir. Tayin limiti 0,01 mM olan biyosensor serum
orneklerinde UA belirlenmesi i¢in kullanilmis ve sisteme glukoz, kolesterol, iire, piruvat,
bilirubin gibi molekiillerin (I mM) herhangi bir girisime sebep olmadig1 fakat AA’in
fizyolojik derisimde (3,4 mM’da % 7 inhibisyon) girisimde bulundugu ve bu girisimin de
aktivitede % 56’°lik bir diisiise neden oldugu rapor edilmistir (Chauhan ve Pundir 2011).

AA girisimini ortadan kaldirmak i¢cin Huang ve arkadaslar1 (2012) tarafindan gelistirilen
Cu(II)-polidopamin immobilize elektrotun elektrokimyasal 6l¢timleri siklik voltametri ile
yapilmis ve 5 mM AA varliginda tayin limitini 24,6 uM olarak bulunmustur (Huang ve
ark. 2012).

Niu ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir baska ¢calismada, DA, UA, guanin
(G) ve adenin (A) biyomolekiillerinin birlikte belirlenmesi i¢in tic-boyutlu dagilmis Au
nanopartikiil (GNP)-modifiye cams1 karbon elektrotun (GCE) kullanildig1 diferensiyal
puls voltametri teknigi kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore DA, UA, G ve A
analitleri i¢in dedeksiyon limitleri sirasiyla 2.0 x 1071 M, 8.0 x 10" M, 5.0 x 1071 M ve
4.0 x 10 M bulunmustur (Niu ve ark. 2012).

2012 yilinda Bi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir bagka calismada, elektrokimyasal
ozelliklerinin 1y1 olmas, elektrigi iyi iletmeleri ve biyolojik molekiillere uyumlu olmalar1
nedeniyle elektrokimyasal sensorlerde kullanim alani giin gectik¢ce artan g¢ok-duvarl
karbon nanotiiplerin (MWCNT) yilizeyindeki fonksiyonel gruplarin etkisinin arastirilmasi
icin AA, DA ve UA’in birlikte analiz edildigi dort farkli MWCNT sentezlenmistir.
Pristin-MWCNT (MWCNT-P), asitlendirilmis MWCNT (MWCNT-T), karboksil igeren
MWCNT (MWCNT-COOH) ve hidroksil iceren MWCNT (MWCNT-OH) hazirlanmis
ve karsilastirilmistir. Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
icin siklik voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, dedeksiyon limitleri AA, DA ve UA igin
strastyla MWCNT-T i¢in; 10 uM, 0,05 uM, 1 uM, MWCNT-COOH i¢in 10 uM, 0,5 uM,
10 uM ve MWCNT-OH i¢in 50 uM, 1 uM ve 50 uM olarak bulunmustur. MWCNT-P
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icin elde edilen degerler diger ii¢ elektrotla kiyaslandiginda oldukga diisiik bulunmustur.
Karboksil grubu elektrokatalitik performansi arttirirken, hidroksil grubu AA, DA ve UA
iceren elektrolitik ¢ozeltilerde istenen bilesikleri secici olarak belirleyememektedir (Bi ve

ark. 2012).

UA derigsiminin belirlenmesi i¢in basit ve hizli metodlarin gelistirilmesi uzun yillardan
beri ilgi ¢ekici bir konudur (Roy ve ark. 2004, Ren ve ark. 2006). Arastirilan yontemler
arasinda, UA derisiminin elektrokimyasal olarak belirlenmesi kolorimetrik ya da
spektrofotometrik metodlara gore daha ucuz ve kisa siireli olsa da, idrarda UA’in
dogrudan elektrokimyasal sensorler ile belirlenmesi diisiik segicilik nedeniyle hala
problemdir (John 2005, Zare ve ark. 2005). Idrardaki diger bilesiklerin UA’in redoks
potansiyeline yakin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu bilesikler girisim etkisi
yapmaktadir. Ornegin, idrarda UA ve AA birlikte bulunur ve yiikseltgenme potansiyelleri
yakindir (Ernst ve Knoll 2001). Bu nedenle UA derisimi AA varliginda elektrokimyasal
yontemlerle secici bir sekilde belirlenemektedir. Ote yandan, UA’in diisiik derisim
diizeylerinde belirlenebilmesi olduk¢a 6nemlidir. Elektrokimyasal UA sensdrleri igin
uzun Omiirlii ve kararli elektrodlarin gelistirilmesinin yani sira basit, hassas ve etkili

sensOr sistemleri de gelistirmek gerekir (Wei ve ark. 2008).

Cizelge 2.4.2.1’de UA tayini i¢in kullanilan bazi sensor sistemleri ve tayin limitleri

verilmistir.
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Cizelge 2.4.2.1. UA tayini i¢in kullanilan baz1 sensdr sistemleri ve tayin limitleri

Dedeksiyon | Elektrot Tayin Limiti (LOD) Referans

Sistemi

()% Poli(bromokresol moru) modifiye | 0,2 pM/L Wang ve Tong 2010
camst karbon elektrot

DPV Altin nanopartikiil/kolin (GNP/Ch) | 0,6 uM Wang ve ark. 2007
kapl cams1 karbon elektrot

DPV Poli(sulfanazo III) modifiye camsi | 0,11 uM Ensafi ve ark. 2010
karbon elektrot

()% Kil-modifiye elektrot 0,2 uM Zen ve Chen 1997

CV Cok-duvarli  karbon  nanotiip- | 0,03 uM Liu ve ark. 2011
kitosan/poli(amidoamin)/DNA
nanokompozit ~ modifiye  altin
elektrot

LSV Nafion-kapli camsi karbon elektrot | 10 nM Zen ve ark. 1998

DPV Bakir kapli camsi karbon elektrot 10 nM Selvaraju ve Ramaraj

2007

DPV Poli(vinil alkol) modifiye edilmis | 0,6 pM Li ve Lin 2006
camst karbon elektrot

CV Poli(N,N-dimetilanilin) film kaph | 1,25 uM Roy ve ark. 2004
camst karbon elektrot

SWV Kendiliginden olusan tek tabaka | 1 uM Raj ve Ohsaka 2003

(SAM)
(MBI) modifiye altin elektrot

merkaptobenzimidazol

* CV: siklik voltametre, DPV: diferansiyel puls voltametresi, LSV: dogrusal siipiirme voltametresi, SWV:

kare dalga voltametresi
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2.5. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

2.5.1. Teori

Uzun yillardan beri bilinen ylizey plazmon rezonans olgusu, kimyasal sensorlerde ve
dolayli ol¢iim sistemlerinde kullanilmaktadir. p-Polarize (transvers manyetik, TM)
yansitilmis 151k, gelis agisinda derin bir gukura sebep olur. Bunun sebebi metal ve y1§in
materyali arasindaki yiizey plazmonunun yayilim sabitinin yiizey boyunca goriilen
yayilim sabiti ile hemen hemen ayni olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu rezonans optik
frekanslarda altin ya da glimiis gibi bir metalin negatif dielektrik sabiti yiiziinden

meydana gelmektedir.

2.5.2. Yiizey plazmon rezonans sensor icin genellestirilmis formiiller

£ iy, "12 = £ 1

Ortam 1
X
2
Ortam 2 I d E Wy, Ny = E,l,
2
Ortam 3 & Wy, Ny = E U,

Sekil 2.5.2.1. Diizlemsel dalga olusumu

Diizlemsel dalga, €1 ve pi’in bulundugu ortam 1°de gerceklesmektedir, & ve o tabaka
halinde bulunmaktadir ve €3 ve p3’lin bulundugu ortam 3 nedeniyle sinirlandirilmistir.
Buradaki € ve p serbest bosluk €, ve p,’1n normalize edilmis goreceli dielektirik sabiti ve
goreceli gecirgenlik degerleridir. Yansima sabiti olarak bilinen R’nin formiilii Esitlik

2.5.2.1°deki gibidir.

_ A+ B/Z3—Z1(C+D/Z3)
A+ B/Z3 +Z1 (C+ D/Z3)

(2.5.2.1)
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Burada;

C= jSin kzzd

A=D = cosk,,d, B = jZ,sink,d, 7
2

k, = \[klz — (k;sin 6,)?, =123, ki = kon;

kO = a)/C
(kiz — polari kicin (E,,E, H
;= {weoei p — polarize isik icin (Ey, Ez, Hy)
[ w i
% s — polarize 1sik i¢in (Hy, H,, E))
zi

Bu formiilde, &; ve pi komplekstir. Buna ragmen, pasif ortam i¢in exp (jwt) kullanilir:

Im (Si) <0
Im(y;) <0
Im(ni) <0

Il’l’l(kzi) <0

Re 1/ui/si >0 (2.5.2.2)

2.5.3. Optik yiizey plazmon rezonans sensorii

€1 ve u1’in bulundugu prizma, & ve w2’nin bulundugu ince metalik tabakaya sahiptir ve
bu prizma bir ortama yerlestirilir. p-Polarize (TM) tabaka plazmadan gegcirilir ve kirilan
dalga a¢1 ve frekans fonksiyonlarma gore olgtiliir. Geleneksel yiizey plazmon sensorii

i(;in, Wi=H2 =13 = 1’dir.
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|

|

|

Ortam 1 X :
g |

. I

d Altinyadagiimiis &2 |

|

Ortam 2 |
|

Ortam 3 !

Y18in materyal &3

0 Oc 0171

Sekil 2.5.3.1. Yiizey plazmon geometrisi ve geleneksel optik yiizey plazmon sensoriiniin
yansima sabiti g1 = 2.25, &2=-10—-0.1, &3=1.75, 1 = o =3 =1,d =0.05 um, A 0.6
um

Sekil 2.5.3.1’de yansima sabiti R’nin durum acismmin bir fonksiyonu oldugu
gosterilmektedir. Genellikle altin ya da glimiis olan metal tabakanin, optik frekansta
& ’nin negatif gercek boliimii, 6. ve 6, olmak tizere iki agis1 vardir. Bu agilar materyalin
yapisina yakidan baghdir. 6. acis1 ortam 1 ve ortam 3 arasindaki toplam yansima agisia

yakindir.

n,sin 6, = nj (2.5.3.1)

Ortam 2 ve ortam 3 arasindaki yayilma sabitiyle yiizey boyunca ilerleyen dalgaya ait

yayilma sabitine yakin oldugu zaman 6,; acis1 asagidaki gibidir.

kon,sin®, = kg = k,S (2.5.3.2)

Yiizey dalgasinin yayilma sabiti;

§2 = 25 (2.5.3.3)

Ex+ &3
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Oy’ deki keskin ¢ukur &3’lin belirlenmesinde kullanilir. s-polarizasyon i¢in herhangi bir

ylizey plazmonu olusmaz.
2.5.4. Yiizey plazmon rezonans sensor

Yiizey plazmon rezonans (SPR) olgusu ilk olarak 1902 yilinda Wood tarafindan
gbozlemlenmistir. Wood, polarize 15181 bir kiriim diizenleyici ylizeyden bir ayna lizerine
yansittigl zaman, yansiyan 1sikta aydinlik ve karanlik bantlar gézlemlemistir (Wood
1902, Wood 1912). Daha sonraki yillarda Lord Rayleigh (1907) ve Fano (1941), bu
teorinin gelisimine katkida bulunmuslar fakat en 6nemli gelisme 1968 yilinda Otto
tarafindan rapor edilmis (Otto 1968), buna ragmen biyomolekiiler etkilesim uygulamalari

ancak 1990 yilinda Biacore © (GE Healthcare) tarafindan gelistirilmistir (Owen 1997).

Yiizey plazmon polaritonlar1 (SPP) elektromanyetik (EM) bicimde bulunabildigi gibi,
altin ve glimiiste oldugu gibi metal yiizey ile 15181n etkilesiminden kaynaklanan salinimlar
seklinde de olabilmektedir (Otto 1968). Enine manyetik (transvers manyetik, TM)
dalgalar olan SPP’ler, boylece negatif ve pozitif dielektrik sabitine sahip materyaller
(metal/dielektrik tabaka vb.) arasindaki ara ylizey boyunca ilerleyebilmektedir. Drude
modeline gore, SPP’nin dagilim iliskisi (B=K,, ; salinimlarin dalga vektorii) su sekilde

aciklanmaktadir (Daghestani ve Day 2010):

_w | em&g
p=2 /—Emw (2.5.4.1)

p: salimimlarin dalga vektorii (Kip)

o: salinim frekansi

c: vakumdaki 15181n hiz1

&n ve gg: metal ve dielektrik materyalinin dielektrik sabitleri

Gelen 15181 bir bilesenine ait dalga vektori ise su sekilde tanimlanir:
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K, = %np sin 6 (2.5.4.2)

0: 15181 metal film ylizeyine gelis agis1

Np: prizmanin kirilma agis1

Metal ylizeye uygun p-polarize 151k metal film ile birlesmek ve yiizeyde plazmonlar
olusturmak icin prizmanin igerisine girer. SPR’de p-polarize 1518 kullanilmasinin
nedeni, yalnizca bu 1511 uygun elektrik alan vektdr salmimia sahip olmasidir. Bu
ozellik, metal yiizeydeki elektron plazmonlarinin enine manyetik (TM) dalgas: adini
almaktadir. s-Polarize enine elektrik (TE) polarizasyonunun yiizey plazmonu
olusturamamasinin nedeni ise s-polarize 151g¢in elektrik alan vektoriiniin metal filme

paralel olmasidir.

SPR yonteminde gecirgen ve farkli kirilma indislerine sahip iki ortam arasinda ince bir
metal film (genellikle altin ya da glimiis) kullanilmaktadir. Kritik bir aginin tizerindeki
diizlemsel polarize 151k, kirilma indisi daha yiliksek olan baska bir ortama girdiginde
toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu durumda kendiliginden soniimlii dalga (evanescent wave)
denilen 151k, metal filmin i¢ine girerek metal ylizeyinde bulunan serbest elektronlarin
yiizey plazmonlar1 olusturmasina neden olur, bdylece yansiyan 1518m yogunlugu diiser.
Yiizey plazmon rezonans sensoriin calisma prensibi Sekil 2.5.4.1’te sematik olarak
gosterilmektedir. Bu olay belli bir agida (rezonans agis1) gerceklesir ve ylizey plazmon
rezonans olarak adlandirilir. Yiizeye herhangi bir madde baglandiginda rezonans acisi
degistigi icin, modifikasyon sonucu se¢ici hale getirilen yiizey, SPR biyosensorlerinin

gelismesinde 6nemli bir rol oynamistir (Ertiirk 2010).
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Kendiliginden Soniimlii Dalga

Biyolojik Tabaka
Metal Tabaka

Gelen Isik Yansiyan Isik

Prizma

Yiizey Plazmon Rezonans Dedektor

Sekil 2.5.4.1. Yiizey plazmon rezonans sensOriin sematik gosterimi (Kretchmann
konfigilirasyonu)

SPP’nin elektromanyetik alan1 hem metal hem de dielektrik ortamda azalir, metaldeki
artan soniimden dolay1 en fazla elektromanyetik alan dielektrik ortamda gerceklesir
(Novotny ve Hecht 2006). Sonug¢ olarak, dispersiyon fonksiyonunun gercek kismi
oldukca hassastir ve refraktif indeksteki degisim ile orantili olarak degismektedir
(Homola 2003). SPR’nin ilkesi yalnizca 1518in dalga vektorii bileseninin metal yiizeye
paralel gelerek SPP ile eslesmesi halinde olusmasidir. Bu durum sadece 1s181in
yansimasinda bir diisiis olarak goriilen farkli gelis acilarinda karsilasilir (Novotny ve
Hecht 2006, Homola 2003). SPR biyo-dl¢iimii dielektrik algilama ylizeyindeki herhangi
bir degisimin yol ac¢tig1 kirilma agisiin degisimi ilkesine ve bu olaym bir dedektor ile

belirlenmesine dayanir (Sekil 2.5.4.2).
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Analit akisi .. ‘0 ® ®

Dedektdriin Acisi

Zaman

Sekil 2.5.4.2. SPR’de baglanma olaylarinin belirlenmesi

Sekil 2.5.4.2’de SPR sisteminde sensorgramin olusumu sematize edilmistir. Analit
molekiiler tanima bolgesi tizerinden gecer ve substrata baglanir, doygunluga ulasip tiim
baglanma bolgelerinin dolmasi ile rezonans kosullarindaki yansima agis1 degisir. Analitin
ylizeyden desorbe edilmesiyle a¢1 tekrar baslangic noktasina doner (Daghestani ve Day
2010).

Otto’nun gelistirdigi ve kendi ismi ile anilan konfigiirasyondan baska prizma esleme
(Kretschmann konfigiirasyonu; ayni zamanda azalmis total yansima (ATR) olarak da
adlandirilir) (Homola 2003, Kretschmann 1971), dalga esleme (Harris ve Wilkinson
1995), kafes esleme (Yu ve ark. 2004) ve fiber optik esleme (Marazuela ve Moreno-Bondi
2002) gibi farkl konfiigiirasyonlar da mevcuttur. En yaygm kullanilan konfigiirasyon
Kretschmann konfigiirasyonudur. Bu konfigiirasyonda 151k yiiksek yansima indeksiyle
prizmadan gecer ve metal/prizma siirinda 15181n yansimasina yol agar. Total i¢ yansima
(TIR) kendiliginden soniimlii dalga (evanescent wave) olusturarak ince metal tabakanin

icine niifuz eder ve metal/prizma ara ylizeyinde yayilir (Daghestani ve Day 2010).
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n<n; Ornek ortami
s ]
m \T Yanstyan Cam
Gelen 151k p-polarize Yansiyan
151k 51k 151k
(a) (b)

Sekil 2.5.4.3. (a) Absorplamanin olmadig1 ortamdaki TIR acis1 ve (b) absorplamanin
oldugu ortamda olusan kritik ac1

Sekil 2.5.4.3 (a)’da absorplanmanin olmadigi, 15181n tamamen geriye yansidigi ortamdaki
TIR agis1 gosterilmistir. Yiiksek refraktif indeksli ortamdan yayilan gelen 151k daha diisiik
refraktif indeksli ara ylizey ile karsilastiginda gelen 151g1n agisinda bir kayma olur ve bu
actya kritik ac¢1 denir. Isik tiimiiyle ara yiizeyden geri yansir ve tekrar yiiksek refraktif
indeksli ortama geri doner. Plazmon dalgasinin dalga vektorii iletken yiizeye
baglandiginda, gelen 151g1n bileseninin dalga-vektori iletken ylizeye paraleldir ve ylizey

plazmonlarinin dalga-vektoriine esittir (Sekil 2.5.4.3 (b), ks ve k).

n>n,

n,>n,

=——Metal Film
n, Cikig Ortamm

Cikig Ortam
n,
@ ®)

Sekil 2.5.4.4. (a) Prizma i¢ yiizeyindeki total i¢ yansima (TIR) ve (b) prizma esleme
konfigiirasyonu kullanilan SPR
Sekil 2.5.4.4 (a)’da gosterildigi gibi total i¢ yansima oncelikle ara yiizeye girmelidir. TIR,
gelen aginim kritik aciya (6c) azalmasma dek olusmaktadir. Bu agida bir miktar 151k ara
ylizeyden disartya gecer. Bu noktada ara yiizeydeki yansima, kaybolan alan (standing
wave) ¢ikis ortamina niifuz eder ve gelen 15181 dalgaboyunda 4 oraninda diisiis yasanir.

Eger ara ylizeye Sekil 2.5.4.4 (b)’deki gibi yari-saydam soy metal film yerlestirilirse total
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ic yansima kosullar1 altinda ylizey plazmon rezonans olayr gerceklesir. Bu tasarim

Kretschmann konfigiirasyonu olarak bilinmektedir (Nomadics, Inc.).

SPR’nin en yaygin kullanildig1 61¢tim alanlar1 protein-ligand (Junk ve ark. 2000), protein-
protein (Karlsson ve Falt 1997) ya da niikleotid etkilesimi (Moon ve ark. 2010)
olaylaridir. Biyolojik molekiillerin dogrudan yiizeye birikiminin avantajli olmamasi
nedeniyle, 6zellikle giimiis veya altin gibi inert metallerin yiizeyleri kullanilmaktadir.
Yiizeyler daha islevsel hale getirilerek daha iy1 baglanma saglanir ve spesifik olmayan
baglanmalar engellenmis olur. Sekil 2.5.4.5’te SPR biyo-0l¢iim i¢in (a) cihazin temel
bilesenleri ve (b) tipik bir SPR biyo-6l¢iim deneyi gosterilmistir. Sekil 2.5.4.5 (a)’da altin
ile kaplanmis cam yiizeyi prizma lizerine yerlestirilir. Isik, prizma ve cam yiizeyden
dogrudan gecerken altin yilizeyden yansiyamaz ve prizmadan dedektore geri yansir.
Yansimaya kars1t a¢1 ya da yansimaya karsi dalga boyundaki degisiklikler, ylizeye
baglanan biyomolekiillerin oranina gore degismektedir. Akis hiicresi altin ylizey
iizerindeki ¢ozeltilerin hizlica degismesine olanak saglar. Sekil 2.5.4.5 (b)’de tipik bir
SPR sensor deneyi gosterilmektedir. Tanimay1 gerceklestirecek molekiil immobilize
edilmis altin ylizeyden 0 aninda tampon ¢ozelti gegirilmistir. 100. s’de analiti igeren
cozelti gegirilmis, 300. s’de ise akis hiicresinden tekrar tampon ¢ozelti gegirilmistir. 420-

520 s araliginda ise ylizey rejenere edilmistir (Nomadics, Inc.).

Polarize Yans[yan 100 200 300 400 500 600
Isik Isik Zaman (s)

Sekil 2.5.4.5. (a) SPR biyo-0l¢iim i¢in cihazin temel bilesenleri ve (b) tipik bir SPR biyo-
Ol¢tim deneyi
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Siddet Rezonans
sinyali
I
I I
Ag I Zaman
et -
Sensorgram
(2) (b)

Sekil 2.5.4.6. Bir SPR sensorgramin olusmasi (a) SPR acisindaki kayma, (b) sensorgram

Sensor ¢ipin ylizeyine baglanan 6rnek derisiminin artmasina bagl olarak refraktif indeks
artar ve SPR agis1 adi verilen bir a¢1 olusur. Yansima siddetindeki keskin diisiis
dedektoriin pozisyonunda degislige neden olur ve bu degisim SPR agis1 olarak okunur.
Yiizeyde meydana gelen kinetik olaylarin (baglanma-ayrilma) zamana bagli okunmasi

sensorgram olarak gosterilir (Sekil 2.5.4.6).

SPR-temelli biyosensorler, biyomolekiillerin etkilesimlerini herhangi bir isaretlemeye
gerek duymadan Olgebilirler. Bu o6zelliginden dolayr SPR sensorler molekiiler
etkilesimlerin incelenmesinde Onemli analitik cihazlar haline gelmistir. SPR sistemi
etkilesimlerin es zamanli Ol¢liimiinde, kinetik ve termodinamik parametrelerin
belirlenmesinde, derisimin dl¢iilmesinde veya ligant ile analitler arasindaki etkilesimlerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. SPR-temelli biyosensorler hizli cevap siiresi ve yliksek
duyarlhliklarindan dolay1 enzim ya da radyo-isaretleme metotlar1 gibi diger teknolojiler
ile kiyaslandiginda diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin belirlenmesine olanak saglar
(Woltbeis 2006). SPR-temelli biyosensorlerin diger biyosensor sistemlerine gore bazi

avantajlar1 mevcuttur.

SPR sensorler isaretleme yapilmayan dedektér kullanimi sagladigi i¢in molekiiler
etkilesimlerin karakterizasyonu acisindan avantajlidir. Ayni zamanda otomatik sistemlere
olanak saglayan mikro-akiskan O6rnek verme sistemi mevcuttur. Sistemin c¢aligma
prosediirii kolay ve pratiktir. Baglanma 0Ozgilliigii (molekiillerin hedef analite
baglanmasi), kinetik hizlar (etkilesimlerin hizi), afinite sabitleri (etkilesimlerin ne kadar

kuvvetli oldugu, baglanma ve ayrilma hiz sabitleri), derisim (mevcut hedef analit miktar1)
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ve yapisal degisimler (baglanma ya da ayrilmanin herhangi bir yapisal degisime yol agip
acmadig1) gibi birgok parametrenin belirlenmesi miimkiindiir. Sistemin hizli1 olmasi ve
verilen 6rnek miktarmin ¢cok az olmasi da diger 6nemli avantajlaridir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 SPR sensorler hem arastirma hem de endiistriyel alanlarda yiliksek performans ve

uyum saglar.

Ornek i¢in 6n hazirlik asamasina ihtiya¢ duyulmaz. Es zamanl dlciimler alinir. Ozellikle
sensor yiizeyine yakin bdlgede oldukca yiiksek duyarlilikta dl¢iime olanak saglar. Ornek
cozelti icin floresans modifikasyonu gibi 6n islemlere gerek yoktur. Hedef analitin
baglanma/ayrilma sabiti gibi Ozellikleri kolayca belirlenebilir. Kullanimi kolay ve

kantitatif analizlere olanak saglar. (Nishikawa ve Fujita 2015).

Viicut sivilarindaki biyolojik belirteclerin belirlenmesinde hastane ve 6zel laboratuarlarda
enzim bagli immiinosorbent assay (ELISA), kemiliiminesans, immiinofloresans,
radyolojik ve mikroskobik metotlar kullanilmaktadir (Luppa ve ark. 2001). Fakat bu
metotlar zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica birgok farkli operasyonel basamagin

eklenmesi zordur ve otomatiklestirmeye uygun degildir (McGlennen 2001).

Analitin reseptore baglandigini gorebilmek i¢in reaktif eklenmesi ve isaretleme gereklidir
(Peter ve ark. 2001). Isaretleme uygulama zamanini uzatmakta, maliyeti arttirmakta ve
yanlis negatif sonu¢ verebilmektedir. Bu nedenle giinlimiizde kanser gibi onemli

hastaliklarin teshisinde immiinoassay metotlar1 kullanilmamaktadir.

