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OZET

Molekiiler baskilama teknigi; bazi hastaliklarin teshisi ve tedavisinde, ila¢ saliminda,
sensorlerde, kromatografide, baz1 maddeleri saflagtirma ve ayirma gibi birgok alanda basari
ile uygulanan bir yontemdir. Proteinler, yiizlerce aminoasitin diizgiin bir sekilde
baglanmasiyla bir araya gelen makromolekiillerdir. Makromolekiiller yerine onlara ait bir
alt parganin baskilanmasina “epitop baskilama teknigi” ad1 verilir. Ferritin, 24 homolog alt
birimden olusan bir demir depolama proteinidir. Laktoferrisin B ise 6zellikle immiin
sistemde Onemli roller oynayan ferritine ait bir alt peptit dizisidir. Cesitli molekiiler
baskilama yontemleri mevcuttur. Bu galigmada, ferritinin spesifik olarak ayirt edilebilmesi
icin epitop baski teknigi kullanilarak Polidimetilsiloksan yiizeyler hazirlanildi. UV-GB ile
molekiiler olarak baskilanmig polimerler yiizeylerimizin (MIP) absorbans degerlerini
Olcerek adsorbsiyon kinetigi, yeniden kullanilabilirlik, hedef proteine secicilik ¢aligmalari
yapildi. Ger¢ek numunelerde ¢calismamizin verimini denedik.
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PREPARATION AND USABILITY OF EPITOP PRINTED PDMS SURFACES FOR
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ABSTRACT

Molecular imprinting technique is a method successfully applied in many areas such as
diagnosis and treatment of some diseases, drug release, sensors, chromatography,
purification and separation of some substances. Proteins are macromolecules that come to
get heer by the proper binding of hundreds of amino acids. The printing of a subpart of
macromolecules instead of them is called epitope suppression technique. Ferritin is an iron
storage protein composed of 24 homologous sub units. Lactoferricin B (LFB) is a sub-
peptide sequence belonging to ferritin, which plays an important role in the immunesystem.
Various molecular suppression methods are available. In this study; We have prepared
polydimethylsiloxane surfaces using the epitope printing technique to specifically
distinguish ferritin. By measuring the absorbance values of our moleculary imprinted
polymers (MIP) surfaces with UV-GB spectrophotometer, we conducted adsorption
Kinetics, reusability, selectivity to target protein. We tried our efficiency of working with
real samples.
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Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

IIk olarak 1930’lu yillarda Sovyet kimyager Polyakov’un ¢oziiniir katki maddelerinin
varliginda hazirlanan silika parcaciklarinin olagan dis1 adsorpsiyon 6zelliklerini rapor ettigi
caligmasinda gecen molekiiler baskilanmig polimerler [1], cesitli uygulamalarda ideal bir
malzeme olarak kullanilabilen, belirli bir numune igindeki hedef bir molekiile 6zgii
se¢icilige sahip reseptorleri olan maddelerdir. 1970°1i yillarda Wulff [2] tarafindan 6nemli
calsmalar yapilsa da 1990’11 yillarda Mosbach [3] ve arkadaslar1 kovalent olmayan
baskilamay1 tanittiginda popiileritesi iyice artti. Molekiiler olarak baskilanmis polimerler
kisaca MIP olarak adlandirilmistir. MIP’lerin son yillarda istiin 6zelliklerinden dolay1
bir¢ok alanda kullanimi1 mevcuttur. MIP’ler dogal molekiilleri tanima yetenekleri, fiziksel
ve kimyasal olarak sert ortamlarda yiiksek stabiliteleri nedeniyle biyo-reseptorlere umut
verici alternatifler olarak goriilmiislerdir. MIP’ler igin simdiye kadarki en onemli hedefler
herbisitler, metal iyonlar ve katki maddeleri gibi kiigiik molekiiller olmustur ancak bakteriler
veya toksinler gibi biiylik proteinler ve hormonlarda gida analizleri i¢in Onemli
hedeflerdendir. Sulu ¢6zeltilerdeki bakteri ve proteinlerin tespiti i¢in 6zel yapim MIP’lerin
gelistirilmesinin 6nemli bir aragtirma yonii olacag: diistiniilmektedir. MIP’ler, gidalardaki
cesitli analitleri tespit etmek icin elektrokimyasal, optik ve kiitle biyosensorleri gibi biyo
algilama platformlarinda reseptor olarak kullanilmistir [4]. Hedef molekiile 6zgii segici
bosluklara sahip olan MIP’lerin bir diger kulanim alaninin ¢evresel sular, topraklar, sebzeler

gibi ¢esitli numunelerde eser miktardaki analizlerin yapilmasidir [5].

Manyetik bilesenler; molekiiler baskili polimerlere katilarak, bu polimerik malzemelerde
elektrot yiizeyine katilarak yiiksek hassasiyet ve segicilige sahip olmasmin yaninda disiik
maliyetli, tekrarlanabilir ve hizli test siirecine sahip olan elektrokimyasal sensorlerin
tasarimina olanak saglamistir. Manyetik olarak duyarl iiretilen MIP’lerin (MMIP); hedef
molekiiliin filtrasyon, santrifiijleme veya herhangi bir karmasik islem gerekmeksizin elektrot
yiizeyinden kolayca toplanip ayirt edilmesine olanak sagladigi goriilmiistiir [6]. Baskilama
sonucunda elde edilen MIP’ler kimyasal molekiilleri taniyabildigi gibi, biyolojik hiicreleri
ve proteinleri yiiksek ilgi ve hassasiyetle tanima gibi lstiin 6zelliklere sahiptir [7]. MIP’ler
son yillarda bir¢ok arastirmaya konu olmustur bunlardan en énemlisi basta immiin sistem
olmak iizere canli viicudundaki bazi aminoasitlerin ve proteinlerin ayirt edilmesidir [8]. Ayn1
zamanda MIP’lerden kontrollii olarak birgok ilacin salimindan da faydalanilmistir [9]. Genel

olarak MIP’lerin uygulama alanlar1; biyolojik antikorlar [7], kataliz [10], sensdrler [11], baz1



maddelerin kiral olarak ayirt edilmesi [12], izolasyon [13], ila¢ ve gida endiistrisi [14],
kromatografik ayirma [15] olarak genellenmistir. Son yillarda 6zellikle bazi yasa disi
ilaglarin, uyusturucu ve uyarici madde iceren maddelerin tespit edilmesi ve miktarinin

belirlenmesinde de MIP’ler aktif olarak kullanilmistir[16].

Uygun kosullar altinda, segici olarak karmasik sistemlerden ayirmak istedigimiz hedef
molekiiliin, fonksiyonel monomerle birlikte bir c¢apraz baglayict yardimiyla
polimerlesmesiyle ve hemen ardindan uygun bir ¢oziicli ile ii¢ boyutlu yapidan geri
uzaklastirllmasiyla hedef molekiile 6zgii segici bosluklara sahip olan molekiiler olarak
baskilanmis polimerler (MIP) elde ederiz. MIP’ler; yiiksek secicilik, yeniden
kullanilabilirlik fiziksel saglamlik, yiiksek sicaklik ve basinglara karsi direng, asitlere ve
bazlara kars1 eylemsizlik, diislik liretim maliyeti, iiretim kolayligi, depolama Omiirlerinin
yiiksek olmast ve oda kosullar1 altinda birka¢ yil muhafaza edilebilmesi gibi avantaj
saglayan tstiin 6zelliklere sahiptir [17]. Kemosensor iiretimi igin tanima birimleri olarak
kullanilirlarsa, dayanikliliklari, kimyasal stabiliteleri ve diisiik iiretim maliyetleri gibi
ozellikleri sayesinde dogal reseptorlerden daha iyi performans gosterirler. Ince filmler,
ylizey gelistirme ve ek 6zelliklerin eklenmesi gibi yeni MIP biriktirme teknikleri, secici ve
hassas kemosensor iiretimi agisindan ¢ok talep edilmektedir. Bu nedenle, son yillarda nano
yapilt MIP filmlerinin ve MIP nanopartikiillerinin sentezine 6zel bir 6nem verilmistir.
Molekiiler baskilama, numuneye gore dnceden hazirlanmis hedef molekiile gore secicilige
sahip saglam malzemelerin hazirlandig1 ¢ok giiclii sentetik bir yontemdir. MIP’ler bir¢cok
analitik ve biyo-analitik uygulamalarda o6zelikle biyosensorlerin gelistirilmesi ve ilag
deneylerinde antikorlar i¢in ¢ok ¢ekici maddelerdir. Secici molekiiler baglanmaya ek olarak,
sentetik materyalleri farkli gevresel kosullara duyarli hale getirmek i¢in MIP’lere yeni
fonksiyonlar ekleniyor, bu da farkli molekiiler hedeflerin baglanmasini ve salinmasini
modiile etmeyi ve se¢ici ayirmayi basitlestirmeyi miimkiin kiliyor. Sinyal iletim
islevselliginin MIP’lere eklenmesi, Onemli analitik hedeflerin tespiti ve miktarinin

belirlenmesi i¢in yeni, daha kolay ¢alistirilan kimyasal sensorler de getirir [18].

Kullanim alanlaria gore ¢esitli hazirlanma sekilleri olan MIP’ler genellikle hedef olarak
belirlenen bir molekiil ve fonksiyonel monomerin yeteri miktarda capraz baglayiciyla
birlikte tic boyutlu bir polimer ag1 olusturulmasiyla olusur. Baglanma, genellikle hidrojen
baglar, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve zayif metal koordinasyonu gibi

cesitli kovalent olmayan etkilesimler yoluyla gergeklesir. Molekiiler baski, bu tiir



etkilesimlerin sentetik polimerler tarafindan 6nceden belirlenmis ligandlarin taninmasi igin
kullanilabilmesini, bdylece biyomolekiiler tanima islemlerinde gozlenen tanima olaylarini
taklit edebilmesi icin gelistirilmis bir stratejidir. Polimerlesme isleminden sonra hedef
molekiil polimer ylizeyinde sekil, boyut ve kimyasal islevsellik agisindan tamamlayici segici
olarak tanima bolgeleri birakarak uzaklasir. Boylece, sonucgta meydana gelen polimer sadece
sablon molekiilleri tanir ve baglar. Molekiiler olarak baskili polimerlerin (MIP'ler) ana
avantajlari, baski prosediiriinde kullanilan hedef molekiil i¢in yiiksek seciciligi ve

afinitesidir [19].
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Sekil 1.1. SINP@SiO2’e 6zgii segici bosluklara sahip MIP’lerin olusturulmast ve geri
baglama yapilmasi [20].

MIP’lerin sentezinde bes On polimerizasyon reaktifine ihtiya¢ duyulur bunlar; hedef
molekiiller, fonksiyonel monomer, capraz baglanma monomeri, radikal baslatici ve
parojenik ¢oziiciidiir. Baski tekniginin basarisi, bu 6n polimerizasyon reaktiflerinin dikkatli

secimine baghdir [21]. MIP’ler, 6zellikle hedeflenen ii¢ boyutlu molekiillerin olusumuyla



sonuclanan bir kopolimerizasyon islemiyle olusturulan hedef molekiil odakli islevsel
polimerlerdir. Bu siire¢ temelde ii¢ ana adimdan olusur. Ilk olarak, hedef molekiil ve
fonksiyonel monomerin aralarinda bir 6n polimerizasyon islemi gerceklesir. Ikinci olarak
ise kompleks capraz baglayici tarafindan stabil hale getirilir. Ugiincii olarak ise hedef
molekiil uygun bir ekstraksiyon soliisyonu ile MIP’lerden ¢ikarilir ve hedef molekiile 6zgii

secici tanima bolgeleri boylece olusturulmus olur [20].



2. GENEL BILGILER

2.1. Kovalent Baskilama

Genel olarak hedef molekiile veya kullanim alanlarina gore gesitli baskilama teknikleri
vardir. Bunlar genellikle; hedef molekiil ile fonksiyonel monomerin aralarindaki etkilesime
bagh olarak kovalent baskilama veya non-kovalent baskilama olarak adlandirilir. Ik kez
Wulf ve arkadaslar1 tarafindan yapilan kovalent baskilamada polimerizasyon islemi
esnasinda fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasinda kovalent baglar olusur. Hedef
molekiil kaliptan uzaklasirken bu kovalent baglar kirilir ve hedef molekiiliinde yapidan
uzaklagmasi ile molekiile 6zgii bosluklari olan ii¢ boyutlu polimerik yap1 elde edilir. Daha
sonra segici olarak hedef molekiil numune ortamindan alinmak istenildiginde bu kovalent
baglar yeniden olusur. Kovalent baskilama da kovalent olmayan baskilamaya goére daha
saglam baglar olustugu i¢in daha iyi tanima bolgeleri olusur. Ayrica tanima baolgelerinin
yliksek kararliligindan dolay1 polimer iizerinde tanima bolgeleri homojen bir sekilde dagilim
gosterir. Hedef molekiil ve fonksiyonel monomerin baglarinin kovalent olmasinin getirdigi
diger bir avantaj ise ¢ok cesitli polimerizasyon kosullarinin uygulanabilir olmasidir.
Kovalent baskilamada karsilasilan bir takim istenmeyen kosullarda s6z konusudur.
Polimerizasyonda baglanma kovalent oldugu i¢in siire¢ yavas ilerler ve yine ayni sekilde
baglarin kirilmasi i¢in daha fazla enerji gerekir dolayistyla baglarin kirilmas: yavas ve zor
olacaktir. Kovalent baskilamanin bir bagka istenmeyen dezavantaji hedef molekiiliin tekrar
baglanma sayisinin sinirli olmasi ve MIP in yeniden kullanilabilirlik sayisinin az olmasidir

[22].
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Sekil 2.1. Sematik diyagramlar molekiil baskilama siirecine ait A) kovalent baskilama B)
kovalent olmayan baskilama [22].



