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OZET

Noérotensin Peptidinin Geri Déniisiimlii Konjugasyonu I¢in Nanopargacik

Immobilize Altin Yiizeylerin Gelistirilmesi

Gok, Hidayet
Doktora Tezi, Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. M. Nureddin Tiirkan
Es Tez Danigmant: Dr. Ogr. Uyesi Ceyhun Ekrem Kirimh

Agustos 2025
Polimer kaplamalar ince filmler olarak, algilama performansin iyilestirmek igin
biyosensor ytizeylerini degistirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir strateji olarak
one cikmaktadir; ancak, spesifik olmayan biyomolekiil etkilesimleri ve ytizeydeki
smirli ligand konjugasyonu derecesi, ytizey modifikasyonu igin yenilikgi
yontemlerin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu amagla, ti¢ farkli molekiil
agirliginda (2, 6 ve 10 kDa) metakrile edilmis telekelik polietilen glikol (PEG- diMA)
zincirleri sentezlenmis ve fazla miktarda tetra-tiol gapraz baglayici eklenerek
tiyollenmis nanopartikiiller (NP'ler) elde etmek icin kullanilmistir. Boyutlarina,
ytizey ytiklerine, morfolojilerine ve tiyol miktarlarina gore karakterize edilen bu
nanopartikiiller, altin kapli kiitle sensorii platformlarini taklit eden altin ytizeylere
immobilize edilmistir. Ozellikle PEG6K-diMA polimerleri ile hazirlanan PEG bazli
nanopartikiillerin, 80-120 nm kalinhiginda bir monokatman ve piirtizsiiz
kaplamanin hazirlanmasiyla sonuclandigi gosterilmistir. Sisteinle modifiye
edilmis NTS(8-13) peptid (RRPYIL), geri dontisumlt distlftir baglar: ile
tiyollenmis NP'ye konjuge edildi ve dithiothreitol (DTT) gibi bir indirgeyici madde
ile kesilmesinin NP ile immobilize edilmis altin ytlizeyini en az iki dongti boyunca
geri kazandirdig1 gosterildi. Peptit ile konjuge edilmis NP ile modifiye edilmis altin
ylizeyin ayni veya farkl: tipteki biyobelirteclerin tespiti i¢in yeniden kullanilabilir

bir sensor ytizeyi modeli olarak kullanilabilecegi ortaya cikt1.

Anahtar Kelimeler: reaktif nanopartikiiller; poli(etilen glikol); ytizey

modifikasyonu; kaplama; disulftir degisim reaksiyonu; nérotensin



ABSTRACT

Preparation of Nanoparticle Immobilized Gold Surfaces for the Reversible

Conjugation of Neurotensin Peptide

Gok, Hidayet
Ph. D. Thesis in Department of Nanoscience and Nanoengineering
Supervisor: Prof. Dr. M. Nureddin Tiirkan
Second Supervisor: Asst. Prof. Dr Ceyhun Ekrem Kiriml
August 2025
Polymer coatings, as thin films, stand out as a widely used strategy to modify
biosensor surfaces to improve sensing performance; however, non-specific
biomolecular interactions and the limited degree of ligand conjugation on the
surface have made it necessary to develop innovative methods for surface
modification. For this purpose, telechelic poly(ethylene glycol) (PEG-diMA) chains
with three different molecular weights (2, 6, and 10 kDa) were synthesized, and by
adding an excess amount of tetra-thiol crosslinker, thiolated nanoparticles (NPs)
were obtained. These nanoparticles, characterized according to their sizes, surface
charges, morphologies, and thiol amounts, were immobilized on gold surfaces
mimicking gold-coated mass sensor platforms. In particular, it was shown that
PEG-based nanoparticles prepared with PEG6K-diMA polymers resulted in the
preparation of a monolayer and smooth coating with a thickness of 80-120 nm. The
cysteine-modified NTS(8-13) peptide (RRPYIL) was conjugated to the thiolated NP
through reversible disulfide bonds, and it was demonstrated that cleavage with a
reducing agent such as dithiothreitol (DTT) restored the NP-immobilized gold
surface for at least two cycles. Together with binding studies of NTSR2 antibodies,
it was revealed that the gold surface modified with peptide-conjugated NP can be
used as a reusable sensor surface model for the detection of the same or different

types of biomarkers.

Keywords: Reactive nanoparticles, poly(ethylene glycol) (PEG), surface

modification, coating, disulfide exchange reaction, and neurotensin
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1. GIRIS
1.1. BIYOSENSORLER

Biyosensorler, spesifik biyolojik tanima elemanlarinin analitik bir transdiiser ile
entegrasyonu sayesinde analitlerin nitel ve nicel olarak tayinine imkan taniyan
hibrit sistemlerdir. ilk biyosensériin 1962 yilinda Leland C. Clark tarafindan
glukoz olgtimiine yonelik gelistirilmesinden itibaren, bu teknolojiler saglik,
cevre, gida ve savunma gibi bircok sektorde kritik onem kazanmustir [1].
Biyosensorler, 6zgtil bir analiti tanimaya yonelik biyolojik bir taniyici eleman
(enzim, antikor, DN, hiicre, aptamer vb.) ile bu tanimay1 elektriksel veya optik
sinyallere ceviren bir transdiiserin entegre oldugu sofistike analiz cihazlaridir.,
temel yapilary; biyoreseptor, transdiiser ve sinyal isleyici bilesenlerden olusur.
Biyosensorler; biyotaniyici elemanlara (enzimatik, immiin, DNA vb.),
transdiiksiyon mekanizmalarina (elektrokimyasal, optik, akustik) ve uygulama
alanlarna (tibbi tani, gida giivenligi, cevresel izleme) gore smiflandirilir. Son
yillarda nanoteknoloji ile karbon nanottipler, grafen ve kuantum noktalar1 gibi
nanomalzemelerin entegrasyonu, algilama hassasiyetini ©nemli olctide
artirmistir.  Ayrica, mikroakiskan sistemlerle gelistirilen lab-on-a-chip
platformlari, tasmabilir ve hizli tan1 imkéan1 sunarken, yapay zeka destekli veri
isleme algoritmalar:1 da sensor ¢iktilarinin siniflandirilmasi ve analizinde yeni bir
boyut kazandirmistir. Giintimiizde biyosensorlerin  kullanimi;  diyabet
hastalarinin glukoz takibi, kanser biyobelirteglerinin saptanmasi, COVID-19 gibi

enfeksiyonlarin teshisi ve tarimsal alanda pestisit izlenmesi gibi ¢ok cesitli



alanlara yayilmustir. Ancak hala karsilasilan bashica zorluklar arasinda
biyosensorlerin uzun donemli stabilitesi, biyoseciciligin artirilmasi, capraz
tepkimelerin azaltilmasi ve regiilasyon siireclerinin standartlastirilmas: yer

almaktadar.

Gelecekte, giyilebilir sensor teknolojileri, IoT entegrasyonu ve sentetik
biyoloji tabanli biyorobotlar, biyosensor alaminda devrimsel degisimlerin

habercisi olacaktir.
1.1.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Calisma Prensipleri

Biyosensor sistemleri ii¢ temel bilesenden ($Sekil 1.1.) olusur: (i) biyolojik tanima

eleman (bioreseptor), (ii) transdiiser (doniistiirtici) ve (iii) sinyal isleme birimi.

()

Biyoreseptor Transdiiser Sinyal isleme
Unitesi

Sekil 1.1. Temel bir biyosensor bilesenleri

1.1.2. Biyolojik Tanima Elemanlar:

Biyosensorlerde kullanilan biyoreseptorler, hedef analite 6zgii yiiksek afinite
ve ozgiilliik gosteren biyomolekiillerdir. Bu tanima elemanlar1 asagidaki

sekilde siniflandirilabilir:



e Enzimler: En yaygm kullanilan biyoreseptorlerdir. Yiiksek katalitik
verimlilikleri nedeniyle bircok biyokimyasal reaksiyonun izlenmesinde
tercih edilir.

o Antikorlar: Antijen-antikor etkilesimleri sayesinde immiinosensorlerin
temelini olusturur.

« Niikleik Asitler (DNA/RNA/Aptamer): Genetik ateryalin spesifik

sekanslarma baglanarak hibridizasyon temelli algilama saglar.

« Mikroorganizmalar, hiicreler veya doku pargalar:: Ozellikle

M etabolik aktiviteyi izlemeye yonelik uygulamalarda kullanilir.

1.1.3. Transdiiser Teknolojileri

Biyoreseptor ile hedef analit arasindaki biyokimyasal etkilesim, transdiiser
araciligiyla olctilebilir fiziksel sinyale dontstiiriiliir. Transdiiser tipine gore

biyosensorler asagidaki gibi siiflandirilir:

Elektrokimyasal = transdiiserler = (amperometrik,  potansiyometrik,
impedimetrik)

o Optik transdiiserler (floresans, absorbans, kirilma indeksi)
« Piezoelektrik transdiiserler (kiitle degisimi algisi)

o Termal transdiiserler (1s1 degisimi 6l¢timii)

1.1.4.Biyosensorlerin Siniflandirilmas:

Biyosensorler smiflandirilirken genellikle transdiiser tipi veya taniyici

unsur tipi esas alinr [2].



Elektrokimyasal Biyosensorler; Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik olaylarin
sonucunda ortaya cikan elektriksel sinyalleri (akim, potansiyel, iletkenlik)
algilar. Bu sensorler diistik maliyetli, tasmabilir ve miniaturize edilebilir 6zellikleri
sayesinde medikal tani cihazlarinda yaygimn kullanilir.

Optik Biyosensorler; Optik biyosensorler, 1518 bir biyolojik etkilesim sonucu
degisen Ozelliklerini (sogurma, kirilma, floresans) olgerek analit tespiti yapar.

Ytizey Plazmon Rezonansi (SPR) ve interferometrik sistemler bu sinifa girer.

Piezoelektrik Biyosensorler; Kiitle degisimini mekanik rezonans {izerinden
algilayan bu sensorler, ytizeye baglanan biyomolekiillerin agirhigina gore frekans
degisimi tiretir. Quartz Crystal Microbalance (QCM), bu tiir sensorlerin tipik bir

ornegidir.

Termal Biyosensorler; Bu sistemler, biyokimyasal reaksiyonlardan kaynaklanan
1s1 degisimlerini Olcer. Sinyal, termistér veya termocift aracilifiyla elektriksel

formata doniistiiriliir.

1.2. ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSORLER

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik bir taniyici eleman (enzim, antikor,
DNA, aptamer vb.) ile bir elektrokimyasal transdiiserin birlesmesiyle analitlerin
tespitini miimkiin kilan, hassas ve tasinabilir analiz cihazlaridir. Bu sensorler,
hedef molekiil ile biyoresepttr arasindaki etkilesim sonucunda olusan kimyasal

sinyalleri elektriksel bir cevaba dontistiirerek kantitatif veri saglar [3].



Genellikle ti¢ ana tiire ayrilirlar: amperometrik biyosensorler (akim o6lctimii),
potansiyometrik biyosensorler (gerilim 6l¢timii) ve impedimetrik biyosensorler
(empedans degisimleri)[4]. Yiiksek segicilik ve diistik algilama siuri1 gibi
avantajlari, onlar1 basta tibbi tani, cevresel izleme, gida giivenligi ve savunma
sanayi olmak tizere bircok alanda vazgecilmez kilmaktadir [5]. Sensor
performansimni artirmak amaciyla karbon nanottipler, grafen ve altin
nanoparcaciklar gibi nanomalzemeler elektrot ytizeylerinde kullanilmakta;
bu da elektron transferini kolaylastirarak analiz hassasiyetini artirmaktadir
[6]. Mikroakiskan sistemler ile entegre edilen bu sensorler, “lab-on-a-chip”
platformlar1 araciligiyla tasinabilir tani kitleri haline getirilmistir [7]. Bununla
birlikte, makine dgrenmesi algoritmalarinin bu alanda uygulanmasi, verilerin
siiflandirilmasi ve driintti tanima siireglerinde dogrulugu agisindan énemlidir
[8]. Guintimiizde glukoz diizeylerinin takibi, kanser biyobelirteclerinin tespiti ve
COVID-19 gibi enfeksiyonlarin hizli tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir
[9]. Ancak, uzun siireli stabilite, biyosecicilik kaybi, sensdr ytizeyinde
biyofouling olusumu gibi teknik sorunlar halen ¢oziilmeyi beklemektedir [10].
Tum bu gelismelere ragmen, elektrokimyasal biyosensorlerin gelecegi; yapay
zeka destekli teshis sistemleri, IoT entegrasyonu ve sentetik biyoloji tabanh

biyoakilli cihazlarin yaygimlasmasiyla daha da genislemeye adaydir.

Elektrokimyasal sensorler, kimyasal tiirlerin analitik olarak tespiti igin
elektrokimya ilkelerine dayanan cihazlardir. Bu sensorler, hedef analitin elektrot
ylizeyinde gerceklesen bir redoks reaksiyonu yoluyla elektriksel bir sinyale

dontistiiriilmesi esasina gore calisir. Ozellikle biyosensorlerde ve gevresel



analizlerde yaygin kullanimlari, bu sensorleri gunumitizde oldukca popiiler
kilmistir. Elektrokimyasal sensorler; yiiksek duyarlilik, segicilik, hizli yamnit stiresi
ve diisiik maliyet gibi avantajlar1 nedeniyle farmasotik, gida gtivenligi, cevresel

izleme ve klinik tan1 alanlarinda 6nemli bir yer edinmistir.

1.2.1. Elektrot Malzemeleri ve Yiizey Modifikasyonlar:

Elektrot ytizeyleri, sensér performansmin en kritik bilesenidir. En yaygm
kullanilan elektrot malzemeleri arasinda altin, platin, karbon (camy karbon,
grafit, karbon nanotiip, grafen) yer alir. Elektrot ytizeyleri, seciciligi ve duyarlilig1
artirmak amaciyla gesitli nanomalzemeler (6rnegin; AuNP, AgNP, ZnO, CNT) ile

fonksiyonellestirilmektedir [4].

o Nanoyapili Elektrotlar: Yiiksek ytiizey alami saglar ve
elektron transfer kinetigini hizlandirir.
« Kimyasal Modifikasyon: Tiol, amino, karboksil gibi fonksiyonel gruplar

ile ytizeyde biyomolekiil sabitlemesi kolaylasir.

1.2.2. Elektrokimyasal Sensorlerin Uygulama Alanlar1

Glukoz sensorleri, elektrokimyasal sensorlerin klinikteki en yaygin
uygulamasidir. Kan sekeri 6l¢timleri, amperometrik glukoz oksidaz sensorleri ile

gerceklestirilir [11].



Agir metal iyonlarinin (Pb?*, Cd?*, Hg?") su drneklerinde tespiti i¢in voltametrik
teknikler tercih edilmektedir. Sensorler, diistik tespit limitleriyle cevresel
kontaminasyonun erken teshisinde kullanilir. Nitrat, pestisit ve antibiyotik
kalintilarmin tespiti icin gelistirilen elektrokimyasal sensorler, hizli ve yerinde
analiz imkan1 sunar. pH, iletkenlik ve ¢6ziinmiis oksijen gibi parametrelerin

stirekli izlenmesi icin elektrokimyasal sensorler kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima elemanlarmmin kimyasal
etkilesimlerinin sonucu olarak meydana gelen elektriksel sinyalleri o©lgen
cihazlardir. Bu sensorler, yiiksek duyarhilik, distik maliyet, tasinabilirlik ve
miniaturizasyon olanaklar1 nedeniyle biyotip, cevre izleme, gida giivenligi ve
biyotertrizme kars1 erken uyari sistemlerinde 6nemli uygulamalara sahiptir [12]
[4]. Bu boliimde elektrokimyasal biyosensorlerin temel ilkeleri, transdiiksiyon
mekanizmalari, bilesenleri, siniflandirmalar: ve ileri diizey uygulama alanlari ele

alinmaktadar.

1.2.3. Elektrokimyasal Sensorlerin Tanimi ve Yapisal Bilesenleri

Elektrokimyasal biyosensorler, hedef analit ile biyoresepttr arasimndaki 6zgiil
etkilesimin elektroaktif bir sinyale dontistiiriilmesi esasina dayanir. Bu cihazlar

genellikle ti¢ temel bilesenden olusur:

1. Biyolojik Tanima Elemani (Bioreceptor): Enzimler, antikorlar, aptamerler,
DNA dizileri veya hiicreler olabilir. Bu yapi, hedef molekiil ile 6zgiil bir

baglanma saglar.



2. Transdiiser (Dontstiirticii): Biyolojik etkilesimi elektriksel
sinyale cevirir.

3. Sinyal Isleyici ve Okuyucu Sistem: Elektriksel sinyali 6lcerek kullaniciya

ileten yazilim veya donanim bileseni.

1.2.4. Transdiiksiyon Mekanizmalar1

Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik tanima olayi sonucu ortaya c¢ikan
elektroaktif degisiklikleri cesitli transdiiksiyon teknikleriyle olcer. Bu teknikler

asagidaki alt siniflara ayrilmaktadir:

1.2.5. Amperometrik Biyosensorler

Bir elektrot ytizeyinde analitin oksidasyonu ya da indirgenmesi sirasinda olusan
akim olculur. Bu sensorler glukoz, hidrojen peroksit ve laktoz gibi analitlerin

tespiti icin oldukg¢a uygundur.

Biyosensorlerde sikga kullanilir [12].

Amperometrik sensorler, sabit bir potansiyel altinda elektrot ytizeyinde
gerceklesen redoks reaksiyonlari sonucu olusan akimi dlger. Glukoz sensorleri bu
kategoriye girer. Ornegin, glukoz oksidaz enzimi glukozu oksitleyerek hidrojen

peroksit tiretir; bu molekiil elektroaktif olup akim tiretir.

I=nF.AkC (1.1)

Bu denklemde:



I: akim

n: elektron sayisi

F: Faraday sabiti

A: elektrot ytizeyi

k: hiz sabiti

C: analit konsantrasyonu

1.2.6. Potansiyometrik Biyosensorler

Bu sensorler, bir elektrot ile referans elektrot arasindaki potansiyel farkini lger.
Iyon-secici elektrotlar (ISE) en yaygin tiirtidiir. Ozellikle pH, sodyum, potasyum

ve amonyum gibi iyonlarin tespitinde kullanilir [4].
Potansiyometrik sensorler, biyokimyasal reaksiyonlar sonucu olusan iyon

degisimlerini Olcer.

Genellikle iyon-selektif elektrotlar kullamilir. En ¢ok pH, Na®, K* tayininde

kullanilir.

1.2.7. Voltametrik Sensoérler

Uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak akimin o&lctildtigti sistemlerdir.
Diferansiyel puls voltametri (DPV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) gibi

teknikler, diistik yogunluklu analitlerin tespitinde ytiksek hassasiyet saglar [13].



1.2.8. Impedimetrik (Elektroimpedans Spektroskopisi) Biyosensorler

Elektrot yiizeyinde baglanan biyomolekiiller elektriksel gecirgenligi degistirir.
Bu sensorler, elektrot-elektrolit araytizeyindeki empedans degisimini Slcerek
analit varligini tespit eder. Etiket gerektirmemesi ve gercek zamanl analiz
yapabilmesi biiytik avantajlardir.

7=7'+j7" (1.2)

o Z">0 Devre endiiktif davranr
o Z7"<0 Devre kapasitif davranir

Burada Z' rezistif, Z'' reaktif bileseni ifade eder.

1.2.9. iletkenlik Tabanli Sensorler

Cozelti igindeki iyonik degisimlere dayali olarak calisirlar. Elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS), 6zellikle hiicre davranislarinin izlenmesinde ve
yilizey modifikasyonlariin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir
[14]. Bu sensorler ortamin elektriksel iletkenliginde olusan degisimleri dogrudan

olger. Genellikle iyon tiretimi veya tiiketimiyle iliskili reaksiyonlarda kullanilir.

1.2.10. Elektrot Malzemeleri ve Modifikasyon Teknikleri

Elektrotlar, elektrokimyasal sinyalin tiretildigi ytizeylerdir. Yaygin olarak

kullanilan elektrot materyalleri sunlardur:

10



o Altin (Au): Yiizey modifikasyonuna uygun, biyouyumlu.
« Karbon bazli elektrotlar: Cam karbon, karbon nanottip, grafen tabanl
elektrotlar ile ytizey alan artirilir.

o Platin (Pt): Katalitik aktivitesi ytiksektir ancak pahalidur.

Ytizey Fonksiyonellestirme Teknikleri:

« Self-assembled monolayers (SAM): Tiol gruplari kullanilarak altin
ylizeylere biyoreseptor baglama.

« EDC/NHS kimyas1: Karbodiimid aktivasyonu ile amin-karboksil grubu
baglamast.

« Elektropolimerizasyon: Elektrokimyasal olarak iletken polimerlerin
ytizeyde sentezi (6rn. polipirol, politiofen).

1.3. PIEZOELEKTRIK BIYOSENSORLER

Piezoelektrik biyosensorler, bir piezoelektrik kristalin mekanik deformasyonu
sonucu ortaya c¢ikan elektriksel degisimlerin izlenmesine dayanan yiiksek
duyarliliga sahip analitik cihazlardir. Bu sensorler, ozellikle yiizey kiitle
degisikliklerini 6l¢gmeye olanak saglayan yapilar:1 sayesinde, biyomolekiillerin
baglanma olaylarin1 dogrudan, etiketsiz ve gercek zamanh olarak saptayabilme
yetenegine sahiptir. Piezoelektrik biyosensor teknolojisi, medikal teshis,
cevresel izleme, ilag gelistirme ve gida gtivenligi gibi alanlarda btiyiik potansiyel

gostermektedir [15].
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Piezoelektrik biyosensorler, piezoelektrik 6zellik gosteren kristallerin yiizeylerine
yerlestirilen biyoreseptorler araciligiyla kiitle degisimlerini elektriksel sinyale
dontistiiren sofistike tan1 platformlaridir. Bu sensorlerin temel galisma prensibi,
kristalin tizerine baglanan hedef molekiillerin neden oldugu frekans degisiminin
Olctilmesine dayanir [9]. Bu 6zellik 6zellikle Quartz Crystal Microbalance (QCM)
ve Surface Acoustic Wave (SAW) tabanli sistemlerde karsimiza cikar.
Piezoelektrik biyosensorlerde kullanilan baslica malzemeler arasinda ZnO,
BaTiOs, PZT (Pb[Zr4Ti;—«]O3) gibi seramikler ile PVDF (polyvinylidene fluoride)
gibi polimerler yer alir. Bu malzemeler hem biyouyumluluk hem de ytiksek

piezoelektrik katsayisi sayesinde saglik, cevre ve endiistri alanlarinda yaygin

kullanilmaktadir [16].

Bu biyosensorler, proteinler, niikleik asitler, virtisler ve hiicreler gibi biyolojik
hedefleri dogrudan, etiket gerektirmeksizin ve gercek zamanli olarak tespit
edebilmektedir. COVID-19 gibi enfeksiyon hastaliklarinin teshisinde, yiiksek
hassasiyetli viral protein deteksiyonu gergeklestirilmistir [17]. Ayrica toksinlerin,
pestisitlerin, antibiyotik kalintilarinin ve agir metallerin cevresel izlenmesinde de
etkili olduklar1 gosterilmistir [18]. Piezoelektrik biyosensotrlerin avantajlari; etiket
gerektirmemeleri, duistik enerji tiiketimi, minyattirlestirilebilirlik ve ¢oklu analit
algilama potansiyelidir. Bununla birlikte, cihaz entegrasyonunda sinyal
guriiltiist, nem hassasiyeti ve smirh yiizey fonksiyonellestirme olanaklar1 gibi

teknik sinirlamalar mevcuttur [19].

Son vyillarda gelistirilen triboelektrik ve piezoelektrik nanogeneratorler, bu
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sensorlerin kendi enerjisini {iretmesini saglayarak “self-powered” tan1 cihazlarmin

onuni agmistir [20] .

Bu gelismeler, 6zellikle giyilebilir biyosensor sistemleri ve yapay zeka ile entegre
saglik izleme platformlar1 gibi uygulamalarda oOnctdiir. Bu baglamda,
piezoelektrik sensorler hem biyolojik hem de miihendislik disiplinlerinde cok

disiplinli bir yaklasimi destekleyen kritik teknolojiler haline gelmistir.

1.3.1. Piezoelektrik Etki

Piezoelektrik etki, belirli kristal yapilarina sahip malzemelerin mekanik stres
altinda elektriksel ytiik tiretme yetenegidir. Bu 6zellik tersine gevrilebilir olup,
elektriksel uyarim altinda mekanik deformasyon da yaratabilir. Piezoelektrik
malzemelerin bu cift yonlii tepkisi, sensor teknolojisinde hem akttiatér hem de

dedektor olarak kullanilmalarina imkan verir.

Piezoelektrik biyosensorlerde siklikla kullanilan prensip, kristalin dogal rezonans
frekansindaki degisiklikleri ol¢mektir. Bu frekans, sensor ytizeyine baglanan
biyomolekiiller nedeniyle kiitle artisi yasandik¢a diiser. Bu degisim, analit

konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir.

(1.3)

Burada:

o Af: Frekanstaki degisim
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o fo: Kristalin rezonans frekansi
e Am: Baglanan kiitle

o A:Elektrot ytlizeyi

e pq: Kristalin yogunlugu

e g Elastik modiil (saf kuartz igin sabittir)

Bu denklem, Sauerbrey (1959) tarafindan gelistirilmistir ve siklikla Quartz Crystal

Microbalance (QCM) sistemlerinde kullanilir [21].

1.3.2. Piezoelektrik Biyosensor Bilesenleri

1.3.2.1. Piezoelektrik Malzemeler

Biyosensorlerde en yaygin kullanilan piezoelektrik malzeme kuartz (SiO,)
kristalidir. Ozellikle AT-cut kuartz kristalleri, sicaklik degisimlerine kars: kararli
olmalar1 nedeniyle tercih edilir. Diger potansiyel piezoelektrik materyaller

sunlardir:

« Langasite (LazGasSiO14)
o PZT (Lead zirconate titanate)

« ZnOve AIN gibi piezoelektrik ince filmler [21]

1.3.2.2. Elektrot Kaplama ve Fonksiyonellestirme

Piezoelektrik kristalin ytizeyi genellikle altin elektrotlarla kaplanir. Bu yiizeyler,

tanima elemanlarmin immobilizasyonu i¢in fonksiyonellestirilir. Kullanlan
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yontemler:

o SAM (Self-Assembled Monolayer) teknikleri
« EDC/NHS kimyas1
« Avidin-biotin sistemleri

o Polimer tabakalar (6rn. polianilin, polipirol

Tanima Elemanlar;; Piezoelektrik biyosensorlerde tanima elemam olarak
enzimler, antikorlar, aptamerler, DNA probu veya hiicre tabakalar: kullanilabilir.
Ytizeye immobilize edilen bu molekiiller hedef analitle 6zgiil etkilesime girer ve

bu etkilesim, frekans degisimiyle tespit edilir (Sekil 1.2).

