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OZET
10,12-PENTAKOSADIYNOIK ASIT TABANLI BiYOTAYIN SISTEMLERI

Dervis MALATYALI

Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2019
Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Dogada bulunan bir¢ok biyolojik bilesik arasinda, glukoz tartismasiz yasam igin
en kritik olanlardan biridir. Bu calismada; polimerlestigi zaman essiz kromatik
ozellikler sergilemekte olan, konjuge polidiasetilen bir sistem olusturan 10,12-
Pentakosadiynoik asit (PCDA) tabanli ve glukozun nitel analizini hedefleyen bir
konjuge lipozomal yap1 gelistirilmistir. Uzun alifatik bir uca ve karbonil ile hidroksil
gruplarina sahip PCDA’nin tiirevi olan PCDA-NHS; NHS/EDC yontemi kullanilarak
sentezlenmistir. PCDA-NHS karakterizasyonu, FT-IR, *C NMR, *H NMR analizleri ile
yapilmistir. PCDA-NHS lipozom, 2 metakriloiloksietil fosforilkolin (MPC), ve PCDA
kullanilarak ince film hidrasyon ve sonikasyon yontemi ile sentezlenmis olup;
karakterizasyonu i¢in Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), boyut ve zeta potansiyeli
analizleri yapilmistir. Lipozom, yaklasik olarak 212,8 nm boyutunda bulunmustur.
Molekiiler agirligi 25,5 kDa ve boyutu yaklasik olarak 462,6 nm olan karbonhidrat
baglayici protein Konkanavalin A, sentezlenmis olan lipozoma inkiibe edilerek konjuge
edilmistir. Konjugasyon sonrasinda lipozom boyutlatlar1 zetametre cihazi ile yaklasik
olarak 791,1 nm olarak 6l¢iilmiis ve protein konjuge edilmis bu lipozomlarla glukoz
deteksiyonu yapilarak kolorimetrik cevap yiizdeligi hesaplanmis olup UV absorpsiyon
calismalar1 yapilmistir. Sonug¢ olarak, elde edilen lipozomal yapinin glukoz

deteksiyonunda gelecek vadeden bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Sensor, Biyosensor, Lipozom, PDA, PCDA, MPC, Glukoz,

Konkanavalin A.



ABSTRACT
10,12-PENTACOSADIYNOIC ACID BASED BIOASSAY SYSTEM

Dervis MALATYALI

Department of Chemistry

Programme in Biochemistry

Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Sciences, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

With biological varieties found in nature, glucose has been found to be one of the
most critical for unquestionable life. In this study; a conjugated liposomal structure
targeting qualitative analysis of glucose has been developed based on 10,12-
Pentacosadiynoic acid (PCDA) which forms a conjugated polydiacetylenic system
exhibiting unique chromatic properties when polymerized. PCDA-NHS, a derivative of
PCDA with a long aliphatic core and carbonyl and hydroxyl groups; was synthesized by
NHS/EDC method. Characterization of PCDA-NHS was done by FT-IR, *C NMR and
'H NMR analyzes. PCDA-NHS liposome was synthesized by thin-film hydration and
sonication using PCDA-NHS, 2 methacryloyloxyethyl phosphorylcholine (MPC), and
PCDA,; Scanning Electron Microscopy (SEM), size and zeta potential analyzes were
performed for characterization. The liposome was approximately 212.8 nm in size. The
carbohydrate binding protein Concanavalin, with a molecular weight of 25.5 kDa and a
size of approximately 462.6 nm, was conjugated to the synthesized liposome by
incubation technique. After conjugation, the liposome dimensions were measured to be
approximately 791.1 nm and the percentage of colorimetric response was calculated by
glucose detection with these protein-conjugated liposomes. Also, the UV absorption
analysis was performed. As a result, this liposomal structure is thought to have an

important role in glucose detection for the future.

Keywords: Sensor, Biosensor, Liposome, PDA, PCDA, MPC, Glucose, Concanavalin
A
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1. GIRIS

Sensor, fiziksel ortamdan gelen bazi tiirdeki girdileri algilayan ve yanit veren bir
aygit olup spesifik girdi ise 1s1k, 1s1, hareket, nem, basin¢ ya da ¢ok sayida g¢evresel
fenomenden herhangi biri olabilmektedir. Ciktiysa genellikle, sensor konumunda insan
tarafindan okunabilir gésterime doniistiiriilen veya daha ileri islem igin bir ag iizerinden
elektronik olarak iletilen bir sinyal olmaktadir (whatis). Fiziksel ve kimyasal algilama
tekniginin bir karigimi olan biyosensorler ise yakin zamanda tanimlanan algilayici
smifindan biri olup; ilke olarak biyosensodrler, ortamin biyofiziksel veya biyokimyasal
Ozelliklerini yorumlamak i¢in kullanilabilen reseptor-transdiiktor tabanh bir alet olarak
tanimlanmaktadir. Bu tip sensorleri digerlerinden ayiran en ilging karakteristik 6zellik,
ortamdaki belirli biyolojik molekiillerin tespit edilmesini saglayan biyolojik/organik

tanima unsurunun varligi olarak goériilmektedir (Ali vd., 2017).

Biyosensorler, Ustlin basarilarindan dolayr farkli bilim dallarinda yaygin sekilde
kullanilmakta olup, yasam kalitesini yiikseltmeyi amaclayan ¢ok genis bir uygulama
yelpazesine sahiptir ve bu aralik, ¢evresel denetleme, hastalik tespiti, gida giivenligi,
savunma, ila¢ kesfi ve daha pek c¢ok kullanimini kapsamaktadir (Sekil 1.1).
Biyosensorlerin ana uygulamalarindan biri, bir hastaligin gostergesi veya bir ilacin
hedefleri olan  biyomolekiillerin ~ saptanmasidir. ~ Ornegin,  elektrokimyasal
biyosensifikasyon teknikleri, protein kanseri biyolojik belirteglerini tespit etmek igin
klinik araclar olarak kullanilabilmekte olup ayrica biyosensorler, gida izlenebilirligi,
kalite, giivenlik ve besin degeri izleme platformlar1 olarak da kullanilabilmektedir

(Karunakaran, Rajkumar, & Bhargava, 2015).

Tibbi olarak biyosensorler, diyabetik hastalarda ve diger toksinlerde tiimorleri,
patojenleri, kan glukoz seviyelerini dogru ve kesin olarak saptamak igin
kullanilabilmektedir. Genlerin kodladig1 floresans iireten biyosensorler, arastirmacilar
icin hiicrelerde devam eden karmasik kimyasal islemleri incelemek ve analiz etmek i¢in
biiylik 6nem tagimaktadir ve bu tiir biyosensorler, hiicredeki bazi spesifik lokasyonlari
hedeflemek i¢in kullanilabilmektedir. Herhangi bir spesifik maddenin konakg1 hiicrelere

uzun siireli dahil edilmesi bu biyosensorler araciligiyla da basarilabilinmektedir.

Gida endiistrisinde biyosensorler, bozulmus gidalardan saliman gazlarin tespiti,

gida kontaminasyonunun tespiti veya taze gidalarda bakteri veya mantarlarin



biliylimesini kontrol etmek ve en aza indirmekte kullanilmaktadir. Cevre agisindan
bakildiginda bu biyosensorler, havadaki kirliligi ve herhangi bir patojen, agir metal vb
varligini tespit etmek igin gelistirilmektedir. Askeri savunma sistemlerinde,
saptanamadigr halde birgok insanin Oliimiine neden olacak zararli biyolojik
materyallerin varligini tespit etmek igin kullanilabilmekte ve bu durumda gogunlukla
biyosensorler, Bacillus Anthracis, Ebola, Hepatit C viriisleri vb. gibi biyolojik
varliklarin kasith kullanim1 gibi biyoterdrist saldirilari tespit etmek i¢in kullanilmaktadir

(Ali vd., 2017).
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Sekil 1.1. Biyosensdrlerin bashca uygulama alanlari (Karunakaran vd., 2015).

Lipozom ylizey yapisim1 genis bir yelpazede analit c¢esitleri ile tanima
fonksiyonlarint yerine getirmek icin modifiye edebilme yetenegi sayesinde
biyoanalizde kullanimda 6nemli bir yere gelmektedir. Lipozomlar, sinyali yiikseltmek
icin bir ara¢ olarak biyosensor alaninda yillar boyunca uygulama igin biiyiik ilgi
gormiistiir ve lipozomlar, boyalar, enzimler, tuzlar, selatlar, deoksiriboniikleik asit
(DNA), elektrokimyasal ve kemiiliiminesans isaretleyiciler dahil olmak fiizere gesitli
isaret isaretleyicilerini enkapsiile etmekle beraber biiyiik i¢ hacim, yliksek ylizey alanina
sahip olmalar1 nedeniyle ¢esitli biyolojik tanima elemanlariyla konjuge ¢ift katmanl
lipozom olusturma yetenegi nedeniyle biyosensor alanlarinda kullanimda ilgi

cekmektedir. Sonug¢ olarak lipozomlar, sinyalleri doniistiren ve giliclendiren
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biyosensorler i¢in milkkemmel bir aday bilesen olup ¢ift katmanli lipidlerin biyolojik
tanima unsurlartyla birlesmesi olasiligi nedeniyle c¢ok cesitli analitler tespit
edilebilmektedir (Liu & Boyd, 2013). Buna ek olarak, farkli sensoér materyalleri ve
hedef molekiilleri bir araya getirerek, lipozom tabanli sensorler, ¢ok hedefli algilama

icin kolayca modifiye edilebilmektedir (Chen vd., 2015).

Biyosensorler alaninda giiniimiize kadar olan gelisme ve yayginlasma olaganiistii
olmustur. Biyosensorler ve Biyoelektronikler, 1985 yilinda Elsevier tarafindan piyasaya
stiriildiigiinde, bu yil diinyada yayinlanan yaklasik yiiz civarinda biyosensorle ilgili
makalenin otuzunu yayinladi. 2012 yilinda ise, biyosensdrler hakkinda yaklasik dort
yiiz elli bin makale yaymnlandi ve bu konu simdiye kadar yaymlanmis olan tiim
makalelerin % 10'undan fazlasini temsil etmektedir (Sekil 1.2). Biyosensorler hakkinda
cesitli ticari kaynaklardan yararlanilarak yapilan tahminlere gore biyosensorler, diinya

pazarinda milyonlarca dolarlik bir yere sahip olacaktir (Sekil 1.3) (Turner, 2013).
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Sekil 1.2. 1980-2011 yillart arasinda” Web of Knowledge” kullanilarak "biyosensor " terimi hakkinda
yapilan arastirma grafigi.(Turner, 2013)
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Sekil 1.3. Yillar boyunca ¢esitli temel ve ticari kaynaklardan hesaplanan ve gelecek icin ongériilen
biosensor pazarimin degeri grafigi.



2. TEORIK BIiLGi
2.1. Sensorler; Temelleri ve Kategorizasyonu

"Sensor" sozciigliniin kokeni temelde "herhangi bir seyi tanimlamak" anlamina
gelen Latince "sentire" kelimesinden gelmektedir. Sensor kelimesi duyuldugunda akla
ilk gelen sey insan temel bes duyusu olan duyma, gorme, koklama, tat alma ve

dokunmadir. Bu duyularin ¢aligma mekanizmasi sdyle genellestirilmektedir;
a) harici uyarilar nedeniyle duyusal hiicreler tarafindan girdi sinyalinin alinmast,
b) norolojik diirtiiler olarak yorumlanmasi igin verilerin beyine iletimi,

c) reseptorlerin, karsilikli etkilesimde bulundugu merkezin talimatina gore

uyarana tepki vermesi.

Duyunun bu kisa agiklamasiyla, sensor i¢in daha metodik ve teknik tanim olarak
ortamdan kaynaklanan uyar1 ve sinyallere erisen ve yanit veren bir cihaz oldugu

soylenebilmektedir (Ali vd., 2017).

Siniflandirma agisindan fiziksel sensorler ve kimyasal sensorler en temel iki ve en
¢ok tercih edilen sensor siniflari olmaktadir. Bu ilk simiflandirmanin arkasindaki asil
fikir insan duyusunu incelemekten de kaynaklanmaktadir. Isitme, dokunma ve gérme
duyusunun arkasindaki ortak calisma mekanizmasi, harici fiziksel uyaranlara (yani,
akustik dalgalar, basing ve elektromanyetik radyasyonlar) yanit vermek oldugundan
maddenin fiziksel 6zelligine yanit veren herhangi bir algilama cihazi fiziksel sensor
olarak adlandirilmaktadir. Benzer sekilde tat ve koku duyulari, molekiillerin koku ve
belirli damak tadinin kimyasal uyarilarina tepki vermekte olup; sistemin kimyasal
bilgilerini analitik olarak analiz edilebilir sinyallere doniistiirebilen herhangi bir

algilama cihazi, kimyasal sensor olarak tanimlanmaktadir (Ali vd., 2017).