2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Polimerizasyon islemi sirasinda fonksiyonel monomerle hedef molekiil arasinda kovalent
olmayan zayif etkilesimlerle olusan baskilama non-kovalent baskilama olarak adlandirilir.
Non-kovalent baskilamada Van der Waals, hidrojen bagi, hidrofobik, iyonik veya
elektrostatik etkilesimler vardir. Baskilama yapildiktan sonra hedef molekiil uygun bir
¢oziicii ile yapidan ayrilir ve MIP yap1 elde edilir. Hedef molekiilii ger¢ek numunelerden
ayirt etmek istedigimiz zaman geri baglanma tekrar bu zayif etkilesimlerle olur. Non-
kovalent baskilamanin en 6nemli avantaji prosesin ¢cok hizli ilerlemesidir. Hedef molekiiliin
yapidan uzaklastirilmasi ve geri baglanmasi ¢ok hizli bir sekilde ilerler. Bunun yaninda
molekiile 6zgli tanima bdlgelerinin heterojen olarak dagilmasi istenilmeyen tanima
bolgelerinin olusumu ve daha az secicilik gibi istenilmeyen Ozelliklerde vardir. Ayrica

tanima bolgeleri kovalent baskilamaya gore daha az belirgindir [4].

Hedef molekiiliin bir kisminin yerine ona ait alt bir parcanin veya bir kisminin baskilandigi
baskilama tiirline ise epitop baskilama teknigi adi verilmistir [23]. Bununla birlikte
baskilamak istedigimiz MIP’lerin kullanim alanlarina veya sekil ve boyutlarina ve hedef
molekiiliin cinsine bagl olarak ¢esitli molekiiler baskilama siirecleri de mevcuttur. Bunlar;
hedef molekiil, fonksiyonel monomer ve diger bilesenlerin hepsinin bir araya getirilerek
baskilama isleminin yapildig1 yiizey baskilama yontemidir. Hazirlanmas1 ve uygulanabilirlik
olarak kolay olmasinin verdigi avantaj ile en yaygin kullanilan yontemdir. Bu yontemde
oksijenin verecegi olas1 hasarlardan kurtulmak igin azot gibi bazi atil gazlar disaridan
verilerek oksijen uzaklagtirilir. Hazirlanan polimerler blok halindedir, daha da ogiitiiliir ve
elenirler. Ancak bu islem baskili bosluklar: etkileyebilir bu da dogrudan verimi etkileyerek

bir takim dezavantajlara neden olur [4].

Uygun bir ¢oziici icerisinde baskilama isleminin yapildigi ve olusturulan polimerin
¢ozlinmez olup altta ¢okelek olusturulmasi ile yapilan baskilama islemi ¢okelme
polimerizasyonu olarak adlandirilir. Bu yontemde partikiillerin boyutu kontrol edilir ancak
sekilleri diizensiz kalir. Bu yontem, yliksek bir seyreltme faktoriine sahiptir ve yigin
polimerizasyonuna kiyasla daha fazla miktarda ¢oziicii kullanilir. Polimerizasyon igin
gerekli tiim malzemelerin uygun organik bir ¢oziicli icerisinde ¢o6ziildiigii ve daha sonra
baska bir karismaz coziicliye eklenerek yapilan polimerizasyon islemine siispansiyon

polimerizasyonu adi verilmistir. Polimerizasyonun indiiksiyonundan sonra, soliisyonun



kuvvetli bir sekilde karistirilmasiyla kiigiik damlaciklar tretilir. Stirekli 6n polimerizasyon
coziiciileri olarak su, mineral yag veya perflorokarbonlar kullanilir. Bu yontemle iiretilen
partikiillerin boyutu 10-100 pum’ye kadar degisir. Yiizey baski tekniginde, baskili
polimerler, bir¢ok teknikle gézenekli silika partikiilleri (kromatografik sinif) iizerine veya
kat1 bir ortam etrafina baskili tabakalarin kaplanmasiyla iiretilir. Bu yaklagim basittir ve
bir¢cok alanda uygulanabilir ve genis bir baskili ylizey, kontrollii boyut ve sekil ve bol
baglanma yerleri elde edilir. Geleneksel polimerizasyona kiyasla, bu yontem artmis
tekrarlanabilirlige ve yliksek secicilik ve duyarliliga sahiptir ancak biiyiik 6l¢ekte verimi

hala sinirhidir [20].

2.3. Hedef Molekiil

MIP’ler dogal molekiilleri tanima yetenekleri, fiziksel ve kimyasal olarak sert ortamlarda
yiksek stabiliteleri nedeniyle biyo-reseptorlere umut verici alternatifler olarak
goriilmiislerdir. MIP’ler, gidalardaki cesitli analitleri tespit etmek i¢in elektrokimyasal, optik
ve kiitle biyosensorleri gibi biyo algilama platformlarinda reseptorler olarak kullaniimistir
[4]. Dolayisiyla baskilama yonteminde hedef molekiil olarak biiyiik boyutlu veya kiiciik
boyutlu olmak {iizere bircok molekiil veya iyon kullanilmistir. Hedef olarak numune
ortamindan segici olarak ayirt edilmek istenen molekiil yerine onunla birebir sekil ve islev
olarak ayn1 6zelliklere sahip olan yapay bir molekiil kullanilirsa buna sablon adi1 verilmistir.
Sablonlarin daha dayanikli ve uzun Omiirli olduklar1 goriilmiistiir. Sablon se¢iminde
genellikle kullanilabilirlige, maliyetine ve fonksiyonel monomerlerle giiclii etkilesimlerin
olusma yetenegini belirleyen kimyasal islevselliklerine gore segcilir [24]. Molekiiler
baskilamada bir sablon olarak secilen bilesik, polimerizasyon sirasinda kimyasal olarak inert
ve orta derecede yliksek sicakliklarda (>60 °C) veya ultraviyole 1s18a maruz kaldiginda stabil
olmalidir [25]. Ornek olarak cizelgel dekisteroidal olmayan intihap 6nleyici ilaglar
(NSAID) ler bu gereksinimleri karsilayan molekiiler baskilama igin 1iyi hedef

molekillerdendir.

Molekiiler baskilama yonteminde hedef molekiil olarak biiyiik boyutlu veya kii¢lik boyutlu

olmak tizere bir¢ok molekiil kullanilmaktadir. Kiiciik molekiiller olarak;

» Aminoasitler
* Niikleotidler



* Yag asitleri
* Basit sekerler

* Baz1 farmasotik ilaglar

baskilama molekiilii olarak kullanilmaktadir. Sablon olarak kullanilan proteinler, niikleik
asitler gibi biiylik molekiillerde vardir. Ancak; hedef molekiil olarak kiicliik molekiiller
kullanmak baskilama ag¢isindan daha iyi sonuglar elde etmemizi saglamaktadir. Biiyiik
molekiiller gerek karmasik yapilar1 gerekse de biiylik boyutlari nedeniyle iyi sonug
vermemektedir. Makromolekiillerin karmasik yapilar1 genellikle islevleri hakkinda bilgi
vermez. Aminoasitler, niikleik asitler, enzimler gibi biyolojik molekiiller, 6nemli biyolojik
aktivitelere sahip olan makromolekiillerdir [26]. Bu gibi biyolojik aktiviteye sahip olan
makromolekiillerin tespiti 6zellikle biyotip alani ve biyokimya olmak iizere ¢ok biiyiik ilgi
gormiistiir [27, 28]. Ayrica baskilama yapildiktan sonra polimerin baskilama molekiiliine
Ozgii bosluklara sahip olmasi i¢in hedef molekiiliin yapidan ayrilirken polimerin
gozeneklerinden gecebilmesi gerekmektedir. Bu gibi zorluklardan dolayr proteinler gibi
biiylik molekiiller yerine proteinlere ait alt peptit dizileri baskilanir. Hedef molekiil bu peptit
dizilerindeki baglanma bdolgelerinden baglanir. Dolayisiyla biiyiik molekiilleri baskilamaya
ithtiyag duymadan onlara ait alt birimler baskilanarak karmasik ortamlardan ayrilmalarim

saglanabilir [21].



Cizelge 2.1. Hedef molekiil olarak kullanilan NSAID’ler ve fiziko kimyasal 6zellikleri [21]
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Hedef molekiillerin ilk 6nce polimerin yapisina baskilanip daha sonra da yapidan tekrar
ayrilmasi gerekir bu ylizden fiziksel ve kimyasal kararliligi ¢ok onemlidir. Ayrica hedef
molekiiliin sekli, biiyiikligii ve fiziko kimyasal 6zellikleri de baskilamanin verimi i¢in dikkat
edilmesi gereken hususlardandir. Baskilama ortaminda molekiiler baskilama tekniginin
verimi i¢in optimum kosullara sahip olmasi lazim. Mesela hedef molekiilii se¢ici olarak

ayirma yapacagimiz ortamda hedef molekiile benzer bagka maddeler varsa secicilik verimi
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diisecektir. Bu yiizden hedef molekiil secimi ¢ok Onemlidir. Ayrica hedef molekiiliin
maliyeti ¢ok yiiksekse hedef molekiile birebir benzeyen sablonlar yapilmistir. Bu sablonlar
yardimiyla baskilama yapilir. Bu baskilama yontemine ikili baskilama adi verilir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda uygun hedef molekiiliin se¢ilmesi ile yiizde yiize yakin oranda

secicilik ¢aligmalari goriilmistiir [21].

2.4. Fonksiyonel Monomer

Molekiiler baskilama tekniginde fonksiyonel monomerin rolii, fonksiyonel gruplari
sayesinde hedef molekiille bir 6n polimerizasyon kompleksi olusturmaktir. Bu yiizden, hedef
molekiille giiclii bir sekilde etkilesime girebilen ve polimerizasyondan dnce segici verici-
reseptdr veya antikor-antijen kompleksleri olusturabilen uygun bir fonksiyonel monomer
secmek ¢ok onemlidir. Fonksiyonel monomer, baskilama sirasinda baglanma bdlgelerindeki
etkilesimlerden sorumlu olan bilesiktir. Fonksiyonel monomerler her ne kadar deneme
yanilma yontemi ile segilse de hedef molekiiliin fonksiyonelliklerine tamamlayict 6zellikte
olmasi gerekmektedir. Bu durumda hidrojen bagi vericisi, karmagik olusumu ve baski
etkisini maksimize etmek i¢in hidrojen bagi alicist ile eslestirilir. Fonksiyonel monomer
hedef molekiil ile ne kadar giiclii etkilesime girerse o kadar saglam baglar veya fiziko
kimyasal etkilesimler olusturarak tanima bdlgelerinin daha diizgiin ve saglam ¢ikmasina
neden olurlar. Bunun sonucu olarak ta karmasik ortamlardan secici olarak ayirt etmek

istedigimiz hedef molekiillerin ayirt edilmesinde verimi artirmis olurlar [25].

Fonksiyonel monomerler hedef molekiilin u¢ gruplarina, baglanma bdlgelerine gore
belirlenir veya deneme yanilma yontemi uygulanarak secilebilir. En yaygin kullanilan
fonksiyonel monemer yapisinda hidrojen bagi verici ve alici 6zellikleri nedeniyle metakrilik
asit (MAA)’dir. Sectigimiz fonksiyonel monomer asidik, bazik veya nétral Ozellikler
gosterebilir. Bazi fonksiyonel monomerler sekil 2 de gdsterilmistir. Bunlar arasinda hem
hidrojen bag1 vericisi hem de hidrojen bagi alicis1 olma 6zelliklerinden dolay1 metakrilik asit
(MAA) evrensel bir fonksiyonel monomer olarak goriilmiistiir. Ayrica MAA’nin yiiksek
molar fraksiyonlarinin polimerik malzemelerin biiylik gdzenek boyutuna neden olacag:

gosterilmistir bu da polimerlerin baglanma kapasitesinin artmasina neden olmaktadir [29].

