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Viicutta artmis yag miktar: olarak tanimlanan obezitenin goriilme siklig1 cinsiyet, yas ve
irka gore farklilik gosterir. Cocukluk c¢agi obezitesi son yillarda diinya capinda artig
gostermektedir. Obezite, tip 2 diabetes mellitus, non alkolik hepatosteatoz, hipertansiyon,
hiperlipidemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ciddi komplikasyonlara neden olmaktadir.
Bu sebeple bu hastaligin erken teshisi son derece 6nem teskil etmektedir. Bu doktora
calismasinda c¢ocukluk ¢agi obezitesinin erken teshisi i¢in potansiyel olabilecek leptin,
adiponektin ve noropeptit Y biyobelirtegleri i¢in kullan-at biyosensorler gelistirilmistir.
Biyosensorlerin tiim immobilizasyon adimlari, optimizasyon calismalari ve analitik
karakterizasyonu elektrokimyasal impedans spektroskopisi, dongiisel voltametri ve kare dalga
voltametrisi tekniklerinden yararlanilarak takip edilmis ve degerlendirilmistir. Biyosensorlerin
immobilizasyon adimlarina ait yiizey morfolojisinin goriintiilenmesi igin taramali elektron
mikroskopu (SEM) cihaz1 kullanilmigtir. Tasarlanan biyosensorlerin - klinik alanda
kullaniminin incelenmesi i¢in gergek serum Orneklerine uygulanabilirligi test edilmistir.
Biyosensorlerin gercek serum 6rneklerinde analit (leptin, adiponektin, néropeptit Y) tayinine
yiiksek hassasiyette olanak sagladigi gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda gelistirilen biyosensor
sistemlerinin uzun sire raf Omri, femtogram ve pikogram diizeyinde analit
konsantrasyonlarini tayin edebilme potansiyeli, tekrar iiretilebilirlik, yliksek hassasiyet gibi
avantajlara da sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Cocukluk c¢ag1 obezitesi, biyosensor, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi

2018, 127 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE BIOSENSOR SYSTEMS FOR EARLY DETECTION
OF CHILDHOOD OBESITY

Burcu OZCAN

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

The incidence of obesity, which is defined as increased amount of fat in the body,
differs according to gender, age and race. Childhood obesity has been increasing worldwide in
recent years. Obesity causes serious complications such as type 2 diabetes mellitus, non
alcoholic hepatosteatosis, hypertension, hyperlipidemia and cardiovascular diseases. For this
reason, early diagnosis of this disease is extremely important. In this phD study, disposable
biosensors have been developed for leptin, adiponectin and neuropeptide Y which are
potential biomarkers for early detection of childhood obesity. All immobilization steps of
biosensors, optimization studies and analytical characterization were followed and evaluated
by electrochemical impedance spectroscopy, cyclic voltammetry and square wave
voltammetry techniques. A scanning electron microscope (SEM) was used for monitoring the
surface morphology of the immobilization steps of the biosensors. The applicability of the
designed biosensors to real serum samples was tested to investigate the potential of them in
clinical use. It has been observed that biosensors sensitively allow the determination of
analytes (leptin, adiponectin, neuropeptide Y) in real serum samples. At the same time, it has
been found that the developed biosensor systems have advantages such as long shelf life,
reproducibility, high sensitivity, potential to determine analyte concentrations at femtogram
and picogram level.

Keywords: Childhood obesity, biosensor, electrochemical impedance spectroscopy

2018, 127 pages
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1.GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan ‘viicutta sagligi olumsuz etkileyecek bigimde
anormal veya asir1 yag birikmesi’ olarak tanimlanan obezite tiim diinyada hizli bir sekilde
artarak yiizyilin en 6nemli saglik sorunlarindan biri durumuna gelmistir. Erigskinlerde ¢ok sik
rastlanan obezitenin ¢ocuk ve adolesanlar1 da etkileyerek yayilmasi endise verici hal almistir
(Meier ve Gressner 2004).

Amerika Birlesik Devletlerinde Ulusal Beslenme ve Saglik Arastirmasi (NHANES)
sonuglarina gore 2-19 yas arasindaki ¢ocuk ve adolesanlardaki obezite oran1 % 16.9 (12.5
milyon), yenidogan ve okul éncesi ¢ocuklarda % 8.1 olarak belirlenmistir. Ulkemiz igin de
cocukluk cagi obezitesi onemli bir saglik sorunudur. Saglik Bakanligi tarafindan yapilan
Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi (TBSA) sonuglarina gore 0-5 yas grubu ¢ocuklarda
asir1 kilo orant % 17.9, obezite oran1 % 8.5; 6- 18 yas grubu ¢ocuklarda ise asir1 kilo oran1 %
14.3, obezite oran1 % 8.2 olarak belirlenmistir. Cocukluk ¢aginda goriilen bu hizli artis bircok
psikolojik ve fizyolojik sorunlara yol ac¢maktadir. Ayni zamanda obez bireylerin
hipertansiyon, solunum sistemi rahatsizliklari, tip II diyabet gibi hastaliklara yakalanma
yatkinliklar1 daha fazladir. Ayrica obezite giiven kaybi, depresyon ve sosyal ortamlardan
uzaklagsma gibi psiko-sosyal sorunlara da neden olabilmektedir. Obez ¢ocuk ve adolesanlarin
yetiskinlikte de obez olma olasiliklari daha yiiksektir. Obez ¢ocuklarin 1/3'i, obez
adolesanlarin ise % 80" erigskin yasa ulastiklarinda obez kalmaktadirlar. Bu olumsuz
nedenlerden dolay1 ¢ocukluk ¢agi obezitesinin onlenmesi, erken donemde tanilanmasi ve
tedavisi cocukluk ve eriskin donemde obeziteye bagli ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin

onlenmesi agisindan 6nemlidir (Weiss ve ark. 2004).

Biyosensorler, kimyasal bir bilesige karst verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da
elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Son yillarda biyolojik
molekiillerin son derece yiiksek hassasiyetteki yanit verme kapasitelerinin kesfedilmesi,
biyosensor sistemlerinin ilgi odagi haline gelmesine sebep olmustur. Bunlarin yanisira
biyosensorlerin kolay iiretilmesi, hizli ve pratik olmasi, minyatiirlesmeye uygun olusu gibi

avantajlar1 da mevcuttur (Marin ve Merkoci 2012).

Yasam sartlarim1  olumsuz anlamda etkileyen obeziteyle iliskili potansiyel

biyobelirteglerin belirlenmesi ve analiz edilebilmesi hastalifin erken tanisi i¢in oldukga

1



faydali olacaktir. Biyobelirtecler, 6nemi giderek artan, klinik hastaliklarin teshisi, tedavi

cevabinin izlenmesi ve prognozun belirlenmesinde kullanilabilen parametrelerdir.

Tim bu bilgiler 1s18inda gergeklestirilen bu doktora tezinin amaci, ¢ocukluk
doneminde ortaya ¢ikan obezitenin tayini i¢in uygun modifikasyon yontemleri kullanilarak
biyosensor sistemlerinin gelistirilmesidir. Gelistirilen bu biyosensor sistemleriyle obezite i¢in
potansiyel biyobelirte¢ olarak degerlendirilen leptin, adiponektin ve ndropeptit Y’nin analizi
hedeflenmistir. Elektrokimyasal temelli gelistirilen bu biyosensorlerin  ger¢ek serum

orneklerinde denenmesiyle, klinik alanda kullanim potansiyelleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Cocukluk Cagi Obezitesinin Degerlendirilmesi

Obezite, viicutta depolanan yag  miktarmin  fazla  olmasi  seklinde
tanimlanabilir. Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda siklikla goriilen metabolik bir hastaliktir. Obezite
olusumunun sebepleri fazla ve dengesiz kalori alimi, genetik faktorler, endokrin yikicilar
olarak bilinen ¢evresel faktorler ve hormonal faktorler olarak siralanabilir (Munyaka ve ark.
2014). Obezite beraberinde getirdigi sorunlar nedeniyle tek bir hastalik olarak kabul
edilmemelidir. Cocukluk ¢aginda meydana gelen obezite insiilin direncine sebep olabilmekte
ve bu durum erken yaslarda tip 2 diyabetin goriilmesiyle sonuglanabilmektedir. Ayni zamanda
cocuk ve adolesanlarda hipertansiyona eslik eden hiperlipidemi ile beraber metabolik
sendroma yol acarak yetiskin ¢agda kardiyovaskiiler olaylara zemin hazirlamaktadir (Weiss
ve ark. 2004).

Diinya saglik orgiitiiniin verilerine gére 43 milyon okul dncesi gocuk obez veya fazla
kiloludur ve 1990 yili ile kiyaslandiginda ise %4,2’lik artis goriilmektedir (de Onis ve ark.
2012).

Gelisen teknoloji ¢agi ile ¢ocuk ve adolesanlarda fiziksel aktivite fazlasiyla
kisitlanmigtir. Ayn1 zamanda yanlis beslenme aliskanliklarindan dolay1 viicutta kalori
dengesizligi olusmaktadir (Bagriacik 2009).

Obezitenin fenotipik olarak kendini belli etmesinin yanisira viicuttaki yag miktarini
objektif olarak 6lgen bircok yontem mevcuttur. Klinik olarak obezitenin tanimlanmasinda
kullanilan parametre viicut kitle indeksi (VKI) dir. VKI, kilonun boyun karesine oranidir
(kg/m?) (Cole ve ark. 1995). Cocuklarda yetiskinlerden farkli olarak yasa ve cinsiyete gore
degisiklik gostermesi nedeniyle VKI persantilleri vardir. Cizelge 2.1’ de VKI degerlerine gore
obezite siiflandirilmasi gosterilmektedir.

Diger bir kolay yontem de boya gore agirlik 6l¢iimiidiir. Boya gore agirligin >%120
olmas1 Obeziteyi isaret etmektedir. Bunlarin yanisira, ultrasonografi, nétron aktivasyon
analizi, total viicut suyu hesaplanmasi, manyetik rezonans goriintiileme yoOntemi,
biyoelektriksel impedans (BIA), total viicut gecirgenligi gibi tekniklerle de viicuttaki yag
orant hesaplanabilmektedir (Must ve ark. 1991). Ancak bu tekniklerin hem c¢ocuklarda
uygulamasi ¢ok zordur hem de pahali tekniklerdir (Ellis ve ark. 1994).



Cizelge 2. 1. VKI degelerine gore obezite siniflandirmasi (Silva Magalhdes ve ark. 2014)

VKIi Siiflama
<18,5 Zayif
18,5-24,9 Normal
25,0-29,9 Fazla kilolu
30,0-34,9 Obezite sinif 1
35.0-39,9 Obezite sinif 2
>40 Obezite sinif 3
40-49,9 Morbid obezite

2.1.1. Obezite goriilme sikhig1

Obezite siklig1 cinsiyet, yas ve irka gore degiskenlik gostermektedir. Amerika Birlesik
Devleri’'nde ¢ocuk ve adodlesanlarda olduke¢a yiiksek oranlarda obezite goriilmektedir. Asirt
kilolu addlesan gocuklar %21-24 aras1 degisirken, obez ¢ocuk ve addlesanlar %16-18
arasindadir. ABD’de 1988-1994 yillar1 arasinda yapilan beslenme ve saglik taramasinda 6 ile
11 yas arasindaki ¢ocuklarin %13,7’sinde, 12 ile 17 yas aras1 ¢ocuklarin ise %11,5’inde viicut
kitle indeksi >95 persentil olarak tespit edilmistir 2003- 2006 yillar1 arasinda yapilan
beslenme ve saglik taramasinda ise ¢ocuk ve addlesanlarin %16,3’(i obez olarak tespit
edilmistir (Ogden ve ark. 2007).

Diinya saglik orgiitii verilerine gore Tiirkiye’ de cocuklarda obezite prevelansi

%16,1°dir. Bu prevelans, erkeklerde %15,6, kizlarda %23,9 olarak bulunmustur.

2.1.2. Obezitede etkili molekiiller

Obezitenin baslica nedeni, alinan enerji ile harcanan enerjinin dengesizligidir. Alinan
enerji ile harcanan enerji arasindaki bu farkliligin altinda yatan sebepler biyokimyasal,

cevresel, norolojik ve psikolojik faktorlerdir.

Alinan ve harcanan enerji dengesi gesitli biyomolekiil tarafindan regiile edilir. Istah,
enerji sarfi ve viicut agirliginin dengesinde bazi hormonlar (insiilin, leptin, néropeptit Y,
grelin, kolesistokinin) islev gormektedir. Bu hormonlar aglik ve toklugu kontrol eder, yeme

sikligint belirler.

Insiilin ve leptin hormonlar1 istahin uzun siireli regiilasyonunda etkilidir. Adipoz

dokudan salinan leptinin ve pankreasta B-hiicrelerinden salinan insiilinin yag kiitlesinde artis
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ile paralel olarak hipotalamusta istahi baskilamak iizere sentezi artmaktadir. Anoreksigenik
noronlarin uyarilmasiyla tokluk hissi olusur. Ancak leptin direnci veya eksikligi ile beraber

sinyallesmede olusan bozukluk sonucunda ag¢lik duyusu daha ¢ok artar.

Istahin kisa siireli kontroliinde ise sorumlu hormonlar grelin, PYY(peptit tirozin
tirozin), kolesistokinin ve noropeptit Y dir. Bu hormonlar istah1 baskilamaktadir (Bekpinar
2015).

Sekil 2.1°de istah iizerine etkili hormonlarin arkuat nukleusta anorektik/oreksigenik

ndronlardan néropeptitlerin salgisin1 uyarma/inhibe etme mekanizmasi goriilmektedir.

Sekil 2. 1. Istah iizerine etkili hormonlarm néronlardan néropeptit salgisin1 uyarma/inhibe
etme mekanizmasi (PYYR: Peptid YY reseptérii, GR: Grelin reseptorii, IR: Insiilin
reseptorii, LR: Leptin reseptorii) (Bekpinar 2015)

Son yillarda yapilan arastirmalar, obezitenin olusmasinda bu peptitlerin ve

reseptOrlerinin sentezindeki genetik farkliliklarin etkisinin oldugunu diistindiirmektedir.
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2.2. Cocukluk Cag Obezitesinin Erken Teshisi icin Potansiyel Biyobelirtecler: Leptin,
Adiponektin, Noropeptit Y
Cocukluk ¢agi obezitesinin sebep oldugu tiim hastaliklarin 6niine gegebilmek, giinliik
yasami etkileyen tiim etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in erken teshis edilmesi biiyiik 6nem

arz etmektedir.

Biyobelirtegler, objektif olarak Ol¢iilmekte ve terapotik miidahale igin normal
biyolojik siireglerin, patojenik siireglerin veya farmakolojik tepkilerin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Biyobelirtegler, hastaliklarin tespiti ve saglik durumunun izlenmesi

i¢in birgok fonksiyona sahiptir. Bu uygulamalar asagida siralanmistir:

v/ Bir hastalig1 veya anormal durumu olan hastalarin tanimlanmast i¢in bir teshis araci
olarak kullanilabilir (6rnegin, yiiksek kan sekeri konsantrasyonu igin diyabet mellitus tanisi)

v'Hastaligin evrelendirilmesi igin bir ara¢ olarak kullanilabilir (6rnegin; gesitli
kanserler i¢in karsinoembriyonik antijen-125 6l¢timleri)

v'Bir miidahaleye klinik yanitin 6ngoriilmesi ve izlenmesi i¢in kullanilabilir (6rnegin;

kalp hastaligi riskinin saptanmasi i¢in kan kolesterol konsantrasyonlart) (Atkinson 2001).

2.2.1. Leptin

Leptin (latince leptoz) adipoz dokuda sentezlenen ve plazmaya salinan ob gen
{iriniidiir. Insanda enerji harcanmasmin homeostazisinde ve iiremede dnemli bir rol oynar.

Beslenme davranisini belirlemek i¢in 6nemli oldugu bilinen hipotalamustaki reseptor ile

etkileserek hareket eder (Zhang ve ark. 1994; Caro ve ark. 1996).

Leptin yapis1 sitokinlere benzemektedir. NMR (niikleer manyetik rezonans) ile
goriintiileme leptinin 4’lii sarmal bir yapiya sahip oldugunu gosterir (Sekil 2.2). Leptin, iki
uzun ¢apraz bagla baglanmis dort antiparalel heliks ve sola doniislii helikste yer alan kisa bir
ilmek (loop) igermektedir. Buna ek olarak leptin tek bir disiilfit bagina sahiptir ve bu distilfit

bagi leptinin fonksiyonu igin biiyiik 6nem tagimaktadir.



Sekil 2. 2. Leptinin 4’1ii sarmal yapis1 (Wang ve ark. 2010)

Laboratuar hayvanlariyla yapilan g¢aligmalarda, serum leptin seviyesinin hayvanin
genel yaglanma diizeyini ve obezitede yiikselip, gida eksikligi gibi akut manipiilasyonlarda
azalan enerji denge durumunu yansittigi belirtilmistir (Trayhurn ve ark. 1999).
Insanlarda serum leptin diizeyleri de genellikle VKI gibi obezite indeksleri ile pozitif
korelasyon gosterir ve boylece biriken adipoz doku depolarmin biyiikliigiini yansitirlar

(Considine 1996).

Leptin kanda proteine bagl veya serbest halde mevcuttur ve aktivitesi serbest formu
sayesindedir. Obezlerde serum leptininin biiyiikk kismi serbest formdadir (Brabant ve ark.
2000; Meier ve ark. 2004).

Tokluk hissinin ve viicut agirligimin kontrol edilmesindeki 6nemli rolii nedeniyle,
leptinin kesfedilmesi obeziteyi tedavi etmek icin potansiyel kullaniminda biiylik ilgi
olusturmustur. Leptin geninin homozigot mutasyonuna bagli konjenital leptin eksikligi,
insanlarda oldukga nadirdir. Bu eksiklik esas olarak hiperfaji, hiperinsiilinemi ve tip II diyabet

nedeniyle erken baslangi¢li morbid obezite ile sonuglanir (Farooqi ve ark. 2002).



2.2.1.1. Leptin ve obezite iliskisi

Leptinin hem beyin hem de periferik dokularda yerlesik reseptorlere sahip oldugu ve
bu reseptorler araciligiyla beslenme, termogenez, immun sistem, lireme, kemik dansitesi,
beyin gelisimi, hemodinami, solunum, sempatik sinir aktivitesi ve karacigerde insiilin-iliskili
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol aldigi belirtilmistir (Himms-Hagen 1999). Bu
fonksiyonlarinin biiyiik bir kismi, merkezi sinir sistemi araciligiyla gerceklestirilir. Leptinin
merkezi sinir sisteminde ki (MSS) etkileri ¢ok daha yaygindir. Leptin eksikliginde beyin

agirliginda azalma, néronlarda da yapisal bozukluklarin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

Insanda, nicelik olarak degil ama islevsel olarak leptin eksikliginin goriildiigii temel
durum obezitedir; zira obezitede, artmis serum leptin diizeyleri sonucu santral ve periferik
leptin direnci gelismektedir. Leptinin kendisine karsi olusan direng obezlerde islev
gbérememesine bir sebeptir . Diren¢ sendromunda 6nemli olan efektor diizeyidir (Nem ve ark.
2001). Leptine direnci yenmek ig¢in daha yiiksek leptin diizeyi gerekir, bunun igin yag
dokudan daha ¢ok leptin salinir, daha ¢ok leptin salinimi kendisini {ireten yag dokunun
artigina yol acar. Leptin hormonu etkisini gosterebilmesi i¢in kan-beyin bariyerini gegmek
zorundadir ve bu gegis satlire olabilen tasiyicilara bagli  oldugundan tasiyici

fonksiyonlarindaki herhangi bir bozukluk da leptine dirence yol acabilmektedir. (Golden ve
ark 1997).

2.2.2. Adiponektin
Beyaz adipoz dokuda eksprese edilen adiponektin (APN), glikoz ve lipit

metabolizmasinda rol oynayan bir anti inflamatuar adipositozindir. Yapisinda 244 aminoasit
icermektedir (Thanakun ve ark. 2014).

APN konsantrasyonu yiiksek yogunluklu lipoprotein-Kolesterol diizeyleri ile pozitif;
karaciger yag igerigi, obezite veya viicut kitle indeksi (BMI) ile birlikte glukoz ve insiilin
konsantrasyonlari ile negatif korelasyon gosterir. Diyabetik hastalarda diisiik APN seviyeleri
gozlenmektedir. Tim bu iligkiler, APN’ yi metabolik sendrom icin olas1 bir biyobelirte¢
olarak diisiindiirmiistiir (Brooks ve ark. 2006).

Adiponektinin in vitro olarak endotele monosit adezyonunu inhibe etmek ve
makrofajlarin  kopiik hiicrelerine donisiimiinii engellemek gibi antiaterojenik etkileri
mevcuttur. Ayrica aterosklerotik kalp hastaligi olan olgularin adiponektin seviyelerinin
normal populasyondan disiik oldugu saptanmistir (Ouchi ve ark. 1999). Bu bulgular

adiponektinin anti aterosklerotik etkileri olabilecegini diisiindlirmektedir.



Diger adipokinlerin tersine insiilin direnci olan durumlarda ve obezitede adiponektinin
serum konsantrasyonu azalmistir. Adiponektin yag asidi oksidasyonunu ve insiilin
duyarhiligini artirir (Yamauchi ve ark. 2001). Hepatik glukoz iiretimini azaltir ve insiilinin
karacigerdeki etkilerini potansiyalize eder ve bdylece insiilin duyarliligini artirir (Berg ve
ark. 2001). Benzer sckilde, hayvan modellerinde de adiponektinin hepatik insiilin
duyarlhiligini artirdigi gosterilmistir (Combs ve ark. 2004).

Adiponektin, fosfoenol piruvat karboksikinaz, glukoz-6-fosfataz gibi glukoneojenik
enzimlerin aktivitelerini azaltirken, karacigerde yag asidi oksidasyonunu artirmaktadir.
Maymunlarda obezite ve yaslilikla iligkili olarak insiilin direnci gelisirken adiponektin
seviyelerinde azalma gozlenir (Hotta ve ark. 2001). Obez insanlarda da adiponektin
seviyelerinde diisiis izlenir. Insiilin direnci ve yiiksek duyarlilikli CRP arttikga adiponektin
diizeyleri azalmaktadir (Higashiura ve ark. 2004). Literatiirde yiiksek adiponektin seviyesi
olan bireylerde tip 2 diyabet gelisme riskinin adiponektin seviyeleri diisiik olan kisilerden
daha az oldugu bildirilmektedir (Spranger ve ark. 2003). Kilo verme ve diyet gibi insiilin
duyarliligin arttiran girisimler plazma adiponektin diizeylerini artirmaktadir.