Quartz

Metal

coating
Contact
electrodes

a) Top View ) Bottom View
A(r)
r=0
(c) (d) \electrodes

Sekil 1.2. QCM sensor yapisi-kuartz kristali, altin elektrot, tanima elemani ve 6rnek akisi.

Piezoelektrik Biyosensor Calisma Modlar;;, QCM sensorleri, piezoelektrik 6zellik
gosteren kuartz kristallerin rezonans frekansindaki degisimi temel alir ve yiizeye

baglanan kiitle degisimlerini yiiksek hassasiyetle olcebilen rezonans tabanh
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cihazlardir. Bu sistemlerde kuartz kristal, belirli bir rezonans frekansinda
titrestirilir, kristal ytizeyine baglanan analitler, rezonans frekansinda olctilebilir
bir azalmaya neden olur. Bu frekans degisimi, yiizeye baglanan kiitlenin bir
fonksiyonu olarak tanimlanir ve baglanan kiitleyle dogrudan orantilidir. QCM
sistemleri, 10~ gram diizeyinde kiitle degisimlerini algilayabilecek duyarliliktadir
[22] [9]. QCM sistemleri, etiket gerektirmeyen ve gercek zamanli analiz imkani
sunmalar1 nedeniyle biyosensor teknolojisinde yaygin olarak kullanilmaktadir

[22].

Surface Acoustic Wave (SAW) Sensorler; Ytizey akustik dalga sensorleri,
piezoelektrik ytizeyde yayilan akustik dalgalarin hiz ve genligini izler. Ytizeydeki

biyomolekiiler baglanmalar, bu dalgalar: etkileyerek analitik bilgi saglar [15].

SAW sensorler; yiizeyde yayilan akustik dalgalarin hiz ve genliginde meydana
gelen degisimleri 6lcer. Bu degisiklikler baglanan kiitle, ytizey yiikii veya viskozite
gibi faktorlerden etkilenir. SAW sensorler genellikle ytiksek frekansta (100 MHz -

1 GHz) calisir ve QCM’ye kiyasla daha yiiksek ytizey hassasiyeti sunabilir [21].

Film Bulk Acoustic Resonator (FBAR); bu sensorler cok daha ytiksek frekanslarda
calisir (GHz seviyeleri). Ultrahassas kiitle algilama saglar ve 6zellikle mikrocip

tabanli sistemlerle entegre edilebilir [15].

Microcantilever (Mikro-kiris) Sensorler; mikro-kiris tabanl sistemlerde, ytizeye
baglanan hedef molekiiller kirisin kiitle merkezini degistirerek titresim

frekansinda kayma olusturur. Bu sensorler hem dinamik mod (rezonans frekansi
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degisimi) hem de statik modda (egilme) calisabilir. Mikro-kirisler, MEMS (Micro-
Electro-Mechanical Systems) teknolojileriyle uyumlu yapilar olduklarindan

mikroakigskan sistemlerle kolaylikla entegre edilebilir [23].

1.3.3. Analitik Performans Ozellikleri

Piezoelektrik sensorlerin basarimi su parametrelerle degerlendirilir:

Duyarlilik (Sensitivity)
o Secicilik (Selectivity)

o Alt tespit limiti (LOD)

o Cevap stiresi

o Rejenerasyon kapasitesi

o Termal stabilite

QCM sistemleri ile pM seviyesine kadar hassas olgtimler yapilabilmektedir.
Bununla birlikte, ortamin viskozitesi ve sicaklig1 gibi faktorler, frekans degisimini

etkileyebileceginden, sistemlerin dikkatli kalibrasyonu sarttir.

1.3.4. Uygulama Alanlar1

Biyosensorler ve gelismis analitik sensor teknolojileri; tip, cevre, gida giivenligi ve
ilag gelistirme gibi cok cesitli alanlarda genis uygulama yelpazesine sahiptir.

Ozellikle HER2 ve CEA gibi kanser biyobelirteclerinin hassas tespiti,
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kisisellestirilmis tibbin 6niinii agarken; HIV ve SARS-CoV-2 gibi viriislerin hizh
teshisi, bulasic1 hastaliklarla miicadelede 6nemli bir rol oynamaktadir. Protein-
protein ve ligand-reseptor etkilesimlerinin analizi ile molekiiler diizeyde biyolojik
stireglerin anlasilmasi saglanmakta, bu da ilag kesfi ve protein denge kinetiklerinin
degerlendirilmesine katki sunmaktadir. Salmonella ve Listeria gibi gida kaynakl
patojenlerin, ayrica mikotoksinlerin ve antibiyotik kalintilarinin saptanmasi, gida
glivenligi icin kritik 6neme sahiptir. Tarim tirtinlerinde sikga karsilasilan pestisit
kalintilar: ile su kaynaklarinda bulunan agir metal iyonlarinin tespiti, gevresel
izleme calismalarimin temelini olustururken; su kalitesinin izlenmesi ise ekosistem
saglig1 acisindan vazgecilmezdir. Ttiim bu analizler, ilag tarama (drug screening)
platformlariyla entegre calisarak yeni terapotik ajanlarm kesfi ve giivenliginin

degerlendirilmesinde biiyiik kolaylik saglamaktadir.

1.3.5 Avantajlar ve Kisitlamalar

Quartz Crystal Microbalance (QCM) sensorlerinin kullanimi, sahip olduklar:
bircok avantaj sayesinde biyosensor teknolojilerinde yayginlasmistir. Bu sensorler,
etiket gerektirmeyen 6lgiim yapabilmeleri sayesinde analiz siirecini basitlestirir ve
dogal etkilesimleri bozmadan 6l¢tim olanagi sunar. Ayrica, gercek zamanli analiz
kapasitesi ile dinamik biyomolekiiler etkilesimleri anlik olarak izleyebilirler.
Yiiksek duyarhilik diizeyi, 6zellikle diistik konsantrasyondaki hedef molekiillerin
tespit edilmesini miimkiin kilar. Kompakt ve miniaturize edilebilir yapilar1 ise
tasmabilir cihazlarin gelistirilmesine olanak tanir. Ancak bu teknolojinin bazi

kisitlamalar1 da mevcuttur. Ozellikle sicaklik ve viskozite degisimlerine kars
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hassasiyet, ol¢tim dogrulugunu olumsuz etkileyebilir. Ayrica sensor ytizeyinin
tekrar kullanilabilmesi i¢in gereken rejenerasyon islemleri zorlayict olabilir. Son
olarak, karmasik 6rnek matrislerinde istenmeyen parazit sinyallerin olusmasi,
Olcimlerin  guivenilirligini azaltabilir. Bu nedenle, QCM  sistemlerinin
uygulanabilirlifinde bu avantaj ve smirlamalarin dikkatle degerlendirilmesi

gereklidir.

1.3.6. Piezoelektrik Malzemeler
Piezoelektrik sensorlerde kullanilan malzemeler genel olarak asagidaki

gruplara ayrilir:

-Dogal Kristaller (6rnegin kuartz); Kararh ve sicaklik bagimlilig: diistiktiir.
-Seramik Malzemeler (PZT, BaTiO3); Yiiksek piezoelektrik katsayiya sahiptir.
-Polimerik Malzemeler (PVDEF); Esnek, hafif ve biyouyumlu.

- Kompozit Malzemeler; Mekanik dayanimi ve piezoelektrik yaniti optimize eder

[24].

1.4. KUTLE BAZLI BIYOSENSORLER

Kitle bazli biyosensorler, algilama olaymi taniyicit ytizeye baglanan hedef
molekiillerin neden oldugu kiitle degisimini ¢lgerek gerceklestiren piezoelektrik
temelli sensorlerdir. Bu sensorlerde 6lciim, rezonans frekansindaki degisimle

yapilir; baglanan her bir analit, rezonatoriin kiitlesini artirarak frekans: diistirtir.
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En yaygin kiitle bazli sensorler arasinda Quartz Crystal Microbalance (QCM) ve
Surface Acoustic Wave (SAW) tabanli sensorler bulunmaktadir. QCM sensorleri,
kuvars kristallerin piezoelektrik etkisinden faydalanarak, ytizeye baglanan
kiitlenin neden oldugu frekans degisimini ytiksek hassasiyetle 6lgebilir [24]. SAW
sensorleri ise ytizey boyunca yayilan akustik dalgalarin bozunmasina dayanir ve

hem kat1 hem s1vi ortamda ytiksek ¢oziintirliikte 6l¢ctim yapabilir [25].

Bu sensorlerde kullanilan baslica piezoelektrik malzemeler arasinda a-kuvars,
ZnO, LiNbO3 ve BaTiOj; yer alir. Yiizey modifikasyonu igin altin elektrotlara
baglanan self-assembled monolayers (SAMs), proteinler ve DNA prob zincirleri
kullanilmaktadir. Kiitle bazli sensorler etiket gerektirmeden c¢alisabilmeleri,
gercek zamanli izleme imkani sunmalar1 ve disiik algilama limitleri sayesinde
ozellikle biyolojik ajanlar (6r. Bacillus anthracis), viral proteinler, niikleik asitler,
antikorlar ve patolojik hiicreler gibi kompleks biyobelirteclerin tanisinda

kullanilmaktadar [3,10,26].

Ancak bu teknolojilerin yayginlasmasinin ontinde bazi siirhiliklar da vardir:
ozellikle sivi ortamdaki viskoelastik etkiler frekans stabilitesini bozabilmekte,
ayrica yiiksek hassasiyetli ytizey fonksiyonellestirme ve sinyal/giirtiltii oram
sorunlar1 devam etmektedir [24]. Buna karsin, son yillarda gelistirilen nanoyapili
ylizey kaplamalari, ¢oklu analit tespiti, yapay zeka ile entegre sistemler ve
giyilebilir akustik sensor platformlari, bu teknolojilerin hem tibbi hem de cevresel
tanilama alaninda genis capli entegrasyonuna olanak saglamustir [4,5]. Bu

baglamda kiitle bazli sensorler, sadece laboratuvar ortaminda degil, gercek
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zamanlt klinik uygulamalarda da kullanlabilecek yeni nesil biyosensorlerin

onctilerinden biri olarak degerlendirilmektedir.

Kitle bazli sensorler, algiladiklar1 ortamdaki kiitle degisimlerine karsi hassas
frekans ya da genlik tepkileri veren sistemlerdir. Bu sensorler o6zellikle
biyosensorler, cevresel izleme sistemleri ve nanoteknolojik uygulamalarda
oldukca 6nemli hale gelmistir. Temel ¢alisma prensipleri, kiitlenin neden oldugu

mekanik rezonans degisimlerine dayanmaktadir [21].

Kutle bazli sensorlerin  basarimi, kullanilan ytizey malzemesi ve

fonksiyonellestirme stratejilerine baghdir. Yaygin malzemeler [27] ;

Kuartz (SiO,): Yiiksek kararlilik ve piezoelektrik 6zellik

Altin: Biyoreseptor immobilizasyonu igin ideal ytizey

Polimer kaplamalar: Ozellestirilmis baglanma yiizeyleri saglar

Silisyum nitrat/kristalin Si: Mikro-kiris sensorlerde yaygin

Fonksiyonellestirme icin kullanilan teknikler:

o SAM (Self-Assembled Monolayers)
« Karbodiimid (EDC/NHS) kimyas1
« Biyotin-avidin baglanmasi

o Elektropolimerizasyon
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1.5. YUZEY PLAZMON REZONANSI (SPR) BIYOSENSORLERI
Yiizey plazmon rezonansi (SPR) biyosensorleri; 151§ metal-dielektrik
araytizeyinde olusturdugu plazmonik salinimlar1 kullanarak, ytizeye baglanan
biyolojik molekiillerin neden oldugu kirilma indisi degisikliklerini 6lcen, etiket
gerektirmeyen ve gercek zamanli analiz yapilabilen optik sensorlerdir [28]. SPR
etkisi genellikle altin veya gitimiis gibi plazmonik metallerle kapl1 bir cam prizma
tizerine diisen polarize 15181 belirli bir acidaki yansimasiyla olusturulur. Bu
acidaki degisiklik, ytizeyde gerceklesen molekiiler baglanma olaylarmi cok
yiiksek hassasiyetle tespit etmeye olanak tanir [29]. Sensor ytizeyleri aptamerler,
antikorlar, DNA prob zincirleri veya sentetik taniyicilarla islevsellestirilerek segici
tanima saglanir. Son yillarda bu ytizeylere 2D nanomalzemeler (grafen oksit,
MoS,), metal-organik cerceveler (MOF’ler) ve kuantum noktalarinin entegre
edilmesiyle algilama sinirlari daha da diistirtilmiis, ayni1 zamanda biyouyumluluk

artiridlmastir [30,31,32].

SPR biyosensorleri, ozellikle biyomolekiil etkilesimlerinin kantitatif analizinde,
baglanma kinetiklerinin incelenmesinde ve ilag¢ etkilesim calismalarinda altin
standart yontemlerden biri haline gelmistir. Klinik tamida (6r. kanser
biyobelirtegleri, SARS-CoV-2 antijenleri), cevresel izlemelerde (6r. toksin, pestisit
tespiti) ve gida giivenligi analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [33].
Ayrica, elektroSPR sistemleri ile elektrokimyasal ve optik verilerin es zamanl
analizi saglanarak biyosensor performansinda énemli gelismeler kaydedilmistir

[34] . Bununla birlikte, SPR sensorlerinin yiiksek hassasiyetine ragmen simirl
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tasinabilirlik, sicaklik ve ortam degisimlerine duyarlilik gibi bazi teknik
kisitlamalar1 mevcuttur. Bu zorluklar, fiber optik tabanli SPR sistemleri ve yapay

zeka entegreli sinyal isleme algoritmalari ile asilmaya ¢alisilmaktadir [18] .

1.5.1. SPR'nin Fiziksel Temeli ve Prensipleri
SPR, yiizey plazmonlarinin - metal ytizeydeki kolektif elektron salinimlar: - 151k
ile etkilesimi sonucu olusur. Genellikle altin veya giimiis gibi metalik bir film
tizerine gelen polarize 15181n belirli bir aciyla yansimasi sirasinda, belirli kosullar
altinda enerjisi yiizey plazmonlarina aktarilir. Bu enerji transferi, yansiyan 1sikta

bir azalma (diistis) yaratir ve bu minimum nokta rezonans agis1 olarak adlandirilir.

Bu rezonans agis1, metal ytizeyle temas halinde olan ortamin kirilma indeksine son
derece duyarlidir. Dolayisiyla, bu yiizeyde gerceklesen her tiirlti baglanma,
adsorpsiyon veya molekiiler etkilesim rezonans acisinda kayma yaratir. Bu olay,

bir sensérgram olarak kaydedilir [35].

Bir SPR sisteminin temel bilesenleri asagidaki gibidir:

Isik Kaynagi ve Prizma; Genellikle tek dalga boylu, polarize bir 1s1k kaynag: (6rn,
He-Ne lazer) kullanilir. Isik, 6zel prizma (Kretschmann-Raether konfigiirasyonu)
araciligryla altin kapli cam yiizeye iletilir. Bu geometri, plazmonlarin etkin sekilde

uyarilmasini saglar [36].

Altin Film (Sensor Cipi); Altin ytizey (genellikle 50 nm kalinhiginda), tanima
elemanlarmin

immobilizasyonuna uygun, biyouyumlu ve kararl bir metal tabakadur.
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Akis Hiicresi; SPR sistemleri genellikle mikroakiskan kanallarla birlikte galisir. Bu
yap1 sayesinde

surekli ornek akisi saglanir ve kinetik analiz miimkiin olur.

Dedektor ve Veri Analizi Sistemi; Rezonans agisindaki kaymalar CCD veya
fotodiyot dizileriyle olciiliir ve bilgisayar destekli yazilim sayesinde baglanma

kinetikleri analiz edilir [37].

1.5.2. SPR Tabanli1 Sistemler ve Tiiretilmis Teknolojiler

SPR Imaging (SPRi); Cok sayida sensor ytizeyini ayni anda izlemeye olanak tanir.

Mikroarray tabanh 6lgtimler yapilarak ¢oklu analit taramasi miimkiin hale gelir.

Localized SPR (LSPR); Metal nanoparcaciklarin yiizeyinde olusan plazmon
rezonansma dayanir. LSPR, nanosensorlerin gelistirilmesinde kullanilir ve daha

kompakt, tasiabilir cihazlara zemin hazirlar.

Fiber Optik SPR Sistemleri; Isik tasiyici fiberlerin ucunda SPR olusturularak,
minyatiir sistemlerde kullanilabilir hale gelir. Bu yontem, ¢zellikle giyilebilir

sensoOr teknolojilerinde avantaj saglar [38].

1.6. KUARS KRISTAL MiKROBALANS (QCM) Sensoérleri:

Quartz Crystal Microbalance (QCM), piezoelektrik ozellik gosteren kuvars

kristallerinin rezonans frekanslarindaki degisimi Slcerek kiitle artislarim1 dedekte
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eden hassas bir sensor sistemidir. Bu teknoloji, ilk kez 1959'da Sauerbrey
tarafindan tanimlanan bir denklemle temellendirilmis ve 1980°li yillarda biyolojik
uygulamalara entegre edilmisti. QCM sensorleri, Ozellikle yiizey
fonksiyonellestirmesi yapilmus kristal yapilarina baglanan analitlerin olusturdugu

kiitle degisimini nanogram alt1 duyarlilikla 6l¢me kapasitesine sahiptir [22] [39].

1.6.1. Calisma Prensibi

Quartz Crystal Microbalance (QCM), piezoelektrik ozellik gosteren kuvars
kristallerini temel alan, yiiksek hassasiyetli kiitle degisim sensorleri arasinda yer
almaktadir. Ozellikle yiizeye immobilize edilen biyomolekiillerin hedef analitlerle
etkilesime girmesi sonucu olusan kiitle degisimlerini nanogram alt1 duyarlilikla
olgebilmesi, QCM sistemlerini biyosensor tasariminda vazgegilmez kilmaktadir
[22]. Etiket gerektirmeyen, gercek zamanli analiz yapabilen yapis1 sayesinde hem
biyokimyasal stireclerin izlenmesinde hem de molekiiler etkilesimlerin kantitatif
degerlendirilmesinde genis uygulama potansiyeline sahiptir [39]. QCM
transdiiserleri; kanser biyobelirtecleri, protein-ligand etkilesimleri, antikor-antijen
baglanmalari, viral partikiil tespiti, enzim kinetigi, ila¢ tarama, pestisit analizi,
niikleik asit hibridizasyonlar gibi genis bir yelpazede kullanilmaktadir. Ozellikle

etiketlenmemis, hassas ve kinetik bilgi gerektiren galismalarda tercih edilir [8].
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1.6.2. Piezoelektrik Etki ve QCM Temeli

QCM transdiiserleri, en yaygin AT-cut kuvars kullanilir (Sekil 1.3). AT-cut, kuvars
kristalinin kristal eksenlerine gore belirli bir agida (yaklasik 35.25°) kesilmesiyle
elde edilen bir kesim tiirtidir. Bu kesim, kuvarsin piezoelektrik 6zelliklerini
optimize eder ve Ozellikle ytiksek frekans kararliligi ile taninir. AT-cut kuvars
kristallerinin piezoelektrik etkisi sayesinde calisir. Bu etki, kristalin {izerine
uygulanan alternatif elektrik alanin, rezonans frekansinda mekanik titresimler
olusturmasina dayanir. Kuvars kristaline baglanan herhangi bir kiitle, bu rezonans
frekansinda kayma meydana getirir. Frekanstaki bu degisim, dogrudan baglanan

kiitle miktarnyla iliskilidir. Bu iliski, Sauerbrey Denklemi ile agiklanir [22].

Sekil 1.3. AT kesim kuars kristali

Bu denklem, yalnmizca rijit, ince ve homojen filmlerin baglanmasi1 durumunda
gecerlidir. Daha kompleks yapilar veya sivi ortamlar viskoelastik etkiler icin Voigt
modeli veya Kanazawa- Gordon formiilasyonu gibi genisletilmis modeller

kullanilmaktadir [23].
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1.6.3. QCM Sisteminin Yapisal Bilesenleri

Kuvars Kristali; AT-cut kuvars kristalleri, yiiksek frekans stabilitesi ve diistik
sicaklik etkilenimi nedeniyle tercih edilir. Tipik olarak 5-10 MHz frekans

araliginda calisirlar [40] .

Elektrotlar; Altin (Au) kaplamali dairesel elektrotlar, hem elektrik alan uygulamak
hem de biyomolekiil immobilizasyonu icin kullanilir. Elektrot ytiizeyleri, self-
assembled monolayers (SAMs), EDC/NHS aktivasyonu veya avidin-biotin

sistemleri ile fonksiyonellestirilir [39].

Sinyal Isleyici; Alternatif akim uygulayan jenerator, frekans Slcer ve veri analiz
birimi QCM sistemini tamamlar. Frekans kaymalar1 ve sontimleme (dissipation)

degerleri olgiilerek analiz gerceklestirilir.

1.6.4. QCM Calisma Modlar1
1.6.4.1. Kuru Ortamda Calisma

Kuru ortamda baglanan kiitle, sadece frekans degisimine neden olur. Bu, klasik

Sauerbrey denklemine uygun bir durumdur [21].

2f%2Am

f= ijoem (14)

Burada:
o Af: Frekanstaki degisim

27



o fo: Kristalin rezonans frekansi
e Am: Baglanan kiitle

o A:Elektrot ytizeyi

» pq: Kristalin yogunlugu

o g Elastik modiil (saf kuartz icin sabittir)

1.6.4.2. S1vi Ortamda Calisma

Sivi fazda calisildiginda, kristalin ytizeyi ile siv1 arasindaki etkilesim viskoelastik
enerji kayiplarina yol acar. Bu kayiplar frekans ile birlikte sontimleme (dissipation,
D) parametresi ile de izlenir. Bu tiir sistemler QCM-D (Dissipation Monitoring)

olarak adlandirilir.

Kanazawa-Gordon denklemi, s1vi ortamin etkisini tanumlar:

_ _¢0B/2)  nlpL. \(1/2)
af = - A (15)

* Af : Kristal rezonans frekansindaki degisim (Hz)

o fo : Kristalin temel rezonans frekansi (Hz)

e nL : Stvinin dinamik viskozitesi (kg m™ s7%)

* pL : Sivinin yogunlugu (kg m™)

* 1q : Kuartzin kesme modiilii (yaklagik 2.947x10° N m™2)

* pq : Kuartzin yogunlugu (yaklasik 2650 kg m™)
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Burada nu _ sivinin viskozitesi ve pL yogunlugudur. Bu ifade, viskoelastik

ortamda frekansin sadece kiitle ile degil, aym zamanda ortamin fiziksel

ozellikleriyle de etkilendigini gostermektedir [23].

1.6.5. Avantajlar ve Sinirlamalar
Yiizey plazmon rezonansi (SPR) veya kuvars kristal mikroterazi (QCM) gibi etiket
gerektirmeyen sensor teknolojilerinin onemli avantajlar1 bulunmaktadir. Bu
sistemler, gercek zamanli analiz imkani sunmalar1 ve 10™° gram diizeyindeki ¢ok
disuk kiitle degisimlerine duyarlilik gostermeleri sayesinde biyomolekiiler
etkilesimlerin yiiksek hassasiyetle izlenmesini miimkiin kilar. Ayrica hem sivi hem
de gaz ortamlarinda calisabilmeleri, bu sistemleri biyomedikal, cevresel ve
endiistriyel uygulamalarda oldukca esnek hale getirir. Ytizeylerinin kimyasal
olarak kolayca modifiye edilebilir olmasi [39] sensorlerin ozgiil hedeflere
uyarlanmasini saglar. Bununla birlikte, baz1 sinirlamalar da s6z konusudur.
Ogzellikle s1v1 ortamlarda viskozite ve yogunluk gibi fiziksel parametrelerin 6lgiim
sonuclarini etkileyebilmesi nedeniyle dikkatli kalibrasyon gerekmektedir. Ayrica
klasik QCM denklem modelleri yalmizca rijit baglanmalar icin gegerli olup,
viskoelastik yapilarin analizinde hata pay1 olusturabilir. Rejenerasyon islemlerinin
zorluklar1 ve potansiyel parazit sinyallerin 6l¢tim dogrulugunu olumsuz etkilemesi

gibi faktorler ise bu teknolojilerin dikkatle optimize edilmesini zorunlu kilar [23].

QCM sensorlerinde kullanilan kuvars kristali genellikle AT-cut olup, en uygun
sicaklik stabilitesine sahiptir. Elektrotlar ¢ogunlukla altin (Au) malzemeden

yapilir ve yiizey fonksiyonellestirmesi igin tiol bazli self-assembled monolayers
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(SAMs), streptavidin-biotin sistemleri ve polimer kaplamalar uygulanir. Gelismis
QCM platformlari, sivi ortamlarda calisabilmesi icin ©6zel akis hiicreleri ile
donatilmistir [8]. Ek olarak, QCM-D (Dissipation Monitoring) sistemleri, frekans
degisimiyle birlikte enerji sontimlemesini de 6lcerek viskoelastik 6zellikleri analiz

edebilir [41].

1.7. NANOPARCACIKLAR

Nanoparcaciklar (NP’ler), boyutlar1 1-100 nanometre arasinda degisen,
ytizey/hacim orani yiiksek ve kuantum sinirlamalara tabi malzemelerdir. Nano-
boyutlara inildiginde malzemelerin optik, elektriksel, manyetik ve kimyasal
ozellikleri makroskobik hallere kiyasla dramatik sekilde degisir. Bu o6zellikleri
sayesinde nanoparcaciklar, biyosensorler, ila¢ tasiyici sistemler, goriintiileme

ajanlar1 ve katalizorler gibi cok cesitli alanlarda kullanilmaktadir. [38,42]

1.7.1. Nanopargaciklarin Yapisal ve Fiziksel Ozellikleri

Nanopargaciklarin islevselligini belirleyen baslica parametreler sunlardir:

» Boyut ve sekil: Kiiresel, cubuk, yildiz, ¢icek gibi morfolojiler.

« Kiristal yap1: Yiizey atomlar1 daha reaktif oldugundan kristal ytiizey tipi
onemlidir.

» Yizey kimyasi: Fonksiyonel gruplar, ligandlar, polimer kaplamalar.

« Yizey yiiki ve zeta potansiyeli: Kararlilik, ¢ozelti davranis: ve
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biyouyumluluk ac¢isindan énemlidir.

o+ Optik 6zellikler: Ornegin, altin NP’lerde plazmonik rezonans; kuantum
noktalarinda

Floresans [43].

