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Sunulan calismanin amaci, IgG tayini icin Fa, fragmanlari baskilanmis yuzey
plazmon rezonans temelli biyosensdor hazirlanmasidir. Bu amagla, SPR
biyosensor allil merkaptan ile modifiye edilmis ve allil gruplarinin yonlenmesi
saglanmistir. llk basamakta, N-metakroil-(L)-histidin metil ester (MAH) monomeri,
metakriloil klorir ve L-histidin metil esterin reaksiyonu ile sentezlenmistir. Daha
sonra IgG molekdullerinin papain enzimi ile enzimatik hidrolizi sonucunda Fgp
fragmanlari elde edilmistir. Kalip molekdl olarak kullanilan Fg, fragmanlari ve MAH
monomeri ile 6n kompleks hazirlanmistir. F4, fragmanlari baskilanmig SPR ¢ipleri,
farkli oranlarda EGDMA, HEMA, AIBN ve MAH-F;, kompleksi varliginda
hazirlanmistir. Ayrica kontrol deneyi igin kalip molekldl olan Fa, fragmanlari
kullanilmadan ayni sekilde baskilanmamis SPR ¢ipi de hazirlanmistir. Hazirlanan
SPR sensorler, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, FTIR ve temas
acisi Olcumleriyle karakterize edilmistir. Kalinlik élgimleri ve AFM gorantileri, Fap
fragmanlarinin ¢ip ylzeyine hemen hemen tek tabakali olarak baskilandigini
gOstermektedir. Desorpsiyon calismalari, kesikli sistemde 1 M NaCl (20 mM,
pH:7.0 fosfat tamponu) kullaniimasiyla gergeklestiriimigtir. Baskilanmis ve
baskilanmamig sensorlerin Fa, ve 1gG tayin duyarlihgi, Fa, ve IgG ¢ozeltileri (pH:
7.0 fosfat tamponunda) ve seyreltimis plazma o&rnekleri ile arastirilmigstir.
Baskilanmis sensorler, baskilanmamiglara gore Fg, ve IgG’ye daha fazla duyarlilik
gostermiglerdir. Farkli derisimlerdeki Fa, ve 1gG c¢odzeltileri adsorpsiyon
kinetiklerinin belirlenmesinde kullaniimigtir. Langmuir adsorpsiyon modeli, bu
afinite sistemi igin en uygun model olarak bulunmustur ve sonuglar baskilanmis
SPR sensor yuzeyindeki IgG baglanma bdlgelerinin homojen dagilimli ve tek
tabakali oldugunu gostermistir. Fa, baskilanmis sensorlerin segiciligini gostermek
icin Fab, 19G, sigir serum albumini (BSA) ve F. fragmanlarinin yarismaci
adsorpsiyonu arastirllmistir. Sonugclar, baskilanmis sensorin Fa, ve 1gG igin

yuksek secicilige ve duyarhliga sahip oldugunu gdstermektedir.
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PREPARATION OF SURFACE PLASMON RESONANCE BASED
IMMUNOGLOBULIN G SENSOR

GiZEM ERTURK

ABSTRACT

The aim of this study is the preparation of F,, fragments imprinted surface
plasmon resonance based biosensor for IgG detection. For this reason, SPR
biosensor was modified with allyl mercaptane and the orientation of allyl groups
was ensured. In the first step, MAH monomer was synthesized via a reaction
between methacryloyl chloride and L- histidine methyl ester. Then, F4, fragments
were obtained by the enzymatic hydrolysis of IgG molecules with papain enzyme.
And preorganized complex was prepared with the template molecule Fgp
fragments and the monomer MAH. F,, fragments imprinted SPR chips were
prepared in the presence of different amounts of EGDMA, HEMA, AIBN and MAH-
Fa complex. Also non-imprinted SPR chips were prepared without F,, for control
experiments. Prepared SPR chips were characterized with atomic force
microscopy (AFM), ellipsometer, fourier transform infrared spectrophotometry
(FTIR) and contact angle measurements. The thickness measurements and AFM
observations indicated that the F4, fragments imprinted SPR surface was almost
monolayer. Desorption studies were performed at batch system by using 1 M NaCl
(20 mM, pH: 7.0, phosphate buffer). F, and 1gG sensing abilities of imprinted and
non-imprinted SPR sensors were investigated from F,, and IgG solutions and
diluted plasma samples (in pH: 7.0 phosphate buffer). Imprinted sensors showed
more sensitivity to Fa, and IgG than non-imprinted ones. F4, and I1gG solutions with
different concentrations were used to determine the adsorption kinetics. Langmuir
adsorption model was found as the most suitable model for this affinity system and
the IgG binding regions on the imprinted SPR sensor were found as homogenous
and monolayer. In order to show the selectivity of the Fa, imprinted sensor,
competitive adsorption of Fa,, 1gG, bovine serum albumin (BSA) and F. fragments
was investigated. The results show that the imprinted sensor has high selectivity

and sensitivity for F4, and 1gG.

111



Key words: Molecular imprinting, Fa, fragment, F. fragment, surface plasmon

resonance, IgG, sensor, plasma.

Supervisor: Prof. Dr. M. Askin Tumer, Hacettepe University, Department of

Biology, General Biology Division, Beytepe-Ankara.

Co-Supervisor: Prof. Dr. Adil Denizli, Hacettepe University, Department of

Chemistry, Biochemistry Division, Beytepe-Ankara.

v



TESEKKUR

Lisans dbénemim boyunca ve sonrasinda beni hep destekleyen, bilgi ve
tecriibelerinden ¢ok sey 6grendigim, her zaman yanimda oldugunu hissettiren, ¢ok

sevdigim, degerli hocam Prof. Dr. M. Askin Tiimer’e,

Bana biyoloji disinda daha énce bilmedigim bir diinyanin kapilarini agarak ufkumu
genigleten, bu c¢alismayi gerceklestirmemde ¢ok blyiik katkilari olan, engin
bilgilerinden ¢ok sey égrendigim, beni her zaman destekleyen, ¢ok sevdigim, degerli

hocam Prof. Dr. Adil Denizli’ye,

Calismalarim boyunca pratik ve teorik bilgilerini benimle paylasan, bu ¢alismada bilgi
ve tecrlibeleriyle en blylik destegi veren ve bu destegini highir zaman esirgemeyen,
her zaman yanimda olan, kendisinden ¢ok sey égrendigim, agabeyim, degerli hocam

Dr. Lokman Uzun’a,

Bilimsel katkilari ve destekleri icin hocalarim Prof. Dr. Mehmet Ali Onur’a, Dog. Dr.

Handan Yavuz’a ve Yrd. Dog. Dr. Aylin Glirpinar’a,

Calismalarim boyunca teorik ve pratik anlamda her tiirlii destegi veren, bikmadan
usanmadan beni her zaman dinleyen, tim sevinglerimi ve lzintulerimi paylastigim,

¢cok sevdigim, canim ablam, arkadasim Uzman Nilay Bereli’ye,

Biyokimya Arastirma Grubu’na katildigim ilk glinden beri beni hi¢ yalniz birakmayan,
iyi-k6tii her animda yanimda olan, c¢alismalarim boyunca beni hep destekleyen,

canim arkadaslarim Canan, llgim, Recep, Sevgi ve Yeseren’e,

Calismalarim boyunca bana hep destek olan, sicak ve samimi bir ortamda ¢alismami
saglayan Biyokimya Arastirma Grubu’nun degerli tyeleri; Ali Derazshamshir, Alper
Turkoglu, Ayse Miige Andag, Bahar Ergiin, Cemil Aydogan, Deniz Tiirkmen, Duygu
Cimen, Emel Tamahkar, Engin Bayram, Erdogan Ozgiir, Erkut Yimaz, Fatma
Yiimaz, Gézde Baydemir, Giilsu Sener, Isik Pergin, llker Kog, Kivilcim Caktti, Melike
Ozkaya Tiirkmen, Pinar Tekiner, Veyis Karakog’a ve laboratuvarin nese kaynadi Alp

Denizli’ye,



Yiiksek lisansim siresince maddi destegi basta olmak (izere her tirlii desteginden

6tiirti Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu (TUBITAK)’ na,

Hayatim boyunca desteklerini benden esirgemeyen, her zaman yanimda olan, “iyi ki

varsiniz” dedirten canim aileme,

Sonsuz tesekkiirler...

vi



ICINDEKILER DiZziNi

AB S T RA C T ..ot e
TESEKKUR. ...t
ICINDEKILER DIZINI. . ..o,
SEKILLER DIZINI.....oeiiii e
CIZELGELER DIZINI....covnieie e
1 GIRI S . e
2.GENEL BILGILER. . ... it e,
2.1. Molekuler Baskilama TeknolOjiSi...........coooiiiiiiiiiie
2.1.1. Kovalent Baskilama............coooiiiiiiii e
2.1.2. Non-Kovalent Baskilama.............coooioiiiiiiiii e,
2.2. Biyomakromolekuler Baskilama...............coooiiiiiiiiiie
2.2.1. Protein Baskilama...........c.oiuiiiii
2.2.2. Protein Baskilamada Karsilasilan Zorluklar........................c.o.l.
2.2.2. 0. BOYUL. e
2.2.2.2. KarmasiK Yapl...oooouiiii e
2.2.2.3.Yapisal EsnekliK.........c.oooiiiiiiii e,
2.2.2.4. COZUNUMUK. ..ot
2.3, IMmMUNOGIODUNNIET. ... .ot
2.3.1. ImmunoglobUlinlerin YapiSi.........c..ceeeiuueieeieeeiiie e
2.3.2. immunoglobdlin-G'nin Tip Uygulamalart...................cccc.oeeeeunn.....
2.3.3. Antikor Fragmanlari........ ..o
2.4.YUzey Plazmon ReZONANS.......c.ouiiiiiii e

2.4.1. Yizey Plazmon Rezonansin TeOriSi.........c.coivviiiiiiiiiiiiiiiiin,

10

10

13

13

13

14

14

15

15

19

vil



2.4.2. Yizey Plazmon Rezonans Biyosensorler..............ccooovviiiiiiiinenen. 28

2.4.3. SPR Biyosensor Caligmalarinda Kullanilan Biyotanima Molekdlleri.. 28

2.4.4. SPR Biyosensér Calismalarinda Yararlanilan Olglim Yéntemleri..... 29
2.4.5. SPR Biyosensorlerin Kullanim Alanlari..............ooooiiiiiiiinn, 31

3. DENEYSEL YONTEMLER......coouuiiiiiiii e, 34
3.1, Kimyasal Maddeler. ... ... 34
3.2. Fa Fragmanlarinin Hazirlanmasi..........c.oooeiiiiiiiii e, 34
3.2.1. 19G Molekdllerinin Papain Enzimi ile Kesilmesi...............c...o.oo.e. 34

3.2.2. IgG Molekillerinin Kesilmesi Sonucunda Elde Edilen Fragmanlarin

FPLC il€ ANAlIZi.......eeei e 35
3.2.3. SDS-PAGE Analizi........oeieiiii 35
3.3. N-Metakroil-L-Histidin Metil Ester Monomerinin Sentezi...................... 35
3.3.1. MAH Monomerinin Karakterizasyonu................cccooiviiiiiiiininann, 36
33 1A FTIRANANZI. .. 36
3.3 1.2 NMR ANALIZI. ... 36
3.4. MAH-F 5, Kompleksinin Hazirlanmasi...............cooooiiiiiiici, 36
3.5. Yuzey Plazmon Rezonans Ciplerinin Allil Merkaptan ile Ylzey
MOAIfIKASYONU. ... e 36
3.6. YlUzey Plazmon Rezonans Cip Yuzeyinde Polimer Hazirlanmasit.......... 37
3.7. Kalip Molekulin Uzaklastirilmasl.........c.oooviiiiiiiiieee e, 38
3.8. YlUzey Plazmon Rezonans Ciplerinin Yuzey Karakterizasyonu............. 38
3.8.1. Temas AGISI OIGUMIEII..........ueveiee e, 38
3.8.2. Atomik Kuvvet MiKroSKOpiSi.........ccoviiieiiiiiiiii i 39
3.8.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi.................ccoooiiiiiil. 39
3.8.4. ElPSOMEtre. ... 39
3.9. SPR Ciplerle Kinetik Analizler.............oooiiiii e, 40

viil



3.10. Yarigsmali Kinetik Analizler. ..., 41

3.11. SPR Cipinin Baskilama Segciciliginin Belirlenmesi............................. 42
3.12. Dogal Kaynaktan Kinetik Analizler...............c.ooiiiiie 42
4. SONUGCLAR VE TARTISMA . ..o 43
4.1. 1gG Molekulunun Papain Enzimi ile Kesilmesi..............cooooiiiiiiinnn. 43
411, FPLC CallSMast. .. ..uiiiiiie et 43
4.1.2. SDS-PAGE ANalizi........ouoiiii 46
4.2. MAH Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu......................c.ooue. 47

4.3. Fa Fragmanlari Baskilanmig SPR Cipinin YUzey Karakterizasyonu....... 49

431 FTIRANGNZI. ... 49
4.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi.............cccooiiiiiiiiiiiiiiieen, 49
4.3.3. Elipsometre Analizi..........c.ooieiiiii s 52
4.3.4.Temas AGISI ANANIZI.......c.coini e 52
4.4. SPR Sensorlerle Kinetik Analizler............cooooiiiiiie, 54
4.4.1. Fap Derisim CaliSmas!.....o.viuiiii i 54
4411, Kinetik Analizler....... ..o 60
4.4.1.2. Denge Izoterm Modelleri...............cooueeiiieiiiiieiiiee e 63
4.4.2.1gG Derigim CallSmast.......o.veiuiiii e 65
4.4.2.1. Kinetik ve Denge Analizleri...........coooiiiiiiiiiiii 71
4.5. Yarismali Kinetik Analizler...........cooooiiii i 74
4.6. Fa Fragmanlari Baskilanmis Sensorin Baskilama Segiciliginin
BelirenmMESi. .. . 78
4.7. Dogal Kaynaktan Kinetik Analizler...............ooooii i, 81
B YO RUM. L. 86
KAYNAKLAR DIZINI. ... 90
OZGECMIS. .. ..o e 100

X



SEKILLER DIZziNi

Sekil 2.1. Molekuler baskilama yonteminin sematik gosterimi (Uzun, 2008)........
Sekil 2.2. 1gG molekulinin sematik gosterimi..............ccooiiiiiiiiiiiii e,
Sekil 2.3. Yuzey plazmon rezonans olusumunun sematik gosterimi..................
Sekil 2.4. SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi.........................
Sekil 2.5. Dielektrik sinirlarinda gergeklesen toplam i¢ kirinim.........................
Sekil 2.6. Hava, cam ve ylzey plazmonlari igin dagilma egrileri.......................
Sekil 2.7. Gumus ve altina ait yuzey plazmon egrileri (Earp ve Dessy, 1996)......
Sekil 2.8. SPR biyosensor calismalarinda kullanilan 6lgim ydntemleri (a)
dogrudan 6l¢gim yoéntemi, (b) yarismaci o6lgim ydntemi, (c) inhibisyon ol¢im

yontemi, (d) sandvig OIGUM yONteMi.........coviiiiiiicee e

Sekil 3.1. SPR giplerinin allil merkaptan ile modifiye edilmesi ve allil gruplarinin

1720111 37T

Sekil 3.2. SPR ¢ip ylUzeyinde polimerik film hazirlanmasi. (A) lamel Uzerine
reaksiyon karigimi damlatilir (2.5 yL); (B) SPR ¢ip cam lamel Uzerine yerlestirilir
ve alttan UV-isik uygulanir; (C) cam lamel film olusmus SPR ¢ip yuzeyinden

= Y 1L

Sekil 3.3. GenOptics SPRIiLab sistemi............cooiiiiiiiii e,

Sekil 4.1. 1gG molekdlinun HiTrap_r Protein A kolonu ile derisim taramasinin

kromatogrami (akis hizi: 1mL/dak; sicaklik: 27°C).......ccoeiiiiiiiiiieeee,

27

30

37

38

41



Sekil 4.2. IgG molekulinin papain ile kesilmeden dnceki kromatogrami (IgG
derisimi: 0.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C)........ccccoiviiiiiiiiiiini. 44

Sekil 4.3. 1gG molekulinin papain ile kesildikten sonraki kromatogrami (IgG
derisimi: 0.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C)........ccccovviiiiiiiiiiin, 44

Sekil 4.4. 1gG molekulunin papain ile kesildikten sonraki kromatogrami
(seyreltme orani: 1:100; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C)........cccovviiiiiinnn. 45

Sekil 4.5. 1gG molekulinin papain ile kesimi sonucunda Protein A kolonundan

elde edilen IgG alt fragmanlarinin SDS-PAGE gorintisi...........cooveviiiiinnn... 46
Sekil 4.6. MAH monomerinin sentez reaksiyonu..............ccocvviiiiiiiiiniiennn. 47
Sekil 4.7. MAH monomerinin "TH-NMR sSpeKtrumu. .................ccovuueeeeeeeennnnn. 48
Sekil 4.8. MAH monomerinin FTIR spektrumu.............c.oiiiiiiiiiiiiiin 48
Sekil 4.9. SPR cipinin FTIR-ATR spektrumu..............ccooiiiiiiiiiiiein, 49

Sekil 4.10. Modifiye edilmemis SPR c¢ipinin yari degen modda alinan AFM

gorintuleri (a) YUzey goruntusu; (b) 3B gorintisU........coovvviiiiiiiiieen, 50

Sekil 4.11. F4, fragmani baskilanmis SPR ¢ipinin yari degen modda alinan AFM

gorintuleri (a) YUzey goruntusud; (b) 3B gorintisU........c.oovvviiiiiiiiie, 51
Sekil 4.12. Temas acisi olgimleri. a, b: modifiye edilmemis SPR sensor yuzeyi;

c, d: Fap baskilanmis SPR sensor yuzeyi; e, f: Fa, baskilanmamis poli (HEMA-
MAH) SPR SENSOI YUZEYi. ... ueneieiii e 53

xi



Sekil 4.13. Fa cozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar. (a) 2.0 mg/mL; (b) 2.5 mg/mL ; (c) 3.0 mg/mL; (d) 6.0 mg/mL; (e)
8.0 mg/mL; (f) 10.0 mg/mL; (g) 15.0 mg/mL derigimlerinde hazirlanmis Fap

COZIIIETI. . e

Sekil 4.14. F4, ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana

karst YoKIrima degerleri.. ... ..o

Sekil 4.15. F4, ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana
karsi AR degerlerini gosteren sensogramlar. (a) 2.0 mg/mL; (b) 2.5 mg/mL ; (c)
3.0 mg/mL; (d) 6.0 mg/mL; (e) 8.0 mg/mL; (f) 10.0 mg/mL; (g) 15.0 mg/mL

derisimlerinde hazirlanmig Fap gOzeltileri... ...

Sekil 4.16. F4, ¢ozeltileri ile SPR sensoér arasindaki etkilesimlere ait zamana

karsi AR degerlerini gosteren sensorgramlar...............cooooiiiiiiiiiiiii i

Sekil 4.17. F,, baskilanmis SPR sensore ait Fg, derisimi ile AR arasindaki

Sekil 4.18. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklasimi

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi.............ccoooiiiiiiiiiii

Sekil 4.19. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-

FreUundliCh. ...

Sekil 4.20. 1gG c¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar. (a) 0.02 mg/mL; (b) 0.04 mg/mL ; (c) 0.06 mg/mL; (d) 0.08
mg/mL; (e) 0.10 mg/mL; (f) 0.25 mg/mL; (g) 0.50 mg/mL derisimlerinde

hazirlanmis IgG gOzZeltileri...... ..o

Sekil 4.21. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana

karst %KIrima degerleri.. ...

55

56

57

58

59

62

64

66

67

xii



Sekil 4.22. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana
kargi AR degerlerini gosteren sensogramlar. (a) 0.02 mg/mL; (b) 0.04 mg/mL ;
(c) 0.06 mg/mL; (d) 0.08 mg/mL; (e) 0.10 mg/mL; (f) 0.25 mg/mL; (g) 0.50

mg/mL derisimlerinde hazirlanmig IgG ¢ozeltileri...............coooiiiiiiiiiiiin,

Sekil 4.23. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana

karsi AR degerlerini gosteren sensorgramlar.............ccoiiiiiiiiiiiiiiiien

Sekil 4.24. F,, baskilanmis SPR sensore ait IgG derisimi ile AR arasindaki

Sekil 4.25. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi. (a) Denge analiz yaklasimi

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi...............coooiiiiiiiiiiiii e

Sekil 4.26. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-

FraUundliCh. ..o

Sekil 4.27. 1.0 mg/mL derisiminde Fa, 19G, sigdir serum albumini (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullanilmasiyla olusturulan c¢ozeltiler ile Fa, baskilanmig SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar...............ocooooiii,

Sekil 4.28. 1.0 mg/mL derigiminde Fap,, 1gG, sigir serum albumin (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullanilmasiyla olusturulan c¢ozeltiler ile Fa, baskilanmig SPR
nanosensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi AR degerlerini gdsteren

YT a1 0] e =T 101 =1

Sekil 4.29. 1.0 mg/mL derisiminde Fgp, 1gG, sigir serum albumin (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan ¢ozeltiler ile Fa, baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar. %Kirilma/zaman fonksiyonu...