Arastirmacilar TNFo ve IL-6’nmin insiilin direnciyle olan iliskisini adiponektin
tizerinden gerceklestirdiklerini bildirmektedirler. Literatiirde adiponektin uygulanmasi ile hem
obezite hem de diyabet modellerinde insiilin direncinin azaldigi tespit edilmistir (Guerre-

Millo 2004).

2.2.3. Noropeptit Y
Noropeptit Y (NPY) ilk olarak 1982'de domuz beyninden saflagtirilmis ve izole

edilmistir ve 36 amino asitten olugsmaktadir. Hem C hem de N terminali kalintilari, ismini
aldigi Tyr (Y) dir. C terminali Tyr amitlenmistir. NPY" nin amino asit dizisi, peptid YY
(PYY:% 70) ve pankreatik polipeptit (PP:% 50) ile homologdur (Tatemoto 1982).

NPY beyinde, sempatik sinir sisteminde ve bobrekiistii bezinde dagilir. NPY gida
alimim giiclii bir sekilde arttirir ve enerji tiiketimini azaltir. Ayrica, NPY hafiza siireclerini,
depresif durumu, kaygiyi, stres ve nobeti modiile eder. Ayn1 zamanda, sirkadiyen ritimlerin
karanlik-karanlik dongiisiinii kontrol eden bir kimyasal medyator gibi davranir (Morris

1989).



2.3. Erken Teshiste Biyosensorler ve Avantajlar:

Biyosensorlerin gelistirilmesinin temelinde canlilarin ¢evrelerindeki degisimi algilama
ve yanit verme mekanizmalart vardir. Biyosensorlerin "International Union of Pure and
Applied Chemistry” (IUPAC) tanimi, "kimyasal bir bilesige karsi verilen biyolojik yaniti
optik, termal ya da elektriksel sinyallere doniistiiren cihazlar" seklindedir (Arshak ve ark.
2008).

Biyosensor tabanli cihazlar, hedefe yiliksek duyarlilik ve seg¢icilik, hizli islem siiresi,
kolaylik, maliyet agisindan faydali olma gibi ¢esitli avantajlar sunan mevcut yaklasimlari
saptamak i¢in uygulamaya koyulmustur. Cizelge 2.2 klasik tayin yontemleri ile biyosensor

sistemlerinin kiyaslamalarini 6zetlemektedir (Kumar ve ark. 2015).

Cizelge 2. 2. Biyosensor sistemleri ile klasik tayin yontemlerinin kiyaslanmasi (Kumar ve
ark. 2015)

Biyosensor

Yiiksek hassasiyet X Ticari alanda kisitlilik
Hizli tayin

Ucuzluk
Kolay hazirlanma

Kontrollii 6rnek hazirlama

AN NN R

Ozgiinliik

Klasik analitik yontemler (ELISA,RIA vb.)

v’ Hassasiyet X Uzun siireli prosediir
v Ozgiinliik X Pahalilik
X Yiikseltilmis organik ¢oziicii

X Tekrar kullanilamamasi
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Biyolojik sensorlerin bir alt siifi olarak elektrokimyasal biyosensorler, bir biyolojik
algilama eleman1 ve bir elektrokimyasal doniistiiriiciiden olusur. Tanima eleman1 (enzimler,
antikorlar, DNA / RNA, dokular veya diger biyomolekiiller), secici olarak hedef analit ile
reaksiyona girer ve sonug olarak, bir elektrik sinyali iretilir ve daha sonra, doniistiiriicti
vasitastyla sinyal islemcisine iletilir. Amplifikasyon ve ayirma gibi bir dizi adimdan sonra
yararl bilgiler elde edilebilir. Elektrokimyasal biyosensorler yaygin olarak gelistirilmistir ve
bazilar1 ticari asamaya ulasmis ve rutin olarak ¢evresel ve tarimsal uygulamalarda ve 6zellikle

klinik laboratuvar ve endiistriyel analizlerde kullanilmaktadir (Trashin ve Pchelintsev 2010).

Elektrokimyasal biyosensorler genel hatlariyla biyolojik tanima siirecine gore iki
kategoriye ayrilabilir: biyokatalitik cihazlar ve afinite sensorleri. Biyokatalitik sensorler,
hedef analiti taniyan ve katalize edilmemis bir reaksiyona bagli reaksiyon hizini segici olarak
arttiran sensorlerdir. Enzimleri, hiicreleri ve doku dilimlerini igerir. Afinite biyosensorleri,
hedef analit ve antikorlar, niikleik asitler (DNA / MicroRNA) gibi biyokimyasal elementler

arasindaki etkilesime dayanir. Immiinosensérler ve elektrokimyasal DNA hibridizasyon

Elektrokimyasal biyosensorler son birka¢ on yildir hastaliklarin erken tanisina
yonelik kullanimlariyla oldukega ilgi ¢ekici olmustur. Hassasiyeti ve seciciligi, ¢cok kiiciik
konsantrasyonlardaki analite yanit verebiliyor olmasi, ucuz ve kolay hazirlanir olmasi gibi
avantajlarmin bulunmasi bu yontemin tercih sebeplerindendir (Demirbakan ve Sezgintiirk

2017).

2.4. Biyosensor Sistemleri i¢in Yenilik¢i Materyaller ve Yontemler

Biyosensor sistemleri gelistirilirken hassasiyet ve diisiik tayin smirlarn elde
edilebilmesi i¢in immobilizasyon tekniklerinin ve materyallerin dogru secilmesi ¢ok 6nemli

bir faktordur.

Literatiir arastirmalarinda biyosensorlerde kullanimina ¢ok fazla rastlanilmamis olan
grafit kagit elektrotlar sahip oldugu saglamlik, miilkemmel iletkenlik , stabilite, diisiik
algilama smirlari, maliyetinin diisiik olmasi1 gibi 6zelliklerinden dolayr biyosensor
sistemlerinde kullanim agisindan ilgi gormeye baslamistir. Ayn1 zamanda esnek olan bu

elektrotlarin en goze garpan 6zelliklerinden biri de kullan-at olmasidir.
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Son zamanlarda, biyo-uyumluluk ve hizli hazirlanmalarindan o&tiirii, biyosensor
gelisimi i¢in polimerize amino asitler diisiiniilmektedir (Yesil ve ark. 2016). Sentetik amino
asitler arasinda glutamik asit, elektrot yiizeyinde dogrudan elektropolimerize edilebilir.
Glutamik asitin bu kilit noktasi, onu biyosensorlerde immobilizasyon yontemi olarak
kullanilmasi i¢in uygun bir aday haline getirir (Lin ve ark. 2014). Glutamik asit, 1800
yilinda, bugday gliiteninden yola ¢ikilarak Karl Heinrich Ritthausen tarafindan kesfedilmistir.

Bu amino asit, iki karboksilik grup ile bir zincir yapisina sahiptir.

Poli- glutamik asit (PGA), glutamik asitin suda ¢oziiniir bir polimeridir. Polimer
yapisinda, tekrarlanan glutamat birimleri, a-amino ve o-karboksilik asitler fonksiyonel
gruplart ile birbirine baglanir (Richard ve Margaritis 2001). Elektrot yiizeyini modifiye
etmek i¢in PGA uygulamasi biylik ilgi gormektedir. Ciinkid iyl bir stabiliteye,
tekrarlanabilirlige, hizli hazirliga ve yapisinda serbest karboksilik gruplara sahiptir.
Literatiirde, glutamik asitin elektropolimerizasyonu temelli biyosensdrler hazirlanmasina

yonelik oldukga fazla ¢aligma mevcuttur (Gross ve ark. 1998).

Nanomalzemeler sahip olduklar1 6zelliklerden dolay1 yine biyosensdrler sistemlerinde
tercih edilen materyallerdendir (Xia ve Gao 2015). Grafen, karbon nanotiipler, fulleren ve
diger karbon nanomateryalleri i¢eren karbon nanomalzemelerin benzersiz fiziksel, kimyasal
ve elektriksel 6zellikleri vardir. Yiiksek yiizey-hacim orani, milkemmel elektriksel iletkenlik
ve uygun biyouyumluluk gibi 6zellikleri nedeniyle karbon nanomalzemeler, duyarlilik ve
kararlilik agisindan biyosensorlerin - performansini  6nemli  Ol¢lide artirabilir.  Yapi
farkliliklarina gore, karbon nanomateryaller sifir boyutlu (fulleren), tek boyutlu (karbon
nanotiipler) ve iki boyutlu (grafen) olarak siniflandirilirlar (Marin ve ark. 2012).

2004 yilinda Novoselov ve Geim tarafindan grafitten basariyla elde edildiginden beri,
grafen siirekli arastirma konusu olmustur. sp2 hibridize karbon atomlar ile altigen kafes
tarafindan olusturulan bu iki boyutlu (2D) karbon nanomateryal istikrarli ve gii¢lii bir yapiya,
kayda deger termal iletkenlige, muazzam 6zgiil yiizey alanina, milkemmel elektron transfer

kapasitesine, ayrica istenen esneklige sahiptir (Novoselov ve ark. 2004).

2.5. Kaynak Arastirmasi

Zhang ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 calismada leptin tayinine yonelik bir
elektrokimyasal biyosensor gelistirmeyi hedeflemislerdir. Calisma kapsaminda, caligma
elektrotu olarak kullandiklari GCE (camsit karbon elektrot) yi SWCNT- kitosan

nanokompozitleri ile modifiye etmislerdir. Sonugta arastiricilar, bu biyosensoriin 0-1000
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ng/mL araliginda genis bir tayin araligma sahip oldugunu ve tayin sirimin da 5 pg/mL

oldugunu one siirmiislerdir (Zhang ve ark. 2018).

Dong ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada bir amperometrik biyosensor ile
leptin tayinini hedeflemislerdir. Calisma kapsaminda, c¢alisma elektrotu olarak GCE i
kullanmislar ve elektrotu karbon nanotiip/kitosan film ile modifiye etmislerdir. Sonugta 0,05
ng/mL-500 ng/mL gibi genis bir tayin araligina ve 30 pg/mL tayin limitine sahip hassas bir
biyosensor gelistirdiklerini belirtmislerdir (Dong ve ark. 2014).

Martinez- Garcia ve arkadaslart 2017 yilinda yaptiklari ¢aligmada obeziteyle iligkili
néropeptit 'Y nin tayinine ydnelik elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmeyi
hedeflemislerdir. Calisma elektrotu olarak kullanilan SPE yi indirgenmis grafen oksit ile
modifiye etmis ve sonrasinda 4-aminobenzoik asitin dizonyum tuzu ile CV’ de 0 V’ dan -1 V’
a tarama yapmuslardir. Sonugta; biyosensor i¢in lineer tayin araligini 10-10 ng/mL olarak

belirlemislerdir (Martinez-Garcia ve ark. 2017).

Kong ve arkadaglar1 2017 yilinda PGA/MWCNT/polivinil alkol modifiyeli bir camsi
karbon elektrotun elektrokimyasal davranisini analiz etmislerdir. Prokaterol tayinine yonelik
gelistirdikleri biyosensor icin tayin araligimi 0,06 uM - 8 uM olarak belirlemislerdir.
Biyosensoriin yiiksek hassasiyet gosterdigini ve glutamik asitin katkisini 6ne siirmiislerdir

(Kong ve ark. 2017).

He ve arkadaslari 2013 yilinda yaptiklar1 calismada leptin tayinine yonelik bir
kemiliiminesans temelli immunosensor gelistirmeyi hedeflemislerdir. Tayin sinyalini
artirabilmek i¢in hemin/G-quadruplex DNAzyme kullanilmistir. Optimum kosullar altinda
gelistirdikleri immunosensoriin 1,9 pg/mL tayin sinir1, 10-1000 pg/mL tayin araligina sahip

ve yiiksek hassasiyette oldugunu belirtmislerdir (He ve ark. 2013).

Kim ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklart ¢alismada gelistirdikleri LSPR temelli
etiketsiz bir optik biyosensor ile leptin tayinini hedeflemislerdir. Bu amagla silika
nanopartikiiller tabakasinda ince bir altin (Au) filmin birikmesine dayanan ¢ok noktali altin
kapli nanopartikiil dizisi (MG-NPA) biyog¢ipiyle bir LSPR-bazli etiketsiz optik biyosensor
tiretmislerdir. Tayin sinirin1 100 pg/mL olarak belirledikleri biyosensoériin ucuzluk, kolay
hazirlanma ve yiiksek hassasiyet gibi birgok avantaja sahip oldugunu belirtmislerdir (Kim ve
ark. 2011).
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Sanghavi ve arkadaglar1 2014 yilinda yaptiklart ¢alismada bir nanokanal aygit ile
grafen modifiyeli elektrotlar kullanarak pikomolar seviyesinde ndropeptit Y’ nin
elektrokimyasal 6l¢iimiinii rapor etmislerdir. NPY’ nin hassasiyet siirin1 4 pM’ dan diistik

bulmuslardir (Sanghavi ve ark. 2014)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Biyosensorlerin Gelistirilmesinde Kullamlan Materyaller

Calisma elektrotu olarak kullanilan grafit kagit elektrot (GP elektrot) Xiamen Tob

New Energy Technology Co. Ltd den satin alinmustir.

Referans elektrot olarak kullanilan KCI ile doygunlasmis 3M Ag/AgCl elektrot iBAS,

Warwickshire, UK den satin alinmistir.

Karsit elektrot olarak kullanilan platin tel iBAS, Warwickshire, UK den satin

alimustir.
Glutamik asit Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA den satin alinmustir.

N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid (EDC) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA den alinmustir.

N- hidroksisiiksinimid (NHS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.

Potasyum dikromat (K,Cr,0O7), nitrik asit (HNO3) ve hidroklorik asit (HCI) Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmustir.

Indirgenmis grafen oksit Graphene Laboratories Inc, USA den satin alinmistr.
Leptin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmstir.

Anti-leptin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmustir.

Adiponektin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmstir.
Anti-adiponektin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.
Noropeptit Y Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.
Anti-néropeptit Y Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.

S1gir serum albiimini (BSA) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.

Potasyum mono bazik, potasyum di bazik, potasyum ferrisiyanat, potasyum

ferrosiyanat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmustir.

Kullanilan ¢oziicii: etanol Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.
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Dimetil formamid (DMF) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.
TRIS baz1 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA den alinmistir.

Kullanilan tiim sarf malzemeler Interlab Lab. Uriin. San ve Tic. A.S.” den tedarik

edilmistir.

Leptin ve anti-leptin i¢in tiim seyreltme islemleri Tris-HCI (20 mM pH 8) tamponu ile,
adiponektin, anti-adiponektin, noropeptit Y ve anti ndropeptit Y icin seyreltme iglemleri

fosfat (50 mM pH 7) tamponu ile gergeklestirilmistir.

Redox prob ¢ozeltisi fosfat tamponunda 0,1 M KCI, 5 mM Fe(CN)¢™* ve Fe(CN)s™

icerecek sekilde hazirlanmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Dizayn edilen biyosensorler icin tim Olglimler Ddongilisel  Voltametri,
Kronoimpedimetri, Kare Dalga ve Elektrokimyasal Impedans Spektroskopi yazilimi olan
Echem Analyst igeren (Gamry Instruments, Warminster, USA) bir bilgisayara bagli Gamry
Potentiostate/Galvanostate, Reference 600 (Gamry Instruments, Warminster, USA) cihazinda

alind1.
Biyosensensorler gelistirilirken kullanilan diger cihazlar;
Ultrasonik banyo (JEIOTECH)
Ultra saf su (18,2 MQ/cm) cihazi (Elga LC134, Veolia Water Technologies, USA)
Hassas terazi (RADWAG), (SHIMADZU ATX224)
Manyetik karistirict (1s1ticili)
pH metre (HANNA INSTRUMENTS), (INOLAB)
Su sirkiilatori (sicaklik kontrolii) (PolyScience)
Mikropipetler (ISOLAB)

Vorteks (VELP SCIENTIFICA ZX3)
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3.3. Leptin Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

3.3.1. Leptin tayini icin GP/glutamik asit/anti-leptin  temelli biyosensoriin

immobilizasyon adimlar

> GP yiizeyinin temizlenmesi i¢in elektrot oncelikle aliimina ile parlatilarak
sonrasinda sirasiyla 5° er dakika etanol ve ultra saf su ile sonikasyona birakilmaistir.

» Daha sonra elektrotlara, fosfat (pH 7) tamponu kullanilarak hazirlanan 0.04 M
glutamik asit ¢ozeltisi ile elektropolimerizasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islem dongiisel
voltametri ile -0,8 V ile 2 V araliginda (100 mV/s, 8 dongii) gerceklestirilmistir. Islem
sonrasinda elektrotlar saf su ile yikanip, saf argon altinda nazik¢e kurutulmus ve CV-EIS
Ol¢timleri alinmustir. Poli-glutamik asitin (PGA) karboksil uglarii aktiflestirebilmek ve bu
aktif uclarin antikorun —NH2 gruplar ile etkilesime girebilmesi i¢in 0,4 mM EDC ve 0,1 mM
NHS igeren ¢ozelti kullanilmistir. 1 saat boyunca elektrotlar EDC/NHS ile inkiibe edildikten
sonra EIS ve CV odlgiimleri alinmustir.

» Sonrasinda elektrotlar anti-leptin ile inkiibasyona birakilmistir. Glutamik asitin
aktif karboksil uglari ile anti-leptinin amin gruplari etkilesime girerek anti-leptinin kovalent
olarak ylizeye immobilize olmas1 saglanmaistir.

» Amin gruplar ile etkilesime girmeyen aktif karboksil uglarini bloklamak amaciyla
elektrotlar bloklama ajan1 BSA (%0,5) ile 1 saat inkiibasyona birakilmig ve yikanip kurutulan
elektrotlarin CV-EIS 6l¢timleri alinmistir. Bu agamadan sonra hazirlanan biyosensorler, leptin
tayini yapilana kadar +4 °C de muhafaza edilmistir. Temiz grafit kagit (GP) elektrot yiizeyi ve
modifikasyonlar gerceklestirildikten sonra elektrot yiizeyleri sirasiyla GP, GP/PGA,
GP/PGA/EDC-NHS, GP/PGA/EDC-NHS/anti-leptin, GP/PGA/EDC-NHS/anti-leptin/BSA
olarak bahsedilmistir.

Anti-leptinin PGA modifiyeli GP elektrota immobilizasyonuna iliskin adimlar Sekil

3.1 de dzetlenmistir.

Immobilizasyon  adimlari  tamamlandiktan  sonra  immunosensorler — farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart leptin ¢ozeltileri ile muamele edilmistir. Her bir leptin
konsantrasyonunun redoks probu bulunan elektrokimyasal bir hiicrede elektrokimyasal

impedans spektroskopi ve dongiisel voltametri dl¢timleri alinmistir.
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Sekil 3. 1. Anti-leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin sematik gésterimi

3.3.2. Leptin biyosensorii i¢in elektrokimyasal dl¢iimler

Dizayn edilen biyosensdriin immobilizasyon adimlar1 optimizasyon asamalari ve
karakterizasyon ¢alismalar1 elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), dongiisel
voltammetri (CV) ve kare dalga voltammetrisi (KDV) teknikleri ile gergeklestirilmistir. CV
i¢in potansiyel aralig1 -0,5 - 1 V arasinda se¢ilmis olup (adim biiyiikliigii: 10 mV, tarama hiz:
100 mV/s) olgtimler 0.1 M KCI igeren ve Ol¢iim i¢in redoks probu sunan 5 mM
Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi icinde gerceklestirilmistir.  Elektrokimyasal
impedans ol¢iimleri ise 5 mV alternatif akimda gerceklestirilmistir. Olgiimde kullanilan
redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aymdir. Impedans spektrumlar: 50.000 — 0.05 Hz
araligindadir. Kare dalga voltametrisi -0,2 ile 0,7 V potansiyel tarama araliginda (puls boyutu

25 mV’ da gerceklestirilmistir.

Glutamik asit ile elektropolimerizasyon islemi elektrokimyasal hiicre igerisinde -0,8

ile 2 V araliginda (100 mV/s) 8 dongii olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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3.3.3. Anti-leptin temelli biyosensoriin optimizasyon asamalari

Hassas ve tekrar {iretilebilir bir biyosensor elde edebilmek ig¢in glutamik asit
konsantrasyonu, anti-leptin konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi ve leptin inkiibasyon siiresi

gibi parametreler optimize edilmistir.

3.3.3.1. Glutamik asit konsantrasyonu optimizasyonu

Elektropolimerizasyon islemi anti leptinin ylizeye yiiksek verimde immobilize
olabilmesi i¢in olduk¢a Onemli bir asamadir. Kullanilacak olan glutamik asit
konsantrasyonunun anti-leptinin baglanmasinda kritik bir rolii bulunmaktadir. Bu sebeple,
optimum glutamik asit konsantrasyonunu belirlemek i¢in temiz elektrot yiizeylerinde 3 farkli
konsantrasyonda (0,02 M, 0,04 M, 0,08 M) glutamik asit ile polimer olusturulmustur.
Sonrasinda EIS ve CV dlglimleri alinarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve birbirleriyle

kiyaslanmistir.

3.3.3.2. Anti-leptin konsantrasyon optimizasyonu

Optimum  glutamik  asit  konsantrasyonu  belirlendikten  sonra  antikor
konsantrasyonunun optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amaca yonelik olarak; elektrotlar 4
farkli konsantrasyonda anti-leptin (18,5 ng/mL , 37 ng/mL, 74 ng/mL, 111 ng/mL) ile
inkiibasyona birakilmis ve EIS ve CV ol¢iimleri alinmistir. EIS egrilerinden faydalanilarak

kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve optimum anti-leptin konsantrasyonu belirlenmistir.

3.3.3.3.Anti-leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Yiiksek tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlige sahip bir biyosensor i¢in optimize
edilmesi gereken bir diger 6nemli adim antikor inkiibasyon siiresidir. Bunun i¢in elektrotlar
30 dakika, 45 dakika ve 60 dakika siirelerinde anti-leptin ile inkiibe edilmistir. Daha sonra

yikanip kurutularak CV-EIS o6l¢iimleri alinmistir.