Ideal bir goriintiileme sistemi hizli, hassas, 6zgiil, kararli, kullanim1 kolay ve medikal
alanda da kullanima uygun olmalidir. Ayrica test edilecek 6rneklerde (6rnegin kan,
plazma, idrar, tiikriik, serebrospinal siv1) analitin tayini herhangi bir sinirlama olmadan
ve Ornek hazirlama yapilmadan dogrudan yapilabilmelidir. SPR sensor isaretleme
gerektirmeden dogrudan 6l¢iim yapilmasina olanak saglar. Medikal uygulamalarda hedef
analitlerin goriintiillenmesi bu sistemde olduk¢a hizhidir. SPR sensoriin yazilima,
biyotanima elemanlar1 ve bu elemanlarm immobilizasyonlar1 ve sensoriin veri analizleri
gibi Ozelliklerinden dolayr SPR sensorler 6zellikle medikal diagnostik i¢in avantajli

analitik sistemlerdir (Wolfbeis 2006).
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UA derisiminin kantitatif olarak tayini medikal alanda potansiyel uygulama alani
bulmaktadir. Misra ve arkadaglar1 tarafindan (2012) yapilan bir calismada UA
kolorimetrik olarak belirlenmistir. Bu calismada polivinil pirolidon kapl gilimiis
nanopartikiillerin (PVP-Ag-NPs) olusturdugu lokalize ylizey plazmon rezonans (LSPR)
bandina dayali bir 6l¢iim yapilmistir. Hazirlanan nanopartikiiller insan serum ve sigir
serum Orneklerinde UA belirlenmesi amaciyla LSPR temelli optik kimyasal sensorlerde
kullanilmistir. UA’in iirikaz enzimi varhigindaki enzimatik yikimi sonucunda olusan
reaksiyon iirlinlerinden hidrojen peroksit, giimiis nanopartikiilleri oksitleyerek SPR
bandinda bir azalmaya yol agar. UA ve iirikaz varliginda PVP-Ag-NP’lerin LSPR optik
ozelliklerinde bir degisim gdzlenir. Sistemin ¢aligma prensibi bu degisimin izlenmesi
ilkesine dayanmaktadir. UA i¢in dedeksiyon limiti 5 x 10 mol L™! olarak belirlenmistir.
11-amino-1-undekanetiol hidrokloriir (AUT) kendiliginden olusan tek tabaka (SAM)
iizerine kovalent olarak immobilize edilmis kolesterol oksidaz biyoelektrotlar:
kullanilarak kolesterol biyosensorii hazirlanmistir. SPR teknigi kullanilarak 50-500
mg/dL araligindaki kolesterol ¢cozeltileri 6l¢iilmiis ve sensoriin duyarliligi belirlenmistir.
Sensor segiciliginin belirlenmesi i¢in sisteme 1:1 oraninda kolesterol (200 mg/dL) ve
askorbik asit (0,05 mM), UA (0,2 mM), glukoz (5 mM) ve iire (2 mM) gibi girisimci
molekiiller verilmistir. Elde edilen sonucglara gore girisimci molekiiller SPR sinyalinde

herhangi bir degisime yol agmamaktadir (Solanki ve ark. 2007).

Arya ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan ¢aligsmada, yiizey plazmon rezonans teknigi
kullanilarak poli(3-hekziltiyofen) (P3HT) kendiliginden olusan tek tabaka (SAM) temelli
kolesterol biyosensorii gelistirilmistir. Bu amacla kolesterol oksidaz enzimi 1-floro-2-
nitro-4-azidobenzen (FNAB) ile modifiye edilmis P3HT SAM altin kapl cam plakalara
kovalent olarak immobilize edilmistir (ChOx/FNAB/P3HT/Au biyo-elektrot). SPR
tekniginin kullanildig1 calismada 50-500 mg/dL araligindaki kolesterol ¢ozeltileri igin
dedeksiyon limiti 50 mg/dL, duyarlilik ise 1,04 m®/(mg dL) olarak bulunmustur. Askorbik
asit (0,05 mM), UA (0,2 mM), glukoz (5 mM) ve iire (2 mM) gibi girigim etkisi gosteren
maddeler, kolesterol (200 mg/dL) ile 1:1 oraninda karistirilarak SPR olctimleri
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore girisimcilerin varliginda, SPR agisinda en fazla %

2-3’lik bir degisimin gdzlendigi saptanmistir (Arya ve ark. 2007).
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Dopamin (DA) i¢in gelistirilen SPR teknigine dayali biyo-afinite sensdriinde molekiiler
tanima elemani olarak D3 dopamin reseptoriiniin (DA-RC) kullanmildig1 bir baska
calismada, SPR altin yiizeyine fiziksel adsorpsiyon ile dopamin-sigir serum albumini
(DA-BSA) immobilize edilmistir. Elde edilen sonuglara gére SPR biyosensort, 85 pg/mL
(ppt) — 700 ng/mL (ppb) araliginda kolesterol ¢ozeltileri i¢in dogrusal sonu¢ vermistir.
Askorbik asit (AA), UA (10 pg/mL), 3,4 dihidroksifenil asetik asit (DOPAC) ve 3-(3,4
dihidroksifenil)-alaninin (DOPA) herhangi bir girisim etkisinin olmadig1 bildirilmistir
(Kumbhat ve ark. 2007).

Chuekachang ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, idrarda {irik asit
tayini i¢in poli(2-aminobenzilamin)/tek duvarl karbon nanotiip (P2ZABA/SWNTS) ince
film sentezlenmis ve elektrokimyasal ylizey plazmon rezonans spektroskopi (EC-SPR)
teknigi ile 6l¢iimler gerceklestirilmistir. Bu calismada askorbik asidin (AA) girisim etkisi
incelenmistir. 1 mM UA ve 1 mM AA i¢in elde edilen kirilma degerleri sirasiyla 0,35 ve
0,31 olarak bulunmus ve idrarda UA tayini i¢in uygun bir metod oldugu rapor edilmistir

(Chuekachang ve ark. 2013).

Kamali ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada giimiis@grafen oksit
(Ag@GO) nanokompozit temelli optik sensor gelistirilmistir. Dopamin (DA), askorbik
asit (AA) ve tirik asit (UA) tayini i¢in kullanilabilirligi arastirilmistir. DA, AA ve UA i¢in
SPR yogunluk temelli LOD degerleri sirasiyla 49 nM, 634 nM ve 927 nM olarak
bulunmustur. SPR band pozisyon temelli LOD degerleri ise sirasiyla 30 nM, 1,64 uM ve
2,15 uM olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore optik sensoriin DA i¢in daha

hassas oldugu belirtilmistir (Kamali ve ark. 2015).

2.6. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler tanima birgok biyolojik prosesin gergeklesmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Antibadi-antijen, enzim-substrat ya da hormon reseptorii-hormon gibi 6zellesmis yapilar
dogal hedefleri ile mikemmel bir uyum icerisindedirler. Sozii edilen biyo-
makromolekiilleri biyomedikal ve analitik kimya alanlarindaki uygulamalari ile afinite

teknolojisinde tanima sistemleri olarak kullanilabilirler. Buna ragmen, bu
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biyomolekiillerin bulundugu dogal cevrenin kararsiz olmasi ve standart endiistriyel
fabrikasyon islemlerine ¢cok zor entegre edilmesinden dolayr bu molekiiller miikemmel
araglar olmaktan uzaklasmaktadirlar. Ayrica, verimin diisiik olmasi ve tayin edilmek
istenen bazi hedef molekiiller i¢in dogal bir reseptdriin bulunmayisi onemli bir
dezavantajdir. Bu nedenle, arastirmacilar i¢in segiciligi yiiksek yapay reseptorlerin
hazirlanmas1 son derece oOnemlidir. Molekiiler baskilanmis sentetik polimerlerin
hazirlanmasi, yapay makromolekiiler reseptorlerin olusturulmasinda siklikla kullanilan

basit bir yoldur.

Molekiiler baskilama, hedef molekiiliin (veya bundan tiiretilmis) kalip olarak davrandigi,
cevresindeki fonksiyonel monomerler ile etkilesime girdigi, ¢apraz-bagli monomerlerin
diizenlendigi ve kopolimerize oldugu bir prosestir. Ilk olarak, fonksiyonel monomerler
kalip molekiil ile kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler ile oOn-kompleks
olustururlar. Polimerizasyondan ve ardindan kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ile, kalip
molekiilii sekil, boyut ve fonksiyonel gruplarin pozisyonu acisindan tamamlayan
baglanma bolgeleri olusur. Diger bir degisle, polimerik yapida bir molekiiler hafiza
olusturulmustur. Boylece kalip molekiil secici olarak geri baglanabilme yetenegine sahip
olur. Bu nedenle, molekiiler baskilanmis polimerler (MIPler) hedef molekiilii segici
olarak baglama ve tanima yeteneklerinden dolay1 biyolojik reseptdrlerin en Onemli
grubunu olusturmaktadirlar. Fakat bununla birlikte, MIPler biyolojik reseptorlerden
oldukca farklidirlar. MIPlerin ilgi ¢ekici yanlarindan biri de ¢ok sayida farkli hedef
molekiil i¢cin uygulanabilir olmasidir. Kiigiik organik molekiiller (farmasotikler,
pestisidler, amino asit ve peptidler, niikleotidler, steroidler ve sekerler) icin MIPler
gliniimiizde kolayca hazirlanabilmektedir. Bunun yani1 swa, MIPler gdzenekli
mikrokiireler, nanokiireler, nanoteller, ince filmler, nanoyapidaki filmler,

nanokompozitler ve nanojeller gibi bir¢ok farkli fiziksel yapida sentezlenebilmektedir.

Dogal karsiliklarma (enzim, antibadi ve hormon reseptorleri) benzerliklerinden dolay1
MIPler bir¢ok alanda farkli uygulama alani1 bulmaktadir. Afinite ayirma materyali olarak
kullanimlari, biyo¢ip hazirlanmasi, kimyasal ve biyo-analizler, direkt sentezler, enzim-

benzeri katalizler ve biyomedikal uygulamalardaki avantajlarindan dolayr MIPler
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ozellikle analitik kimya ve biyokimya alanlarinda son zamanlarda olduk¢a yaygin olarak

kullanilmaktadir (Haupt 2012).

Antibadi ya da enzim gibi yliksek secicilik gosteren biyomolekiiller kimya, diagnostik ve
biyoloji alanlarinda olduk¢a onemlidir. Bununla birlikte, bu dogal reseptorler pahali,
iiretimleri oldukca zor ve kullanim alanlar1 sinirhidir. Molekiiler baskilama tiim bu
sinirlamalar1 ortadan kaldirmak icin gelistirilmis bir yontemdir. Segici bir baskilama i¢in,
hedef molekiil varliginda 6n-polimerizasyon gerceklestirilir. Polimer olusurken sirasiyla
iki olay gergeklesir. Birinci asamada, fonksiyonel gruplar kalip molekiillerdeki
fonksiyonel gruplarla etkilesime girer. Ikinci asamada ise, uygun bir ¢apraz baglayici ile
monomer-kalip molekiil fonksiyonel monomer iizerinden polimerlesir. Kalip molekiiliin
uygun ¢oziiciiler ile polimerden uzaklastirildiktan sonra polimerde kalip molekiile uygun
bosluklar olusur. Sonug olarak, baskilanmis polimerin sekli, lic boyutlu yapisi ve ylizey

kimyasi1 kalip molekiile baghdir (Sekil 2.6.1).

L A

Sekil 2.6.1. Baskilama mekanizmasi (a) kalip molekiilin varliginda sirasiyla iki olay
meydana gelir. On-polimerizasyonda fonksiyonel gruplar kalip molekiiliin fonksiyonel
gruplarma dogru yonelirler ve etkilesime girerler (kirmizi yuvarlaklar). Daha sonra,
polimer zincirleri (gri c¢izgiler) olusur ve c¢apraz baglanir (b) kalip molekiil
uzaklastirildiginda baglanma bolgeleri olusur

Dogru polimerin secilmesi molekiiler baskilamada en kritik faktorlerden birisidir. En
onemli gereksinimlerden birisi kalip molekiil ile etkilesebilmesi i¢in monomerin
fonksiyonel gruplariim olmasidir. Bu gruplar yiik, dipol, van der Waals etkilesimleri ya
da m-m etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimleri yapabilen gruplar olmali ve
fonksiyonel gruplar kalip molekiiliin uygun gruplar1 ile dogrudan uyumlu olmalidir.

Fonksiyonel monomerin kalip molekiil ile polimerizasyon reaksiyonuna girmemesi

gerekir. Biyomolekiillerin politiyoiiretan lizerine baskilanmasinda yasanan sorunlar buna
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ornek verilebilir. Bir¢ok biyomolekiilde bulunan alkol ya da amin gruplar1 izotiyosiyanat

ile reaksiyon verir.

Bunun yani sira, kalip molekiil uzaklastirildiktan sonra polimerik yapida yeterli miktarda
capraz bag bulunmalidir. Eger baglanma bolgeleri cok esnek olursa, benzer molekiilleri
de baglayabilirler. Ornegin, kii¢iik molekiiller capraz bag orani yiiksek polimerlerle daha
1yi calisilirken, biiylik molekiiller daha esnek polimerlerle ¢alisilir. Olusturulan polimer

bloklarin toksik olmamasi gerekir (Schirhagl 2014).

Cizelge 2.6.1°de bazi polimerler ve kullanim alanlar1 verilmistir.

Cizelge 2.6.1. Bazi polimerler ve uygulama alanlar1

Polimer Uygulama Metot Referans
Poliakrilat/polimetakrilat Sensor, Y1gm baskilama, Live ark. 2102,
/polimetilmetakrilat kromatografi, | ylizey baskilama, | Puoci ve ark. 2004,
ilag salinimi baskilanmig Puoci ve ark. 2007
partikiiller
Poliakrilamid Kromatografi, | Yigin baskilama DePorter ve ark.
kristalizasyon 2012, Saifuddin ve
ark. 2011,
Nematollahzadeh
ve ark. 2011
Poliiiretan Sensor Yiizey baskilama | Sreenivasan 1998,

Dickert ve Thierer
1996, Dickert ve

ark. 1999
Siloksanlar Kromatografi | Yiizey baskilama | Glad ve ark. 1985
Sol-jeller Kromatografi, | Yigin baskilama | Zang ve ark. 2011,
sensor, Graham ve ark.
katalizor 2002, Yu ve ark.
2009, Katz ve
Davis 2000

Molekiiler baskilanmig polimerlerin en onemli avantaj yiiksek secicilikte olmalar1 ve

baskilama prosediiriinde kullanilan hedef molekiile afinite gostermeleridir. Baskilanmis
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polimerler protein ve niikleik asit gibi biyolojik sistemlerle kiyaslandiklarinda ytiksek
fiziksel giic ve dayanikliliga sahiptir, yiiksek sicaklik ve basinca direng gdsterir, asit, baz,
metal iyonlar1 ve organik solventlerle reaksiyon vermez. Ayrica, sentezi olduk¢a ucuzdur

ve raf Omiirleri olduk¢a uzundur.

Molekiiler baskilama, se¢ici molekiiler tanima yetenegine sahip oldukca yiiksek capraz
bagli polimerlerin sentezlendigi bir tekniktir. Monomerin polimerizasyonu polimer
matriks i¢inde bulunan hedef (kalip) molekiiliin varliginda gerceklesir. Polimerizasyon
stireci kalip molekiil, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici ajan ve baslaticinin gézenek
yapici ¢6ziicli iginde ¢oziinmesiyle baglar. Kararl bir kalip molekiil-monomer kompleksi
olusturabilmek icin kalip molekiille etkilesime girebilen fonksiyonel monomerler
secilmelidir. Genellikle, kalip molekiil ve polimer matriksin fonksiyonel gruplar1 arasinda
olusan hidrojen bagi, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler gibi molekiiller aras1 etkilesimler
molekiiler tanima olaymi meydana getirir. Bu nedenle, meydana gelen polimer yalnizca
kalip molekiilii tanir ve segici olarak baglar. Polimerizasyon sonunda kalip molekiil
polimerden uzaklastirildiginda, polimer iizerinde kalip molekiile 6zgii baglanma bolgeleri
olusur. Boylelikle, kalip molekiilii secici olarak baglayan ve taniyan polimerler
sentezlenmis olur. Baglanma boélgeleri polimerizasyon siiresince kurulan etkilesimlere
bagl olarak farkli 6zellikler gostermektedir. Geleneksel olarak, molekiiler baskilama
monomer ve kalip molekiil arasinda polimerizasyon boyunca siiren etkilesimlerin

dogasina gore siniflandirilmaktadir.

Monomer ve kalip molekiil arasindaki iyi etkilesimler MIP aginda uygun baglanma
bolgelerinin olusmasina yardimci olmaktadir. Giinlimiizde monomer ve kalip molekiil

arasindaki etkilesimlerin yol agtig1 dn-polimerizasyonda iki ana strateji uygulanmaktadir:
- Kovalent olmayan yaklasim, biyolojik tanima sistemlerine benzemektedir.

Burada hidrojen bagi, van der Waals etkilesimleri, iyonik ya da hidrofobik

etkilesimler ve metal-koordinasyonu seklinde farkli etkilesimler s6z konusudur.
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- Kovalent yaklagim ise; kalip molekiil ve monomer birbirine kovalent bag ile
baglanmakta, kalip molekiiliin polimerik matriksten uzaklastirilmasi i¢in olusan

kovalent baglarm kirilmas1 gerekmektedir.

Kovalent olmayan yaklasim, kompleks olusumunun ve ayrilmasinin kolayligi ve
fonksiyonel monomerin herhangi bir kalip molekiille kolaylikla etkilesime girebilmesi
nedeniyle MIPlerin hazirlanmasinda olduk¢a yaygm kullamlan bir yéntemdir. Ote
yandan, kovalent yaklagimla hazirlanan MIPlere gore baglanma afiniteleri daha diisiiktiir.
Hwang ve Lee (2002) y1gin polimerizasyonu teknigi kullanarak hem kovalent hem de
kovalent olmayan yaklasimla kolesterol baskilanmis polimerler sentezlemisler ve HPLC
kolonlarinda duragan faz olarak kullanimlarinda MIPlerin performanslarini
karsilagtrmiglardir. Kovalent baskilama ile hazirlanan MIP ve kovalent olmayan
baskilama ile hazirlanmis MIPin performanslart karsilastirildiginda; kovalent
baskilanmis MIPde pik genislemesinin daha az oldugu adsorpsiyon kapasitesinin daha

yiiksek oldugu ve kromatografik etkinliginin 5 kat daha fazla oldugu bulunmustur.

Molekiiler baskilanmis polimerler ¢6ziiniir olmamasindan dolay1 zor karakterize edilirler.
Buna ragmen, kati hal NMR teknikleri, elemental mikro-analiz ve Fourier-Transform
Infrared Spektroskopi (FT-IR) gibi bazi analitik teknikler kimyasal ve morfolojik

karakterizasyona olanak saglamaktadir.

MIPlerin morfolojik karakterizasyonlar1 151k mikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) gibi mikroskobik teknikler ile yapilmaktadir. Ayrica, BET (Brunauer,
Emmett ve Teller) izotermi kullanilarak azot adsorpsiyon-desorpsiyon analizi ile
polimerik partikiillerin spesifik yilizey alani, spesifik gozenek hacmi, gbzenek boyut

dagilimi ve ortalama g6zenek cap1 degerleri belirlenebilir.

Bunun yani sira, baglama kapasitesi ve segicilik gibi molekiiler tanima davraniglarinin
belirlenebilmesinde en onemli karakterizasyon basamagi kesikli sistemde geri baglama
calismalaridir. MIPler ayn1 zamanda kromatografide duragan faz olarak dogrudan
kullanilabilirler. Boylece MIPlerin baglama 6zelligi dogrudan hizli ve kolay sekilde

analiz edilebilir. Scatchard analizi, kesikli sistemde geri baglama deneylerinde MIPlerin
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baglama davraniglarinin belirlenmesinde oldukca yaygin kullanilan bir modeldir.
Genellikle kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki kovalent olmayan
baglanmalar Scatchard analizi ile agiklanir. Burada, iki diiz ¢izgi polimerdeki baglanma
bolgelerinin afinitesinin heterojen oldugunu gosterir ve yiiksek ve diisiik afinite baglama
bolgelerine bagl olarak iki deger ile hesaplanir. Ote yandan, Freundlich ve Langmuir-
Freundlich (LF) izotermleri MIP kolonlarmin karakterizasyonu ve kromatografik
Ozelliginin anlagilmasi i¢in olduk¢a uygun teorik modellerdir. Bu metotlara devamli
heterojen baglama modelleri de denilmektedir ve baglama bolgelerinin toplam sayisinin

hesaplanmasi ile MIPler karakterize edilebilmektedir.

2.6.1. MIP sentezinin optimizasyonu

MIPlerin sentezinde, polimerin morfoloji, 6zellik ve performansmi etkileyen bircok
parametre mevcuttur. Giliniimiizde, serbest radikal polimerizasyonu MIPlerin
hazirlanmasinda yaygin bir metot olarak kullanilmaktadir. Genellikle, sentez prosediirii
yigin veya c¢ozelti igerisinde 1limli reaksiyon kosullarmda (80 °C’nin altinda ve
atmosferik basing altinda) gergeklesir. Farkli 6zellikte cok sayida fonksiyonel monomer
ve kalip molekiiliin kullanilmasina olanak saglar. Normalde polimerizasyon reaksiyonu
olduk¢a hizlidir. Reaksiyon genellikle N,N’-azobisizobiitironitril (AIBN) gibi azo-
baslaticilarla ve termal veya fotokimyasal baglaticilarla baslatilir. Elde edilen verilere
gore, fotokimyasal baslatict kullanilan polimerizasyonlar termal baslatict kullanilan
polimerizasyonlarla kiyaslandiginda, fotokimyasal baslatici kullanilan polimerizasyonlar
diisiik sicaklikta On-polimerizasyon kompleksinin kinetik enerjisini  diisiiriirken,
kararliligmni, baglanma kapasitesini ve Ozgilliigiinii arttirir (Puoci ve ark. 2007,

Athikomrattanakul ve ark. 2009, Spivak ve ark. 1997).
MIP sentezinde kimyasal ajan se¢imi verimli fonksiyonel MIPlerin elde edilmesinde
oncelikli dneme sahiptir. ilag, amino asit, karbohidrat, protein, niikleotid baz, hormon,

pestisid ve koenzim gibi farkli kalip molekiiller kullanim i¢in uygundur.

Kalip molekiile yiiksek ozgiilliikteki bosluklarin olusturulmasinda monomer se¢imi

olduk¢a Onemlidir. Tipik fonksiyonel monomerler (Sekil 2.6.1.1) karboksilik asitler
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(akrilik asit, metakrilik asit, vinilbenzoik asit), siilfonik asitler (2-akrilamido-2-
metilpropan siilfonik asit) ve heteroaromatik bazlardir (vinilpiridin, vinilimidazol).
Kovalent olmayan yaklasimda genellikle 1yi bir kalip molekiil-monomer kompleksinin
olusmas1 i¢in, kalip molekiil:fonksiyonel monomer orani 1:4 oranindadir ve mol
sayilariyla iliskilidir. Bu nedenle, kalip molekiil-fonksiyonel monomer kompleksinin ¢ok
sayida farkli konfigiirasyonlarmin olugsmasina yol agmaktadir. Metakrilik asidin (MAA)
yaygin olarak kullaniminin sebebi hem proton vericisi hem de hidrojen bag: alicis1 gibi
davranma kabiliyetidir. Bunun yan1 sira, spesifik amino asit dizilerini baglayan metal

koordinasyon etkilesimleri vasitasiyla daha kuvvetli fonksiyonel monomerler

gelistirilmistir.
o (o)
CFa
Hzc=g\ OH OH
COOH
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7 7
/\N /\N A X
\—/ N /
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N * |
2-akrilamido-2-metilpropan akrilamid 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)

sulfonik asit

Sekil 2.6.1.1. Molekiiler baskilamada yaygin olarak kullanilan monomerlerin kimyasal
yapilari

Baskilanmis polimerlerin sentezinde capraz baglayicilarin rolii de olduk¢a dnemlidir.
Capraz baglayici, polimer matriksin morfolojisinin kontroliinde 6nemlidir. Polimer
matriks igerisinde rijit baglanma bdlgelerinin olugsmasini saglar ve mekanik dayaniklilik

kazandmrir. Sekil 2.6.1.2°de gosterildigi gibi ¢ok sayida farkli capraz baglayici vardir.
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Yiiksek capraz bag orani genellikle mekanik dayaniklilik kazandwrmak icin makro
gozenekli materyallerin sentezinde kullanilir. Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve

trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) en fazla kullanilan ¢apraz baglayicilardir.

Baz1 arastirmacilar, capraz baglayicilarin polimerlerin fiziksel karakteristiklerinde
onemli rol oynadigini ve kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki spesifik
etkilesimde ise ¢ok az etki gosterdiklerini bulmuslardir (Molinelli ve ark. 2005, Navarro-

Villoslada ve ark. 2004, Shi ve ark. 2007).

Capraz baglayic1 olarak TRIM, EGDMA’ya gore polimere daha fazla rijitlik, yapi
diizenliligi ve daha etkili baglanma bdlgeleri saglar. Coktlirme yonteminden elde edilen
polimerizasyona gore, capraz baglayici oranmin optimize edilmesi ve kalip molekiil
derisiminin azaltilmasi ile, polimerin baglama 6zellikleri gelistirilmis ve spesifik olmayan

baglanma diizeyleri azaltilmistir (Ye ve ark. 2000).

Yapilan bir baska calisma capraz baglayici tiirtiniin MIP nanopartikiillerin verimini ve
boyutunu etkiledigini gostermistir (Yoshimatsu ve ark. 2007). Ornegin; ¢apraz baglayici
olarak divinil benzen kullanildiginda dagilmis MIP partikiiller daha diisiik verimle elde
edilmistir. Aksine, TRIM kullanildiginda nanopartikiiller ayn1 formda ve % 90 gibi

yiiksek bir verimle elde edilmistir.
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Sekil 2.6.1.2. Molekiiler baskilamada kullanilan en yaygin ¢capraz baglayicilarin kimyasal
yapilar1

Molekiiler baskilama prosesinde ayrica ¢oziiciilerin dogas1 ve miktar1 da 6nemli rol
oynamaktadir. En fazla kullanilan ¢oziiciiler toluen, kloroform, diklorometan ya da
asetonitrildir. Coziiciiler tiim bilesenlerin (monomer, kalip molekiil, baslatici, capraz
baglayici) polimerizasyon esnasinda tek bir fazda tutulmasini saglar ve makro gézenekli
polimerlerde gozeneklerin olusturulmasindan sorumludurlar. MIPlere iy1 bir akis
kazandirmak icin ¢oziicii, biiylik gozenekler iiretmelidir. Bu nedenle, ¢oziiciiler genellikle
porojen (gozenek yapici) olarak tercih edilirler, ¢oziicli miktar1 arttikca polimerin
gozenek boyutu artmaktadir. Kovalent olmayan baskilama metodunda kullanilan porojen
ayni zamanda kalip molekiil-fonksiyonel monomer kompleks olusumunun artmasindaki
rolii nedeniyle énemlidir. Ornegin; kloroform ya da toluen gibi daha az polar olan
coziiciiler hidrojen bag1 gibi kovalent olmayan polar etkilesimler sayesinde kompleks
olusumunu arttirirken, daha polar ¢oziiciiler polimer kompleksindeki kovalent olmayan
etkilesimleri ayirma egilimindedir. Ozellikle protik ¢dziiciiler hidrojen baglarmin yiiksek
oranda bozulmasina yol agmaktadirlar. Buna ragmen bazi arastrmalarda giiclii kalip
molekiil-monomer etkilesimlerinin olusmasi i¢in polar ¢oziiciiler (6rnegin; asetonitril/su

ya da metanol/su) tercih edilmistir.
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Genellikle MIP sentezinde toluen ya da kloroform gibi protik olmayan ¢oziiciiler tercih
edilirken komplekslesme islemine hidrofobik etkilesimler dahil edilecekse su ya da diger
protik ¢oziicliler secilebilmektedir. Ayrica, polimerizasyondan sonra geri baglama
performansi optimize edilerek polimerizasyon esnasindaki kosullar ya da benzer kosullar
ile geri baglama kosullar1 karsilastirilmalidir. Cizelge 2.6.1.1°de polimerizasyon sentez

prosediiriiyle ilgili genel bilgiler 6zetlenmistir.