1.7.2. Nanoparcacik Siniflandirmasi

Metal Nanoparcaciklar; Metal nanoparcaciklar (MNPs), nanometre boyutunda
olup ytiksek ytizey/alan orani, yiizey plazmon rezonansi (SPR), katalitik etkinlik
ve elektriksel iletkenlik gibi benzersiz fiziksel-kimyasal ©zellikler sergileyen
yapilar olarak tanimlanir. Altin (Au), glimtis (Ag), platin (Pt), paladyum (Pd),
bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi metallerden elde edilen nanoparcaciklar;
biyomedikal goriintiileme, antimikrobiyal sistemler, kanser tedavisi, kimyasal

sensorler ve kataliz gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir [42,44].

o Altin (AuNPs): SPR etkisiyle optik biyosensorlerde yaygin.
o Gumius (AgNPs): Antibakteriyel 6zellikli, SERS tabanli sensorlerde.

e Demir oksit (Fe;O,): Manyetik ayirma, hipertermi ve gortintiileme.

Yar1 iletken Nanoparcaciklar; Kuantum noktalar: (Quantum Dots, QD), 2-10 nm
araliginda boyutlara sahip, ti¢ boyutta kuantum smirlamasi gosteren yar: iletken
kristallerdir. Bu parcaciklar, boyutlarina bagh olarak degisen optik ve elektronik
ozellikleri sayesinde nanoteknolojinin dnemli bilesenlerinden biri haline gelmistir.
Yiiksek parlaklik, genis emilim bandi, dar emisyon spektrumu, foto-kararlilik ve
uzun floresans 6mrii gibi tisttinliikleri sayesinde kuantum noktalar: biyomedikal

goruntiilemeden enerjiye kadar bircok alanda kullanilmaktadir [45,46]. CdSe,
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CdTe, ZnS gibi bilesikler; yiiksek kuantum verimi ve floresans yetenegi ile

kullanilir.

Polimerik Nanoparcaciklar; Polimerik nanoparcaciklar, son yillarda ilag tasima,
gen tedavisi, biyolojik goriintiileme ve immiinoterapi gibi bir¢ok biyomedikal
alanda on plana ¢ikan c¢ok yonlti araglardir. Bu sistemler, ilaglarin
biyoyararlanimini artirabilen, hedefe yonlendirilebilen ve salim profilleri kontrol
edilebilen platformlar sunar [47]. Polimerik yapmin modifiye edilebilirligi
sayesinde, bu nanoparcaciklar hem hidrofilik hem de hidrofobik ajanlarin

tasinmasina olanak tanir.

« PLGA, PEG, chitosan gibi biyobozunur polimerlerden elde edilir. ilag
salimi1 ve hedeflenmis tasima sistemlerinde kullanilir.
Nanoparcaciklar genellikle dogal (kitosan, jelatin, alginat) ya da sentetik (PLGA,
PLA, PCL gibi) polimerlerden elde edilir. Dogal polimerler biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri ve diistik toksisiteleri nedeniyle tercih edilirken, sentetik
polimerler daha iyi yapisal kontrol sunar [48]. Ayrica amfifilik blok
kopolimerlerin kendiliginden mikel olusturma yetenegi, hidrofilik dis ytizey ve

hidrofobik cekirdek yapisiyla tasiyici olarak avantaj saglar [49].

Karbon Bazli Nanoyapilar; Karbon temelli nanoyapilar, son yillarda nanoteknoloji
ve malzeme bilimi alaninda c¢igir acan gelismelere onciiliik etmistir. Atomik
diizeyde kontrol edilebilen vyapilari, yiiksek ytizey alanlari, elektriksel

iletkenlikleri ve kimyasal kararliliklari sayesinde biyomedikalden elektronik
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uygulamalara kadar genis bir kullanim spektrumu sunarlar [50] . Karbon
nanotiipler (CNT), grafen, karbon kuantum noktalar1 (CQD) ve fullerenler gibi
tarkh tiirleri bulunan bu yapilar, fonksiyonel gruplarla modifiye edilerek spesifik

uygulamalara adapte edilebilir.

1.7.3. Sentez Yontemleri
Nanoparcacik sentezinde kullanilan bashica iki yaklasim olan Top-Down ve
Bottom-Up yontemler, partikiil 6zellikleri tizerinde farkli derecelerde kontrol
sunar. Top-Down yaklasimlar; 6gtitme, litografi ve lazer ablasyon gibi fiziksel
islemlerle biiytik yapilarin kiigtiltiilmesi esasma dayanir. Ancak bu yontemlerde
boyut kontrolii smirli olup, ytizeyde defekt olusumu siklikla karsilasilan bir
sorundur. Buna karsilik Bottom-Up yaklasimlar, atom veya molekiil diizeyinde
yap1 insa edilmesine olanak tanir ve partikiil boyutunun hassas kontrolii, ytlizey
modifikasyonu ve fonksiyonel grup eklenmesi agisindan daha elverislidir.
Kimyasal indirgeme (6rnegin HAuCl, ile altin nanoparcacik sentezi), sol-jel
yontemi, mikroemdiilsiyon, hidrotermal sentez ve cevre dostu yesil sentez
yaklasimlar1 bu sinifa girer. Bu nedenle, fonksiyonellestirilmis ve uygulamaya 6zel
nanoyapilarin elde edilmesinde genellikle Bottom-Up yontemler tercih

edilmektedir [51].
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1.7.4. Nanoparcaciklarin Biyosensor Uygulamalar:

Sinyal Artirici Olarak Kullanimi; AuNPler, elektroaktif yiizey alamini artirarak

amperometrik ve impedimetrik sensorlerde sinyal-giiriiltti oranin iyilestirir.

Kuantum noktalari, floresan sinyallerin kuvvetlendirilmesinde kullanilir [52].

Tanima Elemani Tasiyicilary; Antikorlar, aptamerler veya DNA probu gibi

biyotaniyicilar NP ytiizeyine baglanarak hedefe 6zgtil baglanma saglanir.

Manyetik Ayirma ve Konsantrasyon; Manyetik NPler (MNP), biyolojik

orneklerden hedef analiti 6n konsantre etmek ve saflastirmak icin kullanilir.

1.7.5. Nanoparcacik Tiirleri ve Ozellikleri

Altin  Nanoparcaciklar (AuNPs): Yiiksek biyouyumluluk, kolay
fonksiyonellestirme ve ytizey plazmon rezonans: (SPR) etkisi ile optik
sensorlerde kullanilmaktadir.

Manyetik Nanoparcaciklar (Fe;O,, y-Fe,Os): Ornek 6n isleme ve hedef
analitin ayiklanmasinda kullanilir; dis manyetik alanla kontrol edilebilir.
Kuantum Noktalar1 (QDs): Floresan ozellikleri sayesinde optik
biyosensorlerde sinyal artirict olarak kullanilir.

Karbon Nanotiipler (CNTs) ve Grafen: Elektrik iletkenligi yiiksek olan bu
yapilar, elektrokimyasal biyosensorlerin elektrot ytizeyini modifiye eder
[53].

Metal-Organik Cerceveler (MOFs): Gozenekli yapilari sayesinde ¢oklu

hedef analit tutma kapasitesine sahiptir [54].
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1.7.6. Yiizey Fonksiyonellestirme Stratejileri

Nanoparcaciklarmn  biyosensor  sistemlerine  entegrasyonu icin  yiizey
fonksiyonellestirme zorunludur. Yaygin yontemler arasinda tiol-altin baglari,
EDC/NHS aktivasyonu, streptavidin- biotin etkilesimleri ve silanizasyon yer alir.
Bu stratejiler, antikorlar, aptamerler, DNA problar: gibi biyotanima elemanlarinin
nanoparcacik yiizeyine stabil ve yonlii baglanmasini saglar [55]. Ayrica “self-
assembly” tabanli yaklasimlar, coklu fonksiyonlu NP ytizeyleri olusturarak ¢oklu

analit algilama imkani1 sunar.

1.7.7. Mekanizmalar ve Sinyal Arttirimi

Nanoparcaciklar, biyosensor sistemlerine su mekanizmalarla katki saglar:

o Sinyal Yiikseltme: SPR, elektrokimyasal akim, floresans veya impedans
sinyallerini artirarak daha diistik tespit limitleri saglar.

o Tastyia Sistem: Enzim, DNA veya antikorlar1 tasimak igin ytiksek ytizey
alanina sahiptir.

o Hedef Toplama: Manyetik nanoparcaciklar, hedef analiti zenginlestirip
interferans azaltir.

« Elektrot Modifikasyonu: CNT ve grafen bazli NI”'ler, elektron transferini

hizlandirarak elektrokimyasal duyarlilig artirir [56].
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1.7.8. Nanoparcaciklarin Uygulanmasi

Nanoparcaciklar  (NP'ler), sahip olduklar1 yiiksek ytizey-hacim orani,
ozellestirilebilir kimyasal ytiizeyler ve kuantum boyutu etkileri sayesinde
biyomedikal, c¢evresel ve teknolojik bircok alanda devrim niteliginde
uygulamalara sahiptir. Biyomedikal alanda, 6zellikle hedefe yonelik ilag tasima
sistemlerinde liposomal ve manyetik NP’ler (6r. Doxil) kontrollii salim ve
biyoyararlanim artisi saglarken, goriinttileme sistemlerinde kuantum noktalar1 ve
SPION'lar yiiksek ¢oziintirliiklii taniya olanak tanir. Ayni zamanda giimiis ve
cinko oksit NPler, antibakteriyel ve antiviral etkileri nedeniyle yiizey
kaplamalarinda ve koruyucu ekipmanlarda genis yer bulmustur [54]. Cevresel
uygulamalarda ise demir oksit, TiO, ve karbon bazli nanopargaciklar, su ve toprak
ortamlarindaki toksik kirleticilerin giderimi i¢in kullanilmakta, fotokatalitik ve
manyetik Ozellikleri sayesinde stirdiirtilebilir aritma sistemlerine entegre
edilmektedir [55]. Enerji teknolojilerinde, Pt ve Au nanoparcaciklar1 yakit
hiicrelerinde katalizor olarak gorev yaparken, perovskit kuantum noktalar: giines
pillerinde verimliligi artirmak amaciyla kullanilmaktadir [57]. Gida ambalaj,
akill1 tekstil, antimikrobiyal ytizeyler gibi endiistriyel alanlarda da aktif olan
NP'ler, fonksiyonel kaplamalar sayesinde hem {irtin raf dmriinii artirmakta hem
de hijyenik gtivenlik saglamaktadir. Bununla birlikte, nanoparcaciklarin
toksikolojik profilleri, biyobirikim riskleri ve cevresel salinimlar1 halen ciddi
bilimsel ve etik tartismalara neden olmaktadir. Bu nedenle, biyobozunur ve
glivenli nanoparcacik sistemlerinin gelistirilmesi, gelecekteki uygulamalar

agisindan kritik oneme sahiptir [53,56].
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1.8. POLIMERIK NANOPARCACIKLAR

Polimerik nanoparcaciklar (PNP’ler), biyobozunur ve/veya biyouyumlu
polimerlerden elde edilen, 10 ile 1000 nanometre capindaki yapilar olup ilag
tasima, gen aktarimi, tam1 ve as1 gelistirme gibi ¢ok cesitli biyomedikal
uygulamalarda ytiksek diizeyde fonksiyonellik sunmaktadir. PLGA, PLA, PCL,
kitozan ve alginat gibi dogal ve sentetik polimerler; PNP’lerin kontrollii ilag salimi,
hedefe yonlendirme, ¢oziiniirlilk artirnmi ve hiicre ici tasmim gibi gorevleri
basariyla gerceklestirmesini saglar [53]. Bu nanoparcaciklar, PEGilasyon gibi
ylizey modifikasyonlariyla dolasim siiresi artirilarak hedef dokuya spesifik
yonlendirilebilirken; antikor, aptamer ve ligandlarla fonksiyonellestirilerek
hiicresel secicilikleri yiikseltilmektedir [58]. Ayrica, pH, sicaklik ve redoks
potansiyeli gibi cevresel uyarilara duyarli akilli sistemler olarak gelistirilen
stimuli-responsive PNP’ler, hem tan1 hem terapi uygulamalarinda c¢gir
acmaktadir [59].

Doksorubisin, siRNA, mRNA gibi terapotiklerin PNP’ler araciligiyla timor
dokusuna selektif tasinimi, hem sistemik toksisiteyi azaltmakta hem de tedavi
etkinligini artirmaktadir [21]. Tanisal alanda ise PNI’ler, manyetik veya floresan
ajanlarla ytiiklenerek MRI, PET ve optik goriintiileme platformlarinda kontrast
artirict rol oynamakta, theranostik yaklasimlara olanak saglamaktadir [55].
Bununla birlikte, toksikolojik degerlendirmeler, tiretim 6lceklemesi ve regiilasyon
eksiklikleri gibi zorluklar, klinik gecisin oniindeki baslica sinirlamalardir [10].

Ancak biyonik kaplama teknolojileri, yapay zeka ile entegre tasarimlar ve organ-
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on-chip sistemlerle birlikte gelistirilen yeni nesil PNPler, kisisellestirilmis tip,
hassas tedavi ve akilli biyosensor sistemleri agisindan umut verici bir gelecek vaat

etmektedir [60].

1.8.1 Yapisal Ozellikler ve Avantajlar

Polimerik nanoparcaciklar genel olarak iki temel formda smiflandirilir:

Nanokapstiller; cekirdek-kabuk yapisinda olan, i¢ kisminda hedef maddeyi
kapsiilleyen ve etrafi polimer kabukla cevrili sistemlerdir. Bu kapsiil yapisi,
tasidiklar1 icerigi cevresel faktorlerden koruma ve kontrollii salm saglama
avantaji sunar. Nanokapsiiller; genetik materyallerin korunmasi, cevresel
sensorlerde segici analiz yapisi olusturulmasi, veya biyolojik ortamlarda protein
ve peptitlerin tasimas: gibi ¢ok cesitli alanlarda islevsel olarak kullanilir.
Nanokapsiiller, i¢c kisminda iletken veya yari iletken maddeleri (6rn. karbon
nanotiip, metal nanoparcacik) tastyarak bu maddelerin hassas ve kontrollii sekilde
belirli ytizeylere veya mikro/nano boyutlu devre alanlarmna iletilmesini saglar.
Biyobozunur nanokapstiller, belirli stire calisan ve ardindan kendiliginden yok
olan elektronik sistemlerde kullanilir. Bu sistemler cevresel sensorlerde veya gecici
medikal cihazlarda kritik ©neme sahiptir. Nanokapstiller, ayrica ytizeye
yapistiktan sonra icerigini salarak ytizeyin iletkenligini ya da hidrofobikligini
degistirebilir. Bu ozellik, akilli ytizeyler, mikroakiskan cipler ve kendini onaran

sistemlerde kullanilmaktadir.
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Nanosferler/nanomatris yapilar; polimer matrisinin tamamina dagilmis aktif
bilesen veya hedef molekiil iceren, kompakt ve kat1 yapilardir. Yapilarinda
gozeneksizlik hakimdir ve igerik genellikle polimerin tiimiine yayilmis
bicimdedir. Nanosferler, iletken polimerlerle (6rnegin polianilin, PEDOT:PSS)
birlikte kullanilarak esnek elektronik devrelerde ve sensor tabanlarinda iletkenligi
artiran katki maddesi olarak kullanilir. Polimerik nanosferler, diisiik dielektrik
sabiti ve ytiiksek 1s1l stabiliteye sahip olmalar1 nedeniyle kapasitorlerde ve yalitkan
tabakalarda yer alir. Yiizeyleri kolayca fonksiyonellestirilebildigi icin, elektrot
ylizeylerine biyomolekiil immobilizasyonunda kullanilirlar. Bu da elektriksel
sinyallerle biyolojik etkilesimlerin tespitine olanak tanir. Isik sacan polimerlerin
(0r. PPV) icerisine dagitilmis nanosferler, 1s5181n yonlendirilmesini ve yayilmasini

kontrol ederek optoelektronik performansi artirir [61].

1.8.2. Fonksiyonellestirme ve Akill1 Sistemler

Stimuli-duyarli PNP’ler; pH, sicaklik, manyetik alan veya 1s1k gibi dis uyaranlara
tepki verecek sekilde tasarlanabilir. Bu sayede spesifik bolgelerde ilag salim

tetiklenebilir [62].

Kabuk-cekirdek yapilar; hem koruyucu hem de tasiyici fonksiyonlar: aym

yapida birlestirir [63].
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1.8.3. PEG-tabanli Nanoparcaciklar

Polietilen glikol (PEG) tabanli nanoparcaciklar, biyouyumluluk, uzun dolasim
suresi ve immiin kagis (stealth) ozellikleri sayesinde ila¢ tasima sistemlerinde
yaygin olarak kullamilan nanotasiyicilardir. PEG’in  hidrofilik  dogasi,
nanoparcacik ytizeyini plazma proteinlerinden koruyarak mononiikleer fagositik
sistemden kacimasini saglar ve dolasim stresini uzatir [64]. PEGlestirme
(PEGylation), kemoterapotik ajanlar (6r. doxorubicin), proteinler ve genetik
materyaller icin hedefe yonlendirilmis ve toksisitesi azaltilmis tasima sistemleri
gelistirilmesinde kritik rol oynar [65]. PEG-tabanl lipit nanoparcaciklar, 6zellikle
kan-beyin bariyerini asabilme potansiyeliyle norolojik tedavilerde oOne
cikmaktadir [66]. Tanisal uygulamalarda PEG-kapli manyetik nanoparcaciklar,
MRI gibi goriintiileme sistemlerinde uzun stireli kontrast saglayarak theranostik
stratejilere katki sunmaktadir [67]. Bununla birlikte, PEG'in immd{inojenitesi ve
biyobirikim riski, ozellikle tekrarlayan dozlamalarda anti-PEG antikorlarmin
olusmasina neden olabilir [68]. Bu nedenle, giincel ¢alismalar PEG alternatifi
polimerlerin (6rn. PMeOx, zwitteriyonik yapilar) gelistirilmesine ve ¢dziinebilen
PEG zincirlerinin kullanimina yonelmistir [69]. Tim bu 6zellikleriyle PEG-tabanl
nanoparcaciklar, farmasotik sistemlerde hem terapétik etkinligi artirmakta hem

de toksisiteyi minimize ederek klinik basariya katki saglamaktadir.
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1.8.4. Sentez Yontemleri ve Yapisal Ozellikler

PEG tabanli nanoparcaciklar genellikle magnetit (Fe;O,), altin, CuO, TiO, gibi
cekirdek malzemelerin ytiizeyine PEG zincirlerinin baglanmasiyla elde edilir. Bu
kaplama islemi ko- ¢oktiirme, elektro-kimyasal ¢oktiirme, mikroemiilsiyon veya
ligand degisimi gibi yontemlerle gergeklestirilir. Ornegin, PEG ile kapli Fe;O,
nanoparcaciklarinin  stiperparamanyetik 6zellikleri ve kolloidal stabiliteleri,
biyomedikal uygulamalarda kullanima uygundur [70]. PEG'in zincir uzunlugu
ve yogunlugu, nanoparcacigin biyoyararlanimi, dagilimi ve bagisiklik sistemiyle
etkilesimini belirler [14].

1.8.5. "Stealth" Ozelligi ve Biyouyumluluk

PEG'nin en dikkat gekici 6zelligi, nanoparcaciklarin yiizeyine baglandiginda
"stealth" (gizlilik) etkisi kazandirmasidir. Bu sayede makrofajlar tarafindan taninip
yok edilmeleri 6nlenir, dolagim stireleri uzar ve hedefe daha fazla nanoparcacik
ulasabilir [71]. PEG ayrica nanoparcaciklarin aglomerasyonunu azaltir ve

tizyolojik kosullarda stabilite saglar.

En sik kullamilan yontem, nanoparcacik ytizeyine polietilen glikol (PEG)
molekiillerinin baglanmasidir. PEG zincirleri, su molekiilleri ile hidrojen bagi
kurarak koruyucu bir hidratasyon katmani olusturur. Bu tabaka, opsoninlerin
baglanmasin1 engeller ve (RES) retikiiloendotelyal sistem tarafindan taninma

riskini azaltir [72].
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1.8.6. PEGylation"in sagladig: avantajlar

Biyosensor teknolojisinde ytizey modifikasyonu, ozgillik ve duyarlilik gibi
performans kriterlerini dogrudan etkileyen énemli bir unsurdur. Bu baglamda,
polietilen glikol (PEG) zincirlerinin sensor ytizeylerine kovalent olarak
baglanmasi anlamina gelen PEGylation, biyosensor performansini artiran etkili bir
strateji olarak one ¢ikmaktadir. PEG, ytiksek biyouyumluluga sahip bir polimerdir
ve bu 0Ozelligi sayesinde sensor ytizeylerinde protein, hiicre ya da diger
biyomolekiillerle istenmeyen etkilesimleri biiyiik oOlctide engeller [73]. Aym
zamanda PEG zincirleri, ylizeyde non-spesifik adsorpsiyonu azaltarak, ozellikle
kompleks biyolojik sivilarda (kan, serum vb.) o&l¢tim dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini artirir [74]. Ayrica, PEGylation yiizeyin kimyasal stabilitesini
artirmakta, bu sayede biyosensorlerin uzun stireli ve ¢coklu kullanima uygun hale
gelmesini saglamaktadir. PEG zincirlerinin uglarma fonksiyonel gruplar (6rnegin
-NH,, -COOH, -SH) eklenerek, antikor, aptamer veya enzim gibi biyoreseptorlerin
etkin bicimde immobilizasyonu saglanabilir; bu durum, sensoriin hedef analite
kars: ytiksek secicilik kazanmasina olanak tanir [75]. PEG ayni zamanda su tutucu
ozelligiyle biyomolekiillerin dogal konformasyonlarinin korunmasina yardimci
olarak, sensor ytiizeyinde biyolojik aktivitenin siirekliligini destekler. Tim bu
ozellikler, PEGylation’t modern biyosensor dizayninda vazgecilmez bir yiizey

mithendisligi yaklasimi1 haline getirmektedir.
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1.8.7. Serbest Radikal Polimerizasyonu ile Capraz Baglama

Polimerik malzemelerin mekanik dayanimi, kimyasal stabilitesi ve termal
ozellikleri, zincirler arasi kovalent baglarin olusturulmasiyla ciddi olctude
gelistirilebilir. Bu baglar, capraz baglama (crosslinking) adi verilen bir stirecle elde
edilir. Capraz bag yapilari, polimer matrislerinde ti¢ boyutlu bir ag olusturarak
cozuntrliklerini azaltir ve termal bozulmaya kars1 direng saglar [76]. Serbest
radikal polimerizasyonu, hem polimerizasyonu baslatmak hem de capraz

baglama yapmak icin yaygin olarak kullanilan etkili bir yontemdir.

1.8.8. Serbest Radikal Polimerizasyonunun Temelleri

Serbest radikal polimerizasyonu, {ic ana adimda ilerleyen zincir biiytime
polimerizasyon turtidiir: baslatma (initiation), biiylime (propagation) ve
sonlanma (termination) [77]. Baslaticilar (6rnegin benzoil peroksit, AIBN), termal
veya 1s1k enerjisi ile aktive edilerek reaktif radikaller olusturur. Bu radikaller, ¢ift
bag iceren monomerlerle reaksiyona girerek polimer zincirini baslatir ve zincir,

monomer eklenmesiyle uzar.

1.8.9. Capraz Baglama Mekanizmasi

Capraz baglama, polimer zincirleri arasinda kovalent baglar olusturarak {ig
boyutlu bir ag yapisiin meydana gelmesini saglar. Serbest radikal
polimerizasyonunda bu islem genellikle iki veya daha fazla fonksiyonel gruba

sahip monomerlerin (6rnegin etilen glikol dimetakrilat, divinil benzen)
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kullanilmasi ile gerceklestirilir [78]. Reaksiyon sirasinda olusan aktif radikaller,
capraz baglayict molekiillerin ¢ift baglarina saldirarak birden fazla zincir arasinda

bag kurar. Bu sayede ag yapisi olusur ve materyal ¢oztinmez hale gelir.

1.8.10. Polimer Ag1 Ozellikleri ve Avantajlar

Serbest radikal capraz baglama ile olusturulan polimer aglari, asagidaki

ozellikleriyle dikkat ceker:

Artan termal stabilite; Capraz baglar, polimer zincirlerinin hareketini

kisitlayarak 1stya karsi dayanimi artirir.

o Daha yiiksek mekanik dayanim; Ag vyapilari, oOzellikle elastomerik
malzemelerde daha iyi geri dontis davranisi saglar.

o (Cozlinmezlik; Capraz baglar nedeniyle olusan yapi, ¢oziiciilere karsi

direnclidir ve bu 6zellik jel bazli sistemlerde 6zellikle 6nemlidir [79].

o Sekil hafizasi ve uyarilabilirlik; Stimuli-yanith sistemlerde capraz bag

yogunlugu, sisme ve duyarlilik kontrolii agisindan kritik rol oynar.

1.8.11. Kontrollii Serbest Radikal Tekniklerle Capraz Baglama

Son yillarda gelisen kontrollii radikal polimerizasyon teknikleri (6rnegin ATRP-
Atom Transfer Radical Polymerization, RAFT - Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer), capraz baglama islemlerinde daha iyi mimari

kontrol imkani sunmustur [78]. Bu yontemlerle, capraz bag yogunlugu daha
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hassas bir sekilde ayarlanabilir ve malzemenin hedefe ytnelik 6zellikleri optimize

edilebilir.

1.8.12. Nanopartikiillerin Yiizey Modifikasyonu

Nanopartikiiller (NP'ler), ytiksek ytizey/hacim oranlari, kuantum etkileri ve cok
yonli  fonksiyonellestirilebilirlikleri sayesinde biyomedikal uygulamalardan
cevresel sensorlere kadar genis bir alanda kullanilmaktadir. Ancak bu ustin
ozelliklerinin uygulamaya aktarilabilmesi, biiyiik ¢l¢lide ytizey kimyalarin
uygun sekilde diizenlenmesine baglidir. Nanopartikiillerin ytizey modifikasyonu,
biyouyumluluk, kolloidal stabilite, hedefleme yetenegi ve fonksiyonel gruplarin
tasinabilirligi gibi kritik parametreleri optimize etmek icin vazgegilmez bir

yaklasimdir [80].

1.8.13. Yiizey Modifikasyonunun Temel ilkeleri

Nanoparcacik ytizey modifikasyonu, parcaciklarin dis yiizeyine kovalent ya da
tiziksel etkilesimlerle yeni kimyasal gruplar kazandirilmas: siirecidir. Bu
modifikasyon; (i) fiziksel adsorpsiyon, (ii) ligand degisimi, (iii) silanizasyon, (iv)
polimer kaplama, (v) biyomolekiil konjugasyonu ve (vi) katman-katman (LbL)

teknikleri gibi cesitli stratejilerle saglanabilir [64].

Amag, nanoparcacigin hedeflenen uygulamaya gore; ¢ozuniirliik, dispersiyon
kararliligi, biyolojik taminma ya da spesifik baglanma gibi 6zelliklerini

iyilestirmektir. Yiizey modifikasyonu, ayn1 zamanda toksisiteyi azaltma ve hiicre
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ici tasinim mekanizmalarini kontrol etme potansiyeli ile de 6nem arz eder [81].