3.3.3.4. Leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Calismanin bu asamasinda, diger optimum kosullar saglandiktan sonra son olarak
elektrot yiizeyine leptinin maksimum verimde baglanabilecegi inkiibasyon siiresi
belirlenmistir. Bu amagla diger optimum kosullar sabit tutularak hazirlanan elektrotlar, 30,45
ve 60 dakika boyunca leptin ile inkiibasyona birakilmistir. EIS ve CV Ol¢limleri alinmis ve

impedans egrilerinden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.
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3.3.4. Leptin biyosensoriiniin analitik ¢alismalar:

3.3.4.1. Gelistirilen leptin biyosensoriiniin lineer tayin araliginin belirlenmesi

Calismanin bu agamasinda optimum kosullarda hazirlanan 8 farkli elektrot 8 farkl
artan leptin konsantrasyonu ile inkiibe edilmis ve elde edilen impedans egrilerinden
yararlanilarak kalibrasyon grafigi cizilmistir. Kalibrasyon grafigi c¢izilirken asagida verilen

denklem kullanilmistir (Karaboga 2018).
ARet = Ret(antijen)-Ret(BSA)

Elektrokimyasal impedans spektroskopi calismalarinda en 6nemli noktalardan bir
tanesi de gelistirilen sistemin bir elektriksel esdeger devre modeliyle uyumlu halde
modellendirilmesidir. Bu noktanin 6nemi 6zellikle elektron transfer rezistanslarmin dogru
hesaplanmasinda ortaya ¢ikmaktadir. Ciinkii elektron transfer rezistanslari yani impedans bu
devre modeli temel alinarak hesaplanmaktadir. Tiim impedans hesaplamalar1 Sekil 3.2 de

gosterilen esdeger devre modeli kullanilarak yapilmistir.

R.E. Rs

Sekil 3. 2. Biyosensor sisteminde kullanilan elektriksel esdeger devre modeli [Rs: ¢ozelti
direnci, C: kapasitans, Ret: elektron transfer rezistansi, W: warburg impedansi]
(Karaboga ve Sezgintiirk 2018)

3.3.4.2. Leptin biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢caliymalar:
Ideal bir biyosensédriin sahip olmas1 gereken en temel 6zelliklerden biri o biyosensdriin

tekrarlanabilir olmasidir. Bu amagla, optimum kosullarda hazirlanan 20 farkli elektrot, ayni
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konsantrasyonda leptin ile inkiibe edilmis ve EIS-CV o6lgiimleri alinmistir. Elde edilen

sonuglar neticesinde standart sapma, ortalama deger ve varyasyon katsayis1 hesaplanmstir.

3.3.4.3. Leptin biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik ¢calismalar:

Tekrar iretilebilirlik optimum kosullarda hazirlanan farkli biyosensorlerin birbiri
arasindaki uyumlu yanitlarin1 agiklar. Biyosensor sisteminin giivenirliliginin test edilebilmesi
icin optimum sartlarda farkl kisiler tarafindan ayni 6l¢tim cihazi kullanilarak 8 biyosensor
hazirlanmis ve herbir biyosensorden leptin tayinine yonelik alinan yanit incelenmistir. Ret
degerlerinden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve sonuglar birbiriyle

kiyaslanmistir.

3.3.4.4. Leptin biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

GP elektrot iizerine immobilize edilen anti-leptin ve leptin arasindaki etkilesimin
karakterizasyonu i¢in sabit frekansta impedans teknigi kullanilmistir. Sabit frekans 6l¢iimii
icin frekans, Bode egrilerinden yararlanilarak 75 Hz olarak segilmis ve 45 dakika boyunca

sabit frekansta Tris-HCI (20 mM, pH=8) tamponu igerisinde impedans 6l¢iimii alinmistir.

3.3.4.5. Leptin biyosensoriiniin rejenerasyon ¢alismalar:

Calismanin bu asamasinda optimum kosullarda hazirlanan ve leptin ile inkiibe edilen
bir elektrotun asit ile bozundurulmasi ve tekrar yiizeye leptin baglanabilme kapasitesi
incelenmistir. Bu amagla elektrot leptin ile muamele edildikten sonra %0,1 HCI asit
¢ozeltisinde 3 dakika bekletilmistir. EIS 6l¢imii alimistir. Daha sonra tekrar leptin ile inkiibe
edilmis ve EIS oOl¢iimii alinmistir. Bu islemin ka¢ kere tekrarlanabildigi belirlenmeye

caligilmistir.

3.3.4.6. Kare dalga voltametrisi (KDV)

Dizayn edilen biyosensoriin karakteristigi EIS ve CV tekniklerinin yani sira Kare
Dalga voltametrisi (KDV) ile de test edilmistir. Optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar
lineer aralikta leptin ile inkiibe edilmis ve kare dalga voltamogramlari alinmigtir. Gozlenen

pik akimlari artan leptin konsantrasyonuna karsilik grafige gecirilmistir.

3.3.4.7. Leptin biyosensoriiniin depo é6mrii

Raf 6mrii optimum calisma kosullar1 altinda biyosensoriin duyarliligini korudugu stire
olarak tanimlanabilir. Omiir, yapilan 6l¢iim sayisina ya da dlgiilen hedef analit derisimine
bagl olarak degisim gosterebilir (Comba ve ark. 2018). Optimum kosullarda hazirlanan

elektrotlar depo kararliligini test edebilmek i¢in haftalik periyotlarla ayn1 konsantrasyonda
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leptin ile inkiibe edilmistir.10 hafta sonunda biyosensdrlerin aktivite kaybi test edilmistir.
Biyosensorlerin, 10 haftalik bu siirede +4°C’ de buzdolabinda muhafaza edilmesiyle

yapilarindaki biyolojik aktif maddelerin fonksiyon kaybinin 6nlenmesi saglanmustir.

3.3.4.8. Taramal elektron mikroskopu (SEM) ile leptin biyosensoriiniin yiizey
morfolojisinin incelenmesi
Biyosensoriin  immobilizasyon adimlarinda ylizeyde meydana gelen morfolojik
degisimleri inceleyebilmek i¢in JEOL JSM-7100F marka-modelindeki Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Kullanilan SEM cihazi Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi (COBILTUM) Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde mevcuttur. SEM

goriintiilerini elde etmek icin 5 kV voltaj uygulanmustir.
3.3.4.9. Leptin biyosensoriiniin Kramers-Kronig doniisiim karakterizasyonu

Leptin biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana
gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin Kramers-Kronig doniisimi

kullanilmistir (Ozcan ve Sezgintiirk 2017)

Kramers- Kronig doniisiimii diger tiim gelistirilen biyosensor sistemlerinde de ayni

sekilde uygulanmustir.

3.3.4.10. Leptin biyosensoriiniin yiizey alanimin hesaplanmasi

Leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinda elektrot yiizeyinin ne Olgiide
kaplandigini saptayabilmek i¢in 10 farkli hizda CV 6lgiimleri alinmis ve voltamogramlardan
elde edilen gerekli parametreler kullanilarak Laviron esitligi yardimiyla elektrotun kaplanmig

yiizey alan1 hesaplanmustir.

3.3.4.11. Leptin biyosensoriiniin gercek serum érneklerine uygulanabilirligi

Dizayn edilen biyosensoriin ger¢cek serum orneklerine verdigi yanit1 analiz edebilmek
igin yas aralig1 7 ve 7°den kii¢iik olan 5 saglikli gocuk serumu ile ¢alisilmistir. Serumlardaki
leptin miktar1 standart ekleme yontemi kullanilarak incelenmistir. Standart ekleme icin
kullanilan leptin konsantrasyonlar1 2 pg/mL ve 5 pg/mL dir. Serum 6rnekleri Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi’'nden 2013/86/07/05 arastirma etik kurul onayr ile

alinmistir.
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Saglikli ¢ocuklardan alinan serumlarda leptin konsantrasyonu, dizayn edilen
biyosensoriin tayin araligindan daha yiiksek oldugundan serum numuleri gerekli oranlarda

seyreltilmistir.
3.4. Adiponektin Tayini i¢in Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

3.4.1. Anti-adiponektin temelli biyosensor gelistirilmesi

Adiponektin tayinine yonelik gelistirilen biyosensor igin ilk olarak elektrot temizleme
prosediirii uygulanmistir. GP elektrot aliimina ile parlatilarak 5’er dakika etanol ve ultra saf su
ile sonikasyona birakilmistir. Daha sonra temizlenen elektrotlarin iletken karbon yiizeyinin
dogrudan bozundurulmasi islemi i¢in K,Cr,07 (%2,5) ve HNO3(%10) igeren sulu ¢ozelti
hazirlanmistir. Elektrotlar hazirlanan bu ¢ozeltiyle gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Bu
sayede anti —adiponektinin yilizeye immobilize olabilecegi bir zemin hazirlanabilmistir. Gece
boyu asit ile muamele edilen elektrotlar ylizeyde karboksil gruplarini aktiflestirebilmek icin 1
saat boyunca EDC/NHS cifti ile inkiibasyona birakilmistir. Anti-adiponektinin (10 ng/mL)
yiizeye kovalent olarak baglanmas1 yilizeydeki aktiflesmis karboksil uglart ve anti-
adiponektinin amin gruplarinin etkilesmesi ile miimkiin olmustur. Ancak spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek amaciyla amin gruplar ile bag yapamayip agikta kalan aktif
karboksil uglarimi bloklayici ajan BSA kullanilmistir. Tiim bu islemler sonrasinda elektrotlar
sonraki adiponektin dlglimleri i¢in +4°C’ de saklanmistir. Modifikasyonlar sonrasi elektrot
yiizeyleri GP, GP/K,Cr,07-HNO3, GP/K;Cr,07-HNO3/EDC-NHS, GP/K,Cr,0O7-HNO3/EDC-
NHS/anti-adiponektin, GP/K,Cr,07-HNO3/EDC-NHS/anti-adiponektin/BSA olarak
bahsedilmistir.

Adiponektin biyosensoriine ait immobilizasyon adimlarinin sematik gosterimi Sekil

3.3’ te verilmistir.

Immobilizasyon  adimlar1  tamamlandiktan sonra  immunosensdrler — farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan standart adiponektin ¢6zeltileri ile muamele edilmistir. Her bir
adiponektin konsantrasyonunun redoks probu bulunan elektrokimyasal bir hiicrede EIS ve CV

Ol¢timleri alinmistir.
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Sekil 3. 3. Anti-adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin sematik gosterimi

3.4.2. Adiponektin biyosensorii icin elektrokimyasal élgiimler

Adiponektin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon adimlar
optimizasyon asamalar1 ve karakterizasyon calismalar1 elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS), dongiisel voltammetri (CV) ve kare dalga voltammetrisi (KDV)
teknikleri ile gerceklestirilmistir. CV icin potansiyel araligi -0,5 - 1 V arasinda secilmis olup
(adim biiytikliigii: 10 mV, tarama hizi: 100 mV/s) dl¢timler 0.1 M KCl iceren ve dlglim i¢in
redoks probu sunan 5 mM Kj;[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] (1:1) gozeltisi iginde gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal impedans 6lgiimleri ise 5 mV alternatif akimda gerceklestirilmistir. Ol¢iimde
kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametrideki ile aymidir. Impedans spektrumlari 50.000 —
0.05 Hz araligindadir. Kare dalga voltametrisi 6l¢iimii -0,2 ile 0,7 V potansiyel tarama

araliginda (puls boyutu 25 mV, frekans 25 Hz) gergeklestirilmistir.
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3.4.3. Anti-adiponektin temelli biyosensoriin optimizasyon ¢alismalar:

3.4.3.1. Anti —adiponektin konsantrasyon optimizasyonu

Anti-adiponektin konsantrasyonunun dizayn edilen immunosensoriin yaniti iizerindeki
etkisinin belirlenmesi i¢in biyosensorler ti¢ farkli anti-adiponektin ¢ozeltisiyle (5 ng/mL, 10
ng/mL, 25 ng/mL) inkiibe edilmis ve farkli konsantrasyonlarda adiponektin ¢ozeltilerini tayin
edebilme kapasiteleri tespit edilmeye ¢alisilmistir. Impedans egrilerinden yararlanilarak farkli
anti-adiponektin konsantrasyonuyla hazirlanan biyosensorlere ait kalibrasyon grafikleri

¢izilmis ve optimum anti-adiponektin konsantrasyonuna karar verilmistir.

3.4.3.2. Anti-adiponektin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Optimum anti-adiponektin ¢ozeltisi belirlendikten sonra diger optimize edilmesi
gereken Onemli parametre anti-adiponektin inkiibasyon siiresidir. Bu amagla, elektrotlar farkli
stirelerde (30 dakika, 45 dakika ve 60 dakika) anti-adiponektin ile inkiibasyona birakilmis ve
hazirlanan biyosensorlerle farkli konsantrasyonlarda adiponektin ¢ozeltisi tayin edilmeye
calistlmistir. Elde edilen EIS egrilerinden yararlanilarak farkli inkiibasyon siirelerine ait
kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve optimum anti- adiponektin inkiibasyon siiresine karar

verilmigtir.

3.4.3.3. Adiponektin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Son olarak; hazirlanan elektrotlar biyomarker c¢ozeltisinin inkiibasyon siiresinin
immunosensOr yanitt lizerine etkisini inceleyebilmek i¢in adiponektin ile farkli periyotlarda
(30 dakika, 45 dakika ve 60 dakika) inkiibasyona birakilmis ve elde edilen impedans

egrilerinden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir.

3.4.4. Adiponektin biyosensoriiniin analitik ¢alismalar:

3.4.4.1.Gelistirilen adiponektin biyosensoriiniin lineer tayin arah@mmin belirlenmesi
Calismanin bu asamasinda, optimum kosullarda hazirlanan biyosensorler artan

adiponektin konsantrasyonu ile muamele edilmis ve EIS ve CV odl¢iimleri alinmistir. Artan

adiponektin konsantrasyonuna karsilik yiik transfer direnci (ARet) grafigi Baslik 3.3.4.1 deki

denklem kullanilarak ¢izilmistir.

Hazirlanan bu immunosensor i¢in de tiim impedans hesaplamalar1 Baglik 3.3.4.1. de

bahsedildigi gibi esdeger devre modeli kullanilarak yapilmastir.
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3.4.4.2. Adiponektin biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik cahismalar:

Hassas ve lineer bir immunosensoriin sahip olmasi gereken en dnemli 6zelliklerden
birisi de tekrarlanabilir olmasidir. Bu amagla, ayn1 kosullarda hazirlanan 20 farkli biyosensor
ayni konsantrasyonda adiponektin ile muamele edilmis ve aymi cihazla EIS Ol¢timleri
alimmustir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek standart sapma, ortalama

deger ve varyasyon katsayist hesaplanmustir.

3.4.4.3. Adiponektin biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik calismalari
Ayni kosullarda ancak farkli zamanlarda ve farkl kisiler tarafindan hazirlanan 8 anti-
adiponektin temelli biyosensoriin herbiri artan adiponektin konsantrasyonu ile muamele

edilmis ve alinan yanitlar karsilagtirilmistir.

3.4.4.4. Adiponektin biyosensoriiniin Sabit frekansta impedans 6l¢iimleri

Sabit frekansta impedans 6l¢limii teknigiyle biyosensor yiizeyindeki anti-adiponektin
/ adiponektin baglanmasina iliskin es zamanli impedans ve faz agis1 degisimi gozlenmistir.
Sabit frekans 6l¢iimii icin frekans, Bode egrilerinden yararlanilarak 10 Hz olarak se¢ilmis ve
45 dakika boyunca sabit frekansta fosfat (50 mM, pH=7) tamponu igerisinde impedans

Olctimii alinmustir.

3.4.4.5. Adiponektin biyosensoriiniin rejenerasyon ¢alismalari

Calismanin bu asamasinda optimum kosullarda hazirlanan ve adiponektin ile muamele
edilen biyosensoriin asit ile bozundurulmasi ve sonrasinda tekrar adiponektin ile muamele
edilmesi prensibinden yola ¢ikilarak biyosensoriin ¢aligma kapasitesi test edilmeye
calisiimistir. Ik adiponektin muamelesinden sonra elektrot %0,1 HCI asit igersinde 3 dakika
bekletilmistir. Daha sonra elektrot ultra saf suyla nazikg¢e ve iyice yikanmis ve tekrar
adiponektin ile muamele edilmistir. Tlim bu islemler EIS ile takip edilmis ve biyosensdriin

aktivitesini biiyiik oranda kaybettigi ana kadar bu sekilde tekrarlanmistir.

3.4.4.6. Kare dalga voltametrisi

Tasarlanan biyosensoriin karakteristik 6zelligi EIS ve CV tekniklerinin yan1 sira Kare
Dalga voltametrisi (KDV) ile de test edilmistir. Optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar
lineer aralikta adiponektin ile muamele edilmis ve elektrokimyasal parametreler belirlenerek
kare dalga voltamogramlart alinmistir. Gozlenen pik akimlart artan adiponektin

konsantrasyonuna karsilik grafige gecirilmistir.
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3.4.4.7. Adiponektin biyosensdoriiniin depo émrii

Optimum kosullarda hazirlanan elektrotlar depo kararliligini test edebilmek igin
haftalik periyotlarla ayni konsantrasyonda adiponektin ile inkiibe edilmistir ve
biyosensorlerin zaman gectikge aktivite kaybi incelenmistir. Biyosensorler, bu siire boyunca

+4°C’ de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.4.4.8. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM) ile adiponektin biyosensoriiniin yiizey
morfolojisinin incelenmesi
Biyosensoriin her bir immobilizasyon asamasinda elektrot yiizeyinde meydana gelen
morfolojik degisimleri gézlemleyebilmek i¢cin SEM tekniginden yararlanilmistir. Bu islem

icin Baslik 3.3.4.8. de bahsedilen SEM cihazi kullanilmistir.

3.4.4.9.Adiponektin biyosensoriiniin Kramers- Kronig doniisiim karakterizasyonu
Adiponektin biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolay1
meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin Kramers-Kronig

doniisiimii kullanilmustir.

3.4.4.10. Adiponektin biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

Adiponektin biyosensdriiniin immobilizasyon adimlarinda elektrot yiizeyinin ne
Ol¢iide kaplandigimi saptayabilmek icin 10 farkli hizda CV Olgiimleri alinmig ve
voltamogramlardan elde edilen gerekli parametreler kullanilarak Laviron esitligi yardimiyla

elektrotun kaplanmis yiizey alani hesaplanmistir.

3.4.4.11. Adiponektin biyosensoriiniin gercek serum 6rneklerine uygulanabilirligi
Adiponektin biyosensoriiniin gercek serum Orneklerine verdigi yaniti incelemek igin

yas araligt 7 ve 7°den kiiclik olan 5 saglikli ¢ocuk serumu ile c¢alisilmistir. Serumlardaki

adiponektin miktar1 standart ekleme yontemi kullanilarak incelenmistir. Standart ekleme icin

kullanilan adiponektin konsantrasyonlar1 1 pg/mL ve 5 pg/mL dir.

Saglikli ¢ocuklardan alinan serum oOrnekleri gerekli oranda seyreltmeler yapilarak

kullanilmistir.

3.5. Noropeptit Y Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

3.5.1. Anti-Noropeptit Y temelli biyosensor gelistirilmesi

Hassas ve lineer bir biyosensor elde edebilmek i¢in sliphesiz en onemli islemlerden

biri elektrot ylizeyinin titizlikle temizlenmesidir. Bu amagla elektrotlarin yiizeyleri aliimina ile
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parlatilmig ve sirasiyla etanol ve ultra saf su ile 5° er dakika boyunca sonikasyona
birakilmistir. Temizlenen elektrotlar DMF igerisinde disperse edilmis indirgenmis grafen
oksit (rGO) ile gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Elektrotlarin rGO ile modifiye
edilmesiyle ylizeyde olusan karboksil gruplarini aktiflestirebilmek icin EDC/NHS ¢ifti
kullanilmistir. Bu sayede anti-noropeptit Y ¢0Ozeltisinin yiizeye immobilize olabilmesine
imkan taninmistir. Anti-néropeptit Y ¢06zeltisinin amin gruplartyla etkilesime girememis
karboksil uclarin1 bloklamak ve spesifik olmayan etkilesimleri onleyebilmek i¢in BSA
bloklayici ajan kullanilmistir. Tiim modifikasyon islemleri sonrasi elektrot yiizeyleri GP,
GP/rGO, GP/rGO/EDC-NHS, GP/rGO/EDC-NHS/anti néropeptit Y, GP/rGO/EDC-NHS/anti
ndropeptit Y/BSA olarak bahsedilmistir. Immobilizasyon adimlarina iliskin sematik gdsterim

Sekil 3.4’ te gosterilmektedir.

Immobilizasyon — adimlar1  tamamlandiktan  sonra  immunosensorler  farkli

konsantrasyonlarda hazirlanan standart néropeptit Y ¢ozeltileri ile muamele edilmistir.

Ty b
Sy e . elll

Yalin GP EDC/NHS  Anti- néropeptit Y BSA Noropeptit Y

Sekil 3. 4. Anti-néropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin sematik gosterimi
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3.5.2. Noropeptit Y biyosensorii icin elektrokimyasal él¢iimler

Noropeptit Y biyosensoriiniin tiim immobilizasyon adimlari, optimizasyon agamalari
ve analitik ¢aligmalar1 Baslik 3.3.2. de anlatildig1 gibi EIS ve CV ile test edilmistir. Tiim
Ol¢iim parametreleri yine Baglik 3.3.2. de belirtilen degerlerle aynidir.

3.5.3. Anti- noropeptit Y temelli biyosensoriin optimizasyon ¢alismalari

3.5.3.1. rGO miktar optimizasyonu

Indirgenmis grafen oksit miktarinin biyosensérden elde edilen yanita etkisinin olup
olmadigimi1 anlayabilmek amaciyla, 3 farkli miktarda (0,1 mg,0,2 mg, 0,4 mg) rGO
dispersiyon ¢ozeltileri hazirlanmis ve elektrotlar bu {i¢ rGO miktarlariyla modifiye edilmistir.
Daha sonra ultra saf su ile yikanip argon gazi ile kurutulan elektrotlar Bashk 3.5.1. de
anlatildigi gibi hazirlanmistir. Elde edilen Ret degerlerinden yararlanilarak kalibrasyon

grafikleri ¢izilmis ve optimum rGO miktarina karar verilmistir.

3.5.3.2. Anti-noropeptit Y konsantrasyon optimizasyonu

Optimum rGO miktar1 belirlendikten sonra antikor konsantrasyonunun optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amaca yonelik olarak; elektrotlar 3 farkli konsantrasyonda anti-
noropeptit Y (5,024 ng/mL , 25,12 ng/mL, 50,24 ng/mL) ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda elektrotlar yiizeye adsorbe olmus anti-ndropeptit Y yi uzaklastirmak
icin ultra saf su ile titizlikle yikanmis ve EIS ve CV olglimleri alinmistir. EIS egrilerinden
faydalanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve optimum anti-néropeptit Y konsantrasyonu

belirlenmistir.