Molekiiler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerin sayis1 bilindigi iizere baya

siirlidir. Bunun neticesinde MIP’lerin segiciligi ve bazi uygulamalarda kullanimlarini
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belirli bir dereceye kadar kisitlar. Bu yiizdendir ki hedef molekiil ile gii¢lii bir sekilde
etkilesime girebilen yeni fonksiyonel monomerler tasarlama ve sentezleme ihtiyaci
dogmustur. Yeni islevlere sahip dikkatlice tasarlanmis fonksiyonel monomerler iiretilerek
MIP’lere eklenmistir. Molekiiler baskilamada kullanilan daha geleneksel fonksiyonel
monomerlerden (6rnegin metakrilik asit, 4-vinilpiridin) farkli olarak, ¢ok fonksiyonlu
monomerler yalnizca bir hedef baglanma grubuna degil, ayn1 zamanda molekiiler baglanma
olayina yanit verebilen ek bir kisma da sahiptir. Sonug olarak, sentezlenmis MIP, zahmetli
numune hazirlama adimlar gerektirmeden bir hedef analitin varligini belirtmek i¢in akilli

bir kimyasal sensor (kemosensor) gorevi gorebilir [30].
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Sekil 2.2. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi fonksiyonel monomerler [31]

Genel olarak,

(A) Kovalent (1) 4-Vinil benzen borik asit (2) 4-Vinil benzaldehit (3) 4-vinil
anilin (4) Tert-butil p-vinilkabonat B Kovalent Olmayan (5) akrilik asit (6)
Metakrilik Asit (7) Triflorometil Akrilik asit (8) Metil metakrilat (9) p-
vinilbenzoik asit (10) itakonik asit (11) 4-Etilstiren (12) Stiren (13) 4-
vinilpridin (14) 2-vinilpridin (15) 1-Vinilimizadol (16) Akrilamid (17)
Metakrilamid (18) 2-Akrilamido-2-metil-1-propan sulfonik asit (19) 2-
hidroksietil  metakrilat (20) trans-3-(3-pridil)-akrilik asit (21) 3-
aminopropiltriethoksilan (22) Metilvinildietoksilan (23)3-
metilakriloksipropiltrimetoksilan (24) Glisidoksipropiltrimetoksilan (C) Yari
Kovalent (25) 3-Isokyanatopropiltrietoksilan (26) Cu(ll)-iminodiasetat-
deriyatizedvinilmonomer (27) Fe?*/MAA kompleks

fonksiyonel bir monomer iki tip birimden olusur. Biri tanima birimi ve digeri,

strastyla bir vinil ¢ift bag ve silikon hidroksil gibi polimerize edilebilir birimdir. Bu nedenle,

vinil grubu

ve silikon hidroksil tarafindan modifiye edilen bazi karmagsik ligandlar
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tasarlanarak sentezlenmistir. Ayrica, kromo ve florojenik MIP'leri sentezlemek i¢cin Wagner
ve arkadaslan tarafindan naftalimid bazli bir floresan indikatér monomeri tasarlanmistir

[31].

2.5. Capraz Baglayici

MIP’lerin sentezlenmesi sirasinda capraz baglayicilarin ana gorevi hedef molekiil ile
etkilesime giren fonksiyonel monomerin sabitlenmesi, baskilama bolgelerinin
stabilizasyonu ve polimer matrisine basit mekanik stabilite gibi hayati rollerdir [32]. Hedef
molekiil yapidan uzaklastirildiginda ise ¢apraz baglanmis saglam bir polimerik yap1 elde
edilir. MIP’ler deki tanima bdolgeleri daha dayanikli olur ve bununla birlikte MIP’lerin
yeniden kullanilabilirlik sayilar1 ve raf Omiirleri de artar. Kullanilan ¢apraz baglayicinin tiirii
ve miktarl, MIP’lerin seg¢iciligi, verimi, dayanikliligi ve baglanma kapasitesi iizerinde
onemli etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Capraz baglayici eger ki az kullanilirsa tanima
bolgelerinde kararsiz mekanik o6zellikler goriiliir. Bundan dolayr hedef molekiile 6zgi
bosluklarda kararlt bir yap1 goriilmez. Tamima bdlgelerinin istedigimiz kararlilikta
olusmamasindan dolayi, kompleks numunelerden segici olarak ayirt etmek istedigimiz
molekiiliin yiizdesinde azalmaya neden olur. Yiiksek miktarda ¢apraz baglayici kullanimi da
istenmeyen olumsuz ozelliklere neden olacaktir. Molekiiler olarak baskilanmis polimer,
yapiminda gézeneklerin olugsmasini saglayan ¢oziicli hedef molekiil ile fonksiyonel molekiil
arasindaki etkilesimi belirlerken, adsorpsiyon 6zelliklerini olumsuz etkileyebilir ve MIP

birim basina tanima bolgelerinin azalmasina neden olur [31].

Simdiye kadar kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar sekil 4'te gosterilmistir. Ancak yine de
kullanilan c¢apraz baglayicilarin sayis1 siirhidir ve molekiiler yapilar1 geregi bazi
gereksinimleri karsilayamamaktadirlar. Ozellikle giiclii difiizyon kontrollii davranisa sahip
MIP’leri sentezlemek i¢in acilen yeni ¢apraz baglayicilara ihtiya¢ vardir. Son yillarda tiim
bu ihtiyaglari karsilamak igin yeni ¢apraz baglayicilar sentezlenmistir. Ornek olarak Lei vd.
Diels-Alder tarafindan sentezlenen bilesikler verilebilir [33]. Sentezlenen bu yeni gapraz
baglayicilarin miikemmel sertlik, fenantren iskelet yapisina sahip olmak gibi avantajlarinin
yaninda hedef molekiiliin baskili boslugunun yapisini korumaya yardimci olmak igin
polimerizasyon reaksiyonlarina katilabilen ve ¢apraz baglanma derecesini iyilestirebilen ii¢

adet ¢ift bag igerir [31].
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Sekil 2.3. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar [31].
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2.6. Coziicii

Molekiiler baskilama prosesinde ilk olarak polimerizasyon islemi yapilirken siire¢ hedef
molekiil ile fonksiyonel monomerin bir ¢apraz baglayicit varliginda goézenek yapici bir
¢oziicii i¢inde ¢ozlinmesi ile baslar. Polimerizasyon sirasinda ¢oziicii molekiilleri polimerin
icerisine girerek polimer yapinin olusumuna katkida bulunurlar ve hemen sonrasinda yikama
ile geri atilirlar. Parojenik ¢oziiciiler MIP’lerin gozenekliligini ve ylizey alanini kontrol
etmede rol alirlar. Polimerizasyon sirasinda gézeneklilik, porojen ve biiyiiyen polimerden
faz ayrismasindan kaynaklanir. Diisiikk ¢Oziliniirlik fazina sahip olan c¢oziiciiler
polimerizasyon da erken ayrilir ve daha biiylik gozenekler olusturma egilimi gosterirler
bunun sonucunda daha diisiik yiizey alanina sahip MIP’ler olusur. Yiiksek ¢oziiniirliik fazina
sahip olan ¢dziiciiler polimerizasyondan sonra ayrilirlar, boylece daha kiiciik gdzenek

boyutu dagilimlarina ve daha biiyiik ylizey alanina sahip MIP’ler olusur [34].

Porojenler (porojenik ¢oziiciiler) genellikle polimerizasyon siirecinde dispersiyon ortami ve
gozenek olusturucu maddeler olarak islev goriir. Dolayisiyla polimerizasyonda da 6nemli
bir rol oynarlar. Genellikle, MIP sentezi igin kullanilan ¢oziiciiler 2-metoksietanol, metanol,
tetrahidrofuran (THF), asetonitril, dikloroetan, kloroform, N, (DMF), toluen ve N-
dimetilformamiddir [55]. Porojenlerin polaritesi, 6zellikle kovalent olmayan etkilesim
sistemlerinde, sablon molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi ve dolayisiyla
MIP'lerin adsorpsiyon 6zelliklerini etkileyebilir. Toluen, asetonitril ve kloroform gibi polar
olmayan ve daha az polar organik coziiciiler, polimerlerin adsorpsiyon ozellikleri ve
morfolojisi kullanilan ¢dziicii tiirlerine bagli oldugundan, iyi baski verimliligi elde etmek
icin genellikle kovalent olmayan baski i¢in kullanilir. Molekiiler baski i¢in monomerlerin ve
¢oziiciilerin secim siireclerini degerlendirmek ve MIP seciciligi hakkinda fikir sahibi olmak
icin teorik hesaplamalarin kullanimi ¢ok 6nemlidir. Saloni ve arkadaslari, aseton, asetonitril,
kloroform ve metanol gibi dort ¢oziicli kullanarak ¢oziiciilerin monomer, hedef molekiil
baglama enerjisi tizerindeki etkilerini incelediler. Ve yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT)

tim yapisal, titresim frekansi ve ¢oziicii hesaplamalari i¢in kullanilmistir [35].

Ideal bir ¢dziicii fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasindaki etkilesimi bozmamalidir
[34]. Molekiiler dinamik ¢aligmasinda Madikizela ve ark. [36], hesaplamali ve pratik olarak,
yliksek polariteli ¢oziiciilerin, “benzer benzeri ¢ozer gibi” kavramina gore yliksek

kutupluluklar1 nedeniyle NSAID’lerle etkilesim olusturma egiliminde olduklarini, bu
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nedenle bu tiir ¢oziiciiler porojen olarak kullanilamayacagini gosterdi. Yakin gelecekte yeni
porojenik ¢dziiciilerin piyasaya siiriilmesi bekleniyor. Ornegin, Zhang ve arkadaslarmin [37]
son  c¢alismasinda,  dimetilformamid-dimetil  stilfoksit-1-butil-3-metilimidazolyum
tetrafloroboratin ti¢lii bir karisimi, iki sablon i¢in tasarlanan MIP sentezinde aporojenik

¢oziicii olarak kullanilmigtir.

Ayrica non-kovalent baskilamada sablon ve fonksiyonel monomer arasinda hidrofobik,
hidrojen bagi, Van der Waals gibi etkilesimleri destekler. Coziicii segiminde dikkat edilmesi
gereken en Onemli parametre ise hedef molekiil ile fonksiyonel monomerin polariteleri
olmalidir. Hedef molekiil ile fonksiyonel monomerin etkilesimi de dahil olmak {izere

polimerizasyonu desteklemelidir.

2.7. Baslatici

Genellikle, MIP'lerin biiyilik cogunlugu serbest radikal polimerizasyonu, fotopolimerizasyon
veya elektropolimerizasyon ile hazirlanir. Peroksi bilesiklerinin yaninda azo bilesikleri en
yaygin kullanilan baslaticilardir. 50-70 °C ayrisma sicakliginda rahatlikla kullanilabilen
azobisizobiitironitril (AIBN) en bilindik olanidir. Polimerizasyon reaksiyonunu saglamak
icin ve verecegi olast hasar1 en aza indirmek i¢in ¢dzlinmiis oksijenin polimerizasyon
sollisyonundan uzaklastirilmas: 6nem arz etmektedir. Oksijen hizli bir sekilde karistirilarak
hemen arkasindan vakum yapilarak veya azot gibi inert bir gaz gonderilerek ortamdan
uzaklastirilabilir [38].

2.8. Epitop Baskilama

Molekiiler baskilama, cesitli maddelerin ayrilmasi veya saflastirilmasi i¢in segici tanima
bolgelerine sahip polimerlerin hazirlanmasi i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Kiiciik molekiiller, toksinler, proteinler gibi molekiiller farkli polimer aglarina basarili bir
sekilde baskilanir, ancak proteinler, biiyiilk boyutlar1 ve karmagsik yapilari nedeniyle
molekiiler baskilama i¢in iyi baskilama molekiilleri degildir [39]. Bu nedenle, protein tanima
bosluklar1 elde etmek i¢in epitop baskilama teknigi kullanmak daha uygundur. Molekiiler
baskilanmis polimerler iizerinde hedef molekiil yerine, hedef molekiile ait alt birimlerin

kullanildig1 baskilama yontemine epitop baskilama ad1 verilmistir.
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Peptit dizilerinde olusan epitoplar, kolaylikla molekiiler olarak polimerik tabakalara
baskilanabilir. Epitop baskili polimerler i¢inde, secici olmayan baglanma diisiiktiir ve
epitoplar organik coziiciiler i¢cinde kararli oldugu i¢in reaksiyon kosullar1 kisitlanmaz.
Ayrica, epitop baskili polimerler, iyi segicilikle yliksek derecede yeniden baglama
kapasitesine sahiptir. S6z konusu tezde de ferritinin biiyiik ve kompleks yapisindan dolay1
ferritine ait peptit dizisi olan laktoferrisin B'yi baskilayarak epitop baskilama teknigini

kullanacagiz [40].

Molekiiler baskili polimerler (MIP'ler), ilaglar, metal iyonlari, sekerler, steroidler ve
aminoasit tiirevleri gibi diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin ayrilmasi ve saptanmasi igin
siklikla kullanilir [41]. Bununla birlikte, biiyiik biyomakromolekiilleri saflagtirmak igin
MIP'lerin uygulanmasit (6rnegin, proteinler) hala zorlu bir gorevdir. Proteinlerin biiyiik
molekiil boyutu, capraz bagli polimerlerde dagilmalarini zorlastirir, bu da eksik sablonun
cikarilmasina ve ¢ok yavas yeniden baglanma kinetigine yol acar. Genellikle sablon olarak
proteinlerle iliskilendirilen bir diger 6nemli konu, diisiik kararliliklaridir. Proteinler, yiiksek
sicaklikta veya MIP'leri sentezlemek i¢in siklikla kullanilan kosullar olan organik

coziiciilere maruz birakilarak kolayca denatiire edilebilir.