1.8.14. Modifikasyon Yontemleri

Fiziksel Adsorpsiyon; Bu yontem, nanoparcacik ytizeyine elektrostatik ya da Van
der Waals kuvvetleri araciligiyla molekiil tutunmasi esasma dayanir. Kolay
uygulanabilir olmasi1 avantaj saglarken, baglarin zayif olmasi nedeniyle uzun

suireli stabilite sorunlar1 ortaya ¢ikabilir.

Ligand Degisimi (Ligand Exchange); Metal nanoparcaciklarda siklikla kullanilan
bu teknik, ytizeye bagh zayif ligandlarin daha giicli fonksiyonel ligandlarla
degistirilmesini icerir. Ornegin, altin nanoparcaciklarin sitrat kaplamalarinin tiol

gruplari iceren ligandlarla degistirilmesi yaygindir [82].

Silanizasyon; Silan gruplari, 6zellikle silika ve metal oksit ytizeylerine kovalent
baglarla baglanarak istenen fonksiyonel gruplarin tasinmasimi saglar. Amino,
karboksil, epoksi ve PEG gruplarim tastyan silanlar, biyouyumlu ytizeyler elde

etmekte siklikla tercih edilir [71].

Polimer Kaplama; Polimer modifikasyonu, kolloidal stabiliteyi arttirmak icin
kritik rol oynar. Polietilen glikol (PEG) ile yapilan PEGilasyon islemi,
nanoparcaciklarin opsonizasyondan kagmasini saglayarak dolasim siiresini uzatir
[77] . Ayrica kitozan, PVA ve PLGA gibi polimerlerle de biyobozunur yapilarin elde

edilmesi miimkiindiir [79].

Biyomolekiil Konjugasyonu; Antikor, aptamer, enzim ya da DNA gibi biyolojik
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tanima elemanlarmin ytizeye kovalent baglarla tutturulmasi, hedefe yonelik tam
ve tedavi uygulamalarinda kullanilir. Karbodiimid kimyas: (EDC/NHS) veya

maleimid-tiol reaksiyonlar1 bu stireclerde yaygindir [83].

Katman-Katman (LbL) Yontemi; Yiizey fonksiyonellestirme ve ince film kaplama
teknolojileri arasinda oldukca yaygin olarak kullanilan, kontrollii ve tekrarlanabilir
bir teknik olup; genellikle zit yiiklii polielektrolitlerin art arda adsorpsiyonu
esasina dayanir (Sekil 1.4). Bu yontem sayesinde nanometre mertebesinde hassas
kalinlik kontrolti saglanabilirken, ytizeylere biyomolekiil, nanoparcacik veya
fonksiyonel polimer gibi ¢ok cesitli bilesenler entegre edilebilmektedir. LbL
teknigi, dustik maliyetli donanim gereksinimi, ortam kosullarmma duyarliligin
azlig1 ve cok yonlii uyarlanabilirligi sayesinde biyosensorlerin yan sira ilag tasima
sistemleri, doku miihendisligi iskeleleri ve antimikrobiyal kaplamalar gibi genis
bir uygulama yelpazesinde tercih edilmektedir. Ayrica bu yontemle hazirlanan
cok katmanli yapilar, biyomolekiillerin kontrollti salimi, enzim stabilizasyonu ve
sinyal gticlendirme gibi gelismis fonksiyonlar sunarak ileri diizey biyomedikal

uygulamalara katki saglamaktadir [13,84].
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Sekil 1.4. iki veya daha fazla zit yiiklii polielektrolitin katman katman adsorpsiyonu igin
cekirdek skarifikasyon teknigi kavrami; Sekil, istenen sayida zit ytiklii polielektrolit
katmaniyla tekrar tekrar kaplanabilen ve son olarak uygun bir ¢oziictide ¢oziilerek

kendiliginden birlesen i¢i bos polielektrolit nanokabugu olusturan negatif ytiklii

cekirdegi gostermektedir [41] .

1.8.15. Polimer Kaplama Teknolojileri ve Uygulamalar:

Polimer kaplama teknolojisi, malzemelerin ytiizey 0zelliklerini iyilestirmek,
fonksiyonellik kazandirmak veya cevresel etkilere karsi korumak amaciyla
polimer tabakalariin ytizeylere uygulanmasin icerir. Bu teknoloji, biyomedikal
cihazlardan elektronik bilesenlere, tekstilden gida ambalajlarina kadar ¢ok genis
bir uygulama yelpazesine sahiptir. Polimer kaplamalar; kimyasal direng,
biyouyumluluk, hidrofobiklik/hidrofiliklik kontrolii, asinma dayanimi ve optik

ozellikler gibi pek cok 6zelligin tasarima entegre edilmesine olanak saglar [63].
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1.8.16. Polimer Kaplamalarin Siniflandirilmasi

Polimer kaplamalar, uygulama yontemine ve baglanma tiirtine gore farkl

kategorilere ayrilabilir:

Fiziksel Kaplamalar; polimerin ytizeye fiziksel kuvvetlerle (hidrofobik etkilesim,
van der Waals, elektrostatik) baglandig1 sistemlerdir. Bu yontem genellikle diisiik

ylizey enerjisi gerektiren gecici uygulamalarda tercih edilir.

Kimyasal Kaplamalar; Bu tiir kaplamalar, polimerlerin ytizeye kovalent baglarla
sabitlendigi ve daha kalic1 bir modifikasyon sagladig1 yontemlerdir. Yiizeydeki
fonksiyonel gruplar (-OH, - COOH, -NH,) ile polimer zincirleri arasinda reaktif

kimya kullanilir [13].

Ince Film Kaplamalar (Thin Films); Spin coating, dip coating veya layer-by-layer
(LbL) teknikleri kullanilarak birka¢ nanometre kalinliginda homojen polimer
tabakalar1 olusturulabilir. Bu kaplamalar, ozellikle biyosensorlerde ytizey

hassasiyeti gerektiren sistemlerde tercih edilir [84].

Self-Assembled Monolayers (SAMs); Organik molekiillerin kendiliginden
dtizenlenerek ytizey tizerine tek katmanli olarak dizilmesiyle elde edilir. Polimerik
SAM'’ler, nano-miihendislik uygulamalarinda yaygimn kullanim alanma sahiptir.

Kaplama Teknikler olarak:

Spin Coating; Yiizeye damlatilan polimer ¢tzeltisinin ytiksek hizda dondiirtilmesi
ile ince, diizgtin bir film elde edilir. Mikrogip tiretimi ve sensor teknolojilerinde

yaygindir.
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Dip Coating; Substratin polimer ¢ozeltisine daldirilip cekilmesiyle ytizey kaplama

gerceklestirilir. Basit, diisiik maliyetli bir yontemdir.

Elektropolimerizasyon; Elektriksel akim altinda, monomerlerin substrat
yiizeyinde polimerlegerek kaplama olusturmasidir. Ozellikle iletken polimerler

icin uygundur [39].

Sprey Kaplama ve LbL; Polimer ¢ozeltisinin spreylenmesi veya katman katman
elektrostatik olarak biriktirilmesi ile kaplama yapilir. Nanoyap: kontrolu
mimkiindiir.

1.8.17. Uygulama Alanlar1

Kaplamalarda kullanilan bazi polimerlerin uygulama alanlar1 asagida Tablo 1.1’de

verilmistir.
Tablo 1.1 . Kaplamalarda kullanilan bazi polimerlerin uygulama alanlar1
Uveul Al Kullanilan Polimer Kullanilan Polimer
ygulama Alani Kaplama Kaplama
Blmeedlkal PEG, PCL, PLA Blyouyum}uluk, protein
cihazlar direng
Sensor teknolojileri PANI, PPy, Nafion [letkenlik, segicilik
Ambalaj endiistrisi PVDC, EVOH Gaz bariyeri
Optik-elektronik PMMA, PEDOT:PSS Seffaflik, iletkenlik
Antifouling PEG, Zwitterionic ) . ..
N . Biyo-kirlenmeyi 6nleme
ylizeyler polimer
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Polimer kaplamalar; uygulandiklar1 yiizeyin kimyasal ve fiziksel ozelliklerini
degistirerek cesitli fonksiyonel avantajlar saglar. Bu kaplamalar, ozellikle
korozyon ve asinma direnci agisindan biiytik fayda sunar; metal ytizeyleri
oksidasyon ve agindirici ortamlardan korur. Ornegin, karbon nanotiiplerle
gliclendirilmis polimer nanokompozit kaplamalar, hem elektriksel iletkenlik hem
de mekanik dayanim kazandirir. Ayrica, polimer kaplamalar kimyasal direng
saglayarak organik ¢oziictiler, asitler ve bazlar gibi agresif maddelere kars1 bariyer
olusturur. Baz1 6zel formiilasyonlar sayesinde bu kaplamalar yiiksek sicakliklara
dayanabilen termal stabilite 6zelligi de kazanabilir. Medikal uygulamalarda
kullanilan polimer kaplamalar, biyouyumluluk ve antibakteriyel o6zellikler
kazandirilarak viicutla uyumlu hale getirilebilir. Son olarak, iletken polimer
filmler, elektronik cihazlar ve giines enerjisi uygulamalar1 gibi alanlarda elektriksel

iletkenlik ve islevsellik acisindan 6nemli rol oynar.

Polimer kaplamalarin performansin ve islevselligini degerlendirmek icin gesitli
karakterizasyon  teknikleri  kullamilir.  Fourier =~ Dontisumlii  Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR), kaplamanin kimyasal yapisimni ve icerdigi fonksiyonel
gruplar1 belirlemek icin kullamilirken, Tarama Elektron Mikroskobu (SEM) ve
Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), yiizey morfolojisinin ve film kalmliginin
detayli analizi icin tercih edilir. Termogravimetrik Analiz (TGA) yontemiyle
kaplamanin termal stabilitesi belirlenebilir. Ayrica, elektrokimyasal testler,
polimer kaplamalarin korozyon direncini ve iletkenligini ortaya koyarken;

mekanik testler ise kaplamanin sertligi, yapisma dayanimi ve asinma direnci gibi
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tiziksel 6zelliklerini degerlendirir.

Bu tekniklerin bir arada kullanimi, kaplamalarin kalite kontrolii ve uygulama

alanlarma uygunlugunun saglanmasinda btiyiik onem tasir [60].

1.9. BIlYOMOLEKUL KONJUGASYON

Biyomolekiil konjugasyonu, biyolojik molekiillerin (6rnegin proteinler, antikorlar,
DNA, enzimler) kimyasal olarak baska bir molekiil veya ytizeye baglanmasini
saglayan stratejik bir tekniktir. Bu islem, molekiillerin tasiyic1 sistemlere entegre
edilmesi, hedeflenmis ila¢ salimi, biyoanalitik sensorlerin gelistirilmesi ve tani-
tedavi uygulamalari icin vazgecilmezdir [85]. Fonksiyonel gruplarin segici olarak
birbirine baglanmas1 sayesinde, biyolojik aktivite korunarak yeni fonksiyonlar

kazandirilabilir.

1.9.1. Biyomolekiil Konjugasyonunun Temel Ilkeleri

Konjugasyon, reaktif fonksiyonel gruplar (6rnegin amin, karboksil, tiol, aldehit,
azid) tasiyan molekiillerin bir araya getirilerek kovalent veya non-kovalent
baglarla birlestirilmesidir. Biyolojik molekiillerin konjugasyonu genellikle

asagidaki avantajlar1 saglar:

o Spesifik hedefleme
o Yiiksek stabilite ve ¢oziintirliik
e Uzun dolasim stiresi

o Tanive tedavi ajanlarinin ayni sistemde tasinmas: (teranostik)
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Bu 6zellikler, 6zellikle nanobiyoteknoloji ve biyomedikal miihendislik alanlarinda

uygulama cesitliligini artirmaktadir.

1.9.2. Konjugasyon Yontemleri

1.9.3. EDC/NHS Kimyas1 (Amin-Karboksil Reaksiyonu)

En yaygin kullanilan kovalent baglama yontemlerinden biridir. Karbodiimid
bilesigi olan EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid), karboksil
gruplarini aktive eder ve NHS (N- hidroksistiksinimid) yardimiyla kararli bir ester
ara rtinid olusturur. Bu tirtin, primer aminlerle reaksiyona girerek stabil amid

baglar1 olusturur [27].

1.9.4. Maleimid-Tiol Konjugasyonu

Maleimid gruplari, serbest tiol (-SH) gruplari ile yiiksek 6zgtlliikte ve fizyolojik
kosullarda hizli bir sekilde reaksiyona girerek tiyol-eter baglar1 olusturur. Bu
yontem, oOzellikle antikor- fragment konjugatlar1 ve altin nanoparcacik ytiizey

modifikasyonlarinda yaygimndir [86].

1.9.5. Click Kimyasi1 (Azid-Alkin Sikliklesme)

Bioorthogonal ve yiiksek verimli bir yontemdir. Azid ile terminal alkin gruplari,
genellikle Cu(I) katalizli “Huisgen 1,3-dipolar sikloeklenme” reaksiyonu ile triazol
halkast olusturarak baglanir. Sitotoksik olmayan, sulu ortamda calisabilen

yapistyla hiicre i¢i konjugasyon uygulamalarinda 6n plandadir [87].
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1.9.6. Enzimatik Konjugasyon Yontemleri

Enzim temelli konjugasyonlarda (6rnegin transglutaminaz, sortase A), yiiksek
spesifiklikte ve kontrollii konjugasyon elde edilir. Bu yontemler biyolojik

aktivitenin korunmasi agisindan avantaj saglar [75].

1.9.7. Katman Katman (Layer-by-Layer, LbL) Yontemi

Yiizeye alternatif olarak pozitif ve negatif ytiklii biyomolekiillerin adsorpsiyonu ile
cok katmanli yapilar olusturulabilir. Bu yontem, 6zellikle kontrollii ilag salim

sistemlerinde tercih edilir [39].

1.9.8. Disiilfid Degisim Tepkimesi

Disulfid degisim tepkimesi, molekiiller arasinda yer alan -5-S- (disulfid)
baglarinin, niikleofilik saldiri ile yeniden diizenlenmesi esasmna dayanir. Bu
tepkime sirasinda, bir tiyolat iyonu (R-57) mevcut bir distilfid bagindaki kitikiirt
atomuna saldirarak, yeni bir distilfid olusturur ve eski bagin diger parcas1 serbest

birakilir. Genel mekanizma su sekildedir:

R1-S-S-R2+R?-S—R1-S-S-R3+R2-S"
(3.1)

R'-5-5-R?: Distlfid bag igeren molekiil
R3-S7: Tiolat iyonu (reaktif stilftir)

R'-5-5-R3: Yeni distilfid bilesigi (iirtin)
R?-57: Reaksiyon sonucu olusan serbest tiolat
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Bu, bir niikleofilik stilfiir (tiolat iyonu) ile bir distilfid baginin yer degistirmesini
igerir.

Disuilfid degisim reaksiyonlar: genellikle su bazli ¢ozeltilerde, hafif bazik pH
(vaklasik 7.5 - 9) altinda gerceklesir. Bunun nedeni, tiyol gruplarimin (-SH) bu pH

araliginda daha aktif niikleofiller olan tiyolat (-57) formuna dontismesidir [88].

1.9.9. Konjugasyon Platformlar:
Bazi1 Biyomolekiil Konjugasyonunun Uygulandig1 Alanlar Tablo 1.2"de verilmistir.
Buna gore, nanopartikiiller (Altin, Silika, Polimerik); Fonksiyonel gruplar tasiyan
ylizeylerine antikor, aptamer veya DNA baglanarak hedefe yonelik sistemler

gelistirilir.

Ytizeyler (Biyosensor elektrotlari, cipler); Elektrot ytiizeylerine kovalent olarak
baglanan biyomolekiiller, analit seciciligini biiyiik ©lgtide artirir. Polimer
Matrisler/Hidrojeller; Biyomolekiiller, kontrollii salim veya hiicre sinyallesmesi

gibi amaglarla capraz bag yapilabilir hidrojellere entegre edilir.

Tablo 1.2. Bazi Biyomolekiil Konjugasyonunun Uygulandig1 Alanlar

Uygulama Alani Konjugasyon Ornegi Yararlar1
Hedefe yonelik Antikor-konjugat Tumor spesifik tasmim,
ilag tasima tasiyici sistemler sistemik toksisite azalmasi
DNA/apt
. . ) /aptamer Yiiksek secicilik ve
Biyosensorler konjugasyonlu _
hassasiyet
elektrotlar
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Molekiil Fluorofor-konjugat
N ? y u ° HOTOTOT .or}]uga Hedef doku gortintiileme
goriintiileme nanopartikiiller

As1 gelistirme Protein-antijen konjugatlar: Immiin yanit1 artirma

1.10. POLIMER ENTEGRE SENSOR YUZEYLERI

Sensor teknolojileri, kimyasal, biyolojik ve fiziksel parametrelerin hassas sekilde
tespiti icin hizla gelismekte olup, ylizey miihendisligi bu sistemlerin
performansmi dogrudan belirleyen kritik bir unsurdur. Polimerlerin, senstr
ylizeylerine entegre edilmesi, fonksiyonel gruplar kazandirarak secicilik,
biyouyumluluk, esneklik ve iletkenlik gibi 6zellikleri optimize eder. Bu baglamda,
polimer entegre sensor ytizeyleri, yeni nesil biyosensor, gaz sensorti, optik sensor

ve piezoelektrik sistemlerin temel yap1 tasini olusturmaktadir [4].

1.10.1. Polimerlerin Sensor Sistemlerine Entegrasyonu

Polimerler, sensor platformlarina tig temel yontemle entegre edilebilir:

Kaplama (coating); Sensor substratinin ytiizeyi, spin coating, dip coating veya

inkjet printing gibi yontemlerle polimerle kaplanir.

Dogrudan polimerizasyon; Elektropolimerizasyon veya ytizey baslatmali
polimerizasyon yontemleriyle sensor ytizeyinde polimer sentezi gerceklestirilir.
Kompozit yap1 olusturma; Polimerler, nanopartikiiller, karbon nanotiipler

veya grafen gibi iletken katkilarla birlikte entegre edilir.
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Bu entegrasyonlar, hem fiziksel hem de kimyasal modifikasyonlara olanak

taniyarak sensorlerin duyarhiligini artirir.

Asagidaki tabloda (Tablo 1.3), Baz1 polimerlerin 6zellikleri ve uygulama alanlari

verilmistir.
Tablo 1.3. Bazi polimerlerin dzellikleri ve uygulama alanlar:
Polimer Ogzellikleri Uygulama Alam
porl )| Pkt ko kimyos
Polianilin (PANI) pH duyarliligy, iletkenlik Gaz sensorleri,

biyosensorler

Polietilen glikol (PEG)

Biyo-anti-fouling,
hidrofilik yap1

Protein sensorleri,
immiin sensorler

Nafion

Proton iletkenligi secici,

Iyon sensorleri

fonksiyonel gruplar

gecirgenlik
Polimetil Mekanik dayaniklilik, Ootik sensorler
metakrilat(PMMA) seffaflik p
) Dogal, biyobozunur, amin | Enzim sensorleri, DNA
Kitosan

aptasensorler

1.10.2. Polimer Entegrasyonunun Sensor Performansina Etkisi

Polimerlerin sensor yiizeylerine entegrasyonu asagidaki acilardan onemli

avantajlar saglar:

Secicilik ve biyouyumluluk; Biyomolekiil baglanmasi icin uygun fonksiyonel

gruplar saglar.
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Mikro/akilli ortam stabilitesi; Sartlara duyarli polimerler sayesinde sensorler

cevresel degiskenlere adapte olabilir.

Yiizey alani artisy; Poroz veya ag yapili polimerler, daha fazla baglanma yeri sunar.

Sinyal amplifikasyonu; Iletken polimerler ile sinyalin daha net ve giiclii bicimde

iletilmesi saglanir [21].

1.10.3. INCE FIiLM KAPLAMA

Ince film kaplama, malzeme yiizeylerine nanometre ile mikrometre araliginda
kalinliga sahip tabakalarin kontrolli bir sekilde uygulanmasi stirecidir. Bu teknik,
ylizey Ozelliklerini iyilestirmek, yeni fonksiyonlar kazandirmak ve malzemenin
performansini artirmak amaciyla kullanilir. Ince film kaplamalar, elektronik,
optik, biyomedikal ve enerji sektorleri basta olmak tizere bir¢ok alanda kritik

Oneme sahiptir [39].

1.10.4. Ince Film Kaplama Teknikleri

Nanoteknoloji ¢aginda, nanopartikiil kaplama teknikleri; biyomedikal
uygulamalardan  elektronik  cihazlara, enerji = depolamadan  yiizey
modifikasyonlarma kadar bircok alanda stratejik  6nem  tasimaktadir.
Nanopartikiill kaplama, yiizey oOzelliklerini gelistirmek, biyouyumlulugu
artirmak, fonksiyonel gruplarin entegrasyonunu saglamak ve kontrollti salim
sistemleri olusturmak amaciyla kullanilmaktadir [4]. Ince film kaplama

yontemleri, genel olarak fiziksel ve kimyasal temelli teknikler olarak iki ana gruba
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ayrilir: [39]

1.10.4.1. Fiziksel Yontemler

Fiziksel Buhar Biriktirme (PVD); Bu yontemde, kat1 haldeki kaplama malzemesi
vakum ortaminda buharlastirilarak hedef yiizeye kondanse edilir. PVD, yiiksek

saflikta ve homojen kaplamalar elde etmek icin tercih edilir.

Sputter Biriktirme; Inert gaz plazmasi kullanilarak hedef malzeme atomlarinin
ylizeyden koparilmas: ve substrata yonlendirilmesi esasina dayanir. Bu teknik,

ozellikle iletken ve yari iletken filmlerin kaplanmasinda yaygindir.

Spin Kaplama; Sivi haldeki kaplama malzemesi, dénen bir substrat {izerine
damlatilir ve merkezkag kuvvetiyle yiizeye yayilir. Bu yontem, 6zellikle polimer

bazli kaplamalar i¢in uygundur.

1.10.4.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal Buhar Biriktirme (CVD); Gaz fazindaki oncitil maddelerin kimyasal
reaksiyonlar: sonucunda kat1 bir film olusur. CVD, yiiksek sicaklik gerektirmesi

nedeniyle termal olarak dayanikli substratlar icin uygundur.

Atomik Katman Biriktirme (ALD); Bu teknik, ardisik ve kendiliginden simirlanan
ylizey reaksiyonlar: ile atomik diizeyde film biiytimesi saglar. ALD, yiiksek

uniformite ve kalinlik kontrolii sunar.
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1.10.4.3. Kendiliginden Organize Olan Monolayerler (SAMs)

Altin ytizeyler tizerine tiol fonksiyonel gruplu nanopartikiillerin baglanmasiyla
olusturulan SAM yapilari, biyosensor teknolojisinde molekiiler tanmima
elemanlarinin immobilizasyonunda kritik rol oynamaktadir [74]. Bu yontem,

kimyasal olarak kontrollii ytizey fonksiyonellestirmesine olanak tanr.

1.10.5. Uygulama Alanlar1

Nanopartikiil kaplamalar, biyosensor uygulamalarindan antibakteriyel ytiizey
tasarimlarina ve ilag tasima sistemlerine kadar bir¢ok biyomedikal alanda kritik
avantajlar sunmaktadir. Biyosensorlerde, 6zellikle altin nanoparcaciklarla (AuNP)
kapli ytizeyler tizerine norotensin peptidinin konjugasyonu gibi yaklasimlar,
yiiksek ytizey alani ve spesifik baglanma sayesinde hedef analitlerin ¢ok diistik
konsantrasyonlarda bile tespit edilmesini mtimkiin kilmaktadir [4]. Antibakteriyel
ylizeylerde ise glimiis nanoparcaciklarla yapilan kaplamalar, genis spektrumlu
antimikrobiyal etki gostererek implant malzemeleri ve yara iyilestirici tirtinlerde
yaygin kullanim alanmi bulmaktadir [89]. Ayrica, polimerik nanoparcaciklarla
yapilan ytizey kaplamalari, ilaglarin kontrollti salimi icin etkili bir platform
olusturmakta; PLGA ve PEG tiirevli sistemler, biyolojik ortamlarda hem kararlilik

hem de hedeflenebilirlik acisindan {iistiin performans sergilemektedir [90].
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2. Malzemeler ve Yontemler
2.1. Malzemeler
Farkli uzunluklarda PEG polimerleri (MW 2, 6 ve 10 kDa), metakriloil klortir
(MAC, %97, MW 104,53 g/mol), Pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat)
(MW 488,66 g/mol, >%95), Aldritiol (MW 220,31 g/mol, %98), Irgacure 2959
(340,32 g/mol, %98), trietil amin (EtsN, MW 101,19 g/mol, 2%99,5), diklorometan
(DCM, susuz, 2%99,8) ve metanol (MeOH, mutlak, >%99,8) Sigma Aldrich,
ABD'den satin alind1. Dithiothreitol (DTT, MW 154,25 g/mol, >%99) Biomatik'ten
alindi. Amicon® Ultra-15 Santrifiij Filtre Unitesi (Mwt kesme degeri: 100 kDa)
Merck Millipore'dan alindi. N,N-Dimethylformamide (peptit sentezi icin DMF,
susuz, %99,8), Fmoc-Cys(Trt)-OH (sistein, MW 585,71 g/ mol), Fmoc-Arg(Pbf)-OH
(arginin, MW 648,77 g/mol), triisopropylsilane (TIS, MW 158,36 g/mol, %98) ve
oxyma pure (MW 142,11 g/mol, 2%99,0 (HPLC)) Sigma-Aldrich'ten satin alindz.
Fmoc-L-Pro-OH (prolin, MW 337,37 g/mol), Fmoc-L- Tyr(tBu)-OH (tirozin, MW
459,53 g/mol), Fmoc-L-Ile-OH (izolosin, MW 353,41 g/mol), Fmoc-L- Leu-OH
(I6sin, MW 353,41 g/mol) ve rink amid proTide (regine, yiikleme: 0,70 mmol/g)
CEM Corporation'dan elde edildi. Piperidin (MW 85,15 g/mol, %99), N,N'-
Diizopropilkarbodiimid (DIC, 126,2 g/mol, 2%99,0), dietil eter (MW 74,12 g/mol,
>%99,7) ve trifloroasetik asit (TFA, MW 114,02 g/mol) de Merck Millipore'dan
satin alindi. NTSR2 Poliklonal Antikoru ThermoFisher Scientific'ten satin alindi
(0,5 mg/mL, PA1-41575). Asetonitril (ACN, 2%99,9) ISOLAB Chemicals'tan satin
alindi. Siringa filtreleri (0,22 ve 0,45 pm, polieterstilfon (PES) ve poliviniliden

diflortir (PVDF) membranlar) TPP'den kaynaklandi. Fosfat tamponlu tuzlu su
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(PBS) tabletleri MP Biomedicals'dan temin edildi.