3.5.3.3. Anti-néropeptit Y inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Anti-noropeptit Y ¢ozeltisinin elektrot ylizeyine immobilize olma siiresinin dizayn
edilen immunosensoriin yanit1 lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla elektrotlar ii¢ farkli
periyotlarda (30 dakika, 45 dakika, 60 dakika) anti-noropeptit Y ¢ozeltisiyle inkiibe edilmistir.
Impedans egrilerinden yararlanilarak antikorun {i¢ farkli siirede yiizeye immobilize
edilmesiyle hazirlanan biyosensorlere ait kalibrasyon grafikleri ¢izilmis ve optimum siireye

karar verilmistir.

3.5.3.4. Noropeptit Y inkiibasyon siiresi optimizasyonu
Optimizasyon c¢alismalarinin son agsamasinda néropeptit Y ¢ozeltisinin inkiibe edilme

siiresinin biyosensOr cevabi {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla 3 farkli inkiibasyon siiresi
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(30 dakika, 45 dakika, 60 dakika) denenmistir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri kiyaslanarak

noropeptit Y nin inkiibasyonu i¢in optimum siire se¢ilmistir.
3.5.4. Noropeptit Y biyosensoriiniin analitik calismalari

3.5.4.1. Gelistirilen noropeptit Y biyosensoriiniin lineer tayin araliginin belirlenmesi
Dizayn edilen immunosensoriin tayin araligini belirleyebilmek i¢in, optimum

kosullarda hazirlanan biyosensorler artan ndropeptit Y konsantrasyonu ile muamele edilmis

ve EIS ve CV ol¢giimleri alinmistir. Artan ndropeptit Y konsantrasyonuna karsilik yiik transfer

direnci (ARet) grafigi Baslik 3.3.4.1 deki denklem kullanilarak ¢izilmistir.

Hazirlanan bu immunosensor i¢in de tiim impedans hesaplamalar1 Baglik 3.3.4.1. de

bahsedildigi gibi esdeger devre modeli kullanilarak yapilmaistir.

3.5.4.2. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢alismalar:

Noropeptit Y tayinine yonelik gelistirilen immunosensdriin tekrarlanabilirlik testi i¢in
ayni kosullarda hazirlanan 20 farkl elektrot ayn1 konsantrasyonda néropeptit Y(5 pg/mL) ile
inkiibe edilmis ve elde edilen impedans egrilerinden yararlanilarak standart sapma, ortalama

deger ve varyasyon katsayis1 gibi istatiksel parametreler hesaplanmistir.

3.5.4.3. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik ¢alismalari
Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar {iretilebilirligini belirlemek i¢in Baslik 3.3.4.3. de
belirtilen prosediir kullanilmis ve 10 farkli biyosensoriin belirli noropeptit Y tayin

araligindaki cevaplar1 incelenmistir.

3.5.4.4. Noropeptit Y biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi

Biyosensor yiizeyindeki anti-ndropeptit Y / noropeptit Y baglanmasina iliskin es
zamanli impedans ve faz agis1 degisimini gozlemleyebilmek i¢in sabit frekansta impedans
Olctimii teknigi kullanilmistir. Bode egrisinden yararlanilarak frekans olarak 10 Hz secilmis
ve 45 dakika boyunca belirlenen sabit frekansta fosfat (50 mM, pH=7) tamponu icerisinde

impedans Ol¢limii takip edilmistir.

3.5.4.5. Noropeptit Y biyosensoriiniin rejenerasyon calismalari

Calismanin bu asamasinda optimum kosullarda hazirlanan ve néropeptit Y ile inkiibe
edilen bir biyosensoriin asit ile bozundurulup tekrar yilizeye noropeptit Y baglayabilme
kapasitesi incelenmistir. Bu amagla elektrot ilk olarak ndropeptit Y ile muamele edilmis ve

sonrasinda %0,1 HCI asit ¢ozeltisi igerisinde 3 dakika bekletilmistir. EIS 6l¢timii alinmistir.
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Daha sonra tekrar noropeptit Y ile inkiibe edilmis ve EIS Ol¢iimii alinmistir. Bu islem

biyosensoriin aktivitesini bliylik oranda kaybettigi ana kadar bu sekilde tekrarlanmistir.

3.5.4.6. Noropeptit Y biyosensoriiniin depo émrii
Dizayn edilen biyosensdrlerin raf omriiniin belirlenmesi i¢in optimum kosullarda
hazirlanan elektrotlar haftalik periyotlarla ayn1 konsantrasyonda néropeptit Y (5 pg/mL) ile

inkiibe edilmistir. Biyosensoriin zaman gectikce aktivite kayb1 incelenmistir.

3.5.4.7. Taramali elektron mikroskopu (SEM) ile noropeptit Y biyosensoriiniin yiizey
morfolojisinin incelenmesi
Biyosensoriin her bir immobilizasyon asamasinda elektrot yiizeyinde meydana gelen
morfolojik degisimleri gdzlemleyebilmek i¢in SEM tekniginden yararlanilmistir. Bu islem

icin Baslik 3.3.4.8. de bahsedilen SEM cihazi kullanilmistir.

3.5.4.8. Noropeptit Y biyosensoriiniin Kramers Kronig doniisiim karakterizasyonu
Noropeptit Y biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden dolayi
meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini belirlemek igin Kramers-Kronig

doniisiimii kullanilmustir.

3.5.4.9. Noropeptit Y biyosensdoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi

Noropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinda elektrot yiizeyinin ne
Ol¢iide kaplandigmi saptayabilmek icin 10 farkli hizda CV Olglimleri alinmis ve
voltamogramlardan elde edilen gerekli parametreler kullanilarak Laviron esitligi yardimiyla

elektrotun kaplanmis yiizey alan1 hesaplanmustir.

3.5.4.10. Noropeptit Y biyosensoriiniin gercek serum 6rneklerine uygulanabilirligi
Noropeptit biyosensdriiniin gergek serum Orneklerine uygulanabilirliginin belirlenmesi
icin 5 sagliklt cocuk serumu (yas araligi 7 ve 7’den kiicilik) ile calisilmistir. Serumlardaki
noropeptit Y miktarinin incelenmesi i¢in standart ekleme teknigi kullanilmigtir. Standart
ekleme icin kullanilan ndropeptit Y konsantrasyonlart 2 pg/mL ve 5 pg/mL dir. Saglikli

cocuklardan alinan serum ornekleri gerekli oranlarda seyreltmeler yapilarak kullanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Leptin Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

4.1.1. Leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlari

Leptin tayinine yoOnelik gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon islemlerinin
gerceklestirilmesi icin ilk adim elektrot yiizeyinin temizlenmesidir. Temizlik prosediiriinde
elektrotlar aliimina ile parlatilarak, sirasiyla 5° er dakika boyunca etanol ve ultra saf su ile
sonikasyona birakilmistir. EIS 6l¢limiiniin alinmasiyla elektrot yiizeyinin temizligi kontrol
edilmistir. Daha sonra yalin elektrotlar bir elektrokimyasal hiicrede bulunan glutamik asit
¢ozeltisine daldirilmis ve Baglik 3.3.1 de belirtilen parametrelerin kullanilmasiyla da

elektropolimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.

Glutamik asit, elektrot yiizeyinde dogrudan ve kolayca -elektropolimerize
olabilmektedir. Ayni zamanda iyi bir stabiliteye, tekrarlanabilirlige ve kolay hazirlanma
ozelliklerine sahiptir. Hem bu ozellikleri ve hem de yapisinda bulunan serbest karboksil
gruplarindan dolayr glutamik asit, immobilizasyon islemlerinde tercih edilir bir materyal
olmustur. Poliglutamik asit yapisinda, tekrarlanan glutamat birimleri, a-amino ve &-
karboksilik asit fonksiyonel gruplari ile birbirine baglanir (Benvidi ve ark 2018). Grafit kagit
elektrot tizerinde glutamik asitin elektropolimerizasyon mekanizmasi Sekil 4.1° de goriildiigi

gibidir.

COOH COPH
I

.
NH, — HC — (CH, ), —COOH

NH, — HC —(CH, ),—COOH

COCOH
¢l . | B a C%OH
P |+ NH;, — HC— (CH; )—COOH———— P|— NH —HC —(CH, ),— COOH
COOH 0
elektropolimerizasyon G | ” ”
- . Pl—NH— HC——(CHﬂz——C———NH——?H——C———NH——CH——[CHﬂz——COOH
(C|H2)2 n
COOH

Sekil 4. 1. GP elektrot yiizeyinde glutamik asitin elektropolimerizasyon mekanizmasi
(Benvidi ve ark. 2018)
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Sekil 4.2 de verilen CV voltamogramlar1 GP elektrot yiizeyinde glutamik asidin

elektropolimerizasyonuna ait voltamogramlardir.

2,000 mA

1,500 mA

1.dongii we

1,000 mA

Im (A)

500,0 uA

0,000 A

S000ud - - .
-1,000V 0000V 01 v s agiech 1,000 2,000V

Sekil 4. 2. GP elektrot yiizeyinde glutamik asidin elektropolimerizasyonuna ait CV
voltamogramlar

Sekil 4.2” de goriildiigii gibi, bir elektron kayb1 serbest radikal olusmasina yol agmuistir
ve birinci dongiide +1,7 V civarinda bu radikale ait bir oksidasyon piki gdzlemlenmistir.
Ikinci dongiiden itibaren bu pik azalmis ve kaybolmustur. Bu durum, déngii sayismin
artmasiyla birlikte yilizeydeki yogunlasmanin ve iletken olmayan bir polimer tabakanin
olustugunun kanit niteligindedir.

Poliglutamik asit ile modifiye edilen elektrotlar daha sonra iyice yikanip kurutulmus
ve EDC/NHS gifti ile 1 saat boyunca muamele edilmistir. Bu sayede ylizeydeki karboksil
gruplan aktiflesmistir ve daha sonra yiizeye immobilize olan anti-leptinin amin gruplari ile
kovalent etkilesime girmistir. immobilizasyondan sonra spesifik olmayan baglanmalari
onlemek amaciyla BSA bloklama ajan1 kullanilmigtir.

Leptin tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin immobilizasyon adimlarma iliskin EIS

egrileri, Ret degerleri ve CV voltamogramlar1 Sekil 4.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 4. 3. Leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait (A) EIS egrileri ve (B) Ret
degerleri (C) CV voltamogramlari

34



Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) bir dizi biyobelirteglerin
belirlenmesinde kullanilan etiketsiz ve basarili bir yontemdir. Bu yontem genellikle antikor-
antijen etkilesimi, DNA hibridizasyonu veya enzim-substrat kataliziyle indiiklenen elektrot-
elektrolit  arayiizey  Ozelliklerinde  degisikliklerin  izlenmesi  i¢in  kullanilir.
Biyo-fonksiyonel elektrotlarin karakterizasyonu ve kiigiik iyonlardan biiyiik proteinlere bazi
analitlerin belirlenmesi i¢in basarili ve etkili bir yontemdir (Lawal 2018). Sekil 4.3.A’ daki
EIS egrileri incelendiginde; yalin GP elektrotun oldukca fazla iletken olmasindan dolay:
Nyquist diyagraminda yarim daire ¢apinin olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Elektrot
yiizeyinin poliglutamik asit ile modifiye edilmesiyle yiikk transfer direncinde artis
goriilmiistiir. Yalin GP elektrotun Ret degeri 30,07 ohm olarak hesaplanirken
elektropolimerizasyon islemi sonrasi Ret degeri 55,73 ohm a yiikselmistir. Bu artigin sebebi
pH 7° de negatif yiikli poliglutamik asitin karboksil gruplarinin redoks probuna itme
uygulamasi ve neticesinde redoks probunun ylizeye diflizyonunun zorlagmasidir. Bir sonraki
adimda, polimer tabaka EDC/NHS ile aktive edilmis ve yiik transfer direnci 40 ohm’ a
diismiistiir. Daha sonra biyosensoriin anti-leptin ile muamele edilmesiyle aktif karboksil
gruplari ile anti-leptinin yapisinda bulunan amin gruplar1 kovalent etkilesime girmis ve yiik
transfer direnci 93,24 ohm’ a yiikselmistir. Impedanstaki bu artisimn sebebi anti-leptinin
kovalent immobilizasyonuyla ylizeyde bariyer olusturmast ve bu tabakadan dolayi redoks
probunun yiizeye difiize olmakta gii¢liilk ¢ekmesi olarak sdylenebilir. Son olarak; amin
gruplart ile etkilesime girememis aktif karboksil gruplarimi bloklamak amaciyla BSA
bloklayic1 ajan kullanilmistir. Elektrot yiizeyinin daha da yalitkan hale gelmesinden otiirti
impedansta 93,24 ohm’ dan 157,3 ohm’a bir artis gozlenmistir.

Tiim immobilizasyon adimlarinda redoks ¢iftinin elektrokimyasal aktivitesinin
izlenerek elektrot yiizeyinde olusan varyasyonlarin degerlendirilmesi i¢in dongiisel voltametri
Ol¢iimii yapilmistir. Dongilisel voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin
kullanilan tekniktir. Donglisel voltametri teknigi ¢ogunlukla indirgenme yiikseltgenme
reaksiyonlar1 ve elektron transferi gibi verilerin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Sekil
4.3.B’ de leptin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tiim immobilizasyon adimlarina ait
CV  voltamogramlari  verilmistir. Yalin elektrot ylizeyinde glutamik asit ile
elektropolimerizasyon islemi gerceklestiginde pik akimlarinda diisiis gozlenmistir. Bu
diisiisiin sebebi iletken olmayan PGA tabakasinin, arayiizey yiik transfer direncini artiran bir
bariyer gorevi gérmesi ve ayn1i zamanda PGA nin negatif karboksil gruplarmin redoks

probunun yiizeye difiizyonunu engellemesi olarak gosterilebilir. PGA’ nin yapisinda bulunan
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karboksil gruplarinin EDC/NHS cifti ile aktiflestirilmesi ve sonrasinda anti-leptinin kovalent
immobilizasyon isleminin ger¢eklestirilmesiyle ylikseltgenme ve indirgenme pik akimlarinda
daha da diisiis meydana gelmistir. Bunun sebebi anti-leptinin yiizeyi bloklama o6zelligi
gostermis olmasidir. Son olarak elektrot spesifik olmayan baglanmalar1 onlemek amaciyla
BSA ¢ozeltisi ile muamele edilmis ve neticesinde tahmin edildigi sekilde pik akimlarinda

daha da diisiis goriilmiistiir.

4.1.2. Leptin biyosensoriiniin optimizasyon calismalari

4.1.2.1. Glutamik asit konsantrasyonu optimizasyonu

Glutamik asit (PGA) konsantrasyonu, elektropolimerizasyon islemini ve dolayisiyla
anti-leptinin elektrot ylizeyine immobilizasyonunu etkileyen Onemli bir parametredir.
Optimum PGA konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, PGA konsantrasyonlar1 disinda diger
tim parametreler sabit tutulmustur. Farkli PGA konsantrasyonlari (20 mM, 40 mM, 80 mM)
ile elektropolimerizasyon islemleri gerceklestirilmis ve biyosensoriin belirli konsantrasyon
araligindaki leptine verdigi yanit EIS ve CV olgiimleriyle analiz edilmistir. Elde edilen
kalibrasyon grafikleri (Sekil 4.4) incelendiginde; PGA konsantrasyonunun artirilmasiyla (20
mM dan 40 mM a) yiik transfer direncinin de arttigi goriilmektedir. Bu durum, elektrot
yiizeyine ferri/ferro siyaniir redoks probunun difiize olmasini zorlagtiran kalin bir glutamik
asit tabakasi olugsmasiyla aciklanabilir. Ancak PGA konsantrasyonu 80 mM olarak
belirlendiginde yiik transfer direncinde bir diisiis gozlenmistir. Bu nedenlerden dolayi,

optimum PGA konsantrasyonu 40 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 4. Glutamik asit konsantrasyonunun biyosensor cevaplari tizerine etkisi

Cizelge 4.1’ de farkli PGA konsantrasyonlarma ait kalibrasyon grafiklerinin

denklemleri ve R? degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 1. PGA konsantrasyonu optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon grafiklerine ait
R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
20 mM PGA 0,9965 3.6155x+ 4,391
40 mM PGA 0,9837 8,8498x + 23,663
80 mM PGA 0,9981 7,1919x + 13,88

4.1.2.2. Anti-leptin konsantrasyon optimizasyonu

Anti- leptin ¢ozeltisinin poli-glutamik asit modifiyeli GP biyosensorii cevabi

tizerindeki etkisini arastirmak i¢in 4 farkli anti- leptin konsantrasyonu (18,5 ng/mL, 37

ng/mL, 74 ng/mL, 111 ng/mL) denenmistir. Farkl1 antikor konsantrasyonlariyla hazirlanan

biyosensorler belirli araliktaki leptin konsantrasyonlariyla muamele edilmis ve elde edilen
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impedans egrilerinden kalibrasyon grafikleri (Sekil 4.5) cizilmistir. Kalibrasyon grafiklerine
bakildiginda; diisiik anti-leptin konsantrasyonunda (18,5 ng/mL) diisiik yiik transfer direnci
elde edilmistir. Konsantrasyonun 37 ng/mL’a artirilmasiyla sinyallerde de belirgin artis
gozlenmistir. Bu durum zaten nispeten kiiclik bir yapisi olan anti-leptinin (16 kDa) diisiik
konsantrasyonunun (18,5 ng/mL) leptin ¢ozeltisi ile etkilesime girebilmesinde yetersiz
kalmasiyla agiklanabilir. Ancak anti-leptin konsantrasyonunun 37 ng/mL’den 74 ng/mL’ a
artirilmasiyla yiizeydeki muhtemelen daha karmasik ve yogun bir immobilizasyondan otiirti
leptinin baglanma kapasitesinin diistiigii goriilmiistiir. Hem yiiksek sinyaller hem de nispeten
yiiksek belirleme katsayis1 (R?) elde edilmesinden dolayr optimum anti-leptin konsantrasyonu

37 ng/mL olarak secilmistir.

Cizelge 4.2’ de anti-leptin konsantrasyonu optimizasyon parametrelerine iliskin

kalibrasyon grafiklerine ait R? degerleri ve denklemler gosterilmektedir.
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L ng/mL anti-leptin
P Min ng/mL anti-leptin
E
e 300,0
R
qa
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<
0,0 :
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Leptin konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4. 5. Anti-leptin konsantrasyonunun biyosensor cevaplari lizerine etkisi
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Cizelge 4. 2. Anti-leptin konsantrasyonu optimizasyonunda elde edilen kalibrasyon

grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
18,5 ng/mL anti-leptin 0,9582 6,4688x+16,238
37 ng/mL anti-leptin 0,9887 23,159x+45,721
74 ng/mL anti-leptin 0,9837 8,8498x+23.663
111 ng/mL anti-leptin 0,9499 5,6093x+16,779

4.1.2.3. Anti-leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Anti-leptin immobilizasyonu igin en uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesine
yonelik olarak 30, 45 ve 60 dakikalik farkh
immobilizasyonlar1 gerceklestirilerek biyosensorler hazirlanmistir. Bu biyosensorlere iliskin

elde edilen her bir CV ve EIS cevaplari degerlendirilerek Sekil 4.6° daki kalibrasyon

grafikleri olusturulmustur.

inkiibasyon

stirelerinde  anti-leptin
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E
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5
=
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h

Sekil 4. 6. Anti-leptin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari iizerine etkisi
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Sekil 4.6 daki kalibrasyon grafiklerine bakildiginda; biyosensoriin  optimum
konsantrasyonda hazirlanan anti-leptin ¢ozeltisi ile diigiik stirede (30 dakika) inkiibasyona
birakilmasiyla anti-leptin/leptin etkilesiminin azaldigi gériilmektedir. Anti-leptinin 45 dakika
inkiibasyon siiresiyle elde edilen sinyallarin 60 dakika inkiibasyonundan elde edilen sinyallere
yakin olmasia karsin, 45 dakika inkiibasyon siiresinde elde edilen grafigin nispeten daha
dogrusal oldugu goriilmektedir. Bu durum anti-leptin ¢ozeltisinin inkiibasyon siiresinin 60
dakika olmasiin yiizeyde muhtemelen gergeklesen gelisigiizel baglanmalara ve daha
kompleks bir biyoaktif tabaka olusmasina sebep olmasiyla agiklanabilir. Bu da anti-leptin ile
leptin etkilesimini olumsuz yonde etkilemistir. Bu sebeplerden dolayr optimum anti-leptin

inkiibasyon stiresi 45 dakika olarak se¢ilmistir.

Cizelge 4.3’ te anti-leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon

grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 3. Anti-leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R2 ¥y

Parametreleri

30 dakika anti-leptin 0,9977 11,346x+4,8792
45 dakika anti-leptin 0,9887 23.159x+45,721
60 dakika anti-leptin 0,9545 19,433x+81,105

4.1.2.4. Leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Son optimizasyon asamasi olarak leptin ¢ozeltisinin inkiibasyon siiresinin biyosensor
yanit1 lizerine etkisi incelenmistir. Bu amacla optimum kosullarda hazirlanmis elektrotlar 3
farkli periyotta (30 dakika, 45 dakika, 60 dakika) leptin ¢ozeltisi ile inkiibe edilmis ve EIS
egrilerinden elde edilen Ret degerlerinden yararlanilarak kalibrasyon grafikleri (Sekil 4.7)

¢izilmistir.
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Sekil 4. 7. Leptin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Optimum kosullarda hazirlanmis elektrot 30 dakika boyunca leptin ile inkiibasyona
birakildiginda anti-leptin ile leptin etkilesiminin 45 dakika inkiibasyon siiresine gore nispeten
azaldigr goriilmiistir. Bu da sinyalde ve regresyon katsayisi degerinde diisiis olarak
gozlenmistir. Ayni sekilde leptinin 60 dakika inkiibasyonuyla yine sinyalde diisiis oldugu
goriilmistiir. Biyosensor yanitindaki bu diisiisiin sebebi muhtemelen artan inkiibasyon
stiresiyle birlikte leptin ile doygunluga erismesidir. Kalibrasyon grafigine bakildiginda;
biyosensoriin 20 pg/mL leptin ¢ozeltisiyle inkiibe edilmesiyle yiik transfer direncindeki
belirgin diisme de yine yilizeyin leptin ile doydugunu desteklemistir. Tiim bu nedenlerden
dolay1 optimum leptin inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak se¢ilmistir.

Cizelge 4. 4’ te leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve denklemler verilmistir.