Cizelge 2.6.1.1. Baskilanmis polimerlerin polimerizasyon degiskenleri

- Kovalent
- Kovalent olmayan

Baskilama mekanizmasi _ Metal koordinasyonu

Capraz baglayici miktari - Yiksek

- Distik

- Organik

- Sulu
Ortam . Coziiciisiiz

2.6.2. MIPlerin fiziksel formu ve hazirlanma metodlari

MIPler farkli metotlarin uygulanmasiyla degisik fiziksel formlarda sentezlenebilir (Poma

ve ark. 2010, Wei ve Mizaikoff 2007).

Geleneksel yaklasim MIPlerin yigin polimerizasyonuyla sentezlenmesi, daha sonra
olusan polimerlerin havanda ya da 6giitiiciide 6giitiilmesi ve spesifik uygulama alanlarina
gore geriye kalan farkli boyuttaki polimerleri elekten gecirme seklindedir. Bu metot kolay
olmasindan dolayr oldukca popiilerdir. Buna karsin; uygun partikiil boyutlarini elde
edebilmek i¢in kullanilan ezme, 6giitme ve eleme islemleri ugrastirict ve zaman alicidir.
Ayrica Uiretilen partikiillerin boyut ve sekilleri diizensiz olmaktadir. Ezme islemi sirasinda
etkilesme bolgeleri zarar gormekte ve MIP yiikleme kapasitesi azalmaktadir. Molekiiler
baskilama ile ilgili cogu arastrmada hala bu metot kullanilirken, son yillarda bu
problemlere ¢oziim bulabilmek icin MIPler, tanecikler (beads), membranlar, in situ
hazirlanmis monolitler, ylizey baskilama, molekiiler baskilanmis tek tabakalar gibi farkli

fiziksel formlar ve alternatif metotlar gelistirilmektedir (Poma ve ark. 2010).
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Coktiirme polimerizasyon yontemi kullanilarak es boyutlu tanecikler elde edilebilir. Bu
teknik ile yigimn metodunda kullanilan ayni reaksiyon karigiminda yiliksek miktardaki
gozenek yapici disinda baskilanmig tanecikler olusur. Polimer zincirler biiyiimeye devam
eder ve yalnizca reaksiyon karisimmda c¢oziinmeyecek biiyiikliige ulastiklarinda
coktiiriiliirler. Daha sonra polimer tanecikler yikama ve santrifligasyon ile kolaylikla geri
kazanilir. Kolay olan bu teknik ayni zamanda yigi polimerizasyonuna gore daha kisa
sirede biter ve iyl verimlerde daha diizgiin taneciklerin sentezlenmesini saglar.
Taneciklerin caplar1 azalirken, artan porojen hacmi, daha az oligomer ve c¢ekirdek
olusumuna bagli olarak daha az monomer ve ¢apraz baglayici yiizeye difiize olur ve daha
kiigiik partikiillerin i¢cinde polimerize olurlar. Ornegin, reaksiyon kosullarmi degistirerek
nanopartikiillerden = mikrotaneciklere = uzanan  farkli  boyutlarda  polimerler
sentezlenebilmektedir. iki farkli capraz baglayicinn (DVB ve TRIM) miktarlarmi
degistirerek ayni ¢oktiirme polimerizasyon kosullarinda 130 nm’den 2,4 pm araliginda

farkli boyutlarda polimerler sentezlenebilir.

Son yillarda molekiiler baskilanmis polimer membranlar oldukca ilgi gekmektedir. in situ
polimerizasyon metodu kullanilarak gézenekli yapidaki molekiiler baskilanmis polimer
membranlar sentezlenir. Bu metot birbiri i¢inde niifuz edebilen polimer aglarin sentezi
ilkesine dayanmaktadir. Sentezlenen bu polimerlerin sulu ¢ozeltilerden triazin
herbisitlerinin kati-faz ekstraksiyonu i¢in kullanimi arastirilmistir (Sergeyeva ve ark.

2007).

Monolitik MIPler oldukca basit, tek adimda, in situ serbest-radikal polimerizasyon
teknigi ile sentezlenirken, 6giitme, eleme ve kolon paketlemesine ihtiya¢ duyulmadan

dogrudan kromatografik kolon olarak kullanilabilirler.

Molekiiler baskilanmis tek tabakalarin kullanim alanlarindan birisi de sensorlerdir. Lahav
ve arkadaslar1 fotokimyasal baskilama metodu kullanarak naftasenekinon tiirevleri i¢in
altin elektrot lizerindeki tiyol gruplarinda tanima bolgeleri olusturmuslardir (Lahav ve
ark. 2001). Lotierzo ve grubu domoik asit i¢cin etilen glikol dimetakrilat ile ¢apraz
baglanmig amino-siibstitiiye olmus metakrilat kullanilan MIP sensor gelistirmislerdir.

Yapilan ¢alismada polimer yiizey plazmon rezonans (SPR) dedeksiyonuna uygun hassas
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altin tabaka iizerinde direkt foto-asilama yontemi ile hazirlanmistir (Lotierzo ve ark.

2004).

Cizelge 2.6.2.1’de molekiiler baskilanmig polimerlerin diizenlenme bi¢imleri

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.6.2.1. MIPlerin fiziksel formlar1

Fiziksel Form Referanslar

Fragmanlanmis polimer monolitler Vlatakis ve ark. 1993, Shea ve ark.
1993, Wulff ve Minarik 1990, Dhal ve
Arnold 1992, O’Shannessy ve ark. 1989

Kompozit polimer tanecikler Norrlow ve ark. 1984, Glad ve ark.
1995, Dhal ve ark. 1995, Plunkett ve
Arnold 1995

Siispansiyon, emiilsiyon ya da dispersiyon | Bystrom ve ark. 1993, Hosoya ve ark.
polimerizasyonu sonucu elde edilen | 1994, Mayes ve Mosbach 1996,

polimer tanecikler Sellergen 1994

In situ polimerizasyon Matsui ve ark. 1993, Nilsson ve ark.
1994

Ince tabakalara  baglanmus  polimer | Kriz ve ark. 1994

partikiiller

Polimer membranlar Hedborg ve ark. 1993, Piletsky ve ark.
1995, Mathew-Krotz ve Shea 1996,
Kobayashi ve ark. 1995

Yiizey-baskilanmig polimer fazlar Kempe ve ark. 1995, Norrlow ve ark.

1987, Dhal ve Amold 1992,
Tahmassebi ve Sasaki 1994, Uezu ve
ark. 1994, Shnek ve ark. 1994

2.6.3. MIPlerin uygulama alanlan

MIPlerin kendine has 6zellikleri, onlarin ayirma ve saflastirma, sensor ve biyosensorler,
katalizor ve ilag salmimi gibi birgok farkli alanda kullanimlarmi arttirmaktadir.
Kromatografik ayirmada oldukca yiiksek uyumluluk gosteren molekiiler baskilanmis

kromatografi teknigi MIPler i¢in kapsamli bir caligma alanidir. Optik olarak saf bilesikler
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olmasindan dolay1 MIPleri ilaglarda rasemik ayirma i¢in 6nemli kilmaktadir (Dhal ve ark.
1995). MIPler ayrica kat1 faz ekstraksiyon (SPE) prosediirlerinde yeni segici sorbent
olarak da kullanilmaktadir. Sadece 6rneklerin temizlenmesi ve deristirilmesi i¢in degil,
ayn1 zamanda kompleks karisimdan hedef analitin se¢ici bir sekilde ekstraksiyonuna da

olanak saglamaktadir.

MIPler ayrica dogal antibadilerin yapay baglama mimikleri olarak ve immiinoassay tipi
analizlerde tanima elemani olarak da kullanilmaktadir (Piletsky ve ark. 2006). Ayrica baz1
reaksiyonlar1 katalizlemede aktif materyal olarak kullanilmis ve dogal enzimlerin
mimiklerini taklit edebildikleri i¢in enzim benzeri katalizlerde kullanilmislardir (Li ve Li
2006, Wulff 2002). MIPlerin bir bagka kullanim alan1 da terapdtikler ve medikal
terapidir. MIPlerin spesifik kosullarda biyoaktif molekiilleri baglama yeteneginden
dolay1 uygun dozaj formlarinin gelistirilmesinde kullanilmaktadirlar (Vasapollo ve ark.

2011).

MIPlerin analitik prosediirlerde 6rnek hazirlama, analitik ayirma ve biyo- ve farmosotik
uygulamalar icin belirleme teknikleri olmak {izere 3 temel kullanim alani1 vardir (Sekil
2.6.3.1). Cizelge 2.6.3.1’de MIPlerin genel uygulama alanlar1 verilmistir. Cizelge
2.6.3.2°de ise MIPlerin kullanildig1 baz1 analitik yontemler ve baskilama yapilan analitler

verilmistir.
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a) Kati Faz Fkstraksivonu
1 7 3 4

b} Kiral Ayirma

= Analit »& Matriks bilegenlen
& Moleldiler baskilanmig polimer (MIP)

® Nvolekiiler baskilanmis polimer kiral duragan faz
» Eadyoaltif etiket

Sekil 2.6.3.1. Molekiiler baskilanmis polimerlerin uygulamalar1 (a) 6rnek hazirlama, (b)
analitik ayrma ve (¢) tanimlama. a: (1) 6rnegin verilmesi, (2) analitin ayrilmasi, (3)
yikama, (4) analitin eliisyonu (Owens ve ark. 1999)

Cizelge 2.6.3.1. MIPlerin uygulama alanlari

Gelismeler

Referanslar

Tanima ¢aligmalar1

Ramstrom ve ark. 1993, Dhal ve Arnold
1992, Mathew ve Buchardt 1995,
Andersson ve ark. 1990, Wulff ve ark. 1986

Ayirma, izolasyon

- Kiral ayirma
- Substrat-se¢imli ayirma

Wulff ve Schauhoff 1991, Kempe ve
Mosbach 1995, Nicholls ve ark. 1995,
Mayes ve ark. 1994, Siemann ve ark. 1996,
Matsui ve ark. 1995, Dhal ve Arnold 1991

Antibadi/reseptor baglanma mimikleri

- Yarigsmali ligand  baglama
calismalari
- Diagnostik uygulamalar

Andersson ve ark. 1995, Siemann ve ark.
1996, Muldoon ve Stanker 1995, Andersson
1996, Vlatakis 1994

Enzim mimikleri/kataliz

Miiler ve ark. 1993, Beach ve Shea 1994,
Sellerren ve Shea 1994, Ohkubo ve ark.
1994, Morihara ve ark. 1992, Robinson ve
Mosbach 1989

Biyosensor-benzeri aygitlar

Kriz ve ark. 1995 (a), Kriz ve ark. 1995 (b),
Hedborg ve ark. 1993, Piletsky ve ark. 1995
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Cizelge 2.6.3.2. MIPlerin kullanildig1 baz1 yontemler

Yontem Analit Referans

Yiiksek basingh siv1 | Teofilin Wang ve ark. 2003
kromatografisi

Kati faz ekstraksiyonu Teofilin Wang ve ark. 2003
UV  dedeksiyonlu yiiksek | Clenbuterol Lomgren ve ark. 2002

basincli s1v1 kromatografisi

Kapiler elektrokromatografi | L-tetrahidropalmatin ~ ve | Ou ve ark. 2007

ve kapiler sivi kromatografisi | (5S,11S)-(-)-Trolger’s bazi

Stvi kromatografisi-kiitle | Verapamil Mullett ve ark. 2004

spektrometresi

Kolorimetrik sensor Aromatik aminler Greene ve Shimizu
2005

Amperometrik sensor Morfin Kriz ve Mosbach 1995

Kondiiktometrik sensor Atrazin Sergeyeva ve ark. 1999

2.6.3.1. UA baskilanmis polimerler

MIP polimerik membranlar kan filtrasyon cihazlarinda UA uzaklastirilmasi i¢in kullanim
potansiyeline sahiptir. Bu amacla Cristallini ve arkadaslar1 (2004) tarafindan UA
baskilanmis poli(akrilonitril-ko-akrilik asit) membranlar1 sentezlenmis ve kandan UA
uzaklastirilmasmdaki seciciligi arastirilmistir.  Yarismact molekiil olarak teofilin
kullanilmistir. Mikro ve ultra filtrasyon sistemine uyarlanan membranin segiciligi
incelenmis ve gram membran basma baglanan UA ve teofilin sirasiyla yaklasik 14 mg ve
6 mg olarak bulunmustur. Ayrica membranin hidrolik akigkanlig1 incelenmis, membranin
NaCl ve B12 vitamini i¢in baglama kapasitesinin diisiik albumin i¢in yliksek oldugu
bulunmustur.

Leshchinskaya ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 bir calismada, siispansiyon
kopolimerizasyonu yontemiyle UA baskilanmis polimerik sorbentler sentezlenmistir.

Sentezlenen sorbentlerin fizikokimyasal ve sorpsiyon 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
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ayni zamanda UA baskilanmamis polimerik sorbentler de hazirlanmistr. Sorpsiyon
kapasitesinin incelenmesi i¢in kesikli siirecte bir deney tasarlanmistir. 293 nm dalga
boyunda UV spektrofotometresi ile 6l¢tiimler alinmis ve baskilama faktorii incelenmistir.
0,8 M’lik UA ¢d6zeltisinin i¢ine yarigsmacit molekiil olarak % 0,9 NaCl eklenmis ve
baskilama faktorii degerleri bu durumda hesaplanmistir. Yarigsmact molekiiliin olmadigi
durumda baskilama faktorii en fazla 1,5 bulunurken, yarismaci molekiil varliginda bu

deger 3,8’e ylikselmistir.

Mujahid ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, sol-jel metoduyla
sentezlenen UA baskilanmis titania (titanyum dioksit) nanopartikiiller ile UA tayini
yapilmistir. 0,01-0,095 mmol araliginda ¢alisilmis ve nanopartikiillere UA baglanmasi ve
geri kazanimi spektrofotometre ile takip edilmistir. Elde edilen sonuglara gore tayin limiti
10 umol olarak hesaplanmis ve AA ile guaninin girisimi incelenmistir (Mujahid ve ark.

2015).

2.7. Nanoteknoloji

Bilim diinyasi, gelismekte olan teknolojiyle birlikte ¢evresindeki bir¢ok olay1 molekiiler
boyutta inceleyebilmektedir. Ozellikle kimya ve fizik bilimleri sayesinde elde edilen ve
gelistirilen teknolojiler ile birlikte son 30-40 y1ldir molekiiler biyoloji, biyokimya, genetik
ve biyoteknoloji alanlarinda onemli ¢alismalar yapilmistir. Yapilan bu g¢aligmalarda
molekiiler diizeye inme ve bu boyuttaki yapilarin iglevlerini anlama istegi nanoteknoloji

biliminin dogmasina neden olmustur (Kocaefe 2007).

Nanoteknoloji, nano boyuttaki malzemelerin, aletlerin ve sistemlerin metrenin milyarda
biri biiyiikliigiinde tarif edildigi, tretildigi, uygulamaya sokuldugu bir bilim dalidir
(Bouwmeester ve ark. 2009). Bu bilim dali sayesinde minyatiirlestirmenin yani sira
nanomalzeme ve/veya nanosistemlerin 6zellikleri de kontrol edilmektedir (Serrano ve
ark. 2009). 100 nm’nin altindaki (6zellikle 10 nm’nin altindaki) bir sistemde, yiiksek
esneklik, optik ve termal 6zelliklerde 6nemli degisiklikler, yiiksek reaktif ve katalitik
aktivite, daha hizli elektron/iyon transferi ve yeni fizikokimyasal 6zellikler gozlenir

(Vaddiraju ve ark. 2010).
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Nanobilim ve nanoteknolojinin odak noktasi, diisiik boyutlarda baskin hale ge¢en boyut,
simir ve kuantum etkileri gibi temel fizik arastirmasi iceren konularin yani sira, atomik
boyutlarda goriintilemede deneysel yontemlerin gelistirilmesi, A alti (< 101° m)
boyutlarda 6l¢iim yapabilme teknikleri, diisiik boyutlarda es tip malzeme iiretebilme,
malzeme yapisini1 atomik boyutlarda kontrol edebilme, kizilalt1 ve morétesi radyasyonlara
tepkisi kontrol edilebilir malzeme ve 6zel amaca yonelik aygit gelistirme yontemleridir
(Nanobilim ve nanoteknoloji stratejileri, Vizyon 2023 projesi, nanoteknoloji strateji

grubu, TUBITAK 2004).

1827 yilinda nanoteknolojinin ilk endiistriyel oOrnegi 1518a duyarli giimiis
nanopartikiillerin iiretimine dayanan fotograf¢ilik sektoriidiir. 1857 yilinda ise Michael
Faraday ilk metalik kolloidleri farketmistir. Faraday’in altin kolloidleri karakteristik
elektronik ve optik Ozelliklere sahiptir ve bu altin kolloidler metalik nanopartikiiller

olarak bilinirler.

1908 yilinda Alman fizik¢i Gustav Mie partikiillerden 151k sagilimiyla ilgili bir teori one
stirerek nanoteknolojide 6nemli bir rol oynamistir. Gustav’in ileri siirdiigii Mie Teorisi ve
sonradan gelistirilen diger teoriler arastirmacilarin nanopartikiillerin boyutunun tahmin
edilmesini ve belirlenmesini saglar. 1930’1u yillarin baginda Max Knott ve Ernst Ruska
adli iki Alman bilim insan1 elektron mikroskobu adi verilen yeni bir mikroskop tiirii
gelistirdiler. Bu aletin bulunmasi nano diizeyde arastirma yapacak alet ve cihazlarin
gelisimi i¢in 6nemli bir basamak olarak tarihe gecti. 1947 yilinda minyatiirlesme adina
mikro elektrigin kapisini agan transistorler kesfedilmesi elektrik endiistrisinde 6nemli bir
gelisme olarak kabul edilmektedir. 1953 yilinda Nature Dergisinde James Watson ve
Francis Crick adli iki aragtirmacinin DNA’nin ikili sarmal yapisini tarif eden bir makalesi
yayinlandi. Kesfedilen nano boyuta sahip bu molekiil ilerleyen yillarda yasam
bilimlerinde nano diizeyde yapilarin gelistirilmesi yoniinde ilham kaynagi olacakti. Bu
kesiften bes yil sonra Sony’de calisan Japon fizik¢i Loe Esaki taramali tiinelleme
mikroskobunu icat etmis ve nanoelektronik i¢in 6dnemli bir temel atmistir.

(http://www.discovernano.northwestern.edu/whatis/History/HistoryPopup).
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29 Aralik 1959 yilinda Richard Feynman, Amerikan Fizik Cemiyeti’nin Kaliforniya
Teknoloji Enstitiisii’ndeki toplantisinda yaptigi ‘Asagida daha ¢ok yer var’ (There is
Plenty of Room at the Bottom) adli konugmasinda ilk kez malzemelerin ve aygitlarin
nanometre araligindaki 6zelliklerinin gelecekte firsatlara olanak taniyacagini sdyledi.
Boylece 20. yiizyilin son ¢eyreginde, dogada bulunmayan yeni nanoyapilarm atomsal

diizeyde tasarlanarak sentezlenmesi devri basladi (Cirac1 2006, Ayhan 2004).

Nanoteknoloji kelimesi ilk defa 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan Tokyo Bilim
Universitesi'nde kullanilmistir. Taniguchi’ye gdre nanoteknoloji, malzemelerin atom

atom ya da molekiil molekiil ayrilmasi, birlestirilmesi ve bozulmasidir (Ayhan 2004).

Molekiiler iiretime ait temel fikirlere 1980°1i yillarda K. Eric Drexler ‘Molekiiler imalata
Yonelik Protein Tasarimi® adli makalesinde yer verilmistir. 1990’11 yillarin basinda Rice
Universitesinde Richard Smalley ve arkadaslar1 tarafindan 60 karbon atomunun simetrik
bicimde siralanmasiyla elde edilen futbol topu seklindeki fulleren molekiilleri gelistirildi.
Elde edilen molekiil 1 nm biiyiikligiinde ve ¢elikten daha gii¢lii, plastikten daha hafif,
elektrik ve 1s1y1 gecirebilen bir yapiya sahiptir. Bu arastirmacilar 1996 yilinda Nobel
Kimya o6diiliinii aldilar. 1991 yilinda Japon NEC firmas: arastirmacilarindan Sumio
Iijima, karbon nano tiipleri buldu. Karbon nano tiipler, fullerene molekiiliiniin esnetilmis
bir sekli olup benzer sekilde 6nemli 6zelliklere sahipti, ¢elikten 100 kat daha giiclii ve
agirhigi celigin agirliginin 6°da 1°1 kadardi (Ayhan 2004).

Nanoteknoloji devriminin insanligin yakin geleceginde yaratacagi degisiklik yalnizca ana
hatlar1 ile tahmin edilebilir. Nanobilim ve nanoteknoloji ¢esitli alanlarda hizla giinliik
yasantimiza girmistir. Bu etki bilisim, haberlesme, savunma sanayi, uzay ve ucak

teknolojileri, molekiiler biyoloji ve gen miihendisligine kadar uzanir.

Nanoteknoloji uygulamalarinda materyal boyutlar1 kiiciiltiilerek fiziksel ozellikleri
degistirilir. Ornegin nanopartikiiller ¢ok biiyiik yiizey alani/hacim oranina sahiptirler.
Buna bagh olarak floresans gibi optik 6zellikler partikiil ¢apmin bir fonksiyonu haline
gelir. Nanopartikiiller kullanilarak yapilan malzemelerde sertlik ve elastikiyet 6zellikleri

degisir. Geleneksel polimerik yapilarmm nanopartikiiller kullanilarak giiclendirilmesi
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miimkiindiir. Nanoteknolojik olarak giiclendirilmis materyallerin agirligi azalirken

dayaniklilik ve fonksiyon ¢esitliligi artmaktadir (Corman 2010).

2.7.1. Nanomalzemeler

Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller,
nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar ya da nano-ince filmler gibi farkli smiflara
ayrilmaktadir. Nanomalzemeler hem anorganik (metalik, seramik vb.) hem de organik
(polimerik vb.) temelli olabilmektedirler. Nanoteknolojik yontemlerle elde edilen iirtinler
elektronik, bilisim ve iletisim, tip, yasam bilimi, otomobil {iretimi, savunma ve uzay,
kimya, malzeme, enerji ve ¢evre gibi degisik alanlarda uygulama alani bulunmaktadir
(Ttbitak, 2004, Vizyon 2023 Projesi Nanoteknoloji Strateji Grubu, Nanobilim ve
Nanoteknoloji Stratejileri, Ankara).

2.7.2. Nanomalzemelerin iiretim yontemleri

Nanomalzemeler; metal, metal alasimi, seramik ve polimer esasli ya da bunlarin
karigimindan (kompozit) istenilen yiizey 6zelliklerine sahip bir sekilde hazirlanabilinir.

Nanomalzemelerin elde edilmesinde iki ana yontem bulunur. Asagidan yukariya (bottom-
up) ve yukaridan asagiya (top down) olarak adlandirilan iki yaklasim vardir (Glirmen ve

Ebin 2008).

a. Asagidan yukariya (Bottom-up): Asagidan yukariya yaklasim (kiiclikten biiyiige),
molekiiler nanoteknolojiyi ifade eder. Organik veya anorganik yapilari, maddenin en
temel birimi olan atomlardan baglayarak atom atom, molekiil molekiil insa edilmesi
yontemidir. Bu yaklasimda nano malzemeler ve yapilar molekiillerin kendiliginden bir
araya gelip bag olusturmasi gibi termodinamik esaslara dayanan atomlarin ve
molekiillerin bir araya gelmesiyle iiretilir (Khademhosseini ve Langer 2007). Nano
boyuttaki tek zincirli DNA molekiilleri kullanilarak istenilen o6zellikte ve sekilde
molekiiller iiretilebilir (Rothemund 2006). Asagidan yukariya yaklasimda, atomik veya

molekiiler boyuttaki yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiill olusumu
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gerceklestirilir. Bu yaklasimda kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma,

sol-jel ve sprey piroliz yontemleri kullanilir.

b. Yukaridan asagiya (Top-down): Yukaridan asagiya yaklasim (bliyiikten kiigiige),
makineler, asitler ve benzeri mekanik ve kimyasal yontemler kullanilarak nano yapilarin
fabrikasyonu ve iretimidir. Yukaridan asagiya yaklasimda hacimsel malzemeye
disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda
malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kii¢iik parcalara ayrilmasi esas alinir. Boylece
molekiiler boyutlarda calisabilecek nano malzeme ve yapilar tretilebilir. Bilgisayar
cipleri, veri toplama birimleri ve bilgisayarlarda kullanilan birlestirilmis elektrik devreleri
bu yontem ile tretilmektedir. Yukaridan asagiya yaklasimda mekanik O8ilitme ve

asindirma yontemleri kullanilir (Giirmen ve Ebin 2008, Ozkan 2006, Ozer 2008).

2.7.3. Nanobiyoteknoloji

Modern bilim sayesinde biyolojik olaylara molekiiler diizeyde bakilabilmekte boylece
cok hizli ve ¢ok sayida paralel ve/veya ard arda devam eden biyolojik reaksiyonlar1
anlamaya ve buradaki bilgiler ile yasam kalitesini arttiracak teknolojik gelismeler
saglamaya calisir. Yasamla ilgili ttim bilgi DNA’dadir. Bu bilgi farkl sekillerde {iriinlere
doniistiirtiliir ve farkli fonksiyonlar1 olan birgok biyolojik molekiil yasamla ilgili bir¢ok
fonksiyonu yerine getirir. DNA’da zamanla olusabilecek degisiklikler (mutasyon), yanlis
iirtin (biyolojik molekiil) {iretimi nedeniyle biyolojik fonksiyonlar bozulur. Boylece
bir¢cok farkli hastalik meydana gelir. Genetik degisikliklerin ve/veya olusan biyolojik
molekiillerin izlenmesi ile olusan veya olusabilecek hastaliklari izlenmesi, erken tanisi
ve hastaliklara baslangicta miidahale oldukca 6nemlidir. Biyolojik molekiillerin tanisinda
kullanilabilecek en duyarli ve 0zgiin yaklagim, taniyici1 olarak bu molekiillerin
esleniklerinin (DNA tek sarmalinin eslenigi oligoniikleotid, proteinin karsit1 antibadi
molekiilii) kullanildig1 biyoafinite sistemlerinin (tani kitleri, biyogipler, biyosensorler)

uygulanmasidir.