2.2. Karakterizasyon Metodlar:

2.2.1. Boyut Olciimii
Nanoparcactk numuneleri icin 10 ardisik 6l¢ciimle hidrodinamik hacimleri icin
Dinamik Isik Sacilimi (DLS, Wyatt Technologies DynaPro NanoStar) ile analiz
edildi. Ornekler su ortaminda stispanse edilerek hazirlandi. 80 pL hacimdeki DLS
kiivetleri kullanilarak yapilan 6lctimlerde, nanopargaciklarin hem boyut hem de

polidispersite degerleri elde edildi.

2.2.2. Yiizey Yiikii Ol¢iimii
Nanoparcaciklarin ytizey yiikiinii zeta potansiyel degeri (RT, n = 3) olarak 6lgmek
icin Malvern Zetasizer Nano ZS kullauldi. Uygun zeta potansiyel kiiveti
(DTS1070) kullanilarak yapilan 8l¢timlerde, nanopargacik soltisyonlari hacimce 10

kat1 olacak sekilde 10 mM NaCl ile seyreltildi.

2.2.3. FT-IR Spektroskopisi
Polimerlerin FT-IR spektrumlar1 kuru formda ATR FT-IR spektroskopisi

(ThermoScientific NICOLET iS10) ile 500-3500 cm! araliginda alind.

2.2.4. NMR Spektroskopisi
Uretilen peptid sekansinin ve PDS- modifiye halinin 1TH NMR spektroskopisi icin
Bruker 400 MHz kullanildi. 5 mg civari tartilan 6rnekler, DMSO-d6'da ¢oziildi ve

256 tarama sayisinda analizler gerceklestirildi.
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2.2.5. LC-MS Analizi
Peptitlerin ve antikor c¢ozeltilerinin safligi, LC-MS cihaz1 (Thermo-scientific,
DioNex Ultimate3000) ile analiz edildi. Bu analizlerde sabit faz olarak C18 kolonu
kullanildi. Hareketli faz olarak 0,1 mL/dakika akis hiziyla %50 ACN ve %50
ddH>O kullanildi. HPLC viallerinde hazirlanan érnekler, 5 pL enjeksiyon hacmi
verilerek analizler baslatildi. Metod olarak ise, toplamda 10 dakikalik olacak
sekilde, once saf su ile baslanan ve 9. dakikaya kadar acetonitril ytizdesi
arttirilarak %100’e cikartildi. Son bir dakikada ise saf zetonitril akitilarak kolonun

temizlenmesi saglanda.

2.2.6. Spin Kaplama

Polimer ve nanoparcacik kapl ytizeyleri hazirlamak i¢in bir spin kaplayici cihazi
(SCS, 6800 serisi) kullanild1. Yiizey olarak kullanilan cam lameller tizerine konulan
polimer ve nanopargacik soliisyonlari, vakum uygulanarak 1000 rpm hizda 30

saniye siireyle donduriilmiis ve bu sekilde kaplamalar elde edilmistir.

2.2.7. SEM Goriintiilemesi
Nanoparcaciklarin morfolojik olarak degerlendirilmesi, Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM- Quanta650) ile yapilmistir. Nanoparcaciklar direk karbon
bandin {izerine konulup kurutularak hazirlanmistir. Ayrica nanoparcacik kapl
cam yiizeyler de SEM’de analiz edilmistir. Hazirlanan 6rneklerin ytizeyi 50 nm
altinla kaplandiktan sonra stub denilen parcanin tizerine konulmus ve cihaza

yerlestirilmistir. Vakum altinda ETD dedektorii kullanilarak 3,5 nokta boyutu ile 20
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kV'da gortintiilemeler yapilmistir. Ayrica, ytizeydeki atom cesidi ve miktarlarmin

belirlenmesi i¢in semi-kantitatif bir analiz yapabilen EDS dedektorii kullanilmastir.

2.2.8. Temas acis1 dl¢iimii
Temas agis1 Slctimleri, Izopropil alkol, aseton ve distile su ile ultrasonik banyoda
yaklasik 20’ser dakika maruz birakilarak temizlenen, 1 cm? boyutunda cam ytizey
kullanularak yapildi. Olciimler,5 pL dH>O'yva karsi Biolin Scientific Attension
ThetaLite (tek otomatik dagitimli optik tensiyometre) kullanilarak tekrarlanarak

yapild1 ve analiz edildi.

2.2.9. UV-Vis Spektroskopisi
UV-Vis spektroskopisi (Shimadzu, UV-260), hazirlanan nanoparcaciklarin
yapisindaki total serbest tiyol miktarinin belirlenmesi icin yapilan Ellman’s

standart prosediirti uygulanarak elde edilen 6rnekler i¢in kullanildi.

2.2.10. Nanodrop

Nanopargcaciklara konjtige edilen peptit miktarlar1 nanodrop (Thermo Scientific™
NanoDrop™ One Mikrohacim UV-Vis Spektrofotometresi) ile belirlendi.
Hazirlanan her bir soliisyon en az 3 kez tekrarlanarak ol¢tim almip ortalamasi

kullanilarak peptit miktar1 hesaplandi.

2.3. Metakrilatlanmis PEG'lerin Sentezi

Her iki ucta da mevcut birincil hidroksil gruplariyla ti¢ farkl1 molekuil agirligindaki
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PEG polimeri (2, 6 ve 10 kDa) kullanild1. Ilk olarak, PEG polimerleri toluende
cozuldi ve yaklasik 50 °C'de doner buharlastiricida iki kez azeotropik damitmaya
tabi tutuldu, ardindan tiim nemi gidermek igin bir gece boyunca vakum altinda bir
desikatorde inkiibe edildi. Daha sonra, polimerler (1,0 eq) susuz CHxCl'de
coziildii ve MAC (2,2 eq) EtsN (1,0 eq) ile elde edilen bazik bir ortamda reaksiyon
ortamina eklendi. Reaksiyonlar bir gece boyunca devam etti ve fazla ¢oziicii
vakum altinda bir doner buharlastirici kullanilarak uzaklastirildi ve polimerler
soguk dietil etere ¢okturtldii ve saflastirma icin bir gece boyunca -20 °C'de
tutuldu. Daha sonra, polimerler sinterlenmis camdan (gozenek boyutu 4)
filtrelendi ve bir desikatorde kurutuldu. Toplanan polimer agirliklarina gore,
verimler PEG2K-diMA icin %99,9, PEG6K-diMA icin %95 ve PEG10K- diMA igin
%98,8 olarak hesaplandi. Metakrilik esterin eklenmesi ve PEG polimerleri igin

hidroksil gruplarinin uzaklastirilmas: FT-IR spektroskopisi ile dogrulanda.

2.4. Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi
PEG bazli nanoparcaciklar (NP1-3), UV kiirleme ile radikal bagiml capraz
baglama reaksiyonu ile hazirlandi. 27 mg metakrile edilmis PEG (PEG-diMA)
polimeri 8 mL dH>O'da ¢oziildu. Daha sonra, bu karisima fotobaslatic1 olarak 10
uL Irgacure (%0,2 w/v) eklendi ve reaksiyon, kuvvetli karistirma (1500 rpm'de) ile
UV 15181 (365 nm) altinda 20 dakika boyunca stirdiiriildi. Elde edilen
nanoparcaciklar 0,22 ve 045 pm PES filtrelerinden stiztildii ve hidrodinamik
hacimleri DLS cihazlar1 (Wyatt Technologies DynaPro NanoStar) ile analiz edildi.

Ayrica, nanoparcaciklarin zeta potansiyel degerleri, 0,01 M NaCl ¢ozeltisi ile
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seyreltildikten sonra Malvern DLS cihazi ile 6l¢tildii. Nanoparcaciklarin ¢cevresine
serbest tiyol gruplart (-SH) kazandirmak icin, capraz baglayica molekiil,
Pentaeritritol tetrakis (3-merkapto propiyonat), reaksiyon ortamina eklenerek
nanoparcacik olusumu icin Tiyol-en kimyasmin kullanilmas: saglandi. Capraz
baglama islemi sirasinda, polimer ve fotobaslatici ile birlikte, mutlak etanolde
coziinen bu capraz baglayict molekiil, ¢ozeltiye asir1 miktarda (polimer
yapisindaki metakrilat gruplarina 1,5 esdeger) eklendi, boylece nanoparcacik
yapisinda serbest -SH gruplari elde edildi. Agir1 capraz baglayici, Amikon filtreleri
(MWCO 100 kDa) kullanilarak ddH>O'ya karsi iki kez santrifiijleme yontemi ile
ultrafiltrasyon yoluyla ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen nanopargaciklarin
(NP4-6) boyut ve zeta potansiyeli 6lctimleriyle birlikte, serbest tiyol miktarlars,

tireticinin talimatlarina gore Ellman testi uygulanarak belirlendi.

2.5. Peptit Sentezi, NST(8-13)
Sistein modifiyeli peptit “CRRPYIL” (MW: 919,14 g/mol), daha 6nce bildirilen bir
yontem izlenerek, sentez 6lgegi 0,1 mmol'e ayarlanarak ve C-terminusu bir amid
ucuna modifiye edilerek The Liberty Blue™ (CEM) Otomatik Mikrodalga Peptit
Sentezleyici kullanilarak sentezlendi. Kisaca, regine (0,143 mg) tartild1 ve peptit
sentezinden 6nce yaklasik 30 dakika sismeye birakildi. DIC ve oksima sirasiyla bir
aktivator ve aktivator bazi olarak kullanilirken, piperidin korumayi kaldirmak igin
kullanildi. Bu arada, gerekli miktarda amino asit, peptit sentezleyici tarafindan
belirlendigi gibi, uygun hacimdeki DMF'de ¢oziildii. Reaksiyon yaklasik 1,5 saat

surdii ve ham peptit, TFA (4,75 mL), TIS (125 pL) ve ddH2O (125 pL) iceren bir
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ayirma kokteyli ile 38 °C'de 30 dakika boyunca Razor Peptid Ayirma Sistemi
(CEM) kullanilarak recineden ayrildi. Ayrilan peptit daha sonra 15 mL soguk dietil
eterde cokeltildi ve 5 dakika boyunca 8000 rpm'de iki kez santrifiij edildi.
Santriftijlemenin ardindan dietil eter ¢ikarildi ve peptit bir desikatorde bir gece
boyunca kurutuldu (Verim: %66,4, saflik %96,7). Elde edilen saf peptidin kimyasal
yapist daha sonra HPLC cihaz1 ve proton NMR (DMSO-d6'da) ve FT-IR

spektroskopileri kullanilarak karakterize edildi.

2.6. Fonksiyonel Peptit Sentezi, PDS-NST(8-13)
Peptit C-NST(8-13)'tn tiyol grubu, distilfit degisim reaksiyonu yoluyla tiyollenmis
nanoparcaciklarin ytizeyine konjuge olmas: icin piridil distulftir (PDS) kismu
tarafindan aktive edildi. Peptit (50,0 mg, 0,055 mmol) 2 mL mutlak metanolde
cozuldi ve bu ¢ozeltiye aldritiyol (17,9 mg, 0,081 mmol) eklendi. Bu karisim oda
sicakliginda ve karanlikta kuvvetlice karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra, ham madde 100 mL soguk dietil etere eklendi ve tirtin -20 °C'de gece
boyunca bekletilerek ¢oktiirtildii. Saf PDS-Pep bilesigi (32,8 mg, MW 1028,3 g/ mol)
santriftijleme ile bir falcon ttiptintin dibinde topland: ve desikatorde kurutuldu.
(Verim: %59,1, saflik %80,8) Bilesigin kimyasal yapisi FT-IR ve 'HNMR

spektroskopileri (DMSO-d6 icinde) ve HPLC cihaz ile dogrulandi.

2.7. Peptit Konjuge Nanoparcaciklarin (Pep-NP) Hazirlanmasi
Serbest tiyol gruplarinin miktarlarina gore, PEG2K-diMA (NP4) ve PEG6K-diMA

(NP5) ile hazirlanan nanopargaciklar, distilfiir degisim reaksiyonu yoluyla peptit

67



konjugasyonu igin secildi. Nanoparcaciklar tizerindeki tiyol miktarlarina
dayanarak, nanoparcacik ytizeyine tam konjugasyonu gostermek i¢in 1,5 esdeger
tfazlalikta peptit molekiilleri kullanildi. PDS ile aktive edilen peptitler, yapisinda
1,482 mM -SH bulunan NP4 icin 2,3 mg (2,223 mM) ve yapisinda 1,771 mM -SH

bulunan NP5 icin 2,7 mg (2,656 mM) olarak kullanild.

Kisaca, PDS-Pep molekiilleri 1 mL MeOH iginde ¢oziildii ve ¢oziindiikten sonra,
nanoparcacik ¢ozeltilerinden 1 mL damla damla eklendi. Elde edilen reaksiyon
karisimlar1 oda sicakliginda ve karanhikta 100 rpm'de bir gece karistirildi
Hazirlanan peptid-konjuge nanoparcaciklar, Amicon filtreleri (MWCO 100 kDa)
kullanilarak ddH2O'ya kars1 3000 rpm'de 5 dakika boyunca iki kez santrifiijleme
yontemi ile ultra filtrasyon kullanilarak fazla peptit molekiillerinden ve Pridin 2-
tiyon gibi yan tirtinlerden saflastirildi. Elde edilen nanoparcaciklar (sirasiyla NP7
ve NP8) nanodrop araciligiyla boyutlari, zeta potansiyelleri ve yapilarindaki

peptit miktar1 acisindan analiz edildi.

2.8. Nanoparcaciklarla Yiizey Kaplama
Tiyol gruplar1 iceren ve igermeyen hazirlanmis nanoparcaciklar, altin bazl
herhangi bir sensor ytizeyini simiile etmek icin ¢iplak cam ve altin kapli cam
ylizeylere kaplandi. Nanoparcacik ¢ozeltileri, iyi dagilmis parcaciklar elde etmek
icin oda sicakliginda 10 dakika boyunca bir orbital calkalayicida karistirildi.
Diger tarafta, nanoparcacik yapmak i¢in kullanilan 27 mg/mL konsantrasyonda

dogrusal PEG polimerleri (2, 6 ve 10 kDa) hazirlandi. Daha sonra, cam lamelleri
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500 rpm'de calkalanarak 30 dakika boyunca bu ¢ozeltilere daldirildi. Daha sonra,
bu ytizeyler bir spin kaplayici cihazina alindi ve ytizeyin tamamen kaplanmast igin
1 dakika boyunca ve 1000 rpm'de vakuma tabi tutuldu. Elde edilen ytizeyler, Biolin
Scientific Attension ThetaLite cihazi ile suya karsi temas agist Olgiilerek
1slanabilirlikleri acisindan analiz edildi. "Oturmus damla" yontemi, hazirlanan
kaplanmis lamellerin {izerine "dispenser" adi verilen otomatik bir pipet veya
manuel damlatma icin Hamilton igneleri ile 5 pL su damlatilarak ¢ok kisa bir

stirede diizinelerce goriintti almak igin kullanild1.

Ek olarak, cam lamel ytizeyleri Vakum piiskiirtmeli kaplayic: (Leica EM ACE200)
yardimiyla altinla kaplandi. Ultrasonik homojenizatérde aseton, etanol ve
damitilmus su icinde tutulan cam ytizeylerin kapsamli temizliginden sonra, bunlar
sirastyla azot gazi altinda kurutuldu. Yaklasik 100 nm altin, metal kaplama cihazi
kullanilarak bu temizlenmis camlarin ytizeyine kapland: ve elde edilen altin kaph
ytizeyler inert kosullar altinda saklandi. Nanopargacik c¢ozeltileri, yukarida

belirtilen prosediirii izleyerek bu taze hazirlanmis altin kaph ytizeylere kaplandh.

Nanoparcacik ve lineer polimer kapli cam ve altin yiizeylerin morfolojisi SEM
mikroskobu ile degerlendirildi. Numuneler yiiksek iletkenlik ve kimyasal
kararlilik i¢in 50 nm altinla kaplandi. S (kiikiirt) varlig1 ve yar1 kantitatif analizi,
altin ytizeyinde nanoparcaciklarin varligini kamitlayacak olan EDS dedektorii ile
yapildi. Cam {tizerine yapilan kaplamalarin kalinligmi 6lgmek icin ytizeyler bir

cam kesici yardimiyla kiictik kesitlere kesildi ve saplama {tizerine dikey olarak
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yerlestirildi. Kesilen kenar yaklasik 50 nm kalinliginda altinla kaplandiktan sonra,
dikey olarak yerlestirilen camlarin kesit kalinlig1 egik bir konumda mikroskop

altinda incelendi.

2.9. Tersinir Peptit Baglanmasi
Altin kapli cam ytizeyler 6nce tiyollenmis nanoparcaciklarle modifiye edildi. Daha
sonra, peptit NST'nin (8-13) geri dontistimlii baglanmasi, giiclti bir indirgeyici
madde olan DTT araciligiyla ardisik di-siilfiir bagi olusumu ve kopmasiyla
arastirildi.[64] Ayr1 ytizeyler, Bolim 2.6'da daha once aciklanan kaplama
prosediiriini izleyerek NP5 (PEG6K-diMA polimeri kullanilarak hazirlands) ile
kaplandi. PDS ile modifiye edilmis peptit, 0,5 mg/mL'lik son konsantrasyona
sahip olmak icin %50 MeOH ve %50 ddH2O'da (h/h) ¢6ziildti. Nanoparcacik kaph
ylizeyler peptit ¢ozeltisine daldirildi ve oda sicakliginda 200 rpm'de bir orbital
calkalayicida 3 saat inkiibe edildi. Yiizeyler ddH2O ile iki kez durulandiktan sonra,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca 50 mM DTT ¢ozeltisine tabi tutuldular. Arada
su yikamalari olan bu islemler iki kez tekrarlandi ve her adimdan sonra bir yiizey
ayrildi ve haritalama (mapping) modunda bir EDS dedektorii ile SEM yoluyla

daha ileri morfolojik analiz i¢in hava ile kurutuldu.

2.10. Baglanma Deneyleri: Afinite Calismasi
Bir RED-NHS 2. Nesil Protein Etiketleme Kiti ve Monolith NT.115 premium kilcal
damarlar1 NanoTemper Technologies'den (Miinchen, Almanya) elde edildi.

NTSR2 antikorunun baglanma afinitesi -NTS(8-13) peptit etkilesimi, Monolith
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NT.115 Pico cihazi (NanoTemper Technologies, Miinih, Almanya) ile mikro 6lcekli
termoforez (MST) yontemi kullanilarak degerlendirildi. NTSR2 antikoru,
Monolith Protein Etiketleme Kiti RED-NHS 2. Nesil kiti ile etiketlendi ve %0,005
Tween-20 iceren PBS'de hedef molekiil olarak kullanildi. Deneyler, Pico- RED %80
uyarma gticinde ve termoforezli orta MST gtictinde Monolith NT.115 Premium
Kapilerleri kullanilarak gerceklestirildi. Etiketli NTSR2 antikoru igin 20 nM
konsantrasyon ve NT (8-13) peptidi icin 16 seri seyreltme kullanildi. Hedef ve
ligand molekult karistirildiktan sonra 20 dakikalik karanhik inkiibasyon
gerceklestirildi. Uglii sonuclar M.O. Affinity Analysis v.2.3 yazilimi kullanilarak

analiz edildi.

2.11. Baglanma Deneyleri: Yiizey Baglanma/Ayrilma Calismasi
Altin ytizeyler 6nce tiyollenmis nanoparcacik NP6 ile kapland1 (Bolim 2.6) ve
ardindan PDS- Peptid molekiilleri ile konjuge edildi (Boltiim 2.7). Diger taraftan,
110 pL ¢ozelti iceren 55 ug antikorun 190 pL taze hazirlanmis ve filtrelenmis 10
mM pH7.4 PBS tamponuyla seyreltilmesiyle NTSR2 antikor ¢ozeltisi hazirlandz.
Son konsantrasyonu 0.0034 nM olan elde edilen antikor ¢zeltisi 6nce %50ACN ve
%50 ddH20O karisimi iceren bir C18 kolonu tizerinde HPLC cihazi ile analiz edildi
ve ardindan hava ile kurutulmus ytizeyin inkiibasyonu igin kullanildi. Farkl
zaman noktalarinda, cihazin otomatik ¢rnekleyicisi ile HPLC analizi icin 5 pL'lik
bir 6rnek cekildi. Bu sekilde, stirekli inkiibasyon 8 saate kadar izlendi. Cikarilan
ylizey 2 saat boyunca pH3.0 asetik asit ¢ozeltisine daldirildi ve bu ¢ozeltinin HPLC

analizi, ytizeydeki bagli antikorun ne kadarinin ayrildigini ortaya koydu.
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3. SONUCLAR

3.1. Fonksiyonel grup iceren PEG polimerlerinin sentezi,

saflastirilmasi ve karakterizasyonu

Nanoparcaciklar, dogrusal PEG zincirlerinin ucglarina eklenen metakrilat
gruplarinin kimyasal capraz baglanmasiyla elde edildi. Boyut ve ytizey yiikii gibi
optimum 6zelliklere sahip nanoparcaciklarin hazirlanmasi igin ti¢ farkli molekiil
agirhigindaki PEG polimeri (2, 6 ve 10 kDa) kullanildi. Sekil 3.1. ‘de PEG

diMetaklrilat sentezinin kimyasal yapilar1 verilmistir.

O
Et3N, MAC 5
HOV\O%\/OH > YLO(’\/ H%H]\

CHzCl2 ')
PEG . .
PEG diMetakrilat

(@) (b) ©)

Sekil 3.1. PEGdiMA polimerlerinin sentez ¢izimleri.

Burada Sekil 3.1(a) ‘da verilen yapr ile Sekil 3.1(b) “deki yap1 reaksiyona sokularak

Sekil 3.1(c) “deki yap1 elde edilmistir.

Tablo 3.1. PEGdiMA polimerlerinin sentez ayrintilar:

PEG =10 K igin (10.000 Dalton (Da))
Kimyasallar Es Molekiiler n m \% d
deger Agirhik (mol) (mgr) (uL) (g/cmd)
(g/mol)

PEG 10K 1 10000 0.1 1000

Et:N 4 104.19 04 40.476 55.752 0.726

MAC 4 104.54 0.4 41.816 39.080 1.07
CH.CL, 22000
(Coziicii)

PEG = 6 K i¢in (6000 Dalton (Da))

PEG 6K 1 6000 0.167 1000

Et:N 4 104.19 0.67 67.8 93.39 0.726
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MAC 4 104.54 0.67 70.05 65.46 1.07

CH:CL; 24000
(Coziict)
PEG = 2 K icin (2000 Dalton (Da))
PEG 2K 4 2000 0.5 1000
Et:N 104.19
4 2 202.38 278.8 0.726
MAC 104.54
4 2 209.08 1954 1.07
CHCL:
(Coziicii) 28000

Birincil hidroksil gruplarmmin metakriloil klortir ile bazik ortamda
reaksiyonu, FT-IR spektroskopisi ile izlenen polimer zincirlerinin her iki
ucuna metakrilat gruplarmin eklenmesini sagladi. Asagida verilen Sekil
3.2, Sekil 3.3. ve Sekil 3.4; farkli molekiil agirliklarina (2K - 2000 Dalton
(Da), 6K - 6000 Dalton (Da) ve 10K - 10.000 Dalton (Da)) sahip ttiim
sentezlenen polimerler icin yaklasik 1710 cm-1'de metakrilat gruplarmin
yeni karbonil baglarinin (-C=0) gortinimini gostermektedir. Bu durum,
diger molekiiler agirliga sahip PEG polimerleri icin de goriildii. Bir 6rnek
olarak dogrusal PEG2K polimeri ile karsilastirildiginda, normalde ~3400
cm'de genis olarak goriilen birincil hidroksil (-OH) gruplarinin gerilme
tepelerinin kayboldugu kolayca fark edilebilir. PEG polimerlerinin tam
islevsellesmesinin bir isareti olarak, metakrilatlanmis polimerler
nanoparcaciklarin hazirlanmasinda kullanildi. Asagida sentezlenen bu
PEG-diMA polimerlerinin FT-IR spektroskopisi analiz sonuglari

verilmistir.
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Sekil 3.2. Sentezlenen PEG-diMA polimerlerinin PEG2K-diol ile karsilastirilmasi.

1007
80- e 2
| o )
methacrylic o
60: ester
40+ 3
| 3
(o]
20-
| o
: 8
| =
20- 3 2 ~
1 P~ <
3 @ -
| ol 3 g
-40- [ -]
w0
| L !
50 CC, CH = q
bonds &S
| =5
52
_30_4 c-0 | =3
bonds 2
4000 ss00 3000 2500 2000 1800 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 3.3. Sentezlenen PEG-diMA polimerlerinin PEG6K-diol ile karsilastirilmasi.
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Sekil 3.4. Sentezlenen PEG-diMA polimerlerinin PEG10K-diol ile karsilastiriimas.

3.2. PEG bazli nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Ug farkli molekiil agirhginda (2K, 6K ve 10K) hazirlanmis PEG-diMA
polimerleri, bir fotobaslatici olan Irgacure'un radikal tiretimi tizerine UV 15181
altinda capraz baglanarak PEG bazli nanoparcaciklar (sirastyla NP1, NP2 ve
NP3) elde edildi. Serbest tiyol gruplari, tiyol-en kimyasi ile tetra-tiyol iceren bir
molekiil olan Pentaeritritol tetrakis (3-merkaptopropionat) araciligiyla
nanopartikiil yapilarina sokuldu. Asir1 kullanildiginda, bu molekiiller
tiyollenmis nanoparcaciklar (sirastyla NP4, NP5 ve NP6) elde etmek icin bir
capraz baglayici gorevi goriir. Asagidaki sekilde (Sekil 3.5.), Pentaeritritol

tetrakis (3-merkaptopropionat) molekiiltiniin kimyasal yapist goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat) molekiiliiniin kimyasal yapisi

[k olarak immobilize olmayan pargaciklar igin, sentezini yaptigimiz PEG-diMA
polimerlerinden 27 mg hassas terazide tartarak, 8 mL distile edilmis su igerisinde
¢ozdiik. Daha sonra, bu karisimin igine 10 pL Irgacure denilen ¢arpraz baglayici
ekledik. Elde edilen bu karisim manyetik karistiricida yaklasik yarim saat
karistirdiktan sonra bu karisimi maksimum rpm’e alip (1500 rpm) daha sonra
kiirlenmesi i¢in UV lambasmin altinda 20 dk boyunca karistirarak inktibe ettik.
Sensorlerin altin elektrodlarina immobilize olmasini istedigimiz ve burada altin ile
tiyol (-SH) bag1 kurmasin istedigimiz nanoparcaciklarin yapimi icin ise 27 mg
PEG-diMA ve 10 pL carpraz baglayict Irgacure karisiminin igine ek olarak
Pentaerythritol tetrakis(3-mercaptoproppionate) (tetrakis-tiyol olarak kisaltilan)
ekledik. Bu kitictik molekiiliin yapisinda 4 adet serbest tiyol grubu vardir. Yine
ayn sekilde her seyi 8 mL distile edipmis suda ¢oztip ayni sekilde maksimum
rpm’de UV lambasmin altinda 20 dk dondtirerek inkiibe ettik. Burda -SH grubu
elde etmek icin  eklemis oldugumuz  Pentaerythritol  tetrakis(3-
mercaptoproppionate) malzemesinin molekiiler agirhigina gore diger

malzemelerle karsilastirmali hesaplamalar: Tablo 3.2"de gosterilmistir.