Sekil 4.30. 1.0 mg/mL derisiminde Fap, 1gG, sigir serum albumin (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan ¢ozeltiler ile Fa, baskilanmamis SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar. AR/zaman fonksiyonu...........

68

69

70

72

73

76

77

79

xiil



Sekil 4.31. Plazma ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait sensogramlar.

YoKirilma/zaman foNKSIYONU..........oiii e 82

Sekil 4.32. Plazma ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait sensogramlar.

AR/Zaman fONKSIYONU. ... 83

Sekil 4.33. Plazma IgG derigimi ile SPR sinyallerinin degisimi. (a) AR-Eliza ve
Eliza/SPR iligkisi; (b) AR-Seyreltme orant iligkisi...........c.coooiiiiiiiiiiii. 84

X1V



GIZELGELER DiziNi

Cizelge 4.1. Modifiye edilmemis, Fa, baskilanmis ve baskilanmamis SPR

sensorlerin ylizey temas aGllar ... . ..o 52
Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri...........cooooii e 61
Cizelge 4.3. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri....... 65
Cizelge 4.4. Kinetik hiz sabitleri...........coooii e, 71
Cizelge 4.5. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri....... 74

Cizelge 4.6. Fa, ve IgG’ye gore BSA ve F; igin segicilik ve bagil secicilik kat
572 V2L 81

XV



1. GIRIS

Yuzey plazmon rezonans (SPR), metal yuzeye vyakin kirilma indisindeki
degisiklikleri 6lgmede kullanilan kusursuz bir yontemdir (Homola, 2008). SPR
temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye gerek olmaksizin biyomolekuller
arasindaki etkilesimleri dlgmede kullanilabilir. Etkilesimleri es zamanli, dogrudan
Olcebilmek kinetik veya termodinamik parametrelerin, derisimin veya ligand-analit
arasindaki  etkilesimlerin  belirlenebilmesini  saglamaktadir. SPR  temelli
biyosensarler, hizli cevap suresine ve yuksek secicilige sahip oldugu ic¢in enzim
veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger tekniklerle karsilastirildiginda, protein-
protein, antikor-antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden, dusik molekdl agirlikl
bilesiklerin tanimlanmasina kadar ¢ok c¢esitli biyomolekller mekanizmalarin

anlasilmasinda kullanilabilir (Homola, 2008).

Molekuler baskilama; bir biyomolekll ya da sentetik bir bilesikten olusan bir kalip
molekule tamamlayici olan 6zgll tanima ve baglanma bolgeleri iceren polimer agi
olusturma teknolojisidir. Molekller baskilanmis polimerler sentetik polimer
reseptorleri ya da saglam yapay antikorlar (plastibadiler) olarak bilinirler ve kolay
uygulanabilirlikleri, yeniden kullanilabilirlikleri, saglam polimer agi olusturabilmeleri
ve ucuz olmalari gibi avantajlarindan o6tura bilimsel ve endustriyel cevrelerce
dikkat cekmistir (Komiyama ve ark., 2003; Haupt, 2003). Gegen bes yilda sekerler,
steroidler, pestisitler, cesitli ilaglar ve amino asit tlrevleri gibi kiigik molekullerin
baskilanmasina yodnelik birgok yayin yapilmistir. Bu da molekuler baskilanmis
polimerlerin kalip molekule 6zgl yuksek oranda 6zgul tanima yetenegine sahip
oldugunu, uygulamali ve analitik ayirmalarda, kati faz ekstraksiyonlarinda,
kimyasal sensorlerde, enzim benzeri katalizoér c¢aligmalarinda, ila¢g tasima
uygulamalarinda ve kitiphane goruntileme araglari olarak kullanilabilecegini
gOstermektedir (Yan ve Ramstrom, 2005; Mahony ve ark., 2005; Hall ve ark.,
2005; Piletsky ve Turner, 2006; Wei ve ark., 2006). Bunun aksine buylk
molekullerin baskilanmasi, 6zellikle makromolekuler baskilama, az gelismis, geri

kalmis bir teknolojidir.

Ozellikle biyomedikal ve biyotanisal uygulamalarda biyolojik yapi ve fonksiyonun
kontrolinde dogal sistemlerden yararlanmak ve bu sistemleri kullanabilmek igin

molekuler tanima teknolojisine gosterilen ilgi guin gectikge artmaktadir. Klasik bir
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molekuler baskilanmis polimerde kiguk kalip molekil, polimer matriksindeki
tamamlayici baglanma bdlgelerine dogru 6zgur bir sekilde hareket edebilir. Fakat
makromolekller bir kalip molekulin baglanma bodlgelerine erigebilmesi daha
zordur. Ayrica bir makromolekllin daha karmasik olan yapisi ve buyuk boyutu,
daha heterojen ve 6zgul olmayan baglanmalara neden olur ve bunun sonucu
olarak da baskilanmis polimer zayif tanima davranigi sergiler. Buna ek olarak,
proteinler ve hucreler gibi bazi biyomakromolekullerin sahip oldugu karmasik
Ozelliklerden dolayi, bu molekullerin konformasyonel butunligine ve baglanma
aktivitelerine herhangi bir zarar gelmemesi igin, biyomakromolekuler baskilamanin
mumkin oldugunca bunlarin dogal ortamina yakin kosullar altinda yapilmasi
gerekir. Proteinlerin baskilanmasi sirasinda, kuguk molekullerle c¢alisirken
karsilagilmayan birtakim gugliklerle karsilasilir. Bunlar; molekller boyut, kompleks

yapl, konformasyonel esneklik ve ¢ozunurlUktar (Turner ve ark., 2006).

immunoglobulinler (lg), kendilerinin olusmasina neden olan antijenlerle dzgll
olarak birlesebilme, reaksiyonlara yol acabilme 06zelliginde olan glikoprotein
yapisinda molekullerdir. Bir immunoglobulin molekulinin yapisi incelendiginde
molekultn “Y” harfi seklinde oldugu, iki adet agir zincir ve iki adet hafif zincirden
olustugu gorular. F; bdlgesi hemen hemen tim Ig molekdllerinde ayni olup, Ig
seciciligi Fap bolgesindeki degisimlere baglidir. Batin halindeki Ig molekulinin
fonksiyonel bolgesi olmasindan dolayr ve kiguk boyutlan nedeniyle Fgp
fragmanlari, birtakim immunokimyasal tekniklerde ve deneysel uygulamalarda
kullanim agisindan butin halindeki antikorlara kiyasla c¢esitli avantajlar sunar
(Beale, 1987). Ozellikle molekiiler baskilama galismalarinda butiin halindeki
antikor molekulinlt baskilamada karsilasilan zorluklari bertaraf etmek ve buylk
protein epitoplarindan kaynakli sterik engellemeyi azaltmak amaciyla Fgp

fragmanlari tercih edilmektedir.

Bu calisma kapsaminda immunoglobulin G (IgG) tayini icin Fa, fragmanlari
baskilanmis SPR temelli biyosensor hazirlanmistir. Bu amacla oOncelikle 1gG
molekullerinin papain enzimi ile enzimatik hidrolizi gergeklestiriimis ve bunun
sonucunda elde edilen Fg, fragmanlari SPR sensor c¢ipi yuzeyine baskilanmigtir.
Bu asamada bir tane de F, fragmanlari baskilanmamis Poli (HEMA-MAH) sensor

¢ipi de hazirlanmistir. Hazirlanan SPR giplerinin ylzey karakterizasyonu atomik
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kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre, temas acgisi ve FTIR-ATR
spektrofotometre analizleri ile yapimis ve AFM ve elipsometre olgumleri
sonucunda F, fragmanlarinin ylzeye tek tabakaya yakin bir sekilde baskilandigi
g6zlemlenmistir. Hazirlanan sensorlerin IgG’ye karsi yuksek duyarliliklar oldugu
saptanmistir. Fa, fragmanlarinin  baskilanmasiyla, proteinlerin baskilanmasi
sirasinda kuguk molekdllerle galigirken karsilagsilmayan molekuler boyut, karmasik
yapl, yapisal esneklik ve ¢o6zunurlik gibi birtakim guglUklerin Ustesinden
gelinmistir. Ayrica IgG molekdllerinin asil igslevsel olan bdlgesi Fa, bolgesi oldugu
icin ve 1gG segiciligi de F4, bolgesindeki degisimlere bagli oldugu igin, molekulin
batinUnu baskilamaktansa antijen baglanmasindan asil sorumlu olan iglevsel Fa,
bdlgesini baskilayarak hem molekiler baskilama iglemi kolaylastirilmis, hem de

SPR sensoérunun etkinligi arttinimigtir.

Ayrica, hazirlanan sensorlerin sigir serum albimini (BSA) ve F. fragmanlari ile
etkilesimleri ve 1IgG molekllerine olan segicilikleri incelenmistir. Son olarak, dogal
bir IgG kaynagi olan farkli oranlarda seyreltiimis plazma &6rnekleri kullanilarak
dogal kaynaktan IgG tayini incelenmis ve sensorin pek ¢ok proteinin bulundugu
bu kompleks ortamda ve yuksek seyreltme oranlarinda bile d6lgim yapabildigi

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Cevre, ilac ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve verimli yeni yontemlere surekli
ihtiyac duyulmasi, arastiricilari, daha iyi, daha segici ve daha hassas analitik
calismalarin yapiimasina yoneltmigtir. Molekuler tanima temeline dayanan ayirma
sistemleri arasinda "Molekuler Baskilama" yontemi ile hazirlanan tasiyicilar, hedef
molekiile olan yiiksek secicilikleri nedeniyle oldukca Umit vericidir. ilk defa 1972'de
Gunter Wulff ve calisma grubu tarafindan tanimlanan molekuler baskilama
yontemi, sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplarin G¢ boyutlu yapilarinin
dizenlenmesiyle, oldukga secici baglanma bodlgeleri elde etmek amaciyla
kullanilmigtir (Wulff ve ark., 1987). Antikor gibi biyoreseptdrler, yuksek secicilikleri
nedeniyle 6zgul antijenleri saflastirmada kullanilan popduler ligandlardir. Fakat
yuksek segiciligi olan bu biyolojik molekuller ortam sartlarindan kolay etkilenirler ve
protein yapilari asidik sartlarda, yuksek sicakliklarda ya da proteolitik aktivite
sonucunda denatlire olur. Antikor/antijen ya da enzim/substrat gibi biyolojik
sistemlerin tanima mekanizmasini polimerik yapilara aktaran teknik “Molekuler
Baskilama”dir (Mosbach, 1996).

Molekuler baskilama yontemi temel olarak G¢ basamaktan olugsmaktadir:

BASAMAK I: On-Organizasyon

Fonksiyonel gruplar iceren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip ya da baska
bir deyisle hedef molekule kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle
baglanarak kompleks olusturur. Bu basamakta kalip etrafinda fonksiyonel
monomerin baglandigi bir yapi olusumu s6z konusudur. Bu etkilesimde hedef

molekultn Gg¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri dnemli bir yer tutar.

BASAMAK II: Polimerizasyon
Monomer-kalip kompleksi, uygun bir c¢apraz baglayicinin da kullaniimasiyla

fonksiyonel monomer Uzerinden polimerlestirilir.



BASAMAK llI: Kalip (hedef) molekiiliin uzaklagtiriimasi

Yapida hedef molekllin yerini alacak bosluklarin olusturulmasi amaciyla, kalip
molekdl polimerden uzaklastirilir. Uygun kosullar altinda, bu bosgluklar kalip
molekuliin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini tanir, segici ve etkin

olarak kalip molekull baglar.

Kalip olarak iyonlarin kullanildigi iyon baskilanmig islemlerde, polimerik
adsorbentin segiciligi, baskilanmis iyonun yukul, boyutu, koordinasyon sayisi ve
geometrisine dayanir (Cormack ve Mosbach, 1999). Metal iyonlarini adsorplamak
icin birgcok galismada iyon baskilama metodu kullaniimigtir (Yavuz ve ark., 2005;
Andag ve ark., 2004; Ers6z ve ark., 2004; Say ve ark., 2003a; 2003b).

IL' On-organizasyon L.
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Sekil 2.1. Molekuler baskilama yonteminin sematik gosterimi (Uzun, 2008).

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP), kolay hazirlanabilir, kararl, ucuz ve
molekuler tanima yetenegine sahip olmalari gibi ¢ekici 6zellikleriyle, yeni bir tur

adsorbent olarak arastiricilarin gézdesi olmustur.

Molekuler baskilama yontemi temel olarak, fonksiyonel monomer ile kalip molekdl
arasinda olugsan bagin ¢esidine gore ikiye ayrilir: Kovalent baskilama ve non-

kovalent baskilama.



2.1.1. Kovalent Baskilama

Polimerizasyon isleminden 6nce fonksiyonel monomer ile kalip molekul birbirlerine
kovalent baglarla baglanir. Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kirilir
ve kalip olusturmak amaciyla polimerden uzaklastinilir. Hedef molekdl,
baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden olusur (Shea
ve Doughertly, 1986).

Avantajlari:
Monomer-kalip molekul kompleksi oldukga kararlidir ve sitokiyometrik oranlarda
gerceklesir.
Polimerizasyon kosullari (ylksek sicaklik, yuksek veya dusuk pH ve polar
cozuculler gibi) istenildigi gibi uygulanabilir. Cunku konjugatlar kovalent baglarla

olusturulmustur ve oldukca kararhdirlar.

Dezavantajlari:

Monomer-kalip molekul konjugatinin sentezinde sik sik sorunlar ¢ikabilir ve sentez
islemi pek ekonomik degildir.

Hedef molekullin polimere tersinir olarak baglanma sayisi sinirhdir.

Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetikleri yavastir.

2.1.2. Non-Kovalent Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekulin baglanmasi non-kovalent (hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) etkilesimlerle
gergeklesir. Polimerizasyondan sonra uygun ¢ozlculerle kalip molekul polimerden
uzaklastirilir. Hedef molekdl ile baskilanmis polimerler non-kovalent etkilesimlerle

baglanir (Ers6z ve ark., 2005).

Avantajlari:

Kovalent monomer-kalip konjugatinin sentezine gerek yoktur.

Polimerizasyondan sonra kalip molekul polimerden kolayca uzaklastirilir. Cunku
non-kovalent etkilesimler daha zayiftir.

Hedef molekulin baglanma kinetigi hizhdir.



Dezavantajlari:
Polimerizasyon kosullari, non-kovalent etkilesimleri arttirmak amaciyla sinirlidir.
Fonksiyonel monomerler bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca

kullanilir ve 6zgul olmayan baglanma bolgelerinin olusumuna neden olabilir.

Goruldaga gibi her iki yontemin de birbirlerine gore Ustunltkleri vardir. Yéntemin
secimi hedef molekllin cesidine, yapisina, segiciligin derecesine, zamana ve

maliyete gore degismektedir.

Molekuler baskilama yonteminin kullanildigi ilk vyillarda temel kavramlarin
gelismesi ve baskilanmis polimerlerin optimize edilmesi kovalent etkilesimlerle
gerceklestiriimistir. Daha sonralari, non-kovalent etkilesimler uygulamadaki
kolayliklari nedeniyle daha cazip hale gelmistir. Bununla beraber, kovalent
etkilesimlerde monomer ile kalip molekul arasinda belirli bir sitokiyometrik oran
vardir. Non-kovalent etkilesimlerde baglanma sabitleri daha dusuktar ve baskilama
islemi sirasinda monomerlerin  baglanma bodlgelerinin  ortamda fazlasiyla
bulunmasi istenir. Sonugta, olusan polimerdeki baglanma bdlgeleri bosluklarin
icerisine tam olarak yerlesemez. Ozellikle katalitik uygulamalarda ve kromatografik
amagclh calismalarda bu durum bir engel teskil etmektedir. Bu yluzden, baglanma
sabitlerinin ylUksek oldugu durumlarda (Ka=102-107), non-kovalent etkilesimlerde
de sitokiyometrik oran kullaniimaktadir. GUnimuzde baskilanmis polimerler
temeline dayanan en etkin katalitik sistemlerde kovalent ve sitokiyometrik non-

kovalent etkilegsimler kullaniimaktadir (Wulff et al.,1987).

Baskilanmis bosluklardaki fonksiyonel gruplar farkli polimer zinciri bolgelerine
yerlesmiglerdir ve gapraz baglarla belirli bir ydnlenme ile durmaktadirlar. Boylece,
molekuler tanima polimer zincirinin dusik molekdl agirhkhi bir boélgesinde
gerceklesmez. Bunun yerine polimer zincirinin tamami (topokimyasi) molekuler
tanimadan sorumludur. Bu durum, enzimlerin aktif bdlgelerinin yapilarina
benzetilebilir. Hedef molekul ile baskilanmis bosluk arasindaki iligki, 100 yil kadar
once enzim katalizi i¢in Emil Fischer tarafindan tanimlanan kilit-anahtar prensibiyle

ortismektedir.



Molekuler baskilama islemi igin her tlrlt polimerizasyon (radikal, anyon, katyon ve
kondenzasyon) teknigi kullanilabilir. Yeter ki polimerizasyon kosullari bilesenlere
(kahplar, capraz bagdlayici ajanlar, monomer ile non-kovalent etkilesimler ve
digerleri) zarar vermesin. Bununla beraber, hazirlanmasinda ve uygulanmasindaki

kolaylhigi nedeniyle en ¢ok radikal polimerizasyon teknigi kullaniimaktadir.

Molekuler baskilama igleminde; (1) fonksiyonel monomerler, (2) capraz

baglayicilar, (3) polimerizasyon igin ¢dzuculer ve (4) baslaticilar kullanilir.

Fonksiyonel Monomerler: Kovalent baskilamada, kalip molekul vinil gruplarina
kovalent olarak baglanir. Akrilik asit amitleri ve esterleri veya metakrilik asit en sik
kullanilan monomerlerdir. Non-kovalent baskilamada, uygun fonksiyonel gruplara

bagli vinil monomerleri kullanilir.

Capraz Baglayicilar: Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve divinilbenzen (DVB)
en sik kullanilan ¢apraz baglayicilardir. Bu ajanlarin baskilamadaki temel gorevi
kalip molekul ¢evresinde sabit bir yapi olusturmaktir, bagka bir deyisle 6rgu yapisi
olusturmaktadirlar. Ayrica baskilanmis polimerlerin ¢dzlculerde ¢6zinmesini
engellemektedirler. Degisik ¢apraz baglayicilarin  kullaniimasi, hem kalip
molekulin baglanma bdlgelerinin yapisinin  korunmasini hem de kimyasal
cevreden korunmasini saglamaktadir. Etkin bir baskilama islemi igin, ¢apraz
baglayicilarla fonksiyonel monomerler uyum iginde olmaldir. Aksi takdirde
fonksiyonel monomerden veya ¢apraz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda
baskin c¢ikar ve kopolimerizasyon gerceklesmez. Capraz baglayici ajanin
fonksiyonel monomere orani da 6énemlidir. Eger mol oranlari ¢ok kuglikse, kalip
molekullerin baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir, hedef molekulin
baglanma bdlgeleri komsu bolgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug elde
edilemez. Cok buylk mol oranlarinda da, c¢apraz baglayicilar fonksiyonel
monomerlerle veya kalip molekllle non-kovalent etkilesimler gdsterdidi igin

baskilamanin etkinligi yine azalmaktadir.

Coziuciiler: Cozuculer polimerizasyon ajanlarini ¢dzmesinin yaninda baskilanmig
polimerlerin gdzenekli bir yapida olmasini ve hedef molekulin baglanma hizini

arttirmasini da saglar. Baglanan hedef molekulin polimerden salinmasini da
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yapinin g6zenekliligi saglar. Polimerizasyon sirasinda reaksiyon sicakligi bolgesel
olarak artar ve istenmeyen yan Urunlerin olusumuna neden olur. Coézuculerin bir

diger roll de polimerizasyon sirasinda reaksiyon isisini esit olarak yaymaktir.

Baslaticilar: Radikal polimerizasyon, radikal baglaticilarin 1sil bozunmasiyla
baslatilabilir. Genellikle 2,2’-azobis(izobutironitril) (AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-
dimetilvaleronitril) (ADVN) kullanilir. Monomer ile kalip molekll arasindaki non-
kovalent etkilesimlerin ¢ok zayif oldugu durumlarda c¢ok yuksek sicakliklara

¢ikilamaz. Bu kosullarda, 1sil bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir.