Sensor, ortamdaki belirli bir analit tipine tepki verebilen o6zel bir bolge
icermektedir. Analit/uyaran, bilginin elektrik sinyaline c¢evrilmesini baglatan bir
kimyasal etkilesimi tetiklemektedir. Elektrik sinyali daha sonra bagka bir birime
iletilmekte, islem {tinitesi de algilama tepkisini gerceklestirmektedir. Teknik olarak
sensor, reseptdr ve doniistiirlicii olmak iizere iki kisimdan olugmakta olup (Sekil 2.1)

reseptOr, fiziksel/kimyasal uyarityr alip bu uyariyr elektrik enerjisine cevirirken;



dondistiirtici de enerjiyi degerlendirirerek enerjinin daha da analiz edilebilir elektronik

forma doniismesini saglamaktadir (Ali vd., 2017).
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Sekil 2.1. Sensorlerde meydana gelen cesitli islemleri temsili gosterimi: 1) analit reseptor alanlarina
¢ekiliyor 2) analit ile olan kimyasal etkilegsim elektrik sinyali iiretiyor 3) Transdiiser, elektrik sinyalini
islemciye gonderir.(Ali vd., 2017)

2.2. Biyosensorler

Bir doniistiiriicii elemana, dogrudan mekansal olarak temas eden bir biyolojik
tanima elemani kullanarak belirli nicel veya yari-kantitatif analitik bilgi saglayabilen
bagimsiz ve entegre cihaza biyosensor denilmektedir (IUPAC). Biyosensor, biyolojik
materyal orneklerinin biyolojik kompozisyonunu, yapisini, fonksiyonunu ve biyolojik
yanitt Slgiilebilir tepkilere doniistiirerek anlagilir kilmaya yarayan analitik aragdir (For,

Positions, & Positions, 2014).

Biyosensorler, dogal konakgi-reseptor ("kilit-ve-anahtar") etkilesimlerini taklit
etmek Uzerine odaklanmaktadir. Kilit ve anahtar molekiiler tanima, enzim ve substrat,
ligand ve reseptor, antikor ve antijen arasinda veya tamamlayic1 diziler igeren iki

niikleik asit dizisi arasinda olabilmektedir (Y. Chen vd., 2011).



Bir biyosensor i¢in ortak c¢aligma siireci, analitlerin biyolojik tanima 0Ogeleri
tarafindan taninmasi ve tanima olaymin biyosensordeki transdiiserler araciligiyla bir

sinyalin aktive edildigi bir yontemi i¢ermektedir (Liu & Boyd, 2013).

2.2.1. Biyosensor bilesenleri

Tipik bir biyosensor Sekil 2.2'de gosterilmekte ve asagidaki bilesenlerden

olusmaktadir.
2.2.1.1 Analit

Incelenen biyolojik bilesen veya analit. Ornegin E. Coli viriisii, bu viriisii analiz

veya saptamak i¢in tasarlanmis bir biyosensordeki analit olmaktadir (For vd., 2014).
2.2.1.2 Biyoreseptir

Analiti spesifik olarak taniyan bir molekiil, biyoreseptor olarak bilinmekte olup
enzimler, hiicreler, aptamerler, DNA ve antikorlar biyoreseptorlerin bazi 6rnekleri
olmaktadir. Biyoreseptoriin analit ile etkilesimi iizerine sinyal tiretimi (1s1k, 1s1, pH, yiik
veya kiitle degisikligi, vb.) siireci, biyolojik tanima olarak adlandirilmaktadir
(Karunakaran vd., 2015).

2.2.1.3 Doniigstiiriicii

Doniistiiriicti daha genel olarak, enerjiyi bir formdan digerine doniistiiren bir
cthaz olup; biyoreseptor ve elektriksel arayiliziin birlesimi olarak tanimlanmaktadir.
Elektriksel arayiizler, analitin biyolojik element ile etkilesiminden kaynaklanan sinyali
elektrik sinyal formuna doniistiiren detektor elemanlaridir (For et al., 2014) ve bu enerji
donilisiim siireci sinyalizasyon olarak bilinmektedir. Cogu doniistiiriicii, genellikle
analit-biyoreseptor etkilesimlerinin miktari ile orantili olarak optik veya elektriksel

sinyaller tiretmektedir (Karunakaran vd., 2015).
2.2.1.4 Elektronik Boliim

Doniistiiriilen sinyali isleyen ve goriintiilleme i¢in hazirlayan elektronik boliim
ise sinyallerin analog formdan dijital forma ytikseltilmesi ve doniistiiriilmesi gibi sinyal
kosullarin1 yerine getiren karmasik elektronik devrelerden olusmaktadir (Karunakaran
vd., 2015).



2.2.1.5 Ekran

Ekran, bir bilgisayarin likit kristal ekran1 veya kullanici tarafindan anlasilabilir
sayilar veya egriler iireten dogrudan bir yazici gibi bir kullanic1 yorumlama sisteminden
olugmaktadir. Bu boliim genellikle biyosensoriin sonuglarint kullanici dostu bir sekilde
iireten donanim ve yazilimdan olusmakta ve ekrandaki ¢ikis sinyali de son kullanicinin
gereksinimlerine bagl olarak sayisal, grafik, tablo veya resim seklinde olabilmektedir

(Karunakaran vd., 2015).

& ~ (e D
S
e -

Hiicre Kalttra

C) Sinyal Donustiriict

|

® ET
-1
|

ik

Insan Swvilari
Kan, idrar, tikarik

NG /
T/

a

Gida Ornekleri

D) Sinyal Islemci

Cevresel Ornekler
(Hava, Su, Toprak, Bitkiler)

Elektrot

A) Bioreseptor B) Elektriksel Arayiiz E) Veri (Goruntii)
ORNEKLER DONUSTURUCULER ELEKTRONIK SISTEM

Sekil 2.2. Biyosensériin sematik gosterimi
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Biosens%C3%B6r_bile%C5%9Fenleri.png).

2.2.2. Bir biyosensoriin karakteristikleri

Bir biyosensoriin  karakteristigini  belirleyen ozellikler icinde segcicilik,

tekrarlanabilirlik, kararlilik, duyarlilik ve dogrusallik olup asagida kisaca agiklanmaistir.

2.2.2.1. Secicilik

Secicilik, bir biyoreseptoriin diger katki ve kirleticileri i¢eren bir numunede belirli
bir analiti algilama yetenegidir ve segiciligin en iyi Ornegi, bir antijenin antikor ile
etkilesimiyle gosterilmektedir. Klasik olarak, antikorlar biyoreseptorler olarak
davranmakta ve transdiiserin yiizeyinde immobilize olabilmektedirler. Antijeni iceren
bir ¢ozelti (genellikle tuzlari igeren bir tampon), antikorlarin sadece antijenlerle

etkilesime girdigi transdiisere maruz birakilmaktadir (Karunakaran vd., 2015).
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2.2.2.2. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, biyosensoriin ¢ogaltilmis bir deneysel kurulum igin ayni
tepkileri liretme kabiliyeti olup; bir biyosensordeki transdiiserin ve elektronigin
hassasiyeti ve dogrulugu ile karakterizedir. Hassasiyet, bir numunenin her dl¢iilmesinde
sensOriin ayn1 sonuglart sunma yetenegini ve dogruluk da bir numunenin birden fazla
Olclimiiyle sensoriin kapasitesinin ger¢ek degere yakin bir ortalama deger sagladigini

gostermektedir (Karunakaran vd., 2015).

2.2.2.3. Kararlilik

Kararlilik, biyosensensor sistemi igerisinde ve c¢evresinde gerceklesen
bozulmalara duyarlilik derecesini gostermekte olup bir biyosensoriin uzun inkiibasyon
adimlar1 veya siirekli izleme gerektiren uygulamalarda en Onemli Ozelligidir

(Karunakaran vd., 2015).

2.2.2.4. Duyarlhihk

Duyarlilik, analit derisimindeki birim degisim basina sensdriin cevabi anlamina

gelmektedir (Y. H. Lee & Mutharasan, 1995).

2.2.2.5. Dogrusallik

Dogrusallik, dlgiilen tepkinin  dogrulugunu (farkli derisimlerde analitlerin
bulundugu bir dizi 6l¢iim i¢in) matematiksel olarak y = mc olarak temsil edilen ve diiz
bir ¢izgide gosteren 6zelligi olup burada c, analitin derisimi; y, ¢ikis sinyali ve m,
biyosensoriin duyarliligi anlaminda kullanilmaktadir. Biyosensoriin - dogrusalligi,
biyosensoriin  ¢Oziiniirliigii ve test edilen analitin  derisim aralig1 ile
iligkilendirilmektedir. Biyosensoriin  ¢Oziiniirliigli, biyosensoriin  tepkisinde bir
degisiklik meydana getirmek i¢in analit derisiminde yapilmast gereken en kiiciik
degisiklik olarak tanimlanmaktadir. Dogrusallik ile iligkili bir baska terim ise dogrusal
araliktir ve bu terim biyosensor tepkisinin derisim ile lineer olarak degistigi analit

derigim aralig1 olarak tanimlanmaktadir (Karunakaran vd., 2015).



2.2.3. Biyosensor cesitleri

Biyosensorler;

e Kalorimetrik biyosensorler

e Piezo-elektrik biyosensorler

e Amperometrik biyosensorler

e Potansiyometrik biyosensdrler

e Optik biyosensorler
olmak tizere ¢esitli gruplara ayrilmaktadir.

2.2.3.1. Kalorimetrik biyosensorler

Enzim katalizli birgok reaksiyon ekzotermik olmakta ve kalorimetrik
biyosensorler de enzim etkisini takiben analit igeren ¢dzeltinin sicaklik degisimini
Olcerek, c¢ozeltideki analit derisimi agisindan yorumlamaktadirlar. Analit ¢ozeltisi,
immobilize enzimi igeren kiiciik bir paketlenmis yatak kolonundan gecirilmekte ve
cozelti sicakligt da soliisyonun kolona girmeden hemen once ve kolondan ayrilir
ayrilmaz termometreler kullanilarak belirlenmektedir. Bu tip sensorler, genel olarak
uygulanabilir bir biyosensor tliriidiir ve bulanik ve kuvvetli renkli ¢ozeltiler igin
kullanilabilirken, duyarlilik ve dogruluk aralig: ise bir¢ok uygulama i¢in oldukga diisiik
olmaktadir. Duyarlilik, 1s1 ¢iktisini arttirmak i¢in ve cesitli reaksiyonlar1 baglamak icin
biyolojik sensordeki yolakta iki veya daha fazla enzimin kullanilmasiyla
arttirilabilmekte ve alternatif olarak c¢ok fonksiyonlu enzimler kullanilabilmektedir.
Glukoz tayini i¢in glukoz oksidazin kullanilmasi ise drnek olarak gosterilebilmektedir
(http://www.yourarticlelibrary.com/science/biosensors-types-and-general-features-of-
biosensors/23331).

2.2.3.2. Piezo-elektrik biyosensorler

Piezoelektrik etki, bir malzemenin mekanik olarak uyarildig1 zaman voltaj iiretme
yetenegini ifade eden fiziksel bir olgudur. Piezoelektrik bir malzemenin ylizeyine
uygulanan voltaj, mekanik uyarilmaya veya salimima neden olur (Pohanka, 2018).
Sensor se¢imliligi kristal ylizeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime sahip analitin
birikimiyle iligkilidir. Bir piezoelektrik sensoriin {izerinde enzim immobilizasyonuyla

gerceklestirilen piezoelektrik enzim sensdrlerinde, enzim molekiillerine substratlarin
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baglanmasindan dolayr meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin
vibrasyonunda sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir

(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html).

2.2.3.3. Amperometrik biyosensorler

Amperometrik biyosensdrlerde kullanilan enzim elektrotlar, iki elektrot arasinda
potansiyel uygulandiginda bir akim {ireterek calismakta ve akim biiylkliigi, substrat
derisimiyle orantili olmaktadir. En basit amperometrik biyosensor, ornek (analit)
¢ozeltisinde bulunan O, derisimindeki azalmay1 belirleyen Clark oksijen elektrodudur.

Bu ilk nesil biyosensor olarak tanmmaktadir (http://www.yourarticlelibrary.com/

science/biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331).