Epitop baski yontemiyle, tanimlanmis bir li¢linciil yap1 olmasa bile kisa bir peptit, protein
secici polimerler iiretmek i¢in hedef molekiil olarak kullanilabilir. O halde asil zorluk, bir
hedef protein iizerindeki en kolay ulasilabilir ve en uygun tanima bolgelerine sahip epitopu
tanimlamak ve molekiiler baskilama islemi igin yeterli miktarda epitopu sentezlemektir.
Bilinen yapisal bilgiye sahip proteinler i¢in, epitop tanimlama, biyoinformatik analiz yoluyla
saglanabilir veya kolaylastirilabilir. Bununla birlikte, peptit epitopunun kimyasal sentezi
hala maliyetli olmaya devam etmekte ve biiyiikk miktarlarda MIP'lerin hazirlanmasinda
kullanilmas1 zordur. I¢in giivenilir yapisal bilgiden yoksun proteinler igin, molekiiler bask1
yoluyla protein segici polimerleri hazirlamak i¢in epitop sablonlar1 olarak kullanilabilen

uygun peptitleri tanimlamak zordur [42].

Bu calismada, molekiiler baski igin peptit epitoplarinin tanimlanmasini ve hazirlanmasini
basitlestirmek i¢in kullanilabilecek yeni bir yontem arastirildi. Model olarak kan
plazmasinda bulunan proteinlerden ferritin sec¢ildi. Ferritinin biiyiik boyutu nedeniyle bir alt

peptit dizisi olan Laktoferrisin B’yi hedef molekiil olarak kullanildi.
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2.9. Molekiiler Baskilanmamis Polimerler (NIP)

Molekiiler olarak baskilanmis polimerleri kontrol amacgli olarak baskilama yapilmamis
ylizeyler kullanilir. Bunlara da molekiiler baskilanmamis polimerler (NIP) adin1 veriyoruz.
MIP’lere hedef molekiiliin kendine 6zgii spesifik bosluklar1 olmasi sebebiyle hedef
molekiiliin baglanma yiizdesi ¢ok fazla iken NIP’lerde bu ¢ok diisiik orandadir. NIP’lerde
hedef molekiile 6zgii tanima bolgeleri bulunmaz ama yine de ¢ok az olsa da belirli miktarda

fiziksel etkilesimlerden otiirii baglanmalar olmaktadir [43].

2.10. Ferritin

Insan viicudunda hayati 6neme sahip olan bircok mineral ve madde vardir. Bunlardan,
oksijen tagiyan kirmizi kan hiicrelerinde bulunan demir; hemoglobin (HGB) iiretimi igin
kullanilir. Viicuttaki demir depolarindaki demirin seviyesinin azalmasi bir¢cok hastaliga
neden olmaktadir. Demir eksikligi  viicuttaki kan hiicrelerinin  yeterince
oksijenlenememesine ve dolayisiyla daha az iiretilmelerine neden olur. Bunun neticesinde
doku ve organlarda bulunan oksijen miktar1 azalir ve halsizlik, yorgunluk, bas donmesi,
konsantrasyon bozuklugu gibi pek ¢ok sikinttya yol agar. Hiicrenin temel islevlerini yerine
getirebilmesi ve biyolojik olarak canli kalabilmesi i¢in demir ¢ok 6nemli bir rol oynar.
Niikleotit sentezi, oksijenasyon, trikarboksilik asit dongiisii, steroid iiretimi ve aminoasit
tiretimi gibi metabolizmada ¢ok sayida hiicresel faktorde rol oynar. Fe ** iin oksidatif hasari
katalize edebilme 6zelliginden dolay1 hemen hemen tiim biyolojik canlilarin demiri baglama

bolgeleri vardir [44].

2.10.1. Ferritin nedir?

Bundan yaklasik 70 y1l 6nce; kadmiyum tuzlariyla birlikte at dalagindan kolayca kristalize
edilebilen ferritin 1siya dayanikli olmasinin yaninda demir agisindan da zengin bir protein
olarak tanimlandi [45]. Ferritin demirin hemeostazinda ve hiicrelerin anti-oksidasyonunda
onemli rol oynayan bir demir depolama proteinidir. 24 homolog alt birimden olusan ferritin,;
kendisine 6zgili benzersiz mimarisi, ilaglar1 kapsiilleyebilen ici bosluk bir yapiya sahip
olmas1 ve bunlara ilaveten genetik ve kimyasal olarak modifiye edilebilen bir dis yiizeye
sahip olmasinin getirdigi avantaj nedeniyle son yillarda iimit vaat eden bir ilag dagitim araci

olarak ortaya ¢ikt1 [46]. Kendi kendine montaj yetenegi, simetrik kiiresel mimarisi ve yiiksek
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termal kararliligi, ferritin nano tasiyicilara olan ilgiyi artiran 6nemli yonlerdir [47]. Son
arastirmalar, modifiye edilmemis insan agir zincir ferritininin, akciger ve meme kanseri
dahil olmak {iizere farkli tiimor doku tiirlerinde reseptorii transferrin reseptorii 1’e (TfR1)
baglandigin1 ve boylelikle tiimoér hedefleme uygulamalari igin ferritinin potansiyel
kullanimin1 vurguladigini gostermistir. Ayrica, bir endojen protein olarak ferritin, klinik
kullanimda nano tasiyicilar i¢in oldukca istenen oOzellikler olan miikemmel biyolojik
uyumluluga, biyolojik olarak pargalanabilirlige ve diisiik toksisiteye de sahiptir. 8 nm
capindaki i¢ boslugu sayesinde ferritin, bir¢ok ilag molekiiliinii kapsiillemek i¢in potansiyel
alana sahiptir, boylece bozulmaya kars1 koruma saglar ve saglikli hiicreler i¢in olusabilecek
potansiyel yan etkileri sinirlar. Dahasi, dis ylizeyindeki 12 mm ¢ap1 gelismis gegirgenlik ve
tutma (EPR) etkisi i¢in uygundur. Ayrica ferritinin stabil kafes benzeri yapisinin pH’a

duyarlilig, ¢esitli ilag yiikleme yontemlerinin uygulanmasini kolaylastirir [48].

Omnegin, giiclii asidik pH gibi asir1 ortamlar altinda, ferritinin kuaterner yapisi ¢oziiliir ancak
ilging bir sekilde pH fizyolojik kosullara dondiiglinde yeniden bir araya gelir. Boylelikle
ferritinin demontaj1 ve yeniden montaji manipiile edilerek, terapétik ilaglari kendi yapisi
icinde kapsiillemek miimkiindiir. Ila¢ molekiillerinin kapsiillenmesi ve verilmesi igin ferritin
kullanimina iligkin ilk rapor, doksorubisini (Dox) protein kafes yapisi i¢ine kapsiilleyen
Simsek ve Kili¢ tarafindan 2005 yilinda yapilmistir [49]. Sonraki yillarda, gogu arastirma,
bu ilaci kapsiilleyen proteinin hedefleme yetenekleri ile nasil saglanacagina odaklanmistir
ve genetik ve kimyasal modifikasyon girisimlerinin bir miktar basartya ulastig1 gortilmiistiir.
Ozellikle ilgi cekici olan ferritin, tiimdr hiicrelerini dogal olarak hedefleme kabiliyetine

sahip olarak tanimlanmistir.
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Sekil 2.4. Ferritinin yapisi

Ferritin bir protein olarak, 6zellikle hepatosit olarak bilinen ve karacigerin yaklasik olarak
% 75’1ni1 olusturan hiicreler basta olmak tizere kemik iliginde, bagisiklik sistemi hiicrelerinde
ve viicut hiicrelerinde bulunur. Besinler araciligiyla alinan demirin depolanmasindan ve
gerekli oldugunda salinimindan sorumlu olan ferritin, viicudun demir deposu olarak da
tanimlanabilir. Yiiksek molekiil agirligina sahip olmasinin yaninda, spesifik antikorlarin
kolay tiretimi gibi 6zellikleri sayesinde okiiz bakterileri, archea, bitkiler ve hayvanlar gibi
simdiye kadar analiz edilen bir¢ok organizmada tanimlanmalar1 ¢ok kolay bir sekilde
gergeklestirilmistir [50]. Ferritin viicutta iki 6nemli goreve sahiptir; bunlardan birincisi
demir hemoostazisini saglamak ve Fe 2*yi baglayarak demir depolama bileseni olarak gérev
yapar ve demirin kofaktdr oldugu cesitli proteinlerin biyolojik sentezi boyunca demir
kaynag1 olarak kullanilir. Bu demir igeren proteinler, solunum, hidraksilasyon tepkimeleri
ve oksijen algilama gibi ¢esitli biyolojik siireglerin 6nemli bir bileseni olarak gorev yaparlar.
Ikincisi ise, ferritin demir metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayarak oksidatif hasardan

hiicreleri korur.

Ferritinin yapisi, ¢ok fazla miktarda demiri ¢dzeltide kompakt ve biyolojik olarak
yararlanilabilecek bir sekilde tutmak i¢in tasarlanmistir [50]. Ferritin kiiresel kabuk benzeri
seklinde diizenlenmis 24 homolog alt birimden olusan bir demir depolama proteinidir.

Ferritin proteinin iiyeleri i¢i bos bir i¢ bosluga sahip ¢ok alt birimli kafes benzeri
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proteinlerdir [51]. Ferritin kafes olarak adlandirilan yapilari {i¢ ayr1 yilizeye sahiptir; bunlar
dis ylizey, i¢ yilizey ve alt birimler arasindaki ara yiizdiir [52]. Ferritinin i¢ bosluga sahip
olmasimin yani sira dis yiizeyi i¢ Ozellikleri degistirilmeden degistirilebilir. Bu, protein
kafeslerini hedeflenen bir dokuya in vivo olarak vermemize veya daha yiiksek dereceli
yapilari liretmek igin kat1 bir substrat tizerinde kontrollii bir montaj elde etmemize izin verir
[51]. Demir depolama proteini ferritin, benzersiz bir biyomineralizasyon sistemidir. Cok
asamal1 mineralizasyon islemine protein kafesi tarafindan her diizeyde aracilik edilir. Kafes
benzeri mimariye demir girisi, alt birimler arasindaki ara yilizde olusan kanal (3-kat simetri)
ile gergeklesir [53]. Biyomedikal uygulama bakis agisindan dis yiizey, hiicreye 6zgii bir
hedefleme ligandimi goriintiilemek ig¢in uygun bir platformdur [54]. I¢ bosluk ise
goriintlileme veya terapotik maddeleri tutabilir. Dis yiizeyin modifikasyonu, kimyasal veya
genetik olarak gerceklestirilebilir. Ferritin ailesindeki bir¢ok proteinin yiiksek ¢oziiniirliikli
kristal yapilar1 belirlendiginden, istenen bir yerde bir modifikasyon saglayabiliriz. Bu
bulgular, hiicrenin /dokuya spesifik goriintileme ve terapdtik ajanlarin proteinin dig

yiizeyinin mithendisligi ile ger¢eklestirilebilecegini gostermistir [51].

2.10.2 Biyomedikal uygulamalarda ferritin

Bircok biyolojik aktivitede yer alan ferritin bazi hayati 6nem tasiyan hastaliklarin tanisinda,
teshisinde yer aldig1 gibi tedavisinde de 6nemli yer oynamaktadir. Demir eksikliginin neden
oldugu anemi gibi hastaliklar ferritin miktarinin 6l¢tilmesi ile bulunabildigi gibi yine demirin
asir1 yiiklenmesi sonucu olusan kalitsal hemakramatoz ve kronik transfiizyon tedavi gibi
durumlarda ferritin miktarinin tayini ile olgiilebilir. Besinler araciligiyla alinan ferritin
viicudun demir deposunun olmasmin yaninda, demirin depolanmasindan ve gerekli
oldugunda salinimindan sorumludur. Viicutta ki ferritin miktar1 yapilan ferritin testleri ile
kolayca belirlenebilir. Eger viicutta ferritin miktar1 yiiksekse viicut igin gerekli demirin
fazlas1 depolanmis demektir. Eger ki ferritin miktar1 diisiikse viicut i¢in gerekli demir miktar1
depolanamamistir demektir. Viicutta bulunan ferritin degerleri yasa ve cinsiyete gore
farklilik gosterirken kadinlarda her ay diizenli olarak goriilen adetten dolay1 biraz daha
diisiikliik gosterir. Bu degerler genel olarak erkeklerde 20-500 mL/ng, kadinlarda ise 20-200
mL/ng'dir. Siklikla ¢ay veya kahve i¢ilmesi, mide ve bagirsak rahatsizliklari, agir1 pisirilmis
et, ¢ vitamini eksikligi, kan kaybi, diizensiz beslenme, uyku diizeninin bozulmasi, kadinlarda
adet ve gebelik ile birlikte emzirme donemlerinde bulunuyor olmak ferritin eksikliginin

temel sebeplerindendir [55].
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Ferritin eksikligi viicuttaki demir depolarnin bosaldigini gosterir. Hemen hemen biitiin
diinyada goriilen ve olduk¢a yaygin olan demir eksikligi anemisi viicuttaki demir eksikligi
nedeni ile olur. Viicuttaki demir depolarinin durumunu dolayli olarak gosteren serum ferritin
aneminin degerlendirilmesinde yer alir. Demir eksikliginin neden oldugu anemiye karsi
oldukea secici olan diisiik serum ferritin altin standart demir tedavisine gore ¢cok daha az
yayilmacidir [55]. Kirmizi kan hiicrelerinin, akcigerden aldigi oksijeni dokulara
ulagtirmasinda 6nemli bir yere sahip olan demirin viicutta az olmasi, alyuvar lretimini
olumsuz etkiler. Diisiik serum ferritinin c¢ocuk ve genglerde beyine kan akisinin
azalmasindan dolay1 kaynaklanan ani, kisa biling ve durus kaybina neden olan birtakim
rahatsizliklarla iligkili oldugu goriilmiistiir [56]. Bu tiir problemler her ne kadar belirli bir
hastalik olarak adlandirilmasa da viicudun normal mekanik ve fiziksel isleyisinde énemli
bozukluklara neden olmaktadir, ferritin eksikligi de bunda en 6nemli etkendir. Yine yetiskin
kadin ve erkeklerde, anemik ve hamile hastalarda goriilen bir tiir rahatsizlik olan huzursuz
bacak sendromunda ferritinin rol oynayabilecegi tahmin edilmektedir. Elde edilen kanitlara
gore serum ferritinle birlikte BOS ferritinin semptomlar arasinda karmasik bir iligki i¢inde
yer aldiklar1 goriilmiistiir. Kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunan ve oksijenin taginmasindan
sorumlu olan hemoglobin molekiiliiniin iiretimi i¢in gerekli olan demirin, viicutta yeterli
miktarda bulunmamasi sonucunda kirmizi kan hiicrelerinin doku ve organlara tasidig:
oksijen miktar1 azalir.Buna bagli olarak yeterince oksijenlenemeyen doku ve organlarin

isleyisi bozulur ve bu durum, bazi rahatsizliklara yol agar [57].