Substratlarin yuksek secicilikle taninmasi ve baskilanmis polimerler tarafindan
baglanmasi, malzemenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine (esneklik, baglanma
bdlgelerinin sayisi ve malzemenin yapisi gibi) baghdir. Molekller baskilanmis
polimerlerin daha kullanigli olmalari igin, substratin segiciliginin dneminin yaninda,
uygun kosullar altinda desorpsiyon ve geri baglanma kinetiginin de hizli olmasi
gerekir. Bu ylzden molekuler baskilanmis malzemelerin tasarimi yapilirken uygun
baglanma etkilesimlerinin se¢imi oldukga Onemlidir. Birden fazla baglanma
bdlgesinin olmasi, monomerin baglanma bdlgeleri ile kalip molekll arasindaki
etkilesimlerin daha iyi olmasini, dolayisiyla molekuler tanimanin daha segici
olmasini saglar. Molekuller etkilesimlerin farkhligi, seciciligin ve tersinirligin
derecesini etkiler. Ornegin, kovalent baglarla olusturulan etkilesimler oldukca
O0zguldir ancak geri baglanma kinetigi yavastir. Bununla beraber, hidrofobik
etkilesimlerin kinetigi daha hizlidir; fakat seciciliinde azalma gosterir. Genel
olarak non-kovalent etkilesimler, birgok bilesige uygulanabilir olmalari, hizl kinetigi
ve daha uygun kosullarda bag olusumu ve kirllma &zellikleri gdstermeleri
nedeniyle daha genis uygulama alanlarina sahiptirler. Dahasi, l-1 etkilesimleri,
hidrojen baglari ve metal-koordinasyon etkilesimleri gibi belirli non-kovalent
etkilesimler yeni molekuler baskilanmig fonksiyonel polimerlerin tasarimi igin

gelecek igin Umit vericidir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP’ler) sentetik polimer reseptorleri ya da
saglam yapay antikorlar (plastibadiler) olarak bilinirler ve kolay uygulanabilirlikleri,
yeniden kullanilabilirlikleri, saglam polimer agi olusturabilmeleri ve ucuz olmalari

gibi avantajlarindan dolayi bilimsel ve endustriyel cevrelerce dikkat ¢ekmigstir
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(Komiyama ve ark., 2003; Haupt, 2003). Gegen bes yilda sekerler, steroidler,
pestisitler, c¢esitli ilaglar ve amino asit turevleri gibi kiguk molekullerin
baskilanmasina yonelik birgok yayin yapilmistir. Bu da MIP’lerin kalip molekdle
0zgu yuksek oranda 6zgul tanima yeteneg@ine sahip oldugunu, uygulamali ve
analitik ayirmalarda, kati faz ekstraksiyonlarinda, kimyasal sensorlerde, enzim
benzeri katalizor calismalarinda, ilag tasima uygulamalarinda ve kutuphane
goruntileme araclari olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Yan ve Ramstrom,
2005; Mahony ve ark., 2005; Hall ve ark., 2005; Piletsky ve Turner, 2006; Wei ve
ark., 2006). Bunun aksine buydk molekullerin baskilanmasi, 06zellikle

makromolekuller baskilama, az gelismis, geri kalmis bir teknolojidir.

Bir makromolekul, érnedin bir polimer ya da bir protein, birbirine kovalent olarak
bagl birgok kiigiik yapisal birimden olusmaktadir (Hilt ve Byrne, 2004). Ozellikle
biyomedikal ve biyotanisal uygulamalarda biyolojik yapi ve fonksiyonun
kontroliunde dogal sistemlerden yararlanmak ve bu sistemleri kullanabilmek igin
molekuler tanima teknolojisine gosterilen ilgi gun gectikge artmaktadir. Klasik bir
MIP’de kuguk kalip molekul, MIP matriksindeki tamamlayici baglanma bolgelerine
dogru 6zgur bir sekilde hareket edebilir. Fakat makromolekuler bir kalip molekulin
baglanma bdlgelerine erigsebilmesi daha zordur. Ayrica bir makromolekulin daha
kompleks olan yapisi ve buyuk boyutu, daha heterojen ve 06zgul olmayan
baglanmalara neden olur ve bunun sonucu olarak da MIP zayif tanima davranigi
sergiler. Buna ek olarak, proteinler ve hucreler gibi bazi biyomakromolekullerin
sahip oldugu kompleks Ozelliklerden dolayi, bu molekullerin konformasyonel
batinligine ve baglanma aktivitelerine herhangi bir zarar gelmemesi igin
biyomakromolekuler baskilamanin mamkidn oldugunca bunlarin dogal ortamina

yakin kosullar altinda yapilmasi gerekir.

2.2. Biyomakromolekuler Baskilama

2.2.1. Protein Baskilama

En onemli biyomakromolekuillerden biri olmalari sebebiyle, proteinler 35 vyil
oncesinde baslayan molekuler baskilama teknolojisiyle birlikte baskilanan kalip
molekul olarak siklikla kullaniimiglardir, fakat bu alandaki ilerleme yavas olmustur
(Hilt ve Byrne, 2004; Turner ve ark., 2006; Bossi ve ark., 2007). Bu teknolojinin
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ilerlemesindeki en blyuk engel proteinlerin dogal 6zellikleridir. Proteinler, molekul
agirliklari 6000 Daltondan milyon Daltonlara kadar degisen biyomolekullerdir. Bu
blyluk boyut, proteinin yapay baglanma (tanima) bdlgelerine erismesine ve
baglandiktan sonra da yeniden ayriimasina engel olmaktadir. Ayrica proteinin
yuzeyinde c¢ok sayida potansiyel baglanma bdlgeleri ve fonksiyonel gruplar
bulunmaktadir, bu kompleks yapi da proteinler ve MIP’ler arasindaki segiciligin az
olmasina ve c¢apraz reaksiyonlara yol acgabilecek 6zgul olmayan etkilesimlerin
olabilirliginin artmasina neden olmaktadir. Daha da 6nemlisi, proteinler genellikle
¢ogu MIP’nin sentezinde kullanilan organik c¢o6zlculerle uyusmamaktadir.
Molekuler baskilama surecinde de sulu bir ¢ozeltinin kullanimi fonksiyonel
monomerlerin ve ¢apraz baglayicilarin seg¢imini buyuk ol¢clide kisitlandirmaktadir.
Buna ek olarak da, suyun fonksiyonel monomerler ile hedef molekll arasindaki
hidrojen baglarinin olusumunu engelledigi ve bunun i¢in yarismaci bir ajan oldugu
belirtiimistir (Ramstrom ve Ansell, 1998). Hidrojen baglarinin da en ¢ok kullanilan
ve pratikte uygulama alani bulan non-kovalent molekuler baskilamada ¢ok ciddi bir
rol oynadigini g6z 6nunde bulundurursak, suyun ideal ¢ézlicu olmaktan ¢ok uzak
oldugunu soyleyebiliriz. Kullanilan g¢oézlculerle uyumsuz olmasinin yani sira;
proteinler; iyonik kuvvet, pH, sicaklik gibi denatlrasyona, konformasyonel
degisime veya agregasyona neden olabilecek ekstrem kosullara karsi ¢ok
hassastir. Tum bu faktorlerle birlikte bazi proteinleri saf olarak sentezlemenin
yuksek maliyeti de birlestiginde, etkili ve pratik protein baskilamaya giden yol

oldukga cetrefilli olmaktadir (Turner ve ark., 2006).

Kalip protein fragmanina veya baskilanan protein kismina (bitiin bir protein,
proteinin bir kismi veya proteinin kliguk bir epitop parcasi) gore, protein baskilama

yontemi 3 baglikta toplanir; Yidin Baskilama, YUlzey Baskilama, Epitop Baskilama.

Yigin baskilama: Kalip protein polimer matriksine bir biGtin olarak baskilanir,
fonksiyonel monomerler tarafindan butiin bir molekdl olarak taninir ve tanima

bdlgelerine baglanir.

Protein baskilama icin en basit, en kolay anlagilir ydntem yidin baskilamadir. Bu
yontemin en blyuk avantaji; butiin halindeki protein, ekstraksiyon ya da yikama ile

ortamdan uzaklagtirilabilir ve daha sonra MIP’deki U¢ boyutlu kavitelere yeniden
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baglanabilir. Proteinlerin buyuk boyutlarindan kaynakh MIP aginin yogunlugu ile
birlikte sentez sirasinda olusan ve MIP yuzeyine ¢ikan porlarin sayisini ve

boyutunu da kontrol etmek, etkili bir MIP dizayni ve sentezi igin gereklidir.

Yuzey baskilama: Yuzey baskilamanin temelinde yatan strateji, baskilanan
bdlgeleri MIP’nin ylzeyine ya da ylzeyine ¢ok yakin olan bolgelere yerlestirmektir,
bdylece hedef molekule erisim ¢ok daha kolay olur. Yigin baskilama ile
kiyaslandiginda, protein transferi daha kolaydir ve baglanma kinetigi genellikle
yavas olmasina ragmen baglanmadaki kisittanma daha azdir (Bossi ve ark.,
2001). Segcicilik daha azdir, ¢linkU proteinin sadece bir kismi baglanir ve tanima bu

sekilde gergeklesir.

Yuzey baskilama, baskilanan polimerin yuzeyi Uzerinde 6zgul kavitelerin olusumu
ile sonuglanir. Bu kavitelerin, kalip proteinin fragmanlarina veya parcgalarina
tamamlayici olan Ozel sekilleri veya sterik etkileri vardir. Fakat, proteinlerin
kompleks yapilarindan ve konformasyonel esnekliklerinden dolayi, kalip protein ile
fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimler istenildigi kadar 6zgul ve etkili
degildir. Sonugta, ylzey baskilanmig polimerler, ¢capraz reaksiyon, 6zgul olmayan
baglanma ve dusuk secicilik drnegdi sergileyebilirler. Bu yluzden, “epitop baskilama”
denen ve yuzey baskilama ile yigin baskilama stratejilerini birlestiren daha

gelismis ve etkili olan yontem, gelecekte daha umut vaad edici gérinmektedir.

Epitop baskilama: Proteinin sadece kuglk bir epitop parcasi kalip olarak
baskilanir, fakat sonugta olusan MIP’nin butun bir proteini tanima yetenedi vardir.

Epitop, bir makromolekilin immun sistem, 6zellikle de antikorlar, B hicreleri veya
sitotoksik T hacreleri tarafindan taninan pargasidir. Bu mantiktan yola ¢ikarak,
Rachkov ve Minoura bitlin bir proteinin kiigik ve aciktaki bir fragmanini temsil
eden kiguk bir peptid sekansini baskilayarak, protein baskilama igin yeni bir
yontem gelistirdiler (Rachkov ve Minoura, 2001; Rachkov ve ark., 2004). Sonugta
olusan polimer sadece kuguUk kalip peptidi degil buatin bir proteini tanima

yetenegine sahiptir. Bu yaklagim, “epitop baskilama” olarak adlandirilir.

Epitop baskilamanin bazi avantajlari vardir. Oncelikle, bir proteinin fragmani veya

klguk bir pargasi ile daha 6zgul ve daha guglu olan etkilesimler 6zgul olmayan
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baglanmay! minimuma indirirken afiniteyi arttirir. ikinci olarak, organik ¢éziicller
polimerizasyon surecinde kullanilabilir, ¢ginkl kuguk peptid kaliplari bu ¢ozuculer
icinde daha kararlidir. Son olarak, epitop olarak kullanilan kugluk peptidleri
sentezlemek ucuzdur. Ancak fosforile peptidler gibi modifiye ve fonksiyonel

peptidleri saflastirmak ve sentezlemek zordur.

2.2.2. Protein Baskilamada Karsilasilan Zorluklar

Biyolojik makromolekullerin taninmasi icin MIP’lerin gelistiriimesi Uzerine literatur
calismasi yetersizdir (Dhal ve ark., 2001). Bu da geleneksel molekuler baskilama
tekniklerinin, kicuk biyoaktiflerden ziyade makromolekullere uygulanabilirligini

kisitlandirmaktadir.

Proteinlerin baskilanmasi sirasinda, kiiguk molekillerle ¢alisirken karsilasilmayan
birtakim guglUklerle karsilasilir. Bunlar; molekuler boyut, kompleks yapl,

konformasyonel esneklik ve ¢ozunurltktar.

2.2.2.1. Boyut

Geleneksel polimer monolitleri yogun yapidadir, bu da makromolekuler kalip
molekultiin baglanma bdlgelerine ulasmasinin veya bu bodlgelerden kopmasinin zor
olmasina yol agar. Bu tarz zayif kutle transferi ve surekli olarak alikonma, tanima
Ozelliklerinin yetersiz olmasina neden olur. Baskilanma sirasinda MIP yuzey
alaninin daha iyi kontrol edilebilmesi i¢in gdozenek olusturucu bir ajan eklenebilir
(Wulff, 1995), ancak bu da genellikle baglanma bdlgelerini agiga ¢ikartmak igin
monolitin pargalanmasini ve asindiriimasini gerektirir. Bu tarz bir islem, baglanma

bdlgelerinde hasara neden olur.

2.2.2.2. Karmasik Yapi

Kicluk kalip molekullerin aksine, proteinler genis yuzey alanlari Uzerinden ¢ok
saylda potansiyel baglanma bdlgesine sahiptir. Bir proteinin birbirinden farkli olan
bolgeleri, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu igin tanimada ve capraz
reaktivitede birtakim problemlere neden olabilir. Etkilesim bdlgelerinin sayisi az

fakat etkilesim gugli oldugu zaman, MIP’lerin en yuksek segicilie sahip oldugu
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kabul edilir. Coklu zayif etkilesimler ¢ok segici bir MIP yapmak igin ¢ok uygun

degildir ve 6zgul olmayan baglanmalari desteklemektedir (Sellergren, 2001).

2.2.2.3. Yapisal Esneklik

Geleneksel baskilama yoOntemleri proteinler igin  uygulandigi zaman,
polimerizasyon kosullari da ayrica problem yaratabilir. Polimerizasyon sirasinda
fizyolojik olmayan kosullar, proteinlerin denatlrasyonuna neden olabilir veya
proteinleri, baskilanma i¢in uygun olmayan konformasyonlarin veya agregatlarin
olusumuna zorlar. Bir kalip molekdl igin olusturulan baskilanmis bodlgelere
girebilmek igin protein konformasyonunu degistirdigi zaman, bu esnek yapi

segiciligin etkilenmesine neden olur.

2.2.2.4. Gozunurluk

Karsilagilan bitiin bu zorluklar arasinda protein baskilamayi en ¢ok zorlastiran
faktorlerden biri de, ¢dzuclinun sec¢iminin kisith olmasidir. Molekuler baskilama
surecinin en énemli kismi, hidrojen bagi gibi elektrostatik etkilesimleri maksimuma
ulastirmak icin dnemli rol oynayan apolar, organik ¢ozlculer iginde gercgeklesir.
Fakat bir¢cok proteinin apolar ¢ézuculer igindeki zayif stabilitesi ve ¢ozunurltgu, bu
tarz ¢ozicuilerin kullanimini kisittandirmaktadir. Bu, ayrica monomerlerin segimini
de kisitlandirir, gunkd bilinen monomerlerin gogu suda ya hi¢ ¢dézinmez ya da
kismen ¢dzunur. Su, geleneksel molekiler baskilama igin ideal ¢dzuclu olmaktan
cok uzaktir, cinku su; kalip molekll ve monomer Uzerindeki hidrojen bagi bolgeleri
icin yarismaci ajandir ve bu bodlgelerin olusumunu da ayrica engellemektedir
(Ramstréom ve Ansell, 1998).

Su gayet aciktir ki, proteinlerin boyutu, kompleks yapisi ve ¢ozelti icindeki
davranislari, baskilama surecinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Fakat bu slreci
sinirlayan en blyuk faktor, baskilama igin kullanilan organik ¢oézUculerin
proteinlerin yapisi ve yuzey ozellikleri Uzerine olan etkisidir. Cozunurlik, polimer
icerigini ve polimerizasyon esnasinda kalip molekulin konformasyonunu korumasi
icin gerekli olan uygun monomerlerin segimini buyuk Olgide kisitlandirmaktadir.
Bu durum, baskilamanin sulu c¢ozeltiler iginde yapilmasini gerekli kilar, ¢unku
proteinlerin analizlerde ve sensor sistemlerinde kullanimlari icin 6zgul olarak

baskilanmis bdlgelerin proteinlerin dogal yapilarina uydurulmasi gerekir.
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Baglanma bdlgeleri icin suyun yarigmaci ajan olarak etkisi dikkat edilmesi gereken

bir husustur.

2.3. immunoglobiilinler

Bagisikhdi, vicuda giren yabanci maddelerin notralize edilmesi, disariya atiimasi
veya metabolize edilmesi i¢in vicudun geligtirdigi tum fizyolojik mekanizmalar
seklinde tanimlamak muamkindir. Bir organizmaya verildiginde antikor Uretimine
yol agan ve antikor ile 6zgul reaksiyona giren maddelere antijen ismi verilir. Bebek,
uterusun steril ortamindan ayrildigi andan itibaren bakteri, virls, mantar,
protozoon ile atmosferden gelenler veya beslenme sirasinda alinan maddeler gibi
pek c¢cok yabanci antijenin hlcumuna ugrar. Bagisiklik sisteminin gorevi, bu
ajanlarin  yerel tutulumunu veya sistemik dagilimini engellemek ya da
geciktirmektir. VUcutta iki tip bagisikhik sistemi vardir: 1) Hicresel bagisiklik, 2)
Humoral (sivisal) bagdisiklik. Hucresel bagisikhik, sitotoksik ve fagositik
mekanizmalarla antijenik yabanci hucrelerin yok edilmesidir. Humoral (sivisal)
bagisiklik ise, kan plazmasinda antikor adi verilen immunoglobulinler araciligiyla
olusan, organizmay! antijenlere kargl koruma islemidir. Lenfositler, viicuda giren
yabanci olan bir antijeni taniyabilme 6zelliginde olan hicrelerdir. T ve B lenfositler
bagisiklik tepkimelerinde birbirleriyle uyumlu bir sekilde c¢alisirlar. Ancak, T
lenfositler hlcresel bagisikliktan, B lenfositler ise humoral bagisikliktan
sorumludurlar. T ve B lenfositler, sahip olduklari ¢esitli alt birimleriyle hem hlicresel

hem de humoral bagisikhigi olustururlar.

2.3.1. immunoglobiilinlerin Yapisi

Antikorlar (immunoglobdlinler), bagisik yanit sonucunda kendilerinin olusmasinda
etkin olan antijenlerle 6zgul olarak birlesip tepkimelere yol agabilen glikoprotein
yapisindaki molekullerdir. Antikorlar, antijenlerle uyarilan B lenfositlerin
bagkalasimi ile ortaya ¢ikan plazma hucreleri tarafindan olusturulurlar. Antikorlar
bir erigkin serumundaki protein miktarinin % 25’ini olustururlar. Baslica bes tip

immunoglobulin vardir. Bunlar; IgG, IgA, IgD, IgE ve IgM'dir.

Glikoprotein yapisindaki immunoglobdlinlerin biyolojik 6zelliklerinin hemen hepsi

yapilarindaki polipeptit birimlerine baghdir. immunoglobilinlerin iki temel iglevi

15



vardir. Bunlardan birincisi 6zgil antijenlerine baglanmaktir. ikinci grup islevi
arasinda komplement sistemi aktive etmek, opsonizasyon, sinyal iletimi yer
almaktadir. Bu islevlerin her birisi immunoglobulinin degisik bolgeleri ile iligkilidir.
Prototip olarak monomer yapida olan IgG ele alinarak immunoglobulin yapisi
aciklanabilir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde 1gG molekuld “Y” harfi
biciminde gérilur. ikiser ikiser ayni yapida olmak Uzere IgG molekili dort adet
polipeptit zincirinden olugur (Sekil 2.2.). Bunlardan ikisi kisa ve dolayisiyla molekdl
agirligi hafif (20.000-25.500) olup bu zincirlere hafif zincirler ya da L zincirleri denir
(Hafif = Light = L). Diger iki polipeptit zinciri uzun ve dolayisiyla molekil agirhgi
yuksek (50.000-70.000) oldugundan bunlara da agir zincirler ya da H zincirleri adi
verilir (Agir = Heavy = H). IgG molekullunde hafif (L) zincirler Y harfinin kollarinda,
agir (H) zincirler ise hem kol hem de gdvde kisimlarinda bulunur. Kollardaki hafif
ve agir zincirler arasinda ve govdedeki iki agir zincir arasinda bulunan disulfit
baglar polipeptit zincirlerini birbirlerine baglar (Sekil 2.2.). IlgG molekulinde 1320

aminoasit bulunur. Agir zincirde 446, hafif zincirde ise 214 aminoasit saptanmigtir.