Biyoteknoloji alani, tipta tan1 ve tedavi, tarim, hayvancilik, endiistriyel ve gida gibi birgok

farkli alanda genetik modifikasyonlar ile {iirlin tiirlinii, verimliligini arttirmak ve
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ekonomik {iretim olanagi saglamak yoniinde kullanilmaktadir (Vizyon 2023 projesi

nanoteknoloji strateji grubu, 2004).

2.8. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller 10 — 1000 nm araligindaki boyutlara sahip kat1 partikiil ya da tanecikli
cozelti olarak tanimmlanmaktadir. Hazirlanma yOntemlerine goére, nanopartikiiller,
nanokiireler ya da nanokapsiiller olarak adlandirilirlar. Nanokapsiiller, tek bir polimer
membran tarafindan olusturulan bosluklara etken maddelerin hapsedildigi ya da adsorbe
oldugu sistemlerken, nanokiireler ise etken maddelerin diizgilin olarak ¢6ziindiigli matriks

sistemlerdir (Mohanraj ve Chen 2006).

Nano boyuttaki materyallerin tek-, iki- ve lig-boyutlu smiflandirilmasi su sekildedir:
kuantum noktalar ya da nanokristaller, fullerenler, partikiiller, kolloidler, ¢oktiiriiciiler ve
katalizOrler {i¢-boyutlu nanometrik yapilari olusturur. Nanotiipler, dendrimerler,
nanoteller, fiberler ve fibriller iki boyutlu nanometrik yapilarken, yiizey kaplamalari, ince

filmler ve arayiizeyler ise tek boyutlu nanometrik yapilardir (Ostiguy ve ark. 2006).

Es boyutlu olan nanopartikiiller biyoetiketleme uygulamalarinda uygundurlar. Biyolojik
etiketleme, biyolojik veya molekiiler kaplama, biyoinorganik yiizeye sahip tabaka
olusturma nanopartikiillere bagl olarak yapilmalidir. Biyolojik kaplama; antibadileri,
kollajen gibi biyopolimerleri ve kii¢iik molekiillerin tek tabakalarini igermektedir (Salata

2004).

Nano boyuttaki yapilarmm Ozellikleri yigm materyalden ziyade her bir molekiil ile
dogrudan iliskilidir. Bu durum nanopartikiillerin olduk¢a farkl 6zelliklerde olmasima yol
acar. Nanopartikiillerin 6zelliklerinin degismesinde iki temel faktor rol oynar. Bunlardan
birincisi partikiil boyutu ile reaksiyona girme yatkinligi arasindaki iligkidir. Partikiil
boyutu azaldikca reaksiyona girme etkinligi artar (Ostiguy ve ark. 2006). Diger faktor ise
nanopartikiillerin ylizey alanvkiitle oranidir. Bu diger bilesiklerin adsorblanma ve
tasinma kapasitesini arttirir. Adsorplanmis bilesiklerin ve tepkenlerin bulunmasima bagli

olarak nanopartikiillerin termodinamik kosullar1 degisir. Ote yandan, nanopartikiiller
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genis (fonksiyonel) yiizeye sahip olduklari i¢in, ilag, prob ya da protein gibi diger
bilesiklerin baglanmasi, adsorbsiyonu ve tagimnmasima olanak saglar (Borm ve Kreyling

2004).

Nanopartikiiller yliksek ylizey alanlar1 nedeniyle bir¢cok kullanim alaninda biiyiik avanta;j
saglar. Nanoparcaciklarin boyutlar1 azaldikga, ylizeylerinin hacimlerine olan orani artar.
Ozellikle adsorpsiyon gibi yiizeyle ilgili fiziksel olaylarda yiiksek yiizey alanvkiitle orani
sayesinde hem kapasitenin artmasma, hem de islem siirecinin kisalmasina olanak
saglamaktadir. 100 nm’lik bir nanopartikiilde yaklasik olarak atomlarin % 60’1 partikiil
yilizeyinde bulunur. Nanopartikiiller ylizeyle ilgili; adsorpsiyon, katalizor uygulamalari,
enzim immobilizasyonu, kontrollii ila¢ salimimi, yiizey modifikasyonu, aritim
teknolojileri gibi yiizeysel etkilesime dayali uygulamalarda biiyiik avantajlar saglar

(Chowdhury ve Yanful 2010, Menceloglu 2008, Isik ve ark. 2012, Karakog 2013).

Ozelliklerinden dolay1 nanopartikiiller, yiiksek aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar
icin Ozel teknolojik malzemeler, siiper iletkenler, asinmaya karsi katki maddeleri, yilizey
aktif maddeler, ilactasiyicilar ve 6zel teshis aletleri gibi bir¢cok teknolojik ve farmakolojik
{iriinlerin hazirlanmasinda kullanim alami bulmaktadir. Ote yandan, malzemelerin
nanoboyut seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar, sensorler, nanomakineler ve yiiksek
yogunluklu veri depolama hiicreleri gibi kendine 06zgli islevsellige sahip
minyatirlestirilmis aygitlari gelistirilmesine de izin vermektedir (Giirmen ve Ebin 2008,

Corman 2010).

Polimerik nanopartikiiller biyo-bozunur polimerlerden olugsmaktadir. Biyo-uyumluluk,
doku miihendisligi, ila¢ ve gen salinim1 ve yeni asilama stratejileri agisindan son derece
onemlidir. Cogu biyo-bozunur polimerler poli(laktik asit), poli(laktid-ko-glikolid) gibi
sentetik poliesterlerden meydana gelmektedir. Ayrica kitosan, jelatin, sodyum aljinat gibi
dogal polimerler de baz1 toksikolojik problemlerin giderilmesi i¢in 6nemli polimerlerdir

(Abhilash 2010).

Nanopartikiiller spesifik fiziksel ve kimyasal 0Ozelliklerinden dolayr biyomedikal

uygulamalarda son yillarda oldukca yaygin kullanilmaktadirlar. Nanopartikiiller yigin
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materyaller ile kiyaslandiginda normal biyolojik aktiviteyi degistirme 6zelligine sahiptir
(Yildirimer ve ark. 2011). Nanopartikiillerin bu alanda kullaninmmin artmasi ile bu tiir
partikiillerin insan saghigi iizerine etkisi de artmaktadir. Bu nedenle yeni diizenlenmelerin

ve uyarlamalarm yapilmasi gerekmektedir (Lovestam ve ark. 2010).

Nanopartikiillerin biyolojik sistemlerde birgok kullanim doku ya da hiicre ile etkilesimde
bulunmasi, kromatografi veya sensor gibi alan1 vardir. Bu nedenle nanopartikiillerin

boyutu ve sentez yontemleri degismektedir (Moreno-Vega ve ark. 2012).

2.8.1. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller 100 nm’den kii¢iik ve boyutlarina 6zgii 6zelliklere (elektron tutucu etki,
gecici miknatislik 6zelligi, yiizey plazmon rezonans: gibi) sahip bilesiklerdir. Boyutlari
ve bu 6zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre olabilirler. Biyodlgiimler
icin ilk nanopartikiil uygulamalar1 1970’lerde 5-50 nm ¢apl kolloidal altin kullanimi1 ve
elektron mikroskop i¢in immunositokimyasal prob kullanimi ile baslamistir (Hayatt
1989). Arastirmalar peptid, protein ve niikleik asit gibi biyolojik molekiillere
baglanabilen ve optik, elektronik ve manyetik oOzelliklere sahip nanopartikiillerin
gelistirilmesi iizerinde yogunlagsmistir. Su anda {izerinde ¢alisilan konu siispansiyon

icinde yer alan nanopartikiillerdir.

Nanopartikiiller glinlimiiziin son teknolojisini olusturmaktadir. Ancak nanopartikiiller su
anda var olan teknolojilere gore daha iyi 6l¢iim performansi, kullanim kolayligi ve daha
ucuz fiyat olanaklar1 sagladigi zaman biyodlglimler icin gecerli olacaktir. Nanopartikiiller
daha genis liretim hacmi ve dagitim kapasitesine ulasilabildiginde ve genis kitleler
tarafindan ticari olarak eldesi miimkiin oldugunda biyodlgiimler icin rutin olarak

kullanilabilir hale gelecektir (Portakal 2008).

Nanokapsiil hazirlanmas: i¢in, aktif madde sentetik ya da dogal bir polimer icine
hapsedilir. Eger nanokiire hazirlanacaksa aktif madde hazirlanan nanopartikiil yiizeyine
adsorbe edilir ya da polimerik yap1 i¢inde ¢oziinerek bir matriks yapis1 olusturulur.

Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimerler dogal polimerler ve sentetik
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polimerler olmak tizere ikiye ayrilir. Albiimin, jelatin gibi proteinler ve aljinat, kitosan ve
dekstran gibi polisakkaritler dogal polimerleri olusturur. Sentetik polimerler ise 6nceden
sentezlenen (polianhidrit, polikaprolakton (PECL), polilaktik asit (PLA), polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA)) ve nanopartikiil hazirlanmasi sirasinda sentezlenenler (polisiyano-

akrilat (PACA), polibiitil-siyano-akrilat (PBCA)) seklinde ikiye ayrilir.

Ik nanopartikiiller, albumin gibi dogal ve poli(akrilamit), poli(metil metakrilat) gibi
biyolojik olarak parcalanmayan sentetik polimerlerden hazirlanmistir. Protein bazli
polimerlerin dezavantaji bu polimerik yapilara karsi gelisen antijenik yanitlardir.
Biyolojik olarak parcalanmayan sentetik polimerlerin en 6nemli dezavantaji ise toksisite
riskleridir. Son yillarda polisakkaritler peptit, protein ve niikleik asitlerin tagmmasinda
kullanilmaktadir. Nanopartikiil sentez yontemleri asagida siralanmistir (Calvo ve ark.

2001, Friese ve ark. 2000, Lockman ve ark. 2003, Tosi ve ark. 2005):

Misel Polimerizasyonu

Emiilsiyon Polimerizasyonu
Emiilsiyon-Coziicii Buharlastirma Yontemi
Nanog¢oktiirme Teknigi

Yiizeyleraras1 Polimerizasyon

Aktif Maddenin Nanopartikiillere Adsorpsiyonu

Su/Yag Emiilsiyonunda Is1 Denatiirasyonu ve Capraz Baglanma

ol A G e L o

Sicak Mikroemiilsiyon Onciilleri ile Hazirlama

2.9. Biyosensor uygulamalar i¢cin molekiiler baskilanmis polimerler

Molekiiler baskilama, polimer ile matrikste spesifik tanima bolgelerinin hazirlanmasma
olanak vermesinden dolay1 endiistri, diagnostik ve ¢evre analizleri i¢in gii¢lii sensorlerin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bu sensdrlerde, molekiiler baskilanmis polimerler
kantitatif analizler i¢in uygun dontistiiriiciiler (transdiiserler) ile birlestirilmistir (Yano ve

Karube 1999).
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Biyosensorler diagnostik, ¢evresel goriintiileme ve gida proseslerinde oldukca yaygin
kullanim alanlarina sahiptir (Chen ve Karube 1992, Karube ve ark. 1995). Spesifik hedef
molekiilii tanimalarindan dolayr mikroorganizma, antibadi ya da enzimler gibi bir¢ok
farkli biyolojik molekiil biyosensorlerde biyolojik tanima katmani olarak kullanilabilir.
Buna ragmen, yiiksek sicaklik, pH ve organik c¢oziiciiler ile muamelede bozulma

ozelliklerinden dolay1 biyolojik molekiillerin pratik olarak kullanim1 olduk¢a zordur.

Molekiiler baskilama tekniginin gelismesi polimerik matrikste hedef molekiile 6zgii
tanima ve katalitik bolgelerin olusturulmasi enzim, antibadi, mikroorganizma gibi dogal
biyomolekiillere alternatif olmustur. Biyosensorlerde biyolojik molekiillerin yerine
MIPlerin ge¢mesi oldukca kararli sensorlerin gelistirilmesine olanak saglamistir. MIPler

dogal tanima elementlerinin olmadig1 durumlarda tek alternatiftir.

MIPler yiiksek 6zgiilliik ve kararliligindan dolay:1 sensor teknolojisinde enzim, antibadi
ve diger dogal reseptorlere alternatif olarak kullanim alani bulmustur. MIP sensdrlerin

hazirlanmasinda {ic 6nemli nokta bulunmaktadir:

- Yiksek duyarl donistiiriiciiniin (transdiiser) gelistirilmesi, baglanma igsleminin
goriintiilenmesi ve bunun iglenebilir sinyale doniistiiriilmesi,

- Uygun kosullar altinda ve gerekli afinite ve 6zgiilliikte hedef molekiil (analit) ile
bu molekiile 6zgii tanima bolgeleri igeren baskilanmis polimerlerin birbirleri ile
etkilesimlerinin gelistirilmesi,

- MIPin doniistiiriiciiye entegre edilmesi

MIP sensorlerin gelistirilmesinde {i¢ ana tiir vardir: a) afinite sensorleri, b) reseptor

sensorleri ve c) katalitik sensorler (Piletsky ve Turner 2002).

Molekiiler baskilanmis immiinosensOr benzeri afinite sensorleri ilk kez Tabushi ve
arkadaslar1 (1987) tarafindan gelistirilmistir. Bu arastirmacilar yaptiklari caligmada kalay
dioksit ve silikon dioksit varliginda oktadesilklorosilanin kemosorpsiyonunu

gerceklestirmislerdir.
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Tek tabakalarin hazirlanmasinda kullanilan molekiiler baskilama teknigi ile, fenilalanine
0zgii indiyum oksit (InO;) elektrodlar1 hazirlanmistir (Starodub ve ark. 1993). Bu yontem
niikleik asitlerin, kolesteroliin (Piletsky ve Starodub 1992) ve katekol tiirevlerinin (Morita

ve ark. 1997) belirlenmesinde gelistirilen sensorlerde kullanilmistir.

Geleneksel tig-boyutlu polimerler sensorlerin tasarlanmasinda siklikla kullanilirlar. Bu
nedenle fenol ve anilin i¢in gelistirilen amperometrik sensorlerde polianilin baskilanmig
polimerler kullanilmistir (Piletsky ve ark. 1994). Metal iyonlar1 icin spesifik
potansiyometrik sensOrler Murray ve calisma arkadaslari tarafindan gelistirilmistir
(Murray ve ak. 1997). Bu calismada ytliksek duyarlilikta ve yiiksek secicilikteki MIP
sensorlerin, kompleks bir ortamda kalay ve uranil iyonlarinin analizi i¢in uygun oldugu

rapor edilmistir.

Yapilan bir baska calismada, morfin-duyarh sensor gelistirilmis, polimer boncuklarin
bulundugu agaroz membran ile kapli elektrod tarafindan segici olarak absorblanabildigi
gosterilmistir. Bu ¢alismada hazirlanan sensoriin morfin i¢in yiiksek secicilikte (0,1 — 10
mg/L), dengeli ve agir kimyasal ¢evreye karsi direngli bir sensor oldugu rapor edilmistir.
Yarismaci molekiil olarak elektroinaktif yarigmaci molekiil (kodein) kullanilmig ve
morfin 6rneginin morfin elektro-oksidasyonuna bagl olarak akimda artis gdzlenmistir

(Kriz ve Mosbach 1995).

Tiim analitlerin kolayca indirgenmemesi ve yiikseltgenmemesi nedeniyle amperometrik
sensorle belirlenemez. Ligant-polimer baglanma olaylarmin miktarinin belirlenmesi ve
Olglimiinde MIPlerin non-spesifik elektro-aktif belirleyiciler olarak kullanimi
arastirilmistr (Piletsky ve ark. 1992). MIPlerin non-spesifik belirleyici molekiillerin

yerini almastyla multi-sensor sistemleri gelismektedir.

Afinite sensorleri, optik absorbans, floresans ya da elektrokimyasal aktivite gibi spesifik
ozelliklere sahiptir (Kroger ve ark. 1999). Inert hedef molekiiliin dogrudan dl¢iimiinde
reseptor sensorleri kullanilir. Hedef molekiilin baglanmasiyla meydana gelen
konformasyon ya da yiizey potansiyelindeki degisim 6zelliginden dolay1r MIPler uyarilir
(Piletsky ve ark. 1992, Yoshimi v ark. 2001, Piletsky ve ark. 1994, Hedborg ve ark. 1993,
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Cheng ve Wang 2001). Genellikle, MIP sensdrler membrandaki elektro-iletkenlik
degisimini Olger, hedef molekiiliin baglanmasiyla MIPlerde spesifik bir etkilesim
gozlenir. L-fenilalanin, kolesterol (Piletsky ve ark. 1994), sekerler (Piletsky ve ark. 1998)
ve atrazin (Sergeyeva ve ark. 1999) i¢in spesifik olan sensorler, mikromolar-nanomolar

araliginda yiiksek secicilik ve duyarlilik gosterir.

Bir diger yaklasim da reseptor-taklit eden MIPlerin kapasitans (direng) Olgiimiine
dayanan sensorlerin tasarlanmasidir (Hedborg ve ark. 1993, Cheng ve ark. 2001). Bu tiir
calismalara verilebilecek ilk 6rnek SiO; kapl silikon levhalarin (wafers) bulundugu MIP

membranlarin algilama tabakasi olarak kullanildigi ¢alismalardir (Hedborg ve ark. 1993).
MIPlerin sensor teknolojisindeki kullanimlar1 kullanilan doniistiiriiclilere gore Cizelge

2.9.1’de oOzetlenmistir. Metotlar genellikle florimetre ve optik tanimaya dayanan

yontemlerdir.
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Cizelge 2.9.1. MIPlerin sensor teknolojisindeki kullanimlari

Simf Analit tipi Fonksiyonel Tanima arahgi Referans
monomer
Florimetri Triazin MAA 0,01-100 mM Piletsky ve ark.
1997
S o Piletsky ve ark.
Sialik asit Allilamin + TVPhB 0,5-10 uM 1996
Dat.lsil-L.- MAA, 2VPy 0-30 pg/mL Kriz ve ark. 1995
fenilalanin )
Aromatik 0-
Piren politiretan 40 pg/L Dickert ve ark. 1998
Turkewitsch ve ark.
cAMP DMASVBP + HEMA | 0,1-100 uM 1998
NATA HEAPTES + TES Kalitatif Lulka ve ark. 1997
Kondiiktometri | Atrazin DEAEM 0,01-0,5 mg/L Piletsky ve ark.
1995
Sialik asit Allilamin + TVPhB 1-50 uM Piletsky ve ark.
1998
Morfin MAA Kalitatif Kriz ve ark. 1995
L-fenilalanin DEAEM 0,05-0,4 mM Piletsky ve ark.
1994
Optik Kloramfenikol DEAEM 1-1000 pg/mL Levi ve ark. 1997
Kloramfenikol DEAEM 3-30 pg/mL McNiven ve ark.
1998
Potansiyometri | Fenilalanin MAA 33-3300 pg/mL Andersson ve ark.
anilid 1990
Kapasitans Fenilalanin MAA Kalitatif Hedborg ve ark.
anilid 1993
Amperometri Morfin MAA 0,1-10 pg/mL Kriz ve Mosbach
1995
SAW, QMB o-Ksilen Aromatik poliiiretan Kalitatif Dickert ve ark. 1998
Liiminesans PMP Eulll + DVMB 0,125-15.10* pg/L | Jenkins ve ark. 1997
pH Glukoz STACNCu 0,25 mM Chen ve ark. 1997
SPR Teofilin MAA 0,4-6 mg/mL Lai ve ark. 1998

cAMP: adenozin 3P:5P-siklik monofosfat; DEAEM: dietilaminoetil metakrilat; DMASVBP: trans-4-[p-(N,N-
dimetilamino)stiril ]-N-vinilbenzilpiridinium klorir; DVMB: 3,5-metil divinil benzoat; HEAPTES: bis(2-hidroksietil)-
aminopropiltrietoksisilan; HEMA: 2-hidroksietil metakrilat; MAA: metakrilik asit; NATA: N-asetiltriptofanamid; PMP:
pinakolil metil fosfonat; QMB: kuvars mikrobalans; SAW: yiizey akustik dalga; SPR: yiizey plazmon resonans; STACNCu:
Cu[1-(4P-vinilbenzil)-1,4,7-triazasiklononan]SOs; TES: tetraethoksisilan; TVPhB: tris(4-vinilfenil)boroksin; 2VPy; 2-
vinilpiridin.
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2.9.1. MIP temelli UA sensorler

Son yillarda molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), cesitli elektroaktif 6zelliklerinden
dolayi, 6zellikle biyomolekiillerin belirlenmesi amaciyla analitik geregler olarak kullanim
alan1 bulmaktadirlar. MIP sensorler, enzimleri taklit edebildikleri ve enzim gibi
reaksiyonu katalizleme gorevi yapabildikleri i¢in enzim temelli sensorlerin yerine
gecmislerdir. Ayrica enzimlere gore diisiik maliyetli ve yiiksek termal ve kimyasal
kararliliga sahip olmalarindan dolay1 biiyiik bir avantaj saglamaktadir (Chen ve ark.

2010).

Molekiiler baskilama teknigi, molekiiler tanima bolgeleri iceren polimer matrikslerin
hazirlanmasinda olduk¢a kullanigli bir yontemdir. Bu matriksler polimerizasyon islemi
siiresince hedef molekiillerin ortama eklenmesiyle olusur. Molekiiler baskilanmis
polimerler, kromatografi, katalist, ilag salinimi, yapay antibadi ve tanima olaylarinda
olduk¢a yaygim kullanim alani1 bulmaktadir. Sivi kromatografisinde kullanilan MIPler
ozellikle enantiyomerlerin ayiriminda duragan faz olarak kullanilmaktadir. Molekiillerin
adsorpsiyonunun ya da baglanmasinin izlendigi dedeksiyon tekniklerinde ise
elektrokimyasal, piezo-elektrik, impedans ve optik metotlar kullanilmaktadir (Chen ve

ark. 2009).

UA i¢cin yapay reseptdr gorevi goren silika jel-bagli molekiiler baskilanmis polimer
[poli(melamin-co-kloranil)], kolon kromatografisinde MIP-kati-faz ekstraksiyon
(MISPE) i¢in sorbent olarak kullanilmistir. MIP-modifiye civa damla elektrodun
((HMDE) kullanildig1 sensor sistemi MISPE ile birlestirilmistir. MISPE materyali iirik
asidin On-deristirilmesi ve voltametrik sensorde tanima reseptorii olarak gorev
almaktadir. Yalnizca MIP-modifiye HMDE sensoriin kullanildig: sistemde tayin limiti
0,024 mg/L iken MISPE-MIP-modifiye HMDE sensorde tayin limiti 0,0008 mg/L olarak
bulunmustur (Prasad ve ark. 2007).

Chen ve Ho tarafindan yapilan ¢alismada, UA baskilanmis poli(N,N-bis(4-aminofenil)-

N’,N’-difenil-1,4-fenilendiamin)-(3,3’,4,4’-benzo-fenonetetra  karboksilik dianhidrit)

[poli(PD-BCD)] UA sensorii hazirlanmis ve amperometrik Ol¢iimler alimmistir. Elde
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edilen sonuglara gore, baskilama verimi (MIPin duyarliligi/NIPin duyarlilig1) 3,7 olarak,
tayin limiti ise 2,4x10 mM olarak bulunmustur (Chen ve Ho 2007).

Molekiiler baskilanmis poli-metakrilik asit (PMAA) sentezlenerek, ¢cok-duvarl karbon
nanotiip (MWCNT) yilizeyinde polimerizasyonu saglanmistir. Farkli derisimlerdeki
UA’in polimere adsorpsiyonu gergeklestirilmis ve 60 dakikalik adsorpsiyon sonunda
ortamdaki UA miktar1 UV-GB spektrometresi ile 292 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir.
Elektrokimyasal testlerin yapilabilmesi i¢in amperometrik deneyler gergeklestirilmis ve
80-800 uM derisim araligindaki UA c¢ozeltileri 0,4 V potansiyelde dlgiimler alinmastir.
80-500 uM araliginda dogrusallik iyiyken, 800 uM’a dogru ilerledik¢e dogrusalliktan
sapmalar gozlenmistir. Secici molekiil olarak yalnizca AA kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, baskilama verimi 4,41 olarak elde edilirken LOD miktar1 22 uM olarak
bulunmus ve hazirlanan elektrokimyasal sensoriin insan serumunda UA tayininde

kullanilabilecegi dnerilmistir (Chen ve ark. 2009).

UA baskilanmis poli(N,N-bis(4-aminofenil)-N’,N’-difenil-1,4-fenilendiamin)-(3,3°,4,4’-
benzofenonetetra karboksilik dianhidrit) [poli(PD-BCD)], elektrokimyasal sensor olarak
kullanilmistir. UA’in amperometrik tayini sonucunda tayin limiti 0,3 pM olarak
bulunmustur. Baskilanmis ve baskilanmamig elektrotlarin  secicilik  degerleri
kiyaslandiginda baskilanmis elektrot i¢in segicilik degeri 28,76 iken baskilanmamis

elektrot i¢in 8,85 olarak bulunmustur (Chen ve ark. 2010).