Normal degerlerin altinda olan ferritin miktar1 agagidaki belirtilere yol agar:

* Halsizlik ve yorgunluk

* Uyusukluk

* Sabahlar1 zor kalkma

* Anksiyete

« Istahsizlik

* Toprak ve kire¢ yeme istegi
* Bas donmesi

* Bas agrisi

* Kulak ¢inlamasi

» Usiime hissi

e Unutkanlik
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« Sinirlilik

* Konsantrasyon bozuklugu

» Kasinti

* Sag¢ dokiilmesi

» Cilt renginde solgunluk

* Cilt kurulugu

* Tirnaklarin kolay kirilmasi ve tirnaklarda ¢izgili goriiniim
* Nefes darlig1

* Bacak agrisi

» Cinsel isteksizlik

* El ve ayak parmaklarinda uyusukluk

» Huzursuz bacak sendromu

Tiim bu demir eksikliginden kaynakli olan rahatsizliklarin giderilmesi i¢in viicuttaki demir
depolarinin dengelenmesi lazim. Bu yiizden ilk Once demir eksikliinin sebebi iyi
arastirilmasi gerekir. Eger viicutta asir1 derecede kanamaya sebep olan adet bozuklugu veya
iilser gibi rahatsizliklar varsa 6ncelikle bunlarin kontrol altina alinmas1 gerekir. Daha sonra
ferritin miktar1 bol olan yiyeceklerin tiiketilecegi bir diyet uygulanmakla birlikte oral olarak
demir takviyesi igeren ilaglar, kapsiil veya ¢esitli suruplar verilebilir. Bunlarin yaninda direk
olarak damardan verilen intravendz demir takviyesi uygulanabilir. Ferritin miktarinin
artirtlmasi i¢in C ve B12 vitamini bakimindan zengin beslenme, mayali ekmek tiiketimi,
kuru baklagil, yumurta, tavuk, balik, kirmizi et, yesillik, susam, pekmez, tiziim, findik, fistik,

kayis1 ve dut tiikketiminin artirilmasi yoniindedir [58].

Viicuttaki demirin eksikligi gibi fazlaligi da bircok saglik problemine yol agmaktadir.
Ozellikle viicuda damar yoluyla dogrudan verilen kan sonrasi asir1 miktarda artis gdsteren
demir c¢esitli kalp ve damar problemleri basta olmak iizere bazi organlarin
fonksiyonlarindaki bozukluklara da yol agar [59]. Eger ki serum ferritin seviyesi 1000
ng/mL’den yiiksekse ¢ok ¢esitli hastaliklar, enfeksiyonlar ve hatta kanserde dahil olmak
lizere spesifik olmayan bir hastalik belirtisidir [60]. Yapilan bir arastirmada bir sene buyunca
incelenen hiperferritenemi siklig1 hastaneye yatirilmis olan hastalar iizerinde incelenmistir.
Bu hastalarin % 6,7’ sinin ferritin seviyeleri 1000 ng/mL den yiiksek oldugu ve karaciger
hastalig1, bagisiklik sistem hiicrelerini hedef alarak enfeksiyon olusturan ve enfeksiyonun

ilerlemesi durumunda Edinilmis immiin Yetmezlik Sendromuna (AIDS) neden olabilen bir
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viriis olan HIV, ¢esitli sistematik enfeksiyonlar, bobrek hastaliklari, kronik transflizyon,
kanda oksijen tagsimakla gdrevli olan hemoglobinin yapisinin bozulmasiyla beraber, gérevini
yerine getirememesi ve kandaki kirmizi kan hiicrelerinin azalmasiyla meydana gelen genetik
bir anemi tiirii hastalik gibi rahatsizliklarla ferritin seviyesinin yiliksek olmasinin iligkili
oldugu gozlemlenmistir [61]. En yiiksek ferritin seviyeleri HLH hastaliginda (ortalama
olarak 45000 ng/mL) de goriiliirken yine kronik olarak transfiize edilen hastalarda ve kirmizi
kan hiicrelerinin viicuttaki islevini yerine getiremedigi hastaliklarda ortaya ¢ikmustir [62].
Genellikle geng erigkinlerde gozlenen febril, inflamatuar ve sistemik bir hastalik olan still
hastaliginda da ferritin seviyesi ylikselir. Ferritin seviyesi still hastalarinin benzer bir hastalik
cesidi olan romatoid artrit hastalarindan ayirt edilmesinde de kullanilir [55]. Beyindeki
demir konsantrasyonu yaslanma ile artar. Ayrica ndrolojik hastalik ¢esitleri olan Alzheimer
Parkinson gibi hastaliklarda da demir konsantrasyonunun fazla oldugu tespit edilmistir.
Lakin bunun hastaliga neden olup olmadig1 konusunda hentiz kesin olarak sdylenilebilecek
bir sey yoktur. Viicuttaki demir fazlaligi eger ki ferritin igcinde diizgiin bir sekilde
depolanamazsa hiicrelerde ¢ok cesitli hasarlara neden olabilir.Ferritin yiiksekligi genellikle
iltihapli hastaliklara, kronik hastaliklara, asir1 alkol tiikketimine bagli olarak goriilen karaciger
rahatsizliklarina ve kalitsal ya da sonradan edinilmis demir metabolizmas1 bozuklugu olarak
tanimlanan hemokromatoz gibi hastaliklara bagl olarak goriiliir. Tip 2 diyabet, hipertiroidi,

16semi ve hepatit C ferritin yiiksekligine neden olan diger rahatsizliklardir [63].

2.10.3. Ferritin yiiksekligi belirtileri nelerdir?

Ferritin yiiksekligi belirtilerinden bazilari su sekilde siralanir:

» Cinsel isteksizlik

* Carpinti

» Halsizlik ve yorgunluk

* Karin ve gogus agrisi

* Eklem agris1

* Cilt renginde koyulagsma
« Kilo kayb:

Ferritin miktarinin diisiiriilmesi i¢in hekimlerin kontrolii altinda ila¢ tedavisi uygulanabilir.

Ayrica beslenme aligkinliklarinda diyet yoluyla da viicuttaki ferritin kontrol altina alinabilir.
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Bu durumda hekim, belirli bir siire kahve, yesil ¢ay, kalsiyum agisindan zengin besinler
tiiketilmesini; ¢inko, magnezyum gibi minerallerin alinmasini dnerebilir. Ayrica kan bagist

da viicutta depolanan demirin azalmasini saglayan bir diger yontemdir [42].

2.10.4. Laktoferrisin B

Laktoferrisin B (LFB), memeli siitiinde, gézyas, tiikiiriik ve idrarda salgilanan 80 kDa demir
baglayicit glikoproteini olan sigir laktoferrinin proteolitik boliinmesi yoluyla pepsin
tarafindan serbest birakilan bir katyonik peptittir. Viicudumuza giren mikrop ve yabanci
cisimlere karsi ilk miicadeleyi baglatan graniilositlerin yapisinda bulunur ve herhangi bir
tehlike aninda salinir [64]. Viicudumuzda hastalik yapan ve yanlis antibiyotik kullanimi gibi
nedenlerle giin gectikce direng kazanan bakterilere karsida dogal bir savunma saglayan
Laktoferrisin B; antimikrobiyal, antiviral, antioksidan ve immiinomodiilator aktiviteler dahil
olmak iizere ¢ok sayida biyolojik fonksiyon sergiler [65]. Ayrica yine immiin sistemimizde
cok cesitli hastaliklara kars1 dogal bir savunma saglayan laktoferrin 6zellikle demir tutma
kabiliyetiyle mantarlara karsi savunmada da etkilidir. Baslangigta bilim adamlar1 igin
Laktoferrinin mikroplara kars1t savunmasi sadece demir tutma kabiliyetiyle orantili olarak
algilanmigtir. Lakin daha sonra; bir polipeptidin sonunda bulunan serbest amin grubuna
atifta bulunan bir protein veya polipeptidin baslangici olan N-Terminusuna benzeyen bir
peptit fragmanina sahip olmasi sebebiyle bakterilere kars1 beklenildiginden ¢ok daha fazla
oliimciil etkiye sahip oldugu goriilmiistiir [64]. Laktoferrisin (Lfcin) olarak adlandirilan
peptit dizisi bakterilere kars1 ¢ok iyi bir savunmaya sahiptir ve oliimciil bir etki yaratir.
Bununla birlikte, molekiil agirlig1 3123 g/mol olan 25 aminoasitten olusan LFB, laktoferrine

kiyasla patojenlere kars1 daha giiclii 6ldiiriicli aktivite gosterir.

Dogal immiin sistemin bir pargas1 demir baglayici bir protein olan ferritinin yapisinda
bulunan katyonikpeptit LFB demirin baglanmasi1 ve tasinmasinda rol oynar [66]. Cok hiicreli
organizmalar dogustan gelen ve immiin sistemlerinde bulunan ¢esitli ¢gevresel mikroplara ve
bakterilere karst savunma sistemi gelistirmislerdir. Bu savunma mekanizmalarina
antimikrobiyal peptitler (AMP) adin1 veriyoruz. Hayvanlar ve bitkilerde de dahil olmak
lizere ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan bu AMP’ler istilac1 parazitlere karsi temel
korumada ¢ok Onemli roller stlenirler. Dogal antimikrobiyal peptitler, Lactoferricin B
(Lfcin B) gibi mikroplardan ¢ok hiicreli organizmalar i¢in temel koruma saglar. Iki boyutlu

niikleer manyetik rezonans spektroskopisi kullanilarak belirlenen sigir laktoferrisinin (LFB)
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immiin sistemde ¢ok Onemli fonksiyonlara sahip 80 kDa demir baglayabilen bir
glikoproteindir. Sigir Lfcin B insanin viicudunda bulunan Laktoferrisine gore bakterilere
kars1 daha giiglii bir savunma sergiler [64]. LfcinB 25 aminoasit dizisinden olusur. Bu
aminoasit dizilimi FKCRR WQWRM KKLGA PSITC VRRAF seklindedir.

Laktoferrisin B (LFB)

Sekil 2.5. Laktoferrisin B peptidinin dizilimi

Lfcin’in antimikrobiyal etkileri ¢ok iyi tanimlanmis ve gozlemlenmis olmasina ragmen etki
mekanizmasi su anda tam olarak anlagilamamistir. Laktoferrisin B’ nin birincil yapis1 birgok
hidrofobik ve pozitif yiikli kalint1 igerir; H -Phe - Lys - Cys - Arg - Arg - Trp- GIn - Trp -
Arg - Met - Lys - Lys - Leu - Gly - Ala - Pro - Ser - lle - Thr - Cys - Val - Arg - Arg - Ala -
Phe - OH (S - S bagi) ve buda biyolojik zarlarla etkilesebilecegini diisiindiirmektedir.
Gergektende yapilan deneylerde Lfcin’le etkilesime sokulan bakterilerde membran
kabarciklar gézlemlenmistir. Ayrica gram negatif bakterilerinde liposakkarite etki ederek

antibakterisiyal etki gosterirler.