Kollardaki hem L hem H zincirlerinin bir uglari -NH; ile sonlandiklarindan bu uglara
amin uglar, zincirlerin diger uclari -COOH ile sonlandiklarindan bu uglara da
karboksi ugclar adi verilir. Her polipeptit zincirinin amin uca yakin kisimlari 6zgul
antijene baglanma bdlgesi olup buna bagli olarak aminoasit sirasinda, diger
bolgelere gore birgok degisiklik gorulir. Bu nedenle bu bdlgelere V bdlgesi (=
degisken) denir. Polipeptit zincirlerinin geri kalan kismi nispeten degismez durum
gosterdiginden bu bdlgeler C bolgesi (= degismez) adini alir. Her polipeptit
zincirinin Gzerinde disulfit baglariyla ilmiklenmek suretiyle olusturulan kivrim
alanlari bulunur. Degisken bdlgede bulunan kivrim alanlarina V kivrimlari denir.
Bunlardan H zinciri Gzerindekine VH, L zincirleri Uzerindekine VL kivrimlari adi
verilir. Degismez bolgedeki kivrim alanlarina C kivrimlari denir. Y bigimindeki
immunoglobulin  molekulinidn kollarinda, V bdlgesinin hemen altinda, sabit
bolgedeki H zinciri lizerindeki kivrima CH', ayni bélgede L zinciri lizerindeki
kivrima CL kivrimlari adi verilir. 1gG, IgA ve IgD sinifi globulinlerde molekulin
goévde kisminda CH? ve CH? olmak lizere iki adet (CH' ile birlikte 3 adet), IgM ve
IgE globdilinlerinde gévde kisminda ise CH?, CH® ve CH* olmak lizere li¢ adet,
(CH" ile birlikte 4 adet) sabit kivrim bulunur.
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Sekil 2.2. 1IgG molekulinin sematik gosterimi.

immunoglobidilinlerin  fonksiyonlarinin incelenmesi igin IgG molekilind, Y’nin
kollarini gdvdeye birlestigi yerden Ug¢ pargaya ayiran papain enzimi ile yapilan
calismalarda; molekullin kollarina isabet eden, antijenin baglandigi degisken bolge
ve amin uglarinin bulundugu pargalara (iki adet) F4, parcalari (antijen baglayan
fragman) adi verilir. Y seklindeki molekllin biyolojik aktivite gdsteren efektor
kivrimlarini tagiyan gévde kismina ise F; pargasi (kristalize olabilen fragman) adi
verilir. Fa, parcasinda hem H hem de L polipeptit zincirleri, F. pargasinda yalniz H
zincirleri bulunur. Pepsin enzimi ise Y seklindeki molekull kollarin hemen altindan
ayirir ve sonugta olusan pargalardan bir tarafta kalan iki kol ve kisa bir gévdeden
olusan parcaya F(s) parcasi denir. Pepsinin etkili oldugu bodlge ¢ok esnek bir

bdlge olup buna baglanti (mentese=hinge) bdlgesi ad verilir (Sekil 2.2.).

L polipeptit zincirleri Gzerinde bir dedisken VL bdlgesi, bir de degismez CL bdlgesi
bulunur. L zincirleri, Uzerindeki CL bodlgelerinde gorulen kimyasal vyapi
degisikliklerine bagli olarak iki tipe ayrilir. Bunlardan birisi Lamda = A, digeri kappa
= K tipleridir. Bu yapi! degisiklikleri antijenik ayrimi saglar. Bir immunoglobulin
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molekuliindeki L polipeptit zincirleri ya lamda ya da kappa tipi zincirlerden
olugmustur. Ayni immunoglobulin molekill Gzerinde hem lamda hem de kappa tipi
zincirler bir arada bulunamazlar. Bir hayvandaki kappa tipi zincir tasiyan
immunoglobulinlerin sayisinin, lamda tipi zincir tasiyan immunoglobulinlerin

saylisina orani her tur canli igin degismezdir. Bu oran insanlarda 2:1 dir.

immunogloblilinlerdeki H zincirlerindeki yapi degisikliklerine gelince: H zincirlerinin
C Dbolgeleri arasindaki stereokimyasal ve serolojik ayirimlara gére 5 ayri yapi
saptanmistir. Bunlar y (gama), a (alfa), u (ma), 6 (delta) ve ¢ (epsilon) olarak
adlandirniimaktadir. immunoglobdlinlerdeki H zincirlerinin yapisl, o]
immunoglobulinin sinifini belirler. IgG’de vy, IgA’da a, IgM’de p, IgD’de 6 ve IgE’de
ise & agir zinciri bulunur. immunoglobdlinlerin tim yapisinda bulunan kisimlar
sunlardir: 1IgG’de H zincirleri olarak 2 adet y (gama) zincirleri ve bir de iki adet L
zincirleri bulunur. Bu L zincirleri de bir IgG molekulinde ya A (lamda) ya da K
(kappa) yapisindadir. Buna benzer sekilde monomer yapisindaki IgE’de iki adet ¢
(epsilon), IgD’de iki adet & (delta) yapilarinda H zincirleri ile her birinde ya A
(lamda) ya da K (kappa) yapisinda ikiser adet L zincirleri bulunur. Polimer
yapisindaki IgM ve dimer yapisindaki IgA immunoglobdlinlerindeki H ve L zincirleri
daha ¢ok sayidadir. H zincirleri arasindaki ve H zincirleriyle L zincirleri arasindaki
baglantiyr olusturan disulfit baglarinin sayisi ve baglanti yerlerinin gdsterdigi
degisikliklere gore IgG sinifinda 4 alt sinif vardir: 19G1, 1gG2, IgG3, 1gG4. 1gG
sinifini olusturan IgG alt siniflari su oranda bulunur: 1IgG1 % 66, 1gG2 % 23, 1gG3
% 7 ve 19G4 % 4. IgA sinifindan da IgA1 ve IgA2 olarak iki alt sinif tanimlanmistir.
immunoglobdiilin G'nin alt siniflarinin serum diizeyleri (mg/mL), 1gG1 igin 5-12,
lgG2 icin 2-6, 1IgG3 icin 0.5-1, 1IgG4 igin 0.2-1'dir.

Serumdaki toplam IgG miktari,
e  kronik granulom 6zelligi gosteren enfeksiyonlarda,
e tUm enfeksiyonlarda,
. hiperimmunizasyonda,
e yetersiz ve dengesiz beslenmede (ciddi),
e serum proteinleri arasindaki normal  dengenin  bozulmasinda

(dysproteinemia),
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e asiri duyarhlik, grantlomlar, deri hastaliklari ve IgG miyelomu ile baglantil
hastaliklarda ve

e romatoid artrit'te artarken;

e kanda IgG yoklugu ile belirgin genetik hastalikta (agammaglobulinemia),

) lenfoid aplasia’da,

e secici IgG, IgA eksikliginde,

. IgA miyelom'da,

o Bence-Jones proteinemia’da (Basta multiple myeloma olmak Uzere bazi
kemik iligi hastaliklarinda idrarda gorulen protein cisimcikleri),

o kronik lenfoblastik |6semi’de azalir.

IgG alt gruplarinin eksikliklerinde, 1gG duzeyi normal sinirlarda olup alt grup
yetmezligi vardir. Ciddi vakalarda IgG alt gruplarini igeren immunoglobulin tedavisi

uygulanir.

2.3.2. immunoglobiilin-G’nin Tip Uygulamalari

1940’larda Cohn ve arkadaglarinin, insan kanini fraksiyonlayarak onemli
proteinlerin eldesini saglayan kimyasal prosesi gelistiriimesiyle ilk immunoglobulin
cOzeltileri (sadece kas icgi kullanima uygun olan) elde edilmigtir (Cohn ve ark.,
1946). Bu gelismeyi takip eden on vyil iginde, ¢esitli primer immun yetmezliklerin
genetik temeli tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bu buluslar; insan
immunoglobdlinlerinin dizenli olarak hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmelerini
saglamig, bdylece hastalarin yasam Kkalitesi yukseltimis ve yasam sureleri
arttinlmigtir. Takip eden c¢alismalarda, tedavi amacgli 6zgul immunoglobulin
preparatlari ve profilaksiye karsi 6zgul patojenler (hepatit B, tetanoz ve bogmaca)

uretilmistir. Batan bu hiperimmunoglobdlinler kas i¢i yolla uygulanmiglardir.

Enjeksiyonlarin aci verici, dozlarin sinirh ve tekrarinin zor olusu, enjekte edilen
immunoglobulinlerin kas igerisindeki proteazlar tarafindan pargalanmasi, geriye
kalan immunoglobulinlerin enjeksiyondan hemen sonra kan dolagimina
girmesinden dolayi bu tarz uygulamalar, hem hasta hem de tedaviyi uygulayan igin
bazi zorluklar gikarmistir. immunoglobiilinlerin dogrudan kana enjeksiyonunun,

lgG nin ¢okmesi nedeniyle tehlikeli sonuglara yol actigi gorulmustar. Takip eden ilk
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calismalar, kismi enzimatik (pepsin ve papain proteazlari) sindirim ile

immunoglobulinlerin dogrudan intravendz uygulamalarina olanak saglamigtir.

1970°li yillarin sonlarina dogru bu preparatlar kolaylikla uygulanmaya baslamistir.
1980'li yillarin basinda Imbach, Barandum ve arkadaslari; gen¢ bir otoimmun
trombositopeni ve hipergammaglobilinemi hastasinda intravendz immunoglobdlin
tedavisini uygulamis ve farkli bir uygulama alani agmiglardir (Barandum ve ark.,
1962).

Son yillarda yapilan galismalarda; intravendz immunoglobdlinler, ¢esitli primer ve
sekonder immun yetmezliklerin, AIDS hastalarinda, prematutre, multiple miyeloma,
kronik lenfotik I6semi hastalarinda, ilik ve karaciger nakillerinde, riskli karin bdlgesi
cerrahi operasyonlarindan sonra ve yaniklarin tedavisinde kullaniimaya
baslamistir (Lee ve Strand, 1997).

2.3.3. Antikor Fragmanlan

IgG molekulunun fonksiyonel bolgeleri olmalarindan dolaylr ve kiguk boyutlar
nedeniyle, Fa, ve F(ap')2 antikor fragmanlari birtakim immuinokimyasal tekniklerde
ve deneysel uygulamalarda kullanim agisindan cesitli avantajlar sunar. Fg
fragmanlarinin en blayUk avantajl, antijen baglayan en kiguk parga olmalarindan
kaynaklanir; fakat tek degerlikli yapilari nedeniyle bazi uygulamalarda
etkinliklerinde dusus olabilir. F(a')2 fragmanlari ise F. bdlgesinin olmamasindan,
tum IgG moleklline kiyasla daha kuglik olmasindan ve iki degerlikli yapinin
getirdigi bazi 6zelliklerden dolayi kullanim avantaji sunarlar (Beale, 1987).

Fab ve F(ap')2 fragmanlari ile calismanin getirdigi bazi avantajlar su sekildedir:

e F. etkilesimlerinden kaynaklanan 06zgul olmayan baglanmalarin
engellenmesi (bircok hicrenin  F; bdlgesine baglanan reseptoru
bulunmaktadir).

e imminopresipitasyon ve Western blotlama yéntemlerinin de dahil oldugu
cesitli deneysel uygulamalarda Protein A’ya baglanmanin kontrol

edilebilmesi.
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e imminohistokimyasal uygulamalarda boyanin doku kesitlerine daha iyi
nifuz  etmesini saglayarak  daha etkili boyama isleminin
gerceklestirilebilmesi.

e X-1gini kristallografisi veya NMR kullanimina dayanan immun tanima igin
yapi ¢alismalarinin kolaylastiriimasi.

e Bultun halindeki antikora kiyasla, immunojenisiteyi azaltarak in-vivo
uygulamalarda kolaylik saglamasi.

e Antijen-antikor  baglanma calismalarinda (6rnegin komplement
fiksasyonunda) F ile iliskili efektor fonksiyonlarinin elimine edilebilmesi.

e Molekuler baskilama c¢alismalarinda butiin halindeki antikor molekulinad

baskilamada kargilagilan zorluklarin Ustesinden gelinmesi.

2.4. Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)

Yuzey plazmon rezonans olgusu 1902 yilinda ilk defa Wood (Wood, 1902; Wood,
1912) tarafindan gdézlemlenmistir. Wood, polarize 1s1g1 bir kirinim ddzenleyici
yuzeyden bir ayna Uzerine yansittigi zaman, yansiyan isikta aydinlik ve karanlik
bantlar gbézlemlemigtir. Daha sonraki yillarda sirasiyla Lord Rayleigh (Rayleigh,
1907) ve Fano (Fano, 1941), bu teorinin gelisimine katkida bulunmuslar; fakat bu
olgunun tam olarak anlagiimasi 1968 yilina kadar mimkun olmamigtir. 1968
yilinda Otto (Otto, 1968), Kretschmann ve Raether (Kretschmann ve Raether,
1968) yuzey plazmonlarinin olusumunu rapor etmislerdir. SPR temelli sensorlerin
biyomolekuler etkilesimleri dlgmede ilk defa kullanimi ise 1983 yilinda Liedberg ve

arkadaglari tarafindan rapor edilmistir ( Liedberg ve ark., 1983).

Yuzey plazmon rezonans, metal yuzeye yakin kirilma indisindeki dedgisiklikleri
o6lcmede kullanilan kusursuz bir yontemdir (Homola, 2008). SPR yodnteminde
gegirgen ve farkli kirllma indisli iki ortam arasinda (cam prizma ve ¢dzelti) ince bir
metal film kullanilir. Metal film genellikle altin veya gumastir. Kritik bir acginin
Uzerinde diuzlem polarize 1sik, daha yuksek kirilma indisli bir ortama girdiginde
(cam prizma) toplam i¢ yansimaya ugrar. Bu kosullarda kendiliginden sénumlu
dalga (evanescent wave) adi verilen 151k, metal filmin icine dogru nufuz eder.
Belirli bir kirllma acgisinda bu dalga, metal ylzeydeki serbest elektronlarin ylzey

plazmonlari olusturmasina sebep olur ve yansiyan 1sigin yogunlugu duser. Bu
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olaya ylUzey plazmon rezonans denir ve sadece rezonans agisi denilen belirli bir
acida gozlenir. Rezonans agisi yuzeye analit baglanmasi sonucunda
degistirilebilir. Bu degisim, yuzeyin hedef molekulle gére modifiye edilmesiyle segici

hale getirilebilir. Bu da SPR biyosensdrlerin temelini olusturmaktadir.
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Sekil 2.3. Yuzey plazmon rezonans olusumunun sematik gdsterimi.

Sekil 2.3’de gosterildigi gibi yildiz ile gosterilen 151k kaynagindan altin kapli sensor
yuzeyi Uzerine 11k gonderildigi zaman, bu 1sik belli bir a¢I derecesinde yansir.
Yansiyan is1din yogunlugu da disk seklinde gosterilen dedektorde olgulur. Sensor
yuzeyi Uzerinde meydana gelecek herhangi bir degisim; 6rnegin yuzey Uzerine
makromolekull adsorbsiyonu; kirilma indisinde de bir degisime neden olur. Bu da
ilk durumda A olarak dlgulen agi derecesinin B noktasina kaymasina neden olur.
Acidaki bu degdisim es-zamanl olarak gdézlemlenebilir. Zamana kargi agi

degdisiminin gdzlemlendigi grafige sensorgram denilmektedir.
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Sekil 2.4. SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi.

2.4.1. Yuzey Plazmon Rezonansin Teorisi

Yuzey plazmon rezonansin teorisi, enerji tasiyan 1sik fotonunun metalin
elektronlari ile birlesmesi veya ener;ji transferi ilkesine dayanmaktadir. Birlesmenin
(veya enerji transferinin) gerceklestigi 1s1gin gelis agisi her metale ve metal
yuzeyinin gevresine goére degismektedir. Isik fotonlari ve metal ylzeyindeki
elektronlar arasinda bir eslesme veya rezonans yakalandiginda enerji transferi
gerceklesir. Enerji transferi, metal filmin alt yuzeyinden yansiyan 1g1gin miktarinin
Olclilmesiyle belirlenebilir. Her 1sik birgok agida yansirken, i1sigin bir kismi

rezonans agisinda absorplanmaktadir.

Kretschmann prizma yapisi, SPR prizmalarinin hazirlanmasinda en sik kullanilan
tasarimdir. Sekil 2.5°de goruldugu gibi, metal film yuzeyindeki yuk yogunluk
salinimini uyaran isik demetinin toplam i¢ kirilmasi ile olusan gegici dalganin
kullanildigi bir yaklasim vardir. Bu elektron salinimlari ylzey plazmonlari olarak
adlandinlir. Gegici alanin girisim derinligi 151gin dalga boyuna, 1s1gin geldigi ortam
ile gevresinin kirllma agcisi indislerinin oranina ve fotonun parlakhgina baghdir.
Enerji alani ylzeyden uzaklastikga Ustel olarak azalmaktadir. Bundan dolayi,

girisim derinligi aniden digmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Dielektrik sinirlarinda gergeklesen toplam i¢ kirinim.

Girisim derinligi asagidaki esitlikle tanimlanmaktadir:

A

d =
! 47r\/7712 sin” 0 —n;

(2.1)

Burada; n¢ ve n2 birinci ve ikinci ortamin kirilma agisi indeksi; 6 1s1gin metal
yuzeye gelis acisidir. Metal ylizeye uygun p-polarize 1g1k, metal film ile birlesmek
icin prizmanin igerisine girer. Sadece p-polarize 1sik plazmon olugsumuna sebep
olmaktadir. Clnkl, sadece bu polarizasyon metal film normaline uygun elektrik
alan vektor salinimina sahipti. Bu 0Ozellik, metal vylzeyindeki elektron
plazmalarinin transvers manyetik (TM) dalgasi olarak adlandiriimaktadir
(Szentirmay, 1992; Welford, 1991). S-polarize transvers elektrik (TE)
polarizasyonu yuzey plazmonlarini olusturamamaktadir. CUnku s-polarize 1s1gin
elektrik alan vektort, metal filme paralel olarak olusmaktadir. Salinimlarin dalga

vektoru (Ksp) asagidaki egitlikle tanimlanir:

()] E &
Ksp — m_s (2.2)
c\¢g, +¢&,

24



Burada; w salinimin frekansi; c, 1sik hizi; €, metal ylzeyine temas eden Ornek
ortaminin dielektrik fonksiyonu ve €, metalin dielektrik fonksiyonudur. Gelen 1s1gin

bir bilesenine ait dalga vektdrl asagidaki esitlikle tanimlanir:
K. =25 sind
.= :T]p S1n (2.3)

Burada; 6, 1s1gin metal film yuzeyine gelis agisi; np, prizmanin kirillma agisidir.
Metal filmin Ust ylUzeyinde salinan ve toplanan ytzey plazmonlar, p-polarize is1d1
absorplar ve toplam i¢ kirilmaya ugrayan 1sigin parlakligini (Ir) degistirirler.
Bundan dolay, Ir'e karsi gelis (veya kirinim) agisi (8r) grafige gecirildiginde agisal
parlakhik profili elde edilir. Bu profile ait grafikte, rezonans agisinda keskin bir

azalma gozlenir.

Bu olayin gerceklesmesi igin yUksek kirilma indeksine sahip bir prizma
gerekmektedir. Cunku, havadaki 1sik yayllmasi ile yuzey plazmonlarinin tretiimesi
mumkin degildir. YUzey plazmon rezonans sirasinda, gelen 1sigin ve ylzey
plazmonun dalga vektorleri egit olmalidir. Fakat Sekil 2.6’da goruldugu gibi, 1s1gin
havadaki (Ka: w/c) ve metalin plazmonundaki (Ksp) dagilma edgrisi
kesismemektedir. Bundan dolayi, dalga vektori ve frekansin eszamanli olarak
cakistinimasina imkan yoktur. Bunun aksine; Ky, ve cam yuzeyin (Kg) dagilima

egdrileri kesismektedir (Sekil 2.6).
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Frekans (w)

Dalga Vektdri (K)

Sekil 2.6. Hava, cam ve yuzey plazmonlari i¢in dagilma edrileri.

Yuzey plazmon dalga vektoru, metal filme yakin bolgedeki ortamin kirilma indeksi

ile iligkilidir. Bundan dolayi, Ks, esitligi su sekilde basitlestirilebilir:

2 2
K =@ | Tl o0
sp 2 2 '

c\n,thn,

Burada; nm, metalin kirilma indeksi; ns, 6rnedin kirilma indeksidir. Kompleks

kiriilma indeksi teriminin hayali bileseni absorbans ile iligkilidir.

Yuzey plazmon rezonans profili, secilen metale gore degisiklik gostermektedir.
Cunkl her metal, dielektrik gecirgenlik gibi farkh 6zgul optik Ozelliklere sahiptir.
Sekil 2.7°de altin ve gumus film igin, yansiyan isigin parlakhdina kargi gelen 1s1gin
acisinl gosteren egriler verilmektedir. GUmus daha keskin bir rezonans pikine
sahiptir. Bu rezonans piki, metal filmdeki ylzey plazmon salinimlarinin
kendiliginden azalmasindan kaynaklanmaktadir. Tium ylzey plazmon metalleri,
uyariilma 1s1ginin elektrik alaninin sagilmasina bagl olarak bu salinimlari azaltma
egilimindedir. Bir gok metal ylzey plazmon Uretebilir. Ylzey plazmon rezonans igin

kullanilacak olan metal, uygun agili i1sikla rezonansa girebilecek iletkenlik bandi
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elektronlarina ve analizlerde kullanilabilmek i¢in gerekli kimyasal modifikasyonlara
uygun ozelliklere sahip olmalidir. Altin bu iki ana 6zellige birden sahip olan nadir
metallerden biridir. Bu Ozelliklere sahip olan diger metallere gbére uygulamasi
oldukga kolaydir. Ornek olarak, bazi elementler gok pahalidir (indiyum); bazilari
oldukga reaktiftir (sodyum); bazilarinin ylzey plazmon cevaplari ¢ok genistir

(bakir, aluminyum) veya bazilari oksitlenmektedir (gumus) (Earp ve Dessy, 1996).
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Sekil 2.7. GumuUs ve altina ait ylzey plazmon egrileri (Earp ve Dessy, 1996).