Motghare ve arkadaslar1 (2015) tarafindan fonksiyonel monomer olarak akrilik asidin
kullanildig1 ve termal polimerizasyon ile sentezlenen UA baskilanmis polimeri karbon
pasta elektroduna modifiye edilmis ve voltametrik olarak UA tayini gerceklestirilmistir.
Glukoz, laktoz, glisin, triptofan ve AA’in girisim etkisi incelenirken, elde edilen

sonuglara gore tayin limiti 0,1 uM olarak bulunmustur (Motghare ve ark. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

L-sistein metilester hidrokloriir (C4HoNO->S.HCI)
Urik asit (CsHaN4O3)

L-askorbik asit

Ure

Teofilin

Sodyum siilfat (susuz)

Polivinil alkol (PVA)

Metakriloil kloriir (C4HsClO)

Etil alkol (C:HsOH)

Siilfiirik asit (H2SO4)

Amonyak (NH3)

Demir (IIT) nitrat nonahidrat (Fe(NO3)3.9H,0)
Etilenglikol dimetakrilat ([H2C=C(CH3)CO.CH:]>)
Hidroksietil metakrilat (CsH1003) (HEMA)
Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum dodesil siilfat (Sodosil ® 02, SDS)
Diklormetan (CH2CL)

2-Propen-1-tiyol (C3HsS)

Hidrojen peroksit (H202)

Trietilamin (C¢HisN)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
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Aldrich

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Acros Organics
Aldrich

Fluka

Merck

Fluka

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Carlo Erba
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Fluka

Merck

Across Organics
Merck

Sigma

410209
U0881
A5960
U-5378
T1633
196640010
341584
64120
1.00986
84721
1.05422
31233
33568-1
8.00588
7647-01-0
16167
24333
06030
1.08597
157910010
1.06462
S5761



3.2. Yontem

3.2.1. N-Metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerinin sentezi

N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerinin sentezi i¢in; 75 mL
diklorometan (CH2Cl) igerisinde ¢oziilen 25 mmol L-sistein metil ester iizerine 52,4
mmol trietilamin 0 °C ve azot atmosferi altinda yavasca ilave edildi. Diklorometan (25
mL) i¢inde ¢6ziinmiis metakriloil kloriir (25 mmol) ¢6zeltisi hazirlanan birinci ¢ozeltiye
azot atmosferi altinda yavasc¢a eklendi ve 30 dakika boyunca 0 °C’de, daha sonra oda
sicakliginda 1 gece karistirildi. Elde edilen karisim etil asetat ile yikandi ve ¢oziicii

evaporatorde uzaklastirildi.

3.2.2. N-Metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerinin

karakterizasyonu

3.2.2.1. Fourier transform infrared spektrofotometre (FTIR) analizi

Sentezlenen fonksiyonel monomerin (MAC) kimyasal yap1 analizi FTIR

spektrofotometresi (Perkin Elmer, Spectrum 100, USA) ile yapild1.

3.2.2.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Sentezlenen fonksiyonel monomerin (MAC) yapisal karakterizasyonu NMR (Varian AS
400 mHz) ile gerceklestirildi.

3.2.3. MAC-Fe*"-UA 6én-kompleksinin hazirlanmasi

On-kompleksin hazirlanmasi i¢in ilk &nce N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC)
monomeri (2 mmol) ile Fe(NO3)3-9H20 (1 mmol) 15 mL etil alkol icerisinde ¢oziildii.
Daha sonra kalip molekiil (2 mmol UA) MAC-Fe** karisimma hizlica eklendi. Karisimin
pH’1 6n-kompleksin olustugu pH araligma getirildi ve 3 saat boyunca 260 rpm’de oda
sicakliginda karistirildi. Hazirlanan 6n-kompleks siiziildii, % 99’luk etil alkol (250 mL)
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ile yikand1 ve vakum etiiviinde (100 mmHg basing altinda) 50 °C’de 24 saat boyunca

kurutuldu.

3.2.4. UA baskilanmis nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyonu

Urik asit (UA) baskilanmis nanopartikiiller emiilsiyon polimerizasyonu teknigiyle
hazirlandi. Bu teknikte iki ayr1 su faz1 ve yag fazi hazirlandi. Birinci sulu fazda 5 mL saf
suda 93,8 mg polivinil alkol (PVA), 14,43 mg sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 11,73 mg
NaHCOs, ikinci sulu fazda ise 100 mL saf suda 50 mg PV A ve 50 mg SDS ¢oziildii. Yag
fazin1 hazirlamak i¢in MAC-Fe**-UA kompleksi, HEMA ve EGDMA birlikte 20 dakika
boyunca 25 000 rpm’de homojenize edildi ve yag fazi birinci sulu faza eklendi. Karigimi
hazirlamak i¢in ikinci sulu faz, 57,5 mg NaHSO; ve 63 mg amonyum persiilfat (APS)
ilave edildi. Polimerizasyon karisimi 40 °C’de 6 saat bekletilerek gerceklestirildi.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra reaksiyona girmemis monomerlerin
uzaklastirilmasi i¢in nanopartikiiller etanol ve su ile yikandi. Kalip molekiiliin (UA)
uzaklastirilmasi i¢in nanopartikiiller pH: 4 tamponu ile 3 defa yikandi. Her bir yikamanin
ardindan polimer 14 000 rpm’de 2 saat boyunca santrifiijlendi ve siipernatantin 286 nm’de
UV-GB spektrofotometresinde absorbansi dl¢iilerek ortamdaki UA miktar takip edildi.
Kalip molekiil tamamen uzaklastirildiktan sonra polimer saf su igerisinde 4 °C’de
muhafaza edildi. UA baskilanmamis nanopartikiiller, UA eklenmeden ayni yontem
kullanilarak sentezlendi. MAC-Fe** ve MAC-Fe**-UA kompleksleri FTIR teknigi

kullanilarak karakterize edildi.
3.2.4.1. Elementel analiz
UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin % C, % N ve % S icerigi

elementel analiz ile belirlendi. Analizler Leco Elemental Analyzer (CHNS-932, St.
Joseph, MI) cihazi ile gergeklestirildi.
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3.2.4.2. Enerji dagihmh x-1s1nlar analizi (EDS)

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin kiigiik bir alanda elementel
kompozisyonunu tanimlamak i¢in enerji dagilimhi X-iginlar1 analizi yapildi. Yontemde
enerji dagilim spektrometre (EDS) baglantisi olan elektron mikroskobunda (SEM) (Carl
Zeiss Evo 40, Almanya) yapilan analiz, 6rnek iizerine taramali bir elektron demeti
disiiriilerek gerceklestirilir. Bu elektronlarin bazilar1 6rnekteki elektronlar ile ¢arpigarak
elektronlarin yoriingelerinden ¢ikmasi saglar. Bosalan pozisyonlar X-isinlar1 yayan
yiiksek enerjili elektron tarafindan doldurulur. Toz halindeki UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller EDS ile analiz edilerek yiizeyin elementel

kompozisyonu belirlendi.

3.2.4.3. Yiiksek ¢oziiniirliiklii taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) analizi

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM) (QUANTA 400F Field Emission SEM, Oregon, ABD)
kullanilarak incelendi. Analiz edilecek nanopartikiiller ilk olarak vakum yiiksek
¢oziiniirliiklii altinda ¢ok ince bir altin tabaka (100 A) ile kapland1 ve farkli biiyiitme

oranlarda goriintiileri alind1.

3.2.4.4. Gegirimli elektron mikroskobu (CTEM) analizi

UA baskilanmis  poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin  morfolojisi  yiiksek
¢oziiniirliiklii kontrasth gegirimli elektron mikroskobu (CTEM) (FEI Tecnai G* Spirit
Biotwin, Hillsboro, ABD) kullanilarak incelendi. Kurutulmus polilHEMA-MAC)-Fe**
nanopartikiiller etanol ile birlikte eppendorf tiipiin icerisine konuldu. Siispansiyon
icindeki katr1 numune tam olarak homojen bir sekilde dagilana kadar ultrasonik su
banyosu igerisinde tutuldu. Karbon kapl 1zgara (grid) cimbaz ile tutulup sabitlendi. Elde
edilen siispansiyon mikropipet yardimiyla sabitlenmis olan karbon kapl 1zgara {izerine
10 uL olacak sekilde damlatildi. Karbon kapli 1zgara tlizerine konulan nanopartikiiller
kuruyana kadar bekletildi. Mikroskopta aydmnlik alan kirmim goriintiilemesi yontemi

kullanilarak nanopartikiillerin CTEM goriintiileri alindi.
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3.2.5. UA baskilanmis SPR sensoriin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

3.2.5.1. SPR altin ¢ip yiizeyinin modifikasyonu

SPR ¢ipin altin kapli ylizeyi allil merkaptan (CH,=CHCH>SH) ile modifiye edildi.
Modifikasyon 6ncesi altm yiizey (SPRchip™, Amerika Birlesik Devletleri) (Sekil
3.2.5.1.1.) bazik pirana ¢ozeltisi (NH3:H202; 3:1 (v/v)) ile temizlendi. Yiizeyi temizlenen
SPR ¢ip 3 mM allil merkaptan igeren 5 mL etil alkol:d.H> O (4:1) ¢ozeltisi igerisine
daldirildi, 12 saat boyunca ¢ozelti igerisinde bekletildi. Cozeltiden ¢ikarilan altin ¢ip, saf
etil alkol ile yikand1 ve vakum etiiviinde (200 mmH, 40 °C), 3 saat kurutuldu.

Sekil 3.2.5.1.1. GWC SPRimager II sisteminde kullanilan SPRchip™ altmn ¢ip (Osman
2011)

3.2.5.2. SPR altin ¢ip yiizeyine poliHEMA-MAC)-Fe’*" nanopartikiillerin

kaplanmasi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis olan SPR altin ¢ip yiizeyine 1/200 oraninda
seyreltilmis 100 pL poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil ¢ozeltisi damlatild1 (Sekil
3.2.5.2.1). Tozsuz ortamda 37 °C’de 6 saat kurutuldu. Nanopartikiillerle (UA
baskilanmig-MIP ya da UA baskilanmamig-NIP) kaplanmig SPR altin ¢ip yiizeyi sirasiyla
deiyonize su ve saf etil alkol ile yikandi ve vakum etiiviinde (200 mmHg, 40°C)

kurutuldu.
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— POl(HEMA MAC)Fe™*
nanopartikiil ¢zeltisi

Damlatma Kurutma
Kapla.ma.
SPR altin ¢ip PolifHEMA-MAC) Fe o PoliftHEMA-MAC)-Fe e
nanopartikiil ¢dzeltisi SPR sensér
damlatitmig SPE. altin cip
Sekil 3.2.5.2.1. PoliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin SPR sensor yiizeyine

kaplanmasi

3.2.5.3. Temas acisi analizi

Temas agis1 0lgliimleri Attension KSV Instruments (Finlandiya) cihazi ile gergeklestirildi
(Sekil 3.2.5.3.1). Analizde, SPR altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip
ve UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kaplt SPR altin ¢ip yiizeyine 1
damla su damlatilarak yapisik damla (Sessile Drop) yontemi kullanildi. Yiizeyin 5 farkl
bolgesi kullanilarak 40 ayr1 fotograf ¢ekildi ve her biri i¢in ayr1 temas acis1 belirlendi.
Damlacigm sag ve sol tarafindan alman temas noktalari, temas acilar1 olarak belirlendi.
Her iki noktanin ortalamasi alinarak ortalama temas acisi degerleri elde edildi. Altin
ylizey, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin yiizey ve UA baskilanmis poli(HEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiil kaplanmis sensdr yiizeyleri i¢in temas agis1 degerleri ayr1 ayri
Olciildi. Di-iyodometan, etilen glikol ve formamid damlatilarak her {i¢ yiizeyin 5 farkli
bolgesi kullanilarak 40 ayr1 fotograf ¢ekilerek yiizeyle yapilan temas agilar1 belirlendi.
Asit-baz metodu kullanilarak ytlizey serbest enerjileri (SFE) hesaplandi.
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(a)

Temas Aci1s1

45° &0° an® 120° 135°

Hidrofilisite Hidrofobisite
(b)

Sekil 3.2.5.3.1. (a) Temas agis1 Ol¢iim prensibi ve (b) damlalarin hidrofilik ya da
hidrofobik olmasina bagli olarak dlciilen temas agilarmin sematik gosterimi

3.2.5.4. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis altin yiizey, UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-
Fe’" nanopartikiil kaplanmis SPR altin ¢ip yiizeyinin karakterizasyonu igin atomik kuvvet
mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Ambient AFM/MFM, Oxford, Ingiltere) yar1
degen modda kullanildi. Goriintiileme ¢aligmalar1 hava ortaminda gergeklestirildi.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x 4096
piksel gibi ¢ok yliksek ¢Oziiniirliikte 6l¢iim alabilmektedir. Salinim rezonans frekansi,
289 kHz olarak uygulandi. Salinim genligi 2,10 VRMS’dir. Orneklerden 0,7 um/s tarama

hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirliikte, 1 x 1 pm?‘lik alanlarin goriintiisii alindi.
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3.2.5.5. Zeta boyut dagihmm analizi

Sentezlenen UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin boyut dagilimi
analizi, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile
belirlenmistir. Zeta boyut analizi, 151k sagilmasi teknigi ile 6l¢lim yapan partikiillerin
hidrodinamik boyutu (0,6 nm-6,0 um araliginda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik
200 mS) ve molekiil agirligmin (1x10°-2x107 aralifinda) tayinine olanak saglayan bir
sistemdir. Zeta boyut analizi i¢in izlenen deneysel yontem su sekildedir; nanopartikiil
cozeltisi (3 mL) boyut analizériiniin 6rnek yuvasina yerlestirilmistir. Isik sagilmasi
90°’lik gelis acisinda 25 °C’de tayin edilmistir. Veri analizi i¢in, deiyonize suyun
yogunlugu (0.88 mPa.s) ve kirinma indeksi (1,33) kullanilmistir. Isik sagilma sinyali
partikiil sayis1 (partikiil sayisi/s) olarak hesaplanmistir. Ornekteki nanopartikiil
yogunlugu yeterli yogunluktadir.

3.2.5.6. Optik profilometre ile poli(HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kaplama

kalinhgimin 6l¢iimii

SPR altin ¢ip yiizeyindeki poli( HEMA-MAC-Fe*") nanopartikiil kaplama kalinlig1 Zeta
Instruments (San Jose, CA, ABD) optik profilometre cihazi ile 6lgtildii. 100 kat biiyiitmeli
optik lens kullanilarak yiizey goriintiileri alindi. Cihazla birlikte verilen yazilim

kullanilarak kaplama kalinlig1 belirlendi.

3.2.6. Yiizey plazmon rezonans sistemi ile kinetik analizler

3.2.6.1. SPR sisteminin analiz icin hazirlanmasi

Hazirlanan UA baskilanmis poli( HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kapli SPR altm ¢ip ile
kinetik analizler Sekil 3.2.6.1.1°de gosterilen yiizey plazmon rezonans sistemi
SPRimager II (GWC Technologies, Madison, ABD) ile ger¢eklestirildi. Sensorgramlarin

elde edilmesinde sistem ile birlikte saglanan Digital Optics V++ goriintiileme yazilimi ve

bu yazilimla birlikte ¢alisan Microsoft Excel programi kullanildi.
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Sekil 3.2.6.1.1. SPRimager II (GWC Technologies, Madison, ABD) ylizey plazmon
rezonans sistemi

GWC SPRimager II cihazinda yiizey plazmon rezonans etkisi, ylizey plazmon rezonans
acisina yakin sabit bir agida uyarilmis olan 6rnekten yansiyan 1s181n 6lgiilmesi prensibine
gore calismaktadir (Sekil 3.2.6.1.2 (b)). SPRimager II sisteminde 15181n dalga boyu (800
nm) ve gelis agis1 (40° — 70°) sabittir. Cihaz 151k kaynagi, kutuplayici, 6rnek hiicresi, dar
band filtresi, altin sensor yiizeyindeki tiim optik alani yakalayabilen CCD kameradan
olusan bir dedektor ve sicaklik degisimini 6nlemek igin bir sicaklik sensorii igermektedir

(Sekil 3.2.6.1.3).

Cihazin ¢alisma prensibi Sekil 3.2.6.1.2 (a)‘da 6zetlenmistir. Kosutlanmis polikromatik
bir kaynaktan gelen 151k yiizey plazmon rezonans agisina yakin bir bolgedeki agida bir
polarizorden (kutuplayici) gecgerek prizma/ince altin film/6rnek {igliisiiniin beraberce
olusturdugu o6rnek hiicresine ¢arpmaktadir. Isik, prizma/altin arayiizeyi ile etkileserek
yanstyan 1518 siddetindeki azalmaya neden olan yiizey plazmonlarini olusturur.
Ornekten yansiyan 1sik sadece dedektoriin algilayabilecegi araliga denk gelen dar bir
band araligindaki 1s181n gecisine izin veren bir filtreden gecer ve bu sayede yansiyan

151810 siddeti Slgtliir.
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Sekil 3.2.6.1.2. SPRimager II sisteminin (a) ¢alisma ve (b) sensogram olusturma prensibi

UA baskilanmis yiizey plazmon rezonans sensor ile kinetik analizler yapilabilmesi i¢in
hazirlanan sensor nanopartikiil kapl yiizeyi akis hiicresi yoniinde olacak sekilde 6rnek
tutucuya yerlestirildi ve iizerine kirilma indisi esitleyici sivi (kirilma indisi: 1,720 +
0,0005, Cargille Laboratuaries series M fluid) damlatilarak iizerine prizma yerlestirildi.
Bu sayede SF-10 cam prizma ile altin sensor arasindaki baglant1 saglanmis oldu (Sekil
3.2.6.1.4). Ardindan akis hiicresi, giris ve ¢ikis uglar1 da 6rnek tutucuya eklenerek 6rnek
hiicresi hazirland1 ve kinetik analizlerin gerceklestirilmesi i¢in cihaza yerlestirildi.
Sicaklik sensorii kullanilarak sicaklik 25 °C‘a sabitlendi ve tiim sensorgramlar bu

sicaklikta alind1

3.2.6.2 Yiizey plazmon rezonans sistemi ile sensorgram alinmasi

Ornek hiicresi hazirlanarak cihaza yerlestirildi. Ilk olarak sisteme pH: 8 ¢ozeltisi
gonderilerek SPR sensor ylizeyinin 1slanmasi saglandi ve yilizeyden 150 pl/dakika
hizinda 30 dakika siire ile pH: 8 ¢ozeltisi gegirilmeye devam edildi. Daha sonra gelis acis1
ylizey plazmon rezonans agisina yakm bir agiya sabitlenerek sensorgram alinmaya
baslandi. Sistemden yine ilk olarak pH: 8 ¢ozeltisi gecirildi ve ardindan analizi yapilacak
olan ¢ozelti (UA igeren sulu ¢ozelti, yarismaci molekiil ¢ozeltileri ya da idrar 6rnekleri)
sensOr ylizeyine gonderilerek yansiyan 1518 siddetindeki degisim farki degerleri anlik

olarak gozlenerek denge durumuna geldiginde (yaklasik 40 dakika) sisteme tekrar pH: 8
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cozeltisi verilerek spesifik olarak baglanmayan analit molekiilleri yiizeyden
uzaklagtirildi. Ardindan yiizeyden 10 dakika siire ile pH: 4 ¢oOzeltisi gecirilerek
desorpsiyon islemi gergeklestirildi. Desorpsiyon isleminden sonra, SPR sensor yiizeyi 10
dakika ultra saf su ve tekrar dengeye gelene kadar (yaklasik 10 dakika) pH: 8 ¢ozeltisi
ile yikanarak rejenere edildi. Ardindan cihazla birlikte verilen yazilimlar kullanilarak

sensorgram elde edildi.
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Sekil 3.2.6.1.3. GWC SPRimager II cihazinin temel ekipmanlar1
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(a) (b)

() (d)

Sekil 3.2.6.1.4. Ornek hiicresinin hazirlanmasi (a) yiizey plazmon rezonans ¢ipin 6rnek
tutucuya yerlestirilmesi (b) akis hiicresinin takilmasi (¢) giris ve c¢ikis uglarinin
yerlestirilmesi (d) prizma ve akis hiicresinin bir araya getirilmesiyle 6rnek hiicresinin
hazirlanmasi

3.2.7. UA baskilanms polilHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor ile kinetik analizler

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensorii hazirlandiktan sonra, derisim ile
SPR sinyali arasindaki iliskinin degerlendirilebilmesi i¢in farkli derisimlerde (0,5-40
mg/L) UA ¢ozeltileri hazirland1 (pH: 8). Cozeltiler peristaltik pompa yardimiyla SPR
sensor ylizeyiyle etkilestirilerek sensorgramlar alindi. Standart bir 6l¢iimde sistemden ilk
once denge tamponu, daha sonra UA ¢dzeltisi, ardindan denge tamponu gegirildi ve daha

sonra desorpsiyon islemi gergeklestirildi. Baskilama segiciligini belirlemek i¢in UA
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baskilanmamis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensér icin de ayni islemler tekrar

edilmistir.

3.2.8. Yanismah Kkinetik analizler

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensoriin segiciligini gostermek i¢in UA
(10 mg/L), askorbik asit (AA, 10 mg/L), tire (U, 100 mg/L) ve teofilin (Teo, 10 mg/L)
cozeltileri ve 10 mg/L derisimindeki UA, AA, Teo ve U ¢ozeltilerinin kullanilmasiyla
olusturulan karisimlar (pH 8) (tekli, ikili, Gi¢li, dortliil) SPR sistemine gonderilerek
yarigsmali adsorpsiyon c¢aligmalar1 gerceklestirildi. Yarismact molekiil ¢ozeltileri i¢in

anlatildig: sekilde sensorgramlar olusturuldu.

3.2.9. SPR sensoriin baskilama seciciliginin belirlenmesi

UA baskilanmis SPR sensoriin seciciligini gostermek i¢in UA baskilanmamis (NIP) SPR
sensor hazirlandi. UA (10 mg/L), AA (10 mg/L), U (10 mg/L) ve Teo (10mg/L) ¢ozeltileri
ve 10 mg/L derisimindeki UA, AA, Teo ve U ¢ozeltilerinin kullanilmasiyla olusturulan
karisimlar (pH 8) (tekli, ikili, tiglii, dortlii) SPR sistemine gonderildi. Baskilama seciciligi
deneyleri icin anlatildig1 sekilde plazmon egrileri alindi. Cozeltiler SPR sensorle

etkilestirildi ve kinetik veriler almarak V++ yazilim ile analiz edildi.

3.2.10. idrar 6rnegi ile analizler

Hazirlanan UA baskilanmis yiizey plazmon rezonans sensoriin ger¢ek Ornekler ile
kullanilabilirliginin ve mevcut yontemler ile uyumlulugunun arastirilabilmesi i¢in idrar
ornegi kullanildi. Saglikli bir insanin 24 saatlik idrar1 toplandi ve oda sicakliginda 5 000
g’de 15 dakika santrifiijlendi. Daha sonra santrifiigat kismi1 0,45 pm’lik filtreden ge¢irildi
ve -20 °C’da dondurularak saklandi. Kullanmadan 6nce idrar 37 °C’da 1 saat bekletilerek
tavlandi. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin  etkinliginin
belirlenebilmesi icin, standart katma yontemi kullanildi. Bunun i¢in, idrar dérnegindeki
toplam seyrelme miktar1 1:20 olacak sekilde dnce kor ornek, ardindan da ayni seyrelme

oraninda, UA derisimi 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mg/L olan ¢ozeltiler hazirland1 (pH: 8).
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Hazirlanan bu ¢ozeltiler UA baskilanmis poli( HEMA-MAC)-Fe** sensor yiizeyine
gonderilerek % AR/zaman degisiminden olusan sensorgramlar alindi. Hazirlanan
sensoriin etkinligini gostermek i¢in idrar drnegindeki UA derisimi enzimatik yontem

(COBAS INTEGRA Uric Acid ver.2 (UA2), Rotkreuz, Isvicre) ile de belirlendi.

3.2.11. Tekrar kullanim

UA baskilanmis SPR sensoriin tekrar kullaniminin belirlenmesi i¢in idrar Ornegi
kullanild1. Idrar 6rnegindeki toplam seyrelme miktari 1:20 olacak sekilde 6nce kor 6rnek
ve ayn1 seyrelme oraninda 35 mg/L UA spike edilmis idrar 6rnegi hazirland1 (pH: 8).
Sistem kor ile dengeye getirildikten sonra ilk 6nce denge tamponu, daha sonra 35 mg/L
UA igeren idrar ¢ozeltisi, ardindan denge tamponu gecirildi ve daha sonra desorpsiyon
islemi gerceklestirildi. Bu islem arka arkaya 5 defa tekrarlandi ve % AR/zaman

degisiminden olusan sensorgramlar alind1.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. N-Metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerinin sentezi ve

karakterizasyonu

N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomeri, L-sistein metil esterin
metakriloil kloriir ile reaksiyonu sonucu elde edildi (Sekil 4.1.1). Elde edilen monomerin
yapisal karakterizasyonu NMR ve FTIR teknikleri kullanilarak gergeklestirildi.

Fonksiyonel monomerin kimyasal yapisi ve sentez reaksiyonu Sekil 4.1.1°de verilmistir.

(8]
H,C NH, \ i O
“ f . [ f-( [

CH—C —0— CH, NH—C —C —0 —CH,
H.C Cl l |

% g

SH SH
Metakriloil Sistein N-metakriloil -amidosistein
Kloriir metil ester metil ester (MAC)

Sekil 4.1.1. N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerinin sentez
reaksiyonu

Sentezlenen MAC monomerinin kimyasal yapisinin aydinlatilabilmesi i¢in ilk olarak 'H-
NMR teknigi kullanildi. Sekil 4.1.2°’de MAC monomerine ait 'H-NMR spektrumu

gosterilmektedir.
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Sekil 4.1.2. N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerine ait NMR
spektrumu

"H-NMR spektrumunda MAC monomerine ait karakteristik pikler sunlardir: § = (a) 3,20-
3,40 (m, 2H, CH>), (b) 4,00-4,10 (t, 1H, CH), (¢) 2,01 (s, 3H, CH3), (d) 5,44-5,82 (s, 1H,
C=CH>), (e) 3,80 (s, 3H, O-CH3), (400 MHz, DMSO-ds). 6,73-6,81 ppm ve 7,67-7,37
ppm’de —NH ve —SH protonlarma ait pikler beklenmistir. Fakat buradaki protonlarin
hareketli olmasindan dolay1 bu pikler NMR spektrumunda gézlenememistir. Elde edilen
sonuglar MAC monomerinin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermistir (Lele ve ark.

1999, Sar1 ve ark. 2006, Utku ve ark. 2008).

L-sistein metil ester ve MAC monomeri i¢in elde edilen FTIR spektrumu Sekil 4.1.3’te
verilmistir. MAC monomerine ait FTIR spektrumunda 3335 cm'’de N-H biikiilme
absorpsiyonuna ait genis band gozlenmektedir. MAC monomerindeki S-H egilme
(bending) ve biikiilme (stretching) bantlar1 sirast ile 2562 cm?! ve 956 cm’de
gdzlenmektedir. 1671 cm™’de amid karbonil (C=0) grubuna, 1740 cm’de ise ester
karbonil (C=0) grubuna ait absorpsiyon bandlar1 goriilmektedir. MAC ve L-sistein metil
esterin FTIR spektrumlar1 karsilastirildiginda MAC monomerine ait spektrumda 1671
cm’de gozlenen amid karbonil grubuna ait absorpsiyon band1 metakriloil kloriir ile L-

sistein metil eterin amid bagi ile baglandigini kanitlamistir.
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Sekil 4.1.3. N-metakriloil-amidosistein metil ester (MAC) monomerine (siyah) ve L-
sistein metil estere (mavi) ait FTIR spektrumlari.
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4.2. MAC-Fe** kompleksi ve MAC-Fe**-UA 6n-kompleksinin karakterizasyonu

Sentezlenen MAC-Fe** kompleksi ve MAC-Fe**-UA  6n-kompleksinin yapisal
karakterizasyonu icin FTIR teknigi kullamldi Bu amagla MAC ve MAC-Fe**
kompleksinin FTIR spektrumlar1 karsilastirildi (Sekil 4.2.1). MAC-Fe** kompleksinde
Fe-S bagmin olusumunu gostermek icin, S-H egilme ve biikiilme bantlarma bakildi. MAC
monomerindeki S-H egilme (bending) ve biikiilmesine (stretching) ait absorpsiyon
bandlar1 sirastyla 2562 cm™! ve 956 cm™’de gozlenmektedir. MAC-Fe*" kompleksine ait
FTIR spektrumunda 2562 cm™’deki S-H egilme band: kaybolurken, 956 cm™’deki S-H
(stretching vibration) biikiilme titresimine ait bant ise 953 cm™’de daha kiiciik bir bant
olarak gdzlenmektedir. Bu degisim MAC monomerinin -SH (tiyol) grubundaki S ile Fe**

iyonunun baglanmasi ile yeni bir bag olusmasi olarak yorumlanabilir (Fe-S bagz).