Cizelge 4. 4. Leptin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
Parametreleri

30 dakika leptin 0,9649 4,9102x+13,072
45 dakika leptin 0,9887 23,159x+45,721
60 dakika leptin 0,6868 7.6559% + 33,956
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4.1.3. Leptin biyosensoriiniin analitik ¢alismalar:

4.1.3.1. Leptin biyosensoriiniin lineer tayin araliginin belirlenmesi

Tiim immobilizasyon basamaklarinin optimum sartlar1 tayin edildikten sonra PGA ile
modifiye edilmis biyosensoriin yanit verebildigi leptin konsantrasyon araligi belirlenmeye
calisilmistir. Biyosensor artan leptin konsantrasyonlariyla muamele edilmis ve EIS ve CV

Olctimleri alinmistir.

Leptin biyosensoriinlin kalibrasyon grafigi asagidaki denklemden yararlanilarak elde

edilmistir.
ARet= Ret(leptin)- Ret(BSA)

Ret(leptin), anti-leptin ve leptin arasindaki baglanmadan sonra elektron transfer
direncinin degeridir. Ret(BSA), BSA ile bloklanmis biyosensdre ait yiik transfer direncidir
(Aydin ve ark. 2018).

Optimum sartlarda hazirlanan biyosensorlerin artan leptin konsantrasyonlar: ile
muamele edilmesiyle elde edilen Nyquist grafikleri ve CV voltamogramlar1 Sekil 4.8.A-B’ de
gosterilmektedir. Sekilde, Ret degerinin leptin konsantrasyonuna bagimli olarak degistigi
acikca gorilmektedir. Artan leptin konsantrasyonlariyla birlikte Ret degerlerinin de artig
gostermesi, ylizeyde yalitkanliga neden olan biyo-kompleks yapimin yogunlasmasi ile
aciklanabilir. Sekil 4.8.B incelendiginde; beklenildigi iizere artan leptin konsantrasyonlariyla
birlikte ylizeyin yalitkanliginin da artmasi ve elektron transferinin gliclesmesinden dolay1 pik
akimlarinda giderek azalma goriilmiistiir. Kalibrasyon egrisi (Sekil 4.8.C), 0,9852 degerinde
bir belirleme katsayisi (R?) ile 0,2 pg/mL' den 20 pg/ mL' ye kadar genis bir tayin araligi
gostermistir. LOD (algilama sinir1) ve LOQ (kantitatif 6lgme sinir1) degerleri sirasiyla

0,00813 pg/mL ve 0,03 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak, leptin

tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin yiiksek hassasiyete sahip oldugu sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 4.5’ te artan leptin konsantrasyonuna bagh olarak yiik transfer direnci, Rs ve

kapasitans degerleri verilmistir.
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Sekil 4. 8. Optimum sartlarda hazirlanan biyosensdriin artan leptin konsantrasyonlarina
verdigi yanit (A) EIS spektrumlar1 (B) CV voltamogramlari (C) EIS verilerinden
elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4. 5. Artan leptin konsantrasyonuna bagli olarak yiik transfer direnci, Rs ve
kapasitanstaki degisikler

Elektrot Ret(ohm) Rs(ohm) C(nF)
Biyosensor 55,90+0,7931 40,97+0,2712 96,28+2,975
Leptin (0,2 pg/mL) 124,5+1,680 95,86+0,623 51,061,607
Leptin (0,5 pg/mL) 111,3+1.447 83,142£0,5674 30,48+0,9484
Leptin (2 pg/mL) 151,2+2.118 107.6+0,8097 53.81+1,647
Leptin (5 pg/mL) 265,943,601 204+1.438 8,588+0,2748
Leptin (10 pg/mL) 431.4+5,095 227.7+1,558 9,375+0,2358
Leptin (15 pg/mL) 501,746,194 306,8+£2,224 3,754+0,1039
Leptin (20 pg/mL) 685,8+7,950 255,241,765 6,748+0,1419

4.1.3.2. Leptin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Hazirlanan biyosensoriin  tekrarlanabilirliginin - belirlenmesi, karakterizasyonunun
tayini asamasinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, optimum kosullar altinda
hazirlanan 20 farkli elektrot, ayni konsantrasyonda (10pg/mL) leptin ¢ozeltisi ile inkiibe
edilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi denklemi kullanilarak yapilan hesaplamalar
sonucunda standart sapma degeri £0,091245 pg/mL olarak bulunmustur. Varyasyon katsayisi
ise %0,91°dir. Ortalama deger de 10,00579 pg/mL olarak hesaplanmaistir.

4.1.3.3. Leptin biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Gelistirilen biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi, ayni prosediirle hazirlanan 8 biyosensor
sisteminin 0,2 pg/mL-20 pg/mL konsantrasyon araligindaki leptin tayini i¢in gostermis
oldugu performansin izlenmesi ile degerlendirilmistir. Sekil 4.9’ da hazirlanan 8 farkh
biyosensore ait kalibrasyon grafikleri goriilmektedir. Tekrar {iretilebilirlik ¢alismalari
sonucunda elde edilen kalibrasyon grafikleri incelendiginde; biyosensorlerin 0,2 pg/mL-20
pg/mL konsantrasyon araligindaki leptine verdigi yanitlarda hemen hemen ayni denecek

sekilde benzerlik ve dogrusallik gorilmiistiir.
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Sekil 4. 9. Leptin biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirligi (n=8)

Cizelge 4.6’ da tekrar iiretilebilirlik calismalarina iliskin grafik denklemleri ve R?

degerleri verilmistir.

Cizelge 4. 6. Biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi grafiklerinin R? leri ve denklemleri

Biyosensor R? ¥ Lineer Aralik(pg/ml.)
1 0.9922 19,027x+28,631 0.2 -20
2 0,994 18,703x+27,944 0.2 -20
3 0,9951 18,78x+27.366 0,2 -20
4 0.9945 18,096x+28,666 0.2 -20
5 0.,9921 17.368x+29,333 0.2 —-20
6 0.9951 18.04x+28.961 0.2 -20
7 0.9885 18,358x+30,698 0.2 -20
8 0.,9876 17,822x+29,615 0,2 -20

Cizelge 4.6’ da verilen dogru denklemleri kullanilarak, egim ve intercept verilerine

iliskin bagil standart sapma (RSD) degerleri sirastyla % 3,54 ve % 3,02 olarak hesaplanmuistir.
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Tekrar iiretilebilirlik ¢calismalar1 kapsaminda elde edilen veriler yiiksek hassasiyet ve

giivenilirlige sahip bir biyosensor tasarlandigini tasdik eder niteliktedir.

4.1.3.4. Leptin biyosensoriiniin sabit frekansta impedans ol¢iimii teknigi ile analizi
Calismanin  bu asamasinda anti-leptin  ve leptin  arasindaki etkilesimin
karakterizasyonu igin sabit frekansta impedans teknigi kullanilmistir. Bu teknik ile zamana
kars1 sabit bir frekansta impedans ol¢limii gergeklestirilir ve bu sayede, tekrarlayan zamanda
ve toplam zamanda impedans degisimleri kontrol edilebilmektedir. Olgiimiin
gerceklestirilmesi i¢in potansiyostat 10 Hz sabit frekansina ayarlanmis ve 45 dakika boyunca

bu sabit frekansta impedans Ol¢limii zamanin ve faz agisinin bir fonksiyonu olarak

Olciilmiistiir.

Potansiyostatin ayarlanacagi sabit frekans Sekil 4.10 da verilen biyosensoriin BSA
adimina ait Bode grafiginden yararlanilarak secilmistir. Bode grafigi biyosensor sisteminin
frekansa bagli impedimetrik davranisinin Nyquist grafigine gére daha kolay tanimlanmasini
saglar. Nyquist grafiginde frekans degerleri agik¢a belirtilmemektedir. Bu nedenle frekans

secimi Bode grafiginden yola ¢ikilarak secilmistir.
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Sekil 4. 10. Leptin biyosensoriiniin Bode grafigi

Anti-leptin ve leptin etkilesiminin es zamanli takibi i¢in sabit frekansta zamana bagh

impedans Ol¢limleri gergeklestirilmis ve impedansta ve faz agisinda meydana gelen degisim
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Sekil 4.11° de gosterilmistir. Olgiim sirasinda impedans diizenli bir sekilde artmakta ve bu
durum anti-leptin ve leptin arasindaki zamana bagli baglanmay1 gostermektedir. Ancak belli
bir siire sonunda impedansin sabitlenmesi leptin doygunluguna erisildigi i¢in anti-leptin ve

leptin etkilesiminin durdugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 11. Leptin biyosensoriiniin sabit frekansta impedans 6l¢iimii

4.1.3.5. Anti-leptin temelli biyosensoriin rejenerasyon ¢alismalari

Leptin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilirlik kapasitesini
belirlemek amaciyla bu karakterizasyon calismasi gerceklestirilmistir. Optimum kosullarda
hazirlanan elektrotun dnce leptin ile inkiibasyonu ve daha sonra %0,1 HCI ile bozundurulmasi
prensibinden yola ¢ikilarak gerceklestirilen dongii 12 kez tekrarlanabilmistir. 13. kez asit ile
muamele sonrasinda elektrot yilizeyi tamamen tahrip olmus ve artik leptin baglanabilmesi
miimkiin olmamustir. Sekil 4.12° deki bulgularda elektrotun 3. kez leptin ile muamele
edilmesinden sonra biyosensor aktivitesinde % 8 lik bir kayip gézlenmis ve 12.rejenerasyon

isleminden sonra biyosensor aktivitesinin %16,67” sini korudugu kaydedilmistir.

47



100
. 80
s
2
= 60
=
®
e 40 r
S
o
20
(' | | | | 1 1 1 1 1 | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Olgiim sayis1

Sekil 4. 12. Leptin biyosensoriine ait rejenerasyon ¢alismalari

4.1.3.6. Kare dalga voltametrisi (KDV)

KDV teknigi leptin biyosensoriiniin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in yapilan bir
diger analitik caligmadir. KDV, sahip oldugu yiiksek secicilik ve duyarlilik sayesinde,
biyobelirteglerin  hizli tespiti icin biyosensorlerin  gelistirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Sekil 4.13.A° da gelistirilen 0,2 pg/mL-20 pg/mL lineer tayin araligindaki
biyosensoriin KDV voltamogramlari, B’ de pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafigi goriilmektedir. KDV voltamogramlarina bakildiginda; artan leptin

konsantrasyonlariyla pik akimlar1 arasinda ters bir oran oldugu goézlenmistir.
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Sekil 4. 13. (A) Leptin biyosensoriiniin artan leptin konsantrasyonlarina KDV ile verdigi
yanit (B) elde edilen kalibrasyon grafigi

4.1.3.7. Leptin biyosensdériiniin raf 6mriiniin belirlenmesi

GP temelli tek kullanimlik biyosensoriin depolanma Omriiniin saptanmasi klinik
kullanim i¢in 6nemli ve gerekli bir prosediirdiir. Gelistirilen biyosensoriin uzun raf omriine

sahip olmasi ticari agidan oldukc¢a biiyiik bir avantajdir. Calismanin bu asamasinda da
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gelistirilen biyosensoriin raf dmriiniin belirlenmesi i¢in 10 farkli elektrot optimum kosullarda
hazirlanmis ve haftalik periyotlarla leptin (10 pg/mL) 6l¢iimii alinmustir. ik 8 hafta boyunca
biyosensorler aktivitelerinin neredeyse tamamini korumustur. 9. haftadan itibaren
aktivitesinde diislis gozlenen biyosensorlerin 10 hafta sonunda biyoaktivitelerinin %40’ mi1

korudugu kaydedilmistir (Sekil 4.14).

100

80

60

Yiizde aktivite (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (hafta)

Sekil 4. 14. Leptin biyosensoriiniin raf dmriiniin incelenmesi

4.1.3.8. SEM cihazi ile leptin biyosensoriiniin yiizey morfolojisinin goriintiilenmesi
Biyosensor ylizeyindeki morfolojik degisimler taramali elektron mikroskopu (SEM)
ile asama asama takip edilebilmektedir. Tasarlanan biyosensoriin immobilizasyon adimlarina
iliskin SEM goriintiileri Sekil 4.15” te verilmektedir. Sekil 4.15.A yalin GP elektrot yiizeyine
aittir. Yiizey glutamik asit ile elektropolimerize oldugunda Sekil 4.15.B” deki goriintii elde
edilmistir. PGA’ ya ait goriintiide yiizeyin belirgin bir morfolojik degisime ugradigi ve yogun
bir tabakanin olustugu goriilmektedir. EDC/NHS ile karboksil gruplarinin aktiflesmesi
sonunda Sekil 4.15.C” deki goriintii elde edilmistir. Anti-leptin ile immobilizasyon islemiyle
birlikte Sekil 4.15.D’deki goriintiide yiizeydeki morfolojik degisim agikga goriilmektedir.
Sonrasinda sirastyla BSA ile bloklama (Sekil 4.15.E) ve leptin ile inkiibe edilme (Sekil
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4.15.F) adimlarinda elde edilen goriintiilerde ylizeyin yogunlugunun git gide arttig1

gozlenmistir.

— ipgm coMu  26/6/2018 n 2/7/2018
x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm 14:19:55 x10,000 5.0kV LED 14:20:36

Ly
— lpm  COMU 2/7/2018 — CoMU 2/7/2018
x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm  14:40:04 5.0kV LED WD 10mm  15:04:41

a e B - .
1pm COMU 2/7/2018 1pm coMU 2/7/2018
5.0kV LED SEM WD 10mm  15:55:05) : 5.0kV LED SEM WD 10mm  16:21:43

Sekil 4. 15. Leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait SEM goriintiileri (A) yalin
GP elektrot, (B) PGA, (C) EDC/NHS, (D) anti-leptin, (E) BSA, (F)leptin
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4.1.3.9. Leptin biyosensoriiniin Kramers Kronig doniisiimii

Kramers-Kronig  doniisiimii,  gelistirilen ~ biyosensoér  sisteminin  impedans
spektrumunun dis etkenlerden dolayr meydana gelen sapmalardan etkilenip etkilenmedigini
belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontem elektrokimyasal impedans spektroskopisinin
yorumlanmasi ve analizi i¢in son derece onemlidir. Kramers Kronig doniisiimiinde, impedans
verilerinin ger¢ek kismi, hayali kisim kullanilarak hesaplanir veya hayali kisim, gergek kisim
kullanilarak hesaplanir. Sekil 4.16° da gosterilen Kramers Kronig doniistimleri ile deneysel
verilerin Ortiismesi biyosensoriin kararliligmmi ve dogrulugunu onaylamaktadir. Kramers
Kronig dontigiimleri ile deneysel verilerin Ortiisgmemesi durumunda biyosensoriin bazi

sapmalardan dolayr dogrusalliginin bozuldugu ve kararsiz hale geldigi tahmininde

bulunulabilir.
200,0 ohm
wt= GP
A GPPGA
-@- GP/PGA/EDC-NHS
L} GP/PGA/EDC-NHS/anti- leptin
—{~ GP/PGA/EDC-NHS/anti- leptin/BSA
3 100,0 ohm |
=
&,
&
4 ‘
/ ( i_!"v“’,;.
0,000 ohm : : :
0,000 ohm 50,0 ohm zreat ohmy  100,0 ohm 150,0 ohm

Sekil 4. 16. Leptin biyosensoriiniin Kramers Kronig doniigiimii

Cizelge 4.7°de leptin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon

adimlarna ait Kramers Kronig dontisiim degerleri verilmistir.
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Cizelge 4. 7. Leptin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait Kramers Kronig doniisiim

degerleri
Bivosensor adum Kramers Kronig diniisiim degeri
Yalin GP 1,164 u
GP/PGA 3,00l u
GP/ PGA/EDC-NHS 2479
GP/ PGA/EDC-NHS/anti-leptin 700,5n
GP/PGA/EDC-NHS/anti-leptin/BSA 4,716 u

4.1.3.10. Laviron esitligi ile leptin biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi
Anti-leptin  temelli biyosensoriin hazirlanma asamalarinda elektrot  yiizeyinin
kaplanma oOl¢iisiiniin belirlenmesi i¢in Laviron esitliginden (Laviron 1967) yararlanilmistir.

Laviron esitligi asagida gosterilmektedir.

o n?F2AIvY _ nFQu
P™ 4RT ~ 4RT

Q=nxFxAxr

Q = Yiik miktar1 (C)

n = 10 farkli tarama hizina (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mV/s) ait CV piklerinden
elde edilen grafigin egimi

F = Faraday sabiti (96485 C/mol)

A = Elektrot alani (cm?)

I' = Kaplanan yiizey alan1 (mol/cm?)

Bu esitlik ile gerekli hesaplamalar1 yapmak i¢in 6ncelikle biyosensoriin 10 farkli hizda
CV olgtimleri alinmig ve voltamogramlardan elde edilen gerekli degerler Laviron esitliginde
yerine konulmustur. GP/PGA yiizeyi 2,994x10-® mol/cm? olarak hesaplanirken anti-leptinin
immobilize edilmesiyle bu sayisal deger 5,578x10® ¢ yiikselmistir. Bu sonu¢ anti-leptinin

yilizeye immobilize edildigine isaret etmektedir.
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4.1.3.11. Anti-leptin temelli biyosensoriin gercek serum orneklerine uygulanmasi
Gelistirilen biyosensoriin klinik alanda kullanima uygunlugunun testi, 5 farkli ¢ocuk

serum Orneklerinde leptin tayini yapilmasiyla gerceklestirilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasiyla leptin konsantrasyonu saglikli cocuk ve yetiskin birey
serumlarinda degiskenlik gostermektedir. Cocuklarda bulunan serum leptin igerigi (6,82+2,28
ng/mL) baz alinarak biyosensor tayin aralifina girebilecek sekilde gerekli seyreltmeler
yapilmistir (Kili¢ 2004). Daha sonra iiretilen biyosensorler ile serum Ornekleri standart
ekleme teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler, bagil standart sapma ve geri

elde gibi analitik hesaplamalar Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4. 8. Gelistirilen leptin biyosensorii ile serum 6rneklerinde bulunan leptin
konsantrasyonunun belirlenmesi

Serum ornek Leptin Standart Olgiilen RSD (%) Geri
fiumarasi dleiilen eklenen konsantrasyon (n=3) Kazamim
konsantrasyon  konsantrasyon (pg/mL.n=3) (%)
(pg/mL) (pg/mL)
2 2.8/2,62/2,7 3,33 100,75
1 0,68
5 5,77/5,66/5,74 0,99 100,7
2 3,93/3,91/3,84 1,21 100
2 1,89
5 6,86/6,7/6,82 1.23 98.5
2 3,29/3,2/3,25 1,39 99.69
3 1.26
5 6,24/6,29/6,29 0,46 100,16
2 3,09/3,09/3,06 0,56 100,16
4 1,075
5 6,03/6,06/6,14 0,94 100,08
2 3.5/3,48/3,39 1,69 101,02
S 1,425
5 6,41/6,46/6,39 0,56 99,92
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Cizelge 4.8 incelendiginde anti-leptin temelli biyosensoriin gercek serum orneklerinde
leptin konsantrasyonunu belirlemede oldukg¢a yliksek hassasiyet gosterdigi tespit edilmistir.
Biyosensoriin ¢cocukluk c¢agi obezitesiyle iliskili oldugu diisiiniilen leptin konsantrasyonuna

vermis oldugu bu yanit olduk¢a umut vericidir.

4.1.3.12. Leptin biyosensoriiniin literatiirdeki yeri

Gelistirilen leptin biyosensoriiniin literatiirle karsilastirilmas1  Cizelge 4.9’ da

verilmistir.

55



wy/bd w/bd
£1800'0 0z-w/6d 20'0 AD @A SI3 aAijIpow 81 vOd loapfele dO
(€T0Z He w/Bu oA Ipow S[ALIS[ASIN}
anedeue]l)  qw/BuoOT  00T-w/BuQg  IosuesoAiq yndo Ue|ISISHO01al L drd Koznk eyipig
IBlwIzvyNg uzodwoyoueu
xa|dnipenb NV /ad/'Ogo4
JIQsudsounuIwI -9 / ulway NneAuewe.ed
w/6d (suesaurwnIuay urd1 JyounasynA 1odns
(§T02 Jw/bd g0 008-w/bd T Siapues) yndo  TuIrjRAUIS BWEIS[Y [auoAisyuo4
"MJe aA aH)
JB|WIZYNd
xa|dnipenb
-9 / ulway
(s102 Jw/6d JQsudsouowwL urd1 JyounasynA (InonAny
MdeansH)  qw/Bde'T  000T-Tw/Bd T suesourwnruoy  rureAuls Bwe[S]y  96) MY VSIT3
1zodwoxoueu
(oT0z w/Bu jondijod
e sAusyd)  Jw/buT  00000T-1w/Bu 0T NE -Jise idoud jouid -ny 309
WU X NUOASIN3JUO|
sueJajey ao Bieay Ulde],  [WUQX WINJ[(Q)  UOASEZI[Iqoww] 10414913

ISBWUR[SBATY 9[ANIQSUIS0AIq undo ud[LNSIo3 ULI[WIUQA IS US[LIP[Iq SPIMBINIT ‘6t 9F[9ZI))

Leptinin obezitenin erken teshisinde potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi

diistiniilmektedir. Bu nedenle leptinin yiiksek hassasiyette tayin edilebilmesi onemli bir
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noktadir. Yapilan literatiir arastirmalarinda ortak amag gelistirilen biyosensor sistemlerinin
leptin i¢in tayin araligin1 genisletebilmek ve bu amagla uygun modifikasyon islemleri
belirlemektir. Cizelge 4.9’ da da goriildiigii gibi bu tez ¢alismasinda gelistirilen GP temelli

leptin biyosensorii pikogram diizeylerinde leptin konsantrasyonlarina yanit verebilmistir.