Yuzey plazmon rezonansin analitik bir cihaz olarak kullaniimasi, plazmon alani
araligindaki g¢evrenin kimyasal bilesimindeki degisimin sebep oldugu I1si1gin
rezonans acisindaki kaymanin  Olgclilmesine  dayanmaktadir.  Kimyasal
bilesenlerdeki degisim absorplanan 1sigin gelis agisinda kaymaya sebep
olmaktadir. A¢l kaymasinin bayukligu kantitatif olarak kimyasal degisimle iliskilidir.
Bir immunkitte, ince metal film Gzerine substrat baglanmis bir prizma (genel olarak
cam ve plastik) Uzerine uygulanir. Daha sonra 6zel bir analite (hormon, ilag, timor
belirteci vb.) 6zgll antikorlar metal film Uzerine 6zgul olmayan olarak adsorplanir.
Sensodre analit igeren 6rnek uygulandiginda; antikor ve analit baglanmasi, gelen
ISIgin rezonans agcisindaki kaymanin ol¢uldigu metal yUzeyindeki kimyasal

bilesen degisimine sebep olur. Rezonans agisindaki kaymanin boyutu, ornek
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icerisindeki analitin miktari ile orantihdir. Antikor ve analit arasindaki iliski oldukca

6zgul oldugu igin diger molekuller sensor tarafindan yanliglikla dlgilmemektedir.

2.4.2. Yuzey Plazmon Rezonans Biyosensorler

SPR temelli biyosensorler, herhangi bir isaretlemeye gerek olmaksizin
biyomolekuller arasindaki etkilesimleri dlgmede kullanilabilir. Etkilesimleri es
zamanli, dogrudan odlgebilmek kinetik veya termodinamik parametrelerin, derisimin
veya ligand-analit arasindaki etkilesimlerin belirlenebilmesini saglamaktadir. SPR
temelli biyosensorler, hizli cevap slresine ve yuksek segicilige sahip oldudu igin
enzim veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger tekniklerle karsilastirildiginda,
protein-protein, antikor-antijen, reseptdr-ligand etkilesimlerinden distk molekdl
agirlikh  bilesiklerin ~ tanimlanmasina kadar ¢ok gesitli  biyomolekiler

mekanizmalarin anlasiimasinda kullanilabilir (Homola, 2008).

SPR temelli biyosensoérler, tanima yetenegine sahip ve secilmis bir analit ile
etkilesime  girebilecek  bir  biyotanima  molekdlinden ve bir SPR
donusturtclisinden olusan olgum cihazlandir. SPR dondsturtcusl, analit ile
biyotanima molekull arasindaki baglanmayi bir c¢ikis sinyaline donustarur.
Biyotanima molekulleri, metal film ylzeyine immobilize edilirler. SPR sensor
yuzeyi ile temas halinde olan sivi bir 6rnek igindeki analit molekulleri biyotanima
molekullerine baglandik¢a, bu durum sensor ylzeyindeki kirilma indisinde bir artis

meydana getirir ve bu artis da optik olarak ol¢ulur (Homola, 2008).

Biyomolekll ile hedef analit etkilesimi sonucunda meydana gelen kirilma
indisindeki degisim, sensor yuUzeyi Uzerindeki analit konsantrasyonuna ve

molekullerin 6zelliklerine baghdir (Homola, 2008).

2.4.3. SPR Biyosensor Caligmalarinda Kullanilan Biyotanima Molekiilleri

SPR biyosensoér galismalarinda ¢ok gesitli biyotanima molekdlleri kullaniimaktadir.
Antikorlar diger molekullere kiyasla en yaygin kullanilan biyotanima molekul
sinifini olusturmaktadir. Antikorlar, hedef analite karsi ¢ok ylksek afinite ve
Ozgullik sergileyen biyomolekullerdir. Ayrica, ¢ok sayida hedef molekile karsi
ticari olarak Uretilen antikorlar da ginimizde mevcuttur. Yiksek kalitede antikor

uretimi ¢cok pahali ve zahmetli bir surectir (Tomizaki ve ark., 2005). Son
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zamanlarda tek zincir antikor fragmanlari (sc Fvs) da ayrica biyotanima molekdlleri

olarak kullaniimaktadir (Dunne ve ark., 2005).

SPR biyosensor calismalarinda kullanilan diger bir biyotanima molekul sinifini
peptidler olusturmaktadir. Antikorlara kiyasla peptidler daha ucuz, daha kararli ve
calisiimasi daha kolay biyomolekullerdir. Fakat, peptidler bazi durumlarda hedef
molekule karsi yuksek afinite ve 6zgullikten yoksun olabilmektedirler. SPR
biyosensoérlerinde, peptidler genellikle antikor tayininde kullanilirlar. Ornegin,
hepatit G (Rojo ve ark., 2003), herpes simplex tip1 ve tip2 virisu (Wittekindt ve
ark., 2000) ve Epstein-Barr viristine (Vaisocherova ve ark., 2007) karsgi olan
antikorlarin tayininde ve agir metal (Forzani ve ark., 2005) tayininde peptidlerden

yararlaniimaktadir.

Son yillarda aptamerler de gelecek igin umut verici biyotanima molekilleri olarak
SPR biyosensor calismalarinda kullaniimaktadir. DNA veya RNA aptamerleri;
kiguk molekdller, proteinler, nukleik asitler ve hatta hicreler, dokular ve
organizmalar gibi c¢esitli molekuler hedefler icin tasarlanmis tek zincir
oligonukleotid sekanslardir (Wang ve ark., 2007; Jayasena, 1999). Ayrica

aptamer sentezi nispeten daha basittir ve tekrar uretilebilirligi yuksektir.

2.4.4. SPR Biyosensér Galigmalarinda Yararlanilan Olgiim Yéntemleri

Kimyasal ve biyolojik analitlerin tayini igcin SPR sensoér galismalarinda kullanilan
gesitli dlgtim yontemleri bulunmaktadir (Habauzit ve ark., 2007; Shankaran ve ark.,
2007). Hangi olgum yonteminin segilecedi; hedef analit molekulinin boyutuna,
mevcut biyotanima molekulinin yani ligandin baglanma 6zelligine, 6lgum
yapilacak analit derigsimi araligina ve Ornek matriksine goére degismektedir
(Shankaran ve ark., 2007). En siklikla kullanilan dlgim yéntemleri; (a) dogrudan
Olcim ydntemi, (b) yarismaci 6lgim ydntemi, (c) inhibisyon dlgim ydntemi ve (d)

sandvig 6lcim yontemidir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. SPR biyosensor calismalarinda kullanilan o6lgim yontemleri (a)

Konjuge antijen

dogrudan &lgim yodntemi, (b) yarismaci 6lgim yontemi, (c) inhibisyon Olgim

yontemi, (d) sandvi¢ dl¢im yontemi.

Dogrudan dl¢um ydnteminde; biyotanima molekull, érnedin antikor, sensor yluzeyi
Uzerine immobilize edilir. Cozelti igindeki analit antikora baglandikga kirilma
indisinde degisime neden olur. Bu degisim de sensoér tarafindan tespit edilir. Sinyal
artisi analit derigimi ile dogru orantihdir. Bu yontem genellikle ilgilenilen analit

derigimi dlgulebilir ve yeterli bir sinyal olugturabiliyorsa tercih edilir (Homola, 2008).

Yarismaci 6lgim yontemi, genellikle dusuk molekll agirhdindaki antijenlerle
calisilirken tercih edilir. Bu yontemde, 6zgul antikorlar sensor yuzeyine immobilize
edilir. Hedef antijeni de iceren ornek ¢ozeltisi, bir antijen konjugati ile karigtirihr.
Antijen- konjuge antijen karigimini igeren ¢ozeltinin enjeksiyonu yapilir. Sadece
konjuge antijeni iceren referans bir 6rnegin meydana getirdigi sinyal ile 6rnek
¢Ozeltisinin meydana getirdigi sinyal arasindaki fark, 6rnek igindeki antijen
miktarini verir (Homola, 2008). Bu yontemde 6rnek icindeki yuksek antijen derisimi
sinyalin dusik olmasina neden olur. Cunkl daha yuksek molekil agirligina sahip

oldugu igin konjuge antien SPR’de daha gugli bir sinyal meydana getirir.
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Yarismaci olgum yontemi, genellikle toksik bilesiklerin tayininde kullanilir (Homola,
2008).

inhibisyon dlglim yénteminde, bu kez hedef antijen sensér yiizeyine immobilize
edilir. Hedef antijeni de iceren Ornek c¢oOzeltisi, bu antijene kargi olan o6zgul
antikorlar ile karigtiriir ve sensére enjekte edilir. Antikorlar hem c¢ozeltideki
antijenlere hem de sensor yuzeyindeki antijenlere baglanir. Antijen icermeyen
referans 6rnegin olusturdugu sinyal ile antijeni de igeren drnek ¢ozeltisi arasindaki
sinyal farki, 6rnek icindeki antijen miktarini verir. Bu ydontemde, 6rnek icindeki

yuksek antijen derisimi sinyalin distk olmasina neden olur (Homola, 2008).

Sandvig¢ 6l¢im ydnteminde, antijene kargi olan antikor molekulleri sensoér ylzeyine
immobilize edilir. Antijeni de iceren Ornek g¢obzeltisinin enjeksiyonundan sonra,
hedef antijen bu antikorlara baglanir. Sonraki asamada, ikincil bir antikor
uygulamasi yapilir ve hedef antijen bdylece bu iki antikorun sandvigi seklinde
tespit edilir. Sinyaldeki artis, antijen derisimi ile dogru orantihdir. Bu yontemle

6zgullik ve tayin limiti (LOD) arttinlmig olur (Homola, 2008).

2.4.5. SPR Biyosensorlerin Kullanim Alanlari
SPR biyosensorleri, gida kalite kontrol analizlerinde, ¢evresel analizlerde ve tipta

tani amaciyla cesitli alanlarda kullaniimaktadir (Homola, 2008).

SPR biyosensor teknolojisinin gida analizleri konusundaki gecerliligi arttikga, bu
alandaki hedef analit tespitine yonelik yapilan galismalarin sayisi da artmaktadir.
Bu alanda hedeflenen analitler arasinda patojenler (Fratamico ve ark., 1998; Oh
ve ark., 2002; Oh ve ark., 2003), toksinler (Nedelkov ve ark., 2000; Nedelkov ve
ark., 2003; Slavik ve ark., 2002), vitaminler (Caelen ve ark., 2004; Haughey ve
ark., 2005; Indyk ve ark., 2000), hormonlar (Gillis ve ark., 2002; Gillis ve ark.,
2006), tanida kullanilan antikorlar (Kim ve ark., 2006), alerjenler (Mohammed ve
ark., 2001; Malmheden ve ark., 2006), proteinler (Dupont ve ark., 2006; Indyk ve

ark., 2006) ve kimyasal kirleticiler (Samsonova ve ark., 2004) sayilabilir.

SPR biyosensor teknolojisiyle hedeflenen ve c¢evresel éneme sahip analitler;

pestisitler (Minunni ve Mascini, 1993; Mouvet ve ark., 1997; Haris ve ark., 1999),
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aromatik hidrokarbonlar (Gobi ve ark., 2004; Kim ve ark., 2006), agir metaller (Ock
ve ark., 2001), fenoller (Soh ve ark., 2003) ve dioksinlerdir (Shimomura ve ark.,
2001).

SPR’nin belki de en dénemli uygulama alanlarindan biri de tipta tani amagli
kullanimidir. Normal biyolojik sureglerde, patolojik sureglerde veya belirli bir
tedaviye kars! yurutulen farmakolojik cevaplarda 6nem tasiyan gesitli molekuler
biyoisaretleyicilerin  hizli, hassas ve 06zgul tespiti modern biyoanalitik
uygulamalarda buylk 6nem tasimaktadir (Pejcic ve ark., 2006; Andreescu ve
Sadik, 2004). SPR biyosensor teknolojisinden bu alanda siklikla yararlaniimaktadir
ve bu konuda hedeflenen analitler; kanser biyoigaretleyicileri, aler;ji

biyoigaretleyicileri, kalp krizi biyoisaretleyicileri, antikorlar, ilaglar ve hormonlardir.

insanda kardiyak Troponin T, kalp krizi igin 6zgUl bir biyoisaretleyicidir. Dutka ve
arkadaslarinin (2006) yapmis oldugu insan kardiyak Troponin T tespitine yonelik
immunosensor c¢alismasinda, herhangi bir dilusyona gerek duyulmadan oda
sicakligindaki serum drnekleriyle galisiimis ve sensérin 0.05-4.5 ng/mL aralhiginda

Olcim yapabildigi rapor edilmigstir (Dutka ve ark., 2006).

Prostat 6zgll antijen (PSA), prostat kanseri ve go6gus kanseri igin bir
biyoisaretleyici niteligi tasidigi igin, bu kanserlerin erken teshisinde vyararli
olabilecegi dusuncesiyle PSA tayinine yonelik SPR temelli bir immunosensor
calismasi yapilmistir (Choi ve ark., 2007). Yapilan c¢alisma sonucunda 300

fentomol seviyelerine varan hassasiyette PSA tayini yapilabildigi rapor edilmistir.

Karsinoembriyonik antijen (CEA), timoér bagiml bir antijendir ve pankreatik, gastrik
ve kolorektal kanserler igin bir biyoisaretleyici niteligindedir (Aquino ve ark., 2004).
Artan CEA seviyesi ve buna karsilik artan CEA otoantikor seviyesi, erken kanser
teshisi icin bir kriter olarak kullanilabilir disincesiyle Ladd ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada, normalden fazla eksprese olan CEA antikor
seviyesine sahip bireylerle saglikli bireyler SPR sensoru ile kolaylikla ayirt
edilebilmigstir (Ladd ve ark., 2008).
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Dunyada iki milyondan fazla hepatit B hastasinin bulundugu tahmin edilmektedir
(WHO, 2008). Bu nedenle hepatit B’'nin ucuz ve hizli teshisi igin, Uzun ve
arkadaglari molekller baskilama temelli SPR biyosensor hazirlamiglar ve
sensoriun etkinligini hasta plazmasindan test etmislerdir. Uzun ve ark. (Uzun ve
ark., 2009) hazirladiklari biyosensorin sonuglari ile ELISA yontemiyle elde ettikleri

sonuglar arasinda %99.7 oraninda uygunluk oldugunu rapor etmislerdir.

Anilan c¢aligsmalar, ¢abuk, hassas, secici, tekrar kullanilabilir, basit ve vicut
sivilarindan dogrudan 6l¢im yapabilen SPR biyosensorlerin, teshis amagli yeni
analitik sistemlerin gelistiriimesinde umut verici yaklagimlardan biri olduguna 6rnek

olusturmaktadir.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Fap fragmanlari elde etmek igin kullanilan 1gG, IgG molekdllerinin enzimatik
hidrolizi i¢in kullanilan papain ve EDTA, reaksiyonu durdurmak igin kullanilan
iyodoasetamit, L-histidin metil ester ve metakriloil klorir Sigma (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Monomer 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve ¢apraz
baglayici etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baslatici azobisizobutironitril (AIBN)
ve altin ¢ip ylzey modifikasyonunda kullanilan allil merkaptan Fluka A.G. (Buchs,
isvicre) firmasindan temin edilmistr. HEMA ve EGDMA polimerizasyon
inhibitériini  uzaklastirmak icin dusuk basingta (100 mmHg) damitiimis ve
kullanilana kadar 4°C’da muhafaza edilmistir. Diger kimyasal maddeler analitik
saflikta olup Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmigtir.
Deneylerde kullanilan cam malzemeler bir gece boyunca 4 M nitrik asitte
bekletilmistir. Deneylerde kullanilan su, ylksek akisli seliloz asetat membran
(Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve
ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve
iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf

suyun (deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. Fap Fragmanlarinin Hazirlanmasi

3.2.1 IgG Molekullerinin Papain Enzimi ile Kesilmesi

Fab fragmanlari elde etmek igin insan IgG kesilmesi, 20 mM EDTA igeren 20 mM
sodyum fosfat tamponu (pH: 7.0) icinde gergeklestirilmistir. Kesilme iglemi, 0.5
mg/mL IgG igeren kesilme ¢ozeltisi icine enzim/antikor orani 1:20 olacak sekilde
papain ilavesi ile baslatilmistir. Sonugta olusan cozelti 37°C’de 24 saat inklbe
edilmistir. Kesilme c¢ozeltisi icine 30 mM iyodoasetamit eklenmesi ile kesilme

reaksiyonu durdurulmustur.
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3.2.2 IgG Molekiillerinin Kesilmesi Sonucunda Elde Edilen Fragmanlarin
FPLC ile Analizi

IgG molekdllerinin papain enzimi ile kesilmesi sonucunda elde edilen fragmanlar,
hizli protein sivi kromatografisi (FPLC) ile analiz edilmistir. Kromatografik ayrim,
2.5 x 0.7 cm Hi-Trap_r Protein A_FF kolonu Uzerinden yapilmistir. FPLC mobil
fazlari A ve B sirasiyla 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7.0) ve 0.1 M glisin-
HCI tamponu (pH: 3.0) ile hazirlanmigtir. Kromatografik ayirma 1 mL/dak. akis
hizinda gergeklestirilmistir. %100 A tamponu ile 10 dakikalik baslangi¢
periyodunun ardindan, %0 B’den %100 B’ye 3 dakikada ulasan lineer gradiyent, 4
dakika %100 B elisyon tamponu ile devam edip, 6 dakika %100 A tamponu gegisi
ile son bulmustur. 2 mL protein karigimi kolona uygulanmisg, 280 nm’de absorbans
g6zlenmigtir. Kromatografik ayrim 27°C’de gerceklestiriimigtir. Kolona tutunan ve
kolondan tutunmadan c¢ikan fragmanlar, cihazin Frac920 fraksiyon unitesi
yardimiyla ayri ayr toplanmigtir. Bir sonraki asamada toplanan F, ve F¢

fragmanlarinin liyofilizator yardimiyla ¢ézucu kismi uzaklastiriimistir.

3.2.3. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizi, %10’luk sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi ile
yapilmisg, Coomasie Blue ile boyama gergeklestirilmistir. Kuyucuklara 5 yL 6rnek-5
ML boya seklinde yukleme yapilmistir. Birinci kuyucuga Protein A kolonundan
tutunmadan c¢ikan Fa, fragmanini iceren ¢ozelti; ikinci kuyucuga Protein A
kolonuna baglanan ve ellisyon asamasinda elde edilen F; fragmanini igeren
¢Ozelti yuklenmis, Uguncu kuyucug@a ise isaretleyici proteinler (60 kDa BSA, 14.7

kDa lizozim) yuklenmistir.

3.3. N-Metakroil-L-Histidin Metil Ester Monomerinin Sentezi

N-Metakroil-L-histidin metil ester (MAH) monomerinin sentezi icin uygulanan
yontem kisaca soyledir: 5.0 g L-histidin metil ester ve 0.2 g hidrokinon, 100 mL
diklorometan (CH)Cly) c¢ozeltisi igerisinde  ¢dzulmastir. Cozelti 0°C'a
sogutulmustur. 12.7 g trietilamin bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. 5.0 mL metakriloil
klorir yavasgca bu ¢ozeltinin Ustine dokulmustir. Bu reaksiyon karisimi azot
atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2 saat oda sicakliginda karistirilmistir.
Kimyasal reaksiyonun sonunda, reaksiyona girmeyen metakriloil klortr, % 10'luk

NaOH c¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz doner buharlastiricida
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uzaklastiriimis ve kalan kisim etanolde ¢6zulmustir. Daha sonra kristallendirme
islemi ile saf N-metakroil-L-histidin metil ester kati halde elde edilmistir (Garipcan
ve Denizli, 2002).

3.3.1. MAH Monomerinin Karakterizasyonu

3.3.1.1. FTIR Analizi

MAH monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series,
Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde edilmigtir. MAH monomeri (2 mg), KBr (98
mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak karistirimig, tablet haline

getirilmis ve 4000-450 cm™' dalga sayisi araliginda FTIR spektrumu gekilmistir.

3.3.1.2. NMR Analizi
MAH monomerinin proton NMR spektrumu, CDCls igerisinde JEOL GX-400 300
MHz (Japonya) NMR cihazi kullanilarak alinmigtir. Kimyasal kaymalar ppm

cinsinden CDCI; referans alinarak rapor edilmistir.