76



Tablo 3.2. Tiyollii ve Tiyolstiz nanopargaciklarin sentez ayrmtilari

Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Hacim
Degerlik | Agirhk | (mmol) | (mg) (uL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 2000 0.0135 27
Irgacure 0.005 340.32 0.0001 0.02
Distile 8000
su(dH20)
Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Hacim
Degerlik | Agirhik | (mmol) | (mg) (uL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 6000 0.00450 27
Irgacure 0.005 340.32 0.00001 0.1
Distile 8000
su (dH20)
Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Hacim
Degerlik | Agirhk | (mmol) | (mg) (nL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 10000 0.00270 27
Irgacure 0.005 340.32 0.00001 0.01
Distile 8000
su(dH20)
Tetra-kiss-thiol Pentaerythritol tetrakis(3-
mercaptoproppionate)
Sigma-Aldrich 38146-100 mL
Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Yogunluk | Hacim
Degerlik | Agirhk | (mmol) | (mg) (g/mL) (uL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 2000 0.0135 27
Irgacure 0.005 340.32 0.0001 0.0230
Tetrakiss- 0.60 488.66 0.0081 3.96 1.28 3.09
thiol
Distile 8000
su(dH20)
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Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Yogunluk | Hacim
Degerlik | Agirhik (mmol) (mg) (g/mL) (uL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 6000 0.0045 27
Irgacure 0.005 340.32 0.0001 0.0077
Tetrakiss- 0.60 488.66 0.0081 1.32 1.28 1.03
thiol
Distile 8000
su(dH20)
Kimyasallar Es Molekiiler n Miktar | Yogunluk | Hacim
Degerlik | Agirhik (mmol) (mg) (g/mL) (uL)
(g/mol)
PEGdiMA 1 10000 0.0027 27
Irgacure 0.005 340.32 0.0001 0.0046
Tetrakiss- 0.60 488.66 0.0016 0.79 1.28 0.62
thiol
Distile 8000
su(dH20)

3.3. PEG bazli nanoparcaciklarin karakterizasyonu

3.3.1. Elde edilen nanoparcaciklarin saflastirilmasi ve boyut 6l¢iimleri
Elde ettigimiz bu parcaciklarin thiol grubu olanlarina ve olmayanlara aym
saflastirma islemleri uyguladik. Bu saflastirma islemlerinde ilk ©6nce siringa
tiltresiyle mantiel (el ile) filtrasyon uygulayarak uzaklastirmak istedigimiz biiytiik
agregatlardan kurtulduk. Bunun icin 2 cesit siringa filtresi kullandik: gézenek
btuytklugti 0,22 pum olan PES (Polyethersulfonate) ve 0,22 pum PVDF
(Polyvinylidene Flouride) filtreleri. Filtrelerin 1slanmasi icin hazirlanan
malzemeleri gecirmeden 6nce membranlarin 1slanmasini saglamak icin birkag kez

distile sudan gecirdik, daha sonra hazirladigimiz parcaciklar: siringa yardimayla
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cesitli sayida memranlardan gecirerek parcaciklarin optimizasyonun saglamaya
calistik. Bu filtreleme islemini kontrollii bir seklide yapmak icin pargacik boyutu
olcen DLS (Dynamic Light Scattering) cihazini her asamada kullandik. Parcacik
boyutuna gore standardize edilmis bir prosediir olusturmaya calistik. Bu
denedigimiz optimizasyonlar asagida ayrintilariyla belirtilmistir. Kullanmis
oldugumuz membran filtrelerin farkini anlamak i¢in PES ve PVDF filtrelerinden,
hazirlamis oldugumuz nanoparcacik soliisyonunu (PEG2K-diMA ile yapilan
tiyolsiiz) ikiye bolerek esit sayida gecirip DLS cihazinda pargacik boyutuna baktik.
PES 0,22 um filtresinde daha az agregat kaldig1 ve saglikli (tekrarlanabilir) 6l¢tim

alindigr goruldi (Sekil 3.6).

PES0,22um x5

Sekil 3.6. Filtre tipinin boyuta farki
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Daha sonra PEG2K-diMA icin hazirlanan malzemeler, 5-10-15-20 kez filtreleme

yapilarak parcacik boyutu etkilerine (Sekil 3.7) bakildi.

PES0,22um x5 (72,9nm) i PES0,22um x10(47,8nm)

mm=e—— [| PES0,22um x15 (42,3nm) .

Sekil 3.7. Filtre sayisinin boyuta etkisi

Sayilara gore yaptigimiz filtrasyonun 5 ile 10 arasinda boyut farkinin oldugunu
fakat 10 ile 15 arasinda farkin daha az oldugu ve 20’den sonra yaklasik kaldig:
sonucuna ulastik ve filtrasyon sirasinda malzeme kaybinin olmamasi acisindan
10 kez filtrasyonun uygun olacagi sonucuna vardik. Daha sonra malzemeyi
¢ozdiiglimiiz ¢oztictiniin etkisine bakmak i¢in yine ayni polimeri (PEG2K-diMA)
kullanarak tiyolstiz olacak sekilde nanoparcacik hazirladik. 2 ayri1 deney
diizenegi hazirlayarak birinde karisimi su igerisinde digerinde ise ethanol
icerisinde hazirladik ve PES filtrelerine kars1 boyut 6l¢timlerini aldik. Sekil 3.8.

‘de kullanilan ¢oztictintin boyuta etkisinin DLS analizi ile sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 3.8. Coziictiniin boyuta etkisi

Yaptigimiz 6lctimlerde etanol ¢oziiciisiiyle yapilan nanoparcacik soltisyonunda
oldukga fazla agregatlarin oldugu ve beklenilen hizda filtrasyonun yapilamadig1
gortilmtisttir. Bu durum, etanolin fitrenin memranma zarar verdigini
dustindirmiistiir. Deiyonize su ile yapilan malzemenin daha rahat
tiltrelenebildigi, alinan DLS sonuclarinin ise daha stabil ve diizgiin oldugu

gorulmuistiir.

Immobilizasyon igin nanoparcaciklarin yapisinda olmasin istedigimiz tiyol (-
SH) gruplarini olusturmak icin, nanoparcactk yapim asamasinda ortama
Pentaerythritol tetrakis(3- mercaptoproppionate) ekledik. Bu malzeme ortama 2

farkli sekilde eklendi: hem direk siseden istenilen miktarda gekip karisima
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ekleyerek deneme yapildi hem de etanolde stok soliisyon hazirlayip, istenilen
miktar1 (yaklastk 20-50 pL) bu solisyondan c¢ekip karisima ekleyerek
nanoparcacik yapim tekrarlandi. Daha sonra elde edilen karisimlar sirasiyla 20
dakika olacak sekilde UV lambasinin altinda dondiirerek inkiibe ettik ve olusan
nanoparcaciklarin boyuta olan etkisini DLS cihazinda ¢l¢timler yaparak inceledik

ve sonuclar Sekil 3.9.”da verilmistir.

PEG2K-diMA
(+siseden tetrakis-SH— su)

e [

oInte s

001 01 1 0 100 1000 10000 100000
Radis (nen)
PEG2K-diMA
4 (+siseden tetrakis-SH— etanol)
(53nm)
'
ks
001 01 1 1 0 1000 10000 100000

Radius (nm)

Sekil 3.9. Tetrakis-tiyol molekiiltiniin ¢oztictistiniin boyuta etkisi

Boyut ol¢timii sonuglarma bakarak, thiol grubu olusturmak igin ekledigimiz
tetrakis-tiyol malzemesinin ¢ok yapiskan olmasi nedeniyle énce etanolde stok

soltisyonunu hazirlayip nanopargacik karissmina eklemenin, daha dtizgiin
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nanoparcaciklarin  olusmasma olanak saglayacagr sonucuna ulastik.
Nanoparcacik yapilirken, yapida ekstra -SH olmasmi istedigimizden,
polimerdeki metakrilat grubu miktarma gore 1,5 kat fazla tetrakis-tiyol
koymustuk. PEG2K-diMA polimeri igin, gerekli tetrakis-tiyol miktar1 103 pL,
PEG6K-diMA polimeri igin 6k igin 34,3 uL ve PEG10K-diMA polimeri i¢in i¢in 20
uL seklindedir. Thiol grubu olmayan (NP1-3) ve olan (NP4-6) nanoparcaciklarin

boyutlar1 Sekil 6’da gosterilmistir.

Nanopargacik soltisyonlarmin siringa filtrelemesi sonrasi biiyiik agregatlardan
(cokeltilerden) uzaklastirilmasindan sonra ise, sensor ytizeyinde yer tutmamasi
amaciyla ortamdaki kiictik pargaciklardan ve safsizliklaridan kurtulmak
amactyla santrifiij yardimh ultra-filtrastyon ttiplerini de kullandik. Bu ttiplerin
icerisinde farkli Mwt cut-off degerlerine sahip diyaliz membranlar
bulunmaktadir. Bu calismada Amicon (Mwt cut-off: 1000 kDa) tiipleri
kullanilmistir. Santriftij yardimiyla tiiptin tistiine konulan soliisyon, belli rpm
degerlerinde ve farkli dakikalarda c¢evrilerek sivinin bir kismunin
membranlardan gecip asag1 gelmesi saglanir. Bu sirada, yukardaki soltisyonda
bulunan ve molekiiler agirligi 100kDa’dan kiigiik tiim safsizliklar da soltisyonla
birlikte agsag iner. Boylece total nanoparcacik soltisyonundaki kiigtik molekiiler

agirliktaki ttim safsizliklardan kurtulunmus olunur.

Bu projede hazirlanan NP4-6 i¢in, santrifiij sonrast membranin i¢inde, yani ttiptin

tist tarafinda kalan saf nanoparcacik soltisyonunu alarak analizlere devam edildi.
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Denenen farkli rpm ve zamandaki santrifiij islemleri sonras: kalan nanoparcacik
soltisyonundan yapilan DLS olgtimleri sonrasi, bu santriftij yardimli ultra-

filtrasyon islemini oda sicakliginda, 3 dakika boyunca ve 1700 rpm’de

dondiirerek yapmaya karar verildi.

— PEG2K-diMA tiyolsiiz (40.5nm) ‘ PEG2K-diMAtiyollii (53nm)

Radha (9 13 l W‘

Y 1 " I |

001 01 1 10 — 100 1000C w L —

PEG6K-diMA tiyolsiiz (60.4nm) PEG6K-diMA tiyolli (64.5nm)

: S ’

p | .

PEG10K-diMA tiyolsiiz (67.9nm) —PEG10K=diMA tiyolli (70:5nm)
sv

l : |

(17 01 10000 100000 an o
Radis (nm)

Sekil 3.10. Hazirlanan tiim tiyolstiz ve tiyollti nanoparcaciklarin siringa filtrelemesi

sonrasi elde edilen son ve en diizgiin DLS sonuglar1

84



A - B Boyutlar
. _' Uzunluk 12.1cm
8- Cap 2.97 cm
- Filtrasyon Alani 7.6 cm?
! Min. Final 200 pL
Konsantrasyon
Hacmi
Hacim 15 mL

Sekil 3.11. Kullanilan Amicon ttiplerinin bilgileri (A) Ttiptin resmi, (B) Ttip boyutlar:

Ayrica bu islemi ayn1 nanopargcacik soltisyonu igin, her ara adimda temiz ¢oztiicti
ekleyerek 3 kez yaptigimizda daha saf bir nanopargacik soliisyonu elde ettigimizi
gordiik. Sekil 3.12"de, tepkime sonrasi 10 kere 0.22 pm’lik siringa filtrelerinden
gecirilen, sonra da distile suya karst 3 kere Amicon ultra-filtrasyon tiipleriyle
santrifiij edilerek saflastirilan tiyollii ve tiyolsiiz nanoparcaciklarin DLS boyut

analiz sonuglar1 goriilebilir (Tablo 3.3.).
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Sekil 3.12. Hazirlanan tiim tiyolstiz (NP 1-3) ve tiyollii (NP4-6) nanoparcaciklarin

siringa filtrelemesi sonrasi elde edilen son ve en diizgtin DLS sonuglar1
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Tablo 3.3. Nanoparcaciklarin DLS ile alinan boyut (CAP) analizi sonuglari

NP

NP1

NP4

NP2

NP5 NP3

NP6

boyut (nm) 1775 | 2245 89,6 121,3 | 1441 | 1516

3.3.2. Elde edilen nanoparcaciklarin yiizey yiikii 6l¢timleri

Hazirlanan PEG bazli nanoparcaciklarin hem tiyol grubu icermeyen hem de
tetra-kis molekiilii eklenerek serbest tiyol gruplarimin eklendigi hallerinin 10 mM
NaCl icerisinde hacimce %10 olacak sekilde seyreltilerek ve oda sicakliginda

almmus zeta potansiyeli (ytizey ytiikii boyut) analizleri asagida verilmistir (Tablo

3.4).

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV) Results
Zeta Potential (mV): -577 Peak 1: -643 828 697 Mean (mV) Area (%) Sthey (mi)
Zota Deviation (mV): 525 Peak2: 430 62 336 Zeta Potential (mV): -117 Peak 1: -117 100,0 6,79
Conductivity (mSicm): 1,25 Peak3: 865 19 276 26tz Deviation (mV);. 6,79 Pesk2: 000 00 500
Result quality See result quality report Conductivity (mS/cm): 1,19 Peak 3: 0,00 00 0,00

Result quality See result quality report

Zeta Potential Distribution
Zeta Potential Distribution
- PEG-2K tiyolsiiz ot PEG-2K tiyollii
7000 |
6000 80000 A
£ s000 \ 2 ! |
S 0000 |
8 4000 | ‘l 8 [l
5 | ' /
2 3000 [ 1A 5 40000 i
‘ e [
2000 FHi \ |
1000 \ 200 \
Lo \
of
-100 0 100 200 100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV) Apparent Zeta Potential (mV)
Record 82: HG_PEG-2K No Thiol 1 Record 83: HG_PEG-2K No Thiol 2 ——— Record 88: HG_PEG-2K + Thiol 1 Record 89: HG_PEG-2K + Thiol 2)
[~ Record 84: HG_PEG-2K No Thiol 3 [~ Record 90: HG_PEG-2K + Thiol 3

Sekil 3.13. (A) tiyolstiz ve (B) tiyollii PEG-2K Np'lerin ytizey ytiikii sonuglari
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Results Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV) Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -4,67 Peak1: -4,00 976 792 Zeta Potential (mV): -149 Peak 1: -16.1 209 338
Zeta Deviation (mV): 8,99 Peak2: -332 24 242 Zeta Deviation (mV): 535 Peak2: -141 91 320
Conductivity (mSlem): 1,16 Peak3: 214 00 145 Conductivity (mSicm): 0,133 Peak3: 000 00 000
Result quality See result quality report Result quality Good
Zeta Polential Distrdbution Zeta Potential Distribution
'PEG-2K tiyolsiiz h PEG-2K tiyolli
0 : : 300000 & ? :
§ 15000 £ |
8 8 20000 e
§ 10000 § \ |
= 10000 [\A
: -100 0 100 200 -100 0 120 200
Apparent Zeta Potential (mV) Apparent Zeta Potential (mV)
— e —— e ey, — e
Sekil 3.14. (A) tiyolsiiz ve (B) tiyollii PEG-6K Np'lerin ytizey ytiikii sonuglari
—
| Results Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV) Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zota Potential (mV): -12,0 Peak1: -120 1000 553 Zota Potential (mV): -21,1 Poak 1: -25,1 721 425
Zeta Deviation (mV): 553 Poak2: 0,00 00 000 Zota Doviation (mV): 7,95 Poak2: -102 79 a7
Conductivity (mS/cm): 0,130 Peak 3: 0,00 00 0,00 Conductivity (mS/cm): 0,133 Peak 3: 0,00 00 0,00
Result quality Good Result quality Good
zapamaoaman  PEG-2K tiyolsiiz zapamavsmin  PEG-2K tiyolli
150000 400000
£ £
8 100000 8 -
3 5 200000
50000 I 100000
5 AR . I\
100 0 100 200 : 100 0 100 0
Apparent Zeta Potental (mV) Apparent Zeta Potential (mV)
— Recoi 7 ik o103 ek i it
Sekil 3.15. (A) tiyolsiiz ve (B) tiyollii PEG-10K Np'lerin ytiizey yiiki sonuglari
Tablo 3.4. Nanoparcaciklarin Zeta Potansiyeli 6l¢iim sonuclari
NP NP1 NP4 NP2 NP5 NP3 NP6
Zeta Potansiyel (mV) | -5,77 -11,7 -4,67 -14,9 -12 21,1
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3.3.3. Elde edilen nanoparcaciklarin tiyol miktar:1 6l¢iimleri

Tum yapilan karakterizazyon adimlar1 sonrasi, sensor yiizey kaplamalarina
gecmeden once, 6zellikle sensor altin kaplamasi ile yari-kovalent bag olusturarak
ylizeye immobilize olmas1 beklenen tiyollii nanoparcaciklar i¢in, yapilarinda ne

kadar tiyol oldugunu gosteren Ellman’s reagent protokolii uygundi.

Elman’s reagent protokiiniin hazirlanmasy;

DTNB olarak da bilinen 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoik asidi), soliisyondaki serbest
stlfhidril gruplarinin miktarmi belirlemek igin suda ¢oztintir ¢ok yonli bir
bilesikdir. Bu bilesigin bir c¢ozeltisi, stilthidrillerle reaksiyona girdiginde
Olctilebilir sar1 renkli bir tirtin tiretir.

[k etapta kullanilacak soliisyonlar1 hazirlands;

Reaksiyon Tamponu: 0,1 M sodyum fosfat ve pH 8,0, 1 mM EDTA igerir.

Ellman Reaktif Soltisyonu: 4 mg Ellman Reaktifi, 1 mL rekasiyon tamponunda
cozilur.

Daha sonra, kimyasal yapisinda 1 adet serbest tiyol (-SH) grubu
bulundurdugundan emin oldugumuz ticari olarak satin alinmis saf “Sistein
Hidrokloriir Monohidrat” kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda Reaksiyon
Tamponunda soliisyonunu hazirladik. Bu soltisyonlardan istenilen (Tablo 3.5)
miktarda alip seyrelterek, bu protokolde kullanilacak standart orneklerini

hazirlamis oldu.
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Tablo 3.5. Ellman’s deneyi icin standart olarak soltisyon hazirlamak icin gerekli

hesaplamalar

Reaksiyon Sistein miktari
Standart tamponunun hacmi (M.A=175.6) Son konsantrasyonu
A 100 mL 26.34 mg 1.5 mM
Standart A’dan
B 5mL 25mL 1.25 mM
Standart A’dan
C 10 mL 20 mL. 1.0 mM
D 15 mL Standart A’dan 0.75 mM
15 mL
Standart A’dan
E 20 mL 10 mL 0.5 mM
R 25 L. Standart A’dan 0.25 mM
5mL
G 30 mL 0 mL 0.0 mM (bos)

Bu standart soltisyonlarindan 250 pL alip, tizerine 50 pL Ellman’s reagent

soliisyonundan ve Reaksiyon Tamponundan 2,5 mL ekledik ve karanlikta 15

dakika boyunca inkiibe ettik. Daha sonra bu soltisyonlarin, Ellman’s reagent’in

maksimum absorbans verdigi bilinen dalga boyunda (412 nm) UV-Vis

Spektrofotometresini kullanarak analiz ettik. Konsantrasyonu bilinen bu

orneklerin tek tek 412 nm’de absorbansi alindiktan sonra, cihazda kalibrasyon

egrisini cizdik. Burdaki amag, icerdigi tiyol miktar1 bilinmeyen bir 6rnege de aym

hazirlik protokoliiyle yaklastigimizda, 412 nm’deki absorbansindan, tiyol

miktarmi kantitatif olarak hesaplayabilmektir. Hazirlanan kalibrasyon egrisi

asagida verilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Hazirlanan kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra, eldeki nanoparcacik soliisyonlarma ayni
prosediir uygulanmustir. Kisaca, bu nanopargacik soliisyonlarimin hepsi ayni
hacme (5 mL) getirilmis ve igclerinden 250 pL alinip, tizerine 50 pL Ellman’s reagent
soltisyonundan ve Reaksiyon Tamponundan 2,5 mL eklenmistir. Bu soliisyonlar
karanlikta 15 dakika boyunca inkiibe edildi ve Sekil 3.17’de goriildugi gibi, tiyolli
nanoparcacik soliisyonu sartya donerken, tiyolstiz nanoparcacikta renk degisimi
olmamustir. Bu durum, tiyollii nanoparcaciklar icin ortamda tiyol gruplarmin

varligini gostermektedir.

Sekil 3.17. Ellman’s assay i¢in hazirlanan tiyolstiz (solda) ve tiyollii (sagda)

nanopargcacik soltisyonlari
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Tablo 3.6. “da elde edilen tiyollu ve tiyolsuz nanoparcaciklarinin Ellman’s assay

standarti ile tiyol miktarlar: verilmistir.

Tablo 3.6. Tiyollu ve tiyolsiiz nanoparcaciklar i¢in elde edilen Ellman’s assay sonuglar1

NP NP1 NP4 NP2 NP5 NP3 NP6
Olgiim sonuglari 0,19 1,54 0191 | 1,806 | 0,201 | 0,635
Net tiyol miktar1 (mM) 0 1,35 0 1,615 0 0,434
3.3.4. Elde edilen nanoparcaciklarin morfolojik analizleri
Hazirlanan nanopargaciklarin morfolojik 6zellikleri, Taramali Elektron

Mikroskopisi (SEM) kullanilarak yapildi. Kurutulmus ornekler kullanilarak

yapilan SEM goriintilenmesi yiiksek vakum altinda gerceklestirilmistir.

Nanoparcacik iceren su bazli 6rnekler, karbont bantlarin {izerine konulmus ve

havaya agik olarak kurutulmustur. Daha sonra orneklerin tizeri 50 nm

kaliniginda olacak sekilde Vakum piiskiirtmeli kaplayici (Leica EM ACE200)

cihaz1 kullanilarak altinla kaplandi. Stub {izerine yerlestirilen 6rnekler, yiiksek

vakum altinda goriintiilendi. (Sekil 3.18., Sekil 3.19. ve Sekil 3.20.) Orneklerin,

boyut sonuclar: Tablo 3.7. “da verilmistir.
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HY det mag O dwel WD p HY det mag o dwell sp
M 15.00kV ETD 100000 100.00ns 9.8769 mm y AM 15.00kV ETD 120000x 100.00ns 8.0097 mm 4.0 1.00E-3Pa

4 | HV det O dwell WD spot e HV det mag O dwell WD pr

M 15.00kV ETD 80000x 5.00 ps 84099 mm 4.0 8.09E-4Pa en 12 1PM 15.00kV ETD 200000x 3.00ps 83179 mm 3.0 7.15E-4Pa

det | mag WD HFW m 10/202 det  mag

Vv ) spo! sure e
8.00kV ETD 100000x 5.00ps 7.1206 mm 3.5 1.00E-3Pa 4.14pum y 15 PM 15.00kV ETD 200

Sekil 3.20. (A) tiyolstiz ve (B) tiyollii PEG-10K Np'lerin SEM goriintiileri
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Tablo 3.7. Nanoparcaciklarin karbon bandi tizerinde alinan boyut degerleri

NP NP1 | NP4 | NP2 | NP5 | NP3 | NP6
karbon banditizerinde | 57 | 300 | 1147 | 1168 | 1018 | 1222
boyut (nm)

EDS yar1 kantitatif elemantal analizi, ©rneklerin karbon band:i tizerinde

damlatilarak yapilir. Hazirlanan nanopargaciklarin serbest tiyol gruplarinin

incelenmesi i¢in de yine bu karbon bantlar: kullanilmistir. Su icerisinde disperse

olan nanoparcaciklardan mikropipet yardimiyla ytizeyi kaplayacak kadar alip,

ayri1 ayri olacak sekilde karbon band tizerine damlatilmistir. Ceker ocak icerisinde

acik havaya maruz kalarak kurutulan ornekler, daha sonra 50 nm altin ile

kaplanarak SEM cihazmin EDS dedektorii kullanilarak analizi edilmistir. Yapilan

olcimler sonucunda nanoparcaciklarin yapisindaki stilfiir atomunun varligi, her

bir nanoparcacikta benzer miktarda goriilmiistiir (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Nanopargcaciklarin karbon bandi tizerinde alinan EDS sonuglar:

NP NP1 NP4 NP2 NP5 NP3 NP6
sulftir (agirlik %) 0,3 0 0,2 0 0,3

Tablo 3.9. Hazirlanan nanoparcaciklarin karakterizasyon detaylar:.

PEGIn | Thiol ) " DLS | iy | yoguntuk | %M | Yiizey Yika
NP MW miktar1 Cap (%) (%) Cap (mV)

(kDa)2 | (mM)® | (nm) ’ ° (nm)d

NP1 2 - 177.5 17.28 100 1376 | -5.77+1.87
NP2 6 - 89.60 10.23 90.1 114.7 | -4.67 +0.66
NP3 10 - 89.60 10.23 90.1 114.7 | -4.67 +0.66
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NP4 2 1.350 2245 7.13 100.0 1371 | -11.7+242
NP5 6 1.615 121.3 11.89 97.6 1168 | -149+1.15
NP6 10 0.434 151.6 14.87 98.5 1222 | -21.1+£275

aNanoparcaciklar1 yapmak icin kullanilan PEG-diMA vyapisindaki PEG
polimerinin molekiiler agirhig:.

bPNanoparcaciklar i¢in Thiol miktarlar: Ellman'in testi ile clculdii.

cBoyut ol¢timleri dH>O'da DLS cihazi ile yapildu.

dBoyut ol¢timleri ytiksek vakum altinda SEM ile yapildi.

3.3.5. Elde edilen nanoparcaciklarin kaplamasi

Hazirlamis oldugumuz ince film malzemelerini cam ytizeyine (lamel) spin
kaplama cihaziyla kapladik. Bu cihaz, lameli vakum altinda ytiksek hizda
dondiirerek tizerine koydugumuz soltisyonun esit ve diizgiin bir sekilde lamel
ylizeyine kaplanmasini saglar. Bu lineer polimerlerin, 50 mg/mL ve 100 mg/mL
konsantrasyonlarinda olacak sekilde deiyonize su igerisinde soliisyonlarini oda
sicakliginda manyetik karistirici ile 30 dakika karistirarak hazirlandi. Maksimum
50 pL olacak sekilde lamelelrin tizerine konuldu ve bu “spin-coater” cihazi
kullanilarak farkli metodlarda kaplamalar yapildi. Uygulanan metodlarda, sabit
rpm degerleri ile belli stirelerde kaplamalar denendi. Ayrica farkli stirelerde (0,5,
1, 2, 4 dakika) ve farkh rpm degerleri (500, 1000, 2000 ve 3000) ile dondiirme
saglayabilecek kademeli metodlar da olusturuldu ve denendi. Hem hazirlanan
linner polimer soliisyonlar1 hem de saflastirilan nanopargacik soltisyonlari igin,
kademeli olarak 1000 rpm’de 1 dakika boyunca yapilan kaplamanin, lamel

ytizeyinde gozle de goriilebilir bir polimer tabakasi birakabildigi goruldii.
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Karsilastirma olmas: adina, aymn soltisyonlar kullanilarak ayri ve temizlenmis
lameller, bu soliisyonlarda tiim gece bekletildi ve “dip kaplama” denilen bu
yontemle elde edilen kapli lamellerin ytizeyleri de temas agist agisindan analiz

edildi.