Li ve arkadaglarmmin (2013) yaptig1 ¢alismada, L-sistein ve L-sistein bagli Mn-katkili
CdTe kuantum noktalari FTIR spektrum degisimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, L-sisteindeki tiyol grubundaki S-H bagimnin kirildig1 ve S ile Cd’un Cd-S bagini
olusturdugu gdzlenmistir. Bu nedenle L-sisteindeki 2551 cm™’deki S-H egilme bandi
Cd’un L-sistein ile bag olusturmasi sonucu kaybolmustur. Zhang ve arkadaslar1 (2015)
tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada L-sistein-altin nanopartikiiller sentezlenmistir.
2550 cm™’de sisteine ait S-H egilme bandi, L-sisteinin altin yiizeye baglanmasiyla
kaybolmustur. Bunun nedeni sisteindeki kiikiirt ile altin arasinda Au-S bagmin

olusmasidir.
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Sekil 4.2.1. MAC monomeri (mavi) ve MAC-Fe** kompleksinin (siyah) FTIR
spektrumlari.

116



=
s

Sekil 4.2.2. MAC-Fe**-UA &n-kompleksinin (siyah), kalip molekeliin (UA) (mavi) ve
MAC monomerin (kirmizi1) FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.2.2°de MAC, UA ve MAC-Fe*"-UA kompleksinin FTIR spektrumlar1 verilmistir.
UA’in 3600-2600 cm™ arahiginda birgok N-H biikiilme bandlarmin varhgi ile kolaylikla
belirlenebilen karakteristik infrared spektrumu vardir. 2602, 2821, 2914 ve 2994 cm
Pdeki kuvvetli bandlar N-H biikiilmesine aittir. Iki karakteristik absorpsiyon bandindan
ilki 1640 cm™’de iire grubuna ait karbonil (C=0) ve 1584 cm™’deki ikinci band ise
konjuge amide ait karbonil grubundan kaynaklanmaktadir. C=C gerilmesine ait
absorpsiyon band1 amid ve karbonil gruplarinin hipsokromik etkisi nedeniyle 1435 cm-1
de gdzlendi. C-N titresimleri sirastyla O=C-N i¢in 1121 cm™’de ve =C-N i¢in 1025 cm
P de tespit edilmistir. UA, MAC, MAC-Fe**-UA spektrumlar1 karsilastirildiginda, MAC-
Fe’" -UA spektrumunda 1737 cm™’de MAC monomerine dzgii ester karbonil grubuna ait
(C=0) absorpsiyon bandmin gdzlenmesi ve 2562 cm™ ve 956 cm’de SH titresim ve
egilmesine ait absorpsiyon bandlarmm bulunmayist MAC-Fe*"-UA kompleks olusumunu

desteklemektedir.

4.3. UA baskilanms poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin karakterizasyonu

4.3.1. FTIR analizi

G <|3H3 CHa
HaC c CH, ¢ CH, C CH,
0 |

| HN
CH, | V4 CH,
[ - H? “~o—ch, — éH
(Ha CH, 3 2

HO dh OH

Sekil 4.3.1.1. PoliHEMA-MAC) nanopartikiillerin kimyasal yapis1

UA baskilanmis polil HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin karakterizasyonu icin ilk
olarak FTIR spektrumu alindi. MAC monomerinin polimerik yapiya dahil edildigini
ispatlamak amaciyla sadece komonomer olarak kullanilan HEMA, ¢apraz baglayici
EGDMA varliginda polimerlestirilerek poliHEMA) sentezlendi. Daha sonra
poliHEMA) ve poliHEMA-MAC)-Fe*" icin FTIR spektrumlar1 hazirlandi (Sekil
43.1.2). PoliHEMA) ve poliHEMA-MAC)-Fe** i¢in elde edilen spektrumlar
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karsilastirildiginda birbirinden farkli olduklar1 agik¢a goriilmektedir. Bu durum MAC
monomerinin yapiya dahil edildiginin ilk kanitidir. PoliHEMA-MAC)-Fe*"’e ait
spektrumda 1720 cm™!’deki absorpsiyon bandi yapida tekrar eden ester C=0 (karbonil)
gruplarma aittir. 3347 cm™’de OH gruplarina ait band goriilmektedir. Bu band igerisinde
MAC yapisindan kaynaklanan N-H gerilme titresimleri de yer almaktadir. 1050 ve 1300

cm’! frekans araliginda C-O gerilme titresimine ait bandlar goriilmektedir.

119



600.0

1000

1200

C-0 1241

&
&
29
- L
E
e :
T885 ' 2
3
= 8 g
£
i} . 2
“E g—'.r-u\'ﬂ_f_;{
E Xz

O-H 3347
oy

—_—
3600

4000.0

=

Sekil 4.3.1.2. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin (siyah) ve
poliHEMA) nanopartikiillerin (mavi) FTIR spektrumlari.
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4.3.2. Elementel analiz

PoliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin ~ sentezlendigini kanitlamak amaciyla
nanopartikiillerin yapisindaki karbon (C), azot (N) ve kiikiirt (S) elementlerinin % miktar1
analiz edildi. PoliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin elementel analiz sonuglarma
gore C, N ve S oranlar1 sirasiyla % 46,7242, % 1,415 ve % 0,0637 olarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, N ve S atomlarimin varlig1 fonksiyonel monomerin (MAC)

polimerik yapiya basarili bir sekilde dahil edildigini gostermektedir.

4.3.3. Enerji dagihmh x-1s51nlari analizi (EDS)

Poli(HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin elementel kompozisyonunu tanimlamak icin
aynit zamanda enerji dagilimli X-isinlar1 analizi yapildi. Toz halindeki poliHEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiillerin elementel kompozisyonu taramali elektron mikroskobuna
bagli EDS atagmani kullanilarak arastirildi. Sekil 4.3.3.1’de toz nanopartikiiller ile
hazirlanan yiizey (a) ve EDS spektrumu (b) verilmistir. Cizelge 4.3.3.1°de poliHEMA-

MAC)-Fe** nanopartikiillere ait analiz sonuglar1 6zetlenmistir.
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Sekil 4.3.3.1. (a) UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller ile hazirlanan
yiizey ve (b) UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin EDS spektrumu.

Cizelge 4.3.3.1. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillere ait EDS
sonuglari.

Element C (0] N S Fe
Atom (% agirhk) 39,39 37,85 19,23 2,96 0,57

EDS teknigi, incelenen numunenin elementel kompozisyonunu belirlemede siklikla
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem nanopartikiillerin komposizyonunu, spektrum ve
elementel haritalama ile dogrular (Zheng ve ark. 2011). Elde edilen sonuglara gore,

poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller sirasiyla % 19,23 ve % 2,96 oraninda N ve S
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icermektedir. Bu elementlerin varligi, MAC monomerinin polimerik yapiya basarili bir
sekilde dahil edildigini gostermekte ve elementel analiz sonuglarini desteklemektedir.
Ayn1 zamanda % 0,57 oraninda Fe elementinin bulunmasi da Fe*" iyonlar1 ile MAC

monomerinin etkilestigine dair bir kanit olusturmaktadir.

4.3.4. Yiiksek ¢oziiniirliiklii taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) analizi

Emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenen UA baskilanmig poli HEMA-MAC)-
Fe’" nanopartikiillerin morfolojisi yiiksek ¢dziiniirliiklii taramali elektron mikroskobu
(FE-SEM) kullanilarak incelendi (Sekil 4.3.4.1 (a, b)). PoliHEMA-MAC)-Fe**
nanopartikiiller ilk olarak vakum altinda ¢ok ince bir altin tabaka (100 A) ile kaplanda.
Ardindan 300 000 ve 600 000 kat biiylitme oranlarinda goriintiilendi.

(a) (b)

Sekil 4.3.4.1. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillere ait SEM
goriintiileri (a) 300 000 X ve (b) 600 000 X.

Elde edilen SEM goriintiileri poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin kiiresel formda
oldugunu agik¢a gostermektedir. Ancak nanopartikiiller olduke¢a kiiciik olup genis bir
boyut dagilimina sahiptir. Sulu ortamda dagilan ve kararli bir siispansiyon olusturan
poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiiller, kurutma ile biraraya gelmektedir. Hazirlanan
nanopartikiillerin boyutu SPR sensoér yiizeyinde molekiiler tanmma katmanimin

olusturulmasi i¢in uygundur.
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4.3.5. Gec¢irimli elektron mikroskobu (CTEM) analizi

UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller yiiksek ¢dziiniirliiklii kontrastli
gecirimli elektron mikroskobu (CTEM) kullanilarak da goriintiilendi. Sivi poliHEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiillerin TEM gériintiileri aydinlik alan kirmimm goriintiilemesi
yontemi kullanilarak alind1 (Sekil 4.3.5.1 (a, b)). Elde edilen goriintiilere gore sentezlenen
nanopartikiiller kiiresel formdadir. Ayn1 zamanda hedeflendigi gibi nano boyuttadir.
Nano boyuttaki partikiiller SPR sensor yiizeyine tutturuldugunda ince polimerik filmlere
gore daha genis ylizey alanma ve dolayisiyla daha fazla baglanma bdlgesine sahip

olacaktir (Wackerlig ve Lieberzeit 2015).

(a) (b)

Sekil 4.3.5.1. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe’" nanopartikiillerin CTEM
gortintiileri.
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4.3.6. Zeta boyut dagilim analizi

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin boyut dagilimi analizi igin
zeta boyut dagilimi analizi yapilmistir. Zeta boyut analizi sulu ortamda bulunan
poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin boyut dagilimi hakkinda bilgi vermektedir.
Sekil 4.3.6.1°de UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin boyut
dagilim grafigi verilmistir. Nanopartikiillerin ortalama g¢ap1 117,8 nm, polidispersite

indeksi ise 0,223 olarak belirlenmistir.

Nano boyuttaki partikiillerin partikiil biiyiikliigii/boyutu dagilimmi ifade eden
polidispersite indeksi (PDI) degeri, genel olarak, 0,1-0,25 arasinda oldugunda
monodisperse yakin dar bir dagilim elde edilmektedir. PDI degeri 0,5’in iizerinde
oldugunda ise, genis ¢apl partikiillerin varligina ve agregat olusumuna bagli olarak genis
bir partikiil boyutu dagilimmdan bahsedilebilir (Kavaz 2011, Nidhin ve ark. 2008,
Mohammadpour ve ark. 2012, Tripathi ve ark. 2010).

Boyut Dagilinm
I(J .......
14
=1 |? ........................
g
g s
[ %]
I'E 6
S s T e T e A e e
2 ..............
0D A -
01 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)
Diam. {nm) % Volume  Width (nm)
Peak 1: 102.5 100.0 45 40
Peak 2: 0,000 Q.0 0,000
Intercept: 0.935 Peak3d: 0,000 0.0 0.000
Result quality

Sekil 4.3.6.1. UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerinin zeta boyut
dagilimi analizi.

UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller i¢in elde edilen PDI degeri

(0,223) sulu ortamda monodisperse yakin bir dagilim oldugunu gostermektedir.
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4.4. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin karakterizasyonu

4.4.1. Temas acis1 ol¢iimleri

Kat1 bir yiizeye sivi damlatildiginda damla yiizeyde yayilir. Su damlasmin sekli
damlatilan kat1 malzemenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore sekil alir. Su damlasi
hareket edene kadar 3 fazin ylizey gerilimleri toplami sifirdir. Damlanm kat1 ylizey

iizerinde olusmas1 adhezyon ve kohezyon kuvvetlerine baghdir (Sekil 4.4.1.1).

eovee
" .,*' 9,® ..C .g*. .g‘. "C \.
/XX X N X DXL XL XD N

Kafi

s K ohezvon kavvetleri (sna-sovi)

= Adhezyon lanvvetler (kati-smvi)

Sekil 4.4.1.1. Damla olusumda etkin olan adhezyon ve kohezyon kuvvetleri.

Yiizey serbest enerjisi (SFE), kati yiizeyler {iizerindeki sivilarin temas agisinin
Olgiilmesiyle tahmin edilebilmektedir. Kati yilizeyler iizerinde sivilarin temas agilari

Young’in buldugu esitlik ile agiklanabilir (Young ve ark. 1959).

cosf = (YVY—_IYI) =1 (4.4.1.1)

Esitlige gore 6 temas agisi1 esitligi, yi stvinin ylizey gerilimi, yq kat1 ve sivi arasindaki ara
bolgenin yiizey gerilimi, ys sivinin doygun buhariyla dengede olan katinin ylizey

gerilimidir. Adhezyon gerilimi A = ysy— vs1 esitligi ile verilirse ve dagilan basing . ise;

A =yycosO =y — Yo — T (4.4.1.2)
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vsl; bos katinin ylizey gerilimidir ve me = yq - ysv ‘dir. Sekil 4.4.1.2°de bir damlanin kat1

yilizeye damlatildiginda olusturdugu temas agisinin sematik gosterimi verilmistir.

L]

\ Vv

o

\
\
o

" kats

R

= SPTE

Sekil 4.4.1.2. Damlanin temas agisinin sematik gosterimi (Kwok ve Neumann 1999).

Kat1 yiizeyler yiiksek veya diisiik enerjili olarak karakterize edilirler. Yiiksek enerjili
ylizeylerde su ylizeyde diizgiin olarak dagilarak ince bir film olusturur. Bu durumda temas
acist sifirdir ve ylizey tamamen islanir (hidrofilik). Benzer olarak diisiik enerjili
yiizeylerde su damlalar1 ayr1 ayr1 yerlesirler. Bunlarda temas agis1 90°’den biiyiiktiir ve
yiizey hidrofobiktir. Su damlaciklar1 diisiik enerjili ylizeylerden ayrilmaya calisir (Sekil
4.4.1.3).

Hidrofobik Hidrofilik
viizevde damla yiizeyde damla
olusumu olusumu

. -y

temas agist

pakinhigiggtel

1slanahilirhik

kat viizey serbest
enetjisi

Sekil 4.4.1.3. Hidrofobik ve hidrofilik yiizeylerin karsilastirilmasi.

Fox ve Zisman (1950) katilarin yiizey gerilimlerini su sekilde agiklamiglardir: verilen kat1

icin, swvilarin homolog serileriyle birlikte, sivinin yiizey gerilimine karsi cos 6 grafige
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gecirilir. Daha sonra ‘kritik yilizey gerilimi’ (y.), cos® = 1 i¢in y; degerleri katilar i¢in
yiizey geriliminin 6l¢iilmesini saglar. Bu metodun temelinde, piiriizsiiz ortamda 6 = 0,

vst 2 0 ve me > 0’a gider.

Yiizey ve ara ylizey enerjilerinin tahmini, s6z konusu katilarin temas agis1 verileriyle
ylizey gerilimlerinin hesaplanmasi ile miimkiindiir. Sivi-sivi sistemler i¢in asagidaki

esitlik Onerilmis ve test edilmistir.

1
Yab = Ya + Yo — 2@ (vs V) /2 (4.4.1.3)

a ve b alt indisleri siv1 yada kat1 gibi iki faz1 vermektedir. Sifira yakin benzerlikte, ®
birim degerine esittir. Birinci benzerlikte diizenli ara yiizeyler icin @ degeri asagidaki

esitlik ile verilir:

2
® = 4 V,)/(V* + v}/ (4.4.1.4)

V' molar hacmi vermektedir. V, ve Vj birbirinden tamamen farkl degildir ve ®@ degeri

birim degerine yakindir.

Eger kat1 yiizey homojen ve piiriizsiizse Esitlik 4.4.1.2 ve 4.4.1.3 birlestirilerek asagidaki
esitlik elde edilir:

2
y, = (@ +cos8)+ m] /4 o2y, (4.4.1.5)

Eger ne thmal edilirse;

1 9)2
y, = N (1 +cos )/4 ©? (4.4.1.6)
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Formiiller yeniden diizenlendiginde, Esitlik 4.4.1.5 ve 4.4.1.6 asagidaki hale gelir (Good
ve Girifalco 1960).

cos® =2 /1— -1 —% (4.4.1.7)
1 1

cosf = 2@ /1— -1 (4.4.1.8)
1

SPR altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin yiizey karakterizasyonu Attension KSV Inst.
(Finlandiya) temas agis1 cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Temas agis1 degerleri cihazla
birlikte verilen yazilim kullanilarak hesaplandi. Cizelge 4.4.1.1’de SPR altin ¢ip, allil
merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR
sensOrilin yiizeyine sirasiyla su, dityodometan, etilen glikol ve formamid damlatilmasiyla
elde edilen temas agilar1 ve bu ylizeylere ait yiizey serbest enerjileri (SFE) verildi. Yiizey

serbest enerjilerinin hesaplanmasinda asit-baz metodundan yararlanildi.

Asit-baz metodu, vanOss-Chaudhury-Good yaklasimina dayanmaktadir. Bu yaklasim
siv1 ve kati ara ylizeyindeki molekiiller arasindaki elektron alma ve verme etkilesimleri
dikkate alinarak vanOss, Good ve Chaudhury tarafindan onerilmistir (vanOss ve ark.
1988). Bu yaklasima gore, katinin yiizey gerilimi iki bilesen arasindaki Lifshitz-van der
Waals kuvvetlerinin [(Y'):"] ve Lewis asit-baz etkilesimlerinin [(Y)*2] toplamidir (Esitlik

4.4.1.9).

Yo' = Y&y + Y&y (4.4.1.9)

Kalic1 ve gecici dipolleri veren ve genellikle van der Waals kuvvetleri olarak adlandirilan
ti¢ tiir etkilesim vardir. Bunlar dipol/dipol (Keesom), dipol/indiiklenmis dipol (Debye) ve
dispersiyon (London) kuvvetleridir (Della Volpe ve Siboni 2000). Bu kuvvetler Y."
apolar etkilesimleri verir. Y8 asit-baz etkilesimleri ise hidrojen bagi, © bag1 ve ligand
olusumlar1 gibi polar etkilesimlerdir (Cantin ve ark. 2006, Rieke 1997). Asit-baz
esitliginin hesaplanabilmesi i¢in katmnm yiizey gerilim bilesenleri olan Y*'s, , Y?%),

Y17, degerlerinin bulunmas1 gerekir. Bu sebepten dolay1 6zellikleri bilinen en az 3
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standart test stvismin kullanilmasi gerekmektedir. Temas agis1 dl¢tiimlerinde genellikle
standart test sivis1 olarak yiizey gerilim bilesenleri bilinen diiyodometan, su ve formamid
gibi swvilar kullanilir. Diiyodometan Lewis asit etkilesimi gdstermeyen (dispersif)
monopolar 6zellikte bir sividir. Formamid ise yiiksek oranda bazik 6zellik gosterirken, su
ise diislik oranda asidik karakter gosteren bipolar ve esit asit-baz karakteri gosterir (Rieke

1997, Hansen 2004, Damar Hiiner ve Giileg 2016).

Asit-baz yaklasimi kullanilarak, polar bilesenler asit ve baz bilesenlerine ayrilir ve Esitlik

4.4.1.10 tiretilir:

\[Vs% v+ \[ asit ypaz +\[ baz yasit = 0.5y, (1 + cos6y) (4.4.1.10)

asit baz

Esitligi ¢ozebilmek icin y&, , y & ve y&

az li¢ s1viya ihtiya¢ vardir. Bunlardan biri diiyodometan gibi dispersif, digerleri ise su ve

gibi ii¢ bilinmeyen i¢in, 6zellikleri bilinen en

gliserol gibi polar ozellikte olan sivilar kullanmilmalidir. Asit-baz metodu SFE
hesaplamalarmnin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bu metod kati yiizeyin 6zellikleri
hakkinda bilgi vermektedir fakat sivilarin kullanilmasiyla temas agist dl¢iimlerindeki

kiigiik farkliliklara duyarli olmas1 bir dezavantajdir (Attention TN 4 Derleme).

Cizelge 4.4.1.1. SPR altin c¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA
baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kapli SPR altin ¢ip altin ¢ip yiizeyine
sirasiyla su, etilen glikol (EG), diiyodometan (DIM) ve formamid damlatilmasiyla elde
edilen temas agilar1 ve serbest ylizey enerjileri (SFE).

Temas Acisi

d.H,0 E.G. DIM Formamid SFE (mN/m)
SPR altin ¢ip 86,52 46,12 41,72 49,30 40,85
Allil  merkaptan 77,16 40,03 39,10 58,24 41,97
ile modifiye
edilmis altin cip
UA  baskilanmus 65,55 4420 26,54 52,92 43,73
poliHEMA -
MAC)-Fe**
nanopartikiil

kaph altin ¢ip
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Temas acis1 Olgtimlerinden goriildiigii gibi, SPR altin ¢ip yiizeyinin su ile yapig1 temas
acis1 degeri 86,52°, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ipte 77,16°’ye ve UA
baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kaplanmasiyla 65,55°ye diismiistiir.
Yiizeyin temas acismin 6nemli miktarda azalmasi, yiizeyin hidrofilik 6zelliginin arttigin1
ve SPR altin ¢ip yiizeyinin allil merkaptan ile modifiye edildigini ve nanopartikiillerin
modifiye edilmis SPR altin ¢ip ylizeyine tutundugunu gdstermektedir. Yiizeyin hidrofilik
ozelligi arttikca yiizey serbest enerjisi (SFE) de artar. Bu calismada temel yaklasim
nanopartikiil temelli bir SPR sensor hazirlamaktir. Bu amagla UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller SPR altin ¢ip yiizeyine kaplanmaktadir.
Nanopartikiillerin yiizeye tutturulmasi sonucunda yilizeydeki piirlizliilik artmaktadir.
Yiizey piirlizliiliiglindeki artis yiizeyin hidrofilitesini arttwrmaktadir. Sekil 4.4.1.4’te
temas agis1 Olgtimleri alinan SPR altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR altin
¢ip ve UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kapli SPR altin ¢ip
ylizeyine sirasiyla su, dityodometan, etilen glikol ve formamid damlatilmasi ile elde

edilen temas agilarina ait goriintiiler verilmistir.

TA baskilanmis
poli(HEMA-
Allil merkaptan MAC)-Fe¥
Altmn cip ile modifive nanopartikiil kaph

edilmis altin cip altin cip

§ 9 {

o el .
© i . .

o . i, AN

Sekil 4.4.1.4. (a) Saf su, (b) etilen glikol, (¢) dilyodometan, (d) formamid damlatilmis
altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA baskilanmis poliHEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiil kapli altmn ¢ip yiizeylerinin temas ag1s1 goriintiileri.
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4.4.2. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

SPR altm ¢ip yiizeyinin UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller ile
kaplandigin1 gostermek icin allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA
baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kapli SPR altin ¢ip yiizeyi atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ile karakterize edildi. AFM yar1 degen modda kullanildi
Goriintilleme caligmalar1 hava ortaminda gergeklestirildi. Elde edilen goriintiiler
incelendiginde allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ipin yiizey derinligi 31,44 nm,
UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kaplanms SPR altin ¢ip yiizeyinin
derinligi ise 119,23 nm olarak Olciilmiistiir. Yiizey derinligindeki artis, polilHEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiillerin yiizeyi kapladigmi kanitlamaktadir. Ayrica derinlik
degerleri SEM ve TEM ile elde edilen poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil boyutlari ile
uyumludur. Elde edilen goriintiilere gére, nanopartikiillerin modifiye yiizeye homojen ve

tek tabakaya yakin bir sekilde kaplandigi goriilmektedir.
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(b)

Sekil 4.4.2.1. (a) Allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip yiizeyinin ve (b) UA
baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kaphi altin ¢ip yiizeyinin AFM
goriintiileri.

4.4.3. Optik profilometre ile poliHEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil kaplama

kalinhgimin 6l¢iimii

SPR altin ¢ip yiizeyindeki UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiil
kaplama kalinlig1 Zeta Instruments optik profilometre cihazi ile olgiildi. 100 kat
biiylitmeli optik lens kullanilarak ylizey goriintiileri alindi. Cihazla birlikte verilen

yazilim kullanilarak kaplama kalinlig1 belirlendi.
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Sekil 4.4.4.1. (a-d) UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR altin ¢ipin 4 farkli
bolgesinde kaplama kalinlig1 6l¢iimii ve (e¢) UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe*
SPR altin ¢ipin ylizey goriintiisii.
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UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kapli SPR altin ¢ipin 4 farkli
bolgesinde kalinlik dl¢iimii yapilmis (Sekil 4.4.4.1 (a-d)) ve ortalama kaplama kalinlig1
293,7+ 7,1 nm olarak bulunmustur. SPR sensor sistemlerinde p-polarize 151g1n rezonansa
girebilmesi i¢in gerekli penetrasyon derinligi 300 nm’dir. Hazirlanan UA baskilanmig
poli HEMA-MAC)-Fe** sensor yiizeyindeki kaplama kalmlhigmnm 300 nm’nin altinda
olmas1 sensor yiizeyindeki etkilesim (baglanma) olaymin hassas bir sekilde
belirlenebilmesi i¢cin 6nemlidir. Kaplama kalinligi, TEM, SEM ve AFM sonuglar1 ile de
uyusmaktadir. Sekil 4.4.4.1 (e)’de ise UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe**
nanopartikiillerin SPR altin ¢ip yiizeyine homojen bir sekilde kaplandig1 goriilmektedir.

4.5. UA baskilanms poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor ile kinetik analizler

UA baskilanmis politHEMA-MAC)-Fe** SPR sensériin etkinliginin arastirilmast i¢in ilk
olarak UA derisimi ile SPR sinyali arasindaki iliski incelendi. Farkli derisimlerde (0,5-40
mg/L) UA ¢ozeltileri peristaltik pompa araciligryla UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-
Fe’" nanopartikiil kapl1 SPR sensorle etkilestirilerek sensorgramlar alindi. Derisim aralig1
(0,5-40 mg/L) UA’in ¢odziiniirligiine gore belirlendi. UA’in sudaki ¢Ozlnirligiiniin
diisiik olmasindan dolay1 (Kelley ve Weiner 1978) hazirlanabilen en derisik UA ¢6zeltisi
40 mg/L’dir. Sekil 4.5.1°de UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** sensoriin farkl

derisimlerde UA ¢ozeltileri ile etkilesimden elde edilen sensorgramlar goriilmektedir.