Insan ve sigir laktoferrinin pepsin ile proteolitik yarilmasiyla Lfcin H ve Lfcin B elde edilir.
Bu nedenle bebeklerin gastrointestinal sistemi igerisinde Laktoferrisinin 6nemli bir
immiinolojik rol oynayacagi disiiniilmektedir [64]. Konak¢1 savunmasinda daha 6nemli
roller oynadigi diisliniilen laktoferrinin antimikrobiyal aktivitesinin yaninda viicudun
savunma sisteminde de dnemli iglevleri vardir. Sistemik inflamasyonda yer alan hiicre sinyal
sistemlerinin yapisinda ve akut faz reaksiyonlarinda hiicrelerdeki resoptorlere baglanarak
hiicrelerin ¢cogalmasini saglayan sitokinlerin yapisinda bulunur. Ayrica enfeksiyonlara veya
steril hakaretlere kars1 bagisiklik ve enflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde merkezi bir rol

oynayan 11 sitokin grubu olan interlokin-1’in yapisinda bulunurlar. Bu interlokinin
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iiretimini inhibe ederek inflamasyonu sinirlarlar. Tiim bu islevler bize laktoferrisin ile
liposakkarit baglanmasina bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bunlara ek olarak
Laktoferrin dogal oldiiriicii hiicreler basta olmak iizere birgok immiinolojik hiicrenin
uyarilmasinda rol oynarlar. Bagisiklik sisteminde yer alan kemik iligindeki kok hiicreler
tarafindan iiretilen bir gesit beyaz kan hiicresi olan lenfositlerin ve diger bagisiklik sistemi
elemanlarinin aktivasyonu yakin zamanda kesfedilen laktoferrin tarafindan baskilanan
timor biiytimesinin durdurulmasi ile de iligkili olabilir [67]. Laktoferrisin B’nin timor
biliyiimesini baskiladig1 tespit edilmistir ancak bunun bagisiklik sistemi ilizerinde herhangi
bir kan hiicresi veya diger bagisiklik sistemi elemanlar1 ile uyarici etki ile mi yoksa daha
fazla mikrop oldiiriicti etkiyle mi yaptig1 heniiz belirlenememistir [68]. Lfcin, ¢ok cesitli
katyonik, parazitleri ve bakterileri oldiiriicii etkiye sahip olan immiin sistemde yer alan
peptitlerden birisidir. Yapilan ¢alismalarda Pseudomonas Aeruginosa bakterilerine karsi
Laktoferrisin B’nin 6liimciil bir etkiye sahip oldugu goriilmiistir [69]. Gram negatif
bakterilerine karsida N-terminusu sayesinde bakterilerin dis zarina yapigarak zar bozulmasi
neticesinde Oldiiriicii bir etkiye sahip oldugu diisiiniilse de heniiz kanitlanamamustir.
.Laktoferrisin, ¢ok ¢esitli patojenlere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip amfipatik bir
katyonik peptittir ve asidik kosullar altinda laktoferrinin pepsin sindirimi ile tretilebilir.
Sigir ve insan laktoferrisinleri, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere, maya, ipliksi
mantarlara ve parazitik protozoaya karsi etkilidir [70]. Sigir laktoferrisini bakterisidaldir ve
insan laktoferrisini, genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip bakteriostatiktir; bu,
laktoferrisinin, genellestirilmis bir hiicre yapisin1 hedefledigini ve muhtemelen hiicre
zarlarindaki fosfolipidlerin hedeflendigini diisiindiirmektedir [71]. Diger arastirmalar,
laktoferrisinin belirli hedef sistemlerle nasil calistigin belirlemeye odaklanmustir. Ornegin;
laktoferrisin porinler ve DNA ile etkili bir sekilde etkilesime girebilir, lipopolisakkarit ve
teyikoik aside baglanabilir, bakteriyel membrandaki sarj potansiyelini ve pH gradyanini
azaltabilir ve antiviral Ozellikler gosterebilir. Laktoferrisin B'min ayrica, eylemlerini
uygulayabilecegi bakteriyel stoplazmaya yer degistirdigi bulunmustur. Etki tarzina bagh
olarak, ilk adim Laktoferrisin peptidinin islevi, hiicre zar1 lizerine oldugu diislintilmektedir
[72].

Lfcin tek bir distilfiir kopriisii igerir. LfcinB'deki iki trp tortusu, triptofan acisindan zengin
anti bakteriyel peptitler, indolisidin ve tritrptisin ile benzer bir etki sekli onerilebilir. Tim

antimikrobiyal peptitlerin etki sekli halen tartismalidir ve dolayisiyla LfcinB iginde kesin bir
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mekanizma Onerilememektedir ancak katyonik antimikrobiyal peptitlerin birden fazlasiyla

benzer 6zellikler igerebilir.

Si1g1r laktoferrinin yapisi kisa zaman 6nce x 1s1n1 kirinimi ile ¢oziilmiistiir. Yapisina bakildigi
zaman insan laktoferrinin yapisina ¢ok benzedigi goriilmistiir. Bozulmamis sigir
laktoferrinde, LfcinB'e karsilik gelen bolge kismen ¢oziicliye maruz kalmaktadir, burada
potansiyel olarak lipopolisakkarit veya hiicresel reseptorler gibi hiicre zar bilesenleri ile

etkilesime girebilmektedir [73].

Laktoferrisin B’nin membranlarla etkilesimi ¢ozelti yapisinda gézlenen hem hidrofilik hem

hidrofobik 6zellikler tastyan biyolojik zarlar ile etkilesime girebilecegini gostermektedir.

Sekil 2.6. LFB’nin hidrofobik ¢ekirdeginin yapisi [64].

Sekil 2.6’ya baktigimizda hidrofobiktotrularin cogunun bir tarafta biriktigini goriirken, Sekil
2.7’ye baktigimizda Lys2 hari¢ pozitif yiiklii yan zincirlerin ¢ogu bu alanin disinda

konumlandirilmistir.
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Sekil 2.7. LFB'nin pozitif yan zincirlerinin gosterimi [64].

Membran baglanmasi i¢in hidrofobik ve hidrofilik artiklarin daha da verimli bir sekilde
boliinmesini bekleyebiliriz. Phel, Lys2, Metl0, Ala24 ve Phe25, uzun Lys ve Arg yan
zincirleriyle birlikte membran ortamina uyum saglayabilir. Laktoferrisinin bakteri ve
parazitlerle nasil miicadele ettiginin mekanizmasinin &grenilmesi i¢in lipit zarinda nasil
konumlandiginin anlagilmasi gerekmektedir. Dolayisiyla Lfcin B'nin zarlar1 baglayabilecegi
iki olas1 mod disiiniilmektedir. Membrana dogru genisletilmis uglart membran yiizeyine dik

olacak sekilde yerlestirilir ve bu sekilde etkilesime girerler.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda hedef molekiil olarak kan plazmasinda bulunan ferritine ait bir alt peptit dizisi
olan Laktoferrisin B’yi (C141H224N46029S3) kullanildi. Hazirlamis oldugumuz epitop baskilt
PDMS yiizeylerin segiciligini ve antijen baglama kapasitelerini 6l¢mek i¢in fibrinojen (Fbg),
hemoglobin (Hb), miyoglobin (Mb) ve ferritin (Fn) proteinleri kullanilmistir. Bu
biyomolekiillerin her biri Sigma firmasindan temin edilmisti. PDMS yiizeylerin
kaplamasinda kullandigimiz dopaminhidrokloriir (% 95,0), capraz baglayici olarak
kullandigimiz 2-amino-2(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Tris bazi) (primer standart ve
tampon, > % 99,9),hidroklorik asit (HCI, % 36,5-38,0), sodyum hidroksit (NaOH, % 99,99),
mutlak etanol (susuz, > % 99,5)ve aseton (HPLC safliginda, > 99,9) Aldrich firmasindan
temin edilmistir. Immiinosensor calismalar1 fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS, pH=7,4)
gerceklestirilmistir. Bu amagla Aldrich firmasindan satin aliman fosfat tampon tabletleri
kullanilmigtir. Kullanilan biitliin kimyasal maddeler analitik safliktadir ve higbir saflastirma
islemine tabi tutulmamislardir. Ayrica ¢alismalarin her asamasinda deiyonize su

kullanilmastir.

Kullanilan maddelere ait kimyasal yapilar asagida gosterilmistir.

: . - _ s . Laktoferrisin B
ey 3 : _" REUD & " Mol Kiitlesi - 3123.8 g/mol

Sekil 3.1. Laktoferrisin B’nin molekiiler yapisi
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NH>

Dopamin hidroklorir

* HCI

OH Mol kitlesi : 189,64 g/mol

OH

Sekil 3.2. Dopamin hidrokloriiriin molekiiler yapisi

HOD <_ OH " 2 amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol

(TRIS)
HO NH; Mol kiitlesi : 189,64 g/mol

Sekil 3.3. 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol ’iin molekiiler yapisi

Fibrinojen (Fbg)
Mol Kiitlesi: 340 kDa

Sekil 3.4. Fibrinojen



Miyoglobin (Mb)
Mol Kiitlest: 17 kDa

Sekil 3.5. Miyoglobin

Hemoglobin (Hb)
Mol Kiitlesi: 65 kDa

Fernitin (Fn)
Mol Kiitles1: 65 kDa

Sekil 3.7. Ferritin

33
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3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

MIP ve NIP yiizeylerin ATR-FT-IR spektrumlari, ThermoNicolet 6700 marka spektrometre

kullanilarak elde edildi. 2 cm™ ¢oziiniirliik ve 128 tarama ile spektrumlar alindi.

3.2.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

SEM gériintiileri i¢in JEOL JSM-6060 LV sistemi kullanildi. Oncelikle MIP ve NIP PDMS
ylizeyler altin ile kaplandi. Elektron kaynagi olarak K-tipi tungsten filamanin kullanildigi 30
kV hizlandiric1 voltaji ve 8 mm calisma aralig1 kosullarinda 3,5 nm ¢6ziiniirliikle SEM

goriintiileri elde edildi

3.3. PDMS Yiizeylerin Hazirlanmasi

Temiz derecelendirilmis bir tiipe gerekli miktarda 5 g slikon elastomer Olgiilerek alindi.
Daha sonra elde edilen miktar1 6lgmek i¢in tiim yiiksek viskoziteli elastomerin tiipiin dibine
yerlesmesi beklenildi. Daha sonra slikon elastomere 1/10 oraninda 0,5 g ¢apraz baglayici
ekleyerek hizli bir sekilde yaklasik bes dakika karistirildi. Boylelikle yapinin igindeki
oksijen baglarinin kirilmasi saglanmis oldu. Hemen arkasindan yaklagik yarim saat boyunca
¢ozeltiden tiim kabarciklar kaybolana kadar vakum etiivde bekletildi. Vakumlanan PDMS
100x15 mm petri kabina her tarafina esit dagitilacak sekilde dikkatlice konuldu.40 ° C'de 24
saat boyunca vakumlanmis etiive konularak beklemeye alindi. Eger ¢ok yiiksek sicakliklarda
kurumaya alinirsa PDMS’deki kabarciklarin yiikselmediginden veya genislemediginden
emin olmak ig¢in siirekli kontrol etmek gerekir. Dikkat edilmezse, kabarciklar PDMS
kalibinda kuruyabilir ve PDMS kalibimizda delikler olusabilir. Vakumdan alinan PDMS
ylizey istenilen boyut ve sekilde kesilerek hazirlandi. Hazirlanan yiizeyler su banyosunda 2
saat saf su ile yikanarak lizerinde olusabilecek herhangi bir kirliligin giderilmesi amaglanda.
Yikanan PDMS yiizeyler 2 saat vakum etiivde tekrar kurutularak kullanima hazir hale
getirildi. PDMS, oda sicakliginda yaklasik 24 saat i¢inde kendi basina kuruyabilir, bu
nedenle daha uzun siire daha diisiik sicakliklarda yilizeyi kurutmak daha iyidir. Cok ytiksek
bir sicaklikta kurumaya birakirsak PDMS yiizeyimizdeki kiiclik kabarciklarin genisleyerek

yiizeyimize zarar verebilir.
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3.4. LFB Baskilanmis PDMS Yiizeylerin Hazirlanmasi

LFB baskilanmigs PDMS yiizeylerin hazirlanmasi i¢in, dopamin derisimi 4 mg/mL olacak
sekilde, Tris-HCI (10 mM, pH=8,5) tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 0,5 mg LFB 25 mL
dopamin ¢ozeltisinde dagitildi. Ardindan, bu ¢ozeltiye piranha ¢ozeltisinde temizlenmis olan
PDMS yiizeyler konuldu ve 4 saat boyunca kendiliginden polimerlesmenin tamamlanmasi
beklendi. Bu siirenin sonunda ¢ozeltiden alinan PDMS ylizeyler saf su ile yikandi ve
sonrasinda metanol ve asetik asitten olusan (9:1, v/v) eluent ile 45 dakika boyunca muamele

edilerek LFB’ye 6zgii bosluklara sahip olan baskilanmig PDMS yiizeyler elde edildi.

Kontrol numunesi olarak kullanilacak olan baskilanmamis PDMS yiizeyler dopaminin alkali

ortamda PDMS yiizeyinde LFB olmaksizin polimerlesmesi ile hazirlandi.

Dopamin ¢ozeltisi hazirlandiginda renksiz ve seffaftir. Dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesi boyunca seffaf ve renksiz olan dopamin c¢ozeltisinin rengi katekoliin
benzokinona yiikseltgenmesinden dolay1 hizli bir sekilde pembeye doner ve ardindan pembe
renkli ¢Ozelti yavas yavas koyu siyaha doner. Bu durum, polimerlesmenin tipki melanin
olusumu gibi takip edilebilir oldugunu gostermektedir [79]. Bununla birlikte, dopamin ile
oranik ylizey arasinda geri donilisii olmayan kovalent bir baglanmanin oldugu
diistiniilmektedir. Net reaksiyon bilinmemekle birlikte, dopaminin oksidatif kendiliginden

polimerlesmesi i¢in Onerilen olasi reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

o,
Oksidatif ! - \
polmerizasyvon
Alkalk ortam

Dopamin Polidopamin

(DOPA) (PDOPA)

Sekil 3.8. Dopaminin oksidatif olarak kendiliginden polimerlesmesini goésteren olasi
reaksiyon [79].