3.4. MAH-F,, Kompleksinin Hazirlanmasi

Fab fragmani (kalip molekul) ve fonksiyonel monomer olan MAH, 1.5 pmol F4, ve
1.5 ymol MAH olacak sekilde 400 uL distile su icinde oda sicakliginda 2 saat
karistirilarak MAH-F 5, kompleksi hazirlanmigtir.

3.5. Yiizey Plazmon Rezonans Giplerinin Allil Merkaptan ile Yiizey
Modifikasyonu

SPR ciplerinin altin kaph yuzeyi, allii merkaptan (CH,CHCH,SH) ile modifiye
edilmigtir. Modifikasyon Oncesi altin yluzey bazik pirana ¢ozeltisi (3:1 NH4OH:H20,,
v/v) ile temizlenmistir. 20 mL bazik pirana ¢ozeltisi igerisine daldirilan gipler 5
dakika ¢ozelti icerisinde bekletilmistir. Cdzeltiden gikarilan gipler saf etil alkol ile
yikanmis ve vakum etuvinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur. Yuzeyi
temizlenen SPR gipler 3 mM allil merkaptan igceren etanol:su (4:1, v/v) ¢ozeltisine
daldiriimis ve 12 saat bekletilmigtir. Allil merkaptan ¢ozeltisinden alinan SPR ¢ipler
saf alkol ile yilkanmig, vakum etlvinde azot atmosferinde kurutulmustur (200
mmHg, 40°C). Modifikasyon sonucunda altin kapli SPR ¢ip yuzeyine allil gruplari
takilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. SPR c¢iplerinin allil merkaptan ile modifiye edilmesi ve allil gruplarinin

yonlenmesi.

Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR giplerinin karakterizasyonu igin temas

acisi 6lgimu ve atomik kuvvet mikroskobu analizleri gergeklestirilmistir.

3.6. Yuzey Plazmon Rezonans Cip Yiizeyinde Polimer Hazirlanmasi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR giplerinin altin kaplanmis yutzeyinde Fgp
fragmani baskilanmis polimerler asagida belirtilen sekilde hazirlanmigtir: bir tlp
icerisinde (uzunluk 5 cm, i¢ ¢capi 1 cm) Fap-MAH 6n-kompleksi (1.5:1.5 umol)
hazirlanmistir. Fa,-MAH kompleksi, 1 mL HEMA, 2 mL EGDMA ¢dzulerek 500uL
polimer c¢ozeltisi hazirlanmig ve 5 mg azobisizobdtironitril (AIBN) bu ¢ozelli
icerisine ilave edilerek stok reaksiyon c¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra
reaksiyon karisimindan 2.5 pyL numune alinarak trimetilklorosilan kaplanmig bir
cam lamel Uzerine damlatilmistir. SPR ¢ip bu ¢odzelti Uzerine ters cevrilerek
konulmustur. Polimerizasyon UV 1s1g1 (100 W, 365 nm) ile baslatiimis ve oda
sicakliginda azot atmosferinde 30 dakika surdUrdlmastar. Polimerizasyon
isleminden sonra cam lamel SPR ¢ip ylzeyinden ayrilmistir. Polimer kaplanmis
SPR gipler 6nce 0.1 M HCl/metanol (1:1, v/v), daha sonra metanol ile yikanmis ve

vakum etuvunde kurutulmustur. Polimerizasyon yontemi Sekil 3.2°de gosterilmigtir.
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Sekil 3.2. SPR ¢ip yuzeyinde polimerik film hazirlanmasi. (A) lamel Uzerine
reaksiyon karigimi damlatilir (2.5 pL); (B) SPR ¢ip cam lamel Uzerine yerlestirilir ve

alttan UV-isik uygulanir; (C) cam lamel film olusmus SPR ¢ip ylzeyinden ayrilir.

3.7. Kalip Molekuliin Uzaklastiriimasi

Kalip molekil olan Fg, fragmaninin polimerik yapidan sokulebilmesi igin
desorpsiyon ajani olarak 1 M NaCl (20 mM, pH:7.0 fosfat tamponu) c¢ozeltisi
kullanilmigtir. Kalip moleklliin desorpsiyonu kesikli sistemde gergeklestirilmistir.
Yuzey plazmon rezonans sensoOr ylUzeyine baskilanan Fg, fragmanlari Uzerine
desorpsiyon ¢ozeltisi (20 mL) eklenmistir. Calkalamali inkUbatérde oda
sicakliginda 2 saat boyunca calkalanmistir (200 rpm). Desorbe edilen sensor,

deiyonize su ile yikanmis ve vakum etuvinde (200 mmHg, 25°C) kurutulmustur.
3.8. Yuzey Plazmon Rezonans Ciplerinin Yiizey Karakterizasyonu

3.8.1. Temas Agisi Olgiimleri

Temas acisi 6lgimleri KRUSS DSA100 (Hamburg, Aimanya) cihazi ile yapiimistir.

SPR altin ¢ip yuzeyine 1 damla su damlatilarak yapisik damla (Sessile Drop)
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yontemiyle temas acisi belirlenmistir. Cip ylzeyinin farkli bdlgelerine su
damlatmak suretiyle 10 ayri fotograf c¢ekilmis ve her biri igin ayri temas agisi
belirlenmistir. Belirlenen temas acgi degerleri damlacigin kati ile sol temas
noktasindan alinan soldan temas agisi; sag temas noktasindan alinan sagdan
temas acisi olarak belirlenmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama
temas acisi degerleri elde edilmistir. Modifiye edilmemis ve alil merkaptan ile
modifiye edilmis ¢ip ylzeyleri igin temas acisi degerleri alinan 10 Al¢iman

ortalama degerleri olarak hesaplanmigtir.

3.8.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

SPR ciplerinin altin ylzeyinin karakterizasyonu icin yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere) kullaniimistir.
Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi ile 4096 x
4096 piksel ¢ozunurlikte olgim alabilmektedir. Modifiye edilmemis ve Fgp
baskilanmis SPR cipleri ¢ift yizIli karbon bant ile érnek tutucuya yerlestirilmistir.
Goruntlileme galismalari, hava ortaminda, yari degen modda gercgeklestirilmistir.
Salinim rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1
Vrus Ve bos titresim genligi ise 2 Vrus'dir. Ornekler 2 um/s tarama hizinda, 256 x

256 piksel ¢coziinirliikte, 2 x 2 pym?lik bir alanda gériintiilenmistir.

3.8.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Fab fragmanlari baskilanmis SPR giplerinin ylzey karakterizasyonu igin FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmigtir. SPR ¢ipi ylzeyin 6rnek yuvasina yerlestirildikten sonra, 400-4000
cm’' dalga sayisi araliginda yiizeyde gerceklesen toplam yansima miktari

OlcUlmustar.

3.8.4. Elipsometre

Hazirlanan SPR giplerinin yuzeyindeki kalinlik olgimleri Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmigtir. Kalinlik
Olcimleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. SPR
cipi lazer 1sik kaynagi altina yerlestiriimis ve ylzey kalinhdi hesaplama programi

icin SF10 prizma+50 nm altin+50 nm polimer katmani veri olarak éngérulmustir.
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Olgumler sensér ylzeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve sonuglar bu

degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

3.9. SPR Ciplerle Kinetik Analizler

Fab fragmani baskilanmis SPR biyosensorlerin hazirlanmasindan sonra hazirlanan
SPR c¢iplerle kinetik gcalismalara gecilmigstir. Kinetik ¢alismalarda 20 mM sodyum
fosfat tamponu (pH: 7.0) icinde 10 mL olarak hazirlanan érnek ¢ozeltileri ile kinetik
calismalar yapilmistir. Desorpsiyon ajani olarak 20 mM sodyum fosfat tamponu
(pH: 7.0) ve 1 M NaCl kullaniimigtir. IgG derigsim taramasi 0.02-0.50 mg/mL
arahiginda, Fa, derigsim taramasi ise 2-15 mg/mL araliginda hazirlanarak SPR
sisteminde kinetik analizler yapilmigtir. Sekil 3.3'de GenOptics SPRiLab sistemi
gOsterilmektedir. Sistem, lazer kaynagi, ayna sistemi, CCD kamera sistemi,
peristaltik pompa ve bilgisayardan olusmaktadir (Sekil 3.3). Fa fragmani
baskilanmis SPR c¢ipi kinetik analiz ¢alismalarinda kullanilmistir. Bu baslik altinda
uygulanan deneysel islem su sekildedir: SPR ¢ip ylzeyi deiyonize su (50 mL) ile
yikanmistir. Sistemden pH: 7.0 fosfat tamponu gecerken ylzey plazmon egrileri
alinmis ve rezonans Kkirilma agcisi belirlenmistir. Cihaz bu kirilma agisina
ayarlanmis ve kinetik calismalar bu agi dederinde gergeklestirilmistir. Kinetik analiz
¢alismalarinda SPRview yaziliminin kinetik gorintlileme programi kullaniimigstir.
Bu program, dakikada yaklasik %150 kirilma miktari degerini 6lgmekte ve anlik
olarak % kirilma miktar1 degisiminin gézlenmesini saglamaktadir. Plazmon egrileri
alinmasi ve aynanin rezonans acisi degerine ayarlanmasinin ardindan, SPR
sisteminden 5 dakika sureyle 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7.0) gecirme
islemine devam edilmigtir. Bu dengeleme basamagindan sonra, farkli derisimlerde
hazirlanan Fa, ornekleri (10 mL, 2.0 mL/dakika akis hizi) sisteme verilmistir.
Rezonans frekansindaki kayma degerleri anlik olarak goézlenmis ve denge
durumuna geldiginde sisteme 1 M NaCl (20 mM, pH: 7.0, fosfat tamponu) ¢ozeltisi
(50 mL, 2.0 mL/dak. akis hizi) verilerek desorpsiyon gerceklestiriimistir.
Desorpsiyon isleminden sonra, SPR ¢ipi fosfat tamponu (pH: 7.0, 20 mM) ve su ile
yikanmistir. Farkli derisimlerdeki Fa, 6rnekleri ile ¢alisiimadan 6nce adsorpsiyon-
desorpsiyon-rejenerasyon asamalari tekrarlanmistir. Fa, derigsim taramasi igin
uygulanan iglemlerin aynisi IgG derisim taramasi igin tekrarlandiktan sonra, elde
edilen kinetik verileri, SPR1001 (GenOptics, Fransa) yazilimi kullanilarak analiz

edilmistir.

40



Sekil 3.3. GenOptics SPRiLab sistemi.

3.10. Yanigmali Kinetik Analizler

Fab fragmanlari baskilanmis SPR ¢ipinin segiciligini gostermek igin Fa,, 19G, sigir
serum albumini (BSA) ve F; fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan tekli, ikili ve
Uclt karisimlardan olusan ¢ozeltiler SPR sistemine verilerek yarismali adsorpsiyon

calismalari gerceklestiriimistir. Bu ¢ozeltiler, fosfat tamponunda (20 mM, pH: 7.0)
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1 mg/mL derisiminde hazirlanmistir. Yarismaci kinetik analiz ¢alismalari igin de
daha d6nceden anlatildigi gibi plazmon egrileri alinmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler
sisteme enjekte edilmis ve kinetik veriler alinarak SPR1001 (GenOptics, Fransa)

yazilimi ile analiz edilmigtir.

3.11. SPR Gipinin Baskilama Segciciliginin Belirlenmesi

Fab fragmanlari baskilanmis sensorun segiciligini gostermek icin Fa, fragmanlari
baskilanmamis Poli (HEMA-MAH) SPR ¢ipi de hazirlanmistir. 1gG, sigir serum
albumini ve F; fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan karisimlar sisteme
gonderilmistir. Bu c¢ozeltiler de fosfat tamponunda (20 mM, pH: 7.0) 1 mg/mL
derigsiminde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin sisteme enjeksiyonundan sonra

kinetik veriler alinarak SPR1001 (GenOptics, Fransa) yazilimi ile analiz edilmistir.

3.12. Dogal Kaynaktan Kinetik Analizler

Dogal kaynaktan kinetik analiz ¢alismalari i¢in insan plazmasi kullaniimistir. Bu
kapsamda, gonulla vericiden saglanan kan drnekleri EDTA igeren tuplere alinmis
ve hacrelerin ayrilmasi igin 3800 rpm'de oda sicakliginda 30 dakika santrifij
edilmis ve filtre edilerek (3 pm Sartoriusfilter), kullanilana kadar -20°C’de
saklanmistir. insan plazmasi kullaniimadan énce 37°C’de eritilmistir. Farkli
oranlarda seyreltilen (1/800 - 1/20000) plazma o6rnekleri SPR sistemine enjekte
edilerek sensorgramlar alinmigtir. Daha 6onceki sulu c¢ozelti galismalari igin

uygulanan iglemlerin aynisi, plazma ¢alismalari igin de uygulanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. IgG Molekiiliiniin Papain Enzimi ile Kesilmesi

4.1.1. FPLC GCaligmasi

Protein A, Staphylococcus aureus’un hicre duvarindan elde edilen ve IgG
molekullinin F. bolgesine ¢ok ylksek afinite gosteren biyospesifik bir liganddir.
Yapilan galisma kapsaminda IgG molekdllerinin papain ile kesilmesi sonucunda
elde edilen fragmanlar, hizli protein sivi kromatografisi (FPLC) ile ayriimistir. Bu
amagla GE Healthcare Protein A kolonu (HiTrap_r Protein A FF) kullaniimis ve

IgG molekulinin Fa, ve F; bolgeleri cihazin Frac920 fraksiyon Unitesiyle

toplanmigtir.
mAU
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Sekil 4.1. IgG molekdlinun HiTrap_r Protein A kolonu ile derisim taramasinin

kromatogrami (akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C).
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Sekil 4.2. 1gG molekulinin papain ile kesilmeden oOnceki kromatogrami (IgG
derisimi: 0.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C).
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Sekil 4.3. 1IgG molekulinin papain ile kesildikten sonraki kromatogrami (IgG
derisimi: 0.5 mg/mL; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklk: 27°C).
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Sekil 4.4. 1IgG molekulinun papain ile kesildikten sonraki kromatogrami (seyreltme
orani: 1:100; akis hizi: 1 mL/dak; sicaklik: 27°C).

FPLC sisteminin kalibrasyonu amaciyla, farkh derisimlerde 1gG c¢ozeltileri kolona
yuklenmistir. Kolonda alilkonma suresi 12 dakika olarak bulunmustur (Sekil 4.1).
Protein A kolonunun IgG molekulinin Fa, kismi ile herhangi bir etkilesime
girmedigi, sadece F. kismini bagladigi yapilan ¢alismalar sonucunda goézlenmigtir.
Papain ile kesilmeden 6nce butun halindeki IgG’ler F. bdlgesinden Protein A
kolonuna baglanmigtir. Ancak papain ile kesimden sonra, IgG molekdulleri F, ve Fc
olarak fragmanlarina ayrildigi ve Protein A da IgG’leri F. bdlgesinden bagladigi
icin, Sekil 4.3'te gorulen birinci pik IgG molekulunin F,, fragmanini, ikinci pik ise
Fc fragmanini temsil etmektedir. Sekil 4.4’te ise 1:100 seyreltmeden sonra IgG
molekulindn enzimatik kesim sonrasindaki kromatogrami gérulmektedir. Burada
da yine birinci pik Fz, fragmanina aittir. Ancak bir dnceki sekildekine gore daha
dusuk bir mAU degeri ve daha daralmis bir pik gdzlenmistir. Bunun sebebi
seyreltmeden sonra c¢oOzelti icindeki Fz, miktarinin seyreltme ©Oncesine gore
azalmisg olmasidir. Ayni sebepten o6turt Sekil 4.3’de F. fragmanina ait olan ikinci

pikin Sekil 4.4’de kayboldugu gorilmektedir.
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4.1.2. SDS-PAGE Analizi

FPLC sistemi kullanilarak toplanan fraksiyonlarin molekdl agirliklarinin ve saflik
derecelerinin belirlenmesi amaciyla sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir. Hazirlanan %10’luk elektroforez jelinde
yurutulen érnekler, Coomasie Blue boyama islemi ile incelenmislerdir (Sekil 4.5).
Sekilden de gorualdugu gibi; 1. kuyucuk Fa, ve 2. kuyucuk F. fragmanlarina aittir.
Antikor molekulleri (IgG’ler), yaklasik 150 kDa molekul kitlesine sahiptir. Mentese
bdlgesinden papain ile Uge boélunmesi sonucunda, molekul agirliklari 50 kDa
civarinda olan polipeptid zincirlerine ayrilmaktadir. Sekilde de yaklasik 50 kDa
civarinda bandlar gortulmektedir. Bandlar, olduk¢a temizdir. Bu durum enzimatik
hidroliz ve FPLC ile fraksiyonlarin toplanmasinin basarili oldugunu gostermektedir.
Burada not edilmesi gereken bir diger husus ise; 1. kuyudaki bandin
yogunlugunun, 2. kuyudakinden daha ylksek olmasidir. Bu durum; enzimatik
hidroliz sonucunda 2 adet Fo, ve 1 adet F. bdlgesinin elde ediliyor olmasi ile

aciklanabilir.

BSA, 60 kDa

1. kuyucuk Protein A kolonuna
tutunmadan kolondan ¢ikan Fab
fragmanini iceren ¢ozelti,

2. kuyucuk Protein A kolonuna
baglanan ve elisyon
asamasinda elde edilen Fc

2 4 fragmanini iceren ¢ozelti;
Lizozim, 14.7 kDa

3. kuyucuk isaretleyici
proteinler.

Sekil 4.5. IgG molekulundn papain ile kesimi sonucunda Protein A kolonundan

elde edilen IgG alt fragmanlarinin SDS-PAGE goéruntusu.
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4.2. MAH Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
MAH monomeri, L-histidin metil esterin metakriloil klorur ile reaksiyonu sonucu
elde edilmigtir (Sekil 4.6.). Elde edilen monomer NMR ve FTIR c¢aligsmalari ile

karakterize edilmistir.

H,C o]
H,C 0 H,N
+  holl H,C

HCl) OMe 3 HN O

H.C Cl
’ CH, HC OMe
=
Ny NH —
N N
Metakriloil klortr (L)-Histidin Metil Ester N-metakriloil-(L)-histidin metil ester
(MAH)

Sekil 4.6. MAH monomerinin sentez reaksiyonu.

MAH monomerinin kimyasal yapisinin belirlenebilmesi icin 'H-NMR kullanilmistir.
Sekil 4.7.’de MAH'In 'H-NMR spektrumu gdsterilmektedir. MAH monomerine ait
karakteristik pikler sunlardir: '"H-NMR (CDCl3): & 1.85 (t; 3H, CHs), 1.4 (m; 2H,
CHy), 3.42 (s; 3H, -OCHz3), 5.28 (s; 1H, vinil H), 5.6 (s; 1H, vinil H), 6.6-6.9 (m; 5H,
aromatik); 7.42 (1H, NH); 7.47 (1H, NH). MAH monomerinin yapisal
karakterizasyonu igin uygulanan bir diger yontem, FT-IR spektrofotometredir. MAH
monomerine ait FT-IR spektrumu Sekil 4.8.de verilmigtir. Sekil 4.8.'deki FTIR
spektrumunda MAH monomerine ait 1724 cmde karakteristik karbonil bandi;
1558 cm™' ve 1651 cm™ amid gerilme titresim bandlari ve 3500 cm™ civarinda

genis hidroksil bandi gorulmektedir.
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Sekil 4.7. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu.
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Sekil 4.8. MAH Monomerinin FTIR spektrumu.
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4.3. F,, Fragmanlari Baskilanmig SPR Cipinin Yiizey Karakterizasyonu

4.3.1. FTIR Analizi

SPR  sensorunun altin  yUzeyinin  karakterizasyonu i¢cin  FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. SPR sensor, cihazin érnek yuvasina yerlestiriimis 4000-400 cm’
dalga sayisi araliginda ylzeyde gerceklesen toplam yansima miktari dl¢cGimustar.
Fab fragmani baskilanmigs SPR sensor yuzeyine ait FTIR-ATR spektrumu Sekil
4.9.da verilmistir. Sekilden de anlasilacagi gibi spektrumda 1633 cm™de karbonil
bandi, 1523 cm’ ve 1449 cm™de amid bandlari, 1065 cm”de MAH
monomerinden kaynaklanan imidazol halka titresimi ve 2918 cm™de alifatik C-H

titresimleri goriimektedir.
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100,0

99,5
99,0
98,5
98,0
97,5

97,0

96,5
2918,02
96,0
%T 327715
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93,0
92,5 1523,68

92,0 1633,10

91,5

90,87

4000,1 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 529,8)
e

Sekil 4.9. SPR ¢ipinin FTIR-ATR spektrumu.