2.2.3.4. Potansiyometrik biyosensarler

Bu tip biyosensorler biyolojik reaksiyonu elektronik sinyale doniistiirmek igin
iyon secici elektrotlar kullanmakta ve kullanilan elektrotlar cogunlukla cam pH
elektrotlar1 (katyonlar i¢in), gaz segici zar (CO2, NH veya H,S icin) veya kat1 hal

elektrotlar1 ile kaplanmis olmaktadir (http://www.yourarticlelibrary.com/science

[biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331).

2.2.3.5 Optik biyosensérler

Bu tip biyosensorler hem katalitik hem afinite reaksiyonlarin1 6lgmektedir.
Katalitik reaksiyonlarla iiretilen tiriinlerden kaynaklanan floresan veya absorbanstaki bir
degisimi veya alternatif olarak, protein gibi dielektrik molekiillerin yiiklenmesiyle
(afinite reaksiyonlar1 durumunda) biyosensOr yiizeyin intrinsik optik o6zelliklerinde

indiikklenen degisiklikleri 6l¢mektedirler (http://www.yourarticlelibrary.com/science/

biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331). Optik biyosensorlerde iki

temel gelisme alan1 olup ve bunlar, tepkime maddeleri ve bir reaksiyonun firiinleri
arasindaki 151k absorpsiyonundaki degisimleri belirlemek ya da 1518 ¢iktisini

limisenans  siiregle Olgme  esasina  dayanmaktadir  (http://www1.lsbu.ac.uk/

water/enztech/optical.html).

11


http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html
http://www.yourarticlelibrary.com/%20science/biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www.yourarticlelibrary.com/%20science/biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www.yourarticlelibrary.com/science%20/biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www.yourarticlelibrary.com/science%20/biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www.yourarticlelibrary.com/science/%20biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www.yourarticlelibrary.com/science/%20biosensors-types-and-general-features-of-biosensors/23331
http://www1.lsbu.ac.uk/

2.3. Lipozomlar
2.3.1. Lipozomlar ve siniflandiriimalari

Lipozomlar, tipik olarak fosfolipidler ve sterollerden olusan bir lipid ¢ift katmani
ile cevrelenmis bir i¢ sulu bdlmeyi igeren kendiliginden kurulmus yapilar olarak
bilinmektedir (C. Chen et al., 2015). Lipozomlar yapay mikroskobik vezikiiller olup,
cift katmani olusturan lipidlerin hidrofobik zincirleri olan bir lipid ¢ift tabakadan
olusmakta ve lipidlerin polar kutup gruplan ekstravesikiiler ¢ozeltiye ve i¢ bosluga
dogru yonlenmektedir (Liu & Boyd, 2013). ilk kez 1965'te Bangham tarafindan
kesfedilen lipozomlar, hiicre zarlari i¢in model sistemler ve ila¢ dagitim sistemlerinde

ilag tagiyicilari olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (C. Chen vd., 2015).

Lipozomlar Sekil 2.3’de belirtildigi gibi hem hidrofilik bir i¢ ve dis, hem de lipid
membrant i¢inde hidrofobik bir bdlgesi mevcut olan benzersiz bir yapi sergilemektedir.
Boyle bir yapi, ya suda ¢oziiniir molekiillerin lipozomun hidrofilik i¢ kisminda

kapsiillenmesini ya da lipid zar i¢cindeki molekiillerin hareketsiz kalmasint miimkiin

kilmaktadir (C. Chen vd., 2015).

Fosfolipid

Lipozom

Hidrofilik ug

Hidrofobik kuvruk

\

Sekil 2.3. Lipozom dizayn: (http://www.integratedhealthblog.com/benefits-of-liposomal-nutrients-
liposomes-2/).

Lipozom boyutu ¢ok kiigiik (0.025 um) ile biiyiik (2.5 um) vezikiil arasinda

degisebilmekte ve ayrica lipozomlar bir veya cift tabakali zarlara sahip olabilmektedir.
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Lipozomlar, boyutlart ve ¢ift tabaka sayist temelinde iki kategoride

siiflandirilmaktadir:
(1) Cok katmanl vezikiiller (MLV)

(2) Tek katmanli vezikiiller. Ayrica, tek katmanli vezikiiller iki kategoriye
ayrilabilir;

o Biiyiik tek katmanl vezikiiller (LUV),
o Kiiciik tek katmanl vezikiiller (SUV) (Sekil 2.4).

Tek katmanli lipozomlarda vezikiil, sulu ¢ozeltiyi ¢evreleyen tek bir fosfolipid ¢ift
tabakali kiireye sahipken; cok katli lipozomlarda vezikiil sogan yapisina sahip
olmaktadir. Klasik olarak, birka¢ tek katmanl vezikiil, diger vezikiillerin i¢ kisminda
daha kiiciik boyutla olusacak ve konsantre fosfolipid kiireler suyun tabakalari ile
ayrilmis ¢ok tabakali bir yapiya kavusacaktir (Akbarzadeh vd., 2013).

—l

TR
Lipit ¢ift tabaka
Kiigiik tek katmanh
i ‘ vezikil (SUV)
Cok katmanh vezikiil (MLV) Biyitk tek katmanh vezikil (LUV)

Sekil 2.4. Lipozomlarin siniflandiriimas: (Akbarzadeh vd., 2013).

2.3.2. Lipozomlarin hazirlanisi

Lipozomlar (lipid vezikiilleri), ince lipid filmleri veya lipid kekleri sulu hale
getirildiginde yani hidratlandiginda olusmakta ve sivi kristal cift tabakali yigmlar
stvilagsarak  sismektedirler. Hidratlanmis lipid tabakalar1 ajitasyon sirasinda

kendiliginden kapanarak suyun, ¢ift tabakanin uglarindaki hidrokarbon c¢ekirdekle
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etkilesimini engelleyen biliylik ve ¢ok katmanli vezikiilleri (LMV) olusturmaktadirlar.
Bu pargaciklar olustugunda, parcacigin boyutunu kiigiiltmek, sonik enerji (sonikasyon)
veya mekanik enerji (ekstriizyon) seklinde enerji girisi gerektirmekte olup bu
mekanizma Sekil 2.5’de gosterilmektedir (https://avantilipids.com/tech-

support/liposome-preparation/).

Sekil 2.5. Vezikiil olusum mekanizmasi.

Lipid formiilasyonlarinin o6zellikleri, bilesime (katyonik, anyonik, nétr lipid
tiirleri) bagl olarak degisiklik gosterebilmekte; ancak ayni hazirlama yontemi, bilesime
bakilmaksizin tiim lipid vezikiiller i¢in kullanilabilmektedir. Prosediiriin genel unsurlari,
hidrasyon i¢in lipid hazirlanmasini, hidrasyon ile ajitasyon ve vezikiillerin homojen
dagilimi i¢in boyutlandirma islemlerini igermektedir (https://avantilipids.com/tech-

support/liposome-preparation/).

2.3.2.1. Hidrasyon i¢in lipid hazirlanmasi

Karigik lipid kompozisyonlu lipozomlar hazirlanirken, lipidlerin homojen
karigimini saglamak igin Once organik bir ¢oziicli i¢inde ¢oziilmesi ve karistirilmasi
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gerekmekte ve genellikle bu islem kloroform veya kloroform:metanol karisimlari
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Amag, lipidlerin tamamen karistirilmast i¢in berrak
bir lipid ¢ozeltisi elde etmektir. Tipik olarak lipid ¢ozeltileri, 10-20 mgL'1 olacak
sekilde organik ¢oziici madde icinde hazirlanmakta, ancak lipid ¢oziiniirliigii ve
karistirilmasi kabul edilebilirse daha yiiksek derigimler kullanilabilmektedir. Lipidler
organik ¢oziicli igerisinde iyice karistirildiktan sonra, bir lipid filmi elde etmek igin
¢Oziicii uzaklastirilmaktadir. Az miktarda organik ¢6ziicii (<1mL) i¢in, ¢oziicii bir ¢ceker
ocak iginde kuru nitrojen veya argon akisi kullanilarak buharlastirilmaktadir. Daha
biliylik hacimler i¢in, organik c¢oziicii doner buharlastirici ile uzaklastirllmakta ve
yuvarlak tabanli cam balon sisenin kenarlarinda ince bir lipid film elde edilmektedir.
Lipid filmi, sise veya cam balonda bir gece boyunca vakum altina yerlestirilirek artan
organik ¢oziiciiyli uzaklastirmak i¢in iyice kurutulmaktadir. Lipid kekler i¢in ise; lipid
¢ozeltisi kaplara aktarilmakta ve kaplarin bir kuru buz blogu tizerine yerlestirilerek veya
kabin bir kuru buz-aseton veya alkol (etanol veya metanol) banyosu igerisinde dénmesi
saglanarak dondurulmaktadir. Dondurulduktan sonra, donmus lipid kek bir vakum
pompasina konmakta ve kuruyuncaya kadar liyofilize edilmektedir. Lipid kekin
kalinlig, liyofilizasyon icin kullanilan kabin ¢apindan daha fazla olmamalidir. Kuru
lipid filmleri veya kekleri vakum pompasindan ¢ikartildiktan sonra bulunduklar1 kabin
agz1 sikica kapatilmali ve hidratasyona hazir oluncaya kadar dondurulmus olarak

saklanmasi1 gerekmektedir (Akbarzadeh vd., 2013).

2.3.2.2. Lipid film/kek hidratlanmast

Kuru lipid filmin/kekin hidratasyonu, sadece kuru lipid kabina sulu bir ortam
ilave edilerek ve ajitasyonla gerceklestirilmektedir. Hidratlama ortaminin sicakligi, kuru
lipide ilave edilmeden once en yiiksek jel-sivi kristal gecis sicakligina (T veya Tp)
sahip lipidin T¢’si tizerinde olmalidir. Hidratlama ortamina eklenmesinden sonra, lipid
siispansiyonu, hidrasyon siiresi boyunca T, sicaklig1 iizerinde tutulmalidir. Yiiksek
gecisli lipidler i¢in, bu, lipid siispansiyonunun yuvarlak tabanli bir siseye aktarilmasi ve
sisenin vakum olmadan rotasyonlu bir buharlastirma sistemi iizerine yerlestirilmesiyle
kolaylikla basarilmaktadir. Yuvarlak tabanli sisenin, 1lik su banyosunda, lipid
siispansiyonunun T¢'si iistiinde bir sicaklikta tutulmasi ve dondiiriilerek karsitirilmasi
stvinin - kendi  akiskan  fazinda  yeterli ajitasyon ile hidratlanmasini  saglar

(https://avantilipids.com/tech-support/liposome-preparation/). Hidrasyon {iriinii, yapida
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bir sogana benzeyen biiyiik MLV olup, her lipid ¢ift tabaka bir su katiyla ayrilmistir.
Kararli, hidratlanmis bir MLV siispansiyonu iiretildiginde, parcaciklar sonikasyon veya

ekstriizyon gibi gesitli tekniklerle kiigtiltiilebilir (Akbarzadeh vd., 2013).

2.3.2.3. Lipid siispansiyonunun boyutlandirilmasi

Sonikasyon

Sonik enerji kullanarak (sonikasyon) MLV siispansiyonlarinin bozulmasi ile
tipik olarak 15-50 nm araliginda c¢aplara sahip SUV olusmaktadir. Prob uclu
sonikatorler lipid siispansiyonuna yiiksek enerji girisi saglamakta; ancak, lipid
slispansiyonunun asirt 1sinmasina bagli olarak parcalanmaya (degradasyon) neden
olmaktadir. Ayrica, sonikasyon uglart titanyum pargaciklari lipid siispansiyonu igine
salma egilimi gostermekte ve bu titanyum pargaciklarin kullanimdan Once
siispansiyondan santrifiijle uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu sebeplerden dolay:
banyolu sonikatorler SUV hazirlanmas: i¢in en yaygin kullanilan enstriimanlar
olmaktadir. Bir MLV dagiliminin sonikasyonu, siispansiyonu ig¢eren bir test tiipiiniin bir
banyo sonikatoriine yerlestirilmesi (veya sonikatoriin ucunun test tiipiine yerlestirilmesi)
ve lipidin  Tcnin 5-10 dakika Ustiindeki sicaklikta sonike edilmesi ile
gergeklestirimektedir. Ortalama boyut ve dagilim; kompozisyon ve derigim, sicaklik,
sonikasyon siiresi ve giicli, hacim ve sonikator ayarindan etkilenmektedir (Akbarzadeh

vd., 2013).
Ekstriizyon (stkistirma) yontemi

Lipid ekstriizyonu, bir lipid siispansiyonunun gozenek boyutuna yakin bir ¢apa
sahip parcaciklar iiretmek i¢in tanimlanmis gézenek boyutlu bir polikarbonat filtreden
giicle gecirildigi bir tekniktir. Nihai gézenek boyutuna ulagsmak icin ekstriizyon
isleminden ©nce, MLV siispansiyonlar1 cesitli donma-¢6zme dongiileri ile veya
siispansiyonun daha biiyilk bir gozenek boyutlu filtreden gegirilmesi vasitasiyla
bozulmaktadir. Bu yontem, son olarak elde edilecek olan siispansiyonun kirliliklerden
korunmasin1 saglamakta ve boyut dagiliminin homojenitesini artirmaktadir. MLV
dispersiyonlarini  kiigiiltmek igin ekstriizyonun, lipidin T, sicakligi iizerindeki bir

sicaklikta yapilmasi gerekmektedir. Aksi takdirde slispansiyonda kati pargaciklar olacak
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ve gozenekleri tikayarak basarisizliga neden olacaktir (https://avantilipids.com/tech-
support/liposome-preparation/).