4.2. Adiponektin Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

4.2.1. Adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlar:

Adionektin tayinine yoOnelik gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon adimlari
sirastyla; temizlik prosediirii, K»,Cr,O; ve HNOg3 igeren sulu ¢ozeltiyle inkiibe edilerek
yiizeyin bozundurulmasi ve aktiflestirilmesi, EDC/NHS ¢apraz baglayicisiyla yiizeyde aciga
cikan karboksil gruplarmin aktiflestirilmesi, anti-adiponektin immobilizasyonu ve son olarak
BSA ile bloklamadir. Tiim immobilizasyon basamaklarina ait A) EIS egrileri B) Ret degerleri
ve C) CV voltamogramlar1 Sekil 4.17° de sunulmustur. Temizlik prosediirii Baslik 4.1.1° de
belirtildigi sekildedir. EIS o6l¢limii alinarak yiizey temizliginden emin olunduktan sonra
titizlikle yikanip kurutulan biyosensorler KoCr,O7; ve HNO; karisimindan olusan ¢ozeltiyle
gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Asit ¢ozeltisinin, karbon yapilit GP elektrot yiizeyinin
aktifligini saglayarak karboksil gruplarimi agiga ¢ikarmasi hedeflenmistir. EIS 6l¢iimlerinin
alinmasiyla Ret degerlerinde yalin elektrota gore artis oldugu goriilmiistiir. Negatif karboksil
gruplarinin olusturdugu itici giic elektron transferini engellemis ve bu sebeple Nyquist egri
yaricapinda azalma gozlenmistir (Ret=122,9 ohm). EDC/NHS ile karboksil gruplarinin
aktiflestirilmesi ve anti-adiponektinin immobilize olabilecegi bir zemin hazirlanmasiyla
redoks probunun difiizyonunu engelleyen itici giic azalmis ve Ret degerinde diisiis meydana
gelmistir (65,54 ohm). Anti-adiponektinin amin gruplari ile ylizeydeki karboksil gruplarinin
kovalent etkilesime girmesiyle, anti-adiponektinin yalitkan &zelliginden dolayi elektron
transferi engellenmis ve neticesinde Nyquist egri yaricapinda artis gozlenmistir.
Biyosensorlerin  immobilizasyon asamalarinda bazen spesifik olmayan baglanmalar da
gerceklesebilmektedir. Bu olumsuz ve tercih edilmeyen durumun 6niine gegebilmek i¢in BSA
ajan1 kullanilmis ve anti-adiponektinin amin gruplariyla etkilesememis aktif karboksil
gruplarinin bloklanmasi saglanmistir. Bu islem sonrasinda adiponektinin anti-adiponektin ile
etkilesme potansiyelini artiran bir zemin hazirlanmistir. BSA ile bloklama asamasinda yiizey
daha once de belirtildigi gibi daha yalitkan hale gelmis ve yiik transfer direnci daha da

artmigtir.
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Tiim immobilizasyon adimlarina ait CV oOlglimleri (Sekil 4.17.C) de alinmig ve elde
edilen verilerin impedans Ol¢iimlerini tasdikledigi belirlenmistir. Yiizeyde karboksil
gruplarinin agiga ¢ikmasi direnci artirirken anodik ve katodik pik akimlarinda azalmaya sebep
olmustur. Yalin elektrotun katodik pik akimi 273,8 pA iken yiizeyin asit ile modifiye
edilmesiyle akim 243,2 pA’ e diismiistiir. EDC/NHS ile aktiflesen karboksil gruplarina anti-
adiponektinin amin gruplarinin baglanmasi ylizeye elektron gecisini engellemis ve pik
akimlarinda diisis meydana getirmistir. Son olarak elektrotlar BSA ile inkiibe edilmis ve
ylizeyin yalitkanligi daha da artmistir. Bu sebeple redoks probunun ylizeye difiizyonu

engellenmis ve neticesinde pik akimlarinda diisiis meydana gelmistir.

| -+ cp A
150,0 ohm A  GPK,Cr,0+HNO,
-@- GPK,Cr;0,+HNO,/EDC-NHS
-} GP/K,Cr;0,+HNOyEDC-NHS/anti- adiponektin
=~ GP/K,CryO,+HNO,/EDC-NHS/antl- adiponektin BSA
~ 100,0 ohm |
50,00 ohm
.
s
0,000 ohm >
0,000 ohm 100,0 ohm i (39’0,0 ohm 300,0 ohm 400,0 oh
300,0 B
E :
1
= 150,0
=
'
)
=+
(=™
Nad
Q,‘:s
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400,0 uA

-i= GP 3
GP/K.Cr,0-+HNO, ( .

&
@~ GPK,Cr,0,+HNO, EDC-NHS

200,0 uA -0 cp KyCryO5+HNO, /EDC-NHS ‘anti- adiponektin
-0~ GPK,Cry0,+HNOyEDC-NHS/anti- adiponektin BSA

0,000 A

Im (A)

-200,0 uA

-400,0 uA

-500,0 mV 0,000V 500,0 mV 1,000 V/

VI(Vvs. AgCl)

Sekil 4. 17. Adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait (A) EIS egrileri, (B)
Ret degerleri ve (C) CV voltamogramlari

4.2.2. Adiponektin biyosensoriiniin optimizasyon ¢alismalar:

4.2.2.1. Anti-adiponektin konsantrasyon optimizasyonu

Adiponektin tayinine yonelik gelistirilen biyosensor ylizeyinin K;Cr,O; ve HNO;
iceren sulu c¢ozeltiyle bozundurulmasi ve daha sonra ylizeydeki karboksil gruplarinin
EDC/NHS cifti ile aktiflestirilmesiyle birlikte anti-adiponektinin immobilizasyonu i¢in bir
zemin hazirlanmistir.  Immobilize edilecek olan anti-adiponektin  konsantrasyonu
biyosensorden alinacak yanit i¢in optimize edilmesi gereken onemli bir parametredir. Bu
sebeple biyosensorler 3 farkli konsantrasyonda anti-adiponektin (5 ng/mL, 10 ng/mL, 25
ng/mL) ile inkiibe edilmis ve elde edilen impedans egrilerinden yararlanilarak Sekil 4.18” de

verilen kalibrasyon grafikleri elde edilmistir.
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Sekil 4. 18. Anti-adiponektin konsantrasyonunun biyosensor cevaplari tizerine etkisi

Sekil 4.18° de goriildiigii gibi en yiiksek sinyaller ve en yiiksek R? degeri biyosensdriin
10 ng/mL anti-adiponektin ile inkiibe edilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen regresyon
katsayis1 degeri (R?=0,9932) biyosensoriin yiiksek hassasiyetini de gostermektedir. Anti-
adiponektin ¢ozeltisinin konsantrasyonu artirildiginda (25 ng/mL) biiyiik olasilikla yiizeyde
daha karmagik biyoaktif tabaka olusmasindan dolay1 anti-adiponektin/adiponektin etkilesimi
giiclesmistir. Bu durumda da yiik transfer direncinde diisiis gozlenmistir. Anti-adiponektin
konsantrasyonunun azaltilmasiyla (5 ng/mL) da yine yiik transfer direncinde azalma
gozlenmistir. Anti-adiponektin konsantrasyonunun adiponektin ile etkilesebilmek i¢in yetersiz
kaldig1 sOylenebilir. Bu sebeplerden dolay1 sonraki ¢aligmalar igin optimum anti-adiponektin

konsantrasyonu 10 ng/mL olarak secilmistir.

Cizelge 4.10° da farkli anti-adiponektin konsantrasyonu igin ¢izilen kalibrasyon

grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.
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Cizelge 4. 10. Anti-adiponektin konsantrasyonu optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R® ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
Sng/mL anti-adiponektin 0.9858 4,8671x+22,781
10 ng/mL anti-adiponektin 0,9932 17.277x+25.065
25ng/mL anti-adiponektin 0.9916 6,3158x+12,025

4.2.2.2.Anti-adiponektin siire optimizasyonu

Optimum anti-adiponektin konsantrasyonu belirlendikten sonra anti-adiponektin
immobilizasyonu i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu sebeple
biyosensorler 3 farkl: siirede (30, 45,60 dakika) 10 ng/mL anti-adiponektin ¢6zeltisiyle inkiibe
edilmistir. Bu biyosensdrlere iliskin elde edilen her bir EIS cevaplari degerlendirilerek Sekil

4.19’ daki kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.

1.200,0

[ 30 dakika anti-adiponektin
‘ 45 dakika anti-adiponektin
’ 60 dakika anti-adiponektin

=
=]
i
=]

ARet (ohm)

1

0 15 30
Adiponektin konsantrasyonu (pg/mL)

0,0

Sekil 4. 19. Anti-adiponektin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari lizerine etkisi
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Adiponektin tayini icin gelistirilen bu biyosensoriin anti-adiponektin ile 45 dakika
boyunca inkiibe edilerek hazirlanmasiyla 30 dakika ve 60 dakika siirelerine gore oldukga
belirgin bir sinyal artis1 gdzlenmistir. Bu sebeple optimum anti-adiponektin inkiibasyon siiresi

45 dakika secilmistir.

Cizelge 4. 11’ de farkli anti-adiponektin inkiibasyon siireleri i¢in ¢izilen kalibrasyon

grafiklerine ait R® degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 11. Anti-adiponektin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
30 dakika anti-adiponektin 0.,9962 19,967x+21,855
45 dakika anti-adiponektin 0,9902 43,287x+47,138
60 dakika anti-adiponektin 0,9932 17.277x+25,065

4.2.2.3. Adiponektin inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Son optimizasyon asamasi adiponektin ile anti-adiponektin ¢ozeltisinin en yliksek
verimde etkilesebilecegi  adiponektin inkiibasyon siiresinin belirlenmesidir. Bu amacla,
biyosensorler optimum kosullarda hazirlandiktan sonra 3 farkli periyotta adiponektin
cozeltileriyle inkiibasyona birakilmis ve impedans oOl¢timleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
impedans egrilerinden yararlanilarak Ret degerleri hesaplanmis ve kalibrasyon grafikleri

(Sekil 4.20) cizilmistir.
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Sekil 4. 20. Adiponektin inkiibasyon siiresinin biyosensor cevaplari tizerine etkisi

Kalibrasyon grafiklerine bakildiginda 30 dakikalik adiponektin inkiibasyon siiresinin
anti-adiponektin/adiponektin etkilesimi icin yetersiz kaldigi ve bu nedenle yiik transfer
direncinde 45 dakika inkiibasyon siiresine nazaran diisiis meydana geldigi goriilmektedir.
Adiponektinin inkiibe edilme siiresinin 60 dakika olarak denenmesiyle yine sinyallerde diisiis
gozlenmistir. Bu durumun sebebi zaman gectikge biyosensor yiizeyinin adiponektin ile
doygunluga ulasmasi ve biyosensoriin adiponektin tayin kapasitesinin azalmasi olarak
sOylenebilir. Bu sebeplerden dolayr optimum adiponektin inkiibasyon siiresi 45 dakika olarak

secilmistir.

Cizelge 4. 12° de farkli adiponektin inkiibasyon siireleri i¢in ¢izilen kalibrasyon

grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 12. Adiponektinin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
30 dakika adiponektin 0,9906 20,106x+24,058
45 dakika adiponektin 0,9902 43,287x+47,138
60 dakika adiponektin 0,9847 35,236x+50,554
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4.2.3. Adiponektin biyosensoriiniin analitik ¢calismalari

4.2.3.1. Adiponektin biyosensoriiniin lineer tayin araliginin belirlenmesi
Tim immobilizasyon basamaklarinin optimizasyonu sonrasinda, biyosensoriin yanit
verebildigi adiponektin konsantrasyon araligi belirlenmeye c¢alisilmistir. Biyosensor artan

adiponektin konsantrasyonlariyla muamele edilmis ve EIS ve CV 6l¢iimleri alinmistir.

Adiponektin biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi asagidaki denklemden yararlanilarak

elde edilmistir.
ARet= Ret(adiponektin)- Ret(BSA)

Ret(leptin), anti-adiponektin ve adiponektin arasindaki baglanmadan sonra elektron
transfer direncinin degeridir. Ret(BSA), BSA ile bloklanmis biyosensore ait yilik transfer

direncidir.

Optimum sartlarda hazirlanan biyosensorlerin artan adiponektin konsantrasyonlar ile
inkiibasyona birakilmasiyla elde edilen EIS egrileri ve CV voltamogramlar: Sekil 4.21.A-B’
de gosterilmektedir. Sekilde, yiik transfer direncinin artan adiponektin konsantrasyonuyla
paralel olarak arttigit agik¢a goriilmektedir. Bunun sebebi, biyosensoriin artan
konsantrasyonda adiponektin ¢ozeltisi ile inkiibasyonuyla ylizeyin yalitkanlasmasi ve
dolayisiyla elektron transferinin zorlasmasidir. Sekil 4.21.B> de CV voltamogramlarinda
gozlenen pik akimlarinin azalmasi da yine yilizeyde biyoaktif tabakanin yogunlasmasindan
oturtidir. EIS spektrumlarindan yararlanilarak gizilen kalibrasyon egrisi (Sekil 4.21.C), 0,995
degerinde bir belirleme katsayis1 (R?) ile 0,05 pg/mL' den 25 pg/ mL' ye kadar genis bir tayin
aralig1 gostermistir. LOD (algilama sinir1) ve LOQ (kantitatif 6lgme sinir1) degerleri sirasiyla
0,0033 pg/mL ve 0,01 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak, adiponektin

tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin yiiksek hassasiyete sahip oldugu yorumu yapilabilir.

Cizelge 4.13’ te artan adiponektin konsantrasyonuna bagli olarak yiik transfer direnci,

Rs ve kapasitans degerleri verilmistir.
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Sekil 4. 21.Optimum sartlarda hazirlanan biyosensoriin artan adiponektin konsantrasyonlarina
verdigi yanit (A) EIS egrileri, (B) CV voltamogramlari, (C) EIS verilerinden elde
edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4. 13. Artan adiponektin konsantrasyonuna bagli olarak yiik transfer direnci, Rs ve
kapasitanstaki degisikler

Elektrot Ret(ohm) Rs(ohm) C(nF)
Bivosensor 178,8+2.121 97,25+0,7104 10,15+0,2605
Adiponektin (0,05 pg/mL) 218+2.406 98.54+0,7196 9.282+0,2145
Adiponektin (0,2 pg/mL) 271,6£2,890 97,12+£0,7113 8.,460+0,1728
Adiponektin (0.5 pg/mL) 309,3+£3,329 1142408312 7.796+0,1617
Adiponektin (1 pg/mL) 34443.374 66,33+£0,4842 11,74+0,1839
Adiponektin (5 pg/mL) 455,9+4,330 111,3+0,813 6.769+0,1154
Adiponektin (10 pg/mL) 581,3£6,071 207,1£1,529 3.546+0,07232
Adiponektin (15 pg/mL) 726,6£7,870 302,7+£2.326 1,755+0,03863
Adiponektin (25 pg/mL) 1046+£10,43 300,1£2,297 1,496+0,02764

4.2.3.2. Adiponektin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Hassas bir biyosensoriin en 6nemli ve gerekli 6zelliklerinden biri tekrarlanabilir
olmasidir. Bu nedenle, gelistirilen biyosensoriin tekrarlanabilirliginin test edilmesi i¢in
optimum kosullar altinda hazirlanan 20 farkli elektrot, ayni1 konsantrasyonda (10pg/mL)
adiponektin ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Herbir biyosensoriin adiponektin konsantrasyonuna
verdigi yanit EIS ile takip edilmistir. Kalibrasyon grafigi denklemi kullanilarak yapilan
hesaplamalar sonucunda standart sapma degeri +0,042439 pg/mL, ortalama deger 10,013

pg/mL ve varyasyon katsayist % 0,42 olarak bulunmustur.

4.2.3.3. Adiponektin biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Anti- adiponektin temelli biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin belirlenmesi i¢in ayni
prosediirle ancak farkli zamanlarda 8 biyosensor sistemi hazirlanmis ve herbir biyosensor
sisteminin 0,05 pg/mL-25 pg/mL konsantrasyon araligindaki adiponektin ¢6zeltilerine verdigi
yanit incelenmistir. Sekil 4.22° de 8 farkli biyosensore ait kalibrasyon grafikleri
goriilmektedir. Tekrar iiretilebilirlik calismasi kapsaminda yiik transfer direncglerinin herbir
biyosensorde benzerlik gosterdigi ve grafiklerin belirtilen tayin araliginda dogrusallik

gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 22. Adiponektin biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirligi (n=8)

Cizelge 4.14° te tekrar iretilebilirlik ¢alismalarmna iliskin grafik denklemleri ve R?

degerleri verilmistir.

izelge 4. 14. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri
Cizelg y gig

Biyosensor R? Denklem Lineer
Arahk (pg/mL)
1 0.9983 v =63,313x+26.456 0,05 -25
2 0.9995 v =61,147x+27.429 0.05 -125
3 0,9992 v =62,323x+24.456 0.05 - 25
4 0,9976 y = 62,396x+25,847 0,05 -25
5 0,9962 v =62.473x+26,092 0,05 -25
6 0,9974 v =062,291x+27 825 0.05 -25
7 0.997 v =61,336x+29,808 0.05 -25
8 0,9976 v = 63,403x+26,038 0.05 —-25
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Cizelge 4.14° te verilen dogru denklemleri kullanilarak, egim ve intercept verilerine

iligkin bagil standart sapma (RSD) degerleri sirastyla % 1,29 ve % 6,09 olarak hesaplanmuistir.

4.2.3.4. Adiponektin biyosensoriiniin sabit frekansta impedans él¢iimii teknigi ile analizi

Sabit frekansta impedans Ol¢limii teknigi antikor / antijen baglanmasimin kinetik
davraniginin izlenmesi i¢in etkili bir elektrokimyasal yontemdir. Bu teknik ile zamana karsi
sabit bir frekansta impedans Ol¢iimii gergeklestirilir ve bu sayede, tekrarlayan zamanda ve
toplam zamanda impedans degisimleri kontrol edilebilmektedir. Ol¢iimiin gergeklestirilmesi
icin potansiyostat 10 Hz sabit frekansina ayarlanmis ve 45 dakika boyunca bu sabit frekansta

impedans 6l¢limii zamanin ve faz agisinin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 4.23° te impedans Ol¢iimiiniin gerceklesecegi sabit frekansin segilmesinde

basvurulan Bode grafigi verilmistir.

1,000 kohmp 0,000°
st
. +
; -5,000°
o, mpedans Faz aqis: 4 !
o, 1 :
- ° 0 ® 9 =
g ® 9, + %
£ 100,0 ohm | Lt S, ' -10,00° 4
k-] [ ° )
E + + . $ ® o 0 0 4 o . E
N + + -
+ +
* +o4 -15,00°
+
+
+
10,00 ohm e (000
100,0 mHz 1,000 Hz 10,00 Hz 100,0 Hz 1,000 kHz 10,00 kHz 100,0 kHz
Freq (Hz)

Sekil 4. 23. Adiponektin biyosensoriiniin bode egrileri

Anti-adiponektin ve adiponektin etkilesiminin takibi i¢in sabit frekansta zamana bagh
impedans Ol¢iimleri gergeklestirilmis ve impedansta ve faz agisinda meydana gelen degisim
Sekil 4.24° te gosterilmistir. Olgiim sirasinda yaklasik 2500 saniyeye kadar impedansin artis
gostermesi anti-adiponektin ile adiponektin etkilesiminin devam ettigini gdstermektedir. 2500
saniyeden sonra impedansin neredeyse sabitlenmesi adiponektin doygunluguna erisilmis

olmasindandir.
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Sekil 4. 24. Adiponektin biyosensoriiniin sabit frekansta impedans dl¢timii

4.2.3.5. Anti-adiponektin temelli biyosensoriin rejenerasyon ¢alismalari

Tasarlanan biyosensoriin yeniden kullanilabilirligini belirlemek icin, elektrot ilk dnce
optimum kosullar altinda hazirlanmis ve adiponektin proteini ile inkiibe edilmistir. Ilk EIS
Olgtimiinden sonra, elektrot, anti-adiponektin ve adiponektin arasindaki hidrojen baglari, Van
der waals gibi zayif etkilesimleri ortadan kaldirmak i¢in 3 dakika boyunca % 0,1 HCI
cozeltisi (10 mM) ile muamele edilmistir. EIS Ol¢imii tekrar alinmis ve yiik transfer
direncinde beklenildigi sekilde azalma goriilmiistiir. Tekrar adiponektin ile muamele sonrasi
impedansta artig ve asit ile muamelede impedansta azalma gozlenmistir. Bu dongii bu sekilde
18 kez tekrarlanabilmis ve 19. kez asit ile muamele sonucu elektrot ylizeyi tamamen
bozulmus ve biyosensdrden yanit almamamistir. 18 kez rejenerasyonu gerceklesen
adiponektin biyosensorii ilk 17 asamada aktivititesini biliyiikk oranda korumustur. 18.

rejenerasyon dongiisiinde aktivitenin %10’ u korunmustur (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. Adiponektin biyosensoriine ait rejenerasyon ¢alismalari

4.2.3.6. Kare dalga voltametrisi

Adiponektin biyosensoriiniin  hassasiyeti ve elektrokimyasal karakteristigi KDV

teknigi ile de arastirilmistir. KDV teknigi, yiiksek secicilik, duyarlilik, 6lgiim siiresinin ¢ok
kisa olmasi gibi avantajlara sahiptir.

Sekil 4.26.A° da gelistirilen 0,05 pg/mL-25 pg/mL lineer tayin araligindaki
biyosensoriin KDV voltamogramlari, B’ de pik akimlarindan yararlanilarak ¢izilen
kalibrasyon grafigi goriilmektedir. KDV voltamogramlarina bakildiginda; adiponektin

konsantrasyonunun artmasiyla pik akimlarinin azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4. 26. (A) Adiponektin biyosensoriiniin artan adiponektin konsantrasyonlarina KDV ile
verdigi yanit ve (B) elde edilen kalibrasyon grafigi

4.2.3.7. Adiponektin biyosensoriiniin raf émriiniin belirlenmesi

Adiponektin tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin depolanma Omrii, haftalik
periyotlarla biyosensoriin adiponektin konsantrasyonuna (10 pg/mL) karsi impedimetrik
yanitinin izlenmesi ile belirlenmistir. Optimal kosullar altinda hazirlanan biyosensorler

adiponektin tayini gerceklestirilene dek + 4 °© C' de saklanmistir. Sekil 4.27° de goriildiigii
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tizere, ilk 7 hafta biyosensor aktivitesinin neredeyse tamami korunmustur. 10. hafta sonunda

ise biyosensor sinyali %55 oraninda azalmistir.
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Sekil 4. 27. Adiponektin biyosensdriiniin raf omriiniin incelenmesi

4.2.3.8. SEM cihaz ile adiponektin biyosensoriiniin yiizey morfolojisinin goriintiilenmesi

Gelistirilen biyosensoriin tiim immobilizasyon asamalarinin elektrot yilizeyinde
meydana getirdigi morfolojik degisimler taramali elektron mikroskopu (SEM) ile
goriintiilenmigstir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.28 de verilmektedir. Sekil 4.28.A yalin GP
elektrot ylizeyine aittir. Yilzeyde herhangi bir modifikasyon islemi gerceklestirilmemis
olmasindan dolay1 heterojen bir goriiniim gézlenmemistir. Cok belirgin olmamakla birlikte
porlu bir goriinim grafit elektrot ile karakterizedir. Yiizeyin K,Cr,0; ve HNO; ile
bozundurulup karboksil gruplarinin aciga cikarilmasiyla B’deki goriiniim elde edilmistir.
EDC/NHS ile karboksil gruplarmin aktiflestirilmesinin ardindan (C) ylizeye anti-
adiponektinin immobilize edilmesiyle (D) birlikte yiizeyde yogun bir goriiniim sergilenmistir.
BSA ile bloklama asamasinda da yine yogunluk artmis ve son olarak adiponektin ile

inkiibasyonun gerceklmesiyle yiizeyde dalli ve adeta bir orlimcek ag1 gibi bir goriiniim elde

edilmistir.
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— 1pm CcoMU 26/6/2018 lpm coMU 5/7/2018
x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm  14:19:55 SEM WD 10mm  14:32:57

coMu 3/7/2018 B lpm  coMu 3/7/2018
WD 10mm 15:41:24 x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm 16:03:19

ium  COMU 3/7/2018 — lpm  COMU 3/7/2018
x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm 16:15:01] 5.0kV LED SEM WD 10mm 16:44:58

Sekil 4. 28. Adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait SEM goriintiileri (A)
yalin GP elektrot, (B) K,Cr,O7/HNO3; (C) EDC/NHS, (D) anti-adiponektin, (E)
BSA, (F) adiponektin

4.2.3.9. Adiponektin biyosensoriiniin Kramers Kronig doniisiimii

Gelistirilen adiponektin biyosensor sisteminin impedans spektrumunun dis etkenlerden

etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in Kramers Kronig doniisiimii kullanilmistir. Sekil
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4.29°da goriildiigii gibi, gelistirilen biyosensoriin impedans egrilerinin Kramers Kronig

doniistimleri ile ortlismesi biyosensoriin kararliligini ve dogrulugunu onaylamaktadir.