4.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis ve Fg, baskilanmis sensodrlerin ylizey morfolojisi yari degen
modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Bazik pirana ¢ozeltisi
ile temizlenmis SPR sensoérin yuzey derinligi, 7.37 nm olarak belirlenmigtir (Sekil
4.10). Fa fragmani baskilanmis SPR ¢ipinin ylzey derinligi ise yaklasik 30 nm
olarak bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Modifiye edilmemis SPR c¢ipinin yari degen modda alinan AFM

goruntuleri (a) Yuzey goruntusu; (b) 3B goruntisu.
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Sekil 4.11. Fa fragmani baskilanmis SPR ¢ipinin yari degen modda alinan AFM

goruntuleri (a) Yuzey goruntusu; (b) 3B goruntisu.
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4.3.3. Elipsometre Analizi

Fab baskilanmis ve baskilanmamig Poli (HEMA-MAH) SPR sensorlerin ortalama
yuzey kalinligi elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. Kalinlik élgimleri 532
nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. F4, baskilanmis ve
baskilanmamig sensorlerin ortalama kalinlik degerleri sirasiyla 20.00 + 3.24 nm ve

18.50 £ 3.33 nm olarak hesaplanmistir.

4.3.4. Temas Agcisi Analizi

Modifiye edilmemis SPR sensorun, F, fragmani baskilanmis ve Fg, fragmani
baskilanmamis sensodrlerin ylzey karakterizasyonu Kriss DSA100 (Hamburg,
Almanya) temas agisi cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. Temas acisi degerleri
DSA2 yazihmi kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1.de modifiye edilmemis
SPR sensoriun, Fa, baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensoérlerin ylzey temas

acilar1 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Modifiye edilmemis, Fa, baskilanmig ve baskilanmamis SPR

sensorlerin ylzey temas acilari.

Yuzey Temas Agisl, °
Modifiye edilmemis altin ylzey 85.2
Fab fragmani baskilanmis SPR ¢ipi 70.4

Fab baskilanmamis Poli (HEMA-MAH) SPR cipi 76.8

Temas agisi dlgimlerinden goéruldigu gibi modifiye edilmemis SPR ¢ip ylzeyinin
temas acisi degeri (85.2°), Fa baskilanmamis poli (HEMA-MAH) SPR ¢ip
yuzeyinde 76.8”ye dusmus ve Fa, fragmani baskilandiktan sonra da 70.4°e
dismustir. YUzeyin temas acgisinin énemli miktarda azalmasi, yuzeyin hidrofilik
Ozelliginin arttigini gostermektedir. Bu durum su sekilde agiklanabilir; (i) Fap
baskilanmis ve baskilanmamis SPR gipleri hazirlama islemi sirasinda fonksiyonel
monomer olarak MAH monomeri kullaniimistir. MAH monomeri, amino asit
(histidin) temelli bir malzeme olup oldukga hidrofilik karaktere sahiptir. Bu sebeple,
yuzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi yuzey hidrofilisitesini arttirmis ve temas
acisi deg@erini dusturmastir. Sekil 4.12°de temas agisi dlgimleri alinan modifiye
edilmemis, F, baskilanmis ve F,, baskilanmamis SPR sensorlere ait temas agisi

gorantuleri verilmistir.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Sekil 4.12. Temas agisi olgumleri. a, b: modifiye ediimemis SPR sensor yuzeyi; c,

d: Fa, baskilanmis SPR sensor ylzeyi; e, f: Fa, baskilanmamis poli (HEMA-MAH)

SPR sensor yuzeyi.
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4.4. SPR Sensorlerle Kinetik Analizler

4.4.1. F,, Derigim Caligsmasi

Biyomolekdullerin tayininde siklikla kullanilan enzim, radyo veya floresan isaretleme
yontemlerinden farkli olarak SPR temelli biyosensdrler, herhangi bir isaretlemeye
gerek duyulmadan kullanilabililer (Homola, 2003). isaretleme isleminin
yapilmamasi hem zaman kazandirmakta hem de maliyeti dusUrmektedir.
isaretleyici molekdillerin ortamda bulunan diger molekiillerle etkilesiminden dolayi
yanlig sonuglar elde edilebilmektedir. SPR temelli biyosensdrlerin kullaniimasiyla
bu sorunlar giderilebilmektedir (Cooper ve ark., 2003). Ayrica bu sensorlerde analit
ve ylzey etkilesimi gergcek zamanda ve dogrudan olgulebilmektedir. Bu o6zellik
nicel olarak kinetik, termodinamik ve derisim parametrelerinin belirlenmesini veya
nitel olarak ligand ve analit arasindaki iliskinin karakterize edilmesini

saglamaktadir (Homola, 2008).

Bu calisma kapsaminda F,, fragmanlari baskilanmis SPR sensoéru hazirlanmistir.
SPR sinyali ile Fa, derigsimi arasindaki iligkinin degerlendirilebilmesi igin farkli
derisimlerde (2-15 mg/mL) Fa, c¢Ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler peristaltik
pompa araciligiyla SPR sensoruyle etkilestiriimis ve SPRview yazilimi kullanilarak
kinetik veriler alinmistir. Sekil 4.13’de farkli derisimlerde Fa, ¢Ozeltilerinden elde

edilen sensorgramlar verilmektedir.

Sekil 4.13.’de degisik derisimlerde Fa, ¢ozeltilerinin sensoérlere uygulanmasi ile
elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilde de goruldigu
gibi yizeye F4, uygulanmasiyla birlikte % kirilma degeri artmaktadir. Sekil 4.14.'de
tum grafikler birlikte verilmistir. Standart bir 6lgcimde; sistemden 6ncelikle denge
tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar Fa, ¢ozeltisi
gegcirilmis ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Batin olgimlerde
sistemin dengeye ulagsmasi icin yaklasik 40 dakika beklenmistir. Desorpsiyon ve

rejenerasyon islemleri yaklasik 5 dakika icinde gerceklestiriimigstir.
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Sekil 4.13. Fa c¢Ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar. (a) 2.0 mg/mL; (b) 2.5 mg/mL; (c) 3.0 mg/mL; (d) 6.0 mg/mL; (e)
8.0 mg/mL; (f) 10.0 mg/mL; (g) 15.0 mg/mL derisimlerinde hazirlanmis Fap

cozeltileri.
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Sekil 4.14. F4, ¢ozeltileri ile SPR sensoér arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi

%Kkiriima degerleri.

Derigsimdeki artisla birlikte %kirilma degerindeki artisin daha fazla oldugu
gorulmustur. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile yuzey arasindaki suricu glg¢ olan
derisim farkinin artmasi gosterilebilir. Cherif ve ark. (2006) yuzey plazmon
rezonans goruntuleme temelli yeni nesil peptid ¢ipler hazirlamislardir. Protein-
peptid etkilesimlerini inceledikleri c¢alismada seyreltme faktérand 1/100°’den
1/1000°’e c¢ikardiklarinda rezonans sinyalinde vyaklasik 4 kat azalma rapor
etmiglerdir (Cherif ve ark., 2006).

Verilerin daha duyarli degerlendirilebilmesi icin yaygin olarak anlik % kiriima
degeri ile baslangic % kirilma degeri arasindaki farki gosteren AR degerleri
kullaniimaktadir (Uzun ve ark., 2009(b)). Sekil 4.15."de farkh derisimlerdeki Fgp
cOzeltilerinden elde edilen zamana kargi AR degisimlerini gdsteren sensorgramlar

verilmektedir.
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Sekil 4.15. F4, ¢Ozeltileri ile SPR sensoér arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi
AR degerlerini gosteren sensogramlar. (a) 2.0 mg/mL; (b) 2.5 mg/mL; (c) 3.0
mg/mL; (d) 6.0 mg/mL; (e) 8.0 mg/mL; (f) 10.0 mg/mL; (g) 15.0 mg/mL

derisimlerinde hazirlanmis F,, ¢cozeltileri.
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Sekil 4.16. F4, ¢Ozeltileri ile SPR sensoér arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi

AR degerlerini gdsteren sensorgramlar.

Sekil 4.16’da goruldigu gibi batin AR’ye karsilik zaman grafikleri Dbirlikte
cizdirildiginde % kirilmaya karsilik zaman grafiklerine gobre daha kolay
incelenebilmektedir. Sekil 4.16’da goruldigu gibi Fa, derigsimi arttikga AR
degerlerinin de arttigi daha acgik bir sekilde gorulmektedir. Yaklasik 10 mg/mL
derisim degerinden sonra yuzeydeki aktif bdlgelerin dolmasina bagli olarak bu

artis hizi azalmakta ve dengeye ulasiimaktadir.

Sekil 4.17 (a)’da goruldugu gibi AR degeri derigim arttikca artmaktadir. AR degeri
yaklasik 10 mg/mL civarinda dengeye ulagsmistir. Sekil 4.17 (b)'de goruldugu gibi
0-8 mg/mL arahgindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi
(y = 0.2391x + 0.0199) ve dogrusaligi (R%) 0.9949 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore; Fa molekllleri baskilanmis bdlgeye yiksek afinite ile
baglanmaktadir (Toyama ve ark., 1998). Bagka bir deyisle; hazirlanan sensoér, 0-8

mg/mL araliginda % 99.49 dogrulukta 6lgcim yapabilmektedir.
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Sekil 4.17. F4, baskilanmis SPR sensore ait F,, derisimi ile AR arasindaki iligki.
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4.4.1.1. Kinetik Analizler

- Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([B]o), yuzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tim derisim de@erleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylelikle kuatlenin  derisime donastiriime isleminin  yapilmasina gerek
kalmayacaktir. Serbest analit derisiminin akis hicresinde sabit kaldid1 yalanci-

birinci derece kosullari altinda baglanma su sekilde ifade edilir:

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

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi; R ve Rmas, baglanma ile ol¢llen ve
maksimum sinyal; C, analit derisimi (mg/mL), ks, baglanma hiz sabiti (mL/mg.s) ve
kg, ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti Ka (mL/mg), ka ve kq sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kq). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARgenge /C = KaARmaks — KaARgenge (4.2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka, ARgenge/C’ye kargl ARgenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

- Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar dizenlendiginde;

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

esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollU kinetikler icin ¢izilen dAR/dt’ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kaC + kg) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baslangi¢
baglanma hizi analit derisimiyle dogrusal bir iliski igerisindedir ve kantitatif olarak
derisim belirlenmesinde kullanilir. Eger Rnaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak k; ve kg de@erleri hesaplanabilir. Yulzeyi tamamen doygunluga
eristirmek i¢in ¢cok ylksek analit derigsimlerine gerek oldugu igin Rmaks'In deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklasim, bircok farkh analit

derisimlerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yondeki
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hizlarin analizi igin ¢izilen dAR/dt'ye kargi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz

sabitleri ile iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:

S = kaC + kq (4.4)

S’ye kargi C grafigi, edimi ks olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, koC >> kg oldugu durumlarda Kkq
hesaplamasi igin bu yontem ¢ok guvenilir degildir. Daha glvenilir ydontem, ayrilma

kinetiginin incelenmesidir.

In(ARo / AR) = kq (t — to) (4.5)

Burada; ARy ve AR;, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
(Lin ve ark., 2005). Sekil 4.18de denge analizi ve baglanma kinetik analizi igin
gizilen dogrular verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARmaks, Ka,

kq, Ka ve Kp degerleri Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 35.69 ka, mg/mL.s 0.0807
Ka, mg/mL  0.0068 kg, 1/s 0.0541
Kb, mL/mg 147 1 Ka, mg/mL 1.49
R? 0.0873 Kp, mL/mg 0.671
R? 0.9897
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Sekil 4.18. Kinetik hiz sabitlerinin belilenmesi. (a) Denge analiz yaklagimi

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi.
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4.4.1.2. Denge izoterm Modelleri
Fab fragmanlari baskilanmis SPR sensoru ile F,, fragmanlari arasindaki etkilesim
modelini belirlemek amaciyla, Scatchard, Langmuir; Freundlich ve Langmuir-

Freundlich (LF) modelleri olmak Gzere dort farkli izoterm modeli uygulanmigtir.

Scatchard ARgenge /[C] = KA(ARmaks- ARdenge) (4.6)
Langmuir AR={ARmaks[C]/Kp+[C]} (4.7)
Freundlich AR=ARmaks[C]"" (4.8)
Langmuir-Freundlich ~ AR={ARmaks[C]""/Kp+[C]"™} (4.9)

Burada; ARmaks, maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge, denge halindeki SPR
sinyal kaymasi; [C], analit derisimi (mg/mL); Ka (mg/mL), baglanma denge sabiti;

Kb (mL/mg), ayrilma denge sabiti; 1/n, Freundlich yiizey heterojenite indeksidir.

Langmuir adsorpsiyon modeli homojen, Freundlich adsorpsiyon modeli ise
heterojen baglanma varsayimina dayanir. Langmuir modeli, molekuler
baskilanmis polimerlerin kullanildigi baglanma izotermlerinde yaygin olarak
kullanilmigtir (Li ve Husson, 2006). Molekuler baskilanmis polimerlerin heterojen
baglanma bdlgeleri de igerdigi rapor edilmistir (Umpleby ve ark., 2001; Wei ve ark.,
2005). Freundlich adsorpsiyon modeli, 06zellikle dustk derisimlerde MIP
sistemlerine uygunluk goéstermektedir (Umpleby ve ark., 2001). Fakat bu model,
yuksek derisim de@erlerinde bazi sapmalar goOstermektedir. Bu sapmalari
engellemek icin Langmuir-Freundlich ikili modeli kullanilabilir. Bu model,
heterojenite oldugu durumda c¢ok dusuk derisimlerden doygunluga kadar MIP
sistemleriyle uygunluk goéstermektedir (Wei ve ark., 2005). Sekil 4.19'da Langmuir,

Freundlich ve Langmuir-Freundlich modellerine ait grafikler verilmistir.
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Sekil 4.19.

Freundlich.

Adsorpsiyon modelleri.

(a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-




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

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

ARnaks, mg/mL 416.6 ARnaks, mg/mL 4.054 ARnaks, mg/mL 32.37

Kp, mL/mg 1658 1/n 0.1893 1/n 0.1893

Ka, mg/mL 6.03x 10* R? 0.9828  Kp, mL/mg 130.6

R? 0.9889 Ka, mg/mL 7.66x107
R? 0.9881

Sekil 4.19’a gore deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir modeli ile en
uyumludur (R? = 0.9889).Bu sonug; hazirlanan baskilanmis sensér yiizeyindeki Fap
baglanma bdlgelerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum
yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her ¢ izoterm modelinden elde edilen

sonuglar Cizelge 4.3’'de verilmigtir.

Cizelge 4.2 ve 4.3 birlikte incelendiginde Langmuir modelinin hazirlanan

sensorlere en uygun izoterm modeli oldugu gérilmastar.

4.4.2. IgG Derigim Galigmasi

Bu calisma kapsaminda IgG tayini i¢in Fa, fragmanlari baskilanmig SPR sensoru
hazirlanmistir. SPR sinyali ile IgG derigsimi arasindaki iligskinin degerlendirilebilmesi
icin farkli derisimlerde (0.02-0.5 mg/mL) 1gG c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Cozeltiler
peristaltik pompa araciligiyla SPR sensoriuyle etkilestiriimis ve SPRview yazilimi
kullanilarak kinetik veriler alinmistir. Sekil 4.20°de farkli  derisimlerde 1gG

cOzeltilerinden elde edilen sensorgramlar verilmektedir.
Sekil 4.20°de degisik derisimlerde IgG ¢oOzeltilerinin sensoérlere uygulanmasi ile

elde edilen % kirilmaya karsilik zaman grafikleri verilmigtir. Sekilde de goruldugu

gibi yuzeye IgG uygulanmasiyla birlikte % kirilma degeri artmaktadir.
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Sekil 4.20. 1gG c¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait
sensorgramlar. (a) 0.02 mg/mL; (b) 0.04 mg/mL; (c) 0.06 mg/mL; (d) 0.08 mg/mL;
(e) 0.10 mg/mL; (f) 0.25 mg/mL; (g) 0.50 mg/mL derisimlerinde hazirlanmis IgG

cozeltileri.
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Sekil 4.21. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi

%Kkiriima degerleri.

Sekil 4.21’de tum grafikler birlikte verilmistir. Standart bir dlgimde; sistemden
oncelikle denge tamponu daha sonra sistem yeniden dengeye ulasana kadar 1gG
¢cOzeltisi gecirilmis ve son asamada desorpsiyon ¢ozeltisi kullaniimigtir. Batln
Olcimlerde sistemin dengeye ulasmasi igin yaklasik 50 dakika beklenmigtir.
Desorpsiyon ve rejenerasyon islemleri yaklagslk 10 dakika iginde

gerceklestiriimistir.
Derigsimdeki artisla birlikte %kirilma degerindeki artisin daha fazla oldugu
gorulmustur. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile yuzey arasindaki suricu glg¢ olan

derigim farkinin artmasi gosterilebilir.

Sekil 4.22’de farkl derisimlerdeki IgG ¢ozeltilerinden elde edilen zamana karsi AR

degisimlerini gosteren sensorgramlar verilmektedir.
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Sekil 4.22. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi
AR degerlerini gosteren sensogramlar. (a) 0.02 mg/mL; (b) 0.04 mg/mL; (c) 0.06
mg/mL; (d) 0.08 mg/mL; (e) 0.1 mg/mL; (f) 0.25 mg/mL; (g) 0.50 mg/mL

derisimlerinde hazirlanmig IgG ¢ozeltileri.
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Sekil 4.23. 1gG ¢ozeltileri ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi

AR degerlerini gdsteren sensorgramlar.

Sekil 4.23te goruldigu gibi batin AR’ye karsilik zaman grafikleri birlikte
cizdirildiginde % kirilmaya karsilik zaman grafiklerine gore (Sekil 4.20) daha kolay
incelenebilmektedir. Sekil 4.23'te IgG derisimi arttikca AR degerlerinin de arttig
daha acgik bir sekilde goértulmektedir. Yaklasik 0.50 mg/mL derisim degerinden
sonra yuzeydeki aktif bolgelerin dolmasina bagdli olarak bu artis hizi azalmakta ve

dengeye ulasiimaktadir.

Sekil 4.24 (a)'da goraldugu gibi AR degeri derisim arttikga artmaktadir. AR degeri
yaklasik 0.50 mg/mL civarinda dengeye ulasmistir. Sekil 4.24 (b)’de goruldugu gibi
SPR sensoru, iki farkli derisim araliginda derigsim-sinyal dogrusallig
gOstermektedir. Sekil 4.24 (b)'de goruldugu gibi 0-1.0 mg/mL araligindaki veriler
degerlendirildiginde elde edilen dogrularin denklemi (y = 33,153x + 0,3075), (y =
3,1733x + 4,7684) ve dogrusalliklari (R?) sirasiyla 0.9406 ve 0.968 olarak
hesaplanmigtir. Bu sonuglara gore; IgG molekdlleri iki farkh bolgeden yuksek
afinite ile baglanmaktadir (Toyama ve ark., 1998). Baska bir deyisle; hazirlanan
sensor, 0-0.08 mg/mL derigsim arahgini % 94, 0.1-1.0 mg/mL arahdinda derisim

degerini ise % 96 dogrulukta 6l¢ebilmektedir.
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Sekil 4.24. F,, baskilanmis SPR sensore ait IgG derisimi ile AR arasindaki iligki.
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4.4.2.1. Kinetik ve Denge Analizleri

- Kinetik Analizler

Fap fragmanlar baskilanmig SPR sensorlerin IgG tayin 6zelliklerinin belirlenmesi
amacilyla, sensorler farkli derisimlerde IgG c¢ozeltileri ile etkilestirilmistir. Elde
edilen IgG sensorgramlarina matematiksel denklemler uygulanarak kinetik ve
denge analizleri gerceklestiriimistir. Kinetik analiz sonuglar Sekil 4.25 ve Cizelge
4.4’de verilmis, denge analiz sonuclari ise Sekil 4.26 ve Cizelge 4.5'de

O0zetlenmistir.

Cizelge 4.4. Kinetik hiz sabitleri.

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmak 9.515 Ka, ug/ml.s 2.419
Ka, ug/ml 6.3659 kg, 1/s 0.161
Kp, ml/ug 0.1571 Ka, pg/ml 15.025
Rz 0.7016 Kb, ml/ug 0.0666
R® 0.9722

- Denge izoterm Modelleri
Fao fragmanlar baskilanmigs SPR sensoru ile IgG arasindaki etkilesim modelini
belirlemek amaciyla, Scatchard, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

(LF) modelleri olmak Uzere dort farkl izoterm modeli uygulanmistir.
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Sekil 4.25. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi.

(Scatchard); (b) Baglanma kinetik yaklagimi.

(a) Denge analiz yaklagimi
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Sekil 4.26. Adsorpsiyon modelleri. (a) Langmuir; b) Freundlich; (c) Langmuir-

Freundlich.
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Cizelge 4.5. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks, mg/mL 7.67 ARmaks, mg/mL 9.52 ARmaks, mg/mL 27.43
Kb, mL/mg 0.112 1/n 0.1893 1/n 0.1893
Ka, mg/mL 8.929 R? 0.894 Kb, mL/mg 2.99
R? 0.9624 Ka, mg/mL 0.334
R? 0.9469

Sekil 4.26'ya gore deneysel olarak elde edilen veriler IgG tayininde de Langmuir
modeli ile en uyumludur (R? = 0.9624).Bu sonug; hazirlanan baskilanmis sensor
yuzeyindeki 1IgG baglama o6zelliklerinin homojen dagilimli, tek tabakali, es enerijili
ve minimum yanal etkilesimli oldugunu gostermektedir. Her U¢ izoterm modelinden

elde edilen sonuclar Cizelge 4.5'de verilmigtir.