2.3.3. Lipozom olusumunun enerjetikleri ve kinetikleri

Fosfolipidlerin hidrofilik bir u¢ grubu ve iki uzun hidrofobik kuyruklar1 vardir, bu
durum da onlar ¢ift tabaka halinde kendi kendine bir araya getirmedigi takdirde suda
cok zayif ¢Oziiniir hale getirmektedir. Fosfolipid ¢ift tabakasinin sonu olan bir yama,
hidrofobik kuyruklarin suya maruz kaldigi ve yamanin ¢evre ile orantili oldugu kenari
ile iliskili bir enerjiye sahip olmaktadir. Bu enerji, iki katmanli yama, kiiresel bir
kesecik olusturmak i¢in kapanirsa kenar1 ortadan kaldirarak en aza indirilebilmektedir.
Iki tabakali diiz bir disk kiire seklinde yeniden diizenlendiginde, sistemin toplam
enerjisi, iki tabakanin biikkme enerjisinden elde edilen katkilardan dolay:1 artmaktadir.
Ardindan, toplam enerji, kenarlar bulustugunda ve kayboldugunda azalmaktadir. Cift
tabakanin kiiresel bir kesecik ic¢ine bikiilmesi islemi sirasinda, yama, fosfolipid
molekiilleri ve diger ¢ift tabakali fragmanlarin eklenmesi nedeniyle boyut olarak
biiyliyebilmektedir. Hidrodinamik ve diger dengesizlestirici kuvvetlerin ¢ift tabakanin
par¢alanmasina yol agmasi da miimkiin olmaktadir, bu da daha kiiciik lipozomlarin
olugmasina neden olabilmektedir. Fosfolipid molekiilleri, organik ¢oziicii buharlastirma
yoluyla uzaklastirildiginda, kendiliginden substrat iizerine, ¢ift tabaka yigimm
yerlesmektedir (Cottages, 1994). Sekil 2.6’da da goriildiigii gibi hidrasyon esnasinda,
cift tabakali yiginlar ¢ok yavas ayrilir ve ¢ift tabakali kenarlarin daha hizli bir sekilde
birlesmesine izin verilirse, MLV'ler olusur. Elektrik alan uygulanarak c¢ift tabakay1
ayirma oraninin arttirtlmasi veya hidrodinamik akisin baskilanarak c¢ift tabakanin
birlesme oraninin diisiiriilmesi vasitasiyla tek tabakali kesecikler elde edilebilmektedir

(Stein, Spindler, Bonakdar, Wang, & Sandoghdar, 2017).
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Sekil 2.6. Hidrasyon kuvvetleri altinda hidrodinamik kuvvetlere ve ¢ift tabakalarin ayrilmasina bagh
olarak ¢ift tabakanin katlanma bagil kinetiginin, vezikiillerin boyutuna ve katmanliligina etkisi (Patil &
Jadhav, 2014).

2.3.4. Lipozomlarin yiizey modifikasyonu

Lipozom yiizey modifikasyonu, dokulara karsi spesifikligi arttirmak veya kan
akisinda daha az taninmak icin gelistirilmistir. Antikor etiketli immiinolipozomlar ve
koruyucu bir polimerle asilanmis uzun siire kanda dolasan lipozomlar, lipozomal ilag
triinleri i¢in ilgili sonuglari elde etmek amaciyla kullanilan iki 6nemli stratejidir.
Immiinolipozomlar, arzu edilen doku ve organlarda lipozomal ilaglarm birikimini
artirabilirken, polietilenglikol kapli uzun siireli dolasimdaki lipozomlar, opsonize

(opsonize, belli bir bakteriyi opsonin yardimiyla fagositoza duyarli hale getirme
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anlamina gelmektedir.) eden proteinler ile lipozomlar arasindaki etkilesimi Onleyebilir
ve bdylece kan dolasim siiresinin uzamasina neden olabilmektedir. Ayrica, lipozom
yiizey modifikasyonu teknolojisi, peptit, protein, enzim, antijen, biyotin, avidin ve DNA
segmentleri dahil olmak iizere lipozomlarin yiizeyine konjuge edilebilen ¢esitli biyo-

tanima unsurlarinin (Sekil 2.7) kullanilmasini saglar (Liu & Boyd, 2013).

Kapsiillenmis Isaret Isaretleyicileri Yiizeye Modifiye Edilmis Bio-elementler

i & (e Antijen
/4
' Biotin
DNA
WA/ DNA

Floresan Bova (3]

Elektrokimyasal :‘?'
Isaretlevici v
J Antikor
Kemiliiminesant S
Boya . A\

Sekil 2.7. Lipozom i¢gine kapsiillenmis ve lipozom yiizeyine modifiye edilmis materyalleri gosteren yapisal
model (Liu & Boyd, 2013).

2.4. Lipozomlarin Biyosensorlerde Kullanim

Lipozomlar, sinyali yilikseltmek i¢in bir ara¢ olarak biyosensor alaninda on yillar
boyunca uygulama igin bilyiik ilgi gormistir. Lipozomlar, boyalar, enzimler, tuzlar,
selatlar, DNA, elektrokimyasal ve kimyasal liiminesans gibi c¢esitli isaretleyicileri
enkapsiile edebilmektedir. Sonug¢ olarak lipozomlar, biyosensorlerin sinyalleri
doniistiirmesi ve giiglendirmesi i¢in miikemmel bir aday bilesen olmaktadir (Liu &

Boyd, 2013).

Essiz  yapilar1 sonucu lipozomlar kimyasal madde, biyomolekiiller ve
nanopargacik tasiyicilart olarak siklikla kullanilmakla beraber ilag dagitiminda,

kimyasal ve biyolojik sensorlerde uygulama alani bulmaktadir. Ayrica lipozom
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yiizeyine, 0zel olarak bir reseptor bolgesine baglanan uygun bir molekiil ekleyerek

belirli hiicreleri hedeflemek de miimkiin olmaktadir (C. Chen vd., 2015).

Essiz yapisal ilerlemeden dolay:1 lipozomlar, kimyasal ve biyolojik tespit icin
sensorlerde bir substrat olarak kullanimi biiytik ilgi gormektedir. Floresans, kalorimetrik
ve optik spektroskopi de dahil olmak tizere etkili iletme teknolojisi ile bir araya getirilen
lipozomlar, milkemmel sinyal amplifikasyonunu gerceklestirebilmekte ve ultra-duyarl
tayinler elde edilebilmektedir (C. Chen vd., 2015).

Sensorlerde  kullanilan  lipozomlarin  baslica islevleri arasinda sunlar

bulunmaktadir;

e Birden ¢ok sensor malzemesi tasirken aktif sensér malzemeleri, sinyal
yiikseltme veya ¢oklu hedef tespitinde sensor gii¢lendirici elemanlar igin
tasiyict olarak ¢aligmak.

e Secici algilama i¢in enzimlerin veya proteinlerin aktivitesini dengelemek.

e Biyolojik ortamdaki sensorlerin biyouyumluluk ve erisilebilirligini

arttirmak (C. Chen vd., 2015).

2.5. Konjuge Polimerler

Degisken doymus/doymamis baglara sahip molekiil zincirlerinde delokalize n
elektronlar1 igeren polimerler cogunlukla konjuge polimerler (KP) veya iletken
polimerler olarak adlandirilmaktadir. Uzatilmis m-baglari, siirekli sekilde delokalize
olan elektronlar1 icermekte ve boylece optik ve elektronik ozellikler meydana
gelmektedir. Sonug olarak, bu elektro-aktif polimerler, alan etkili transistorler, polimer
aktliatorler, 151k yayan malzemeler, sensorler ve giines pilleri dahil olmak iizere gesitli
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Birkag onemli KP ornegi Sekil 2.8'de
gosterilmektedir. KP sistemleri absorpsiyon ve emisyon o6zellikleri ¢cevresel bozulmalara
kars1 ¢ok hassas oldugundan sensor tasarimi i¢in ¢ok cazip bulunmaktadir (Ji-seok Lee,
2011).
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Sekil 2.8. Cesitli konjuge polimerlerin kimyasal yapisi (Ji-seok Lee, 2011).

2.6. Polidiasetilenler (PDA)

Lineer diasetilen (Sekil 2.9) ve tiirevleri kat1 haldeki reaktiviteleri, ¢ikintilarinin
bulunmamasi ve alkil zinciri boyunca molekiiler paketlenmeye etki etmeden stibstitiiye
olabilme ozellkileri nedeniyle film olusturan monomerlerde 6nemli bir role sahip
olmaktadir (Pingsheng, Huilin, & Gang, 2003). Polidiasetilenler (PDA) gibi konjiige
polimerler essiz elektriksel ve optik Ozelliklerinden otlirti "akilli" materyaller olarak

adlandirilmaktadir (Y. Chen vd., 2011).

R, C=C—C=C—R;
Sekil 2.9. Lineer diasetilen yapist

Diasetilen (DA) monomerlerin R gruplart molekiile amfifilik karakteri verecek
sekilde tasarlandiginda reaktif monomerler, ince filmler veya vezikiillere kendiliginden
monte edilerek kromik molekiiler yapilar olusturabilmektedir (Y. Chen vd., 2011).
Amfifilik molekiiller, kendi kendine olusum kosullarina tabi tutulduklarinda vezikiiller,
tipler, teller ve helezonlar gibi gesitli nano / mikro sekillere doniistiiriilmektedir. Bir
amfifilik lipid molekiilii polimerize olabilen bir birim igerdiginde polimerizasyon,
yiikseltilmig kararlilik ve kromojenik islevler de dahil olmak iizere ekstra faydali
ozellikler gosteren siiper molekiillerin  olusumuyla sonuglanmaktadir. Ozellikle
hidrofobik alkil zincirlerinde diasetilen pargalarini igeren lipid molekiillerinin kendi
kendine olusmasindan kaynaklanan siiper-molekiil yapilar ilging olmaktadir. Ornegin;
10,12-pentakosadiynoik asit (PCDA), UV maruziyeti ile polimerize edilebilen siiper

molekiillerin iiretilmesi i¢in sulu ¢ozeltide spontan molekiiler olusuma girmektedir.
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Bunun sonucu olarak, elde edilen konjuge ve “ene-yne” alternatif omurga yapisi
gosteren polimerlere PDA yap1 denilmektedir (Sekil 2.10) (Yoon, Lee, & Kim, 2009).

Kendiliginden
o birlesme

" : § -;!!’f,'
i W o .
If REN

Diasetilen Diasetion Pf>lidiasetilei1
MONOIMCE sitpermolelkiil stipermolekl

Sekil 2.10. PDA olusumu (Joosub Lee vd., 2014).

Diger KP’lere kiyasla, PDA'lar yapisal ve optik farklililar gostermektedirler.

Bunlar;

e Oncelikle yukarida belirtildigi gibi, bu polimerler molekiiler olarak bir
araya getirilmis kristal ya da yar1 kristal haldeki DA monomerlerinden
hazirlanabilmektedir.

e PDA'lar, kimyasal baslaticilar veya katalizorlere ihtiya¢ duymadan
kendiliginden birlesen DA’lerin, UV veya y-1sinlamasi ile iretilmekte ve
boylece olusan polimerler, istenmeyen yan firlinlerle kontamine
olmamaktadalar.

e PDA'ar, biyolojik algilama i¢in matris olarak kullanilmasini saglayan
nano yapili lipozomlar, vezikiiller ve teller seklinde sulu ¢ozelti halinde
kolayca hazirlanabilmektedirler.

e PDA'lar 1siya (termokromizm), organik c¢oziiciilere (solvato-kromizm),
mekanik strese ve ligand-reseptor etkilesimlerine yanit olarak maviden
(Amax 640 nm) kirmiziya (Amax 550 nm) renk degisimine ugramaktadirlar.
(Yoon vd., 2009), (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. PDA'larin kendiliginden birlesimi, polimerizasyonu ve uyarilma sonucu meydana gelen optik
degisiklikleri (X. Chen vd., 2012).