150,0 ohm [ ~'— ©P
A  GPK,Cr,0,+HNO,
-@- GP/K,Cr,0,+HNO,/EDC-NHS / A
-} GP/K,Cr,0,+HNO,/EDC-NHS/anti- adiponektin / /
~O- GP/K,Cr,0,+HNO,/EDC-NHS/anti- adiponektin/BSA / //
100,0 ohm ¢
50,00 ohm
0,000 ohm =~ - - -
0,000 ohm 100,0 ohm - 09,9’0 ohm 300,0 ohm 400,0 ohi

Sekil 4. 29. Adiponektin biyosensoriiniin Kramers Kronig doniisiimii

Gelistirilen adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarma iligkin Kramers

Kronig doniisiim degerleri Cizelge 4.15° te verilmistir.

Cizelge 4. 15. Adiponektin biyosensorii hazirlanma asamalarina iliskin Kramers-Kronig

dontistimleri
Bivosensor adum EKramers Kronig doniisiim degeri
Yalin GP 1,147 u
GP/K;Cr;0;+HNO; 4,767 u
GP/ K:Cr;0;+HNO; /EDC-NHS 1,481 u
GP/ K;Cr207+HNO; /EDC-NHS/anti-adiponektin 1,123 u
GP/PGA/EDC-NHS/anti-adiponektin/BSA 2,633 u

4.2.3.10. Laviron esitligi ile adiponektin biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi
Baglik 4.1.3.10 de formiilii verilmis olan Laviron esitliginden yararlanilarak
adiponektin biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinda yiizeyinin ne oranda kaplandigi

hesaplanmustir.
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10 farkli hizda alinan CV olgiimleriyle elde edilen gerekli degerler Laviron esitliginde
yerine konulmus ve yapilan hesaplamalar sonucu GP/K,Cr,0.-HNO; vyiizeyi 2,168x10-°
mol/cm? olarak bulunurken anti-adiponektinin immobilize edilmesiyle bu sayisal deger
5,474x10°® ¢ yiikselmistir. Bu sonug anti-adiponektinin yiizeye immobilize edildigine isaret
etmektedir.

4.2.3.11. Anti-adiponektin temelli biyosensoriin gercek serum érneklerine uygulanmasi
Gelistirilen biyosensoriin gergek serum orneklerine de cevap verebilme potansiyelinin
tespit edilebilmesi i¢in 5 farkli ¢ocuk serum Ornekleri ile ¢alisilmistir. Elde edilen veriler,

bagil standart sapma ve geri elde gibi analitik hesaplamalar Cizelge 4.16” da verilmistir.

Cizelge 4. 16. Gelistirilen adiponektin biyosensorii ile serum orneklerinde bulunan
adiponektin konsantrasyonunun belirlenmesi

Serum drnek Adiponektin Standart Olciilen RSD (%) Geri
numarasi dlciilen eklenen konsantrasyon (n=3) Kazamm
konsantrasyon  komnsantrasyon (pg/mL, n=3) (%)
(pg/mL) (pg/mL)
1 1,79/1,8/1,79 0,32 98.35
1 0,82
5 5,96/5,81/5,78 1,65 100,5
| 1,59/1,6/1,57 0,96 101.9
2 0,56
5 5,54/5,45/5.44 1 98,56
1 2.82/2.6/2,7 4,08 103.8
3 1.6
5 6,53/6,62/6,67 1,07 100
1 1,83/1,9/1,84 2,04 101,64
4 0,83
5 5.86/5,89/5.77 1,07 100,17
1 2,03/1,96/2 1,76 98.5
5 1,02
5 6/5,96/5,97 0,35 99,34
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Yapilan literatiir arastirmastyla ¢ocuk serumunda adiponektin konsantrasyon araligi
10,24+0,8ug/mL olarak bulunmustur (Asayama 2003) ve serum ornekleri biyosensdriin tayin
araligina girebilmesi icin uygun katsayilarla seyreltilmistir. Uretilen biyosensorler ile serum
orneklerinde adiponektin konsantrasyonunun belirlenmesi standart ekleme teknigi

kullanilarak saglanmistir (Cizelge 4.16).

Gelistirilen biyosensorlerin 5 farkli serum 6rneginde adiponektin tayinine verdigi hata
pay1 ¢ok disiik yanitlar klinik kullanim igin uyarlanabilmesinin miimkiin oldugunu

gostermektedir.

4.2.3.12. Adiponektin biyosensdoriiniin literatiirdeki yeri
Gelistirilen adiponektin biyosensdriiniin literatiirle karsilastirilmas1 Cizelge 4.17° de

verilmistir.

Adiponektin obezitenin erken tanisinda potansiyel bir biyobelirte¢ olma acisindan
onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle adiponektinin hassas metotlarla tayin edilebilmesi 6nemli
bir noktadir. Yapilan literatlir arastirmalarinda, adiponektin tayinine yonelik gelistirilen
biyosensorlerin sayisinin oldukga az oldugu tespit edilmistir. Cizelge de goriildiigii gibi bu tez
caligmasinda gelistirilen GP temelli adiponektin biyosensorii daha genis tayin aralifina
sahiptir ve pikogram ve femtogram diizeylerinde adiponektin konsantrasyonlarina yanit

verebilmistir.
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4.3. Noropeptit Y Tayini icin Gelistirilen Biyosensor Sistemleri

4.3.1. Noropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlar:

Cocukluk c¢ag1 obezitesi ile iliskili oldugu diisliniilen noropeptit Y nin tayini i¢in
gelistirilen biyosensoriin temizlik prosediirii Baglik 4.1.1° de belirtildigi sekildedir. EIS
teknigi ile temizligi takip edilen piirlizsiiz olmayan bir yiizeye sahip elektrotlara indirgenmis
grafen oksit (rGO) in adsorbsiyonuyla yiizeydeki gbzenekli yapinin doldurulmasi ve bu
sayede anti-néropeptit Y immobilizasyonuna olanak saglayacak piiriizsiiz ve etkili bir yiizey
olusturulmasi amaclanmistir. rGO saglam yapis1 ve genis ylizey alani gibi essiz ozelliklere
sahip bir nanomateryaldir. Bu caligmada da tercih edilmesinin bir diger sebebi genis
noropeptit Y tayin aralifina imkan sunabilecek bir yiizey olusturulmak istenmesidir. Sekil
4.30’ da gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon adimlarima iligkin A) EIS egrileri, B) EIS

egrilerinden elde edilen yiik transfer direnci ve C) CV voltamogramlari sunulmaktadir.

Redoks probunun biyo-tanima katmani tizerindeki elektrokimyasal davranisi,
modifikasyonun her adiminda uyarlanabilir. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS),
bir indikatdor olarak Fe (CN)637/L in kullanilarak, antikor-antijen etkilesimi, DNA
hibridizasyonu veya enzim-substrat kataliziyle indiiklenen elektrolit ile elektrot arasindaki ara
yiizey Ozelliklerinde meydana gelen degisikligi izlemek i¢in bagvurulan etkili bir yontemdir.
Yiik transfer direncini (Ret) temsil eden daha yiiksek frekanslarda yarim daire bolgesi ve
disiik frekanslarda Warburg impedans: EIS spektrumunun ana bilesenleridir. Warburg
impedans1 (Zw), elektroaktif tiirlerin elektroda difiizyonundan kaynaklanan gecikmeyi temsil
eder. Sekil 4.30.A’ da immobilizasyon adimlarina ait EIS egrileri goriilmektedir. Cok
piiriizsiiz olmayan oldukga iletken yalin elektrot yiizeyine ait yiik transfer direnci de cok
diisiik olarak tespit edilmistir. Yiizeye rGO nun adsorbe edilmesiyle elektrot yiizeyinin
gozenekli yapist azalmig ve ylizeyde karboksil gruplart olugsmustur. rGO nun adsorpsiyonuyla
olusan karboksil gruplari ¢aligilan ortam pH’sinda (pH 7) negatif yiiklii oldugundan dolay1
yiizeyde elektrokimyasal yiik tasinmasini engellemis ve itici giic uygulayarak negatif yiikli
redoks probunun yiizeye diflize olmasini zorlastirmistir. Bu durum elde edilen Nyquist egri
yarigapinda artig olarak gdzlenmistir. 30 ohm gibi oldukca diisiik bir direng gosteren yalin
elektrot yiizeyine rGO disperse ¢ozeltisinin adsorpsiyonuyla birlikte Ret degeri 65 ohm’ a
yiikselmistir. rGO nun yiizeye fiziksel olarak tutunmasindan dolay1 sistemin kararliligin1 EIS
Olctimleriyle takip ederek ilerlemek gerekmektedir. EDC/NHS ile yiizeyin aktivasyonu

isleminin gerceklestirilmesi Ret degerlerinde diislise neden olmustur. Anti-néropeptit Y
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¢ozeltisinin yiizeye immobilizasyonu, yapisindaki amin gruplart ve rGO nun aktiflesmis
karboksil terminallerinin kovalent etkilesime girmesiyle gerceklesmistir. Bu immobilizasyon
islemiyle anti-néropeptit Y ylizeyde bir bariyer etki meydana getirmis ve olusan yalitkan
tabaka ile birlikte redoks probunun yiizeye difiizyonu engellenmis ve yiik transfer direncinde
artig gozlenmistir (112,3 ohm). Yiizeyde anti-néropeptit Y-noropeptit Y etkilesimi haricinde
spesifik olmayan diger baglanmalar1 ve anti-néropeptit Y ile kovalent etkilesime girememis
aktif karboksil gruplarmi bloklamak amaciyla kullanilan BSA yiizeyi daha da yalitkan hale
getirmis ve Nyquist egri yarigapinda artis goriilmiistiir (Ret=197,9 ohm).

Sekil 4.30. B> de gosterilen CV voltamogramlart da EIS O6l¢timlerini destekleyen
sonuglar  sergilemektedir. rGO disperse ¢0Ozeltisinin  adsorpsiyonuyla indirgenme
yiikseltgenme pik akimlarinda bariz bir diislis gozlenmistir. Katodik pik akimlari yalin
elektrot i¢in 239,6 pA iken rGO nun adsorbe olmasiyla 140,9 pA e diismiistir. rGO nun
uyguladigi itici giicten dolay1 elektron gegisi engellenmistir. EDC/NHS ile aktiflesen elektrot
yilizeyine anti-ndropeptit Y nin immobilize edilmesiyle olusan yalitkan tabaka yine pik
akimlarinda azalmaya neden olmustur (112,9 pA). Son olarak BSA bloklama adimu ile yilizey
daha da yalitkan hale gelmis ve pik akimlar1 daha da azalmistir (56,07 pA).

79



150,0 ohm /
& A
A GPIIGO
-@- GP/rGO/EDC.NHS
-} GP/rGO /EDC-NHS/anti- ndropeptit Y
=~ GPrGOEDC-NHS/anti- niropeptit Y/BSA
100,0 ohm
g
c
ol
s
2
¥ 50,00 ohm |
.
0,000 ohm . A e A
50,00 ohm 150,0 ohm 250,0 ohm 350,0 ohm
Zreal (ohm)
220,0 B
=
=110.0 +
=
—
=
(="
00 WM N
< (] = - g
<& o <
"’v "g"b
<
@*""b
== gp
000ua  F o0

8- GP/rGO/EDCNHS
43 GPrGOEDC-NHS anti- néropeptit ¥
~{- GPIrGOEDC-NHS/anti- sropeplit YBSA

Im (A)

-200,0 uA

-400,0 uA

-500,0 mV 0,000V 500,00 mV 1,000V

VIV vs. AgCl)

Sekil 4. 30. Noropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait (A) EIS egrileri, (B)
Ret degerleri ve (C) CV voltamogramlari
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4.3.2. Noropeptit Y biyosensoriiniin optimizasyon ¢calismalari

4.3.2.1. Grafen oksit miktar optimizasyonu

Noropeptit 'Y biyosensoriiniin - immobilizasyon adimlarindan ilki rGO ile
modifikasyondur. Anti-néropeptit Y yiizeye immobilizasyonunun basarili bir sekilde
gergeklesebilmesi i¢cin rGO miktar1 optimize edilmesi gereken onemli bir parametredir. Bu
amagla biyosensorler diger tiim kosullar aymi tutulup yalnizca rGO miktarlarinin
degistirilmesiyle hazirlanmis ve elde edilen impedans egrileri ve yiik transfer direnglerinden

yararlanilarak kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.31).
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A 02mgrGO
¢ 0.4mgrGO

2.000,0
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0,0 :
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Sekil 4. 31. rGO miktarinin biyosensor yaniti tizerine etkisi

0,1 mg, 0,2 mg ve 0,4 mg indirgenmis grafen oksit I mL DMF igerisinde disperse
edilmis ve biyosensorler hazirlanan bu {li¢ rGO dispersiyon ¢ozeltisiyle muamele edilmistir.
Elektrot yiizeyleri dikkatli ve emin bir sekilde kurutulmustur. rGO miktariin artirilmasiyla
(0,4 mg) muhtemelen elektrot yiizeyinde fazla birikmeden dolay1 diizensizlik olusmus, rGO
dispersiyon ¢ozeltisi yiizeye adsorbe olamamis ve yiizeyden kopmustur. Bu sebeple anti-
noropeptit Y ¢ozeltisinin yiizeye immobilizasyonu giiclesmistir. Diger yandan miktarinin
azaltilmasi da (0,1 mg) rGO dispersiyon ¢6zeltisinin elektrot yiizeyine tutunmakta yetersiz
kalmasina sebep olmustur. Bu sebeplerden dolay1 diger ¢alismalar i¢in optimum rGO miktari

0,2 mg olarak segilmistir.
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Cizelge 4.18’de rGO miktar optimizasyonu parametrelerine iliskin grafiklerden elde

edilen R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 18. rGO miktar1 optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon grafiklerine ait R?ve
dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri

0.1 mg 1GO 0.9931 116,22x+40,427
0.2 mg rGO 0,9913 322.97x+28.078
0.4 mg rGO 0.9943 235,23x+79,628

4.3.2.2. Anti noéropeptit Y konsantrasyonu optimizasyonu

Anti-noropeptit Y’ nin yiizeye immobilizasyonuna olanak saglayacak olan rGO
dispersiyon ¢ozeltisinin miktar optimizasyonu gerceklestirildikten sonra bir diger islem anti-
ndropeptit Y c¢ozeltisinin konsantrasyonunu optimize etmektir. Degisen anti-néropeptit Y
konsantrasyonunun biyosensOr yanit1 lizerine etkisinin arastirilmasi i¢in 3 farkli anti-
noropeptit Y konsantrasyonu (5,024 ng/mL, 25,12 ng/mL, 50,24 ng/mL) denenmistir. Diger
tim kosullarin sabit tutulup yalnizca anti-néropeptit Y ¢06zeltisinin konsantrasyonunun
degistirilmesiyle hazirlanan biyosensorlere ait impedans egrilerinden yararlanilarak Sekil

4.32’ deki kalibrasyon grafikleri elde edilmistir.
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Sekil 4. 32. Anti-noropeptit Y konsantrasyonunun biyosensor yaniti tizerine etkisi

Noropeptit Y biyosensoriiniin gelistirilmesinde anti-noropeptit Y ¢ozeltisinin 25
ng/mL  konsantrasyonuna nazaran daha diisik konsantrasyonda (5,024 ng/mL)
kullanilmastyla diisiik yiik transfer direnglerinin elde edilmesi yiizeye immobilizasyon i¢in
yetersiz kaldigin1 gostermektedir. Anti-néropeptit Y konsantrasyonunun 25,12 ng/mL’den
50,24 ng/mL’a artirilmasiyla da ylizeydeki muhtemelen daha kompleks ve yogun bir
immobilizasyondan 6tiirii noropeptit Y nin baglanma kapasitesinin diistiigli goriilmiistiir. Bu
sebeplerden dolayr optimum anti-néropeptit Y konsantrasyonu 25,12 ng/mL olarak
secilmigtir. Cizelge 4.19° da farkli anti-ndropeptit Y konsantrasyonlarinin kalibrasyon

grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 19. Anti-noropeptit Y konsantrasyonu optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥y
parametreleri
5.024 ng/mL anti-ndropeptit Y 0,9915 73.899x+47,806
25,12 ng/mL anti-néropeptit Y 0,9913 322,97x+28.078
50.24 ng/mL anti-noropeptit Y 0.9905 00.371x+43.62
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4.3.2.3. Anti noropeptit Y siire optimizasyonu

Anti-néropeptit Y immobilizasyonu i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla 30, 45 ve 60 dakikalik farkli inkiibasyon siirelerinde anti-néropeptit Y
immobilizasyonlar1 gergeklestirilerek biyosensorler hazirlanmis ve bu biyosensorlere iliskin

elde edilen her bir CV ve EIS yanitlar1 degerlendirilerek Sekil 4.33 teki kalibrasyon grafikleri

olusturulmustur.
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Sekil 4. 33. Anti-noropeptit Y inkiibasyon siiresinin biyosensor yaniti {izerine etkisi

Sekil 4.33” e bakildiginda biyosensoriin anti-néropeptit Y ¢ozeltisi ile diisiik periyotta
(30 dakika) inkiibasyona birakilmasiyla anti-ndropeptit Y/noropeptit Y etkilesiminin azaldigi
ve sinyallerde diislis oldugu goriilmektedir. Anti-néropeptit Y c¢ozeltisinin inkiibasyon
siresinin 60 dakikaya artirilmasiyla yine yiik transfer direnclerinde belirgin disiis
gozlenmistir. Bu durum anti-noropeptit Y ¢Ozeltisinin inkiibasyon siiresinin 60 dakika
olmasmin ylizeyde muhtemelen gergeklesen gelisiglizel baglanmalara sebep olmasiyla
aciklanabilir. Bu da anti-néropeptit Y ile noropeptit Y etkilesimini olumsuz yonde
etkilemistir. Bu sebeplerden dolayr optimum anti-néropeptit Y inkiibasyon siiresi 45 dakika

olarak sec¢ilmistir.
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Cizelge 4.20° de anti-noropeptit Y inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen

kalibrasyon grafiklerine ait R? degerleri ve dogru denklemleri goriilmektedir.

Cizelge 4. 20. Anti-néropeptit Y inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen
kalibrasyon grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
30 dakika anti-néropeptit Y 0.9984 69,145x+40,871
45 dakika anti-néropeptit Y 0,9913 322.97x+28,078
60 dakika anti-ndropeptit Y 0.9906 77,509x+51,057

4.3.2.4. Noropeptit Y siire optimizasyonu

Son optimize edilen parametre olarak noropeptit Y ¢ozeltisinin inkiibasyon siiresinin
biyosensoOr yaniti tizerine etkisi incelenmistir. Bu amaca yonelik olarak optimum sartlarda
hazirlanmis biyosensorler 3 farkli periyotta (30 dakika, 45 dakika, 60 dakika) noropeptit Y
cozeltisi ile inkiibe edilmis ve EIS egrilerinden elde edilen Ret degerlerinden yararlanilarak

kalibrasyon grafikleri (Sekil 4.34) ¢izilmistir.
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Sekil 4. 34. Noropeptit Y inkiibasyon siiresinin biyosensor yaniti iizerine etkisi
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Sekil 4. 34’ daki kalibrasyon grafikleri incelendiginde 30 dakikalik noropeptit Y
inkiibasyon siiresinin anti-ndropeptit Y/noropeptit Y etkilesimi i¢in yetersiz kaldig1 goriilmiis
ve bu nedenle yiik transfer direncinde 45 dakika inkiibasyon siiresine gore diisiis meydana
gelmistir. Noropeptit Y inkiibasyon siiresinin 60 dakika olmasiyla yine yiik transfer
direnclerinde belirgin bir diisiis gdzlenmistir. Bu durumun sebebi zaman gegtik¢e biyosensor
yiizeyinin ndropeptit Y ile doygunluga ulagsmasi ve biyosensoriin ndropeptit Y yi tayin
edebilme kapasitesinin azalmasi olarak sdylenebilir. Bu sebeplerden dolay1 néropeptit Y nin

inkiibasyon siiresi olarak optimum siire 45 dakika olarak se¢ilmistir.

Cizelge 4.21° de farkli néropeptit Y inkiibasyon siirelerinin kalibrasyon grafiklerine ait

R? degerleri ve dogru denklemleri gosterilmektedir.