3.5. Baslangi¢ LFB Derisimi Etkisinin Belirlenmesi
Daha énce hazirlanan 0,1 ile 0,9 mg mLderisim arahigindaki dokuz adet MIP yiizey LFB

cozeltilerine yerlestirildikten sonra 2 saat boyunca su banyosunda inkiibe edildi. Bu esnada

Mmetanol ve asetik asitten olusan (9:1, v/v) eliisyon prosesi hazirlanarak 280 nm de baslangic
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absorbansi1 olciildii. Iki saatin sonunda; yiizeyler, ¢ozeltiden alindi. Her biri 45 dakika
boyunca ayri ayr eliie edilerek elde edilen eliientlerin, absorbanslar1 dlgiildii. Baslangi¢
absorbans degeri ile eliientlerin Slgiilen absorbans degerlerinin arasindaki farkin, Beer-

Lambert esitliginde kullanilmasiyla geri baglanan LFB miktar1 belirlendi.
3.6. Adsorpsiyon Kinetigi Calismalari

Adsorpsiyon kinetigi ¢alismalar1 0,5 mg mL™ baslangi¢ LFB derisim araliginda 0’dan 60
dakikaya degisen farkli inkiibasyon zamanlarinda yiiriitildi. Metanol ve asetik asitten
olusan (9:1, v/v) oraninda eliisyon prosesi hazirlanarak 280 nm de baslangi¢c absorbansi
olglildii. MIP yiizeyler iizerindeki safsizliklarin giderilmesi amaciyla yaklasik 10 dakika
boyunca saf suda inkiibe edildi. 5 mL eliisyon ¢6zeltisine alinan MIP yiizey, yaklasik 60
dakika boyunca her 15 dakikada bir UV cihazi ile absorbans degeri 6l¢iildii ve geri baglanan
LFB miktar1 tayin edildi.

3.7. Secicilik Calismalari

LFB baskilanmig PDMS yiizeylerin hedef protein olan ferritine seciciliginin 6l¢iilmesi igin,
Ferritinle birlikte farkli plazma proteinler olan Hemoglobin, Miyoglobin ve Fibrinojenin 0,5
mg mL™* lik derisimleri hazirlandi. Daha sonra MIP ve NIP yiizeyler her bir proteinin
¢ozeltisine ayr1 ayr1 konuldu. Oda sicakliginda 40 dakika boyunca su banyosunda inkiibe
edilen ¢ozeltilerden MIP ve NIP yiizeyler alindi. Daha sonra eliie edilen MIP ve NIP
yiizeylerin absorbanslar 6l¢iildii ve geri baglanan LFB miktarlari tayin edildi.

Ek olarak, MIP ve NIP yiizeylerin baskilama faktorii (BF) ve segicilik katsayilar1 (SK)

hesaplanarak bu yiizeylerin baskilama molekiiliine kars secicilik 6zellikleri belirlendi.

BF = Qmir/Qnip (3.1)
SK= BFremp/BFnoNTEM (3.2)
Burada,

Qwip ve Qnip (Mg g1) MIP ve NIP yiizeylerin ferritin adsorpsiyon kapasitesini, BFremp ve

BFnonTEMP baskilama molekiilii ile diger antikorlarin baskilama faktorlerini gostermektedir
[49].
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3.8. MIP Yiizeylerin Tekrar Kullamlabilirlik Sayilarimmin Belirlenmesi

Baskilanmis PDMS yiizeylerin yeniden kullanilabilirligini 6l¢gmek igin MIP ve NIP yiizeyler
adsorpsiyon desorpsiyon dongiisiinde incelendi. ilk olarak metanol ve asetik asitten
olusan(9:1, v/v) oraninda eliisyon prosesi hazirlandi. Daha sonra ayr1 ayri eluentin igine
konulan MIP ve NIP yiizeyler 45 dakika boyunca su banyosunda diisiik hizda oda
sicakliginda calkalanarak disperse edildi. Su banyosundan alman yiizeyler 0,5 mg/mL™*
derisimindeki LFB ¢ozeltisine konularak su banyosunda diisiik hizda 45 dakika boyunca
inkiibe edildi. Bu adsorpsiyon desorpsiyon dongiisii laboratuvar ortaminda 10 defa tekrar

edilerek LFB baskilanmig PDMS yiizeylerin yeniden kullanilabilirlik degerleri 6l¢tildi.
3.9. Ger¢ek Numunelerde Uygulanabilirlik

Onerilen yéntemin dogrulugunu ve giivenilirligini kanitlamak icin, sentetik kan numuneleri
ferritin derisimi 5,0 , 10,0, 15,0 ve 20,0 mg mL *derisiminde olacak sekilde hazirlandi. Daha
sonra bu numunelerden MIP ve NIP yiizeyler i¢in 5’er mL’lik ¢6zeltilere konuldu ve oda
sicakliginda diisiik hizda su banyosunda 45 dakika boyunca inkiibe edildiler. Daha sonra
absorbans degerleri Olgiilerek hedef molekiil ferritinin bu yiizeylerden geri kazanimi

belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Laktoferrisin B Baskilanmis PDMS Yiizeyler

Molekiiler olarak baskilanmis polimerler, ilgili numunedeki hedef olarak belirlenen
molekiile tamamlayic1 ve spesifik 6zellikler gostererek yliksek afiniteli baglanma bdlgeleri
olusturabilen sentetik reseptdrlerdir. Hedef olarak belirlenen numunelerin hassas ve segici
bir sekilde spesifik ortamlardan ayirt edilmesi i¢in sekli, boyutu ve islevselligi kullanirlar.
Genel olarak MIP’ler hedef olarak belirlenen bir molekiilii karmasik bir karisimdan ayirt
etmek i¢in kullanimlarinin yaninda, kati faz ayrimi, saflastirma, kataliz, sensorler, ilag
dagittimi ve terapotik uygulamalarda dahil olmak iizere makromolekiiller ve kiiglik
biyomolekiillerin ayirt edilmesinde kullanilirlar. Diisiik maliyetli ve basit sentez siireglerine
sahip olmalari, sinirsiz raf Omiirleri, kimyasal ve termal olarak kararli kalabilmeleri ve
saglam yapilar1 sayesinde biyomimetik sensorlerde son yillarda oldukc¢a popiilerlik
kazanmiglardir. PDMS; polioksan grubunun en yaygin kullanilan iiyesi olmakla birlikte
genis bir molar hacminin olmasi, kohezif enerji yogunlugunun az olmasi ve yiiksek
esneklige sahip olmasi en 6nemli fiziksel 6zellikleri arasinda yer alir. Bunlara ek olarak
PDMS, goriiniir ve UV 15181na kars1 saydam, ozon ve korona karst ¢ok direngli olmakla

birlikte atomik oksijen ve hatta oksijen plazmalara karsida kararlidir [60].
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Sekil 4.1. PDMS yapis1

Diger tstiin Ozellikleri ise film sekillendirme yetenegi, ¢esitli gazlara karsi yiiksek
gecirgenligi, su sevmeyen (hidrofob) yapida olmasi, serbest hareket yetenegi, yiizey

aktivitesi, kimyasal ve fiziksel etkilere kars1 etkisiz olmasidir.

Yapilan termodinamik degerlendirmelerde sert olmayan hedef molekiil kullaniminin

MIP’lerde daha az net tanima alanina yol a¢tig1 goriilmiistiir [67]. Dolayisiyla filmlerin
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kalinlig1, morfolojisi ve topografyasi, her hedef molekiil i¢in 6zel olarak degistirilebilir.
MIP’ler ¢esitli ¢gapraz baglayicilar, fonksiyonel monomerler ve ¢oziicii kombinasyonlar ile
iiretilebilirler. MIP’leri kalitesi ve baglanma o6zellikleri, sadece karisimin kombinasyonu
yoluyla degil, ayn1 zamanda baslatic1 tipi ve miktari, polimerizasyon sicakligi, etkilesim
mekanizmalar1 ve benzeri deneysel kosullar ile de degistirilebilir [62,63]. Genel olarak hedef
molekiil kritik bir rol oynarken diger bilesiklerin (¢apraz baglayicilar, fonksiyonel
monomerler ve ¢oziiciiler) hedef molekiiliin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore segilir.
Ayrica baskilanmig polimerlerin hedef molekiiliiniin baglanma giicii olarak stabilite,

monomer ve ¢apraz baglayici bilesimi degistirilerek en uygun hale getirilebilir [64].

Dopamin ¢ozeltisi hazirlandiginda renksiz ve seffaftir. Dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesi boyunca seffaf ve renksiz olan dopamin c¢ozeltisinin rengi katekoliin
benzokinona yiikseltgenmesinden dolay1 hizli bir sekilde pembeye doner ve ardindan pembe
renkli ¢Ozelti yavas yavas koyu siyaha doner. Bu durum, polimerlesmenin tipki melanin
olusumu gibi takip edilebilir oldugunu gostermektedir [65]. Bununla birlikte, dopaminin
kendiliginden gergeklesen polimerlesme mekanizmast agik¢a anlasilamamaktadir. Bu
amagcla, dopamininoksidatif kendiliginden polimerlesmesi igin Onerilen olasi reaksiyon

mekanizmasi Sekil 4.2° de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Dopamininoksidatif olarak kendiliginden polimerlesmesini gosteren olasi
reaksiyon [66].

MIP’leri olusturmak i¢in birgok baski yontemi vardir. MIP'ler, yiizey baskisi, mikro-temas
baskist ve epitop baskist dahil olmak iizere farkli tipte molekiiler baski yontemleri
kullanilarak basariyla sentezlenmistir. Makro ve mikro boyutta bir¢ok molekiil basariyla
sentezlenmistir. Makromolekiiller on binlerce Dalton veya daha fazla molekiiler agirliga
sahip molekiilleri ifade eder. Cogu biiyiik molekiiller basit molekiillerden olusur. Ornegin,
protein birimleri aminoasitlerdir ve niikleotid, niikleik asitlerin temel birimidir.

Makromolekiillerin tespiti de biyotip ve proteomiklerin hizli gelisimi ile biiyiik bir endise
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kaynag1 olmustur. Makromolekiiller i¢in hizli, basit, spesifik ve yiiksek verimli bir algilama
yaklasimi olusturmak, analitik bilimindeki arastirma odaklarindan biri haline geldi. Kiigiik
molekiil baskis1 ile karsilastirildiginda, makromolekiiler baski teknigi daha fazla zorluk
sunar [66]. Her seyden Once, sablon molekiillerin ayristirilmasi ve taninmasi, biiyiik
molekiiler boyutlarindan dolay1r sablonlarin diisiik eliisyon verimliligi nedeniyle
makromolekiiler baski teknolojisindeki baglica konulardir. Bu arada, yiiksek oranda ¢apraz
bagl ag yapis1 genellikle hedef molekiiliin diflizyonunu sinirlandirarak diisiik baglanma
kapasitesi ve uzun dengeleme siirelerine yol agar. Dolayisiyla hedef molekiil olarak
belirlenen molekiillerin tanimlanmas1 ve ayrilmasi i¢in epitop baskisi adi verilen yeni bir
yontem gelistirilmistir. Bu baskilama yontemine gore, baskilama islemi esnasinda
makromolekiiliin tamami yerine herhangi bir alt birimi hedef olarak belirlenir. Laktoferrisin

B (LFB) baskilanmis yiizeylerin hazirlanmasi Sekil 4.3’ de sematize edilmistir.
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Sekil 4.3. Ferritinin spesifik taninmasi i¢in hazirlanan LFB baskilanmis PDMS yiizeylerin
sematik gosterimi.

S1vi PDMS ve ¢apraz baglayici kullanilarak hazirlanan PDMS yiizeyler piranha ¢ozeltisinde
birka¢ dakika bekletilerek temizlenmis ve ardindan LFB iceren dopamin ¢ozeltisi igine
konulmustur. 4 saat sliren dopaminin alkali ortamda kendiliginden polimerlesmesi
neticesinde PDMS yiizeyler ¢ozeltilerden alinarak saf su ile yikanmistir. Ardindan LFB’ye
0zgii bosluklarin olugsmasi amaciyla modifiye PDMS yiizeyler metanol:asetik asit (9:1,
v/v)¢oziicli karisiminda 45 dakika boyunca muamele edilmesiyle LFB polimer yapisindan

uzaklastirildi. Boylece LFB’ ye 6zgii bosluklara sahip olan baskilanmigs PDMS yiizeyler elde
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edildi. Ayn1 yontemle ortamda baskilama molekiilii olmaksizin baskilanmamig PDMS

ylizeyler de hazirlandi.

Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamis PDMS yiizeylerin yapisal karakterizasyonu ATR-
FT-IR ile gergeklestirildi. Hazirlanan yiizeylerin FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.4’de verildigi
gibidir.
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Sekil 4.4. Modifiye edilmemis (a), baskilanmigs PDMS yiizeylere ait FT-IR spektrumu

Modifiye edilmemis PDMS yiizeye ait FT-IR spektrumu incelendiginde, 2904 ve 2962 cm’
1*de gozlenen bandlarin sirastyla PDMS yapisindaki Si-CHs gruplarina ait simetrik ve
asimetrik gerilme titresimlerine ait oldugu diisiiniilmektedir. 1257 cm™’ de ortaya ¢ikan band
Si-CHs yapisindaki deformasyon titresimlerinden ve 1008 cm™” de gozlenen band ise Si-O-
Si gerilme titresimlerinden kaynaklanmis olabilir. Ayrica 786 cm™’ deki band ise -CHs
sallanma ve Si-C gerilme titresimlerinden dolay1 ortaya ¢ikmig olabilir. LFB baskilanmig
PDMS vyiizeyin FT-IR spektrumu incelendiginde ise, 3455 cm™’de gozlenen genis
banddopamin yapisindaki katekol gruplarindan kaynaklanmaktadir. 1614 cm™ civarindaki

band ise polidopamin yapisindaki aromatik halkaya aittir.