2.6.1. PDA’larin yapisal ve optik ozellikleri
2.6.1.1. Kendiliginden birlesen yapi

DA iki yar1 kisimdan olusan amfifilik bir monomerdir:

e polar bir u¢ grubu
e ve DA grubuna sahip hidrofobik kuyruk.

DA'nin amfifilik dogasi sulu ortamda kendi kendine toplanarak bir araya gelen bir
yap1 meydana getirmektedir. DA amfifilinin her bir birimi, amfifilin kendiliginden
birlesen yap1 olusturup olusturmayacagini ve hangi tiir yapilarin olusacagin belirlemek
igin énemli bir parametredir. Ornegin, u¢ grubun kiralitesi kolloidal yapiy1 etkiler;
akiral u¢ gruplu DA’lar genellikle kiiresel lipozomlar olustururken, kiral DA’lar siklikla

sarmallar ve tiibiiller gibi kiiresel olmayan yapilar olusturmaktadirlar. Ayrica, disiik
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derisimlerde DA'lar sulu ortamda dagilmis haldedirler. Fakat, kritik derisimin istiinde,
yiizey enerjilerini en aza indirgemek icin iki katmanli lipozom yapilar1 olusturmaya

yonelmektedirler (Edwards, 2016).

2.6.1.2 Topokimyasal polimerizasyon

PDA, lipozom yapist boyunca molekiil ici DA paketlemesi arasinda 1,4-
fotopolimerizasyonu ile olusarak yan alkil zincirleri olan konjuge omurga
olusturmaktadir. Polimerizasyon ancak; DA'ler lipozom yapisit iginde bir kafeste
diizenlendigi zaman  gerceklesmektedir  (Sekil 2.10). DA  monomerlerinin
polimerizasyonu, lipozom yapisinin fiziksel olarak stabilize edilmesine, termal

kararliligin1 ve mekanik mukavemetini arttirmaya yol agmaktadir (Edwards, 2016).

2.6.1.3 Kendiliginden sinyal olusturma (Kolorimetrik ve florometrik gegis)

Konjuge PDA, essiz kromatik Ozellikler sergileyen oOnemli bir polimerik
sistemdir. Elde edilen polimer, konjuge c¢ergevedeki (ene-yne) elektronik
delokalizasyonundan dolayr goze yogun sekilde mavi goriiniip, elektromanyetik
spektrumun goriiniir bolgesinde 650 nm civarinda absorpsiyon gostermektedir. PDA,
sicaklik degisikligi, pH ve ylizey basinct gibi ¢esitli dis etkenlerdeki degisime bagli
olarak hizli sekilde gergeklesen maviden kirmiziya kolorimetrik — gegisler
sergilemektedir (Oommen vd., 2017). Dis uyarilar {izerine emilim Amax 640nm'den
(mavi faz) 540 nm'ye (kirmizi faz) kaymaktadir. ilging sekilde, PDA'nin tetiklenmis
kirmiz1 faz1 zayif floresan ozellik gostermektedir (Jiseok Lee, Jun, & Kim, 2009). Ek
olarak; kirmizi PDA’lar diisiik uyarilmis B, diizeyinde olduklari igin floresans 6zellik
gostermekteyken, mavi PDA’larin Ay simetrisine sahip olduklarina inanilmakta ve
singlet uyarilmis halinden emisyon sirasinda dipol-yasak gecis yiiziinden floresan

ozellik gostermemektedir (X. Chen et al., 2012).

PDA stipermolekiillerinin kolorimetrik doniisiimleri geri dondiiriilemez; ancak,
polimer u¢ gruplarmin kimyasal modifikasyonu vasitasiyla renk degisikligi
tersinirliginin getirilmesini agiklayan raporlar bulunmaktadir. Bu moditkasyonlar
sonucunda polimer modiilleri i¢indeki molekiiler paketlenme ve topokimyasal
doniistimler degistirilmektedir (Oommen vd., 2017). Kirmiz1 fazin olusumu siklikla
iddia edildigi gibi konjugasyon uzunlugunun kisalmasina neden olacak diizenin

azalmasi ile ilgili degildir (Schott, 2006). Yan zincir molekiil paketlenmesi, siralama ve
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yonlendirme gibi molekiiler konformasyon degisikliklerin  farkli omurga
konformasyonlarina yol agan stresler verdigine, dolayisiyla elektronik durumlarini ve
karsilik gelen optik absorpsiyonu degistirdigine inanilmaktadir. Ozellikle, omurga
diizlemselligini degistiren polimer omurgasinin C-C bagindaki rotasyon 6nemli
olmaktadir. Teorik ve deneysel kanitlar C-C omurga baginda yaklasik 5° lik bir
rotasyonun, m-orbital ¢akigsmasini dramatik bir sekilde degistirebildigini ve absorpsiyon
spektrumunda belirgin bir maviye kaymaya neden oldugunu gostermektedir (Y. Chen
VD., 2011).

Sonug olarak; PDA renginin maviden kirmiziya gegisi, PDA molekiil omurgasinin
diizlemsel yapidan diizlemsel olmayan yapiya gegisiyle iligkilidir ve yan zincir
konformasyonu, “ene-yne” molekiil omurgasinin diizlemselden diizlemsel olmayan

konformasyona gegisinde biiyiik rol oynamaktadir (Okada vd., 1998) (Sekil 2.12).

{/ (/ /C
Ay =Rkl

] - Diizlemsel olmayan ortiisme
Diizlemsel ortiisme

Sekil 2.12. Konjuge PDA omurgasinda w-orbital ortiismesinin sematik diyagrami. Uyaricilar tarafindan,
diizlemsel ortiisme omurgadaki C-C baglarindan birinde rotasyon ile biikiiliir. Bunun sonucu olarak
kirmizi faz, dondiiriilmiis alkil yan zincirleri olan diizlemsel olmayan bir omurgadan olusur (Edwards,
2016).

2.6.2. Kolorimetrik cevap

Kolorimetrik yanit (KC), mavi formdaki goreceli degisiklikleri ve zaman iginde
algilama materyali tizerindeki PDA'nin kirmizi seklini bildirmektedir. Daha yiiksek KC
degerleri, mavi kontrol numunesine kiyasla daha kirmizimsi bir lipozom ¢dozeltisi
gortiniimiinii gosterir. Ciplak gozle % 10 veya daha fazla KC degeri i¢in renk degisimi
acikca goriilmektedir (Y. Chen et al., 2011).

PBo — PB1
%KC = Txloo
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Amavi

PB = ———— A ise mavi renkteki ¢ozeltinin (640 nm) ve kirmizi renkteki
Amavi+Akirmizi

¢ozeltinin (550 nm) UV-Vis spektrumundaki absorbans degeridir (Oommen et al.,
2017).

2.7. Konkanavalin A

Konkanavalin A (Kon A), kabuklu fasulye “Canavalia ensiformis™'ten ekstrakte
edilmis bir lektindir (karbonhidrat baglayicit protein). Baklagil, lektin ailesinin bir
iiyesidir. Bu kiiresel lektin ¢ok sayida ilging 6zelliklere sahiptir. Ornegin Kon A, bircok
polisakkarit ve glikoprotein ile ¢6ziinmeyen kompleksler olusturur. Kon A'min bu
¢okeltme reaksiyonu bir¢ok dekstran, lipopolisakkarit ve diger karbonhidrat igeren

maddeleri tayin etmek icin kullanilmaktadir (Nathan Back et al., 1974).

Ozellikle ¢esitli sekerler, glikoproteinler ve glikolipidlerde, temel olarak i¢ ve
indirgeyici olmayan terminal a-D-mannosil ve a-D-glukosil gruplarinda bulunan bazi
yapilara baglanmaktadir. Sakkarit baglama bdlgesinin geometrisi; sirasiyla manganese
ve kalsiyum metal iyonlar1 ile stabillestirilmis prolin olmayan cis-peptit bagina

dayanmaktadir. Ornegin; bu baglanmalardan glukoz igin olan1 sekil 2.13” de gériilebilir.

BAGSIZ ‘

b
7
J

Ws'__ GLUKOZ

N TERMINAL .

Sekil 2.13. Glukoz baglayici protein Konkanavalin A ’nin kristal yapisi. Glukoz baglama cebiyle birlikte
hem glukoza bagl hem de baglanmamus durumlari gostermektedir (Siegrist et al., 2010).
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Cogu lektin gibi, Kon A da bir homotetramer olup; her bir alt {inite (26.5 KDa,
235 amino asit, yogun olarak glikatli) genellikle Mn?** ve Ca®" gibi metal atomlarin
baglamaktadir. Alt birimler agirlikli olarak, pH 6'nin altinda dimerler ve yaklasik pH
7'de tetramerleri olusturmak icin birlesmektedir. Her monomer bir Mn®* iyonu, bir Ca**

iyonu ve bir sakkarit molekiilii baglamakta olup (Sekil 2.14), ayrica bu metallere

sakkarit baglama aktivitesi i¢in gerek duyulmaktadir (Sumner ve Howell, 1936b; Kalb
ve Levitski, 1968).

Mono Sakkarit,
Glukoz veya
Mannoz

Sekil 2.14. Mn** ve Ca® iyonlari ile sakkarit molekiillerinin  Konkanavalin  A'’ya
baglanmasi(https://crystallography365.wordpress.com/2014/10/13/celebrating-laue-comprehensive-
protein-structures/).

Kon A kristallerinin yiiksek derisimlerde inhibitor sekerlerle etkilesmesi,
kristallerin dagilmasi veya kirinim paterninin kaybolmasi ile sonuglanmaktadir. Bu etki
sakkarit baglanmasina bagli konformasyonel bir degisiklik ile iligkilendirilmektedir
(Nathan Back et al., 1974) (Zhu, Tong, & Gao, 2011).

2.8. Amag

Gida firtinlerinde ve gida iirlinii Onciilerinde glukozun belirlenebilecegi sayisiz
analitik analiz vardir. 18. ylizyilin ortalarinda, kandaki ve idrardaki indirgeyici sekerleri

spesifik olarak tespit edemeyen ilkel kolorimetrik analizler tasarlanmistir. Karbonhidrat
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kimyasinin teknolojisi ve bilgisi ilerledik¢e, monosakkaritlerin ya da tek basina

glukozun segilmesi i¢in spesifik olan yeni yontemler olusturulmustur.

Giliniimiizde, cesitli gida matrislerinde glukozun saptanmasi ve Ol¢iilmesi igin
cesitli agik yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler iki ana kategoriye ayrilabilir: 1-)
Enzimatik yaklasimlar; hem spektrofotometrik analizleri hem de glukoz olgtimlerini
kapsar; 2-) HPLC sistemleri ve bunlarla iligkili detektorler gibi enzimatik olmayan
enstriimantasyon (Galant, Kaufman, & Wilson, 2015). Bu ¢alismada, enzimatik glukoz
tespit sistemleri hakkinda genel bir bakis sunmakta ve bunlarin goreceli olarak giiclii ve

zayif yonlerini tartismaktayiz.

Enzim, hem tibbi hem de g¢evresel uygulamalarda hedef belirleme/izleme
ihtiyacindan dolayr sensor biyo-tanimlama elemani olarak yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir.

Bu asamada; calismanin amaci; kolayca Kon A ile konjuge edilebilen PCDA
tiirevi sentezleyip d-glukoz hedefli renk degistiren lipozomal biyosensor olugturmaktir.
Bu ama¢ dogrultusunda ilk olarak, reaktif agilleme ajanlar1 ve antikorlarmm amin
gruplartyla girdigi reaksiyon sonucu antikor-PDA  konjugati olusturmak icin
Pentakosadiynoyik asit/N-Hidroksisuksinimid esteri sentezlenerek renk degistiren PDA

lipozomal sistem gelistirmek hedeflenmistir.