Sekil 3.21. SEM o6lctim cihazi karbon bantlari (sol) ve numune altliklar (sag)

96



Sekil 3.22. Altin kaplanmamis cam ve 100 nm kalinliginda altin kaplanmis cam

3.3.6. Yiizeylerin temas acis1 olciimleri
Temas acis1 ol¢iimii icin, Biolin Scientific Attension ThetaLite cihazinin “sessile
drop” metodu kullanilmustir. Distile suyu, hazirlanan kaplamali lamellerin tizerine
damlatarak fotograf cekimi yapan bu cihaz, ¢ok kisa bir stirede cektigi onlarca
resmi isleyerek, kaplamanin tizerindeki su damlasmn ytizeyle yaptigi agiy:
hesaplar. Bu ¢alismada, oncelikle “dispenser” denilen otomatik pipet ile yiizeye
su damlatilmaya calisildi. Fakat bu pipet 5 pL hacim altinda su damlatamadig1
icin, cihazla uyumlu Hamilton igneleri ile manuel damlatma yapildi. Asagida,
lineer polimerlerle hazirlanan soliisyonlarla yapilan dondiiriilerek kaplama (spin-

coated) ytizeyler i¢in elde edilen temas acis1 6lctim sonuglar: goriilebilir.
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Sekil 3.23. Temas acis1 6lgtimii sirasinda kullanilan su damlas: gortintiisii

Tablo 3.10. Hazirlanan ince film ve nanoparcacik kapl: ytizeyler icin alman temas acis1

ol¢iim sonuglari

Malzeme PE((Zkll)r;;\/[ A Su Temas Agisi (°)
Bos cam - 24.07
NP1 2 9.75
NP2 6 20.35
NP3 10 12.42
NP4 2 26.28
NP5 6 18.67
NP6 10 12.64

3.4. Altin Yiizeylere Nanoparcaciklarin Kaplanmasi

Hazirlanan nanopargaciklar, QCM f{izerindeki altin elektotlarina kaplanacaktir.

Fakat QCM sensortileri pahali oldugundan dolayi, cam tizerine altin kaplayarak

QCM ytizeyi benzeri yiizeyler elde edilmis ve oncelikle, nanoparcaciklar bu

ytizeylere kaplanmistir. Altin kapl ytiizeylerin hazirlanmasinda ilk adim olarak

cam ytizeyler temizlendi. Bunun i¢in cam ytizeyler aseton, etanol ve distile su

soltisyonlar1 icinde 20 dk stirelerle ultrasonik homojinatérde bekletildi.
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Temizlenen camlar azot gazi altinda kurutuldu ve yine azot gazi1 ortaminda
muhafaza edildi. Daha sonra, bu temizlenen camlar tizerine metal kaplama cihazi
kullanilarak yaklasik 100 nm altin kapland1 ve elde edilen altin kapl yiizeyler yine

azot gazi altinda muhafaza edildi.

Denenen Kaplama metodlarindan bazilar1 soyledir;

Daldirma Yontemi (dip coating); Hazirlanan nanoparcacik (ii¢ farkli molekiiler
agirhiktaki PEG- diMA polimerleriile (2K, 6K vel0 kDa) soliisyonlar1 bir beher icine
yerlestirilerek altin kaph cam ytizeyler eklendi ve ceker ocak altinda 6 ve 12 saat
beklenerek film olusturulmaya calisildi. Inkiibasyon siireleri sonrasi, yiizeyler
tizerinde olusmasi beklenen nanoparcacik filmlerin gozle gorulur bir sekilde

diizgiin olmadig1 gozlemlendi.

Dondiirerek Kaplama (spin coating); Hazirlanan nanoparcacik soliisyonlari,
temizlenen cam ve altin kapli camlarin tizerine eklenerek 100, 500 ve 1000 rpm
hizlarinda karistirildi. Her bir soliisyon icin 3 farkli karistirma stiresi (30 sn, 1 ve
2dk) uygulandi. Ardindan soltisyonlardan cikarilan bu ytizeyler, ceker ocakta
kurutuldu ve ytizeylerde nanoparcaciklarin diizgiin bir film olusturmadigy, diisiik
dondtirme hizlarinda ytizey tizerinde sivi kaldig1 ve kurutulunca adacikli bir

desen seklinde filmlerin olustugu gortlmuistiir.

Puskiirterek Kaplama; Bu yontemde, mikropipetle hazirlanan diizenek denendi.
Nanoparcaciklarin distile suda stispansiyonuyla elde edilen soliisyonlar, 6ncelikli

olarak denendi ve yiizeyler tizerinde diizgtin film olusturmadig1 goriildi. Daha
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sonra su igerisinde bulunan soltisyonlar -80 °C’de dondurulup liyofilizatorde
kurutuldu ve nanoparcaciklar kuru olarak toz seklinde bir ependorf tiipiiniin
dibinde toplandi. Sonrasinda bu toz nano pargaciklar, etanol icerisinde stispanse
edildi ve DLS cihazinda boyutlarma bakildi. DLS cihazinda nanoparcaciklarin
agregat olusturdugu goriildii. Bu soltisyonlar, es zamanli olarak, hazirlanan
puskiirtme ile kaplama deney diizenegi denenerek film haline getirilmeye

calisildy, fakat yine adacikli yap1 olusturdugu goruldi.

Orbital Karistirici ve Dondiirerek Kaplama; Bu yontemde, nanoparcacik
soltisyonlar1 oda sicakliginda orbital karistiricida 30 saniye boyunca ve 500 rpm
hizinda karistirildi ve ytizeyler tizerinde yayilmasi saglandi. Elde edilen camlarin
kaplamasina, direk spin coater cihazinda 1 dakika boyunca ve 1000 rpm hizinda
tekrardan soliisyon damlatilarak devam edildi ve elde edilen kaplamalar SEM
cihazinda gortintiilenerek morfolojik analizleri yapildi. Sonuglar $Sekil 3.24, Sekil

3.25 ve Sekil 3.26'da verilmistir.

det mag O dwel WD

v et ma ¢ ! spot | pressure det mag O dwel () spot | pressure
000kV ETD 50000x 100.00ns 122399mm 40 9.36E-4Pa  Ac ersty 3 00kV ETD 80000x 100.00ns 12.4184mm 4.0 7.56E-4Pa

Sekil 3.24. Tiyolstiz ve tiyollii PEG-2K Np'lerin SEM gortintiileri ve kesit mesafesi
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HV det ‘mag O dwel WD ressure I HV det mag O dwell WD spot | pressure ——1pm——

0.00kV ETD 80 600 x 100.00ns 12.1074 mm X Ac sity 2 20.00kv ETD 80000x 100.00ns 10.6667mm 4.0 6.26E-4 Pa Acibadem Univ

det mag WD spot pressu b | 8 HV det mag o dwell WD spot | pi
20.00kV ETD 80000x 100.00ns 8.8314mm 4.0 5. Acibad » 0.00kV ETD 80000x 100.00ns 14.9246mm 4.0 6.

Sekil 3.26. Tiyolstiz ve tiyollti PEG-10K Np'lerin SEM gortinttileri ve kesit mesafesi

Altin ile kaplanan can ytizeylerin tizerine konulan ve kaplamasi yapilan
nanoparcacik soliisyonlarinin yandan goriinttilenmesi ile SEM resimleri
almmustir. Cihazin kendi yazilimi kullanilarak yandan bakildigindaki polimerik
nanoparcacik kaplama kalinlig1 6l¢tilmiistiir. Buna gore, Tablo 3.11'de belirtilen

degerlere bakildiginda, tiyol grubu olan naoparcaciklarla yapilan kaplamalarin
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daha ince oldugu gortilmektedir. Bu durum, nanoparcaciklarin tiyol gruplari ile
altin yiizeyine semi-kovalent bag yaparak tutundugunu isaret edebilir. Ayrica,
nanoparcaciklarin serbest hallerinin DLS ile alindig1 cap olctimleri dikkate
alindiginda, o©zellikle 6K ve 10K boyutundaki polimerler ile yapilan
nanoparcaciklarin altin yiizey tizerinde monolayer olusturduklar: soylenebilir.
Bu nanoparcaciklarin ytizey yiiklerinin daha negatif olmasi, ikinci kat nano
parcacik tabakasmin ytiizeye gelip yerlesmesine engel olmus olabilir. Diger
yandan, 2K boyutundaki PEG-diMA ile yapilan nanoparcaciklarin tabaka
kalinliklarma bakildiginda ise hem tiyollii hem tiyolsiiz hallerinin multilayer

olusturdugu gortlmiistiir.

Tablo 3.11. Altin kapl ytizeylere kaplanan nanoparcaciklarin SEM ile 8lgiilen kaplama

kalinliklar
NP PEG’in MA (kDa)2 Kalinlik (nm)P
Bos - -
NP1 2 378.3
NP2 6 122.1
NP3 10 189.3
NP4 2 283.3
NP5 6 84.9
NP6 10 116.4

aAltin kapli cam ytizeylerdeki nanopartikiil katmanlarinin kalinlig1 SEM ile
olculdd.

PMaksimum degerler sunuldu.
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M 2000kV ETD 50000x 10000ns 122399 mm 40 9.368-4Pa e erg:t W LI0607AM 2000kY ETD 80000x 100.00ms 124184 mm 40 7.56(-4Pa

M 2000kV ETD B0000x 10000ns 121074 mm 40 1006-1Pa Je ? i AM 2000kV ETD 20000x 10000ns 10.6667mm 40 6266-4Ps

7 A 20000V ETD 80000x 10000ns 88314mm 40 S98E4Pa s W 1 WAV 2000kV ETD 80000x 100.00ms 149246mm 40 6.89%-4Pa

Sekil 3.27. Tiyolatlanmamais (NP1-3) ve tiyolatlanmis (NP4-6) nanopartikiil kapli altin
yiizeylerin kesitlerinin karsilastirmali SEM goriintiileri.
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3.5. Fonksiyonel Peptidin (PDS-NTS(8-13)) Sentezi ve Karakterizasyonu
Bir biyomolekiiliin nanoparcaciklarla kaplanmis altin ytizeylere konjugasyonu,
NTS(8-13) peptidinin ytizeydeki tiyol gruplarma kimyasal baglanmasiyla

calisilmustir.

Pankreas kanser hiicrelerinin membraninda tiretilen Nuerotensin II reseptoriine
secici ve yiiksek afinite ile baglanabilen Neurotensin peptidinin, bu
baglanmadan sorumlu 8-13 aminoasit dizi araligl, kiictik peptid dizisi olarak
tretilmistir. Peptid sekanst RRPYIL olan bu peptide, nanoparcaciklarin
ylizeyindeki serbest tiyol (-SH) grubuna baglayabilmek i¢in, bir ucuna Sistin
amino aside (C) eklenmistir. Sekil 3.28 de, sentezlenen peptidin kimyasal yapis1

gosterilmistir. (Sekil 3.28)

M - Peptide properties

’b_ A Sequence: CRRPYIL
Length: 7
Mass: 919.5047

H H H 9
s . g O\ﬂ/ Ji(" Isoelectric point (pl):  9.93
) TF Net charge: 2
HS - - * =1
. Hydrophobicity: +8.56 Kcal * mol
OH

Extinction coefficient’: 1490 M-! * cm-?

N Extinction coefficient?: 1490 M-" * cm""

Sekil 3.28. CRRPYIL peptidinin yapisal 6zellikleri

NTS(8-13) peptidi, peptit sentez cihazi ile kat1 faz peptit sentez yontemi ile N-
terminalinde ek bir C (sistein) amino asidi ile sentezlendi. Amin reginesi, peptit

dizisinin btiytimesi i¢in kullanild1 ve ayrilmadan sonra peptit molekiilleri soguk
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eterde ¢okeltilerek saflagtirildi. Ozetle, sentez 6lgegi 0,1 mmol'e ayarlandi ve C
terminali amid ucu olarak ayarlandi. 0,143 mg Rink Amid Protid recinesi
onceden tartilmus, peptit sentezinden ©nce neredeyse 30 dakika boyunca
dimetilformamid (DMF) icerisinde sismeye birakilmistir. Aktivator olarak DIC
kullanild1 ve 10,1 mL DMF igerisine 0,9 mL DIC eklenerek ¢ozeltisi hazirlanda.
Aktivator bazi olarak oksima kullanildi ve 6 mL DMF icerisinde ¢oztildii. Ayrica
korumanin kaldirilmasindan sorumlu olan piperidin, 8 mL'si 32 mL DMF ile
karistirilarak hazirlandi. Her bir amino asit, DIC, oksima, recine, piperidin ve
DMF uygun siselere yerlestirildikten sonra peptid sentezine baslandi. Reaksiyon
devam etti ve bittikten sonra peptit, RazorPeptide Klevaj Sistemi (CEM) ile recine
kismindan ayrildi. Boliinme kokteyli 4,75 mL trifloroasetik asit (TFA), 125 pL
triizopropilsilan (TIS) ve 125 pL damitilmis sudan olusur. Béliinme 38 °C'de 30
dakika stireyle gerceklestirildi. Bundan sonra, parcalanan peptid soguk dietil eter
icerisinde ¢okeltildi ve daha sonra iki kez 8000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifij
edildi. Santriftijden sonra dietil eter c¢ikarildi ve peptid, gece boyunca vakum
altinda kurumaya birakilda.

Tablo 3.12. Peptid sentezinde kullanilan malzeme ve miktarlar1

Malzemeler Miktarlar
Arginine 1.56 g in 12 mL DMF
Cysteine 0.36 g in 3 mL DMF
Isoleucine 0.22 g in 3 mL DMF
Leucine 0.22 g in 3 mL DMF

Proline 0.21 gin 3 mL DMF
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%Transmittance

1007

Tyrosine 0.28 g in 3 mL DMF
Resin mass required 0143 g
Oxyma 0.853 g oxyma in 6 mL DMF
DIC 0.9 mL DIC in 10.1 mL DMF
Piperidine 8 mL piperidine in 32 mL DMF
Yikama (DMF) 227 mL

Peptid sentezinde saf elde edilen peptid miktari: 94.6 mg

Kullanilan malzemelere gore maksimum elde edilebilecek peptid miktar1: 142.5

mg

Verim = 66.4%
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Sekil 3.29. Saf peptidin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.30. Pep ve PDS-Pep'in HPLC kromatogramlari

o e R ) 7 7S T 740 d'!
PDS-Peptit %€ o
DMSO -
r
— = / +400
S e 3l I FEe) I~ S V2 A
N-H’s at the backbone 300
&
Aromatic protons of PDS
200
| H,0
[ ) N-CH’s
' H 100
-0
Y et ] e i b o~ o
28&NBRR 293 R 8 & @ g S
P e - - - w = o N +-100
r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
. 5 CH," isopropyl
Pure Peptit -NH ‘s of a"f,: CHy's
amide DMSO
backbone / 200
- - T e HO | o A +150
100
N-H’s at the backbone
|
[ \ 50
N-CH’s
y A ooyl ¥\ by Lo
b o i  met 1 M ) [ | =TT ’—rT
R 8 8 S R & 3 & 2 G 3
o o - - o0 - L) - 0 - - ~-50
r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 .0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 3.31. (A) PDS-Pep'in THNMR spektrumu, (B) Pep'in THNMR spektrumu.
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3.5. Peptit Konjiige Nanoparcaciklarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Modifiye peptidler 1 mL methanol igerisinde ¢oziilmiis ve eslendigi
nanoparcacik soltisyonundan 1 mL alinarak, ayr1 ayri, tizerlerine eklenmistir.
Oda sicakliginda ve altiminyum folyaya sarili sekilde 100 rpm’de tim gece
karistirilan bu tepkimeler sonrasi, elde edilen soltisyonlar, Amicon filtreleri
kullanilarak saflastirilmistir. MWCO degeri 1000kDa olan bu filtrelere, reaksiyon
karisimlart koyulmus ve 2ser kere distile suya karsi 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiijle dondiirtilerek yikanmistir. Bu asamada, reaksiyon karisimlarinin
icerisindeki safsizliklar ve tepkimeye girmemis modifiye peptidlerin, membrane
gozeneklerinden gecerek, santrifiij araciliiyla asagi gecmesi ve yukardaki
kisimda da saf bir sekilde, peptid bagh nanoparcacik soltisyonunun kalmasi
beklenmektedir. En sonunda, filtrelerin st tarafinda kalan soltisyon almarak
icindeki NPler karakterize edilmistir. Peptid bagli NPlerin boyut ve ytizey yiiku

analizleri, DLS cihaz1 kullanilarak yapild1

Diameter (nm): 17.6

001 o1 1 0 100 1000 10000 100000

Radius (nm)

Radius Mw-R | %Pd |%Intensity| %Mass | %Number
{nm) (kDa)
Peak 1/8.814e+00 547.90 (11.90 3.5 40.2 100.0
Peak 2|1.946e+02 764198.75/11.86| 96.5 59.8 0.0

Sekil 3.32. Pep-PEG2K NP i¢in boyut 6l¢iim sonucu
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gm
#
Radius Mw-R %Pd | %Intensity | %Mass | %Number
(nm) (kDa)
\Peak 1/2.483e+02(1351661.82(11.87] 100.0 | 100.0 | 100.0

Sekil 3.33. Pep-PEG6K NP i¢in boyut 6l¢tim sonucu

Mean (mV)
A Zeta Potential (mV): 359 Peak 1: 359
Zeta Deviation (mV): 4,60 Peak 2 0,00
Conductivity (mSfem): 2,21 Peak 3: 0,00

Result quality Gooc

Area (%) St Dev (mV)
1000 4,60
0.0 0,00
00 0,00

Zeta Potential (mV):
Zeta Deviation (mV):
Conductivity (mS/cm):
Result quality Good

Mean (mV)
104 Peak 1: 12.3
848 Peak 2: -103
428 Peak 3: 0,00

Area (%) St Dev (mV)

914 5.87
86 246
00 0,00

Zsta Potential Distribution

Total Counts

Apparent Zets Potential (mV)

100

200

Zeta Potential Distribution

Apparent Zeta Potential (V)

100 200

Sekil 3.34. Pep-PEG2K NP (A) ve Pep-PEG6K NP (B) icin ytiizey ytikii 6lgiim sonuglari
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792
, Smart Quant Results
04

616 Element  Weight %  Atomic % Error %

528 CK 253 36.2 9.4

352 OK 25.2 27 122

264

176

o _ =
000 100 200 300 400 500 600 7.00 800 200

0Cnts 0.000 keV Det: Element-C28

Sekil 3.35. Pep-PEG2K NP i¢in SEM goriintiisti (A) ve EDS elemental analiz sonucu (B)

Smart Quant Results

Element  Weight %  Atomic % Error %

CK 31.8 446 7.5
OK 13.2 13.9 15.2
SK ) 1 226
Au
O - -
0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

0Cnts 0.000 keV Det: Element-C28B

Sekil 3.36. Pep-PEG6K NP icin SEM goriintiisii (A) ve EDS elemental analiz sonucu (B)
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3.6. Peptit Konjiige Nanoparcaciklarin Tersinir Ozelliginin incelenmesi

Nanoparcaciklarle kaplanmis ve yeniden kullanlabilir sensor ytizeyleri
hazirlama amaciyla, distilftir baglar1 olan peptitlerin baglanmasmin ardisik
peptit baglama ve ayirma adimlariyla geri dondtrtilebilir oldugu gosterildi
(Sekil 3.37). NP8 kapl altin ytizey, ardisik iki peptit konjugasyon dongtisii ve
indirgeyici bir madde olan DTT araciligiyla bunun ardindan gelen kopmasiyla
modifiye edildi. SEM goriinttileme icin EDS dedektorii kullanilarak haritalama
analizi ile hem N hem de Snin atomik ytizdelerinin peptit konjugasyonu tizerine
yiikseldigi ve yalmizca nanopartikiil kaphh altin yiizey durumuna geri
dondirildugt gosterildi. Bu davranis en az iki dongti boyunca tam olarak
gortilebildi, bu da peptidin tamamen g¢ikarilmasinin, indirgeyici bir madde
araciligiyla aradaki distulfir bagmin kesilmesiyle yonetilebilecegini ve
nanopartikiil kaplh altin ytizeyin ayni veya farkl tipteki peptit molekiillerinin

baska bir baglanmasi igin tekrar kullanilabilecegini gosteriyor.

=
[=]

% Atom Weight
N W & i ;O N W ['-]

NP only + PEP +DTT + PEP +DTT

l_'_Jl_r_J

1* round 2" round
Sekil 3.37. SEM-EDS ile haritalama analizine gore NP8 kapl: yiizey icin atomik ytizdeler.
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3.7. Peptit Konjiige Nanoparcaciklarin NTSR2 Antikoruna Kars1 Baglanma
Analizleri

Nanoparcaciklar tizerindeki konjuge NTS(8-13) peptidinin biyoaktivitesi, hem
cozeltide hem de ytizeyde baglanma yetenegi agisindan NTSR2 antikoruna karsi
degerlendirildi. Birkag seyreltmenin saf peptidi hazirlandi ve Monolith

NT.115Pico cihazinda RED-NHS etiketli antikora kars1 analiz edildi.

836

k.

834

832

#

828

Form [%00]

Ran T T T T T T — T
1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04 1.0E-03
Ligand Concentration [M]

Sekil 3.38. Mikroskobik termoforez yoluyla NTS(8-13) peptidinin NTSR2 antikoruna
baglanma afinitesi (n=3).

Bu peptid-antikor etkilesimin derecesi yalnizca tek tek peptit molekiilleri icin
gecerli olsa da, ytizeydeki nanoparcaciklar tarafindan saglanan ¢ok degerliligin
bu baglanma egilimini daha yiiksek yogunluga getirmeye yardimci oldugu
gosterilmistir. Tiyolatlanmis nanoparcaciklar (NP6) altin ytizeye kaplandiktan
sonra, dis ytizeylerinde bozulmadan birakilan tiyol gruplari, peptit konjugeli

nanopartikiil kapli altin ytizeyler elde etmek icin PDS ile modifiye edilmis
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NTS(8-13) peptit molekiillerine konjuge edilmistir. Bu ylizeyin 3,4 pM
konsantrasyondaki NTSR2 antikor cozeltisinde inkiibasyonu
gerceklestirilmistir, bu sirada ¢rnekler antikor ¢ozeltisinden gekilmis ve serbest

antikor miktar1 HPLC analizi ile takip edilmistir (Sekil 3.39).

70,0
60,0
= 50,0
<
£ 00
-
=
» 30,0
c
Q
t 20,0
10,0
0,0 [ | : |
0,00 2,00 4,00 8,00 / pH3.0
Incubation Time (h) Removal from
the surface

Sekil 3.39. Peptit konjuge nanopartikiil kapli altin ytizey tizerinde inkiibasyon sirasinda
antikor miktarinda zamanla meydana gelen degisimler ve asidik ortamda salinmasi.
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4. TARTISMA

Yapilan bu tez calismasinda, altin yiizey entegre edilmis biyosensor ytizeylerinde
kullanilmak tizere, fonksiyonel grubu olan PEG polimeri bazli nanoparcaciklar
tiretilmistir. Yapisina eklenen serbest tiyol gruplar1 sayesinde, radikal capraz
baglanmaya dayali olarak sentezlenen polimerik nanoparcaciklar, altin ile
kaplanmis cam ytizeylere tutturulmus ve biyomolekiil konjtigasyonu icin
kullanilmigtir. Ozellikle sensér calismalarinda oldukga biiyiik problem olan ve
teshisi zorlastiran spesifik olmayan biyomolekiil etkilesimlerini azaltmasi adina,
PEG polimeri kullanilarak nanoparcaciklar hazirlanmistir. Daha sonra, yapisina
eklenen tiyol gruplarina, pankreas kanser hiticrelerinde ytiksek miktarda tiretilen
reseptorlere baglanabilen bir peptid dizisi olan noérotensin peptidi konjlige
edilmistir. Nanopargacik yiizeylerine peptid molekiillerinin distilfit baglari,
ortama eklenen bir indirgeyici ajan ile birlikte kirilabilmektedir. Boylece, peptidi
salarak altin ytizeyindeki nanoparcaciklarin, bir sonraki ol¢im igin geri
kazandirilmasini saglayabildigi gosterilmistir.

Polimerik nanoparcaciklar, biyouyumlu ve sudaki ¢oztintirltigii oldukca iyi olan
PEG polimeri kullanilarak hazirlanmistir. Bu amagcla, her iki ucunda serbest
hidroksik grubu olan 3 farkli molekiiler agirliktaki PEG polimerlerinin her iki
ucuna metakrilat reaktif grubu eklenmistir. PEG polimerinden olusan
nanoparcaciklar: hazirlamak icin 6ncelikle, jellesmeye katilabilecek fonksiyonel
gruplara sahip PEG-DiMetakrilat polimerlerinin sentezlerini yaptim. Bu amacla,
tarkli molekiiler agirliklara sahip (2, 6 ve 10 kDa) ve her iki ucunda hidroksil grubu

bulunan PEG polimerleri kullanildi. Oncelikle 1’er gram tartilan PEG polimerleri
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toluende ¢oziiltip rotary evaporator cihazinda yaklasik 50 °C’de dondiirtilerek 2
kez kurutuldu ve 1 gece de desikatdérde vakum altinda bekletildi. Boylece PEG
polimerleri nemden uzaklagtirildi. Daha sonra polimerler, organik bir ¢oziicii
olan diklorometan (CHC) icerisinde ¢oziindi ve polimer zincirlerinin her iki
ucundaki -OH gruplarmin, bazik ortamda MAC (Methacryloyl Chloride) ile
tepkimesi sonrasi, her iki ucunda metakrilat grubu olan PEG polimerleri elde
edildi.

Tepkimeler tim gece devam ettirildikten sonra polimerlerin fazla diklorometarn
yine vakum altinda rotary evaporator kullanilarak uzaklastirildi ve soguk
dietileter icerisine dmalatilarak polimerler ¢oktiirtildii. Buradaki amag, hidrofilik
olan polimerin, hidrofobik olan eterde ¢oktirtlerek safsizliklarindan
uzaklastirilmasini saglamakti. Bir gece boyunca -20 °C’de bekletilen bu karisim,
ertesi gin filtrelenerek, ¢coken beyaz polimerler toplandi ve desikatorde de 1 gece
kurutuldu. Elde edilen malzemenin verim hesab1 yapildiginda baslangicta 1 gr
malzemeye gore hesaplanirsa reaksiyon sonucunda elde edilen malzeme miktar:
PEG2K-diMA icin 999 mgr (verim= %99,9), PEG6K-diMA icin 951 mg (verim=
%95) ve PEG10K-diMA i¢in 988 mgr (verim= %98,8) olarak hesaplanmuistir.