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 i
0,1 1500 2000 2500 80600 3500

% AR

-0,2 .
Zaman (dakika)
———0.5 mg/L —1mg/L 3 mg/L 5 mg/L
——10mg/L —20mg/L ——30mg/L —40 mg/L

Sekil 4.5.1. UA ¢ozeltileri ile UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin
etkilesimine ait sensorgramlar.
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Sekil 4.5.1°de verilen sensorgramdan gorildigi gibi yiizeye UA c¢ozeltileri
gonderildiginde % AR degeri artmaktadir. Standart bir 6l¢ctimde; sistemden ilk 6nce pH:
8 ¢ozeltisi, daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar UA ¢ozeltisi (pH: 8, 0,5-40
mg/L) gecirildi. Son basamakta tekrar pH: 8 ¢cozeltisi kullanildi. Biitiin 6l¢timlerde analiz

15 dakikada gercgeklesti.

0,9

0,8 y=0,0184x + 0,0212
R>=0,9983
0,7

0,6
0,5

0,4

% AR

0,3
0,2

0,1

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Urik asit derisimi (mg/L)

Sekil 4.5.2. 0,5-40 mg/L aralifinda UA derisimi ile % AR arasindaki iligki.

Sekil 4.5.2°de 0,5-40 mg/L derisim araligindaki UA ¢ozeltileri ve % AR arasindaki iligki
verilmistir. Verilerin daha duyarli degerlendirilebilmesi i¢in yaygin olarak anhik %
kirilma degeri ile baslangic % kirilma degeri arasindaki farki gosteren AR degeri
kullanilmaktadir (Osman ve ark. 2013). UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR
sensor, 0,5-40 mg/L derisim araliginda derisim-sinyal dogrusallig1 gostermektedir. Bu
araliktaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi y = 0,0184x +
0,0212 ve R? = 0,9983 tiir. Buna gore; kalibrasyon grafigine ait yukaridaki denklemde m
(egim) degeri ve 0,5 mg/L derisimindeki UA ¢ozeltisine ait s (standart sapma) degeri
kullanilarak tayin st (LOD) 0,247 mg/L olarak hesaplandi. Tayin smirinin
hesaplanmasi i¢in 3s/m esitliginden yararlanildi. Tayin limitinin (LOQ) hesaplanmasi i¢in

10s/m esitliginden yararlanildi ve 0,825 mg/L olarak belirlendi.
Zen ve Chen (1997) tarafindan gelistirilen voltametrik sensorde iirik asit ve dopamin es
zamanl Ol¢tilmistiir. Tayin limitleri iirik asit ve dopamin i¢in sirasiyla 0,2 uM (0,0336

mg/L) ve 2,7 nM (0,413 mg/L) olarak bulunmustur.
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Poli(o-aminofenol)-modifiye bienzim (lirikaz ve horseradish peroksidaz) karbon pasta
elektrodu ile alman dlgiimler sonucu iirik asit icin tayin limiti 3 x 10 M (0,504 mg/L)
olarak bulunmustur. Fakat enzimatik 6l¢giime dayanan bu sensor sistemi oda kosullar
altinda en fazla 2 giin kararli kalabilmektedir. Bu da biiyiik bir dezavantajdir. Ayrica
askorbik asidin girisim etkisi nedeniyle lrik asit i¢in alman sinyal % 2-15 arasi

artmaktadir. Bu da sapmalara neden olmaktadir (Miland ve ark. 1996).

Urik asit tayini igin sistematik voltametrik-amperometrik &lgiimlerin alindig1 sensdr
sisteminde yiizey modifiye screen-printed elektrotlar kullanilmistir. Askorbik asidin
girisim etkisini elimine edebilmek i¢in ylizey Nafion ya da L-askorbik ait oksidaz enzimi
ile modifiye edilmistir. Urik asit i¢in tayin limiti 2,54 x 10 mol/L (0,426 mg/L) olarak
bulunmustur. Fakat enzim adsorbe edilen elektrodta 0,53 mmol/L askorbik asit derisimine
kadar askorbik aside herhangi bir cevap vermezken bu degerin iizerine ¢ikildiginda

askorbik asidin girisim etkisi gosterdigi bildirilmistir (Gilmartin ve ark. 1992).

Wang ve arkadaslar1 (2000) tarafindan glukoz, iirik asit, askorbik asit ve asetaminofenin
es zamanl tayini i¢in mikro boyutta kapiler elektroforez ¢ipleri gelistirilmistir. Glukoz
icin tayin limiti 6 x 10 M, askorbik asit ve iirik asitin her ikisi i¢in 5 x 10° M (0,84
mg/L) olarak bulunmustur. Fakat aymrma kanalinda gerceklesen enzimatik reaksiyon
nedeniyle iirtinler belli bir siire sonunda akis kanalini tikayabilmektedir. Bu nedenle ¢coklu
analitlerin es zamanl 6lgiimlerinde ¢ok kanalli ayirma ciplerine ihtiyag duyulmaktadir

(Wang ve ark. 2000).

Bu calismada elde edilen LOD ve LOQ degerleri literatiirdeki diger ¢alismalar ile elde
edilen degerler ile karsilastirilabilecek kadar diisiiktiir. Ayrica molekiiler baskilanmis
polimer kullanilmasi ile UA’in se¢ici olarak tayini miimkiin olmaktadir. Hazirlanan
sensOr diger sensorlerde problem olarak karsimiza ¢ikan girisimci molekiillerin etkisini

de ortadan kaldirabilecek 6zelliktedir.

Cizelge 4.5.1°de diger UA baskilanmis polimerlerin kullanildig: diger analitik sistemler

icin elde edilen tayin limitleri verilmistir.
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Cizelge 4.5.1. UA baskilanmis polimerlerin kullanildigi analitik sistemlerde tayin

limitleri.
Kullanilan UA baskilanmis Kullanilan Tayin limiti Referans
polimer Yontem
UA baskilanmis poli(melamin-co- Voltametre 0,0008 mg/L Prasad ve ark. 2007
kloranil)-modifiye- civa damla
elektrod
UA baskilanmis modifiye- civa Voltametre 0,024 mg/L Prasad ve ark. 2007
damla elektrod
UA baskilanmis poli(N,N-bis(4- Amperometre 2,4x10° mM Chen ve Ho 2007
aminofenil)-N’,N’-difenil-1,4- (0,403 mg/L)
fenilendiamin)-(3,3’,4,4’-benzo-
fenonetetra karboksilik dianhidrit)
UA baskilanmig poli-metakrilik asit Amperometre 22 uM Chen ve ark. 2009
(3,7 mgL)
UA baskilanmis poli(N,N-bis(4- Amperometre 0,3 uM Chen ve ark. 2010
aminofenil)-N’,N’-difenil-1,4- (0,05 mg/L)
fenilendiamin)-(3,3°,4,4°-
benzofenonetetra karboksilik
dianhidrit)
UA baskilanmig poli-o- Dogrusal siipiirme 8 x 10 mol/L Peng 2013
. 0 . 5
fenilendiamin voltametresi (8 x 10° mg/L)
UA baskilanmig poli(akrilik asit- Voltametre 0,1 uM Motghare ve ark. 2015
etilen glikol dimetakrilat) (0,0168 mg/L)
UA baskilanmus titania (titanyum Spektrofotometre 10 umol Mujahid ve ark. 2015
dioksit) (1,68 mg/L)

4.6. Denge ve Baglanma Kinetik Analizleri

SPR biyosensorlerde, rezonans sinyalindeki de§isimler % kirmmma, % AR, rezonans
birimi (RU) gibi farkli sekillerde ifade edilebilir. Bu degisimler zamanin fonksiyonu
olarak izlenir ve sensorgramlar ile gdsterilir. Bu verilerden, sensor ile analit arasindaki
baglanma kinetik sabitleri hesaplanabilir. Analit (A) ve SPR sensor (B) arasinda akis

hiicresinde olusan AB kompleksinin olusumu basit olarak su sekilde gosterilebilir,

K., K,
A(;E)zelti — Ay[]zey +B — AB

m kd

(4.6.1)
Burada; ki analitin yiizeye ve ylizeyden kiitle aktarim hiz sabiti (her iki yonde de aynidir);

k, ve k, kompleks olusum hiz sabitleridir.
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Ideal kosullar altinda, ne analitin sensor yiizeyine aktarimi ne de yiizeyden ¢ozeltiye
aktarimi baglanma kinetigini etkilememektedir. Bu durum, aktarimin baglanmaya gore

daha hizli gergeklestigi durumlarda gerceklesmektedir. Boylelikle analit derisimi
cozeltide sabit kalmakta, ve ayrica baslangi¢ derigimi ([B]O) etkilenmemektedir (Glaser

1993). Bu kosullar altinda kompleks olusum hiz1 su sekilde tanimlanir:
d[4B]/dt = k,[A|[B], - [4B])- k,[4B] (4.6.2)

Burada; [AB] baglanan analit miktari; [A], serbest analit miktari; [B]O, sensoriin toplam

ligand yogunlugudur. Bu durumda baglanma ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ve

baglanma sabitleri asagida anlatilan iki yaklagim kullanilarak hesaplanmaktadir.

- Denge Analizi

Toplam ligand miktar: ([B]O), yizeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tiim derisim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir. Boylelikle
kiitlenin derisime doniistiiriilme isleminin yapilmasina gerek kalmayacaktir. Serbest
analit derisiminin akis hiicresinde sabit kaldig1 yalanci-birinci derece kosullar1 altinda

baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR/dt =k,C(AR, , —AR)—k,AR (4.6.3)

maks

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve R baglanma ile dlgiilen ve

maks >
maksimum sinyal; C, analit derisimi (mg/L), k,, baglanma hiz sabiti (L/mg.s) ve k,,
ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti K, (L/mg), k, ve k, sabitlerinin oranindan

hesaplanir (K, =k, /k,). Denge durumunda, dAR/dt =0 alinarak esitlik basitlestirilir:

K ,AR (4.6.4)

maks — T 4 denge

AR,/ C =K AR
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Bundan dolay, baglanma sabiti K ,, AR, /C ’yekarst AR,  grafiginden hesaplanir.

denge denge

Ayrilma sabiti K, ise; 1/ K, esitligi ile hesaplanabilir.
-Baglanma Kinetik Analizi
Esitlik 4.6.3 tekrar diizenlendiginde;

dAR/dt=k,CAR, . —(k,C+k,)AR (4.6.5)

maks
esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollii kinetikler icin ¢izilen dAR/dt’ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kaC+k d) olan bir dogru verdigi goriilmektedir. Baslangic
baglanma hizi1 analit derisimiyle dogrusal bir iliski igerisindedir ve kantitatif olarak
derigim belirlenmesinde kullanilir. Eger R =~ degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak k£, ve k, degerleri hesaplanabilir. Yiizeyi tamamen doygunluga eristirmek
icin c¢ok vyiiksek analit derisimleri gerekli oldugu i¢in R

‘un deneysel olarak

maks
belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, bir¢ok farkli analit derisimlerinde baglanma

sensorgramlarmm alinmasidir. Ileri ve geri ydndeki hizlarm analizi i¢in ¢izilen dAR/ dt
"ye karst AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S )

vermektedir:

S=k,C+k, (4.6.6)

Sye kars1 C grafigi, egimi k, olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim noktasi
kqa degerini vermektedir. Fakat, k,C))k, oldugu durumlarda k, hesaplamasi i¢in bu

yontem c¢ok giivenilir degildir. Daha giivenilir yontem, ayrilma kinetiginin

incelenmesidir.

In(AR, /AR, )=k, (t —t,) (4.6.7)
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Burada; AR, ve AR,, ayrilma egrisindeki ¢, ve ¢ anlarmdaki SPR sinyal degerleridir
(Lin ve ark. 2005). Sekil 4.6.1°de denge analizi ve baglanma kinetik analizi i¢in ¢izilen

dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan AR, . k,, k,, K, ve

K,, degerleri Cizelge 4.6.1°de dzetlenmistir.

0,035 - y =-0,0228x +0,032
R*=0,5865

0,03 -

0,025 -

0,02

AR/Cua

0,015 -

0,01

0,005 -

AR

(@)

0,95 -
0,85 - y=0,0127x+0,169

R =0,9653
0,75 |

0,65
0,55
0,45
0,35 |
0,25 - *

0,15 ,’.

0,05

Cua

(b)

Sekil 4.6.1. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklasimi ve (b)
baglanma kinetik yaklagimu.
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Cizelge 4.6.1. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
AR, s 0,713 k,, mg/L.s 0,0127
K ,, mg/L 0,0228 k,,1/s 0,169
K, ,L/mg 43,85 R? 0,9653
R’ 0,5865

4.7. Denge izoterm modelleri

UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor ile UA arasindaki etkilesim
modelini belirlemek amaciyla ti¢ farkli izoterm modeli uygulanmistir: Langmuir;

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) (Sips) modelleri.

Langinui AR= {8k, [C) K, +[C]

Freundlich AR=AR, . [C]I/n

Langmuir-Freundlich AR = {AR el ik, + [C]'/”}
Burada; AR, , , maksimum SPR sinyal kaymasi; AR, denge halindeki SPR sinyal

kaymast; [C], analit derisimi (mg/L); K, (mg/L), baglanma denge sabiti; K, (L/mg),

ayrilma denge sabiti; 1/7, Freundlich yiizey heterojenite indeksidir.

Homojen baglanma bdlgeleri modeli olan Langmuir modeli molekiiler baskilanmis
polimerlerin kullanildig1 baglanma izotermlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve
Husson 2006). Fakat, son donemlerde yapilan ¢aligmalara gére MIP’lerin bir miktar

heterojen baglanma bdlgelerine de sahip oldugu rapor edilmistir (Umpleby ve ark. 2001,
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Wei ve ark. 2005). Freundlich modeli heterojen bir modeldir (Umpleby ve ark. 2001).
Langmuir-Freundlich modeli (LF), doygunluga kadar genis derisim aralifinda
heterojenite ile bilgi saglamakta ve adsorpsiyon davranisi daha tutarli tanimlamaktadir.
Sekil 4.7.1’de Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler
verilmistir. Bu grafiklerin ¢izilmesinde daha oOnce belirtildigi gibi kiitle-derisim

doniisiimlerini  Onlemek amaciyla bazi parametre degisimleri  yapilmistir

(Qmaks =AR, ;.0 = AR)

120
110 -
100 - y=25,39x+1,8272
90 - R*=0,996

80 -

1/AR

-1,5 -1 -0,5

1/[Clua, (1/mg/L)

(@)
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Sekil 4.7.1. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (¢) Langmuir-Freundlich adsorpsiyon
modelleri.
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Cizelge 4.7.1. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
AR, ., mg/L 0,547 AR, .., mg/L 29,04 AR, ., mg/L 1,715
K,,L/mg 13,88 1/n 0,8189 1/n 0,8189
K ,, mg/L 0,072 R? 0,9975 K,,L/mg 44,97
R? 0,996 K ,, mg/L 0,022
R? 0,9953

UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensér igin Langmuir, Freundlich ve
Langmuir-Freundlich izoterm modelleri i¢in elde edilen parametreler Cizelge 4.7.1°de
verilmistir. Korelasyon katsayilar1 karsilastirildiginda sonuglarin hem Langmuir (R? =
0,996) hem de Freundlich (R*> = 0,9975) izoterm modellerine uydugu goriilmektedir.
Ayrica Langmuir-Freundlich izoterm modeline ait korelasyon katsayisi da yiiksektir (R
= 0,9953). Korelasyon katsayilarma bakildiginda 0,5-40 mg/LL UA derisim araliginda
baglanmanin hangi adsorpsiyon izoterm modeline uydugunu net olarak sdylemek
miimkiin degildir. Freundlich izoterm esitligi empirik bir esitliktir ve her farkli tiir
baglanma bdlgesinin ayr1 ayr1 Langmuir esitligine uydugu varsayilarak tiiretilebilir.
Freundlich esitligine gore adsorpsiyon miktar1 derisimdeki artigla dogrusal bir sekilde
artar. Bu nedenle Freundlich esitligi diisiik derisimlerde adsorpsiyonun dogasini
aciklamak icin uygundur. Urik asidin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi1 nedeniyle
(maksimum 40 mg/L) Freundlich izoterm modeli Langmuir izoterm modeline benzer
sekilde deneysel verilerle yiiksek korelasyon katsayilari ile uyum saglamistir. Daha genis
derisim araliklarinda baglanma bdlgelerinin heterojenitesi ile ilgili bilgi veren Langmuir-
Freundlich izotermi de deneysel veriler ile uyumludur. Tiim modeller i¢in hesaplanan

parametre degerleri Cizelge 4.7.1°de verilmistir.
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4.8. Yanismah Kinetik Analizler

Askorbik asit (AA), iire (U) ve teofilin (Teo) icin UA molekiillerine goére dagilma ve

secicilik katsayilar1 asagidaki esitlige gore belirlenmistir:

K, =|c -c,)c,|xvim 4.8.1

Esitlikte K,, dagilma katsayismi (L/mg); C, ve C,, biyomolekiillerin baslangi¢ ve

sonug derisimlerini (mg/L); V', kullanilan ¢6zelti hacmini (L) ve m , polimerin agirligmi
(mg) ifade etmektedir. SPR sensor uygulamalarinda, derisim ve kiitle parametrelerinin
dontstiiriilmesi  gergeklestirilmektedir (Lin ve ark. 2005). Bu yaklasimdaki temel
sebepler; baslangic ve son derigimleri arasinda 6nemli bir fark gozlenememesi; polimerin
kiitlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derisimin AR ile dogrusal iliskide olmasidir.

Bu durumda; segicilik katsayisi k,

k= Alikallp/Alzgirisimci 4.8.2
seklinde kullanilabilir. Baskilama se¢icili§inin belirlenmesi igin ise;

k'= kbaskllanmls/k kontrol 4.8.3

seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR
sensOriin lirik asite karsi seciciligi tirik asit (10 mg/L), askorbik asit (10 mg/L), tire (100
mg/L) ve teofilin (10 mg/L) ¢ozeltileri ve 10 mg/L derisimindeki iirik asit, askorbik asit,
teofilin ve iire ¢Ozeltilerinin kullanilmasiyla olusturulan karisimlar (ikili, G¢lii, dorthi)
kullanilarak arastirilmigtir. Hazirlanan sensoriin karisimlara verdigi cevap, Sekil 4.8.1°de
% AR/zaman iliskilerine ait sensorgramlarda goriilmektedir. Sekil 4.8.2°de ise iirik asit,
askorbik asit, teofilin ve iire kullanilmasiyla hazirlanan ¢ozeltiler ile UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensor arasindaki etkilesim ile elde edilen sensor cevaplari
karsilagtirilmistir. Teofilin molekiiler yap1 olarak {irik asite benzerliginden dolay1
secilmistir. Askorbik asit biyolojik sivilarda bulunan bir molekiildiir. Daha 6énce UA i¢in
hazirlanan elektrokimyasal sensorlerde askorbik asit ve iirik asitin yakin ylikseltgenme
potansiyeline sahip olmalarindan dolay1 tirik asitin girisim yaptigi, dolayistyla iirik asitin

hassas bir sekilde tayin edilemedigi rapor edilmistir (Goyal ve ark. 2005). Bu nedenle
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askorbik asit varhginda iirik asitin segici bir sekilde tayini oldukca dnemlidir. Ure ise iirik
asit tayininde siklikla kullanilan idrarda bulunmasindan dolayr tercih edilmistir.
Yarigmali kinetik analizlerde kullanilan biyomolekiiller ve 6zellikleri Cizelge 4.8.1 de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.8.1. Kalip ve yarismaci biyomolekiillerin molekiil formiilleri ve asitlik/bazlik
sabitleri.

Biyomolekiil Molekiil Formiilii Asitlik Sabiti
Urik asit o 4 pKa(1): 5,4
N :
b:i T o pKa(2): 10,3
7N W2
Askorbik asit H pKa(1): 4,17
A 0 pKa(2): 11,57
HOH:C ﬁz’
HO]  OH2
Teofilin 0 ’ pKa(1): 1,0
HC N2 pKa(2): 9,0
cﬁl\ w0
"N
CH’J
Ure ﬁ pKa: 13,82
AN
H:N NH
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(a) Urik asit (10 mg/L),

(b) Askorbik asit (10 mg/L),
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(¢) Teofilin (10 mg/L),

(d) Ure (100 mg/L),
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(e) Urik asit—Askorbik asit,

(f) Urik asit-Teofilin,
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(g) Urik asit—Ure,

(h) Urik asit—Askorbik asit-Teofilin,
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(1) Urik asit—Askorbik asit—Ure,

(i) Urik asit-Teofilin—Ure,

156



Uludag University SPRimager Normalized

0.8 -

0,6 -

04 -

0.2 1

% Change in Reflectivity

-0,2 T T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Time{(sec)

(j) Urik asit- Askorbik asit-Teofilin-Ure

Sekil 4.8.1 Urik asit, askorbik asit, teofilin ve iire kullanilmasiyla olusturulan ¢dzeltiler
ile UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar: (a) Urik asit (10 mg/L), (b) Askorbik asit (10 mg/L), (¢) Teofilin (10
mg/L), (d) Ure (100 mg/L), (e) Urik asit—Askorbik asit, (f) Urik asit-Teofilin, (g) Urik
asit-Ure, (h) Urik asit—Askorbik asit-Teofilin, (1) Urik asit—Askorbik asit—Ure, (i) Urik
asit-Teofilin—Ure, (j) Urik asit-Askorbik asit-Teofilin—Ure.
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Sekil 4.8.2 Urik asit, askorbik asit, teofilin ve iire kullanilmasiyla hazirlanan ¢ozeltiler ile
UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** SPR sensor arasindaki etkilesimler ile elde
edilen sensor cevabi (a) tekli, (b) ikili, (¢) tichi ve (d) dortli karisimlar.

4.9. SPR sensoriin baskilama seciciliginin belirlenmesi

UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** SPR sensériin seciciligini gdstermek icin iirik
asit baskilanmams (NIP) poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensér hazirlandi. Urik asit (10
mg/L), askorbik asit (10 mg/L), lire (10 mg/L) ve teofilin (10 mg/L) ¢ozeltileri ve 10
mg/L derisimindeki tirik asit, askorbik asit, teofilin ve {ire ¢dzeltilerinin kullanilmasiyla
olusturulan karisimlar (ikili, tglii, dortlii) SPR sensor sistemine gonderilerek
sensorgramlar alindi ve sensoriin baskilama segiciligi belirlendi. Baskilanmamis
poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin bu karigimlar igin olusturdugu sensdr cevabi,
Sekil 4.9.1°de % AR/zaman fonksiyonu olarak verilmistir.
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(a) Urik asit (10 mg/L),

(b) Askorbik asit (10 mg/L),
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(¢) Teofilin (10 mg/L),

(d) Ure (10 mg/L),

161



(e) Urik asit—Askorbik asit,

(f) Urik asit-Teofilin,
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(g) Urik asit—Ure,

(h) Urik asit—Askorbik asit-Teofilin,
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(1) Urik asit—Askorbik asit—Ure,

(i) Urik asit-Teofilin—Ure,
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Sekil 4.9.1 Urik asit, askorbik asit, teofilin ve iire kullanilmasiyla olusturulan ¢dzeltiler
ile baskilanmamis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil kapli SPR sensdr arasindaki
ctkilesimlere ait sensorgramlar: (a) Urik asit (10 mg/L), (b) Askorbik asit (10 mg/L), (c)
Teofilin (10 mg/L), (d) Ure (10 mg/L), (e) Urik asit-Askorbik asit, (f) Urik asit-Teofilin,
(g) Urik asit-Ure, (h) Urik asit—Askorbik asit-Teofilin, (1) Urik asit—Askorbik asit—Ure,
(i) Urik asit-Teofilin—Ure, (j) Urik asit—Askorbik asit-Teofilin—Ure.
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Sekil 4.9.2 Urik asit, askorbik asit, teofilin ve iire kullanilmasiyla olusturulan ¢dzeltiler
ile UA baskilanmamis poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
(a) tekli, (b) ikili, (¢) tiglii ve (d) dortlii grafikler.

Sekil 4.9.1 ve Sekil 4.9.2 incelendiginde; UA baskilanmamis poli(HEMA-MAC)-Fe**
SPR sensoriin askorbik asit (ARaa = 0,001) ve teofilin (ARteo = 0,016) ile herhangi bir
etkilesime girmedigi ve anlaml bir sinyal vermedigi belirlenmistir. Ure (10 mg/L) igin
alman sinyal degerlerinin (ARge = 0,031) ise iirik asit i¢cin alinan sinyal degerlerinden
(ARua = 0,003) yiiksek oldugu belirlenmistir. ikili ve ii¢lii karisimlarda da yine tekli
karigimlarda oldugu gibi herhangi bir sinyal duyarlilig1 gézlenmemistir. Esitlik 4.8.2 ve
4.8.3 kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilar1 Cizelge 4.9.1°de 6zetlenmistir. UA
baskilanmis  ve  baskilanmamis  poli HEMA-MAC)-Fe**  SPR  sensorler
karsilastirildiginda; baskilanmamis sensorde Urik asit sinyal duyarliligmin distigi
gortilmektedir (ARwmip = 0,201; ARnip = 0,03). Bu durum hazirlanan sensoriin {irik aside
0zgili baglanma bdlgeleri i¢erdigini kanitlamaktadir. UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-
Fe’" SPR sensor segicilik katsayilar1 askorbik asit, teofilin ve iire i¢in sirastyla 21,0; 3,68
ve 23,33 olarak belirlenmistir. Baskilama seg¢iciligini gosteren bagil segicilik katsayisi ise
6,288 (iirik asit/askorbik asit), 20,44 (lirik asit/teofilin) ve 243,02 (iirik asit/lire) olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar UA baskilanmig SPR sensor i¢in, iirik asiti askorbik
asite gore 6,288 kat, teofiline gore 20,44 kat ve tireye gore 243,02 kat se¢icilikle tanidigmi

gostermektedir. Bagil secicilik katsayisi, 1’in ne kadar iizerinde ise baskilama igleminin
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o kadar etkin oldugu bilinmektedir (Zhang ve ark. 2002). Yarigsmacit molekiillerin
seciminde kimyasal yapi, boyut, girisim etkisi ve analiz edilecek gercek oOrnekteki
bulunma miktar1 gibi 6zellikler biiyiik 6nem tagimaktadir. Kimyasal yap1 benzerliginden
dolay1 secilen teofilin i¢in elde edilen 20,44 kat secicilik molekiiler baskilama igleminin
etkin bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Baglanma bolgeleri kimyasal bilgi ve ti¢
boyutlu yap1 olarak iirik aside 6zgiidiir. Idrar, serum ve tiikiiriik gibi insan sivilarinda iirik
asit ve askorbik asit birlikte bulunmakta ve tirik asit derisiminin belirlenmesinde girisime
neden olmaktadir. Bu nedenle {irik asit derisiminin askorbik asit varliginda segici bir
sekilde belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Elde edilen sonuglara gore UA baskilanmis
poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin iirik asite olan seciciligi askorbik asite gore 6,28
kat daha fazladir. Bu durumda hazirlanan sensorle UA derisimini dogru bir sekilde
belirlemek miimkiindiir. UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensériin {irik
asite olan segiciligi iireye gore 243,02 kat gibi yiiksek bir degerdedir. Idrarda iire miktar:
olduk¢a fazladir (9,3 g/L). Sensoriin iire i¢cin diisiik bir sinyal degerine sahip olmasi
idrarda iirik asit tayininin yapilabilmesi agisindan biiylik bir avantajdir. Elde edilen
sonuglar hazirlanan UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensoriin segiciliginin

olduke¢a iyi oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan sensoriin segiciligi fonksiyonel monomer MAC, Fe** ve UA arasindaki metal-
selat etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Ayrica komonomer HEMA varlig1 spesifik
olmayan baglanma bélgelerinin olusumunu engelleyerek secicilige katki saglamaktadir.
Baglanma bolgelerinin olusumunda Fe** iyonu fonksiyonel monomer MAC ve kalip

molekiil UA ile koordinasyon bagi olusturmaktadir.