Bunun i¢in: lipozomal ¢ift tabakay1 olusturmak amaciyla katyonik ve amfifilik bir
fosfolipid olan 2-Metakriloiloksietil fosforilkolin (MPC) kullanilarak belli oranlarda
PCDA-NHS/PCDA/MPC igeren lipozom sentezi yapilmis ve karbonhidrat baglayici bir

lektin olan Kon A lipozom yiizeyine konjuge edilmistir.

Son olarak amacimiz, mavi renkteki sensor ¢ozeltisine d-glukoz eklendigi zaman,
Kon A’nin biiylik bir konformasyon degisikligine ugramasi ve bu konformasyonel
degisimin algilayici olan kromatik polimer omurgasina baglanarak maviden kirmiziya
geri doniisii olmayan renk degisimini gergeklestirecek mekanik tahrik kuvvetini verimli

sekilde saglamasidir.
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3. MATERYAL

3.1. Kimyasallar

Deneysel siirecte kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad1

Firma, Ulke

Diklorometan, CH,ClI,

Sigma Aldrich, Amerika

Etil Asetat, CH;COOCH,CHj;

Sigma Aldrich, Amerika

Etanol, C,HsO

Riedel-deHaen

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
hidrokloriir, EDC

Fluka, Isvicre

Kloroform, CHCI;

Carlo Erba,

Hexane, CsH14

Sigma Aldrich, Amerika

N-Hidroksisuksinimid

Acros Organics, Amerika

2-Methacryloyloxyethyl phosphorylcholine

Sigma Aldrich, Amerika

Bovine Serum Albumin

Sigma Aldrich, Amerika

Concanavalin A

Sigma aldrich, Amerika

10,12-Pentacosadiynoic Acid, C,sH4,0,, (PCDA)

Sigma Aldrich, Amerika

Mangan Kloriir (MnCl,)

Sigma Aldrich, Amerika

Kalsiyum Kloriir (CaCly)

Sigma Aldrich, Amerika

3.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Deneysel siiregte kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar

Cozelti ve Tamponlar

Hazirlanisi

PCDA-NHS Cozeltisi

0,47 mg PCDA-NHS,
10 mL Kloroform.

5mM HEPES Tamponu, pH 8

0,119 g HEPES,
pH 8’¢ ayarlanur,
H,O (100 mL’ye tamamlanir).

0.15 M NaCl 109,5 mg NacCl,
H,0O (12,5 mL ’ye tamamlanir).
5M NaOH 2 g NaOH,
H,O (10 mL’ye tamamlanir).
%2 (w/v) NaOH 2 g NaOH,

H,0 (100 mL’ye tamamlanir).

1 mM MnCl, 12,58 mg MnCl,
pH 8 HEPES tamponu(100 mL)
1 mM CacCl, 12,58 mg CaCl,

pH 8 HEPES tamponu(100 mL)
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3.3. Cihazlar ve Laboratuvar Sarf Malzemeleri

Deneysel siirecte kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri Tablo 3.3’de

verilmigtir.

Tablo 3.3. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar sarf malzemeleri

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Firma, Ulke
+4 Buzdolab1 Liebherr, Medline, Almanya
-20 Buzdolabi Liebherr, Medline, Almanya
Biiyiik Santrifijj Sigma, Amerika
Calkalayici Thermo, Amerika

Doner Buharlastirici (R-300)

Biichi Rotavapor, Isvigre

ELISA Okuyucu

BioTek Synergy H1, Amerika

Etiiv

Innovens, Jouan, Amerika

FT-IR Spektrofotmetri (Spectrum 100)

PerkinElmer

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer, Amerika

Kiigiik Santrifiij Hettich, Almanya
Liyofilizator Labconco, Freezone, Amerika
Manyetik Karigtirict Jeio Tech, Lab Companion, Amerika
Mikropipet Uglar Isolab, Almanya
pH Metre (H1 2211 pH/ORP) Hanna, Amerika
Pipetor Brand, Transferpette, Almanya

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Zeiss Ultra Plus, Almanya

Ultrasonik Prob Sonikator

Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya

Ultrasonik Su Banyosu

Lab Companion, Amerika

Vorteks Stuart, ingiltere
Niikleer Manyetik Rezonans spektroskopisi Agilent-NMR-vnmrs-400F
Zetametre Malvern, Ingiltere

Silica Gel on TLC-Pet Foils

Fluka, Isvigre

Ultra Viyole Lamba

San Gabriel, Amerika
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4. YONTEM VE UYGULAMA
4.1. PCDA-NHS Sentezi

1,72 mg NHS ve 2,65 pL EDC, 3,745 mg PCDA igeren diklorometan ¢ozeltisine
oda sicakliginda eklenmistir (Sekil 4.1). Cozelti, oda sicakliginda karistirilmis ve
¢Oziicii vakum altinda uzaklastirilmistir. Kalan tortu etil asetat ve su ile ekstrakte
edilerek (Gorsel 4.1) elde edilen beyaz PCDA-NHS, ¢oziiciisii ugurulduktan sonra -20
°C’ de saklanmistir (Jung, Kim, Park, & Soh, 2010) (Yun, Jeong, Cho, & Jung, 2015).

o)

HO- @ >
M EDC- HCL DCM \/\/\/\/\/\/\/\/\/\A

PCDA PCDA-NHS

Sekil 4.1. PCDA-NHS sentezi (Guk, Hwang, Choi, & Kang, 2017).

Gorsel 4.1. Etil asetat ile kestrakte edilen PCDA/NHS/EDC karisiminin su ile yitkanmast.
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4.2. PCDA-NHS Lipozom Hazirlanisi

PCDA-NHS lipozom hazirlanmasi i¢in Oncelikle, sirasiyla 10/50/40 mol
oranlarinda PCDA-NHS, PCDA ve MPC kloroformda ¢ozilmiis ve lipid film
kaplanmistir. Kaplanan ince film gece boyunca vakumda bekletilmistir. Son molarite 1
mM olacak sekilde HEPES tamponu eklenerek ¢ozelti 80 °C’ye 1sitilmus Ve Sicak ¢ozelti
probe sonikator ile sonike edilmistir. Ardindan, 1lik ¢ozelti 0,45 pm’lik seliiloz asetat
siringa filtreden siiziilerek gece boyunca +4 °C’de bekletilmistir (Jeong et al., 2017)
(Yunetal., 2015).

4.3. PCDA-NHS Lipozoma Konkanavalin A Konjugasyonu

Hazirlanmis olan 1 mM’lik lipozom ¢dzeltisinden 1 mL alinmis ve bu ¢ozeltiye 1
ugmL™? olacak sekilde Kon A eklenerek +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Sonrasinda, baglanmayan proteinleri uzaklastirmak igin santrifiij yapilmigtir. Reaksiyon
ortaminda baglanmadan kalan serbest NHS’ lerin bloke edilmesi amaciyla ortama BSA
eklenerek 1 saat boyunca inkiibasyona devam edilmistir. Baglanmayan BSA’lar da
tekrardan santrifiijle ortamdan uzaklastirilmistir. Son olarak, ¢ozelti 254 nm UV

1isinlariyla polimerlestirilerek mavi ¢ozelti elde edilmistir (Jeong et al., 2017).

4.4. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom fle Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu

Yiizey modifikasyonu yapilan mavi renkli lipozom ¢ozeltisinden 1 mL alinarak,
igerisine 1 mM Ca?* ve Mn** iyonlari eklenip ¢ozelti ortamina 150 pgmL™ glukoz

eklenmistir. +4 °C’de 4 saatlik inkiibasyon siirecinden sonra ¢ozelti kirmiziya

donmiistiir (Gorsel 4.2) (Kang et al., 2012) (Yun et al., 2015).

32



(A) (B) ©)

Gorsel 4.2. Konkavalin A konjuge edilmis PCDA-NHS lipozom ¢ézeltisinin UV maruziyeti
oncesindeki hali (A), UV maruziyeti sonrasindaki hal (B) ve yiizey modifkasyonu yapilip
polimerlestirilen lipozom ¢ozeltisine glukoz eklendikten sonraki hali (C).

4.5. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: Kolorimetrik Cevap

Glukoz deteksiyonu sirasinda KC degeri asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanarak zamana kars1 kinetik ¢alismasi yapilmistir.

%KC = =—"2x100 @.1)

4.6. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: UV Spektroskopisi

Hazirlanmis olan Kon A-PCDA-NHS lipozom konjugatindan 1 mL alinarak;
konjugattan 200’er pL ELISA 6l¢iim tabakasi kuyucuklarina alinmistir. Daha sonra son
miktar1 sirastyla: 6, 12, 18, 24, 30 ppm olacak sekilde glukoz eklenmistir. Belli
miktarlarda glukoz eklendikten sonra; 6l¢iim tabakasi 5 dakika boyunca dairesel olarak

calkalanip inkiibe edilmis ve ELISA 6Slger ile UV absorpsiyon dl¢iimleri alinmaistir.
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4.7. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: Varyasyon Katsayisi, Deteksiyon Simir1 (LOD) ve Nicelik
Sinir1 (LOQ)

Kolorimetrik glukoz deteksiyonu sonrasinda, elde edilmis olan UV absorpsiyon
degerleri kullanilarak hazirlanmis olan kalibrasyon grafiginden yola ¢ikilarak ve
asagidaki formiiller kullanilarak glukoz varyasyon katsayist (CV), deteksiyon siniri
(LOD), ve nicelik siniri (LOQ) tespit edilmistir

(https://www.inorganicventures.com/accuracy- precision-mean-and-standard-deviation).

B (Xi-y? (4.2)

n-1

cy= Standartsapma 40 (4.3)

Ortalama

LOD= 3.3xRegresyon cizgisinin standart sapmasi/Egim (4.4)

LOQ= 10X Regresyon ¢izgisinini standart sapmasi/Egim (4.5)
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5. BULGULAR
5.1. PCDA-NHS
Sentezlenmis olan PCDA-NHS igin, ince tabaka kromatografisi (IiTK) **C niikleer

manyetik rezonans (NMR), *H niikleer manyetik rezonans (NMR) ve Fourier Transform
infrared spektroskopisi (FT-IR) analizleri yapilarak sentezlenmis olan malzemenin
molekiiler yapisi ile saflik orani incelenerek sentez reaksiyonunun % verim degeri

hesaplanmis ve % 71 olarak bulunmustur (Formiil 6).

3.46 mg
4,88 mg

%Verim= X 100=71% (5.1)

5.1.1. ITK analizi

PCDA-NHS  molekiili =~ sentezi  sonunda  reaksiyonun  tamamlanip
tamamlanmadigim1 ve Kkirlilikler olup olmadigini tayin etmek adina sentezin ana
maddesi olan PCDA ve sentezlenmis olan PCDA-NHS; etil asetat/hekzan (1:2)
¢oziiciisii kullamlarak ITK analizi yapilmistir. PCDA-NHS ile PCDA’nm ITK’deki
alikonma faktor degerleri (Rf) asagidaki gibi hesaplanarak (Formiil 7) yapilan

karsilastirmalar sonucunda sentezin basarili oldugu tespit edilmistir (Gorsel 5.1).

__ Analitin aldigt yol (5 2)

f _Cézﬁcunﬁn aldigL yol

e R;(PCDA)=50/60= 0,83
e R;(PCDA-NHS)=35/60= 0,58
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60 mm

Gorsel 5.1. PCDA-NHS ve PCDA ’ya ait ince tabaka kromatografisi: R{(PCDA)=50/60=0,83 ve
R¢{(PCDA-NHS)=35/60=0,58.

5.1.2. FT-IR analizi
Sentezlenen PCDA-NHS molekiiliiniin  fonksiyonel gruplarin1 inceleyip

karakterize etmek ve ticari PCDA ile farkliliklarini karsilastirmak amaciyla Fourier
transform infrared spektroskopisi analizi incelenmistir (Sekil 5.1). PCDA’ya ait 1693,3
cm™? frekansinda gdzlemlenen karakteristik (-COOH) piki yerini (-COO-) pikine
birakmistir. Ayrica, Sekil 5.1°deki 1250-1020 cm™ frekans arahginda gozlemlenmis
olan pikler (C-N) grubu gerilme titresimlerine ait olmaktadir. Analiz sonuglari incelenip

karsilastirildiginda PCDA-NHS sentezinin basariyla gergeklestigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.1. Sentezlenen PCDA-NHS ve PCDA 'nin FT-IR spektrum karsilastirmast.

5.1.3. 3C NMR H NMR analizleri

Sentezlenmis olan PCDA-NHS icin Sekil 5.2 ve 5.3°de de goriildiigii gibi °C ve
'H NMR él¢iimleri almmustir.