Cizelge 4. 21. Noropeptit Y 'nin inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen
kalibrasyon grafiklerine ait R? ve dogru denklemleri

Optimizasyon R? ¥
parametreleri
30 dakika néropeptit Y 0,9977 99.057x+12.602
45 dakika néropeptit Y 0.9913 322,97x+28,078
60 dakika néropeptit Y 0,9942 242,16x+12,517

4.3.3. Noropeptit Y biyosensoriiniin analitik calismalari

4.3.3.1. Noropeptit Y biyosensoriiniin lineer tayin araliginin belirlenmesi

Optimizasyon adimlarinin gergeklestirilmesinden sonra optimum kosullarda hazirlanan
biyosensorlerin artan noropeptit Y konsantrasyonlarina karsi sergilemis oldugu performans
incelenmis ve yanit alinabilen noropeptit Y konsantrasyon araligi tayin edilmistir. 0,005
pg/mL-10 pg/mL olarak belirlenen olduk¢a genis tayin araligi (R°=0,9957) biyosensdriin
pikogram ve femtogram gibi diisiik seviyelerde noéropeptit Y ¢ozeltilerine yanit verebilme
potansiyelinin oldugunu gostermistir (Sekil 4.35.C). Bu tez ¢alismasinda bir dnceki yapilan
biyosensor sisteminde asit ile muamele edilerek elektrot yiizeylerinde dogrudan karboksil
gruplarmin aciga ¢ikarilmasi hedeflenmisti. Bu yontemde yapisinda karboksil gruplari

bulunduran rGO dispersiyon ¢ozeltisi ile modifiye edilen biyosensoriin lineer tayin araligi
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onceki yonteme gore genislemis ve daha da diislik seviyelerde analit konsantrasyonlarinin
belirlenmesi miimkiin olmustur. Bu durum rGO nun biyoSensor etkinligi iizerindeki etkisini

acikca gostermektedir.

Sekil 4.35.A’ da verilen EIS spektrumlar1 incelendiginde, gelistirilen biyosensorlerin
artan noropeptit Y Kkonsantrasyonlariyla muamele edilmesi sonucunda Nyquist egri
yarigapinda ya da bir diger deyisle yiik transfer direnclerinde artis meydana geldigi
goriilmektedir. Noropeptit Y konsantrasyonunun artmasiyla elektrot yiizeyinin yalitkanligi da
artmis ve redoks probunun diflizyonu bariyer etkiden dolay1r engellenmistir. Yiik transfer
direnglerinde meydana gelen artisin sebebi de yalitkanliktan dolay1 olusan bu bariyer etkidir.
Sekil 4.35.B” de CV voltamogramlarinda gozlenen pik akimlarinin azalmasi da yine ylizeyin

gitgide yalitkanlagmasidir.

LOD (algilama sinir1) ve LOQ (kantitatif dlgme sinir1) degerleri sirasiyla 0,00011
pg/mL ve 0,00036 pg/mL olarak hesaplanmistir. Algilama smir1 (LOD), biyosensoriin
laboratuvar kosullarinda 6rnekteki varligini tespit edebildigi ancak kesin miktarini 6lgemedigi
en diisiikk analit konsantrasyonu; kantitatif 6lgme sinir1 (LOQ) ise miktarsal olarak tespit

edilebilen en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanabilir.

Cizelge 4.22’ de artan ndropeptit Y konsantrasyonuna bagli olarak hesaplanan Ret, Rs

ve kapasitans degerleri verilmistir.

Cizelge 4. 22. Artan noropeptit Y konsantrasyonuna bagli olarak yiik transfer direnci, Rs ve
kapasitanstaki degisikler

Flektrot Ret(ohm) Es(ohm) C(uF)
Bivosensdr 147,4+2.320 114,7+0,9592 3.027+0,09941
Noropeptit Y (0,005 pg/mL) 159.4+2.490 113+0,915 6,204+0,1922
Noropeptit Y (0,05 pg/mL) 149.4+2. 035 83,24+0,6692 4.921+0,1296
Noropeptit Y (0,125 pg/mL) 195.6+£2,490 96,17+0,7632 4,531+0,1107
Noropeptit Y (0,5 pg/mL) 233£3.667 126,7+0,9901 4,440x0,1177
Noropeptit Y (2 pg/mL) 418,946,036 251.9+£2.078 1,3332£0,03702
Noropeptit Y (5 pg/mL) 666,9+9.104 328,6+2,793 0,7244+0,01779
Noropeptit Y (8 pg/mL) 879,5+9.320 373,9+3,013 0,9219+0,02047
Noropeptit Y (10 pg/mL) 1106=+11,92 491,6=+3,973 0,6702 +0,01540

87



O BSA
500,0 ohm | & Noropeptit Y
v 10 pg/mL
0,005 pg/mL
0,000 ohm -
0,000 ohm 500,0 ohm 1,000 kol}lrlgal i 1,500 kohm 2,000 kohm 2,500 ko
400,0 uA | B
O Bsa
@ Niropeptit'Y
200,0 uA ¢
20,000 A
£
0,005 pg/ml.
-200,0 uA ¢ l
10 pg/mlL
-400,0 uA - . . .
-500,0 mV 0,000 V 500,0 mV 1,000 V
VIV vs. AgiagCl)
1.600,0
y = 139,99x + 38,638 C
R*= 09938

-

=

=

2 800,0

"

o
a4
<]

0,0 :
¥
NoropeptitY Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4. 35. Optimum sartlarda hazirlanan biyosensoriin artan noropeptit Y konsantrasyon-

larina verdigi yamit (A) EIS spektrumlari (B) CV voltamogramlari (C) EIS
verilerinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.3.3.2. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Noropeptit Y tayinine yonelik gelistirilen biyosensoriin  tekrarlanabilirliginin
degerlendirilmesi i¢in optimum kosullarda 20 farkli biyosensér hazirlanmis ve bu
biyosensorlerle ayni1 konsantrasyonda noropeptit Y (5 pg/mL) ¢ozeltisinin tayini
gerceklestirilmistir. Yapilan bu iglemlerin sonucunda ortalama deger, standart sapma ve
varyasyon katsayisi gibi analitik parametreler hesaplanmis ve sirasiyla 4,9992 pg/mL,
+0,005095 ve %0,1 olarak bulunmustur. 20 biyosensorde hesaplanan standart sapma
degerinin bu kadar diisiik c¢ikmasi, gelistirilen biyosensor sisteminin tekrarlanabilirlik

kapasitesinin oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir.

4.3.3.3. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Bir biyosensoriin giivenilirligi ve dogrulugu icin tekrar iretilebilirlik kapasitesinin
incelenmesi en gerekli ve belirleyici asamalardan biridir. Bu sebeple ayni kosullarda fakat
farkli zamanlarda 8 farkli biyosensor hazirlanmis ve 0,005 pg/mL-10 pg/mL konsantrasyon
araligindaki noropeptit Y ¢ozeltilerine verdigi yanit incelenmistir. Sekil 4.36° da hazirlanan 8
biyosensore ait kalibrasyon grafikleri goriilmektedir. Grafiklerin dogrusalligi, biyosensorlere
ait EIS egrilerinden elde edilmis Ret degerlerinin birbirleriyle benzerligi yani kisacasi
biyosensorlerden ndropeptit Y konsantrasyonlarina karsilik alinan yanitlarin benzer olmasi

tekrar tiretilebilirlik kapasitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 36. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi (n=8)
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Cizelge 4.23° te noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirlik ¢aligmalarina iligkin

grafik denklemleri ve R? degerleri verilmistir.

Cizelge 4. 23. Noropeptit Y biyosensoriiniin tekrar tiretilebilirligi grafiklerinin R? degerleri ve

denklemleri
Biyosensor R? ¥ Lineer Arahk (pg/mL)
1 0,997 140,8x+56,806 0,005 — 10
2 0,9956 138,17x+61,66 0,005 —10
3 0,9961 139,72x+58,85 0,005 — 10
4 0,9955 136,29x+51,95 0,005 —10
5 0,9936 132,33x+55,078 0,005 —10
[ 0,9944 133,53x+59,999 0,005 —10
7 0,9924 137.63x+56,431 0,005 —10
8 0,9937 133,02x+66,615 0,005 —10

Sekil 4.36° da verilen kalibrasyon grafiklerine ait egim ve interceptlerin bagil standart

sapma degerleri (%RSD) sirasiyla % 2,34 ve % 7,6 olarak hesaplanmistir.

4.3.3.4. Noropeptit Y biyosensoriiniin sabit frekansta impedans teknigi ile analizi
Anti-noropeptit Y ve ndropeptit Y arasinda olusan etkilesimin impedimetrik davranisi

sabit frekansta faradayik olmayan ortamda analiz edilmistir.

Sisteme uygulanacak olan sabit frekans (10 Hz) Bode grafiginden (Sekil 4.37)
yararlanilarak segilmistir. 45 dakika boyunca 10 Hz sabit frekansta pH 7 fosfat tamponu
icerisinde impedans Ol¢iimii  gerceklestirilmis ve anti-ndropeptit Y/néropeptit Y
biyokompleksi olusumu takip edilmistir. 2500 saniye civarinda ndropeptit Y doygunluguna

erisilmesinden dolay1 impedans artis1 artik belirginligini kaybetmis ve durmustur (Sekil 4.38).

90



0,000°

-10,00 °

-20,00 °

-30,00°°

1,000 kohmp
I +
° + F '
° +
° ° + t + !
e ® ° + +7 * + o4 T i
° +
o, 4
®
~ + ®, o
£ N + L Y ° e
'fci 100,0 ohm | + ° e,
T [ + : ® 00000
1 Imped
N + 4@ Faz acis1 npedats
+
+
+
+
10,00 ohm AL
10,00 mHz 100,0mHz 1,000Hz 10,00Hz 100,0Hz 1,000kHz 10,00 kHz 100,0 kHz
Freq (Hz)

(o) zydZ - TA

Sekil 4. 37. Noropeptit Y biyosensoriiniin bode egrileri
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Sekil 4. 38. Noropeptit Y biyosensoriiniin sabit frekansta impedans 6l¢timii
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4.3.3.5. Anti-néropeptit Y temelli biyosensoriin rejenerasyon ¢alismalar:

Tasarlanan biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin arastirilmasi ig¢in biyosensor
optimum sartlarda hazirlandiktan sonra noropeptit Y cozeltisiyle ve devaminda %0,1 HCI
cOzeltisiyle muamele edilmistir. Noropeptit Y nin anti-noropeptit Y ile etkilesiminin
sonlanarak ylizeyden ayrilmasi hedeflenmistir. Biitiin bu islemler EIS ile takip edilmistir. Bu
sekilde tekrarlanan rejenerasyon islemleri 20 kez gergeklesmistir. 21. asit ile muamele
asamasinda yiizey tamamen harap olmus ve biyosensorden yanit alinamamistir. Ik 18
rejenerasyon adiminda biyosensor aktivitesinin hemen hemen tamamini korurken

rejenerasyon sonlandiginda %78,6’ sin1 korumustur (Sekil 4.39).
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Sekil 4. 39. Noropeptit Y biyosensoriiniin rejenerasyon ¢aligmalari

4.3.3.6. Noropeptit Y biyosensoriiniin raf omriiniin belirlenmesi

Gelistirilen biyosensoriin depolanma dmriiniin arastirilmasi biyosensoriin kararliliginin
belirlenmesi i¢in 6nemli bir asamadir. Kararlilik, biyosensoriin dmriiniin uzunlugu hakkinda
bilgi verir. Uzun Omiir ayni materyalle ¢ok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu
sebeplerden dolay1r optimum kosullarda hazirlanan biyosensorler haftalik periyotlarla
noropeptit Y ¢ozeltisi ile inkiibe edilmis ve elde edilen sonuglar EIS ile takip edilmistir. Sekil

4.40° da biyosensOriin depolanma potansiyeline ait grafik verilmistir. 3.haftaya kadar
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biyosensoriin aktivitesi tamamen korunurken 3. haftadan itibaren ¢ok az da olsa bir kayip

yaganmis ve % 87 si korunabilmistir.
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Sekil 4. 40. Noropeptit Y biyosensoriiniin raf dmriiniin incelenmesi

4.3.3.7. SEM cihaz1 ile noropeptit Y biyosensoriiniin yiizey morfolojisinin
goriintiilenmesi

Noropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina iligkin SEM goriintiileri
Sekil 4.41° de verilmistir. A’ da yalin GP elektrot yiizeyi goriintiilenmistir. GP elektrot
yiizeyinde ¢ok belirgin olmamakla birlikte gozenekli bir goriiniim elde edilmistir. B’ de
biyosensor yiizeyine GO’ nun adsorbsiyonu gergeklesmis ve goriintiilenmistir. Daha sonra
EDC/NHS ile yiizey aktivasyonunun ger¢eklesmesiyle C’ deki goriiniim elde edilmistir. Anti-
noropeptit Y nin ylizeye immobilize edilmesiyle D’ de de gorildigi gibi yiizey
yogunlagsmaya baglamistir. BSA ile bloklama adiminda (E) ve son olarak noéropeptit Y ile

inkiibasyon islemlerinde (F) adim adim yiizey yogunlugu artmistir.
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— lpm  COMU 26/6/2018 coMu 3/17/2018
%10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm  14:19:55 5, WD 10mm  10:22:59

lim  coMU 3/7/2018 lpm  COMU '3/7/2018
5.0kV LED WD 10mm  10:41:57 P SEM WD 10mm  11:24:28

ipm comu  3/7/2018
x10,000 5.0kV LED SEM WD 10mm 11:50:08

Sekil 4. 41. Noropeptit Y biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait SEM goriintiileri
(A) yalin GP elektrot, (B) rGO, (C) EDC/NHS, (D) anti-ndropeptit Y, (E) BSA,
(F) noropeptit Y

4.3.3.8. Noropeptit Y biyosensoriiniin Kramers Kronig doniisiimii
Gelistirilen biyosensoriin immobilizasyon adimlar1 gergeklestirilirken impedans
Olctimlerinin herhangi bir dis etkenden dolayr meydana gelen sapmalardan etkilenip

etkilenmediginin tespiti i¢cin Kramers Kronig doniisiimii kullanilmaktadir. Sekil 4.42° de
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impedans egrileri ile Kramers Kronig doniisiimlerinin Ortlistiiglinii gosteren spektrumlar

gosterilmektedir. Bu ortiisme biyosensoriin dogrulugu adina bilgi vermektedir.

-+ cp
& GpP/rGoO
100,0 ohm | -@- GP/rGO/EDC-NHS
-} GP/rGO/EDC-NHS/anti- néropeptit Y
—O- GP/rGO/EDC-NHS/anti- niropeptit Y/BSA
E
-
C
¥
E 50,00 ohm
N
0,000 ohm
50,00 ohm 150,0 ohm 250,0 ohm
Zreal (ohm)

Sekil 4. 42. Noropeptit Y biyosensoriiniin Kramer Kronig doniistimii

Cizelge 4.24° te biyosensoriin immobilizasyon adimlarina ait Kramers Kronig

dontigiim degerleri listelenmistir.

Cizelge 4. 24. Noropeptit Y biyosensorii immobilizasyon asamalarina iliskin Kramers-Kronig

doniisiimleri
Bivosensor admm EKramers Kronig doniisiim degeri
Yalin GP 768.8n
GP/rGO 5.614u
GP/ rGO/EDC-NHS 384.9n
GP/ rGO/EDC-NHS/anti-néropeptit Y 88,85 n
GP/ rGO/EDC-NHS/anti-néropeptit Y/BSA 1.280u

4.3.3.9. Laviron esitligi ile néropeptit Y biyosensoriiniin yiizey alaninin hesaplanmasi
Calismanin bu asamasinda Baslik 4.1.3.10 da verilen Laviron esitliginden

yararlanilarak immobilizasyon adimlarinda yiizeylerin kaplanma oranlar1 arastirilmistir. Bu
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amagla oOncelikle biyosensoriin 10 farkli tarama hizinda CV o6l¢liimleri alinmis ve
voltamogramlardan elde edilen degerler Laviron esitliginde yerine konulmustur. Yapilan
hesaplamalar sonucunda GP/rGO vyiizeyi 2,396x10-® mol/cm? olarak bulunmusken anti-
noropeptit Y immobilizasyonuyla deger 5,284x 10% e yiikselmistir. Bu sonug¢ anti-néropeptit

Y nin yilizeye immobilize edildigine isaret etmektedir.

4.3.3.10. Anti-noropeptit Y temelli biyosensoriin gercek serum érneklerine uygulanmasi
Noropeptit Y biyosensoriiniin gergek serum Orneklerine verdigi yanitin incelenmesi

amaciyla 5 farkli ¢ocuk serum ornekleri kullanilmistir.

Yapilan literatiir aragtirmasiyla ¢ocuk serumunda ndropeptit Y konsantrasyon araligi
276,2 pM olarak bulunmus (Choi 2012) ve gerekli seyreltmeler yapilmistir. Gelistirilen
biyosensoriin  serum 6rneklerinde néropeptit Y konsantrasyonlarini tayin edebilmesi standart
ekleme yontemi kullanilarak saglanmistir. Standart olarak eklenen ndropeptit Y

konsantrasyonlar1 2 pg/mL ve 5 pg/mL’dir.

Sonuglardan yola ¢ikilarak hesaplanan bagil standart sapma ve geri elde gibi degerler

Cizelge 4.25’ te verilmistir.

Gelistirilen biyosensoriin klinik alanda kullanim potansiyelinin bulunmasi hem ticari
baglamda hem de dogrulugu agisindan biiyiikk avantaj saglar. Biyosensoriin bdyle bir
kapasitesinin olup olmadigimin arastirilmasi igin gerceklestirilen bu ¢aligma basamaginda
umut verici sonuglar alinmistir. Cizelge 4.25° e bakildiginda hata paymin oldukg¢a diisiik
oldugu ve biyosensoriin noropeptit Y konsantrasyonunu tayin edebilmede yiiksek potansiyele

sahip oldugu sonucuna varilabilmektedir.
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Cizelge 4. 25. Gelistirilen noropeptit Y biyosensorii ile serum oOrneklerinde bulunan
noropeptit Y konsantrasyonunun belirlenmesi

Serum drnek  NoropeptitY Standart Olciilen RSD (%) Geri
numarasi dlciilen eklenen kKonsantrasyon (n=3) Kazamm
konsantrasyon  konsantrasyon (pg/mL,n=3) (%)
(pg/mL) (pg/mL)
2 4,95/5/4,97 0,5 99.4
1 3
5 7.84/8,13/8,15 2,16 100,5
2 4.04/3,96/4,03 1,09 100,25
2 2
5 6.9/6,92/7,18 2,23 100
2 2,92/2,91/2,88 0,72 100,35
3 0,89
5 5.89/5,91/5.87 0,34 100
2 3.,7/3,45/3.47 3,92 102,9
4 1,44
5 6.3/6,46/6,5 1,65 99,69
2 2,88/2,89/2.9 0,35 100,7
3 0,87
5 5.9/5,85/5,89 0,45 100,17
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5. SONUC

Cocukluk cagi obezitesi, 21. ylizyilin en ciddi halk sagli§i sorunlarindan biridir.
Asir kilolu ve obez ¢ocuklarda bu durum yetigkinlik ¢caginda da devam etmekte ve daha geng
yasta diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bulasict olmayan hastaliklara yakalanma
ihtimali daha yliksek olmaktadir. Tiim bu kritik durumlardan dolayr hastaligin erken teshisi
bliylim Onem teskil etmektedir. Bu amagla doktora tezi kapsaminda c¢ocukluk c¢agi
obezitesinin erken tanisina yonelik biyosensor sistemleri gelistirilmis ve bu biyosensorlerde
calisma elektrotu olarak yenilik¢i bir materyal olan grafit kagit elektrot kullanilmistir. Saglam,
tek kullanimlik, ucuz ve pratik bir elektrot olmasi, miikkemmel bir iletkenliginin olmasi bu
elektrotun tercih edilme sebeplerindendir. Ayni1 zamanda yapilan literatiir arastirmalarinda
grafit kagit elektrot ile tasarlanan immunosensor ¢alismalari ile karsilasilmamistir. Tasarlanan
elektrokimyasal temelli 3 farkli biyosensor sisteminde de tiim optimizasyon asamalar1 ve
karakterizasyon caligmalart EIS, CV ve KDV gibi tekniklerle takip edilmistir. Tim
biyosensorler i¢in gergeklestirilen ‘sabit frekansta impedans 6l¢iimii’ teknigi ile biyoaktif
tabakada analit ile etkilesimin es zamanli incelenmesi literatiire ekibimiz tarafindan

kazandirilmistir.

Gelistirilen biyosensorle tayininin gerceklesmesi hedeflenmis ilk biyobelirte¢ protein
yapilt bir hormon olan leptindir. ‘Obezite hormonu’ olarak bilinen leptin Seviyesi obez
bireylerde yiikselmektedir. Bu seviye degisiminin belirlenebilmesinin obezitenin erken teshis

edilmesine olanak saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Bir diger gelistirilen biyosensorle adiponektin analizi hedeflenmistir. Tek kullanimlik
bu biyosensorle genis konsantrasyon araliginda adiponektin tayini gergeklestirilmis ve

pikogram diizeyinde hassasiyet sergilenmistir.

Son olarak gelistirilen biyosensorle ndropeptit Y’ nin tayin edilmesi amaglanmistir. Bu
biyosensor sisteminde ylizeyin modifiye edilmesi i¢in kullanilan indirgenmis grafen oksit
dispersiyon ¢ozeltisi sahip oldugu biyouyumluluk, hizli elektron tagimimi, saglamlik gibi
ozelliklerinden dolay1 biyosensor uygulamalarinda 6nem kazanmaya baslamigtir. Bir 6nceki
calismada gelistirilen adiponektin biyosensoriinde elektrot yiizeyi dogrudan asit ile
bozundurulup karboksil gruplari acia cikarilmisti. Noropeptit Y tayini icin gelistirilen bu
biyosensorde ylizey rGO ile modifiye edilmis ve ylizeyde karboksil gruplar1 olusturulmustur.

Sonuglar degerlendirildiginde GO modifiyeli biyosensoriin lineer tayin araliginin daha genis
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oldugu ve daha diisiik konsantrasyonlarda analit tayinine imkan sagladig belirlenmistir. Bu

veriler indirgenmis grafen oksitin bu ¢alisma i¢in etkinligini kanitlamaktadir.

Gelistirilen 3 biyosensoriin de yapilan karakterizasyon c¢alismalariyla yliksek
hassasiyet, tekrar iiretilebilirlik, tekrar kullanilabilirlik, genis tayin aralig1 gibi bir¢ok avantaj
sergiledigi tespit edilmistir.

Ayn1 zamanda gelistirilen tiim biyosensor sistemlerinin klinik alanda kullanim
potansiyellerinin arastirilmasi i¢in yas grubu 1 ile 7 arasinda olan 5 saglikli ¢ocuktan alinan
serum Orneklerine verdigi yanitlar incelenmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde 3
biyosensor sisteminin de klinik alanda uygulanabilirlik potansiyellerinin yiiksek oldugu

acik¢a goriilmiigtiir.
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