Molekiiler baskili sensorler "molekiiler anahtar ve kilit" prensibine sahiptir, bu nedenle

aragtirmacilara hedef molekiillerin hizli ve hassas bir sekilde tespit edilmesini saglar.
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Herhangi bir antijen lizerinde meydana gelen spesifik bir antijenik determinanta “’epitop’’
ismi verilirken antikor {lizerindeki baglanma bolgesine ise ‘’paratop’’ ismi verilir. Ayrica,
antikorlar, B hiicreleri ve T hiicreleri de dahil olmak {izere bagisiklik sistemi bilesenleri,

paratop belirli bir epitopa baglanirken epitoplari tanir [67].

Hazirlanan PDMS yiizeylerin yiizey karakterizasyonu SEM ile gerceklestirildi. Hazirlanan
ylizeylerin SEM goriintiileri Sekil 4.5°de verildigi gibidir.
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Sekil 4.5. Modifiye edilmemis (a), baskilanmamis (b) ve baskilanmis (¢) PDMS yiizeylerin
SEM gdriintiileri.

Hazirlanan PDMS yiizeylerin SEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.5), baskilanmis ve
baskilanmamis yiizeylerin morfolojilerinin birbirlerine benzedigi tekdiize bir sekilde
ylizeyin polimer tabakasi ile kaplandigi acik¢a goriilmektedir. Ayrica modifiye edilmemis
PDMS yiizeyin morfolojisine goére hem baskilanmig hem de baskilanmamig PDMS
ylizeylerin morfolojilerinin degisimi de yilizeyde polimerlesmenin gerceklestigine bir kanit

olarak gosterilebilir.
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4.2. Baslangic LFB Derisiminin Adsorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Adsorpsiyon ¢alismalar1 0,1-0,9 mg mL Yderisim araligindaki LFB ¢ozeltilerinde yiiriitiildii.
Serbest protein-antijen ¢ozeltilerinin absorbanslar1 UV-GB spektrofotometresi ile olgiildii.
Antikor bagli nanotaneciklerin adsorpsiyon kapasiteleri okunan absorbans degerleri
kullanilarak belirlendi. Baskilanmis PDMS yiizeylerin adsorpsiyon kapasiteleri,
baskilanmamigs PDMS yiizeylerin adsorpsiyon kapasiteleri ile karsilagtirildi. Elde edilen

veriler ile gizilen adsorpsiyon izotermleri Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4.6. MIP ve NIP PDMS yiizeylerin adsorpsiyon kapasitesine baslangi¢ LFB derisimi
etkisi.
Baslangicta adsorblanan LFB miktar1 dogrusal bir artig gosterirken 0,3 mg/mL derisimden
sonra adsorplanan LFB miktarinda azalma gézlemlenmistir. 0,5 mg/ml lik derisimden sonra
diiz bir plato seklini almistir. Adsorbsiyon derisimi g¢alismalar1 bize gosterdi ki, MIP
yiizeylerimize 0,5 mg/ml lik derisiminde maksimum adsorbe edecegi LFB miktarina
ulagsmustir, bu derisimden sonra ne kadar LFB eklersek ekleyelim hehangi bir degisiklik
olmayacaktir. Kontrol amagl kullandigimiz NIP yiizeylerimize baktigimizda ise belirli
miktarda adsorpsiyon olmustur ancak MIP lerinkinin yaninda bu oran ¢ok diisiiktiir. Bunun
sebebi ise NIP’lerin tanima bolgeleri olmamalarina ragmen c¢esitli fiziksel etkilesimlerden

otiirii baglanmalar olmugtur.
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LFB baskilanmigs PDMS yiizeylerin adsorpsiyon o6zellikleri Scatchard esitligi kullanilarak
degerlendirildi ve sonuglar Cizelge 4.1°de verildi. Scatchard esitligi asagidaki gibidir:

Qmax . i
Kq Kq

Q_
C.

Q (mg g!) MIP ve NIP PDMS vyiizeyler tarafindan adsorplanan LFB miktar

Qmax (Mg g) MIP ve NIP PDMS vyiizeyler tarafindan maksimum adsorplanan LFB miktar
Ce hedef molekiiliin denge derisimi(mg mL™),

Kgayrilma (baglanma) sabiti(mg mL1).

Cizelge 4.1.MIP ve NIP PDMS yiizeylerin KqVve Qmaxdegerleri

Ka(mg mL™) Qmax(mg g™)
NIP 0,193 48.71
MIP 0,512 121,56

Qmax degerlerine baktigimiz zaman MIP yiizeylerin kontrol amagli kullandigimiz NIP
ylizeylerine nazaran daha yiiksek degerlere sahip oldugunu goriiyoruz. Buda bize maksimum

adsorblanan LFB miktarinin MIP yiizeylerde daha fazla oldugunu gostermektedir.

4.3. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetigi ¢calismalar1 0,5 mg mL™ baslangi¢ LFB derisiminde 0’dan 60 dakikaya
degisen farkli inkiibasyon zamanlarinda yiiriitildii ve elde edilen adsorpsiyon kinetik egrileri
Sekil 4.7° de gosterildi.
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Sekil 4.7. MIP ve NIP PDMS yiizeylerin adsorpsiyon kinetigi

MIP yiizeylerimizin baglanma kinetigini 6l¢mek i¢in 60 dakika boyunca her 5 dakika da bir
serbest antijen ¢ozeltisinin UV-GB spektrofotometresi ile absorbansi 6lgiilerek antikora
ozgiil baglanan antijen miktar1 ve siiresi belirlendi. MIP yiizeyimizde 0 ila 30 dakika
arasinda baglanan antijen miktarinda hizl bir artig goriiliirken 30 dakikadan sonra baglanan
antijen miktar1 yine artarken hizda yavaslama olmustur. Kirkinc1 dakikaya ulastigimizda ise

maksimum baglanan LFB miktarina ulagilmistir.

Kontrol amaglh kullandigimiz NIP yiizeylerde ise MIP yiizeylere gore, az miktarda

baglanmalar olmustur ancak bunlar gesitli fiziksel etkilesimlerden kaynakli baglanmalardir.

4.4. Hedef Proteine Segcicilik

Farkli plazma proteinler (Fbg, Fn, Hb, Mb) kullanilarak LFB baskilanmis PDMS yiizeylerin
hedef protein seciciligi incelendi. Bu amagla oncelikle, antikora 6zgii antijeni ve bu
proteinlerden birini iceren protein karisimlart hazirlandi. Segicilik ¢alismalari, oda
sicakliginda 40 dakika boyunca baskilanmis ve baskilanmamig PDMS yiizeylerin baslangi¢
derisimi 0,5 mg mL" olan farkl: protein ile muamale edilmesi ile gerceklestirildi. Elde edilen

sonuclar; Sekil 4.8’de gosterildi.
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Sekil 4.8. MIP ve NIP PDMS yiizeylerin hedef proteine segiciligi

Antikorlar ylizlerce aminoasitin diizenli bir sirayla baglanmasiyla olusan, viicutta gegirilen
bir enfeksiyona karsi viicudun savunma amaciyla {rettigi, kanda bulunan karmasik
biyomolekiillerdir. Bu biyolojik molekiiller antijen olarak adlandirilan 6zel yapilara
baglanabilme yetenegine sahiptirler. Teshis edilmesi istenen antijenin antikora baglanmasi
anahtar-kilit mekanizmas: ile agiklanabilir. Bu 0zel etkilesimlerden faydalanilarak
tasarlanan immiinosensorlerle antikora 6zgili antijenlerin analizi miimkiindiir. Calismanin
amaci dogrultusunda, antikor bagli manyetik nanotaneciklerin protein-antijen karisimindan
kendilerine 6zgii antijenleri etkili ve se¢ici bir sekilde baglama kapasiteleri incelenmistir.
Sekil 4.8 de gosterildigi gibi adsorplanan ferritin miktarinin diger kan proteinlerine nazaran
¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ise MIP’lerde ferritinin bir alt peptit
dizisi olan LFB’ye 0zgii tanima bdlgelerinin olmasidir. Bu tanima bdolgeleri sayesinde
ferritin molekiilii segici olarak tanmir ve kompleks ortamdan ayirt edilir. Diger
proteinlerlerde kismi olarak baglanmislardir ancak bunlar fiziksel etkilesimlerden 6tiirli az
miktardadir. Yine kontrol amacli NIP yiizeylerde de ¢esitli fiziksel etkilesimlerden 6tiirii ok

az miktarda baglanma olmustur.
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4.5. LFB Baskilanmis PDMS Yiizeylerin Tekrar Kullanilabilirligi

Baskilanmis PDMS vyiizeylerin yeniden kullanilabilirligi hedef epitopun karmasik
ortamlardan spesifik taninmasi ve ayrilmasi i¢in ¢ok 6nemli bir 6zelliktir. Bu sebeple,
molekiiler ~ baskilanmis ylizeylerin ~ yeniden  kullanilabilirligi 10 defa

adsorpsiyon/desorpsiyon dongiisiinde incelendi ve sonuglar Sekil 4.9°da gosterildi.
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Sekil 4.9. MIP ve NIP PDMS yiizeylerin yeniden kullanilabilirligi

Biyofonksiyonel malzemelerin en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi raf dmiirlerinin yiiksek
olmasi, maliyetlerinin diigiik olmas1 ve tekrar kullanilabilirligidir. MIP yiizeylerimizin tekrar
kullanilabilirligini 6lgmek i¢in laboratuar ortaminda her 40 dakikada bir absorbans
degerlerini UV-GB spektrofotometresi ile olgtiik. Daha sonra absorbe edilen LFB hacimce
1/9 metanol asetik asit ¢dzeltisinde su banyosuna birakilarak adsorbe edilen LFB lerin tekrar
desorbsiyon edilmesi saglanmistir. Yapilan islemler tekrar edildiginde elimizdeki MIP
ylzeylerin 10 kez kullanilabildigi goriilmiistiir ancak onuncu seferden sonra tanima
bolgelerinde meydana gelen bozulmalardan dolay:r adsorplanan LFB miktarinin azaldigi

gorilmistir.
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4.6. Baskilanmis PDMS Yiizeylerin Sentetik Kan Numunelerinde Uygulanabilirligi

Bu yontemde ferritinin biiyiik molekiil kiitlesi nedeniyle ferritine ait bir peptit dizisi olan
LFB baskilandi. LFB tanima bélgeleri olusturarak ferritinin spesifik numunelerden segici

olarak ayirt edilmesine olanak saglanmasi amaglanmistir.

Onerilen yontemin dogrulugunu ve giivenilirligini kanitlamak igin, sentetik kan numuneleri
5,0, 10,0, 15,0 and 20,0 mg mL'derisiminde olacak sekilde hazirland1 ve MIP-PDMS
ylizeyler ile bu ¢ozeltilerden ferritinin geri kazanimi belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.2’de Ozetlendi.

Cizelge 4.2. Ferritinin MIP PDMS ile sentetik kan numunelerinden geri kazanimi

(n=7)
Eklenen Fn Bulunan Fn (ng /mL) Geri Kazanim B.S.S (%)
(ng/mL) (%)
5 497+0,11 99,4 2,21
10 9,98 + 0,17 99,8 1,70
15 14,96 + 0,21 99,7 1,40
20 19,88 + 0,23 99,4 1,16

Onerilen yontemin pratikligini ve giivenilirligini dogrulamak icin tasarlanan baskilanmis
PDMS yiizeyler, 4 farkli derisimde ferritin iceren sentetik kan numenlerinde ferritin

saptamak i¢in uygulandi.

Cizelge 4.2° ye gore, sentetik kan 6rneklerinde LFB baskilanmig PDMS yiizeyler ile elde
edilen geri kazanimlar, % 4,97 ile % 19,88 arasinda degisen bagil standart sapma ile % 99,4
ile % 99,8 arasinda degismistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi % 95 giiven
diizeyinde t-testine uygulanmistir. Sonuglar, Onerilen yontemin giivenilir ve gercek
numunelerde ferritini tespit etmek i¢in yeterince dogru oldugunu gostermistir. Bu sonuglara
gore, epitop baskilanmis PDMS yiizeyler yiiksek bir ilgi, segicilik ve adsorpsiyon kapasitesi
ile gercek numunelerden ferritin ekstraksiyonu i¢in kullanilabilir. Ayrica, bu yiizeyler iyi bir

afinite malzemesi olarak degerlendirilebilir. Sonug¢ olarak, hazirlanan LFB baskilanmis
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PDMS vyiizeyler ile ferritinin kompleks sistemlerden tespiti, spesifik taninmasi,

saflagtirilmasi, ayrilmasi i¢in iyi bir islem olabilir.
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