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 2.8 (s, 4H, NHS), & 2.6 (t, j=7.43,2H, 1), 6 2.2
(t, j= 7.05, 4H, 3), & 1.65 (br, j=7.43, 2H, 2), 5 1.45 (br, j= 7.05, 4H, 4), 5 1.40-1.22
(br, j=11.74, 26 H, 6,7), 5 0.85 (t, j= 7.05, 3H, 5). Burada s; tekli, t; tiglii, br; genis pik
yarilmalarini temsil etmektedir. PCDA-NHS i¢in, 2.8 ppm bolgesinde merkezlenmis ve
PCDA’da bulunmayan pik goézlemlenmektedir. Bu pik, PCDA’nin modifikasyonu
sonucunda N-hidroksi siiksinimit kisminin >CH; rezonansini1 temsil etmektedir (Sekil

5.2).

BC NMR spektrumu incelendigi zaman, 180 ppm’deki karboksilik asit pikinin
tamamen kayboldugu ve bu pikin yerini PCDA-NHS’e ait 170 ppm civarindaki keto ve
ester gruplarini temsil eden piklerin aldig agikga goriilmektedir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. PCDA-NHS i¢in **C NMR spektrumu.

5.2. PCDA-NHS Lipozom

Sentezlenmis olan PCDA-NHS lipozom igin yiizey modifkasyonu Oncesi zeta
boyut ve zeta potansiyel analizleri yapilip, lipozomlarin yiizey morfolojisi taramali
elektron mikroskobu (SEM) cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 5.4). Sentezlenen
lipozomlarin ortalama boyutu 212,8 nm, polidispersiyon indeksi (Pdl) degeri 0,178
(Sekil 5.5) ve zeta potansiyeli degeri -48 mV olarak dlglilmiistiir (Sekil 5.6). Polidispers
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indeks degeri ne kadar artarsa ¢ozeltinin homojenitesi o kadar azalmakta ve zeta
potansiyel degeri sifira ne kadar yaklasirsa lipozom c¢ozeltisinin stabilitesi de dogru
oranda azalarak agregasyon meydana gelmektedir. Sentezlenmis olan Lipozom
¢Ozeltisinin, polidispers indeksinin diisiik ve zeta potansiyelinin yiliksek olmasi; kararli

ve homojen oldugunu gostermektedir.

Sentezlenmis olan lipozomlarin konjugasyonu Oncesi, ylizey morfolojisi
incelenmis olup (Sekil 5.4) 175.60 KX ve 115.65 KX biiyiitme uygulandig1i zaman;
tampon ¢ozelti igerisinde homojen sekilde dagilmis yaklasitk 200 nm boyutundaki
kiiresel lipozom gruplarinin mevcut oldugu ve zeta boyut analiziyle Ortiistiigi

gOriilmiistiir.
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Sekil 5.4. PCDA-NHS lipozom SEM gériintiileri.
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Sample Details

Sample Hame:

50F Hame:

CDA-NHS/PCDA/MPC LIPOZOM

mansettings.nano

General Notes:

File Hame: derviss.dis Dispersant Nam... Water
Record Humber: 104 Disperszant R 1,330
Material Rl: 1,45 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: 27 Mart 2018 Sah 18:08:..
System
Temperature (*C}): 25,0 Dwration Used (s): 40
Count Rate [kcps): 328,68 Measurement Position (mm}: 5,50

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 8

Results
Size (d.n... % Intensity: 5t Dew (d....
Z-Average [d.nm). 2128 Peak 1: 258.5 100.0 112,68
Pdl: 0,178 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,921 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Size Distrimtion ty Inersly
141 -
= 12
& 1l
= =} e
g g4
R
a1 1 10 100 1000 10000
Size jdrm)
—— Record 104 PCOANHSPCDAMPL LIPOZOM
Record 105 PCOA-NHSPCDANMPE LIPOZOM
—— Record 106 PCOA-NHSPCDAMSE LIBOZOM

Sekil 5.5. Modifiye edilmemis PCDA-NHS lipozom i¢in boyut analizi.
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Sample Details
Sample Name: PCDA-NHS/PCDAMPC_LIPOZOM

50P Hame: mansettings.nano

General Notes:

File Hame: derviss.dts Dispersant Ham... Water
Record Number: 107 Dispersant RI: 1,230
Date and Time: 27 hMart 2018 Ssl 18:14:28 Viscosity (eP): 08872

Dizpersant Dielectric Const... 785

System
Temperature (*C}: 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate [keps): 2452 Measurement Position (mm}: 2,00
Cell Description: Clear disposable zets ... Attenuator: 2
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential {mV}): <220 Peak 1: -480 100,0 8,08
Zeta Dewiation (mV}: 6,08 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity {[mSicm): 0,742 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result
Zefa Poenilal Distrimsion
@ 00T e
o .
O oonpnd- - - - e e
o
e :
1000004 - - 0 s e el o
Q

=100 Q 100 it}
Apmarneni Zefa Polentlal (mv)

——  Record 107: PCOA-NHEPCDANMPC_LIPOZOM
Record 105 PCOA-NHSPCDAMPC LIPOZOM
———  Record 109 PCOA-NHSPCDAMEC_LIPOZON

Sekil 5.6. Modifiye edilmemis PCDA-NHS lipozom igin zeta potansiyeli analizi.

5.3. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom

Sentezlenen lipozomlarin ylizey modifikasyonu sonrasinda ortalama boyutu 811,6
nm Pdl degeri 0,415 olarak olglilmiistiir (Sekil 5.7). Sentezlenmis olan PCDA-NHS
lipozom i¢in Kon A ile yiizey modifkasyonu sonrasi zeta boyut analizleri yapilmistir
(Sekil 5.8). Ortalama boyutun lipozom ve Kon A boyutunun iizerine ¢ikmasiyla
konjugasyon isleminin basarili oldugu ve PdI degerinin artmasiyla da ortamda konjuge

olmadan kalan lipozomlar ile Kon A’nin fazlasi oldugu gériilmistiir.
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sample Details
Sample Name:

S0P Name:

General Notes:

CDA-MHS Lipozem_Concavalin A

mansettings.nanc

File Name: derviss.dts Dispersant Nam... Water
Record Number: 132 Dispersant Rl: 1,330
Material RI: 1,45 Viscosity (eP): 08872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: 23 Mays 2018 Carzgamb...
System
Temperature (*C}: 25,0 Dwration Used (s): &0
Count Rate (keps): 4327.0 Measurement Position {mm): 5,50
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 10
Results
Size (d.n... % Intensity: 5t Dew (d....
Z-Awverage {d.nm):. 5118 Peak 1: 21,1 = 2680.2
Pdl: 0.415 Peak 2: 5560 1.3 0.000
Intercept: 0,549 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Size Ditstrimution by Infensiy
167 s -
H-: .
ERE : - :
z _ ~;
a ; /\Jp_m._ A
ad 1 10 100 1000 10000
Size (drem)
Record 137 PCDA-NHS Lipozom_Concaalin A
Fecard 138 PCDA-NHS Lipozom_Concaalin A

Sekil 5.7. PCDA-NHS lipozoma Konkanavalin A konjugasyonu sonrasi i¢in zeta boyut analizi.
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Sample Details
Sample Name: PCDA-MHS/PCDAMPC LIPOZOM

S0P Hame: mansettings.nano

General Notes:

File Hame: derviss.dts Dispersant Mam... Water
Record Humber: 105 Dizsperszant Rl 1,230
Material RI: 1,45 Viscosity (cP): 0.,8872
Material Absorbtion: 0,001 Measurement Date and Time: 27 Mart 2018 Sah 18:10:...
System
Temperature (*C}. 25,0 Dwwration Used (s): 40
Count Rate (kceps): 2394 Measurement Positicn (mm}: 5,50
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: &
Results
Size [d.n... % Intensity: 5t Dew (d....
Z-Average (d.nm): 2108 Peak 1: 2558 8.9 127.8
Pdl: 0,185 Peak 2: 4548 1.1 2087
Intercept: 0,829 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result Good
Stze Dilstrizution by InersRy
407
- 1
E 304
= 201
&
= 104

a1 1 10 10000

Size {d )

—— Fecond 105 PCOA-NHSPCDAMPE LIPOZOM
Recond 138: PCDA-NHS Lipozom_Concasalin A
[—— Recond 140 Concaalin A

Sekil 5.8. PCDA-NHS lipozom (259,5 nm), PCDA-NHS lipozomun Kon A konjugasyonu sonrast (791,1
nm) ve Kon A (462,6 nm) i¢in zeta boyut analizi.

5.4. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: Kolorimetrik Cevap

Glukoz deteksiyonu amaciyla sentezlenmis olan Kon A konjuge edilmis PCDA-
NHS lipozom sisteminin, glukoz varliginda maviden kirmiziya kolorimetrik degisim
derecesi (%KC); sisteme glukoz eklendikten sonra ELISA Glger ile kinematik absorbans

Olctimleri yapilip Formiil 1 kullanilarak zamana kars1 %KC degerleri saptanmis ve
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grafige aktarilmistir. %KC degerinin zamanla %10 degerine kadar gelmesi, glukoz
deteksiyonunun basarili oldugunu ve renk degisiminin ¢iplak gozle goriilebilmesinin

sebebini agiklamaktadir.

12

10

8

Q 6
4

2

0

0 50 100 150 200 250 300 350
Time (min.)

Sekil 5.9. %KC degerinin zamana kars: degigimi.

5.5. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: UV Absorpsiyon Spektroskopisi

Konjugat ortamina son miktar1 sirastyla: 6, 12, 18, 24, 30 ppm olacak sekilde
glukoz eklenerek ELISA 6lger ile alinan 550 nm dalga boyundaki UV-Vis absorpsiyon
degerleri sirastyla; 0,071, 0,079, 0,087, 0,095 ve 0,103 olarak bulunmus (Sekil 5.10) ve
kalibrasyon grafigi (Sekil 5.11) olusturulmustur (Gorsel 5.2). Absorbans degerleri ve
kalibrasyon grafigi incelendigi zaman, glukoz miktarinin artmasiyla beraber
baglanmanin da arttig1 ve bunun sonucu olarak da Kon A konjuge edilmis PCDA-NHS
lipozomal sisteminin kirmizi forma gegisinin glukoz miktariyla dogru orantili oldugu

saptanmuistir.
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Gorsel 5.2. PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A konjugatina sirasiyla 6, 12, 18, 24 ve 30 ppm glukoz
¢ozeltisi eklenip inkiibe edildikten sonra renk tonu farkliliklarinin gésterimi.

0,600+ ® PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati (mavi form)
® PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati/6 ppm Glukoz
0.500] ©  PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati/12 ppm Glukoz
® PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati/18 ppm Glukoz

PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati/24 ppm Glukoz
® PCDA NHS Lipozom/Konkanavalin A Konjugati/30 ppm Glukoz

oD

0.000 T T T T T T T |
300 350 400 450 500 850 600 650 700

Wavelength (nm)

Sekil 5.10. Artan glukoz miktari ile pH 8 HEPES tamponu igindeki PCDA NHS lipozom/Konkanavalin A
konjugatinin UV absorpsiyon degisim grafigi.
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UV Absorpsiyon Kalibrasyon Grafigi

0,103
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O,l ....................
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R2 = 0,9755
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0,06
0,04

0,02

0 6 12 18 24
Glukoz Miktari (ppm)

Sekil 5.11. Artan miktarlarda glukoz eklenmesi ardindan pH 8 HEPES tamponu i¢indeki PCDA NHS

lipozom/Konkanavalin A konjugatina ait 550 nm dalga boyunda UV absorpsiyon degisimi kalibrasyon
grafigi.
5.6. Konkanavalin A Konjuge Edilmis PCDA-NHS Lipozom ile Kolorimetrik
Glukoz Deteksiyonu: Varyasyon Katsayisi, Deteksiyon Simir1 (LOD) ve Nicelik
Simin1 Tayini (LOQ)