4.5. Yanigmali Kinetik Analizler
BSA ve F. fragmanlarinin F4 ve IgG molekuline goére dagilma ve segicilik

katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmigtir:

Kq = [(Ci = Cr)/C{ x V/Im (4.10)

Esitlikte Ky, dagilma katsayisini (mL/g); C;i ve Cs, biyomolekillerin baslangi¢ ve
sonug derigimlerini (mg/mL); V, kullanilan ¢ozelti hacmini (mL) ve m, polimerin
agirhigini (g) ifade etmektedir. SPR sensdr uygulamalarinda, derisim ve kutle
parametrelerinin dondsturtlmesi gerceklestiriimektedir (Lin ve ark., 2005). Bu
yaklasimdaki temel sebepler; baslangi¢ ve son derisimleri arasinda énemli bir fark
g6zlenememesi; polimerin kutlesinin kesin olarak belirlenememesi ve derigsimin AR

ile dogrusal iligkide olmasidir.
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Bu durumda; segicilik katsayisi,

(4.11)
k= ARkallp/ARgirisimci
seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi igin ise;
k= kbaskllanmlslkkontrol (4.12)

seklinde ifade edilebilir.

Hazirlanan F5, baskilanmis sensorun IgG’ye kargi segciciliginin belilenmesi igin
yarismall adsorpsiyon deneyleri BSA, F; fragmanlari ve 1gG proteinlerinin tekli, ikili
ve Uclu karisim ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestiriimistir. Sensorin bu karisimlara
gosterdigi tepki, Sekil 4.27'de %kiriima/zaman ve S$ekil 4.28'de AR/zaman
iliskilerine ait sensorgramlarda gorulmektedir. BSA, Fa fragmanlarina yakin
molekul agirhginin olmasindan, F. fragmanlari ise boyut, molekul agirligi ve yapi
bakimindan F,, fragmanlarina oldukga yakin olmasindan dolayl yarismaci

proteinler olarak secilmislerdir.
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Sekil 4.27. 1.0 mg/mL derisiminde Fa, 1gG, sigir serum albumini (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan c¢oézeltiler ile Fa, baskilanmigs SPR

sensor arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar.
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Sekil 4.28. 1.0 mg/mL derisiminde Fa, 1gG, sidir serum albumin (BSA) ve F.
fragmanlarinin kullaniimasiyla olusturulan c¢oézeltiler ile Fa, baskilanmigs SPR
sensOr arasindaki etkilesimlere ait zamana karsi AR degerlerini goOsteren

sensorgramiar.
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Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde; Fa, baskilanmis SPR sensorlerin BSA ve F. ile
herhangi bir etkilesime girmedidi ve sinyal vermedigi belirlenmigtir. Bu durum
baskilanmis POLI (HEMA-MAH) filmin, hem kalip molekdl olan Fz’a hem de IgG
molekuline segici oldugunu godstermektedir. Ikili ve Uc¢li karigimlar dikkate
alindiginda, hem Fg, iceren karigimlarin hem de 1gG iceren karisimlarin gosterdigi
AR kayma degerleri, tekli ¢ozeltilere gore daha dusuktir. Bu durum, molekullerin
karisim halinde bir yarismaci ajan olarak davrandigini ve AR kayma degerinde

azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.

46. F,, Fragmanlan Baskilanmig Sensoriun Baskilama Segiciliginin
Belirlenmesi

Fap baskilanmis sensorin baskilama segiciligini gostermek icin Fa, fragmanlari
kullanilmadan Poli (HEMA-MAH) cipi de hazirlanmistir. Fap, 1gG, sigir serum
albumini ve F. fragmanlarinin kullaniimasiyla olugturulan karigimlar SPR sistemine
gonderilmistir. Bu ¢odzeltiler fosfat tamponunda (pH: 7.0) 1 mg/mL derisiminde
hazirlanmistir. Baskilanmamis sensorun bu karigimlara gosterdigi tepki, Sekil

4.29’da %kiriilma/zaman ve Sekil 4.30'da AR/zaman fonksiyonu olarak verilmigtir.
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Sekil 4.29. 1.0 mg/mL derisiminde Fa, 1gG, sidir serum albumin (BSA) ve F;
fragmanlarinin kullanilmasiyla olusturulan c¢ozeltiler ile Fa, baskilanmamis poli
(HEMA-MAH) SPR sensorli arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar.

%Kirilma/zaman fonksiyonu.
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Sekil 4.30. 1.0 mg/mL derisiminde Fa, 1gG, sidir serum albumin (BSA) ve F;
fragmanlarinin kullanilmasiyla olusturulan c¢ozeltiler ile Fa, baskilanmamis poli
(HEMA-MAH) SPR sensoru arasindaki etkilesimlere ait sensorgramlar. AR/zaman

fonksiyonu.
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Sekil 4.29 incelendiginde; Fa, baskilanmamis SPR sensorlerin BSA ve F; ile
herhangi bir etkilesime girmedigi ve sinyal vermedigi belirlenmistir. ikili ve Ggll
karigimlarda; baskilanmis SPR sensorlere benzer sonuglar elde edildigi ve
karigimlarin sinyal degerlerinde antagonistik bir etki oldugu gorulmektedir.
Baskilanmis ve baskilanmamig SPR sensorler kargilastirildiginda; 1gG sinyalinin
AR degerlerinin 7.90’dan 4.98’e dustugu gorulmektedir. Esitlik 4.11 ve 4.12
kullanilarak hesaplanan segicilik katsayilari, Fo, molekuline gore; Fa/lgG: 0.57,
Fao/BSA: 2.31, Fa/Fc: 2.00 olarak hesaplanmistir. IgG molekuline gore segicilik
katsayilari ise; IgG/Fa: 1.76, IgG/BSA: 4.07, IgG/F.: 3.53 olarak hesaplanmistir.
Bir baska tanimla; Fa, baskilanmis sensor, IgG’yi Fc'ye gore 3.53 kat, BSA'ya gore
4.07 kat segicilikte tanimaktadir. Bagil segicilik degeri, 1'in ne kadar Uzerinde ise
baskilama isleminin o kadar etkin oldugu bilinmektedir (Zhang, Cheng ve Fu,
2002). Tirozin amino asidinin baskilandigi bir ¢alismada; tirozin ile fenilalanin
amino asitleri arasindaki bagil segicilik katsayisinin 1.82 oldugu rapor edilmigtir
(Zhang, Cheng ve Fu, 2002). Bereli ve ark. lizozim baskilanmig kriyojeller
hazirlamiglar ve lizozimin BSA ve sitokrom c’ye gore bagil segicilik katsayilarini
4.6 (lizozim/BSA) ve 3.2 (lizozim/sitokrom c) olarak rapor etmislerdir (Bereli ve
ark., 2008).

Cizelge 4.6. Fa ve IgG'ye gore BSA ve F. icin secicilik ve bagil secicilik

katsayilari.
MIP NIP
Protein AR K, K, AR K, K, K, Fap K', 1I9G
Fab/Girigimci IgG/Girigimci Fab/Girigimci IgG/Girigimci
Fab 1.1028 - 7.1668 1.2273 - 4.0607 - 1.7649
IgG 7.9035 | 0.1395 - 4.9837 | 0.2463 - 0.5666 -

BSA 0.3763 | 2.9306 21.0032 0.9663 | 1.2701 5.1575 2.3074 4.0724

Fe 0.5797 | 1.9024 13.6338 1.2887 | 0.9524  3.8672 1.9975 3.5254

4.7. Dogal Kaynaktan Kinetik Analizler

SPR sinyali ile bir dogal kaynak olan plazma arasindaki iligkinin
degerlendirilebilmesi icin farkli oranlarda seyreltiimis plazma 6rnekleriyle (1/800-
1/20000 arasinda) calisiimistir. Plazma oOrnekleri peristaltik pompa araciligiyla

SPR sensorle etkilestiriimis ve SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler
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alinmistir. Sekil 4.31°de farkli seyreltme oranlarinda plazma orneklerinden elde

edilen sensorgramlar verilmektedir.

Orani:

1/5000

Seyreltme O

rani: 1

:1/2000

Sekil 4.31. Plazma ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait sensogramlar.

%Kirilma/zaman fonksiyonu.
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Sekil 4.32. Plazma ile SPR sensor arasindaki etkilesimlere ait sensogramlar.

AR/zaman fonksiyonu.

Sekil 4.32°de plazma calismalarindan elde edilen AR/zaman sensorgramlari
verilmektedir. Sekillerden de goruldigu gibi azalan seyreltme orani (artan derisim)
ile birlikte Fa, baskilanmis sensorun sinyal degeri artmaktadir. Oldukg¢a yuksek
seyreltme oranlarinda (20000 kat, derisim: 4.27uM) bile baskilanmig sensorlerin
sinyal verdigi gorulmektedir. Bu kapsamda gergeklestirilen deneylerden elde
edilen sonuglarin en énemli noktasi, plazma gibi kompleks bir ortamda (%91 su,

%7 proteinler, %2 iyonlar, besinler, gazlar, atiklar, hormonlar) bile IgG’nin teshis
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edilebildiginin belirlenmesidir. Sonug¢ olarak; Fa, baskilanmis sensodrler, hem sulu

cozeltilerden hem de dogal kaynaktan IgG tayininde basari ile kullanilabilmektedir.

Fao baskilanmis SPR sensorinin sinyal segiciliginin gosterilmesi amaciyla,
plazma o6rneklerinde gergeklestirilen calismalar, ELIZA dlgumleri ile kontrol

edilmistir. Bunlara ait grafikler Sekil 4.33'de gorulmektedir.
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SPR olglimleri ile ELIZA olglimleri arasinda %99.1'lik bir uyum oldugu
g6rilmistir. SPR ile dlglilen derisim degerleri ile ELIZA ile belirlenen derisim

degerleri arasinda ise %96.3’luk bir dogrusallik oldugu goraimustar.

85



5. YORUM

IgG molekdllerinin enzimatik hidrolizi papain enzimi ile gergeklestiriimis,
papain ile kesilme sonucunda elde edilen F, ve F. fragmanlari FPLC
yardimiyla ayri ayri toplanmistir. SDS-PAGE sonuglarindan, enzimatik
hidrolizin ve FPLC ile fraksiyonlarin toplanmasinin basarili oldugu
anlasiimaktadir.

IgG molekullerinin asil segiciliinden sorumlu olan ve IgG molekdllerinin
antijen baglayan pargalari olan Fg, fragmanlari SPR ¢ipi Uzerine
baskilanarak IgG tayininde kullaniimistir.

Baskilama isleminde fonksiyonel monomer olarak kullanilan MAH
monomeri, L-histidin metil esterin metakriloil klorlr ile reaksiyonu sonucu
elde edilmistir. Elde edilen monomer, NMR ve FTIR caligmalari ile
karakterize edilmistir.

MAH monomerinin 'H-NMR  spektrumunda MAH monomerine ait
karakteristik pikler sunlardir: "H-NMR (CDCl3): & 1.85 (t; 3H, CHs), 1.4 (m;
2H, CHy), 3.42 (s; 3H, -OCH3), 5.28 (s; 1H, vinil H), 5.6 (s; 1H, vinil H), 6.6-
6.9 (m; 5H, aromatik); 7.42 (1H, NH); 7.47 (1H, NH).

MAH monomerinin FTIR spektrumunda MAH monomerine ait karakteristik
1724 cm"'de karbonil bandi; 1558 cm™ ve 1651 cm™ amid gerilme titresim
bandlari ve 3500 cm™’ civarinda genis hidroksil bandlari gériilmektedir.

SPR sensorlerin  altin  yuzeylerinin  karakterizasyonu icin FTIR-ATR
spektrofotometresi kullaniimistir. FTIR-ATR spektrumunda spektrumda
1633 cm "de karbonil bandi, 1523 cm™” ve 1449 cm™de amid bandlari,
1065 cm "de MAH monomerinden kaynaklanan imidazol halka titresimi ve
2918 cm™"de alifatik C-H titresimleri gdzlenmistir.

Modifiye edilmemis ve F, baskilanmis SPR sensodrlerin yizey morfolojisi
yari degen modda atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Bazik
pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis SPR cipinin yuzey derinligi, 7.37 nm olarak
belirlenmistir. Fa, fragmanlari baskilanmig SPR ¢ipinin ylzey derinligi ise
yaklasik 30 nm olarak bulunmustur.

Fab baskilanmig ve baskilanmamig SPR sensoérlerin ortalama yizey kalinhgi
elipsometre cihazi kullanilarak incelenmistir. Fz baskilanmis ve

baskilanmamig sensorlerin ortalama kalinlik degerleri sirasiyla 20.00 + 3.24
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nm ve 18.50 £ 3.33 nm olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar AFM sonuglari
ile ortismektedir.

Temas agisi Olgimlerinden goruldigu gibi modifiye edilmemis SPR ¢ip
yuzeyinin temas agisi degeri (85.2°), Fa, baskilanmamis cgipte 76.8°'ye ve
Fab baskilanmig gipte 70.4°’ye dismasgtur.

Yuzeyin temas acisinin 6nemli miktarda azalmasi, ylzeyin hidrofilik
Ozelliginin arttigini gostermektedir. Bu durum iki farkli sekilde agiklanabilir;
(i) hem baskilanmis hem de baskilanmamis ¢iplerin hazirlanmasinda
fonksiyonel monomer olarak kullanilan MAH monomeri, amino asit (histidin)
temelli bir malzeme olup oldukg¢a hidrofilik karaktere sahiptir. Bu sebeple,
yuzeye hidrofilik bir polimerin tutturulmasi ylzey hidrofilisitesini arttirmis ve
temas acisi degerini dusurmustar.

Fab baskilanmis SPR sensorlerle degisik derisimlerde Fa, ve 1gG ¢ozeltileri
etkilestirilmistir. Derisimdeki artigla birlikte %kirilma degerindeki artigin
daha fazla oldugu gorulmastar. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile ylzey
arasindaki surucu gug olan derigim farkinin artmasi gosterilebilir.

Verilerin daha duyarli degerlendirilebilmesi icin yaygin olarak anlik %
kirllma degeri ile baslangic % kirilma degeri arasindaki farki gosteren AR
degerleri  kullaniimaktadir. AR’ye karsilik zaman grafikleri birlikte
cizdirildiginde elde edilen sensorgramlar daha kolay incelenebilmektedir.
Fab ve IgG derisimi arttikga AR degderlerinin de arttigi daha agik bir sekilde
belirlenmistir. F4, icin yaklasik 10 mg/mL derisim degerinden sonra, IgG icin
ise yaklasik 0.50 mg/mL derisim degerinden sonra ylUzeydeki aktif
bdlgelerin dolmasina bagh olarak bu artis hizi azalmakta ve dengeye
ulasiimaktadir.

AR degderi Fg igin yaklasik 10 mg/mL civarinda dengeye ulasmistir. 0-8
mg/mL araligindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun
denklemi (y = 0.2391x + 0.0199) ve dogrusalhgi (R?) 0.9949 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglara goére; Fa molekulleri, baskilanmig bodlgeye
yuksek afinite ile baglanmaktadir (Toyama ve ark., 1998). Baska bir deyisle;
hazirlanan sensor F, icin 0-8 mg/mL araliginda % 99.49 dogrulukta dlguim

yapabilmektedir.
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AR degeri 1gG icin yaklasik 0.50 mg/mL civarinda dengeye ulasmistir. SPR
sensoru 1gG icin iki farkli derisim araliginda derigim-sinyal dogrusalligi
gostermektedir. 0-1 mg/mL araligindaki veriler degerlendirildiginde elde
edilen dogrularin denklemi (y = 33,153x + 0,3075), (y = 3,1733x + 4,7684)
ve dogrusalliklari (R?) sirasiyla 0.9406 ve 0.968 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore; 1gG molekulleri iki farkli bdlgeden yuksek afinite ile
baglanmaktadir. Bagka bir deyisle; hazirlanan sensér, 0-0.08 mg/mL
arahginda % 94, 0.1-1.0 mg/mL derisim araliginda ise % 96 dogrulukta
Olcim yapabilmektedir.

Langmuir modelinin hazirlanan sensérlere en uygun izoterm modeli oldugu
gorulmustur. Buradan hesaplanan ARmas degerleri deneysel degerlere
oldukca yakindir.

Segicilik deneylerinde, Fa,, 1gG, BSA ve F.'nin tekli, ikili ve Ugllu ¢ozeltileri
kullanilmigtir. F4, baskilanmig SPR sensorlerin BSA ve F. ile herhangi bir
etkilesime girmedigi ve sinyal vermedigi belirlenmistir. Bu durum
baskilanmis Poli (HEMA-MAH) filmin, hem kalip molekul olan Fz,’a hem de
IgG molekullne segici oldugunu gostermektedir. Ikili ve Ugli karisimlar
dikkate alindiginda, hem F,, iceren karisimlarin hem de IgG igeren
karisimlarin gosterdigi AR kayma degerleri, tekli cozeltilere gore daha
daguktar. Bu durum, molekullerin karisim halinde bir yarismaci ajan olarak
davrandigini ve AR kayma dederinde azalmaya sebep oldugunu
gOstermektedir.

Fab baskilanmamig SPR sensodrlerin BSA ve F. ile herhangi bir etkilesime
girmedigi ve sinyal vermedigi belirlenmistir. Ikili ve Ugllii karisimlarda;
baskilanmis SPR sensorlere benzer sonuglar elde edildigi ve karigsimlarin
sinyal de@erlerinde antagonistik bir etki oldugu gorilmektedir. Baskilanmis
ve baskilanmamigs SPR sensodrler kargilastirildiginda; 1gG sinyalinin AR
degerlerinin 7.90’dan 4.98’e dustugu gorulmektedir.

Hesaplanan segcicilik katsayilari, Fa, molekilune goére; Fa/lgG: 0.57,
Fao/BSA: 2.31, Fa/Fe: 2.00 olarak hesaplanmistir. IgG molekuline goére
secicilik katsayilari ise; IgG/Fa,: 1.76, 1IgG/BSA: 4.07, 1gG/F.: 3.53 olarak
hesaplanmigtir. Bir bagka tanimla; F4, baskilanmig sensor, IgG’yi F.'ye gore

3.53 kat, BSA'ya gore 4.07 kat secicilikte tanimaktadir. Bagil segicilik
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degderi, 1'in ne kadar Uzerinde ise baskilama igleminin o kadar etkin oldugu
bilinmektedir

Dogal kaynaktan IgG tayini icin farkli oranlarda seyreltimis plazma
kullanilmigtir. Azalan seyreltme orani (artan derisim) ile birlikte Fgap
baskilanmis sensorun sinyal degeri artmaktadir. Oldukca yluksek seyreltme
oranlarinda (20000 kat) bile baskilanmis sensoérlerin sinyal verdigi
gorulmektedir.

Bu kapsamda gercgeklestiriien deneylerden elde edilen sonuglarin en énemli
noktasi, plazma gibi kompleks bir ortamda (%91 su, %7 proteinler, %2
iyonlar, besinler, gazlar, atiklar, hormonlar) bile IgG’nin teshis edilebildiginin
belirlenmesidir.

Sonug olarak; Fa, baskilanmis sensorler, hem sulu c¢ozeltilerden hem de
dogal kaynaktan IgG tayininde basari ile kullanilabilmigtir.

Fab baskilanmis SPR sensorunun sinyal seciciliginin gosteriimesi amaciyla,
plazma 6rneklerinde gergeklestirilen calismalar, ELIZA 6lgtimleri ile kontrol
edilmistir. SPR 6lgtimleri ile ELIZA dlglimleri arasinda %99.1’lik bir uyum
oldugu gorulmistir. SPR ile élgilen derisim degerleri ile ELIZA ile
belirlenen derisim degerleri arasinda ise %96.3’lUk bir dogrusallik oldugu
goralmustar

Yapilan c¢alisma kapsaminda 1IgG molekillerinin  enzimatik hidroliz
yardimiyla molekdl agirhgi yaklasik 1/3’Gne indirilerek F, fragmanlari elde
edilmistir. 1gG yerine Fg, fragmanlarinin baskilanmasiyla, proteinlerin
baskilanmasi sirasinda kuguk molekullerle calisirken karsilasiilmayan
molekuler boyut, kompleks yapi, konformasyonel esneklik ve ¢ozunurlik
gibi birtakim gugluklerin Ustesinden gelinmistir. Ayrica IgG molekullerinin
asil iglevsel bdlgesi Fa oldugu ve 1IgG seciciligi de Fa, bdlgesindeki
degisimlere bagli oldugu igin, molekulin bitinlinu baskilamaktansa antijen
baglanmasindan sorumlu islevsel Fa, bdlgesini baskilayarak hem molekuler
baskilama iglemi kolaylastirimis, hem de SPR sensoérinun etkinligi

arttinlmigtir.
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