4 H,  pKa(l)54 [#¢ Hi pKa(2x103 | &
HN | ”520 m HN | ”;:G HN I*"“\’L:D
—— —
(a) (b) (c)

Sekil 4.9.3. Urik asidin iyonlasma reaksiyonu.

pH 4°de tirik asidin iyonlagma reaksiyonunda (a) ile gosterilen UA yapisinda (1) ve (2)

numarali N atomlarindaki H’ler sulu ¢6zeltiye verilmez. Ancak pH 8’de (1) ile gosterilen
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N atomuna bagli H" ayrilir. (2) numarali H" halen sulu ¢6zeltiye salinmamgtir. pH 8
civarinda reaksiyonda b formunda (3) ile gosterilen N atomu lizerindeki H" (4) ile
gosterilen C atomu ve (3) ile gdsterilen N atomunun Fe*" iyonuna iki disli ligant olarak
baglanabilmesi i¢in ayrilir. Bu sayede Fe*" iyonu ve UA arasinda kararli bir kompleks
olustugu diisliniilmektedir. Masoud ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir
calismada bazi metallerin (Cr, Mn; Fe, Co, Ni, Cu, Cd, UO,, Na ve K) UA ile olusturdugu
kompleksler incelenmis ve UA’in (4) numarali karbonil ve (3) numarali N ucu ile iki disli
ligand olarak metal iyonlarma baglandigi rapor edilmistir (Sekil 4.9.4). Yapilarin
onerilmesinde kompleks bilesiklerin UV spektrumlari, manyetik moment degerleri ve
infrared spektrumlar1 kullanilmigtir. Literatiirden elde edilen bulgular ve yapilan
deneylerin 15131nda nanopartikiil yapisinda UA, Fe** ve MAC arasindaki etkilesimin
asagida gosterildigi gibi oldugu diisiintilmektedir (Sekil 4.9.5).
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Sekil 4.9.4. Sentezlenen komplekslerin yapilari.
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Sekil 4.9.5. MAC, Fe*" ve UA arasindaki etkilesim.

PoliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil yiizeyinde hazirlanan baglanma bolgeleri UA
molekiiliine 6zgiidiir. Bu nedenle askorbik asit ya da iire molekiiliiniin UA kadar spesifik
bir etkilesime girmesi miimkiin degildir. Ure genellikle tek disli ligand olarak oksijen
atomu tlizerinden C=0O - M seklinde koordinasyon bagi yapmaktadir. Nadiren de N, O
uclart ile ¢ift disli ligand olarak davranabilmektedir. Ancak tiim metal-selat
etkilesimlerinde oldugu gibi ortamm pH’1 sicakligi, metal/selat orani ve metalin
ozellikleri biiyiik 6nem tagimaktadir (O’Shea ve Mancy 1978). Bu molekiiller baglanma
bolgelerine ancak zayif molekiiller arasi etkilesimler ile baglanabilir. Teofilin ise
kimyasal yap1 olarak UA’e benzerlik gostermektedir. Yalnizca metil gruplarmin varlig
ve bes liyeli heterohalkada karbonil grubunun olmayisi ile iirik asitten farklilagsmaktadir.
Shaker ve Farina (2009) ve Barzami ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan ¢aligmalarda
teofilinin metal-selat (Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Zn(Il), Cd(II), Ca(1l), Mg(Il) ve Mn(Il))
etkilesimlerinin No, N1 ya da N7’deki azot atomu lizerinden gerceklestigi rapor edilmistir.

Sekil 4.9.6’da teofilinin metal ile olas1 etkilesimi gosterilmistir.
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Sekil 4.9.6. Teofilinin metal ile olas1 etkilesimi

Hem UA baskilanmis hem de baskilanmamis polilHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor ile
elde edilen secicilik degerlerine bakildiginda (ARmip = 0,057; ARnip = 0,016) 6nemli
derecede bir sensor cevabinin olusmadig1 goriilmektedir. Hazirlanan sensor iirik aside
20,44 kat daha secicidir. Bu durum baglanma bolgelerinde kimyasal bilgi yaninda, {i¢

boyutlu yapmin da 6nemli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.9.1. Yarigmaci biyomolekiiller icin secicilik ve bagil se¢icilik katsayilari.

MIP NIP
Biyomolekiil AR k AR k kK’
Urik asit 0,210 - 0,003 -
Askorbik asit 0,010 21,0 0,001 3 6,288
Teofilin 0,057 3,68 0,016 0,18 20,44
Ure 0,009 23,33 0,031 0,096 243,02

Bu calismada elde edilen secicilik katsayilar1 daha onceki ¢alismalarda elde edilen
degerlere gore oldukga yiiksektir. Bu sonug, metal-selat etkilesimi ile cok daha segici

tanima bolgelerinin olusturulabilecegini gdstermektedir.

Urik asit baskilanmis  poli(N,N-bis(4-aminofenil)-N’,N’-difenil-1,4-fenilendiamin
3,3’,4,4’-benzo-fenontetra karboksilik dianhidrit) [poli(PD-BC)] sentezlenerek iirik asit
tayini i¢in sensdr denemeleri yapilmustir. Urik asit baskilanmis polimerin 0,04 mM
askorbik asit varliginda 0,4 mM liirik asit i¢in gosterdigi se¢icilik 28,76 olarak bulunurken

baskilanmamis polimerin seciciligi verilmemistir (Chen ve ark. 2010).
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Chen ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir baska calismada iirik asit baskilanmig
poli(metakrilik asit) [poli(PMAA)] polimerizasyonu sonucu sentezlenen cok-duvarli
karbon nanotiipler (MWCNTSs) sensor sisteminde kullanilmistir. Baskilanmis ve
baskilanmamis poli(PMAA) kiyaslandigi zaman baskilama seciciliginin 4,41 oldugu
bulunmustur. Segicilik ¢alismalari i¢cin 0,04 mM askorbik asit kullanilmistir. Askorbik
asit ile ayn1 ortamda bulunan {irik asit oksidasyon potansiyellerinin birbirine yakin olmasi

sebebiyle iirik asit tayininde problemler ile karsilagilmistir.

Insan kan ve idrarinda iirik asit tayini i¢in gelistirilen elektrokimyasal sensdrde iirik asit
baskilanmis poli(melamin-ko-kloranil) sentezlenmis ve sol-jel kapli grafit elektrodta
kullanilmistir. Sol-jel modifiye edilmis baskilanmis polimer kapli grafit elektrodun
seciciliginin belirlenmesi i¢in askorbik asit, teofilin ve iire molekiilleri kullanilmistir.
41,66 pg/mLiirik asit + 41,66 pg/mL askorbik asit i¢in sensor cevab141,93 +0,95 pg/mL,
45,45 pg/mL trik asit + 454,54 pg/mL askorbik asit i¢in sensér cevabi 44,20 + 0,09
pg/mL olarak bulunmustur. 41,66 pg/mL iirik asit + 41,66 pg/mL teofilin i¢in sensor
cevab141,72 + 1,44 olarak bulunurken, 45,45 pg/mL iirik asit + 454,5 pg/mL teofilin i¢in
sensOr cevabi 45,36 + 1,84 olarak bulunmustur. Ayni deneme iire i¢in de yapilmis ve
41,66 pg/mL iirik asit + 41,66 pg/mL! iire i¢in sensdr cevabi 41,22 + 0,53 olarak
bulunurken, 45,45 pg/mL iirik asit + 454,54 pg/mL {ire i¢in sensor cevab1 45,22 + 0,561
olarak olarak bulunmustur (Patel ve ark. 2009).

4.10. idrar 6rnegi ile kinetik analizler

Hazirlanan UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensoriin idrarda iirik asit
tayinindeki etkinligi arastirild. Idrar 6rnegindeki toplam seyrelme miktar1 1:20 olacak
sekilde once kor 6rnek, ardindan da ayni seyrelme oraninda, UA derisimi 5, 10, 15, 20,
25 ve 30 mg/L olan ¢ozeltiler hazirlandi (pH 8). Hazirlanan bu ¢ozeltiler UA baskilanmis
poliHEMA-MAC)-Fe** sensér yiizeyine gonderilerek % AR/zaman degisiminden olusan
sensorgramlar alindi (Sekil 4.10.1 (a)). Elde edilen sensorgram, iirik asit derisimi arttikca
% AR degisiminin de arttigit acikca gostermektedir. Analiz 15 dakikada
gerceklesmektedir.
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Sekil 4.10.1. (a) Kor 6rnek ve 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mg/L derisiminde UA spike edilmis
ve 1/20 oraninda seyreltilmis idrar drneklerinin UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*
SPR sensor ile etkilestirilmesi ile elde edilen sensorgram, (b) Farkli derisimlerde UA
spike edilen idrar 6rnegi i¢in elde edilen derisim-sinyal grafigi, (¢) Farkli derisimlerde
UA spike edilen idrar 6rnegi i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi.

Sekil 4.10.1 (a) ve (b)’de UA derisimi ile % AR degerleri arasindaki iligki gosterilmistir.
Goriildiigii gibi UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** SPR sensér 1/20 oraninda
seyreltilmis idrar 6rnegine 5-20 mg/L derisim araliginda UA spike edildiginde derisim-
sinyal dogrusallig1 gosterirken, 20-30 mg/L arasinda doygunluga ulasmaktadir (Sekil
4.10.1 (b)). Dogrusal araliktaki veriler degerlendirildiginde y = 0,0175x + 0,0358 dogru
denklemi elde edildi. Korelasyon katsayis1 0,9491 olarak hesapland1 (Sekil 4.10.1 (c)).
Bu verilerden yararlanarak 1/20 oraninda seyreltilmis idrar 6rneginde UA derisimi 2,04
mg/L, seyreltme yapilmamis baslangic idrar 6rnegindeki UA derisimi ise 40,91 mg/L
olarak belirlendi. Sensor cevabina neden olan en diisiik derisim olan 5 mg/L i¢in elde
edilen % AR degerlerine ait olan standart sapma degeri (s = 0,00290) kullanilarak LOD
degeri 0,498 mg/L, LOQ degeri ise 1,66 mg/L olarak hesaplanmistir. Ayni idrar 6rnegi
icin, Ornekteki UA derisimi enzimatik yontem (COBAS INTEGRA Uric Acid ver.2
(UA2), Rotkreuz, Isvigre) ile tayin edildi ve UA derisimi 40 mg/L olarak belirlendi. Elde
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edilen sonuglara gére hazirlanan UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensor
idrar 6rnegi igerisindeki UA derisimini enzimatik yontem ile karsilastirildiginda % 97,73
dogrulukla tayin edebilmektedir. Elde edilen sonuglar poliHEMA-MAC)-Fe** SPR
sensOrlin hem sulu ¢ézeltide hem de idrar gibi gergek drnekte UA tayininde basarili bir

sekilde kullanilabildigini géstermistir.

Saglikli bir insanin 24 saatlik idrarinda ortalama 250-750 mg (1,48-4,43 mmol) {irik asit
bulunmaktadir (Tietz 1995). Idrarda bulunan iirik asit miktar1 normal degerin altinda ya
da iistiinde olmas1 durumunda gut, Lesch-Nyhan sendromu, hiperiirisemi, hipertansiyon
gibi hastaliklara neden olur. Bu tiir hastaliklarin teshisinde hastalardan genellikle 24
saatlik idrar (ortalama 1,5 L) ya da sabah ilk idrar1 toplanarak miktar belirlenir. Bu
duruma gore 24 saatlik idrarda 13-67 mg/dL (130-670 mg/L) (Krieg ve ark 1986), sabah
ilk idrarda ise 37-92 mg/dL (370-920 mg/L) (Colombo 1994) araliginda olmalidir. Bu
durumun {stiine ¢ikilmasi hastalik belirtisi olarak kabul edilir. Bu ¢alismada hazirlanan
SPR sensoriin LOD (0,498 mg/L) ve LOQ (1,66 mg/L) degerleri hastalik durumunda
idrarda UA tayinini miimkiin kilmaktadir.

Patel ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada {irik asit baskilanmis sol-jel ince
film grafit elektrod i¢in 14,56-177,42 mg/L iirik asit derisim araligindaki sulu ¢ozeltide
LOD degeri 4,10 mg/L olarak bulunmustur. Idrar 6rneginde bulunan 7,81-148,42 mg/L
derigim araligindaki UA i¢in LOD degeri 3,71 mg/L olarak bulunmustur.

Urik asit baskilanmis karboksil ile fonksiyonlandirilmis ¢ok duvarlh karbon nanotiipler
(MWCNTs), insan idrar 6rneklerinde {irik asit derisiminin tayininde kullanilmistir. 200
kat seyreltilmis (pH 7,0 PBS) ve 1,0 umol/L iirik asit spike edilmis ti¢ farkli idrar 6rnegi
icin tirik asit tayini yapilmistir. 0,86 pmol/L {irik asit belirlenen birinci 6rnege lirik asit
spike edildikten sonra bulunan miktar 1,80 umol/L (0,302 mg/L), 1,12 umol/L iirik asit
belirlenen ikinci 6rnege lirik asit spike edildikten sonra bulunan miktar 2,16 pmol/L
(0,362 mg/L) ve 1,48 umol/L {irik asit belirlenen tigiincii 6rnege iirik asit spike edildikten
sonra bulunan miktar 2,53 pmol/L (0,425 mg/L) olarak hesaplanmistir (Peng 2013). Bu
calisma kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirde az sayida olan iirik asit sensor

calismalarinda elde edilen tayin limitleri ile karsilastirilabilecek diizeydedir.
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Cizelge 4.10.1. Idrarda UA tayini i¢in kullanilan baz1 yontemler ve tayin sinrlart.

Kullanilan yontem Tayin sinir1 Referans
Anodik voltametrik biyosensor 3x10°mol/L | Strochkova ve ark. 1997
(0,504 mg/L)
Ters faz-HPLC 0,21 pg/mL Yue-dong 1998
(0,21 mg/L)
Mikrog¢ip kapiler elektroforez- 35,6 mM Fanguy ve Henry 2002
amperometrik biyosensor (5984 mg/L)
Urat oksidaz-peroksidaz enzim sistemli 0,1 uM Akyilmaz ve ark 2003
amperometrik biyosensor (0,017 mg/L)
HPLC 0,11 pg/mL George ve ark. 2006
(0,11 mg/L)
Kapiler bdlge (zone) elektroforezi 3,8 mg/L Mufioz ve ark. 2010

4.11. Tekrar kullanim

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" SPR sensoriin tekrar kullanilabilirligi UA spike
edilmis idrar 6rnegi kullanilarak arastirildi. Idrar 6rnegindeki toplam seyrelme miktar1
1:20 olacak sekilde dnce kor 6rnek ve ayni seyrelme oraninda 35 mg/L. UA spike edilmis
idrar 6rnegi hazirlandi. SPR sistemi kor 6rnek ile dengeye getirildikten sonra ilk dnce
denge tamponu, daha sonra 35 mg/LL UA igeren idrar ¢ozeltisi, ardindan denge tamponu
gecirildi ve daha sonra desorpsiyon islemi gergeklestirildi. Desorpsiyon islemi i¢in pH: 4
cozeltisi kullanildi. Bu islem ard arda 5 defa tekrarlandi ve % AR/zaman degisiminden
olusan sensorgramlar alind1 (Sekil 4.11.1). Rejenerasyon islemi sonunda poli HEMA-
MAC)-Fe** SPR sensor baglanma bdlgelerinde herhangi bir bozulma olmaksizin tekrar
tekrar kullanilabilmektedir. 35 mg/L UA spike edilmis idrar 6rnegi icin elde edilen % AR
degeri 0,365 dir. Standart sapma degeri = 0,017 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11.1. 35 mg/L UA spike edilen idrar 6rnegi ile UA baskilanmis poliHEMA-
MAC)-Fe** SPR sensoriin tekrar kullanimina ait sensorgram.
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5. SONUC

Bu ¢aligmada, molekiiler baskilama teknigi kullanilarak iirik asit (UA) tanima bdlgelerine
sahip  polilEGDMA-MAC)-Fe*"  nanopartikiiller ~ sentezlenmistir. ~ Molekiiler
baskilamanmm ©on komplekslesme asamasinda metal-selat yaklasimi kullanilmistir.
Calismada fonksiyonel monomer olarak MAC, metal iyonu olarak Fe** iyonlar
kullanilmistir. UA baskilanmis poli EGDMA-MAC)-Fe** nanopartikiiller SPR altin ¢ip
ylizeyine kaplanarak {irik asit sensorii hazirlanmis ve SPR sensoriin iirik asit tayinindeki

etkinligi arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e llk olarak fonksiyonel monomer metakriloil-amido-sistein metil ester (MAC), L-
sistein metil esterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu sonucu elde edildi. Elde

edilen MAC monomeri NMR ve FTIR caligmalari ile karakterize edildi.

e  On-kompleksin hazirlanmasida MAC/Fe**/UA mol orani 2/1/2 olarak kullanilda.
Hazirlanan MAC-Fe**-UA 6n-kompleksinin karakterizasyonu i¢in FTIR teknigi
kullanild1. Tk olarak MAC-Fe®" kompleksi hazirlanarak FTIR spektrumu alind.
MAC-Fe*" kompleksinde Fe-S bagmm olusmasiyla 2562 cm™ ve 956 cm™’de
gozlenen S-H egilme ve biikiilme absorpsiyon bandlarinin kaybolmasi
fonksiyonel monomer MAC’1n Fe** iyonlari ile etkilestigine dair bir kanit olarak
kabul edildi. Ardindan MAC, UA ve MAC-Fe**-UA kompleksinin FTIR
spektrumlar1 karsilastirildi. MAC-Fe**-UA kompleksinin FTIR spektrumunda
MAC monomerinin yapisina ait ester karbonil grubuna ait (C=0O) absorpsiyon
bandmin varligi, S-H titresim ve egilmesine ait absorpsiyon bandlarinin
bulunmayisi, ayrica UA FTIR spekturumunda 3000-2600 cm™! civarinda gdzlenen
spesifik dort absorbsiyon bandmin varhgi MAC-Fe**-UA 6n kompleks
olusumunu destekledi.

e MAC-Fe*"-UA 6n-kompleksi kullanilarak UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-
Fe’* nanopartikiiller emiilsiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlendi.
Karakterizasyon i¢in ilk olarak FTIR tekniginden yararlanildi. Ardindan
hazirlanan poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin elementel analizi yapildi.
Nanopartikiillerin % 46,7242 C, % 1,415 N, % 0,0637 S igerdigi belirlendi.
Poli(HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiil yapismda N ve S atomlarmin varlig:
fonksiyonel monomer MAC ‘in basariyla nanopartikiil yapisina dahil edildigine
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dair bir kanit oldu. Ayn1 zamanda nanopartikiillerin element kompozisyonu EDS
ile analiz edildi. PoliHEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin elementel bilesimde
Fe varligi Fe*" iyonlarininda poliHEMA-MAC)-Fe*" yapisia basariyla dahil
edildigini gosterdi.

Poli(HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiilleri yiiksek ¢oziiniirliiklii taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM) ve yiiksek c¢Oziiniirlikkli kontrasth gecirimli elektron
mikroskobu (CTEM) kullanilarak goriintiilendi. Elde edilen goriintiilere gore
nanopartikiillerin kiiresel formda, oldukga kii¢iik oldugu belirlendi. PoliHEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiillerin ¢aplar1 50 nm ile 100 nm araligindadur.

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** nanopartikiillerin sulu ¢dzeltideki boyut
dagilimimi belirlemek i¢in zeta boyut dagilimi analizi yapildi ve ortalama
nanopartikiil ¢apt 117,8 nm, polidispersite indeksi ise 0,223 olarak belirlendi.
Polidispersite indeksinin 0,25°in altinda olmasi, partikiil boyutunun monodisperse

yakin dar bir aralikta dagilim gosterdigini kanitlad.

Sentezlenen ve karakterize edilen UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-
Fe’"nanopartikiiller SPR altin ¢ip yiizeyine damlatma metodu ile kaplanarak UA
baskilanmis SPR sensor hazirlandi. Hazirlanan SPR sensoriin karakterizasyonu
icin temas acisi, AFM ve optik profilometre tekniklerinden yararlanildi. Temas
acis1 analizleri SPR altin ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve UA
baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** SPR sensér yiizeyi igin gerceklestirildi. UA
baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiillerin SPR sensdr yiizeyine
kaplanmasiyla yiizeyin su ile yaptigi temas acisinin diistiigii gézlendi. Ayrica her
bir ylizey icin yiizey serbest enerjisi (SFE) hesaplanarak yiizeyin polil HEMA-
MAC)-Fe** nanopartikiiller ile kaplandig1 kanitlandu.

SPR altin ¢ip yiizeyinin UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe*" nanopartikiiller
ile kaplandigin1 gostermek i¢in allil merkaptan ile modifiye edilmis altin ¢ip ve
UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" SPR altin ¢ip yiizeyi atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile karakterize edildi. Her iki yilizeyin AFM ile analizi sonucu
belirlenen  derinlik  degerleri ve yiizey goriintiileri  incelendiginde
nanopartikiillerin modifiye ylizeye homojen ve tek tabakaya yakin bir sekilde

kaplandign goriildii. UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor
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yilizeyindeki kaplama kalinligini1 belirlemek icin optik profilometre cihazi ile
ylizey gorintiileri alind1 ve ortalama kaplama kalinligi 293,7 = 7,1 nm olarak
belirlendi. Bu kalinlik degeri SPR sensor ile baglanma olayinin sensorgram ile
izlenmesi i¢in uygundur.

UA baskilanmis poli HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin etkinliginin arastirilmasi
icin UA derisimi ile SPR sinyali arasindaki iligski incelendi. UA baskilanmig
poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor, 0,5-40 mg/L derisim arahginda derisim-
sinyal dogrusalligi gosterdi. Hazirlanan sensoriin sulu ¢ozeltideki tayin smiri
(LOD) 0,247 mg/L, tayin limiti (LOQ) ise 0,825 mg/L olarak belirlendi. UA
baskilanmis polilHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor ile UA arasindaki etkilesimi
belirlemek amaciyla elde edilen SPR sensor cevaplarinin Langmuir, Freundlich
ve Langmuir-Freundlich izoterm modellerine uygunlugu arastirildi.

Hazirlanan UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin iirik aside
olan seciciliginin belirlenmesi i¢in yarigmali adsorpsiyon deneyleri yapildi.
Yarigmaci molekiil olarak askorbik asit, teofilin ve iire kullanildi. UA baskilanmis
poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin baskilama segiciligini gdstermek icin iirik
asit baskilanmamis (NIP) poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor hazirland: ve ayn1
kinetik analizler yapildi.

UA baskilanmis poliHEMA-MAC)-Fe*" SPR sensor igin segicilik katsayilar
askorbik asit, teofilin ve iire i¢in sirastyla 21,0; 3,68 ve 23,33 olarak belirlendi.
Baskilama seciciligini gosteren bagil secicilik katsayis1 ise 6,288 (iirik
asit/askorbik asit), 20,44 (lirik asit/teofilin) ve 243,02 (iirik asit/iire) olarak
hesaplandi. Elde edilen secicilik degerleri daha 6nce yapilan caligmalara gore

olduke¢a yiiksektir.

Son olarak UA baskilanmis polilHEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin idrarda irik
asit tayinindeki etkinligi arastirildi. 1/20 oraninda seyreltilmis idrar 6rneginde UA
derisimi 2,04 mg/L, seyreltme yapilmamis baslangic idrar 6rnegindeki UA
derigimi ise 40,91 mg/L olarak belirlendi. Ayn1 idrar 6rnegi i¢cin, drnekteki UA
derisimi enzimatik yontem ile tayin edildi ve UA derisimi 40 mg/L olarak
belirlendi. Hazirlanan SPR sensoriin idrardaki iirik asidi % 97,73 dogrulukla tayin
edebildigi belirlendi. Idrar 6rnegi icin SPR sensoriin LOD degeri 0,498 mg/L,
LOQ degeri ise 1,66 mg/L olarak hesaplandu.
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e UA baskilanmis poli(HEMA-MAC)-Fe** SPR sensoriin tekrar kullanilabilirligi
arastirildi. Rejenerasyon, pH 4.0 ‘te gergeklestirildi. Hazirlanan sensor yilizeyinin
kolayca rejenere edilebildigi ve 5 kez rejenerasyon sonrasinda idrar 6rnegi igin

tekrar edilebilen % AR degerinin elde edildigi tespit edildi.

Sonug olarak, {irik asit tayini i¢in molekiiler baskilanma teknigi kullanilarak nanopartikiil
temelli SPR sensor basariyla hazirlanmistir. Segicili§in arttirilmasinda metal-selat
yaklasimi kullanilmistir. Hazirlanan UA baskilanmis politHEMA-MAC)-Fe** SPR
sensor, hem sulu ¢ozeltide hem de idrarda UA derisimini yiiksek bir dogrulukla tayin
edebilmektedir. Analiz siiresi 15 dakikadir. Ayrica hazirlanan UA baskilanmig
poliHEMA-MAC)-Fe** SPR sensor yiizeyi kolayca rejenere edilerek tekrar tekrar
kullanilabilmektedir.
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