Kolorimetrik glukoz deteksiyonu UV absorpsiyon spektroskopisi g¢aligmalari
sonrasinda yapilan hesaplamalar sonucunda; standart sapma degeri 0,005441, varyasyon
katsayis1 6,69, glukoz deteksiyon sinir1 degeri 1,930619 ppm ve nicelik sinir1 5,85 ppm
olarak belirlenmistir. Literatiirde benzer bir ¢alisma olan XUE WangXin, ZHANG
DeQing, ZHANG GuanXin ve ZHU DaoBen’in (Xue, Zhang, Zhang, & Zhu, 2011a)
caligmalarinda, uzun alkil zincirli ve amino u¢ gruplu DA molekiilinden amin
terminalli PDA vezikiiler yap1 olusturulmustur. Ortamdaki glukozun glukoz oksidaz
enzimiyle glukonik asit olusturmasi sonucu pH’in degismesiyle, vezikiiler sistemin
pH’a karsit renk degistirmesi ile glukoz deteksiyonu gergeklestirilmis olup, glukoz
deteksiyon smir1 0.08875 ppm olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizdaki
deteksiyon sinir1 bu ¢alismaya gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak; tez kapsaminda
gelistirilen sistem kolaylikla modifiye edilebilir bir nano vezikiil sistem i¢cermekte olup
bu yoniiyle istiinliik tagimaktadir. Gelistirilen sistemimizde, lektin (Kon A) yerine
enzim modifikasyonu yapildiginda hem deteksiyon sinir1 diisiiriilebilir hem de
spesifiklik arttirilabilir. Bu da ¢alismamizin degistirilebilir ve gelistirilebilir oldugunu

ve farkli biyosistemler gelistirmede 6nem arz ettigini gostermektedir.
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6. SONUC VE YORUM

Giliniimiizde, metabolik siiregleri veya gida sistemlerini tartisiyor olsak da, glukoz
molekiili tiim bu siireglerin temelini olusturan ve anlagilmast 6nem kazanan bir
konudur. Glukozun algilanmasi ve nicelendirilmesi, yiizyillar boyunca incelenen ve
diyabet arastirmalar1 adina pek ¢ok 6nemli bulgunun ortaya ¢ikmasina sebep olmus bir
stirectir. Diyabet, kan glukozunun non-invaziv/tahribatsiz tespiti tizerinde durarak bu
arastirma alanindaki ¢alismalarin slirdiiriilmesi gerekliliginin tam bir kanit1 olmaktadir.
Bu dogrultuda; yeni bir metodolojiyi test etmek, bilinen standart protokollere karsi
sonuglar1 kontrol etmeyi gerektirmekte olup; bilim adamlari, tartisilan mevcut enzimatik
ve enzimatik olmayan metodolojileri kullanmay: ve gelistirmeyi amaglamaktadirlar
(Galant et al., 2015).

Bu ¢alismada; kendinden birlestirilmis konjuge polimerlerin (6rn., PDA ve PDA
bilesikleri) optik degisim mekanizmalarindan faydalanilarak glukoz deteksiyonunu

amaglayan biyosensor tasarlanmigtir.

Hedef olarak, modifiye edilebilir ve non-toksik lipozomal bir nano yapi
gelistirilmistir. Bu dogrultuda calismanin ilk asamasinda, lipozomal nano yapinin
glukozu iyi tanityan ligandlardan biri olan Kon A ile modifikasyonu i¢in, PCDA yag
asidi, EDC varliginda NHS ile reaksiyona sokularak PCDA-NHS molekiilii
sentezlenmistir. Sentez sonucu elde edilen PCDA-NHS molekiiliiniin karakterizasyonu
icin ITK, NMR ve FT-IR spektrometreleri kullanilmistir. Sentezlenen PCDA-NHS
molekiiliiniin sadece %29’luk gibi az bir kayipla ve %71’lik bir verimle basarili sekilde

sentezlendigi goriilmektedir.

Calismanin ikinci asamasinda, sentezlenen PCDA-NHS, ¢ift tabakali lipozomal
nanosistemini olusturmak amaciyla PCDA ve MPC ile birlikte lipozom olusturma
siirecine tabii tutulmustur. Spesifik hedefleme dogrultusunda kullanilacak olan
lipozomal nano yapmin sentezi gerceklestirilmis olup lipozom ¢ift tabakasinin
bosluklarin1 doldurarak daha stabil bir yap1 elde etmemizi saglamak amaciyla PCDA
yag asidi ve ¢ift tabaka olusum verimini arttirmak amaciyla da fosfolipid olan MPC
lipozom sentezinde yer almistir. Sentez gergeklestirilirken, lipit film hidratlama iglemi
sirasinda; su gibi sicaklik azaldik¢a ayrigmasi da azalan ve bu 6zelliginden dolay1 enzim

yapisinin Korunarak disiik sicakliklarda islev gormesi i¢in daha etkili bir tamponlama
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saglamas1 amaciyla HEPES tamponu kullanilmistir. Elde edilen PCDA-NHS lipozomun
karakterizasyonunda boyut analizi ve zeta potansiyel 6l¢limii i¢in zetametre ve olusan
lipozomlarin yilizey morfolojisini goriintiilemek i¢cin SEM cihazi kullanilmistir. Boyut
analizleri sonucunda PCDA-NHS lipozom boyutu 259,5 nm olarak Ol¢lilmiistiir.
Olgiimler sonucu elde edilen -48 mV degerindeki zeta potansiyeli lipozomlarin kararl
yani stabil bir yapida olduklarint gdstermektedir. Sentezden sonra her iki gilinde bir
alinan Sl¢iimlerde zeta potansiyeli degerleri -45, -39, -27, -24, -11 ve -7 olarak 6l¢iilmiis
ve ikinci hafta sonunda lipozom ¢o6zeltisinin fiziksel stabilitesini yitirerek ¢Oktiigii
gozlemlenmistir. Yani, zeta potansiyeli degerlerinin sifira yaklasmasi bu lipozomlarin
raf Omriiniin kisith oldugunu gostermektedir. Ayrica, sonikasyon siiresinin uzamasiyla
beraber nano yapt boyutunun kii¢iildiigii ancak ayn1 zamanda da nano yapinin
konformasyonel  stabilizasyonun  diistiigii = zeta  potansiyelindeki  azalmayla
gozlemlenmektedir. Bu nedenle, lipozomlar i¢in her kullanim 6ncesinde zeta potansiyel

Ol¢iimii alinarak stabiliteleri ve bozulup bozulmadiklart kontrol edilmistir.

Lipozomal yap1 olusturulduktan sonra glukoz baglayici ajan olarak kullanilacak
Kon A, inkiibasyon yontemiyle PCDA-NHS lipozomal nano yapinin yiizeyine
baglanarak yilizey modifikasyonu gerceklestirilmistir. PCDA-NHS lipozom-Kon A
karakterizasyonu igin zetametre boyut analizi yapilmis olup modifiye edilmis
lipozomlarin boyutu 791,1 nm olarak 6l¢ililmiistiir. Modifiye edilmemis ve modifiye
edilmis lipozomlar arasindaki boyut farki modifikasyonun basarili oldugunu

gostermektedir.

Calismanin son asamasinda; 254 nm’deki UV 1s1n ile polimerlestirilip mavi renk
alan sensor c¢ozeltisine glukoz eklenmesiyle mavi renkli ¢ozeltinin geri doniisii
olmayacak sekilde kirmiziya dondiigii gozlemlenmistir. Glukozun baglanmasiyla, Kon
A biiyiik bir konformasyon degisikligine ugramis ve proteindeki bu biiyiik
konformasyon degisiklikler sayesinde bagli oldugu kromatik polimer omurgasinin da
konformasyonel degisimine sebep olmustur. Kolorimetrik degisim, kiigiikk bir
molekiiliin enzim aktif alanina baglanmasinin neden oldugu enzim konformasyonel
degisiklikleriyle uyarilmistir (Cheng & Stevens, 1997). Glukozun, Kon A’ya
baglanmasindan kaynaklanan konformasyonel degisimin, algilayicinin rengini
degistirmesine neden olan mekanik tahrik kuvvetini sagladigin1 gostermektedir.

Dolayisiyla, degisiklige ugramis ve 550 nm’de UV absorbsiyon veren kirmizi renkli
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sensor ¢ozeltisinde Kon A ve glukoz reaksiyonu sonucu zaman iginde olusan kirmizi
cokelmeler de Kon A ile glukoz arasindaki reaksiyonun basarili oldugunu destekler
niteliktedir. Ayrica, Kon A baglanmasi olmaksizin 10, 12-PCDA, MPC ve PCDA-
NHS'ten yapilmis ¢ift katmanli lipozomal sensorler, glukoza maruz kalmanin ardindan
renk degisikliklerine maruz kalmamistir. Daha sonra, glukoza maruz birakilmamis mavi
renkteki ¢ozeltiye kiyasla her yarim saatte bir alinan absorbans degerleri kullanilarak
kolorimetrik cevap kinetigi calisilmis ve KC degerinin gbzlenebilirlik sinirinin ¢ok az
istiinde oldugu bulunmustur. Bu da reaksiyona bagli olarak renk degisikligini
gostermekte olup mavi renk azalarak kirmizi agregatlar gozlenmistir. Son olarak,
sentezlenmis olan lipozomal sensor ¢ozeltisine artan miktarlarda glukoz eklenmis ve
olusan ¢okelmelerden dolay1 her 6lgliim Oncesi orbital calkalamadan faydalanilarak UV
absorpsiyon ol¢iim calismalart gergeklestirilmistir. Mavi renkteki ¢6zeltinin 650
nm’deki UV absorpsiyonunun kayboldugu ve kirmizi formuna ait olan 550 nm dalga
boyundaki UV absorpsiyonunun glukoz miktariyla arttigi goézlemlenmistir. Bu UV
absorpsiyon spekroskopi calismasindan yola ¢ikilarak elde edilen kalibrasyon grafigi
kullanilarak glukoz deteksiyon sinir1 1,930619 ppm (mgL™), nicelik smir1 5,85 ppm

(mgL™) ve varyasyon katsayis1 6,69 olarak belirlenmistir.

Literatiirde, glukoz deteksiyonu ile ilgili pek ¢ok calisma olup, bunlardan
sunulan bu ¢aligsma ile daha benzer olan1 da Cheng, Q. ve Stevens R.C. nin ¢alismasidir.
Calismalarinda, PCDA-NHS sentezi gergeklestirerek mekanik stabilitenin yanisira tekli
tabakalarin da sensor uygulamalart i¢in renk yogunlugu acisindan uygunlugunu
gostermis olup, yiizey modifikasyonu islemini glukozun aktif bolgesinden glukoza
baglanan hekzokinaz enzimini kullanarak gergeklestirmislerdir ve enzimin glukozu
baglamas1 sonucu renk doniisiimiinii tetikleyecek olan konformasyonel degisim
meydana gelmektedir (Cheng & Stevens, 1997). Baska bir g¢alismada da; amin
terminalli PDA olan PCDA-NHS’den yola ¢ikilarak amin terminalli vezikiiller
sentezlenip bu vezikiillerin pH’ya karst renk degistirme Ozelliginden yararlanilmistir.
Ortamda, PCDA-NHS lipozom, glukoz ve glukoz oksidaz enzimi varken glukoz
oksidazin glukozu glukonik aside yiikseltgemesi sonucu ortamin pH’s1 degismekte ve
¢ozeltinin rengi doniismektedir (Xue, Zhang, Zhang, & Zhu, 2011b). Mevcut bu
caligmalara ek olarak bizim calismamizda oncelikle ¢ift katmanli lipozom senteziyle

beraber gelistirilecek c¢alismalarda birden fazla malzemenin enkapsiilasyonuna izin
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vermesi ve MPC gibi bir fosfolipidin kullanilmastyla biyouyumlulugun arttirilmasi gibi

avantajlara sahip olmasiyla gelecek ¢aligmalara zemin hazirlamaktadir.

Bu ¢alismada sonug olarak; glukoz deteksiyonu amaciyla 10,12-pentakosadiynoik
asit ve N-hidroksi suksinimit-10, 12-pentakosadiynoik asitten polimerlestirilen yeni bir
PDA biyosensor sistemi gelistirilmistir. Konjuge polimerlerin kolorimetrik olarak
glukoz varliginda verdigi tepkiler yiiksek basar1 gostermis olup tespit edilen deteksiyon
siiriyla da sentezlenen sensor ¢ozeltisininin 1,930619 ppm (mgL'l) gibi ¢ok az glukoz
miktarlarina bile hassasiyet gosterdigi tespit edilmistir. Glukoz deteksiyonu igin
kullanilan geleneksel ¢ogu sisteme gore maliyet, hizli ve dogru sonu¢ alma ile kolay
kullanim agilarindan {stilinliikk saglayacak hiicre membranim1 taklit edebilecek,
biyouyumlu, toksik olmayan ve kolayca yiizey modifikasyonu yapilabilen lipozomal
nano sistem basariyla sentezlenmistir. Bu c¢alisma, biyopolimerlere ve konjuge
polimerlere dayali kemosensing (kimyasal uyaranin varligima bir cevap olusumu)

materyallerinin gelistirilmesi icin bir strateji sunmaktadir.
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