Daha sonra, 1s1k bazli radikal olusumuna dayali ¢apraz baglanma tepkimesi
sayesinde, uglarinda metakrilat grubu olan PEG polimeri ¢apraz baglanmis ve
nanoparcaciklar elde edilmistir. Irgacure 12959 fotobaslatictnin kullanildigr bu
tepkimede, ortama ekstradan eklenen ve yapisinda 4 adet serbest tiyol grubu
bulunduran (tetrakis-tiyol olarak kisalttigimiz) capraz baglayict molekiil

kullanildiginda ise tiyol grubu iceren nanoparcaciklar elde edilmistir. Agregalar,
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nanopartikiil ¢ozeltilerinin 0,22 pym PES ve PVDF siringa filtrelerinden
stuziilmesiyle uzaklastirilirken, kiigtik molekiil agirlikli safsizliklar, 100 kDa kesme
degerine sahip Amikon filtreleri kullanilarak santrifiijleme yontemi ile ultra
filtrasyon yoluyla ayrild1.

Kullanilan filtre tipi degistirilerek PES veya PVDF olacak sekilde cokeltilerin
uzaklastirllmasi denendi. Yapilan DLS o6lctimlerine gore, PES filtresi
kullanildiginda ¢okeltilerin  ytiksek oranda wuzaklastirilabildigi ve daha
monodispers nanoparcaciklarin elde edildigi gortildii. Daha sonra, filtrelerden
gecirim sayisia gore DLS sonugclar1 analiz edildi. 20 kereye kadar PES filtresinden
gecirilen bu nanoparcaciklar icin, yapilan 10 filtrasyon sonrasinda sonuglarin
anlamli olarak degismedigi goriildii. Daha fazla filtrasyon yapilip da malzeme
kaybin1 da engellemek adina 10 kez filtrasyonun yeterli olduguna karar verildi.
Nanipargaciklarin hazirlanmasinda PEG-diMA polimerlerinin ¢ozdiruldigi
¢oziicti cesidinin nanoparcacik boyutuna etkisine de bakildi. Etanol iceriisnde cok
farkli boyut dagilimlar: gortldtagiinden, su ortaminin ideal ortam olduguna karar
verildi. Ayrica, tiyolli nanopargaciklarin tiretilmesi ¢in ortama eklenen tetrakis-
tiol molekiiliintin direk olarak siseden alinmasi ya da etanol igeriisnde
cozdurtlerek tepkimeye eklenmesinin boyuta etkisi de degerlendirilen
parametreler arasindadir. Elde edilen DLS sonuclarina gore, etanol igerisinde
cozdiirtilerek hazirlanan stok c¢ozeltiden nanoparcacik yapim prosediiriine
eklenen durumun, daha diizgitin sonuglar verdigi gozlemlendi.

Hazirlanan nanoparcaciklarin ¢okeltilerinin siringa filtrasyonu yontemi ile

uzaklastirilmasi ve tepkimeye girmeyen kiictik molekiiler agirliktaki molekiil ve
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safsizliklarin da Amikon filtresi ile ultrafiltrasyon yontemiyle uzaklastirilmasi
sonucu, PDI degeri diisiik ve hedef boyut araliginda nanoparcaciklar elde
edilebilsmistir. Nanoparcaciklarin tiyol igeren halleri icin, dlciilen cap degerleri,
tiyolsiiz olanlarinkine gore daha biiytik ¢ikmuistir. Bunun sebebi, ytizeyde bulunan
serbest tiyol (-SH) gruplarimin etraftaki su molekiilleri ile Hidrojen baglar:
olusturarak hidrodinamik c¢aplarmmn artmis olmasidir. 2K, 6K ve 10K
buytikltigtindeki PEG-diMA zincirleri ile hazirlanan tiim nanoparcacik
cesitlerinde bu fark, tutarh goralmustiir.

Elde ettigimiz thiol grubu olan ve olmayan nanopargaciklariin ytizey ytkiini
Malvern marka DLS cihazinin zeta potansiyeli 6zelligini kullanarak 6lctiik. Bunun
icin, saflastirilan nanoparcacik soltisyonlarini hacimce 1:10 olacak sekilde 0,1 molar
NaCl ile seyrelttik ve PEG polimerinin kirilma indeksini (refractive index) baz
alarak yapilan metoda analiz ettik. Elde edilen ytizey ytikii degerleri mV cinsinden
olacak sekilde Tablo 3.4'te goriilebilir. Genelde, PEG polimerinin yapisimndaki
oksijen atomlar1 dolayisiyla negatif ¢ikan yiizey yukiu degeri, nerdeyse tim
nanoparcaciklar i¢in -10 mV’un altinda oldugundan elde edilen nanoparcaciklarin
ylizey yiikii agisindan stabil oldugu soylenebilir.

Hazirlanan nano parcaciklarin dlgiilen zeta potansiyel degerlerine bakildiginda
tiyol iceren fonksiyonel nano parcaciklarin ytizey ytiklerinin daha negatif mV
degerinde oldugu gortlebilir. Bunun sebebi, yiizeydeki tiyol gruplarindan gelen
elektronegatif stlftir atomlari olabilir. Ayrica serbest tiyol (-SH) gruplari, etraf su
molekiilleri ile Hidrojen bagi yaparken bagh olduklar1 hidrojen atomunu

verdiklerinde -S- negatif kalirlar ve bu durum da elde edilen nano parcaciklarmn
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daha negatif olmasi durumunu agiklayabilir. Ayrica, nano parcaciklarin yapiminda
kullanilan PEG-diMA polimerlerinin uzunluklar: arttikca, boyutlarmin arttigini,
DLS sonuglarinda gormiistiik. Boyutu artan nano parcaciklarin ytizey alanlar: da
artigindan dolay1 ytizeylerinde daha fazla O ve S atomlar1 olacagindan, yiizey
yiiklerinin daha negatif olmas: beklenmektedir.

Tetra-kis molekiilii eklenerek hazirlanan PEG bazli nanoparcaciklarin icerdikleri
serbest tiyol gruplarinin varlig1 ve miktar tayini, Ellman’s testi ile yapilmistir. Elde
edilen nanoparcacik soltisyonlari, kit prosediirtine uygun olarak aktif ajan (5,5'-
ditio-bis-(2-nitrobenzoik asidi)) ile muamele edilmis ve daha onceki tez
doneminde hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak serbest tiyol miktar tayini
yapilmustir. Olgiimler, UV-Vis spekstrofotometre cihazi kullanilarak 412 nm’de
almmustir. Tiyolstiz nanoparcaciklarin hepsinde olctilen degerler benzer ¢ikmus
olup, analiz baseline degeri (blank) olarak alinmistir. Her bir tiyollii nanopargacik
icin alinan sonugtan, kendi tiyolstiz versiyonunun sonucu ¢ikarilmis ve net serbest
tiyol miktar1 mM biriminde hesaplanmistir. Bu sonuglara gore, 6zellikle 2K ve 6K
boyutundaki PEG-diMA polimerleri ile yapilan tiyollii nanoparcaciklarin
yapisinda yiiksek miktarsa -SH grubunun var oldugu gosterilmistir.

Elde edilen goriintiilerde, hazirlanan nanoparcaciklarin beklendigi sekilde
yuvarlak oldugu ve agregat olusturmadig goriilmektedir. Her bir nanoparcacik
icin, alinan DLS boyut sonucunun SEM goériintiilemesindeki sonuctan daha biiytik
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.18, 3.19, 3.20). Bu durum, SEM goriinttilerinin,
nanoparcaciklarin  kurutularak ve yiiksek vakum altinda almmasindan

kaynaklandigr dustintilmektedir. Ciinkii bu nanoparcaciklar PEG bazh
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nanojellerdir ve kuruyunca vakum altinda buiztisebilir ve daha kiiciik boyutta
gozlemlenebilirler.

Tablo 3.9'da, tiim nanoparcaciklar icin karsilastirmali karakterizasyon ayrintilarini
sunmaktadir. Burada, PEG2K-diMA polimeri ile hazirlananlar, en kiiglik
uzunluktaki polimer zincirlerinin her iki ucundaki metakrilat birimlerinin artan
etkilesiminden kaynaklanmis olabilecek en yiiksek boyutu vermis gibi
gortiinmektedir. Mikroskop altinda gorsellestirme icin ytiksek vakum kosullar:
nedeniyle, DLS 6l¢timiine kiyasla SEM gortintiilemesinde boyutlar1 daha kiigtik
olarak olctildti. Ellman testi, daha fazla konjugasyon icin mevcut olan
yapilarindaki serbest tiyol miktarini 6l¢gmek i¢in NP4-6'ya uyguland1 ve PEG6K-
diMA polimeriyle elde edilen NP5'in en yiiksek tiyol grubu miktarina sahip
oldugu goriildii. Nanoparcaciklarin yapisindaki S atomunun varligi, SEM'e
birlestirilmis EDS dedektorui araciligiyla gerceklestirilen yari-kantitatif element
analizi ile de dogruland: (Tablo 3.8). Tium tiyollenmis nanoparcaciklarin,
ylizeyde bulunan elektronegatif atomlarin varligindan kaynaklanabilecek olan
tiyollenmemis olanlara kiyasla daha fazla negatif yiizey yiikintu korudugu
gozlendi. Ellman'in NP4 ve NP5 icin yaptig1 analizde elde edilen tiyol miktarlar1
ile iliskili olmasina ragmen, PEG10K-diMA polimerinden (NP6) elde edilen
nanopartikiiltiin en biiyiik boyutunun en diisiik yiizey yiikiinden sorumlu
olabilecegi diistintilmektedir.

Hazirlanan nanoparcaciklarin ytizey tizarine tutturuslmasi icin, altin kapli cam
ytizeyler kullanilmistir. Bu adimda asil amag, sensor ytizeylerini modelleyerek,

sensor dis1 ortamda ve altin yiizey tizerinde rahatca calisabilmek ve gerekli
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optimizasyonlar1 yapabilmektir. Nanoparcaciklar: yaptiktan sonra hem bu tiyollii
hem de tiyolsiiz nanoparcacik soliisyonlarini kullanarak, hem de bu
nanoparcaciklarin hazirlandig: lineer PEG polimerleriyle cam ytizeyler iizerine
kaplamalar yaptik. Lineer PEG polimeri kullanarak yaptigimiz kaplamalara “ince

4

film” diyebiliriz ve bu amacla nanoparcacikta kullanilan polimerlerle aym
molekiiler agirhiginda polimer zincirleri (Mwt: 2, 6 ve 10 kDa) ile calistik. Altin
kapli cam ytizeyler, sensor ytizeyleri igin bir model gorevi gormesi amaciyla
Vakum piiskiirtmeli kaplayic ile elde edildi ve hazirlanan nanoparcaciklarle
ylizey modifikasyonlar1 hem tiyollenmemis hem de tiyollenmis nanoparcaciklarle
etkilesimlerini kavramak igin incelendi. 100 nm kalinliginda altinla kaplanan bu
ytizeyler, spin kaplayici cihaz araciligiyla nanoparcacik ¢ozeltileriyle kaplandi ve
hava ile kurutulmus ytizeyler 1slatilabilirlikleri ve ytizey morfolojileri acisindan
degerlendirildi. Tablo 3.11'de, altin kapli cam yiizeyle karsilastirildiginda, tim
PEG bazli nanoparcaciklarin dogrusal PEG polimerleri gibi ¢ok hidrofilik ytizeyler
sagladig1 agikca goriilebilir.

SEM mikroskobik analizleri, orneklerin karbon bandi iizerinde damlatilarak
yapilir. Hazirlanan nano parcaciklarin sekillerinin incelenmesi igin de yine bu
karbon bantlar1 kullamilmustir. Su icerisinde disperse olan nanoparcaciklardan
ytizeyi kaplayacak sekilde mikropipetle bir miktar almarak, ayri ayri olacak
sekilde karbon bandi {tizerine damlatilistir. Ceker ocak icerisinde agik havaya
maruz kalarak kurutulan ornekler, daha sonra 50 nm altin ile kaplanarak SEM

cihazinda analizi yapilmistir. Yiiksek vakum altinda ve hem EDT hem de EDS

dedektorleri kullanilarak morfolojik goriintiilemeler yapilmstir.
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Kaplamasi yapilan nanopargaciklarin ytizey gortintiileri SEM cihazindan goriinti
almabilmesini saglamak amaciyla 6ncelikle metal kaplama cihazinda yaklasik
50nm kalnhiginda altinla kaplandi. Daha sonra, SEM cihaz1 altinda ytizey
gortintiilenmesi yapildi. Ayni cihazin fonksiyonu olan EDAX dedektoriiyle,
nanoparcaciklarin altin ytizeyindeki varligini kanmitlayacak S (stilfiir) varligina ve
yari-kantitatif miktarma bakildi. Cam {izerine yapilan kaplamalarmn kalinliginm
olcmek icin ytizeyler, cam kesici yardimiyla ufak bolimlere ayrildi ve dik bir
bicimde SEM altliklarina yerlestirilerek metal kaplama cihazinda gortintii vermesi
icin yine yaklasik 50 nm kalinliginda altin ile kaplandi. Daha sonra dik olarak
yerlestirilen camlarin mikroskopta kesit kalinligina bakildz.

Altm ytizeylere kaplanan nanoparcaciklar SEM ile gortintiilendi ve kiiresel yapilar
ylizeyin her tarafina dagilmis olarak gozlemlenebildi. Ayrica, nanopartikiil kaph
altin ytizeyler bir combiz yardimryla dikkatlice ikiye boliindii ve altin ytizeyindeki
nanopartikiil tabakasimin kalinligi, ytizeyler egik bir agidan goriinttilenerek
olculdi. Sekil 3.24, 3.25, 3.26, altin kapl ytiizeylerdeki nanopartikiil tabakalarmi
ince filmler olarak gostermektedir ve burada PEG2K-diMA polimeri ile hazirlanan
nanoparcaciklar (hem tiyollenmis hem de tiyollenmemis olanlar i¢in) cok katmanh
nanopartikiil birikimi ile daha kalin kaplamalar ile sonuclanmigtir. Ote yandan,
ayni kaplama prosediirii altinda hazirlanan kaplama tabakalarmm yan
gortintimlerinden tek katmanli nanopartikiil dagilimi gézlemlenebilir. DLS ile
Olctilen en kiictik hidrodinamik hacim degerlerine sahip olan PEG6K-diMA
polimeri ile hazirlanan NP2 ve 5, altin yilizeyinde daha ince nanopartikiil tek

katmanlar1 saglamis gibi gortinmektedir. Ancak, tiyollenmis olan NP5'in daha
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diizgtin ve homojen bir kaplama verdigi gozlemlendi; bu, altin ytizey ile tiyol
kisimlar1 arasinda yar1 kovalent bag olusumundan kaynaklanmiyor olabilir. Bu
baglanmay1 dogrulamak igin NP5, ddH»O'da 3 saat boyunca hafifce calkalanarak
inkiibe edildi ve ardindan EDS analizi yapildi. SEM goriintiilemesi, nanopartikiil
tabakasinin hala altin ytizeyinde oldugunu ve element analizinin ytizeyde Kuikiirt
atomu varhigii gosterdigini ortaya koydu; bu da tiyollenmis nanopargaciklarin
altin kapl yiizeyde hareketsizlestirildigini kanitliyor.

NTS(8-13), kanser dokularinda asir1 ifade edilen nérotensin reseptorlerine (NTSR)
ozgiil ve ytiksek afiniteye sahip norotensin peptidlerinin bir parcas: olarak tne
cikiyor. Literattirden, NTS(8-13) peptidinin pankreas kanseri hiicre zarlarinda bol
miktarda bulunan NTSR2'ye 6zgiil bir afiniteye sahip oldugu iyi bilinmektedir.
Hazirlanan nanopartikiil kapli altin ytizeylerin sensor ytizey modelleri olarak
uygulanmasi olarak, bu peptidin NTSR2 antikoruna baglanmas: incelendi.
Nanopargaciklar tizerindeki kalan tiyol gruplari, bu NTS(8-13) peptidinin distilfuir
baglar1 araciligiyla konjugasyonu icin degerlendirildi, bu sayede peptit ve hedefi
gibi olusan biyomolekiiller kompleksi, DTT gibi bir indirgeyici maddenin
yardimiyla sensor ytiizeyinde temizlenecek ve nanopartikiil-immobilize edilmis
altin ytizeyi bagka bir kullanim icin geri kazamlacaktir.

NTS(8-13) peptidi, peptit sentez cihaz ile kat1 faz peptit sentez yontemi ile N-
terminalinde ek bir C (sistein) amino asidi ile sentezlendi. Peptidin FT-IR
spektrumu, 1637 cm'de goriilen amid karbonil tepe noktasi ile birlikte N-H ve O-
H gerilmesine ait yaklasik 3200 cm-'deki karakteristik peptit tepe noktalar: ile

kimyasal yapisini dogruladi (Sekil 3.29). Elde edilen peptidin HPLC analizine gore
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%96,7 saflikta oldugu bulundu (Sekil 3.30). Daha sonra Sistein aminoasitinden
gelen tiyol grubu, aldritiyol molekiiliiyle reaksiyonu saglanarak PDS (piridil
distilftir) grubu ile korundu. %59,1 verim ve %80,6 saflikta elde edilen bu peptidin
PDS- korumali tiyol grubundan nanoparcaciklara baglanmasi saglanmustir.
Peptide bagl PDS grubunun varligi 'THNMR spektroskopisi ile 6,5 ve 8,5 ppm
arasinda yeni ortaya ¢ikan piklerle dogrulandi (Sekil 3.31). Ayrica, peptit yapisiyla
ilgili beklenen pikler hem saf peptid hem de PDS-modifiye peptid yapilarinin
NMR spektrumlarinda, amid karbonil protonlar: igin ~4,3 ppm'de ve izopropil -
CH3 protonlari i¢in ~0,8 ppm'de goriilen piklerle gozlendi.

Hazirlanan nanoparcaciklardan serbest tiyol grubu yiiksek olan PEG2K-diMA
(1,482 mM -SH) ve PEG6K-diMA (1.771 mM -SH) iki nanoparcacik, peptid
baglama adimda kullanilmistir. Nnoparcaciklar, icerdikleri tiyol grubunun molce
1,5 kat1 olacak sekilde Pep-PDS molekiilleri ile tepkimeye sokulmustur. PEG2K-
diMA igin 2,223 mM (2,3 mg) ve PEG6K-diMA icin 2,656 mM (2,7 mg) Pep-PDS
malzemesi kullanilmistir. PEG tabanli tiyollenmis nanoparcaciklarin gevresine
peptit konjugasyonu, distilfir degisim reaksiyonu yoluyla gerceklestirildi.
Herhangi bir safsizlifi ve reaksiyona girmemis molekiilleri gidermek icin
nanopartikiilin  Amicon filtrelerinden saflastirilmasindan sonra, peptit
baglanmasi hem DLS hem de SEM ile 6lciilen artan boyutla dogrulandi. Ayrica,
nanoparcaciklarin ytizey yiikii de pozitif degerlere dondii ve bu da peptit
molekiillerinin  basarilh  bir sekilde baglandigin1 = gosteriyor.  Peptit
konsantrasyonlari, saf peptit standartlariyla elde edilen bir kalibrasyon egrisi

kullanilarak nanodrop ile 6lctildii ve NP7 (Pep-PEG2K NP) icin 105,3 pg/mL ve
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NP8 (Pep-PEG6K NP) icin 203,2 pg/mL ile sonuglandi. Ellman testi,
konjugasyon reaksiyonundan sonra serbest tiyol grubu kalmadiginm1 dogrulamak
icin peptit bagh nanoparcaciklare uygulandi. Daha yiiksek peptit miktar1 ile NP8,
ylizey baglama deneyleri icin secildi.

Tiyolli nanoparcacik olan NP8in altin ytizeye kaplanmasinin ardindan,
nanoparcaciklarin st taraflarinda kalan tiyollere ise PDS-korumali NTS(8-13)
peptidinin  konjligasyonu yapilmistir. Boylece, nanoparcacik tutturulmus
ylizeylere biyomolekiil baglanmasi basari ile gosterilmistir. Daha sonra, bu peptid
molekiilleri, nanoparcaciklara baglandiklar1 distilfit gruplarinin indirgeyici bir
ajanla (DTT) kirilmasi sonucu serbest kalmis ve ytizeyden uzaklastirilmistir. Bu
distulfit bagmin kirilabilir oldugu, ve ytizeyde geride biraktii nanoparcacik
tizerindeki tiyol gruplarin peptid baglamada tekrar kullanlabilir oldugunu
gostermek icin SEM-EDS analizi yapilmustir. Sekil 3.37'de gortilen atom agirhik
oranlarindaki degisime bakilirsa, ytizeydeki kiikiirt ve azot atomlarmin varhigy,
nanoparcacik ve peptid baglama ve kopma durumlarina gore en az 2 tur geri
kazandirilabildigi gortlebilir. Bu durum, elde edilen nanoparcacik tutturulmus
altin ytizeylerin, peptid baglamada tekrar kullanilabilir olduguna isaret eder.
Oncelikle, NTS(8-13) peptid-NTSR2 antikor etkilesiminin baglanma egilimi,
Monolith NT.115Pico cihazinda RED-NHS etiketli antikora karsi analiz edildi. 16
kez seyreltilen peptid soliisyonu kullanilarak gerceklestirilen baglanma calismasi
sonucu elde edilen egri, FNorm[%o]- Ligand Konsantrasyonu olarak molarite [M]
olarak sunulmustur. Bu etkilesimin deneysel ayrisma sabiti (Kd), 32,9 + 0,69 nM

olarak hesaplanmuistir; bu, peptid ile antikoru arasinda belirli bir afinite diizeyi
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oldugunu gostermektedir. Literatiire gore, bu NTS(8-13) peptidinin yiiksek
afiniteli reseptoriit NTSR2'ye baglanma afinitesi 5-7 nm'lik bir Kd degeri olarak
bildirilmistir ve bu, peptidin bu calismada bulunan ilgili antikorla olan

etkilesimine kiyasla ¢ok daha gtiglii bir etkilesime isaret etmektedir.
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Altin yuizey {izerine tutturulan NP8 icin, biyomolekiil baglanma deneyleri de
yapilmistir. Bu amagla, nanoparcaciklarm bazi tiyol gruplari altin yiizeye tutturma
icin, daha once anlatilan prosediir kullanilarak gergeklestirilmis ve {iist tarafta
kalan tiyol gruplaria da PDS-kortumal peptidin distilfit baglari ile konjiigasyonu
gerceklestirilmistir. Bu ytizeye baglanan peptidlerin, afinite calismalar1 icin
NTSR2 antikoru tizerinden ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bu deneyde kullanilan
antikor miktari, doygunluk kosulunu ortadan kaldirmak icin bu peptide kars: Kd
degerine kiyasla cok diistiktii, ancak s1vi kromatografisinde hala tespit edilebilirdi.
Inkiibasyon ¢ozeltisinde olctilen antikor yogunlugunu temsil eder ve 4 saatlik
inkiibasyonun, altin ytizeyindeki nanoparcaciklare konjuge edilmis peptitlere
neredeyse %95,2 antikorun baglanmasi icin yeterli oldugu acikca anlasilmaktadir.
Dahasi, baghh antikorun salinmasi sert asidik kosullar altinda (pH3.0)
gerceklestirildi ve bu da ytizeydeki baslangicta bagli antikor miktarinin %34,5'inin
ayrilmasiyla sonuglandi. HPLC kromatograminda ayrica, daha polar olmayan
bolgede ekstra bir tepe noktasinin ortaya ciktigi gozlemlendi; bu, salinan
antikorun bir kisminin deprotonasyonunu veya denatiirasyonunu gosterebilir
(Sekil 3.39). Elde edilen verilerle, peptit dekorlu nanopartikiil kapl altin ytizeyin,
belirli bir afinite ile hedef molekiillerin tespiti i¢in tekrar kullanilabilir bir platform

olarak kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu sonucuna varilabilir.
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5.SONUCLAR

Burada, biyomolekiil tespitini iyilestirmek igin altin ytizeye bagh kiitle
sensoOrlerine uygulanabilen nanopartikiil immobilize ytizeyleri hazirlamak icin
yeni bir strateji tanttilmigtir. Ug molekiil agirligindaki (2, 6 ve 10 kDa) PEG bazl
polimerler, %95'e kadar ytiksek verimlerle her iki uctan metakrile edildi ve NP
sentezlemek icin kullanildi. Bu NP'ler, tetra-tiol iceren bir capraz baglayicinin asir
miktarlar1 eklenerek serbest tiyol gruplari ile dekore edildi. 100-200 nm'lik
tiyollenmis NP'ler negatif ytizey ytiklerini korudu ve sulu bir ortamda kararh
hidrodinamik boyut sundu. Bu NP'ler, cam ytizeyler tizerine biriktirilen altin
filmler {izerine kapland1 ve tiyollenmis NP'ler, bu ytizeylere yar1 kovalent S-Au
baglar1 yoluyla immobilize edildi. NP kapli altin yiizeylerin yan gortnimi,
nanopartikiil kaplamalarinin kalinliginin ~250 nm oldugunu ortaya koydu.
Kalinlik belirgin sekilde azaldi ve altin ytizeyinde, ozellikle PEG6K- diMA
polimerlerinden sentezlenenler olmak {izere, 85 nm boyutunda bir NP
monokatmant olustu. NP'ler tizerindeki tiyol gruplari, pankreas kanseri
hticrelerindeki reseptorlere ytiksek afinitesi ile bilinen, %95 saflikta elde edilen bir
peptit dizisine (NTS(8-13)) baglandi. Distilfiir baglar1 araciligiyla geri dontistimlii
konjugasyonu, biyomolekiil baglanmasindan sonra saliniminmi kolaylastird: ve
NP-immobilize edilmis ytizeyin en az iki dongt boyunca sonraki kullanim igin
restore edildigi gosterildi. Bu peptidin resepttr antikoruna baglanmasinin 4 saat
icinde %96,7'ye kadar ulastig1 arastirildi. Bu bulgular, NP-immobilize edilmis altin
kaplamali bir cam ytizeyin hazirlanmas: icin gelistirilen protokoliin, altin film

iceren sensor ytizeylerine uygulanacak protokol olarak degerlendirilebilecegini
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gostermektedir. Ligand molekiillerinin NP'ler {izerinde geri doéntisimli
konjugasyonu nedeniyle yeniden kullanilabilir bir yiizey saglar; bu, altin ytizey
tabanli sensorler icin cok amach hastalik teshisi igin esnek, yenilenebilir biyosensor

platformlari olusturmanin 6ninii agabilir.
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